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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Akute myeloische Leukamien (AML) entstehen durclimegsche Verdnderungen in Zellen
der Myelopoese, die eine klonale Proliferation didkumulation neoplastischer Zellen mit
Verdrangung der physiologischen Blutbildung zur géolhaben. Das durchschnittliche
Erkrankungsalter liegt bei 67 Jahren. Eine AML eokslt sich in der Regel innerhalb
weniger Wochen. Die haufigsten Todesursachen sliaiBgen und Infektionen.

Es wird davon ausgegangen, dass in mindestens werschiedenen Signalwegen eine
Mutation auftreten muss, damit aus einer myelogokén Zelle eine AML hervorgehen kann.
Klassischerweise  werden  Mutationen in  Rezeptorigkisasen oder deren
Signalmodulatoren sowie Mutationen bestimmter Tkepsonsfaktoren gefunden, die zu
einer gesteigerten Proliferation und zu einer Défzierungsblockade flhren.

In 50-70% der AML ist der PI3K (Phosphatidylino$i8Kinase)-Akt-Signalweg konstitutiv
aktiviert. Ein Gegenspieler der PI3K und negatiieegulator der Proliferation in
hamatopoetischen Zellen ist die SH2-Domane-enthddténositol-5-Phosphatase SHIP1.

In 3% der AML wurden nicht-synonymen({ssenseMutationen in SHIP1 gefunden. Diese
liegen in der SH2-Domane (F28L), der Inositol-5-8fttatase-Domane (N508D, Y643H,
V684E), in einem P-x-x-P-Motiv (P1039S, P1042L), @aTerminus (Q1153L) oder in einer
bislang nicht naher charakterisierten Region zvwaaclsH2- und 5-Phosphatase-Domane
(V120M, R156Q, T162P, K210R, R225W) von SHIP1.

In der vorliegenden Arbeit wurden diese 12 bei AMatienten gefundenen SHIP1-
Mutationen sowie eine bei akuter lymphatischer lZmie (ALL) gefundene Mutation
(Q1076X) und einmissense single nucleotide polymorphi$&NP) (H1168Y) auf ihre
biologischen und biochemischen Effekte hin untensudazu wurden die SHIP1-Mutationen
per ortsgerichteter Mutagenese in einen SHIP1-cedden,y-retroviralen Vektor mit einem
tet response elemerfTRE) im 3'-LTR fur die Doxycyclin-induzierbare Bression nach
Integration ins Genom eingefihrt. Jurkat Tet-Ongefelllinie akuter lymphatischer T-Zell-
Leukadmie, die den reversen tet-Transaktivator exierit, jedoch kein endogenes SHIP1,
wurde mit diesen Vektoren transduziert, selektidniend SHIP1-exprimierende Klone
etabliert.

Um die enzymatische Aktivitat der SHIP1-Mutantens adurkat Tet-On-Klonen zu

bestimmen, wurde ein Inositol-5-Phosphatassay mit Ptdins(3,4,5)RdiC8 als Substrat
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verwendet. Bei den Aktivititsmessungen wurde eilRd#P$-Mutante der 5-Phosphatase-
Domaéne identifiziert, Y643H, die eine um 84% re@ud 5-Phosphataseaktivitat aufwies.
Unter den Enzymen der Familie der Inositol-5-Phasgden ist der Tyrosinrest Y643
hochkonserviert. Die Ubrigen SHIP1-Mutanten der hgphatase-Doméane, N508D und
V684E, zeigten normale Aktivitat.

Weiterhin wurde die Fahigkeit der SHIP1-Mutanteen dPI3K-Akt-Signalweg in den Jurkat
Tet-On-Klonen zu inhibieren, bestimmt. Dazu wurde drFahigkeit von SHIP1, die
Phosphorylierung von Akt an S473 und T308, die M3 fir die Akt-Aktivitat gilt, zu
reduzieren, durch Quantifizierung iWvestern Blotiberpruft. Die SHIP1-Mutanten Y643H,
V684E und P1039S waren nicht mehr in der Lage AdiePhosphorylierung wie Wildtyp-
SHIP1 zu inhibieren.

Die Mutante P1039S liegt in einem P-x-x-P-Motivhes Konsensusbindungssequenz fur
SH3-Domanen. Fur das Adapterprotein Grkatofwth factor receptor-bound protein) st
eine Interaktion seiner beiden SH3-Domanen mit 3Hi€kannt. Die C-terminale Grb2-SH3-
Doméne, die SHIP1 mit hoherer Affinitdt bindet die N-terminale, bindet nicht an das
P-x-x-P-Motiv, in dem P1039 liegt. Fur die N-terrale Grb2-SH3-Doméane wurde in dieser
Arbeit eine Bindungsstelle in einer bislang uncktsasierten Region von SHIP1,
Aminosauren 98-409, bestatigt, und das Bindungsnwaitid aufgrund der Ubereinstimmung
mit der Grb2-SH3(N)-Konsensusbindungssequenz inAtemosauren 123-128 von SHIP1
vermutet. Die SHIP1-Mutationen in dieser Region,20¥, R156Q, T162P, K210R und
R225W beeintrachtigten diese Interaktion nicht.

Es wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die SHIRtavite Q1076X, der die C-terminalen
113 Aminosauren fehlen, nicht mehr an die C-terieiarb2-SH3-Domane bindet. Deshalb
wird ihre Bindungsstelle in den C-terminalen 113iAosauren von SHIP1 vermutet.

Exon 26 des SHIP1-GehnNPP5D, das den SNP H/Y 1168 enthélt, wurde im Rahmesedie
Arbeit von 97 AML-Patienten und 16 Gesunden seqgeenzDurch Uberprifung der Hardy-
Weinberg-Proportionen konnte kein Zusammenhang 8B4$°s H/Y 1168 mit akuter
myeloischer Leukamie gefunden werden.

Aus Calciummessungen an den SHIP1l-exprimierendetkatJuTet-On-Klonen wurde
bestétigt, dass SHIP1 kein Inhibitor des T-Zellsigmach alleiniger CD3-Stimulation ist.

Die SHIP1-Mutante der SH2-Doméne, F28L, ist nichtehm in der Lage, an
tyrosinphosphorylierte Proteine zu binden, und iRéhigkeit, den GM-CSF-Rezeptor nach
GM-CSF-Stimulation hamatopoetischer Zellen zu bimdlst stark reduziert.
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Damit konnte fur finf der 14 in dieser Arbeit usigchten Mutationen eine Beeintrachtigung
der biologischen Funktion von SHIP1 festgestelltdea.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten biochemischenalfssen von SHIP1-Mutationen bei
Leukadmiepatienten unterstitzen ein Modell, in deenleteintrachtigte Funktion des negativ
regulatorischen SHIP1 zur gestorten Signaltransoinkin hamatopoetischen Zellen und

somit womoglich zur Leukamogenese akuter Leukarnemagt.
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2 Einleitung

2.1 Die Hamatopoese

Im Vorgang der Hamatopoese werden Blutzellen im dbeomark aus gemeinsamen
multipotenten Stammzellen, den hdmatopoetischemi8izllen, gebildet. Blutzellen kbnnen
in rote Blutzellen, die Erythrozyten, die in derugjefdlen @und CQ transportieren, und
weil3e Blutzellen, die Leukozyten, die fur die Imrabwehr verantwortlich sind, eingeteilt
werden. Eine andere Einteilung erfolgt in lymphoided myeloide Zellen. Zu den
lymphoiden Zellen zahlen die B-Zellen, T-Zellen uN& (natural killer)-Zellen. B-Zellen
reifen im Knochenmark heran und sind fir die Antgé€rproduktion zustandig. T-Zellen
reifen im Thymus heran und sind wie NK-Zellen fi@aisdAbtoten von Virus-infizierten Zellen
zustandig, aul3erdem aktivieren sie B-Zellen und relatkagen. Zu den myeloiden Zellen
zahlen die Erythrozyten, die Megakaryozyten, die #ir die Blutgerinnung wichtigen
Thrombozyten abschniren, Granulozyten und MonozyRkie Granulozyten lassen sich
unterteilen in basophile, eosinophile und neutrgp@ranulozyten. Basophile vermitteln wie
die Mastzellen durch Histaminausschuttung Entzigdigaktionen. Eosinophile spielen bei
der Immunabwehr von Parasiten und bei allergisdReaktionen eine Rolle. Neutrophile
phagozytieren eindringende Bakterien. Monozyten nkdn zu Gewebsmakrophagen,
dendritischen Zellen und Osteoklasten differennerdlakrophagen zahlen wie die
Neutrophilen zu den Phagozyten. Auch dendritisotléeZ phagozytieren Pathogene. Sie sind
neben B-Zellen und Makrophagen Antigen-prasentoefellen (APCs), die MHC linfajor
histocompatibility complgx auf ihrer Oberfliche exprimieren und so HelfeZdllen
Antigene der von ihnen aufgenommenen Pathogenergrésen.

Die Entwicklung von der hamatopoetischen Stammzeéle hin zur ausdifferenzierten
Blutzelle ist ein schrittweiser Prozess, der uUberlduferzellen fuhrt. Diese schrittweise
Differenzierung der Vorlauferzellen wird durch Chitoe reguliert, Glykoproteine, die von
verschiedenen Zelltypen einschlie3lich Endothedzell Fibroblasten, Makrophagen und
Lymphozyten produziert und ausgeschuttet werdere MWirkung ist oft pleiotrop und
redundant, kann synergistisch, antagonistisch,|lokker systemisch sein. Einige fur die

Hamatopoese wichtigen Cytokine sind in Abb. 2.gafifhrt.
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Abb. 2.1: Schema der HamatopoeseDie multipotente hadmatopoetische Stamm; im Knochenmark erzeugt
durch Teilung Vorlauferzellen fir die lymoide und die myeloide Linjedie sich unteEinfluss von Cytokinen
weiter teilen und differenzieren. Die meisten hé&pattischen Zellen entwickeln sich bei erwachseS@umgerr
im Knochenmark, mit Ausnalte, der T-Zellen, die im Thymus ausdifferenzierend der Makrohagen und
Osteoklasten, dieén peripheren Geweben aus Monozyten differenzi Die Details auf den Stufen d
Vorlauferzellen sind noch umstritte Abb. aus Alberts et al. (8ERTS et al., 2008)modifiziert nactAbbas und
Lichtman (A8BAS and LCHTMAN, 2005) Die Vorlaufer der Mastzellen sind noch unbeke(MURPHY et al.,
2009). SCFstem cell factarGM-CSF:granulocyte macrophage colosgimulating facto, G-CSF:granulocyte
colony-stimulating factqr M-CSF: macrophage colony-stimulating factomPO: Ttrombopoetin, EPO:
Erythropoetin, IL: InterleukinNK: natural killer.

Die Vorlauferzellen proliferieren im Gegensatz zur Stazelle stark. Die reduziert die Zahl
der Zellteilungen der hamatopoetischen Stammzelle senkt das Risiko, im Laufe ein

Lebens StammzeMutationet zu erwerben, die sonst in allen daraus hervorgedre
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Blutzellklonen enthalten waren. Aul3erdem wird dalteilungsbedingte Seneszenz durch
Verkirzung der Telomere so verringert.

Hamatopoetische Stammzellen sind im Knochenmark @uot bestimmte Niche, die
Stammzell-Niche begrenzt. Sie stehen in direktethZ&dl-Kontakt mit den Osteoblasten des
Knochenmarkstromas sowie spezialisierten EndotheizeDiese liefern der Stammzelle
Signale zu Uberleben und das Stammzellpotenzidlezvahren. Dazu gehért die Expression
des Kit-Liganden durch Stromazellen, der an dieeRemtyrosinkinase c-Kit, die von den
hamatopoetischen Stammzellen exprimiert wird, kindésBas and LCHTMAN, 2005;
ALBERTS et al., 2008).

Mutationen in ha&matopoetischen Zellen koénnen zu amigen Erkrankungen des
blutbildenden Systems, den Leukamien, fuhren, darudie akute myeloische Leukamie
(AML).

2.2 Akute myeloische Leukamie

221 Definition

Akute myeloische Leukdmien (AML) entstehen durcmegesche Verdnderungen in Zellen
der Myelopoese - d.h. dem Teil der Hamatopoese, @emnulozyten, Monozyten,
Erythrozyten und Megakaryozyten hervorbringt -, dde klonale Proliferation und
Akkumulation neoplastischer Zellen mit Verdranguhgr physiologischen Blutbildung zur
Folge haben.

AML kénnen ohne erkennbar assoziierte Vorerkrankamigtehenje noveAML) oder sich
aus einer praexistenten Hamatopoesestorung entwitkekundare AML) (ENINGER et al.,
2008).

2.2.2 Symptome und Pathophysiologie

Hauptsymptome sind Blasse, korperliche Schwachebefj lokalisierte oder systemische

Infektionen, Blutungszeichen und Gerinnungsstorangifolge einer Infiltration mit
leukdmischen Blasten kommt es dariber hinaus oéirzer Hepato- und/oder Splenomegalie
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bzw. zu Lymphknotenschwellungen. Aufgrund der hoReoliferationsrate entwickeln sich
akute Leukadmien in der Regel kurzfristig, innerhaleniger Wochen (ENINGER et al.,
2008).

Die Todesursache bei AML-Patienten sind zu 75%kkndeen, zu 24% Blutungen {BNG et
al., 1976).

2.2.3 Klassifikation

Die Einteilung der akuten Leuka&mien erfolgte seiittd der 1970er Jahre nach der
sogenanntefrench-American-Britisl{FAB)-Klassifizierung auf Grundlage morphologischer
und zytochemischer Merkmale (M0-M7), siehe Tab.(BANNETT et al., 1976, 1985, 1991).
Seit den 2000er Jahren gibt es auch eine WWOrId Health OrganizatiopKlassifizierung,
die die genetischen Ursachen berucksichtigt, sietoe 2.2 (3FFg, 2001).

Tab. 2.1 : Einteilung der akuten myeloischen Leukamen nach der French-American-
British (FAB)-Klassifizierung. Nach Ehninger et al. NINGER et al., 2008).

FAB-Subtyp Bezeichnung

MO AML mit minimaler myeloischer Differenzierung

M1 AML ohne Ausreifung

M2 AML mit Ausreifung

M3 Akute Promyelozytenleukéamie

M3V Akute Promyelozytenleukamie, mikrogranulare Form
M4 Akute myelomonozytare Leukamie

M4Eo Akute myelomonozytare Leukadmie mit abnormer Eosinophilie
M5A Akute Monoblastenleuk@amie

M5B Akute Monozytenleukamie

M6 Akute Erythroleukamie

M7 Akute Megakaryoblastenleukamie
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Tab. 2.2 : Einteilung der akuten myeloischen Leukanen nach der WHO (World Health Organization)-

Klassifizierung. Nach Ehninger et al. @INGER et al., 2008) und Vardiman et al. ARDIMAN et al., 2009).

ETO: eight twenty oneCBHj3: core binding factop, MYH: smooth muscle myosin heavy chain.

Kategorien

Leukamieformen

AML mit typischen zytogenetischen
Veranderungen

AML mit (8 ;21)(q22 ;g22) ; AML1-ETO

AML mit abnormen Knochenmarkseosinophilen und
inv(16)(p13g22) oder t(16;16)(p13;922); CBFp-MYH11

Akute Promyelozytenleukamie — AML M3 mit
t(15;17)(922;911-12); PML-RARa und Varianten

AML mit 11g23-(MLL-)Anomalien

AML mit multiline&rer Dysplasie
(mindestens zwei Linien betroffen)

AML mit vorausgegangener
Myelodysplasie/myeloproliferativem Syndrom

De-novo-AML ohne vorausgegangenes Syndrom

Therapieinduzierte AML und
therapieinduziertes
myelodysplastisches Syndrom (MDS)

AML/MDS nach Gabe von Alkylanzien

AML/MDS nach Therapie mit Topoisomerase-II-Inhibitoren

AML/MDS nach sonstiger Chemo-/Strahlentherapie

AML ohne andere
Einordnungsmoglichkeit

AML, minimal differenziert (FAB MO0)

AML ohne Ausreifung (FAB M1)

AML mit Ausreifung (FAB M2)

Akute myelomonozytare Leukamie (FAB M4)

Akute monozytare Leukamie (FAB M5A, B)

Akute Erythroleukéamie (FAB M6)

Akute Megakaryoblastenleuk&mie (FAB M7)

Akute Basophilenleukdmie

Akute Panmyelose mit Myelofibrose

Myelosarkom/Chlorom

2.2.4 Epidemiologie

Die akute myeloische Leukamie macht etwa 80-90% Fddle an akuten Leukamien bei

Erwachsenen und etwa 15-20% der Falle bei Kindesn Bie hdchsten Inzidenzen der AML

des Erwachsenen finden sich in Nordamerika, Wegpeuund Ozeanien, die niedrigsten in

Asien und Lateinamerika. Dagegen sind die Inziderder kindlichen AML in Asien deutlich

hdher als in Nordamerika.

Das mittlere Alter bei Diagnosestellung liegt b&i, Gvomit die AML als Erkrankung des

alteren Menschen angesehen werden mussifEER et al., 2008).

Mit einem Anteil von 1% an den Krebs-Toten weltwsitAML eine relativ seltene Krankheit

(MARTENS and SUNNENBERG, 2010).
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2.25 Risikofaktoren

Familiare AML sind selten, deshalb durfte nur eirerigger Prozentsatz durch
Keimbahnmutationen verursacht werden. Ein Beisfileleine familiare AML wird durch
eine Keimbahnmutation inCCAAT enhancer binding protein alp{€EBRx) verursacht
(SviTH et al., 2004) welches eine zentrale Rolle bei der Differenzigrunyeloischer
Vorlauferzellen in reife Granulozyten spielt. Diddatationen treten aber auch sporadisch bei
AML auf (PABsST et al., 2001).

Bei Trisomie 21 tritt AML mit einer Haufigkeit vot/300 auf. Besonders haufig ist die akute
Megakaryoblastenleukamie (FAB M7). Diese AML ishisdaufig mit einer Mutation im
Transkriptionsfaktor GATAL, der fir Megakaryopoessentiell ist, verbunden @ALHAES

et al., 2006).

Mutationen im G-CSF granulocyte colony-stimulating faceRezeptor werden bei
kongenitaler schwerer Aplasie beobachtet, und noihen Wahrscheinlichkeit tritt eine
sekundéare AML auf. Mutationen im G-CSF-Rezeptochren allein jedoch nicht aus fur eine
Transformation. Mit einer Transformation Kkorreliere sekundéare zytogenetische
Veranderungen wie Deletion von Chromosom 7 oderaifuten im Ras-Onkogen fKRA et
al., 1995).

Eine als Polymorphismus vorkommende Mutation P1878er im Benzolabbau wichtigen
NAD(P)H-Quinon-Oxidoreduktase 1 fuhrt fast zum Fumksverlust, v.a. im homozygoten
Fall. Menschen, die diesen Polymorphismus trageigen eine erhdhte Neigung fur die
Entwicklung einer AML, auch fir eine sekundaregson et al., 1999; 8ITH et al., 2001).
Seltene Syndrome wie das Wiskott-Aldrich-Syndromlipdns-Syndrom, Li-Fraumeni-
Syndrom, die Fanconi-Andmie und die Neurofiboromatosind mit einem erhdhten
Leukamierisiko verbunden.

Weitere Risikofaktoren, an AML zu erkranken, sinénBol-Aussetzung am Arbeitsplatz
(HAYES et al., 1997) sowie ZigarettenkonsumHfMAs and GiELGHOUM, 2004) - wobei ein
Teil der durch Rauchen verursachten AML auf Beniol Zigarettenrauch zurickgeht
(KoRTE et al., 2000) -, sowie ionisierende Strahlung @iemotherapie (ENINGER et al.,
2008).
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2.2.6 Pathogenese

Mutationen, die zu AML fuhren, werden fast immer liawfe des Lebens erworben. Anhand
der myeloischen Leukamien wurde das Konzept derofstammzellen (CSGcancer stem
cel, LSC: leukemic stem ceJleingefuhrt (BENNET and Dck, 1997), nach dem Mutationen in
Tumorstammzellen zu Tumorerkrankungen fihren. Stagllen besitzen die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung, die Mdglichkeit des Verbleibensinem Status aul3erhalb des Zellzyklus,
die Fahigkeit zu unbegrenzter Proliferation, un& $i6nnen in verschiedene Linien
differenzieren, wobei sich zwei Modelle gegenilsreh: 1. Das Leukamie-auslosende
Ereignis findet immer in einer sehr unreifen Vof&iaelle mit Selbsterneuerungspotential
statt, die dann mehr oder weniger in verschiedaoktéhgen differenziert. 2. Das Leukamie-
auslosende Ereignis findet in den jeweiligen Déferierungsstufen der normalen
Reifungsstadien statt und die Fahigkeit zur Sethsteerung wird erworben (RINGER et al.,
2008).

2.2.7 Molekulare Ursachen von AML

Akute Leukdmien sind immer durch zwei wesentlichBa@kteristika gekennzeichnet:
1. gesteigerte, Uber den eigentlichen Bedarf hgpetusnde Zellproliferation, 2. Blockade der
Differenzierung.

Man geht i.A. davon aus, dass in mindestens zwsichédenen Signalwegen eine Mutation
auftreten muss, um aus einer myelopoetischen 2eike Zelle zu formen, aus der eine AML
hervorgehen kann. Klassischerweise werden MutationeRTKs (Rezeptortyrosinkinasen)
oder deren Signalmodulatoren (z.BFLT3, RA$ sowie Mutationen bestimmter
Transkriptionsfaktoren, meist Fusionsgene, gefur(@emiINGER et al., 2008). Spezifisch fur
AML sind z.B. AML1-ETO(eight twenty ong PML-RARA(promyelocytic leukemjaetinoic
acid receptora), CBFB-MYH11(core binding factors, smooth muscle myosin heavy chain
11) (BEuG et al., 1995; kkLLY et al., 2002). In Tab. 2.3 sind haufige molekuldreachen von
AML aufgefuhrt. Die Liste wird standig erweitertalein fur das GemMLL (mixed lineage
leukemid sind Uber 50 Fusionspartner bekannt, mit AF9 adsn haufigsten in AML
anzutreffenden ((EARY, 2009).

10
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Tab. 2.3: Molekulare Ursachen von AML. FG: Fusionsgen, Mut: Mutation. ET@ight twenty oneCBFB:

core binding factorg, MYH: smooth muscle myosin heavy chafiyiL: promyelocytic leukemjaRARA:

retinoic acid receptor, PLZF:promyelocytic leukaemia zinc fingd?TD: partielle Tandem-Duplikation, MLL:

mixed lineage leukemid&VI1: ectrotropic virus integration site site TBP: CREB binding protein MN1:
meningiomal, ERG:Ets Related Gené&lPM: Nukleophosmin, CEBPACCAAT-enhancer-binding protein
ITD : interne Tandem-Duplikation; TKD: Tyrosinkiredoméane (ENINGER et al., 2008; MRTENS and
STUNNENBERG 2010; McCUBREY et al., 2008).

Genetische Aberration Typ Gen-Rearrangement Inziden zin%
1(8;21)(q22;q22) FG AML1-ETO 5-12
't?i’é;lfgg‘();fé.li?‘sg)"der FG CBFB-MYH11 6-12
t(15;17)(q22;q11-12) FG PML-RARA

t(11;17)(q23;q21) FG PLZF-RARA 4-10
t(5;17)(q32;q12) FG NPM1-RARA

t(8;16)(p11;p13) FG MOZ-CBP <1
inv(8)(p11;g13) FG MOZ-TIF2 <1
t(8;22)(p11;913) FG MOZ-p300 <1
t(8;20) FG MOZ-NcoA3 <1
t(9;11)(p22;923) FG MLL-AF9 1-3
MLL auf 11923 Mut MLL-PTD 5-7
t(6;9)(p23;934) FG DEK-CAN <1
;'(‘;’;(33))(((?511;'(?5322)) oder FG RPN1-EVI1 1-2
t(1;22)(p13;q13) FG RBM15-MKL1 = OTT-MAL | <1
t(7;11) FG NUP98-HOXA9 <1
1(12;22) FG MN1-TEL <1
t(16;21) FG FUS-ERG <1
+8 allein 5-10
+11 allein 1
NPM1 auf 5931 Mut 25-35
CEBPA Mut 4-15
FLT3-ITD Mut ITD 20-25
FLT3-TKD Mut TKD 6-8
c-KIT Mut D816 7-17
N- oder KRAS Mut 10-30

11
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Das AML1-Gen, auchRUNX1genannt, codiert die-Untereinheit des Transkriptionsfaktors
CBF (core binding factor. Die andere Untereinheit ist CBFZusammen bilden sie ein
Heterodimer CBE/B, das in normalen hamatopoetischen Zellen die Krgt®n von fur die
Hamatopoese wichtigen Genen wie die fur IL-1, IL&-CSF, Myeloperoxidase, BCL-2
oder dagndrl(multidrug resistanceGen reguliert.

AMLL1 ist in 5-12% der AML-Patienten durch die Transhida t(8;21)(q22;922) oder
seltener t(3;21) verandert. Bei Patienten mit AMIO Megt die Haufigkeit bei ca. 20%.
t(8;21)(q22;922) fuhrt zu einem Fusionprotein aesmd\-terminalen Anteil von CBFund
dem C-terminalen Anteil von ETO. Dieses Fusiongprobindet zwar an dieselben Stellen
wie CBFu/p auf der DNA, kann aber die Transkription der Zexlg nicht aktivieren und
agiert somit als dominanter Repressor der @pfunktion.

Bei inv(16)(p13.1;922) oder t(16;16)(p13.1;p22) kotres zur Fusion des N-terminalen Teils
von CBE mit dem C-terminalen Teil von MYH11. Dieses BMYH11l bindet im
Gegensatz zu AML-ETO nicht an die DNA, sondern ddilanit einem weiteren CHF
MYH11 Komplexe im Zytoplasma, in die auch GBEinbezogen ist. So kann weder GBF
noch CBBB in den Zellkern gelangen und dort transkriptioaddiv werden (BcHs, 2002).

AML M3 ist typischerweise durch t(15;17)(922;q11) Xharakterisiert. Diese Translokation
fuhrt zu einem Fusionsprotein aus PML und Retirsd&ezepton (PML-RAR).
Normalerweise liegt bei Fehlen von Retinsdure demale nukledre RA& in einem
Komplex mit Repressorproteinen wie NCoR und Histawtylasen vor, sodass die
abhangigen Gene der Zelldifferenzierung nicht adspl werden. In Anwesenheit von
Retinsaure andert RARseine Konformation, sodass die Repressoren vomdor abfallen
und es zur Transkription kommen kann. PML-RARihrt zur Dimerisierung auch des
normalen RAR, sodass dieser bei normalen Retinsaure-Konzeoeatiseine repressorische
Aktivitat nicht verliert. Unphysiologisch hohe Koemtrationen an Retinsaure, wie sie durch
Gabe von alkansRetinsaure (ATRA) erreicht werden, koénnen jedoclen d
Differenzierungblock aufheben.

FIt3 ist eine Rezeptortyrosinkinase. MutationerFILaT3 finden sich fast ausschlief3lich bei
Patienten mit AML (Kvol et al.,, 1999; KWTTARIDIS et al., 2002; NkAo et al., 1996;
SCHNITTGER et al., 2002; HIEDE et al., 2002) und MDS (A et al., 2004; BRIIKE et al.,
1997), selten auch bei Patienten mit ALL (5%R(#STRONG et al., 2004; RETTA et al.,
2004; VAN VLIERBERGHE et al., 2005) und chronischen myeloproliferativi&rkrankungen
(LIN et al, 2006). Es dominieren zwei Mutationstypedutationen im fir die

12
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Tyrosinkinasedomane codierenden Exon 20 und lessmiutationen von zumindest
teilweise duplizierten DNA-Abschnitten von 3-400 Hgnge (ITD: interne Tandem-
Duplikation) im Bereich der Exons 14 und 15, die flie Juxtamembrandomé&ne codieren
(STIREWALT and R\DICH, 2003). Die Haufigkeit defFLT3-Mutationen liegt bei erwachsenen
AML-Patienten bei 25-33%. Von den AML mit normaldfaryotyp machen sie 33-45% aus
(STIREWALT and RpicH, 2003), bei den seltenen t(6;9)-Translokationegaso/0-90%
(SLovak et al., 2006; HIEDE et al., 2002). DiFLT3-Mutationen fuhren zur konstitutiven
Aktivierung von FIt3.

NPML1 (Nukleophosmin 1)-Mutationen haben eine hohe Spétzifir AML und konnten
bisher nicht bei lymphatischen Neoplasien oderdsali Tumoren nachgewiesen werden
(JEONG et al., 2007). Die Haufigkeit liegt bei 25-35%eallAML-Patienten. Von den AML
mit normalem Karyotyp machen sie 45-55% aus. Melsr 40 verschiedendNPMI1-
Mutationen sind beschriebenafiini et al., 2006; HIEDE et al., 2006). Sie fihren zu einer
zytoplasmatischen Dislokation des NP8huttleProteins (BLINI et al., 2005).
Dominant-negative Mutationen des Gens flr den nmgeth@n Trankriptionsfaktor CEBP
(PaBsT et al., 2001) konnen in zwei Domanen des Protemstreten: in der
transkriptionsaktivierenden Domane (TAD) oder im Basic-leucine-zipper-(b-ZipgRegion.
Meist liegen biallelische Mutationen vor. Die Hakieit der CEBPA-Mutation bei AML-
Patienten betragt 4-15%.

Eine partielle Tandem-Duplikation dé4LL-Gens von mehreren 100 kbp kommt bei 5-7%
aller AML-Patienten vor, bei Patienten mit normaldfaryotyp etwa doppelt so haufig
(DOHNER et al., 2002; ®UDEL et al., 2003).

Weitere Ursachen fir AML, die aber nicht spezifisthd fur AML, sind Mutationen imN-
und KRAS(10-30% aller AML (B\CHER et al., 2006; RUTER et al., 2000))PTPN11(codiert
SHP-2),TP53, JAK2(z.B. V617F) uncc-KIT (bei AML insbs. Mutation von D816x-KIT
Mutationen werden in 20-30% von AML mit t(8;21) odewv(16)/t(16;16) gefunden
(FROHLING et al., 2005).

Als prognostischer Marker werden die mRNA-Expresslevel von WT1 \(ilms tumour }
(ein Zinkfinger-Transkriptionsfaktor, bei AML erhtéh Expression), BAALC Krain and
acute leukemia, cytoplasmjcMDR1 (multi drug resistancel), LRP (ung resistance
protein), ERG ETS related genesowie MN1 (meningiomal) herangezogen HNINGER et
al., 2008).

13
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Wahrend 50% der AML-Falle eine der oben genanntesathen zugeordnet werden kann,
sind die Ursachen fur die Gbrigen 50% unbekanm@VBREY et al., 2008).

In 50-70% der AML-Patienten ist der PI3K-Akt-Sigwalg konstitutiv aktiviert (MRTELLI et
al., 2006), insbesondere fir die PBKurde eine konsistente Aktivierung in AML-Blasten
gefunden (BJoBeRTet al., 2005). Es konnten aber weder MutationeRTEN phosphatase
and tensin-homolog deleted on chromosomeg, 1kt oder PI3K gefunden werden
(AGGERHOLM et al., 2000; kv et al., 2008; MRTELLI et al., 2006; BES et al., 2008), siehe
auchCatalogue Of Somatic Mutations In Can¢8aNGER, 2004).

2.2.8 Therapie von AML

Bei einer Hyperleukozytose, d.h. einer Leukozytéhzeon > 100 Gpt/L (Gigapartikel pro
Liter) stellt die Leukapherese eine mdgliche Ndtfalinahme zur Verhinderung einer
Leukostase (Festkleben der Leukozyten am Gefal3eeldotvas zu mikrovaskularen
Einschlissen und Endothelschadigung fuhrt), die Multiorganversagen fiuhren kann
(DUTCHER et al., 1987), dar.

Eine Therapiemdglichkeit ist die Chemotherapie.gesetzt werden Cytostatika, die in der
DNA-Synthesephase der Zelle wirken, und somit Vienain schnell proliferierenden Zellen.
Cytosin-Arabinosid (ARA-C) wird intrazellular zu ARCTP umgewandelt, welches als
Analogon von dCTP in die DNA eingebaut wird und DIRAlymerasen hemmt.
Anthryzakline, das Anthrachinonderivat Mitoxantralas Aminoacridinderivat Amsacrin (m-
AMSA) wirken durch Hemmung der Topoisomerase Il uhtterkalation der DNA
zytostatisch, ebenso Etoposid (VP-16) durch Topoesase II-Hemmung (OWRYER et al.,
1985).

6-Thioguanin ist ein Analogon der Purinbasen Guamd Hypoxanthin. Es hemmt deren
Biosynthese und wird an ihrer Stelle in DNA und RNAngebaut, wodurch es zu
Strangbriichen kommt bzw. die RNA nicht mehr abgeleserden kann (lEEMEIE, 2003).
Fludarabin ist ein fluoriertes Derivat vonp9-Arabinofuranosyladenin (Ara-A), das die
Ribonukleotidreduktase, die DNA-Polymerasand die DNA-Primase hemmt(BNKETT et
al., 1993).

Daneben werden Inhibitoren eingesetzt, die spehdiZiele in Signalwegen hemmen. Dazu
zahlen FIt3-, c-Kit-, VEGFR Vascular endothelial Growth factor recepygr Raf-, MEK
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(MAPK/ERK-Kinase)-, Akt-, mTOR rphammalian target of rapamyqi Bcl2 B-cell
lymphoma2)-, XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protei; HDAC (Histon-Deacetylase)-,
DNMT (DNA-Methyltransferase)- und RXRétinoid X receptor-Inhibitoren.

Als Ras-Inhibitoren werden Farnesyltransferasebibbien (FTI) eingesetzt, die die
Farnesylierung von Ras und somit die fur die Ratvikt kritische Membranlokalisation
verhindern.

Bei AML mit PML-RARA PLZF-RARA AML1-ETO oder CBFB-MYH11 konnte eine
aberrante Histon-Acetylierung gezeigt werdeniNdtcl et al., 2001). HDAC-Inhibitoren
induzieren eine terminale Differenzierung sowie pjose und Proliferationshemmung in
diesen Zellen.

5-aza-desoxycytidin oder 5-aza-cytidin hemmen DNMTs

Eine Verminderung der Blastenpopulation im Knocharkmauf 5% oder weniger gilt als
vereinbar mit einer kompletten RemissiomgSoNet al., 2003).

AML-Patienten in kompletter Remission kdnnen aucincd eine autologe oder, haufiger,
allogene Blutstammezelltransplantation (BSZT) thexap werden. Wahrend die
Knochenmarkentnahme als Stammzellquelle eine Idngdition hat, werden heute zumeist
periphere Blutstammzellen (CD34verwendet, die mittels Leukapherese gewonnemaiti
Konditionierung des Empfangers intravends  applizierwerden. Bei  der
Blutstammzelltransplantation, insbs. der allogenanrd auf sogenannteGraft-versus-
Leukemia(GvL)-Effekte durch alloreaktive T- und NK-Zellggesetzt. Die BSZT-assoziierte
Mortalitat ist mit 20-30% in den ersten 12-24 Mamatjedoch relativ hoch und auf das
Auftreten einer akuten oder chronisch@raft-versus-Host-Diseag&vHD) zurlickzufuhren.
Wegen der Bedeutung des GvL-Effekts ist eine T-Delpletion als Prophylaxe einer GvHD
jedoch nicht Gblich (ENINGER et al., 2008).

2.3 Der PI3K-Akt-Signalweg, seine Bedeutung bei AMLund die Rolle von
SHIP1

In der Signaltransduktion der Zelle werden Signala der Cytoplasmamembran bis in den
Zellkern weitergeleitet. Signale entstehen duraldBing von Cytokinen, Wachstumsfaktoren,
Adhasionsmolekilen, Hormonen und anderen Ligandenhee Rezeptoren. Auf dieses

Priméarsignal hin andert sich die Konzentration vB8ekundarbotenstoffen. Uber eine
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Signalkette gelangt die Information zu Transkripsifaktoren im Zellkern, und es kommt zur
Zellantwort.

In der Signaltransduktion ist die Regulation bicoiszher Mechanismen durch
Phosphorylierung und Dephosphorylierung durch Kema®zw. Phosphatasen ein immer
wiederkehrendes Motiv. Phosphatreste veréndern lieraktionseigenschaften von
Biomolekulen und regulieren somit beispielsweiseyEmaktivitaten. Folglich nehmen sie die
Rolle von Schaltern in der Signaltransduktion delieZein. Proteine kbénnen an Threonin-,
Serin- und Tyrosinresten phosphoryliert werden.rAbeht nur Proteine sind von Bedeutung,
auch die Inositolphosphate und ihre Lipid-Verwandtdie Phosphatidylinositolphosphate,
auch Phosphoinositide genannt, stellen durch Ploogigrung regulierte Signalmolekdle in
der Zelle dar.

Eine zentrale Rolle im Phosphoinositidstoffwechdet Zelle haben die Phosphoinositid-3-
Kinasen (PI3K).

PI3K sind eine Familie kritischer intrazellularenZyme, die die Addition eines Phosphats
spezifisch an die 3-Position des Inositolrings kataren, wodurch D3-Phosphoinositide
entstehen, einschliellich Ptdins(3,4%)FPtdIns(3,4)R, Ptdins3P und, via PIKfyve,
PtdIns(3,5)R (VANHAESEBROECK et al., 2001). PtdIns(3,4,%Rcheint das prinzipielle und
wichtigste Produkt der PI3K nach Rezeptorstimulatzo sein und seine Level steigen nach
der Stimulation transient an. Ptdins(3,4%)ekrutiert und lokalisiert Signalproteine mit
Lipid-bindenden PHgleckstrin homologyDomanen an die Innenseite der Plasmamembran,
was zu ihrer Aktivierung fuhrt (MWHAESEBROECKet al., 2001).

Es gibt drei Klassen PI3K, Klasse I, Klasse Il Uldsse Ill, wobei Klasse | in IA und 1B
unterteilt ist. Davon generiert Klasse | PI3K P&(B14,5)R. PI3K Klasse IA ist die am besten
charakterisierte und die am haufigsten mit KrebsvVarbindung gebrachte (EELMAN,
2009). Klasse IA PI3K sind heterodimere Enzyme auser regulatorischen und einer
katalytischen Einheit. Bei Saugern gibt es drei &eflir Klasse IA katalytische
Untereinheiten, die fir p1&0 p11@ und pl1@ codieren, sowie drei Gene fur Klasse IA
regulatorische Untereinheiten, die flr p8bind seine Spleil3varianten pbénd p5@), p833
und p5% codieren und kollektiv als p85 bezeichnet werden ét al., 2009).

Klasse IB der PI3K stellt ein Heterodimer aus daaktischen Untereinheit p1i@nd einer
regulatorischen Untereinheit p101, p87 oder p84 dar

Wahrend Klasse IA PI3K Uber die Rekrutierung vob p8 aktivierte Rezeptortyrosinkinasen
oder daran assoziierte Adapterproteine aktivierdem, erfolgt die Aktivierung der Klasse 1B
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Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCGR@rotein-coupled receptorglurch direkte
Interaktion der regulatorischen Untereinheit mity&on trimeren G-Proteinen so et al.,
2001). Die katalytische Untereinheit p110 der Kéaskann auch direkt durch Bindung an
Ras aktiviert werden (BORIGUEZVICIANA et al., 1994)

Haupteffektor der PI3K ist die Serin-/Threoninkieadkt (v-akt murine thymoma viral
oncogene homoldfPKB. Akt wurde als Onkogen des Maus-Leukamie-¥irAKT8
(BELLACOSA et al., 1991; $AL, 1987) und als Homolog der PKCo(Es et al., 1991)
entdeckt. Es gibt drei Akt-lsoformen (Aktl/PKBAkt2/PKBB, Akt3/PKBy). Wegen der
Homologie zwischen den Kinasedoméanen von Akt/PKB den Proteinkinasen A, G und C
zahlt Akt als Mitglied der AGC-Kinase-Familie @MNING and QNTLEY, 2007). Die Akt-
Kinasedoméane erkennt das Minimalmotiv R-x-R-x-x-8&/Twobei X fir eine beliebige und
B fir eine grol3e hydrophobe Aminosaure stehe@siet al., 1996).

Akt fordert das Zellliiberleben, indem es proapoptbie Bcl-2 homology3 (BH3)-only-
Proteine negativ reguliert, die normalerweise atiapoptotische Proteine der Bcl-2-Familie
binden und diese inaktivieren. Beispielsweise imntbAkt das BH3enly-Protein BAD durch
direkte Phosphorylierung an S99ADIA et al., 1997peL Peso et al., 1997), welches somit
von 14-3-3 gebunden wird und sein Zielprotein &&is (DATTA et al., 2000). Durch direkte
Phosphorylierung von FOXO farkhead box @Transkriptionsfaktoren werden diese
ebenfalls von 14-3-3 gebunden, aus dem Kern exgbudind die Expression ihrer Zielgene
blockiert. Ein proapoptotisches Ziel der FOXO-Thamsionsfaktoren ist das BHB8nly-
Protein BIM, das den Zelltod hamatopoetischer Zellei Cytokinentzug stimuliert (IXERS

et al., 2002). Akt phosphoryliert MDM2nurine double minuje(HDM2 beim Menschen),
eine E3 Ubiquitinligase, die daraufhin in den Keransloziert und p53 negativ reguliert
(MAYO and DDONNER, 2001; Aou et al., 2001). Akt fordert die Proliferation, indees die
Glykogen-Synthase-Kinase3

(GSK33) phosphoryliert, wodurch die Kinase inaktivert dvirGSK3 phosphoryliert
normalerweise Cyclin D1, was zu seinem Ubiquitinawételten Abbau fuhrt (AT et al.,
2000; DEHL et al., 1998). Cyclin D1 aktiviert die Rb (Retinastom)-phosphorylierenden
Cyclin-abhéngigen Kinasertyclin-dependent kinase€DK2 und CDK4. Phosphoryliertes
Rb kann nicht mehr an Transkriptionsfaktoren deFHE2amilie binden und es kommt zum
Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus A8ENER and MULLER, 2010). Ein weiteres Zielgen
der FOXO-TFs ist p2%*, ein CKI (cyclin-dependent kinase inhibijodessen Expression bei
FOXO-Phosphorylierung durch Akt herunterreguliemd{MEDEMA et al., 2000). Akt fordert
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das Zellwachstum durch Aktivierung von mTORChafmmalian target of rapamycin,
complex ). Diese erfolgt indirekt Gber Inhibierung durch d8phorylierung von TSC2
(tuberous sclerosis complex auch Tuberin) okl et al., 2002; MNNING et al., 2002;
POTTER et al., 2002), das mit TSC1 (auch Hamartin) agsdzind normalerweise als GAP
(GTPase-aktivierendes Protein) fir das mTORC1-aktwde kleine G-Protein RheRgs
homolog enriched in bra)nwirkt (GAO and RAN, 2001; G®NCHAROVA et al., 2002; APON et
al., 2001).

Akt fordert die Angiogenese, indem es in Endothédnedie eNOS é€ndothelial nitric oxide
synthasg durch direkte Phosphorylierung aktiviertifiMELER et al., 1999; BLTON et al.,
1999) und fur eine erhdhte Produktion der Tanskmysfaktoren HIF& und HIF2x (hypoxia-
inducible factora) fuhrt (GoOrRDAN and $viON, 2007).

In der Literatur gibt es tiber 100 Akt-Substratea@ING and GNTLEY, 2007).

Akt/PKB besitzt eine N-terminale PH-Domane, dieamhibitorisch wirkt. Bindung der PH-
Doméne an Ptdins(3,4,5)Foewirkt eine Lokalisation von Akt an die Membras kommt
zur Konformationsanderung, wodurch der Aktivierdogp von Akt durch PDK-1
(phosphoinositide-dependent protein  kina¥e-Hie ebenfalls ein 3-phosphoryliertes
Inositollipid fir Aktivierung und Membrantranslokan erfordert, an Thr308, sowie das C-
terminale hydrophobe Motiv von Akt durch mTORC2 &ar473 phosphoryliert und Akt
somit aktiviert werden kann.

Das PtdIns(3,4,5)evel wird tber seine Synthese durch PI3K und @learen Abbau durch
Phosphoinositid-Phosphatasen bestimmt. Zwei Hatgih§(3,4,5)B-Abbauwege wurden
definiert: die ubiquitdr exprimierte 3-Phosphat&EEN (phosphatase and tensin-homolog
deleted on chromosome)10nd die in hamatopoetischen Zellen exprimiertéh®sphatase
SHIP1 SH2 domain-containing inositol 5-phosphatasg Welche Ptdins(3,4,5)Pzu
Ptdins(4,5)R bzw. zu PtdIns(3,4Pkonvertieren (AMEN et al., 1996; DCRISTOFANO et al.,
1998). In Abb. 2.2 ist die Regulation des PI3K ¢uRTEN und SHIP1 dargestellt.

Die Wichtigkeit des PI3K-Akt-Signalwegs und seirleegulation durch Phosphatasen wird
dadurch unterstrichen, daBJEN eines der am haufigsten mutierten Gene in Tumaen
(CANTLEY and NEEL, 1999).
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Ligand

N~

RTK

< < < PM
Ptdins(4,5)P , 2 PtdIns(3,4,5)P ; —— PtdIns(3,4)P ,

T308 5473
P P

Poliferation: Wachstum: Uberleben:
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Abb. 2.2: Der PI3K-Akt-Signalweg und seine negative Regulation durch SHIP1 Uber
Rezeptortyrosinkinaseaktivierung nach Ligandenbmgdkommt es zur Rekrutierung und Aktivierung de3iel
(p85 regulatorische und pl110 katalytische UntemsthhPI3K phosphoryliert sein Substrat Ptdins(B;5an
Position 3 zu PtdIns(3,4,5PDie Serin-/Threoninkinase Akt wird Ptdins(3,4,5)&hangig mit seiner PH
(Pleckstrin homologyDomane an die Plasmamembran (PM) rekrutiert wrdidPhosphorylierung (P) an T308
durch PDK-1 phosphoinositide-dependent kindgeund an S473 durch mTORC2Znédmmalian target of
rapamycin comple®) aktiviert. Akt hat >100 Substrate, die es pmsgliert und damit u.a. zum Uberleben,
Wachstum und zur Proliferation der Zelle fuhrt. CBélIP1-vermittelten Effekte sind rot dargestelllBN:
phosphatase and tensin-homolog deleted on chronm®4@nNach Liu et al., Manning und Cantley, Ooms et al.
Horn et al., Yang et al. (kN et al., 2004; W et al., 2009; MNNING and QANTLEY, 2007; wms et al., 2009;
YANG et al., 2009b).

SHIP1 wurde zuerst als tyrosinphosphoryliertes d#not auf Stimulation von
hamatopoetischen Zellen hin mit verschiedenen Wantsfaktoren oder Cytokinen wie M-
CSF (macrophage colony-stimulating facjofLiouBIN et al., 1994), GM-CSHgfanulocyte
macrophagecolony-stimulating factgr(Opal et al., 1997), IL-3 (Interleukin-3) (u et al.,
1994), SCF gtem cell factor = SF éteel factoy = Kit-Ligand (Lu et al., 1994),
Thrombopoetin (BRACHMAN et al., 1995), Erythropoetin @MEN et al., 1993; U et al.,
1994), FL (FIt3-Ligand) (MRcHETTO et al, 1999) und Kreuzvernetzung von
Antigenrezeptoren (ROWLEY et al., 1996; hmKIN et al., 1997; SXTON et al., 1994)

beschrieben.
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Humanes SHIP1 wurde 1996 erstmals klonieRAZER et al., 1996; GIER et al., 1997; DAl

et al., 1997; WRE et al., 1996). Es wird vom GdNPP5D codiert, das beim Menschen auf
2937.1 liegt (&IER et al., 1997; WRE et al., 1996).

Obwohl Akt in vitro sowohl Ptdins(3,4,5§Pals auch Ptdins(3,4)fbindet (RRANKE et al.,
1997; RECH et al., 1997), wird die PH-Domanen-vermittelte Relerung und Aktivierung
von Akt durch den SHIP1-vermittelten PtdIns(3,45kbbau inhibiert (ATouL et al., 1999;
CARVER et al., 2000; REEBURN et al., 2002). SHIP1 gilt deshalb als negativegRator von
Proliferation und Uberleben in hamatopoetischenlefiel So wurde in verschiedenen
hamatopoetischen Zellmodellen, darunter B-Zellen,astdellen und neutrophilen
Granulozyten, fir SHIP1 eine Rolle in der Apoptérsguktion sowohl im passiven Zelltod
(death by neglegt als auch im aktivierten Zelltod a¢tivation-induced cell death
(BRAUWEILER et al., 2000a; BAUWEILER and Q\MBIER, 2004; GRDAI et al., 2002; W et al.,
1997a; Lu et al.,, 1999; Lo et al.,, 2003) gezeigt. SHIP1 spielt auch eine &kall der
Proliferationshemmung (RN et al., 2004; louBIN et al., 1996; Lo et al., 2003; MLBEC et
al., 2001; M:TzZNER et al., 2007; MTzNER et al., 2009), in Jurkat-T-Zellen Uber einen
langeren Verbleib in der G1-Phase des ZellzyklusRiiet al., 2004). Auch insbesondere die
Uberexpression von SHIP1 in primaren AML-§MNER et al., 2009) oder JMML (Juvenile

myelomonozytare Leukamie)-Zellen @vzNER et al., 2007) hemmt die Proliferation.

2.4 Struktur von SHIP1

Humanes SHIP1 wurde als Protein von 1188 Aminos&(IDRAYER et al., 1996; WRE et al.,
1996) und 1189 Aminosauren €ER et al., 1997; Al et al., 1997), mit einem zuséatzlichen
Valin an Position 117, beschrieben. Es hat einderetes Molekulargewicht von 133 kDa
und einen berechneten ¥delektrischer Punkivon 7,59.

Es besitzt N-terminal eine SHZr¢ homology BDoméane (AS 5-102), eine zentrale
5-Phosphatase-Domane (ca. AS 397-86&A0M et al., 2000)) mit zwei hochkonservierten
Inositol-5-Phosphatase-Motiven (ca. AS 582-593 A&l 663-679) ([RAYER et al., 1996;
JEFFERSONand MAJERUS 1995; MAJERUSEt al., 1999; OAl et al., 1997; WRE et al., 1996),
und zwischen SH2- und 5-Phosphatase-Domane etwa A3@ilhoséduren unbekannter
Funktion. Die C-terminalen etwa 350 Aminosauren asaén 2 NPXY-Motive (NPNY AS
911-914, NPLY AS 1018-1021) &R et al., 1997; ©al et al., 1997; WWRE et al., 1996),
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die auf Tyrosin-Phosphorylierung hin mit den PTEhdsphotyrosine bindingdomanen
verschiedener Proteine interagieren. Sie konnen abeh, abhéangig von den drei Resten
C-terminal vom Tyrosin im NPXY-Motiv, Bindungsstefi fiur SH2-Domanen darstellen.
AuBBerdem enthalt der C-Terminus mehrere Polypro(ia-x-x-P)-Motive, die als
Bindungsstellen fir SH3-Domanen dienen kénnterhésigbb.2.3) (DAl et al., 1997; WRE

et al., 1996).

Motiv 2
| MKYNLPSWCDRVLWKSY |
Motiv 1
| FWFGDLNYRVDL |

Abb. 2.3: Doméanenstruktur von SHIP1 SHIP1 enthalt N-terminal eine SH2-Domane (grgefplgt von etwa
300 Aminosauren unbekannter Funktion, eine zentsakRhosphatase-Doméane (rot) mit zwei konservierten
Inositol-5-Phosphatase-Motiven (orange), und im aet@860 Aminosauren umfassenden prolinreichen C-
Terminus zwei NPXY-Motive (NPNY, AS 911-914, NPLWYS 1018-1021; gelb) sowie mehrere P-x-x-P-
Motive, die blau dargestellt sind. Nach Aman et dfferson und Majerus, Majerus et al., Rohrsalereét al.
und Ware et al. (MAN et al., 2000; BFFERSONand MAJERUS 1996; MaJERUSet al., 1999; RHRSCHNEIDEREet

al., 2000; WARE et al., 1996) .

Es wurden mehrere SHIP1-Proteine mit unterschiedtlicapparenten Molekulargewichten
von 145 kD, 135 kD, 125 kD und 110 kD beschriellRoHRSCHNEIDERet al., 2000)Diese
konnten durch alternative Transkriptions-Initiatioralternative Translations-Initiation,
alternatives Spleil3en, Proteindegradation sowiénanslationale Modifikationen entstehen.
Bei einer murinen p135-Form, die durch alternatiSpteil3en entsteht, sind direkt hinter dem
ersten NPXY-Motiv 61 Aminosauren deletiert. Die ilafcodierende Sequenz von 183
Nucleotiden enthélt Intron-Spleil3-Donor- und -Ak@wepKonsensus-Sequenzen. Das
deletierte Stick umfasst mehrere P-x-x-P-Motivelé&mwem wird durch die Splei3stelle die
dritte Aminosaure C-terminal des Tyrosinrests dasea NPXY-Motivs verandert, was das
Bindungsverhalten von SH2-Domanen an dieses Marindern konnte. Dieg€l83-cDNA
kommt in allen p145-exprimierenden Zellen voulas and ROHRSCHNEIDER 1999).
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Bei einer humanen cDNA aus ML-1-Zellen (myeloischeukamie-Zelllinie) sowie
peripheren Blut-Leukozyten sind 282 Nukleotide tlete entsprechend dem kompletten
Exon 25, das 94 AS codiert und das komplette eMRXY-Motiv umfasst und die, falls
translatiert, ebenfalls eine p135-Isoform lieferiarde. Ob die in humanen hamatopoetischen
Zellen beobachtete p135-Isoform mit d&¥82-cDNA korrespondiert, ist nicht belegtugas
and FOHRSCHNEIDER 1999).

Eine p102-Form entsteht durch proteolytische Spgltwon p145 am C-Terminus zwischen
W941 und S942 durch eine mit PMSF inhibierbarerfpeatease (HRN et al., 2001).

Eine murine p110-Form entsteht durch C-terminatad@lyse durch Calpain @MEN et al.,
1998). Eine weitere p110-Form, humanes SIP-110,ddaeN-terminalen 221 Aminoséauren
einschlie8lich der SH2-Doméane von SHIP1 fehlentattdessen ergeben sich N-terminal 9
neue Aminosauren -, soll durch alternatives Spled#ddstehen (KVANAUGH et al., 1996).

In murinen embryonalen und hamatopoetischen Stattenasurde eine p104-Form namens
s-SHIP nachgewiesen, der die N-terminalen 262 Asé#incen fehlen, was den N-terminalen
259 Aminosauren in humanem SHIP1 delV117 entspriskg entsteht durch Transkription
von einem Promotor im Intron zwischen Exon 5 ungbf INPP5D (ROHRSCHNEIDEREt al.,
2005; Tu et al., 2001).

2.5 Expression von SHIP1

SHIP1 wird in allen bisher untersuchten Zellen Beges und des Knochenmarks exprimiert.
Es wurde in hadmatopoetischen Stammzellen (CP34 B-Zellen (CD19, CD20), NK
(natural killer)-Zellen, Monozyten/Makrophagen, T-Zellen (CD2 CD4, CD§),
Granulozyten, Mastzellen und Thrombozyten nachgemg®x et al., 2001; GIER et al.,
1997; QURIATO et al., 1997; MRescoet al., 1999; MXwELL et al., 2004), au3erdem in den
Testes, Membran-lokalisert in Spermatidemnu(ket al., 1998c). Die SHIP1-Expression wird
wahrend der Erythropoese eingestellt. Im Gegerdatn nimmt die Expression mit der T-
Zellreifung (LU et al., 1998c) und Aktivierung ruhender B-Zellam (BRAUWEILER et al.,
2001).
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2.6 Enzymatische Aktivitat von SHIP1

SHIP1 spaltet spezifisch den 5-Phosphatrest vom&{®4,5)R (Phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphat) und Ins(1,3,4,%)Rnositol-1,3,4,5-tetrakisphosphat) abafiEn et al., 1996;
DRAYER et al., 1996; KVANAUGH et al., 1996; LouBIN et al., 1996; ©AI et al., 1997).

Unter den 5-Phosphatasen ist SHIP1 das effizientEsizym, das Ptdins(3,4,%3)Rbbaut
(KISSELEVA et al., 2000).

2.7 SHIP1-Homologe: Die Familie der Inositol-5-Phgphatasen

SHIP1 gehért zur Enzymklasse der Inositol-5-Photgstes (EC 3.1.3.56iese sind M§'-
abhangige Phosphoesterasen, die das Phosphat siioiPé des Inositolrings von, je nach
Spezifitat,  verschiedenen Inositolphosphaten  und osptmatidylinositolphoshaten
hydrolysieren (Wisstock et al., 2002). Sie zeichnen sich durch zwei konede
Aminosauresequenzen in der 5-Phosphatase-Doman@emasrsoNand MAJERUS 1995).
Die Familie der Inositol-5-Phosphatasen umfassiSaQger- und vier Hefe-Enzyme, siehe
Abb. 2.4, Das SHIP1 am néachsten verwandte Protein ist SHIRR#, etwa 38%
Gesamtsequenzhomologie, wobei die Homologie zuhdsphatase 64%, zur SH2-Doméane
54% betragt (Psesseet al., 1997; RHRSCHNEIDER et al.,, 2000). Es weist wie SHIP1
mehrere Polyprolinmotive, aber nur ein NPXY-Motiufa SHIP2 zeigt ein apparentes
Molekulargewicht von 155KkD. Im Gegensatz zu SHIRGrd SHIP2 aul3er in
hamatopoetischen Zellen unter anderem in mensemicilerz, Hirn, Skelettmuskel, in
Pankreas, Plazenta, Leber und Niere exprimiedRMLLE et al., 1999; PseEssEet al., 1997).
SHIP2 kann in vitro Ins(1,2,3,4,5F 1Ins(1,3,4,5F Ins(1,4,5,6)F Ins(2,4,5,6)R
PtdIns(3,4,5)P und PtdIns(3,5)P (CHI et al., 2004) sowie PtdIns(4,%)FPTAYLOR et al.,
2000) als Substrate verwenden.

Weitere entfernter verwandte 5-Phosphatasen, diafaltls sowohl Ptdins(3,4,5Rils auch
Ins(1,3,4,5)R zum Substrat haben und u.a. in hAmatopoetischéanZexprimiert werden,
denen aber die SH2-Domaéne fehlt, sind die ubigeix@rimierten Synaptojanine 1 und 2, das
X-Chromosom-codierte OCRIo¢ulocerebrorenal syndrome of Lowe pro}dlATTREE et al.,
1992) und die zuerst in Thrombozyten gefundene &sptmatase Il (Ovs et al., 2009). Die

23



2 Einleitung

72 kD Typ IV 5-Phosphatase hydrolysiert u.a. Pt##55)R, aber kein Ins(1,3,4,5)Pdie 5-
Phosphatase | hydrolysiert u.a. Ins(1,3,4,53Ber kein PtdIns(3,4,5)P

5-Phosphatase |

5-Phosphatase I

OCRL

Synaptojanin 1 |

Syrapiann | — .

SHIP1
SHIP2

72 kD 5-Phosphatase IV

Abb. 2.4: Familie der Inositol-5-PhosphatasenDargestellt sind die 10 Saugerenzyriach Ooms et al.

(Oowms et al., 2009). OCRLoculocerebrorenal syndrome of Lowe prote®KIP: skeletal muscle- and kidney-
enriched inositol phosphataselIPP:proline-rich inositol polyphosphate 5-phosphatas8H: ASPM (abnormal
spindle-like microcephaly-associated protein)/SPBEpindle pole body 2)/hydinGAP: GTPase-activating
protein, SH2: Src-Homologie 2, SAMterile alpha motif SKICH: SKIP carboxyl homology.

2.8 Interaktionspartner von SHIP1

Die SHIP1-SH2-Domane zeigt eine Praferenz fir ipmsosphorylierte Motive bei

Zielproteinen, siehe Tab. 2.4, wie sie in ITAMmifhunoreceptor tyrosine-based activation
motif YXX(L/1)X _gYXX(L/I) ) und ITIMs (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif
(VIHXYXX(L/V) ) gefunden werden, die im cytoplasmschen Teil einiger Rezeptoren und
transmembraner Adapterpoteine vorkommen und furVidestergabe von Signalen in der

Zelle von Bedeutung sind.
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Tab. 2.4: Literaturrecherche zur Konsensus-Erkennumgs-
sequenz der SHIP1-SH2-Doméne.

Motiv Quelle

pY(Y/D)X(L/I/V) (OSBORNE et al., 1996)
PYXN(I/V) (Lv et al., 1997b)
PY(Y/SITIV)(LIYIXIF)(LIXNIV) (SWEENEY et al., 2005)
PY(S/Y)(L/YIM)(LIM/IIV) (ZHANG et al., 2009b)

Die SHIP1-SH2-Domane bindet an tyrosinphosphongdiéfIMs im FgRIIB (CD32), der
von B-Zellen und Mastzellen exprimiert wird KBHNS et al., 2000; GGGESHALL, 1998;
Koncz et al.,, 2001; Qo et al., 1996; Qo et al., 1997; RIDANDAPANI et al., 1997c;
TRIDANDAPANI et al., 1999; ¥Ly et al., 1997)jm gp49B1 und MAFA ihast cell function-
associated antiggndie von Mastzellen exprimiert werdenKOIwA et al., 1998; X et al.,
2001), und im PECAM-1 Rlatelet/endothelial cell adhesion molequgCD31), das von
Thrombozyten, Monozyten, Granulozyten, B-Zellen uBddothelzellen exprimiert wird
(PUMPHREY et al., 1999), sowie zumindastvitro direkt oder indirekt an das ITAM in def
Kette des FRIIIA (CD16), der von NK-Zellen exprimiert wird (&&ANDRINI et al., 2002).
In vitro bindet SHIP1 auch an Peptide, die die ITAM-Seqaanter 3- (KIMURA et al., 1997)
oder y-Kette (GsBORNE et al., 1996) des ERI, der von Mastzellen, Basophilen und
Eosinophilen exprimiert wird, der, 6- odere-Kette von CD3 oder def-Kette des T-Zell-
Rezeptors enthalten @BorNEet al., 1996). In SHIP1-Immunprazipitationen kémifie oder
v-Kette des FeRI jedoch nicht nachgewiesen werdersgORNEet al., 1996).

