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1. Arbeitshypothese und Fragestellung 

In der menschlichen hämatopoetischen Zelllinie Cole wurde eine mutierte Form 

der regulatorischen p85α-Untereinheit der PI3K nachgewiesen, kloniert und 

charakterisiert (Jücker et al., 2002). Das mutierte p85α-Gen kodiert für ein Protein von 76 

kDa (p76α), dem aufgrund der Deletion einer Base und dem damit verbundenen Wechsel 

im Leserahmen und Auftreten eines Stop-Codons die c-terminal gelegene SH2-Domäne 

fehlt. Die c-terminale SH2-Domäne beinhaltet neben ihren Bindungseigenschaften für 

tyrosinphosphorylierte Proteine auch noch eine regulatorische Domäne, die die PI3K 

negativ reguliert und deren inhibitorische Funktion für eine Aktivierung der PI3K 

aufgehoben werden muss (Disinhibitionsmodell). Der Wegfall der c-terminalen SH2-

Domäne in der p85α/PI3K-Mutante könnte zu der konstitutiven Aktivierung der PI3K 

führen, die in Cole Zellen beobachtet wurde. 

In dieser Arbeit soll nun der direkte Einfluss dieser  p85α/PI3K-Mutante auf die 

Regulation der PI3K-Aktivität und auf das Wachstum von Zellen untersucht werden. 

Hierzu werden etablierte Zelllinien, sowie primäre humane hämatopoetische 

Progenitorzellen mit einem retroviralen Vektor transduziert, der das mutierte p85α-Gen 

zusammen mit einem EGFP-Gen trägt. Als Kontrolle dient das Wildtyp-p85α-Gen sowie 

der Vektor ohne p85α-Gen. Transduzierte Zellen werden mittels FACS sortiert und 

nachfolgend entweder biochemisch auf eine Aktivierung der PI3K untersucht oder das 

Wachstum in Flüssigkulturen gemessen. 

In Anlehnung an das Disinhibitionsmodell zur Regulation der PI3K Aktivität soll 

in einem zweiten experimentellen Ansatz untersucht werden, ob die Funktion der 

p85α/PI3K-Mutante in Cole-Zellen durch die Expression des Wildtyp-p85α-Gens 

aufgehoben werden kann. Hierzu soll das Wildtyp-p85α-Gen in Cole Zellen exprimiert 

werden, die kein endogenes p85α mehr exprimieren. Eine mögliche Erniedrigung der in 

diesen Zellen konstitutiv aktivierten PI3K Aktivität soll dann mittels PI3K-in-vitro-

Kinase-Assay quantifiziert werden. Hierzu werden transduzierte Cole Zellen über die 

Expression von EGFP mittels FACS sortiert. Eine mögliche Auswirkung der p85α-

Expression auf die Proliferation oder Apoptose dieser Cole Zellen wird mittels 

Wachstumskurven analysiert. 
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2. Einleitung 

Leukämien sind maligne Neoplasien hämatopoetischer Zellen, die durch  

unkontrolliertes Wachstum eines transformierten Zellklons gekennzeichnet sind. Die 

Expansion des malignen Zellklons führt zu einer generalisierten Ausbreitung im 

gesamten hämatopoetischen Gewebe, eventuell Infiltration extramedullärer Organe und 

Ausschwemmung leukämischer Zellen ins Blut. Die Expansion des malignen Zellklons 

auf Kosten der normalen Hämatopoese führt zu einer progredienten 

Knochenmarkinsuffizienz, woraus die klinische Symptomatik resultiert. Die Einteilung 

der Leukämien erfolgt nach klinischem Verlauf, Reifegrad und Abstammung der 

pathologisch veränderten Leukozyten. Leukämien werden in akute und chronische, sowie 

in lymphatische und myeloische eingeteilt. Die Entstehung einer Leukämie ist ein 

multifaktorieller Prozess, der durch die Akkumulation von Mutationen zur Fehlschaltung 

bestimmter Kontrollgene und dadurch zur malignen Transformation einer 

hämatopoetischen Zelle führt. Diese Gene können Protoonkogene oder 

Tumorsuppressorgene sein, die für Proteine kodieren, die als Regulatoren des 

Zellwachstums dienen. Dies führte zu einem Modell, nach dem die Aktivierung von 

proliferationsfördernden oder die Inaktivierung von proliferationshemmenden 

Regulatoren des Zellwachstums, das unkontrollierte Wachstum der entarteten Zelle 

auslösen.  

Wachstumsfaktoren vermitteln, über Interaktion mit ihren Rezeptoren, Signale 

über die Zellmembran, die unter anderem Wachstum, Proliferation und Differenzierung 

der Zellen regulieren. Eine sehr genaue Kontrolle dieser Vorgänge ist entscheidend für 

den ganzen Organismus, Fehlregulationen können zu schwerwiegenden 

Krankheitsbildern wie Tumoren, Leukämien und Lymphome führen. Für die 

Signalübertragung in der Zelle und im Zellkern, wo die Transkription von Wachstums-, 

Proliferations- und Differenzierungs-steuernden Genen reguliert wird, spielt eine 

Vielzahl von Signalkaskaden eine Rolle. Die Moleküle dieser Kaskaden werden meistens 

durch reversible Phosphorylierungen reguliert. Das Verständnis der für die Regulation 

dieser Kaskaden verantwortlichen  Mechanismen ist sehr wichtig für die Entwicklung 
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neuer Therapieansätze gegen Erkrankungen, die durch Entgleisungen zellulärer 

Gleichgewichte entstehen. 

 

2.1. Phosphatidylinositol-Kinasen 

Phosphatidylinositol-Kinasen sind Enzyme, die den Transfer des γ-Phosphates 

von ATP an eine bestimmte Position von Phosphatidylinositolen katalysieren. Der 

Inositolring beinhaltet fünf Hydroxy-Gruppen, die phosphoryliert werden können (Abb. 

1).  

 

Abb. 1: Struktur von Phosphatidylinositol. 

Verallgemeinert, können Phosphatidylinositole folgende Funktionen erfüllen 

(Fruman et al., 1998):  

a) Sie können als Substrate für Phospholipasen dienen und zur Entstehung von 

second messenger wie lösliche Inositolphosphate und Membran-gebundenem 

Diacylglycerol führen.  

b) Sie können direkt mit intrazellulären Proteinen interagieren und ihre 

Lokalisation und Aktivität beeinflussen.  

c) Sie können durch elektrostatische Interaktionen die Topologie der 

Zellmembran lokal beeinflussen und verändern.  
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Die Phosphatidylinositol-Kinasen werden in drei Familien unterteilt: 

Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI3K), Phosphatidylinositol-4-Kinasen (PI4K) und 

Phosphatidylinositol-5-Kinasen (PI5K). Proteine dieser Familien sind sowohl in Hefen 

und weiteren niedrigen Eukaryonten als auch in Säugern zu finden und die 

entsprechenden Enzyme zeigen Homologien zueinander. Diese Konservierung 

unterstreicht die Bedeutung dieser Enzyme für eukaryontische Zellen (Fruman et al., 

1998).  

 

2.2. Phosphatidylinositol-3-Kinasen 

Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI3K) katalysieren den Transfer des γ-
Phosphates von ATP an der D3-Position von Phosphatidylinositolen. Die PI3K wurde 

zum ersten Mal in Immunpräzipitaten von pp60v-src (phosphoprotein 60kDa, das Produkt  

des v-src -rous sarkoma virus- Onkogens) (Sugimoto et al., 1984) und in dem „polyoma 

virus middle T Antigen“ gefunden (Whitman et al., 1985; Kaplan et al., 1986). Später 

wurde festgestellt, dass die PI3K mit cytoplasmatischen Tyrosinkinasen, sowie 

Rezeptortyrosinkinasen wie z. B. dem PDGF-Rezeptor (platelet-derived growth factor) 

assoziiert und die D3-Position des Inositolrings phosphoryliert (Whitman et al., 1988).  

Zunächst wurde die PI3K als ein Heterodimer beschrieben (Ruiz-Larrea et al., 

1993), das aus einer 110 kDa katalytischen Untereinheit (Hiles et al., 1992; Shibasaki et 

al., 1990) und einer 85 kDa regulatorischen Untereinheit (Escobedo et al., 1991; Skolnik 

et al., 1991) besteht. Es wurden zwei Isoformen der regulatorischen Untereinheit 

beschrieben (Otsu et al., 1991). Heute wird diese Proteinfamilie in drei Klassen unterteilt.  

 

2.2.1. PI3K der Klasse I 

Die PI3K der Klasse I phosphorylieren Phosphatidylinositol [PI], 

Phosphatidylinositol-4-phosphat [PI(4)P] und Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat 

[PI(4,5)P2], wobei PI(4,5)P2 das bevorzugte Substrat zu sein scheint (Carpenter und 

Cantley, 1990a). Die PI3K der Klasse I werden in Enzyme der Klasse Ia und Ib unterteilt. 
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2.2.1.1. PI3K der Klasse Ia 

PI3K der Klasse Ia stellen die wichtigsten Formen dieser Enzymfamilie dar. Sie 

führen zur Produktion von an Position D3 phosphorylierten Phosphatidylinositolen 

(Fruman et al. 1998) (Abb. 2).  

 

Abb. 2: Phosphorylierung von Phosphatidylinositol-(4,5)-Bisphosphat an der D3 Position durch die 

PI3K der Klasse I (Carpenter und Cantley, 1990a). 

PI3K der Klasse Ia bestehen aus zwei Untereinheiten, die 110 kDa große 

katalytische Untereinheit und die 50-85 kDa große regulatorische Untereinheit (Roche et 

al., 1998). Es gibt drei bekannte Isoformen der katalytischen Untereinheit, p110α (Hiles 

et al., 1992), p110β (Hu et al., 1993) und p110δ (Vanhaesebroeck et al., 1997b; Chantry 

et al., 1997), die von unterschiedlichen Genen exprimiert werden (PIK3CA, PIK3CB, 

PIK3CD). Diese Isoformen zeigen Homologien von 42% zwischen p110α und p110β 

(Hu et al., 1993), 41% zwischen p110α und p110δ und 58% zwischen p110β und 

p110δ.  p110α und β sind in allen Geweben zu finden, während p110δ in Zellen des 

Immunsystems gefunden wurde (Carpenter et al., 1990b; Vanhaesebroeck et al., 1997b). 

Es gibt mindestens 7 Isoformen der regulatorischen Untereinheit, kodiert in drei 

unterschiedlichen Genen (PIK3r1, PIK3r2, PIK3r3). Sie alle beinhalten zwei SH2-

Domänen, die von der inter-SH2-Domäne getrennt werden. Die 85kDa groβen 

Untereinheiten p85α und p85β beinhalten auβerdem eine SH3-Domäne und eine BCR 

(breakpoint cluster region)-Homologie-Domäne, (BH-Domäne) am Aminoterminus. Die 
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kürzeren Untereinheiten haben am Aminoterminus stattdessen kurze 

Aminosäuresequenzen.  

 

2.2.1.2. PI3K der Klasse Ib 

Der erste Schritt zur Entdeckung der PI3K der Klasse Ib, PI3Kγ, war die 

Beobachtung dass es nach Aktivierung von Rezeptoren mit 7 Transmembran-Domänen 

zu einer Ansammlung von an Position 3 phosphorylierten Phosphatidylinositolen kommt. 

So führte die Stimulation neutrophiler Granulozyten mit dem chemotaktischen Peptid f-

Met-Leu-Phe zu einer massiven Erhöhung der Menge an Phosphatidylinositol-(3,4,5)-

trisphosphat [PI(3,4,5)P3] in Zellen (Di Virgilio et al., 1985; Traynor-Kaplan et al., 

1988). Das Enzym PI3Kγ wird durch βγ-Untereinheiten von G-Proteine aktiviert 

(Stephens et al., 1993; Stephens et al., 1994). Die PI3K der Klasse Ib, ähnlich wie PI3K 

der Klasse Ia, phosphoryliert PI, PI(4)P und  PI(4,5)P2 in vitro und ihr bevorzugtes 

Substrat in vivo ist PI(4,5)P2 (Stoyanova et al., 1997). Die PI3K der Klasse Ib besteht 

ebenfalls aus einer katalytischen und einer regulatorischen Untereinheit (Stephens et al., 

1997). Die katalytische Untereinheit ist, wie bei den PI3K der Klasse Ia, ein 110 kDa 

Protein, p110γ, das zu 36% homolog zu p110α, 28% homolog zu p110β und 35% 

homolog zu p110δ ist  (Stoyanov et al., 1995; Hu et al., 1993; Stephens et al., 1997; 

Vanhaesebroeck et al., 1997b). Die p110γ−Untereinheit unterscheidet sich von den 

katalytischen Untereinheiten der PI3K Klasse Ia unter anderem dadurch, dass ihr die n-

terminale Bindungsstelle für die p85 regulatorische Untereinheit fehlt. Anstatt des p85-

Proteins, bindet sie eine andere regulatorische Untereinheit, das 101 kDa groβe Protein 

p101. Diese regulatorische Untereinheit zeigt keine Ähnlichkeiten mit den 

regulatorischen Untereinheiten der PI3K der Klasse Ia und kann die aktivierende 

Wirkung der βγ-Untereinheiten der aktivierten G-Proteine deutlich verstärken (um etwa 

das 50 fache) (Stephens et al., 1997). Der gröβte Teil der Liganden, die zu einer 

Aktivierung der PI3K Klasse Ib führen, spielen eine wichtige Rolle in der Koordination 

der Immunantwort auf Verletzungen und Infektionen durch Regulation mehrerer 
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Immunzelltypen. Mäuse, die keine PI3K Klasse Ib exprimieren, sind deutlich resistenter 

gegenüber pathologischen Entzündungszuständen (Andrews et al., 2007). 

 

2.2.1.3. Eigenschaften der PI3K der Klasse I 

PI3K der Klasse Ia und Ib werden durch ähnliche Konzentrationen des 

Hemmstoffes Wortmannin gehemmt. (Arcaro und Wymann, 1993; Wymann und Arcaro, 

1994; Stoyanova et al., 1997). Die p110 katalytischen Untereinheiten beinhalten mehrere 

konservierte Regionen wie die Bindungsstellen für die regulatorische Untereinheit, für 

Ras, die PI-Kinase Region (deren Funktion nicht eindeutig geklärt ist), sowie die 

carboxy-terminale Kinasedomäne (Vanhaesebroeck et al., 1997a) (Abb. 3). 

 

Abb. 3: Schematische Darstellung der Struktur der katalytischen Untereinheiten der PI3K.   

Untersuchungen der Sequenzen der PI3K zeigen 4 Homologiedomänen (HD1-4). HD1 ist die am stärksten 

konservierte und beinhaltet die a) Substratbindungsstelle; b) die ATP-Bindungsstelle und c) die 

Wortmannin-Angriffsstelle (Lysin802). HD2 (auch PIK-Domäne genannt) ist stark konserviert, ihre 

Funktion ist nicht aufgeklärt. HD3 kommt nur in PI3K und nicht in anderen Lipidkinasen vor. HD4 kommt 

in PI3K der Klasse I und II vor. Nur PI3K der Klasse Ia zeigen eine p85-Bindungsdomäne; PI3K der 

Klasse I beinhalten eine Ras-Bindungsdomäne, alle PI3K der Klasse I und II haben prolinreiche 

Sequenzen, PI3K der Klasse Ia beinhalten d) eine bZIP (basic-region followed by a leucine-zipper-like)-

Domäne; PI3K der Klasse Ib zeigen Bindungsstellen für βγ-Untereinheiten, sowie eine PH-Domäne mit 

STE5 Homologie; nur PI3K der Klasse II zeigen eine C2-Domäne (nach Wymann und Pirola, 1998). 
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PI3K der Klasse I besitzen gleichzeitig auch Protein-Kinase-Aktivität. So führt 

die Phosphorylierung von p85α an S608, möglicherweise durch die p110α, zu einer 

Abnahme der PI3K-Aktivität (Dhand et al., 1993; Carpenter et al., 1993b). 

Autophosphorylierung von  p110δ an Serinresten führt ebenfalls zu einer starken 

Abnahme der Aktivität (Vanhaesebroeck et al., 1997b). Auf der anderen Seite führt die 

Autophosphorylierung von p110γ an Serinresten zu keiner Änderung der Enzymaktivität 

(Stoyanova et al., 1997). 

 

2.2.2. PI3K der Klasse II 

In Drosophila-Fliegen wurde die PI3K der Klasse II entdeckt. Es handelt sich 

dabei um ein 170 - 210 kDa groβes Protein, das zu 40-50% Sequenzähnlichkeit mit den 

PI3K der Klasse I zeigt, aber keine Sequenz besitzt, die eine Bindung mit der p85 

regulatorischen Untereinheit ermöglichen würde. Das Protein zeigt eine prolinreiche 

Sequenz am Aminoende, die Bindung an SH3-Domänen vermittelt, sowie eine C2-

Domäne am Carboxyende. An dieser C2-Domäne fehlen wichtige, stark konservierte 

Aspartatreste, die die Bindung von Ca2+ ermöglichen (Newton, 1995). Die PI3K der 

Klasse II kann deshalb unabhängig von Ca2+ an Lipide binden (MacDougall et al., 1995). 

Biochemische Analysen zeigen, dass dieses Protein in vitro spezifisch für PI und PI(4)P 

ist und kein PI(4,5)P2 phosphorylieren kann (MacDougall et al., 1995). Da PI(3,4)P2, das 

Produkt des Enzyms, in ruhenden Zellen nicht nachweisbar ist, ist das Enzym in diesen 

Zellen wahrscheinlich inaktiv. Es ist möglich, dass die PI3K der Klasse II wichtig für die 

Produktion von PI(3,4)P2 nach Stimulation der Zellen ist (Fruman et al., 1998). Das 

Amino- und das Carboxyende des Proteins sind für ihre Aktivität wichtig. Es ist aber 

nicht klar, ob ihre Aktivität durch extrazelluläre Signale reguliert wird (Misawa et al., 

1998). Es wurde berichtet, dass Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, Zytokinrezeptoren und 

Integrine zur Aktivierung der PI3K Klasse II führen können (Katso et al., 2001). Die 

gröβten Mengen an PI3K der Klasse II können in Herz, Ovarien und Plazenta gefunden 

werden. Das Protein wird durch Hemmstoffe der PI3K der Klasse I wie Wortmannin und 
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LY294002 nur in sehr geringem Maß gehemmt (Wortmannin IC50 = 420 nM, LY 294002 

IC50 = 18 µM) (Domin et al., 1997). 

 

2.2.3. PI3K der Klasse III 

Die erste entdeckte PI3K der Klasse III ist Vps34 (vacuolar protein sorting 

defective 34). Das Protein ist wichtig für den Transport neu gebauter Proteine vom 

Golgiapparat zu Vakuolen (diese Vakuolen entsprechen den Lysosomen in Säugern) und 

wurde in der Hefe  Saccharomyces cerevisiae gefunden. Das Protein zeigt hohe 

Sequenzähnlichkeiten mit der p110 katalytischen Untereinheit der PI3K der Klasse I und 

die Überexpression von VPS34 führt zu einer Steigerung der PI3K-Aktivität (Schu et al., 

1993). Das Hefe-Protein phosphoryliert nur PI zu Phosphatidylinositol-3-Phosphat 

[PI(3)P] und ist sensibel gegenüber gängigen Inhibitoren der PI3K der Klasse I wie 

Wortmannin oder LY294002 (Stack und Emr, 1994). Das homologe humane Protein ist 

sensibel gegenüber Wortmannin (IC50 = 2 - 10 nM) (Fruman et al., 1998). Die PI3K der 

Klasse III kommt als Heterodimer vor. Die katalytische Untereinheit assoziiert mit der 

150 kDa groβen regulatorischen Untereinheit, letztere besitzt Serin/Threonin-Kinase 

Aktivität. Die regulatorische Untereinheit bindet die katalytische Untereinheit in vivo und 

führt zu deren Rekrutierung an der Zellmembran und zur Aktivierung (Panaretou et al., 

1997). Da die PI(3)P Menge in ruhenden und stimulierten Zellen ähnlich ist, kann 

angenommen werden, dass die PI3K der Klasse III wichtig für Membran-Transport-

Prozesse, unabhängig von Stimulierungssignalen, ist (Fruman et al., 1998).  Vps34 wird 

nicht direkt durch Insulin reguliert und gehört somit nicht zur Insulin-Signalkaskade. Sie 

wird aber durch verminderte Aminosäure- und Glukoseverfügbarkeit, sowie AMPK 

(AMP-activated protein kinase) -Aktivierung stimuliert und spielt eine wichtige Rolle in 

der Regulation des Zellwachstums, u. a. durch Aktivierung von mTOR (Byfield et al., 

2005; Nobukuni et al., 2005).  
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2.3. Regulatorische Untereinheit der PI3K Klasse Ia 

Es gibt mindestens sieben Isoformen der regulatorischen Untereinheit der PI3K 

Klasse Ia, die von drei Genen kodiert werden (PIK3r1, PIK3r2, PIK3r3) (Abb. 4). Sie 

werden aufgrund der Gröβe von 85 kDa der ersten beiden entdeckten Isoformen, p85α 

und p85β (Carpenter und Cantley, 1990a; Escobedo et al., 1991; Skolnik et al., 1991; 

Otsu et al., 1991), meistens p85 genannt.  

 

Abb. 4: Schematische Darstellung der Struktur der regulatorischen Untereinheiten der PI3K Klasse 

Ia. Alle α-Untereinheiten werden vom selben Gen kodiert und entstehen durch alternatives Splicen der 

mRNA. SH3: Src homology 3 domain; BH: breakpoint-cluster-region (BCR) homology domain; n-SH2 und 

c-SH2: n- und c-terminale SH2-Domäne; iSH2, inter-SH2-Domäne. An der 8 Aminosäuren (AS)-Insert-

Stelle ist ein Aspartatrest (Position 605) deletiert und mit neun neuen Aminosäuren ausgetauscht (nach 

Wymann und Pirola, 1998). 
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2.3.1. Isoformen der regulatorischen Untereinheit der PI3K Klasse Ia 

Alle Isoformen beinhalten zwei SH2-Domänen, die von der inter-SH2-Domäne 

getrennt werden. Die iSH2-Domäne ist notwendig und ausreichend für die Bindung der 

regulatorischen Untereinheit an die katalytische Untereinheit. Die zwei Isoformen mit 

voller Länge, p85α und p85β sind auf Aminosäureebene zu 62% identisch (Otsu et al., 

1991). Am Aminoterminus bestehen sie aus einer aminoterminalen SH3-Domäne und 

einer BH-Domäne (BCR - breakpoint cluster region - homology domain), die von 

prolinreichen Regionen flankiert wird (Escobedo et al., 1991; Skolnik et al., 1991; Otsu 

et al., 1991).  

Es wurden auch kürzere Splicevarianten von p85α entdeckt (Abb. 4). Ein etwa 50 

kDa groβes Protein (p50α) wurde vor allem in Leberzellen gefunden. Es ist identisch mit 

der p85α−Untereinheit, bis auf den Aminoterminus, wo anstatt der SH3- und BH-

Domänen eine Sequenz von 6 Aminosäuren exprimiert wird (Fruman et al., 1996). Zwei 

weitere Splicevarianten von p85α zeigen eine Gröβe von 55 kDa. Auch hier fehlen die 

aminoterminalen SH3-  und BH-Domänen und an ihrer Stelle wird eine Sequenz von 34 

Aminosäuren exprimiert. Die eine p55-Isoform (p55α) ist bis auf den Aminoterminus 

identisch mit dem p85α−Protein. Bei der anderen Isoform (p55α-Insert) fehlt eine 

Aspartat-Aminosäure in der iSH2-Domäne (Position 605) und an ihrer Stelle werden 

neun neue Aminosäuren exprimiert. Eine weitere Variante der regulatorischen 

Untereinheit (p85α-Insert) ist, bis auf das Fehlen  einer Aspartat-Aminosäure in der 

iSH2-Domäne (Position 605), identisch mit dem p85α−Protein. Auch hier werden 

anstelle des Aspartats neun neue Aminosäuren exprimiert (Antonetti et al., 1996). Die 

p55α−Untereinheit wird vor allem in Skelettmuskel- und Gehirnzellen exprimiert, 

während p55α-Insert vor allem in Herz- und Muskelzellen exprimiert wird (Inukai et al., 

1996; Antonetti et al., 1996). 

Die letzte Isoform der regulatorischen Untereinheit ist das p55γ-Protein. Das 

Protein beinhaltet eine prolinreiche Sequenz, zwei SH2-Domänen, eine iSH2-Domäne 

und zeigt 70% Homologie zu p85α. Am Aminoterminus gibt es eine Sequenz von 30 
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Aminosäuren, die bei p85α nicht zu finden ist. Das Protein wird vor allem während der 

Entwicklung exprimiert. Bei ausgewachsenen Mäusen sind groβe Proteinmengen in 

Gehirn und Testis, sowie geringe Mengen in Nieren-, Herz- und Fettgewebe zu finden. 

Insulinstimulation führt zur Assoziation von p55γ mit dem IRS-1 Adapterprotein, sowie 

zur Phosphorylierung von p55γ (Pons et al., 1995). 

 

2.3.2. Interaktion mit der katalytischen Untereinheit der PI3K Klasse Ia 

Die unterschiedlichen Isoformen der regulatorischen Untereinheit der PI3K Ia 

können mit jeder der katalytischen Untereinheiten interagieren (Vanhaesebroeck et al., 

1997a). 

Für die Interaktion mit der katalytischen Untereinheit ist eine Sequenz von 187 

Aminosäuren in der iSH2-Domäne der regulatorischen Untereinheit zuständig (Hu et al., 

1993). Die iSH2-Domäne zeigt eine coiled-coil Struktur zweier langen antiparallelen α-

Helices (Panayotou et al., 1992). Weitere Untersuchungen an der iSH2-Domäne der 

p85α−Untereinheit zeigten eine Sequenz von 35 Aminosäuren (Aminosäure 478-513), 

die für die Bindung unbedingt notwendig ist, sowie eine Sequenz von 104 Aminosäuren 

(Aminosäure 451-555), die für die Bindung eine Rolle spielt. Entsprechende Sequenzen 

wurden auch in der iSH2-Domäne der p85β−Untereinheit festgestellt, wobei die 40 

Aminosäuren 445-485 absolut notwendig sind und die 71 Aminosäuren 445-516 für die 

Interaktion eine Rolle spielen. Trotz der starken Bindung ist die iSH2-Domäne für die 

volle Aktivierung der katalytischen Untereinheit nicht ausreichend. Bindet die 

katalytische Untereinheit eine nur aus der iSH2-Domäne bestehenden trunkierten Form 

der regulatorischen Untereinheit, so zeigt sie nur etwa 30% der Aktivität der an komplette 

p85-Proteine gebundenen katalytischen Untereinheiten (Klippel et al., 1995). Interessant 

ist die Entdeckung, dass die p85α−Untereinheit durch ihre iSH2-Domäne PI(4)P und 

PI(4,5)P2 in vitro binden kann. Diese Bindung kann einen Mechanismus darstellen, wie 

die Substrate der katalytischen Untereinheit präsentiert werden oder wie das Enzym an 

Membranstellen lokalisiert wird, wo gröβere Mengen an Substrat vorhanden sind. 
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 Bei der p110 katalytischen Untereinheit ermöglichen die Aminosäuren 20-108 

die Interaktion mit der regulatorischen Untereinheit (Dhand et al., 1994).  

In Säugern hat die regulatorische Untereinheit zwei Funktionen: auf der einen 

Seite stabilisiert sie die katalytische Untereinheit und schützt sie vor einer thermischen 

Inaktivierung, wodurch ihre Halbwertszeit deutlich verlängert wird. Die regulatorische 

Untereinheit stabilisiert zwar die katalytische Untereinheit, die alleinige Bindung der 

iSH2-Domäne führt aber zu keiner Aktivierung der PI3K (Yu et al., 1998). Auf der 

anderen Seite wird die katalytische Untereinheit durch die regulatorische Untereinheit 

gehemmt, unabhängig von der Serin608-Phosphorylierung, beschrieben von Dhand et al., 

1992.  

 

2.3.3. Funktion der regulatorischen Untereinheit 

Durch ihre Domänen kann die regulatorische Untereinheit der PI3K mit einer 

Vielzahl von Proteinen interagieren, wodurch ihre Regulation ermöglicht wird. 

 

2.3.3.1. Regulation über die SH2-Domänen 

Viele Rezeptor-Tyrosin-Kinasen können in einem aktivierten Zustand mit den 

SH2-Domänen der regulatorischen Untereinheit interagieren (direkt oder über 

Adapterproteine) und dadurch zur Aktivierung der PI3K führen. Ein Teil dieser 

Rezeptoren ist in der Tab. 1 vorgestellt. 
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Ligand 
 

Rezepor 
 

Tyrosin-Kinase 
 

Protein mit pYXXM-Motiv zur 
Interaktion mit der PI3K   

        
  EGF (epidermal growth factor) EGFR Rezeptor selbst am ErbB3 und Cbl Adapterprotein   
  bFGF (basic fibroblast growth factor) bFGFR Rezeptor selbst am Rezeptor   
  NGF (nerve growth factor) NGFR Rezeptor selbst am Gab1-Adapterprotein   
  Insulin IR Rezeptor selbst am IRS-1 und -2 Adapterprotein   
  IGF-1 (insulin-like growth factor) IGF-1R Rezeptor selbst am IRS-1 und -2 Adapterprotein   
  PDGF (platelet derived growth factor) PDGFR Rezeptor selbst am Rezeptor   

  
CSF-1 (colony simulating factor) 
 

CSF-1R 
 

Rezeptor selbst 
 

am Rezeptor, Grb2/Cbl/Gab2 
Adapterprotein   

  SCF (stem cell factor) SCFR Rezeptor selbst am Rezeptor   
  VEGF (vascular endothelial growth factor) VEGFR Rezeptor selbst Am Gab1 Adapterprotein   
  HGF (hepatocte growth factor) HGFR Rezeptor selbst Am Rezeptor, Gab1 Adapterprotein   
  Angiopoietin-1 Tic2 Rezeptor selbst Am Rezeptor   
  B61/Eck Eck Rezeptor selbst Am Rezeptor   
  GH (growth hormone) GHR Jak2 Am IRS-1, -2 und -3 Adapterprotein   
  PRL (prolactin) PRLR Jak2 Am IRS-1, -2 und -3 Adapterprotein   
  OSM (oncostatin M) OSMR Jak1 (Jak2 / Tyk2) Am IRS-1 Adapterprotein   
  IL-2 (Interleukin-2) IL-2R Jak1 / Jak3 Am IRS-1 und -2 Adapterprotein   
  IL-3 und 6 (Interleukin-3 und 6) IL-3R und IL-6R Jak1 / Jak2 Am Tec und Gab1 Adapterprotein   
  IL-4 (Interleukin-4) IL-4R Jak1 (Jak2 / Tyk2) Am IRS-1 Adapterprotein   
  IL-7 (Interleukin-7) IL-7R Jak1 / Jak3 Am Rezeptor, IRS-1 und -2 Adapterprotein   
  IFNα und β (Interferonα und β) IFNαR und IFNβR  Jak1 / Tyk2 Am IRS-1 und -2 Adapterprotein   
  Epo (Erythropoetin) EpoR c-kit / Jak2 Am Rezeptor    
  G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) G-CSFR Jak1 / Jak2 / Tyk2 Am Rezeptor    

  
GM-CSF  
(granulocyte macrophage colony-stimulating factor) 

GM-CSFR 
 

Jak2 
 

am Gab2 Adapterprotein 
   

  Thrombin Thrombinrezeptor pp60(c-src) pp59(fyn) Am pp60(c-src) pp59(fyn)   
  Integrin Integrinrezeptor FAK Am FAK   
            

Tab. 1: Liganden, die zur Aktivierung der PI3K Klasse I führen (Wymann und Pirola., 1998; Gu et al., 2000; Dance et al., 2006; Soltoff et al., 1994; Soltoff und 
Cantley, 1996)
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Die Bindung der PI3K an aktivierten Rezeptoren mit Tyrosin-Kinase Aktivität 

erfolgt durch die regulatorische Untereinheit, die mit ihren SH2-Domänen an 

Phosphotyrosinreste des pTyr-X-X-Met- (phosphorylierter Tyrosinrest - beliebige 

Aminosäure - beliebige Aminosäure - Methionin) Motivs der aktivierten Rezeptoren bindet 

(Songyang et al., 1993). Oft wird diese Bindung durch Adapterproteine ermöglicht. So 

fungiert das an Tyrosinresten phosphorylierte IRS-Protein (insulin receptor substrate) nach 

Insulinstimulation als Adapterprotein. Die regulatorische Untereinheit kann an pYXXM-

Motive des IRS Proteins (ähnlich wie bei dem PDGF-Rezeptor und Polyoma middle T-

Antigen) durch ihre SH2-Domänen binden und dadurch zur Aktivierung der PI3K führen 

(Backer et al, 1992; Carpenter et al., 1993a). Das IRS1-Protein beinhaltet auch sechs 

YMXM (Tyr-Met-beliebige Aminosäure-Met) Sequenzen, die in Tyrosin-phosphoryliertem 

Zustand eine wichtige Rolle für die Signaltransduktion spielen.  

Die p85-Untereinheit kann über ihre SH2-Domänen mit aktivierten PDGF-, EGF-, 

CSF (colony stimulation factor)- und SCF/Kit (stem cell factor) - Rezeptoren in vivo 

interagieren und dadurch zur Aktivierung der PI3K führen (McGlade et al., 1992; Reedijk 

et al., 1992; Hu et al., 1992).  

Welche SH2-Domäne die wichtigere Rolle für die Bindung an aktivierte 

Rezeptoren spielt, ist umstritten. So wurde beschrieben, dass die c-terminale SH2-Domäne 

für die spezifische Bindung zum aktivierten PDGF-Rezeptor ausreichend ist. Die Bindung 

eines trunkierten p85-Proteins, das nur die c-terminale SH2-Domäne beinhaltet, an den 

aktivierten Rezeptor war gleich effizient wie die Bindung des intakten p85-Proteins. Das 

p85-Protein, das nur die n-terminale SH2-Domäne beinhaltet, konnte nur etwa 100-fach 

schwächer am PDGF-Rezeptor binden (Klippel et al., 1992). Es wurde aber ebenfalls 

beschrieben, dass beide SH2-Domänen der p85-Untereinheit am aktivierten PDGF-

Rezeptor binden und dass diese Bindung stärker ist, als wenn jeweils nur eine der SH2-

Domänen vorhanden ist (Hu et al., 1992).  

EGF-Stimulation führt zur Bindung von ErbB3 an den aktivierten EGF-Rezeptor in 

A431 Zellen. ErbB3 fungiert als ein Adapterprotein zwischen der PI3K und dem 

aktivierten EGF-Rezeptor. Während der EGF-Rezeptor kein YXXM-Motiv beinhaltet, das 

die Bindung der regulatorischen Untereinheit ermöglichen würde, kann ErbB3 mit ihren 
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YXXM Motiven an die SH2-Domänen des p85-Proteins binden und damit zur Aktivierung 

der PI3K führen (Soltoff et al., 1994). Es wurde auch beschrieben, dass für diese 

Interaktion die n-SH2-Domäne die Hauptrolle spielt (Suenaga et al., 2005). 

In PC12- und A549-Zellen fungiert ein anderes, 120 kDa Protein (das Cbl Protein), 

als Adapterprotein zwischen der PI3K und dem aktivierten EGF-Rezeptor. Nach 

Aktivierung des EGF-Rezeptors, kann Cbl an den zwei YXXM-Motiven phosphoryliert 

werden und dann an die c-terminale SH2-Domäne und an die SH3-Domäne der 

regulatorischen Untereinheit der PI3K binden. Diese Bindung führt dann zur Aktiverung 

der PI3K (Soltoff und Cantley, 1996). 

Eine Aktiverung des VEGF-Rezeptors führt zur Rekrutierung von Grb2, das Gab1 

binden und aktivieren kann. Die regulatorische Untereinheit der PI3K kann an Gab1 

binden, was zur Aktivierung der PI3K führt (Dance et al., 2006). 

Ähnlich wird die PI3K nach Zytokin-Stimulation aktiviert. So führt zum Beispiel 

die Aktivierung des GM-CSF-Rezeptors zur Bildung eines Komplexes aus aktiviertem 

Rezeptor, Adapterproteine (Shc, Grb2 und Gab2) und p85 an der Zellmembran, was zur 

Aktivierung der PI3K führt (Gu et al., 2000). 

 

2.3.3.2. Regulation über die prolinreichen Regionen 

Durch ihre prolinreichen Regionen kann p85 mit SH3-Domänen anderer Proteine 

(z.B. Abl, Lck, Fyn, p85 selbst v-Src, Lyn, Grb2) interagieren, was zur Aktivierung der 

Kinase führt (Kapeller et al., 1994; Liu et al., 1993; Pleiman et al., 1994; Wang et al., 

1995). Gleichzeitig kann die intramolekulare Interaktion der SH3-Domäne mit der prolin-

reichen Region desselben Moleküls beide Partner daran hindern, in unstimulierten Zellen 

an andere Moleküle zu binden. Erst die Befreiung aus diesen intramolekularen Bindungen 

ermöglicht dem Protein, mit anderen Molekülen zu interagieren. Dieses Modell spielt 

wahrscheinlich eine wichtige Rolle in der Interaktion von p85 mit Cbl. Erst die Bindung 

der c-SH2-Domäne von p85 an p-Tyr des Cbl führt zur Freilassung der SH3-Domäne von 

p85 aus der intrazellulären Bindung mit der prolinreichen Region. Dadurch kann die SH3-

Domäne an prolinreichen Regionen des Cbl-Moleküls binden (Soltoff und Cantley, 1996).  
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Dieses Modell ist auch bekannt für andere Moleküle, wie Src (Xu et al., 1999). 

Die prolinreichen Sequenzen der p85β−Untereinheit unterscheiden sich von den 

prolinreichen Sequenzen der p85α−Untereinheit. Auβerdem beinhaltet p85β ein drittes 

PPXP-Motiv, weiter c-terminal von der c-SH2-Domäne. Dadurch könnte sie in vivo mit 

SH3-Domänen weiterer Proteine interagieren. Alle anderen kürzeren Formen der 

regulatorischen Untereinheit (p50α, p55α, p55γ) haben nur eine prolinreiche Sequenz. 

Auβerdem fehlt ihnen die n-terminale Sequenz, die z. B. die Bindung an Src vermittelt 

(Fruman et al., 1998).  

 

2.3.3.3. Regulation über die BH-Domäne 

 Die BCR-Homologie-Domäne zeigt hohe Homologie mit dem Produkt des break-

point-cluster Gens. Es handelt sich dabei um ein GTPase-aktivierendes Protein für 

Angehörige der Rho-Familie (ras homolog gene family) der kleinen GTP-bindenden 

Proteine (Musacchio et al., 1996). 

An der Rho-GAP (Rho-GTPase activating protein) Homologie-Domäne innerhalb 

der BH-Domäne von p85 kann das Ras-ähnliche GTPase Cdc42 (cell division cycle 42) 

Protein binden (Zheng et al. 1994). Auch Rac1 (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 

1) kann GTP-abhängig an der p85-Untereinheit der PI3K binden und diese Interaktion 

nimmt nach Stimulation mit PDGF zu (Tolias et al., 1995).  Beide Interaktionen können zur 

Translokation der PI3K an der Zellmembran und zur Aktivierung der PI3K führen (Zheng 

et al. 1994).  

Chan et al., 2002 berichten, dass Ras und Rac1 an der iSH2-Domäne der 

regulatorischen Untereinheit binden können und dass diese Bindung für die Aktivierung 

der PI3K eine wichtige Rolle spielt. 

 

2.3.3.4. Weitere Regulationsmechanismen über die regulatorische Untereinheit 

Die meisten Moleküle, die die PI3K über Bindung von p85 an phosphorylierten 

YMXM-Sequenzen aktivieren, aktivieren auch Ras, seinerseits ebenfalls ein p110- 
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Aktivator. (Rodriguez-Viciana et al., 1994; Rodriguez-Viciana et al., 1996; 

Vanhaesebroeck et al., 1997a). So hat z.B. das Polyoma middle T-Antigen eine YMXM 

Sequenz, über die es mit PI3K interagiert, sowie weitere Tyrosinreste, wodurch eine 

Interaktion und Aktivierung von Ras ermöglicht wird. Viele der Proteine mit YMXM-

Sequenzen, die PI3K binden und aktivieren, sind an der Zellmembran lokalisiert. So führt 

die Rekrutierung der PI3K an die Zellmembran nicht nur zur Aktivierung durch z. B. 

Bindung an aktivierte Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, sondern auch zur Translokation in die 

Nähe sowohl der Substrate, als auch des weiteren Aktivators Ras (Fruman et al., 1998). 

Rekrutierung von Grb2 an aktivierte Rezeptor-Tyrosin-Kinasen  führt gleichzeitig zur 

Aktivierung von PI3K (über das Adapterprotein Gab2) und von Ras (über das 

Adapterprotein SOS) (Gu et al., 2000). 

Auch die BCR/ABL Tyrosinkinase, gefunden in CML (chronische myeloische 

Leukämie), kann die PI3K aktivieren. BCR/ABL bindet an die regulatorische Untereinheit 

der PI3K. Hemmung der Expression der p85α−Untereinheit in BCR/ABL-abhängigen 

Zelllinien führt zur Hemmung der Proliferation und des Wachstums vom gesunden 

Knochenmark und erythro-myeloischen Zellen (Skorski et al., 1995).    

Ein weiterer Aktivierungsmechanismus wurde für die TSH (Schilddrüse-

stimulierendes Hormon – thyroid stimulation hormone) - abhängige Aktivierung der PI3K 

vorgeschlagen. Hierbei führt TSH-cAMP (TSH-zyklisches Adenosin-3’:5’-monophosphat) 

zur Aktivierung der PKA (Proteinkinase A), die die p85 regulatorische Untereinheit an 

Serin 83 phosphoryliert. Dadurch wird die Bindung der PI3K an PKA (RIIβ-Untereinheit) 

verstärkt und der Komplex an die Zellmembran relokalisiert, wo die PI3K aktiviert wird 

(De Gregorio et al., 2007). 

Interessant sind Daten die zeigen, dass die p85α regulatorische Untereinheit mit 

ihren beiden SH2-Domänen an PI(3,4,5)P3 spezifisch binden kann und dass diese Bindung 

die Interaktion zwischen den SH2-Domänen und aktivierten Rezeptor-Tyrosin-Kinasen 

stört. So führt die Hemmung der Produktion von  PI(3,4,5)P3 durch Wortmannin oder 

LY294002 zu einer Stärkung der Interaktion der SH2-Domänen mit phosphorylierten 

Tyrosineresten von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, während Expression konstitutiv aktiver 
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p110α zur Hemmung dieser Interaktion führt. Diese Interaktion könnte gegensätzliche 

Folgen haben:  

- Aktivierung der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen würde zur Rekrutierung von PI3K an 

der Zellmembran, Aktivierung der PI3K und Enstehung von PI(3,4,5)P3 führen. 

PI(3,4,5)P3 interagiert mit den SH2-Domänen der regulatorischen Untereinheit und 

kann dadurch ihre Bindung am aktivierten Rezeptor stören und die Signalkaskade 

stoppen.  

- Gleichzeitig können die produzierten PI(3,4,5)P3–Moleküle mit SH2-Domänen 

anderer Adapterproteine wie Grb2 interagieren, dadurch diese Proteine an der 

Zellmembran rekrutieren und somit zu einer Verstärkung des Signals führen 

(Rameh e al., 1995). 

 

2.3.3.5. Inhibition der PI3K durch die regulatorische Untereinheit 

Es gibt auch Adapterproteine, die durch Interaktion mit der regulatorischen 

Untereinheit zu einer Inhibition der PI3K führen. So kann Ruk mit seiner prolinreichen 

Region an die SH3-Domäne der regulatorischen Untereinheit der PI3K binden und dadurch 

zu einer Hemmung der PI3K in vitro und in vivo führen. Überexpression von Ruk führt zu 

vermehrter Apoptose, ein Effekt der durch co-Expression von konstitutiv aktiverter PI3K 

oder konstitutiv aktivertem Akt aufgehoben wird (Gout et al., 2000).  

Dynamin ist ein Protein mit GTPase-Aktivität und ist wichtig für die Endozytose 

von aktivierten Wachstumsfaktorrezeptoren. Das Protein hemmt dadurch die Aktivität der 

PI3K. Die p85 regulatorische Untereinheit der PI3K kann mit ihrer SH3-Domäne die 

GTPase-Aktivität von Dynamin stimulieren (Harrison-Findik et al., 2001).  

Interessant ist die Feststellung, dass die Ausschaltung der p85α-Expression zu einer 

verminderten JNK (Jun N-terminal Kinase) Aktivität führt. Expression von p85α, p85β 

oder einer mutierten Form des p85-Proteins, die nicht an p110 binden kann, führt zur 

Wiederherstellung der JNK Aktivität. Diese Daten sprechen für die Exsistenz einer p85-

abhängigen, aber PI3K-unabhängigen Signalkaskade. P55α und p50α haben keine 
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Wirkung auf die JNK Aktivität, was dafür spricht, dass die n-terminalen Regionen der 

regulatorischen Untereinheit für die Regulation der JNK wichtig sind (Ueki et al., 2003). 

 

2.4. Regulation der katalytischen Untereinheit der PI3K  

Klasse I 

Die PI3K der Klasse I sind bezüglich der Signaltransduktion in hematopoetischen 

Zellen die am meisten untersuchten PI3K. Die PI3K Aktivität ist unter anderem mit 

Zellteilung (Roche et al. 1994), Inhibition der Apoptose (Yao und Cooper, 1996), 

Glukoseaufnahme (Rudermann et al. 1990) und Organisation des Zytoskeletts (Wennstrom 

et al., 1994) assoziiert. Deletion der regulatorischen oder der katalytischen Untereinheit 

führt zu einer embryonalen Letalität bei Mäusen (Fruman et al., 1999, Bi et al., 1999). 

 

2.4.1. Aktivierungsmechanismen 

Ein mögliches Modell für die Regulierung der PI3K geht davon aus, dass durch die 

regulatorische Untereinheit die katalytische Untereinheit in einem Zustand niedriger 

Aktivität gehalten wird (s.o.). Eine Stimulation durch Wachstumsfaktoren / Liganden von 

Rezeptor-Tyrosin-Kinasen führt zur Translokation der PI3K an der Zellmembran, wo sie 

durch die SH2-Domänen ihrer regulatorischen Untereinheit mit aktivierten, an 

Tyrosinresten phosphorylierten Rezeptorkinasen assoziiert (Dhand et al., 1993). An der 

Zellmembran erfährt die PI3K Konformationsänderungen (Panayotou etal., 1992), hat 

Zugang zu ihren Substraten oder weiteren Aktivatoren (wie Ras) und zeigt eine höhere 

Aktivität als im Zytosol (Susa et al., 1992; Zhang et al., 1992). Weitere 

Phosphorylierungen an Tyrosin-, Threonin- und Serinresten wie z. B. an Tyrosin 688 (Chan 

et al., 2002) können ebenfalls das Aktivierungsniveau des Enzyms erhöhen oder die 

Affinität der SH2-Domänen zu den Rezeptoren ändern (Hayashi et al., 1992). 

Alle PI3K der Klasse I interagieren mit aktiviertem, GTP-gebundenem Ras 

(Vanhaesebroeck et al., 1997a). Ras bindet direkt an der Ras-Bindungsstelle der 

katalytischen Untereinheit und reguliert die Aktivität der PI3K. Die Produktion von an 
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Position D3 phosphorylierten Phosphatidylinositolen wird durch Expression von dominant 

negativen Ras-Mutanten in vivo inhibiert und durch Transfektion von Ras in COS Zellen 

stark erhöht (Rodriguez-Viciana et al. 1994). Stimulation des PDGF-Rezeptors führt zur 

Aktivierung der PI3K auch in Abwesenheit von Ras, diese Aktivierung ist aber schwächer. 

In Anwesenheit von GTP-Ras steigt die PI3K Aktivität auf mehr als das 4-fache. Nur GTP-

gebundenes Ras zeigt eine Wirkung auf die PI3K Aktivität (Rodriguez-Viciana et al. 1996; 

Klinghoffer et al., 1996). Dominant negative Ras-Mutanten können die Aktivierung von 

Akt durch aktivierte PDGF-, EGF- und Insulinrezeptoren um 60-70% hemmen 

(Klinghoffer et al., 1996, Marte et al., 1997). 

Ein Aminosäurenaustausch an Posititon 227 der katalytischen Untereinheit der 

PI3K (Lysin zu Glutamat) führt zu einer Aufhebung der Bindungsfähigkeit von Ras an die 

PI3K. Durch diese Mutation entsteht ein Protein, dass mit Ras nicht interagieren kann, aber 

eine Konformationsänderung an der Ras-Bindugsstelle erfahren hat, die dem Ras-

Bindungseffekt ähnelt. Die basale Aktivität dieser K227E PI3K-Mutante ist etwa 4-fach 

erhöht. Ras kann seine Wirkung nur dann entfalten, wenn es den zur Zellmembranbindung 

notwendigen Farnesylrest enthält (Rodriguez-Viciana et al. 1996).  

Es wurde berichtet, dass Erythropoetin zu einer Aktivierung der PI3K Klasse Ib 

führt. Überraschenderweise führte diese Aktivierung zu einer PI3K-abhängigen 

Aktivierung von Ras und dessen Effektoren MEK und Erk (Schmidt et al., 2004).  

 

2.4.2. Inhibitionsmechanismen 

P53 spielt eine negative Rolle in der Aktivierung der PI3K, indem es die Expression 

von PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome10) reguliert. 

