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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Allgemeine Prinzipien der zellularen Signalvera  rbeitung

Die Wahrnehmung und Verarbeitung extrazellularer Signale ist flr eine Zelle
lebenswichtig. FUr die koordinierte Regulation und Reaktion eines mehrzelligen Organismus
mussen die verschiedenen Gewebe, aber auch einzelne Zellen in der Lage sein, miteinander
zu kommunizieren. Dieser Informationsaustausch kann entweder (ber einen direkten
Kontakt z.B. mittels spezieller Adh&sionsmolekiile, durch elektrische Signale oder mit Hilfe
von Signalmolekilen hergestellt werden (Ji et al., 1998; Aplin et al., 1998; Lee & Juliano,
2004). Letztere sind klassischerweise Hormone bzw. Neurotransmitter, wenn sie von
Nervenzellen freigesetzt werden. Sie wirken entweder durch Freisetzung in den interstitiellen
Raum auf die sezernierende Zelle selbst (autokrin) sowie auf Nachbarzellen (parakrin) oder
aber nach Absonderung in die Blutbahn auf entfernte Gewebe (endokrin). Die diesen
Signalmolekilen zugrunde liegenden chemischen Strukturen weisen eine hohe strukturelle
Diversitat auf. Zusatzlich konnen jedoch auch Umweltreize, wie beispielsweise Licht, Geruch,
Geschmack, aber auch Kalte, Warme, Schmerz und Druck wahrgenommen und in
chemische bzw. elektrische Signale umgewandelt werden (Kroeze et al., 2003).

Lipophile Botenstoffe, wie die Steroid-, Retinoid- oder Thyroidhormone sind dabei in
der Lage, durch die Plasmamembran zu diffundieren und an intrazellulare Rezeptoren zu
binden, wodurch sie die Regulation spezifischer Gene beeinflussen (Evans, 1988; Parker,
1993; McKenna & O'Malley, 2001). Die Mehrzahl der Botenstoffe ist jedoch hydrophil und
kann daher nicht in die Zelle eindringen. Deshalb erfolgt eine Umsetzung von extrazellularen
in spezifische intrazellulare Signale durch Transmembranproteine (Rezeptoren), welche die
Bindung eines extrazellularen Liganden in ein intrazellulares Signal (sekundéaren Botenstoff,
second messenger) umsetzen. Je nach Mechanismus dieser Transduktion unterscheidet
man verschiedene Klassen von membranstandigen Rezeptoren (s. Abbildung 1.1):

Liganden-gesteuerte lonenkanéle (s. Abbildung 1.1 A) weisen eine multimere Struktur
auf und sind beispielsweise malRgeblich an der schnellen chemischen Erregungsweiter-
leitung des synaptischen Spalts beteiligt. Man unterscheidet hier zwischen exzitatorischen
und inhibitorischen lonenkandalen. Zu den exzitatorischen Kandlen zahlen die nikotinergen
Acetylcholinrezeptoren, die Glutamatrezeptoren und der ionotrope Serotonin-Rezeptor (der
5-HT3-R). Sie sind nach Ligandenbindung fir Kationen durchlassig und erhthen so die
Wabhrscheinlichkeit fur eine Depolarisation der Zielzelle. Inhibitorische lonenkanéle, wie der
y-Aminobuttersaure- (GABA,) oder der Glycin-Rezeptor, kénnen dagegen im aktivierten
Zustand Chloridionen transportieren und verringern auf diese Weise die Wahrscheinlichkeit
einer Depolarisation der Zielzelle (MacDermott et al., 1999; Blitzer, 2005).

Die Familie der enzym-assoziierten Rezeptoren (s. Abbildung 1.1 B) zeichnet sich
durch eine starke Heterogenitéat aus. Diese Rezeptoren durchspannen die Plasmamembran
Ublicherweise nur einmal mit einer Transmembranhelix und besitzen auf der extrazellularen
Seite eine Ligandenbindungsstelle. Auf der intrazellularen Seite enthalten sie entweder eine
enzymatische-Doméane (intramolekular gekoppeltes Rezeptor-Effektorsystem) oder binden
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an ein enzymatisch aktives Adapterprotein (intermolekular gekoppeltes Rezeptor-
Effektorsystem). Auch die Art der enzymatischen Aktivitat dieser Rezeptorklasse ist sehr
vielseitig. Zu den medizinisch bedeutenden Gruppen gehotren die Rezeptor-Tyrosin-Kinasen
(RTKSs), zu denen die meisten Wachstumsfaktor-Rezeptoren, wie der EGF-Rezeptor zahlen
(Fantl et al., 1993; Bazley & Gullick, 2005), und die Tyrosinkinase-assoziierten Rezeptoren,
wie beispielsweise die Interleukinrezeptoren 1 - 6, die an Proteine der Janusfamilie koppeln
(Giliani et al.,, 2005). Weiterhin zahlen auch rezeptorahnliche Tyrosinphosphatasen, wie
CD45 (Irie-Sasaki et al., 2003; Huntington & Tarlinton, 2004), Rezeptor-Serin/Threonin-
Kinasen, wie der TGF[3-Rezeptor (ten Dijke & Hill, 2004; Feng & Derynck, 2005) und die
Rezeptor-Guanylylzyklasen, wie die ANF-bindenden GC-A und —B-Rezeptoren (Pyriochou &
Papapetropoulos, 2005) zu den enzymgekoppelten Rezeptoren.

B K™ 2 X

Agonist

A f@lon

Rezeptor- ) Abbildung 1.1 Prinzipien
Domé?ne Agonist Rdeze’?.tor der  Signaltransduktion
emane durch  Zelloberflachen-

Rezeptoren  (Auswahl).
Liganden-gesteuerte
lonenkandle (A) &ndern

B . ) B R ) nach Agonistbindung ihre
v 1 Effektor- ’ Konformation, sodass in
Porei domiine der Mitte eine fir lonen

assoziiert durchlassige Pore geoffnet
oder geschlossen wird.
Enzym-assoziierte Rezep-
toren (B) besitzen ent-
weder eine eigene intra-

zellular lokalisierte kata-
Effektor lytische Doméne oder
liegen mit einem Enzym
assoziiert vor. G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren (C)
benétigen  zur  Signal-
weiterleitung an membran-

. “““1{““ Saaey 11?5 N standige oder zytosolische
Effektoren Signaltrans-
duktoren, die sogenannten

G-Proteine.

intrinsisch

Rezeptor

G-Protein
Effektor

Die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren stellen die grofite Gruppe der trans-
membrandren Rezeptoren dar (s. 1.2.1). Sie durchspannen die Plasmamembran mit sieben
transmembranaren Helixstrukturen und werden deshalb auch heptahelikale Rezeptoren
genannt. Die Aktivierung der Rezeptoren erfolgt durch Ligandenbindung an extrazellulare
und transmembrandre  Bindungsregionen, wobei durch die Ligand-induzierte
Konformationsénderung die anschlieBende Signalweiterleitung auf der intrazellularen Seite
der Membran durch Interaktion mit assoziierten GTPasen vom Typ der trimeren Guanin-
nukleotid-bindenden Regulatorproteine (G-Proteine; s. Abbildung 1.1 C) transduziert wird.
Die G-Proteine werden durch den Austausch von GDP zu GTP aktiviert und dissoziieren in
ihre Ga-Untereinheit und den Gpy-Komplex (Lambert, 2008), die getrennt voneinander
unterschiedliche Effektoren aktivieren kénnen.
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1.2 Rezeptor-induzierte Signaltransduktion

1.2.1 G-Protein-gekoppelte Rezeptor-induzierte Sign  altransduktion

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) werden durch ~2-5% des humanen
Genoms kodiert (Ji et al., 1998; Morris & Malbon, 1999; Dorsam & Gutkind, 2007). Es sind
bisher etwa 800 humane heptahelikale Rezeptoren bekannt, von denen ungefahr die Halfte
zu den Geruchsrezeptoren (odorant GPCRs) gezahlt werden (Levoye et al., 2006; Dorsam &
Gutkind, 2007; Oldham & Hamm, 2008). Bis heute wurden jedoch nur etwa 200 GPCRs
naher charakterisiert. GPCRs binden strukturell sehr unterschiedliche Liganden, worunter
sich neben biogenen Aminen (z.B. Histamin), Aminosauren (z.B. Glutaminsaure), Peptiden
(z.B. fMLP), Nukleotiden (z.B. ADP), Serinproteasen (z.B. Thrombin), Fetts&urederivaten
(z.B. Thromboxan A2) oder Phospholipidderivaten (z.B. Lysophosphatidsaure) auch externe
sensorische Stimuli wie Lichtquanten, die Uber das am Rhodopsin-Rezeptor gebundene
Retinal aktivierend wirken, sowie Geschmacks- (z.B. Glukose) und Geruchsstoffe befinden
(Ji et al., 1998). Jeder dieser Rezeptor-Agonisten kann einen oder aber auch mehrere
Mitglieder der GPCR-Familie gleichzeitig stimulieren. So kann das Katecholamin Adrenalin
beispielsweise neun verschiedene adrenerge Rezeptoren aktivieren.

Abbildung 1.2 Schema des
B.-adrenergen Rezeptors.
Im  Allgemeinen  weisen
GPCRs ein N-terminales
Segment, sieben trans-
membranéare Helixstruk-
turen (TM1-7), drei extra-
zellulare Loops (e.L.1-3),
drei bis vier intrazellulare
Loops (i.L.1-4) und ein C-
terminales Segment auf.
(Abbildung aus Rasmussen
et al., 2007).

Membran

intrazellular
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Die kristalline Struktur eines GPCRs wurde erstmals im Jahr 2000 fir das bovine
Rhodopsin aufgeklart (Palczewski et al., 2000). Beguinstigend war hierbei, dass Rhodopsin
im Gegensatz zu den meisten anderen GPCRs weder eine strukturelle Instabilitdt, noch eine
basale Aktivitat aufweist. Deshalb gelang es erst sieben Jahre spéater mit dem [,-adrenergen
Rezeptor (B,-AR) einen weiteren GPCR zu kristallisieren (Rasmussen et al., 2007), wobei
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hier die Struktur des Rezeptors mit Hilfe eines monoklonalen Antikdrpers sowie eines
inversen Agonisten stabilisiert wurde. Aus den gewonnen Daten liel3 sich ein prinzipieller
Aufbau von GPCRs bestéatigen: GPCRs bestehen aus einem extrazellularen, glykosylierten
N-terminalen Segment, sieben Transmembranhelices, je drei extrazellularen und
intrazellularen Loops und einem C-terminalen, intrazellularen Segment. Ein vierter
intrazellularer Loop kann durch eine Palmitoylierung eines Cysteins des C-terminalen
Segments ausgebildet werden (s. Abbildung 1.2; Liebmann & Bohmer, 2000; Qanbar &
Bouvier, 2003).

Durch Bindung eines Liganden an den Rezeptor wird eine Signaltransduktion
induziert. Die hierfur vorhandenen Ligandenbindungsstellen variieren relativ stark (Liebmann
& Bohmer, 2000; Oldham & Hamm, 2008). Die Bindungsbereiche umfassen das N-terminale
Segment, die extrazellularen Loops und Teile der Transmembranhelices (Ji et al., 1998;
Liebmann & Bohmer, 2000; Oldham & Hamm, 2008). Eine Ligandenbindung resultiert
letztlich in einer Konformationséanderung der zytosolischen Doméanen des GPCR, die mit den
assoziierten G-Proteinen interagieren. Allerdings sind die Grenzen zwischen inaktiver und
aktiver Konformation flieRend (Lefkowitz et al., 1993; Seifert & Wenzel-Seifert, 2002; Hill,
2006).

Man geht davon aus, dass GPCRs in unterschiedlichen aktiven oder inaktiven
Zustanden existieren konnen. Bindet nun ein Ligand an einen GPCR, so wird dieser in einem
bestimmten Zustand stabilisiert. Anhand dessen lassen sich Liganden in die folgenden
Klassen einteilen: Partielle und volle Agonisten, partielle und volle inverse Agonisten sowie
Antagonisten (Costa & Herz, 1989; Kenakin, 2001; Hill, 2006). Ein voller Agonist kann
beispielsweise den vollstdndig aktivierten Zustand und ein partieller Agonist einen partiell
aktiven Zustand des Rezeptors stabilisieren. Der Antagonist ist wiederum in der Lage, die
Bindung eines anderen Liganden zu blockieren und stabilisiert den Rezeptor somit in seinem
ligandenungebundenen Aktivitatszustand. Inverse Agonisten kénnen wiederum die basale
Aktivitdt, welche einige Rezeptoren schon im ligandenungebundenen Zustand zeigen,
inhibieren und diese somit in einem inaktiven Zustand stabilisieren (Costa & Herz, 1989).
Bisher gelang es allerdings nicht diese Konformationsdnderungen von Rezeptoren in
verschiedenen Aktivitdtszustanden vollstandig zu charakterisieren (Salom et al., 2006). Erst
kurzlich veroffentlichte Kristallstrukturen zeigen erstmalig die Konformation eines aktiven,
jedoch Liganden-freien GPCRs (Scheerer et al., 2008; Park et al., 2008).

Durch die Konformationsanderungen des Rezeptors wird der Guaninnukleotid-
Austausch von der zytosolisch-gebundenen Ga-Untereinheit des G-Proteins induziert. Der
Austausch von GDT zu GTP in der Ga-Untereinheit fihrt zu einer Konformationsanderung,
die nachfolgend eine funktionale Dissoziation des heterotrimeren G-Proteins bewirkt.

Durch Abdissoziation der Liganden kehrt der Rezeptor in seinen Ausgangszustand
zurlck. Dartber hinaus kann die Rezeptoraktivitdt durch weitere Mechanismen reguliert
werden (Claing et al., 2002; Krasel et al., 2004; Hill, 2006; Moore et al., 2007). Somit wird
eine genaue zeitliche und raumliche Feinabstimmung von GPCR-vermittelten Signalen
ermdaglicht.

In den letzten Jahren zeigte sich, dass sowohl die Regulation der Aktivitat, als auch
die Signalweiterleitung von GPCRs weitaus komplexer sind, als zuvor angenommen. So sind
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einige GPCRs beispielsweise in der Lage, mehrere G-Protein-Spezies parallel zu aktivieren
(Bockaert et al., 2003; Oldham & Hamm, 2008). Andere wiederum erfahren einen von ihrer
Aktivitdt abhangigen Wechsel von Gg-Protein- zu Gi-Protein-vermittelter Signaltransduktion
(Daaka et al., 1997; Martin et al., 2004). Auch das Prinzip der GPCR-Dimerisierung wird
mehr und mehr in seiner Bedeutung erkannt (Fotiadis et al., 2003; Bulenger et al., 2005; Hill,
2006). Der Mechanismus der Heterodimerisierung von GPCRs fihrt zu einer erhdhten
Heterogenitat der durch einen einzelnen Liganden aktivierten G-Protein-Spezies. Somit flhrt
die Aktivierung eines GPCRs meist zur Stimulation mehrerer G-Protein-lIsoformen.

Die G-Protein-vermittelte Signaltransduktion stellt fir GPCRs jedoch nicht die einzige
Moglichkeit zur Signalweiterleitung dar. Diese Rezeptoren sind in der Lage, eine grof3e
Anzahl verschiedener Proteine zu binden und so weiterfihrende Signalwege, wie
beispielsweise die MAPK-Kaskade, zu beeinflussen (Bockaert et al., 2003; McGarrigle &
Huang, 2007; Ma & Pei, 2007; Violin & Lefkowitz, 2007; Richter et al., 2008). Eine andere
Form dieser zusatzlichen Art der Regulation und Signaltransduktion ist die Rezeptor-
Interaktion mit Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTKs). RTKs sind in der Lage, die Aktivitat von
GPCRs zu regulieren. So kann beispielsweise der anabole Insulinrezeptor die
Internalisierung des katabol wirkenden (,-ARs induzieren und somit die Glukoseaufnahme
aus dem Blut sicherstellen (Gavi et al., 2006). Auf der anderen Seite kdnnen aber auch
GPCRs RTKs aktivieren, ein Konzept, das als Rezeptortransaktivierung bezeichnet wird
(Daub et al., 1996; Daub et al., 1997; Luttrell et al., 1997; Piiper & Zeuzem, 2004). Hier
werden vor allem Src-vermittelte Signalwege diskutiert. Uber die Aktivierung von
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) kommt es nachfolgend zur autokrinen Freisetzung von
heparin-binding epidermal growth factor-like growth factor (HB-EGF; Downward, 2003; Piiper
& Zeuzem, 2004). Alternativ wird eine direkte Stimulation von RTKs durch eine Gog-ver-
mittelte Src Aktivierung diskutiert (Howes et al., 2006).

GPCR-abhangige Signalwege sind in ein Netzwerk von Signalsystemen eingebunden
und auf jeder Stufe der Signalweiterleitung durch unterschiedliche Regulationsmechanismen
kontrolliert. Vor dem Hintergrund, dass derzeit etwa jeder vierte therapeutisch eingesetzte
Wirkstoff direkt an GPCRs angreift (Overington et al., 2006; Dorsam & Gutkind, 2007,
Oldham & Hamm, 2008), kommt dem detaillierten Verstandnis von GPCR-vermittelten
Signalwegen eine besondere Bedeutung zu. Besonderes Interesse gilt hierbei GPCR-
abhangigen Prozessen im Kardiovaskularsystem (Rockman et al., 2002).

1.2.2 Aufbau und Funktion von G-Proteinen

Die Signalweiterleitung von GPCRs erfolgt hauptsachlich Uber heterotrimere
G-Proteine, welche an der Innenseite der Plasmamembran mit den Rezeptoren assoziiert
vorliegen und so die extrazellular ankommenden Signale an Effektoren im Zellinneren
weiterleiten kdénnen. Fir diese Interaktion ist eine plasmamembranére Lokalisation der aus
Ga-, GB- und Gy-Untereinheiten bestehenden G-Proteine erforderlich. Dies wird u.a. durch
posttranslationale Modifikationen erreicht. Des Weiteren lassen sich G-Proteine aber auch
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auf Endomembranen und im Zellkern nachweisen, wobei ihre Funktion hier bisher nicht
eindeutig geklart ist (Nurnberg & Ahnert-Hilger, 1996; Cho & Kehrl, 2007; Marrari et al.,
2007; Gohla et al., 2007a; Gohla et al., 2007b).

Die Rezeptor-induzierte Aktivierung des G-Proteins wird durch eine Liganden-
induzierte Konformationsdnderung des Rezeptors sowie des assoziierten G-Proteins
ermdglicht (Oldham et al., 2006; Van Eps et al., 2006; Oldham & Hamm, 2008; Schwartz &
Hubbell, 2008). Infolgedessen kommt es zu einer Offnung der Guaninnukleotid-
Bindungstasche und zu einer Freisetzung von GDP aus der Ga-Untereinheit. Der GPCR
wirkt also fur ein heterotrimeres G-Protein als Guaninnukleotid-Austauschfaktor (GEF),
indem er die Freisetzung des GDP fordert und den nukleotidfreien Ubergangszustand
stabilisiert. Die nukleotidfreie Ga-Untereinheit kann anschlieRend GTP binden, das
intrazellular in wesentlich héheren Konzentrationen als GDP vorliegt. Hierdurch ausgelést
durchlauft die Ga-Untereinheiten eine erneute Konformationsanderung in den drei als
Schalter (switch) I, Il und Il bezeichneten Regionen. Nachfolgend dissoziiert das Trimer in
seine zwei funktionellen Einheiten (Lambright et al., 1996). Dies sind die GTP-gebundene
Ga-Untereinheit und der Gpy-Komplex, der unter physiologischen Bedingungen nicht
dissoziiert (Clapham & Neer, 1997; Cabrera-Vera et al., 2003). Beide Einheiten kénnen nun
unabhangig voneinander mit Effektoren wechselwirken und diese modulieren. Die
Terminierung der Signaltransduktion erfolgt durch Hydrolyse des GTP zu GDP mit Hilfe der
intrinsischen GTPase-Aktivitdt der Ga-Untereinheit, die durch verschiedene Effektoren sowie
RGS (regulators of G-protein signaling)-Proteine reguliert werden kann (Arshavsky & Pugh,
Jr., 1998; Siderovski & Willard, 2005). Im GDP-gebundenen Zustand reassoziiert die
Ga-Untereinheit mit dem Gpy-Heterodimer, wodurch die Effektorinteraktion beider
Signhalkomponenten unterbunden wird. Nach Bindung an den Rezeptor kénnen nun weitere
Zyklen durchlaufen werden. Dabei kann ein Agonist-besetzter Rezeptor mehrere G-Proteine
aktivieren, wodurch es zu einer Signalverstarkung kommt (Nirnberg et al., 1995).

1.2.2.1 Die Ga-Untereinheit

Die a-Untereinheiten der heterotrimeren G-Proteine haben ein Molekulargewicht von
39 -52 kDa und werden z.T. posttranslational myristoyliert und/oder palmitoyliert (Casey,
1994; Nirnberg et al., 1995; Marrari et al., 2007). Die 23 bekannten Ga-lsoformen werden
durch 16 Gene kodiert (Downes & Gautam, 1999) und nach ihrer Sequenzahnlichkeit in vier
Subfamilien eingeteilt, die sich auch in ihren funktionellen Eigenschaften widerspiegeln: Gas,
Gaj, Gag und Gay, (Simon et al., 1991; Milligan & Kostenis, 2006). Entsprechend werden
auch die heterotrimeren G-Proteine nach ihrer a-Untereinheit in die Subfamilien G, G;, Gq
und Gi, eingeteilt.

Das zuerst entdeckte G-Protein war das ubiquitdr exprimierte G (Pfeuffer, 1977),
dessen Ga-Untereinheit Uber die Rezeptor-induzierte Stimulation von Adenylylzyklasen die
intrazellulare Konzentration des second messenger cAMP reguliert (Sunahara et al., 1996).
Zwei Gene kodieren fur Mitglieder dieser Familie, denen eine fur diese Familie typische
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Choleratoxin (CTX)-Sensitivitat gemein ist (Ribeiro-Neto et al., 1985; Wreggett, 1986;
Passador & Iglewski, 1994). Aus dem Gas-Gen (Ghas) gehen verschiedene SpleiRvarianten
hervor, die ubiquitar bzw. neuronal exprimiert werden (Novotny & Svoboda, 1998; Klemke et
al., 2000; Pasolli et al., 2000; Bastepe et al., 2002). Das zweite Mitglied der Gs-Protein
Familie, G,;, kommt Uberwiegend im olfaktorischen Epithel vor und ist dort am
Geruchsprozess beteiligt (Luo et al., 2002).

Als nachstes G-Protein wurde das G; identifiziert, dessen a-Untereinheit (Ga;)
inhibierend auf Adenylylzyklasen wirkt und somit ebenfalls an der Regulation der cAMP-
Konzentration beteiligt ist (Kaziro et al., 1991; Offermanns, 2003). Es sind derzeit drei
Gi-Isoformen bekannt, wobei G;; Uberwiegend neuronal, G;; ubiquitdr und Gj; Uberwiegend
nicht-neuronal exprimiert wird. Die Familie der G;-Proteine umfasst aber auch die vor allem in
neuronalen und neuroendokrinen Zellen vorkommenden G,-Proteine. G,-Protein-vermittelte
Effekte scheinen hauptsachlich durch GBy-Komplexe vermittelt zu sein, wahrend fir die
Gad,-Untereinheit bisher kein Effektor eindeutig nachgewiesen werden konnte (Exner et al.,
1999; Anis et al.,, 1999; Offermanns, 2003). Ein weiteres Mitglied der Familie ist das
Pertussistoxin-insensitive G,, dessen a-Untereinheit (Ga,) ebenfalls inhibierend auf
Adenylylzyklasen (Wong et al., 1992) wirkt, sich ansonsten jedoch in seinen Eigenschaften
deutlich von Ga; unterscheidet (Casey et al.,, 1990; Ho & Wong, 2001). Zur Familie der
Gi-Proteine zahlen ebenfalls die sensorischen, in den Geschmacksknospen exprimierten
Gustduzine (Ggus;; McLaughlin et al., 1992; Margolskee, 2002) sowie die beiden in der Retina
vorkommenden und an Rhodopsin koppelnden Transduzine (G,, Yarfitz & Hurley, 1994;
Arshavsky et al., 2002). Beide stimulieren Phosphodiesterasen, die zyklisches
Guanosinmonophosphat (cGMP) spalten (Kaziro et al., 1991; Exner et al., 1999). Im
Gegensatz zu den Mitgliedern der anderen G-Protein-Subfamilien werden fast alle
Gi-Proteine an ihrer a-Untereinheit (Ausnahmen: Ga,, sowie die lange Spleil3variante des
Ga;p) durch Pertussistoxin (PTX, Exotoxin von Bordetella pertussis) ADP-ribosyliert, wodurch
ihre Rezeptor-induzierte Aktivierung blockiert wird (Ribeiro-Neto et al., 1985; Wreggett, 1986;
Kaziro et al., 1991; Passador & Iglewski, 1994; Nurnberg, 2000 ).

Die G4-Subfamilie besteht aus vier Mitgliedern, zu denen neben dem ubiquitar bzw.
breit exprimierten G4 bzw. G;; auch G4 und Gis (Maus) bzw. G, (Mensch) gehdren, die ein
restriktiveres Expressionsmuster aufweisen (Strathmann & Simon, 1990; Offermanns, 2000).
Die Ga-Untereinheiten aller vier Mitglieder der G,-Familie aktivieren Phospholipasen C 3
(PLCB) wund regulieren somit Pertussistoxin-unabhéangige intrazellulare Kalzium-
konzentrationen (Exton, 1996; Rhee, 2001).

Die zuletzt entdeckte Familie von G-Proteinen ist die Gi,-Familie (Strathmann &
Simon, 1991). Die beiden Mitglieder G;» und Gi3 werden zwar ubiquitéar, aber in relativ
geringen Mengen exprimiert (Spicher et al., 1994; Harhammer et al., 1994; Harhammer et
al., 1996). Die Haupteffektoren der Gai, und Gaiz-Untereinheiten sind die Rho-spezifischen
Guaninnukleotid-Austausch-Faktoren p115RhoGEF, PDZ-RhoGEF und LARG (Gohla et al.,
1999; Suzuki et al., 2003).
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1.2.2.2 Der Gy-Komplex

Die Gp(-Untereinheit besteht aus einem a-helikal strukturierten N-Terminus und der
sogenannten [-Propeller-Struktur, welche aus sieben kreisférmig angeordneten B-Falt-
blattern aufgebaut ist (Neer et al., 1994; Gautam et al., 1998). Es wurden mittlerweile funf
(einschlieBlich Splei3varianten sieben) Gp-Isoformen mit einem Molekulargewicht von
35 - 39-kDa charakterisiert. Die GB-Isoformen 1 - 4 weisen mit 78 — 88 % eine relativ hohe
Sequenzahnlichkeit auf, wohingegen sich Gfs mit nur 50 % Sequenzhomologie strukturell
und funktionell unterscheidet (Clapham & Neer, 1997; Maier et al., 2000; Smrcka, 2008).

Die Gy-Untereinheit besitzt ebenfalls einen a-helikal strukturierten N-Terminus, welcher
mit der N-terminalen Helix von G superspiralisiert (,coiled coil*), wahrend der restliche Teil
der Gy-Untereinheit Gberwiegend hydrophobe Wechselwirkungen mit den auf3eren Bereichen
der GB-Untereinheit eingeht, die fir die starke Interaktion von GBy-Komplexen verantwortlich
sind (Lambright et al., 1996; Sondek et al., 1996; Sprang, 1997). Die Gy-Untereinheiten sind
mit 6 - 8 kDa deutlich kleiner als Ga und G(. Man kennt bisher zwolf Gy-Isoformen, welche
mit 27 - 76 % Sequenzidentitat eine hohe Diversitat aufweisen (Schwindinger & Robishaw,
2001). Im Gegensatz zu den GB-Untereinheiten werden alle Gy-Untereinheiten posttrans-
lational modifiziert. Dabei erfolgt zuerst eine Isoprenylierung am Cystein der C-terminalen
CAAX-Box. AnschlieRend werden die letzten drei Aminosauren des Motivs proteolytisch
abgespalten und das Cystein abschlieBend carboxymethyliert (Cook et al., 1998; Fu &
Casey, 1999). Hierbei bestimmt die letzte, beliebige Aminosaure der CAAX-Box die Art der
Isoprenylierung: Ein Serin, wie im Fall von Gy, Gys und Gy, fihrt zu einer Farnesylierung
(C15), wahrend alle anderen Gy-Untereinheiten ein Leucin tragen und somit mit einem
Geranylgeranylrest (C20) isoprenyliert werden (Lane & Beese, 2006). Die Isoprenylierung
der y-Untereinheit verleiht den GBy-Komplexen einen lipophilen Charakter und ermdglicht so
ihre Verankerung in Membran.

Obwohl das Guaninnukleotid an die Ga-Untereinheit gebunden vorliegt, tbernimmt
der GBy-Komplex dennoch wichtige Funktionen bei der Rezeptor-induzierten Regulation des
Nukleotidaustausches: Der GBy-Komplex behindert die spontane Freisetzung von GDP aus
der Ga-Untereinheit (Sprang, 1997), wahrend die Affinitat von GDP-gebundenen
Ga-Untereinheiten zum GPCR durch den GBy-Komplex erhoht wird (Hamm, 1998). Weiterhin
ist der GBy-Komplex neben Ga an der Interaktion mit dem Rezeptor beteiligt (Kisselev et al.,
1999) und somit essentiell fir die Rezeptor-induzierte GDP-Freisetzung aus der Ga-Unter-
einheit (liri et al., 1998). Lange Zeit wurde angenommen, dass GRy-Komplexe lediglich bei
der Aktivierung/Inaktivierung sowie der Membranassoziation der Ga-Untereinheit eine Rolle
spielen (Sternweis, 1986). Diese Vorstellung wurde aufgegeben, nachdem eine aktivierende
Wirkung von GpRy-Komplexen auf muskarinische Kalium-Kanale im Herzen nachgewiesen
werden konnte (Logothetis et al., 1987). Seither wurde eine Vielzahl weiterer GRy-Komplex-
Effektoren charakterisiert (s. Tabelle 1.1). Aber auch nach der Entdeckung einer eigenen
Signalwirkung von Gpy-Komplexen bleibt die bisherige Klassifizierung von G-Proteinen
anhand ihrer Ga-Untereinheiten weiterhin bestehen, da keine eindeutige Spezifitat fur
GBy-Komplex-vermittelte Signale nachgewiesen werden konnte (Cabrera-Vera et al., 2003).
So wurde beispielsweise nur eine gering ausgepragte Selektivitat fur die Komplexbildung von
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GB- und Gy-Isoformen gefunden (Clapham & Neer, 1997; Gautam et al., 1998). Da diese
Untersuchungen allerdings weitgehend in vitro vorgenommen wurden, bleibt die Frage einer
selektiven Kombination von G(B- und Gy-Isoformen in vivo bislang unbeantwortet. Des
Weiteren ist nicht bekannt, welche Gpy-Kombinationen in vivo tatsédchlich existieren
(Robishaw & Berlot, 2004; Smrcka, 2008).

Tabelle 1.1: G By-regulierte Effektoren

Effektoren Modulation Referenz

ACI ¥ (Sunahara et al., 1996)
ACII, IV, vii® 1 (Sunahara et al., 1996)
GIRK1-4 t (Coetzee et al., 1999)

N-, P/Q-, R-, T-type VDCC { (Vignali et al., 2006)
PLCB1s t (Exton, 1997)

PLA, t (Jelsema & Axelrod, 1987)
PI3K-B®@, -y t (Maier et al., 1999)
GRK2,3 t (Tesmer et al., 2005)
Raf-1 t (Pumiglia et al., 1995)
pl4QRasCEr 1 (Mattingly & Macara, 1996)
P-Rex1® 1 (Mayeenuddin et al., 2006)
Btk t (Tsukada et al., 1994)

Tsk t (Langhans-Rajasekaran et al., 1995)
FLJO0018 t (Ueda et al., 2008)

Phosducin und verwandte Proteine ()@ (Schulz, 2001)

! AC wird nur nach Gas-vermittelter Stimulation durch Gpy tiberadditiv aktiviert.

Die Stimulation wurde bisher nur unter in vitro Bedingungen gezeigt.

P-Rex1 ist ein Guaninnukleotid-Austauschfaktor fur die kleine GTPase Rac und wird synergistisch
gurch Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat und Gy stimuliert.

Phosducin und Phosphoducin-verwandte Proteine regulieren G-Protein-vermittelte Signale, indem
sie an GBy binden und somit die Interaktion des Dimers mit der Zellmembran verhindern.
t = Stimulation; ¥+ = Inhibition; AC: Adenylylzyklase; Btk: Bruton’s Tyrosin-Kinase; FLJ00018:
Guaninnukleotid-Austauschfaktoren fur die kleinen GTPasen Rac und Cdc42; GIRK: G—ProteRin—
gngoppelte einwarts gleichrichtende K'-Kanéale; GRK: G-Protein-gekoppelte Rezeptor Kinase; p140™*

: Guaninnukleotid-Austauschfaktor fir die kleine GTPase Ras; PI3K: Phosphatidylinositid 3-Kinase;

PLA,: Phospholipase A,; PLCB: Phospholipase CB; Raf-1: Mitglied der Raf/Mil-Unterfamilie von
Serin/Threonin- Proteinkinasen; Tsk: Interleukin-2 (IL-2)-induzierte Tyrosin-Kinase (Itk); VDCC:
spannungsabhangige Ca“*-Kanale. (Modifiziert nach Nirnberg, 2004).

Der Gedanke einer Isoformselektivitdt GRy-Komplex-vermittelter Funktionen wird in
jungerer Zeit jedoch wieder intensiv diskutiert (Jones et al., 2004; Robishaw & Berlot, 2004).
Eine Moglichkeit der Selektivitat von GRy-Komplexen wird hierbei besonders hervorgehoben:
Die Gy-Untereinheiten zeigen im Gegensatz zu den Gp-Untereinheiten eine wesentlich
starkere Diversitat ihrer Isoformen, die auch tber Speziesgrenzen hinweg gefunden werden
kann. Aus diesem Grund ware es moglich, dass die Gy-Untereinheit die Selektivitat der
GBy-Komplexe bestimmt. Daher wurde in Studien der genetische ,knock-out” verschiedener
Gy-Isoformen untersucht. Hier zeigten sich spezifische Funktionen fur Gy; und Gy, in
Mausen, Gy, in Zebrafisch sowie Gyi., in Arabidopsis Thaliana (Schwindinger et al., 2003;
Schwindinger et al., 2004; Leung et al., 2006; Trusov et al., 2007). Die zugrunde liegenden
Mechanismen konnten bislang jedoch noch nicht geklart werden. Des Weiteren wurde in
vitro keine Selektivitdt von GRy-Komplexen gegeniber Ga-Untereinheiten und Effektoren
nachgewiesen, was auf eine mdgliche Beteiligung weitere zellularer Komponenten an der
Regulation hindeutet (Robishaw & Berlot, 2004; Smrcka, 2008).
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Durch GRy-Komplexe werden letztendlich mehr Effektoren reguliert als durch
Ga-Untereinheiten, darunter auch solche, die ebenfalls Ga-abhéngig reguliert werden
(vgl. 1.2.2.1 und Tabelle 1.1). Hierbei kann die Wirkung der Gpy-Komplexe sowohl
synergistisch, als auch antagonistisch zu der Wirkung von Ga-Untereinheiten sein. So wird
beispielsweise die Gas-vermittelte Aktivierung der Adenylylzyklasen durch GBy-Komplexe im
Fall der Adenylylzyklase Il potenziert und die der Adenylylzyklase | inhibiert (Cabrera-Vera et
al., 2003).

Im Gegensatz zu Ga-Untereinheiten erfahren GRy-Komplexe wahrscheinlich keine
signifikanten Konformationséanderungen beim Ubergang vom aktiven in den inaktiven
Zustand. Ihr regulatorischer Einfluss héangt alleine von ihrer Bindung an Ga-Untereinheiten
ab. Da die Bindungsstellen fir die Ga-Untereinheiten Gberwiegend mit denen der Effektoren
Uberlappen, kann ein im Heterotrimer vorliegender GRy-Komplex keine Interaktion mit seinen
Effektoren eingehen. Zudem weisen GRy-Komplexe keine enzymatische Aktivitat auf. Die
GpBy-vermittelte Signalweiterleitung kann prinzipiell auf zwei verschiedenen Wegen erfolgen:
Entweder durch die Rekrutierung zytosolischer Proteine durch den membrangebundenen
GBy-Komplex an die Plasmamembran oder durch eine allosterische Aktivierung. Ein Beispiel
fur einen rein durch Rekrutierung aktivierten Effektor ist die B-adrenerge Rezeptor Kinase
(B-ARK; Pitcher et al., 1992). Ein weiterer Effektor, bei dessen Aktivierung eine Rekrutierung
offensichtlich keine Rolle spielt, sind die G-Protein-regulierten einwarts gleichrichtenden
K*-Kandle (GIRK), die durch eine Konformationsanderung in der Transmembranregion
aktiviert werden (Logothetis et al., 1987; Mirshahi et al., 2003).

1.2.3 Rezeptor-Tyrosin-Kinase-induzierte Signaltran  sduktion

Eine weitere groRe Gruppe von Transmembranrezeptoren stellen die Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen (RTKs) dar (s.1.1). Zu den Liganden dieser Rezeptorklasse zahlen
Peptidhormone wie das Insulin und Wachstumsfaktoren, wie beispielsweise der epidermale
Wachstumsfaktor. Basierend auf ihrem strukturellen Aufbau werden die 58 bisher bekannten
RTKs in 20 Subfamilien unterteilt (Blume-Jensen & Hunter, 2001). Sie setzen sich aus einer
glykosylierten, extrazellularen Domane und einem zytoplasmatischen Anteil zusammen,
welche durch eine einzelne helikale Membrandomane verbunden sind. Der extrazellulare
Teil der verschiedenen RTKs ist fir die Ligandenbindung verantwortlich und kann eine
Vielzahl unterschiedlicher Sequenzmotive enthalten. Beispielsweise enthalten Mitglieder der
EGF (epidermal growth factor)-Rezeptorfamilie zwei Cystein-reiche Regionen in ihrer
extrazellularen Domane, wahrend sich die Familie des PDGF (platelet-derived growth
factor)-Rezeptors durch finf Immunglobulin-&hnliche Domé&nen auszeichnet (s. Abbildung
1.3 A; Malarkey et al., 1995; Bazley & Gullick, 2005). Der zytoplasmatische Bereich der
RTKs wird in die Juxtamembranregion, die Kinasedomédne und den carboxyterminalen
Bereich unterteilt (Ullrich & Schlessinger, 1990).

Nach ihrer Aktivierung initieren RTKs durch Assoziation mit spezifischen Effektoren
intrazellulare Signalkaskaden und geben dadurch den externen Stimulus an zyto-
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plasmatische oder Zellkern-lokalisierte Zielproteine weiter. Prototyp flr Phosphotyrosin-
bindende Domaénen ist die haufig vorkommende SH2-Domane (benannt nach der Homologie
zur 2. Doméne der Kinase Src; src-homolgy 2; Pawson & Gish, 1992; Pawson, 1995). Aber
auch PTB (phosphotyrosine binding)-Bindungsmotive vermitteln die Interaktion von
Effektoren mit phosphorylierten Tyrosinen (Kavanaugh et al., 1995). Dabei bestimmen die
umgebenden Aminosauren die Selektivitat dieser Interaktionen (Songyang et al., 1993; van
der & Pawson, 1995). Neben SH2-Domanen besitzen viele Effektoren auch SH3 (src-
homology 3)-Doménen, welche an prolinreiche Sequenzen in Proteinen binden kénnen (Yu
et al., 1994). Die Klasse I, PI3-Kinase und die PLCy binden beispielsweise Uber zwei SH2-
Doménen an aktivierte RTKs. AnschlieRend werden beide unter anderem an die
Plasmamembran rekrutiert und so in rdumliche Néhe zu ihrem spezifischen Substrat, dem
Membranlipid Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat, gebracht (s. 1.3; Wymann & Pirola,
1998; Matsuda et al., 2001; Engelman et al., 2006, Nirnberg & Jeanclos, 2008).

A B
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Abbildung 1.3: Signaltransduktion durch Rezeptor-Ty rosin-Kinasen am Beispiel des PDGF- [3f3-
Rezeptors. Die Bindung des bivalenten Liganden fuhrt zu einer Rezeptor-Dimerisierung. Die
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen phosphorylieren sich gegenseitig. Die Phosphorylierung in der
katalytischen Domaéane (beim PDGF-Rezeptor zweigeteilt) erhoht die Kinase-Aktivitat. Die
phosphorylierten Tyrosinreste aul3erhalb der katalytischen Doméne dienen als Bindestellen fur weitere
Signaltransduktions-Proteine. Modifiziert nach: (Heldin & Westermark, 1999). B: Schematische
Darstellung der Signaltransduktion von Rezeptor-Tyr osin-Kinasen Uber die Ras-Raf-MEK-ERK-
Kaskade. (Erlauterungen siehe Text.)

Haufig fuhrt die Stimulation von RTKs Uber die sogenannte Ras-Raf-MEK-ERK-
Kaskade (MAPK-Kaskade) zu einer Expression von Genen, die an der Kontrolle von
Wachstums- und Proliferationsprozessen beteiligt sind (s. Abbildung 1.3 B). Ein wichtiges
Signalprotein fur die mitogene Signaltubertragung ist das Adapterprotein Grb2 (growth factor
receptor binding protein 2; Lowenstein et al., 1992). Mit Hilfe seiner SH2-Domé&ne kann Grb2
mit autophosphorylierten RTKs, aber auch mit Phosphotyrosinen anderer Adapterproteine
wie SHC und Gab1 interagieren. Uber seine SH3-Motive bindet Grb2 den Guaninnukleotid-
Austauschfaktor Sos (son of sevenless), wodurch nach Rezeptoraktivierung eine
Translokation von Sos an die Zellmembran initiiert wird (Holgado-Madruga et al., 1996).
Damit kommt Grb2 die Rolle eines Adapters zwischen RTK und Sos zu. Sos wiederum ist
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ein Guaninnukleotid-Austauschfaktor (guanine nucleotide exchange factor, GEF) fir das an
der Membran verankerte Guaninnukleotid-bindende Protein Ras. Aktives Ras spielt eine
entscheidende Rolle bei der Regulation von Proliferation, Differenzierung und Uberleben von
Zellen (s. 1.2.6; Downward, 1997). Daher stellen auch Entartungen dieser Signalkaskade,
angefangen von der Rezeptor-Tyrosin-Kinase bis zu Ras-Effektoren, eine der haufigsten
Ursachen fiir die Entstehung von Malignomen dar (Brugge et al., 2007).

1.2.4 Aufbau und Funktion von Ras-Proteinen

Die kleine GTPase Ras wurde zunachst als ein Sarkom-auslosender Faktor in
Rattenviren beschrieben (Ras = rat sarcoma). Hier wurden zwei verschiedene Isoformen
identifiziert, Harvey-Ras (H-Ras; Harvey, 1964) und Kirsten-Ras (K-Ras; Kirsten et al.,
1967). Spater wurden auch protoonkogene Homologe beim Menschen gefunden, und
mittlerweile sind Uber 150 Mitglieder der Ras-Superfamilie bekannt (Takai et al., 2001). Diese
Superfamilie untergliedert sich aufgrund struktureller Homologien der Effektorregionen in die
Ras-, Rho-, Rab-, Arf- und Ran-Subfamilien. Im Folgenden soll die Ras-Familie vorgestellt
werden, die aus mindestens 21 Mitgliedern besteht, unter ihnen H-Ras, K-Ras (A und B),
N-Ras, R-Ras, TC21 / R-Ras2 und M-Ras / R-Ras3.

Die Aktivitat der kleinen GTPasen wird ebenfalls durch den Austausch von GDP zu
GTP in einem unidirektionalen Zyklus reguliert. Analog zu den heterotrimeren G-Proteinen
liegen kleine GTPasen im GDP-gebundenen Zustand in ihrer inaktiven Form vor und werden
durch den Austausch von GDP zu GTP in eine aktive Konformation tberfihrt. Dieser Zyklus
wird durch spezifische Regulatoren eng kontrolliert. Der Nukleotidaustausch wird durch
Guaninnukleotid-Austausch-Faktoren (GEFs) wie Sos, Ras-GRF oder RasGRP katalysiert
(Geyer & Wittinghofer, 1997; Mitin et al., 2005) und resultiert in einer Konformationsanderung
zweier Schalterregionen (switch | und Il), welche die Bindung von Ras an seine Effektoren
ermdglicht (Lowy & Willumsen, 1993; Takai et al., 2001). Die Inaktivierung kleiner GTPasen
erfolgt durch die Hydrolyse von GTP zu GDP aufgrund ihrer intrinsischen GTPase-Aktivitat.
Die Kontrolle der Intensitat dieser intrinsisch relativ schwachen GTPase-Aktivitdt und somit
des zeitlichen Ablaufs der Inaktivierung wird durch GAPs (GTPase-aktivierende Proteine)
sichergestellt (Geyer & Wittinghofer, 1997; Mitin et al., 2005).

Von den Mitgliedern der Ras-Familie wurden die drei klassischen Ras-Isoformen
ausfuhrlich charakterisiert. Die 21 kDa gro3en Ras-Proteine werden durch drei Ras-Gene
kodiert: H-Ras, N-Ras sowie die beiden SpleiRvarianten K-RasA und K-RasB (Barbacid,
1987; Bos, 1989) und weisen grof3e Sequenzhomologien auf (s. Abbildung 1.4). H-Ras-,
N-Ras- und K-RasB-Proteine bestehen aus 188 Aminosauren, K-RasA umfasst dagegen 189
Aminosauren (Lowy & Willumsen, 1993). Innerhalb eines die ersten 86 Aminosauren
umfassenden Bereichs, welcher die Schalter | und Il Regionen beinhaltet, sind die vier Ras-
Isoformen identisch (Boriack-Sjodin et al., 1998). Die Schalter I-Region (AS 32 - 40) stellt die
Bindungsdomane fiir Effektorproteine dar, wahrend die Schalter lI-Region (AS 60 - 74) den
Guaninnukleotid-Austausch vermittelt und so an der Ras-Aktivierung beteiligt ist. Die nachste
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80 Aminosauren umfassende Region weist eine Sequenzhomologie von nur noch 85 %
zwischen den einzelnen Ras-Isoformen auf (Bar-Sagi, 2001). Daran schlie3t sich die
C-terminale, hypervariable Region an, in der nur das CAAX-Motiv (C: Cystein, A:
aliphatische Aminosaure, X: Methionin oder Serin) am Ende konserviert vorliegt. Die CAAX-
Box (s.1.2.2.2; Wright & Philips, 2006) reprasentiert das posttranslationale
Modifizierungsmotiv der Ras-Proteine, wobei der Cystein-Rest farnesyliert und nach
proteolytischer Spaltung des AAX-Restes methyliert wird (Clarke, 1992; Cook et al., 1998; Fu
& Casey, 1999; Michaelson et al., 2005). Diese Modifikation ist jedoch alleine nicht
ausreichend fur eine funktionelle Membranassoziation (Laude & Prior, 2008). Deshalb
werden, abgesehen von K-RasB, alle anderen Ras-Isoformen zusatzlich einer
Palmitoylierung an weiteren Cystein-Resten der hypervariablen Domé&ne unterzogen
(s. Abbildung 1.4; Bar-Sagi, 2001). Diese Thioesterbindung ist reversibel und bedingt
dadurch die Lokalisation der entsprechenden Ras-Isoform auf Endo- (depalmitoyliert) oder
Plasmamembranen (palmitoyliert; Plowman & Hancock, 2005). K-RasB hingegen wird durch
carboxyterminale Polylysin-Reste an der Plasmamembran stabilisiert.

konservierte Region hvp;{;;?;?ble
1 86 165 189
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Abbildung 1.4: Posttranslationale Modifikationen de r Ras-Isoformen. Die Sequenzen der
Isoformen sind in den ersten 86 und in den letzten vier Aminoséauren des CAAX-Motives zu 100 % und
in den Aminosduren 87 - 165 zu 85 % identisch. Sie unterscheiden sich jedoch in der C-terminalen
hypervariablen Region (weil3) stark voneinander. Die fir die Verankerung in der Membran zustandige
Region ist mit allen posttranslationalen Veranderungen vergréert dargestellt. Alle Isoformen werden
nach Entfernung des AAX-Restes methyliert und farnesyliert (alternativ z.T. auch geranylgeranyliert),
K-RasA, N-Ras und H-Ras werden zusatzlich palmitoyliert. K-RasB hat als Lokalisationssignal eine
polybasische Doméane aus Lysinresten. Die Bindung von Ras-Effektoren erfolgt in der hoch
homologen Region (Aminosauren 32 - 40). (Modifiziert nach Bar-Sagi, 2001).

Anhand von geninaktivierten ,knock-out‘-Mausen wurde eine mégliche Kompensation
/Substitution der verschiedenen Ras-lIsoformen untereinander untersucht. Mause, in denen
entweder H-Ras, N-Ras oder sogar beide (H- und N-) Ras-Gene deletiert wurden, zeigten
jedoch keine Einschrankungen in ihrer Entwicklung. Andererseits war die Deletion von K-Ras
embryonal letal (Umanoff et al., 1995; Johnson et al., 1997; Ise et al., 2000).

Dies lasst vermuten, dass die Funktionen von H-Ras und N-Ras durch andere Ras-
Proteine Ubernommen werden konnen, wéahrend K-Ras nicht substituierbar ist. Diese
Befunde waren besonders erstaunlich, da die Ras-Isoformen eine extrem hohe Sequenz-
homologie aufweisen und in vitro mit den gleichen Regulatoren und Effektoren interagieren.
Jedoch belegten Studien Unterschiede bei der Interaktion der verschiedenen Ras-Isoformen
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mit ihren Regulatoren bzw. Effektoren (Jones & Jackson, 1998; Yan et al., 1998; Voice et al.,
1999; Wolfman, 2001).