SHIP1 interagiert Uber seine SH2-Domane mit demwsigphosphorylierten Formen der
Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP-2iu(Let al., 1997b; S&rTLER et al., 1997), der
Gerustproteine GabX5¢b2-associated binder) {Koncz et al., 2001) und Gab2 (L et al.,
2001), letztere zwei jedoch mit geringer Affini{oncz et al., 2001); Dokldownstream of
kinase ) (DUNANT et al., 2000), Dok2 @AMIR et al., 2000) und Dok3 @wmAy et al., 2000),
Shc 6rc homologous and collageriLiu et al., 1994; RADHAN and WGGESHALL, 1997;
VELAZQUEZ et al., 2000) sowie SLAMs(gnaling lymphocyte activation moleculg€D150)
(MIKHALAP et al., 1999).

Mit den tyrosinphosphorylierten NPXY-Motiven bindgHIP1 an die PTB-Domanen von Shc
(HUBER et al., 1999; hmKIN et al., 1997; louBIN et al., 1996; RADHAN and (WGGESHALL,
1997), Dokl (INANT et al., 2000), Dok2 @AMIR et al., 2000) und Dok3 @wmAY et al.,
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2000). Die PTB-Domane von Dabiligabled 1) das in neuronalen und hamatopoetischen
Zellen exprimiert wird, binden vitro an die NPXY-Motive von SHIP1, insbs. an das NPLY-
Motiv, sofern es nicht tyrosinphosphoryliert ist qWELL et al., 1999). Die PI3K
(Phosphatidylinositol-3-Kinagebesitzt zwei SH2-Domanen in ihrer regulatorischEsb-
Untereinheit, die das Motiv pY-(M/V/I/E)-X-M bindemwelches in der Sequenz C-terminal
vom ersten NPXY-Motiv des murinen pI#§* vorliegt (Lucas and ROHRSCHNEIDER
1999), nicht aber im humanen.

Mit seinen prolinreichen Bereichen soll SHIP1 Piregemit SH3-Domé&nen binden. Eine
Interaktion von SHIP1 mit den SH3-Doménen von GEKZVANAUGH et al., 1996; DAl et
al., 1997; WsNIEwsKI et al., 1999)Abl, Lyn, Src, (Al et al., 1997), PLG4 (OsBORNE et
al., 1996; ®NG et al., 2005) und CIN85 BWANETZ et al., 2004) wurde gezeigt. Prolinreiche
Bereiche in SHIP1 sind d€&-Terminus und die Region zwischen SH2- und 5-Phaisise-
Doméane. SHIP1 interagiert mit seinem C-Terminus unphosphorylierten Zustand mit
PIAS1 (rotein inhibitor of activated STAT{LIuU et al., 1998a).

2.8.1 Interaktion von SHIP1 mit Grb2

Grb2 Growth factor receptor-bound)2auch bekannt als ASHilfundant Src homologyist
ein 25 kD-Adapter-Protein, das Rezeptortyrosinkemasit dem Ras-Signalweg verbindet
(LOWENSTEIN et al., 1992; SHLESSINGER 1993, 1994). Es besitzt drei SH-Doménen in der
Reihenfolge SH3(N)-SH2-SH3(C) QWENSTEIN et al., 1992; MTUOKA et al., 1992). 1995
wurde die Kristallstruktur von Grb2 veroffentlicfMAIGNAN et al., 1995).

Grb2 ist das humane Homolog des Sem-5-Protein€aasorhabditis elegan&€LARK et al.,
1992) und des DHProteins au®rosophila melanogastgiOLIVIER et al., 1993; 0N et al.,
1993).

Im Cytoplasma unstimulierter Zellen liegt Grb2 Klesmplex mit Sos gon of sevenlepsor,

an das es mit seinen beiden SH3-Domanen bindetgK et al., 1994). Grb2 bindet mit
seiner SH2-Doméane an Phosphotyrosinstellen von viakeén Rezeptoren oder
Adapterproteinen wie Shc, und zwar bevorzugt anxg\-Motive, so dass der Grb2-Sos-
Komplex an die Plasmamembran rekrutiert wirdoWBeLL et al.,, 1992; BpAY and
DOWNWARD, 1993; GIARDIN et al., 1993; EAN et al., 1993; GLE et al., 1993; Let al.,
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1993; LOWENSTEIN et al., 1992; RzAKIS-ADCOCK et al., 1993; RzAKIS-ADCOCK et al.,
1992; SvoN et al., 1993).

Sos, ein Guaninnukleotid-Austauschfaktor (GEfyanine-nucleotide exchange fagtor
konvertiert das Uber einen Farnesylrest in dernPdasembran verankerte kleine G-Protein
Ras von der inaktiven GDP-gebundenen in die akiv@®-gebundene Form und aktiviert so
den Raf-MEK1/2-ERK1/2-Signalweg.

SH3-Domanen sind ca. 60 Aminosauren umfassendeiffmodtive, die in verschiedenen
Proteinen, die an der Signaltransduktion oder anoskglettaufbau beteiligt sind, gefunden
werden (Koch et al. 1991 Science, Musacchio e1292 FEBS lett). P-x-x-P-Motive gelten
als Konsensusbindungssequenz fur SH3-Doméanawd®\, 1995), aber auch fir andere
prolinreiche Sequenzen konnten SH3-Bindungen gezeryden (L, 2005). Die erste
aufgeklarte Struktur einer SH3-Doméne wurde 19%2weeben (Musacchio et al. 1992).
Zwar kénnen beide Grb2-SH3-Doménen an Sos bineéeogch ist fur die Signaltransduktion
durch Sos priméar die N-terminale SH3-Domane vor2Gerantwortlich (BENG et al., 1998;
McDONALD et al., 2009), wahrend die C-terminale SH3-Donmduneh an die Adapterproteine
Gabl (FxMAN et al., 1997; lBLGADO-MADRUGA et al., 1996; MUYEN et al., 1997) und
etwas schwéacher Gab2 ARkIOLAKI et al., 2009; SHAEPER et al., 2000) bindet, was deren
Rekrutierung an RTKs ermdéglicht ¢ck et al., 2000). Die folgende Phosphorylierung von
Gabl und Gab2 schafft eine Bindungsstelle fir SkdgaBnen, insbesondere die der p85-
Untereinheit der PI3K (QG et al., 2001), was in der Bildung von Ptdins(3Bs;5esultiert
und somit Bindungsstellen fur PH-Doméanen schafftl Wberlebenssignalwege tber PH-
Doméanen-enthaltende Proteine wie Akt und PDK-1vakti (BELHAM et al., 1999; RMEH
and QANTLEY, 1999).

Sosl konkurriert mit einigen anderen Proteinen uenBindung an Grb2, neben Gabl und
Gab2 mit SLP76 (EwiTzky et al., 2001; SHAEPER et al., 2000), der GTPase Dynaminl
(SEEDORFet al., 1994; WAL et al., 1998), der Ubiquitin-Ligase CblgwiTzky et al., 2001,
OpAl et al., 1995; BRK et al., 1998) und dem Zellzyklus-Inhibitor &7 (MOELLER et al.,
2003). Die Grb2-SH3(C)-Doméane bindet mit hoherefinkfit an Gabl und SLP76 als an
Sosl (McDONALD et al., 2009).

BCR (B cell receptoy-Crosslinkingauf B-Zellen sowie M-CSF-Stimulation von Fms (M-
CSF-Rezeptor) auf FDC-P1-Zellen fihrt zum Zusamraanbines Komplexes, der Shc,
Grb2, mSos1 und SHIP1 enthaligLsiIN et al., 1994; SXTON et al., 1994).
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Grb2 interagiert mit SHIP1 (&KER et al., 1997; KVANAUGH et al., 1996; OAI et al., 1997),
und zwar mit seinen beiden SH3-Domanen, dabeiatdarkt SH3(C) als mit SH3(N), nicht
aber mit seiner SH2-DomaneaJGKER et al., 1997; KVANAUGH et al., 1996).

Obwohl eine Konkurrenz der SHIP1-SH2-Doméne mit @Gb2-SH2-Domane um die
Bindung an tyrosinphosphoryliertes Shc und ans@khele Inhibition des Ras-Raf-MEK1/2-
ERK1/2-Signalwegs in B-Zellen anfangs vorgeschlagenrde (Lu et al., 1994;
TRIDANDAPANI et al.,, 1997a; RIDANDAPANI et al., 1997b; RIDANDAPANI et al., 1998),
konnte dies von anderen nicht bestatigt werdemaAet al., 2000; HRMER and DEFRANCO,
1999). Auch in T-Zellen scheint SHIP1 keinen spseifen Einfluss auf den Ras-Raf-
MEK1/2-ERK1/2-Signalweg zu haben @RN et al., 2004).

Da Grb2 tber seine SH2-Domane direkt oder mittelii@r Bindung an Adapterproteine wie
Shc an zahlreiche aktivierte Rezeptortyrosinkinasskrutiert werden kann, darunter die
hamatopoetischen Rezeptoren c-Kit, BCR, TCR, EmeaMpl (Thrombopoetin-Rezeptor), G-
CSF-Rezeptor, GM-CSF-Rezeptor, Fms und CD28p@, 1999), besteht so auch eine
Moglichkeit fur SHIP1, an die Membran rekrutiert\werden.

Ligand

N~

RTK

PM

&
|

Raf-MEK1/2-ERK1/2

(S0

Akt

Abb. 2.5 Modell zur Signaltransduktion tGber Grb2 und Interaktion mit SHIP1. Grb2 Growth factor
receptor-bound P bindet mit seiner SH2-Domédne direkt an Phosplosipreste aktivierter
Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) oder indirekt tibec.$badurch werden die von Grb2 mit seinen SH3-Daméan
gebundenen Proteine Sao of sevenlessind Gabs Grb2-associated bindgund womdglich SHIP1 an die
Membran rekrutiert und der Ras- (Uber Sos) bzwKPI[8ber Gabs) Signalweg aktiviert. Es ist nichzeet,
dass SHIP1 mit Sos oder Gab1/2 um die Bindung ®2 ®onkurriert. Nach PawsonA®RsoN, 2004).
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2.9 Modifikation von SHIP1

Src-Familienmitglieder, insbesondere Lyn, werden diie Tyrosinphosphorylierung von
SHIP1 verantwortlich gemacht ABAN et al., 2003; GRDAI et al., 2002; HRDER et al.,
2004; HERNANDEZ-HANSEN et al., 2004; k#Bs et al., 2002; MLBEC et al., 2002; X0 et al.,
2005).Murines SHIP1 delv120 (entspricht humanem SHIPV@&F) wird an Y867 (Y864)
(Cao et al., 2007; Gsset al., 2006), S934 (S933) 4G et al., 2007), Y944 (Y943) (D et

al., 2007), Y917 (Y914) und Y1020 (Y1021) KRvA et al., 2007; BsH et al., 2005)
phosphoryliert. SHIP1 kanm vitro an mehreren Serin- und Threoninresten von der PKA

phosphoryliert werden @ANG et al., 2010).

2.10 Signalwege mit SHIP1

2.10.1 Mastzellen

Mastzellen gehdren neben Basophilen und Eosinaphileden Effektorzellen in allergischen
Reaktionen. Beim Menschen gibt es zwei Mastzelltghdn, die Mastzellen des
Bindegewebes und die der Mukosa. Die Mastzellen Rladegewebes enthalten in ihren
Granula viel des biogenen Amins Histamin sowie Hi@pand an Proteasen hauptséachlich
Tryptase, Chymase, Carboxypeptidase A und Cathépsitie Mastzellen der Mucosa viel
des Proteoglycans Chondroitinsulfat, weniger Histamnd an Proteasen hauptséachlich
Tryptase.

Die  Bindegewebe-Mastzellen- und Mukosa-Mastzelleérdtypen sind  keine
unterschiedlichen Abstammungslinien. Vielmehr kande beiden Mastzelltypen, abhangig
von ihrer Mikroumgebung, bidirektional ineinanddéreigehen.

Mastzellen exprimieren auf ihrer Oberflache deneRHc der mit hoher Affinitat
(Kp = 10'° M) IgE bindet, so dass Mastzellen mit IgE bedesiktl. FeRI besteht aus einer
Liganden-bindenden-Kette, die zwei extrazellulare Ig-Domanen besiéztier B-Kette, die
die Membran viermal durchspannt und deren C- uneNminus intrazellular liegen, wobei
im C-Terminus ein ITAM vorkommt und mit dem N-Temmis von Lyn konstitutiv assoziiert
Ist; sowie eineny-Ketten-Homodimer, wobei jedgKette ein ITAM im cytoplasmatischen
Teil enthalt.p- undy-Ketten sind fur die Signaltransduktion verantwortl
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Mastzellen werden durch Kreuzvernetzung voeRfaurch multivalente Antigene aktiviert.
Die folgende Signalkaskade ist ahnlich derer, diecld Antigenbindung an Lymphozyten
initiiert wird. Die mit der p-Kette konstitutiv assoziierte Kinase Lyn phospliery die
B-Kette undy-Ketten an Tyrosinen in den ITAMs. Syk wird daraoffan die ITAMs der
v-Ketten rekrutiert, aktiviert und phosphoryliertduaktiviert seinerseits andere Enzyme und
Adapterproteine in der Signalkaskade, die zu elkdivierung des PLE-IP3;-PKC- sowie des
Ras-Signalwegs fuhren.

Die aktivierte PKC phosphoryliert die leichten Kett des Myosin, was zu einem
Auseinanderfallen der Actin-Myosin-Komplexe untdbhder Plasmamembran fiihrt, so dass
es zur Exocytose der Granula kommit.

Die Phospholipase Akontrolliert die Synthese von Lipid-Mediatoren.eSwird durch
erhohtes cytoplasmatisches Calcium sowie durch pghooglierung durch eine MAPK
aktiviert und hydrolysiert Membranphospholipide 4wysophospholipiden und freien
Fettsauren, wobei Arachidonsaure die wichtigstdeReihnimmt. Cyclooxygenase produziert
daraus vornehmlich Prostaglandip, Ripoxygenase vornehmlich Leukotrien L7,Gius dem
durch Degradation LTPund LTE entstehen. Ein weiterer Lipid-Mediator ist PAFdtelet-
activating Factoy, der durch Acylierung von Lysoglycerylether-Phlosgylcholin entsteht.
Durch die Aktivierung von Mastzellen wird aul3erdetie Synthese und Sekretion von
Cytokinen stimuliert, z.B. von IL-3, IL-4, IL-5, H6, IL-13, TNFe und MIP-In (ABBAS and
LICHTMAN, 2005).

Die Mastzell-Aktivierung tUber den ERI oder FeRIII (TAkAI et al., 1996) kann durch den
inhibitorischen Rezeptor KRIIB (HUBER et al., 2002), oder MAFAnR{fast cell-function
associated antiggireguliert werden.

Durch Co-Aggregation von ERI und FgRIIB phosphoryliert Lyn das ITIM von F&IIB,
wodurch SHIP1, im Komplex mit Grb2 und Dok-1, meireer SH2-Domane dorthin rekrutiert
wird, wodurch die IgE-vermittelte Degranulation, t@kinproduktion und C&-Mobilisierung
inhibiert werden (WBER et al., 1998a; HBER et al., 2002; KLESNIKOFF et al., 2002; IEPLEY

et al., 2004).

SHIP1 inhibiert auch die durch SF und allein dulgk induzierte Degranulation von
Mastzellen (HUBER et al., 1998a; HBER et al., 1998b; KLESNIKOFF et al., 2002; RUH et al.,
2003).

MAFA ist ein Typ II Membranglycoprotein (C-Terminumit C-Typ Lectin-Doméne
extrazellular, N-Terminus mit ITIM intrazellularClusteringvon MAFA fihrt zur Tyrosin-
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Phosphorylierung des ITIMs durch Lyn, woraufhin BHImit seiner SH2-Doméane daran
bindet und an die Cytoplasmamembran rekrutiert wibaddurch wird die sekretorische
Antwort der Mastzellen auf den #RI-Stimulus supprimiert (BRAMSON and FECHT, 2002;
Xu et al., 2001).

Die Co-Aggregation von R&IIB mit c-Kit fihrt zur Tyrosinphosphorylierung moSHIP1
und zur SHIP1-abhangigen Hemmung der Akt-Phospieoylg und der Proliferation
(MALBEC et al., 2001).

IL-3 (interleukin-3, auch bekannt als multi-CSkltilineage colony-stimulating factprst
ein Produkt von T-Helferzellen, das auf unreife Noferzellen des Knochenmarks einwirkt
und die Expansion von Zellen fordert, die in akkkénnten reifen Zelltypen differenzieren. Es
stimuliert die Jak2Janus kinas@)-vermittelte Tyrosin-Phosphorylierung deKette des IL-
3-Rezeptors an Y577, wodurch Shc mit seiner PTB-8wendaran bindet. Shc selbst wird
daraufhin durch Lyn oder Jak2 Tyrosin-phosphoryligornehmlich an Y239 und Y317. In
Mastzellen wurde nachgewiesen, dass SHIP1 wiedenitnseiner SH2-Domane an pY317
bindet (MLAZQUEz et al., 2000) und somit eine negative Rolle in3Hermittelten
Signalwegen ausibt. In Abb. 2.6 ist die inhibitohis Rolle von SHIP1 in Mastzellen

dargestellt.
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Abb. 2.6: Inhibitorische Wirkung von SHIP1 auf die Signaltransduktion in Mastzellen. Auf
Kreuzvernetzung des &Rl mit FeyRIIB durch multivalente Antigene hin tyrosinphospyi@rt die Src-Kinase
Lyn B- und y-Ketten des F«RI. Daraufhin bindet Syk an dig-Kette und wird ebenfalls von Lyn
tyrosinphosphoryliert. Syk tyrosinphosphoryliert TA(linker of activated T cel)sund schafft so eine
Bindungsstelle fir die PLEC Die PI3K wird ebenfalls aktiviert (durch Binduren Gab2, das von Fyn
phosphoryliert wurde und an die SH3-Doméane von Qrin2let, welches wiederum an phosphoryliertes LAT
bindet) und stellt Ptdins(3,4,5g9BRer. PLG bindet mit seiner SH2-Doméane an LAT und mit seirelFkDoméne
an PtdIns(3,4,5) Auch Btk Bruton’s tyrosine kinagebindet mit seiner PH-Doméane an Ptdins(3,4;5)Rd
aktiviert die PLG. PLCy spaltet Ptdins(4,5%u Ins(1,4,5)FPund Diacylglycerin. Lyn phosphoryliert auerdem
das ITIM des FgRIIB, an das daraufhin SHIP1 bindet, welches P{@ds5)R zu Ptdins(3,4)Pabbaut und so
die Rekrutierung von Proteinen mit PH-Doméanen anRlasmamembran (PM) und das Calciumsignal inhibier
Durch die Rekrutierung von Dokl mit RasGARa§ GTPase-activating protgidurch SHIP1 wird auch der
Ras-MAPK-Signalweg inhibiert. Nach Alvarez-Erricoad. (ALVAREZ-ERRICO et al., 2009).
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2.10.2 B-Lymphozyten

Bei der positiven Signaltransduktion in B-Zellemidpielsweise bei der Antigen-induzierten
B-Zell-Aktivierung, werden B-Zell-Rezeptor-Komplexaurch Antigene kreuzvernetzt. Der
B-Zell-Rezeptor-Komplex besteht aus Membran-Immahbglin (IgM und IgD in reifen
naiven B-Zellen, IgG, IgA oder IgE in aktiviertenZellen) sowie einem Heterodimer aus. Ig
und Ig3. An den cytoplasmatischen Anteil des Membran-1g48-Rezeptor-Komplexes sind
nicht-Rezeptor-Protein-Tyrosin-Kinasen der Src-Hamvie Fyn, Blk und Lyn assoziiert, die
die ITAMs im cytoplasmatischen Anteil vondgind Iy phosphorylieren. Daran bindet die
nicht-Rezeptor-Protein-Tyrosin-Kinase Syk mit inmmei SH2-Domé&nen und phosphoryliert
das Adapterprotein BLNK B cell linker protein, auch SLP-65 genann$SKi2-binding
leukocyte phosphoprotein of 65kDAn phosphoryliertes BLNK binden Grb2, an das
wiederum der GTP/GDP-Austauschfaktor Sos bindetjusch der Ras/MAPK-Signalweg
aktiviert wird, sowie PL&2 und die nicht-Rezeptor-Protein-Tyrosin-Kinase dec-Familie
Btk (Bruton’s tyrosine kinage Syk und Btk, die selbst beide von Lyn phospherylund
somit aktiviert werden (GHARENBERG and KNET, 1998), aktivieren die PL&2 durch
Tyrosin-Phosphorylierung. Diese spaltet ihr Subhstains(4,5)P zu Diacylglycerin (DAG)
und Ins(1,4,5)B die wiederum Aktivierung der ProteinkinasepCbzw. C&*-Efflux aus
intrazellularen Speichern bewirken.

Auch das Komplementsystem ist an der B-Zell-Aktiuigg beteiligt. Antigen wird von dem
Komplementfragment C3d gebunden, und dieses bindiederum an den Typ 2
Komplement-Rezeptor (CR2, CD21) auf B-Zellen, darsammen mit CD19 und CD81,
Bestandteil des B-Zell-Corezeptor-Komplexes isZdl-Antwort auf das Antigen wird durch
dieses costimulatorische Signal um das 1000factsérkt. In diesem Fall phosphoryliert die
an die ITAMs von Ig und I3 gebundene Syk ein ITAM im cytoplasmatischen Teihv
CD19, an welches die PI3K bindet und zu ihrem Sab$tdins(4,5)Prekrutiert wird, das
sie zu Ptdins(3,4,5)P phosphoryliert. PtdIins(3,4,5Pist ein Membran-assoziiertes
Phospholipid, das als Antwort auf diverse extragéte Stimuli hin aus Ptdins(4,%)Eurch
die PI3K gebildet wird und PHoleckstrin homologyDomanen enthaltende Proteine bindet
und sie an die Membran transloziert, damit sie dhwe Effekte vermitteln kdnnen. Die PI3K
stellt somit eine kritische Komponente der wichiggsSignalwege dar. Die cytoplasmatische
Tyrosinkinase Btk bindet mit ihrer PH-Domane noremakeise hochaffin an Ptdins(3,4,5)P
und wird so an den Ort ihrer Wirkung rekrutiers@s and LCHTMAN, 2005).
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Bei der negativen Signaltransduktion in B-Zelleaisbielsweise beim Antikorpdéreedback
einem Prozess zur Regulation der humoralen Immwmatytwird die Antikdrperproduktion
einer aktivierten B-Zelle durch sezerniertes IgGegamt. Sezernierte 1gG-Antikorper bilden
Komplexe mit Antigen aus, die mit ihrem Fc-Anteih alen FgRIIB (CD32) binden.
Multivalente Antigene binden aufRerdem an den BCRs weur Kreuzvernetzung der
Rezeptoren fuhrt und ihre cytoplasmatischen Anteiteander nahe bringt. Daraufhin wird
das ITIM im cytoplasmatischen Teil desyR¢IB durch eine mit dem BCR assoziierte Src-
Protein-Tyrosin-Kinase wie Lyn phosphoryliert, woltain SHIP1 mit seiner SH2-Domane
daran bindet und ebenfalls von Lyn oder Syk phospieot wird. Somit an den Ort seines
Substrates PtdIns(3,4,5)Pkalisiert, dephosphoryliert SHIP1 diesen Sekubdéenstoff zu
PtdIns(3,4)R. Damit wird die Membran an Ptdins(3,4,5)dem Produkt der PI3K, das fur
die PH-Doméanen-vermittelte Mobilisierung vieler #ioe an die Membran von Bedeutung
ist, abgereichert. Durch den Abbau von PtdIns(3f4,2u Ptdins(3,4)Pdurch SHIP1 wird
die PH-Bindungsstelle fur Btk eliminiert, was aushend ist, um die B-Zellantwort
abzuschalten (@.LAND et al., 1998; RAHN et al., 2004; SHARENBERG et al., 1998). Die
enzymatische Aktivitat von SHIP1 ist flr diese Fumk essentiell (BLLAND et al., 1998).
Auch der Akt/PKB-Signalweg ist betroffen. Die BCRduzierte Aktivierung von Akt wird
bei BCR-FgRIIB-Kreuzvernetzung in B-Zellen SHIP1l-abhangig imért (AMAN et al.,
1998; AsTouL et al., 1999; Acos et al., 1999), indem SHIP1 die Ptdins(3,4:58Phéngige
Rekrutierung von Akt an die Plasmamembranr@:R et al., 2000) und seine anschliel}ende
Aktivierung durch Phosphorylierung an S473 und TE®@AN et al., 1998) hemmit.

SHIP1 wird auch auf BCR-Clustering (mit F(ab‘hin tyrosinphosphoryliert (€Acko et al.,
1996; DaMEN et al., 1996; louBIN et al., 1996), was andeutet, dass SHIP1 auchRufie
nach BCR-Stimulation allein hat. Entsprechend zeiggHIP1-B-Zellen nach BCR-
Stimulation allein eine erhohte Proliferation undrnngerte BCR-vermittelte Apoptose
(BRAUWEILER et al., 2000a).

Die inhibitorische Rolle von SHIP1 in B-Zellen istAbb. 2.7 dargestellt.
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Abb. 2.7: Inhibitorische Wirkung von SHIP1 auf die Signaltransduktion in B-Lymphozyten. Auf
Kreuzvernetzung des BCR mit{RIIB durch multivalente Antigene hin tyrosinphospyiert die Src-Kinase
Lyn B- undy-Ketten des BCR (kg und I¢B). Daraufhin bindet die Tyrosinkinase Syk an denRBGhd wird
ebenfalls von Lyn tyrosinphosphoryliert. Syk tymgshosphoryliert BLNK B cell linke) und schafft so
Bindungsstellen fur die PLCund Grb2. Die PI3K wird ebenfalls aktiviert durdBindung an nach
Komplementaktivierung tyrosinphosphoryliertes CDid stellt Ptdins(3,4,5,)Fher. PLG bindet mit seiner
SH2-Doméane an BLNKHE cell linker) und mit seiner PH-Doméne an PtdIns(3,435uch Btk @Bruton’s
tyrosine kinase bindet mit seiner PH-Doméne an PtdIns(3,4,50Ad aktiviert die PLE PLCy spaltet
Ptdins(4,5)R zu Ins(1,4,5)Pund Diacylglycerin. Lyn phosphoryliert auerdens di@aiM des F¢RIIB, an das
daraufhin SHIP1 bindet, welches Ptdins(3,4;2)® Ptdins(3,4)Pabbaut und so die Bindung von Proteinen mit
PH-Doménen an die Plasmamembran inhibiert, woddesh Calciumsignal und die Akt-Aktivierung inhibiert
werden. Durch die Rekrutierung von Dokl mit RasG@das GTPase-activating protimlurch SHIP1 wird
auch der Ras-MAPK-Signalweg inhibiert. Nach Abbasl lLichtmen sowie Alvarez-Errico et al. §BAS and
LICHTMAN, 2005; AVAREZ-ERRICO €t al., 2009).

2.10.3 T-Lymphozyten
T-Zellen exprimieren drei Klasse 1A PI3K-Isoform@illQx, p11@ und p118), die Uber

Protein-Tyrosin-Kinase-gekoppelte Rezeptoren reguWwerden, sowie Klasse 1B p}l@as
uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren aktiviert witer TCR, die co-stimulatorischen
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Rezeptoren der CD28-Familie und Cytokinrezeptotdiviaren Klasse 1A PI3K-Isoformen
(PARRY et al., 2007; WRD and QNTRELL, 2001). Chemokine aktivieren hauptséachlich
Klasse 1B PI3K (VKRD and MARELLI-BERG, 2009).

Die Ligation von CD3, Bestandteil des TCR-Komplexesler CD28, das an die co-
stimulatorischen Molekile B7.1 und B7.2 bindet, al#Zellen resultiert in SHIP1-
Phosphorylierung, und die Ligation von CD28 fuhu Kkatalytischer Aktivierung und
subzellularer Redistribution von SHIP1 an die Plasmbran (EMUNDs et al., 1999). Es
konnte jedoch keine direkte Bindung zwischen SHiR@ CD28 oder der p85-Untereinheit
der PI3K gefunden werden§EUNDS et al., 1999).

SHIP1 ist Bestandteil eines Komplexes mit LAlinKer of activated T celjs Dok-2 und
Grb2, der sich auf T-Zell-Rezeptor-Stimulation bitdet und an der Attenuierung des TCR-
Signalwegs beteiligt ist, gemessen an der IL-2-&kodn (DoNG et al., 2006). Dok2 bindet
mit seiner PTB-Domane an SHIP1AMIR et al., 2000), Grb2 mit seinen SH3-Domanen.
SHIP1 bindet nicht direkt an LAT, zumindest nichit seiner SH2-Doméane @\G et al.,
2006).

Wahrend Makrophagen, Mastzellen, B-Zellen, dersiitite Zellen und NK-Zellen von
SHIPT"-Mé&usen funktionelle Defizienzen zeigtenrRE@WEILER et al., 2001; HBER et al.,
1998a; MKAMURA et al., 2002; MWiLL et al., 2007; WHLE et al., 2007), wurde die
Auswirkung der SHIP1-Deletion auf T-Lymphozyten amds fiur eher mild gehalten
(HELGASON et al., 1998). Eine ndhere Analyse der SHIP1I{dause zeigte, dass sie auf
Kosten von inflammatorischenyI7-Zellen eine erhohte Anzahl von CID25" TregZellen
erzeugen, die ihre immunsuppressive Kapazitat halten (KASHIWADA et al., 2006; bCKE

et al., 2009).

Tul7-Zellen sind eine Untergruppe der CEEffektor-T-Zellen. Sie regen lokale Epithel-
und Stromazellen an, Chemokine zu produzieren,irdieiner frihen Phase der adaptiven
Immunantwort neutrophile Zellen an Infektionshelatsken (MURPHY et al., 2009).
Regulatorische T-Zellen k) vermitteln aktiv Selbst-Toleranz und kontrollieresomit
Autoimmunitat (3KAGUCHI et al., 1985; Soubi et al., 1996). Sie limitieren auRerdem anti-
Tumor-T-Zellantworten und zerstorerische T-Zellaotien, die Graft-versus-Host-Disease
(GVHD) (EDINGER et al., 2003; l@FFMANN et al., 2002) und OrganabstoR3uisglid organ
allograft rejection) (KINGSLEY et al., 2002) ausldosen. Allogene Immunantworterd sn
SHIP1-defizienten Empfangern beeintrachtigt, siagere signifikant reduzierte akute
AbstoRung von MHGnismatchednochenmark und GVHD @#RAISO et al., 2007; VNG et
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al., 2002). SHIP1 ist also erforderlich fur robuaft-versus-Hostund Host-versus-Graft
Antworten durch CD%4Zellen und limitiert ihre immunregulatorische Kafiét allein durch
Erniedrigung der degZahl, denn WT-key CD3'CD4'CD25 haben die gleiche
Funktionsfahigkeit wie SHIPA-Tgre, CD3'CD4'CD25" (CoLLAZO et al., 2009).

SHIP1 ist ein direktes Ziel der microRNA miR-155'QONNELL et al., 2009), siehe auch
2.11.3.2. Foxp3 ist ein Transkriptionsfaktor, dpeafisch in kegZellen exprimiert wird.
Foxp3 bindet an ein Intron innerhalb der DNA-Sequeahe die miR-155-Vorlaufer-mRNA
codiert, was ihre Expression verstarkt. So konmbepB die kegPopulation aufrechterhalten,
indem es die SHIP1-Expression zumindest teilweisterdriickt (MARSON et al., 2007,
ZHENG et al., 2007).

Mause mit auf T-Zellen beschréankter, konditional&HIP1-Deletion zeigen eine
Verschiebung der CD4Helfer-T-Zellen zum T1-Typ. So weisen T-Zellen aus diesem
Modell geringere Expressionslevel defZfCytokine IL-4, IL-5 und IL-13 auf und zeigen
eine verminderte typischeyZ-vermittelte Immunreaktion @RASENKO et al., 2007). Eine
normale SHIP1-Expression scheint demnach einercWerisung zu 1 entgegenzuwirken
und Ty2-Zell-Entwicklung zu erlauben.

Der Defekt der 12-Bildung ist vermutlich Konsequenz einer erhéHsamsitivitat gegentber
Cytokinen, die die Induktion desyI-assoziierten Trankriptionsfaktors T-bet vermittel
(TARASENKO et al., 2007).

Tul- und Ty2-Zellen sind CD4-positiv. Beide dienen der Anregwon B-Zellen, Antikorper
zu produzieren. {J1-Zellen haben noch eine zweite Funktion, namlicbstimmte
intrazellulare bakterielle Infektionen, die durchykébakterien wieM. tuberculosisoder M.
lepraeverursacht werden, unter Kontrolle zu bringen.sBiBakterien kbnnen in Phagosomen
von ruhenden Makrophagen uberleben und sich veenehndem sie die Fusion der
Phagosomen mit den Lysosomen verhindepi-Zellen induzieren die Fusion der Bakterien-
enthaltenden Phagosomen mit den Lysosomen in dekrojglaagen. IL-12, IFNs
Aktivierung von STAT1 und STAT4 und Expression deanskriptionsfaktors T-bet sind fir
die Entwicklung von T1-Zellen essentiell, IL-4, Aktivierung von STAT6 didie Expression
des Transkriptionsfaktors GATA-3 fur die vopZFZellen. T 1-Zellen produzieren spezifisch
IFN-y und IL-2, T42-Zellen IL-4 und IL-5 (MURPHY et al., 2009).

Die PI3K soll eine Rolle in der Zellmotilitdt unded gerichteten Migration zu
Chemoattraktants besitzen. Das bringt eine potatesiAkkumulation von PI3K an der

Plasmamembran an deading edgemigrierender Zellen mit sich und eine lokale Piddn
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von PtdIns(3,4,5)P(WARD, 2004). Chemokine binden auf T-Zellen vornehmbchGPCRs,
die vornehmlich an digy-abhéngige PI3i¢Isoform gekoppelt sind (8TH et al., 2007).
Obwonhl PI3K durch die meisten von T-Zellen exprirte@ Chemokine aktiviert wird, scheint
die Aktivierung der PI3K durch Chemokine ein entiehes Signal flr die gerichtete
Migration der T-Zellen zu sein (WD, 2004, 2006; WRD and MARELLI-BERG, 2009).
Experimente mit SHIP1-shRNA an frisch isoliertenmtanen peripheren T-Lymphozyten
zeigten, dass SHIP3Hencing die basale Motilitat und Geschwindigkeitve(ocity)
beeintrachtigt, nicht jedoch die Fahigkeit, die HRimg eines Chemoattraktants
wahrzunehmen @Ry et al., 2010).

Eine Reexpression von SHIP1 in Jurkat T-Zellen lieguPtdIns(3,4,5)RLevel herunter und
damit die Phosphorylierung und Aktivierung von AKORN et al., 2004), siehe Abb. 2.8. Sie
fuhrt auferdem zur Herunterregulation der Proltferadurch Verlangerung des Verbleibens
in der G-Phase des Zellzyklus durch Regulation de#Z€éllzyklusregulatoren Rb (reduzierte
Phosphorylierung) und p5%? (erhohte Expression) (kN et al., 2004) sowie
Hochregulation von KLF2kfUppel-like factor 2, einem Faktor, der eine Rolle in der T-Zell-
guiescenceapielt (_RCIA-PALMA et al., 2005).

SHIP1 hat eine protektive Rolle in T-Lymphozytere dxidativem Stress ausgesetzt werden
(GLOIRE et al., 2006). Nach ¥D,-Exposition aktivieren parentale, SHIP1-defiziedtekat T-
Zellen NF«B (nuclear factor o&B) durch Phosphorylierung des Inhibitox8b: (inhibitor of
nuclear factor ofxB o) an Y42, was seine Calpain-vermittelte Degradat@dert und dem
entlassenen NkB erlaubt, in den Zellkern zu wandernc(&ONBROODT et al., 2000;
TAKADA et al., 2003). Im Gegensatz dazu aktivieren SHiRdrimierende Jurkat T-Zellen
NF-kB durch IKK-Aktivierung und Phosphorylierung desilpitors kBo an S32 und S36 auf
H.O»-Exposition hin. Zelllinien, die SHIP1 natirlichezigse exprimieren, folgen demselben
Signalweg (GOIRE et al., 2006).

SHIP1-Expression in Jurkat T-Zellen flihrt auRerdenerhdhter Resistenz gegentibgOH
und FasL-induzierter ApoptoseH{ERLIER et al.; GOIRE et al., 2006).

SHIP1 bindet, zumindesin vitro, an das ITAM in der(-Kette des TCR-Komplexes
(OsBORNEEt al., 1996).

FcyRIIB-Aggregation mit dem TCR im murinen T-Zell-Hydom 2B4 fuhrt zur
Tyrosinphosphorylierung von SHIP1 und zur Inhibtides Calciumsignals, womit ihm
maoglicherweise in T-Zellen eine ahnliche inhibismhe Rolle zukommt wie in B-Zellen
(JENsSENet al., 2001). Die Rolle des¥RIIB in T-Zellen ist jedoch unklar.

38



2 Einleitung

CDh4
Peptid + MHC Il —— B7

\ |

csgb%é” T

< PM

i F Ptdlns(4 5)P Ptdlns(3 4,5)P3%PtdIns(3,4)P ,
p

Ins(1,4,5)P3 Stim1

Ca2t

Abb. 2.8: Inhibitorische Wirkung von SHIP1 auf die Signaltransduktion in T-Lymphozyten. CD4-Zellen
werden durch Bindung an ein Peptid-bindendes MH@Hjor histocompatibility complex)lund gleichzeitige
Costimulation, hier durch die Bindung von B7 an @D2ktiviert. Die CD4-assoziierte Tyrosinkinase Lck
phosphoryliert dig-Ketten, woraufhin ZAP-70{(chain-associated protein of 70 kDeine Tyrosinkinase, mit
ihren beiden SH2-Doménen daran bindet und wiedekdh (linker of activated T cel)sphosphoryliert.
Ligation von CD28 fuhrt zur Aktivierung der PI3K dirPtdIns(3,4,5)RProduktion. Dadurch werden PLT
Akt und die Tyrosinkinase Itkll(-2-inducible T cell kinageuber ihre PH Rleckstrin homologyDoméanen an
die Plasmamembran rekrutiert. Itk phosphorylierCipl, die somit aktiviert wird, PtdIns(4,5Ru Ins(1,4,5)FP
und Diacylglycerin zu spalten. Ins(1,4,5)#ndet an den PRezeptor in der ER-Membran, sodass es zufi+Ca
Ausstrom aus den Speichern ins Cytosol kommt. DisieBrigung der Cd-Konzentration in den internen
Speichern fuhrt zu Oligomerisierung von Stingtromal interaction molecule) lwelches daraufhin den CRAC
(Ca* release-activated CGa channe) Orail aktiviert, sodass €avon extrazellular einstromt (SOCEtore-
operated C&-entry). SHIP1-Expression filhrt zu einer Reduktion derkplevel in Jurkat T-Zellen. Wie
SHIP1 in T-Zellen an die Plasmamembran rekrutigrdwist unklar, ebenso, welche Rolle es in def*Ca
Signaltransduktion spielt. Es sind nur zwei der i@ TCR-Komplex enthaltenen CD3-Ketten dargest@k

gibt drei CD3-Ketten, 8, ¢, die unterschiedlich kombiniert werden kénnen).
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2.10.3.1 Calcium-Signaltransduktion in T-Lymphozyta

In ruhenden Zellen wird die Konzentration freietrazellularen Calciums ([G§;) bei 100-
200 nM gehalten. Engagement von Lymphozytenantegaporen resultiert in einem
schnellen Anstieg von [G§i. In Lymphozyten und Mastzellen ist der Hauptmedrans,
[Ca®™]; zu erhbhenstore-operated Cd-entry (SOCE) durchCa® release-activated CGa
channel CRAC) (LEwis, 2001).

Engagement des TCR-Komplexes fuhrt zur Tyrosinphogpierung der ITAMs det-Kette
des TCR durch Tyrosinkinasen der Src-Familie (4.Bn, Fyn, Lck), Rekrutierung der
Tyrosinkinase ZAP-70(chain-associated protein of 70 klie wiederum den Adapter LAT
(linker of activated T cel)sphosphoryliert, an den daraufhin die Phosphoégad (PLCy1)
(Uber SLP76, an das PLC mit ihrer SH3-Doméne bifdeBLONSKI et al., 2001)) bindet.
AulRerdem fuhrt Engagement des TCR-Komplexes zuivigkting der PI3K. Die PI3K
phosphoryliert Ptdins(4,5)Pzu Ptdins(3,4,5) an das daraufhin, mit ihren PH-Domanen,
PLCyl und die Tyrosinkinasen der Tec-Familie Tec ukd(llL-2-inducible T cell kinage
binden, woraufhin Itk die PL@ durch Phosphorylierung aktiviert. Die P{LC spaltet
Ptdins(4,5) zu Ins(1,4,5)FP und DAG. Aul3erdem fihrt TCR-Stimulation zu einem
dreifachen Anstieg der intrazellularen Konzentmatimn zyklischer ADP-Ribose (CADPR).
Die einzigen bekannten cADPR-synthetisierenden Beziyn Sdugern sind CD38 und CD157
(SCcHUBER and LWND, 2004). Ins(1,4,5)Pund cADPR binden an den Ins(1,4,5fezeptor
bzw. Ryanodin-Rezeptor 3 in der ER-Membran unddiihso zu einem G&Ausstrom aus
dem ER ins Cytosol. StimlS{romal interaction molecule)list ein ER-Membran-
durchspannender ER-E&Sensor (Lou et al., 2005; Ros et al., 2005; AANG et al., 2005)
und liegt im ruhenden Zustand der Zelle in monom&m, auf der ER-Lumenseite €a
bindend, vor. Bei Ca-Entleerung des ER oligomerisiert StimIrA8HoPuLOS et al., 2008)
und akkumuliert in Regionen des ER, die 10-25 ntennalb der Plasmamembran liegen und
puncta genannt werdenifiu et al., 2005). Sauger exprimieren drei Orai-PnaeiOrail-3,
die 4 Transmembrandoménen besitzen und deren N @uitermini beide auf der
Cytoplasmaseite liegen €BKE et al., 2006; @AcK et al., 2007; \& et al., 2006). Orail co-
lokalisiert mit den puncta, die mit dem ‘G&instrom koinzidieren (Lik et al., 2006; X et
al., 2006). Humanes Orail stellt die Poren-bildeddéereinheit des CRAC dar. Der CRAC
offnet sich also und es kommt zum Stim1-Orail-véetien SOCE, der G&Eintritt wird
durch einen groRRen elektrochemischen Gradientenlangnt der Plasmamembran
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vorangetrieben. Die extrazellulare’G&onzentration betragt ca. 1 mM. [€h steigt von ca.
100 nM auf 1 uM im aktivierten Zustand der Zelle an

Ins(1,4,5)R wird in hamatopoetischen Zellen durch die ITPKBeelns(1,4,5)RKinase, zu
Ins(1,3,4,5)R metabolisiert @VINE et al., 2006; NLASkowskI and MAYR, 2004; ATTNI and
BANTING, 2004; $HELL, 2010; XA and YANG, 2005). Ins(1,3,4,5)Pkann an die Itk-PH-
Doméane binden und erhdht so deren Affinitat furf4¢B,4,5)R (HUANG et al., 2007),
maoglicherweise allosterisch in Itk-OligomerenuhG et al., 2007; RINCE et al., 2009; Qet
al., 2006; RADINGER et al., 2009; S8UER and OKE, 2010).

Ins(1,3,4,5)R kann zu héheren Inositolphosphaten umgesetzt wender zu IR abgebaut.
Es ist unbekannt, welche Phosphatasen in Leukozjgsnspezifisch tun (&ER and ®OKE,
2010) SHIP1 und SHIP2 kénnen Ins(1,3,4,5)h Position 5, PTEN an Position 3
dephosphorylieren zu Ins(1,3,4)Bzw. Ins(1,4,5)F (CAFFREY et al., 2001; ENEUX et al.,
1998; MAEHAMA and DxoON, 1998; BsessEet al., 1998).

Die Ins(1,4,5)Bvermittelte CA&'-Signaltransduktion in T-Lymphozyten ist in Abb.82.
dargestellt.

2.10.4 Basophile Granulozyten

Auch basophile Granulozyten kommen im Bereich vartizéEndungsreaktionen vor. Sie
reagieren auf sehr ahnliche Wachstumsfaktoren wieedsinophilen Granulozyten, darunter
IL-3, IL-5 und GM-CSF. Es gibt Hinweise auf einealiselseitige Kontrolle bei der Reifung
der Stammzellpopulation zu Basophilen oder EosinephTGF{$ in Anwesenheit von IL-3
beispielsweise unterdriickt die Differenzierung vdfosinophilen und fordert die
Differenzierung von Basophilen. Im Blut sind norevaleise nur wenige (4 x i
(ALBERTS et al., 2008)) Basophile vorhanden. Sie besitzeinder Immunabwehr ahnliche
Funktionen wie die Eosiniphilen. An ihrer Oberflacaxprimieren sie E&I und setzen nach
ihrer Aktivierung durch Cytokine oder Antigene Histin aus ihren basophilen Granula frei,
nach denen sie benannt sind. AuRerdem produzieeeiL€l und IL-13 (MURPHY et al.,
2009).

Es besteht eine signifikante Korrelation zwischeasdphilen-Reaktivitat, Sensitivitat
gegeniber polyklonalem IgE-Antikbrper und Serum-lgivel bei Patienten mit
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Bronchialasthma, nicht aber mit allergischer RiBniCASOLARO et al., 1990; MRONE et al.,
1989; MARONE et al., 1994).

Inhibition der PI3K mit Wortmannin oder LY294002 hibiert die IgE-Aggregations-
vermittelte Sekretion komplett (Histamin, LTGnd IL-4) (MURA and MACGLASHAN, 2000a,
b). Dies zeigt, dass die PI3K eine zentrale Raitedie Funktion der Basophilen spielt. SHIP1
konnte hier auf dieselbe Weise wie in Mastzellerken.

Indem SHIP1 die IL-4-Produktion von Basophilen ibrt, unterdriickt es die Bildung von
M2-Makrophagen (KRODA et al., 2009), siehe auch 2.10.5.

2.10.5 Monozyten und Makrophagen

Makrophagen entwickeln sich aus Monozyten. Siendein sich im Bindegewebe, in der
Submucosa des Verdauungstraktes, in der LungeriMdz, als Kupffer-Zellen in der Leber
und als Mikrogliazellen im Nervengewebe. Sobald aie Pathogen erkannt haben, z.B.
Lipopolysaccharide in der Memebran gramnegativeit&aen, produzieren sie die Cytokine
IL-1B, TNF- und IL-6 sowie das Chemokin CXCL8 = IL-8. CXCL8wiekt die Chemotaxe
von zuerst Neutrophilen, dann Monozyten zum Infeidherd. Die Cytokine bewirken eine
Veradnderung in der Selektinexpression der Gefalibrllen, eine Verringerung der
FlieRgeschwindigkeit des Blutes durch Erweiterueg Blutgefal3e, sodass die angelockten
Phagozyten und andere Leukozyten ins Gewebe eiremarikdbnnen. Mithilfe von MMPs
(Matrix-Metalloproteasen) durchstof3en sie die Basahbran (Diapedese) (MpPHY et al.,
2009).

SHIPI"-Mé&use zeigen keine Endotoxin-Toleranz. Die Lipgpatcharid (LPS)-induzierte
Endotoxin-Toleranz ist abhangig von SHIP1, desseprdssion vom autokrin wirkenden
TGFf in Makrophagen und Mastzellen auf das 10facheAlesyangslevels hochreguliert
wird (SLy et al., 2004). LPS ist ein Hauptglykolipid in darf3eren Membran gramnegativer
Bakterien, das Entzindungsreaktionen auslost, inderdas Immunsystem stimuliert, pro-
inflammatorische Molekile, wie Cytokine und NO, mwduzieren (BUTLER and RETSCHEL,
2003). Dies geschieht durch Bindung an TLRell{ike receptor4), der wiederum mit MD-

2 und CD14 in einem Komplex vorliegt. Uberproduktidieser pro-inflammatorischen
Molekule fuhrt zu einem septischen Schocke@¥and HeAGy, 2002). Wenn jedoch Tiere

oder isolierte Makrophagen einer ersten, niedriBesis LPS ausgesetzt werden, induziert
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dies einen zwei bis drei Wochen anhaltenden, regfrak/unemfpindlichen Status gegentber
einer zweiten, hohen Dosis LPS, sodass viel wemgeinflammatorische Cytokine und NO
produziert werden. Dieses Ph&dnomen nennt man BExidetoleranz (WST and HAGY,
2002).

Makrophagen kénnen unterteilt werden in klassisktiviarte M1 Killer- und alternativ
aktivierte M2 ,Heiler“-Makrophagen (MLs, 2001). M1-Makrophagen sind durch hohe
INOS (inducible nitric oxide synthayéevel und die Produktion groRer Mengen NO
charakterisiert. M2-Makrophagen dagegen, die dhadie Arginase-Level, welche mit INOS
um L-Arginin konkurriert, charakterisiert sind @&poN, 2003; MANTOVANI et al., 2002),
spielen eine Rolle im ,AufrAumen®, nachdem ein ktiigses Agens zerstort ist, indem sie
zellularen Debris phagozytieren und die Wirtszelliperation und Kollagensynthese
stimulieren.

In SHIPT"-Mausen zeigen peritoneale und alveolare Makrophagee 10fach niedrigere
NO-Produktion als WT-Makrophagen, weil sie sehr én@rginase I-Level aufweisen und
dieses Enzym mit iINOS um L-Arginin konkurriert. $Hl unterdriickt also normalerweise
eine Entwicklung in Richtung M2 (Heiler)-Makrophage die hohe Arginase-Level
aufweisen, zugunsten von MKiller)-Makrophagen, die hohe Level an iINOS habenufiR

et al.,, 2005; RuH et al., 2004). SHIP1 unterdrickt diese Verschigbim Richtung M2
jedoch nicht direkt in den Makrophagen selbst, somdndem es die IL-3- und GM-CSF-
induzierte I1L-4-Produktion in Basophilen inhibi¢iktURODA et al., 2009).

SHIP1-Defizienz scheint also durch Reduktion derRi©@duktion vor septischem Schock zu
schitzen, wahrend SHIP1 fur eine normale AntwoirL&S sorgt.

SHIP1 scheint die Phagocytose in Monozyten/Makrgphau limitieren (Ox et al., 2001).

Im Fall von Krebs werden infiltrierende Monozyteft @on Tumorzellen gekapert, um zu
M2-a&hnlichen Tumor-assoziierten Makrophagen (TAM)werden, die das Tumorwachstum
und das Umgehen des Immunsystems verstarken. $erditinsicht konnte die Manipulation
von Makrophagen in Richtung eines M1-Phanotyps eiree Form der Krebstherapie
darstellen (ALAVENA et al.,, 2008; MRTINEZ et al., 2008; £A et al., 2008). In der Tat
konnte gezeigt werden, dass das Tumorwachstum [RBHVdusen signifikant schneller ist
als in SHIPT*-Mausen, und dass die Tumor-infiltrierenden Mak@amgEm einen M2-
Phanotyp zeigten @H et al., 2005).

M-CSF (monocyte colony-stimulating facjoist ein Cytokin, das die Differenzierung von
Vorlauferzellen zu Monozyten bewirkt. Auf Bindung seinen Rezeptor Fms hin wird SHIP1
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durch Lyn phosphoryliert. Die Phosphorylierung V@HIP1 bewirkt die Freisetzung des in
unstimulierten Zellen konstitutiv an den nicht-pplsrylierten Carboxyl-Terminus von
SHIP1 gebundenen PIAS1, das mit STAT1 interageeiches wiederum die Transkription
reguliert (R.UH et al., 2004; RHRSCHNEIDERet al., 2000).

2.10.6. Osteoklasten

Osteoklasten sind vielkernige Riesenzellen (Durdsaevon 50 bis 100 pum), die sich aus
der Monocyten/Makrophagen-Abstammungslinie auf Skaton mit RANKL (receptor
activator of nuclaer factorB-ligand) hin differenzieren. lhre Aufgabe ist die Resavptder
Knochensubstanz durch proteolytischen Abbau derlaggehen Knochenmatrix und
Phagozytose der freigesetzten Kollagenfragmentee Biberfunktion der Osteoklasten kann
zu Osteoporose, eine Unterfunktion zu Osteopetfibeen. In SHIPT-Mausen ist die
Anzahl der Osteoklasten verdoppelt, die Zellen simedgrof3ert und zeigen eine erhohte
Resoprtionsaktivitat (AKESHITA et al.,, 2002). Es konnte gezeigt werden, dass BHhP
Podosomen von Osteoklasten lokalisiert ist uncKaiechenresorption abschwécht, woflr die
SH2-Domane erforderlich ist. SHIP1 zeigt eine Wethskung mit den ebenfalls in
Podosomen lokalisierten Proteinen c-Cklagitas B-lineage lymphomaund Cas Crk-
associated substratéYocoet al., 2006).

2.11 Regulation von SHIP1
2.11.1 Enzymatische Aktivitat

Es gibt unterschiedliche Publikationen dartber, diee enzymatische Aktivitat von SHIP1
reguliert wird. Es wird berichtet, dass die Phosplerung von SHIP1 durch die Protein-
Tyrosin-Kinase Lck in einer zwei- bis dreifachendBktion der Enzymaktivitat resultiert
(OsBORNE et al.,, 1996), Tyosinphosphorylierung von SHIPE &ntwort auf CD28-
Stimulation zu gesteigerter SHIP1-Aktivitat fuhEDMUNDS et al., 1999) oder weder die
spezifische Aktivitat von SHIP1 als InositolphospbaPhosphatase noch die subzellulare
Lokalisation von SHIP1 durch Tyrosinphosphorylieguwerandert werden (INANT et al.,
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2000; PMEE et al., 2000), SHIP1 also konstitutiv aktiv oderfiaigbar ist (REEBURN et al.,
2002). SHIP1-Phosphorylierung  durch die cAMP-abigeng PKA  (eine
Serin-/Threoninkinase) erhoht die SHIP1-AktivitaBfach (AHanG et al., 2009a). Der fur
diese Aktivierung kritische phosphorylierte Re$t3440 in murinem SHIP1 (entspricht S437
in humanem SHIP1 delV117) &NG et al., 2010).

In anti-SHIP1-Immunprézipitationen von M-CSF- odles3-stimulierten FDC-P1/Fms (IL-3-
abhéangige M-CSF-Rezeptor-exprimierende murine ngehe Vorlauferzelllinie) bzw.
B6SUtA1 (IL-3-abhangige multipotente murine hamaietsche Vorlaufer-Zelllinie) wurde
kein signifikanter Aktivitatsunterschied im Vergihi zu anti-SHIP1-Immunprazipitationen
aus unstimulierten Zellen festgestelltafEN et al., 1996; LOUBIN et al., 1996). Die Bindung
von SHIP1 an Shc hat keinen Einfluss auf die SHARfivitat (AMAN et al., 2000). Die
Aktivitdt von SHIP1 wird zum grol3en Teil Gber seiPmteinlevel reguliert (& et al., 2009;
SLy et al., 2004). Entscheidend fur den Ptdins(3,4;B¥pbau ist die Membranlokalisation
von SHIP1 (REek et al., 2000).

SHIP1 wird durch sein Produkt Ptdins(3,4#Mosterisch aktiviert (@G et al., 2007). In der
Arbeitsgruppe von Dr. Manfred Jucker wurde gezedsss SHIP1 durch sein Produkt
Ins(1,3,4)R inhibiert wird.

2.11.2 Lokalisation

Es wird angenommen, dass SHIP1 seine inhibitorisdBiekte durch Translokation zu
seinem Substrat PtdIns(3,4,5)Rind evtl. zu Ins(1,3,4,5)P ausiibt. In Ubereinstimmung
damit konnte gezeigt werden, dass SHIP1 als AntaafrStimulation an die Plasmamembran
transloziert (©x et al., 2001; BMUNDS et al., 1999; ReE et al., 2001). Je nach Zelltyp und
Stimulus, konnte SHIP1 Uber verschiedene Mechamisamedie Plasmamembran gelangen
(BoNE and WELHAM, 2000; G\LANDRINI et al., 2002; GLANDRINI et al., 2001; MRCHETTO

et al., 1999; RIDANDAPANI et al., 1999; RIDANDAPANI et al., 2002; ¥LAZQUEZ et al., 2000).
Es kann in B-Zellen mit seiner SH2-Domane an tynaisosphorylierten RRIIB (CD32)
binden (®GGESHALL 1998; Qo et al., 1996), in Mastzellen aul3er BoyRIIB auch an
MAFA (KURoOIWA et al., 1998; X et al., 2001) oder ERI binden, oder an Shc und Uber
dessen PTB-Doméne an den IL-3-RezeptasNBand WELHAM, 2000; \ELAZQUEZ et al.,
2000). In NK-Zellen konnte es von der PTB-Domana 8hc gebunden werden, welches
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wiederum mit seiner SH2-Doméne anyRdIA (CD16) bindet (BONE and WELHAM, 2000;
GALANDRINI et al., 2002; GLANDRINI et al., 2001; MRCHETTO et al., 1999; RIDANDAPANI
et al., 1999; RIDANDAPANI et al., 2002; ¥LAZQUEZ et al., 2000).

Fur die FgRIIB-vermittelte inhibitorsiche Signaltransduktian B-Zellen sowie fiir die
Ptdins(3,4,5)RHydrolyse und Hemmung der Degranulation in Mastrel ist der
prolinreiche C-Terminus von SHIP1 erforderlichM#N et al., 2000; BMEN et al., 2001),
und damit mdglicherweise eine Interaktion mit Grb2.

SHIP1 soll auRBerdem ans Cytoskelett binden; Throf8himulation von menschlichen
Thrombozyten fuhrt zu Tyrosinphosphorylierung uncénglokation von SHIP1 ans Actin-
Cytoskelett (BURIATO et al., 1997), ebenso Clustering von CB8nfplement receptor) awuf
murinen Makrophagen (& et al., 2001).

2.11.3 Proteinmenge

Die SHIP1-vermittelten Effekte h&dngen mit seinenpigssionlevel zusammeni{Set al.,
2009; Qv et al., 2004). Dieses kann unterschiedlich regwierden. Eine hohe Expression
eines Transkriptionsfaktors aus der Ets-FamilieTdanskriptionsfaktoren, Fli-1, unterdrickt
die INPP5D-Transkription. Fli-1 wird durch Insertionsmutageaein Friend Murine
Leukemia VirugF-MuLV)-induzierter Erythroleukamie aktiviert éB-DAvID et al., 1990).
Entsprechend wird SHIP1 nicht exprimiert in F-Mulinduzierten erythroleukamischen
Zelllinien, die Fli-1 tUberexprimieren. Fli-1 binden eine Ets-Bindungsstelle itNPP5D-
Promotor (lAKHANPAL et al., 2010).

Die Lipopolysaccharid (LPS)-induzierte Endotoxinidranz ist abhangig von SHIP1. Seine
Expression wird vom autokrin wirkenden T@Rn Makrophagen und Mastzellen auf das
10fache des Ausgangslevels hochreguliary (& al., 2004).

Activin und TGF$ induzieren Smad-abhangig die SHIP1-ExpressiomLH¥RRAMA -
CARVAJAL et al., 2002).

AulRerdem wird SHIP1 wahrend der IL-4-induzierten ra¢biebung von M1-Killer-
Makrophagen zu M2-Heiler-Makrophagen herunterregu(RJSCHMANN et al., 2010).

Auch das die chronische myeloische Leukamie (CM&fursachende Fusionsprotein BCR-
Abl, siehe 2.11.3.1 und 2.13.1, und die microRNA;1&iehe 2.11.3.2, regulieren die SHIP1-
Menge herunter.
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2.11.3.1 Proteasomaler Abbau

SHIP1 ist ein langlebiges Protein mit einer Halkletzeit von >18 Std. @MEN et al., 1998;
SATTLER et al., 1999). In BCR-Abl-exprimierenden Zellentrbgt seine Halblebenszeit
jedoch <3 Std., was vermuten lasst, dass BCR-AbSHIP1-Degradation induziert, eher als
nur die SHIP1-Transkription oder —Translation alchasten. Moglicherweise wird SHIP1 in
BCR-Abl-exprimierenden Zellen durch Tyrosinphospiierung fir den Ubiquitin-
vermittelten proteasomalen Abbau markiert: SHIRINBCR-ADbI erxprimierenden Ba/F3-
Zellen viel starker tyrosinphosphoryliert als ohBER-Abl und damit einhergehend auch
starker polyubiquitiniert (BSCHMANN et al., 2010). Ein tblicher Weg, ein Degradatiayss

in einem Protein zu erzeugen, ist die Phosphouyligran einer spezifischen Position,
wodurch ein normalerweise verborgenes Degradaigmaisdemaskiert wird (BBERTS et al.,
2008).