Induktion von p53 in primären Tumoren und Tumorzelllinien führt zur gesteigerten PTEN-

Expression (Stambolic et al., 2001). 

cAMP kann die PI3K / Akt Signalkaskade an mehreren Stellen negativ regulieren. 

cAMP kann die Phosphorylierung von Akt an Threonin 308 und Serin 473 inhibieren und 

damit ihre Aktivität hemmen, die Kinaseaktivität der PI3K hemmen und die Translokation 

von PDK1 an die Zellmembran verhindern (Kim et al., 2001b). 
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Ein anderer Inhibitor des PI3K / Akt Signalwegs ist Inositol-1,3,4,5-

Tetrakisphosphat. Dieses Molekül befindet sich im Zytosol und bindet an die PH-Domänen 

der Effektormoleküle, die für die Bindung an PI(3,4,5)P3 und somit für die Translokation 

der Effektormoleküle an der Zellmembran zuständig sind. Hemmung der Produktion von 

Inositol-1,3,4,5-Tetrakisphosphat führt in Neutrophilen zur verstärkten Translokation von 

PH-Domänen an die Zellmembran, und dadurch zur chemotaktischen Stimulation, 

vermehrten Super-Oxide-Produktion und Ansammlung der Zellen in entzündeten 

Bereichen (Jia et al., 2007).  

 

2.5. Inhibitoren der PI3K 

Zwei starke Inhibitoren der PI3K sind Wortmannin (IC50 = 1 – 10 nM) (Arcaro und 

Wymann, 1993) und LY294002 (IC50 = 1 µM) (Vlahos et al., 1994).  

 

2.5.1. Wortmannin 

Wortmannin bindet direkt an der p110 katalytischen Untereinheit und hemmt die 

PDGF-stimulierte 3-Phosphorylierung von Phosphatidylinositolen, hat aber keine Wirkung 

auf die Phosphorylierung von Tyrosinresten in der p85-regulatorischen Untereinheit 

(Arcaro and Wymann, 1993). Wortmannin hemmt in vivo und in vitro irreversibel die 

PI3K, nicht aber andere Kinasen wie PI4K oder Lyn (Yano et al., 1993). Wortmannin führt 

zur Andockung des β-Phosphates von ATP und Transfer des γ-Phosphates an die L802-

Stelle der p110 katalytischen Untereinheit die zu einer Schiff`schen Base kovalent 

modifiziert wird. Die L802-Stelle der p110 katalytischen Untereinheit ist in allen 

Phosphoinositid- und Proteinkinasen konserviert (Wymann et al. 1996).   

 

2.5.2. LY294002 

LY294002 (auch 2-(4-morpholinyl)-8-phenyl-4H-l-benzopyran-4-1 oder 2-(4-

morpholinyl)-8-phenylchromone genannt) hemmt die PI3K indem es die ATP-Bindung 

hemmt. Auch dieser Hemmstoff hemmt die PI3K spezifisch und zeigt keine Wirkung auf 
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anderen Serin/Threonin Kinasen wie Proteinkinase C, Proteinkinase A, MAPKinase und S6 

Kinase, Tyrosin-Kinasen wie EGF Rezeptor und c-src Kinase, Lipidkinasen wie PI4K und 

Diacylglycerolkinase oder ATPasen wie die Kaninchen-Nieren-ATPase (Vlahos et al., 

1994). 

Es muss aber beachtet werden, dass diese Hemmstoffe in höheren Konzentrationen 

auch andere Enzyme der Signalkaskaden hemmen. So hemmt Wortmannin bei IC50 = 120 

nM die PI4Kβ (Meyers et al., 1997) und bei IC50 = 250 nM die DNA-PK (DNA-dependent 

Protein Kinase) (Hartley et al., 1995). Die Autophosphorylierung von mTOR, dessen 

Kinasedomäne Ähnlichkeiten zur Kinasedomäne der PI3K zeigt, wird ebenfalls durch 

Wortmannin (IC50 = 200 nM) und LY294002 (IC50 = 5 µM) gehemmt (Brunn et al., 1996).  

 

2.6. Aktivierung der Signalkaskade  

Aktivierung von Wachstumsfaktorrezeptoren mit Tyrosin-Kinase-Aktivität führt 

zur Autophosphorylierung von Tyrosinresten und Transphosphorylierung von 

Adapterproteinen an Tyrosinresten. Über die SH2-Domänen der regulatorischen 

Untereinheit bindet die PI3K an phosphorylierte Tyrosin-Reste der 

Wachstumsfaktorrezeptoren oder Adapterproteine. Das führt zur Rekrutierung der PI3K an 

der Zellmembran und ihrer Aktivierung. Die PI3K-Aktivierung kann auch durch Integrin-

abhängige Zelladhäsion, sowie GPCR (G protein-coupled receptors) erfolgen. Die PI3K 

katalysiert dann den Transfer des γ-Phosphates von ATP an der D3 Position von 

Phosphatidylinositolen (Cantley, 2002; Steelmann et al. 2004). 

Es gibt mindestens vier Wege, die zu einer Aktivierung der PI3K der Klasse Ia 

beitragen (siehe auch oben):  

a) Translokation an die Zellmembran. Die SH2-Domänen der regulatorischen 

Untereinheit interagieren mit pYXXM-Motive von aktivierten Rezeptor-Tyrosin-Kinasen 

oder von an aktivierten Rezeptor-Tyrosin-Kinasen gebundenen Adapterproteinen. So 

bindet Grb2 (growth factor receptor-binding protein 2) gleichzeitig an pYXN-Motive der 

aktivierten Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und an Gab (Grb2-associated binding protein), das 

dann mit der regulatorischen Untereinheit interagieren kann (Pawson, 2004, Abb. 5). 
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Bindung der regulatorischen Untereinheit mit ihren SH2-Domänen an aktivierten Rezeptor-

Tyrosin-Kinasen könnte auch zur Phosphorylierung von p85 an Tyrosin 688 führen, ein 

weiterer möglicher Schritt zur Aktivierung der PI3K (Chan et al., 2002). 

 

Abb. 5: Aktivierung der PI3K nach Stimulation von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (adaptiert von Cully et 

al., 2006)  

b) Bindung von GTP-Ras an die katalytische Untereinheit. Ras wird über die 

Interaktion GRB2 / SOS / Ras aktiviert (Ong et al., 2001) (Abb. 6).  

    

Abb. 6: Rolle von Ras für die Aktivierung der PI3K (adaptiert von Cully et al., 2006)  
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c) Bindung der regulatorischen Untereinheit über die SH3-Domäne an prolinreichen 

Regionen anderer Proteine wie Shc oder Cbl.  

d) Bindung der prolinreichen Regionen der regulatorischen Untereinheit an die 

SH3-Domänen anderer Proteine wie Lyn, Fyn, Grb2, v-Src, Abl, Lck. 

 Andere Möglichkeiten werden diskutiert. Die GTPasen der Rho Familie Rac1 und 

Cdc42 binden an der Rho-GAP-Homologie-Domäne der BH-Domäne der regulatorischen 

Untereinheit und diese Bindung führt zur Aktivierung der PI3K (Zheng et al., 1994; Tolias 

et al., 1995). Chan et al., 2002 beschreiben in der iSH2-Domäne eine mögliche 

Bindungsstelle für Ras und Rac1, dass ebenfalls zu einer Aktivierung der PI3K führt. Es 

wird aber auch beschrieben, dass diese Interaktion kein Hauptsignalweg von Ras ist 

(Rodriguez-Viciana et al., 1997). Gleichzeitig kann Rho die PI3K in Thrombozyten 

aktivieren und dadurch zu einer Reorganisation des Zytoskeletts führen (Zhang et al, 1993; 

Zhang et al., 1995). βγ-Untereinheiten von G-Proteinen können ebenfalls die PI3K 

aktivieren und Ca2+/Calmodulin kann mit den SH2-Domänen der p85-Untereinheit 

interagieren und zur Aktivierung der PI3K führen (Zhang et al., 1995; Joyal et al., 1997). 

 

2.7. Deaktivierung der PI3K Signalkaskade 

PI(3,4,5)P3 wird durch Phosphatasen abgebaut (Abb. 7). 

 

Abb. 7: Dephosphorylierung von Phosphatidylinositol-(3,4,5)-Trisphosphat durch PTEN und SHIP 

 

 

 



                                                                                                                                            
                                                                                                                             2. Einleitung 
 

26 

2.7.1. PTEN 

Der Tumorsuppressor PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on 

chromosome 10) dephosphoryliert das PI(3,4,5)P3 an Position D3 des Inositolrings 

(Maehama und Dixon, 1998). PTEN-Mutationen wurden gehäuft in Tumoren festgestellt, 

wie Melanomen, Nierentumoren, Glioblastomen und Mammatumoren, sowie in Zelllinien, 

die aus Glioblastomen, Protatatumoren und Mammatumoren abgeleitet wurden, mit einer 

Gesamthäufigkeit von 10% (Li et al., 1997; Teng et al., 1998). PTEN scheint eine wichtige 

Rolle bei der Entstehung des Cowden-Syndroms (Multiple-Hamartome-Syndrom; 

autosomal dominant vererbte Erkrankung) zu spielen. Die Inaktivierung von PTEN in 

Mäusen führt zu einer frühen embryonalen Letalität und Zellen verlieren ihre Fähigkeit 

sich zu differenzieren. Auβerdem kommt es zu hyperplastischen und dysplastischen 

Veränderungen in Prostata-, Haut- und Kolongewebe (Di Cristofano et al., 1998). 

Mutationen im PTEN-Gen wurden auch in Zellen aus primären Leukämien (1,35%) und 

Non-Hodgkin-Lymphome (10%), sowie in leukämischen Zelllinien (40%) gefunden. Es 

wurde eine umgekehrte Korrelation zwischen PTEN-Menge und Akt-Phosphorylierung 

beobachtet (Dahia et al., 1999). PTEN hemmt die Aktivierung von Akt und die 

Phosphorylierung von 4E-BP1, ein Effektor von Akt (Wu et al., 1998). Fibroblasten, die 

kein funktionierendes PTEN exprimieren, zeigen konstitutive Phosphorylierung und 

Aktivierung von Akt, sowie herabgesetzte Sensitivität gegenüber apoptotischen Signalen. 

Expression von exogenem PTEN in mutierten Mäusezellen führt zur Wiederherstellung der 

Sensitivität gegenüber apoptotischen Signalen, sowie zur Normalisierung des Akt-

Phosphorylierungsniveaus. Mäuse, die für PTEN Mutationen heterozygot sind, entwickeln 

T-Zell-Lymphome nach Verlust der PTEN-Heterozygotität (Stambolic et al. 1998). Ein 

Verlust von PTEN wurde in einem groβen Anteil der fortgeschrittenen Tumoren bei 

Menschen gefunden, was zur Annahme führt, dass unkontrollierte PI3K-Signalaktivität zur 

Entstehung von metastasierenden Tumoren beiträgt (Maehama und Dixon, 1999).  
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2.7.2. SHIP 

Eine andere Phosphatase, die PI(3,4,5)P3 dephosphoryliert und dadurch die PI3K-

Signalkaskade hemmt, ist SHIP (Src-homology 2 (SH2)-containing inositol phosphatase). 

SHIP-1 und SHIP-2 dephosphorylieren die 5-Position des Inositolrings. SHIP-1 ist ein 

wichtiger negativer Regulator der Zytokin-abhängigen Signalkaskaden (Liu et al., 1997; 

Rohrschneider et al., 2000). SHIP-1 defiziente Mäuse haben eine verkürzte 

Lebenserwartung, zeigen Splenomegalie,  massive Infiltration der Lungen mit myeloischen 

Zellen, eine stark erhöhte Anzahl von Monozyten und neutrophilen Granulozyten im Blut 

und eine stark erhöhte Anzahl von CFU-GM (granulocyte-macrophage colony forming 

units), besonders in der Milz. Hämatopoetische Progenitorzellen zeigen eine 

Hypersensitivität gegenüber mehreren Zytokinen wie GM-CSF (granulocyte-macrophage 

colony stimulating factor), M-CSF (macrophage colony stimulating factor) und IL-3 

(Interleukin 3) (Helgason et al., 1998). Myeloische Zellen von SHIP-defizienten Mäusen 

zeigen geringere Senstivität gegenüber apoptotischen Signalen, stärkere und längere PI3K-

abhängige Akt-Phosphorylierung und -Aktivierung, sowie höhere basale Akt-Aktivität (Liu 

et al., 1999). Wiederherstellung der SHIP-1 Expression in den SHIP-defizienten Jurkat 

Zellen führt zu einer Abnahme der konstitutiven Phosphorylierung von Akt, niedrigeres 

PI(3,4,5)P3-Niveau und geringere Proliferation (Horn et al., 2004). Überexpression von 

SHIP-1 in hämatopoetischen Progenitorzellen bei gesunden Menschen oder Patienten mit 

juveniler myelomonozytärer Leukämie führt zur Hemmung der Proliferation und 

Kolonieformation (Metzner et al., 2007). In Zellen einer primären Leukämie wurde eine 

mutierte Form von SHIP gefunden, die geringere Aktivität aufweist. Diese Zellen zeigten 

eine stärkere Akt-Phosphorylierung (Luo et al., 2003). SHIP kann ein Arrest des Zellzyklus 

in der G1-Phase von Glioblastoma-Zellen induzieren. Verlust von SHIP führt zu einer 

dramatischen Erhöhung der Insulinsensibilität und der Akt-Aktivität (Taylor et al., 2000; 

Clement et al., 2001). Diese Daten zeigen, dass SHIP eine wichtige Rolle in der Regulation 

der PI3K Signalkaskade spielt.  
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2.8. Effektoren der PI3K 

Die Phosphorylierung von PI(4,5)P2 an der D3-Position des Inositolrings führt zur 

Aktivierung mehrerer koordinierter Ereignisse, die Zellwachstum, Zellzyklus, 

Zellmigration und Zellüberleben beeinflussen. Viele Signalproteine wie Serin-Threonin 

Kinasen und Tyrosin-Kinasen besitzen PH-Domänen (Pleckstrin-Homologie-Domänen), 

mit denen sie spezifisch an PI(3,4,5)P3 binden können. Diese Signalproteine sind in 

unstimulierten Zellen im Zytoplasma lokalisiert, können aber nach Zellstimulation über 

ihre PH-Domänen mit PI(3,4,5)P3 assozieren und dadurch an die Zellmembran relokalisiert 

werden. An der Zellmembran werden diese Proteine aktiviert, führen zur Formierung von 

Signalkomplexen und setzen mehrere Protein-Kinase-Signalkaskaden in Gang. Lipid-

Produkte der PI3K stellen somit einen Anker an der Zellmembran dar, der zur 

Relokalisierung der Signalproteine an spezifischen Stellen der Zellmembran nach 

Zellstimulation dient. Diese Signalproteine koordinieren komplexe Vorgänge, die zu 

Änderungen in Zellmetabolismus, Zellwachstum, Zellbewegung und Zellüberleben führen 

(Cantley, 2002). 

 

Abb. 8: Aktivierung von Akt (siehe Text für Einzelheiten). 
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In der Abbildung 8 ist die Phosphorylierung von PI(4,5)P2 zu PI(3,4,5)P3 an der 

Zellmembran durch die aktivierte PI3K, sowie die Rekrutierung der Signalproteine mit 

Pleckstrin-Homologie (PH)-Domänen und ihre Bindung an PI(3,4,5)P3 schematisch 

dargestellt. 

 

2.8.1. Rekrutierung der Proteine an der Zellmembran 

Besonders wichtige Proteine für die PI3K / Akt Signalkaskade sind die Serin-

Threonin-Kinase Akt (auch Protein Kinase B (PKB) genannt) und PDK1 

(Phosphatidylinositol-abhängige Kinase 1, phosphoinositide-dependent kinase 1). Diese 

Proteine besitzen PH-Domänen, wodurch sie an PI(3,4,5)P3 an der Zellmembran binden. 

Diese Bindung bringt die Proteine in räumliche Nähe zueinander und erleichtert somit die 

Phosphorylierung von Akt durch PDK1 (Lawlor und Alessi, 2001). Bindung von Akt1 an 

PI(3,4,5)P3 führt zu einer Konformationsänderung. Dadurch wird der Threoninrest 308 an 

der Aktivierungsschleife der Akt1 für die PDK1 präsentiert. Die Phosphorylierung von 

Akt1 an Threonin 308 findet nur in Anwesenheit von PI(3,4,5)P3 oder PI(3,4)P2 statt. Das 

monomere PDK1 Protein hat eine Kinasedomäne und eine carboxy-terminale PH-Domäne, 

die wichtig für die Bindung an PI(3,4,5)P3 ist. Das Protein wird ubiquitär in allen Geweben 

exprimiert (Alessi et al., 1997).  

Zur Aktivierung von Akt1 ist eine zweite Phosphorylierung notwendig. Diese 

Phosphorylierung an Serin 473 am Carboxy-Ende wird durch ein anderes Protein als PDK1 

durchgeführt. Sowohl die Phosphorylierung an Threonin 308 als auch die an Serin 473 sind 

notwendig für die volle Aktivierung von Akt1. Während Alessi et al. berichten, dass diese 

Phosphorylierungen unabhängig von einander sind, zeigen Daten von Scheid et al., dass 

erst die Phosphorylierung an Serin 473, die Phosphorylierung durch PDK1 an Threonin 

308 ermöglicht (Alessi et al., 1996, Scheid et al., 2002). Die Phosphorylierung an Serin 473 

findet durch eine zweite Kinase statt, die immer noch nicht vollständig charakterisiert 

wurde. Diese Kinase wurde erst PDK2 genannt, zeigt aber keine Ähnlichkeiten zu PDK1. 

Später wurde sie sowohl als die ILK (Intergrin-Linked-Kinase) (Persad et al., 2001), als 

auch als die DNA-PK (DNA-dependent protein kinase) (Feng et al., 2004) identifiziert. Es 

gibt Arbeitsgruppen die berichten, dass die ILK für die Phosphorylierung von Akt an Serin 
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473 nowendig ist (Persad et al., 2001; Troussard et al., 2003) während andere Gruppen 

berichten, dass die ILK dafür keine Rolle spielt (Feng et al., 2004; Sakai et al., 2003; 

Grashoff et al., 2003). Auch die PKCβII (protein kinase C, isoform βII) wurde als eine 

mögliche Kinase beschrieben, die den Serinrest 473 von Akt phosphorylieren kann 

(Kawakami e al., 2004). Desweiteren wurde berichtet, dass auch der Komplex Rictor 

(rapamycin-insensitive companion of mTOR) - mTOR Akt an Ser473 phosphoryliert und 

damit zu seiner Aktivierung beiträgt (Sarbassov et al., 2005).  

 

2.8.1.1. Das Akt Protein 

Akt wurde zum ersten Mal aus Thymomzellen einer für Leukämie und Lymphome 

anfälligen Mauszelllinie (AKR) isoliert (Staal, 1987). Später wurde festgestellt, dass Akt 

ein Proto-Onkogen ist (Staal und Hartley, 1988a). Es gibt drei Isoformen von Akt, die von 

drei unterschiedlichen Genen exprimiert werden, Akt1, Akt2 und Akt3. Jede Isoform 

beinhaltet die n-terminale PH-Domäne, gefolgt von der katalytischen Domäne. In dieser 

Region befindet sich der Threoninrest (bei Akt1 Th308), dessen Phosphorylierung durch 

PDK1 für die Aktivierung des Enzyms unbedingt notwendig ist. Im hydrophoben c-

terminalen Teil befindet sich der Serinrest (bei Akt1 Ser473), der für die Aktivierung des 

Enzyms ebenfalls phosphoryliert werden muss, aber nicht durch die PDK1 (Hill et al., 

2001, siehe oben). Akt1 und Akt2 werden in allen Geweben exprimiert, vor allem aber im 

Gehirn, Thymus, Herz und Lunge. Eine starke Akt3-Expression ist im Gehirn und Testis zu 

finden (Steelmann et al., 2004). 

- Akt 1 

Bei Mäusen spielt Akt1 eine Hauptrolle in der Regulation des Zellüberlebens und 

der Zellproliferation. In embryonalen Stammzellen, wo PTEN ausgeschaltet ist, führt die 

Akt1-Ausschaltung zu geringerer Aggresivität des Tumorwachstums, was zur Annahme 

führt, dass Akt1 eine wichtige Rolle für die PTEN-abhängige Tumorigenese spielt (Stiles et 

al., 2002). Das Akt1-Gen befindet sich auf dem Chromosom 14q32, eine Region in der 

häufig Translokationen bei Leukämien und  Lymphomen beobachtet werden (Staal et al., 

1988b). Eine 20-fache Überexpression von Akt1 wurde in einem primären gastrischen 
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Adenokarzinom gefunden (Staal, 1987). Auβerdem, spielt Akt1 eine wichtige Rolle in der 

Differenzierung von Skelettmuskelzellen (Wilson und Rotwein, 2007) und Entstehung von 

Mammatumoren, die aber stark differenziert sind und weniger Metastasen entwickeln 

(Hutchinson et al., 2004).  

- Akt2 

Mäuse mit einer Ausschaltung von Akt2 zeigen leichte Wachstumsdefizite, sowie 

Lipoatrophie, Insulinresistenz, Hyperinsulinämie, Hyperglykämie und Glukoseintoleranz. 

Die Wachstumsdefizite sind ähnlich wie bei Mäusen, wo Akt1 ausgeschaltet wurde. Dies 

führt zur Annahme, dass Akt2 eine wichtige Rolle für den Glukosemetabolismus spielt und 

mit Akt1 das Wachstum regulieren kann (Garofalo et al., 2003). Aber auch Akt2 spielt bei 

der Entstehung einiger Tumoren eine Rolle. Das Akt2-Gen befindet sich auf dem 

Chromosom 19q13.1–q13.2, eine Region die in Ovarial- und Pankreaskarzinomen häufig 

amplifiziert ist. Amplifikation und Überexpression von Akt2 wurde in 2 von 8 

Ovarialkarzinom-Zelllinien und in 2 von 15 primären Ovarialtumoren gefunden (Cheng et 

al., 1992). In anderen Studien wurden in 16 von 132 (12,1%) Ovarialkarzinomen und in 3 

von 106 (2,8%) Mammakarzinomen Akt2-Amplifikationen gefunden. Auβerdem, wurde 

eine Amplifikation und Überexpression von Akt2 in 3 von 12 Pankreaskarzinom-Zelllinien 

und in 3 von 20 primären Pankreastumoren gefunden (Miwa et al., 1996). Akt2-

Amplifikationen wurden besonders oft in undifferenzierten Tumoren (4 von 8) gefunden 

(Bellacosa et al., 1995). Yuan et al., 2000 beobachteten eine erhöhte Akt2 Aktivität in 33 

von 91 Ovarialtumoren, meistens von Grad III oder IV. Von den 33 Tumoren, zeigten 15 

eine erhöhte PI3K Aktivität und 3 eine erniedrigte PTEN-Aktivität. 

Akt1 und Akt2 führen zur Aktivierung der Expression von IGF-IR (Insulin-like 

growth factor I receptor) und dadurch zu einer verstärkten Invasivität von 

Pankreastumoren (Tanno et al., 2001).  

- Akt 3 

Eine Ausschaltung von Akt3 bei Mäusen zeigt keine Wirkung auf Wachstum oder 

Glukosemetabolismus. Bei diesen Tieren ist jedoch die Gehirngröβe und das Gehirn-

gewicht um ewa 25% verringert. Das Gehirnvolumen ist infolge einer Abnahme der Zell-
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zahl und -gröβe verringert und die Ventrikel sind verschmälert, sodass Akt3 eine Schlüssel-

rolle in der postnatalen Entwicklung des Gehirns spielen kann (Tschopp et al., 2005). 

 

2.8.2. Akt-abhängige Signalkaskade  

Die Phosphorylierung von Akt führt zur Aktivierung des Proteins und der Kinase-

Aktivität und dadurch zur Phosphorylierung einer Reihe anderer Proteine, die unter 

anderem Zellwachstum, Zellzykluseintritt, Zellüberleben, Apoptose, sowie 

Glukosemetabolismus (Abb. 9 und 10) beeinflussen. Die Phosphorylierung durch Akt führt 

meistens zu einer Hemmung der Effektorproteine (Tab. 2). Akt reguliert die Expression 

von bis zu 145 Genen (Porstmann et al., 2005).  

        
  Protein Regulatorischer Effekt   
      
  FOXO1 Inhibition   
  FOXO3A Inhibition   
  FOXO4 Inhibition   
  TSC2 Inhibition   
  GSK3 α/β Inhibition   
  RAF1 Inhibition   
  PRAS40 Inhibition   
  AS160 Inhibition   
  BAD Inhibition   
  WNK1 ?   
  MDM2 Aktivierung   
  Chk1 Inhibition   
  eNOS Aktivierung   
  ASK1 Inhibition   
  IKKα Aktivierung   
  P21CIP1 Inhibition   
  P27KIP1 Inhibition   
  Casp9 Inhibition   
     
    

Tab. 2: Einige Effektoren von P-Akt und die direkte Akt-Wirkung auf sie (Manning und Cantley, 2007)
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Abb. 9: Einige der Akt-Effektoren und ihre Rollen (nach Manning und Cantley, 2007). Dargestellt ist die direkte 

Wirkung von Akt auf die Aktivität des Effektors. Die Kästchenfarbe symbolisiert für welche Zellfunktion die 

Proteine eine Rolle spielen. 

 

2.8.2.1. Zellüberleben 

Phosphorylierung des Apoptose-induzierenden Proteins Bad durch Akt führt zur 

Entstehung einer Bindungsstelle für die 14-3-3 Proteine. Diese Bindung verhindert die 

Bindung von Bad an Proteine der Bcl-2 Familie (wie Bcl-2 und Bcl-XL), die wichtige 

Rollen in Signalwegen spielen, die das Zellüberleben regulieren (Brunet et al., 2001). So 

kann Bcl-XL proapoptotische Bax-Moleküle binden und verhindert dadurch die Entstehung 

von proapoptotischen Bax-Homodimeren. Unreife hämatopoetische Progenitorzellen 
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(CD34+ / 33- / 13-) exprimieren Bcl-XL und die meisten CD34+ Zellen exprimieren Bcl-2, 

Bcl-XL und Bad. Während normale Promyelozyten (CD34-/33+) weder Bcl-2 noch Bcl-

XL exprimieren, sind diese beiden anti-apoptotischen Proteine in leukämischen CD34+ 

Progenitorzellen und Promyelozyten zu finden. Auch bei AML ist die Bcl-2 Menge in 

CD34+ Zellen höher als in anderen Zellen. Während einer Chemotherapie erhöht sich die 

Menge von Bcl-2, was sich dadurch erklären lässt, dass die CD34+ Zellen, die groβe 

Mengen an Bcl-2 haben, einen Überlebensvorteil haben und dadurch verhältnismäβig mehr 

werden. In Residualzellen wurden sowohl Bcl-2 als auch Bcl-XL nachgewiesen (Andreeff 

et al., 1999). 

Auch die Phosphorylierung von FKHR-L1 (Forkhead-related transcription factor 

1) durch Akt führt zur Entstehung einer Bindungsstelle für 14-3-3 Proteine (Brunet et al., 

2001). Die FKHR-L1 – 14-3-3 Komplexe akkumulieren im Zytosol und die durch FKHR-

L1 stimulierte Transkription pro-apoptotischer Gene, wie das Fas-Ligand-Gen, wird 

blockiert (Brunet et al., 1999). Proteine dieser Familie sind mit der Entstehung von 

Neoplasien in Verbindung gebracht worden (Hromas und Costa, 1995).  

Akt kann MDM2 binden und phosphorylieren. Diese Phosphorylierung führt zu 

einer nukleären Relokalisierung von MDM2, wo es mit p300 interagiert. Dadurch wird die 

Interaktion von p300 mit p19ARF gehemmt und als Folge kommt es zur verstärkten p53-

Degradierung. P53 ist ein sehr wichtiges Protein für die Regulation von Zellwachstum und 

Apoptose (Zhou et al., 2001b). 

Eine weitere Funktion von Akt ist die Phosphorylierung der Glykogen-Synthase-

Kinase 3 (GSK3). GSK3 ist in unstimulierten Zellen konstitutiv aktiv und phosphoryliert 

eine Vielzahl von Proteinen (wie Glykogen Synthase und β-catenin), die dadurch 

inaktiviert und degradiert werden. Phosphorylierung beider Untereinheiten (α und β) der 

GSK3 durch Akt inaktivert sie und führt zur Aktivierung der durch dieses Protein 

gehemmten Signalkaskaden. PI3K und Akt können durch Hemmung der GSK-3 und 

Phosphorylierung (und Aktivierung) von 6-Phosphofruktose-2-Kinase (PFK2) die 

Glukoseverwertung zu Glykogen und Glykolyse regulieren (Cross et al., 1995; Deprez et 

al., 1997). Inhibition der PI3K führt zu einer Hemmung des Glukosetransports in die Zelle, 

während Aktivierung der PI3K und Akt zu einer vestärkten Glukoseaufnahme in die Zellen 
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führt (Okada et al., 1994; Cheatham et al., 1994; Kohn et al., 1996). GSK-3 spielt auch eine 

Rolle bei der Entstehung der Alzheimer Erkrankung (Feyt et al., 2005). β-catenin reguliert, 

durch Interaktion mit LEF/TCF (lymphoid enhancer factor-T cell factor), die Transkription 

verschiedener Gene wie cyclin D1 oder c-myc. Diese Gene spielen eine wichtige Rolle in 

der Regulation des Zellzyklus (Fukumoto et al., 2001). 

Akt phosphoryliert und inaktiviert Caspase-9 und hemmt die Cytochrome-C 

abhängige Aktivierung der Caspase-9, ein wichtiger Spieler der Apoptose-induzierenden 

Signalkaskaden (Cardone et al., 1998).  

Ein anderer Effektor von  Akt, wodurch die Transkription anti-apoptotischer Gene 

reguliert wird, ist NF-κB. PI3K- gefolgt von Akt-Aktivierung durch TNF führt zur 

Phosphorylierung und Aktivierung von IKK (IKB-kinase), die NF-κB-hemmende Proteine 

inaktiviert und dadurch zur Aktiverung von NF-κB führt (Ozes et al., 1999). 

Überexpression von Her-2/neu führt zu einer konstitutiven Aktivierung der PI3K und Akt 

und dadurch zur Aktiverung von NF-κB (Pianetti et al., 2001). Aktivierung von NF-κB 

führt unter anderem zur Produktion von MMP-9 (matrix metalloproteinase 9). MMP-9 und 

die PI3K-abhängige Steigerung der Zellmotilität sind zwei Hauptwege, wie der PI3K / Akt 

Signalweg, die Invasivität der Tumoren steigt (Cheng et al., 2006). 

 

2.8.2.2. Zellwachstum 

Ein komplexer Vorgang ist die Aktivierung von mTOR (mammalian target of 

rapamycin). Akt phosphoryliert und hemmt TSC2 (tuberous sclerosis 2), ein GTPase-

aktivierndes Protein, das zusammen mit TSC1 (tuberin) das kleine G-Protein Rheb (Ras 

homolog enriched in brain) hemmt (Manning et al., 2002; Zhang et al., 2003). Akt führt 

dadurch zur Aktivierung von Rheb, das seinerseits die Proteinkinase-Aktivität von mTOR 

aktiviert. mTOR funktioniert in einem Komplex mit dem Adapterprotein Raptor 

(regulatory-associated protein of mTOR) und mLST8. Das mTOR / Raptor / mLST8 

Komplex (mTORC1) ist Rapamycin-sensitiv und kann in Form einer negativen 

Rückkopplung Akt inhibieren. mTOR kann auch mit Rictor (rapamycin-insensitive 

companion of mTOR) und mLST8 einen Rapamycin-insensitiven Komplex (mTORC2) 
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bilden (Hay, 2005). Es wurde gezeigt, dass der Rictor - mTOR Komplex Akt an Ser473 

phosphorylieren und damit zur Aktivierung von Akt beitragen kann (Sarbassov et al., 

2005). Hemmung der mTOR-Komplexe mit Rapamycin-Derivaten führt zur Hemmung der 

Akt-Signalkaskade und den Effektoren 4E-BP1, P70 S6Kinase und FKHR in AML Zellen 

(Zeng et al., 2007). mTOR fungiert als eine Brücke zwischen unterschiedlichen 

Signalkaskaden, die Zellernährung, -wachstum, -proliferation und -überleben regulieren, 

was eine Koppelung dieser Kaskaden ermöglicht (Gingras et al., 2001). Die 

Wachstumsfaktor-Signalkaskaden Ras / ERK und PI3K / Akt aktivieren den mTORC1 

Komplex, während geringe Nahrungsverfügbarkeit (z. B. Aminosäure- und 

Glukoseverfügbarkeit) zur Hemmung des Komplexes durch die LBK1 / AMPK (AMP-

activated protein kinase) Kaskade führt (Inoki et al., 2003; Shaw et al., 2004). Gleichzeitig, 

kann Akt die AMPK hemmen und dadurch mTOR weiter aktivieren (Hahn-Windgassen et 

al., 2005). mTOR reguliert auch die Funktion von 4E-BP1 und p70 S6Kinase (Shaw und 

Canley, 2006). 

Aktivierung von Akt führt zur Phosphorylierung und dadurch Inaktivierung von 4E-

BP1 (eIF4E-binding protein). Hemmung der Bindung von 4E-BP1 an eIF4E 

(Initiationsfaktor der Translation) verstärkt die eIF4E-abhängige Translationsrate (Gingras 

et al., 1998). Gleichzeitig, kann Phosphorylierung und Aktivierung der p70 S6Kinase zur 

verstärkten Phosphorylierung des ribosomalen S6 Proteins, und damit zu erhöhter 

Proteinbiosynthese führen (Ueki et al., 1998). p70 S6Kinase reguliert nicht nur die 

Proteinbiosynthese, sondern auch Zellgröβe und -proliferation (Kozma und Thomas, 2002). 

Akt phosphoryliert auch CREB (cAMP-responsive element binding protein), was zur 

Rekrutierung von CBP und Aktivierung der Genexpression führt (Du et al., 1998).  

 

2.8.2.3. Zellproliferation 

Durch Phosphorylierung rekrutiert Akt das Protein p27 im Zytosol und hemmt die 

Rückkehr in den Zellkern. Im Zellkern verursacht p27 einen G1-Zellzyklusarrest durch 

Hemmung von Cyclin D und Cdk (cyclin-dependent kinase). So führt Akt in diesem Fall zu 

einer Regulation des Zellzyklus und Stimulation von Zellteilung (Shin et al., 2005). 

Hemmung der Akt Aktivität in ALCA (anaplastic large cell lymphoma) führt zur 
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Hemmung der p27-Phosphorylierung und -Degradierung, höhere p27 Mengen und 

Zellzyklusarrest (Rassidakis et al., 2005). 

Akt phosphoryliert auch die Cyclin-abhängige Kinase p21, die dadurch im Zytosol 

relokalisiert wird (Zhou et al, 2001).  Interessant war die Beobachtung, dass Akt1 zur 

Phosphorylierung und Inhibierung von p21 führt, während Akt2 das p21 bindet und 

stabilisiert, was zum Zellzyklusarrest führt. Die Bindung von p21 an einer Akt-Isoform 

führt zur Hemmung der Bindung der anderen Isoform (Heron-Milhavet et al., 2006). Akt 

kann die p21-Expression auch durch Hemmung von p53 (über MDM2) hemmen (Zhou et 

al., 2001). 

Akt kann die Zellproliferation auch durch die oben beschriebenen Signalkaskaden 

über GSK3 und mTOR regulieren. 

 

2.8.2.4. Angiogenese 

In Endothelzellen wird die PI3K durch VEGF (vascular endothelial growth factor) 

aktiviert (Olsson et al., 2006). Akt aktiviert die eNOS (endothelial nitric oxide synthase), 

die durch NO-Produktion die Vasodilatation, Angiogenese und Vasomodelierung reguliert 

(Morbidelli et al., 2003). Durch Aktivierung von mTOR führt Akt zur Aktivierung von 

HIF1 und dadurch zu verstärkter Expression und Sezernierung von VEGF und anderen 

Faktoren, die die Angiogenese weiter stimulieren (Phillips et al., 2005). 

 

2.8.2.5. Zellmetabolismus 

Der PI3K / Akt Signalweg spielt eine wesentliche Rolle in der Zellantwort auf 

Insulinstimulation, z. B. durch die Translokation von GLUT4 Transporter in der 

Zellmembran durch Regulation bestimmter GTPasen (Manning und Cantley, 2007; Calera 

et al., 1998). Auch mTOR und HIF1 spielen im Glukosemetabolismus eine Rolle.  

Durch Aktivierung der Synthese von SREBP-1 (Sterol-regulatory element binding 

protein) und FAS (fatty acid synthase) kann Akt die Expression von Genen regulieren, die 

Cholesterol- und Fettsäuresynthese kontrollieren (Porstmann et al., 2005). 



 
                                                                                                                            2. Einleitung 
 

 38 

2.8.2.6. Zellmigration und Invasivität 

Die epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) ist das in-vitro Korrelat der 

Metastasierung. Autokrin aktivierte PDGF-R zusammen mit onkogenem Ras führen zu 

einer starken Aktivierung von PI3K und EMT (Jechlinger et al., 2005). Konstitutive 

Aktivierung von Akt führt zur Hemmung der Expression von Desmoplakin (wichtig für die 

Entstehung und Aufrechterhaltung von Desmosomen), E-cadherin und β-catenin, sowie zur 

Hochregulation des mesenchymalen Markers Vimentin. Zellen verlieren die epitheliale 

Morphologie und gewinnen Fibroblasten-Eigenschaften. Sie zeigen reduzierte Zell-Zell- 

und Zell-Matrix-Adhäsion, Verlust der apicobasalen Zellpolarität und verstärkte Motilität 

und Invasivität (Grille et al., 2003, Larue und Bellacosa, 2005).  

Akt reguliert die Expression von IGF-IR (Insulin-like growth factor I receptor) und 

führt dadurch zu einer Zunahme der Invasivität von Pankreastumoren (Tanno et al., 2001). 

Aktivierung der PI3K und ihrer Mediatoren Akt / mTOR führt zur Aktivierung von 

HIF1 (hypoxia inducible factor 1) und dadurch zu einer verstärkten Expression von 

CXCR4 (CXC chemokine receptor 4), was die Metastasierung von Tumoren induziert 

(Phillips et al., 2005). 

Insulinstimulation führt zur Aktivierung von Akt1 und Akt2. Akt 1 hemmt NFAT 

(nuclear factor of activated T cells) und ERK und verringert damit die Metastasierungs-, 

Migrations- und Invasivitätsfähigkeit von Mammaepithel- und Mammakarzinomzellen 

(Yoeli-Lerner et al., 2005). Akt2 hat genau die gegenteilige Wirkung und aktiviert NFAT 

und ERK (Toker und Yoeli-Lerner, 2006). 

 

2.8.2.7. Weitere Funktionen 

Durch den PI3K / Akt Signalweg aktiviert Erythropoetin den Transkriptionsfaktor 

GATA-1, der Proliferation, Überleben, Differenzierung und Entwicklung der Zellen der 

erythroiden Reihe reguliert (Zhao et al., 2006). 

Eine weitere beschriebene Rolle der PI3K ist die Regulation der Selbsterneuerung 

embryonaler Stammzellen. Hierbei spielen LIF (leukemia inhibitory factor) und STAT3 

(signal transducer and activator of transcription 3) eine wichtige Rolle. Hemmung der 
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PI3K reduziert die Fähigkeit der LIK, die Selbsterneuerung und Pluripotenz embryonaler 

Stammzellen aufrecht zu erhalten (Paling et al., 2004). Gleichzeitig reicht die konstitutive 

Aktivierung von Akt aus, um embryonale Stammzellen, unabhängig von LIK, pluripotent 

zu erhalten (Watanabe et al., 2006). Die Expression von Akt wird ihrerseits von STAT3 

reguliert (Park et al., 2005). 

P110δ wird in Zellen des Immunsystems exprimiert (Chantry et al., 1997; 

Vanhaesebroeck et al., 1997b). Diese Isoform scheint die Haupt-PI3K in der BCR (B-cell 

receptor) und TCR (T-cell receptor) -Signalkaskade zu sein. Inaktivierende Mutationen des 

für die Expression von p110δ zuständigen Gens in B-Zellen führt zur Hemmung der Akt-

Phosphorylierung, Hemmung der Anti-IgM-stimulierten Signalkaskade, sowie Hemmung 

der Proliferation und der Immunantwort. In T-Zellen kommt es zur Hemmung der Akt-

Phosphorylierung, Hemmung der Reifung und des Überlebens der Zellen in der Peripherie, 

sowie zu einer Proliferationshemmung (Okkenhaug und Vanhaesebroeck, 2003). Im 

Unterschied dazu, ist der Phänotyp bei Ausschaltung dieses Gens milder, möglicherweise 

weil die Inaktiverung des für die Expression von p110δ zuständigen Gens zu einer 

Hochregulation der für die Expression von p110α und β zuständigen Gene führt (Clayton 

et al., 2002). 

Akt wird durch PHLPP (PH-domain leucine-rich repeat protein phosphatase) 

dephosphoryliert (Brognard et al., 2007). 

Die oben beschriebenen und in der Abb. 10 dargestellten Effektoren und 

Signalkaskaden, die von Akt reguliert werden, können nur einen Überblick des hoch 

komplexen Akt-Signalnetzwerkes verschaffen. Dieses Netzwerk, das noch nicht 

vollständig aufgeklärt und verstanden ist, beinhaltet hunderte von Effektoren und führt zur 

Regulation von hunderten von Genen, die ihrerseits quer vernetzt sind, miteinander 

interagieren und einander regulieren. 
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Abb. 10: Signalkaskade nach PI3K-induzierte Aktivierung von Akt.                                                       

Farbkodierung: rot bedeutet, dass Akt eine hemmende Wirkung auf das Protein oder die  Zellfunktion ausübt; 

grün bedeutet, dass Akt eine aktivierende Wirkung auf das Protein oder die  Zellfunktion ausübt. Für 

Einzelheiten und Referenzen, siehe Text. 

 

 



 
                                                                                                                            2. Einleitung 
 

 41 

 

2.8.2.8. Weitere Proteine der PI3K Signalkaskade 

PDK1 phosphoryliert und aktiviert auch andere Proteinkinasen wie die p70 S6-

Kinase, CISK (cytokine-independent survival kinase) und Proteinkinase Cz (PKCz) 

(Cantley, 2002). Die p70 S6-Kinase reguliert durch Aktivierung der Translation 

spezifischer Messenger das Zellwachstum und die Zellzyklus-Progression durch die G1-

Phase  (Alessi et al., 1998), CISK spielt eine Rolle in der Regulation des Zellüberlebens 

(Liu et al., 2000) und PKCz ist involviert in Zellantworten auf unterschiedliche Stimuli.  

Andere Proteine mit PH-Domänen, die durch PI(3,4,5)P3 aktiviert werden, sind 

Regulatorproteine für Rac und ARF6 (adenosine diphosphate (ADP)-ribosylating factor 6), 

sowie Tyrosinkinasen der Btk- (Bruton’s tyrosine kinase) und Tec-Familien. Aktivierung 

von Rac (und möglicherweise von ARF6) durch lokal begrenzte PI(3,4,5)P3-Produktion 

spielt eine sehr wichtige Rolle in der Remodellierung des Aktin-Zytoskeletts bei durch 

Chemotaxis getriggerter gerichteter Motilität. Proteine der Tec-Familie spielen bei 

kurzfristigen (z. B. Änderung der Ca2+-Konzentration) und langfristigen (z. B. Änderung 

der Genexpression) Ereignissen eine Rolle (Cantley, 2002).  

PI(3,4,5)P3 kann auch durch die IPMK (inositol polyphosphate multikinase) 

produziert werden, die nur im Zellkern vorkommt und durch PI3K-Inhibitoren nicht 

beeinflusst wird (Resnick et al., 2005). Möglicherweise spielt IPMK eine Rolle in der 

Regulation von Vorgängen wie mRNA-Export und Transkriptionregulation (Resnick und 

Saiardi, 2008).  

 

2.9. Änderung der Expression der PI3K 

2.9.1. Änderung der Expression der katalytischen Untereinheit 

Mäuse, die keine p110 katalytische Untereinheit der Klasse Ia exprimieren, zeigen 

schwere Proliferationsdefekte und versterben am 9.-10. Embryonaltag (Bi et al., 1999). 
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2.9.2. Änderung der Expression der regulatorischen Untereinheit 

Es wurden viele Versuche unternommen, die Rolle der regulatorischen Untereinheit 

der PI3K zu untersuchen, in dem ihre Expression runterreguliert wurde. Eine Übersicht 

dieser Versuche ist in der Tabelle 3 gegeben.  

              

  
Ausschaltung 
   

Lebens- 
fähigkeit 

Metabolismus 
 

Expression weiterer 
Untereinheiten   

         

  

p50α, p55α, 
p85α 
 

homozygote 
 
 

perinatale  
Letalität 
 

Hypoglykämie 
Hypoinsulinämie 
 

p85β hoch 
p110α runter 
p110β runter   

   

heterozygote 
 
 

lebensfähig 
 
 

erhöhte Glukosetoleranz 
und Insulinsensitivität 
 

p85β hoch 
p110α unverändert 
p110β unverändert   

         

  

p85α 
 
 
  

lebensfähig 
 
 
 

Hypoglykämie 
erhöhte Insulinsensitivität 
 
 

p50α hoch 
p55α hoch 
p110α unverändert 
p110β unverändert   

         
  p50α, p55α  lebensfähig erhöhte Insulinsensitivität    
         

  

p85β 
 
  

lebensfähig 
 
 

Hypoglykämie 
Hypoinsulinämie 
erhöhte Insulinsensitivität 

alle Untereinheiten  
nicht verändert 
   

             

Tab. 3: Folgen der Ausschaltung der Expression der regulatorischen Untereinheit (Vanhaesebroeck et al., 

2005). 

 

2.9.2.1. Hemmung der Expression der regulatorischen Untereinheit 

Änderungen des Expressionsmusters der regulatorischen Untereinheit führen zu 

schweren Folgen in den Zellen. Mäuse mit einer homozygoten Deletion der p85-

Bindungsstelle an der p110α−Untereinheit zeigen Entwicklungsverzögerungen und sterben 

am 9,5. – 10,5. Embryonaltag. Eine komplette Hemmung der Expression aller Isoformen 

von p85α führt zu schweren Entwicklungsstörungen in der embryonalen Phase und die 

meisten Tiere sterben in der perinatalen Phase (Fruman et al., 2000). Die Letalität und die 

schweren Entwicklungsdefekte waren bei Tieren, wo nur die Expression des ersten Exons 
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gestört wurde, nicht vorhanden. Diese Tiere exprimieren die kürzeren Isoformen der p85-

Untereinheit, wobei p50α effizienter als p55α für die Produktion von PI(3,4,5)P3 zu sein 

scheint. Diese Tiere zeigen eine erhöhte Sensitivität gegenüber Insulin und sind hypo-

glykämisch (Terauchi et al., 1999). Die Interaktion von p50α mit IRS-1 ist mit der PI3K 

Aktivität, sowie mit erhöhter GLUT4 Translokation an der Zellmembran in Adipozyten 

und Muskelzellen assoziiert. Diese Daten stimmen mit den Daten überein die zeigen, dass 

p50α eine wichtige Rolle in der Insulinantwort spielt (Inukai et al., 1997). Mäuse, in denen 

die Expression der p50α und p55α kürzeren Isoformen der p85α regulatorischen 

Untereinheit gehemmt wurde, zeigen in Ruhe normales Wachstum und normale 

Blutglukosespiegel. Im Insulintoleranztest zeigen sie niedrigere Fasteninsulinspiegel, 

stärkere Insulinsensitivität und vermehrten Glukosetransport in Muskel- und Fettzellen 

(Chen et al., 2004).  

Mäuse mit einer gezielten Hemmung der Expression der p85α−Untereinheit zeigen 

eine Blockierung der B-Zell-Entwicklung in einer pro-B-Zell-Phase, sowie eine reduzierte 

Anzahl reifer B-Zellen, peritoneale CD5+ Ly-1 B-Zellen, reduzierte Proliferation von B-

Zellen und keine T-Zell unabhängige Antikörperproduktion. Dieser Phänotyp ist fast 

identisch mit dem von Btk-/- oder xid (X-linked Immunodeficiency) Mäusen, was zeigt dass 

p85α eine wichtige Rolle in der Btk Signalkaskade spielt und eine Schlüsselrolle in der B-

Zell-Entwicklung und Funktion einnimmt (Fruman et al., 1999; Suzuki et al., 1999). 

Auβerdem, können die SH3- und BH-Domänen der regulatorischen Untereinheit spezielle 

Aufgaben für das Signaling in hämatopoetischen Zellen haben (Wymann und Pirola, 1998). 

Hemmung der Expression der regulatorischen Untereinheit führt zu reduzierter 

Proliferation von Makrophagen nach Stimulation mit M-CSF und GM-CSF. Verlust der 

p85 regulatorischen Untereinheit war assoziiert mit reduzierter Aktivität von Akt und Rac  

(Munugalavadla et al., 2005). 

Während in normalen Zellen die regulatorische Untereinheit im Überschuss 

gegenüber der katalytischen Untereinheit exprimiert wird (Ueki et al., 2002), werden in 

embryonalen Mausstammzellen keine freien, monomeren, regulatorischen Untereinheiten 

gefunden. Ausschaltung der p85-Expression führt zu verminderter Akt-Aktivität, 

verlangsamtem Wachstum, erhöhter Apoptoserate und gestörter Zellzyklusregulation mit 
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G0/G1 Zellzyklusarrest. Wiederexpression von p85α machte diese Wirkungen rückläufig 

(Hallmann et al., 2002). 

Ausschaltung der p85-Untereinheit führt zu weniger hämatopoetischen 

Progenitorzellen in Mäuseembryos. Hämatopoetische Stammzellen zeigten eine geringere 

Fähigkeit sich zu vermehren und c-kit+ Zellen eine geringere Proliferation nach Stimulation 

mit kit-Liganden (Haneline et al., 2006). 

Verlust eines p85α-Allels führt zu erhöhter Inzidenz intestinaler Polypen und in 

diesen Zellen ist die PI3K-Signalkaskade verstärkt aktiv (Luo et al., 2005b).  

Reduzierung der p85α−Menge durch Ausschaltung eines für die Expression von 

p85α zuständigen Allels führt zu einer verstärkten Akt-Aktivierung nach 

Insulinstimulation, erhöhten Insulinsensitivität und Glukosetoleranz. Desweiteren schützt 

es die Tiere vor der Entwicklung eines Diabetes (Mauvais-Jarvis et al., 2001).  

