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"The process of scientific discovery is, in effect, a continual flight from wonder.”
by Albert Einstein

Seite 2 von 80



Inhaltsverzeichnis

[y

[u—

— b b ek
[\S}

— = = e = e =

—_—
N

1.2.1
1.2.2
1.23
1.2.3.1
1232

1.3

1.3.1
1.3.2
133
134

1.4

2.1
2.1.1
2.1.2
2.13
2.14
2.1.5
2.1.6
2.1.7
2.1.8
2.19
2.1.10
2.1.11
2.1.12

2.2
2.2.1
222
2221
2222
2223
2224
2225
2226
2227
223
2231
2232
224

Inhaltsverzeichnis
01T 1010 1N 5
Der Transkriptionsfaktor nuclear factor-Kappa B ........coccviiiieeiiieiiiieeiie et 5
Funktion und Aufbau von NF-KB........ccociiiiiiiii et 5
Der klassische Aktivierungsweg von NF-KB........c.ccccoiiiiiiiiieiiecieciee et 6
Der alternative Aktivierungsweg von NF-KB........c.cccoiiiiiiiiiiiiiceceee et 6
Die Regulationsmechansimen der NF-kB-AKVICIUNG........ccecvrrierieriieieeie et 7
Regulationsmechanismen des kanonischen AKtivierungSWegs .........cocvvevveeriereierieneeniierieeeeeeenenns 8
Regulationsmechanismen des nicht-kanonischen AKtIVIEIUNZSWEZES ....cvvevveveereerivereererereeeeeenns 10
Dysregulation von NF-kB und dessen FOIZen...........ccovvieriirieniieiieieeeceeeee e 12
Malt] UNd BCITO ...ttt ettt sttt 13
Aufbau und Funktion von BCl10 ......c.ooiiiiiiiiiiiii e e 13
Aufbau und Funktion von Malt] .........cooiiiiiiiiiiii e e 14
Die Bedeutung von Bcl10/Maltl in lymphoiden und nicht-lymphoiden Zellen...............cc..c........ 15
T-Zell Rezeptor vermittelte NF-KB-AKtIVIEIUNG.......c.cocviiriiiiiiieiieeciiecie e e 15
B-Zell Rezeptor vermittelte NF-kB-AKtIVIETUNG. ........coceeviiriiiiiiiiiiieeeeee e 16
ReEZePLOTtYTOSINKINASEI .. eevvieieieiiieiieeeie ettt ettt et et e et e esaessaesseenbeenseensesnnesneesseenseenes 18
Aufbau und Funktionsweise von Rezeptortyrosinkinasen............c.ecvecveeeierienieenieeniesseeseeseeenenenns 18
Epidermal growth factor REZEPLOT........ccuveiuieriieiieiecie ettt 19
Platelet-derived growth factor REZEPLOr........c.eevvieiiiiiiiieiecee et 21
Fibroblast growth factor REZEPIOT ........ccveiuieiiieiieie e 25
L SdC0] 0] 53001 7e] L0 PSSP 27
Material und Methoden ..........c..coiimmmeiiiimmmeiniirrr s s rsmssssrenas 28
IMAALETIALIEI. ...ttt st h ettt e st ea e e b e s b e bt e bt et et e aeesaeenbe e e enee 28
SEANAATAZETALE .....e.eeiiieiiee ettt e b et et ettt sae et et et et e eaeesaeen 28
Chemikalien und biogene SUDSTANZEN .........c.ccccuiiriieiiiiriiecie ettt sveesaeesraeeseaeesaee e 29
Standardlosungen Und PUSTET..........ccooiiiiiiiiic e 30
ZRILIBIL. ..ttt h e h e bttt ettt be bbbttt ettt 32
Zellkulturmedien und MedienZUSELZE. .......cc.evuerireririiieiciese sttt 33
J N 11 C0] 4 1<) RS 33
ENZYIMNE ..ottt ettt ettt et e b it et enee 34
OLIGONUKICOTIAR ...ttt ettt e b et ettt s eneeenaeenee 34
Molekulargewichtsmarker flir DNA und Proteine..........c.cceceeviiercieeniienieenieeeie e 34
Molekularbiologische KItSYStEIME ........couveiuieriiiiiiiiiiii ittt 34
VerbrauchSmaterialien ... ...coouiiiiiiiiieiee ettt ettt st 35
Verwendete SOTIWATE .....cc.eivuiiiiiiiiie ettt ettt ettt e e e e 35
A (13 1 1o TG T s DO OO 36
Haltung und Zucht der MEAUSE ........c.eecueiieeiieiieieeie ettt ae e eesneesseeseenes 36
ZZRIIKUILUL ..ottt et ettt b e st b et e b et s b sb e e bt bt e s n et enaenbenaean 36
Generierung primdrer muriner embryonaler Fibroblasten (MEFS).......c.ccccooninininiincnincncnnn 36
Kultur und Passagierung primarer MEFS ..........ccoooiiiiiiiiniiieieeeeee e e 37
Zellkultur und Passagierung von PhoeniXzellen...........cccoecuiviiriierieniieiieiecieeeeee e 37
BINTTIETEI ..ottt ettt ettt bbbt ebt et et nae st be e 38
J N B i1 1<) OO ORI 38
Zellzahlbestimmung mittels Trypanblaufarbung..........ccceevvvveiiieriiieniiienieecieeee e 38
Retrovirale Infektion VON MEFS.......cccoiiiiiiiiiii e e 39
StMUIAtIONSEXPETTMENLE .....vvieeerieieiieeieertiesteeeteesteesreesaeessreessseessseesseessseessseessseessseessseessseenssens 39
Stimulation der MEFs mit Wachstumsfaktoren............coceeuieieriinieniiniiicie e 39
SUIrVIVal-/ProliferationNSaASSAY .......ccveriertieriierieeieetesteste et eteeetesteesteebe e e essesaesseesseeseenseensenssessnens 40
MolekularbiologiSche MEthOA@N ..........eeuviriieiieiieie ettt see e 40