Deshalb geht man derzeit davon aus, dass die verschiedenen Ras-Isoformen
spezifische zelluldre Effekte regulieren. Studien zur Beantwortung der Frage, wie diese hoch
homologen Isoformen unterschiedliche Signale vermitteln, offenbarten eine starke rdumliche
Kompartimentierung der Signalkaskaden (Omerovic et al., 2007). In vivo haben Studien
gezeigt, dass die Dynamik der Ras-Aktivierung und Lokalisation fir die verschiedenen
Mitglieder der Ras-Familie stark variieren (Mochizuki et al., 2001; Wolfman, 2001; Chiu et al.,
2002; Bivona & Philips, 2003; Perez, | et al., 2004). Die Ursache hierfiir ist die Assoziation
mit unterschiedlichen zellularen Membranen, aber auch Membran-Mikrodoménen, die durch
die Diversitat der posttranslationalen Modifikationen der Ras-Isoformen beeinflusst werden
(Chiu et al., 2002; Hancock, 2003).

R-Ras (fur related Ras viral oncogene homolog) weist nur eine 55 %ige
Sequenzhomologie zu den klassischen Ras-Isoformen auf und enthalt weitere 26
Aminosauren an seinem N-Terminus (Lowe et al., 1987; Ehrhardt et al., 2002). Innerhalb des
essentiellen Teils der Effektorregion ist R-Ras mit den klassischen Ras-Isoformen identisch
(AS 30 - 40), wahrend die gesamte Effektorregion (AS 23 - 46) nur eine 60 %ige Identitat
aufweist (Self et al., 1993). In Ubereinstimmung mit dieser hohen Sequenzidentitat teilen
R-Ras und die klassischen Ras-Isoformen einige ihrer Effektoren, wie beispielsweise die
PI13-Kinasen, aber auch ein ganze Reihe von Regulatoren, wie Neurofibromin 1, p120Ras-
GAP und RasGRF (Rey et al., 1994; Ebinu et al., 1998; Ohba et al., 2000; Ehrhardt et al.,
2002).

1.2.5 Ras-vermittelte Signaltransduktion

Ras-Proteine werden (Uberwiegend durch Rezeptor-Tyrosin-Kinasen reguliert.
Alternativ kann Ras auch durch GPCRs/G-Proteine (van Biesen et al., 1995) sowie
Rezeptoren mit assoziierten Tyrosinkinasen aktiviert werden (lhle, 1995). Die Aktivierung von
Ras ermdglicht die Bindung an Effektorproteine. Gemeinsames Merkmal von Ras-Effektoren
ist die Ras Binding Domain (RBD), die mit hoher Affinitdt an die Effektorschleife von Ras-
GTP bindet (Khosravi-Far et al., 1998). Es sind bereits eine Vielzahl von Ras-Effektoren
beschrieben worden (Repasky et al., 2004), wobei die Proteinkinase Raf, der Austausch-
faktor RalGDS und die PI3-Kinasen als die wichtigsten Effektoren gelten (s. Abbildung 1.5;
Nassar et al., 1995; Huang et al., 1998; Walker et al., 1999; Herrmann, 2003).

Der am besten charakterisierte Ras-Effektor-Signalweg ist die Aktivierung der drei
Raf-Isoformen A-Raf, B-Raf und Raf-1 (Chong et al., 2003). Durch die Interaktion mit aktivem
Ras wird die Serin/Threonin-Kinase Raf aus dem Zytosol an die Plasmamembran rekrutiert,
was wiederum die nachfolgende Aktivierung von Raf ermdglicht (Stokoe et al., 1994; Leevers
et al.,, 1994). An der Regulation von Raf sind noch weitere Proteine beteiligt, wobei die
Details bislang weitgehend unverstanden sind (Wellbrock et al., 2004). Aktiviertes Raf ist
Ausgangspunkt einer mehrstufigen Signalkaskade von Kinasen, die sich nacheinander durch
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Phosphorylierung aktivieren (Robinson & Cobb, 1997). So phosphoryliert Raf die Kinase
MEK (MAPK-/ERK-Kinase). MEK wiederum phosphoryliert die Serin/Threonin-Kinase ERK
(extracellular-signal-regulated kinase) sowohl an Tyrosin- als auch an Threonin-Resten. Die
phosphorylierte ERK transloziert in den Zellkern und phosphoryliert dort bestimmte
Transkriptionsfaktoren, wodurch letztendlich die Expression von Genen vermittelt wird,
welche malfigeblich an der Proliferation, Differenzierung oder auch Transformation von
Zellen beteiligt sind (s. Abbildung 1.5; Pouyssegur & Lenormand, 2003).

Ein weiterer Ras-Effektor ist RalGDS, welches einen Austauschfaktor fir die kleine
GTPase Ral darstellt. Uber die Ral-abhangige Aktivierung von Cdc42 und Racl ist Ras in
der Lage, auch die zytoskeletale Organisation sowie die Bildung von Filopodien und
Lamellopodien zu beeinflussen (Wennerberg & Der, 2004). Des Weiteren ist Ras Uber die
Ral-vermittelte Aktivierung der Phospholipase D 1 (PLD1) an der Kontrolle von Endo- und
Exozytose-Prozessen sowie des Vesikeltransports beteiligt (Jenkins & Frohman, 2005).
PI13-Kinasen als Ras-Effektoren werden in Kapitel 1.3 beschrieben.
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Abbildung 1.5: Ras-vermittelte Signaltransduktion. Schematische Darstellung der drei bedeu-

tendsten Ras-induzierten Signaltransduktionswege. (Modifiziert nach Shields et al., 2000).

Aufgrund ihrer protoonkogenen Natur wurden die verschiedenen klassischen Ras-
Isoformen besonders eingehend charakterisiert. Verantwortlich hierfir sind aktivierende
Punktmutationen der H-Ras-, K-Ras- und N-Ras-Gene, welche insbesondere mit humanen
Karzinomen und Leukd&mien in Verbindung gebracht werden (Bos, 1989; Malumbres &
Barbacid, 2003; Repasky et al., 2004; Giehl, 2005). Zusatzlich kénnen aber auch konstitutiv
aktive Mutationen der R-Ras-lIsoformen eine Entartung von Zellen auslésen (Marte et al.,
1997; Graham et al., 1999; Rodriguez-Viciana et al., 2004). Diese Tumor-assoziierten
Mutationen blockieren das Protein in einem konstitutiv aktiven, GTP-gebundenen Zustand,
was zu einer permanenten Ras-vermittelten Aktivierung fuhrt. Zwei Sighalwege werden
hauptséchlich fir die Ras-abhéngige Transformation und Tumorgenese verantwortlich
gemacht: Erstens die Aktivierung des Raf/MEK/ERK-Signalwegs (Khosravi-Far et al., 1998)
und zweitens die PI3-Kinase-vermittelte Signaltransduktion (Downward, 1998; Brazil &
Hemmings, 2001). Interessanterweise wird die R-Ras-abhéngige Tumorgenese vermutlich
ausschlie3lich Giber PI3-Kinasen vermittelt (Marte et al., 1997).
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1.3 Phosphoinositid 3-Kinasen

Neben zyklischen Nukleotiden oder lonen kénnen auch Lipide sekundare Botenstoffe
darstellen. Ein Prakursor fur derartige sekundare Botenstoffe (aber wahrscheinlich auch ein
eigenstandiger Botenstoff) ist das Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (Ptdins-4,5-P,), das
durch verschiedene Enzyme (wie die Phospholipasen A, C und D) zu verschiedenen
Botenstoffen gespalten werden kann. Kinasen kdénnen den Inositolring aber auch phos-
phorylieren. Die Kinasen, die den Inositolring an der D3 Position phosphorylieren hennt man
Phosphoinositid 3-Kinasen (P13-Kinasen; Stephens et al., 1993; Fruman et al., 1998; Foster
et al., 2003; Lindmo & Stenmark, 2006; Nirnberg & Jeanclos, 2008).

1.3.1 Klassifizierung

Aufgrund ihrer Sequenzahnlichkeiten, Substratspezifitdten und Aktivierungs-
mechanismen werden die P13-Kinasen in drei Klassen unterteilt (Lindmo & Stenmark, 2006):

Die Klasse Il PI3-Kinasen sind die in der Evolution am starksten konservierte Klasse
und in allen eukaryotischen Zellen vorhanden (Engelman et al., 2006). Sie wurden zunachst
in Saccharomyces cerevisiae identifiziert und aufgrund ihrer Beteiligung an intrazellularen
Transportprozessen vacuolar protein-sorting protein (Vps34p) genannt (Schu et al., 1993).
Kurz darauf wurde auch ein homologes Protein in Sdugern nachgewiesen (Volinia et al.,
1995). Die katalytische Untereinheit der Klasse Il PI3-Kinasen ist mit einer regulatorischen
Untereinheit Vps15p bzw. p150 assoziiert, welche interessanterweise eine Serin/Threonin-
Proteinkinase-Aktivitat aufweist und fur die Membran-Assoziation von Klasse Il PI3-Kinasen
verantwortlich ist (s. Abbildung 1.6; Volinia et al., 1995; Panaretou et al., 1997). Sowohl in
vitro als auch in vivo phosphoryliert Vps34p ausschlie3lich Phosphatidylinositol (Ptdins) und
fuhrt somit zur Bildung von Ptdins-3-P. Die Signalweiterleitung durch Lipide erfolgt generell
durch deren Bindung an Effektorproteine, die tber spezifische Bindungsdomanen verfigen.
Diese Interaktion resultiert in einer Rekrutierung dieser Effektoren an Membranen, wo sie
aktiviert werden (Lemmon, 2007). Die primare PtdIns-3-P-bindende Proteindomane ist die
Zink-Finger ahnliche FYVE (Eablp-YOPB-Vps27p-EEAl)-Doméane (Misra & Hurley, 1999;
Sasaki et al., 2007). Weiterhin kdnnen auch Proteine, die eine Phox (PX)-Doméne tragen,
Ptdins-3-P binden (Bravo et al., 2001; Sasaki et al., 2007). Klasse Il PI3-Kinase-Aktivitat
wird auf frihen Endosomen und Autophagosomen gefunden und ist dort an der Regulation
des Endosomen-Verkehrs und dem Bildungsprozess von Autophagosomen beteiligt (Gillooly
et al., 2000; Kihara et al., 2001; Zeng et al., 2006).

Die Funktion der Klasse Il PI3-Kinasen ist weniger gut verstanden. Obwohl sie in vitro
sowohl Ptdins als auch PtdIins-4-P phosphorylieren kdnnen, wird angenommen, dass ihr in
vivo-Substrat, genau wie fur die Klasse Il PI3-Kinasen, Ptdins ist (Lindmo & Stenmark,
2006; Falasca & Maffucci, 2007). Klasse Il PI3-Kinasen sind jedoch im Gegensatz zu den
Klasse Il und Klasse | PI3-Kinasen monomere Enzyme und grof3tenteils bereits unstimuliert
in der Membranfraktion zu finden (Ono et al., 1998). Sie besitzen ein Molekulargewicht von
170 - 210 kDa. Charakteristisch fur die Klasse Il PI3-Kinasen ist ein langerer C-Terminus,
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der eine PX- und eine C2-Domane beinhaltet (s. Abbildung 1.6; MacDougall et al., 1995).
Aus diesem Grund werden die drei in Saugerzellen gefundenen Klasse Il PI3-Kinase-
Isoformen auch als PI3-Kinase-C2a, PI3-Kinase-C23 und PI3-Kinase-C2y bezeichnet
(alternativ auch PI3-Kinase-lla, PI3-Kinase-IIf und PI3-Kinase-Ily). Obwohl die Klasse Il
PI3-Kinasen die Bildung des gleichen Produktes wie die der Klasse Il katalysieren,
regulieren diese Enzyme andere Signalwege. Vermutlich ist dies durch ihre Lokalisation
bedingt. Sie werden an trans-Golgi Membranen nachgewiesen, sollen aber nach Rezeptor-
Stimulation auch an die Plasmamembran translozieren und so Rezeptor-induzierte Signale
vermitteln kdnnen (Turner et al., 1998; Brown et al., 1999; Domin et al., 2000; Arcaro et al.,
2000; Brown & Shepherd, 2001). Des Weiteren konnte auch eine Interaktion mit Clathrin
gezeigt werden, was eine Beteiligung an Clathrin-vermittelten Transportvorgédngen nahe legt
(Gaidarov et al., 2001; Meunier et al., 2005).

1.3.2 Klasse | P13-Kinasen

Klasse | PI3-Kinasen sind Rezeptor-regulierte, heterodimere Enzyme, die aus einer
etwa 110 kDa grof3en katalytischen Untereinheit (p110) und einer kleineren (50 - 101 kDa)
nicht-katalytischen Untereinheit aufgebaut sind (s. Abbildung 1.6; Vanhaesebroeck et al.,
2001; Hawkins et al., 2006; Nirnberg & Jeanclos, 2008). In vitro kdonnen Klasse |
P13-Kinasen sowohl PtdIns; Ptdins-4-P als auch PtdIins-4,5-P, phosphorylieren, wobei in vivo
wahrscheinlich nur Ptdins-4,5-P, phosphoryliert wird (Vanhaesebroeck et al., 2001). In
Saugerzellen kennt man zurzeit vier verschiedene pl10-lsoformen: pl10a (Hiles et al.,
1992), p110pB (Hu et al., 1993), p110y (Stoyanov et al., 1995) und p110d (Vanhaesebroeck et
al., 1997). Die heterodimeren Enzyme bezeichnet man entsprechend als PI3-Kinasen a, (3, y
und &. Klasse | PI3-Kinasen lokalisieren tberwiegend im Zytosol, werden aber auch im
Zellkern gefunden (Brock et al., 2003). Sie werden durch Zelloberflachen-Rezeptoren
aktiviert und dabei aus dem Zytosol an die Plasmamembran rekrutiert. Aufgrund ihrer
Sequenzhomologie und Funktion werden sie in Klasse I und Iz unterteilt: Die Klasse I, PI3-
Kinasen a, B und & bestehen aus der katalytischen p110 und einer 50 - 85 kDa grol3en
regulatorischen Untereinheit (Prototyp: p85) und werden vor allem durch Rezeptoren mit
intrinsischer oder assoziierter Tyrosin-Kinase-Aktivitat aktiviert (s. 1.2.4). Das bisher einzig
bekannte Mitglied der Klasse Iz Pl3-Kinasen ist die PI3-Kinasey. Das PI3-Kinase y-
Heterodimer besteht aus einer katalytischen pl110y-Untereinheit sowie einer 87 oder einer
101 kDa grof3en nicht-katalytischen Untereinheit und wird vor allem Uber GPCRs durch
GBy-Komplexe stimuliert (s. 1.2.2.2).

Obwohl die Klasse | PI3-Kinasen aufgrund einer unterschiedlichen Struktur und
verschiedenartiger Regulationsmechanismen in zwei Subfamilien unterteilt werden, zeigen
die katalytischen p110-Untereinheiten dennoch eine starke Ahnlichkeit zueinander
(s. Abbildung 1.6). Ihre Primarstruktur weist drei konservierte Bereiche auf, welche auch als
Homologie-Regionen (HR) bezeichnet und von C- nach N-terminal durchnummeriert werden
(HR1 - HR3; Vanhaesebroeck et al., 2001). Da die katalytischen Untereinheiten, bis auf den
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N-Terminus, dieselbe Anordnung konservierter Domanen aufweisen, wird davon aus-
gegangen, dass alle vier katalytischen Untereinheiten dieselbe prinzipielle Struktur besitzen.
Die einzige bisher veroffentlichte Kristallstruktur einer katalytischen Untereinheit ist die einer
N-terminal trunkierten p110y, welche somit als Strukturmodell der katalytischen Klasse |
PI3-Kinase-Untereinheiten dient (Walker et al., 1999).

Klasse Isoform Substrat Katalytische Untereinheit
in vivo
p110e
1A p110p

p1108 PIP,

B pii0y
PI3KC2a
Il PI3KC2 PIP
PI3KC2y
m  Vps34 PIP
Klasse Isoform Regulatorische Untereinheit
p85a {stia BHuBieeHH.SH2 isH2H sH2 |
p550 —Hssa-ishoHisualt
1A p50a
p85p
pS5y
p101 —{p110;B T
B
p&7 p110y-B]
i 0150 HEAT Doméane WD40 Domanen
~{KinaseD—fuHud LI

Abbildung 1.6: Strukturmerkmale der katalytischen u nd regulatorischen PI3-Kinase-
Untereinheiten. Die Klassifizierung der PI3-Kinasen erfolgt anhand ihrer Substratspezifitat und
Doménen-Organisation, welche hier schematisch wiedergegeben sind. Die Bezeichnungen der
Doménen sind wie folgt: p85: p85-Bindungs-Domane; RBD: Ras-Bindungs-Domaéane; C2:
Proteinkinase-C-Homologie-Domane 2; PIK: PIK-Domane; Kinase: katalytische PI3-Kinasedoméane;
PX: Phox-Doméne; SH3: Src-Homologie 3-Domaéne; P: Prolin-reiche-Doméane; BH: BH (breakpoint
cluster region homology)-Domaéne; SH2: Src-Homologie 2-Domane; iSH2: inter SH2-Domane; p110y-
B: pllOy-Bindungs-Domaéane; Gpy-B:  GBy-Bindungs-Domane; Kinase-D:  Serin/Threonin-
Kinasedoméne; HEAT-Domane: HEAT (Huntington, Elongation Factor 3, PR65/A, TOR) Doméne;
WD40 Doméanen: WD-40 repeat Doméane. (Modifiziert nach Marone et al., 2008).

Die Domaénen, die alle katalytischen Untereinheiten aufweisen, sind eine katalytische
Kinasedoméane (Kinase), eine sog. PIK-Region (PIK), eine C2-Doméne (C2) und eine Ras-
Bindungs-Doméane (RBD). Der N-Terminus weist bei Klasse I, und lg PI3-Kinasen zwar
Unterschiede auf, jedoch lokalisieren hier bei allen vier katalytischen Untereinheiten die
Bindungsregionen fur ihre jeweiligen regulatorischen bzw. nicht-katalytischen Untereinheiten
(s. Abbildung 1.6). Die Kristallstruktur der p110y macht deutlich, dass die Teilstrukturen des
Enzyms um die als Rickgrat dienende PIK-Domane angeordnet sind. Die PIK-Doméane oder
HR2 kommt in allen Lipidkinasen vor und wurde zuerst in PI-4-Kinasen gefunden (Flanagan
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et al., 1993). Die HR2 besteht aus funf Paaren antiparalleler a-Helices und wird daher auch
als helikale Doméne bezeichnet. Ihre Abwesenheit geht mit dem Verlust der Lipidkinase-
Aktivitat einher (Molendijk & Irvine, 1998).

Die katalytische HR-1-Domane ist am starksten konserviert. lhre Struktur &hnelt der
von Kinasedoménen bekannter Proteinkinasen, insbesondere an der ATP-Bindungsstelle. In
der Tat zeigen einige PI3-Kinasen neben ihrer charakteristischen Lipidkinase- auch eine
Proteinkinase-Aktivitat (Hunter, 1995; Maier et al., 1999; Czupalla et al., 2003). Die Kinase-
domane der p110y lasst sich wiederum in eine N-terminale und eine C-terminale Subdomane
aufteilen, zwischen denen das ATP gebunden wird. Die Wirkung des aus Penicillium
wortmanni gewonnenen PI3-Kinase-Inhibitors Wortmannin (Baggiolini et al., 1987) beruht auf
einer kovalenten Bindung an das Lysin 833, welches den a-Phosphatrest des ATPs bindet
(Walker et al., 2000; Kirsch et al., 2001). Die Mutation dieses Lysins zu Arginin (K833R) fuihrt
ebenfalls zum Verlust der enzymatischen Aktivitdt (Wymann et al., 1996; Stoyanova et al.,
1997).

Die HR3-Region der PI3-Kinasen beinhaltet eine C2-Doméane. C2-Domanen sind
haufig an der Bindung von Proteinen an Phospholipidmembranen beteiligt. So konnte fir die
isolierte C2-Doméne der p110y eine Ca®*-unabhangige Interaktion mit Phospholipidvesikeln
gezeigt werden (Walker et al., 1999).

Alle katalytischen p110-Untereinheiten der Klasse | PI3-Kinasen besitzen als weiteres
gemeinsames Strukturmerkmal eine Ras-Bindungs-Doméane (RBD). Diese liegt N-terminal
der HR3 und wird als HR4 bezeichnet. Die Struktur der Ras-Bindungs-Doméane im p110y-
Kristall aus einem funfstrangigen B-Faltblatt mit zwei flankierenden a-Helices entspricht der
Struktur der RBD bekannter Ras-Effektoren wie Raf.

Die Interaktion von katalytischen p110-Untereinheiten der Klasse I P13-Kinasen a, 3
und & mit ihren 50 — 85 kDa grof3en regulatorischen Untereinheiten erfolgt tber eine noch
weiter N-terminal gelegene sogenannte p85-Bindungsdomane. Hingegen gibt es bei der
Klasse Iz PI3-Kinase y widerspriichliche Befunde zur Bedeutung des N-terminalen Bereichs
der pl10y-Untereinheit fur ihre Interaktion mit der nicht-katalytischen pl101-Untereinheit
(Leopoldt et al., 1998; Maier et al., 1999; Krugmann et al., 1999). Die vollstidndige 3D-
Struktur des N-terminalen Bereichs der pll10y ist jedoch nicht bekannt, da fir die
Kristallisation eine um die ersten 143 Aminosauren verkirzte Untereinheit verwendet wurde.
Unzweifelhaft ist jedoch, dass N-terminal eine Bindungs-Region fur p101 vorliegt (Marone et
al., 2008). Die kurzlich entdeckte zweite nicht-katalytische PI13-Kinase y-Untereinheit, die p87
(p877*" oder p84; Suire et al., 2005; Voigt et al., 2005; Voigt et al., 2006) wurde aufgrund
von Sequenzhomologien zu den p110y- und GPy-Bindungsregionen der pl101 gefunden.
Daher wird auch hier eine Interaktion von p110y mit p87 in dieser Region vermutet (Marone
et al., 2008).

Die Aktivitat aller Klasse | PI3-Kinasen fuhrt zu der Bildung des sekundéren
Botenstoffes PtdIins-3,4,5-P; sowie wahrscheinlich seines priméren Metaboliten, Ptdins-
3,4-P,. Daher kdonnen diese identische intrazellulare Effekte regulieren. Ptdins-3,4,5-P; und
Ptdins-3,4-P, konnen, ahnlich wie Ptdins-3-P, zellulare Proteine Uber die Interaktion mit
spezifischen Doméanen an die Plasmamembran translozieren und aktivieren (s. Ab-
bildung 1.7). Bei den Ptdins-3,4,5-Ps-bindenden Doménen handelt es sich um Pleckstrin-
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Homologie (PH)-Doméanen, welche erstmals in Pleckstrin (platelet and leukocyte C kinase
substrate protein), einem Hauptsubstrat der PKC, entdeckt wurden (Haslam et al., 1993).
PH-Domé&nen sind durch ihre hohe strukturelle Ahnlichkeit definiert; ihre Sequenzéahnlichkeit
ist hingegen nur gering (Rebecchi & Scarlata, 1998). Etwa 10 % der PH-Domanen binden an
Ptdins-4,5-P,, Ptdins-3,4-P, und/oder PtdIins-3,4,5-P; mit hoher Spezifitat sowie Affinitat und
regulieren so die Aktivitéat des entsprechenden Enzyms (Lemmon, 2007). Die Funktion der
restlichen PH-Domanen ist bislang unklar. Viele binden ebenfalls mit geringer Affinitat und
Sensitivitdt an Lipide, wobei die funktionelle Bedeutung dieser Interaktion unbekannt ist
(Kavran et al., 1998; Lemmon & Ferguson, 2000). Die Rekrutierung von diversen GFP-
fusionierten PH-Domanen in Abhangigkeit von spezifischen Phospholipiden an Membranen
nutzt man als Werkzeug fir die raumlich und zeitlich aufgeldste Darstellung der
entsprechenden Phosphoinositide in lebenden Zellen (Balla et al., 2000; Rusten & Stenmark,
2006).
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Abbildung 1.7: PI3-Kinase-abhéngige Signaltransdukt  ion. Rezeptor-abhéngig aktivierte Klasse I
PI3-Kinasen synthetisieren Ptdins-3,4,5-P3;, welches PtdIns-3,4,5-Ps-sensitive  PH-Domanen
beinhaltende Proteine (Ptdins-3,4,5-Ps-Sensoren) an die Plasmamembran rekrutiert. Aufgrund der
starken Diversitat dieser Effektoren sind die Klasse | PI3-Kinasen in der Lage, so_verschiedene
zellulare Effekte wie die Bildung von Vesikeln, die Migration, die Degranulation, das Uberleben, die
Proliferation oder auch die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies zu regulieren. Die Modulation
bzw. Abschaltung dieser Signalkaskade erfolgt durch die Dephosphorylierung von Ptdins-3,4,5-P;
durch Phosphatasen wie SHIP bzw. PTEN. (Weitere Erlauterungen siehe Text.)

Die zeitliche und ré&umliche Regulation der Ptdins-3,4,5-Ps;-Konzentrationen wird
jedoch nicht nur durch PI3-Kinasen bedingt. Ptdins-3,4,5-P; kann durch Phosphatasen ent-
weder an der D3- oder der D5-Position des Inositolrings dephosphoryliert werden. Fir die
Dephosphorylierung an der D5-Position ist beispielsweise SHIP (SH2-Doméanen enthaltende
Inositid-5-Phosphatase) verantwortlich (s. Abbildung 1.7; Woscholski & Parker, 1997; Sly et
al.,, 2007). Einige der Phospholipid-sensitiven PH-Domanen interagieren selektiv mit
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Ptdins-3,4-P, oder Ptdins-3,4,5-P5;, andere binden sowohl an Ptdins-3,4,5-P5 als auch an
Ptdins-3,4-P, mit unterschiedlicher Affinitat. Somit kann die Dephosphorylierung an D5 zu
einer Veranderung der Signalantwort fuhren. Die vollstandige Abschaltung der Klasse |
PI3-Kinase-vermittelten Signaltransduktion erfolgt hingegen durch Dephosphorylierung der
D3-Position des Inositolrings durch entsprechende Phosphatasen wie PTEN (phosphatase
and tensin homolog deleted on chromosome 10; s. Abbildung 1.7; Vanhaesebroeck et al.,
2001; Sly et al., 2003; Suzuki et al., 2008).

Der am besten charakterisierte Effektor von Klasse | PI3-Kinasen ist die
Serin/Threonin-Kinase Akt, das zellulare Homolog des viralen Onkoproteins v-Akt
(Downward, 2004; Cully et al., 2006). Infolge der Bildung von Ptdins-3,4,5-P; und Ptdins-
3,4-P, wird Akt/PKB Uber seine PH-Domane an die Membran rekrutiert, was eine
Konformationsénderung von Akt zur Folge hat, die die nachfolgende Phosphorylierung
erleichtert (Milburn et al., 2003). Das so an der Membran phosphorylierte und aktivierte Akt
I6st sich anschlie3end von der Membran und diffundiert durch das Zytosol in den Zellkern,
wo es (vermutlich in beiden Kompartimenten) weitere Proteine phosphoryliert (Lawlor &
Alessi, 2001). Zu den Substraten von Akt/PKB gehoren z.B. Transkriptionsfaktoren der
forkhead-Familie (Kops et al., 2002) oder die Kinasen GSK3 (Glykogen-Synthase-Kinase 3;
Cross et al., 1995; Woodgett, 2001) und BAD (Bcl-2 antagonist causing cell death; Franke &
Cantley, 1997). Uber diese und weitere Effektoren wirkt Akt/PKB unter anderem
Proliferations-fordernd sowie Apoptose-hemmend (Downward, 2004; Song et al., 2005; Cully
et al., 2006).

Zu einer weiteren zentralen Effektorfamilie der PI3-Kinasen gehéren kleine
GTPasen wie Rac, Arf oder Rho. Diese werden uber die Ptdins-3,4,5-Ps;-abhéangige
Aktivierung von GEFs und/oder GAPs reguliert (Welch et al., 2003; Andrews et al., 2007b).
Auf diese Weise sind die PI3-Kinasen in der Lage, auch zytoskeletale Prozesse wie
Migration, Chemotaxis und den Vesikelverkehr zu beeinflussen. Zu den Rac- und teilweise
auch Rho-regulierenden PI3-Kinase Effektoren z&hlen Rac-GEFs, wie Vav und P-Rex, aber
auch SWAP-70, Sos, Tiam und DOCK180 (Han et al., 1998; Das et al., 2000; Welch et al.,
2002; Leemhuis et al., 2004; Barber et al., 2007). Die PI3-Kinase-abhéangige Regulation von
Arf kann sowohl Uber die Aktivierung von Arf-GEFs als auch Arf-GAPs erfolgen. Zu den PH-
Doménen beinhaltenden Arf-GEFs gehdrt beispielsweise der hoch selektive Ptdins-3,4,5-Ps-
bindende Grpl (general receptor for phosphoinositides 1; Klarlund et al., 1998; Gray et al.,
1999).

Des Weiteren konnen PI3-Kinasen ein Mitglied der Tec-Kinase-Familie, die Btk
(Bruton's tyrosine kinase), im Zusammenspiel mit GBy-Komplexen aktivieren (Miller & Berg,
2002; Takesono et al., 2002). Nach der PI3-Kinase-abhangigen Translokation der Kinase an
die Plasmamembran wird diese durch Src-Kinasen aktiviert (Nore et al., 2000; Carpenter,
2004). Die Expression der Tec-Kinasen ist auf das hamatopoetische System beschrénkt, wo
sie in B-, T- und Mastzellen vorkommen. Sie vermitteln die Freisetzung von Kalzium und
Diacylglycerol (DAG) Uber die Aktivierung der PLCy und regulieren somit unter anderem die
Entwicklung und Proliferation von Zellen (Gauld et al., 2002; Gomez-Rodriguez et al., 2007).
Gleichzeitig kann die PLCy auch direkt Gber ihre PH-Domane durch Ptdins-3,4,5-P5 reguliert
und an die Membran rekrutiert werden (Falasca et al., 1998).
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Anhand dieser Diversitat von Effektoren wird deutlich, dass die P13-Kinasen an vielen
physiologischen, aber auch an vielen pathophysiologischen Prozessen beteiligt sind. So
kontrollieren vorwiegen die Mitglieder der Klasse 15 Zellwachstum, Differenzierung und
Proliferation (Vanhaesebroeck et al.,, 2001; Hawkins et al., 2006). Fehlfunktionen der
Klasse I, PI3-Kinase Signalkaskade sind wahrscheinlich die hé&ufigste Ursache fiur die
Entwicklung von malignen Tumoren (Bachman et al., 2004; Samuels et al., 2004). Eine
weitere Funktion der PI3-Kinasen, die Uber die Tyrosin-Kinase-vermittelte Aktivierung und
somit Klasse Ix,-abhangig reguliert wird, ist die Kontrolle von metabolischen Prozessen. Hier
steht vor allem die Insulinrezeptorsubstrat (IRS)-vermittelte Aktivierung durch Insulin- (IR)
oder Leptin-Rezeptoren im Vordergrund (Munzberg & Myers, Jr., 2005; Knight et al., 2006).

Durch die bevorzugte Expression der PI3-Kinaseny und & im hamatopoetischen
System nehmen diese Isoenzyme zentrale Funktionen bei der Regulation des Immun-
systems ein (Rommel et al., 2007; Konrad et al., 2008; Zebedin et al., 2008). Die
PI3-Kinase & ist hier Uberwiegend an Antigenrezeptor-induziertem Zellwachstum und
Differenzierung von B-, T- und Mastzellen beteiligt (Okkenhaug et al., 2007). Demgegenuber
nimmt die PI3-Kinase y eine entscheidende Rolle in Chemokin- und Chemoattraktans-
induzierten Migrationsprozessen von neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und
dendritischen Zellen ein (Ruckle et al., 2006; Marone et al., 2008; Stephens et al., 2008;
Barberis & Hirsch, 2008). Darlberhinaus weisen PI3-Kinasen bei vielen Autoimmun-
erkrankungen eine erhohte Aktivitat auf (Ruckle et al.,, 2006; Ehrhardt et al., 2006;
Okkenhaug et al., 2007; Marone et al., 2008; Konrad et al., 2008).

Im Kardiovaskularsystem sind die PI3-Kinasen a, 3 und y exprimiert. lhre funktionelle
Relevanz wurde fur alle drei Isoformen nachgewiesen (Naga Prasad et al., 2000; Shioi et al.,
2000; Crackower et al., 2002; Oudit et al., 2003; Patrucco et al., 2004; Puri et al., 2005;
Vecchione et al., 2005; Hirsch et al., 2006; Marone et al., 2008).

Somit wird die Relevanz der PI3-Kinasen flr Signalprozesse deutlich, die fur die
Entstehung einer Vielzahl von charakteristischen Krankheiten der westlichen Welt relevant
sind, wie beispielsweise Krebs, Diabetes Typ 2, Adipositas, Autoimmun- und kardiovaskulare
Erkrankungen wie Koronare-Herz-Krankheit (KHK) und Herzinfarkt. Es ist daher nicht
verwunderlich, dass diese Proteinfamilie in den letzten Jahren im Zentrum der
pharmazeutischen Forschung stand, bergen diese Lipidkinasen doch ein grof3es
pharmakologisches, medizinisches und nicht zuletzt auch wirtschaftliches Potential.
Gleichzeitig wird jedoch auch deutlich, wie wichtig hier eine prazise Aufklarung von
spezifischen Funktionen und Regulationsmechanismen der einzelnen Isoformen ist, um die
Entwicklung gezielter Therapieansatze zu ermdglichen. Im Folgenden wird deshalb die
Regulation der beiden PI3-Kinase Subfamilien ndher dargestellt.

1.3.2.1 Klasse | 4 PI3-Kinasen

Die Klasse I, der PI13-Kinasen besteht aus den drei Isoformen a, 3 und 8. Wahrend
die PI3-Kinasen a und B ubiquitar vorkommen, wird die PI3-Kinase & hauptséchlich im
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hamatopoetischen System exprimiert (Vanhaesebroeck et al., 2001). Entsprechend sind die
p110a”- und p110B”"-Méause friih embryonal letal (Bi et al., 1999; Bi et al., 2002), wahrend
die p1105”- und p1108“®*P-Mause Defekte des Immunsystems zeigen (Clayton et al., 2002;
Jou et al., 2002; Okkenhaug et al., 2002; Ali et al., 2004). Die katalytischen Untereinheiten
der Klasse ln PI3-Kinasen heterodimerisieren mit regulatorischen Untereinheiten der
p85-Familie. Die p85-Familie besteht aus funf Mitgliedern, die durch drei Gene kodiert
werden und sich strukturell sehr &hnlich sind. Eine Ausnahme bilden hier die p55y, sowie die
beiden kleineren SpleiRvarianten von p85a, welchen der N-terminale Bereich der gréReren
p85-Untereinheiten fehlt. Alle Mitglieder der p85-Familie weisen zwei SH2-Domaéanen, eine
inter-SH2-Domane, eine SH3-Domane, eine BH-Doméane und ein bis zwei prolinreiche
Domanen auf (s. Abbildung 1.6). Die inter-SH2-Domé&ne ist fur die Dimerisierung mit der
katalytischen Untereinheit verantwortlich (Klippel et al., 1993). Diese Interaktion von p85 mit
den katalytischen Klasse I,-Untereinheiten stabilisiert die sonst instabilen p110a-, - und
o-Untereinheiten und fuhrt gleichzeitig zu einer Inhibition der relativ hohen basalen Aktivitat
dieser katalytischen Untereinheiten (Yu et al., 1998b). Die beiden SH2-Domé&nen wiederum
interagieren ihrerseits mit phosphorylierten pYXXM-Motiven, wie sie auf aktivierten Tyrosin-
Kinasen zu finden sind (Klippel et al., 1992; Cohen et al., 1995; Songyang & Cantley, 1995).
Die SH3-, die BH-Doméanen und die prolinreichen Sequenzen sind an weiteren Protein-
Protein Interaktionen beteiligt (Wymann & Pirola, 1998). Der genetische ,knock-out* von
regulatorischen Klasse I, PI3-Kinase-Untereinheiten erlaubt jedoch aufgrund einer fehlenden
Selektivitat bei der Heterodimerisierung von p85-Untereinheiten mit bestimmten Klasse I
pl10-Isoformen keine Isoform-spezifischen Aussagen Uber die Funktionen distinkter
PI3-Kinasen (Fruman et al.,, 1998; Vanhaesebroeck et al., 2005). Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass die p85-Untereinheiten auch an Kinase-unabhangigen
Signaltransduktions-prozessen beteiligt sind, was die Interpretation dieser Phéanotypen
zusatzlich erschwert (Okkenhaug & Vanhaesebroeck, 2001).
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Abbildung 1.8: Rezeptor-induzierte Aktivierung der Klasse | o PI3-Kinasen. Klasse I, PI3-Kinasen
werden durch Rezeptor-Tyrosin-Kinasen aktiviert. Die regulatorische p85-Untereinheit bindet hierbei
an phosphorylierte Tyrosine, welche im zytosolischen Teil des Rezeptors oder an Adapterproteinen
lokalisiert sind. Hierdurch wird (i) die Kinase an die Plasmamembran und somit zu ihrem Substrat
gebracht und (ii) die inhibitorische Wirkung der p85- auf die p110-Untereinheit aufgehoben. Weiterhin
wird durch die Desinhibition die Bindung von Ras an die pl10-Untereinheit und somit eine
synergistische Aktivierung ermdglicht.
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Die Unterteilung der Klasse | PI3-Kinasen in I, und Iz basiert jedoch nicht nur auf der
Heterodimerisierung der katalytischen Untereinheiten mit verschiedenen Typen von
regulatorischen Untereinheiten, sondern auch auf unterschiedlichen Regulations-
mechanismen (vgl. Abbildung 1.8 und Abbildung 1.9).

Alle Klasse | PI3-Kinasen werden nach Liganden-induzierter Aktivierung von Trans-
membranrezeptoren an die Plasmamembran transloziert, wodurch sie in raumliche Nahe zu
ihrem Substrat gelangen und so aktiviert werden kdénnen (Hawkins et al., 2006; Marone et
al., 2008). Im Fall der Klasse I, PI3-Kinasen wird dies Uber die Interaktion der beiden
SH2-Domaénen der regulatorischen p85-Untereinheiten mit phosphorylierten Tyrosinresten im
zytoplasmatischen Teil von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen ermdglicht (Songyang et al., 1993).
Durch die Interaktion der beiden SH2-Doméanen mit phosphorylierten Tyrosinresten kommt
es zu einer Desinhibition der katalytischen Aktivitat der pl10-Untereinheiten (Yu et al.,
1998a), die vermutlich durch eine Konformationsdnderung in der nSH2-iSH2-Region bedingt
wird (Shekar et al., 2005). Somit basiert der Aktivierungsmechanismus der Klasse I,
PI13-Kinasen durch RTKs eher auf einer Verminderung der basalen Inhibition, als auf einer
echten Aktivierung. Weiterhin fuhrt die Lockerung der Bindung zwischen der p85- und
pl10-Untereinheit zu einer Exposition der sonst durch p85 maskierten RBD, was eine
weitere Aktivierung der PI3-Kinasen durch Ras ermdglicht (s. Abbildung 1.8; Rodriguez-
Viciana et al., 1994; Jimenez et al., 2002; Rodriguez-Viciana et al., 2004). Die Relevanz
dieser Ras-abhangigen Aktivierung war lange unklar, neuere Studien belegen jedoch, dass
der kostimulatorische Effekt von Ras unter bestimmten Umstdnden fir eine vollstéandige
Aktivierung und physiologische Funktion der Klasse I, P13-Kinasen essentiell notwendig sein
kann (Orme et al., 2006; Gupta et al., 2007). Neben einer direkten Interaktion von RTK mit
der p85-Untereinheit kann die RTK-induzierte Aktivierung der Klasse I, PI3-Kinasen auch
Uber Adapterproteine vermittelt werden (s. Abbildung 1.8). Zu diesen Adapterproteinen
zahlen IRS, Shc, Cbl und Grb2, welche ebenfalls Uber phosphorylierte pYXXM-Motive
verfugen, zuséatzlich aber noch uber SH3-Doméanen oder prolinreichen Sequenzen mit den
p85-Untereinheiten interagieren konnen (Harrison-Findik et al., 1995; Soltoff & Cantley,
1996). Weiterhin kdnnen auch nicht-Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, wie die Src-Kinasen Fyn und
Lck eine Aktivierung der Klasse I, P13-Kinasen uber eine Interaktion mit der p85 Untereinheit
induzieren (Fry et al., 1992; Vogel & Fujita, 1993; Prasad et al., 1993a; Prasad et al., 1993b).

Bei der Regulation der Enzymaktivitat bildet die PI3-Kinase 3 eine Ausnahme. Hier
gibt es Befunde, dass die pl10B-Untereinheit, im Gegensatz zu den anderen
p110-Untereinheiten, nicht durch Ras-Proteine aktiviert wird (Rodriguez-Viciana et al., 2004).
Allerdings ist sie die einzige Klasse Io PI13-Kinase, welche ebenfalls responsiv gegenuber
GBy-Komplexen ist (Kurosu et al., 1997; Maier et al., 1999; Macrez et al., 2001). Neueste
Untersuchungen deuten sogar darauf hin, dass die PI3-Kinase B-Aktivitat in vivo
hauptséchlich durch GPCRs und nicht Uber RTKs reguliert wird (Graupera et al., 2008;
Guillermet-Guibert et al., 2008).
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1.3.2.2 Klasse | g PI3-Kinasen

Die PI3-Kinasey ist die einzige bisher bekannte Klasse Iz PI3-Kinase. Sie wird
Uberwiegend im hamatopoetischen System gefunden, kommt jedoch in geringerem Ausmalf
auch in Herz, Leber, Pankreas, Niere und Skelettmuskeln vor (Stoyanov et al., 1995). Der
.knock-out" der katalytischen p110y-Untereinheit in der Maus wurde von drei Arbeitsgruppen
unabhangig voneinander simultan verdffentlicht (Hirsch et al., 2000; Sasaki et al., 2000; Li et
al., 2000). Sie zeigten hauptsachlich einen Defekt in der Immunantwort, welcher auf den
Verlust wichtiger Funktionen von neutrophilen Granulozyten zuriickzufihren ist. Es konnten
aber auch Defekte in Makrophagen (Jones et al., 2003; Konrad et al., 2008), dendritischen
Zellen (Del Prete et al., 2004), B-Zellen (Beer et al., 2008), T-Zellen (Reif et al., 2004) und
eosinophilen Granulozyten (Pinho et al., 2005) nachgewiesen werden. Des Weiteren zeigten
sich ebenfalls Auswirkungen auf das Kardiovaskularsystem (Hirsch et al., 2006).

Im Gegensatz zu den katalytischen Untereinheiten der Klasse I5 PI3-Kinasen
assoziiert die p110y-Untereinheit nicht mit einer regulatorischen p85-Untereinheit, sondern
bildet ein Heterodimer mit der nicht-katalytischen p101- oder der kurzlich identifizierten
p87-Untereinheit (Stephens et al., 1997; Suire et al., 2005; Voigt et al., 2005; Voigt et al.,
2006). Eine stabilisierende Funktion der nicht-katalytischen Untereinheiten auf die
pl10y-Untereinheit konnte hier jedoch nicht gezeigt werden, vielmehr st die
pl10y-Untereinheit per se stabil, wahrend die pl0l1-Untereinheit erst durch eine
Dimerisierung mit p110y stabilisiert wird (Brock et al., 2003). Nach der Identifizierung der
katalytischen Untereinheit konnte in initialen Studien belegt werden, dass die p110y in vitro
durch GRy-Komplexe aktivierbar ist (Stoyanov et al., 1995; Leopoldt et al., 1998). Die
Entdeckung der nicht-katalytischen p101-Untereinheit zeigte, dass pl1l0l die katalytische
Untereinheit fir GRy-Komplexe sensitisiert und als Gpy-Adapter fungiert (Stephens et al.,
1997; Maier et al., 1999; Krugmann et al., 1999). Initiale Charakterisierungen fuhrten zu der
Schlussfolgerung, dass auch die p87-Untereinheit eine GRy-Adapterfunktion aufweist, wenn
auch gquantitativ schwacher (Suire et al., 2005; Voigt et al., 2006). Analog zur p101 erhdhte
dabei auch die p87 die Rezeptor-Sensitivitat der p110y gegenuber GRy-Komplexen, wobei
dieser Effekt im direkten Vergleich bei der p87 schwacher ausgeprégt ist (Voigt et al., 2006).

Die proteinchemische und zellbiologische Analyse von Strukturkomponenten der
p101 mit Hilfe von Deletionsmutanten ergab, dass eine N-terminale Region fir die
Heterodimerisierung mit p110y verantwortlich ist, wahrend die Interaktion mit GRy-Komplexen
am C-Terminus stattfindet (Krugmann et al., 1999; Voigt et al., 2005). Basierend auf diesen
Strukturmerkmalen war es trotz fehlender Protein-uibergreifender Ahnlichkeiten der p101 zu
anderen Proteinen mdoglich, eine weitere potentielle nicht-katalytische PI3-Kinase y-
Untereinheit zu identifizieren, die p87°"*" oder p84 (p87; Suire et al., 2005; Voigt et al.,
2005). Diese zweite Untereinheit weist nur eine geringe Sequenzhomologie auf, jedoch sind
die putativen GBy- und p110y-Bindungsregionen hoch homolog. Letztere ist méglicherweise
fur die Dimerisierung mit der p110y verantwortlich, jedoch gibt es hierzu keine Befunde. Die
Klasse Iz beinhaltet also zwei Mitglieder, die sich allerdings nur in der nicht-katalytischen
Untereinheit unterscheiden. Somit konnte den nicht-katalytischen Untereinheiten bei der
Spezifitat von Klasse lg-abhéngigen Signalwegen eine besondere Bedeutung zukommen.



Einleitung 26

Auch unterscheidet sich das Expressionsmuster der p87 von dem der p101. So scheint im

Herzen Uberwiegend p87 exprimiert zu sein, wahrend die p101 in neutrophilen Granulozyten
die vorwiegende nicht-katalytische Untereinheit darstellt (Suire et al., 2006; Voigt et al.,
2006). Des Weiteren ist die p87 im Gegensatz zur p101 auch als Monomer in Zellen stabil
(Brock et al., 2003; Voigt et al., 2006), wobei Gewebe von p110y”-M&usen eine Reduktion
der p87-Expression zeigen (Suire et al., 2005). Diese Ergebnisse deuten auf spezifische
Funktionen der PI3-Kinase y-Isoformen hin.

00— gt
»p 4 »
\'\“*m, ~ Pl (4,5)P, _/./ Pl (3,4,5)P,
PI3Ky
Abbildung 1.9: Rezeptor-induzierte Aktivierung der Klasse | g PI3-Kinase. Die Klasse Ig

PI3-Kinase wird durch GPy-Komplexe, die nach Ligandenbindung an GPCRs aus G;-Proteinen
freigesetzt werden, aktiviert. GBy-Komplexe binden direkt an die nicht-katalytischen Untereinheit,
wodurch die Kinase an die Plasmamembran und somit zu ihrem Substrat rekrutiert wird. Anschliel3end
wird die p110y durch Interaktion mit GBy-Komplexen aktiviert. Ras hingegen soll nicht in der Lage sein,
die PI3-Kinase y an die Membran zu rekrutieren, stimuliert jedoch ebenfalls das Enzym. (Weitere
Erlauterungen siehe Text.)

Die PI3-Kinase y kann sowohl durch G-Proteine, als auch durch Ras reguliert werden
(Stoyanov et al.,, 1995; Rubio et al., 1997). Wie bereits erwéhnt, scheint dabei die
Rekrutierung der zytosolisch lokalisierten Kinase an die Plasmamembran eine Vorraus-
setzung fur die Aktivierung des Enzyms zu sein (al Aoukaty et al., 1999; Naccache et al.,
2000; Brock et al., 2003). Diese Rekrutierung wird im Fall der PI3-Kinase yp0; Uber eine
Interaktion der nicht-katalytischen Untereinheit mit GBy-Komplexen erreicht (Brock et al.,
2003). Jedoch ist diese Membranassoziation der Kinase nicht ausreichend, um eine
vollstandige Aktivierung zu erreichen. Lipid-assoziierte P13-Kinase y kann durch Gy weiter
aktiviert werden (Krugmann et al., 2002; Brock et al., 2003). Der genaue Mechanismus
dieser Aktivierung ist bislang ungeklart, jedoch wére entweder ein tber die p101-vermittelter
Effekt, ein direkter Effekt von GBy-Komplexen auf die p110y oder beides denkbar. Die zuletzt
genannten Vermutungen werden dadurch gestitzt, dass schon zuvor die direkte Interaktion
von GRy-Komplexen mit N- und C-terminalen Regionen der p110y an gereinigten Proteinen
gezeigt werden konnte (Stoyanov et al., 1995; Leopoldt et al.,, 1998). Weiterhin konnte in
vitro nachgewiesen werden, dass die monomere pl10y ebenfalls GRy-Komplex-abhangig
aktivierbar ist und in vivo fuhrte die Koexpression von Gpy-Komplexen ebenfalls zu einer
Stimulation von Membran-assoziierter monomerer p110y (Stoyanov et al., 1995; Leopoldt et
al., 1998; Brock et al., 2003). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Gpy-Komplexe die
PI13-Kinase y Uber die Interaktion mit p87 oder p101 an die Plasmamembran rekrutieren und
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hier die PI3-Kinase y Uber eine zusatzliche Interaktion mit der p110y-Untereinheit aktiviert
wird. Unklar ist in diesem Kontext jedoch, ob die Interaktion mit der katalytischen Unter-
einheit von dem gleichen Gpy-Komplex vermittelt wird, welcher auch mit der p87 oder der
pl101 interagiert, oder ob hier noch ein weiterer GBy-Komplex beteiligt ist (Brock et al., 2003).