Es wurden Unterschiede nach Ausschaltung der für die Expression von p85α und 

p85β zuständigen Gene festgestellt (Ueki et al., 2003). Nach Hemmung der Expression der 

p85α−Untereinheit konnte eine 60%-ige Reduzierung der p85-Menge, sowie eine 

Reduzierung der p110-Menge, PI3K Aktivität und Akt Aktivität beobachtet werden. Dies 

führte zu einer verminderten Glukoseaufnahme in den Zellen und einer stärkeren 

Apoptoserate. Nach Hemmung der Expression der p85β−Untereinheit konnte nur eine 

25%-ige Reduzierung der p85-Menge, und keine Reduzierung der p110-Menge und PI3K 

Aktivität beobachtet werden (Ueki et al., 2003). 

Mäuse mit gezielter Ausschaltung der p85-Untereinheit in Muskelzellen zeigen 

verminderte Akt-Aktivität, die mit verringerter Herzgröβe, veränderter Genexpression am 

Herzen und gestörter physiologischer Herzhypertrophie einhergeht (Luo et al., 2005a). 

 

2.9.2.2. Überexpression der regulatorischen Untereinheit 

Überexpression einer mutierten p85-Untereinheit, die nicht an der p110 

katalytischen Untereinheit bindet, führt zur verminderten PI3K Aktivität und 

Glukoseaufnahme nach Insulinstimulation (Hara et al., 1994). Überexpression der p85α 
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und p55α−Untereinheit führt zu einer Reduzierung der PI3K Aktivität und Hemmung der 

Aktivierung von zwei Effektoren der PI3K, Akt und p70 S6Kinase (Ueki et al., 2000). 

Sowohl Überexpression der p85-Untereinheit als auch der mutierten p85-Untereinheit, die 

nicht an der p110 katalytischen Untereinheit bindet, führt zur Hemmung der PI3K nach 

Stimulation durch Ras (Rodriguez-Viciana et al., 1997). 

Die Behandlung mit Dexamethason führte zu einer 300%-igen Überexpression von 

p85α, während die p110 katalytische Untereinheit nur zu 38% überexprimiert wurde und 

die Expression der p85β−Untereinheit abnahm. Stimulation dieser Zellen mit Insulin führte 

zu einer um 50% schwächeren Aktivierung der PI3K (Giorgino et al., 1997). 

 

2.10. Mutationen der PI3K und Neoplasien 

Überaktivierung der PI3K Signalkaskade spielt eine Rolle in der Entstehung einer 

Vielzahl menschlicher Tumoren (s. auch oben) (Cantley, 2002). ASV16 (avian sarcoma 

virus 16) kodiert für das Onkogen v-p3k, welches ein potentes tranformierendes Gen in 

Fibroblasten von Hühnerembryonen ist. Das Onkogen stammt von dem für die 

p110α−Untereinheit kodierenden Gen (Chang et al., 1997). Auch das Akt-Gen wurde als 

ein Onkogen identifiziert (Staal und Hartley, 1988a). 

 

2.10.1. Die PI3K-Aktivität in Neoplasien 

Der PI3K Signalweg beinflusst die Entstehung der ATLL (adult T cell leukemia 

and lymphoma), eine der aggressivsten Neoplasien. Sowohl die PI3K- als auch die PTEN-

Aktivität zeigten eine Korrelation mit der Zellproliferation (Fukuda et al., 2005). 

Konstitutive Aktivierung der PI3K wird bei AML-Patienten beobachtet und die PI3K-

Aktivität ist hierbei von prognostischer Bedeutung (Xu et al., 2003; Min et al., 2003). 50-

70% der AML Patienten zeigen eine konstitutive Phosphorylierung von Akt sowohl an 

Thr308 als auch an Ser473 (Martelli et al., 2006). Besonders die p110δ−Isoform zeigt eine 

starke Aktivierung bei AML (Sujobert et al., 2005). Die für CML charakteristische 

BCR/ABL Tyrosinkinase aktiviert ebenfalls die PI3K (Skorski et al., 1995). Das PI3K / 
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PTEN Gleichgewicht spielt eine wichtige Rolle für die durch NK-Zellen gewährleistete 

Schutzfunktion gegen Lungenmetastasierung vom Melanom (Kishimoto et al., 2007). Eine 

erhöhte PI3K-Aktivität wurde in 32 von 37 (86%) kolorektalen Tumoren festgestellt 

(Phillips et al., 1998). Benistant et al. beobachteten eine erhöhte Aktivität von p110α und 

p110β in 7 von 10 (70%) kolorektalen Tumoren, mehreren Adenokarzinom-Zelllinien 

(CaCo2, CO115, HCT 116, LS 174T und WiDr) und 8 von 9 (89%) Harnblasentumoren, 

wobei bei einem Harnblasentumor die Aktivität auf das 18-fache gestiegen war (Benistant 

et al., 2000). Auch Mammatumoren zeigen eine erhöhte PI3K Aktivität, die mit verstärkter 

Metastasierung und schlechterer Prognose assoziiert ist (Pérez-Tenorio und Stål, 2002). 

 

2.10.2. Mutationen der Proteine der PI3K Signalkaskade bei Neoplasien 

In verschiedenen Tumoren wurden Mutationen in den Genen gefunden, die für die 

katalytische und regulatorische Untereinheit der PI3K oder weitere Moleküle der PI3K 

Signalkaskade kodieren. (Tab. 4). 

 

2.10.2.1. Mutationen der katalytischen Untereinheit  

Mutationen der katalytischen Untereinheit wurden in einer Vielzahl von Tumoren 

gefunden, wobei die Prävalenz von Studie zu Studie abweicht. Mutationen wurden häufiger 

in hepatozellulären Karzinomen (36%), kolorektalen Tumoren (32%), Mammakarzinomen 

(8 - 40%), Gehirntumoren (27%), Magenkarzinomen (6 - 25%), Schilddrüsentumoren (5 – 

25%, abhängig von der Morphoplogie), Ovarialtumoren (6 – 12%) und seltener in nicht 

kleinzelligen Lungentumoren (1,3%), sowie akuten Leukämien (1 von 88 / 1,1%) 

gefunden. Weitere Mutationen wurden in Zervixtumoren gefunden (Shayesteh et al., 1999; 

Ma et al., 2000; Samuels et al., 2004a und 2004b; Campbell et al., 2004; Lee et al., 2005, 

Wu et al., 2005; Levine et al., 2005; Saal et al., 2005). Während Campbell et al. keine 

Korrelation zwischen Genmutation und Prognose, Histologie, Östrogen-, Progesteron-

rezeptorexpression, Her2/neu Rezeptorstatus, Lymphknotenmetastasierung, Grad und 

Stadium des Mammakarzinoms fanden, wurde von Saal et al., eine Korrelation zwischen 
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Genmutation und Lymphknotenmetastasierung, Östrogen-, Progesteronrezeptor-expression 

und Her2/neu Rezeptorstatus fanden (Campbell et al., 2004, Saal et al., 2005). 

      

 
Molekül 
 

Häufigkeit  
 

Erkrankungen / 
Jahr (USA) 

Tumorlokalisation 
  

      
 PI3K     
      
 PIK3CA (p110α) 40% 16,480 Endometrium  
  20-40% 30,000-60,000 Kolon  
  30% 64,000 Mamma  
  5-15%  Kopf, Hals, Ösophagus  
  <5% 1,000 seröse epitheliale Ovarialtumoren  
 PIK3CB (p110β) 5% 1,000 seröse epitheliale Ovarialtumoren  
  5% 13,000 Mamma  
 p85 selten  Ovar, Kolon, Gliom  
      
 Akt / PTEN / PDK1    
      
 Akt1 8% 17,100 Mamma  
  6% 9,000 kolorektal  
  2% 400 Ovar  
 Akt2 selten  Ovar, Pankreas, Mamma  

 
PTEN 
 

>50% 
  

Gliom, Melanom, Prostata, Endometrium, 
endometroide Ovarialtumoren 

  >50% 85,000 Mamma, Leukämie  
 PDK1 20% 21,000 Mamma  
      
 Aktivatoren der Kaskade    
      
 EGFRvIII >80%  Gliom   
  >50% 107,320 Mamma  
  40% 69,800 nicht-kleizelliger Lungenkarzinom 
 EGFR  10% 17,400 Lunge  
  variabel  Mamma, Kolon, Kopf und Hals  
 Her2 10-20% 21,500-43,000 Mamma  
  8% 1,600 Ovarialkarzinom hohen Grades  
  <10% <17,500 Lunge  
 BCR/ABL >90% >4,050 CML  
 Kit >80%  GIST  
  12%  Keimzelltumoren  
  variabel  Sarkome  
 Ras 70-90% 23,650-30,400 Pankreas  
  35% 56,000 Lunge  
  <5% 10,700 Mamma  
  30%  AML  
  55%  Schilddrüse  
  15%  Melanom  
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Molekül 
 

Häufigkeit  
 

Erkrankungen / 
Jahr (USA) 

Tumorlokalisation 
  

      
 Aktivatoren der Kaskade    
      
 PDGFR selten  GIST  
  >80%  Dermatofibrosarkoma protuberans 
 Met 10% 17,400 Lunge  
  10% 14,900 Kolorektal  
  27%  Kopf, Hals  
 FLT3 20-25%  AML  
 Östrogenrezeptor 60-70% 128,000-150,000 Mamma  
      
 Effektoren von P-Akt    
      
 Forkhead Familie >50%  alveoläres Rhabdomyosarkom  
  niedrig  akute Leukämie  
 Ikb1 30% 52,300 Lunge  
 p70S6Kinase <30% 64,000 Mamma  
 tcl1 Unklar  T-Zell-, chronische lymphatische Leukämie 
 TSC1 / 2 <5%  Nierenzellkarzinom  
      

Tab. 4: Mutationen in Molekülen der PI3K Signalkaskade, die gehäuft in Tumoren auftreten (Brugge 

et al., 2007) 

 

Der gröβte Teil dieser Mutationen (80%) befindet sich an zwei Stellen,  die helicale 

Domäne (47%) und die Kinase-Domäne (33%). Weitere 8% befinden sich in der p85-

Bindungsdomäne (Samuels et al., 2004a und 2004b). Die drei am häufigsten 

vorkommenden Mutationen E542K, E545K, und H1047R führen zu einer onkogenetischen 

Transformation der Zellen. Zellen, die durch diese Mutationen transformiert sind, zeigen 

konstitutive Aktivierung von PI3K, Akt, p70 S6Kinase und 4E-BP1 (Kang et al., 2005).  

 

2.10.2.2. Mutationen der regulatorischen Untereinheit  

Auch die regulatorische Untereinheit der PI3K zeigt in Tumoren veschiedene 

Mutationen. Mutationen im Exon 13 wurden in drei von dreizehn Zelllinien aus 

Kolontumoren und in einer von zwei Zelllinien aus Ovarialtumoren nachgewiesen. In drei 

von achtzig primären Ovarialkarzinomen und einem von sechszig primären 
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Kolonkarzinomen wurden Mutationen im Exon 12 oder 13 der regulatorischen Untereinheit 

gefunden (Philp et al., 2001). Es wurden auch drei Mutanten der regulatorischen 

Untereinheit beschrieben, die kürzer als das wildtyp Protein sind (siehe auch unten) (Jücker 

et al., 2002; Jimenez et al., 1998; Shi et al., 2006).  

Viele Moleküle in der PI3K / Akt Signalkaskade zeigen Mutationen in 

unterschiedlichen Tumoren (Brugge et al., 2007).  

 

2.11. Darstellung der Versuche 

Eine Fehlregulation der PI3K und der damit verbundenen konstitutiven Aktivierung 

mitogener und anti-apoptotischer Signalwege wird, wie oben bescrieben, in vielen 

menschlichen Tumoren und Leukämien beobachtet. Die Erforschung der molekularen 

Ursachen dieser Fehlregulation ist die Grundlage für die Entwicklung neuer Inhibitoren, 

Ansätzen und Mechanismen, die dann für eine spezifische Tumortherapie eingesetzt 

werden können. 

 

2.11.1. Untersuchungen an der Cole Zelllinie 

Die humane hämatopoetische Zelllinie Cole wurde von einer Patientin etabiliert, die 

an einem Hodgkin Lymphom erkrankt war (Jones et al., 1985). Das Hodgkin-Lymphom, 

oder auch Lymphgranulomatose genannt, ist eine maligne Erkrankung des lymphatischen 

Systems, an der jährlich etwa 7.350 Menschen in den USA erkranken (Jemal et al., 2006). 

Die Krankheit ist charakterisiert durch die Reed-Sternberg Zellen, die dann besonders in 

Entzündungsbereichen vorkommen. Die Reed-Sternberg Zellen sind monoklonale 

lymphoide Zellen (meistens B-Zellen) (Küppers 2009). Das Epstein-Barr-Virus kann eine 

Rolle in der Pathogenese von mindestens einigen Subtypen vom Hodgkin-Lymphom 

spielen (Harris, 1999). Die meisten Patienten sind zwischen 15 und 30 Jahre oder über 55 

Jahre alt (Ekstrand und Horning, 2002).  

In der Zelllinie Cole wurde eine mutierte Form der p85α-Untereinheit der PI3K 

nachgewiesen, kloniert und charakterisiert (Jücker et al., 2002). Bei der Mutation im p85α-
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Gen handelt es sich um die Deletion der Adenosinbase an Position 1907. Diese Deletion 

führt zu einer Verschiebung des Leserahmens nach der Aminosäure 635, sodass 25 neue 

Aminosäuren kodiert werden, bevor das Auftreten eines Stop-Codons zur Entstehung eines 

trunkierten p85α−Proteins führt. Dieses 76 kDa groβe Protein (wird deshalb p76α genannt) 

hat nur 635 von 724 Aminosäuren des Wildtyp p85α−Proteins und es fehlt fast die ganze c-

terminale SH2-Domäne (Abb. 11). P76α bindet an der p110 katalytischen Untereinheit, die 

in Cole Zellen konstitutiv aktiviert ist (Jücker et al., 2002). 

 

Abb. 11: Schematische Darstellung der Mutation und des mutierten p76α−Proteins. An der mit (*) 

markierten Stelle fehlt die deletierte Base Adenin. Den darauf folgenden 25 neuen Aminosäuren folgt ein 

Stop-Codon. Dadurch fehlt dem mutierten p76α−Protein fast die ganze c-terminale SH2-Domäne. In Cole 

Zellen kann nur das mutierte p76α−Protein gefunden werden, während in den Kontroll-DEV-Zellen das 

Wildtyp-p85α−Protein exprimiert wird (adaptiert von Jücker et al., 2002). 

Es sollte untersucht werden, ob das exogen zugeführte wildtyp p85α-Gen in Cole 

Zellen exprimiert wird und ob dadurch die Wirkung der p85α / PI3K-Mutante in Cole 

Zellen aufgehoben werden kann.  

 Die c-terminale SH2-Domäne beinhaltet neben ihren Bindungseigenschaften für 

tyrosinphosphorylierte Proteine auch noch eine regulatorische Domäne, die die PI3K 
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negativ reguliert und deren inhibitorische Funktion für eine Aktivierung der PI3K 

aufgehoben werden muss. Ein Modell wurde beschrieben, wonach zur Aktivierung der 

PI3K über die regulatorische Untereinheit zwei Ereignisse stattfinden müssen: kleine 

GTPasen der Ras-Familie (Rac1, Cdc42) binden an der regulatorischen Untereinheit und 

gleichzeitig wird der Tyrosinrest 688 an der c-SH2-Domäne phosphoryliert. Diese 

Phosphorylierung führt zu Konformationsänderungen der regulatorischen Untereinheit, 

dadurch zur Aufhebung der Inhibition der katalytischen Untereinheit durch die c-SH2-

Domäne und somit zur Aktivierung der PI3K (Chan et al., 2002). Der Wegfall der c-

terminalen SH2-Domäne in der p85α / PI3K-Mutante könnte zu der konstitutiven 

Aktivierung der PI3K führen, die in Cole Zellen beobachtet wurde. Ein anderer 

Mechanismus, wie der Wegfall der c-SH2-Domäne in Cole-Zellen zu einer Aktivierung der 

PI3K / Akt Signalkaskade führen könnte, ist wie folgt: in Mäusen wurde beobachtet, dass 

die p85α−Untereinheit mit ihrer c-SH2-Domäne an der Phosphatase SHIP binden kann 

(Gupta et al., 1999). Es ist möglich, dass p85α im Rahmen eines negativen Feedback-

Mechanismus, Phosphatasen wie SHIP aktivieren kann. Dies würde zu einer 

Dephosphorylierung von PI(3,4,5)P3 und zur Unterbrechung der PI3K / Akt-Signalkaskade 

führen. Durch das Fehlen der c-SH2-Domäne in der p76α−Untereinheit in Cole Zellen, 

könnte so ein negativer Feed-back-Mechanismus teilweise ausfallen, und damit die PI3K / 

Akt Signalkaskade verstärkt aktiv sein. Eine Interaktion der regulatorischen Untereinheit 

der PI3K mit der Phosphatase PTEN wurde ebenfalls beschrieben (Geering et al., 2007).  

 

2.11.2. Untersuchungen an der NIH3T3 Zelllinie  

Weitere mutierte Formen der regulatorischen Untereinheit der PI3K wurden 

beschrieben, die kürzer als das Wildtyp-Protein sind. In der Kolonkarzinom-Zelllinie 

HCC2998 werden aufgrund von zwei Punktmutationen in den Allelen des p85α-Gens nur 

regulatorische Untereinheiten mit Gröβen von 50 und 76 kDa exprimiert (Shi et al., 2006). 

Es ist aber nicht klar, ob und was für eine Rolle diese Mutanten in den Zellen spielen.  

Eine weitere p85α-Mutante wurde in der Thymus-Lymphom-Zelllinie CMN5, 

etabiliert von Mäusen nach Bestrahlung, gefunden. Diese Zellen exprimieren nur ein 65 
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kDa groβes Protein (p65α), das an die katalytische p110-Untereinheit binden kann 

(Jimenez et al., 1998). Auch in dieser Zelllinie wird kein Wildtyp-Allel gefunden. Der 

p65α−Untereinheit fehlt die ganze c-terminale SH2-Domäne. Sie zeigt eine stärkere 

Aktivität als das wildtyp Protein sowohl in einem unstimulierten, als auch in einem 

stimulierten Zustand. Während in einem unstimulierten Zustand der Unterschied gering ist, 

führt die Bindung von Ras an p65/p110-PI3K zu einer sehr viel stärkeren Aktivierung als 

bei p85/p110-PI3K (Jimenez et al., 1998; Jimenez et al., 2002). Dies könnte Folge des 

Wegfalls einer Inhibitionsfunktion der c-terminalen SH2-Domäne im mutierten 

p65α−Protein sein. Nach einer gleichzeitigen Aktivierung durch Ras und phosphorylierten 

Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, ist der Aktivierungszustand von dem mutierten und wildtyp 

Protein wieder ähnlich, im Einklang mit dem Erklärungsmodell von Chan et al., 2002. 

Weitere Untersuchungen zeigten, dass die p65α−Untereinheit zu einer stärkeren und länger 

andauernden Aktivierung der PI3K führt (Jimenez et al., 2002).  

In dieser Arbeit sollte weiter der direkte Einfluss der p76α / PI3K-Mutante auf die 

Regulation der PI3K-Aktivität und auf das Wachstum von Zellen untersucht werden. 

Zunächst sollte untersucht werden, ob das mutierte p85α-Gen nach Transduktion in murine 

NIH3T3 Zellen exprimiert wird und ob diese Expression zu einer erhöhten und länger 

andauernden PI3K-Aktivierung in diesen Zellen führt.  

 

2.11.3. Untersuchungen an CD34+ Zellen 

Gleichzeitig sollte untersucht werden, welche Auswirkung die Expression des 

mutierten bzw. wiltyp p85α-Gens in humanen primären hämatopoetischen CD34+ Zellen 

hat. CD34 ist ein Zellmarker, der auf der Oberfläche von sehr unreifen hämatopoetischen 

Zellen exprimiert wird und deren Expression mit Reifung der Zellen abnimmt. Die p85α 

regulatorische Untereinheit ist ein wichtiger Regulator der Funktion von  hämatopoetischen  

Maus-Stammzellen in vivo und spielt unter anderem auch eine Rolle in der B-Zell-

Entwicklung, Erythropoese, sowie M-CSF- und GM-CSF-abhängigen Makrophagen-

proliferation (Fruman et al., 1999; Huddleston et al., 2003; Munugalavadla et al., 2005; 

Haneline et al., 2006). CD34+ Zellen sollten aus Nabelschnurblut gesunder Spender 



 
                                                                                                                            2. Einleitung 
 

 53 

gewonnen werden und die Auswirkung der Expression des mutierten (p76α-) und Wiltyp- 

p85α-Gens auf die GM-CSF-Stimulation sollte untersucht werden. GM-CSF ist ein 

wichtiger Wachstmusfaktor der Hämatopoese und reguliert die Reifung, Proliferation und 

Differenzierung der CD34+-Zellen zu neutrophilen und eosinophilen Granulozyten, 

Makrophagen und Megakaryozyten (Abb.12).  

 

Abb. 12: Schematische Darstellung der Hämatopoese (nach Löffler / Petrides, Biochemie und 

Pathobiochemie, 6. Auflage). 

Es wurde beobachtet, dass GM-CSF ein Wachstumsfaktor für leukämische Zellen 

aus Patienten mit AML (akute myeloische Leukämie) und JMML (juvenile 

myelomonozytäre Leukämie) ist (Young und Griffin, 1986; Emanuel et al., 1991). Eine 

Stimulation des GM-CSF-Rezeptors führt zur Aktivierung von Shc, das seinerseits Grb2 

aktiviert. Grb2 bindet und aktiviert Gab-2 und SOS. An Gab-2 kann die p85 regulatorische 
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Untereinheit der PI3K binden, während an SOS das Ras-Protein (ein weiterer PI3K-

Aktivator) binden kann (Gu et al., 2000) (Abb. 13).  

 

Abb. 13: Aktivierung der PI3K / Akt Signalkaskade durch GM-CSF (adaptiert von Cully et al., 2006 und 

Gu et al., 2000). 

 

2.11.4. Weitere Untersuchungen  

Als letztes sollten die Effekte der p85α−Überexpression in anderen Zelllinien 

untersucht werden. Dafür sollten die humane 293gp (HEK293) Zelllinie, sowie die 

humanen Leukämie-Zelllinien Eol1, Jurkat, MV4-11, K562, Kasumi1 und die murine 

Leukämie-Zelllinie M1 untersucht werden. Diese Zelllinien beinhalten Mutationen, die 

häufig in menschlichen Leukämien vorkommen (s. a. 3.1.6.1.). Hier sollte festgestellt 

werden, in welchem Maβe die Proliferation dieser Zelllinien PI3K-abhängig ist. Dann 

sollten die Überexpressionsmuster von p85α, sowie die Auswirkungen dieser 

Überexpression auf die PI3K-Aktivität und Proliferation dieser Zelllinien untersucht 

werden. 
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3. Material und Methoden 

3.1 Material 

3.1.1. Chemikalien 

Soweit es nicht anders angegeben wird, wurden Chemikalien von Sigma-Aldrich 

(Taufkirchen) und Merck-Eurolab (Darmstadt) verwendet. Die Zusätze für die 

Bakterienmedien wie Bacto-Tryptone und Hefe-Extrakt stammten von der Firma Difco 

(Detroit, USA). Sämtliche Materialien für die Zellkultur wie Kulturmedien, fötales 

Kälberserum und weitere Medienzusätze wurden bei GibcoBRL (Eggenstein) und 

Invitrogen gekauft. 

 

3.1.2. Puffer und Stammlösungen 

LB-Medium: 1% Trypton 

(Lysogeny broth) 0,5% Hefeextrakt 

 1% NaCl  

 pH 7,0 mit 1 M NaOH eingestellt  

 

1x PBS pH 7,4: 137 mM NaCl  

(Phosphate buffered saline) 2,7 mM KCl  

 4,3 mM Na2HPO4 
. 7H2O  

 1,4 mM KH2PO4   

 

10x TBS: 1,4 M NaCl  

(Tris-buffered saline) 0,1 M Tris-HCl pH 8,0 
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NP40-Lysepuffer: 50 mM Hepes pH 7,5  

            4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsäure) 

 150 mM NaCl 

 1% NP40 Nonylphenylpolyethylenglykol (Nonident P 40) 

 2% Trasylol  

2 mM EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure)                  

50 mM NaF 

 10 mM NaPyrophosphat 

 10% Glycerin 

 1 mM Natriumorthovanadat 

                                           1 mM PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid) 

   

1x TAE:                              40 mM Tris (2-amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol) 

(Tris-Acid-EDTA)  13 mM Essigsäure 

                                            1 mM EDTA pH 8,0 (Ethylendiamintetraessigsäure) 

  

TE pH 7,5:                          10 mM Tris-HCl pH 7,5 

(Tris-EDTA)                     1 mM EDTA pH 8,0 (Ethylendiamintetraessigsäure) 

 

1x  Protein-Ladepuffer :   62,5 mM Tris-HCl pH 6,8 

(für PAGE)   3% SDS (Sodiumdodecylsulfat) 

(Polyacrylamid-Gel-  10% Glycerol 

Elektrophorese)  0,01% Bromphenolblau 

 3x Protein-Ladepuffer:   180 mM Tris-HCl pH 6,8 
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(für PAGE)   6% SDS (Sodiumdodecylsulfat) 

(Polyacrylamid-Gel-  30% Glycerol 

Elektrophorese)  0,01% Bromphenolblau 

    

10x Laufpuffer:  144 g Glycin 

(für PAGE)   30 g Tris (2-amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol) 

(Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese) 

Transferpuffer:   1x Laufpuffer 

(für Western Blot)   1/5 Volumen Methanol 

   1% SDS (Sodiumdodecylsulfat) 

 

20x MOPS- Puffer:             1 M MOPS (3-(N-morpholino)propansulfonsäure)  

(für Westen Blot)           1 M Tris (2-amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol) 

                                            3 M SDS (Sodiumdodecylsulfat) 

                                            0,5 M EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) 

 

1x DNA-Ladepuffer  5% Glycerin 

(für Gelelekrophorese)   166,7 µM EDTA pH 8,0 (Ethylendiamintetraessigsäure) 

  0,025% Bromphenolblau 

  0,025% Xylencyanol 

 

Für CD34+-Aufreinigung:  2% FCS (fötales Käberserum) 

 „Recommended Medium“  1 mM EDTA in PBS (Phosphate buffered saline) 
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3.1.3. Antikörper 

Folgende Antikörper wurden in den Experimenten verwendet (in Klammern ist 

jeweils die Verdünnung, in welcher der Antikörper in der Westernblotanalyse eingesetzt 

wurde, angegeben): 

 

3.1.3.1. Primäre Antikörper 

- Anti-P-Akt (193H12) (1:1000), Cell Signaling (Cell Signaling, MA, USA) #4058, 

monoklonaler Kaninchen-Antikörper IgG, der gegen Akt gerichtet ist, das am 

Serinrest 473 phosphoryliert ist. 

- Anti-P-Akt-Alexa-Fluor® 647 (193H12) (1:1000), Cell Signaling (Cell Signaling, 

MA, USA) #2337, monoklonaler Kaninchen-Antikörper IgG, der gegen Akt gerichtet 

ist, das am Serinrest 473 phosphoryliert ist. Dieser Antikörper ist direkt mit Alexa-

Fluor® 647 gekoppelt. 

- Anti-Akt1 (B-1) (1:200),  Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) #sc-

5298, monoklonaler Maus-Antikörper IgG1, der gegen den Aminosäureresten 345-

480 von Akt1 gerichtet ist. 

- Anti-p85α-PI3K (1:500), Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY, USA) #05-217, 

monoklonaler Maus-Antikörper IgG, der den n-terminalen Bereich (Aminosäuren 

327-434) der regulatorischen Untereinheit der PI3K (p85α und p76α) erkennt. 

- Anti-P110-PI3K (D-4) (1:200),  Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) 

#sc-8010, monoklonaler Maus-Antikörper IgG2α, der gegen die Aminosäurereste 800-

1039 der katalytischen Untereinheit der PI3K (alle Isoformen der p110-PI3K) 

gerichtet ist. 
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- Anti-P-Tyr (PY99) (1:1000), Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) #sc-

7020, monoklonaler Maus-Antikörper IgG2, der gegen phosphorylierte Tyrosinreste 

gerichtet ist. 

- Anti-GFP (1:1000), Roche Applied Science (Mannheim), #11 814 460 001, 

Mischung aus zwei monoklonalen Maus-Antikörpern IgG1, die gegen GFP (green 

fuorescenting protein) gerichtet sind. 

- Anti-GAPDH (6C5) (1:3000), Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) #sc-

32233, monoklonaler Maus-Antikörper IgG1, der gegen GAPDH (Glyceraldehyd-3-

Phosphat Dehydrogenase) gerichtet ist, zum Abgleich der aufgetragenen 

Proteinmengen am Beispiel der GAPDH. 

- ERK-1 (K-23) (1:2000), Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) #sc-94, 

polyklonaler Kaninchen-Antikörper IgG, der gegen ERK1 und ERK2 (extracellular 

regulated kinase 1 und 2) gerichtet ist, zum Abgleich der aufgetragenen 

Proteinmengen am Beispiel der MAP-Kinasen ERK1 und ERK2. 

 

3.1.3.2. Sekundäre Antikörper 

- Ziegen-anti-Kaninchen-IgG-HRP (1:5000), Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, 

CA, USA) #sc-2004, Ziegen-Sekundärantikörper IgG, der gegen Kaninchen-Epitope 

gerichtet ist, konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase. 

- Ziegen-anti-Maus-IgG-HRP (1:5000), Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, 

USA) #sc-2055, Ziegen-Sekundärantikörper IgG, der gegen Maus-Epitope gerichtet 

ist, konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase.  
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3.1.4. Enzyme und Reaktionskits 

Die zur Restriktion von Plasmid- und genomischer DNA benutzten Enzyme 

wurden sowohl von Roche Diagnostics (Mannheim) als auch von MBI Fermentas 

(St.Leon-Rot) bezogen. Von MBI Fermentas stammte ferner die zur Dephosphorylierung 

von Vektorenden eingesetzte alkalische Phosphatase. 

 

3.1.5. Bakterienstämme 

Zur Transformation und Amplifikation von Plasmiden wurde der E.coli-Stamm 

DH10B verwendet.  

 

3.1.6. Zellen 

3.1.6.1. Zelllinien 

- Phönix-293-gp Zellen (auch HEK293 genannt): etabliert aus humanen 

embryonalen Nierenzellen (HEK293). 

Die 293-gp Zellen sind humane embryonale Nierenzellen, die durch den 

Adenovirus E1A transformiert wurden. Diese Zellen beinhalten  ein gagpol-Element 

(Mulligan, 1993) und wurden für die Produktion retroviraler Überstände (amphotrop-, 

ecotrop-, GALV-, RD114-pseudotypisierte Retroviren) verwendet. Diese Helferzelllinie 

wurde freundlicherweise von Dr. G. Nolan (Stanford University) zur Verfügung gestellt. 
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- NIH3T3-Zellen: aus embryonalen Mäusefibroblasten abgeleitet. 

Bei den NIH3T3-Zellen handelt es sich um immortalisierte embryonale 

Mäusefibroblasten (Jainchill et al., 1969), die als Monolayer wachsen. Diese Zelllinie 

wurde vom ATCC (American Type Culture Collection) erhalten. 

 

- PG13: aus der NIH3T3-Zelllinie abgeleitet. 

Diese Retrovirus-Verpackungszelllinie produziert Retroviren, die das GALV 

(gibbon ape leukemia virus) -Hüllprotein tragen und die Infektion menschlicher Zellen 

ermöglichen (Miller und Rosman, 1989; Miller et al., 1991). Die Zelllinie wurde 

freundlicherweise von Dr. Boris Fehse (Knochenmarkstransplantationszentrum, 

Universitätsklinikum Eppendorf, Hamburg) zur Verfügung gestellt. 

 

- HT1080: humane Fibrosarkom-Zelllinie.  

Die aus der Biopsie eines Fibrosarkoms von einem 35-jährigen Patienten 

etablierte HT1080 Zelllinie (Rasheed et al., 1974) wurde als adhärente Kontrollzelllinie 

für die retrovirale Infektion mit amphotrop- und RD114-pseudotypisierten Retroviren 

genutzt. Die Zelllinie wurde freundlicherweise von Dr. C. Stocking (Heinrich-Pette-

Institut für Experimentelle Virologie und Immunologie, Hamburg) zur Verfügung 

gestellt. 

 

- TE671: humane Muskelzelllinie.  

Die humane Muskelzelllinie TE671, die einer Rhabdomyosarkomzelllinie ähnelt 

(Stratton et al., 1989), wurde als adhärente Kontrollzelllinie für die retrovirale Infektion 

mit GALV-pseudotypisierten Retroviren genutzt. Die Zelllinie wurde freundlicherweise 
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von Dr. Boris Fehse (Knochenmarkstransplantationszentrum, Universitätsklinikum 

Eppendorf, Hamburg) zur Verfügung gestellt. 

  

- Cole Zelllinie: humane Zelllinie, abgeleitet von der Hodgkin-Krankheit. 

Die Cole Zelllinie entspricht nicht ausdifferenzierten T-Zellen und stammt von 

einem Patienten, der an der Hodgkin-Krankheit erkrankt war (Jones et al., 1985). In der 

Cole-Zelllinie wurde eine mutierte Form der p85α-Untereinheit der PI3K nachgewiesen, 

kloniert und charakterisiert (Jücker et al., 2002). Bei der Mutation am p85α-Gen handelt 

es sich um die Deletion einer Adenosinbase an Position 1907. Diese Deletion führt zu 

einer Verschiebung des Leserahmens nach der Aminosäure 635, sodass 25 neue 

Aminosäuren kodiert werden, bevor das Auftreten eines Stop-Codons zur Entstehung 

eines trunkierten p85α−Proteins führt. Dieses 76 kDa groβe Protein (wird deshalb p76α 

genannt) hat nur 635 von 724 Aminosäuren des wildtyp p85α−Proteins und ihm fehlt fast 

die ganze c-terminale SH2-Domäne. P76α bindet an der p110 katalytischen Untereinheit, 

die in Cole Zellen konstitutiv aktiviert ist (Jücker et al., 2002). Die Cole Zellen wurden 

freundlicherweise von Dr. H. Tesch (Universitätsklinikum Köln) zur Verfügung gestellt. 

 

- Jurkat SHIP Klon #51 (im Folgenden als Jurkat genannt): humane Zelllinie, aus 

der Jurkat-T-Zell-Leukämie-Zelllinie abgeleitet. 

Diese Zelllinie wurde von Dr. S. Horn aus der Jurkat-T-Zelllinie etabliert, die aus 

dem peripheren Blut eines an akuter lymphatischer Leukämie (ALL) erkrankten Patienten 

stammt (Schneider et al., 1977). Die Zelllinie besitzt einen Transaktivator (Jurkat-Tet-

On) und durch Zugabe von Doxycyclin kommt es zur Induktion der Expression von 

SHIP-1. Sie exprimiert groβe Mengen an (Ser473) P-Akt, es ist aber nicht vollständig 

klar, welcher Mechanismus und welches Enzym hierbei die primäre Rolle spielt.  
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-  Kasumi-1: humane myeloische Zelllinie. 

Diese Zelllinie wurde aus dem peripheren Blut eines an akuter myeloischer 

Leukämie (AML) erkrankten 7-jährigen Patienten etabliert und zeigt eine t(8;21) 

chromosomale Translokation. Die Zelllinie zeigt eine myeloische Morphologie (Asou et 

al., 1991) und eine N822K Mutation im c-kit, die zu einer Aktivierung seiner Tyrosin-

Kinase-Aktivität führt. Diese Aktivierung führt unter anderem zur Aktivierung der PI3K 

und Ser473-Phosphorylierung von Akt (Beghini et al., 2005). Aktivierende Mutationen 

an dem KIT-Rezeptor können zur Aktivierung von Signalkaskaden führen (z.B. PI3K-

Signalkaskade), die Faktor-unabhängiges Wachstum und Tumorentstehung begünstigen 

(Tsujimura et al., 1999; Hashimoto et al., 2003). PI3K ist eine wichtige Signalkaskade, 

wodurch c-KIT und ihr Ligand SCF (stem cell factor) ihre Wirkung (z. B. Proliferation) 

entfalten (Serve et al., 1994; Lee et al., 2007). C-KIT Mutationen sind sehr häufig, bis zu 

25%, in AML-Patienten anzutreffen (Care et al., 2003; Boissel et al., 2006). Diese 

Zelllinie wurde freundlicherweise von Dr. C. Stocking (Heinrich-Pette-Institut für 

Experimentelle Virologie und Immunologie, Hamburg) zur Verfügung gestellt. 

 

-  MV4-11: humane Zelllinie aus einer akuten myeloischen Leukämie (AML). 

Diese Zelllinie zeigt die t(4;11)(q21;q23) Translokation, die typischerweise in 

biphenotypischen Leukämien beobachtet wird, wächst auch in Abwesenheit von GM-

CSF und wurde aus peripherem Blut eines an einer B-Zell myeloischen Leukämie 

erkrankten Patienten etabliert (Lange et al., 1987). Die MV4-11 Zelllinie zeigt eine 

interne Tandemduplikation (internal tendem duplication) in dem FLT3-Gen (fms-like 

tyrosine kinase). Diese Mutation ist auf beiden Allelen vorhanden und in MV4-11 Zellen 

ist nur das mutierte Protein nachweisbar (Quentmeier et al., 2003). Diese Mutation im 

FLT3-Gen ist bei 20-28% der Patienten mit akuter myeloischer Leukämie, sowie seltener 

bei Patienten mit akuter lymphatischer Leukämie und myelodysplastischem Syndrom 

nachweisbar (Gilliland und Griffin, 2002; Whitman et al., 2001). Mutationen im FLT3-

Gen sind mit schlechterer Prognose assoziiert und kooperieren mit weiteren 
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leukämischen Onkogenen für einen aggresiveren Phänotyp. Die in MV4-11 Zellen 

gefundene interne Tandemduplikation führt zu einer Aktivierung der Tyrosin-Kinase-

Aktivität des Rezeptors (Gilliland und Griffin, 2002), Aktivierung der PI3K (Scheijen et 

al., 2004) und eine Ser473-Phosphorylierung von Akt (George et al., 2005). Die Zelllinie 

wurde freundlicherweise von PD Dr. Justus Duyster (3. Medizinsche Klinik, TUM) zur 

Verfügung gestellt. 

 

-  K562: humane erythroblastische Zelllinie. 

Diese Zelllinie wurde von einer Patientin mit chronischer myeloischer Leukämie 

(CML) in einer Blastenkrise etabliert (Lozzio und Lozzio, 1975). Sie besitzt das typische 

Merkmal einer chronischen myeloischen Leukämie, das Philadelphiachromosom. Das 

Philadelphiachromosom entsteht durch eine reziproke Translokation zwischen 

Chromosom 9 und Chromosom 22, t(9;22)(q34;q11). Hierbei wird das ABL Proto-

Onkogen, das auf Chromosom 9 lokalisiert ist, mit BCR (breakpoint cluster region) auf 

Chromosom 22 fusioniert (Rowley, 1973; Groffen et al., 1993). BCR-ABL ist in über 

95% der CML zu finden (Kurzrock et al., 1988).  Das BCR-ABL Protein zeigt eine 

gesteigerte ABL-Tyrosin-Kinase-Aktivität und beeinflusst die Entstehung von 

Leukämien (Ilaria und Van Etten, 1995). Das Fusionsprotein führt zu einer Aktivierung 

der PI3K und Ser473-Phosphorylierung von Akt (George et al., 2005; Tringali et al., 

2007). Die von uns verwendeten K562-Zellen zeigten kein Ser473-P-Akt in Western Blot 

Analysen. Diese Zelllinie wurde freundlicherweise von Dr. Jutta Friel (Heinrich-Pette-

Instiut für Experimentelle Virologie und Immunologie, Hamburg) zur Verfügung gestellt.  

 

-  Eol-1: humane Zelllinie, abgeleitet von einer eosinophilen Leukämie. 

Diese Zelllinie wurde aus peripherem Blut eines an akuter myeloischer 

(eosinophiler) Leukämie (AML) bei hypereosinophilem Syndrom erkrankten Patienten 

etabliert (Saito et at., 1985). Cools et al., 2003 beschreiben die Expression eines 
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Fusiongenes, bestehend aus dem Fip1-like1-Gen (FIP1L1) und dem PDGFRα-Gen 

(PDGFRA) in bis zu 56% der Patienten mit hypereosinophilem Syndrom. Dieses 

Fusiongen entsteht durch eine interstitielle Deletion am Chromosom 4q12. FIP1L1-

PDGFRα ist eine konstitutiv aktivierte Tyrosin-Kinase die zu einer Transformierung der 

hämatopoetischen Zellen führt. Die Eol1 Zelllinie exprimiert das Fusionsprotein FIP1L1-

PDGFRα und es werden weder das wildtyp FIP1L1, noch das wildtyp PDGFRα 

gefunden (Cools et al., 2004). Das FIP1L1-PDGFRα Protein ist kein Membran-

gebundenes Protein (wie PDGFRα), es ist aber konstitutiv aktiv (Gotlib et al., 2004). Der 

Mechanismus der konstitutiven Aktivierung ist nicht vollständig aufgeklärt, denkbar wäre 

aber, dass das FIP1L1-Protein zur Dimerisierung und damit Autophosphorylierung des 

Proteins führt. Eine andere Möglichkeit ergibt sich aus der Beobachtung, dass durch die 

Fusion, das PDGFRα Protein die juxtamembranöse Domäne teilweise verliert. Es ist 

bekannt, dass ein Verlust dieser Domäne zu einer konstitutiven Aktiverung der 

entsprechenden Kinase führt (Gilliland et al., 2002; Hirota et al., 1998). Von Stover et al., 

2006 wird beschrieben, dass nur dieser zweite Weg für die Aktivierung der Kinase eine 

Rolle spielt. PDGFRα ist ein Aktivator der PI3K und in Eol1-Zellen ist eine Ser473-

Phosphorylierung von Akt vorhanden (Bäumer et al., 2007; Li et al., 2004). Die Zelllinie 

wurde freundlicherweise von PD Dr. Justus Duyster (3. Medizinsche Klinik, TUM) zur 

Verfügung gestellt. 

 

- M1: Mauszelllinie, abgeleitet aus einer akuten myeloischen Leukämie (AML). 

Zur Etablierung der Zelllinie wurde Knochenmark von einer an akuter 

myeloischer Leukämie (AML) erkrankten Maus entnommen und in eine isogenische 

Maus implantiert. Aus den daraus entstandenen hyperplastischen Lymphknoten wurden 

Zellen isoliert und in Softagar kultiviert (Ichikawa, 1969). Diese Zellen exprimieren kein 

Tumorsupressorgen p53 und lassen sich mit IL6 (Interleukin 6) in Wachstumsarrest, 

terminale Differenzierung zu Makrophagen und Apoptose treiben. Die PI3K ist essentiell 

für die IL-6 vermittelte Protektion gegen p53-induzierte Apoptose in diesen Zellen und 
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sie zeigen eine Ser473-Phosphorylierung von Akt (Vesely et al., 2006). Die M1 Zellen 

wurden untersucht um ein Modell zu etablieren, um die Ergebnisse dieser Arbeit in einem 

Tiermodell untersuchen zu können. Die trasduzierten M1 Zellen könnten in einer Maus 

injiziert werden, um eventuell die Wirkungen und Mechanismen der p85α−Untereinheit 

in vivo untersuchen zu können. Diese Zelllinie wurde freundlicherweise von Dr. G. 

Schuh (Onkologie und Hämatologie, Medinizinische Klinik II, Universitätsklinikum 

Eppendorf, Hamburg) zur Verfügung gestellt.  

 

3.1.6.2. Primäre Zellen 

Die Nabelschnurblutproben von gesunden Spendern wurden freundlicherweise 

von Dr. G. Ortmeyer von der Klinik und Poliklinik für Geburtshilfe und Pränatalmedizin 

des Universitätsklinikums Eppendorf, Hamburg zur Verfügung gestellt. Das 

Leukaphereseprodukt eines Patienten in der Blastenkrise eines myeloproliferativen 

Syndroms wurde freundlicherweise von Prof. Dr. W. Fiedler von der Abteilung für 

Hämatologie und Onkologie des Universitätsklinikums Eppendorf, Hamburg zur 

Verfügung gestellt. Mononukleäre Zellen wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation 

aus den Blutproben gewonnen (s. 3.2.7.11.).  

 

3.1.7. Nukleinsäuren 

3.1.7.1. Vektoren 

-  pMigRI 

Beim MigRI handelt es sich um einen retroviralen Vektor von 6,056 kb, der 

freundlicherweise von Dr. R. Feldmann (Baltimore, USA) zur Verfügung gestellt wurde. 

Der Vektor beinhaltet eine perfekte KOZAK-Sequenz, die die Bindung der mRNA an der 

kleinen ribosomalen Untereinheit vereinfacht. Der multiplen Klonierungsstelle (MCS, 
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multiple cloning site: Position 1406 (Bgl 2) bis 1424 (EcoRI); an der EcoRI 1424 Stelle 

wurden die p85α− und p76α−Fragmente hineinkloniert) folgt eine interne 

Ribosomeneintrittsstelle (IRES, internal ribosom entry side) vom Encephalomyocarditis-

Virus. Durch die IRES wird eine Koexpression des grünfluoreszierenden Proteins (EGFP, 

enhanced green fluorescent protein) ermöglicht. 

 

Abb. 14: Schematische Darstellung des linearisierten MigRI-Konstrukts. LTR: long terminal repeat, 

IRES: internal ribosom entry side, EGFP: enhanced green fluorescent protein, AMP:  Ampicillinresistenz, 

ORI: origin of replication, MCS: multiple cloning site. 

- pHCMV-VSV-G (M75) 

Dieser 6,0 kb große Vektor, der von M. von Laer (Frankfurt) freundlicherweise 

zur Verfügung gestellt wurde, kodiert für das VSV-G-Protein (vesicular stomatitis virus - 

glycoprotein). 

 

Abb. 15: Schematische Darstellung des linearisierten pHCMV-VSV-G –Konstrukts 
 

- SVgp (M57) 

Dieser 10,3 kb große Vektor, der von M. von Laer (Frankfurt) freundlicherweise 

zur Verfügung gestellt wurde, kodiert für das gag-pol-Konstrukt, das unter der Kontrolle 

eines SV40-Promotors liegt.  

 

Abb. 16: Schematische Darstellung des linearisierten SVgp –Konstrukts 
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- ecoenv-IRES-puro 

Dieser 9,8 kb groβe Vektor wurde für die ecotrope Pseudotypisierung der 

Retroviren verwendet und wurde freundlicherweise von Dr. C. Stocking (Heinrich-Pette-

Institut für Experimentelle Virologie und Immunologie, Hamburg) zur Verfügung 

gestellt. 

 

Abb. 17: Schematische Darstellung des linearisierten ecoenv-IRES-puro –Konstrukts 
 

- pHCMV-A-MLVenv (K25-2) 

Dieser 6,8 kb groβe Vektor wurde für die amphotrope Pseudotypisierung der 

Retroviren verwendet und wurde freundlicherweise von Dr. C. Stocking (Heinrich-Pette-

Institut für Experimentelle Virologie und Immunologie, Hamburg) zur Verfügung 

gestellt. 

 

Abb. 18: Schematische Darstellung des linearisierten pHCMV-A-MLVenv –Konstrukts 
 

- GALV 

Der GALV (Gibbon Ape Leukemia Virus) Vektor wurde freundlicherweise von 

Dr. Boris Fehse (Knochenmarkstransplantationszentrum, Universitätsklinikum 

Eppendorf, Hamburg) zur Verfügung gestellt und eignet sich für Pseudotypisierungen zur 

Transduktion humaner Leukämie-Zellen. 
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- RD114 

Dieser Vektor wurde freundlicherweise von F.-L. Cosset (London, UK) zur 

Verfügung gestellt und kodiert für ein Glykoprotein eines Katzen-endogenen Virus 

(RD114). Der Vektor eignet sich für Pseudotypisierungen zur Transduktion humaner 

hämatopoetischen Zellen.  

 

- p85α-Insert 

Die p85α-cDNA wurde freundlicherweise als 2,2 kb groβes EcoRI-Fragment von 

PD Dr. Jücker zur Verfügung gestellt. 

 

- p76α-Insert 

Die p76α-cDNA mit der Deletion einer Adenosinbase an Position 1907, wurde 

freundlicherweise als EcoRI-Fragment von PD Dr. Jücker zur Verfügung gestellt. Diese 

Deletion führt zu einer Verschiebung des Leserasters und damit zu 25 neuen 

Aminosäuren-Codons, gefolgt von einem frühzeitigen Stop-Codon. 

 

  

Abb. 19: Schematische Darstellung der p85α- und 76α-Inserts 
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- pBluescript II SK (+) 

Dieser 3,0 kb Vektor wurde verwendet zur in-vitro Transkription der p85α- und 

76α-Inserts und wurde von PD Dr. E. Mohr (Institut für Anatomie I: Zelluläre 

Neurobiologie, Universitätsklinikum Eppendorf, Hamburg) zur Verfügung gestellt. 

 

Abb. 20: Schematische Darstellung des linearisierten pBluescript II SK (+)-Konstrukts 

 

3.1.7.2. DNA-Oligonukleotide 

Für die Sequenzierung wurde folgender Primer verwendet: 

DNA-Oligonukleotid-Sequenz: 5'�3' 

p85#8 Antisense: caagggaggtgtgttggtaatgtagc 

Der Primer wurde bei MWG Biotech (Ebersberg) synthetisiert. 