Seite 3 von 80



Inhaltsverzeichnis

2.2.4.1
2242
2243
2244
2245
2246
2247
2248
2249
2.2.4.10
2.24.11

3.1

3.1.1
3.1.2
3.13
3.14
3.1.5
32

3.2.1
322
323
33

34

4.1

4.2

6.1

6.2

6.3

6.4

DINA-EXITAKEION ...ttt sttt ettt ebt et nae st nbe e 40
Polymerasekettenreaktion. ... ....ccuieiieieeieeiieieeieee ettt sneeae e 41
Agarose-GeleleKtroPROTESE ......couiiiiiiiiieiee ettt 42
Herstellung nuklearer ZelleXtrakte ........ccceecvieiiiiiiiieiieeciieeieeeie ettt sreesiaeesaaeeiaeesene e 42
NF-kB ELISA mit KerneXtrakten.........ccoiiiiiriiiieiieiieieee e 43
Herstellung zytoplasmatischer ZelllySate ........cceecvierieeriiiriieeiiieeie ettt 43
Bestimmung des Proteingehalts mit der Bradford-Methode.............ccoooeiiiniininniiiiiice 44
SDS-Polyacrylamid-GeleleKtrophorese. ... ..cccuvervieriieiiienieeciieeteeee et re et sve e saeeseaees 44
Immunoblot (WeStern BlOt)........ccuviiiiiiiiiiiieciecceecte ettt ettt ettt aae et e e eane e 45
Detektion der transferierten ProteINe........c.cooevereriiieiiniiniineneeiee ettt e 46
Entfernen von Antikérpern auf der Membran (Stripping) .......cceeeveeeveeeesveneesieesieesieeeeseeseeeeeens 47
0 e 1) 1) L 48
Die Rolle von Bcl10 in der Signaltransduktion von Wachstumsfaktoren ............cccceeeeveerviennnennee. 48
Bcl10 abhéngige Degradation von IKBOL......c..coriiiiiiiiiiciieceeee e 48
Bcl10-abhéngige Translokation von NF-kB in den Zellkern..........ccccoeovevienieninncniiiiiiencen 49
NF-kB Aktivierung nach retroviraler Rekonstruktion von Bel10.........ccocovviiiieiiiiiieciieciieeies 50
Bcl10-unabhédngige Aktivierung von MAPK und AKt .......ooooiiiiiiinieeeee 51
Akt als Regulator der NF-KB AKEVICIUNG........cccverieriieieeieeieeiienie et seee s 52
Die Rolle von Maltl in der Signaltransduktion von Wachstumsfaktoren ...........c..ccceevevverenennene 53
Maltl-abhingige Degradation VOn IKBO .........covuieiiriiiiierieieic ettt 53
Maltl-abhéngige Translokation von NF-kB in den Zellkern............ccceoevenininincninncncncnennenn 54
Maltl-unabhingige Aktivierung von MAP-KINasen.........cccovevereriiienienenininenceieeeieneeneeiee 55
Bcll10-abhéngige Expansion von MEFs nach Wachstumsfaktor-stimulation............cc.cccccvenuennene. 55
Schematische ZusammenTasSUNE .......c..coriireiiiiiiiieiceie ettt ettt sttt et eatesaeesaeens 57
D7 T ) 59
Bcll0-und Maltl-abhéngige NF-kB-Aktivierung nach Rezeptortyrosinkinasenstimulation........ 59
AUSDIICK ...ttt bbbttt ettt ettt nae 63
W21 10110 100 11 1] 1 65
B2 /75 T 1111 67
LiteraturVETZEICIIS ...c..eeiiitieie ettt ettt et sa e 67
ADDIIAUNZSVETZEICHINIS ....ecuvieeiiieiiieeiiecieeette sttt et e sae et e e sbeesebeesaaeessbeessseessseensaeesseenseeennns 72
TabelleNVETZEICHIIS ......eeiiiiieiiee ettt ettt ettt st s e e e 73
PN o) 8 A LYo /5 (6] 111 OSSR RPS 74
Lebenslauf ... 78
DANKSAGUNG.......iiieenniiiirneirirrmeir s s s s raas s s rmn s s e nmn s s e nnn s e rnnnn 80

