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4 Arbeitshypothese und Fragestellung

Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI3-Kinasen) sind bedeutende Regulatoren zellulédrer
Aktivitit. Sie beeinflussen Wachstum, Uberleben, Motilitdt, Zellmetabolismus und
Zellteilung. PI3-Kinasen bestehen aus einer regulatorischen (z.B. p85a) und einer
katalytischen Untereinheit (z.B. p110a).

In der Hodgkin-Lymphom-Zelllinie (CO) wurde eine c-terminal verkiirzte Form der
PI3-Kinase Untereinheit p85a identifiziert. Die verkiirzte p85a. Variante hat ein
Molekulargewicht von 76 kDa im Western Blot und wird deshalb als p76a
bezeichnet. Da im Western Blot p76a nicht aber das Wildtyp-Protein p85a
nachgewiesen werden konnte, wurde das Genome der CO-Zellen untersucht. Es
wurde sowohl ein Allel fiir das Wildtyp-p85a., als auch ein Allel fiir die mutierte
Form des p85a gefunden (Jiicker et al., 2002).

Innerhalb meiner Dissertation soll deshalb die Abwesenheit des p85a-Wildtyp-
Proteins untersucht werden. Aulerdem soll das transformierende Potential von p76a.,
der K379E p85a Mutante und die Kombination K379E p76a untersucht werden.

Um die Abwesenheit des p85a-Wildtyp-Proteins zu untersuchen, soll das Verhéltnis
von Wildtyp und mutierter p8§5a-mRNA im Zellkern bestimmt werden. Dafiir werden
Zellkerne isoliert, RNA extrahiert und mittels PCR die p850a-mRNA amplifiziert.
Durch Klonierung und anschlieBender Sequenzierung einzelner Klone, kann so das
Verhiltnis von Wildtyp zu mutierter p85a-mRNA bestimmt werden. Anschlieend
soll in einzelnen Fraktionen eines Sukrosegradienten Ribosomen assoziierte mRNA
aus CO-Zellen untersucht und wiederum das Verhiltnis von Wildtyp zu mutierter
p85a-mRNA bestimmt werden. Mit Hilfe einer real time PCR kann dann die Menge
der p85 mRNA in den Gradientenfraktionen bestimmt werden. Eine mdgliche
posttranslationale Degradation soll durch die Inhibition des proteasomalen Abbaus
von p85a Protein mit dem Proteasomen Inhibitor MG-132 ausgeschlossen werden.

Da eine Verdnderung im 3’- und 5°- untranslatierten Bereich der Wildtyp und der
mutierten p85a-mRNA fiir das Fehlen des p85a-Wildtyp-Proteins verantwortlich sein
kann, sollen die untranslatierten Bereiche sequenziert und verglichen werden.

Im zweiten Teil der Arbeit soll die onkogene Aktivitit des p76a Proteins aus CO-

Zellen, der kiinstlich erzeugten K379E Mutante des p85a und eine Kombination
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beider (K379E p76a) untersucht werden. Dazu wird mittels eines Retrovirus die
gewlinschte DNA Sequenz stabil in das Genom von CEF Zellen integriert und ein
Focus Assay durchgefiihrt. Mit diesem Assay kann dann, anhand von GréBe und
Anzahl der Mikrotumorbildung der CEF Zellen, das Potential zur onkogenen
Transformation der Mutanten untersucht werden. Danach soll mit Hilfe eines Western
Blots die Aktivierung des nachgeschalteten Signalwegs durch die p85c. Mutanten

untersucht werden.
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5 Einleitung

5.1 Phosphatidylinositol 3-Kinasen

Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI3-Kinasen) sind Lipidkinasen, die in allen
eukaryontischen Zellen exprimiert werden. Thre Substrate sind Phosphatidylinositole,
die zu den Zellmembran Phospholipiden zdhlen. Die Phosphorylierung dieser
Phosphatidylinositole stellt eine wichtige Funktion der zelluldren Signaltransduktion
dar (Engelman et al., 2006).

PI3-Kinasen sind auBerdem bedeutende Regulatoren zelluldrer Aktivitdt und haben
unter anderem Einfluss auf Wachstum, Uberleben, Motilitit, Zellmetabolismus und

Zellteilung (Cantley, 2002; Katso et al., 2001; Vivanco & Sawyers, 2002).

5.1.1 Einteilung der PI3-Kinasen

PI3-Kinasen bilden eine Proteinfamilie, die sich anhand ihrer Struktur, ihrer
Substratpraferenz, ihrer Gewebeverteilung, der Art ihrer Aktivierung und ihrer
Funktion in drei unterschiedliche Klassen einteilen l4sst (Abbildung 1) (Bader et al.,
2005; Deane & Fruman, 2004; Okkenhaug & Vanhaesebroeck, 2003;
Vanhaesebroeck & Waterfield, 1999).
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Klasse katalytische
Adaptor- Untereinheit
binding 2 Catalytic
domain domaine domaine

RBD Helical

domaine

B -, P
Coiled-coil PX
I domain domaine
C ) () PBK-C20,p,5
Proline-rich C2
domain domaine

111 @ Vps34p
analogues

Abbildung 1.  Ubersicht und Einteilung der katalytischen Untereinheiten der PI3-Kinase
Klassen I bis III nach ihrem strukturellen Aufbau.

RBD bezeichnet die RAS binding domain, C2 die protein-kinase-C homology-2 Doméane und PX die
phox domain (modifiziert nach Bader et al., 2005).

Die PI3-Kinasen der Klasse I sind bisher am besten charakterisiert. Sie werden in die
Klasse IA und IB unterteilt und enthalten insgesamt 4 katalytische Isoformen
(Vanhaesebroeck et al., 2005). Die katalytische Untereinheit der Klasse I (p110a., 3, 0
und y) besteht aus einer adaptor-binding domain (Adapter bindenden Domine), einer
RAS binding domain (RBD, RAS bindenden Doméne), einer C2 domain (protein-
kinase-C homology-2 Doméne), einer helical domain (helikalen Doméne) und aus
einer catalytic domain (katalytischen Doméne). Alle Isoformen besitzen eine
intrinsische Proteinkinase-Aktivitt.

Die Enzyme der Klasse IA werden von Rezeptor-Tyrosinkinasen und RAS aktiviert
und sind konstitutiv mit einer Adapteruntereinheit verbunden, mit der sie einen
heterodimeren Komplex bilden.

Das einzige Mitglied der Klasse IB ist p110y, das mit der regulatorischen Untereinheit
p101 oder p84 verbunden ist. Die Struktur von p110y ist seit 1999 bekannt (Walker et
al., 1999). Nur ca. 35% der Sequenz von pl10y sind mit der Sequenz von pl10a

identisch. Anders als p110a benétigt p110y fiir seine Kinaseaktivitit keine Bindung
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an eine regulatorische Untereinheit. pl110y wird durch G-Protein gekoppelte
Rezeptoren aktiviert.

Enzyme der Klasse II besitzen eine PI3-Kinase-C2a, 3 oder y Doméne. Thnen fehlt
eine Adapter bindende Doméne, aber sie besitzen an ihrem c-Terminus eine phox
domain (PX Domine) und eine C2 domain (protein-kinase-C homology-2 Doméne),
die die Bindung an Phosphoinositide vermitteln konnten. Obwohl noch keine
regulatorischen Untereinheiten bekannt sind, wird davon ausgegangen, dass die
Enzyme der Klasse II durch G-Protein gekoppelte Rezeptoren und durch
Tyrosinkinase Rezeptoren reguliert werden.

Die Enzyme der Klasse III sind Analoga der Hefe Vps34p PI3-Kinase Untereinheit.
Sie interagieren mit der Adapteruntereinheit pl50 wund haben lediglich
Phosphatidylinositol (PI) zum Substrat. Es wird angenommen, dass sie konstitutiv
aktiv sind (Cantley, 2002; Deane & Fruman, 2004; Okkenhaug & Vanhaesebroeck,
2003; Vanhaesebroeck & Waterfield, 1999; Wymann et al., 2003).

5.1.1.1 Einteilung der regulatorischen Untereinheit der PI3-Kinasen Klasse 1A

Es gibt in Sidugetieren drei Gene, die fiir 5 unterschiedliche regulatorische
Untereinheiten (p85a, p55a, pS0a, p85f und p55y) kodieren (Abbildung 2). p85a.,
p55a und p50a stammen vom selben Gen und entstehen durch alternatives Splicen
der mRNA, die bestimmte Startcodons enthdlt (Fruman et al, 1996). Alle
Adapteruntereinheiten konnen an phosphorylierte Tyrosine mit dem Tyr-Xaa-Xaa-
Met (YXXM) Motiv durch ihre SH2 (Rous-Sarcome-oncoprotein homology-2)
Domaéne binden (Bader et al., 2005).
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regulatorische .
31 0y !en
SII3 Bll n_sllz l'SI 12 C_Sllz Unterllnh(lt
domain P! domain P2 domain domain domain
p8S a
pSS a PIK3R1
pS0 a
p85 B PIK3R2
p55y PIK3R3

Abbildung 2. Hauptisoformen der regulatorischen Untereinheit der Klasse IA der PI3-
Kinasen.

P1/P2 sind prolinreiche Regionen, i-SH2 domain ist die inter-SH2 Doméne, n-SH2 domain liegt n-
terminal und c-SH2 domain liegt c-terminal. Die BH domain (Bcr Homology Doméne) ist homolog zur
Triphosphatase aktivierenden Protein-Domine (RhoGAP) von Ber. SH3 domain beschreibt eine Prolin
reiche Sequenz (modifiziert nach Okkenhaug & Vanhaesebroeck, 2001).

Die regulatorischen Untereinheiten haben viele verschiedene Funktionen in
Interaktion mit den PI3-Kinasen. Sie inhibieren die basale Aktivitidt und stabilisieren
die katalytische Untereinheit, zudem aktivieren sie nachgeschaltete Rezeptor-
Tyrosinkinasen und Ras (rat sarcoma) (Okkenhaug & Vanhaesebroeck, 2001; Yu et
al., 1998). In p85 Knockout-Miusen wurde beobachtet, dass die katalytische
Untereinheit p110 in Abwesenheit von p85 instabil und nicht mehr nachweisbar wird
(Fruman et al., 2000).

Die Einheit aus N-SH2 und iSH2 stellt das kleinste Element der regulatorischen
Untereinheit dar, das fahig ist, die Aktivitdt der PI13-Kinase zu regulieren (Yu et al.,
1998).
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5.1.1.2 p110a. - die katalytische Untereinheit

Die pl10a Untereinheit der PI3-Kinase o hat fiinf Domédnen: eine n-terminale
Domaéne, die adaptor-binding domain (ABD Doméne) genannt wird und p85a bindet,
eine Ras-binding domain (RBD), eine Doméne, die C2 genannt wird und vermutlich
an Zellmembranen bindet, eine helical domain (helikale Domédne) und eine catalytic
domain (Doméne mit katalytischer Aktivitit) (Cantley, 2002; Katso et al., 2001;
Vanhaesebroeck & Waterfield, 1999; Vivanco & Sawyers, 2002).

1 108 191 291 330 480 525 696 1068
ABD RBD C2 Helical  Catalytic

Abbildung 3.  Ubersicht iiber p110c.
Die Abbildung zeit ein Schema der Organisation der einzelnen Proteindoméinen von pl10a sowie die

Start und Endposition der kodierenden Aminosduren (modifiziert nach Huang et al., 2007).

Wenn p110a ohne p85a gebildet wird, ist es katalytisch aktiv, aber bei 37°C instabil.
Im Komplex mit p85a ist pl10a thermisch stabil, seine Kinaseaktivitit wird
allerdings inhibiert. Diese Kinaseaktivitit wird wiederhergestellt, wenn p85c mit
seiner SH2 Doméne an phosphorylierte Tyrosine bindet (Yu ef al., 1998).

Im Normalzustand ist die p110a. Untereinheit an die p85a Untereinheit gebunden und
die katalytische Aktivitdt wird von p85a inhibiert (Okkenhaug & Vanhaesebroeck,
2001).

5.1.1.3 p85a - die regulatorische Untereinheit

Das p85a Protein hat genau wie p110a fiinf bekannte Domédnen. Diese sind zwei SH2
Domaénen (die n-terminale n-SH2 und die c-terminale c-SH2), die von einer inter-SH2
(1-SH2) Domine getrennt werden. Diese i-SH2 Domaine bindet an die katalytische
Untereinheit. Durch geeignete zelluldre Signale binden die n-SH2 und die c-SH2
Domaéne phosphorylierte Tyrosine in aktivierten Rezeptoren und Adaptermolekiilen.
Diese Bindung vermittelt wiederum eine Aktivierung der pll10a katalytischen

Untereinheit ohne das p85a aus dem Heterodimer entlassen wird (Huang et al., 2007).
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1 85 115 298 322 430 600 617 724

SH3 BH n-SH2  1-SH2  ¢-SH2

Abbildung 4.  Aufbau und Reihenfolge der p85a Domiinen.
Schema der einzelnen Proteindoménen von p85a sowie die Anfangs- als auch die Endposition der
kodierenden Aminosduren. i-SH2 domain (inter-SH2 Domine), die n-SH2 domain liegt n-terminal, die

¢c-SH2 domain liegt c-terminal, BH domain (Bcr Homology Domine) (modifiziert nach Huang et al.,
2007).

5.1.1.4 Modelle des strukturellen Aufbaus von p110a und Anteilen von p85a

2007 konnte die Kristallstruktur von pl110a im Komplex mit der pl10a bindenden
Domine von p85a generiert werden. Das pl10a/i-SH2 Heterodimer hat eine
dreieckige Form mit einer langen Basis, bestehend aus der coiled-coil i-SH2 Domine
des p85a. Die ABD Domine ist am Ende der i-SH2 Doméne lokalisiert und hat dort
Kontakt zu ihr. Seitlich interagiert die C2 Domine mit der i-SH2 Doméne. Die helical
und die Kinase Domine formen eine Komplex im Zentrum des Proteins und haben
keinen direkten Kontakt zur i-SH2 Domaéne. Die RBD Domaéne liegt an der Spitze des
Komplexes und ist am weitesten von der i-SH2 Doméne entfernt gelegen (Abbildung

5) (Huang et al., 2007).
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p110
ABD RBD @) helical kinase
g
SH3 GAP nSH2 iSH2 cSH2

Abbildung 5.  Schema zur Anordnung der Doménen des p110a/niSH2 Heterodimers.

Graue Regionen markieren Verbindungsstiicke zwischen zwei Doménen. ABD (Adaptor binding
domain von pl110a) ist griiln, RBD (Ras binding domain) ist orange, C2 Doméne ist blau, die helical
Domaine ist rot und die Kinase-Doméne lila markiert. Die i-SH2 Doméne des p85a ist gelb dargestellt

(Huang et al., 2008).

p110a Mutationen, die mit Krebsentstehung in Verbindung gebracht werden, wurden
in der ABD, C2 helical und Kinase Doméne gefunden. Einige dieser Mutationen
zeigten in vitro und in vivo eine erhohte enzymatische Aktivitit (Kang et al., 2005).
Die Lage dieser Mutationen in der Kristallstruktur zeigte, dass viele an der
Grenzflache von p110a und p85a oder an der Grenzflache der p110a Kinase Domine
und anderer Domédnen der katalytischen Untereinheit lokalisiert sind. Dadurch
Unterbrechen die Mutationen die Interaktion von p85a mit pl10a und somit die
regulatorische Funktion des p85c. Eine erhohte Kinaseaktivitit wird darauthin

verzeichnet.
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5.1.2 Signalweg der Klasse I PI13-Kinasen

5.1.2.1 Aktivierung

Nach der Aktivierung von Tyrosinkinase-Rezeptoren durch Bindung von
Wachstumsfaktoren, werden PI3-Kinasen der Klasse IA nachfolgend aktiviert
(Cantley, 2002; Vanhaesebroeck & Waterfield, 1999). Die Translokation und die
Aktivierung der Kinaseaktivitit wird durch die hoch affine Bindung der zwei SH2
Domiénen des p85a an phosphorylierte Tyr-Xaa-Xaa-Met (YXXM) Motive von
Rezeptor-Tyrosinkinasen vermittelt.

Die PI3-Kinase p110y aus der Klasse IB wird durch G-Protein gekoppelte Rezeptoren
aktiviert. Zusétzlich zur Aktivierung durch Thyrosinkinase-Rezeptoren kann p110f3
(Klasse TA) auch durch G-Protein gekoppelte Rezeptoren aktiviert werden (Abbildung
6).

Ras moduliert sowohl die Aktivierung der Klasse IA als auch die Aktivierung der
Klasse IB PI3-Kinasen. Die Aktivierung des p85/pl110 Komplexes filihrt zur
Translokation der normalerweise zytosolischen Proteine zur Zellmembran und geht
mit einem Anstieg der katalytischen Aktivitdt des Heterodimers einher (Cantley et al.,

1991; Rordorf-Nikolic et al., 1995).

GF

GPCR
PIP3  PIP2 |Ras, @ | (% PIP2 PIP3 PIP3 PIP2 Gpyp (Ga)

 J
p8sS ¥ P IRS p85 p101

pl10 pl10 PTEN pl10y

| ] |
Klasse IA PI3-Kinase Klasse IA PI3-Kinase Klasse IB PI3-Kinase

Abbildung 6.  Aktivierung der Klasse IA und IB der PI3-Kinasen.

Ga (alpha Untereinheit eines G-Proteins), GPy (beta/gamma Untereinheit eines G-Proeins), IRS
(Insulinrezeptorsubstrat), PIP2 (Phosphatidylinositol 4,5-Bisphosphat), PIP3 (Phosphatidylinositol
3,4,5-Trisphosphat) (modifiziert nach Engelman et al., 2006).
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5.1.2.2 Produkte der PI3-Kinasen

Die  PI3-Kinasen sind  Lipidkinasen, die  Phosphatidylinositol  (PI),
Phosphatidylinositol 4-Phosphat (PIP), Phosphatidylinositol 4,5-Bisphosphat (PIP;)
an der D3 Hydroxylgruppe des Inositolrings phosphorilieren. Diese Phosphorylierung
hat einen raschen Anstieg von Phosphatidylinositol 3,4,5-Trisphosphat (PIP;) und
Phosphatidylinositol 3,4-Bisphosphat (PIP,) zur Folge (Cantley, 2002; Stephens et al.,
1993).

Die PI3-Kinasen der Klasse I stellen in vivo hauptsidchlich PIP; her. Die PI2-Kinasen
der Klasse II bilden hauptséchlich PIP, und die Klasse III Kinasen PIP (Katso et al.,
2001).

5.1.2.3 Funktion und Regulation von PIP;

PIP; kann an Proteine, die eine Pleckstrin homologe (PH)-Domaéne besitzen, binden.
Die PH-Doméne formt eine Tasche, in der Phospholipide, im besonderen PIP; binden
konnen (Corvera & Czech, 1998).

Akt (Protein Kinase B), eine Serin-Threonin-Kinase, ist ein solches Ziel mit PH-
Domine (Vanhaesebroeck & Alessi, 2000). PIP; rekrutiert Akt und PDKI1 zur
Zellmembran. Sobald sich Akt an der Membran befindet, wird es durch
Phosphorylierung an zwei Stellen aktiviert und phosphoryliert daraufthin eine Vielzahl
anderer Ziele (Cardone et al., 1998; del Peso et al., 1997; Romashkova & Makarov,
1999; Vivanco & Sawyers, 2002). Die biologischen Konsequenzen der Akt
Aktivierung sind breit und beinhalten sowohl die Regulation der Zellproliferation, das
Uberleben der Zelle als auch die Zellmotilitit sowie die Zellmorphologie (Bader et
al., 2005; Cantley, 2002; Katso et al., 2001; Vivanco & Sawyers, 2002).

Auch PDK1 (3-phophoinositide-dependent kinase 1) und moglicherweise auch PDK2
werden durch PIP; rekrutiert (Sarbassov et al., 2005). PDK1 phosphoryliert Akt am
T308 und ist an dessen Aktivierung beteiligt.

Der PIP; Spiegel wird durch die Aktivitit von Phosphatasen reguliert. PTEN
(phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome ten) ist der wichtigste
negative wirkende Regulator der PI3-Kinasen (Maehama & Dixon, 1999). PTEN
spaltet PIP; zu PIP, und einem Phosphat und agiert exakt als katalytischer Antagonist
zu den PI3-Kinasen (Parsons, 2004). PTEN ist demnach als Tumorsuppressor
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anzusehen, da es negativ auf das Wachstumssignal, das PIP; vermittelt, wirkt (Wishart
& Dixon, 2002). PTEN vermittelt auBerdem den Zellzyklusarrest in der G1 Phase und
steigert die Apoptoserate (Ramaswamy et al., 1999; Wu et al., 2007).