 

3.1.8. Geräte 

Bakterienbrutschrank Memmert (Schwabach) 
Bakterienwerkbank Intermed (Wiesbaden) 
BioPhotometer Eppendorf (Hamburg) 
Elektrophorese-Kammer (horizontal) MWG-Biotech 
Elektrophorese-Kammer (vertikal)  Protean®IIxiCell, BioRad 
FACSAria Becton & Dickinson 
FACSCalibur Becton & Dickinson 
FACSCantor Becton & Dickinson 
FACSSCAN Becton & Dickinson 
Feinwaage Sauter (Ebingen) 
Flow Titertek® Multiskan Plus                              ICN 
Geldokumentationssystem CF8/1 FMC Kappa Messtechnik 
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Heizrührer Typ 50301 Heidolph (Schwabach) 
Horizontalschüttler Rocky® Fröbel Labortechnik 
Intelligent Dark Box Fujifilm (Japan) 
Luftgeltrockner Bio Rad 
Lyophyllisator: SpeedVac Concentrator Savant 
Mikroskop                                                          Labovert Leitz   
Mikroskop Axiovert 200                                Zeiss                    
Mikroskop Olympus  Japan 
PCR-Gerät                                                                 Eppendorf 
pH-Meter CG 820 Schott-Geräte GmbH 
Power-Pac 1000 Bio Rad, USA 
Power Supply EPS200 Amersham Pharmacia Biotech 
Rührplatte Heidolph 
Schutron Schnipptherm MS-Laborgeräte (Heidelberg) 
Schüttelinkubator (Bakterien)  HAT Infors AG 
Sterilbank Heraeus HS 12 
Thermomixer 5436 Eppendorf 
Tischzentrifuge 5415C Eppendorf 
Tischzentrifuge Biofuge pico Heraeus 
Transfer-Kammer Trans-Blot, Bio Rad, USA 
UV-Tisch (312 nm) Bachofer (Reutlingen) 
Vortexer IKAMAG® RH IKA®-Labortechnik (USA) 
Waage PM2000 Mettler (Giessen) 
Wasserbad 1002/1012/1086 GFL (Hannover) 
X Cell Sure Lock Invitrogen 
Zellkulturbrutschränke Heraeus (Hanau) 
Zellkulturwerkbank Heraeus (Hanau) 
Zentrifuge 540                                                 Eppendorf 
Zentrifuge Sorvall® RC-5B Du Pont Instruments (Frankreich) 
Zentrifuge Varifuge 3.0R Heraeus (Hanau) 
Zentrifuge Varifuge K  Heraeus 

  

3.1.9. Verbrauchsmaterialien 

0,2 ml-Reaktionsgefäße Biolabs 
0,5 ml-Reaktionsgefäße Biolabs 
1,5 ml-Reaktionsgefäße Eppendorf, Sarstedt 
2,0 ml-Reaktionsgefäße Eppendorf 
5 ml Polystyren Röhrchen                                     Becton & Dickinson 
15 ml-Röhrchen Falcon 
25 ml-Weißkappenröhrchen Sarstedt 



                                                                                                         3. Material und Methoden 
 
 
 

72 

50 ml- Röhrchen Falcon 
Bakterien-Petrischalen Greiner, Sarstedt 
96-Loch-Platten                                                        Greiner 
24-Loch-Platten                                                        Greiner 
6-Loch-Platten Greiner 
Gewebekulturflaschen T25 Greiner 
Gewebekulturflaschen T175 Greiner 
NuncTM  Gewebekulturflaschen T250 Nalgene 
Nunc™ Plastikampullen Nalgene 
Pipettenspitzen Sarstedt & Biozyme 
SW-40-Polyallomer-Röhrchen Beckman 
0,45 µm- Filter Pall Gelman Laboratory (Ann Arbor, MI) 
Whatman 3MM-Chromatografiepapier Schleicher und Schuell 
Nitrocellulose Membran (0,45 µm) Schleicher und Schuell 

 

3.2. Methoden 

3.2.1. Bakterienkulturen 

3.2.1.1.  Wachstum und Vermehrung 

Die Bakterienkulturen wurden im LB-Medium angezüchtet. Da alle verwendeten 

Plasmide ein Ampicillin-Gen besaβen, wurde dem Medium Ampicillin 

(Endkonzentration 50 µg/ml) zugefügt, um die Bakterien, die das gewünschte Plasmid 

beinhalten, positiv zu selektionieren. Die Bakterienkulturen wurden über Nacht für 12-16 

Stunden bei 37°C und unter Schütteln (220 UpM) inkubiert.  

Um Bakterienkolonien auf festem Boden anzuzüchten, wurde dem Medium mit 

Ampicillin-Zusatz, 1,5% Agar zugefügt und Agarplatten in Petrischalen gegossen. Die 

entsprechenden Bakterien wurden auf die Agarplatten angeimpft und über Nacht für 12-

16 Stunden bei 37°C inkubiert. 
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3.2.1.2.  Anlegen von Glycerolstocks 

Die Bakterien wurden in Glycerolstocks bei -80°C gelagert. Dafür wurden 

einzelne Bakterienklone gepickt und über Nacht in 4 ml Medium (s. 3.2.1) herangezogen. 

Nach 12-16 Stunden wurde 1 ml Bakterienkultur in Nunc™-Plastikampullen mit 

Glycerin (Endkonzentration 15%) versetzt und eingefroren. 

 

3.2.1.3.  Transformation von Bakterien 

100 µl kompetente Bakterien wurden von -80°C auf Eis aufgetaut, 100 pg – 100 

ng Plasmid-DNA wurde hinzugegeben und vorsichtig gemischt. Nach 30 min Inkubation 

auf Eis, erfolgte für 1 min ein Hitzeschock bei 42°C. Danach wurden die Bakterien in 1 

ml LB-Medium aufgenommen und für 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Um sicherzustellen, 

dass einzelne Klone zu picken sind, wurden jeweils 100 µl und 900 µl der 

Bakterienkultur auf Agarplatten (s. 3.2.1) ausplattiert und über Nacht für 12-16 Stunden 

bei 37°C inkubiert. 

 

3.2.2. Isolation von Plasmid-DNA  

3.2.2.1.  Maxi-Präparation 

Die Isolation der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des Qiagen-Plasmid Maxi Kits 

(Qiagen, Hilden). Aus den Agarplatten wurden die einzelnen gewünschten Klone gepickt 

und in einer 4 ml Kultur für 4 - 8 Stunden bei 37°C unter Schütteln (300 UpM) 

angezüchtet. Danach wurden 100 – 200 µl dieser Kultur in 100 – 200 ml LB-Medium 

(Verdünnung 1:1000) mit Ampicillinzusatz zugegeben und über Nacht bei 37°C unter 

Schütteln (300 UpM) für 12-16 Stunden inkubiert.  

Am nächsten Tag wurden die Bakterienzellen bei 6000 g für 15 min bei 4°C 

abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 10 ml Puffer P1 (10 
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mM EDTA; 50 mM Tris-HCl pH 8,0; 100 µg/ml RNase A) resuspendiert. Es wurden 10 

ml Puffer P2 (200 mM NaOH, 1% SDS) dazugegeben, der Ansatz wurde durch 5-10 mal 

Invertieren gemischt und für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit fand die 

Lyse der Bakterien statt. Anschließend wurden 10 ml 4°C kalter Puffer P3 (3 M KAc pH 

5,5) dazugegeben, der Ansatz wurde durch 5-10 mal Invertieren gemischt und für 20 min 

bei 4°C inkubiert. Danach wurde die Suspension bei 20000 g für 30 min bei 4°C 

zentrifugiert, der Überstand abgenommen und erneut bei 20000 g für 15 min bei 4°C 

zentrifugiert. Dadurch wurden Membrantrümmer, Proteine und genomische DNA aus 

den Proben entfernt. 

Eine Qiagen-Tip-500 Säule wurde mit 10 ml Puffer QBT äquilibriert.  Der 

Überstand aus dem letzten Schritt wurde auf die äquilibrierte Säule aufgetragen. Die 

Säule wurde anschließend zweimal mit 30 ml Puffer QC gewaschen. Die DNA wurde mit 

15 ml Puffer QF eluiert. Anschlieβend wurde die DNA mit 10,5 ml propan-2-ol gefällt 

und bei 15000 g für 30 min bei 4°C abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das 

Pellet mit 5 ml 70%-igem Ethanol gewaschen und bei 15000 g für 15 min bei 4°C 

zentrifugiert. Der Überstand wurde erneut verworfen und das Pellet im Lyophillisator 

getrocknet. Das trockene DNA-Pellet wurde in 300 µl TE-Puffer aufgenommen. Reinheit 

und Konzentration der isolierten Plasmid-DNA wurden durch photometrische Messung 

der Extinktion bei 260 bzw. 280 nm (s. 3.2.3.), sowie durch Agarosegelelektrophorese (s. 

3.2.5.1.) bestimmt. 

 

3.2.2.2.  Mini-Präparation 

Die Isolation der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des Qiagen-Plasmid Maxi Kits 

(Qiagen, Hilden). Aus den Agarplatten wurden einzelne gewünschte Klone gepickt und 

in einer 4 ml Kultur für 4 - 8 Stunden bei 37°C unter Schütteln (300 UpM) angezüchtet. 

Danach wurden 5 µl dieser Kultur in 5 ml LB-Medium (Verdünnung 1:1000) mit 

Ampicillinzusatz  zugegeben und über Nacht bei 37°C unter Schütteln (300 UpM) für 12-

16 Stunden inkubiert. Am nächsten Tag wurden aus dieser Kultur 4 ml abgenommen und 
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für 20 sek bei 5000 g bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Der Überstand wurde 

verworfen und das Pellet in 100 µl 4°C kalten Puffer P1 (10 mM EDTA; 50 mM Tris-

HCl pH 8,0; 10 mg/ml RNase A) resuspendiert. Es wurden 200 µl Puffer P2 (200 mM 

NaOH, 1% SDS) dazugegeben, der Ansatz wurde durch 5-10 mal Invertieren gemischt 

und für 5 min bei 4°C inkubiert. In dieser Zeit fand die Lyse der Bakterien statt. 

Anschließend wurden 150 µl 4°C kalter Puffer P3 (3 M KAc pH 4,8) dazugegeben, der 

Ansatz wurde durch 5-10 mal Invertieren gemischt und für 5 min bei 4°C inkubiert. 

Danach wurde die Suspension bei 5000 g für 10 min bei 4°C zentrifugiert und der 

Überstand mit der Plasmid-DNA abgenommen. Dadurch wurden Membrantrümmer, 

Proteine und genomische DNA aus den Proben entfernt. Die Plasmid-DNA aus dem 

Überstand wurde dann mit 900 µl Ethanol absolut durch Inkubation für 30 min bei -20°C 

gefällt und anschlieβend bei 5000 g für 30 min bei 4°C abzentrifugiert. Der Überstand 

wurde verworfen, das Pellet wurde mit 500 µl 70%-igem Ethanol 4°C gewaschen und 

erneut bei 5000 g für 10 min bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde erneut 

verworfen und das Pellet im Lyophillisator getrocknet. Das trockene DNA-Pellet wurde 

in 50 µl TE-Puffer aufgenommen. 

Reinheit und Konzentration der isolierten Plasmid-DNA wurden durch 

photometrische Messung der Extinktion bei 260 bzw. 280 nm (s. 3.2.3.), sowie durch 

Agarosegelelektrophorese (s. 3.2.5.1.) bestimmt. 

 

3.2.3. Konzentrationsbestimmung von DNA 

Zur Bestimmung der Konzentration von DNA wurde mittels Spektralphotometer 

die Extinktion gemessen. Ausgehend vom Lambert-Beerschen Gesetz, wurde aus den 

Extinktionswerten bei 260 nm, unter Berücksichtigung der spezifischen 

Absorptionskonstante (1 OD260nm = 50 µg/ml doppelsträngige DNA), die Konzentration 

der DNA berechnet. Um die Verunreinigung mit Protein auszuwerten, wurde das 

Verhältnis der Extinktionen bei 260 nm zu 280 nm berechnet.   
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3.2.4. Enzymreaktionen von Nukleinsäuren 

3.2.4.1.  Restriktion von DNA 

Für die Restriktion von DNA wurden bezüglich Reaktionsbedingungen (z. B. 

Temperatur, Dauer der Reaktion, Pufferreagenzien), in Abhägigkeit des verwendeten 

Restriktionsenzym, die Angaben des Herstellers befolgt. Die DNA wurde in 20 µl 

Ansätzen mit dem entsprechenden Puffer (nach Angaben des Herstellers) und einem 

dreifachen Überschuss an Enzym (3 U / µg DNA) verdaut.  

 

3.2.4.2.  Dephosphorylierung von DNA 

Bei der Ligierungsreaktion vom Vektor und Insert ist es möglich, dass die zwei 

Enden eines Vektors sich ligieren, ohne dass der Insert integriert wird. Diese 

Wiederverknüpfung führt zu geschlossenen Vektoren ohne Inserts. Um den Anteil dieser 

Reaktion zu minimieren (und dadurch den Anteil der Vektor-DNA, wo der Insert 

eingebaut wird, zu erhöhen), wurde die linearisierte Vektor-DNA mit alkalischer 

Phosphatase (calf intestine alkaline phosphatase von MBI Fermentas, St. Leon-Rot) an 

dem 5`-Ende dephosphoryliert. Dafür wurde die Vektor-DNA (1 – 20  pmol DNA-

Termini) mit 1 U Enzym in 1x Dephosphorylierungspuffer (10 mM Tris-HCl pH 7,5, 10 

mM Magnesiumchlorid) für 15 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden weitere 1 

U Enzym hinzugefügt und 45 min bei 55°C inkubiert. 

 

3.2.4.3.  Ligation von DNA 

Die Ligation der DNA erfolgte mit dem Enzym T4-DNA-Ligase (von Roche 

Diagnostics GmbH, Mannheim). Die Reaktion erfolgte in einem Volumen von 20 µl mit 

den Pufferreagenzien nach Angaben des Herstellers. 50 ng dephosphorylierte Vektor-
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DNA wurden mit einem dreifachen molaren Überschuss an Insert-DNA-Fragmente und 2 

U Ligaseenzym bei 4°C für drei Tage inkubiert.    

 

3.2.5. Gelelektrophorese 

3.2.5.1.  DNA-Agarosegele 

Die Auftrennung der DNA-Moleküle erfolgte in der horizontalen 

Gelelektrophorese. Dafür wurden, in Anhängigkeit der Gröβe der zu trennenden DNA-

Fragmente, 0,8% - 1,0% Agarose (von Biozyme) in TAE Laufpuffer aufgekocht. Nach 

Abkühlung auf 60°C, wurden 1 µg/ml Ethidiumbromid zugegeben und das noch flüssige 

Gel wurde auf den Gelträger gegossen, wo es nach etwa 30 min erstarrte und für die 

Elektrophorese eingesetzt werden konnte. Die DNA-Proben wurden in 1x DNA-

Ladepuffer aufgenommen und neben dem Längenstandard auf das Gel aufgetragen. Der 

Längenstandard, mit Hind III gespaltene λ-DNA (von MBI Fermentas), wurde kurz vor 

dem Auftragen für 5 min bei 65°C erhitzt. Die Elektrophorese erfolgte bei 5 – 16 V/cm 

(Kammer von MWG Biotech; Power Supply EPS200 von Amersham Pharmacia 

Biotech). Die DNA-Banden fluoreszierten aufgrund des interkalierenden 

Ethidiumbromids bei 312 nm und wurden auf einem Transilluminator sichtbar gemacht 

und zur Dokumentation fotografiert. 

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration mittels Gelelektrophorese, wurde die 

Fluoreszenz der zu messenden DNA-Banden mit der Fluoreszenz der DNA-Banden des 

mit Hind III gespaltene λ-DNA-Längenstandards verglichen. Bei bekannter DNA-

Konzentration der Banden des mit Hind III gespaltene λ-DNA-Längenstandards konnte 

die DNA-Konzentration der anderen Banden bestimmt werden.  
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3.2.5.2.  Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 

Zur Isolierung der DNA-Fragmente (z.B. nach der Restriktionsreaktion) aus 

präparativen Agarosegelen wurde der "QIAquick™ Gel Extraction Kit" (von Qiagen) 

verwendet. Die zu reinigende DNA wurde auf zwei Taschen des präparativen Gels 

aufgetragen, wobei 90% der DNA in die eine und 10% in die andere Tasche aufgetragen 

wurden. Nach der Elektrophorese wurde das Gel geschnitten und nur die Spur, wo 10% 

der DNA aufgetragen worden war, wurde auf dem Transilluminator gebracht und unter 

UV-Licht beobachtet. Dadurch wurde festgestellt bis zu welcher Höhe das gewünschte 

DNA-Fragment gelaufen war. Auf genau der gleichen Höhe wurde das zu reinigende 

DNA-Fragment aus der Gelspur herausgeschnitten, wo die restlichen 90% der DNA 

aufgetragen worden waren. Dadurch wurde verhindert, dass die zu reinigende DNA unter 

UV-Licht kommt, was möglicherweise zu Schäden in der DNA führt. Das DNA-

Fragment wurde dann mit dem dreifachen Volumen QG-Puffer versetzt und zur 

Auflösung der Agarose für 10 min bei 50°C inkubiert. Die DNA wurde anschlieβend auf 

einer „QIAquick“-Säule geladen. Durch 1 min Zentrifugation bei 5000 g in einer 

Eppendorf-Zentrifuge, wurde die DNA an die Silicagel-Matrix der Säule gebunden. Das 

Eluat wurde verworfen und 500 µl QG-Puffer wurden zum Waschen dazu gegeben. Nach 

erneuter Zentrifugation für 1 min bei 5000 g wurde das Eluat verworfen und 750 µl PE-

Puffer auf die Säule gegeben. Nach 5 min Inkubation bei Raumterperatur wurde die Säule 

1 min bei 5000 g zentrifugiert, das Eluat verworfen und 50 µl TE-Puffer auf die Säule 

dazugegeben. Durch Zentrifugation (1 min bei 5000 g) wurde die DNA eluiert.   

 

3.2.6. PCR und Sequenzierung 

Zur Sequenzierung im Zyklussequenzierverfahren wurde das "ABY PRISM™ 

Big Dye Ready Reaction Terminator Cycle Sequencing“-Kit (von Perkin Elmer Applied 

Biosystems) verwendet. Entsprechend der enzymatischen Sequenzierungsmethode nach 

Sanger (Sanger et al., 1977) wurden Didesoxynukleotide als Basenanaloga eingesetzt, die 

zum Abbruch der Sequenzreaktion führten. Alle vier Basenanaloga wurden gemeinsam in 
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einem einzigen Ansatz benutzt, wobei an den Didesoxynukleotiden in verschiedenen 

Farben fluoreszierende Gruppen gekoppelt waren. Dadurch konnten die 

Reaktionsprodukte in Polyacrylamidgelen detektiert und hinsichtlich des eingebauten 

Analogons identifiziert werden. Die Reaktion im PCR-Gerät fand unter wiederholtem 

Einsatz der DNA-Matrize statt. 

Es wurden 300 ng Plasmid-DNA zusammen mit 15 pmol Primer (p85#8 

Antisense: caagggaggtgtgttggtaatgtagc; synthetisiert bei MWG Biotech (Ebersberg)), 6 µl 

HT-Puffer (Endkonzentration 3x, PE Biosystems) und 4 µl "Big Dye Terminator Ready 

Mix", eine Lösung, die alle für die Synthese und Markierung der DNA benötigten 

Substanzen enthielt, in ein Volumen von 20 µl aufgenommen und die Reaktion im 

folgenden Temperaturprofil durchgeführt: 

95°C   1 min    

96°C  30 sek 

50°C  15 sek 34 Zyklen 

60°C   4 min 

Nach der Reaktion wurden die Proben mit 80 µl 0,3 M Na-Ac und 250 µl Ethanol 

absolut, 4°C versetzt, in 1,5 ml Eppendorf Röhrchen überführt und 30 min bei 5000 g bei 

4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das DNA-Pellet mit 1 ml 70%-

igem Ethanol, 4°C gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation fur 15 min bei 13000 g und 

4°C wurde der Überstand verworfen und das DNA-Pellet an der Luft getrocknet. Die 

Aufarbeitung des Sequenzierungsgels, sowie die Analyse der fluoreszierenden Banden 

fanden unter Einsatz eines Sequenziergerätes (Applied Biosystems 373A) im Institut für 

Pathologie, Universitätsklinikum Eppendorf, Hamburg statt. 
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3.2.7. Zellkultur 

3.2.7.1.  Stammhaltung und Subkultivierung 

Die adhärent wachsenden Zelllinien (NIH3T3, Phönix 293-gp, PG13, HT1080, 

TE-671) wurden in Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM) mit 10% 

hitzeinaktiviertem fötalem Kälberserum (FCS), 50 U/ml Penicillin, 50 µg/ml 

Streptomycin und 2 mM Glutamin (= DMEM-Vollmedium) kultiviert. Die Zellen wurden 

jeden 2. – 3. Tag subkultiviert und bei einer Konfluenz von 50-90% gehalten. Dazu 

wurden die Zellen trypsiniert: das alte Medium wurde abpipettiert und 0,05% Trypsin / 

0,02% EDTA-Lösung auf die Zellen gegeben, sodass sie bedeckt wurden. Nach 1 min 

Inkubation wurde die Wirkung der Trypsin-Lösung durch Zugabe des zweifachen 

Volumens an Vollmedium blockiert und die Zellen durch Auf- und Abpipettieren 

resuspendiert. Anschlieβend wurde der gewünschte Anteil der Zellen subkultiviert und in 

frischem Medium aufgenommen. 

Die Suspensionszellen (Cole, Jurkat, Kasumi-1, MV4-11, K562, Eol-1) wurden 

als Suspensionskultur in RPMI-Medium 1640 mit Glutamax, 10 % FCS, 50 U/ml 

Penicillin und 50 µg/ml Streptomycin (= RPMI-Vollmedium) gehalten. Die 

Suspensionszellen M-1 wurden in Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM) mit 10% 

FCS, 50 U/ml Penicillin, 50 µg/ml Streptomycin und 2 mM Glutamin (= DMEM-

Vollmedium) kultiviert. Alle Suspensionszellen wurden jeden 2. – 3. Tag subkultiviert, in 

einem Verhältnis von 1:2 – 1:5 geteilt, und bei einer Dichte zwischen 1 x 105 – 1 x 106 

Zellen / ml gehalten. 

Alle Zellen wurden in Brutschränken bei 37°C und in einer 5%-igen CO2-

Atmosphäre kultiviert. 
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3.2.7.2.  Einfrieren von Zellen 

Adhärente Zellen wurden trypsiniert (s. 3.2.7.1.). Nachdem die Trypsin-Lösung 

blockiert wurde, wurden 1 x 106 – 1 x 107  Zellen für 5 min bei 290 g bei Raumtemperatur 

abzentrifugiert, der Überstand verworfen und das Zellpellet in 1 ml PBS aufgenommen. 

Nach erneuter Zentrifugation (5 min bei 290 g bei Raumtemperatur) wurde der Überstand 

verworfen und das Pellet in 90%-igem FCS / 10%-igem DMSO aufgenommen.  

1 x 106 – 1 x 107  Suspensionszellen wurden für 5 min bei 290 g bei 

Raumtemperatur abzentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet in 1 ml PBS 

aufgenommen. Nach erneuter Zentrifugation (5 min bei 290 g bei Raumtemperatur) 

wurde der Überstand verworfen und das Zellpellet in 90%-igem FCS / 10%-igem DMSO 

aufgenommen. 

Die Zellen wurden langsam eingefroren (1°C pro Stunde im Cryo 1°C Freezing 

Container, Nalgene) und in flüssigem Stickstoff aufbewahrt. 

 

3.2.7.3.  Auftauen von Zellen 

Die im Stickstoff gelagerten Zellen wurden rasch, im Wasserbad bei 37°C 

aufgetaut. 9 ml Vollmedium wurden in ein 15 ml Falcon-Röhrchen pipettiert und die 

Zellen wurden, als nur noch ein kleiner Kristall zu sehen war, dazugegeben. Die Zellen 

wurden durch Invertierten gemischt und dann sofort für 5 min bei 290 g bei 

Raumtemperatur zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Überstand verworfen, 

die Zellen wurden in 10 ml Vollmedium aufgenommen und in den Inkubator gestellt. 

 

3.2.7.4.  Serumentzug und Stimulationsversuch 

Um Stimulationseffekte besser sichtbar zu machen, wurden den NIH3T3 Zellen 

vor der Stimulation mit EGF (epidermial growth factor) bzw. GM-CSF (granulocyte-
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macrophage colony stimulating factor),  das hitzeinaktivierte fötale Kälberserum (FCS) 

entzogen.  

Für die EGF-Stimulation wurde bei einer Konfluenz der NIH3T3 Zellen von 50% 

das Medium abpipettiert und Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM) mit nur 0,5% 

hitzeinaktiviertem fötalen Kälberserum (FCS), 50 U/ml Penicillin, 50 µg/ml 

Streptomycin und 2 mM Glutamin (= DMEM-Hungermedium) dazugegeben. Nach 16 

Stunden wurde den Zellen EGF dazugegeben (Endkonzentration 10 nM). Nach 

ensprechenden Inkubationszeiten wurden die Zellen lysiert (s. 3.2.8.1.).  

Für die GM-CSF-Stimulation wurde bei einer Konfluenz der NIH3T3 Zellen von 

50% das Medium abpipettiert und Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM) mit 

0,1% BSA dazugegeben. Nach 2 Stunden wurde den Zellen GM-CSF dazugegeben 

(Endkonzentration 20 ng/ml). Nach ensprechenden Inkubationszeiten wurden die Zellen 

lysiert (s. 3.2.8.1.).  

 

3.2.7.5.  Wachstumskinetik 

Zur Untersuchung des Wachstumsverhaltens der Zellen wurden 

Wachstumskinetik-Versuche durchgeführt. Hierbei erfolgten jeweils 

Dreifachbestimmungen. Die Zellen wurden gleich nach dem Aussäen (Tag 0) und dann 

in regelmäßigen Abständen (jeden 2. oder 3. Tag) gezählt (Zählung mittels 

Trypanblaufärbung, s. 3.2.7.6). Die Versuche fanden über 10 Tage statt, die Zellen 

wurden regelmäßig subkultiviert (jeden 4. oder 6. Tag), wobei darauf geachtet wurde, 

dass alle Ansätze gleich behandelt (subkultiviert) wurden und für sie die gleichen 

Bedingungen herrschten. 

Zur Untersuchung der Abhängigkeit des Wachstumsverhaltens der Zellen von der 

PI3K-Aktivität wurden Wachstumskinetik-Versuche mit dem PI3K-Hemmstoff 

LY294002 durchgeführt. Die Versuche erfolgten wie oben beschrieben, zu den Zellen 
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wurde LY294002, in 10 µl DMSO gelöst, in einer Endkonzentration von 25 µM 

hinzugegeben. Zu den Kontrollzellen wurden nur 10 µl DMSO hinzugegeben.  

 

3.2.7.6.  Untersuchung der Zellproliferation mittels BrdU (Bromodeoxyuridin)  

Für den Zellproliferationversuch mit BrdU wurden Reagenzien von BD 

Pharmingen™ (Cat. No. 552598) verwendet. Die BrdU-Lösung wurde auf den Zellen 

geben (10 µl BrdU 1 mM / ml Zellkultur). Die Zellen wurden für 16 Stunden in Kultur 

gehalten. Danach wurden 106  Zellen abzentrifugiert, in 1 ml Staining Puffer (0,2 g KCl, 

0,2 g KH2PO4, 8,0 g NaCl, 2,16 g Na2HPO4·7H2O, add 1 l H2O. Der Lösung wurdn 3% 

FCS sowie 0,09% NaAzid zugesetzt) aufgenommen und abzentrifugiert (5 min, 2000 

rpm, Raumtemperatur). Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 100 µl BD 

Cytofix/Cytoperm aufgenommen. Die Zellen wurden durch 30 min Inkubation bei 

Raumtemperatur fixiert und permeabilisiert. Anschlieβend wurde 1 ml BD Perm/Wash 

dazugeben und die Zellen wurden abzentrifugiert (5 min, 2000 rpm, Raumtemperatur). 

Der Übestand wurde verworfen und das Pellet wurde in 100 µl BD Cytoperm Plus 

aufgenommen. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurde 1 ml BD Perm/Wash dazugeben 

und die Zellen wurden abzentrifugiert (5 min, 2000 rpm, Raumtemperatur). Der 

Überstand wurde verworfen und das Pellet in in 100 µl BD Cytofix/Cytoperm 

aufgenommen. Die Zellen wurden durch Inkubation für 5 min bei Raumtemperatur 

refixiert. Anschlieβend wurde 1 ml BD Perm/Wash dazugeben und die Zellen wurden 

abzentrifugiert (5 min, 2000 rpm, Raumtemperatur). Der Überstand wurde verworfen und 

das Pellet in 100 µl DNase Lösung aufgenommen. Durch Inkubation für 1 Stunde bei 

Raumtemperatur wurde die DNA abgebaut und dadurch die eingebaute BrdU freigesetzt. 

Anschlieβend wurde 1 ml BD Perm/Wash dazugeben und die Zellen wurden 

abzentrifugiert (5 min, 2000 rpm, Raumtemperatur). Der Überstand wurde verworfen und 

das Pellet in 50 µl Antikörper Lösung aufgenommen. Nach 20 min Inkubation bei Raum-

temperatur wurde 1 ml BD Perm/Wash dazugeben und die Zellen wurden abzentrifugiert 

(5 min, 2000 rpm, Raumtemperatur). Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 1 

ml Staining Puffer aufgenommen. Anschlieβend erfolgte die FACS-Analyse. 
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3.2.7.7.  Zellzahlbestimmung mittels Trypanblau-Färbung 

Die Zellzahlbestimmung erfolgte mit Hilfe einer Neubauerzählkammer. Durch die 

Trypanblaufärbung konnte zwischen lebenden und toten Zellen unterschieden werden. 

Lebende Zellen werden erst nach längerer Zeit gefärbt, während tote Zellen aufgrund der 

geschädigten Zellmembran innerhalb kurzer Zeit (wenige Sekunden) gefärbt werden. 

Adhärente Zellen wurden trypsiniert (s. 3.2.7.1.). Die Trypsin-Lösung wurde blockiert 

und die Zellen wurden resuspendiert. Die resuspendierten Zellen wurden 1:2 mit der 

Trypanblaulösung (gebrauchsfertig von Sigma-Aldrich) verdünnt. Bei Suspensionszellen 

wurden die Zellen direkt aus der Kultur genommen und 1:2 mit der Trypanblaulösung 

verdünnt. Nach einer Inkubationsdauer von 1 min erfolgte die Zellzahlbestimmung in der 

Neubauerzählkammer.  

 

3.2.7.8.  Transfektion von 293gp-Zellen 

Für die Produktion retroviraler Viren wurden die 293-gp- oder PG13-Zellen 

verwendet. Es wurden 3 Konstrukte verwendet. Der retrovirale Vektor MigRI mit einer 

Größe von  6,056 kb wurde von Dr. R. Feldmann (Baltimore, USA) freundlicherweise 

zur Verfügung gestellt. An der EcoRI Restriktionsstelle 1424 der multiplen Klonierungs-

stelle (multiple cloning site, MCS) wurde entweder die p85α-cDNA oder die p76α-

cDNA mit der Deletion der Adenosinbase an Position 1907, hineinkloniert (2,2 kb groβe 

EcoRI-Fragmente, freundlicherweise von R. Feldman (Baltimore, USA) zur Verfügung 

gestellt).  

 

- Transiente CaP Transfektion  

Die 293-gp Zellen wurden 16 Stunden vor Transfektion so ausgesät, dass sie zum 

Zeitpunkt der Transfektion 70% konfluent waren. Am nächsten Tag wurde das Medium 

abpipettiert und 10 ml frisches, mit Chloroquin (Endkonzentration 25 µM) versetztes 
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DMEM-Vollmedium dazugegeben. 5 µg des Vektors (bzw. p85α- oder p76α-Konstrukt), 

5 µg der pseudotypisierungs-DNA (ecotrop, RD114, GALV, amphotrop + 2 µg VSV-G) 

und 10 µg M57 (gagpol) Plasmid wurden in 250 µl einer 250 mM CaCl2-Lösung 

aufgenommen und tropfenweise unter starkem Blubbern zu 250 µl 2x HEBS (Hepes 

buffered saline; 50 mM Hepes pH 7,1, 280 mM NaCl, 1,5 mM Na2HPO4) gegeben. Der 

Ansatz wurde für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die sich in dieser Zeit 

gebildeten Calciumphosphat-DNA-Präzipitate wurden anschließend auf die 293-gp-

Zellen pipettiert. Nach 6 Stunden Inkubation im Brutschrank (37°C, 5% CO2) wurde das 

Medium durch 8 ml frisches DMEM-Vollmedium ersetzt. 48 und 72 Stunden nach der 

Transfektion wurde der Virusüberstand abgenommen, filtriert (Acrodiskfilter; 0,45µm; 

Pallman) und bei - 80°C gelagert. 

 

- Transiente LipofectamineTM-Transfektion 

Für die Lipofectamine-Transfektion der 293-gp-Zellen wurde das 

LipofectamineTM Reagenz von Invitrogen verwendet. Die Zellen wurden 16 Stunden vor 

Transfektion so ausgesäht, dass sie zum Zeitpunkt der Transfektion 70% konfluent 

waren. 5 µg des Vektors (bzw. p85α- oder p76α-Konstrukt), 5 µg der 

pseudotypisierungs-DNA (ecotrop, RD114, GALV, amphotrop + 2 µg VSV-G) und 10 

µg M57 (gagpol) Plasmid wurden in 750 µl DMEM  (ohne Zusätze) aufgenommen. 20 µl 

Plus Reagenz wurden hinzupipettiert und der Ansatz für 15 min bei Raumtemperatur 

inkubiert. 30 µl LipofectamineTM Reagenz wurden in 750 µl DMEM (ohne Zusätze) 

aufgenommen. Nach der ersten Inkubationszeit wurden beide Ansätze gemischt und für 

weitere 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde das alte Medium der 

Zellen mit 5 ml frischem Vollmedium ersetzt und der Lipofectamine-DNA-Ansatz 

vorsichtig auf die Zellen gegeben. Die Zellen wurden für 3 Stunden im Brutschrank bei 

37°C, 5% CO2 inkubiert. Danach wurden 3 ml Vollmedium dazu gegeben. Nach 16 - 20 

Stunden wurde das Medium gewechselt. 48 und 72 Stunden nach der Transfektion wurde 
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der Virusüberstand abgenommen, filtriert (Acrodiskfilter; 0,45µm; Pallman) und bei - 

80°C gelagert. 

 

- Stabile Expression der Konstrukte nach LipofectamineTM-Transfektion 

Um bessere Virustiter zu bekommen, wurden die transfizierten 293-gp Zellen 

nach der Virusernte für eine weitere Woche in Kultur gehalten und dann sortiert (s. 

3.2.7.13.). Die Zellen, die  EGFP+ waren, hatten das Konstrukt (Vektor, p85α- oder 

p76α-Konstrukt) stabil exprimiert d.h. sie wurden durch die produzierten Retroviren 

gleichzeitig transduziert. Diese Zellen wurden in Kultur genommen und nach 2 Wochen 

erneut sortiert. Die so gewonnenen 293-gp Zellen hatten das Konstrukt stabil integriert 

und wurden als Herlferzelllinie benutzt. Dadurch wurden höhere Virentiter erreicht. 

Diese Methode wurde zur Produktion der RD114- und amphotrop + VSV-G- 

pseudotypisierten Viren verwendet. Ecotrop-pseudotypisierte Viren können nur 

Mauszellen transduzieren, und da die 293-gp Zellen menschliche Zellen sind, konnten sie 

durch diese Viren nicht transduziert werden. Ähnlich wurden GALV-pseudotypisierte 

Retroviren hergestellt, in dem die PG13 Helferzelllinie durch ecotrop-pseudotypisierte 

Retroviren transduziert wurde (s. 3.2.7.9.), die Zellen in Kultur genommen, über 3 

Wochen 2 mal sortiert (s. 3.2.7.13.) und dann zur Virenproduktion verwendet wurden. 

 

3.2.7.9.  Virustitration 

Der Virustiter der Überstände wurde mit Hilfe von HT1080 Zellen (für die 

RD114- und amphotrop + VSV-G-pseudotypisierten Viren), NIH3T3 Zellen (für die 

ecotrop pseudotypisierten Viren) und TE671 Zellen (für die GALV-pseudotypisierten 

Viren) bestimmt. 1 x 105 Zellen wurden in einem Well einer 24-well Platte ausgesät und 

6 Stunden anwachsen lassen. Danach wurde das Medium von den Zellen abpipettiert und 

mit 500 µl DMEM-Vollmedium mit Protaminsulfat (Endkonzentration 4 µg/ml) ersetzt. 

Von jedem Virusüberstand wurden 3 Verdünnungen hergestellt: 10 µl, 25 µl und 50 µl 
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Überstand wurden in jeweils 490 µl, 475 µl und 450 µl DMEM-Vollmedium 

aufgenommen. Es wurde für jede Verdünnung eine Dreifachbestimmung durchgeführt 

und der Mittelwert ausgerechnet. Zur Berechnung des Virustiters wurde dann der 

Mittelwert aus den 3 Verdünnungswerten errechnet. Die Virusüberstand-Verdünnungen 

wurden auf die Zellen gegeben und die 24-well Platten wurden für 90 min bei 290 g und 

32°C zentrifugiert. Anschließend wurden die Platten in den Inkubator (37°C, 5% CO2) 

gestellt. Am nächsten Tag wurde das Medium gewechselt und frisches DMEM-

Vollmedium dazu gegeben. 48 Stunden nach der Transduktion wurden die Zellen 

trypsiniert (3.2.7.1.) und für 5 min bei 290 g und Raumtemperatur abzentrifugiert. Der 

Überstand wurde verworfen, die Zellen in 1 ml PBS resuspendiert und erneut 

zentrifugiert (5 min bei 290 g und Raumtemperatur). Dieser Schritt wurde wiederholt und 

anschließend wurden die Zellen in 200 µl PBS mit 1x Cellfix (Becton & Dickinson) 

aufgenommen und am FACS analysiert. Aus der Prozentzahl der positiv transduzierten 

Zellen konnte der Titer berechnet werden: 

 Virustiter =  Zellzahl am Tag der Transduktion x Anteil positiv transduzierter Zellen x 2 
            Virusüberstandsvolumen (ml) 
 

3.2.7.10. Transduktion der Zellen 

Die unterschiedlichen Zellsorten wurden mit unterschiedlich pseudotypisierten 

Retroviren transduziert: 

Zellsorte  Pseudotypisierung 
CD34+ RD114 
Phönix 293-gp RD114, Amphotrop + VSV-G  
NIH3T3 Ecotrop 
PG13 Ecotrop 
Cole GALV 
Jurkat SHIP Klon #51 Amphotrop + VSV-G 
Kasumi-1 Amphotrop + VSV-G 
MV4-11 Amphotrop + VSV-G 
K562 Amphotrop + VSV-G 
Eol-1 Amphotrop + VSV-G 
M1 Amphotrop + VSV-G 

Tab. 5: Die zur Transduktion verwendeten Pseudotypisierungen 
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- Transduktion von adhärenten Zellen: 

• Zur Transduktion von adhärenten Zellen (NIH3T3, PG13), wurden 5 x 105 

Zellen in einem Well einer 6-well Platte ausplattiert und über Nacht 

anwachsen lassen. Am nächsten Tag wurde das Medium abgenommen und 

2 ml frisches DMEM-Vollmedium auf die Zellen gegeben. 2 ml 

Virusüberstand mit einem Titer von 1 – 5 x 106 infektiöse Partikel/ml 

wurden auf die Zellen gegeben. Die Platten wurden für 25 min bei 400 g, 

32°C zentrifugiert, anschließend wurden die Zellen für 24 Stunden in den 

Inkubator gestellt. In den folgenden 2 Tagen wurde die gleiche Prozedur 

(altes Medium wurde verworfen, frisches Vollmedium auf die Zellen 

gegeben, Virusüberstand dazupipettiert, Zentrifugation) wiederholt. 

Frühestens 24 Stunden und spätestens 48 Stunden nach der letzten 

Transduktion wurden die Zellen sortiert (s. 3.2.7.13.). 

• Zur Transduktion von Phönix 293-gp Zellen s. 3.2.7.7. 

 

- Transduktion von Suspensionszellen: 

• Zur Transduktion von Suspensionszellen (Cole, Jurkat, Kasumi-1, MV4-

11, K562, Eol-1, M1) wurden 5 x 105 Zellen abzentrifugiert (5 min, 290 g, 

Raumtemperatur), der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet in 2 

ml frischem RPMI-Vollmedium (M1 Zellen in 2 ml frisches DMEM-

Vollmedium) aufgenommen. 2 ml Virusüberstand mit einem Titer von 1 – 

5 x 106 infektiöse Partikel/ml wurden auf das Well gegeben. Die Platten 

wurden für 25 min bei 400 g, 32°C zentrifugiert, anschließend wurden die 

Zellen für 24 Stunden in den Inkubator gestellt. In den nächsten 2 Tagen 

wurde die gleiche Prozedur (Zellen wurden abzentrifugiert und in 

frischem Medium aufgenommen, Virusüberstand dazugeben, 

Zentrifugation) wiederholt. Frühestens 24 Stunden und spätestens 48 
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Stunden nach der letzten Transduktion wurden die Zellen sortiert (s. 

3.2.7.13). 

• Zur Transduktion von CD34+  Zellen s. 3.2.7.12. 

 

3.2.7.11.  Präparation der mononukleären Zellen  

Die mononukleären Zellen wurden aus Nabelschnurblut von gesunden 

Neugeborenen (von Hr. G. Ortmeyer von der Klinik und Poliklinik für Geburtshilfe und 

Pränatalmedizin des Universitätsklinikums Eppendorf, Hamburg freundlicherweise zur 

Verfügung gestellt), sowie aus dem Leukaphereseprodukt eines Patienten in der 

Blastenkrise eines Myeloproliferativen Syndroms (von Prof. W. Fiedler von der 

Abteilung für Hämatologie und Onkologie des Universitätsklinikums Eppendorf, 

Hamburg freundlicherweise zur Verfügung gestellt) aufgereinigt.  

Die mononukleären Zellen wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation mit 

LymphoprepTM (Nycomed, Oslo, Norwegen) aus den Blutproben gewonnen. Dazu 

wurden die Proben 1:2 mit 4°C kaltem PBS verdünnt. 15 ml LymphoprepTM-Lösung 

wurden mit 30 ml der Verdünnung vorsichtig überschichtet. Anschließend wurden die 

Zellen 30 min bei 400 g und 20 °C zentrifugiert. Dies führte zur Bildung von 3 Phasen. 

Die mononukleären Zellen ordneten sich dabei ringförmig in der Interphase an und 

trennten sich dadurch von anderen zellulären Bestandsteilen wie Erythrozyten und 

Granulozyten. Die Interphase mit den mononukleären Zellen wurde abgenommen, mit 

4°C kaltem PBS auf 50 ml aufgefüllt und für 10 min bei 400 g und 20 °C zentrifugiert. 

Der letzte Schritt wurde wiederholt und anschließend konnten die gewonnen Zellen zur 

CD34+ Aufreinigung eingesetzt werden. 
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3.2.7.12. CD34+- Aufreinigung 

Aus den mononukleären Zellen wurden die CD34+ Zellen aufgereinigt. Die 

mononukleären Zellen wurden in „recommended Medium“ (Stemcell Technologies) bei 

einer Dichte von  2 x 108 Zellen / ml Medium aufgenommen. EasySepTM Positive 

Selection Cocktail (Stemcell Technologies) wurde dazugegeben (100 µl / ml Medium), 

die Zellen wurden gut gemischt und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 

wurden  EasySepTM Magnetic Nanopartikel (Stemcell Technologies) zu den Zellen 

gegeben (50 µl / ml Medium) und der Ansatz wurde für 10 min bei Raumtemperatur 

inkubiert. Nach dieser letzten Inkubation wurde der Ansatz mit „recommended Medium“ 

auf 2,5 ml aufgefüllt und für 5 min in den EasySepTM Magneten (Stemcell Technologies) 

gestellt. Anschließend wurde der Röhrcheninhalt in einem Schwung abgekippt, ohne das 

Röhrchen aus dem Magneten herauszunehmen. Dann wurde das Röhrchen aus dem 

Magneten genommen, die durch die magnetischen Nanopartikel an den Gefäßwänden 

haftenden CD34+ Zellen wurden in 2,5 ml „recommended Medium“ aufgenommen und 

das Gefäß wurde wieder für 5 min in den Magneten gestellt. Diese Schritte wurden 

insgesamt 5 mal wiederholt. Nach dem letzten Inkubationsschritt wurden die Zellen für 

10 min bei 400 g bei Raumtemperatur abzentrifugiert, der Überstand wurde verworfen 

und die Zellen in 2 ml StemSpan Medium (Cellsystems), versetzt mit 50 U/ml Penicillin, 

50 µg/ml Streptomycin und den Zytokinen (Cellsystems) Interleukin-6 (20 ng/ml), 

Thrombopoetin (20 ng/ml), SCF (100 ng/ml) und Flt3-Ligand (100 ng/ml) aufgenommen 

und 3 Tage bei 37°C, 5% CO2 inkubiert. 

 

3.2.7.13. Transduktion der CD34+-Zellen 

Die CD34+-Zellen wurden mit Hilfe RD114-pseudotypisierten Viren transduziert.  

Dafür wurden unbeschichtete 6-well Platten mit RetroNectinTM (rekombinantes 

Fibronektinfragment (CH-296) von Takahara) beschichtet. Das in E.coli produzierte 

humane Fibronektin besteht aus 574 Aminosäuren mit einem Molekulargewicht von 

63kD und besitzt drei funktionale Domänen: eine zentrale Bindungsdomäne, eine 
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Heparinbindungsdomäne II und eine CS1-Seite mit einer alternativ gespleißten III CS1-

Region. Ziel der Beschichtung der Platten mit RetroNectinTM ist die Verstärkung der 

retroviralen Gentransduktion. Die RD114-pseudotypisierten Viren können mit der 

Heparinbindungsdomäne von RetroNectinTM interagieren. Gleichzeitig können die 

CD34+-Zellen mit dem Fibronektinliganden der CS1-Seite von RetroNectinTM 

interagieren. Die  gleichzeitige Bindung der Retroviren und der Zielzellen an 

RetroNectinTM führt zur Kolokalisation der retroviralen Partikel und der Zielzelle, und 

damit zu höherer Transduktionswahrscheinlichkeit der Zellen.  

Zur Beschichtung der 6-Well Platte, wurde ein Well mit 2 ml Retronectinlösung 

(RetroNectinTM wurde in PBS gelöst, Endkonzentration 48 µg/ml) beschichtet, 2 Stunden 

bei Raumtemperatur und dann über Nacht bei 4°C inkubiert. Dann wurde die 

Retronectinlösung entfernt und das Well mit 2 ml 2%-igem BSA in PBS für 30 min bei 

4°C blockiert. Anschließend wurde die Blockierlösung entfernt und das Well mit 3 ml 

HBSS (GibcoBRL) und 2,5% (v/v) 1 M HEPES gewaschen. Die HBSS / 2,5% (v/v) 1 M 

HEPES Lösung wurde gleich verworfen und 2 ml Virusüberstand mit einem Titer von 1 – 

5 x 106 infektiöse Partikel/ml wurden auf das Well gegeben. Die Platten wurden für 25 

min bei 750 g, 4°C zentrifugiert, anschließend wurde der Überstand verworfen und 2 ml 

frischer Überstand auf das Well gegeben. Die Prozedur wurde insgesamt 3 mal 

wiederholt. Nach der letzten Zentrifugation wurden 5 x 105 CD34+ Zellen (s. 3.2.7.11.) in 

2 ml StemSpan-Medium (CellSystems) mit den Zytokinen (Cellsystems) Interleukin-6 

(20 ng/ml), Thrombopoetin (20 ng/ml), SCF (100 ng/ml) und Flt3-Ligand (100 ng/ml) 

dazugegeben. Die Zellen wurden für 24 Stunden in den Inkubator gestellt. In den 

nächsten 2 Tage wurden die gleiche Prozedur (Beschichtung der Wells mit 

RetroNectinTM, Beladen der Retroviren und erneute Transduktion der gleichen Zellen) 

wiederholt. Frühestens 24 Stunden und spätestens 48 Stunden nach der letzten 

Transduktion wurden die Zellen sortiert. 
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3.2.7.14. Sortieren der transduzierten Zellen am FACSAria 

Die transduzierten adhärenten Zellen wurden trypsiniert (3.2.7.1.) und für 5 min 

bei 290 g und Raumtemperatur abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, die 

Zellen in 1 ml PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert (5 min bei 290 g und 

Raumtemperatur). Dieser Schritt wurde wiederholt und anschließend wurden die Zellen 

in 500 µl PBS aufgenommen und filtriert (0,25 µm, MACS). 

Suspensionszellen wurden für 5 min bei 290 g und Raumtemperatur 

abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, die Zellen in 1 ml PBS resuspendiert 

und erneut zentrifugiert (5 min bei 290 g und Raumtemperatur). Dieser Schritt wurde 

wiederholt und anschließend wurden die Zellen in 500 µl PBS aufgenommen und filtriert 

(0,25 µm, Macs). 

Anschließend wurden die Zellen am FACSAria (Becton & Dickinson) sortiert. 

Hierbei wurden die Zellen an einem Laser vorbeigelenkt. Der Laser kann die Zellen nach 

grün leuchtend und nicht leuchtend (und daher nach positiv transduzierte und nicht 

transduzierte Zellen) unterscheiden. Somit wurden die positiv transduzierten und die 

nicht transduzierten Zellen in unterschiedlichen Röhrchen sortiert. In den Röhrchen, wo 

die Zellen hinein sortiert wurden, war das Medium vorgelegt worden, in dem die Zellen 

gehalten wurden. Außerdem wurde bei einigen Zelllinien (s. Ergebnisteil) auch nach der 

Stärke der grünen Fluoreszenz sortiert. Bei den CD34+ Zellen wurden jeweils 3000 

EGFP-positive und  3000 EGFP-negative Zellen in 300 µl StemSpan Medium 

gesammelt, bei den anderen Zelllinien wurden alle positiven und bis zu 5 x 106 negative 

Zellen sortiert. Die sortierten Zellen wurden für weitere Versuche (proteinbiochemische 

Versuche, Wachstumskinetik, Stimulationsversuche usw.) wieder in Kultur genommen. 

Für die weitere Arbeiten mit CD34+ Zellen, s. unten. 
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3.2.7.15. Methylcellulose- und Flüssigkultur-Assay der CD34+ Zellen 

- Methylcellulose-Assay der sortierten CD34+ Zellen 

1000 CD34+ Zellen wurden wie oben beschrieben in 100 µl StemSpan-Medium 

sortiert und anschlieβend in 1 ml Methylcellulose, versetzt mit 50 U/ml Penicillin, 50 

µg/ml Streptomycin und GM-CSF (0 ng/ml; 0,001 ng/ml; 0,01 ng/ml; 0,1 ng/ml; 1 ng/ml; 

10 ng/ml) pipettiert und in eine 3,5 cm Schale mit Gitternetzlinien angelegt. Es wurden 

jeweils Dreifachbestimmungen durchgeführt. Die Methylcellulosekulturen wurden in 

eine feuchte Kammer gestellt und im Inkubator (37°C, 5% CO2) für 14 Tage kultiviert. 