Ein Inhibitor von Src-Kinasen, die fur die Tyroshgsphorylierung von SHIP1
verantwortlich gemacht werden ABAN et al., 2003; @RDAI et al., 2002; HWRDER et al.,
2004; HERNANDEZ-HANSEN et al., 2004; k#Bs et al., 2002; MLBEC et al., 2002; X0 et al.,
2005), PP2A, inhibiert sowohl die Tyrosinphosphianylng als auch die Polyubiquitinierung
von SHIP1. SHIP1 ist physisch mit BCR assoziiert, &yn, Hck oder Fyn konnten in den
SHIP1-Immunprazipitationen jedoch nicht nachgewieaerden. Die Ubiquitinligasen (E3)
c-Cbl und Cbl-b konnten in SHIP1-Immunprazipitagon nachgewiesen werden

(RusSCHMANN et al., 2010).

2.11.3.2 microRNA

MicroRNAs (miRNA, miR) sind kurze (20-23 Nukleotideendogene, einzelstrdngige RNA-
Molekile, die die Genexpression regulieremKBeEL, 2004). RNA-Polymerasen Il oder llI
stellen das primare miRNA-Transkript (pri-miRNA)rh@oRrCcHERT et al., 2006; @ et al.,

2004; LeEe et al.,, 2004). Eine durchschnittliche humane pRNA besteht aus einem
Haarnadel-Stamm von 33 bp, einem terminalen Loa@pzwvei einzelstrangigen flankierenden

Regionerupstreamunddownstreandes Stamms (kN et al., 2006; ENG and QLLEN, 2003,
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2005). Die pri-miRNA wird durch den nuklearen Mikrozessorkomplex Drosha/DGCR8
(DiGeorge critical region 8im Kern gespalten @e et al., 2003), und zwar 11 bp entfernt
vom Ubergang einzelstrangige RNA : doppelstrangigaarnadel-Stamm im Haarnadel-
Stamm (£NG et al., 2005). Das Drosha-vermittelte Schneidéwigirco-transkriptionell (v

and Kwm, 2007; MoRLANDO et al., 2008). Die daraus resultierende Vorlaufer-
Haarnadelstruktur, die pre-miRNA, wird durch Expo$-Ran-GTP aus dem Kern exportiert
(Y1 et al., 2003). Im Cytoplasma bilden die RNase Dic¢&BP {Tar RNA binding protein
PACT (protein activator of PKIRund Ago2 (Argonaute-2) den RLRISC loading compléx
der die exportierte pre-miRNA aufnimmt REGORY et al., 2005; HASE et al., 2005; EE et

al., 2006; M\CRAE et al., 2008). Dicer schneidet den Loop der preMA ab, so dass ein
22 Nukleotide langer miRNA-Duplex mit je 2 Nukl@®n Uberhang an jedem 3‘-Ende
entsteht.

Der miRNA-Duplex wird durch eine Helicase entwundemd derGuideStrang, der zum
Targetkomplementar ist, vorRassengefStrang, der abgebaut wird, abgetrennt. Die Auswabhl
hangt dabei von der thermodynamischen StabilitétBdsenpaare an den beiden Enden der
Duplex ab: der miRNA-Strang mit dem weniger stabiBasenpaar an seinem 5'-Ende in der
Duplex wird in den RISC geladen {KOROVA et al., 2003). Ago2 (hat Slicer-Aktivitat) ist
Effektor von RISC, es kommt zu Ziel-mRNA-Abbau,riséationaler Repression oder mRNA-
Deadenylierung (&LALIO et al., 2008; EiPowicz et al., 2008; KHTVAGNER and ZAMORE,
2002; bu et al., 2004; MisTER et al., 2004; RLAI et al., 2004).

mMiRNAs koénnen die Proteinexpression reprimiererdein sie direkt an die 3-UTRs
spezifischer Gene binden und deren Translationiveehn ($iEEDY and O'NEILL, 2008).

Die SHIP1-Expression wird von miRNA-155 heruntetriggrt. miRNA-155 bindet direkt in
der 3'-UTR der SHIP1-mRNA an eine 8 Nukleotide ussiende Zielsequenz (@WENELL et

al., 2009).

MIiRNA-155 wird in einer Vielzahl von Immunzellenpimiert, einschliel3lich B-Zellen (E

et al., 2005; BLcI et al., 2007; KuIver et al., 2005; RDRIGUEZ et al., 2007; Am et al.,
1997; THAI et al., 2007;vAN DEN BERG et al., 2003), T-Zellen (khscH et al., 2002),
Makrophagen (O'GNNELL et al.,, 2007; AGANov et al., 2006), dendritischen Zellen
(RODRIGUEZ et al., 2007) und Vorlaufer-/Stammzellpopulatiorf@EORGANTAS et al., 2007;
O'CoNNELL et al., 2008). In den meisten dieser Zelltypendsarniedrige Level an miR-155
gefunden. miR-155-Level werden schnell erhdht duh @i wie Antigen, TLR-Liganden und
inflammatorische Cytokine (&hsScH et al., 2002; O'GNNELL et al., 2007; RDRIGUEZ et al.,
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2007; TAGAaNovV et al., 2006; WAl et al.,, 2007). In T-Zellen férdert miR-155 eine
Verschiebung zur J1-Subpopulation (BDRIGUEZ et al., 2007; ®Al et al., 2007). Die
erhohte Expression von miR-155 tritt konstitutiv emer Subpopulation von Krebszellen
lymphoiden (Es et al., 2005; BLcI et al., 2007; KuivER et al., 2005; RDRIGUEZ et al.,
2007; Tam et al., 1997; WAl et al., 2007;vAN DEN BERG et al., 2003) und myeloiden
(GARZON et al., 2008; O'GNNELL et al., 2008) Ursprungs auf.

Expression von miR-155 im hamatopoetischen Kompartk durch Knochenmarkstransfer
von HSCs, die mit einem retroviralen, miR-155-coeli®len Vektor transduziert wurden,
verursachte eine myeloproliferative Erkrankung, die durch erhohte
Granulozyten-/Makrophagen-Populationen im Knochekmaeripheren Blut und in der
Milz, durch beeintrachtigte Erythropoese und sclen®plenomegalie wegen extramedullarer
Hamatopoese charakterisiert war (ORGIELL et al., 2008).

SHIPT"-Mé&use ahneln in ihrem Phanotyp sehr miR-155-exprienden Mausen (RDER et
al., 2004; HLGAsON et al., 2003; IHLGAsON et al., 1998; WU et al., 1999; O'GNNELL et al.,
2008). siRNA-vermittelter SHIRknockdowndurch retrovirale Transduktion von HSC-
angereicherten Knochenmarkszellen und Transplantain Mause fihrt zu einem
myeloproliferativen Phanotyp wie er in SHIP1-k.and miR-155-exprimierenden Mausen
beobachtet wurde (OSBINELL et al., 2009).

Erh6hte miR-155-Level und entsprechend eniedrigd&éP%-Level, werden auch mit B-Zell-
Lymphomen in Verbindung gebrachtd€riNEAN et al., 2009).

Ursache fiir 20-25% der AML ist eine interne Tandeaplikation in der Tyrosinkinase FIt3
(FLT3ITD). Interessanterweise wird iffLT3-ITD-AML miR-155 auf das ca. 8fache
hochreguliert (BMMARATA et al.,, 2010). Grb2 bindet an aktivierten FIt306RET et al.,
1996). SHIP1 kdnnte somit Gber Grb2 an FIt3 rekrutiverden.
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2.12 Die SHIP1knockout-Maus

SHIPT"-M&use wurden durch Deletion von Exon 1 des SHIRhGNPP5D generiert
(HELGASON et al., 1998; Wb et al., 1999). Die Mause sind lebensfahig undilfamaben
jedoch ein um 17% reduziertes Korpergewicht undbste friiher, weil sie eine chronische
progressive Hyperplasie myeloider Zellen entwickelie die Lunge infiltrieren. Mehr als
50% der Mause sterben bis zum Alter von 10 WocbenMause zeigen eine Splenomegalie.
Sie leiden an Osteoporose aufgrund einer erhohtenald an hyperaktiven Osteoklasten. Sie
besitzen eine erhéhte Anzahl an Neutrophilen und nddgten/Makrophagen in
Knochenmark, Milz und Blutzirkulation, mit einhetggnder Abnahme der Lymphozytenzabhl.
Die Zahl der Monozyten- und Granulozyten-Vorlauédien (Mac-I Gr-1) ist erhoht,
wahrend sich die Zahl der erythroiden Zellen im #menmark (Terl19 im Alter von 4
Wochen auf 70%, im Alter von 8-10 Wochen auf 309Bézug auf SHIPT'-Méause belautft.
Vorlauferzellen des Knochenmarks zeigen eine een8bknsitivitat gegentber Cytokinen, d.h.
die Zahl der Kolonie-bildenden Zellen in Methylegdise-basiertem Medium in Anwesenheit
von GM-CSF oder IL-3 ist erhoht. In Medium mit Seruaber ohne Cytokinzusatz, zeigten
die SHIP1"-Zellen erhohtes UberlebengHsason et al., 1998).

B-Zellen von SHIP1-Mausen sind hypersensitiv gegentiber BCR-Stimulatiber weniger
sensitiv gegeniiber Apoptose, verglichen mit SHIPWausen (BRAUWEILER et al., 2000a;
BRAUWEILER and Q\MBIER, 2004; BRAUWEILER et al., 2000b; HLGASON et al., 1998;
HELGASON et al., 2000; W et al., 1998b).

SHIP1-k.0.-Méause erzeugen auf Kosten von inflamnstben T,17-Zellen eine erhdhte
Anzahl von CDACD25 TgregZellen, die ihre immunsuppressive Kapazitat bedten
(KASHIWADA et al., 2006; bckE et al., 2009).

Neutrophile und Mastzellen von SHIP:Mausen zeigen erhéhte Resistenz gegentiber durch
verschiedene Stimuli induzierte Apoptose. Knocheks¥astzellen von SHIPEMausen
weisen erhohte PtdIns(3,4,3)Bevel sowie eine erhthte und verlangerte Akt/PKB-
Phosphorylierung an S473 und T308 und Akt-Aktivitigemessen an GSKS3-
Phosphorylierung, nach IL-3-Stimulation auf. In Mzdlen, Neutrophilen, Knochenmark und
Milz ist das pAkt-Level bereits basal erhéht. MAPKind STAT5-Phosphorylierung ist
vergleichbar zwischen SHIP1und SHIPT*-Kochenmarks-Mastzellen L etal., 1999).

Da viele dieser phanotypischen Charakteristika REEN"-Mausen (PTEN-Doppel-
knockoutist embryonal letal (DCRISTOFANO et al., 1998; BDSYPANINA et al., 1999;
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StAamMBOLIC et al., 1998)) Ubereinstimmend¥k et al., 2002), ist es wahrscheinlich, dass die
hoheren Level an Ptdins(3,4,3)An SHIPI-Mausen primar fur diesen Phanotyp
verantwortlich sind.

Der Phéanotyp der SHIP1-k.0.-Maus ahnelt auferdemwas normalen Mausen, denen GM-
CSF-uberexprimierendes Knochenmark transplantiertde/(dHNSON et al., 1989).

Da derknockoutdurch Entfernung des ersten Exons WRP5D generiert wurde, wird das
pl04 s-SHIP (siehe 2.4), dem zwar die SH2-Domahd, fdas aber die 5-Phosphatase-
Aktivitat besitzt, weiterhin exprimiert (S et al., 2003). SHIP2 wird ebenfalls noch in
SHIPT"-M&ausen exprimiert, was den Verlust von SHIP1 konsggren konnte.
Wahrscheinlich wiirde der SHIPAMaus-Phanotyp noch schwerwiegender ausfallen, wenn
auch s-SHIP deletiert ware ABH et al., 2004).

Um pleiotrope Effekte bei einer ubiquitdren Delatimn SHIP1 in der Maus auszuschlief3en
und dennoch die regulatorischen Funktionen von $HtR/erschiedenen Immunzelltypan
vitro und in vivo zu untersuchen und voneinander zu unterscheidendew konditional
SHIP1-defiziente Mause geschaffen, in denen SHEREIjs in spezifischen Zelltypen, unter
Verwendung des Cre-Lox-Systemsftand GobnNow, 2002), deletiert wurde.

Mause mit auf T-Zellen beschrankter SHIP1-Deletirden geschaffen, indem Mause, die
ein loxP-flankiertes SHIP1-Gen besitzenA@(ssSON et al., 2003), mit Mausen gekreuzt
wurden, die transgen flr Cre-Rekombinase unter dgtatdes CD4-Promotors (CD4cre)
sind (LEe et al.,, 2001). Die resultierenden Mause sind géswund haben eine normale
Lebensdauer im Vergleich zu SHIP1-exprimierendenf@éschwistern (ARASENKO et al.,
2007). Es wurden keine Defekte in der T-Zell-Enkhiog, weder im Thymus noch in der
Peripherie, beobachtet. Dies steht im Widerspruchizer leichten Verminderung der Anzahl
peripherer T-Lymphozyten in den Keimbahn-SHIP1zefiten (k.0.) Mausen {GASON et

al., 1998). Weiterhin zeigen Mause mit Keimbahniblehz von SHIP1 eine erhdhte Anzahl
an regulatorischen Effektor-T-Zellendd) (KASHIWADA et al., 2006). SHIP’l—TReg besitzen
jedoch die gleiche Funktionsfahigkeit wie Wke§ (CoLLAZO et al., 2009). Im Gegensatz
dazu wurden in der konditionalen SHIP1-Deletion nkeiUnterschiede in der Anzahl
regulatorischer oder Effektor-T-Zellen gesehen. BBHkcheint demnach keine essentielle
Rolle in der thymischen T-Zell-Selektion, in derZ&H-Entwicklung oder der spontanen T-
Zell-Aktivierung zu spielen. Aul3erdem legt diesegdbnis nahe, dass in der Tat das Umfeld
von SHIPT-Mausen die Expansion von regulatorischen EffeRtatellen fordert (MILL et

al., 2007).Ex vivaAnalysen von T-Zellen aus Mausen mit auf T-Zel@schrankter SHIP1-
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Deletion zeigten, dass SHIP1 die Starke des TCRaBgicht bemerkenswert regulierte. Es
wurden keine Unterschiede zwischen SHIP1-defizireniad WT T-Zellen weder in der
Phosphorylierung von ERK, Akt, Zap-70 oder BlLgesehen, noch Unterschiede im Calcium-
Influx auf TCR-Aktivierung hin mit anti-CD3 oder &#CD3 und anti-CD4-Antikérpern.
Auch in derex viveProliferation unterschieden sich die SHIP1-defiza T-Zellen nicht von
WT T-Zellen (TARASENKO et al., 2007). Obwohl gezeigt wurde, dass SHIPdhnaCR-
Stimulation tyrosinphosphoryliert wird AivkIN et al., 1997), konnte SHIP1 keine definitive
Rolle in der TCR-Signaltransduktiom vivo zugeordnet werden AUNG et al., 2009).

Jedoch zeigte die T-Zell-beschrankte SHIP1-Deletime Verschiebung zuyI-Helfer- und
cytotoxischen T-Zellen. So weisen T-Zellen aus eliesModell geringere Expressionslevel
der T42-Cytokine IL-4, IL-5 und IL-13 auf und zeigen einerminderte typische /B-
vermittelte Immunreaktion @ARASENKO et al., 2007). Der Defekt in deryZ-Zell-
Entwicklung ist wahrscheinlich Konsequenz eineatln Sensitivitdt gegeniiber Cytokinen,
die die Induktion des Jl-assoziierten Transkriptionsfaktors T-bet vermmti@ ARASENKO et
al., 2007).Eine normale SHIP1-Expression scheint demnach e#eeschiebung zu J1-
Zellen entgegenzuwirken ung,2-Zell-Entwicklung zu erlauben.

Mause mit auf B-Zellen beschrankter SHIP1-Deletianden geschaffen, indem Mause, die
ein loxP-flankiertes SHIP1-Gen besitzenA@(sSSON et al., 2003), mit Mausen gekreuzt
wurden, die transgen fur Cre-Rekombinase unter dgtat des CD19-Promotors sind
(RICKERT et al., 1997). Diese konditional, auf B-Zellen ddesinkt SHIP1-deletierten Mause
entwickeln keine offensichtlichen Pathologien odgeranderungen in der B-Zell-
Entwicklung im Knochenmark @UNG et al., 2009). Auch dieser Befund legt nahe, diess
in SHIP1-k.0.-Mausen festgestellte Lymphopeni€L@&hson et al., 1998; v et al., 1999)
wahrscheinlich auf ein pathologisches Umfeld bequitdrem SHIP1-k.o. zurickzuflhren ist
(LEUNG et al., 2009). Diese Einschatzung koénnte dadurklére werden, dass bei SHIP1-
k.0.-Mausen hohere Level an IL-6 im Knochenmark diiyelopoese verstarken bei
gleichzeitiger Reduktion der LymphopoeseakNMURA et al., 2004).

Ubereinstimmende Daten zwischen SHIP1-k.0.-Maused konditional B-Zell-SHIP1-
deletierten Mausen sind die verringerte Anzahleairkulierenden B-Zellen und die spontane
Bildung von Keimzentrengerminal centerin Lymphknoten), jeweils im Vergleich zu WT-
Mausen (HLGASON et al., 2000; W et al., 1998b). Die Reduktion in rezirkulierendgn
Zellen konnte Uber eine Veranderung der CD22-Fonkérklart werden: CD22 spielt eine

essentielle Rolle imHoming der B-Zellen ins Knochenmark (MCHKE et al., 1997),
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aul3erdem soll SHIP1 mit dem ITIM in CD22 interagie(FOE et al., 2000; RIDANDAPANI et
al., 1997c). Mause mit auf B-Zellen beschranktediPHDeletion haben in der Peripherie
verstarkt aktivierte B-Zellen mit erhohtem Levelogmnen Isoty@®witchingsund ein
verschobenes Repertoire zu niedrigaffinen Rezeptbre. Die Zellen antworten nur sehr
schwach auf T-Zell-abhéngige und T-Zell-unabhangngeunisierungen oder Viren EUNG

et al., 2009), wahrend SHIP1-k.o.-Mause verstankimorale Antworten zeigten GHGASON

et al., 2000). B-Zellen mit konditionaler SHIP1-Bebn aus Keimzentren zeigen eine
normale somatische Hypermutationsrate, werden fedacht fur hochaffine Sequenzen
selektioniert. SHIP1 scheint also eine essentiBdle in der Regulation der positiven
Selektion fur hochaffine Antigen-spezifische B-ZKlbne in Keimzentren bei T-Zell-
abhangiger Immunisierung zu spielere(iNG et al., 2009).

Mause mit auf die Granulozyten/Makrophagen-Liniesdbednkter, konditionaler SHIP1-
Deletion wurden geschaffen, indem Mause, die exPdftankiertes SHIP1-Gen besitzen
(KARLSSON et al., 2003), mit Mausen gekreuzt wurden, diadgen fur Cre-Rekombinase
unter Kontrolle des Lysozym M-Promotors sinda@{ssoN et al., 2003). Diese Mause mit
auf die Granulozyten/Makrophagen-Linie beschréankt&onditionaler SHIP1-Deletion
entwickeln eine myeloproliferative Pathologie, diee Lebenszeit reduziert, obwohl die
Krankheit nicht so schwerwiegend ausféllt wie inIBHk.o.-Mausen (EUNG et al., 2009).
Ein Grund dafiir mag sein, dass die SHIP1-DeletoinysMCre erst in bereits differenzierten
Makrophagen eintritt und nicht schon in frihen Vafern. AuRerdem zeigen diese Mause
Lymphozyten-Aktivierung als sekundaren Effekt, sistwickeln eine Splenomegalie mit
einer grof3en Anzahl aktivierter Lymphozyten, wasderum dem Phénotyp der SHIP1-k.0.-
Mause entspricht (ELGASON et al., 1998; lu et al., 1999). Die T-Zellen der Mause mit auf
die Granulozyten/Makrophagen-Linie beschrankternckioonaler SHIP1-Deletion zeigen
eine vergroBerte Population amkedZellen, neigen jedoch im Gegensatz zu SHIP1-k.o.-
Mausen zu einem (IL7-Phanotyp (EUNG et al., 2009). Auch sind die konditional SHIP1-
defizienten Makrophagen wie die der SHIP1-k.o.-MAusypersensitiv gegeniber
Wachstumsfaktorstimulation, wie z.B. CSFs, undesetit -6 frei, das unter den T-Zellen zu
einer Verschiebungskewing zu Ty17-Zellen fuhrt.

SHIPT"-Mause und Mause, in denen in beiden SHIP1-AllelienExons 10 und 11, die die
Inositol-5-Phosphatase-Domane codieren, deletierden, zeigen eine erhdhte Anzahl an
Megakaryozytenvorlaufern megakaryocyte progenitars MKP) (linc-Kit"CD41") in
Knochenmark, Milz und Blut mit verstarkter Phospfierung von STAT3, Akt und ERKSs.
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Trotz der erhohten MKP-Zahl ist die GesamtanzalieréMegakaryozyten (MK) (lire-Kit
CD41") im Korper nicht signifikant erhoht. Jedoch iste dMegakaryozyten-Zahl im
Knochenmark reduziert, die in der Milz dagegen bth®as konnte an der reduzierten
Expression des Chemokinrezeptors CXCR4 in SHIPIze@eten MKs liegen (BREZ et al.,
2008).

SHIP1 ist negativer Regulator der Entstehung vorddiéschen Zellen (DCsjendritic cell$
aus Knochenmarksvorlaufern. Dies konnte durch &gkt Proliferation von DCs aus
SHIPT"-GM-CSF-Kulturen sowie eine erhohte Anzahl an D&sder Milz von SHIPT1-
Mausen gezeigt werden. Die SHIRDCs zeigen einen relativ unreifen Phanotyp und
sezernieren substantiell weniger IL-12 nach TioR{ike receptoj-Ligand-Stimulation als
WT-DCs. Dies wiederum fiihrt zu einer reduziertemn8tation von Antigen-spezifischer T-
Zell-Proliferation und T1-Antworten. Dieser unreife DC-Phanotyp konnte dudee PI3K-
Inhibitoren Wortmannin und LY294002 rickgangig gemaverden. Dies spricht dafur, dass
SHIP1 einerseits ein negativer Regulator der GM-@&fittelten Entstehung von DCs ist,

zugleich aber ein positiver Regulator ihrer Diffezeerung (AITIGNANO et al., 2010).

2.13 SHIP1 in Leuk&mien
2.13.1 Herunterregulation von SHIP1 in chronischemyeloischer Leukamie

Bei allen Patienten mit chronischer myeloischerk&eaie (CML) ist in den Tumorzellen ein
sogenanntes Philadelphia-Chromosom nachzuweisew#N. and HUNGERFORD 1960). Es
kommt durch eine reziproke Translokation zwischdmothosom 9 und Chromosom 22
zustande, t(9;22)(q34;911). Dabei ist dd3L1-Gen, das fur eine Tyrosinkinase codiert, von
Chromosom 9 auf daBCRGen Breakpoint Cluster Regignibertragen e KLEIN et al.,
1982; KURzROCK et al., 1988) und es wird das Fusionsprotein pBOR-Abl exprimiert
(BEN-NERIAH et al., 1986). Im Gegensatz zum normalen Abl-Rmptdas im Zellkern
vorliegt, ist BCR-Abl im Cytoplasma lokalisert. [r Verlust des N-terminalen Bereichs
von Abl, der normalerweise die katalytische Dométakiert, sowie durch Dimerisierung
von BCR-AbI Uber eircoiled coitMotiv in BCR, was zur Autophosphorylierung von Abl
fuhrt, besitzt die Tyrosinkinase in BCR-ADbl eineh@nte Aktivitdt (Ruk et al., 2002;
SAWYERS, 2002).
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Der myeloproliferative Phanotyp, der in SHIRMausen gesehen wird, siehe 2.12, ahnelt
demBCR-ABL:-transgener Mause @DEY et al., 1990; EEFANTY et al., 1990; HISTERKAMP

et al., 1990; KLLIHER et al., 1990).

Die SHIP1-Expression ist reduziert in priméren rjddn Leukamiezellen von Patienten mit
CML, die durch Expression von BCR-Abl charakterisisind, es besteht eine inverse
Relation zwischen der Expression von SHIP1 und B®R-SHIP1 wird von BCR-AbI
reversibel herunterreguliert, und dies erfordert diyrosinkinaseaktivitdt von Abl: Die
Doxycyclin-abhangige Induktion der BCR-AbIl-Expressiin Ba/F3-Zellen korreliert direkt
mit erhohter zellularer Tyrosinphosphorylierung uretringerter SHIP1-Protein-Expression
(SATTLER et al., 1999).

Die Herunterregulation von SHIP1 ist spezifisch, dla Expression einer Reihe anderer
Signalmolekile — PTEN (B5cHMANN et al.), SHIP2 (RSCHMANN et al.; WSNIEwSKI et al.,
1999) SHP-1, SHP-2, p85 der PI3K, c-Cbl, Vav, SterdPaxillin (3TTLER et al., 1999) —
nicht von BCR-ADI betroffen ist.

Wahrend die normale SHIP1-Protein-HalblebenszeBar+3-Zellen 18 Stunden betragt, ist
diese Zeit auf weniger als 3 Stunden in BCR-ABL+@#xperenden Ba/F3-Zellen reduziert
(SATTLER et al., 1999). SHIP1 wird in BCR-ABL-exprimieremd&ellen womdoglich durch
Tyrosinphosphorylierung fiir den Ubiquitin-vermitex proteasomalen Abbau markiert, siehe
2.11.3.1 (RISCHMANN et al., 2010).

Wahrend auf der einen Seite berichtet wird, dasgimchenmarksproben von primaren CML
SHIP1 nicht oder nur in sehr geringen Meng&primiert wird (2TTLER et al., 1999), wurde
im Gegensatz dazu gezeigt, dass in primaren CMledZelon CML-Patienten die SHIP1-
Expression in primitiven CML-Zellen (CD3#n") sogar hochreguliert ist im Vergleich zu
normalen Knochenmarkszellen und SHIP1 hier wombigiicgar eine positive Rolle in der
BCR-Abl-vermittelten Transformation zukommtiANG et al., 2003). In den weiter
differenzierten CML-Zellen (CD3#n") dagegen wurde jedoch im Vergleich zu normalen
Knochenmarkszellen ebenfalls eine signifikant reelte SHIP1-Expression festgestellt
(JANG et al., 2003).

Moglicherweise ist die Herunterregulation von SHIRIne Voraussetzung fir den

Proliferationsvorteil einiger CML-Klone.
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2.13.2 Mutationen von SHIP1 in Patienten mit akutemyeloischer Leukéamie

Mehrere Arbeitsgruppen haben Mutationen in SHIA1AD&L -Patienten beschrieben (BY

et al., 2007; IRSTMANN and IICKER, unvertffentlicht; lwo et al., 2004; Lo et al., 2003;
ZHANG et al., 2006). Die Haufigkeit fur das AuftretemnvBHIP1-Mutationen rangierte dabei
zwischen 0,5% (1/192) und 21,9% (7/32), im Durch#thst SHIP1 in 3,2% von AML
mutiert, siehe Abb. 2.9 und Tab. 2.5.

Die Mutation F28L liegt im hochkonservierten Motller SH2-Doméanen, dem acht
Aminosauren umfassenden Motiv G(S/T)FLVR(E/D)S, desminimale notwendige Einheit
darstellt, um tyrosinphosphorylierte Sequenzen termen (HbAKA et al., 1991). Funf
Mutationen (V120M, R156Q, T162P, K210R, R225W) érgn dem etwa 300 Aminosauren
umfassenden Bereich in SHIP1 zwischen SH2- unddsptatase-Doméne, der bislang noch
nicht weiter charakterisiert wurde. Die Mutation6PP trat bei zwei AML-Patienten auf.

Drei der Mutationen, N508D, Y643H und V684E, liegem der Inositol-5-
Phosphatasedomaéne.

Die Mutationen P1039S und P1042L liegen innerhalexP-x-x-P-Motivs. P-x-x-P-Motive
stellen Konsensusbindungsmotive flir SH3-Domaner{RMrson, 1995).

Aul3erdem wurde im C-Terminus von SHIP1 die Muta@ii53L gefunden.

In einer von neun ALL (akute lymphatische Leukanvieirde zudem di@onsenséviutation
Q1076X gefunden, die zu einem friihzeitigen Tramstgstopp und einem verkirzten SHIP1-
Protein fuhrt (lwo et al., 2004).

Alle Mutationen lagen heterozygot vor.

Bei gesunden Spendern als Kontrolle traten die NMartan nicht auf: Die Mutationen F28L,
V120M, K210R, N508D, Y643H, P1039S und P1042L wuarddcht in 50 Gesunden
gefunden (o et al., 2004), die Mutation V684E ebenfalls nich60 Gesunden (Lo et al.,
2003). Die Mutation R156Q wurde nicht in 22 Gesundefunden (@ByY et al., 2007), die
Mutation Q1153L nicht in 192 GesundemrHf&IG et al., 2006). Die Mutation T162P wurde
nicht in 36 Gesunden gefunden, die Mutation R225%ltnn 51 Gesunden @RSTMANN and

JUCKER, unverdéffentlicht).
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Motiv 2
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Motiv 1
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F28L N508D Y643H P1039S
V120M D672A P1042L
R156Q V684E Q1076X
T162P x2 Q1153L
K210R H1168Y
R225W
Luo et al., 2004 7132 21,9%
Luo et al., 2003 1/30 3,3%
Gilby et al., 2007 1/57 1,8%
Zhang et al., 2006 1/192 0,5%

Horstmann und Jucker, unpubl.  3/97 3,1%

13/408 3,2%

Abb. 2.9: SHIP1-Mutationen in AML. In 3,2% von Patienten mit akuter myeloischer Lenied wurden
Mutationen im SHIP1-codierenden G&HPP5D bzw. seinen Transkripten gefunden, und zwar in SidR-
Domane, in der Doméane zwischen SH2- und 5-Phospdddaméne, in der 5-Phosphatase-Doméane und im
prolinreichen C-Terminus. In dieser Abb. sind adckéi Mutationen, die nicht bei AML gefunden wurdaiber

in dieser Arbeit untersucht wurden, aufgefuhrt,wdaahlen Q1076X (unterstrichen) aus einer ALL, 8&P
H1168Y (grau) und die als Kontrolle verwendete D¥thatase-inaktive Mutante D672A (orange, kursiv).

Tab. 2.5: SHIP1-Mutationen, die ausschlief3lich in ML-Patienten gefunden wurden.

Mutation Aminosaureaustausch Quelle

TTC >CTC F28L (Luo et al., 2004)

GTG > ATG V120M (Luo et al., 2004)

CGG > CAG R156Q (GILBY et al., 2007)

ACA > CCA T162P Jucker und Horstmann, unverdffentlicht
AAA > AGA K210R (Luo et al., 2004)

CGG >TGG R225W Jucker und Horstmann, unverdoffentlicht
AAC > GAC N508D (Luo et al., 2004)

TAC > CAC Y643H (Luo et al., 2004)

GTG > GAG V684E (Luo et al., 2004)
CCC>TCC P1039S (Luo et al., 2004)
CCG>CTG P1042L (Luo et al., 2004)

CAG > CTG Q1153L (ZHANG et al., 2006)
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Die Mutation V684E in SHIP1 wurde naher charakterisund eine auf ca. 18% im Vergleich
zu WT-SHIP1 reduzierte Aktivitat in der SHIP1-kasierten Ptdins(3,4,5)RHydrolyse
gemessen (o et al., 2003). Die in primaren Leuk&miezellen diekeukamie exprimierte
SHIP1-Menge war nicht verandert im Vergleich zueeiAML, die WT-SHIP1 exprimierte.
Das basale pAkt(S473)-Level sowie das pAkt(S473)eLenach IL-3-Stimulation war
ebenfalls in der AML mit SHIP1-V684E und AML mit WEHIP1 vergleichbar, jedoch hielt
die Akt(S473)-Phosphorylierung in den Leukamiezelheit V684-Mutation langer an (1o

et al., 2004; Lo et al., 2003). In der BCR-ADbI-positiven CML-Zellle K562 inhibierte die
Expression von WT-SHIP1 die Proliferation im Veigke zur Vektorkontrolle, wéahrend
SHIP1 V684E-exprimierende K562 sogar schnellerifgmoérten als die Vektorkontrolle. Es
wurde die Apoptose bei Serumentzug bestimmt (DN&gRrentierung als Maf3). Dabei
gingen SHIP1-WT-Transfektanten am schnellsten m£isltod, vor der Vektorkontrolle, am
langsten Uberlebten die mit SHIP1 V684E transfieierZellen. Ebenso verhielt es sich bei
der Etoposid-induzierten Apoptose. Eine weiterellided, die monocytische U937, die
SHIP1 endogen exprimiert, wurde ebenfalls transfiziund zeigte die gleichen
Proliferationstendenzen fur WT-SHIP1, SHIP1 V684 (vektorkontrolle wie K562 (Lo

et al., 2003). Diese Zunahme in der Proliferatioarde Uber ein denkbares sogenanntes
substrate trappingversucht zu erklaren, wobei die katalytisch inaktiPhosphatase ihr
Substrat schitzt, indem sie daran bindet, es ablkt mmsetzen kann und es somit anreichert
(L1 and SN, 1998; MreERS et al., 1998; BN et al., 1993; Au et al., 2001). Nach erfolgreicher
Behandlung war der AML—Patient mit der SHIP1 V684Htation in Remission und die
Mutation in SHIP1 wurde nicht mehr gefunden, wakene somatische Mutation schliel3en
l&sst (lwo et al., 2003). In keiner der untersuchten Leukanuied Zelllinien wurden PTEN-
Mutationen gefunden (Lo et al., 2004).

Auch zur Mutation F28L wurden kirzlich Ergebnissetffentlicht (YANG et al., 2009a): Die
Expression von SHIP1 F28L in K562-Zellen fuhrte @egensatz zu WT-SHIP1 nicht zu
einer Abnahme in pAkt(T308), pAkt(S473) und Cycldi oder einer Zunahme der CKils
p27P! und p2X"AFYCPL Die Expression von SHIP1 WT filhrte zu einem Adllasarrest in
Go/Gy, Im Gegensatz dazu hatte SHIP1 F28L keinen Eisflus die Proliferation.

Diese Befunde deuten allesamt darauf hin, dass 5eitie Rolle in der Leukdmieentstehung

spielen konnte und damit womaoglich eine Rolle alendrsuppressor einnimmit.
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2.14 Single Nucleotide Polymorphismsin SHIP1

Single Nucleotide PolymorphisnfSNPs) sind Variationen einzelner Basenpaare d¢A.D
Sie stellen den haufigsten Typ genetischer Vanatiobeim Menschen dar und machen tber
90% der Sequenzunterschiede ausU{@s et al., 1998), mit einer Gesamtfrequenz von
einem SNP pro 1000 bp ALLON-MILLER et al., 1998). Wahrend einige Definitionen eines
SNPs eine Haufigkeit in der Bevolkerung von mekri®o fordern, z.B. Brookes RBOKES
1999), fallen andere Definitionen allgemeiner aus dbSNP auf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp). Es besteht die fidong, insbs. auch seitens der
Pharmakogenetik, dass das Kennen des SNP-Genotgss Iadividuums die Grundlage fir
die Feststellung einer Krankheitspradisposition dredWahl der optimalen Therapie bilden
kann (Masoob, 1999). Am wahrscheinlichsten beeinflussen SNRdierenden Sequenzen
(cSNPs) und regulatorischen Bereichen der DNA denf@nktion (GHAKRAVARTI, 1998;
CoLLINS et al., 1997; 8VANEN et al., 1999). Jedes Gen enthalt durchschnittieh cSNPs.
Etwa die Halfte der cSNPs verursaamissenséMutationen in den korrespondierenden
Proteinen risssenseSNPs), wahrend die andere Halfte stille Mutattdo®NPs sind
(CARGILL et al., 1999; HWLUSHKA et al., 1999) MissensecSNPs kdnnen neutral sein oder
aber die Funktion beeintrachtigen AMG and MouLT, 2001).MissenseMutationen machen
fast die Halfte aller DNA-Mutationen aus, die Kraekten verursachen @awczak et al.,
2000).

In Tab. 2.6 sinadnissens&SNPs aufgefihrt, die in SHIP1 gefunden wurden.

Tab. 2.6: Missense-cSNPs im SHIP1-Gerl NPP5D. rs: Reference SNP cluster ID

Missense-cSNP Quelle
D25G (GEIER et al., 1997; Luo et al., 2004)
G26T (GEIER et al., 1997; Luo et al., 2004)
M529V (Luo et al., 2004)
P1028H (GEIER et al., 1997; Luo et al., 2004)
H1168Y http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp: rs 9247
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2.15 Haploinsuffizienz

Tumorsuppressorgene sind definiert als Gene, dewmktionsverlust die Entstehung bzw.
Progression von Tumoren fordert TESIBRIDGE, 1990). Nach derTwo-HitHypothese
(KNuUDSON, 1971) missen beide Allele eines Tumorsuppresasrigktiviert werden, damit
sich ein Tumor entwickelt. Ein solcher LOKbgs of heterozygosjtkann durch Verlust eines
Chromosoms oder Chromosomenabschnitts durch Deletio oder
Translokation/Rekombination, aber auch durch Puokdtionen oder Inhibition der
Expression durch Promotor-Hypermethylierung erfolgeas Modell deffwo Hitsist jedoch
schwierig in Einklang zu bringen mit der Theorier ddonalen Evolution von Krebs
(NoweLL, 1976). Denn wenn der Verlust nur eines Tumorseggorallels tatsachlich keinen
Phanotyp hat, mussten beide Allele innerhalb e#edle defekt sein, bevor ein selektiver
Vorteil eintreten kann. Da die spontane Mutatiotesia Zellen jedoch sehr niedrig ist und in
Diskrepanz zur Krebshaufigkeit steht, wurde ein Blbdvorgeschlagen, nach dem
Krebszellen einen Mutator-Phanotyp aufweisen, atsavssetzung fur die Anhaufung von
Mutationen (lOEB, 1991).

In diploiden Organismen sind, bis auf Gene desntt ¥-Chromosoms und imprintete Gene,
zwei funktionelle Allele vorhanden. Fir viele Gergecht jedoch ein Allel fir die normale
Funktion aus, andere hingegen sind sensitiv geggndber Gendosis. Haploinsuffizienz
bedeutet, dass ein Allel nicht ausreicht um dienade Funktion des Genprodukts in der Zelle
zu erfillen.

Es gibt zahlreiche haploinsuffiziente Tumorsuppoegsne (RYNE and Kemp, 2005),
darunterCBFo/AML1/RUNX1(ERICKSON et al., 1992; MosHI et al., 1993; 8NG et al.,
1999) mit einer Rolle in akuter myeloischer Leukénsiehe auch 2.2.7.

Von der Haploinsuffizienz zu unterscheiden sind oh@mt-negative Mutationen in
Tumorsuppressorgenen. Hierbei ist ebenfalls nur Alel mutiert, jedoch so, dass das
Genprodukt des mutierten Allels das GenproduktWédtyp-Allels inaktiviert, haufig durch
Bindung des Wildtyp-Proteins in nichtfunktionell&mplexen. Beispiel hierfur ist p53, das
als Tetramer an die DNA bindet. Hierbei wird dudie Tetramerisierung funktionaler und
nicht-funktionaler Monomere die DNA-Bindungseigemsit auch des funktionalen p53
beeintrachtigt (GERGERand FERSHT, 2007).

Die Mutationen in SHIP1, die bei Patienten mit &kumyeloischer Leukdmie gefunden
wurden, lagen alle heterozygot vor. Dass die Gaadamsch fur SHIP1 von entscheidender
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Bedeutung sein kann, zeigt das Beispiel der CMLdwedSHIP1-Expression herunterreguliert
wird, siehe 2.13.1.

Eine dominant-negative Funktion von SHIP1 im Sirwen p53 setzt eine Di- oder
Multimerisierung voraus. Eine Multimerisierung v@HIP1 ist nicht bekannt. Allerdings
zeigte die Michaelis-Menten-Auftragung des SHIPlddtmes von Ins(1,3,4,5)Peinen
sigmoidalen Verlauf (8c et al., 2007), ein Indiz fur Kooperativitat und ngd
Multimerisierung. Eine ebensolche Beobachtung wireleits in der Arbeitsgruppe von Dr.
Manfred Jucker fur die SHIP1-katalysierte Hydrolysa Ins(1,3,4,5)Pgemacht.

2.16 Die Jurkat-Zelllinie als Modell

Die Jurkat-T-ALL-Zelllinie exprimiert kein SHIP1 ¢YNs et al., 1999; REEBURN et al.,
2002; FUKUDA et al., 2005; GOIRE et al., 2006; IBRN et al., 2004; b et al., 2009), kein
SHIP2 (BRuYNs et al., 1999; GoIRE et al., 2006) und kein PTEN KEEBURN et al., 2002;
FUKUDA et al., 2005; b et al., 2009; &Al et al., 1998; 8AN et al., 2000). Aufgrund dessen
zeigen Jurkat T-Zellen ein sehr hohes basales #8#5)RB-Level und eine sich daraus
ergebende konstitutive Akt-AktivierunggEEBURN et al., 2002).

Der PTEN-Defekt in den Jurkat-Zellen geht auf zdefiekte PTEN-Allele zurlck, die jeweils
in Exon 7 mutiert sind. Ein Allel enthalt eine 2-Deletion gefolgt von einer 9 bp-Insertion,
wodurch Codon 234 zerstort wird uddwnstreanStoppcodons entstehen. Das zweite Allel
enthalt eine 39 bp-Insertion hinter Codon 246, dad dadurch neu entstandene Codon 247
ist ein Stoppcodon @Al et al., 1998). Die beiden SHIP1-Allele sind eb#ésfmutiert. Ein
Allel enthalt einenonsensaMutation in Codon 345, das zweite Allel eine Deletder ersten
47 bp von Exon 12, welches mit AS 413 beginnt, sedes zur Leserasterverschiebung

(frameshif} und ebenfalls zum vorzeitigen Stopp komn @t al., 2009).
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2.17 Aufgabenstellung

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, welclignfluss Mutationen in der Inositol-5-
Phosphatase SHIP1, die bei Patienten mit akutedlamsgber Leukdmie (AML) gefunden
wurden, auf die Funktion dieses Proteins haben.uDsallte zuerst ein Projekt der
genomischen Sequenzierung von SHIP1 in Proben voAML-Patienten abgeschlossen
werden. Anschliel3end sollten die Mutationen inSi#P1-cDNA eingefuhrt und SHIP1 WT
und SHIP1-Mutanten-retroviral in die hamatopoetische Jurkat-T-Zei#inransduziert und
Klone etabliert werden, die SHIP1 Uber das Tet-@st&8n Doxycyclin-induzierbar
exprimieren. Die Jurkat-Zelllinie wurde von einenatienten mit akuter lymphatischer
Leukdmie (ALL) etabliert und exprimiert kein endogs SHIP1. Die so erzeugten SHIP1-
exprimierenden Klone sollten auf ihre Fahigkeitaraticht werden, die Phosphorylierung der
Serin-/Threoninkinase Akt, die als Mal3 fir ihre ildrung gilt, zu reduzieren. Akt ist der
Haupteffektor der PI3K, und der PI3K-Akt-Signalwisgyin 50-70% aller AML aktiviert. Es
sollte die enzymatische Aktivitdt der SHIP1-Mutantdtdins(3,4,5) zu hydrolysieren,
sowie die Proliferation und die Calcium-Signaltdulstion in den SHIP1-exprimierenden
Klonen bestimmt werden. Fir ausgewahlte SHIP1-Metan sollten ihre
Interaktionseigenschaften analysiert werden, so di@&r Mutante der SH2-Doméne ihre
Bindung an tyrosinphosphorylierte Proteine undMiutanten in prolinreichen Regionen ihre
Bindung an die SH3-Doméanen von Grb2. Fir einige FRHWutanten sollte ihre
Tyrosinphosphorylierung nach Zell-Stimulation asatyt werden. Neben den bei AML
gefundenen Mutationen sollte auch eine bei einet Aefundene Mutation, eimissense

cSNP und eine enzymatisch inaktive SHIP1-Kontriolldieser Arbeit mit untersucht werden.
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3 Material und Methoden
3.1 Material
3.1.1 Chemikalien

Die Chemikalien wurden, wenn nicht gesondert erwdkion Merck (Darmstadt), Fluka
(Buchs, Schweiz), Biomol (Hamburg), Sigma-Aldricifa@fkirchen), Calbiochem (Bad
Soden), Carl Roth (Karlsruhe), Invitrogen (Karlssjhund Bio-Rad (Mtnchen) bezogen.

3.1.2 Antikorper

3.1.2.1 Primare Antikorper

e SHIP1 (P1C1), sc-8425, von Santa Cruz Biotechnol¢8ginta Cruz, CA, USA),
monoklonales IgGaus Maus, 200 pg/ml, gerichtet gegen Aminosaui1®20 im C-
Terminus von Maus-SHIP1, empfohlen zur Detektion pd45 SHIP1 aus Maus, Ratte
und Mensch. Einsatz WB 1:500.

e Phospho-Akt (Ser473), (193H12), von Cell Signalif®anvers, MA, USA),
monoklonales 1gG aus Kaninchen, gerichtet gegenAdignosauresequenz um pS473
von Maus-Akt. Erkennt Akt nur, wenn an S473 phosplert. Empfohlen zur Detektion
von p60 pAkt (S473) aus Mensch, Maus und Rat&astern BlgtImmunprazipitation,
Immunfluoreszenz, Durchflusszytometrie. Einsatz YWB0OO.

* Phospho-Akt (Thr308) von Cell Signaling, polykloesllg aus Kaninchen, gerichtet
gegen die Aminosauresequenz um pT308 von Mauskxkennt Akt nur, wenn an T308
phosphoryliert. Empfohlen zur Detektion von p60 pAK308) aus Mensch, Maus und
Ratte in Western Blgt Immunprazipitation und Durchflusszytometrie. Etzs WB
1:1000.
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Akt1/2/3 (H-136), sc-8312, von Santa Cruz Biotedbgy, polyklonales Ig aus
Kaninchen, 200 pg/mL, gerichtet gegen AS 345-48( voenschlichem Aktl/2.
Empfohlen zur Detektion von Aktl, Akt2 und Akt3 adkaus, Ratte Mensch und
Krallenfrosch in Western Blgt Immunprazipitation, Immunfluoreszenz und ELISA.
Einsatz WB 1:1000.

PTEN (A2B1), sc-7974, von Santa Cruz Biotechnolagpnoklonales lgGaus Maus,
200 pg/mL, gerichtet gegen AS 388-400 von mendgadiic PTEN. Empfohlen fur die
Detektion von PTEN aus Maus, Ratte und MenscWaestern BlgtImmunprazipitation
und Immunfluoreszenz. Einsatz WB 1:500.

SHIP-2 (G-20), sc-14504, von Santa Cruz Biotechyylgolyklonales IgG aus Ziege,
200 pg/mL, gerichtet gegen den C-Terminus von SHiE2 Mensch. Empfohlen fir die
Detektion von SHIP2 aus Maus, Ratte und MensdWastern BlgtImmunprazipitation,
Immunfluoreszenz und ELISA. Einsatz WB 1:200.

Anti-GST Antibody, GE Healthcare Lifesciences (Uplps Schweden), polyklonales Ig
aus Ziege, gerichtet gegen GST aus Schistosomaiziatesorbiert ark.coli-Proteine.
Erkennt mehrere Epitope von GST. Einsatz WB 1:3000.

HSC 70 (B-6), sc-7298, von Santa Cruz Biotechnglaggnoklonales Ig& aus Maus,
200 pg/mL, gerichtet gegen Aminosauren 580-601 woanschlichem HSC 70.
Empfohlen zur Detektion von HSC 70 aus Maus, Ratié Mensch inWestern Blqt
Immunprazipitation Immunfluoreszenz, ImmunhistocieenDurchflusszytometrie und
ELISA. Einsatz WB 1:5000.

GAPDH (6C5), sc-32233, von Santa Cruz Biotechnolaggnoklonales Ig&aus Maus,
100 pg/mL, gerichtet gegen GAPDH aus Kaninchenmugkepfohlen zur Detektion
von GAPDH aus Maus, Ratte und MenschWestern Blgt Immunprazipitation und
Immunfluoreszenz. Einsatz WB 1:3000-1:6000.

OKT3, monoklonales Igg, 1 mg/mL, gerichtet gegen CD3 des TCR-Komplexesn(V
WAUWE et al., 1980). Stimuliert T-Zellen unabhangig vibmer Antigen-Spezifitat.
OKT3 wurde freundlicherweise von Dr. Ralf Fliegats der AG von Prof. Dr. Andreas
Guse zur Verfigung gestellt.

p-Tyr (PY99), sc-7020, von Santa Cruz BiotechnoJagynoklonales Igg aus Maus,
200 pg/mL, gerichtet gegen Phosphotyrosinreste.gtZéeine Kreuzreaktion mit
Phosphoserin oder Phosphothreonin. Empfohlen zur tekiben von
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tyrosinphosphorylierten Proteinen  in Western Blgt Immunprazipitation,
Immunfluoreszenz und Immunhistochemie. Einsatz WA®QO0.

IL-3/IL-5/GM-CSFRB (C-20), sc-675, von Santa Cruz Biotechnology, klolyales IgG
aus Kaninchen, 200 pg/mL, gerichtet gegen den @Giihers des IL-3/IL-5/GM-CSFR
aus Mensch. Empfohlen zur Detektion von IL-3/IL-MM&CSFR3 aus Mensch iWWestern
Blot, Immunprazipitation, Immunfluoreszenz und ELISAngatz WB 1:500.

Anti-SHC, von Upstate Biotechnology (Waltham, MASH), polyklonales IgG aus
Kaninchen, 1 mg/mL, gerichtet gegen AS 366-47 demdnen SHC-SH2-Domane.
Empfohlen zur Detektion der 46 kD-, 52 kD- und @5 &HC-Isoformen aus Mensch,
Maus und Ratte iWWestern Blound Immunprézipitation. Einsatz WB 1:1000.
StregMAB-HRP-Konjugat, 2-1509-001, von IBA BioTAGnology(Gattingen),
monoklonales IgGaus Maus, gerichtet geg&treptag Il. Empfohlen zur Detektion von
Streptag ll-Fusionsproteinen imWestern Blot ohne das Erfordernis eines
Zweitantikorpers. Einsatz WB 1:5000.

Phospho-SHIP1 (Tyr1020) Antibody von Cell Signajipglyklonales Ig aus Kaninchen,
gerichtet gegen ein synthetisches PhosphopeptdijelaResten um Y1020 von murinem
SHIP1 entspricht. Erkennt SHIP1 nur, wenn an Y10@0 murinem SHIP1 (oder Y1021
von humanem SHIP1) phosphoryliEmpfohlen zur Detektion von p145 pSHIP1 aus
Maus und Mensch inVestern BlatEinsatz WB 1:1000.

3.1.2.2 Sekundare Antikorper

Anti-Maus 1gG, aus Ziege, HRP-konjugiert, sc-20¥6n Santa Cruz Biotechnology,
400 pg/mL, préaadsorbiert mit humanem IgG. Empfohiiém Western Blot von
Immunglobulin-reichen Geweben und Zellen. Einsa& W5000.

Anti-Kaninchen IgG aus Ziege, HRP-konjugiert, s&20von Santa Cruz Biotechnology,
400 pg/mL, praadsorbiert mit humanem und murine@®. lgmpfohlen fulWestern Blot
von Immunglobulin-reichen Geweben und Zellen. Bin¥&B 1:5000.

Anti-Ziege 1gG (H+L), aus Kaninchen, HRP-konjugjervon Southern Biotech
(Birmingham, AL, USA), absorbiert gegen humane Imgiabuline. Einsatz WB 1:5000.
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3.1.3 Genomische DNA von AML-Proben und gesunde®pendern

Genomische DNA von 97 Patienten mit akuter myelwmsd eukamie (AML) sowie von 16
gesunden Spendern wurde mir vom Kinderkrebs-Zentlamburg unter Leitung von Prof.

Dr. Martin Horstmann zur Verfigung gestellt.

3.14 Zelllinien

3.14.1 Phoenix@®NX) Ampho-Zellen und Phoenix gp-Zellen

Phoenix Ampho ist eine Retroviren-Verpackungsze#lider zweiten Generation fur die
Herstellung amphotroper Retroviren. Die Zellliniskert auf der HEK293T-Zellliniehgman
embryonic kidneydie mit Adenovirus Ela transformiert wurdergbIAM et al., 1977) und
ein temperatursensitives T-Antigen tragt, das neibidycin co-selektiert wurde).
Moglicherweise sind die Zellen nicht Nieren-, somdaeuronalen Ursprungs H&w et al.,
2002).

Das Besondere dieser Zellen ist die hohe Transfedtate von bis zu 50% oder mehr. Die
Linie trAgt Konstrukte fur die Produktion von gaghggroup-specific antigenpolymerasg
(Co-Selektionsmarker Hygromycin) sowie fir erenyelope Hullprotein) fir amphotrope
Viren (Co-Selektionsmarker Diphtherieresistenz)oéttix gag-pol exprimieren nur gag und
pol. Da ein IRES-CD8downstreamdes gag-potLeserahmen liegt, kann die gag-pol-
Expression durch Durchflusszytometrie verfolgt veerdFir sowohl dagag-pot wie auch
das enwvKonstrukt  wurden nicht-Moloney-Promotor  verwendet,um das
Rekombinationspotential zu vermindern. Die Linieoguziert keine Helferviren. Phoenix
Ampho ist in der Lage, Episomen fur die stabile dait-Virenproduktion zu tragen (& T

et al., 2001).

Die Zellen zeigen eine epitheloide Morphologie wvwdchsen adharent. Sie zeigen bei
Erreichen der Konfluenz keine Kontaktinhibitionngern wachsen in Inseln oder Klumpen
weiter.

Die Zellen wurden verwendet fur die Pseudotypisigrunit dem konstitutiv exprimierten

Hullprotein des amphotropen Virus Klon 4070A sowlem G-Protein des Vesikulare
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Stomatitis Virus (VSV-G), das durch transiente Bfektion in die Helferzelllinie eingebracht
wird (VSV-G ist toxisch).

3.14.2 Jurkat und Jurkat Tet-On

Jurkat ist eine humane T-Zelllinie und wurde in d&70er Jahren aus peripherem Blut eines
14jahrigen Jungen mit akuter lymphatischer Leuk&fAiel) etabliert und urspringlich JM,
nach dem Patienten, genannt{SEIDER et al., 1977). Jurkat-Zellen exprimieren kein SHIP
(BRUYNS et al., 1999; REEBURN et al., 2002; BKUDA et al., 2005; GOIRE et al., 2006; b et

al., 2009), kein SHIP2 @JyNs et al., 1999; GoIRE et al., 2006) und kein PTENKEEBURN

et al., 2002; BKUDA et al., 2005; b et al., 2009; &Al et al., 1998; 8aAN et al., 2000)
aufgrund inaktivierender Mutationendlet al., 2009; 8kAl et al., 1998), siehe auch 2.16.
Jurkat Tet-On (Clontech, Mountain View, CA, USA) pexnieren den reversen tet-
Transaktivator (siehe auch 3.2.11.8). Beide Zaédhrsind Suspensionszellen und wurden von
der AG von Prof. Dr. Andreas Guse zur Verflugungejts

3.1.4.3 TF-1133-5

Die TF-1-Zelllinie ist eine humane ErythroleukanZiellinie und wurde aus dem
Knochenmark eines 35jahrigen Mannes mit Erythroheuike etabliert (KKAMURA et al.,
1989). Sie proliferiert abhangig von GM-CSF odef3ILTF-1 ist eine Suspensionszelllinie,
die Neigung zur Adhasion zeigt. Die Mutante TF-B-8 proliferiert GM-CSF-unabhangig
(HorN et al., 2003).

3.1.4.4 FDC-P1

FDC-P1 ist eine murine myeloische Vorlauferzeldinidie aus Langzeitkulturen von

Knochenmarkszellen des Maus-Stamms DBA/2 in mit relaed von WEHI-3-Zellen

konditioniertem Medium erhalten wurde HRrer et al., 1980). Sie ist eine

Suspensionszelllinie und proliferiert IL-3-abhangig
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3.1.5 Bakterienstamme

3.1.5.1 DH10B

Der E.coli-Stamm DH10B (BsADABAN et al., 1980) hat folgenden Genotyjp:endAl recAl
galU galK deoR nupG rpsUlacX74 #80lacZz1M15 araD1394(ara,leu)7697 mcrAd(mrr-
hsdRMS-mcrBC) (GRANT et al., 1990). Er ist geeignet fur die Klonierwan DNA, die

methylierte Cytosine oder Adenine enthalt, sowreBiine/White-Screening

3.1.5.2 XL10-Gold ultrakompetent

Der E.coli-Stamm XL10 Gold (Stratagene, La Jolla, CA, USA) fotgenden Genotyp: Téh
(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-myt73 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl ke [F
proAB lacl®ZAM15 Tn10 (Tef) Amy Canf]. Er ist abgeleitet von XL2-Blue MRF* und
besitzt eine 5mal hohere Transformationseffizidazxé.1 Blue-Zellen. Aul3erdem hat er den
Hte-Phéanotyp, der die Transformationseffizienz Vigierter DNA und grof3en Plasmiden
erhoht. XL10-Gold-Zellen sind sowohl Endunukleaséizizient €ndAl} als auch
Rekombinase-defizientrécA). Die endAXMutation verbessert die Qualitdt von Plasmid-
Minipraparation-DNA und dierecA-Mutation gewabhrleistet Insert-Stabilitdt. Die MerA
McrCB-, McrF-, Mrr- und HsdR-Systeme wurden aus RiGold entfernt. DiemcrA:,
mcrCB und mrr-Mutationen unterbinden das Schneiden klonierterADNie Cytosin-
und/oder Adenin-Methylierung tragt, was héaufig wkaryontischer DNA vorkommt. Die
McrA- und McrCB-Systeme erkennen und schneiden Chéfuenzen mit methyliertem
Cytosin, das Mrr-System erkennt und schneidet DN4t&Nnzen mit methyliertem Adenin.
Es schneidet auch DNA-Sequenzen mit methyliertentosdly, jedoch mit einer anderen
Spezifitat als die McrA- und McrCB-Systeme — diesktivitat heil3st McrF. Die McrF-
Aktivitat gegenuber methyliertem Cytosin ist ebehsch oder hdher wie die von McrA und
McrCB. Die hsdRMutation verhindert das Schneiden klonierter DNArah dasEcoK
(hsdR-Endonuklease-System.

XL10-Gold-Zellen wachsen schneller als XL1- oder 2XBlue-Zellen, was in grol3eren
Kolonien resultiert. Um Blue/White-Screening zu égiichen, enthalten die XL10-Gold-
Zellen dadaclgZAM15-Gen auf dem F‘-Episom.
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3.1.5.3 BL21 (DE3) pLysS pREP4

Der E.coli-Stamm BL21 ($UDIER and MOFFATT, 1986; WboD, 1966) pLysS pREP4 hat
folgenden Genotyp=~ ompT gal decm lon hsg®s” ms) A(DE3) pLysS(Caff) pREP4(Kaf).

Er enthalt DE3, eineh-Prophagen, der das Gen fur die T7 RNA-PolymerB2&ANLOO et
al., 1984) unter Kontrolle delscUV5-Promotors tragt. AuBerdem besitzen kiel® (Lac
repressor | — high quantijyfir die Uberproduktion delsic-Repressors. Zusétzlich witdcl
konstitutiv von pREP4 transkribiert. Transformief@asmide mit T7 Promotor-basierter
Expression werden reprimiert, bis IPTG die Expm@ssiler T7 Polymerase voiacUV5
Promotor induziert. Das pLysS-Plasmid codiert Tad#iLysozym, einen Inhibitor der T7
RNA-Polymerase, der die Expression von transfoi@mer T7 Promotor-enthaltenden
Plasmiden reduziert bis eliminiert, sofern nichtlumiert wurde. Das Vorhandensein von
pLys-Plasmiden hat neben der Kontrolle der T7-RNoAyRerase den Vorteil, dass durch die
hohe Konzentration an Lysozym ein Zellaufschlussllwinfaches Einfrieren und Auftauen
des Zellpellets erfolgen kann @iLTsPeicH et al., 2006). Dem Stamm fehlen sowohl die
ompTProtease der aul3eren Zellmembran als auclodiBrotease, die Proteine wahrend der
Aufreinigung degradieren kbnnenkGDBERGand DUNN, 1988).

3.16 Vektoren

* pASK-IBA5plus (IBA, Gottingen))
fur die Expression von SHIP1 mit N-terminalégtreptag 1l in E.Coli BL21 (DE3)
pLysS pREP4. Der pASK-IBA5plus-SHIP1-Vektor wurdenwder AG von Dr. Manfred
Jucker zur Verfugung gestellt.

e pLTR-tet-SV-HPH und pLTR-tet-SHIP1-SV-HPH @rN et al., 2004)
y-retroviraler Vektor mit einem TREtdt response elemgnim 3-LTR fur die
Doxycyclin-induzierbare Expression nach Integratims Genom und Hygromycin-
Resistenzgen unter SV40-Promotor-Kontrolle. SHIPberli BamHI-Schnittstelle
eingefugt.

e M57 SV40 gagpol
Codierty-retrovirale gag- und pol-Proteine uner SV40-Pramdtontrolle.
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K25-2 pHCMV-A-MLVenv

Codiert _anphotropes mrines_Leukdmiewus Hullprotein unter Kontrolle desumanen
Cytomegalievrus.

