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1. Arbeitshypothese urtagestellung

1. Arbeitshypothese und Fragestellung

In der menschlichen hamatopoetischen Zelllinie Galede eine mutierte Form
der regulatorischen p88Jntereinheit der PI3K nachgewiesen, kloniert und
charakterisiert (Jucker et al., 2002). Das mutip8&:.-Gen kodiert fur ein Protein von 76
kDa (p7@), dem aufgrund der Deletion einer Base und demitdarbundenen Wechsel
im Leserahmen und Auftreten eines Stop-Codons -teensinal gelegene SH2-Doméne
fehlt. Die c-terminale SH2-Domane beinhaltet nefeen Bindungseigenschaften fur
tyrosinphosphorylierte Proteine auch noch eine leggtische Domane, die die PI3K
negativ reguliert und deren inhibitorische Funktifiir eine Aktivierung der PI3K
aufgehoben werden muss (Disinhibitionsmodell). Déegfall der c-terminalen SH2-
Doméne in der p8BPI3K-Mutante kdnnte zu der konstitutiven Aktiviegi der PI3K

fuhren, die in Cole Zellen beobachtet wurde.

In dieser Arbeit soll nun der direkte Einfluss @iesp8a/PI3K-Mutante auf die
Regulation der PI3K-Aktivitdt und auf das Wachstuon Zellen untersucht werden.
Hierzu werden etablierte Zelllinien, sowie primareumane hamatopoetische
Progenitorzellen mit einem retroviralen Vektor sduaziert, der das mutierte p8&en
zusammen mit einem EGFP-Gen tragt. Als Kontrolentidas Wildtyp-p8&Gen sowie
der Vektor ohne p8b6Gen. Transduzierte Zellen werden mittels FACS iedrtund
nachfolgend entweder biochemisch auf eine Aktivigraler PI3K untersucht oder das

Wachstum in FlUissigkulturen gemessen.

In Anlehnung an das Disinhibitionsmodell zur Regjolader PI3K Aktivitat soll
in einem zweiten experimentellen Ansatz untersuektden, ob die Funktion der
p85n/PI3K-Mutante in Cole-Zellen durch die ExpressiorsdWildtyp-p8o-Gens
aufgehoben werden kann. Hierzu soll das Wildtypep8®n in Cole Zellen exprimiert
werden, die kein endogenes p85ehr exprimieren. Eine mogliche Erniedrigung der i
diesen Zellen konstitutiv aktivierten PI3K Aktivitégoll dann mittels PI3KR-vitro-
Kinase-Assay quantifiziert werden. Hierzu werdesnsduzierte Cole Zellen uber die
Expression von EGFP mittels FACS sortiert. Eine letg Auswirkung der p8o
Expression auf die Proliferation oder Apoptose elie€ole Zellen wird mittels
Wachstumskurven analysiert.

1



2. Einleitung

2. Einleitung

Leukdmien sind maligne Neoplasien hamatopoetischellen, die durch
unkontrolliertes Wachstum eines transformiertenlki@mis gekennzeichnet sind. Die
Expansion des malignen Zellklons fiihrt zu einer egalisierten Ausbreitung im
gesamten hdmatopoetischen Gewebe, eventuell &tifolir extramedullarer Organe und
Ausschwemmung leukamischer Zellen ins Blut. Die &gion des malignen Zellklons
auf Kosten der normalen Hamatopoese fuhrt zu einprogredienten
Knochenmarkinsuffizienz, woraus die klinische Syompatik resultiert. Die Einteilung
der Leukadmien erfolgt nach klinischem Verlauf, Rgifad und Abstammung der
pathologisch veranderten Leukozyten. Leukamien rerd akute und chronische, sowie
in lymphatische und myeloische eingeteilt. Die Eatiang einer Leukd&mie ist ein
multifaktorieller Prozess, der durch die Akkumuativon Mutationen zur Fehlschaltung
bestimmter Kontrollgene und dadurch zur malignenan§formation einer
hamatopoetischen Zelle fuhrt. Diese Gene kodnnen toBnkogene oder
Tumorsuppressorgene sein, die fur Proteine kodiedis als Regulatoren des
Zellwachstums dienen. Dies fuhrte zu einem Modadich dem die Aktivierung von
proliferationsfordernden oder die Inaktivierung voiproliferationshemmenden
Regulatoren des Zellwachstums, das unkontrolligktachstum der entarteten Zelle

auslosen.

Wachstumsfaktoren vermitteln, Gber Interaktion thiten Rezeptoren, Signale
Uber die Zellmembran, die unter anderem Wachstuwiifétation und Differenzierung
der Zellen regulieren. Eine sehr genaue Kontrokset Vorgange ist entscheidend fur
den ganzen Organismus, Fehlregulationen koénnen zchweswiegenden
Krankheitsbildern wie Tumoren, Leukamien und Lympleo fihren. Fir die
SignalUbertragung in der Zelle und im Zellkern, eie Transkription von Wachstums-,
Proliferations- und Differenzierungs-steuernden &erreguliert wird, spielt eine
Vielzahl von Signalkaskaden eine Rolle. Die Molekdleser Kaskaden werden meistens
durch reversible Phosphorylierungen reguliert. Dasstandnis der fir die Regulation

dieser Kaskaden verantwortlichen Mechanismeneaht svichtig fur die Entwicklung



2. Einleitung

neuer Therapieansitze gegen Erkrankungen, die dé&wctyleisungen zellularer
Gleichgewichte entstehen.

2.1. Phosphatidylinositol-Kinasen

Phosphatidylinositol-Kinasen sind Enzyme, die deansfer desy-Phosphates
von ATP an eine bestimmte Position von Phosphatidgitolen katalysieren. Der
Inositolring beinhaltet funf Hydroxy-Gruppen, dibdgsphoryliert werden kénnen (Abb.
1).

5 -
HO OH  / "O—p=0r
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Abb. 1: Struktur von Phosphatidylinositol.

Verallgemeinert, kénnen Phosphatidylinositole folde Funktionen erfillen
(Fruman et al., 1998):

a) Sie konnen als Substrate fur Phospholipaserediend zur Entstehung von
second messengerwie losliche Inositolphosphate und Membran-gebuede
Diacylglycerol fuhren.

b) Sie konnen direkt mit intrazellularen Proteiné@meragieren und ihre
Lokalisation und Aktivitat beeinflussen.

c) Sie konnen durch elektrostatische Interaktiondie Topologie der

Zellmembran lokal beeinflussen und verandern.
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Die Phosphatidylinositol-Kinasen werden in drei Hen unterteilt:
Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI3K), Phosphatigysitol-4-Kinasen (P14K) und
Phosphatidylinositol-5-Kinasen (PI15K). Proteine sdie Familien sind sowohl in Hefen
und weiteren niedrigen Eukaryonten als auch in 8&&ugzu finden und die
entsprechenden Enzyme zeigen Homologien zueinan@@ese Konservierung
unterstreicht die Bedeutung dieser Enzyme flur ewhdische Zellen (Fruman et al.,
1998).

2.2. Phosphatidylinositol-3-Kinasen

Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI3K) katalysiereden Transfer desy-
Phosphates von ATP an der D3-Position von Phosphiatsitolen. Die PI3K wurde
zum ersten Mal in Immunpréazipitaten von pfiBB(phosphoproteir60kDa das Produkt
des v-srcrous sarkoma virusonkogens) (Sugimoto et al., 1984) und in dgralyoma
virus middle T Antigéngefunden (Whitman et al., 1985; Kaplan et al.3@Q Spéater
wurde festgestellt, dass die PI3K mit cytoplasnchm Tyrosinkinasen, sowie
Rezeptortyrosinkinasen wie z. B. dem PDGF-Rezefptlatelet-derived growth factdr
assoziiert und die D3-Position des Inositolringsgghoryliert (Whitman et al., 1988).

Zunachst wurde die PI3K als ein Heterodimer bestem (Ruiz-Larrea et al.,
1993), das aus einer 110 kDa katalytischen UnteedirfHiles et al., 1992; Shibasaki et
al., 1990) und einer 85 kDa regulatorischen Untéreit (Escobedo et al., 1991; Skolnik
et al., 1991) besteht. Es wurden zwei Isoformen wgulatorischen Untereinheit

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

2.2.1.PI3K der Klasse |

Die PI3K der Klasse | phosphorylieren Phosphatidbditol [Pl],
Phosphatidylinositol-4-phosphat [P1(4)P] und Pheagjalylinositol-(4,5)-bisphosphat
[PI(4,5)B], wobei PI(4,5)R das bevorzugte Substrat zu sein scheint (Carpemter
Cantley, 1990a). Die PI3K der Klasse | werden izynme der Klasse la und Ib unterteilt.
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2.2.1.1. PI3K der Klasse la

PI3K der Klasse la stellen die wichtigsten Formezser Enzymfamilie dar. Sie
fuhren zur Produktion von an Position D3 phospherign Phosphatidylinositolen
(Fruman et al. 1998) (Abb. 2).

PIGASP; “pa  PIGSP,

reg.
wereinheit

Abb. 2: Phosphorylierung von Phosphatidylinositol-§,5)-Bisphosphat an der D3 Position durch die
PI3K der Klasse | (Carpenter und Cantley, 1990a)

PI3K der Klasse la bestehen aus zwei Untereinheité® 110 kDa grol3e
katalytische Untereinheit und die 50-85 kDa grofgutatorische Untereinheit (Roche et
al., 1998). Es gibt drei bekannte Isoformen dealgiischen Untereinheit, pl&O(Hiles
et al., 1992), p11® (Hu et al., 1993) und pldfVanhaesebroeck et al., 1997b; Chantry
et al., 1997), die von unterschiedlichen Genen iexprt werden (PIK3CA, PIK3CB,
PIK3CD). Diese Isoformen zeigen Homologien von 42%ischen p11@ und pl1lQ@
(Hu et al.,, 1993), 41% zwischen pbl@nd pl1l@ und 58% zwischen plg0und
pll®. pllQGx und B sind in allen Geweben zu finden, wahrend @Li® Zellen des
Immunsystems gefunden wurde (Carpenter et al., d;99@nhaesebroeck et al., 1997b).
Es gibt mindestens 7 Isoformen der regulatorischbriereinheit, kodiert in drei
unterschiedlichen Genen (PIK3rl, PIK3r2, PIK3r3)e &lle beinhalten zwei SH2-
Doménen, die von der inter-SH2-Doméane getrennt ererdDie 85kDa green
Untereinheiten p8b und p8P beinhalten aerdem eine SH3-Domane und eine BCR

(breakpoint cluster regigaHomologie-Doméane, (BH-Doméane) am Aminoterminug D
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klrzeren Untereinheiten haben am Aminoterminus tdetssen kurze

Aminosauresequenzen.

2.2.1.2. PI3K der Klasse Ib

Der erste Schritt zur Entdeckung der PI3K der Kdadls, PI3K, war die
Beobachtung dass es nach Aktivierung von Rezeptmier? Transmembran-Doméanen
zu einer Ansammlung von an Position 3 phosphotgiePhosphatidylinositolen kommt.
So fuhrte die Stimulation neutrophiler Granulozyteit dem chemotaktischen Peptid f-
Met-Leu-Phe zu einer massiven Erhéhung der Meng®tarsphatidylinositol-(3,4,5)-
trisphosphat [PI(3,4,54P in Zellen (Di Virgilio et al., 1985; Traynor-Kagh et al.,
1988). Das Enzym PI3K wird durchpy-Untereinheiten von G-Proteine aktiviert
(Stephens et al., 1993; Stephens et al., 1994)PL3K der Klasse Ib, ahnlich wie PI3K
der Klasse la, phosphoryliert Pl, PI(4)P und BI@®, in vitro und ihr bevorzugtes
Substratin vivo ist PI1(4,5)B (Stoyanova et al., 1997). Die PI3K der Klasse distbht
ebenfalls aus einer katalytischen und einer regutathen Untereinheit (Stephens et al.,
1997). Die katalytische Untereinheit ist, wie beindPI3K der Klasse la, ein 110 kDa
Protein, p11Q, das zu 36% homolog zu pXi028% homolog zu p1Wund 35%
homolog zu pl11®ist (Stoyanov et al., 1995; Hu et al., 1993; Stephetnal., 1997;
Vanhaesebroeck et al.,, 1997b). Die pitdintereinheit unterscheidet sich von den
katalytischen Untereinheiten der PI3K Klasse leeuainderem dadurch, dass ihr die n-
terminale Bindungsstelle fur die p85 regulatoristheereinheit fehlt. Anstatt des p85-
Proteins, bindet sie eine andere regulatorischergmtheit, das 101 kDa die Protein
pl101. Diese regulatorische Untereinheit zeigt keiddnlichkeiten mit den
regulatorischen Untereinheiten der PI3K der Klasseund kann die aktivierende
Wirkung derBy-Untereinheiten der aktivierten G-Proteine deuthenstarken (um etwa
das 50 fache) (Stephens et al., 1997). Deftgrd@eil der Liganden, die zu einer
Aktivierung der PI3K Klasse Ib fuihren, spielen eimehtige Rolle in der Koordination

der Immunantwort auf Verletzungen und Infektioneaorcth Regulation mehrerer
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Immunzelltypen. Mause, die keine PI3K Klasse Ibrareren, sind deutlich resistenter

gegenuber pathologischen Entziindungszustandend@sdt al., 2007).

2.2.1.3. Eigenschaften der PI3K der Klasse |

PI3K der Klasse la und Ib werden durch ahnliche Zémtrationen des
Hemmstoffes Wortmannin gehemmt. (Arcaro und Wymam93; Wymann und Arcaro,
1994; Stoyanova et al., 1997). Die p110 katalygscbintereinheiten beinhalten mehrere
konservierte Regionen wie die Bindungsstellen figr rgulatorische Untereinheit, fur
Ras, die PI-Kinase Region (deren Funktion nichtdeinig geklart ist), sowie die

carboxy-terminale Kinasedoméane (Vanhaesebroedk d19897a) (Abb. 3).

Prolin-
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Struktur der latalytischen Untereinheiten der PI3K.

Untersuchungen der Sequenzen der PI3K zeigen 4 ldgiedoméanen (HD1-4). HD1 ist die am stérksten
konservierte und beinhaltet die a) Substratbindstefje; b) die ATP-Bindungsstelle und c) die
Wortmannin-Angriffsstelle (Lysin802). HD2 (auch RDBoméne genannt) ist stark konserviert, ihre
Funktion ist nicht aufgeklart. HD3 kommt nur in RI8nd nicht in anderen Lipidkinasen vor. HD4 kommt
in PI3K der Klasse | und Il vor. Nur PI3K der Klas$ta zeigen eine p85-Bindungsdomane; PI3K der
Klasse | beinhalten eine Ras-Bindungsdoméane, alRK Rler Klasse | und Il haben prolinreiche
Sequenzen, PI3K der Klasse la beinhalten d) eir@ I§zasic-region followed by a leucine-zipper-jike
Domane; PI3K der Klasse Ib zeigen Bindungsstellenf-Untereinheiten, sowie eine PH-Doméane mit

STES Homologie; nur PI3K der Klasse Il zeigen ei®&Domane (nach Wymann und Pirola, 1998).
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PI3K der Klasse | besitzen gleichzeitig auch Pret@nase-Aktivitat. So fuhrt
die Phosphorylierung von p&85an S608, mdglicherweise durch die pdlQu einer
Abnahme der PI3K-Aktivitat (Dhand et al., 1993; Qamter et al.,, 1993b).
Autophosphorylierung von pl@Oan Serinresten flhrt ebenfalls zu einer starken
Abnahme der Aktivitat (Vanhaesebroeck et al., 199Aif der anderen Seite fuhrt die
Autophosphorylierung von p1f@n Serinresten zu keiner Anderung der Enzymadtivit
(Stoyanova et al., 1997).

2.2.2.PI3K der Klasse Il

In Drosophila-Fliegen wurde die PI3K der Klasseefitdeckt. Es handelt sich
dabei um ein 170 - 210 kDa ¢ies Protein, das zu 40-50% Sequenzahnlichkeit mit de
PI3K der Klasse | zeigt, aber keine Sequenz bediliet eine Bindung mit der p85
regulatorischen Untereinheit ermdglichen wiirde. [Pastein zeigt eine prolinreiche
Sequenz am Aminoende, die Bindung an SH3-Domanemittelt, sowie eine C2-
Doméne am Carboxyende. An dieser C2-Domane fehliehtige, stark konservierte
Aspartatreste, die die Bindung von ZCa&rmdglichen (Newton, 1995). Die PI3K der
Klasse Il kann deshalb unabhéngig vorf'@a Lipide binden (MacDougall et al., 1995).
Biochemische Analysen zeigen, dass dieses Priteiitro spezifisch fur Pl und PI1(4)P
ist und kein PI(4,5)Pphosphorylieren kann (MacDougall et al., 1995).R)8,4)R, das
Produkt des Enzyms, in ruhenden Zellen nicht nadbhae ist, ist das Enzym in diesen
Zellen wahrscheinlich inaktiv. Es ist moglich, dakés PI3K der Klasse Il wichtig fur die
Produktion von PI(3,4)Pnach Stimulation der Zellen ist (Fruman et al.989 Das
Amino- und das Carboxyende des Proteins sind fig Aktivitat wichtig. Es ist aber
nicht klar, ob ihre Aktivitdt durch extrazellula&gnale reguliert wird (Misawa et al.,
1998). Es wurde berichtet, dass Rezeptor-Tyrositagen, Zytokinrezeptoren und
Integrine zur Aktivierung der PI3K Klasse Il fuhré&dnnen (Katso et al., 2001). Die
gropten Mengen an PI3K der Klasse Il kdnnen in Herzai@n und Plazenta gefunden

werden. Das Protein wird durch Hemmstoffe der Pd& Klasse | wie Wortmannin und
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LY294002 nur in sehr geringem Mal3 gehemmt (Wortnrai®s, = 420 nM, LY 294002
ICs50 = 18uM) (Domin et al., 1997).

2.2.3.PI3K der Klasse IlI

Die erste entdeckte PI3K der Klasse Il ist Vps¥éc(olar protein sorting
defective 3% Das Protein ist wichtig fir den Transport nelaeder Proteine vom
Golgiapparat zu Vakuolen (diese Vakuolen entspmrectssn Lysosomen in Saugern) und
wurde in der Hefe Saccharomyces cerevisiagefunden. Das Protein zeigt hohe
Sequenzahnlichkeiten mit der p110 katalytischeretémheit der PI3K der Klasse | und
die Uberexpression von VPS34 fiihrt zu einer Steiggder PI3K-Aktivitat (Schu et al.,
1993. Das Hefe-Protein phosphoryliert nur Pl zu Phasiplylinositol-3-Phosphat
[PI(3)P] und ist sensibel gegeniber gangigen Ibdribn der PI3K der Klasse | wie
Wortmannin oder LY294002 (Stack und Emr, 1994). Basiologe humane Protein ist
sensibel gegentber Wortmannin & 2 - 10 nM) (Fruman et al., 1998). Die PI3K der
Klasse Ill kommt als Heterodimer vor. Die katalghe Untereinheit assoziiert mit der
150 kDa gr@en regulatorischen Untereinheit, letztere besitetindThreonin-Kinase
Aktivitat. Die regulatorische Untereinheit binde¢ &atalytische Untereinheait vivound
fuhrt zu deren Rekrutierung an der Zellmembran mmdAktivierung (Panaretou et al.,
1997). Da die PI(3)P Menge in ruhenden und stimigie Zellen &hnlich ist, kann
angenommen werden, dass die PI3K der Klasse llhtigcfir Membran-Transport-
Prozesse, unabhangig von StimulierungssignalerfFigman et al., 1998). Vps34 wird
nicht direkt durch Insulin reguliert und gehort sbnicht zur Insulin-Signalkaskade. Sie
wird aber durch verminderte Aminosdure- und Glukesgigbarkeit, sowie AMPK
(AMP-activated protein kinayeAktivierung stimuliert und spielt eine wichtideolle in
der Regulation des Zellwachstums, u. a. durch Adting von mTOR (Byfield et al.,
2005; Nobukuni et al., 2005).
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2.3. Regulatorische Untereinheit der PI3K Klasse la

Es gibt mindestens sieben Isoformen der regulatoeis Untereinheit der PI3K
Klasse la, die von drei Genen kodiert werden (PIK3IK3r2, PIK3r3) (Abb. 4). Sie
werden aufgrund der Gpé von 85 kDa der ersten beiden entdeckten Isofqrim@sx

und p8P (Carpenter und Cantley, 1990a; Escobedo et a@1;18kolnik et al., 1991;
Otsu et al., 1991), meistens p85 genannt.

Prolin- Prolin- p110-Bindungsstelle
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Struktur der egulatorischen Untereinheiten der PI3K Klasse

la. Alle a-Untereinheiten werden vom selben Gen kodiert umstehen durch alternatives Splicen der
MRNA. SH3:Src homology 3 domaiBH: breakpoint-cluster-region (BCR) homology domairSH2 und
c-SH2: n- und c-terminale SH2-Domaéne; iSH2, intel2Pomane. An der 8 Aminosauren (AS)-Insert-
Stelle ist ein Aspartatrest (Position 605) delétierd mit neun neuen Aminosauren ausgetauscht (nach
Wymann und Pirola, 1998).
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2.3.1.1soformen der regulatorischen Untereinheit der PI3K Klasse la

Alle Isoformen beinhalten zwei SH2-Doméanen, die \an inter-SH2-Doméne
getrennt werden. Die iISH2-Domaéne ist notwendig aandreichend fiir die Bindung der
regulatorischen Untereinheit an die katalytischaelk#inheit. Die zwei Isoformen mit
voller Lange, p8& und p8P sind auf Aminosdureebene zu 62% identisch (Otsal. et
1991). Am Aminoterminus bestehen sie aus einer am@iminalen SH3-Doméane und
einer BH-Domane ECR - breakpoint cluster region - homology domaidie von
prolinreichen Regionen flankiert wird (Escobedakt 1991; Skolnik et al., 1991; Otsu
etal., 1991).

Es wurden auch kiirzere Splicevarianten vorop8&btdeckt (Abb. 4). Ein etwa 50
kDa grdes Protein (p5®) wurde vor allem in Leberzellen gefunden. Esdsitisch mit
der p8m—Untereinheit, bis auf den Aminoterminus, wo anstgt SH3- und BH-
Doménen eine Sequenz von 6 Aminosauren exprimiedt (Fruman et al., 1996). Zwel
weitere Splicevarianten von p8%eigen eine Gige von 55 kDa. Auch hier fehlen die
aminoterminalen SH3- und BH-Domé&nen und an ihteH&Swird eine Sequenz von 34
Aminosauren exprimiert. Die eine p55-Isoform (p)3st bis auf den Aminoterminus
identisch mit dem p8&b-Protein. Bei der anderen Isoform (pbsert) fehlt eine
Aspartat-Aminoséure in der iSH2-Domane (Positio)60nd an ihrer Stelle werden
neun neue Aminosauren exprimiert. Eine weitere arde der regulatorischen
Untereinheit (p8&-Insert) ist, bis auf das Fehlen einer Aspartatifosaure in der
iISH2-Domane (Position 605), identisch mit dem ¢8Brotein. Auch hier werden
anstelle des Aspartats neun neue Aminosauren eprifntonetti et al., 1996). Die
p550—Untereinheit wird vor allem in Skelettmuskel- undel@®nzellen exprimiert,
wahrend p5&-Insert vor allem in Herz- und Muskelzellen expemiwird (Inukai et al.,
1996; Antonetti et al., 1996).

Die letzte Isoform der regulatorischen Untereinhisit das p5%Protein. Das
Protein beinhaltet eine prolinreiche Sequenz, zZ8ld2-Domanen, eine iISH2-Doméane

und zeigt 70% Homologie zu p&85Am Aminoterminus gibt es eine Sequenz von 30

11
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Aminosauren, die bei p8bnicht zu finden ist. Das Protein wird vor allemhsénd der

Entwicklung exprimiert. Bei ausgewachsenen Mause grgde Proteinmengen in
Gehirn und Testis, sowie geringe Mengen in Nieréterz- und Fettgewebe zu finden.
Insulinstimulation fuhrt zur Assoziation von pb&it dem IRS-1 Adapterprotein, sowie

zur Phosphorylierung von pp%Pons et al., 1995).

2.3.2.Interaktion mit der katalytischen Untereinheit der PI3K Klasse la

Die unterschiedlichen Isoformen der regulatorischbrtereinheit der PI3K la
konnen mit jeder der katalytischen Untereinheiteteragieren (Vanhaesebroeck et al.,
1997a).

Fir die Interaktion mit der katalytischen Unteraithist eine Sequenz von 187
Aminosauren in der iSH2-Domane der regulatorisddetereinheit zustandig (Hu et al.,
1993). Die iSH2-Domane zeigt eiweiled-coil Struktur zweier langen antiparallelen
Helices (Panayotou et al., 1992). Weitere Untersngbn an der iSH2-Doméne der
p85u—Untereinheit zeigten eine Sequenz von 35 Aminosa@#gninosaure 478-513),
die fur die Bindung unbedingt notwendig ist, sowiee Sequenz von 104 Aminosauren
(Aminoséaure 451-555), die fur die Bindung eine Bdpielt. Entsprechende Sequenzen
wurden auch in der iISH2-Domane der p8Bntereinheit festgestellt, wobei die 40
Aminosauren 445-485 absolut notwendig sind und7difdAminoséuren 445-516 fir die
Interaktion eine Rolle spielen. Trotz der starkendBng ist die iISH2-Domaéne fir die
volle Aktivierung der katalytischen Untereinheit cini ausreichend. Bindet die
katalytische Untereinheit eine nur aus der iISH2-Boenbestehenden trunkierten Form
der regulatorischen Untereinheit, so zeigt sieatwa 30% der Aktivitat der an komplette
p85-Proteine gebundenen katalytischen Untereinihéiképpel et al., 1995). Interessant
ist die Entdeckung, dass die p8%ntereinheit durch ihre iISH2-Doméne PI(4)P und
P1(4,5)R in vitro binden kann. Diese Bindung kann einen Mechanisdaustellen, wie
die Substrate der katalytischen Untereinheit pitésrwerden oder wie das Enzym an

Membranstellen lokalisiert wird, wo ¢sére Mengen an Substrat vorhanden sind.

12
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Bei der pl110 katalytischen Untereinheit ermdglicitke Aminosauren 20-108

die Interaktion mit der regulatorischen Untereinliphand et al., 1994).

In Saugern hat die regulatorische Untereinheit zZWaiktionen: auf der einen
Seite stabilisiert sie die katalytische Untereiblugid schitzt sie vor einer thermischen
Inaktivierung, wodurch ihre Halbwertszeit deutlichrlangert wird. Die regulatorische
Untereinheit stabilisiert zwar die katalytische &heinheit, die alleinige Bindung der
iISH2-Domane fuhrt aber zu keiner Aktivierung deBWRI(Yu et al., 1998). Auf der
anderen Seite wird die katalytische Untereinhertcdwlie regulatorische Untereinheit
gehemmt, unabh&ngig von der Serin608-Phosphorypligioeschrieben von Dhand et al.,
1992.

2.3.3.Funktion der regulatorischen Untereinheit

Durch ihre Domanen kann die regulatorische Untéestnder PI3K mit einer
Vielzahl von Proteinen interagieren, wodurch ihegBRation ermdglicht wird.

2.3.3.1. Regulation tber die SH2-Doméanen

Viele Rezeptor-Tyrosin-Kinasen koénnen in einem \aktien Zustand mit den
SH2-Doméanen der regulatorischen Untereinheit igieran (direkt oder (Uber
Adapterproteine) und dadurch zur Aktivierung derBWlfihren. Ein Teil dieser

Rezeptoren ist in der Tab. 1 vorgestellt.

13
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Rezepor

Tyrosin-Kinase

Protein mit pYXXM-Motiv zur

Interaktion mit der PI3K

EGF (epidermal growth factor) EGFR Rezeptor selbst am ErbB3 und Cbl Adapterprotein

bFGF (basic fibroblast growth factor) bFGFR Rezeptor selbst am Rezeptor

NGF (nerve growth factor) NGFR Rezeptor selbst am Gabl-Adapterprotein

Insulin IR Rezeptor selbst am IRS-1 und -2 Adapterprotein

IGF-1 (insulin-like growth factor) IGF-1R Rezeptor selbst am IRS-1 und -2 Adapterprotein

PDGF (platelet derived growth factor) PDGFR Rezeptor selbst am Rezeptor

CSF-1 (colony simulating factor) CSF-1R Rezeptor selbst am Rezeptor, Grb2/Cbl/Gab2
Adapterprotein

SCF (stem cell factor) SCFR Rezeptor selbst am Rezeptor

VEGF (vascular endothelial growth factor) VEGFR Rezeptor selbst Am Gabl Adapterprotein

HGF (hepatocte growth factor) HGFR Rezeptor selbst Am Rezeptor, Gabl Adapterprotein

Angiopoietin-1 Tic2 Rezeptor selbst Am Rezeptor

B61/Eck Eck Rezeptor selbst Am Rezeptor

GH (growth hormone) GHR Jak2 Am IRS-1, -2 und -3 Adapterprotein

PRL (prolactin) PRLR Jak2 Am IRS-1, -2 und -3 Adapterprotein

OSM (oncostatin M) OSMR Jakl (Jak2 / Tyk2) Am IRS-1 Adapterprotein

IL-2 (Interleukin-2) IL-2R Jakl / Jak3 Am IRS-1 und -2 Adapterprotein

IL-3 und 6 (Interleukin-3 und 6) IL-3R und IL-6R Jakl / Jak2 Am Tec und Gabl Adapterprotein

IL-4 (Interleukin-4) IL-4R Jakl (Jak2 / Tyk2) Am IRS-1 Adapterprotein

IL-7 (Interleukin-7) IL-7R Jakl / Jak3 Am Rezeptor, IRS-1 und -2 Adapterprotein

IFNo und B (Interferono und B) IFNaR und IFNBR Jakl/ Tyk2 Am IRS-1 und -2 Adapterprotein

Epo (Erythropoetin) EpoR c-kit / Jak2 Am Rezeptor

G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) G-CSFR Jakl / Jak2 / Tyk2 Am Rezeptor

GM-CSF GM-CSFR Jak2 am Gab2 Adapterprotein

(granulocyte macrophage colony-stimulating factor)
Thrombin
Integrin

Thrombinrezeptor
Integrinrezeptor FAK

pp60(c-src) pp59(fyn)  Am pp60(c-src) pp59(fyn)
Am FAK

Tab. 1: Liganden, die zur Aktivierung der PI3K Klasse | fihren (Wymann und Pirola., 1998; Gu et al., 2000; Dartcd.e2006; Soltoff et al., 1994; Soltoff und
Cantley, 1996)
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Die Bindung der PI3K an aktivierten Rezeptoren imyrosin-Kinase Aktivitat
erfolgt durch die regulatorische Untereinheit, dmit ihren SH2-Doméanen an
Phosphotyrosinreste des pTyr-X-X-Met- (phosphortdie Tyrosinrest - beliebige
Aminoséaure - beliebige Aminosaure - Methionin) Metder aktivierten Rezeptoren bindet
(Songyang et al., 1993). Oft wird diese BindungctiuAdapterproteine ermdglicht. So
fungiert das an Tyrosinresten phosphorylierte IR&dn (nsulin receptor substrajenach
Insulinstimulation als Adapterprotein. Die reguléohe Untereinheit kann an pYXXM-
Motive des IRS Proteins (éhnlich wie bei dem PDGfzéptor undPolyoma middle T-
Antigen) durch ihre SH2-Domanen binden und dadurch zurvigung der PI3K fiihren
(Backer et al, 1992; Carpenter et al., 1993a). S81-Protein beinhaltet auch sechs
YMXM (Tyr-Met-beliebige Aminosaure-Met) Sequenzelie in Tyrosin-phosphoryliertem

Zustand eine wichtige Rolle fur die Signaltransdwukspielen.

Die p85-Untereinheit kann tber ihre SH2-Domanenakitvierten PDGF-, EGF-,
CSF ¢olony stimulation factgr und SCF/Kit §tem cell factor - Rezeptorenn vivo
interagieren und dadurch zur Aktivierung der PI3Kren (McGlade et al., 1992; Reedijk
et al., 1992; Hu et al., 1992).

Welche SH2-Domane die wichtigere Rolle fiur die BRind an aktivierte
Rezeptoren spielt, ist umstritten. So wurde besblen, dass die c-terminale SH2-Domane
fur die spezifische Bindung zum aktivierten PDGFz&#or ausreichend ist. Die Bindung
eines trunkierten p85-Proteins, das nur die c-teatei SH2-Doméane beinhaltet, an den
aktivierten Rezeptor war gleich effizient wie dien@ung des intakten p85-Proteins. Das
p85-Protein, das nur die n-terminale SH2-DomanaHhadiet, konnte nur etwa 100-fach
schwacher am PDGF-Rezeptor binden (Klippel et ¥92). Es wurde aber ebenfalls
beschrieben, dass beide SH2-Domanen der p85-Umtereiam aktivierten PDGF-
Rezeptor binden und dass diese Bindung starkealstwvenn jeweils nur eine der SH2-

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

EGF-Stimulation fuhrt zur Bindung von ErbB3 an dedtivierten EGF-Rezeptor in
A431 Zellen. ErbB3 fungiert als ein Adapterprotemvischen der PI3K und dem
aktivierten EGF-Rezeptor. Wéahrend der EGF-Rezdmor YXXM-Motiv beinhaltet, das

die Bindung der regulatorischen Untereinheit ernotgin wirde, kann ErbB3 mit ihren
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YXXM Motiven an die SH2-Domanen des p85-Proteinsdien und damit zur Aktivierung
der PI3K fuhren (Soltoff et al., 1994). Es wurdeclaubeschrieben, dass fir diese
Interaktion die n-SH2-Domane die Hauptrolle sp(8lienaga et al., 2005).

In PC12- und A549-Zellen fungiert ein anderes, &kP@ Protein (das Cbl Protein),
als Adapterprotein zwischen der PI3K und dem ahtten EGF-Rezeptor. Nach
Aktivierung des EGF-Rezeptors, kann Cbl an den 2¥0¢KM-Motiven phosphoryliert
werden und dann an die c-terminale SH2-Doméane umddi@ SH3-Doméane der
regulatorischen Untereinheit der PI3K binden. DiBsedung fuhrt dann zur Aktiverung
der PI3K (Soltoff und Cantley, 1996).

Eine Aktiverung des VEGF-Rezeptors fuhrt zur Rekruing von Grb2, das Gabl
binden und aktivieren kann. Die regulatorische uatdeit der PISK kann an Gabl
binden, was zur Aktivierung der PI3K fuhrt (Danc¢eak, 2006).

Ahnlich wird die PI3K nach Zytokin-Stimulation akiert. So fuhrt zum Beispiel
die Aktivierung des GM-CSF-Rezeptors zur Bildungesi Komplexes aus aktiviertem
Rezeptor, Adapterproteine (Shc, Grb2 und Gab2) p8%lan der Zellmembran, was zur
Aktivierung der PI3K fihrt (Gu et al., 2000).

2.3.3.2. Regulation tber die prolinreichen Regionen

Durch ihre prolinreichen Regionen kann p85 mit Si8nanen anderer Proteine
(z.B. Abl, Lck, Fyn, p85 selbst v-Src, Lyn, Grb2)eragieren, was zur Aktivierung der
Kinase fuhrt (Kapeller et al., 1994; Liu et al.,9B9 Pleiman et al., 1994; Wang et al.,
1995). Gleichzeitig kann die intramolekulare Inkti@n der SH3-Domane mit der prolin-
reichen Region desselben Molekils beide Partnemdiamdern, in unstimulierten Zellen
an andere Molekile zu binden. Erst die Befreiung diasen intramolekularen Bindungen
ermdglicht dem Protein, mit anderen Molekilen zteragieren. Dieses Modell spielt
wahrscheinlich eine wichtige Rolle in der Interaktivon p85 mit Cbl. Erst die Bindung
der c-SH2-Doméne von p85 an p-Tyr des Cbl fuhrtieilassung der SH3-Domane von
p85 aus der intrazellularen Bindung mit der praianen Region. Dadurch kann die SH3-

Domane an prolinreichen Regionen des Cbl-Molekiilddn (Soltoff und Cantley, 1996).
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Dieses Modell ist auch bekannt fir andere Molekiie,Src (Xu et al., 1999).

Die prolinreichen Sequenzen der @8%ntereinheit unterscheiden sich von den
prolinreichen Sequenzen der p8%Jntereinheit. Aflerdem beinhaltet p@bein drittes
PPXP-Motiv, weiter c-terminal von der c-SH2-Domamadurch kénnte sié vivo mit
SH3-Domanen weiterer Proteine interagieren. Alledemen kirzeren Formen der
regulatorischen Untereinheit (pb0p55, p5%) haben nur eine prolinreiche Sequenz.
Auperdem fehlt ihnen die n-terminale Sequenz, die .zdiB Bindung an Src vermittelt
(Fruman et al., 1998).

2.3.3.3. Regulation uber die BH-Domane

Die BCR-Homologie-Doméne zeigt hohe Homologie dam Produkt debreak-
point-cluster Gens. Es handelt sich dabei um ein GTPase-aldivilas Protein flr
Angehdrige der Rho-Familiergs homolog gene fam)lyder kleinen GTP-bindenden
Proteine (Musacchio et al., 1996).

An der Rho-GAP Rho-GTPase activating proteitjomologie-Doméane innerhalb
der BH-Domane von p85 kann das Ras-ahnliche GTEdsd2 ell division cycle 4P
Protein binden (Zheng et al. 1994). Auch RaRad-related C3 botulinum toxin substrate
1) kann GTP-abhangig an der p85-Untereinheit deKRithden und diese Interaktion
nimmt nach Stimulation mit PDGF zu (Tolias et 4895). Beide Interaktionen kdnnen zur
Translokation der PI3K an der Zellmembran und zkitivAerung der PI3K fuhren (Zheng
et al. 1994).

Chan et al.,, 2002 berichten, dass Ras und Racl eaniSH2-Doméne der
regulatorischen Untereinheit binden kénnen und digsse Bindung fur die Aktivierung

der PI3K eine wichtige Rolle spielt.

2.3.3.4. Weitere Regulationsmechanismen Uber die regulatorthe Untereinheit

Die meisten Molekile, die die PI3K Uber Bindung ve8b an phosphorylierten

YMXM-Sequenzen aktivieren, aktivieren auch Ras,naeseits ebenfalls ein pl110-
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Aktivator. (Rodriguez-Viciana et al., 1994; RodrguViciana et al., 1996;
Vanhaesebroeck et al.,, 1997a). So hat z.B.Rtdgoma middle T-Antigerine YMXM
Sequenz, Uber die es mit PI3K interagiert, sowietere Tyrosinreste, wodurch eine
Interaktion und Aktivierung von Ras ermoglicht wirdiele der Proteine mit YMXM-
Sequenzen, die PI3K binden und aktivieren, sindlenZellmembran lokalisiert. So fiihrt
die Rekrutierung der PI3K an die Zellmembran niobt zur Aktivierung durch z. B.
Bindung an aktivierte Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, d@n auch zur Translokation in die
Néhe sowohl der Substrate, als auch des weitergéivadrs Ras (Fruman et al., 1998).
Rekrutierung von Grb2 an aktivierte Rezeptor-Tymdsinasen fuhrt gleichzeitig zur
Aktivierung von PI3K (Uber das Adapterprotein Gab@hd von Ras (Uber das
Adapterprotein SOS) (Gu et al., 2000).

Auch die BCR/ABL Tyrosinkinase, gefunden in CML (ohische myeloische
Leukamie), kann die PI3K aktivieren. BCR/ABL bindet die regulatorische Untereinheit
der PI3K. Hemmung der Expression der @8Bntereinheit in BCR/ABL-abhangigen
Zelllinien fuhrt zur Hemmung der Proliferation urtks Wachstums vom gesunden
Knochenmark und erythro-myeloischen Zellen (Skoesldl., 1995).

Ein weiterer Aktivierungsmechanismus wurde fur diSH (Schilddrise-
stimulierendes Hormon thyroid stimulation hormore- abhéangige Aktivierung der PI3K
vorgeschlagen. Hierbei fuhrt TSH-cAMP (TSH-zyklisshAdenosin-3':5’-monophosphat)
zur Aktivierung der PKA (Proteinkinase A), die ds85 regulatorische Untereinheit an
Serin 83 phosphoryliert. Dadurch wird die Bindureg &@I3K an PKA (RIB-Untereinheit)
verstarkt und der Komplex an die Zellmembran rdislet, wo die PI3K aktiviert wird
(De Gregorio et al., 2007).

Interessant sind Daten die zeigen, dass diexp@gulatorische Untereinheit mit
ihren beiden SH2-Domanen an PI(3,4583Pezifisch binden kann und dass diese Bindung
die Interaktion zwischen den SH2-Domanen und aktigh Rezeptor-Tyrosin-Kinasen
stort. So fiuhrt die Hemmung der Produktion von 3RIG)R durch Wortmannin oder
LY294002 zu einer Starkung der Interaktion der 3bt#nanen mit phosphorylierten

Tyrosineresten von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, wédhr&xpression konstitutiv aktiver
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pl10x zur Hemmung dieser Interaktion fuhrt. Diese Intdom kodnnte gegensétzliche

Folgen haben:

- Aktivierung der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen wirde Rekrutierung von PI3K an
der Zellmembran, Aktivierung der PI3K und Enstehwmn PI(3,4,5)R fuhren.
P1(3,4,5)R interagiert mit den SH2-Doménen der regulatoriscdatereinheit und
kann dadurch ihre Bindung am aktivierten Rezeptores und die Signalkaskade
stoppen.

- Gleichzeitig konnen die produzierten PI(3,458)Molekile mit SH2-Doméanen
anderer Adapterproteine wie Grb2 interagieren, dddudiese Proteine an der
Zellmembran rekrutieren und somit zu einer VerstAgk des Signals fuhren
(Rameh e al., 1995).

2.3.3.5. Inhibition der PI3K durch die regulatorische Untereinheit

Es gibt auch Adapterproteine, die durch Interaktimit der regulatorischen
Untereinheit zu einer Inhibition der PI3K fihrero 8ann Ruk mit seiner prolinreichen
Region an die SH3-Domaéane der regulatorischen Uintezé der PI3K binden und dadurch
zu einer Hemmung der PI3iK vitro undin vivo fiihren. Uberexpression von Ruk fiihrt zu
vermehrter Apoptose, ein Effekt der durch co-Exgias von konstitutiv aktiverter PI3K
oder konstitutiv aktivertem Akt aufgehoben wird {(@et al., 2000).

Dynamin ist ein Protein mit GTPase-Aktivitat und vwechtig fir die Endozytose
von aktivierten Wachstumsfaktorrezeptoren. Dasdndtemmt dadurch die Aktivitat der
PI3K. Die p85 regulatorische Untereinheit der PIR&nn mit ihrer SH3-Domane die
GTPase-Aktivitdt von Dynamin stimulieren (Harrisbmdik et al., 2001).

Interessant ist die Feststellung, dass die Ausoigaber p8&-Expression zu einer
verminderten JNK Jun N-terminal KinaseAktivitat fihrt. Expression von p85 p83
oder einer mutierten Form des p85-Proteins, diéitnén pl110 binden kann, fuhrt zur
Wiederherstellung der JNK Aktivitat. Diese Datenesihen flr die Exsistenz einer p85-
abhangigen, aber PI3K-unabhéngigen Signalkaska&&o Rund p5@ haben keine
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Wirkung auf die JNK Aktivitat, was dafur sprichtags die n-terminalen Regionen der

regulatorischen Untereinheit fir die Regulation 3K wichtig sind (Ueki et al., 2003).

2.4. Regulation der katalytischen Untereinheit der PI3K

Klasse |

Die PI3K der Klasse | sind bezuglich der Signakduktion in hematopoetischen
Zellen die am meisten untersuchten PI3K. Die PI3ktiAéat ist unter anderem mit
Zellteilung (Roche et al. 1994), Inhibition der Agose (Yao und Cooper, 1996),
Glukoseaufnahme (Rudermann et al. 1990) und Orgiamisdes Zytoskeletts (Wennstrom
et al., 1994) assoziiert. Deletion der regulatérist oder der katalytischen Untereinheit

fuhrt zu einer embryonalen Letalitat bei Mauseru(fan et al., 1999, Bi et al., 1999).

2.4.1.Aktivierungsmechanismen

Ein mogliches Modell fiir die Regulierung der PI3&hy davon aus, dass durch die
regulatorische Untereinheit die katalytische Uritdreit in einem Zustand niedriger
Aktivitat gehalten wird (s.0.). Eine Stimulationrdh Wachstumsfaktoren / Liganden von
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen fuhrt zur Translokatiom B¢3K an der Zellmembran, wo sie
durch die SH2-Doméanen ihrer regulatorischen Untdiet mit aktivierten, an
Tyrosinresten phosphorylierten Rezeptorkinasenzaéissb (Dhand et al., 1993). An der
Zellmembran erfahrt die PI3K Konformationsdnderung®anayotou etal., 1992), hat
Zugang zu ihren Substraten oder weiteren Aktivaiqreie Ras) und zeigt eine héhere
Aktivitat als im Zytosol (Susa et al., 1992; Zhangt al., 1992). Weitere
Phosphorylierungen an Tyrosin-, Threonin- und Sesiten wie z. B. an Tyrosin 688 (Chan
et al., 2002) kénnen ebenfalls das Aktivierungsaiveles Enzyms erhohen oder die
Affinitat der SH2-Domanen zu den Rezeptoren an@dayashi et al., 1992).

Alle PI3K der Klasse | interagieren mit aktivierten&TP-gebundenem Ras
(Vanhaesebroeck et al.,, 1997a). Ras bindet direktdar Ras-Bindungsstelle der
katalytischen Untereinheit und reguliert die Akifti der PI3K. Die Produktion von an
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Position D3 phosphorylierten Phosphatidylinositoird durch Expression von dominant
negativen Ras-Mutantan vivo inhibiert und durch Transfektion von Ras in COSléetel
stark erhoht (Rodriguez-Viciana et al. 1994). Statian des PDGF-Rezeptors fuhrt zur
Aktivierung der PI3K auch in Abwesenheit von Raesd Aktivierung ist aber schwécher.
In Anwesenheit von GTP-Ras steigt die PI3K Aktiva#f mehr als das 4-fache. Nur GTP-
gebundenes Ras zeigt eine Wirkung auf die PI3Ktkti (Rodriguez-Viciana et al. 1996;
Klinghoffer et al., 1996). Dominant negative Rastihten kdnnen die Aktivierung von
Akt durch aktivierte PDGF-, EGF- und Insulinrezepto um 60-70% hemmen
(Klinghoffer et al., 1996, Marte et al., 1997).

Ein Aminoséaurenaustausch an Posititon 227 der Watahen Untereinheit der
PI3K (Lysin zu Glutamat) fuhrt zu einer Aufhebungr indungsfahigkeit von Ras an die
PI3K. Durch diese Mutation entsteht ein Proteirssdait Ras nicht interagieren kann, aber
eine Konformationsdnderung an der Ras-Bindugssteffahren hat, die dem Ras-
Bindungseffekt ahnelt. Die basale Aktivitat die&227E PI3K-Mutante ist etwa 4-fach
erhoht. Ras kann seine Wirkung nur dann entfaltemn es den zur Zellmembranbindung
notwendigen Farnesylrest enthalt (Rodriguez-Vicienal. 1996).

Es wurde berichtet, dass Erythropoetin zu einernvidung der PI3K Klasse Ib
fiihrt. Uberraschenderweise fiihrte diese Aktivieruzg einer PI3K-abhangigen
Aktivierung von Ras und dessen Effektoren MEK umkl (Schmidt et al., 2004).

2.4.2 . Inhibitionsmechanismen

P53 spielt eine negative Rolle in der Aktivierurey 813K, indem es die Expression
von PTEN phosphatase and tensin homolog deleted on chromedsdnreguliert.
Induktion von p53 in priméren Tumoren und Tumotzedn fuhrt zur gesteigerten PTEN-

Expression (Stambolic et al., 2001).

cAMP kann die PI3K / Akt Signalkaskade an mehreBg&gllen negativ regulieren.
cAMP kann die Phosphorylierung von Akt an Threo®@8 und Serin 473 inhibieren und
damit ihre Aktivitdt hemmen, die Kinaseaktivitatr dd3K hemmen und die Translokation
von PDK1 an die Zellmembran verhindern (Kim et 2001b).
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Ein anderer Inhibitor des PI3K / Akt Signalwegs ishositol-1,3,4,5-
Tetrakisphosphat. Dieses Molekil befindet sich ytoZol und bindet an die PH-Domanen
der Effektormolekile, die fur die Bindung an PI(8)y; und somit fur die Translokation
der Effektormolekiile an der Zellmembran zustandagl.sHemmung der Produktion von
Inositol-1,3,4,5-Tetrakisphosphat fuhrt in Neutribgh zur verstarkten Translokation von
PH-Doménen an die Zellmembran, und dadurch zur otektischen Stimulation,
vermehrten Super-Oxide-Produktion und Ansammlung dellen in entzindeten
Bereichen (Jia et al., 2007).

2.5. Inhibitoren der PI3K

Zwei starke Inhibitoren der PI3K sind Wortmanni@4J= 1 — 10 nM) (Arcaro und
Wymann, 1993) und LY294002 (i¢= 1uM) (Vlahos et al., 1994).