Anschließend wurde die Koloniezahl bestimmt, wobei jede Kolonie aus mehr als 20 

Einzelzellen bestand (Zellansammlungen mit weniger als 20 Einzelzellen wurden nicht 

als Kolonien gewertet).  

 

- Flüssigkultur-Assay der sortierten CD34+ Zellen 

Es wurden jeweils 1000 Zellen in 100 µl StemSpan Medium, versetzt mit 50 U/ml 

Penicillin, 50 µg/ml Streptomycin und GM-CSF (10 ng/ml), in einem Well einer 96-Well 

Platte pipettiert. Diese Zellen wurden für 14 Tage in den Inkubator (37°C, 5% CO2) 

gestellt. Anschließend wurden die Zellen in der Neubauer-Zählkammer mit Trypanblau 

gezählt (siehe 3.2.7.6.). 
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3.2.7.16. In vitro Transkription / in vitro Translation 

Zur in vitro Transkription / Translation des p76α− und p85α−Gens wurde das 

„TNT® T7 Quick Coupled Transcription/Translation System“ von Promega, Kat. Nr. 

L1170 verwendet. Zu 40 µl TNT® Quick Master Mix wurden 2 µl [35S]Methionin (1,000 

Ci/mmol bei 10m Ci/ml) und 1 µg Plasmid-DNA zugesetzt. Der Ansatz wurde für 90 min 

bei 30°C inkubiert und anschlieβend durch PAGE und Western Blot Analyse untersucht.  

 

3.2.8. Proteinbiochemische Arbeiten 

3.2.8.1.  Zell-Lyse mit NP40-Puffer und Proteinextraktion 

5 x 107 Suspensionszellen wurden für 7 min bei 290 g bei Raumtemperatur 

abzentrifugiert, der Überstand wurde verworfen und das Pellet mit 4°C kaltem 1 mM 

Natriumorthovanadat Lösung in PBS gewaschen. Anschließend wurde die Orthovanadat / 

PBS-Lösung entfernt und 1 ml NP40-Puffer auf das Pellet gegeben. Die Zellen wurden 

durch mehrfachem Auf- und Abpipettieren im NP40-Lysispuffer aufgenommen und für 5 

min bei 4°C inkubiert. Anschließend wurden die Ansätze für 10 min bei 5000 g bei 4°C 

abzentrifugiert. Der Überstand mit dem Proteinextrakt wurde in ein Nunc™-

Kryoröhrchen überführt und bis zum Gebrauch bei -80°C gelagert. Zur Bestimmung der 

Proteinkonzentration wurde von jeder Probe ein 10 µl Aliquot abgenommen.  

Adhärent wachsende Zellen wurden bei einer Konfluenz von 80% - 90% lysiert. 

Dazu wurde das alte Medium abpipettiert und 10 ml 4°C 1 mM Natriumorthovanadat 

Lösung in PBS auf die Zellen gegeben. Die Orthovanadat / PBS-Lösung wurde 

anschlieβend wieder entfernt und 800 µl NP40-Puffer auf die Zellen gegeben. Nach 5 

min Inkubation bei 4°C wurden die Zellen in dem NP40-Puffer aus der Schale quantitativ 

in einem 1,5 ml Eppendorf Gefäβ überführt. Nach mehrfachem Auf- und Abpipettieren, 

wurden die Ansätze für 10 min bei 5000 g bei 4°C abzentrifugiert. Der Überstand mit 

dem Proteinextrakt wurde in ein Nunc™-Kryoröhrchen überführt und bis zum Gebrauch 
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bei -80°C gelagert. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde von jeder Probe ein 

10 µl Aliquot abgenommen.  

 

3.2.8.2. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry wurde mit Hilfe der 

Reagenzien des „DC Protein Assay“ (Biorad, München) durchgeführt. Die Lysatproben 

wurden 1:10 verdünnt und eine Konzentrationsstandardreihe mit BSA 

(Rinderserumalbumin Fraktion V, Roche Diagnostics, Mannheim) in NP40-Puffer wurde  

hergestellt (BSA Konzentration von 0; 0,125; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,25 und 1,5 mg/ml). 20 

µl Reagenz S und 1 ml Reagenz A (enthält alkalische Kupfertartrat-Lösung) wurden 

gemischt. Dieser Ansatz wird im Folgenden Reagenz A’ benannt. Von jeder Probe der 

Standardreihe und der 1:10 verdünnten Lysate wurden 10 µl auf eine Mikrotiterplatte 

aufgetragen. Für jeden Ansatz wurden Drei- oder Vierfachbestimmungen durchgeführt. 

Zu jeder Probe wurden zuerst 25 µl Reagenz A’ und anschließend 200 µl Reagenz B 

(enthält Folin) hinzupipettiert. Die Proben wurden vorsichtig gemischt, es wurde darauf 

geachtet, dass keine Luftblasen entstehen und nach einer Inkubation von 15 min bei 

Raumtemperatur erfolgte die Absorptionsmessung am ELISA-Reader bei 595 nm. Die 

Proteinkonzentrationsbestimmung der Lysatproben erfolgte mit Hilfe der Eichgerade, die 

aus den Extinktionssdaten der BSA-Standardreihe erstellt wurde.  

 

3.2.8.3.  Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Coomassie-Färbung 

Zur Auftrennung der Proteine wurden Polyacrylamidgele in der Apparatur von 

Bio-Rad verwendet, die anschließend mittels Coomassie-Blau gefärbt wurden. Das 8,5% 

Trenngel wurde gegossen, mit Isobutanol überschichtet und eine Stunde 

auspolymerisieren lassen. Dann wurde das Isubutanol mit destilliertem H20 abgegossen, 

das Sammelgel auf das Trenngel gegossen und eine Stunde auspolymerisieren lassen (s. 

3.2.8.4.). Danach konnte das Gel in die Apparatur eingesetzt und die Proteinproben 
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aufgetragen werden. Es wurden Proteinproben mit 20 µg Protein mit NP40-Puffer auf 

13,3 µl aufgefüllt. 6,7 µl 3x Protein-Ladepuffer mit 0,3 M DTT wurden dazu pipettiert. 

Kurz vor dem Auftragen wurden die Proben für 5 min bei 100°C denaturiert. Durch die 

Bio Rad Apparatur wurden die Proteine eineinhalb Stunden bei 150V aufgetrennt. Nach 

der Proteinauftrennung wurde das Gel eine Stunde in eine Fixierlösung (20% Methanol, 

1%  o-Phosphorsäure 85%) inkubiert und im Anschluss über Nacht in die kolloidale 

Coomassie-Färbung (0,1% Coomassie-Blau R-250, 40% Methanol, 10% Essigsäure) 

gelegt. Am nächsten Tag wurde für zwei Stunden mit der Entfärbelösung (45% 

Methanol, 10% Essigsäure) entfärbt. Anschließend wurden die Gele in deionisiertem H20 

gewaschen und im Gel Air Dry System von BioRad (München) für drei Stunden 

getrocknet. 

 

3.2.8.4.  Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophoresen 

Es wurden zwei Systeme zur Auftrennung der Proteine in vertikalen 

Polyacrylamidgelen verwendet. 

 

- Auftrennung in  der Protean®IIxiCell-Apparatur von BioRad (München) 

Es wurden 8,5%-ige Trenngele (370 mM Tris-HCl pH 8,8; 8,5% Acrylamid; 

0,22% Bisacrylamid; 0,1% SDS; 0,035% APS; 0,035% TEMED) gegossen und mit 

Isobutanol überschichtet. Nach einer Stunde Polymerisierungszeit, wurde das Isobutanol 

abgegossen und die Geloberkante mit deionisiertem H20 gespült.  Zur Konzentrierung 

und Schärfen der in das Gel eingelaufenen Proteinbanden nach dem Prinzip der 

Isotachophorese, wurde das Sammelgel (370 mM Tris-HCl pH 6,7; 3,9% Acrylamid; 

0,1% Bisacrylamid; 0,1% SDS; 0,1% APS; 0,05% TEMED) auf das Trenngel gegossen. 

Nach einer weiteren Stunde Polymerisierungszeit wurde das Gel in die Apparatur 

eingesetzt und 1x Laufpuffer (192 mM Glycin; 25 mM Tris; 0,1% SDS) eingefüllt. 

Proben von den Gesamtzelllysaten mit 100 µg Protein wurden auf 60 µl mit NP40-Puffer  
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aufgefüllt. Es wurden 30 µl 3x Protein-Ladepuffer (mit 0,3 M DTT versetzt) 

dazugegeben und die Proben wurden unmittelbar vor dem Auftragen für 5 min bei 100°C 

gekocht. 0,5 µl von dem „high range“ und 0,5 µl von dem „low range“ Marker (BioRad, 

München) wurden mit 49 µl 1x Protein-Ladepuffer (mit 0,1 M DTT versetzt) gemischt. 

Die Probe wurde unmittelbar vor dem Auftragen für 1 min bei 100°C gekocht. Die 

Elektrophoresen wurden mit 12 mA pro Gel betrieben. 

 

- Auftrennung mit NuPage® 10% Gele oder  NuPage®  4-12% Gradientengele von 

Invitrogen in der „X Cell Sure Lock“ -Apparatur von Invitrogen. 

Die Probenaufbereitung erfolgte wie oben beschrieben. Es wurden geringere 

Mengen an Lysaten aufgetragen. Gesamtzelllysat-Proben mit 20 µg Protein wurden auf 

13,3 µl mit NP40-Puffer aufgefüllt und 6,7 µl 3x Protein-Ladepufer (mit 0,3 M DTT 

versetzt) wurden dazugegeben (s.o.). Die „X Cell Sure Lock“ -Apparatur von Invitrogen 

besteht aus einer Innenkammer, wo die Gele eingespannt wurden, und einer 

Außenkammer. Die Innenkammer wurde mit 1x MOPS Lösung (versetzt mit 1mM DTT) 

gefüllt, die Außenkammer mit 1x MOPS-Lösung. Die Elektrophoresen wurden mit 150 V 

betrieben. 

 

3.2.8.5.  Western Blot-Analyse 

Ein auf Gelgröße zugeschnittene Protran-Nitrocellulosemembran (0,45 µm, 

Schleicher & Schuell) wurde in ddH20 benetzt, in 1x Transferpuffer (192 mM Glycin; 25 

mM Tris; 0,1% SDS; 20% MeOH) äquilibriert und auf das Polyacrylamidgel gelegt. Gel 

und Membran wurden zwischen zwei Whatman®-3MM-Chromatografiepapiere und zwei 

Scotch-Schwämmen in die Western Blot-Apparatur (Trans-Blot™ Cell, Bio Rad) 

eingespannt. Der Transfer der Proteine auf die Membran erfolgte im "Tankblotting-

Verfahren“ über zwei Stunden bei 50 V. Anschließend wurde die Apparatur abgebaut 

und der am Rand aufgetragene Marker als Streifen von der Membran abgeschnitten. Die 
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Membran und der Markerstreifen wurden kurz in 1x TBS gewaschen und mit 1x TBS / 

0,5% Tween 20 / 5% Magermilchpulver bei Raumtemperatur für eine Stunde blockiert. 

Der primäre Antikörper wurde in 1x TBS / 0,5 % Tween 20 / 2,5% Magermilchpulver / 

0,01% Natriumazid nach Angaben des Herstellers verdünnt. Die Membran wurde über 

Nacht bei 4°C mit dem primären Antikörper inkubiert. Der Markerstreifen wurde über 

Nacht in der Blockierlösung bei 4°C inkubiert. Am nächsten Tag wurde die Membran 3 

mal für 10 min mit 1x TBS / 0,5% Tween 20 / 2,5% Magermilchpulver gewaschen und 

für eine Stunde mit dem sekundären Antikörper (Ziegen-anti-Kaninchen-IgG-HRP oder 

Ziegen-anti-Maus-IgG-HRP, konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase; nach Angaben des 

Herstellers in 1x TBS / 0,5% Tween 20 / 2,5% Magermilchpulver verdünnt) bei 

Raumtemperatur inkubiert. Der abgetrennte Streifen mit Markerproteinen wurde 3 mal 

für 10 min in 1x TBS / 0,5% Tween 20 gewaschen und mit Streptavidin-Meerrettich-

Peroxidase (1:3000 in 1x TBS / 0,5% Tween 20 verdünnt, Amersham Pharmacia 

Biotech) für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Membran und Markerstreifen 

wurden anschließend zweimal mit 1x TBS gespült und wie folgt gewaschen: 

• 2 mal für 10 min mit 1x TBS / 0,5% Tween 20 

• 1 mal für 10 min mit 1x TBS / 3,0% Tween 20 

• 2 mal für 15 min mit 1x TBS / 0,5% Tween 20 

• 2 mal für 30 min mit 1x TBS / 0,5% Tween 20 

• 2 mal für 30 min mit 1x TBS 

Je 3 ml der ECL-Lösungen I und II (Amersham-Pharmacia Biotech) wurden in 

einer Plastikschale miteinander gemischt und Membran und Markerstreifen für je 1 min 

unter Schwenken in der Lösung inkubiert. Alternativ, wurden 750 µl der Lösungen 

„SuperSignal® West Dura Stable Peroxid Buffer“ und „SuperSignal® West Dura 

Luminol / Enhacer Solution“ (Pierce) miteinander gemischt und Membran und 

Markerstreifen für je 5 min in der Lösung inkubiert. Anschließend wurde die Membran 

und der Markenstreifen zwischen zwei Plastikfolien im Imager („Intelligent Dark Box“, 



                                                                                                         3. Material und Methoden 
 
 
 

99 

FUJIFILM) entwickelt. Die Filter wurden nach der Entwicklung in 1x TBS bei 4°C 

gelagert. Sollten die Filter mit einem anderen, primären Antikörper inkubiert werden, so 

wurde das Protokoll mit dem Blockieren der Filter fortgesetzt. 
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4. Ergebnisse 

In der menschlichen hämatopoetischen Zelllinie Cole kann nur die p76α mutierte 

Form der p85α regulatorischen Untereinheit gefunden werden. Dieser Form des Proteins 

fehlt fast die ganze c-terminale SH2-Domäne, sie kann jedoch an der p110 katalytischen 

Untereinheit binden. Die in Cole Zellen beobachtete konstitutive Aktivierung der  PI3K 

(Jücker et al., 2002) kommt möglicherweise durch die Abwesenheit des Wildtyp-

p85α−Proteins zustande. Das Fehlen des Wildtyp-p85α−Proteins führt demnach zu einer 

Aufhebung der durch die regulatorische Untereinheit vermittelten PI3K-Inhibition und 

dadurch zur konstitutiven Aktivierung der PI3K und ihrer Signalkaskade.  

Um die Wirkung des mutierten 

p76α−Proteins zu untersuchen, wurden die 

Zielzellen mit dem retroviralen MigRI-

Vektor, in dem p85α− oder die mutierte 

p76α−Form hineinkloniert wurden, 

tranduziert. Als Negativkontrolle, wurden 

die Zellen mit dem MigRI-Vektor 

transduziert. Der Vektor ist ein 

Koexpressions-Vektor, der ein EGFP-Gen 

(enhanced green fluorescent protein) 

besitzt. Die Mutation in der p76α−DNA 

wurde mittels Sequenzierung bestätigt 

(Abb. 21). In dem p76α−Plasmid fehlt eine 

Adenosinbase. 

 
Abb. 21: Deletion der Adenin-Base in der 

mutierten p76α−DNA.

 

4.1 Herstellung der Retroviren 

Zur Transduktion der Zielzellen war die Herstellung von Retroviren mit bestimmten 

Pseudotypisierungen notwendig. Dafür wurden die Helferzellen 293-gp erst mit der Ca-

Phosphat-Methode transfiziert.  
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Pseudotypisierung Virentiter (Vektor) 
(inf. Partikel / ml) 

Virentiter (p76α) 
(inf. Partikel / ml) 

Virentiter (p85α) 
(inf. Partikel / ml) 

Amphotrop+VSV-G 5,3 x 104 0 (nicht messbar) 0 (nicht messbar) 
Ecotrop 0 (nicht messbar) 0 (nicht messbar) 0 (nicht messbar) 
RD114 7,2 x 104 2,8 x 104 2,5 x 104 

Tab. 6: Virentiter nach Ca-Phosphat Transfektion 

Dies führte zu sehr niedrigen Virentiter, die zur erfolgreichen Transduktion nicht 

ausreichend waren (Tab. 6). Deshalb erfolgte die Lipofectamine-Transfektion der 

Helferzellen, was zu höheren Titer der Virusüberstände führte (Tab. 7).  

Pseudotypisierung Virentiter (Vektor) 
(inf. Partikel / ml) 

Virentiter (p76α) 
(inf. Partikel / ml) 

Virentiter (p85α) 
(inf. Partikel / ml) 

Amphotrop+VSV-G 7,1 x 105 2,7 x 105 1,9 x 105 
Ecotrop 8,2 x 105 4,9 x 104 5,7 x 104 
RD114 8,0 x 105 3,4 x 105 1,5 x 105 

Tab. 7: Virentiter nach Lipofectamine Transfektion 

Zur Produktion der GALV-pseudotypisierten Retroviren, wurden die PG13-

Helferzellen mit ecotrop-pseudotypisierten Viren transduziert. Die positiv transduzierten 

Zellen (Abb. 22) wurden  sortiert, in Kultur genommen und als Helferzelllinie zur 

Herstellung von Überständen  mit GALV-pseudotypisierten Retroviren verwendet (Tab. 8). 

 

 

Abb. 22: Sorten der mit ecotrop-

pseudotypisierten Viren transduzierten 

PG13 Zellen. Sowohl die mit dem Vektor, 

als auch die mit dem p76α− oder 

p85α−Konstrukt transduzierten Zellen 

waren fast alle positiv (auf der Ordinate ist 

die Zellgröβe, auf der Abszisse die EGFP-

Fluoreszenz abgebildet). A) Nicht 

transduzierte Zellen exprimieren kein 

EGFP; B) 79,2% der mit Vektor-

transduzierten Zellen wurden positiv 

sortiert; C) die 15,2% am stärksten 

positiven p76α transduzierten Zellen 

wurden sortiert; D) die 18,9% am stärksten 

positiven p85α transduzierten Zellen 

wurden sortiert. 
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Pseudotypisierung Virentiter (Vektor) 
(inf. Partikel / ml) 

Virentiter (p76α) 
(inf. Partikel / ml) 

Virentiter (p85α) 
(inf. Partikel / ml) 

GALV 6,2 x 105 1,7 x 104 2,2 x 104 

Tab. 8: Virentiter der durch PG13-Zellen produzierten GALV-pseudotypisierten Virusüberstände 

 

4.2 Wirkung der Expression von p76α bzw. p85α  

Nach Herstellung der entsprechenden Virusüberstände, wurden die Zielzellen mit 

den entsprechend pseudotypisierten Viren transduziert, sortiert und weiter analysiert. 

 

4.2.1. Expression von p76α bzw. p85α in Cole Zellen 

Zuerst wurde untersucht, ob das Wachstum und die Proliferation der Cole Zellen 

PI3K-abhängig ist. Dafür wurde ein Proliferationshemmversuch mit dem PI3K-Hemmstoff 

LY294002 (Endkonzentration 25µM) durchgeführt.  

Wie in der Abb. 23 zu sehen, konnte schon nach zwei Tagen ein Unterschied in der 

Proliferation der mit LY294002 behandelten zu den unbehandelten Zellen festgestellt 

werden. Während die Zahl der Zellen, die nicht mit LY294002 behandelt worden waren, 

sich verdoppelt hatte, hatte sich die Zahl der Zellen, die mit LY294002 behandelt worden 

waren, kaum geändert. Bei den nicht behandelten Zellen konnte während des Versuches 

eine exponentielle Zunahme der Zellzahl beobachtet werden, während die Zellzahl der mit 

LY294002 behandelten Zellen abnahm. Nach zehn Tagen hatte die Zellzahl der 

unbehandelten Zellen um das 76,6 ± 8,9 fache (7660% ± 890%) zugenommen, während 

von den mit LY294002 behandelten Zellen nur noch 34,6% ± 4,3% lebten. Ein Unterschied 

konnte auch in der Anteil der abgestorbenen Zellen festgestellt werden. Die nicht 

behandelten Zellen zeigten nach vier Tagen nur einen Anteil von 1,4% ± 0,7%  toten 

Zellen, während bei den mit LY294002 behandelten Zellen dieser Anteil 27,9% ± 4,3% 

betrug. Nach zehn Tagen waren 2,5% ± 1,2% der nicht behandelten und 87,2% ± 6,5% der 

mit LY294002 behandelten Zellen abgestorben. 
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Die Cole Zellen wurden mit GALV-pseudotypisierten Viren transduziert. Die 

positiv sortierten Zellen (Abb. 24) wurden in Kultur genommen und weiter analysiert.  

 

 

Abb. 24: Sorten der mit GALV-

pseudotypisierten Viren 

transduzierten Cole Zellen. A) Nicht 

transduzierte Cole Zellen exprimieren 

kein EGFP; B) 68,9% der mit dem 

MigRI-Vektor transduzierten Zellen 

wurden positiv sortiert; C) 2,2% der 

p76α transduzierten Zellen wurden 

positiv sortiert; D) 1,3% der p85α 

transduzierten Zellen wurden positiv 

sortiert (auf der Ordinate ist die 

Zellgröβe, auf der Abszisse die EGFP-

Fluoreszenz abgebildet). 

4.2.1.1.Expressionsnachweis  

Aus den Zellen wurden Lysate hergestellt und Western Blot Analysen durchgeführt 

(Abb. 25).  

Abb. 23: Proliferationsversuch mit dem Hemmstoff 

LY294002. Am Tag 0 wurden 1x105 Zellen/ml 

ausgesäht. Jeder Punkt  entspricht dem Mittelwert aus 

drei unabhängigen Experimenten. A) Darstellung der 

Zellzahl in den 10 Proliferationstagen; B) 

exponentielle Darstellung der Zellzahl; C) Darstellung 

des Anteils an toten Zellen. Auf der Ordinate ist die 

Zellzahl, bzw. der Anteil an toten Zellen aufgetragen. 

Für weitere Einzelheiten s. Text. 
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Jeder Wert entspricht dem Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten. Mit (*) sind signifikante 

Unterschiede mit p<0,05 gekennzeichnet; mit (**) sind signifikante Unterschiede mit p<0,0005 

gekennzeichnet. Eine Wiederholung dieses Versuches brachte das gleiche Ergebnis. 

Abb. 25: EGFP-Nachweis nach Transduktion 

der Cole Zellen. Floureszenzmikroskop-Bilder 

der transduzierten Cole Zellen, sowie Western 

Blot Analysen. Bei den Floureszenzmikroskop-

Bildern ist die durch EGFP-hervorgerufene grüne 

Floureszenz in den trasduzierten Zellen zu sehen. 

A1) nicht transduzierte Zellen; A2) mit MigRI-

Vektor transduzierte Zellen; A3) p76α-

transduzierte Zellen; A4) p85α-transduzierte 

Zellen. B) Bei dem Wester Blot Bild sind die 

EGFP- und GAPDH-Mengen dargestellt. Western 

Blot Analysen: Darstellung der C1) absoluten 

EGFP-Mengen, sowie C2) EGFP-Mengen, 

abgeglichen an das „Haus-Keeping-Gen“ 

GAPDH. Auf der Abszisse ist dargestellt, ob die 

Zellen mit dem Vektor, p76α oder p85α 

transduziert wurden. Auf der Ordinate ist die 

Proteinmenge dargestellt, wobei die 

Proteinmenge in mit dem Vektor transduzierten 

Zellen als Referenz (100%) genommen wurde. 
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Zuerst wurde die Frage erläutert, ob nach Transduktion der Zellen, das retrovirale 

Konstrukt funktioniert und es zu einer Expression der Gene auf dem Vektor kommt. Da es 

sich beim MigRI um einen Ko-Expressionsvektor handelt, der das EGFP-Gen enthält, 

wurde die EGFP-Expression untersucht. Um die EGFP-Expression nachzuweisen, wurden 

die Zellen unter einem Floureszenzmikroskop fotografiert  und im Western Blot die EGFP-

Mengen quantifiziert (Abb. 25). Während in nicht transduzierten Zellen EGFP nicht 

vorhanden ist, können große Mengen an EGFP in transduzierten und sortierten Zellen 

nachgewiesen werden. Die EGFP-Menge ist in mit Vektor transduzierten Zellen signifikant 

gröβer als in Zellen, die mit p76α oder p85α transduziert wurden. p76α transduzierte 

Zellen exprimieren 68% ± 7% der EGFP-Menge (56% ± 4% nach Abgleich an GAPDH) 

der mit Vektor transduzierten Zellen. p85α transduzierte Zellen exprimieren 62% ± 10% 

der EGFP-Menge (48% ± 6% nach Abgleich an GAPDH) der mit Vektor transduzierten 

Zellen. Die mit p76α oder p85α transduzierten Zellen exprimieren ähnliche Mengen EGFP.  

Als nächstes wurde untersucht, ob die positive Transduktion der Zellen mit der 

Expression des transduzierten p76α− bzw. p85α−Gens gekoppelt ist. Dafür wurden im 

Western Blot die Mengen an p76α− bzw. p85α−Protein gemessen (Abb. 26). Zur 

Quantifizierung wurden die p76α− bzw. p85α−Proteinmengen an der GAPDH-Menge 

abgeglichenen (um Fehler beim Auftragen der Proteinlysate auf dem Gel abzugleichen). 

Während die Transduktion der Cole Zellen mit dem p76α−Konstrukt zu einer statistisch 

signifikanten Zunahme der p76α−Menge um 25,8% ± 10,3% führt, führt die Transduktion 

dieser Zellen mit dem p85α−Konstrukt zu einer nur bei sehr langer Exposition 

nachweisbaren Expression von p85α. Die Menge des wildtyp p85α−Proteins, das nach 

Transduktion exprimiert wird, ließ sich als etwa 1,8% ± 0,2% des endogenen 

p76α−Proteins quantifizieren. Die p76α−Menge in p85α transduzierten Zellen (endogenes 

Protein in B4, Abb. 26) ist gleich wie die p76α−Menge in mit Vektor transduzierten Zellen. 

Auβer den mit dem Vektor, p76α oder p85α transduzierten Cole Zellen wurden Jurkat-

Zelllysate als Positivkontrolle für p85α aufgetragen. Jurkatzellen exprimieren das Wildtyp-

Protein p85α, das aufgrund der Gröβe langsamer als p76α läuft. In mit MigRI-Vektor– und 

p76α transduzierten Zellen ist kein Wildtyp-Protein p85α nachweisbar. 
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Abb. 26: Expression von p76α und p85α in Cole Zellen nach Transduktion. Western Blot Bilder: 

Darstellung der A1) Mengen an p76α bzw. p85α; A2) Mengen an p76α bzw. p85α nach einer sehr langen 

Expositionszeit (zur Festsetellung der p85α−Expression); A3) Mengen an GAPDH. Western Blot Analysen 

Darstellung der B1) absoluten p76α− bzw. p85α−Mengen, sowie B3) p76α− bzw. p85α−Mengen, 

abgeglichen an das „Haus-Keeping-Gen“ GAPDH. In den Abbildungen B2 und B4 ist die Proteinmenge in 

mit p85α transduzierten Zellen in dem endogenen Proteinanteil (das mutierte p76α−Protein) und exogenen 

Protienanteil (das wildtyp, durch Transduktion hinzugefügte p85α−Protein) aufgeteilt. In den Abbildungen 

B3 und B4 sind die p76α− und p85α−Mengen, abgeglichen an das „Haus-Keeping-Gen“ GAPDH dargestellt. 

Auf der Abszisse ist dargestellt, ob die Zellen mit dem Vektor, p76α oder p85α transduziert wurden. Auf der 

Ordinate ist die Proteinmenge dargestellt, wobei die Proteinmenge in mit dem Vektor transduzierten Zellen 

als Referenz (100%) genommen wurde. Mit (*) sind signifikante Unterschiede gekennzeichnet (p<0,05). 

Jeder Wert entspricht dem Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten. Eine Wiederholung dieses 

Versuches brachte das gleiche Ergebnis. Für weitere Einzelheiten s. Text.  
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4.2.1.2. Akt-Phosphorylierung nach p76α−Expression und p85α−Überexpression  

Als letztes wurde untersucht, ob der Gentransfer zu Unterschieden bei der Ser473-

Phosphorylierung von Akt führt.  

 

p76α oder p85α transduziert wurden. Auf der Ordinate ist die Proteinmenge dargestellt, wobei die 

Proteinmenge in mit dem Vektor transduzierten Zellen als Referenz (100%) genommen wurde. Mit (*) sind 

signifikante Unterschiede gekennzeichnet (p<0,05). Jeder Wert entspricht dem Mittelwert aus drei 

unabhängigen Experimenten. Für weitere Einzelheiten s. Text.  

Abb. 27: Akt-Phosphorylierungsniveau an 

Ser473 nach Transduktion der Cole Zellen. 

Western Blot Bilder: Darstellung der A1) P-Akt 

(Ser 473) Mengen; A2) Akt Mengen; A3) 

GAPDH Mengen. Western Blot Analysen: 

Darstellung der B1) absoluten P-Akt (Ser473)-

Mengen; B2) P-Akt (Ser473)-Mengen, 

abgeglichen an die Akt-Mengen; B3) die P-Akt 

(Ser473)-Mengen, abgeglichen an das „Haus-

Keeping-Gen“ GAPDH. Auf der Abszisse ist 

dargestellt, ob die Zellen mit dem Vektor, 



 
                                                                                                                            4. Ergebnisse  
 

108 

 Dafür wurden im Western Blot die Mengen von an Ser473 phosphoryliertem Akt 

gemessen und an der GAPDH- bzw. Akt-Menge abgeglichen, um Fehler beim Auftragen 

der Proteinlysate auf dem Gel bzw. eine Akt-Mengen-Regulation abzugleichen (Abb.27). 

Überexpression von p76α führt zu einer Abnahme der Akt-Phosphorylierung um 35,1% ± 

14,3% (nach Abgleich an GAPDH) (bzw. 23,0% ± 5,5% nach Abgleich der P-Akt Menge 

an Akt), verglichen mit der Akt-Phosphorylierung in Cole Zellen, die nur mit dem Vektor 

transduziert wurden. Transduktion der Zellen mit p85α führt zu keiner signifikanten 

Abnahme der Akt-Phosphorylierung verglichen mit der Akt-Phosphorylierung in Cole 

Zellen, die nur mit dem Vektor transduziert wurden. 

 

4.2.1.3. Untersuchung zum Mechanismus der p85α−Expressionshemmung  

Hierbei sollte die Frage erläutert werden, durch welchen Mechanismus die 

Translation der in Cole Zellen vorhandenen p85α-mRNA zum p85α−Protein gehemmt 

wird. Konkret sollte untersucht werden, ob es durch Bindung bestimmter Proteine an die 

Wildtyp-p85α−mRNA und nicht an die mutierte p76α−mRNA (oder umgekehrt) zu einem 

vermehrten Abbau oder Translationshemmung der wildtyp p85α−mRNA kommt. Dafür 

wurde die p76α− und p85α−DNA aus dem MigRI-Vektor durch EcoRI herausgeschnitten 

und in dem pBluescript II SK (+) Vektor hineinkloniert. Die in diesem Vektor 

hineinklonierten p76α− und p85α−DNA wurden an PD Dr. E. Mohr (Institut für Anatomie 

I: Zelluläre Neurobiologie, Universitätsklinikum Eppendorf, Hamburg) zum nachfolgenden 

Versuch weitergegeben: Der Vektor beinhaltet einen T7-Promotor und wurde zur in vitro 

Transkription der DNA verwendet. Die daraus entstandene mRNA wurde in Säulen fixiert, 

auf denen Cole-Zellen-Extrakte dazugegeben wurden. Die mRNA mit den daran bindenen 

Proteinen (und evtl. anderen Molekülen) aus den Cole-Zelllysaten wurden aus der Säule 

eluiert und mir von Dr. E. Mohr zu weiteren Untersuchungen übergegeben. Die Proteinen 

in den Proben wurden durch eine SDS-PAGE getrennt und mit Hilfe einer Coomassie-

Färbung untersucht (Abb. 28). Es konnte kein Unterschied bei den Proteinbanden zwischen 

den an p76α− und p85α−mRNA bindenden Proteine aus Cole Zelllysaten festgestellt 

werden. Sowohl die Banden in den Spuren 2 und 3, als auch die Banden in den Spuren 4 

und 5 sind identisch. (Abb. 28). 
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Abb. 28: Coomassie-Färbung der an p76α− 

bzw. p85α−mRNA bindenden Proteine aus 

Cole Zelllysaten. 1) Gesamtzelllysat aus Cole 

Zellen (20 µg Protein); 2) an p76α−mRNA 

bindende Proteine aus Cole Zelllysaten (10 µl 

Protein); 3) an  p85α−mRNA bindende Proteine 

aus Cole Zelllysaten (10 µl Protein); 4) an  

p76α−mRNA bindende Proteine aus Cole 

Zelllysaten (2 µl Protein); 5) an  p76α−mRNA 

bindende Proteine aus Cole Zelllysaten (2 µl 

Protein); 6) Marker. 

 

4.2.2. Expression von p76α bzw. p85α in PG13 und NIH3T3 Zellen 

Die PG13 und NIH3T3 Zellen wurden mit ecotrop-pseudotypisierten Viren 

transduziert. Die positiv sortierten Zellen (Abb. 22 und 29) wurden in Kultur genommen 

und weiter analysiert.  

 

Abb. 29: Sorten der mit 

ecotrop-pseudotypisierten 

Viren transduzierten NIH3T3 

Zellen. Sowohl die mit dem 

Vektor, als auch die mit dem 

p76α− oder p85α−Konstrukt 

transduzierten Zellen waren fast 

alle positiv (auf der Ordinate ist 

die Zellgröβe, auf der Abszisse 

die EGFP-Fluoreszenz 

abgebildet). A) Nicht 

transduzierte NIH3T3 Zellen 

exprimieren kein EGFP; B) die 

29,0% am stärksten positiven 

Vektor-transduzierten Zellen 

wurden sortiert; C) die 4,2% am 

stärksten positiven  

p76α−transduzierten Zellen

wurden sortiert; D) die 7,7% am stärksten positiven p85α transduzierten Zellen wurden sortiert. 
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4.2.2.1. Expressionsnachweis  

Aus den Zellen wurden Lysate hergestellt und Western Blot Analysen wurden 

durchgeführt. Als erstes wurde die Frage erläutert, ob nach der Transduktion der Zellen, das 

retrovirale Konstrukt funktioniert und es zu einer Expression der Gene auf dem Vektor 

kommt. Da es sich um einen Ko-Expressionsvektor handelt, der das EGFP-Gen enthält, 

wurde die EGFP-Expression untersucht. Um die EGFP-Expression nachzuweisen, wurden 

die Zellen unter einem Floureszenzmikroskop fotografiert  und im Western Blot die EGFP-

Mengen quantifiziert (Abb. 30). 
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Abb. 30: EGFP-Nachweis nach Transduktion der NIH3T3 Zellen. Floureszenzmikroskop-Bilder der 

transduzierten NIH3T3 Zellen, sowie Western Blot Analysen. Bei den Floureszenzmikroskop-Bildern ist die 

durch EGFP-hervorgerufene grüne Floureszenz in den trasduzierten Zellen zu sehen. A1) nicht transduzierte 

Zellen; A2) mit MigRI-Vektor transduzierte Zellen; A3) p76α transduzierte Zellen; A4) p85α transduzierte 

Zellen. B) Bei dem Western Blot Bild sind die EGFP- und GAPDH-Mengen dargestellt. Western Blot 

Analyse: Darstellung der C1) absoluten EGFP-Mengen, sowie C2) EGFP-Mengen, abgeglichen an das „Haus-

Keeping-Gen“ GAPDH. Auf der Abszisse ist dargestellt, ob die Zellen mit dem Vektor, p76α oder p85α 

transduziert wurden. Auf der Ordinate ist die Proteinmenge dargestellt, wobei die Proteinmenge in mit dem 

Vektor transduzierten Zellen als Referenz (100%) genommen wurde. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert 

aus drei unabhängigen Experimenten. Mit (*) sind signifikante Unterschiede gekennzeichnet (p<0,01). Dieser 

Versuch wurde über 15-mal wiederholt. Jede Wiederholung brachte das gleiche Ergebnis. 

Während in nicht transduzierten Zellen EGFP nicht vorhanden ist, können große 

Mengen an EGFP in transduzierten und sortierten Zellen nachgewiesen werden. Die EGFP-

Menge ist in mit Vektor transduzierten Zellen signifikant gröβer als in Zellen, die mit p76α 

oder p85α transduziert wurden. p76α transduzierte Zellen exprimieren 36,6% ± 8,1% der 

EGFP-Menge (25,8% ± 2,2% nach Abgleich an GAPDH) der mit Vektor transduzierten 

Zellen. p85α transduzierte Zellen exprimieren 14,3% ± 1,2% der EGFP-Menge (15,3% ± 

8,2% nach Abgleich an GAPDH) der mit Vektor transduzierten Zellen. Die mit p76α oder 

p85α transduzierten Zellen exprimieren ähnliche Mengen EGFP.  

Als nächstes wurde untersucht, ob die positive Transduktion der NIH3T3 Zellen mit 

der Expression des transduzierten p76α− bzw. p85α−Gens gekoppelt ist. Dafür wurden im 

Western Blot die Mengen an p76α− bzw. p85α−Proteine gemessen (Abb. 31). Zur 

Quantifizierung wurden die p76α− bzw. p85α−Proteinmengen an der GAPDH-Menge 

abgeglichenen (um Fehler beim Auftragen der Proteinlysate auf dem Gel abzugleichen). 

Die Transduktion der NIH3T3 Zellen mit dem p85α−Konstrukt führt zu einer Zunahme der 

p85α−Menge auf etwa 254,9% ± 50,6%. Nach Transduktion der Zellen mit dem 

p76α−Konstrukt, ist das mutierte p76α−Protein nachweisbar, in einer Menge die etwa 

93,7% ±  25,6% der endogenen p85α−Menge entspricht. Die p85α−Menge in p76α 

transduzierten Zellen (endogenes Protein in B4) ist ähnlich der p85α−Menge in mit Vektor 

transduzierten Zellen.  
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Abb. 31: Expression von p76α und p85α in NIH3T3 Zellen nach Transduktion. Western Blot Bilder: 

Darstellung der: A1) Mengen an p76α bzw. p85α; A2) Mengen an GAPDH. Western Blot Analysen: 

Darstellung der: B1) absoluten p76α− bzw. p85α−Mengen, sowie B3) p76α− bzw. p85α−Mengen, 

abgeglichen an das „Haus-Keeping-Gen“ GAPDH. In den Abbildungen B2) und B4) ist die Proteinmenge der 

mit p76α transduzierten Zellen in dem endogenen Proteinanteil (das wildtyp p85α−Protein) und exogenen 

Proteinanteil (das mutierte, durch Transduktion hinzugefügte p76α−Protein) aufgeteilt. In den Abbildungen 

B3) und B4) sind die p76α− und p85α−Mengen, abgeglichen an das „Haus-Keeping-Gen“ GAPDH 

dargestellt. Auf der Abszisse ist dargestellt, ob die Zellen mit dem Vektor, p76α oder p85α transduziert 

wurden. Auf der Ordinate ist die Proteinmenge dargestellt, wobei die Proteinmenge in mit dem Vektor 

transduzierten Zellen als Referenz (100%) genommen wurde. Mit (*) sind signifikante Unterschiede mit 

p<0,05 gekennzeichnet. Mit (**) sind signifikante Unterschiede mit p<0,005 gekennzeichnet. Jeder Wert 

entspricht dem Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten. Dieser Versuch wurde über 25-mal 

wiederholt. Jede Wiederholung brachte das gleiche Ergebnis. Für weitere Einzelheiten s. Text.  
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Abb. 32: Expression von p76α und p85α in PG13 Zellen nach Transduktion. Western Blot Bilder: 

Darstellung der: A1) Mengen an p76α bzw. p85α; A2) Mengen an GAPDH. Western Blot Analysen: 

Darstellung der: B1) absoluten p76α− bzw. p85α−Mengen, sowie B3) p76α− bzw. p85α−Mengen, 

abgeglichen an das „Haus-Keeping-Gen“ GAPDH. In den Abbildungen B2) und B4) ist die Proteinmenge der 

mit p76α transduzierten Zellen in dem endogenen Proteinanteil (das wildtyp p85α−Protein) und exogenen 

Proteinanteil (das mutierte, durch Transduktion hinzugefügte p76α−Protein) aufgeteilt. In den Abbildungen 

B3) und B4) sind die p76α− und p85α−Mengen, abgeglichen an das „Haus-Keeping-Gen“ GAPDH 

dargestellt. Auf der Abszisse ist dargestellt, ob die Zellen mit dem Vektor, p76α oder p85α transduziert 

wurden. Auf der Ordinate ist die Proteinmenge dargestellt, wobei die Proteinmenge in mit dem Vektor 

transduzierten Zellen als Referenz (100%) genommen wurde. Mit (*) sind signifikante Unterschiede mit 

p<0,0005 gekennzeichnet. Mit (**) sind signifikante Unterschiede mit p<0,005 gekennzeichnet. Jeder Wert 

entspricht dem Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten. Eine Wiederholung dieses Versuches brachte 

das gleiche Ergebnis. Für weitere Einzelheiten s. Text. 
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Die Transduktion der PG13 Zellen mit dem p85α−Konstrukt führt zu einer 

Zunahme der p85α−Menge auf etwa 190,9% ± 12,1% (Abb. 32). Nach Transduktion der 

Zellen mit dem p76α−Konstrukt, ist das mutierte p76α−Protein nachweisbar, in einer 

Menge die etwa 90,5% ± 4,4% der endogenen p85α−Menge entspricht. Die p85α−Menge 

in p76α transduzierten Zellen (endogenes Protein in B4) ist ähnlich der p85α−Menge in mit 

Vektor transduzierten Zellen. 

 

4.2.2.2. Akt-Phosphorylierung nach p76α−Expression und p85α−Überexpression  

Als nächstes wurde untersucht, ob der Gentransfer zu Unterschieden bei der Ser473-

Phosphorylierung von Akt führt. 

 

Auf der Abszisse ist dargestellt, ob die Zellen mit dem Vektor, p76α oder p85α transduziert wurden. Auf der 

Ordinate ist die Proteinmenge dargestellt, wobei die Proteinmenge in mit dem Vektor transduzierten Zellen 

als Referenz (100%) genommen wurde. Mit (*) sind signifikante Unterschiede gekennzeichnet (p<0,005). 

Jeder Wert entspricht dem Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten. Für weitere Einzelheiten s. Text. 

Eine Wiederholung dieses Versuches brachte das gleiche Ergebnis. 

Dafür wurden im Western Blot die Mengen von an Ser473 phosphoryliertem Akt 

gemessen und an die MAPK-Mengen abgeglichenen (um Fehler beim Auftragen der 

Proteinlysate auf dem Gel abzugleichen) (Abb. 33). Überexpression von p76α führt zu 

einer signifikanten Abnahme der Akt-Phosphorylierung an Ser473 um 32,9% ± 9% (nach 

Abb. 33: Akt-Phosphorylierungsniveau an Ser473 nach 

Transduktion der NIH3T3 Zellen. Western Blot Bilder: 

Darstellung der A1) P-Akt (Ser473) Mengen; A2) Akt Mengen; 

A3) MAPK Mengen. Wester Blot Analysen: Darstellung der B1) 

absoluten P-Akt-Mengen; B2) P-Akt (Ser473)-Mengen, 

abgeglichen an das „Haus-Keeping-Gen“ MAPK. 
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Abgleich an das „Haus-Keeping-Gen“ MAPK), verglichen mit der Akt-Phosphorylierung 

in NIH3T3 Zellen, die nur mit dem Vektor transduziert wurden. Überexpression von p85α 

führt zu einer Abnahme der Akt-Phosphorylierung um 66,5% ±  2,8% (nach Abgleich an 

GAPDH), verglichen mit der Akt-Phosphorylierung in Zellen, die nur mit dem Vektor 

transduziert wurden. 

In PG13 Zellen zeigten die Versuche ähnliche Ergebnisse.  

 

4.2.2.3. EGF-Stimulationsabhängige Akt-Phosphorylierung nach p76α−Expression 

und p85α−Überexpression  

Als nächster Schritt wurde die Akt-Phosphorylierung an Ser473 nach EGF-

Stimulation mit 10 nM EGF Endkonzentration untersucht. Es wurde  eine Zeitkinetik 

untersucht, wo gehungerte (über 16 Stunden in Medium mit nur 0,5%-igem fötalem 

Kälberserum / FCS) NIH3T3 Zellen 0’, 5’, 15’ und 240’ nach Stimulation mit EGF, lysiert 

und im Western Blot analysiert wurden. Zuerst sollte die EGF-Stimulation anhand der 

Phosphorylierung der Tyrosinreste am EGF-Rezeptor untersucht werden (Abb. 34).  

Überraschenderweise ist der EGF-Rezeptor in den NIH3T3 Zellen auch vor Stimulation mit 

EGF (0`) in einem  phosphorylierten Zustand. Es wurden keine signifikanten Unterschiede 

bei der Phosphorylierung des EGF-Rezeptors vor der Stimulation und zu den 

unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Stimulation mit EGF beobachtet. Es wurden 

ebenfalls keine signifikanten Unterschiede bei der Phosphorylierung des EGF-Rezeptors 

zwischen den Vektor-, p76α− und p85α-transduzierten Zellen beobachtet. Die 

Tyrosinphosphorylierung des EGF-Rezeptors war in allen Proben weitgehend gleich.  
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Abb. 34: Tyr-

Phosphorylierungsniveau des 

EGF-Rezeptors nach EGF-

Stimulation positiv 

transduzierter NIH3T3 Zellen. 

A1) Western Blot Bilder: 

Darstellung der P-Tyr und 

GAPDH Mengen von Mig-, p76- 

und p85 transduzierten Zellen, 

jeweils 0`, 5`, 15` und 240` nach 

Stimulation mit EGF. Die 

entsprechenden Western Blot 

Analysen sind in A2 dargestellt. 

Western Blot Analysen: 

Darstellung der P-Tyr Mengen, 

abgeglichen an GAPDH Mengen: 

B1) vor EGF-Stimulation (0` nach 

Stimulation mit EGF); B2) 5` 

nach Stimulation mit EGF; B3) 

15` nach Stimulation mit EGF; 

B4) 240` nach Stimulation mit 

EGF. Auf der Abszisse ist 

dargestellt, ob die Zellen mit dem 

Vektor, p76α oder p85α 

transduziert wurden. Auf der 

Ordinate ist die Proteinmenge 

dargestellt, wobei die Proteinmenge in mit dem Vektor transduzierten Zellen als Referenz (100%) genommen 

wurde. Jeder Wert in B1) - B4) entspricht dem Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten. Für weitere 

Einzelheiten s. Text. Eine Wiederholung dieses Versuches brachte das gleiche Ergebnis. 

Als nächstes wurde die Phosphorylierung von Akt an Ser473 untersucht (Abb. 35). 

Das P-Akt Niveau ist in gehungerten (über 16 Stunden in Medium mit nur 0,5%-igem 

fötalem Kälberserum / FCS) NIH3T3 Zellen deutlich geringer, als in mit normalem 

Medium kultivierten NIH3T3 Zellen. In den in normalem Medium gehaltenen Zellen zeigt 

sich die oben beschriebene signifikante Abnahme der Akt-Phosphorylierung an Ser473 um 

72,1% ± 5,3% nach Überexpression von p76α und um 54,9% ± 2,0% nach Überexpression 

von p85α (nach Abgleich an das „Haus-Keeping-Gen“ GAPDH) verglichen mit der Akt-

Phosphorylierung in NIH3T3 Zellen, die nur mit dem Vektor transduziert wurden.  
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Abb. 35: Akt-Phosphorylierungsniveau an Ser473 nach EGF-Stimulaiton positiv transduzierter 

NIH3T3 Zellen. Dargestellt sind die Western Blot Bilder von P-Akt (Ser 473), Akt und GAPDH, sowie die 

Analysen der P-Akt (Ser473) Mengen, abgeglichen an Akt und GAPDH. A) positiv sortierte NIH3T3 Zellen; 

B) gehungerte (s. Text), NIH3T3 Zellen vor EGF-Stimulation (0` nach Stimulation mit EGF); C) NIH3T3 

Zellen 5` nach Stimulation mit EGF; D) NIH3T3 Zellen 15` nach Stimulation mit EGF;  E) NIH3T3 Zellen 

240` nach Stimulation mit EGF. Auf der Abszisse ist dargestellt, ob die Zellen mit dem Vektor, p76α oder 

p85α transduziert wurden. Auf der Ordinate ist die Proteinmenge dargestellt, wobei die Proteinmenge in mit 

dem Vektor transduzierten Zellen jeweils als Referenz (100%) genommen wurde. Jeder Wert entspricht dem 

Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten. Für weitere Einzelheiten s. Text. Mit (*) sind signifikante 

Unterschiede gekennzeichnet (p<0,05).  
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Diese Unterschiede der Menge an P-Akt (Ser473) sind in gehungerten NIH3T3 

Zellen (0’ Stimulation) nicht mehr nachweisbar. Auch nach EGF-Stimulation (5’, 15’ und 

240’ nach Stimulation) bleibt der Unterschied der P-Akt (Ser473) Menge in mit Vektor-, 

p76α- und p85α transduzierten Zellen nicht signifikant. 

 

4.2.3. Expression von p76α bzw. p85α in CD34+  Zellen 

Die CD34+ hämatopoetischen Zellen aus Nabelschnurblut wurden aufgereinigt, für 

48 Stunden in Serum-freien Medium mit den Zytokinen Stammzellfaktor (SCF), 

Interleukin-6 (IL-6), Thrombopoetin (TPO) und FLT3-Ligand (fms-lik tyrosine kinase 3-

Ligand) gehalten und danach mit RD114 pseudotypisierten Retroviren transduziert (Abb. 