Wie die Klasse |5 pl10-Untereinheiten, kann die pl110y direkt durch Ras aktiviert
werden (Rubio et al., 1997; Pacold et al., 2000). Jedoch wird davon ausgegangen, dass Ras
nur das bereits mit der Membran assoziierte Enzym stimuliert, da bislang eine Ras-
vermittelte Rekrutierung der PI3-Kinase y ausgeschlossen wird (Suire et al., 2002). AulRer
den klassischen H-, N- und K-Ras-Isoformen, sind auch R-, M-Ras und TC21 in der Lage,
die p110y zu aktivieren, wobei K- und R-Ras potentere Aktivatoren darstellen als H- und
N-Ras (Suire et al., 2002; Rodriguez-Viciana et al., 2004). Die GTP-abhangige Interaktion
von Ras und pl1l0y wird jedoch im Gegensatz zu Klasse |5 PI3-Kinasen nicht durch die
Heterodimerisierung mit den nicht-katalytischen Untereinheiten blockiert und ist somit
unabhangig von kostimulatorischen Einflussen (Pacold et al., 2000; Suire et al., 2002). Die
Kristallstruktur der p110y im Komplex mit N-Ras macht deutlich, dass Ras an p110y in einer
anderen Orientierung bindet, als an seine Ubrigen Effektoren. In der Folge interagieren nicht
nur die Schalter I-Region von Ras mit der RBD der p110y, sondern es wird ein zusatzlicher
Kontakt zwischen der Schalter II-Region und sowohl der RBD, als auch der katalytischen
Doméne von pl110y ausgebildet. Des Weiteren zeigt ein Vergleich mit der Kristallstruktur der
monomeren p110y eine Ras-bedingte Konformationséanderung der p110y, und zwar vor allem
eine VergréRRerung des Abstandes zwischen der C2- und der katalytischen Doméne (Walker
et al.,, 1999; Pacold et al., 2000). Diese Konformationsanderung konnte auf einen
allosterischen Aktivierungsmechanismus hindeuten, allerdings ist auch eine Reorientierung
der p110y zur Plasmamembran hin denkbar, die die aktivierende Wirkung von Ras bedingt
(Pacold et al., 2000; Suire et al., 2002). Basierend auf dieser Kokristallstruktur wurde eine
pl10y-Mutante, die p110y-DASAA (T232D, K251A, K254S, K255A und K256A) generiert,
welche nicht mehr durch Ras aktivierbar ist. Untersuchungen dieser p110y-DASAA-Mutante
haben ergeben, dass die Aktivierung der PI3-Kinasey durch Ras unabhéngig von
GBy-Komplexen erfolgt, aber trotzdem synergistisch mit diesen wirken kann (Pacold et al.,
2000). Obwohl die voneinander unabhangige Ras- und Gpy-Komplex-vermittelte PI3-
Kinase y-Aktivierung sowohl in vitro (Leopoldt et al., 1998; Maier et al., 1999; Krugmann et
al., 2002), als auch ex vivo (Pacold et al., 2000; Suire et al., 2002) untersucht wurde, ist
bisher wenig Uber die physiologische Relevanz dieser beiden Aktivierungswege bekannt.
Eine neuere Studie vergleicht das Migrationsverhalten von neutrophilen Granulozyten aus
p101”- und p110yPASAYPASAA MAusen mit p110y"-Mausen. In dieser Studie konnte mittels
fMLP bzw. Cbha-vermittelter Chemotaxis gezeigt werden, dass die volle Aktivitat der PI3-
Kinase y, sowie ebenfalls die PI3-Kinase y-abhéngige Migration nur bei Anwesenheit der
Ras-Bindungsstelle sowie der p101 vorhanden ist. Des Weiteren wurde nachgewiesen, dass
die PI3-Kinase y-abhangige ROS (reactive oxygen species)-Bildung bereits bei der
p110yPASAMPASAA Mutante vollstandig fehlt (Suire et al., 2006). Der exakte Mechanismus der
Ras-induzierten PI3-Kinase y-Aktivierung sowie die physiologische Relevanz einer Ras-
unabhangigen, ausschlieBlich Gpy-Komplex-vermittelten PI3-Kinase y-Aktivierung sind
jedoch noch unklar.
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2. Fragestellung

Regulation der Phosphoinositid 3-Kinase  y-Isoformen durch Rezeptoren,
Ras- und heterotrimere G-Proteine.

In den letzten Jahren stand die Entwicklung PI3-Kinase-Isoform-selektiver Inhibitoren
zu therapeutischen Zwecken im Fokus der pharmakologischen Forschung. Dabei hat sich
herausgestellt, dass der bisher verwendete Inhibitionsmechanismus auf Basis kompetitiver
ATP-Analoga nur eine begrenzte Isoform-Spezifitdt ermdglicht. Fir die Entwicklung neuer
und selektiverer Wirkprinzipien ist jedoch ein tieferes Verstandnis fir die P13-Kinase-lIsoform-
spezifischen Funktionen und Regulationsmechanismen erforderlich. Insbesondere die
G-Protein-regulierte  PI3-Kinasey ist aufgrund ihrer essentiellen Bedeutung bei
immunologischen, entzindlichen und kardiovaskuldren Erkrankungen eine interessante
pharmakotherapeutische Zielstruktur.

Bisher wurde davon ausgegangen, dass sich die PI3-Kinasey aus der nicht-
katalytischen p101- und der katalytischen p110y-Untereinheit zusammensetzt. Jedoch
zeigen neuere Studien die Existenz einer zweiten nicht-katalytischen Untereinheit, der p87.
Uber die Funktionen der beiden nicht-katalytischen Untereinheiten sowie die Regulation der
daraus resultierenden PI3-Kinase y-Isoformen ist bislang jedoch nur wenig bekannt.

1. Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, die zellulare Regulation der
PI13-Kinase y-Isoformen zu untersuchen. Bislang ist sie als klassischer G;PCR-Effektor
bekannt. Deshalb sollte analysiert werden, ob auch Rezeptoren, die an andere G-Protein-
Familien koppeln, in der Lage sind, die PI3-Kinase y zu regulieren.

2. Ein weiterer GTP-abhéngiger Regulator der PI3-Kinasey ist Ras. Wahrend die
aktivierende Wirkung von Ras auf die p110y-Untereinheit schon langer bekannt ist, wurde
der Einfluss von Ras bei der physiologischen Regulation der Kinase-Aktivitdt bisher als
weniger bedeutsam gegenuber der Gpy-Komplex-vermittelten Aktivierung angesehen.
Neuere Studien lassen jedoch vermuten, dass die Ras-abhéngige Regulation der
P13-Kinase y moglicherweise ebenso bedeutend ist. Wahrend der Aktivierungsmechanismus
der Ras-induzierten Stimulation von Klasse I PI3-Kinasen relativ detailliert untersucht
wurde, fehlen entsprechende Daten fir die Klasse Iz PlI3-Kinase. Deshalb wurde die
Interaktion von Ras mit den beiden heterodimeren PI3-Kinase y-Isoformen naher
charakterisiert.

3. Die kirzlich beschriebene nicht-katalytische PI3-Kinase y-Untereinheit, p87, ist in
ihrer Funktion weitgehend unbekannt. Es fiel eine geringere Aktivitat der PI3-Kinase Ypss
nach Rezeptor-induzierter Stimulation im Vergleich zur PI3-Kinase yy10; auf. Mit Hilfe

zellbiologischer Ansétze sollte die Funktion der p87 charakterisiert werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Saugerzellen und Bakterienstamme

HEK?293-Zellen

HEK?293-Ms-Zellen

Heart Like-1 (HL-1) Zellen

HL-60 Zellen
Kompetente Bakterien (E. coli “TOP 107)
Kompetente Bakterien (E. coli “DH5a*)

3.1.2 Medien und Zusatze

Ampicillin
Claycomb Medium

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Fibronektin

Fotales Kalberserum (fetal calf serum, FCS)
Fotales Kalberserum (fetal calf serum, FCS)

Folsaure
Gelatine

Geneticin (G418)

L-Glutamin

Hefeextrakt

Kanamycin

Luria-Bertani Medium (LB-Medium)
Norepinephrin (Noradrenalin)-bitartrat
Natrium-L-Ascorbat

nichtessentielle Aminosauren
OptiIMEM

Penicillin/Streptomycin

Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ),
Braunschweig

Frau Prof. M. Schmidt,
Groningen, Niederlande

Prof. W. Claycomb,

New Orleans, LA, USA
DSMZ, Braunschweig
Invitrogen, Leek, Niederlande
Invitrogen, Leek, Niederlande

Sigma, Deisenhofen
J.H.R. Bioscience,
KS, USA

Gibco BRL, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen
Gibco BRL, Eggenstein
J.H.R. Bioscience, Lenexa,
KS, USA

Sigma, Deisenhofen
Difco Laboratories,
USA

Gibco BRL, Eggenstein
Gibco BRL, Eggenstein
Roth, Karlsruhe
Calbiochem, Frankfurt
Applichem, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen

Lenexa,

Detroit,

Sigma, Deisenhofen

Gibco BRL, Eggenstein
Gibco BRL, Eggenstein
Genaxxon, Stafflangen
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Penicillin/Streptomycin
RPMI-1640 Medium
Soybean

Trypsin

Trypton

3.1.3 Plasmide

pcDNA3
pPEYFP-C1
pECFP-C1
pcDNA3-YFP

pcDNA3-CFP

p85a (Rind) in pcDNA3

p110B (Mensch) in pcDNA3

p87 (Maus) in pcDNA3

YFP-p87 (Maus) in pEYFP-C1
CFP-p87 (Maus) in pECFP-C1
p87-YFP (Maus) in pcDNA3-YFP
p87-CFP (Maus) in pcDNA3-CFP
p101 (Schwein) in pcDNA3
YFP-p101 (Schwein) in pEYFP-C1
CFP-p101 (Schwein) in pECFP-C1
pl01-YFP (Schwein) in pcDNA3-YFP
p110y (Mensch) in pcDNAS
YFP-p110y (Mensch) in pEYFP-C1
CFP-p110y (Mensch) in pECFP-C1
p110y-YFP (Mensch) in pEYFP-C1
p110y-CFP (Mensch) in pECFP-C1
p110y-CAAX (Mensch) in pcDNAS3
Gaj, (Ratte) in pcDNA3

GB; (Mensch) in pcDNAS

Gy, (Rind) in pcDNAS

GFP-Grplpy (Maus) in pEGFP-C1

Btkp-CFP (Mensch) in pECFP-N1
B-ARK (GRK2)-CT-CFP (C-Terminus)

Gibco BRL, Eggenstein
Gibco BRL, Eggenstein
Gibco BRL, Eggenstein
Calbiochem, Frankfurt
Sigma, Deisenhofen

Invitrogen, Leek, Niederlande
Clontech, Palo Alto, CA, USA
Clontech, Palo Alto, CA, USA
Prof. M. Schaefer,
Berlin/Leipzig

Prof. M. Schaefer,
Berlin/Leipzig

Dr. C. Brock, AG Nirnberg
Dr. C. Brock, AG Nirnberg
diese Arbeit, O. Fedorchenko
diese Arbeit, O. Fedorchenko
diese Arbeit, O. Fedorchenko
diese Arbeit, O. Fedorchenko
diese Arbeit, O. Fedorchenko
Dr. C. Brock, AG Nirnberg

Dr. M. Michalke, AG Nirnberg
Dr. C. Brock, AG Nirnberg
Dr. C. Brock, AG Nirnberg
Dr. C. Brock, AG Nirnberg
Dr. M. Michalke, AG Nirnberg
Dr. C. Brock, AG Nirnberg
Dr. C. Brock, AG Nirnberg
Dr. C. Brock, AG Nirnberg
Dr. C. Brock, AG Nirnberg
Dr. C. Brock, AG Nirnberg
Dr. M. Michalke, AG Nirnberg
Dr. M. Michalke, AG Nirnberg

Prof. C. P. Downes, Dundee,
Grof3britanien

Dr. K. Spicher, AG Nirnberg
Dr. P. Voigt / Prof. M.
Schaefer, Berlin/Leipzig
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H-Ras-wt (Mensch) in pcDNA3

YFP-H-Ras-wt (Mensch) in pEYFP-C1
H-Ras-S17N (Mensch) in pcDNA3
H-Ras-G12V (Mensch) in pcDNA3
fMLP-R (Mensch) in pcDNA3

CXCR4 (Mensch) in pcDNA5S

EGFR in pRK5

[3;-adrenerger Rezeptor in pMC

muskarinischer Acetylcholinrezeptor Mz in pMT,

Neurofibromin 1-333 (NF-1, AS 570-689)

3.1.4 Enzyme

Omniscript Reverse Transkriptase Kit
Taqg DNA Polymerase
Restriktionsenzyme

T4 DNA Ligase

Pfu-T4-DNA Polymerase

Power SYBR Green PCR Master Mix

3.1.5 Chemikalien

30 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)
Adenosintriphosphat (ATP)
[y-*’P]ATP

Agar-Agar

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)

Aprotinin
5-[5-(4-Fluoro-2-hydroxy-phenyl)-furan-2-ylmethylene]-
thiazolidine-2,4-dione (AS-252424)

Atropinsulfat Monohydrat

Benoxathianhydrochlorid
N,N-Bis-[-2-hydroxyethyl]-2-amino-ethansulfonsaure (BES)
bovines Serumalbumin (BSA)

Frau Prof. M. Schmidt,
Groningen, Niederlande
Dr. C. Brock, AG Nirnberg
Dr. C. Brock, AG Nirnberg
Dr. C. Brock, AG Nirnberg
Dr. C. Brock, AG Nirnberg
Prof. B. Homey, Diisseldorf
Prof. A. Ullrich, Martinsried
Frau Dr. S. Schmittmeyer,
Dusseldorf

Frau Prof. M. Schmidt,
Groningen, Niederlande
PD. Dr. Reza Ahmadian,
Dusseldorf

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
AB Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA

Roth, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Hartmann Analytic,
Braunschweig

Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
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Bromphenolblau

[(2-Carbamoyloxyethyl) trimethylammonium chlorid]
(Carbachol)

stromal derived factor 1, SDF-1 (CXCL12)

Desoxynukleosidtriphosphate (ANTPs)

Diethylether

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

Dulbecco’s Phosphate Bufferd Saline w/o Ca** / Mg?*
(D-PBS)

Dulbecco’s Phosphate Bufferd Saline +Ca?* / Mg®* (D-PBS)
ECL Western Blot Detection System

epidermal growth factor, Epidermaler Wachstumsfaktor
(EGF)

Ethanol

Ethidiumbromid

Ethylen-Diamin-Tetraessigsaure (EDTA)
Ethylen-glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’-
Tetraessigsaure (EGTA)
N-Formyl-L-methionyl-L-leucyl-L-phenylalanin (fMLP)
FuGene HD Transfection Reagent

Fura-2 AM (Acetoxymethylester)

Glycerol

[-Glycerophosphat

Glycin

Glukose
4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsaure (HEPES)
Isoprenalin ((-)-Isoproterenol hydrochlorid)
Kaliumchlorid (KCI)

Kalziumchlorid (CacCly)

Leupeptin

Lithiumchlorid (LiClI)

B-Mercaptoethanol (B-ME)

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Magermilchpulver

Magnesiumsulfat (MgSO,)

Methanol

Natriumazid (NaN3)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumlaurylsulfat (SDS)

Natriumorthovanadat

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA

Genaxxon, Stafflangen
Roth, Karlsruhe

Fluca, St. Gallen, Schweitz
ICN, Eschwege

Genaxxon, Stafflangen
Genaxxon, Stafflangen
GE Healthcare, Minchen

Calbiochem, Frankfurt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg
Calbiochem, Frankfurt
Roche, Mannheim
Invitrogen, Leek, Niederlande
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Applichem, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
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Natriumpyrophosphat

Nonidet P40 (NP40)

Okadainsaure

Oligonukleotide

Paraformaldehyd (PFA)

Pepstatin

Pertussistoxin (PTX)
Phenylephrinhydrochlorid
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (Ptdins-4,5-P,)
L-a-Phosphatidylcholin
L-a-Phosphatidylethanolamin
L-a-Phosphatidylserin

Pluronic F-127
Polyoxyethylen-10-Laurylether (C12E10)
Ponceau S

ProLong Gold Antifade Reagent
n-Propanol
(R)-(+)-Propranolol-hydrochlorid
Random Hexamer Primer

Salzsaure (HCI)

Sphingomyelin
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamid (TEMED)
Tris (hydroxymethyl-)aminomethan (Tris)
Triton X-100

Trizol

Tween 20

3.1.6 Antikdrper und Antiseren

anti-p85a (sc-423)

anti-p101

anti-p110B (sc-7175)

anti-p110y zur Immunprazipitation (mAb641)
anti-p110y zur Immunoblot-Analyse

anti'GBcommon (A8398)
anti-GFP zur Immunprazipitation (ab290-50)

Sigma, Deisenhofen
Calbiochem, Frankfurt
Calbiochem, Frankfurt
Operon, Kéln

Sigma, Deisenhofen
Applichem, Darmstadt
Calbiochem, Frankfurt
Sigma, Deisenhofen

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Leek, Niederlande
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Leek, Niederlande
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Roche, Mannheim

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Leek, Niederlande
Applichem, Darmstadt

Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA
Prof. L. Stephens,
Cambridge, UK

Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA
Prof. R. Wetzker, Jena
Prof. R. Wetzker, Jena

Dr. K. Spicher, Berlin
Abcam, Cambridge,
Grol3britannien
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anti-GFP zur Immunoblot-Analyse (632381)
anti-Akt (#9272)

anti-phospho-Akt (Ser473; #4058)

anti-H-Ras (sc-520)

anti-Pan-Ras (R02120)

anti-muskarinischer Acetylcholinrezeptor Ms (sc-7474)
anti-Kaninchen-1gG, HRP-gekoppelt

anti-Maus-1gG, HRP-gekoppelt

anti-Schaf-lgG, HRP-gekoppelt
Alexa Fluor 633, anti-Kanninchen IgG, aus Ziege

3.1.7 Primer

Tabelle 3.1 Klonierungsprimer fur murine p87:

Clontech, Palo Alto, CA, USA
Cell Signalling Technology,
Danvers, MA, USA

Cell Signalling Technology,
Danvers, MA, USA

Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA
Transduction Laboratories,
Lexington, Kentucky, USA
Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA

Cell Signalling Technology,
Danvers, MA, USA

Dako, Glostrup, Ddnemark
Dako, Glostrup, D&dnemark
Invitrogen, Leek, Niederlande

Vektor Orientierung  Sequenz Spezies
pcDNA3 forward 5-AGGCTTCGATGGAGAGCTCAGATGTGGAG-3' Maus
pcDNA3 reverse 5-TCTAGATTATTGGATGATGCCAGAGAATGTGTTG-3' Maus
pcDNA3-YFP/CFP  forward 5'-AGGCTTCGATGGAGAGCTCAGATGTGGAG-3’ Maus
pcDNA3-YFP/CFP  reverse 5-TCTAGACCTTGGATGATGCCAGAGAATGTGTTG-3'  Maus
PEYFP/pECFP forward 5-AGGCTTCGATGGAGAGCTCAGATGTGGAG-3 Maus
PEYFP/pECFP reverse 5-TCTAGATTATTGGATGATGCCAGAGAATGTGTTG-3' Maus
Tabelle 3.2 Reverse-Transkriptase-PCR:
Primer Orientierung Sequenz Spezies
p110a forward 5"-CAGGACTGAGTAACAGACTAGC-3’ Mensch
p110a reverse 5-TCTCCCAATTCAACCACAGTGG-3’ Mensch
p110pB forward 5"-AGCAACAGGAGATCGCTCTGG-3’ Mensch
pl1op reverse 5"-TAGTAGTCCAGCTTTCCCTGAG-3’ Mensch
pll0y forward 5"-GATGAAGTCCTGAATCACTGGC-3 Mensch
pll0y reverse 5"-ACAGTCCATCCTTTGTCTCTGC-3’ Mensch
p1106 forward 5"-CAACCTCAGCACCATCAAGC-3’ Mensch

pl110% reverse 5"-ACCTGGAA GGTGAAGCTCTC-3’ Mensch
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Tabelle 3.3 Real Time-PCR:

Primer Orientierung Sequenz Spezies
GAPDH forward 5-CGAGAATGGGAAGCTTGTCATC-3’ Maus
GAPDH reverse 5"-CGGCCTCACCCCATTTG-3 Maus
pll0y forward 5"-ACAGGGTTCGGGCTGAAAT-3’ Maus
p110y reverse 5-TGGCTATGATCGCCTCCAAT-3’ Maus
p101 forward 5"-GGCAGAACCCTAAATCCAAAAA-3 Maus
p101 reverse 5-GAGCCGATGATCAGCACCTT-3’ Maus
p87 forward 5"-CGGGTGTCCACCGACAGT-3’ Maus
p87 reverse 5"-AAGCTCATCGCTCCCCAAA-3 Maus

3.1.8 Sonstige Materialien

Transferpapier GB002 Schleicher und Schuell,
Dassel

cyclic AMP [°H] Biotrak Assay System GE Healthcare, Miinchen

Deckglaser Marienfeld GmbH, Lauda-
Kdnigshofen

Dunnschichtplatten mit Kieselgel 60 Whatman, Maidstone, UK

Hybond C Nitrozellulose-Membran GE Healthcare, Minchen

LMW Electrophoresis Calibration Kit GE Healthcare, Miinchen

GeneRuler 1 kb DNA Ladder
Glutathion-Sepharose 4B Beads
PCR Purification Kit

Protein A-Sepharose CL-4B
QIAquick Gel Extraction Kit
Qiagen Plasmid Purification Kits
Roéntgenfilme (SuperRX)

TOPO TA Cloning Kit

Fermentas, St. Leon-Rot

GE Healthcare, Minchen
Qiagen, Hilden

GE Healthcare, Miinchen
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Fuji Photo Film, Tokyo, Japan
Invitrogen, Leek, Niederlande
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3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische Methoden

Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten molekularbiologische Standardmethoden sind
ausfuhrlich bei Sambrook & Russell (2001) beschrieben.

3.2.1.1 Polymerase-Kettenreaktions-Techniken

Die Polymerase-Kettenreaktion diente der Vervielfltigung von DNA-Bereichen, welche
durch spezifische Primer definiert wurden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die PCR fir
unterschiedliche Zwecke eingesetzt und entsprechend verschiedene thermostabile DNA-
Polymerasen verwendet. Fir die analytische PCR (s. 3.2.1.1.1 und 3.2.1.1.2) wurde die Taq
DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus eingesetzt. FUr das Synthetisieren von DNA-
Fragmenten, bei denen die Genauigkeit der Sequenz von besonderer Bedeutung war, wurde
eine Proof-Reading-Polymerase verwendet. Alle PCR-Reaktionen wurden in 500 pl
Reaktionsgefallen im Mastercycler (Eppendorf) durchgefuhrt. Das Verifizieren der PCR-
Ergebnisse erfolgte Uber Agarosegelelektrophorese.

3.2.1.1.1 Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenre  aktion

Die RT-PCR wurde zum Nachweis von verschiedenen PI3-Kinase-Untereinheiten in
Zelllinien eingesetzt. Fir den Nachweis von PI3-Kinase-Untereinheiten in HEK293-Zellen
wurde Zelllysat-RNA isoliert. Zur Herstellung der cDNA wurden 2 ug RNA, sowie 1 pl
Omniscript Reverse Transkriptase, 1pupl dNTPs (10mM), 1pl RNAse out, 2l
10x Omniscript-Puffer und 1 pl Random Hexamer Primern verwendet und mit H,O auf ein
Gesamtvolumen von 20 pl gebracht. Die Reaktion wurde eine Stunde lang bei 37 T und
abschliel3end 5 min lang bei 95 T durchgefiihrt.

Tabelle 3.4 Eigenschaften der RT-PCR Produkte

Fragment Spezies Ziel mRNA Bereich (bp) Grofe (bp)
p110a Mensch NM_006218 1609-2430 822
p110pB Mensch NM_006219 2530-3170 641
p110y Mensch AF327656 3020-3555 536
pl110d Mensch NM_005026 371-815 445

Die daraus entstandene cDNA wurde als Template, Tag DNA-Polymerase als
Polymerase nach Herstellerangaben und die in Tabelle 3.2 aufgefhrten Primer fir die
nachfolgende PCR genutzt. Hierzu wurde der PCR-Ansatz (25 pl) initial 94 < fur 5 min
denaturiert und anschlielRend die Amplifikation fir 30 Zyklen (94 < fir 30 s, 57 € fur 30 s,
72 C fur 1 min) durchgefihrt. Nach einer terminale n Elongation von zwei Minuten bei der
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vorangegangenen Elongationstemperatur wurden die PCR-Produkte mittels Agarosegel-
elektrophorese analysiert. Als Kontrollen dienten Wasseransatze ohne DNA zur Konta-
minationserkennung. Die charakteristischen PCR-Produkte sind in Tabelle 3.4 zusammen-
gefasst.

3.2.1.1.2 Real Time-Polymerase-Kettenreaktion

Zur Uberpriifung der endogenen Expression der PI3-Kinase y in HL-1-Zellen wurde
die sensitivere Methode der Real Time-PCR zur Detektion der Untereinheiten gewéhlt. Die
Detektion der cDNA-Amplifikation erfolge mit Hilfe des Farbstoffs SYBR Green, welcher nur
nach Einbau in doppelstréangige DNA anregbar (Anax = 494 nm) ist. Das Emissionsmaximum
liegt bei 521 nm. Abweichungen in der Fragmentldnge, Nukleotidvariationen des Amplifikats
oder Primerdimere kdnnen mittels Schmelzkurvenanalyse differenziert werden. Da in der hier
vorliegenden Arbeit nur die endogene Expression bestéatigt und keine Aussage uber die
Quantitdt des Produktes getroffen werden sollte, wurden die Fluoreszenzsignale jedoch
direkt photometrisch bestimmt und keine gradientenbasierte GréRenkontrolle vorgenommen.
Zur Uberpriifung der Spezifitat der Reaktion wurden die PCR-Produkte anschlieRend mittels
Agarosegelelektrophorese analysiert, um eine Kontamination mit unspezifischen Signalen
auszuschlieRen. Des Weiteren wurde eine Analysemethode gewahlt, bei der keine interne
Kontrolle verwendet wurde. Stattdessen wurden die Ergebnisse aus HL-1-Zellen mit denen
aus murinen Herzen verglichen. Als Basiskonstante der Genexpression wurde auf die
GAPDH standardisiert. Als Kontrollen dienten Wasseransitze ohne DNA zur
Kontaminationserkennung. Die Gentranskripte konnten in ihrer relativen Menge zueinander
bestimmt werden.

Tabelle 3.5 Eigenschaften der Real Time-PCR Produkte:

Fragment Spezies Ziel mRNA Bereich (bp) Grolie (bp)
GAPDH Maus NM_001001303 226-311 86
p110y Maus NM_020272 1943-2002 60
p101 Maus NM_177320 2478-2559 82
p87 Maus BC028998 1000-1056 57

Zur Reaktion wurden 1 ul cDNA aus HL-1-Zellen oder aus murinen Herzen, 12,5 pl
SYBR Green | PCR Master Mix und 200 nM Primer in einem Gesamtvolumen von 25 pl
verwendet. Die Reaktion wurde in einem 7500 Real Time-PCR System Sequence Detector
(AB Applied Biosystems) nach dem folgenden Protokoll durchgefiihrt: Zunédchst wurde das
Reaktionsgemisch fir initiale 2 min auf 50 € gebra cht. Dieser Schritt ist notwendig, um die
im inaktiven Zustand gelieferte Polymerase zu aktivieren. AnschlieRend wurde die DNA fir
10 min bei 95 T denaturiert und nachfolgend Uber 4 0 Zyklen bei 95 < fur 15 s und 58.5 C
bzw. 62 C fur 30s entsprechend fur pll0y und pl0l oder p87 amplifiziert. Die
charakteristischen PCR-Produkte sind in Tabelle 3.5 zusammengefasst.
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3.2.1.2 Konstruktion von Expressionsplasmiden

Fur die Herstellung von Expressionsplasmiden wurde die nachfolgende Strategie
verwendet: Das Einfigen von geeigneten Schnittstellen direkt vor dem Startcodon bzw. das
Entfernen von Stopcodons geschah mittels PCR (s. 3.2.1.1) unter Verwendung der Pfu-T4-
Polymerase. Die dabei entstandenen Fragmente wurden zunéchst in pCR 2.1-TOPO
subkloniert, mittels Restriktionsenzymen geschnitten und spéater weiter in die finalen
Vektoren Kloniert: pcDNA3 fir nicht-markierte, pcDNA3-CFP bzw. -YFP fur C-terminal
markierte, sowie pECFP- bzw. pEYFP-C1 fur N-terminal markierte Proteine. Die Sequenzen
aller PCR-generierten Fragmente wurden durch Sequenzierung tberpruft (GATC Biotech).

p87, YFP-p87 und CFP-p87:

Die p87-cDNA  wurde aus einem sequenzverifizierten cDNA-Klon
(IRAVP968F0666D6, RZPD) mittels PCR mit den Primern 5-AG GCT TCG ATG GAG AGC
TCA GAT GTG GAG-3' und 5-TCT AGA TTA TTG GAT GAT GCC AGA GAATGT GTT G-3
amplifiziert, in pCR 2.1-TOPO subkloniert und anschlieRend tber Hindlll- und Xbal-
Schnittstellen in die Vektoren pcDNA3, pEYFP-C1 und pECFP-C1 inseriert.

p87-YFP und p87-CFP:

Mittels PCR mit den Primern 5’- AG GCT TCG ATG GAG AGC TCA GAT GTG GAG-
3’ und 5-TC TAG ACC TTG GAT GAT GCC AGA GAA TGT GTT G-3' wurde ein p87-cDNA
Fragment generiert, welches eine Xbal-Schnittstelle anstelle des Stopcodons enthielt. Dieses
Fragment wurde zuerst in pCR 2.1-TOPO subkloniert und anschlielend mit Hilfe der Hindlll-
und Xbal-Schnittstellen in die Vektoren pcDNA3-YFP und pcDNA3-CFP inseriert.

3.2.2 Zellbiologische Methoden

3.2.2.1 Zellkultur und Transfektion

HEK293-Zellen wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium mit 10 % FCS,
100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin bei 5 % CO, und 37 T kultiviert und alle drei
bis vier Tage nach Abldsen im Verhéltnis 1:10 in neue Zellkulturschalen tberfiihrt. HEK293-
Ms-Zellen wurden analog zu den HEK293-Zellen Kkultiviert, zusatzlich wurde dem
Wachstumsmedium G418 (0,5 mg/ml) zur Selektion zugegeben.

Die Transfektion von subkonfluenten Zellen (~70%) erfolgte mit Hilfe der
Kalziumphosphat-Methode. Fur @ 3 cm Schalen wurden jeweils 2,5 pg (ggfs. mit leerem
pcDNA3-Vektor aufgefillt) cDNA in 112,5 pl H,O, 12,5 ul 2,5 M CaCl, und 125 pl zweifach
BBS (50 mM BES, 280 mM NacCl, und 1,5 mM Na,HPO,; pH 7,02) gemischt und nach 1 min
Inkubation zum Medium hinzugegeben (fir @ 6 cm oder @ 10 cm Schalen wurde die
zweifache bzw. funffache Menge verwendet). Nach sechs bis neun Stunden Inkubation
wurden die Zellen zweimal mit Ca**/Mg?" haltigem D-PBS gewaschen und anschlieRend fiir



Material und Methoden 39

ca. 22 h in DMEM ohne FCS gehungert. Fur konfokale Fluoreszenzuntersuchungen der
subzelluldren Distribution von PI3-Kinase-Untereinheiten wurden die Zellen mit je 0,2 pg der
YFP-fusionierten PI3-Kinase-Untereinheiten, 0,4 pug fur die nichtfusionierte komplementéare
Untereinheit, 0,2 ug H-Ras-Konstrukt und je 0,5ug der GBi- und Gy,-Untereinheiten
transfiziert. Zur Translokation der PH-Doménen wurde in HEK293-Zellen 0,2 ug Plasmid des
jeweiligen Rezeptors oder eines der H-Ras Konstrukte, 0,4 ug Plasmid je PI3-Kinase-
Untereinheit und der Fluoreszenz-markierten PH-Doméne, je 0,5pg der Gp;- und
GYy.-Untereinheiten sowie jeweils 1,1 pg Plasmid fir NF1 oder B-ARK-CT-CFP transfiziert.
Fir Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)-Analysen wurden HEK293-Zellen mit
0,6 ug Plasmid fur YFP-fusioniertes H-Ras-wt und je 0,4 ug der YFP- oder CFP-markierten
PI13-Kinase y-Untereinheiten transfiziert. Alle Experimente wurden 24 - 36 Stunden nach
Transfektion ausgewertet.

HL-1-Zellen wurden freundlicher Weise von Herrn Prof. W. C. Claycomb zur
Verfigung gestellt (Claycomb et al., 1998; White et al., 2004). Die Kaultivierung der
HL-1-Zellen erfolgte in Claycomb Medium mit 10 % speziellem FCS (J.H.R. Bioscience,
Lenexa, USA), 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin, 2 mM Glutamin und 0,1 mM
Norepinephrin in 0,3 mM Ascorbinsdure bei 5% CO, und 37 T. Nach Abldsen mit
Trypsin/EDTA-LOsung und anschlieBender Zugabe der gleichen Menge an 1750 U/ml
Soybean, wurden die Zellen alle zwei bis drei Tage im Verhdltnis 1:3 in neue, mit
Fibronektin-Gelatine behandelten Zellkulturflaschen uberfuhrt. Fur Transfektionen wurden
Zellen auf Fibronektin-Gelatine behandelten Glasplattchen ausgebracht. Die Transfektion der
subkonfluenten Zellen erfolgte mit Hilfe des FuGene HD Transfektions-Reagenz nach
Herstellerangaben, dabei wurden die zuvor beschriebenen Plasmidkonzentrationen
verwendet.

Fiar die Kultur von HL-60-Zellen bei 37 T und 7 % C O, wurde RPMI-1640 Medium
mit 10 % fotalem Kéalberserum, 1 % nichtessentiellen Aminosauren, 2 mM L-Glutamin,
40 pg/ml Folsaure, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin verwendet. Alle zwei bis
drei Tage wurden die Zellen durch Zugabe von frischem Medium auf eine Dichte von
0,5 x 10° Zellen/ml verdiinnt.

3.2.2.2 Immunfluoreszenz

Zur Bestimmung der subzellularen Lokalisation endogener Proteine wurden in der
vorliegenden Arbeit HEK293-Zellen fir 20 min in 4 % Paraformaldehyd (PFA) bei RT fixiert
und anschlielend 5 min lang mit 0,5 % Triton X-100 permeabilisiert. Die fixierten Zellen
wurden 1 Stunde in 3 % BSA in Ca®*/Mg* freiem D-PBS blockiert und nachfolgend 1,5 h mit
1:400 in 1% BSA in Ca*/Mg?" freiem D-PBS verdinntem anti-H-Ras Antikorper bei RT
inkubiert. Die Zellen wurden dreimal mit Ca*/Mg** freiem D-PBS gewaschen und fir 1 h
1:100 mit 1 % BSA in Ca**/Mg** freiem D-PBS verdiinntem Alexa Fluor 633 goat anti-rabbit
IgG inkubiert. Nach einem erneuten Waschvorgang wurden die Proben abschliel3end in
ProLong Gold Antifade Reagenz eingebettet und spater konfokalmikroskopisch ausgewertet.
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3.2.2.3 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Die subzellulare Lokalisation der heterolog exprimierten fluoreszierenden
Fusionsproteine wurde mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (confocal laser
scanning micrsocope, CLSM) untersucht. Im Vergleich zu einem konventionellen
Epifluoreszenz-Mikroskops (s. Abbildung 3.1 A) ist das CLSM in der Lage, eine wesentlich
geringere Schichtdicke bei hdéherer raumlicher Auflésung abzubilden. Dies wird optisch durch
das Einbringen von zwei Lochblenden in den Strahlengang erreicht (s. Abbildung 3.1 C). Die
erste Lochblende befindet sich dabei direkt hinter der Lichtquelle, wodurch die Probe Punkt
fur Punkt durch den fokussierten Laser angeregt werden kann (s. Abbildung 3.1 B). Um die
Detektion von Streulicht aus den Ebenen ober- und unterhalb des angeregten Punktes zu
verhindern, wird vor dem Detektor eine zweite Lochblende eingebracht, die im Brennpunkt
mit der ersten Blende tbereinstimmt. Durch das Scannen einer Ebene entsteht auf diese Art
und Weise ein Querschnitt durch die untersuchte Zelle, der es ermdoglicht, eine etwa 1 uM
durchmessende Zellschicht zu betrachten und so exakt zwischen z.B. zytosolischer oder
membranérer Fluoreszenz zu unterscheiden (Emptage, 2001).

A Detektor B Detektor C Detektor

2. Lochblende

/ | 1. Lochblende | 1. Lochblende
Lé Lichtquelle ngchtqueHe é Lichtquelle
dichromatischer dichromatischer | dichromatischer |
Spiegel Spiegel Spiegel

> Objektiv L > Objektiv - > Objektiv

Abbildung 3.1: Optisches Prinzip.  (A) Schematische Darstellung des Aufbaus eines Epifluoreszenz-
Mikroskops. (B) Verénderung der optischen Abbildung durch das Einbringen der ersten Lochblende.
(C) Optisches Prinzip eines konfokalen Mikroskops. (Weitere Erlauterungen siehe Text.)

Um lebende Zellen untersuchen zu kénnen, wurden die Glasplattchen mit den darauf
adharierenden transfizierten Zellen aus den Kulturschalchen entnommen, vorsichtig mit
HBS-Puffer (10 mM HEPES pH 7,5, 128 mM NaCl, 6 mM KCI, 1 mM MgCl,, 1 mM CaCl, und
5,5 mM Glukose) abgespllt, in eine Kammer eingespannt, mit HBS-Puffer tiberschichtet und
schlieBlich mit dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop LSM 510-Meta (Carl Zeiss, Jena)
mit einem Plan-Apochromat 63x/1,4-Objektiv ausgewertet. Um eine konstante Temperatur
von 37 T zu gewabhrleisten, wurde das Mikroskop in einen Zeiss Inkubator XL integriert.
CFP, GFP oder YFP wurden mit dem Licht eines Argon-Lasers mit Hilfe der Wellenlangen
458, 488 oder 514 nm angeregt und das emittierte Fluoreszenzlicht durch einen 458, 488
oder 514 nm-Hauptfarbteiler und den 475-525 nm, 505-530 nm oder 530-600 nm Band-
passfiltern detektiert. Die fixierten und mit Alexa 633-markierten Zellen wurden mittels eines
Argon-Lasers und des HeliumNeon2 (HeNe2) Lasers mit den Wellenldangen 488 nm und
633 nm nacheinander getrennt angeregt. Das Fluoreszenzlicht wurde mit Hilfe des
uVv/488/543/633 nm-Hauptfarbteilers, sowie dem 505-530 nm Bandpassfilter bzw. 650 nm
Langpassfilter detektiert. Die konfokalen Blenden wurden so eingestellt, dass die optischen
Schichtdicken zwischen 0,5 und 1,0 uM lagen.
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3.2.2.4 Semi-quantitative Analyse der PH-Domanen-Tr  anslokation

Die Eigenschaft Ptdins-3,4,5-Ps-sensitiver PH-Doméanen, nach Ptdins-3,4,5-P;
Produktion an die Plasmamembran zu translozieren, wurde in der vorliegenden Arbeit als
Nachweis fur die Aktivitat von Klasse | PI3-Kinasen genutzt. Hierzu wurde eine
Ptdins-3,4,5-Ps-sensitive PH-Domane mit GFP-markiert und die subzellulare Lokalisation der
PH-Domane mit Hilfe der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie visualisiert. In der
vorliegenden Arbeit wurde die GFP-markierte PH-Doméne des general receptor for
phosphoinositides-1 (Grpl) als selektiver Ptdins-3,4,5-Ps-Sensor (PIPs-Sensor; GFP-Grplpy)
fur den Nachweis der PI3-Kinase y-Aktivitat verwendet (Gray et al., 1999; Brock et al., 2003).
Die Befunde wurden weiterhin mit Hilfe der PH-Domé&ne der Brutons Tyrosin-Kinase (Btk)
bestétigt (nicht gezeigt; Varnai et al., 1999). Da nach Rekrutierung des PIP;-Sensors die
Fluoreszenz an die Plasmamembran sehr schnell der gesattigte Bereich der Fluoreszenz-
intensitat erreicht wird, ist diese dort nicht proportional zur Konzentration des GFP-Grplpy-
Proteins. Aus diesem Grund wurde die Anreicherung der PH-Doméane an der Membran als
Verlust an intrazellularer Fluoreszenz nach Agonist-induzierter Stimulation gemessen. Dabei
wurde angenommen, dass der Verlust an intrazellular detektierbarem GFP-Fusionsprotein
direkt proportional zur Translokation an die Plasmamembran ist. Der Bleicheffekt wurde
anhand von Kontrollexperimenten gezeigt. Entsprechend wurden kurz vor und nach Zugabe
des Stimulus aufeinander folgende Aufnahmen gemacht (alle 10 s fur 3 - 4 min). Die relative
Menge an GFP-Grplpy-Doméne, welche zum gegebenen Zeitpunkt (t) transloziert war,
wurde mit Hilfe der folgenden Formel berechnet:

[(Fzyto(o)'Fzy‘[o(t))/ Fzyto(O)] x 100

FA10(0) ist die zytosolische Fluoreszenz vor Stimulation.
FAo(t) ist die zytosolische Fluoreszenz zum Zeitpunkt (t) nach Stimulation.

Fur die statistische Analyse der PI3-Kinase-Aktivitat wurden Mittelwerte und
Standardabweichungen von jeweils sechs Zellen aus unabhangigen Transfektionen be-
rechnet.

Im Fall einer permanenten, Agonist-unabhdngigen Rekrutierung des PIPs;-Sensors
war es nicht moglich, die Effektivitat der Stimulation auf die oben genannte Weise zu
berechnen, da in diesem Fall kein unstimulierter Vergleichswert fir die gleiche Zelle zur
Verfigung stand. Hier wurde die durchschnittiche Membranfluoreszenz (Fy) durch die
durchschnittliche intrazellulare (d.h. zytosolische und nukleare) Fluoreszenz (Fz.y) dividiert.
Fu/Fzen

Es wurden die durchschnittlichen Quotienten fir 18 Zellen aus mindestens drei
unabhangigen Experimenten gezeigt, in denen insgesamt 18 Zellen analysiert wurden. Zur
statistischen Analyse der PI3-Kinase-Aktivitat wurden Mittelwerte und Standardab-
weichungen von drei unabhdngigen Experimenten basierend auf jeweils sechs Zellen
berechnet. Die Signifikanz-Niveaus wurden mittels gepaartem Student t-Test berechnet
(* p<0,05, ** p<0,01 und *** p<0,005).
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3.2.2.5 Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer

Eine weitere Anwendung von Fusionsproteinen mit verschiedenen Farbvarianten des
GFP (Tsien, 1998) ist der erstmals 1996 beschriebene Nachweis der Interaktion zweier
Proteine in lebenden Zellen mittels Fluoreszenz- oder Forster-Resonanz-Energie-Transfer
(FRET, Heim & Tsien, 1996; Pollok & Heim, 1999; van Roessel & Brand, 2002). Es handelt
sich hierbei um ein physikalisches Phanomen, bei dem Energie strahlungsunabh&ngig von
einem Fluorophor (Donor) auf ein zweites Fluorophor (Akzeptor) Ubertragen wird (s. Ab-
bildung 3.2).

A kein FRET C Energieschema
5nm
436 nm
A
CFP YFP A A
Pﬁ,sr
480 nm o| o ~N
1K ¥
B FRET-Signal wj = —
5nm <
%436 nm -
FRET
CFP —>» YFP Donor (CFP) Akzeptor (YFP)

%480 nm %535 nm

Abbildung 3.2: FRET-Prinzip. (A) CFP wird durch monochromatisches Licht der Wellenlange 458 nm
angeregt und emittiert Licht mit einem Wellenlangenmaximum von 480 nm. (B) CFP wird erneut durch
monochromatisches Licht der Wellenlange 458 nm angeregt, aber emittiert weniger Licht als in A.
Stattdessen wird ein Teil der Energie vom CFP auf YFP ubertragen, da dieses in grol3e Nahe
(2-10 nm) zum Donor CFP gelangt ist. YFP emittiert nach FRET Licht mit einem Wellen-
lAngenmaximum von 535 nm. (C) Energiediagramm von CFP/YFP FRET: CFP (Donor) ist angeregt,
jedoch wird der gré3te Teil seiner Energie nicht fir die Emission von Zyanblau verwendet, sondern auf
das YFP (Akzeptor) Gbertragen, so dass als Ergebnis hauptsachlich gelbes Licht emittiert wird.

Um einen Resonanz-Energie-Transfer zu beobachten, missen drei Bedingungen
erflllt sein. (i) Das Emissionsspektrum des Donors muss mit dem Absorptionsspektrum des
Akzeptors Uberlappen (s. Abbildung 3.3 B, grau dargestellt). (ii) Der Emissionsdipol des
Donors darf nicht senkrecht zum Absorptionsdipol des Akzeptors orientiert sein. Und (iii) die
Donor- und Akzeptormolekiile diirfen nicht weiter als 10 nm (100 A) von einander entfernt
sein. Forster zeigte, dass die Effizienz des FRETs von der sechsten Potenz des Abstandes
(r) von Donor und Akzeptor abhangig ist.

E=[1+(/R0)°]™

Hierbei ist RO der sogenannte Forster-Radius, bei dem die FRET-Effizienz, unter
Voraussetzung einer zufalligen Orientierung der Dipole, 50 % betragt (Forster, 1948). RO ist
somit abhangig von der Kombination der Fluorophore und liegt z.B. fur das CFP-/YFP-Paar
bei 49-52 A. Eben diese starke Abhangigkeit vom Abstand der beiden Fluorophore
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ermoglicht es mittels FRET den Abstand von interagierenden Proteinen im Bereich von 1 bis
10 nm zu messen. Die Energietbertragung von CFP auf YFP durch FRET macht sich
beispielsweise dadurch bemerkbar, dass es bei der Anregung des CFP nicht nur zu einer
verminderten CFP-Fluoreszenz, sondern zusatzlich auch zu einer zusétzlichen YFP-
spezifischen Emission kommt (s. Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.3: Spektren. (A) Zeigt die Exzitationsspektren von CFP (turkis) und YFP (gelb). Es wird
deutlich, dass im gesamten Exzitationsbereich des CFP, YFP ebenfalls in geringem Mal3e angeregt
wird. Hierdurch kommt es zu einer YFP-Emission nach Anregung von CFP und somit zu
unspezifischen Signalen, was als spektrales Durchbluten bezeichnet wird. (B) Zeigt das
Emissionsspektrum des Donors CFP und das Exzitationsspektrum des Akzeptors YFP. Der
Uberlappende Bereich, der fiir den Energietransfer verantwortlich ist, ist hier grau dargestellt.
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Abbildung 3.4: Akzeptor-Photobleach.  (A) FRET erfolgt nach Exzitation des CFP und fuhrt zu einer
YFP-spezifischen Emission. (B) Um das Ausmald des Energietransfers ermitteln zu kénnen, wird
anschlieBend der Akzeptor mit monochromatischem Licht einer geeigneten Wellenlange geblichen.
Dies fihrt dazu, dass die YFP Fluoreszenzintensitéat abnimmt und die CFP Fluoreszenzintensitat im
entsprechenden Ausmald zunimmt, da keine Energie mehr auf den Akzeptor Ubertragen werden kann
und diese nun komplett in Emissionslicht umgewandelt wird. Der Anstieg der Donoremission nach
vollstandigem Bleichen des Akzeptors ist proportional zur Energiemenge, die zuvor auf den Akzeptor
Ubertragen wurde und ist ein MaR fur die Effizienz des FRETSs.

Der einfachste Weg FRET zu messen ist, die Entstehung eines FRET-Signals durch
die Induzierung einer Interaktion zweier Fluoreszenz-markierter Proteine zu messen. Da in
der vorliegenden Arbeit aber ein bereits bestehendes FRET-Signal nachgewiesen werden
sollte, wurde bei den hier vorgestellten Experimenten die Anderung des FRET-Signals durch
Ausbleichen des Akzeptors wahrend der Messung erzwungen. Auf diese Weise konnte die
FRET-Effizienz zwischen CFP und YFP durch Ausbleichen des Akzeptors (YFP) und
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gleichzeitiger Messung der Donorfluoreszenz (CFP) bestimmt werden (s. Abbildung 3.4).
Kommt es durch Wegnahme des Akzeptors zu einem Anstieg der Donorfluoreszenz, so ist
dadurch nachgewiesen, dass zwischen den beiden Fluorophoren FRET stattgefunden hat
(Kenworthy, 2001). Das Ausmal} des Anstiegs der Donorfluoreszenz durch vollstandiges
Ausbleichen des Akzeptors ist proportional zur FRET-Effizienz.

Zur Vermeidung von falsch positiven Ergebnissen durch spektrales ,Durchbluten®
wurde in der vorliegenden Arbeit eine regressionsbasierte spektrale Auswertung unter
Zuhilfenahme des Meta-Detektors sowie der von der Firma Zeiss mitgelieferten Software
vorgenommen (s. Abbildung 3.3 A; Lenz et al., 2002; Amiri et al., 2003). Der Meta-Detektor
stellt eine Aneinanderreihung von 32 Punktdetektoren (PMTs; Photomultiplier) dar, welche
eine Aufnahme der gesamten spektralen Signatur in 10,7 nm Schritten und eine
anschlielende Zusammenfassung zu einem Emissionsspektrum ermdéglichen. Es werden
zunéchst separate Referenzspektren fir alle verwendeten Fluorophore (in unserem Fall CFP
und YFP) mit allen wichtigen, im spateren Verlauf beibehaltenen Einstellungen
aufgezeichnet. Danach werden die Fluorophore unter Verwendung ihrer individuellen
Reverenzspektren mit Hilfe linearer Entmischung (linear unmixing) in die zugehdrigen Kanéle
aufgetrennt. Dadurch kénnen selbst stark Uberlappende Emissionsspektren wieder sauber
den Fluorophoren zugeordnet werden.