2.5.1.Wortmannin

Wortmannin bindet direkt an der p110 katalytischértereinheit und hemmt die
PDGF-stimulierte 3-Phosphorylierung von Phosphdindgitolen, hat aber keine Wirkung
auf die Phosphorylierung von Tyrosinresten in d&5-pegulatorischen Untereinheit
(Arcaro and Wymann, 1993). Wortmannin hemimtvivo und in vitro irreversibeldie
PI3K, nicht aber andere Kinasen wie P14K oder Lyar(o et al., 1993). Wortmannin fuhrt
zur Andockung de$-Phosphates von ATP und Transfer gg3hosphates an die L802-
Stelle der pl10 katalytischen Untereinheit die Zoere Schiff' schen Base kovalent
modifiziert wird. Die L802-Stelle der pll0 katakthen Untereinheit ist in allen

Phosphoinositid- und Proteinkinasen konserviertif\&yn et al. 1996).

2.5.2.L.Y294002

LY294002 (auch 2-(4-morpholinyl)-8-phenyl-4H-I-be@mran-4-1 oder 2-(4-
morpholinyl)-8-phenylchromone genannt) hemmt di8KPindem es die ATP-Bindung
hemmt. Auch dieser Hemmstoff hemmt die PI3K specifiund zeigt keine Wirkung auf
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anderen Serin/Threonin Kinasen wie Proteinkinas@r@teinkinase A, MAPKinase und S6
Kinase, Tyrosin-Kinasen wie EGF Rezeptor und ckdnmase, Lipidkinasen wie PI4K und
Diacylglycerolkinase oder ATPasen wie die Kaninchi&eren-ATPase (Vlahos et al.,
1994).

Es muss aber beachtet werden, dass diese Hemnistdifideren Konzentrationen
auch andere Enzyme der Signalkaskaden hemmen.ndoth@/ortmannin bei 165 = 120
nM die P14KB3 (Meyers et al., 1997) und beid= 250 nM die DNA-PK (DNA-dependent
Protein Kinase) (Hartley et al., 1995). Die Autoppborylierung von mTOR, dessen
Kinasedoméane Ahnlichkeiten zur Kinasedomane delKP48igt, wird ebenfalls durch
Wortmannin (IGo = 200 nM) und LY294002 (I§g = 5uM) gehemmt (Brunn et al., 1996).

2.6. Aktivierung der Signalkaskade

Aktivierung von Wachstumsfaktorrezeptoren mit Tymekinase-Aktivitat fuhrt
zur  Autophosphorylierung von Tyrosinresten und $posphorylierung von
Adapterproteinen an Tyrosinresten. Uber die SH2-Boen der regulatorischen
Untereinheit  bindet die PI3K an  phosphorylierte dgmn-Reste  der
Wachstumsfaktorrezeptoren oder Adapterproteine.flias zur Rekrutierung der PI3K an
der Zellmembran und ihrer Aktivierung. Die PI3K-Akerung kann auch durch Integrin-
abhangige Zelladhasion, sowie GPQOR [rotein-coupled receptorserfolgen. Die PI3K
katalysiert dann den Transfer desPhosphates von ATP an der D3 Position von
Phosphatidylinositolen (Cantley, 2002; Steelmanal.€2004).

Es gibt mindestens vier Wege, die zu einer Aktiwngr der PI3K der Klasse la

beitragen (siehe auch oben):

a) Translokation an die Zellmembran. Die SH2-Dommdmer regulatorischen
Untereinheit interagieren mit pYXXM-Motive von akierten Rezeptor-Tyrosin-Kinasen
oder von an aktivierten Rezeptor-Tyrosin-Kinaserbuyelenen Adapterproteinen. So
bindet Grb2 growth factor receptor-binding protein) 2jleichzeitig an pYXN-Motive der
aktivierten Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und an Gabb@=associated binding protein), das

dann mit der regulatorischen Untereinheit intenagiekann (Pawson, 2004, Abb. 5).
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Bindung der regulatorischen Untereinheit mit ih8t2-Doméanen an aktivierten Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen konnte auch zur Phosphorylierung p85 an Tyrosin 688 fuhren, ein
weiterer moglicher Schritt zur Aktivierung der PI3&han et al., 2002).

Wachstumsfaktor

|

| A
LT

[

Abb. 5: Aktivierung der PI3K nach Stimulation von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (adaptiert von Cully et
al., 2006)

b) Bindung von GTP-Ras an die katalytische Untéreiin Ras wird Uber die
Interaktion GRB2 / SOS / Ras aktiviert (Ong et 2001) (Abb. 6).
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Abb. 6: Rolle von Ras fir die Aktivierung der PI3K (adaptiert von Cully et al., 2006)
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¢) Bindung der regulatorischen Untereinheit ber®iH3-Doméane an prolinreichen

Regionen anderer Proteine wie Shc oder Cbl.

d) Bindung der prolinreichen Regionen der regulathren Untereinheit an die

SH3-Domanen anderer Proteine wie Lyn, Fyn, Grb8ras-Abl, Lck.

Andere Mdglichkeiten werden diskutiert. Die GTRasler Rho Familie Racl und
Cdc42 binden an der Rho-GAP-Homologie-Domane des®ihane der regulatorischen
Untereinheit und diese Bindung fuhrt zur Aktivieguder PI3K (Zheng et al., 1994; Tolias
et al., 1995). Chan et al., 2002 beschreiben in i@&#2-Domane eine mdgliche
Bindungsstelle fir Ras und Racl, dass ebenfallsirzer Aktivierung der PI3K flhrt. Es
wird aber auch beschrieben, dass diese Interalkt@n Hauptsignalweg von Ras ist
(Rodriguez-Vicianaet al., 1997). Gleichzeitig kann Rho die PI3K imrdmbozyten
aktivieren und dadurch zu einer ReorganisationZggsskeletts fihren (Zhang et al, 1993;

Zhang et al.,, 1995)By-Untereinheiten von G-Proteinen kdnnen ebenfalls Bi3K
aktivieren und C#/Calmodulin kann mit den SH2-Doméanen der p85-Uiéwst
interagieren und zur Aktivierung der PI3K fuhrerhéng et al., 1995; Joyal et al., 1997).

2.7. Deaktivierung der PI3K Signalkaskade

P1(3,4,5)R wird durch Phosphatasen abgebaut (Abb. 7).

PI(3,4)P,

SHIP

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

Der Tumorsuppressor PTENphosphatase and tensin homolog deleted on
chromosome 10 dephosphoryliert das PI(3,4,3)Rn Position D3 des Inositolrings
(Maehama und Dixon, 1998). PTEN-Mutationen wurdeh&uft in Tumoren festgestellt,
wie Melanomen, Nierentumoren, Glioblastomen und Metumoren, sowie in Zelllinien,
die aus Glioblastomen, Protatatumoren und Mammatemabgeleitet wurden, mit einer
Gesamthaufigkeit von 10% (Li et al., 1997; Tenglet1998). PTEN scheint eine wichtige
Rolle bei der Entstehung des Cowden-SyndronMult{ple-Hamartome-Syndrom
autosomal dominant vererbte Erkrankung) zu spiel@e. Inaktivierung von PTEN in
Mausen fihrt zu einer frihen embryonalen Letalitdtl Zellen verlieren ihre Fahigkeit
sich zu differenzieren. Aerdem kommt es zu hyperplastischen und dysplastisch
Veranderungen in Prostata-, Haut- und Kolongewebe ristofano et al., 1998).
Mutationen im PTEN-Gen wurden auch in Zellen aum@ren Leukamien (1,35%) und
Non-Hodgkin-Lymphome (10%), sowie in leukdmischeslllihien (40%) gefunden. Es
wurde eine umgekehrte Korrelation zwischen PTEN-¢emuind Akt-Phosphorylierung
beobachtet (Dahia et al.,, 1999). PTEN hemmt dieividtung von Akt und die
Phosphorylierung von 4E-BP1, ein Effektor von AW et al., 1998). Fibroblasten, die
kein funktionierendes PTEN exprimieren, zeigen kituitsve Phosphorylierung und
Aktivierung von Akt, sowie herabgesetzte Senstiilvijegeniber apoptotischen Signalen.
Expression von exogenem PTEN in mutierten Mausazéilhrt zur Wiederherstellung der
Sensitivitdt gegenlber apoptotischen Signalen, esomur Normalisierung des Akt-
Phosphorylierungsniveaus. Mause, die fur PTEN Notah heterozygot sind, entwickeln
T-Zell-Lymphome nach Verlust der PTEN-Heterozygiti{Stambolic et al. 1998). Ein
Verlust von PTEN wurde in einem d¢en Anteil der fortgeschrittenen Tumoren bei
Menschen gefunden, was zur Annahme fihrt, dassnirdtieerte PI13K-Signalaktivitat zur

Entstehung von metastasierenden Tumoren beitréaglima und Dixon, 1999).
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2.7.2.SHIP

Eine andere Phosphatase, die PI(3,4,8)¢phosphoryliert und dadurch die PI3K-
Signalkaskade hemmt, ist SHIBr¢-homology 2 (SH2)-containing inositol phosphetas
SHIP-1 und SHIP-2 dephosphorylieren die 5-Positi@s Inositolrings. SHIP-1 ist ein
wichtiger negativer Regulator der Zytokin-abhangidggignalkaskaden (Liu et al., 1997;
Rohrschneider et al.,, 2000). SHIP-1 defiziente Maubkaben eine verkirzte
Lebenserwartung, zeigen Splenomegalie, massiugdtibn der Lungen mit myeloischen
Zellen, eine stark erhdhte Anzahl von Monozyten nadtrophilen Granulozyten im Blut
und eine stark erhdhte Anzahl von CFU-GRranhulocyte-macrophage colony forming
units, besonders in der Milz. Hamatopoetische Progeetlen zeigen eine
Hypersensitivitdt gegentiber mehreren Zytokinen @i#-CSF @ranulocyte-macrophage
colony stimulating factgr M-CSF fnacrophage colony stimulating factound IL-3
(Interleukin 3) (Helgason et al., 1998). Myeloische Zellen vonii&defizienten Mausen
zeigen geringere Senstivitat gegenluber apoptotsSignalen, starkere und langere PI3K-
abhangige Akt-Phosphorylierung und -Aktivierungwemhothere basale Akt-Aktivitat (Liu
et al., 1999). Wiederherstellung der SHIP-1 Expogssn den SHIP-defizienten Jurkat
Zellen fuhrt zu einer Abnahme der konstitutiven §ffterylierung von Akt, niedrigeres
PI(3,4,5)R-Niveau und geringere Proliferation (Horn et al002). Uberexpression von
SHIP-1 in hamatopoetischen Progenitorzellen beumgsn Menschen oder Patienten mit
juveniler myelomonozytarer Leukdmie fuhrt zur Henmguder Proliferation und
Kolonieformation (Metzner et al., 2007). In Zellemer primaren Leukamie wurde eine
mutierte Form von SHIP gefunden, die geringere Wit aufweist. Diese Zellen zeigten
eine starkere Akt-Phosphorylierung (Luo et al.,20&HIP kann ein Arrest des Zellzyklus
in der G1-Phase von Glioblastoma-Zellen induziederlust von SHIP fuhrt zu einer
dramatischen Erhdhung der Insulinsensibilitat uad Akt-Aktivitat (Taylor et al., 2000;
Clement et al., 2001). Diese Daten zeigen, das® ®htle wichtige Rolle in der Regulation
der PI3K Signalkaskade spielt.
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2.8. Effektoren der PI3K

Die Phosphorylierung von PI(4,5)Rn der D3-Position des Inositolrings fuhrt zur
Aktivierung mehrerer koordinierter Ereignisse, di&ellwachstum, Zellzyklus,
Zellmigration und Zelliiberleben beeinflussen. Videnalproteine wie Serin-Threonin
Kinasen und Tyrosin-Kinasen besitzen PH-Doméaneec{@lrin-Homologie-Doménen),
mit denen sie spezifisch an PI(3,45)Bnden kdnnen. Diese Signalproteine sind in
unstimulierten Zellen im Zytoplasma lokalisiert,rki@n aber nach Zellstimulation tber
ihre PH-Doméanen mit PI(3,4,5Rssozieren und dadurch an die Zellmembran rek&sli
werden. An der Zellmembran werden diese Proteitigiak, fihren zur Formierung von
Signalkomplexen und setzen mehrere Protein-Kinageatkaskaden in Gang. Lipid-
Produkte der PI3K stellen somit einen Anker an dmllmembran dar, der zur
Relokalisierung der Signalproteine an spezifischgtellen der Zellmembran nach
Zellstimulation dient. Diese Signalproteine koordien komplexe Vorgénge, die zu

Anderungen in Zellmetabolismus, Zellwachstum, ZslNegung und Zelliberleben fiihren
(Cantley, 2002).

PIG4SP;, g PIGSP,

a

PDK-2
ILK
DNA-PK
mTORC2
PKCBII

Aktivierung weiterer Effektoren

Abb. 8: Aktivierung von Akt (siehe Text fur Einzelheiten)
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In der Abbildung 8 ist die Phosphorylierung von&3)R zu PI(3,4,5)R an der
Zellmembran durch die aktivierte PI3K, sowie diekRiierung der Signalproteine mit
Pleckstrin-Homologie (PH)-Domé&nen und ihre Binduag PI(3,4,5)F schematisch
dargestellt.

2.8.1.Rekrutierung der Proteine an der Zellmembran

Besonders wichtige Proteine fur die PI3K / Akt Sitgaskade sind die Serin-
Threonin-Kinase Akt (auch Protein Kinase B (PKB) ngent) und PDK1
(Phosphatidylinositol-abhangige Kinase ghosphoinositide-dependent kinasg Diese
Proteine besitzen PH-Domé&nen, wodurch sie an PH®4an der Zellmembran binden.
Diese Bindung bringt die Proteine in rAumliche N@beinander und erleichtert somit die
Phosphorylierung von Akt durch PDK1 (Lawlor und #de 2001). Bindung von Aktl an
PI1(3,4,5)R fuhrt zu einer Konformationsanderung. Dadurch vdet Threoninrest 308 an
der Aktivierungsschleife der Aktl fur die PDK1 peésiert. Die Phosphorylierung von
Aktl an Threonin 308 findet nur in Anwesenheit \RI(3,4,5)R oder PI(3,4)P statt. Das
monomere PDK1 Protein hat eine Kinasedoméne uredaarboxy-terminale PH-Domane,
die wichtig fur die Bindung an PI(3,4,%Rt. Das Protein wird ubiquitér in allen Geweben
exprimiert (Alessi et al., 1997).

Zur Aktivierung von Aktl ist eine zweite Phosphaeyling notwendig. Diese
Phosphorylierung an Serin 473 am Carboxy-Ende durdh ein anderes Protein als PDK1
durchgefihrt. Sowohl die Phosphorylierung an Thie@808 als auch die an Serin 473 sind
notwendig fur die volle Aktivierung von Aktl. Walme Alessi et al. berichten, dass diese
Phosphorylierungen unabhéngig von einander singemeDaten von Scheid et al., dass
erst die Phosphorylierung an Serin 473, die Phagbboung durch PDK1 an Threonin
308 ermoglicht (Alessi et al., 1996, Scheid et2002). Die Phosphorylierung an Serin 473
findet durch eine zweite Kinase statt, die immechmamicht vollstdndig charakterisiert
wurde. Diese Kinase wurde erst PDK2 genannt, zdigt keine Ahnlichkeiten zu PDKI.
Spéater wurde sie sowohl als die ILKtergrin-Linked-Kinasg (Persad et al., 2001), als
auch als die DNA-PKINA-dependent protein kings@~eng et al., 2004) identifiziert. Es
gibt Arbeitsgruppen die berichten, dass die ILKdig Phosphorylierung von Akt an Serin
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473 nowendig ist (Persad et al., 2001; Troussaral.e2003) wahrend andere Gruppen
berichten, dass die ILK dafir keine Rolle spieler{§ et al., 2004; Sakai et al., 2003;
Grashoff et al., 2003). Auch die PRI (protein kinase C, isofornfll) wurde als eine
madgliche Kinase beschrieben, die den Serinrest ¥ai3 Akt phosphorylieren kann
(Kawakami e al., 2004). Desweiteren wurde berichtletss auch der Komplex Rictor
(rapamycin-insensitive companion of mTORNTOR Akt an Ser473 phosphoryliert und

damit zu seiner Aktivierung beitragt (Sarbassoal£t2005).

2.8.1.1. Das Akt Protein

Akt wurde zum ersten Mal aus Thymomzellen einerL#ukamie und Lymphome
anfalligen Mauszelllinie (AKR) isoliert (Staal, 1BB Spater wurde festgestellt, dass Akt
ein Proto-Onkogen ist (Staal und Hartley, 1988a)gibt drei Isoformen von Akt, die von
drei unterschiedlichen Genen exprimiert werden,1AkAkt2 und Akt3. Jede Isoform
beinhaltet die n-terminale PH-Doméne, gefolgt vem Katalytischen Doméne. In dieser
Region befindet sich der Threoninrest (bei Aktl 083 dessen Phosphorylierung durch
PDK1 fur die Aktivierung des Enzyms unbedingt natdig ist. Im hydrophoben c-
terminalen Teil befindet sich der Serinrest (betlABer473), der fur die Aktivierung des
Enzyms ebenfalls phosphoryliert werden muss, ab#t murch die PDK1 (Hill et al.,
2001, siehe oben). Aktl und Akt2 werden in allew&aen exprimiert, vor allem aber im
Gehirn, Thymus, Herz und Lunge. Eine starke Aktp#Ession ist im Gehirn und Testis zu
finden (Steelmann et al., 2004).

- Akt1l

Bei Mausen spielt Aktl eine Hauptrolle in der Redgioin des Zelliberlebens und
der Zellproliferation. In embryonalen Stammzellerg PTEN ausgeschaltet ist, fuhrt die
Aktl-Ausschaltung zu geringerer Aggresivitat desmbowachstums, was zur Annahme
fuhrt, dass Aktl eine wichtige Rolle fir die PTENRAngige Tumorigenese spielt (Stiles et
al., 2002). Das Aktl-Gen befindet sich auf dem Giosom 14932, eine Region in der
haufig Translokationen bei Leuk&dmien und Lymphorbenbachtet werden (Staal et al.,

1988b). Eine 20-fache Uberexpression von Aktl wurdesinem primaren gastrischen
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Adenokarzinom gefunden (Staal, 1987).patdem, spielt Aktl eine wichtige Rolle in der
Differenzierung von Skelettmuskelzellen (Wilson uRdtwein, 2007) und Entstehung von
Mammatumoren, die aber stark differenziert sind wvehiger Metastasen entwickeln
(Hutchinson et al., 2004).

- Akt2

Mause mit einer Ausschaltung von Akt2 zeigen l@ctitachstumsdefizite, sowie
Lipoatrophie, Insulinresistenz, Hyperinsulinamieypdrglykamie und Glukoseintoleranz.
Die Wachstumsdefizite sind ahnlich wie bei Maussa, Aktl ausgeschaltet wurde. Dies
fuhrt zur Annahme, dass Akt2 eine wichtige Rolledén Glukosemetabolismus spielt und
mit Aktl das Wachstum regulieren kann (Garofalalgt2003). Aber auch Akt2 spielt bei
der Entstehung einiger Tumoren eine Rolle. Das Akt? befindet sich auf dem
Chromosom 19g13.1-q13.2, eine Region die in Ovaulatl Pankreaskarzinomen héufig
amplifiziert ist. Amplifikation und Uberexpressionon Akt2 wurde in 2 von 8
Ovarialkarzinom-Zelllinien und in 2 von 15 primar@varialtumoren gefunden (Cheng et
al., 1992). In anderen Studien wurden in 16 von @221%) Ovarialkarzinomen und in 3
von 106 (2,8%) Mammakarzinomen Akt2-Amplifikationgefunden. Aflerdem, wurde
eine Amplifikation und Uberexpression von Akt2 irv@n 12 Pankreaskarzinom-Zelllinien
und in 3 von 20 primaren Pankreastumoren gefunddmvg et al., 1996). Akt2-
Amplifikationen wurden besonders oft in undifferearzen Tumoren (4 von 8) gefunden
(Bellacosa et al., 1995). Yuan et al., 2000 beoteieh eine erhdohte Akt2 Aktivitat in 33
von 91 Ovarialtumoren, meistens von Grad Il odérVYon den 33 Tumoren, zeigten 15
eine erhohte PI3K Aktivitat und 3 eine erniedriBEEN-AKtivitat.

Aktl und Akt2 fuhren zur Aktivierung der Expressioon IGF-IR (nsulin-like
growth factor | receptgr und dadurch zu einer verstarkten Invasivitat von

Pankreastumoren (Tanno et al., 2001).
- Akt3

Eine Ausschaltung von Akt3 bei Mausen zeigt keinekwhg auf Wachstum oder
Glukosemetabolismus. Bei diesen Tieren ist jedoeh @ehirngrfe und das Gehirn-

gewicht um ewa 25% verringert. Das Gehirnvoluménnflge einer Abnahme der Zell-
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zahl und -gr@e verringert und die Ventrikel sind verschmélestjass Akt3 eine Schlussel-

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

2.8.2.Akt-abhangige Signalkaskade

Die Phosphorylierung von Akt fuhrt zur Aktivierumtes Proteins und der Kinase-
Aktivitdt und dadurch zur Phosphorylierung eineriniReanderer Proteine, die unter
anderem  Zellwachstum,  Zellzykluseintritt,  Zelllledén,  Apoptose, sowie
Glukosemetabolismus (Abb. 9 und 10) beeinflussea.Ahosphorylierung durch Akt fuhrt
meistens zu einer Hemmung der Effektorproteine (B3b Akt reguliert die Expression

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

FOXO01 Inhibition
FOXO3A Inhibition
FOX04 Inhibition
TSC2 Inhibition
GSK3 o/ Inhibition
RAF1 Inhibition
PRAS40 Inhibition
AS160 Inhibition
BAD Inhibition
WNK1 ?

MDM2 Aktivierung
Chk1l Inhibition
eNOS Aktivierung
ASK1 Inhibition
IKKa Aktivierung
P21CIP1 Inhibition
P27KIP1 Inhibition
Casp9 Inhibition

. ___________________________________________________________________________|
Tab. 2: Einige Effektoren von P-Akt und die direkte Akt-Wirkung auf sie (Manning und Cantley, 2007)
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Proliferation

awqeu;neasoqnla

Angiogenese

Abb. 9: Einige der Akt-Effektoren und ihre Rollen (nach Manning und Cantley, 2007). Dargestellt istdirekte
Wirkung von Akt auf die Aktivitat des Effektors. ®Kéastchenfarbe symbolisiert fir welche Zellfunitidie

Proteine eine Rolle spielen.

2.8.2.1. Zelliberleben
Phosphorylierung des Apoptose-induzierenden PotBiad durch Akt fuhrt zur

Entstehung einer Bindungsstelle fur die 14-3-3 éinet Diese Bindung verhindert die
Bindung von Bad an Proteine der Bcl-2 Familie (\Biel-2 und Bcl-XL), die wichtige
Rollen in Signalwegen spielen, die das Zelllibemelkegulieren (Brunet et al., 2001). So

kann Bcl-XL proapoptotische Bax-Molekuile binden wadhindert dadurch die Entstehung

von proapoptotischen Bax-Homodimeren. Unreife hapatische Progenitorzellen
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(CD34/ 33/ 13) exprimieren Bcl-XL und die meisten CD3Zellen exprimieren Bcl-2,
Bcl-XL und Bad. Wahrend normale Promyelozyten (Ci033+) weder Bcl-2 noch Bcl-
XL exprimieren, sind diese beiden anti-apoptotisci®oteine in leukamischen CD34
Progenitorzellen und Promyelozyten zu finden. Abeh AML ist die Bcl-2 Menge in
CD34 Zellen hoher als in anderen Zellen. Wahrend e@iggmotherapie erhoht sich die
Menge von Bcl-2, was sich dadurch erklaren lasagsddie CD34 Zellen, die grfe
Mengen an Bcl-2 haben, einen Uberlebensvorteil imainel dadurch verhaltnisipig mehr
werden. In Residualzellen wurden sowohl Bcl-2 aishaBcl-XL nachgewiesen (Andreeff
et al., 1999).

Auch die Phosphorylierung von FKHR-LEdrkhead-related transcription factor
1) durch Akt fihrt zur Entstehung einer Bindungdstélir 14-3-3 Proteine (Brunet et al.,
2001). Die FKHR-L1 — 14-3-3 Komplexe akkumulierem Zytosol und die durch FKHR-
L1 stimulierte Transkription pro-apoptotischer Gemele das Fas-Ligand-Gen, wird
blockiert (Brunet et al., 1999). Proteine diesemfia sind mit der Entstehung von

Neoplasien in Verbindung gebracht worden (Hromak@osta, 1995).

Akt kann MDM2 binden und phosphorylieren. Diese $fitwmrylierung fuhrt zu
einer nukleéren Relokalisierung von MDM2, wo es p300 interagiert. Dadurch wird die
Interaktion von p300 mit p19ARF gehemmt und alsgedtommt es zur verstarkten p53-
Degradierung. P53 ist ein sehr wichtiges Proterrdfé@ Regulation von Zellwachstum und
Apoptose (Zhou et al., 2001b).

Eine weitere Funktion von Akt ist die Phosphorylieg der Glykogen-Synthase-
Kinase 3 (GSK3). GSK3 ist in unstimulierten Zelleonstitutiv aktiv und phosphoryliert
eine Vielzahl von Proteinen (wie Glykogen Synthased B-catenin), die dadurch
inaktiviert und degradiert werden. Phosphorylierlrggder Untereinheitero(und ) der
GSK3 durch Akt inaktivert sie und fuhrt zur Aktivieng der durch dieses Protein
gehemmten Signalkaskaden. PI3K und Akt kdnnen ditemmung der GSK-3 und
Phosphorylierung (und Aktivierung) von 6-Phosphkfose-2-Kinase (PFK2) die
Glukoseverwertung zu Glykogen und Glykolyse regahe(Cross et al., 1995; Deprez et
al., 1997). Inhibition der PI3K fiihrt zu einer Hemny des Glukosetransports in die Zelle,

wahrend Aktivierung der PI3K und Akt zu einer vektén Glukoseaufnahme in die Zellen
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fuhrt (Okada et al., 1994; Cheatham et al., 199hrKet al., 1996). GSK-3 spielt auch eine
Rolle bei der Entstehung der Alzheimer Erkrankupgyt et al., 2005)3-catenin reguliert,
durch Interaktion mit LEF/TCHymphoid enhancer factor-T cell facjpdie Transkription
verschiedener Gene wie cyclin D1 oder c-myc. Diésae spielen eine wichtige Rolle in
der Regulation des Zellzyklus (Fukumoto et al., 200

Akt phosphoryliert und inaktiviert Caspase-9 undmh# die Cytochrome-C
abhangige Aktivierung der Caspase-9, ein wichtigpieler der Apoptose-induzierenden
Signalkaskaden (Cardone et al., 1998).

Ein anderer Effektor von Akt, wodurch die Tranpkion anti-apoptotischer Gene
reguliert wird, ist NF«B. PI3K- gefolgt von Akt-Aktivierung durch TNF fuhrzur
Phosphorylierung und Aktivierung von IKHKB-kinasg, die NFxkB-hemmende Proteine
inaktiviert und dadurch zur Aktiverung von NB fuhrt (Ozes et al., 1999).
Uberexpression von Her-2/neu filhrt zu einer komstién Aktivierung der PI3K und Akt
und dadurch zur Aktiverung von NEB (Pianetti et al., 2001). Aktivierung von NdB
fuhrt unter anderem zur Produktion von MMPr3afrix metalloproteinase)9MMP-9 und
die PI3K-abhangige Steigerung der Zellmotilitdtdsawei Hauptwege, wie der PI3K / Akt
Signalweg, die Invasivitat der Tumoren steigt (Ghenhal., 2006).

2.8.2.2. Zellwachstum

Ein komplexer Vorgang ist die Aktivierung von mTORammalian target of
rapamycin. Akt phosphoryliert und hemmt TSC2ulperous sclerosis)2 ein GTPase-
aktivierndes Protein, das zusammen mit TS@bdrin das kleine G-Protein RhelR4s
homolog enriched in brajnphemmt (Manning et al., 2002; Zhang et al., 20@Xt fuhrt
dadurch zur Aktivierung von Rheb, das seinerse@sPdoteinkinase-Aktivitat von mTOR
aktiviert. mTOR funktioniert in einem Komplex mitech Adapterprotein Raptor
(regulatory-associated protein of mTPRNd MLST8. Das mTOR / Raptor / mLST8
Komplex (mTORC1) ist Rapamycin-sensitiv und kann Horm einer negativen
Ruckkopplung Akt inhibieren. mTOR kann auch mit tBic (rapamycin-insensitive

companion of mMTORund mLST8 einen Rapamycin-insensitiven KomplexTQRC2)
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bilden (Hay, 2005). Es wurde gezeigt, dass deroRictmTOR Komplex Akt an Ser473
phosphorylieren und damit zur Aktivierung von Akeitbagen kann (Sarbassov et al.,
2005). Hemmung der mTOR-Komplexe mit Rapamycin-zadn fuhrt zur Hemmung der
Akt-Signalkaskade und den Effektoren 4E-BP1, P7Ris#&se und FKHR in AML Zellen
(Zeng et al., 2007). mTOR fungiert als eine Briuckeischen unterschiedlichen
Signalkaskaden, die Zellernahrung, -wachstum, Hpration und -lberleben regulieren,
was eine Koppelung dieser Kaskaden ermoglicht (Gmget al., 2001). Die
Wachstumsfaktor-Signalkaskaden Ras / ERK und PI3kt/ aktivieren den mTORC1
Komplex, wahrend geringe Nahrungsverfiigbarkeit (B. Aminosdure- und
Glukoseverfugbarkeit) zur Hemmung des Komplexeshduie LBK1 / AMPK AMP-
activated protein kinagekaskade fuhrt (Inoki et al., 2003; Shaw et a042). Gleichzeitig,
kann Akt die AMPK hemmen und dadurch mTOR weitdaivaédren (Hahn-Windgassen et
al., 2005). mTOR reguliert auch die Funktion vonBIEL und p70 S6Kinase (Shaw und
Canley, 2006).

Aktivierung von Akt fihrt zur Phosphorylierung udddurch Inaktivierung von 4E-
BP1 €IF4E-binding protein Hemmung der Bindung von 4E-BP1 an elF4E
(Initiationsfaktor der Translation) verstarkt dig-€E-abhangige Translationsrate (Gingras
et al., 1998). Gleichzeitig, kann Phosphorylierwmgl Aktivierung der p70 S6Kinase zur
verstarkten Phosphorylierung des ribosomalen Séeidsy und damit zu erhéhter
Proteinbiosynthese fuhren (Ueki et al., 1998). [S&Kinase reguliert nicht nur die
Proteinbiosynthese, sondern auch Zelpgrand -proliferation (Kozma und Thomas, 2002).
Akt phosphoryliert auch CREBcAMP-responsive element binding pro)einvas zur
Rekrutierung von CBP und Aktivierung der Genexpgmséiihrt (Du et al., 1998).

2.8.2.3. Zellproliferation

Durch Phosphorylierung rekrutiert Akt das ProtefY pm Zytosol und hemmt die
Ruckkehr in den Zellkern. Im Zellkern verursachZ p@nen G1-Zellzyklusarrest durch
Hemmung von Cyclin D und Cdkyclin-dependent kinageSo fuhrt Akt in diesem Fall zu
einer Regulation des Zellzyklus und Stimulation vAellteilung (Shin et al., 2005).

Hemmung der Akt Aktivitdt in ALCA gnaplastic large cell lymphomafthrt zur
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Hemmung der p27-Phosphorylierung und -Degradierunghere p27 Mengen und
Zellzyklusarrest (Rassidakis et al., 2005).

Akt phosphoryliert auch die Cyclin-abhangige King2d, die dadurch im Zytosol
relokalisiert wird (Zhou et al, 2001). Interessavdr die Beobachtung, dass Aktl zur
Phosphorylierung und Inhibierung von p21 fihrt, vestd Akt2 das p21 bindet und
stabilisiert, was zum Zellzyklusarrest fuhrt. Dien@ung von p21 an einer Akt-Isoform
fuhrt zur Hemmung der Bindung der anderen Isofdrfar¢n-Milhavet et al., 2006). Akt
kann die p21-Expression auch durch Hemmung von(pb8 MDM2) hemmen (Zhou et
al., 2001).

Akt kann die Zellproliferation auch durch die obleeschriebenen Signalkaskaden
Uber GSK3 und mTOR regulieren.

2.8.2.4. Angiogenese

In Endothelzellen wird die PI3K durch VEG#aGcular endothelial growth factpr
aktiviert (Olsson et al., 2006). Akt aktiviert dBNOS éndothelial nitric oxide synthage
die durch NO-Produktion die Vasodilatation, Angingee und Vasomodelierung reguliert
(Morbidelli et al., 2003). Durch Aktivierung von R fuhrt Akt zur Aktivierung von
HIF1 und dadurch zu verstarkter Expression und r&ezeing von VEGF und anderen

Faktoren, die die Angiogenese weiter stimulieremllips et al., 2005).

2.8.2.5. Zellmetabolismus

Der PI3K / Akt Signalweg spielt eine wesentlichellRan der Zellantwort auf
Insulinstimulation, z. B. durch die Translokatiororv GLUT4 Transporter in der
Zellmembran durch Regulation bestimmter GTPasem(lfey und Cantley, 2007; Calera
et al., 1998). Auch mTOR und HIF1 spielen im Glukogtabolismus eine Rolle.

Durch Aktivierung der Synthese von SREBPSIefol-regulatory element binding
protein) und FAS fatty acid synthagekann Akt die Expression von Genen regulieren, die

Cholesterol- und Fettsduresynthese kontrollieremstfhann et al., 2005).
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2.8.2.6. Zellmigration und Invasivitat

Die epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) isasdn-vitro Korrelat der
Metastasierung. Autokrin aktivierte PDGF-R zusammeah onkogenem Ras flhren zu
einer starken Aktivierung von PI3K und EMT (Jechkn et al., 2005). Konstitutive
Aktivierung von Akt fuhrt zur Hemmung der Expressioon Desmoplakin (wichtig fir die
Entstehung und Aufrechterhaltung von Desmosomeggdberin ung-catenin, sowie zur
Hochregulation des mesenchymalen Markers Vimer#gilen verlieren die epitheliale
Morphologie und gewinnen Fibroblasten-Eigenschafteie zeigen reduzierte Zell-Zell-
und Zell-Matrix-Adhé&sion, Verlust der apicobasal&gllpolaritat und verstarkte Motilitéat
und Invasivitat (Grille et al., 2003, Larue und [Bebsa, 2005).

Akt reguliert die Expression von IGF-IRnéulin-like growth factor | receptymuund

fuhrt dadurch zu einer Zunahme der Invasivitat Pankreastumoren (Tanno et al., 2001).

Aktivierung der PI3K und ihrer Mediatoren Akt / mRCUhrt zur Aktivierung von
HIF1 (hypoxia inducible factor 1und dadurch zu einer verstarkten Expression von
CXCR4 (CXC chemokine receptor),4was die Metastasierung von Tumoren induziert
(Phillips et al., 2005).

Insulinstimulation fuhrt zur Aktivierung von Aktlnd Akt2. Akt 1 hemmt NFAT
(nuclear factor of activated T ceJlsind ERK und verringert damit die Metastasierungs-
Migrations- und Invasivitatsfahigkeit von Mammadéeit und Mammakarzinomzellen
(Yoeli-Lerner et al., 2005). Akt2 hat genau die g@gilige Wirkung und aktiviert NFAT
und ERK (Toker und Yoeli-Lerner, 2006).

2.8.2.7. Weitere Funktionen

Durch den PI3K / Akt Signalweg aktiviert Erythropimeden Transkriptionsfaktor
GATA-1, der Proliferation, Uberleben, Differenziegiund Entwicklung der Zellen der
erythroiden Reihe reguliert (Zhao et al., 2006).

Eine weitere beschriebene Rolle der PI3K ist diguRaion der Selbsterneuerung
embryonaler Stammzellen. Hierbei spielen LIEukemia inhibitory factgrund STAT3

(signal transducer and activator of transcriptiof) 8ine wichtige Rolle. Hemmung der
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PI3K reduziert die Fahigkeit der LIK, die Selbseuerung und Pluripotenz embryonaler
Stammzellen aufrecht zu erhalten (Paling et al0420Gleichzeitig reicht die konstitutive
Aktivierung von Akt aus, um embryonale Stammzellenabhangig von LIK, pluripotent
zu erhalten (Watanabe et al., 2006). Die Expressmn Akt wird ihrerseits von STAT3
reguliert (Park et al., 2005).

P11® wird in Zellen des Immunsystems exprimiert (Chanet al.,, 1997;
Vanhaesebroeck et al., 1997b). Diese Isoform stloénHaupt-PI13K in der BCRB(cell
recepto) und TCR T-cell receptoy -Signalkaskade zu sein. Inaktivierende Mutatiodes
fur die Expression von plaQzustandigen Gens in B-Zellen fuhrt zur Hemmung Aldr
Phosphorylierung, Hemmung der Anti-IgM-stimuliert8ignalkaskade, sowie Hemmung
der Proliferation und der Immunantwort. In T-Zellkommt es zur Hemmung der Akt-
Phosphorylierung, Hemmung der Reifung und des Eberis der Zellen in der Peripherie,
sowie zu einer Proliferationshemmung (Okkenhaug Mahhaesebroeck, 2003). Im
Unterschied dazu, ist der Phanotyp bei Ausschaltlieses Gens milder, méglicherweise
weil die Inaktiverung des fur die Expression vonl@il zustidndigen Gens zu einer
Hochregulation der fur die Expression von pdithd 3 zustdndigen Gene fihrt (Clayton
et al., 2002).

Akt wird durch PHLPP RH-domain leucine-rich repeat protein phosphajase
dephosphoryliert (Brognard et al., 2007).

Die oben beschriebenen und in der Abb. 10 dardestelEffektoren und
Signalkaskaden, die von Akt reguliert werden, kénmair einen Uberblick des hoch
komplexen Akt-Signalnetzwerkes verschaffen. Dieddstzwerk, das noch nicht
vollstandig aufgeklart und verstanden ist, beirdtdtunderte von Effektoren und fuhrt zur
Regulation von hunderten von Genen, die ihrersguer vernetzt sind, miteinander

interagieren und einander regulieren.
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Zellmotilitat Zelliiberleben Fettsdure- und

\ EMT
und -invasivitat \ Cholesterinmetabolismus / N

Apoptose

/

Glykogen-
synthese

Zellzyklus

Signale
Aggregationshemmung
Neuroprotektion
Aggregation
Zelitod

Genetische
Instabilitét

14-3-3

Apoptose:/ Apoptose
Blockiert \
Apoptose
Kardiovaskulire
Protein- JNK-Kaskade Homeostase
biosynthse Zellwachstum  Zelliiberleben

Abb. 10: Signalkaskade nach PI3K-induzierte Aktivieung von Akt.

Farbkodierung: rot bedeutet, dass Akt eine hemmiVidaung auf das Protein oder die Zellfunktion iois
grun bedeutet, dass Akt eine aktivierende Wirkunigdas Protein oder die Zellfunktion ausubt. Fur
Einzelheiten und Referenzen, siehe Text.
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2.8.2.8. Weitere Proteine der PI3K Signalkaskade

PDK1 phosphoryliert und aktiviert auch andere Rngieasen wie die p70 S6-
Kinase, CISK ¢ytokine-independent survival kinasend Proteinkinase Cz (PKCz)
(Cantley, 2002). Die p70 S6-Kinase reguliert durélktivierung der Translation
spezifischer Messenger das Zellwachstum und diydlis-Progression durch die G1-
Phase (Alessi et al., 1998), CISK spielt eine ®atl der Regulation des Zelliberlebens
(Liu et al., 2000) und PKCz ist involviert in Zatimvorten auf unterschiedliche Stimuli.

Andere Proteine mit PH-Doméanen, die durch PI(3%,3ktiviert werden, sind
Regulatorproteine fir Rac und ARF&Ienosine diphosphate (ADP)-ribosylating factpr 6
sowie Tyrosinkinasen der BtkBfuton's tyrosine kinageund Tec-Familien. Aktivierung
von Rac (und moglicherweise von ARF6) durch lokayidenzte PI(3,4,5¥Produktion
spielt eine sehr wichtige Rolle in der Remodellrgyudes Aktin-Zytoskeletts bei durch
Chemotaxis getriggerter gerichteter Motilitdt. Rioe der Tec-Familie spielen bei
kurzfristigen (z. B. Anderung der &€akonzentration) und langfristigen (z. B. Anderung

der Genexpression) Ereignissen eine Rolle (Car2ied?).

P1(3,4,5R kann auch durch die IPMKinpsitol polyphosphate multikingse
produziert werden, die nur im Zellkern vorkommt uddrch PI3K-Inhibitoren nicht
beeinflusst wird (Resnick et al., 2005). Mdglicherse spielt IPMK eine Rolle in der
Regulation von Vorgangen wie mRNA-Export und Traiglonregulation (Resnick und
Saiardi, 2008).

2.9. Anderung der Expression der PI3K

2.9.1.Anderung der Expression der katalytischen Untereinkit

Mause, die keine p110 katalytische UntereinheitKlasse la exprimieren, zeigen

schwere Proliferationsdefekte und versterben aff9Embryonaltag (Bi et al., 1999).
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2.9.2.Anderung der Expression der regulatorischen Untereiheit

Es wurden viele Versuche unternommen, die Rolleegulatorischen Untereinheit

der PI3K zu untersuchen, in dem ihre Expressiortermeguliert wurde. Eine Ubersicht

dieser Versuche ist in der Tabelle 3 gegeben.

Ausschaltung Lebens- Metabolismus Expression weiterer
fahigkeit Untereinheiten

p50a, p55a, homozygote perinatale Hypoglykamie p85B hoch

p85a Letalitat Hypoinsulinamie pl10a runter

p110B runter
heterozygote lebensfahig erhdhte Glukosetoleranz p85B hoch
und Insulinsensitivitat p110a unverandert
p110B unverandert

p85a lebensfahig Hypoglykamie p50a hoch
erhohte Insulinsensitivitdt ~ p55a hoch

p110a unverandert

p110B unverandert

p50a, p55a lebensfahig erhohte Insulinsensitivitét
p85[3 lebensfahig Hypoglykamie alle Untereinheiten
Hypoinsulindmie nicht verandert

erhohte Insulinsensitivitat

Tab. 3: Folgen der Ausschaltung der Expression daegulatorischen Untereinheit(Vanhaesebroeck et al.,
2005).

2.9.2.1. Hemmung der Expression der regulatorischen Untereineit

Anderungen des Expressionsmusters der regulateristtereinheit fihren zu
schweren Folgen in den Zellen. Mause mit einer laygoten Deletion der p85-
Bindungsstelle an der pld@Untereinheit zeigen Entwicklungsverzdgerungen uedoen
am 9,5. — 10,5. Embryonaltag. Eine komplette Hengnder Expression aller Isoformen
von p8m fuhrt zu schweren Entwicklungsstérungen in der mymelen Phase und die
meisten Tiere sterben in der perinatalen Phasaen@&mwet al., 2000). Die Letalitat und die
schweren Entwicklungsdefekte waren bei Tieren, wodie Expression des ersten Exons
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gestort wurde, nicht vorhanden. Diese Tiere exmien die kirzeren Isoformen der p85-
Untereinheit, wobei p50 effizienter als p5& fur die Produktion von PI(3,4,5)”2u sein
scheint. Diese Tiere zeigen eine erhdhte Sensitigegenuber Insulin und sind hypo-
glykdmisch (Terauchi et al., 1999). Die Interaktam p5@ mit IRS-1 ist mit der PI3K
Aktivitat, sowie mit erhdhter GLUT4 Translokatiom aler Zellmembran in Adipozyten
und Muskelzellen assoziiert. Diese Daten stimmendemn Daten lberein die zeigen, dass
p50u eine wichtige Rolle in der Insulinantwort spidhkai et al., 1997). Mause, in denen
die Expression der pb0 und p5% kirzeren Isoformen der p&5 regulatorischen
Untereinheit gehemmt wurde, zeigen in Ruhe normaléachstum und normale
Blutglukosespiegel. Im Insulintoleranztest zeigele siedrigere Fasteninsulinspiegel,
starkere Insulinsensitivitat und vermehrten Gluk@sesport in Muskel- und Fettzellen
(Chen et al., 2004).

Mause mit einer gezielten Hemmung der Expressiop88&—Untereinheit zeigen
eine Blockierung der B-Zell-Entwicklung in eineropB-Zell-Phase, sowie eine reduzierte
Anzahl reifer B-Zellen, peritoneale CD5+ Ly-1 B-l&#l, reduzierte Proliferation von B-
Zellen und keine T-Zell unabhéangige Antikérperprktibn. Dieser Phanotyp ist fast
identisch mit dem von Btk oder xid K-linked ImmunodeficiengWausen, was zeigt dass
p85x eine wichtige Rolle in der Btk Signalkaskade gpield eine Schltsselrolle in der B-
Zell-Entwicklung und Funktion einnimmt (Fruman dt, 8l999; Suzuki et al., 1999).
Auperdem, konnen die SH3- und BH-Domanen der regudatoen Untereinheit spezielle
Aufgaben fur das Signaling in hamatopoetischenefdilaben (Wymann und Pirola, 1998).

Hemmung der Expression der regulatorischen Unteedinfihrt zu reduzierter
Proliferation von Makrophagen nach Stimulation MHCSF und GM-CSF. Verlust der
p85 regulatorischen Untereinheit war assoziiertnetfuzierter Aktivitat von Akt und Rac
(Munugalavadla et al., 2005).

Wahrend in normalen Zellen die regulatorische Uitdreit im Uberschuss
gegenuber der katalytischen Untereinheit exprimirtl (Ueki et al., 2002), werden in
embryonalen Mausstammzellen keine freien, monomeegulatorischen Untereinheiten
gefunden. Ausschaltung der p85-Expression fuhrt varminderter Akt-Aktivitat,

verlangsamtem Wachstum, erhéhter Apoptoserate estbder Zellzyklusregulation mit
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GO/G1 Zellzyklusarrest. Wiederexpression von g8bachte diese Wirkungen riicklaufig
(Hallmann et al., 2002).

Ausschaltung der p85-Untereinheit fihrt zu wenig&&matopoetischen
Progenitorzellen in Mauseembryos. Hamatopoetisthen®zellen zeigten eine geringere
Fahigkeit sich zu vermehren und c*Kellen eine geringere Proliferation nach Stimolati
mit kit-Liganden (Haneline et al., 2006).

Verlust eines p8&-Allels fuhrt zu erhéhter Inzidenz intestinaler Bmn und in
diesen Zellen ist die PI3K-Signalkaskade verstékkity (Luo et al., 2005b).

Reduzierung der p8-Menge durch Ausschaltung eines fur die Expressiom v
p85x zustandigen Allels fihrt zu einer verstarkten AkitHvierung nach
Insulinstimulation, erhdhten InsulinsensitivitatduGlukosetoleranz. Desweiteren schitzt

es die Tiere vor der Entwicklung eines Diabetesuas-Jarvis et al., 2001).

Es wurden Unterschiede nach Ausschaltung der &ifEdpression von p8s5und
p833 zustandigen Gene festgestellt (Ueki et al., 208@ch Hemmung der Expression der
p85nx—Untereinheit konnte eine 60%-ige Reduzierung deb-[&nge, sowie eine
Reduzierung der p110-Menge, PI3K Aktivitat und Ativitat beobachtet werden. Dies
fuhrte zu einer verminderten Glukoseaufnahme in @&aflen und einer starkeren
Apoptoserate. Nach Hemmung der Expression def-g8btereinheit konnte nur eine
25%-ige Reduzierung der p85-Menge, und keine Redurzg der p110-Menge und PI3K
Aktivitat beobachtet werden (Ueki et al., 2003).

Mause mit gezielter Ausschaltung der p85-Untereinime Muskelzellen zeigen
verminderte Akt-Aktivitat, die mit verringerter Hegri3e, veranderter Genexpression am

Herzen und gestdrter physiologischer Herzhyperieopimhergeht (Luo et al., 2005a).

2.9.2.2. Uberexpression der regulatorischen Untereinheit

Uberexpression einer mutierten p85-Untereinheite diicht an der p110
katalytischen Untereinheit bindet, fuhrt zur verderten PI3K Aktivitat und

Glukoseaufnahme nach Insulinstimulation (Hara et 294). Uberexpression der p85
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und p5m—Untereinheit fuhrt zu einer Reduzierung der PI3Kiikat und Hemmung der

Aktivierung von zwei Effektoren der PI3K, Akt und’/@ S6Kinase (Ueki et al., 2000).
Sowohl Uberexpression der p85-Untereinheit als aleshmutierten p85-Untereinheit, die
nicht an der p110 katalytischen Untereinheit bindighrt zur Hemmung der PI3K nach
Stimulation durch Ras (Rodriguez-Viciana et al979Q

Die Behandlung mit Dexamethason filhrte zu eine3dgen Uberexpression von
p85ux, wahrend die p110 katalytische Untereinheit nuiB886 Gberexprimiert wurde und
die Expression der p85Untereinheit abnahm. Stimulation dieser Zellen Imsulin fihrte

zu einer um 50% schwacheren Aktivierung der PI3Ko(@no et al., 1997).

