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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1. Das Neuroblastom

Das Neuroblastom ist ein maligner Tumor des Kindesalters. Es handelt sich um einen
embryonalen Tumor des postganglionaren sympathischen Nervensystems, der haufig in
der Nebenniere oder dem sympathischen Grenzstrang lokalisiert ist. Das Neuroblastom
weist ein sehr heterogenes Verhalten auf. Bei Kindern, bei denen ein Neuroblastom im
ersten Lebensjahr diagnostiziert wird, finden sich oft lokalisierte Tumorstadien. Auch
kann es zu einer spontanen oder unter minimaler Therapie herbeigefiihrten Remission
des Tumors kommen. Kinder, die bei der Diagnosestellung alter als ein Jahr sind,
weisen meist fortgeschrittene, metastasierte Tumorstadien auf und haben eine
wesentlich schlechtere Prognose. Die Kinder versterben trotz intensiver multimodaler

Therapie oft an der raschen Tumorprogression.

Das biologische Verhalten des Neuroblastoms ist noch wenig aufgeklart. Deshalb ist es
auch so schwierig, den Krankheitsverlauf korrekt vorherzusagen und der richtigen

Therapie zuzuordnen.

1.1.1. Inzidenz

Das Neuroblastom ist der hdufigste solide Tumor in der Kindheit. Etwa 7-10% aller
kindlichen Krebserkrankungen sind auf das Neuroblastom zuriickzufiihren (Brodeur,
2003, Deutsche Krebsgesellschaft 2008).

Laut dem Jahresbericht des deutschen Kinderkrebsregisters 2002 erkranken pro Jahr in
Deutschland 1,4 von 100.000 Kindern am Neuroblastom. Dabei sind Sauglinge und
Neugeborene am hdufigsten und Jungen in der Regel etwas hadufiger als Madchen
betroffen (Deutsches Kinderkrebsregister Jahresbericht 2002).

Die Atiologie des Tumors ist weitgehend unbekannt. Es ist unwahrscheinlich, dass

Umweltfaktoren eine wesentliche Rolle spielen (Brodeur, 2003).

Bei etwa 22% der Patienten findet sich eine familidre Pradisposition, welche autosomal
dominant vererbt wird. Oft werden bei diesen Patienten bilaterale Nebennierenbefunde
oder multifokale Primartumore diagnostiziert (Brodeur, 2003).
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1.1.2. Histologie
Die meisten Neuroblastome sind undifferenzierte Tumore, fur die Kleine, runde
neuroblastische Zellen charakteristisch sind. In der Regel weisen sie nur geringfiigige

oder keine Differenzierung auf (Brodeur, 2003).

Der Grad der Differenzierung ist innerhalb einzelner Tumore sehr unterschiedlich.
Einige, meist lokalisierte, Tumore zeigen partielle histologische Differenzierung und
werden Ganglioneuroblastome genannt. Haben die Tumore teilweise reife Neurone und
zusatzlich einen Anteil an Schwannzellen, wird dies als Teil eines Ausreifungsprozesses
verstanden. Dies gilt als gunstig fur die Prognose. Im Gegensatz dazu gelten Tumoren
mit vollig undifferenzierten Zellen, die keinen Hinweis auf Ausreifung zeigen, als

prognostisch unginstig.

1.1.3. Genetik

Es sind zahlreiche genetische Marker bekannt, die fir die unterschiedlichen klinischen
Verlaufe des Neuroblastoms mitverantwortlich sind.

Als prognostisch unginstig wurden hierbei die Amplifikation des N-MYC Gens, eine
1p- sowie eine 11p-Deletion identifiziert. Auch der Anstieg von 17g-Material ist fast
ubiquitér in high-risk Neuroblastomen. Trotz der klaren klinischen Relevanz dieser
Genverénderungen wurde bisher jedoch kein definiertes 1p- oder 11g-
Tumorsuppressorgen im Neuroblastom identifiziert (Brodeur, 2003; Wang et al, 2006;
Bagatell et al, 2005).

N-Myc

Amplifikationen des N-MYC Gens treten in ca. 22% der Primartumore auf. Diese
Amplifikation ist der wichtigste molekulare prognostische Marker und stets mit einer
schlechten Prognose behaftet (Brodeur, 2003). Sie ist oft bei alteren Patienten mit
fortgeschrittenen Tumorstadien und rascher Tumorprogression zu finden (Seeger et al,
1985; Wang et al, 2006; Bagatell et al, 2005).

Myc Onkoproteine sind Transkriptionsfaktoren, die bei Uberexpression zu
dereguliertem Wachstum und Proliferation fiihren. Sie haben als transkriptionelle
Aktivatoren und Repressoren vielfaltige Effekte auf die Zellfunktion. N-MYC ist

normalerweise auf dem kurzen Arm von Chromosom 2 (2p24) lokalisiert. In Zellen mit

-4 -
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Amplifikation von N-MYC finden sich jedoch auch extrachromosomal amplifizierte
DNA-Abschnitte, die als ,,double minutes* bezeichnet werden und in die chromosomale
DNA reintegriert werden konnen. Der Mechanismus der Amplifikation ist nicht
bekannt, moglicherweise wird aber der NMYC-Locus kopiert und bildet dann ein

extrachromosomales DNA-Element (Brodeus, 2006).

Es wurde eine starke Korrelation zwischen der Amplifikation von N-MYC und einem 1p
LOH (loss of heterozygosity) festgestellt. Auch die Deletion des Chromosoms 1p ist mit
einer schlechten Prognose behaftet. Es ist noch unklar, ob beides voneinander
unabhéngige prognostische Variablen sind. Beide treten jedoch oft in hochagressiven
Tumoren auf (Brodeur, 2003, Takita, 1997; Wang et al, 2006).

Warum die Amplifikation von NMYC mit diesen fortgeschrittenen Tumorstadien
assoziiert ist, ist noch nicht hinreichend geklart. Es ist aber bekannt, dass N-Myc einen
Heterodimer-Komplex mit Max bildet. Dieser Proteinkomplex funktioniert als
transkripioneller Aktivator und als Repressor. In Abwesenheit von N-Myc, formiert sich
Max dagegen in einem transkriptionshemmenden Komplex. Einige Zielgene von NMYC
sind bekannt (z.B. ODC, MCM7 und MRP1). Eine Aktivierung dieser Gene fiihrt zu
einem Arrest der Zelle in der G1-Phase des Zellzykluses. Das Eintreten in die GO-Phase
wird verhindert (Brodeur, 2003).

Kontrovers wird diskutiert, ob die Uberexpression von N-MYC mRNA oder N-Myc
Proteinen in Tumoren, die keine Amplifikation von N-MYC aufweisen, eine
prognostische Signifikanz hat. Manche Neuroblastomzelllinien zeigen eine sehr hoch
exprimierte N-MYC mRNA oder N-Myc Proteine ohne eine Genamplifikation.
Allerdings konnte nachgewiesen werden, dass bei Tumoren, die zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung keine Amplifikation von N-MYC aufweisen, sich diese Abnormalitét
nur sehr selten, wenn (berhaupt, zu einem spateren Zeitpunkt manifestiert (Brodeur,
2003; Wang et al, 2006).

Neutrophinrezeptoren
Die verschiedenen Faktoren, die fur die malignen Veranderungen der Zellen im

Neuroblastom verantwortlich sind, sind bis heute noch nicht hinreichend bekannt.

Da die Entwicklung neuronaler Strukturen (ber die Induktion verschiedener
Signalkaskaden spezifischer Neutrophinrezeptoren vermittelt wird, ist es moglich, dass

eine Deregulation dieses Systems zu einer Entstehung maligner Tumore fiihrt.

-5-
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Im Neuroblastom zeigte sich, dass die Neutrophinrezeptoren Trk A und Trk C, ebenso
wie die Expression der kirzeren Variante (ohne Kinase-Domaine) von Trk B, mit einem
niedrigen Tumorstadium und einem jungen Patientenalter korrelieren. Sie sind nicht mit
einer Amplifikation von N-MYC assoziiert und Marker fiir eine gunstigere Prognose.
Die unverkirzte Variante von Trk B sowie die Expression des Trk B-Liganden BDNF
korrelieren meist mit einer Amplifikation von N-MYC und einem fortgeschrittenen
Tumorstadium (Brodeur, 2003; Nakagawara et al, 1993; Svensson et al, 1997; Eggert et
al, 2002).

Eggert et al zeigten, dass die Expression von Trk A und Trk B nicht nur einen Einflu}
auf die Differenzierung und Proliferation von Neuroblastomzellen hat, sondern dass sie
auch in die Regulation der Tumorangionese involviert sind. Eine Uberexpression von
Trk A flhrt zu einer reduzierten Expression von Angiogenesefaktoren und zu einem
verminderten Tumorwachstum, wohingegen Trk B die Expression von Angiogenese-

Faktoren nicht herunterreguliert (Eggert et al, 2002).

1.1.4. Apoptose

Unter allen Krebserkrankungen haben Neuroblastome die hdchste Rate spontaner
Regression. Etwa 5-10% der klinisch diagnostizierten Neuroblastome bilden sich
spontan zurlick, wobei die Rate asymptomatischer Neuroblastome mit spontaner

Regression vermutlich wesentlich héher liegt (Brodeur, 2003).

Die Ursache fiir diese spontane Regression ist noch ungeklart. Neben einer
Ausdifferenzierung der Zellen spielt hier moglicherweise die Aktivierung von Apoptose
induzierenden Mechanismen eine Rolle (Oue et al 1996). Kaspase-1, ein Bestandteil der
Apoptose induzierenden Proteasen-Signalkaskade, wird beispielsweise in einigen
primdren Neuroblastomen hoch exprimiert. Es korreliert mit der Expression weiterer,

mit guinstiger Prognose assoziierter Marker (lkeda et al, 1997).

Apoptose supprimierende Proteine wie Bcl2 und Bclxl sind dagegen in den meisten
Neuroblastomzelllinien hoch exprimiert, wobei deren Expression invers mit der Rate
apoptotischer Zellen und dem Grad der Differenzierung korreliert (Brodeur 2003, Reed
etal 1991, Oue et al 1996).

Neuroblastome, die zu Apoptose neigen, haben eine grélRere Wahrscheinlichkeit einer

spontanen Regression und zeigen ein besseres Ansprechen auf eine Chemotherapie. Das

-6-
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ist dadurch zu begrinden, dass Apoptose suprimierende Bcl2 Proteine vermutlich auch

fir die Entwicklung von Zytostatikaresistenzen mitverantwortlich sind (Brodeur, 2003).

1.1.5. Diagnostik

Das Neuroblastom zeichnet sich durch seine typische Lage im Nebennierenmark (50%,
M. Paulussen, 2002; Deutsches Krebsgesellschaft, 2008) sowie entlang des
sympathischen Grenzstranges aus. Auch Tumorzellnester im Knochenmark sind h&ufig

zu finden.

In erster Linie wird das Neuroblastom jedoch aufgrund der Histologie diagnostiziert,
wobei undifferenzierte Tumore mit zahlreichen Neuroblasten charakteristisch sind. Eine
Erhohung der Katecholaminmetabolite, Vanillinmandelsdure und Homovanillin-
mandelsdure in Blut und Urin erhdrten den Verdacht der Diagnose Neuroblastom
(Brodeur, 2003). Weiterhin  kdnnen  Laktatdehydrogenase,  Ferritin  und
Neuronspezifische Enolase (NSE) im Serum erhoht sein. Ein szintigraphischer
Nachweis mittels Metajodbenzyl-guanidin(MIBG)-Aufnahme ist ebenfalls mdglich
(Berthold and Hero, 2000). Das radioaktiv markierte MIBG wird fast ausschlief3lich von
adrenergem Gewebe aufgenommen. So kann es zur szinthigraphischen Darstellung von

Neuroblastomen eingesetzt werden.

1.1.6. Therapie

Die meisten Neuroblastome werden mit konventionellem therapeutischem Vorgehen,
wie Operationen, Bestrahlung oder Chemotherapie behandelt. Dabei werden die
Neuroblastompatienten je nach Stadieneinteilung, Klinischer Symtomatik und

Amplifikationsstatus von N-MYC in 3 Gruppen unterteilt.

Sauglinge der Stadien 1,2,3 und 4s nach einer initialen Operation oder Biopsie-
entnahme sowie Kinder mit einem Alter Uber einem Jahr der Stadien 1 und 2 mit
Tumoren ohne eine Amplifikation von N-MYC werden lediglich beobachtet. Sduglinge
der Stadien 2,3 und 4s mit tumorinduzierten Symptomen sowie Kinder die alter als ein
Jahr alt sind und die Stadien 2 und 3, welche keine Amplifikation von N-MYC haben,
werden mit 2-5 Chemotherapiebldcken behandelt. Hochrisikopatienten im Stadium 4
oder Tumore mit Amplifikation von N-MYC werden mit einer sechs Bldcke

umfassenden Induktionschemotherapie und einer darauf folgenden

-7-
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Konsolidierungstherapie behandelt. Diese bestent zum Beispiel aus einer
knochenmarkablativen, sogenannten Megatherapie mit anschliessender autologer
Stammzellenreimplantation (Brodeur, 2003; Deutsche Krebsgesellschaft, 2008). Auch
in hoherer Dosis radioaktiv markiertes Metajodbenzyl-guanidin (MIBG), welches sich
vorwiegend in Neuroblastomzellen anreichert, wird zur Behandlung von Tumor- bzw.

Metastasenresten verwendet.

Es werden zunehmend andere mdglicherweise effektivere und minimal toxische
Behandlungsmaglichkeiten angestrebt. Hierzu zahlen beispielsweise die Immun-
therapie, eine Induktion der Differenzierung durch Retinolsédure oder die Apoptose-
induktion (Brodeur, 2003).

Da das Neuroblastom einen hohen Grad an Vaskularisierung aufweist, kame auch eine
Inhibition der Angiogenese in Frage (Brodeur 2003, Berthold 1999).

1.1.7. Zytostatikaresistenz

Eines der Hauptprobleme in der Therapie des Neuroblastoms ist die primére und die
erworbene Resistenz gegenlber Zytostatika. So zeigten Tumore von Rezidiv-Patienten
eine signifikant hohere Resistenz gegenuber Standardchemotherapieverfahren im
Vergleich zu Kontrollzelllinien (Kuroda et al 1991, Keshelava et al 1997).

Es wurde die Uberexpression bestimmter Gene beobachtet. Vor allem sind hier das
MDR1 (multidrug resistence genel) und das MRP (multidrug resistence related protein)
zu nennen (Brodeur, 2003). Es konnte eine N-MYC abhéngige Expression sowie eine

Korrelation mit dem Uberleben der Patienten nachgewiesen werden (Norris et al, 1996).

1.1.8. Prognose

Wesentliche Determinanten fur den Verlauf der Erkrankung sind das Tumorstadium,
das Alter des Kindes bei Diagnosestellung, die Kopienzahl des N-MYC Gens und die
Lokalisation des Primartumors (Berthold et al 1997, 1994, Brodeur 2003).
Primartumore im Nebennierenmark haben eine schlechtere Prognose als andernorts

lokalisierte Tumore.
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Eines der wichtigsten Prognosekriterien stellt die klinische Tumorstadieneinteilung dar.
Nach der INSS-Klassifikation (International Neuroblastoma Staging System) werden 5
klinische Stadien unterschieden (Brodeur, 2003).

Stadium 1 umfasst Tumore, die auf das Organ oder die Struktur ihres Ursprungs
begrenzt sind. Makroskopisch kdnnen diese Tumore chirurgisch vollstandig entfernt

werden.

Stadium 2 beschreibt Tumore, die durch lokale Infiltration (2a) oder regionalen
Lymphknotenbefall (2b) auffallen. Diese Tumore sind nur unilateral lokalisiert, was
bedeutet, dass sie die Kérpermittellinie, welche durch die Wirbelsaule definiert ist, nicht

Uberschreiten.

Im Stadium 3 wird die Korpermittellinie durch den Tumor tberschritten, und es sind
regionale Lymphknoten auf beiden Seiten der Wirbelsdaule beteiligt. Hier ist eine

operative Entfernung des Tumors nicht mehr mdéglich.

Das Stadium 4 zeichnet sich dadurch aus, dass Metastasen bevorzugt in Knochenmark,
Knochen, entfernten Lymphknoten, Leber, Haut und anderen Organen zu finden sind.
Ein besonderer Sachverhalt zeigt sich bei Stadium 4s. Hierbei handelt es sich um
lokalisierte Primartumore nur in Leber, Haut und/oder Knochenmark. Laut Definition
muss die Knochenmarksinfiltration jedoch weniger als 10% betragen. Die Prognose von
Stadium 1 und 2 Tumoren kann als relativ gut bewertet werden, wohingegen Stadium 3
schon wesentlich unginstiger und Stadium 4 trotz intensiver Therapie oft letal ist. Trotz
Fernmetastasierung ist Stadium 4s mit einer giinstigen Prognose behaftet. So betrégt die
Funfjahresiberlebensrate fir Stadium lund 2 nahezu 95-98%, fir Stadium 3 und 4s
rund 75%. Stadium 4 hingegen hat lediglich eine Uberlebensrate von 33%
(M.Paulussen, 2002).