36).  

 

 

Abb. 36: Sorten der mit 

RD114-pseudotypisierten 

Viren transduzierten CD34+ 

Zellen. A) Nicht transduzierte 

CD34+ Zellen exprimieren kein 

EGFP; B) 26,3% der mit dem 

Vektor transduzierten Zellen 

wurden positiv sortiert; C) 0,6% 

der mit p76α transduzierten 

Zellen wurden positiv sortiert; 

D) 0,6% der mit p85α 

transduzierten Zellen wurden 

positiv sortiert. (auf der 

Ordinate ist die Zellgröβe, auf 

der Abszisse die EGFP-

Fluoreszenz abgebildet). 

 

4.2.3.1. GM-CSF-abhängige Koloniebildung nach p76α− bzw. p85α−Expression 

Jeweils 1000 EGFP+ sortierte CD34+ Zellen wurden in Methylzellulose, versetzt mit 

einer Konzentration von 10 ng/ml GM-CSF, kultiviert. Nach 14 Tagen wurden die 

Kolonien ausgezählt, wobei eine Kolonie aus mindestens 20 Einzelzellen bestand. 
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Erwartungsgemäβ zeigen die Kolonien der positiv sortierten Zellen eine grüne Fluoreszenz 

(Abb. 37). 

 

 

Abb. 37: GM-CSF-abhängige Koloniebildung der CD34+ Zellen aus Nabelschnurblut nach 

Transduktion.  Floureszenzmikroskop-Bilder der transduzierten CD34+ Zellen. Dargestellt sind die Kolonien 

nach 14 Tagen. Zu sehen ist die durch EGFP-hervorgerufene grüne Floureszenz in den trasduzierten Zellen. 

A1) in nicht transduzierten Zellen ist kein EGFP vorhanden; A2) mit MigRI-Vektor transduzierte Zellen; A3) 

p76α transduzierte Zellen; A4) p85α transduzierte Zellen.  

Es wurde beobachtet, dass die mit dem retroviralen Koexpressionsvektor 

transduzierten CD34+ Zellen, keine Hemmung des Wachstums darstellten, während es bei 

den mit p76α oder p85α transduzierten Zellen zu einer signifikanten Erniedrigung der GM-

CSF-abhängigen Koloniebildung, um 87,0% ±  19.0% bzw.76,8% ±6,6% kommt (Abb. 38).  

 

 

Abb. 38: GM-CSF-abhängiges Wachstum 

der transuzierten CD34+ Zellen.  Dargestellt 

ist die Zahl der Kolonien nach 14 Tagen. Die 

Koloniezahl wurde aus 1000 sortierten CD34+ 

Zellen, kultiviert in Methyllzellulose, versetzt 

mit 10 ng/ml GM-CSF, bestimmt. Mit (*) sind 

signifikante Unterschiede (p<0,005) gekenn-

zeichnet. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert 

aus fünf unabhängigen Experimenten. Auf der 

Abszisse ist dargestellt, ob die Zellen mit dem 

Vektor, p76α oder p85α transduziert wurden. 

Auf der Ordinate ist die Koloniezahl dargestellt.
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Wenn die transduzierten CD34+ Zellen in Methylzellulose, verstetzt mit GM-CSF, 

SCF, IL-6, Flt3-Ligand und Thrombopoetin kultiviert wurden (Vollmedium), zeigten sie 

ein ähnliches Koloniebildung-Verhalten. So bildeten die 1000 mit Vektor transduzierten 

CD34+ Zellen 29 Kolonien, während die mit p76α oder p85α transduzierten Zellen nur 13, 

bzw. 3 Kolonien bildeten. 

 

4.2.4. Expression von p76α bzw. p85α in vitro 

Zur in vitro Transkription / Translation des p76α− und p85α−Gens wurde das 

„TNT® T7 Quick Coupled Transcription/Translation System“ von Promega verwendet. 

Das p76α− und p85α−Gen wurden im pBluescript II SK (+)-Vektor umkloniert, wo sie der 

Regulation eines T7-Promotors unterliegen. Die in vitro Transkription / Translation erfoglte 

nach Angaben des Herstellers. Anschlieβend wurde das hergestellte Protein durch PAGE 

aufgetrennt und durch eine Western Blot Analyse untersucht. 

 

 

Abb. 39: Western Blot Analyse nach 

in vitro Transkription und 

Translation des p76α− und 

p85α−Konstrukts. Links sind 

Proteinlysate aus Jurkat Zellen 

aufgetragen; in der Mitte ist das Produkt 

nach in vitro Transkription und 

Translation des p76α−Konstrukts 

aufgetragen; rechts ist das Produkt nach 

in vitro Transkription und Translation 

des p85α−Konstrukts aufgetragen. 

Beide Konstrukte wurden im gleichen 

Maβe transkribiert und translatiert (die 

Unterschiede sind statistisch nicht 

signifikant). Auf der Abszisse ist 

dargestellt, ob die Zellen mit dem Vektor oder p85α transduziert wurden. Auf der Ordinate ist die 

Proteinmenge dargestellt, wobei die Proteinmenge nach in vitro Transkription und Translation des 

p85α−Konstrukts als Referenz (100%) genommen wurde. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert aus drei 

unabhängigen Experimenten. Für weitere Einzelheiten s. Text. 
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Links wurden Proteinlysate aus Jurkat Zellen aufgetragen, da in diesen Zellen nur 

p85α exprimiert wird. Es ist zu sehen, dass in den p76α− und p85α−Reaktionsansäzte 

Proteine hergestellt wurden, die eine Gröβe von 76 kDa und 85 kDa haben. Daher ist es 

davon auszugehen, dass es sich dabei um das p76α− und p85α−Protein handelt. Beide 

Konstrukte wurden im gleichen Maβe transkribiert und translatiert, sodass am Ende die 

Menge an p76α− und p85α−Protein ähnnlich war (die Unterschiede sind statistisch nicht 

signifikant). 

 

4.3 Überexpression der p85α−Untereinheit und ihre Wirkung 

auf das Wachstum von normalen und leukämischen 

hämatopoetischen Zellen 

Um die Auswirkungen der Überexpression der p85α−Untereinheit in verschiedenen 

Zelllinien zu untersuchen, wurden CD34+ Zellen von gesunden Spendern, CD34+ Zellen 

von einem Patienten mit OMF in einer Blastenkrise, humane embryonale Nierenzellen 

HEK293-gp, sowie diverse Leukämie-Zelllinien untersucht, die Mutationen zeigen, die 

häufig in menschlichen Tumoren und Leukämien vorkommen. 

 

4.3.1. Herstellung der Retroviren mit Helferzellen mit einer stabilen 

Expression der Konstrukte 

Zur Herstellung von Überständen mit hohen Virentiter, wurden 293-gp Zellen mit 

RD114- oder Ampho-VSV-G-pseudotypisierten Retroviren transduziert. Die Zellen, die 

eine stabile Expression der Konstrukte nach LipofectamineTM-Transfektion zeigten, wurden 

sortiert und in Kultur genommen (Abb. 40).  
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Abb. 40: 1. FACS-Analyse und Sortierung der mit RD114- oder amphotrop+VSV-G-pseudotypisierten 

Viren transduzierten 293-gp Zellen. A) Nicht transduzierte 293-gp Zellen exprimieren kein EGFP; B) 

35,4% der mit den amphotrop+VSV-G pseudotypisierten MigRI-Viren transduzierten Zellen wurden positiv 

sortiert; C) 0,1% der mit den amphotrop+VSV-G pseudotypisierten p85α−Viren transduzierten Zellen wurden 

positiv sortiert; D) 63,1% der mit den RD114 pseudotypisierten MigRI-Viren transduzierten Zellen, wurden 

positiv sortiert; E) 0,6% der mit den RD114 pseudotypisierten p85α−Viren transduzierten Zellen, wurden 

positiv sortiert. Auf der Ordinate ist die Zellgröβe, auf der Abszisse die EGFP-Fluoreszenz abgebildet. 

Die Zellen wurden ein zweites mal sortiert und nur die stark positiven Zellen 

wurden als Helferzellen verwendet (Abb. 41). Wie in Tab. 9 zu erkennen ist, konnte durch 

das zweimalige Sortieren der Helferzelllinie auf die am stärksten EPFG-positiven Zellen 

der Titer der Viren um 10-fach (Vektor) bzw. 40-fach (p85) gesteigert werden. 
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pseudotypisierten MigRI-Viren transduzierten Zellen, wurden sortiert; B2) die 21,2% am stärksten positiven, 

mit amphotrop+VSV-G pseudotypisierten p85α−Viren transduzierten Zellen wurden sortiert; B3) die 22,0% 

am stärksten positiven, mit RD114 pseudotypisierten MigRI-Viren transduzierten Zellen wurden sortiert; B4) 

die 21,4% am stärksten positiven, mit RD114 pseudotypisierten p85α−Viren transduzierten Zellen wurden 

sortiert. Auf der Ordinate ist die Zellgröβe, auf der Abszisse die EGFP-Fluoreszenz abgebildet.  

Abb. 41: 2. FACS-Analyse und 

Sortierung der mit RD114- oder 

amphotrop+VSV-G-pseudotypisierten 

Viren transduzierten 293-gp Zellen. 

Nach der ersten Sortierung waren sowohl 

die mit dem Vektor, als auch die mit dem 

p85α-Konstrukt transduzierten Zellen zum 

größten Teil positiv (EGFP-Fluoreszenz ist 

auf der Abszisse ab-gebildet): A1) Nicht 

transduzierte 293gp Zellen exprimieren 

kein EGFP; A2) 92,6% der mit den 

amphotrop+VSV-G pseudotypisierten 

MigRI-Viren trans-duzierten Zellen, waren 

positiv; A3) 64,5% der mit den 

amphotrop+VSV-G pseudotypisierten 

p85α-Viren trans-duzierten Zellen waren 

positiv; A4) 96,1% der mit den RD114 

pseudo-typisierten MigRI-Viren 

transduzierten Zellen waren positiv; A5) 

75,2% der mit den RD114 

pseudotypisierten p85α-Viren 

transduzierten Zellen waren positiv. Nur 

die am stärksten positiven Zellen wurden 

bei der zweiten Sortierung positiv 

selektioniert: B1) die 21,3% am stärksten 

positiven, mit amphotrop+VSV-G 
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Pseudotypisierung Virentiter (Vektor)  
(inf. Partikel / ml) 

Virentiter (p85α)  
(inf. Partikel / ml) 

Sortierung der 
Helferzelllinie 

Ohne 
Sortierung 

Nach 2 
Sortierungen 

Ohne 
Sortierung 

Nach 2 
Sortierungen 

Amphotrop+VSV-G 7,1 x 105 7,9 x 106 1,9 x 105 8,6 x 106 
RD114 8,0 x 105 8,0 x 106 1,5 x 105 8,0 x 106 

Tab. 9: Titer der Virusüberstände, produziert mit Hilfe 293-gp Zellen mit stabiler Expression der 

Konstrukte  

 

4.3.2. GM-CSF-abhängige Koloniebildung der CD34+ Zellen nach 

p85α−Transduktion 

Die CD34+ hämatopoetischen Zellen aus Nabelschnurblut wurden, wie oben 

beschrieben (s. 4.2.3.),  aufgereinigt, für 48 Stunden in Serum-freien Medium mit den 

Zytokinen Stammzellfaktor (SCF), Interleukin-6 (IL-6), Thrombopoetin (TPO) und FLT3-

Ligand (fms-lik tyrosine kinase 3- Ligand) gehalten und danach mit RD114 

pseudotypisierten Retroviren transduziert (Abb. 42).  

 

Abb. 42: FACS-Analyse und Sortierung der mit RD114-pseudotypisierten Viren transduzierten CD34+ 

Zellen. A) Nicht transduzierte CD34+ Zellen exprimieren kein EGFP; B) 38,0% der mit dem Vektor 

transduzierten Zellen wurden positiv sortiert; C) 12,1% der mit p85α transduzierten Zellen sind EGFP-positiv 

und wurden positiv sortiert. Auf der Ordinate ist die Zellgröβe, auf der Abszisse die EGFP-Fluoreszenz 

abgebildet. 
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4.3.2.1. Hemmung der GM-CSF-abhängigen Koloniebildung nach 

p85α−Transduktion 

Jeweils 1000 EGFP+ sortierte CD34+ Zellen wurden in 100 µl Stemspan Medium, 

versetzt mit 10 ng/ml GM-CSF, kultiviert. Nach 14 Tagen wurde die Zellzahl bestimmt. 

Die CD34+ Zellen, die mit dem p85α−Konstrukt transduziert wurden, bildeten 76,8% ± 

3,5% weniger Kolonien als die CD34+ Zellen, die mit dem Vektor transduziert wurden 

(Abb. 43A). Um die Ergebnisse zu bestätigen, wurde das Experiment zwei Mal wiederholt. 

CD34+ Zellen aus Nabelschnurblut von weiteren gesunden Spendern wurden gereinigt, mit 

RD114-pseudotypisierten Viren transduziert und sortiert (Sortbilder sind nicht abgebildet). 

Die Ergebnisse dieser zwei Versuche bestätigen die Hemmung der Koloniebildung nach 

p85α−Transduktion (um 58,7% ± 5,9%, bzw. 54,2% ± 1,5%) (Abb. 43B und C). 

 

dem Vektor oder p85α transduziert wurden. Auf der Ordinate ist die Koloniezahl dargestellt. 

 

Abb. 43: GM-CSF-abhängiges Wachstum der 

transuzierten CD34+ Zellen.  Dargestellt ist die 

Zahl der Kolonien nach 14 Tagen. Die 

Koloniezahl wurde aus 1000 sortierten CD34+ 

Zellen, kultiviert in Methylzellulose, versetzt mit 

10 ng/ml GM-CSF, bestimmt. Mit (*) sind 

signifikante Unterschiede (p<0,005) 

gekennzeichnet. Jeder Wert entspricht dem 

Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten. 

Auf der Abszisse ist dargestellt, ob die Zellen mit 
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4.3.2.2. Abhängigkeit der Hemmung der GM-CSF-abhängigen Koloniebildung nach 

p85α−Transduktion von der GM-CSF-Konzentration 

Als nächstes sollte die Abhängigkeit der Hemmung der Koloniebildung nach  

p85α−Transduktion von der GM-CSF-Konzentration untersucht werden. Dafür wurden 

CD34+ Zellen transduziert und sortiert (s. oben). Jeweils 1000 von diesen EGFP+ sortierten 

CD34+ Zellen wurden in 100 µl Stemspan Medium, versetzt mit unterschiedlichen GM-

CSF-Konzentrationen, kultiviert (0 ng/ml, 0,001 ng/ml, 0,01 ng/ml, 0,1 ng/ml, 1 ng/ml und 

10 ng/ml GM-CSF). Nach 14 Tagen wurde die Koloniezahl bestimmt. Während bei sehr 

niedrigen GM-CSF-Konzentrationen kaum Kolonien zu sehen waren, konnte bei steigenden 

GM-CSF-Konzentrationen eine vermehrte Koloniebildung beobachtet werden. Auch hier 

zeigte sich eine Hemmung der Koloniebildung nach p85α−Transduktion. Bis zu einer GM-

CSF-Konzentration von 0,1 ng/ml sind nur einzelne Kolonien entstanden. Bei 1 ng/ml und 

10 ng/ml GM-CSF sind deutlich mehr Kolonien entstanden, in beiden Fällen ist die 

Koloniezahl nach p85α−Transduktion signifikant kleiner. Bei 1 ng/ml GM-CSF zeigt sich 

eine Hemmung um 57,4% ± 8,5%, bei 10 ng/ml GM-CSF zeigt sich eine Hemmung um 

57,2% ± 0,7%. Die mit p85α transduzierten CD34+ Zellen brauchen etwa die 10-fache GM-

CSF-Konzentration um die gleiche Koloniezahl zu bilden, wie die mit dem Vektor 

transduzierten Zellen (Abb. 44). 

 

Abb. 44: GM-CSF-

abhängiges Wachstum 

der transduzierten 

CD34+ Zellen bei 

unterschiedlichen GM-

CSF-Konzentrationen. 

Dargestellt ist die Zahl 

der Kolonien nach 14 

Tagen. Die Koloniezahl wurde aus 1000 sortierten CD34+ Zellen, kultiviert in Methylzellulose, versetzt mit 

unterschiedlichen Konzentrationen von GM-CSF (0 ng/ml, 0,001 ng/ml, 0,01 ng/ml, 0,1 ng/ml, 1 ng/ml und 

10 ng/ml GM-CSF), bestimmt. Mit (*) sind signifikante Unterschiede mit p<0,01 gekennzeichnet. Mit (**) 

sind signifikante Unterschiede mit p<0,001 gekennzeichnet. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert aus drei 

unabhängigen Experimenten. Auf der Abszisse ist die GM-CSF-Konzentration dargestellt, in der die Zellen 

kultiviert wurden, auf der Ordinate ist die Koloniezahl dargestellt. 
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4.3.2.3. Abhängigkeit der Hemmung der GM-CSF-abhängigen Koloniebildung nach 

p85α−Transduktion von der Stärke der p85α−Überexpression  

Als nächstes sollte untersucht werden, ob diese Hemmung der Koloniebildung von 

der Stärke der p85α−Überexpression abhängig ist. Dafür wurden die CD34+ Zellen nach 

der Transduktion so sortiert, dass eine Zellpopulation mit hoch-EGFP-positiven Zellen (im 

Folgenden als MigRI++ bzw. p85++ genannt) und eine mit niedrig-EGFP-positiven Zellen 

(im Folgenden als MigRI+ bzw. p85+ genannt) gewonnen wurde.  (Abb. 45).  

 
p85α transduzierten Zellen wurden positiv sortiert (p85+); B2) die 0,6% am stärksten positiven Zellen, die 

mit dem Vektor transduziert wurden, wurden sortiert (MigRI++); C2) die 0,3% am stärksten positiven Zellen, 

die mit p85α transduziert wurden, wurden sortiert (p85++). Auf der Ordinate ist die Zellgröβe, auf der 

Abszisse die EGFP-Fluoreszenz abgebildet. 

Jeweils 1000 von diesen EGFP+ sortierten CD34+ Zellen wurden in 100 µl 

Stemspan Medium, versetzt mit 10 ng/ml GM-CSF, kultiviert. Nach 14 Tagen wurde die 

Zellzahl bestimmt. Es konnte erneut die Hemmung der Koloniebildung nach 

p85α−Transduktion beobachtet werden. Die hoch-p85-positiven CD34+ Zellen zeigten 

jedoch nur eine geringfügig und statistisch nicht signifikant stärkere Hemmung der 

Abb. 45: FACS-Analyse und 

Sortierung der mit RD114-

pseudotypisierten Viren 

transduzierten CD34+ Zellen. 

A) Nicht transduzierte CD34+ 

Zellen exprimieren kein EGFP; 

B1) 3,5% der mit dem Vektor 

transduzierten Zellen wurden 

positiv sortiert (MigRI+); C1) 
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Koloniebildung (um 13,4% ± 11,2%) im Vergleich zu den niedrig-p85-positiven Zellen 

(Abb. 46). 

 

Abb. 46: GM-CSF-abhängiges Wachstum der 

transduzierten CD34+ Zellen.  Dargestellt ist die 

Zahl der Kolonien nach 14 Tagen. Die 

Koloniezahl wurde aus 1000 sortierten CD34+ 

Zellen, kultiviert in Methylzellulose, versetzt mit 

10 ng/ml GM-CSF, bestimmt. Mit (*) sind 

signifikante Unterschiede (p<0,005) 

gekennzeichnet. Jeder Wert entspricht dem 

Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten. 

Auf der Ordinate ist die Koloniezahl dargestellt. 

Auf der Abszisse ist dargestellt, ob die Zellen mit 

dem Vektor oder p85α transduziert wurden, 

unterteilt in hoch- und niedrig-EGFP-positiven 

Zellen. Für Einzheiten s. Text. 

 

4.3.2.4. GM-CSF-abhängige Proliferation nach p85α−Transduktion 

Als letztes wurde die Proliferation der CD34+ Zellen untersucht. Auch hier zeigte 

sich eine Hemmung der Proliferation nach p85α−Transduktion um 60,9% ± 82,8% zu 

CD34+ Zellen, die mit dem Vektor transduziert wurden. Aufgrund der großen 

Schwankungen in der Zellzahl, waren diese Unterschiede jedoch statistisch nicht 

signifikant (Abb. 47). 

 

Abb. 47: GM-CSF-abhängige Proliferation der 

transduzierten CD34+ Zellen.  Die Zellzahl wurde aus 

1000 sortierten CD34+ Zellen, kultiviert in StemSpan 

Medium, versetzt mit 10 ng/ml GM-CSF, nach 14 Tagen 

bestimmt. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert aus drei 

unabhängigen Experimenten. Auf der Abszisse ist 

dargestellt, ob die Zellen mit dem Vektor oder p85α 

transduziert wurden. Auf der Ordinate ist die Zellzahl 

dargestellt, wobei die Zahl der mit dem Vektor 

transduzierten Zellen als Referenz (100%) genommen 

wurde.



 
                                                                                                                            4. Ergebnisse  
 

129 

4.3.2.5. GM-CSF-abhängige Akt-Phosphorylierung an Ser473 nach 

p85α−Transduktion 

Um die GM-CSF-abhängige Hemmung der (Ser473)Akt-Phosphorylierung nach 

p85α−Transduktion festzustellen, wurden NIH3T3-Zellen verwendet, die auf der 

Oberfläche den GM-CSF-Rezeptor exprimieren und über diesen Rezeptor mit GM-SCF 

stimulierbar sind (Areces et al., 1993). Die Zellen wurden über 2 Stunden in Serum-freiem 

Medium mit 0,1% BSA gehungert und anschlieβend mit 20 ng/ml GM-CSF stimuliert.  

Dann wurden Lysate hergestellt und Western Blot Analysen durchgeführt. Nach 

p85α−Transduktion war eine leichte p85α−Überexpression festzustellen. Nach Hungern 

der Zellen war ein Unterschied in der (Ser473) Akt-Phosphorylierung von 59,6% ± 22,1% 

zwischen den mit MigRI- und p85α−transduzierten Zellen zu sehen. Nach GM-CSF-

Stimulation ist dieser Unterschied auf 85,5% ± 39,2% gestiegen (Abb. 48). 

 

Abb. 48: Akt-Phosphorylierungsniveau an Ser473 vor und nach GM-CSF-Stimulaiton positiv 

transduzierter NIH3T3 Zellen. Dargestellt sind die Western Blot Bilder von p85α, P-Akt (Ser 473) und 

GAPDH, sowie die Analysen der P-Akt (Ser473) Mengen, abgeglichen an GAPDH. A) vor GM-CSF-

Stimulation; B) nach GM-CSF-Stimulation. Auf der Abszisse ist dargestellt, ob die Zellen mit dem Vektor 

oder p85α transduziert wurden. Auf der Ordinate ist die Proteinmenge dargestellt, wobei die Proteinmenge in 

mit dem Vektor transduzierten Zellen jeweils als Referenz (100%) genommen wurde. Jeder Wert entspricht 

dem Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten. Für weitere Einzelheiten s. Text. Mit (*) sind 

signifikante Unterschiede gekennzeichnet (p<0,05). 
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4.3.2.6. p85α−Transduktion von CD34+ Zellen eines Patienten in der Blastenkrise 

eines myeloproliferativen Syndroms 

Die CD34+ Zellen wurden aus dem Leukaphereseprodukt gereinigt, transduziert und 

sortiert (s. oben). Die positiv sortierten Zellen (Abb. 49) wurden in Methylzellulose, 

versetzt mit 10 ng/ml GM-CSF, kultiviert.  

Abb. 49: Sorten der mit RD114-pseudotypisierten Viren transduzierten CD34+ Zellen. A) Nicht 

transduzierte CD34+ Zellen exprimieren kein EGFP; B) 1,6% der mit dem Vektor transduzierten Zellen 

wurden positiv sortiert; B2) 0,7% der mit p85α transduzierten Zellen wurden positiv sortiert. Auf der 

Ordinate ist die Zellgröβe, auf der Abszisse die EGFP-Fluoreszenz abgebildet. 

Eine Bestimmung von Koloniezahlen war jedoch nicht möglich, weil die Zellen 

keine Koloniebildung in Anwesenheit von GM-CSF zeigten. Auch in Stemspan Medium, 

versetzt mit 10 ng/ml GM-CSF, zeigten diese CD34+ Zellen aus dem Leukaphereseprodukt 

kein Wachstum und starben nach 14 Tagen (Abb. 50). 

 

Abb. 50: Proliferation der 

CD34+ Zellen in Stemspan-

Medium mit 10 ng/ml GM-

CSF. Am Tag 0 wurden 1x106 

Zellen/ml ausgesät. Jeder Punkt  

entspricht dem Mittelwert aus 

drei unabhängigen 

Experimenten. Auf der 

Ordinate ist die Zellzahl 

(x1’000) dargestellt.  
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4.3.3. Effekte der p85α−Transduktion in Leukämie-Zelllinien  

Die Überexpression der p85α−Untereinheit wurde in Leukämie-Zelllinien 

untersucht, die Mutationen zeigen, die häufig in menschlichen Tumoren und Leukämien 

vorkommen. 

 

4.3.3.1. Effekte der p85α−Transduktion in 293-gp Zellen 

Die Transduktion und das Sorten der 293-gp Zellen fand im Rahmen der 

Herstellung von Zellen mit stabiler Expression der Konstrukte, benutzt zur Herstellung von 

Virusüberständen, statt (s. 4.3.1.). Es wurden die mit den RD114-pseudotypisierten Viren 

transduzierten 293-gp Zellen benutzt. 

 

4.3.3.2. Expressionsnachweis der p85α−Untereinheit in 293-gp Zellen 

Aus den 293-gp Zellen wurden Lysate hergestellt und Western Blot Analysen 

durchgeführt. Als erstes wurde die Frage erläutert, ob nach der Transduktion der Zellen, das 

retrovirale Konstrukt funktioniert und es zu einer Expression der Gene auf dem Vektor 

kommt. Da es sich um einen Ko-Expressionsvektor handelt, der das EGFP-Gen enthält, 

wurde die EGFP-Expression untersucht. Um die EGFP-Expression nachzuweisen, wurden 

im Western Blot die EGFP-Mengen quantifiziert (Abb. 51). 

Es können große Mengen an EGFP in transduzierten und sortierten Zellen 

nachgewiesen werden. Die EGFP-Menge ist in mit Vektor transduzierten Zellen signifikant 

gröβer als in Zellen, die mit p85α transduziert wurden. p85α transduzierte Zellen 

exprimieren 23,0% ± 4,3% der EGFP-Menge (13,0% ± 2,3% nach Abgleich an GAPDH) 

der mit Vektor transduzierten Zellen.  
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Abb. 51: EGFP-Nachweis nach Transduktion der 293-gp Zellen. A) Bei dem Western Blot Bild sind die 

EGFP- und GAPDH-Mengen dargestellt. Western Blot Analysen: Darstellung der B1) absoluten EGFP-

Mengen, sowie B2) EGFP-Mengen, abgeglichen an das „Haus-Keeping-Gen“ GAPDH. Auf der Abszisse ist 

dargestellt, ob die Zellen mit dem Vektor oder p85α transduziert wurden. Auf der Ordinate ist die 

Proteinmenge dargestellt, wobei die Proteinmenge in mit dem Vektor transduzierten Zellen als Referenz 

(100%) genommen wurde. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten. Mit 

(*) sind signifikante Unterschiede gekennzeichnet (p<0,005). Eine Wiederholung dieses Versuches brachte 

das gleiche Ergebnis. 

Als nächstes wurde untersucht, ob die positive Transduktion der Zellen mit der 

Expression des transduzierten p85α−Gens gekoppelt ist. Dafür wurde im Western Blot die 

Menge an p85α−Protein gemessen (Abb. 52). Zur Quantifizierung wurden die 

p85α−Proteinmengen an die GAPDH-Mengen abgeglichen (um Fehler beim Auftragen der 

Proteinlysate auf dem Gel abzugleichen). Die Transduktion der 293-gp Zellen mit dem 

p85α−Konstrukt führt zu einer Zunahme der p85α−Menge auf etwa 221,6% ± 19,5%. 

(nach Abgleich an GAPDH).  
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Abb. 52: Expression von p85α in 293-gp Zellen nach Transduktion. A) Bei den Western Blot Bildern sind 

die Menge an p85α und die Mengen an GAPDH dargestellt. Western Blot Analysen: Darstellung der B1) 

absoluten p85α−Mengen, sowie B2) p85α−Mengen, abgeglichen an das „Haus-Keeping-Gen“ GAPDH. Auf 

der Abszisse ist dargestellt, ob die Zellen mit dem Vektor oder p85α transduziert wurden. Auf der Ordinate ist 

die Proteinmenge dargestellt, wobei die Proteinmenge in mit dem Vektor transduzierten Zellen als Referenz 

(100%) genommen wurde. Mit (*) sind signifikante Unterschiede mit p<0,05 gekennzeichnet. Mit (**) sind 

signifikante Unterschiede mit p<0,005 gekennzeichnet. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert aus drei 

unabhängigen Experimenten. Eine Wiederholung dieses Versuches brachte das gleiche Ergebnis. 

 

4.3.3.3. Akt-Phosphorylierung nach p85α−Überexpression in 293-gp Zellen  

Als nächstes wurde untersucht, ob der Gentransfer zu Unterschieden bei der Ser473-

Phosphorylierung von Akt führt. 

Dafür wurden im Western Blot die Mengen von an Ser473 phosphoryliertem Akt 

gemessen und an der GAPDH- bzw. Akt-Menge abgeglichen, um Fehler beim Auftragen 

der Proteinlysate auf dem Gel bzw. eine Akt-Mengen-Regulation abzugleichen (Abb. 53). 

Überexpression von p85α führt zu einer statistisch signifikanten Abnahme der Akt-

Phosphorylierung um 64,9% ± 4,1% (nach Abgleich an GAPDH) (bzw. 77,0% ± 4,4% nach 

Abgleich an Akt), verglichen mit der Akt-Phosphorylierung in Zellen, die nur mit dem 

Vektor transduziert wurden 
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Abb. 53: Akt-Phosphorylierungsniveau an Ser473 nach Transduktion der 293-gp Zellen. A) Bei den 

Western Blot Bildern sind die P-Akt (Ser473) Menge; die Akt Menge und die GAPDH Menge dargestellt. 

Western Blot Analysen: Darstellung der B1) absoluten P-Akt (Ser473)-Mengen; B2) P-Akt (Ser473)-Mengen, 

abgeglichen an die Akt-Menge; B3) P-Akt (Ser473)-Mengen, abgeglichen an das „Haus-Keeping-Gen“ 

GAPDH. Auf der Abszisse ist dargestellt, ob die Zellen mit dem Vektor oder p85α transduziert wurden. Auf 

der Ordinate ist die Proteinmenge dargestellt, wobei die Proteinmenge in mit dem Vektor transduzierten 

Zellen als Referenz (100%) genommen wurde. Mit (*) sind signifikante Unterschiede gekennzeichnet 

(p<0,0005). Jeder Wert entspricht dem Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten.  

. 

4.3.3.4. PI3K-Abhängigkeit der Proliferation der Leukämie-Zelllinien 

Es wurde untersucht, ob das Wachstum und die Proliferation der Leukämie-

Zelllinien PI3K-abhängig ist. Dafür wurde ein Proliferationshemmversuch mit dem PI3K-

Hemmstoff  LY294002 (Endkonzentration 25µM) durchgeführt (Abb. 54). Der LY294002-

Hemmversuch wurde ähnlich durchgeführt wie in 4.2.1. beschrieben. Schon nach zwei 

Tagen konnte ein Unterschied in der Proliferation der mit LY294002 behandelten zu den 

unbehandelten Zellen festgestellt werden. Bei den nicht behandelten Zellen konnte während 

des Versuches eine exponentielle Zunahme der Zellzahl beobachtet werden, während die 

Zellzahl der mit LY294002 behandelten Zellen eher abnahm. Ein Unterschied konnte auch 

im Anteil der abgestorbenen Zellen festgestellt werden. Die nicht behandelten Zellen 

zeigten nach zwei Tagen nur einen geringen Anteil an toten Zellen, der konstant blieb, 
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während bei den mit LY294002 behandelten Zellen dieser Anteil höher war und weiter 

zunahm.  

Wie in der Abb. 23 zu sehen (s. 4.2.1.), zeigten die Cole Zellen, die nicht mit 

LY294002 behandelt wurden, zwei Tage nach Versuchsbeginn eine Zunahme der Zellzahl 

auf 208,5% ± 19,3%. Von den mit LY294002 behandelten Zellen lebten noch 92,5% ± 

4,7%. Nach zehn Tagen hatte die Zellzahl bei den nicht behandelten Zellen um 7660% ± 

890% zugenommen, während nur noch 34,6% ± 4,3% der mit LY294002 behandelten 

Zellen lebten. Zu diesem Zeitpunkt war die Zahl der nicht behandelten Zellen 224,3 fach 

gröβer als die Zahl der behandelten Zellen. Der Anteil der abgestorbenen Zellen bei den 

nicht behandelten Zellen war nach vier Tagen 1,4% ± 0,7% und blieb bis zum zehnten Tag 

weitgehend unverändert (am Tag 10, 2,5% ± 1,2% tote Zellen).  Bei den mit LY294002 

behandelten Cole Zellen waren nach vier Tagen 27,9% ± 4,3% abgestorben. Nach zehn 

Tagen war dieser Anteil auf 87,2% ± 6,5% gestiegen. In der unten stehenden Tabelle sind 

die Ergebnisse des LY204002-Hemmversuches für die Cole Zellen zusammengefasst. 

Zelllinie Zellzahl im Vergleich zur 
ausplattierten Zellzahl (Tag 0) 

Anteil toter Zellen 

 Tag 2 Tag 10 Tag 4 Tag 10 
Cole (ohne LY) 208,5% ± 19,3% 7760% ± 890% 1,4% ± 0,7% 2,5% ± 1,2% 
Cole (mit LY) 92,5% ± 4,7% 34,6% ± 4,3% 27,9% ± 4,3% 87,2% ± 6,5% 
Verhältnis Zellzahl nicht behandelter Zellen : Zellzahl mit LY294002 behandelten Zellen 

224,3 : 1 (nach 10 Tagen) 

Die Ergebnisse der Analyse der anderen Zelllinien sind unten dargestellt (Abb. 54). 
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Zelllinie Zellzahl im Vergleich zur 
ausplattierten Zellzahl (Tag 0) 

Anteil toter Zellen 

 Tag 2 Tag 10 Tag 4 Tag 10 
Eol1 (ohne LY) 299,2% ± 46,0% 9492% ± 1215% 1,8% ± 0,6% 4,4% ± 1,1% 
Eol1 (mit LY) 82,4% ± 4,1% 146,5% ± 10,1% 72,8% ± 2,2% 50,9% ± 4,8% 

Verhältnis Zellzahl nicht behandelter Zellen : Zellzahl mit LY294002 behandelten Zellen 
64,8 : 1 (nach 10 Tagen) 

Zelllinie Zellzahl im Vergleich zur 
ausplattierten Zellzahl (Tag 0) 

Anteil toter Zellen 

 Tag 2 Tag 10 Tag 4 Tag 10 
Jurkat (ohne LY) 315,7% ± 75,7% 23549% ± 4341% 1,5% ± 0,5% 1,5% ± 0,3% 
Jurkat (mit LY) 176,5% ± 22,7% 762,1% ± 116,6% 22,5% ± 4,4% 63,6% ± 4,4% 

Verhältnis Zellzahl nicht behandelter Zellen : Zellzahl mit LY294002 behandelten Zellen 
30,9 : 1 (nach 10 Tagen) 

Eol1-Zelllinie: A1) Darstellung der Zellzahlen in 

den 10 Proliferationstagen; A2) exponentielle 

Darstellung der Zellzahlen; A3) Darstellung des 

Anteils an toten Zellen.  

Jurkat -Zelllinie: B1) Darstellung der 

Zellzahlen in den 10 Proliferationstagen; B2) 

exponentielle Darstellung der Zellzahlen; B3) 

Darstellung des Anteils an toten Zellen.  
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Zelllinie Zellzahl im Vergleich zur 
ausplattierten Zellzahl (Tag 0) 

Anteil toter Zellen 

 Tag 2 Tag 10 Tag 4 Tag 10 
MV4-11 (ohne LY) 166,6% ± 18,4% 8176% ± 961% 4,3% ± 1,0% 4,0% ± 1,5% 
MV4-11 (mit LY) 93,4% ± 4,4% 17,5% ± 3,1% 79,5% ± 7,5% 94,3% ± 1,3% 

Verhältnis Zellzahl nicht behandelter Zellen : Zellzahl mit LY294002 behandelten Zellen 
467,9 : 1 (nach 10 Tagen) 

Zelllinie Zellzahl im Vergleich zur 
ausplattierten Zellzahl (Tag 0) 

Anteil toter Zellen 

 Tag 2 Tag 10 Tag 4 Tag 10 
K562 (ohne LY) 266,3% ± 29,2% 6101% ± 1031% 5,3% ± 1,6% 1,9% ± 0,2% 
K562 (mit LY) 168,5% ± 21,5% 625,3% ± 44,3% 6,4% ± 0,8% 21,7% ± 1,7% 

Verhältnis Zellzahl nicht behandelter Zellen : Zellzahl mit LY294002 behandelten Zellen 
9,8 : 1 (nach 10 Tagen) 

MV4-11-Zelllin ie: C1) Darstellung der 

Zellzahlen in den 10 Proliferationstagen; C2) 

exponentielle Darstellung der Zellzahlen; C3) 

Darstellung des Anteils an toten Zellen.  

K562-Zelllinie: D1) Darstellung der Zellzahlen 

in den 10 Proliferationstagen; D2) exponentielle 

Darstellung der Zellzahlen; D3) Darstellung des 

Anteils an toten Zellen.  
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Zelllinie Zellzahl im Vergleich zur 
ausplattierten Zellzahl (Tag 0) 

Anteil toter Zellen 

 Tag 2 Tag 10 Tag 4 Tag 10 
Kasumi (ohne LY) 169,8% ± 8,2% 4134% ± 362% 2,9% ± 1,2% 1,0% ± 0,0% 
Kasumi (mit LY) 135,4% ± 7,9% 77,3% ± 18,3% 27,9% ± 6,9% 45,9% ± 11,6% 

Verhältnis Zellzahl nicht behandelter Zellen : Zellzahl mit LY294002 behandelten Zellen 
53,4 : 1 (nach 10 Tagen) 

Zelllinie Zellzahl im Vergleich zur 
ausplattierten Zellzahl (Tag 0) 

Anteil toter Zellen 

 Tag 2 Tag 10 Tag 4 Tag 10 
M1 (ohne LY) 246,8% ± 38,6% 11056% ± 674% 5,1% ± 1,1% 8,1% ± 4,1% 
M1 (mit LY) 125,5% ± 9,6% 87,6% ± 9,1% 31,8% ± 2,5% 61,2% ± 3,6% 

Verhältnis Zellzahl nicht behandelter Zellen : Zellzahl mit LY294002 behandelten Zellen 
126,2 : 1 (nach 10 Tagen) 

Kasumi-Zelllinie: E1) Darstellung der 

Zellzahlen in den 10 Proliferationstagen; E2) 

exponentielle Darstellung der Zellzahlen; E3) 

Darstellung des Anteils an toten Zellen.  

M1-Zellli nie: F1) Darstellung der Zellzahlen in 

den 10 Proliferationstagen; F2) exponentielle 

Darstellung der Zellzahlen; F3) Darstellung des 

Anteils an toten Zellen.  
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Abb. 54 Proliferationsversuch mit dem Hemstoff LY294002. Am Tag 0 wurden 1x105 Zellen/ml ausgesät. 

Jeder Punkt  entspricht dem Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten. Auf der Ordinate ist die 

Zellzahl, bzw. der Anteil an toten Zellen aufgetragen. Die Ergebnisse der Analysen für die entsprechenden 

Zelllinien wurde in den neben stehenden Tabellen zusammengestellt. Für weitere Einzelheiten s. Text und 

Tabellen. 

  

4.3.3.5. P-Akt in den Leukämie-Zelllinien 

Um die Aktivität der PI3K 

nachzuweisen, wurde als nächstes die 

Ser473-Phosphorylierung von Akt in den 

Zelllinien untersucht (Abb. 55). In allen 

Zelllinien konnte P-Akt (Ser473) 

nachgewiesen werden, wobei in manchen 

Zelllinien (Jurkat, M1 und MV4-11) die 

P-Akt (Ser473) – Banden deutlich stärker 

waren als in den anderen Zelllinien (Eol1, 

Kasumi, K562). Da Jurkat-Zellen groβe 

Mengen an P-Akt (Ser473) zeigen, 

wurden Proteinlysate aus Jurkat-Zellen 

als Kontrolle aufgetragen. 

 

 Abb. 55: Akt-Phosphorylierung an Ser473 in 

Leukämie-Zelllinien. Dargestellt sind die P-Akt 

(Ser473) Mengen. Rechts ist zur Kontrolle 

Proteinlysat von Jurkat-Zellen aufgetragen.  

 

4.3.3.6. Transduktion der Leukämie-Zelllinien 

Alle Zelllinien wurden mit amphotrop- + VSV-G-pseudotypisierten Viren 

transduziert. Die positiv sortierten Zellen (Abb. 56-1, 56-2) wurden in Kultur genommen 

und weiter analysiert.  



 
                                                                                                                            4. Ergebnisse  
 

140 

Abb. 56-1: FACS-Analyse und Sortierung der mit amphotrop- + VSV-G-pseudotypisierten Viren 

transduzierten Leukämie- Zelllinien. A) Eol1-Zelllinie: A1) nicht transduzierte Eol1-Zellen exprimieren kein 

EGFP; A2) 0,2% der mit dem MigRI-Vektor transduzierten Zellen wurden positiv sortiert; A3) 0,2% der p85α 

transduzierten Zellen wurden positiv sortiert (auf der Ordinate ist die Zellgröβe, auf der Abszisse die EGFP-

Fluoreszenz abgebildet). B) Jurkat-Zelllinie: B1) nicht transduzierte Jurkat-Zellen exprimieren kein EGFP; B2) 

31,9% der mit dem MigRI-Vektor transduzierten Zellen wurden positiv sortiert; B3) 14,9% der p85α 

transduzierten Zellen wurden positiv sortiert (auf der Ordinate ist die Zellgröβe, auf der Abszisse die EGFP-

Fluoreszenz abgebildet). C) MV4-11-Zelllinie: C1) nicht transduzierte MV4-11-Zellen exprimieren kein EGFP; 

C2) 0,2% der mit dem MigRI-Vektor transduzierten Zellen wurden positiv sortiert; C3) 0,2% der p85α 

transduzierten Zellen wurden positiv sortiert (auf der Ordinate ist die Zellgröβe, auf der Abszisse die EGFP-

Fluoreszenz abgebildet). 
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Abb. 56-2: FACS-Analyse und Sortierung der mit amphotrop- + VSV-G-pseudotypisierten Viren 

transduzierten Leukämie- Zelllinien. D) K562-Zelllinie: D1) nicht transduzierte K562-Zellen exprimieren 

kein EGFP; D2) 1,2% der mit dem MigRI-Vektor transduzierten Zellen wurden positiv sortiert; D3) 1,9% der 

p85α transduzierten Zellen wurden positiv sortiert (auf der Ordinate ist die EGFP-Fluoreszenz, auf der Abszisse 

die Zellgröβe abgebildet). E) Kasumi-Zelllinie: E1) nicht transduzierte Kasumi-Zellen exprimieren kein EGFP; 

E2) 4,4% der mit dem MigRI-Vektor transduzierten Zellen wurden positiv sortiert; E3) 0,9% der p85α 

transduzierten Zellen wurden positiv sortiert (auf der Ordinate ist die Zellgröβe, auf der Abszisse die EGFP-

Fluoreszenz abgebildet). F) M1-Zelllinie: F1) nicht transduzierte M1-Zellen exprimieren kein EGFP; F2) 0,6% 

der mit dem MigRI-Vektor transduzierten Zellen wurden positiv sortiert; F3) 0,2% der p85α transduzierten 

Zellen wurden positiv sortiert (auf der Ordinate ist die Zellgröβe, auf der Abszisse die EGFP-Fluoreszenz 

abgebildet). 
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4.3.3.7. Expressionsnachweis der p85α−Untereinheit in Leukämie-Zelllinien  

Aus den sortierten Zellen wurden Lysate hergestellt und Western Blot Analysen 

wurden durchgeführt (Abb. 57).  

 

Abb. 57: EGFP-Nachweis 

nach Transduktion der 

Leukämie-Zelllinien.  

A) Eol1-Zelllinie;  

B) Jurkat-Zelllinie;  

C) MV4-11-Zelllinie;  

D) K562-Zelllinie;  

E) Kasumi-Zelllinie;  

F) M1-Zelllinie.  

Bei den Western Blot Bildern 

(A1-F1) sind die EGFP- und 

GAPDH-Mengen dargestellt. 

Bei den Western Blot 

Analysen (A2-F2) sind die 

EGFP-Mengen, abgeglichen an 

das „Haus-Keeping-Gen“ 

GAPDH dargestellt. Auf der 

Abszisse ist dargestellt, ob die 

Zellen mit dem Vektor oder 

p85α transduziert wurden. Auf 

der Ordinate ist die 

Proteinmenge dargestellt, 

wobei die Proteinmenge in mit 

dem Vektor transduzierten 

Zellen als Referenz (100%) 

genommen wurde. Mit (*) sind 

signifikante Unterschiede mit 

p<0,05 gekennzeichnet. Mit 

(**) sind signifikante 

Unterschiede mit p<0,005 

gekennzeichnet. Jeder Wert 

entspricht dem Mittelwert aus 

drei unabhängigen 

Experimenten. Für weitere 

Einzelheiten s. Text.  
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Zuerst wurde die Frage untersucht, ob nach Transduktion der Zellen, das retrovirale 

Konstrukt funktioniert und es zu einer Expression der Gene auf dem Vektor kommt. Da es 

sich um einen Ko-Expressionsvektor handelt, der das EGFP-Gen enthält, wurde die EGFP-

Expression untersucht. Um die EGFP-Expression nachzuweisen, wurden im Western Blot 

die EGFP-Mengen quantifiziert (Abb. 57). EGFP ist sowohl in mit Vektor transduzierten 

Zellen als auch in Zellen, die mit p85α transduziert wurden, nachweisbar. Die EGFP-

Menge ist meistens in mit Vektor transduzierten Zellen signifikant gröβer als in Zellen, die 

mit p85α transduziert wurden. p85α transduzierte Eol1-Zellen exprimieren nur 1,7% ± 

0,4% der EGFP-Menge (nach Abgleich an GAPDH) der mit Vektor transduzierten Eol1-

Zellen. p85α transduzierte Jurkat-Zellen exprimieren 36,9% ± 11,1% der EGFP-Menge 

(nach Abgleich an GAPDH) der mit Vektor transduzierten Jurkat-Zellen. p85α 

transduzierte MV4-11-Zellen exprimieren 71,6% ± 9,1% der EGFP-Menge (nach Abgleich 

an GAPDH) der mit Vektor transduzierten MV4-11-Zellen. p85α transduzierte K562-

Zellen exprimieren 13,9% ± 2,5% der EGFP-Menge (nach Abgleich an GAPDH) der mit 

Vektor transduzierten K562-Zellen. p85α transduzierte Kasumi-Zellen exprimieren 24,3% 

± 1,8% der EGFP-Menge (nach Abgleich an GAPDH) der mit Vektor transduzierten 

Kasumi-Zellen. Der Unterschied in der EGFP-Expression (nach Abgleich an GAPDH) in 

p85α transduzierten und mit Vektor transduzierten M1-Zellen war statistisch nicht 

signifikant. 

Als nächstes wurde untersucht, ob die positive Transduktion der Zellen mit der 

Überexpression des transduzierten p85α−Gens gekoppelt ist. Dafür wurden im Western 

Blot die Mengen an p85α−Protein gemessen (Abb. 58). Zur Quantifizierung wurden die 

p85α−Proteinmengen an die GAPDH-Menge abgeglichen (um Fehler beim Auftragen der 

Proteinlysate auf dem Gel abzugleichen). Die Transduktion der K562 Zellen mit dem 

p85α−Konstrukt führte zu einer Zunahme der p85α−Menge auf 255,8% ± 32,1%, 

verglichen mit der p85α−Menge in mit Vektor transduzierten K562-Zellen. Bei den 

anderen Zelllinien konnte kein signifikanter Unterschied der p85α−Menge nach 

Transduktion mit dem p85α−Konstrukt oder mit dem MigRI-Vektor festgestellt werden.  
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Abb. 58: Expression von 

p85α in Leukämie-

Zelllinien nach 

Transduktion.  

A) Eol1-Zelllinie;  

B) Jurkat-Zelllinie;  

C) MV4-11-Zelllinie;  

D) K562-Zelllinie;  

E) Kasumi-Zelllinie;  

F) M1-Zelllinie. 

A1-F1) Bei den Western 

Blot Bildern sind die 

Mengen an p85α und die 

Mengen an GAPDH 

dargestellt. A2-F2) Bei den 

Western Blot Analysen 

sind die p85α-Mengen, 

abgeglichen an das „Haus-

Keeping-Gen“ GAPDH 

dargestellt. Auf der 

Abszisse ist dargestellt, ob 

die Zellen mit dem Vektor 

oder p85α transduziert 

wurden. Auf der Ordinate 

ist die Proteinmenge 

dargestellt, wobei die 

Proteinmenge in mit dem 

Vektor transduzierten 

Zellen als Referenz (100%) 

genommen wurde. Mit (*) 

sind signifikante 

Unterschiede 

gekennzeichnet (p<0,05). 