2.10.Mutationen der PI3K und Neoplasien

Uberaktivierung der PI3K Signalkaskade spielt eRudle in der Entstehung einer
Vielzahl menschlicher Tumoren (s. auch oben) (@mt2002). ASV16 gvian sarcoma
virus 19 kodiert fur das Onkogen v-p3k, welches ein pasrttanformierendes Gen in
Fibroblasten von Huhnerembryonen ist. Das Onkog@ammt von dem fur die
pllGx—Untereinheit kodierenden Gen (Chang et al., 198idth das Akt-Gen wurde als
ein Onkogen identifiziert (Staal und Hartley, 1988a

2.10.1. Die PI3K-Aktivitat in Neoplasien

Der PI3K Signalweg beinflusst die Entstehung delLATadult T cell leukemia
and lymphompg eine der aggressivsten Neoplasien. Sowohl B&-Pdls auch die PTEN-
Aktivitat zeigten eine Korrelation mit der Zellpi@ration (Fukuda et al., 2005).
Konstitutive Aktivierung der PI3K wird bei AML-Panten beobachtet und die PI3K-
Aktivitat ist hierbei von prognostischer Bedeutupx@ et al., 2003; Min et al., 2003). 50-
70% der AML Patienten zeigen eine konstitutive Phasylierung von Akt sowohl an
Thr308 als auch an Ser473 (Martelli et al., 20@8&sonders die pl1d6lsoform zeigt eine
starke Aktivierung bei AML (Sujobert et al., 2009pie fur CML charakteristische
BCR/ABL Tyrosinkinase aktiviert ebenfalls die PI3&korski et al., 1995). Das PI3K /
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PTEN Gleichgewicht spielt eine wichtige Rolle flie dlurch NK-Zellen gewéhrleistete
Schutzfunktion gegen Lungenmetastasierung vom Meta{Kishimoto et al., 2007). Eine
erhohte PI3K-Aktivitat wurde in 32 von 37 (86%) &odktalen Tumoren festgestellt
(Phillips et al., 1998). Benistant et al. beobaighttesine erhdhte Aktivitat von pldaQund
pll® in 7 von 10 (70%) kolorektalen Tumoren, mehrereterokarzinom-Zelllinien
(CaCo2, CO115, HCT 116, LS 174T und WiDr) und 8 @(B89%) Harnblasentumoren,
wobei bei einem Harnblasentumor die Aktivitdt aaéd 8-fache gestiegen war (Benistant
et al., 2000). Auch Mammatumoren zeigen eine ethBhBK Aktivitat, die mit verstarkter

Metastasierung und schlechterer Prognose assasgti¢Rérez-Tenorio und Stal, 2002).

2.10.2. Mutationen der Proteine der PI3K Signalkaskade beNeoplasien

In verschiedenen Tumoren wurden Mutationen in deneg@ gefunden, die fir die
katalytische und regulatorische Untereinheit de&8KPbder weitere Molekile der PI3K
Signalkaskade kodieren. (Tab. 4).

2.10.2.1 Mutationen der katalytischen Untereinheit

Mutationen der katalytischen Untereinheit wurdereiner Vielzahl von Tumoren
gefunden, wobei die Pravalenz von Studie zu StaloNeeicht. Mutationen wurden haufiger
in hepatozellularen Karzinomen (36%), kolorektalemoren (32%), Mammakarzinomen
(8 - 40%), Gehirntumoren (27%), Magenkarzinomen 26%), Schilddrisentumoren (5 —
25%, abhangig von der Morphoplogie), Ovarialtumofén- 12%) und seltener in nicht
kleinzelligen Lungentumoren (1,3%), sowie akutenuk&@mien (1 von 88 / 1,1%)
gefunden. Weitere Mutationen wurden in Zervixtunrmogefunden (Shayesteh et al., 1999;
Ma et al., 2000; Samuels et al., 2004a und 2004imbell et al., 2004; Lee et al., 2005,
Wu et al., 2005; Levine et al., 2005; Saal et 2005). Wéahrend Campbell et al. keine
Korrelation zwischen Genmutation und Prognose, ditigie, Ostrogen-, Progesteron-
rezeptorexpression, Her2/neu Rezeptorstatus, Lyngibkmetastasierung, Grad und

Stadium des Mammakarzinoms fanden, wurde von Sadll,ecine Korrelation zwischen
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Genmutation und Lymphknotenmetastasierung, OstrpgFngesteronrezeptor-expression
und Her2/neu Rezeptorstatus fanden (Campbell, 2G04, Saal et al., 2005).

Molekl

Haufigkeit

Erkrankungen /

Tumorlokalisation

PI3K

PIK3CA (p110a)

PIK3CB (p110B)

p85

40%
20-40%
30%
5-15%
<5%
5%

5%
selten

Jahr (USA)

16,480
30,000-60,000
64,000

1,000
1,000
13,000

Endometrium

Kolon

Mamma

Kopf, Hals, Osophagus

serdse epitheliale Ovarialtumoren
serdse epitheliale Ovarialtumoren
Mamma

Ovar, Kolon, Gliom

~ Akt/PTEN / PDK1

Aktl

Akt2
PTEN

PDK1

8%
6%
2%
selten
>50%

>50%
20%

17,100
9,000
400

85,000
21,000

Mamma

kolorektal

Ovar

Ovar, Pankreas, Mamma

Gliom, Melanom, Prostata, Endometrium,
endometroide Ovarialtumoren

Mamma, Leukamie
Mamma

Aktivatoren der Kaskade

EGFRuvlII

EGFR

Her2

BCR/ABL
Kit

>80%
>50%
40%
10%
variabel
10-20%
8%
<10%
>90%
>80%
12%
variabel
70-90%
35%
<5%
30%
55%
15%

107,320
69,800
17,400

21,500-43,000
1,600

<17,500
>4,050

23,650-30,400
56,000
10,700

Gliom

Mamma

nicht-kleizelliger Lungenkarzinom
Lunge

Mamma, Kolon, Kopf und Hals
Mamma

Ovarialkarzinom hohen Grades
Lunge

CML

GIST

Keimzelltumoren

Sarkome

Pankreas

Lunge

Mamma

AML

Schilddriise

Melanom
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Molekdl Haufigkeit  Erkrankungen / Tumorlokalisation
Jahr (USA)

Aktivatoren der Kaskade
PDGFR selten GIST

>80% Dermatofibrosarkoma protuberans
Met 10% 17,400 Lunge

10% 14,900 Kolorektal

27% Kopf, Hals
FLT3 20-25% AML

Ostrogenrezeptor  60-70% 128,000-150,000 Mamma

 Effektoren von P-Akt

Forkhead Familie >50% alveolares Rhabdomyosarkom
niedrig akute Leukamie
kbl 30% 52,300 Lunge
p70S6Kinase <30% 64,000 Mamma
tcll Unklar T-Zell-, chronische lymphatische Leukamie
TSC1/2 <5% Nierenzellkarzinom

Tab. 4: Mutationen in Molekllen der PI3K Signalkaskade, die gehéauft in Tumoren auftreten(Brugge
et al., 2007)

Der gr@te Teil dieser Mutationen (80%) befindet sich arez®tellen, die helicale
Domane (47%) und die Kinase-Doméne (33%). Weitére ifinden sich in der p85-
Bindungsdomane (Samuels et al., 2004a und 2004h¢ drei am haufigsten
vorkommenden Mutationen E542K, E545K, und H1047Rd zu einer onkogenetischen
Transformation der Zellen. Zellen, die durch didseatationen transformiert sind, zeigen
konstitutive Aktivierung von PI3K, Akt, p70 S6Kinasind 4E-BP1 (Kang et al., 2005).

2.10.2.2 Mutationen der regulatorischen Untereinheit

Auch die regulatorische Untereinheit der PI3K zeigt Tumoren veschiedene
Mutationen. Mutationen im Exon 13 wurden in dreinvareizehn Zelllinien aus
Kolontumoren und in einer von zwei Zelllinien ausadaltumoren nachgewiesen. In drei

von achtzig primaren Ovarialkarzinomen und einemn v@echszig primaren
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Kolonkarzinomen wurden Mutationen im Exon 12 od&d#&r regulatorischen Untereinheit
gefunden (Philp et al., 2001). Es wurden auch dvkitanten der regulatorischen
Untereinheit beschrieben, die kirzer als das wildRyotein sind (siehe auch unten) (Jicker
et al., 2002; Jimenez et al., 1998; Shi et al. 6200

Viele Molekile in der PI3K / Akt Signalkaskade zmig Mutationen in

unterschiedlichen Tumoren (Brugge et al., 2007).

2.11.Darstellung der Versuche

Eine Fehlregulation der PI3K und der damit verbunashekonstitutiven Aktivierung
mitogener und anti-apoptotischer Signalwege wirde wben bescrieben, in vielen
menschlichen Tumoren und Leukamien beobachtet. Edferschung der molekularen
Ursachen dieser Fehlregulation ist die Grundlagedf@ Entwicklung neuer Inhibitoren,
Ansatzen und Mechanismen, die dann fir eine spgeb#i Tumortherapie eingesetzt

werden kdénnen.

2.11.1. Untersuchungen an der Cole Zelllinie

Die humane hamatopoetische Zelllinie Cole wurde @oer Patientin etabiliert, die
an einem Hodgkin Lymphom erkrankt war (Jones ¢t18185). Das Hodgkin-Lymphom,
oder auch Lymphgranulomatose genannt, ist einegmalErkrankung des lymphatischen
Systems, an der jahrlich etwa 7.350 Menschen inU&A erkranken (Jemal et al., 2006).
Die Krankheit ist charakterisiert durch die ReedtBbberg Zellen, die dann besonders in
Entzindungsbereichen vorkommen. Die Reed-Sternbéeflen sind monoklonale
lymphoide Zellen (meistens B-Zellen) (Kippers 2003s Epstein-Barr-Virus kann eine
Rolle in der Pathogenese von mindestens einigertySe vom Hodgkin-Lymphom
spielen (Harris, 1999). Die meisten Patienten gwwischen 15 und 30 Jahre oder Uber 55
Jahre alt (Ekstrand und Horning, 2002).

In der Zelllinie Cole wurde eine mutierte Form g&5x-Untereinheit der PI3K

nachgewiesen, kloniert und charakterisiert (Juekex., 2002). Bei der Mutation im p&5
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Gen handelt es sich um die Deletion der AdenosmlaasPosition 1907. Diese Deletion
fuhrt zu einer Verschiebung des Leserahmens nachménosaure 635, sodass 25 neue
Aminoséauren kodiert werden, bevor das Auftretee®iBtop-Codons zur Entstehung eines
trunkierten p8b—Proteins fuhrt. Dieses 76 kDa @¢eoProtein (wird deshalb pdgyenannt)
hat nur 635 von 724 Aminosauren des Wildtypg@8Broteins und es fehlt fast die ganze c-
terminale SH2-Doméne (Abb. 11). Rvbindet an der p110 katalytischen Untereinheit, die
in Cole Zellen konstitutiv aktiviert ist (Juckeradt, 2002).

nt 1870 TGG AAT GTT GGA AGC AGC AAC CGA AAC AAA GCT GAA™ACC

aa 624 W N V G S S N R N K A E L
TGT TGC GAG GGA AGC GAG ATG GCA CTT TTC TTG TCC GGG
c C E G S E M A L E L 5 G

AGA GCA GTA AAC AGG GCT GCT ATG CCT GCT CTG TAG
R_A V N R A A M P A L STOP

p110-Bindungsstelle

Prolin- Prolin-
eich reich DEV
p85a FSH3 BH-Domane 1-SH iSH2 :-SH Cole
P850 -
c-SH2 760
p76a [[SH3 BH-Domane < [i-SHZHEisH2 l% RIRO=- 5

Abb. 11: Schematische Darstellung der Mutation unddes mutierten p7@—Proteins. An der mit (*)
markierten Stelle fehlt die deletierte Base Adeiiyen darauf folgenden 25 neuen Aminoséuren folgt ei
Stop-Codon. Dadurch fehlt dem mutierten @7#Brotein fast die ganze c-terminale SH2-Domane. dfe C
Zellen kann nur das mutierte préProtein gefunden werden, wahrend in den KontrolWVEellen das

Wildtyp-p85a—Protein exprimiert wird (adaptiert von Jucker et 2002).

Es sollte untersucht werden, ob das exogen zugefimldtyp p8m-Gen in Cole
Zellen exprimiert wird und ob dadurch die Wirkungrd8m / PI3K-Mutante in Cole

Zellen aufgehoben werden kann.

Die c-terminale SH2-Doméane beinhaltet neben iBamungseigenschaften fur

tyrosinphosphorylierte Proteine auch noch eine leggusche Doméne, die die PI3K
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negativ reguliert und deren inhibitorische Funktifir eine Aktivierung der PI3K
aufgehoben werden muss. Ein Modell wurde beschmiet®nach zur Aktivierung der
PI3K Uber die regulatorische Untereinheit zwei gné&sse stattfinden mussen: kleine
GTPasen der Ras-Familie (Racl, Cdc42) binden amedgiatorischen Untereinheit und
gleichzeitig wird der Tyrosinrest 688 an der c-SBi@mane phosphoryliert. Diese
Phosphorylierung fihrt zu Konformationséanderungem cegulatorischen Untereinheit,
dadurch zur Aufhebung der Inhibition der katalytise Untereinheit durch die c-SH2-
Doméne und somit zur Aktivierung der PI3K (Chanakt 2002). Der Wegfall der c-
terminalen SH2-Doméne in der pB8b PI3K-Mutante konnte zu der konstitutiven
Aktivierung der PI3K fiuhren, die in Cole Zellen leaxhtet wurde. Ein anderer
Mechanismus, wie der Wegfall der c-SH2-Domane ifeZellen zu einer Aktivierung der
PI3K / Akt Signalkaskade fuhren kdnnte, ist wiegtolin Mausen wurde beobachtet, dass
die p8m—Untereinheit mit ihrer c-SH2-Domane an der PhosgeatSHIP binden kann
(Gupta et al., 1999). Es ist moglich, dass @85, Rahmen eines negativen Feedback-
Mechanismus, Phosphatasen wie SHIP aktivieren kabres wirde zu einer
Dephosphorylierung von PI(3,4,%)Bnd zur Unterbrechung der PI3K / Akt-Signalkaskade
fuhren. Durch das Fehlen der c-SH2-Doméne in dénpWntereinheit in Cole Zellen,
kbnnte so ein negativer Feed-back-Mechanismusd®vausfallen, und damit die PI3K /
Akt Signalkaskade verstarkt aktiv sein. Eine Intdom der regulatorischen Untereinheit
der PI3K mit der Phosphatase PTEN wurde ebenfalisiirieben (Geering et al., 2007).

2.11.2. Untersuchungen an der NIH3T3 Zelllinie

Weitere mutierte Formen der regulatorischen Untéiest der PI3K wurden
beschrieben, die kirzer als das Wildtyp-Proteird.sim der Kolonkarzinom-Zelllinie
HCC2998 werden aufgrund von zwei Punktmutationeden Allelen des p&85Gens nur
regulatorische Untereinheiten mit @en von 50 und 76 kDa exprimiert (Shi et al., 2006).

Es ist aber nicht klar, ob und was fir eine Roisd Mutanten in den Zellen spielen.

Eine weitere p8&-Mutante wurde in der Thymus-Lymphom-Zelllinie CMN5

etabiliert von Mausen nach Bestrahlung, gefundeas® Zellen exprimieren nur ein 65

51



2. Einleitung

kDa grg@es Protein (p6&), das an die katalytische pll10-Untereinheit bindmn
(Jimenez et al., 1998). Auch in dieser Zelllinierdvkein Wildtyp-Allel gefunden. Der
p65c—Untereinheit fehlt die ganze c-terminale SH2-DomaSe zeigt eine starkere
Aktivitat als das wildtyp Protein sowohl in einemrmstimulierten, als auch in einem
stimulierten Zustand. Wahrend in einem unstimwierZustand der Unterschied gering ist,
fuhrt die Bindung von Ras an p65/p110-PI3K zu ewswdnr viel starkeren Aktivierung als
bei p85/p110-PI3K (Jimenez et al., 1998; Jimeneal £t2002). Dies konnte Folge des
Wegfalls einer Inhibitionsfunktion der c-terminale®H2-Domane im mutierten
p650—Protein sein. Nach einer gleichzeitigen Aktivieruhgch Ras und phosphorylierten
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, ist der Aktivierungszastasron dem mutierten und wildtyp
Protein wieder ahnlich, im Einklang mit dem Erkldgsmodell von Chan et al., 2002.
Weitere Untersuchungen zeigten, dass diexp@iitereinheit zu einer starkeren und langer

andauernden Aktivierung der PI3K fuhrt (Jimenealgt2002).

In dieser Arbeit sollte weiter der direkte Einfludsr p76. / PI3K-Mutante auf die
Regulation der PI3K-Aktivitat und auf das Wachstwon Zellen untersucht werden.
Zunéchst sollte untersucht werden, ob das mut%e-Gen nach Transduktion in murine
NIH3T3 Zellen exprimiert wird und ob diese Expressizu einer erhdohten und langer

andauernden PI3K-Aktivierung in diesen Zellen flhrt

2.11.3. Untersuchungen an CD32 Zellen

Gleichzeitig sollte untersucht werden, welche Aukumg die Expression des
mutierten bzw. wiltyp p8a-Gens in humanen primaren hamatopoetischen C@a#len
hat. CD34 ist ein Zellmarker, der auf der Oberfi&scion sehr unreifen hamatopoetischen
Zellen exprimiert wird und deren Expression mitfileg der Zellen abnimmt. Die p85
regulatorische Untereinheit ist ein wichtiger Regoit der Funktion von hamatopoetischen
Maus-Stammzellerin vivo und spielt unter anderem auch eine Rolle in defeB-
Entwicklung, Erythropoese, sowie M-CSF- und GM-C&fangigen Makrophagen-
proliferation (Fruman et al., 1999; Huddleston ket 2003; Munugalavadla et al., 2005;

Haneline et al., 2006). CD34Zellen sollten aus Nabelschnurblut gesunder Spende
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gewonnen werden und die Auswirkung der Expressemdutierten (p7g-) und Wiltyp-

p85u-Gens auf die GM-CSF-Stimulation sollte untersugégrden. GM-CSF ist ein
wichtiger Wachstmusfaktor der Hamatopoese und ieguie Reifung, Proliferation und
Differenzierung der CD34Zellen zu neutrophilen und eosinophilen Granulemyt

Makrophagen und Megakaryozyten (Abb.12).

T-Lymphocyt

lymphatische ¢ s
Stammzelle
F25
B-lymphocyt ———» [
Plasmazelle

GM-CSF,
Interleukin 3 basophil
philer
Stammzelle Granulocyt
Interleukin 3 eosinophiler
Granulocyt

M-CSF,
GM-CSF a5
Monocyt ——,

myeloische
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Interleukin 3 Makrophage
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Granulocyt

Thrombo-
cyten

. Erythrocyt

Abb. 12: Schematische Darstellung der Hamatopoesénach Loffler / Petrides, Biochemie und
Pathobiochemie, 6. Auflage).

Es wurde beobachtet, dass GM-CSF ein Wachstumsftiktdeukamische Zellen
aus Patienten mit AML (akute myeloische Leukamiehd uJMML (juvenile
myelomonozytare Leuk&mie) ist (Young und Griffir§86; Emanuel et al., 1991). Eine
Stimulation des GM-CSF-Rezeptors fiihrt zur Aktivieg von Shc, das seinerseits Grb2
aktiviert. Grb2 bindet und aktiviert Gab-2 und S@&.Gab-2 kann die p85 regulatorische
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Untereinheit der PI3K binden, wahrend an SOS das-FRatein (ein weiterer PI3K-
Aktivator) binden kann (Gu et al., 2000) (Abb. 13).

PDK-2
ILK
DNA-PK

mTORC?2 d _
PKCRII AKT signaling

Abb. 13: Aktivierung der PI3K / Akt Signalkaskade durch GM-CSF (adaptiert von Cully et al., 2006 und
Gu et al., 2000).

2.11.4. Weitere Untersuchungen

Als letztes sollten die Effekte der p850berexpression in anderen Zelllinien
untersucht werden. Daflr sollten die humane 293ggKE93) Zelllinie, sowie die
humanen Leuk&mie-Zelllinien Eoll, Jurkat, MV4-11562, Kasumil und die murine
Leuk&amie-Zelllinie M1 untersucht werden. Diese Wakn beinhalten Mutationen, die
haufig in menschlichen Leuk&dmien vorkommen (s. 4.63L.). Hier sollte festgestellt
werden, in welchem Mee die Proliferation dieser Zelllinien PI3K-abhéngdgy. Dann
soliten die Uberexpressionsmuster von @85sowie die Auswirkungen dieser
Uberexpression auf die PI3K-Aktivitat und Proliféoa dieser Zelllinien untersucht

werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1.Chemikalien

Soweit es nicht anders angegeben wird, wurden Gdaiem von Sigma-Aldrich
(Taufkirchen) und Merck-Eurolab (Darmstadt) verwendDie Zusatze fur die
Bakterienmedien wie Bacto-Tryptone und Hefe-Extrstetmmten von der Firma Difco
(Detroit, USA). Samtliche Materialien fir die Zallkur wie Kulturmedien, fOtales
Kalberserum und weitere Medienzusatze wurden bdicédRL (Eggenstein) und

Invitrogen gekauft.

3.1.2.Puffer und Stammlésungen

LB-Medium: 1% Trypton
(Lysogeny broth 0,5% Hefeextrakt
1% NaCl

pH 7,0 mit 1 M NaOH eingestellt

1x PBS pH 7,4: 137 mM NacCl
(Phosphate buffered salipe2,7 mM KClI

4,3 mM NaHPO, - 7H,O

1,4 mM KHPO,
10x TBS: 1,4 M NacCl
(Tris-buffered saling 0,1 M Tris-HCI pH 8,0
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NP40-Lysepuffer:

1x TAE:

(Tris-Acid-EDTA

TE pH 7,5:
(Tris-EDTA)

1x Protein-Ladepuffer :

(fur PAGE)
(Polyacrylamid-Gel-

Elektrophorese)

3x Protein-Ladepuffer:

50 mM Hepes pH 7,5

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsaure)

150 mM NacCl

1% NP40 Nonylphenylpolyethylenglykol (Nonident @ 4

2% TrasyloP

2 mM EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)

50 mM NaF

10 mM NaPyrophosphat

10% Glycerin

1 mM Natriumorthovanadat

1 mM PM@&henylmethansulfonylfluorid)

40 mM Tris énino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol)
13 mM Essigsaure

1 mM ER pH 8,0 (Ethylendiamintetraessigsaure)

10 mM Tris-H@H 7,5

1 mM EDTA pH 8,0 {{iylendiamintetraessigsaure)

62,5 mM Tris-HCI pH 6,8
3% SDS (Sodiumdodecylsulfat)
10% Glycerol

0,01% Bromphenolblau

180 mM Tris-HCI pH 6,8
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(fur PAGE)
(Polyacrylamid-Gel-

Elektrophorese)

10x Laufpuffer:
(fur PAGE)

6% SDS (Sodiumdodecylsulfat)
30% Glycerol

0,01% Bromphenolblau

144 g Glycin

30 g Tris (2-amino-2-hydroxymethyl-pam-1,3-diol)

(Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese)

Transferpuffer:

(fur Western Blot)

20x MOPS- Puffer:

(fur Westen Blot)

1x DNA-Ladepuffer

(fir Gelelekrophorese)

Fur CD34-Aufreinigung:

1x Laufpuffer
1/5 Volumen Methanol

1% SDS (Sodiumdodecylsulfat)

1 M MOPS (3-(N-morfiho)propansulfonsaure)
1 M Tris (2-amino-2-hpatymethyl-propane-1,3-diol)
3 M Sodiumdodecylsulfat)

0,5 NDEA (Ethylendiamintetraessigsaure)

5% Glycerin
166,7 uM EDTA pH 8,0 (E¢mgliamintetraessigsaure)
0,025% Bromphenolblau

0,025% Xylencyanol

2% FCS (fotales Kaberserum)

»,Recommended Meditim 1 mM EDTA in PBS Phosphate buffered salipe
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3.1.3.Antikorper

Folgende Antikorper wurden in den Experimenten wemet (in Klammern ist
jeweils die Verdunnung, in welcher der Antikorperder Westernblotanalyse eingesetzt

wurde, angegeben):

3.1.3.1. Primare Antikorper

- Anti-P-Akt (193H12) (1:1000), Cell Signaling (Cell Signaling, MA, USA)O058,
monoklonaler Kaninchen-Antikdrper 1gG, der gegent Aderichtet ist, das am

Serinrest 473 phosphoryliert ist.

- Anti-P-Akt-Alexa-Fluof 647 (193H12)(1:1000), Cell Signaling (Cell Signaling,
MA, USA) #2337, monoklonaler Kaninchen-Antikorpeid, der gegen Akt gerichtet
ist, das am Serinrest 473 phosphoryliert ist. Digs#ikorper ist direkt mit Alexa-
Fluor® 647 gekoppelt.

- Anti-Aktl (B-1)(1:200), Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, O8A) #sc-
5298, monoklonaler Maus-Antikdrper lgGder gegen den Aminosdureresten 345-
480 von Aktl gerichtet ist.

- Anti-p85-PI3K (1:500), Upstate Biotechnology (Lake Placid, NYSA) #05-217,
monoklonaler Maus-Antikorper 1gG, der den n-ternenaBereich (Aminosauren
327-434) der regulatorischen Untereinheit der Pi885 und p76:) erkennt.

- Anti-P110-PI3K (D-4)(1:200), Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, O8A)
#sc-8010, monoklonaler Maus-Antikorper lgGder gegen die Aminosaurereste 800-
1039 der katalytischen Untereinheit der PI3K (a®formen der pl10-PI3K)
gerichtet ist.
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Anti-P-Tyr (PY99)1:1000), Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, O8A) #sc-
7020, monoklonaler Maus-Antikdrper lgGder gegen phosphorylierte Tyrosinreste
gerichtet ist.

Anti-GFP (1:1000), Roche Applied Science (Mannheim), #114 8460 001,
Mischung aus zwei monoklonalen Maus-Antikdrpern J1g@e gegen GFPg(een
fuorescenting protejngerichtet sind.

Anti-GAPDH (6C5)1:3000), Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, G8A) #sc-
32233, monoklonaler Maus-Antikorper lgGler gegen GAPDH (Glyceraldehyd-3-
Phosphat Dehydrogenase) gerichtet ist, zum Abglemdr aufgetragenen
Proteinmengen am Beispiel der GAPDH.

ERK-1 (K-23)(1:2000), Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, O8A) #sc-94,
polyklonaler Kaninchen-Antikdrper 1gG, der gegenkBRund ERK2 éxtracellular
regulated kinase 1 und )Z2gerichtet ist, zum Abgleich der aufgetragenen
Proteinmengen am Beispiel der MAP-Kinasen ERK1 HRH?2.

3.1.3.2. Sekundéare Antikorper

Ziegen-anti-Kaninchen-lgG-HRPL:5000), Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
CA, USA) #sc-2004, Ziegen-Sekundéarantikorper Ig&, gegen Kaninchen-Epitope
gerichtet ist, konjugiert mit Meerrettich-Peroxidas

Ziegen-anti-Maus-1IgG-HRKR1:5000), Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA
USA) #sc-2055, Ziegen-Sekundarantikorper 19G, dagegp Maus-Epitope gerichtet
ist, konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase.
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3.1.4.Enzyme und Reaktionskits

Die zur Restriktion von Plasmid- und genomischer ADNenutzten Enzyme
wurden sowohl von Roche Diagnostics (Mannheim) algh von MBI Fermentas
(St.Leon-Rot) bezogen. Von MBI Fermentas stamnteefedie zur Dephosphorylierung

von Vektorenden eingesetzte alkalische Phosphatase.

3.1.5.Bakterienstamme

Zur Transformation und Amplifikation von Plasmidemurde derE.coli-Stamm
DH10B verwendet.

3.1.6.Zellen

3.1.6.1. Zelllinien

- Phonix-293-gp Zellen (auch HEK293 genannt): etabliert aus humanen
embryonalen Nierenzellen (HEK293).

Die 293-gp Zellen sind humane embryonale Niereamglldie durch den
Adenovirus E1A transformiert wurden. Diese Zelleginbalten ein gagpol-Element
(Mulligan, 1993) und wurden fiir die Produktion ostiraler Uberstande (amphotrop-,
ecotrop-, GALV-, RD114-pseudotypisierte Retrovirergywendet. Diese Helferzelllinie

wurde freundlicherweise von Dr. G. Nolan (Stanfordversity) zur Verfligung gestellt.
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- NIH3T3-Zellen aus embryonalen Méausefibroblasten abgeleitet.

Bei den NIH3T3-Zellen handelt es sich um immortatie embryonale
Mausefibroblasten (Jainchill et al., 1969), die Benolayer wachsen. Diese Zelllinie

wurde vom ATCC American Type Culture Collectiperhalten.

- PG13 aus der NIH3T3-Zelllinie abgeleitet.

Diese Retrovirus-Verpackungszelllinie produzierttrBeren, die das GALV
(gibbon ape leukemia virusHullprotein tragen und die Infektion menschlicl#sllen
ermoglichen (Miller und Rosman, 1989; Miller et,al991). Die Zelllinie wurde
freundlicherweise von Dr. Boris Fehse (Knochennagksplantationszentrum,

Universitatsklinikum Eppendorf, Hamburg) zur Verting gestellt.

- HT1080 humane Fibrosarkom-Zelllinie.

Die aus der Biopsie eines Fibrosarkoms von einerjdB%gen Patienten
etablierte HT1080 Zelllinie (Rasheed et al., 19%4dyde als adharente Kontrollzelllinie
fur die retrovirale Infektion mit amphotrop- und RD4-pseudotypisierten Retroviren
genutzt. Die Zelllinie wurde freundlicherweise vam. C. Stocking (Heinrich-Pette-
Institut fir Experimentelle Virologie und Immunoleg Hamburg) zur Verfiigung

gestellt.

- TE671 humane Muskelzelllinie.

Die humane Muskelzelllinie TE671, die einer Rhabglogarkomzelllinie dhnelt
(Stratton et al., 1989), wurde als adharente Kdmgitlinie flr die retrovirale Infektion

mit GALV-pseudotypisierten Retroviren genutzt. Mielllinie wurde freundlicherweise
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von Dr. Boris Fehse (Knochenmarkstransplantatiamsam, Universitatsklinikum

Eppendorf, Hamburg) zur Verfiigung gestellt.

- Cole Zelllinie humane Zelllinie, abgeleitet von der Hodgkin-Kghait.

Die Cole Zelllinie entspricht nicht ausdifferenzesr T-Zellen und stammt von
einem Patienten, der an der Hodgkin-Krankheit edktravar (Jones et al., 1985). In der
Cole-Zelllinie wurde eine mutierte Form der p8Bntereinheit der PI3K nachgewiesen,
kloniert und charakterisiert (Jucker et al., 20@)i der Mutation am p&bGen handelt
es sich um die Deletion einer Adenosinbase an iBoslt907. Diese Deletion fuhrt zu
einer Verschiebung des Leserahmens nach der Amir®s&35, sodass 25 neue
Aminosauren kodiert werden, bevor das AuftreteregiStop-Codons zur Entstehung
eines trunkierten p86-Proteins fuhrt. Dieses 76 kDa @eProtein (wird deshalb pa6
genannt) hat nur 635 von 724 Aminosauren des val@Ba—Proteins und ihm fehlt fast
die ganze c-terminale SH2-Doméne. &Téndet an der p110 katalytischen Untereinheit,
die in Cole Zellen konstitutiv aktiviert ist (Jucket al., 2002). Die Cole Zellen wurden

freundlicherweise von Dr. H. Tesch (Universitatsidum Koéln) zur Verfigung gestellt.

- Jurkat SHIP Klon #5%im Folgenden als Jurkat genannt): humane Zedlliaus

der Jurkat-T-Zell-Leuk&mie-Zelllinie abgeleitet.

Diese Zelllinie wurde von Dr. S. Horn aus der Jtik&elllinie etabliert, die aus
dem peripheren Blut eines an akuter lymphatiscleeikBmie (ALL) erkrankten Patienten
stammt (Schneider et.all977). Die Zelllinie besitzt einen Transaktiva{durkat-Tet-
On) und durch Zugabe von Doxycyclin kommt es zwtuktion der Expression von
SHIP-1. Sie exprimiert g Mengen an (Ser473) P-Akt, es ist aber nicht t#oildig

klar, welcher Mechanismus und welches Enzym hietteeprimére Rolle spielt.
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- Kasumi-1 humane myeloische Zelllinie.

Diese Zelllinie wurde aus dem peripheren Blut eia@s akuter myeloischer
Leukdmie (AML) erkrankten 7-jahrigen Patienten &&ab und zeigt eine t(8;21)
chromosomale Translokation. Die Zelllinie zeigteemyeloische Morphologie (Asou et
al., 1991) und eine N822K Mutation im c-kit, die einer Aktivierung seiner Tyrosin-
Kinase-Aktivitat fuhrt. Diese Aktivierung fuhrt ueit anderem zur Aktivierung der PISK
und Ser473-Phosphorylierung von Akt (Beghini ef 2005). Aktivierende Mutationen
an dem KIT-Rezeptor kénnen zur Aktivierung von Sigaskaden fuhren (z.B. PI3K-
Signalkaskade), die Faktor-unabhangiges WachstumTumorentstehung begiinstigen
(Tsujimura et al., 1999; Hashimoto et al., 2003RKPist eine wichtige Signalkaskade,
wodurch c-KIT und ihr Ligand SCFtem cell factorihre Wirkung (z. B. Proliferation)
entfalten (Serve et al., 1994; Lee et al., 2007KIT Mutationen sind sehr haufig, bis zu
25%, in AML-Patienten anzutreffen (Care et al., 208oissel et al., 2006). Diese
Zelllinie wurde freundlicherweise von Dr. C. Stawoyi (Heinrich-Pette-Institut fur

Experimentelle Virologie und Immunologie, Hamburg) Verfigung gestellt.

- MV4-11 humane Zelllinie aus einer akuten myeloischerkBeuie (AML).

Diese Zelllinie zeigt die t(4;11)(q21;q23) Transiibn, die typischerweise in
biphenotypischen Leukamien beobachtet wird, waelsh in Abwesenheit von GM-
CSF und wurde aus peripherem Blut eines an ein@elBimyeloischen Leukamie
erkrankten Patienten etabliert (Lange et al., 198i¢ MV4-11 Zelllinie zeigt eine
interne Tandemduplikationinfernal tendem duplicatignin dem FLT3-Gen f(ns-like
tyrosine kinase Diese Mutation ist auf beiden Allelen vorhander in MV4-11 Zellen
ist nur das mutierte Protein nachweisbar (Quentmatieal., 2003). Diese Mutation im
FLT3-Gen ist bei 20-28% der Patienten mit akuteeloigcher Leukdmie, sowie seltener
bei Patienten mit akuter lymphatischer Leukamie wmgklodysplastischem Syndrom
nachweisbar (Gilliland und Griffin, 2002; Whitmah a., 2001). Mutationen im FLT3-

Gen sind mit schlechterer Prognose assoziiert umdpédrieren mit weiteren
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leukamischen Onkogenen fir einen aggresiveren By@n®@ie in MV4-11 Zellen
gefundene interne Tandemduplikation fuhrt zu eiAktivierung der Tyrosin-Kinase-
Aktivitat des Rezeptors (Gilliland und Griffin, 2B)) Aktivierung der PI3K (Scheijen et
al., 2004) und eine Ser473-Phosphorylierung von(&ldorge et al., 2005). Die Zelllinie
wurde freundlicherweise von PD Dr. Justus DuysBerMedizinsche Klinik, TUM) zur
Verfligung gestellt.

- K562 humaneerythroblastische Zelllinie.

Diese Zelllinie wurde von einer Patientin mit chismier myeloischer Leukdmie
(CML) in einer Blastenkrise etabliert (Lozzio undazio, 1975). Sie besitzt das typische
Merkmal einer chronischen myeloischen Leukamie, Bh8adelphiachromosom. Das
Philadelphiachromosom entsteht durch eine reziprokeanslokation zwischen
Chromosom 9 und Chromosom 22, t(9;22)(q34;911).rddiewird das ABL Proto-
Onkogen, das auf Chromosom 9 lokalisiert ist, n@iRB({reakpoint cluster regignauf
Chromosom 22 fusioniert (Rowley, 1973; Groffen bt 8993). BCR-ABL ist in uber
95% der CML zu finden (Kurzrock et al., 1988). DBER-ABL Protein zeigt eine
gesteigerte ABL-Tyrosin-Kinase-Aktivitdt und bedusst die Entstehung von
Leukdmien (llaria und Van Etten, 1995). Das Fusmwotin fihrt zu einer Aktivierung
der PI3K und Ser473-Phosphorylierung von Akt (Geoeg al., 2005; Tringali et al.,
2007). Die von uns verwendeten K562-Zellen zeimn Ser473-P-Akt in Western Blot
Analysen. Diese Zelllinie wurde freundlicherweisenvDr. Jutta Friel (Heinrich-Pette-

Instiut fur Experimentelle Virologie und ImmunolegiHamburg) zur Verfiigung gestelit.

- Eol-1: humane Zelllinie, abgeleitet von einer eosinaghiLeukamie.

Diese Zelllinie wurde aus peripherem Blut eines akuter myeloischer
(eosinophiler) Leuk&dmie (AML) bei hypereosinophilésyndrom erkrankten Patienten
etabliert (Saito et at., 1985). Cools et al.,, 20@chreiben die Expression eines
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Fusiongenes, bestehend aus dEipl-likel-Gen (FIP1L1) und dem PDGRRGen
(PDGFRA) in bis zu 56% der Patienten mit hypereggitilem Syndrom. Dieses
Fusiongen entsteht durch eine interstitielle Defetam Chromosom 4ql2. FIP1L1-
PDGFRuy ist eine konstitutiv aktivierte Tyrosin-Kinase dia einer Transformierung der
hamatopoetischen Zellen fuhrt. Die Eoll Zelllinigpemiert das Fusionsprotein FIP1L1-
PDGFRxund es werden weder das wildtyp FIP1L1, noch dakityp PDGFRx
gefunden (Cools et al., 2004). Das FIP1L1-PDGFRrotein ist kein Membran-
gebundenes Protein (wie PDGdRes ist aber konstitutiv aktiv (Gotlib et al.,(20). Der
Mechanismus der konstitutiven Aktivierung ist nigbtistdndig aufgeklart, denkbar ware
aber, dass das FIP1L1-Protein zur Dimerisierung dentiit Autophosphorylierung des
Proteins fihrt. Eine andere Mdglichkeit ergibt saals der Beobachtung, dass durch die
Fusion, das PDGFR Protein die juxtamembranése Domane teilweise eserlEs ist
bekannt, dass ein Verlust dieser Doméne zu einerstitotiven Aktiverung der
entsprechenden Kinase fuhrt (Gilliland et al., 2@8Rota et al., 1998). Von Stover et al.,
2006 wird beschrieben, dass nur dieser zweite Wegié Aktivierung der Kinase eine
Rolle spielt. PDGFR ist ein Aktivator der PI3K und in Eoll-Zellen istne Ser473-
Phosphorylierung von Akt vorhanden (Baumer et24Q7; Li et al., 2004). Die Zelllinie
wurde freundlicherweise von PD Dr. Justus DuysgerMedizinsche Klinik, TUM) zur
Verfligung gestellt.

- M1: Mauszelllinie, abgeleitet aus einer akuten myeloen Leuk&mie (AML).

Zur Etablierung der Zelllinie wurde Knochenmark vaginer an akuter
myeloischer Leukéamie (AML) erkrankten Maus entnommand in eine isogenische
Maus implantiert. Aus den daraus entstandenen pigstischen Lymphknoten wurden
Zellen isoliert und in Softagar kultiviert (Ichikay1969). Diese Zellen exprimieren kein
Tumorsupressorgen p53 und lassen sich mit IL6 r{eukin 6) in Wachstumsarrest,
terminale Differenzierung zu Makrophagen und Apepttreiben. Die PI3K ist essentiell

fur die IL-6 vermittelte Protektion gegen p53-indarze Apoptose in diesen Zellen und
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sie zeigen eine Ser473-Phosphorylierung von Akis@iieet al., 2006). Die M1 Zellen
wurden untersucht um ein Modell zu etablieren, uenEdgebnisse dieser Arbeit in einem
Tiermodell untersuchen zu kdnnen. Die trasduziemédnZellen konnten in einer Maus
injiziert werden, um eventuell die Wirkungen unddfianismen der p85-Untereinheit
in vivo untersuchen zu konnen. Diese Zelllinie wurde fdécherweise von Dr. G.
Schuh (Onkologie und Hamatologie, Medinizinischankl 1l, Universitatsklinikum

Eppendorf, Hamburg) zur Verfiigung gestellt.

3.1.6.2. Priméare Zellen

Die Nabelschnurblutproben von gesunden Spendermemufreundlicherweise
von Dr. G. Ortmeyer von der Klinik und Poliklinikif Geburtshilfe und Pranatalmedizin
des Universitatsklinikums Eppendorf, Hamburg zur rfifgung gestellt. Das
Leukaphereseprodukt eines Patienten in der Blassenkeines myeloproliferativen
Syndroms wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Viedker von der Abteilung fur
Hamatologie und Onkologie des Universitatsklinikureppendorf, Hamburg zur
Verfigung gestellt. Mononukleadre Zellen wurden etgtDichtegradientenzentrifugation

aus den Blutproben gewonnen (s. 3.2.7.11.).

3.1.7.Nukleinsauren
3.1.7.1. Vektoren
- pMigRI

Beim MigRI handelt es sich um einen retroviralenkiddée von 6,056 kb, der
freundlicherweise von Dr. R. Feldmann (Baltimor&A) zur Verfiigung gestellt wurde.
Der Vektor beinhaltet eine perfekte KOZAK-Sequethe, die Bindung der mRNA an der
kleinen ribosomalen Untereinheit vereinfacht. Deultiplen Klonierungsstelle (MCS,
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multiple cloning sitePosition 1406 (Bgl 2) bis 1424 (EcoRl); an depBt1424 Stelle
wurden die p8&-und p7@&—Fragmente hineinkloniert) folgt eine interne
Ribosomeneintrittsstelle (IRE$iternal ribosom entry sigeszom Encephalomyocarditis-
Virus. Durch die IRES wird eine Koexpression ddinfluoreszierenden Proteins (EGFP,

enhanced green fluorescent projegmmaoglicht.

MCS: pETa hzw. p 7o
— S5'LTR 3LTR A AMP —m_

Abb. 14: Schematische Darstellung des linearisienteMigRI-Konstrukts. LTR: long terminal repeat

IRES: internal ribosom entry sigeEGFP:enhanced green fluorescent prote&kMP: Ampicillinresistenz,

ORI: origin of replication,MCS: multiple cloning site.
- pHCMV-VSV-G (M75)

Dieser 6,0 kb grof3e Vektor, der von M. von Laeraffkfurt) freundlicherweise
zur Verfigung gestellt wurde, kodiert fir das VSWP@&tein gesicular stomatitis virus -

glycoproteir).

—| IE-hCMU-promotorHﬁ—Globin-IntronH VSV-G Hﬁ—Globin—B‘UTR/poly-A-SignalH amp |—

Abb. 15: Schematische Darstellung des linearisiemepHCMV-VSV-G —Konstrukts

- SVgp (M57)

Dieser 10,3 kb grol3e Vektor, der von M. von Laaafkfurt) freundlicherweise
zur Verfugung gestellt wurde, kodiert fur das gaiHponstrukt, das unter der Kontrolle

eines SV40-Promotors liegt.

— Amp [—Col E1 [+ SW<0 pA

gagpol HsSv40 P |—

Abb. 16: Schematische Darstellung des linearisienteSVgp —Konstrukts
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- ecoenv-IRES-puro

Dieser 9,8 kb gree Vektor wurde fir die ecotrope Pseudotypisierury d
Retroviren verwendet und wurde freundlicherweise Bo. C. Stocking (Heinrich-Pette-
Institut fur Experimentelle Virologie und Immunoleg Hamburg) zur Verfligung

gestellt.

— EFle H env [ IRES H puro —

Abb. 17: Schematische Darstellung des linearisienteecoenv-IRES-puro —Konstrukts

- pHCMV-A-MLVenv (K25-2)

Dieser 6,8 kb grge Vektor wurde fur die amphotrope Pseudotypisierdeg
Retroviren verwendet und wurde freundlicherweise Bo. C. Stocking (Heinrich-Pette-
Institut far Experimentelle Virologie und Immunoleg Hamburg) zur Verfligung

gestellt.

—| IE—hCMU—PromotorH ﬁ—Globin-IntronH 4070Aenv |—| B-Globin-3"UTR /Poly-A-Signal H amp |—

Abb. 18: Schematische Darstellung des linearisiemepHCMV-A-MLVenv —Konstrukts

- GALV

Der GALV (Gibbon Ape Leukemia Viru&/ektor wurde freundlicherweise von
Dr. Boris Fehse (Knochenmarkstransplantationszemtru Universitatsklinikum
Eppendorf, Hamburg) zur Verfligung gestellt und etgich fir Pseudotypisierungen zur

Transduktion humaner Leukamie-Zellen.
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- RD114

Dieser Vektor wurde freundlicherweise von F.-L. €gis(London, UK) zur
Verfugung gestellt und kodiert fir ein Glykoprotegines Katzen-endogenen Virus
(RD114). Der Vektor eignet sich fur Pseudotypisigen zur Transduktion humaner

hamatopoetischen Zellen.

- p85xInsert

Die p85a-cDNA wurde freundlicherweise als 2,2 kb fes EcaRI-Fragment von
PD Dr. Jucker zur Verfugung gestellt.

- p76e-Insert

Die p76a-cDNA mit der Deletion einer Adenosinbase an Pasitl®07, wurde
freundlicherweise al&coRI-Fragment von PD Dr. Jiucker zur Verfigung gestBliese
Deletion fuhrt zu einer Verschiebung des Leserastend damit zu 25 neuen

Aminosauren-Codons, gefolgt von einem frihzeiti§émp-Codon.

Pos. 1907: A-Deletio

p/6a Insert

P8oa Insert

Abb. 19: Schematische Darstellung dep85a- und 76a-Inserts
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- pBluescript Il SK (+)

Dieser 3,0 kb Vektor wurde verwendet zmvitro Transkription der p8s und

76a-Inserts und wurde von PD Dr. E. Mohr (Institut fématomie . Zellulare

Neurobiologie Universitatsklinikum Eppendorf, Hamburg) zur Verting gestellt.

— T7 Promotor{Hlac promotor

puUC Drigin|— ampl—f1(+) origin |-

Abb. 20: Schematische Darstellung des linearisienepBluescript Il SK (+)-Konstrukts

3.1.7.2. DNA-Oligonukleotide

Fur die Sequenzierung wurde folgender Primer vedetn

DNA-Oligonukleotid-Sequenz: 33’

p85#8 Antisense: caagggaggtgtgttggtaatgtagc

Der Primer wurde bei MWG Biotech (Ebersberg) synsiet.

3.1.8.Gerate

Bakterienbrutschrank Memmert (Schwabach)
Bakterienwerkbank Intermed (Wiesbaden)
BioPhotometer Eppendorf (Hamburg)
Elektrophorese-Kammer (horizontal) MWG-Biotech

Elektrophorese-Kammer (vertikal)

Prot&HriCell, BioRad

FACSAria

Becton & Dickinson

FACSCalibur Becton & Dickinson
FACSCantor Becton & Dickinson
FACSSCAN Becton & Dickinson
Feinwaage Sauter (Ebingen)

Flow TiterteK Multiskan Plus

ICN

Geldokumentationssystem CF8/1 FMC

Kappa Messtechnik
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Heizruhrer Typ 50301

Heidolph (Schwabach)

Horizontalschiittler Rocky

Frobel Labortechnik

Intelligent Dark Box

Fujifilm (Japan)

Luftgeltrockner Bio Rad

Lyophyllisator: SpeedVac Concentrator Savant

Mikroskop Labovert Leitz

Mikroskop Axiovert 200 Zeiss

Mikroskop Olympus Japan

PCRGeréat Eppendorf

pH-Meter CG 820 Schott-Gerate GmbH
Power-Pac 1000 Bio Rad, USA

Power Supply EPS200 Amersham Pharmacia Biotech
Ruhrplatte Heidolph

Schutron Schnipptherm

MS-Laborgerate (Heidelberg)

Schittelinkubator (Bakterien)

HAT Infors AG

Sterilbank

Heraeus HS 12

Thermomixer 5436 Eppendorf
Tischzentrifuge 5415C Eppendorf
Tischzentrifuge Biofuge pico Heraeus

Transfer-Kammer

Trans-Blo®, Bio Rad, USA

UV-Tisch (312 nm)

Bachofer (Reutlingen)

Vortexer IKAMAG® RH

IKA®-Labortechnik (USA)

Waage PM2000

Mettler (Giessen)

Wasserbad 1002/1012/1086

GFL (Hannover)

X Cell Sure Lock

Invitrogen

Zellkulturbrutschranke

Heraeus (Hanau)

Zellkulturwerkbank

Heraeus (Hanau)

Zentrifuge 540

Eppendorf

Zentrifuge Sorvafl RC-5B

Du Pont Instruments (Frankreich)

Zentrifuge Varifuge 3.0R

Heraeus (Hanau)

Zentrifuge Varifuge K Heraeus
3.1.9.Verbrauchsmaterialien

0,2 ml-Reaktionsgefal3e Biolabs

0,5 ml-Reaktionsgefal3e Biolabs

1,5 ml-Reaktionsgefalie Eppendorf, Sarstedt
2,0 ml-Reaktionsgefalle Eppendorf

5 ml Polystyren Rohrchen Becton & Dickinson
15 ml-Réhrchen Falcon

25 ml-Weil3kappenréhrchen Sarstedt
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50 ml- R6hrchen Falcon
Bakterien-Petrischalen Greiner, Sarstedt
96-LochPlatten Greiner
24-LochPlatten Greiner
6-Loch-Platten Greiner
Gewebekulturflaschen T25 Greiner
Gewebekulturflaschen T175 Greiner

Nunc™ Gewebekulturflaschen T250 Nalgene

Nunc™ Plastikampullen Nalgene
Pipettenspitzen Sarstedt & Biozyme
SW-40-Polyallomer-R6hrchen Beckman

0,45 um- Filter

Pall Gelman Laboratory (Ann Arbor, MI)

Whatma® 3MM-Chromatografiepapier

Schleicher und Schuell

Nitrocellulose Membran (0,4fm)

Schleicher und Schuell

3.2. Methoden

3.2.1.Bakterienkulturen

3.2.1.1. Wachstum und Vermehrung

Die Bakterienkulturen wurden im LB-Medium angezi@hDa alle verwendeten

befan,

(Endkonzentration 50 pg/ml) zugefigt, um die Bakterdie das gewilnschte Plasmid

Plasmide ein  Ampicillin-Gen wurde dem Medium Ampicillin
beinhalten, positiv zu selektionieren. Die Bakteki@turen wurden tGber Nacht fur 12-16

Stunden bei 37°C und unter Schutteln (220 UpM) I,

Um Bakterienkolonien auf festem Boden anzuzichtamde dem Medium mit
Ampicillin-Zusatz, 1,5% Agar zugefiigt und Agarpéattin Petrischalen gegossen. Die
entsprechenden Bakterien wurden auf die Agarplatteyeimpft und tber Nacht fir 12-
16 Stunden bei 37°C inkubiert.
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3.2.1.2.  Anlegen von Glycerolstocks

Die Bakterien wurden in Glycerolstocks bei -80°Clagert. Daftr wurden
einzelne Bakterienklone gepickt und Gber Nacht mlMedium (s. 3.2.1) herangezogen.
Nach 12-16 Stunden wurde 1 ml Bakterienkultur inndlr-Plastikampullen mit
Glycerin (Endkonzentration 15%) versetzt und eiraei.