Neben der Histologie und den oben erwéhnten genetischen Markern spielt das Alter der
Patienten eine wesentliche Rolle. Die Prognose fir Kinder, die zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung jinger als ein Jahr sind, ist im gleichen Tumorstadium, besonders
jedoch bei fortgeschrittenen, aggressiven Tumoren als wesentlich glinstiger anzusehen
(Beckwith und Perrin 1963, Brodeur 1994).
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1.2. Fyn, eine non-rezeptor Tyrosinkinase der Src-Familie

Tyrosinkinasen sind Enzyme, welche durch die reversibele Phosphorylierung von
Tyrosinresten  Zielproteine aktivieren konnen. Diese Zielproteine induzieren
Zellwachstum und Differenzierung. Mutationen, die eine andauernde Aktivitat der
Tyrosinkinase nach sich ziehen, kénnen zu Zellproliferation und einer bosartigen
Zelltransformation flhren (Stryer, 1999). Die Kinaseaktivitat ist hierbei von
entscheidender Bedeutung. Src-Kinasen sind eine bestimmte Unterfamilie der Tyrosin-
kinasen. Der Prototyp dieser Proteinfamilie wurde aus einem onkogenen Retrovirus,
dem Rous-Sarkom-Virus, isoliert. Src-Kinasen sind in zahlreiche intrazelluldre Signal-
transduktionswege verwickelt, die unter anderem bei Zellproliferation, Migration und
Differenzierung eine Rolle spielen. Der strukturelle Aufbau der verschiedenen Src-
Kinasen ist sehr ahnlich (Stryer, 1999; Thomas, Brugge, 1997).

Myristoylation

Linkersequenz

SH4 |unique SH3 SH2 Kinasedomane
N SH1 c

85 142 147 237 271 520 537

Palmitoylation
Abbildung I: Struktur der Tyrosinkinase Fyn

Am C-Terminus der Src-Kinasen befindet sich eine Tyrosinkinase Domane (SH1). Im
zentralen Teil des Proteins sind zwei SH-Domanen (src-homology domains) lokalisiert,
welche fur die Protein-Protein-Interaktion verantwortlich sind. Diese intra- und
intermolekularen Interaktionen regulieren die funktionelle Aktivitat dieser Proteine in
intrazelluldren Signaltransduktionswegen. Die Bindungen (ber diese Domaénen
bestimmen die katalytische Aktivitat der Kinasen (Resh, 1998; Thomas, Brugge, 1997).

Die SH2-Doméne, ein Modul aus 10 Aminoséuren, bindet ber Phosphotyrosinreste an
phosphorylierte Peptide, wohingegen die SH3-Domane polyprolinreiche Strukturen
bevorzugt (Weng, 1994; Resh, 1998; Stryer, 1999; Zamoyska, 2003). Die SH2-

Doménen steuern die Src-Kinasen zu aktivierten Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (in aktiver
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Form sind Rezeptor-Tyrosin-Kinasen selbst phosphoryliert), durch welche sie
phosphoryliert werden. Diese Phosphorylierungen kénnen sowohl zu einer Aktivierung
als auch zu einer Repression der katalytischen Aktivitat von Src-Kinasen fuhren.

Die SH3-Doméne, die sich aus 50 Aminosduren zusammensetzt, ist fur intra- und
intermolekulare Interaktionen (Ostareck-Lederer zeigte beispielsweise flr c-src und
hnRNP K eine spezifische Bindung ber diese Domane; Ostareck-Lederer, 2002),
welche die katalytische Aktivitat von Src-Kinasen bestimmen, von Bedeutung. Auch
bei der Src-Lokalisation und der Rekrutierung von Substraten spielt die SH3-Doméne

eine Rolle (Thomas, Brugge, 1997).

Eine weitere homologe Region ist die SH4-Domane, welche am N-Terminus lokalisiert
ist. In dieser aus 15 Aminosdureresten bestehenden Sequenz befindet sich auch ein
»Met-Gly-Cys*“ Motiv, welches fiir die doppelte Acylierung durch Myristat und
Palmitat, wichtig ist. Dies spielt bei der Bindung an Membranen eine wichtige Rolle
(Resh, 1998).

Jede Src-Kinase verfligt auRerdem uber eine spezifische Sequenz, welche zwischen der
SH4 und der SH3 Domane lokalisiert ist. Diese Doméne vermittelt die Interaktion mit

Rezeptoren oder Proteinen, welche spezifisch fiir die einzelnen Kinasen sind.

Die Kinase-Doméne (SH1) besitzt die tyrosin-spezifische Kinaseaktivitdt. Diese
katalysierende Aktivitat wird durch eine Phosphorylierung eines Tyrosinrestes im C-
terminalen Ende kontrolliert. Ist der Tyrosinrest durch die zytoplasmatische Kinase
phosphoryliert, kommt es zu einer Repression der Kinaseaktivitat. Fur diese Repression

lassen sich zwei verschiedene Mechanismen auffihren.

Zum einen bindet die SH2-Doméne an den phosporylierten Tyrosinrest im C-terminalen
Ende. Zum anderen kommt es zu einer Anlagerung der SH3-Domane an die Kinase-
Domane, sowie an eine prolinreiche Typ Il Linker-Helix, welche die SH2- und die
Kinase-Domane verbindet. Diese Interaktionen halten die Kinase in einer geschlossenen
und inaktiven Form (Resh, 1998; Thomas, Brugge, 1997).

Src-Kinasen werden nach ihrem Expressionsmuster in drei Gruppen unterteilt. Die
Einteilung erfolgt nach Vorkommen in epithelialen Zellen, vorwiegend in B-Zellen und
Myeloidzellen sowie solchen Kinasen mit einer ubiquitdren Expression. Dieser

Untergruppe gehort die non-rezeptor Tyrosinkinase Fyn an (Thomas, Brugge, 1997).

-11 -



EINLEITUNG

Dieses 59kDa grol3e Protein wurde 1986 in Fibroblasten erstmals als Fyn identifiziert.
Wie andere Src-Kinasen hat Fyn ein breites Spektrum an biologischen Funktionen und
kann mit vielen verschiedenen zelluldren Molekilen interagieren. Der strukturelle

Aufbau von Fyn &hnelt dem anderer Src-Kinasen sehr stark (Resh, 1998).

Als Ergebnis eines Vorgangs alternativen Splicings liegt das Fyn-Protein in zwei
verschiedenen Isoformen vor. Zum einen ist hier das in T-Zellen exprimierte Fyn(T)
zum anderen das Fyn(B) zu nennen. Fyn(B) kommt zwar auch in einigen anderen
Geweben vor, wird jedoch vorwiegend im Gehirn exprimiert. Diese Isoform beeinflusst
die Neuronentwicklung- und proliferation und ist deshalb von besonderem Interesse bei
der Neuroblastomentstehung (Kai, 1997; Resh, 1998). Die beiden Isoformen
unterscheiden sich in etwa 50 Aminosauren, die sich in einer Region zwischen dem

Ende der SH2-Doméne und dem Anfang der Kinasendomane befindet.

Die biologischen Funktionen von Fyn sind sehr vielféltig und zu einem groRRen Teil
noch nicht hinreichend bekannt. Die Funktionen sind in grolem Male davon abhéngig,
wie gut Fyn an andere intrazellulare Signalmolekule binden, bzw. diese phosphorylieren
kann. Zum Beispiel ist Fyn an der Regulation der Gehirnfunktion, der T-Zell
vermittelten-, sowie an der Adhésions vermittelten Signaltransduktion und an der
Myelinisierung im frihen Stadium der Gehirnentwicklung beteiligt (Resh, 1998).
Aullerdem beeinflusst Fyn die Sensitivitdt des Korpers auf Ethanol und ist an der
Regulation des programmierten Zelltodes beteiligt. Fyn-/- Mause weisen eine reduzierte
Anzahl von Apoptosen auf (Kai, 1997; Resh, 1998; Kuo, 2005). Diese Mause zeigen
auBerdem  Verhaltensauffalligkeiten sowie Einschrankungen im Lern- und

Erinnerungsvermaogen.

In Neuroblastomzellen fihrt Fyn zu Zellzyklusarrest und Differenzierung der Zellen
(Resh, 1998; D.J.Osterhout, 1999; B.Berwanger, 2002). Auch in die Organisation des
Zytoskeletts in T-Zellen ist Fyn involviert. Es besteht eine direkte Interaktion mit
Tubulin (Martin-Coreces et al, 2006).

Kirzlich wurde gezeigt, dass Fyn auch bei der Rekrutierung von TrkB
Neutrophinrezeptoren in lipid rafts eine Rolle spielt. Lipid rafts sind cholesterin- und
sphingolipidreiche membrantse Mikrodomainen, welche eine wichtige Rolle im
Neutrophinsignaltransduktionsweg spielen. Die Neutrophinrezeptoren sind in dieser
Membrandomaine lokalisiert. Neutrophine aktivieren diese Rezeptoren und beeinflussen

so die neuronale Entwicklung. Die selektive Rekrutierung von TrkB in lipid rafts in
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intrazellularen Kompartimenten findet ber einen Mechanismus statt, in welchen Fyn
direkt involviert ist. In Fyn knock-out M&usen wurde gezeigt, dass die BDNF-
vermittelte TrkB-Lokalisierung in lipid rafts in Abwesenheit von Fyn nicht moglich ist
(Pereira, Chao, 2007).

Fur die prognostische Relevanz der Expression von Fyn bei der
Neuroblastomerkrankung gibt es verschiedene Anhaltspunkte. Eine ausgepragte
Expression von Fyn sowie eine hohe Kinaseaktivitat zeigten sich ausschlieBlich in
niedrigen Neuroblastomstadien. In fortgeschrittenen Tumorstadien ist die Src-Kinase
Fyn herunterreguliert. Die Fyn-Expression korreliert also streng mit dem
Tumorstadium. Es lassen sich keine prognostischen Aussagen unabhéngig vom Stadium
machen (Berwanger et al, 2002).

Bis heute ist noch wenig Uber Faktoren bekannt, welche die Neuroblastomentwicklung
in Tumoren mit fehlender Amplifikation von N-MYC kontrollieren. B. Berwanger et al
beschreibt einen Signaltransduktionsweg, in dem Fyn sowohl in N-MYC-amplifizierten
als auch in nicht amplifizierten Tumoren eine wichtige Rolle spielt. Fyn scheint
unabhéngig von der Amplifikation mit N-MYC Einfluss auf die Entstehung und die

Prognose von Neuroblastomen zu haben.

In kultivierten Neuroblastomzellen flhrt die Expression von aktiver Fyn-Kinase zur
Induktion von Differenzierung und zu Wachstumsarrest in der G1-Phase. Folglich ist es
durchaus mdglich, dass die verminderte Expression von Fyn bei der Metastasenbildung
oder Lymphknoteninvasion von Tumorzellen eine Rolle spielt. Mdglicherweise kénnten
daher Signalmolekdile, die durch Fyn inhibiert oder aktiviert werden, Angriffspunkte fiir
therapeutische Interventionen bei Neuroblastomen darstellen (Berwanger et al, 2002).
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1.3. Heterogenes nukleares Ribonukleoprotein K-hnRNP K

Im Zellkern liegt die RNA nie frei vor. Schon wahrend der Transkription wird sie mit
Proteinen bedeckt. Dieser Komplex wird als ,,Heterogenes nukleéares Ribonukleoprotein
(hnRNP)* bezeichnet. Die hnRNPs kommen in groen Mengen im Zellkern vor, ihre
Funktionen werden durch ihre spezifische Bindung an verschiedene mRNAs bestimmt.
Sie verpacken die mRNA und vermitteln unter anderem die Vorbereitung flr den
Spleil3prozess oder helfen bei der Anheftung des poly(A)-Endes. Andere hnRNPs sind
fir die mRNA-Stabilisierung sowie den Export der neusynthetisierten mRNA aus dem
Kern zum Ort der Translation im Zytoplasma zustdandig. Komplexe mit hnRNP-
Proteinen sind dynamische Strukturen, die sich je nach Stand der pra-mRNA-
Verarbeitung in ihrer Struktur und Zusammensetzung andern (Knippers, 2001).

Fur einige bestimmte hnRNPs, namlich hnRNP K, E1 und E2, wurde gezeigt, dass sie
auch bei der mRNA-Stabilisierung und in der translationalen Regulation im Zytoplasma
eine wichtige Rolle spielen. Diese hnRNPs weisen alle jeweils drei KH-(hnRNP K
homology) Doménen auf, die es ihnen ermdglichen mit pyrimidinreichen Sequenzen in
der Ziel-RNA zu interagieren (Ostareck-Lederer et al, 1998). KH-Doménen sind
Regionen von 65-70 Aminosaureresten Lénge, die nicht nur in hnRNPs, sondern auch

in vielen anderen Proteinen zu finden sind.

SH3 Bindemotif

KH1 KH2 KH3

41 109 143 214 386 456

Abbildung I1: Stuktur des heterogenen Ribonulkeoproteins - hnRNPK

In den Proteinen hnRNP K, E1 und E2 sind die drei KH-Doménen in &hnlicher Weise
angeordnet. Zwei KH-Doménen liegen nahe dem N-Terminus und sind durch eine
zentrale Region variabler Lange von der weiter C-terminal gelegenen dritten KH-
Domane separiert. Durch die drei KH-Domanen ist hnRNP K dazu in der Lage sowohl
an RNA als auch an Einzelstrang- und Doppelstrang-DNA zu binden. KH2 und KH3

spielen eine Rolle bei Protein-Protein-Interaktionen mit unterschiedlichsten Partnern,
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unter anderem Transkriptionsfaktoren und anderen in Signaltransduktionswege
involvierte Proteine (Bomsztyk et al, 1997). HnRNP K bindet bevorzugt an Poly(C)-
Strukturen (Ostareck-Lederer et al, 1998; Braddock et al, 2002).

HnRNP K ist ein 66 kDa groRes, nukleoplasmatisches Protein. Die Gene sind auf
Chromosom 9q21-q22.33 lokalisiert (Tommerup, 1995). Neben den drei KH-Domanen
finden sich auf dem Protein in der Region zwischen KH2 und KH3 weitere wichtige
Bindedomanen. Unter anderem zwei RGG-Boxen (Arg-Gly-Gly), welche eine
sequenzunspezifische Bindung von Proteinen an RNA vermitteln kénnen (Knippers,
2001).

AulRerdem befindet sich hier eine prolinreiche Region, die in-vitro an die SH3-Domane

der Src-Familien-Tyrosinkinasen (Src, Fyn, Lyn und Vav) binden kann (Weng, 1994).

Durch alternatives SpleiRen kommt es zu vier sehr &hnlichen Isoformen von hnRNP K,
welche sich durch kleine Insertionen (5 und/oder 20 Reste) unterscheiden. Diese
Isoformen weisen unterschiedliche Nukleinsdurebindungseigenschaften auf.

HnRNP K dient als Bindeplattform im Regulationsprozess an der RNA. Es ermdglicht
Proteinen, die nicht an Nukleinsduren binden konnen, sich den Komplexen
anzuschliel3en oder tber hnRNP K direkt an mRNA zu binden (Bomsztyk, Ostrowski,
2004). Das Protein ist aulRerdem an der Transkription beteiligt. So findet sich
beispielsweise auf dem humanen C-MYC-Gen ein CT-reiches Promotorelement, an
welches hnRNP K binden und eine transkriptionelle Aktivierung induzieren kann
(Takimoto et al, 1993). Das K-Protein ist jedoch nicht nur an nukledren Prozessen
beteiligt, sondern spielt auch beim nukleozytoplasmatischen Transport von gebundenen
Proteinen und RNA Uber die Kernhille eine Rolle. AuBerdem verfligt hnRNP K ber
multiple Phopshorylierungsstellen, tiber die es extrazellulare Signale wahrnehmen kann
(Ostareck-Lederer, 1998).

Desweiteren fungiert HnRNP K als Regulator von cytoplasmatischer mRNA. Dies
wurde von Ostareck-Lederer et al an dem Beispiel der Retikulozyten-15-Lipoxygenase
(LOX) gezeigt. LOX ist ein Schlusselenzym in der erythroiden Zelldifferenzierung.
Erreichen die Retikulozyten im Laufe der Erythrozytenentwicklung ein fortgeschrittenes
Reifestadium bewirkt LOX den Untergang der mitochondrialen Membranen. Bis zu
diesem Zeitpunkt ist die Translation der LOX-mRNA herunterreguliert. Fir diese
reversible Hemmung wird eine CU-reiche repetitive Sequenz in der 3"-UTR der LOX-

MRNA verantwortlich gemacht. Diese Region wird als DICE (differentiation control
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element) bezeichnet. HNRNP K kann an diese Region binden und reguliert so Uber
dieses Element spezifisch die Translation der LOX-mRNA. Die Blockierung der
Translation wird durch einen Mechanismus herbeigefiihrt, bei welchem der hnRNP
K/DICE-Komplex das 80s Ribosom blockiert, indem es die Anlagerung der 60s
Untereinheit verhindert (Ostareck-Lederer et al, 1998, 2002).

Der C-Terminus des hnRNP K-Proteins enthélt, wie oben erwéhnt, eine prolinreiche
Doméne, die eine Interaktion mit den SH3-Domanen der Src-Kinasen ermdglicht.
Ostareck-Lederer et al zeigten, dass c-Src dazu in der Lage ist, hnRNP K in vitro und in
vivo zu phosphorylieren und dessen RNA-Bindung zu beeinflussen. Die Tyrosin-
Phosphorylierung, die an multiplen Tyrosinresten stattfinden kann, fuhrt zu einer
reversiblen Hemmung der DICE-Bindung von hnRNP K (Ostareck-Lederer et al, 2002).