Seite 4 von 80



Einleitung

1  Einleitung

1.1 Der Transkriptionsfaktor nuclear factor-kappa B

1.1.1 Funktion und Aufbau von NF-kB

Der Transkriptionsfaktor nuclear factor-kappa B (NF-xB) spielt in verschiedenen
biologischen Prozessen eine Rolle. NF-kB reguliert zum einen Zellwachstum, -iiberleben
sowie —ausreifung, zum anderen ist NF-xB Bestandteil von Signalwegen der
Immunabwehr und der Inflammation [26, 60, 68].

Die NF-kB-Familie besteht bei Sdugern aus fiinf verschiedenen Proteinen: NF-xB1 (p50
und sein Vorlauferprotein p105), NF-xB2 (p52 und sein Vorlduferprotein p100), RelA
(p65), RelB und c-Rel. Gemeinsam ist diesen die N-terminale, aus 300 Aminosduren
bestehende sogenannte Rel-Homologie-Doméne, welche die Dimerisierung von 2
Untereinheiten vermittelt. Darliberhinaus ist diese auch notwendig fiir die Interaktion mit
den Inhibitor-of-kappa-B (IxB)-Proteinen und die Bindung an spezielle DNA-Sequenzen.
RelA, RelB und c-Rel besitzen neben der Rel-Domine auch eine C-terminale
Transaktivierungsdomidne, durch die sie im Gegensatz zu NF-kB1 und NF-kB2 eine
aktivierende Wirkung haben und die Transkription spezifischer Zielgene fordern [17, 26,
68].

Wie bereits oben erwéhnt, ist NF-xB in ruhenden Zellen an IkBs gebunden. IkBs stellen
eine Familie dar, bestehend aus den ,klassischen® Unterformen IkBa, IkBp sowie IkBe
sowie IkB-dhnlichen Proteinen wie IkB{, BCL3 und IkBNS [68]. Durch die Bindung an
IxB an NF-kB wird eine Translokation des Transkriptionsfaktors in den Kern durch die
Maskierung des Kernlokalisationsabschnitts verhindert.

Die Aktivierung von NF-kB erfolgt v.a. durch zwei verschiedene Signalkaskaden, dem
klassischen bzw. kanonischen Signalweg einerseits und dem alternativen bzw. nicht-
kanonischen  andererseits. = Diese  beiden  Aktivierungswege  sowie  deren

Regulationsmechanismen sollen im Folgenden detailierter dargestellt werden.
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1.1.2 Der klassische Aktivierungsweg von NF-kB