‘ GPCR l

N
FOXO1 GSK38 TSC1 TSC2 ]
A\
JUN MYC RHEB
4
p27 BIM TOR

4E-BP S6K

Abbildung 7.  Reprisentative Interaktionen im PI3-Kinase Signalweg.

G-protein-coupled  receptor ~ (GPCR),  Phosphatidylinositol  (3,4,5,)-trisphosphat  (PIP;),
Phosphatidylinositol (4,5,)-bisphosphat (PIP,), PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on
chromosome 10), Akt (cellular homolog of murine thymoma virus Akt8 oncoprotein),
Phosphatidylinositol-dependent Kinase (PDK), TSC (tuberous sclerosis complex), Rheb (Ras homolog
enriched in brain), TOR (target of rapamycin), S6K (p70 S6 Kinase), 4E-BP (eukaryotic initiation
factor 4E-binding protein), FOXO (forkhead box O transcription factor), BIM (Bcl-2 interacting
mediator of cell death), Jun (cullular homolog of the JUN oncoprotein aof avian retrovirus ASV17),
Myc (cellular homolog of the avian myelocytoma retroviral oncogene), IRS1 (insulin receptor

substratel) (modifiziert nach Vogt et al., 2007).
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5.1.2.4 Reprisentative Ziele von Akt

FOXO, ein Transskriptionsfaktor, wird durch die Akt vermittelte Phosphorylierung
inaktiviert und dadurch das nachgeordnete p27 und das proapoptotische Protein BIM
herabreguliert (Hennessy et al., 2005).

Die Phosphorylierung von GSK3p (Glykogen-Synthase-Kinase-33) hemmt die
GSK3-Kinaseaktivitit und hebt den  hemmenden  Effekt auf die
wachstumsstimulierenden Transskriptionsfaktoren Jun und Myc auf.

TSC (tuberous sclerosis complex) ist ein weiteres wichtiges Ziel von Akt. Es besteht
aus den Proteinen TSC1 und TSC2. Die Phosphorylierung von TSC2 durch Akt
inhibiert dessen GTPase aktivierende Funktion und ist daher als ein inhibitorisches
Protein fiir das Ras-homolog Rheb anzusehen. Die Aktivierung von Rheb fiihrt zur
Aktivierung der Kinase TOR, die als Aktivator der Proteinsynthese durch seine Ziele
S6K (p70 S6 Kinase) und 4E-BP (eukaryotischer Initationsfaktor 4 Bindeprotein)
dient (Aoki et al., 2001; Bader et al., 2005; Cantley, 2002; Mamane et al., 2006; Vogt
et al.,2007).

5.1.2.5 Biologische Funktionen des PI3-Kinase Signalwegs

In Muskel- und Fettgewebe wird der Zellmetabolismus durch Akt reguliert. Akt
stimuliert dabei die Glukoseaufnahme, indem es die Membranlokalisation des
Glukosetransporters GLUT4 vermittelt (Thong et al., 2005). Zusétzlich aktiviert Akt
die Glycogen-Synthase, indem es die Glycogen-Synthase-Kinase-3 (GSK3) inhibiert
(Cohen & Frame, 2001). In der Leber inhibiert Akt die Glukoneogenese, indem es
FOXO blockiert, welches die Transkription von Enzymen der Glukoneogenese fordert
(Barthel et al., 2005).

Akt vermittelt den Ubergang von der G1 in die S-Phase des Zellzyklus, indem es
FOXO blockiert und somit die Transskription von Zellzyklusinhibitoren hemmt
(Burgering & Medema, 2003). Akt stabilisiert indirekt das Zellzyklus Protein c-Myc
und cyclin D1, indem die GSK3 gehemmt wird (Vivanco & Sawyers, 2002).

Das Zelliiberleben wird durch die Blockade von FOXO vermittelten
proapoptotischen Proteinen, wie FasL (Fas-Ligand) und Bim (BCL2-like 11),
gesichert. Akt kann aullerdem das proapoptotische Protein BAD (BCL2-antagonist of

cell death) phosphorylieren und dadurch inaktivieren. Die Degradation von p53 wird
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durch die Phosphorylierung von MDM2 (transformed 313 cell double-minute 2 p53-
binding protein) durch Akt eingeleitet (Vivanco & Sawyers, 2002).

Akt kann auBerdem das tuberous sclerosis complex 2 (TSC2) Protein Tuberin
phosphorylieren, welches darauthin nicht mehr GTPase aktivierend auf Rheb (small
G protein Ras homologue enriched in the brain) wirkt. Dadurch kann GTP
gebundenes Rheb akkumulieren und den mTOR-raptor Kinase Komplex aktivieren.
Dieser wiederum vermittelt die 4E-BP (eukaryotic initiation factor 4E-binding
protein)  Phosphorylierung, die letztendlich zu einer Steigerung der
Proteinbiosynthese fiihrt (Richardson ef al., 2004).

Das Bewegungsvermogen der Zelle und die Zellpolaritit werden von den PI3-
Kinasen zusammen mit Rac (small GTPase) and Cdc42 durch eine Umordnung des
zelluldren Aktins reguliert (Van Haastert & Devreotes, 2004).

Der intrazelluldre Vesikelversand wird durch Klasse III PI3-Kinasen reguliert und
durch eine Aktivierung von mTOR durch Aminosduren vermittelt (Byfield et al.,

2005; Nobukuni et al., 2005).

5.1.3 PI3-Kinase-Signalweg vermittelte Tumorgenese

5.1.3.1 Somatische Mutationen im PI3-Kinase-Signalweg

Der PI3-Kinase Signalweg wurde das erste Mal mit Krebsentwicklung in
Zusammenhang gebracht, als Vogt und Kollegen berichteten, dass das Genom des
avian sarcoma virusl6 ein Onkogen enthielt, dass von einem zelluldren PI3-Kinase
Gen abstammte (Chang ef al., 1997).

Die Klasse IA der PI3-Kinasen hat sich als sehr bedeutend fiir die Regulation von
Wachstum und Tumorgenese gezeigt. Am haufigsten mit Tumorgenese assoziiert ist
dabei die PI3-Kinase o aus der Klasse IA (Samuels et al, 2004). Die meisten
Mutationen im Gen PIK3CA, das fiir die katalytische Untereinheit der PI3-Kinase a
kodiert, liegen in konservierten Regionen der Helikalen- und der Kinase-Doméne von
pl10a (Samuels et al., 2004). Dabei handelt es sich um drei Hotspot Regionen, in
denen einzelne Aminosduren substituiert vorliegen: E542K, E545K and H1047R
(Vogt et al., 2007). Eine Studie von Saal et al zeigte, dass in 50% der analysierten
Mammakarzinome eine Mutation der PI3-Kinase a oder von PTEN vorliegt (Saal et
al., 2005). Laut Sangerdatenbank zur Verteilung von somatischen Mutationen im

PIK3CA Gen zeigen unter anderem 26% aller Mammakarzinome, 20% der Cervix-
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und Endometrimkarzinome und 14% aller Prostatakarzinome eine Mutation im
PIK3CA Gen (http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/) (Maruyama et al.,
2007; Samuels & Velculescu, 2004; Velho et al., 2005).

Mutationen in PTEN, die zum Verlust der PTEN Phosphataseaktivitdt fiihren,
resultieren in vermehrtem Wachstum und Tumorformation (Dahia, 2000). Die
Erkenntnis, dass PTEN durch verschiedene Mutationen in Tumoren inaktiviert
vorliegt, unterstreicht die Bedeutung des PI3-Kinase Signalwegs in menschlichen

Karzinomen (Li et al., 1997; Sansal & Sellers, 2004).

5.1.3.2 Somatische Mutationen des p85a

Onkogene Mutationen kommen nicht nur in der katalytischen Untereinheit, sondern
auch in der regulatorischen p85a-Untereinheit vor, die von dem Gen PIK3R1 codiert
wird. So sind somatische Mutationen von p85c. (Ubersicht in Tabelle 1), die in
soliden Tumoren von Patienten entdeckt wurden, Gegenstand gegenwartiger
Forschung (Jaiswal et al., 2009).

In der Vergangenheit konnten Mutationen in PIK3R1 in Hodgkin-Lymphomzellen
(Jucker et al., 2002), Gliobastomen (Mizoguchi et al., 2004) und Adenokarzinomen
(Shi et al., 2006) nachgewiesen werden. In Ovarial- und Kolontumoren wurde
auBerdem eine Deletionsmutante des p85a beschrieben (Philp et al., 2001). Diese
Deletion befindet sich in einer Region des p85a, die benachbart zu einer
inhibitorischen Serinautophosphorylierungsstelle liegt (Ser-608) (Dhand et al., 1994).
Es wird angenommen, dass der Verlust der Autophosphorylierungsaktivitit an dieser
inhibitorischen Stelle zur Tumorentstehung fiihrt (Foukas ez al., 2004).

Ein dhnliches Beispiel zeigt eine p85 Mutante, in der die Reste 572-724 durch ein
nicht-katalytisches Fragment der Eph Tyrosinkinase ausgetauscht wurden. Diese
Mutation fiihrt zu einer konstitutiven Aktivierung der PI3-Kinase (Jimenez et al.,
1998).

Eine verkiirzte Form des p85 (1-571), bezeichnet als p65, fiihrt ebenfalls zu einem
Anstieg der PI3-Kinase Aktivitét in transfizierten Zellen. Da im p65 die iISH2 und die
c¢SH2 Doméne fehlen, ist davon auszugehen, dass an dieser Stelle eine inhibitorische

Domaéne verloren gegangen ist (Chan et al., 2002).
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Tabelle 1. Ubersicht zu Herkunft, Art und Mutation natiirlich aufgetretener p85o
Mutationen.
Publikatio Gewebear Tumorherkun p85a Mutationen:
n t ft Domai  Position Vorgang
n
Jimenez et Thymus- Zelllinie 1-SH2 1714 ab Base 1714
al., 1998 Lymphom (Maus) Virsusequenz
Baynes et Patient 1227 R409Q
al., 2000 (SN- 978 M3261
polymorphism)
Philp et Kolon Zelllinien Intron C zu G = del
al., 2001 Karzinom  (LIM2537, 12 exon 13
LIM1899,
LIM2414)
ovarial (OVCAR-3) 1-SH2 AzuT
Karzinom
Jiicker et Hodgkin Zelllinie c-SH2 1948 A 1948 del
al., 2002 Lymphom
Mizoguchi Glioblasto  Patient 1-SH2 1738- 9 Basen del
etal,2004 m 1745
Shi et al., Kolon Zelllinie Intron TzuC
2006 Karzinom  (HCC 2998) 9 1381 CI381T
1-SH2
TCGA Glioblasto  Patienten n-SH2 1128 G376 R
Network m 1-SH2 1311 E 439 del
2008 1-SH2 1377 KS 459 del N
1-SH2 1680 DKRMNS 560 del
1-SH2 1680 D560Y
1-SH2 1692 N 564 K
1-SH2 1722 R 574 fs
1-SH2 1728 T 576 del
1-SH2 1749 W 583 del

5.1.3.3 p85a in der Hodgkin-Lymphom Zelllinie (CO)

Die Zelllinie CO wurde aus einer Patientin mit einem nodulér sklerosierenden Subtyp

eines Hodgkin-Lymphoms gewonnen (Jones et al., 1985). CO-Zellen sind, aufgrund

des Zustandes und der Expression ihrer T-Zell-Rezeptor-Gene, als Abkommlinge des

T-Zell-Stammbaums anzusehen (Falk et al, 1987). Die Zellen der CO Zelllinie
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exprimieren auBlerdem die Protoonkogene N-myc und Ick sowie ein verdndertes
Transkript des Protonkogens c-fes (Jucker et al., 1990).

In den CO-Zellen entdeckten Jiicker und Kollegen 2002 eine verdnderte Form des
p85a. Die CO-Zellen exprimieren ein 76 kDa groBles Protein, das mit einem
monoklonalen Antikdrper gegen die n-terminale SH2 Doméne von p85a im Western
Blot nachweisbar ist. Das normale p85a Protein war nicht nachweisbar (Jucker et al.,

2002).

SH3 BH n-SH2 1-SH2  ¢-SH2
p85a

p760 ) AcsH2

Abbildung 8. Aufbau der 76 kDa grofien p85a Untereinheit der PI3-Kinase (Jucker et al.,
2002).
SH2 beschreibt die Src homologe Doméne 2 (n: n-terminal; i: inter; c: c-terminal), SH3 eine Scr

homologe Domine 3, BH markiert eine Bcr homology Doméne.

Im Vergleich zur normalen Sequenz von p85a liegt die Deletion eines Adenin an
Position 1907 vor. Diese Basendeletion ist die Ursache fiir eine
Leserasterverschiebung.

Die Mutante enthélt 635 der urspriinglich 724 Aminosduren und hat zusétzlich 25
neue Aminosduren (Abbildung 8). Der Verlust der C-SH2 Doméne bedeutet den
Verlust eines hoch konserviertes FLVRES Motivs, das fiir die Bindung an
phosphorylierte Tyrosine notwendig ist (Siegal et al., 1998).

AuBlerdem konnte gezeigt werden, dass eine PI3-Kinase abhéngige konstitutive
Aktivierung von Akt in CO-Zellen vorliegt. Diese Aktivierung wirkt auf die Zellen
antiapoptotisch und fordert die Proliferation (Jucker et al., 2002).

5.1.3.4 p85a Mutationen mit erhohter PI3-Kinase Aktivitit in vitro

Miled und Kollegen nutzten Daten der Kristallstruktur und biochemische Verfahren,

um eine bessere Kenntnis der Wirkungsweise von PI13-Kinase Mutationen zu erhalten.
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Es wurden Mutationen in der ABD Doméne und der helikalen Doméne von pl10a
untersucht.

E542K und E545K hotspot sind Mutationen der helikalen Doméne des p110a. Bei
diesen Mutationen liegt eine Substitution des negativ geladenen Glutamates zum
positiv geladenen Lysin vor. Dieser Aminosdureaustausch verhindert die normale
Ladungsinteraktion der helikalen Doméne des pl10a mit der n-terminalen SH2
Domine des p85a. Um diese Ladungsinteraktion wieder herzustellen, wurde in
korrespondierenden Arealen des p85a die natiirlich vorhandenen negativ geladenen
Aminosduren Arginin und Lysin zu Glutamat ausgetauscht. Durch diesen Austausch
konnte die onkogene Aktivitidt der E542K und E545K Mutationen in vitro gehemmt
werden (Miled et al., 2007) (Abbildung 9).

pl10a. | ABD @ C2 ’ Catalytic

pl10a . -
Aminosiiuren ES42K Lyf'" ﬁ(\ L_wIsm

p8Sa Arginin  R340FE (Elutama?) Lysin K379E (_’iGIutam;:»

Aminosiuren

p85a @} BH | pe{n-SHR ) isH2 1 c-sh

Abbildung 9. Aminosidurenaustausch und Interaktionen zwischen pl110o und p8Sa
Mutationen.

Durch senkrechte Linien wurde in der p110a und p85a Ubersicht die Lage der Aminosiuren 542 und
545 bzw. 340 und 379 markiert. Der mittlere Bereich der Abbildung stellt korrespondierende
Aminosduren von pl10a und p85a, deren Ladung sowie deren Interaktion dar. Rot bedeutet positive

und blau negative Ladung.

28



Einleitung

5.1.4 Knockout Miause der p85a regulatorischen Untereinheit der P13-Kinase

Eine homozygote knockout Maus fiir p85a. inklusive aller ihrer Isoformen (pS5a und
p50a) zeigte eine hohe perinatale Sterblichkeit, Lebernekrose, Hypoglykdmie und
Hypoinsulindmie (Fruman ef al., 2000).

Die nur fiir die p85a Isoform spezifische knockout Maus zeigte Hypersensitivitit fiir
Insulin, Hypoglykédmie und war lebensfahig (Terauchi et al., 1999).

Die knockout Méuse der pS5a und p5S0a Isoformen (p85c. vorhanden) zeigen eine

erhohte Insulinsensitivitdt (Chen et al., 2004).

5.1.5 PI3-Kinase Inhibitoren

Prinzipiell kann man Breitsprektruminhibitoren oder Isoformen spezifische
Inhibitoren der PI3-Kinase unterscheiden. Es existieren fiir die pl110a, p und 0
Isoform spezifische Inhibitoren. Nur die pl10y Isoform kann bisher nur mit
Breitsprektruminhibitoren erreicht werden.

Breitsprektruminhibitoren der PI3-Kinase, wie zum Beispiel LY294002 oder
Wortmannin, bewirken einen Anstieg der Apoptoserate, ein Absinken der
Proliferation und konnten Metastasierungsraten in vitro und in Tumormodellen
reduzieren (Wetzker & Rommel, 2004; Wymann & Marone, 2005). Kiirzlich
entwickelte duale Inhibitoren der PI3-Kinase in Kombination mit einer Hemmung von
mTor induzieren einen Wachstumsarrest und Zelltod in Tumorzellen und zeigen im
Vergleich zu Breitsprektruminhibitoren eine geringere Toxizitdt (Fan et al., 2006;

Hayakawa et al., 2006)).

5.2 Genexpression

Die Genexpression beginnt im weitesten Sinne mit der Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren und endet mit der Synthese eines voll funktionsfahigen
Proteins.  Die  Expressionslevel der meisten Gene  werden  durch
Transkriptionsfaktoren reguliert. Diese Proteine binden an einen regulatorischen
Abschnitt der DNA, der sich 5° bzw. oberhalb der Stelle des Transkriptionsstarts

befindet. Es wird angenommen, dass mehr als 5% unserer Gene fiir
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Transkriptionsfaktoren kodieren (Tupler et al, 2001). Die Aktivitit der
Transkriptionsfaktoren wird durch unterschiedlichste Signalwege reguliert.

Einmal aktiviert, binden die Transkriptionsfaktoren im Verbund mit einer Reihe
anderer regulatorischer Elemente an die DNA und rekrutieren die RNA Polymerase
(I, II oder IIT) zum Ort des Transkriptionsstarts. Die RNA Polymerase II katalysiert
die Transkription von Protein-kodierenden Genen.

Kurz nach der Initiation der Transkription wird das 5> Ende der mRNA mit einem 7-
Methyl-Guanosin modifiziert. Diese Cap-Struktur verhindert den Abbau durch
Nukleasen und dient als Exportsignal fiir die reife mRNA ins Zytoplasma (Proudfoot
et al.,2002).

In der Verldngerungsphase (Elongation) der Transkription dienen Elongationsfaktoren
als regulierende Elemente (Uptain et al., 1997). Durch Splicing der pre-mRNA
werden die nicht-kodierenden Sequenzen (Introns) zwischen den kodierenden
Sequenzen (Exons) entfernt.

Der Stop der Transkription erfolgt in der Terminationsphase und die neu
synthetisierte mRNA wird am 3’ Ende polyadenyliert (Proudfoot et al., 2002).

Der Export der mRNA aus dem Zellkern in das Zytoplasma, dem Ort der
Proteinsynthese, erfolgt durch Proteine, die Zellkernporen formen und einen
bidirektionalen Transport zwischen Zytoplasma und Zellkern erlauben (Reed & Hurt,
2002).

Die Translation der mRNA zu einem Protein erfolgt an einem Ribonukleoprotein-
Komplex (Ribosom) und durchlduft ebenso wie die Transkription eine Initiations-,
Elongations- und Terminationsphase (Dever, 2002; Ramakrishnan, 2002).

Die Polypeptidkette durchlduft dann einen Faltungsprozess (Fersht & Daggett, 2002)
und wird meist posttranslational chemisch modifiziert, um schlieBlich das voll aktive
Protein zu erhalten.