Interessanterweise ist auch hnRNP K dazu in der Lage, spezifisch c-Src direkt zu
aktivieren. Der genaue Mechanismus dieser Aktivierung ist noch nicht geklart, da
hnRNP K ein RNA-bindendes Protein ist, welches keine Doménen besitzt, die Kinase-
oder Phosphataseaktivitdt besitzen. Es wére vorstellbar, dass durch die Bindung an
hnRNP K die Konfirmation von c-Src verdndert wird und es im Folgenden zu einer
Autophosphorylierung und Aktivierung der Tyrosinkinase kommt. Die durch hnRNP K
aktivierte c-Src-Kinase kann anschliefend hnRNP K und andere Proteine seinerseits

phosphorylieren (Ostareck-Lederer et al, 2002).

HnRNP K kann abhéngig von verschiedenen zellularen und extrazelludren Signalen die

Translation positiv oder negativ regulieren.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass hnRNP K an der Transkription, mRNA-
Transport und Stabilisierung sowie an der Translation beteiligt ist. Aufgrund dieser
vielféltigen Funktionen in Bezug auf die Regulation der Genexpression und der
zahlreichen Interaktionen mit verschiedenen Proteinen wére es naheliegend, dass
hnRNP K auch in Signaltransduktionswege involviert ist, die in der Kanzerogenese

verschiedenster Tumore eine Rolle spielen.
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1.4. Fragestellung
HnRNP K kann an das ,,Differentiation control element (DICE)“ bestimmter mRNAs

binden und damit die Translation dieser mMRNAs hemmend beeinflussen.

Die Src-Kinase Fyn kann iber seine SH3-Doméne an andere Proteine binden und diese
durch eine Phosphorylierung aktivieren. E. Bergmann (und Weng, 2004) zeigte, dass

eine In-vitro-Interaktion zwischen den beiden Proteinen hnRNP K und Fyn besteht.

Aus diesen Beobachtungen konnte folgende Modellvorstellung hergeleitet werden:

Repression Aktivierung

| Fyn

P

DICE > | | DICE > oos”

som

mRNA mMRNA

Translation Differenzierung-/und Wachstumsarrest-
induzierender Proteine

Abbildung 111: Modellvorstellung einer Interaktion von Fyn und hnRNP K

HNRNP K konnte Gber eine Bindung an das DICE-Element die Translation der mRNA
reprimieren, indem es die Anlagerung der Ribosomenuntereinheiten verhindert. Nach
einer Phosphorylierung durch die Tyrosinkinase Fyn konnten sich die
Ribosomeneinheiten anlagern, und es k&me zu einer Translation von Proteinen, welche
Differenzierung und Wachstumsarrest induzieren. Die Abwesenheit, bzw. der Verlust
von Fyn wirde dementsprechend zu einer Entdifferenzierung und Entstehung eines

Malignoms fiihren.
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In der vorliegenden Arbeit wird in vier unterschiedlichen Ansédtzen untersucht, ob es
eine Interaktion der beiden Proteine in-vivo gibt, in welcher Form diese stattfindet und

ob eine biologische Relevanz dieser mdglichen Interaktion besteht.

Im ersten Ansatz wird der Frage nachgegangen, ob eine Interaktion von Fyn und
hnRNP K in-vivo besteht.

Parallel dazu soll untersucht werden, ob bei einer moglichen Interaktion die
Kinaseaktivitdt von Fyn eine Rolle spielt und ob es zu einer Phosphorylierung von
hnRNP K durch die Tyrosinkinase Fyn kommt.

Weiterhin soll analysiert werden, ob Fyn durch eine Interaktion in der Lage ist, hnRNP
K funktionell zu beeinflussen, indem es die translationale Herunterregulierung durch
hnRNP K inhibiert.

Wie Berwanger et al zeigte, fihrt Fyn in Neuroblastomzellen zu Differenzierung und

induziert des Weiteren einen G1-Arrest des Zellzyklus.

In vorliegender Arbeit soll nun gekléart werden, ob eine moglicherweise bestehende
Interaktion zwischen Fyn und hnRNP K fir Differenzierung und Wachstumsarrest von

Bedeutung ist.

-18 -



MATERIAL

2. Material

2.1. Materialien fur die Zellkultur

2.1.1. Medien/L6sungen

Vollmedium

Trypsin-EDTA

PBS pH 7,4

DMSO

2.1.2. Zelllinien

500ml RPMI-1640 Medium

50ml FCS (GIBCO), warmeinaktiviert (30 min

bei +56°C)

5mi Penicillin/Streptomycin
(CAMBREX, Bio Whithaker)

5ml L-Glutamin (200mM)

1 X EDTA-Trypsin

137nM NaCl
6,4mM Na, HPO4
3mM KCI

1,5mM KH,PO4

pH 7,4 mit HCI einstellen

Dimethylsulfoxid 100% (Merck)

SY5Y-Zellen (humane Neuroblastomzellen aus Stadium 4 Tumoren)

IMR-32-Zellen (humane Neuroblastomzellen, MY C amplifiziert)

HelLa-Zellen

Shep-Zellen

Stamml@sung
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2.1.3. Verwendete Plasmide
Fyn-Wildtyp

Fyn-Wildtyp wurde in voller L&nge in einen pCMV5 Vektor Kloniert.
(Freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr. B. Berwanger.)

PSG5-His-hnRNP K (Wildtyp)

In einen hnRNP K-pSG5-Vektor wurden durch eine Insertion 10 Histidinreste zwischen
den Smal und Xhol Schnittstellen am N-terminalen hnRNPK-Ende eingefligt.
(Freundlicherweise zur Verfligung gestellt von A. Ostareck-Lederer/ D. Lederer.)

2.1.4. Verwendete Mutanten

Fynmutante-k299m

In die Kinasedoméne von Fyn wurde die Aminosdure 299 Lysin(K) gegen
Methionin(M) getauscht. Das kinasenegative Allel induziert eine dominant negative
Mutante von Fyn. Die Mutation bewirkt, dass keine durch Fyn induzierte

Differenzierung stattfindet. (Freundlicherweise zur Verflgung gestellt von Dr. B.

Berwanger.)

HNRNP K-Mutante-A97 (pSG5-His-hnRNP K)

Dominant negative Mutante von hnRNP K, an der Bindestelle von hnRNP K wurden
Aminosaure 240-337 herausgeschnitten. Am N-Terminus wurde ein His-tag mit einer
Oligonukleotidsequenz ~ von 10 Histidinresten  eingefiigt ~ (Smal/Xhol).
(Freundlicherweise zur Verfligung gestellt von A. Ostareck-Lederer/ D. Lederer.)

2.1.5. Transiente Transfektion
2,5M CacCl filtern, Lagerung bei Raumtemperatur

2x HBS pH 7,05 280mM NaCl

-20 -



MATERIAL

50mM Hepes
1,5mM Na,HPO,
auf pH 7,05 einstellen

filtrieren, Lagerung bei -20°C

2.2. Material fir Biochemische Methoden
2.2.1. Materialien fir die Herstellung von Zelllysaten: NP-40-Lyse
NP-40-Lysepuffer 5M NaCl: 150mM

1M Tris-Puffer pH 8: 50mM

NP-40: 1% in H,0

Lagerung bei +4 C

Proteinaseinhibitoren Apoptin: 5Smg/ml in PBS

Leupeptin: 5mg/ml in ddH,0O
Pepstatin. Img/ml in Methanol
PMSF: 0,2M in Ethanol

Alle Proteinaseinhibitoren werden 1:1000 in Lysepuffer verdinnt eingesetzt.

2.2.2. Materialien fur die Herstellung von Zelllysaten: Hancock/Evan-
Lyse
Hancock/Evan-Lysepuffer (hypoton)

Hepes-KOH pH 6,8: 20mM
KCI: 5mM

MgCl,: 5mM
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NP-40: 0,5%

Na-Deoxycholat (w/v): 0,1%

in H,O

Lagerung bei +4°C
Hancock/Evan-Lysepuffer/500mM

1/10 des Volumens NaCl 5M hinzufligen

Proteinaseinhibitoren siehe unter 2.2.1.

2.2.3. Proteinbestimmung nach Bradford
Bradford Reagenz Coomassie brillant Blue G-25: 0,01% (w/v)

Ortho-Phosphorsaure: 10% (v/v)
Ethanol: 4,75% (v/v)
in Hzo

filtrieren und lichtgeschitzt lagern

Referenz Stockldsung BSA: Img/ml in Lysepuffer

Sonstiges 150mM Natriumchlorid-Ldsung

2.2.4. Immunprazipitation

Lysepuffer siehe oben

Proteinaseinhibitoren siehe oben

Protein-G-Sepharose Suspension in 20% (v/v) Ethanol/H,0O (Sigma)
BSA 20% (w/v) in Lysepuffer (AppliChem)
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Antikorper:
- a-Fyn-Antikdrper: sc-16, Kaninchen, polyklonal, IgG (Santa Cruz)

- a-Flag-Antikorper: F-3165, Maus (Sigma)
- a-his-Antikdrper: Maus, monoklonal (Qiagen)

- a-hnRNP K-Antikdrper: P-20, Ziege, polyklonal

2.2.5. Materialien fur SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-

Page)
Sammelgelpuffer Tris/HCI pH 6,8: 0,5M
SDS: 0,4% (w/v)
Trenngelpuffer Tris/HCI pH 8,8: 1,5M
SDS: 0,4% (w/v)
EDTA: 8mM
Acrylamidstammldsung Acrylamid: 30% (w/v)
N,N-Methylenbisacrylamid in H,O: 0,8% (w/v)
Lichtgeschitzte Lagerung bei +4°C
TEMED Tetramethylethyldiamin
APS Ammoniumpersulfat 10% (w/v) in H,O
Isopropanol 100%
3x SDS Probenpuffer 4x Trenngelpuffer: 4,8ml

SDS (6% SDS): 0,69
- 23 -



MATERIAL

Glycerin: 3,5ml
DTT (0,3M DTT): 429g
Bromphenolblau: kleine Spatelspitze
10ml in H,O geben

Laufpuffer pH 8,3 Tris: 25mM
Glycin: 0,2M
SDS: 0,1% (w/v)

Marker Seeblue Plus 2 (Invitrogen)

2.2.6. Materialien fir Western-Blot
Blotpuffer Methanol (v/v): 20%

Tris-Base: 20mM

Glycin: 150mM

Blockldsung Magermilchpulver(w/v): 5%
Tween-20(v/v): 0,2%

Gelatine (w/v): 0,01%

in 1x TBS
20x TBS Tris/HCI: 1M
NaCl: 3M
TBS-TpH 7,4 20x TBS pH 7,4: 20%

Tween-20: 20%

PVDF-Membran Immobilon-P, Transfer Membrane (Millipore)

=24 -
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Methanol 100% (fur Behandlung der Membran)

Entwicklerlésungen ECL Plus Western blotting Detection Systems
(Amersham)

Film ECL Hyperfilm (Amersham)

Antikorper:

- a-Fyn-Antikorper: sc-16, Kaninchen, polyklonal, IgG (Santa Cruz)

- a-Flag-Antikorper: F-3165, Maus (Sigma)

- a-his-Antikorper: Maus, monoklonal (Qiagen)

- a-Phosho-Tyrosin-Antikorper: py 20, Maus, monoklonal (SantaCruz)

- a-Cdk2: sc-163, Kaninchen, polyklonal (Santa Cruz)

2.2.7. Kinase-Assay
Kinase-Assay Puffer MnCl;: 10mM

MgCl,: 10mM

KCI: 10mM

Tris pH 7,4: 50mM

DTT (Dithiolthreitol, 1M): 1mM

+ Protease- und Phosphataseinhibitoren
(1/1000 vol/vol)

Apoptin, Leupeptin, Pepstatin,PMSF,NaF;
1/100 (v/v) ; B-Glycerophosphat)

Lagerung bei +4°C
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Phosphatgruppenakzeptor

20mM ATP

Substrat

Co-Substrat

Film

Histon H1 (Boehringer/ Mannheim)

1mg/ml Stammlésung in H,O

32p_ATP (Amersham), 10pCi/pl

ATP (Amersham) Stammlésung 1mM

Scientific Imaging Film (Kodak)

2.2.8. Materialien fir den Luciferase-Assay

Kpi-Puffer

Gly-Gly Puffer

Luciferase-Assay-Puffer (10Proben)

K-Phosphat pH 7,8: 100mM

K2HPO,: 90,8ml (21,77g fur 250ml, 0,5M )
in H,O

mit KH,PO, auf pH 7,8 einstellen

autoklavieren, Lagerung bei Raumtemperatur

25mM Gly-Gly pH 7,8

= 3,3g in 800ml H,O

mit NaOH auf pH 7,8 einstellen
mit H,O auf 1L auffillen

autoklavieren, Lagerung bei Raumtemperatur

25mM Gly-Gly-Puffer pH 7,8: 4,5ml
1M MgSQy: 50ul

20mm ATP: 500ul
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Luciferin-Ldsung

1M MgSQOq: 0,5ml

ONPG (frisch ansetzen)

2.2.9. Immunfluoreszenz

Fixierldsung

DNA-Denaturierung

Waschldsungen

25mM Gly-Gly pH 7,8: 2,25ml
1mM Luciferin: 500ul

im Dunkeln aufbewahren

1M KCI: 5ml

mit H20 auf 500ml aufftllen

filtrieren, Lagerung bei Raumtemperatur

vor Gebrauch 50mM B-Mercaptoethanol

hinzufligen

6mg/ml in H,O

im Dunkeln aufbewahren

3% Paraformaldehyd in PBS

frisch ansetzen, filtrieren

2M HCI

1x PBS pH 7,4

1x PBS + 0,1M Glycin

1x PBS + 0,1% (v/v) NP-40

1x PBS + 3% BSA

1x PBS + 0,1% Tween + 0,5% BSA

1x PBS + 0,1% NP-40 + 5% FCS
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1. Antikorper

2. Antikorper

DAPI

Mounting Medium

a-Fyn: sc-16, Kaninchen, polyklonal, 1IgG
(SantaCruz)

a-Flag: F-3165, Maus (Sigma)

a-Maus-Antikdrper-Cy3, Ziege, monoklonal,
(Dianova)

a-Kaninchen-FITC-Antikorper: Nr.51, Kaninchen,
polyklonal

4" ,6-Diamidin-2"-phenylindol-dihydrochlorid
(Sigma)

Stockldsung 5mg/ml

70% (v/v) Glycerin/PBS

2.2.10. Immunfluoreszenz: BrdU-Farbung

BrdU

1.Antikorper

2.Antikorper

(5-Bromo-2-desoxyuridin)
Stammldsung 50mM

Endkonzentration 100uM

a-BrdU Antikdrper: Maus, monoklonal (Dianova)
a-Fyn: sc-16, Kaninchen, polyklonal, IgG

(SantaCruz)

a-Maus-Cy3-Antikorper: Ziege, monoklonal
(Dianova)
a-Kaninchen-FITC-Antikorper: Nr.51, Kaninchen,

polyklonal - Ubrige Lésungen siehe unter 2.2.9.
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3. Methoden

3.1. Zellbiologische Methoden

3.1.1. Einfrieren von Zellen

Die langfristige Lagerung von Saugerzellen erfolgte in flissigem Stickstoff bei -190°C.
Wiéhrend des Einfrierprozesses kann es durch Bildung von Eiskristallen zu irreversiblen
Schédigungen der Zellen kommen. Um dies zu verhindern wurde ein spezielles
Einfriermedium verwendet und die Zellen wurden langsam auf die gewinschte
Lagerungstemperatur heruntergekihlt. Durch Behandlung mit Trypsin-EDTA-L&sung
wurden die Zellen hierzu, wie in 3.1.3. beschrieben, von den Zellkulturschalen abgel6st.
Die Zellsuspension wurde fir 5min bei 1000rpm in einer Heraeus-Minifuge
abzentrifugiert und das Zellpellet in eiskaltem RPMI-Medium mit 25% FCS und 10%
DMSO (1ml pro konfluenter 15cm Platte) aufgenommen. Es wurde sofort auf
vorgekihlte 1,8ml Cryo-tubes (Nalgene) verteilt (je 1ml). Im Verlauf von 3 Tagen
erfolgte die Abkuhlung der Zellen auf -80°C. Fir eine langfristige Lagerung wurden sie

anschlieBend in flussigen Stickstoff Gberfihrt.

3.1.2. Auftauen von Zellen

Die eingefrorenen Zellen (Iml in 1,8ml Cryo-tubes) wurden in einem Wasserbad bei
37°C aufgetaut. Danach wurde zu der Zellsuspension 10ml vorgewdarmtes Medium
gegeben. In einem 15ml Falcon-Reagenzgefal} wurden die Zellen in einer Heraeus-
Minifuge fir 5min bei 1000rpm abzentrifugiert und der DMSO enthaltende Uberstand
abgenommen. Anschliefend wurde das Zellpellet in 10ml Medium resuspendiert und je
nach Dichte der Zellen auf 10cm oder 15cm Zellkulturschalen ausplattiert. Es sollte
moglichst schnell gearbeitet werden, um wahrend des Auftauens eine Schadigung der

Zellen zu vermeiden.
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3.1.3. Passagieren von Zellen

Um zu vermeiden, dass es wahrend der Kultivierung durch Kontaktinhibierung zu
einem Wachstumsstop der Zellen kommt, mussten diese je nach Wachstumsdichte alle
2-4 Tage zwischen 1:5 und 1:20 verdunnt und erneut ausplattiert werden. Da die
verwendeten Zellen adharent wachsen, mussten sie zundchst durch Behandlung mit
Trypsin-EDTA-L6sung (Proteaseaktivitdt) von den Zellkulturschalen abgel6st werden.
Hierzu wurde zunéchst das Medium abgesaugt und die Zellen zweimal mit sterilem
PBS gewaschen. Dadurch wurden Serumreste entfernt, die Proteinaseinhibitoren
enthalten.