M75 pHCMV-VSV-G

Codiert \esikulare $omatitis Mrus GHullprotein.

pGEX-5X-1 (GE Healthcare Lifesciences, Uppsalavsxten)

PGEX-5X-1-SHIP1-SH2 WT/F28L/R31Q wurden verwendetr 2PTG-induzierbaren
Expression eines Fusionsproteins aus Glutathiomaisterase (GST) N-terminal und
der humanen SHIP1-SH2-Domane (AS 5-103) C-terminakl zwar des WT, der
Mutanten F28L (Lo et al., 2004) und der Mutanten R31QWIN et al., 1997; MSON

et al., 2000; RMEH et al., 1995) als Kontrolle. Nukleotide 11-309 daedierenden
Sequenz von humanem SHIP1 sind in diesem Kons&ukt die BamHI-Schnittstelle
und 3' in die Sall-Schnittstelle der MCS des Vektaingefugt. Die Expression steht
unter Kontrolle desac-Promotors. Detac-Promotor ist ein Hybridpromotor atesc- und
trp-Promotor. Er vereint die hohe Transkriptionsefiz destrp-Promotors mit der
einfachen Induzierbarkeit désc-Promotors (loTTspeicHet al., 2006).

Ein internesLacl? (Lac repressor | high quantiyGen zur Expression des Lac-
Repressors ermoglicht die FusionsproteinexpressigedemE. colirWirtsstamm. Mit
Faktor Xa kann der GST-Anteil des Fusionsprotebgeapalten werden.
PGEX-5X-1-SHIP1-SH2 WT und pGEX-5X-1-SHIP1-SH2 R3iprden mir von der
AG von Dr. Manfred Jucker zur Verfigung gestelR8E per Mutagenese (siehe 3.2.5)
generiert.

PGEX-2T (GE Healthcare Lifesciences, Uppsala, Sceng

PGEX-2T-Grb2-SH3(N) und pGEX-2T-Grb2-SH3(C) EffDERGAST et al.,, 1993;
SKOLNIK et al.,, 1993) wurden verwendet zur IPTG-induzieghaExpression eines
Fusionsproteins aus Glutathion-S-Transferase (GNterminal) und der N-terminalen
SH3-Domane (AS 4-55) bzw. der C-terminalen SH3-DoendAS 154-217) von
humanem Grb2. Die Expression steht unter Kontrdéls tac-Promotors. Ein internes
Lacl? (Lac repressor | high quantiyGen zur Expression des Lac-Repressors ermdglicht
die Fusionsproteinexpression in jed&mcoliWirtsstamm. Mit Thrombin kann der GST-
Anteil des Fusionsproteins abgespalten werden.

PGEX-2T-Grb2-SH3(N) und pGEX-2T-Grb2-SH3(C) wurdemr von Dr. Manfred
Jucker zur Verfugung gestellt.
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3.1.7 Primer (Eurofins MWG Operon, Ebersberg)

3.1.7.1 Mutagenese-Primer

Mutagenese-Primer wurden nach folgenden Kriteriemtsprechend dem Handbuch des
QuikChange 1l XL Site-Directed Mutagenesis KBtratagene, La Jolla, CA, USA),

entworfen:

v' beide Primer (FP und RP) miissen die gewlinschte tidutanthalten und zu der
gleichen Sequenz auf gegenuberliegenden Strangdplaemids annealen.

v Tm>75°C

v" Primerlange zwischen 25 und 45 Basen, wobei dieahtut in der Mitte der Primer
liegen soll

v' GC-Gehalt von mindestens 40%

v" Am 3’-Ende ein oder mehrere G oder C
Die Schmelztemperatur,] bei der 50% der Primer-Template- bzw. FP-RP-Dtge in
denaturiertem Zustand, sprich einzelstrangig vgeie wurde anhand folgender Formel
berechnet:

Tm =815+ 0.41(%GC) - 675/N -Rlismatch

wobei %GC und %ismatchganze Zahlen und N die Primerlange in Basen sind.

Tab. 3.1: Mutagenese-PrimerDie Mismatchesind rot gekennzeichnet.

Position in
o SHIP1 Orien- "
Sequenz 5'-3 codierender | tierung Lange | Name Verwendung
Sequenz
SHIP1-FP .
CCTGAGGAGGACACAGAAAGTGTCGTGTC 334-362 FP 29 847-875 Deletion von V117
SHIP1-RP .
GACACGACACTTTCTGTGTCCTCCTCAGG 334-362 RP 29 875-847 Deletion von V117
SHIP FP .
CAAGGACGGGAGCCTCCTCGTGCGTG 69-94 FP 26 F28L Mutation F28L
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CACGCACGAGGAGGCTCCCGTCCTTG 69-94 RP 26 ?;éf RP Mutation F28L
SHIP1-FP .
GGGAGCTTCCTCGTGCAGGCCAGCGAGTCCATC | 71-108 Fp 34 ST 50 | Mutation R31Q
SHIP1-RP .
GATGGACTCGCTGGCCTGCACGAGGAAGCTCCC | 71-108 RP 34 S R, | Mutation R31Q
SHIP EP .
AGGACACAGAAAGTGTCATGTCTCCACCCGAGCTG | 341-375 =3 35 o Mutation V120M
CAGCTCGGGTGGAGACATGACACTTTCTGTGTCCT | 341-375 RP 35 \S/TQEMRP Mutation V120M
SHIP FP .
CCGAGACCAGCCAGCCGAGCCTCTCC 455-480 Fp 26 R 1550 Mutation R156Q
SHIP RP .
GGAGAGGCTCGGCTGGCTGGTCTCGG 455-480 RP 26 R 1550 Mutation R156Q
SHIP1-FP .
CCGAGCCTCTCCGAGCCATTGTTCCAGCGACTG 469-501 Fp 33 o 1t1s Mutation T162P
SHIP1-RP .
CAGTCGCTGGAACAATGGCTCGGAGAGGCTCGG | 469-501 RP 33 LR Mutation T162P
CTTCCTCACCTGAAGAGACTGACCACACTGCTC 613-645 Fp 33 ESERF P Mutation K210R
GAGCAGTGTGGTCAGTCTCTTCAGGTGAGGAAG 613-645 RP 33 E;‘ggp Mutation K210R
SHIP1 FP .
TATGGAGAAGTCATCTGGACCCTCCCATCCC 658-688 = 31 e Mutation R225W
GGGATGGGAGGGTCCAGATGACTTCTCCATA 658-688 RP 31 SHIP1 Mutation R225W
RP1200-170
CCACATCTGTACTGACGACGTGAAGACAGGC 1506-1536 | FP 31 ﬁg(')zg P Mutation N508D
GCCTGTCTTCACGTCGTCAGTACAGATGTGG 1506-1536 | RP 31 zg'(')zgp Mutation N508D
SHIP EP .
CGTTTGCCCCAACCCACCGTTTTGAGAGAC 19131942 | FP 30 Sedar Mutation Y643H
GTCTCTCAAAACGGTGGGTTGGGGCAAACG 1913-1942 | RP 30 \5(?"12: P Mutation Y643H
SHIP mut .
TTGCCTTCCTGGTGTGCCCGAGTCCTCTGGAAG 19992031 | FP SHIP ™| Mutation De72A
CTTCCAGAGGACTCGGGCACACCAGGAAGGCAA 1999-2031 | RP 33 g'g;g e | Mutation D672A
TCCCCTGGTGCACGAGGTGTGTCAGTCTTATG 2037-2068 | FP 32 \Slgézg P Mutation V684E
CATAAGACTGACACACCTCGTGCACCAGGGGA 2037-2068 | RP 32 \SlgézERp Mutation V684E
GAAGGACCAGGAATCCTCCAAAATGCCGCG 3099-3028 | FP 30 32'(')29':8'3 Mutation P1039S
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CGCGGCATTTTGGAGGATTCCTGGTCCTTC 3099-3028 | RP 30 ﬁ?c'ggzp Mutation P1039S
GAATCCCCCAAAATGCTGCGGAAGGAACCCC 31093139 | FP 31 gT(I)Z;_P Mutation P1042L
GGGGTTCCTTCCGCAGCATTTTGGGGGATTC 3109-3139 | RP 31 gT(;ZzFEP Mutation P1042L
SHIP EP .
GGGCCCGGCAAGTAGGTGCCCGCGE 3214-3238 | FP 25 o1076x Mutation Q1076X
SHIP RP .
GCGCGGGCACCTACTTGCCGGGCCC 3214-3238 | RP 25 S1076% Mutation Q1076X
SHIP FP .
GTGCTGCACCTCCTGCACTCCAAGGGC 34453471 | FP 27 Stear Mutation Q1153L
SHIP RP .
GCCCTTGGAGTGCAGGAGGTGCAGCAC 34453471 | RP 27 St Mutation Q1153L
SHIP EP .
CAACACCGAGCTCCCGTATCACGGCAAGCACCG 34863518 | FP 33 S oy Mutation H1168Y
CGGTGCTTGCCGTGATACGGGAGCTCGGTGTTG 3486-3518 | RP 33 ﬁ'f'lpegﬁp Mutation H1168Y

3.1.7.2 Sequenzierungs-Primer

Sequenzierungsprimer wurden nach folgenden Kritezi@worfen:

GC-Gehalt von 40-60%

RN NN

Tab. 3.2: Sequenzierungs-Primer.

Primerlange zwischen 18 und 25 Basen

Cluster von mehr als 3-4 Basen (v.a. G) sind zmedaten

3’-Ende soll starker hybridisieren als 5’-Ende (Merdung von mehreren T an 3)
Primer durfen keine selbst-komplementierenden Semgre(Palindrome) aufweisen

Sequenz 5'-3 Position in SHIP1 Orientierung Lange Name

codierender Sequenz
TTCCTCGTGCGTGCCAGCGAGTCC 82-105 FP 24 SHIP FP 594-617
TCCAGCTTGGTGAAGAACCTCATGG 215-239 RP 25 SHIP RP 751-727
TTACAAGAAGGAAAACATGGGGC 255-277 FP 23 SHIP1 FP 767-789
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ATCCCGCTGACTGCCAGCTCCTGTG 388-412 FP 25 SHIP FP 900-924
GAGGTTCCTTTTTCAAACGAGAATC 421-445 FP 25 SHIP-FP 933
GTCTCTGCAGAGGTTATTTGACCAG 693-717 FP 25 SHIP-FP 1205
TCTCTGCAGAGGTTATTTGACCAGC 694-718 FP 25 SHIP FP 1206-30
TGATCTTGGTGGAAACAGAGAAGG 1070-1093 FP 24 SHIP FP1582-1605
GGTGGAAACAGAGAAGGAGAAGATC 1077-1101 FP 25 SHIP-FP 1589
AACACTCCCTGCAAGAAATCACCAG 1394-1418 FP 25 SHIP FP 1906-30
CACCAGTGTGACTTTTAAAACAGTC 1413-1437 FP 25 SHIP-FP 1925
TTAACTACCGTGTGGATCTGCCTAC 1760-1784 FP 25 SHIP FP 2272
TACCTGGGAGGCAGAAACCATCATC 1782-1806 FP 25 SHIP FP2294-2318
AGATTGAGTTTCTCAGGTGCTATGC 2186-2210 FP 25 SHIP-FP 2698
TGCATTGCCCTTCGGTTAGAGGCC 2452-2475 FP 24 SHIP FP 2964-87
TCCAGCATCACTGAAATCATCAACC 2710-2734 FP 25 SHIP FP 3222-46
CTGAAATCATCAACCCCAACTACAT 2720-2744 FP 25 SHIP-FP 3232
AAGAACGCAGGGGACACGCTGC 2989-3010 FP 22 SHIP FP 3501-23
ACGCTGCCTCAGGAGGACCTGCCGC 3004-3028 FP 25 SHIP FP 3516-40
TCAGGAGGACCTGCCGCTGACG 3012-3033 FP 22 SHIP FP3524-45
AAGCCCGAGATGTTTGAGAACCCCC 3034-3058 FP 25 SHIP FP3546-70
GGCGGGGACAAGAGCCAAGGGAAGC 3289-3313 FP 25 SHIP-FP 3801
ACAAGAGCCAAGGGAAGCCCAAGAC 3291-3320 FP 25 SHIP FP 3808-32
3.1.7.3 Primer zur Amplifizierung und Sequenzieruiyg genomischer DNA

Die Sequenz der Primer zur Amplifizierung und Segigrung von Exon 26 in genomischer
DNA von 97 AML und 16 Gesunden wurde von AMGEN (Tikand Oaks, CA, USA) zur
Verfugung gestellt. Die Primer zur Amplifizierunghdi Sequenzierung von Exon 4 und
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Exon 6 in genomischer DNA von zwei bzw. einer AMlurden von der AG von Prof. Dr.
Martin Horstmann vom Kinderkrebs-Zentrum Hamburgarfigung gestellt.

Fur die Amplifizierung und anschlieRende Sequenngiin der SHIP1-Sequenz, die in Jurkat
Tet-On-Klonen hineintransduziert worden war (si8i#&11.6), wurden Intron-Uberspannende
Primer entworfen, um selektiv die hineintranduae8HIP1-Sequenz, nicht aber die Sequenz
des endogenen, nicht-exprimierten SHIP1-Gens zalterh Hierbei wird ausgenutzt, dass
eine cDNA-Sequenz transduziert wurde (enthélt kémeons). Der 5'-Anteil des Primers
liegt im 3‘-Bereich des einen Exons, der 3'-Beremds Primers liegt im 5-Bereich des
benachbarten Exons. Die Sequenzen einiger verwamBeimer liegen auch inmitten eines
Exons; zwischen den Bindungsstellen eines Primeegakegt dann aber mindestens ein

Intron.

Tab. 3.3: Primer zur Amplifizierung genomischer DNA

Position in
P SHIP1 Orien- "
Sequenz 5'-3 codierender | tierung Lange | Name Verwendung
Sequenz
Exon 26 i ;
CATTAAGCAGCCATGCTCCCATGTCTTC Fp o8 SHIP FP Amplifizierung und Sequenzierung
_ s . Exon26 von SHIP1 Exon 26
70 bis -43
Exon 26 SHIP RP Amplifizierung und Sequenzierung
ATGGAGCAGTTCCCAGGACCATCACTC :i?% bis RP 27 Exon26 von SHIP1 Exon 26

SHIP FP Sequenzierung von SHIP1 Exon
ACAAGAGCCAAGGGAAGCCCAAGAC 3291-3320 FP 25 3808-32 26, Bestatigung Mutation en
Q1153L und H1168Y

Amplifizierung und Sequenzierung

ACGCAGATGGAGATCAATAACGTG Exon 4 FP 24 Ex4F oSt Eaon'a
TCACCAGGCCCATAACTAGGATC Exon 4 RP 23 Ex4R Amplifizierung und Sequenzierung
von SHIP1 Exon 4
TCATCTCTGGCTAGAGCCCGTGC Exon 6 FP 23 Ex6F Amplifizierung und Sequenzierung
von SHIP1 Exon 6
Amplifizierung und Sequenzierung
TCAGGACTGGCTAACTCAATCC Exon 6 RP 22 Ex6R oSt Eaon's
GTCTTCCTACACTTCGAGGAGGAAG 1882-1906 | FP 25 SHIPFP | Exonl6-Exoni7-tberspannend

2395-2419 | Bestatigung Mutation D672A

TACCTGGGAGGCAGAAACCATCATC 1782-1806 FP 25 SHIP FP Exon15-Exon16-uberspannend
2294-2318 | Bestatigung Mutation Y643H

SHIP RP Exon18-Exon19-uberspannend

GTCGCTGGTACTGCCATAAGACTGA 2058-2082 RP 25 2571-95 Bestatigung Mutation D672A
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SHIP FP Exon16-Exonl7-uberspannend
ACACTTCGAGGAGGAAGAAATCACG 1890-1914 FP 25 Bestéatigung Mutationen D672A
2403-27
undV684E
SHIP RP Exon20-Exon21-uberspannend
CTCTTGACAAAACTCTCCAAGCAGC 2261-2285 RP 25 2774-98 Bestéatigung Mutationen Y643H,
D672A, V684E
SHIP FP Exon4-Exon5-iiberspannend
GACACCAGTGGGCTTCCAGAAGAGC 511-535 FP 25 1024-48 Bestatigung Mutation R225W
SHIP RP Exon6-Exon7-liberspannend
TTGGCCTCACCAGGAACCTGAGGAC 743-767 RP 25 1256-80 Bestatigung Mutation R225W
Exon26-Exon27-uberspannend
AGCTCACTGAGGGCTTCACTGCATG 3558-Stopp RP 25 SHIP RP Bestatigung Mutationen Q1153L
+15 4071-95
und H1168Y
SHIP FP In Exon4
CGCTGACTGCCAGCTCCT 392-409 P 18 392-409 Bestatigung Mutation T162P
SHIP RP In Exon5
CTGGGCGAGCTGAGTECT 562-598 RP 18 562598 | Bestatigung Mutation T162P
SHIP FP Exon4-Exon5-tberspannend
ATGGACACCAGTGGGCTTCC 508-527 FP 20 508-527 Bestatigung Mutation K210R
SHIP RP Exon6-Exon7-lUberspannend
AGGAACCTGAGGACGTGGAC 737-756 RP 20 737756 Bestatigung Mutation K210R
SHIP EP Exon3-Exon4-iiberspannend
AGGAGGACACAGAAAGTGTCGT 338-359 FP 22 Bestatigung Mutationen R156Q,
338-359
T162P
SHIP RP Exon5-Exon6-lberspannend
GATGACTTCTCCATAGAGCTCC 651-672 RP 22 651-672 Bestatigung Mutationen V120M,
R156Q, T162P
A AN SHIP FP Exon12-Exon13-uberspannend
T ACAGTCGCCATCCACA 1428-1447 FP 20 1428-1447 | Bestatigung Mutation N508D
SHIP RP- Exon14-Exon15-uberspannend
TTTGGTTTCGCCTGAGTTTC 1641-1660 RP 20 1641-1660 | Bestatigung Mutation N508D
SHIP FP In Exonl
CTGGAACCATGGCAACATCAC 12-32 FP 21 Bestéatigung Mutationen F28L und
12-32
V120M
SHIP RP | Exon3-Exon4-uberspannend
ACGACACTTTCTGTGTCCTCCT 338-359 RP 22 338-359 Bestatigung Mutation F28L
Exon25-Exon26-uberspannend
GAGTCAAGGCCCAGTGACCT 2965-2984 FP 20 SHIP FP Bestéatigung Mutationen
2965-84 P1039S,1042L, Q1076X
3557-Sto Exon26-Exon27-Uberspannend
CTGAGGGCTTCACTGCATGG +9 PP RP 20 SHIP RP | Bestatigung Mutationen P1039S,
3557-76 P1042L, Q1076X
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3.1.8 Geréate

Protein-Gelelektrophoresekammern

DNA-Gelelektrophoresekammern

Blotkammer

Geltrockner
Horizontalschttler

Schittelinkubator

Wipptisch
Heizblocke

Stromversorgungsgerate

Mikrowelle

Zentrifugen

SE 600 CooletidakElectrophoresis Unit,
18 x 16 cm (Hoefer, MA, USA)
SE 640 Wide-Mini Vertical Electrophoresis Yni
18 x 8 cm? (Hoefer, MA, USA)
PROTEAN Il xi Cell (Bio-Rad, Minchen)
XCellSureLockMini-Cell (Invitrogen,
Karlsruhe)
(MWG Biotech, Ebergpe
Trans-Blot Electrophoretic Trans@sll
(Bio-Rad, Miunchen)
GelAir Dryer (Bio-Rad, Miinchen)
Schuttelmaschine RO 10
(Gerhardt, Kénigswinter)
G25 Incubator shaker (New Bwink scientific,
Edison, NJ, USA)
Aerotron (Infors HT, Bottmingen, Schweiz)
Rocky N (Frobel Labortechnik, Lindau)
STK Schnipptherm (Schutron Labontéich
Quedlinburg)
Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg)
Electrophoresis Powerl&is 200
(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden)
PowerPac 200 (Bio-Rad, Miinchen)
PowerPac 1000 (Bio-Rad, Minchen)
PowerPac Universal (Bio-Rad, Minchen)
R-3A55 (Sharp, Hamburg)
Galaxy Mini (VWR, Darmstadt)
Biofuge pico (Heraeus, Hanau)
Sorvall RC-5B refrigerated superspeed

Centrifuge (DuPont Instruments, Cincinnati,O
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Rotoren

Thermocycler
Heizplatte/Magnetrihrer
pH-Meter

pH-Elektrode

Brutschranke

Werkbanke

Photometer

Waagen
Spritze fur Probenauftrag
Vortexer

Zahlkammer

Wasserbader

Bakterien:
Zellkultur:

Bakterien:

Zellkultur:

USA)
5415 C (Eppendorf, Hamburg)
5415 R (Eppendorf, Hamburg)
Varifuge OR.3 (Heraeus, Hanau)
Sorvall GSA (DuPont Instruments, Cinaitn,
OH, USA)
Sorvall SS-34 (DuPont Instruments, Cincinnati,
OH, USA)
Mastercycler gradient (Eppenddgimburg)
T3 (Biometra, Gottingen)
IKAMARH (IKA-Werke, Staufen)
MR 1 (Heidolph Instruments, Schwabach)
CG 820 (Schott-Gerate, Ludwigshafen)
pH-Electrode Sentix 21 (WTW, Weilin)
BE 400 (Memmert, Schwhpac
(Heraeus, Hanau)
Typ 20229 (MDH, Saskato@sk&tchewan
Canada)
HERA safe Type HS 12 (Heraeus, Hgna
Ultrospec Il (Pharmacia, Uppsatdv&den)
Flow Titertek Multiskan PLUS Mk 11 (ICN
Biomedicals, Frankfurt)
BioPhotometer 6131 (Eppendorf, Hamburg)
mit Thermodrucker DPU 414 (Seiko
Instruments, Neu-lsenburg)
Type PM 200 (Mettler Instrumente, Gig¢l3en
Type PM 2000 (Mettler Instrumente, Giel3en)
Exmine Micro Syringe-U® (Carl Roth,
Karlsruhe)
MS2 Minishaker (IKA-Werk, Staufen)
(Neubauer)
Typ 1012 (GFL, Burgwedel)
Typ 1002 (GFL, Burgwedel)
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Sonifiziergerat

Ultraschallbad mit Flussigkihlung
UV-Tisch

Luminescent Image Analyzer
mit CCD-Kamera

Sonopuls GM70 mit Stab UW70 (&alim
electronic, Berlin)
G. Heinemannh{@&bisch-Gmuind)
IL-350-M (Bachofer, Reutlingen)
mit Video Monitor WV-BM900 (Panasonic),
Video Graphic Printer UP-890CE, (Sony)
FMC (Kappa)

LAS-3000 (Fuijifilm, Dusseldorf)

Mikroskope Labovert Typ 090-122.012 (Leitz, \&lat)
Axiovert 25 (Zeiss, Jena) mit
Stromversorgungsgerat mbq 52 ac
3.1.9 Gefalle und Verbrauchsmaterial

0,5 ml-Reaktionsgefalle

1,5 ml-Reaktionsgefalie

2,0 ml-Reaktionsgefalie

1000 pL-Pipettenspitzen

200 pL-Pipettenspitzen

10 pL-Pipettenspitzen

2,5 pL-Pipettenspitzen

13 mL Rohrchen

15 mL-R6hrchen

50 mL-R6hrchen

50 mL/25 cm? Zellkulturflaschen
250 mL/75 cm? Zellkulturfaschen
650 mL/175 cm? Zellkulturflaschen
6-Loch-Platten

12-Loch-Platten

24-Loch-Platten

96-Loch-Platten

(Biozym)
(Eppendorf; Sarstedt)
(Eppendorf)
(Eppendorf; Sarstedt)
(Eppendorf; Sarstedt)
(Eppendorf; Sarstedt)
(Biozym)
(Greiner bio-one)
(Greiner bio-one, Sarstedt)
(Greiner bio-one, Sarstedt)
(Greiner bio-one; Sarstedt)
(Greiner bio-one; Sarstedt)
(Sarstedt)
(Greiner bio-one)
(Greiner bio-one)
(Greiner bio-one)

(Greiner bio-one)
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Petrischalen fur Gewebekulturen 94/16 mm
Petrischalen fur Bakterien

5 mL-/10 mL-/25 mL-Plastikpipetten
Plastikgefalie

Glasgerate

Parafilm

Pechiney Plastic Packaging: Chicago, IL, USA
Vitlab: Grol3ostheim

Schott: Mainz

Greiner bio-one: Frickenhausen

Sarstedt: Numbrecht

Eppendorf: Hamburg

VWR: Darmstadt

Biozym: Hessisch Oldendorf

80

(Grelmeone)
(Sarstedt)
(BD Falcon)
(VWR,; Vitlab)
(Schott; VWR)
(Pechiney Plastic Packaging)



3 Material und Methoden

3.2 Methoden
3.2.1 Gelelektrophorese
3.2.1.1 Agarosegelelektrophorese von DNA

DNA wurde im Verhdltnis 1:5 mit 6x Ladepuffer (30%lycerin, 0,25% (w/v)

Bromphenolblau, 0,25% (w/v) Xylencyanol) versetatlun horizontalen Gelen (0,6%-2,0%
Agarose, 40 mM Tris, 20 mM Essigsaure, 1 mM EDTB0 2g/mL Ethidiumbromid) bei 80-
120 V aufgetrennt und unter UV-Licht (312 nm) deéieh. Als Marker dienten 0,5 ug
Lambda DNA/Hindlll Marker, 2 (Fermentas, St. LeontRmit 4 uL TE-Puffer und 1 pL 6x
Ladepuffer, 2 pg 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogéfarisruhe) mit 8 uL ddkD und 2 pL

6x Ladepuffer oder, insbesondere fiur Quantifizigem 5 pL HyperLadder | (Bioline,
London, UK). Der Lambda DNA/Hindlll Marker, 2 wurd®r dem Auftragen auf das Gel fir

5 min bei 65°C erhitzt, um die kohasiven EndenRiggen-DNA voneinander zu trennen.

3.2.1.2 Polyacrylamidgelelektrophorese von Proteime

Proteine wurden in vertikalen Gelen nach dem Rpinaer diskontinuierlichen
Zonenelektrophorese aufgetrenntNGREWS 1986; Davis, 1964; GRNSTEIN, 1964). Dazu
wurden Trenngele (8-12% Acrylamid, 0,2-0,3% N,N'tlkdenbisacrylamid, 375 mM
Tris/HCI, 0,1% (w/v) SDS, pH 8,8; 0,07% (v/v) TEMEDO,07% (w/v) APS zur
Polymerisation) gegossen und mit ddH oder Isobutanol Uberschichtet. Nach dem
Auspolymerisieren wurde die Flissigkeit abgegossah anschlieliend das Sammelgel (375
mM Tris/HCI, 4% Acrylamid, 0,1% N,N’-Methylenbisadamid, 0,1% (w/v) SDS, pH 6,7,
0,07% (v/v) TEMED, 0,14% (w/v) APS zur Polymeriisaf) auf das Trenngel gegossen und
Kamme eingesteckt. Laufpuffer (Kathoden- und Anguléfer) war 192mM Glycin, 25 mM
Tris, 0,1% (w/v) SDS.

Die Taschen wurden vor dem Probenauftrag mit Kaghpdffer gespiilt.
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3x SDS-Probenpuffer (0,1875 M Tris, 6% (w/v) SD)%3 Glycerin, 0,003% (w/v)
Bromphenolblau, 0,3 M DTT, pH 6,8) oder 1x SDS-Rmbuffer (0,0625 M Tris, 2% (w/v)
SDS, 10% Glycerin, 0,001% (w/v) Bromphenolblau, 0/1DTT, pH 6,8 [fur Marker,
Immunpréazipitation odePull-Downg) wurde zu den Proben gegeben, dabei das DTThfrisc
zugesetzt. Die Proben wurden vor dem Auftragen ® logi 100°C erhitzt. Als Marker fur
Coomassie-Farbungen dienten 10 pL (kurze Gele &0 pL (lange Gele 16 cm) Spectra
Multicolor (Fermentas, St. Leon-Rot), fWestern Blotge 0,5 uL High Range und Low
Range biotinylated SDS-PAGE Standards (Bio-Rad, &fién) in 1x SDS-Probenpuffer und
Spectra Multicolor. Die Gelelektrophorese erfolgtger 16-18 Std. bei 10-12 mA pro Gel
(lange Gele) oder tber 2 Std. bei 180 V (kurze Gele

3.2.2 Western Blot

Fur die immunchemische Analyse wurden Proteingele Membranen aus Nitrocellulose
(Schleicher&Schuell, Dassel) geblottet. Dazu wurdenMembranen zugeschnitten (15,5x14
cm? fur grol3e Gele, 15,5x7 cm? fur kleine Gele, 8r® fur Minigele) und kurz in ddi®
gelegt. Membranen und zugeschnittenes Whatman-&ap (Schleicher&Schuell, Dassel)
wurden in Transferpuffer (192 mM Glycin, 25 mM Tri6,1% (w/v) SDS, 20% (v/v)
Methanol) getrankt und in folgender Reihenfolge dw@oh-artig aufeinandergelegt:
Blotpapier, Membran, Gel, Blotpapier. Nachdem Llasen mit einer Pipette durch Rollen
entfernt wurden, wurde das Sandwich mit der MemlatanAnode zwischen Schwammen in
die Blotapparatur eingebaut und mit auf 4°C geldihltTransferpuffer befullt. Geblottet
wurde bei 70-80V und 4°C fur mindestens 2 Stundemt RuUhrfisch zur
Pufferwarmeverteilung. AnschlieBend wurden die itpgb Markerbanden auf der Membran
mit Bleistift markiert und die Membran fir mindessel Std. bei RT oder bei 4°C U.N. in
Blockierlosung (144 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 8, 0,5%/v) Tween 20, 5% (w/v)
Magermilchpulver) unter Schwenken inkubiert. BeirWendung biotinylierten Markers
wurde die Markerlane abgeschnitten und unter Sckeremweiter in Blockierldsung inkubiert,
wahrend die Membran mit primarem Antikorper in emghender Verdinnung in
Waschlosung (144 mM NaCl, 10 mM Tris, pH8, 0,5%v)viTween 20, 2,5% (w/v)
Magermilchpulver) fir mindestens 1 Std. bei RT odeN. bei 4°C unter Schwenken

inkubiert wurde. Die Membran wurde bei RT dreim@lrhin mit Waschlésung gewaschen,
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der Markerstreifen dreimal 10 min in TBST (144 mM®@, 10 mM Tris, pH8, 0,5% (VA
Tween20). Der Markerstreifen wurde 1:3750 mit Streptav-HRP-Konjugat (Amersham
Biosciences, Uppsala, Schweden) in TBST, die Membrat sekundarem Antikorper
entsprechender Verdinnung in Waschlosung fir miedss:Std. bei RT inkubier
Membran und Markerstreifen wurden dreimal fur mstdas :min mit 1x TBS / 0,5%
Tween 20 gewaschen. Markerstreifen und dbrige Membran wurdereinander at
Plastikfolie gelegt, je 3-L der ECL (enhanced chemiluminescepdetektionsreagenzien,
d.h. eines 1:1 (v:visemischs aus Luminol/Enhancer und Peroxidpuffetw@eter nur
SuperSignal WesPico Chemiluminescent Substi (Thermo Fisher Scientific) oder, f
hohere Sensitivitat, 1:1§emischt m SuperSignal West Dura Extenc Duration Substrate
(Thermo Fisher Scientifi¢)darauf gegeben und durch Auflegen der Deckfoligedler Nach
5 min Inkubation bei RT wurde die Uberschissige Flussigketfernt. HRP Horseradish
peroxidasg katdysiert die Oxidation von Lumirl (3-Amino-Phthalsaurehydrazi zu 3-
Aminophthalat Gber mehrere Zwischenprodt Bei der Reaktio wird Licht einer
Wellenlange von 428m emittiert. In Anwesenheit von Enhancern, am kgiffeten sinc
modifizierte Phenole, wird die Lichtemission um biiu 1000fach verstérkt.Die
Chemilumineszenz wurde mit dem Luminescent Imagalyxer mit CC[-Kamera LAS-
3000 (Fujifilm, Dusseldojfentwickelt und mit der Software AIDA bearbei

3.2.3 Stripping von Western Blots

Zur Entfernung primarer und sekundarer Antikorpan derWestern Blc-Membran.

Der StrippingPuffer (2% (w/v) SDS, 62,5 mM Tris, pH 6,8, 113 np-Mercaptoethanol)
wurde im Wasserbad auf 7C erwarmt, dabei dg&Mercaptoethanaérst nach Erreichen d
Temperatur zugegeben. Die zu strippenden Membramarden unter Schitteln i
Wasserbad fur 3tin bei 70°C inStrippingPuffer inkubiert. Anschlielend wurden ¢
Membranen 5x fur je 1Min in TBS / 0,5% (v/v) Tween 20 gewaschen und danganz

normal blockiert und weiter wie in 3.2.
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3.24 Kolloidale Coomassie Brilliant Blue-Farbung won Proteinen in

Polyacrylamidgelen

Proteine wurden nach Polyacrylamidgelelektrophoragekolloidalem Coomassie Brilliant
Blue G-250 angefarbt. Dazu wurden die Gele 1 $td200 mL Fixierlésung (0,85% ortho-
Phosphorsaure, 20% (v/v) Methanol) geschwenkt unsdhdie3end mindestens 2 Stunden in
Roti-Blue Farbelésung (1x Roti-Blue (Carl Roth, Isanhe), 20% (v/v) Methanol). Die Gele
wurden 5-10 min in Waschlésung (25% (v/v) Methanoiyl fir mehrere Stunden in dg{
das mehrmals gewechselt wurde, geschiittelt. Die @alden fur 2-3 Std. zwischen GelAir
Cellophane Support (Bio-Rad, Miinchen) im GelAir &r{Bio-Rad, Minchen) getrocknet.

3.25 Mutagenese

Zur Deletion von Valin117 und zur Einfihrung demRimutationen F28L, V120M, R156Q,
T162P, K210R, R225W, N508D, Y643H, D672A, V684E,0B4S, P1042L, Q1076X,

Q1153L, sowie H1168Y in SHIP1 in dem Konstrukt pLig&-SHIP1-SV-HPH, zur

EinfUhrung der Mutation F28L in die SH2-Domane \®IHIP1 in dem Konstrukt pGEX-5X-

1-SHIP1-SH2 wurde daQuikChangdl XL Site-Directed Mutagenesis K{Stratagene, La

Jolla, CA, USA) verwendet. Primer siehe 3.1.7.1.

Es wurden Ansatze aus 5 puL 10x Reaction Buffer],fepul 10 uM Forward Primer und
Reverse Primer, 1 uL dNTP-Mix, 3 pL QuikSolutiondub0 ng Template-DNA in 500 pL-
Reaktionsgefal3en hergestellt, mit d@Hauf 50 pL aufgefullt, gemischt und 1 pL (2,5 UjuL
PfuUltra High-Fidelity Hotstart DNA-Polymerase zugegebameait gemischt und folgendes

Programm im Thermocycler duchgefihrt:

T =95°C 1 min Denaturierung
T=95°C 50 sec Denaturierung
T =Tnw5°C 50 sec Annealing

T =68°C (1 min/kb) Extension
GOTO 2 repeat 17 times

T=68°C 7 min

T=4°C hold

~N o o b~ N P
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Der Ansatz wurde anschlieend mit 1 uL 10 U/uL DgRermentas, St. Leon-Rot) flr
mindestens 1 Std. bei 37°C verdaut. Dpn | schneldetparentaledammethylierten DNA-
Strang, jedoch nicht den per PCR generierten, digiigschte Mutation tragenden DNA-
Strang. Zur Kontrolle wurde je ein unverdautes et Dpn I-verdautes Aliquot sowie ein
Aliquot aus einer PCR-Negativkontrolle (Mutagen$eR-Ansatze ohne Template-DNA)
gelektrophoretisch analysiert. Ein Aliquot aus depn I-Verdau wurde zur Transformation
in E. coli DH10B oder XL10-Gold (siehe 3.1.5) eingesetzt. M@alonien wurde eine
Plasmidminipraparation (siehe 3.2.7.1) angefeurgt die DNA sequenziert (siehe 3.2.8).

3.26 Transformation von Vektoren in Bakterien

100 pL bei -80°C eingefrorener kompetenter Zeller10B fur DNA-Praparationen, BL21
(DE3) pLysS fur Proteinexpression) wurden auf Rifgataut. 100 pg bis 100 ng Plasmid-
DNA wurde zugegeben und 30 min auf Eis stehen gefasDie Zellen wurden einem
1-mindtigen Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt, arefddhd in 1 mL LB-Medium (1% (w/v)
Bacto-Trypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 0,5% (w/va@l) aufgenommen und 1 Std. bei 37°C
inkubiert. Sie wurden auf entsprechendes Antibiotik enthaltenden LB-Agarplatten
ausplattiert und fur 16 Std. bei 37°C inkubiert.

3.2.7 Plasmidpraparation

3.2.7.1 Plasmidminipraparation

3 mL LB-Medium (1% (w/v) Bacto-Trypton, 0,5% (whkHefeextrakt, 0,5% (w/v) NaCl)
wurden mit dem entsprechenden Antibiotikum (50-@0mL Ampicillin bzw. 30 pg/mL
Kanamycin) versetzt, mit einem von einer LB-Agati@agepickten Klon inokuliert und bei
37°C und 300 rpm @.N. inkubiert. Davon wurden 1,5 m ein 1,5 mL-Reaktionsgefal
tberfuhrt und bei 16.000 x g kurz zentrifugiert.sCBakterienpellet wurde in 100 pL Puffer
P1 QIAGEN Plasmid Maxi KjtQIAGEN, Venlo, Niederlande) resuspendiert. Es dear
200 pL Puffer P2 QIAGEN Plasmid Maxi K)t zugegeben, durch achtmaliges tUber Kopf-
Kippen des GefalRes gemischt und 5 min auf Eis edis wurden 150 puL Puffer P3
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(QIAGEN Plasmid Maxi Kjtzugegeben, durch achtmaliges Uber Kopf-KippenGle&ilies
gemischt und 10 min bei 16.000 x g und 4°C zergigtt. Der Uberstand wurde in ein neues
1,5 mL-Reaktionsgefal’ tberfuhrt, erneut 10 minlte®00 x g und 4°C zentrifugiert und der
Uberstand in ein neues 1,5 mL-ReaktionsgefaR tberfii mL -20°C kalten Ethanols absolut
wurde zugegeben und kurz gevortext. Die DNA wurée 20°C fur mindestens 30 min
gefallt. Nach 10 min Zentrifugation bei 16.000 xigd 4°C wurde der Uberstand verworfen.
Das DNA-Pellet wurde mit 100 pL -20°C kaltem Ethaii6% gewaschen und 10 min bei
16.000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand adeuverworfen und das Pellet durch tiber-
Kopf-Stellen des Reaktionsgefalles auf Zellstoff maesh Stunden getrocknet. Es wurde in
50 pL TE-Puffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8) aufgammen.

3.2.7.2 Plasmidmaxipraparation

Plasmidmaxipraparationen wurden mit dem QIAGEMsmid Maxi Kit(QIAGEN, Venlo,

Niederlande), NucleoBond PC 500 oder NucleoBona Xtaxi EF (Macherey-Nagel, Dtiren)

nach dem zugehorigen Protokoll angefertigt.

3.2.8 Photometrische DNA-Konzentrationsbestimmung

Plasmid-DNA wurde in 1/30- bis 1/100-VerdinnungenRhotometer bei 260 nm vermessen.
Die Konzentration der DNA wird nach dem Lambert-Beshen Gesetz bestimmt:

E=¢c-d

E Extinktion, oder Absorption: dekadischer Logamtks von (Intensitat des eintretenden

Lichts/Intensitat des aus der Probeldsung austletehichtstromes)

€ molarer Extinktionskoeffizient in L/(mol*mm)
Cc molare Konzentration in mol/L
d Schichtdicke der Probeldsung bzw. der Klvettaimn,
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wobei eine Ldsung, die 50 pg/mL doppelstrangige Da&hhalt, bei einer Schichtdicke von
1 cm und einer Wellenlange von 260 nm eine Extinktion (optische Dichte, ODjnv1l
aufweist (LoTTSPEICHet al., 2006).

3.2.9 Polymerase-Kettenreaktiongolymerase chain reaction, PCR)

SHIP1 Exon 26 von 97 AML-Proben und 16 Gesundemnik und Exon 6 von zwei bzw.
einer AML-Probe sowie SHIP1-Fragmente der in JullatOn-Zellen transduzierten SHIP1-
cDNA wurden fur die Sequenzierung amplifiziert.

Fur die Amplifizierung von Exons 26, 4 und 6 wurdeeagenzien aus de@uikChangdl

XL Site-Directed Mutagenesis Kibtratagene, La Jolla, CA, USA) verwendet. Es ward
Ansatze aus 5 pL 10x Reaction Buffer, je 1,5 plubD Forward Primer und Reverse Primer
(siehe 3.1.7.3), 1 uL 10 mM (each) dNTP-Mix (FertasnSt. Leon-Rot), 3 pL QuikSolution
und 100 ng Template-DNA in 500 pL-ReaktionsgefaBergestellt, mit ddkD auf 50 pL
aufgefullt, gemischt und 1 pL (2,5 U/uPfuUltra High-Fidelity Hotstart DNA-Polymerase
zugegeben und erneut gemischt.

Fur die Amplifizierung der SHIP1-Fragmente wurdesaBenzien defaq DNA Polymerase
Kit (QIAGEN, Venlo, Niederlande) verwendet. Es wurdgrsatze aus 10 pL 10 PCR Buffer,
je 2L 10 uM Primer und Reverse Primer (siehe73),. 2 uL 10 mM (each) dNTP-Mix
(Fermentas, St. Leon-Rot), 20 uL 5x Q-Solution urd ng Template-DNA in 500 pL-
Reaktionsgefal3en hergestellt, mit d@Hauf 100 pL aufgefillt, gemischt und 0,5 pL
(5 U/uL) Tag DNA-Polymerase zugegeben und erneunigeht.

Programme wurden folgendermalf3en im Thermocyclengkicihrt:

T =94/95°C 3 min Denaturierung
T =94/95°C 30 sec Denaturierung
T =Tn5°C 30 sec Annealing
T=72°C 1 min Extension

GOTO 2 repeat 34-44 times
T=72°C 10 min
T=4°C hold

~N o o~ WwON P
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3.2.10 Sequenzierung von DNA

Sequenzieransatze aus 500 ng Plasmid-DNA, 15 pnmokP(siehe 3.1.7.2), 6 uL 2,5x ABI
PRISM BigDye Terminator v1.1/3.1 Sequencing But90 mM Tris/HCI, 5 mM MgCJ, pH

9,0) und 2 uL 2,5x ABI PRISM BigDye Ready Reactidix (200 mM Tris/HCIl, 5 mM

MgCl,, pH 9,0, A-Dye Terminator gelabeled mit dichlor6[&, C-Dye-Terminator gelabeled
mit dichloro[ROX], G-Dye Terminator gelabeled mitckloro[R110], T-Dye Terminator
gelabeled mit dichloro[TAMRA], dATP, dCTP, dITP, @B, AmpliTag DNA Polymerase FS
mit thermisch stabilerTith Pyrophosphatase) ad 20 pL mit g@Hwurden in einem 500 pL-
Reaktionsgefald zusammenpipettiert, gevortext, kalzentrifugiert und durchliefen im

Thermocycler folgendes Programm:

1 T =95°C 1 min Denaturierung
2 T=96°C 30 sec Denaturierung
3 T =50°C 15 sec Annealing

4 T=60°C 4 min Extension

5 GOTO 2 repeat 34 times

6 T=4°C hold

Die Ansatze wurden mit 80 pL 0,3 M Natriumacetatl @50 puL Ethanol absolut versetzt, in
ein 1,5 mL Reaktionsgefald tberfuhrt und 30 min43€ und 16.000 x g zentrifugiert. Der

Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit Ethai®8bh jewaschen und 15 min bei 4°C und
16.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde vefam und das Pellet bei RT an der Luft
mehrere Stunden getrocknet.

Die Proben wurden vom Sequenzierservice des UKARilfeitdes ABI PRISM 3100 Genetic

Analyzer sequenziert.
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3.2.11 Zellkultur

3.2.11.1 Stammbhaltung und Vermehrung

Die adhasiv wachsenden Phoenix A wurden in DMEMIpecco’s modified Eagle Medigm
41966 (GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe) mit 10% (VNHCS f(etal calf serum fotales
Kalberserum) (GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe) und 18&v) Penicillin G/Streptomycin-
Lésung (GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe) in 5-10 mUgsche mit 25 cm?2 Bodenflache) oder
20 mL (Flasche mit 75 cm? Bodenflache) gehalten.Beesichen der Konfluenz wurden sie
zum Passagieren einmal mit PBS (137 mM NacCl, 2,7 kG4, 10 mM NaHPQ,, 1,8 mM
KH,PQOy, pH 7,4) gewaschen, 1 mL bzw. 3 mL 0,05% Trypsif0o (w/v) EDTA in PBS
(Biochrom, Berlin) in die 50 mL- bzw. 250 mL- Zelikurflasche gegeben und einige
Minuten im Brutschrank inkubiert, bis sich die 2l vom Boden abgel6st hatten. Die
Trypsin-Reaktion wurde durch Zugabe von Medium @ggst. Die Zellen wurden jeweils 1/10
verdinnt.

Fur Transfektionen (siehe 3.2.11.6) wurden dieeteih 94/16 mm-Petrischalen tGberfihrt.
Die Suspensionszelllinien Jurkat Tet-On und TF-3-33wurden in RPMI Roswell Park
Memorial Institug-Medium 1640 GlutaMAX-1 (GIBCO, Invitrogen, Karlshe) mit 10%
(v/v) FCS (GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe), 1% (v/ABenicillin G/Streptomycin-Lésung
(GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe) und 1 mM Natriumpyai (GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe)
in 4-10 mL (Flasche mit 25 cm? Bodenflache) oder-820nL (Flasche mit 75 cm?
Bodenflache) gehalten. Erfolgreich mit SHIP1 trarmdrte Jurkat Tet-On-Klone wurden
zusatzlich mit je 100 ng/mL Hygromycin B (Carl Rptarlsruhe) und Geneticin (GIBCO,
Invitrogen, Karlsruhe) gehalten.

Die Suspensionszelllinie FDC-P1 wurde in DMEM 41986& 10% (v/v) FCS, 1% (v/v)
Penicillin G/Streptomycin-Lésung und 10 ng/mL menm IL-3 (PeproTech, Hamburg)
gehalten.

Alle Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C und 5% @ehalten.
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3.2.11.2 Bestimmung der Zellzahl

Ein Aliquot von Zellen wurde 1:1 mit 0,4%iger (w/Wyypanblau-Lésung (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen) gemischt und in einer Neubauer-Zahikem 4 Grol3quadrate a 16
Kleinquadraten ausgezahlt. Blau gefarbte Zelled sight vital und wurden nicht mitgezahilt.
Der Mittelwert aus den vier Quadraten wurde gebildeind durch den

Trypanblauverdinnungsfaktor 2 dividiert. Da ein &qoadrat ein Volumen von 0,1 pL hat,

ergibt die anschlieRende Multiplikation mit*ldie Zellzahl pro mL.

3.2.11.3 Einfrieren von Zellen

5x1¢ bis 1x10 Zellen wurden in 900 pL FCS (GIBCO, Invitrogen,riéauhe) und 100 pL
DMSO aufgenommen, in 1 mL-Kryor6hrchen (Nunc, Theraisher Scientific) gefillt und in
auf 4°C vorgekuhlten Isopropanolboxedda{gene Cryo 1°C Freezing Contaifdrei -80°C

langsam eingefroren.

3.2.114 Auftauen von Zellen

5x1¢F bis 1x10 angetaute Zellen wurden in 10 mL auf 37°C vorgewids Medium
uberfihrt, 7 min bei RT und 179-259 x g abzentiigug der Uberstand verworfen, das
Zellpellet in Medium resuspendiert und in Kultusithhen mit vorgelegtem Medium tberfuhrt.
3.2.11.5 Stimulation von Zellen

3.2.115.1 Stimulation von TF-1 133-5-Zellen mit GMCSF

Vor der Stimulation wurden die Zellen fir 18-22 Sl Hungermedium (RPMI mit 0,1%
BSA und 1% Penicillin G/Streptomycin) in einer Kemtration von 1 x 10mL kultiviert.

Am Tag der Stimulation wurden die Zellen bei RT ubhi®-259 x g abzentrifugiert, im

tiberstehenden Medium auf eine Zellkonzentration tor 10 /mL eingestellt, in eine
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unbeschichtete Petrischale tUberfihrt und fur 30 imiBrutschrank inkubiert. Es wurde mit
rekombinantem humanem GM-CSF (CellSystems) in eiin@@len Konzentration von
1000 U/mL fir 5 min bei 37°C stimuliert. Die Zelipension wurde anschliel3end zu 40 mL
eiskaltem PBS mit 1 mM N®O, pipettiert, bei 4°C und 179-259 x g 10 min abzéugrert
und das Zellpellet in NP40-Puffer lysiert.

3.2.11.5.2 Stimulation von FDC-P1-Zellen mit Pervaadat und IL-3

Vor der Stimulation wurden die Zellen fur 18-22 Sid Hungermedium (DMEM mit 0,1%
BSA und 1% Penicillin G/Streptomycin) in einer Kemtration von 4 x 10mL gehalten. Am
Tag der Stimulation wurden die Zellen bei RT und9-Ph9 x g abzentrifugiert, im
iiberstehenden Medium auf eine Zellkonzentration Yon 10 /mL eingestellt und in eine
unbeschichtete Petrischale tUberfuhrt. Es wurde Ber@anadat-Losung (200 mM,®B, und

2 mM NaVO, in PBS) hergestellt und fir 15 min bei 37°C erwérgin Zwanzigstel des
Zellkulturvolumens wurde an Pervanadat-Lésung zu dellen gegeben und nach 2 min mit
murinem IL-3 (PeproTech, Hamburg) in einer final&onzentration von 100 ng/mL
stimuliert und fir weitere 5 min im Brutschrank idikert. Die Zellsuspension wurde zu
40 mL eiskaltem PBS mit 1 mM MO, pipettiert, bei 4°C und 179-259 x g abzentrifugier
und die Zellen in NP40-Puffer lysiert.

Pervanadat ist ein starker Inhibitor von Proteiosymphosphatasen (PTP) und stimuliert
Zellaktivierung (FANTUS et al., 1989; lHFFeTZ et al., 1990; KDOTA et al., 1987; O'SEA et
al., 1992; &cristet al., 1993; £k and 2GI-EISENBERG 1990).

3.2.11.5.3 Stimulation von Jurkat Tet-On-Klonen mitOKT3

Zwei Tage vor der Stimulation wurde in den Jurkat-On-Klonen, ausgesat in einer
Zellkonzentration von 4 x £0mL in RPMI-Medium 1640 GlutaMAX-l mit 10% (v/v) F&
1% (v/v) Penicillin G/Streptomycin und 1 mM Natripgruvat, die SHIP1-Expression mit
1 pg/mL Doxycyclin (MP Biomedicals, Eschwege) induiz 24 Std. wurde spéater jeder Klon
in drei Ansatze aufgeteilt: zwei Ansatze Hungermasdi (RPMI mit 0,1% BSA, 1%
Penicillin G/Streptomycin und 1 pg/mL Doxycyclirdin Ansatz im bisherigen Medium mit
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10% FCS belassen. Dazu wurden die Zellen fir diesafae in Hungermedium
abzentrifugiert, einmal mit PBS gewaschen und fireleZellkonzentration von 1 x ¥énL in
Hungermedium resuspendiert. Nach weiteren weitetE22 Std. wurden beide
Hungeransatze 10 min bei RT und 179-259 x g ahhegitrt, im Gberstehenden Medium auf
eine Zellkonzentration von 1x L eingestellt, in 6-Loch-Schalen tberfiihrt und fii
60 min im Brutschrank inkubiert. Je einer der Huagesatze wurde mit 5 pg/mL OKT3 fur
5 min stimuliert, zum zweiten Ansatz die gleiche nde Uberstand-Medium aus dem
Zentrifugationsschritt gegeben. Alle drei Ansatze Klon wurden zu eiskaltem PBS mit
1 mM NaVOy, pipettiert, bei 4°C und 179-259 x g 10 min abzé&mngrert und die Zellen in
NP40-Puffer lysiert.

3.2.11.6 Transfektion undy-retrovirale Transduktion von Jurkat Tet-On-Zellen

Es wurden 1,5-2xfZellen der Verpackungszelllinie Phoenix Ampho Keiftt die Genegjag,
pol und amphotropeeny; siehe 3.1.4.1) oder Phoenix gp (enthélt die Gggeund pol) 24
Std. vor Transfektion oder 1x30Zellen 48 Std. vor Transfektion pro 94/16 mm-
Zellkulturschale in 10 mL DMEM mit 10% FCS und 1%riillin/Streptomycin ausgesat.
Am Tag der Transfektion wurde pro Ansatz folgend®A0n ein 1,5mL-Tube pipettiert:

- 5 ug retroviraler Vektor mit GOI (gene of intere3t

- 10 pg M57 SV40gagpofzusatzlichegagundpol)

- 5 pg K25-2 pHCMV-A-MLVenv (zusatzliche_mphotrope_marines
Leukamiewus Pseudotypisierung)

- 2 pg M75 pHCMV-VSV-G (Vesiculare _$matitis Mrus G

Glycoprotein Pseudotypisierung)

Die DNA in wurde in 750uL DMEM ohne Serum und Amtitka bzw. in Opti-MEM |
Reduced Serum Medium (GIBCO, Invitrogen, Karlsrula)fgenommen und vorsichtig
gemischt. 20uLPLUS Reagen(invitrogen, Karlsruhe) wurden zugegeben und 15 i
Raumtemperatur inkubiert, um die DNA fir die katsmhe Lipid-vermittelte Tranfektion zu
pra-komplexieren. In dieser Zeit wurden 30 pllipofectamine Reagen{(Invitrogen,
Karlsruhe), eine 3:1 (w/w)-Zusammensetzung deskadlynischen Lipids 2,3-Dioleyloxy-N-
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[2(spermincarboxamido)ethyl]-N,N-dimethyl-1-propamaiumtrifluoracetat (DOSPA) und
des neutralen Lipids DioleylphosphatidylethanolanfiPOPE), in 750 uL DMEM ohne
Serum und Antibiotika bzw. in Opti-MEM | aufgenommend vorsichtig gemischt. Dann
wurde der DNA-Ansatz mit dem Lipofectamine-Ansaengscht und weitere 15 min bei RT
inkubiert.

Das Medium der Verpackungszelllinie wurde abgenommned durch frische 5mL DMEM
mit 10% FCS ohne Antibiotika ersetzt. Die DNA-Lipetamine-Mischung wurde vorsichtig
auf die Zellen gegeben. Die Schalen wurden 3 &tdBrutschrank inkubiert, anschliel3end
mit Medium auf 9 mL aufgefullt und Gber Nacht imuBschrank inkubiert.

Am nachsten Morgen wurden die 9 mL Medium durchl7frisches DMEM mit 10% FCS
und 1% Penicillin/Streptomycin ersetzt.

24 Std. nach Mediumwechsel (ca. 48 Std. nach Te&tiesh) wurde der virenhaltige
Uberstand mit einer 10 mL-Spritze (Braun, Melsungamgenommen, durch einen 0,45 pm-
Acrodisc-Spritzenfilter mit HT Tuffryn-Polysulfonm&bran (Pall, Port Washington, NY,
USA) in 50 mL-Rohrchen filtriert. Frische 7 mL DMEMmit 10% FCS und 1%
Penicillin/Streptomycin wurden auf die Verpackurglimie gegeben.

Pro Transduktion wurden 4x1Qurkat Tet-On-Zellen fir 10 min bei RT und 179-35§
abzentrifugiert, in 4mL Virusuberstand resusperndiard in ein Loch einer 6-Lochplatte
gegeben. Die 6-Lochplatte wurde 60 min bei 800 xegtrifugiert und wieder in den
Brutschrank gestellt.

Weitere Virenuberstande wurden 48 und 72 Std. Maetdiumwechsel (ca. 72 und 96 Std.
nach Transfektion) abgenommen und damit wie mit desten Virenuberstand verfahren, so
dass die Jurkat Tet-On-Zellen insgesamt 3x mitliesn Vireniberstand transduziert wurden.
48 Std. nach der letzten Transduktion wurden dileZén RPMI Medium 1640 GlutaMAX-I
(GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe) mit 10% (v/v) FCS%1(v/v) Penicillin G/Streptomycin-
Loésung, 1 mM Natriumpyruvat, 400 ng/mL Hygromycin @arl Roth, Karlsruhe) und
800 ng/mL Geneticin (GIBCO, Invitrogen, Karlsruh@&perfihrt und fir mindestens zwei

Wochen selektioniert. Als Kontrolle dienten nictdrisduzierte Jurkat Tet-On-Zellen.
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3.2.11.7 Einzelzellklonierung durch Endpunktverdiinrung

Zur Herstellung von Jurkat Tet-On-Klonen nach Tdaksion mit pLTR-tet-SHIP1-SV-HPH
wurden die Zellen in den Konzentrationen 1/mL, I0Amd 100/mL in RPMI-Medium 1640
GlutaMAX-l (GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe) mit 10%v/fy) FCS (GIBCO, Invitrogen,
Karlsruhe), 1% (v/v) Penicillin G/Streptomycin-Ldgy (GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe),
1 mM Natriumpyruvat (GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe300 ng/mL Hygromycin B (Carl
Roth, Karlsruhe) und 800 ng/mL Geneticin (GIBCOyitrogen, Karlsruhe) in 96-Loch-
Platten zu 100 pL/Loch, entsprechend 0,1 Zelle/l.otlZelle/Loch und 10 Zellen/Loch
ausgesat. Drei bis funf Tage nach dem Aussaen whramben proliferierender Klone im
Mikroskop sichtbar und wurden taglich kontrolliebis eindeutig die Zahl der Klone pro
Loch festgestellt wurde. Nur Klone, die einzelnlioch waren, wurden weiter kultiviert und

Uber 24-Loch und 6-Loch-Platten expandiert.

3.2.11.8 Induzierbare Expression mit dem Tet-On-Sysm

Das Tetracyclin-abhéngige Regulationssystem basiaft dem Tet-Operon und stammt
urspringlich von der Tetracyclin-Resistenz aus &dém (GioPRA and FOBERTS 2001).
Tetracyclin diffundiert passiv durch die Cytoplasnembran und bindet ein zweiwertiges
Metallkation (SGLER et al., 2000). Es wirkt als Antibiotikum, indem @i® Anlagerung von
Aminoacyl-tRNA an die mRNA in der 30S-Untereinh@és Bakterien-Ribosoms verhindert
und damit die Translation und letztlich die Probeasynthese stoppt ©PRA et al., 1992;
SCHNAPPINGER and HLLEN, 1996). Ein weit verbreiteter Resistenzmechanisnios
gramnegativen Bakterien wi&. coli ist der aktive Export des Antibiotikums aus der
resistenten Zelle durch einen membranstandigerRibetracyclin-Antiporter, TetA. Dessen
konstitutive Expression stellt einen Wachstumsrethitir die Bakterienzelle dar, sodass
resistente Bakterien nur dann kompetitiv wachsamkd, wenn die Expression von TetA in
Abwesenheit von Tetracyclin effektiv reprimiert dirEine solche Repression erfolgt auf
Transkriptionsebene durch den Tet-Repressor, Ta#RTetracyclin-Resistenz wird demnach
von zwei Genen codiertetA und tetR Diese liegen im Tet-Operon in entgegengesetzten
Richtungen angeordnet (siehe Abb. 3.1), dazwischefinden sich die tet-Operator-

SequenzentetQ In Abwesenheit von Tetracyclin binden TetR-Dimaredie Tet-Operatoren
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und verhindern somit die Transkription voetR selbst und vorietA In Anwesenheit von
Tetracyclin bindet dieses an TetR, bewirkt eine fdéamationsénderung, sodass sich TetR
von der DNA abl6st undetA und tetR transkribiert werden kénnen (HEN and BERENS
1994; SENGER et al., 2000). Durch den evolutionéren Druck, Blgsisexpression von TetA
niedrig zu halten, ist die Bindung von TetR an d@jperator mit einer Affinitdtskonstanten
von 13* M sehr hoch, an unspezifische DNA dagegen mif 440 niedrig. Wegen dieser
Eigenschaft und aufgrund der Zellgangigkeit desuktors Tetracyclin wird TetR zur
Transkriptionsregulation in Eukaryoten eingeset®azu werden Promotoren von zu
regulierenden Genenpstreamvon tet-Operatoren flankiert, vom sogenannten T{RE
response elementeinem regulatorischen Element, das aus siebesdé&kholungen einer
42 bp-Sequenz, dieetO enthélt, besteht. Aul3erdem wird TetR hier als dnsdrotein mit
viralen oder humanen Regulationsdomanen exprim{@bsseN and BJJARD, 2002;
URLINGER et al., 2000) und wird, je nachdem, ob diese Damaranskriptions-aktivierend
oder -—reprimierend wirkt, als Tetracyclin-abhangig@ransaktivator (tTA) oder
Transsuppressor (tTS) bezeichnet. Experimenteléahi¢il bei tTA ist, das Doxycyclin aus
dem System entfernt werden muss, um Transkriptes Lielgens zu erreichen (Tet-Off).
Loésung war hier die Identifizierung einer tTA-Mutan die tetO in Gegenwart statt in
Abwesenheit von Tetracyclin bindet @&senet al., 1995), und die als reverser Tetracyclin-
abhangiger Transaktivator (rtTA) bezeichnet wircer dnach Tetracyclin-Bindung die
Transkription auslost (Tet-On). Meist wird als Iktlr das halbsynthtische Tetracyclin
Doxycyclin verwendet, das mit einer Bindungskonstamon 16°M™ an TetR bindet
(HILLEN and BERENS 2002).
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Abb. 3.1 Regulation der

tc Genexpression  bei  bakterieller

Tetracyclinresistenz. Das

Tetracyclin-Operon aus

Enterobakterien besteht aus zwei

v divergent angeordneten Genen, tetR
und tetA. In Abwesenheit von
Tetracyclin (tc, gelbe Dreiecke) wird

das Gen tetR fur das Regulatorprotein

tetR exprimiert. TetR bindet als Dimer
'~ &) l' Ty (blaue Kugeln) an die tet-Operatoren
el ﬁ (tetO, rote Boxen) in der zentral

gelegenen Kontrollregion. Dadurch
wird sowohl seine eigene als auch die Transkripties Resistenzgens tetA reprimiert. Gelangt Tettacyber
passive Diffusion Uber die Cytoplasmamembran (CMlie Zelle, bildet es einen Chelat-Komplex mitezin
zweiwertigen Kation (M"). Dieser ist sowohl die antibiotisch aktive Fordie an die 30S-UE des Ribosoms
bindet, als auch der Induktor fur TetR und das 8abs$ir TetA. Bindung von Tetracyclin an TetR imzdert
eine Konformationsanderung (blaue Quadrate), die ¥erlust der Operatorfahigkeit und zur Expressies
Resistenzproteins TetA fiihrt. Dieses inseriertig Mdembran und exportiert den Tetracyclin-Metallglex
im Austausch gegen ein Proton aus der Zelle. AllstHund Berens (MLEN and BERENS 2002).