Neueste Studien zeigen, dass jeder Schritt (Transkription und Translation) der
Genexpression nur als Ausschnitt eines kontinuierlichen Prozesses anzusehen ist. Das
heil3t, dass alle Abldufe physisch und funktionell aneinander gekoppelt sind und als
gemeinsamer ganzheitlicher Prozess zu betrachten sind (Orphanides & Reinberg,

2002).
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6 Material und Methoden

6.1 Material

6.1.1 Verwendete Gerite

Agarose-Elektrophoresekammer
Axiovert 25

Bakterienbrutschrank
Bakterienwerkbank
BioPhotometer
Elektrophoresekammer Protean”TixiCell
Feinwaage

Heizriihrer Typ 50301
Horizontalschiittler Rocky 1000/N
Intelligent Dark Box

Labovert

Las-3000

Mastercycler gradient

Olympus Tokyo

pH-Meter CG 820

Power Supply EPS200

PowerPac 1000

PowerPac™ Universal

Schutron Schnipptherm
Schiittelinkubator Typ 625

(USA)

Sonifier 450

Thermomixer 5436
Tischzentrifuge 5415/5415C/5415R
Tischzentrifuge Biofuge pico
Tischzentrifuge Galaxy Mini
Ultrazentrifuge L7-55

eurofins MWG GmbH (Ebersberg)
Zeiss (Jena)

Memmert (Schwabach)

Intermed (Wiesbaden)

Eppendorf (Hamburg)

BioRad (Miinchen)

Sauter (Ebingen)

Heidolph (Schwabach)

Frobel Labortechnik GmbH (Lindau)
Fujifilm (Japan)

Leitz (Solms)

Fujifilm (Japan)

Eppendorf (Hamburg)

CK (Japan)

Schott-Gerdte GmbH (Mainz)
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Bio-Rad (Miinchen)

Bio-Rad (Miinchen)
MS-Laborgerite (Heidelberg)

New Brunswick Scientific Co. Inc.

Branson (USA)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)
Heraeus (Hanau)
VWR (Korea)
Beckman (USA)
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UV-Tisch (312 nm)
Vortexer IKAMAG® RH
Waage PM2000

Wasserbad 1002/1012/1086
Zellkulturbrutschranke
Zellkulturwerkbank
Zentrifuge Sorvall® RC-5B
Zentrifuge Varifuge 3.0R

6.1.2 Verbrauchsmaterialien

0,5 ml-Reaktionsgetille

1,5 ml-Reaktionsgetille

2,0 ml-Reaktionsgefille

10 ml-R6hrchen

15 ml -R6hrchen

25 ml-WeiBBkappenrohrchen
50 ml-R6hrchen
Polypropylenrundbodenréhrchen
Ultrazentrifugenréhrchen
Gewebekulturflaschen T25
Gewebekulturflaschen T75
Gewebekulturschalen (9 cm)

Pipettenspitzen

6.1.3 Oligonukleotide

6.1.3.1 Primer

Bachofer (Reutlingen)
IKA"-Labortechnik (USA)
Mettler (Giessen)

GFL (Hannover)

Heraeus (Hanau)

Heraeus (Hanau)

Du Pont Instruments (Frankreich)

Heraeus (Hanau)

Biozym (Hess. Oldendorf)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)

Greiner (Frickenhausen)
Greiner (Frickenhausen)
Greiner (Frickenhausen)
Greiner (Frickenhausen)
Beton-Dickinson (Sparks, MD, USA)
Kontron Instruments (Neufahrn)
Greiner (Frickenhausen)
Greiner (Frickenhausen)
Greiner (Frickenhausen)

Sarstedt (Niimbrecht)

Die folgenden Oligonukleotide wurden mit Hilfe der Software Primer3 Version 3.0
(Rozen 2003) ermittelt und von der Firma MWG Biotech GmbH hergestellt. Die
Oligonukleotide wurden mit der Datenbank des National Institute for Biotechnology
Information  (NCBI) auf ihre Spezifitit abgeglichen und dann in

Polymerasekettenreaktionen sowie in Sequenzierungen eingesetzt.
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Primer real time PCR:
P85 FP 1755: 5’ - CCA GCT GAG AAA GACGAG AGA -3
P&5 RP 2029: 5’ - CCA CTA CAG AGC AGG CATAGC -3

Primer zur Amplifizierung des 3’UTR von p85a.:
p85S FP 1 1213: 5 -GGC TTC TCT GAC CCA TTA ACC -3’
p85 RP 7 5878: 5" -CTA TTT CCT CCC CAC CCA TAA- 3

Primer zur Sequenzierung des 3’UTR

SQFP 1: 57 - TCC AGC TGA GAA AGA CGA GAG -3’
SQ FP 2: 5" - ACA GCA ACT GGC TAT GGC TTT - 3’
SQ FP 3: 5" - GTA GGG GAA GAC ATG CAGCCT -3’
SQ FP 4: 5" -GTT TGG TCC AGC CTG GTTTAG - 3’
SQ FP 5: 5" - GAT GGA TTT GTA TCA ATA CCA -3’
SQ FP 6: 5’ - CTT GTA CAG AGT ACT TGG CTG - 3’
SQFP 7: 5" - GGC AAG GTT ATA TGC ACT TTC - 3°
SQFP &: 5" -TGG TGG TAT GTT GGT TAC CCT - 3’
SQ FP 9: 5" - GTG TTG GGA GGC ATA AAG ACT -3’
SQFP10: 5 -GCA AGA CTG TTA GCC CTC AAA -3’
SQFP11: 5 -CTT TGC AAG ATG ATA CGG TAT -3’
SQFP12: 5 -TAT CCA TGC GTC AGT TTT TCC - 3°
SQFP13: 5 -TGG GAT TTT TCC CTT TGA GGT - 3’
SQFP 14: 5 -CCT ACT GAT GTT CCT TTG GAA -3’

Mutagenese-Primer zur Zerstorug der Sfi Schnittstelle in p85at:

p85 delSfi Forward:

5" -ACA CCA AAG CCC CGA CCA CCT CGA CCT CCT CCT GTT GCA -3’
p85 delSfi Reverse:

5" -TGC AAC AGG AAG AGG TCG AGG TGG TCG GGG CTT TGG TGT - 3’

Mutagenese-Primer  fiir p85a Mutation, die zu ES545K und E542 in pll0a
korrespondieren:

p85 R340E Fwd:
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57 -CTG GGG AGA TAT CTC GGA GGA AGA AGT GAA TGA AAAAC-3
p85 R340E Rev:

5’-GTT TTT CAT TCA CTT CTT CCT CCG AGA TAT CTC CCC AG - 3’

p85 K379E Fwd:

57 - GGA AAG GGG GAA ATA ACG AAT TAATCA AAATAT TTC ATC - 3°
p85 K379E Rev:

5’ - GAT GAAATATTT TGA TTA ATT CGT TAT TTC CCC CTT CC - 3’

PCR Primer zur Einfiihrung von Mlul bzw. Sall Enden:

p85 Mlul Fwd: 5° - GTA CGC GTA TGA GTG CTG AGG GGT ACCAG -3
p85 Sall Rev: 5° - GTG GTC GAC TCA TCG CCT CTG CTG TGC ATA TAC - 3°

6.1.4 Puffer- und Stammlosungen

Blockierlosung 95% 1 x TBS/0,5% Tween 20
5% NonFatDryMilk
CLM-Medium 500 ml F10 Medium

62,5 ml Bovine Calf Serum
25 ml Chicken Serum

6,25 ml Vitamins

6,25 ml Folic Acid

5 ml Penicillin/Streptomycin
2,5 ml DMSO

Crystalviolett 2% Crystalviolett
20% Methanol
H,O

DC3-Medium 500 ml F10 (2x) Medium
35 ml FCS
12,5 ml Chicken Serum
100 ml Tryptose Phosphate
12,5 ml DMSO

10 ml Penicillin/Streptomycin
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DNA-Ladepuffer (1x)

GM-Medium

Homogenisationspuffer

Ladepuffer (1x)

Ladepuffer (3x)

Laufpuffer (10x)

LB-Medium

166,7 uM EDTA pH 8,0
5% Glycerin

0,025% Bromphenolblau
0,025% Xylencyanol

500 ml F10 Medium
31,5 ml Bovine Calf Serum Iron Supplemented

5 ml Penicillin/Streptomycin

20 mM Hepes pH 7,8

100 mM KCl

5 mM MgCl,

0,5% Triton C-100

2mM DTT

1 x Complete (EDTA-free)
100 pg/ml Cycloheximid
H,O

62,5 mM Tris-HCI pH 6,8
3% SDS

10% Glycerol

0,01% Bromphenolblau

180 mM Tris-HCI pH 6,8
6% SDS

30% Glycerol

0,01% Bromphenolblau

144 g Glycin
30 g Tris
ad 1 L ddH,0O

1% Trypton
0,5% Hefeextrakt
1% Natriumchlorid

pH 7,4 mit Natronlauge einstellen
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MOPS Puffer (10x)

NP40-Lysepuffer

PBS

SOB Medium (pro Liter)

SOC Medium (100 ml)

Stripping-Puffer

200 mM MOPS

50 mM Natriumacetat
10 mM EDTA
DEPC-H,0 pH 7,0

50 mM Hepes pH 7,5

150 mM Natriumchlorid
1% Nonident P 40

1% Aprotinin

2 mM EDTA

50 mM Natriumfluorid

10 mM Natriumpyruvat
10% Glycerol

1 mM Natriumorthovanadat
1 mM PMSF

137 mM Natriumchlorid

2,7 mM Kaliumchlorid

4,3 mM Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
1,4 mM Dikaliumhydrogenphosphat

pH 7,4 mit Salzsdure einstellen

20,0 g Trypton

5,0 g Hefeextrakt

0,5 g Natriumchlorid

add dH,O to 1 Liter

10 ml Magnesiumchlorid (1M)
10 ml Magnesiumsulfat (1M)

1 ml Glukose (2M)
99 ml SOB Medium

40 ml 10% SDS

6,25 ml Tris/HCL 2M pH 6,7
1,578 ml B-Mercaptoethanol
152,172 ml H,O
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Sukrose-Gradienten-Puffer
HKM

Sukrose-Gradienten-Puffer
HKM70

TAE-Puffer (1x)

TBS (1x)

Transferpuffer

TSS  (Transformation  and
Storage Solution)

Waschlosung

20 mM Hepes pH 7,6

100 mM Kaliumchlroid
20 mM Magnesiumchlorid
H,O

20 mM Hepes pH 7,6

100 mM Kaliumchlroid
20 mM Magnesiumchlorid
70% Sukrose

H,O

40 mM Tris-HCI pH 8,0
13 mM Essigsdure
1 mM EDTA

0,1 M Tris-HCI pH 8,0
1,4 M Natriumchlorid

1x Laufpuffer
1/5 Volumen Methanol
1% SDS

1 g Tryptone

0,5 g Yeast Extract

0,5 g NaCl

0,41 ml MgCl, (4,9 M) or 2 ml (1M MgCl,)
0,36 g Glukose

10g PEG 8000

5 ml DMSO

mit H,O auf 100 ml

pH 6,5 -6.,8

97,5% 1 x TBS/0,5% Tween 20
2,5% NonFatDryMilk
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Zellkernlysepuffer 20 mM Tris-HCI
70 mM NaCl
1 mM EDTA
10% Glycerol
1% Triton X-100
0,5% NP-40 Lysepuffer
50 mM Natriumfluorid
10 mM Natriumpyrohphosphat
1 mM Natriumorthovanadat
200 kIU/ml Aprotinin Trasylol ®
1 mM PMSF

6.1.5 Antikorper

Folgende Priméar-Antikérper wurden verwendet:

B-Aktin (#4967): wird von der Firma Cell Signaling Technology, Inc. hergestellt. Der

polyklonale Kaninchenantikorper wurde in einer Verdiinnung von 1:1000 im Western

Blot verwendet.

¢-SRC (SRC 2): sc-18 hergestellt von der Firma Santa Cruz Biotechnology, Inc. c-
SRC hat ein Molekulargewicht von 60 kDa. Es handelt sich um einen polyklonalen

Kaninchenantikorper, der in einer Verdiinnung von 1:250 verwendet wurde.

GAPDH (6C5): sc-32233 hergestellt von der Firma Santa Cruz Biotechnology, Inc.
GAPDH hat ein Molekulargewicht von 37 kDa. Der GAPDH Antikorper ist ein

monoklonaler Mausantikorper, der in einer Verdiinnung von 1:250 verwendet wurde.

Lamin B (M-20): sc-6217 hergestellt von der Firma Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Das Molekulargewicht von Lamin B betrigt 67 kDa. Der Antikérper ist ein
polyklonaler Ziegenantikorper, der gegen Peptide des C-Terminus von Lamin B1 in
Maiusen gerichtet ist. Der Antikorper wurde in einer Verdinnung von 1:250

verwendet.
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Phospho-Akt (Ser 473) (193 H 12) wird von der Firma Cell Signalling Technology,
Inc. hergestellt. Der Antikorper ist ein Kaninchenantikoper, der Akt erkennt, wenn es
an Ser473 phosphoryliert ist. Phospho-Akt hat ein Molekulargewicht von 60 kDa. Der

Antikorper wurde in einer Verdiinnung von 1:1000 verwendet.

PI3-Kinase p85a (B-9): sc-1637 hergestellt von der Firma Santa Cruz
Biotechnology, Inc. Der Antikorper ist ein monoklonaler Mausantikorper, der gegen
die Aminosduren 333-430 der N-terminalen SH2 Doméne des humanen p85a

gerichtet ist und in der Verdiinnung 1:1000 oder 1:250 verwendet wurde.

PI3-Kinase p85 Klon UB93-3 hergestellt von der Firma Upstate® Cell Signaling
Solutions (#05-217) ist ein Mausantikérper, der die N-terminale SH2 Doméne von

p85a erkennt und in einer Verdiinnung von 1:500 verwendet wurde.

PI3-Kinase p110 (D-4): sc-8010 hergestellt von der Firma Santa Cruz
Biotechnology, Inc. Der Antikorper ist ein monoklonaler Mausantikorper, der gegen
die Aminosduren 800-1039 des humanen p110 gerichtet ist. Der Antikorper wurde in

einer Verdiinnung von 1:150 verwendet.

Ubiquitin (P4D1) wird von der Firma Cell Signaling Technology, Inc. hergestellt.
Der monoklonale Mausantikorper wurde in einer Verdiinnung von 1:1000 im Western

Blot verwendet.

VSV-G tag (abl1874) wird von der Firma Abcam hergestellt. Der monoklonale
Kaninchenantikorper wurde in einer Verdiinnung von 1:625 im Western Blot

verwendet.

Folgende Sekundir-Antikorper wurden verwendet:

Ziege anti-Maus IgG-HRP: sc-2055 hergestellt von der Firma Santa Cruz
Biotechnology (human-adsorbed). Der Antikorper wurde in einer Verdiinnung von

1:5000 verwendet.

Ziege anti-Kaninchen IgG-HRP: sc-2004 hergestellt vonSanta Cruz Biotechnology.
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Der Antikérper wurde in einer Verdiinnung von 1:5000 verwendet.

Esel anti-Ziege IgG-HRP: sc-2056 hergestellt von der Firma Santa Cruz

Biotechnology. Der Antikorper wurde in einer Verdiinnung von 1:5000 verwendet.

6.1.6 Inhibitoren

Der Proteasomen Inhibitor MG-132 # 474790 wurde von der Firma Calbiochem
bezogen, 5 mg in 500 ul Ethanol geldst und bei -20°C gelagert.
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6.2 Methoden

6.2.1 Zellbiologische Methoden

6.2.1.1 Zellkultur Stammhaltung

Die Suspensionszellen der Hodgkin-Lymphom-Zelllinie CO wurden in RPMI 1640
Medium kultiviert. 500 ml des RPMI 1640-Mediums, das Glutamax enthielt, wurden
zusdtzlich 50 ml fetales Kélberserum, 50 U/ml Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin
zugefiigt. Die Zellen wurden durchschnittlich nach 3 Tagen im Verhéltnis 1:3 geteilt
und bei 37°C und 5% CO, Gehalt der Luft kultiviert.

Die Kultivierung der adhdrenten embryonalen Nierenzell-Zelllinie HEK 293T erfolgte
in DMEM Medium, das mit fetalem Kélberserum (Endkonzentration 10%), 50 pg/ml
Streptomycin sowie 50 U/ml Penicillin ergénzt wurde. Bei einer Konfluenz von ca.
75% wurden die Zellen im Verhiltnis 1:5 geteilt und bei 37°C und 5% CO, Gehalt
der Luft kultiviert.

Die Kultivierung der CEF-(chicken embryo fibroblasts) Zellen erfolgt in den ersten
Tagen der Sekundirkultur in GM-Medium. Danach wird die Sekundérkultur dieser
Zellen in CLM-Medium bei 37°C und 5% CO, Gehalt der Luft kultiviert und
durchschnittlich nach 2 Tagen im Verhiltnis 1:4 gesplittet.

6.2.1.2 Sekundirkultur der CEF

Der Agariiberzug der Primarkultur wird entfernt, die Kulturschale mit 5 ml PBS
gespiilt und das PBS abgenommen. Danach erfolgt die Trypsinierung fiir 25
Sekunden. Das Trypsin wird dann schnell abgenommen und die Kulturschale leicht
mit dem Boden angeschlagen, um die Zellen zu lockern. Die Kulturschale wird mit 5
ml GM-Medium gespiilt, die Zellen im Medium aufgenommen und in ein 50 ml
Rohrchen gegeben. Nach der Bestimmung der Zellzahl, werden pro well einer 6-well
Platte 5 x 10° Zellen in 2 ml Medium und pro 10cm Kulturschale 2,5 x 10° Zellen in

10 ml Medium ausgesit.
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6.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Nach griindlicher Suspension der Zellen im Medium wurde ein Aliquot aus der Kultur
entnommen und 1:1 mit dem Farbstoff Trypanblau versetzt. Der Farbstoff Trypanblau
wurde benutzt, um tote von lebendigen Zellen zu unterscheiden. Tote Zellen werden
durch ihre degradierte Zellmembran komplett gefarbt, wéhrend lebendige Zellen hell
erscheinen, da sie den Farbstoff erst nach langerer Inkubation aufnehmen.

Das Gemisch aus Farbstoff und Zellsuspension wurde in eine Neubauerzihlkammer

gegeben und eine durchschnittliche Zellzahl aus allen 4 Quadranten ermittelt.

6.2.2 Molekularbiologische Methoden

6.2.2.1 RNA Isolation nach der Trizol-Methode

Es wurden 1 x 10’ CO-Zellen aus der Kultur entnommen, zentrifugiert, in reinem
RPMI 1640 Medium resuspendiert und nochmals zentrifugiert.

Das Zellpellet wurde dann in 1 ml Trizol resuspendiert und 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 200 ul 1-Brom-3-chlorpropan wurde
die Probe fiir 15 Sekunden geschiittelt, 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und
anschliefend fiir 15 Minuten bei 11000 rpm und 4°C zentrifugiert. Danach wurde die
obere Phase, die die RNA Fraktion enthilt, in ein neues Reaktionsgefal3 tiberfiihrt.
Zur Reinigung der RNA wurden je 500 pl von Phenol, Chroroform und
Isoamylalkohol im Verhéltnis von 125:25:1 zugegeben, fiir 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und 5 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Nach weiteren
5 Minuten Inkubation wurde die obere farblose Phase in ein neues Reaktionsgefal3
tiberfiihrt.

Zur Féllung der RNA wurde 1 pl Glycogen (20 mg/ml) und 500 pl Isopropylalkohol
zugegeben, das Reaktionsgefdll 5 Mal invertiert und danach fiir 10 Minuten bei -20°C
inkubiert.

Der Uberstand wurde nach fiir 10 Minuten Zentrifugieren mit 13000 rpm bei 4°C
verworfen und die RNA nach Zugabe von 1 ml Ethanol (75%) bei -80°C gelagert.

Zur Bestimmung von Konzentration und Reinheit der isolierten RNA wurden

folgende Schritte durchgefiihrt.
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Das RNA/Ethanolgemisch wurde fiir 5 Minuten bei 13000 rpm bei 4°C zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Es wurde noch einmal 1 ml Ethanlol (75%) zugegeben,
fiir 5 Minuten bei 13000 rpm bei 4°C zentrifugiert und der Ubertand verworfen.
AnschlieBend wurde das RNA Pellet 10 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet, 30
Minuten in 20 ul TE Puffer gelost und 5 Minuten bei 70°C inkubiert.

Zur Bestimmung der Konzentration der RNA wurde die optische Dichte bei 260 nm
im Photometer gemessen. Der Quotient der Wellenldnge 260/280 gibt aullerdem
Auskunft iiber die Reinheit der RNA (siche Konzentrationsbestimmung von
Nukleinsduren).

Um tber den Degradationszustand der RNA Auskunft zu erhalten, wurden 0,5 pg
RNA pro Probe in einem Agarosegel (1%) aufgetragen. Die undegradierte RNA
zeigte bei 800 bp und bei 1,5 kb zwei Banden im Verhéltnis von 1:2, welche der 18S
und der 28S Untereinheit der ribosomalen RNA entsprechen.

Zur abschlieBenden Lagerung bei -80°C wurde die in TE Puffer geloste RNA mit
dH,O auf 45 pl aufgefiillt und 5 pl NaCl (5 M) sowie 125 pl Ethanol (100%)

zugegeben.