AnschlieBend wurde Trypsin-EDTA-L6sung auf die Zellen gegeben und diese flr 2-
5min bei +37°C im Brutschrank inkubiert. Besonders schonend fir die Zellen ist die
Behandlung mit kalter Trypsin-EDTA-LGsung, da bei niedrigen Temperaturen keine
Endozytose stattfindet und die Zellen dadurch kein fur sie schadliches Trypsin
aufnehmen konnen. Die vollstandig von der Kulturschale gelésten Zellen wurden in
frischem Medium resuspendiert und entsprechend der gewiinschten Endverdinnung in
vorbereitete Zellkulturschalen mit frischem Medium gegeben. Durch einen im Serum

enthaltenen Trypsininhibitor wurde iberschussiges Trypsin inhibiert.

3.1.4. Bestimmung der Zellzahl

Um die Zellzahl zu ermitteln, wurde eine modifizierte Neubauer-Z&hlkammer
verwendet. Auf dem Zéhlgitter der Kammer wurde ein Deckglaschen so aufgebracht,
dass so genannte Newton’sche Ringe sichtbar wurden. Auf die Zahlkammer unter dem
Deckgléschen wurden anschlieRend Zellen pipettiert, die frisch trypsinisiert und in einer
definierten Menge Medium aufgenommen waren. Danach wurde die Zellzahl in 25
Feldern ausgezéhlt und hieraus der Mittelwert berechnet. Man erhélt die Angabe der

Zellzahl pro ml, indem man den Mittelwert mit 1x 10* multipliziert.
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3.1.5. Transiente  Transfektion von  Saugerzellen  durch
Kalziumphosphatprazipitation

Es wurden auf 6cm, bzw. 15cm Kulturschalen eine definierte Anzahl von Zellen
ausplattiert und einen Tag kultiviert. Vier Stunden vor der Transfektion wurde das
Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurden 5ml, bzw.
15ml frisches DMEM-Medium auf die Zellen gegeben. Die zu transfizierende DNA (es
wurden 10pg, bzw. 60pug DNA verwendet) wurde auf ein Volumen von 170ul, bzw.
840ul mit H,O aufgefiillt und anschlieBend mit 20ul, bzw. 100ul 2,5M CaCl, versetzt.
In 15ml Falcon-ReaktionsgefalRen wurde pro Ansatz 200ul, bzw. 1ml einer 2x HBS-
Losung vorgelegt. AnschlieBend wurde tropfenweise die DNA-CaCl,-Lésung hinzu
gegeben. Waéhrend dessen wurde kontinuierlich Uber eine Pasteurpipette Luft
eingeblasen, was zu einer Vermischung der beiden Losungen fiihrte. Das gebildete
Préazipitat wurde tropfenweise auf die Zellen gegeben und diese tGber Nacht im 37°C-
Brutschrank inkubiert. Nach 12-15h wurden die Zellen 2x mit PBS gewaschen und mit
frischem Medium versetzt (SY5Y= RPMI; HeLa= DMEM).

Transiente Transfektionen fur Reporter-Assays wurden in unabh&ngigen Triplikaten
angesetzt. Es wurden jeweils 2x10* HeLa- bzw. SY5Y-Zellen auf 6cm Kulturschalen
ausplattiert. Die zu transfizierende DNA (dreifach) wurde auf das VVolumen von 585ul
mit H,O aufgefullt. Anschliefend wurden 65ul einer 2,5M CaCl,-Lésung hinzu-
gegeben. Diese DNA-CaCl,-Lésung wurde tropfenweise zu 650ul 2x HBS-LOsung
hinzugegeben und gut vermischt. Es wurden jeweils 400ul des Ansatzes auf eine 6¢cm
Kulturschale gegeben. Pro einfachen Ansatz wurden 5ug Luciferase-Reportervektor und
5ug Expressionsvektor transfiziert. Ergaben sich unterschiedliche Mengen an
Expressionsvektoren, wurden Differenzen mit leeren Vektoren (PSG-5) beglichen.

Nach 16 stiindiger Inkubation wurden die Zellen mit PBS gewaschen und frisches

N&ahrmedium wurde hinzugegeben. Nach weiteren 24h wurden die Zellen geerntet.
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3.2. Molekularbiologische Methoden

3.2.1. Kultivierung von Bakterien

Fur die Amplifikation wvon Plasmid-DNA bei Retransformationen und
Klonierungszwecken wurden E.coli-Sicherheitssimme DHS5a  eingesetzt.  Fiir
Maxipraparationen wurden in einem 2 Liter Erlenmeyerkolben 400ml LB-Medium mit
100ul/ml Ampicillin versetzt und mit Bakterien oder einer Einzelkolonie angeimpft.

Das Ganze wurde Uber Nacht im Schittelinkubator bei +37°C inkubiert.

3.2.2. Analytische Préaparation von Plasmid-DNA aus Bakterien im
Maxi-Mal3stab

Die Isolierung der Plasmid-DNA wurde mit einem ,,Maxi-Prep“-Kit der Firma Qiagen
und nach Protokoll des Herstellers durchgefuhrt. Die Préparation beruhte auf einer
chromatographischen Auftrennung in Praparationssaulen, bei welcher die DNA nach
alkalischer Lyse durch SDS und NaOH uUber eine Anionenaustauscher-Séule
aufgereinigt wurde. Die aufgereinigte DNA wurde in 100ul H,O geldst und nach der
Konzentrationsbestimmung in einem Photometer auf eine Konzentration von 1pug/ul

eingestellt. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -20°C.
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3.3. Biochemische Methoden

3.3.1. Herstellung von Proteinlysaten aus Saugerzellen: NP-40-Lyse

Die Zellen wurden zunachst zweimal mit kaltem PBS gewaschen. AnschlieRend wurden
sie mit einem Plastikschaber von der Kulturschale abgelést und in Eppendorf-
ReaktionsgeféaRe tberfuhrt. Um das Uberschiissige PBS zu entfernen, wurde fir 1min
bei 5000rpm zentrifugiert und der Uberstand anschliefend abgenommen. Die Zellpellets
wurden mit NP-40-Lysepuffer resuspendiert. Um die Zellen aufzuschlieBen und so die
Untersuchung bestimmter Proteine mdéglich zu machen, wurde die Methode des

schnellen Einfrierens und Auftauens (freeze-thaw) verwendet.

Da jede Zelle auch zelleigene Proteasen besitzt, welche die Proteine nach dem Vorgang
des Aufbrechens abbauen konnen, wurde dem Lysepuffer Proteaseinhibitoren
zugegeben, im Falle einer weiteren Verwendung des Lysats fur Kinase-Assays auch

Phosphataseinhibitoren (siehe Material). Der gesamte VVorgang erfolgte im Eisbad.

Die Proben wurden zundchst in flissigem Stickstoff schockgefroren, anschliefend in
einem +37°C Wasserbad aufgetaut, wobei eine Uberwarmung der Suspension auf iiber

+10°C vermieden wurde. Dieser Schritt wurde dreimal wiederholt.

Nach einer darauf folgenden 20mindtigen Inkubation im Eisbad waren die Zellen
weitgehend aufgeschlossen. Die entstandenen Zellfragment- und Proteinsuspension
wurde in der Tischzentrifuge fur 20min bei +4°C und 13.000rpm abzentrifugiert. Der
den GroRteil der Tumorzellproteine enthaltende Uberstand wurde abgenommen und

weiterverwendet.

3.3.2. Herstellung von Proteinlysaten aus Saugerzellen: Hancock/Evan-
Lyse

Die Zellen wurden zundchst mit PBS gewaschen. Dann wurde 1ml PBS auf die Zellen
gegeben, welche anschliefend mit einem Plastikschaber von der Kulturplatte abgeldst
und anschliefend in einem Eppendorf-Reaktionsgefal tberfiihrt wurden. Alle diese
Schritte wurden auf Eis durchgefihrt. Die Zellen wurden durch 3min Zentifugation bei
2200rpm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge pelletiert. AnschlieRend wurden die Zellen

in hypotonem Lysepuffer resuspendiert. Eine Zerstorung der Zellen erfolgte mit Hilfe
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eines kleinen (mini dounce homogenizer) Mdrsers, den man mehrere Male in dem
Eppendorf-Reaktionsgefall auf und ab bewegte. Um die Kerne zu pelletieren, wurde
wiederum fir 5min bei +4°C und 4000rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde der
Uberstand abgenommen und die Kerne durch auf und ab Pipettieren mit Lysepuffer
gewaschen. Es folgte eine erneute Pelletierung (wie oben). Danach wurden die Kerne in
Lysepuffer/500mM NaCl resuspendiert. Es folgte eine 15mindtigen Inkubationszeit auf
einem sich langsam drehenden Rotor bei +4°C. Anschlielend folgte eine weitere
Zentrifugation fur 5min bei 13000rpm, +4°C.

Das Lysat wurde in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefal Gberfihrt und bei -80°C

gelagert.

Bei der weiteren Verwendung flr eine Immunprazipitation wurde Lysepuffer/250mM

NaCl verwendet.

3.3.3. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Um die Proteinkonzentration eines Zelllysates zu ermitteln, misst man in einem
Photometer das Absorptionsmaximum einer sauren Ldsung aus Coomassie Brillant-
Blau G-250. Treten Proteinbindungen auf, verschiebt sich dieses Absorptionsmaximum
von 465nm auf 595nm. Die Zunahme der Extinktion ist dabei annéhernd proportional

zu der Zunahme der Proteinkonzentration.

Zuné&chst wurde eine BSA-Referenzkurve erstellt. Hierzu wurden 1pl, 2ul, 4pul, 6ul und
8ul einer Losung von BSA(Img/ml) mit 150mM NaCl Lésung auf 100pl aufgefillt und
mit je 1ml Bradford-Ldsung vermischt. Zur Probenvermessung wurden 1pl und 2l des
Proteinlysates in gleicher Weise angesetzt und fir 10min bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurde die OD 595 der Proben gegen einen Leerwert abgelesen. An Hand
der BSA-Referenzkurve konnte man die Proteinkonzentration der jeweiligen Lysate

ablesen.
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3.3.4. Immunprazipitation

Will man ein bestimmtes Protein aus einem Zelllysat isolieren, ist dies mit Hilfe der
Immunprazipitation moglich. Man koppelt zunédchst einen spezifischen Antikdrper an
eine unlosliche Saulensubstanz. Hierflr wurde Protein-G-Sepharose verwendet, da der
Antikorper an diese zwar nicht kovalent, jedoch sehr fest bindet. Gibt man nun ein
Proteinlysat hinzu, kann man spezifische Proteine aus dem komplexen Gemisch
isolieren. Samtliche Schritte wurden bei +4°C oder auf Eis durchgefuhrt, um

unerwiinschte Enzymaktivitat und proteolytischen Abbau der Proteine zu vehindern.

Zuné&chst wurde der Antikorper an die Protein-G-Sepharose gekoppelt. Hierflr wurden
jeweils 20ul Protein-G-Sepharose in Eppendorf-Reaktionsgefalie pipettiert. Es folgten
zwei  Waschgange mit  Lysepuffer, welcher zuvor mit Proteinase- und
Phosphataseinhibitoren versetzt worden war. Vor der folgenden Zugabe von 3-5ul
Antikorper wurde das ganze in 100ul Lysepuffer mit 2% BSA aufgenommen. Durch
eine Inkubation von mindestens 2 Stunden bei +4°C wurde eine nahezu vollstdndige
Kopplung des Antikdrpers an die Tréagersubstanz erreicht. Anschliefend wurde das

Pellet wiederum 2x mit Lysepuffer gewaschen.

Parallel dazu wurde das Zelllysat vorgereinigt. Dies ist wichtig, um eine unspezifische
Prézipitation zu verhindern. Fur die Reinigung wurden wie bei der Antikdérperkopplung
20ul Protein-G-Sepharose pro Ansatz in Eppendorf-ReaktionsgefalRe pipettiert und
diese 2x mit 100ul Lysepuffer + Proteinase-/Phosphataseinhibitoren gewaschen. Dann
wurde das Ganze in 100ul Lysepuffer + 2% BSA aufgenommen und 15min bei +4°C
auf einem Schuttler inkubiert. AnschlieRend wurde der Ansatz abzentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Zu dem Sepharose-Pellet wurden 300-500ug Proteinlysat
gegeben, welches zuvor auf 2% BSA eingestellt worden war, um ein unspezifisches
Anheften der Proteine an die Sepharose zu vermeiden. Das Ganze wurde wiederum fur
mindestens 1 Stunde inkubiert und anschlieBend bei 13.000rpm, +4°C fir 15min
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und fir den folgenden

Prazipitationsvorgang aufbewahrt.

Fur diesen Prézipitationsvorgang wurde schlieBlich das zuvor gereinigte Zelllysat zu
den gekoppelten Antikorpern gegeben und der Ansatz auf einem Uberkopfschiittler tber
Nacht bei +4°C inkubiert. Nach einer anschliefenden Zentrifugation (13.000rpm, +4°C,
5min) wurde der Uberstand abgenommen und verworfen. Das Pellet wurde in vier

Waschschritten mit 100upl Lysepuffer von unspezifisch prazipitierten Proteinen
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weitgehend gereinigt. Die Aufbewahrung erfolgte auf Eis. Das Prazipitat wurde

schnellst moglich weiter verwendet.

3.3.5. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen (SDS-
Page)

Um die Proteine aus den Zelllysaten aufzutrennen, wurde eine SDS-Gelelektophorese
durchgefihrt.

Die Proteine werden bei dieser Methode durch SDS denaturiert. SDS geht eine nicht
kovalente Bindung mit den hydrophoben Bereichen der Proteine ein, wobei das
Verhéltnis von Aminosduren und SDS-Molekilen nahezu konstant ist. Es kommt zu
einem Ausgleich der Ladungsunterschiede zwischen den Proteinen, welche alle eine
negative Ladung erhalten. Im elektrischen Feld wandern alle Proteine daraufhin zur
Anode. Die Wanderung hangt uberwiegend vom Molekulargewicht der Proteine ab, da

ihre spezifischen Ladungen gleich sind.

Zur Auftrennung wurden vertikale Gele verwendet, welche aus mit Bisacrylamid
vernetztem Acrylamid bestanden. Es bestand eine Aufteilung in ein niedrigprozentiges
Sammelgel und ein 15%iges Trenngel. Eine einheitliche Proteinfront im Sammelgel,
sowie eine optimale Auftrennung im Trenngel kamen durch unterschiedliche
Pufferbedingungen zustande. Beide Gelanteile wurden aus einer Mischung aus dem
jeweiligen Gelpuffer und Acrylamid-Stammlosung (30% (v/v)) im erforderlicher
Verhaltnis hergestellt (im Sammelgel 5% (v/v) Acrylamid). Es wurden sowohl
Peroxisulfationen (APS 10% (w/v)), als auch Tetramethyldiaminmolkille (TEMED
0,08%) in erforderlichen Mengen hinzu gegeben. APS ist fur die Einleitung der
Polymerisation wichtig, wohingegen die Radikale der Tetramethyldiaminmolekdile die

eigentlichen Initiatoren der Radikalkettenpolymerisation sind.

Das Trenngel wurde bis zur erfolgten Polymerisation mit Isopropanol beschichtet. Das
Sammelgel wurde anschliefend auf die entstandene waagrechte Oberflache gegossen.

Zu der Losung mit den aufzutrennenden Proteinen wurde 3x SDS Probenpuffer gegeben
(jeweils die Halfte des Volumens der Proteinldsung). Es folgte eine 5 mindtige

Inkubation in einem Heizblock bei +100°C. AnschlieRend wurde die Proteinlosung auf
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das Gel aufgetragen. Wahrend des Einlaufens der Proben in das Trenngel wurde eine

Spannung von 150V angelegt und zur eigentlichen Trennung auf 300V erhoht.

Der Auftrennungsgrad der Proteine kann an einem mitlaufenden Grof3enstandard
nachvollzogen werden. Die Laufzeit ist von dem gewiinschten Auftrennungsgrad

abhangig.

Die aufgetrennten Proteinbanden wurden mittels Western-Blot sichtbar gemacht. Mit
dieser Methode ist es maoglich, GréRenunterschiede von 1kDa, welches in etwa 10

Aminosdauren entspricht, aufzulsen.

3.3.6.Western-Blot

Beim Western-Blot werden die Proteine zundchst aus dem SDS-Gel auf eine
Nitrocellulose-Membran (bertragen. Dies geschieht mit Hilfe eines transversal zur
Geloberflache angelegten elektrischen Feldes. Die Proteine treten auf der anodischen
Seite aus dem Gel aus und nehmen auf der Membran exakt dieselbe Position ein, die sie
auf dem Gel innehatten. Die Proteine sind somit auf der Membranoberflache
immobilisiert und in diesem Zustand fur immunologische Reaktionen zugéanglich. Als
nachstes folgt eine Inkubation der Membran in einer LOsung, die einen Antikorper
enthalt, der gegen das gesuchte Protein gerichtet ist. Nach mehreren Waschschritten, die
zur Entfernung Uberschissiger, nicht gebundener Antikdrper dienen, folgt ein weiterer
Inkubationsschritt mit einem Zweitantikdrper. Dieser Zweitantikdrper ist gegen die
konstante Domaéne der schweren Kette des Erstantikorpers gerichtet. Durch eine
Markierung des Zweitantikdrpers mit, in diesem Falle, Horseradish-Peroxidase lasst

sich aufgrund deren Enzymreaktion das erwiinschte Protein hochspezifisch nachweisen.