Fur die in dieser Arbeit vorgestellten FRET-Experimente wurden Glasplattchen mit
adhéarierenden transfizierten Zellen aus den Kulturschalchen entnommen, vorsichtig mit
HBS-Puffer (138 mM NaCl, 6 mM KCI, 1 mM MgCl,, 1 mM CacCl,, 5,5 mM Glukose, 10 mM
HEPES, pH7,5) abgespullt, in eine Kammer eingespannt, mit 200 ul HBS-Puffer
Uberschichtet und schlieBlich mit einem invertierten CLSM durch ein Plan-Apochromat
63x/1,4-Objektiv unter Verwendung des Meta-Detektors bei 37 T ausgewertet. Zur
Bestimmung des FRETs wurden Zellen, welche CFP- und YFP-Fusionsproteine
exprimierten, mit Laserlicht der Wellenlange 458 nm angeregt und die Emissionssignale mit
Hilfe des META-Detektors von 462-548 nm aufgezeichnet. FRET wurde als Wiedererlangung
von CFP-(Donor)-Fluoreszenz wéahrend YFP-(Akzeptor)-Bleichens gemessen. Dafiir wurden
zunachst die Referenzspektren fir CFP und YFP ohne Bleichen des Akzeptors Uber flnf
Zyklen aufgezeichnet. AnschlieRend wurden zwdlf Zyklen aufgezeichnet, zwischen denen
YFP mit der Wellenlange 514 nm bei 100 % Laserleistung und funf Wiederholungen
ausgeblichen wurde. CFP- und YFP-Fluoreszenzintensitdten wurden linear entmischt und
die FRET-Effizienz in Prozent mittels der nachstehenden Formel berechnet (Bestvater et al.,
2005):

rel.l. = ( It X Ino )/( lg X INt)-

rel. 1. = relative Intensitat (1 = 100 %)

I = Fluoreszenzintensitat der gebleichten Zelle zum angegebenen Zeitpunkt

lo = durchschnittliche Fluoreszenzintensitat der gebleichten Zelle vor Akzeptor-Photobleach
Ine = Fluoreszenzintensitat der Kontrollzelle zum angegebenen Zeitpunkt

Ino = durchschnittliche Fluoreszenzintensitat der Kontrollzelle vor Akzeptor-Photobleach
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3.2.2.6 Messung der intrazellularen Konzentration v~ on Kalzium

Die fluoreszenzphotometrische Bestimmung der intrazelluldren Konzentration von
Kalzium in HEK293-Zellen erfolgte mit Hilfe des Kalzium-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffes
FURA-2 AM (Grynkiewicz et al., 1985). Fura-2 AM eignet sich besonders gut zur Messung
von Kalziumkonzentrationen, da die Fluoreszenzintensitdt hier unabhangig von der
Konzentration des Farbstoffs, der Dicke der Zelle, der die optischen Eigenschaften der
Messapparatur zusammenfassenden Konstante und der Ca®'-Konzentrationsfunktion
bestimmt werden kann. Mit Hilfe der folgenden Formel wurde die Kalziumkonzentration
errechnet (Burelout et al., 2004):

224[(y' Fmin) (Fmax'y)_l]

y= Fa40/F3g0 der Probe

HEK293-M,-Zellen wurden in einfach HBS mit 2 mM Ca* (138 mM NaCl, 6 mM KClI,
1 mM MgCl,, 2 mM CaCl,, 5.5 mM Glukose, 10 mM HEPES; pH 7.5) aufgenommen und fir
15 min bei RT mit 2 yM Fura-2 AM, 0,1 % FCS und 0,02 % Pluronic F-127 inkubiert.
AnschlieRend wurden die Zellen 5 min bei 1000 x g (Labofuge 400R, Heraeus, Hanau) und
RT zentrifugiert, in frischem einfach HBS mit 2 mM Ca?* fur 30 min bei 37 T und 7 % CO,
inkubiert und in einer Konzentration von 1x10° Zellen pro 96-well ausgebracht. Die
Auswertung erfolgte mit Hilfe des Lumineszenz-Spektrometers Modell FLUOstar OPTIMA
(BMG Labtech, Offenburg), bei den Anregungswellenlangen 340 und 380 nm. Wéahrend der
Messung wurden die Zellen mit 50 uM Carbachol stimuliert (s. Abb. Anhang 8.11) und
anschlieRend die intrazellularen Kalziumkonzentrationen nach Ermittlung von Fya durch
Behandlung der Zellen mit 0,5 % NP-40 und F;, durch Zugabe von 50 mM EGTA mit der
oben beschriebenen Formel errechnet.

3.2.2.7 Bestimmung der intrazellularen Konzentratio n von zyklischem Adenosin-
monophosphat

Die Konzentration von zyklischem Adenosinmonophosphat (cCAMP) wurde mittels des
cyclic AMP [°H] Biotrak Assay Systems (GE Healthcare, Miinchen) bestimmt. Die
Konzentrationsbestimmung beruht auf dem Prinzip der kompetitiven Verdrdngung zwischen
dem zu messenden und radioaktiv markiertem cAMP. Zur Messung von intrazellularem
cAMP wurden Zellen zunéchst fir eine Minute mit 10 uM Isoprenalin stimuliert und an-
schlielBend die stimulierten, aber auch unstimulierte Kontrollzellen in flissigem Stickstoff
zerkleinert und in 6 % Trichloressigsaure durch Ultraschall (10-15 s) extrahiert. Unlosliche
Zellbestandteile wurden bei 13.000 rpm fur 15 min bei 4 € abzentrifugiert und der
Uberstand fiinfmal mit sechs Volumenteilen Diethylether gewaschen. AbschlieRend wurden
die Proben in einem Vacuum Concentrator System (Bachofer, Reutlingen) getrocknet und in
je 50 ul TE-Puffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA; pH 7,5) resuspendiert (Patrucco et al.,
2004). Die so gewonnenen Proben, eine cAMP-Standardreihe und eine Nullprobe wurden
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jeweils in Triplikaten angesetzt. 50 ul Probe bzw. 50 pl des cAMP-Standards wurden
zusammen mit je 50 ul [*H]JcAMP und 100 ul Binding Protein fiur 90 min inkubiert.
Uberschiissiges freies cAMP wurde durch Zugabe von medizinischer Kohle abgefangen und
durch Zentrifugation (500 x g, 12 min, 4 C) von der [*H]cAMP-Protein-Fraktion getrennt.
AnschlieBend wurde 200 pl des Uberstandes zu 3 ml Szintillationsflussigkeit gegeben und in
einem 1214 Rackbeta Liquid Szintillation Counter (LKB Wallac, Turku, Finnland) die
Radioaktivitdt bestimmt. Mit Hilfe der ermittelten Standardkurve konnte die Menge an
intrazellularem cAMP berechnet werden.

3.2.3 Proteinbiochemische Methoden

3.2.3.1 Gewinnung von Zelllysaten

HEK293-Zellen wurden mit Ca*/Mg?* haltigem D-PBS gewaschen und anschlieRend
in Lysepuffer (1% SDS in D-PBS mit 10 pg/ml Aprotinin, 1 pg/ml Leupeptin, 1 pg/ml
Pepstatin und 1 mM PMSF) per Ultraschall dreimal fur jeweils 15s auf Eis lysiert. Zur
Bestimmung der Akt (Ser473)-Phosphorylierung wurden die 43 h in DMEM ohne FCS
gehungerten HL-1-Zellen fir 5 min mit dem jeweiligen Agonisten stimuliert und nachfolgend
in eiskaltem Akt-Lysepuffer (20 mM Tris pH 7,4, 300 mM NaCl, 3,5 mM EDTA, 1 mM EGTA,
1% Triton X-100, 2,5mM Natriumpyrophosphat, 40 mM [(-Glycerophosphat, 1 mM
Natriumorthovanadat, 100 nM Okadainsaure, 10 pg/ml Aprotinin, 1 pg/ml Leupeptin, 1 pg/ml
Pepstatin und 1 mM PMSF) lysiert und 20 min bei 4 °C inkubiert. Um die G-Protein- oder die
PI3-Kinase y-Aktivitat zu inhibieren, wurden die HL-1 Zellen vor der Zugabe des Agonisten
entweder Uber Nacht mit 200 ng/ml Pertussistoxin (Merck, Darmstadt, Germany) oder fir
20 min mit 3 uM AS252424 (Merck) inkubiert. In beiden Fallen wurde der partikulare Anteil
bei 13.000 rpm abzentrifugiert.

3.2.3.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die in dieser Arbeit verwendete Methode nach Lowry und Mitarbeitern (Lowry et al.,
1951), welche teilweise nach Peterson (Peterson, 1983) modifiziert wurde, ist flr Detergenz-
haltige Praparationen besonders geeignet. Als Mengenstandard wurde BSA verwendet. Je
5 ul der Zelllysate (s. 3.2.3.1) wurden auf 1000 pl mit deionisiertem Wasser verdinnt und
10 min mit je 1 ml Reagenz A (200 mM NaOH, 0,025 % CuSOQOy,, 0,05 % KNa(C4H.0g), 2,5 %
NaCO; und 2,5 % SDS) inkubiert. AnschlieRend wurden 500 pl Reagenz B (333 mM Folin-
Ciocalteau-Phenolreagenz) hinzugegeben und der Ansatz erneut fur 30 min bei RT inkubiert.
Die Auswertung erfolgte photometrisch bei einer Wellenlange von 750 nm (DU 800
Spektrophotometer, Beckman Coulter).
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3.2.3.3 SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteinen entsprechend ihrer relativen molekularen Masse
wurde ein von Laemmli (Laemmli, 1970) entwickeltes, denaturierendes, diskontinuierliches
Elektrophorese-System verwendet.

Fur die gelelektrophoretische Auftrennung wurden je Probe 25 pg der lysierten
Proteine (s. 3.2.3.1 und 3.2.3.2) mit vierfach Laemmli-Puffer (250 mM Tris-HCI, 40 %
Glycerol, 20 % [3-Mercaptoethanol, 4 % SDS, 0,08 % Bromphenolblau) versetzt, so dass eine
einfache Konzentration entstand. Anschlieend wurden die Proben auf das Gels
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in Laufpuffer (25 mM Tris-HCI, 192 mM Glycin und
0,1% SDS) mit Hilfe des Mini-PROTEAN Tetra Electrophoresis System (BioRad
Laboratories GmbH, Minchen) bei einer konstanten Stromspannung von 35 mA je Gel
(1 mm Schichtdicke). Zur Konzentrierung der Proteine diente ein relativ grol3poriges
Sammelgel, wahrend die Auftrennung in einem kleinporigen Trenngel erfolgte.

Sammelgel Trenngel
30 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 4,5 % 10 oder 15 %
SDS 0,1% 0,1%
APS 0,1% 0,1%
TEMED 0,1% 0,1%
Tris-HCI 125 mM, pH 6,8 375 mM, pH 8,8

3.2.3.4 Immunoblot-Analyse

Der Transfer der gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine (s. 3.2.3.3) auf
Nitrozellulose-Membranen (Hybond C extra) erfolgte mittels des Trans-Blot SD Semi-Dry
Electrophoretic Transfer Cell Systems (Bio-Rad Laboratories GmbH; Towbin et al., 1992).
Die Membran, sowie sechs Lagen Transferpapier wurden auf die GroRe des Gels
zurechtgeschnitten. Zwei Stlicke Transferpapier wurden in Anodenpuffer | getrankt und auf
der Anode plaziert, ein weiteres mit Anodenpuffer Il getranktes Papier wurde dartber
geschichtet. Die Membran wurde fur zwei Minuten in H,O gegeben und anschlieRend fir finf
Minuten in Anodenpuffer Il &quilibriert, bevor sie auf die Filterpapiere aufgelegt wurde. Das
Gel inkubierte funf Minuten in Kathodenpuffer und wurde dann auf der Membran plaziert.
Den Abschluss zur Kathode bildeten drei Lagen Transferpapier, welche in Kathodenpuffer
getrankt waren. Luftblasen zwischen den einzelnen Schichten des Blots wurden entfernt. Der
Transfer dauerte 30 — 90 min bei einer Stromstarke von 70 mA pro transferiertem Gel.

Die Nitrozellulose-Membranen wurden mit Ponceau S-Ldsung angefarbt und der
Uberschussige Farbstoff durch Spilen mit demineralisiertem H,O entfernt. Die auf die
Membran transferierten Proteine wurden dabei durch Bindung des roten Farbstoffs reversibel
sichtbar gemacht und zur Dokumentation eingescannt. Das Blockieren der Membran, zur
Absattigung unspezifischer Bindungsstellen, erfolgte in 20 ml einer Lésung aus 5%
Magermilchpulver in TBS-T far 30 min bei RT. Im Anschluss daran folgte Uber Nacht die
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Inkubation bei 4 T mit spezifischen primaren Antik 6rpern (1:200 - 1:1000) in einem
Antikorperpuffer (10 mM Tris pH 7,5, 150 mM NacCl, 1% BSA und 0,01 % NaNg). Nach
mehrmaligem Waschen der Nitrozellulose-Membranen mit TBS-T oder deionisiertem Wasser
wurden diese flr eine Stunde mit einem Peroxidase-konjugierten sekundaren Antikorper
(Anti-Maus-, Anti-Schaf oder Anti-Kaninchen-lgG 1:1000 — 1:5000) inkubiert. Die Antigen-
Antikdrper-Komplexe wurden nach erneutem Waschen der Membranen mit TBS-T oder
deionisiertem Wasser Uber die Peroxidase-Aktivitat durch Chemilumineszenz nachgewiesen
(ECL). Im Fall des Nachweises der Akt (Ser473)-Phosphorylierung und des Akt-Proteins
wurden die Nitrozellulose-Membranen nach Auswertung der phospho-Akt-Signale fur 20 min
bei 55 T in Strippuffer (62,5 mM Tris pH 6,7, 2 % SDS, 100 mM B-ME) inkubiert, sechsmal
mit TBS-T gewaschen und im Anschluss erneut mittels Immunoblot-Analyse untersucht.

Als Blotpuffer dienten fir:

Proteine gréfer 40 kDa Proteine kleiner 40 kDa
Anode | 300 mM Tris, 20 % Methanol 300 mM Tris, 40 % Methanol
Anode Il 25 mM Tris, 20 % Methanol 25 mM Tris, 40 % Methanol
Kathode 25 mM Tris, 40 mM Glycin, 10 % 25 mM Tris, 40 mM Glycin, 10 %
Methanol, 0,005 % SDS Methanol

3.2.3.5 Immunprazipitation

In der vorliegenden Arbeit wurde die Immunprazipitation (IP) verwendet, um die
Lipidkinase-Aktivitdt der PI3-Kinasey zu analysieren. Dazu wurden HL-60-Zellen oder
HEK293-Zellen, wie unter 3.2.3.1 beschrieben, in IP-Lysepuffer (50 mM Hepes pH 7,4,
150 mM NaCl, 1% NP40, 10 pg/ml Aprotinin, 1 pg/ml Leupeptin, 1 pg/ml Pepstatin und
1mM PMSF) lysiert und durch Homogenisieren mit einer Injektionskanile (27 G)
aufgeschlossen. Zur Gewinnung des Zellextrakts wurde eine ultrazentrifugiert (100.000 x g,
4<C, 30min, 3K30, Sigma). Parallel wurde der anti-pl10y-Antikbrper fur die
Immunprézipitation in 1 ml Prazipitationspuffer (50 mM Phosphatpuffer, pH 7,2, 150 mM
NaCl, 2 mM EDTA, 5 mM NaF, 1% NP40, 10 pg/ml Aprotinin, 1 pg/ml Leupeptin, 1 pg/ml
Pepstatin und 1 mM PMSF) bei 4 C fir 1 h an Protein A-Sepharose gebunden. Die
Zellextrakte wurden mit Prazipitationspuffer verdinnt und mit antikérperhaltiger bzw.
antikorperfreier Protein A-Sepharose tber Nacht bei 4 T unter leichtem Schitteln inkubiert.
Nach der Sedimentation der Sepharose (1000 x g, 2 min) wurden nicht gebundene Proteine
durch Waschen mit Prazipitationspuffer entfernt. Es folgten Waschschritte mit 1 M LiCl in
100 mM Tris-HCI, pH 7,5 sowie mit Vesikelpuffer (40 mM HEPES, pH 7,4, 100 mM NacCl,
1 mM EGTA, 0,2 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM B-Glycerophosphat und 7 mM MgCl,). Die so
vorbereiteten Proben wurden zur Bestimmung der Lipidkinase-Aktivitat (s. 3.2.3.6.2)
eingesetzt oder zur Identifizierung der gebundenen Proteine mit Probenpuffer nach Laemmli
(s. 3.2.3.3) resuspendiert, gelelektrophoretisch aufgetrennt (s. 3.2.3.3) und durch ihre
Immunoreaktivitat (s. 3.2.3.4) identifiziert.
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3.2.3.6 PI3-Kinase-Funktionsbestimmung

Die Lipidkinase-Aktivitdt der Klasse | PI3-Kinasen wird zum Nachweis der Aktivitat
genutzt. Hier besteht die Mdglichkeit, eine GFP-fusionierte PH Doméane entweder anhand
Ihrer Rekrutierung in lebenden Zellen (Brock et al., 2003), oder biochemisch zum Nachweis
von Ptdins-3,4,5-P; im Dotblot-Verfahren (Guillou et al., 2007a; Guillou et al., 2007b) zu
verwenden. Des Weiteren kann ein PtdIns-3,4,5-P; spezifischen Antikérper (Gupta et al.,
2007) oder ein radioaktiver in vitro Assay (Stephens et al., 1994; Leopoldt et al., 1998; Maier
et al.,, 1999) zum Nachweis der PI3-Kinase-Aktivitat genutzt werden. In der vorliegenden
Arbeit wurden zwei Methoden zur Aktivitdtsbestimmung verwendet: Zum einen die unter
3.2.2.3 und 3.2.2.4 beschriebene Translokation einer GFP-fusionierten PH-Domane an die
Plasmamembran und zum anderen der im Folgenden beschriebene in vitro Lipidkinase-
Assay.

3.2.3.6.1 Herstellung der Phospholipidvesikel

Die Herstellung von Lipidvesikeln erfolgte nach (Czupalla et al.,, 2003) mit
Modifikationen. Es wurde eine Mixtur aus 320 uM Phosphatidylethanolamin, 300 uM
Phosphatidylserin, 140 uM Phosphatidylcholin, 30 uM Sphingomyelin und 40 uM PI-4,5-P,
hergestellt und im N,-Strom getrocknet. Der so entstandene Lipidfilm wurde in 345 pl
Vesikelpuffer (40 mM HEPES, pH 7,4, 100 mM NaCl, 1 mM EGTA, 0,2 mM EDTA, 1 mM
DTT, 1 mM B-Glycerophosphat und 7 mM MgCl,) aufgenommen. Die Eppendorfgefal3e
wurden im Ultraschallbad bei RT solange inkubiert, bis sich der Lipidfilm vollstandig von der
GefalRwandung unter Bildung einer leicht triiben Suspension geldst hatte.

3.2.3.6.2 Bestimmung der Lipidkinase-Aktivitat

Die Uberprifung der Lipidkinase-Aktivitat erfolgte in einem Reaktionsvolumen von
50 ul wie beschrieben (Maier et al., 1999) nach folgendem Prinzip: 30 ul Phospholipidvesikel
(s. 3.2.3.6.1) wurden mit 4 pl BSA (1 %) und 3 pl GBy-Komplexen fur 10 min auf Eis
inkubiert. Im Anschluss wurden 10 ng des Enzyms hinzugegeben und der Reaktionsansatz
erneut fir 10 min auf Eis in einem Endvolumen von 40 pl inkubiert. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 40 uM ATP (1 uCi [y-**P]JATP, Hartmann Analytic) in 10 pl 0,1 % BSA
enthaltendem Vesikelpuffer gestartet und erfolgte fir 15 min bei 30 T. Zur Beendigung der
Reaktion wurde dem Ansatz 150 pl eiskaltes 1 N HCI hinzugegeben und der Ansatz auf Eis
gestellt. Die Lipide wurden durch Vortexen in Gegenwart von 500 pl einer 1:1 Mischung
Chloroform : Methanol extrahiert. Nach Zentrifugation konnte die organische Phase
abgetrennt und nachfolgend zweimal mit 200 pl 1 N HCI gewaschen werden. 70 pl der so
erhaltenen organischen Phase wurden mit Hilfe einer Kaliumoxalat-beschichteten
Dunnschichtchromatographie-Platte (DC-Platte, Whatman) mit einem Laufmittel aus 35 ml
2N Essigsaure und 65 ml Propanol aufgetrennt. Die getrocknete DC-Platte wurde
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abschliel3end autoradiographisch mittels Fuji Imaging Folien und eines Fujifilm FLA-5000
Imaging Systems (Raytest) ausgewertet.

3.2.3.7 GroRRenausschluRchromatographie

Die GrofRRenausschlu3ichromatographie dient der flissigchromatographischen
Fraktionierung einer Proben nach Gré3e (Porath & Flodin, 1959) und wird verwendet, um die
Dimerisierung der Uberexprimierten PI3-Kinase-Untereinheiten nachzuweisen. Zunachst
wurden Zellen mit Ca*/Mg?* haltigem D-PBS gewaschen und in Elutionspuffer (20 mM
HEPES, pH 7,5, 150 mM NaCl, 10 mM B-ME, 4 mM EDTA, 0,2 % Polyoxyethylen-10-
Laurylether (C12E10), 30 pg/ml Trypsin-Inhibitor, 10 pg/ml Aprotinin, 1 pg/ml Leupeptin,
1 pg/ml Pepstatin und 1 mM PMSF) aufgenommen. Anschlie3end wurden die Zellen mit Hilfe
einer Injektionskanile (27 G) homogenisiert und die unléslichen Bestandteile mittels
Ultrazentrifugation (30 min bei 100.000xg, 4 C) abgetrennt. Die Zytosole wurden
nachfolgend auf eine 24 ml Superdex 200-Séule (GE Healthcare) aufgetragen und mit
Elutionspuffer unter Zuhilfenahme eines ,AKTA purifier* HPLC-Systems (GE Healthcare) in
Fraktionen a 0,5 ml eluiert. Aliquots der Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE (s. 3.2.3.3)
und Immunoblot (s. 3.2.3.4) analysiert.

3.2.3.8 Nachweis der Ras-Aktivitat mittels Affinitd  tspréazipitation

Die Tatsache, dass kleine GTPasen nur im aktiven, GTP-gebundenen Zustand an
ihre Effektoren binden kénnen, macht man sich zu Nutze, indem man die Ras-Bindungs-
Doménen (RBDs) von Effektorproteinen verwendet, um selektiv nur aktiviertes Ras mit Hilfe
der Affinitatsprazipitation anzureichern. Im Fall von Ras wird im Allgemeinen die Glutathion-
S-Transferase (GST)-fusionierte RBD von Raf verwendet, die an Polymerpartikel (Beads)
gebunden wird.

GST-RBD-Fusionsprotein beinhaltende Bakterienlysate wurden freundlicherweise
von Herrn PD. Dr. Reza Ahmadian aus unserem Institut zur Verfigung gestellt. 100 pl
Glutathion-Sepharose 4B Beads wurden viermal mit je 1 ml Waschpuffer (50 mM Tris;
pH 7.5, 2 mM MgCl,, 100 mM NacCl, 10 % Glycerol, 0,5 % NP40, 10 pug/ml Aprotinin, 1 pg/ml
Leupeptin, 1 pg/ml Pepstatin und 1 mM PMSF) equilibriert und anschlieRend mit 50 pul GST-
RBD-Lysat fur 30 min bei 4 € inkubiert. AnschlieRe nd wurden die Beads erneut viermal mit
Waschpuffer gewaschen, in 500 pl Puffer aufgenommen und bis zur Verwendung bei 4 °C
gelagert.

Auf Ras-Aktivitdt zu untersuchende Zellen wurden wie unter 3.2.3.1 beschrieben in
Waschpuffer lysiert und die Proteinkonzentration bestimmt (s. 3.2.3.2). Die mit GST-RBD
beladenen Glutathion-Sepharose-Beads wurden mit je 3 mg Gesamtprotein flr 30 min bei
4 <C inkubiert. Nach Prazipitation der Beads bei 1. 000 x g fir zwei Minuten wurden diese
viermal mit Waschpuffer gewaschen und abschlieRend in je 30 pl einfach Laemmli-Puffer
resuspendiert. Die Uberstande wurden mittels einem 15 %igen SDS-Gel (s. 3.2.3.3) und
Immunoblot (s. 3.2.3.4) analysiert.
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4. Ergebnisse

4.1 Rezeptor/G-Protein-Spezifitdt der PI3-Kinase vy

Die PI3-Kinase y nimmt als intrazellulares Effektormolekil eine zentrale Rolle bei der
Regulation von inflammatorischen und allergenen Immunantworten ein. So ist sie unter
anderem an der Rezeptor-induzierten Migration von Makrophagen und neutrophilen
Granulozyten sowie der Degranulation von Mastzellen beteiligt (Hirsch et al., 2000; Sasaki et
al., 2000; Li et al., 2000; Ruckle et al., 2006; Hawkins et al., 2006; Rommel et al., 2007). In
diesem Zusammenhang wird sie als Gi-Protein-reguliertes Enzym diskutiert, da der Uber-
wiegende Teil dieser immunologischen Signaltransduktionsprozesse unter der Kontrolle von
GiPCRs steht und dementsprechend durch Pertussistoxin hemmbar ist (Hawkins et al., 2006;
Hirsch et al., 2007).

In neueren Studien konnte jedoch auch die Expression der PI3-Kinase y in weiteren
Organen und Geweben nachgewiesen werden, so u.a. im Herz und in BlutgefalZen. Hier soll
sie an der Regulation des Gefal3tonus sowie der Kontraktilitdt von Kardiomyozyten beteiligt
sein, wobei die Mechanismen noch unverstanden sind (Macrez et al., 2001; Crackower et al.,
2002; Patrucco et al., 2004; Vecchione et al., 2005; Hirsch et al., 2006). Die Regulation
kardiovaskularer Funktionen wird jedoch neben Gj-, vor allem durch Gs- und Gg-abhangige
Signalwege sichergestellt. Daher sollte zun&chst untersucht werden, ob die PI3-Kinase y
nicht nur durch GiPCRs, sondern auch durch Gs- und G4PCRs reguliert werden kann. Hierzu
wurden die entsprechenden Signalkomponenten in HEK293-Zellen Uberexprimiert und
analysiert. Anschlie3end sollten die so erhaltenen Befunde auch in einem physiologisch
relevanteren Zellmodell Gberprift werden.

4.1.1 Das HEK293-Zellsystem

Die Fibroblasten-Zelllinie HEK293 (human embryonic kidney cells) wird haufig fur die
Untersuchung von heterolog in Saugerzellen exprimierten Proteinen verwendet, da sie sich
einfach kultivieren und gut transfizieren lasst. Um die Reproduzierbarkeit und Aussagekraft
kunftiger Ergebnisse gewahrleisten zu kénnen, wurde das HEK293-Zellsystem zunachst
eingehend charakterisiert (s. 8.1 bzw. Abb. Anhang 8.1 bis Abb. Anhang 8.8). So wurde
beispielsweise ein mdglicher Einfluss der Passagezahl der Zellen auf zellulare Lokalisation
und Aktivitat der PI13-Kinase y (s. 8.1.1), sowie die endogene Expression der PI3-Kinasen
untersucht (s. 8.1.2). Des Weiteren wurde die Lokalisation und Funktion der generierten
p87-Konstrukte Uberprift (s. 8.1.3).
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4.1.2 Charakterisierung der Aktivitat von endogenen PI3-Kinasen in HEK293-Zellen

Fur den in vivo Nachweis der enzymatischen PI3-Kinase y-Aktivitat wurde ein
Bioindikator in HEK293-Zellen verwendet, der auf der selektiven Detektion und Bindung an
das Hauptprodukt der enzymatischen PI3-Kinase-Aktivitdit, dem Membranlipid Ptdins-
3,4,5-P3, basiert. Hierbei wird die Signaltransduktionskaskade in HEK293-Zellen nach-
gebildet und die PI3-Kinase-Aktivitat in Form der Rekrutierung der Ptdins-3,4,5-Ps-sensitiven
PH-Domane von Grpl (GFP-Grplpy; PIPs-Sensor) an die Plasmamembran nachgewiesen
(s.3.2.2.3 und 3.2.2.4; Gray et al., 1999; Balla et al., 2000; Brock et al., 2003).

Zunachst wurde jedoch mittels RT-PCR-Analyse die endogene Expression der vier
katalytischen Klasse | PI3-Kinase-Untereinheiten Uberprift. Es lielRen sich dabei die drei
katalytischen Untereinheiten der Klasse I, nachweisen, nicht jedoch die katalytische
Untereinheit der Klasse Iz PI3-Kinasey (s. 8.1.3 und Abb. Anhang 8.8). Damit waren
HEK293-Zellen sehr gut geeignet, um die spezifische Funktion der PI13-Kinase y untersuchen
zu konnen.

Zur weiteren Absicherung unserer Befunde wurde die Rezeptor-induzierte Aktivier-
barkeit endogener Kinasen mit Hilfe der GFP-Grplpy-Translokation Uberprift (s. Ab-
bildung 4.1). Eine Stimulation des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGF-Rezeptor;
Brock et al., 2003; Bazley & Gullick, 2005) durch EGF fiihrte erwartungsgemal zu einer
Translokation des PIPs-Sensors an die Plasmamembran, was mit einer Aktivierung
endogener Klasse I PI3-Kinasen durch den EGF-Rezeptor vereinbar ist (s. Abbildung 4.1 A,
links). Die Stimulation des Uberexprimierten Gi-Protein-gekoppelten formyl-Methionin-Leucin-
Phenylalanin-Rezeptors (fMLP-R) resultierte hingegen in keiner erkennbaren Translokation
der GFP-Grplpy-Doméne (s. Abbildung 4.1 A, rechts). Gleiche Ergebnisse wurden auch fir
weitere untersuchte GPCRs erhalten (z.B. CXCR4-Rezeptor, [3;-adrenerger Rezeptor und
muskarinischer Acetylcholinrezeptor Ms; nicht gezeigt). GPCRs sind demnach weder direkt
noch indirekt (z.B. durch Rezeptortransaktivierung) in der Lage, endogene PI3-Kinasen in
HEK293-Zellen zu aktivieren. Hervorzuheben ist, dass die ebenfalls GBy-Komplex-sensitive
PI3-Kinase B (Kurosu et al.,, 1997, Maier et al., 1999) in diesem System nicht fur die
PI3-Kinase y substituieren kann.

Neben der Ligand-induzierten Stimulation, kann die PI3-Kinase y auch konstitutiv
durch die Uberexpression von GRy-Komplexen aktiviert werden. Hierbei erfolgt eine
Stimulation nicht erst nach Ligand-induzierter Aktivierung des Rezeptors, sondern konstitutiv
durch die frei vorliegenden, Uberexprimierten GRy-Komplexe. Auch unter diesen Be-
dingungen war keine Stimulation der endogenen PI3-Kinasen nachweisbar (nicht gezeigt).

Auch die Expression der monomeren p110y reichte weder aus, um eine GPCR- noch
um eine Gpy-Komplex-induzierte Translokation des GFP-Grplpy-Konstruktes an die
Plasmamembran zu erzielen (s. Abbildung 4.20 und Abbildung 4.1 B, links; Brock et al.,
2003). Erst die vollstandige Rekonstitution des heterodimeren Enzyms (PI3-Kinase Ypio01),
durch Koexpression der pl110y- und pl0l-Untereinheit fihrte zu einer Umverteilung des
PIP;-Sensors an die Plasmamembran (s. Abbildung 4.1 B, rechts und Abb. Anhang 8.4).
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Dies bestatigte frihere Befunde, die zeigen, dass eine Translokation des
PIP;-Sensors nach Stimulation eines GPCRs oder Kotransfektion von Gpy-Komplexen aus-
schlieBlich auf der Aktivitat der heterolog exprimierten PI13-Kinase y beruht.
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Abbildung 4.1: Endogene PI3-Kinasen werden durch EG  F, aber nicht durch fMLP oder freie
GBy-Komplexe aktiviert. (A) HEK293-Zellen wurden mit der GFP-Grplpy-Doméne transfiziert und
anschlieBend mit EGF (1,7 pM, 5 min) stimuliert. Die EGF-Stimulation induzierte eine Translokation
des PIP;-Sensors an die Plasmamembran (A, links). Im Gegensatz dazu fuhrt fMLP (1M, 2 min) auch
in Gegenwart seines Uberexprimierten Rezeptors zu keiner Umverteilung des PIPs-Sensors (A,
rechts). Der untere Teil der Abbildungen zeigt die Fluoreszenzintensitét entlang der konfokalen
Querschnitte. (B) Die zusatzliche Uberexpression von freien Gpy-Komplexen resultierte ebenfalls in
keiner sichtbaren Stimulation, weder der endogenen PI3-Kinasen, noch der Uiberexprimierten p110y-
Untereinheiten (B, links). Erst nach Koexpression beider PI3-Kinase y-Untereinheiten (p110y und
p101) mit der GFP-markierten PH-Domé&ne und Gpy-Komplexen lie3 sich eine Rekrutierung des
PIPs-Sensors nachweisen (B, rechts). Die Zellen wurden 18 Stunden in Serum-freiem DMEM
gehungert. Der experimentelle Aufbau wird auch im Folgenden sc  hematisch im oberen Teil der
Abbildungen dargestellt, wobei die transient Uberex primierten Proteine farblich markiert sind.
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4.1.3 G;PCR-induzierte Aktivierung der PI3-Kinase  y-Isoformen

In unserer Arbeitsgruppe konnte bereits exemplarisch fur den fMLP-Rezeptor gezeigt
werden, dass GPCRs die PI3-Kinase y aktivieren (s. Abb. Anhang 8.4; Brock et al., 2003).
Zur Bestéatigung und Ausweitung unserer Befunde haben wir einen weiteren G;PCR, den
CXCR4-Rezeptor, in unsere Untersuchungen einbezogen (Kucia et al., 2005).

Die Stimulation von Zellen mit dem spezifischen CXCR4-Liganden CXCL12 fihrte zu
einer raschen Membrantranslokation des PIPs;-Sensors, unabhangig davon, welche
PI3-Kinase y-Isoform koexprimiert wurde (s. Abbildung 4.2, oben). Diese CXCL12-induzierte
GFP-Grplpy-Rekrutierung konnte in beiden Fallen durch die selektive Inhibition von
Gi-Proteinen mittels Pertussistoxin (PTX; Kaziro et al., 1991) vollstandig unterbunden werden
(s. Abbildung 4.2, unten). Diese Befunde bestdtigen das Konzept, dass G;-Protein-
gekoppelte Rezeptoren PI3-Kinase y-Isoformen regulieren.
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Abbildung 4.2: Die PI3-Kinase y-Isoformen werden durch den G ;-Protein-gekoppelten CXCR4-
Rezeptor aktiviert. HEK293-Zellen wurden mit GFP-Grplpy, p110y, pl01 oder p87 und CXCR4
kotransfiziert. Die Gabe des Agonisten (13 nM CXCL12, 2 min) fuhrte in beiden Féllen zu einer
Aktivierung der PI3-Kinasey. Die unteren Darstellungen zeigen Zellen, die zusatzlich mit PTX
behandelt wurden (200 ng/ml, Uber Nacht). Die Vorbehandlung mit PTX unterdriickt sowohl die
basale, als auch die Agonist-induzierte Membrantranslokation der GFP-Grplpy-Doméane. Die Zellen
wurden 18 Stunden in Serum-freiem DMEM gehungert.
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Interessanterweise filhrte bereits die Uberexpression der beiden G,PCRs in
Abwesenheit der Liganden zu einer Membranlokalisation der GFP-Grplpy-Doméne in
PI3-Kinase Yp101, jedoch nicht in PI3-Kinase yps; exprimierenden HEK293-Zellen
(s. Abbildung 4.2, links oben). Dieser Effekt auf die PI3-Kinase yy101 konnte durch eine
Liganden-induzierte Stimulation des Rezeptors weiter verstarkt werden (s. Abbildung 4.2,
links oben). Diese basale PH-Domanen-Umverteilung war, analog der Ligand-induzierten
Stimulation, durch PTX inhibierbar (s. Abbildung 4.2 A, links unten). Dies deutet auf eine
basale Aktivitat des Uberexprimierten CXCR4-Rezeptors hin, die offenbar in Abhangigkeit
vom Effektor sichtbar wird.

Weiterhin zeigten unsere Untersuchung die bereits von (Voigt et al., 2006)
beschriebene schwéachere Rekrutierung des PIPs-Sensors in Gegenwart der PI3-Kinase Ypsr
(im Vergleich zur PI3-Kinase Yp101; Vgl. Abbildung 4.2, links und rechts). Dies deutet entweder
auf eine geringere Sensitivitdit oder einen anderen Regulationsmechanismus der
PI3-Kinase Yps7 hin (s. 4.3).

4.1.4 GsPCR-induzierte Aktivierung der PI13-Kinase  y-Isoformen

Das regulatorische Potential von Gs-Protein-gekoppelten Rezeptoren auf die
PI3-Kinase y wurde exemplarisch anhand des [(;-adrenergen Rezeptors (B;-AR) nach
heterologer Expression in HEK293-Zellen untersucht. Eine Stimulation des (3;-AR fihrt zu
einer nachfolgenden Aktivierung der Adenylylzyklase durch Gas (Sunahara et al., 1996) und
somit zu einem Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentration. Zur Uberpriifung der
korrekten Expression und Funktionalitdt des [3;-AR wurde der Isoprenalin-induzierte Anstieg
der intrazellularen cAMP-Konzentration nachgewiesen (s. Abb. Anhang 8.9).
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Da berichtet wird, dass mdglicherweise auch G;-Proteine an den [;-adrenergen

Rezeptor koppeln kdonnen (Martin et al., 2004), wurde eine Beteiligung von G;-Proteinen
durch Prainkubation der Zellen mit PTX verhindert. Die PTX-Vorbehandlung fiihrte zu einer
erwarteten Steigerung der cAMP-Konzentration (s. Abb. Anhang 8.9). Da dieser Anstieg der

cAMP-Konzentration sowohl in den Isoprenalin-stimulierten, als auch in unstimulierten Zellen

zu beobachten war, kdnnte eine tonische Hemmung der Adenylylzyklase durch konstitutiv
aktive GiPCRs zugrunde liegen.
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Abbildung 4.4: Der
Bi-adrenerge Rezeptor kann
die PI3-Kinase y unabhangig
von G;-Proteinen aktivieren.
HEK293-Zellen  wurden  mit
GFP-Grplpy, pl10y, pl01 oder
p87 und dem [(;-AR  ko-
transfiziert und anschlie3end mit
PTX (200 ng/ml, uber Nacht)
inkubiert. Die Zellen wurden
zundchst mit dem [(;-AR
Agonisten Isoprenalin (10 pM,
2 min, links) und nachfolgend
mit  dem inversen  3-AR
Agonisten Propranolol (50 pM,
2 min, rechts) behandelt. Die
Gabe von Isoprenalin induzierte
eine Umverteilung des PIP;-
Sensors zur Plasmamembran in
Abwesenheit von  funktions-
fahigen G;j-Proteinen, welche
durch Propranolol vollstéandig
revertiert wurde (rechts). Die
Zellen wurden 18 Stunden in
Serum-freiem DMEM gehungert.

Nach der Charakterisierung des Systems wurde nun getestet, ob der (3;-AR eine

Stimulation der PI3-Kinase y-Isoformen induzieren kann und ob eine mdgliche Aktivierung
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hierbei Uber Ggs-Proteine vermittelt wird. Tatsachlich lie3 sich eine Isoprenalin-induzierte
Membrantranslokation der GFP-Grplpy-Doméne fir beide PI3-Kinase y-Isoformen nach-
weisen (s. Abbildung 4.3). Damit ist der 3;-adrenerge GsPCR in der Lage, PI3-Kinase y-Iso-
formen zu regulieren.

Um nun die Beteiligung von G;-Proteinen auszuschliel3en, wurden diese durch PTX
inaktiviert. Die Isoprenalin-induzierte Stimulation beider PI3-Kinase y-Isoformen war weiterhin
signifikant vorhanden, gleichwohl schwécher ausgepréagt (vgl. Abbildung 4.4, links und
Abbildung 4.3). Die antagonisierende Wirkung von Propranolol auf diese Isoprenalin-
induzierte Aktivierung der PI3-Kinase y bestatigte zusatzlich die (3;-adrenerg- und somit
Gs-Protein-vermittelte Natur dieser Signale (s. Abbildung 4.4, rechts). In parallel untersuchten
Zellen fuhrte PTX zu einer vollstandigen Inhibierung der G,PCR-induzierten Ptdins-3,4,5-Ps-
Bildung (nicht gezeigt). Diese Resultate deuten darauf hin, dass eine PI3-Kinase y-Aktivitét
nach Uberexpression des B;-AR in HEK293-Zellen sowohl durch Ge-Proteine als auch,
zumindest partiell, durch PTX-sensitive Gj-Proteine vermittelt wird. Eine Aktivierung der
Klasse Iz PI3-Kinase y durch Gs-Protein-freigesetzte Gpy-Komplexe ist somit in einem
zellularen Modell mdglich.

4.1.5 G4PCR-induzierte Aktivierung der PI3-Kinase  y-Isoformen

Die G4-Protein-gekoppelte Aktivierung der PI3-Kinase y wurde am Beispiel des in HEK293-
Zellen heterolog exprimierten muskarinischen Acetylcholinrezeptors Mj; (Ms-Rezeptor)
untersucht. Die Stimulation des Rezeptors durch Carbachol flihrt zu einer Gog-abhangigen
Aktivierung der Phospholipase C3 (PLCB) sowie einer nachfolgenden Erhéhung der
intrazellularen Kalzium-Konzentration (Offermanns et al., 1994; Wess, 1996; Han et al.,
2005). Dieser Carbachol-induzierte Kalzium-Einstrom wurde als Nachweis der korrekten
Expression und Funktionalitdit des Rezeptors verwendet. Die Stimulation der Zellen mit
Carbachol fuhrte erwartungsgemafl zu einer signifikanten Erhéhung der intrazellularen
Kalziumkonzentration (s. Abb. Anhang 8.10, unten links). Um eine Gi-Protein-induzierte
Aktivierung der PLCP ausschlielen zu kdnnen, wurden die Zellen wiederum mit PTX
vorbehandelt. Hier lie3 sich kein Unterschied in der Carbachol-induzierten Kalzium-
freisetzung nachweisen, was mit einer Ggy-Protein-vermittelten Aktivierung durch den
Ms-Rezeptor nach Uberexpression in HEK293-Zellen in Einklang steht (s. Abb. Anhang 8.10,
unten rechts).

Die Untersuchung der Ms;-Rezeptor-induzierten P13-Kinase y-Aktivierung zeigte nach
transienter Uberexpression des M;-Rezeptors keine Carbachol-induzierte Redistribution des
PIPs-Sensors. Dieses Ergebnis war unabhangig davon, ob PI3-Kinase Y01 oder
PI3-Kinase Yy,g7 Vorlag (s. Abbildung 4.5).

Um eine mdogliche unzureichende Expression des Rezeptors nach transienter
Transfektion als Ursache auszuschliel3en, wurde die Expression des Ms-Rezeptors in
HEK293-Zellen mittels Immunfluoreszenz- und Immunoblot-Analysen im Vergleich zu einer
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stabil-exprimierenden Ms-Zelllinie verglichen (s. Abb. Anhang 8.11). In der Tat war nur ein
geringer Teil der erfolgreich transient transfizierten Zellen positiv fir den Ms-Rezeptor
(s. Abb. Anhang 8.11 A). Im Gegensatz hierzu kann in der stabil exprimierenden Zelllinie der
Ms-Rezeptor in allen untersuchten Zellen nachgewiesen werden (vgl. Abb. Anhang 8.11 A
rechts und links). Die Immunoblot-Analyse erbrachte ein vergleichbares Ergebnis

(s. Abb. Anhang 8.11 B). Der Ansatz mit Hilfe transienter Proteinexpression wurde deshalb
nicht weiter verfolgt.
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Abbildung 4.5: Der transient exprimierte muskarinis che Acetylcholinrezeptor M 5 ist nicht in der
Lage, die PI3-Kinase y zu aktivieren. HEK293-Zellen wurden mit dem muskarinischen Acetyl-
cholinrezeptor M;, der GFP-Grplpy-Domane, pl10y und pl0l oder p87 kotransfiziert und mit
Carbachol stimuliert (2 min, 100 uM). Der G,-Protein-gekoppelte Ms-Rezeptor war nach transienter
Uberexpression in beiden Féllen nicht in der Lage, die PI3-Kinase y zu aktivieren. Die Zellen wurden
18 Stunden in Serum-freiem DMEM gehungert.

Die weitere Analyse der Ms-Rezeptor-induzierten P13-Kinase y-Aktivitat wurde daher
an einer stabilen HEK293-M;-Zelllinie (HEK293-M3) vorgenommen. Eine Stimulation mit
Carbachol fihrte zu einer signifikanten Translokation des PIP;-Sensors an die
Plasmamembran. Dieser Befund war unabhangig davon, ob die PI3-Kinase y,s; oder
PI3-Kinase Yy101 Vorlag (s. Abbildung 4.6). G4-Protein-gekoppelte Rezeptoren sind also zu
einer Ligand-indzierten Aktivierung der P13-Kinase y fahig.

In der Literatur wurde beschrieben, dass der Ms-Rezeptor, zumindest nach
Uberexpression, neben PTX-insensitiven Gg-Proteinen zusatzlich auch Gi-Proteine aktiviert
(Offermanns et al., 1994). Deshalb wurden die Zellen mit PTX vorbehandelt. Zur Kontrolle
der Gi-Protein-Inhibierung wurde auch hier in einem parallelen Ansatz bestétigt, dass die
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Behandlung der Zellen mit PTX zu einer vollstandigen Unterbrechung der Gi-Protein-ver-
mittelten Signaltransduktion fuhrt (nicht gezeigt). Tatsachlich resultierte die Stimulation des
Ms-Rezeptors in Gegenwart von PTX in einer signifikanten GFP-Grplpy-Translokation
(s. Abbildung 4.7). Vergleichbar mit der [;-adrenerg-induzierten P13-Kinase y-Stimulation fiel
auch hier die Aktivierung der PI13-Kinase y in Gegenwart von PTX schwacher aus. Auch war
die Stimulation der PI3-Kinase Yps; wiederum schwécher als die der PI13-Kinase Ypio1.
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Abbildung 4.6: Der stabil exprimierte muskarinische Acetylcholinrezeptor M 5 aktiviert die

PI3-Kinase y. HEK293-M;-Zellen wurden zusétzlich mit GFP-Grplpy, pl10y und pl01 oder p87
kotransfiziert und fir zwei Minuten mit 100 uM Carbachol stimuliert. Der stabil Uberexprimierte
Gq4-Protein-gekoppelte M;-Rezeptor kann die PI3-Kinase y aktivieren. Die Zellen wurden 18 Stunden in
Serum-freiem DMEM gehungert.

In den PTX behandelten HEK293-Ms-Zellen wurde die Carbachol-induzierte
Stimulation der PI3-Kinase y durch die Gabe des Muskarinrezeptor-Antagonisten Atropin
vollstandig revertiert (s. Abbildung 4.7).

Der Gg-abhangige Anteil konnte zudem durch den selektiven Gg-Protein-Inhibitor
YM-254890 (Takasaki et al., 2004) identifiziert werden. Tatsachlich fihrte die Vorbehandlung
der Zellen mit PTX und die Inhibition mit YM-254890 zu einer vollstandigen Hemmung der
Carbachol-induzierten PIPs-Sensor-Umverteilung (s. Abb. Anhang 8.12). Zusammen-ge-
nommen bestatigt dies eine Ms-Rezeptor-induzierte G4- und Gi-abhangige Aktivierung der
PI3-Kinase v.
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Abbildung 4.7: Der stabil exprimierte muskarinische Acetylcholinrezeptor M 5 aktiviert die

PI3-Kinase yunabhéngig von G ;-Proteinen. HEK293-Mj;-Zellen wurden mit GFP-Grplpy, p110y und
pl0l1 oder p87 kotransfiziert und fir zwei Minuten mit 100 uM Carbachol in Gegenwart von PTX
(200 ng/ml, Gber Nacht) stimuliert. Der primar Gg-Protein-gekoppelte Ms-Rezeptor kann die
PI3-Kinase y auch unabhéngig von G;-Proteinen aktivieren. Die Gabe von 10 pM Atropin fur
zwei Minuten fihrte in den PTX-behandelten Zellen zu einer vollstandigen Inhibierung der
PI3-Kinase y-Aktivitat. Die Zellen wurden 18 Stunden in Serum-freiem DMEM gehungert.
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4.1.6 Heart Like 1-Zellen (HL1) als Modellsystem zu r Untersuchung der Rezeptor-
Spezifitat der PI13-Kinase y

Ein Einfluss der PI3-Kinase y auf die Kontraktilitdét des Herzens konnte anhand einer
p110y-defizienten Maus nachgewiesen werden, wobei hier jedoch vor allem eine Kinase-
unabhangige Funktion im Vordergrund stand (Crackower et al., 2002; Patrucco et al., 2004).
Es ist jedoch davon auszugehen, dass die PI3-Kinase y im Herzen, neben der vermuteten
strukturellen Funktion, auch enzymatisch aktiv ist. Zudem ist der Uberwiegende Teil der
mafgeblich an der Regulation kardiovaskularer Prozesse beteiligten Rezeptoren G-Protein-
gekoppelt. Hier sind vor allem die Gs-Protein-gekoppelten B-adrenergen Rezeptoren, die
Gi-Protein-gekoppelten muskarinischen Acetylcholinrezeptoren vom M,-Typ sowie die
Gq-Protein-gekoppelten a,-adrenergen-, Angiotensin- und Endothelin-Rezeptoren zu nennen
(Rockman et al., 2002). Die potentielle Interaktion dieser GPCRs mit der PI3-Kinase y sollte
nun in der murinen Kardiomyozyten-ahnlichen Zelllinie Heart Like 1 (HL-1) untersucht
werden. HL-1-Zellen soll die erste in Kultur proliferierende Zelllinie von Herzmuskelzellen
sein. Diese Zelllinie soll ihren differenzierten Phanotyp unter spezifischen Kulturbedingungen
beibehalten (Claycomb et al., 1998) und dabei alle Eigenschaften eines adulten Kardio-
myozyten, wie beispielsweise die Expression von a-MHC (myosin heavy chain), aber keinem
B-MHC aufweisen. Des Weiteren sollen diese Zellen alle Komponenten des kontraktilen
Apparates besitzen, was sie in Kultur zu synchronem Schlagen befahigt (Claycomb et al.,
1998; White et al., 2004). Die HL-1-Zelllinie erscheint deshalb als ein geeignetes System flr
die Analyse kardialer Signaltransduktionsprozesse und wurde bereits fir entsprechende
Untersuchungen eingesetzt (White et al., 2004).