3.2.1.3. Transformation von Bakterien

100 ul kompetente Bakterien wurden von -80°C asfdtifgetaut, 100 pg — 100
ng Plasmid-DNA wurde hinzugegeben und vorsichtigiigeht. Nach 30 min Inkubation
auf Eis, erfolgte fir 1 min ein Hitzeschock bei @2Danach wurden die Bakterien in 1
ml LB-Medium aufgenommen und fur 1 Stunde bei 3#ikubiert. Um sicherzustellen,
dass einzelne Klone zu picken sind, wurden jewdi pl und 900 pl der
Bakterienkultur auf Agarplatten (s. 3.2.1) auspdattund tber Nacht fir 12-16 Stunden
bei 37°C inkubiert.

3.2.2.1solation von Plasmid-DNA

3.2.2.1. Maxi-Praparation

Die Isolation der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe si€iagen-Plasmid Maxi Kits
(Qiagen, Hilden). Aus den Agarplatten wurden diezeinen gewtinschten Klone gepickt
und in einer 4 ml Kultur fir 4 - 8 Stunden bei 37t@ter Schitteln (300 UpM)
angezuchtet. Danach wurden 100 — 200 pl dieseuKuit 100 — 200 ml LB-Medium
(Verdinnung 1:1000) mit Ampicillinzusatz zugegeherd tber Nacht bei 37°C unter
Schatteln (300 UpM) fur 12-16 Stunden inkubiert.

Am nachsten Tag wurden die Bakterienzellen bei 690@r 15 min bei 4°C

abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen aiag Pellet in 10 ml Puffer P1 (10
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mM EDTA; 50 mM Tris-HCI pH 8,0; 100 pg/ml RNase fsuspendiert. Es wurden 10
ml Puffer P2 (200 mM NaOH, 1% SDS) dazugegebenAdeatz wurde durch 5-10 mal
Invertieren gemischt und fir 5 min bei Raumtemperatkubiert. In dieser Zeit fand die
Lyse der Bakterien statt. AnschlielRend wurden 1@ %6l kalter Puffer P3 (3 M KAc pH

5,5) dazugegeben, der Ansatz wurde durch 5-10 meaktieren gemischt und ftr 20 min
bei 4°C inkubiert. Danach wurde die Suspension 200 g fur 30 min bei 4°C

zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und erheu20000 g fir 15 min bei 4°C
zentrifugiert. Dadurch wurden Membrantrimmer, Arneteund genomische DNA aus

den Proben entfernt.

Eine Qiagen-Tip-500 Saule wurde mit 10 ml Puffer TQBquilibriert. Der
Uberstand aus dem letzten Schritt wurde auf didlibgarte Saule aufgetragen. Die
Sé&ule wurde anschliel3end zweimal mit 30 ml Pufférg@waschen. Die DNA wurde mit
15 ml Puffer QF eluiert. Anschliend wurde die DNA mit 10,5 ml propan-2-ol gefallt
und bei 15000 g fiir 30 min bei 4°C abzentrifugiBr Uberstand wurde verworfen, das
Pellet mit 5 ml 70%-igem Ethanol gewaschen und )00 g fur 15 min bei 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut verworterd das Pellet im Lyophillisator
getrocknet. Das trockene DNA-Pellet wurde in 300 HiPuffer aufgenommen. Reinheit
und Konzentration der isolierten Plasmid-DNA wurdimrch photometrische Messung
der Extinktion bei 260 bzw. 280 nm (s. 3.2.3.), Bodurch Agarosegelelektrophorese (s.
3.2.5.1.) bestimmt.

3.2.2.2.  Mini-Praparation

Die Isolation der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe si€iagen-Plasmid Maxi Kits
(Qiagen, Hilden). Aus den Agarplatten wurden einegajewinschte Klone gepickt und
in einer 4 ml Kultur fir 4 - 8 Stunden bei 37°C emS&chitteln (300 UpM) angeziichtet.
Danach wurden 5 pl dieser Kultur in 5 ml LB-Mediufderdinnung 1:1000) mit
Ampicillinzusatz zugegeben und tber Nacht bei 3ufi@r Schutteln (300 UpM) fur 12-

16 Stunden inkubiert. Am nachsten Tag wurden aesediKultur 4 ml abgenommen und
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fir 20 sek bei 5000 g bei Raumtemperatur abzegteftt Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 100 pl 4°C kalten RuA& (10 mM EDTA; 50 mM Tris-
HCI pH 8,0; 10 mg/ml RNase A) resuspendiert. Esdear200 pl Puffer P2 (200 mM
NaOH, 1% SDS) dazugegeben, der Ansatz wurde duth hal Invertieren gemischt
und fir 5 min bei 4°C inkubiert. In dieser Zeit fanlie Lyse der Bakterien statt.
AnschlieRend wurden 150 pl 4°C kalter Puffer P3A&Ac pH 4,8) dazugegeben, der
Ansatz wurde durch 5-10 mal Invertieren gemischd fir 5 min bei 4°C inkubiert.
Danach wurde die Suspension bei 5000 g fur 10 reindBC zentrifugiert und der
Uberstand mit der Plasmid-DNA abgenommen. Dadurcimden Membrantrimmer,
Proteine und genomische DNA aus den Proben entfBiet Plasmid-DNA aus dem
Uberstand wurde dann mit 900 pl Ethanol absoluttdimkubation fir 30 min bei -20°C
gefallt und anschligend bei 5000 g fir 30 min bei 4°C abzentrifugi®er Uberstand
wurde verworfen, das Pellet wurde mit 50070%-igem Ethanol 4°C gewaschen und
erneut bei 5000 g fir 10 min bei 4°C zentrifugieBter Uberstand wurde erneut
verworfen und das Pellet im Lyophillisator getroeknDas trockene DNA-Pellet wurde

in 50 ul TE-Puffer aufgenommen.

Reinheit und Konzentration der isolierten PlasmMAD wurden durch
photometrische Messung der Extinktion bei 260 b280 nm (s. 3.2.3.), sowie durch
Agarosegelelektrophorese (s. 3.2.5.1.) bestimmit.

3.2.3.Konzentrationsbestimmung von DNA

Zur Bestimmung der Konzentration von DNA wurde sigtSpektralphotometer
die Extinktion gemessen. Ausgehend vom Lambertddden Gesetz, wurde aus den
Extinktionswerten bei 260 nm, unter Bericksichtigunder spezifischen
Absorptionskonstante (1 QBnm = 50 pg/ml doppelstrangige DNA), die Konzentration
der DNA berechnet. Um die Verunreinigung mit Pnotegiuszuwerten, wurde das

Verhaltnis der Extinktionen bei 260 nm zu 280 nnebhnet.
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3.2.4.Enzymreaktionen von Nukleinséduren

3.2.4.1. Restriktion von DNA

Fiur die Restriktion von DNA wurden bezlglich Reak8bedingungen (z. B.
Temperatur, Dauer der Reaktion, Pufferreagenzieny\bhagigkeit des verwendeten
Restriktionsenzym, die Angaben des Herstellers lgef@ie DNA wurde in 20pl
Ansatzen mit dem entsprechenden Puffer (nach Amgales Herstellers) und einem
dreifachen Uberschuss an Enzym (31g/DNA) verdaut.

3.2.4.2. Dephosphorylierung von DNA

Bei der Ligierungsreaktion vom Vektor und Insettas moglich, dass die zwei
Enden eines Vektors sich ligieren, ohne dass deerinintegriert wird. Diese
WiederverknUpfung fuhrt zu geschlossenen Vektotamednserts. Um den Anteil dieser
Reaktion zu minimieren (und dadurch den Anteil d&ktor-DNA, wo der Insert
eingebaut wird, zu erhdhen), wurde die linearisieektor-DNA mit alkalischer
Phosphatasecélf intestine alkaline phosphatasen MBI Fermentas, St. Leon-Rot) an
dem 5-Ende dephosphoryliert. Dafir wurde die VeRbA (1 — 20 pmol DNA-
Termini) mit 1 U Enzym in 1x Dephosphorylierungsieuf(10 mM Tris-HCI pH 7,5, 10
mM Magnesiumchlorid) fur 15 min bei 37°C inkubieftnschlieRend wurden weitere 1

U Enzym hinzugefligt und 45 min bei 55°C inkubiert.

3.2.4.3. Ligation von DNA

Die Ligation der DNA erfolgte mit dem Enzym T4-DNAgase (von Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim). Die Reaktion erfolgteeinem Volumen von 20l mit

den Pufferreagenzien nach Angaben des HersteBérsig dephosphorylierte Vektor-
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DNA wurden mit einem dreifachen molaren Ubersclarstnsert-DNA-Fragmente und 2

U Ligaseenzym bei 4°C flr drei Tage inkubiert.

3.2.5.Gelelektrophorese

3.2.5.1. DNA-Agarosegele

Die Auftrennung der DNA-Molekille erfolgte in der rimontalen
Gelelektrophorese. Dafur wurden, in Anhangigkeit @ed3e der zu trennenden DNA-
Fragmente, 0,8% - 1,0% Agarose (von Biozyme) in Ti&fpuffer aufgekocht. Nach
Abkthlung auf 60°C, wurden dg/ml Ethidiumbromid zugegeben und das noch flissige
Gel wurde auf den Geltrager gegossen, wo es nach & min erstarrte und fir die
Elektrophorese eingesetzt werden konnte. Die DN#b&n wurden in 1x DNA-
Ladepuffer aufgenommen und neben dem Langenstamddrdas Gel aufgetragen. Der
Langenstandard, mHind Ill gespaltené.-DNA (von MBI Fermentas), wurde kurz vor
dem Auftragen fur 5 min bei 65°C erhitzt. Die Ekelthorese erfolgte bei 5 — 16 V/cm
(Kammer von MWG Biotech; Power Supply EPS200 von efsham Pharmacia
Biotech). Die DNA-Banden fluoreszierten aufgrund sdeinterkalierenden
Ethidiumbromids bei 312 nm und wurden auf einemn$iluminator sichtbar gemacht

und zur Dokumentation fotografiert.

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration mittels Gekttephorese, wurde die
Fluoreszenz der zu messenden DNA-Banden mit derr€duenz der DNA-Banden des
mit Hind Il gespalteneA-DNA-La&ngenstandards verglichen. Bei bekannter DNA-
Konzentration der Banden des rhiind Il gespaltené.-DNA-Langenstandards konnte

die DNA-Konzentration der anderen Banden bestimerten.
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3.2.5.2. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur lIsolierung der DNA-Fragmente (z.B. nach der tRid@gnsreaktion) aus
praparativen Agarosegelen wurde der "QIAquick™ Getraction Kit" (von Qiagen)
verwendet. Die zu reinigende DNA wurde auf zwei ches des praparativen Gels
aufgetragen, wobei 90% der DNA in die eine und 10%ie andere Tasche aufgetragen
wurden. Nach der Elektrophorese wurde das Gel gédsah und nur die Spur, wo 10%
der DNA aufgetragen worden war, wurde auf dem THansinator gebracht und unter
UV-Licht beobachtet. Dadurch wurde festgestellt hiswelcher Hohe das gewilinschte
DNA-Fragment gelaufen war. Auf genau der gleichghé&lwurde das zu reinigende
DNA-Fragment aus der Gelspur herausgeschnittendiorestlichen 90% der DNA
aufgetragen worden waren. Dadurch wurde verhindass die zu reinigende DNA unter
UV-Licht kommt, was mdglicherweise zu Schaden i @NA fihrt. Das DNA-
Fragment wurde dann mit dem dreifachen Volumen Q@eP versetzt und zur
Auflésung der Agarose fur 10 min bei 50°C inkuhi®te DNA wurde anschifend auf
einer ,QIAquick“-Saule geladen. Durch 1 min Zenightion bei 5000 g in einer
Eppendorf-Zentrifuge, wurde die DNA an die Silicelyatrix der Sule gebunden. Das
Eluat wurde verworfen und 500 QG-Puffer wurden zum Waschen dazu gegeben. Nach
erneuter Zentrifugation fur 1 min bei 5000 g wuddes Eluat verworfen und 750 PE-
Puffer auf die Saule gegeben. Nach 5 min InkubdigirRaumterperatur wurde die Séule
1 min bei 5000 g zentrifugiert, das Eluat verwortewd 50ul TE-Puffer auf die Saule
dazugegeben. Durch Zentrifugation (1 min bei 500@wrde die DNA eluiert.

3.2.6.PCR und Sequenzierung

Zur Sequenzierung im Zyklussequenzierverfahren aiwudds "ABY PRISM™
Big Dye Ready Reaction Terminator Cycle Sequenekig(von Perkin Elmer Applied
Biosystems) verwendet. Entsprechend der enzymatis@equenzierungsmethode nach
Sanger (Sanger et al., 1977) wurden Didesoxynukieets Basenanaloga eingesetzt, die

zum Abbruch der Sequenzreaktion fuhrten. Alle asenanaloga wurden gemeinsam in
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einem einzigen Ansatz benutzt, wobei an den Didgagddeotiden in verschiedenen
Farben fluoreszierende Gruppen gekoppelt waren. uidad konnten die

Reaktionsprodukte in Polyacrylamidgelen detektiant hinsichtlich des eingebauten
Analogons identifiziert werden. Die Reaktion im PGRrat fand unter wiederholtem
Einsatz der DNA-Matrize statt.

Es wurden 300 ng Plasmid-DNA zusammen mit 15 pmomé& (p85#8
Antisense: caagggaggtgtgttggtaatgtagc; synthdtise2MMWG Biotech (Ebersberg)),.6
HT-Puffer (Endkonzentration 3x, PE Biosystems) dndl "Big Dye Terminator Ready
Mix", eine Losung, die alle fur die Synthese undrkiierung der DNA bendtigten
Substanzen enthielt, in ein Volumen von 20 pl asdgemen und die Reaktion im

folgenden Temperaturprofil durchgefihrt:

95°C 1 min

96°C 30 seke

50°C 15sek 34 Zyklen

60°C 4 min

Nach der Reaktion wurden die Proben mit 80 pl 0,Bl&MAc und 250 pl Ethanol
absolut, 4°C versetzt, in 1,5 ml Eppendorf Rohrchieerfihrt und 30 min bei 5000 g bei
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworferd wias DNA-Pellet mit 1 ml 70%-
igem Ethanol, 4°C gewaschen. Nach erneuter Zegatfon fur 15 min bei 13000 g und
4°C wurde der Uberstand verworfen und das DNA-Pealte der Luft getrocknet. Die
Aufarbeitung des Sequenzierungsgels, sowie die y&patler fluoreszierenden Banden
fanden unter Einsatz eines Sequenziergerates @ppliosystems 373A) im Institut fur

Pathologie, Universitatsklinikum Eppendorf, Hambastatt.
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3.2.7.Zellkultur

3.2.7.1. Stammhaltung und Subkultivierung

Die adharent wachsenden Zelllinien (NIH3T3, Phoa93-gp, PG13, HT1080,
TE-671) wurden in Dulbeccos Modified Eagle MediunDMEM) mit 10%
hitzeinaktiviertem fotalem Kalberserum (FCS), 50 mU/ Penicillin, 50 pg/ml
Streptomycin und 2 mM Glutamin (= DMEM-Vollmediurkltiviert. Die Zellen wurden
jeden 2. — 3. Tag subkultiviert und bei einer Kaefiz von 50-90% gehalten. Dazu
wurden die Zellen trypsiniert: das alte Medium wauabpipettiert und 0,05% Trypsin /
0,02% EDTA-LOsung auf die Zellen gegeben, sodasdedeckt wurden. Nach 1 min
Inkubation wurde die Wirkung der Trypsin-Losung curZugabe des zweifachen
Volumens an Vollmedium blockiert und die Zellen clurAuf- und Abpipettieren
resuspendiert. Anschfiend wurde der gewiinschte Anteil der Zellen subkielti und in

frischem Medium aufgenommen.

Die Suspensionszellen (Cole, Jurkat, Kasumi-1, M\{4K562, Eol-1) wurden
als Suspensionskultur in RPMI-Medium 1640 mit Ghéx, 10 % FCS, 50 U/ml
Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin (= RPMI-Volldiem) gehalten. Die
Suspensionszellen M-1 wurden in Dulbeccos Modikedle Medium (DMEM) mit 10%
FCS, 50 U/ml Penicillin, 50 pg/ml Streptomycin u@dmM Glutamin (= DMEM-
Vollmedium) kultiviert. Alle Suspensionszellen werdjeden 2. — 3. Tag subkultiviert, in
einem Verhéltnis von 1:2 — 1.5 geteilt, und beieeiBichte zwischen 1 x $6 1 x 16

Zellen / ml gehalten.

Alle Zellen wurden in Brutschrdnken bei 37°C und @mer 5%-igen C@

Atmosphare kultiviert.
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3.2.7.2. Einfrieren von Zellen

Adhéarente Zellen wurden trypsiniert (s. 3.2.7.Nachdem die Trypsin-Lésung
blockiert wurde, wurden 1 x £6 1 x 10 Zellen fiir 5 min bei 290 g bei Raumtemperatur
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und dalép&ket in 1 ml PBS aufgenommen.
Nach erneuter Zentrifugation (5 min bei 290 g bauRtemperatur) wurde der Uberstand
verworfen und das Pellet in 90%-igem FCS / 10%-id@50 aufgenommen.

1 x 10 — 1 x 1d Suspensionszellen wurden fir 5 min bei 290 g bei
Raumtemperatur abzentrifugiert, der Uberstand vdemound das Pellet in 1 ml PBS
aufgenommen. Nach erneuter Zentrifugation (5 min 289 g bei Raumtemperatur)
wurde der Uberstand verworfen und das Zellpell@Q#o-igem FCS / 10%-igem DMSO

aufgenommen.

Die Zellen wurden langsam eingefroren (1°C pro 8&um Cryo 1°C Freezing

Container Nalgene) und in flissigem Stickstoff aufbewahrt.

3.2.7.3. Auftauen von Zellen

Die im Stickstoff gelagerten Zellen wurden rascim Wasserbad bei 37°C
aufgetaut. 9 ml Vollmedium wurden in ein 15 ml FEadeR6hrchen pipettiert und die
Zellen wurden, als nur noch ein kleiner Kristall #hen war, dazugegeben. Die Zellen
wurden durch Invertierten gemischt und dann sofiirt 5 min bei 290 g bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Nach der Zentrifumativurde der Uberstand verworfen,

die Zellen wurden in 10 ml Volimedium aufgenommel in den Inkubator gestellt.

3.2.7.4. Serumentzug und Stimulationsversuch

Um Stimulationseffekte besser sichtbar zu machenden den NIH3T3 Zellen
vor der Stimulation mit EGFepidermial growth factgrbzw. GM-CSF ¢ranulocyte-
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macrophage colony stimulating facjprdas hitzeinaktivierte fétale Kélberserum (FCS)

entzogen.

Fur die EGF-Stimulation wurde bei einer Konfluerez dlIH3T3 Zellen von 50%
das Medium abpipettiert und Dulbeccos Modified Eagedium (DMEM) mit nur 0,5%
hitzeinaktiviertem fotalen Kalberserum (FCS), 50 mU/ Penicillin, 50 pg/ml
Streptomycin und 2 mM Glutamin (= DMEM-Hungermedjudazugegeben. Nach 16
Stunden wurde den Zellen EGF dazugegeben (Endktatien 10 nM). Nach

ensprechenden Inkubationszeiten wurden die Zegjgart (s. 3.2.8.1.).

Fur die GM-CSF-Stimulation wurde bei einer Konflaeter NIH3T3 Zellen von
50% das Medium abpipettiert und Dulbeccos Modifteagle Medium (DMEM) mit
0,1% BSA dazugegeben. Nach 2 Stunden wurde derrZ&M-CSF dazugegeben
(Endkonzentration 20 ng/ml). Nach ensprechendeuobationszeiten wurden die Zellen
lysiert (s. 3.2.8.1.).

3.2.7.5. Wachstumskinetik

Zur  Untersuchung des Wachstumsverhaltens der Zellevurden
Wachstumskinetik-Versuche durchgefihrt. Hierbei  olgten jeweils
Dreifachbestimmungen. Die Zellen wurden gleich ndem Aussaen (Tag 0) und dann
in regelmafligen Abstdnden (jeden 2. oder 3. Tagialge (Zahlung mittels
Trypanblaufarbung, s. 3.2.7.6). Die Versuche fandber 10 Tage statt, die Zellen
wurden regelméaRig subkultiviert (jeden 4. oder &g)T wobei darauf geachtet wurde,
dass alle Ansatze gleich behandelt (subkultiviertirden und fur sie die gleichen

Bedingungen herrschten.

Zur Untersuchung der Abhangigkeit des Wachstums\tenins der Zellen von der
PI3K-Aktivitat wurden Wachstumskinetik-Versuche mitlem PI3K-Hemmstoff
LY294002 durchgefuhrt. Die Versuche erfolgten wieewn beschrieben, zu den Zellen
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wurde LY294002, in 10 pl DMSO geldst, in einer Eadkentration von 25 uM
hinzugegeben. Zu den Kontrollzellen wurden nur LDIMSO hinzugegeben.

3.2.7.6.  Untersuchung der Zellproliferation mittels BrdU (Bromodeoxyuridin)

Fur den Zellproliferationversuch mit BrdU wurden dgenzien von BD
Pharmingen™ (Cat. No. 552598) verwendet. Die Brdidting wurde auf den Zellen
geben (10 pl BrdU 1 mM / ml Zellkultur). Die Zellemurden fur 16 Stunden in Kultur
gehalten. Danach wurden®8®ellen abzentrifugiert, in 1 ml Staining PufferZ@y KCl,
0,2 g KHPQO,, 8,0 g NaCl, 2,16 g NBIPO,-7H,0, add 1 | HO. Der Losung wurdn 3%
FCS sowie 0,09% NaAzid zugesetzt) aufgenommen tmzerarifugiert (5 min, 2000
rom, Raumtemperatur). Der Uberstand wurde verwoufed das Pellet in 100 pl BD
Cytofix/Cytoperm aufgenommen. Die Zellen wurden aiur30 min Inkubation bei
Raumtemperatur fixiert und permeabilisiert. Ansglénd wurde 1 ml BD Perm/Wash
dazugeben und die Zellen wurden abzentrifugienn{®, 2000 rpm, Raumtemperatur).
Der Ubestand wurde verworfen und das Pellet wurddd0 pl BD Cytoperm Plus
aufgenommen. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurdal BD Perm/Wash dazugeben
und die Zellen wurden abzentrifugiert (5 min, 2068m, Raumtemperatur). Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in in 300BD Cytofix/Cytoperm
aufgenommen. Die Zellen wurden durch Inkubation $imin bei Raumtemperatur
refixiert. Anschliggend wurde 1 ml BD Perm/Wash dazugeben und die iZelarden
abzentrifugiert (5 min, 2000 rpm, RaumtemperatDer. Uberstand wurde verworfen und
das Pellet in 100 pl DNase Losung aufgenommen. iDumkubation fir 1 Stunde bei
Raumtemperatur wurde die DNA abgebaut und daduecleidgebaute BrdU freigesetzt.
Anschliglend wurde 1 ml BD Perm/Wash dazugeben und die rZellirden
abzentrifugiert (5 min, 2000 rpm, RaumtemperatDer Uberstand wurde verworfen und
das Pellet in 50 pl Antikdrper Losung aufgenomnidsich 20 min Inkubation bei Raum-
temperatur wurde 1 ml BD Perm/Wash dazugeben undelien wurden abzentrifugiert
(5 min, 2000 rpm, Raumtemperatur). Der Uberstandlewerworfen und das Pellet in 1
ml Staining Puffer aufgenommen. Anschiad erfolgte die FACS-Analyse.
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3.2.7.7. Zellzahlbestimmung mittels Trypanblau-Féarbung

Die Zellzahlbestimmung erfolgte mit Hilfe einer Nbemwerzéahlkammer. Durch die
Trypanblaufarbung konnte zwischen lebenden undhtdiellen unterschieden werden.
Lebende Zellen werden erst nach langerer Zeit geféahrend tote Zellen aufgrund der
geschadigten Zellmembran innerhalb kurzer Zeit (geerSekunden) gefarbt werden.
Adhéarente Zellen wurden trypsiniert (s. 3.2.7.Dje Trypsin-Losung wurde blockiert
und die Zellen wurden resuspendiert. Die resuspetath Zellen wurden 1:2 mit der
Trypanblaulésung (gebrauchsfertig von Sigma-Aldrieerdinnt. Bei Suspensionszellen
wurden die Zellen direkt aus der Kultur genommend ar? mit der Trypanblaulésung
verdinnt. Nach einer Inkubationsdauer von 1 miolgt# die Zellzahlbestimmung in der

Neubauerzahlkammer.

3.2.7.8. Transfektion von 293gp-Zellen

Fur die Produktion retroviraler Viren wurden die32§p- oder PG13-Zellen
verwendet. Es wurden 3 Konstrukte verwendet. Deovaale Vektor MigRI mit einer
GrolRe von 6,056 kb wurde von Dr. R. Feldmann (Balte, USA) freundlicherweise
zur Verfigung gestellt. An détcoR| Restriktionsstelle 1424 der multiplen Kloniergsnag
stelle ultiple cloning site, MCS) wurde entweder dip85a-cDNA oder diep76a-
cDNA mit der Deletion der Adenosinbase an Posifi®éQ7, hineinkloniert (2,2 kb gpe
EcaRI-Fragmente, freundlicherweise von R. Feldman t{Baire, USA) zur Verfiigung
gestellt).

- Transiente CaP Transfektion

Die 293-gp Zellen wurden 16 Stunden vor Transfeko ausgesat, dass sie zum
Zeitpunkt der Transfektion 70% konfluent waren. Agéichsten Tag wurde das Medium

abpipettiert und 10 ml frisches, mit Chloroquin @konzentration 25 pM) versetztes
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DMEM-Vollmedium dazugegeben. 5 pug des Vektors (ha8&x- oder p76.-Konstrukt),

5 pg der pseudotypisierungs-DNA (ecotrop, RD114] &Aamphotrop + 2 pg VSV-G)
und 10 pg M57 (gagpol) Plasmid wurden in 250 pleei@50 mM CaGHLésung
aufgenommen und tropfenweise unter starkem Blubker250 pl 2x HEBS Hepes
buffered saline50 mM Hepes pH 7,1, 280 mM NacCl, 1,5 mM,NRQ,) gegeben. Der
Ansatz wurde fur 30 min bei Raumtemperatur inkubi€¥ie sich in dieser Zeit
gebildeten Calciumphosphat-DNA-Préazipitate wurderschlieBend auf die 293-gp-
Zellen pipettiert. Nach 6 Stunden Inkubation im 8ahrank (37°C, 5% C{pwurde das
Medium durch 8 ml frisches DMEM-Vollmedium ersetd8 und 72 Stunden nach der
Transfektion wurde der Virusuberstand abgenommiéineift (Acrodiskfilter; 0,45um;

Pallman) und bei - 80°C gelagert.

- Transiente Lipofectamin¥-Transfektion

Fur die Lipofectamine-Transfektion der 293-gp-Zelle wurde das
Lipofectaminé™ Reagenz von Invitrogen verwendet. Die Zellen wordi Stunden vor
Transfektion so ausgesaht, dass sie zum ZeitpuektTdansfektion 70% konfluent
waren. 5 pg des Vektors (bzw. pB5 oder p76-Konstrukt), 5 pg der
pseudotypisierungs-DNA (ecotrop, RD114, GALV, amipbp + 2 pg VSV-G) und 10
png M57 (gagpol) Plasmid wurden in 750 pul DMEM (eltusatze) aufgenommen. 20 pl
Plus Reagenz wurden hinzupipettiert und der An&#atzZl5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. 30 pl Lipofectamin® Reagenz wurden in 750 pul DMEM (ohne Zusatze)
aufgenommen. Nach der ersten Inkubationszeit wubdgtle Ansatze gemischt und fur
weitere 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Angfiénd wurde das alte Medium der
Zellen mit 5 ml frischem Vollmedium ersetzt und depofectamine-DNA-Ansatz
vorsichtig auf die Zellen gegeben. Die Zellen wurdér 3 Stunden im Brutschrank bei
37°C, 5% CQ inkubiert. Danach wurden 3 ml Vollmedium dazu degre Nach 16 - 20

Stunden wurde das Medium gewechselt. 48 und 728tunach der Transfektion wurde
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der Virustiberstand abgenommen, filtriert (Acrodisdf; 0,45um; Pallman) und bei -

80°C gelagert.

- Stabile Expression der Konstrukte nach LipofectaffTransfektion

Um bessere Virustiter zu bekommen, wurden die tiaagen 293-gp Zellen
nach der Virusernte fir eine weitere Woche in Kulehalten und dann sortiert (s.
3.2.7.13.). Die Zellen, die EGFRvaren, hatten das Konstrukt (Vektor, p85oder
p76a-Konstrukt) stabil exprimiert d.h. sie wurden durdre produzierten Retroviren
gleichzeitig transduziert. Diese Zellen wurden ialtiir genommen und nach 2 Wochen
erneut sortiert. Die so gewonnenen 293-gp Zelldtehadas Konstrukt stabil integriert
und wurden als Herlferzelllinie benutzt. Dadurchrden hohere Virentiter erreicht.
Diese Methode wurde zur Produktion der RD114- undptmotrop + VSV-G-
pseudotypisierten Viren verwendet. Ecotrop-pseyusigrte Viren koénnen nur
Mauszellen transduzieren, und da die 293-gp Zellenschliche Zellen sind, konnten sie
durch diese Viren nicht transduziert werden. Ahmligurden GALV-pseudotypisierte
Retroviren hergestellt, in dem die PG13 Helferga#l durch ecotrop-pseudotypisierte
Retroviren transduziert wurde (s. 3.2.7.9.), didletein Kultur genommen, tber 3

Wochen 2 mal sortiert (s. 3.2.7.13.) und dann ztenproduktion verwendet wurden.

3.2.7.9. Virustitration

Der Virustiter der Uberstande wurde mit Hilfe voriTH080 Zellen (fur die
RD114- und amphotrop + VSV-G-pseudotypisierten MiyeNIH3T3 Zellen (fir die
ecotrop pseudotypisierten Viren) und TE671 Zell&ir die GALV-pseudotypisierten
Viren) bestimmt. 1 x 10Zellen wurden in einem Well einer 24-well Plattesgesét und
6 Stunden anwachsen lassen. Danach wurde das Meditien Zellen abpipettiert und
mit 500 ul DMEM-Vollmedium mit Protaminsulfat (Endkzentration 4 pug/ml) ersetzt.
Von jedem Virustiberstand wurden 3 Verdinnungendstedjt: 10 pl, 25 pl und 50 pl
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Uberstand wurden in jeweils 49Ql, 475 pl und 450 pl DMEM-Vollmedium
aufgenommen. Es wurde fir jede Verdunnung einef@mebestimmung durchgefihrt
und der Mittelwert ausgerechnet. Zur Berechnung Wesstiters wurde dann der
Mittelwert aus den 3 Verdinnungswerten errechnét. \Drusuberstand-Verdinnungen
wurden auf die Zellen gegeben und die 24-well &tatwurden fir 90 min bei 290 g und
32°C zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Platiterden Inkubator (37°C, 5% GD
gestellt. Am né&chsten Tag wurde das Medium gewéichsed frisches DMEM-
Vollmedium dazu gegeben. 48 Stunden nach der Tuktisd wurden die Zellen
trypsiniert (3.2.7.1.) und fur 5 min bei 290 g uRdumtemperatur abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, die Zellen in 1 ml PB&uspendiert und erneut
zentrifugiert (5 min bei 290 g und RaumtemperatDigser Schritt wurde wiederholt und
anschlieRend wurden die Zellen in 200 pl PBS mitCkIIfix (Becton & Dickinson)
aufgenommen und am FACS analysiert. Aus der Prpabhtler positiv transduzierten
Zellen konnte der Titer berechnet werden:

Virustiter = Zellzahl am Tag der Transduktion x Anteil positigrisduzierter Zellen x 2
Virustiberstandsvolumen (ml)

3.2.7.10. Transduktion der Zellen

Die unterschiedlichen Zellsorten wurden mit unteisdlich pseudotypisierten

Retroviren transduziert:

Zellsorte Pseudotypisierung
CD34 RD114

Phonix 293-gp RD114, Amphotrop + VSV-G
NIH3T3 Ecotrop

PG13 Ecotrop

Cole GALV

Jurkat SHIP Klon #51 Amphotrop + VSV-G
Kasumi-1 Amphotrop + VSV-G
MV4-11 Amphotrop + VSV-G
K562 Amphotrop + VSV-G
Eol-1 Amphotrop + VSV-G
M1 Amphotrop + VSV-G

Tab. 5: Die zur Transduktion verwendeten Pseudotygierungen
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- Transduktion von adhérenten Zellen:

Zur Transduktion von adhérenten Zellen (NIH3T3, B fvurden 5 x 10
Zellen in einem Well einer 6-well Platte ausplattiend Uber Nacht
anwachsen lassen. Am nachsten Tag wurde das Mediggnommen und
2 ml frisches DMEM-Vollmedium auf die Zellen gegebe2 ml
Virusiiberstand mit einem Titer von 1 — 5 x®Jififektiose Partikel/ml
wurden auf die Zellen gegeben. Die Platten wurder2 min bei 400 g,
32°C zentrifugiert, anschliel3end wurden die Zefian24 Stunden in den
Inkubator gestellt. In den folgenden 2 Tagen wutd@egleiche Prozedur
(altes Medium wurde verworfen, frisches Vollmediwanf die Zellen
gegeben, Virusuberstand dazupipettiert, Zentrifogat wiederholt.
Frihestens 24 Stunden und spétestens 48 Stunddn deac letzten

Transduktion wurden die Zellen sortiert (s. 3.237).1

Zur Transduktion von Phonix 293-gp Zellen s. 32.7.

- Transduktion von Suspensionszellen:

Zur Transduktion von Suspensionszellen (Cole, Jutkasumi-1, MV4-
11, K562, Eol-1, M1) wurden 5 x 1@ellen abzentrifugiert (5 min, 290 g,
Raumtemperatur), der Uberstand wurde verworfendasdZellpellet in 2
ml frischem RPMI-Vollmedium (M1 Zellen in 2 ml febes DMEM-
Vollmedium) aufgenommen. 2 ml Virustiberstand nmieen Titer von 1 —
5 x 1@ infektivse Partikel/ml wurden auf das Well gegeb@ie Platten
wurden fur 25 min bei 400 g, 32°C zentrifugiertselnlieRend wurden die
Zellen fur 24 Stunden in den Inkubator gestelltdén nachsten 2 Tagen
wurde die gleiche Prozedur (Zellen wurden abzergidit und in
frischem  Medium  aufgenommen, Viruslberstand dazemgeb

Zentrifugation) wiederholt. Frihestens 24 Stundew spatestens 48
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Stunden nach der letzten Transduktion wurden dieZesortiert (s.
3.2.7.13).

e Zur Transduktion von CD34Zellen s. 3.2.7.12.

3.2.7.11. Préaparation der mononukleéren Zellen

Die mononuklearen Zellen wurden aus Nabelschnurbloh gesunden
Neugeborenen (von Hr. G. Ortmeyer von der Klinikl iRoliklinik fir Geburtshilfe und
Pranatalmedizin des Universitatsklinikums Eppendbidmburg freundlicherweise zur
Verfugung gestellt), sowie aus dem Leukaphereseptoctines Patienten in der
Blastenkrise eines Myeloproliferativen Syndroms n(v@rof. W. Fiedler von der
Abteilung fir Hamatologie und Onkologie des Univtsklinikums Eppendorf,

Hamburg freundlicherweise zur Verfigung gestelifpareinigt.

Die mononuklearen Zellen wurden mittels Dichtegeatinzentrifugation mit
Lymphoprep™ (Nycomed, Oslo, Norwegen) aus den Blutproben gewonrDazu
wurden die Proben 1:2 mit 4°C kaltem PBS verdufst.ml Lymphoprep-Lésung
wurden mit 30 ml der Verdunnung vorsichtig Ubershtet. Anschlie3end wurden die
Zellen 30 min bei 400 g und 20 °C zentrifugierte®fuhrte zur Bildung von 3 Phasen.
Die mononuklearen Zellen ordneten sich dabei rimgi§ in der Interphase an und
trennten sich dadurch von anderen zellularen Bdstaiten wie Erythrozyten und
Granulozyten. Die Interphase mit den mononukle&elen wurde abgenommen, mit
4°C kaltem PBS auf 50 ml aufgeftllt und fir 10 rbiei 400 g und 20 °C zentrifugiert.
Der letzte Schritt wurde wiederholt und anschliel3gannten die gewonnen Zellen zur

CD34 Aufreinigung eingesetzt werden.
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3.2.7.12. CD34"- Aufreinigung

Aus den mononukledren Zellen wurden die CDZllen aufgereinigt. Die
mononuklearen Zellen wurden imecommended Mediun{Stemcell Technologies) bei
einer Dichte von 2 x fozellen / ml Medium aufgenommen. Easy8&gPositive
Selection Cocktail (Stemcell Technologies) wurdeudgegeben (100 pl / ml Medium),
die Zellen wurden gut gemischt und 15 min bei Ramnperatur inkubiert. Anschlie3end
wurden EasySéfl Magnetic Nanopartikel (Stemcell Technologies) zn Zellen
gegeben (50 pl / ml Medium) und der Ansatz wurdelf@ min bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach dieser letzten Inkubation wurde Aasatz mit yecommended Medidm
auf 2,5 ml aufgefiillt und fir 5 min in den Easy8éplagneten (Stemcell Technologies)
gestellt. Anschliel3end wurde der Rohrcheninhatimem Schwung abgekippt, ohne das
Rohrchen aus dem Magneten herauszunehmen. Danre vdasl Rohrchen aus dem
Magneten genommen, die durch die magnetischen Natikggd an den Gefallwanden
haftenden CD3%Zellen wurden in 2,5 mirecommended Medidnaufgenommen und
das Gefald wurde wieder fir 5 min in den Magnetestelfe Diese Schritte wurden
insgesamt 5 mal wiederholt. Nach dem letzten Inkabaschritt wurden die Zellen fir
10 min bei 400 g bei Raumtemperatur abzentrifugaet Uberstand wurde verworfen
und die Zellen in 2 ml StemSpan Medium (Cellsysfemarsetzt mit 50 U/ml Penicillin,
50 pg/ml Streptomycin und den Zytokinen (Cellsystennterleukin-6 (20 ng/ml),
Thrombopoetin (20 ng/ml), SCF (100 ng/ml) und Rlt8and (100 ng/ml) aufgenommen
und 3 Tage bei 37°C, 5% G@kubiert.

3.2.7.13. Transduktion der CD34"-Zellen

Die CD34-Zellen wurden mit Hilfe RD114-pseudotypisierterrafi transduziert.
Dafir wurden unbeschichtete 6-well Platten mit &Mé&ctif™ (rekombinantes
Fibronektinfragment (CH-296) von Takahara) besdeichDas inE.coli produzierte
humane Fibronektin besteht aus 574 Aminosdurenemigm Molekulargewicht von

63kD und besitzt drei funktionale Domanen: eine trzd@ Bindungsdoméne, eine
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Heparinbindungsdomaéne Il und eine CS1-Seite mireaiternativ gespleifdten 11l CS1-
Region. Ziel der Beschichtung der Platten mit Re&utin™ ist die Verstarkung der
retroviralen Gentransduktion. Die RD114-pseudoigpisn Viren kdnnen mit der
Heparinbindungsdoméne von RetroNeffininteragieren. Gleichzeitig kénnen die
CD34-Zellen mit dem Fibronektinliganden der CS1-Seiten v RetroNectif

interagieren. Die  gleichzeitige Bindung der Reim@v und der Zielzellen an
RetroNectid" fiihrt zur Kolokalisation der retroviralen Partikehd der Zielzelle, und

damit zu héherer Transduktionswahrscheinlichkaitziglen.

Zur Beschichtung der 6-Well Platte, wurde ein Wit 2 ml Retronectinlésung
(RetroNectil™ wurde in PBS geldst, Endkonzentrationdfml) beschichtet, 2 Stunden
bei Raumtemperatur und dann dber Nacht bei 4°C bieku Dann wurde die
Retronectinlosung entfernt und das Well mit 2 ml-2#m BSA in PBS fur 30 min bei
4°C blockiert. AnschlieRend wurde die Blockierldguentfernt und das Well mit 3 ml
HBSS (GibcoBRL) und 2,5% (v/v) 1 M HEPES gewasch2ie. HBSS / 2,5% (v/iv) 1 M
HEPES Losung wurde gleich verworfen und 2 ml Vihe@tand mit einem Titer von 1 —
5 x 10 infektiose Partikel/ml wurden auf das Well gegebre Platten wurden fiir 25
min bei 750 g, 4°C zentrifugiert, anschlieRend veudér Uberstand verworfen und 2 ml
frischer Uberstand auf das Well gegeben. Die Pmozesurde insgesamt 3 mal
wiederholt. Nach der letzten Zentrifugation wurdiex 16 CD34" Zellen (s. 3.2.7.11.) in
2 ml StemSpan-Medium (CellSystems) mit den Zytokirf€ellsystems) Interleukin-6
(20 ng/ml), Thrombopoetin (20 ng/ml), SCF (100 n/omd FIt3-Ligand (100 ng/ml)
dazugegeben. Die Zellen wurden fur 24 Stunden in bikubator gestellt. In den
nachsten 2 Tage wurden die gleiche Prozedur (Bddtimg der Wells mit
RetroNectii™, Beladen der Retroviren und erneute Transduktiengleichen Zellen)
wiederholt. Frihestens 24 Stunden und spéatestensStd@den nach der letzten

Transduktion wurden die Zellen sortiert.
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3.2.7.14. Sortieren der transduzierten Zellen am FACSAria

Die transduzierten adharenten Zellen wurden trypgir§3.2.7.1.) und fir 5 min
bei 290 g und Raumtemperatur abzentrifugiert. DberStand wurde verworfen, die
Zellen in 1 ml PBS resuspendiert und erneut zemeft (5 min bei 290 g und
Raumtemperatur). Dieser Schritt wurde wiederholl anschlieRend wurden die Zellen
in 500 ul PBS aufgenommen und filtriert (0,25 unAGSH).

Suspensionszellen wurden fur 5 min bei 290 g undunRemperatur
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, detlen in 1 ml PBS resuspendiert
und erneut zentrifugiert (5 min bei 290 g und Ramyeratur). Dieser Schritt wurde
wiederholt und anschlieRend wurden die Zellen i6 BDPBS aufgenommen und filtriert
(0,25 pum, Macs).

AnschlieBend wurden die Zellen am FACSAria (Becgmickinson) sortiert.
Hierbei wurden die Zellen an einem Laser vorbeigidleDer Laser kann die Zellen nach
grun leuchtend und nicht leuchtend (und daher rnaatitiv transduzierte und nicht
transduzierte Zellen) unterscheiden. Somit wurden pbsitiv transduzierten und die
nicht transduzierten Zellen in unterschiedlicherhiRtien sortiert. In den Rohrchen, wo
die Zellen hinein sortiert wurden, war das Mediuangelegt worden, in dem die Zellen
gehalten wurden. AuRerdem wurde bei einigen Z@ltr(s. Ergebnisteil) auch nach der
Starke der griinen Fluoreszenz sortiert. Bei den AR:llen wurden jeweils 3000
EGFP-positive und 3000 EGFP-negative Zellen in 300 StemSpan Medium
gesammelt, bei den anderen Zelllinien wurden alisitiven und bis zu 5 x £thegative
Zellen sortiert. Die sortierten Zellen wurden fleitgre Versuche (proteinbiochemische
Versuche, Wachstumskinetik, Stimulationsversuche.)usvieder in Kultur genommen.
Fur die weitere Arbeiten mit CD3Zellen, s. unten.
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3.2.7.15. Methylcellulose- und Fliissigkultur-Assay der CD32 Zellen
- Methylcellulose-Assay der sortierten CD3Zellen

1000 CD34 Zellen wurden wie oben beschrieben in 100 pl Stean9gedium
sortiert und anschlpend in 1 ml Methylcellulose, versetzt mit 50 U/nmeériillin, 50
pg/ml Streptomycin und GM-CSF (0 ng/ml; 0,001 ng/@01 ng/ml; 0,1 ng/ml; 1 ng/ml;
10 ng/ml) pipettiert und in eine 3,5 cm Schale @itternetzlinien angelegt. Es wurden
jeweils Dreifachbestimmungen durchgefihrt. Die Météallulosekulturen wurden in
eine feuchte Kammer gestellt und im Inkubator (378% CQ) fur 14 Tage kultiviert.
AnschlieRend wurde die Koloniezahl bestimmt, wojegie Kolonie aus mehr als 20
Einzelzellen bestand (Zellansammlungen mit wenaer20 Einzelzellen wurden nicht

als Kolonien gewertet).

- Flussigkultur-Assay der sortierten CD3Zellen

Es wurden jeweils 1000 Zellen in 100 pl StemSpadiita, versetzt mit 50 U/ml
Penicillin, 50 pg/ml Streptomycin und GM-CSF (10mjg, in einem Well einer 96-Well
Platte pipettiert. Diese Zellen wurden fur 14 Tageden Inkubator (37°C, 5% GPD
gestellt. AnschlieRend wurden die Zellen in der bNawer-Zahlkammer mit Trypanblau
gezahlt (siehe 3.2.7.6.).
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3.2.7.16. Invitro Transkription / in vitro Translation

Zur in vitro Transkription / Translation des pi6 und p8m—Gens wurde das
»TNT® T7 Quick Coupled Transcription/Translation t8ys’ von Promega, Kat. Nr.
L1170 verwendet. Zu 4@ TNT® Quick Master Mix wurden 2l [3**S]Methionin (1,000
Ci/mmol bei 10m Ci/ml) und g Plasmid-DNA zugesetzt. Der Ansatz wurde fir 9@ mi
bei 30°C inkubiert und anschfiend durch PAGE und Western Blot Analyse untersucht.

3.2.8.Proteinbiochemische Arbeiten

3.2.8.1. Zell-Lyse mit NP40-Puffer und Proteinextraktion

5 x 10 Suspensionszellen wurden fiir 7 min bei 290 g beirftemperatur
abzentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen diad Pellet mit 4°C kaltem 1 mM
Natriumorthovanadat Loésung in PBS gewaschen. Arefddihd wurde die Orthovanadat /
PBS-L6sung entfernt und 1 ml NP40-Puffer auf dasePgegeben. Die Zellen wurden
durch mehrfachem Auf- und Abpipettieren im NP404ikpsffer aufgenommen und fur 5
min bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Ams&ur 10 min bei 5000 g bei 4°C
abzentrifugiert. Der Uberstand mit dem Proteindttravurde in ein Nunc™-
Kryorohrchen Uberfiihrt und bis zum Gebrauch befE8@elagert. Zur Bestimmung der

Proteinkonzentration wurde von jeder Probe ein |[1Aliguot abgenommen.

Adhéarent wachsende Zellen wurden bei einer Konfiueom 80% - 90% lysiert.
Dazu wurde das alte Medium abpipettiert und 10 A& 4 mM Natriumorthovanadat
Losung in PBS auf die Zellen gegeben. Die Orthogtaha PBS-L6sung wurde
anschligend wieder entfernt und 800 NP40-Puffer auf die Zellen gegeben. Nach 5
min Inkubation bei 4°C wurden die Zellen in dem RFRuffer aus der Schale quantitativ
in einem 1,5 ml Eppendorf Ggfaiberfiihrt. Nach mehrfachem Auf- und Abpipettieren,
wurden die Ansatze fur 10 min bei 5000 g bei 4°Gealrifugiert. Der Uberstand mit

dem Proteinextrakt wurde in ein Nunc™-Kryoréhrcligrerfihrt und bis zum Gebrauch
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bei -80°C gelagert. Zur Bestimmung der Proteinkatragion wurde von jeder Probe ein

10 pl Aliguot abgenommen.