Zunéchst wurde die auf die Grolle des Gels zugeschnittene Nitrocellulose-Membran
(PVDF-Membran Immobilon-P, Millipore) fiir Imin in 100% Methanol, dann fir 2min
in H,O und schlieBlich finf Minuten in Blot-Puffer inkubiert. Fir den
elektrophoretischen Transfer der Proteine wurde eine ,,semi-dry” Blot-Apperatur (Bio-
Rad) verwendet. Auf die Anode dieser Apparatur wurden nun zunachst drei Lagen mit
Blot-Puffer befeuchtetes Whatman-3M Papier aufeinander geschichtet, welches zuvor
ebenfalls auf die GroRe des Gels zugeschnitten worden war. Darauf wurde die

vorbehandelte Nitrocellulose-Membran und das Polyacrylamidgel gelegt, wobei darauf
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zu achten war, dass sich in keiner der Schichten Luftblasen bildeten. Es folgten
wiederum drei in Blot-Puffer getrankte Lagen mit Whatman-3M Papier. Der
Proteintransfer erfolgte bei 22 Volt und 2 Ampere innerhalb einer Zeit von 30 Minuten.

Nach Beendigung dieses Vorgangs wurde die Membran sofort in Blocklésung
uberfuhrt. Dadurch wurde die PVDF-Membran abgesattigt, wodurch eine unspezifische
Bindung von den im Folgenden hinzugegebenen Antikérpern mit der Membran
vermieden werden konnte. Nach zwei Stunden Inkubation auf einem Schuttler bei
Raumtemperatur wurde frische Blocklésung mit dem in angemessener Verdinnung
zugesetzten primaren Antikorper hinzugegeben. Es folgte eine Inkubation, wahlweise
uber Nacht bei +4°C oder 3h bei Raumtemperatur. Nachdem 2x 5min und 2x 15min mit
TBS-T (1xTBS, 0,02% Tween-20) gewaschen worden war, folgte eine zweistundige
Inkubation mit dem sekundaren Antikorper, der in der Verdinnung 1:3000 (ebenfalls in
Blocklosung) verwendet wurde. Danach wurde erneut fir 2x 5min und 2x 15min mit

TBS-T gewaschen.

Zur Entwicklung der Membran wurden ECL-Reagenzien (Amersham) verwendet.
Hierzu wurden die ECL+-Lésungen A und B im Verhaltnis 40:1 zusammen pipettiert
und die Mischung fir 5min auf die zu entwickelnde Membran gegeben. Die ECL-
Reagenzien erzeugten gemeinsam mit der Horseradish-Peroxidase eine
Chemolumineszenz. Diese lieR sich mit Hilfe eines ECL-Hyperfilm nachweisen. Die
Expositionzeiten des Films betrugen 1-40 Minuten. Es besteht in gewissen Grenzen eine
Proportionalitdt zwischen der Schwérzung des Films und der gebundenen

Antikorpermenge. Daraus lie sich auf die vorhandene Proteinmenge schlielRen.

3.3.7. Kinase-Assay

Mit dieser Methode l&sst sich die biologische Aktivitat einer Proteinkinase bestimmen.
Zunachst  wird die  Proteinkinase = zusammen mit einem  geeigneten
Phosphatgruppenakzeptor (Protein) und dessen radioaktiven Substrat (radioaktives
Nukleotid-tri-phosphat) inkubiert. In einer enzymatischen Reaktion werden
Phosphatgruppen und damit Radioaktivitdt vom Substrat auf den Akzeptor Ubertragen.
Der somit radioaktive Akzeptor kann mit Hilfe vom SDS-PAGE aufgetrennt werden. Es
folgt eine Autoradiographie des getrockneten Gels und man erhélt eine Auskunft Gber

die biologische Aktivitat der untersuchten Kinase.
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Es wurden durch Immunprazipitation gereinigte hnRNP K (flaggetaggt) bzw.
Fyn/hnRNP K Prézipitate hergestellt, welche zundchst zweimal mit Kinasepuffer
gewaschen wurden. AnschlieBend wurde das Prazipitat mit *PydATP als Substrat und
Histon H1 als Akzeptor inkubiert. Hierzu wurde das Immunprazipitat mit 22ul
Kinasepuffer, 1,25ul Histon H1 Lésung (Lmg/ml in H,0), 1,25ul ATP (1mM) und 2uCi
32pydATP (10uCi/ul) versetzt und das ganze 30min bei +30°C inkubiert. Nach Zugabe
von 20ul 3x SDS-Probenpuffer wurde die Reaktion gestoppt, und es folgte eine weitere
Inkubation von 5min bei +95°C. AnschlieBend wurde in der Tischzentrifuge bei
13000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf einem 12% SDS-Acrylamidgel
aufgetrennt und das Trenngel auf Whatman-3M Papier Uberfuhrt. Auf einem
Geltrockner wurde es fiur 60min getrocknet und anschlieRend fur 24h bei -80°C auf

einem Kodakfilm exponiert.

3.3.8. Bestimmung der Luciferaseaktivitat mittels Luciferase-DICE-

Reporterassay
Mit Hilfe eines Luciferaseassay kann der Einfluss eines Proteins auf die Translation
bestimmter Genprodukte untersucht werden. AuBerdem ist eine Analyse der Interaktion

von bestimmten intrazelluaren Proteinen an einem bestimmten Promotor maoglich.

Fur diesen Versuch wurde ein mRNA-DICE-Element mit nachgeschaltetem Luciferase-
Gen in ein DNA-Plasmid einkloniert (Ostareck-Lederer/ Lederer). Eine translationelle

Repression lasst sich durch eine verminderte Luciferase-Aktivitat nachweisen.

Es wurden jeweils 2x10° HelLa-Zellen auf 6cm Kulturschalen ausplattiert, transfiziert
und die Reporteraktivitat bestimmt. 36h nach der Transfektion wurden die Zellen mit
kaltem PBS gewaschen und mit einem Plastikschaber von den Schalen gel6st. Nach
Uberfithrung in ein 1,5ml Eppendorf-ReaktionsgefdR wurden die Zellen in 1ml PBS
suspendiert. Alle Schritte erfolgen auf Eis. In der Tischzentrifuge wurden die Zellen nun
bei 3000rpm, +4°C fur 10min zentrifugiert. Anschlielend wurden die Zellpellets in 150-
200ul Kpi-Puffer/AimM DTT/Proteinaseinhibitoren resuspendiert. Durch dreimaliges
Einfrieren in flissigem Stickstoff und Auftauen bei 37°C wurden die Zellen
aufgeschlossen. Danach folgte eine erneute Zentrifugation bei 13000rpm, +4°C fur
10min, bei der das Lysat von unléslichen Bestandteilen getrennt wurde. Der geklérte
Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal uberfuhrt. AnschlieRend wurde die
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Proteinkonzentration mit Hilfe der Bradford-Methode ermittelt. Als Kontrollprobe

wurde Kpi-Lysepuffer verwendet.

Zur Bestimmung der Luciferaseaktivitdt wurden 50pl des Proteinlysates mit 350ul
Luciferase-Assay-Puffer vesetzt und nach Zugabe von 150ul Luciferinlésung die
Lichtemission im Luminometer (Lumat LB 9507, Berthold) gemessen. Assaypuffer und

Luciferinlésung wurden hierfur jeweils frisch angesetzt.

3.3.9. Immunfluoreszenz

Bei der Immunfluoreszenz werden intrazellulare Proteine durch einen spezifischen
Antikdrper markiert und anschlieBend durch einen zweiten fluoreszierenden Antikdrper
sichtbar gemacht. Auf diese Weise kann die quantitative Expression bestimmter

Proteine und dessen EinfluB auf die Zellmorphologie beurteilt werden.

Die Zellen wurden in Kulturschalen auf Deckglédschen ausplattiert und Kkultiviert.
AnschlieBend wurden sie 1x mit PBS gewaschen und mit einer 3%
Paraformaldehydlésung fir 15min bei Raumtemperatur fixiert. Danach wurden die
Deckglaschen in eine abgedunkelte, feuchte Kammer Gberflhrt. Zur Permeabilisierung
der Zellen wurde zunéchst 2x 10min bei RT mit PBS/0,1M Glycin, dann 2x 5min bei
RT mit PBS/0,1% NP-40 gewaschen. Zur Abséattigung unspezifischer Bindungsstellen
wurde mit PBS/0,1% NP-40/5% FCS fir 45min geblockt. Daraufhin wurde der erste
Antikorper aufgetragen. Es wurde je nach Transfektion und zu untersuchendem Protein
entweder a-Fyn-rabbit oder a-Flag-mouse oder beide Antikdrper gemeinsam verwendet.
Es folgte eine Inkubation von 45min bei Raumtemperatur. Anschliefend wurde 3x mit
PBS/0,1% NP-40/5%FCS flr jeweils 5min gewaschen und die Zellen dann mit dem
zweiten Antikorper (a-Kaninchen-FITC- und/oder a-Maus-cy3-Antikorper) inkubiert.
Danach wurde 1:50 in PBS/0,1%NP-40 (Endkonzentration: 100ug/ml) verdiinnte
DAPI-Stocklosung auf die Zellen gegeben. Durch die Gegenfarbung der Zellkerne
wurden diese blau markiert. AnschlieBend wurde wiederum 3x fir 5min mit
PBS/0,1%NP-40 gewaschen. Nach jeweils einem Waschschritt in PBS und H,O wurden
die Deckgléschen mit einem Tropfen Mounting Medium auf einem Objekttrager fixiert
und konnten nun unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet werden. Die Lagerung
erfolgte in Dunkelheit bei +4°C.

=40 -



METHODEN

3.3.10. Immunfluoreszenz: BrdU-Farbung

BrdU (5-Bromo-2-deoxyuridin) ist ein Basenanalogon, welches wéhrend der
Replikationsphase anstelle von Thymin in die DNA eingebaut wird. Man gibt einen
UberschuB von BrdU zu den Zellen. Das in die DNA integrierte BrdU kann mit Hilfe
eines gegen BrdU gerichteten Antikdrpers markiert werden. Dieser wird wiederum von
einem zweiten Antikdrper erkannt, der mit einer fluoreszierenden Gruppe markiert ist.
Unter einem Fluoreszenz-Mikroskop lassen sich so Zellen nachweisen, welche BrdU in
ihre DNA eingebaut haben.

Eine definierte Zellzahl wurde in 6cm Kulturschalen auf Deckgldschen ausplattiert und
kultiviert. AnschlieRend wurde BrdU in einer Endkonzentration von 100uM zu den
Zellen gegeben in einem Brutschrank (37°C) inkubiert. Nach zwei Stunden wurden die
Zellen 2x mit PBS gewaschen und fir 30 Minuten mit einer 3% Paraformaldehydldsung
bei Raumtemperatur fixiert. Es folgte wiederum ein Waschgang mit PBS. Durch eine 2x
10min Inkubation mit 0,1MGlycin/PBS und 20min Inkubation mit 0,1% NP-40/PBS bei
Raumtemperatur wurden die Zellen permeabilisiert und anschlieend erneut mit PBS
gewaschen. Daraufhin wurden die Deckglaschen vorsichtig aus der Kulturschale
entnommen und in eine abgedunkelte Feuchtkammer tberfuhrt. Anschlielend wurden
die Zellen 2x 2min mit 2M HCI inkubiert, welches zur Denaturierung der DNA fihrt.
Zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen wurde 3x 5min mit PBS/0,1%NP-
40/5%FCS blockiert.

Es folgte die einstiindige Inkubation mit einem o-BrdU Antikdrper (unverdiinnt).
Uberschiissige  Antikorper wurden anschlieBend durch 3x 5min Waschen mit
PBS/0,1%NP-40/5% FCS entfernt. Der zweite Antikorper, ein monoklonaler Cy3
Antikorper (anti-Maus) wurde 1:40 in dieser Losung verdunnt und auf die Deckgléaser
gegeben, welche daraufhin fir 30min bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Nach
erneutem Waschen 2x 5min mit PBS/ 0,1% NP-40 erfolgte eine sogenannte DAPI-
Farbung. Durch eine Gegenfarbung wurden alle Zellkerne blau gefarbt. Hierzu gab man
1:50 in PBS/0,1% NP-40 verdiinnte DAPI-Stocklosung auf die Zellen und inkubierte
diese fur 5min. Es wurde jeweils 1x mit PBS und 1x mit H,O gewaschen. AnschlieRend
wurden die Deckglaschen mit Mounting Medium eingedeckt und versiegelt. Die Anzahl

BrdU-positiver Zellen wurde nun unter dem Fluoreszenz-Mikroskop ermittelt.
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4. Ergebnisse

4.1. Darstellung der in-vitro Interaktion von Fyn und
hnRNPK

Um Interaktionspartner von Fyn ausfindig zu machen, welche in dessen
Signalubertragungsweg eine Rolle spielen, analysierte E. Bergmann Tumorlysate von
Neuroblastomen des Stadium |.

Hierzu wurde eine GST-Pulldown-Analyse durchgefiihrt. Das GST-Fyn-Fusionsprotein
wurde zundchst mit Lysat inkubiert, so dass es zur Interaktion zwischen Fyn und
anderen Proteinen kommen konnte. Anschliefend wurde das Gemisch nach einigen
Waschschritten Uber ein SDS-Gel aufgetrennt und mit einer Coomassie-Farbung
angefarbt. Auf diese Weise lielen sich sowohl Fyn als auch daran bindende Proteine

nachweisen.

Inkubation mit Proteinlysat

l GST-Sepharose-beads

Reinigung durch mehrere Wasch- \
und Zentrifugationsschritte

l GST Fyn

Auftrennung Uber SDS-Gel

l

Silber- oder Kolloidal Koomasiefarbung

Abbildung 1V: Prinzip der GST-Pulldown-Analyse
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Abbildung V: Identifikation von in-vitro Interaktionspartnern von Fyn
(Die Abbildung wurden mir freundlicherweise von Dr. E. Bergmann tberlassen.)

Fur die GST-Pulldown-Analyse wurde das Zellysat von Neuroblastomzellen verwendet (Tumor-
Lysat = Tu-Lysat). Nach Inkubation eines GST-Fyn-Fusionsproteins mit dem Lysat folgte eine
Auftrennung tber ein SDS-Gel sowie eine Anfarbung mit einer Koomasiefarbung.

Wie in Abb.V zu sehen ist, lie} sich eine Fyn-Bande nachweisen. Deutlich sichtbar
fielen zwei weitere Banden auf (mit * gekennzeichnet), welche durch Proteine
hervorgerufen werden, die an Fyn gebunden sind.

Bei Analyse der Banden mittels Protein-Sequenzierung (Massenspektroskopie) konnte
als einer der Bindungpartner das heterogene Ribonukleoprotein K (hnRNP K)
identifiziert werden. Dieses Ergebnis zeigt, dass es in-vitro eine Bindung zwischen den

beiden Proteinen gibt.
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4.2. Biochemische Analyse einer potentiellen in-vivo
Interaktion von Fyn und hnRNP K

4.2.1. Untersuchung der in-vivo Bindungseigenschaften zwischen Fyn
und hnRNP K

In friheren Arbeiten konnte eine in-vitro Interaktion zwischen der Src-Kinase Fyn und
hnRNP K nachgewiesen werden (Bergmann; Weng, 1994). Um zu analysieren, ob auch
in-vivo eine Interaktion stattfindet, wurde eine co-Immunpréazipitation mit beiden
Proteinen durchgefuhrt. Hierflr wurden zunachst HelLa-Zellen mit einem Fyn- und
einem hnRNP K-Plasmid, bzw. dessen Mutante, co-transfiziert. Bei dieser Mutante
handelt es sich um eine dominant negative Mutante von hnRNP K, welche an die
MRNA binden und dadurch deren Translation hemmen sollte. Eine Bindung an die
SH3-Domane von Fyn sollte dagegen nicht stattfinden kénnen, da eine Mutation der
SH3-Bindedomane im hnRNP K-Gen besteht.

Nach Transfektion wurde ein Zelllysat nach der NP4-Methode hergestellt und Fyn
mittels eines spezifischen Antikdrpers an Protein-G-Sepharose gekoppelt. Auf diese
Weise liel3en sich Proteine, welche eine spezifische Bindung mit Fyn eingehen, aus dem
komplexen Gemisch abtrennen. Im Folgenden wurde ein Western-Blot durchgefiihrt,
bei dem ein a-Flag-Antikdrper verwendet wurde, welcher sich gegen die Flag-Sequenz

eines Flag-getaggten hnRNP K richtet.
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Input
Fyn + +
hnRNP K-wt + —
hnRNP K-mut - +

WB a-Flag
(hnRNP K)

WB o-Fyn - | -56kDa

WB o -cdk2 - 36 kDa

IP oa—Fyn
Fyn + + —
hnRNP K-wt + - -
hnRNP K-mut - + -

WB a-Flag “ ,
(hnRNP K) - .

WB a-Fyn g —

- 66 kDa

- 56 kDa

AbbildungVI: Analyse einer in-vivo Interaktion von Fyn und hnRNP K in HeLa-Zellen
Es wurde eine co-Immunprézipitation a-Fyn und ein Western-Blot a-Flag (hnRNP K)
durchgefihrt. Hierflr wurde ein NP4-Lysat (400pl Zellysat) eingesetzt.
Bei der IP wurden 5ul eines a-Fyn-Antikdrper verwendet. Im WB wurden als Erst-Antikorper
ein a-Flag-Antikdrper (Maus, 1:2000 verdunnt), ein a-Fyn-Antikorper (Kaninchen, 1:2000
verdunnt) und ein a-cdk2-Antikdrper (Kaninchen, 1:2000 verdunnt) benutzt. Als Zweit-
Antikorper wurde ein a-Maus-Antikorper und ein a-Kaninchen-Antikorper (1:3000 verdiinnt)

eingesetzt.