6.2.2.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die Proben der Nukleinsduren wurden in einer Verdiinnung von 1:100 in eine
Einmalkiivette gegeben und in einem Eppendorf BioPhotometer 6131 analysiert.
Anhand der Absorbtionswerte konnten die Konzentrationen fiir verschiedene

Nukleinsduren wie folgt berechnet werden:

dsDNA: A260=1 0D =50 ng/ul
ssDNA: A260=1 OD =33 ng/ul
ssRNA: A260=1 0D =40 ng/ul

Der Grad der Verunreinigung durch Proteine konnte anhand des Quotienten der OD
bei 260 nm durch 280 nm beurteilt werden. Dies war moglich, da Nukleinsduren unter
UV Licht von 260 nm ein Absorbtionsmaxium aufweisen, wohingegen Proteine und
Salze bei Wellenldngen von 260 nm und 280 nm ein Absorbtionsmaxium besitzen.

Ein Quotient zwischen 1,8 und 2 wies auf eine hohe Reinheit der Nukleinsiduren hin.
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6.2.2.3 Agarosegelelektrophorese

Die horizontale Agarosegelelektrophorese wurde benutzt um DNA bzw. RNA
Molekiile entsprechend ihrer GroBle aufzutrennen. Dabei wandern kleinere negativ
geladene Fragmente schneller zur positiv geladenen Anode als gréere Fragmente.
Zur Herstellung eines 1% Agarosegels wurden TAE und peq GOLD Universal
Agarose im Verhiltnis von 100:1 in ein Becherglas gegeben und in der Mikrowelle
drei Mal aufgekocht. Nach Abkiihlung auf ca. 60°C erfolgte die Zugabe von
Ethidiumbromid und der Transfer in einen Geltrdger. Nachdem der Kamm im Gel
positioniert wurde, hértete das Gel fiir ca. 30-45 Minuten bei 4°C Raumtemperatur
und wurde dann mit dem Geltrdger in eine Gelelektrophoresekammer iiberfiihrt.

Das Agarosegel wurde dann wahlweise mit DNA oder RNA beschickt, die mit TE
Puffer verdiinnt und mit Ladepuffer (5% Glycerin, 166,7uM EDTA ph 8, 0,0025%
Bromphenolblau, 0,0025% Xylencyanol) gemischt wurde. Auflerdem wurde ein
GroBenmarker aufgetragen. Wahlweise standen Hyperladder 1 von Bioline oder der
Lambda DNA/Hind III Marker zur Verfiigung.

Da Ethidiumbromid in DNA bzw. RNA interkaliert und bei UV Licht von 312 nm
Wellenldnge fluoresziert, konnten unter einem Transilluminator die Banden der DNA

bzw. RNA Fragmente sichtbar gemacht und fotografiert werden.

6.2.2.4 Erststrang cDNA Synthese

Um eine optimale cDNA Synthese zu gewahrleisten, wurde das Gemisch aus RNA,
TE Puffer, H,O, NaCl und Ethanol fiir 30 Minuten bei 4°C und 13000 rpm
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Es wurde dabei genau so viel RNA
prazipitiert, wie in der cDNA Synthese benotigt wurde. Das RNA Pellet wurde dann
10 Minuten in der Lyophille getrocknet und anschlieBend in RNase freiem Wasser
von Stratagene resuspendiert.

Zur Erststrang cDNA Synthese wurde das Accu Scirpit © High Fidelity RT-PCR
System von Stratagene benutzt und der Ansatz laut Protokoll mit 0,5 pg RNA und
oligo (dT) Primern (100 ng/ul) benutzt. Pro 0,5 pg RNA konnten 10 ul cDNA

hergestellt werden.
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6.2.2.5 Polymerasekettenreaktion zur Amplifikation des 3° UTR von Wildtyp
und mutierter 850.-mRNA

Nach dem Protokoll des Accu Scirpit © High Fidelity RT-PCR System der Firma
Stratagene wurden folgenden Komponenten fiir die Polymerasekettenreaktion

verwendet.

40ul  RNase freies Wasser

Sul  10x PCR Puffer

1wl dNTP Mischung (10 mM von jedem)

1wl Primer: p85 FP 1 1213 (10 pM/ul)

1 ul  Primer: p85 RP 7 5878 (10 pM/pul)

1 ul  cDNA

1 ul  Pfu Ultra HF DNA Polymerase (2,5 U/ul)

Das PCR Reaktionsgemisch wurde in einem Thermocycler der Firma Eppendorf

platziert und folgendes Programm durchlaufen:

Tabelle 2. 3’ UTR PCR Programmablauf

Zyklen Temperatur Dauer

1 94°C 3 Minuten

40 94°C 1 Minute
58°C 2 Minuten
72°C 15 Minuten

1 72°C 7 Minuten

1 4°C unbestimmt

AbschlieBend wurde die DNA isoliert und in den pSC-B Blunt PCR Clonig Vektor
kloniert.

6.2.2.6 Polymerasekettenreaktion zur Verteilung von Wildtyp und mutiertem

p85a

Folgende Komponenten wurden fiir einem 50 ul PCR Ansatz benutzt:
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5 ul  10x PCR Puffer (enthdlt 15 mM MgCl,)

10 ul  5x Q-Solution

I ul  dNTP Mischung (10 mM von jedem)
I ul  Primer: p85 FP1 1213
I ul  Primer: p85 RP1 2182

1 ul  Taq Polymerase (Qiagen)
2ul  cDNA
29ul  dH,O

Das Reaktionsgemisch wurde in einem Thermocycler der Firma Eppendorf platziert

und folgendes Programm verwendet.

Verteilung von Wildtyp und mutiertem p85a PCR Programmablauf

Tabelle 3.

Zyklen Temperatur Dauer

1 94°C 2 Minuten

40 94°C 1 Minute
55°C 2 Minuten
72°C 5 Minuten

1 72°C 7 Minuten

1 4°C unbestimmt

Danach wurden die PCR Proben in einer Agarosegelelektrophorese aufgetrennt, die

DNA isoliert und in den Vektor pCR® 2. 1-TOPO® kloniert.

6.2.2.7 Mutagenese

Folgende Komponenten werden zu einem 50 pl Reaktionsansatz benutzt:

5 ul  Reaktionspuffer (Pfu Turbo)

I ul  Vektor-DNA (10 ng)

1 ul  sense Primer (125 ng/ul)

1 ul  antisense Primer (125 ng/ul)
1 ul  dNTPs
3ul  Qick Solution

38 ul H,0
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Das Reaktionsgemisch wird fiir 5 Minuten bei 95°C denaturiert. Dann wird 1ul der
Polymerase Pfu Turbo zugegeben und das Reaktionsgefil 2 Minuten auf Eis
inkubiert, bis deren Temperatur unter 37°C gesunken ist.

Danach wird im Thermocycler Perkin Elmer PCR System 2400 folgendes Programm

ausgefiihrt:
Tabelle 4. Mutagenese PCR Programmablauf
Zyklen Temperatur Dauer
95°C 50 Sekunden
18 60°C 50 Sekunden
68°C 7 Minuten
1 68°C 7 Minuten
1 4°C unbestimmt

Die 60°C der Annealingtemperatur werden an die verwendeten Primer und die Zeit

der Elongation der verwendeten Ausgangs-DNA angepasst.

6.2.2.8 Quantitative real time Polymerasekettenreaktion

Bei der real time PCR (RT-PCR) wird die Produktakkumulation in Echtzeit verfolgt.
Dadurch kann die exponentielle Phase der Reaktion identifiziert werden und in der
Folge fiir eine Quantifizierung der Ausgangsmenge genutzt werden. Die Messung der
Produktzunahme geschieht durch Fluoreszenzlicht, das in Abhéngigkeit der
Produktmenge emittiert wird.

Zur Durchfiihrung der quantitativen real time Polymerasekettenreaktion wurde das
LightCycler-FastStart SYBR Green Kit der Firma Roche verwendet. Der real time

PCR Ansatz fiir eine Probe wurde folgendermallen angesetzt.

9,6 ul  dH,O

2,4ul MgCI2 25mM

2,0 ul  Primer 1 (5 pmol)

2,0 ul  Primer 2 (5 pmol)

2,0 ul  LightCycler-FastStart DNA Master SYBR-Green I
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Der PCR Ansatz wurde vorsichtig in die Glaskapillare pipettiert. Dann wurden 2,0 pl
cDNA zugegeben, die Kapillaren in einem gekiihlten Adapter fiir 30 Sekunden bei
1200 rpm zentrifugiert und abschlieBend in das Karussell des Light Cyclers gestellt.

Folgendes Programm wurde im LightCylcler benutzt.

Tabelle 5. Real time PCR Programmablauf

Zyklen Temperatur Dauer

1 95°C 600 Sekunden

45 95°C 0 Sekunden
57°C 5 Sekunden
72°C 20 Sekunden

1 65°C 15 Sekunden

1 40°C 30 Sekunden

6.2.2.9 PCR Aufreinigung

Die PCR Aufreinigung wird mit dem PCR Purification Kit der Firma Qiagen
durchgefiihrt. Dazu wird das PCR-Reaktionsgemisch (eine Volumeneinheit) mit 5
Volumeneinheiten des Puffers PBI gemischt und durch Zentrifugieren an eine
QOIlAquick Saule gebunden. Danach wird 0,75 ml Puffer PE auf die Sdule gegeben.
Nach 30 Sekunden zentrifugieren wird der Uberstand verworfen und die Siule
nochmals ohne Puffer zentrifugiert. Die gereinigte Sdule wird in eine neues 1,5 ml
Reaktionsgefd3 iiberfiihrt und die DNA mit 30 pl H,O eluiert und gleichzeitig

konzentriert.

6.2.2.10 Gelextraktion

Der Gelextraktion vorausgehend, wurden die gewiinschten Banden des PCR
Produktes blind aus dem Gel ausgeschnitten. Das heiflt, dass die Lage der
gewlinschten Banden durch eine Kontrollbande unter UV Licht markiert und alle
anderen Banden, die in der Gelextraktion weiter verarbeitet werden sollen, wurden
ohne UV Licht aus dem Gel ausgeschnitten. Dieses Vorgehen vermied unerwiinschte

Doppelstrangbriiche durch UV Licht.
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Zur weiteren Verarbeitung wurde das Qiaquick™ Gel Extraction Kit der Firma
Qiagen verwendet. Pro Volumeneinheit Gelstiick wurden 3 Volumeneinheiten QG
Puffer zugegen. Nach 10 Minuten Inkubation bei 50°C waren die Gelstiicke gelost.
Nach Zugabe von einer Gelvolumeneinheit Isopropanol wurde das Gemisch auf eine
Sdule gegeben, fiir 1 Minute bei 13000 rpm zentrifugiert und das Eluat verworfen.
Nun folgten zwei Waschschritte, um Gelbestandteile von der Sdule zu entfernen. Auf
die Sdule wurde nun 500 pl QG Puffer gegeben, die Sédule zentrifugiert und das Eluat
verworfen. Danach folgte die Zugabe von 750 ul PE Puffer, 5 Minuten Inkubation bei
Raumtemperatur und Zentrifugieren. Auch dieses Eluat wurde verworfen. Nach
Zugabe von 50 pl H,O wurde die gebundene cDNA bei 13000 rpm in einem neuen
Reaktionsgefal3 zentrifugiert und das Eluat bei 4°C gelagert.

6.2.2.11 Ligation

Der jeweiligen Polymerase entsprechend, wurde mit Riicksicht auf blunt oder TA
Enden des PCR Produktes entweder eine blunt oder TA Klonierung vorgenommen.
Das aufgereinigte PCR Produkt (sieche Gelextraktion) wurde nach dem Protokoll des
StrataClone™ Blunt PCR Cloning Kit zusammen mit dem Klonierungspuffer und
dem Vektor (pSC-B 3,5 kb) 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und danach auf
Eis bzw. bei -20°C gelagert.

Alternativ dazu wurde das TOPO TA Cloning® Kit mit dem 3,9 kb grofen pCR®2.1-
TOPO® Vektor verwendet. 4 pl des PCR Produktes, 1 pl Salzlosung und 1 pl
TOPO® Vektor wurden gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur und danach auf

Eis inkubiert.

6.2.2.12 Transformation

Zur Transformation wurden kompetente Zellen aus dem StrataClone™ Blunt PCR
Cloning Kit verwendet. Die Zellen wurden auf Eis aufgetaut und zusammen mit dem
Ligationsansatz fiir 20 Minuten auf Eis inkubiert. Danach erfolgte ein Hitzeschock fiir
45 Sekunden bei 42°C. Der Transformationsansatz wurde dann fiir 2 Minuten auf Eis
inkubiert und dann mit 250 pul SOC Medium fiir eine Stunde bei 37°C mit 200 rpm

geschiittelt. Zur Unterscheidung zwischen Kolonien, die zwar einen Vektor, aber kein
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Insert trugen und Kolonien, die das vollstindige Vektor-Insert-Konstrukt enthielten,
wurde das Blue-White-Screening eingesetzt. Dazu wurde vor der Ausplattierung der
Bakterien auf einer Ampicillin-Agarplatte 40 pl X-Gal (2%) ausgestrichen. Der
Transformationsansatz wurde dann auf LB-Ampicillin-X-Gal Platte ausplattiert und
16 Stunden bei 37°C inkubiert.

Wenn das TOPO TA Cloning® Kit verwendet wurde, wurde folgende Transformation
durchgefiihrt. 2 pl des Ligationsansatzes wurden mit TOP10 E. coli von Invitrogen
gemischt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach 30 Sekunden Hitzeschock bei 42°C
wurde der Ansatz auf Eis gestellt, 250 ul SOC Medium zugegeben und eine Stunde
bei 37°C mit 200 rpm geschiittelt. Danach wurden 25 pl, 50 pl und 160 pl Ansatz
jeweils auf einer LB Agarplatte ausplattiert und 16 Stunden bei 37°C inkubiert.

6.2.2.13 Minipraparation von Plasmid-DNA

Eine Anzahl ausgewihlter Klone wurde von der Agarplatte gepickt und je Klon in 5
ml LB-Medium, das 50 ug/ml Ampicillin enthielt, 16 Stunden bei 37°C geschiittelt.
Es wurden dann zweimal 2 ml Bakteriensuspension in ein 2 ml Reaktionsgefal3 20
Sekunden zentrifugiert und der Uberstand jeweils verworfen. Auf das Bakterienpellet
wurde dann 100 pl des Puffers P1 (QlAfilter Plasmid Maxi Kit der Firma Qiagen)
gegeben und das Pellet gut resuspendiert. Nach der Zugabe von 200 ul des Puffers P2,
wurde das Reaktionsgefdall 8 Mal invertiert und danach 5 Minuten auf Eis inkubiert.
Dann folgte die Zugabe von 150 pl des Puffers P3 und wieder wurde das
Reaktionsgefd3 8 Mal invertiert und 5 Minuten auf Eis inkubiert. Nach 10 Minuten
Zentrifugieren bei 4°C und 13000 rpm wurde der Uberstand in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal3 iiberfiihrt und mit 1 ml Ethanol gemischt. Nach 30 Minuten Féllung
bei -20°C folgten 30 Minuten Zentrifugieren bei 4°C. Der Uberstand wurde
verworfen, 500 pl Ethanol (-20°C, 70%) zugegeben, 10 Minuten bei 4°C
zentrifugiert. Das Ethanol wurde vorsichtig aus dem Reaktionsgefdl3 abgegossen, das
Pellet aus Plasmid-DNA fiir 10 Minuten in der Lyophille getrocknet und abschliefend
in 25 ul HyO resuspendiert. Die Konzentration der Plasmid-DNA wurde dann

photometrisch bestimmit.
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6.2.2.14 Midipraparation von Plasmid-DNA

Die Midipriparation von Plasmid-DNA wird mit dem Qiagen Plasmid Midi Kit
durchgefiihrt. 50 ml Bakterienkultur werden bei 6000 x g fir 10 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Bakterienpellet in 4 ml P1 Puffer
resuspendiert. Dann werden 4 ml P2 Puffer dazugegeben, das Falkon 5 x invertiert
und bei Raumtemperatur 5 Minuten inkubiert. Nach Zugaben von 4 ml Puffer P3 wird
der Ansatz gemischt und nochmals fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur in der
QIAfilter Cartridge inkubiert. Die Quiagen-tip Séule wird mit Puffer dqulibriert, das
Bakterienlysat auf die Sdule gegeben und mit Waschpuffer gereinigt. Danach erfolgt
die Elution der Plasmid-DNA aus der Sdule und die Fillung mit 3,5 ml Isopropanol.
Die Plasmid-DNA wird dann fiir 45 Minuten bei 15000 x g zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Nach Zugabe von 2 ml 70% Ethanol wird nochmals fiir 20
Minuten bei 15000 x g zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abgenommen. Das
DNA Pellet wird dann luftgetrocknet, in 100-200 ul H,O resuspendiert und bei -20°C
gelagert.

6.2.2.15 Restriktionsverdau

Die sequenzspezifische Spaltung von Plasmid-DNA durch Restriktionsendonukleasen
wurde zur Kontrolle der Plasmidisolation durchgefiihrt. Enzymkonzentration,
Pufferzusammensetzung und Verdauungstemperatur wurden den Herstellerangaben
entsprechend verwendet. Die DNA Fragmente wurden dann in einer
Agarosegelelektrophorese nach der Hohe der sichtbaren Bande und somit ihrer Gréf3e

beurteilt.

6.2.2.16 Sequenzierung

Die Sequenzierung von doppelstringiger DNA basierte auf der Kettenabbruch-
Methode nach Sanger, bei der der Einbau von Didesoxynukleotiden zum Abbruch der
Polymerisation flihrt (Sanger et al. 1977). Sowohl Puffer (HT-Puffer) als auch
Enzymansatz (Big Dye) wurden vom Institut fiir Pathologie des Universitédtsklinikum
Hamburg-Eppendorf bezogen. Der Reaktionsansatz von insgesamt 20 ul bestand aus
0,5 pg Plasmid-DNA, 15 pmol Primer, 6 ul HT-Puffer, 2ul Big Dye und H,O.

Folgendes Programm wurde in einem Thermocycler der Firma Eppendorf

durchlaufen:
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Tabelle 6. Sequenzierung PCR Programmablauf
Zyklus | Temperatur Zeit
1 95°C 1 Minute
35 96°C 30 Sekunden
50°C 15 Sekunden
60°C 4 Minuten
1 4°C unbestimmt

Das PCR Produkt wurde nach Beendigung des Programms im Thermocycler mit 80
ul Natriumacetat (0,3 M) und 250 pl gekiihltem Ethanol gemischt. Nach 30 Minuten
Zentrifugieren mit 13000 rpm bei 4°C wurde der Uberstand verworfen und 1 ml
kaltes Ethanol (70%) in das Reaktionsgefdll gegeben. Danach erfolgten 15 Minuten
Zentrifugieren mit 13000 rpm bei 4°C. Der Uberstand wurde verworfen und das DNA
Pellet fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet.

Die Analyse fand unter Einsatz des Sequenziergerites 3/00 Genetic Analyser von
Applied Biosystems im Institut fiir Pathologie des Universititsklinikums Hamburg-
Eppendorf statt.

6.2.2.17 Polysomen Priaparation

Zur Vorbereitung der Polysomen Priparation wurde der Sucrose-Stufengradient nach

folgendem Schema in 5 Stufen a 1,8 ml angesetzt und {iber Nacht bei 4°C gelagert.

Tabelle 7. Ubersicht des HKM Puffer im Sucrose-Stufengradient

10% 20% 30% 40% 50%
HKM Puffer 6 ml 5ml 4 ml 3ml 2 ml
HKM?70 Puffer 1 ml 2 ml 3ml 4 ml 5ml

Um die Polysomenkomplexe zu stabilisieren, wurden 8x10” CO-Zellen 20 Minuten
vor der Zellernte mit Cycloheximid (100 pg/ml) inkubiert. Nach der Inkubationszeit
wurde die Zellsuspension zentrifugiert, das Medium abgesaugt, das Zellpellet mit
PBS gespiilt, nochmals zentrifugiert und das PBS verworfen. Das Zellpellet wurde in
1 ml Homogenisationspuffer resuspendiert und 130 pl Zellsediment im
Homogenisator verwendet. Das Pistill wurde 20 Mal auf und ab bewegt. Nach 5

Minuten Inkubationszeit auf Eis wurde das Pistill nochmals 20 Mal auf und ab bewegt
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und das Homogenat in ein 1,5 ml Reaktionsgefd3 iiberfiihrt. Nach 10 Minuten
Zentrifugieren bei 16400 x g und 4°C wurde das Sediment verworfen und der
Uberstand, in dem sich die Polysomen befanden, in ein neues Reaktionsgefil3
tiberfiihrt. Etwa 1,1 ml des Uberstandes wurde auf den vorbereiteten Sukrose-
Stufengradienten geschichtet, das Gradientenréhrchen sorgfiltig tariert und 105
Minuten bei 41000 rpm und 4°C zentrifugert.