Der klassische Aktivierungsweg wird auch als kanonischer Weg bezeichnet. Dabei fiihrt
die Stimulation einer Zelle zur Aktivierung des IkB Kinasen (IKKs)-Komplexes,
bestehend aus IKKo, IKKB sowie IKKy. Wihrend IKKa und IKKp katalytische
Eigenschaften besitzen, stellt IKKy, auch NF-«B essential modulator (NEMO) genannt,
eine regulatorische Untereinheit dar. Der Aktivierungsmechanismus von IKK ist je nach
Rezeptor unterschiedlich [68]. Gemeinsam ist ihnen allerdings, dass es infolge der
Aktivierung des IKK-Komplexes zur Phosphorylierung und Polyubiquitinierung von IxB
am N-Terminus kommt. Dies fiihrt zum Abbau von IkB im Proteasom und die
Kernlokalistationsdoméne von NF-xB wird freigelegt [17, 68].

Die Aktivierung des kanonischen Signalwegs fiithrt v.a. zur Aktivierung von

Heterodimeren bestehend aus p50 (= NF-xB1), p52 (= NF-kB2) und RelA.

1.1.3 Der alternative Aktivierungsweg von NF-kB

Neben dem oben beschriebenen kanonischen Weg fiihrt der alternative, auch nicht-
kanonisch genannte, Aktivierungsweg ebenfalls zu einer Aktivierung von NF-xB. Hierbei
kommt es v.a. zur Translokation des RelB/p52-Komplexes in den Zellkern [49, 60].
Wihrend IxB und dessen Degradation im klassischen Weg eine zentrale Rolle zukommt,
ist die NF-xB-Untereinheit p100 im nicht-kanonischen Aktivierungsweg von essentieller
Bedeutung. Die Untereinheit p100 fungiert &hnlich wie IkB als Translokationsinhibitor von
RelB [57, 60]. Die Aktivierung von NF-kB-inducing kinase (NIK) und nachfolgend von
IKKo fithrt zur Phosphorylierung, Ubiquitinierung sowie Prozessierung von pl00.
Dadurch kommt es zur Freilegung der Translokationsdomine und somit zur Translokation
in den Zellkern [60].

Rezeptoren, welche diesen Aktivierungsweg von NF-kB anschalten, gehdren meist der
Familie der Tumor-necrosis-factor receptors (TNFRs) an. Dazu zéhlen u.a. folgende
Rezeptoren: B-cell-activating factor belonging to TNF family receptor (BAFFR),
lymphotoxin B-receptor (LTBR), receptor activator of nuclear factor kB (RANK), TNFR2,
CD 40 und Fnl14 [60].

Abbildung 1 zeigt schematisch diese beiden Aktivierungswege von NF-kB.
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Klassischer Alternativer
Aktivierungsweg Aktivierungsweg

Rezeptoraktivierung, | | Rezeptoraktivierung, |
zB.IL-IR. TNFR | | z.B. BAFF-R.CD40, LTER |

Zytoplasma ; \
MR T e
IKK -Komplexbildung nach .
ee Aktivierung von IKK } KR g-Aktivierung:

_______ Prozessierung von
- pl00 nach

Phosphorylierung

Degradation von
IxBanach

Phosphorylierung

Abbildung 1:  Kanonischer und nicht-kanonischer Signalweg zu NF-kB (nach Pomerantz et al.,
2002) [49]
Oben links dargestellt ist der kanonische Aktivierungsweg, in welchem es nach Aktivierung
des IKK-Komplexes und Phosphorylierung von IkBa zur Translokation von NF-kB,
bestehend aus den Untereinheiten pS0/RelA oder p52/RelA, kommt.
Rechts sieht man schematisch den nicht-kanonischen Aktivierungsweg, bei dem eine
IKKoa- induzierte Prozessierung von p100 zu p52 zu einer NF-kB-Translokation (bestehend
aus RelB und p52) fiihrt.