Jeder Wert entspricht dem 

Mittelwert aus drei 

unabhängigen 

Experimenten. Für weitere 

Einzelheiten s. Text. 
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4.3.3.8.  Akt-Phosphorylierung nach Transduktion der Leukämie-Zelllinien 

Dann wurde untersucht, ob der Gentransfer zu Unterschieden bei der Ser473- 

Phosphorylierung von Akt führt (Abb. 59).  
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Abb. 59: Akt-Phosphorylierungsniveau an Ser473 nach Transduktion der Leukämie-Zelllinien. A) 

Eol1-Zelllinie; B) Jurkat-Zelllinie; C) MV4-11-Zelllinie; D) K562-Zelllinie; E) Kasumi-Zelllinie; F) M1-

Zelllinie. A1-F1): Bei den Western Blot Bildern sind die Mengen an P-Akt (Ser 473), Akt und GAPDH 

dargestellt. A2-C2 und F2): Bei den Western Blot Analysen sind die P-Akt (Ser 473)-Mengen, abgeglichen an 

Akt dargestellt. A3-C3 und F3): Bei den Western Blot Analysen sind die P-Akt (Ser 473)-Mengen, 

abgeglichen an das „Haus-Keeping-Gen“ GAPDH dargestellt. In K562- und Kasumi-Zellen war das P-Akt 

Niveau zu niedrig, um ausgewertet zu werden. Hier ist zur Kontrolle Proteinlysat von Jurkat-Zellen 

aufgetragen. Auf der Abszisse ist dargestellt, ob die Zellen mit dem Vektor oder p85α transduziert wurden. 

Auf der Ordinate ist die Proteinmenge dargestellt, wobei die Proteinmenge in mit dem Vektor transduzierten 

Zellen als Referenz (100%) genommen wurde. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert aus drei unabhängigen 

Experimenten. Für weitere Einzelheiten s. Text. 

 

Dafür wurden im Western Blot die Mengen von an Ser473 phosphoryliertem Akt 

gemessen und an der GAPDH- bzw. Akt-Menge abgeglichen, um Fehler beim Auftragen 

der Proteinlysate auf dem Gel bzw. eine Akt-Mengen-Regulation abzugleichen (Abb. 59). 

Transduktion der Zelllinien  mit dem p85α−Konstrukt führt zu keiner signifikanten 

Änderung der Akt-Phosphorylierung verglichen mit der Akt-Phosphorylierung in Zellen, 

die nur mit dem Vektor transduziert wurden (weder nach Abgleich an Akt, noch nach 

Abgleich an GAPDH). In K562- und Kasumi Zellen war das P-Akt Niveau so niedrig, dass 

die Mengen kaum auszuwerten waren. Da Jurkat-Zellen groβe Mengen an P-Akt (Ser473) 

zeigen, wurden Proteinlysate aus Jurkat-Zellen als Kontrolle aufgetragen. 

 

4.3.3.9. Proliferation der Leukämie-Zelllinien nach Transduktion 

Als nächstes wurde die Proliferation der positiv sortierten Zellen nach Tranduktion 

mit dem MigRI Vektor oder p85α−Konstrukt untersucht (Abb. 60). Die Unterschiede 

zwischen der Zahl der mit dem Vektor und mit dem p85α−Konstrukt transduzierten Zellen 

waren statistisch nicht signifikant.  
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Abb. 60: Proliferation der Leukämie-Zelllinien nach Transduktion. A) Eol1-Zelllinie; B) Jurkat-Zelllinie; 

C) MV4-11-Zelllinie; D) K562-Zelllinie; E) Kasumi-Zelllinie; F) M1-Zelllinie.  Am Tag 0 wurden 1x105 

Zellen/ml ausgesät. Jeder Punkt entspricht dem Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten. Auf der 

Ordinate ist die Zellzahl aufgetragen. Für weitere Einzelheiten s. Text.  

 

4.3.3.10. Sortierung der Jurkat Zellen nach der Transduktionseffizienz  

Um festzustellen, ob die fehlende Überexpression von p85α mit der 

Transduktionseffizienz in Verbindung steht, wurden Jurkat Zellen nach Transduktion mit 

amphotrop- + VSV-G-pseudotypisierten Retroviren in drei Zellpopulationen sortiert, 

EGFP-negative Zellen (EGFP-), schwach EGFP-positive Zellen (EGFP+) und stark EGFP-

positive Zellen (EGFP++) (Abb. 61). Die sortierten Zellen wurden in Kultur genommen und 

weiter analysiert.  
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Abb. 61: FACS-Analyse und Sortierung der mit amphotrop- + VSV-G-pseudotypisierten Viren 

transduzierten Jurkat-Zellen.  Jurkat Zellen wurden nach Transduktion in drei Zellpopulationen sortiert, 

EGFP-negative Zellen (P1 - EGFP-), schwach EGFP-positive Zellen (P2 - EGFP+) und stark EGFP-positive 

Zellen (P3 - EGFP++). A) nicht transduzierte Jurkat-Zellen exprimieren kein EGFP; B) 2,2% der mit dem 

MigRI-Vektor transduzierten Zellen waren EGFP-negativ (P1 - EGFP-), 19,0% schwach EGFP-positiv (P2 - 

EGFP+) und 17,5% stark EGFP-positiv (P3 - EGFP++); C) 2,2% der p85α transduzierten Zellen waren EGFP-

negativ (P1 - EGFP-), 19,9% schwach EGFP-positiv (P2 - EGFP+) und 16,1% stark EGFP-positiv (P3 - 

EGFP++). Auf der Ordinate ist die Zellgröβe, auf der Abszisse die EGFP-Fluoreszenz abgebildet.  

 

4.3.3.11. Expression der p85α−Untereinheit in stark EGFP-positiven Jurkat-Zellen 

Aus den sortierten Zellen wurden nach 2 bis 3 Tage Lysate hergestellt und Western 

Blot Analysen wurden durchgeführt. Zuerst wurde die Frage erläutert, ob nach 

Transduktion der Zellen das retrovirale Konstrukt funktioniert und es zu einer Expression 

der Gene auf dem Vektor kommt. Da es sich um einen Ko-Expressionsvektor handelt, der 

das EGFP-Gen enthält, wurde die EGFP-Expression untersucht. Um die EGFP-Expression 

nachzuweisen, wurden im Western Blot die EGFP-Mengen quantifiziert (Abb. 62). Nach 

Transduktion mit p85α ist EGFP sowohl in schwach EGFP-positiven Zellen (EGFP+), als 

auch in stark EGFP-positiven Zellen (EGFP++), aber nicht in EGFP-negativen Zellen 

(EGFP-) nachweisbar. Die EGFP-Menge ist in stark EGFP-positiven Zellen (EGFP++) 

signifikant gröβer als in schwach EGFP-positiven Zellen (EGFP+) Zellen. Nach 

p85α−Transduktion exprimieren schwach EGFP-positive Jurkat Zellen (EGFP+) 15,7% ± 

8,3% der EGFP-Menge (nach Abgleich an GAPDH) von stark EGFP-positiven Jurkat 

Zellen (EGFP++). EGFP-negativ sortierte Zellen (EGFP-) exprimieren kein EGFP. 
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Abb. 62: EGFP-Nachweis nach p85α− 
Transduktion der Jurkat-Zellen. A) Dargestellt 

sind die EGFP- und GAPDH-Mengen B) Bei den 

Western Blot Analysen sind die EGFP-Mengen, 

abgeglichen an das „Haus-Keeping-Gen“ GAPDH 

dargestellt. Auf der Abszisse ist dargestellt, ob es 

sich um EGFP-negative Zellen (Jurkat P85-), 

schwach EGFP-positive Zellen (Jurkat P85+) oder 

stark EGFP-positive Zellen (Jurkat P85++) nach 

Transduktion mit p85α handelt. Auf der Ordinate ist 

die Proteinmenge dargestellt, wobei die 

Proteinmenge in stark EGFP-positiven Zellen 

(Jurkat P85++) als Referenz (100%) genommen 

wurde. Mit (*) sind signifikante Unterschiede gekennzeichnet (p<0,01). Jeder Wert entspricht dem Mittelwert 

aus drei unabhängigen Experimenten.  

Als nächstes wurde untersucht, ob die Transduktionseffizienz eine Rolle in der 

Überexpression des p85α−Gens spielt. Dafür wurden im Western Blot die Mengen an 

p85α−Protein gemessen (Abb. 63). Zur Quantifizierung wurden die p85α−Proteinmengen 

an die GAPDH-Menge abgeglichenen (um Fehler beim Auftragen der Proteinlysate auf 

dem Gel abzugleichen).  

 

Abb. 63: Expression von p85α  nach 

p85α−Transduktion der Jurkat-Zellen. 

A) Dargestellt sind die Mengen an 

p85α und GAPDH. B) Bei den Western 

Blot Analysen sind die p85α−Mengen, 

abgeglichen an das „Haus-Keeping-Gen“ 

GAPDH dargestellt. Auf der Abszisse ist 

dargestellt, ob es sich um EGFP-negative 

Zellen (Jurkat P85-), schwach EGFP-

positive Zellen (Jurkat P85+) oder stark 

EGFP-positive Zellen (Jurkat P85++) 

nach Transduktion mit p85α handelt. Auf 

der Ordinate ist die Proteinmenge 

dargestellt, wobei die Proteinmenge in 

EGFP-negativen Zellen (Jurkat P85-) als

Referenz (100%) genommen wurde. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert aus drei unabhängigen 

Experimenten. 
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Nach Transduktion mit dem p85α−Konstrukt konnte kein signifikanter Unterschied 

in der p85α−Menge in EGFP-negativen Zellen (EGFP-), schwach EGFP-positiven Zellen 

(EGFP+) und stark EGFP-positiven Zellen (EGFP++) beobachtet werden. 

 

4.3.3.12. Akt-Phosphorylierung in stark EGFP-positiven Jurkat-Zellen 

Als nächstes wurde untersucht, ob die Transduktionseffizienz eine Rolle in der 

Phosphorylierung von Akt an Ser473 spielt. Dafür wurden im Western Blot die Mengen 

von an Ser473 phosphoryliertem Akt gemessen und an der GAPDH- bzw. Akt-Menge 

abgeglichen, um Fehler beim Auftragen der Proteinlysate auf dem Gel bzw. eine Akt-

Mengen-Regulation abzugleichen (Abb. 64). Nach Transduktion mit dem p85α−Konstrukt 

konnte kein signifikanter Unterschied in der Akt-Phosphorylierung an Ser473 in EGFP-

negativen Zellen (EGFP-), schwach EGFP-positiven Zellen (EGFP+) und stark EGFP-

positiven Zellen (EGFP++) beobachtet werden.  

 

Abb. 64: Akt-Phosphorylierungsniveau an Ser473 nach p85α−Transduktion der Jurkat-Zellen.  A) Bei 

den Western Blot Bildern sind die Mengen an P-Akt (Ser 473), Akt und GAPDH dargestellt. B) Bei den 

Western Blot Analysen sind die P-Akt (Ser 473)-Mengen, B1) abgeglichen an das „Haus-Keeping-Gen“ 

GAPDH und B2) abgeglichen an Akt dargestellt. Auf der Abszisse ist dargestellt, ob es sich um EGFP-

negative Zellen (Jurkat P85-), schwach EGFP-positive Zellen (Jurkat P85+) oder stark EGFP-positive Zellen 

(Jurkat P85++) nach Transduktion mit p85α handelt. Auf der Ordinate ist die Proteinmenge dargestellt, wobei 

die Proteinmenge in EGFP-negative Zellen (Jurkat P85-) als Referenz (100%) genommen wurde. Jeder Wert 

entspricht dem Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten.  



 
                                                                                                                            4. Ergebnisse  
 

151 

4.3.3.13. Proliferation der schwach oder stark EGFP-positiven Jurkat-Zellen 

Als letztes wurde die Proliferation der EGFP-negativen (EGFP-), schwach EGFP-

positiven (EGFP+) und stark EGFP-positiven (EGFP++) Jurkat-Zellen nach Transduktion 

mit dem MigRI Vektor oder p85α−Konstrukt untersucht (Abb. 65). Auch hier konnte kein 

signifikanter Unterschied zwischen der Proliferation der EGFP-negativen (EGFP-), 

schwach EGFP-positiven (EGFP+) und stark EGFP-positiven (EGFP++) Jurkat-Zellen nach 

Transduktion mit dem MigRI-Vektor oder dem p85α−Konstrukt festgestellt werden. In 

allen 6 Ansätzen waren die Unterschiede in der Zellzahl über allen Tagen statistisch nicht 

signifikant. 

 

Abb. 65: Proliferation der Jurkat-Zellen nach Transduktion. A) Darstellung der Zellzahlen in den 10 

Proliferationstagen; B) exponentielle Darstellung der Zellzahl. Am Tag 0 wurden 0,5 x 105 Zellen ausgesät. 

Auf der Ordinate ist die Zellzahl aufgetragen. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert aus vier unabhängigen 

Experimenten. Farbkodierung: Jurkat Mig-: mit dem Vektor transduzierte, EGFP-negative Zellen; Jurkat 

Mig+: mit dem Vektor transduzierte, schwach EGFP-positive Zellen; Jurkat Mig++: mit dem Vektor 

transduzierte, stark EGFP-positive Zellen; Jurkat p85-: mit dem p85α−Konstrukt transduzierte, EGFP-

negative Zellen; Jurkat p85+: mit dem p85α−Konstrukt transduzierte, schwach EGFP-positive Zellen; Jurkat 

p85++: mit dem p85α−Konstrukt transduzierte, stark EGFP-positive Zellen.  

 

4.3.3.14. BrdU-Messung der Zellproliferation  

Um die Zellproliferation sofort nach der Transduktion der Zellen zu untersuchen, 

wurde eine BrdU-Messung der Zellproliferation durchgeführt (Abb. 66). 
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Abb. 66: BrdU-Messung der Proliferation der p85α−transduzierten Jurkat-Zellen. In der Kontroll-

Färbung ist weder eine BrdU-Färbung, noch eine EGFP-Fluoreszenz festzustellen. Die p85α−transduzierten 

Zellen wurden nach Stärke der EGFP-Fluoreszenz geteilt: Q1 und Q3 EGFP-negative Zellen; P2 und P3 

schwach EGFP-positive Zellen; Q2 und Q4 stark EGFP-positive Zellen. Die negativen-, schwach positiven- 

und stark positiven-EGFP Zellen wurden dann in BrdU-negative und –positive Zellen geteilt. In den Tabellen 

sind die Anteile der Zellen dargestellt. Auf der Abszisse ist die EGFP-Fluoreszenz dargestellt. Auf der 

Ordinate ist die BrdU-Färbung dargestellt. Jedes Bild entspricht einem unabhängigen Experiment. 
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In der Abb. 66 sind die FACS-Analyse-Daten von Jurkat-Zellen dargestellt. Die 

Prozentzahlen geben die entsprechende Anteile der Brdu +/- und EGFP +/- Zellen an: Q3: 

EGFP negative, BrdU negative Zellen; Q1: EGFP negative, BrdU positive Zellen; P3: 

EGFP schwach positive, BrdU negative Zellen; P2: EGFP schwach positive, BrdU positive 

Zellen; Q4: EGFP stark positive, BrdU negative Zellen; Q2: EGFP stark positive, BrdU 

positive Zellen;. Die durch BrdU-Einbau gemessene Proliferation der Jurkat Zellen (nicht 

transduzierte, schwach positiv und stark positiv transduzierte Zellen) ist in der Abb. 67A 

dargestellt. Für die K562-Zelllinie wurde die gleiche Analyse durchgeführt, jeweils als 

Dreifachbestimmung, und die Ergebnisse sind in der Abb. 67B zusammenfassend 

dargestellt.  

 

Abb. 67: Proliferation der Zelllinien nach p85α−Transduktion. A) Jurkat Zellen. Auf der Abszisse ist 

dargestellt ob die Zellen transduziert wurden (schwach oder stark positiv) oder nicht. Auf der Ordinate ist der 

Anteil der Zellen, die nach der BrdU-Färbung positiv waren, dargestellt. B) K562 Zellen. Auf der Abszisse ist 

dargestellt ob die Zellen mit dem MigRI-Vektor oder p85α−Konstrukt transduziert wurden. Auf der Ordinate 

ist der Anteil der Zellen, die nach der BrdU-Färbung positiv waren, dargestellt. 

 

In Jurkat Zellen zeigte sich eine Proliferation von 77,1%±7,3% bei den EGFP-

negativen Zellen, von 84,8%±9,1% bei den schwach EGFP-positiven Zellen, von 

84,4%±10,6% bei den stark EGFP-positiven Zellen. Die Unterschiede der Proliferationsrate 

nach p85α−Transduktion waren somit nicht signifikant, unabhängig von der Stärke der 

EGFP-Fluoreszenz.  
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In K562 Zellen zeigte sich eine Proliferation von 60,8%±7,5% bei den MigRI-

transduzierten Zellen und von 50,3%±4,1% bei den p85α−transduzierten Zellen. Dieser 

Unterschied der Proliferationsrate von etwa 10% nach p85α−Transduktion war zwar 

statistisch nicht signifikant, es ist aber ein Hinweis auf eine hemmende Wirkung der 

p85α−Überexpression auf die Proliferation der K562 Zellen.  
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5. Diskussion 

Die PI3K der Klasse IA spielt eine wichtige Rolle in der Regulation einer Vielzahl 

von Zellfunktionen, einschließlich Proliferation, Zellwachstum, Apoptose, Metabolismus, 

Zellmotilität und Angiogenese. In der menschlichen hämatopoetischen Zelllinie Cole kann 

nur die p76α mutierte Form der p85α regulatorischen Untereinheit der PI3K gefunden 

werden. Durch die Deletion einer Adeninbase an Position 1907 (Abb. 21) und der dadurch 

entstandenen Verschiebung des Leserasters, kommt es zu einem frühzeitigen Auftreten 

eines Stop-Codons und zur Entstehung eines trunkierten p85α−Proteins. Dieses 76 kDa 

groβe Protein (wird deshalb p76α genannt) hat nur 635 von 724 Aminosäuren des Wildtyp-

p85α−Proteins und es fehlt fast die ganze c-terminale SH2-Domäne (Abb. 11). p76α bindet 

an die 110 katalytische Untereinheit, die in Cole Zellen konstitutiv aktiviert ist (Jücker et 

al., 2002). 

Von Chan et al., 2002 wurde ein Modell beschrieben, wonach zur Aktivierung der 

PI3K über die regulatorische Untereinheit, zwei Ereignisse stattfinden müssen: kleine 

GTPasen der ras-Familie (Rac1, Cdc42) binden an die regulatorischen Untereinheit und 

gleichzeitig wird der Tyrosinrest 688 in der c-SH2-Domäne phosphoryliert. Diese 

Phosphorylierung führt zu Konformationsänderungen der regulatorischen Untereinheit, 

dadurch zur Aufhebung der durch die c-SH2-Domäne vermittelten Inhibition der 

katalytischen Untereinheit, und somit zur Aktivierung der PI3K (Chan et al., 2002). Der 

Wegfall der c-terminalen SH2-Domäne in der p85α / PI3K-Mutante könnte zu der 

konstitutiven Aktivierung der PI3K führen, die in Cole Zellen beobachtet wurde. 

Von den weiteren beschriebenen Fällen, wo Zellen nur eine mutierte Form der 

p85α regulatorischen Untereinheit exprimieren, zeigt die Thymus-Lymphom-Zelllinie 

CMN5, nur ein 65 kDa groβes Protein (p65α), das an die p110 katalytische Untereinheit 

binden kann (Jimenez et al., 1998). Auch dieser p65α−Untereinheit fehlt die ganze c-

terminale SH2-Domäne und sie zeigt eine stärkere und länger andauernde Aktivität als das 

Wildtyp-Protein, sowohl im unstimulierten, als auch im stimulierten Zustand. Während im 

unstimulierten Zustand der Unterschied geringfügig ist, führt die Bindung von Ras an 

p65/p110-PI3K zu einer sehr viel stärkeren Aktivierung als bei p85/p110-PI3K (Jimenez et 

al., 1998; Jimenez et al., 2002). Dies könnte Folge vom Wegfall einer Inhibitionsfunktion 
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der c-terminalen-SH2-Domäne im mutierten p65α−Protein sein. Nach gleichzeitiger 

Aktivierung durch Ras und phosphorylierten Rezeptor-Tyrosin-Kinasen ist der 

Aktivierungszustand des mutierten und Wildtyp-Proteins wieder ähnlich, in Einklang mit 

dem Erklärungsmodell von Chan et al., 2002.  

In dieser Arbeit wurde zum einen der direkte Einfluss der p76α / PI3K-Mutante auf 

die Regulation der PI3K-Aktivität und auf das Wachstum von Zellen untersucht. Auf der 

anderen Seite wurde untersucht, ob das exogen zugeführte Wildtyp-p85α−Gen in Cole 

Zellen exprimiert wird und ob dadurch die Funktion der p85α / PI3K-Mutante in Cole 

Zellen aufgehoben werden kann. Gleichzeitig wurde die Überexpression der p85α− 

Untereinheit, sowie ihre Auswirkung auf die PI3K-Aktivität und die PI3K / Akt abhängigen 

Signalkaskaden in normalen hämatopoetischen Zellen und Leukämie-Zellen untersucht.  

 

5.1. Wirkung der Expression von p76α und p85α 

Die Wirkung der p76α-Expression wurde in den Zelllinien NIH3T3, PG13 und 

Cole, sowie in humanen primären hämatopoetischen CD34+ Zellen untersucht. Diese Zellen 

wurden mit dem p85α-Konstrukt (das für das wildtyp Protein kodiert) oder zur Kontrolle 

mit dem MigRI-Vektor transduziert. 

 

5.1.1. Effizienz der Zelltransduktion mit dem p76α bzw. p85α−Konstrukt 

Die erfolgreiche Transduktion der Zellen wurde sowohl mittels EGFP-Fluoreszenz 

(im Fluoreszenz-Mikroskop) als auch mittels Western Blot Analyse (Nachweis des EGFP-

Proteins) nachgewiesen (wie z. B. in Abb. 25, 30, 37). In dem retroviralen Konstrukt liegt 

das EGFP-Gen an 2. Stelle nach dem p76α− bzw. p85α-Gen. Die Expression von EGFP 

wird durch das vorgeschaltete IRES-Element ermöglicht, ist aber schwächer als die 

Expression des an 1. Stelle stehenden p76α− bzw. p85α-Gens. Deshalb ist die Menge von 

EGFP in p76α− bzw. p85α transduzierten Zellen kleiner, als in mit dem Vektor MigRI-

transduzierten Zellen, wo das EGFP-Gen als alleiniges Gen auf dem Vektor exprimiert 
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wird. Gleichzeitig, ist die Menge von EGFP in p76α bzw. p85α transduzierten Zellen 

ähnlich.  Da die Zellzahl der positiv sortierten CD34+ Zellen unter 3x104 lag, war es hier 

nicht möglich eine Western Blot Analyse durchzuführen, um die Expression von p85α zu 

analysieren.  

 

5.1.2. Expression von p76α und p85α nach Transduktion von NIH3T3 

und PG13 Zellen 

Nach der Transduktion ist in NIH3T3 und PG13 Zellen eine Überexpression von 

p85α (um 154,9% ± 50,6% bzw. 90,9% ± 12,1%) zu beobachten (Abb. 31 und 32). 

Ebenfalls kann eine Expression des mutierten-p76α−Proteins (93,7% ±  25,6% bzw. 90,5% 

± 4,4% der endogenen p85α−Menge) beobachtet werden. Diese Ergebnisse lieβen sich auf 

einer Vielzahl von Western Blot Analysen (n=25) bestätigen, wobei die Mengen an 

mutiertem p76α−Protein und überexprimiertem p85α−Protein in den NIH3T3 und PG13 

Zellen immer ähnlich waren.  

 

5.1.2.1. Fehlende Expression von p85α bei Überexpression von p76α nach 

Transduktion der Cole Zellen 

In den Cole Zellen waren die Expressionsmuster dieser zwei Konstrukte anders 

(Abb. 26). Hier konnte nur eine Überexpression des p76α−Proteins, nicht aber des p85α-

Proteins festgestellt werden, obwohl die EGFP-Mengen in den mit p76α und p85α 

transduzierten Zellen ähnlich waren. Die Überexpression des p76α−Proteins betrug 25,8% 

± 10,3%, während das p85α−Protein nur in einem Umfang von 1,8% ± 0,2% exprimiert 

wurde.  

Anhand der Daten von den NIH3T3 und PG13 Zellen würde nach einer gleichen 

EGFP-Expression auch eine ähnliche Expressionsrate von p76α und p85α zu erwarten. Da 

EGFP in den p85α transduzierten Zellen ähnlich stark wie in p76α transduzierten Zellen 

exprimiert wird, muss die mRNA in p85α transduzierten Zellen in ähnlichen Mengen wie 

die mRNA in p76α transduzierten Zellen vorkommen. Das Fehlen des p85α−Proteins lässt 
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in diesem Fall auf einen post-transkriptionellen Mechanismus der Hemmung der 

p85α−Expression nach p85α−Transduktion der Cole Zellen schlieβen. In dem verwendeten 

Vekor sind keine Splice-Donor- oder -Acceptor-Stellen beschrieben. 

Cole-Zellen beinhalten auf DNA-Ebene sowohl das wildtyp Allel für p85α als auch 

das mutierte p85α-Allel für p76α. Auf mRNA Ebene können ebenfalls beide mRNAs 

gefunden werden, wobei das mutierte p76α−mRNA in gröβeren Mengen zu finden ist (ein 

Verhältnis von p76α−mRNA : p85α−mRNA von 85% : 15%) (Daten aus der Diplomarbeit 

von Katrin Schulz). Auf Proteinebene ist aber in diesen Zellen ausschlieβlich das mutierte 

p76α−Protein zu finden (Jücker et al., 2002). Das spricht dafür, dass auch in nicht 

transduzierten Cole Zellen Mechanismen vorhanden sein müssen, die eine Hemmung der 

p85α−Expression bewirken.  

Untersuchungen von Katrin Schulz im Rahmen ihrer Diplomarbeit konnten die 

Lysemethode, die DNA-Methylierung und Histondeacetylierung, den proteasomalen 

Abbau, sowie posttranslationale Regulationsmechanismen wie Tyrosinphosphorylierung, 

Ubiquitinylierung und Sumoylierung von p85α bzw. p76α in Cole-Zellen als mögliche 

Ursache der p85α−Expressionshemmung ausschlieβen.  

In NIH3T3 und PG13 Zellen waren die Mengen an endogenem p85α−Protein in mit 

p76α-Konstrukt transduzierten Zellen gleich der p85α−Mengen in nicht transduzierten 

Zellen, sodass die p76α-Expression an sich zu keiner Hemmung der p85α-Expression 

führt. Die p76α− und p85α−mRNA unterscheiden sich im ORF an einer einzigen Base. Es 

ist dennoch möglich, dass es zu einer unterschiedlich starken Bindung verschiedener 

Moleküle an diese mRNAs kommt, was zu unterschiedlichen Halbwertszeiten beider 

mRNAs führen kann. Diese Möglichkeit wurde untersucht in dem beide mRNAs in vitro 

transkribiert wurden und mit Cole-Zellextrakten inkubiert wurden (4.2.1.3.). Coomassie-

Färbungen der Proteine aus den Ansätzen, welche an die p76α−mRNA bzw. p85α−mRNA 

binden (Abb. 28) zeigen keine Unterschiede in dem Bandenmuster, sodass in diesem 

Experiment kein Hinweis auf eine differentielle Bindung von Proteine an die p76α− bzw. 

p85α−mRNA gefunden werden konnte. 
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Eine Möglichkeit zur Erklärung der unterschiedlichen Expression von p76α und 

p85α ist eine Regulation im Bereich des nukleoplasmatischen Transports, Kernexports und 

der Plasmalokalisation der RNA. Dafür spielen RNA-Bindungsproteine wie Stau2 und 

ADAR (adenosine deaminases that act on RNA) eine wichtige Rolle. Diese Proteine 

werden zusammen mit RNA-Vorläufern, weiteren nukleolären Proteinen, 

zytoplasmatischen Faktoren (wie zusätzliche RNA-Bindungsproteine) und molekularen 

Motorproteinen zu Ribonukleoproteinpartikeln (RNP) zusammengebaut (Kiebler et al., 

2005). Differentielle Bildung einer oder mehrerer dieser Proteine an p85α−mRNA, bzw. 

p76α−mRNA könnten dazu führen, dass die p76α−mRNA zu den Ribosomen transportiert 

wird, während die p85α−mRNA an einen anderen Ort in der Zelle transportiert wird, wo sie 

nicht translatiert bzw. degradiert wird. Es bleibt aber die interessante Beobachtung zu 

klären, dass in den Cole Zellen die mutierte p76α−mRNA translatiert wird und die wildtyp 

p85α−mRNA nicht. Es wäre zu erwarten, dass Zellen eher Mechanismen haben, um die 

Translation mutierter mRNA zu hemmen und nicht umgekehrt. Wie oben beschrieben, 

konnte gezeigt werden, dass in vitro transkribierte p76α−mRNA und p85α−mRNA gleiche 

Bindungsmuster an Proteine aus Cole-Extrakten zeigen. Es ist aber möglich, dass in diesen 

Extrakten Kernproteine, die differentiell an p76 oder p85-mRNA binden, ungenügend 

aufgereinigt wurden. Auf der anderen Seite, wurde die mRNA in diesem Versuch in vitro 

hergestellt, wodurch die Prozessierung zum nukleoplasmatischen Transport, Kernexport, 

und der Plasmalokalisation der RNA entfielen.  

Eine weitere Möglichkeit der Erklärung der unterschiedlichen Expressionseffizienz 

von p76α und p85α nach Transduktion der Cole Zellen (wo nur die offenen Leserahmen 

transduziert werden) wären unterschiedliche mRNA Sekundärstrukturen, durch die sich die 

p85α−mRNA von der p76α−mRNA unterscheiden. Auch hier wäre zu klären, durch 

welchen Mechanismus in den Cole Zellen die Translation der wildtyp p85α−mRNA 

gehemmt wird, während die mutierte p76α−mRNA weiter translatiert wird. Auf der 

anderen Seite, unterscheiden sich die nach der Transduktion hergestellten mRNA-Moleküle 

in einer einzigen Base (die transduzierten Konstrukte beinhalten nur den offenen 

Leserahmen ORF). Es müsste daher an dieser Stelle ein Regulationsmechanismus postuliert 

werden, der in der Lage wäre, die mRNA-Moleküle an einem einzigen Basenunterschied zu 

erkennen. 
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Die mRNA-Translation ist durch Bindung von Proteinen an den 5’- und 3’-nicht 

translatierten Bereichen (5’-UTR und 3’-UTR: untranslated region) der mRNA maßgeblich 

reguliert. Diese Bereiche der mRNA werden, anders als die für ein Protein kodierende 

Sequenz, nicht translatiert. Es ist nicht auszuschlieβen, dass es in Cole Zellen, durch 

Mutationen in diesen Bereichen, zu einer Änderung der Translationsregulation der p76α− 

bzw. p85α−mRNA kommt. Um diese Möglichkeit zu untersuchen, sollten diese Bereiche in 

den Cole Zellen sequenziert werden, um mögliche Unterschiede in der Sequenz der p76α− 

und der p85α−mRNA festzustellen. In diesem Zusammenhang wäre es ebenfalls möglich, 

dass translationsregulierende Proteine in den Cole Zellen mutiert sind, sodass sie eine 

unterschiedliche Bindungsaffinität zu der p76α− bzw. p85α−mRNA haben. Dies würde zu 

unterschiedlichen Translationseffizienzen der p76α− bzw. p85α−mRNA führen.  

Eine Möglichkeit, diese Mechanismen zu untersuchen, ist die Durchführung einer in 

vitro Transkription und Translation des p76α− bzw. p85α−Gens. In diese Reaktionen 

können Extrakte der Cole Zellen hinzugefügt werden. Wenn in den Cole Zellen Moleküle 

vorhanden sind, die die Translation von p85α hemmen, würden diese Moleküle auch in 

vitro zu einer Hemmung der p85α−Translation führen. Durch weitere Auftrennung und 

Aufreinigung der Cole-Exktrakte könnte eine Isolierung dieses / -r Moleküls / -e erreicht 

werden. Einen guten Ansatzpunkt für diese weiteren Untersuchungen geben die bereits 

begonnenen Versuche der in vitro Transkription / Translation der zwei Konstrukte (s. 

4.2.4.). So zeigte der erste Ansatz, dass beide Konstrukte in vitro exprimiert werden und, 

dass beide Konstrukte in ähnlicher Stärke exprimierbar sind. Dadurch könnte weiter 

untersucht werden, ob und welche Moleküle genau eine mögliche Rolle in dem 

Expressionsmuster von p76α, bzw. p85α in Cole Zellen spielen. 

Eine weitere posttranskriptionelle Regulationsmöglichkeit kann in kurzen RNA-

Molekülen, die Genexpression regulieren, gefunden werden. Diese kurze mRNA bindet 

durch komplementäre Interaktion an die Ziel-mRNA und führt zu ihrer Degradierung. So 

führen siRNAs (small interfering RNA) zum Abbau der Ziel-mRNA durch zelluläre 

Nukleasen (Haley et al., 2004). Der genaue Mechanismus der Funktion der miRNA ist 

nicht endgültig geklärt, aber ihre Rolle in der Translationsregulation könnte im Rahmen 

einer Hemmung der Translationselongation oder –termination, sowie in einem 

faktorvermittelten Ablösen der Ribosomen von der zu translatierenden mRNA erfolgen 
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(Petersen et al., 2006). Ob siRNA- oder miRNA-Moleküle an der Hemmung der 

Translation der p85α−mRNA in der Cole-Zelllinie beteiligt sind, muss in weiteren 

Experimenten untersucht werden. Wie oben beschrieben, müssten auch in diesem Fall von 

den kurzen RNA-Molekülen auf der einen Seite Unterschiede von einer einzigen Base in 

der Ziel-RNA-Sequenz erkannt werden (es sei denn, es sind in den 5’UTR und 3’UTR 

weitere Mutationen vorhanden, was aber trotzdem die unterschiedlichen Expressionsmuster 

nach Transduktion nicht erklärt) und auf der anderen Seite, müssten sie zu einem Abbau der 

Wildtyp-p85α−mRNA und nicht der mutierten p76α−mRNA führen. 

 

5.1.3. Effekte der p76α−bzw. p85α−Transduktion  

Zur Feststellung der PI3K / Akt Aktivität nach p76α− bzw. p85α−Transduktion 

wurde in NIH3T3, PG13 und Cole Zellen die Phosphorylierung von Akt an Ser473 

untersucht (Abb. 27 und 33). Bei den  CD34+  Zellen wurde die GM-CSF-abhängige 

Koloniebildung untersucht. Auβerdem wurde die Aktivität der PI3K nach EGF-Stimulation 

in p76α bzw. p85α transduzierten NIH3T3 Zellen untersucht. 

 

5.1.3.1. Effekte der p76α− bzw. p85α−Transduktion in Cole Zellen 

Als erstes wurde in Cole Zellen die PI3K-Abhängigkeit der Proliferation untersucht 

werden. Dafür wurde ein Proliferationversuch mit dem PI3K-Hemmstoff LY294002 

(Endkonzentration 25 µM) durchgeführt (Abb. 23). Hier wurde festgestellt, dass die 

Hemmung der PI3K sowohl zu einer sehr starken Hemmung der Proliferation (nach 10 

Tagen war die Zellzahl bei den nicht behandelten Zellen 224.2 fach größer als bei den mit 

LY294002 behandelten Zellen), als auch zum Absterben der Cole Zellen (nach zehn Tage 

war der Anteil der toten Zellen bei den nicht behandelten Zellen 2,5% ± 1,2%; bei den mit 

LY294002 behandelten Zellen 87,2% ± 6,5%) führte. 

Zur Feststellung der PI3K / Akt Aktivität wurde die Phosphorylierung von Akt an 

Ser473 nach p76α− bzw. p85α−Transduktion untersucht (Abb. 27). Transduktion mit dem 

p85α-Konstrukt führte zu keiner Expression von p85α. Auch die P-Akt (Ser473) Mengen 
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blieben in diesen Zellen unverändert im Vergleich zu mit dem Vektor transduzierte Zellen. 

Dies war zu erwarten, da p85α auch nach der Transduktion nicht vorhanden war. p76α 

transduzierte Zellen zeigen eine signifikante Abnahme der Akt-Phosphorylierung.  

Ueki et al., 2000 beschreiben ein Modell zur Wirkung der p85α−Überexpression auf 

die Insulin-Signalkaskade. Nach diesem Modell, sind in Zellen sowohl p85α / 

p110α−Heterodimere (in Form von PI3K) als auch freie, monomerische 

p85α−Untereinheiten vorhanden. Diese freien Untereinheiten können mit aktivierten 

Rezeptor-Tyrosin-Kinasen Komplexe bilden, die zu keiner Aktivierung der PI3K / Akt 

Signalkaskade führt, weil die p110α katalytische Untereinheit der PI3K fehlt. 

Überexpression von p85α führt zu einer Verschiebung des Verhältnisses der Menge an 

freien p85α−Untereinheiten zu p85α / p110α−Heterodimeren zugunsten der freien 

p85α−Untereinheiten, die mit einer höheren Wahrscheinlichkeit an aktivierten Rezeptor-

Tyrosin-Kinasen binden und dadurch die Signalkaskade inhibieren (Abb. 68B).  

Anhand dieses Modells läβt sich die Abnahme der Akt-Phosphorylierung nach 

p76α−Transduktion erklären. p76α−Überexpression führt zu einer Zunahme des 

Kompetitionszustandes zwischen p76α / p110α−Heterodimeren und freien 

p76α−Untereinheiten in Cole Zellen, dadurch zu einer höheren Wahrscheinlichkeit, dass 

freie p76α−Untereinheiten an aktivierten Rezeptor-Tyrosin-Kinasen binden und dadurch 

die Signalkaskade inhibieren. 

 

5.1.3.2. Effekte der p76α− bzw. p85α−Transduktion in NIH3T3 Zellen 

Auch hier wurde zur Feststellung der PI3K / Akt Aktivität die Phosphorylierung von 

Akt an Ser473 nach p76α− bzw. p85σ−Transduktion untersucht (Abb. 33). In NIH3T3 

Zellen führt die Überexpression sowohl von p76α, als auch p85α zu einer signifikanten 

Abnahme der Akt-Phosphorylierung.  

- p76α-Überexpression: 

Überexpression von p76α führt gleichzeitig zu zwei wichtigen Änderungen in den 

Zellen. Auf der einen Seite sind in den Zellen gleichzeitig  p76α− und p85α− 
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Untereinheiten vorhanden. Die katalytischen Untereinheiten können beide diese 

Untereinheiten binden. Die Interaktion findet über die iSH2-Domäne der regulatorischen 

Untereinheit statt, die in der p76α−Untereinheit vorhanden ist. Es ist dennoch nicht 

auszuschlieβen, dass das Fehlen der c-SH2-Domäne zu einer Konformationsänderung der 

p76α−Untereinheit führt und damit zu einer veränderten Bindungsstärke zur katalytischen 

Untereinheit. Bindung der p76α−Untereinheit an der katalytischen Untereinheit der PI3K 

führt wahrscheinlich zu einer verstärkten Aktivierung der PI3K, aufgrund des Fehlens der 

inhibitorischen c-SH2-Domäne (Disinhibitionsmodell von Chan et al., 2002). Gleichzeitig 

hat sich aber nach p76α−Transduktion auch die Gesamtmenge an regulatorischen 

Untereinheiten in der Zelle etwa verdoppelt. Das führt, wie oben beschrieben, zu einer 

Zunahme des Kompetitionszustandes zwischen p85α (p76α) / p110α−Heterodimeren und 

freien p85α (p76α)-Untereinheiten, und dadurch zu einer höheren Wahrscheinlichkeit, dass 

freie p85α (p76α)-Untereinheiten an aktivierten Rezeptor-Tyrosin-Kinasen binden und 

dadurch die Signalkaskade inhibieren. 

Die PI3K-Aktivität, gemessen an der P-Akt Menge, die wir in diesen p76α 

transduzierten Zellen sehen, ist demnach ein Mischzustand zwischen Aktivierung durch 

p76α−Untereinheiten und Hemmung durch Zunahme der Mengen an freien regulatorischen 

Untereinheiten. Es ist schwierig, diese zwei Mechanismen auseinanderzuhalten, weil die in 

p76α fehlende c-SH2-Domäne sowohl für die Bindung an aktivierte Rezeptor-Tyrosin-

Kinasen und Aktivierung der PI3K, als auch für die Inhibition der katalytischen 

Untereinheit eine wichtige Rolle spielt.  

Welche dieser beiden Mechanismen der Wichtigere ist und die stärkere Rolle spielt, 

ist nicht vollständig klar, aber in unseren Experimenten war das Gesamtergebnis eher eine 

Hemmung der PI3K / Akt Signalkaskade. Durch weitere Versuche können diese zwei 

Mechanismen getrennt voneinander untersucht werden. Die Hemmung durch Kompetition 

der freien regulatorischen Untereinheiten wurde in dieser Arbeit weiter untersucht, in dem 

die Zellen mit dem wildtyp p85α−Gen transduziert wurden (s.u.). Die aktivierende 

Wirkung der p76α−Untereinheiten kann untersucht werden, in dem die endogene wildtyp 

p85α−Expression ausgeschaltet wird (z.B. mit siRNA). Diese Zellen, die kein p85α 

exprimieren, können dann mit p76α transduziert werden (wobei die p76α−Menge der 

endogenen p85α−Menge in normalen Zellen entsprechen soll). Damit kann die Wirkung 
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der Mutation dieses Proteins untersucht werden, ohne dass die Überexpression zu dem oben 

beschriebenen Mischzustand der Aktivierung führt.  

- p85α-Überexpression: 

Überexpression vom Wildtyp-p85α führte zu einer Hemmung der Ser473- 

Phosphorylierung von Akt (somit zu einer Hemmung der PI3K / Akt Signalkaskade). Eine 

Erklärung dafür, ist der oben beschriebene Kompetitionsmechanismus (nach Ueki et al., 

2000) (Abb. 68B). p85α kann die Aktivierung der Signalkaskade auch auf anderem Wege 

regulieren (Abb. 68C und 68D).  

Bei Mäusen wurde beobachtet, dass die p85α−Untereinheit mit ihrer c-SH2-

Domäne an die Inositolphosphatase SHIP binden kann (Gupta et al., 1999). Eine 

Interaktion der regulatorischen Untereinheit der PI3K mit der Phosphatase PTEN wurde 

ebenfalls beschrieben (Geering et al., 2007). Es ist möglich, dass p85α im Rahmen eines 

negativen Feedback-Mechanismus Phosphatasen wie SHIP aktivieren kann. Dies würde zu 

einer Dephosphorylierung von PI(3,4,5)P3 und zur Unterbrechung der PI3K / Akt 

Signalkaskade führen. Es ist möglich, dass p85α diese Funktion als freie Untereinheit, 

unabhängig von der katalytischen p110-Untereinheit der PI3K ausüben kann. Der p85α 

regulatorischen Untereinheit wurden schon PI3K-unab-hängige Funktionen zugeschrieben 

(Ueki et al., 2003). Eine weitere Möglichkeit, wie p85α die Aktivität der Signalkaskade 

regulieren kann, ist mittels der JNK (c-Jun NH2-terminal kinase). Die Insulin-induzierte 

JNK-Aktivität wird durch Hemmung der p85α-Expression gehemmt. Gleichzeitig führt 

Reexpression von p85 in p85-/- Knockout-Zellen zur Wieder-herstellung der JNK-Aktivität, 

was zur Annahme führt, dass JNK durch das p85-Protein, unabhängig von der PI3K-

Aktivität aktiviert wird (Ueki et al., 2003). Diese Aktivierung läuft weder durch direkte 

Bindung, noch über die Signalkaskade Ras / Rac1 /  Cdc42 / MEKK1 / SEK1, sondern über 

eine weitere Signalkaskade downstream von ras oder durch Hemmung eines JNK-

hemmenden Proteins. JNK seinerseits kann die PI3K Signalkaskade hemmen, was den 

negativen Feedback-Zyklus vervollständigt (Ueki et al., 2003).   
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Abb. 68: Modelle über die Wirkung der p85α−Überexpression. A) in normalem Zustand sind sowohl p85 

/ p110 Heterodimere als auch freie p85α−Unereinheiten in den Zellen vorhanden (Ueki et al., 2000); B)  freie 

p85α−Untereinheiten können mit aktivierten Rezeptor-Tyrosin-Kinasen Komplexe bilden, die zu keiner 

Aktivierung der PI3K / Akt Signalkaskade führen, weil die p110α katalytische Untereinheit der PI3K fehlt. 

Überexpression von p85α führt zu einer Verschiebung des Verhältnisses der Menge an p85α / 

p110α−Heterodimeren zu freien p85α−Untereinheiten zugunsten der freien p85α−Untereinheiten, die mit 

einer höheren Wahrscheinlichkeit an aktivierten Rezeptor-Tyrosin-Kinasen binden und dadurch die 

Signalkaskade inhibieren (Ueki et al., 2000); C) es ist möglich, dass freie p85α−Untereinheiten mit 

Phosphatasen wie SHIP und PTEN interagieren und durch deren Aktivierung die Signaltransduktion 

inhibieren (Gupta et al., 1999; Geering et al., 2007); D) p85α kann die Aktivität der Signalkaskade auch über 

die JNK (c-Jun NH2-terminal kinase) regulieren (Ueki et al., 2003).  

 

5.1.3.3. EGF-Stimulation der mit p76α− bzw. p85α−transduzierten NIH3T3 Zellen 

Auch hier wurde zur Feststellung der PI3K / Akt Aktivität die Phosphorylierung von 

Akt an Ser473 nach p76α− bzw. p85α−Transduktion untersucht (Abb. 35). Während in 

NIH3T3 Zellen eine Hemmung der Ser473-Phosphorylierung nach p76α− und p85α− 

Transduktion beobachtet werden kann, wird diese Hemmung aufgehoben, wenn die Zellen 
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für 16 Stunden in 0,5%-igem FCS Medium gehungert werden. Durch das Hungern werden 

Signalkaskaden in diesen Zellen inaktiviert, die normalerweise über PI3K ihre Wirkungen 

ausüben. In den gehungerten Zellen kann beobachtet werden, dass die P-Akt (Ser473) 

Menge deutlich abgenommen hat und in mit dem Vektor, p76α und p85α transduzierten 

Zellen gleich ist. Nach EGF-Stimulation ändern sich die P-Akt (Ser473) Mengen nicht und 

es entstehen ebenfalls keine Unterschiede in den P-Akt (Ser473) Mengen in mit dem 

Vektor, p76α und p85α transduzierten Zellen. Die Begründung dieser Daten findet sich in 

den Western Blot Analysen der Phosphorylierung des EGF-Rezeptors in diesen Zellen. 

Schon in den nicht stimulierten Zellen ist eine deutliche Tyrosin-Phosphorylierung des 

EGF-Rezeptors zu sehen, was bedeutet, dass in diesen Zellen der EGF-Rezeptor konstitutiv 

aktiv ist. Auch nach Stimulierung mit 10 nM EGF Endkonzentration kommt es zu keiner 

stärkeren Aktivierung des EGF-Rezeptors, was ebenfalls für eine konstitutive Aktivierung 

des EGF-Rezeptors in diesen Zellen spricht. 

 

5.1.3.4. Effekte der p76α− bzw. p85α−Transduktion in CD34+ Zellen 

Hierbei wurde die GM-CSF-abhängige Koloniebildung von CD34+ Zellen nach 

Transduktion mit p76α bzw. p85α untersucht (Abb. 38). Sowohl  nach Transduktion mit 

p76α als auch mit p85α ist die Anzahl der gebildeten Kolonien um 87,0% ±  19.0% bzw. 

76,8% ±6,6% kleiner. Die Hemmung der GM-CSF-abhängigen Koloniebildung entspricht 

der Hemmung der Ser473-Phosphorylierung beobachtet in NIH3T3 Zellen. PI3K wird nach 

Stimulation mit GM-CSF aktiviert (Gu et al., 2000). Die Ergebnisse mit den CD34+ Zellen 

entsprechen den Ergebnissen bei den NIH3T3 Zellen und lassen sich ebenfalls mit den 

oben beschriebenen Kompetitionsmechanismus, Aktivierung von Phosphatasen oder 

Regulation anderer Signalkaskaden durch p85α erklären (s.o. 5.1.3.2.). Die Hemmung der 

Koloniebildung durch p85α−Überexpression wurde weiteruntersucht (s. u. 5.2.). 

 

5.2. Überexpression der p85α−Untereinheit und ihre Effekte 

Bei der Untersuchung der Effekte der p76α−Expression in NIH3T3, PG13, Cole 

und humanen primären hämatopoetischen CD34+ Zellen wurden die Zellen zur Kontrolle 
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mit dem MigRI-Vektor oder mit dem p85α-Konstrukt (das für das Wildtyp-Protein kodiert) 

transduziert. Dabei wurde beobachtet (s.o.), dass eine Überexpression der 

p85α−Untereinheit mit einer Hemmung der Ser473-Phosphorylierung in NIH3T3 und 

PG13 Zellen, sowie einer Hemmung der Koloniebildung von CD34+ Zellen einhergeht, 

während in Cole Zellen die Expression vom transduzierten p85α−Gen durch einen 

posttranskriptionellen Mechanismus gehemmt wird. 

Dies leitete uns dazu, die Effekte der p85α-Überexpression weiter zu untersuchen. 

Zum einen, wurden die Effekte der p85α-Transduktion in CD34+ Zellen bestätigt und die 

Abhängigkeit der GM-CSF-abhängigen Hemmung der Koloniebildung nach p85α-

Transduktion von der GM-CSF-Konzentration untersucht. Zum anderen, wurden die 

Effekte der p85α-Transduktion in Leukämie-Zelllinien untersucht, die Mutationen 

aufweisen, die zur Aktivierung der PI3K führen und häufig in humanen Leukämien 

vorkommen.   

Die Überexpression der p85-Untereinheit in nicht hämatopoetischen Zellen ist 

beschrieben (Hara et al., 1994; Rodriguez-Viciana et al., 1997; Ueki et al., 2000), aber 

Daten über die Überexpression in hämatopoetischen Zellen fehlen. 

 

5.2.1. Effekte der p85α−Transduktion in CD34+ Zellen 

Als erstes wurde die in 5.1.3.4. beobachtete Hemmung der GM-CSF-abhängigen 

Koloniebildung nach p85α−Transduktion in drei Experimenten untersucht (Abb. 43). In 

allen drei Versuchen war eine deutliche Hemmung der GM-CSF-abhängigen 

Koloniebildung, jeweils um 76,8% ± 3,5%, 58,7% ± 5,9%, und 54,2% ± 1,5% zu sehen.  