3.2.8.2. Bestimmung der Proteinkonzentration nach awry

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowmwyrde mit Hilfe der
Reagenzien des ,DC Protein Assay“ (Biorad, Munchdurchgefiihrt. Die Lysatproben
wurden 1:10 verdunnt und eine Konzentrationsstainddre mit BSA
(Rinderserumalbumin Fraktion V, Roche DiagnostMannheim) in NP40-Puffer wurde
hergestellt (BSA Konzentration von 0; 0,125; 0,@%; 0,75; 1; 1,25 und 1,5 mg/ml). 20
pul Reagenz S und 1 ml Reagenz A (enthalt alkalig¢hpfertartrat-Losung) wurden
gemischt. Dieser Ansatz wird im Folgenden Reagenbehannt. Von jeder Probe der
Standardreihe und der 1:10 verdinnten Lysate wuldep! auf eine Mikrotiterplatte
aufgetragen. Fur jeden Ansatz wurden Drei- oderfa@hbestimmungen durchgefihrt.
Zu jeder Probe wurden zuerst 25 ul Reagenz A’ umstldielend 200 pl Reagenz B
(enthélt Folin) hinzupipettiert. Die Proben wurdesrsichtig gemischt, es wurde darauf
geachtet, dass keine Luftblasen entstehen und eaen Inkubation von 15 min bei
Raumtemperatur erfolgte die Absorptionsmessung aisA=Reader bei 595 nm. Die
Proteinkonzentrationsbestimmung der Lysatprobesigidf mit Hilfe der Eichgerade, die

aus den Extinktionssdaten der BSA-Standardreihtelknrsurde.

3.2.8.3. Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Coomasie-Farbung

Zur Auftrennung der Proteine wurden Polyacrylamidge der Apparatur von
Bio-Rad verwendet, die anschlieRend mittels Cooiedlsu gefarbt wurden. Das 8,5%
Trenngel wurde gegossen, mit Isobutanol dbersatichund eine Stunde
auspolymerisieren lassen. Dann wurde das Isubutaitalestilliertem HO abgegossen,
das Sammelgel auf das Trenngel gegossen und aindeSauspolymerisieren lassen (s.
3.2.8.4.). Danach konnte das Gel in die Apparatngesetzt und die Proteinproben
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aufgetragen werden. Es wurden Proteinproben mig@@Protein mit NP40-Puffer auf
13,3 pl aufgefllt. 6,7 pl 3x Protein-Ladepuffertr@j3 M DTT wurden dazu pipettiert.
Kurz vor dem Auftragen wurden die Proben fir 5 iiné 100°C denaturiert. Durch die
Bio Rad Apparatur wurden die Proteine eineinhalim8én bei 150V aufgetrennt. Nach
der Proteinauftrennung wurde das Gel eine Stundgnia Fixierlosung (20% Methanol,
1% o-Phosphorsaure 85%) inkubiert und im Anschiifssr Nacht in die kolloidale
Coomassie-Farbung (0,1% Coomassie-Blau R-250, 408thanol, 10% Essigsaure)
gelegt. Am néachsten Tag wurde flr zwei Stunden dat Entfarbelosung (45%
Methanol, 10% Essigsaure) entfarbt. AnschlieRendlarudie Gele in deionisierteny®™
gewaschen und im Gel Air Dry System von BioRad (btiem) fur drei Stunden
getrocknet.

3.2.8.4. Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophoresen

Es wurden zwei Systeme zur Auftrennung der Proteine vertikalen
Polyacrylamidgelen verwendet.

- Auftrennung in der Prote&iixiCell-Apparatur von BioRad (Miinchen)

Es wurden 8,5%-ige Trenngele (370 mM Tris-HCI pi8;83,5% Acrylamid;
0,22% Bisacrylamid; 0,1% SDS; 0,035% APS; 0,035%MEP) gegossen und mit
Isobutanol Uberschichtet. Nach einer Stunde Polgneenngszeit, wurde das Isobutanol
abgegossen und die Geloberkante mit deionisiertehgdspilt. Zur Konzentrierung
und Scharfen der in das Gel eingelaufenen Proteddéra nach dem Prinzip der
Isotachophorese, wurde das Sammelgel (370 mM Tak{H 6,7; 3,9% Acrylamid;
0,1% Bisacrylamid; 0,1% SDS; 0,1% APS; 0,05% TEMED) das Trenngel gegossen.
Nach einer weiteren Stunde Polymerisierungszeitdeudas Gel in die Apparatur
eingesetzt und 1x Laufpuffer (192 mM Glycin; 25 mMis; 0,1% SDS) eingefullt.
Proben von den Gesamtzelllysaten mit 100 pg Pretaimden auf 60 pl mit NP40-Puffer
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aufgeflllt. Es wurden 30 pl 3x Protein-Ladepuffenit( 0,3 M DTT versetzt)

dazugegeben und die Proben wurden unmittelbar emr Auftragen fur 5 min bei 100°C
gekocht. 0,5 pl von dem ,high range” und 0,5 pl v@m ,low range” Marker (BioRad,
Munchen) wurden mit 49 pl 1x Protein-Ladepuffert(@il M DTT versetzt) gemischt.
Die Probe wurde unmittelbar vor dem Auftragen fumin bei 100°C gekocht. Die

Elektrophoresen wurden mit 12 mA pro Gel betrieben.

- Auftrennung mit NuPage® 10% Gele oder NuPage®2% Gradientengele von

Invitrogen in der X Cell Sure Lock" -Apparatur vdnvitrogen.

Die Probenaufbereitung erfolgte wie oben beschrielies wurden geringere
Mengen an Lysaten aufgetragen. Gesamtzelllysaterotit 20 pug Protein wurden auf
13,3 ul mit NP40-Puffer aufgefullt und 6,7 pl 3xoRin-Ladepufer (mit 0,3 M DTT
versetzt) wurden dazugegeben (s.0.). Die X CeleSwock” -Apparatur von Invitrogen
besteht aus einer Innenkammer, wo die Gele eingaspavurden, und einer
AulRenkammer. Die Innenkammer wurde mit 1x MOPS hgsiversetzt mit 1ImM DTT)
geflllt, die AuRenkammer mit 1x MOPS-L6sung. DiekEtophoresen wurden mit 150 V
betrieben.

3.2.8.5. Western Blot-Analyse

Ein auf GelgroBe zugeschnittene Profritrocellulosemembran (0,45 um,
Schleicher & Schuell) wurde in dg8i benetzt, in 1x Transferpuffer (192 mM Glycin; 25
mM Tris; 0,1% SDS; 20% MeOH) aquilibriert und awafsdPolyacrylamidgel gelegt. Gel
und Membran wurden zwischen zwei Whatf&MM-Chromatografiepapiere und zwei
Scotch-Schwdmmen in die Western Blot-Apparatur r{$sBlot™ Cell, Bio Rad)
eingespannt. Der Transfer der Proteine auf die Mamterfolgte im Tankblotting-
Verfahren® Gber zwei Stunden bei 50 V. AnschlieRend wurde Apparatur abgebaut

und der am Rand aufgetragene Marker als Streifendeo Membran abgeschnitten. Die
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Membran und der Markerstreifen wurden kurz in 1XSTgewaschen und mit 1x TBS /
0,5% Tween 20 / 5% Magermilchpulver bei Raumtemperkir eine Stunde blockiert.
Der primare Antikorper wurde in 1x TBS / 0,5 % Twe20 / 2,5% Magermilchpulver /
0,01% Natriumazid nach Angaben des Herstellersiverd Die Membran wurde Uber
Nacht bei 4°C mit dem primaren Antikorper inkubidder Markerstreifen wurde utber
Nacht in der Blockierldsung bei 4°C inkubiert. Araahnsten Tag wurde die Membran 3
mal fir 10 min mit 1x TBS / 0,5% Tween 20 / 2,5% ddemilchpulver gewaschen und
fur eine Stunde mit dem sekundaren Antikérper (2regnti-Kaninchen-IlgG-HRP oder
Ziegen-anti-Maus-1gG-HRP, konjugiert mit MeerrdttiPeroxidase; nach Angaben des
Herstellers in 1x TBS / 0,5% Tween 20 / 2,5% Magktmpulver verdinnt) bei
Raumtemperatur inkubiert. Der abgetrennte Streif@nMarkerproteinen wurde 3 mal
fir 10 min in 1x TBS / 0,5% Tween 20 gewaschen mmd Streptavidin-Meerrettich-
Peroxidase (1:3000 in 1x TBS / 0,5% Tween 20 vemtuAmersham Pharmacia
Biotech) fUr eine Stunde bei Raumtemperatur inkabiembran und Markerstreifen

wurden anschliel3end zweimal mit 1x TBS gespultwiadfolgt gewaschen:
e 2 mal fir 10 min mit 1x TBS / 0,5% Tween 20

e 1 mal fir 10 min mit 1x TBS / 3,0% Tween 20

e 2 mal fur 15 min mit 1x TBS / 0,5% Tween 20

e 2 mal fir 30 min mit 1x TBS / 0,5% Tween 20

e 2 mal fur 30 min mit 1x TBS

Je 3 ml der ECL-L6sungen | und Il (Amersham-Pharen&iotech) wurden in
einer Plastikschale miteinander gemischt und Memlbirad Markerstreifen fur je 1 min
unter Schwenken in der Losung inkubiefdternativ, wurden 750 ul der Lésungen
»ouperSignal® West Dura Stable Peroxid Buffend ,SuperSignal® West Dura
Luminol / Enhacer Solutidn (Pierce) miteinander gemischt und Membran und
Markerstreifen fur je 5 min in der Losung inkubieftnschlieend wurde die Membran

und der Markenstreifen zwischen zwei Plastikfolienimager(,Intelligent Dark Box",
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FUJIFILM) entwickelt. Die Filter wurden nach der t#mncklung in 1x TBS bei 4°C
gelagert. Sollten die Filter mit einem anderenm@iien Antikdrper inkubiert werden, so

wurde das Protokoll mit dem Blockieren der Filtertgesetzt.
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4. Ergebnisse

In der menschlichen hdmatopoetischen Zelllinie Gaen nur die p7® mutierte

Form der p8& regulatorischen Untereinheit gefunden werden. &iérm des Proteins
fehlt fast die ganze c-terminale SH2-Doméne, sienk@doch an der p110 katalytischen
Untereinheit binden. Die in Cole Zellen beobachtatestitutive Aktivierung der PI3K
(JUcker et al.,, 2002) kommt mdglicherweise durcle dibwesenheit des Wildtyp-
p85n—Proteins zustande. Das Fehlen des Wildtypep®5oteins fihrt demnach zu einer
Aufhebung der durch die regulatorische Untereiniveitmittelten PI3K-Inhibition und
dadurch zur konstitutiven Aktivierung der PI3K uhder Signalkaskade.

Um die Wirkung des mutierten

p76u-Proteins zu untersuchen, wurden die ' utation der p85a/PIsK

GCAGCAAC CGAAACAAAGIC TGAARACCTET TGC GAGGG

Zielzellen mit dem retroviralen MigRI-

Vektor, in dem p8&- oder die mutierte . p85a.
!
p76o—Form hineinkloniert wurden, MWVMW\/%MNW‘MWMM

tranduziert. Als Negativkontrolle, wurden — —

. . . .GCAGCAAC CGRAARACAAAGICTGAARAC CTETCGCGAGG(
die Zellen mit dem MigRI-Vektor

p76a
transduziert. Der Vektor st ein

Koexpressions-Vektor, der ein EGFP-Gem

(enhanced green fluorescent profjein
besitzt. Die Mutation in der p@6-DNA Abb. 21: Deletion der Adenin-Base in der
. . ... .mutierten p760—DNA.

wurde mittels Sequenzierung bestatigt
(Abb. 21). In dem p7&-Plasmid fehlt eine

Adenosinbase.

4.1 Herstellung der Retroviren

Zur Transduktion der Zielzellen war die Herstellwmgn Retroviren mit bestimmten
Pseudotypisierungen notwendig. Dafur wurden diefdietllen 293-gp erst mit der Ca-
Phosphat-Methode transfiziert.

100



4. Ergebnisse

Pseudotypisierung

Virentiter (Vektor)
(inf. Partikel / ml)

Virentiter (p7ax)
(inf. Partikel / ml)

Virentiter (p8m)
(inf. Partikel / ml)

Amphotrop+VSV-G

5,3x 10

0 (nicht messbatr

0 (nicht messbar

Ecotrop

0 (nicht messbar)

0 (nicht messbar

0 (nicht messbar

RD114

7.2x 16

2.8 x 1d

2,5x 1d

Tab. 6: Virentiter nach Ca-Phosphat Transfektion

Dies fuhrte zu sehr niedrigen Virentiter, die zufolgreichen Transduktion nicht

ausreichend waren (Tab. 6). Deshalb erfolgte dipofeictamine-Transfektion der
Helferzellen, was zu héheren Titer der Virustuberdédfihrte (Tab. 7).

Pseudotypisierung

Virentiter (Vektor)
(inf. Partikel / ml)

Virentiter (p7ax)
(inf. Partikel / ml)

Virentiter (p85m)
(inf. Partikel / ml)

Amphotrop+VSV-G 7,1x 10 2,7x10 1,9 x 10
Ecotrop 8,2 x 10 49x1d 5,7 x 14
RD114 8,0x 10 3,4x 10 1,5x 10

Tab. 7: Virentiter nach Lipofectamine Transfektion

Zur Produktion der GALV-pseudotypisierten Retroirewurden die PG13-
Helferzellen mit ecotrop-pseudotypisierten Vireansduziert. Die positiv transduzierten
Zellen (Abb. 22) wurden
Herstellung von Uberstanden mit GALV-pseudotypisie Retroviren verwendet (Tab. 8).

sortiert, in Kultur genomm und als Helferzelllinie zur

Abb. 22: Sorten der mit
pseudotypisierten Viren transduzierten

PG13 Zellen.Sowohl die mit dem Vektor,

eGFP-Mig

PG13-Kentrolle ecotrop-

{x 1,000)

als auch die mit
p85u—Konstrukt

waren fast alle positiv (auf der Ordinate ist

dem p@é oder

FSC-H
150

transduzierten  Zellen

Rl Sl AL
a

. et die Zellgr@e, auf der Abszisse die EGFP-

cGFP-P76 eG;;:SS Fluoreszenz  abgebildet). A)  Nicht
cg transduzierte Zellen exprimieren kein
” EGFP; B) 79.2% der mit Vektor-
transduzierten Zellen wurden positiv

FSC-H

sortiert; C) die 15,2% am starksten
p76
wurden sortiert; D) die 18,9% am starksten
p8&

wurden sortiert.

positiven transduzierten Zellen

positiven transduzierten Zellen

101



4. Ergebnisse

Pseudotypisierung

Virentiter (Vektor)
(inf. Partikel / ml)

Virentiter (p7ax)
(inf. Partikel / ml)

Virentiter (p8m)
(inf. Partikel / ml)

GALV

6,2x 10

1,7 x 14

2.2 x 1d

Tab. 8: Virentiter der durch PG13-Zellen produzierten GALV-pseudotypisierten Virusiiberstande

4.2 Wirkung der Expression von p7ax bzw. p85u

Nach Herstellung der entsprechenden Virusiberstamdeden die Zielzellen mit

den entsprechend pseudotypisierten Viren transdugaatiert und weiter analysiert.

4.2.1.Expression von p76 bzw. p85x in Cole Zellen

Zuerst wurde untersucht, ob das Wachstum und défé?ation der Cole Zellen
PI13K-abhangig ist. Dafur wurde ein Proliferationstmeversuch mit dem PI3K-Hemmstoff
LY294002 (Endkonzentration g#) durchgefuhrt.

Wie in der Abb. 23 zu sehen, konnte schon nach Zagen ein Unterschied in der
Proliferation der mit LY294002 behandelten zu derbehandelten Zellen festgestellt
werden. Wahrend die Zahl der Zellen, die nicht b¥294002 behandelt worden waren,
sich verdoppelt hatte, hatte sich die Zahl deretelidie mit LY294002 behandelt worden
waren, kaum geéndert. Bei den nicht behandeltelerz&lonnte wahrend des Versuches
eine exponentielle Zunahme der Zellzahl beobaakéetien, wéahrend die Zellzahl der mit
LY294002 behandelten Zellen abnahm. Nach zehn Tageite die Zellzahl der
unbehandelten Zellen um das 76,6 + 8,9 fache (7660880%) zugenommen, wéhrend
von den mit LY294002 behandelten Zellen nur nocl6@4+ 4,3% lebten. Ein Unterschied
konnte auch in der Anteil der abgestorbenen Zeliestgestellt werden. Die nicht
behandelten Zellen zeigten nach vier Tagen nurneieteil von 1,4% + 0,7% toten
Zellen, wahrend bei den mit LY294002 behandeltehededieser Anteil 27,9% + 4,3%
betrug. Nach zehn Tagen waren 2,5% + 1,2% der hieh&andelten und 87,2% + 6,5% der

mit LY294002 behandelten Zellen abgestorben.
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A Cole Proliferation B Cole Proliferation
100 100
xS ey
—m— Cole LY — 88— Cole LY
80
= 70 Z 10
= AD =
= &0 =
~ =]
g0 £
N30 N e
| i~
10
o o m— 0.1 T T T
Tagl Tag 2 Tag4 Tag B Tag8 Tag 10 Tag0 Tag 2 Tagd TagB Tagd Tag 10
i~ Cole Proliferation Abb. 23: Proliferationsversuch mit dem Hemmstoff
—+— Cal
0% 4 o -1 LY294002. Am Tag O wurden 1xI0 Zellen/ml
z ®7| —m— Cole LY -
3 ol B - ausgesaht. Jeder Punkt entspricht dem Mittelwest a
% an% | //? drei unabhéangigen Experimenten. A) Darstellung der
'z
z % | /E’ Zellzahl in  den 10 Proliferationstagen; B)
/s .
o - L e, exponentielle Darstellung der Zellzahl; C) Darsted
Tagl Tay2 Tegd  Tg6  Tee8  Tasl0 | des Anteils an toten Zellen. Auf der Ordinate i d

Zellzahl, bzw. der Anteil an toten Zellen aufgetrag

Fiir weitere Einzelheiten s. Text.

Die Cole Zellen wurden mit GALV-pseudotypisiertenrah transduziert. Die

positiv sortierten Zellen (Abb. 24) wurden in Kuligenommen und weiter analysiert.

Cole-Kontrolle

GFP-A

eGFP-P76

2,2%

Abb. 24: Sorten der mit GALV-

eGFP-Mig

pseudotypisierten Viren
transduzierten Cole Zellen.A) Nicht
transduzierte Cole Zellen exprimieren
kein EGFP; B) 68,9% demit dem

MigRI-Vektor

transduzierten Zellen

GFP-A

eGFP-P85

wurden positiv sortiert; C) 2,2% der

4.2.1.1.Expressionsnachweis

p76a transduzierten Zellen wurden
positiv sortiert; D) 1,3% demp85n

transduzierten Zellen wurden positiv
sortiert (auf der Ordinate
Zellgrépe, auf der Abszisse die EGFP-

Fluoreszenz abgebildet).

ist die

|||||

Aus den Zellen wurden Lysate hergestellt und WadBtot Analysen durchgefihrt

(Abb. 25).
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nicht transduzierte Zellen mit Vektor transduzierte Zellen p76a transduzierte Zellen p85a transduzierte Zellen
B
GAPDH—> amp -— > G T -
EGFP —— wamgpy A e | e G
C1

EGFP-Expression . )
125% Abb. 25: EGFP-Nachweis nach Transduktion

der Cole Zellen. Floureszenzmikroskop-Bilder

100% - . .
der transduzierten Cole Zellen, sowie Western

Blot Analysen. Bei den Floureszenzmikroskop-

T *
75%

. Bildern ist die durch EGFP-hervorgerufene griine
. Floureszenz in den trasduzierten Zellen zu sehen.
25% - Al) nicht transduzierte Zellen; A2) mit MigRI-

o | Vektor transduzierte Zellen; A3) p76o-

Mig+ P76+ Pgs+ transduzierte Zellen; A4) p8&transduzierte
C2 Zellen. B) Bei dem Wester Blot Bild sind die
] EGFP abgeglichen an GAPDH EGFP- und GAPDH-Mengen dargestellt. Western
R X % Blot Analysen: Darstellung der C1) absoluten
100% - EGFP-Mengen, sowie C2) EGFP-Mengen,
_— abgeglichen an das ,Haus-Keeping-Gen*
GAPDH. Auf der Abszisse ist dargestellt, ob die

50% 4 Zellen mit dem Vektor, p# oder p8u
5o | transduziert wurden. Auf der Ordinate ist die
Proteinmenge dargestellt, wobei die

0% : ;

Proteinmenge in mit dem Vektor transduzierten

Mig+ P76+ Fast

Zellen als Referenz (100%) genommen wurde.

Jeder Wert entspricht dem Mittelwert aus drei u@agigen Experimenten. Mit (*) sind signifikante
Unterschiede mit p<0,05 gekennzeichnet; mit (**)ndsi signifikante Unterschiede mit p<0,0005

gekennzeichnet. Eine Wiederholung dieses Versuataehte das gleiche Ergebnis.
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Zuerst wurde die Frage erlautert, ob nach Transalukder Zellen, das retrovirale
Konstrukt funktioniert und es zu einer Expressien @ene auf dem Vektor kommt. Da es
sich beim MigRl um einen Ko-Expressionsvektor hdindder das EGFP-Gen enthalt,
wurde die EGFP-Expression untersucht. Um die EGRprdssion nachzuweisen, wurden
die Zellen unter einem Floureszenzmikroskop fotfgria und im Western Blot die EGFP-
Mengen quantifiziert (Abb. 25). Wahrend in nichartsduzierten Zellen EGFP nicht
vorhanden ist, kénnen gro3e Mengen an EGFP induaerten und sortierten Zellen
nachgewiesen werden. Die EGFP-Menge ist in mit delkkansduzierten Zellen signifikant
groper als in Zellen, die mit p?6 oder p8o transduziert wurden. péb6transduzierte
Zellen exprimieren 68% + 7% der EGFP-Menge (56%4 dach Abgleich an GAPDH)
der mit Vektor transduzierten Zellen. p8%ransduzierte Zellen exprimieren 62% + 10%
der EGFP-Menge (48% + 6% nach Abgleich an GAPDH)rd# Vektor transduzierten

Zellen. Die mit p76 oder p8% transduzierten Zellen exprimieren éahnliche Meng&iP.

Als nachstes wurde untersucht, ob die positive Jaaktion der Zellen mit der
Expression des transduzierten p#&®zw. p8m—Gens gekoppelt ist. Daflr wurden im
Western Blot die Mengen an pr6bzw. p8m—Protein gemessen (Abb. 26). Zur
Quantifizierung wurden die pés bzw. p8m—Proteinmengen an der GAPDH-Menge
abgeglichenen (um Fehler beim Auftragen der Priyteaite auf dem Gel abzugleichen).
Wahrend die Transduktion der Cole Zellen mit derBopKonstrukt zu einer statistisch
signifikanten Zunahme der pdé6Menge um 25,8% + 10,3% fuhrt, fihrt die Transduktio
dieser Zellen mit dem p85&Konstrukt zu einer nur bei sehr langer Exposition
nachweisbaren Expression von p8®ie Menge des wildtyp p&85-Proteins, das nach
Transduktion exprimiert wird, lieR sich als etwa8%, + 0,2% des endogenen
p760—Proteins quantifizieren. Die p@aéMenge in p8& transduzierten Zellen (endogenes
Protein in B4, Abb. 26) ist gleich wie die p8Menge in mit Vektor transduzierten Zellen.
Auper den mit dem Vektor, pé6oder p8o transduzierten Cole Zellen wurden Jurkat-
Zelllysate als Positivkontrolle fur p85aufgetragen. Jurkatzellen exprimieren das Wildtyp-
Protein p8b, das aufgrund der Gé langsamer als p@dauft. In mit MigRI-Vektor— und
p76o transduzierten Zellen ist kein Wildtyp-Protein p8%achweisbar.
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Abb. 26: Expression von p76 und p85xin Cole Zellen nach Transduktion. Western Blot Bilder:
Darstellung der A1) Mengen an pY®zw. p8m; A2) Mengen an p7® bzw. p8m nach einer sehr langen
Expositionszeit (zur Festsetellung der p8&kxpression); A3) Mengen an GAPDH. Western Blot Amah
Darstellung der B1) absoluten p#6 bzw. p8m—Mengen, sowie B3) p#6- bzw. p8m—Mengen,
abgeglichen an das ,Haus-Keeping-Gen“ GAPDH. In débildungen B2 und B4 ist die Proteinmenge in
mit p85u transduzierten Zellen in dem endogenen Proteiilgdizss mutierte p7&-Protein) und exogenen
Protienanteil (das wildtyp, durch Transduktion higefiigte p8&—Protein) aufgeteilt. In den Abbildungen
B3 und B4 sind die p#6- und p8m—Mengen, abgeglichen an das ,Haus-Keeping-Gen* GARRBigestellt.
Auf der Abszisse ist dargestellt, ob die Zellen dam Vektor, p76 oder p8%. transduziert wurden. Auf der
Ordinate ist die Proteinmenge dargestellt, wobeiRlioteinmenge in mit dem Vektor transduzierterieziel
als Referenz (100%) genommen wurde. Mit (*) singnBikante Unterschiede gekennzeichnet (p<0,05).
Jeder Wert entspricht dem Mittelwert aus drei u@aigigen Experimenten. Eine Wiederholung dieses
Versuches brachte das gleiche Ergebnis. Fir weitiezelheiten s. Text.
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4.2.1.2. Akt-Phosphorylierung nach p76x—Expression und p8a—Uberexpression

Als letztes wurde untersucht, ob der Gentransfeaterschieden bei der Ser473-

Phosphorylierung von Akt fuhrt.

Al —y —— — W W (———— o D_AKt (Serd73)

A2 «— Akt

AT = —— - . P e we mme +— GAPDH

mit Vektor transduzierte Zellen p76a transduzierte Zell&pasa transduzierte Zellen
B1 P-Akt (Serd73) B2 P-Akt (Serd73) Menge
120% abgeglichen an Akt
120% <
100% 100% -
80% 20% |
60% 1 60% A
40% - 40%
20% - 20% |
0% - 0% . .
Mig P76 P35 Mig P76 P85

12{?% a:;;kg;li{gﬁ;f;:'lngTF?;H Abb. 27: Akt-Phosphorylierungsniveau an

—
100% -
80% -
60% -
40% -
20% -
0% - . l
Mig P76 P85

p76a oder p8o transduziert wurden. Auf der

Ser473 nach Transduktion der Cole Zellen.
Western Blot Bilder: Darstellung der Al) P-Akt
(Ser 473) Mengen; A2) Akt Mengen; A3)
GAPDH Mengen. Western Blot Analysen:
Darstellung der B1) absoluten P-Akt (Ser473)-
Mengen; B2) P-Akt (Ser473)-Mengen,
abgeglichen an die Akt-Mengen; B3) die P-Akt
(Ser473)-Mengen, abgeglichen an das ,Haus-
Keeping-Gen“ GAPDH. Auf der Abszisse ist

dargestellt, ob die Zellen mit dem Vektor,

Ordinate ist die Birmhenge dargestellt, wobei die

Proteinmenge in mit dem Vektor transduzierten Zelés Referenz (100%) genommen wurde. Mit (*) sind

signifikante Unterschiede gekennzeichnet (p<0,0Bder Wert entspricht dem Mittelwert aus drei

unabhangigen Experimenten. Fir weitere Einzelhaitdrext.
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Dafur wurden im Western Blot die Mengen von and38rphosphoryliertem Akt
gemessen und an der GAPDH- bzw. Akt-Menge abgegilichm Fehler beim Auftragen
der Proteinlysate auf dem Gel bzw. eine Akt-MenBegulation abzugleichen (Abb.27).
Uberexpression von p@cfiihrt zu einer Abnahme der Akt-Phosphorylierung 38y1% =+
14,3% (nach Abgleich an GAPDH) (bzw. 23,0% + 5,5&m Abgleich der P-Akt Menge
an Akt), verglichen mit der Akt-Phosphorylierung@uole Zellen, die nur mit dem Vektor
transduziert wurden. Transduktion der Zellen mib@8&uhrt zu keiner signifikanten
Abnahme der Akt-Phosphorylierung verglichen mit dét-Phosphorylierung in Cole

Zellen, die nur mit dem Vektor transduziert wurden.

4.2.1.3. Untersuchung zum Mechanismus der p8o-Expressionshemmung

Hierbei sollte die Frage erlautert werden, durchichen Mechanismus die
Translation der in Cole Zellen vorhandenen @3BRNA zum p8o—Protein gehemmt
wird. Konkret sollte untersucht werden, ob es duBaimdung bestimmter Proteine an die
Wildtyp-p850—mRNA und nicht an die mutierte pd6mRNA (oder umgekehrt) zu einem
vermehrten Abbau oder Translationshemmung der yplgt85—mRNA kommt. Daftr
wurde die p76— und p8m—DNA aus dem MigRI-Vektor durch EcoRI herausgeschanit
und in dem pBluescript I SK (+) Vektor hineinkleni. Die in diesem Vektor
hineinklonierten p7@— und p8%—DNA wurden an PD Dr. E. Mohr (Institut fir Anatomie
I: Zellulare NeurobiologieUniversitatsklinikum Eppendorf, Hamburg) zum nadhpémden
Versuch weitergegeben: Der Vektor beinhaltet eifiéfPromotor und wurde zun vitro
Transkription der DNA verwendet. Die daraus entdésne mRNA wurde in Saulen fixiert,
auf denen Cole-Zellen-Extrakte dazugegeben wuenmRNA mit den daran bindenen
Proteinen (und evtl. anderen Molekilen) aus dereelllysaten wurden aus der Saule
eluiert und mir von Dr. E. Mohr zu weiteren Unterlsungen Ubergegeben. Die Proteinen
in den Proben wurden durch eine SDS-PAGE getrendt mit Hilfe einer Coomassie-
Farbung untersucht (Abb. 28). Es konnte kein Unteesl bei den Proteinbanden zwischen
den an p76- und p8m-mMRNA bindenden Proteine aus Cole Zelllysatestgestellt
werden. Sowohl die Banden in den Spuren 2 unds3aath die Banden in den Spuren 4
und 5 sind identisch. (Abb. 28).
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4. Ergebnisse

Abb. 28: Coomassie-Farbung der an p7o-
bzw. p8m-mRNA bindenden Proteine aus
Cole Zelllysaten. 1) Gesamtzelllysat aus Cole
Zellen (20 pg Protein); 2) an p#-mRNA
bindende Proteine aus Cole Zelllysaten (IO
Protein); 3) an p&b-mRNA bindende Proteine
aus Cole Zelllysaten (1Qul Protein); 4) an
p76c—-mRNA bindende Proteine aus Cole
Zelllysaten (2ul Protein); 5) an p7®-mRNA
bindende Proteine aus Cole Zelllysaten (P
Protein); 6) Marker.

4.2.2.Expression von p76 bzw. p85x in PG13 und NIH3T3 Zellen

Die PG13 und NIH3T3 Zellen wurden mit ecotrop-pssydisierten Viren

transduziert. Die positiv sortierten Zellen (Abl2 @nd 29) wurden in Kultur genommen

und weiter analysiert.

NIH3T3-Kontrolle

0,1%

102 10 10 10
GFP-A

eGFP-P76

ennip

(RIS LT I R T
4

.

Abb. 29: Sorten der mit
ecotrop-pseudotypisierten
Viren transduzierten NIH3T3
Zellen. Sowohl die mit dem
Vektor, als auch die mit dem
p76a— oder p8oi—Konstrukt

transduzierten Zellen waren fast

alle positiv (auf der Ordinate ist
die Zellgrd3e, auf der Abszisse
die EGFP-Fluoreszenz
abgebildet). A) Nicht

transduzierte NIH3T3 Zellen
exprimieren kein EGFP; B) die
29,0% am starksten positiven

Vektor-transduzierten Zellen

T wurden sortiert; C) die 4,2% am

10t

GFP-A starksten positiven

ﬂ'l'll"_‘
10°

p76a—transduzierten Zellen

wurden sortiert; D) die 7,7% am starksten positip8Bx transduzierten Zellen wurden sortiert.
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4.2.2.1. Expressionsnachweis

Aus den Zellen wurden Lysate hergestellt und Wastot Analysen wurden
durchgefuhrt. Als erstes wurde die Frage erlautérinach der Transduktion der Zellen, das
retrovirale Konstrukt funktioniert und es zu eirtexpression der Gene auf dem Vektor
kommt. Da es sich um einen Ko-Expressionsvektodéinder das EGFP-Gen enthélt,
wurde die EGFP-Expression untersucht. Um die EGRprdssion nachzuweisen, wurden
die Zellen unter einem Floureszenzmikroskop fotfigria und im Western Blot die EGFP-
Mengen quantifiziert (Abb. 30).

A2 A3 Ad

mit Vektor transduzierte Zellen

nicht transduzierte Zellen

p76a transduzierte Zellen p85a transduzierte Zellen

B
GAPDH w—p — L > e . w—
— a—
EGFP ——s
C1 Cc2
EGFP-Expression EGFP abgeglichen an GAPDH
140.00% . 140.00% -
120.00% 1 e 120.00% | —_—
100.00% 1 100.00% |
80.00% - 80.00% -
60.00% | 60.00% |
40.00% | 40.00% |
20.00% | 20.00% -
0.00% : : l 0.00% : i
Mig P76 P85 Mig P76 P85
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Abb. 30: EGFP-Nachweis nach Transduktion der NIH3T3Zellen. Floureszenzmikroskop-Bilder der
transduzierten NIH3T3 Zellen, sowie Western Blotasen. Bei den Floureszenzmikroskop-Bildern ist di
durch EGFP-hervorgerufene griine Floureszenz intidesduzierten Zellen zu sehen. Al) nicht transdtezie
Zellen; A2) mit MigRI-Vektor transduzierte Zelle®3) p76a transduzierte Zellen; A4) p8aransduzierte
Zellen. B) Bei dem Western Blot Bild sind die EGFimd GAPDH-Mengen dargestellt. Western Blot
Analyse: Darstellung der C1) absoluten EGFP-Mengewje C2) EGFP-Mengen, abgeglichen an das ,Haus-
Keeping-Gen*“ GAPDH. Auf der Abszisse ist dargestelb die Zellen mit dem Vektor, p@6oder p8%
transduziert wurden. Auf der Ordinate ist die Froteenge dargestellt, wobei die Proteinmenge indain
Vektor transduzierten Zellen als Referenz (100%)ogemen wurde. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert
aus drei unabhangigen Experimenten. Mit (*) sirghikante Unterschiede gekennzeichnet (p<0,01¢sBx

Versuch wurde tiber 15-mal wiederholt. Jede Wiedartgpbrachte das gleiche Ergebnis.

Wahrend in nicht transduzierten Zellen EGFP niatithanden ist, kdnnen groflie
Mengen an EGFP in transduzierten und sortiertele@elachgewiesen werden. Die EGFP-
Menge ist in mit Vektor transduzierten Zellen sfiint grd3er als in Zellen, die mit p6
oder p8% transduziert wurden. pégtransduzierte Zellen exprimieren 36,6% + 8,1% der
EGFP-Menge (25,8% * 2,2% nach Abgleich an GAPDH) rd& Vektor transduzierten
Zellen. p8m transduzierte Zellen exprimieren 14,3% + 1,2% H&FP-Menge (15,3% *
8,2% nach Abgleich an GAPDH) der mit Vektor trargdaen Zellen. Die mit p7#6 oder

p85u transduzierten Zellen exprimieren ahnliche Meng&tP.

Als néchstes wurde untersucht, ob die positive Jataktion der NIH3T3 Zellen mit
der Expression des transduzierten g7®zw. p8m—Gens gekoppelt ist. Daftir wurden im
Western Blot die Mengen an pir6bzw. p8m—Proteine gemessen (Abb. 31). Zur
Quantifizierung wurden die pés bzw. p8m—Proteinmengen an der GAPDH-Menge
abgeglichenen (um Fehler beim Auftragen der Priyteaite auf dem Gel abzugleichen).
Die Transduktion der NIH3T3 Zellen mit dem p83%Konstrukt fuhrt zu einer Zunahme der
p85n—Menge auf etwa 254,9% =+ 50,6%. Nach Transduktiom dellen mit dem
p76o—Konstrukt, ist das mutierte p@éProtein nachweisbar, in einer Menge die etwa
93,7% = 25,6% der endogenen p8%enge entspricht. Die p85-Menge in p76
transduzierten Zellen (endogenes Protein in B4hsiich der p8&—Menge in mit Vektor

transduzierten Zellen.
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Abb. 31: Expression von p76 und p85x in NIH3T3 Zellen nach Transduktion. Western Blot Bilder:
Darstellung der: Al) Mengen an p¥tbzw. p8m; A2) Mengen an GAPDH. Western Blot Analysen:
Darstellung der: B1l) absoluten p#6 bzw. p8%:—Mengen, sowie B3) p@6- bzw. p8m—Mengen,
abgeglichen an das ,Haus-Keeping-Gen* GAPDH. In Abhildungen B2) und B4) ist die Proteinmenge der
mit p76x transduzierten Zellen in dem endogenen Proteiitajais wildtyp p8s—Protein) und exogenen
Proteinanteil (das mutierte, durch Transduktiorzbgefiigte p76-Protein) aufgeteilt. In den Abbildungen
B3) und B4) sind die p%- und p8wm-Mengen, abgeglichen an das ,Haus-Keeping-Gen* GAPDH
dargestellt. Auf der Abszisse ist dargestellt, ib Zellen mit dem Vektor, p@6 oder p8& transduziert
wurden. Auf der Ordinate ist die Proteinmenge dstejit, wobei die Proteinmenge in mit dem Vektor
transduzierten Zellen als Referenz (100%) genommerde. Mit (*) sind signifikante Unterschiede mit
p<0,05 gekennzeichnet. Mit (**) sind signifikantentdrschiede mit p<0,005 gekennzeichnet. Jeder Wert
entspricht dem Mittelwert aus drei unabhangigen efixpenten. Dieser Versuch wurde (ber 25-mal

wiederholt. Jede Wiederholung brachte das gleiagelihis. Fiir weitere Einzelheiten s. Text.
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Abb. 32: Expression von p76 und p85xin PG13 Zellen nach Transduktion. Western Blot Bilder:
Darstellung der: Al) Mengen an p¥tbzw. p8m; A2) Mengen an GAPDH. Western Blot Analysen:
Darstellung der: B1l) absoluten p#é bzw. p8m:—Mengen, sowie B3) p@6- bzw. p8m—Mengen,
abgeglichen an das ,Haus-Keeping-Gen* GAPDH. In Abhildungen B2) und B4) ist die Proteinmenge der
mit p76x transduzierten Zellen in dem endogenen Proteiitajai@s wildtyp p8%—Protein) und exogenen
Proteinanteil (das mutierte, durch Transduktiorzbgefiigte p7&-Protein) aufgeteilt. In den Abbildungen
B3) und B4) sind die p%- und p8m-Mengen, abgeglichen an das ,Haus-Keeping-Gen* GAPDH
dargestellt. Auf der Abszisse ist dargestellt, ib Zellen mit dem Vektor, p#@6 oder p85 transduziert
wurden. Auf der Ordinate ist die Proteinmenge dstejit, wobei die Proteinmenge in mit dem Vektor
transduzierten Zellen als Referenz (100%) genommerde. Mit (*) sind signifikante Unterschiede mit
p<0,0005 gekennzeichnet. Mit (**) sind signifikaritlterschiede mit p<0,005 gekennzeichnet. Jedet Wer
entspricht dem Mittelwert aus drei unabhangigendeixpenten. Eine Wiederholung dieses Versuches t@ach

das gleiche Ergebnis. Fir weitere Einzelheiterest. T

113



4. Ergebnisse

Die Transduktion der PG13 Zellen mit dem p8Konstrukt fuhrt zu einer
Zunahme der p86-Menge auf etwa 190,9% + 12,1% (Abb. 32). Nach Taakson der
Zellen mit dem p7&-Konstrukt, ist das mutierte pd@éProtein nachweisbar, in einer
Menge die etwa 90,5% * 4,4% der endogenerupBtenge entspricht. Die p85-Menge

in p76u transduzierten Zellen (endogenes Protein in BAhslich der p8&—Menge in mit
Vektor transduzierten Zellen.

4.2.2.2. Akt-Phosphorylierung nach p76—Expression und p8m—Uberexpression

Als nachstes wurde untersucht, ob der Gentransfélrterschieden bei der Ser473-

Phosphorylierung von Akt fuhrt.

B1 P-Akt (SerdT3)
120%

X

A1 PAKL(Serd73) —» — — - _— %

A2 Akt —>

A3 MAPK —»

80%

B0% 4

A% A

20%

mit Vektor transduzierte Zellen

p76a transduzierte Zellen p85a transduzierte 0%

Mg p76 pes

B2 P-Akt (Ser 473) Menge

- abgeglichen an GAPDH

Abb. 33: Akt-Phosphorylierungsniveau an Ser473 nach T N —

Transduktion der NIH3T3 Zellen. Western Blot Bilder: S
B0%

Darstellung der Al) P-Akt (Serd73) Mengen; A2) Akengen; s

A3) MAPK Mengen. Wester Blot Analysen: Darstelluter B1) e l
0% T T

absoluten P-Akt-Mengen; B2) P-Akt (Ser473)-Mengen, Mig P76 pas

abgeglichen an das ,Haus-Keeping-Gen“ MAPK.

Auf der Abszisse ist dargestellt, ob die Zellen dam Vektor, p76 oder p8%. transduziert wurden. Auf der
Ordinate ist die Proteinmenge dargestellt, wobeiRlioteinmenge in mit dem Vektor transduzierteriezel
als Referenz (100%) genommen wurde. Mit (*) singhBikante Unterschiede gekennzeichnet (p<0,005).
Jeder Wert entspricht dem Mittelwert aus drei udalgigen Experimenten. Fur weitere Einzelheitenext.T

Eine Wiederholung dieses Versuches brachte dashgl&rgebnis.

Dafur wurden im Western Blot die Mengen von an 38rphosphoryliertem Akt
gemessen und an die MAPK-Mengen abgeglichenen (ehieF beim Auftragen der
Proteinlysate auf dem Gel abzugleichen) (Abb. ER)erexpression von pécfiihrt zu

einer signifikanten Abnahme der Akt-Phosphoryligriam Ser473 um 32,9% £ 9% (nach
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Abgleich an das ,Haus-Keeping-Gen* MAPK), vergliohmit der Akt-Phosphorylierung
in NIH3T3 Zellen, die nur mit dem Vektor transduzieurden. Uberexpression von p85
fuhrt zu einer Abnahme der Akt-Phosphorylierung &665% + 2,8% (nach Abgleich an
GAPDH), verglichen mit der Akt-Phosphorylierung Zellen, die nur mit dem Vektor

transduziert wurden.

In PG13 Zellen zeigten die Versuche ahnliche Ergpsien

4.2.2.3. EGF-Stimulationsabhangige Akt-Phosphorylierung nachp76a—Expression
und p85u—Uberexpression

Als nachster Schritt wurde die Akt-Phosphorylieruag Ser473 nach EGF-
Stimulation mit 10 nM EGF Endkonzentration untetdgudes wurde eine Zeitkinetik
untersucht, wo gehungerte (Uber 16 Stunden in Medmit nur 0,5%-igem f6talem
Kalberserum / FCS) NIH3T3 Zellen 0’, 5’, 15" und@4ach Stimulation mit EGF, lysiert
und im Western Blot analysiert wurden. Zuerst sotlie EGF-Stimulation anhand der
Phosphorylierung der Tyrosinreste am EGF-Rezeptatersucht werden (Abb. 34).
Uberraschenderweise ist der EGF-Rezeptor in der8lN3Zellen auch vor Stimulation mit
EGF (0') in einem phosphorylierten Zustand. Esd&arkeine signifikanten Unterschiede
bei der Phosphorylierung des EGF-Rezeptors vor 8&mulation und zu den
unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Stimulatmait EGF beobachtet. Es wurden
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede bei Beosphorylierung des EGF-Rezeptors
zwischen den Vektor-, pé6 und p8oi-transduzierten Zellen beobachtet. Die

Tyrosinphosphorylierung des EGF-Rezeptors warlendProben weitgehend gleich.
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Darstellung der P-Tyr Mengen, | 0% | 100%
abgeglichen an GAPDH Mengen: ZZ; 221
B1) vor EGF-Stimulation (0" nach | so% | a0% |
Stimulation mit EGF); B2) 5 22; QZi
nach Stimulation mit EGF; B3) Mig O FEE Re=l g e Fres Pees
15" nach Stimulation mit EGF; | B3 P-Tyr(15)abgeglichenan GAPDH | B4 ' P-Tyr (240) abgeglichen an GAPDH
B4) 240" nach Stimulation mit | 120% 100%
EGF. Auf der Abszisse ist 1:2: %
dargestellt, ob die Zellen mit dem | s jZ:
Vektor, p76& oder p8& zz; 20% |
transduziert wurden. Auf der | - o 15 — — Bid < via 220 — —

Ordinate ist die Proteinmenge

dargestellt, wobei die Proteinmenge in mit dem ¥ektansduzierten Zellen als Referenz (100%) genemm
wurde. Jeder Wert in B1) - B4) entspricht dem Nitgrt aus drei unabhdngigen Experimenten. Fir weeite

Einzelheiten s. Text. Eine Wiederholung dieses Mehes brachte das gleiche Ergebnis.

Als nachstes wurde die Phosphorylierung von AktSan473 untersucht (Abb. 35).
Das P-Akt Niveau ist in gehungerten (Uber 16 Stanishe Medium mit nur 0,5%-igem
fotalem Kalberserum / FCS) NIH3T3 Zellen deutlickrigger, als in mit normalem
Medium kultivierten NIH3T3 Zellen. In den in norneah Medium gehaltenen Zellen zeigt
sich die oben beschriebene signifikante AbnahmeA#dePhosphorylierung an Ser473 um
72,1% + 5,3% nach Uberexpression von@I@d um 54,9% + 2,0% nach Uberexpression
von p8m (nach Abgleich an das ,Haus-Keeping-Gen* GAPDHigliehen mit der Akt-
Phosphorylierung in NIH3T3 Zellen, die nur mit d&tektor transduziert wurden.
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P-Akt (Se 473} P-AKT (Serd73)
A 140% abgeglichen an Akt - abgeglichen an GAPDH
120% —x 100% 4
P-Akt (Serd73) —s [ S — — 1232;0 -
AKE iy s s s s e g g [ B0% |
e T T J———— 40% |
MigRI p76a p85a 0% 20% -
0% 0%
MNIH3T3 Mg MIHIT3 p7B  MH3T3 p85 MFET3 My NHITE p76 NHSTS g5
P-Akt (Serd73) P Akt (Serd73)

B
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o

120%
100%
80 %

140%
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=
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o o o oy o T
P-Akt (Serd73) P-Akt (Serd73)
. N : abgeglichen an GAPDH
C bt abhgeglichen an Akt 140% geqg
120% 120%
100% 100%
P-Akt (Serd73) —— « «= - a0% 80%
Akt —p T —_—— —— 60% B0%
40% 40%
GAPDH ———p oy ug wrm —-— 20% 20%
MigRI 5 p76a 5 p85a 5’ 0% 0%
MIH3T3 Mig MIH3T3 p76 MNIH3T3 p35 MIH3T3 Mig MH3T3 p76 MHIT3 pgs
5 5 5 5 5 5
D P_Akt (Serd73) P-Akt (Serd73)
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o
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P-Akt (Serd73) — o searee - e | [|100% 100%
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— -

J1{ ge— — — 0% i
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MigRI1 15 p85sa 15’ 0% 0%
HIH3T3 Mig NIH3T3 p76 NIH3T3 pas NIH3T3 Mig NIH3TS p76 NIH3T3 pas
15 15" 15" 15' 15" 185
P-Akt (Serd73) PoAkt (Serdrs)
E A abgeglichen an GAPDH
e abgeglichen an Akt e
140% o
5 140%
&
- o= - e — e —— £ 100%
P-Akt (Serd73) —— 80% 20%
Akt —> - oo -— gy - o B0% 60%
A0% 40%
GAPDH — S eaew -— gy -— 0% 233
; ; ; : 0%
MNIHAT3 M MNIH3T3 p7 B MH3T3 pB5
MigiRI2403| 762404 | ppESai2i0 MHET3 Mg NH3T3 p76 NH3T3 pss o g
240 240 240"

Abb. 35: Akt-Phosphorylierungsniveau an Ser473 nachEGF-Stimulaiton positiv transduzierter
NIH3T3 Zellen. Dargestellt sindlie Western Blot Bilder von P-Akt (Ser 473), AktduGAPDH, sowie die
Analysen der P-Akt (Ser473) Mengen, abgeglicheAltrund GAPDH. A) positiv sortierte NIH3T3 Zellen;

B) gehungerte (s. Text), NIH3T3 Zellen vor EGF-Stiaiion (0" nach Stimulation mit EGF); C) NIH3T3
Zellen 5° nach Stimulation mit EGF; D) NIH3T3 Zealld5" nach Stimulation mit EGF; E) NIH3T3 Zellen
240" nach Stimulation mit EGF. Auf der Abszissedatgestellt, ob die Zellen mit dem Vektor, p7éder
p85x transduziert wurden. Auf der Ordinate ist die Bimhenge dargestellt, wobei die Proteinmenge in mit
dem Vektor transduzierten Zellen jeweils als Refer€l00%) genommen wurde. Jeder Wert entspricht dem
Mittelwert aus drei unabhéngigen Experimenten. Wéitere Einzelheiten s. Text. Mit (*) sind signidilte

Unterschiede gekennzeichnet (p<0,05).
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4. Ergebnisse

Diese Unterschiede der Menge an P-Akt (Ser473) sindehungerten NIH3T3
Zellen (0’ Stimulation) nicht mehr nachweisbar. Autach EGF-Stimulation (5’, 15’ und
240’ nach Stimulation) bleibt der Unterschied deAl® (Ser473) Menge in mit Vektor-,

p76c- und p8ox transduzierten Zellen nicht signifikant.