1.1.4 Die Regulationsmechansimen der NF-kB-Aktivierung

Die Aktivierung bzw. die Aktivitdt von NF-kB wird durch unterschiedliche Mechanismen
reguliert. Dabei sind v.a. folgende Aktivierungsschritte Angriffspunkte fiir
Regulationsmechanismen: Erstens die Formierung eines aktivierenden Proteinkomplexes
am Rezeptor und dessen Stabilitit, zweitens die Stabilitit von NIK im Falle des
alternativen  Aktivierungweges, drittens der IKK-Komplex im  klassischen
Aktivierungsweg, viertens IkB bzw. die p100-Untereinheit, fiinftens die Wirkung von NF-
kB im Zellkern. Im Folgenden soll ein kurzer Uberblick iiber einige dieser zentralen
Regulationsmechanismen gegeben werden. Da Rezeptoren nach Ligandenbindung meist
unterschiedliche Proteine rekrutieren oder zum Teil auch beide Aktivierungswege

anschalten, ist das Augenmerk v.a. auf die wesentlichsten Angriffspunkte gerichtet.
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1.1.4.1 Regulationsmechanismen des kanonischen Aktivierungswegs

Wie unter 1.1.2 erwéhnt spielt [kB im klassischen Aktivierungsweg eine zentrale Rolle und
stellt somit einen wichtigen Regulationspunkt dar. Die Phosphorylierung der klassischen
IxBs (IkBa, IkBp, IkBeg) fiihrt zur Ubiquitinierung mit anschlieBender Degradation im
Proteasom. Dadurch wird die Kernlokalisationsdomédne von NF-«B freigelegt und der
Transkriptionsfaktor wandert in den Zellkern. Die Resnythese der IkBs geschieht in
Abhingigkeit von NF-kB. Die Degradationsgeschwindigkeit sowie die Kinetik der
Resynthese ist dabei je nach Unterform unterschiedlich. Wiahrend IkBa sehr schnell
abgebaut und auch resynthetisiert wird, 1duft dies bei IkBf oder IxBe wesentlich langsamer
ab [68]. Im Rahmen eines negativen Feedbackmechanismus fungieren neu synthetisiertes
IkBo und IxBe im Weiteren als negative Regulatoren der NF-xB-Aktivierung.
Nachgebildetes IkBa wandert dazu in den Zellkern und bindet an NF-kB-Dimere, welche
an DNA gebunden sind. Dies bewirkt eine Auswanderung von NF-kB aus dem Zellkern,
der Transkriptionsfaktor liegt somit wieder in inaktiver Form, an IkBa gebunden, im
Zytoplasma vor [53, 68]. Neu synthetisiertes und anschlieBend in den Zellkern
transloziertes IkBe besitzt, durch Unterdriickung der IkBa-induzierten Oszillationen,
dariiber hinaus noch eine zusdztliche regulierende Eigenschaft, welche die NF-«xB-
Aktivitdt reduziert [53]. IkBp hingegen ist durch Bindung an NF-«xB im Zellkern in der
Lage, die inhibierende Wirkung von IxBa zu verhindern und somit die NF-kB-Wirkung zu
verlangern. Eine identische Wirkung erzielt eine vermehrte Acetylierung von RelA [53].
Erwdhnenswert ist in diesem Zusammenhang, dass die IkB-Unterformen, trotz &hnlicher
Struktur, unterschiedlich stark an die verschiedenen NF-kB-Komplexe binden und es somit
je nach phosphorylierter Unterform zur Transkription unterschiedlicher Gene kommt [68,
74]. So bindet IkBa bevorzugt an RelA/p50-Komplexe, IkBe an RelA/RelA- oder
RelA/p50- Komplexe [68].

Doch IkB stellt nicht den einzigen Regulationspunkt dar. Wie unter 1.1.2 beschrieben fiihrt
erst die Aktivierung des IKK-Komplexes zur Phosphorylierung von IkB. In stimulierten
Makrophagen konnte gezeigt werden, dass der IKK-Komplex nach Aktivierung nicht nur
IxB phosphoryliert, sondern IKKa auch RelA und c-Rel phosphorylieren kann, welche zu
diesem Zeitpunkt noch im Zytoplasma lokalisiert sind. Nachdem die phosphorylierten
Transkriptionsfaktoren dann in den Zellkern gewandert sind, werden sie schneller

degradiert und die NF-kB-Aktivitit somit beendet [35, 68]. In friiheren Untersuchungen
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konnte in Makrophagen gezeigt werden, dass die Aktivierung von RelA, welches an einen
Promoter gebunden hat, durch proteosomalen Abbau beendet werden kann [42, 68].