Man sieht eine gute Expression von Fyn und hnRNP K. Bei dem Ansatz Fyn/hnRNP K-
wt und bei Fyn/hnRNP K-mut zeigen sich schwache Banden, die leicht oberhalb von 66
kDa verlaufen. In der Kontrolle ohne Lysat ist keine vergleichbare Bande zu sehen. Da
die Banden sowohl bei dem Ansatz mit hnRNP K-wt als auch bei dem Ansatz mit

hnRNP K-mut darstellt, kann sie nicht sicher als an Fyn gebundenes hnRNP K

betrachtet werden.

Fir eine weitere co-Immunprézipitation wurde ein Zelllysat nach der Hancock/Evan-
Methode hergestellt. HnNRNP K wurde mit einem a-Flag-Antikorper, welcher sich gegen
die Flag-Sequenz eines Flag-getaggten hnRNP K richtet, an Protein-G-Sepharose
gekoppelt. Bei dem anschlielend durchgefiihrten Western-Blot wurde ein spezifischer

a-Fyn-Antikorper verwendet, um an hnRNP K gebundenes Fyn nachzuweisen.
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Input IP a—Flag IP a—Kontrolle
Fyn + + Fyn + + — + +
hnRNP K-wt + - hnRNP K-wt + - - + -
hnRNP K-mut - + hnRNP K-mut - + - - +
(hnRNP K) (hnRNP K) il
WB a-Fyn WB a-Fyn
WB o -cdk2

Abbildung IV11: Analyse einer in-vivo Interaktion von Fyn und hnRNP K in HeLa-Zellen
Es wurde eine co-Immunprézipitation a-Flag (hnRNP K) und ein Western-Blot a-Fyn
durchgefuhrt. Hierfur wurde ein Hancock/Evan-Lysat (500ug Zellysat) verwendet. Bei der IP
wurden 5pl eines a-Flag-Antikorper verwendet. Im WB wurden als Erst-Antikérper ein a-Fyn-
Antikorper (Kaninchen, 1:2000 verdiinnt), ein a-Flag-Antikdrper (Maus, 1:2000 verdinnt) und
ein a-cdk2-Antikdrper (Kaninchen, 1:2000 verdiinnt) eingesetzt. Als Zweit-Antikérper wurde
ein a-Kaninchen-Antikdrper (1:3000 verdiinnt) verwendet. Als unspezifische Kontrolle wurde
ein cdk2-Antikdrper eingesetzt.

In dem Ansatz, welcher Fyn/hnRNP K-wt enthélt, sieht man eine Bande, die mit einer
GroRe von 59 kDa Fyn entsprechen konnte. Jedoch stellt sich auch bei den Ansatzen mit
Fyn/hnRNP K-mut, sowie in der unspezifischen Kontrolle eine Bande in ahnlicher
Hohe dar. In der Kontrolle ohne Lysat ist bei 59 kDa keine signifikante Bande zu sehen.

Ein Kontroll-Westernblot a-Flag zeigte eine gute hnRNP K-Bindung.
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In den Western-Blots der Abb.VI und Abb.VII zeigte sich, dass keine eindeutige in-vivo
Interaktion zwischen den beiden Proteinen nachzuweisen ist. In dem Western-Blot in
Abb.VII sieht man auf Héhe von 59kDa, wo man beim Lysat Fyn/hnRNP K-wt eine
Interaktionsbande erwarten wiirde, ein schwaches Signal. Auch bei der unspezifischen
Kontrolle mit cdk2 und bei der Kontrolle mit Lysat, in welchem die Mutante von

hnRNP K + Fyn co-transfiziert wurde zeigen sich jedoch Banden.

Vermutlich handelt es sich um unspezifische Bindungen, so dass mit diesem
Experiment eine Bindung und in-vivo Interaktion der beiden Proteine nicht

nachgewiesen werden konnte.
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4.2.2. Analyse der Kinaseaktivitat von Fyn in Gegenwart von hnRNP
K

Fyn ist eine Tyrosinkinase und dazu in der Lage an andere Proteine zu binden und diese
durch Phosphorylierung eines Tyrosinrestes zu aktivieren. So konnte man vermuten,
dass es im Falle einer in-vivo Interaktion von Fyn und hnRNP K zu einer
Phosphorylierung und Aktivierung von hnRNP K durch Fyn kommt. Eine

Kinaseaktivitat ware dann nachzuweisen.

Um das zu analysieren, wurden zunadchst Zellen mit Expressionsplamiden von hnRNP
K oder Fyn/hnRNP K transient transfiziert und daraus ein Zelllysat hergestellt. Durch
Immunprazipitation wurde hnRNP K mit dem potentiell daran gebundenen Fyn aus dem
Zelllysat isoliert. Das Gemisch wurde anschliefend mit radioaktivem ATP als Substrat
inkubiert. Bei vorhandener Kinaseaktivitat wirde ein radioaktiver Phosphatrest von der
Src-Kinase Fyn auf den Phosphatgruppenakzeptor hnRNP K (bertragen. Durch das
radioaktive Signal lieRe sich der Ubertragene Phosphatrest nach Auftrennung im SDS-
Acrylamidgel sichtbar machen. Dementsprechend wére bei dem Ansatz Fyn/hnRNP K
ein Signal zu erwarten, wohingegen sich bei dem Ansatz ,,hnRNP K alleine* auf Grund

der Abwesenheit einer Tyrosinkinase keine Bande zeigen sollte.

\ IP a-hnRNP K & Antikorper Unspez. Antikorper
Fyn + - — + — + -
hnRNP K + + _ + n ¥ n

64 kDa -

50 kDa -

Abbildung VI11: Analyse der Kinaseaktivitit von Fyn gegentber hnRNP K
Es wurde ein Kinaseassay in HeLa-Zellen durchgefiihrt. Zunéchst erfolgte eine co-
Immunprazipitation a-Flag (hnRNP K), bei welcher 200ug Proteinlysat und 5ul a-Flag-
Antikdrper eingesetzt wurden. Dann wurden die Proteine Uber ein SDS-Acrylamidgel
aufgetrennt. Die Darstellung erfolgte auf einem Kodakfilm nach 42 stiindiger Expositionszeit.
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In dem Ansatz Fyn/hnRNP K sieht man eine Bande auf Héhe von 66 kDa. Bei ,,hnRNP
K alleine” und in dem Ansatz ohne Lysat ist kein Signal sichtbar. In den Kontrollen
Fyn/hnRNP K-wt ohne Antikorper und mit unspezifischem Antikorper zeigen sich
dhnliche Banden wie bei Fyn/hnRNP K. Ebenso bei der Kontrolle ,,hnRNP K alleine*

mit unspezifischem Antikorper.

In der Abb. VIII zeigt sich eine leichte Kinaseaktivitat bei den mit Fyn/hnRNP K co-
transfizierten Zellen. Im Gegensatz dazu ist bei ,,hnRNP K alleine” kein Signal zu

sehen.

Dies spricht fiir eine enzymatische Phosphatrest-Ubertragung auf hnRNP K in

Gegenwart von Fyn.

Im vorliegenden Experiment zeigt sich aber auch in der Negativ-Kontrolle ohne
Antikorper fir Fyn/hnRNP K ein Signal auf gleicher Hohe. Ebenso sieht man in den
Kontrollen mit unspezifischen Antikérpern sowohl fiir Fyn/hnRNP K als auch ,,hnRNP

K alleine* eine identische Bande. Das weist auf eine unspezifische Reaktion hin.

Da hier in den Negativ-Kontrollen ebenfalls eine Kinaseaktivitat zu sehen ist, l&sst sich
mit diesem Experiment keine eindeutige Kinaseaktivitat von Fyn in Gegenwart von
hnRNP K nachweisen. Eine Interaktion im Sinne einer spezifischen Phosphorylierung

von hnRNP K durch Fyn kann dementsprechend nicht gezeigt werden.
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4.2.3. Phosphorylierung von hnRNP K durch die Tyrosinkinase Fyn

Um zu kléren, ob es durch die Tyrosinkinase Fyn zur Phosphorylierung eines
Tyrosinrestes im hnRNP K-Protein kommt, wurde ein Western-Blot angefertigt, der mit
einem a-Phospho-Tyrosin-Antikdrper entwickelt wurde. Zundchst wurde eine transiente
Transfektion mit Fyn/hnRNP K-wt sowie mit Fyn/hnRNP K-mut durchgefuhrt. Im
Anschlul} folgte eine co-Immunprézipitation, bei der hnRNP K iiber einen a-Flag-
Antikorper an Protein-G-Sepharose gebunden wurde. An hnRNP K bindende Proteine
wurden damit ebenfalls aus dem Proteingemisch isoliert. Um zu klaren, ob es bei der
Bindung der beiden Proteine zu einer Phosphorylierung eines Tyrosinrestes im hnRNP
K-Protein kommt, wurde im Folgenden ein Western-Blot durchgefiihrt, bei dem mit
einem a-Phospho-Tyrosin-Antikorper entwickelt wurde. Es ware zu erwarten, dass es in
dem Ansatz, welcher Fyn und hnRNP K-wt enthélt, zu einer Phosphorylierung und
damit zu einem deutlichen Signal kommt. Bei Fyn und hnRNP K-mut wére keine Bande
zu erwarten, da es durch die Mutation in der Binde-Domane des hnRNP K-Proteins
nicht zu einer Bindung zwischen Fyn und hnRNP K kommen kann, und daher eine

Phosphorylierung nicht maglich ist.

Input IP a—hnRNP K
Fyn + + Fyn + +
hnRNP K-wt + - hnRNP K-wt + -
hnRNP K-mut - + hnRNP K-mut - +
WB o- Flag - &  -66kDa WB a-Phospho- R 88 - 66 kDa
(hnRNP K) Tyrosin
WB o -cdk2 - 30 kDa

Abbildung IX: Analyse einer moglichen Phosphorylierung von hnRNP K durch Fyn
Es wurde eine co-Immunprézipitation a-Flag (hnRNP K) und anschlielend ein Western-Blot
a-Phospho-Tyrosin durchgefiihrt. Dazu wurde ein NP-40-Lysat aus HeLa-Zellen hergestellt,
welche mit Fyn/hnRNP K-wt oder Fyn/hnRNP K-mut transfiziert worden waren.
Man sieht sowohl bei Ansétzen mit der Fyn/hnRNP K-wt, als auch Fyn/hnRNP K-mut nahezu
identische Banden auf Hohe von 66kDa. Im Input bestehen deutliche Unterschiede im hnRNP

K-Gehalt der Zellen.
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Im dem Versuch zeigt sich, dass eine Phosphorylierung eines Tyrosinrestes von hnRNP
K stattfindet. Diese Phosphorylierung findet sowohl bei Transfektionsansatzen mit Fyn
+ hnRNP K-wt als auch mit Fyn + hnRNPK-mut statt. Die Reaktion ist somit entweder
unspezifisch, das heit unabhangig von Fyn, oder es kommt doch zu einer Bindung von
Fyn und der hnRNP K-Mutante. Dann ware eine Phosphorylierung moglich. Mit diesem

Experiment l&sst sich der genaue Sachverhalt nicht eindeutig kléren.

-51 -



ERGEBNISSE

4.3. Funktionelle Analyse einer potentiellen in-vivo

Interaktion von Fyn und hnRNP K

4.3.1. Potentielle funktionelle Interaktion zwischen Fyn und hnRNP K

Durch die Bindung von hnRNP K an die mRNA eines in der 3’"UTR gelegenen DICE-
Element (Differentiation control element), wird eine Translation dieser mRNA
verhindert, da sich die Ribosomenuntereinheiten nicht anlagern konnen. In diesem
Experiment wurde untersucht, ob durch eine potentielle Interaktion zwischen Fyn und

hnRNP K diese Repression aufgehoben werden kann.

Es wurde ein Luciferase-DICE-Reporterassay durchgefiihrt, bei dem eine DICE-
regulierte Reporter cDNA verwendet wurde. In das verwendete DNA-Reporterplasmid
wurde ein mRNA-DICE-Element mit nachgeschaltetem Luciferase-Gen einkloniert.
Eine Repression durch hnRNP K lieRe sich durch eine Reduktion der Luciferase-
Aktivitat gegentiber dem Ausgangswert nachvollziehen. In Anwesenheit von Fyn wirde
man im Sinne einer funktionellen Interaktion mit hnRNP K einen dereprimierenden
Effekt und dementsprechend eine Aktivierung der LUC/DICE-Expression erwarten. Die
Fyn-Mutante (k299m), welche durch eine Mutation in der Kinase-Domane nicht dazu in

der Lage sein sollte hnRNP K zu dereprimieren, sollte keine Aktivierung hervorrufen.

1,6
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1,2
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; | i =

x-fache Aktivierung

Abbildung X: Funktionelle Interaktion zwischen Fyn und hnRNP K
Es wurde ein Luciferase-DICE-Reporterassay normiert auf Bradford in SY5Y-Zellen
durchgefiihrt.
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a) | 5ug LUC (= Luciferase) 10pg PSG-5 (= Leervektor)

b) | 5ug LUC (= Luciferase) 5ug PSG-5 (= Leervektor) 5ug Fyn

c) | 5ug LUC (= Luciferase) 5ug PSG-5 (= Leervektor) 5ug Fyn-Mutante
d) | 5pg LUC (= Luciferase) 5ug PSG-5 (= Leervektor) 5ug hnRNP K

e) | 5ug LUC (= Luciferase) 5ug Fyn 5ug hnRNP K

f) | 5ug LUC (= Luciferase) 5ug Fyn-Mutante 5ug hnRNP K

g) | 10pg eGFP

In dem Ansatz, der nur das LUC/DICE-Plasmid enthalt, zeigt sich eine deutliche
Luciferase-Aktivitdt. Durch hnRNP K kommt es zu einer Reduktion dieser Aktivitat.
,Fyn alleine® bewirkt eine minimale Reduktion, die Fyn-Mutante reprimiert die
Luciferase-Aktivitat dagegen ahnlich wie hnRNP K. Fyn kann die Reduktion durch
hnRNP K zumindest partiell aufheben. Die Fyn-Mutante zeigt diesen dereprimierenden
Effekt nicht.

In diesem Experiment wird deutlich, dass es in mit hnRNP K transfizierten Zellen zu
einer deutlichen Repression der Luciferase-Aktivitat kommt. Weiterhin wird ersichtlich,
dass Fyn auf hnRNP K einen dereprimierenden Effekt hat. Die Fyn-Mutante zeigt
dahingegen diese Wirkung nicht. Die Luciferase-Aktivitat bleibt reduziert. Man sieht
aulerdem, dass die Fyn-Mutante an sich schon einen reprimierenden Effekt hat.

Die Tatsache, dass hnRNP K die Luciferase-Aktivitat von LUC-DICE reduziert und
Fyn diesen Effekt aufheben kann, sprache fir eine funktionelle Interaktion im Sinne
einer dereprimierenden Wirkung von Fyn auf die Inhibition der Translation durch
hnRNP K.
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Um zu prifen, ob in den im Reporter-Assay verwendeten Zellen eine ausreichende
Expression der untersuchten Proteine stattgefunden hat, wurde ein Western-Blot
durchgefihrt. Hierbei wurde ein a-Flag-Antikorper gegen hnRNP K sowie ein a-Fyn-

Antikdrper verwendet.

PSG-5 + + + + _ _ N
Fyn _ + _ _ + _ _
Fyn-Mutante - - + - — + —
hnRNP K-wt - — _ + + T _
GFP - - — - — - +

a-Fyn M L S ————— -56 kDa

- 64 kDa

a-hnRNP K ‘ T ——
- 36 kDa
a-cdk2 T e ——— E——

Abbildung XI: Verifizierung des Proteingehaltes der im Reporter-Assay verwendeten Zellen
Zur Analyse des Proteingehaltes wurde ein Western-Blot durchgefuhrt. Es wurden jeweils 40pl
Proteinlysat mit a-Fyn-Antikorper [oben] und einem a-Flag-Antikorper (entspricht a-hnRNP K)
[unten] geblottet. Zur Kontrolle der Proteinladung wurde cdk2 bestimmt. In allen Proben
konnten vergleichbare Mengen an cdk2-Protein nachgewiesen werden. Auf demselben Gel liefen
weitere Kontroll-Proteine mit (Daten nicht gezeigt).

Alle transient transfizierten Proteine wurden in den Zellen gut exprimiert.
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4.4. Biologische Untersuchung einer potentiellen Interaktion
von Fyn und hnRNP K

44.1. Bedeutung von hnRNP K bei der Fyn-abhdngigen

Differenzierung von Neuroblastomzellen

In kultivierten Neuroblastomzellen konnte nachgewiesen werden, dass die Expression

von Fyn zu einer neuronalen Differenzierung der Zellen fiihrt (Berwanger, 2002).

In diesem Experiment wurde analysiert, ob bei dieser Induktion der Differenzierung die

potentielle Interaktion von Fyn und hnRNP K eine Rolle spielt.

Hierzu wurde eine Immunfluoreszenz in IMR-32-Zellen durchgefihrt. Es wurden
zunachst Zellen mit Fyn/hnRNP K-wt und Fyn/hnRNP K-mut transient transfiziert.
AnschlieBend wurde ein a-Fyn-Antikdrper (bzw. ein hnRNP K-Antikdrper) verwendet,
der die intrazelluldren Fyn (bzw. hnRNP K)-Molekile erkennt. Diese konnten dann
durch einen zweiten fluoreszierenden Antikorper sichtbar gemacht werden. Auf diese
Weise konnte man sowohl die Expression von Fyn (bzw. von hnRNP K) quantitativ
nachweisen, als auch die Auswirkung der Proteinexpression auf die Zellmorphologie

beurteilen.