4.1.7 Endogene Expression der PI3-Kinase yin HL-1-Zellen

Aus friheren Studien war bekannt, dass HL-1-Zellen a;- und -adrenerge Rezeptoren
exprimieren (McWhinney et al., 2000; Filipeanu et al., 2006). Zusatzlich konnten wir mit Hilfe
eines RT-PCR-Ansatzes den Gj-Protein-gekoppelten muskarinischen Acetylcholinrezeptor
M, nachweisen (nicht gezeigt).

Der Nachweis der Expression der PI3-Kinase y-Untereinheiten erfolgte anhand der
Real Time-PCR (s. 3.2.1.1.2). Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.8 wiedergegeben. Es
konnten alle drei PI3-Kinase y-Untereinheiten sowohl in HL-1-Zellen, als auch in dem als
Vergleich untersuchten murinen Herzgewebe detektiert werden. Um die Spezifitdt der Real
Time-PCR-Signale zu gewahrleisten, wurden die PCR-Ansatze zusatzlich in einem
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (s. Abbildung 4.8). Es lieBen sich lediglich die
jeweils spezifischen Amplifikationsprodukte bei 60 (p110y), 82 (p101) und 57 (p87) Basen-
paaren detektieren. HL-1-Zellen stellen somit ein geeignetes System fir die Untersuchung
der genannten Fragestellung dar.
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Abbildung 4.8: Real Time-PCR Analyse der Expression von PI3-Kinase y-Untereinheiten in
HL-1-Zellen und murinem Herzgewebe. Die elektrophoretische Auftrennung der Real Time-PCR
Produkte im 2 %igen Agarosegel zeigte spezifische Amplifikationsprodukte fiir p110y, p101 und p87
sowohl in HL-1-Zellen, als auch in murinem Herzgewebe.
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4.1.8 Aktivierung endogener PI3-Kinasen in HL-1-Zel len

Nun wurde in den HL-1-Zellen analog zu dem HEK293-Zellsystem die GPCR-
induzierte Aktivierung der endogenen PI3-Kinasen durch Gg-, Gs- und Gi-gekoppelte
Rezeptoren analysiert, wobei wiederum der bereits bekannte PIPs-Sensor als
Nachweissystem diente. Zunachst wurde die Aktivitdt von Rezeptoren untersucht, bei denen
eine Stimulation erfahrungsgemal eine Translokation der PH-Domane hervorruft.
Tatséchlich fuhrte eine Stimulation des endogenen EGF-Rezeptors zu einer deutlichen
Translokation des PIPs-Sensors (s. Abbildung 4.9, links). Daraufhin wurde der G;-Protein-
gekoppelte M,-Rezeptor untersucht, da das G;-Protein die mengenméaRig am haufigsten
vorkommende G-Protein-Klasse darstellt und somit ein relativ starkes Signal zu erwarten
war. Eine Stimulierung des M,-Rezeptors mit Carbachol fihrte auch in supramaximalen
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Konzentrationen zu keiner detektierbaren Redistribution des PIP;-Sensors (s. Abbildung 4.9,
rechts). Offensichtlich reichte das endogene Expressionsniveaus der Signalkomponenten

(z.B. Rezeptor, G-Protein, PI3-Kinase y) nicht aus, um eine sichtbare PtdIns-3,4,5-P;-Bildung
zu stimulieren.
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Abbildung 4.9: PIP 3;-Sensor Umverteilung nach Aktivierung endogener PI3  -Kinasen in
HL-1-Zellen. HL-1-Zellen wurden mit der GFP-Grplpy-Domaéne transfiziert und anschlieRend mit EGF
(17 pM, 4 min) oder Carbachol (100 uM, 4 min) stimuliert. Die EGF-induzierte Aktivierung von
Klasse |5 PI3-Kinasen wird in den HL-1-Zellen als Rekrutierung der GFP-markierten PH-Domaéane
sichtbar (links). Eine Carbachol-induzierte Aktivitat der PI3-Kinase y lie3 sich nicht nachweisen
(rechts). Die Zellen wurden 18 Stunden in Serum-freiem DMEM gehungert.

4.1.9 G;PCR-induzierte Aktivierung der PI3-Kinase yin HL-1-Zellen

Deshalb haben wir zunachst die PI3-Kinase y-Isoformen Uberexprimiert. Fur beide
PI3-Kinase y-Isoformen konnte einer Carbachol-induzierte PH-Domé&nen-Rekrutierung
beobachtet werden (s. Abbildung 4.10 A und B). Diese Carbachol-induzierte Stimulation lief3
sich durch den Muskarinrezeptor-Antagonisten Atropin revertieren, was den M,-Rezeptor-
induzierten Effekt belegt (s. Abbildung 4.10), zumal keine weiteren muskarinischen
Rezeptoren im Herzen vorkommen (Bymaster et al., 2003).

Auffallig war wiederum eine schwachere Aktivitat der PI3-Kinase yps;
(s. Abbildung 4.10).
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Um die Regulation der endogenen PI3-Kinase y dennoch zu untersuchen, wurde
anstelle der PH-Domanen-Rekrutierung in Einzelzellen hier die Phosphorylierung des
P13-Kinase-regulierten Akt durch Immunoblots analysiert. Akt wird Ptdins-3,4,5-Ps-abhangig
an Serin 473 phosphoryliert und stellt einen zentralen Effektor von PI3-Kinasen dar
(Downward, 2004; Song et al., 2005). Diese Phosphorylierung lasst sich anschlieBend im
Immunoblot von Zelllysaten spezifisch nachweisen.

Tatséchlich war anhand der Immunoblot-Analyse nach Stimulation von HL-1-Zellen
mit Carbachol ein deutlicher Anstieg von P-Akt im Verhéltnis zur unstimulierten Kontrolle
festzustellen (s. Abbildung 4.11 A). Um auch hier die G;-Protein-Abhangigkeit des Signals zu
testen, wurden HL-1-Zellen mit PTX vorbehandelt und nach Carbachol-induzierter
Stimulation wiederum einer Immunoblot-Analyse unterzogen. Hier liel3 sich im direkten
Vergleich zur unstimulierten Kontrolle kein Carbachol-induziertes P-Akt-Signal mehr
nachweisen, was die G;-Protein-Abhangigkeit des Signals bestatigt (s. Abbildung 4.11 A).

Nicht nur die PI3-Kinasey, sondern auch die PI3-Kinase 3 zeigt eine Sensitivitat
gegeniuber GBy-Komplexen (Kurosu et al., 1997; Maier et al., 1999; Guillermet-Guibert et al.,
2008). Zusatzlich wurde in weiteren Studien nachgewiesen, dass aktivierte GPCRs RTKs
transaktivieren kénnen (Daub et al., 1996; Downward, 2003; Piiper & Zeuzem, 2004). Auf
diese Weise konnten, neben der PI3-Kinasey, auch die Klasse I, PI3-Kinasen GPCR-
abhangig aktiviert werden.
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Abbildung 4.11: Der G ;-Protein-gekoppelte muskarinische Acetylcholinrezep tor M, induziert die
Phosphorylierung von Akt.  (A) Die Behandlung von 43 h gehungerten HL-1-Zellen mit Carbachol
(100 uM, 5 min) fuhrte zu einem deutlichen Anstieg des phosphorylierten Akts im Vergleich zu
unstimulierten Zellen (Kon). Eine Vorinkubation der Zellen mit PTX (200 ng/ml, Gber Nacht) inhibierte
die Carbachol-induzierte Akt-Phosphorylierung, was firr einen G;-Protein-vermittelten Effekt spricht. (B)
Die Behandlung der Zellen mit dem selektiven PI3-Kinase y-Inhibitor AS252424 (3 pM, 20 min)
blockierte die Carbachol-induzierte Akt-Phosphorylierung, was auf einen PI3-Kinase y-vermittelten
Effekt hinweist. (C) Die Behandlung der HL-1-Zellen mit AS252424 (3 uM, 20 min) hatte keinen
Einfluss auf die Klasse |5 PI3-Kinase-induzierte Akt-Phosphorylierung nach Stimulation mit EGF
(17 pM, 5 min).

In der vorliegenden Arbeit sollte eine mogliche Aktivierung von Klasse I, PI13-Kinasen
mit Hilfe des PI3-Kinase y-selektiven Inhibitors AS252424 (Pomel et al., 2006) ausge-
schlossen werden. Hierzu wurde die Selektivitdt des Inhibitors vorab in HEK293-Zellen mit
Hilfe der PIPs;-Sensor-Translokation validiert. Die Inkubation von HEK293-Zellen mit
AS252424 (1 uM) fuhrte zu einer vollstandigen Inhibition der fMLP-induzierten PI3-Kinase y-
Aktivierung, wahrend die EGF-induzierte Stimulation der endogenen Klasse I, PI3-Kinasen
unverandert blieb (s. Abb. Anhang 8.13).

In HL-1-Zellen fuhrte die Stimulation mit Carbachol nach Behandlung mit AS252424
(3uM) zu keinem Anstieg der Akt-Phosphorylierung (s. Abbildung 4.11 B). Als
weiterfuhrende Kontrolle wurde die EGF-induzierte Stimulation von Klasse I, PI3-Kinasen in
HL-1-Zellen in An- und Abwesenheit des PI3-Kinase y-Inhibitors untersucht. Hier konnte
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unter gleichen Bedingungen keine Reduktion der EGF-induzierten Akt-Phosphorylierung
beobachtet werden (s. Abbildung 4.11 C). Dieser Befund bestéatigt die selektive PI3-Kinase y-
Inhibition in HL-1-Zellen durch AS252424. Somit konnte die Gi-vermittelte Aktivierung der
endogenen PI3-Kinase y durch einen ebenfalls endogen exprimierten GPCR schliissig in HL-
1-Zellen nachgewiesen werden.

4.1.10 GsPCR-induzierte Aktivierung der PI3-Kinase yin HL-1-Zellen

Die Analyse der Gg-Protein-abhangigen Stimulation der PI3-Kinasey erfolgte
zunachst nach zusétzlicher Uberexpression der PI3-Kinase y-Isoformen.

Die Isoprenalin-induzierte Aktivierung von endogenen [(-adrenergen Rezeptoren
fuhrte sowohl nach Uberexpression der PI3-Kinase Yo101, als auch der PI3-Kinase yps; zu
einer Translokation des PIPs-Sensors an die Plasmamembran (s. Abbildung 4.12, A und B).
Die nachfolgende Gabe von Propranolol fuhrte zu einer vollstandigen Ruckverteilung der
GFP-markierten PH-Domane in das Zytosol, was den p-adrenerg-induzierten Charakter
dieser Aktivierung bestéatigt (s. Abbildung 4.12).
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Fur die weitere Uberpriufung dieser Hypothese wurde das bereits eingefiihrte
sensitivere Verfahren der Phospho-Akt-lImmunoblot-Analyse herangezogen. Nach einer
Stimulation von gehungerten HL-1-Zellen mit Isoprenalin lie3 sich auch hier ein deutlicher
Anstieg der Phospho-Akt-Niveaus beobachten (s. Abbildung 4.13 A). Weiterhin konnte die
B-adrenerg-induzierte Akt-Phosphorylierung mit Hilfe des Inhibitors AS252424 eindeutig auf
eine PI3-Kinase y-Aktivitat zurtckgefuhrt werden, da in Gegenwart des Inhibitors keine
vermehrte Phosphorylierung von Akt nach Isoprenalin Gabe detektierbar war (s. Ab-
bildung 4.13 B). Eine Vorbehandlung der HL-1-Zellen mit Pertussistoxin hingegen fiihrte zu
einer teilweisen Inhibition der Isoprenalin-induzierten Akt-Phosphorylierung.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die endogenen [-adrenergen
Rezeptoren sowohl G;-, als auch Gs-Protein-abhéngig eine Aktivierung der PI3-Kinase y-
vermitteln. Dies zeigt, dass auch Gs-Proteine im endogenen zellularen Kontext in der Lage
sind, eine Aktivierung der PI13-Kinase y zu vermittelten.

p-adrenerger Rezeptor

: ~ 1
|_____:‘. "-I
p101 pﬁu"f PF
/)\ J'pa?y; - %
AS252424 PI3Ky
A B
Isoprenalin

Isoprenalin (10 uM; 5")

(10 HM‘ 5'!
1

AS252424 (3 pM)'
| |

R ——— T B a0

Abbildung 4.13: B-adrenerg-induzierte G ¢-Protein-vermittelte Phosphorylierung von Akt. (A) Die
Isoprenalin  Behandlung (10 uM, 5min) von 43 h gehungerten HL-1-Zellen fihrte zu einer
Anreicherung von phosphoryliertem Akt im Vergleich zu unstimulierten Kontrollzellen (Kon). Diese
Isoprenalin-abhangige Akt-Phosphorylierung wurde durch Vorinkubation der Zellen mit PTX
(200 ng/ml, Uber Nacht) teilweise inhibiert, was fir einen G;- und Gs-Protein-vermittelten Effekt spricht.
(B) Die PI3-Kinase y-Abhéngigkeit dieser Akt-Phosphorylierung konnte durch die Behandlung der
Zellen mit AS252424 (3 uM, 20 min) bestatigt werden, da der Isoprenalin-induzierte Effekt durch den
PI3-Kinase y-Inhibitor blockiert wurde.
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4.1.11 G4PCR-induzierte Aktivierung der PI3-Kinase yin HL-1-Zellen

Die G,-Protein-vermittelte Stimulation der PI13-Kinase y wurde in HL-1-Zellen mit Hilfe
endogen vorkommender oj-adrenerger Rezeptoren zunachst ebenfalls nach zusatzlicher
Uberexpression der PI3-Kinase y-Isoformen analysiert. Die Frage, ob G,PCRs ebenfalls die
PI3-Kinase y stimulieren, war deshalb von besonderem Interesse, da G4-Proteine im
Vergleich zu G- und Gs-Proteinen einen wesentlich geringeren Anteil am zellularen
G-Protein-Pools haben (Offermanns, 2003) und somit endogen exprimierte G,PCRs
vermutlich auch nur eine geringe Menge an GBy-Komplexen freisetzten.

Abbildung 4.14: Primar
Gg4-Protein-vermittelte

O hERRE el ;
PLAAR P RATR,
—~—~ \ Phenylephrin-induzierte

5

- i ) Aktivierung der PI3-
pot P10 GPH‘ Kinase y-Isoformen in
L : HL-1-Zellen. HL-1-Zellen
PI3Ky wurden mit (A) PI3-
Kinase yp101 0der (B) PI3-
A p110v/p101/GFP-Grp1.y Kinase y,g; sowie der
' Phenylephrin (10 uM) Benoxathian (50 uM) GFP-Grplpy-Domane ko-

transfiziert und zunachst
mit Phenylephrin (10 puM,
4 min) und anschlieRend
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4 min) behandelt. In
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Stimulation der Zellen mit
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lokation der PH-Domane
! an die Plasmamembran.
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Phenylephrin (10 pM) Benoxathian (50 pMﬁ volistandig  invertierbar,
4.‘ L

8 was fir eine a;-adrenerg-
induzierte Stimulation der
PI13-Kinase Ypio01 und
PI3-Kinase yp,s;  spricht.
Die Zellen wurden 18
Stunden in Serum-freiem
DMEM ge-hungert.

4

|
&=
% |
o
Sl
=

Intensitat
Intensitét

-

b’ 1 1 e
H - Tt L™ e i,
g i i

5 ] i
I % L o (LS s NP
|t IJ]I'\"| ,_-'ulg v i L Ir

f
|
/

e~ ot |
i | @ |
= P
‘o | W |
c c
Q @ |
2 £
c | c |

Intensitat

1
ub S

Distanz Distanz Distanz

Die Stimulation von PI3-Kinase y-Uberexprimierenden HL-1-Zellen mit dem o;-AR-
Agonisten Phenylephrin flhrte zu einer schwachen Anreicherung des PIP;-Sensors an der
Plasmamembran (s. Abbildung 4.14), die insbesondere durch die Fluoreszenzintensitats-
Verlaufe in den markierten Querschnitten gut sichtbar wurde. Auch hier konnte die
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Membranrekrutierung mit Hilfe des a-adrenergen Rezeptor-Antagonisten Benoxathian auf
einen a;-adrenerg-induzierten Effekt zurtickgefuhrt werden (s. Abbildung 4.14, rechts). Es
lasst sich festhalten, dass auch endogene o;-adrenerge Rezeptoren die Uberexprimierte
PI13-Kinase y in einem nachweisbaren Ausmalf? stimulieren kénnen.

i i i
Pl (4,5)P, Z = Pl (3,4,5)P4

- N
p101 P“"T/j PH
A\ [p87) <4
AS252424 PI3Ky
A B
Phenylephrin
(10 pM; 57) Phenylephrin (10 pM; 5%)
f =
PTX ' Kon Kon | AS252424 (3 uM)
I 1
— S| | e——-—— | A P-Akt

—— — | —— — — — Ak

Abbildung 4.15: Akt-Phosphorylierung nach Stimulati on der primar G -Protein-gekoppelten
aj-adrenergen Rezeptoren.  (A) Nach Stimulation von 43 h gehungerten HL-1-Zellen mit
Phenylephrin (10 uM, 5 min) war ein Anstieg der phosphorylierten Akt-Menge im Vergleich zu
unstimulierten Zellen (Kon) zu beobachten. Diese Phenylephrin-induzierte Akt-Phosphorylierung war
nach Vorinkubation der Zellen mit PTX (200 ng/ml, tGber Nacht) vollstandig inhibiert, was fir einen
G;-Protein-vermittelten Effekt spricht. (B) Die PI3-Kinase y-Abhangigkeit des Signals konnte mit Hilfe
des selektiven PI3-Kinase y-Inhibitors AS252424 (3 uM, 20 min) belegt werden.

Um zu klaren, ob auch die endogene PI3-Kinase y durch a;-AR stimulierbar ist, wurde
wiederum die Phosphorylierung von Akt nach Stimulation gehungerter HL-1-Zellen mittels
Immunoblot-Analyse bestimmt. Nach einer Inkubation der Zellen mit Phenylephrin lie3 sich
eine Zunahme von Phospho-Akt detektieren, wenngleich diese Anreicherung im Vergleich zu
Carbachol oder Isoprenalin schwécher ausfiel (s. Abbildung 4.15 A). Auch hier war die Akt-
Phosphorylierung sensitiv gegentiber AS252424 (s. Abbildung 4.15 B). Erstaunlicherweise
fuhrte eine Prainkubation der Zellen mit PTX zu einer vollstdndigen Inhibition der Akt-
Phosphorylierung (s. Abbildung 4.15 A). Dieser Befund legt nahe, dass der G4-gekoppelte
01-AR die PI3-Kinase y nur Uber Gi-Proteine stimulieren kann. Im Gegensatz zu G- und
Gs-Proteinen scheint also in dem verwendeten System eine dj-adrenerg-induzierte
Stimulation von G4-Proteinen keine nachweisbare Aktivierung der PI3-Kinase y zu vermitteln.
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4.2 Die Ras-vermittelte Aktivierung der monomeren u nd heterodimeren
PI3-Kinase y-Isoformen

Neben der Rezeptor- und somit GRy-vermittelten Aktivierung der PI3-Kinase y kann
auch aktives Ras eine Stimulation des Enzyms induzieren. Bislang wurde allgemein
angenommen, dass die in vivo-Regulation der PI3-Kinase y-Aktivitdt hauptsachlich durch
GPCRs und somit GBy-vermittelt reguliert wird, wahrend Ras nur eine eher untergeordnete
Rolle spielt. Neuere Studien an ,knock-in“-Mausen stellten dieses Konzept jedoch in Frage.
Diese Untersuchungen deuten darauf hin, dass Ras fur die Aktivitdt der endogenen
PI13-Kinase y in vivo weitaus wichtiger ist, als bislang angenommen (Suire et al., 2006).

Deshalb sollte der Einfluss von Ras auf die Kinase-Aktivitat der PI3-Kinase y-
Isoformen (p110y/p101 und p110y/p87) ndher charakterisiert werden. Aus der Literatur ist
bereits bekannt, dass die verschiedenen Ras-Isoformen die PI3-Kinasey mit
unterschiedlicher Effizienz stimulieren koénnen, wobei K- und R-Ras sehr potente
Stimulatoren darstellen, und H- sowie N-Ras eher ein moderates Aktivierungspotential
aufweisen (Suire et al., 2002). Aus diesem Grund wurde zunachst jeweils eine Ras-Isoform
aus beiden Gruppen untersucht, das konstitutiv aktive R-Ras-V38 flr die potenten Isoformen
und das ebenfalls konstitutiv aktive H-Ras-V12 fir die Gruppe mit nur schwachem Potential.
Dabei stellte sich heraus, dass die Koexpression von R-Ras-V38 und p110y von den
HEK293-Zellen nicht toleriert wurde und bereits Uber Nacht zum Absterben der transfizierten
Zellen fiihrte (nicht gezeigt). Ubereinstimmend mit einer starken PI3-Kinase y-Aktivitat war
der kotransfizierte PIP3;-Sensor an der Zellmembran angereichert (nicht gezeigt). Dieser
Befund war unabhéngig von der eingesetzten DNA-Konzentration des R-Ras-V38-Plasmids.
Dieses Phanomen erinnert an die Wirkung einer Koexpression von GRy-Komplexen mit der
PI3-Kinase Yy101 iIn HEK293-Zellen (Brock et al., 2003). Die weitere Analyse der Ras-
vermittelten P13-Kinase y-Stimulation wurde deshalb mit der H-Ras-Isoform durchgefihrt, die
von HEK293-Zellen toleriert wurde.

Zunachst wurden die zur Verfigung stehenden H-Ras-Konstrukte in HEK293-Zellen
auf ihre Funktion gepriift. Nach Uberexpression lieR sich die basale Aktivitat von H-Ras-wt
(unfusioniert oder Fluoreszenz-markiert) durch EGF-Stimulation signifikant erhdhen
(s. Abb. Anhang 8.14, links und Mitte links). Demgegeniber zeigte konstitutiv aktives
H-Ras-V12 bereits in unstimulierten Zellen eine hohe Aktivitt, die durch die Zugabe von
EGF nicht weiter gesteigert werden konnte (s. Abb. Anhang 8.14, Mitte rechts). Dominant
negatives H-Ras liel? sich weder basal noch nach Rezeptorstimulation prazipitieren und zeigt
somit erwartungsgemal’ keine Aktivitat (s. Abb. Anhang 8.14, rechts).

Im Gegensatz zu GRy-Komplexen interagiert aktives, GTP-gebundenes Ras nur mit
der katalytischen pl10y-Untereinheit. Diese Interaktion fuhrt zu einer Konformations-
anderung und somit vermutlich zu einer allosterischen Aktivierung des Enzyms (Pacold et
al., 2000; Suire et al., 2002). Um diese direkte Interaktion in dem hier verwendeten HEK293-
Zellsystem zu bestatigen, wurde die Interaktion von N-Terminal YFP-markiertem H-Ras-wt
mit pll0y in lebenden Zellen mittels Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)
untersucht, wobei die Methode des ,Akzeptor-Photobleach” Verwendung fand (s. 3.2.2.5 und
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Abb. Anhang 8.15). Es konnte eine signifikante FRET-Effizienz von 8 - 12 % im Vergleich zu
Kontrollen (ca. 3 %) beobachtet werden. Interessanterweise gab es aber je nach Position der
Fluoreszenz-Markierung der p110y quantitative Unterschiede (s. Abb. Anhang 8.15 A): Eine
hohere Effizienz ergab sich fur die C-terminal markierte p110y-Variante (12 % gegenlber
8 %). Da die FRET-Effizienz von der sechsten Potenz des Abstandes der beiden Proteine
abhangig ist, wirden diese Befunde auf eine groRere raumliche Nahe des C- im Vergleich
zum N-Terminus von p110y mit dem N-Terminus von Ras hindeuten. Dieses Ergebnis war
zunéchst unerwartet, da die Ras-Bindungsdomé&ne nahe des N-Terminus der p110y liegt (s.
Abbildung 1.6 und Abb. Anhang 8.15 B). In Kiristallisationsstudien von p110y mit N-Ras
wurde jedoch eine zuséatzliche Interaktionsstelle von Ras mit der C-terminalen katalytischen
p110y-Domane postuliert (Pacold et al., 2000).

Zunachst sollte die Stimulierbarkeit der monomeren p110y-Untereinheit durch H-Ras
untersucht werden. Hier wurde die Akkumulation des GFP-markierten PIP;-Sensors an der
Plasmamembran als Mafd fur die Intensitat der PI3-Kinase-Aktivitat genutzt. Um eine
semiguantitative Aussage Uber das Ausmald der Stimulation treffen zu kénnen, wurde das
Verhdltnis von membranarer zu intrazellularer Fluoreszenz bestimmt (s. Methoden 3.2.2.4).
Interessanterweise war die Koexpression von H-Ras-wt und pl110y nicht ausreichend, um
eine sichtbare Aktivitat der p110y zu induzieren (s. Abbildung 4.16 A, Mitte links), wahrend
eine signifikante Stimulation durch Kotransfektion der konstitutiv aktiven H-Ras-V12-Mutante
mit p110y induzierbar war (s. Abbildung 4.16 A, Mitte rechts). Eine Stimulation der p110y
durch eine Koexpression mit dominant negativem H-Ras-N17 blieb erwartungsgemal} aus (s.
Abbildung 4.16 A, rechts). Erwahnt werden sollte, dass nach Uberexpression von H-Ras-wt
aktives, GTP-gebundenes H-Ras nur in einem sehr geringen Umfang vorliegt, wahrend die
Transfektion von konstitutiv aktivem H-Ras-V12 fast ausschliel3lich aktives, GTP-
gebundenes Ras zur Folge hat (vgl. Abb. Anhang 8.14, erste und fiinfte Spur). In weiteren
Kontrollversuchen wurde ausgeschlossen, dass eine Uberexpression von H-Ras-V12 zu
einer Aktivierung der endogen exprimierten Klasse I, PI3-Kinasen in den gehungerten
HEK293-Zellen fuhrt (s. Abbildung 4.16 B). Dies war auch nicht zu erwarten, da Ras nur bei
gleichzeitiger Desinhibition der p85 durch Tyrosinkinasen seine Wirkung entfalten kann
(s. 1.3.2.1). Somit war unter den gewahlten Versuchsbedingungen die H-Ras-V12-induzierte
Translokation des PIPz-Sensors in Gegenwart von p110y ausschlie3lich auf die Aktivitat der
Klasse Ig PI3-Kinase y zurlickzufiihren. Dieser Versuchsansatz ist somit geeignet, um die in
der Literatur bereits beschriebene Aktivierung der pl10y durch Ras nachzuweisen
(s. Abbildung 4.16; Rubio et al., 1997; Suire et al., 2002; Rodriguez-Viciana et al., 2004).

Im Falle der GRy-Komplex-vermittelten Aktivierung der PI3-Kinasey fiuhrte die
Interaktion mit p101 zu einer Rekrutierung der PI3-Kinase y an die Plasmamembran. Dies ist
eine unverzichtbare Vorraussetzung fur die Aktivierung der Kinase (Brock et al., 2003). Fur
Ras wurde zwar die direkte Stimulation der PI3-Kinase y an der Membran beschrieben,
jedoch wurde eine Enzym-rekrutierende Funktion von Ras verneint (Suire et al., 2002). Dies
ist ungewohnlich, da Ras typischerweise Effektormolekiile, wie beispielsweise Raf oder PLCe
an die Plasmamembran rekrutiert (Stokoe et al., 1994; Song et al., 2001).
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A GFP-Grp1../p110y

- H-Ras-wt H-Ras-V12 H-Ras-N17

Abbildung 4.16: Ras-induzierte Aktivierung der kata  lytischen p110 y-Untereinheit. (A) HEK293-
Zellen wurden mit p110y und GFP-Grplpy kotransfiziert. Hier fihrte nur die Kotransfektion mit
konstitutiv aktivem H-Ras-V12, aber nicht mit H-Ras-wt oder dominant negativem H-Ras-N17 zu einer
Aktivierung der katalytischen pl10y-Untereinheit. Die Zellen wurden 18 h in Serum-freiem DMEM
gehungert. (B) Semi-quantitative Auswertung der PH-Doméanen-Verteilung zwischen Membran und
intrazellularem Kompartiment aus drei unabhangigen Experimenten in 18 Zellen analog zu (A).

Um die Frage zu klaren, ob die Ras-vermittelte Aktivierung der PI3-Kinase y ebenfalls
von einer Rekrutierung des Enzyms an die Plasmamembran abh&ngig ist, wurde ein
konstitutiv mit der Membran assoziiertes p110y-CAAX-Konstrukt eingesetzt (Brock et al.,
2003). Die Kotransfektion von H-Ras-wt mit pl10y-wt fuhrte zu keiner Aktivierung des
Enzyms, wahrend eine Kotransfektion mit membranstandiger pl10y-CAAX in einer
deutlichen Aktivierung resultierte (s. Abbildung 4.17 A, links). Demgegeniber zeigte die
konstitutiv aktive H-Ras-V12-Mutante in beiden Fallen eine starke Aktivierung der jeweiligen
pl10y-Variante (s. Abbildung 4.17 A, rechts). Das Ausmald der Stimulation nach
Koexpression von p110y und H-Ras-V12 war in etwa vergleichbar zu der Stimulation nach
Expression der membranstandigen pl110y-CAAX und H-Ras-wt. Die Koexpression von
pl10y-CAAX mit konstitutiv aktivem H-Ras-V12 hatte eine weitere Aktivitatserhéhung zur
Folge (s. Abbildung 4.17 A).
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Abbildung 4.17: Ras-induzierte

Aktivierung der  membranstandigen,

katalytischen p110 y-Untereinheit. (A+B)
HEK293-Zellen wurden mit p110y-wt oder
-CAAX, GFP-Grplpy und H-Ras-wt, H-Ras-
V12 oder H-Ras-N17 * B-ARK-CT-CFP
kotransfiziert. Die Zellen wurden 18 Stunden
in Serum-freiem DMEM gehungert. Die
Saulendiagramme  zeigen die  semi-
quantitative Auswertung der PH-Domanen-

wt CAAX wt CAAX p110y Verteilung  zwischen  Membran  und

wt wt V12 V12 H-Ras intrazellularem Kompartiment aus drei

unabhéngigen Experimenten in 18 Zellen.

B Die Translokation des PIP3-Sensors macht
p110v-CAAX/GFP-Grp1,, deutlich, dass im Fall der membran-

H-Ras-wt H-Ras-V12 _ H-Ras-N17 ' stadndigen pl10y-CAAX schon die Ko-

e expression von H-Ras-wt fur eine starke

Aktivitat der katalytischen Untereinheit
ausreichend ist. Die Anwesenheit von
B-ARK-CT-CFP macht deutlich, dass die
Aktivierung von pl110y-CAAX durch H-Ras
unabhéngig von Gy-Komplexen erfolgt.

B-ARK-CT-CFP

wt wt V12 V12 N17 N17 H-Ras
+ - + - + - + B-ARK-CT

Es gibt Hinweise in der Literatur, dass Zellen tber einen gewissen Anteil an freien
GBy-Komplexen verfugen (Lin et al., 1998). Dies ist moglicherweise auf konstitutiv aktive
GPCRs zurlckzufuhren (s. 1.2.1; Lefkowitz et al., 1993; Seifert & Wenzel-Seifert, 2002). Um
zu belegen, dass die beobachtete Aktivierung der p110y ausschlie3lich auf Ras und nicht auf
einen synergistischen Effekt von Ras und frei vorliegenden Gpy-Komplexen beruht, wurde
der GBy-Scavenger B-ARK-CT-CFP eingesetzt. Bei 3-ARK-CT-CFP handelt es sich um den
CFP-markierten C-terminalen Teil der B-adrenergen Rezeptorkinase, welcher durch eine
direkte Bindung an GRy-Komplexe deren kompetitive Inhibition bewirkt. Die Vollstandigkeit
dieser Inhibition wurde bereits in Vorversuchen getestet (s. Abb. Anhang 8.16). Die
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Anwesenheit von -ARK-CT-CFP hatte keinen Einfluss auf die Ras-induzierte Aktivierung
von pl110y-CAAX (s. Abbildung 4.17 B). Auch in diesem Fall war fur die Stimulation der
membranstandigen p110y-CAAX bereits die Koexpression von H-Ras-wt ausreichend,
wahrend die dominant negative H-Ras-N17-Mutante in beiden Fallen keine Aktivierung der
p110y auslésen konnte (s. Abbildung 4.17 B).

Aus diesen Versuchen kann geschlossen werden, dass die Rekrutierung der p110y
an die Plasmamembran eine notwendige Vorraussetzung fur die Aktivierung des Enzyms
durch Ras darstellt, wobei die Frage nach dem Mechanismus dieser Rekrutierung
nachfolgend beantwortet werden sollte (s. Abbildung 4.25).
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Da die p110y unter physiologischen Bedingungen wahrscheinlich nicht als Monomer,
sondern mit einer der beiden nicht-katalytischen Untereinheiten (p101 oder p87)
heterodimerisiert vorliegt, sollte ein moglicher Einfluss von p101 bzw. p87 auf die Ras-
vermittelte Aktivierung der pll0y geprift werden. Hierzu wurde die Wirkung von
wildtypischem bzw. konstitutiv aktivem H-Ras auf die Aktivierung der monomeren pl10y
sowie der beiden Heterodimere (p110y/pl0loder p110y/p87) getestet. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 4.18 zusammengefasst.
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Sie belegen, dass die Koexpression der nicht-katalytischen Untereinheiten zu einer
Aktivierungssteigerung der PI3-Kinase y durch H-Ras fuhrt (s. Abbildung 4.18 A). Wahrend
dieser Effekt fur die p87 noch kein signifikantes Niveau erreichte, fuhrt p101 zu einer
deutlichen und signifikanten Steigung der Aktivitat (s. Abbildung 4.18 B). Die Sensitivierung
der p110y gegenlber Ras durch p101 fand ihren Ausdruck nicht nur bei Einsatz des
konstitutiv aktiven Ras, sondern bereits bei der wildtypischen Variante. Die Effektivitat der
Ras-induzierten p110y-Aktivierung scheint also durch die nicht-katalytischen Untereinheiten
positiv beeinflusst zu werden.
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Abbildung 4.19: G By-Komplex-Abhangig-
keit der H-Ras-wt-induzierten Aktivierung
der PI3-Kinase Ypipi-Isoform. (A) HEK293-
Zellen wurden mit H-Ras-wt, GFP-Grplpy, der
PI3-Kinase y (p110y/p87 oder pll10y/pl01)
und B-ARK-CT-CFP  kotransfiziert. Die
einzelnen Anséatze zeigten in An- oder
Abwesenheit von [B-ARK-CT-CFP  eine
vergleichbare Aktivitat. Die Zellen wurden 18
Stunden in Serum-freiem DMEM gehungert.
(B) Semi-quantitative Auswertung der PH-
Domaéanen-Verteilung zwischen Membran und
intrazellularem  Kompartiment aus  drei
unabhéngigen Experimenten in 18 Zellen
analog zu (A).
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In einem weiteren Experiment wurde mit Hilfe von B-ARK-CT-CFP ausgeschlossen,
dass die erhohte Sensitivitat der PI3-Kinase yp101 auf einer Rekrutierung des Enzyms durch
maoglicherweise frei vorliegende GRy-Komplexe basiert (s. Abbildung 4.19). Ebenfalls aus-
geschlossen wurde, dass Ras funktionell mit p87 oder p101 in HEK293-Zellen interagiert
(s. Abb. Anhang 8.17). Der beobachtete Einfluss von p101 auf die Ras-induzierte Aktivierung
der PI3-Kinase y ist demnach unabh&ngig von Gpy-Komplexen und einer Interaktion von Ras
mit der nicht-katalytischen Untereinheit. p101 fungiert also mdglicherweise nicht nur als GBy-
Komplex-Adapter bei der Rezeptor-induzierten Aktivierung der P13-Kinase y, sondern auch
als eine auxiliare Untereinheit, die die Sensitivitat der PI3-Kinase gegenlber Ras erhoéht.
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4.3 Mechanismen der Rezeptor-induzierten Aktivierun g der PI3-Kinase y-
Isoformen

Die bisherigen Untersuchungen haben in Ubereinstimmung mit der Literatur keinen
gualitativen Unterschied hinsichtlich der Aktivierung beider PI3-Kinase y-Isoformen erbracht
(Suire et al., 2005; Voigt et al., 2006). Die Existenz zweier nicht-katalytischer P13-Kinase y-
Untereinheiten lasst jedoch Uber einen funktionellen Unterschied beider Isoformen
spekulieren. Um diese Hypothese zu dberprifen, haben wir den Mechanismus der
PI3-Kinase y-Aktivierung untersucht.

4.3.1 Rezeptor-induzierte G PBy-Komplex-vermittelte Aktivierung der PI3-Kinase Y-
Isoformen

Die nicht-katalytische pl0l1-Untereinheit ist als Adapter fur Gpy-Komplexe gut
etabliert (Stephens et al., 1997; Brock et al., 2003). Die Interaktion von Gpy-Komplexen und
p1l01 ermdglicht die Rekrutierung der Kinase an die Plasmamembran, wodurch sie in
raumliche N&he zu ihrem Substrat gelangt und weiterhin durch GPy-Komplexe aktiviert
werden kann. In der Tat lie3 sich eine hohe Aktivitat der PI3-Kinase y,101 Nach Stimulation
des fMLP-Rezeptors beobachten, wahrend die monomere p110y aufgrund einer fehlenden
Rekrutierung keine Aktivitat aufwies (s. Abbildung 4.20 A). Die kirzlich entdeckte nicht-
katalytische p87-Untereinheit wurde ebenfalls als ein Adapter fir GBy-Komplexe beschrieben
(Voigt et al., 2006). Hiermit Ubereinstimmend zeigte die PI3-Kinase Yys; im Gegensatz zu der
monomeren p110y eine signifikante Rezeptor-induzierte Rekrutierung des PIP;-Sensors an
die Plasmamembran (s. Abbildung 4.20). Die Antwort der PI3-Kinase y,; war jedoch
wesentlich schwacher als die der PI3-Kinase yp01. Interessanterweise konnte auch eine
hohere Konzentration des Liganden (10 bzw. 100 uM fMLP) keine weitere Stimulation der
PI3-Kinase y,s; bewirken (nicht gezeigt). Anhand der konfokalmikroskopischen
Untersuchungen wird besonders die geringere Abnahme der zytosolischen Fluoreszenz
nach fMLP-induzierter Aktivierung der PI3-Kinase yps; deutlich (s. Abbildung 4.20 A). Im
Gegensatz zur PI3-Kinase ypi01, flhrt auch die konstitutive Aktivitat des uberexprimierten
fMLP-Rezeptors zu keiner Aktivierung der PI3-Kinase Y7 (S. Abbildung 4.20 A, Abb.
Anhang 8.4 und Abb. Anhang 8.7). In der kinetischen Analyse der fMLP-induzierten
Stimulation von beiden PI3-Kinase y-Isoformen uber drei Minuten zeigte sich eine relative
PH-Domanen-Umverteilung im Fall der PI3-Kinase y,s; von ca. 40 %, wohingegen die
Stimulation der PI3-Kinase Y101 zu einer ~ 80 %igen Umverteilung flhrte (s. Abbildung
4.20 B und C).
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Abbildung 4.20: Vergleich einer Rezeptor-induzierte  n Aktivierung der beiden PI3-Kinase vy
Isoformen. (A) HEK293-Zellen wurden mit dem fMLP-Rezeptor, der GFP-Grplpy-Doméne sowie der
PI3-Kinase y (p110y, oben; p110y/p87, Mitte; p110y/p101, unten) kotransfiziert und anschlielend mit
fMLP stimuliert (4 min, 1 uM). Im direkten Vergleich wird deutlich, dass nur die heterodimere
PI3-Kinase y aktiviert werden kann. Zudem zeigt die PI3-Kinase ypg; €ine schwachere Aktivitat. Die
Zellen wurden 18 Stunden in Serum-freiem DMEM gehungert. (B) Zeitkinetik der Rezeptor-induzierten
Aktivierung von p110y, p110y/p87 und p110y/p101 im Vergleich. Wéhrend der Stimulation wurde alle

10s ein Bild aufgenommen und anschlieBend semiquantitativ ausgewertet. (C) Statistische
Auswertung von sechs unabhangigen Versuchen.

Um die Wirkung von GRy-Komplexen auf die PI3-Kinase yps; zu untersuchen, wurden
beide Komponenten koexprimiert. Hier zeigte sich ein analoges Bild, wobei auch wieder eine
deutlich starkere Aktivitat der PI3-Kinase Y101 im Vergleich zur PI3-Kinase y,g; zu be-
obachten war (s. Abbildung 4.21). Diese Ergebnisse belegen einerseits die deutlich héhere
Sensitivitat der PI3-Kinase y,i01 gegentber einer Rezeptor-induzierten, Gpy-Komplex-
vermittelten Aktivierung in dem verwendeten zellularen System. Es wird andererseits
gleichzeitig deutlich, dass auch die PI3-Kinase ypg;, im Vergleich zur monomeren pl110y
signifikant sowohl durch GPCRs, als auch durch die nachgeschalteten Gpy-Komplexe
aktiviert wird (s. Abbildung 4.20 C und Abbildung 4.21 B). Insbesondere die Stimulation der
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PI3-Kinase Y,g7; durch die koexprimierten GRBy-Komplexe lassen die bereits in der Literatur
gezogene Schlussfolgerung zwingend erscheinen, dass die p87-Untereinheit auch als
Adapter funktioniert, da sonst eine Aktivierung der PI3-Kinase y,g7 nicht mdglich ware.

Abbildung 4.21: Stimulation der
beiden _ PI3-Kinase y-Isoformen
nach Uber-expression von G
Komplexen. (A) HEK293-Zellen
wurden mit GFP-Grplpy und der

Grol../o110vGR heterodimeren PI3-Kinasey (p110y/
A BFR-GR s pTIBY GRy p87, links; pl10y/p101, rechts) ko-
p101 transfiziert. Hier wurde die PI3-

Kinasey nicht durch Stimulation
eines Rezeptors, sondern durch die
Kotransfektion von Gpy-Komplexen
aktiviert. Analog zu Abbildung 4.20
wird auch hier eine schwéachere
Gpy-induzierte  Aktivierbarkeit der
PI3-Kinase y,g; deutlich. Die Zellen
wurden 18 §tunden in Serum-freiem
DMEM gehungert. (B) Semi-
guantitative Auswertung der PH-
Domaéanen-Verteilung zwischen Mem-
bran und intrazellularem Kom-

B partiment aus drei unabhangigen
Experimenten in 18 Zellen nach
7 Cery n=4 Aktivierung  verschiedener  PI3-
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m diese in Zellen gewonnene Hypothese mit Hilfe einer aus definierten Komponenten
rekonstituierten Signalkette zu verifizieren, wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Aliaksei
Shymanets aus unserer Arbeitsgruppe die GBy-Komplex-induzierte Stimulier-barkeit der PI3-
Kinase y-Isoformen mit Hilfe eines in vitro PI3-Kinase-Assays, unter Ver-wendung gereinigter
Proteine, analysiert (s. 3.2.3.6.2; Maier et al., 1999).

Anhand der in Abbildung 4.22 dargestellten Konzentrationswirkungskurven wird
deutlich, dass GRy-Komplexe die monomere pll0y mit einer sehr geringen Potenz und
Effizienz aktivieren, wodurch die fehlende Stimulation der monomeren p110y im zellularen
System erklarbar ist (s. Abbildung 4.22, oben; Abbildung 4.20; Maier et al., 1999). Im
Gegensatz dazu fihrt die Adapterfunktion der p101 fir GBy-Komplexe zu einer deutlichen
Erhéhung der Potenz und Effizienz der Gpy-Komplex-induzierten Aktivierung der
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P13-Kinase Y,10; um den Faktor 17 bzw. 60 (s. Abbildung 4.22, unten; Maier et al., 1999). Die
Untersuchung der GPy-Komplex-induzierten Aktivierung der PI3-Kinase yyg; ergab jedoch
einen unerwarteten Befund (s. Abbildung 4.22, Mitte). Uberraschenderweise war die Potenz
der GPy-Komplex-induzierten Stimulation der PI3-Kinase ypg7, vergleichbar mit der der
monomeren p110y, nur gering. Lediglich die Effizienz war geringfligig erhéht (Faktor 5).
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Abbildung 4.22: G By-induzierte Aktivierung der monomeren und heterodim eren PI3-Kinase y-
Isoformen in vitro . Die Lipidkinase-Aktivitdt von gereinigter, rekombinanter monomerer p110y und
p110y/p87- bzw. p110y/p1l01-Heterodimeren wurde in Anwesenheit von y-[32P]-ATP und Ptdins-4,5-P,-
haltigen Phospholipidvesikeln in Abhangigkeit der Konzentration an rekombinanten GBiYo.his-
Komplexen bestimmt. Das gebildete ““P-markierte Ptdins-3,4,5-P; wurde dinnschicht-chroma-
tographisch aufgetrennt und mit Hilfe eines Imaging Systems quantifiziert. Dargestellt sind
reprasentative Konzentrationswirkungskurven aus fiinf unabhangigen Experimenten. Auffallig ist eine
starke Linksverschiebung der Konzentrationswirkungskurve in Gegenwart von p101, wobei der Effekt
in Gegenwart von p87 ausbleibt (diese Daten wurden freundlicherweise von Dr. Aliaksei Shymanets
zur Verflgung gestellt).
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Die GPBy-Adapterfunktion der p101 korreliert also mit einer erhdhten Sensitivitat der
PI3-Kinase Y101 gegenuber GPy-Komplexen in vitro. Das Fehlen einer vergleichbaren
Sensitivitat der PI3-Kinase Yy,g; Stellt dagegen die postulierte GRy-Adapterfunktion fir p87 in
Frage.

4.3.2 GBy-Komplex-vermittelte Rekrutierung der PI3-Kinase  y-Isoformen

Um die direkte Interaktion von GRy-Komplexen mit der p87-Untereinheit naher zu
untersuchen, wurde geprift, ob GRy-Komplexe die p87-Untereinheit an Lipidmembranen
rekrutieren kénnen. Dazu wurde in Kooperation mit Dr. Aliaksei Shymanets aus unserer
Arbeitsgruppe zunachst die Menge an pl110y bestimmt, die GRy-Komplex-abhangig in vitro
an Lipidvesikel rekrutiert wird (s. Abbildung 4.23). Hierzu wurden die Lipidvesikel mit
steigenden Konzentrationen an GRy-Komplexen beladen und anschlieRend eine definierte
Konzentration an monomerer oder heterodimerer pl1l0y zugesetzt. Nach Zentrifugation
wurden sowohl die isolierten Vesikel, als auch der Uberstand mittels SDS-Page und
Immunoblot-Analyse auf die enthaltene Menge an p110y und Gpy-Komplexen untersucht.
Zur semi-quantitativen Erfassung der an die Lipidvesikel rekrutierten p110y wurden die im
Immunoblot erhaltenen Signale densitometrisch ausgewertet. Die Gesamtmenge an p110y
wurde als Summe der PI3-Kinase y in der festen und flissigen Phase bestimmt und dieser
Wert als 100 % an pl110y angenommen. Die Menge an p110y an den Lipidvesikeln wurde
prozentual zur Gesamtmenge berechnet.

Monomeres pl10y wurde auch bei hohen GRy-Komplex-Konzentrationen nur in
geringem Malf3d an Lipidvesikel rekrutiert (s. Abbildung 4.23 A, links). Demgegenuiber wurde
die PI3-Kinase ypi01 Mit hoher Effizienz durch GBy-Komplexe rekrutiert (s. Abbildung 4.23 A,
rechts). Interessanterweise zeigte die PI3-Kinase yps; eine ahnlich mafiige Rekrutierung, wie
die monomere p110y (s. Abbildung 4.23 A, Mitte). Wahrend bei der PI3-Kinase yp01 bereits
50 nM GBy-Komplexe fir eine Rekrutierung von etwa 15 % ausreichend waren, wurde im
Fall der PI3-Kinase y,s; dieser Grad an Rekrutierung erst nach 800 nM Gy erreicht
(s. Abbildung 4.23 B). Vergleicht man wiederum diese GRy-Komplex-Konzentrationen mit
den Konzentrationen, die zum Erreichen einer maximalen Stimulation der beiden
PI13-Kinase y-Isoformen notwendig sind (vgl. Abbildung 4.22 und Abbildung 4.23), so wird
deutlich, dass die Fahigkeit der nicht-katalytischen Untereinheiten zur Vermittiung einer
Vesikelrekrutierung genau mit der Aktivitat des entsprechenden Heterodimers korreliert. Fir
eine schwache p87-Rekrutierung ist also eine sehr hohe Konzentration an Gpy-Komplexen
notwendig.
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Abbildung 4.23: GRy-Komplex-vermittelte Rekrutierung der monomeren und heterodimeren
PI3-Kinase y-Isoformen in vitro . Rekrutierung der gereinigten, rekombinanten PI3-Kinase y-
Isoformen an Phospholipidvesikel in Abhangigkeit von der Konzentration an rekombinanten GV yis-
Komplexen. (A) Die Immunoblots zeigen die Menge an p110y und GBy-Komplexen an den isolierten
Lipidvesikeln in Abhangigkeit von der GRy-Komplex-Konzentration. Nur in Gegenwart der nicht-
katalytischen p101-Untereinheit kann GRy-Komplex-abhangig eine signifikante Menge von p110y an
die Vesikel rekrutiert werden. (B) Statistische Auswertung der p110y-Vesikelrekrutierung. Gezeigt ist
der prozentuale Anteil an vesikelgebundener p110y in Abhangigkeit zum Gesamtgehalt. Diese Daten
wurden freundlicherweise von Dr. Aliaksei Shymanets zur Verfugung gestellt.