4.2.3.Expression von p76 bzw. p85x in CD34" Zellen

Die CD34 hamatopoetischen Zellen aus Nabelschnurblut wuaddgereinigt, fir

48 Stunden in Serum-freien Medium mit den Zytokin&ammezellfaktor (SCF),
Interleukin-6 (IL-6), Thrombopoetin (TPO) und FLT33and fms-lik tyrosine kinase 3-
Ligand) gehalten und danach mit RD114 pseudotypisiertetnoRiren transduziert (Abb.

36).
CD34+-Kontrolle
A e -
g
o ol 0,0%
Q
2
m; :1:171?[[]:?]4 T rormm A
GFP-A
o eGFP-P76

0,6%

eGFP-Mig

(x 1,000)

26,3%

T LR S L e R L
4 5

10 ‘[]5 10
GFP-A

R

(x 1,000)

0,6%

FSC-H

|‘l*i'i'?rrll[
10 10° 10"
GFP-A

Abb. 36: Sorten der mit
RD114-pseudotypisierten
Viren transduzierten CD34"
Zellen. A) Nicht transduzierte
CD34" Zellen exprimieren kein
EGFP; B) 26,3% der mit dem
Vektor transduzierten Zellen
wurden positiv sortiert; C) 0,6%
der mit p7& transduzierten
Zellen wurden positiv sortiert;
D) 0,6% der mit p8a
transduzierten Zellen wurden
positiv  sortiert.  (auf der
Ordinate ist die Zellgfge, auf
der Abszisse die EGFP-

Fluoreszenz abgebildet).

4.2.3.1. GM-CSF-abhangige Koloniebildung nach p76- bzw. p8s—Expression

Jeweils 1000 EGFPsortierte CD34 Zellen wurden in Methylzellulose, versetzt mit
einer Konzentration von 10 ng/ml GM-CSF, kultiviettlach 14 Tagen wurden die

Kolonien ausgezahlt, wobei eine Kolonie aus minglest 20 Einzelzellen bestand.
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4. Ergebnisse

Erwartungsgenfiizeigen die Kolonien der positiv sortierten Zellne griine Fluoreszenz
(Abb. 37).

A1 A2 A3 Ad

Abb. 37: GM-CSF-abhingige Koloniebildung der CD34 Zellen aus Nabelschnurblut nach
Transduktion. Floureszenzmikroskop-Bilder der transduzierten €%llen. Dargestellt sind die Kolonien
nach 14 Tagen. Zu sehen ist die durch EGFP-heruafeyee griine Floureszenz in den trasduzierten Zelle
A1) in nicht transduzierten Zellen ist kein EGFRhanden; A2) mit MigRI-Vektor transduzierte Zellek3)
p76a transduzierte Zellen; A4) p8&ransduzierte Zellen.

Es wurde beobachtet, dass die mit dem retroviral@expressionsvektor
transduzierten CD34Zellen, keine Hemmung des Wachstums darstelltémrend es bei
den mit p76. oder p8%w transduzierten Zellen zu einer signifikanten Eingung der GM-
CSF-abhéangigen Koloniebildung, um 87,0% + 19.0%.68,8% +6,6% kommt (Abb. 38).

Abb. 38: GM-CSF-abhéngiges Wachstum

GM-C SF-abhingige Koloniebildung der transuzierten CD34" Zellen. Dargestellt
25.00 % ist die Zahl der Kolonien nach 14 Tagen. Die
20,00 - Koloniezahl wurde aus 1000 sortierten CD34
= Zellen, kultiviert in Methyllzellulose, versetzt
g el mit 10 ng/ml GM-CSF, bestimmt. Mit (*) sind
—2 10.00 - signifikante Unterschiede (p<0,005) gekenn-
} 5.00 - ‘ zeichnet. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert
aus funf unabhéngigen Experimenten. Auf der
0.00 - T T

) Abszisse ist dargestellt, ob die Zellen mit dem
MigR1 p76 p8s

Vektor, p7@ oder p8% transduziert wurden.

Auf der Ordinate ist die Koloniezahl dargestellt.
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4. Ergebnisse

Wenn die transduzierten CD3Zellen in Methylzellulose, verstetzt mit GM-CSF,
SCF, IL-6, Flt3-Ligand und Thrombopoetin kultiviesurden (Vollmedium), zeigten sie
ein ahnliches Koloniebildung-Verhalten. So bildetdie 1000 mit Vektor transduzierten
CD34 Zellen 29 Kolonien, wahrend die mit pr@der p8% transduzierten Zellen nur 13,

bzw. 3 Kolonien bildeten.

4.2.4.Expression von p76 bzw. p85x in vitro

Zur in vitro Transkription / Translation des p¥6 und p8m—Gens wurde das
»INT® T7 Quick Coupled Transcription/Translation t8ys* von Promega verwendet.
Das p76— und p8o:—Gen wurden im pBluescript Il SK (+)-Vektor umklortiewo sie der
Regulation eines T7-Promotors unterliegen. iDigitro Transkription / Translation erfoglte
nach Angaben des Herstellers. Ansdidied wurde das hergestellte Protein durch PAGE

aufgetrennt und durch eine Western Blot Analysensuoicht.

R | J < p85a Abb. 39: Western Blot Analyse nach
v = , +~— p76a in vitro Transkription und
Jurkat Zellen p76o Konstrukt | p850 Konstrukt Translation des P76~ und
p85a—Konstrukts. Links sind
in vitro Transkription / Translation Proteinlysate aus Jurkat  Zellen
140% aufgetragen; in der Mitte ist das Produkt
120% - . . L
T nach in vitro Transkription und
80% - Translation des  p@#6-Konstrukts
60% | aufgetragen; rechts ist das Produkt nach
40% - in vitro Transkription und Translation
20% - des p8b—Konstrukts aufgetragen.
0% - Beide Konstrukte wurden im gleichen
P76 P& Mape transkribiert und translatiert (die

Unterschiede sind statistisch  nicht
signifikant). Auf der Abszisse ist
dargestellt, ob die Zellen mit dem Vektor oder @8&ansduziert wurden. Auf der Ordinate ist die
Proteinmenge dargestellt, wobei die Proteinmengeh ria vitro Transkription und Translation des
p85u—Konstrukis als Referenz (100%) genommen wurde.rJégt entspricht dem Mittelwert aus drei

unabhéngigen Experimenten. Fir weitere Einzelheaitdrext.
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4. Ergebnisse

Links wurden Proteinlysate aus Jurkat Zellen auégen, da in diesen Zellen nur
p85n exprimiert wird. Es ist zu sehen, dass in denop76nd p8m—Reaktionsansazte
Proteine hergestellt wurden, die eine &don 76 kDa und 85 kDa haben. Daher ist es
davon auszugehen, dass es sich dabei um das-pHtd p8m—Protein handelt. Beide
Konstrukte wurden im gleichen Ma transkribiert und translatiert, sodass am Eneée di
Menge an p7&- und p8ox—Protein ahnnlich war (die Unterschiede sind siatht nicht

signifikant).

4.3 Uberexpression der p8o—Untereinheit und ihre Wirkung
auf das Wachstum von normalen und leukdmischen

hamatopoetischen Zellen

Um die Auswirkungen der Uberexpression derg83ntereinheit in verschiedenen
Zelllinien zu untersuchen, wurden CD3Zellen von gesunden Spendern, CDZ4llen
von einem Patienten mit OMF in einer Blastenkrisemmane embryonale Nierenzellen
HEK293-gp, sowie diverse Leukamie-Zelllinien untedst, die Mutationen zeigen, die

haufig in menschlichen Tumoren und Leuk&mien vonkem.

4.3.1. Herstellung der Retroviren mit Helferzellen mit einer stabilen

Expression der Konstrukte

Zur Herstellung von Uberstanden mit hohen Virentiteurden 293-gp Zellen mit
RD114- oder Ampho-VSV-G-pseudotypisierten Retraviteansduziert. Die Zellen, die
eine stabile Expression der Konstrukte nach Lipafaine"'-Transfektion zeigten, wurden

sortiert und in Kultur genommen (Abb. 40).
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Ampho + VSV-G Ampho + V8V-G
293gp-Kontrolle eGFP-Mig & eGFP-P85
< 0,0% 35,4% 0,1%
e
Gl
?:".‘:"|'="|""1""|""1' B R U TR LRI LR B LU RN LR BRI
50 100 150 200 250 50 100 150 200 250 50 100 150 200 250
SSC-H {x 1,000) S5C-H {% 1,000 SSC-H {x 1,000
RD114 RD114
" eGFP-Mig . eGFP-P85
63,1% =CF‘1C_‘-; 0,6%
23
(_’),‘_D_:
|l=l||‘Illhhll‘llhlllli\ll .:'""l""lllll"lll]llllll
50 100 180 200 250 50 100 150 200 250
S8C-H (= 1,000} S8C-H (= 1,000)

Abb. 40: 1. FACS-Analyse und Sortierung der mit RD14- oder amphotrop+VSV-G-pseudotypisierten
Viren transduzierten 293-gp Zellen.A) Nicht transduzierte 293-gp Zellen exprimieregirk EGFP; B)
35,4% der mit den amphotrop+VSV-G pseudotypisieNtgRI-Viren transduzierten Zellen wurden positiv
sortiert; C) 0,1% der mit den amphotrop+VSV-G ps#ypisierten p8&—Viren transduzierten Zellen wurden
positiv sortiert; D) 63,1% der mit den RD114 psaydisierten MigRI-Viren transduzierten Zellen, werd
positiv sortiert; E) 0,6% der mit den RD114 pseyditierten p8a—Viren transduzierten Zellen, wurden

positiv sortiert. Auf der Ordinate ist die Zell@e auf der Abszisse die EGFP-Fluoreszenz abgebildet

Die Zellen wurden ein zweites mal sortiert und e stark positiven Zellen
wurden als Helferzellen verwendet (Abb. 41). Wielab. 9 zu erkennen ist, konnte durch
das zweimalige Sortieren der Helferzelllinie aué @m starksten EPFG-positiven Zellen
der Titer der Viren um 10-fach (Vektor) bzw. 404igp85) gesteigert werden.

122



4. Ergebnisse

Ampho + VSV-G

Ampho + VSV-G

at _ 2o8gpKontrolle ., eGFP-Mig _eGFP-P85
;Ez—; P2 P2
¢ 64,5%
] ] 92,6%
SRR S i | e T
- o ;EF PA ' - v e‘:BFF'-iJ H gt P‘E; FR-A '
Abb. 41: 2. FACS-Analyse und RD114 RD114
Sortierung der mit RD114- oder eGFP-Mlg eG_FP-P85
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Viren transduzierten 293-gp Zellen.
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Nach der ersten Sortierung waren sowohl L

die mit dem Vektor, als auch die mit dem

p85u-Konstrukt transduzierten Zellen zum 96,1% 75,2%
groBten Teil positiv (EGFP-Fluoreszenz ist | s, wrrm g rme [
eGFP- eGFP-A
auf der Abszisse ab-gebildet): A1) Nicht o
) o Ampho + VSV-G Ampho + VSV-G
transduzierte 293gp Zellen exprlmlererlgrI eGFP-Mig B2 eGFP-P85
kein EGFP; A2) 92,6% der mit den & &

amphotrop+VSV-G pseudotypisierten k &

MigRI-Viren trans-duzierten Zellen, waren

positiv; A3) 645% der mit den & B
amphotrop+VSV-G pseudotypisierten ] 21,29,
p85n-Viren trans-duzierten Zellen waren | ey v
positiv; A4) 96,1% der mit den RD114 ceren werEA

do-tvpisiert MiGRI-Vi RD114 RD114
pseudo-typisierten igRI-Viren s eGFP-Mlg a1 eGFP-P85
transduzierten Zellen waren positiv; AS?ﬂg g &
752% der mit den RD1l4 o
pseudotypisierten p85Viren . g_ o u_

SR S ]

transduzierten Zellen waren positiv. Nur Ek Yo

22.0%

Do P PR PR A %

010 10° 0 10°
eGFP-A

bei

selektioniert: B1) die 21,3% am starksten

der zweiten Sortierung positiv

T

die am starksten positiven Zellen wurden ?
I

— L AL LELRALL

[" ;‘2 T III} T “II T N
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SGFP-A

positiven, mit amphotrop+VSV-G

pseudotypisierten MigRI-Viren transduzierten Zellamrden sortiert; B2) die 21,2% am starksten paesit,
mit amphotrop+VSV-G pseudotypisierten p8%iren transduzierten Zellen wurden sortiert; B3 @2,0%
am starksten positiven, mit RD114 pseudotypisieMégRI-Viren transduzierten Zellen wurden sortieB)
die 21,4% am stéarksten positiven, mit RD114 pseymsierten p8b—Viren transduzierten Zellen wurden
sortiert. Auf der Ordinate ist die Zelldié, auf der Abszisse die EGFP-Fluoreszenz abgebildet
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Pseudotypisierung Virentiter (Vektor) Virentiter (p8a)

(inf. Partikel / ml) (inf. Partikel / ml)
Sortierung der Ohne Nach 2 Ohne Nach 2
Helferzelllinie Sortierung Sortierungen Sortierung Sortierungen
Amphotrop+VSV-G 7,1x 10 79x 106 1,9 x 10 8,6 x 10
RD114 8,0 x 19 8,0 x 10 1,5x 10 8,0 x 10

Tab. 9: Titer der Virusiiberstédnde, produziert mit Hilfe 293-gp Zellen mit stabiler Expression der

Konstrukte

4.3.2. GM-CSF-abhangige Koloniebildung der CD34 Zellen nach
p85a—Transduktion

Die CD34 hamatopoetischen Zellen aus Nabelschnurblut wurdee, oben
beschrieben (s. 4.2.3.), aufgereinigt, fur 48 8&imin Serum-freien Medium mit den
Zytokinen Stammzellfaktor (SCF), Interleukin-6 (#); Thrombopoetin (TPO) und FLT3-
Ligand (ms-lik tyrosine kinase 3- Ligapdgehalten und danach mit RD114
pseudotypisierten Retroviren transduziert (Abb. 42)

A CD34-Kontralle B D34 - Mig C D4 - pes

(% 1,000)
{x 1,000}
1

Il |1?0| [ |2T01 L |2?G

12,1%

FSC-H

0,0%

FSC-H

LERELLLL S R ELLLL T
4 ]
10 10

T T TTTTT [ LLLALLLL R SR R R ELL PR R AL LI PR I LLLLL
1o 1 6 0 10 10® 10" 10°
eGFP-A

Abb. 42: FACS-Analyse und Sortierung der mit RD114pseudotypisierten Viren transduzierten CD34
Zellen. A) Nicht transduzierte CD34Zellen exprimieren kein EGFP; B) 38,0% der mit dafektor
transduzierten Zellen wurden positiv sortiert; @126 der mit p8& transduzierten Zellen sind EGFP-positiv
und wurden positiv sortiert. Auf der Ordinate ise dZellgrie, auf der Abszisse die EGFP-Fluoreszenz
abgebildet.
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4.3.2.1. Hemmung der GM-CSF-abhangigen Koloniebildung nach
p85a—Transduktion

Jeweils 1000 EGFPsortierte CD324 Zellen wurden in 100 pl Stemspan Medium,
versetzt mit 10 ng/ml GM-CSF, kultiviert. Nach 14dgen wurde die Zellzahl bestimmt.
Die CD34 Zellen, die mit dem p&6-Konstrukt transduziert wurden, bildeten 76,8% +
3,5% weniger Kolonien als die CD3Zellen, die mit dem Vektor transduziert wurden
(Abb. 43A). Um die Ergebnisse zu bestatigen, wutale Experiment zwei Mal wiederholt.
CD34 Zellen aus Nabelschnurblut von weiteren gesungmm&rn wurden gereinigt, mit
RD114-pseudotypisierten Viren transduziert undiedr{Sortbilder sind nicht abgebildet).
Die Ergebnisse dieser zwei Versuche bestatigerHdmmung der Koloniebildung nach

p85u—Transduktion (um 58,7% + 5,9%, bzw. 54,2% + 1,580). 43B und C).

Spender 1 Spender 2
A GM-CSF-abhingige Koloniebildung | | B GM-CSF-abhangige Koloniebildung
30 % 30 %
25 - 25 _
E 20 | E 20 -
é 15 A E 15 _
X 10 - S 10
5 5
0 0 -
MigR1 ps5 MgR1 p85
Abb. 43: GM-CSF-abhangiges Wachstum der Spender 3
transuzierten CD34" Zellen. Dargestellt ist die c GM-CSF-abhangige Koloniebildung
Zahl der Kolonien nach 14 Tagen. Die e =
Koloniezahl wurde aus 1000 sortierten CD34 S
Zellen, kultiviert in Methylzellulose, versetzt mit E 40
10 ng/ml GM-CSF, bestimmt. Mit (*) sind E 30 -
signifikante Unterschiede (p<0,005) < 201
gekennzeichnet. Jeder Wert entspricht dem 10 4
Mittelwert aus drei unabhéngigen Experimenten. 0 -
Auf der Abszisse ist dargestellt, ob die Zellen mit ol i

dem Vektor oder p&btransduziert wurden. Auf der Ordinate ist die Ko&zahl dargestellt.
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4.3.2.2. Abhangigkeit der Hemmung der GM-CSF-abhangigen Kolaiebildung nach
p85a—Transduktion von der GM-CSF-Konzentration

Als néachstes sollte die Abhangigkeit der Hemmung Keloniebildung nach
p85n—Transduktion von der GM-CSF-Konzentration untersusierden. Daflr wurden
CD34 Zellen transduziert und sortiert (s. oben). Jesv&fl00 von diesen EGFBortierten
CD34 Zellen wurden in 100 pl Stemspan Medium, versetiztunterschiedlichen GM-
CSF-Konzentrationen, kultiviert (O ng/ml, 0,001 mdy/0,01 ng/ml, 0,1 ng/ml, 1 ng/ml und
10 ng/ml GM-CSF). Nach 14 Tagen wurde die Kolonmzestimmt. Wahrend bei sehr
niedrigen GM-CSF-Konzentrationen kaum Kolonien ehen waren, konnte bei steigenden
GM-CSF-Konzentrationen eine vermehrte Koloniebilgiubeobachtet werden. Auch hier
zeigte sich eine Hemmung der Koloniebildung nacbopd ransduktion. Bis zu einer GM-
CSF-Konzentration von 0,1 ng/ml sind nur einzelr@akien entstanden. Bei 1 ng/ml und
10 ng/ml GM-CSF sind deutlich mehr Kolonien entdtam in beiden Fallen ist die
Koloniezahl nach p&b-Transduktion signifikant kleiner. Bei 1 ng/ml GM-E&eigt sich
eine Hemmung um 57,4% + 8,5%, bei 10 ng/ml GM-C8Hgtzsich eine Hemmung um
57,2% * 0,7%. Die mit p8btransduzierten CD34Zellen brauchen etwa die 10-fache GM-
CSF-Konzentration um die gleiche Koloniezahl zudéd, wie die mit dem Vektor
transduzierten Zellen (Abb. 44).

GM-CSF-abhangige Koloniebildung .
o — Abb. 44: GM-CSF-
20 abhangiges Wachstum
1
E / der transduzierten
g 15 :
/ —e—Mig + CD34  Zellen  bei
20 * —= -Pe&s+ —
< /{/ LA unterschiedlichen GM-
-~
° * CSF-Konzentrationen.
0! : ‘ ; . \ Dargestellt ist die Zahl
0 0.001 0.01 0.1 1 10
GM-CSFKonzentration (ng/ml) der Kolonien nach 14

Tagen. Die Koloniezahl wurde aus 1000 sortierterB€[Xellen, kultiviert in Methylzellulose, versetzt mi

unterschiedlichen Konzentrationen von GM-CSF (0mg0,001 ng/ml, 0,01 ng/ml, 0,1 ng/ml, 1 ng/ml und
10 ng/ml GM-CSF), bestimmt. Mit (*) sind signifikenUnterschiede mit p<0,01 gekennzeichnet. Mit (**)
sind signifikante Unterschiede mit p<0,001 gekeiuireet. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert ausi dr
unabhangigen Experimenten. Auf der Abszisse istGMeCSF-Konzentration dargestellt, in der die Zelle

kultiviert wurden, auf der Ordinate ist die Kolonéhl dargestellt.
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4. Ergebnisse

4.3.2.3. Abhangigkeit der Hemmung der GM-CSF-abhangigen Kolaiebildung nach
p85a—Transduktion von der Starke der p8m—Uberexpression

Als néchstes sollte untersucht werden, ob dieserilerg der Koloniebildung von
der Starke der p856-Uberexpression abhangig ist. Dafiir wurden die CDBdllen nach
der Transduktion so sortiert, dass eine Zellpomratit hoch-EGFP-positiven Zellen (im
Folgenden als MigRI++ bzw. p85++ genannt) und emieniedrig-EGFP-positiven Zellen
(im Folgenden als MigRI+ bzw. p85+ genannt) geworwerde. (Abb. 45).

A CD34+-Kontrolle B1  eGFP-Mig+ p2 ©GFP-Mig++
2 §_E s %é
o8] =]
0,0% 3 7 3,5% 8 1 0,6%
Pl\ll‘. T IIIIlII‘ T Illll]ll : .. T ||[i'|‘||:1 T II|||\||‘ i l|||‘|||5 ) ”IIIHill'I T I]IIIIII T IIIIIH| L} IIlIIIIl5 1
10° 10* 10° a2 0 100 10 10 10 42t 0 10 10 10 10
eGFP-A eGFP-A eGFP-A
Abb. 45: FACS-Analyse und c1 eGFP-P85+ c2 eGFP-P85++
Sortierung der mit RD114- 1 g8
pseudotypisierten Viren ° 27
transduzierten CD34" Zellen. S_
A) Nicht transduzierte CD34 - 8 7 0,3%
Zellen exprimieren kein EGFP; P g*;
B1) 3,5% der mit dem Vektor &
transduzierten Zellen wurden

T Ill\ii TTir I'Illli LRI} T
10 10 10°
aGFP-A

LELAAELLL PR R L
5
107

positiv sortiert (MigRI+); C1)

p85u transduzierten Zellen wurden positiv sortiert (pg32) die 0,6% am starksten positiven Zellen, die
mit dem Vektor transduziert wurden, wurden sortfbtigRI++); C2) die 0,3% am starksten positiven|2e|

die mit p8% transduziert wurden, wurden sortiert (p85++). Aldr Ordinate ist die Zellgf&, auf der
Abszisse die EGFP-Fluoreszenz abgebildet.

Jeweils 1000 von diesen EGFRortierten CD3%4 Zellen wurden in 100 pl
Stemspan Medium, versetzt mit 10 ng/ml GM-CSF, itaglit. Nach 14 Tagen wurde die
Zellzahl bestimmt. Es konnte erneut die Hemmung d&loniebildung nach
p85u—Transduktion beobachtet werden. Die hoch-p85-pasitiCD34 Zellen zeigten

jedoch nur eine geringfligig und statistisch niclgnidikant starkere Hemmung der
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4. Ergebnisse

Koloniebildung (um 13,4% + 11,2%) im Vergleich zendniedrig-p85-positiven Zellen
(Abb. 46).

GM-CSF-abhéngige Koloniebildung Abb. 46: GM-CSF-abhangiges Wachstum der
60 transduzierten CD34 Zellen. Dargestellt ist die

x Zahl der Kolonien nach 14 Tagen. Die

Koloniezahl wurde aus 1000 sortierten CD34

*x
50
*x
40 | Zellen, kultiviert in Methylzellulose, versetzt mit
10 ng/ml GM-CSF, bestimmt. Mit (*) sind
oy signifikante Unterschiede (p<0,005)
20 - gekennzeichnet. Jeder Wert entspricht dem
Mittelwert aus drei unabh&ngigen Experimenten.
10 -
Auf der Ordinate ist die Koloniezahl dargestellt.
0 - . . . Auf der Abszisse ist dargestellt, ob die Zellen mit
vig + Vig ++

P85 + P85+

Koloniezahl

dem Vektor oder p8b transduziert wurden,

unterteilt in hoch- und niedrig-EGFP-positiven

Zellen. Fir Einzheiten s. Text.

4.3.2.4. GM-CSF-abhangige Proliferation nach p8o—Transduktion

Als letztes wurde die Proliferation der CD32ellen untersucht. Auch hier zeigte
sich eine Hemmung der Proliferation nach @8bransduktion um 60,9% + 82,8% zu
CD34 Zellen, die mit dem Vektor transduziert wurden. fgkund der groRen
Schwankungen in der Zellzahl, waren diese Unteesighi jedoch statistisch nicht
signifikant (Abb. 47).

GM-CSF-abhangige Proliferation Abb. 47: GM-CSF-abhangige Proliferation der
250.00% transduzierten CD34" Zellen. Die Zellzahl wurde aus
1000 sortierten CD34Zellen, kultiviert in StemSpan
200.00% - Medium, versetzt mit 10 ng/ml GM-CSF, nach 14 Tagen
150.00% - bestimmt. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert ered
unabhéngigen Experimenten. Auf der Abszisse ist
100.00% - dargestellt, ob die Zellen mit dem Vektor oder @85
transduziert wurden. Auf der Ordinate ist die Zafiz
50.00% 1 i dargestellt, wobei die Zahl der mit dem Vektor
0.00% : transduzierten Zellen als Referenz (100%) genommen
MigR1 p85 wurde.
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4. Ergebnisse

4.3.2.5. GM-CSF-abhangige Akt-Phosphorylierung an Ser473 ndc
p85a—Transduktion

Um die GM-CSF-abhangige Hemmung der (Ser473)AktsPhorylierung nach
p85n—Transduktion festzustellen, wurden NIH3T3-Zellenrwendet, die auf der
Oberflache den GM-CSF-Rezeptor exprimieren und dbesen Rezeptor mit GM-SCF
stimulierbar sind (Areces et al., 1993). Die Zelemrden Uber 2 Stunden in Serum-freiem
Medium mit 0,1% BSA gehungert und anscpdied mit 20 ng/ml GM-CSF stimuliert.
Dann wurden Lysate hergestellt und Western Blot lIysen durchgefihrt. Nach
p85u—Transduktion war eine leichte p85Uberexpression festzustellen. Nach Hungern
der Zellen war ein Unterschied in der (Ser473) Rkbsphorylierung von 59,6% + 22,1%
zwischen den mit MigRI- und p85transduzierten Zellen zu sehen. Nach GM-CSF-

Stimulation ist dieser Unterschied auf 85,5% + 38 gestiegen (Abb. 48).

A vor GM-CSF-Stimulation B nach GM-CSF-Stimulation

PBSC ——r w—— —— — | —_— — pssu—.—-——l——-

(Serd73) P-Akt ——> WD WD WS | s o (Serd73)P-Akt — - ——

GAPDH — (D SN WS SN GUEw S GAPDH —» " GD WD o 2D W
mit Vektor transduzierte Zellen |p85«a transduzierte Zellen mit Vektor transduzierte Zellen |p85«a transduzierte Zellen
P-Akt (Ser473) abgeglichen an GAPDH P-Akt (Ser47 3) abgeglichen an GAPDH

140% {vor GM-CSF-Stimulation) 140% {nach GM-CSF-Stimuation)

120% - % 120% - %

100% A 100% -

80% - 59,6% GlEog 85.5%

60% - 60% - o

40% - 40% -

20% A 20% -

0% 0% -
ig p8s Vig p8s

Abb. 48: Akt-Phosphorylierungsniveau an Ser473 vorund nach GM-CSF-Stimulaiton positiv
transduzierter NIH3T3 Zellen. Dargestellt sinddie Western Blot Bilder von p85 P-Akt (Ser 473) und
GAPDH, sowie die Analysen der P-Akt (Ser473) Mengahgeglichen an GAPDH. A) vor GM-CSF-
Stimulation; B) nach GM-CSF-Stimulation. Auf der gdisse ist dargestellt, ob die Zellen mit dem Vekto
oder p8& transduziert wurden. Auf der Ordinate ist die Birmhenge dargestellt, wobei die Proteinmenge in
mit dem Vektor transduzierten Zellen jeweils aldeRenz (100%) genommen wurde. Jeder Wert entspricht
dem Mittelwert aus drei unabhangigen Experimentéiir weitere Einzelheiten s. Text. Mit (*) sind

signifikante Unterschiede gekennzeichnet (p<0,05).
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4. Ergebnisse

4.3.2.6. p85ua—Transduktion von CD34" Zellen eines Patienten in der Blastenkrise

eines myeloproliferativen Syndroms

Die CD34 Zellen wurden aus dem Leukaphereseprodukt getetrégsduziert und
sortiert (s. oben). Die positiv sortierten ZelleAbb. 49) wurden in Methylzellulose,
versetzt mit 10 ng/ml GM-CSF, kultiviert.

A CD34+-Kontrolle B eGFP-Mig ¢  eGFP-P85

5o g 2] 5o
gd 5 % N: g &

& & 1,6% &
= 89 T & 8
8 13 Elf’ ] ‘R
“8ly 233 &

“lellmi; T ||||u|:| LRRLLL LR W T LA EL PR L W 11 | it PR "”“]3 ULELLLL FRLEL lll“l|IJ T
54 0 10" 10 10 10" 48 0 10° In\ ‘04 105 67 0 10 10 10 10
eGFP-A eGFP-A eGFP-A

Abb. 49: Sorten der mit RD114-pseudotypisierten Vien transduzierten CD34 Zellen. A) Nicht
transduzierte CD34Zellen exprimieren kein EGFP; B) 1,6% der mit d&fektor transduzierten Zellen
wurden positiv sortiert; B2) 0,7% der mit pB&ansduzierten Zellen wurden positiv sortiert. Adsr

Ordinate ist die Zellgfge, auf der Abszisse die EGFP-Fluoreszenz abgebildet

Eine Bestimmung von Koloniezahlen war jedoch nictiglich, weil die Zellen
keine Koloniebildung in Anwesenheit von GM-CSF zeig Auch in Stemspan Medium,
versetzt mit 10 ng/ml GM-CSF, zeigten diese CD2dllen aus dem Leukaphereseprodukt
kein Wachstum und starben nach 14 Tagen (Abb. 50).

- - Abb. 50: Proliferation der
Wachstum in Stemspan Medium

i | CD34" Zellen in St -
mit 10 ng'ml GM-CSF ellen in Stemspan
1z0o0 Medium mit 10 ng/ml GM-

—. 1000 CSF. Am Tag 0 wurden 1x10
g 200 4 Zellen/ml ausgesat. Jeder Punkt
E 0D entspricht dem Mittelwert aus
E 400 drei unabhéngigen
= -— Experimenten. Auf der
0 Ordinate ist die Zellzahl

(x1'000) dargestellt.

Tagl Tag1 Tagl: Tag4 Tag? Tag 10 Tag 14
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4. Ergebnisse

4.3.3. Effekte der p85a—Transduktion in Leukamie-Zelllinien

Die Uberexpression der p&5Untereinheit wurde in Leukamie-Zelllinien
untersucht, die Mutationen zeigen, die haufig imsohlichen Tumoren und Leukamien

vorkommen.

4.3.3.1. Effekte der p85n—Transduktion in 293-gp Zellen

Die Transduktion und das Sorten der 293-gp Zellandfim Rahmen der
Herstellung von Zellen mit stabiler Expression Henstrukte, benutzt zur Herstellung von
Virusuberstéanden, statt (s. 4.3.1.). Es wurdenndieden RD114-pseudotypisierten Viren

transduzierten 293-gp Zellen benutzt.

4.3.3.2. Expressionsnachweis der p&b-Untereinheit in 293-gp Zellen

Aus den 293-gp Zellen wurden Lysate hergestellt Wiestern Blot Analysen
durchgefuhrt. Als erstes wurde die Frage erlautérinach der Transduktion der Zellen, das
retrovirale Konstrukt funktioniert und es zu eirtexpression der Gene auf dem Vektor
kommt. Da es sich um einen Ko-Expressionsvektoidéinder das EGFP-Gen enthélt,
wurde die EGFP-Expression untersucht. Um die EGRprdssion nachzuweisen, wurden
im Western Blot die EGFP-Mengen quantifiziert (AbR).

Es konnen grofe Mengen an EGFP in transduziertah sontierten Zellen
nachgewiesen werden. Die EGFP-Menge ist in mit dekknsduzierten Zellen signifikant
groper als in Zellen, die mit p&b transduziert wurden. p85 transduzierte Zellen
exprimieren 23,0% * 4,3% der EGFP-Menge (13,0%32@2nach Abgleich an GAPDH)

der mit Vektor transduzierten Zellen.
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GAPDH— g gl NN [N SN =

EGFP —» — ey =

mit Vektor transduzierte Zellen | pB5a transduzierte Zellen

B1 EGFP Expression B2 EGFP abgeglichen an GAPDH
120% 140%
e e —_— %
100% - 120% -
80% | 100% -
80% -
60% -
60% -
o
40% 40% -
0% . - |
293-gp Mig 293-gp p85 293-gp Mig 293-gp p85

Abb. 51: EGFP-Nachweis nach Transduktion der 293-gZellen. A) Bei dem Western Blot Bild sind die

EGFP- und GAPDH-Mengen dargestellt. Western Bloalgjsen: Darstellung der B1) absoluten EGFP-
Mengen, sowie B2) EGFP-Mengen, abgeglichen an Hasis-Keeping-Gen* GAPDH. Auf der Abszisse ist
dargestellt, ob die Zellen mit dem Vektor oder @8&ansduziert wurden. Auf der Ordinate ist die
Proteinmenge dargestellt, wobei die Proteinmengeiindem Vektor transduzierten Zellen als Referenz
(100%) genommen wurde. Jeder Wert entspricht detteMirt aus drei unabhangigen Experimenten. Mit
(*) sind signifikante Unterschiede gekennzeichmet((005). Eine Wiederholung dieses Versuches beacht

das gleiche Ergebnis.

Als nachstes wurde untersucht, ob die positive Jaaktion der Zellen mit der
Expression des transduzierten p8&ens gekoppelt ist. Daflr wurde im Western Blot die
Menge an p8&—Protein gemessen (Abb. 52). Zur Quantifizierung dear die
p85n—Proteinmengen an die GAPDH-Mengen abgeglichen (aehtelf beim Auftragen der
Proteinlysate auf dem Gel abzugleichen). Die Traksdn der 293-gp Zellen mit dem
p85u—Konstrukt fuhrt zu einer Zunahme der p8®lenge auf etwa 221,6% = 19,5%.
(nach Abgleich an GAPDH).
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PESE s e [ — — —

i T p—

mit Vektor transduzierte Zellen | p85a transduzierte Zellen

B1 p85a Expression B2 p85a Menge
180% abgeglichen an GAPDH

— ——
160% - S0
—

140% 250%
120% 1

’ 200% |
100% 1
80% | 150% 1
B0% 4 100% 1
40% -
e 50% -

0% : 0% :

293gp Mig 293gp paa 293gp Mig 293gp pB5

Abb. 52: Expression von p8& in 293-gp Zellen nach Transduktion.A) Bei den Western Blot Bildern sind
die Menge an p8bund die Mengen an GAPDH dargestellt. Western Bloalfsen: Darstellung der B1)
absoluten p8s-Mengen, sowie B2) p&-Mengen, abgeglichen an das ,Haus-Keeping-Gen* GAPAIH
der Abszisse ist dargestellt, ob die Zellen mit désktor oder p8& transduziert wurden. Auf der Ordinate ist
die Proteinmenge dargestellt, wobei die Proteinmaengmit dem Vektor transduzierten Zellen als Rerfier
(100%) genommen wurddit (*) sind signifikante Unterschiede mit p<0,08lgnnzeichnet. Mit (**) sind
signifikante Unterschiede mit p<0,005 gekennzeithdeder Wert entspricht dem Mittelwert aus drei

unabhangigen Experimenten. Eine Wiederholung di¢sesuches brachte das gleiche Ergebnis.

4.3.3.3. Akt-Phosphorylierung nach p8a-Uberexpression in 293-gp Zellen

Als nachstes wurde untersucht, ob der Gentransfélrterschieden bei der Ser473-

Phosphorylierung von Akt fuhrt.

Dafur wurden im Western Blot die Mengen von an 38rphosphoryliertem Akt
gemessen und an der GAPDH- bzw. Akt-Menge abgeglichm Fehler beim Auftragen
der Proteinlysate auf dem Gel bzw. eine Akt-MenBegulation abzugleichen (Abb. 53).
Uberexpression von p85fiihrt zu einer statistisch signifikanten Abnahmer dAkt-
Phosphorylierung um 64,9% + 4,1% (nach AbgleiclG&#¥PDH) (bzw. 77,0% * 4,4% nach
Abgleich an Akt), verglichen mit der Akt-Phosphoeylng in Zellen, die nur mit dem

Vektor transduziert wurden
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A P-Akt (Serd73) =t gy o w—
Akt =y e g [ o —
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mit Vektor transduzierte Zellen | p85a transduzierte Zellen

B1 P-Akt (Serd73) Menge B2 P-Akt (Serd73) Menge B3 P-Akt (Serd73) Menge
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Abb. 53: Akt-Phosphorylierungsniveau an Ser473 nacfTransduktion der 293-gp Zellen.A) Bei den
Western Blot Bildern sind die P-Akt (Ser473) Mengé& Akt Menge und die GAPDH Menge dargestellt.
Western Blot Analysen: Darstellung der B1) absallReAkt (Serd73)-Mengen; B2) P-Akt (Ser473)-Mengen,
abgeglichen an die Akt-Menge; B3) P-Akt (Ser473)Aden, abgeglichen an das ,Haus-Keeping-Gen*
GAPDH. Auf der Abszisse ist dargestellt, ob diel@elmit dem Vektor oder p85transduziert wurden. Auf
der Ordinate ist die Proteinmenge dargestellt, walie Proteinmenge in mit dem Vektor transduzierten
Zellen als Referenz (100%) genommen wurde. Mit gid signifikante Unterschiede gekennzeichnet
(p<0,0005). Jeder Wert entspricht dem Mittelwer drei unabhangigen Experimenten.

4.3.3.4. PI3K-Abhangigkeit der Proliferation der Laukdmie-Zelllinien

Es wurde untersucht, ob das Wachstum und die Eralibn der Leukamie-
Zelllinien PI3K-abhéangig ist. Daflir wurde ein Pfefiationshemmversuch mit dem PI3K-
Hemmstoff LY294002 (Endkonzentration ) durchgefuhrt (Abb. 54). Der LY294002-
Hemmversuch wurde &hnlich durchgefuhrt wie in 4.héschrieben. Schon nach zwei
Tagen konnte ein Unterschied in der Proliferatien ohit LY294002 behandelten zu den
unbehandelten Zellen festgestellt werden. Bei deint hehandelten Zellen konnte wéhrend
des Versuches eine exponentielle Zunahme der Aéltzobachtet werden, wahrend die
Zellzahl der mit LY294002 behandelten Zellen eHaradam. Ein Unterschied konnte auch
im Anteil der abgestorbenen Zellen festgestelltdear Die nicht behandelten Zellen

zeigten nach zwei Tagen nur einen geringen Anteitaden Zellen, der konstant blieb,
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wahrend bei den mit LY294002 behandelten ZellersatieAnteil hdher war und weiter

zunahm.

Wie in der Abb. 23 zu sehen (s. 4.2.1.), zeigtem @ole Zellen, die nicht mit
LY294002 behandelt wurden, zwei Tage nach Versiwagisb eine Zunahme der Zellzahl
auf 208,5% + 19,3%. Von den mit LY294002 behandelellen lebten noch 92,5% =+
4,7%. Nach zehn Tagen hatte die Zellzahl bei dehtrbehandelten Zellen um 7660% =+
890% zugenommen, wahrend nur noch 34,6% =+ 4,3%ndelY294002 behandelten
Zellen lebten. Zu diesem Zeitpunkt war die Zahl dieht behandelten Zellen 224,3 fach
groper als die Zahl der behandelten Zellen. Der Ardell abgestorbenen Zellen bei den
nicht behandelten Zellen war nach vier Tagen 1,4067%0 und blieb bis zum zehnten Tag
weitgehend unverandert (am Tag 10, 2,5% + 1,2% Zetken). Bei den mit LY294002
behandelten Cole Zellen waren nach vier Tagen 2A9443% abgestorben. Nach zehn
Tagen war dieser Anteil auf 87,2% * 6,5% gestiedgerder unten stehenden Tabelle sind

die Ergebnisse des LY204002-Hemmversuches fiur die Zellen zusammengefasst.

Zelllinie Zellzahl im Vergleich zur Anteil toter Zellen
ausplattierten Zellzahl (Tag 0)
Tag 2 Tag 10 Tag 4 Tag 10
Cole (ohne LY)| 208,5% + 19,3%7760% + 890% 1,4% £ 0,7% 2,5% + 1,2%
Cole (mit LY) 92,5% +4,7% 34,6% +4,3% 27,9% +4,3% 87,2% + 6,5%
Verhaltnis Zellzahl nicht behandelter Zellen : Zahl mit LY294002 behandelten Zellen
224,3 : 1 (nach 10 Tagen)

Die Ergebnisse der Analyse der anderen Zelllinied anten dargestellt (Abb. 54).
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82,4% +4,1% 146,5% * 10,1%

72,8% +2,2% 50,9% + 4,8%

Verhéaltnis Zellzahl nicht behandelter Zellen : Zall mit LY294002 behandelten Zellen
64,8 : 1 (nach 10 Tagen)
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Verhéaltnis Zellzahl nicht behandelter Zellen : Zall mit LY294002 behandelten Zellen
30,9 : 1 (nach 10 Tagen)

136



4. Ergebnisse

1 MV4-11-Proliferation c2 MV4-11-Proliferation
100 100
an —— Nl 411 —_— 411
a0 d| —=— M1y —— M1 LY
El= 10
< &0 s
= s0 =
5 40 z
S 3o g 7 — e -
20 — - e
~
12 e e —& - 0.1 r—="
Tag 0 Tag 2 Tag4 Tag & Tag & Tag 10 Tag 0 Tag 2 Tag 4 Tag 6 Tay 8 Tag 10
C3 MV 4-11-Proliferation
100% =
T Vot . _ /{—— - MV4-11-Zelllinie: C1) Darstellung  der
§ _— ,/ Zellzahlen in den 10 Proliferationstagen; C2)
2 0% // exponentielle Darstellung der Zellzahlen; C3)
< 0w / Darstellung des Anteils an toten Zellen.
0% ! ==
TagO Tag2 Tag 4 Tag B Tagg Tag 10
Zelllinie Zellzahl im Vergleich zur Anteil toter Zellen
ausplattierten Zellzahl (Tag 0)
Tag 2 Tag 10 Tag 4 Tag 10
MV4-11 (ohne LY) | 166,6% + 18,4% 8176% +961% 4,3% +1,0% 4,0% +1,5%
MV4-11 (mit LY) 93,4% +4,4% 17,5% +3,1% 79,5% =7,5% 94,3% + 1,3%

Verhaltnis Zellzahl nicht behandelter Zellen : Zahl mit LY294002 behandelten Zellen

467,9 : 1 (nach 10 Tagen)

D1 K562-Proliferation D2 K562-Proliferation

a0 100

—— 562 ——[562

09| —m— ksB2LY R —
.—-.ED 1 -
:‘? 50 é
= X
=40 = 10 A
%30 %

20 4

10

o ‘ ==t - —e——" 1 : : :

Tag 0 Tag 2 Tag 4 Tag 6 Tag & Tag 10 Tag Tag 2 Tag 4 Tag B Tag 8 Tag 10

D3 K562-Proliferation

0% o

——ksh2 K562-Zelllinie: D1) Darstellung der Zellzahlen

40% | —m— KkEBZLY ) . . .
5 0 in den 10 Proliferationstagen; D2) exponentielle
5
; - 5 - _E Darstellung der Zellzahlen; D3) Darstellung des
b=}
= - :
5 0% P Anteils an toten Zellen.
< _,&{’——1\.

0% ¥ T » T T T T
Tag 0 Tag 2 Tan 4 Tag 6 Tao 8 Tag 10
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Zelllinie Zellzahl im Vergleich zur Anteil toter Zellen

ausplattierten Zellzahl (Tag 0)

Tag 2 Tag 10 Tag 4 Tag 10
K562 (ohne LY)| 266,3% +29,2% 6101% +1031% 5,3% +1,6% 1,9% + 0,2%
K562 (mit LY) 168,5% +21,5% 625,3% +44,3% 6,4% +0,8% 21,7% +1,7%

Verhaltnis Zellzahl nicht behandelter Zellen : Zahl mit LY294002 behandelten Zellen

9,8 : 1 (nach 10 Tagen)
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45,9% + 11,6%

Verhaltnis Zellzahl nicht behandelter Zellen : Zahl mit LY294002 behandelten Zellen

53,4 : 1 (nach 10 Tagen)
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Verhaltnis Zellzahl nicht behandelter Zellen : Zahl mit LY294002 behandelten Zellen

126,2 : 1 (nach 10 Tagen)
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Abb. 54 Proliferationsversuch mit dem Hemstoff LY2@002.Am Tag 0 wurden 1xI0Zellen/ml ausgesit.
Jeder Punkt entspricht dem Mittelwert aus dreibl@dagigen Experimenten. Auf der Ordinate ist die
Zellzahl, bzw. der Anteil an toten Zellen aufgetagDie Ergebnisse der Analysen fiir die entspreddren
Zelllinien wurde in den neben stehenden Tabellesammengestellt. Fir weitere Einzelheiten s. Text un

Tabellen.

4.3.3.5. P-Akt in den Leukamie-Zelllinien

Um die Aktivitat der PI3K Jurkat
nachzuweisen, wurde als nachstes die Eol1 +~— P-Akt (5473)
Ser473-Phosphorylierung von Akt in den Jurkat ‘e e «— P-Akt (5473)
Zelllinien untersucht (Abb. 55). In allen MY 111 S — P-AKt (5473)
Zelllinien  konnte  P-Akt (Ser473) K562 N - P-AKt (5473)
nachgewiesen werden, wobei in manchen

Kasumi-1 |@ . P-Akt (S473)

Zelllinien (Jurkat, M1 und MV4-11) die
P-Akt (Ser473) — Banden deutlich starker -1
waren als in den anderen Zelllinien (Eol1,
Kasumi, K562). Da Jurkat-Zellen dgie

Mengen an P-Akt (Ser473) zeigen,

e < P-Akt (3473)

Abb. 55: Akt-Phosphorylierung an Ser473 in
Leukamie-Zelllinien. Dargestellt sinddie P-Akt

(Ser473) Mengen. Rechts ist zur Kontrolle
wurden Proteinlysate aus Jurkat-Zellen Proteinlysat von Jurkat-Zellen aufgetragen.

als Kontrolle aufgetragen.

4.3.3.6. Transduktion der Leukamie-Zelllinien

Alle Zelllinien wurden mit amphotrop- + VSV-G-pseatgipisierten Viren
transduziert. Die positiv sortierten Zellen (Ablg-5, 56-2) wurden in Kultur genommen

und weiter analysiert.
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Abb. 56-1: FACS-Analyse und Sortierung der mit ampltrop- + VSV-G-pseudotypisierten Viren
transduzierten Leukamie- Zelllinien. A) Eoll-Zelllinie: Al) nicht transduzierte Eoll-Zeh exprimieren kein
EGFP; A2) 0,2% der mit dem MigRI-Vektor transdutger Zellen wurden positiv sortiert; A3) 0,2% 850
transduzierten Zellen wurden positiv sortiert (def Ordinate ist die Zellgfi&, auf der Abszisse die EGFP-
Fluoreszenz abgebildet). B) Jurkat-Zelllinie: Bi1ght transduzierte Jurkat-Zellen exprimieren ke(BHP; B2)
31,9% der mit dem MigRI-Vektor transduzierten Zellevurden positiv sortiert; B3) 14,9% de85%:
transduzierten Zellen wurden positiv sortiert (def Ordinate ist die Zellgfi&, auf der Abszisse die EGFP-
Fluoreszenz abgebildet). C) MV4-11-Zelllinie: Cight transduzierte MV4-11-Zellen exprimieren keiGEP;
C2) 0,2% der mit dem MigRI-Vektor transduziertenll@® wurden positiv sortiert; C3) 0,2% d@85u
transduzierten Zellen wurden positiv sortiert (def Ordinate ist die Zellgf#&, auf der Abszisse die EGFP-

Fluoreszenz abgebildet).
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Abb. 56-2: FACS-Analyse und Sortierung der mit ampltrop- + VSV-G-pseudotypisierten Viren
transduzierten Leukamie- Zelllinien. D) K562-Zelllinie: D1) nicht transduzierte K562-Ze&xh exprimieren
kein EGFP; D2) 1,2% der mit dem MigRI-Vektor transikrten Zellen wurden positiv sortiert; D3) 1,9%rd
p85x transduzierten Zellen wurden positiv sortiert (daf Ordinate ist die EGFP-Fluoreszenz, auf derzisks
die Zellgrie abgebildet). E) Kasumi-Zelllinie: E1) nicht traogierte Kasumi-Zellen exprimieren kein EGFP;
E2) 4,4% der mit dem MigRI-Vektor transduziertenli@ wurden positiv sortiert; E3) 0,9% d@85x
transduzierten Zellen wurden positiv sortiert (def Ordinate ist die Zellgfi&, auf der Abszisse die EGFP-
Fluoreszenz abgebildet). F) M1-Zelllinie: F1) ni¢teansduzierte M1-Zellen exprimieren kein EGFP; BB%
der mit dem MigRI-Vektor transduzierten Zellen wemndpositiv sortiert; F3) 0,2% dg85x transduzierten
Zellen wurden positiv sortiert (auf der Ordinaté dse Zellgri@e, auf der Abszisse die EGFP-Fluoreszenz
abgebildet).