Aus dem Sukrose-Stufengradienten wurden dann vorsichtig 500 pl Fraktionen
abgenommen und jede zweite Fraktion zur Féllung der RNA verwendet.

Es wurden 500 pl Gradientenfraktion, 2 ul tRNA als Carrier (20 mg/ml) und 20 ul 0,5
M EDTA (pH 8,0) gemischt, das 2,5 fache Volumen Ethanol zugegeben und das
Gemisch zur Féllung der RNA 2 Stunden auf Eis inkubiert. Nach 30 Minuten
Zentrifugieren bei 13000 rpm und 4°C wurde der Uberstand verworfen, das Pellet mit
Ethanol (80%) gewaschen, zentrifugiert und die RNA getrocknet.

Zur Reinigung der RNA wurde das RNA Pellet in 100 pl DEPC-H,O resuspendiert
und 1000 pl PeqGold RNA Pure dazugegeben, sorgfiltig gemischt und bei
Raumtemperatur 10 Minuten inkubiert. Danach wurden 200 pl Chloroform
zugegeben, 15 Sekunden gemischt, 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und 5
Minuten mit 12000 x g zentrifugiert. Aus dem Reaktionsgefdl wurde dann die
wissrige Phase abgenommen und der Rest verworfen. Zur Fraktion der wissrigen
Phase wurde 500 pl Isopropanol zugefiligt, gut gemischt und 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach 10 Minuten Zentrifugieren bei 12000 x g wurde der
Uberstand abgenommen, das RNA Pellet in Ethanol (80%) gewaschen und das
Ethanol entfernt. Nach der Trocknung des RNA Pellet bei Raumtemperatur wurde
die RNA abschlieBend in RNAse freiem Wasser (Stratagene) gelost und ein Aliquot

von 7,5 pul fiir eine Kontroll-Agarosegelelektrophorese eingesetzt.

6.2.2.18 Lentivirale Transfektion und Transduktion

Als Vorbereitung der Transfektion wurden 2 x 10® HEK 293T Zellen in eine 10 cm
Zellkulturschale ausgesdt und iiber Nacht bei 37°C und 5% CO, Gehalt der Luft
inkubiert. Am nédchsten Morgen wurden 5 pg Plasmid der shRNA, 12 ug psPAX2
(lenti gag/pol) und 2 pg pMD2.G (VSV-G) in 750 ul DMEM ohne Serum gegeben
und nach Zugabe von 20 pl Plus Reagenz fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur

inkubiert. Nach Zugaben von 30 pl Lipofectamine, das im Verhiltnis von 1:25 in
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DMEM verdiinnt wurde, wurde der Ansatz durch invertieren gemischt und fiir 15
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Danach wurde das Medium der HEK 293T Zellen abgenommen, durch 5 ml DMEM
ersetzt, der Transfektionsansatz zugegeben und fiir 3 Stunden bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. Nach Zugabe von 5 ml DMEM Medium wurden die Zellen {iber Nacht bei
37°C und 5% CO; inkubiert. Am nichsten Morgen wurde das alte Medium gegen 10
ml frischen DMEM (10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin) ausgetauscht.

Am vierten Tag wurden 1 x 10° CO-Zellen in 2 ml RPMI (10% FCS und 1%
Penicillin/Streptomycin) ausgesdt. 48 Stunden nach der Transfektion wurde das
Medium der HEK 293T Zellen abgenommen, steril filtriert (0,45 pm) und auf diese
Weise der Virusiiberstand gesammelt und von HEK 293T Zellen befreit. Pro 1 x 10°
CO-Zellen in 2 ml RPMI wurden 2 ml Virusiiberstand zugegeben.

Das Sammeln, Filtrieren und die Transduktion der CO-Zellen erfolgte nach eben
beschriebenem Schema nochmals nach 72 und nach 96 Stunden, wobei die CO-
Zellen jeweils abzentrifugiert, in 2 ml frischem Medium resuspendiert wurden, bevor
2 ml des frisch filtrierten Virusiiberstandes dazugegeben wurden.

Die transduzierten Zellen wurden dann fiir 5 Tage in RPMI (10% FCS und 1%
Penicillin/Streptomycin) kultiviert und anschlieend durch die Zugabe von 5 pg/ml
Puromycin selektiert. Die Selektion mit Puromycin wurde durchgefiihrt, bis keine
lebende Zelle in der untransduzierten Kontrolle nachzuweisen war. AnschlieBend

erfolgte eine Western Blot Analyse der transduzierten CO-Zellen.

6.2.2.19 Zellkernisolation

Die Kernisolation wurde mit dem Nuclei Isolation Kit: Nuclei PURE Prep der Firma
Sigma durchgefiihrt. Es wurden 12 grofie Kulturflaschen mit 3,3 x 10’ Zellen pro
Flasche CO-Zellen kultiviert. Die Zellen wurden in 50 ml Reaktionsgefiflen fiir 5
Minuten bei 500 x g zentrifugiert und der Uberstand mit einer Pasteurpipette
abgesaugt. Nach Zugabe von 1 ml 1 x PBS wurde das Zellpellet resuspendiert,
weitere 9 ml 1 x PBS zugegeben, zentrifugiert und der Uberstand verworfen.

Die Lysis Solution ( 11 ml Nuclei PURE Lysis Buffer; 11 ul DTT 1M; 110 pl Triton
X-100 10%) wurde auf Eis angesetzt, das gewaschene Zellpellet in 1 ml resuspendiert
und dann mit 9 ml Lysis Soltuion aufgefiillt. Nach 5 Minuten Inkubation auf Eis,
wurden die Zellkerne von restlichen Lysatbestandteilen durch Zentrifugieren durch

ein Sukrosekissen gereinigt. Die Losung des Sukrosekissen (27 ml Nuclei PURE 2 M
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Sucrose Cushion Solution; 3 ml Nuclei PURE Sucrose Cushion Buffer; 30 ul DTT
IM) wurde mit einer Sukrosekonzentration von 1,8 M auf Eis angesetzt und 10 ml
Lysat mit 18 ml Sukroselosung gemischt. Von der Sukroselésung wurden 10 ml in ein
Ultrazentrifugenrohrchen gegeben und vorsichtig 28 ml der Surkose-Lysat-Losung
aufgeschichtet. Die Proben wurden dann in einer Beckman Ultrazentrifuge fiir 45
Minuten bei 4°C und 13 000 rpm zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand, der
zytoplasmatische Bestandteile enthielt, abgenommen und das Zellkernpellet in 1 ml
Nuclei PURE Storage Buffer gelost. Die gelosten Zellkerne wurden dann fiir 5
Minuten bei 4°C mit 500 x g zentrifugiert, der Uberstand verworfen, die Zellkerne in

200 pl Nuclei PURE Storage Buffer gelost und bei -80°C gelagert.

6.2.2.20 Virusinfektion

Zwei Stunden nach der Aussaht der Sekundérkultur der CEF wird das GM-Medium
durch frisches Medium ersetzt. Eine typische Verdiinnung des Virus besteht aus 100
ul Virus und 900 ul GM-Medium. Diese Verdiinnung wird in einem sterilen 2 ml

Glasrohrchen angesetzt. Folgende Verdiinnungsreihe wird fiir eine 6-well Platte

ausgefiihrt:
Tabelle 8. Virusverdiinnungsreihe

1 2 3 4 5 6
Virusverdiinnung | 1:10 1:100 1:1000 1:10000 1:100000 | O

Nachdem alle benétigten Virusverdiinnungen hergestellt wurden, werden 100 pl
Virus in das jeweils korrespondierende well der 6-well Platte pipettiert. Abschlieend
wird die Platte leicht geschwenkt, um den Virus gleichméfig zu verteilen. Die
infizierten Zellen werden im Inkubator bei 37°C und 5% CO, Gehalt der Luft iiber
Nacht kultiviert. Am néchsten Tag wird das Medium abgenommen und die Zellen mit

einem 1:1 Gemisch aus 1% Agarose und DC3-Medium iiberschichtet.

6.2.2.21 RCAS Transfektion und DMSO-Schock

Ein Teil des RCAS (replication-competent avian retrovirus) Plasmids enthélt eine
virale Sequenz, die flir einen Provirus kodiert. Der andere Teil des RCAS-Plasmid ist

ein Teil des Bakterienplasmids (pBR322) und liegt zwischen den beiden LTR (long
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terminal  repeat) Signalsequenzen. Das Plasmid enthdlt auBlerdem ein
Ampicillinresistenzgen (Hughes et al., 1987). Das RCAS Plasmid wird benutzt, um
die Nukleotidsequenz des zu untersuchenden Proteins in das Wirtsgenom zu

integrieren und wiederum andere Zellen durch die Virusproduktion zu infizieren.

S1(9)

RCAS(A).Sfi vsv p85 del Sfi Stop

13905 bp

LTR

Abbildung 10. RCAS-A Plasmidkarte mit Insert (vsv-p85 del Sfi + Stop Codon)

In die iiber Nacht kultivierte Sekundédrkultur der CEF Zellen wird pro 10 cm
Kulturschale 3 pg des RCAS Plasmids gegeben. Die Kulturschale wird dann
geschwenkt, um das Plasmid gleichmiBig zu verteilen. Nach 6 Stunden Inkubation
bei 37°C und 95% CO, wird ein DMSO-Schock durchgefiihrt, um die Aufnahme des
Plasmids in die Zellen zu unterstiitzen. Dazu wird das Medium aus der Kulturschale
abgesaugt. Die Schale wird dann fiir 60 Sekunden mit 5 ml von 20%DMSO/F10
inkubiert. Durch die Zugabe von 10 ml F10-Medium werden die Zellen geschockt.
Danach wird das F10-DMSO-Gemisch abgenommen, mit 10 ml F10 gespiilt und
abschliefend GM-Medium in die Kulturschale gegeben und die Zellen bei 37°C und
95% CO, im Brutschank inkubiert.
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Am néchsten Tag erfolgt der Wechsel des Mediums. Ist eine Fliissigkultur geplant,
wird zu CLM-Medium gewechselt. Fiir einen Focus-Essay wird ein 1:1 Gemisch aus

1% Agarose und DC3-Medium auf die Zellen gegeben.

6.2.2.22 Focus Assay

Primére CEF Zellen werden mit einer Dichte von 5x10° Zellen pro 6-well oder 3x10°
pro 10 cm Platte ausgesdt. Die Zellen werden in GM-Medium, dass 2 pg/ml
Polybrene enthilt, iiber Nacht kultiviert.

Am néchsten Tag werden die CEF Zellen mit 3 pg des entsprechend konstruierten
RCAS Vektors fiir 5 Stunden inkubiert und danach mit Hilfe eines DMSO Schock
transfiziert. Dazu wird Medium mit 20% DMSO auf die Zellen gegeben. Nach 60
Sekunden erfolgt die Zugabe von zusétzlich 10 ml F10 Medium. Danach wird das
Medium abgenommen, mit 10 ml Medium gewaschen und 10 ml GM-Medium auf die
Zellen gegeben und bei 37°C iiber Nacht inkubiert. Am néichsten Tag werden die
Platten mit Agar iiberschichtet. Diese Uberschichtung wird jeden Tag wiederholt, bis
nach 1 bis 3 Wochen die Bildung von Foci beobachtet wird. Danach werden die
Platten mit Crystallviolett gefarbt und die Anzahl der Foci der transformierten Zellen
gezihlt.

6.2.3 Proteinbiochemische Methoden

6.2.3.1 Proteinlysate

Die benétigte Zellzahl wurde im Medium unter Zugabe von gekiihltem PBS/Natrium-
Ortho-Vanadat (1mM) fiir 10 Minuten mit 1200 rpm bei 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Rohrchen kurz iiber Kopf getrocknet. Zum
Zellpellet wurde dann gekiihlter NP40-Lysepuffer (5x10’ Zellen pro ml) zugegeben, 5
Mal auf und ab pipettiert und 5 Minuten auf Eis inkubiert. Das Lysat wurde dann in
ein 1,5 ml Reaktionsgefdl iiberfiihrt und fiir 10 Minuten bei 4°C mit 13000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt und bei -

80°C gelagert.
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6.2.3.2 Zellkernlysate

Die Zellkerne wurden auf Eis aufgetaut, 10 Minuten mit 13000 rpm bei 4°C
zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das Pellet wurde in 250 pl Zellkern-
Lysepuffer resuspendiert, 5 Minuten auf Eis inkubiert und 5 x 5 Sekunden sonifiziert.
Danach wurde die Probe fiir 10 Minuten mit 20800 x g bei 4°C zentrifugiert und der
Uberstand, der die Kernproteine enthielt, bei -80°C gelagert.

6.2.3.3 Proteinkonzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das Bio-Rad DC Protein Assay
verwendet. Bei jeder Messung wurde eine Standardreihe, bestehend aus 8
verschiedenen Konzentrationen von BSA in NP40-Lysepuffer mitgefiihrt.

Zuerst wurden 5 pl der Lysatprobe in das Well einer Mikrotiterplatte gegeben, 25 pl
der Arbeitslosung A’ und 200 pl der Losung B dazu pipettiert. Danach wurde die
Platte vorsichtig geschwenkt und Luftblasen entfernt. Nach 15 Minuten Inkubation
bei Raumtemperatur wurde die Extinktion bei 595 nm gemessen und die

Konzentration der Probe mittels der Standardreihe berechnet.

6.2.3.4 Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Lysatprobe (20 pg) wurde auf ein Volumen von 13,3 ul mit dH,O aufgefiillt. Der
3 x Ladepuffer wurde mit DTT (2,3:1) angesetzt und 6,7 ul der Mischung zur
Lysatprobe zugegeben.

Danach wurde das NuPage 10% 10 Well Gel der Firma Invitrogen vertikal in das
BioRad Elektrophorosegerit eingespannt und die Innenkammer mit MOPS Puffer und
DTT komplett, die AuBenkammer mit MOPS Puffer ohne DTT ca. zu 1/3 gefiillt.
Danach wurden die Taschen des Gels mit einer Hamiltonspritze gespiilt und die
Proteinproben fiir 5 Minuten bei 100°C inkubiert. Zur Gréenbestimmung wurde ein
biotinylierter low/high range SDS-PAGE-Marker benutzt. Nach dem Auftragen der
Proben mittels der Hamiltonspritze, wurde das Gel bei 80 V gestartet. Nachdem die
Proben das Trenngel erreicht hatten, wurde die Spannung auf 150 V erhoht. Nach ca.
1,5 Stunden hatten die Proben das Gel komplett durchlaufen und die Elektrophorese
wurde gestoppt.
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6.2.3.5 Western Blot

Der Gelgrofle entsprechend, wurde eine Nitrozellulosemembran und zwei Blitter
Watman® 3M Filterpapier mit dH,O vorgewéssert und im Transferpuffer
aquilibriert. Die Western Blot Kammer, ein Tankblotsystem Trans-Blot ™Cell der
Firma Biorad, wurde vorbereitet und die Schwidmme ebenfalls in dH,O und
anschlieend in Transferpuffer gelegt. Das Proteingel und die Nitrozellulosemembran
wurden zwischen zwei Blétter Filterpapier und diese zwischen zwei Schwammen des
Blot Systems platziert und in einem Western Blot 7ray in der Blot Kammer
positioniert. Der Blot Tank wurde dann mit einem Kiihlakku ausgestattet und
komplett mit Transferpuffer gefiillt. Bei 4°C und 50 V wurden fiir 2 Stunden die
Proteine aus dem Gel in die Nitrozellulosemembran transferiert.

Danach wurde die Membran in 1 x TBS gewaschen, der biotinylierte Marker aus der
Membran ausgeschnitten und sowohl die Markermembran als auch die
Proteinmembran fiir eine Stunde in Blockierlosung inkubiert. Der primére Antikorper
wurde in Waschlosung verdiinnt und iiber Nacht bei 4°C auf die Proteinmembran
gegeben. Die Markermembran verblieb iiber Nacht in der Blockierlosung.

Am nichsten Morgen wurden die Losung des primdren Antikérpers und die
Blockierlosung dekantiert, die Proteinmembran in Waschlosung und die
Markermembran in 1 x TBS/0,5% Tween 20 fiir 3 x 10 Minuten gewaschen.

Der sekundidre Antikérper wurde in der Verdiinnung 1:5000 in Waschlosung
angesetzt und die Proteinmembran eine Stunde in der Antikorperlosung inkubiert.
Zeitgleich wurde die Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase der Firma Amersham
Biosciences in 1 x TBS/0,5% Tween 20 (1:3000) verdiinnt und die Markermembran
darin fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Proteinmembran und Markermembran wurden dann zweimal in 1 x TBS, zweimal in
1 x TBS/0,5% Tween 20 fiir 10 Minuten, einmal in 1 x TBS/3% Tween 20 fiir 10
Minuten, zweimal in 1 x TBS/0,5% Tween 20 fiir 15 Minuten, zweimal in 1 x
TBS/0,5% Tween 20 fiir 30 Minuten und abschliefend zweimal in 1 x TBS fiir 30
Minuten gewaschen.

Die Entwicklungslosung bestand aus 1,5 ml ECL SuperSignal West Dura und 300 pl
ECL SuperSignal West Pico der Firma Thermo Fisher Scientific Inc. Die
Proteinmembran wurde fiir 5 Minuten, die Markermembran fiir 1 Minute in der
Entwicklungslésung inkubiert, danach in eine Folie gelegt und im Entwickler der

Firma Fujifilm analysiert.
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Nach einer kurzen Testaufnahme wurde die Expositionszeit fiir ein Bild festgelegt
und dann im increment Modus einzelne Aufnahmen addiert, bis die gewiinschte
Sattigung der Proteinbanden erreicht wurde.

Danach wurden die Membranen entweder erneut blockiert und fiir eine weitere
Inkubation mit einem primidren Antikérper vorbereitet oder in einer Folie

eingeschweilit und bei 4°C gelagert.

6.2.3.6 Western Blot Stripping

Der Strippingpuffer wird ohne (-Mercaptoethanol angesetzt und auf 70°C im
Wasserbad erwédrmt. Dann wird unter dem Abzug 1,578 ml (-Mercaptoethanol
zugegeben und gemischt. In diesem Gemisch werden die Western Blot Folien fiir 30
Minuten unter schiitteln bet 70°C inkubiert. Danach wird 5 Mal fiir 10 Minuten in 1 x
TBS/0,5%Tween20 gewaschen. Danach kann die Membran blockiert werden und mit

dem gewohnten Western Blot Protokoll erneut entwickelt werden.
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7 Ergebnisse

Im ersten Schwerpunkt wurde die Abwesenheit des p85a-Wildtyp-Proteins
untersucht. Dabei wurde das Verhéltnis von Wildtyp und mutierter p85a-mRNA im
Zellkern, im Zytoplasma und an Ribosomen bestimmt. AuBlerdem wurde durch
Inhibition des proteasomalen Abbaus eine mogliche posttranslationale Degradation
des p85a Proteins untersucht. Da ein Unterschied im 3’- und 5’- untranslatierten
Bereich der Wildtyp und der mutierten p850-mRNA die Ursache fiir die Abwesenheit
des p85a-Wildtyp-Proteins sein konnte, wurden die untranslatierten Bereiche
sequenziert.

Im zweiten Schwerpunkt wurde die onkogene Aktivitit des p76oa Proteins und
anderer p85a. Mutanten untersucht. Dafiir wurde das verdnderte p85a stabil in das
Genom von CEF Zellen integriert und ein Focus Assay durchgefiihrt. Anhand der
molekularen Aktivierung des Signalwegs als auch der Mikrotumorbildung in vivo war

die onkogene Aktivitit einschétzbar.

7.1 Untersuchungen zur Abwesenheit des p85a-Wildtyp-Proteins

In vorausgegangenen Experimenten konnte in CO-Zellen sowohl Wildtyp p85a-
mRNA als auch mutierte p8§5a-mRNA nachgewiesen werden. Da eine Regulation der
Wildtyp mRNA fiir die Abwesenheit des p85a Proteins verantwortlich sein konnte,
wurde die mutierte und Wildtyp p85a-mRNA in verschiedenen Zellkompartimenten

untersucht.

7.1.1 Verhiltnis von Wildtyp zu mutierter p85a-mRNA in Zellkernen von CO-
Zellen

Zur Untersuchung des Verhéltnis von mutierter p85a zu Wildtyp p850-mRNA in den
Zellkernen der CO Zelllinie wurden Zellkerne isoliert.