Um zu testen, ob die ermittelte Konzentration an freien GBy-Komplexen im zellularen
System erreichbar und somit physiologisch relevant ist, wurde die Rekrutierung von
monomeren, YFP-markierten P13-Kinase y-Untereinheiten nach Koexpression mit GBy-Kom-
plexen in HEK293-Zellen untersucht (s. Abbildung 4.24). Wahrend die solitdre p101 sowohl
im Zytosol, als auch im Nukleus zu finden war, lokalisierten solitare p110yund p87
hauptsachlich im Zytosol (s. Abbildung 4.24, oben; Abb. Anhang 8.1 und Abb. Anhang 8.5;
Brock et al., 2003; Voigt et al., 2006). Nach Koexpression von Gpy-Komplexen erfolgte eine
subzellulare Umverteilung sowie eine gleichzeitige Akkumulation der p1l0l-Untereinheit an
membranaren Strukturen (s. Abbildung 4.24, unten links; Brock et al., 2003; Voigt et al.,
2005). Eine Lokalisierung der uberexprimierten GPy-Komplexe an Endo- und Plasma-
membranen wurde von unserer Arbeitsgruppe bereits gezeigt (Brock et al., 2003).
Erstaunlicherweise fiihrte die Koexpression von GBy-Komplexen mit der nicht-katalytischen
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p87 zu keiner nachweisbaren Umverteilung des Fusionsproteins, und zwar unabhangig von
der Position der Fluoreszenz-Markierung (s. Abbildung 4.24, unten Mitte). Wie bereits
bekannt, lieR sich auch die katalytische p110y-Untereinheit nicht durch Gpy-Komplexe an
membranére Strukturen rekrutieren (s. Abbildung 4.24, unten rechts; Brock et al., 2003). Wir
schlieBen deshalb, dass die p87 im Gegensatz zu pl0l1 nicht als Adapter fir eine
GRy-Komplex-vermittelte Rekrutierung der p110y agiert.

p101-YFP p87-YFP YFP-p87  YFP-p110y

Abbildung 4.24: Rekrutierung der YFP-markierten PI3 -Kinase y-Untereinheiten durch
GBy-Komplexe an die Plasmamembran. Solitér exprimierte PI3-Kinase y-Untereinheiten lassen sich
sowohl im Zytosol (p87, p110y, p101) als auch im Nukleus (p101) von HEK293-Zellen nachweisen.
Die Koexpression von Gpy-Komplexen fuhrte nur im Fall der nicht-katalytischen p101 zu einer
zytosolischen Umverteilung mit einer gleichzeitigen Akkumulation an membranaren Strukturen. Die
Lokalisation der katalytischen pl110y-, sowie der nicht-katalytischen p87-Untereinheit ist und bleibt
auch in Gegenwart von GPy-Komplexen weiterhin zytosolisch. Die Zellen wurden 18 Stunden in
Serum-freiem DMEM gehungert.

4.3.3 Ras-Abhéangigkeit der Rezeptor-induzierten Akt ivierung der PI3-Kinase vy

Die fehlende Adapterfunktion der p87 fir GPRy-Komplexe kodnnte die reduzierte
Sensitivitat der PI3-Kinase y,g7 im Vergleich zur PI3-Kinase Yy101 gegeniber einer Rezeptor-
induzierten Aktivierung des Enzyms erklaren. Allerdings bleibt weiterhin unklar, wie es
Uberhaupt zu einer signifikanten Rezeptor- bzw. Gpy-Komplex-induzierten Stimulation
(s.-Abbildung 4.20 und Abbildung 4.21) der PI3-Kinase Yypg; im zellularen System kommt, da
die Rekrutierung der Kinase an die Plasmamembran eine unerlassliche Vorraussetzung im
Aktivierungsprozess des Enzyms darstellt. Da GRy-Komplexe dies offensichtlich nicht leisten
kénnen, missen weitere Komponenten an der Rezeptor-induzierten Stimulation der
PI3-Kinase Yy g7 beteiligt sein. Einen naheliegenden Kandidaten stellt die kleine GTPase Ras
dar, deren regulatorische Wirkung auf die PI3-Kinase y-Aktivitdt bereits beschrieben wurde
(s. 4.2; Rubio et al., 1997; Pacold et al., 2000; Suire et al., 2002). Obwohl bislang eine Ras-
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abhangige Rekrutierung der PI13-Kinase y an die Plasmamembran verneint wurde (Suire et
al., 2002), haben wir dies aufgrund unserer Befunde Gberprift (s. 4.2).

Da die bisherigen Daten zur Ras-abhéngigen pl10y-Rekrutierung ausschlie3lich
biochemisch auf der Analyse von lysierten Zellen nach Membranfraktionierung basieren,
kénnte es hierbei zu einer Stérung der Interaktion zwischen aktivem Ras und der p110y
durch Detergentien gekommen sein. Um diese Mdglichkeit auszuschlieRen, wurde die
Lokalisation einer YFP-markierten p110y in An- und Abwesenheit von H-Ras-Mutanten in
lebenden Zellen untersucht. Eine Lebendzellanalyse zeigte, dass die sonst zytosolisch
lokalisierte pl10y in der Gegenwart von konstitutiv aktivem H-Ras eine subzellulare
Umverteilung erfuhr und auf membranaren Strukturen akkumulierte (s. Abb. Anhang 8.18,
oben). Durch die Koexpression von dominant negativem Ras wurde die zytosolische
Lokalisation der pl10y hingegen nicht beeinflusst (s. Abb. Anhang 8.18, unten). Dieser
Befund zeigt eindeutig die Fahigkeit von aktivem Ras, eine Translokation der katalytischen
Untereinheit an membranére Strukturen im zellularen System vermitteln zu kbnnen.

- H-Ras-wt H-Ras-\V12 H-Ras-MN17

anti-H-Ras YFP-p110y
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Abbildung 4.25: Membranrekrutierung der katalytisch en pl10y-Untereinheit durch konstitutiv
aktives H-Ras-V12. HEK293-Zellen wurden mit den Plasmiden fir YFP-p110y (oben) und
verschiedene H-Ras-Mutanten kotransfiziert. Zur Untersuchung der Kolokalisation wurde die
Lokalisation von H-Ras mit Hilfe eines spezifischen Antikdrpers detektiert (rot, Mitte). Die Auswertung
der Kolokalisation erfolgte anhand der Fluoreszenzintensitdt entlang des als Pfeil markierten
Querschnitts  (unten). Eine Kolokalisation ist durch das gleichzeitige Auftreten von Immun-
fluoreszenzpeaks in beiden Kanédlen gekennzeichnet. Aktives Ras bewirkte eine Redistribution von
pl10y an Ras-haltige membranare Strukturen.

Zusétzlich haben wir die Kolokalisation von p110y und Ras untersucht. Dazu wurden
die Zellen fixiert und mit Hilfe der Immunfluoreszenz-Analyse auf die Lokalisation von Ras
mit spezifischen Antikdrpern untersucht (s. Abbildung 4.25 und Abb. Anhang 8.17). Auch hier
akkumulierte die pl110y, H-Ras-V12-abhangig, an membranaren Strukturen und eine Ko-
lokalisation mit H-Ras war nachweisbar. Besonders deutlich wird dies durch das gleichzeitige
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Auftreten von Fluoreszenzintensitatspeaks in beiden Farbkandlen in der graphischen
Darstellung des Fluoreszenzintensitatsverlaufs (s. Abbildung 4.25, Mitte rechts).

Hieraus schlieRen wir, dass die Proteine nicht zufallig kolokalisieren, sondern auf
denselben zellularen Strukturen angereichert vorliegen. Die Analyse von H-Ras-wt, das
Uberwiegend in der inaktiven, GDP-gebundenen Form und nur zu einem geringen Anteil in
der aktiven, GTP-gebundenen Form vorliegt, zeigte eine schwache Kolokalisation an
Endomembranen (s. Abbildung 4.25, Mitte links), wohingegen dominant negatives H-Ras
keine Kolokalisation mit der zytosolisch lokalisierten katalytischen P13-Kinase y-Untereinheit
zeigte (vgl. Abbildung 4.25, rechts und links). Wie bereits erwdhnt, wurde die Mdglichkeit
einer Interaktion von aktivem Ras mit den nicht-katalytischen Untereinheiten ausgeschlossen
(s. Abb. Anhang 8.17).

Ras bewirkt nicht nur eine zellulare Umverteilung der p110y-Untereinheit, sondern
dartiber hinaus auch eine Umverteilung der PI3-Kinase y,g7. Dies lasst vermuten, dass die flr
eine Rezeptor-induzierte PI3-Kinase yps-Aktivierung notwendige Rekrutierung des Enzyms
durch aktives Ras erfolgen kann. Sollte sich diese Annahme als richtig erweisen, so musste
die Ras-induzierte Rekrutierung selbst in Abwesenheit der plOl-Untereinheit eine
GBy-Komplex-vermittelte Stimulation der p110y ermdglichen.

Um diese Hypothese zu testen, wurde die GPy-Komplex-induzierte Aktivierung der
monomeren p110y in Gegenwart von wildtypischem oder konstitutiv aktivem Ras in HEK293-
Zellen untersucht (s. Abbildung 4.26). Die Koexpression von p110y mit konstitutiv aktivem
H-Ras resultierte in einer Akkumulation des PIPs;-Sensors an Zellmembranen und fihrte
somit zu einer Aktivierung der monomeren p110y (s. Abbildung 4.26 A, oben rechts und B).
Diese Aktivitdt lie3 sich durch Koexpression von GRy-Komplexen weiter steigern
(s. Abbildung 4.26 A, unten rechts und B). Wahrend eine Uberexpression von H-Ras-wt oder
GBy-Komplexen fir eine nachweisbare Aktivierung der pl10y nicht ausreichend war
(s. Abbildung 4.26 A, oben Mitte, unten links und B), konnte durch die Koexpression von
H-Ras und Gpy-Komplexen eine signifikante Aktivierung der katalytischen PI3-Kinasey
induziert werden (s. Abbildung 4.26 A, unten Mitte und B). Aktives Ras scheint also eine
Rekrutierung der p110y an die Plasmamembran zu vermitteln und so eine Stimulation der
Kinase durch GBy-Komplexe zu ermdglichen.
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Abbildung 4.26: Synergismus der Ras- und G By-Komplex-induzierten Aktivierung der p110 y. (A)
HEK293-Zellen wurden mit den Plasmiden fur p110y, GFP-Grplpy und H-Ras-wt oder H-Ras-V12 +
GB; und Gy, kotransfiziert. Eine Aktivierung der solitdr exprimierten p110y-Untereinheit erfolgte nur
durch konstitutiv aktives H-Ras-V12 und nicht durch H-Ras-wt. Die alleinige Stimulation der solitéaren
p110y durch koexprimierte GRy-Komplexe war nicht ausreichend fur eine Stimulation der katalytischen
Untereinheit. Die H-Ras-V12-induzierte Aktivitat konnte jedoch durch GRy-Komplexe weiter verstarkt
werden. Interessanterweise ermdglichte schon die Koexpression von H-Ras-wt mit GBy-Komplexen
eine Aktivierung der monomeren pl10y. Die Zellen wurden 18 Stunden in Serum-freiem DMEM
gehungert. (B) Semi-quantitative Auswertung der PH-Doméanen-Verteilung zwischen Membran und
intrazellularem Kompartiment aus drei unabhéngigen Experimenten in 18 Zellen analog zu (A).

Sollte sich das Ausmal} dieser Ras-vermittelten Rekrutierung der p110y-Untereinheit
als ausreichend erweisen, um ebenfalls eine Rezeptor-induzierte Stimulation der
monomeren p110y-Untereinheit zu ermoglichen, wirde dies eine hypothetische Beteiligung
von Ras an der GPCR-induzierten Aktivierung der PI3-Kinase yyg; weiter erharten. Aus
diesem Grund wurde die GPCR-induzierte Aktivierung der monomeren p110y-Untereinheit in
der Gegenwart von wildtypischem oder konstitutiv aktivem H-Ras untersucht. Die
Koexpression der pll0y-Untereinheit und H-Ras-wt fuhrte nach Stimulation mit fMLP zu
einer schwachen Membrantranslokation des PIPs-Sensors in einem Teil der Zellen
(s. Abbildung 4.27 A, oben links), welche in Abwesenheit von exogenem H-Ras nicht zu



Ergebnisse 86

beobachten war (s. Abbildung 4.27 A, unten links). Wurde nun die Konzentration an aktivem
Ras durch Koexpression der H-Ras-V12 Mutante erhoht, lie3 sich bereits vor der
Rezeptorstimulation eine signifikante Ras-induzierte pl10y-Aktivierung beobachten, die
durch eine Agonist-induzierte Aktivierung des Rezeptors deutlich gesteigert werden konnte
(s. Abbildung 4.27 A, oben rechts). Aktives Ras ist somit konzentrationsabhangig in der
Lage, eine Rezeptor-induzierte und GRy-Komplex-vermittelte Aktivierung der monomeren
p110y zu ermoglichen. Die Aktivierungskinetik in Gegenwart von H-Ras-wt war schwéacher
als in Gegenwart des Heterodimers (s. Abbildung 4.27 B). Demgegentber fihrte die
Kotransfektion von H-Ras-V12 zu einer Aktivitatssteigerung, die in ihrem Ausmal3 mit der der
PI3-Kinase Yy101 Vergleichbar war. Die statistische Auswertung bestétigte diesen Befund
(s. Abbildung 4.27 C).

Hieraus wird deutlich, dass aktives Ras neben seiner PI3-Kinase y-aktivierenden
auch eine PI3-Kinase y-rekrutierende Wirkung hat. Zuséatzlich konnten Evidenzen erbracht
werden, dass diese Rekrutierung sowohl fir eine GRy-Komplex- als auch eine GPCR-
induzierte Aktivierung der monomeren pl10y in Abwesenheit einer nicht-katalytischen
Untereinheit ausreichend ist. Basierend auf diesen Befunden liegt die Vermutung nahe, dass
die fehlende Adapterfunktion der p87 fir die GPCR-induzierte und Gpy-Komplex-vermittelte
Aktivierung der PI3-Kinase Yps; theoretisch durch Ras kompensiert werden kann. Wahrend
die Rolle von GBy-Komplexen bei der Signalweiterleitung von GPCRs gut untersucht ist, ist
Uber die Signaltransduktion von GPCRs durch Ras nur wenig bekannt. Interessanterweise
zeigen einige Studien, dass Ras durch GPCRs direkt (Bockaert et al., 2003; McGarrigle &
Huang, 2007; Ma & Pei, 2007; Violin & Lefkowitz, 2007; Richter et al., 2008) oder indirekt
(Daub et al., 1996; Daub et al., 1997; Luttrell et al., 1997; Piiper & Zeuzem, 2004) aktiviert
werden kann.

Aus diesem Grund sollte geprift werden, ob endogenes Ras durch den fMLP-
Rezeptor aktiviert werden kann. In der Tat konnte eine fMLP-induzierte Stimulation von Ras
nachgewiesen werden, die jedoch in ihrem Ausmall geringer war, als die EGF-induzierte
Stimulation (s. Abb. Anhang 8.19). Somit sollte der fMLP-Rezeptor in der Lage sein, Uber
eine Stimulation von endogenem Ras auch solche PI3-Kinase y-Isoformen zu aktivieren, die
nicht Gber den p101-GRy-Adapter verfigen.

Um diese Hypothese zu stitzen, wurde die fMLP-induzierte Aktivierung der
PI3-Kinase y in Abwesenheit von GTP-gebundenem Ras analysiert. Da die PI3-Kinasey
prinzipiell durch verschiedene Ras-lIsoformen aktiviert werden kann, wurde hier ein Ansatz
gewahlt, welcher die Inaktivierung aller Ras-lsoformen erlaubt. Dies wird durch eine
Uberexpression der katalytischen Domane des Ras-GAPs Neurofibromin 1 (NF1) ermdglicht
(Ahmadian et al., 1997). NF1 wirkt aktivierend auf die GTPase-Aktivitdt von Ras, wodurch
dieses in seiner GDP-gebundenen, inaktiven Form gehalten wird (s. Abb. Anhang 8.20).
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Abbildung 4.27: Die Ras-vermittelte Rekrutierung de r pll0y-Untereinheit ermdglicht eine
Rezeptor-induzierte Aktivierung der Kinase. (A) HEK293-Zellen wurden mit Plasmiden fir den
fMLP-Rezeptor, p110y, p101, H-Ras-wt oder H-Ras-V12 und GFP-Grplpy kotransfiziert und die Zellen
anschlieBend mit fMLP (4 min, 1 pM) stimuliert. Die monomere p110y lie3 sich nur in Gegenwart von
koexprimiertem H-Ras durch fMLP stimulieren. Eine Stimulation der p101-exprimierenden Zellen mit
fMLP (4 min, 1 pM) fuhrte erwartungsgemaf ebenfalls zu einer PIPs-Sensor-Umverteilung. Die Zellen
wurden 18 Stunden in Serum-freiem DMEM gehungert. (B) Zeitkinetik der Stimulationen aus (A) Uber
vier Minuten. Es wird eine schwache Aktivierung der monomeren pl10y in der Gegenwart von
H-Ras-wt, und eine mit der der PI3-Kinase y,10; Vergleichbare Aktivierung nach Koexpression von
konstitutiv aktivem Ras deutlich. (C) Statistiscﬁe Auswertung von sechs unabhangigen Versuchen. #
Hier wurden nur Zellen zur Auswertung herangezogen, welche eine Redistribution des PIP3;-Sensors
zeigten.
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Abbildung 4.28: Der Einfluss von GTP-gebundenem Ras auf die Rezeptor-induzierte
Aktivierung der beiden PI3-Kinase y-Isoformen. (A) HEK293-Zellen wurden mit Plasmiden fir den
fMLP-Rezeptor, die GFP-Grplpy, die PI3-Kinase y (p110y/p87, links; p110y/p101, rechts) und der Ras-
GAP Domane des Neurofibromin 1 (NF1) kotransfiziert. Die Liganden-induzierte Stimulation des
fMLP-Rezeptors fiihrt zu einer starken Aktivierung der PI3-Kinase yp101 (rechts). Demgegenuber ist die
Rezeptor-induzierte Aktivierung der PI3-Kinase y,g; in Anwesenheit von NF1 vollstandig inhibiert
(links). Die Zellen wurden 18 Stunden in Serum-freiem DMEM gehungert. (B) Die kinetische
Auswertung der unter (A) gezeigten Stimulation macht deutlich, dass in Anwesenheit von NF1 die
PI3-Kinase yyg7, vergleichbar mit der monomeren p110y in Abwesenheit von NF1, nicht durch fMLP
aktivierbar war. Im Fall der PI3-Kinase ypi0: ist kein Unterschied der Rezeptor-induzierten Aktivierung
in An- und Abwesenheit der Ras-GAP Doméne zu erkennen. (C) Statistische Auswertung von sechs
unabhéngigen Versuchen.
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Die Liganden-induzierte Stimulation des fMLP-Rezeptors in Anwesenheit von NF1
fihrte zu einer unverandert starken Aktivierung der PI3-Kinase yp01 (vgl. Abbildung 4.20 A,
unten und Abbildung 4.28, rechts). Demgegeniber war jedoch die fMLP-induzierte
Aktivierung der PI3-Kinase y,s; nach Kotransfektion von NF1 vollstandig inhibiert
(vgl. Abbildung 4.20 A, Mitte und Abbildung 4.28, links). Die zeitabhangige Darstellung der
Aktivierung verdeutlicht sehr gut, dass die PI3-Kinase yys; in Anwesenheit von NF1 nicht
aktivierbar war (s. Abbildung 4.28 B, links). Somit hat die Inaktivierung von Ras im Fall der
PI3-Kinase Yy10: unter den von uns angewendeten Versuchsbedingungen offenbar keinen
Einfluss auf die Rezeptor-induzierte Aktivierung der Kinase (s. Abbildung 4.28 B, rechts),
wahrend aktives Ras fur die Rezeptor-induzierte Aktivierung der PI3-Kinase y,g; essentiell ist
(s. Abbildung 4.28 C).

Betrachtet man auf der Basis der Ras-Befunde die eingangs dieses Kapitels
gezeigten Versuche (s. Abbildung 4.20 und Abbildung 4.21) so wird deutlich, dass die
bisherige Interpretation dieser und analoger Befunde (Suire et al., 2005; Voigt et al., 2006)
erganzt werden muf3. Da die p87 keine GPy-Komplex-Adapter-Funktion erfillen kann, und
die notwendige Rekrutierung der Kinase im Zuge einer GPCR-induzierten Aktivierung durch
Ras Ubernommen wird, bleibt ungeklart, wie die Koexpression von GRy-Komplexen mit der
PI13-Kinase y,s; ebenfalls zu einer Stimulation der PI3-Kinase yyg; flhrt (s. Abbildung 4.21).
Eine mogliche Erklarung wéare, dass auch hier Ras zur Gpy-Komplex-Wirkung beitragt,
obwohl Ras nicht durch die Uberexpression von Gpy-Komplexen aktiviert wird
(s. Abb. Anhang 8.20 B)

Um diese Hypothese zu testen, wurde der Effekt von NF1 auf die GRy-Komplex-
induzierte Aktivierung der PI3-Kinase y-Isoformen untersucht. In Anwesenheit von NF1
konnte die PI3-Kinase Yp101, jedoch nicht die PI3-Kinase ypg7, durch GPy-Komplexe aktiviert
werden (s. Abbildung 4.29).

Da das Fehlen von aktivem Ras zu einem Verlust der Rezeptor-induzierten und
GBy-Komplex-vermittelten Stimulierbarkeit der PI3-Kinase y,g7 fuhrt, sollte im Umkehrschluss
eine Erhohung der Konzentration von Ras zu einer verstarkten Aktivierbarkeit flhren.
Tatsachlich ermdglicht die Kotransfektion von Ras eine maximale GPCR-induzierte
Aktivierung der PI3-Kinase Yps7 (S. 4.4; Abbildung 4.31).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die p87-Untereinheit offenbar keine
Adapterfunktion fir GPRy-Komplexe besitzt, wie sie fur die pl01 beschrieben wurde.
Stattdessen bewirkt aktives Ras eine Rekrutierung der PI3-Kinase y,s; an die
Plasmamembran, wodurch die Aktivierung der Kinase durch GRy-Komplexe ermdglicht wird.
Fur eine Rekrutierung an die Plasmamembran sowie die nachfolgende Rezeptor-induzierte
Aktivierung der PI3-Kinase yyg7 stellt also die gleichzeitige Anwesenheit von GBy-Komplexen
und aktivem Ras eine essentielle Notwendigkeit dar.
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Abbildung 4.29: Einfluss von aktivem Ras auf die G  PBy-Komplex-induzierte Aktivierung der
beiden PI3-Kinase y-Isoformen. (A) HEK293-Zellen wurden mit Plasmiden fir GB,y.-Komplexe, die
PI3-Kinase y (p110y/p87, oben; p110y/p101, unten), GFP-Grplpy und = NF1 kotransfiziert. NF1
inhibiert die GBy-Komplex-induzierte Aktivierung der PI3-Kinase Yyg;, aber nicht der PI3-Kinase ypi0;.
Die Zellen wurden 18 Stunden in Serum-freiem DMEM gehungert. (B) Semi-quantitative Auswertung
der PH-Doméanen-Verteilung zwischen Membran und intrazellularem Kompartiment aus drei
unabhéngigen Experimenten in 18 Zellen analog zu (A).
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4.4 Kostimulatorische Funktion der nicht-katalytisc hen PI3-Kinase y-Unter-
einheiten

Die in Kapitel 4.2 vorgestellten Untersuchungen zur Ras-induzierten Aktivierung der
PI3-Kinase y-Isoformen lie3en einen kostimulatorischen Einfluss der pl01 auf die Ras-
induzierte Aktivierung der PI3-Kinase y vermuten. Zusatzlich lassen in vitro-Befunde unserer
Arbeitsgruppe einen kostimulatorischen Effekt der p101-Untereinheit auf die GRy-Komplex-
vermittelte und die basale Aktivitat der P13-Kinase y vermuten.

Aus diesem Grund sollte geprift werden, ob die nicht-katalytischen Untereinheiten im
zellularen System einen stimulatorischen Effekt auf die Basalaktivitat der p110y ausiben.
Hierzu wurde die katalytische Untereinheit durch Einsatz des p110y-CAAX Konstruktes an
der Membran fixiert (s. Abbildung 4.30). Die membranassoziierte pl10y zeigte eine
schwache basale Aktivitdt, die durch die Kotransfektion der nicht-katalytischen Unter-

einheiten signifikant erhéht wurde (s. Abbildung 4.30).
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Da die p87-Untereinheit einen stimulierenden Effekt auf die basale enzymatische
Aktivitdt der membranstdndigen pl110y-Untereinheit zeigt, sollte weiterhin getestet werden,
ob ein analoger Effekt auch fir die Rezeptor-induzierte Aktivierung nachzuweisen ist.
Deshalb wurde die fMLP-induzierte Aktivierung der monomeren pll0y und der PI3-

Kinase ypg; verglichen (s. Abbildung 4.31). Wie bereits zuvor gezeigt ist die monomere
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p110y-Untereinheit im zellularen System nicht GPCR-induziert stimulierbar, wahrend die
heterodimere PI3-Kinase y,s; eine deutliche Aktivitat aufweist (s. Abbildung 4.20 und
Abbildung 4.31). Auch in Anwesenheit von exogenem H-Ras ist die monomere pll10y

deutlich schacher aktivierbar als die heterodimere PI3-Kinase Yps;.
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Abbildung 4.31: Einfluss von p87 auf die H-Ras und Rezeptor-induzierte Aktivierung der
katalytischen p110 y-Untereinheit. HEK293-Zellen wurden mit Plasmiden fir den fMLP-Rezeptor, die
PI3-Kinasey (pl110y/p87, oben und p110y/p101, unten), H-Ras-wt und GFP-Grplpy in den
angegebenen Kombinationen kotransfiziert und die Zellen mit fMLP (1 puM, 4 min) stimuliert (A). Nach
Koexpression von H-Ras-wt ist die sonst eher schwache fMLP-induzierte Aktivierung der
PI3-Kinase ypg; vergleichbar mit der Aktivitdt der PI3-Kinase ypy01 in Abwesenheit von zusatzlich
exprimiertem H-Ras. Die Zellen wurden 18 Stunden in Serum-freiem DMEM gehungert. (B) Zeitkinetik
der Stimulationen aus (A) und Abbildung 4.27 Uber drei Minuten. Es zeigte sich im Vergleich der
fMLP-induzierten Aktivierungen von p110y + H-Ras-wt in An- und Abwesenheit der nicht-katalytischen
p87-Untereinheit eine stark erhthte Effizienz der Aktivierung in Gegenwart von p87. (C) Statistische
Auswertung von sechs unabhangigen Versuchen.
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Wurden anstelle des Rezeptors Gy-Komplexe als Stimulus exprimiert, ergab sich ein

analoges Bild: Die PI3-Kinase yys; zeigte auch hier eine generell hohere Aktivitat, als die

monomere pl10y-Untereinheit (s. Abbildung 4.32).

Diese Befunde weisen auf eine kostimulatorische Funktion der p87-Untereinheiten

hin.
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Abbildung 4.32: Einfluss von
p87 auf die G By-Komplex und
H-Ras-induzierte Aktivierung

der pllOy-Untereinheit.  (A)
HEK293-Zellen  wurden  mit
Plasmiden fur GRy-Komplexe,

die PI3-Kinasey (p110y, oben
und p110y/pl101, unten), H-Ras-
wt und GFP-Grplpy in den links
angegebenen  Kombina-tionen
kotransfiziert. Die Ko-expression
von p87 fihrte zu einer deutlich
verstarkten Gpy-Komplex- und
H-Ras-wt-induzierten Aktivie-
rung der katalytischen pll10y-
Unterein-heit. Die Zellen wurden
18 Stunden in Serum-freiem
DMEM gehungert. (B) Semi-
quantitative Auswertung der PH-
Domaénen-Verteilung zwischen
Membran und intrazellularem
Kompartiment aus drei un-
abhangigen Experimenten in 18
Zellen analog zu (A).
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5. Diskussion

Die Klasse | PI3-Kinasen sind zentrale Bestandteile ubiquitarer Signaltransduktions-
kaskaden, die an der Regulation essentieller zellularer Prozesse, wie beispielsweise
Differenzierung, Uberleben, Proliferation, Migration, Vesikelbildung und Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies beteiligt sind (Vanhaesebroeck et al., 2001; Hawkins et al.,
2006). Deshalb ist es nicht verwunderlich, dass die Beteiligung PI3-Kinase-abhangiger
Signalwege bei einer Vielzahl von Erkrankungen vermutet wird. Hier wéaren Tumor-
erkrankungen, Adipositas, Diabetes mellitus Typ 2, kardiovaskuldre Erkrankungen und
Autoimmunerkrankungen, wie rheumatoide Arthritis oder Lupus Erythematodes zu nennen
(Ruckle et al., 2006; Hirsch et al., 2006; Hirsch et al., 2007; Marone et al., 2008).

Bereits die Entdeckung der ersten PI3-Kinase-Inhibitoren Wortmannin und LY294002
machte das Potential dieser Wirkstoffe fiir den Einsatz bei den genannten Erkrankungen
deutlich (Arcaro & Wymann, 1993; Yano et al., 1993; Vlahos et al., 1994). Jedoch fehlten zu
dieser Zeit Inhibitoren mit einer spezifischen Isoformselektivitat. Darliber hinaus gab es lange
Zeit keinerlei Informationen (ber die spezifischen biologischen Rollen der einzelnen
Isoformen, was das Risiko eines zu breiten Wirkungsspektrums derartiger Wirkstoffe
zunéchst relativ hoch erscheinen lie3. Erst der genetische ,knock-out” der verschiedenen
pl10-Untereinheiten erbrachte den notwendigen Fortschritt. Die friihe embryonale Letalitét
konstitutiver p110a- und pl10B-defizienter Mause wurde als Hinweis auf spezifische
Aufgaben der beiden PI3-Kinase-Isoformen gedeutet (Bi et al., 1999 und 2002). Parallele
Studien mit Hilfe Isoform-spezifischer, inhibitorischer AntikOrper erbrachten weitere
Evidenzen fur die spezifischen Funktionen der Klasse I, P13-Kinasen (Vanhaesebroeck et
al., 1999; Hooshmand-Rad et al., 2000; Bony et al., 2001; Leverrier et al., 2003). Jedoch
kann aufgrund des letalen Phanotyps der pl10a”- und p110B”-Mausmodelle nicht
ausgeschlossen werden, dass entsprechende Inhibitoren starke Nebenwirkungen aufweisen
kénnten. Im Gegensatz hierzu sind sowohl die PI3-Kinasey, als auch die PI3-Kinase &
bevorzugt in Immunzellen exprimiert und malgeblich an inflammatorischen Prozessen
beteiligt. Zudem ist die Inaktivierung beider Gene mit dem Leben vereinbar. Diese Tatsachen
machen die PI3-Kinasen y und 0 zu viel versprechenden Zielstrukturen und fihrten zu einem
Aufleben des industriellen Interesses an dieser Proteinfamilie (Hirsch et al., 2000; Sasaki et
al., 2000; Li et al., 2000; Clayton et al., 2002; Jou et al., 2002; Okkenhaug et al., 2002; Ali et
al., 2004).

Parallel wurde deutlich, dass PTEN, eine der PI3-Kinase-Aktivitat entgegenwirkende
Phosphatase, als Tumorsuppressor fungiert (Liaw et al., 1997; Li et al., 1997; Cully et al.,
2006). Komplementar hierzu werden Mutationen der PI3-Kinase a ebenfalls haufig in

Tumoren gefunden (Bachman et al., 2004; Samuels et al., 2004; Cully et al., 2006). Somit
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werden PI3-Kinasen ebenfalls als pharmakotherapeutisch relevante Zielstrukturen (,Drug
targets") zur Behandlung von malignen Tumorentartungen angesehen. Umgekehrt fihrt die
Entwicklung Isoform-selektiver Inhibitoren zu einem immer gréReren Wissen um die
spezifischen Funktionen der PI3-Kinasen. Gegenwartig befinden sich bereits mehrere
Substanzen in den ersten Phasen der klinischen Erprobung (Marone et al., 2008).

Die Prototypen fur diese Inhibitoren stellen die bereits bekannten PI3-Kinase-
Inhibitoren Wortmannin und LY294002 dar, wobei diese an der ATP-Bindungsstelle der
Kinase angreifen und somit die Bindung von ATP verhindern (Knight et al., 2004; Pomel et
al., 2006; Hayakawa et al., 2006). Der hohe Grad der Aminosaure-ldentitat innerhalb der
ATP-Bindungstasche der vier pl10-lsoformen erschwert jedoch die Auffindung von
Inhibitoren, die eine therapeutisch notwendige Isoformselektivitat aufweisen. Die Entwicklung
zweier innerhalb der Klasse | P13-Kinasen sehr selektiver Inhibitoren (IC87114 - PI3-Kinase 0
und UCB1311236 - PI3-Kinasey), gab zun&chst grof3e Hoffnung (Sadhu et al., 2003;
Crabbe, 2007). Doch weitere Analysen machten deutlich, dass diese Wirkstoffe auch
PI13-Kinase-verwandte Kinasen inhibieren (z.B. DNA-dependent protein kinase; DNA-PK)
und somit nicht als selektive Inhibitoren verwendet werden kdnnen. Eine Struktur-Wirkungs-
Beziehung, die diese hohe Selektivitdt zwischen den Klasse | PI3-Kinasen erklart, konnte
jedoch nicht gefunden werden. Somit erscheint derzeit die Entwicklung von selektiven
Inhibitoren auf der Basis von ATP-Analoga wenig erfolgreich (Crabbe, 2007), und es stellt
sich die Frage, ob die Hemmung der ATP-Bindungsstelle eine geeignete Strategie darstellt,
oder ob hierfur nicht die Regulator- bzw. Effektordoméanen der P13-Kinasen besser geeignet
sind. Deshalb kénnte das genaue Verstandnis der molekularen Regulationsmechanismen
und Isoform-spezifischer Signalwege eine wesentliche Grundlage fir aussichtsreiche
pharmakologische Interventionen sein.

Die Regulationsmechanismen der einzelnen PI3-Kinase-lIsoformen sind jedoch nur
unzureichend bekannt. So wird bislang weder die Rezeptorspezifitat, noch die
Effektorspezifitéat der PI13-Kinasen verstanden (Vanhaesebroeck et al., 2005; Hawkins et al.,
2006; Hirsch et al., 2007). Die Klasse Iz PI3-Kinase y wird durch G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren (GPCR) reguliert. Hierbei erfolgt die Aktivierung der Kinase nicht durch die
Rezeptor-aktivierte Ga-Untereinheit, sondern durch den freigesetzten GRy-Komplex. Bisher
wurde jedoch eine PI3-Kinase y-Aktivierung nur fur GiPCRs nachgewiesen (Hawkins et al.,
2006; Rommel et al., 2007; Andrews et al.,, 2007a). Unbekannt ist, ob weitere G-Protein-
Isoformen die PI13-Kinase y aktivieren kdnnen.

Ungeklart ist auch die Funktion der erst kirzlich entdeckten zweiten nicht-
katalytischen PI3-Kinase y-Untereinheit p87. Erste Untersuchungen ergaben, dass die p87-,
wie die plOl-Untereinheit, mit der pl10y-Untereinheit komplexiert. Eine Aktivierung der
PI3-Kinase yys; War analog der PI3-Kinase yp101 méglich, wenn auch schwacher ausgepragt.

Deshalb wird derzeit angenommen, dass die p87-, ahnlich der pl0l-Untereinheit, an
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GBy-Komplexe bindet und so die GPCR-induzierte Aktivierung vermittelt (Suire et al., 2005;
Voigt et al., 2006). Der direkte Beweis wurde bisher jedoch noch nicht erbracht. Zudem
weisen die pl01- und die p87-Untereinheit sehr groRe Sequenzunterschiede auf, was fir
unterschiedliche Funktionen dieser beiden Proteine spricht.

Neben der Rezeptor-induzierten Aktivierung der PI3-Kinasen enthalten die
katalytischen Untereinheiten aller Klasse | PI3-Kinasen ebenfalls eine Ras-Bindungs-
Doméne und konnen somit ebenfalls durch GTP-gebundenes Ras aktiviert werden
(Vanhaesebroeck et al., 2001). Im Fall der Klasse I, P13-Kinasen ist bekannt, dass eine Ras-
vermittelte Aktivierung der Kinase nur nach RTK-induzierter Lockerung des Dimers erfolgen
kann (Jimenez et al., 2002). Fir die PI3-Kinase y ist neben der regulatorischen Funktion von
Ras auch die Kristallstruktur eines Komplexes aus p110y und N-Ras bekannt (Pacold et al.,
2000; Suire et al., 2002). Die physiologische Relevanz einer Ras-induzierten PI3-Kinase y-
Stimulation ist jedoch unklar (Hawkins et al., 2006). Des Weiteren ist nicht bekannt, ob die
P13-Kinase vy, ahnlich wie die Klasse I, P13-Kinasen, nur synergistisch durch GPCRs und Ras
aktiviert werden kann, oder ob auch eine rein Ras-vermittelte Stimulation des Enzyms
maoglich ist.

Aus diesem Grund wurde in der hier vorliegenden Arbeit die Regulation der beiden
PI3-Kinase y-Isoformen durch GPCRs und Ras eingehend untersucht. Da besonders die
Untersuchungen zur Ras-vermittelten Regulation bisher nur ex vivo oder in vitro vorliegen,
wurde hier eine Analysemethode gewahlt, die es ermdglicht, die Aktivitdt der Kinase im

intakten zellularen System zu untersuchen.

5.1 Regulierbarkeit der P13-Kinase vy durch verschiedene G-Proteine

Die Effektorspezifitat von GPCRs, welche durch die Ga-Untereinheiten der
verschiedenen G-Protein-Isoformen determiniert wird, ist gut verstanden. Aus diesem Grund
sind GPCRs nach ihrem Kopplungsmuster in primér Gy,-, Gs- oder Gg1-Protein-koppelnde
Rezeptoren unterteilt (Offermanns, 2000; Neves et al., 2002; Offermanns, 2003). Initial
wurde angenommen, dass nur Ga-Untereinheiten Signhale weitergeben kdnnen, doch konnte
auch fir den GRy-Komplex eine Signal-weiterleitende Funktion nachgewiesen werden
(s. Tabelle 1.1; Clapham & Neer, 1997). Eine Spezifitait der Gpy-Komplex-abhdngigen
Signaltransduktion wurde bisher jedoch kaum belegt. Ebenfalls ist es bisher nicht gelungen,
ein Kopplungsmuster distinkter Gy-Komplexe an spezifische Ga-Untereinheiten oder eine
Préferenz von Effektoren fir bestimmte GRy-Kombinationen zu zeigen (Cabrera-Vera et al.,
2003; Jones et al., 2004; Robishaw & Berlot, 2004; Smrcka, 2008). Erste Untersuchungen

weisen jedoch darauf hin, dass die Gy-Untereinheit zu einer Rezeptor-Spezifitat des
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G-Proteins beitragen kann (Schwindinger et al., 2003; Schwindinger et al., 2004; Leung et
al., 2006; Trusov et al., 2007). Auch fir die PI3-Kinase y konnte ein Einfluss der Gy-
Untereinheit auf die Fahigkeit von GRy-Komplexen, die Kinase in vitro zu aktivieren, gezeigt
werden. Hierbei stellte sich heraus, dass nur die GBy-Komplexe, die eine C20-isoprenylierte
Gy-Untereinheit enthalten, eine suffiziente Stimulation der PI3-Kinase y vermitteln kdnnen

(Maier et al., 2000; Kerchner et al., 2004). Jedoch ist unklar, ob dies auch in vivo der Fall ist.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde nun systematisch die Fahigkeit von GsPCRs
und G4PCRs im Vergleich zu GPCRs untersucht, die beiden PI3-Kinase y-Isoformen in
lebenden Zellen zu stimulieren. Die konfokalmikroskopische Visualisierung einer GFP-
markierten PH-Doméane, die nach Aktivierung von Klasse | PI3-Kinasen an die
Plasmamembran transloziert, ermdglichte hier die direkte Auswertung der PI3-Kinase-
Stimulation in Echtzeit (Lietzke et al., 2000; Brock et al., 2003). Um die Validitdt des
Analyseverfahrens zu prifen, wurde zunachst neben dem fMLP-Rezeptor ein weiterer
GiPCR (CXCR4) auf seine Fahigkeit zur P13-Kinase y-Aktivierung getestet. Auch der CXCR4-
Rezeptor war in der Lage, eine PI3-Kinase-Aktivitdat zu induzieren, wenn die PI3-Kinase y
koexprimiert wurde. Die vorherige Behandlung dieser Zellen mit PTX fihrte zu einer
vollstdndigen Inhibition dieser Aktivierung und bestéatigte somit, dass diese Rezeptoren die
PI3-Kinase y Gji-Protein-vermittelt aktivieren (s. Abbildung 4.2; Abb. Anhang 8.4 und
Abb. Anhang 8.7). Die Analyse des Gs-Protein-gekoppelten (3;-adrenergen oder des Gq-
gekoppelten muskarinischen Acetylcholinrezeptor Ms; in HEK293-Zellen erbrachte, dass
sowohl der Gs-, als auch der Gg-Protein-gekoppelte Rezeptor die beiden PI3-Kinase y-
Isoformen prinzipiell aktivieren kann (s. Abbildung 4.3 und Abbildung 4.6). Jedoch reichte im
Fall des G4-gekoppelten-M; Rezeptors das niedrige Expressionsniveau des Rezeptors nach
transienter Koexpression nicht aus, um eine Stimulation der PI3-Kinase y zu bewirken (s.
Abbildung 4.5 und Abb. Anhang 8.11). Erst die stabile Transfektion der Zellen mit diesem
Rezeptor fihrte zu einer deutlichen und reproduzierbaren Kinase-Aktivitat (s. Abbildung 4.6).
Die Tatsache, dass erst eine hohe Konzentration an Rezeptoren zu einer PI3-Kinase y-
Stimulation fuhrte, kdnnte fir die Abhangigkeit der PI13-Kinase y-Aktivierung von der Menge
an freigesetzten GPy-Komplexen sprechen. Diese Hypothese wiirde ebenfalls erklaren,
warum hauptsachlich Gi-Proteine als Aktivatoren von Gpy-Komplex-Effektoren gefunden
werden, da die G;-Proteine in den meisten Geweben die quantitativ haufigste G-Protein-
Isoform darstellen (Wettschureck & Offermanns, 2005).

In der Literatur wurde bereits die Gs- und G PCR-induzierte Aktivierung des PI3-
Kinase-Effektors Akt beschrieben. Jedoch scheinen hierfiir andere Mechanismen als die
GBy-Komplex-vermittelte PI3-Kinase y-Aktivierung verantwortlich zu sein. So wird zum
Beispiel eine Ga-abhangige Rezeptortransaktivierung von RTKs diskutiert, welche zu einer

Aktivierung von Klasse I, PI3-Kinasen fihrt (New et al., 2007). Es konnte beispielsweise in
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Cos-7- bzw. HEK293-Zellen neben einer Gi-Protein-gekoppelten muskarinischen
Acetylcholinrezeptor M,, eine Gs-Protein-gekoppelte (,-adrenerg- bzw. eine Gg-Protein-
gekoppelte muskarinische Acetylcholinrezeptor M;-induzierte Aktivierung von Akt gezeigt
werden (Murga et al., 1998; Bommakanti et al., 2000). Jedoch wurde hier die PI3-Kinase-
Isoform, welche das Signal vermittelt, nicht eindeutig bestimmt. Weiterfihrende Studien
lassen vermuten, dass es sich um eine Aktivierung der ebenfalls GRy-Komplex-sensitiven
PI13-Kinase B handelt (Murga et al., 2000; Guillermet-Guibert et al., 2008), zumal zumindest
die in dieser Arbeit verwendeten HEK293-Zellen die PI3-Kinase y nicht endogen exprimieren
(s. Abb. Anhang 8.8). Die GPRy-Komplex-abhangige Regulation der PI3-Kinase 3 ist aber
bisher unverstanden und kénnte von anderen Faktoren als die PI3-Kinase y-Aktivierung
abhangen (Maier et al., 1999). Um den Beitrag von Gs- und Gg-Proteinen zur Stimulation der
PI3-Kinase y zu erfassen, wurde in der vorliegenden Arbeit zuséatzlich die PI3-Kinase y-
Stimulation durch Gs- und Gg-gekoppelte Rezeptoren nach Vorbehandlung mit PTX
untersucht. Die Abwesenheit funktionsfahiger G-Proteine flhrte zwar zu einer schwacheren
Aktivierung der PI3-Kinasey, jedoch war die Stimulation der Kinase deutlich sichtbar,
unabhangig davon, ob der Gs- oder der G,-Protein-gekoppelte Rezeptor verwendet wurde
(s. Abbildung 4.4 und Abbildung 4.7). Darlber hinaus konnte mit Hilfe des Gg,-Protein
selektiven Inhibitors YM-254890 die Ms-Rezeptor-induzierte, G;-Protein-unabhangige
PI13-Kinase y-Aktivierung durch G4-Proteine bestatigt werden (s. Abb. Anhang 8.12).

Diese Befunde sind interessant, da fur andere Gpy-Effektoren, wie beispielsweise
GIRKs bekannt ist, dass diese nur durch G-Proteine der Gjo,-Familie reguliert werden
(s. 1.2.2.2; Mark & Herlitze, 2000; Hommers et al., 2003; Lei et al., 2003; Robishaw & Berlot,
2004; Smrcka, 2008). Jedoch ist allgemein akzeptiert, dass die Spezifitat im Fall von GIRKs
durch eine direkte Interaktion der GDP-gebundenen Ga;-Untereinheit mit dem Kanal
zustande kommt. Wird das entsprechende Gi-Protein aktiviert, so kommt es zu einer
schnellen Aktivierung des Kanals durch die vor Ort freigesetzten GRy-Komplexe. Da die
PI13-Kinasen jedoch in der Hauptsache zytosolisch lokalisiert sind, ist hier eine vergleichbare
Interaktion mit den entsprechenden G-Proteinen vor der Stimulation unwahrscheinlich.
Vielmehr ist das zytosolische Enzym frei beweglich und kann zu jedem Punkt der
Plasmamembran rekrutiert werden, wahrend die GIRK-Kanale durch ihre Integration in die
Plasmamembran erstens schon an der Membran lokalisiert und zweitens hier recht

unbeweglich sind, da sie sich innerhalb der Plasmamembran fortbewegen mssten.
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5.2 Bedeutung der G-Protein-Isoform fir die Regulat ion der PI3-Kinase y im
endogenen Modellsystem

Die PI3-Kinase y ist bevorzugt im hamatopoetischen System exprimiert und wird hier
durch G-Protein-gekoppelte Chemokin- oder chemotaktische Rezeptoren reguliert (Hawkins
et al., 2006). AuBerdem konnte eine Expression der PI3-Kinase y im Kardiovaskularsystem
nachgewiesen werden. Funktionell scheint hier die PI3-Kinasey zur Regulation der
myokardialen Kontraktilitdt beizutragen (Hirsch et al., 2006; Oudit & Kassiri, 2007). Die
Herzfunktion wird wesentlich durch Rezeptoren reguliert, die zu der Superfamilie der GPCRs
gehodren (Rockman et al., 2002). Welche dieser Rezeptoren jedoch an der Regulation der
PI13-Kinase y beteiligt sind, ist weitgehend ungeklart. In Portalvenenmyozyten der Ratte
konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass der ATa-Rezeptor Uber GBRy-Komplexe und die
PI13-Kinase y L-Typ Kalziumkanale stimuliert (Viard et al., 1999; Maier et al., 2000; Macrez et
al., 2001; Quignard et al, 2001). Nachfolgende Untersuchungen an aortalen
GefaBmuskelzellen der Maus lassen vermuten, dass diese Aktivierung Pertussistoxin-
sensitiv und somit G;-Protein-vermittelt ist, obwohl der AT;4-R primér an G-Proteine koppelt
(Vecchione et al., 2005). Auch flur die ADP-induzierte Thrombozytenaggregation wurde eine
PI3-Kinase y-Abhangigkeit gezeigt, die durch den G;-Protein-gekoppelten P2Y;,-ADP-
Rezeptor induziert wird (Hirsch et al., 2001). Untersuchungen zur [(-adrenerg-induzierten
Aktivierung der PI3-Kinase y zeigen, dass diese an der Internalisierung der (-adrenergen
Rezeptoren beteiligt ist (Naga Prasad et al., 2005). Unklar ist in diesem Zusammenhang
jedoch, ob diese Aktivierung Gs- oder Gi-Protein-abhédngig vermittelt wird. Beide
Mdoglichkeiten bestehen, da der [;-adrenerge Rezeptor eine Umschaltung von einer
Kopplung an Gs- auf Gi-Proteine erfahren kann und der (,-AR konstitutiv an Gs- und
Gi-Proteine koppelt (Zamah et al., 2002; Martin et al., 2004). Es gibt weiterhin erste
Hinweise, dass G4PCRs die PI3-Kinase y aktivieren konnen. Jedoch fehlen in diesen Studien
entweder direkte Kontrollen der Gg4-Protein-Abhangigkeit, oder aber die so aktivierte
P13-Kinase-Isoform wurde nicht eindeutig bestimmt (Naga Prasad et al., 2000; Lian et al.,
2005). So konnte es sich auch um eine Aktivierung von Klasse I, P13-Kinasen handeln (New
et al., 2007).