3.2.11.8.1 Induktion der SHIP1-Expression in JurkafTet-On-Klonen mit Doxycyclin

Um zu testen, ob die mit SHIP1 transduzierten uilket-On-Klone durch Doxycyclin
induzierbar SHIP1 exprimieren, wurden pro Klon zwk) mL-Ansatze mit je 3xf0
Zellen/mL in RPMI-Medium 1640 GlutaMAX-1 (GIBCO, Witrogen, Karlsruhe) mit 10%
(viv) FCS (GIBCO, Invitrogen), 1% (v/v) Penicill@/Streptomycin-Lésung (GIBCO,
Invitrogen, Karlsruhe) und 1 mM Natriumpyruvat (&B), Invitrogen, Karlsruhe) ausgesat,
je ein Ansatz mit 1 ug/mL Doxycyclin, der zweite tnii pL/mL 70% Ethanol, dem
Lésungsmittel fur Doxycyclin. Dazu wurden pro Klénx 10 Zellen bei 179-259 x g fiir
10 min bei RT abzentrifugiert und der Uberstandwefen. Um sicherzustellen, dass alle in
einem Experiment zu vergleichenden Klone exaktgleche Menge an Doxycyclin bzw.
Ethanol im Medium hatten, wurden Medien mit 2 pg/mBloxycyclin bzw. 2 pL/mL
70% Ethanol hergestellt, davon je 5 mL vorgelegts &ellpellet in 10 mL Medium ohne
Doxycyclin oder Ethanol resuspendiert und auf dweeizvorgelegten Mediumsansatze
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aufgeteilt. Nach 48 Std. Inkubation wurden die &elfir 10 min bei 179-259 x g und 4°C
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und daiePeum Waschen in kaltem PBS
(137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM N&lPQy, 1,8 mM KHPQ,, pH 7,4) mit 1 mM NaVvQ@
resuspendiert, erneut fir 10 min bei abzentrifugiad in NP40-Puffer lysiert, siehe 3.2.12.
Um Proteinlysate fiPull-Downsoder den SHIP1-5-Phosphatasssayherzustellen, wurden
Volumina von 80-250 mL mit 4xf@ellen/mL angesetzt.

3.2.12 Zelllyse mit Nonidet P40-Puffer

Zur Herstellung von Proteinlysaten wurden Zeller&it, 10 min bei 4°C und 179-259 x g
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen, das 2dip in kaltem PBS (137 mM NacCl,
2,7 mM KCI, 10 mM NaHPQ,, 1,8 mM KHPO,, pH 7,4) mit 1 mM NaVQ@ resuspendiert
und erneut fir 10 min bei abzentrifugiert. Auf Brsrde Nonidet P40(NP40)-Puffer (5 mM
HEPES pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P40, 200 KiU/Aprotinin, 2 mM EDTA,

50 mM NaF, 10 mM Na-Pyrophosphat, 10% Glycerin, M nNa-Orthovanadat, 1 mM
PMSF) frisch hergestellt. Die Zellpellets wurden inmL NP40-Puffer/5x10 Zellen

resuspendiert, in 1,5 mL-R6hrchen dberfuhrt undSHII0 min auf Eis lysiert. Anschlie3end
wurden die unloslichen Bestandteile durch Zentatign bei 4°C und 16.000 x g fur 5-

10 min als Pellet abgetrennt und der Uberstandsaife Rohrchen tiberfihrt.

3.2.13 Protein-Konzentrationsbestimmung

Proteinmengen in Zelllysaten wurden mit dem DIEtérgent compatibjeProteinAssay(Bio-
Rad) bestimmt. Dieser kolorimetrisciAessayberuht auf dem Lowryssay(LOowRY et al.,
1951) und ist mit Nonidet P40-Puffer (5 mM HEPES P83, 150 mM NaCl, 1% Nonidet
P40, 200 KIU/mL Aprotinin, 2 mM EDTA, 50 mM NaF, @M Na-Pyrophosphat, 10%
Glycerin, 1 mM Na-Orthovanadat, 1 mM PMSF) kompeitites wurden 5 pL der Probe (1/5-
bis 1/20-Verdinnung) in Mikrotiterplatten mit 25 [Reagenz A’ (Mix aus 1:50 Reagenz
S:Reagenz A, alkalische Kupfertartratlosung) vetsend 200 L Reagenz B (Folinreagenz)
zugegeben. Nach mindestens 15 min Inkubation beivRT@e im Photometer die Absorption
bei 595 nm bestimmt. Als Standard diente eine fendiagsreihe von BSA in Nonidet P40-
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Puffer (0 mg/mL, 0,125 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mLl0,75 mg/mL, 1 mg/mL,
1,25 mg/mL, 1,5 mg/mL). Standard und Proben wurdé€Friplikaten vermessen. Anhand der
Messwerte des BSA-Standards wurde eine Eichgenatielleund daran die in den Proben
enthaltene Proteinmenge berechnet.

Theoretischer Hintergrund des LowhAgsag ist, dass Cii-lonen unter alkalischen
Bedingungen Komplexe mit freien Elektronenpaareon(Weptidbindungen) im Protein
ausbilden und dabei zu Gionen reduziert werden. In einem zweiten SchritdwFolin-
Ciocalteu-Phenol-Reagenz zugegeben. Dieses entiidgltybdan und Wolfram der
Nebengruppe Vib in der Oxidationsstufe +VI in Form von
HeteropolyphosphorsauerstoffsaureeTErsoN 1979; WU, 1920). Die Metalle werden von
Cu’, oder direkt von den aromatischen Aminosaureredigmtophan oder Tyrosin, zur
Oxidationsstufe +V oder +IV reduziert, wobei Misgiie entstehen (Tyrosin wird dabei
oxidert durch Zweithydroxylierung, bevorzugt in lowtStellung zur vorhandenen
phenolischen Hydroxylgruppe). Es resultiert ein bieanschlag von gelb nach blau, der
photometrisch bestimmt werden kann. Das Absorptomsnum liegt bei 405 nm, das

Absorptionsmaximum bei 750 nm.

3.2.14 Isolation genomischer DNA

Genomische DNA wurde mit denbNeasy Blood & Tissue Ki{QIAGEN, Venlo,
Niederlande) isoliert. Es wurden bis zu 5%Z@llen bei 179-259 x g abzenrifugiert, das Pellet
in 200 puL PBS resuspensiert und 20 pL Proteinageidégeben. Es wurden 200 pL Puffer
AL zugegeben, grindlich gemischt durch Vortexen d@dmin bei 56°C inkubiert. Nach
Zugabe von 200 pL 96-100% Ethanol wurde erneutdjitim gevortext und das Gemisch auf
in eine DNeasy Mini-Spin-Saule pipettiert, die weedim in ein 2 mL-Auffangréhrchen
gesetzt wurde. Es wurde 1 min bei 6000 x g zemfieitt und der Durchfluss verworfen. Es
wurden 500 pL Puffer AW1 zugegeben, erneut 1 min @890 x g zentrifugiert und der
Durchfluss verworfen. Es wurden 500 pL Puffer AW2gegeben, 3 min bei 20.000 x g
zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Die CAdg-Mini-Spin-Saule wurde in ein
1,5 mL-Réhrchen platziert und mit 1 x 200 pL odex 200 pL durch Zentrifugation fur
1 min bei 6000 x g eluiert.
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3.2.15 SHIP1-5-PhosphatasAssay

Zur Bestimmung der 5-Phosphatase-Aktivitat von SHWurden frische oder einmalig
aufgetaute Proteinlysate verwendet. Fur jede zumessende Mutante wurden sechs,
mindestens jedoch drei Immunprazipitationen zupleiecgesetzt.

Protein-G-Sepharose 4 Fast Flow (GE Healthcare &diences, Uppsala, Schweden) wurde
dreimal mit NP40-Puffer gewaschen (5 mM HEPES &) 50 mM NaCl, 1% Nonidet P40,
200 KIU/mL Aprotinin, 2 mM EDTA, 50 mM NaF, 10 mMaNPyrophosphat, 10% Glycerin,
1 mM Na-Orthovanadat, 1 mM PMSF), d.h. 1 mL NP4@étuzugegeben, gevortext, 30 s
bei 12.000xg und 4°C zentrifugiert und der Ulbmmdt mit einer Pasteurpipette,
angeschlossen an eine Wasserstrahlpumpe, abgesaugt.

Es wurde eine 50:50-Suspension von Protein-G-Sepbaund NP40-Puffer angesetzt und
davon pro Immunprazipitation je 40-50 pL in zwé ipL-Roéhrchen pipettiert. Zu einem der
Rohrchen wurden 2 pug anti-SHIP1-Antikorper (sieh&.231) sowie 240 pL NP40-Puffer
gegeben und Uber Nacht oder mindestens eine Stoedd°C rotiert. Zu dem zweiten
Rohrchen wurden zur Préadsorption unspezifischadiigen an die Protein-G-Sepharose
400 pg bis 1 mg Proteinlysat gegeben, mit NP40drutif gleiche Volumina aufgefullt und
uber Nacht oder mindestens eine Stunde bei 4°€rtoti

Die Antikdrper-gekoppelte Protein-G-Sepharose wuhsgmal mit NP40-Puffer gewaschen,
anschlieBend mindestens dreimal mit PhosphatasayPuffer (20 mM Triethanolamin,
2,5 mM MgC}), abschlieBend wurde der Uberstand komplett abgaren.
Phosphatidylinositol-(3,4,5)-trisphosphat-diC8 (R&d3,4,5)B-diC8, Echelon Biosciences,
Salt Lake City, UT, USA) wurde durch drei- bis seafaliges Sonifizieren a 30s im
Ultraschallbad bei 4°C in PhosphatasssayPuffer geldst und eine Konzentration von
200 uM hergestellt.

Es wurden je 60 uL 200 uM PtdIns(3,4,51#C8 in PhosphataséssayPuffer zu den
Immunpréazipitationen gegeben und fur 5 min bei 30fkubiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von je 20 uL 0,1 M EDTA gestoppt. Die Kortestiion von EDTA liegt damit beim
13,3fachen derer von Magnesiumionen und somit imerslthuss, sodass die
Magnesiumionen chelatiert werden und dem Magnesimabhangigen katalytischen
Zentrum der SHIP1-Phosphatasedomane nicht mehr Warfigung stehen. Die
Reaktionsanséatze wurden fur 20 s bei RT und 12a@bzentrifugiert und der Uberstand in

eine Mikrotiterplatte Gberfiihrt. Die Protein-G-Sepbse-Pellets wurden bis zum Auftragen
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auf ein SDS-Polyacrylamidgel zur Bestimmung der FBHMenge in den
Immunpréazipitationen zur Berechnung der spezifinclsHIP1-5-Phosphataseaktivitat bei
-20°C eingefroren.

Zur Bestimmung der Menge abgespaltenen Phosphatdem Uberstanden wurde ein
Phosphat-Standard in 15 mM Triethanolamin und 1/@8F6 MgClL in folgenden
Konzentrationen aus einer 1 M-Phosphat-StammlogBngAssay Systems, Hayward, CA,
USA) angesetzt und als Dreifachbestimmung in di&riterplatte pipettiert: 0 uM, 2 uM,
4 uM, 10 puM, 20 uM, 30 pM, 40 uM, 60 uM, 80 uM, LJ08I. Zur Detektion des Phosphates
wurde Malachitgriin verwendet @MHAMA et al., 2000; ¥NDEPUT et al., 2006). Dieses
bildet bei niedrigem pH-Wert Komplexe mit Phosphdybdat, wobei sich das
Absorptionsmaximum deutlich verschiebt (Farbumsghlan gelb nach griin), mit einem
hohen molaren Absorptionskoeffizienten/112.000) (lssand [ERR, 1975; TAYA and U,
1966). Malachitgriinreagenzien A und B (BioAssayt8&ys, Hayward, CA, USA) wurden
auf RT erwarmt und im Verhaltnis 100:1 gemischtv@awurden je 20 puL zu jedem Loch in
der Mirkotiterplatte gegeben, 30 min inkubiert uddr Farbumschlag bei 595 nm oder
630 nm detektiert.

3.2.16 Expression und Aufreinigung rekombinanter Esionsproteine

3.2.16.1 Strep-tag II-Fusionsproteine

SHIP1 fl full-length, volle Lange) und SHIP1 Q98-T409 R156Q wurdenFaisionsprotein
mit einem N-terminalenStreptag, codiert von dem Vektor pASK-IBA5plus (IBA,
Gottingen), inE. coliBL21 (DE3) pLysS REP4 (siehe 3.1.5.3) exprimierazD wurden die
Bakterien aus einem Glycerolstock auf LB-Agarplattenit 50 pg/mL Ampicillin
ausgestrichen und 16 Std. bei 37°C im Brutschrakibator inkubiert. Es wurden Klone
gepickt und Vorkulturen damit in LB-Medium (1% (w/\Bacto-Trypton, 0,5% (w/v)
Hefeextrakt, 0,5% (w/v) NaCl) mit 100 pg/mL Ampleil angesetzt und bei 26°C oder 37°C
fur 16 Std. bei 200 rpm geschduttelt. Die Vorkulturgurden in je 250 mL LB-Medium mit
100 pg/mL Ampicillin Gberfahrt und bei 37°C und 2G@n auf eine optische Dichte bei
550 nm von 0,5-0,6 anwachsen gelassen. Die Kultwreden 30 min bei RT abgekihlt. Mit

Anhydrotetracyclin (Endkonzentration 200 ng/mL) deirdie Expression induziert und fur
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3 Std. bei 26°C und 200 rpm geschiittelt. Die Badtewurden bei 4°C oder RT fur 5-15 min
bei 4068 x g abzentrifugiert und das Pellet augereRb0 mL-Kultur in 15 mL Puffer H
(50 mM HEPES, 1 mM EDTA, pH 7,5) durch Schitteln @0 rpm resuspendiert und bei
-20°C eingefroren.

Nach Auftauen auf Eis wurden 150 pL 0,2 M PMSFu151 M DTT, 750 pL 10% Triton X-
100 sowie 75 pL 0,1 M Benzamidin zugegeben undBdikteriensuspension dreimal 45 sec
(Max Energy, Cycle 30) sonifiziert, dazwischen jenih auf Eis gestellt. Die Zelltrimmer
wurden fiir 10 min bei 26890 x g und 4°C abzentiddgund der Uberstand auf Eis gelagert.
Eine StrepTactin MacroPrep-(IBA, Gottingen)-Saule (1 mL Sénbettvolumen in einer
1,0x 10 cm [SHIP1 Q98-T409] bzw. 10 mL Sé&ulenk#ttcnen in einer 2,5x 10 cm [fl
SHIP1] Glass Economo-Column (Bio-Rad, Munchen)) deur zweimal mit 4
Saulenbettvolumina (CV) Waschpuffer W (100 mM THi€l pH 8, 1 mM EDTA, 150 mM
oder 500 mM NaCl) aquilibriert.

Es wurden 5 mL bzw. 60 mL Bakterienlysat auf dienll- bzw. 10 mL-S&ule gegeben,
anschlieBend mit 5 Saulenbettvolumina Puffer W @ewan und mit sechsmal
1/2 Saulenbettvolumen Elutionspuffer E (100 mM /H{SI pH 8, 1 mM EDTA, 2,5 mM
Desthiobiotin, 150 mM oder 500 mM NaCl) eluiert.li@awurde vor Entnahme von Eluat 2
die S&aule unten verschlossen und fur 1 Std. inkub®e S&ule wurde dreimal mit 5
Saulenvolumina Regenerationspuffer R (100 mM Ti@&/HbH 8, 1 mM EDTA, 1 mM
HABA, 150 mM NacCl) regeneriert und mit einigen muffer R Uberschichtet gelagert.

Die Expression Uber den pASK-IBA5plus-Vektor erfaldper den stringent regulierten tetA-
Promotor/Operator. Der tet-Repressor (TetR) wirchy@ASK-IBAS5plus-Vektor codiert und
konstitutiv. vom p-Lactamase-Promotor exprimiert. Die Induktion egfol durch
Anhydrotetracyclin. Dieses bindet 35mal affiner den tet-Repressor als Tetracyclin
(DEGENKOLB et al., 1991), der dadurch eine Konformationanagrdurchmacht und nicht
mehr an den Operator binden kann. Folglich kannTdaaskription des Zielgens stattfinden
(HILLEN and BERENS 2002; SERRA, 1994).

Streptag Il ist ein Peptid von acht Aminosauren (WSHEKFE, das mit einer
Dissoziationskonstanten vonpkc 1 uM an StrepTactin bindet. StrepTactin ist eine
Streptavidin-Mutante, und zwar ist es ein rekombiaa Minimal-Streptavidin (AS 13-139)
mit Mutationen an Positionen 44, 45 und 47 (Q444518 V47R) (KERRA, 2003).
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3.2.16.2 GST-Fusionsproteine: SHIP1-SH2 WT/F28L/R3), Grb2-SH3(N)/(C)

Die beiden SH3-Doménen von Grb2 und die SH2-Domére SHIP1 wurden fuPull-
DownExperimente (siehe 3.2.17) als Glutathion-S-Traresfe(GST)-Fusionproteine in
Bakterien exprimiert.

Die beiden humanen SH3-Domanen von Grb2, einei@ital und eine N-terminal gelegene
(kloniert von (EENDERGAST et al., 1993; &OLNIK et al., 1993)), bereits in einen
Expressionsbakterienstamm transformiert, wurdenvomrDr. Manfred Jucker zur Verfigung
gestellt. Die C-terminale SH3-Doméne umfasst die B%-214 und ist in die BamHI-
Schnittstelle des Vektors pGEX-2T eingefligt. Digeimninale SH3-Domé&ne umfasst die AS
4-55 und ist Uber die BamHI- und EcoRI-Schnittstelin pGEX-2T eingeflugt.

Die humane SHIP1-SH2-Doméane (AS 5-103), und zwar ¥éWie die Mutante R31Q,
jeweils kloniert in die BamHI-Stelle des Vektors p%-5X-1, aul3erdem der leere Vektor
pGEX-5X-1 wurden mir von der AG von Dr. Manfred Béczur Verfugung gestellt. Auf die
WT SH2-Doméne wurde per Mutagenese (siehe 3.2e9Wdtation F28L eingefiigt.

Alle drei SH2-Doméanen wurden komplett sequenziehe 3.2.10).

Die drei Domé&nen sowie der leere Vektor (zur Exgmesvon GST allein) wurden in den
Expressionsbakterienstamm BL21 (DE3) pLysS pRERh€s3.1.5.3) transformiert (siehe
3.2.6) und auf LB-Ampicillin-Agarplatten ausgesh&n, ebenso die Bakterien mit den Grb2-
SH3-Domanen. Es wurde je ein Klon gepickt und iml3 LB-Medium (1% (w/v) Bacto-
Trypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 0,5% (w/v) NaCl)itni00 pg/pL Ampicillin, 50 pg/pL
Kanamycin und 34 puL/mL Chloramphenicol tGber Nacéit 7°C und 250 rpm geschuttelt.
Von diesen Vorkulturen wurden am néchsten Tag $emil, zu 150 mL LB-Medium mit
100 pg/puL Ampicillin, 50 pg/uL Kanamycin und 34 pill Chloramphenicol gegeben, bei
37°C und 250 rpm geschuttelt und die optische Rickdr Bakteriensuspension bei 580 nm
mindestens stindlich gemesssen. Bei Erreichen Mdgo@ 0,4 wurde die Expression der
GST-Fusionsproteine mit 0,1 mM (f.c.) IPTG (Isopybf-D-thiogalactopyranosid) induziert,
anschlieBend fur 3,5 Std. bei 32°C weitergeschtise Bakterien wurden fir 15 min bei
4°C und 6000 x g abzentrifugiert und die Pelletis-p@°C eingefroren.

Nach Wiederauftauen wurden die Pellets in je 10 Ni40-Lysepuffer (5 mM HEPES
pH 7,5, 150 mM NacCl, 1% Nonidet P40, 200 KIU/mL Apnin, 2 mM EDTA, 50 mM NaF,
10 mM Na-Pyrophosphat, 10% Glycerin, 1 mM Na-Orthmadat, 1 mM PMSF)
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resuspendiert, 3 x 30 sec sonifiziert (Max Ener@ygcle 30). Nach Abzentrifugieren fir
10 min bei 4°C und 12.000 x g wurde der Uberstdigtiatiert und bei -80°C eingefroren.
Die GST-SHIP1-SH2-Fusionsproteine sowie GST alleiwrden nach SDS-PAGE durch

Anfarbung mit Coomassie Brilliant Blue anhand eiB&A-Standards quantifiziert.

3.2.17 Pull-Down mit GST-Fusionsproteinen

3.2.17.1 Pull-Down mit SHIP1-SH2-Domanen

Von den in Bakterien als GST-Fusionsproteine exjaiten (siehe 3.2.16.2) humanen
SHIP1-SH2-Domanen (AS 5-103), WT sowie die Mutank@8L und R31Q, wurden pro
Pull-Down je 10-25 pug an je 50 puL in NP40-Puffer (5 mM HEP&$7,5, 150 mM NaCl,
1% Nonidet P40, 200 KIU/mL Aprotinin, 2 mM EDTA, %M NaF, 10 mM Na-
Pyrophosphat, 10% Glycerin, 1 mM Na-OrthovanadathM. PMSF) aquilibrierte 50:50-
Slurry Glutathion-Sepharose 4B (Ge Healthcare |$@ences, Uppsala, Schweden) fir
mindestenes 1 Std. rotierend bei 4°C gebundenhheBend 3x in NP40-Puffer gewaschen,
d.h. 1 mL NP40-Puffer zugegeben, gevortext, 3 nainS90 x g und 4°C zentrifugiert und der
Uberstand mit einer Pasteurpipette, angeschlosseina Wasserstrahlpumpe, abgesaugt.
Je 1-2 mg Lysat prBull-Downvon mit 1000 U/mL behandelten 133-5-Zellen oded(® ug
Lysat proPull-Down von mit 2 mM Pervanadat und 100 ng/mL Interleu&ilpehandelten
FDC-P1-Zellen wurden an 50 pL 50:50-Slurry GlutathEepharose fur mindestens 1 Std.
rotierend bei 4°C praadsorbiert (optional) und aheBend fur mindestens 1 Std. rotierend
bei 4°C mit SHIP1-SH2-Doméane-gekoppelter Glutatks@mpharose inkubiert, schliel3lich 3x

mit NP-Puffer gewaschen.

3.2.17.2 Pull-Down mit Grb2-SH3-Domanen

Von den in Bakterien als GST-Fusionsproteine exjatitan (siehe 3.2.16.2) humanen Grb2-
SH3-Domanen (N) und (C) wurden pRull-Down je 5-10 pug an je 50 pL in NP40-Puffer

(5 mM HEPES pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P400 20U/mL Aprotinin, 2 mM
EDTA, 50 mM NaF, 10 mM Na-Pyrophosphat, 10% Glyeeri mM Na-Orthovanadat,
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1 mM PMSF) &aquilibrierte 50:50-Slurry Glutathiongbarose 4B (Ge Healthcare Life
Sciences, Uppsala, Schweden) fir mindestenes 1®$tierend bei 4°C gebunden,
anschlielend 3x in NP40-Puffer gewaschen, d.h. INRUO-Puffer zugegeben, gevortext,
3min bei 500x g und 4°C zentrifugiert und der tdbend mit einer Pasteurpipette,
angeschlossen an eine Wasserstrahlpumpe, abgesaugt.

Es wurden je 2,5 u&treptag ll-Fusionsprotein, oder variierende Mengenkduet-On-
Lysate, deren Volumina auf gleiche SHIP1-Mengenepagst wurden, pr&ull-Down an
50 uL 50:50-Slurry Glutathion-Sepharose fir minedest 1 Std. rotierend bei 4°C
praadsorbiert (optional) und anschlie3end fir msteles 1 Std. rotierend bei 4°C mit SHIP1-
SH2-Domane-gekoppelter Glutathion-Sepharose inkybgchlie3lich 3x mit NP-Puffer

gewaschen.

3.2.18 Durchflusszytometrie-basierter Proliferatims-Assay

Fur diesen Proliferationdssaywurde das APC BrdU Flow Kit von BD Pharmingen (San
Diego, CA, USA) verwendet. Pro zu vermessendem Kiomden 6 Locher einer 6-Loch-
Platte zu je 2 ml mit 2 x £0Zellen/mL in RPMI 1640 GlutaMAX-l (GIBCO, Invitraen,
Karlsruhe) mit 10% (v/v) FCSidtal calf serumfotales Kalberserum) (GIBCO, Invitrogen,
Karlsruhe), 1% (v/v) Penicillin G/Streptomycin-Ldsy (GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe) und
1 mM Natriumpyruvat (GIBCO, Invitrogen, Karlsruha)isgesat. Drei der Locher enthielten
1 pg/mL Doxycyclin, die Ubrigen drei Locher nur dassungsmittel, 1 pL/mL 70% Ethanol.
Als Kontrolle dienten drei Locher Jurkat Tet-On ehBDoxycyclin oder Ethanol und drei
Lécher Jurkat Tet-On mit 25 uM des PI3-Kinase-litbiis LY294002 (Calbiochem). 48 Std.
nach dem Ausséen wurden zu allen Lochern, mit Auseader drei Jurkat Tet-On ohne
Doxycyclin oder Ethanol, je 20 uL 1 mM BrdU (5-Bre2firdesoxyuridin)-Losung gegeben
um eine finale Konzentration von 10 uM zu erhalt@rdU wird in Zellen in der
Synthesephase anstelle von Thymidin in die DNA eragit und kann spater mit BrdU-
spezifischen Antikérpern detektiert werdenr@GzNER and LeiF, 1981; MLTENBURGER et
al., 1987; &sAkl et al., 1989; ¥NDERLAAN and THOMAS, 1985). 16 Std. nach BrdU-Zugabe
wurden die Zellen 5 min bei 4°C und 300 x g abzkmgtert, in je 1 mL Staining Buffer (3%
(v/v) FCS und 0,09% (w/v) NalNin PBS) gewaschen und erneut abzentrifugiert. Z2ien
wurden in je 100 uL BD Cytofix/Cytoperm Buffer reqendiert und 15-30 min bei RT oder
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auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von je 1 mL 1 x B&mm/Wash Buffer wurde abzentrifugiert,
Pellets in je 100 uL BD Cytoperm Plus Buffer resrgpert und 10 min auf Eis inkubiert.
Nach Zugabe von je 1 mL 1 x BD Perm/Wash Buffer deuabzentrifugiert, Pellets in je
100 pL BD Cytofix/Cytoperm Buffer resuspendiert unchin auf Eis inkubiert. Nach Zugabe
von je 1 mL 1 x BD Perm/Wash Buffer wurde abzeatiért, Pellets in je 100 pL 300 pg/mL
DNase in PBS fur 1 Std. bei 37°C inkubiert. Naclg&he von je 1 mL 1 x BD Perm/Wash
Buffer wurde abzentrifugiert, Pellets in je 50 ulx BD Perm/Wash Buffer mit APC-anti-
BrdU-Antikorper resuspendiert und 20 min bei RTuhlert. Nach Zugabe von je 1 mL 1 x
BD Perm/Wash Buffer wurde abzentrifugiert, die &sllin je 250 uL Staining Buffer
resuspendiert, durch einen Mikrosieb-Aufsatz in BimL Rundboden-Réhrchen fur die
Durchflusszytometrie (BD Falcon, Franklin Lakes, NIBA) pipettiert und bis zur Messung
dunkel bei 4°C gelagert. Die Zellen wurden am HemPette-Institut fir Experimentelle
Virologie und Immunologie an der Universitat Hamdpuan einem BD FACS Canto (BD,
Franklin Lakes, NJ, USA) mit der Software DIVA vergsen.
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3.2.19 Oberflachenplasmonresonanz-Messung mit Bia@

Surface Plasmon Resonan@PR), oft unter dem Firmenlodgiacore beschrieben, ist eine
optische Methode, um Anderungen des Brechungsinuaxe (ca. 300 nm) an einer
Sensoroberflache zwischen Glas und Metall zu med3&n Oberflache bildet den Boden
einer kleinen Durchflusszelle (20-60 nL) durch dieichmaf3ig eine wassrige Loésung mit
einem Analyten fliel3t. Auf der Sensoroberflachen (goldbeschichteter Chip) wird ein
Bindungspartner (Ligand) immobilisiert. Wenn Analytd Ligand binden, kommt es zur
Erhéhung von Protein (Masse) an der Oberfliche, wabd eine Anderung des
Refraktionsindex ausgelost wird. Fur das Immolghsn von Liganden stehen
unterschiedliche chemische Verfahren und Chips X(erflgung. Die Wahl der
Kopplungsbedingungen hangt stark von der jeweiliggemischen Beschaffenheit der
Liganden und der erwarteten Grof3e und StruktuKdenplexe mit dem Analyten ab.

Das physikalische Prinzip der Oberflachenplasmamasz ist relativ komplex und tritt ein,
wenn ein monochromatischer, planar polarisiertezhistrahl an einer vollstandig intern
reflektierenden Oberflache aus Glas ausgeltst wdrd, an der AulR3enseite durch Metall
beschichtet ist. Dadurch entstehen zwei unterstibied optische Wellen: eine exponentiell
an Intensitdt abnehmende (evaneszente) Welle, diechd den internen totalen
Reflexionsvorgang gebildet wird, und eine Wellee din Metall fortschreitet. Bei einem
bestimmten Einfallswinkel fuhrt die Wechselwirkuragvischen diesen beiden Wellen zu
einem Abfall des von der Oberflache reflektiertaohts (Plasmon-Resonanz). Dieser Abfall
l&sst sich messen. Die Resonanzbedingungen weateMeaterial beeinflusst, das auf dem
dinnen Metallfilm adsorbiert ist. Die Resonanzeigergeigt einen annéhernd linearen
Zusammenhang mit der Massenkonzentration von Biekadén, wie Proteinen, DNA oder
RNA, die auf der Sensoroberflache fixiert sind. Dasgkesonanzeinheiten (RU) gemessene
SPR-Signal ist daher ein Mal3 der Konzentration aldr der Oberflache des Sensorchips
befindlichen Masse (es gilt, dass 1.000 RU der gelang von 1 ng/mMmProtein oder
Nukleinsédure entsprechen. Dabei resultiert eineeing des Reflexionswinkels um 0,1°).
Durch die Messung kénnen also Assoziation und Riasion von Analyt und Ligand erfasst
werden und Gleichgewichtskonstanten der Interakbiestimmt werden (@TTSPEICHEet al.,
2006).

Eine typische Messanordnung und Messung sind in Bl2bdargestellt.
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Abb. 3.2: Messung einer
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Lichtkegel in ihrem Verlauf sind sehr vereinfachrgestellt. Aus Lottspeich et al. (@TTSPEICH et al., 2006).

Vor Beginn der Messung wurde die Carboxymethylde-GlasOberflache auf dem Gc-
Sensorchip  mit  Ethyl-3-(3-dimethylaminopropylcarbodiimid (EDC) und -
Hydroxysuccinimid (NHS) aktiert, um reaktive Succinimiétster zu erhalten. Anschliel3e
wurde ein GSTAntikdrper kovalent auf dem Chip immobilisiert, e dessen prima
Aminogruppen (Lysinreste sowie derTerminus des Proteins) mit den Succini-Ester-
Gruppen reagierten und einstabile Amidgruppe zur Chi@berflache ausbildete
Uberschiissige Succinin-EsterGruppen wurden mit Ethanolamin weggebunden und
NP40-Puffer (5mM HEPES pH 7,5, 1tmM NaCl, 1% Nonidet P40, 200 KIU/m
Aprotinin, 2mM EDTA, 5( mM NaF, 10 mM Na-Pyrophpsat, 10% Glycerin, mM Na-
Orthovanadat, inM PMSF) aquilibriert. In vier verschiedenen Fludfen wurden nul
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verschiedene GST-Fusionsproteine an den Antikogedrunden: 1) GST allein, 2) GST-
SHIP1-SH2 WT, 3) GST-SHIP1-SH2 F28L und 4) GST-SH8H2 R31Q. Im ersten
Experiment wurde ein Lysat GM-CSF-stimulierter TFi33-5-Zellen (siehe 3.1.4.3)
nacheinander in den Verdinnungen 1/100, 1/10 urdrdinnt fir je 3 min (1/100 und 1/10)
bzw. 10 min (unverdinnt) appliziert, dazwischen aiiter Glycinlésung pH 2,5 je zweimal
gewaschen. Dadurch wurden die an den Antikdrpeumggdnen Proteine weggewaschen und
mussten anschlie3end erneut gekoppelt werden.

Im zweiten Experiment wurde statt eines Lysatsl&fAS-Phosphopeptid appliziert mit der
Sequenz LFDDPSpYVNVQN, die den AS 311-322 von huenamp52 SHC1 entspricht
(Peptides&Elephants, Potsdam), und zwar in den &wainationen 0,3 uM und 3 uM
Phosphopeptid.

Die Messungen wurden von Dr. Christian Schulze amtZim fur Molekulare Neurobiologie
Hamburg (ZMNH) durchgefuhrt.

3.2.20 Calcium-Messung

3.2.20.1 Methoden zur Untersuchung von Calciumsighen: Das Fura-2-System

Um Calciumsignale in Zellen beobachten zu kdnnenerden fluoreszierende
Calciumindikatoren eingesetzt, mit méglichst hobeitlicher und rdumlicher Auflésung, so
dass in Dimensionen von Millisekunden und MillisBlanometern gemessen werden kann.
Wichtig sind kinetische Eigenschaften, Calciumaféihsowie der dynamische Bereich, um
das Calciumsignal in der Zelle vollstandig aufzuneh.

Obwohl sich die fluoreszierenden Indikatoren ireihiEigenschaften unterscheiden, sind sie
alle Derivate von BAPTA (1,bis(o-Aminophenoxy)ethan-N,N,\N'-tetraethansaure), einem
Calcium-Chelator mit einer &hnlichen Struktur wi&EA. Es bindet Calcium mit einer
Stéchiometrie von 1:1 und zeigt eine hohe Selekitivilir Calcium tGber Magnesium. Auch
andere Metallionen binden an BAPTA und seine Dégivavovon einige einen ahnlichen
Effekt wie Calcium auf die Fluoreszenz haben, amdetie Mangan und Nickel, haufig die
Fluoreszenz des Indikators quencheoTtffEy, 2000).

Das in diesem Versuch verwendete BAPTA-Derivat P&V (1-[2-(5-Carboxyoxazol-2-
yh)-6-Aminobenzofuran-5-oxy]-2-(2’-amino-5’-methyienoxy)-Ethan-N,N,N’,N’-
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Tetraethansaure-pentakis-Acetoxymethylester)  ist n eitraditioneller,  hoch-affiner
ratiometrischer Calciumindikator, der durch ultaeites Licht angeregt wird (RNEY,
2000).

Das Fura-2-Molekiil bindet als Calcium-Chelator?Canit vier Carboxylgruppen. Die
Stilbengruppe ist der Chromophor des Molekiils. ®i8sibstanz ist sehr selektiv fiir’Ga
und fast unempfindlich fir pH-Schwankungen im pbisiischen Bereich. Die €a
Affinitat ist sehr ginstig fur physiologische Meagen: Die Dissoziationskonstante betragt
etwa 224 nM (®YNKIEWICZ et al., 1985), liegt also genau in dem Bereichulser C&'-
Signale (0,1-1 uM, = dynamischer Bereich).

Fura-2 wird als sein Acetoxymethyl(AM)ester eingeselamit es membranpermeabel ist und
ins Cytoplasma der Zellen eingeschleust wird. Nadispaltung der AM-Gruppe durch
unspezifische Esterasen im Cytosol verlasst Fudi-Zelle nicht mehr (@rney, 2000).

Die Fluoreszenz von Fura-2 a&ndert sich sowohl mit\Wellenlange des Anregungslichts als
auch mit der Cd-Konzentration. In C&-freier Lésung wird das blaue Spektrum mit einem
Maximum bei 365 nm gemessen. Bei hoher*’@®nzentration verschiebt sich das
Maximum auf 340 nm, und das rote Spektrum wird ggs®e. Nur bei 360 nm, dem
isosbestischen Punkt, ist die Fluoreszenz unabbargi der C&-Konzentration.

Bei Zugabe von CA zu einer Fura-2-Lésung ergeben sich also zwei rjagége
Anderungen der Fluoreszenzintensitat: Eine Zunaben840 nm und eine Abnahme bei 380
nm. Auf diesem Effekt beruht die Verwendung von &8r zur Messung der &a
Konzentration.

Die besondere Eignung von Fura-2 fir’Gilessungen beruht auf dem Zusammenhang
zwischen Fluoreszenzintensitat undGldonzentration. Wenn eine Fura-2-gefiillte Zelle mit
Anregungslicht der Wellenlange 340 nm beleuchtetiwiluoresziert der Farbstoff bei ca.
510 nm mit der Intensitatskp. Die Intensitéat des Fluoreszenzlichtes wird bestirdurch die
Konzentration des Farbstoffs (c), die Dicke derlZdd), eine Konstante (K), die die
optischen Eigenschaften der Messapparatur zusarmasstnéind sie ist auch eine Funktion der
Cd*-Konzentration f[C&]) (http://www.sinnesphysiologie.de/methoden/flutr.htm):

Fa = CedeKef([Ca®"])

Da aber wedet nochd nochK bekannt sind, ist es nicht moglich die?’GKonzentration aus

der Intensitat des Fluoreszenzlichtegozu berechnen. Hier hilft nun die Eigenschaft von
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Fura-2, auf Anstieg der €aKonzentration mit einem Anstieg von g und meinem Abfall
von Fzgo ZU reagieren:

Fuhrt man z wei Fluoreszenzmessungen kurz hintemder durch, und zwar zuerst mit einem
Anregunglicht von 340 nm und dann bei 380 nm, karan annehmen, dass sich weder
noch d oder K zwischen den beiden Messungen &ndern. Wenn man d&n beiden
gemessenen Fluoreszenzintensitatesm Bnd Fgo durcheinender teilt, kann man die drei
unbekannten Gréf3en kirzen. Durch diesen Trick erh@h eine experimentell bestimmbare

MessgroRe (den Quotientepu#Fsso), die nur von der G&Konzentration abhangt.

Faso = CedeKef([Ca®"])
Fago = CodeKe ' ([Ca®])

Der Quotient kyo/F3go Wird oft mit R fatio) bezeichnet. Er erméglicht die Messung absoluter
Cd*-Konzentrationen in lebenden Zellen, weil er unalgigivon Farbstoffkonzentration und
Zellform ist.

R=13 = f([Ca?)]
380

Um von einem gemessenen R-Wert auf dié"®anzentrationen schlieBen zu kénnen, muss
die C&*-Abhangigkeit von R experimentell ermittelt werdéazu wird R bei einer Reihe
von bekannten G&Konzentrationen gemessen, so dass eine Eichkustellewerden kann.
Mit Hilfe dieser Kurve kann fir jeden in der Zelemessenen R-Wert die entsprechende
Cd*-Konzentration abgeleitet werden.

In diesem Versuch wird die €aKonzentration (iber folgende Formel berechnet:

[Ca?*] ,= 224nM %- %,

wobei R die Ratio des Zeitpunktes der zu bestimmen@&’-Konzentration ist, Ray die
Ratio der C&-Konzentration nach Triton X-100-ZugabeyRdie Ratio nach EGTA-Zugabe,
B2 die Fluoreszenzinensitat bei Anregung mit 380manh Triton X-100-Zugabe {&omay,
C2 die Fluoreszenzintensitat bei Anregung mit 380mach EGTA-Zugabe §komin). Anders

als bei Ryaxund Ruin ist Fzgomaxkleiner als Bsomin
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Nachteile von UV-Licht-Anregung sind Zellschadechwache Transmission durch Glas und
die Anregung von endogenen Fluorophoren wie NADId MADPH. Aulerdem erscheinen
groRe und schnelle Calcium-Transienten mit hocimaff Indikatoren gedampft und
verlangert, verglichen mit niedrig-affinen Indike¢a (R/TNEY, 2000).

Durch die AM-Gruppe kann Fura-2 allerdings auch @rganellen eintreten, was
maoglicherweise zu Artefakten fuhrt. Denn wenn dbet geeigneten Esterasen vorliegen, um
AM abzuspalten, kommt es zu einer Anreicherungrhidartimentierung des Farbstoffes.

Das Beladen von Zellen mit fluoreszenten Indikatokann sowohl die GaPufferungs-

Kapazitat als auch die Sensitivitat degRB storen (BTNEY, 2000).

3.2.20.2 Durchfiihrung

Etwa 48 Std. vor der Messung wurde in Jurkat Tet@men die SHIP1-Expression
induziert. Dazu wurden 4xi@ellen bei 259 x g abzentrifugiert und in 10 mL RPWedium
1640 GlutaMAX-1 (GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe) ni0% (v/v) FCS (GIBCO, Invitrogen),
1% (v/v) Penicillin G/Streptomycin-Losung (GIBCOnvitrogen, Karlsruhe) und 1 mM
Natriumpyruvat (GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe) mitylg/mL Doxycyclin resuspendiert und
bis zur Messung im Brutschrank bei 37°C und 5%, @€halten. Aufgrund der Anzahl der
Klone wurde die Messung auf drei Tage pro Wocheeteflt. Ein Teil der Klone wurde
montags induziert und mittwochs vermessen, ein r@nd&€eil dienstags induziert und
donnerstags vermessen, und ein weiterer Teil matswaonduziert und freitags vermessen. Da
jeder Klon dreimal und an drei verschiedenen Tagamessen werden sollte, wurde Uber
drei Wochen gemessen und in jeder Woche der Tathdektion und damit der Messung fur
alle Klone gewechselt, so dass jeder Klon einmaitwochs, donnerstags und freitags
vermessen wurde, um Unterschiede auszuschlie3en,altéin durch die Kultivierung
zustande kommen.

Am Tag der Messung wurden pro Klon 5%R&llen bei 520 x g 6 min abzentrifugiert, in 0,5
mL 37°C warmem Medium resuspendiert und fur 5 minWasserbad bei 37°C inkubiert
(f.c. = 1x1d Zellen/mL). Die Réhrchen wurden mit Alufolie umwit. Um die Zellen mit
Fura-2-AM zu beladen, wurden je 2 pL einer 1 mg/8thmmlsg., i.e. ~1 mM, zu den Zellen
gegeben (f.c. = 4 uM), sofort vorsichtig geschiittghd fir 15 min im 37°C warmen

Wasserbad inkubiert. Die Zellsuspension wurde 1163%°C warmem Medium verdinnt,
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d.h. 2 mL zugegeben. Die Zellen wurden bei 520 8 gmin bei Raumtemperatur
abzentrifugiert und in 10 mL Raumtemperatur-warmdéesspuffer (140 mM NaCl, 5 mM
KCIl, 1 mM MgSQ, 1 mM CaC}, 20 mM HEPES, 1 mM NaiPQ,, 5,5 mM Glucose, pH
7.4) resuspendiert (f.c. = 5xX1(Zellen/mL). Der Messpuffer soll nicht warmer als
Raumtemperatur sein, da die Zellen sonst Fura-2 8HeR(multiple drug resistange
Transporter wieder aus der Zelle ausschleusen.

Fur jeden Klon wurden die ersten sieben Lécher reisehwarzen 96-Lochplatte
(BRANDplates 96, pureGrade, PS, schwarz, F-Boden, unsteril, BRANVerthein)
ausgesat, und zwar 100 pL/Loch, entsprechend 5&80én/Loch. Die Messungen wurden
in einem Infinite M200 (Tecan Austria GmbH, 50826@ig, Osterreich) durchgefiihrt. Zur
Bestimmung der maximalen RatigsFFsgo und B2 (Rsomay Wurden zu zwei Spalten mit
einer Multipette 50 pL/Loch einer 0,4% (v/v) Tritofr100-Stammlésung gegeben (f.c. =
0,13%) und jeweils vermessen. Zur Bestimmung demimalen Ratio Eo/Fsgo und C2
(Fssomin) Wurden zu zwei Spalten mit einer Multipette 5Qdch einer 0,4% (v/v) Triton X-
100 / 30 mM EGTA pH 7,4-Stammlosung gegeben (f.d,£3% Triton X-100, 10 mM
EGTA) und jeweils vermessen. Zur Bestimmung de<iGaisignals nach TCR-Stimulation
wurden zu drei Spalten mit einer Multipette 50 pd¢h einer 30 pg/mL OKT3-Stammlésung
gegeben (f.c. = 10 pg/mL) und jeweils fur 15 minrmressen. OKT3 ist ein muriner
monoklonaler Antikorper, der gegen CD3 des TCRoyeeit ist. Im Anschluss wurden in die
Ubrigen 5 Locher jeder Reihe Zellen ausgesét, veeeei Spalten mit OKT3 stimuliert, zu

einer Spalte 50 uL nur Messpuffer gegeben, und $padte diente als Reserve.

112



4 Ergebnisse

4 Ergebnisse

In 3% von Patienten mit akuter myeloischer Leukdmigden Mutationen in der Inositol-5-
Phosphatase SHIP1 gefundenLES et al., 2007; IBRSTMANN and IICKER, unvero6ffentlicht;
Luo et al., 2004; Lo et al., 2003; AANG et al., 2006), siehe auch 2.13.2. Diese Mutationen
wurden hinsichtlich ihrer biologischen Funktion ider T-ALL (akute lymphatische
Leukamie)-Zelllinie Jurkat untersucht. Diese Zal#i exprimiert aufgrund inaktivierender
Mutationen in beiden Allelen des endogenen SHIP&sG®NPP5D, siehe auch 2.16, kein
SHIP1-Protein (b et al., 2009).

4.1 Herstellung SHIP1-exprimierender Jurkat-Klone

SHIP1 sollte induzierbar in Klonen der Jurkat-Tidi@e exprimiert werden. Dazu wurde in
der SHIP1-codierenden Sequenz zuerst das CododidiAminosaure Valin 117 deletiert.
Diese zusatzliche Aminosaure in SHIP1 stellt eigenetischen Polymorphismus dar. In allen
97 AML-Proben und den zusatzlichen Proben von Gé#mundie im Rahmen der dieser
Arbeit vorangegangenen genomischen Sequenzieruadgssert wurden, war V117 deletiert.
Anschlie3end wurden die Mutationen per ortsgerielntglutagenese in SHIP1 eingefuhrt.
Jurkat Tet-On-Zellen, die einen reversen tet-Trkingator (rtTA, siehe auch 3.2.11.8)
exprimieren, wurdery-retroviral mit einem SHIP1-codierenden Vektor sdnziert, dessen
Transkription nach Integration in das Zellgenomeurter Kontrolle eines TRE#( response
elemeny steht.

Nach der Transduktion wurden die Zellen fir mindestzwei Wochen fur den SHIP1- und
den rtTA-Vektor selektioniert. Aus den so erhalen®assenkulturen wurden durch
Verdinnung und Aussaen in 96-Loch-Platten nach 8gudiong Uber mehrere Wochen 0-25
Einzelklone pro Platte erhalten.

Es wurden fir den WT, die 15 Mutationen und die tdgtontrolle insgesamt 254 Klone
erhalten, von einem bis 30 pro Mutation.

Von den 254 Klonen exprimierten 100 Klone SHIP1 mdonduktion mit 1 pg/mL im
Medium. Einige dieser 100 Klone zeigten eine sdhikte (tight) Regulation, d.h. sie
exprimierten SHIP1 erst nach Zugabe von Doxycyais Medium. Andere Klone waren

leaky, d.h. sie exprimierten SHIP1 bereits ohne Doxyioyaie SHIP1-Expression liel3 sich
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aber durch Doxycyclin-Zugabe ins Medium steigernel® der 100 Klone exprimierten
SHIP1 konstitutiv, d.h. bereits ohne Doxycyclin,dudurch Doxycyclin lie3 sich keine
Steigerung mehr erreichen.

Die SHIP1-Expressionslevel variierten zwischen ddaotanten, weniger zwischen den
Klonen einer Mutation. Um alle Mutationen unterserctzu kénnen, wurde fortan immer mit
1 pg/mL Doxycyclin (+Dox) im Medium gearbeitet, d&lle Mutanten-Klone exprimierten
SHIP1 unter diesen Bedingungen. Als Kontrolle cdeteér Vektorklon.

SHIP1-exprimierende Klone, mit denen weitergeadbeiturde, sind in Abb. 4.1 dargestellt.

WT #5 T162P #4 Y643H #10 P1042L #7
- - - + - + - -
L - —— —
F28L #1 K210R #6 D672A #17 Q1076X #7
- + - + - + - +
V120M #11 R225W #5 V684E #7 Q1153L #17
- + - + - + - +
— -_— ——— B—
R156Q #1 N508D #8 P1039S #3 H1168Y #20
- + - + - + - +
L - - - —
WB: SHIP1

Abb. 4.1: SHIP1-Expression in transduzierten Jurkat Tet-On-Klonen. Jurkat Tet-On-Zellen wurden mit
SHIP1 WT oder Mutanten retroviral transduziert, diellen nach Inhalt der Konstrukte fir rtTA und $Hl
selektioniert und durch Endpunktverdiinnung Klorabk¢rt. Diese wurden fir 48 Std. in Medium mit §/mL
Doxycyclin (+) bzw. 1 uL/mL 70% Ethanol (-) kultisit, lysiert und imWestern Blotauf Doxycyclin-

induzierbare SHIP1-Exprssion hin getestet.

Vor der Transduktion wurde die gesamte SHIP1-cedide Sequenz in allen Vektoren, fur

den WT und die SHIP1-Mutanten, sequenziert. NachTdensduktion wurde in allen Klonen,
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mit denen fortan gearbeitet wurde, die jeweiligetdlion auf genomischer Ebene bestatigt,
siehe Abb. 4.2. Dies geschah durch Sequenzieruhgnmon-tiberspannenden Primern, um
keine Amplifikate des endogenen SHIP1-Gens zu thal

F28L #1 T82C V120M #11 G358A R156Q #1  G467A
C GGGAGCCT €CCTC GT A AGTGTCATGTCTLCC L CCAx GCCAGCCGAGC
T162P #4 A484C K210R #6 A629G R225W #5 C673T
CT CC6a 6CCa T 16T 7T C T G AAG AG AC T GAacC L GICAT €CTGGACTCCT

l

N508D #8  Al522G Y643H #2  T1927C D672A #17 A2015C
TA CTG ACG AC GTG A A CCC\&CCl&CCGTTT TG GTGTOGOCCCCGAGT C
V684E #7 T2051A P1039S #3 C3116T P1042L #7 C3125T
G T G CAC GAGG TOGT GT ¢ 6 A AT C CTC CA A A AT A A A AT GCT GC GG AAG
Q1076X #7  C3226T Q1153L #17 A3458T H1168Y #20 C3502T
C GGCAAGTAGGTGC C CcCACCTCCTOGCACTTCTC G ¢CT CCCGTATCACG G

|

I

Abb. 4.2: Genomische Sequenzierung der SHIP1-transdierten Jurkat Tet-On-Klone zur Bestatigung

der Mutationen. Jurkat Tet-On-Zellen wurden mit SHIP1-WT oder SHNutanten transduziert, es wurden
Klone selektioniert und auf induzierbare SHIP1-Egsion hin getestet. Aus den fiir die Folgeexperienen
ausgewahlten Klonen wurde genomische DNA isolieri mit Exon-iUberspannenden Primern die jeweilige

Mutation bestétigt.
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4.2 Sequenzierung von Exon 26 — der SNP H1168Y

Im Rahmen der Sequenzierung der SHIP1-codierendguedz auf genomischer Ebene
wurden am Kinderkrebszentrum Hamburg unter Leitvoig Prof. Dr. Martin Horstmann 26
der insgesamt 27 Exons des humanen SHIP1 von 97 &M Mutationen hin analyisert. Das
ubrige Exon, Exon 26, wurde im Rahmen dieser Dakb®it sequenziert.

Exon 26 enthalt mit 592 Nukleotiden den grol3tenefirter codierenden Sequenz von SHIP1
unter den 2INPP5D-Exons, siehe Tab. 4.1 (Ubersicht SHIP1-Exons).

Tab. 4.1: Exon-Ubersicht des humanen SHIP1-Gend NPP5D.

Erhalten mit BLAST lpasic local alignment topl(ZHANG et al., 2000)
der SHIP1-cDNA-Sequenz, GenBaagcession numbey57650.

Exon codizlrjekr!%oetédgg(?denz E?(r(;)r?seir(? ebsp Codiert AS

1 5UTR und 1-134 646 1-45
2 135-198 64 45-66
3 199-349 151 67-116
4 350-521 172 117-174
5 522-662 141 174-221
6 663-750 88 221-250
7 751-831 81 251-277
8 832-903 72 278-301
9 904-1027 124 302-343
10 1028-1134 107 343-378
11 1135-1237 103 379-413
12 1238-1434 197 413-478
13 1435-1552 118 479-518
14 1553-1649 97 518-550
15 1650-1788 139 550-596
16 1789-1897 109 597-633
17 1898-1986 89 633-662
18 1987-2068 82 663-690
19 2069-2158 90 690-720
20 2159-2272 114 720-758
21 2273-2355 83 758-785
22 2356-2443 88 786-815
23 2444-2593 150 815-865
24 2594-2690 97 865-897
25 2691-2972 282 897-991
26 2973-3564 592 991-1188
27 3565-3567 und 3'UTR 1191 Stopp
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Exon 26 enthalt in den Sequenzierungsdaten von ML And 16 gesunden Spendern zwei
cSNPs gingle nucleotide polymorphism in coding sequgngiehe auch 2.14, davon ist einer
still und einer ist eimissens&SNP. Beide sind in der SNP-Datenbank von NQ¥&itional

Center for Biotechnology Informatipbereits verzeichnet.

Tab. 4.2: ¢cSNPs in SHIP1 Exon 26.Reference SNP cluster ID (rsyon

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp.

SNP G3258A C3502T
Aminosaure T1086T H1168Y
Reference SNP cluster ID (rs) 7346 9247
AML gesund AML Gesund
homozygot fur Referenzallel 55 7 56 7
heterozygot 33 8 32 9
homozygot fiir das andere Allel 9 1 9 0

Fur die stille, oder synonyme, Mutation G3258A (8&pPwaren von 97 AML 55 homozygot
G/G, 33 heterozygot G/A und 9 homozygot A/A. VonGésunden waren 7 homozygot G/G,
8 heterozygot G/A und 1 homozygot A/A.

Fur diemissenséviutation, oder nicht-synonyme Mutation, C3502T {l88Y) waren von 97
AML 56 homozygot C/C (His/His), 32 heterozygot C(His/Tyr), 9 homozygot T/T
(Tyr/Tyr) fur Aminosaure 1168. Von 16 Gesunden waré homozygot His/His, 9
heterozygot His/Tyr, keiner homozygot Tyr/Tyr.

G3258 und C3502 lagen offensichtlich wie A3258 Ti3%02 jeweils zusammen auf einem
Allel bei 111 von 113 Proben. Bei einem Gesundesh @iner AML lagen A3258 und C3502
zusammen auf einem Allel, zwischen beiden Positiomeiss es also zu@rossing Over
gekommen sein. Die Rekombinationshaufigkeit betr&gp26 = 0,9% = 0,9 cM
(centiMorgan).

In Tab. 4.3 sind die Sequenzierungsdaten fur derP SML168Y fir verschiedene
Populationen von der Datenbank Hapmap (http://hapmehi.nim.nih.gov/) aufgefihrt und
um die eigenen, unterteilt nach AML und gesundaerg Die Haufigkeiten sowohl fir AML
als auch fir Gesunde liegen zwischen denen dechiedenen Populationen und es wird kein
Zusammenhang zwischen ihnen und AML gesehen. Aigffét zwar, dass keiner der 16
Gesunden homozygot fur Y1168 war, vermutet wirdralmlass dies an der geringen

Probenzahl lag.

117



4 Ergebnisse

Tab. 4.3: Genotyp- und Allel-Haufigkeiten des SNP H168Y in verschiedenen PopulationenDie Daten
stammen von http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/ (Stafaggust 2010) und wurden um die eigenen Daten etgan
(abgesetzt). Das Tabellenlayout samt englischeaic®er wurde GlbernommeRopulationen: ASW (A)African
ancestry in Southwest USEEU (C): Utahresidents with Northern and Western European angdstm the
CEPH collection,CHB (H): Han Chinese in Beijing, ChinaCHD (D): Chinese in Metropolitan Denver,
Colorado,GIH (G): Gujarati Indians in Houston, Texa3PT (J):Japanese in Tokyo, JapanWK (L): Luhya in
Webuye, KenydEX (M): Mexican ancestry in Los Angeles, CalifornidKK (K): Maasai in Kinyawa, Kenya,
TSI (T): Tuscan in Italy,YRI (Y): Yorubanin Ibadan, Nigeria CEPH: Centre d'Etude du Polymorphisme

Humain.

Population Genotype frequencies Alsle frequencies
Ref-allele QOther-aliele

genotype| freq | count | genotype | freq | count |genofype| freq | count | Total | allele freq count | allels freq | count | Tota
ASW (A) cic 0,588 k] cm 0,357 | 20 T 0.054 3 56 C 0,768 il T 0232 i 112
CEU(C) GCic 0.881 77 cT 0.301 34 T 0.018 2 13 C 0.832 184 T 0.168 3 224
CHE (H) GCic 0,423 L] cT 0445 | &1 T 0,131 18 137 C 0,544 177 T 0,354 a7 274
CHD () GCic 0,385 42 cT 0486 | 53 T 0128 14 108 C 0,329 137 T 0,372 81 218
GIH (G) GCic 0,545 it cT 0336 | 38 T 0.0s8 T 1m C 0,738 144 T 0.262 53 202
JFT i) GCic 0,408 53 cT 0416 | 47 T 0115 13 13 C 0.877 153 T 0,323 73 224
MEX (M) GCic 0,814 3 cT 0,281 18 T 0,108 il 5 C 0,754 il T 0,246 b 114
MEE (K} GiC 0,721 111 cm 0273 | 42 T 0,006 1 154 C 0,857 264 T 0,143 44 308
TsI(T) Gic 0,538 it cT 0412 42 TT 0.040 il o2 C 0,745 152 T 0,255 52 204
YR (Y] CiC 0787 | 12 cT 0233 | 34 T 0 0 146 C 0,384 258 T 0,116 M 282
AML cic 0,57 L] cm 0330 | 32 T 0,083 8 a7 C 0,742 144 T 0.258 50 184
Healthy cic 0,438 7 cm 0,583 2 T 0 0 16 C 0,719 n T 0,281 B fx

Um zu ermitteln, ob sich die sequenzierte ProbgmiRdion in Hardy-Weinberg-
Proportionen befindet, kann aufgrund der Bekannttiei Allelhdufigkeiten fur C3502 und
T3502 zunéchst die Hardy-Weinberg-Erwartung (E) @enotypen aufgestellt werden und
anschlieBend mit der tatsachlich beobachteten igbegl und imy2-Quadrat-Test eine
mdogliche Abweichung von den Hardy-Weinberg-Proporen Uberprift werden

(http://en.wikipedia.org/wiki/Hardy-Weinberg_primbe), zunachst fir die AML-Proben:

E(CC)=p?n=0,74%+97=53
E(CT)=2pgn=2+ 0,742+ 0,258 97 = 37

E(TT)=g’n=0,258 +97=6

mit n: Gesamtzahl der AML-Proben.
y? ergibt sich aus der Summe der beobachteten Anealbenotyp (B) abzlglich der
erwarteten Anzahl je Genotyp (E) zum Quadrat nelatr erwarteten Anzahl je Genotyp:
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» _«(B-E)* _ 66-53%  (32-37)°  (9-6)° _
XELTE Tt o e W

FUr die gesunden Spender ergeben sich folgendémBRegen:

E(CC)=p?n=0,71F+16=8
E(CT)=2pgn=2+0,71% 0,281+ 16=6

E(TT)=qg°n=0,28%+16=1

(B-E)? _ (797, 96)° (01’
E 8 6

XZ =2 = 245

Bei drei Genotypen und zwei Allelen ergibt sich étreiheitsgrad, sodass eine 95%ige
Wahrscheinlichkeit der Hardy-Weinberg-Proportioren einemy?-Wert von <3,84 zutrifft,
und das ist fur AML-Proben und gesunde SpendeFdkr

4.3 Jurkat-Zellen exprimieren kein SHIP1, SHIP2 ur kein PTEN

Jurkat-Zellen exprimieren weder PTENR@EBURN et al., 2002; BKUDA et al., 2005; b et
al.,, 2009; Bkal et al.,, 1998; BAN et al.,, 2000), noch SHIP1 @BYNS et al., 1999;
FREEBURNet al., 2002; BKUDA et al., 2005; GOIRE et al., 2006; IdrN et al., 2004, b et al.,
2009) oder SHIP2 (BUYNs et al., 1999; GOIRE et al., 2006). Dies konnte hier bestatigt
werden, siehe Abb. 4.3.