Um Verunreinigungen der isolierten Kerne von restlichen zelluldren Bestandteilen zu
iiberpriifen, wurden Proteine aus der Kernfraktion und Proteine aus dem Uberstand

extrahiert. Es wurden im Western Blot jeweils zwei Proben der jeweiligen Lysate
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aufgetragen und die Membran mit Lamin-B und mit GAPDH Antikdrper inkubiert
und anschlieBend entwickelt (Abbildung 11).

Zellkern- Zytoplasma-
Proteine Proteine

G P 4= ]|.amin-B

- e @a== GAPDH

Abbildung 11. Western Blot mit Lamin-B und GAPDH Signal von Zellkern- und

Zytoplasmaproteinen.

Lamin-B fungierte als Marker fiir Zellkernproteine. Im Uberstand der
Kernprédparation war kein Lamin-B nachweisbar. Die Fraktion der Zellkernproteine
zeigte eine starke Lamin-B Bande. Umgekehrt fungierte GAPDH als Marker fiir
Proteine des Zytoplasmas. In der Kernfraktion war kein GAPDH und in der
Zytoplasmafraktion war GAPDH nachweisbar.

Nach erfolgreicher Aufreinigung der CO Zellkerne wurde die RNA extrahiert und
cDNA synthetisiert. Die gewonnene cDNA wurde dann in eine PCR eingesetzt und
ein Bereich der Basendeletionsstelle des mutierten p85a amplifiziert. Das PCR
Produkt wurde in einen Vektor kloniert und 34 Klone der Kernfraktion sequenziert.
Die Analyse ergab 18 Klone der mutierten p850-mRNA und 16 Klone der Wildtyp
p85a-mRNA.
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Wildtyp p85a und mutierte p85a mRNA in der
Kernfraktion
<
Z 100% 1
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Abbildung 12. Diagramm zum Verhiltnis der Wildtyp p85a und mutierten p8Sa-mRNA zur
gesamten p85u-mRNA in Zellkernen der CO-Zellen.

Im Verhiltnis zur Gesamtmenge der p85a Kern-mRNA sind 47% Wildtyp p85a-
mRNA und 53% mutierte p850-mRNA nachgewiesen worden (Abbildung 12).

7.1.2 Verhiltnis von Wildtyp zu mutierter p850-mRNA im Zytoplasma von
CO-Zellen

Die mRNA im Zytoplasma der CO-Zellen wurde mittels Trizol-RNA-Extraktion
isoliert und cDNA hergestellt. Die cDNA wurde in einer PCR verwendt, die p85a-
mRNA amplifiziert und dabei die Stelle der Mutation im open reading frame
beriicksichtigt. Das PCR-Produkt wurde dann in einen Vektor kloniert, einzelne

Klone kultiviert und sequenziert.
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Tabelle 9. Analyse der Zytoplasmaverteilung von Wildtyp und mutierter p85a-mRNA in 3

unabhéngigen Experimenten.

Wildtyp p850- mutierte p85a-

mRNA mRNA
Experiment 1 0,15 0,85
Experiment 2 0,24 0,76
Experiment 3 0,28 0,72
Mittelwert 0,22 0,78
Standardabweichung 0,07 0,07

Die Analyse von Klonen aus drei unabhingigen Experimenten ergab 22% Wildtyp
p850-mRNA und 78% mutierte p85a-mRNA. Die Standardabweichung betrigt 7%
und der p-Wert 0,0005 (Tabelle 9).

Wildtyp p85ca und mutierte p8Sa mRNA in der

Zytoplasmafraktion
100% 1 78%

<«
é 75% A
e

o -
g 50% 22%
z
B 25%
=
;'a
: 0% - T
%’_ Wildtyp Mutante

p85¢ mRNA

Abbildung 13. Diagramm zum Verhiltnis von Wildtyp und mutierter p85a-mRNA im
Zytoplasma von CO-Zellen.

7.1.3 Qualitatives Verhiltnis von Wildtyp p85a zu mutierter p85a-mRNA in

Polysomen-Gradientenfraktionen

Durch eine Polysomen-Praparation wurde in einem Sukrosegradienten die mRNA

entsprechend der Menge der assoziierten Ribosomen aufgetrennt. Der Gradient wurde
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in 11 Fraktionen geteilt. Fraktion 1 enthielt die niedrigste und Fraktion 11 die hochste
Sukrosekonzentration. Entsprechend befand sich die RNA, die keine oder nur
minimalen Besatz mit Ribosomen enthielt, in den ersten Fraktionen und die RNA mit
dem meisten Ribosomenbesatz in den letzten Fraktionen. Die Fraktionen 1,3,5,7,9
und 11 wurden zur weiteren Untersuchung verwendet. Aus den ausgewdihlten
Fraktionen wurde dann RNA extrahiert.

Als Kontrolle der Polysomen Préparation und RNA Extraktion wurden 7,5 pl der
isolierten RNA in einem Agarosegel aufgetragen und die Elektrophorese bei 100v und
45 mA durchgefiihrt.

Die 18 S und die 28 S Untereinheit der ribosomalen RNA erscheinen im Gel als
distinkte Banden im mittleren Bereich. Im unteren Bildrand ist die zugesetzte als auch

endogene tRNA zu erkennen (Abbildung 14).

1 3 6§ 7 9 11

mm 28 S
amm 18 S

Abbildung 14. Agarosegelelektrophorese der RNA aus der Polysomen Priparation; 1,3,5,7,9

und 11 bezeichnen einzelne Gradientenfraktionen.

Um das qualitative Verhéltnis der an Ribosomen gebundenen Wildtyp p85a und
mutierter p85a-mRNA zu untersuchen, wurde cDNA aus den Fraktionen 1,3,5,7,9
und 11 synthetisiert. Nach erfolgter PCR, bei der der Bereich der Basendeletion im
open reading frame berlcksichtig wurde, wurde das PCR Produkt in einen Vektor

kloniert und pro Fraktion mindesten 30 Klone analysiert. In der Polysomen-
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Gradientenfraktion 1 konnte nach ¢cDNA Synthese keine p85a-mRNA amplifiziert
werden. Da in Fraktion 3 und 11 ein groBerer Unterschied in der Anzahl der Klone
mit Wildtyp p85a und mutierter p85a-mRNA zu erkennen war, wurde die
Sequenzierung von Klonen fiir diese Fraktionen, mit der Bezeichnung 3y und 11,

wiederholt. Die Verteilung in den einzelnen Fraktionen stellte sich wie folgt dar

(Tabelle 10):

Tabelle 10. Absoluten Verteilung von Klonen mit Wildtyp und mutierter p8Sa-mRNA

Sequenz in den Polysomen-Gradientenfraktionen.

Gradientenfraktionen

1 3y 3 S 7 9 11

0 23 20 13 18 15 6
Klone mit mutierter p85a Sequenz 0 13 16 18 15 18 29

0 36 36 31 33 33 35

Klone mit Wildtyp p85a Sequenz

Gesamt

11(2)

24
35

Zur Auswertung der Daten wurde die Anzahl der Klone aus 3(;) und 3 sowie 11
und 11 addiert. Die Gesamtzahl der Klone je Polysomen-Gradientenfraktion wurde
dann normiert und der jeweilige Anteil der Wildtyp und mutierten p85a-mRNA
bestimmt (Tabelle 11 und Abbildung 15).

Tabelle 11. Relative Verteilung von Klonen mit Wildtyp und mutierter p850-mRNA

Sequenz in den Polysomen-Gradientenfraktionen.

Gradientenfraktion

F1 F3 F5 F7 F9 F11
Wildtyp p85a-mRNA 0% 60% 42% 55% 46% 24%
mutierte p85a-mRNA 0% 40% 58% 46% 55% 76%
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qualitativer Anteil der Wildtyp und mutierten p85a
mRNA in Polysomen-Gradientenfraktionen

100% 1

B Wildtyp p85a mRNA

O mutierte p85¢. mRNA
75% 1 |

50% 1

25% 1

00/0 L L L] L] L] L]
F1 F3 F§ F7 F9 F11

qualitativer Anteil der p85a mRNA je
Polysomen-Gradientenfraktion

Polysomen-Gradientenfraktionen

Abbildung 15. Diagramm zum relativen Verhéltnis von Klonen mit Wildtyp und mutierter

p850-mRNA in Polysomen-Gradientenfraktionen.

7.1.4 Relative Quantifizierung der Gradientenfraktionen

Um eine quantitative Aussage iiber das Verhéltnis der Wildtyp und mutierter p85a-
mRNA in den einzelnen Fraktionen des Polysomen-Gradienten zu erhalten, wurde
eine quantitative real time PCR durchgefiihrt.

Als Grundlage fiir die Auswertung der nachfolgenden Experimente wurde eine
Verdiinnungsreihe von cDNA aus CO-Zellen hergestellt. Die ¢cDNA stammte aus
einer reversen Transkription extrahierter RNA.

Der Ubergang in die Exponentielle Phase der Amplifikation wurde durch das
Programm LightCycler LCDA Version 3.5.28 von Roche bestimmt. Jede Probe wurde
in Duplikaten amplifiziert und eine Negativkontrolle, die Wasser anstatt der cDNA
enthielt, wurde mitgefiihrt. Die Schmelzkurven dienten zur Unterscheidung von
potentiell erscheinenden Primer-Dimeren und wirklich amplifizierten Produkten und
dienten somit als Kontrolle fiir eine homogene Amplifizierung der Zielsequenz

(Abbildung 16).
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Fluoreszenz -d(F1)/dT

Schmelzkurve

===cDNA Cole 1:1
7 ¢DNA Cole 1:2
=—cDNA Cole 1:4
c¢DNA Cole 1:8
==cDNA Cole 1:16
c¢DNA Cole 1:32
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Abbildung 16. Schmelzkurve zur real time PCR der Verdiinnungsreihe mit cDNA aus CO-

Zellen.

Folgende LightCycler Zyklen wurden fiir den Verdiinnungsversuch ermittelt (Tabelle
12) (Abbildung 17).

Fluoreszenz

[
(—]

S = N W A Ut &N O RO

Quantifizierung RT-PCR

==cDNA Cole I1:1
c¢DNA Cole 1:2
==cDNA Cole 1:4
c¢DNA Cole 1:8
=—cDNA Cole 1:16
c¢DNA Cole 1:32
H20 Kontrolle

20 25 30 35
Zyklus Nummer

Abbildung 17. Fluoreszenzkurve je LightCycler Zyklus der ¢DNA Verdiinnungsreihe.
Tabelle 12.

Ubersicht der LightCycler Zyklen je eingesetzter cDNA Verdiinnung.
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Verdiinnung 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32
Zyklus 25,80 26,48 27,29 28,68 29,66 30,57

Aus den ermittelten Werten wurde ein Diagramm mit halblogarithmischer
Achseneinteilung erstellt. Die Werte der eingesetzten cDNA Verdiinnung wurden
logarithmisch, die entsprechend ermittelten Zyklen in der RT-PCR linear aufgetragen
(Abbildung 18).

LightCycler Zyklen / DNA Konzentration

32 -
31 - ¢ cDNA Verdiinnung
b
30 - / 32 — Trendlinie der
S 29 - / 16 c¢DNA Verdiinnung
=
§'¢
28 y = 1,433 In(x) + 25,596
27 R2 = 0,99092
26
25
e
r s T
0,2 2 20

Verdiinnung der ¢cDNA (x-fach)

Abbildung 18. Diagramm zum Verhiltnis von eingesetzter c¢cDNA Konzentration und

Zyklenzahl der RT-PCR.

Mit der Formel I. :

I y=1433In(x)+ 25,596

die aus der Trendlinie des Verdiinnungsexperiments ermittelt wurde, war es mdglich
das Verhiltnis von Konzentrationen anderer RT-PCR Daten zu ermitteln.

Da die Zahl der Zyklen (y) pro Probe durch das Programm LightCycler LCDA
Version 3.5.28 von Roche bestimmt wurden, wurde die Gleichung I. nach x

(Verdiinnung) umgestellt.
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IL x=e (y-25,596)/1,433

Mit Gleichung II. war es nun moglich die Verdiinnung einzelner Proben aus den
Polysomen-Gradientenfraktionen zu berechnen, die unter den gleichen Bedingungen,
wie die der Standardreihe, erstellt wurden. Auf die relative Ausgangskonzentration
der Fraktionen konnte nun durch die Berechnung mit Formel II. auf die relative
Verdiinnung der einzelnen Proben geschlossen werden. Danach wurden die
ermittelten Werte der relativen Konzentration addiert, und die Summe auf 100%
normiert. Im letzten Schritt wurde dann der relative Anteil der einzelnen Fraktionen

zu den 100% der relativen Gesamtkonzentration ermittelt (Tabelle 13).

Tabelle 13. Ubersicht iiber die RT-PCR Werte und deren nachfolgende Berechnungen.

A: Bezeichnung der cDNA Gradientenfraktionen, B: Zykluszahl der Fraktion entnommen aus dem
Programm LigthCycler LCDA Version 3.4.28, C: Berechnung des Verdiinnungsfaktor der Probe mit x
= ¢ U345 1y Berechnung der Konzentration durch 1/Verdiinnungsfaktor, E: Normierung der

relativen Konzentration der einzelnen Fraktionen F, bis Fy; auf Fyegum = 100%.

A B C D E

F1 37,7 4659,2766603705 0,000214626 0,0052 %
F3 30,87 39,6618904573 0,02521312 0,6152 %
F5 27,4 3,5215365632 0,283966951 6,9283 %
F7 25,68 1,0603704024 0,943066685 23,0092 %
F9 24,9 0,6152698373 1,625303142 39,6545 %
F11 25,31 0,8190736291 1,220891461 29,7876 %

Bei der RNA Isolation wurden unterschiedliche Konzentrationen der RNA pro
Gradientenfraktion hergestellt. Aus allen Fraktionen wurde 1pug RNA in die cDNA
Synthese eingesetzt, um die Effizienz der cDNA Synthese unter standardisierten
Bedingungen durchzufiihren. Dies hatte zur Folge, dass dadurch unterschiedliche
Volumina der RNA aus den Polysomen-Fraktionen des Gradienten benutzt wurden.

Um die Verteilung der RNA in gleichen Volumina zu berechnen, mussten die
Relation der einzelnen Volumina untereinander in die berechnete relative

Konzentration mit einbezogen werden.
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Tabelle 14. Berechnung der relativen Konzentration der mRNA in den Polysomen-
Gradientenfraktionen.

A: Bezeichnung der cDNA Gradientenfraktionen, F: eingesetzte Volumen von RNA in ul pro

Gradientenfraktion, G: Normierung der Werte in F auf Fyeume = 1, H: Quotient aus relativer

Probenkonzentration (E) dividiert durch das eingesetzte Volumen (G), I: Normierung der Werte aus

Spalte H auf die relative Konzentration aller Gradientenfraktionen = 100%.

A F G H |

F1 1,12 0,0887480  0,00059004  0,0064 %
F3 3,88 0,3074485  0,020008418 0,2163 %
F5 0,48 0,0380349  1,821564055 19,6926 %
F7 0,73 0,0578447  3,977749501 43,0027 %
F9 1,93 0,1529319  2,59295484 28,0319 %
F11 4,48 0,3549921  0,839106199 9,0714 %

Dazu wurde das eingesetzte Volumen der RNA der einzelnen Fraktionen auf ein
Gesamtvolumen von 1 normiert. AnschlieBend erfolgte die Division der ermittelten
relativen Konzentrationen durch den Anteil am Gesamtvolumen. Zum Schluss wurden
diese ermittelten Werte wieder auf eine totale relative Konzentration von 100%

normiert (Tabelle 14).

Die real time PCR wurde in drei unabhédngigen Experimenten durchgefiihrt und

folgende Verteilungen berechnet (Tabelle 15):
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Tabelle 15.

Relative

Quantifizierung

der p850-mRNA in

den  Polysomen-

Gradientenfraktionen. Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhingigen RT-

PCR Versuchen.
RT-PCR 1 RT-PCR 2 RT-PCR 3 Mittelwert Standard-
abweichung
F1 0,0064 % 0,0060 % 0,0099 % 0,01 % 0,002 %
F3 0,2163 % 0,1395 % 0,2310 % 0,20 % 0,05 %
F5 19,6926 % 18,5167 % 18,6775 % 18,96 % 0,64 %
F7 43,0027 % 44,5846 % 45,6040 % 44,40 % 1,31 %
F9 28,0319 % 27,4851 % 26,5870 % 27,37 % 0,73 %
F11 9,0714 % 9,2748 % 8,8474 % 9,06 % 0,21 %

Die niedrigsten Werte waren mit 0,01% und 0,2% in den Fraktionen F1 und F3
ermittelt worden. Den hochsten Wert mit 44,4% zeigte die Fraktion F7. Die
Fraktionen F5, F9 und F11 enthielten 9,06% bis 27,37% der p85a-mRNA (Abbildung
19).

relative Verteilung der p85a. mRNA in den Polysomen-
Gradientenfraktionen
X
£ 50% 7 44,40%
<
z.
T 40% 1
7 27,37%
2 30% -
B 18,96%
=
-§ 20%
j 9,06%
= 10% 1
2 001%  0,20% l
<
E 00/0 L] L) L] L] L]
F1 F3 F5 F7 F9 F11
Polysomen-Gradientenfraktionen

Abbildung 19. Relative Verteilung der p85a-mRNA in den Fraktionen 1 bis 11 des Polysomen-

Gradienten
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7.1.5 Beziehung der quantitativen und qualitativen Gradientendaten

Die Daten des qualitativen Verhéltnises von Wildtyp und mutierter p850-mRNA und
die Daten des relativen Anteils der p85a-mRNA in den Fraktionen des Polysomen-

Gradienten (Tabelle 16), wurden nun in eine Gesamtauswertung einbezogen.

Tabelle 16. Qualitatives Verhiiltnis von Wildtyp und mutierter p850-mRNA, sowie relativer

Anteil der p85a-mRNA in den Polysomen-Gradientenfraktionen.

Gradientenfraktionen

F1 F3 F5 F7 F9 F11
Wildtyp p850-mRNA 0% 60% 42% 55% 46% 24%
mutierte p85a-mRNA 0% 40% 58% 46% 55% 76%

Relative Verteilung der
0,01%  0,2% 18,96% 44,4%  27.37% 9,06%
p85a-mRNA pro Fraktion

Dafiir wurde der Anteil der Wildtyp und der Anteil der mutierten p850-mRNA auf die
relative Verteilung der gesamten p85a-mRNA je Polysomen-Gradientenfraktion
berechnet. Da fiir Gradientenfraktion 1 kein Anteil bestimmt werden konnte und in
der relative Verteilung nur 0,01% der p85a-mRNA nachzuweisen war, wird diese

Fraktion nicht mit in die Berechnung einbezogen (Tabelle 17).

Tabelle 17. Daten der Verteilung von Wildtyp und mutierter p85a-mRNA bezogen auf die

relative Quantifizierung der Polysomen-Gradientenfraktionen.

Gradientenfraktionen

F1 F3 F5 F7 F9 F11
Wildtyp p850-mRNA - 0,12% 8% 24% 13% 2%
mutierte p85a-mRNA - 0,08% 11% 20% 15% 7%

AbschlieBend wurde eine Darstellung der relativen Quantifizierung erstellt. Besonders
die Fraktionen F5, F7, F9 und F11, die mit einer steigenden Assoziation von
Ribosomen einhergehen, enthielten p8§5a-mRNA. In diesen Fraktionen war auch eine
anndhernd gleiche Verteilung von Wildtyp und mutierter p85a-mRNA festzustellen
(Abbildung 20).
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Relative Quantifizierung mit Verteilung der wildtyp und
mutierten p85a mRNA

50%
« Umutierte p85a
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2 30% mRNA
S
E 20% 1
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Polysomen-Gradientenfraktionen

Abbildung 20. Relative Quantifizierung mit Verteilung der Wildtyp und mutierten p85a-
mRNA

7.1.6 Inhibition des proteasomalen Abbaus durch den Inhibitor MG-132 in
CO-Zellen

Da in den vorangegangenen Experimenten eine Assoziation von p85a Wildtyp
mRNA an Ribosomen nachgewiesen werden konnte, wurde nun die Abwesenheit von
p85a Protein durch eine posttranslationale Degradation des Proteins diskutiert. In
vergangenen Arbeiten konnten sowohl Versuche zum Ubiquitinylierungs- und
Sumoylierungsgrad als auch Versuche mit verschiedenen Lysemethoden und
Hemmung der DNA-Methylierung sowie Histondeacetylierung die fehlende
Expression von p85a. nicht kldren.