Geht man davon aus, dass hnRNP K die Translation von Differenzierung-induzierenden
Proteinen hemmt, und dass Fyn eine dereprimierende Wirkung auf diese Hemmung hat,
ware in Fyn/hnRNP K-wt-Zellen eine deutlich sichtbare Ausdifferenzierung im
Gegensatz zu den mit Fyn und der hnRNP K-Mutante transfizierten Zellen zu erwarten.
Da Fyn und die Mutante nicht aneinander binden konnen, wirde Fyn hier nicht
dereprimieren und eine Bildung von Differenzierung-induzierenden Proteinen kdnnte

nicht stattfinden.

-B5 -



ERGEBNISSE

Fyn/nnRNP K-wt Fyn/hnRNP K-mut

anti-Fyn

anti-Flag
-hnRNP K

DAPI

Abbildung XII: Analyse der Fyn/hnRNP K-abhéngigen Differenzierung
Es wurde eine Immunfluoreszenz in IMR-32-Zellen durchgefihrt. Hierflr erfolgte zunéchst eine
co-Transfektion mit Fyn/hnRNP K-wt und Fyn/hnRNP K-mut. Als Erst-Antikdrper wurden ein
a-Fyn-Ak (Kaninchen, polyklonal) und ein a-flag(hnRNP K)-Ak (Maus) verwendet. Als Zweit-
Antikorper wurden a-Kaninchen-FITC-Ak (Kaninchen, polyklonal) und a-Maus-Cy3-Ak
(Ziege, monoklonal) eingesetzt. Die Zellkerne wurden mit DAPI angeféarbt.

Sowohl Fyn als auch hnRNP K und dessen Mutante wurden in den transfizierten Zellen
gut exprimiert. Der grofRere Anteil von HnRNP K befindet sich dabei im Zellkern. Fur
Fyn ist eine etwas vermehrte Lokalisation im Zytoplasma zu beobachten.

Die Zellen zeigen unabhédngig von der Transfektion mit hnRNP K oder dessen Mutante
morphologisch viele Fortsatze. Das Ausmald der Differenzierung wurde nicht beurteilt,
es l&sst sich jedoch sagen, dass die Zellen trotz Anwesenheit der nicht an Fyn bindenden
hnRNP K-Mutante das Potential zur Differenzierung beibehalten. Ein signifikanter
Differenzierungsunterschied zwischen den unterschiedlichen Transfektionsansétzen

stellt sich nicht dar.
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4.4.2. Die Rolle von hnRNP K beim Fyn-induzierten Zellzyklusarrest

in Neuroblastomzellen

Die Aktivierung von Fyn fuhrt in Neuroblastomzellen zu neuronaler Differenzierung

und Zellzyklusarrest in der G1-Phase (Berwanger, 2002).

Es stellte sich die Frage, ob diese Wachstumsrepression moglicherweise (ber einen
gemeinsamen Signaltransduktionsweg von Fyn und hnRNP K zustande kommt oder ob
Fyn unabhéngig von hnRNP K den Zellzyklus reprimiert. Um dies zu kl&ren wurde eine
BrdU-Immunfluoreszenz durchgefiihrt. Dazu wurden zundchst Shep-Zellen mit
entweder Fyn alleine, Fyn/hnRNP K oder Fyn/hnRNP K-Mutante transient transfiziert.
AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und BrdU geférbt.

In den Zellen, welche mit Fyn alleine oder Fyn/hnRNP K-wt co-transfiziert wurden,
ware eine deutliche Minderung des fluoreszierenden BrdU-Signals zu erwarten. In den
mit Fyn/hnRNP K-Mutante co-transfizierten Zellen wirde ein vermehrter Einbau von
BrdU in die DNA stattfinden, und es k&me dadurch zu deutlich fluoreszierenden
Zellkernen. Der Grund fiir den fehlenden Zellzyklusarrest bestehe darin, dass Fyn und
die Mutante nicht aneinander binden und ein reprimierender Einfluss von Fyn via
hnRNP K auf den Zellzyklus somit nicht stattfinden kénnte.
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Fyn Fyn/hnRNP K-wt Fyn/hnRNP K-mut
o
anti-BrdU -
3
DAPI

Abbildung XI1I1I: EinfluR von Fyn via hnRNP K auf die Zellproliferation
Es wurde eine BrdU-Immunfluoreszenz in Shep-Zellen durchgefiihrt. Hierzu wurden die Zellen
zundchst mit Fyn, Fyn/hnRNP K-wt oder Fyn/HNRNP K-mut transfiziert. Als Erst-Antikérper
wurden ein a-Fyn-Ak (Kaninchen, polyklonal) sowie ein a-BrdU-Ak (Maus, monoklonal)
eingesetzt. Als Zweit-Antikoprer wurden ein a-Kaninchen-FITC-Ak (Kaninchen, polyklonal)
und ein a-Maus-Cy3-Ak (Ziege, monoklonal) verwendet. Die Zellkerne wurden mit DAPI
angefarbt.

Die Immunfluoreszenzbilder der Abb.XIII zeigen eine gute Expression des
transfizierten Fyn. In den verschiedenen Transfektionsansétzen war ein vergleichbarer
Anteil BrdU-positiver Zellen zu beobachten. Es war keine vermehrte BrdU-
Inkorporation und somit kein signifikanter Anstieg des Anteils proliferierender Zellen

bei Fyn/hnRNP K-mut exprimierenden Zellen zusehen.

Es kommt unabh&ngig von der Verfiigbarkeit von hnRNP K oder dessen Mutante zu
einer reduzierten BrdU-Inkorporation. Der von Berwanger et al. vorbeschriebene durch
Fyn induzierte Zellzyklusarrest scheint nicht Uber einen hnRNP K-vermittelten

Signaltransduktionsweg stattzufinden.
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5. Diskussion

5.1. Translationskontrolle durch hnRNP K

Das heterogene nukledre Ribonukleoprotein K (hnRNP K) ist ein sowohl nuklear als
auch zytoplasmatisch lokalisiertes Protein, welches in zahlreiche Schritte der
Proteinexpression involviert ist. Zum einen ist es an Splicing-Vorgangen und mRNA-
Stabilisierung beteiligt, zum anderen spielt hnRNP K eine wichtige Rolle in der
transkriptionalen und translationalen Regulation.

Ostareck-Lederer et al konnten nachweisen, dass es zwischen hnRNP K und der c-Src-
Kinase in-vitro und in-vivo zu einer spezifischen Interaktion kommt (Ostareck-Lederer
et al, 2002). Diese findet in Form einer Aktivierung von c-Src sowie in einer
Tyrosinphosphorylierung von hnRNP K durch c-Src statt. In Erythrozytenzellen wirkt
hnRNP K (ber das differentiation control element (DICE) der 3"UTR inhibierend auf
die Translation von Retikulozyten-15-Lipoxygenase-Genen. Die 15-Lipoxygenase
(LOX) stellt ein Schlisselenzym in der Differenzierung und Ausreifung von
Erythrozyten dar. Es greift Phospholipide in mitochondrialen Membranen an und ist am
Untergang der reifen Retikulozyten beteiligt. In friihen Retikulozyten-Stadien inhibiert
hnRNP K die LOX-Expression durch translationales Silencing der LOX-mRNA. Durch
Phosphorylierung kann c-Src diese hnRNP K/DICE-Bindung reversibel unterbinden
und hat somit eine dereprimierende Wirkung auf die Translation der LOX-RNA
(Ostareck-Lederer et al, 2002). C-Src spielt dementsprechend via hnRNP K eine
spezifische Rolle in der posttranskriptionellen Regulation und kann (ber oben
genannten Mechanismus zu Differenzierung in heranreifenden Erythrozytenzellen

fuhren.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob und in wieweit sich die bei der c-Src-Kinase
gewonnenen Erkenntnisse Uber eine translationale Regulation via in-vivo-Interaktion
mit hnRNP K auf die Tyrosinkinase Fyn in humanen Neuroblastomzellen {ibertragen

lassen.

Dazu kann folgende Modellvorstellung entwickelt werden: Durch eine Bindung von

hnRNP K an das DICE-Element kommt es zu einer Inhibition der Translation von
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Wachstumsarrest- und Differenzierung-induzierenden Proteinen in Neuroblastomzellen.
Die hnRNP K/DICE-Bindung verhindert dabei die Anlagerung der
Ribosomenuntereinheiten. Fyn kann diese Bindung durch Phosphorylierung von hnRNP
K reversibel inhibieren und es kann zu einer Anlagerung der Ribosomenuntereinheiten
kommen. Dadurch wird der Translationsvorgang bestimmter Proteine in Gang gesetzt,

welche fir Wachstumsarrest und Differenzierung verantwortlich sind.

Um eine solche funktionelle Interaktion zwischen Fyn und HNRNP K nachzuweisen,

wurde ein LUC/DICE-Reporter-Assay in Neuroblastomzellen durchgefiihrt.

Zu erwarten wére eine deutliche Reduktion der Luciferase-Aktivitdt durch eine
Uberexpression von hnRNP K. In Zellen, in denen zusatzlich Fyn hochexprimiert ist,
sollte es zu einer Dereprimierung und Steigerung der LUC-Aktivitdt kommen. Die
Mutante von Fyn, welche keine funktionierende Kinase-Domaéne besitzt, sollte dagegen

nicht zu einer Aktivierung fuhren.

Die Ergebnisse zeigten, dass es durch Expression von hnRNP K zu einer deutlichen
Repression der Luciferaseaktivitat, d.h. zu einer Hemmung der Translation kommt. Fyn
konnte diese Repression partiell aufheben und die LUC/DICE-Expression aktivieren.
Die kinase-inaktive Mutante von Fyn zeigte diesen dereprimierenden Effekt nicht.

Auffallig war jedoch, dass diese Mutante an sich schon zu Repression fiihrte.

Eine ausreichende Expression der transient transfizierten Proteine wurde mittels eines

Western-Blots nachgewiesen.

Dieses Experiment zeigt, dass das Zusammenspiel von Fyn und hnRNP K in-vitro die
Expression des Reportergens beeinflussen kann, was aber nicht bedeutet, dass auch

endogene Zielgene auf dieselbe Weise reguliert werden missen.

Weiterflihrende Arbeiten von Ostareck-Lederer zeigten, dass in hématopoetischen
Zellen (Erythrozyten) sowohl hnRNP K als auch hnRNP E1 an das differentiation
control element (DICE) binden. Beide Proteine haben, jedes fir sich, eine reprimierende
Aktivitat. Eine optimale Hemmung der Translation findet jedoch nur statt, wenn beide

Proteine gleichzeitig agieren (Ostereck-Lederer et al, 2004).

Die Tyrosinkinase c-Src wird durch sein Substrat hnRNP K aktiviert. Das wurde durch

co-Transfektionen von hnRNP K und c-Src gezeigt, wobei es zu einer verstarkten
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Phosphorylierung von zelluldren Proteinen kam. HnNRNP E1 ist weder Substrat noch
Aktivator von c-Src. Es besteht jedoch eine direkte Interaktion zwischen E1 und K.
Maoglicherweise wird hnRNP E1 durch diese Bindung bei Phosphorylierung von hnRNP
K durch Src ebenfalls von DICE gel6st. Auch wére es denkbar, dass die Interaktion
zwischen K und E1 schrittweise stattfindet. So konnte die mRNA an hnRNP K
gebunden in gesilenceder Form ins Zytoplasma transportiert werden. HnRNP E1 ist im
steady state im Zytoplasma lokalisiert. Dort lagert es sich zu hnRNP K an DICE, um
eine eigene Kontrolle Uber die Translation im Zytoplasma zu erlangen (Ostareck-
Lederer, 2004, 2006).

In vorliegender Arbeit konnte weder eine in-vivo Bindung von Fyn und hnRNP K, noch
eine Phosphorylierung von hnRNP K durch Fyn sicher nachgewiesen werden. Im Bezug
auf Ostareck-Lederer wére es dennoch interessant zu untersuchen, ob Fyn, wie c-src,

von hnRNP K aktiviert wird und ob hnRNP E1 in diesem Komplex eine Rolle spielt.
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5.2. Biochemische Untersuchung einer potentiellen
Interaktion von Fyn und hnRNP K

Fyn ist ein Enzym, welches zur Familie der Tyrosinkinasen gehort. Tyrosinkinasen und
dementsprechend auch Fyn aktivieren durch Phosphorylierung bestimmte Zielproteine,
welche Differenzierung und Zellwachstum induzieren. Im Neuroblastom fuhrt Fyn
nachgewiesenermallen zu Zellzyklusarrest und neuronaler Ausdifferenzierung. Es ist
vor allem in niedrigen Tumorstadien hochexprimiert und reguliert das

Proliferationsverhalten der Zellen unabhéngig von einer Amplifikation mit N-MYC.

Weng et al zeigten, dass Src-Kinasen, unter anderem auch Fyn, in-vitro an das
heterogene nukledre Ribonukleoprotein K (hnRNP K) spezifisch binden konnen.
HnRNP K bindet dabei direkt an die SH3-Domane der Src-Kinase (Weng, 1994). Auch
E. Bergmann identifizierte mittels eines GST-Pull-down-Experimentes hnRNP K als

einen in-vitro-Interaktionspartner von Fyn.

Zum Nachweis einer in-vivo Bindung wurde eine co-Immunprazipitation durchgefihrt,
wobei die Zellen mit Fyn und hnRNP K, bzw. dessen Mutante, co-transfiziert wurden.
Die Mutante sollte auf Grund einer defekten Binde-Domane nicht mit Fyn interagieren

kdnnen.

Neben einer Bindung von Fyn und hnRNP K stellten sich auch bei Fyn/hnRNP K-

Mutante und in den Negativkontrollen Signale dar.

Eine Erklarungsmdglichkeit wére, dass Fyn (oder hnRNP K) eine unspezifische
Bindung mit der Sepharose eingeht und es deshalb zu einem Signal kommt. In diesem
Fall wirde man &hnliche Banden bei allen Ansédtzen erwarten. Die Signale in den
Negativkontrollen sehen jedoch morphologisch sehr unterschiedlich aus, was eher

gegen diese Theorie spricht.

Da als unspezifischer Antikorper cdk2 verwendet wurde, und die Banden bei dieser
Kontrolle bei etwa 55kDa laufen, kénnte es sich auch um eine Kreuzreaktion mit dem
Zweit-Antikorper handeln. In diesem Falle entsprachen die Banden den langen Ketten

der denaturierten Antikorper.
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Es stellt sich die Frage, in wieweit die hnRNP K-Mutante die erwarteten Funktionen
und Bindungseigenschaften besitzt. Diese hnRNP K-Mutante sollte durch eine Mutation
im SH3-Bindemotiv nicht dazu in der Lage sein, an die SH3-Doméne von Fyn zu

binden. Die translationsreprimierende Aktivitét sollte jedoch erhalten bleiben.

In dem oben dargestellten Experiment zeigte sich, dass die Mutante mdglicherweise
(gof. Uber die SH2-Doméne) doch an Fyn binden kann. Ginge man von einer
stattfindenden Bindung zwischen der hnRNP K-Mutante und Fyn aus, liesse sich
erklaren, warum sich die Interaktion in der co-Immunoprézipitation nicht durch die
Mutante unterbinden lasst. Da dieses Mutanten-Konstrukt bei Versuchen mit c-src als
dominant negative Mutante funktionierte (Ostareck-Lederer, 2002), gibt es
mdoglicherweise Unterschiede in der Bindungs- und Interaktionsweise von Fyn und Src
mit hnRNP K.

Zunéchst muB davon ausgehen werden, dass es sich bei den hier gewonnenen
Ergebnissen um unspezifische Reaktionen handelt. Eine in-vivo Interaktion zwischen

Fyn und hnRNP K kann daher nicht belegt werden.

Zur Analyse, ob es zu einer Phosphorylierung von hnRNP K durch die Tyrosinkinase
Fyn und dementsprechend zu einer gesteigerten Kinase-Aktivitat kommt, wurde sowohl
ein Kinase-Assay, als auch ein a-Phospho-Tyrosin-Western-Blot durchgefiihrt. Man
wirde in Zellen, welche Fyn und hnRNP K exprimieren, eine Kinase-Aktivitat
erwarten. Bei hnRNP K alleine sollte es nicht zu einem Signal kommen. AuRerdem
sollte man in Fyn/hnRNP K-wt exprimierenden Zellen eine Phosphorylierung von
hnRNP K nachvollziehen koénnen. Bei Fyn/hnRNP K-Mutante ist auf Grund der
fehlenden Bindungsmadglichkeit kein Signal zu erwarten.

Die Ergebnisse zeigten eine verstarkte Kinase-Aktivitdt in  Fyn/hnRNP K
exprimierenden Zellen, im Gegensatz zu nur mit hnRNP K transfizierten Zellen. Es
fanden sich jedoch nahezu identische Banden bei den unspezifischen Kontrollen.
Auffallig ist, dass das Signal bei Zellen, welche sowohl Fyn, als auch hnRNP K
enthalten, immer stérker sichtbar ist als bei nur hnRNP K exprimierenden Zellen. Aus
diesem Grund sollte die Mdglichkeit in Betracht gezogen werden, dass Fyn oder hnRNP

K an die Sepharose-beats bindet.
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Im a-Phospho-Tyrosin-Western-Blot zeigte sich eine Phosphorylierung von hnRNP K
sowohl bei Fyn/hnRNP K-wt, als auch bei Fyn/hnRNP K-Mutante. Entweder handelt es
sich um eine unspezifische Phosphorylierung, oder es kommt entgegen der Erwartung
doch zu einer Bindung zwischen Fyn und der hnRNP K-Mutante. Dann wadre eine
Phopshorylierung méglich.