Aufgrund dessen zeigen Jurkat T-Zellen ein sehrebdbasales Ptdins(3,4,2)Fevel und
eine sich daraus ergebende konstitutive Akt-Aktivng, weshalb sie ein geeignetes Modell
darstellen, da die Aktivierung des PI3K-Akt-Signalyg ein gemeinsames Merkmal von
AML ist (BRANDTS et al., 2005; BANDAGE et al., 2005; IORNBLAU et al., 2005; KBOTA et
al., 2004; MN et al., 2003; AzzARI et al., 2004; X et al., 2003; BAO et al., 2004) und in
50-70% der AML-Falle zu finden ist (MRTELLI et al., 2006).
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Abb. 4.3: Jurkat-Zellen exprimieren kein SHIP1,
SHIP2 oder PTEN. Western Blat Gesamtzelllysate eineg 3 X
A=
mit dem Leervektor transduzierten Jurkat Tet-Onrislo 3 E -
=+
und des GM-CSF-unabhéangig proliferierenden TF-1rKlg 2 E 8
I133-5 als Positivkontrolle  wurden  nebeneinander l-|l_'- 53
]
aufgetragen. GAPDH diente als Ladekontrolle.
150 KD | rm— SHIP2
145 KD | — SHIP1
50 kD | m— PTEN
38 kD | " G APDH

4.4 SHIP1-5-Phosphatase-Aktivitat

SHIP1 spaltet den Phosphatrest an Position 5 desy®inositolrings in Ptdins(3,4,5)P
hydrolytisch ab. Um die Inositol-5-Phosphatase-#kdt unter den SHIP1-Mutanten zu
vergleichen, sollte eine Methode angewandt werdd#ie, ein wasserldsliches Substrat
verwendet und bei der die Reaktion einfach detdidieist. Ptdins(3,4,5}Ast aufgrund der
langen Alkanoylreste (C16 oder C18, meist Stearayl-Position 1; C16 bis C20, meist
Arachidonoyl-, an Position 2 des Glycerins) wasskslich. Fir die Analyse einer grof3en
Probenanzahl war eine Detektion per DeacylierungRitedukte mit anschlieRender HPLC
(MAYR, 1988) zu aufwendig. Es wurde daher eine Methoewaglt, bei der das laut
Hersteller zu 1 mg/mL wasserl6sliche Ptdins(3,4%)E8 als Substrat und Malachitgrin als
Detektionsreagenz fiur gebildetes anorganisches pRhabsals Mal3 fir den Umsatz von
PtdIns(3,4,5)RdiC8 verwendet wird (MEHAMA et al., 2000; ¥NDEPUT et al., 2006). In
Abb. 4.4 ist die Reaktion abgebildet.

Malachitgriin bildet bei niedrigem pH-Wert Komplexd Phosphomolybdat, wobei sich das
Absorptionsmaximum deutlich verschiebt (Farbumsghlan gelb nach griin), mit einem
hohen molaren Absorptionskoeffizienten<112.000) (ssand ERR, 1975; TAYA and U,
1966). Ein typischer Phosphatstandard zur Bestingmdes gebildeten anorganischen
Phosphats wahrend der Enzymreaktion ist in Abbddr§estellt.
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diC8-Phosphatidyl-
inositol-
3,4,5-trisphosphat

diC8-Phosphatidyl-
inositol-
3,4-bisphosphat

o< o0
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Abb. 4.4: Von SHIP1
katalysierte Reaktion im 5-
SHIP1
hydrolysiert das Phosphat an

PhosphataseAssay.

Position 5 von
Ptdins(3,4,5)RdiC8, einer
wasserloslichen  Form  von
Ptdins(3,4,5)R Das
entstehende Phosphat;)(Fst
als Malachitgrin-

Phosphomolybdat-Komplex

messbar.

Abb. 4.5: Phosphat-Standard als Malachitgrin-
Phosphomolybdat-Komplex.

Phosphat in den

] Konzentrationen 0 pM, 2 uM, 4 uM. 10 pM, 20 pM,
60 uM,
Dreifachbestimmung £SD.

80 uM und 100 pM.

Als PtdIns(3,4,5)RdiC8-Konzentration wurde 200 uM gewéahlt, wie sieMembranen von

Jurkat Tet-On-Zellen vor Re-Expression von SHIPErmarten ist (l9rRN et al., 2004).

Es wurde zunéchst der lineare Bereich der InoSHBRosphatase-Reaktion bestimmt, die

SHIP1-Mutanten enzymatisch charakterisiert und isBhth die kinetischen Daten fir

humanes WT-SHIP1 erhoben.

4.4.1

Bestimmung des linearen Bereichs der SHIPJatalysierten Reaktion

Vor der enzymatischen Vermessung der SHIP1-Mutambehfir die spatere Bestimmung der

enzymatischen Parameter

WT-SHIP1
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4 Ergebnisse

Phosphatasereaktion ermittelt werden, also der radgit der Reaktion, in dem
Substratumsetzung bzw. Produktbildung noch linefatgen.

WT-SHIP1 aus Doxycyclin-induziertem Jurkat-Klon aar immunprazipitiert und die
Bildung von anorganischem Phosphat) (Rls MaR fur den Umsatz von je 200 uM
PtdIns(3,4,5)RdIC8 mit Malachitgrinreagenz zu acht Zeitpunktehmin, 0,625 min,
1,25 min, 2,5 min, 5 min, 10 min, 20 min, 40 migsbmmt. In jede Immunprazipitation
wurde 1 mg Lysat eingesetzt und fur jeden Zeitpemnke Dreifachbestimmung durchgefiihrt.
Aus Abb. 4.6 wurde der lineare Bereich auf 0 mis b0 min bestimmt. Fir alle folgenden

Messungen wurde ein Zeitraum von 5 min fur die Realgewahlt.

Abb.: 4.6: Zeitkinetik der SHIP1- 100-

katalysierten Hydrolyse des

Phosphats an Position 5 von 75,

Ptdins(3,4,5)R-diC8. Aufgetragen ist | =

die Konzentration des entstandenenz

Phosphats ([P als MaR fur den Abbau n':'__ 501

von Ptdins(3,4,5)PdiC8, detektiert mit | —

Malachitgriinreagenz, gegen die Zeif. 251

Eingesetzt wurden je 200 uM

Ptdins(3,4,5)RdiC8. Dreifach- 06 10 20 20 20 20
bestimmungen + SD. Zeit in min
4.4.2 Herstellung eines rekombinanten SHIP1-Standds

Um die in SHIP1-Immunprazipitationen gemessene piatsseaktivitat unter den Mutanten
vergleichen zu konnen, wurde die Aktivitdt auf ghe2 SHIP1-Proteinmengen normalisiert.
Dazu wurde ein rekombinanter in Bakterien expriteielSHIP1-Standard hergestellt und
neben den SHIP1-Immunprézipitationen nach dem PRiladapeAssay im Western Blot

aufgetragen. SHIP1-wurde dazu mit einem N-termm&#&eptag Il in E. coli BL21 (DE3)

pLysS pREP4 exprimiert, Uber einStrepTactin-Saule aufgereinigt und die SHIP1-
Proteinmenge anhand eines BSA-Standards im CoosrBkai gefarbten Polyacrylamidgel

auf 18 ng/uL quantifiziert, siehe Abb. 4.7.
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Abb. 4.7: Quantifizierung des

SHIP1-Standard Verdiinnung BSA-Standard in ng
1716 18 14 12 1M 400 200 100 rekominanten SHIP1-Standards. Strep
4 Y 20540 " | tag II-SHIP1 wurde inE. coli BL21 (DE3)
pLysS pREP4 exprimiert, Gber eirgtrep
_ sHIP Tactin-Saule aufgereinigt und die SHIP1-
116 kD Proteinmenge anhand eines BSA-Standards in
g einem Coomassie-Blau gefarbten

Polyacrylamidgel bestimmt.

97 kD

66 kD

4.4.3 Vermessung der SHIP1-Mutanten aus Jurkat-Lysen

Fur den SHIP1-5-Phosphata&ssaywurde SHIP1 aus nach Doxycyclin-Induktion SHIP1
WT oder —Mutanten exprimierenden Jurkat Tet-On-Klomit anti-SHIP1-Antikérpern an
Protein-G-Sepharose immunprazipitiert. Die enzysthie Aktivitat wurde durch Zugabe von
200 uM PtdIns(3,4,54diC8 fur 5 min bei 30°C und anschlielende Detektides
entstandenen anorganischen Phosphats im Uberstanda® fiir den Substratabbau mit
Malachitgriinreagenz bestimmt. Protein-G-Sephartem anit 200 uM PtdIns(3,4,5R1iC8
diente dabei als durch das Substrat erzeugten Vem Messwerten abzuziehenden
Hintergrund. Um sicherzustellen, dass das gemessdmesphat aus der durch SHIP1
katalysierten Reaktion stammt, wurden anti-SHIPtlmprazipitationen aus Lysaten von
dem mit dem Leervektor transduzierten, also keitP3kexprimierenden, Klon, mit und ohne
Doxycyclin vermessen. Die Werte entsprachen dermn Rrotein-G-Sepharose allein mit
200 uM PtdIns(3,4,5diC8.

In jedem Assaywurden SHIP1 WT und die SHIP1-Mutante D672A, al®Hosphatase-
inaktive Kontrolle (AMEN et al., 2001; BUTERREINHARD et al., 1997; BFFERSON and
MAJERUS 1996), mitvermessen. Von jedem Klon wurden miteles sechs
Immunpréazipitationen vermessen. Die Protein-G-SepgeaPellets wurden neben einem
rekombinanten, in Bakterien exprimierten SHIP1-8tad auf ein SDS-Polyacrylamidgel
aufgetragen und mit anti-SHIP1-Antikorpern deteaktisiehe Abb. 4.8. Anhand dessen
konnte die SHIP1-Menge bestimmt und zusammen mit dezymatischen Daten die

spezifische Aktivitat berechnet werden.
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G IP: SHIP1 H P: SHP1
SHIP1-Standard WT #5 SHIP1-Standard WT #5
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Abb. 4.8: Western Blots zur Quantifizierung der - ——
SHIP1-Mengen im Phosphataséssay. Fur den SHIP1- Standard D672A #17
28,125 ng 5625ng 112,5ng 225 ng 1 2 3 4 5 6
SHIP1-5-Phosphatagessaywurde SHIP1 aus nact - v “ v ~ v

Doxycyclin-Induktion SHIP1 WT oder —Mutanter

exprimierenden Jurkat Tet-On-Klonen mit ant W& sHiPL

SHIP1-Antikdrpern an Protein-G-Sepharose immunpitiert. Die enzymatische Aktivitat wurde durch Zlg

von 200 pM PtdIns(3,4,5)RIIC8 fir 5 min bei 30°C und anschlieRende Detektides entstandenen
anorganischen Phosphats im Uberstand als MaR firSaéstratabbau mit Malachitgriin bestimmt. In jedem
Assaywurden SHIP1 WT und die D672A-Mutante, als 5-Phasase-inaktive Kontrolle, mitvermessen. Von
jedem Klon wurden sechs Immunpréazipitationen paralermessen. Die Protein-G-Sepharose Pellets wurde
neben einem rekombinanten, in Bakterien exprimme&eéllP1-Standard mittels einer SDS-PAGE aufgetrennt
und mit anti-SHIP1-Antikorpern detektiert. Anhanédsden konnte die SHIP1-Menge bestimmt und zusammen
mit den enzymatischen Daten die spezifische Aldtviierechnet werden. Dargestellt sind A) T162P #d u
R225W #5, B) R156Q #1 und K210R #6, C) N508D #8 &id42L #7, D) F28L #1 und H1168Y #20, E)
P1039S #3 und Q1153L #17, F) V120M #11 und R225WGHEY643H #10, V684E #7 und P1039S #7, H)
Y643H #2, V120M #11, V684E #7 und Q1076X #7. Einidéutanten wurden in mehr als sechs

Immunprazipitationen vermessen (nicht alle dardste

Da die spezifische Aktivitat fur den WT allein vakssayzu Assayvon 2 units/mg bis
5 units/mg, mit einem Mittelwert von 3 units/mghs@nkte, wurde die relative spezifische
Aktivitat in Bezug auf den WT verwendet, um alle tsloten miteinander vergleichen zu
konnen. Dargestellt sind die Ergebnisse aus alleosphataséssayszusammengefasst in
Abb. 4.9.
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Im Folgenden sind die Balken in Diagrammen bei \&ch mehrerer Mutanten nach den
Regionen in SHIP1, in denen sie auftraten, in Amletg an Abb. 2.3 farbig unterschieden.

160% -
140% 4
120% 4
100% 4 l
80% -
60% -
40% ~

20% A

spezifische PI(3,4,5)P ;-5-Phosphatase-Aktivitat
relativ zu WT-SHIP1

0% T

WT
F28L
V120M
R156Q
T162P
K210R
R225W
N508D
Y643H
D672A
V684E
P1039S
P1042L
Q1076X
Q1153L

100%|114%| 86% |115%|101%|110%|108%|106%| 16% | 23% |118%| 97% | 97% | 98% |100%| 96%

T-Test auf * *k% | kkk
WT

Abb. 4.9: Relative SHIP1-5-Phosphatase-AktivitatSHIP1 wurde aus nach Doxycyclin-Induktion SHIPT W
oder —Mutanten exprimierenden Jurkat Tet-On-Klomeih anti-SHIP1-Antikdrpern an Protein-G-Sepharose
immunprazipitiert. Die enzymatische Aktivitat wurdarch Zugabe von 200 uM PtdIns(3,4 £3#C8 fir 5 min

bei 30°C und anschlieRende Detektion des entstandemorganischen Phosphats im Uberstand als Mafefiir
Substratabbau mit Malachitgriin bestimmt. In jed&ssaywurden SHIP1 WT und D672A-Mutante, als 5-
Phosphatase-inaktive Kontrolle, mitvermessen. \aein Klon wurden sechs Immunpréazipitationen pdralle
vermessen. Die Protein-G-Sepharose Pellets wurébemeinem rekombinanten, in Bakterien exprimierten
SHIP1-Standard mittels einer SDS-PAGE aufgetrenmd mit anti-SHIP1-Antikbrpern detektiert. Anhand
dessen konnte die SHIP1-Menge bestimmt und zusammierden enzymatischen Daten die spezifische
Aktivitat berechnet werden. Einige Mutanten wurdenmehr als sechs Immunprazipitationen vermessen.
Dargestellt ist die zum WT relative spezifische idd#it + SD. Grin: SH2-Domane, rot: 5-Phosphatase-
Domane, blau: P-x-x-P-Motiv. *; p<0,05, **: p<0,0%*: p<0,001.

Die Mutante der SH2-Domane, F28L, zeigt eine retaipezifische Aktivitat von 114%, die
damit leicht, aber nicht signifikant, erh6ht istieB stimmt mit Literaturdaten Uberein, die
ergaben, dass die spezifischen Aktivitdten fur mierinen SHIP1-Konstrukte WT, R34G
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(phospho-Tyrosin-Bindungs-defekte SH2-Mutante) un&H2 (fehlende SH2-Domane)
gleich waren (W et al.,, 1997a) Die Mutanten der Domane zwischer2-Skhd 5-
Phosphatasedoméne zeigten relative spezifischevifsitin von 86% fur V120M, 115% fur
R156Q, 101% fur T162P, 110% fir K210R und 108%R&225W. Auch diese Ergebnisse
konnen mit Literaturdaten abgeglichen werden, inetiedie Deletion der SH2-Doméane und
dartber hinaus in murinem SHIP1 (Deletion von A$65; entspricht humanen AS 1-162)
keinen Einfluss auf die enzymatische Aktivitat BgmaN et al., 2000).

Die Mutanten der 5-Phosphatasedomane zeigtenwelafiezifische Aktivitaten von 106%
fur N508D, 16% fur Y643H, 23% fur D672A (Kontrolle)pnd 118% fur V684E. Fir die
D672A- und die ihr entsprechende murine D675G-Mutavird keine (EUTER-REINHARD et
al., 1997) bzw. eine Restaktivitat von 10%A{EN et al., 2001) berichtet.

Die zwei Mutanten im P-x-x-P-Motiv zeigten relatigpezifische Aktivitaten von 97% fir
P1039S und ebenfalls 97% fur P1042L. Die Ubrigenavtien im C-Terminus zeigten relative
spezifische Aktivitaten von 98% fir Q1076X, 100% @1153L und 96% fir H1168Y. In der
Literatur wird beschrieben, dass die Deletion deBe@ninus in murinem SHIP1 (Deletion
von AS 934-1190, entspricht humanen 933-1188) keiBefluss auf die enzymatische
Aktivitat hat (AMAN et al., 2000).

Bis auf Y643H und D672A (Kontrolle) schwanken diaifsinten um maximal 18% um den
WT. Da die Mutante V684E in der Literatur bereits -Phosphatase-inaktiv (Restaktivitat
ca. 18%) beschrieben wurde ud et al., 2003), hier aber keine signifikant vom WT
verschiedene Aktivitat aufwies, wurde derselbe Kiloreinem weitererAssaymit weiteren
sechs Immunprazipitationen vermessen, um das Eggenbestatigen. Fur die Mutanten
Y643H, mit stark reduzierter Aktivitdt, und P10398e fur die Reduktion der pAkt-Level
auffallig war, siehe 4.5, wurde je ein weiterer Klm einem weiteren 5-Phosphatasssay
mit weiteren sechs Immunprazipitationen vermesgenauch diese Ergebnisse zu bestatigen.

Alle Ergebnisse sind in Abb. 4.9 eingeflossen.

4.4.4 Bestimmung von K, Vimax und Kea: von humanem WT-SHIP1

Fur die Bestimmung der enzymkinetischen Daten vamdnem WT-SHIP1 wurden 5-

Phosphatas@ssag mit Immunprazipitationen aus Jurkat Tet-On-KlantBinlysaten, die

WT-SHIP1 nach Doxycyclin-Induktion exprimierten, rflsieben unterschiedliche
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Substratkonzentrationen (10 uM, 25 uM, 50 uM, 75 pMNOuM, 150 uM und 200 pM
PtdIns(3,4,5)R-diC8) durchgefihrt und in einer Auftragung nachchielis-Menten die
Reaktionsgeschwindigkeit gegen die Substratkonagotr aufgetragen, siehe Abb. 4.10 A.
Zur Bestimmung der enzymkinetischen Daten werdareaiisierungsverfahren, seitdem es
Programme zur nicht-linearen Regression gibt, ¢ligbnnicht mehr zur Datenauswertung
verwendet, sondern direkt aus der Michaelis-Memtaftragung errechnet. Da eine Sattigung
in diesem Experiment aber offensichtlich nicht e wurde, wurde dennoch darauf
zurtckgegriffen und die Auftragung nach LineweaBerk vorgenommen, siehe Abb. 4.10
B. Die Gleichungen fir die entsprechenden Funktiosiad darunter aufgefiihrt. Mit Hilfe
des Programms GraphPad Prism Version 4.00 fur Wisd&raphPad Software, San Diego
California USA, www.graphpad.com) wurdem, Kind Vihax berechnet, siehe Tab. 4.4.

A Michaelis-Menten-Diagramm B Lineweaver-Burk-Diagramm
350- 0.045+
0.040- .
3004 .
0.035-
c —
£ 2501 . ch 0.030
2 2004 = 0.0254 .
S IS
£ 1507 = 2%
0.015-
= 100- 3 0,010
504 0.005+
0 T T T T 1 0.000 T T T T 1
0 50 100 150 200 250 0.000 0.025 0.050 0.075 0.100 0.125
[PtdIns(3,4,5)P3-diC8] in uM 1/[PtdIns(3,4,5)P3-diC8] in L/umol
: : . _ Vo * [S] . -
Michaelis-Menten-Gleichung : V—m Lineweaver-Burk-Gleichung 1 K, 1 1
M (doppelt-reziprok): vV, . [S] +7Vmax
Michaelis-Menten-Gleichung V_ e[S]"
mit Kooperativitat: s
P K'os +[S]

Abb. 4.10: Bestimmung der enzymkinetischen Daten woSHIP1. SHIP1 wurde aus Jurkat Tet-On-Klon-
Proteinlysaten, die WT-SHIP1 nach Doxycyclin-Indokt exprimierten, immunprazipitiert und fur sieben
unterschiedliche PtdIns(3,4,5)8iC8-Konzentrationen (10 uM, 25 pM, 50 pM, 75 pMOpM, 150 pM und
200 pM) im Phosphatagessay vermessen. Aus der Auftragung nach Michaelis-Menfd) wurden die
enzymkinetischen Daten per nicht-linearer Regressiot Graphpad Prism erhalten. Aul3erdem wurde auf
mogliche Kooperativitét getestet (rote Kurve). Da lesswerte nicht in den Sattigungsbereich reichieirden

die Daten daneben nach Lineweaver-Burk (B) linéatis
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Es wurde auch getestet, ob SHIP1 Kooperativitagtzesiehe Abb. 4.10 A rote Kurve.
Tats&chlich fallt die Anpassungsgute der Kurgeodness of fitfir die Gleichung mit
angenommener Kooperativitat etwas besser aus, s® dia Daten durch diese Funktion
besser interpretiert werden. Der Wert n betragt Wghks auf eine Dimerisierung von SHIP1
hindeutet. Der Ig-Wert bei Kooperativitat ist fur die Bindung dessten aktivierenden
Moleklls ein anderer als fur die Bindung des zweitEs lasst sich aber aus,¥2 ein
mittlerer Ky-Wert bestimmen.

Fur die Bestimmung der spezifischen Aktivitdt uner dVechselzahl & wurde die im
Phosphatas@ssayeingesetzte Menge SHIP1 pro ImmunprézipitationHiilfe eines SHIP1-
Standards bestimmt (Abb. 4.11). Es ergab sich eertWon durchschnittlich 170 ng pro
Immunpréazipitation. Anhand des Molekulargewichte\@HIP1 mit 145.000 g/mol undm¥x
lieBen sich kg und die katalytische Effizienz. 4Ky fur humanes SHIP1 berechnen (siehe
Tab. 4.4).

SHIP1-Standard IP: SHIP1

WT #5 +Dox
IPs aus Phosphatase-Assay

28,125ng 56,25 ng 112,5 ng 225 ng 1 2 3 4 5 6
r N\ N\ N\ N\

Ve

- — e D W S — — — S—

WB: SHIP1

Abb. 4.11: Bestimmung der im Phosphataséssay eingesetzten SHIP1-Menge pro Immunpréazipitation
anhand eines SHIP1-StandardsAnti-SHIP1Western BlatDie SHIP1-Mengen in 12 der 24 im Phosphatase-
Assayeingesetzten Immunprazipitationen (IPs) wurderaadheines rekombinanten, in Bakterien exprimierten
SHIP1-Standards quantifiziert, 6 davon sind higgdstellt.
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Tab. 4.4: Enzymkinetische Daten fiur SHIP1 nach Michelis-Menten, Michaelis-Menten mit

Kooperativitat und Lineweaver-Burk.

. Vmax N Vmax IN . . .
Ky in pM pmol/min omol/(min*ng) Keat iIN 1/s | K cqt/Ky in 1/(UM*s)
Michaelis-Menten 375 930 55 13 0,035
Michaelis -Menten 124 478 2,8 7 0,055
mit Kooperativitat
Lineweaver-Burk 280 385 2,3 5 0,020

In der Literatur gefundene Werte sind in Tab. 4tgeafuhrt.

Tab. 4.5: In der Literatur gefundene enzimkinetiscte Daten fur SHIP1.

Ky in uM pmo\lﬁ?rar‘:irigng) Substrat Quelle Anmerkung
46 1,8 PtdIns(3,4,5)Ps-diC8 | (zpanG et al., 2009a) | Murines SHIP1
351,4 3,8 Ins(1,3,4,5)P, (ZHANG et al., 2009a) Murines SHIP1
5,95 0,458 Ptdins(3,4,5)P3 (KISSELEVA et al., 2000)
15,7 0,1 Ins(1,3,4,5)P, (KAVANAUGH et al., 1996) SIP-110

Der in dieser Arbeit nach Michealis-Menten bestimiert fur K, liegt mit 375 uM bzw.
124 uM deutlich Gber den in der Literatur gefundengerten von 46 puM (ZANG et al.,

2009a) bzw. 5,95 uM (ISSELEVA et al., 2000).

Zum Vergleich: Fur PTEN betragt\Kfur Ptdins(3,4,5)P50 uM (MAEHAMA et al., 2001).
Fur SHIP2 betragt k/Kyv fur Ins(1,3,4,5)F 0,096 1/(uM*s) und fur PtdIns(3,4,%P
0,0101 1/(uM*s) (@i et al., 2004), womit SHIP1 eine héhere katalytsdEffizienz als
SHIP2 besale.

4.5 Reduktion der Akt-Phosphorylierung durch SHIP1

WT-SHIP1 reduziert die Aktivitdt des PI3K-Effektofkt, gemessen an verminderter Akt-
Phosphorylierung an S473 und T308. Die 5-Phosplatlsvitat von SHIP1 ist essentiell

fur die Vermittlung dieses Effekts REEBURN et al., 2002).

Um die Effekte der SHIP1-Mutationen, die bei Paeenmit akuter myeloischer Leukamie
gefunden wurden, auf die Akt-Aktivierung zu untesen, wurde die Phosphorylierung von
Akt an S473 und T308 in den SHIP1-exprimierendekaltul et-On-Klonen peWestern Blot
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analysiert, und zwar jeweils im Vergleich zur Vekintrolle. Jeweils mitaufgetragen wurde
die 5-Phosphatase-inaktive Mutante D672A.

Zuvor wurde der Einfluss von Doxycyclin auf die Bpborylierung von Akt unabhangig von
SHIP1 im Vektorklon getestet. Doxycyclin hat alleikeinen Einfluss auf die

Phosphorylierung von Akt, siehe Abb. 4.12.

Abb. 4.12: Doxycyclin hat keinen

Dox Vektor #3 Vektor #3 Einfluss auf die Akt-Phosphorylierung.
1 ug/mL: . - ” + 3 Der Jurkat Tet-On-Klon, der den leeren
145 kD SHIP1 Vektor pLTR-tet-SV-HPH tragt, wurde in

einer Zellkonzentration von 4 x ¥l

e SN S A S 41123
g ausgesat und fir 48 Std. in Medium mit

60 kD |eSSbem g =SS pAkt(T308) | 1ug/mL Doxycyclin (+) bzw. mit 1 pl/mL

70% Ethanol (-), dem Losungsmittel fir

GO KD | wm—— N PAKI(SAT3) Doxycyclin, kultiviert, anschlieBend in

70 kD | e e —— S 70 NP40-Puffer lysiert. Die Lysate wurden im
Western Blo@nalysiert. GAPDH und HSC

38 kD ’--_ GAPDH 70 dienten als Ladekontrolle. Akt1/2/3:

Gesamt-Akt.

Der Einfluss der Expression von SHIP1 WT und Mwarduf die Phosphorylierung von Akt
in Jurkat Tet-On-Klonen ist aus Abb. 4.13-4.16 @8ich, in Abb 4.13 und 4.14 sind die
Western Blotsdargestellt, in Abb. 4.15 und 4.16 die zusammeaggtén Quantifizierungen
derWestern Blotgeweils als pAkt-Mengen relativ zur Vektorkonteall

WT-SHIP1 reduziert das pAkt(S473)-Level um 74% waiad pAkt(T308)-Level um 62%. In
der Arbeitsgruppe von Dr. Manfred Jucker wurderelierWerte fur die SHIP1-vermittelte
Reduktion von Gesamt-pAkt in Jurkat-Zellen von 6fe#tgestellt (RN et al., 2004)

Die Mutante in der SH2-Domane, F28L, siehe Abb34Llist in der Lage, die pAkt-Level zu
senken, pAkt(S473) um 59%, pAkt(T308) um 61%. Inr deteratur gibt es dazu
unterschiedliche Daten: Eine Jurkat-Zelllinie, @ellP1 mit einer defekten SH2-Doméane,
SHIP1 R41G, exprimiert, ist ,wie in dieser Arbedsghen, weiterhin in der Lage, pAkt zu
reduzieren (BARLIER et al., 2010). In K562-Zellen ist SHIP1 F28L nichehr in der Lage,
weder das pAkt(S473)- noch pAkt(T308)-Level zu mdren (YANG et al., 2009b).

Der SNP H1168Y, siehe Abb. 4.13 A, reduziert pARKS) um 61% und pAkt(T308) um
49%.
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Alle funf Mutanten in der Domane zwischen SH2- BaBhosphatase-Domane reduzieren die
pAkt-Level, und zwar in folgendem Ausmal3:

SHIP1 V120M, siehe Abb. 4.13 E reduziert pAkt(S4i@8) 71% und pAkt(T308) um 40%,
SHIP1 R156Q, siehe Abb. 4.13 B reduziert pAkt(S4a®) 87% und pAkt(T308) um 79%,
SHIP1 T162P, siehe Abb. 4.13 C reduziert pAkt(S4m8) 68% und pAkt(T308) um 61%,
SHIP1 K210R, siehe Abb. 4.13 B, reduziert pAkt(S4udh 74% und pAkt(T308) um 62%,
SHIP1 R225W, siehe Abb. 4.13 C reduziert pAkt(S4x#8)64% und pAkt(T308) um 43%.
FUr die drei SHIP1-Mutationen, die in der 5-PhosabeDomane gefunden wurden, sowie
die 5-Phosphatase-inaktive Kontroll-Mutante D6788len die Ergebnisse unterschiedlicher
aus. SHIP1 N508D, siehe Abb. 4.13 D, reduziertet(®473) um 82% und pAkt(T308) um
70%. Fur SHIP1 Y643H wurde im ersten untersuchtéonk#10, siehe Abb. 4.13 E, ein
reduziertes pAkt(T308)-Level gesehen, das pAkt($4&¥el blieb jedoch hoch. Dies konnte
in einem zweiten Klon #2, siehe Abb. 4.13 F, b&gtaverden. Insgesamt reduzierte SHIP1
Y643H pAkt(T308) um 36%, die Phosphorylierung voiktAan S473 nahm jedoch im
Vergleich zum Vektorklon noch um 5% zu. Diese Mig¢areigte eine um 84% reduzierte
Ptdins(3,4,5)R5-Phosphatase-Aktivitat im Vergleich zum WT, siehé.3. Die Unfahigkeit,
insbesondere pAkt(S473) zu reduzieren, hangt alsb dar 5-Phosphatase-Aktivitat
zusammen. Die bereits in der Literatur beschriebi€antrolle SHIP1 D672A reduzierte
pAkt(S473) um 20% und pAkt(T308) um 25% und dandtittich geringer als WT-SHIP1.
Dass noch eine geringe pAkt-Reduktion fur die Sdphatase-beeintrachtigten Mutanten
Y643H und D672A festgestellt wird, ist wahrschashlauf ihre Restaktivitat zuriickzuftihren.
Die Mutante SHIP1 V684E, siehe Abb. 4.13 E und dgurierte pAkt(S473) um 51%,
pAkt(T308) jedoch nur um 2%Narum diese Mutante pAkt(T308) nicht reduziert,ngtht
klar, da keine verringerte 5-Phosphatase-AktivitétVergleich zum WT gefunden wurde,
siehe 4.4.3. Diese Mutante wurde in der Literaenelts beschrieben (lo et al., 2003), mit
im Gegensatz zu diesen Ergebnissen auf ca. 18%ngerter 5-Phosphatase-Aktivitat.
Wahrend die primaren, fur die V684E-Mutationen hetggoten AML-Zellen dieses AML-
Patienten ein basales pAkt(S473)-Level wie AML-Zellohne SHIP1-Mutation gezeigt
hatten, hatte die Akt-Phosphorylierung auf IL-3pS8ilation und auf IL-3-Entzug hin in den
Zellen mit V684E-Mutation langer angehalten. Trak§bn dieser Mutante in K562-Zellen
hatte ein erhohtes basales pAkt(S473) im Vergleichmit SHIP1 WT transfizierten K562
gezeigt (lwo et al., 2003).
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A

Dox Vektor #3 WT #5 F28L #1 H1168Y #20 D672A #17
lug/mi: 4+ N - + | —= N - + | - —
145 kD T T — e — — e | SHIP 1

60 KD [ W - - - -] /(1/2/3

60KD |NEDEE B . - - - I L BT = EE == | nAKYT308)

38 kD ’-----_-“‘ GAPDH

B

Dox Vektor #3 WT #5 R156Q #1  K210R#6  DG672A#17
1 pg/mL: + + + + +
- N N e N
145 kD ‘ D D — — — - e ey O1PL

GO KD [ S ———— - | <11/2/3

60kD |SEBEEBEER ci Sl ce S el e B el G BB mm g | PAKI(T308)

60 kD Lo —— el GEn e pAkt(S473)

38 kD ----—------‘ GAPDH

C

Dox Vektor #3 ~ WT#5  T162P#4 R225WH#5 D672A #17
145KkD | ——— ————— —— .z | SHIP1

BO KD | S - — | <1123

60kD =—ERPER = —— T T e ——— pAkt(T308)

GO KD |e———

. —— D — s S — pAkt(S473)

38 kD _-—-—--_ -— - GAPDH
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D

Dox Vektor #3 WT #5 N508D #8  P1042L #7 D672A #17
l ug/mL: - + N + N O + N 7 + N 7 + N
145 kD — S D G ———

GO KD | S S a— ———— A — I — — — oy, PKU1/2/3

6okD EBEBEEL — - = oo = SSEE =S pAK(T308)

6O KD | _— - T — ——— DAKH(S473)

38 kD — — —— — —— D W . — — — = e, | GAPDH

E

Dox Vektor#3 ~ WT#5  VI20M#11 Y643H#10 V6B4E#7 DE72A#17
1 ug/mL - + N + N7 + N 7 + Y + Y + Y
145 kD T —— P D W I . ————| S|P1

60 kD -------—-—-----. Akt1/2/3

60 kD --- = T = =—-——==--# PAKY(T308)

pAKL(S473)

60 kD - - — __-—-——---

70 kD -—___________---ﬂ" HSC 70

38 kD _—_——————-——4 GAPDH

F

Dox Vektor #3 WT #5 Y643H #2 V6B4E #7 Q1076X #7 D672A #17
145 kD — N = — —— | SHIP1

GO KD | s v s - i ——— I — — | AKT1/2/3

GO KD | " — . e —— — - - | DAKL(S473)

TOKD | s s s — - ——— S v | HSC 70

BB KD | (e - S ——— " “———v——————— GAPDH
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G

Dox Vektor #3 WT #5 P1039S #3 Q1153L #17 D672A#17
1 pg/mL: - + + ., + + + .

B0 KD | e i e S s o — ——— - - /(1/2/3
60kD SR - = —=—=—Tw SN == 0AKY(T308)

60 kD | e — o — — e | DAKL(S473)

38 kD --——-—-—-- GAPDH

Abb. 4.13: Auswirkungen der Expression von SHIP1-Mtanten auf die Phosphorylierung von Akt. Mit
SHIP1 WT oder Mutanten transduzierte Jurkat Tetklore wurden in einer Zellkonzentration von 4 X/hfl
ausgesat und fur 48 Std. in Medium mit 1 pg/mL Dxyxjin (+) kultiviert, anschlieBend in NP40-Puffgsiert.
Die Lysate wurden imWestern Blotanalysiert. GAPDH und HSC 70 dienten als Ladekdietr Akt1/2/3:
Gesamt-Akt.

Die beiden Mutationen P1039S und P1042L liegeninere und demselben P-x-x-P-Motiv.
P-x-x-P-Motive gelten als Konsensusbindungsseqgd@nsH3-Domanen (BvSoN, 1995).
SHIP1 P1042L, siehe Abb. 4.13 D, reduzierte pAKIE41m 60% und pAkt(T308) um 67%
im Vergleich zum Vektorklon und verhélt sich dagiiinlich dem WT.

SHIP1 P1039S, siehe Abb. 4.13 G, zeigte im erste@rsuchten Klon #3 nur eine Reduktion
von pAkt(S473) um 4% fur pAkt(T308) sogar eine Zume um 9%. Um diese Ergebnisse zu
bestatigen, wurden zwei weitere Klone, #2 und #&hes Abb. 4.14, analysiert. Wahrend
pAkt(T308) in der Mutante SHIP1 P1039S #2 um 4M4£6 um 21% reduziert wurde, nahm
pAkt(S473) in beiden Klonen zu, um 25% bzw. 28%. Wamoglich einen Effekt vor und
nach Induktion der SHIP1-Expression mit Doxycydinsehen, wurden auch die Lysate der
uninduzierten Klone (-Dox) untersucht. Es zeigehgedoch auch hier im Vergleich zum
jeweils uninduzierten Klone keine Abnahme in pAkirch die Expression von SHIP1,
sondern sogar noch eine leichte Zunahme (fur #3nicat gezeigt).

Insgesamt beeintrachtigt diese P1039S-Mutation $Htie pAkt-Level zu reduzieren. Da
diese Mutante normale 5-Phosphatase-Aktivitat eeigiehe 4.4.3, geht dieser Phanotyp
womoglich auf die Vereitelung einer Wechselwirkumgit einem fir die SHIP1-

Membranrekrutierung erforderlichen, an das P-xMdétiv bindenden, Interaktionspartner
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zurick, beispielsweise der Bindung an das Adaptiekib Grb2 Growth factor receptor-
bound protein 2 Diese Interaktion wurde in 4.9 naher untersucht.

Dox Vektor #3 WT #5 P1039S #2 P1039S #2 P1039S #6 P1039S #6
l ug/mL: s + e + N = N + e = N\ + )
145 kD | [RET—— JR—— . am—— SiP]

60 kD |-_‘--—- e e ———— --——| pAkt(S473)

70 kD |-__-—-——_—_———--'—'| HSC 70

38 kD |_-—-——-—-——-—-_| GAPDH

Abb. 4.14: Auswirkungen der Expression von SHIP1 P1039S-Mutaen auf die Phosphorylierung von
Akt. Mit SHIP1 P1039S transduzierte Jurkat Tet-On-Klengden in einer Zellkonzentration von 4 XL
ausgesat und fur 48 Std. in Medium mit 1 pg/mL Dxyxfin (+) bzw. mit 1 pL/mL 70% Ethanol (-) kultit,
anschlieBend in NP40-Puffer lysiert. Die Lysate deur im Western Blotanalysiert. GAPDH und HSC 70
dienten als Ladekontrolle. Akt1/2/3: Gesamt-Akt.

Die Mutation Q1076X, durch die ein um 113 Aminosiurverkirztes SHIP1-Protein

entsteht, wurde bei einem Patienten mit akuter hamipcher Leukamie (ALL) gefunden.

SHIP1 Q1076X in Jurkat T-Zellen, siehe Abb. 4.13réduziert pAkt(S473) um 48%,

pAkt(T308) jedoch nur um 26%. Dieser Mutante fehts&ths P-x-x-P-Motive und damit

maogliche Bindungsstellen fir SH3-Doméanen.

SHIP1 Q1153L, siehe Abb. 4.13 G, reduziert pAkt@E4rm 74% und pAkt(T308) um 87%,

womit durch diese Mutation die Féhigkeit von SHIRdie Akt-Phosphorylierung zu

inhibieren, nicht eingeschrankt wird.

Der Effekt von SHIP1 auf die Phosphorylierung vokt &An S473 und T308 ist fur alle

Mutationen quantifiziert und zusammengefasst in.Abb5 und 4.16 dargestellt, und zwar als

pAkt-Level relativ zum Vektorklon.
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140%

120% A

100%

80% A
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40% A

pAkt(T308) relativ zur Vektorkontrolle
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5 = = o o 24 = o I < w %) - X< 1 >
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100%)| 38% | 39% | 60% | 21% | 39% | 38% | 57% | 30% | 64% | 75% | 98% | 79% | 33% | 74% | 13% | 51%
T-Testauf | gy * * | * *kk | Kk | kkk *% | %
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T'Telftal‘f *kk | kk Kkk | kkk | kkk | kkk | kkk | kk | *kk *kk * *
Vektor

Abb. 4.15: pAkt(T308)-Level bei Expression von SHIR-Mutanten in Jurkat-Zellen. Alle Klone wurden fur
48 Std. bis 72 Std. in Medium mit 1 pg/mL Doxycwyckultiviert, um die SHIP1-Expression zu induzieren
anschlieBend lysiert und ilvestern Blo@nalysiert. Die Werte wurden auf GAPDH oder HS@d@@malisiert.
Werte + SD. Griin: SH2-Domane, rot; 5-Phosphatasedde, blau: P-x-x-P-Motiv. *: p<0,05, **: p<0,01***
p<0,001.

160% 1

140% A

120% A

N
o
Q
>
L

80% A

60% A

40% A

pAkt(S473) relativ zur Vektorkontrolle

20% A

0% -

Vektor
WT
F28L
V120M
R156Q
T162P
K210R
R225W
N508D
Y643H
D672A
V684E
P1039S
P1042L
Q1076X
Q1153L
H1168Y

100%) 26% | 41% | 29% | 13% | 32% | 26% | 36% | 18% |105%| 80% | 49% (118%,) 40% | 52% | 26% | 39%
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Abb. 4.16: pAkt(S473)-Level bei Expression von SHIRMutanten in Jurkat-Zellen. Alle Klone wurden fir
48 Std. bis 72 Std. in Medium mit 1 pg/mL Doxycwyckultiviert, um die SHIP1-Expression zu induzieren
anschlieBend lysiert und ikVestern Blot@nalysiert. Die Werte wurden auf GAPDH oder HS@d@malisiert.
Werte £ SD. Griin: SH2-Domaéne, rot: 5-Phosphatasedde, blau: P-x-x-P-Motiv. *: p<0,05, **: p<0,01%**
p<0,001.

137



4 Ergebnisse

4.6 Auswirkung der SHIP1-Expression auf die Proliération

4.6.1 Einfluss von Doxycyclin auf die Proliferatio von Jurkat Tet-On-Zellen

Da Doxycyclin die Proliferation von humanen Lympien hemmen kann @DONG and
FERRANTE, 1979), wurde hier untersucht, in welchem Mal3e fdasJurkat Tet-On-Zellen
zutrifft. Die Proliferation von Jurkat Tet-On Zeatievurde mit verschiedenen Konzentrationen
an Doxycyclin, und zwar 0 pg/mL, 1 ug/mL, 2 pg/midulO pg/mL im Medium Uber sieben
Tage verfolgt, siehe Abb. 4.17. Es wurde festgkstelass bereits eine Doxycyclin-
Konzentration von 1 pg/mL eine Proliferationshemmuon 24% Uber sieben Tage bewirkt,
2 pug/mL eine Proliferationshemmung von 32%, und 10iug/mL findet keine Proliferation
mehr statt. Es war deshalb in den folgenden Pratifnsmessungen wichtig, den Vektor-
Klon als Kontrolle mit der gleichen Doxycylin-Konzteation im Medium wie die SHIP1-
Mutanten-Klone einzusetzen.

-
E 700
<
o 600
—
£ /
§ 500
3 / Doxycyclin
£ 400 /
e / =0 pg/mL
c
2 300 / =1 ug/mL
3 ——2 pg/mL
o 10 pg/mL
@ 200 H
< /
(6]
(&)
@ 100
[o))
=
[8]
g2 ofF - ‘ . = .

0 50 100 150 200

Zeit in Stunden

Doxycyclinkonzentration in ug/mL 0 1 2
Proliferationshemmung 0%| 24%| 32%

Abb. 4.17: Proliferation von Jurkat Tet-On-Zellen bei verschiedenen DoxycyclinkonzentrationenJurkat
Tet-On-Zellen wurden mit 0 pg/mL, 1 pug/mL, 2 pg/rmtler 10 pg/mL Doxycyclin im Medium kultiviert und
die Proliferation Uber sieben Tage durch Zellzéglun der Neubauer-Zahlkammer verfolgt. Fir jede

Doxycyclin-Konzentration wurden drei Ansétze ausgemd jeder Ansatz dreifach gezahilt.
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4.6.2 Proliferation der SHIP1-Mutanten

Fir die ersten nach SHIP1-Tranduktion erhaltenem&WT #5, R225W #5 und D672A #5
wurden die Proliferation in einessayauf Basis des BrdU-Einbaus in die DNA bestimmt.
Dabei wurden pro Klon drei Ansatze mit 1 ug/mL Doyslin, drei Anséatze mit 1 pL/mL
70% Ethanol ausgesat, als Kontrolle je drei Ansélugkat Tet-On-Zellen mit 1 pg/mL
Doxycyclin, 1 pL/mL 70% Ethanol und mit 25 uM LY23@2, einem PI3K-Inhibitor. Nach
48 Std. wurde BrdU fur 16 Std. ins Medium gegebad mit Fluoreszenz-markierten anti-
BrdU-Antikorpern im FACS-Geratfluorescence-activated cell sortinglie Proliferation
analysiert, dabei jeweils die Proliferation von «Dbezogen auf —Dox fir jeden Klon
berechnet. Das Experiment wurde zweimal, zeitlietiennt, durchgefihrt.

Wie in Abb. 4.18 dargestellt, hemmt Doxycyclin ierdkonzentration von 1 pug/mL die
Proliferation in Jurkat Tet-On-Zellen, die kein $HI exprimieren, Gber 16 Std. bereits um
3%. SHIP1 WT hemmt die Proliferation um 13%, SHR225W um 11%, D672A um 5%.
Abzlglich des 3% Doxycyclin-Effekt ergeben sich Wervon 10%, 8% und 2%
Proliferationshemmung. Dabei ist festzuhalten, dissHemmung durch WT und R225W-
Mutante sich nicht signifikant unterscheiden. Smgeuschieden sich aber beide signifikant
von der D672A (5-Phosphatase-inaktiven)-Mutantdches sich mit nur 2% Hemmung nicht
signifikant von Jurkat Tet-On-Zellen unterscheid®ie Resthemmung kdonnte auf die Rest-5-
Phosphataseaktivitat der Mutante zuriickgehen.

Die maximal durch Inhibition des PI3K-Signalwegsierhdurch den PI3K-Inhihbitor
LY294002, erreichbare Proliferationshemmung tbestb betragt 61% bzw. 58%.
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70% Abb. 4.18: BrdU-Einbau-basierter
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T-Testauf WT Inhibitor, ausgesat. Nach 48 Std.

T-Test auf - Ex

Jurkat Tet-On wurde BrdU fiir 16 Std. ins Medium

*
*
*

gegeben, die Zellen gewaschen und
fixiert, mit APC-anti-BrdU-Antikbrpern markiert unan FACS die Proliferation analysiert, dabei jewedie
Proliferation von +Dox bezogen auf —Dox fiur jedelodKberechnet. Das Experiment wurde zweimal, zéitli
getrennt, durchgefiihrt. Werte £ SD. Rot: 5-Phospge®iDomane. *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001.

Nicht in allen Klonen war die SHIP1-Expression ingubar, d.h. sie wareteaky und
exprimierten SHIP1 bereits ohne Doxycyclin im MediuDeshalb wurde versucht, die
SHIP1-vermittelten Effekte durch SHIP1 WT und -Mhtn jeweils durch Vergleich der
Klone mit Doxycyclin im Medium zum Vektorklon mit &xycyclin darzustellen, statt fur
jeden Klon den SHIP1-vermittelten Effekt durch Mergh von +Dox und —Dox zu berechnen
und erst dann die Klone miteinander zu vergleichBreses Experiment wurde durch
Bestimmen der Zellzahl mit der Neubauer-Zahlkamdhechgefihrt und ist in Abb. 4.19 zu
sehen.

1 pg/mL Doxycyclin zeigt auch hier auf den Vektorkl eine proliferationshemmende
Wirkung. Die Expression von WT-SHIP1 fuhrt zu einereiteren Steigerung der
Proliferationshemmung. Anders als im BrdU-EinbasibdenAssayproliferiert die Mutante
R225W #5 hier jedoch schneller als der WT #5, digtdvite D672A #17 langsamer. Dies
stimmt mit den vorherigen Ergebnissen nicht GberEg scheint also nicht mdglich zu sein,
nur die mit Doxycyclin behandelten Klone unterei@nzu vergleichen, sondern es musste
pro Klon jeweils die nicht-induzierte Kontrolle, imé Doxycyclin, herangezogen werden. Da
wie gehabt viele Klone bereits ohne Doxycyclin SHI&primierten, ist der allein durch

SHIP1 vermittelte Effekt so nicht fur alle Mutantem vergleichen.
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Abb. 4.19: Neubauer-Zahlkammer-basierter Proliferafons-Assay Uber 3 Tage Jurkat Tet-On SHIP1 WT,
Mutanten und Vektorkontrolle wurden an Tag O in Med mit 0,5% FCS und 1 pg/mL Doxycyclin (+Dox)
bzw. 1 pL/mL 70% Ethanol (-Dox) (nur fur Vektor #8)je drei Ansatzen ausgesat und an Tag 0, 12undler
Neubauer-Zéhlkammer jeder Ansatz viermal gezatdtgBstellt ist die Zellkonzentration an Tag 2, nalisiert
auf gleiche Zellkonzentrationen von 40 ¥ #h Tag 0. Werte + SD. Griin: SH2-Domane, rot: 5sphatase-
Domane, blau: P-x-x-P-Motiv. *; p<0,05, **: p<0,0**: p<0,001.

4.7 Die F28L-Mutation erzeugt eine defekte SH2-Donmé, die nicht an

Phosphotyrosinmotive bindet

Die Strukturen von SH2-Doméanen wurden Anfang de&3089 Jahre aufgeklart ®KER et

al., 1992; QERDUIN et al., 1992; \WkSMAN et al., 1992). SH2-Domanen umfassen etwa 100
Aminosauren, binden an Phosphotyrosinreste (p¥Proteinen und ihre Spezifitdt hangt von
den dem pY C-terminal folgenden Aminosauren abN(ANG et al., 1994). Das acht
Aminosauren umfassende Motiv G(S/T)FLVR(E/D)S in 8&l12-Domane ist hochkonserviert
und die minimale notwendige Einheit, um tyrosingitamylierte Sequenzen zu erkennen
(HiDAKA et al., 1991).

Die in SHIP1 bei einer AML gefundene Mutation F2Bégt im FLVR-Motiv der SHIP1-
SH2-Domane (Lo et al., 2004). Mutation des Arginin im FLVR-Motiunterbindet die

Bindung von SH2-Domanen an Phosphotyrosinrestay@ et al., 1992; RvEH et al.,
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1995). Es wurde untersucht, ob die SHIP1-SH2-Domdetante F28L ebenfalls die
Bindungseigenschaften der SH2-Domane beeintrachaigt Kontrolle wurde die Arginin-
Mutante des FLVR-Motivs, R31Q, verwendet, fur diefé€kte in der SHIP1-Funktion im
Gesamtlange-Protein bereits gezeigt wurdeu €t al., 1997a; MsoN et al., 2000).

4.7.1 Expression der SHIP1-SH2-Doméne

Die humane SHIP1-SH2-Doméane (Aminosauren 5-103), db6Tie die Mutanten F28L und
R31Q, wurden in Bakterien als GST-Fusionsprotexyimiert, tber Glutathion-Sepharose
aufgereinigt, nach Auftrennung im Polyacrylamidgeit Coomassie-Blau angefarbt und

anhand eines BSA-Standards quantifiziert, siehe Al#f.

BSA-Standard in pg SHIP1-SH2

WT F28L R31Q
1 5 10 20 50

72 kD +——
ooy
R
52kD ——

42kD T

34 kD | I~ SHIP1-SH2

Abb. 4.20: Quantifizierung der SHIP1-SH2-Doméanen humane SHIP1-SH2-Domé&ne (Aminosauren 5-103),
WT sowie die Mutanten F28L und R31Q, wurdenBrColi BL21 pLysS pREP4 als GST-Fusionsproteine
exprimiert, Uber Glutathion-Sepharose aufgereiragif, einem Polyacrylamidgel aufgetrennt, mit Coosies

Blau angefarbt und anhand eines BSA-Standards ifjagmt. *: unbekanntes Protein von 60 kD.

4.7.2 Pull-Down mit SHIP1-SH2-Doménen aus Lysaten stimulierter Zéén
Die humanen SHIP1-SH2-Domanen WT, F28L und R31Qdeamran Glutathion-Sepharose

gekoppelt undPull-Downs aus der mit IL-3 und Pervanadat stimulierten nemin
myeloischen Vorlauferzelllinie FDC-P1, siehe Abb24 und aus der mit GM-CSF-
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stimulierten humanen faktorunabhangig wachsenden.-Z¥lllinie (Erythroleukamie) TF-1
I133-5, siehe Abb. 4.22, durchgefluhrt. Viele der kMirgen, die IL-3 in der Hamatopoese der
Maus ausubt, werden in der Hamatopoese des Mensome@M-CSF ibernommen B8AS

and LCHTMAN, 2005).

Es wurden jeweils drdPull-Downspro SHIP1-SH2-Domane ausgeftihrt und die von ihnen
prazipitierte Menge an tyrosinphosphorylierten Biregn imWestern Blotquantifiziert und
auf die eingesetzte Menge an GST-Fusionsproteimiedr sowie die Molekulargewichte

dieser Proteine bestimmt.

Abb. 4.21: Pull-Down
mit SHIP1-SH2-
_ WT FasL R31Q Domane aus IL-3-
: . , : : ' stimulierten FDC-P1-
ﬁ Zellen. Die humane
SHIP1-SH2-Domane

(Aminosauren 5-103),

Pull-Down mit SHIP1-SH2-Domine

WT sowie die
Mutanten F28L und
R31Q, wurden inE.

46 kD— % ? - coli BL21  pLysS
WE: pY pREP4 als  GST-
Fusionsproteine

o SN S e N
exprimiert und an
WB: GST Glutathion-Sepharose
pY-Bindung: | 100% 1,5% 13% | | gebunden. Je 400 ug

Lysat pro Pull-Down
von mit 2 mM Pervanadat und 100 ng/mL Interleukibbé¢handelten FDC-P1-Zellen wurden mit Glutathion-
Sepharose praadsorbiert und anschlieRend mit SHH2EDomane-gekoppelter Glutathion-Sepharose inkubie
Pro WT und Mutanten wurden dreull-Downsdurchgefiihrt, auf einem 10%igen SDS-PAG aufgetrendtein
Western Blodavon angefertigt. Oben: WB: phospho-Tyrosin (p¥ie Molekulargewichte der Banden wurden
aus einer graphischen Auftragung des dekadischgaritbmus der Molekulargewichte des Markers gegesni
jeweiligen Retardationsfaktor berechnet. Mitte: WBST (nachStripping des phospho-TyrosiWestern Blofs
zur relativen Quantifizierung des SHIP1-SH2-GSTigusproteins (38 kD). Unten: relative Bindung Tyms

phosphorylierter Proteine, normalisiert auf diegdige Menge an SHIP1-SH2-Fusionsprotein.

Aus Abb. 4.21 und 4.22 geht eindeutig hervor, ddies SHIP1-SH2-Mutante F28L ihre

Fahigkeit, an tyrosinphosphorylierte Proteine zudkn, verloren hat. Im Vergleich zum WT
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zeigt sie eine Restbindung an tyrosinphosphorgiemoteine aus FDC-P1-Zellen von 1,5%,
an solche aus TF-1 133-5-Zellen von 3,1%. Die Kollgr SHIP1-SH2 R31Q zeigt eine
Restbindung von 1,3% bzw. 4,6%.

Fur die von der WT-SHIP1-SH2-Domane prazipitietgnosinphosphorylierten Proteine aus
FDC-P1-Zellen wurden Molekulargewichte von 145 K05 kD, 68 kD, 54 kD, 51 kD und
46 kD bestimmt, wobei das starkste Signal von dérKD-Bande herrthrte. Entweder wurde
davon am meisten prazipitiert oder es war am dtémk@nehrfach) tyrosinphosphoryliert.

Fur die von der WT-SHIP1-SH2-Domane prazipitietgnosinphosphorylierten Proteine aus
TF-1 133-5-Zellen wurden Molekulargewichte von I, 120 kD, 68 kD, 60 kD und 54 kD

bestimmt.

Abb. 4.22: Pull-Down
mit SHIP1-SH2-
WT F28L R31Q Doméne aus GM-
S £ ¢ - CSF-stimulierten TF-1

141 kD .-. 133-5-Zellen. Die

120 kD

i humane  SHIP1-SH2-
Doméne (Aminosauren
68 kDT W e 5-103), WT sowie die
60 I D, - - Mutanten F28L und
54 kD= R31Q, wurden in
WB: pY E.coli BL21 pLysS

n . pREP4 als GST-
38K e . -

— Fusionsproteine
WB: GST

Pull-Down mit SHIP1-SH2-Domane

exprimiert und an
pY-BindU ng. ‘ 100% 3,10/0 4.60/0 ‘ G|utathi0n_Sepharose

gebunden. Je 1mg
Lysat pro Pull-Down von mit 1000 U/mL GM-CSF behandelten TF-1 133-8l&te (faktorunabhangig
wachsende humane Erythroleukamie-Zelllinie) wurde@ifutathion-Sepharose praadsorbiert und ansatid3
mit SHIP1-SH2-Domane-gekoppelter Glutathion-Sepdarokubiert. Pro WT und Mutation wurden dRuill-

Downsdurchgefiihrt, auf einem 10%igen SDS-PAG aufgetrend einWestern Blodavon angefertigt. Oben:
WB: phospho-Tyrosin (pY). Die Molekulargewichte d&ganden wurden aus einer graphischen Auftragung des
dekadischen Logarithmus der Molekulargewichte dearkigrs gegen ihren jeweiligen Retardationsfaktor
berechnet. Mitte: WB: GST (nad®tripping des phospho-Tyrosiwestern Blotszur relativen Quantifizierung
des SHIP1-SH2-GST-Fusionsproteins (38 kD). Untariative Bindung Tyrosin-phosphorylierter Proteine,

normalisiert auf die jeweilige Menge an SHIP1-SH&iBnsprotein.
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Die Rezeptoren fur IL-3, GM-CSF und IL-5 verwendgne gemeinsamgKette @), die auf
Ligandenstimulation hin Tyrosin-phosphoryliert williyajimi et al. 1993) und fur die
Signaltransduktion tber diese Rezeptoren veraniialoist.

SHIP1 zeigt nach IL-3-Stimulation keine direktedrsiktion an dig—Kette (Lu et al., 1999).
IL-3 induziert jedoch die TyrosinphosphorylierungduAssoziation von SHIP1 und Shc
(DAMEN et al., 1996; BVEN et al., 1998; W et al., 1994; W et al., 1999; ¥LAZQUEZ et al.,
2000), womoglich Gber die SH2-Doméane von SHIP1u (et al., 1994). Shc wird in
hamatopoetischen Zellen in Isoformen der Molekw@aighte von etwa 46 kD und 52 kD
exprimiert und konnte somit eines der von der SHEMR-Domane WT prazipitierten
tyrosinphosphorylierten Proteine sein.

SHIP1 soll mit seiner SH2-Domane auch an die tppsdsphorylierten Proteine Dok-1
(downstream of kinase) IMW ca. 62 kD) (IUNANT et al., 2000), Dok-2 (MW ca. 56 kD)
(TAMIR et al., 2000) und Dok-3 (MW ca. 58-62 kDEfay et al., 2000) binden.

Obwohl bekannt ist, dass SHIP1 die GM-CSF-vernt@t8ignaltransduktion negativ reguliert
(HARDER et al., 2004; lHLGASON et al., 1998; W et al., 1999), ist der genaue Mechanismus,
wie dies geschieht, jedoch unbekanniNRHAW et al., 2007).

An pY577 der GM-CSF-Rezept@e-Kette kann SHIP1 mit seiner SH2-Domane womdglich
direkt binden (IRSTIN et al., 1996; ®UDA et al., 1999) oder Shc direkt mit der PTB-
Doméne von Shc (@&\E and WELHAM, 2000; LANFRANCONE et al., 1995; RATT et al., 1996).
Wenn SHIP1 direkt mit seiner SH2-Domane an pY577 @&-CSF-Rezeptop.-Kette
bindet, kbnnte Shc mit seiner PTB-Doméane an SHIiRddm und so rekrutiert werden. Wenn
Shc direkt mit seiner PTB-Doméne an die GM-CSF-Rexei-Kette bindet, konnte SHIP1
mit seiner SH2-Domé&ne an Shc binden und so rektwtierden oder aber Grb2 mit seiner
SH2-Domane an Shc binden und, da Grb2 mit seineB-[Zdnanen SHIP1 binden kann,
zusammen mit SHIP1 rekrutiert werdern{IERANCONE et al., 1995). Auf jeden Fall fihrt der
Verlust der Bindung an pY577 zu erhohtem Uberleberhohter Proliferation und
Koloniebildung von primaren hamatopoetischen Zellerhéhter Gab2-Phosphorylierung,
langer anhaltender PI3K-Aktivierung und Verlust &IP1-Ptdins(3,4,545-Phosphatase-
Aktivitat in GM-CSF-Rezeptof.-Kette-Immunprazipitationen @sHAw et al., 2007).

Wenn SHIP1 nicht Uber Grb2 an die GM-CSBRKette rekrutiert wird, spielt die SH2-
Domane fur diesen Prozess die entscheidende Rollidiesem Fall sollte die SHIP1-SH2-
Mutante F28L, die, wie gezeigt, nicht mehr an tympeosphorylierte Proteine bindet, nicht
an die GM-CSF-Rezept@i-Kette binden kénnen. Um dies zu testen, wurdenl TB3-5-
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Zellen mit GM-CSF stimuliert unBull-Downsmit den SHIP1-SH2-Domanen WT, F28L und
R31Q durchgefuhrt und die prazipitierte Menge GMFezepto3-Kette quantifiziert.
Wie in Abb. 4.23 zu sehen, ist die von SHIP1-SH3IF@razipitierte Menge IL-3/IL-5/GM-
CSF-Rezeptop—Kette auf 11% der von SHIP1-SH2 WT préazipiertemlke reduziert, die
mit SHIP1-SH2 R31Q auf 18%.