Im Herzen werden beide PI3-Kinase y-Isoformen in Kardiomyozyten exprimiert, wobei
ihre Regulation hier weitgehend unklar ist. Zur Untersuchung der Regulation der
PI13-Kinase y im Herzen wurde die den Kardiomyozyten ahnliche HL-1-Zelllinie verwendet (s.
4.1.6; Claycomb et al., 1998; White et al., 2004). In diesem Zellsystem zeigte die Aktivierung
der Uberexprimierten PI3-Kinase y-Isoformen mit Agonisten der endogen exprimierten M,-,
[-adrenergen- und a;-adrenergen-Rezeptoren, dass auch nicht Uberexprimierte Rezeptoren
diese Kinase unabhéngig von ihrem jeweiligen G-Protein-Kopplungsmuster aktivieren
kénnen (s. Abbildung 4.10, Abbildung 4.12 und Abbildung 4.14).
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Interessanterweise war eine Umverteilung des PIPs-Sensors durch Stimulation
endogener Rezeptoren jedoch erst nach Uberexpression der PI3-Kinase y moglich. Als eine
mogliche Ursache konnte eine relativ geringe Sensitivitat der Messmethodik nicht
ausgeschlossen werden. Zur Analyse der endogenen PI3-Kinase y-Aktivitat wurde deshalb
zusatzlich ein signalintegrierendes Analyseverfahren verwendet (s. Abbildung 4.11). So
konnte durch Bestimmung der Akt-Phosphorylierung mittels Immunoblotanalyse auf die
Uberexpression der Signalkomponenten verzichtet werden, da die endogene PI3-Kinase y
sowohl durch den M-, als auch die B- und a;-adrenergen-Rezeptoren aktiviert werden
konnte (s. Abbildung 4.11, Abbildung 4.13 und Abbildung 4.15). Eine Aktivierung der
ebenfalls GBy-Komplex-sensitiven PI3-Kinase 3, sowie die mdgliche Aktivierung anderer
Klasse I, PI3-Kinasen durch eine Rezeptortransaktivierung wurde mit Hilfe eines Isoform-
selektiven P13-Kinase y-Inhibitors ausgeschlossen. Somit haben wir erstmals nachgewiesen,
dass eine Aktivierung der PI3-Kinase y ebenfalls durch Gs- und G4,PCRs im endogenen
System erfolgen kann. Ebenfalls ungeklart war, ob auch tatséchlich Gs- und G4-Proteine zu
dieser Aktivierung beitragen koénnen. Deshalb wurden die Zellen mit Pertussistoxin
vorbehandelt. Hier zeigte sich, dass die B-adrenerg-induzierte PI3-Kinase y-Aktivierung
sowohl G;-, als auch Gs-abhangig vermittelt wird. Im Fall der a;-adrendergen Rezeptor-
Stimulation war nach Inhibition von G;-Proteinen keine Aktivierung der PI3-Kinase y mehr
nachweisbar.

Zusammenfassend lasst sich somit feststellen, dass neben G,PCRs auch Gs- und
G4PCRs die PI3-Kinase y aktivieren kénnen, wobei dies prinzipiell ebenfalls durch die an
diese Rezeptoren koppelnden G- und Gg-Proteine erfolgen kann. In der Literatur sind jedoch
auch Ausnahmen beschrieben. So kann beispielsweise Thrombin keine Gpy-Komplex-
abhangige PI3-Kinase-Stimulation bewirken, obwohl der entsprechende Rezeptor neben
Gg- und G5~ auch an Gi-Proteine koppelt (Hirsch et al., 2001). Wie schon zuvor erwahnt
ware hypothetisch vorstellbar, dass GPCRs nicht nur ein Ga-, sondern auch ein Gpy-
Komplex-Kopplungsmuster aufweisen (Robishaw & Berlot, 2004; Smrcka, 2008) und die PI3-
Kinase y ebenfalls eine Selektivitdt gegentber distinkten GBy-Komplex-Kombinationen zeigt
(Kerchner et al., 2004). Es scheint jedoch wahrscheinlicher, dass die Regulation der PI3-
Kinase y weitgehend unabhangig von den signalisierenden G-Protein-Spezies allein durch
die Konzentration bzw. Menge der durch den Rezeptor freigesetzten Gpy-Komplexe
bestimmt wird. Hierflr sprechen mehrere Argumente:

So war die G;-Protein-vermittelte Aktivierung der PI3-Kinase y in beiden Zellsystemen
(HEK293- und HL-1-Zellen), unabhangig davon, ob die Signalkomponenten rekonstituiert
oder endogen vorlagen, grundsatzlich starker ausgepragt, als die Gs- bzw. G,PCR-induzierte
Aktivierung. In Anbetracht der Tatsache, dass G;-Proteine quantitativ die wichtigsten G-
Proteine darstellen, wahrend Gg-Proteine, abgesehen von den Gi,s3-Proteinen, den

geringsten Anteil an der Gesamtmenge an G-Proteinen ausmachen (Rockman et al., 2002;
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Wettschureck & Offermanns, 2005; Smrcka, 2008), kann man vermuten, dass eine
Rezeptor-induzierte Stimulation von Gi-Proteinen zu einer mengenmallig starkeren
Freisetzung an Gpy-Komplexen fuhrt, als die von Gs- und Gg-Proteinen. Damit
Ubereinstimmend zeigten die Gs-Protein-gekoppelten Rezeptoren auch nach Behandlung mit
Pertussistoxin eine zwar schwachere, aber dennoch reproduzierbare Aktivierung der
PI3-Kinase y, wahrend die GyPCR-induzierte Aktivierung unter allen untersuchten
Bedingungen entweder sehr gering ausfiel oder aber nicht nachweisbar war.

Des Weiteren zeigte sich, dass die PI3-Kinase y-Stimulation durch den Gg-Protein-
gekoppelten muskarinischen Acetylcholinrezeptor M; in HEK293-Zellen stark von seinem
Expressionsniveau (transiente oder stabile Transfektion; s. Abb. Anhang 8.11) und somit
wabhrscheinlich ebenfalls von der Menge an aktivierten G-Proteinen abhangig war.

Da G4PCRs im Herzen verhaltnismallig gering exprimiert sind, liegt es nahe, dass
auch HL-1-Zellen nur eine geringe Menge dieser Rezeptoren aufweisen (Rockman et al.,
2002). Tatsachlich fuhrte die Stimulation von a;-adrenergen Rezeptoren in den HL-1-Zellen
nur zu einer moderaten Aktivierung der Lipidkinase, die in Abwesenheit funktionsfahiger
Gi-Proteine vollstandig ausblieb.

Dies konnte bedeuten, dass der gleiche Rezeptor je nach Expressions- und
Kopplungsmuster Gewebe-spezifisch unterschiedlich zu einer PI3-Kinase y-Stimulation

beitragt.

5.3 Ras-vermittelte Aktivierung der PI3-Kinase vy

Die Stimulation der PI13-Kinase y kann nicht nur durch GBy-Komplexe, sondern auch
durch GTP-gebundenes Ras vermittelt werden. Hierflr ist die direkte Interaktion von Ras mit
der katalytischen pl10y-Untereinheit verantwortlich, die bereits ausreichend fir eine
Stimulation der p110y ist und in Kombination mit GBy-Komplexen synergistisch wirken kann
(Rubio et al.,, 1997; Pacold et al., 2000). Der Sighalweg sowie der Mechanismus der
Aktivierung sind jedoch nicht eindeutig geklart. Ungeachtet der ungeklarten Frage, ob Ras
die p110y-Untereinheit allosterisch oder durch eine Reorientierung zur Membran und somit
zu ihrem Substrat hin aktiviert, ist eine notwendige Vorraussetzung fur eine Aktivierung die
Rekrutierung der zytosolisch lokalisierten PI3-Kinase y an die Plasmamembran (Pacold et
al., 2000; Suire et al., 2002; Hawkins et al., 2006; Marone et al., 2008). Jedoch gelang es
bislang nicht, eine Ras-vermittelte Rekrutierung der pl10y-Untereinheit an zellulare
Membranen zu zeigen (Rubio et al., 1997; Suire et al., 2002), obwohl Ras andere Effektoren
rekrutieren kann (Stokoe et al., 1994; Song et al., 2001). Mit Hilfe des in vivo-Imaging konnte

in dieser Arbeit tatsachlich gezeigt werden, dass eine Membranlokalisation ein
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entscheidender Faktor fur die Ras-vermittelte Stimulation der PI3-Kinase y ist. Es kommt zu
einer gesteigerten Sensitivitdt der p110y gegeniuber aktivem Ras, wenn der PI3-Kinase y-
Anteil an der Plasmamembran durch die Fusion eines CAAX-Motives mit der p110y erhéht
wird (s. Abbildung 4.17). So ist bei einer zytosolisch lokalisierten p110y das H-Ras-wt nicht in
der Lage, eine Kinase-Aktivitat zu induzieren, wahrend eine membranstéandige p110y-CAAX
von H-Ras-wt deutlich aktiviert wird (s. Abbildung 4.17). Eine mdgliche Beteiligung von freien
GBy-Komplexen an der Ras-induzierten Aktivierung der pll0y-CAAX erscheint
unwahrscheinlich, da die Koexpression von B-ARK keinen Effekt zeigte (s. Abbildung 4.17).
Obwohl in friheren Untersuchungen festgestellt wurde, dass ein signifikanter Anteil der
PI13-Kinase y bereits im unstimulierten Zustand mit der Membran assoziiert zu sein scheint
(Czupalla, 2002), lassen unsere Befunde den Schluss zu, dass eine Rekrutierung der p110y
fur die Ras-induzierte Stimulation der PI13-Kinase y notwendig ist und darliber hinaus einen
limitierenden Faktor fiir diese Aktivierung darstellt. Die bisher fehlende Nachweisbarkeit einer
moglichen Ras-vermittelten pl10y-Rekrutierung koénnte auf methodischen Ursachen
beruhen. So sind die bisherigen Untersuchungen an Zellextrakten und nicht in lebenden
Zellen durchgefuihrt worden (Rubio et al., 1997; Suire et al.,, 2002). Die verwendeten
Nachweismethoden kdnnten zu einem Verlust der Interaktion gefuhrt haben. AufRerdem
wurde fir die Interaktion von pl10y und Ras eine recht geringe Dissoziationskonstante
ermittelt, welche den Nachweis einer Translokation ebenfalls erschweren dirfte (Pacold et
al., 2000). Des Weiteren legen diese Befunde nahe, dass die aktivierende Wirkung von Ras
eher auf die Konformationsanderung als auf eine Reorientierung der pll0y zur
Plasmamembran hin erfolgt, da die isoprenylierte p110y vermutlich schon relativ zur
Membran hin ausgerichtet ist und dies nur schwer veranderbar sein dirfte (Brock, 2002).

Fur die zunéchst vermutete Existenz einer monomeren p110y in vivo gibt es bislang
jedoch keine Uberzeugenden Daten, wodurch den nicht-katalytischen Untereinheiten eine
wichtige Bedeutung fur die Regulation der PI3-Kinase y zukommt (Baier et al., 1999; Suire et
al., 2005; Voigt et al., 2006). Ras interagiert mit der katalytische pl110y-Untereinheit und
stimuliert diese. Ein Einfluss der nicht-katalytischen pl101- und p87-Untereinheiten war
bislang weder untersucht noch bekannt. Zwar wurde sowohl die Ras-induzierte Aktivierung
der monomeren p110y, als auch der PI3-Kinase y,10: untersucht, jedoch fehlen vergleichende
Studien (Rubio et al., 1997; Pacold et al., 2000; Suire et al., 2002). Die in dieser Arbeit
gezeigte vergleichende Studie der Ras-induzierten Aktivierung der PI3-Kinase y-Isoformen
ergab, dass die nicht-katalytischen Untereinheiten die Ras-induzierte Aktivierbarkeit der
Kinase fordern (s. Abbildung 4.18). Im Fall der PI3-Kinase y,g; zeigte die p110y eine leicht
erhdhte Effizienz der durch konstitutiv aktives Ras induzierten Stimulation, wahrend bei der
PI3-Kinase Y,10; die Effizienz signifikant erhoht war (s. Abbildung 4.18). Eventuell freie
GBy-Komplexe hatten keinen Einfluss (s. Abbildung 4.19). Dariber hinaus féllt auf, dass

ebenfalls wildtyp H-Ras eine Stimulation der PI3-Kinase ypi0:1-Isoform induzieren kann,
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wahrend im Fall der PI3-Kinase yys; keine Aktivitat nachweisbar war. Dies konnte darauf
hindeuten, dass die p101- einen starkeren Effekt als die p87-Untereinheit auf die katalytische
Untereinheit ausibt, was an die Situation der GRy-vermittelten Stimulation dieser beiden
Isoformen erinnert. Unsere Daten deuten darauf hin, dass die nicht-katalytischen
PI3-Kinase y-Untereinheiten p87 und pl101 auxiliare und/oder modulatorische Funktionen

haben kdnnten.

5.4 Unterschiedliche Mechanismen der Rezeptor-induz  ierten Regulation der beiden
PI3-Kinase y-Isoformen

Die Existenz von zwei nicht-katalytischen Untereinheiten, aber nur einer katalytischen
Untereinheit der Klasse lg PI3-Kinasen impliziert, dass die Diversitat der PI3-Kinase y-
abhangigen Signaltransduktion tber die nicht-katalytischen Untereinheiten sichergestellt sein
kénnte (Stephens et al., 1997; Suire et al., 2005; Voigt et al., 2005). Jedoch zeigten die
initialen Charakterisierungen anderer Arbeitsgruppen lediglich quantitative, jedoch keine
qualitativen Unterschiede. So war lediglich eine geringere Aktivitat der PI3-Kinase y,s7 nach
GPCR-induzierter Stimulation zu beobachten (Suire et al., 2005; Voigt et al., 2006). Deshalb
wurde die p87- analog der pl0l1-Untereinheit als ein Adapter fir die Rekrutierung der
PI3-Kinase y durch GBy-Komplexe an die Plasmamembran angesehen (Voigt et al., 2006).
Unsere eigenen, initialen Untersuchungen bestatigten zunachst diese Vorbefunde
(s. Abbildung 4.20). Auch die Daten zur Stimulation der Kinase-Aktivitdt durch die
Koexpression freier GPRy-Komplexe lie3 eine GRy-Komplex-vermittelte Natur der PI3-
Kinase yyg7-Stimulation vermuten (s. Abbildung 4.21). Nachfolgend interessierten wir uns
jedoch fur die direkte Wirkung von GRy-Komplexen auf die PI3-Kinase y-Isoformen, wofur wir
ein rekonstituiertes System mit definierten, gereinigten Komponenten verwendet haben
(s. Abbildung 4.22). Hier hatten Stephens und Mitarbeiten Daten vorgelegt, die zeigten, dass
die PI3-Kinase y,s7 weniger potent und effizient durch GBy-Komplexe stimuliert wurde, als die
PI3-Kinase Yy101 (Suire et al., 2005). Unklar blieb jedoch das Ausmal der postulierten
Adapterfunktion der p87, die nur durch einen direkten Vergleich der PI3-Kinase y,g; mit der
monomeren pl10y abzuschatzen war. Mit Hilfe eines derartigen Versuchsansatzes hatten
wir bereits zeigen konnen, dass die PI3-Kinase ypy01 eine wesentlich hohere Potenz und
Effizienz gegeniber einer GRy-Komplex-vermittelten Stimulation als die monomere pl110y
aufweist, was auf die Adapterfunktion und die damit verbundene Rekrutierung der Kinase an
die Vesikeln zurlckgefihrt werden kann (s. Abbildung 4.22; Maier et al., 1999; Brock et al.,
2003). In der hier vorliegenden Arbeit konnten wir nun erstmals zeigen, dass die PI3-

Kinase yyg; im Vergleich zur monomeren p110y erstaunlicherweise keine erhohte Sensitivitat
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gegenuber GBy-Komplexen aufweist. Lediglich die Effizienz der Stimulation war geringfugig
erhdht (s. Abbildung 4.22). Dieser Befund stellt die postulierte Adapterfunktion der
p87-Untereinheit in Frage. Tatsachlich bestatigte die Analyse der GRy-Komplex-induzierten
Rekrutierung, dass p87 weder in vitro noch im zellularen System signifikant durch
GBy-Komplexe an Lipidmembranen transloziert wird (s. Abbildung 4.23 und Abbildung 4.24).
Zudem zeigte sich, dass das Ausmal} der Rekrutierung proportional zur Fahigkeit der
GBy-Komplexe war, die Kinase-Aktivitat zu stimulieren (vgl. Abbildung 4.22 und
Abbildung 4.23). Wesentlich erscheint jedoch die Schlussfolgerung, dass im zellularen
System der Rezeptor nicht ausschliel3lich Uber freigesetzte GRy-Komplexe in der Lage ist,
die PI3-Kinase Yyg7 zu aktivieren. Vielmehr ist ein GBy-Komplex-unabhangiger Rekrutierungs-
mechanismus zu postulieren, um eine GPCR-induzierte Stimulation zu ermaoglichen.
Tatsachlich zeigten unsere Daten zum ersten Mal, dass aktives H-Ras die PI3-Kinasey
ebenfalls an Membranen translozieren kann (s. Abbildung 4.25; Abb. Anhang 8.17 und
Abb. Anhang 8.18). Dies wurde in Gegenwart von aktivem Ras anhand einer deutlichen
Akkumulation einer Fluoreszenz-markierten pll0y an der Plasmamembran lebender
HEK293-Zellen und dartber hinaus durch eine Kolokalisation von p110y mit H-Ras-V12 nach
Immunfluoreszenz-Analyse nachgewiesen (s. Abbildung 4.25 und Abb. Anhang 8.18).
Vorraussetzung fir eine Ras-abhangige Vermittlung der Rezeptor-induzierten
Rekrutierung der PI3-Kinase yyg; an die Membran ist jedoch zunachst, dass Ras durch diese
Rezeptoren aktiviert werden kann. Tatséchlich bewirkt der fMLP-Rezeptor eine erhéhte
Bildung von aktivem Ras (s. Abb. Anhang 8.19; Gutkind, 1998; Suire et al., 2006). Allerdings
zeigen unsere Versuche auch, dass diese Ras-Aktivierung relativ moderat ausfallt.
Moglicherweise sind deshalb weitere Mechanismen oder andere Ras-Isoformen involviert.
Zusétzlich konnte die Hypothese, dass Ras die Rezeptor-induzierte Rekrutierung der
PI3-Kinase y,g; vermittelt, dadurch untermauert werden, dass sogar die monomeren pl110y
im zellularen System, nach Koexpression von H-Ras, GPCR-induziert stimulierbar war
(s. Abbildung 4.26 und Abbildung 4.27). Somit scheint Ras prinzipiell die Adapter-Funktion
der pl0l substituieren zu kénnen. Um die Beteiligung von Ras an der Aktivierung der
PI3-Kinase Y,g7 zu bestatigen, wurde dessen Stimulation nach Inaktivierung von endogenem
Ras untersucht. Tatsachlich fuhrte die Abwesenheit von aktivem Ras zu einer vollstandigen
Inhibition der fMLP-Rezeptor-induzierten Stimulation der PI13-Kinase Yps7 (S. Abbildung 4.28).
Unsere Daten lassen den Schluss zu, dass Ras neben seiner aktivierenden auch
eine rekrutierende Wirkung auf die PI3-Kinase y hat. Beide Aktivierungsqualitaten von Ras
wirken auf die p110y-Untereinheit. Im Gegensatz hierzu wirken GRy-Komplexe sowohl auf die
katalytische p110y- als auch auf die nicht-katalytische p101-Untereinheit. Interessanterweise
konnten wir erstmals einen qualitativ bedeutsamen Unterschied in der Regulation der beiden
PI3-Kinase y-Isoformen aufzeigen. In dem hier verwendeten System ist die Anwesenheit von

aktivem Ras eine notwendige Voraussetzung fur die Rezeptor-induzierte Aktivierung der
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PI3-Kinase Yyg7, jedoch nicht fur die der PI3-Kinase yy10:. Hieraus ergibt sich, dass die in
initialen Studien und in dieser Arbeit gezeigte GPCR-induzierte Aktivierung der
PI3-Kinase y,s; auf einer Mitwirkung von endogenem Ras basiert (s Abbildung 4.20).
Gleiches gilt fur die GBy-Komplex-induzierte Stimulation der PI3-Kinase yyg7 (S. Abbildung
4.21). Da die Uberexpression von GBy-Komplexen zu keiner Aktivierung von Ras in unserem
System gefuhrt hat (s. Abb. Anhang 8.20 B), die Stimulation von PI3-Kinase yps; nach
Koexpression von GBy-Komplexen jedoch ebenfalls durch NF1 inhibierbar war (s. Abbildung
4.29), scheint hier die Anwesenheit von endogenem, basal aktivem Ras notwendig. Dies
kénnte eine Erklarung fur die frihere Annahme, dass p87 als Adapter fir GRy-Komplexe

fungieren kann, sein.

A Schritt 1 Schritt 2
Translokation Aktivierung
via via Gfy-Komplexe
heptahelikaler Ras-GTP heptahelikaler +Ras-GTP heptahelikaler

Rezeptor Rezeptor Rezeptor

Translokation Aktivierung
hauptsachlich via via Gpy-Komplexe
Gpy-Komplexe +Ras-GTP

heptahelikaler
Rezeptor

heptahelikaler
Rezeptor

heptahelikaler
Rezeptor

Abbildung 5.1: Modell der Aktivierungsmechanismen d er beiden bekannten PI3-Kinase y-
Isoformen. (A) Nach Ligand-induzierter Stimulation von GPCRs wird die PI3-Kinase yps; durch aktives
Ras, aber nicht durch GRy-Komplexe an die Plasmamembran transloziert, wo sie sowohl durch aktives
Ras als auch hauptsachlich durch GRy-Komplexe aktiviert werden kann. Somit ist aktives Ras
unabdingbar fiir eine Rezeptor-induzierte Aktivierung der PI3-Kinase ypg7-Isoform. (B) Demgegentber
kann die PI3-Kinase yy101 hinreichend durch GRy-Komplexe rekrutiert und aktiviert werden. Eine
Beteiligung von Ras ist wahrscheinlich, aber in dem untersuchten System offensichtlich unbedeutend.

Auf der Basis unserer Daten schlagen wir somit ein 2 Schritt-Modell flr die Rezeptor-
induzierte Aktivierung der PI3-Kinase Yyg7, ahnlich der PI3-Kinase y,10: (Brock et al., 2003),
vor (s. Abbildung 5.1). Hierbei fuhrt im ersten Schritt die Aktivierung von Ras zu einer
Rekrutierung der PI3-Kinase yps; an die Plasmamembran als Voraussetzung flr eine Ras-
und GRy-Komplex-abhangige Aktivierung. Eine entscheidende Rolle von Ras wirde hierbei
die Rekrutierung darstellen, da hierdurch die Stimulation der Kinase Uberhaupt erst

ermdglicht wird. Fur diese Annahme spricht, dass zumindest in unserem zellularen Modell
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endogenes Ras alleine nicht ausreichend ist, um eine maximale Stimulation der
PI3-Kinase y,s7 zu bewirken. Umgekehrt flhrt das Abfangen freier GBy-Komplexe zu einem
weitgehenden Verlust der PI3-Kinase y-stimulierenden Wirkung von GRy-Komplexen bzw.
GPCRs (s. Abb. Anhang 8.16; Voigt et al.,, 2006). Hierbei sollte erwahnt werden, dass
Uberexprimierte Gy-Komplexe nicht Ras aktivieren (s. Abb. Anhang 8.20 B), sondern direkt
auf die Kinase wirkt. Unsere Hypothese zur Bedeutung der Ras-Wirkung steht im Einklang
mit bereits beschriebenen weiteren Effektor-Interaktionen von Ras. Fir den Ras-Effektor Raf
wird beispielsweise angenommen, dass hier die Funktion von Ras im Aktivierungsprozess
von Raf die Rekrutierung und ebenfalls eine Konformationséanderung von Raf ist, die die
weitere Aktivierung von Raf durch beispielsweise Src-Kihasen ermdglicht (Marais et al.,
1995; Avruch et al., 2001; Leicht et al., 2007).

Die physiologische Bedeutung der Ras-vermittelten PI3-Kinase y-Regulation war
lange Zeit vollkommen unklar. Eine kurzlich verdffentlichte Untersuchung zeigte jedoch
erstmals eine spezifische Rolle von Ras bei der Regulation der PI3-Kinase y (Suire et al.,
2006). In dieser Arbeit wurde eine pl01”-Maus als Surrogat fiir einen Verlust der
GBy-Komplex-Stimulierbarkeit und eine Ras-bindungsinsuffiziente p110yPASAMPASAA knock-
in“-Maus als Modell fir den Verlust der Ras-induzierten Stimulierbarkeit der PI13-Kinase y
verwendet. Die hieraus gewonnenen Resultate lassen den Schluss zu, dass eine
synergistische Stimulation der PI3-Kinase y durch aktives Ras und GBy-Komplexe notwendig
zu sein scheint. Diese Notwendigkeit ist fiir die PI3-Kinase yps7-Isoform kompatibel mit dem
von uns postulierten Aktivierungsmechanismus. Jedoch schlussfolgern die Autoren, dass
dies auch fur die PI3-Kinase Y10 zutrifft. Diese Vermutung bedarf einer direkten
experimentellen Bestatigung. Zumindest in unserem System kann die PI3-Kinase Ypi01
entweder durch Ras oder durch GBy-Komplexe maximal aktiviert werden. Allerdings sollte
gepruft werden, inwieweit PI3-Kinase yp0:-abhangige Effektorsysteme (z.B. NADPH-
Oxidase) durch Gpy-Komplexe und/oder Ras aktiviert werden.

Dennoch scheint zunéchst ein Widerspruch zu unseren Daten zu existieren. Als
maogliche Grinde sind einerseits methodische Ursachen zu nennen. So koénnte die
verringerte Expression der von Suire und Mitarbeitern untersuchten p110y-DASAA-Mutante
im Vergleich zum Wildtyp oder aber eine veranderte Gpy-Komplex-induzierte Aktivierbarkeit
der Mutante ursachlich sein. Die Autoren haben die Aktivierbarkeit der Mutante durch
GBy-Komplexe nur exemplarisch an einer Konzentration von Gy-Komplexen getestet und
darauf verzichtet Konzentrationswirkungskurven zu zeigen. Dies erscheint uns wichtig, da
immerhin funf Aminosduren ausgetauscht sind, die prinzipiell auch Auswirkungen auf die in
diesem Bereich gelegene Gy-Interaktionsstelle haben kdnnten (Leopoldt et al., 1998). Somit
ware es denkbar, dass die p110y-DASAA neben dem Verlust der Interaktion mit aktivem Ras

zusatzliche Unterschiede zur p110y-wt aufweist.
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Weiterhin sind madgliche konzeptionelle Grinde zu nennen: (1.) Der durch
Geninaktivierung erreichte Verlust des GRy-Adapters p101 wurde in seinen Auswirkungen
gleichgesetzt mit einem Verlust der GRy-Wirkung auf die PI3-Kinase y. Hierbei wurde
vernachlassigt, dass GRy-Komplexe nicht nur Gber die p101-Untereinheit wirken, sondern
auch die katalytische Untereinheit direkt stimulieren (Stoyanov et al., 1995; Leopoldt et al.,
1998; Maier et al., 1999; Brock et al., 2003). (2.) Ras ist in der Lage, die PI3-Kinase y Uber
eine Interaktion mit der katalytischen p110y-Untereinheit an die Membran zu rekrutieren.
Hierfur sind weder GRy-Komplexe noch die p101-Untereinheit notwendig. Nachfolgend sind
jedoch GRy-Komplexe in der Lage, eine Ras-rekrutierte PI3-Kinase y auch in Abwesenheit
von pl0l zu stimulieren. (3.) Es wurde vermutet, dass in den untersuchten Zellen
(neutrophile Granulozyten) das Verhaltnis der PI3-Kinase yp101 zu PI3-Kinase ypg; 20:1 ist.
Hierflir werden nur Daten kolpotiert (Suire et al., 2006). Es kann somit nicht ausgeschlossen
werden, dass doch funktionell relevante Mengen an p87 vorhanden sind.

Durch dieses sehr komplexe Regulationsmuster ist, entgegen des von Stephens und
Mitarbeitern zu Grunde gelegten Szenarios auch folgende Interpretation vorstellbar: Ein
Verlust der p101-Untereinheit und damit der Fahigkeit von GRy-Komplexen, die PI3-Kinase y
an die Membran zu rekrutieren, kann durch Ras ausgeglichen werden. Als Folge kann nicht
ausgeschlossen werden, dass trotz Verlusts der pl0l die aktivierende Wirkung von
GBy-Komplexen auf beide PI3-Kinase y-Isoformen weitgehend erhalten bleibt. Die Wirkung
von GRy-Komplexen wiirde somit unterschéatzt werden. Umgekehrt kénnte der Verlust der
Ras-Bindung in der pl10yPAS"PASMA Mauslinie zu einem  signifikanten Verlust der
P13-Kinase yps7-, nhicht jedoch der PI3-Kinase yp0:-Stimulierbarkeit durch GPCRs fuhren.
Zusammenfassend kann auf der Basis der ,knock-out/knock-in“-Daten der Arbeitsgruppe von
Dr. Len Stephens und unserer hier gezeigten Befunde spekuliert werden, dass die selektiven
Wirkungen in den beiden Mauslinien durch spezifische Funktionen erklarbar sind, die selektiv
durch die PI3-Kinase Ypg; bzw. PI3-Kinase yp10: Sichergestellt werden.

Die hier vorgelegte Arbeit zeigt erstmals einen qualitativen Unterschied in der
Regulation der beiden PI3-Kinase y-Isoformen. Die pl01-Untereinheit ist Ziel der
GBy-Komplex-induzierten Aktivierung der Kinase, indem sie im Sinne eines Adapters die
Rekrutierung der PI3-Kinase y an die Plasmamembran vermittelt, wahrend der p87 keine
derartige Funktion zukommt. Aufgrund der hier gezeigten fehlenden Interaktion von p87 mit
GPy-Komplexen schlagen wir vor, die p87 nicht als p87™*" (PI3-Kinase adapter protein) zu
bezeichnen. In unserem Zellsystem ist die Rezeptor-induzierte Stimulation der
PI3-Kinase Y101 alleinig durch GPy-Komplexe vermittelbar, wahrend im Fall der
PI3-Kinase y,g7 die Anwesenheit von aktivem Ras und GBy-Komplexen flr eine Aktivierung
erforderlich ist. Hierbei kdnnten verschiedene Ras-Isoformen unterschiedliche Einflisse auf
die PI3-Kinase y-Aktivitat haben und somit eine Diversitat der PI3-Kinase yps-Regulation

bewirken. Weiterhin wéare denkbar, das die durch GPCRs induzierte schwachere Aktivitat der
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PI3-Kinase y,g; durch eine simultane Stimulation von GPCRs und RTKs durch die zu
vermutende erhOhte Ras-Aktivitat verstarkt und mit der PI13-Kinase ypi0:1 nNach reiner GPCR
Stimulation vergleichbar wird. Eine &hnliche koinzidente Stimulation konnte fir die
PI13-Kinase B gefunden werden (s. Abb. Anhang 8.21 und Abb. Anhang 8.22). Die Klasse I
PI3-Kinase wird klassischerweise durch RTKs stimuliert (Hu et al., 1993). Schon friih gab es
jedoch Hinweise, dass diese PI3-Kinase zusatzlich responsiv gegeniiber GRy-Komplexen
sein konnte (Kurosu et al., 1997; Maier et al., 1999). Neueste Untersuchungen bestatigten
die physiologische Relevanz der GPCR-induzierte Regulation der PI3-Kinase 3 in vivo,
konnten jedoch keine weiteren Aussagen Uber den Aktivierungsmechanismus machen
(Graupera et al., 2008; Guillermet-Guibert et al., 2008). Im Zuge dieser Arbeit wurden jedoch
Daten erhoben, die darauf hindeuten, dass die im physiologischen System gezeigte
ausschlieflliche Regulation der PI3-Kinase 3 durch GPCRs (Graupera et al., 2008;
Guillermet-Guibert et al.,, 2008) tatsachlich durch die Notwendigkeit der koinzidenten
Stimulation sowohl durch GRy-Komplexe, als auch durch Tyrosinkinasen bedingt sein konnte.
Somit ware es denkbar, dass fir eine physiologisch relevante Stimulation der PI3-Kinase (3
Signale beider Rezeptorklassen notwendig sind. Demgegeniber ist die Stimulation der
PI3-Kinase y,g; auch durch eine alleinige GPCR-induzierte Stimulation mdglich, da diese
Rezeptoren sowohl GRy-Komplexe freisetzen, als auch Ras aktivieren kdnnen. Dennoch
kénnte auch hier die synergistische Stimulation von GPCRs und RTK durch die so erhdhte
Stimulation von Ras zu einer veranderten Aktivitdt der Kinase und somit einer
Signalweiterleitung an andere PI3-Kinase-Effektoren oder einer Signalverstarkung fiihren.
Infolgedessen konnte die unterschiedliche Regulation der beiden PI3-Kinase y-

Isoformen zu der Ramifizierung der Signalwege beitragen.

5.5 Funktionen der nicht-katalytischen Untereinheit  en

Wahrend die Funktion der regulatorischen Untereinheiten der Klasse 1, P13-Kinasen
recht gut verstanden ist, ist die Rolle der nicht-katalytischen PI3-Kinase y-Untereinheiten
unzureichend untersucht. Die katalytischen p110-Untereinheiten der Klasse |5 P13-Kinasen
weisen eine relativ hohe basale Aktivitdat auf, welche durch die Dimerisierung mit einer
Untereinheit der p85-Familie maskiert wird (Yu et al., 1998b). Erst die Lockerung
(Desinhibition) dieser Interaktion durch Tyrosinkinasen fihrt zu einer Freigabe dieser
Aktivitat, was eine PI3-Kinase-induzierte Signaltransduktion ermdglicht (Songyang et al.,
1993; Yu et al.,, 1998a; Shekar et al., 2005). Die katalytische Untereinheit der Klasse I
PI3-Kinase y hingegen weist zwar ebenfalls eine geringe basale Aktivitat auf, jedoch ist

deren Ausmald nicht mit dem der Klasse I, PI3-Kinasen vergleichbar (Leopoldt et al., 1998;
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Maier et al., 1999; Krugmann et al., 2002; Brock et al., 2003). Wahrend die Aktivierung der
pl10-Untereinheiten der Klasse |4 PI3-Kinasen durch die Interaktion des Rezeptors mit der
regulatorischen Untereinheit und einer dadurch bedingten Desinhibition der pl10-Aktivitat
erfolgt, konnte von unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass pl110y in vitro direkt an
GBy-Komplexe bindet und auch als Monomer stimuliert werden kann (Leopoldt et al., 1998).
Nach der Entdeckung der p101-Untereinheit deuteten weitere in vitro-Befunde daraufhin, das
die Funktion der p101 eine Sensitivierung der pl110y gegeniiber GBy-Komplexen bewirkt
(Stephens et al., 1997, Maier et al., 1999). Die Untersuchung der PI3-Kinase ypio1 in
lebenden Zellen zeigte eine zusatzliche Interaktion von Gpy-Komplexen mit der
pl0l1-Untereinheit, die weitaus starker ist, als die mit p110y. Die Interaktion mit p101 fuhrt zu
einer Redistribution der heterodimeren Kinase an die Plasmamembran und somit zu ihrem
Substrat. Eine ausschlie8liche Interaktion von pl110y mit GPy-Komplexen ist nicht
ausreichend, um das Enzym an die Plasmamembran zu rekrutieren, und es gelang
folgerichtig auch nicht, die monomere p110y im zellularen System zu stimulieren. Weiterhin
erbrachten diese Untersuchungen keinen Hinweis auf eine regulatorische Funktion der nicht-
katalytischen Untereinheit, die anhand der dargelegten Befunde jedoch auch nicht
auszuschlieRen war (Brock et al., 2003).

Die im Rahmen dieser Arbeit (s. Kapitel 4.3) vorgestellten Befunde zeigen jedoch,
dass die PI3-Kinase Yyps; im Vergleich zur monomeren p110y in vitro selbst in Abwesenheit
von Ras zu einer erhdhten Effizienz der Gpy-Komplex-induzierten Aktivierung fihrt
(s. Abbildung 4.22). Dies deutet auf eine spezifische Funktion der p87-Untereinheit hin,
namlich die einer auxilidaren oder sogar regulatorischen Untereinheit, die fur die pl01
ebenfalls vermutet wurde, bisher jedoch noch nicht bestétigt werden konnte. Um diese
Annahme zu testen, wurde die PI3-Kinase ys; mit der der monomeren p110y in Gegenwart
und Abwesenheit von zusatzlich exprimiertem H-Ras verglichen (s. Abbildung 4.31 und
Abbildung 4.32). Sowohl in Abwesenheit als auch in Gegenwart von koexprimiertem H-Ras
zeigte die PI3-Kinase yps; eine wesentlich hohere Rezeptor-induzierte — Aktivitat
(s. Abbildung 4.31). Auch nach Koexpression von H-Ras zeigt die GRy-Komplex-vermittelte
Stimulation der PI3-Kinase y,g; eine hoéhere Aktivitat, als die der monomeren
p110y-Untereinheit (s. Abbildung 4.31). Unklar bleibt jedoch, wie diese Wirkung zustande
kommt. Moéglicherweise handelt es sich um eine p87-bedingte Konformationsdnderung der
pl10y, welche die GRy-Komplex-induzierte Stimulation erleichtert. Klarheit koénnte ein
Vergleich der Kristallstrukturen beider heterodimeren PI3-Kinase y-Isoformen mit der einer
monomeren p110y-Untereinheit erbringen.

Mdoglicherweise erleichtert die nicht-katalytische Untereinheit die enzymatische
Aktivitat der katalytischen Untereinheit. Zur Uberpriifung wurde erneut, wie schon in (Brock
et al., 2003), eine durch ein CAAX-Motiv membranstandige p110y verwendet. Wé&hrend

unsere Arbeitsgruppe in frilheren Untersuchungen keinen signifikanten Unterschied in der
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basalen Aktivitat der p110y im Vergleich zur PI3-Kinase Yy10; feststellen konnte (Brock et al.,
2003), standen in der hier vorliegenden Arbeit sensitivere Bedingungen zur Verfligung. So
wurde jetzt nicht bei Raumtemperatur, sondern bei einer physiologisch relevanten
Temperatur von 37 T gemessen. Des Weiteren erlaubt die hier eingesetzte semi-
guantitative Auswertung eine bessere quantitative Abschétzung der Translokation, wodurch
auch kleinere Unterschiede feststellbar werden. Unter diesen Bedingungen wurde tatséchlich
eine geringe, aber signifikante Erhohung der basalen Aktivitat von p110y sichtbar, wenn
diese im Heterodimer mit p87 vorlag (s. Abbildung 4.30). Die fir die pl01-Untereinheit
vermutete auxilidre Funktion konnte hier ebenfalls anhand einer leichten, aber signifikanten
Steigerung der basalen Aktivitdit gezeigt werden (s. Abbildung 4.30). Weitergehende
Untersuchungen einer Gpy-Komplex-induzierten Stimulation bereits membranstandiger
p110y in An- und Abwesenheit der nicht-katalytischen Untereinheit waren jedoch leider nicht
maglich, da die monomere p110y-CAAX durch GBy-Komplexe schon maximal stimuliert wird.

Dartber hinaus zeigte sich, wie in Abbildung 4.18 dargestellt, eine erhdhte Aktivitat
sowohl der PI3-Kinase yyg7 als auch der PI3-Kinase ypi01 Nach H-Ras-induzierter Stimulation
im Vergleich zum monomeren Enzym, wobei zuséatzlich fiir die PI3-Kinase Y101 schon die
geringe Menge an aktivem Ras, die nach Koexpression von H-Ras-wt erzielt wird, fur die
Stimulation ausreichend war. Die beiden nicht-katalytischen PI3-Kinase y-Untereinheiten
p101 und p87 bewirken somit nicht nur eine Erhéhung der basalen p110y-Aktivitat, sondern
haben einen auxiliaren Einfluss sowohl auf die GBy-Komplex- als auch die Ras-vermittelten
Stimulation der PI13-Kinase y (s. Abbildung 4.30; Abbildung 4.22 und Abbildung 4.18).

Die Frage, ob pl01 und p87 konstitutiv auxiliare oder sogar regulatorische
Funktionen besitzen, bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten. In diesem
Zusammenhang sind erste Befunde aus unserer Arbeitsgruppe von Interesse, die eine
PI3 Kinase y-induzierte, Akt-vermittelte Phosphorylierung der p87 zeigen (Prajwal,

personliche Mitteilung).

5.6  Regulationsmechanismen der PI3-Kinase y-Isoformen und  mogliche
pharmakologische Konsequenzen

Die potentielle Rolle von PI3-Kinasen bei verschiedenen Krankheitsbildern hat die
Mitglieder dieser Proteinfamilie zu attraktiven Zielstrukturen fir pharmakologische Eingriffe
gemacht. Jedoch ist fraglich, ob die bisher gewahlte Strategie fir die Entwicklung von
Isoform-selektiven PI3-Kinase-Inhibitoren tatséchlich eine ausreichende Selektivitdt sowohl
gegeniber verwandten Kinasen als auch innerhalb der Klasse | PI3-Kinasen gewahrleisten

kann (s. Seite 95; Crabbe, 2007; Marone et al., 2008). Auch wenn prognostiziert wurde, dass
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in einigen Fallen, wie beispielsweise Prophylaxe von Thrombosen oder von Nekrosen nach
Herzinfarkten sowie der Degranulation von Mastzellen im Rahmen der Immunantwort, die
kombinierte Inhibition von Klasse |, und Iz PI3-Kinasen wiinschenswert sein kdnnte, so ist
doch im Regelfall schon aufgrund maéglicher unerwiinschter Nebenwirkungen eine Isoform-
selektivitat dieser Inhibitoren vorzuziehen. Die in der hier vorliegenden Arbeit erbrachten
Erkenntnisse Uber die Isoform-spezifischen Regulations-mechanismen der PI3-Kinasey
er6ffnen neue Ansatzmaglichkeiten fir die Entwicklung entsprechender Inhibitoren.

Vorteilhaft kénnte die Verwendung der heterodimeren PI3-Kinase y-Isoformen,
anstelle der monomeren katalytischen Untereinheit, als Zielstruktur fir die Suche nach
potentiellen Inhibitoren sein. Ein derartiger Ansatz wirde die selektive Inhibition der beiden
PI3-Kinase y-Isoformen erlauben, die mdoglicherweise Gewebe- bzw. Isoform-spezifische
Funktionen erfllen.

Die Strategie, ATP-Analoga einzusetzen, ermd@glicht neben der Abschaltung der
induzierten auch die der basalen Enzymaktivitdt. Da die PI3-Kinasey jedoch keine
signifikante Basalaktivitat zeigt, erscheint dies wenig bedeutsam. Somit kénnte die Blockade
der Wirkung von PI3-Kinase y-Regulatoren wie GRy-Komplexen (mdglicherweise Uber die
pl01-Untereinheit) und/oder Ras maoglicherweise einen spezifischeren Ansatz darstellen.
Weiterhin ware auch ein Ansatz denkbar, der die auxilidre Wirkung der nicht-katalytischen

Untereinheiten beeinflusst.

5.7 Ausblick

Die hier vorgestellten Befunde zur GPCR-induzierten Regulation der PI3-Kinasey
lassen vermuten, dass moglicherweise alle GPCRs unabhangig von ihrem G-Protein-
Kopplungsmuster fahig sind, die PI3-Kinase y zu stimulieren. Unsere Daten legen nahe, dass
diese Fahigkeit von der durch den jeweiligen Rezeptor freigesetzten Menge/Konzentration
an GBy-Komplexen abhangt. Allerdings steht ein direkter Beweis aus und muss zukiinftigen
Untersuchungen vorbehalten bleiben. In diesem Zusammenhang bleibt die Frage nach den
Mechanismen, mit denen GPCRs in vivo die PI13-Kinase y-Isoformen regulieren. Neben den
Signaltransduktoren GBy-Komplexe und Ras kénnten weitere Komponenten, die noch nicht
identifiziert sind, zu einer PI3-Kinase y-Isoform-, Rezeptor-, Zeit- und Gewebespezifitat
beitragen.

Daruber hinaus konnten erstmals Hinweise erhalten werden, die zeigen, dass die nicht-
katalytischen Untereinheiten eine auxiliare Wirkung auf die katalytische Untereinheit der
PI3-Kinase y haben. Ob diese Wirkungen nur konstitutiv sind oder ob beide nicht-

katalytischen Untereinheiten regulatorische Funktionen besitzen, ist noch nicht geklart. Ein
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ambitioniertes Ziel in diesem Zusammenhang stellt sicherlich die Kristallisation der
heterodimeren Kinasen in Ab- und Anwesenheit der beiden Regulatoren Ras und
GBy-Komplexe dar.

Die Tatsache, dass die Rezeptor-induzierte Regulation der PI3-Kinase yys; essentiell
von aktivem Ras abhangt, erdffnet weitere Regulationsmoglichkeiten dieser PI3-Kinase y-
Isoform. Die verschiedenen Ras-Isoformen koénnen quantitativ, moglicherweise auch
gualitativ unterschiedlich auf die PI3-Kinase y-Isoformen wirken. Dartiber hinaus kann die
Ras-Diversitét zu einer spatialen Spezifitat beitragen (Wolfman, 2001).

Weiterhin zeigen die im Verlauf dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zur
differenzierten Regulation der beiden PI3-Kinase y-Isoform neue Ansatzpunkte zur selektiven
Inhibition auf. Eine Beeinflussung der Interaktion von p101 mit GBy-Komplexen wiirde die
Aufklarung von PI3-Kinase Yypi0:-spezifischen Funktionen erlauben, wahrend die Inhibition der
Interaktion von Ras und pl110y moglicherweise einen Einblick in die Funktionen der

P13-Kinase ys; erlauben konnte.
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6. Zusammenfassung

Die heterodimere PI3-Kinasey ist in Zellen des hamatopoetischen Systems stark
exprimiert und an zentralen Prozessen der Immunantwort beteiligt. Sie wird aber auch in
geringerem Ausmal in anderen Organsystemen, wie beispielsweise dem Kardiovaskular-
system gefunden, wo sie eine essentielle Rolle bei der Regulation verschiedener Funktionen
einnimmt. Aus diesem Grund wird die PI3-Kinase y von der pharmazeutischen Industrie als
viel versprechende Zielstruktur fur die Behandlung von Autoimmun- und kardiovaskularen
Erkrankungen angesehen. Die PI3-Kinasey besteht aus einer katalytischen
p110y-Untereinheit sowie einer nicht-katalytischen Untereinheit, der p101 oder der erst
kiurzlich identifizierten p87 und ist der einzige Vertreter der Klasse lg PI3-Kinasen. Die
Existenz von zwei nicht-katalytischen Untereinheiten bedingt eine Heterogenitat dieser
PI3-Kinase-Subfamilie, wobei die PI3-Kinase yyg7-Isoform jedoch bisher nur unzureichend
charakterisiert wurde.

Die Regulation der PI3-Kinase y erfolgt GPCR-induziert durch freigesetzte Gpy-
Komplexe, die sowohl mit der nicht-katalytischen, als auch der katalytischen Untereinheit
interagieren konnen. Die Interaktion von GRy-Komplexen mit der pl0l-Untereinheit flhrt
dabei zu einer Rekrutierung der Kinase an die Plasmamembran, wo GBy vermutlich durch
eine zusatzliche Interaktion mit der pll0y-Untereinheit die Kinase stimuliert. Fir die
PI3-Kinase Y,g7 Wird aufgrund initialer Befunde ein analoger Mechanismus vermutet. Es ist
unklar, ob diese Regulation nur auf GiPCRs beschrénkt ist. Einen weiteren Regulator stellt
GTP-gebundenes Ras dar, dessen direkte Interaktion mit der Kkatalytischen pl10y-
Untereinheit und die daraus resultierende aktivierende Wirkung gut belegt sind. Bislang
wurde eine rekrutierende Wirkung von Ras jedoch verneint. Auch ist die Bedeutung dieses

Regulationsmechanismus fir die in vivo-Aktivitat der PI13-Kinase y unverstanden.

Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es daher (1.) eine mdgliche Regulation der
PI3-Kinase y durch priméar Gi-, Gs- und Gg4-Protein-gekoppelte Rezeptoren vergleichend zu
untersuchen. (2.) Weiterhin sollte der Wirkung von Ras auf die verschiedenen PI3-Kinase y-
Isoformen analysiert werden. (3.) Die Existenz zweier nicht-katalytischer Untereinheiten
deutet auf eine differenzierte Funktion der beiden PI3-Kinase y-Isoformen hin. Jedoch konnte
bislang lediglich ein quantitativer Unterschied in der Stimulation der PI3-Kinase Ypss
gegenuber der PI3-Kinase Y101 Nachgewiesen werden. Deshalb sollte im Rahmen dieser
Arbeit die Regulation der PI3-Kinase Yps; detailliert untersucht werden. (4.) Des Weiteren
wurde ein mdglicher Einfluss der nicht-katalytischen Untereinheiten auf die Aktivitat der
Kinase charakterisiert.

Die Untersuchung der enzymatischen Aktivitat von Klasse | PI-3-Kinasen in lebenden
Zellen erfolgte anhand der konfokalmikroskopischen Visualisierung der Membran-
translokation einer Fluoreszenz-markierten PtdIns-3,4,5-Ps;-erkennenden PH-Doméane. Als
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weitere Analyseverfahren dienten die Bestimmung der Phosphorylierung des PI3-Kinase-
Effektors Akt mittels Immunoblot-Analyse und die radioaktive Messung von in vitro
gebildetem PtdIns-3,4,5-P; unter Verwendung von gereinigten Proteinen.

Die dargelegten Befunde lassen vermuten, dass alle GPCRs unabhangig von ihrem
Kopplungsmuster prinzipiell zu einer GBy-Komplex-vermittelten Stimulation der PI3-Kinase y
in der Lage sind. Die Verwendung von Pertussistoxin ergab weiterhin, dass diese Stimulation
auch uber Gs- bzw. Gg-Proteine mdglich ist. Dennoch existieren Studien die zeigen, dass
nicht alle GPCRs die PI3-Kinase y in vivo aktivieren kdnnen. Zusammengenommen deuten
die in der Literatur beschriebenen sowie die hier gezeigten Befunde daraufhin, dass die
Fahigkeit von GPCRs zur PI3-Kinase y-Stimulation von der Menge an freigesetzten GRy-
Komplexen abhangt.