Um eine weitere wichtige Moglichkeit der posttranslationalen Regulation zu

untersuchen, wurde der Abbau von ubiquitinylierten Proteinen im Proteasom durch

MG-132 gehemmt.

MG-132 ist ein potenter Inhibitor, der spezifisch und reversibel Proteasomen

inhibiert. Dadurch wird die Degradation von Ubiquitin konjugierten Proteinen in
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Saugetierzellen reduziert.

MG-132 wurde in Ethanol geldst und so verdiinnt, dass 0 uM, 1 uM, 5 uM oder 10
uM Inhibitor sowie 0,1% Ethanol pro ml Medium vorlagen. Dann wurden CO-Zellen
fiir 6 oder 12 Stunden in den angegebenen MG-132 Konzentrationen inkubiert. Nach
der Herstellung von Proteinlysaten wurden zwei Western Blots durchgefiihrt. Der
erste Blot diente dazu, die Wirksamkeit von MG-132 zu bestétigen. Ein Ubiquitin-
Anitkorper diente zum Nachweis der Akkumulation von ubiquitinylierten Proteinen.

GAPDH diente als Ladungskontrolle (Abbildung 21).

CO Zellen CO Zellen
6h 12h
|
= = 3z MG-132 Inhibitor

1 o w 2

4= Ubiquitin
.

e o oo e» e = = ¢== GAPDH

Abbildung 21. MG-132 Western Blot.
CO-Zellen wurden fiir 6 h bzw. 12 h in 0 pM, 1 uM, 5 uM oder 10 uM MG-132 inkubiert. GAPDH

diente als Ladungskontrolle.

In der 6 und 12 Stunden Fraktion ohne Inhibitor wurde ein schwaches Signal des
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Ubiquitin-Antikorpers detektiert. Eine deutliche Farbung zeigten dagegen die 1 uM, 5
uM und 10 uM Fraktionen bei 6 h und bei 12 h. Die Banden des GAPDH Antikorpers

wiesen eine gleichmifBige Verteilung auf.

Die gleichen Proteinlysate, die auch schon fiir den Ubiquitin Western Blot benutzt
wurden, wurden nochmals in einem Gel aufgetragen. Zusdtzlich wurde ein
Proteinlysat aus Jurkat Zellen benutzt. Der darauf durchgefiihrte Western Blot, wurde
mit einem Antikdrper, der gegen p85a gerichtet war, inkubiert (Abbildung 22).

CO Zellen CO Zellen
6h 12 h
| | | .-
=
= = =
s = = = = 2 " MG-132 Inhibitor
1 v gl — 1 v w — !
-------‘—- 4= D760

-----—-—’ 4= GAPDH

Abbildung 22. Western Blot des p85a/p76o Proteinsignals und GAPDH mit MG-132
behandelten CO-Zellen.

Es zeigten sich sowohl in den CO Zell-Fraktionen ohne und in denen mit Inhibitor
jeweils eine einzelne Bande. Diese Bande lag etwas niedriger als die p85a Bande der
Jurkat-Zellen. Eine Entwicklung mit GAPDH Antikorper diente als Ladungskontrolle
des Western Blots.

7.1.7 Sequenzierung des S’UTR und des ORF

Obwohl Wildtyp und mutierte p850a-mRNA an Ribosomen gebunden sind, ist das
p85a-Wildtyp-Protein in CO-Zellen nicht nachweisbar. Eine Blockade der Translation
oder die Degradation des Transkripts konnte beispielsweise durch microRNA

vermittelt werden. Dabei binden microRNA an komplementére Stellen im 3’ und oder
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5’ untranslatierten Bereich der messenger RNA. Da nur die mutierte Form des p85a
Proteins translatiert wird, konnte ein Sequenzunterschied der Wildtyp und der
mutierten p85a-mRNA fiir die unterschiedliche Regulation verantwortlich sein. Eine
Sequenzierung der Wildtyp und mutierten p850-mRNA soll deshalb mogliche
Unterschiede in der Basenfolge der beiden mRNAs finden.

Damit zwischen der Wildtyp und mutierten p85a Sequenz unterschieden werden
konnte, wurde die Stelle der Basendeletion im open reading frame bei der

Amplifizierung der Sequenz beriicksichtigt (Abbildung 23).

Wildtyp p85a Sequenz mutierte p85a Sequenz

Abbildung 23. Ausschnitt aus der Wildtyp und der mutierten p85a. Sequenz an der Stelle

der Basendeletion. Die Base 1907 (bp = Basenpaar) ist mit einem Pfeil markiert.

Die Sequenzierung des 5’UTR ergab keine Abweichung im Vergleich zur Sequenz
der p85a-mRNA NM 181523.1 aus der NCBI Datenbank (National Center for
Biotechnology Information).

In beiden mRNA war im open reading frame in Position 1120 einen Basenaustausch
von Guanin zu Adenin erfolgt, der bei der Translation einen Wechsel der Kodierung

von Methionin (ATG) zu Isoleucin (ATA) zur Folge hat (Tabelle 18).
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Tabelle 18. Ubersicht iiber die Sequenzunterschiede im open reading frame.

Position p85a Sequenz der mutierte p85a Wildtyp p85a
NCBI Datenbank  Sequenz in CO- Sequenz in CO-
NM _181523.1 Zellen Zellen

1120 g a a

1948 a - a

7.1.8 Sequenzierung des 3’UTR

Der 3’ untranslatierte Bereich der mRNA befindet sich zwischen open reading frame
und poly-A Signal der mRNA. Der 3’ untranslatierte Bereich startet mit der Base
2218 und geht mit einem Guanin in Position 6435 in das poly-A Signal iiber.

Der 3’UTR konnte bis zur Base 5881 sequenziert werden. Folgende Unterschiede
wurden zwischen den Sequenzen der Wildtyp p85a, mutierten p85a und der p85a-
mRNA NM 181523.1 aus der NCBI (National Center for Biotechnology
Information) Datenbank gefunden (Tabelle 19):

Tabelle 19. Ubersicht iiber die Sequenzunterschiede im 3’ untranslatierten Bereich des
p85a.

Position p85a Sequenz der mutierte p85a Wildtyp p85a
NCBI Datenbank  Sequenz in CO- Sequenz in CO-
NM _181523.1 Zellen Zellen

1948 a - a

2622 g gund a gund a

4649 c a a

4876 g a a

5548 g a g

5721 c t t
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7.2 Onkogene Aktivitit von p85c und p85c Mutanten

p85a stabilisiert die katalytische Untereinheit und inhibiert deren Kinaseaktivitit.
Wird p85a. phosphoryliert, wird dadurch die katalytische Untereinheit aktiviert und
der second messenger PIP; generiert. Bei bestimmten Verdnderung des p85a, kann
die katalytische Untereinheit nicht ldnger ihre inhibitorische Funktion ausiiben und es
kommt zur konstitutiven Aktivierung des Signalwegs. Daher soll untersucht werden,
ob das mutierte p85a Protein aus den CO-Zellen in vivo einen transformierenden
Effekt zeigt.

AulBlerdem sollen zusétzlich zwei kiinstlich verdnderte p85a. Mutanten, die in vitro
eine gesteigerte Kinaseaktivitit aufwiesen (Miled et al., 2007), in vivo auf ihr

transformierendes Potential hin untersucht werden.

7.2.1 Expression von p76o und p85a in CEF Zellen

Zur Untersuchung des p76a aus CO-Zellen wurde nicht nur dessen Sequenz sondern
auch die Sequenz fiir das Wildtyp p85a Protein aus CO-Zellen verwendet. Um p76a
bzw. p85a in den RCAS-Vektor zu klonieren, wurde jeweils eine Sfi
Restriktionsschnittstelle durch eine Mutagenese-PCR entfernt. Die eingefiigten
Mutationen waren still und die Kodierung der Aminosduresequenz blieb unverindert.
Nach erfolgter Mutagenese wurde zusitzlich mittels PCR ein vsv-tag an den c-
Terminus des p760/p85a angefiigt. Das vsv markierte p76a/p85a wurde sowohl in
den RCAS A Vektor als auch in den RCAS B Vektor kloniert. RCAS A und B
unterscheiden sich in der Kodierung fiir unterschiedliche Hiillproteine, die an
verschiedene zellulire Rezeptoren binden. Durch die Nutzung unterschiedlicher
RCAS Vektoren ist eine Co-Transfektion moglich. Als Kontrolle fiir die Aktivierung
des PI3-Kinase Signalwegs wurde ein humanes pl10a und die transformierende
Mutante H1047R des p110a verwendet.

Nach erfolgter Transfektion wurden CEF Zellen (chicken embryo fibroblasts)
mindestens dreimal gesplittet. Der replikationskompetente Virus hatte in diesem
Zeitraum alle Zellen infiziert. Vor der Herstellung von Proteinlysaten wurden die
Zellen n Serum freiem Medium inkubiert. Nach einer

Polyacrylamidgelelektrophorese wurde ein Western Blot durchgefiihrt (Abbildung
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24). Im Western Blot wurde die Expression des p76a und p85a. in jeweils RCAS A

und B sowie deren Coexpression untersucht.

pl110a H1047R Mutante
p76a A + p85a. B
p76a B + p85a A

pl10a

x | P850 RCAS-B

i
1

' p76a. RCAS-B

pl10a

' L p85a RCAS-A

|
i

i
R

VSV

p8Sa

!

p-Akt

Abbildung 24. Expression und Coexpression von p76a und p85a.

Die Western Blot Membran wurde mit einem pl10a Antikérper inkubiert. Dieser
Antikorper war spezifisch flir Hiihnchen p110a und detektierte kein humanes p110a.
Eine gleichmiflige Bande des endogenen p110a war in jeder Fraktion zu erkennen.
Aullerdem wurde ein p85a AntikOrper benutzt, der sowohl humanes als auch
Hiihnchen p85a detektierte. Das endogene Hiithnchen p85a war als sehr schwache
Bande etwas oberhalb des humanes p85a zu sehen. Auffillig war, dass das p76a
Protein ein deutlich stirkeres Signal zeigte, als das Signal der p85a Uberexpression.
Auch in der Co-Expression war das Signal des p76a deutlich stirker als das p85a.
AuBerdem war kein Unterschied zur Einfach-Expression erkennbar.

Das p-Akt Signal des pl110a zeigte eine sehr geringe, das p-Akt Signal der H1047R
Mutante eine sehr starke p-Akt Aktivierung. Sowohl die einfach exprimierten als auch
die coexprimierten p85a/p76a. zeigten ein p-Akt Signal auf dem Level des pl10a
Wildtyp.
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Nach dem Stripping und nochmaliger Blockierung wurde die Western Blot Membran
iiber Nacht mit einem vsv Antikorper inkubiert. Die Entwicklung am néchsten Tag
zeigte wie im Blot mit p85a. Antikorper ein deutlich stirkeres Signal des p76a. als des

p85a. In den p110a und H1047R Kontrollproben war kein vsv Signal zu erkennen.

7.2.2 Transformierendes Potential von p76a und p85a Protein

Nach erfolgter Transfektion von p76a und p85a jeweils in RCAS A und B sowie
pl10a und H1047R pl10a Mutante, wurden die Zellen mit einem speziellen
Agarmedium {berschichtet. Jeden zweiten Tag wurden die Zellen gefiittert, indem
eine weitere Schicht Agarmedium auf die alte Schicht gegossen wurde. Nach 9 Tagen
wurde der Agar vorsichtig entfernt und die Zellen mit dem Farbstoff Crystalviolett
gefarbt. Nachdem die 10 cm Schalen getrocknet waren, wurde ein Photo der geférbten
Zellen angefertigt (Abbildung 25).

Die pl10a H1047R Mutante ist bekannt fiir ihr transformierendes Potential. Dies
duBert sich im Focus Assay durch die Bildung von Mikrotumoren, die in der
Cystalviolettfarbung als kleine dunkle Spots (Foci) auf dem Boden der Schale zu
erkennen sind. Im Gegensatz dazu hat der pl110a Wildtyp keine transformierenden
Eigenschaften und dient als Negativkontrolle der Focusbildung.

Sowohl p85a in RCAS A und B als auch p76a in RCAS A und B zeigten im
Vergleich zu den Kontrollen keine Focusbildung, sondern lediglich die normale

Hintergrundfarbung, die auch in der p110a Kontrolle zu erkennen war.
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p85¢ RCASA  p85a RCAS B pl10a

@OEC

p76a RCASA p76a RCASB pll10a H1047R

Abbildung 25. Focus Assay von p76a und p85a. Die Zellen wurden nach 9 Tagen Kultur mit
Crystallviolett gefarbt.

7.2.3 Expression der Mutationen R340E und K379E in p76ca und p85a in CEF

Mittels Mutagenese wurde in das vsv markierte p76a und p85a der
Aminosdureaustausch R340E und K379E eingefiihrt. Es wurden sowohl einfache als
auch Doppel-Mutanten hergestellt. Nach erfolgter Transduktion von CEF Zellen
wurden die Zellen mindestens dreimal gesplittet und danach Proteinlysate hergestellt.
Zur Kontrolle der Transduktion und Aktivierung des PI3-Kinase Signalwegs wurde
wieder p110a und die transformierende Mutante pl110a H1047R verwendet. Nach der
Polyacrylamidgelelektrophorese und dem anschlieBenden Western Blot, wurde die

Membran mit pl110a, vsv, p-Akt und B-Aktin Antikorper inkubiert und entwickelt
(Abbildung 26).
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Abbildung 26. Western Blot der p76a und p85a R340E, K379E und R340E + K379E

Mutationen.

Der vsv Antikorper zeigte bei der pl10a und pl10a H1047R Mutante keine
Reaktion. Bis auf das vsv markierte p85a, das ein sehr schwaches Signal zeigte,
hatten alle anderen p76a und p850 Mutationen ein sehr starkes Signal im Western
Blot. Der pl110a Antikorper war gegen das endogene pl10oa der Hiithnchenzellen
gerichtet und zeigte in alle Proben ein gleichmafBig starkes Signal.

Um die Aktivierung des Signalwegs durch die PI3-Kinase zu beurteilen, wurde ein p-
Akt Antikorper benutzt. Ein sehr starkes Signal zeigte p76a K379E, das vergleichbar
mit dem Signal der H1047R Mutation war. Ein starkes Signal war bei p76a R340E,
p76a R340E + K379E und bei p85a K379E zu erkennen. p76a, p85a, p85a R340E
und p85a R340E + K379E zeigten das gleich basale Signal wie die p110a Kontrolle.
Der B-Aktin Antikorper diente als Ladungskontrolle.

7.2.4 Transformierendes Potential der R340E und K379E Mutationen

CEF Zellen wurden mit p76a und p85a sowie in Kombination mit der Mutation
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R340E, K379E und R340E + K379E transfiziert und ein Focus Assay durchgefiihrt.
Dazu dienten pl110a und pl110a H1047R als Kontrolle der Transfektion und der
Transformation. Die Zellen wurden fiir 14 Tage mit Agarmedium kultiviert und

danach mit Crystalviolett gefarbt (Abbildung 27).

p760 K379E  p76a R340E/K379E

p110a H1047R  p85a RCAS A p85a R340E p85a K379E  p85a R340E/K379E

Abbildung 27. Focus Assay der R340E und K379E Mutationen in p760. und p85a.
CEF Zellen wurden nach 14 Tagen mit Crystalviolett gefarbt.

pl10a zeigte die normale Hintergrundfarbung und pl110a H1047R zeigte starke
Focusbildung. Es waren keine einzelnen Foci mehr sichtbar, vielmehr wuchsen die
Foci bereits konfluierend und einzelne Areale untransformierter Zellen waren etwas
heller angefarbt zu erkennen. p76ca und p85a und p85 R340E zeigten keine
Focusbildung. Ein leichter transformierender Effekt war bei p76a R340E zu
erkennen. Sowohl p76c und p85a K379E sowie p76a und p85a K379E + R340E
zeigten einen duBerst starken Effekt in der Focusbildung. Es waren fast keine Areale
mit untransformierten Zellen zu erkennen. Um den iiberaus starken transformierenden
Effekt besser beurteilen zu konnen wurde mit den beiden stirksten Mutanten und
einer Kontrolle noch ein weiterer Focus Assay durchgefiihrt. Dazu wurden CEF
Zellen mit p76a K379E und p85a K379E sowie mit pl110a H1047R transfiziert. Von
diesen Plasmiden wurden 0,1pg, 0,25ug und 0,5ug je 10cm Schale eingesetzt Die
Farbung erfolgte nach 9 Tagen Kultivierung der Zellen (Abbildung 28).
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0,1 png

p110a H1047R

p85a K379E

p76a K379E

Abbildung 28. Focus Assay der K379E Mutation in p760 und p85a mit verschiedenen

Konzentrationen des RCAS Plasmids.

Sowohl p76a. als auch p85a K379E zeigten mindestens genauso viele Foci wie
pl10a H1047R. Bei Einsatz von 0,1pg RCAS-Plasmid zeigten sich vereinzelte
Mikrotumore. Die Foci bei Einsatz von 0,5ug Plasmid waren so zahlreich, dass sie
zum Teil konfluierend wuchsen. Auffallend war, dass die Foci der p76a K379E auch
bei nachfolgenden Wiederholungen des Experiments immer etwas schneller wuchsen

und grofBBer waren als die Foci von p110a H1047R.
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8 Diskussion

8.1 Regulation von Wildtyp p85a in CO-Zellen

CO Leukédmie Zellen exprimieren eine mutierte Form der p85a. Untereinheit der P13-
Kinase. Diese Mutation ist die Ursache fiir ein vorzeitiges Stopcodon und generiert
eine c-terminal trunkierte Form des p85a., das als p76a bezeichnet wird. Das Wildtyp
p85a ist in diesen Zellen nicht nachweisbar. Dies ist sehr ungewohnlich, da in frithren
Arbeiten ein Gen mit einer Wildtyp Kopie in CO-Zellen gefunden wurde (Jiicker et
al., 2002).

Deshalb wurde mRNA von CO-Zellen analysiert. Dabei zeigte sich im Kern eine
anndhernd gleiche Verteilung von Wildtyp (47%) und mutierter (53%) p85a-mRNA.
Diese Verteilung der mRNA lédsst vermuten, dass Wildtyp und mutiertes Allel einer
dhnlichen Transkription im Zellkern unterliegen. Durch diesen Nachweis ist die
Abwesenheit des p85a Proteins wahrscheinlich nicht auf eine Regulation der
Transkription zurlickzufiihren.

Weiterhin ist von einem hinreichenden Kernexport auszugehen, da Wildtyp und
mutierte mRNA auch im Zytoplasma nachweisbar waren. Obwohl hier ein Verhéltnis
von 22% zu 78% zugunsten der mutierten mRNA gefunden wurde, erklart dies nicht
die Abwesenheit des p85a Proteins, da p85a auch in Verdiinnungen von 1:10 (10%)
noch eindeutig im Western Blot zu detektieren war. Vielmehr kann dieses Verhéltnis
einen Hinweis auf unterschiedlichen Abbau mit Préiferenz der Degradation von
Wildtyp mRNA sein. Mdéglich wire auch, dass ein struktureller Unterschied zwischen
Wildtyp und mutierter mRNA, der mutierten p85a-mRNA eine bessere Stabilitit
verleiht und so deren Abbau verzogert.

Im nédchsten Schritt wurden Polysomen isoliert. Sie bestehen aus mehreren
Ribosomen, die wihrend der Translation von Proteinen mit der mRNA verbunden
sind. Die Polysomen wurden mit Hilfe eines Succrosegradienten in einzelne
Fraktionen getrennt. Insgesamt 6 Fraktionen wurden analysiert. Dabei enthielt
Fraktion 1 keine und Fraktion 6 die groflte Anzahl an Ribosomen pro mRNA. In
diesen Fraktionen wurde nun untersucht, in welchem Verhéltnis Wildtyp und mutierte
p850-mRNA mit Ribosomen assoziiert sind. Minimal 24% und maximal 60% der
assoziierten p850a-mRNA war Wildtyp mRNA. Entsprechend lag der Anteil von
mutierter mRNA zwischen 40% und 76%. Da auch die absolute Mengenverteilung
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der mRNA je Gradientenfraktion in Betracht gezogen werden musste, wurde mittels
RT-PCR ein absolutes Mengenverhdltnis zwischen den einzelnen Fraktionen
ermittelt. Im folgenden Diagramm sind sowohl qualitative als auch quantitative

Informationen der Gradientenfraktionen zusammengestellt:
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Abbildung 29. Qualitative und quantitative Verteilung der p8Sa-mRNA in den Fraktionen des
Succrosegradienten. Schwarze Balken Wildtyp p85a-mRNA, weifle Balken mutierte p85a-mRNA.