Pull-Down mit SHIP1-SH2-Domane

WT ‘ F28L ‘ R31Q TCL TCL
|
WB: IL-3/IL-5/GM-CSF-R-f_ WE: pY

38KDD -_— -

WB: GST

IL-3/IL-5/GM-CSF-R-B_-Bindung

100% 1% 18%

Abb. 4.23: Pull-Down mit SHIP1-SH2-Doméne aus GM-CSF-stimulierten TF-133-5-Zellen. Die humane
SHIP1-SH2-Domane (Aminosauren 5-103), WT sowieMiganten F28L und R31Q, wurden i coli BL21
pLysS pREP4 als GST-Fusionsproteine exprimiert andslutathion-Sepharose gebunden. Je 1 mg Lysat pro
Pull-Down von mit 1000 U/mL GM-CSF behandelten TF-1 133-3lete (faktorunabhéngig wachsende humane
Erythroleukamie-Zelllinie) wurden mit SHIP1-SH2-Déane-gekoppelter Glutathion-Sepharose inkubiert, per
SDS-PAGE aufgetrennt und eWestern Blotdavon angefertigt. Oben links: WB: IL-3/IL-5/GM-ES
RezeptoB.. Oben rechts: WB: phospho-Tyrosin (pY). Mitte: WBST (naclStrippingdes IL-3/IL-5/GM-CSF-
RezeptoB.-Western Blofszur relativen Quantifizierung des SHIP1-SH2-GSi&iBnsproteins (38 kD). Unten:
relative Bindung von IL-3/IL-5/GM-CSF-R;, normalisiert auf die jeweilige Menge an GST-SHEH2-
Fusionsprotein. TCL: Gesamtzelllysattél cell lysaté.

Es wurde auch die Bindung von SHIP1-SH2 an Shcrsuntét, jedoch konnte bereits im

Pull-Down mit der WT-SHIP1-SH2-Doméne aus GM-CSF-stimulierig--1 133-5-Zellen
kein Shc detektiert werden, siehe Abb. 4.24 links.
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Abb. 4.24: Pull-Down mit SHIP1-SH2-Doméanen
aus GM-CSF-stimulierten TF-1 133-5-Zellen. Die

Pull-Down-: humane SHIP1-SH2-Doméane (Aminosauren 2-105),
SHIP1-8SH2 WT sowie die Mutanten F28L und R31Q, wurden in
WT TCL E. coli BL21 pLysS pREP4 als GST-Fusionsproteine

exprimiert und an Glutathion-Sepharose gebunden.
B 52 kD 2mg Lysat von mit 1000 U/mL behandelten TF-1
I133-5-Zellen  (faktorunabhangig  proliferierende
humane Erythroleukdmie-Zelllinie) wurden mit

S 46 kD . ) . .
Glutathion-Sepharose praadsorbiert und anschlieRend

mit  SHIP1-SH2-Domane-gekoppelter  Glutathion-

WB: Shc
Sepharose inkubiert. TCL: Gesamtzelllysatd]l cell
lysate).
4.8 Oberflachenplasmonresonanz mit der SHIP1-SH2-®@nane

Um die Bindung der WT-SHIP1-SH2-Domédne und der FRBltante an
tyrosinphosphorylierte  Proteine zu  quantifizierenwurde die Methode der
Oberflachenplasmonresonanz gewahlt (siehe aucth93.2Dabei wird ein Bindungspartner
auf einem beschichteten Gold-Sensorchip immobitisieier die SH2-Domane Uber ihren
GST-Anteil an anti-GST-Antikorper, die kovalent dre Oberflache gebunden wurden. Der
zweite Bindungspartner (Analyt) fliet dartber hagvund bewirkt bei Bindung an die
Oberflache eine Anderung des Reflexionswinkels sin@onochromatischen, polar
linearisierten Lichtstrahls, der von unten auf @dmp trifft.

Es wurde zuerst die Bindung der SHIP1-SH2-Domaneyessinphosphorylierte Proteine
eines Gesamtzelllysats GM-CSF-stimulierter TF-1-333ellen untersucht, au3erdem an ein
tyrosinphosphoryliertes Peptid des humanen}%2an das SHIP1 binden soll i(Let al.,
1997a), wenngleich eine Bindung der SHIP1-SH2-Dar&m Shc im Rahmen dieser Arbeit
nicht gezeigt werden konnte, siehe 4.7.2. Fur digima SHIP1-SH2-Doméane wurde eine
Bindung an das Peptid RRASVSpYVNVQN, deren C-teat@nsieben Aminosduren
humanem Shcl (Aminosduren 316-322) entsprechenKgmit 290£130 nM gezeigt (U et
al., 1997a), fur die SHIP1-SH2-Domane (Speziesamkiurde eine Bindung an das Peptid
ELFDDPSpYVNVQNL, das in seiner gesamten Sequenz am&ém Shcl entspricht
(Aminosauren 310-323 von p¥2) mit Kp = 145 nM bestimmt (KNcz et al., 2001).
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In einem ersten Schritt wurden die in Bakterien @ST-Fusionsproteine exprimierten
humanen SHIP1-SH2-Domanen WT, F28L und R31Q soW¢ &llein, siehe auch 4.7.1 und
4.9.1, an auf dem Sensorchip kovalent gebundene-G&T-Antikbrper gekoppelt
(Capturing, jede in einer eigenen, einzeln ansteuerbarerrddétle, und zwar 600 bis 800
RU (response uni)s wobei 1.000 RU der Anlagerung von 1 ng/mm?2 Rnotntsprechen,
siehe Abb. 4.25.

Q00 4

a00 4

700 1

G600 1

200 1

400 1

RU

300 4

200 1

100 1

-100 + t t + t
400 600 800 1000 1200 1400

Zeitin s

Abb. 4.25: Capturing von Proteinen an den SensorchipGST sowie die SHIP1-SH2-Doméanen WT, F28L und
R31Q als GST-Fusionsproteine wurden tber Anti-GSitik®rper an den Sensorchip gekoppelt. Résponse

units.

Im ersten Versuch wurde ein Lysat GM-CSF-stimudiertTF-1 133-5-Zellen, das
tyrosinphosphorylierte Proteine enthalt, fur 10 mimiziert, siehe Abb. 4.26. In der
Darstellung ist der Hintergrund des GST fur allervMesskurven bereits abgezogen. Es
konnte keine fur den WT spezifische Bindung an Qigerflache gemessen werden. Die
Kurven gehen in den Bereich negativer RU, was al#ink Unterschiede in den
Zusammensetzungen des frisch flir das Experimenereiibten Puffers und dem des
eingefrorenen Lysats zurtckzufiihren ist, da dasiG#afir sehr empfindlich ist. Dass keine
Bindung tyrosinphosphorylierter Proteine detektreurde, kann auf ihren geringen Gehalt in

Gesamtzelllysaten zurtickgehen.
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Abb. 4.26: Oberflachenplasmonresonanzmessung mit Gamtzelllysat an SHIP1-SH2-DomanenGST
sowie die SHIP1-SH2-Doméanen WT, F28L und R31Q &8 &usionsproteine wurden Uber eine Anti-GST-
Antikérper an den Sensorchip gekoppelt und ein phatyrosin-Protein-haltiges Lysat GM-CSF-stimukert

TF-1 133-5-Zellen fiir 10 min injiziert. RUesponse units

Im zweiten Versuch wurde die Bindung der SHIP1-3b#lnanen an das 12 Aminosauren-
Phosphopeptid der Sequenz LFDDPSpYVNVQN, die deninAs@uren 311-322 von
humanem p52°*entspricht, untersucht. Dazu wurden die Fusiorispre erneut an die zuvor
regenerierte Sensorchipoberflache mit immobilisi@rtanti-GST-Antikorper gekoppelt und
das Peptid in den Konzentrationen 0,03 uM, 0,3 pid 8 uM, wie es bei einempkvon
290+130 nM dem Kx 10%, Kp x 10 und Ko x 10" entspricht. In der Darstellung in Abb. 4.27
ist der Hintergrund des GST fur alle vier Messkarbereits abgezogen. Dargestellt sind die
Messungen mit 0,3 UM und 3 uM Phosphopeptid. Auehkonnte keine fir die WT-SHIP1-
SH2-Domane spezifische Bindung an die Oberflacheegsen werden. Die Kurven steigen
zwar in den Bereich positiver RU an, aber fur dhesionsproteine gleichermalRen. Der
Anstieg ist auch hier auf kleine Unterschiede im déusammensetzungen der Puffer
zurtckzufihren. Das Peptid war in DMSO gel6st ungrde vor der Injektion fir die

Einstellung der unterschiedlichen Peptidkonzerdrain unterschiedlich stark verdinnt.
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Abb. 4.27: Oberflachenplasmonresonanzmessung mit Bbphopeptid an SHIP1-SH2-Domanen.GST
sowie die SHIP1-SH2-Doméanen WT, F28L und R31Q &8 &usionsproteine wurden Uber eine Anti-GST-
Antikérper an den Sensorchip gekoppelt und ein ffindsauren-Phosphopeptid der Sequenz
LFDDPSpYVNVQN, die den Aminosauren 311-322 von hoara p52"°* entspricht, fiir je 3 min injiziert, und
zwar in den Konzentrationen 0,3 uM und 3 uM Phoppptid. RU:response units

4.9 Interaktion von SHIP1 mit Grb2

4.9.1 Expression der Grb2-SH3-Doméanen

Die humanen Grb2-SH3-Doménen, die N-terminale (€bB(N)) und die C-terminale
(Grb2-SH3(C)) als GST-Fusionsproteine sowie GSe&irallvurden in Bakterien exprimiert,

Uber Glutathion-Sepharose aufgereinigt, nach Awdfiseg im Polyacrylamidgel mit
Coomassie-Blau angeféarbt und anhand eines BSA-&tdsduantifiziert, siehe Abb. 4.28.
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BSA-Standard in pg GST-Grb2- GST-Grb2-
SH3(C) SH3(N)
50 20 10 5 1 ~ . ~ -
72 kD
ow=—
52 kD
42 kD
34 kD
. ’732 kD
26 kD
BSA-Standard in pg
1 5 10 20 50 - GST
52 kD
42 kD
34 kD
26 kD W26 kD
4.9.2 Pull-Downs mit Grb2-SH3-Domanen

Abb. 4.28: Quantifizierung
der Grb2-SH3-Doménen
Humane N-terminale und C-
Grb2-SH3-
Doménen wurden irkE. coli
BL21 pLysS pREP4 als GST-

Fusionsproteine

terminale

exprimiert,
Uber  Glutathion-Sepharose
aufgereinigt, per SDS-PAGE

aufgetrennt, mit Coomassie-

Blau angefarbt und anhand
eines BSA-Standards

quantifiziert.

Grb2 Growth factor receptor-bound)2auch bekannt als Aslalfundant Src homologyist

ein 25 kD-Adapter-Protein, das Rezeptortyrosinkemasit dem Ras-Signalweg verbindet

(LOWENSTEIN et al., 1992; SHLESSINGER 1993, 1994). Es besitzt drei SH-Doménen in der
Reihenfolge SH3(N)-SH2-SH3(C) QwENSTEIN et al., 1992; MTUOKA et al., 1992). SHIP1
interagiert mit Grb2, und zwar bindet es an dieef@rinale und schwacher an die N-terminale
SH3-Domane von Grb2 (&KEeR et al., 1997; WsNIEWSKI et al., 1999).

Im Pull-Down mit Grb2-SH3(N) und Grb2-SH3(C) aus SHIP1-WT ndodbxycyclin-
Induktion exprimierenden Jurkat Tet-On-Klon-Lysateznnte dies bestatigt werden, siehe
Abb. 4.29. Die Quantifizierung ergab, dass Grb2-8H3SHIP1 1,9fach so gut bindet wie
Grb2-SH3(N).
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Pull-Down: Pull-Down: Pull-Down:
GST Grb2-SH3(N) Grb2-SH3(C)
WT WT WT
VY N VY
145 kD — . - — — —
WB: SHIP1
32kD — —
26 kD — | ——
WB: GST

Abb. 4.29: Bindung der Grb2-SH3-Doménen an SHIP1Pull-Downsmit GST-Grb2-SH3-Fusionsproteinen
und GST allein aus Jurkat Tet-On SHIP1-LysaterlQgag Grb2-SH3(N) und Grb2-SH3(C) sowie aquimolare
Mengen GST wurden prcPull-Down an Glutathion-Speharose gebunden, mit je 300 ug-SNTP1

exprimierenden Jurkat Tet-On-Lysaten inkubiert andchlieend prazipitiert.

Die Mehrheit derSH3-Domanen erkennt und bindet Proteinsequenzereim#m P-x-x-P-
Kernmotiv (FELLER et al., 1994; L, 2005; $ARKS et al., 1998). Selektivitat wird durch die
das Kernmotiv flankierenden Reste gegebemg®s et al., 1996). Jedoch binden einige SH3-
Doméanen auch an Motive, die kein P-x-x-P-Kernmaithalten (Kmi et al., 2002; L,
2005), was zeigt, dass die Bindungen von SH3-Domaredfaltig sind.

Fir die Bindung der N-terminalen Grb2-SH3-Domaneb@SH3(N)) werden in der Literatur
die Konsensussequenzen ReR-x-R mit ¥: I/L/V (McDoNALD et al, 2009) und
D-x-P-L-P-x-L-P ($ARKS et al., 1996) gefunden, Sequenzen also, die das-P-Kernmotiv
enthalten. Dagegen existiert fur die C-terminale8&mane von Grb2 (Grb2-SH3(C)) kein
eindeutig definiertes Konsensusbindungsmotiv. InLderatur werden P-x+-P-x-R-R-R mit

Y I/LIV, P-x-x-x-R-x-x-K-P-x-P-L-D (Lock et al., 2000), P-x-x-X-R-x-x-K-P @wiTzKy et
al., 2001) oder auch nur R-x-x-K AHKIOLAKI et al., 2009) angegeben, also Sequenzen mit
P-x-x-P-Kernmotiv als auch ohne. Eine Ubersichirishbb. 4.30 dargestellt.
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Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2)

o B S

Konsensus-Bindungsmotive:

P-x-p-P-x-R P-X-X-X-R-x-x-K-P
McDonald et al. 2009 Lewitzky et al. 2001
WLV

P-X-X-X-R-X-x-K-P-x ,-P-L-D
D-x-P-L-P-x-L-P Lock et al. 2000
Sparks et al. 1996

R-x-x-K

Harkiolaki et al. 2009

P-x-y-P-x-R-R-R
McDonald et al. 2009
Y I/LIV

Abb. 4.30: Konsensusbindungsmotive der Grb2-SH3-Doamen.\P: I/L/V.

SHIP1 enthalt zwei prolinreiche Regionen (schwédfasten Abb. 4.32), und zwar die Region
zwischen SH2- und 5-Phosphatase-Domane, aufRerdemCeEerminus C-terminal der
5-Phosphatase-Domane.

SHIP1 enthalt 19 P-x-x-P-Motive (siehe Abb. 4.31d urlaue schmale Rechtecke in Abb.
4.32). Davon enthélt ein P-x-x-P-Motiv in der Reagipwischen SH2- und 5-Phosphatase-
Doméane das Konsensus-Bindungsmotiv #-R-x-R  fir  Grb2-SH3(N). Ein
D-x-P-L-P-x-L-P-Motiv, ein weiteres Konsensus-Bimdumotiv fir Grb2-SH3(N), kommt in
SHIP1 nicht vor. An Konsensus-Bindungmotiven fub&SH3(C) existieren in SHIP1 drei
R-x-x-K-Motive, je eines in der SH2- und in der BeBphatase-Domane sowie im C-
Terminus, jedoch kein P-x-x-x-R-x-x-K-P-, und emtsghend kein P-x-X-X-R-x-x-K-P;xP-
L-D-, oder P-xy-P-x-R-R-R-Motiv.
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Motive in SHIP1 als mégliche Bindungsstellen
von Grb2-SH3-Doménen

P-x-x-P-Motive P-x-p-P-x-R-Motive

AS Sequenz AS Sequenz
123-128 PELPPR 123-128 PELPPR
249-252 PQVP

286-291  PESPHR D-x-P-L-P-x-L-P-Motive

289-292  PHRP

919-922 PFGP keines
922-925  PPMP '
951954  PLGPCR P-x-w-P-x-R-R-R-Motive
960-963  EPTP keines
961-964  PTPP
964-97  BGQE R-x-x-K-Motive
968-971  PISP
1039-1042 PKMP AS Sequenz
1047-1050 PPCP

21-24 RTGK

1105-1108 PKTP.
1120-1125 PIKPSR
1133-1136 PPTP
1138-1141 PRPP
1140-1143 PPLP
1178-1181 PPGP keines

624-627  REQK
1119-1122 RPIK

P-x-x-x-R-X-X-K-P-Motive

Abb. 4.31: Motive in SHIP1 als mogliche Bindungsstlen fir die SH3-Domé&nen von Grb2. Die
Aminosauren(AS)-Zahlung bezieht sich auf humanelP$HdelV117 mit 1188 ASY: I/L/V.

Motiv 2
| MKYNLPSWCDRVLWKSY |

Motiv 1

FWFGDLNYRVDL

N -C
F28L N508D Y643H P1039S
V120M D672A P1042L
R156Q V684E 01076X
T162P Q1153L
K210R H1168Y
R225W

Abb. 4.32: SHIP1-Mutationen in prolinreichen Regioren. P-x-x-P-Motive als mégliche Bindungsstellen von
SH3-Domanen sind als schmale blaue Rechtecke deligeBie auf eine Interaktion mit den Grb2-SH3-

Domanen hin untersuchten SHIP1-Mutanten sind schwarahmt.
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In der Region zwischen SH2- und 5-Phosphatase-Demwdnden finf Mutationen bei AML-
Patienten gefunden (siehe Abb. 4.32), im prolidreic C-Terminus ebenfalls fiinf. Von den
Mutationen im C-Terminus erschienen drei besondetsressant, darunter P1039S und
P1042L, weil beide in einem, dartber hinaus denesel®-x-x-P-Motiv liegen. Durch die
Q1076X-Mutationen kommt es zu einem trunkierten FSHProtein, dem die sechs C-
terminalen P-x-x-P-Motive fehlen.

Um zu testen, ob eine dieser Mutationen, schwarmabmt in Abb. 4.32, einen Einfluss auf
die Bindung von SHIP1 an eine der beiden Grb2-Sld8nen hat, wurden WT-SHIP1
sowie die SHIP1-Mutanten V120M, R156Q, T162P, K21BR25W, P1039S und P1042L in
Jurkat Tet-On-Klonen exprimiert, Proteinlysatvolmani auf gleiche SHIP1-Mengen hin
angepasst undPull-Downs aus diesen Lysaten mit Grb2-SH3(N) und Grb2-SH3(C)
durchgefuhrt, siehe Abb. 4.33, und die prazipieftéengen an WT-SHIP1 mit denen der
Mutanten verglichen, siehe Abb. 4.34.

Abb. 4.33: Bindung der Grb2-

PU||-DOWI’]ZGI’b2-SH3(N) PU||-DOWI’]ZGI’b2-SH3(C) SH3-Domanen an SHIP1 WT
Lange Exposition Kurze Exposition
und Mutanten. Je 10 pg Grb2-
WT V120M WT V120M )
~ ~ ~ ~ ~ SH3-Doméanen  (Grb2-SH3(N)
e A ee— S T . L I — und Grb2—SH3(C)) pro Pull-
WT R156 WT R156 ;
- ~ Q ~ ~ ~ Q ~ Down wurden an Glutathion-
-— e o | |— —— — — —‘ Sepharose  gekoppelt, Pull-
WT T162P WT T162P Downs aus nach
Il N N - e N\ )
U — _--| |- -— e e --| Doxycyclinzusatz SHIP1-
WT K210R WT K210R exprimierenden Jurkat Tet-On-
r N N r N Y .
Lysaten, deren Volumina auf
gleiche SHIP1-Mengen angepasst
WT R225W WT R225W
- N 7 N 7 N7 I wurden, ausgefuhrt, und die
- - |- ‘ prazipitierte Menge an SHIP1 im
—WT P1039S ~ — M~ P1039S —~ | Western Blot analysiert. Die
— e . e — —| |— — — --d Western Blotsder Pull-Downs
WT P1042L WT P1042L mit Grb2-SH3(N) sind nach
- — — = — — E Aufnahmezeit
angerer
— — — - q T == o= -d g
WB: SHIPL dargestellt, Grb2-SH3(N) bindet

insgesamt schwacher an SHIP1
als Grb2-SH3(C).
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B Grb2-SH3-N l

D Grb2-SH3-C

Bindung an Grb2-SH3 relativ zu WT

ol )
.| | . ,IT..
T &

P1042L ﬁ_

= s o @ 2
2 S S S 3
R ha o =]
S - N4 N
Grb2- * * *kk *hk
T-Test [SH3(N)
auf WT| Grb2- . % % Fokk Hokk
SH3(C)

Abb. 4.34: Quantifizierung der Pull-Downs mit Grb2-SH3-(N) und Grb2-SH3(C) aus WT-SHIP1- ode
SHIP1-Mutanten-exprimierenden Jurkat Tet-On-Lysaten. Die Bindung der jeweiligen Grb2-SH3-Domane
an WT-SHIP1 wurde gleich 1 gesetzt und die BinddegMutanten relativ dazu dargestellt. Die Bindungid

in dieser Abb. nur fur die jeweilige SH3-Doméaneeamniainder vergleichbar, nicht jedoch die BindungGah2-
SH3(N), die SHIP1 insgesamt schwécher bindet, eniBindung an Grb2-SH3(C).

Die Bindung der SHIP1-Mutanten an die Grb2-SH3-Doemirelativ zu WT-SHIP1, siehe
Abb. 4.34, variiert stark. Jede der Mutanten zeige signifikant zu WT-SHIP1 veranderte
prazipitierte SHIP1-Menge fur mindestens eine ddr2s5H3-Domanen.

Andererseits variiert auch das Verhaltnis der BnglGrb2-SH3(C) / Grb2-SH3(N) an WT-
SHIP1 zwischen dewestern Blotsllein von 1,1fach bis 13,4fach.

Es ist deshalb fraglich, ob die Bindungsuntersahiedischen WT und Mutanten real sind
oder nur Schwankungen innerhalb des ExperimentsvuiEden deshalb weitere Experimente
durchgefunhrt.

Es existiert ein interessantes Motiv in SHIP1: Waman die Sequenz, die das P-x-x-P-Motiv
mit P1039 und P1042L enthalt, von C- nach N-terinitiast, ergibt sich ein
P-x-x-X-R-x-x-K-P-Motiv und damit ein Konsensusbimdjsmotiv fir Grb2-SH3-(C), siehe
Abb. 4.35. In diesem Motiv ware P1039 flur die latgion essentiell, P1042 dagegen nicht.
Daruber konnte womoglich der Effekt der Mutante D erklart werden, pAkt nicht mehr
zu reduzieren, fur den Fall, dass die Rekrutiervog SHIP1 hierfir Uber Grb2 vermittelt

wirde.
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P1042 P1039

N-----P-K-M-P-R-K-E-P-P-----C - Cree-P-P-E-K-R-P-M-K-P----N

P-X-X-X-R-X-X-K-P

Abb. 4.35. Interessantes Motiv in SHIP1Wird die Sequenz P1039-P1047
in SHIP1 vom C-Terminus zum N-Terminus gelesenibérgich ein Grb2-

SH3(C)-Konsensusbindungsmotiv.

In der Arbeitsgruppe von Dr. Stephan Feller featherall Institute of Molecular Medicine,
Oxford, UK wurde daraufhin die Bindung der Grb2-SH3(C)-Doman ein Peptid, das den
Aminosauren 1031-1048 des humanen SHIP1 in natérlibl- zu C-Orientierung entspricht,
per isothermaler Titrationskalorimetrie untersudig. wurde jedoch keine Interaktion dieses
Peptids mit Grb2-SH3(C) festgestellt.

Es ware erwartet worden, dass, sofern die C-tetmi@eéb2-SH3-Doméane an C-P-x-X-X-R-x-
x-K-P-N bindet, diese Bindung durch P1039S zerstind, wahrend P1042L keinen Einfluss
auf die Bindung haben sollte. Dass beide Mutantso aeiterhin an Grb2-SH3(C) binden,
siehe Abb. 4.33 und 4.34, passt dazu, dass GrbZegh&ht an dieses Motiv bindet.

Statt abzunehmen, nimmt die Bindung von Grb2-SHZC)P1039S-SHIP1 sogar noch zu,
(Abb. 4.33 und 4.34). Da diese Zunahme nicht voeredlirekten Bindung von Grb2-SH3(C)
herrihren kann, gibt es vielleicht ein Vermittle@in, das sowohl an SHIP1 als auch an
Grb2-SH3(C) bindet und in dieselfull-Down in erhdhter Menge vorlag. Daflr spricht, dass
vom P1039S-SHIP1-Lysat das grof3te Volumen eingesetrden musste, um auf gleiche
SHIP1-Mengen zu kommen. Um die Rolle eines Veranrptloteins zu testen, wurdall
length (fl)-SHIP1 mit einem N-terminaleistreptag Il in Bakterien exprimiert, Uber eine
StrepTactin-Saule aufgereinigt, Pull-Downs mit Grb2-SH3(N) und Grb2-SH3(C)
durchgefuhrt und die prazipitierte Menge an fl-SHIRjuantifiziert. Da Bakterien
normalerweise kein SHIP1 exprimieren, sollten sigcha ein Vermittlerprotein nicht

exprimieren. Das Ergebnis ist in Abb.4.36 dargéstel
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Pull-Down: Pull-Down:
Grb2-SH3(N) Grb2-SH3(C)
WT WT
-~ ~ ~\
USIOEEE BT T IR I e
WE: SHIPF1
32 kD | T — — —
WB: GST

Abb. 4.36: Bindung der Grb2-SH3-Doménen an fl-SHIP1Pro Pull-Down wurden 5 pg Grb2-SH3(N) oder
Grb2-SH3(C) und 2,5 pg fl-SHIP1 eingesetzt undifastern Blodie prazipitierte fl-SHIP1-Menge zwischen

beiden Grb2-SH3-Doméanen quantifiziert und vergliche

Dabei kam heraus, dass Grb2-SH3(C) 1,4fach so starl@HIP1 bindet wie Grb2-SH3(N).
Zur Erinnerung: Grb2-SH3(C) bindet WT-SHIP1 auskauiTet-On-Lysaten 1,9fach so gut
wie Grb2-SH3(N). Der Unterschied zwischen den Raktdl,4 und 1,9 ist nicht signifikant.
Grb2-SH3(C) bindet damit wahrscheinlich direkt arHIBL und nicht (ber ein
Vermittlerprotein.

Um zu untersuchen, ob die Ergebnisse aus Abb. digB4.34 flr die Mutanten in der
Doméane zwischen SH2- und 5-Phosphatase-Domanedigpeobar sind, wurde nur diese
Region (Aminosauren 98-409) mit einem N-terminag&treptag Il in Bakterien exprimiert,
Uber eineStrepTactin-Saule aufgereinigt unBull-Downs mit Grb2-SH3(N) und Grb2-
SH3(C) durchgefuhrt. In der Arbeitsgruppe von Drarifted Jucker war bereits gezeigt
worden, dass beide Grb2-SH3-Domanen an diese Dotigwden, dabei die N-terminale
starker als die C-terminale.

In Abb. 4.37 ist zu sehen, dass erstens Grb2-SH&(N\Jie Region zwischen SH2- und 5-
Phosphatase-Domane bindet, Grb2-SH3(C) dagegen kBemGST-Hintergrund, und dass
zweitens alle Mutanten ahnlich stark wie der WT Giib2-SH3(N) binden. In Abb. 4.38
wurden die durch Grb2-SH3(N) prazipitierten Men&hP1-Q98-T409 quantifiziert.
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A Pull-Down: Pull-Down:
GST-Grb2-SH3(N) GST-Grb2-SH3(C)

Strep-tag II-SHIP1-Q98-T409 | Strep-tag II-SHIP1-Q98-T409

2 28 z 2 2 28 z 2

s S 828 35 /s59 88 3%

= > x + Y = > x + Y
WBL | o G —
WB2 | - S . e e 38 kD
WB3 | e e S s Sl s

WB: Strep-tag Il

GST-Grb2-SH3(N) | GST-Grb2-SH3(C)
WEBL | e o i e — — -
WB2 | et i - ~a  wdw  ew ) 32kD
WEBZ | o e . i ——

WB: GST

B Pull-Down: GST

eingesetzte Menge
Strep-tag [I-SHIP1-Q98-T409 | Strep-tag II-SHIP1-Q98-T409

=

2 g8 &3, 2 g8 83
E 8 9 8 g 8] 8 8 &% g 8§
= > F F ¥ el > F F ¥ @

WB4 - e ED e e, 35D

WB: Strep-tag Il

[ | 26 kD

WB: GST

Abb. 4.37: Bindung der Grb2-SH3-Doménen an SHIP1-Q98-T409 WT wd Mutanten. Je 5 pug Grb2-
SH3(N) oder Grb2-SH3(C) prBull-Down wurden an Glutathion-Sepharose gekoppelt und g Streptag Il-
SHIP1-Q98-T409 prdPull-Down eingesetzt. A)Western Blotder Pull-Downs von Streptag [I-SHIP1-Q98-
T409 WT, V120M, R156Q, T162P, K210R und R225W mibZSH3(N) (oben links) und Grb2-SH3(C) (oben
rechts) als Dreifachbestimmung. Zur Kontrolle untehe eingesetzte Menge an Grb2-SH3-GST-
Fusionsproteinen. B) Kontrolleull-Downsvon Streptag 11-SHIP1-Q98-T409 WT, V120M, R156Q, T162P,
K210R und R225W mit GST (links), pRull-Down eingesetzte Mengstreptag II-SHIP1 Q98-T409 (rechts).
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WT V120M R156Q T162P K210R R225W

Abb. 4.38: Relative Bindung von Grb2-SH3(N) an SHIR-Q98-T409 WT und Mutanten. Die dreifach
bestimmten Mengen an durch Grb2-SH3(N) prazipgimbtreptag 11-SHIP1-Q98-T409 WT, V120M, R156Q,
T162P, K210R und R225W aus Abb. 4.37 wurden quaigtif, auf die eingesetzten Meng&treptag IlI-
SHIP1-Q98-T409 normalisiert und in Relation zum \dérgestellt, +SD.

Die Mutante V120M bindet minimal, aber signifikargtarker an Grb2-SH3(N) als WT-
SHIP1-Q98-T409. R156Q bindet minimal, aber nicigngikant, schwacher an Grb2-SH3(N)
als WT. Vermutlich beeintrachtigen Mutationen irr &1IP1-Region zwischen SH2- und 5-
Phosphatase-Domane die Grb2-Bindungsfunktion voiP$Hlso nicht und die Ergebnisse
aus Abb. 4.33 und 4.34 sind vermutlich Resultat 8ohwankungen im Experiment.
AuBBerdem ergibt sich aus Abb. 4.37, dass eine ploggsch relevante Bindung der C-
terminalen Grb2-SH3-Doméane an SHIP1-Q98-T409 samitahrscheinlich ist.

Da die Gesamt-SHIP1-Bindung von Grb2-SH3(C) hoékeals die von Grb2-SH3(N), muss
Grb2-SH3(C) also an die ubrigen moéglichen SH3-Bmghmotive im Rest von SHIP1
binden. Auch eine Bindung von Grb2-SH3(N) an andBexeiche ist ebenfalls nicht
ausgeschlossen.

Es wurde gezeigt, dass ein Fragment von SHIP1, dassAminosauren 1103-1188 des
humanen SHIP1 delV117 entspricht, an Grb2 bindetvAKIAUGH et al., 1996). Aus dieser
Veroffentlichung geht nicht hervor, ob das FragmantGesamt-Grb2 oder einer der beiden
SH3-Domanen gebunden wurde. Eine Bindungsstelléesdlier aber liegen. In dem
Fragment, das den humanen SHIP1 delV117-AS 1108-&ta&pricht, liegen sechs P-x-x-P-
Motive und ein R-x-x-K-Motiv. Dies sind genau dieokie, die in der Q1076X-Mutante
fehlen. Es wurdeull-Downsmit beiden Grb2-SH3-Domanen aus Lysaten von Jurk&t
On, die SHIP1 Q1076X exprimieren, ausgefuhrt, sksble. 4.39.
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Pull-Down: Pull-Down:
Grb2-SH3(N) Grb2-SH3(C)
r N\ o Y
-
= 5 = 8
145 kD —> g
132 kD—> -
WB: SHIP1

Abb. 4.39: Bindung der Grb2-SH3-Doméanen an Q1076X-Mtante. Je 10 pg Grb2-SH3(N) oder Grb2-
SH3(C) proPull-Down wurden an Glutathion-Sepharose gekoppelt Bod-Downs von auf gleiche SHIP1-
Mengen angepassten Volumina von Jurkat Tet-On-kEysatlie nach Doxycyclinzusatz SHIP1 WT oder
Q1076X exprimierten, durchgefiihrt und WWestern Bloainalysiert.

Es geht aus Abb. 4.39 hervor, dass Grb2-SH3(C)h{sgc wie aus den vorherigen
Ergebnissen erwartet, starker an WT-SHIP1 bindeGab2-SH3(N) (links).

Fur SHIP1 Q1076X ist eine Bindung an Grb2-SH3(M}dtellbar (links), aber keine Bindung
an Grb2-SH3(C) (rechts).

Q1076X fehlen die C-terminalen 113 Aminosauren &€¢¥. Dies bedeutet, dass die
Bindungsstelle fur Grb2-SH3(C) in den C-terminalér3 Aminosauren von SHIP1 liegt.

4.10 Tyrosinphosphorylierung von SHIP1

SHIP1 wird auf Stimulation von hamatopoetischen lefel hin mit verschiedenen
Wachstumsfaktoren oder Cytokinen wie M-CShatrophage colony-stimulating facjor
(LiouBIN et al., 1994), GM-CSHgfanulocyte/macrophageolony-stimulating factgr(ODAI
et al., 1997), IL-3 (Interleukin-3) (U et al., 1994), SCFs{em cell factor= SF éteel factoy

= Kit-Ligand (Lu et al., 1994), Thrombopoetin RACHMAN et al., 1995), Erythropoetin
(DAMEN et al., 1993; W et al., 1994), FL (Flt3-Ligand) (MRCHETTO et al., 1999) und
Kreuzvernetzung von AntigenrezeptorenR@WLEY et al., 1996; AMKIN et al., 1997;
SAXTON et al., 1994) tyrosinphosphoryliert.

Der C-Terminus von SHIP1 ist essentiell fur die nBlakation von SHIP1 an die

Plasmamembran nach yRIIB-BCR-Kreuzvernetzung auf B-Zellen und nach Stiation
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4 Ergebnisse

von Mastzellen aus Kmbienmar mit SF (AvAN et al., 2000; BMEN et al., 2001, und damit
fur PtdIns(3,4,5)RAbbau und Inhibition des KRIIB-BCR-Kreuzvernetzun- bzw. SF-
induzierten intrazellularen Calciumfluxes. Ein-terminal nach Aminoséaure 983 in murini
SHIP1 (entspricht Aminosat 984 in humanem SHIP1 delV117) trunkierte SF-Mutante
wird kaum noch tyrosinphosphdiert (DAMEN et al., 2001) Andererseits kdnnte auch (
SH2Domane fir die SHIF-Tyrosinphosphorylierung verantwortlich se(Liu et al., 1997a;
MASON et al., 2000)oder abe auch nicht (LmMKIN et al., 1997).

Aus diesem Grund wurde die Tyrosinphosphorylieranggewahlter Mutanten untersuc
und zwar der Mutanten im-Terminus P1039S, P1042L, Q26X und Q1153L, sowie in d
Phosphotyrosin-Bindungdefekten SH-Domé&aneMutante F28L und dei5-Phosphatase-
inaktiven Phosphatasedomn-Mutante Y643H. Dazu wurde den Jurkat T+-On-Klonen
die SHIP1Tyrosinphosphorylierung vor und nach Ok-Stimulation sowie beeinfacher
Kultivierung in 10% FCS untersug, siehe Abb. 4.40.

Abb. 4.40: Tyrosinphosphorylierung

IP: SHIP1 .
von SHIP1 WT und ausgewahlter

E Mutanten. Es wurd:in den Jurkat Tet-
.t t| .3 OnKlonen die SHIP-Expression
te| _QI|EE
“g’, g 8 E “g’,*q,' induziert, 24 Std. spater jeder Klon
SsE|Ls (32 drei Ansatze aufgeteilt (zwei Ansét
SE|SE 5%
5| 25|20 Hungermedium, ein Ansatz weiterf
Vektor#3 | » - 10% FCS) und nach weiteren 24 <

einer der Hungeransatze mit OK

WT #5 _— u | pY-SHIP1 stimuliert, die anderen zwei nicht, a
- -

drei lysiert und aus jedem Lysat zv

F28L #1 — — SHIP1immunprazipitationen  durw
gefihrt. Je eine Immunprazipitati
Y643H #2 1 : a <— pY-SHIP1 wurde mit Phosphotyros  (pY)
geblottet, i& andere mit SHIF (siehe

P1039S #3 <— pY-SHIP1 Abb.4.41).

P1042L #7 ™ 2 ovsHp
QI076X 47 | W 1

Q1153L#17~ . <€— pY-SHIP1
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4 Ergebnisse

Im ersten Experiment wurde SHIP1 aus Jurkat TeK@men immunpréazipitiert und im
Western Blomit Phosphotyrosin-Antikorpern detektiert, siehaA4.40.

Eine Tyrosinphosphorylierung von SHIP1 wurde fur WM643H, P1039S, P1042L und
Q1153L festgestellt, nicht jedoch flur F28L und QAR7 Die Tyrosinphosphorylierung in
gehungerten, unstimulierten Zellen ist gering, ®461FCS gehalten aber nicht unterscheidbar
von der Tyrosinphosphorylierung nach OKT3-Stimaativon gehungerten Zellen. Um
auszuschliel3en, dass eine Tyrosinphosphorylierufgyund zu geringer SHIP1-Mengen in
F28L und Q1076X nicht detektierbar war, wurden allemunprazipitationen doppelt
ausgefuhrt und eine jeweils mit SHIP1-Antikdrpem Western Blotdetektiert und die
SHIP1-Menge quantifiziert, siehe Abb. 4.41. Diegeisetzten SHIP1-Mengen fur F28L und
Q1076X lagen demnach uber den SHIP1-Mengen vond&L08d z.T. auch von Q1153L, fur

die beide eine Tyrosinphosphorylierung nachgewieagnale.

Vektor #3 WT #5 Y643H#2  P1042L #7 F28L#1  P1039S#3  Q1076X#7 Q1153L #17
N N N N Ve ~N ~N ~N ™
k] 5 H 5 5 5 5 5
el g|,5 Le| g£l.3 gl £l.5 e | 5 el ] € ¢ e 2 g g
g2| Z(gE g2 S|¢Egg| 2|gE o8| E|et e8| S|pZgd| ElgEel| §|ci APy
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Abb. 4.41: Quantifizierung der auf Tyrosinphosphorylierung untersuchten eingesetzten SHIP1-Mengés
wurde in den Jurkat Tet-On-Klonen die SHIP1-Expmsénduziert, 24 Std. spater jeder Klon in dreisétze
aufgeteilt (zwei Ansétze Hungermedium, ein Ansaéitevhin 10% FCS) und nach weiteren 24 Std. eirer d
Hungeranséatze mit OKT3 stimuliert, die anderen zmieht, alle drei lysiert und aus jedem Lysat z8eilP1-
Immunprazipitationen durchgefuhrt. Eine der Immudizgpitation wurde mit SHIP1 geblottet. Links wurdie
aus gehungertem, unstimuliertem WT-SHIP1 exprinnides Jurkat Tet-On-Klon prazipitierte SHIP1-Menge 1
gleichgesetzt, rechts die aus gehungertem, OKTuitrtem SHIP1 Q1153L exprimierenden Jurkat Tet-On
Klon prazipitierte SHIP1-Menge, da fur beide jewalne Tyrosinphosphorylierung festgestellt worden.
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4 Ergebnisse

In einem weitereWestern Blotvurden Gesamtzelllysate der in 10% FCS gehaltéihene

aufgetragen und mit SHIP1 und pY1020-SHIP1 (entgprpY1021 in humanem SHIP1)
detektiert, siehe Abb. 4.42. Hier wurde eine, wégio schwache, Tyrosinphosphorylierung
von F28L und Q1076X gesehen, die den geringen SHitessionsleveln in beiden Klonen

entspricht.

Abb. 4.42: Tyrosinphosphorylierung von SHIP1 an

I~
o R » = = Y1021. Es wurde in in 10% FCS gehaltenen Jurkat
H* n *

w & r 9 2 3 2 Tet-On-Klonen die SHIP1-Expression induziert, nach

T R B S S S _ _ _
E & T 2 © 2 = 48 Std. Proteinlysate  angefertig und die

= ¥ ¥ a a o o . . .
Tyrosinphosphoryierung von SHIP1 an Y1021 im

L= - v - - Gesamtzelllysat imWestern Bloanalysiert. Humanes

Y1021 entspricht murinem Y1020, nach dem der

WB: SHIP1
. L
=] - - - _‘-

WE: pY1020 SHIP1

Antikérper bezeichnet ist.

411 Calcium-Signaltransduktion in Jurkat-SHIP1-Klonen

Aus der Literatur ist bekannt AMkIN et al., 1997) und auch hier konnte gezeigt werdass
SHIP1 nach TCR-Stimulation tyrosinphosphoryliertdviAul3erdem bindet SHIP1 zumindest
in vitro an diel-Kette des TCR und dig, 8- odere-Ketten von CD3 (GBORNEEt al., 1996).
Die Rekrutierung von enzymatisch aktivem SHIP1 enREezeptorkomplexe nach{RIIB-
BCR-Quervernetzung in B-Zellen bzw. nach SF-Stiiote von Knochenmarks-
entstammenden Mastzellen fuhrt zur Inhibition desazellularen Calciumfluxes (AaN et
al., 2000; DMEN et al., 2001; EGEL et al., 1994; KENER et al., 1997; Qo et al., 1997).
Deshalb wurde untersucht, ob SHIP1 einen Einflussdas TCR-induzierte Calcium-Signal
in SHIP1 WT und —Mutanten-exprimierenden Jurkatr€lio hat.

In Abb. 4.43 ist das durch den anti-CD3-Antikérp@KT3 in den Klonen induzierte
Calciumsignal dargestellt. Da die Kalibrierungh&e8.2.20.2fur einige Klone nicht optimal
war, wurden hier nicht die €aKonzentrationen, sondern die RatiagdFssoangegeben.

Um die Klone besser miteinander vergleichen zu kénwurde die maximale Ratigg/Fsso
(Peakzwischen 150 und 440 sec) bestimmt, siehe Abl4..4.4
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am\\/T #5
F28L #1
e—\/120M #11
—R156Q #1
e T162P #4
e K210R #6
e R225W #5
e N508D #8
e Y64 3H #2
D672A #17
e—\/684E #7
e P1039S #3
P1042L #7
Q1076X #7
e Q1153L #17
H1168Y #20
Vektor #3

Abb. 4.43: Calciumsignale in SHIP1 WT oder -Mutante exprimierenden Jurkat Tet-On-Klonen nach
OKT3-Stimulation. Die SHIP1-Expression wurde mit 1 pg/mL Doxycycim Medium fir 48 Std. in den
Jurkat Tet-On-Klonen induziert, die Zellen mit F&3AM beladen, in 96-Loch-Platten ausgesat undrg d
Lécher pro Klon mit 10 pg/mL OKT3 (anti-CD3) stinmedt, Gber 15 min die Fluoreszenzintensitat durch
Anregung bei 340 nm und 380 nm vermessen und die Fg,/Fsg als Mald fur die Ca-Konzentration
dargestellt. Die Messung wurde aufgrund der AnzahKlonen in drei Gruppen durchgefihrt, mit WT +Dox
und Vektorkontrolle +Dox in jeder Gruppe und ei@uppe pro Tag und drei Messtagen pro Gruppe.

Auswertbar waren solche Klone, deren maximale RiigFsso sich vom Vektor #3 +Dox
oder WT #5 +Dox signifikant unterschied, vom anderdcht, oder von beiden nicht.
Unterschied sie sich von beiden signifikant, wasennicht auswertbar, da sie niedriger als
beide war und somit nicht im Messfenster, d.h. zlhes der maximalen Ratig4g/Fsso von
Vektor #3 +Dox und vonWT #5 +Dox. Damit fallen didone N508D #8, Q1153L #17 und
Q1076X #7 heraus.

Die Q1076X-Mutante wére sonst sehr interessant genwveda murine SHIP1-Mutanten, die
nach Aminosaure 912 (entspricht humaner Aminos@08) bzw. Aminosaure 1027 (1028,
beinhaltet noch beide NPXY-Motive) trunkiert simd¢cht wie WT-SHIP1 den Calciumflux
bei SF-Stimulation von Mastzellen inhibieren kon{®amMEN et al., 2001), genauso wenig
wie nach Aminosdure 900 (entspricht humaner Amiaas&97) trunkiertes SHIP1 bei
FcyRIIB-BCR-Quervernetzung (MaN et al., 2000).
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Abb. 4.44: Maximale Ratio FyoFsg0in SHIP1 WT oder -Mutanten exprimierenden Jurkat Tet-On-Klonen
nach OKT3-Stimulation. Die SHIP1-Expression wurde mit 1 pg/mL Doxycydlim Medium fir 48 Std. in den
Jurkat Tet-On-Klonen induziert, die Zellen mit F&3AM beladen, in 96-Loch-Platten ausgesat undrg d
Lécher pro Klon mit 10 pg/mL OKT3 (anti-CD3) stinmeit, Gber 15 min die Fluoreszenzintensitat durch
Anregung bei 340 nm und 380 nm vermessen und diénmate Ratio FfFsg0 als MaR fiir die maximale €a
Konzentration nach OKT3-Stimulation dargestellte DMlessung wurde aufgrund der Anzahl an Klonen @i dr
Gruppen durchgefihrt, mit WT +Dox und VektorkonieotDox in jeder Gruppe und einer Gruppe pro Tag) un
drei Messtagen pro Gruppe. Grin: SH2-Doméne, r&th&sphatase-Domane, blau: P-x-x-P-Motiv. *: p<0,05

**: p<0,01, ***: p<0,001.

Anders als moglicherweise erwartet, lag die maxeniatio k40/F3g0 nach OKT3-Stimulation
fur WT #5 +Dox Uber der des Vektorklons +Dox, diie C&*-Konzentration in der Zelle
scheint nach SHIP1-Expression noch erhoht. Diesésmdmen wurde in der Arbeitsgruppe
von Dr. Manfred Jicker bereits beobachtet. Die Miga V120M, R156Q, T162P und
R225W erhéhen das €aSignal in der Zelle, wie der WT, signifikant beeogauf die
Vektorkontrolle. Die Mutanten F28L, K210R, Y643H684E und P1039S erhéhen dag'Ca
Signal, anders als der WT, nicht, sie bleiben $§iiggmit unter dem Signal des WT. Bis auf die
Mutante K210R war fiir alle diese Mutanten auchen gorigen Experimenten ein zum WT
veranderter Phanotyp festgestellt worden. Fir digakten D672A und P1042L liel3 sich
aufgrund zu grol3er Standardabweichung kein sigmtfié&r Unterschied vom WT oder von der

Vektorkontrolle feststellen.
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Obwohl diese Ergebnisse fir einige der Mutanten zzwwvor beobachteten zum WT
veranderten Phanotypen passen, ist nicht auszeBehlj dass es sich bei den Messwerten um
einfache klonale Unterschiede und nicht um einetP&t$pezifischen Effekt handelt.

Die Proteintyrosinphosphorylierung in Gesamtzeltgn ausgewahlter Klone, die in
Hungermedium (FCS-frei) gehalten und mit OKT3-stiiem wurden oder auch nicht, oder
die einfach in Medium mit 10% FCS gehalten wurdenrde im Western Blotanalysiert,
siehe Abb. 4.45. Es fallt auf, dass die Gesamtdigghosphorylierung nach OKT3-
Stimulation in allen SHIP1-exprimierenden Klone igger ist als in der Vektorkontrolle.
AulRerdem fallt die Bande eines tyrosinphosphorgdieProteins von ca. 48 kD auf, das erst
nach OKT3-Stimulation in Erscheinung tritt. Im JatKTet-On-Klon SHIP1 Q1153L #17
nimmt die Intensitat dieser Bande nach OKT3-Stiaitanicht zu, was daflur spricht, dass
die Zellantwort in diesem Klon generell nicht-fuigktell war, mdglicherweise durch

retrovirale Integration von SHIPL1 in einen fur di€R-Signaltransduktion wichtigen Locus.
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Abb. 4.45: Tyrosinphosphorylierung in Gesamtzelllyaten von WT-SHIP1 und ausgewahlte SHIP1-
Mutanten exprimierenden Jurkat Tet-On-Klonen. Es wurde in den Jurkat Tet-On-Klonen die SHIP1-
Expression induziert, 24 Std. spater jeder Klordiai Ansatze aufgeteilt (zwei Ansatze Hungermediem,
Ansatz weiterhin 10% FCS) und nach weiteren 24 8ider der Hungeransatze mit OKT3 stimuliert, die

anderen zwei nicht, alle drei lysiert und die Pratgosinphosphorylierung indvestern Bloanalysiert.
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5 Diskussion

Akute Leukdmien sind durch gesteigerte, Uber degerglichen Bedarf hinausgehende
Zellproliferation und eine Blockade in der Diffem@rung gekennzeichnet.

Es wird davon ausgegangen, dass in mindestensvansshiedenen Signalwegen Mutationen
auftreten midssen, um aus einer myelopoetischer 2alle Zelle zu formen, aus der eine
akute myeloische Leukadmie hervorgehen kann. Diesl siblicherweise Mutationen in
Rezeptortyrosinkinasen oder deren Signalmodulatosenvie Mutationen bestimmter
Transkriptionsfaktoren, meist FusionsgenaNRGER et al., 2008).

In 50-70% der akuten myeloischen Leukamien istRl@ysphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-
Akt-Signalweg konstitutiv aktiviert (MRTELLI et al., 2006), und das von Klasse IA PI3K
generierte PtdIns(3,4,5)ist erforderlich fur die Transformation ERLEY et al., 2009).

3% der akuten myeloischen Leukdmien weisen Mutatidn der SH2-Doméane-enthaltenden
Inositol-5-Phosphatase SHIP1 auf. Als negativer gasgieler der PI3K, durch Abbau von
PtdIns(3,4,5)B kommt SHIP1 nach diesem Modell die Rolle eines tienien
Signalmodulators zu. SHIP1 inhibiert die Aktiviegunles PI3K-Effektors Akt und damit
Proliferation und Uberleben (N et al., 1998; ATouL et al., 1999; GRVER et al., 2000;
FREEBURNet al., 2002).

SHIP1knockoutMause sowie Mause mit konditionaler Deletion vomISL in der
Granulozyten-/Makrophagen-Linie zeigen ein myel&ifeatives Syndrom (BELGASON et
al., 1998; IEUNG et al., 2009). BCR-AbIl, das fur Chronische myeaibes Leukamien
charakteristische Fusionsprotein, reguliert spsdifi die SHIP1-Expression herunter
(SATTLER et al., 1999). Die Uberexpression der miRNA-158, dle Expression von SHIP1
herunterreguliert, in hdmatopoetischen Zellen flgbenfalls zu einer myeloproliferativen
Erkrankung (O'ONNELL et al., 2008) und wird auch in AML gefundena(@IARATA et al.,
2010).

All dies sind Indizien, die auf eine mogliche Rolen SHIP1 als Tumorsuppressor
hindeuten.

Es wurden 12nissenséviutationen in SHIP1 bei Patienten mit AML gefunddre nicht als
SNP verzeichnet sind, siehe Abb. 2.9. Eine der Nartan, F28L, liegt im hochkonservierten,
fur die Phosphotyrosinbindung der SH2-Domaéane verariichen FLVR-Motiv. Funf der
Mutationen liegen in der bislang nicht weiter clkdeasierten Domane zwischen SH2-

Doméne und 5-Phosphatase-Domane. In der 5-PhospHatanéne traten 3 Mutationen auf,
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im prolinreichen C-Terminus weitere drei, zwei day®1039S und P1042L, innerhalb eines
P-x-x-P-Motivs, eines Konsensusbindungsmotivs fdB8®omanen (RwsoN, 1995). Neben
diesen 12 Mutationen wurden im Rahmen dieser Adnggerdem der SNP H1168Y, die bei
T-ALL gefundene nonsenséMutation Q1076X und die als 5-Phosphatase-inaktiv
beschriebene Mutante D672A untersucht.

Dazu wurden die Mutationen in eingrretroviralen, SHIP1-codierenden Vektor eingefiihrt
und Jurkat Tet-On-Zellen, die kein endogenes SHgdrimieren, damit transduziert, sodass
die SHIP1-Transkription nach Integration in daslgeom unter der Kontrolle eines TREs
(tet response elemgnstand und die SHIP1-Expression durch das Tethacyaoxycyclin
induzierbar sein sollte. Aus den transduziertentideh wurden Uber Endpunktverdiinnung
Klone etabliert.

Die Jurkat Tet-On SHIP1-Mutanten sollten hinsidftlinrer enzymatischen Aktivitat, ihrer
Fahigkeit, den PI3K-Akt-Signalweg und die Prolifsma zu inhibieren sowie mdéglicher

weiterer Phanotypen untersucht werden.

5.1 Etablierung induzierbar SHIP1-exprimierender Klone

Von 254 erhaltenen Klonen exprimierten 100 KlonelBH davon einige erst nach Zugabe
von Doxycyclin ins Medium. Andere Klone wartaky, d.h. sie exprimierten SHIP1 bereits
ohne Doxycyclin, die SHIP1-Expression liel3 sichrahech Doxycyclin-Zugabe ins Medium
steigern. Viele der 100 Klone exprimierten SHIPhdtdutiv, d.h. bereits ohne Doxycyclin,
und durch Doxycyclin liel3 sich keine Steigerung meneichen. Ein moglicher Grund dafur
konnte sein, dass Retroviren nur sich teilendeeBeihfizieren und hier in transkriptionell
besonders aktive Loci integrieren c{&RDIN et al., 1990), die dann bei konstitutiver
transkriptioneller Aktivierung womaoglich nicht meldurch das Tet-On-System regulierbar
sind, da dabei die transkriptionelle Reprimierungcti ein Nicht-Binden des reversen tet-
Transaktivators an die DNA in Abwesenheit von Dgghn erfolgt. Dieses Problem wird
Ublicherweise durch Expression eines tet-Transsggprs (fTS) umgangen, der in
Abwesenheit von Doxycyclin durch Bindung an tet-@per-Sequenzen im Promotor des
inserierten Gens die Transkription aktiv reprimi€HIiLLEN and B:RENS 2002). Die

verwendeten Jurkat Tet-On-Zellen exprimierten did3& nicht.
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5.2 SNPs in SHIP1

Alle der in einer dieser Arbeit vorausgegangenemogeschen Sequenzierung der SHIP1-
codierenden Sequenz untersuchten 97 AML-Probentezeigine Deletion des Valins an
Position 117. Diese zusatzliche Aminosdure in SHIBtIllt einen genetischen
Polymorphismus dar und wird offensichtlich  vornelwml in  asiatischen
Bevolkerungsgruppen gefundenuth et al., 2004; BANG et al., 2006), wahrend sie in
kaukasischen Bevdlkerungsgruppen zu fehlen scli@ingy et al., 2007; IBRSTMANN and
JUCKER, unverdffentlicht). Interessant dabei ist, dasd¥an der Exon3-Exon4-Spleil3stelle
codiert wird.

In Exon 26 von humanem SHIP1, das im Rahmen diddeeit in Proben von 97 AML-
Patienten und 16 Gesunden sequenziert wurde, vaude der SNP H1168Y gefunden. Er
trat heterozygot und homozygot bei AML auf, bei Geten wurde er nur heterozygot
angetroffen. Da insgesamt das fur H1168 codiereXitdd weiter verbreitet ist als das fir
Y1168, siehe auch Tab. 4.3, wird angenommen, deserdBefund auf eine zu geringe
Anzahl an Proben von gesunden Spendern zurtickarfist, da sich die Genotyp-Verteilung
im Rahmen der Hardy-Weinberg-Proportionen bewegt.

70% dermissens&SNPs haben keinen Effekt auf das codierte Protdim Ubrigen 30%
wirken sich fast alle auf die Proteinstabilitdt §u$aNG and MouLT, 2001). In der Mehrheit
sind missens&SNPs also ohne Auswirkung auf die biologischekion. Da die SHIP1-
Mutante H1168Y in der 5-Phosphatase-Aktivitat undden pAkt-Leveln im Vergleich zu
WT-SHIP1 keinen wesentlich abweichendem Phanotigieescheint dies auch fir den SNP
H1168Y zuzutreffen.

5.3 Enzymatische Aktivitat von SHIP1

FUr die Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt WafT-SHIP1 und SHIP1-Mutanten
wurde SHIP1 aus nach Doxycyclin-Induktion SHIP1sxgerenden Jurkat Tet-On-Klonen
immunprazipitiert und der Abbau von PtdIins(3,450RC8 durch Detektion des entstandenen
anorganischen Phosphats im Uberstand als MaR fin @&ubstratabbau mit

Malachitgriinreagenz detektiert.
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Die SHIP1-Mengen in den Immunprazipitationen wurdelurch Auftragung der
Immunpréazipitate neben einem rekombinanten, in &ak exprimierten SHIP1-Standard im
Western Blotbestimmt. Aus Substratumsatz und SHIP1-Menge lkortié spezifische
Aktivitat berechnet werden. Wahrend die relativezfische Aktivitat von SHIP1 WT und
SHIP1 D672A, die beide in jedeAssaymit vermessen wurden, weitgehend konstant blieb,
schwankte die absolute spezifische Aktivitat Viassayzu Assay Dafiir kénnte es mehrere
Ursachen geben: Das als Substrat verwendete RdsR-diC8 soll durch die beiden
verklrzten Fettsdurereste laut Hersteller zu 1 rhghasserloslich sein und unterhalb seiner
kritischen Micellen-Konzentration von ca. 3 mM mdigpers vorliegen. Dennoch musste es
im Ultraschallbad in Losung gebracht werden undgmaich optisch eher einer Suspension als
einer Losung. Madglicherweise wurde das Substrathtniegmmer vollstandig in
Losung/Suspension gebracht. Fiur viele Enzyme giReadem die Faustregel, dass im
Temperaturbereich zwischen 25°C und 37°C bei eifiemperaturanderung um 1K
Aktivitdtsanderungen um bis zu 10% auftreten. Bai Aktivitatsmessung muss die gewahlte
Messtemperatur daher exakt eingehalten werdermt@peicHet al., 2006). Wenngleich die
Temperatur der verwendeten Heizblécke zuséatzlich Tgeermometer kontrolliert wurde,
konnen geringe Schwankungen nicht ausgeschlosseieme

Fur alle SHIP1-Mutanten, bis auf die Mutanten déthesphatase-Domane Y643H und die 5-
Phosphatase-inaktive Kontrolle D672A, wurde einend&T entsprechende enzymatische
Aktivitat gemessen. Die 5-Phosphatase-Aktivitat d6343H-Mutante ist auf 16% der
Aktivitdt von WT-SHIP1 reduziert. Diese Mutante waisher in der Literatur nicht
charakterisiert. Eine andere Mutante der 5-Phosbhdb®mmane, V684E, war mit ca. 18%
Restaktivitat beschrieben wordenut et al., 2003), wogegen sich hier keine vom WT
signifikant verschiedene enzymatische Aktivitatt§eslen lie3. Fur die Mutation Y643H
wurde ein zweiter Klon vermessen, fur die Mutatit§84E der einzige Klon in zweéissayg a

je sechs Immunprazipitationen. In allen verwenddf®men wurde die eingefihrte SHIP1-
Mutation auf genomischer Ebene bestatigt.

In dieser Arbeit wurde der y&«Wert von SHIP1 fur PtdIns(3,4,%mRach Michaelis-Menten
mit 375 uM, bzw. mit ca. 124 uM bei Kooperativithestimmt. Damit liegt er deutlich Gber
den in der Literatur gefundenen Werten von 46 puMAMG et al.,, 2009a) bzw. 5,95 uM
(KISSELEVA et al., 2000). Dies wirde aufR3erdem flr eine hohdfiaitat von PTEN (Ky =

50 uM (MAEHAMA et al., 2001)) fur PtdIns(3,4,5Bprechen und zu einem Modell passen, in
dem PTEN als eine Arsentinel fir die basale Regulation der Ptdins(3,4;8)Bvel
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verantwortlich ist, SHIP1 dagegen atmtekeeperfir hohe PtdIns(3,4,5)R.evel nach
Rezeptorstimulation (KRRis et al., 2008).

In dieses Modell passt auch der Befund, dass se&chAk(S473)-Level in primaren AML erst
nach IL-3-Stimulation zwischen WT-SHIP1 und SHIPB84E unterscheiden, nicht aber
basal (wo et al., 2003). Auch in Knochenmarkszellen von SHMMausen ist ein
proliferativer Vorteil gegeniber solchen von SHYR™:Mausen erst nach Stimulation mit GM-
CSF, IL-3, SF (kit-Ligand) oder M-CSF, nicht aber 15% Serum enthaltendem Medium
allein zu verzeichnen (HGASON et al., 1998). Jurkat-Zellen exprimieren kein PTEMNI
zeigen bereits in FCS-haltigem Medium eine konst¢uPI13K-Akt-Signalweg-Aktivierung,
und so ist hier ein Effekt von SHIP1 zu sehen.