Neben GBy-Komplexen kann auch Ras die PI3-Kinase y stimulieren. Hierbei erfolgt
die Aktivierung durch eine Interaktion von Ras mit der katalytischen Untereinheit. Unsere
Untersuchungen legen nahe, dass eine membranédre Lokalisation der pl10y-Untereinheit
entscheidend fur die Ras-vermittelte Aktivierung der PI13-Kinase y ist. Darliber hinaus konnte
erstmals eine H-Ras-abh&ngige Membranrekrutierung der p110y an die Plasmamembran in
lebenden Zellen nachgewiesen werden. Hierbei erwies sich H-Ras als ein schwacherer
Rekrutator als Stimulator, da die membranstandige Kinase wesentlich effektiver stimulierbar
war. Somit stellt die Rekrutierung der Kinase durch H-Ras den entscheidenden Schritt in der
H-Ras-vermittelten Aktivierung der PI3-Kinase y dar. Die Steigerung der Effizienz dieser H-
Ras-abhéangigen Stimulation durch die Heterodimerisierung der pl10y mit einer nicht-
katalytischen Untereinheit gab zudem einen ersten Hinweis auf eine mégliche auxiliare oder
sogar regulatorische Funktionen der nicht-katalytischen PI3-Kinase y-Untereinheiten.

Die Analyse der Regulation der PI3-Kinase Ypg; erbrachte interessanterweise, dass
die p87 in vitro nur schwach durch GBy-Komplexe an Lipidvesikel rekrutiert wird, wobei sich
eine solche Rekrutierung in lebenden Zellen nicht nachweisen lie3. Somit kann die
p87-Untereinheit, entgegen bisheriger Vermutungen, nicht als Gpy-Komplex-Adapter
fungieren. Daruber hinaus wurde deutlich, dass die Ras-vermittelte Rekrutierung fur die
Adapterfunktion der p101-Untereinheit substituieren und die Rezeptor-induzierte Stimulation
der PI3-Kinase y,g; ermdglichen kann. Infolgedessen war in dem hier verwendeten System
eine Rezeptor-induzierte Stimulation der PI3-Kinase y,s; nur durch eine koinzidenten
Stimulation durch GBy-Komplexe und Ras méglich, wahrend die PI3-Kinase Yy10; auch durch
die alleinige Interaktion mit jeweils einem der beiden Regulatoren effizient stimulierbar war.
Somit wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmals eine differenzierte Regulation der beiden
PI3-Kinase y-Isoformen gezeigt.

Mit Hilfe einer konstitutiv membranstandigen pl10y-Untereinheit konnte weiterhin
gezeigt werden, dass die Heterodimerisierung mit einer nicht-katalytischen Untereinheit
einen stimulierenden Effekt auf die Basalaktivitat der p110y hat. Infolgedessen scheinen die

nicht-katalytischen Untereinheiten einen bisher unbekannten auxiliaren Effekt auf die
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katalytische Untereinheit zu besitzen. Der Vergleich von Ras- und/oder Gpy-Komplex-
vermittelter Stimulation der monomeren p110y mit den PI3-Kinase Yps- und PI3-Kinase Ypio1-
Isoformen lasst dartiber hinaus vermuten, dass diese nicht nur auf die basale sondern auch
auf die stimulierte Aktivitat der PI3-Kinase y einen auxiliaren Effekt besitzen. Méglicherweise
Uben die nicht-katalytischen Untereinheiten sogar einen regulatorischen Effekt auf die
p110y-Untereinheit aus.

Die in dieser Arbeit aufgestellte Hypothese zum Regulationsmechanismus der
PI3-Kinase y,s; sowie der Nachweis einer unterschiedlichen Regulation der beiden
Isoformen, lasst auf der einen Seite die Existenz unterschiedlicher Funktionen der beiden
PI13-Kinase y-Isoformen wahrscheinlich erscheinen, andererseits liefern diese neuen
Erkenntnisse moglicherweise die Grundlage fir eine gezieltere Isoform-, Rezeptor-, Zeit-

oder Gewebe-spezifische Inhibition der PI3-Kinase y.
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8. Anhang:

8.1 Systemvalidierung

8.1.1 Charakterisierung der HEK293-Zelllinie

Um Verdnderungen durch zu hohe Passagezahlen der verwendeten HEK293-
Zelllinien auszuschlieBen, wurden neue HEK293-Zellen von der Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) verwendet. Die Zellen wurden zuné&chst
expandiert und in frihen Passagen in flissigem N, eingelagert. Um die Reproduzierbarkeit
der erhaltenden Ergebnisse zu gewéhrleisten, wurden spétestens nach Erreichen der
Passage 20 der Erhaltungskultur neue Zellen aus der N,-Lagerung aufgetaut.

Die Methodik zur Untersuchung der subzellularen Lokalisation von Proteinen in
lebenden Zellen wurde 1994 durch die heterologe Expression von Fusionsproteinen mit dem
grun fluoreszierenden Protein (green fluorescent protein, GFP) der Qualle Aequorea Victoria
(bzw. andersfarbigen Varianten hiervon) revolutioniert (Wang & Hazelrigg, 1994; Chalfie,
1995; Tsien & Miyawaki, 1998; Giepmans et al., 2006; Shimomura, 2006).

Da unsere Arbeitsgruppe von Berlin nach Dusseldorf umgezogen war, wurde
zunachst das Imaging-Labor neu etabliert und Schlisselexperimente (Brock et al., 2003)
unserer Arbeitsgruppe wiederholt. Die Lokalisation der solitar exprimierten pl01-Unter-
einheit, der monomeren p110y-Untereinheit und der heterodimeren PI3-Kinase ypi01 war
Ubereinstimmend (s. Abb. Anhang 8.1; Brock et al., 2003). Auch die Uberpriifung eines
maoglichen Einflusses von GRy-Komplexen auf die Lokalisation der p101-Untereinheit zeigte
die Interaktion der beiden Proteine anhand einer Umverteilung der p101-Untereinheit an die
Plasmamembran. Die Untersuchung der PI3-Kinasey in Gegenwart koexprimierter
GBy-Komplexe zeigte jedoch ein abweichendes Ergebnis. In den HEK293-,alt*-Zellen ergab
sich eine membranare Lokalisation der heterodimeren PI3-Kinase y in der Gegenwart von
GBy-Komplexen, die in den HEK293-,DSMZ*-Zellen jedoch nicht beobachtet werden konnte
(s. Abb. Anhang 8.1). Die in HEK293-,alt“-Zellen gefundene Abrundung der Zellen, welche
auf eine erhéhte Aktivitat der PI13-Kinase y hindeutet, blieb in diesen Zellen ebenfalls aus (s.
Abb. Anhang 8.1). Es wird somit deutlich, dass die Interaktion der mono-meren
pl0l-Untereinheit mit GBy-Komplexen wesentlich starker ist, als die der heterodimeren
PI3-Kinase Yy101 (erstmals bei Brock et al., 2003 aufgefallen). Dieser Befund lasst darauf
schlielBen, dass die Heterodimere Kinase eine verédnderte GRy-Komplex-Bindungsstelle
aufweist. Moglicherweise ist diese reduzierte Interaktion nétig, um eine zeitnahe Abschaltung
der Kinaseaktivitat zu ermdglichen.

Neben einer erhdhten Akkumulation der heterodimeren PI3-Kinasey an der
Plasmamembran, war in den HEK293-alt*-Zellen auch eine Membranakkumulation des
PIPs-Sensors nach Serumentzug bereits unter Ruhebedingungen auffallig (nicht gezeigt).
Diese Ergebnisse lassen auf eine veranderte Signaltransduktion in den HEK293-,alt*-Zellen
schlie3en, wodurch diese Zellen fur weitere Untersuchungen ungeeignet sind.
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Abb. Anhang 8.1: Subzellulare Lokalisation von PI3-  Kinase-Untereinheiten.  Vergleich der
Lokalisation von Uberexprimierten YFP-markierten PI3-Kinase-Untereinheiten in HEK293- alt“- und
.,DSMZ"-Zellen. Die Lokalisation von p101 (nukledr und zytosolisch) und p110y (zytosolisch) ist in
beiden Zelllinien identisch. Die Akkumulation der p101 an der Plasmamembran in Gegenwart von
GBy-Komplexen ist ebenfalls vergleichbar. Die membranéare Lokalisation der p110y in Gegenwart von
p101 und GRy-Komplexen ist hingegen nur in den HEK293-,alt“-Zellen zu beobachtet, wahrend das
YFP-p110y/p101-Heterodimer in den HEK293-,DSMZ"“-Zellen stets unverandert zytosolisch lokalisiert
ist.

Im weiteren Verlauf wurde die bereits in HEK293-alt“-Zellen nachgewiesene
Heterodimerisierung und Funktionsfahigkeit der Uberexprimierten PI13-Kinase y (Brock et al.,
2003) auch in der neuen HEK293-,DSMZz“-Zelllinie mit Hilfe der Grol3enausschluf3-
chromatographie tberprift. Dazu wurden in den HEK293-,DSMZ*-Zellen YFP-markierte und
unmarkierte PI3-Kinase-Untereinheiten in den in Abb. Anhang 8.2 indizierten Kombinationen
miteinander koexprimiert und anschlieBend die Zytosole einer GréRenausschlul3-
chromatographie unterzogen. Die Elutionsprofile der koexprimierten PI3-Kinase y-
Untereinheiten wurden miteinander, sowie mit dem Profil einer monomer exprimierten
p110y-Untereinheit verglichen. Bei der gewahlten Einstellung des Chromatographie-Systems
lag das Elutionsmaximum des pl10y-Monomers bei Fraktion 25 (s. Abb. Anhang 8.2). Im
Vergleich hierzu war das Elutionsprofil der mit der p101 koexprimierten p110y vollstandig zu
friheren Fraktionen mit einem Elutionsmaximum bei Fraktion 22 verschoben (s. Abb.
Anhang 8.2). Der Vergleich der beiden Elutionsprofile zeigt also, dass die beiden
koexprimierten PI3-Kinase y-Untereinheiten praktisch vollstandig als pl110y/p101-Hetero-
dimer vorlagen.
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Fraktion: 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

p110y . — —— <4p110y
110,
fp10‘i - — <p110y
YFP-p110y - . 4YFP-p110y
YFP-p110y — DG - <4YFP-p110y
+YFP-p101 D W .- <4YFP-p101

Abb. Anhang 8.2: GréRenausschlu3ichromatographische Analyse der p110 y/p101-Hetero-
dimerisierung. HEK293-Zellen wurden mit Plasmiden fir YFP-markierte und/oder unmarkierte
p110y- und p101-Untereinheiten kotransfiziert. Als Kontrolle dienten Zellen, welche ausschlie3lich mit
YFP-markierter bzw. unmarkierter p110y transfiziert wurden. Einen Tag nach der Transfektion wurden
die Zytosole der Zellen prapariert und auf eine Superdex-200 Saule geladen. Zum Vergleich der
Elutionsprofile wurden Aliquots der eluierten Fraktionen mittels SDS-PAGE und Immunoblot
untersucht: Die Proteine wurden entweder mit dem anti-p110y oder dem anti-GFP-Antikdrper
detektiert. Je groRer das Molekulargewicht eines Proteins ist, desto eher eluierte dieses bei der
GrolenausschluBchromatographie. Aufgrund dessen wird im direkten Vergleich zur monomeren
p110y die Elution der p110y im Komplex mit p101 zu friheren Fraktionen hin verschoben.

Die Funktionsfahigkeit des PI3-Kinase-Heterodimers nach Expression in den
HEK293-,DSMZ*-Zellen wurde weiterhin nach Immunprazipitation in einem rekonstituierten
in vitro Lipidvesikel-System unter Verwendung von rekombinanten, gereinigten
GBy-Komplexen getestet (s. Abb. Anhang 8.3; Maier et al., 1999; Czupalla et al., 2003).
Dabei wurden die Prazipitate mit Ptdins-4,5-P,-haltigen Lipidvesikeln und radioaktiv
markiertem [y-*?P]JATP sowie ggfs. seinem Stimulus (GPy-Komplexe) inkubiert und
anschlielend das gebildete radioaktive Ptdins-3,4,5-P; mittels Dinnschicht-Chromato-
graphie und Autoradiographie nachgewiesen. Als Positivkontrolle diente gereinigte,
heterodimere PI3-Kinase y. Die Immunoblot-Analyse ergab eine gleichmafRlige Beladung der
Versuchsansatze mit p110y aus gereinigter, heterodimerer PI3-Kinase y und prazipitierter
pl10y, bzw. pll1l0y/p101 (s. Abb. Anhang 8.3 A und B, oben). Im Autoradiogramm der
Dunnschicht-Chromatographie wird deutlich, dass solitdre p101 erwartungsgemar keinerlei
Aktivitdt aufweist, wahrend die monomere pl10y eine sehr schwache, Gpy-Komplex-
abhangige Aktivitat zeigt (s. Abb. Anhang 8.3 A und B). Die Prazipitate der heterodimeren
PI3-Kinase y weisen dagegen bereits eine basale Lipidkinase-Aktivitat auf, welche
GBy-Komplex-abhangig signifikant stimuliert werden kann (s. Abb. Anhang 8.3 A und B,
unten). Dieser Befund stimmte mit dem Resultat der Positivkontrolle tberein. Somit konnte
die GRy-Komplex-induzierte enzymatische Aktivitat der Uberexprimierten heterodimeren
PI3-Kinase yin diesen Zellen belegt werden.
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Abb.  Anhang 8.3: Immunprézipitation
Uberexprimierter PI3-Kinase-Untereinheiten
und anschlielRende in  vitro -Aktivitats-
bestimmung. HEK293-Zellen wurden mit
Plasmiden fur eine YFP-markierte und
unmarkierte pl10y- und pl01-Unter-einheiten
kotransfiziert. Als Kontrolle dienten Zellen, die
entweder YFP-markierte bzw. unmarkierte p101
oder pll0y Uberexprimieren. Einen Tag nach
der Transfektion wurden die Zytosole der Zellen
préapariert und die Uberexprimierten Proteine mit
Hilfe des anti-p110y mAb641 oder eines anti-
GFP Antikorpers immunprazipitiert (IP). Die
Prazipitate wurden mittels SDS-PAGE und
Immunoblot-Analyse mit Hilfe eines zweiten
anti-p110y-Antikérpers  Uberpruft. Zur Be-
stimmung der préazipitierten PI3-Kinase-Aktivitat
wurde die Bildung von *P-Ptdins-3,4,5-P5 nach
Inkubation mit 200 nM gereinigten Gpy-
Komplexen diinnschicht-chromatographisch
bestimmt (15 min, 37 ). (A) Zeigt die Analyse
unmarkierter und (B) die Analyse YFP-
markierter Proteine.

Zusatzlich sollte mit Hilfe der PH-Doméanen-Translokation auch die Aktivierbarkeit der
PI3-Kinasey durch GPCRs in den HEK293-,DSMZ“-Zellen getestet werden (s. Abb.

Anhang 8.4; Brock et al.,

2003). Bereits vor Zugabe von fMLP war eine schwache basale

Membranassoziation der tUberwiegend zytosolisch lokalisierten PH-Doméne auffallend. Die
Zugabe von fMLP fuhrte zu einer deutlichen Rekrutierung der GFP-Grplpy aus dem Zytosol
an die Membran (s. Abb. Anhang 8.4, links). Erwartungsgeman konnte sowohl die basale,
als auch die fMLP-induzierte Translokation des PIPs;-Sensors mit Hilfe von Pertussistoxin
(PTX) inhibiert werden (s. Abb. Anhang 8.4, rechts). Diese Befunde bestatigen die Rezeptor-
induzierte Gi-Protein-vermittelte Aktivierbarkeit der rekombinanten PI3-Kinase y in HEK293-

.DSMZ“-Zellen.
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Abb. Anhang 8.4: G ;-Protein-vermittelte Aktivierung der PI13-Kinase y nach fMLP-Stimulation als
Membrantranslokation der GFP-markierten Ptdins-3,4, 5-Ps-sensitiven PH-Doméane von Grpl
(GFP-Grplpy). HEK293-Zellen wurden mit Plasmiden fur den G;-Protein-gekoppelten fMLP-Rezeptor,
pl10y, p101 und GFP-Grplpy kotransfiziert. Die Gabe des Agonisten (1 uM fMLP, 2 min) flhrte zu
einer Aktivierung der PI3-Kinase y (links). Die Darstellung auf der rechten Seite zeigt Zellen, welche
zuséatzlich mit Pertussistoxin (PTX) vorbehandelt wurden (200 ng/ml, Gber Nacht). Die Vorbehandlung
mit PTX unterdriickt sowohl die basale, als auch die Agonist-induzierte Membrantranslokation der
GFP-Grplpy Doméne. Die Zellen wurden 18 Stunden in Serum-freiem DMEM gehungert.

8.1.2 Charakterisierung der p87-Konstrukte

Zur Analysye einer zweiten pl10y-assoziierten PI3-Kinase y-Untereinheit, der p84
oder p877"*" (Suire et al., 2005; Voigt et al., 2006) wurde die p87-cDNA amplifiziert, in einen
fur die Expression in S&ugerzellen geeigneten Vektor umkloniert und das Expressions-
produkt auf Lokalisation, Interaktion mit der pl10y und Aktivitat der PI3-Kinase ypgr
untersucht.

In der Literatur wird die zellulare Distribution der p87 als zytosolisch beschrieben
(Voigt et al., 2006). Die Untersuchung unserer N- und C-terminal YFP-markierten
p87-Konstrukte ergab ebenfalls eine zytosolische Lokalisation (s. Abb. Anhang 8.5 A). Auch
die Koexpression der gleichfalls zytosolisch vorkommenden pl110y resultierte erwartungs-
gemalR in einer unverdnderten Lokalisation der p87. Die Dimerisierung im Fall der
PI3-Kinase Y101 konnte im zellularen System eindeutig anhand einer veranderten
Lokalisation der p101, von pradominant nuklear zu zytosolisch, nachgewiesen werden. Da
sowohl die p110y, als auch die p87 im Zytosol lokalisieren, konnte diese Auswertung nicht
zur Prifung einer Dimerisierung der beiden PI3-Kinase y-Untereinheiten herangezogen
werden. Aus diesem Grund wurde hier eine artifiziell an Membranen verankerte p110y-CAAX
verwendet, um eine mdgliche Redistribution der p87 nach Dimerisierung mit der p110y
analysieren zu koénnen.

Tatsachlich fuhrte die Koexpression von pll0y-CAAX mit den nicht-katalytischen
Untereinheiten p101 und p87 zu einer Akkumulation beider Proteine an der Plasmamembran
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(s. Abb. Anhang 8.6 A). Weiterhin konnte nach Koexpression einer YFP-markierten, nicht-
katalytischen Untereinheit und einer CFP-fusionierten p110y-CAAX die Kolokalisation der
beiden Proteine gezeigt werden (s. Abb. Anhang 8.5 B). Diese Kolokalisation ist anhand der
Griinfarbung in der Uberlagerung beider Kanale (merge) erkennbar und liefert einen weiteren
Hinweis auf eine mdgliche Heterodimerisierung von p110y und p87. Des Weiteren wurde die
Interaktion der p110y und der p87-Untereinheit durch eine FRET-Analyse bestatigt, bei der
die FRET-Effizienz des p110y/p87-Heterodimers in etwa der des p110y/p101-Heterodimers
entsprach (s. Abb. Anhang 8.6; Brock et al., 2003; Voigt et al., 2006).

Die abschlieBende Analyse zur Funktionsfahigkeit der PI3-Kinase y,g; ergab, dass
p110y sowohl mit unmarkierter, als auch mit YFP-markierter p87 in lebenden HEK293-Zellen
ein stimulierbares Heterodimer bildet (s. Abb. Anhang 8.7). Die Aktivitat der PI13-Kinase Ypsz
ist dabei in Ubereinstimmung mit initialen Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen
schwacher als die der PI3-Kinase Yy10: (vgl. Abb. Anhang 8.4 und Abb. Anhang 8.7; Suire et
al., 2005; Voigt et al., 2006).

A . +p110y +p110-CAAX ) Anhang 8.5:

Subzellulare Lokalisation der
p87-Untereinheit. (A) HEK293-
Zellen wurden mit Plasmiden fur
N- oder C-terminal YFP-
markierte p87 in An- oder
Abwesenheit von pl10y oder
pl1l0y-CAAX transfiziert. Die
subzellulare  Verteilung  der
YFP-Fusionsproteine wurde
anschlieBend konfokal-
mikroskopisch analysiert. Die
zytosolische Lokalisation der
p87 wird durch Koexpression
von ebenfalls zytosolisch vor-
CFP- merge kommender p110y nicht ver-
andert. Die Kotransfektion von
p1107-CAAX p110y-CAAX und p87 fihrt
hingegen zu einer Akkumulation
der p87 an pllOy-CAAX-
haltigen membranaren
Strukturen. (B) Koexpression
von YFP-p87 oder -p101 mit
CFP-markierter p110y-CAAX in
HEK293-Zellen. Im Mergebild
ist die Kolokalisation anhand
der grinen Féarbung erkennbar.
Weil3e Balken = 10 um.
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Abb. Anhang 8.6: Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Trans

fer zwischen Fluoreszenz-markierten

PI3-Kinase y-Untereinheiten. HEK293-Zellen wurden mit den angegebenen Plasmiden fur N-terminal
YFP-markierte p87 oder p101 und N- oder C-terminal CFP-markierte p110y kotransfiziert. Der FRET
zwischen den beiden Fluorophoren wurde einen Tag nach Transfektion mittels ,Acceptor photobleach”
bestimmt: Das Akzeptor-Fluorophor (YFP) wurde hierzu durch Ausbleichen zerstért, wodurch FRET
unterbunden und die Gesamtfluoreszenz des Donor-Fluorophors (CFP) messbar wird. Die Zunahme
der Donor-Fluoreszenz durch vélliges Ausbleichen des Akzeptors ist proportional zur FRET-Effizienz.
Dargestellt sind die CFP- (oben) und die YFP-Fluoreszenz (unten) wahrend des Ausbleichens von
YFP ("YFP bleach"). Die Daten sind Mittelwerte (x SEM) von acht analysierten Zellen aus

unabhéngigen Experimenten.
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Abb. Anhang 8.7: fMLP-induzierte Aktivierung der Pl 3-Kinase ypg; in HEK293-Zellen. HEK293-
Zellen wurden mit Plasmiden fir den G;i-Protein-gekoppelten fMLP-Rezeptor, die p110y, die
unmarkierte (oben) bzw. YFP-markierte (unten) p87 sowie die GFP-markierte Ptdins-3,4,5-Ps-
bindende PH-Doméne des Grpl (GFP-Grplpy) kotransfiziert. Die subzellulare Lokalisation von YFP-
p87 und GFP-Grplpy wurde wie zuvor beschrieben (Brock et al., 2003; Voigt et al., 2005; Voigt et al.,
2006) einen Tag nach Transfektion mit dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop analysiert. Die
Stimulation mit fMLP (1 uM, 4 min) fuhrte zu einer Aktivierung des p110y/p87- und des pl110y/YFP-
p87-Heterodimers, ersichtlich anhand der Translokation des PIP3;-Sensors an die Plasmamembran.
Der Versuchsaufbau ist schematisch oberhalb der konfokalen Aufnahmen abgebildet, wobei die
Uberexprimierten Komponenten farbig dargestellt sind. Die unteren Darstellungen zeigen die

Fluoreszenzintensitaten entlang der im konfokalen Bild gezeigten Pfeile. Die Zellen wurden 18
Stunden in Serum-freiem DMEM gehungert.
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8.1.3 Endogene Expression von PI3-Kinasen und G = By-Komplexen in HEK293-Zellen

Die endogene Transkription und Expression von PI3-Kinase-Untereinheiten in
HEK293-Zellen wurde mittels RT-PCR- (s. Abb. Anhang 8.8 A) und Immunoblot-Analysen
(s. Abb. Anhang 8.8 B) untersucht. Hierzu wurden fir die verschiedenen Untereinheiten
spezifische Primer bzw. Antikérper eingesetzt. Bei der RT-PCR dienten cDNAs, die fir die
entsprechenden PI3-Kinase-Untereinheiten kodierten, als Positivkontrollen. Die RT-PCR
Analyse zeigte die Transkription aller katalytischer Untereinheiten der Klasse |, in HEK293-
Zellen, nicht jedoch der katalytischen Klasse lg-Untereinheit (s. Abb. Anhang 8.8 A).
Zusatzlich wurde auch die Expression der G-Protein-sensitiven PI3-Kinasen 3 und y anhand
von Immunoblot-Analysen untersucht. Es konnte die Proteinsynthese beider P13-Kinase 3—
Untereinheiten (p110B und p85a) nachgewiesen werden, nicht jedoch die der katalytischen
p110y oder der nicht-katalytischen p101- und p87-Untereinheiten (s. Abb. Anhang 8.8 B),
was in Ubereinstimmung mit den gewonnen RT-PCR-Daten stand (s. Abb. Anhang 8.8 A).
Auch nach Anreicherung der Proteinmenge durch Immunprazipitation war in HEK293-Zellen,
im Gegensatz zu humanen Leukdmie (HL-60)-Zellen, die p110y per Immunoblot-Analyse
nicht nachweisbar (s. Abb. Anhang 8.8 C). Ein parallel zur Immunoblot-Analyse
durchgefuhrter in vitro Lipidkinase-Assay erbrachte fir HEK293-Zellen ebenfalls keine
Aktivitat, wohl aber fur HL-60-Zellen (s. Abb. Anhang 8.8 C). Diese Daten machen deutlich,
dass in untransfizierten HEK293-Zellen die Aktivitat der P13-Kinasen nur auf die der Klasse I,
PI13-Kinasen, nicht aber auf die der Klasse Iz PI3-Kinase y zurtickzufiihren ist. Der Vergleich
der PI3-Kinase-Aktivitat von untransfizierten Zellen mit der von PI3-Kinasey Uuber-
exprimierenden Zellen erlaubt somit den Nachweis einer reinen PI3-Kinase y-Aktivitat.

Weiterhin konnte ausgeschlossen werden, dass nach Uberexpression der fir unsere
Untersuchungen notwendigen Komponenten, d.h. GPCRs, PI3-Kinase y sowie GFP-Grplpy-
Doméne, die Konzentration an GRy-Komplexen hochreguliert wird (s. Abb. Anhang 8.8 D).
Dies schlief3t zwar nicht aus, dass eine groRere Menge an GRy-Komplexen nach Aktivierung
eines Uberexprimierten Rezeptors freigesetzt wird, aber die absolute Menge an insgesamt
freisetzbaren Gy-Komplexen scheint unverandert zu bleiben.
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Abb. Anhang 8.8: Die PI3-Kinasen a, -B und -9, aber nicht die PI3-Kinase y sind endogen in
HEK?293-Zellen detektierbar. A) Die total-RNA von HEK293-Zellen wurde mittels RT-PCR Analyse
auf die Expression von p110a, -B, -y und -3 untersucht. Als Kontrolle (Kon) wurden Plasmide, die fur
die betreffende Untereinheit kodieren, verwendet. Alle katalytischen Klasse 1, Untereinheiten konnten
nachgewiesen werden, wahrend keine mRNA fiir die p110y detektierbar war. B) Die Expression der
PI3-Kinasen 3 und y wurde zusatzlich durch Immunoblot-Analysen udberprift. Hierbei dienten
Zelllysate von HEK293-Zellen, welche die jeweilige Untereinheit Gberexprimieren, als Kontrolle (+).
Auch hier liel3 sich keine endogene PI3-Kinase y nachweisen. C) Die Immunprazipitate endogener
pl10y aus HEK293- und HL-60-Zellen wurden per Immunoblot-Analyse und in vitro Lipidkinase-
Aktivitats Analysen untersucht. Als Kontrolle diente rekombinant gereinigtes Protein aus SF9 Zellen,
welches freundlicherweise von Aliaksei Shymanets zur Verfligung gestellt wurde. Endogene p110y
lieR sich aus HL-60-, nicht jedoch aus HEK293-Zellen prazipitieren. Die Uberexpression von GPCRs
fuhrt zu keiner Hochregulation endogener G  By-Level. D) Die Immunoblot-Analyse zeigt die
endogene Expression von G-Untereinheiten in HEK293-Zellen, welche die GFP-Grplpy Doméne, die
PI3-Kinase y und den jeweils aufgefihrten Rezeptor uUberexprimieren. Die Expression von
GB-Untereinheiten blieb bei allen untersuchten Bedingungen unverandert.

Abb. Anhang 8.9: Der in HEK293-Zellen
Uberexprimierte  B;-adrenerge Rezeptor ist
funktionell an G s-Proteine  gekoppelt.
HEK293-Zellen wurden mit einem Plasmid fir
den [;-adrenergen Rezeptor transfiziert. Die
Stimulation der Zellen mit dem B-AR Agonisten
Isoprenalin (10 uM, 1 min) induzierte die Bildung
B PTX (200ng/ml) von cAMP. Die Produktion von cAMP wurde mit

Hilfe eines radioaktiv markierten kompetitiven
' Proteinbindungs-Ansatz gemessen (Patrucco et
* al., 2004). Die Vorbehandlung der Zellen mit
PTX (200 ng/ml, {ber Nacht) resultierte
allgemein in einer leicht erhéhten cAMP Bildung,
welche sich  durch den  Verlust der
G;-vermittelten basalen Inhibition der Adenylyl-
zyklase-Aktivitat erklaren lasst. Die Zellen
wurden 18 Stunden in Serum-freiem DMEM
gehungert.
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Abb. Anhang 8.10: Die M j;-Rezeptor-induzierte Ca **-Mobilisierung ist G ag-vermittelt. HEK293-
Ms-Zellen wurden mit 50 uM Carbachol in An- oder Abwesenheit von PTX (200 ng/ml, Uber Nacht)
stimuliert. Die Zellen wurden mit dem Ca”*-Indikator Fura-2 AM beladen und der Carbachol-induzierte
Ca**-Einstrom wurde fluorometrisch bestimmt. Jede Linie reprasentiert die zytosolischen Ca**-Werte,
welche in einer Zellsuspension von 2x10° Zellen pro Ansatz gemessen wurden. Gezeigt sind drei
unabhéngig voneinander gemessene Versuchsansatze. Die Zellen wurden 18 Stunden in Serum-
freiem DMEM gehungert.

A HEK293-Zellen

M,-Rezeptor stabil M4-Rezeptor transient

B HEKZ293-Zellen
I'M,-Rezeptor !
st |

4M,-Rezeptor

Abb. Anhang 8.11: M j;-Rezeptor Expression in stabil und transient Uberex primierenden
HEK?293-Zellen. (A) Nachweis der Ms-Rezeptor Uberexpression in transient und stabil exprimierenden
HEK293-Zellen mit Hilfe der Immunfluoreszenz-Analyse. Stabil exprimierende Zellen zeigen eine
starke Ms-Rezeptor-abhdngige Immunfluoreszenz in allen Zellen. Im Gegensatz dazu zeigen transient
transfizierte Zellen (gelber Kanal: YFP Koexpression) nur in einigen Zellen eine Ms-Rezeptor-
abhangige Immunfluoreszenz, die zudem schwécher ausgepragt ist, als in den stabil exprimierenden
Zellen. (B) Immunoblot-Analyse von stabil und transient Ms;-Rezeptor Uberexprimierenden HEK293-
Zelllysaten. Die stabil exprimierenden Zellen zeigen eine deutliche Expression des Ms-Rezeptors,
wohingegen in transient transfizierten Zellen keine Expression des Rezeptors mit Hilfe des
verwendeten Antikorpers detektierbar war.
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Abb. Anhang 8.12: Die M jz;-Rezeptor-induzierte Aktivierung der PI3-Kinase
(A) HEK293-Ms-Zellen wurden mit Plasmiden fiur GFP-Grplpy,

vermittelt.
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kotransfiziert. Die Stimulation mit Carbachol (100 uM, 2 min) zeigt eine deutliche Aktivierung der
PI3-Kinase y, wahrend in der Gegenwart von PTX (200 ng/ml, Gber Nacht) eine etwas schwachere
G;i-Protein-unabhéngige Stimulation sichtbar wird. Die parallele Behandlung der Zellen mit PTX
(200 ng/ml, uber Nacht) und YM-254890 (1 uM, 15 min) fihrte hingegen zu einer vollstéandigen
Inhibition der Carbachol-induzierten PI3-Kinase Aktivierung. Hier wird deutlich, dass die G;-Protein-
unabhéngige Stimulation der PI3-Kinase y durch den Ms-Rezeptor G4-Protein-vermittelt wird. Die
Zellen wurden 18 Stunden in Serum-freiem DMEM gehungert. (B) Zeitlicher Verlauf der Stimulation
jeweils einer Referenzzelle und die semi-quantitative Auswertung der PH-Domé&nen-Umverteilung
nach drei minitiger Stimulation der Zellen mit Carbachol in sechs Zellen aus unabhéngigen

Experimenten.
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Abb. Anhang 8.13: Selektive Inhibition der PI3-Kina sey durch AS252424. In HEK293-Zellen
wurde der fMLP-Rezeptor, die PI3-Kinase Yy10; und der GFP-Grplpy PIP3-Sensor tberexprimiert. Die
Behandlung der Zellen mit AS252424 (1 uM, 20 min) fuhrte zu einer vollstandigen Inhibition der fMLP-
(1 uM, 4 min) induzierten Aktivierung der PI3-Kinasey (vgl. untere Reihe mittlere Spalte mit der
oberen Reihe mittlere Spalte). Die EGF-induzierte (17 pM, 4 min) Aktivierung endogener Klasse I
PI3-Kinasen blieb hingegen in der Gegenwart von AS252424 unveréndert (vgl. untere Reihe rechte
Spalte mit mittlere Reihe rechte Spalte).
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Abb. Anhang 8.14: Aktivitdt der H-Ras-Konstrukte. HEK293-Zellen wurden mit Plasmiden fir
verschiedene H-Ras-Konstrukte (H-Ras-wt, YFP-H-Ras-wt, H-Ras-V12 und H-Ras-N17) transfiziert.
Zwei Tage nach der Transfektion wurden Zellextrakte von unstimulierten oder EGF (1,7 pM, 5 min)
behandelten Zellen prapariert und aktives Ras mittels gereinigter Raf-RBD prazipitiert. Die unten
dargestellte Immunoblot-Analyse zeigt die eingesetzte Menge an Ras-Protein und der oben
abgebildete Immunoblot das durch die Raf-RBD prazipitierte, aktive Ras. In der Darstellung der
Ponceau-S-Farbung wird die gleichméaRige Beladung der Glutathion-Sepharose-Beads mit GST-RBD
deutlich.
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Abb. Anhang 8.15: FRET-Analyse zwischen p110 vy und Ras. HEK293-Zellen wurden mit YFP-H-
Ras-wt oder YFP und N- oder C-terminal CFP-markiertem p110y oder CFP kotransfiziert. Der FRET
zwischen den beiden Fluorophoren wurde einen Tag spater mittels ,,Acceptor bleach* an lebenden
Zellen bestimmt: Das Akzeptor-Fluorophor (YFP) wurde durch Ausbleichen zerstért. Dadurch wird der
FRET unterbunden, und die Fluoreszenz des Donor-Fluorophors (CFP) steigt an. Die Zunahme der
Donor-Fluoreszenz durch vollstdndiges Ausbleichen des Akzeptors ist proportional zur FRET-
Effizienz. Dargestellt sind die CFP-(oben) und die YFP-Fluoreszenz (unten) kurz vor und wahrend des
Ausbleichens von YFP ("YFP bleach"). Die Daten sind Mittelwerte (+ SEM) von 8 analysierten Zellen
aus unabhéangigen Experimenten.
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Abb. Anhang 8.16: B-ARK-CT-CFP
inhibiert Signale von G By-Komplexen.
HEK293-Zellen wurden mit Plasmiden
fiir p110y, p87, GRy-Komplexe und GFP-
Grplpy £ B-ARK-CT-CFP transfiziert. (A)
Die durch die GRy-Komplex-induzierte
Aktivierung der PI3-Kinase y bedingte
Akkumulation der PH-Doméne an der
Plasmamembran wurde durch die
Gegenwart des C-Terminus von B-ARK
vollstandig inhibiert. Die Zellen wurden
18 Stunden in Serum-freiem DMEM
gehungert. (B) Semi-quantitative Aus-
wertung der PH-Domaéanen-Verteilung
zwischen Membran und intrazellularem
Kompartiment aus drei unabhéngigen
Experimenten in 18 Zellen analog zu

(A).
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Abb. Anhang 8.17:
Interaktion von
PI3-Kinase y-Untereinheiten
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Ras. HEK293-Zellen wurden
mit  YFP-markierten nicht-
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Abb. Anhang 8.18: Ras-induzierte Membran-
rekrutierung der p110 y. HEK293-Zellen wurden mit
YFP-p110y und H-Ras-V12 oder H-Ras-N17
kotransfiziert und die Lokalisation der YFP-markierten
pl10y-Untereinheit einen Tag nach Transfektion
konfokalmikroskopisch untersucht. Die Koexpression
von konstitutiv aktivem H-Ras-V12 fuhrte zu einer
Rekrutierung der katalytischen PI3-Kinase y-Unter-
einheit an Endo- und Plasmamembranen (gezeigt sind
Doppelwerte). Weder die Kotransfektion der gleichen
Plasmidmenge an dominant negativem Ras (unten
links), noch die Transfektion der funffache Plasmid-
menge an H-Ras-N17 (unten rechts) hatte einen Ein-
fluss auf die Distribution der p110y.
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Abb. Anhang 8.19: fMLP-induzierte Aktivierung von R as. HEK293-Zellen wurden mit dem fMLP-
Rezeptor transfiziert, 18 Stunden gehungert, mit EGF oder fMLP stimuliert und mittels Raf-RBD-Pull-
down sowie anschlieRender Immunoblot-Analyse auf aktives Ras hin untersucht. Die Stimulation der
Zellen mit EGF flhrte zu einer starken Ras Aktivierung. Auch nach Stimulation der Zellen mit fMLP
zeigte sich eine Erhdéhung der Konzentration an aktivem Ras. (Weitere Erlauterungen s. Abb.

Anhang 8.14)
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Abb. Anhang 8.20: Neurofibromin 1-induzierte Inakti ~ vierung von Ras. (A) HEK293-Zellen wurden
mit Plasmiden fir p110y, p87 oder p101, GPy-Komplexen und GFP-Grplpy + Neurofibromin 1 (NF1)
kotransfiziert. Zwei Tage nach der Transfektion wurden Zellextrakte aus unstimulierten oder EGF
behandelten (1,7 pM, 5 min) Zellen prapariert und aktives Ras mittels gereinigter Raf-RBD prazipitiert.
Die Immunoblot-Analyse mit einem Pan-Ras-Antikdrper zeigt das durch die Raf-RBD prézipitierte, und
somit GTP-gebundene, Ras. In der Darstellung der Ponceau-S-Farbung wird die gleichmaRige
Beladung der Glutathion-Sepharose-Beads mit GST-RBD deutlich. In der Gegenwart von NF1 konnte
kein aktives Ras mittels Raf-RBD prazipitiert werden. (B) Quantifizierung von aktivem Ras in
untransfizierten und Gpy-Komplex, bzw. GRy-Komplex und NF1 exprimierenden Zellen. Die
Uberexpression von Gpy-Komplexen fiihrte zu keiner Hochregulation von aktivem Ras. Die
Expression von NF1 inaktivierte dagegen ebenfalls das basal aktive Ras.
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8.2 Die Rolle von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren bei der Aktivierung der
PI3-Kinase f3

Da in der vorliegenden Arbeit die GTP-abhangige Regulation der Klasse |
PI13-Kinasen detailliert analysiert werden sollte, wurden vergleichend auch Untersuchungen
zur GPRy-Komplex-vermittelten Aktivierung der PI13-Kinase B durchgefiihrt. Erste Hinweise auf
eine mdogliche Responsivitdt von Rezeptor-Tyrosin-Kinase-regulierten PI13-Kinasen gegen-
Uber GPy-Komplexen (Kurosu et al., 1995) konnten von unserer Arbeitsgruppe bereits
anhand von in vitro-Befunden bestétigt und néher charakterisiert werden (Maier et al., 1999).
Bislang fehlten jedoch Untersuchungen zur Relevanz dieser GRy-Komplex-vermittelten
Aktivierung in einem zellularen System. Kirzlich veréffentlichte Arbeiten belegen in ,knock-
out“-Mausmodellen die physiologische Relevanz dieses Regulationsmechanismus
(Guillermet-Guibert et al., 2008).

Um die von unserer Arbeitsgruppe erhobenen in vitro-Daten auch in einem zellularen
System testen zu kdnnen, wurde die GPCR-induzierte Aktivierung der PI3-Kinase (3 mittels
PH-Domaéanen-Translokation in HEK293-Zellen untersucht. Wie zuvor erwahnt, konnte weder
eine Stimulation des uberexprimierten fMLP-Rezeptors, noch die Uberexpression freier GRy-
Komplexe die endogenen PI3-Kinasen in HEK293-Zellen aktivieren (s. Abb. Anhang 8.21). In
der Annahme, dass die endogene PI3-Kinase [3-Konzentration nicht ausreichend ist, um eine
durch die PH-Domanen-Translokation detektierbare Ptdins-3,4,5-Ps;-Konzentration zu
generieren, wurde das p110B/p85a-Heterodimer im Folgenden zuséatzlich Uberexprimiert. Bei
HEK293-Zellen, die GFP-Grplpy, p110B3, p85a und entweder den fMLP-Rezeptor oder den
CXCR4-Rezeptor Uberexprimierten, flhrte eine Stimulation mit dem entsprechenden
Agonisten (fMLP oder CXCL12) zu einer Translokation des PIPs-Sensors an die Plasma-
membran (s. Abb. Anhang 8.21). Dies konnte jedoch nur in einigen Fallen beobachten
werden (in 3 aus 17 unabh&angigen Experimenten). In Abb. Anhang 8.21 A sind beispielhaft
Zellen gezeigt, in denen eine PI3-Kinase B-abhéngige Gj-vermittelte Rekrutierung deutlich
wird. Im Gegensatz zu PI3-Kinasey und G,PCR exprimierenden Zellen, war hier keine
basale Aktivierung der PI3-Kinase erkennbar. Diese Befunde lassen vermuten, dass die PI3-
Kinase 3 im zellularen System durch GBy-Komplexe aktiviert werden kann, hierbei jedoch
weniger sensitiv reagiert, als die PI3-Kinase y. Diese Interpretation wird durch in vitro-Daten
gestutzt, die zeigen, dass bei Verwendung von gereinigten Proteinen die PI13-Kinase 3 eine
zwolfmal niedrigere Sensitivitdt gegentber GBy-Komplexen aufweist, als die PI3-Kinasey
(nicht gezeigt).

Daher wurde weiterhin Uberprtft, ob eine erhdhte Verfugbarkeit von G-Proteinen zu
einer gesteigerten Rezeptor-induzierten PI3-Kinase B-Stimulation fuhrt. Um eine hohere
Konzentration an G-Proteinen zu erhalten, wurden die Zellen mit Plasmiden fir Gaj,, GfB;
und Gy, kotransfiziert. In Abb. Anhang 8.21 B, links ist ein solches Beispiel gezeigt. Die
Stimulation des G;-Protein-gekoppelten Rezeptors fuhrte hier ebenfalls zu einer Umverteilung
des PIPs-Sensors vom Zytosol an die Plasmamembran. Jedoch war die Anzahl der Zellen, in
denen diese Translokation auftrat, gegeniber Zellen, die nicht zusatzliche G-Proteine
Uberexprimierten, unverandert (5 von 25 unabhangigen Experimenten).
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Abb. Anhang 8.21: Aktivierung der PI3-Kinase [ durch G ;-gekoppelte Rezeptoren. HEK293-
Zellen wurden mit Plasmiden fir GFP-Grplpy, p110p3, p85a, Gai, GB1, Gy, und fMLP-R oder CXCR4
in den angegebenen Kombinationen kotransfiziert. (A) Die Stimulation mit den jeweiligen Agonisten
(fMLP 1 uM oder CXCL12 13 nM fir 2 min) fihrt in beiden Fallen zu einer Membranrekrutierung des
GFP-Grplpy PIPs-Sensors, welche allerdings nur in drei von 17 unabhéngigen Experimenten auftrat.
Dies weist auf eine Gi-vermittelte GPy-Komplex-abhangige Aktivierung der PI3-Kinase B in diesem
System hin. (B) Links: Die Rekrutierung des PIP3;-Sensors an die Plasmamembran in funf von 25
unabhangigen Experimenten trat in Gegenwart von koexprimierter Ga;,y nicht signifikant haufiger auf,
als unter Bedingungen ohne zusatzlich exprimierte G-Proteine. Rechts: Die Stimulation mit 1 uM fMLP
fur 2 min fihrte zu einer vergleichbaren Aktivierung der pl10B (drei von 17 unabhangigen
Experimenten) im Vergleich zum PI3-Kinase B-Heterodimer. Die Zellen wurden 18 Stunden in Serum-
freiem DMEM gehungert.
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Moglicherweise war, aufgrund der sehr geringen Sensitivitat der PI3-Kinase 3
gegeniuber GRy-Komplexen die Konzentration an freigesetzten Gpy-Komplexen in den
meisten Experimenten fir eine nachweisbare P13-Kinase -Aktivitat nicht ausreichend.

Anhand von in vitro-Experimenten mit gereinigten Proteinen war bereits zuvor gezeigt
worden, dass die PI3-Kinase (B-Aktivierung durch GpRy-Komplexe unabhangig von der
Prasenz der p85-Untereinheit ist (Maier et al., 1999). Deshalb wurde hier zusatzlich ein
maoglicher stimulierender Einfluss von GBy-Komplexen auf die monomere pl110B untersucht
(s. Abb. Anhang 8.21 B, rechts). Die Transfektion der Zellen mit p110p3 in Abwesenheit der
p85a-Untereinheit, fuhrte zu einer vergleichbaren Haufigkeit an positiven Resultaten (in
3 von 17 unabhéngigen Experimenten). Hier wird deutlich, dass die GBy-Komplex-vermittelte
Aktivierung der PI3-Kinase 3 unabhéangig von der regulatorischen Untereinheit stattfindet.

Da die rein GPRy-Komplex-vermittelte Aktivierung der PI3-Kinase B nicht effizient
genug fur eine physiologische Relevanz zu sein scheint, sollte weiterhin die synergistische
Aktivierung der Kinase durch RTKs und GPCRs analysiert werden. Hierzu wurden HEK293-
Zellen mit Plasmiden fur den fMLP-R, die PI3-Kinase (3 (p110p3/p85a) und den PIP;-Sensor
kotransfiziert und anschlieBen mit EGF und/oder fMLP stimuliert. Der Vergleich der
GFP-fusionierten PH-Domé&nen-Translokation nach Stimulation der Zellen erbrachte in der
Tat einen synergistischen Effekt der simultanen Stimulation mit EGF und fMLP
(s. Abb. Anhang 8.21). Die Stimulation des endogenen EGF-Rezeptors resultierte in einer
schwachen Aktivitat der PI3-Kinase 3, wahrend die Aktivierung des tberexprimierten fMLP-
Rezeptors in dem hier abgebildeten Experiment zu keiner nachweisbaren PIP;-Sensor
Translokation fihrte (s. Abb. Anhang 8.22 A, oben und Mitte). Die simultane Stimulation der
Zellen mit beiden Agonisten resultierte in einer beinahe vollstandigen Rekrutierung der
PH-Doméane an die Plasmamembran (s. Abb. Anhang 8.22 A, unten). Die Kkinetische
Auswertung der Stimulationen macht dartber hinaus deutlich, dass die PI3-Kinase 3 durch
RTKs erst nach etwa zwei Minuten aktiviert wird, wahrend die synergistische Stimulation mit
EGF und fMLP nicht nur zu einer verstarkten, sondern ebenfalls zu einer wesentlich
schnelleren  Aktivierung der Pl3-Kinase 3 bereits nach 30 Sekunden fihrt
(s. Abb. Anhang 8.22 B).

Die langsamere Stimulation durch EGF reflektiert mdglicherweise die Existenz eines
bestimmten Schwellenwertes fiur die Ptdins-3,4,5-Ps-abhéngige Translokation des
PIPs;-Sensors an die Plasmamembran. Unter diesem Schwellenwert kann der PIP;-Sensor
scheinbar keine Bildung von Ptdins-3,4,5-P; detektieren. Die statistische Auswertung von
drei unabhéngigen Experimenten ergab eine signifikant erhthte Aktivitdt nach
synergistischer Stimulation der PI3-Kinase 3 mit EGF und fMLP im Vergleich zur reinen
EGF-Stimulation. Die Zeitdiskrepanz zwischen einer rein EGF-induzierten und der
synergistischen EGF und fMLP-induzierten Aktivitat konnte ebenfalls in allen durchgefiihrten
Experimenten nachgewiesen werden. Diese Befunde zeigen, dass die PI3-Kinase 3 in
lebenden Zellen Signale von beiden, RTKs und GPCRs, empfangen und in ein intrazellulares
Signal transduzieren kann. Dariberhinaus wird deutlich, dass die PI3-Kinase 3 bei
synergistischer Aktivierung als ein koinzidenter Detektor fungieren kann.
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Abb. Anhang 8.22: Synergismus der RTK- und GPCR-ind  uzierten Stimulation der PI3-Kinase p.
HEK293-Zellen wurden mit Plasmiden fir GFP-Grplpy, fMLP-R, p110B3 und p85a kotransfiziert. (A)
Die Stimulation mit EGF (1.7 pM, 5 min) fuhrte zu einer leichten Akkumulation der GFP-Grplpy-
Doméane an der Plasmamembran (oben), wohingegen die Behandlung mit fMLP (1 uM, 5 min) in
keiner messbaren Translokation des PIPs-Sensors resultierte (Mitte). Die simultane Stimulation mit
1.7 pM EGF und 1 pM fMLP fihrte zu einer wesentlich intensiveren und schnelleren Aktivierung der
PI3-Kinase (3 schon nach 1 min. Die Zellen wurden 18 Stunden in Serum-freiem DMEM gehungert. (B)
Zeitkinetik der Stimulationen aus (A) uber funf Minuten. Es zeigt sich eine wesentlich schnellere und
effektivere Aktivierung der PI3-Kinase B nach Stimulation der Zellen mit EGF und fMLP, verglichen mit
einer reinen EGF-Stimulation. (C) Zeigt die statistische Auswertung von sechs unabhangigen
Versuchen.
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