141



4. Ergebnisse

4.3.3.7. Expressionsnachweis der p&b-Untereinheit in Leukamie-Zelllinien

Aus den sortierten Zellen
wurden durchgefuhrt (Abb. 57).
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Abb. 57: EGFP-Nachweis

nach Transduktion der
Leukémie-Zelllinien.

A) Eol1-Zelllinie;

B) Jurkat-Zelllinie;

C) MV4-11-Zelllinie;

D) K562-Zelllinie;

E) Kasumi-Zelllinie;

F) M1-Zelllinie.
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den  Western
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Abszisse ist dargestellt, ob «
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p85a transduziert wurderAuf
ist di

der Ordinate

Proteinmenge dargeste
wobei die Proteinmenge in n
dem Vektor transduzierts
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p<0,05 gekennzeichnet. N
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Unterschiede mit p<0,0(
gekennzeichnet. Jeder W
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Experimenten. Fir weite

Einzelheiten s. Text.
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Zuerst wurde die Frage untersucht, ob nach Transxiuler Zellen, das retrovirale
Konstrukt funktioniert und es zu einer Expressien @ene auf dem Vektor kommt. Da es
sich um einen Ko-Expressionsvektor handelt, derlaBP-Gen enthélt, wurde die EGFP-
Expression untersucht. Um die EGFP-Expression naekizen, wurden im Western Blot
die EGFP-Mengen quantifiziert (Abb. 57). EGFP stvehl in mit Vektor transduzierten
Zellen als auch in Zellen, die mit p8%ransduziert wurden, nachweisbar. Die EGFP-
Menge ist meistens in mit Vektor transduziertenetekignifikant gr@er als in Zellen, die
mit p85x transduziert wurden. p85transduzierte Eoll-Zellen exprimieren nur 1,7% +
0,4% der EGFP-Menge (nach Abgleich an GAPDH) ddr\ektor transduzierten Eoll-
Zellen. p8% transduzierte Jurkat-Zellen exprimieren 36,9% +1%4 der EGFP-Menge
(nach Abgleich an GAPDH) der mit Vektor transdutgaer Jurkat-Zellen. p&b
transduzierte MV4-11-Zellen exprimieren 71,6% +%,tler EGFP-Menge (nach Abgleich
an GAPDH) der mit Vektor transduzierten MV4-11-2Zell p8%: transduzierte K562-
Zellen exprimieren 13,9% + 2,5% der EGFP-Menge lfnAbgleich an GAPDH) der mit
Vektor transduzierten K562-Zellen. p8%ransduzierte Kasumi-Zellen exprimieren 24,3%
+ 1,8% der EGFP-Menge (nach Abgleich an GAPDH) detr Vektor transduzierten
Kasumi-Zellen. Der Unterschied in der EGFP-Expm@sgnach Abgleich an GAPDH) in
p85n transduzierten und mit Vektor transduzierten Mllede war statistisch nicht

signifikant.

Als nachstes wurde untersucht, ob die positive Jaaktion der Zellen mit der
Uberexpression des transduzierten p85ens gekoppelt ist. Dafir wurden im Western
Blot die Mengen an p&b-Protein gemessen (Abb. 58). Zur Quantifizierung deuar die
p85n—Proteinmengen an die GAPDH-Menge abgeglichen (uhteFdeim Auftragen der
Proteinlysate auf dem Gel abzugleichen). Die Trak8on der K562 Zellen mit dem
p85n—Konstrukt fiihrte zu einer Zunahme der p8%enge auf 255,8% + 32,1%,
verglichen mit der p8o-Menge in mit Vektor transduzierten K562-Zellen. Baen
anderen Zelllinien konnte kein signifikanter Untdned der p8&—Menge nach

Transduktion mit dem p&&-Konstrukt oder mit dem MigRI-Vektor festgestelltnden.
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A) Eoll-Zelllinie;

B) Jurkat-Zelllinie;

C) MV4-11-Zelllinie;

D) K562-Zelllinie;

E) Kasumi-Zelllinie;

F) M1-Zelllinie.
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4.3.3.8. Akt-Phosphorylierung nach Transduktion deLeukamie-Zelllinien

Dann wurde untersucht, ob der Gentransfer zu Ushiezden bei der Serd473-
Phosphorylierung von Akt fuhrt (Abb. 59).
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Abb. 59: Akt-Phosphorylierungsniveau an Ser473 nachlransduktion der Leukamie-Zelllinien. A)
Eol1-Zelllinie; B) Jurkat-Zelllinie; C) MV4-11-Zdihie; D) K562-Zelllinie; E) Kasumi-Zelllinie; F) M-
Zelllinie. A1-F1): Bei den Western Blot Bildern sind die Mengen an IR-fSer 473), Akt und GAPDH
dargestellt. A2-C2 und F2): Bei den Western BloaAmsen sind die P-Akt (Ser 473)-Mengen, abgegliciren
Akt dargestellt. A3-C3 und F3): Bei den Western tBlnalysen sind die P-Akt (Ser 473)-Mengen,
abgeglichen an das ,Haus-Keeping-Gen“ GAPDH daediestn K562- und Kasumi-Zellen war das P-Akt
Niveau zu niedrig, um ausgewertet zu werden. Hstr zur Kontrolle Proteinlysat von Jurkat-Zellen
aufgetragen. Auf der Abszisse ist dargestellt, igbZllen mit dem Vektor oder p85transduziert wurden.
Auf der Ordinate ist die Proteinmenge dargesteitibei die Proteinmenge in mit dem Vektor transduere
Zellen als Referenz (100%) genommen wurdkter Wert entspricht dem Mittelwert aus drei u@algiigen

Experimenten. Fur weitere Einzelheiten s. Text.

Dafur wurden im Western Blot die Mengen von an 38rphosphoryliertem Akt
gemessen und an der GAPDH- bzw. Akt-Menge abgeglichm Fehler beim Auftragen
der Proteinlysate auf dem Gel bzw. eine Akt-MenBemguulation abzugleichen (Abb. 59).
Transduktion der Zelllinien mit dem p&5Konstrukt fuhrt zu keiner signifikanten
Anderung der Akt-Phosphorylierung verglichen mit dét-Phosphorylierung in Zellen,
die nur mit dem Vektor transduziert wurden (wedach Abgleich an Akt, noch nach
Abgleich an GAPDH). In K562- und Kasumi Zellen wers P-Akt Niveau so niedrig, dass
die Mengen kaum auszuwerten waren. Da Jurkat-Zelleie Mengen an P-Akt (Ser473)
zeigen, wurden Proteinlysate aus Jurkat-ZelleiKatgrolle aufgetragen.

4.3.3.9. Proliferation der Leukamie-Zelllinien nach Transduktion

Als néachstes wurde die Proliferation der positivtisden Zellen nach Tranduktion
mit dem MigRI Vektor oder p8b-Konstrukt untersucht (Abb. 60). Die Unterschiede
zwischen der Zahl der mit dem Vektor und mit derbgp8<onstrukt transduzierten Zellen

waren statistisch nicht signifikant.
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Abb. 60: Proliferation der Leukamie-Zelllinien nach Transduktion. A) Eol1-Zelllinie; B) Jurkat-Zelllinie;
C) MV4-11-Zelllinie; D) K562-Zelllinie; E) Kasumi-&llinie; F) M1-Zellinie. Am Tag 0 wurden 1x£0
Zellen/m| ausgesat. Jeder Punkt entspricht demeMiért aus drei unabhangigen Experimenten. Auf der

Ordinate ist die Zellzahl aufgetragen. Fur weitéirezelheiten s. Text.

4.3.3.10.Sortierung der Jurkat Zellen nach der Transduktionseffizienz

Um festzustellen, ob die fehlende Uberexpressiom vp8% mit der
Transduktionseffizienz in Verbindung steht, wurdimkat Zellen nach Transduktion mit
amphotrop- + VSV-G-pseudotypisierten Retroviren drei Zellpopulationen sortiert,
EGFP-negative Zellen (EGPPschwach EGFP-positive Zellen (EGFRNnd stark EGFP-
positive Zellen (EGFP) (Abb. 61). Die sortierten Zellen wurden in Kuligenommen und

weiter analysiert.

147



4. Ergebnisse

A— Jurkat - Kotrolle B Jurkat - MigR+ 9 Jurkat - p85+
g = §¢]
= P2 = 7
&
- x &
0 [&] -
@ 2
0,0% &
0,0% o
¥ ] 16,1%
i S, P =TT IlllIIIIJI‘ T 1T |I|||il T T A UL |l”ﬂi T
|l T T, . : 13 o 100 10° 10 10°

80 0 10 10° 10 10°

- eGFP-A

Abb. 61: FACS-Analyse und Sortierung der mit amphotop- + VSV-G-pseudotypisierten Viren
transduzierten Jurkat-Zellen. Jurkat Zellen wurden nach Transduktion in dreil@gdulationen sortiert,
EGFP-negative Zellen (P1 - EGFPschwach EGFP-positive Zellen (P2 - EGFBnd stark EGFP-positive
Zellen (P3 - EGFP). A) nicht transduzierte Jurkat-Zellen exprimieregin EGFP; B) 2,2% der mit dem
MigRI-Vektor transduzierten Zellen waren EGFP-nagéPl - EGFP, 19,0% schwach EGFP-positiv (P2 -
EGFP) und 17,5% stark EGFP-positiv (P3 - EGBPC) 2,2% der p8% transduzierten Zellen waren EGFP-
negativ (P1 - EGFF, 19,9% schwach EGFP-positiv (P2 - EGFRnd 16,1% stark EGFP-positiv (P3 -
EGFP™). Auf der Ordinate ist die Zellgp&, auf der Abszisse die EGFP-Fluoreszenz abgebildet

4.3.3.11 Expression der p8m—Untereinheit in stark EGFP-positiven Jurkat-Zellen

Aus den sortierten Zellen wurden nach 2 bis 3 Tlagmate hergestellt und Western
Blot Analysen wurden durchgefuhrt. Zuerst wurde dieage erlautert, ob nach
Transduktion der Zellen das retrovirale Konstruktktioniert und es zu einer Expression
der Gene auf dem Vektor kommt. Da es sich um ekKmiExpressionsvektor handelt, der
das EGFP-Gen enthélt, wurde die EGFP-Expressiagrautht. Um die EGFP-Expression
nachzuweisen, wurden im Western Blot die EGFP-Menggantifiziert (Abb. 62). Nach
Transduktion mit p8& ist EGFP sowohl in schwach EGFP-positiven ZelEGKEP), als
auch in stark EGFP-positiven Zellen (EGPP aber nicht in EGFP-negativen Zellen
(EGFP) nachweisbar. Die EGFP-Menge ist in stark EGFRtipes Zellen (EGFP)
signifikant gr@er als in schwach EGFP-positiven Zellen (EGFRZellen. Nach
p85u—Transduktion exprimieren schwach EGFP-positive duellen (EGFP) 15,7% +
8,3% der EGFP-Menge (nach Abgleich an GAPDH) varksEGFP-positiven Jurkat
Zellen (EGFP"). EGFP-negativ sortierte Zellen (EGFExprimieren kein EGFP.
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A p85da transduzierte Jurkat-Zellen

EGFP- negativ | EGFP* EGFP** stark positiv
schwach positiv

B GFF abgeglichen an GAPDH

—_—

20%
0% T T

Jurkat P85 - Jurkat P85 + Jurkat P85 ++

Abb. 62: EGFP-Nachweis nach p8&—

Transduktion der Jurkat-Zellen. A) Dargestellt
sind die EGFP- und GAPDH-Mengen B) Bei den
Western Blot Analysen sind die EGFP-Mengen,
abgeglichen an das ,Haus-Keeping-Gen“ GAPDH
dargestellt. Auf der Abszisse ist dargestellt, @b e
sich um EGFP-negative Zellen (Jurkat P85-),
schwach EGFP-positive Zellen (Jurkat P85+) oder
stark EGFP-positive Zellen (Jurkat P85++) nach
Transduktion mit p8& handelt. Auf der Ordinate ist
die  Proteinmenge dargestellt, wobei die
Proteinmenge in stark EGFP-positiven Zellen

(Jurkat P85++) als Referenz (100%) genommen

wurde. Mit (*) sind signifikante Unterschiede gekerichnet (p<0,01). Jeder Wert entspricht dem hrtet

aus drei unabhéangigen Experimenten.

Als nachstes wurde untersucht, ob die Transduktffimgeenz eine Rolle in der

Uberexpression des p&5Gens spielt. Dafur wurden im Western Blot die Mengm

p85u—Protein gemessen (Abb. 63). Zur Quantifizierungdeuar die p8&—Proteinmengen

an die GAPDH-Menge abgeglichenen (um Fehler beirftrégen der Proteinlysate auf

dem Gel abzugleichen).

A p85a transduzierte Jurkat-Zellen Abb. 63: Expression von p8& nach

pa5 ——s Wiy w— ——— — A g— —

CAPDH — ~apenyp -
— L 1 1

p85a—Transduktion der Jurkat-Zellen.
A) Dargestellt sind die Mengen an
p85x: und GAPDH. B) Bei den Western

EGFP- negativ | EGFP* EGFP* stark positiv Blot Analysen sind die p86-Mengen,

schwach positiv

abgeglichen an das ,Haus-Keeping-Gen*

B p35 abgeglichen an GAPDH
120%

GAPDH dargestellt. Auf der Abszisse ist

100% - dargestellt, ob es sich um EGFP-negative
20% A Zellen (Jurkat P85-), schwach EGFP-
60% - positive Zellen (Jurkat P85+) oder stark
40% - EGFP-positive Zellen (Jurkat P85++)
20% - nach Transduktion mit p8chandelt. Auf

0% - : : der Ordinate ist die Proteinmenge

Jurkat P85 -  Jurkat P85 + Jurkat P85 ++

dargestellt, wobei die Proteinmenge in

EGFP-negativen Zellen (Jurkat P85-) als

Referenz (100%) genommen wurde. Jeder Wert entgprem Mittelwert aus drei unabhéngigen

Experimenten.
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Nach Transduktion mit dem p&5Konstrukt konnte kein signifikanter Unterschied
in der p8m—Menge in EGFP-negativen Zellen (EGl;Bchwach EGFP-positiven Zellen
(EGFP) und stark EGFP-positiven Zellen (EGFPbeobachtet werden.

4.3.3.12 Akt-Phosphorylierung in stark EGFP-positiven Jurkat-Zellen

Als nachstes wurde untersucht, ob die Transdulkeifimgenz eine Rolle in der
Phosphorylierung von Akt an Ser473 spielt. Dafurdem im Western Blot die Mengen
von an Ser473 phosphoryliertem Akt gemessen undleanGAPDH- bzw. Akt-Menge
abgeglichen, um Fehler beim Auftragen der Proteatly auf dem Gel bzw. eine Akt-
Mengen-Regulation abzugleichen (Abb. 64). Nach 3daktion mit dem p8p-Konstrukt
konnte kein signifikanter Unterschied in der AkteBphorylierung an Ser473 in EGFP-
negativen Zellen (EGFR schwach EGFP-positiven Zellen (EGFRind stark EGFP-
positiven Zellen (EGFP) beobachtet werden.

A p85a transduzierte Jurkat-Zellen

P-Akt (Serd73) —

-_ e S e o - ew =

Akt —— -y - -~ o e | ae— gy =

GAPDH— "y p @

EGFP- negativ

EGFP* EGFP* stark positiv
schwach positiv

B1
180%
160%
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120%
100%
80%
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P-Akt (Serd73)
abgeglichen an GAPDH

B2
180%
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0%

P-Akt (Serd73)
abgeglichen an Akt

Jurkat P85 - Jurkat P85+ Jurkat P85 ++ Jurkat P85 - JurkatP85 +  Jurkat P85 ++

Abb. 64: Akt-Phosphorylierungsniveau an Ser473 naclp850—Transduktion der Jurkat-Zellen. A) Bei

den Western Blot Bildern sind die Mengen an P-A&er(473), Akt und GAPDH dargestellt. B) Bei den
Western Blot Analysen sind die P-Akt (Ser 473)-MemgB1) abgeglichen an das ,Haus-Keeping-Gen*
GAPDH und B2) abgeglichen an Akt dargestellt. Aefr dAbszisse ist dargestellt, ob es sich um EGFP-
negative Zellen (Jurkat P85-), schwach EGFP-pasifigllen (Jurkat P85+) oder stark EGFP-positivderel
(Jurkat P85++) nach Transduktion mit p8%andelt. Auf der Ordinate ist die Proteinmenge dstgjlt, wobei

die Proteinmenge in EGFP-negative Zellen (Jurk&:-P8ls Referenz (100%) genommen wurde. Jeder Wert

entspricht dem Mittelwert aus drei unabhangigenefixpenten.
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4.3.3.13 Proliferation der schwach oder stark EGFP-positivenJurkat-Zellen

Als letztes wurde die Proliferation der EGFP-negati (EGFP, schwach EGFP-
positiven (EGFP) und stark EGFP-positiven (EGFP Jurkat-Zellen nach Transduktion
mit dem MigRI Vektor oder p&b-Konstrukt untersucht (Abb. 65). Auch hier konntenke
signifikanter Unterschied zwischen der Proliferatider EGFP-negativen (EGHP
schwach EGFP-positiven (EGBRund stark EGFP-positiven (EGFP Jurkat-Zellen nach
Transduktion mit dem MigRI-Vektor oder dem pB83onstrukt festgestellt werden. In

allen 6 Ansatzen waren die Unterschiede in derzakll Gber allen Tagen statistisch nicht

signifikant.
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Abb. 65: Proliferation der Jurkat-Zellen nach Transduktion. A) Darstellung der Zellzahlen in den 10
Proliferationstagen; B) exponentielle Darstellurey @ellzahl. Am Tag 0 wurden 0,5 x *LBellen ausgesét.
Auf der Ordinate ist die Zellzahl aufgetragen. dedkert entspricht dem Mittelwert aus vier unabhgegi
Experimenten. Farbkodierung: Jurkat Mig-: mit derekior transduzierte, EGFP-negative Zellen; Jurkat
Mig+: mit dem Vektor transduzierte, schwach EGFRHie Zellen; Jurkat Mig++: mit dem Vektor
transduzierte, stark EGFP-positive Zellen; Jurk&6-p mit dem p8&-Konstrukt transduzierte, EGFP-
negative Zellen; Jurkat p85+: mit dem p8¥onstrukt transduzierte, schwach EGFP-positiveefelDurkat
p85++: mit dem p8&s—Konstrukt transduzierte, stark EGFP-positive Zellen

4.3.3.14BrdU-Messung der Zellproliferation

Um die Zellproliferation sofort nach der Transdoktider Zellen zu untersuchen,
wurde eine BrdU-Messung der Zellproliferation dgefiihrt (Abb. 66).
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Abb. 66: BrdU-Messung der Proliferation der p8m—transduzierten Jurkat-Zellen. In der Kontroll-
Farbung ist weder eine BrdU-Farbung, noch eine EBEBreszenz festzustellen. Die pB%ransduzierten
Zellen wurden nach Starke der EGFP-Fluoreszenizligefd und Q3 EGFP-negative Zellen; P2 und P3
schwach EGFP-positive Zellen; Q2 und Q4 stark E@6&8itive Zellen. Die negativen-, schwach positiven-
und stark positiven-EGFP Zellen wurden dann in Brdigative und —positive Zellen geteilt. In den Tkdre
sind die Anteile der Zellen dargestellt. Auf der s&lsse ist die EGFP-Fluoreszenz dargestellt. Auf de
Ordinate ist die BrdU-Farbung dargestellt. Jeddd @&ntspricht einem unabhangigen Experiment.
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In der Abb. 66 sind die FACS-Analyse-Daten von atikellen dargestellt. Die
Prozentzahlen geben die entsprechende Anteile dker B- und EGFP +/- Zellen an: Q3:
EGFP negative, BrdU negative Zellen; Q1. EGFP negaBrdU positive Zellen; P3:
EGFP schwach positive, BrdU negative Zellen; P2FEGchwach positive, BrdU positive
Zellen; Q4: EGFP stark positive, BrdU negative &ejlQ2: EGFP stark positive, BrdU
positive Zellen;. Die durch BrdU-Einbau gemesserdiferation der Jurkat Zellen (nicht
transduzierte, schwach positiv und stark posi@ansduzierte Zellen) ist in der Abb. 67A
dargestellt. Fur die K562-Zelllinie wurde die gleéc Analyse durchgefihrt, jeweils als

Dreifachbestimmung, und die Ergebnisse sind in Abb. 67B zusammenfassend

dargestellt.
A Proliferation der Jurkat Zellen nach p35a B Prolferation der K562 Zellen nach p85a Trandsdulktion
Trandsduktion {gemessen am BrdJ-Einbau)
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Abb. 67: Proliferation der Zelllinien nach p85a—Transduktion. A) Jurkat Zellen. Auf der Abszisse ist
dargestellt ob die Zellen transduziert wurden (sattwoder stark positiv) oder nicht. Auf der Ordenest der
Anteil der Zellen, die nach der BrdU-Farbung pesitiaren, dargestellt. B) K562 Zellen. Auf der Alssa ist
dargestellt ob die Zellen mit dem MigRI-Vektor og5n—Konstrukt transduziert wurden. Auf der Ordinate

ist der Anteil der Zellen, die nach der BrdU-Farpyoositiv waren, dargestellt.

In Jurkat Zellen zeigte sich eine Proliferation von,1%+7,3% bei den EGFP-
negativen Zellen, von 84,8%%9,1% bei den schwachFEE@ositiven Zellen, von
84,4%+10,6% bei den stark EGFP-positiven Zeller Dnterschiede der Proliferationsrate
nach p8o—Transduktion waren somit nicht signifikant, unabiignvon der Starke der

EGFP-Fluoreszenz.
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In K562 Zellen zeigte sich eine Proliferation vo@,86+7,5% bei den MigRI-
transduzierten Zellen und von 50,3%+4,1% bei debop8ansduzierten Zellen. Dieser
Unterschied der Proliferationsrate von etwa 10%hnp85x—Transduktion war zwar
statistisch nicht signifikant, es ist aber ein Hamsvauf eine hemmende Wirkung der
p85u—Uberexpression auf die Proliferation der K562 Zelle
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5. Diskussion

Die PI3K der Klasse IA spielt eine wichtige Rolleder Regulation einer Vielzahl
von Zellfunktionen, einschlief3lich ProliferationelEvachstum, Apoptose, Metabolismus,
Zellmotilitdt und Angiogenese. In der menschlicligmatopoetischen Zelllinie Cole kann
nur die p76 mutierte Form der p8b regulatorischen Untereinheit der PI3K gefunden
werden. Durch die Deletion einer Adeninbase antPosi907 (Abb. 21) und der dadurch
entstandenen Verschiebung des Leserasters, kommot €nem frihzeitigen Auftreten
eines Stop-Codons und zur Entstehung eines truakigr8o—Proteins. Dieses 76 kDa
grope Protein (wird deshalb p@6yenannt) hat nur 635 von 724 Aminosauren des Widt
p85n—Proteins und es fehlt fast die ganze c-terminal2-Bamane (Abb. 11). ps6bindet
an die 110 katalytische Untereinheit, die in Cotdleh konstitutiv aktiviert ist (Jucker et
al., 2002).

Von Chan et al., 2002 wurde ein Modell beschrielvenach zur Aktivierung der
PI3K Uber die regulatorische Untereinheit, zwei ifimesse stattfinden mussen: kleine
GTPasen der ras-Familie (Racl, Cdc42) binden arradjelatorischen Untereinheit und
gleichzeitig wird der Tyrosinrest 688 in der c-SB@mane phosphoryliert. Diese
Phosphorylierung fihrt zu Konformationsanderungem cegulatorischen Untereinheit,
dadurch zur Aufhebung der durch die c-SH2-Domanemittelten Inhibition der
katalytischen Untereinheit, und somit zur Aktivieguder PI3K (Chan et al., 2002). Der
Wegfall der c-terminalen SH2-Doméne in der @85PI3K-Mutante koénnte zu der

konstitutiven Aktivierung der PI3K fiihren, die irolé Zellen beobachtet wurde.

Von den weiteren beschriebenen Féallen, wo Zellen eime mutierte Form der
p85x regulatorischen Untereinheit exprimieren, zeigt diaymus-Lymphom-Zelllinie
CMNS5, nur ein 65 kDa gftes Protein (p6d), das an die p110 katalytische Untereinheit
binden kann (Jimenez et al., 1998). Auch dieserapbitereinheit fehlt die ganze c-
terminale SH2-Doméne und sie zeigt eine starkedelamger andauernde Aktivitat als das
Wildtyp-Protein, sowohl im unstimulierten, als auaom stimulierten Zustand. Wéahrend im
unstimulierten Zustand der Unterschied geringfiigig fuhrt die Bindung von Ras an
p65/p110-PI3K zu einer sehr viel starkeren Aktiurgg als bei p85/p110-PI3K (Jimenez et
al., 1998; Jimenez et al., 2002). Dies kdonnte Folga Wegfall einer Inhibitionsfunktion
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der c-terminalen-SH2-Domé&ne im mutierten @6Brotein sein. Nach gleichzeitiger
Aktivierung durch Ras und phosphorylierten Rezepymosin-Kinasen ist der
Aktivierungszustand des mutierten und Wildtyp-Piregewieder dhnlich, in Einklang mit
dem Erklarungsmodell von Chan et al., 2002.

In dieser Arbeit wurde zum einen der direkte Eis$luer p7a / PISK-Mutante auf
die Regulation der PI3K-Aktivitat und auf das Wacins von Zellen untersucht. Auf der
anderen Seite wurde untersucht, ob das exogen ugefWildtyp-p8a—Gen in Cole
Zellen exprimiert wird und ob dadurch die Funktidar p8o:/ PI3K-Mutante in Cole
Zellen aufgehoben werden kann. Gleichzeitig wurde dberexpression der p&5
Untereinheit, sowie ihre Auswirkung auf die PI3K+Adtat und die PI3K / Akt abh&angigen

Signalkaskaden in normalen hdmatopoetischen Zehdrn_eukamie-Zellen untersucht.

5.1. Wirkung der Expression von p7ax und p85u

Die Wirkung der p76-Expression wurde in den Zelllinien NIH3T3, PG13dun
Cole, sowie in humanen primaren hamatopoetische®4CPellen untersucht. Diese Zellen
wurden mit dem p85o-Konstrukt (das fur das wildtyp Protein kodiert)eodcur Kontrolle

mit dem MigRI-Vektor transduziert.

5.1.1.Effizienz der Zelltransduktion mit dem p76a bzw. p85n—Konstrukt

Die erfolgreiche Transduktion der Zellen wurde sbimmittels EGFP-Fluoreszenz
(im Fluoreszenz-Mikroskop) als auch mittels WestBlot Analyse (Nachweis des EGFP-
Proteins) nachgewiesen (wie z. B. in Abb. 25, 30, B1 dem retroviralen Konstrukt liegt
das EGFP-Gen an 2. Stelle nach demop7b6zw. p8mi-Gen. Die Expression von EGFP
wird durch das vorgeschaltete IRES-Element ermbgliest aber schwacher als die
Expression des an 1. Stelle stehenderuptzw. p8m-Gens. Deshalb ist die Menge von
EGFP in p76— bzw. p8m transduzierten Zellen kleiner, als in mit dem \éekiigRI-

transduzierten Zellen, wo das EGFP-Gen als allemiGen auf dem Vektor exprimiert
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wird. Gleichzeitig, ist die Menge von EGFP in p7®zw. p8m transduzierten Zellen
ahnlich. Da die Zellzahl der positiv sortierten 8D Zellen unter 3x1dlag, war es hier
nicht moglich eine Western Blot Analyse durchzu&ihirum die Expression von p8%u

analysieren.

5.1.2.Expression von p76. und p85a nach Transduktion von NIH3T3
und PG13 Zellen

Nach der Transduktion ist in NIH3T3 und PG13 Zelne Uberexpression von
p85: (um 154,9% + 50,6% bzw. 90,9% + 12,1%) zu beokach®bb. 31 und 32).
Ebenfalls kann eine Expression des mutierterzpPdoteins(93,7% = 25,6% bzw. 90,5%
+ 4,4% der endogenen p85Menge) beobachtet werden. Diese Ergebnisgerieich auf
einer Vielzahl von Western Blot Analysen (n=25) thdgen, wobei die Mengen an
mutiertem p76-Protein und Uberexprimiertem p@5Protein in den NIH3T3 und PG13

Zellen immer ahnlich waren.

5.1.2.1. Fehlende Expression von p8&5 bei Uberexpression von p7@& nach

Transduktion der Cole Zellen

In den Cole Zellen waren die Expressionsmusterediesvei Konstrukte anders
(Abb. 26). Hier konnte nur eine Uberexpression pig&x—Proteins, nicht aber des pB5
Proteins festgestellt werden, obwohl die EGFP-Mange den mit p76 und p8wm
transduzierten Zellen dhnlich waren. Die Uberexgicgsdes p7&-Proteins betrug 25,8%
+ 10,3%, wahrend das p&5Protein nur in einem Umfang von 1,8% + 0,2% expeiti

wurde.

Anhand der Daten von den NIH3T3 und PG13 Zellendetmach einer gleichen
EGFP-Expression auch eine ahnliche Expressiongoatg7ax und p8o: zu erwarten. Da
EGFP in den p8btransduzierten Zellen ahnlich stark wie in pAansduzierten Zellen
exprimiert wird, muss die mRNA in p83ransduzierten Zellen in ahnlichen Mengen wie

die mRNA in p76 transduzierten Zellen vorkommen. Das Fehlen des-pBEoteins lasst
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in diesem Fall auf einen post-transkriptionellen chiEnismus der Hemmung der
p85u—Expression nach p85Transduktion der Cole Zellen scifien. In dem verwendeten

Vekor sind keineSplice-Donor-oder-AcceptorStellen beschrieben.

Cole-Zellen beinhalten auf DNA-Ebene sowohl dagltyp Allel fir p85x als auch
das mutierte p8o-Allel fur p76a.. Auf MRNA Ebene kdnnen ebenfalls beide mRNAs
gefunden werden, wobei das mutierte @7@RNA in grideren Mengen zu finden ist (ein
Verhaltnis von p76-mRNA : p8m-mRNA von 85% : 15%) (Daten aus der Diplomarbeit
von Katrin Schulz). Auf Proteinebene ist aber iasaéin Zellen ausschfikch das mutierte
p76o—Protein zu finden (Jucker et al., 2002). Das spridhafir, dass auch in nicht
transduzierten Cole Zellen Mechanismen vorhanden reéssen, die eine Hemmung der

p85u—EXxpression bewirken.

Untersuchungen von Katrin Schulz im Rahmen ihrepld@narbeit konnten die
Lysemethode, die DNA-Methylierung und Histondealetyng, den proteasomalen
Abbau, sowie posttranslationale Regulationsmechaswie Tyrosinphosphorylierung,
Ubiquitinylierung und Sumoylierung von p&8%Hzw. p76x in Cole-Zellen als mdgliche

Ursache der p8b-Expressionshemmung ausscpéa.

In NIH3T3 und PG13 Zellen waren die Mengen an eedeg p8&—Protein in mit
p76uo-Konstrukt transduzierten Zellen gleich der p8Mengen in nicht transduzierten
Zellen, sodass die pa@eExpression an sich zu keiner Hemmung deropBXpression
fuhrt. Die p76:— und p8o—mRNA unterscheiden sich im ORF an einer einzigeseB&s
ist dennoch moglich, dass es zu einer unterschleditarken Bindung verschiedener
Molekile an diese mRNAs kommt, was zu untersclubéln Halbwertszeiten beider
MRNAs fuhren kann. Diese Mdglichkeit wurde untelgua dem beide mMRNA® vitro
transkribiert wurden und mit Cole-Zellextrakten ubkert wurden (4.2.1.3.). Coomassie-
Farbungen der Proteine aus den Ansatzen, welckéegva—mRNA bzw. p8o—mRNA
binden (Abb. 28) zeigen keine Unterschiede in deamdg&nmuster, sodass in diesem
Experiment kein Hinweis auf eine differentielle Bimg von Proteine an die px6 bzw.

p850—MRNA gefunden werden konnte.
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Eine Mdglichkeit zur Erklarung der unterschiedliohExpression von p#6und
p85u ist eine Regulation im Bereich des nukleoplasmbéa Transports, Kernexports und
der Plasmalokalisation der RNA. Dafur spielen RNivedRingsproteine wie Stau2 und
ADAR (adenosine deaminases that act on RMfe wichtige Rolle. Diese Proteine
werden zusammen mit RNA-Vorlaufern, weiteren nuldesn Proteinen,
zytoplasmatischen Faktoren (wie zusatzliche RNAdBmgsproteine) und molekularen
Motorproteinen zu Ribonukleoproteinpartikeln (RNB)sammengebaut (Kiebler et al.,
2005). Differentielle Bildung einer oder mehrereesgr Proteine an p85mRNA, bzw.
p76o—mRNA konnten dazu fuhren, dass die @#6RNA zu den Ribosomen transportiert
wird, wahrend die p8b-mRNA an einen anderen Ort in der Zelle transpdrtu@d, wo sie
nicht translatiert bzw. degradiert wird. Es bleddter die interessante Beobachtung zu
klaren, dass in den Cole Zellen die mutierteqpf8RNA translatiert wird und die wildtyp
p85u—mRNA nicht. Es ware zu erwarten, dass Zellen ehectnismen haben, um die
Translation mutierter mMRNA zu hemmen und nicht ukepet. Wie oben beschrieben,
konnte gezeigt werden, dassvitro transkribierte p76-mRNA und p8a-mRNA gleiche
Bindungsmuster an Proteine aus Cole-Extrakten meige ist aber méglich, dass in diesen
Extrakten Kernproteine, die differentiell an p76eop85-mRNA binden, ungentigend
aufgereinigt wurden. Auf der anderen Seite, wurgendRNA in diesem Versucim vitro
hergestellt, wodurch die Prozessierung zum nukésopatischen Transport, Kernexport,

und der Plasmalokalisation der RNA entfielen.

Eine weitere Moglichkeit der Erklarung der untersdlichen Expressionseffizienz
von p76x und p8o nach Transduktion der Cole Zellen (wo nur die oéie Leserahmen
transduziert werden) waren unterschiedliche mRNRusdarstrukturen, durch die sich die
p85—MmRNA von der p76—mRNA unterscheiden. Auch hier ware zu klaren, durch
welchen Mechanismus in den Cole Zellen die Tramsiatler wildtyp p8t—mRNA
gehemmt wird, wahrend die mutierte p#nRNA weiter translatiert wird. Auf der
anderen Seite, unterscheiden sich die nach desdu&tion hergestellten mRNA-Molekiile
in einer einzigen Base (die transduzierten Konstrukeinhalten nur den offenen
Leserahme®RF. Es misste daher an dieser Stelle ein Regulatiecisanismus postuliert
werden, der in der Lage ware, die mMRNA-Molekileesarem einzigen Basenunterschied zu

erkennen.
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Die mRNA-Translation ist durch Bindung von Proteingn den 5’- und 3’-nicht
translatierten Bereichen (5’-UTR und 3’-UTentranslated regionder mRNA maf3geblich
reguliert. Diese Bereiche der mRNA werden, andégssdee fur ein Protein kodierende
Sequenz, nicht translatiert. Es ist nicht auszusfddrh, dass es in Cole Zellen, durch
Mutationen in diesen Bereichen, zu einer Anderueg Ttanslationsregulation der pr6
bzw. p8m-mRNA kommt. Um diese Mdglichkeit zu untersuchenltao diese Bereiche in
den Cole Zellen sequenziert werden, um mdglichestdohiede in der Sequenz der @%6
und der p86—mRNA festzustellen. In diesem Zusammenhang wambesfalls mdglich,
dass translationsregulierende Proteine in den Qeleen mutiert sind, sodass sie eine
unterschiedliche Bindungsaffinitat zu der p#6bzw. p8m—mRNA haben. Dies wirde zu

unterschiedlichen Translationseffizienzen dergp76zw. p8m—mRNA fuhren.

Eine Mdglichkeit, diese Mechanismen zu untersuclgrmlie Durchfiihrung einen
vitro Transkription und Translation des p#6 bzw. p8m—Gens. In diese Reaktionen
kénnen Extrakte der Cole Zellen hinzugefigt werd®enn in den Cole Zellen Molekile
vorhanden sind, die die Translation von @8 emmen, wirden diese Molekile auoh
vitro zu einer Hemmung der p&@5Translation fuhren. Durch weitere Auftrennung und
Aufreinigung der Cole-Exktrakte konnte eine Isalieg dieses / -r Molekiils / -e erreicht
werden. Einen guten Ansatzpunkt fir diese weitddeersuchungen geben die bereits
begonnenen Versuche der vitro Transkription / Translation der zwei Konstrukte (s
4.2.4.). So zeigte der erste Ansatz, dass beidestkidktein vitro exprimiert werden und,
dass beide Konstrukte in ahnlicher Starke expribaiersind. Dadurch konnte weiter
untersucht werden, ob und welche Molekile genawe ambgliche Rolle in dem

Expressionsmuster von pd6bzw. p8at in Cole Zellen spielen.

Eine weitere posttranskriptionelle Regulationsnditeit kann in kurzen RNA-
Molekulen, die Genexpression regulieren, gefundenden. Diese kurze mRNA bindet
durch komplementare Interaktion an die Ziel-mRNAl diihrt zu ihrer Degradierung. So
fuhren siRNAs g¢mall interfering RNA) zum Abbau der Ziel-mRNA durch zellulare
Nukleasen (Haley et al., 2004). Der genaue Mechamssder Funktion der miRNA ist
nicht endgultig geklart, aber ihre Rolle in der fAskationsregulation konnte im Rahmen
einer Hemmung der Translationselongation oder -etion, sowie in einem

faktorvermittelten Ablosen der Ribosomen von dertm@anslatierenden mRNA erfolgen
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(Petersen et al.,, 2006). Ob siRNA- oder miRNA-Mdlek an der Hemmung der
Translation der p&8-mRNA in der Cole-Zelllinie beteiligt sind, muss wveiteren
Experimenten untersucht werden. Wie oben beschrjgbhéssten auch in diesem Fall von
den kurzen RNA-Molekilen auf der einen Seite Unfeiesde von einer einzigen Base in
der Ziel-RNA-Sequenz erkannt werden (es sei dearsimd in den 5’UTR und 3'UTR
weitere Mutationen vorhanden, was aber trotzdenunierschiedlichen Expressionsmuster
nach Transduktion nicht erklart) und auf der and&eite, missten sie zu einem Abbau der
Wildtyp-p85a—mRNA und nicht der mutierten p@é6mRNA fuhren.

5.1.3.Effekte der p76a—bzw. p85o—Transduktion

Zur Feststellung der PI3K / Akt Aktivitdt nach p#6 bzw. p8m—Transduktion
wurde in NIH3T3, PG13 und Cole Zellen die Phosphermyng von Akt an Ser473
untersucht (Abb. 27 und 33). Bei den CD3Zellen wurde die GM-CSF-abhangige
Koloniebildung untersucht. Aerdem wurde die Aktivitat der PI3K nach EGF-Stintiaia
in p760 bzw. p8m transduzierten NIH3T3 Zellen untersucht.

5.1.3.1. Effekte der p76a— bzw. p8m—Transduktion in Cole Zellen

Als erstes wurde in Cole Zellen die PI3K-Abhangigkier Proliferation untersucht
werden. Dafir wurde ein Proliferationversuch mitmdd’I3K-Hemmstoff LY294002
(Endkonzentration 25 pM) durchgefuhrt (Abb. 23).eHwurde festgestellt, dass die
Hemmung der PI3K sowohl zu einer sehr starken Hengrder Proliferation (nach 10
Tagen war die Zellzahl bei den nicht behandelteieZe224.2 fach gréer als bei den mit
LY294002 behandelten Zellen), als auch zum Abstedsr Cole Zellen (nhach zehn Tage
war der Anteil der toten Zellen bei den nicht bededten Zellen 2,5% + 1,2%; bei den mit
LY294002 behandelten Zellen 87,2% * 6,5%) fuhrte.

Zur Feststellung der PI3K / Akt Aktivitat wurde dithosphorylierung von Akt an
Serd73 nach p6- bzw. p8m—Transduktion untersucht (Abb. 27). Transduktion dam
p85u-Konstrukt fuhrte zu keiner Expression von p8%uch die P-Akt (Ser473) Mengen
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blieben in diesen Zellen unverandert im Vergleiomat dem Vektor transduzierte Zellen.
Dies war zu erwarten, da p8%5auch nach der Transduktion nicht vorhanden waBop7

transduzierte Zellen zeigen eine signifikante Abnalder Akt-Phosphorylierung.

Ueki et al., 2000 beschreiben ein Modell zur Wiruer p85—Uberexpression auf
die Insulin-Signalkaskade. Nach diesem Modell, simd Zellen sowohl p8a /
pllOx—Heterodimere (in  Form von PI3K) als auch freie, womerische
p85n—Untereinheiten vorhanden. Diese freien Untereieimeikbnnen mit aktivierten
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen Komplexe bilden, die zun&e Aktivierung der PI3K / Akt
Signalkaskade fuhrt, weil die pldGatalytische Untereinheit der PI3K fehlt.
Uberexpression von p85fiihrt zu einer Verschiebung des Verhaltnisses Menge an
freien p8m-—Untereinheiten zu p8b / pllGx—Heterodimeren zugunsten der freien
p85n—Untereinheiten, die mit einer hoheren Wahrschdikiit an aktivierten Rezeptor-

Tyrosin-Kinasen binden und dadurch die Signalkaskadibieren (Abb. 68B).

Anhand dieses Modells fi& sich die Abnahme der Akt-Phosphorylierung nach
p76o—Transduktion erklaren. pés-Uberexpression filhrt zu einer Zunahme des
Kompetitionszustandes zwischen p76 / pllGx—Heterodimeren und freien
p76o—Untereinheiten in Cole Zellen, dadurch zu eineréméh Wahrscheinlichkeit, dass
freie p7@—Untereinheiten an aktivierten Rezeptor-Tyrosin-isea binden und dadurch

die Signalkaskade inhibieren.

5.1.3.2. Effekte der p76o— bzw. p8m—Transduktion in NIH3T3 Zellen

Auch hier wurde zur Feststellung der PI3K / Akt ikkéit die Phosphorylierung von
Akt an Ser473 nach pé6 bzw. p8w-Transduktion untersucht (Abb. 33). In NIH3T3
Zellen fuhrt die Uberexpression sowohl von @7@ls auch p8& zu einer signifikanten

Abnahme der Akt-Phosphorylierung.
- p76a-Uberexpression:

Uberexpression von p@sfihrt gleichzeitig zu zwei wichtigen Anderungendan

Zellen. Auf der einen Seite sind in den Zellen dieeitig p76— und p8o—
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Untereinheiten vorhanden. Die katalytischen Untéreiten konnen beide diese
Untereinheiten binden. Die Interaktion findet Ulde iISH2-Doméne der regulatorischen
Untereinheit statt, die in der paéUntereinheit vorhanden ist. Es ist dennoch nicht
auszuschlien, dass das Fehlen der c-SH2-Doméne zu einer Koafmnsanderung der
p76x—Untereinheit fuhrt und damit zu einer verandertemdBngsstarke zur katalytischen
Untereinheit. Bindung der pé@&Untereinheit an der katalytischen Untereinheit BE&K
fuhrt wahrscheinlich zu einer verstarkten Aktivieguder PI3K, aufgrund des Fehlens der
inhibitorischen c-SH2-Domane (Disinhibitionsmodetin Chan et al., 2002). Gleichzeitig
hat sich aber nach pdéTransduktion auch die Gesamtmenge an regulatonsche
Untereinheiten in der Zelle etwa verdoppelt. Dalsrtfliwie oben beschrieben, zu einer
Zunahme des Kompetitionszustandes zwischem {36c) / pl1@&—Heterodimeren und
freien p8m (p76a)-Untereinheiten, und dadurch zu einer héheren ¥éhi@inlichkeit, dass
freie p8m (p76wm)-Untereinheiten an aktivierten Rezeptor-Tyrosim&Sen binden und

dadurch die Signalkaskade inhibieren.

Die PI3K-Aktivitdt, gemessen an der P-Akt Mengege dvir in diesen p7®
transduzierten Zellen sehen, ist demnach ein Misstand zwischen Aktivierung durch
p760—Untereinheiten und Hemmung durch Zunahme der Meagdrneien regulatorischen
Untereinheiten. Es ist schwierig, diese zwei Metdraen auseinanderzuhalten, weil die in
p76o fehlende c-SH2-Domane sowohl fur die Bindung ativedtte Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen und Aktivierung der PI3K, als auch fir diehibition der katalytischen

Untereinheit eine wichtige Rolle spielt.

Welche dieser beiden Mechanismen der Wichtigerendtdie starkere Rolle spielt,
ist nicht vollstandig klar, aber in unseren Expenten war das Gesamtergebnis eher eine
Hemmung der PI3K / Akt Signalkaskade. Durch weitsersuche kdnnen diese zwel
Mechanismen getrennt voneinander untersucht weldienHemmung durch Kompetition
der freien regulatorischen Untereinheiten wurdéieser Arbeit weiter untersucht, in dem
die Zellen mit dem wildtyp p8b-Gen transduziert wurden (s.u.). Die aktivierende
Wirkung der p76-Untereinheiten kann untersucht werden, in dem doogene wildtyp
p85n—Expression ausgeschaltet wird (z.B. mit siRNA). d@ieZellen, die kein p&b
exprimieren, konnen dann mit pY@&ansduziert werden (wobei die p#eMenge der

endogenen p8b-Menge in normalen Zellen entsprechen soll). Daraitrk die Wirkung
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der Mutation dieses Proteins untersucht werdene olass die Uberexpression zu dem oben
beschriebenen Mischzustand der Aktivierung fihrt.

- p85a-Uberexpression:

Uberexpression vom Wildtyp-p85iihrte zu einer Hemmung der Ser473-
Phosphorylierung von Akt (somit zu einer Hemmung RIBK / Akt Signalkaskade). Eine
Erklarung dafur, ist der oben beschriebene Konipasmechanismus (nach Ueki et al.,
2000) (Abb. 68B). p8% kann die Aktivierung der Signalkaskade auch aufeasm Wege
regulieren (Abb. 68C und 68D).

Bei Mausen wurde beobachtet, dass die op&Htereinheit mit ihrer c-SH2-
Domane an die Inositolphosphatase SHIP binden k@bupta et al., 1999). Eine
Interaktion der regulatorischen Untereinheit deBkPmit der Phosphatase PTEN wurde
ebenfalls beschrieben (Geering et al., 2007). Emdglich, dass p&bim Rahmen eines
negativen Feedback-Mechanismus Phosphatasen wie &ttlvieren kann. Dies wirde zu
einer Dephosphorylierung von PI(3,4,5)RBnd zur Unterbrechung der PI3K / Akt
Signalkaskade fuhren. Es ist mdglich, dassop8tese Funktion als freie Untereinheit,
unabhangig von der katalytischen pl110-Untereinteit PI3K ausiiben kann. Der [p85
regulatorischen Untereinheit wurden schon PI3K-dmatgige Funktionen zugeschrieben
(Ueki et al., 2003). Eine weitere Moglichkeit, waid5x die Aktivitat der Signalkaskade
regulieren kann, ist mittels der JNK-Jun NH2-terminal kinage Die Insulin-induzierte
JNK-Aktivitat wird durch Hemmung der p85Expression gehemmt. Gleichzeitig fuhrt
Reexpression von p85 in p8&nockout-Zellen zur Wieder-herstellung der INK-Avitit,
was zur Annahme fihrt, dass JNK durch das p85-irotsnabhéangig von der PI3K-
Aktivitat aktiviert wird (Ueki et al., 2003). DiesAktivierung lauft weder durch direkte
Bindung, noch uber die Signalkaskade Ras / RaCtl¢42 / MEKK1 / SEK1, sondern tber
eine weitere Signalkaskadéownstreamvon ras oder durch Hemmung eines JNK-
hemmenden Proteins. JNK seinerseits kann die PlgiKatkaskade hemmen, was den

negativen Feedback-Zyklus vervollstandigt (Uekalet2003).
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Abb. 68: Modelle iiber die Wirkung der p8s—Uberexpression.A) in normalem Zustand sind sowohl p85
/ p110 Heterodimere als auch freie p88nereinheiten in den Zellen vorhanden (Ueki et2000); B) freie
p85u—Untereinheiten kdnnen mit aktivierten Rezeptor-BymeKinasen Komplexe bilden, die zu keiner
Aktivierung der PI3K / Akt Signalkaskade fuhren,ildie p11Qx katalytische Untereinheit der PI3K fehlt.
Uberexpression von p85 filhrt zu einer Verschiebung des Verhaltnisses Mamge an p8a /
pllx—Heterodimeren zu freien p85Untereinheiten zugunsten der freien @8Bntereinheiten, die mit
einer hoheren Wahrscheinlichkeit an aktivierten dpear-Tyrosin-Kinasen binden und dadurch die
Signalkaskade inhibieren (Ueki et al., 2000); C) iss moglich, dass freie p85Untereinheiten mit
Phosphatasen wie SHIP und PTEN interagieren unadhdderen Aktivierung die Signaltransduktion

inhibieren (Gupta et al., 1999; Geering et al.,D0D®) p8m kann die Aktivitat der Signalkaskade auch tber
die JNK ¢-Jun NH2-terminal kinageegulieren (Ueki et al., 2003).