54 Reduktion der pAkt-Level durch Expression vorSHIP1

SHIP1 reduziert die Aktivitat des PI3K-Effektors tAkgemessen an verminderter Akt-
Phosphorylierung an S473 und T308oft et al., 2004; W et al.,, 1998b). Die 5-
Phosphatase-Aktivitat von SHIP1 ist essentielldié Vermittlung dieses Effekts REEBURN

et al., 2002).

In der Arbeitsgruppe von Dr. Manfred Jucker wurd@ch Expression von SHIP1 in Jurkat-
Zellen um 69% reduzierte Ruhelevel von PtdIins(34,festgestelitdie mit einer Reduktion
der Akt-Kinaseaktivitat in Jurkat-Zellen von 65%rfadierten (FORN et al., 2004). Jacob et al.
(JacoB et al., 1999) zeigten in COS-7-Zellen eine durdHIFR-Expression um 70%
reduzierte basale Akt-Kinaseaktivitat bzw. eine 6496 reduzierte Akt-Kinaseaktivitat nach
Serumstimulation, wahrend die katalytisch inaktigHIP1-Mutante D672A die Akt-
Kinaseaktivitat nach Serumstimulation nur um 23%ueerte.

In dieser Arbeit reduzierte WT-SHIP1 das pAkt(S4k8yel um 74% und das pAkt(T308)-
Level um 62%. Das pAkt(S473)-Level spiegelt die BHAktivitat wieder: Alle SHIP1-
Mutanten (mit Ausnahme von P1039S, siehe weiteren)nt die eine WT-SHIP1
entsprechende 5-Phosphatase-Aktivitat zeigten 3eesauch die Fahigkeit, das pAkt(S473)-
Level entsprechend dem WT zu reduzieren, die Mat&@43H und die Kontrolle D672A
dagegen nicht.

Fur die pAkt(T308)-Level ergibt sich ein etwas amde Bild. Hier scheinen neben der
Kontrolle D672A die Mutanten V684E, P1039S und @X7hre Fahigkeit verloren zu
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haben, pAkt(T308) zu reduzieren, was aber fir éetlrei nicht in Zusammenhang mit der 5-
Phosphatase-Aktivitat steht, moglicherweise abet dar Translokation dieser SHIP1-

Mutanten an den Ort ihrer Wirkung.

55 Interaktion von SHIP1 mit Grb2

SHIP1 Ubt seine inhibitorischen Effekte nach Trakation zu seinem Substrat
PtdIns(3,4,5)R in der Plasmamembran (und evtl. zu Ins(1,3,4)5#8s, siehe auch 2.11.2.
Diese Translokation kdnnte Uber das Adapterpro®in2 geschehen, siehe auch 2.8.1. Flr
die Mutanten P1039S und P1042L, die beide innerteilies P-x-x-P-Motivs, einer
maoglichen Bindungsstelle fir SH3-Domanen, liegenyie fur die Mutante Q1076X, der die
6 C-terminalen P-x-x-P-Motive fehlen, wurde ihrehigkeit der Interaktion mit den SH3-
Domanen des Adapterproteins Grb2 untersucht, firetie Bindung an SHIP1 bekannt ist
(JUCKER et al., 1997). Mit einbezogen in die Untersuchungden aul3erdem die Mutanten
der Domane zwischen der SH2- und der 5-PhosphBaseine, da fur diese Region, Q98-
T409, in der Arbeitsgruppe von Dr. Manfred Juckeerdalls eine Interaktion mit den Grb2-
SH3-Domanen gezeigt worden war.

In dieser Arbeit wurde eine Interaktion der N-temaien Grb2-SH3-Domane mit der SHIP1-
Region Q98-T409 nachgewiesen, wahrend eine Binddeg C-terminalen Grb2-SH3-
Doméne an diese Region vernachlassigbar schwachuindavermutlich nicht physiologisch
ist. Durch Abgleich mit der Konsensusbindungsseguéir Grb2-SH3(N), P-xy-P-x-R
(McDoNALD et al., 2009), mity: I/V/L, wird angenommen, dass das Bindungsmotiv fu
Grb2-SH3(N) in den Aminosauren 123-128 in SHIPE-B-P-P-R, dem einzigen Motiv in
SHIP1, das diesem Konsensus entspricht, liegt.

Fir die Mutanten V120M, R156Q, T162P, K210R und R®2wurde keine besondere
Beeintrachtigung der Bindung an Grb2-SH3(N) fedtj#s

Insgesamt bindet Grb2-SH3(C) aber starker an dées-kédnge-SHIP1-Protein, und zwar um
einen Faktor zwischen 1,4 und 1,9 relativ zu Grbi3@l). Die Bindungsstelle fur Grb2-
SH3(C) muss aul3erhalb von Q98-T409 liegen.

Ein Fragment von SHIP1, dass den Aminosauren 1188-Hes humanen SHIP1 delV117
entspricht, bindet an Grb2 fKANAUGH et al., 1996). Aus dieser Vertffentlichung gefahii

hervor, ob das Fragment mit Gesamt-Grb2 oder alperbeiden SH3-Domanen gebunden
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wurde. Eine Bindungsstelle sollte hier aber liegardem Fragment, das den humanen SHIP1
delV117-Aminosauren 1103-1188 entspricht, liegerthseP-x-x-P-Motive und ein R-x-x-K-
Motiv. Dies sind genau die Motive, die in der Q1B#Adutante fehlen. Tatsachlich konnte in
dieser Arbeit gezeigt werden, dass Grb2-SH3(C) edi&HIP1-Mutante nicht mehr
prazipitieren kann. Q1076X wurde in einer T-ALL geflen. Dieser Befund deutet auf eine
maogliche Rolle von SHIP1 auch in der Entstehung \ekuten lymphatischen Leuk&mien
hin.

Das P-x-x-P-Motiv, das P1039 und P1042 enthalgt h®r dem Stopp-Codon der Q1076X-
Mutante. Fur Grb2-SH3(C) gibt es kein eindeutigemsensusbindungsmotiv, es wurden
mehrere vorgeschlagen, siehe 4.9. Vom C- zum N-iheisngelesen ergibt sich fir die
Sequenz P1039-P1047 in SHIP1 ein P-x-x-x-R-x-x-Ki¢tv, das einem Konsensus flr
Grb2-SH3(C) entspricht @gwiTzKy et al., 2001). Einige prolinreichen Sequenzenenildine
pseudo-symmetrische Helix aus und besitzen daneitstlukturelle Grundlage, an SH3-
Doméanen sowohl in N- zu C- als auch in C- zu N-@wexung zu binden (M et al., 1994).

In einem P-x-x-x-R-x-x-K-P-Motiv wirde P1039 einessentiellen Rest darstellen, P1042
nicht, was dazu passen wurde, dass fir die SHIPtMe P1039S ein Phanotyp, namlich der
Verlust der Fahigkeit, pAkt-Level zu reduzierergtzr funktionaler 5-Phosphatase-Aktivitat,
festgestellt wurde, fur die Mutante P1042L dagekmn vom WT wesentlich abweichender.
In der Arbeitsgruppe von Dr. Stephan Feller Araatherall Institue of Molecular Medicine,
Oxford, UK wurde die Bindung der Grb2-SH3(C)-Domane an emptid, das den
Aminosauren 1031-1048 des humanen SHIP1 in natéribl- zu C-Orientierung entspricht,
untersucht, jedoch keine Interaktion festgestdllieses Ergebnis passt dazu, dass die
Bindungsstelle von Grb2-SH3(C) C-terminal von Q10ié6t. Jedoch kann so der Phanotyp
der P1039S-Mutante nicht Gber einen Verlust ded@&ng von SHIP1 an Grb2 und somit
Uber den Verlust der Rekrutierung an die Plasmamambzw. den Ort seiner Wirkung
erklart werden.

Moglicherweise interagiert die Sequenz, die P103®at, mit einem anderen Protein. Das
Programm SH3-Hunter (http://cbm.bio.uniroma2.it/SHnter/) findet als mdgliche
Bindungspartner fir die Sequenz PKMPRK, die denrfaséuren 1039-1044 des humanen
SHIP1 delV117 entspricht, Nck1-SH3-3, Nck2-SH3-3bZSH3(C), Vav-SH3(N), Ruk-
SH3-1, Endophilin A1, Abl und Src. Endophilin isheéeuronales Protein. Fur Grb2-SH3(C)
wurde fir die Sequenz PKMPRK eine Bindung beraitsgaschlossen, ebenso fiir Vav- und
Nck-SH3-Domanen an SHIP1 ¢8orNEet al., 1996). Es bleiben Ruk, Abl und Src. Wireei
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Bindung eines dieser Proteine an SHIP1 bzw. delustdieser Bindung in SHIP1 P1039S
sich auf die Akt-Phosphorylierung auswirken sadl, unklar. Dartber hinaus waren in der
Sequenz P-K-M-P-R-K, sofern eines der Proteinerdamadet, beide Prolinreste, P1039 und
P1042, zumindest fir eine Interaktion mit Abl o&c erforderlich (Ky et al., 2000), was
nicht den speziell durch Mutation von P1039 erzendiffekt erklaren konnte.

Eine weitere Mdglichkeit fir den fur die P1039S-slutie beobachteten Phanotyp koénnte ein
Funktionszugewinn gain of functiop sein und es wird in SHIP1 eine neue Bindung
geschaffen, die es womdéglich vom Ort seiner Funkivegsequestriert.

Die Bindungsstellen fir Grb2-SH3-Soménen in SHIRBLsén sich womdoglich Uber
Literatursuche weiter eingrenzen: Das SHIP1-honm®BHIP2 bindet wie SHIP1 schwach an
Grb2-SH3(N), jedoch nicht an Grb2-SH3(C) I8MEwsKI et al., 1999). Sofern die Bindung
an Grb2-SH3(N) zwischen SHIP1 und SHIP2 konseniiit miusste sich in SHIP2 eine
SHIP1-homologe Grb2-SH3(N)-Konsensusbindungssequénden. SHIP2 besitzt ein
einziges P-xy-P-x-R-Motiv, mit der Sequenz P-P-L-P-P-R, und dgdiegt wie die
entsprechende P-E-L-P-P-R-Sequenz in SHIP1 in degioR zwischen SH2- und 5-
Phosphatase-Domane direkt C-terminal der SH2-DomBxmes ist ein weiterer Hinweis
darauf, dass die Sequenz P-E-L-P-P-R (Aminosau?&8r128 in SHIP1) die Bindungsstelle
fur Grb2-SH3(N) in SHIP1 sein kdnnte.

Umgekehrt dirfte unter den fir die Bindung von SHIBn Grb2-SH3(C) in Frage
kommenden 113 C-terminalen Aminosduren das Grb2(SGH3indende Motiv nicht
homolog sein zwischen SHIP1 und SHIP2. Elignmentzeigt, dass keines der sechs P-x-x-
P-Motive noch das R-x-x-K-Motiv homolog sind, wommtcht naher eingegrenzt werden
kann, wo Grb2-SH3(C) in SHIP1 bindet.

Andererseits beinhaltet das Motiv AS 1119-1125 ddvein P-x-x-P- als auch ein R-x-x-K-
Motiv und &hnelt stark einem Motiv in Gab2, an Gab2-SH3(C) bindet (WRKIOLAKI et al.,
2009) , siehe Abb. 5.1.

SHIP1: N—-—P-V-P-A-K-Il?-i?-l-li-P-S-R—-— c
il
Gab2: N---P-P-P-R-P-P-K-P-S-Q--~C

Abb. 5.1: Alignment der AS 1114-1125 von SHIP1 mit
einer Sequenz aus Gab2, die an Grb2-SH3(C) bindet.
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5.6 Proliferation von Jurkat-SHIP1-Klonen

SHIP1 hemmt die Proliferation in Jurkat-Zellen, BHEn, Mastzellen und neutrophilen
Granulozyten (I9rRN et al., 2004; LOUBIN et al., 1996; Lo et al., 2003; MLBEC et al., 2001,
METZNER et al., 2007; MTzNER et al., 2009), insbesondere auch bei Uberexpmessio
primaren AML-Zellen (METzNER et al., 2009).

Far WT-SHIP1 und die SHIP1-Mutante R225W wurde iesdr Arbeit mit der Methode des
Vergleichs des BrdU-Einbaus (ein Thymidin-Analogom) die DNA zwischen durch
Doxycyclin-induziert SHIP1-exprimierenden Jurkati#e und uninduzierten ein
proliferationshemmender Effekt nachgewiesen, derdai 5-Phosphatase-inaktiven Mutante
D672A nicht zu beobachten war. Diese Klone warenimluzierbar und kaureakyin ihrer
SHIP1-Expression.

Da viele Kloneleaky in ihrer SHIP1-Expression waren oder SHIP1 sogansktutiv
exprimierten, war eine solche Durchfihrung, in dér jeden Klon einzeln der
Proliferationsunterschied zwischen —Dox und +Domrtsprechend —SHIP1 und +SHIP1,
bestimmt wird und die erhaltenen Werte anschlief3aitdinander verglichen werden, nicht
maglich.

Stattdessen wurde versucht, die SHIP1-vermittefiéekte durch SHIP1-WT und -Mutanten
jeweils durch Vergleich der per Neubauer-Zahlkamerenittelten Proliferation der Klone
mit Doxycyclin im Medium zum Vektorklon mit Doxycim darzustellen. Vielleicht ist die
Proliferationsmessung durch Vergleich aller SHIPatdhten-Klone mit dem Vektorklon so
nicht durchfihrbar, da alle Klone sind und womduglidonal unterschiedlich proliferieren.
Tatséachlich wurde dies im BrdU-ProliferatioAssaybeobachtet.

In weiteren Versuchen wére es sinnvoll, die beotsieh Effekte der SHIP1-Mutanten in
Jurkat-Klonen im myeloischen Modell, praferenti@tl primaren AML-Zellen zu bestatigen
und insbesondere auch den Effekt auf deren Praftiter zu untersuchen.

5.7 Die SHIP1-SH2-Mutante F28L
SH2-Domanen umfassen etwa 100 AS und binden anpRbsosin(pY)-haltige Motive,

wobei die Spezifitatt der SH2-Domane von den Resteterminal des pY abhéangt
(SONGYANG et al., 1993). Das acht Aminosaurereste umfassbtadir G(S/T)FLVR(E/D)S
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stellt die minimale notwendige Einheit dar, um sinphosphorylierte Sequenzen zu erkennen
(HipAkA et al.,, 1991). Die Mutation des Arginin im FLVR-k\ der SH2-Domane
unterbindet die Bindung von SH2-Doméanen an Phogpbsinreste (MYER et al., 1992).

Die Rezeptoren fir IL-3, GM-CSF und IL-5 verwendgne gemeinsamgKette @), die auf
Ligandenstimulation hin Tyrosin-phosphoryliert williyajimi et al. 1993) und fur die
Signaltransduktion tber diese Rezeptoren veraniialoist.

Fur die SHIP1-SH2-Domanen-Mutante F28L wurde inselieArbeit gezeigt, dass ihre
Fahigkeit, nach IL-3- bzw. GM-CSF-Stimulation anoBphotyrosinmotive zu binden, auf
1,5%-3,1% der von WT-SHIP1 reduziert ist, und dahigkeit der (Co-)Prazipitation der
GM-CSF-Rezeptof—Kette auf 11%.

SHIP1 zeigt nach IL-3-Stimulation keine direkteedraktion mit derf—Kette (Lu et al.,
1999). IL-3 induziert jedoch die Tyrosinphosphaeyling und Assoziation von SHIP1 und
Shc (DnMEN et al., 1996; BMEN et al., 1998; W et al., 1994; W et al., 1999; ¥LAZQUEZ et
al., 2000).

SHIP1 reguliert das GM-CSF-vermittelte Signaltraridtbn negativ (MRDER et al., 2004;
HELGASON et al., 1998; W et al., 1999). Der genaue Mechanismus, wie disshyeht, ist
jedoch unbekannt @&1sHAw et al., 2007).

SHIP1 konnte mit seiner SH2-Domane direkt an pY%er GM-CSF-Rezeptdi--Kette
binden (DURsTIN et al., 1996; ®UDA et al., 1999) oder indirekt Uber Shc, das miteseRl B-
Doméane an GM-CSF-Rezeptfg-bindet (BONE and WELHAM, 2000; LANFRANCONE et al.,
1995; RATT et al., 1996).

In dieser Arbeit sowie in vorangegangenen Untensngan in der Arbeitsgruppe von Dr.
Manfred Jucker konnte Shc mit der WT-SHIP1-SH2-Doenaicht prazipitiert werden. Ein
Co-Immunprazipitationsexperiment  mitfull lengthSHIP1 zur Uberprifung der
Bindungseigenschaften der SHIP1-SH2-Mutante an S¥re wahrscheinlich nicht
aussagekraftig gewesen, da Shc mit seiner PTB-DeraBanfalls an die NPXpY-Motive in
SHIP1 binden soll (HBER et al., 1999; hmMKIN et al., 1997; louBIN et al., 1996; RADHAN
and WGGESHALL, 1997).

Die Ergebnisse sprechen fir ein Modell, in dem SHIRekt oder indirekt Uber ein weiteres
Protein, von seiner SH2-Domane abhéangig an die @#-Bezeptofi.-Kette rekrutiert wird.
In Frage hierfur kAme SHP-2, fir das eine Bindum&HIP1-SH2 vorgeschlagen wurdeulL
et al., 1997b; SrTLER et al., 1997).
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In jedem Fall fuhrt der Verlust der direkten odedirekten Bindung von SHIP1 an pY577
durch Mutagenese des Tyrosinrestes zu erhthtemldbleer erhohter Proliferation und
Koloniebildung von priméaren hamatopoetischen Zellanger anhaltender PI3K-Aktivierung
und Verlust der SHIP1-Ptdins(3,4,32)®Phosphatase-Aktivitdt in GM-CSF-Rezepfer-
Kette-Immunpréazipitationen @isHAw et al., 2007).

In myeloischen Zellen ist eine defekte SHIP1-SH2vaoe womaoglich nicht mehr in der
Lage, im GM-CSF-induzierten Signalweg einen neg@attivegulatorischen Effekt auf die
Proliferation auszutiben.

In dieser Arbeit wurde eine Reduktion der pAkt-Lledarch SHIP1 F28L in Jurkat-Zellen
beobachtet, die der von WT-SHIP1 entspricht.

Dagegen flhrte die Expression von SHIP1 F28L inXZ6llen im Gegensatz zu WT-SHIP1
nicht zur Reduktion von weder pAkt(S473) noch pARBQY8) (YANG et al., 2009b).

Murines SHIP1 R41G, in dem ein Arginin der SH2-Dom&nutiert wurde, das zwar nicht im
FLVR-Motiv liegt, dennoch eine defekte SH2-Domaneeegen soll, ist, wie in dieser Arbeit
gesehen, in Jurkat-Zellen weiterhin wie WT-SHIPHém Lage, die pAkt-Level zu reduzieren
(CHARLIER et al., 2010).

Es ist nicht ausgeschlossen, dass SHIP1 in T-Zellea andere Funktion austbt als in B-
Zellen oder myeloiden Zellen (GIRE et al., 2007). Nach einem solchen Modell wird SHIP
in T-Zellen unabhangig von seiner SH2-Domane an Rli@smamemban rekrutiert, in

myeloischen Zellen dagegen ware diese RekrutieBHiZrDoméanen-abhangig.

5.8 Konservierung der mutierten Aminosauren in SHP1

Far die in dieser Arbeit untersuchten MutationersklP1 wurde untersucht, wie konserviert
die mutierten Aminosduren von SHIP1 zum einen im &amilie der humanen 5-
Phosphatasen, zum anderen in SHIP1-Orthologensette Abb. 5.2 und 5.3. Es wurden nur
bestétigte reviewed Sequenzen aus delUniversal Protein ResoureBatenbank
(http://www.uniprot.org/) verwendet.

Fur das FLVR-Motiv der SH2-Domaéne, in dem der neidRest F28 liegt, ist seine hohe
Konservierung in SH2-Domanen bekannt, auf3erdemtzeesinur zwei der Inositol-5-

Phophatasen eine SH2-Domaéne, weshalb hier nicliemaarauf eingegangen wird.
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Es zeigt sich in Abb. 5.2, dass in allen humandth&sphatasen weder V120, R156, T162,
K210, R225 oder N508 noch Q1153, H1168Y noch deFe@ninus (interessant fur die
Mutation Q1076X) konserviert sind. An der K210 eméchenden Position wird in dem
SHIP1 nachsten Verwandten, SHIP2, sogar ein Argesingefunden, zu dem K210 in SHIP1
in einer AML mutiert war. Diese Reste liegen bid &l508 aul3erhalb der 5-Phosphatase-
Doméne und zeigen, da in deren Mutanten keine wledernon WT-SHIP1 abweichende 5-
Phosphataseaktivitdt festgestellt wurde, dass $iensichtlich keine Funktion in der
enzymatischen Katalyse einnehmen. P1039 und PlifdZsmindest in SHIP2 konserviert.
Deren Mutanten zeigten ebenfalls keine von WT-SHiBWweichende 5-Phosphataseaktivitat,
jedoch konnten diese Reste eine Rolle in einer de Paralogen SHIP1 und SHIP2
erhaltenen Interaktion spielen. Die Konservierutigrike aber auch zufallig sein.

Der Aspartatrest D672 dagegen ist bei allen zemamen 5-Phosphatasen konserviert. Seine
Bedeutung fur das aktive Zentrum der 5-Phosphatesestrukturell belegt (WissTock et
al.,, 2002). Auch Tyrosin Y643 ist hochkonserviegs ist in neun der zehn humanen
5-Phosphatasen an der entsprechenden Positionndaialn PIPP befindet sich an dieser
Position ein Phenylalaninrest, ein strukturell lkemsativer Austausch, der darauf hindeutet,
dass er keinen Einfluss auf die Proteinstabilitd@it ind die Hydroxylgruppe des Tyrosins
keine essentielle Wasserstoffbriicke ausbildet, esondie Hydrophobizitat des aromatischen
Ringes hier von Bedeutung ist. Laut Whisstock e{\WHissTock et al., 2002) ist Y643 und
damit die Hydroxylgruppe des Tyrosins auch nichtekli an der Katalyse der
Phosphoesterhydrolyse beteiligt. Sofern das Phiemytain PIPP das Tyrosin ersetzt, ist auch
eine Phosphorylierung dieses Restes unwahrscheuntid wurde bislang auch nicht gezeigt.
V684, deren Mutante V684E laut Luo et alufi_et al., 2003) nur noch eine Restaktivitat von
ca. 18% besitzt, in dieser Arbeit dagegen eine WMT-SHIP1 nicht signifikant
unterschiedliche 5-Phosphataseaktivitat zeigte,insdrei der zehn humanen Inositol-5-
Phosphatasen konserviert, neben SHIP1 in OCRL WidB.Rn SHIP2, 5-Phosphatase Il und
72 kD 5-Phosphatase 1V liegt an dieser Positionsafeucin, in SKIP ein Leucin vor und ist
somit konservativ substituiert RENCH and RoBsonN, 1983). In drei von zehn 5-Phosphatasen
ist V684 nicht-konservativ substituiert. V684 isteddandteil des zweiten der beiden
konservierten Inositol-5-Phosphatase-Motived£Det al., 1997) oder auch nichEEFERSON
and MaJERUS 1995; MaJERuUSet al., 1999; WRE et al., 1996).
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120 156 162 210 225 508

..... [ T P P B R [P
SHI P1 DTESVVSPPEL ATETSRPSLSETLFQRL LPHLKKLTTLLCKELYGEVI RTLPSL HI CTDNVKTGA
SHI P2 ASDGEDEKPPL APETPTAPAAESAPNGL LPHLTRTLATSCRRLHSEVDKVLSGL HVSTSSVKTA
OCRL SNS------- G -----E---- ERRFEI P G--5--- QLLVPEQKDSSSWYQKL DI ATETVGTA
Synaptojanin 1 AAHKQAKACLI FVETEQVVYLDDSVSSF DRHFRTLKNLYGKQ | VNLLGSKEGE DVAVDTVKTGM
Synapt oj anin 2 ASHKQAKACLV FVETEQM YMDDGVSSF DRHWLLKEQYGQQVVVNLLGSRGGE DVAI DTVKTGM
5- Phosphatase | ----------- ool RARVYLDENYKSQEHFTALGSFYFLH NLVAVETSPSV
5- Phosphat ase || ELSLVFQLPFG FLW.SRYRCAELELEMP PSRKKRWGL EEARPQGAGSVL FWGGA EVEAETVGTG
72kD 5- Phosphatase |1V QSEGPGAPAHS SPSSGGNPL SGVASSSP LPSLLPPRPPPALSLDI ASDSLRTAN EVECSTVTTRI
Pl PP SAGPKPPPATT LGPNLAPTSRDQKQEPP PPELPSTPSPVPSPVLSPTQEQALAP DVQTDCTRTGL
ssiPp - -----B----  -----B-----FB----  -----B-------------H----- | LSTKSTPTGL

643 672 684

................................. P PPN [P
SHI P1 TFAPTYRFERL TRDKYAYTKQKATGVKYNLPSWCDRVLWKSY- - - - - - - - oo m e e e e - - PLVHWVCQSY
SHI P2 SFPPTYRYERGSRDTYAWHKQKPTGVRTNVPSWCDRI LWKSY- - - - - - - oo e e e e oo PETHI | CNSY
OCRL KFI PTYKYDSKT- - - - - - - DRWDSSGKCRVPAWCDRI LWRGT - - - - = == == - o - o mm e e e e oo - NVNQLNY
Synaptoj anin 1 TFAPTYKYDLFS- - - - - - - DDYDTSEKCRTPAWI DRVLWRRRKWPFDRSAEDL DLLNASFQDESKI LYTWIPGTLLH
Synapt oj anin 2 NFGPTYKYDVGS- - - - - - - AAYDTSDKCRTPAWT DRVL WARKKHPFDKTAGEL NL L DSDL DVDTKVRHTWSPGAL QY
5- Phosphat ase | SFPPSYPYSEDAR- - - - - - - QCEQYMNTRCPAWCDRI LMBPS- - - - - - - - o e e e e e e oo - AKELVL
5- Phosphat ase || TFQPTYKYDTGS- - --- - - DDWDTSEKCRAPAWCDRI LWKGK- - - - - - - - ----- - - e oo o - NI TQLSY
72kD 5- Phosphatase |V HFLPSYKFDI GK- - - - - - - DTYDSTSKQRTPSYTDRVLYRSR- - - - - ------------mm oo - - HKGDI CPVSY
Pl PP NFAPTEKFDVGT- - - - - - - NKYDTSAKKRKPAWIDRI LWKVK- A- - - - - - - --- - PGGGPSPSCRKSHRLQVTQHSY
SKI P LFPPTYKFDRNS- - - - - - - NDYDTSEKKRKPAWDRI LWRLKRQ- - - - - ------ PCAGPDTPI PPASHFSLSLRGY

1039 1042 1076 1153 1168

----- [ ARy R e
SHI P1 KDQESPKMPRKEPP EGPGKQVPAPR AVLHL QHSKGRDYRDNTEL PHHG- - -
SHI P2 AEARGPPPPKAHPR CSVLQVAKTLS Al GLERYEEGLVHNGADDLEFLSDI T
oCCRL e FSEYNSV TPSDRQRAI QF - - - - - emmemm e
Synaptojanin 1 TPPQPPPRSRSSHS LKI DPFEDLS- PFSDRTAAPGNPFRAKSEESEATSWF
Synapt oj anin 2 Al KKPTLR- RTGKP VEAPPVVTAPR SQLLQGLTYNSSDSPSGHPPAAGT VF
5-Phosphatase | = -----h-ooo- o iLo il
5- Phosphatase Il ~  ------- NSAKNHL DMIEKKKAQEF - ------mmimmimam oo
72kD 5-Phosphatase |V --------m-mmmn o n i
[ = e = PGGCGSW GALGP-----  -----B------------E -
sssiPp - -----B--B---- -----F---- -----B------------B----

Abb. 5.2: Konservierung der in dieser Arbeit untersichten mutierten SHIP1-Aminosauren in der Familie

der humanen Inositol-5-PhosphatasenDargestellt ist ein mit dem Programm ClustalW dgefiihrtes
multiplesAlignmentder Sequenzemit denUniversal Protein Resource Knowledgebase (UniprgtkiBntifiers
Q92835-2 (SHIP1 delvV117), 015357-1 (SHIP2), Q0126@CRL), 043426-1 (Synaptojanin 1), O15056-1
(Synaptojanin 2), Q14642-1 (5-Phosphatase 1), P320(5-Phosphatase Il), QINRR6-1 (72kD 5-Phospkatas
V), Q15735-1 (PIPP), Q9BT40-1 (SKIP). Die Posigonder den in humanem SHIP1 mutierten entsprechende
Aminosauren sind grau hinterlegt.

Unter den SHIP1-Proteinen in vier verschiedenenzigpe siehe Abb. 5.3, sind in der
Doméne zwischen SH2- und Inositol-5-Phosphataseddentie Aminosauren T162, K210
und R225 konserviert, V120M nicht und R156 in MdngElomo sapiens Maus (mus
musculuy und Ratte Rattus norvegicysnicht jedoch im KrallenfroschXgenopus laev)s

In der 5-Phosphatase-Doméane sind Y643 und D672lém aier Spezies erhalten, N508
kommt in drei von vier Spezies vor, ebenso V684letaterer Position liegt im Krallenfrosch
jedoch ein konservativer Austausch mit Isoleucim. v C-Terminus sind P1039, Q1076,
Q1153 und H1168 unter Mensch, Maus und Ratte keese(dem SHIP1 des Krallenfroschs
fehlt der C-Terminus), P1042 dagegen nicht. DiescBpneben dem von WT-SHIP1 sich
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nicht unterscheidenden Phanotyp der Mutante P10d&fiir, dass in einem moglichen
Bindungsmotiv in dieser Region P1042 nicht erfoliderist.

120 156 162 210 225
----- [..... EEET] ERRERS EEERE R EE TR RR R
SHI P1 Hono sapi ens DTESVWSPPEL ATETSRPSLSETLFQRL LPHLKKLTTLLCKELYGEVI RTLPSL
SHI P1 Mus nuscul us DTESVMSPPEL APEVTRLSLSETLFQRL LPHLKKLMSLLCKELHGEVI RTLPSL
SHI P1 Rattus norvegi cus DTESVIVSPPEL APEVTRLSLSETLFQRL LPHLKKLTSLLCKELHGEVI RTLPSL
SHI P1 Xenopus | aevi s EQE- - PAPPNV AANAS- LLLSETLLQRF LPQFKKLLMILCTGLHRELTRTLPTL
508 643 672 684
..... [oon. N TN [P
SHI P1 Honp sapi ens HI CTDNVKTG TFAPTYRFERL TRDKYAYTKQKATGVKYNL PSWCDRVLVKSYPLVHVWCQSY
SHI P1 Mus nuscul us HI CTDNVKTG TFAPTYRFERL TRDKYAYTKQKATGVKYNL PSWCDRVLVKSYPLVHVWCQSY
SHI P1 Rattus norvegi cus H CTDNVKTG TFAPTYRFERL TRDKYAYTKQKATGVKYNL PSWCDRVLVKSYPLVHVWCQSY
SHI P1 Xenopus | aevis HVCTNSVKTG TFPPTYRYERGSRERYCYTKQKATG KYNLPSWCDRI LVKSYPQVHI LCQSY
1039 1042 1076 1153 1168
....... I [ P R I
SHI P1 Honp sapi ens KDQESPKMPRKEPP EGPGKQVPA- - - - - - P AVLHL QHSKGRDYRDNTEL PHHGKHR
SHI P1 Mus nuscul us KEQESPKM.RKEPP KGTSKQAPVPVLGPTP AVL QL QHSKGRDYRDNTEL PHHGKHR
SHI P1 Rattus norvegi cus KEQESPKMVRKEPP KGT SKQAPVPVFGPTP AVL QL QHSKGRDYRDNTEL PHHGKHR
SHI P1 Xenopus l@evis = -----m--immmn oo oo

Abb. 5.3: Konservierung der in dieser Arbeit untersichten mutierten SHIP1-Aminosauren in SHIP1
verschiedener Speziedargestellt ist ein mit dem Programm ClustalW dgedtihrtes multiple@\lignmentder
Sequenzemit denProtein Knowledgebase (UniprotkB) identifie@92835-2 (SHIP1 delvV11FAomo sapiens
Q9ES52-2 (SHIP1 delv12®lus musculds P97573-1 (SHIPRattus norvegicys Q6P4S2-1 (SHIPXenopus
laevig. Es wurden nur bestatigte Sequenzen verwendetPDsitionen der den in humanem SHIP1 mutierten

entsprechenden Aminosauren sind grau hinterlegt.

Insgesamt zeigt sich anhand der Konservierung, d@sskeinen der mutierten Reste
zwangslaufig ein Einfluss auf die 5-Phosphataseit&tivon SHIP1 erwartet worden ware,
mit Ausnahme von Y643H und D672A, die hochkonsetvgnd. Fur D672A war eine
Beeintrachtigung der 5-Phosphataseaktivitat bebaskannt. Die Mutante konnte deshalb als
Kontrolle verwendet werden. Fur Y643H wurde in dresArbeit eine reduzierte
5-Phosphataseaktivitdt nachgewiesen.

Was die ubrigen mutierten Reste betrifft, ist aufgt der Konservierung eine bedeutende
Funktion fir die Strukturstabilitat oder fir intesiekulare Wechselwirkungen fur V120,
R156 und P1042 unwahrscheinlich und es wurde awh kon WT-SHIP1 veranderter
Phanotyp beobachtet.
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5.9 Tyrosinphosphorylierung von SHIP1

SHIP1 wird auf TCR-Stimulation hin tyrosinphosphast (LAMKIN et al., 1997). In
Mastzellen wurde gezeigt, dass der C-Terminus Ml $ fur die Tyrosinphosphorylierung
erforderlich ist (AMEN et al., 2001). Deshalb wurden WT-SHIP1, SHIP1 PE)31042L,
Q1076X, Q1153L, aber auch die SH2-Domé&nen-Mutant€8LF auf ihre
Tyrosinphosphorylierung in Jurkat Tet-On-Klonen wand nach TCR(CD3)-Stimulation
sowie bei Kultur in 10% FCS-haltigem Medium untetsu

Obwohl in der Untersuchung der Gesamt-SHIP1-Tymisasphorylierung in SHIP1-
Immunpréazipitaten bei den Mutanten F28L und Q1074&the Tyrosinphosphorylierung
weder in 10% FCS noch nach TCR-Stimulation erkavurde, wurde mit einem Antikorper,
der spezifisch die Sequenz um phosphoryliertes Y102 humanem SHIP1 bindet, in
Gesamtzelllysaten aller untersuchter SHIP1-Mutanégme Tyrosinphosphorylierung bei
Kultivierung in 10% FCS detektiert, die dem Expresslevel von SHIP1 jeweils entsprach.
In der Literatur finden sich unterschiedliche Angalzur Bedeutung der SH2-Domane flr die
Tyrosinphosphorylierung. Stimulation von mit Ergpoetin-Rezeptor und SHIP1 co-
transfizierten  HEK293T-Zellen mit Epo ergab, dass urimes WT-SHIP1
tyrosinphosphoryliert wird, nicht aber SHIP1 mitr déutation R34Q, die eine defekte SH2-
Doméne hervorbringt (Mson et al., 2000). In mit murinem SHIP1 und Lck coagfzierten
COS-7-Zellen werden SHIP1 R34Q und SHIP1, in deenSH2-Domane deletiert ist, noch
tyrosinphosphoryliert (AMKIN et al., 1997).

In Erythropoetin-Rezeptor-exprimierenden DA-ER-2elwerden murines SHIP1 R34G oder
SHIP1, in dem die SH2-Doméane deletiert ist, andeats WT-SHIP1 nicht
tyrosinphosphoryliert (lu et al., 1997a).

Die Tyrosinphosphorylierung von SHIP1, insbesondde Tyrosine in den beiden NPXY-
Motiven ist von daher von Bedeutung, als sie Vasatming fur eine Interaktion mit den
PTB-Domé&nen von Shc oder den Dok-Proteinen ist.
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5.10 Einfluss von SHIP1 auf die T-Zell-Rezeptor-venittelte Calcium-

Signaltransduktion in Jurkat T-Lymphozyten

Anders als vielleicht erwartet, hemmt WT-SHIP1 @&aciumsignal nach TCR-Stimulation
mit dem anti-CD3-Antikorper OKT3 nicht, es ist sogan Anstieg im CalciunPeak zu
verzeichnen verglichen mit der Vektorkontrolle. Ewicher Effekt war in der Arbeitsgruppe
von Dr. Manfred Juicker zuvor bereits beobachtetieor

Vom Modell wirde erwartet, dass SHIP1 zum einerr s Abbau von Ptdins(3,4,5)P
zum anderen uber den Abbau von Ins(1,3,4,5)i2 Rekrutierung und Aktivierung von
PLCy1 und Itk inhibiert, &hnlich wie die der P2 und von Btk in B-Lymphozyten.
Ausgehend von der Beobachtung, dass SHIP1 in BZelas Calcium-Signal nur inhibieren
kann, wenn der BCR mit dem fRIIB kreuzvernetzt wird, nicht aber, wenn nur deCH
coligiert wird (AMAN et al., 2000; @o et al., 1997), kdnnte erwartet werden, dass ésrsit
dem TCR in T-Zellen genauso verhalt und die bediedeh Effekte rein klonalen und nicht
SHIP1-spezifischen Ursprungs sind. In der murinezellinie 2B4, die endogenen #RIIB
exprimiert (DAERON et al., 1995), kommt es ebenfalls bei reiner TQRtKvernetzung zu
einem Calciumsignal, dass erst inhibiert wird, w@i@R und FgRIIB kreuzvernetzt werden
(JENsSENet al., 2001). Welche Rolle deryRIIB in T-Zellen spielt, ist jedoch unklar.

In  SHIP1-deletierten primaren T-Zellen werden keingnterschiede in den
Phosphorylierungsleveln von ERK, Akt, ZAP-70 oddrCR1 sowie im Calciumflux auf
polyklonale Aktivierung mit anti-CD3 hin im Verglgh zu SHIP1-exprimierenden T-Zellen
und keine Unterschiede in Akt- und GSK-Phosphoryhg bei CD28-Stimulation allein
gesehen (ARASENKO et al., 2007). Auch diese Befunde sprechen ddass auch in T-Zellen
maoglicherweise erst ein inhibitorischer Rezeptogagiert werden muss, damit SHIP1 seine
hemmende Rolle entfalten kann. Ein Beispiel flerimhibitorischen Rezeptor in T-Zellen,
fur den aber bislang keine Interaktion mit SHIP dbgieben ist, ware CTLA-4. CTLA-4 ist
ein inhibitorischer Rezeptor fur das costimulatdnes Molektl B7 und inhibiert die T-Zell-
Aktivierung. Engagemet von CTLA-4 blockiert die nale Phosphorylierung von den TCR-
assoziierter{-Ketten, moglicherweise Uber die Rekrutierung effbosphatase an den TCR-
Komplex. Ob eine T-Zelle CD28 oder CTLA-4 benutaty B7 auf APCs zu binden, ist eine
Schlusseldeterminante flr das Ergebnis der Antigen@ung, aber wie die Wahl getroffen
wird, ist unbekannt. CTLA-4 bindet B7.1 und B7.2t mbOfach hoherer Affinitat als CD28,
und eine Mdoglichkeit ist, dass APCs mit geringer-Bdpression praferentiell CTLA-4
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binden. Normale ruhende APCs, die womoglich Sellmdigene prasentieren, aber wenige
B7-Molekule exprimieren, engagieren CTLA-4 und ingwen Toleranz in selbstreaktiven T-
Zellen. Infektionen fuhren zur Hochregulation der-Bxpression, was dann zum CD28-
Engagement und T-Zellaktivierung fuhrt. Auch istkéent, dass naive T-Zellen CD28
exprimieren, die CTLA-4-Expression jedoch erford&rZellaktivierung. Deshalb kdnnten
naive T-Zellen CD28 benutzen, um Antworten zu i@ign, aber zu spaterer Zeit, wenn mehr
CTLA-4 exprimiert wird, kénnte dessen Bindung an Bi& Funktion haben, die T-

Zellantwort zu terminieren (#8As and LCHTMAN, 2005).

5.11 Oberflachenplasmonresonanz

Es konnte keine Interaktion der SHIP1-SH2-Domé&nalewemit tyrosinphosphorylierten
Proteinen aus dem Lysat von mit GM-CSF-stimulierfédftl 133-5-Zellen noch mit dem
Phosphoprotein LFDDPSpYVNVQN festgestellt werdeas den Aminosauren 311-322 des
humanen p52°* entspricht, welches mit SHIP1 interagiert.

Es war fur die murine SHIP1-SH2-Doméne eine Bindurapm das Peptid
RRASVSpYVNVQON, deren C-terminale sieben Aminosaunemanem Shcl (AS 316-322)
entsprechen, mit K= 290+£130 nM gezeigt worden i(L et al., 1997a). Dabei ist nicht Klar,
woher die N-terminalen funf Aminoséduren stammendoise 12-Aminosauren-Sequenz in
keiner der murinen oder humanen Shc-Isoformen rmodhdem Programm BLAST in
irgendeinem Protein zu 100% identisch gefunden eamrd~ir die SHIP1-SH2-Domane
(Spezies unklar) war eine Bindung an das Peptid IFFSpYVNVQNL, das in seiner
gesamten Sequenz humanem Shcl entspricht (AS RLO82 p52™Y mit Kp = 145 nM
bestimmt worden (KNCz et al., 2001).

Die Konzentration an tyrosinphosphorylierten Pro¢@i und davon an denen, die spezifisch
an die SHIP1-SH2-Domane binden, kdnnte im Proteatlyder Zellen zu gering gewesen
sein. Bei der Messung der Interaktion mit dem Phoppptid kénnte ein methodisches
Problem vorgelegen haben: Das zu erwartende Mesdsig response unit{RUeyy) ist
proportional zum Quotienten aus dem Molekulargetitds Analyten (hier: Phosphopeptid)
und dem des immobilisierten Liganden (hier: GSTHHBEH2 an anti-GST-Antikorper, laut:
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RU.. = MW (Analyt) «RU des immobilisi erten Liganden e« Aktivitdt « Anzahl der Ligandenbi ndungsstel len
exp MW (immobilis ierter Ligand)

(KARLSSON et al., 1997). Mit einem Molekulargewicht des R¥taspeptids von etwa 1,5 kD
und dem des Liganden von 38 kD, einer Bindungsstelnd einer Aktivitat von
beispielsweise 0,4 (wie im Beispiel von Karlssoale{KarRLssoNet al., 1997) angenommen)
sowie den beobachteten 700 RU des immobilisiertegariden ergeben sich ohne den
Molekulargewichtsquotienten zu erwartende RU von 0,28die durch den
Molekulargewichtsquotienten auf 11 RU reduziert degr. Wird auf3erdem berticksichtigt,
dass die GST-SHIP1-SH2-Domé&ne an einen Antikorper ausatzlichen 150 kD gebunden
ist, der zudem zwei GST-SH2-Domanen bindet, sichfirdadie Anzahl der
Ligandenbindungsstellen zwar auf zwei erhoht, werdée zu erwartenden RU jedoch
nochmals auf 4 RU reduziert, was letztendlich wolwtgiicht mehr sichtbar war.

Bei Liu et al. (Lu et al., 1997a) und Koncz et al. dKcz et al., 2001) waren jeweils die
Peptide an die Oberflache gekoppelt und die SH2-#&wmn fungierten als Analyten. In
diesem umgekehrten Ansatz sind die RU des immadiien Liganden zwar klein, der

Kehrwert des Quotienten der Molekulargewichte \&kdtin diesem Fall aber das Signal.

5.12 Bedeutung von SHIP1-Mutationen fur die Leuk&ragenese

SHIPT"-Mé&use (HLGASON et al., 1998) oder Mause mit auf die Granulozyakrophagen-
Linie beschrankter, konditionaler SHIP1-Deletion tvanokeln eine myeloproliferative
Pathologie, die ihre Lebenszeit reduzierehG et al., 2009) und in denen der PI3K-Akt-
Signalweg aktiviert ist (lu et al.,, 1999), so wie in 50-70% der akuten myeloes
Leukdmien des Menschen AMTELLI et al., 2006).

Die SHIP1-Expression ist in Zellen chronischer roisdher Leukamie herunterreguliert
(MARTINO et al., 2001; &rTLER et al., 1999). Aul3erdem wird die SHIP1-Expressianch
miR-155 herunterreguliert, deren Expression in gani akuten myeloischen Leukamien
erhoht ist (AMMARATA et al., 2010; @GRrzoN et al., 2008; O'GNNELL et al., 2008).
Reexpression von SHIP1 in Jurkat-Zellero@ et al., 2004) oder in der CML-Linie K562
(Luo et al., 2003) sowie die SHIP1-Uberexpression im@ren AML-Zellen (METZNER et
al., 2009) fuhrt zu verringerter PI3K-Akt-Signahsaduktion und verringerter Proliferation.
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Einschrankend muss erwahnt werden, dass eine tatargti SHIP1-mRNA-Analyse in 285
AML-Proben zu dem Ergebnis kam, dass SHIP1 in pemdML-Zellen im Vergleich zu
normalem Knochenmark nicht spezifisch herunteriegulvird (GLBY et al., 2007). Auf
Proteinebene wurde in der Arbeitsgruppe von Dr. fiah Jicker festgestellt, dass die
SHIP1-Menge in priméren AML-Zellen zwar variiertegber nicht mit der Akt-
Phosphorylierung korrelierte (zNER et al., 2009)

Bei allen AML-Patienten, in denen eine SHIP1-Muatigefunden wurde, lag diese
heterozygot vor. Dabei muss bemerkt werden, das®Bhemizygote Mause (SHIF)
insgesamt mehr SHIP1-Mausen als SHIP:-Mausen ahneln und keine Tumorsuszeptibilitat
zeigen (HLGAsSON et al., 1998). In diesem Zusammenhang wurde apfditesuffizienz und
substrate trappindpereits in 2.15 bzw. 2.13.2 eingegangen.

Abwesenheit von Haploinsuffizienz fur SHIP1 wirde €inen SHIP1-Funktionsverlust bei
Heterozygotie eine dominant-negative Funktion datierten SHIP1-Proteins voraussetzen.
Im Falle dessubstrate trappingschitzt die katalytisch inaktive Phosphatase ihbs8at,
indem sie daran bindet, es aber nicht umsetzen ladres somit anreichert. Bei einem AML-
Patienten mit der Mutation V684E in der InositoRBesphatase-Doméne wurden trotz
Heterozygotie, d.h. ein gesundes Allel war vorhanadach IL-3-Stimulation primarer AML-
Zellen erhohte pAkt-Level im Vergleich zu AML-Zelleohne SHIP1-Mutation festgestellt.
Auch zeigte die Expression von WT-SHIP1, SHIP1 M6&hd Vektorkontrolle in der CML-
Zelllinie K562, die geringe Mengen an endogenem F8Hlexprimiert, und in der
monocytischen Zelllinie U937, die SHIP1 endogen rewgrt, nicht nur eine
Proliferationsinhibition durch WT-SHIP1 im Vergléieur Vektorkontrolle und einen Verlust
der Proliferationsinhibitionsfahigkeit von SHIP1 &4E, sondern sogar noch einen
proliferationssteigernden Effekt durch SHIP1 V68dEVergleich zur Vektorkontrolle. Diese
Beobachtungen wurden astibstrate trappingals méglichen Mechanismus zurtckgefuhrt
(Luo et al., 2003). Ein solcher Mechanismus kdnntedfér5-Phosphatase-inaktive Mutante
Y643H ebenfalls vorliegen. Fur die Mutationen F2811039S und der bei ALL gefundenen
Q1076X liel3e sich ein moéglicher Effekt so nichtlér&n. Hier wirde eine dominant-negative
Funktion von SHIP1 (im Sinne von p53) eine Di- olfidtimerisierung voraussetzen.

In der Tat zeigte die Michaelis-Menten-Auftragurngs SHIP1-Umsatzes von Ins(1,3,4,6)P
einen sigmoidalen Verlauf (@ et al., 2007), ein Indiz fur Kooperativitat undnso
Multimerisierung. Eine ebensolche Beobachtung wireleits in der Arbeitsgruppe von Dr.

Manfred Jucker fur die SHIP1-katalysierte Hydrolysen Ins(1,3,4,5)P gemacht. Die in
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dieser Arbeit erstellte Michaelis-Menten-Kinetikr filas Substrat Ptdins(3,4,2)81C8 deutet
ebenfalls Kooperativitat an und lasst womaoglichadérschlie3en, dass SHIP1 als Dimer in
der Zelle vorliegt.

In einer kurzlich verdffentlichen Dissertation AKabiya, 2009) wurde SHIP1 als
Fusionsprotein mit Abl 1 in einer Patientin mit BJ4Aentdeckt. Das Fusionsprotein umfasst
N-terminal die Aminosduren 1-343 von SHIP1 und @xieal die Aminosauren 28-1446 von
Abl 1a oder 47-1446 von Abl 1b. Da eine konstitetAktivierung in Abl 1-Fusionsproteinen
eine Dimerisierung Uber den jeweiligen nicht-AbAfteil zur Ursache hat, wurde eine Di-
oder Oligomerisierung dieser Region von SHIP1 wutet und der Bereich C-terminal der
SH2-Domane willkdrlich in zwei Doménen (D1: Aminosén 100-260, D2: Aminosauren
260-340 von SHIP1) aufgeteilt. Dabei wurde einestaktion von D1 mit D2 festgestellt,
jedoch keine Interaktion der gesamten Region 1-3a8t sich selbst. Eine
Dimerisierungsdoméne in dieser Region von SHIPIni@einen dominant-negativen Effekt
der Ubrigen Mutanten eventuell erklaren. Womdgligiden D1 und D2 jedoch eine
intramolekulare Wechselwirkung aus, sodass D1 udnbd volle-Lange-SHIP1 und in der
Region 1-343 verborgen, im SHIP1-Abl 1-Fusionpmjedoch zuganglich sind.

Eine weitere Mdglichkeit, wie es trotz Heterozygdiiir das mutierte SHIP1-Allel zu einem
Funktionsverlust des nicht-mutierten Allels kommiemn, ist die monoallele oder Allel-
spezifische GenexpressionA(RRcios et al., 2009; ZKHAROVA et al., 2009). Wéahrend die
Mehrheit der autosomalen S&augergene in &aquivaleMiemgen vom paternalen und
maternalen Allel transkribiert wird, wird eine Arddazon Genen vornehmlich von einem der
Allele transkribiert. Grund hierfur kdnnen SNPsregulatorischen Elementen sein. Fur die
Mengen an Transkripten von mutiertem im Vergleiomicht-mutiertem SHIP1 in den AML-
Zellen liegen keine Daten vor.

In Mausen, die hemizygot fir die Ptdins(3,453Phosphatase PTEN sind, verstarkt die
zusétzliche Hemizygotie von SHIP1 (PTESHIPI?) einen lymphoproliferativen und
autoimmunen Phéanotyp, der mit erhohten pAkt-Lewdtiergeht (MobDy et al., 2003).

Die funktionelle Inaktivierung von SHIP1 ist somitvomdglich kein primares
transformierendes Ereignis, mag aber die Tumorpssjon fordern, indem es Zellen im
Sinne eines Mutatorphanotyps o, 1991) vor Apoptose bewahrt und ihnen erlaubt,
genetische Veranderungen anzuhaufeao(ét al., 2003).

Von den 12 bei AML-Patienten und einer bei ALL gedlenen SHIP1-Mutationen sowie dem
SNP H1168Y wurden in dieser Arbeit funf identifidiedie SHIP1 in seiner Inositol-5-
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5 Diskussion

Phosphataseaktivitat (Y643H), in seiner Bindungyaasinphosphorylierte Proteine (F28L),
seiner Fahigkeit zur Reduktion der pAkt-Level (PA83 Y643H, V684E) und seiner
Interaktion mit der Grb2-SH3(C)-Doméane (Q1076X) ihgéchtigen und somit funktionell
zumindest partiell inaktivieren. In Abb. 5.4 sinde dméglichen Auswirkungen dieser
Mutationen auf das SHIP1-Signalling in myeloiscEetien dargestellt.

FiUr die Ubrigen Mutationen wurde in dieser Arbastne funktionelle Beeintrachtigung von
SHIP1 festgestellt. Die Mutation T162P, die bei zwdL-Patienten auftrat, und die
Mutation R225W, die bei einem AML-Patienten auftraaren entsprechend bei zwei der
Patienten auch noch vorhanden, als sie sich in ggom befanden. Von dem zweiten
Patienten mit der SHIP1-Mutation T162P stand keiemBsions-Probenmaterial zur
Verfligung.

Die Inhibition des PI3K-Akt-Signalwegs wére dasl4ig die 50-70% der AML, in denen er
konstitutiv aktiviert ist. Ein Behandlungsansatz die Anwendung von spezifischen
Inhibitoren dieser Kinasen. Ein eleganter, altemeatAnsatz ist die allosterische Aktivierung
von SHIP1, das nur in hamatopoetischen Zellen exprt wird, durch das Pelorol-Analogon
AQX-MN100, fur das gezeigt wurde, dass es spetifiS¢iIP1 und nicht sein ubiquitar
exprimiertes Homolog SHIP2 aktiviert (8 et al., 2007). AQX-MN100 soll an eine C2-
Domane, die die Aminosauren 725-863 in SHIP1 unefassoll, binden. AQX-MN100
hemmt den PI3K-Akt-Signalweg in Zelllinien des nipikn Myeloms, nicht aber von Brust-
oder Prostatakarzinom, und inhibiert damit Pradifem und fordert Apoptose @SINAH et
al., 2009).
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Abb. 5.4: Modell zur méglichen Funkion von SHIP1-Muationen von Leukamiepatienten auf die
Signaltransduktion in myeloischen Zellen.Die Mutation F28L in der SHIP1-SH2-Doméane verhimdgie
Bindung an tyrosinphosphorylierte ProteinmotiveB:20Y577 im GM-CSF-Rezeptor oder pY317 in Shc, das
wiederum mit seiner SH2-Doméne oder seiner PTB-Dmaan aktivierte Rezeptoren binden kann, und somit
die Translokation von SHIP1 zu seinem SubstratriB{8l4,5)R an der Cytoplasmamembran. Die Mutation
Y643H in der 5-Phosphatasedoméane fihrt zu einem P&#rotein mit drastisch reduzierter
5-Phosphataseaktivitat. Wenngleich es weiterhirs@nem Substrat transloziert wird, kann es Ptdids§ >
nicht hydrolysieren. Die Mutation P1039S kénnte ldiraktion von SHIP1 mit der SH3-Domane einetabig
unbekannten Proteins (Protein X) zerstéren und ddimiRekrutierung zur Plasmamembran (PM) verhimder
Dies wiurde erklaren, warum die SHIP1-Mutante P108@SPhosphorylierung von Akt nicht mehr reduzieren
kann. Die Mutation Q1076X flhrt zu einem C-terminah 113 Aminosauren verkirzten SHIP1-Protein, dem
das Bindungsmotiv fur Grb2-SH3(C) fehlt und das ha#fs nicht mehr rekrutiert werden und an der

Plasmamembran enzymatisch aktiv sein kann.
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Abkurzungen

Akt v-akt murine thymoma viral oncogene homolog

ALL akute lymphatische Leukadmie

AML akute myeloische Leukdmie

APS Ammoniumperoxodisulfat

Ash abundant Src homology

ASH ASPM (abnormal spindle-like microcephaly-associgieatein)/SPD2
(spindle pole body 2)/hydin

ASK1 apoptosis signal-regulating kinase 1

ATRA all-trans-Retinsaure

BCR B cell receptor

BCR breakpoint cluster region

BLNK B cell linker

BSZT Blutstammzelltransplantation

cCAMP cyclisches Adenosin-Monophosphat

Cas Crk-associated substrate

Caspase cysteine-aspartic acid protease

CBF core binding factor

CBP CREB binding protein

Chl casitas B-lineage lymphoma

CD cluster of differentiation

CDK cyclin-dependent kinase

CEBRux CCAAT-enhancer-binding protein

cGMP cyclisches Guanosin-Monophosphat

CKI cyclin-dependentikase_nhibitor

cSNP coding single nucleotide polymorphism

CR3 complement receptor 3

CRAC Ce” release-activated G4 channels

CSC cancer stem cell

Dab disabled
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DC
dd
DGCRS8
DMEM
DNMT
Dok
E. coli
EGFP
EGFR
EBV
eNOS
Env
EPO
ERG
ERK
ETO
EVI1
FAB
FACS

FCS
FIt3
FOXO
FP

Gab
Gag
GAP
GAPDH
G-CSF
GM-CSF
GOl
GPCR
Grb2
GSK3

Dentritische Zellddendritic cell)
didestilliert

DiGeorge critical region 8

Dulbecco’s modified eagle medium
DNA-Methyltransferase

downstream of kinase

Escherichia coli

enhanced green fluorescent protein
epidermal Growth factor receptor
Epstein-Barr-Virus

endothelial nitric oxide synthase
envelope

Erythropoetin

Ets Related Gene

extracellular signal-regulated kinase
eight twenty one

ectrotropic virus integration site site 1
French-American-British
fluorescence-activated cell sorting
final concentration

fotales Kalberserurfefal calf serum
Fms-like tyrosine kinase

forkhead box O
Vorwartsprimerforward Prime)
Grb2-associated binder
group-specific antigen
GTPase-aktivierendes Protein
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
granulocyte colony-stimulating factor
granulocyte macrophage colony-stimulating factor
gene of interest

G protein-coupled receptor

Growth factor receptor-bound protein 2
Glykogen-Synthase-Kinase 3
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GST
HABA
HEK
HEPES
HIF
HRP
HSC 70

IkBa
IKK

IPTG
ITAM
ITIM
Itk

Jak
JMML
kb

kD
KLF2
Lacl’
LB
LOH
LPS
LSC
MAFA
MAPK
M-CSF
MDM2
MEK
MHC
mMiRNA, miR
MKP
MLL

Glutathion-S-Trasnferase
Hydroxyazophenylbenzoesaure

human embryonic kidney
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethalisnsaure
hypoxia-inducible factor
Meerrettich-Peroxidaskdqrseradish peroxidaje
heat shock cognate protein 70

Immunglobulin

inhibitor of NF-«xB alpha

inhibitor of NF«B kinase

Interleukin

Isopropyl-R3-D-thiogalactopyranosid
immunoreceptor tyrosine-based activation motif
iImmunoreceptor tyrosine-based inhibition motif
IL-2-inducible T cell kinase

Janus-Kinase

Juvenile myelomonozytare Leukamie
kiloBasen

kiloDalton

krappel-like factor 2

Lac repressor | high quantity

lysogeny brothLuria Bertani

loss of heterozygosity

Lipopolysaccharid

leukemic stem cell

mast mell function-associated antigen
mitogen-activated protein kinase

macrophage colony-stimulating factor

murine double minute 2

MAPK/ERK-Kinase

major histocompatibility complex

microRNA
Megakaryozytenvorlaufdmegakaryocyte progenitor)
mixed lineage leukemia
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MN1
MS
mTOR
MW
MYH11
NCBI
NK
NPM1
OCRL
oD
PACT
PAF
PAGE
PBS
PCR
PDK
PECAM
PH-Domane
pl

PIAS
PIPP
PKB
PKC
PLA
PLC
PLZF
PMSF
Pol
PTB-Domane
PTEN
Pl

PTP
RANKL
RXR

meningiomal

Massenspektrometrie

mammalian target of Rapamycin

Molekulargewicht iholecular weight

smooth muscle myosin heavy chain 11

National Center for Biotechnology Information

natural killer

Nukleophosmin 1

oculocerebrorenal syndrome of Lowe protein

optische Dichte

protein activator of PKR

platelet-activating factor
Polyacrylamidgelelektrophorese

phosphate-buffered saline
Polymerasekettenreaktiggolymerase chain reactipn

phosphoinositide-dependent protein kinase

platelet/endothelial cell adhesion molecule
Pleckstrin-Homologie-Doméne

isoelektrischer Punkt

protein inhibitor of activated STAT1

proline-rich inositol polyphosphate 5-phosphatase

Proteinkinase B

Proteinkinase C

Phospholipase A

Phospholipase C

promyelocytic leukaemia zinc finger
Phenylmethylsulfonylfluorid

Polymerase
Phosphotyrosin-Bindungs-Domane

phosphatase and tensin-homolog deleted on chrome$6m

Phosphatidylinositol
Proteintyrosinphosphatase

receptor activator of nuclaer factaB-ligand

retionoid X receptor
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Rheb
RLC
RP

RT
RTK
SAM
SCF
SD
SDS
SH
Shc
SHIP
SKICH
SKIP
SLAM
SLP-65
SOCE
STAT
Stim1
TCL
TCR
TEMED
TPO
TRBP
TRE
Tris
TSC

WHO
WT
ZAP-70

Ras homolog enriched in brain

RISC loading complex
Ruckwartsprimeréverse primeyx
Raumtemperatur

Rezeptortyrosinkinase

sterile alpha motif

stem cell factor
Standardabweichunsténdard deviation
Natriumdodecylsulfas@dium dodecyl sulfate
Sarcoma(Src)-Homologie

src homologous and collagen
SH2-containing inositol 5-phosphatase
SKIP carboxyl homology

skeletal muscle- and kidney-enriched inositol phasgse
signaling lymphocyte activation molecule
SH2-binding leukocyte phosphoprotein of 65 kD
store-operated Ca-entry

signal transducer and activator of transcription
Stromal interaction molecule 1
Gesamtzelllysatdtal cell lysatg

T cell receptor
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
Thrombopoetin

Tar RNA binding protein

tet response element
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
tuberous sclerosis complex

Volumen yolumg

Gewicht (veigh)

World Health Organization

Wildtyp

{ chain-associated protein of 70 kD
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