 

5.2.1.1. Abhängigkeit der Hemmung der GM-CSF-abhängigen Koloniebildung 

nach p85α−Transduktion von der GM-CSF-Konzentration 

Die Anzahl der gebildeten Kolonien steigt mit Zunahme der GM-CSF- 

Konzentration (Abb. 44). Zu beobachten ist, dass bei sehr geringen GM-CSF- 

Konzentrationen kaum Kolonien gebildet werden, was die Abhängigkeit der 
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Koloniebildung von der GM-CSF-Stimulation bestätigt. Bei höheren GM-CSF-

Konzentrationen ist die bereits oben beschriebene Hemmung der Koloniebildung durch 

p85α−Transduktion zu beobachten (um 57,4% ± 8,5% bei 1 ng/ml GM-CSF und um 57,2% 

± 0,7% bei 10 ng/ml GM-CSF). Die Anzahl der gebildeten Kolonien in mit Vektor 

transduzierten Zellen ist ähnlich der Anzahl der gebildeten Kolonien in mit 

p85α transduzierten Zellen, wenn letztere in der 10-fachen GM-CSF-Konzentration 

kultiviert wurden. Dies bedeutet, dass die Hemmung der Koloniebildung durch 

p85α−Transduktion durch eine Zunahme der GM-CSF-Konzentration um den Faktor 10 

aufgehoben werden kann.  

 

5.2.1.2. Abhängigkeit der Hemmung der GM-CSF-abhängigen Koloniebildung nach 

p85α−Transduktion von der p85α−Überexpressionsstärke 

Die transduzierten CD34+ Zellen wurden nach der Stärke der EGFP-Fluoreszenz 

sortiert. Während die Hemmung der GM-CSF-abhängigen Koloniebildung durch 

p85α−Transduktion erneut bestätigt werden konnte, konnte ein nur sehr geringfügiger, 

statistisch nicht signifakanter Unterschied in der Koloniebildung zwischen den schwach 

und stark positiven p85α transduzierten CD34+ Zellen festgestellt werden (Abb. 46). Der 

Grund dafür könnte sein, dass der Unterschied in der Stärke der p85α−Überexpression in 

den schwach und stark positiven p85α transduzierten CD34+ Zellen nicht groβ genug ist, 

um zu einer statistisch signifikanten Hemmung der PI3K und damit der Koloniebildung zu 

führen. So könnte die Überexpression der p85α−Untereinheit auch in den schwach 

positiven CD34+ Zellen so stark sein, dass es zu einer Hemmung der PI3K Aktivität durch 

die oben genannten Mechanismen kommt und eine noch stärkere Überexpression zu keiner 

weiteren Hemmung führt. Um eine Abhängigkeit der Hemmung der GM-CSF-abhängigen 

Koloniebildung nach p85α−Transduktion von der p85α-Überexpressionsstärke genau zu 

untersuchen, können zum einen die Zellen in sehr schwach, schwach, mittel, stark und sehr 

stark positive CD34+ Zellen sortiert werden. Auf der anderen Seite, kann die zur 

Transduktion der CD34+ Zellen Titer der RD114-pseudotypisierten Viren so geändert 

werden, dass die Stärke der p85α-Überexpression vermindert werden kann.  
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5.2.1.3. Hemmung der GM-CSF-abhängigen Proliferation nach p85α−Transduktion 

Hierbei wurde die GM-CSF-abhängige Proliferation der CD34+ Zellen nach 

Transduktion mit p85α untersucht (Abb. 47). Nach Transduktion mit p85α ist die Zellzahl 

um 60,9% ± 82,8% geringer, wobei aufgrund starker Zahlenschwankungen dieser 

Unterschied nicht statistisch signifikant war.  

 

5.2.1.4. Effekte der p85α−Transduktion in CD34+ Zellen eines Patienten mit MPS 

Die aus einer Leukapherese gereinigten CD34+ Zellen wurden nach Transduktion 

und Sortierung in Methylzellulose oder StemSpan-Medium, jeweils versetzt mit 10 ng/ml 

GMCSF, kultiviert. Es war aber weder eine Bestimmung von Koloniezahlen noch ein 

Proliferationsversuch möglich, weil die Zellen kein Wachstum zeigten und nach 14 Tagen 

starben (Abb. 50). Die CD34+ Zellen wurden in diesem Fall direkt aus dem Blut des 

Patienten gewonnen (während es sich in den anderen Versuchen immer um aus 

Nabelschnurblut gereingte CD34+ Zellen handelte). Es ist möglich, dass obwohl der Patient 

sich in einer Blastenkrise  befand, die aus dem Knochenmark ausgeschwemmten Zellen 

nicht mehr unreife Zellen waren, sodass diese Zellen möglicherweise schon so weit 

ausdifferenziert waren, dass die GM-CSF-Stimulierung nicht mehr zum Wachstum und zur 

Proliferation ausführte. 

 

Die in den CD34+ Zellen gezeigten Effekte der p85α−Transduktion entsprechen den 

Ergebnissen, die in NIH3T3 Zellen beobachtet wurden, wo es zu einer Hemmung der 

Ser473-Phosphorylierung von Akt kommt. Während in NIH3T3 Zellen die PI3K Aktivität 

an der (Ser473) p-Akt Menge durch Western Blot Analysen untersucht werden kann, ist in 

CD34+ Zellen eine Western Blot Analyse nicht möglich. Die Zahl der positiv sortierten 

CD34+ Zellen lag zwischen 1x104 und 3x104 und war damit nicht ausreichend, um Western 

Blot Analysen durchzuführen und die p-Akt Mengen dadurch zu bestimmen. Hier wäre eine 

(Ser473) p-Akt-Immunfluoreszenzfärbung z.B. mit AlexaFluor 647 zur Bestimmung der p-

Akt Mengen in CD34+ Zellen sinnvoll. 
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Eine GM-CSF-Stimulation führt zur Aktivierung der PI3K und Phosphorylierung 

von Akt (Gu et al., 2000). Um die Hemmung der GM-CSF-Signalkaskade durch 

p85α−Überexpression weiter zu untersuchen, wurden NIH3T3-Zellen verwendet, die den 

GM-CSF-Rezeptor auf der Zelloberfläche exprimieren und GM-CSF stimulierbar sind (s. 

4.3.2.6.). Die Zellen wurden vor dem Versuch gehungert, um das Phosphorylierungsniveau 

von Akt zu verringern. Nach dem Hungern konnte trotzdem eine immer noch deutliche 

(Ser473) Akt-Phosphorylierung in den Mig-tranduzierten Zellen festgestellt werden (Abb. 

49). Das Hungern über 2 Stunden war anscheinend nicht lange genug, um die Akt-

Phosphorylierung ganz auszuschalten. Vor Stimulation ist eine statistisch signifikante 

Hemmung der (Ser473) Akt-Phosphorylierung nach p85α−Transduktion um 59,6% ± 

22,1% zu beobachten. Nach GM-CSF-Stimulation ist eine Zunahme dieser Hemmung auf 

85,5% ± 39,2% zu beobachten. Die Zunahme ist am ehesten dadurch zu erklären, dass die 

Mig-transduzierten Zellen stärker durch GM-CSF stimuliert werden als die  

p85α−transduzierten Zellen, wo p85α eine hemmende Rolle spielt. Dies ist ein sehr starker 

Hinweis auf einer hemmenden Rolle von p85α auf Zytokin-Signalkaskaden wie die GM-

CSF-Signalkaskade.   

Diese Zellen können verwendet werden, um in weiterführenden Experimente, auch 

die Mechanismen der Zytokin-abhängigen PI3K Aktivierung über die p85α−Untereinheit 

weiter zu untersuchen.  

Ein Weg, diese Mechanismen zu untersuchen, ist bestimmte Mutationen an der 

p85α−Untereinheit einzuführen. Die p85α−Untereinheit wird aktiviert, in dem sie über 

FLVR-Motive in ihren zwei SH2-Domänen mit den phosphorylierten Tyrosinresten der 

Rezeptor-Tyrosin-Kinasen oder Adaptermoleküle interagiert. Durch Herstellung von 

mutierten p85α−Untereinheiten, wo die FLVR Bindungsstelle an der n-SH2-, c-SH2 oder 

gleichzeitig beiden SH2-Domänen mutiert ist, sodass sie nicht mehr zur Aktivierung der 

PI3K beitragen können, kann untersucht werden, welche der SH2-Domänen eine wichtigere 

Rolle in der Zytokin-abhägigen PI3K-Aktivierung spielt (Mutation 1, 2 oder 3, Abb. 69). 

Gleichzeitig, kann die Bindungsstelle der p110α katalytischen Untereinheit an der 

p85α−Untereinheit mutiert werden (Mutation 4 und 5, Abb 69). Durch diese Mutanten 

kann dann auch der Kompetitionsmechanismus der freien p85α−Untereinheiten zu den 

p85α / p110α−Heterodimeren näher untersucht werden. So kann z. B. untersucht werden, 
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ob ein Kompetitionszustand entsteht, in dem: a) p85α−Untereinheiten, die nicht an der 

p110α−Untereinheit binden können, an den aktivierten Rezeptorkomplexen binden und 

damit die Bindung der PI3K daran hemmen; b) p85α−Untereinheiten, die nicht an den 

aktivierten Rezeptorkomplexen binden können, an der p110α−Untereinheit binden, sodass 

die PI3K nicht an den aktivierten Rezeptorkomplexen gebunden werden kann; c) beide 

Mechanismen eine Rolle spielen. 

 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Mutanten: 

1. c-SH-2 Mutante (Mutation a) 
2. n-SH-2 Mutante (Mutation c) 
3. cn-SH2-Mutante (Mutation a + c) 
4. i-SH2-Mutante (Mutation b) 
5. icn-SH2-Mutante (Mutation a + b + c) 

 

Abb. 69: Mutatione zu weiteren Untersuchungen über den Kompetitionsmechanismus der freien 

p85α−Untereinheiten zu den p85α / p110α−Heterodimeren 

Die Ergebnisse mit den CD34+ Zellen lassen sich ebenfalls mit dem oben 

beschriebenen Kompetitionsmechanismus, Aktivierung von Phosphatasen oder Regulation 

anderer Signalkaskaden durch p85α erklären (s.o. 5.1.3.2.). Die Feststellung, dass p85α die 

Aktivität der Zytokin-abhängigen Singalkaskaden (als negativer Wachstumsregulator) 

reguliert, könnte hilfreich in der Entwicklung von Gentherapien sein (s. auch 5.3.). Hierbei 
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ist eine eventuell Zytotoxizität von p85α auf gesunden Zellen zu beachten. Um dies zu 

untersuchen sind weitere Untersuchungen an Zelllinien und an Tiermodellen notwendig.  

 

5.2.2. Effekte der p85α−Transduktion in anderen Zelllinien 

Weiterhin wurden die Effekte der p85α−Überexpression in anderen Zelllinien 

untersucht. Es wurden die humane 293gp (HEK293) Zelllinie, sowie die Leukämie-

Zelllinien Eol1, Jurkat, MV4-11, K562, Kasumi1 und M1 untersucht. 

 

5.2.2.1. Effekte der p85α−Transduktion in 293 gp Zellen 

Die humane Zelllinie 293 gp (HEK 293) wurde mit dem MigRI Vektor oder dem 

p85α-Konstrukt transduziert. Die erfolgreiche Transduktion der Zellen wurde sowohl 

mittels EGFP-Fluoreszenz (im Fluoreszenz Mikroskop) als auch mittels Western Blot 

Analyse (Nachweis des EGFP-Proteins) nachgewiesen (Abb. 51). Auch hier, wie bei den 

NIH3T3 und PG13 Zellen, ist die EGFP-Expression in den mit p85α transduzierten Zellen 

(wo das EGFP-Gen an 2. Stelle, nach dem p85α-Gen liegt) kleiner als in den mit dem 

Vektor transduzierten Zellen (wo das EGFP-Gen an 1. Stelle liegt). 

Nach der Transduktion ist in den 293 gp Zellen eine Überexpression von p85α um 

121,6% ± 19,5% zu beobachten (Abb. 52).  Zur Feststellung der PI3K / Akt Aktivität nach 

p85α−Transduktion wurde die Phosphorylierung von Akt an Ser473 untersucht (Abb. 53). 

Die Überexpression von p85α führt zu einer signifikanten Abnahme der Akt-

Phosphorylierung um 64,9% ± 4,1% (nach Abgleich an GAPDH) (bzw. 77,0% ± 4,4% nach 

Abgleich an Akt), verglichen mit der Akt-Phosphorylierung in Zellen, die nur mit dem 

Vektor transduziert wurden. Diese Daten stimmen mit den an der NIH3T3-Zelllinie (s.o.) 

gewonnenen Daten überein. Die möglicherweise dafür zuständigen Mechanismen wurden 

oben beschrieben. 
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5.2.2.2. Effekte der p85α−Transduktion in Leukämie-Zelllinien 

Für die Untersuchungen der Effekte der p85α-Überexpression in Leukämie-

Zelllinien, wurden Zelllinien ausgesucht, die eine Aktivierung der PI3K – Akt 

Signalkaskade aufweisen und deren Mutationen relativ häufig in humanen Leukämien 

vorkommen. Die Leukämie-Zelllinien, die untersucht wurden, waren: Eol1 (PDGFR-

Mutation), Jurkat (starke Aktivierung der PI3K mit groβen Mengen (Ser473) P-Akt), MV4-

11 (FLT3R-Mutation), K562 (BCR-ABL Protein), Kasumi (c-kit Mutation) und M1 (s. a. 

3.1.6.1.). 

- PI3K-Abhängigkeit der Zellproliferation und Apoptose 

Als erstes wurde untersucht, in welchem Maße die Proliferation dieser Zelllinien 

PI3K-abhängig ist. Dafür wurde ein Proliferationsversuch dieser Zellen mit und ohne den 

PI3K Hemmstoff LY294002 (Endkonzentration 25 µM) durchgeführt. (Abb. 54). Hierbei 

zeigte sich, dass in allen Zelllinien die Hemmung der PI3K sowohl zu einer Hemmung der 

Proliferation (nach zehn Tagen war die Zellzahl bei den nicht behandelten Zellen deutlich 

größer als bei den mit LY294002 behandelten Zellen), als auch zu einem stärkeren 

Absterben (nach zehn Tagen war der Anteil der toten Zellen bei den nicht behandelten 

Zellen deutlich niedriger als bei den mit LY294002 behandelten Zellen) führte (Tab. 10). 

Anteil toter Zellen (Tag 10) Zelllinie Verhältnis Zellzahl nicht behandelter Zellen : Zellzahl 
mit LY294002 behandelte Zellen (nach 10 Tagen) Ohne LY Mit LY  (25µM) 

Eol1  64,8 : 1 4,4% ± 1,1% 50,9% ± 4,8% 
Jurkat   30,9 : 1 1,5% ± 0,3% 63,6% ± 4,4% 
MV4-11 467,9 : 1 4,0% ± 1,5% 94,3% ± 1,3% 
K562     9,8 : 1 1,9% ± 0,2% 21,7% ± 1,7% 
Kasumi   53,4 : 1 1,0% ± 0,0% 45,9% ± 11,6% 
M1  126,2 : 1 8,1% ± 4,1% 61,2% ± 3,6% 

 

Tab. 10: Proliferationsversuch mit dem PI3K-Hemstoff LY294002. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert 

aus drei unabhängigen Experimenten. Für weitere Einzelheiten s. Text und  4.3.3.4. 

Die Aktivität der PI3K wurde anhand der Ser473-Phosphorylierung von Akt 

nachgewiesen (Abb. 56). Abgesehen von der K562-Zelllinie, konnte in allen Zelllinien P-

Akt (Ser473) nachgewiesen werden, wobei in manchen Zelllinien (Jurkat, M1 und MV4-

11) die P-Akt (Ser473) – Mengen deutlich stärker waren als in den anderen Zelllinien 

(Eol1, Kasumi). Zu beobachten ist ein Zusammenhang zwischen der beobachteten 
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Proliferationshemmung / Absterben durch LY294002 und der PI3K Aktivität / P-Akt 

(Ser473) Menge. Zelllinien, die groβe P-Akt (Ser473) Mengen zeigen (M1 und MV4-11), 

zeigen eine starke Proliferationshemmung (126,2 bzw. 467,9 fach mehr Zellen nach zehn 

Tagen Proliferation ohne LY294002 als mit LY294002) und hohe Sterberaten (nach zehn 

Tagen 61,2% ± 3,6% bzw. 94,3% ± 1,3% tote Zellen nach Behandlung mit LY294002). 

Zelllinien, die schwächere P-Akt (Ser473) Mengen im Western Blot zeigen (Eol1, Kasumi  

und K562), zeigen eine nicht so starke Proliferationshemmung (64,8, 53,4 bzw. 9,8 fach 

mehr Zellen nach zehn Tagen Proliferation ohne LY294002 als mit LY294002) und nicht 

so hohe Sterberaten (nach zehn Tagen 50,9% ± 4,8%, 45,9% ± 11,6% bzw. 21,7% ± 1,7% 

tote Zellen nach Behandlung mit LY294002). Dies spricht dafür, dass in diesen Zelllinien 

die PI3K nicht gleich aktiv ist, und ihr Wachstum nicht im gleichen Maße PI3K-abhängig 

ist. Hierbei zeigen sich die MV4-11 und K562 Zelllinien als die zwei Extreme: die MV4-11 

Zelllinie zeigt große Mengen an P-Akt (Ser473) im Western Blot, durch LY294002 wird 

ihre Proliferation am stärksten gehemmt und ihre Sterberate am stärksten gesteigert; die 

K562 Zelllinie zeigt sehr geringe Mengen an P-Akt (Ser473) im Western Blot, durch 

LY294002 wird ihre Proliferation am wenigsten gehemmt und ihre Sterberate am 

geringsten gesteigert.  

Aus diesem Schema fällt die Jurkat-Zelllinie raus. Sie zeigt durchgehend große       

P-Akt (Ser473) Mengen im Western Blot, während sie sich in diesem Proliferationsversuch 

so verhält, wie die Zelllinien die geringe Mengen P-Akt (Ser473) im Western Blot zeigen. 

Eine mögliche Erklärung dafür ist die Beobachtung, dass auch nach der Hemmung mit 

LY294002, in Jurkat Zellen durch eine Western Blot Analyse immer noch deutliche 

Mengen P-Akt (Ser473) nachgewiesen werden können (Abb. 71). Dies zeigt, dass die PI3K 

Aktivität und die damit zusammenhängende Ser473-Phosphorylierung von Akt in den 

Jurkat Zellen so stark ist, dass auch eine Hemmung der PI3K mit 25 µM LY294002 nicht 

ausreicht, um diese Phosphorylierung vollständig auszuschalten. Diese Restaktivität von 

PI3K könnte dazu führen, dass die Jurkat Zellen auch nach Hemmung mit LY294002 

weiter proliferieren und ihre Sterberate nicht so stark wie in der MV4-11 Zelllinie ist.  
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Abb. 70: Akt-Phosphorylierung an Ser473 in Jurkat Zellen nach Hemmung mit 25 µM LY294002. 

Dargestellt sind die P-Akt (Ser473) Mengen; die Akt Mengen und die GAPDH Mengen. 

Links sind Proteinlysate von Jurkat Zellen, die in normalem Medium (ohne LY294002) kultiviert wurden, 

aufgetragen. Rechts sind Proteinlysate von Jurkat Zellen, die in mit 25 µM LY294002 versetzten Medium 

kultiviert wurden, aufgetragen. Für weitere Einzelheiten s. Text.  

 

- Transduktion und p85α−Überexpression  

Die erfolgreiche Transduktion der Zellen wurde mittels Western Blot Analyse 

(Nachweis des EGFP-Proteins) nachgewiesen (Abb. 58). Auch hier ist die oben 

beschriebene schwächere EGFP-Expression in den mit p85α−transduzierten Zellen als in 

den mit dem Vektor transduzierten Zellen  zu beobachten. 

Die Untersuchung der Überexpression von p85α zeigte ein gemischtes Bild 

(Abb.59). Die K562 Zellen zeigten eine Überexpression von p85α um 155,8% ± 32,1%, ein 

Wert der den Überexpressionswerten in den NIH3T3, PG13 und 293 gp Zellen ähnelt. In 

den anderen Zelllinien war keine Überexpression von p85α nachweisbar. 

Wie oben beschrieben, wäre nach einer erfolgreichen Transduktion (EGFP 

Fluoreszenz beim Sorten) und Nachweis der Expression des transduzierten Konstrukts 

(anhand der EGFP-Expression) eine Überexpressin von p85α  in den mit 

p85α transduzierten Zellen zu erwarten. Das Fehlen des p85α−Proteins läßt in diesen 

Fällen auf zwei mögliche Mechanismen schließen: A) ein post-transkriptioneller 

Mechanismus führt zur Hemmung der p85α−Überexpression nach p85α−Transduktion von 

leukämischen Zellen (wie bei den Cole Zellen). In diesem Fall wäre dieser Mechanismus in 

den K562 Zellen gehemmt oder nicht existent. B) In diesen Zelllinien kommt es zunächst 

zu einer Überexpression von p85α. Diese Überexpression könnte in unterschiedlicher 
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Weise im Sinne eines negativen Feedback-Mechanismus zu einer Hemmung der 

p85α−Überexpression führen. P85α−Überexpression könnte zu einer Hemmung des 

Wachstums und der Proliferation dieser Zellen führen, z.B. über den für die NIH3T3 Zellen 

oben beschriebenen, PI3K-abhängigen Kompetitionsmodell (s. auch 5.1.3.2.). P85α könnte 

jedoch auch unabhängig der PI3K zur Aktivierung einer Signalkaskade führen, die zur 

Hemmung der p85α−Expression führt. Auch in diesem Fall wäre dieser Mechanismus in 

den K562 Zellen gehemmt oder nicht existent. Durch diesen Feedback-Mechanismus haben 

die Zellen, die p85α Überexprimieren ein Wachstumsnachteil (Selektionsnachteil). Nach 

dem Sorten wurden die Zellen für 3-4 Wochen in Kultur gehalten, bis genügend Zellen 

vorhanden waren, um die beschriebenen Versuche durchzuführen. Diese Zeit ist 

ausreichend für diesen eventuellen Selektionsnachteil, sodass die 

p85α−überexprimierenden Zellen von den anderen Zellen überwachsen werden können und 

die Überexpression (und ihre Effekte) nicht mehr nachweisbar sind. In diesem 

Zusammenhang, würde die Überexpression von p85α in K562-Zellen dadurch zu erklären 

sein, dass diese Zellen die geringste PI3K-Abhängigkeit für Proliferations- und 

Überlebenverhalten zeigen. Deshalb führt eine p85α−Überexpression in K562 Zellen zu 

keinem Selektionsnachteil, die p85α−überexprimierenden Zellen werden nicht von den 

anderen Zellen überwachsen und die p85α−Überexpression bleibt nachweisbar. 

 

- Weitere Untersuchungen zum Umgehen eines evntuell. vorhandenen 

Selektionsmechanismus 

Um diese Möglichkeit näher zu untersuchen, muss nach der Transduktion bzw. dem 

Sorten sofort eine Analyse der positiv sortierten p85α−transduzierten Zellen erfolgen. Da 

die Zellzahl zu diesem Zeitpunkt keine Western Blot Analyse zulässt, wurde hierfür ein 

anderer Versuch durchgeführt. Die Proliferation der Zellen sollte sofort nach der 

Transduktion untersucht werden. Dafür erfolgte ein Versuch mit BrdU (Bromodeoxyuridin, 

ein Thymidinanalogon). BrdU ist ein Analogon von Thymidin und wird in 

neusynthetisierten DNA-Molekülen eingebaut. Dann wird das eingebaute BrdU mithilfe 

von anti-BrdU-Fluoreszenz-Antikörpern gefärbt. Die Fluoreszenz entspricht demnach der 

Menge an eingebautem BrdU und der Zellproliferation. Die Zellen erhielten BrdU als 

Zusatz, proliferierende Zellen bauen BrdU in ihre DNA ein und das eingebaute BrdU kann 
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mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikörpern detektiert werden. Der BrdU-Einbau ist dann ein 

Maß für die Zellproliferation. Da dieser Versuch direkt im Anschluβ nach der Transduktion 

der Zellen durchgefürt wurde, ist keine Zeit für einen eventuell vorhandenen 

Selektionsmachanismus durch das das zusätzlich exprimierte p85α seine Expression 

negativ regulieren könnte, bzw. die p85α-überexprimierenden Zellen von den anderen 

Zellen überwachsen werden können.  

Jurkat Zellen: 

In Jurkat Zellen zeigten sich keine signifikante Unterschiede der Proliferationsrate 

nach p85α−Transduktion, unabhängig von der Stärke der EGFP-Fluoreszenz. Nach 

Sortierung der Jurkat-Zellen korrelierte die Stärke der grünen Fluoreszenz mit der 

Expressionsstärke des transduzierten Konstrukts, gemessen an der EGFP-Menge (Abb. 62). 

Weder in den stark-, noch in den schwach-positiven p85α transduzierten Jurkat Zellen war 

eine p85α−Überexpression nachweisbar (Abb. 63). Auch die PI3K / Akt Aktivität, 

gemessen an der Phosphorylierung von Akt an Ser473 und die Proliferationsrate nach 

p85α−Transduktion zeigte keinen Unterschied, unabhängig von der Stärke der Expression 

der Konstrukte (Abb. 64 und 65). Dieses Ergebniss, zusammen mit den anderen Versuchen 

an Jurkat Zellen geben einen sehr starken Hinweis darauf, dass die p85α−Untereinheit in 

diesen Zellen nach erfolgreicher Transduktion nicht überexprimiert wird. Die 

Mechanismen, die zu dieser Hemmung führen, wurden oben beschrieben und müssen in 

weiterführenden Experimente untersucht werden. 

K562 Zellen: 

In K562 Zellen zeigte sich eine Hemmung der Proliferation nach 

p85α−Überexpression um etwa 10%. Dieser Unterschied war zwar statistisch nicht 

signifikant, stellt aber ein Hinweis auf eine hemmende Wirkung der p85α−Überexpression 

auf die Proliferation der K562 Zellen dar. Die Hemmung der Proliferation durch  

p85α−Überexpression ist möglicherweise, anders als in den anderen Zelllinien, so 

geringfügig, dass die p85α−Überexpression noch nachweibar ist. 

Die K562 Zelllinie ist die einzige von sieben Leukämie-Zelllinien, in der eine 

p85α−Überexpression nachweisbar ist. Dies zwei Gründe haben: A) ein post-
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transkriptioneller Mechanismus führt zur Hemmung der p85α−Expression nach 

p85α−Transduktion, wie bei den anderen Leukämie-Zelllinien. In den K562 Zellen wäre 

dieser Mechanismus gehemmt und nicht existent. B) In den Leukämie-Zelllinien kommt es 

zunächst zu einer Überexpression von p85α. Diese Überexpression führt zu einer 

Hemmung des Wachstums und der Proliferation dieser Zellen, wodurch die Zellen, die 

p85α überexprimieren ein Wachstumsnachteil (Selektionsnachteil) haben. Da die K562-

Zellen die geringste Proliferationshemmung und die geringste Sterberate in dem 

Proliferationsversuch mit LY294002 zeigten, wäre es denkbar, dass die K562-Zelllinie eine 

sehr schwach ausgeprägte PI3K-Abhängigkeit hat. Dies würde zum einen dazu führen, dass 

diese Zellen nur einen geringen Wachstumsnachteil (und Selektionsnachteil) nach 

p85α−Überexpression haben, da die p85α−Überexpression in diesen Zellen die für diese 

Zellen nicht so wichtige PI3K hemmt. Deshalb kommt es in diesem Fall zu einem 

geringfügigen Selektionsdruck, die p85α überexprimierenden Zellen werden nicht 

überwachsen und die Überexpression ist nachweisbar. Auf der anderen Seite hat dadurch 

die p85α−Überexpression in diesen Zellen einen minimalen Effekt auf Proliferation, 

Überleben und (Ser473) Akt-Phosphorylierung. 

- Weitere Überlegungen zum Fehlen der p85α−Überexpression 

Das Fehlen einer p85α−Überexpression, unabhängig davon, welche der oben 

genannten Mechanismen dafür zuständig ist, deutet darauf hin, dass die Menge des p85α− 

Proteins in diesen Zellen sehr streng reguliert ist. Geering et al., 2007 beobachten, dass in 

den Zellen die Summe der Mengen aller regulatorischen Untereinheiten gleich der Summe 

der Mengen aller katalytischen Untereinheiten der PI3K ist. Dies führt zu der Annahme, 

dass in diesen Zellen kein „Überschuss“ an freien regulatorischen Untereinheiten 

vorhanden ist. Eine strenge Regulation der p85α−Menge in den Zellen würde unsere 

Beobachtungen und die von Geering et al., 2007 erklären. In unseren Versuchen mit 

Leukämie-Zelllinien ist nicht klar, durch welchen der beschriebenen Mechanismen die 

Überexpression von p85α gehemmt wird. Unter anderem könnte auch eine geringere 

Halbwertszeit der freien (überexprimierten) regulatorischen Untereinheiten eine Rolle 

spielen (Brachmann et al., 2005), die vorhandene Überexpression in K562 Zellen würde in 

diesem Fall aber dagegen sprechen.  
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- Das Gleichgewicht zwischen freien p85α− �Untereinheiten und p85α − p110α− 

Heterodimeren 

Da es nach den Beobachtungen von Geering et al., 2007 möglich ist, dass die 

Mengen von p85 streng an den Mengen von p110 angepasst werden, muss in unseren 

Überlegungen, sowie in den Versuchen, wo eine p85α−Überexpression nachweisbar war 

(z. B. in den NIH3T3, PG13 und 293gp-Zellen) geklärt werden, ob eine 

p85α−Überexpression gleichzeitig zu einer p110−Überexpression führt. Dies war in 

unseren Versuchen nicht der Fall (Abb. 71).  

 

Abb. 71: Expression von p110 nach p85α−Überexpression in 293-gp und NIH3T3 Zellen. Dargestellt 

sind: die p110-Mengen, die p85α-Mengen, die P-Akt (Ser473) Mengen, die GAPDH Mengen und die EGFP 

Mengen in A) 293gp Zellen und B) NIH3T3 Zellen nach Transduktion mit dem MigRI-Vektor oder p85α-

Konstrukt. In beiden Zelllinien sind die schon beschriebene p85α−Überexpression und EGFP-Expression 

nach Transduktion, sowie die Abnahme der P-Akt (Ser473) Menge nach p85α−Überexpression zu sehen. 

p85α−Überexpression führt zu keiner Änderung der p110-Mengen.   

 

- (Ser473) P-Akt Mengen und Proliferation nach p85α−Transduktion 

Obwohl in den meisten Zelllinien keine Überexpression von p85α nachweisbar war, 

wurden die Ser473 Phosphorylierung von Akt und die Proliferation in diesen Zelllinien 

nach Transduktion mit p85α  untersucht. Transduktion mit dem p85α-Konstrukt führte zu 

keiner Änderung der P-Akt (Ser473) Mengen in den Zelllinien. In den K562 (wo p85α  
überexprimiert werden konnte) und den Kasumi Zellen waren die P-Akt (Ser473) Mengen 

so niedrig, dass eine sinnvolle nicht möglich war (Abb. 59). Die Untersuchung der 
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Proliferation der Zelllinien nach Transduktion mit dem Vektor und p85α zeigte ebenfalls 

keinen statistisch signifikanten Unterschied, obwohl in fast allen Fällen die Proliferation 

der mit p85α  transduzierten Zellen leicht schwächer erscheint (Abb. 61). Das Fehlen 

statistisch signifikanter Unterschiede lässt sich mit dem oben beschriebenem Fehlen einer 

p85α−Überexpression erklären.  

 

5.3. Mögliche klinische Bedeutung dieser Ergebnisse  

Die Bedeutung der PI3K für die Tumor- und Leukämogenese (Horn et al., 2008), 

sowie die Progredienz maligner Erknrankungen ist in einer Vielzahl von Publikationen 

gezeigt worden (s. Einleitung). In Tumoren wie hepatozelluläre Karzinome, kolorektale 

Tumore, Mammakarzinome, Gehirntumore, Magenkarzinome, Schilddrüsentumore, 

Ovarialtumore, nicht kleinzellige Lungentumore, akute Leukämien, Zervixtumore 

(Shayesteh et al., 1999; Ma et al., 2000; Samuels et al., 2004; Campbell et al., 2004; Lee et 

al., 2005, Wu et al., 2005; Levine et al., 2005; Saal et al., 2005) wurden aktivierende 

Mutationen der katalytischen Untereinheit beschrieben.  Der gröβte Teil dieser Mutationen 

befindet sich an zwei Stellen,  der helicalen Domäne und der Kinase-Domäne. Weitere 

Mutationen befinden sich in der p85-Bindungsdomäne (Samuels et al., 2004). Die drei am 

häufigsten vorkommenden Mutationen E542K, E545K, und H1047R führen zur 

onkogenetischen Transformation der Zellen und konsitutiver Aktivierung von PI3K, Akt, 

p70 S6Kinase und 4E-BP1 (Kang et al., 2005).  

Es gibt viele Studien über Mutationen der katalytischen Untereinheit der PI3K in 

humanen Neoplasien. In den letzten Jahren sind immer mehr Mutatione der regulatorischen 

Untereinheit in Tumoren gefunden worden (Jimenez et al., 1998; Philp et al., 2001, Jücker 

et al., 2002; Mizoguchi et al., 2004; Shi et al., 2006). In dieser Arbeit wurde das 

p76α−Protein untersucht. Dieser mutierten Form der p85α regulatorischen Untereinheit 

fehlt die c-terminale SH2-Domäne. Wie oben erwähnt, gibt es in der Literatur keine 

systematische Suche nach ähnlichen Mutationen der regulatorischen Untereinheit der PI3K, 

sodass es nicht möglich ist, festzustellen wie oft diese Art von Mutation in menschlichen 

Leukämien und Tumoren vorkommt. Es gibt, außer den Cole Zellen (die nur das 

p76α−Protein exprimieren), zwei weitere Publikationen, wo beschrieben wird, dass in 
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Zellen nur eine kürzere Version und keine Wildtyp-Form des p85α−Proteins exprimiert 

wird. Zum einen, werden in der Kolonkarzinom-Zelllinie HCC2998 aufgrund von zwei 

Punktmutationen in den Allelen des p85α−Gens regulatorische Untereinheiten mit den 

Gröβen von 50 und 76 kDa exprimiert (Shi et al., 2006). Zum anderen wird in der Thymus-

Lymphom-Zelllinie CMN5, etabiliert von Mäusen nach Bestrahlung, nur ein 65 kDa groβes 

Protein (p65α) exprimiert (Jimenez et al., 1998). Auch dieser Mutante fehlt die ganze c-

terminale SH2-Domäne, sie kann dennoch (ähnlich wie das p76α−Protein in Cole Zellen) 

an der p110 katalytischen Untereinheit binden. Die CMN5 Zellen zeigen eine stärkere PI3K 

Aktivität und die p65α−Untereinheit führt zu einer stärkeren und länger andauernden 

Aktivierung der PI3K (Jimenez et al., 2002).   

In allen oben beschriebenen Fällen fehlt beim Vorhandensein einer mutierten 

p85α−Untereinheit die Expression der Wildtyp-p85α−Untereinheit. Unter dem 

Gesichtspunkt, dass p85α−Überexpression zu einer Hemmung der PI3K-Aktivität (z.b. in 

NIH3T3 und 293 gp Zellen) und der Koloniebildung (in CD34+ Zellen) führt, weist das 

Fehlen der Expression der Wildtyp-p85α−Untereinheit in Tumor bzw. Leukämiezellen mit 

mutierten p85α darauf hin, dass das p85α−Protein eine Rolle als Tumorsuppressor spielen 

könnte. Diese Rolle muss im Laufe der Onkogenese verloren gehen, damit die mutierte 

Form aktivierend und möglicherweise transfomierend wirken kann. Nicht nur die Präsenz 

des Wildtyp-p85α−Proteins in den Zellen, sondern auch die Menge dieses Proteins wird in 

den Zellen streng reguliert und ein Verlust oder Störung dieser Regulation könnte einen 

weiteren Schritt in dem Prozess der Tumor- und Leukämogenese darstellen. Die damit 

verbundene Fehlregulation der PI3K könnte zu einer Fehlregulation oder konstitutiven 

Aktivierung mitogener und anti-apoptotischer Signalwege führen, die in vielen 

menschlichen Tumoren und Leukämien beobachtet werden. Die Erforschung der 

molekularen Ursachen dieser Fehlregulation ist die Grundlage für die Entwicklung von 

Inhibitoren, die dann für eine spezifische Tumortherapie eingesetzt werden könnten.  

Einen interessanten Ansatzpunkt zur Entwicklung von Gentherapien geben Daten 

von Miled et al., 2007. Hierbei wurden die an der katalytischen Untereinheit 

vorkommenden Mutationen E542K, E545K, und H1047R untersucht. Diese Mutationen 

führen zur onkogenetischen Transformation der Zellen und konsitutiver Aktivierung von 

PI3K, Akt, p70 S6Kinase und 4E-BP1 (Kang et al., 2005). Bei der E545K Mutante kommt 



 
                                                                                                                            5. Diskussion 
 

 182 

es durch den Austausch der Glutaminsäure (negativ geladen) mit Lysin (positiv geladen) zu 

einem Wechsel der Ladung an Position 545. Die p85α−Untereinheit hat keine 

inhibitorische Wirkung auf die E545K Mutante, während sie die Aktivität des wiltyp 

p110α−Proteins inhibiert. Ein Austausch einzelner Aminosäuren an der p85α−Untereinheit 

führte zur Identifizierung von zwei Aminosäuren der p85α−Untereinheit, die für die 

Inhibition der p110α−Untereinheit eine wichtige Rolle spielen: Lysin 379 und Arginin 340. 

Ein Austausch dieser zwei Aminosäuren zu Glutaminsäure (R340E, K379E) führt zu einem 

Verlust der inhibitorischen Wirkung der p85α−Untereinheit gegenüber der Wildtyp-

p110α−Untereinheit. Während die R340E und K379E mutierten p85α−Untereinheiten die 

E545K Mutante inhibieren können, zeigen sie keine Wirkung auf die wildtyp 

p110α−Untereinheit (Miled et al., 2007). 

Diese Ergebnisse zeigen, dass Neoplasien mit Mutationen der PI3K sorgfältig 

hinsichtlich der Sensitivität gegenüber PI3K Inhibitoren untersucht werden sollen. 

Bestimmte mutierte Formen der PI3K (wie die E545K) könnten eine andere 

Empfindlichkeit gegenüber Inhibitoren (Therapien) zeigen als das Wildtyp-Protein, was zu 

weniger unerwünschten Nebenwirkungen der Therapie führen würde. Bestimmte 

aktivierende Mutationen der PI3K (wie die E545K) können der inhibitorischen Funktion 

der p85α−Untereinheit entgehen. Bestimmte Mutationen der p85α−Untereinheit können 

dazu führen, dass zum einen diese inhibitorische Funktion wieder hergestellt wird und zum 

anderen, dass die nicht mutierte PI3K nicht betroffen wird. Dies eröffnet die Möglichkeit, 

dass im Falle des Vorhandenseins einer PI3K-Mutante wie die E545K in einem Tumor eine 

gentherapeutische Behandlung mit einer p85α−Mutante wie R340E oder K379E denkbar 

erscheint. Da die Wildtyp-p110-PI3K dann von der Inhibition nicht betroffen wäre, könnte 

die normale Funktion der PI3K in anderen Zellen des Patienten aufrecht erhalten werden 

und dadurch möglicherweise toxische Nebenwirkungen für den Patienten gering gehalten 

werden. 
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6. Zusammenfassung 

Die Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI3K) spielen eine wichtige Rolle in der 

Regulation einer Vielzahl von Zellfunktionen wie Proliferation, Zellwachstum, Apoptose, 

Metabolismus, Zellmotilität und Angiogenese. Die PI3K der Klasse IA sind 

Heterodimere, die aus einer katalytischen Untereinheit (p110) und einer regulatorischen 

Untereinheit (p85, p55 oder p50) bestehen. Fehlregulationen der PI3K werden häufig in 

menschlichen Tumoren und Leukämien beobachtet und führen zur konstitutiven 

Aktivierung mitogener und anti-apoptotischer Signalwege.  

In dieser Arbeit wurden die Effekte der Überexpression der regulatorischen 

p85α−Untereinheit der PI3K sowie die Funktion einer mutierten Form der 

p85α−Untereinheit der PI3K (p76α) für das Wachstum hämatopoetischer Zellen 

untersucht.  

Die Transduktion von primären humanen hämatopoetischen Vorläuferzellen 

(CD34+) aus Nabelschnurblut mit einem retroviralen p85α/EGFP-Koexpressionsvektor 

führte zu einer Hemmung der GM-CSF-abhängigen Koloniebildung, die durch 

Kultivierung der transduzierten Zellen (EGFP
+
) in Gegenwart einer 10-fach erhöhten 

GM-CSF-Konzentration ausgeglichen werden konnte (Hoxha et al., 2008). Diese 

Ergebnisse zeigen, dass die Überexpression von p85α in hämatopoetischen Zellen eine 

inhibierende Funktion auf die GM-CSF-abhängige Signaltransduktion und das Wachstum 

der Kolonie-bildenden Progenitorzellen hat. Dies steht im Einklang mit einem Modell zur 

negativ regulatorischen Funktion von überexprimiertem p85α für die Insulin-

Signaltransduktion in nicht-hämatopoetischen Zellen. Nach diesem Modell konkurriert 

monomeres p85α mit p85α/p110 Heterodimeren um die Bindung an aktivierte 

Rezeptoren und blockiert somit die Rezeptor-vermittelte Signaltransduktion.  

Weiterhin wurde untersucht, ob die Überexpression von p85α auch zur Hemmung 

einer konstitutiv aktivierten PI3K/Akt-Signaltransduktion in Leukämiezellen führt. 

Zunächst konnte gezeigt werden, dass die Überexpression von p85α in murinen 
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Fibroblasten-Zelllinien (NIH3T3, PG13) und in einer humanen Nierenzelllinie 

(HEK293gp) zur Hemmung der konstitutiven PI3K/Akt-Signaltransduktion in diesen 

Zellen führt. Im Gegensatz dazu führte die Transduktion von 7 Leukämie-Zelllinien 

(Jurkat, Cole, Eol1, Kasumi, K562, MV4-11 und M1) mit dem  p85α/EGFP-

Koexpressionsvektor nur in der chronisch myeloischen Leukämie-Zelllinie K562 zu einer 

Überexpression von p85α, während die anderen Zelllinien zwar mit dem p85α/EGFP-

Koexpressionsvektor transduziert werden konnten (EGFP
+
), aber von der retroviralen 

RNA keine nachweisbaren Mengen an p85α translatiert wurden.  Interessanterweise zeigt 

die Zelllinie K562 von den 7 untersuchten Leukämie-Zelllinien die geringste PI3K-

Proliferationsabhängigkeit in einem Hemmversuch mit dem PI3K-Hemmstoff 

LY294002. Diese Ergebnisse deuten auf einen posttranskriptionellen 

Regulationsmechanismus zur Hemmung der p85α−Expression in solchen 

Leukämiezellen hin, deren Proliferation in besonderem Maße abhängig von einer PI3K-

vermittelten Signaltransduktion ist. 

Die Untersuchung einer in der Hodgkin-Lymphom-Zelllinie identifizierten 

mutierten Form der p85α–Untereinheit der PI3K (p76α), der die inhibitorische c-

terminale SH2-Domäne fehlt, ergab keinen Hinweis dafür, dass diese Mutante alleine zu 

einer Aktivierung der PI3K/Akt-Signaltransduktion führt, wie es für andere c-terminal 

trunkierte p85α-Mutanten beschrieben ist. 

Zusammengefasst wurde in dieser Arbeit eine inhibitorische Funktion der p85α-

Untereinheit der PI3K auf die GM-CSF-abhängige Signaltransduktion und Proliferation 

von hämatopoetischen Vorläuferzellen nachgewiesen. In weiterführenden Experimenten 

müsste nun der in dieser Arbeit ebenfalls beschriebene posttranskriptionelle 

Mechanismus zur Regulation der p85α-Expression in Leukämiezellen analysiert werden. 
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Abkürzungsverzeichnis 

10x zehnfach 

1x einfach 

3x dreifach 

Abb Abbildung 

Ak Antikörper 

AML Akute Myeloische Leukämie 

AS Aminosäure  

ATP Adenosin 5'-triphosphat 

BCR  breakpoint cluster region 

BH-Domäne  BCR-Homologie-Domäne (BCR-homology Domain) 

Bis Bisacrylamid (N,N‘-methylen-bisacrylamid) 

bp Basenpaare 

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin) 

bZIP  basic-region followed by a leucine-zipper-like Domäne 

bzw. beziehungsweise  

Ca2+ Kalzium 

CD cluster of differentiation 

Cdc42  Zellteilungszyklus 42 (cell division cycle 42) 

cm Zentimeter 

CML chronische myeloische Leukämie 

cDNA komplementäre DNA 

CO2 Kohlendioxid 

CSF  Koloniestimulierender Faktor (colony stimulation factor)  

ddH2O                 doppelt deionisiertes Wasser  

DMEM Dulbeccos Minimalmedium (Dulbeccos minimal essential medium) 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA Desoxyribonukleinsäure (Desoxyribonucleic acid) 

DNA-PK  DNA-dependent protein kinase 

DTT Dithiothreitol 
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EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

EGF epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growth factor)  

EGFP                  verstärkt grünfluoreszierendes Protein (enhanced green fluorescenting  

 protein) 

FACS                  Fluoreszenz-aktivierter Zellsortierer (fluorescence activated cell sorter) 

FCS fötales Kälberserum (fetal calf serum) 

Flt3 fsm like tyrosin kinase 3 

g Erdbeschleunigung 

Gab Grb2 assoziierter Binder (Grb2 associated binding protein) 

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase (Glyceraldehyd-3-phoshpate 

dehydrogenase)  

GM-CSF Granulozyten/Makrophagen-Kolonien-stimulierender Faktor (granulocyte  

 makrophage colony stimulation factor) 

Grb2  Wachstumsfaktor-Rezeptor bindendes Protein 2 (growth factor receptor 

binding protein 2) 

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-ethansulfonsäure 

HRP Meerrettich-Peroxidase (horse radish peroxidase) 

IgG Immunglobulin G 

IL Interleukin 

ILK  Intergrin-Linked-Kinase 

Ins Inositol 

IRES Internal Ribosome Entry Side 

IRS Insuilin-Rezeptor-Substrat (insulin receptor substrate) 

iSH2  inter-SH2-Domäne 

Jun N Kinase c-jun N-terminale Kinase 

kb Kilobasen 

KCl Kaliumchlorid 

kDa Kilodalton 

L Liter 

LB Luria-Bertami 

LY294002 2-(4-morpholinyl)-8-phenyl-4H-l-benzopyran-4-1 

M molar 

mA Milliampere 
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min Minute 

mL Milliliter 

mM millimolar 

MPS myeloproliferatives Syndrom 

mRNA Boten-RNA (messenger RNA) 

NaCl Natriumchlorid 

NaF                     Natriumfluorid 

ng Nanogramm 

nm Nanometer 

NP40 Nonylphenylpolyethylenglykol (Nonident P 40) 

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PBMC Mononukleäre Zellen aus peripherem Blut 

PBS Phosphatgepufferte Salzlösung (phosphate buffered saline) 

PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction) 

PDGF Thrombozyten-abgeleiteter Wachstumsfaktor (platelet-derived growth 

factor) 

PDK1  Phosphoinositid-abhängige Proteinkinase 1 (phosphoinositid-dependent 

protein kinase 1) 

pH  pH-Wert (potentia hydrogenii) 

PH-Domäne Pleckstrin-Homologie (pleckstrin homology)-Domäne 

PI Phosphatidylinositol 

PI3K Phosphatidylinositol-3-Kinase 

PI4K Phosphatidylinositol-4-Kinase 

PI5K Phosphatidylinositol-5-Kinase 

PI(3)P Phosphatidylinositol-(3)-phosphat 

PI(4)P Phosphatidylinositol-(4)-phosphat 

PI(3,4)P2 Phosphatidylinositol-(3,4)-bisphosphat 

PKB Proteinkinase B 

PMSF Phenylmethansulfonylfluorid 

pp60v-src  Phosphoprotein 60kDa (Produkt  des rous sarkoma virus Onkogens) 

PTEN (phosphatase and tensin homologue deletetd on chromosome ten) 

p-Tyr Phosphotyrosin 

Rac1  ras-bezogenes C3-Botulinumtoxin-Substrat 1 (Ras-related C3 botulinum  
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 toxin substrate 1) 

Rho ras-homologe Genfamilie (ras homolog gene family) 

Rho-GAP  Rho-GTPase aktivierendes Protein (Rho-GTPase activating protein) 

RNA Ribonukleinsäure (Ribonucleic acid) 

RNase Ribonuklease 

rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute) 

rRNA ribosomale RNA 

SCF Stammzellfaktor (stem cell factor) 

SDS Natriumdodecylsulfat (sodiumdodecylsulfate) 

sek Sekunde 

Ser473 Serinrest 473 

SH-Domäne Src-Homologiedomäne (Src homology domain) 

Shc (SH2-containing collagen-related protein) 

SHIP Src-Homologie-2 beinhaltende Insositol-5'-Phosphatase  (Src-homology 2  

 (SH2)-containing phosphatase).      

siRNA small interfering RNA 

s.o. siehe oben 

SOS Son of Sevenless 

s.u. siehe unten 

Tab Tabelle 

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer 

TBS Tris-gepufferte Natriumchloridlösung (tris buffered saline) 

TCA Trichloressigsäure 

TE Tris-EDTA-Puffer 

TEMED N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin 

TH308 Threoninrest 308 

TPO Thrombopoetin 

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

U Einheit (unit) 

u.a. unter anderem 

V Volt 

VEGF vaskulärer endothelialer Wachsmtusfaktor (vascular endothelial growth  

 factor)  
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Vps34  vacuolar protein sorting defective 34 

VSV Vesiculo-Stomtitis-Virus (Vesicular-Stomtitis-Virus) 

WB Western Blot 

µg Mikrogramm 

µl Mikroliter 

µm Mikrometer 

µM       Mikromolar 
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