Da sowohl mutierte als auch Wildtyp p85a-mRNA in den einzelnen Fraktionen
nachweisbar waren, kann man davon ausgehen, dass die Wildtyp p850-mRNA mit
Ribosomen assoziiert ist und entweder einer Art Translationsstop unterworfen ist oder
p85a-Wildtyp-Protein translatiert und danach so schnell abgebaut wird, dass das
Protein im Western Blot nicht mehr nachweisbar ist. Der Abbau von Proteinen im
Proteasom ist ein wichtiger Regulationsmechanismus der Zelle. Dabei wird ein
Polyubiquitinylierungssignal erkannt und durch eine Vielzahl von Proteasen wird das
Zielprotein im Inneren des Proteasoms degradiert. Deshalb wurde untersucht, ob das
Wildtyp p85a Protein einer solchen Regulation unterliegt. Durch die Hemmung des
proteasomalen Abbaus mit MG-132 wurden ubiquitinylierte Proteine angereichert.
p85a-Wildtyp-Protein konnte im Western Blot jedoch nicht nachgewiesen werden.

Auch in Untersuchungen aus Vorarbeiten konnte weder durch den Sumoylierungsgrad
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noch mit Hilfe verschiedener Lysemethoden das fehlende p85a-Wildtyp-Protein
detektiert werden.

Bisher ist im mRNA Metabolismus bekannt, dass hdufig Sequenzen im 3’-
untraslatierten Bereich der mRNA fiir die Kontrolle der Translation verantwortlich
sind (Shyu et al., 2008).

Da zur Regulation der mRNA Translation alle nicht kodierenden Bereiche der mRNA
eine Rolle spielen kénnen, wurde der 5’- und der 3’- untranslatierte Bereich der
mutierten und der Wildtyp p85a-mRNA sequenziert.

Im 5°- untranslatierten Bereich und im open reading frame gab es, bis auf die
bekannte Mutationsstelle, keine Unterschiede zwischen mutierter und Wildtyp p85a-
mRNA Sequenz. Der 3’- untranslatierte Bereich konnte bis zur Base 5881 sequenziert
werden. An Position 5548 wurde ein Unterschied in der Basensequenz gefunden. Die
mutierte p85a-mRNA kodierte ein Adenin und die Wildtyp mRNA ein Guanin.
Dieser Basenunterschied konnte eine mogliche Ursache fiir die fehlende Translation
des Wildtyp p85a Proteins sein, wobei die Regulation von mRNA durch einen
einzigen Basenunterschied bisher noch nicht in der Literatur beschrieben wurde.
AulBlerdem ist zu bemerken, dass im zusitzlichen Vergleich zur p85a Sequenz der
NCBI Datenbank nicht die Wildtyp mRNA sondern die mutierte mRNA den
Basenunterschied tragt.

Auch wire eine Regulation der Translation durch micro RNA denkbar. Micro RNA
binden an korrespondierende Sequenzen des 3’- untranslatierten Bereichs und kénnen
dadurch Translation blockieren oder die mRNA Degradation einleiten (Shyu et al.,
2008). Durch eine zusitzliche Mutation im 3’- untranslatierten Bereich der mutierten
p85a-mRNA konnte eine spezielle Bindung einer micro RNA blockiert sein. Diese
micro RNA wiirde dann nur die wiltyp nicht aber die mutierte mRNA regulieren.

Die Kontrolle der Genexpression auf der Ebene der Translation ist prinzipiell nicht
ungewohnlich. So wird beispielsweise der Translationsstart von Globin, durch Hdm in
roten Blutzellen reguliert. Bei Him-Mangel, phosphoryliert die HRI-Kinase (heme
regulated inhibitor) den eukariotischen Initiationsfaktor 2o (elF2a) und unterdriickt
dadurch die Translation der mRNA des Globins (Furuyama et al., 2007).

Aber nicht nur die Unterdriickung des Translationsstarts, sondern auch die temporére
Speicherung von mRNA in subzelluldren Kompartments, die RNA granules genannt
werden, ist ein Mechanismus, der mRNA vom Ort der aktiven Translation fernhalt

(Anderson & Kedersha, 2008).
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Die Inhibition des Translationsstarts oder die Speicherung von mRNA in RNA
granules sind jedoch wahrscheinlich nicht die Ursachen des fehlenden Wildtyp-
Proteins, da die Wildtyp mRNA klar mit Ribosomen assoziiert ist und fiir diese
beiden Moglichkeiten keine ribosomale Interaktion beschrieben ist.

Eine translationale Hemmung von Ribosomen besetzter mRNA konnte bisher im
Wurm Caenorhabditis elegans beschrieben werden. So liegt die /in-14 mRNA des
Wurms an Ribosomen gebunden vor, obwohl die Translation durch die [/in-4
regulatory RNA inhibiert wird (Olsen & Ambros, 1999). Andere Beispiele bei denen
ohne begleitende Proteintranslation Ribosomen an mRNA gebunden vorliegen, ist die
Interleukin-1f mRNA in menschlichen Monozyten (Kaspar & Gehrke, 1994), sind
Nanos (Clark et al., 2000) und Oskar-mRNA (Braat et al., 2004) in Drosophila
Oozyten, heat shock protein 70 in Hithnchen Retikulozyten (Theodorakis et al., 1988)
und Thymidin-Kinase in nicht-replizierenden Muskelzellen (Gross & Merrill, 1989).
Im groBeren Stil wird auch wéhrend der Mitose die globale Translation inhibiert, die
durch eine Anreicherung des phosphorylierten elF2 (eucariotic elongation factor 2)
und dessen verminderter Assoziation zu Ribosomen vermittelt wird. Dabei verbleibt
die mRNA mit Ribosomen assoziiert und die Translation ist im Stadium der
Elongation blockiert (Sivan et al., 2007).

So konnte in vorausgegangenen Arbeiten gezeigt werden, dass die Uberexpression
von p85a mittels eines retroviralen Expressionsvektors in CO-Zellen nicht moglich
war. Da der Vektor nur den open reading frame enthielt, kann die Ursache der
verhinderten p85a Protein-Synthese wahrscheinlich im open reading frame gesucht
werden. Interessant ist auch, dass diese Uberexpression auch in einer Reihe anderer
Leukédmiezellen nicht mdglich ist und somit nicht auf CO-Zellen beschréinkt bleibt.
Deswegen haben Leukédmiezellen moglicherweise eine Strategie entwickelt, um die
Synthese von p85a zu regulieren, nachdem die Bindung zur katalytischen
Untereinheit p110a gesittigt wurde (Geering et al., 2007). Jegliche Synthese von
p85a dariiber hinaus ist inhibiert. Offensichtlich passiert dies, wahrend die mRNA
mit Ribosomen assoziiert ist. Der zugrundeliegende Mechanismus ist gegenwértig
unbekannt und Gegenstand weiterer Untersuchungen. Auch ist es Spekulation, ob die
Verhinderung der Translation durch Degradation des Proteins wéhrend der
Translation vermittelt wird (Wilhelm & Smibert, 2005). Aus Griinden, die noch
erforscht werden miissen, entzieht sich die mutierte p85a-mRNA dieser Regulation.

Eine mogliche Erkldrung ist die unterschiedliche Aminosduresequenz am c-Terminus
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von p85a and p76a. Dariiber hinaus ist p76a fahig die katalytischen Untereinheit
p110 der PI3-Kinase zu binden. Geniigend hohe Level an p76a Protein wiirden zur
Inhibition der Translation der p85a Wildtyp mRNA fiihren und so den Mangel an
p85a Protein erkldren. Interessanterweise wurde erst kiirzlich gezeigt, dass ein
verdnderter mRNA Metabolismus eine wichtige Rolle wihrend der Blastenkrise in
chronisch myeloischer Leukdmie spielt (Perrotti & Neviani, 2007). Das dort
beschriebene Phdnomen konnte eine weitere Strategie von Krebszellen sein, um die
strenge Kontrolle der Zellteilung durch die Regulation der Translation von wichtigen
Signalmolekiilen zu umgehen.

Abbildung 30 zeigt eine Ubersicht bisher diskutierter Regulationsmechanismen, die
die Abwesenheit des p85a-Wildtyp-Proteins erkldren konnten. Da bisher kein
einzelner Regulationsmechanismus verantwortlich gemacht werden konnte, wird die
Losung wahrscheinlich in einem Zusammenspiel verschiedener Aspekte bestehen,

deren Zusammenwirken Gegenstand weiterer Untersuchungen sein sollte.

Speicherung von

Sittigung von wildtyp mRNA in
i RNA granules
p1100 mit p76a p110a g
p760.
strukturell
stabileres p76a Mutation i
im Vergleich zu p85a utation um
& P mRNA untranslatierten
p850 @ Bereich der mRNA
schnelle
Degradation
von p8s Zellkern
40 S Regulation der
Translation durch
microRNA

Abbildung 30. Maglichkeiten von Regulationsmechanismen des Wildtyp p85a.
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8.2 Onkogene Aktivitit von p76o und anderen p85o Mutanten

Die onkogene Aktivitit von p76a und p85c wurde mit Hilfe eines retroviralen
Vektors untersucht, der sowohl Wildtyp als auch mutierte Sequenz stabil ins Genom
integrierte. Der Erfolg der Transfektion und Translation wurde im Western Blot
kontrolliert. Im Focus Assay zeigten sich im Vergleich zur pl10a Kontrolle, einer
stark Focus bildenden Mutante, keine signifikante Mikrotumorbildung von p76a oder
dem Wildtyp p85a Protein. Eine Ursache konnte in der Interaktion von humanem
p76a. mit dem endogenen (Hiihnchen) pl10a der CEF Zellen gesucht werden.
Moglicherweise wiére eine Focusbildung durch p76a in einem humanen
Expressionssystem erreichbar. Auch mag eine Rolle spielen, dass p76a zusétzlich zu
endogen vorhandenem Hiihnchen p85a und nicht wie in CO-Zellen der Fall ohne
p85a exprimiert wird. Dagegen spricht allerdings, dass in der Untersuchung des
nachfolgenden Signalwegs keine Aktivierung von p-Akt im Western Blot
nachweisbar war. Deswegen ist wahrscheinlicher anzunehmen, dass der trunkierte c-
terminale Teil der p76a Mutante keine direkte onkogene Wirkung besitzt. Ein
dhnliches Ergebnis zum transformierenden Potential von p76a wurde auch in
Untersuchungen in Mauslymphomzellen gefunden (Horn et al., 2008).

Da der c-terminale Anteil von p85a sowohl eine Rolle in der Aktivierung des
Signalwegs spielt als auch zur strukturellen Integritit und Stabilitdt des Proteins
beitrdgt, wurde das trunkierte p76c Protein mit zwei kiinstlich generierten p85a
Mutanten kombiniert, um die jeweils einzelne und ggf. gemeinsame Wirkung auf eine
onkogene Transformation zu untersuchen.

Es konnte eine schwache Focusbildung bei der R340E p85a Mutante gezeigt werden.
Im Gegensatz dazu zeigte K379E p85a eine sehr starke Focusbildung. Die
Kombination aus Punktmutation und der trunkierten Version (p76a) von p85a zeigte
sowohl bei der R340E als auch bei K379E eine stirkere Fokusbildung als die
jeweilige Mutation im p85a-Wildtyp-Protein. Die Fokusbildung zeigte im Vergleich
groflere Foci. Daher hat der c-terminale Anteil von p85a wahrscheinlich einen
stabilisierenden bzw. inhibitorischen Effekt auf die GroBe der Focusbildung.

In der nachfolgenden Untersuchung des Signalwegs konnte eine Aktivierung von p-

Akt detektiert werden. Das p-Akt Signal war bei R340E p85a im Vergleich zum
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Wildtyp p85a nicht signifikant erhoht. Eine vergleichbare mittlere p-Akt Aktivierung
zeigten K379E p85a und R340E p76a. Die stirkste Aktivierung zeigte K379E p76a.

Insgesamt zeigte sich ein direkter Zusammenhang zwischen der Stirke des p-Akt
Signals und der Stirke der Focusbildung im Focus Assay und bekriftigt daher
nochmals die Bedeutung des c-terminalen Anteils von p85a.

Da es noch keine Kristallstrukturdaten, wohl aber errechnete Modelle der Lage des c-
SH2 Domine der p85a. Untereinheit gibt, ldsst sich vermuten, dass die c-SH2
Domane in direkter Ndhe zur Kinaseaktivitit regulierenden n-SH2 Doméne liegt. Aus
den unterschiedlichen Ergebnissen der Focusbildung kann von einer indirekten, die
Kinaseaktivitét stabilisierenden Funktion auf pl110a ausgegangen werden, die iiber
die Regulation der n-SH2 Doméne vermittelt wird. So konnte moglicherweise die c-
SH2 Doméne die Lage der regulatorischen Residuen der n-SH2 Doméne stabilisieren.
Deshalb sollte in weiterfiihrenden Experimenten die Dysregulation der PI3-Kinase
Aktivitdt durch p85a Mutanten, sowie der Einfluss von p85a Mutanten hinsichtlich
der pl10a-unabhidngigen p85a Funktionen (Garcia et al., 2006; Taniguchi et al.,
2006) untersucht werden. AuBBerdem sollte die Rolle anderer p85a Mutanten, sowie
die Aktivitdt von p85a/p110a Doppelmutanten untersucht werden.

So weisen Glioblastome nicht nur hdufig pl10o Mutationen (Bader et al., 2005),
sondern auch p85a Mutationen auf (Jaiswal er al., 2009). Mdoglicherweise spielen
diese p85a Mutationen auch eine grofle Rolle bei der Aktivierung des PI3-Kinase
Signalwegs, so wie es beispielsweise fiir PTEN Inaktivierungen beschrieben wurde
(Parsons et al., 2008; TCGA, 2008; Yin & Shen, 2008).

Die onkogene Relevanz des p85a Genlokus PIK3R1 konnte auch in einem
genetischen Screening von Kolontumoren gezeigt werden. Dabei konnte PIK3RI als
hdufige Insertionsstelle von Transposons in mehreren unabhédngigen Zelllinien
identifiziert werden (Starr et al., 2009). So konnen in Zukunft, mit der Identifizierung
von PIK3R1 Mutationen und dem Verstindnis ihrer Funktionen, p85ca. Mutationen
moglicherweise spiter als Biomarker fiir p110a abhéngige Tumoren benutzt werden

und diese Tumoren mit Hemmstoffen des PI3-Kinase Signalwegs therapiert werden.
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9 Zusammenfassung

PI3-Kinasen sind wichtige Regulatoren zelluldrer Aktivitdt. Die Hodgkin-Lymphom-
Zelllinie (CO) besitzt eine verdnderte Form der PI3-Kinase-Untereinheit p85a.
Obwohl CO-Zellen ein Wildtyp und ein mutiertes p85a-Allel besitzen, ist das
Wildtyp-Protein in CO-Zellen nicht nachweisbar.

Um die Abwesenheit des Wildtyp-Proteins zu untersuchen, wurden Zellkerne isoliert
und die Transkription der p850-mRNA analysiert. Das Verhéltnis von 47% Wildtyp
zu 53% mutierter p850-mRNA deutet auf eine dhnliche Transkriptionsrate beider
Allele hin. Im Zytoplasma ergab die mRNA-Untersuchung 22% Wildtyp und 78%
mutierte mRNA. Der Unterschied der mRNA-Anteile im Zytoplasma spricht
entweder flir einen erhdhten Abbau der Wildtyp oder fiir eine Stabilisierung der
mutierten mRNA. Auch konnte dies ein Hinweis auf die Speicherung von Wildtyp
mRNA in RNA granules oder anderen zelluldiren Kompartimenten sein, die in der
Zytoplasmafraktion nicht enthalten waren. Da jedoch auch 22% Wildtyp mRNA
ausreichen sollten, um p85a Protein zu translatieren, wurde die Translation der
mRNA untersucht. Mit Hilfe eines Sucrosegradienten wurde mit Ribosomen
assoziierte p85a-mRNA isoliert und 45% Wildtyp und 55% mutierte p850-mRNA an
Ribosomen gebunden nachgewiesen. Da dieser minimale Unterscheid kein Grund fiir
die Abwesenheit des p85a Proteins darstellte, ist eine Regulation wéhrend oder nach
der Translation wahrscheinlich. Da die Regulation der Translation oft {iber die 3’- und
5’- untranslatierten Bereiche der mRNA vermittelt wird, wurden diese Bereiche der
Wildtyp und der mutierten p850-mRNA sequenziert. Dabei konnte der 5°-
untranslatierte und der 3’-untranslatierte Bereich, bis auf 10% vor dem poly-A-Ende,
sequenziert werden. Lediglich ein Basenunterschied an Position 5548 der mRNA
wurde ermittelt. Dabei wich nicht die Wildtyp, sondern die mutierte p85a-mRNA von
der p85a Gensequenz der NCBI Datenbank ab. Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass
dieser Basenunterschied im 3’-untranslatierten Bereich der mutierten p8§5a-mRNA die
Ursache fiir die fehlende Translation der Wildtyp p850-mRNA ist. Da an Ribosomen
assoziierte mRNA normalerweise translatiert wird, wurde eine mdgliche schnelle
posttranslationale Degradation des p85a-Wildtyp-Proteins im Proteasom untersucht.
Dazu wurde die Degradation von ubiquitinylierten Proteinen im Proteasom mit MG-
132 gehemmt. Im nachfolgenden Western Blot konnte allerdings kein Signal des
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p85a-Wildtyp-Proteins nachgewiesen werden. Eine Degradation nach Translation ist
deshalb nicht anzunehmen. Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die Abwesenheit
des Wildtyp-p85a-Proteins sehr wahrscheinlich durch eine posttranskriptionelle
Regulation wihrend der Initiation der Translation des Proteins verursacht wird, wobei
der entsprechende Regulationsmechanismus in zukiinftigen Experimenten erforscht

werden sollte.

Da p85a sowohl in vitro ein wichtige Rolle bei der onkogenen Signaltransduktion des
PI3-Kinase-Signalwegs  spielt, als auch Mutationen in  verschiedenen
Patiententumoren nachgewiesen werden konnten, wurde deshalb das transformierende
Potential von p76a, einem mutierten p85a Protein aus CO-Zellen untersucht. Diese
Untersuchungen sollten auflerdem zum besseren Verstdndnis der funktionellen Rolle
von p85a Mutationen fiir die Interaktion mit der katalytischen Untereinheit der PI3-
Kinase beitragen.

p76a zeigte im Vergleich zum Wildtyp-p85a keine Mikrotumorbildung im Focus
Assay. Da jedoch aus funktionellen und strukturellen Analysen bekannt ist, dass die c-
terminal trunkierte Doméane von p76a an der Regulation der PI3-Kinase beteiligt sein
muss, konnte angenommen werden, dass p76a vielleicht in Kombination mit einer
anderen bekannten Mutation einen onkogenen Effekt zeigen wiirde. Deshalb wurden
eine mogliche transformierende Aktivitit von p76a in Kombination mit der K379E
und R340E Mutation von p85a untersucht. Der Vergleich zwischen der K379E und
R340E im Wildtyp-p85a und im p76a zeigte einen deutlichen Unterschied in der
Starke der Mikrotumorbildung. Die K379E p76c Mutante zeigte eine stdrkere
Transformation als K379E in p85a. Auch R340E p76a zeigte eine stirkere
Mikrotumorbildung als R340E p85a, wenn auch die transformierende Potenz deutlich
schwicher war, als die der K379E Mutation. Auch die Aktivierung des nach
geschalteten Signalwegs konnte mittels der p-Akt Aktivierung im Western Blot
nachgewiesen werden. Dabei entsprach eine starke Mikrotumorbildung im Focus
Assay einem starken p-Akt Signal und eine schwache Mikrotumorbildung einem
schwachen p-Akt Signal. Zusammenfassend ldsst sich aus den gewonnen Daten eine
hemmende Funktion der c-terminalen SH2 Domine von p85a ableiten. Da in p76c
diese SH2 Doméne fehlt und in Kombination mit den Mutationen sowohl eine starke

Transformation als auch Aktivierung des Signalwegs nachzuweisen war, ist die c-SH2
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Doméne hochst wahrscheinlich fiir den Effekt der weniger starken Transformation

und weniger starken Aktivierung des Signalwegs in p85a verantwortlich.
Um das Verstidndnis der PI3-Kinase-vermittelten Tumorentstehung und die dadurch

mogliche onkologische Therapie weiterentwickeln zu konnen, wird auch in Zukunft

die molekularbiologische Forschung in diesem Bereich grofle Chancen bieten.
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