5.1.3.3. EGF-Stimulation der mit p76a— bzw. p85—transduzierten NIH3T3 Zellen

Auch hier wurde zur Feststellung der PI3K / Akt ikkét die Phosphorylierung von
Akt an Ser473 nach pé6 bzw. p8m—Transduktion untersucht (Abb. 35). Wahrend in
NIH3T3 Zellen eine Hemmung der Ser473-Phosphomytigr nach p7&— und p8m—

Transduktion beobachtet werden kann, wird diese rHeny aufgehoben, wenn die Zellen
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fur 16 Stunden in 0,5%-igem FCS Medium gehungerdes Durch das Hungern werden
Signalkaskaden in diesen Zellen inaktiviert, dienmalerweise tUber PI3K ihre Wirkungen
ausuben. In den gehungerten Zellen kann beobauleten, dass die P-Akt (Ser473)
Menge deutlich abgenommen hat und in mit dem Veki@fx und p8%o: transduzierten
Zellen gleich ist. Nach EGF-Stimulation andern gildn P-Akt (Ser473) Mengen nicht und
es entstehen ebenfalls keine Unterschiede in dé&ktRSer473) Mengen in mit dem
Vektor, p7&x und p8% transduzierten Zellen. Die Begrindung dieser Détedet sich in
den Western Blot Analysen der Phosphorylierung HE&$-Rezeptors in diesen Zellen.
Schon in den nicht stimulierten Zellen ist eine tlelie Tyrosin-Phosphorylierung des
EGF-Rezeptors zu sehen, was bedeutet, dass imdieflen der EGF-Rezeptor konstitutiv
aktiv ist. Auch nach Stimulierung mit 10 nM EGF Kkodzentration kommt es zu keiner
starkeren Aktivierung des EGF-Rezeptors, was elisrita eine konstitutive Aktivierung
des EGF-Rezeptors in diesen Zellen spricht.

5.1.3.4. Effekte der p760— bzw. p8m-Transduktion in CD34" Zellen

Hierbei wurde die GM-CSF-abhingige KoloniebildungnvCD34 Zellen nach
Transduktion mit p7& bzw. p8m untersucht (Abb. 38). Sowohl nach Transduktion mit
p76c. als auch mit p8oist die Anzahl der gebildeten Kolonien um 87,0%19.0% bzw.
76,8% £6,6% Kkleiner. Die Hemmung der GM-CSF-abhgagiKoloniebildung entspricht
der Hemmung der Ser473-Phosphorylierung beobachiiH3T3 Zellen. PI3K wird nach
Stimulation mit GM-CSF aktiviert (Gu et al., 2000ie Ergebnisse mit den CD3Zellen
entsprechen den Ergebnissen bei den NIH3T3 Zelieh lassen sich ebenfalls mit den
oben beschriebenen Kompetitionsmechanismus, Aktinge von Phosphatasen oder
Regulation anderer Signalkaskaden durchop&&klaren (s.o. 5.1.3.2.). Die Hemmung der

Koloniebildung durch p8&&-Uberexpression wurde weiteruntersucht (s. u. 5.2.).

5.2. Uberexpression der p8o—Untereinheit und ihre Effekte

Bei der Untersuchung der Effekte der pZ&xpression in NIH3T3, PG13, Cole

und humanen primaren hamatopoetischen CB3dlen wurden die Zellen zur Kontrolle
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mit dem MigRI-Vektor oder mit dem p85Konstrukt (das fur das Wildtyp-Protein kodiert)
transduziert. Dabei wurde beobachtet (s.0.), dasse eUberexpression der
p85n—Untereinheit mit einer Hemmung der Ser473-Phospigomng in NIH3T3 und
PG13 Zellen, sowie einer Hemmung der Koloniebildwaogp CD34 Zellen einhergeht,
wahrend in Cole Zellen die Expression vom transelten p8t—Gen durch einen

posttranskriptionellen Mechanismus gehemmt wird.

Dies leitete uns dazu, die Effekte der @88berexpression weiter zu untersuchen.
Zum einen, wurden die Effekte der pBFransduktion in CD3%Zellen bestatigt und die
Abhangigkeit der GM-CSF-abhéangigen Hemmung der Hielildung nach p8b
Transduktion von der GM-CSF-Konzentration untersuctum anderen, wurden die
Effekte der p8&-Transduktion in Leukdmie-Zelllinien untersucht,e diMutationen
aufweisen, die zur Aktivierung der PI3K fuhren uhdufig in humanen Leukamien

vorkommen.

Die Uberexpression der p85-Untereinheit in nichtmatopoetischen Zellen ist
beschrieben (Hara et al., 1994; Rodriguez-Vicianalg 1997; Ueki et al., 2000), aber
Daten tiber die Uberexpression in hamatopoetisciediarZfehlen.

5.2.1.Effekte der p85a—Transduktion in CD34" Zellen

Als erstes wurde die in 5.1.3.4. beobachtete Hengmder GM-CSF-abhangigen
Koloniebildung nach p8&b-Transduktion in drei Experimenten untersucht (A#B). In
allen drei Versuchen war eine deutliche Hemmung d&M-CSF-abhéangigen
Koloniebildung, jeweils um 76,8% * 3,5%, 58,7% 9%, und 54,2% * 1,5% zu sehen.

5.2.1.1. Abhangigkeit der Hemmung der GM-CSF-abhéngigen Kolaiebildung
nach p8m—Transduktion von der GM-CSF-Konzentration

Die Anzahl der gebildeten Kolonien steigt mit Zumeh der GM-CSF-
Konzentration (Abb. 44). Zu beobachten ist, dass &ehr geringen GM-CSF-
Konzentrationen kaum Kolonien gebildet werden, wdse Abhangigkeit der
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Koloniebildung von der GM-CSF-Stimulation bestatigBei hoheren GM-CSF-
Konzentrationen ist die bereits oben beschriebeammiung der Koloniebildung durch
p85u—Transduktion zu beobachten (um 57,4% =+ 8,5% bej/thhGM-CSF und um 57,2%
+ 0,7% bei 10 ng/ml GM-CSF). Die Anzahl der gebitde Kolonien in mit Vektor
transduzierten Zellen ist &hnlich der Anzahl derbilgeten Kolonien in mit
p85u transduzierten Zellen, wenn letztere in der 10-€achGM-CSF-Konzentration
kultiviert wurden. Dies bedeutet, dass die Hemmuader Koloniebildung durch
p85n—Transduktion durch eine Zunahme der GM-CSF-Konagiotn um den Faktor 10

aufgehoben werden kann.

5.2.1.2. Abhéangigkeit der Hemmung der GM-CSF-abhangigen Kolaiebildung nach

p85a—Transduktion von der p85a—Uberexpressionsstarke

Die transduzierten CD34Zellen wurden nach der Starke der EGFP-Fluoreszenz
sortiert. Wahrend die Hemmung der GM-CSF-abhangidgéoloniebildung durch
p85n—Transduktion erneut bestatigt werden konnte, koraite nur sehr geringfiigiger,
statistisch nicht signifakanter Unterschied in #@loniebildung zwischen den schwach
und stark positiven p8btransduzierten CD34Zellen festgestellt werden (Abb. 46). Der
Grund dafir konnte sein, dass der Unterschied irStiirke der p8s-Uberexpression in
den schwach und stark positiven p8Bansduzierten CD34Zellen nicht gr@ genug ist,
um zu einer statistisch signifikanten Hemmung d8KRund damit der Koloniebildung zu
fuhren. So konnte die Uberexpression der op@3ntereinheit auch in den schwach
positiven CD34 Zellen so stark sein, dass es zu einer Hemmun@ @& Aktivitat durch
die oben genannten Mechanismen kommt und eine stéckere Uberexpression zu keiner
weiteren Hemmung fuhrt. Um eine Abhéngigkeit demfmung der GM-CSF-abhéngigen
Koloniebildung nach p8s-Transduktion von der p85Uberexpressionsstarke genau zu
untersuchen, kdnnen zum einen die Zellen in sdiwach, schwach, mittel, stark und sehr
stark positive CD34 Zellen sortiert werden. Auf der anderen Seite, katie zur
Transduktion der CD34Zellen Titer der RD114-pseudotypisierten Viren sgampert

werden, dass die Starke der p83berexpression vermindert werden kann.
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5.2.1.3. Hemmung der GM-CSF-abhangigen Proliferation nach pBa—Transduktion

Hierbei wurde die GM-CSF-abhangige Proliferationr d@D34 Zellen nach
Transduktion mit p8& untersucht (Abb. 47). Nach Transduktion mit @88t die Zellzahl
um 60,9% * 82,8% geringer, wobei aufgrund starkehl@nschwankungen dieser
Unterschied nicht statistisch signifikant war.

5.2.1.4. Effekte der p85a—~Transduktion in CD34" Zellen eines Patienten mit MPS

Die aus einer Leukapherese gereinigten CDBdllen wurden nach Transduktion
und Sortierung in Methylzellulose oder StemSpan-Mad jeweils versetzt mit 10 ng/ml
GMCSF, kultiviert. Es war aber weder eine Bestimgwwon Koloniezahlen noch ein
Proliferationsversuch maoglich, weil die Zellen kéhachstum zeigten und nach 14 Tagen
starben (Abb. 50). Die CD34Zellen wurden in diesem Fall direkt aus dem Bles d
Patienten gewonnen (wahrend es sich in den and¥emsuchen immer um aus
Nabelschnurblut gereingte CD3Zellen handelte). Es ist moglich, dass obwohlR&tient
sich in einer Blastenkrise befand, die aus demckaomark ausgeschwemmten Zellen
nicht mehr unreife Zellen waren, sodass diese @eft@glicherweise schon so weit
ausdifferenziert waren, dass die GM-CSF-Stimuligraoitht mehr zum Wachstum und zur

Proliferation ausfiihrte.

Die in den CD32 Zellen gezeigten Effekte der p85Transduktion entsprechen den
Ergebnissen, die in NIH3T3 Zellen beobachtet wurdea es zu einer Hemmung der
Ser473-Phosphorylierung von Akt kommt. Wahrend IH3T3 Zellen die PI3K Aktivitat
an der (Ser473) p-Akt Menge durch Western Blot As@h untersucht werden kann, ist in
CD34 Zellen eine Western Blot Analyse nicht méglicheMahl der positiv sortierten
CD34" Zellen lag zwischen 1xf@nd 3x1dund war damit nicht ausreichend, um Western
Blot Analysen durchzufuhren und die p-Akt Mengedutah zu bestimmen. Hier ware eine
(Serd73) p-Akt-Immunfluoreszenzfarbung z.B. mit ¥d€luor 647 zur Bestimmung der p-
Akt Mengen in CD32 Zellen sinnvoll.
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Eine GM-CSF-Stimulation fuhrt zur Aktivierung det3R und Phosphorylierung
von Akt (Gu et al., 2000). Um die Hemmung der GMFcSgnalkaskade durch
p85n—Uberexpression weiter zu untersuchen, wurden NIH2&8n verwendet, die den
GM-CSF-Rezeptor auf der Zelloberflache exprimiened GM-CSF stimulierbar sind (s.
4.3.2.6.). Die Zellen wurden vor dem Versuch geleungim das Phosphorylierungsniveau
von Akt zu verringern. Nach dem Hungern konntezoletn eine immer noch deutliche
(Serd473) Akt-Phosphorylierung in den Mig-trandutaar Zellen festgestellt werden (Abb.
49). Das Hungern lber 2 Stunden war anscheinenat temge genug, um die Akt-
Phosphorylierung ganz auszuschalten. Vor Stimulaigi eine statistisch signifikante
Hemmung der (Ser473) Akt-Phosphorylierung nachop8%ansduktion um 59,6% =+
22,1% zu beobachten. Nach GM-CSF-Stimulation is¢ dlunahme dieser Hemmung auf
85,5% + 39,2% zu beobachten. Die Zunahme ist arstemeladurch zu erklaren, dass die
Mig-transduzierten Zellen starker durch GM-CSF stiert werden als die
p85u—transduzierten Zellen, wo p&%eine hemmende Rolle spielt. Dies ist ein sehkstar
Hinweis auf einer hemmenden Rolle von @8&uf Zytokin-Signalkaskaden wie die GM-
CSF-Signalkaskade.

Diese Zellen kdnnen verwendet werden, um in weitegnden Experimente, auch
die Mechanismen der Zytokin-abhangigen PI3K Aktiwreg tber die p8o-Untereinheit

weiter zu untersuchen.

Ein Weg, diese Mechanismen zu untersuchen, isinbieseé Mutationen an der
p85n—Untereinheit einzufiihren. Die p&5Untereinheit wird aktiviert, in dem sie Uber
FLVR-Motive in ihren zwei SH2-Domanen mit den phlesp/lierten Tyrosinresten der
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen oder Adaptermolekiile ageart. Durch Herstellung von
mutierten p8b-Untereinheiten, wo die FLVR Bindungsstelle an de3Hi2-, c-SH2 oder
gleichzeitig beiden SH2-Domanen mutiert ist, sodassnicht mehr zur Aktivierung der
PI3K beitragen kénnen, kann untersucht werden, heetter SH2-Doméanen eine wichtigere
Rolle in der Zytokin-abhagigen PI3K-Aktivierung sfti (Mutation 1, 2 oder 3, Abb. 69).
Gleichzeitig, kann die Bindungsstelle der pdXatalytischen Untereinheit an der
p85n—Untereinheit mutiert werden (Mutation 4 und 5, A88). Durch diese Mutanten
kann dann auch der Kompetitionsmechanismus deenfreBo—Untereinheiten zu den

p85u / p11Gx—Heterodimeren naher untersucht werden. So kann mntrsucht werden,
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ob ein Kompetitionszustand entsteht, in dem: a)op8Btereinheiten, die nicht an der
pllx—Untereinheit binden kénnen, an den aktivierten Rex&omplexen binden und

damit die Bindung der PI3K daran hemmen; b) gg83ntereinheiten, die nicht an den
aktivierten Rezeptorkomplexen binden kénnen, anpdédiGx—Untereinheit binden, sodass
die PI3K nicht an den aktivierten Rezeptorkomplexgtunden werden kann; c) beide

Mechanismen eine Rolle spielen.

p85a

SH3 I BH-Domane i-SH2 c-SH2

FLVR-Motiv:
n-SH2-Bindungsstelle
der regulatorischen
Untereinheit an
aktivierten Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen

Aminosaure 478 —513:
p110-Bindungsstelle
auf der regulatorischen
Untereinheit

k-sH2

Mutation des Motivs FLVR-Motiv:

zu: FLV Deletion der Sequenz c-SH2-Bindungsstelle

der regulatorischen
Untereinheit an

aktivierten Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen

Mutanten:

c-SH-2 Mutante (Mutation a) . .
n-SH-2 Mutante (Mutation c) Mutation des Motivs
cn-SH2-Mutante (Mutation a + c) zu: FLV
i-SH2-Mutante (Mutation b)

icn-SH2-Mutante (Mutationa + b + )

agrwnE

Abb. 69: Mutatione zu weiteren Untersuchungen Uberden Kompetitionsmechanismus der freien

p85a—Untereinheiten zu den p8& / p110u—Heterodimeren

Die Ergebnisse mit den CD34Zellen lassen sich ebenfalls mit dem oben
beschriebenen Kompetitionsmechanismus, Aktivienamig Phosphatasen oder Regulation
anderer Signalkaskaden durch p85klaren (s.o. 5.1.3.2.). Die Feststellung, dagspfe
Aktivitat der Zytokin-abhangigen Singalkaskadens (adegativer Wachstumsregulator)

reguliert, kdnnte hilfreich in der Entwicklung v&@entherapien sein (s. auch 5.3.). Hierbei
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ist eine eventuell Zytotoxizitat von p&5auf gesunden Zellen zu beachten. Um dies zu

untersuchen sind weitere Untersuchungen an Zellinond an Tiermodellen notwendig.

5.2.2.Effekte der p85a—Transduktion in anderen Zelllinien

Weiterhin wurden die Effekte der p&SUberexpression in anderen Zelllinien
untersucht. Es wurden die humane 293gp (HEK293)lide| sowie die Leukamie-
Zelllinien Eoll, Jurkat, MV4-11, K562, Kasumil uMl untersucht.

5.2.2.1. Effekte der p85a—Transduktion in 293 gp Zellen

Die humane Zelllinie 293 gp (HEK 293) wurde mit déamgRI Vektor oder dem
p85un-Konstrukt transduziert. Die erfolgreiche Transdokt der Zellen wurde sowohl
mittels EGFP-Fluoreszenz (im Fluoreszenz Mikroskafy auch mittels Western Blot
Analyse (Nachweis des EGFP-Proteins) nachgewie&bh. (51). Auch hier, wie bei den
NIH3T3 und PG13 Zellen, ist die EGFP-Expressioalém mit p8o. transduzierten Zellen
(wo das EGFP-Gen an 2. Stelle, nach demop@8n liegt) kleiner als in den mit dem
Vektor transduzierten Zellen (wo das EGFP-Gen &itdlle liegt).

Nach der Transduktion ist in den 293 gp Zellen ditberexpression von p8aim
121,6% £ 19,5% zu beobachten (Abb. 52). Zur Feltisig der PI3K / Akt Aktivitat nach
p85n—Transduktion wurde die Phosphorylierung von AktSer473 untersucht (Abb. 53).
Die Uberexpression von p85 fihrt zu einer signifikanten Abnahme der Akt-
Phosphorylierung um 64,9% + 4,1% (nach AbgleiclG&#¥PDH) (bzw. 77,0% * 4,4% nach
Abgleich an Akt), verglichen mit der Akt-Phosphoeylng in Zellen, die nur mit dem
Vektor transduziert wurden. Diese Daten stimmenduait an der NIH3T3-Zelllinie (s.0.)
gewonnenen Daten Uberein. Die méglicherweise dafgtandigen Mechanismen wurden

oben beschrieben.
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5.2.2.2. Effekte der p85a—Transduktion in Leuk&mie-Zelllinien

Fur die Untersuchungen der Effekte der g@8Fberexpression in Leukamie-
Zelllinien, wurden Zelllinien ausgesucht, die eifktivierung der PI3K — Akt
Signalkaskade aufweisen und deren Mutationen veladiufig in humanen Leuk&mien
vorkommen. Die Leukamie-Zelllinien, die untersuchtirden, waren: Eoll (PDGFR-
Mutation), Jurkat (starke Aktivierung der PI3K rgiofen Mengen (Ser473) P-Akt), MV4-
11 (FLT3R-Mutation), K562 (BCR-ABL Protein), Kasurfa-kit Mutation) und M1 (s. a.
3.1.6.1)).

- PI3K-Abhangigkeit der Zellproliferation und Apopeos

Als erstes wurde untersucht, in welchem Mal3e d@ifBration dieser Zelllinien
PI13K-abhangig ist. Dafur wurde ein Proliferationsteh dieser Zellen mit und ohne den
PI3K Hemmstoff LY294002 (Endkonzentration 25 pMychgefihrt. (Abb. 54). Hierbei
zeigte sich, dass in allen Zelllinien die Hemmuieg EI3SK sowohl zu einer Hemmung der
Proliferation (nach zehn Tagen war die Zellzahl den nicht behandelten Zellen deutlich
groBer als bei den mit LY294002 behandelten Zellet3 auch zu einem starkeren
Absterben (nach zehn Tagen war der Anteil der t&elen bei den nicht behandelten
Zellen deutlich niedriger als bei den mit LY29408handelten Zellen) fihrte (Tab. 10).

Zelllinie | Verhaltnis Zellzahl nicht behandelter &gl : Zellzahl |  Anteil toter Zellen (Tag 10)
mit LY294002 behandelte Zellen (nach 10 Tagen) Ohne LY | MitLY (25uM)
Eoll 64,8:1 44% +1,1% 50,9% + 4,8%
Jurkat 30,9:1 1,5% + 0,3% 63,6% + 4,4%
MV4-11 467,9:1 4,0% +1,5% 94,3% + 1,3%
K562 98:1 1,9% +0,2% 21,7% £ 1,7%
Kasumi 534:1 1,0% + 0,0%45,9% + 11,6%
M1 126,2 : 1 8,1% +4,1% 61,2% + 3,6%

Tab. 10: Proliferationsversuch mit dem PI3K-Hemstof LY294002. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert

aus drei unabhéangigen Experimenten. Fur weitereelieiten s. Text und 4.3.3.4.

Die Aktivitdt der PI3K wurde anhand der Ser473-Rimmsylierung von Akt
nachgewiesen (Abb. 56). Abgesehen von der K562uZiell konnte in allen Zelllinien P-

Akt (Ser473) nachgewiesen werden, wobei in manctedtinien (Jurkat, M1 und MV4-

11) die P-Akt (Ser473) — Mengen deutlich starkeremaals in den anderen Zelllinien

(Eoll, Kasumi). Zu beobachten ist ein Zusammenhangschen der beobachteten
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Proliferationshemmung / Absterben durch LY2940021 wer PI3K Aktivitat / P-Akt
(Serd473) Menge. Zelllinien, die die P-Akt (Ser473) Mengen zeigen (M1 und MV4-11),
zeigen eine starke Proliferationshemmung (126,2. #6¥,9 fach mehr Zellen nach zehn
Tagen Proliferation ohne LY294002 als mit LY294002d hohe Sterberaten (nach zehn
Tagen 61,2% + 3,6% bzw. 94,3% + 1,3% tote ZellechnBehandlung mit LY294002).
Zelllinien, die schwachere P-Akt (Ser473) MengenWrastern Blot zeigen (Eoll, Kasumi
und K562), zeigen eine nicht so starke Proliferstiemmung (64,8, 53,4 bzw. 9,8 fach
mehr Zellen nach zehn Tagen Proliferation ohne IA®2 als mit LY294002) und nicht
so hohe Sterberaten (nach zehn Tagen 50,9% + 48%6 + 11,6% bzw. 21,7% £ 1,7%
tote Zellen nach Behandlung mit LY294002). Diesayrdafir, dass in diesen Zelllinien
die PI3K nicht gleich aktiv ist, und ihr Wachstuncht im gleichen MalRe PI3K-abhé&ngig
ist. Hierbei zeigen sich die MV4-11 und K562 Zelién als die zwei Extreme: die MV4-11
Zelllinie zeigt groRe Mengen an P-Akt (Ser473) inesérn Blot, durch LY294002 wird
ihre Proliferation am starksten gehemmt und ihrert&&rate am starksten gesteigert; die
K562 Zelllinie zeigt sehr geringe Mengen an P-ABeI473) im Western Blot, durch
LY294002 wird ihre Proliferation am wenigsten gemmemund ihre Sterberate am

geringsten gesteigert.

Aus diesem Schema fallt die Jurkat-Zelllinie raBse zeigt durchgehend grof3e
P-Akt (Ser473) Mengen im Western Blot, wahrendssié in diesem Proliferationsversuch
so verhélt, wie die Zelllinien die geringe Mengei\R (Ser473) im Western Blot zeigen.
Eine mogliche Erklarung dafir ist die Beobachtudgss auch nach der Hemmung mit
LY294002, in Jurkat Zellen durch eine Western Bhgtalyse immer noch deutliche
Mengen P-Akt (Ser473) nachgewiesen werden konnéb.(Al). Dies zeigt, dass die PI3K
Aktivitat und die damit zusammenhéangende Ser473gtarylierung von Akt in den
Jurkat Zellen so stark ist, dass auch eine Hemnaend?I3K mit 25 uM LY294002 nicht
ausreicht, um diese Phosphorylierung vollstandigzaschalten. Diese Restaktivitat von
PI3K konnte dazu fihren, dass die Jurkat Zellerhasach Hemmung mit LY294002

weiter proliferieren und ihre Sterberate nicht @olswie in der MV4-11 Zelllinie ist.
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Jurkat-Zellen

P-Akt (Serd73) — T d

Akt ——

GAPDH— —— E— — ——

kein LY294002 behandelt mit LY294002 (251M)

Abb. 70: Akt-Phosphorylierung an Ser473 in Jurkat Zllen nach Hemmung mit 25 uM LY294002.
Dargestellt sind die P-Akt (Ser473) Mengen; die Akt Mengen und dieARBH Mengen.
Links sind Proteinlysate von Jurkat Zellen, dienmrmalem Medium (ohne LY294002) kultiviert wurden,
aufgetragen. Rechts sind Proteinlysate von JurkdeZ, die in mit 25 pM LY294002 versetzten Medium

kultiviert wurden, aufgetragen. Fur weitere Einasdén s. Text.

- Transduktion und p&s-Uberexpression

Die erfolgreiche Transduktion der Zellen wurde eigt Western Blot Analyse
(Nachweis des EGFP-Proteins) nachgewiesen (Abh. B&ich hier ist die oben
beschriebene schwéachere EGFP-Expression in dep8tit-transduzierten Zellen als in

den mit dem Vektor transduzierten Zellen zu bebtsc

Die Untersuchung der Uberexpression von gp8Zeigte ein gemischtes Bild
(Abb.59). Die K562 Zellen zeigten eine Uberexprassion p8t um 155,8% + 32,1%, ein
Wert der den Uberexpressionswerten in den NIH3T@13Pund 293 gp Zellen ahnelt. In

den anderen Zelllinien war keine Uberexpressionp@fi. nachweisbar.

Wie oben beschrieben, ware nach einer erfolgreicheansduktion (EGFP
Fluoreszenz beim Sorten) und Nachweis der Expnesdes transduzierten Konstrukts
(anhand der EGFP-Expression) eine Uberexpressin 8% in den mit
p85u transduzierten Zellen zu erwarten. Das Fehlen d&&sProteins lalt in diesen
Fallen auf zwei mogliche Mechanismen schlieRen: @ih post-transkriptioneller
Mechanismus fiihrt zur Hemmung der p8&Jberexpression nach p&5Transduktion von
leukamischen Zellen (wie bei den Cole Zellen). iesdm Fall wéare dieser Mechanismus in
den K562 Zellen gehemmt oder nicht existent. Biliesen Zelllinien kommt es zunachst

zu einer Uberexpression von p85Diese Uberexpression konnte in unterschiedlicher
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Weise im Sinne eines negativen Feedback-Mechanismwuseiner Hemmung der
p85u—Uberexpression fiihren. P&5Uberexpression konnte zu einer Hemmung des
Wachstums und der Proliferation dieser Zellen fiihzeB. Uber den fur die NIH3T3 Zellen
oben beschriebenen, PI3K-abhangigen Kompetitionsth(al auch 5.1.3.2.). P&%kdnnte
jedoch auch unabhangig der PI3K zur Aktivierungeei®ignalkaskade ftihren, die zur
Hemmung der p8b-Expression fuhrt. Auch in diesem Fall ware diesexchNanismus in
den K562 Zellen gehemmt oder nicht existent. Dulielsen Feedback-Mechanismus haben
die Zellen, die p8& Uberexprimieren ein Wachstumsnachteil (Selektiankteil). Nach
dem Sorten wurden die Zellen fir 3-4 Wochen in #ulgehalten, bis gentigend Zellen
vorhanden waren, um die beschriebenen Versuchehzluficthren. Diese Zeit ist
ausreichend far diesen eventuellen Selektionsnihchte sodass die
p85un—Uberexprimierenden Zellen von den anderen Zelleamiidchsen werden kénnen und
die Uberexpression (und ihre Effekte) nicht mehrchweeisbar sind. In diesem
Zusammenhang, wirde die Uberexpression vorup83K562-Zellen dadurch zu erklaren
sein, dass diese Zellen die geringste PI3K-Abh&mgfig fir Proliferations- und
Uberlebenverhalten zeigen. Deshalb fiihrt einecp8fberexpression in K562 Zellen zu
keinem Selektionsnachteil, die p8&iberexprimierenden Zellen werden nicht von den

anderen Zellen tiberwachsen und dieqp83berexpression bleibt nachweisbar.

- Weitere Untersuchungen zum Umgehen eines euntugrhandenen

Selektionsmechanismus

Um diese Mdglichkeit ndher zu untersuchen, mush dac Transduktion bzw. dem
Sorten sofort eine Analyse der positiv sortiert@&aop-transduzierten Zellen erfolgen. Da
die Zellzahl zu diesem Zeitpunkt keine Western Bloialyse zuldsst, wurde hierfur ein
anderer Versuch durchgefiihrt. Die Proliferation dé&llen sollte sofort nach der
Transduktion untersucht werden. Dafir erfolgte\énsuch mit BrdU (Bromodeoxyuridin,
ein  Thymidinanalogon). BrdU ist ein Analogon von ymhdin und wird in
neusynthetisierten DNA-Molekllen eingebaut. Danmdwdas eingebaute BrdU mithilfe
von anti-BrdU-Fluoreszenz-Antikdrpern gefarbt. Mikioreszenz entspricht demnach der
Menge an eingebautem BrdU und der Zellproliferatibie Zellen erhielten BrdU als

Zusatz, proliferierende Zellen bauen BrdU in ihfdMein und das eingebaute BrdU kann
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mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikorpern detektregtden. Der BrdU-Einbau ist dann ein
Malf3 fur die Zellproliferation. Da dieser Versuchettit im Anschl nach der Transduktion
der Zellen durchgefurt wurde, ist keine Zeit furnem eventuell vorhandenen
Selektionsmachanismus durch das das zusatzlichingeple p8o seine Expression
negativ regulieren kénnte, bzw. die p86berexprimierenden Zellen von den anderen

Zellen Uberwachsen werden kénnen.
Jurkat Zellen:

In Jurkat Zellen zeigten sich keine signifikantetétachiede der Proliferationsrate
nach p8b—Transduktion, unabhangig von der Starke der EGREBfEszenz. Nach
Sortierung der Jurkat-Zellen korrelierte die Starter grinen Fluoreszenz mit der
Expressionsstarke des transduzierten Konstrukiseggen an der EGFP-Menge (Abb. 62).
Weder in den stark-, noch in den schwach-positp@s transduzierten Jurkat Zellen war
eine p8o-Uberexpression nachweisbar (Abb. 63). Auch die PI3KAkt Aktivitat,
gemessen an der Phosphorylierung von Akt an Sewhd3die Proliferationsrate nach
p85u—Transduktion zeigte keinen Unterschied, unabhaugigder Starke der Expression
der Konstrukte (Abb. 64 und 65). Dieses Ergebraesammen mit den anderen Versuchen
an Jurkat Zellen geben einen sehr starken Hinwaigud, dass die p85Untereinheit in
diesen Zellen nach erfolgreicher Transduktion nictiberexprimiert wird. Die
Mechanismen, die zu dieser Hemmung fihren, wurdem deschrieben und missen in

weiterfihrenden Experimente untersucht werden.
K562 Zellen:

In K562 Zellen zeigte sich eine Hemmung der Praien nach
p85n—Uberexpression um etwa 10%. Dieser Unterschied mear statistisch nicht
signifikant, stellt aber ein Hinweis auf eine henmae Wirkung der p8s-Uberexpression
auf die Proliferation der K562 Zellen dar. Die Hemmg der Proliferation durch
p85u—Uberexpression ist moglicherweise, anders als in daderen Zelllinien, so

geringfiigig, dass die p85Uberexpression noch nachweibar ist.

Die K562 Zelllinie ist die einzige von sieben Leuok&-Zelllinien, in der eine

p85u—Uberexpression nachweisbar ist. Dies zwei Griinddema A) ein post-
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transkriptioneller Mechanismus fihrt zur Hemmungr de85c—Expression nach
p85n—Transduktion, wie bei den anderen Leukamie-Ze#lniln den K562 Zellen ware
dieser Mechanismus gehemmt und nicht existentnBjeh Leukamie-Zelllinien kommt es
zunachst zu einer Uberexpression von qp8®iese Uberexpression fihrt zu einer
Hemmung des Wachstums und der Proliferation diésdlen, wodurch die Zellen, die
p85n Uberexprimieren ein Wachstumsnachteil (Selektiaokteil) haben. Da die K562-
Zellen die geringste Proliferationshemmung und djeringste Sterberate in dem
Proliferationsversuch mit LY294002 zeigten, waraleskbar, dass die K562-Zelllinie eine
sehr schwach ausgepréagte PI3K-Abhangigkeit has @igde zum einen dazu fuhren, dass
diese Zellen nur einen geringen Wachstumsnachigild ( Selektionsnachteil) nach
p85u—Uberexpression haben, da die p8&berexpression in diesen Zellen die fur diese
Zellen nicht so wichtige PISK hemmt. Deshalb kome# in diesem Fall zu einem
geringfugigen Selektionsdruck, die pB85uberexprimierenden Zellen werden nicht
tiberwachsen und die Uberexpression ist nachweighdrder anderen Seite hat dadurch
die p8m-Uberexpression in diesen Zellen einen minimalenel&ffauf Proliferation,
Uberleben und (Ser473) Akt-Phosphorylierung.

- Weitere Uberlegungen zum Fehlen der @88berexpression

Das Fehlen einer p85Uberexpression, unabhangig davon, welche der oben
genannten Mechanismen dafir zustandig ist, deateiudl hin, dass die Menge des p85
Proteins in diesen Zellen sehr streng reguliertGs&tering et al., 2007 beobachten, dass in
den Zellen die Summe der Mengen aller regulatoeisdbintereinheiten gleich der Summe
der Mengen aller katalytischen Untereinheiten d@KHst. Dies fuhrt zu der Annahme,
dass in diesen Zellen kein ,Uberschuss® an freiegulatorischen Untereinheiten
vorhanden ist. Eine strenge Regulation deropdBenge in den Zellen wirde unsere
Beobachtungen und die von Geering et al., 2007aexkl In unseren Versuchen mit
Leukamie-Zelllinien ist nicht klar, durch welcherrdbeschriebenen Mechanismen die
Uberexpression von p8ggehemmt wird. Unter anderem konnte auch eine gering
Halbwertszeit der freien (Uberexprimierten) reguischen Untereinheiten eine Rolle
spielen (Brachmann et al., 2005), die vorhandeneréXpression in K562 Zellen wiirde in

diesem Fall aber dagegen sprechen.
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- Das Gleichgewicht zwischen freien pB%ntereinheiten und p8o—pl10x—
Heterodimeren

Da es nach den Beobachtungen von Geering et d7 2@bglich ist, dass die
Mengen von p85 streng an den Mengen von pll0 asgepgerden, muss in unseren
Uberlegungen, sowie in den Versuchen, wo einexp8berexpression nachweisbar war
(z. B. in den NIH3T3, PG13 und 293gp-Zellen) geklawverden, ob eine
p85n—Uberexpression gleichzeitig zu einer piierexpression fiihrt. Dies war in
unseren Versuchen nicht der Fall (Abb. 71).

A 293 gp-Zellen B NIH3T3-Zellen
e p110 ——
(33 . — — — —
p85¢ —» —
(SerdT3) P-AKt ——b e gy ] N
(Serd73) P-Akt —— g s oW o
GAPDH — ey s/ o e guuy GAPDH —  wng @il ) = gup
EGFP — SNy S| =-a &% S EGFP — anpull — e —
mit Vektor transduzierte Zellen | p85a transduzierte Zellen mit Vektor transduzierte Zellen | pB5a transduzierte Zellen

Abb. 71: Expression von p110 nach p86-Uberexpressionin 293-gp und NIH3T3 Zellen. Dargestellt
sind: diep110-Mengen, die p8Mengen, die P-Akt (Ser473) Mengen, die GAPDH Meangad die EGFP
Mengen in A) 293gp Zellen und B) NIH3T3 Zellen nabtansduktion mit dem MigRI-Vektor oder p&5
Konstrukt. In beiden Zelllinien sind die schon Hesebene p8&—Uberexpression und EGFP-Expression
nach Transduktion, sowie die Abnahme der P-Akt 488y Menge nach p85-Uberexpression zu sehen.

p85a—Uberexpression fiihrt zu keiner Anderung der p110wée.

- (Ser473) P-Akt Mengen und Proliferation nach g8bransduktion

Obwohl in den meisten Zelllinien keine Uberexpression p85. nachweisbar war,
wurden die Ser473 Phosphorylierung von Akt und Rlieliferation in diesen Zelllinien
nach Transduktion mit p8suntersucht. Transduktion mit dem pB8Konstrukt flihrte zu
keiner Anderung der P-Akt (Ser473) Mengen in defilidien. In den K562 (wo p8&
Uberexprimiert werden konnte) und den Kasumi Zellemen die P-Akt (Ser473) Mengen

so niedrig, dass eine sinnvolle nicht mdglich wabl{. 59). Die Untersuchung der
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Proliferation der Zelllinien nach Transduktion rdgém Vektor und p8b zeigte ebenfalls
keinen statistisch signifikanten Unterschied, obWiahfast allen Fallen die Proliferation
der mit p8ox transduzierten Zellen leicht schwacher erscheiiib( 61). Das Fehlen
statistisch signifikanter Unterschiede lasst siaghdam oben beschriebenem Fehlen einer

p85u—Uberexpression erklaren.

5.3. Mdgliche klinische Bedeutung dieser Ergebnisse

Die Bedeutung der PI3K fur die Tumor- und Leukdmuage (Horn et al., 2008),
sowie die Progredienz maligner Erknrankungen iseimer Vielzahl von Publikationen
gezeigt worden (s. Einleitung). In Tumoren wie hepallulare Karzinome, kolorektale
Tumore, Mammakarzinome, Gehirntumore, Magenkarzaontchilddriisentumore,
Ovarialtumore, nicht kleinzellige Lungentumore, @&kulLeukdmien, Zervixtumore
(Shayesteh et al., 1999; Ma et al., 2000; Samuelk,€2004; Campbell et al., 2004; Lee et
al., 2005, Wu et al., 2005; Levine et al., 2005alSat al., 2005) wurden aktivierende
Mutationen der katalytischen Untereinheit besclamebDer grfte Teil dieser Mutationen
befindet sich an zwei Stellen, der helicalen Doené@nd der Kinase-Domane. Weitere
Mutationen befinden sich in der p85-Bindungsdom@eamuels et al., 2004). Die drei am
haufigsten vorkommenden Mutationen E542K, E545K,d uH1047R fuhren zur
onkogenetischen Transformation der Zellen und kotiger Aktivierung von PI3K, Akt,
p70 S6Kinase und 4E-BP1 (Kang et al., 2005).

Es gibt viele Studien Uber Mutationen der katatyten Untereinheit der PI3K in
humanen Neoplasien. In den letzten Jahren sind immeér Mutatione der regulatorischen
Untereinheit in Tumoren gefunden worden (Jimenea.etl998; Philp et al., 2001, Jucker
et al., 2002; Mizoguchi et al., 2004; Shi et alQ0@). In dieser Arbeit wurde das
p76o—Protein untersucht. Dieser mutierten Form derop8&gulatorischen Untereinheit
fehlt die c-terminale SH2-Doméne. Wie oben erwdalgibt es in der Literatur keine
systematische Suche nach @hnlichen Mutationenegeitatorischen Untereinheit der PI3K,
sodass es nicht moglich ist, festzustellen wied@se Art von Mutation in menschlichen
Leukdamien und Tumoren vorkommt. Es gibt, auRer @moie Zellen (die nur das

p760—Protein exprimieren), zwei weitere Publikationeny weschrieben wird, dass in
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Zellen nur eine kirzere Version und keine Wildtyge des p8&—Proteins exprimiert
wird. Zum einen, werden in der Kolonkarzinom-Zelid HCC2998 aufgrund von zwei
Punktmutationen in den Allelen des p8%sens regulatorische Untereinheiten mit den
Gropen von 50 und 76 kDa exprimiert (Shi et al., 20@&jm anderen wird in der Thymus-
Lymphom-Zelllinie CMN5, etabiliert von M&usen naBhstrahlung, nur ein 65 kDa dies
Protein (p6%) exprimiert (Jimenez et al., 1998). Auch diesertimte fehlt die ganze c-
terminale SH2-Domane, sie kann dennoch (&hnlichdai p76—-Protein in Cole Zellen)
an der p110 katalytischen Untereinheit binden. CMIN5 Zellen zeigen eine starkere PISK
Aktivitat und die p6ot—Untereinheit fihrt zu einer starkeren und langedaarernden
Aktivierung der PI3K (Jimenez et al., 2002).

In allen oben beschriebenen Fallen fehlt beim Viodeasein einer mutierten
p85n—Untereinheit die Expression der Wildtyp-p88Jntereinheit. Unter dem
Gesichtspunkt, dass p&5Uberexpression zu einer Hemmung der PI3K-Aktiv{Ab. in
NIH3T3 und 293 gp Zellen) und der Koloniebildung €D34 Zellen) fuhrt, weist das
Fehlen der Expression der Wildtyp-p83Jntereinheit in Tumor bzw. Leukamiezellen mit
mutierten p8& darauf hin, dass das p85Protein eine Rolle als Tumorsuppressor spielen
kénnte. Diese Rolle muss im Laufe der Onkogenesrea gehen, damit die mutierte
Form aktivierend und moglicherweise transfomieramden kann. Nicht nur die Prasenz
des Wildtyp-p8o.—Proteins in den Zellen, sondern auch die Mengesdi®soteins wird in
den Zellen streng reguliert und ein Verlust odeir@tg dieser Regulation kbnnte einen
weiteren Schritt in dem Prozess der Tumor- und Bewkgenese darstellen. Die damit
verbundene Fehlregulation der PI3K kdnnte zu efrehnlregulation oder konstitutiven
Aktivierung mitogener und anti-apoptotischer Sigvege fuhren, die in vielen
menschlichen Tumoren und Leukadmien beobachtet werd2ie Erforschung der
molekularen Ursachen dieser Fehlregulation ist @randlage fur die Entwicklung von

Inhibitoren, die dann fur eine spezifische Tumondipge eingesetzt werden kénnten.

Einen interessanten Ansatzpunkt zur Entwicklung @emtherapien geben Daten
von Miled et al., 2007. Hierbei wurden die an deatakytischen Untereinheit
vorkommenden Mutationen E542K, E545K, und H1047Rersucht. Diese Mutationen
fuhren zur onkogenetischen Transformation der Aellad konsitutiver Aktivierung von
PI3K, Akt, p70 S6Kinase und 4E-BP1 (Kang et alQ%20 Bei der E545K Mutante kommt
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es durch den Austausch der Glutaminsaure (negaladgn) mit Lysin (positiv geladen) zu
einem Wechsel der Ladung an Position 545. Die op8mtereinheit hat keine
inhibitorische Wirkung auf die E545K Mutante, wamdesie die Aktivitat des wiltyp
pl1lQx—Proteins inhibiert. Ein Austausch einzelner Aminosé an der p&8b-Untereinheit
fuhrte zur Identifizierung von zwei Aminosauren deBSu—Untereinheit, die fur die
Inhibition der p11@—Untereinheit eine wichtige Rolle spielen: Lysin 3x&d Arginin 340.
Ein Austausch dieser zwei Aminosauren zu GlutanuresgR340E, K379E) fuhrt zu einem
Verlust der inhibitorischen Wirkung der p@85Untereinheit gegeniber der Wildtyp-
pl1lQx—Untereinheit. Wahrend die R340E und K379E mutieg8Bx—Untereinheiten die
E545K Mutante inhibieren konnen, zeigen sie keindrkWhg auf die wildtyp
pl1lQx—Untereinheit (Miled et al., 2007).

Diese Ergebnisse zeigen, dass Neoplasien mit Mot der PI3K sorgfaltig
hinsichtlich der Sensitivitdt gegenuber PI3K Intobén untersucht werden sollen.
Bestimmte mutierte Formen der PI3K (wie die E545Kdnnten eine andere
Empfindlichkeit gegeniber Inhibitoren (Therapiee)gen als das Wildtyp-Protein, was zu
weniger unerwinschten Nebenwirkungen der Therapiareh wirde. Bestimmte
aktivierende Mutationen der PI3K (wie die E545K)nkén der inhibitorischen Funktion
der p8m—Untereinheit entgehen. Bestimmte Mutationen derop8mtereinheit kdnnen
dazu fuhren, dass zum einen diese inhibitorischktian wieder hergestellt wird und zum
anderen, dass die nicht mutierte PI3K nicht betrofivird. Dies ertffnet die Moglichkeit,
dass im Falle des Vorhandenseins einer PI3K-Mutargalie E545K in einem Tumor eine
gentherapeutische Behandlung mit einerge8@utante wie R340E oder K379E denkbar
erscheint. Da die Wildtyp-p110-PI3K dann von ddrilition nicht betroffen wére, kdnnte
die normale Funktion der PI3K in anderen Zellen Baienten aufrecht erhalten werden
und dadurch mdglicherweise toxische Nebenwirkurfierden Patienten gering gehalten

werden.
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6. Zusammenfassung

Die Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI3K) spieleime= wichtige Rolle in der
Regulation einer Vielzahl von Zellfunktionen wieoRfieration, Zellwachstum, Apoptose,
Metabolismus, Zellmotilitat und Angiogenese. Die 3Rl der Klasse IA sind
Heterodimere, die aus einer katalytischen Unteminip110) und einer regulatorischen
Untereinheit (p85, p55 oder p50) bestehen. Fehladgnen der PI3K werden haufig in
menschlichen Tumoren und Leukdmien beobachtet uidem zur konstitutiven

Aktivierung mitogener und anti-apoptotischer Sigvege.

In dieser Arbeit wurden die Effekte der Uberexpi@ssder regulatorischen
p85a—Untereinheit der PI3K sowie die Funktion einer ratgén Form der
p85a—Untereinheit der PI3K (p# fur das Wachstum hamatopoetischer Zellen

untersucht.

Die Transduktion von primdren humanen hamatopdetiscVorlauferzellen
(CD34) aus Nabelschnurblut mit einem retroviralen @#85FP-Koexpressionsvektor

fuhrte zu einer Hemmung der GM-CSF-abhangigen Keloldung, die durch
Kultivierung der transduzierten Zellen (EG+I§F1n Gegenwart einer 10-fach erhdhten

GM-CSF-Konzentration ausgeglichen werden konnte xftdo et al., 2008). Diese
Ergebnisse zeigen, dass die Uberexpression voa p8Hamatopoetischen Zellen eine
inhibierende Funktion auf die GM-CSF-abhangige 8ligansduktion und das Wachstum
der Kolonie-bildenden Progenitorzellen hat. Diehstm Einklang mit einem Modell zur
negativ regulatorischen Funktion von Uberexprirei@t p8o fur die Insulin-
Signaltransduktion in nicht-hamatopoetischen Zelldach diesem Modell konkurriert
monomeres p8&b mit p8%/pl10 Heterodimeren um die Bindung an aktivierte

Rezeptoren und blockiert somit die Rezeptor-veehétSignaltransduktion.

Weiterhin wurde untersucht, ob die Uberexpressiamp8%: auch zur Hemmung
einer konstitutiv aktivierten PI3K/Akt-Signaltranddion in Leukamiezellen flhrt.

Zunachst konnte gezeigt werden, dass die Uberesipresvon p8& in murinen

183



6. Zusammenfassung

Fibroblasten-Zelllinien (NIH3T3, PG13) und in eindiumanen Nierenzelllinie
(HEK293gp) zur Hemmung der konstitutiven PI3K/Akgi&altransduktion in diesen
Zellen fuhrt. Im Gegensatz dazu fuhrte die Transdukvon 7 Leukamie-Zelllinien
(Jurkat, Cole, Eoll, Kasumi, K562, MV4-11 und Ml)itmdem p8o/EGFP-

Koexpressionsvektor nur in der chronisch myeloisdheukamie-Zelllinie K562 zu einer

Uberexpression von p85 wahrend die anderen Zelllinien zwar mit dem @85GFP-
. . + .
Koexpressionsvektor transduziert werden konntenHE® aber von der retroviralen

RNA keine nachweisbaren Mengen an @&fanslatiert wurden. Interessanterweise zeigt
die Zelllinie K562 von den 7 untersuchten Leuka@&Hinien die geringste PI3K-
Proliferationsabhangigkeit in einem Hemmversuch mdem PI3K-Hemmstoff
LY294002. Diese Ergebnisse  deuten auf einen  paskrgtionellen
Regulationsmechanismus zur Hemmung der op&xpression in solchen
Leukamiezellen hin, deren Proliferation in besordeMalie abhangig von einer PI3K-

vermittelten Signaltransduktion ist.

Die Untersuchung einer in der Hodgkin-Lymphom-Zei# identifizierten
mutierten Form der p&6-Untereinheit der PI3K (p@, der die inhibitorische c-
terminale SH2-Domane fehlt, ergab keinen Hinweigidalass diese Mutante alleine zu
einer Aktivierung der PI3K/Akt-Signaltransduktiofihit, wie es fir andere c-terminal

trunkierte p8o.-Mutanten beschrieben ist.

Zusammengefasst wurde in dieser Arbeit eine intriisiche Funktion der p85
Untereinheit der PI3K auf die GM-CSF-abhangige Sigansduktion und Proliferation
von hamatopoetischen Vorlauferzellen nachgewielsemeiterfihrenden Experimenten
misste nun der in dieser Arbeit ebenfalls bescarnieb posttranskriptionelle

Mechanismus zur Regulation der p8kxpression in Leukamiezellen analysiert werden.
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Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
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factor)
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Vps34 vacuolar protein sorting defective 34

VSV Vesiculo-Stomtitis-Virus\esicular-Stomtitis-Virys
wWB Western Blot

Mg Mikrogramm

ul Mikroliter

pm Mikrometer

uM Mikromolar
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