In diesem Experiment konnte die Kinaseaktivitdt von Fyn gegeniiber hnRNP K sowie

dessen Phosphorylierung nicht eindeutig nachgewiesen werden.
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5.3. Untersuchung der moglichen biologischen Relevanz einer
Interaktion von Fyn und hnRNP K

Fur die Src-Kinase Fyn wurde gezeigt, dass sie in das Proliferationsverhalten von
Neuroblastomzellen regulierend eingreift. Dies geschieht unabhangig von einer
Amplifikation mit N-MYC. So fihrt die vermehrte Expression von Fyn in den Zellen
sowohl zu einer Induktion der neuronalen Differenzierung als auch zu einem
Zellzyklusarrest im G1-Stadium. Es besteht eine eindeutige Korrelation zwischen einer
erhdhten Expression von Fyn und einem niedrigen Tumorstadium bzw. einer guten

Prognose bei Neuroblastompatienten (Berwanger et al, 2002).

Zur Analyse, ob die durch Fyn induzierte neuronale Differenzierung Uber einen
gemeinsamen Signaltransduktionsweg mit hnRNP K stattfindet, wurde eine
Immunfluoreszenz durchgefiihrt. Geht man von einer dereprimierenden Wirkung von
Fyn auf die Translationshemmung durch hnRNP K aus, wiirde man in Fyn/hnRNP K-wt
exprimierenden Zellen eine deutlich sichtbare Ausdifferenzierung im Gegensatz zu den
mit Fyn und der hnRNP K-Mutante transfizierten Zellen erwarten.

Alle transfizierten Gene wurden in den Zellen gut exprimiert. Es zeigte sich kein
signifikanter Differenzierungsunterschied zwischen Zellen, welche Fyn/hnRNP K oder
Fyn/hnRNP K-Mutante exprimierten. Alle Zellen zeigten im Vergleich zu nativen

Neuroblastomzellen eine vermehrte Dentritenbildung.

Hinterfragt man die Fahigkeit der hnRNP K-Mutante an die mRNA zu binden, zeigt der
Ansatz Fyn/hnRNP K-mut dasselbe Bild wie Fyn alleine. Es zeigt sich kein
signifikanter Differenzierungunterschied in Anwesenheit von hnRNP K. Das
Experiment zeigt, dass hnRNP K bei der durch Fyn induzierten neuronalen

Differenzierung in Neuroblastomzellen keine entscheidende Rolle spielt.

Grundsétzlich ist die Rolle von hnRNP K in Prozessen der neuronalen Differenzierung
unklar. Mehrere evidenz basierte Ergebnisse weisen jedoch darauf hin, dass HhNRNP K
durch translationale Repression einen negativen Regulator der terminalen

Differenzierung in neuronalen Geweben darstellt (Yano, 2005).

Beispielsweise ist hnRNP K in den Hu-p21-Signaltransduktionsweg involviert. Die Hu-
Proteinfamilie ist eine Gruppe neuronaler RNA-bindender Proteine, welche in der
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Neurogenese und Entwicklung des Nervensystems eine wichtige Rolle spielt. Hu-
Proteine greifen in Differenzierung und Zellzyklusarrest von Nervenzellen ein und
induzieren Neuritenwachstum. Dabei flihren sie zu Stabilisierung oder Translation von
mRNAs, welche Differenzierung-regulierende Proteine, wie z.B. p2l1 oder p27,
kodieren. HuB und HnRNP K interagieren direkt und bilden einen Proteinkomplex in-

vivo (in Neuroblastomzellen nachgewiesen, Yano 2005).

Der Hu-p21-Signaltransduktionsweg fiihrt zu Neuritenwachstum und Proliferation. Eine
hnRNP K-Uberexpression antagonisiert den Hu-Protein-induzierten Zellzyklusarrest
und Nervenzelldifferenzierung in Neuroblastomzellen nahezu komplett (Yano, 2005).
Die antagonistische Aktion der beiden RNA-bindenden Proteine, Hu und hnRNP K,
scheint an der zeitlichen Kontrolle von Proliferation und neuronaler Differenzierung,
durch die post-transkriptionelle Regulation von p21-mRNA, eine wichtige Rolle zu
spielen (Yano, 2005). Dies findet moglicherweise Uber eine gemeinsame Regulation der

Ribosomenanlagerung statt.

Es wird deutlich, dass hnRNP K in jedem Fall eine Rolle in der neuronalen
Differenzierung spielt. Auf welche Weise dies genau passiert ist noch nicht hinreichend
geklart. Eine direkte EinfluBnahme Uber den Fyn-Signaltransduktionsweg findet nicht

statt. Ob eine indirekte Verkniipfung tiber andere Proteine besteht, ist nicht bekannt.

Neben einer Ausdifferenzierung fiihrt Fyn in Neuroblastomzellen auch zu einem
Zellzyklusarrest. In einer weiteren Immunfluoreszenz (BrdU-Immunfluoreszenz) wurde
untersucht, ob der reprimierende Effekt von Fyn auf den Zellzyklus von hnRNP K
abhéngig ist. Man wurde bei Zellen, welche Fyn und hnRNP K-wt exprimieren, eine
verminderte BrdU-Inkorporation im Gegensatz zum Ansatz Fyn/hnRNP K-Mutante

vermuten.

Das Ergebnis zeigt, dass es unabhangig von der Expression von hnRNP K oder dessen
Mutante zu einer verminderten BrdU-Inkorporation, &hnlich wie in nur Fyn
exprimierenden Zellen, kommt. HnRNP K scheint daher nicht in den Fyn-vermittelten
Zelluyklusarrest involviert zu sein. Da Fyn aber noch andere Funktionen (wie z.B.
Apoptoseregulation) besitzt, ware es trotzdem mdoglich, dass diese von hnRNP K

beeinflufl’t werden.
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5.4. Potentielle Bedeutung von hnRNP K fir das

Neuroblastom

HnRNP K ist ein Protein, welches als Knotenpunkt verschiedener
Signaltransduktionswege  fungiert. Es  dient als ,Bindeplattform™  fiir
Chromatinrekrutierung, Transkriptions- und Splicingvorgénge und bindet verschiedene
Translations- und Transkriptionsfaktoren. Auf diese Weise kommt es zu einer
Uberschneidung mehrerer  Signaltransduktionswege, welche tber hnRNP K

zusammengefuhrt und kontrolliert werden (Bomsztyk, 2004).

Die vielfaltigen Interaktionensmoglichkeiten von hnRNP K erkldren sich durch die
modular aufgebaute Struktur des K-Proteins. HNRNP K wird durch Veranderungen in
der extrazellularen Umgebung modifiziert. Hier spielen z.B. Zytokine,
Wachstumsfaktoren sowie oxidativer Stress und Phosphorylierung eine Rolle
(Ostrowski et al., 2000, 2003). Auch Insulin beeinflusst die Phosphorylierung und
Aktivitat von hnRNP K (Ostrowski et al., 2001).

HnRNP K spielt neben der Translationsregulation auch als Plattform
transkriptionsregulierender Prozesse eine Rolle. Durch gleichzeitige Bindung von
Histonen, RNA-Bindungsfaktoren und Zink-Finger-Transkriptionsrepressoren sowie
Kinasen und anderen, den Transkriptionvorgang bestimmende Proteine greift hnRNP K

indirekt regulierend in die Transkription ein (Bomsztyk, 2004).

Dartiber hinaus reguliert hnRNP K direkt die Transkription von Genen welche das
Protoonkogen C-MYC kodieren. Dabei bindet hnRNP K mit seiner KH3-Domaéne direkt
an ein CT-reiches Element von Einzelstrang-DNA im C-MYC-Promotor (Braddock,
2002).

Hierzu wurde ein Model entwickelt, nach welchem hnRNP K am C-MYC-Promotor
durch seine hohe Affinitat zu pyrimidinreichen Sequenzen, insbesondere Einzelstrang-
DNA, zur Entstehung einer DNA-Einzelstrang-Blase fiihrt. Dadurch wird die Bindung
und Aktivitdt verschiedener Faktoren ermdoglicht, welche an der basalen

Transkriptionsmaschinerie beteiligt sind (Ritchie, 2003).

Die Uberexpression von hnRNP K-Protein flihrt zu gesteigerter Aktivitat des C-MYC-
Genpromotors (Bomsztyk, 2004) und damit zu Proliferation und Zellwachstum.

In vielen Geweben wir die Expression der c-Src-Kinase tber den SRC1A-Promotor

reguliert. Kirzlich wurde herausgefunden, dass auch hnRNP K (ber diesen Promotor
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die Src-Expression beeinflult. Wird die Bindung von hnRNP K an die Doppelstrang-
DNA verhindert, fihrt dies zu reduzierter Promotoraktivitdt. Dies wurde flr die
Situation in-vitro gezeigt, trifft jedoch sehr wahrscheinlich auch in-vivo zu (Ritchie,
2003). Da polypyrimidinreiche Abschnitte in eukaryotischen Promotorregionen nicht
selten sind, ist es gut moglich, dass hnRNP K auf diese Weise in die grundlegende

Transkriptionsmaschinerie spezifischer Promotoren eingreift.

Ostrowski et al zeigten, dass es in lebenden Hepatozyten bei Induktion von
Zellproliferation (z.B. nach Leberteilresektion) zu einem Anstieg der hnRNP K-
Genexpression und vermehrter Tyrosinphosphorylierung von hnRNP K kommt. Auch
die Menge an nuklearem hnRNP K-Protein ist im Vergleich zu ruhenden Zellen erhéht.
In hepatozelluléaren Karzinomen konnten (im Vergleich zum Leberparenchym) ebenfalls
hohe Level von hnRNP K-mRNA nachgewiesen werden. Die hnRNP K-Konzentration
aus Kernextrakt ist hier im Vergleich zu umgebenden Zellen stark erhoht. In
zytoplasmatischem Extrakt zeigt sich kein Unterschied. Dies spricht dafur, dass das

neusynthethisierte Protein hauptséchlich im Kern lokalisiert ist (Ostrowski, 2003).

Geht man davon aus, dass sich die hnRNP K-Expression in Neuroblastomzellen ahnlich
verhélt, musste es beim entdifferenzierten (hochmalignem) Tumor in hohem Stadium zu
einer vermehrten Expression kommen. Fyn dagegen ist in niedrigen Tumorstadien
hochexprimiert. Dieses inverse Vorkommen konnte ein Hinweis auf eine

antagonistische Wirkungsweise, bzw. eine Inhibition von hnRNP K durch Fyn sein.

Eine signifikante in-vivo Interaktion der beiden Proteine Fyn und hnRNP K mit Einfluss
auf die Entstehung und Malignitatsentwicklung in Neuroblastomzellen konnte in dieser
Arbeit nicht gezeigt werden. Trotzdem waére es in Anbetracht der vielféltigen
Funktionen von hnRNP K interessant zu untersuchen, in wieweit hnRNP K
grundsétzlich eine Rolle in der Neuroblastomentstehung spielt, ob das K-Protein
unabhdangig von Fyn einen Einfluss auf Differenzierung und Zellproliferation hat und
wie es sich mit der hnRNP K-Expression in den verschiedenen Neuroblastomstadien

verhalt.

Auch ist nicht auszuschliessen, dass hnRNP K uber eine indirekte Bindung oder als
zwischengeschaltetes Element in der Signaltransduktion doch eine Rolle im Fyn-

Signaltransduktionsweg oder generell bei der Neuroblastomentstehung spielt. So ist
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ebenfalls in Betracht zu ziehen, dass eine Wechselwirkung zwischen von hnRNP K
reprimierten Proteinen und Fyn moglich wére. Weiterhin konnte es durch die zentrale
Rolle von hnRNP K dazu kommen, dass Fyn mit anderen regulierenden Faktoren in
Kontakt kommt und diese durch Phosphorylierung aktiviert oder inhibiert. Am
Knotenpunkt hnRNP K konnten sich so zwei Signaltransduktionswege uberschneiden
(Bomsztyk, 2004).

Beide Proteine sind jedenfalls auf so vielfaltige Weise in Differenzierung und
Wachstum von neuronalen Tumorzellen involviert, dass eine detaillierte Darstellung der
einzelnen Signaltransduktionswege und einer mdglicherweise bestehenden indirekten
Verknlpfung  weiterhin  interessante  Ansatzpunkte zum  Verstdndnis  der

Proliferationsregulation in Neuroblastomen sind.
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6. Zusammenfassung

Das Neuroblastom ist ein maligner Tumor des Kindesalters, welcher vorwiegend im
postganglionaren sympathischen Nervensystem lokalisiert ist. Die vermehrte
Expression der Src-Kinase Fyn flhrt in Neuroblastomzellen zu einer Induktion der
neuronalen Differenzierung und zu einem Zellzyklusarrest im G1-Stadium. Das
heterogene nukledre Ribonukleoprotein K (hnRNP K) ist ein Protein, welches in-vitro
und in-vivo eine spezifische Interaktion mit der c-Src-Kinase eingeht. Durch hnRNP K
kommt es zu einem translationalen silencing. C-Src hat eine dereprimierende Wirkung.

Aulerdem ist beschrieben, dass Fyn in-vitro an hnRNP K spezifisch binden kann.

Es wurde folgende Hypothese erstellt: Durch eine Bindung von hnRNP K an eine
bestimmte MRNA kommt es zu einer Hemmung der Translation spezifischer Proteine in
Neuroblastomzellen. Fyn kann diese Bindung durch Phosphorylierung von hnRNP K
reversibel inhibieren. Dadurch wird der Translationsvorgang von Proteinen in Gang

gesetzt, welche fur Wachstumsarrest und Differenzierung verantwortlich sind.

In dieser Arbeit wurde zum einen versucht, biochemisch eine in-vivo-Bindung von Fyn
und hnRNP K nachzuweisen. Weiterhin wurde untersucht, ob es dabei zu einer
Phosphorylierung von hnRNP K durch Fyn kommt und ob eine mdglicherweise
bestehende Interaktion einen regulierenden EinfluR auf die Translation hat. Parallel
hierzu wurde eine Analyse der biologischen Auswirkung einer potentiellen Interaktion
durchgefihrt, in der untersucht wurde, ob die flir Fyn gezeigte Wachstumsarrest- und
Differenzierung-induzierende ~ Wirkung Gber hnRNP K  vermittelt — wird.
Zusammengefaldt zeigen die gewonnenen Daten, dass sich die dargestellte Interaktion
von c-src-Kinase und hnRNP K nicht auf die Situation Fyn/hnRNP K in humanen
Neuroblastomzellen Ubertragen lasst. Eine in-vivo-Bindung der beiden Proteine konnte
nicht nachgewiesen werden. Auch eine Interaktion in Form einer Phosphorylierung war
nicht eindeutig zu zeigen. In der funktionellen Untersuchung konnte dagegen ein
dereprimierender Einfluss von Fyn auf die hnRNP K-vermittelte Translationshemmung
gesehen werden. Die Anwesenheit von hnRNP K zeigte aber keinen Einfluss auf die
Fyn-abhdngige neuronale Differenzierung und den G1-Arrest des Zellzykluses.
Zusammengefasst weisen diese Ergebnisse daraufhin, dass Fyn und hnRNP K nicht
uber eine direkte Interaktion Einfluss auf die Proliferation von Neuroblastomen nehmen

kdnnen.
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/. Summary

The neuroblastoma is a malignant tumor, which occurs in childhood and which is
mainly localized in the postganglion sympatic neuronal system. The increased
expression of the Src-kinase Fyn leads in neuroblastoma cells to an induction of
neuronal differentiation and to an arrest in the Gl-stage of the cell cycle. The
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K (hnRNP K) is a protein, which interacts in-
vitro as well as in in-vivo specifically with the c-Src-kinase. HNRNP K leads to a
translational silencing. C-Src has a disinhibiting effect. Futhermore it was described that

Fyn and hnRNP K are binding in-vitro to each other.

The following was hypothesized: With the binding of hnRNP K to a specific mRNA the
translation of specific proteins in neuroblastoma cells is inhibited. Fyn is able to inhibit
this binding reversibly by phosphorylation of hnRNP K. Thus it launched a process of

translation of proteins, which are responsible for growth-arrest and differentiation.

In this thesis the attempt has been made to identify an in-vivo binding of Fyn and
hnRNP K. Furthermore, it has been examined whether a phosphorylation of hnRNP K
by Fyn takes place and if a possibly existing interaction has a regulating influence on
the translation. In addition, the biological effects of a potential interaction were
analysed. Here it was studied, if the growth-arrest und differentiation-inducing effect of
Fyn is mediated by hnRNP K.

In summary the obtained data demonstrate that the described interaction of c-Src-kinase
and hnRNP K is non-transferable to the situation of Fyn/ hnRNP K in human
neuroblastoma cells. An in-vivo binding of the two proteins could not been shown, nor
was an interaction by phosphorylation verified. In the functional experiment a
dereprimating influence of Fyn on the hnRNP K-mediated inhibition of the translation
appeared. The presence of hnRNP K does not show an influence on Fyn-dependent

neuronal differentiation and G1-arrest of the cell cycle.

In conclusion, the results do not point out that Fyn and hnRNP K can influence the pro-

liferation of neuroblastoma cells by a direct interaction.
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