Aber auch oberhalb des IKK-Komplexes gibt es unterschiedliche negative
Regulationsmechanismen. Nach Rezeptorstimulation kommt es zur Rekrutierung
rezeptorspezifischer Proteine und deren Aktivierung. Bevor es zur Aktivierung des IKK-
Komplexes kommt, stellt die Polyubiquitinierung von Proteinen an Lysin 63 (K63-linked
ubiquitination) durch Ligasen einen essentiellen Schritt dar. Diese ist jedoch reversibel [26,
53]. Zahlreiche Deubiquitinasen wie z.B. A20 spielen dabei eine Rolle. Da A20 ebenfalls
NF-kB-abhidngig exprimiert wird, kommt es im Rahmen der Aktivierung des
Transkriptionsfaktors zur de novo Synthese des Enzyms. Dies trigt zu einem negativen
Feedbackmechanismus bei, indem A20 die Polyubiquitinierung an K63 riickgidngig macht.
Dartiberhinaus fiihrt A20 durch seine parallel bestehende E3 ubiquitin ligase domain zur
Polyubiquitinierung von unterschiedlichen Signalproteinen und somit auch zu deren Abbau
im Proteosom. Der IKK-Aktivierungskomplex wird dadurch instabil. Dieser negative
Feedbackmechansimus sei an der Proteinkinase RIP1 beispielhat dargestellt. Nach
Bindung von TNF an den TNF-Rezeptor 1 kommt es zur Rekrutierung des Adaptorproteins
TRADD an den Rezeptor, was zur Bildung eines Signalkomplexes bestehend aus den E3
Upiquitin-Ligasen cIAPI, cIAP2 und TRAF2 sowie der Proteinkinase RIP1 fiihrt. Im
Folgenden kommt es durch cIAP zur aktivierenden Polyubiquitinierung von RIP1 an K63.
Der IKK-Komplex formiert sich hierdurch und iiber weitere Zwischenschritte wird NF-xB
aktiviert. A20 wird nach Translokation des Transkriptionsfaktors in den Zellkern vermehrt
exprimiert. Die aktivierende Polyubiquitinierung von RIP1 wird durch die
Deubiquitinaseuntereinheit von A20 entfernt bzw. fiihrt die E3 ubiquitin ligase domain zu
einer Polyubiquitinierung an einer anderen Stelle des Proteins und induziert somit dessen
Abbau im Proteasom [53]. A20 ist eine von mehreren bekannten Deubiquitinasen die eine
dhnliche inhibitorische Wirkung auf die NF-kB-Aktivierungskaskade haben, dazu zdhlen
u.a. die Deubiquitinasen cellular zinc finger anti- NF-kB (Cezanne) oder Cyclindromatosis
(CYLD). Die Aktivitit der Deubiquitinasen wird dabei durch weitere Proteine reguliert
[53].

Ein weiterer Regulationspunkt stellt die Dissoziation des Aktivierungskomplexes vom
Rezeptor durch Adaptorproteine dar, wodurch es zu einer Inhibition der NF-«xB-
Aktivierung kommt. Dies soll am Beispiel des Toll-like Rezeptors 4 (TLR4) genauer
dargestellt werden. Im Falle der Aktivierung von TLR4 kommt es u.a. zur Rekrutierung

von MyD88 und TRIF an den Rezeptor. MyD88 aktiviert durch IRAKS (Interleukin-
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Rezeptor assoziierte Kinasen) sowie zusammen mit TRAF6, welches von TRIF zusammen
mit weiteren TRAF-Proteinen rekrutiert wird, letztendlich IKK und der kanonische
Signalweg zu NF-«kB wird angeschaltet. Die Stimulation des Rezeptors fiihrt aber auch,
nach NF-kB-Translokation in den Zellkern, zu einer vermehrten Expression von
Inhibitoren. So kommt es erstens vermehrt zur de novo Synthese der MyD88 Kurzform,
welche durch alternatives Splicen entsteht, zweitens wird vermehrt IRAK-M, ein inaktives
IRAK Homolog, exprimiert wie auch drittens SARM. Gemein ist ihnen, dass sie die IKK-
Aktivierung nach Rezeptorstimulation durch Interaktion mit den Adaptorproteinen
inhibieren [53].

Dariiberhinaus besitzen weitere Proteine der kanonischen Signalkaskade, wie z.B. IKKf
nicht ausschlieBlich eine aktivierende Wirkung. Vielmehr sind sie z.T. in der Lage ihre
»Aktivatoren® zu phosphorylieren und somit deren Wirkung zu beenden [53].

Zuletzt kann die NF-kB-Aktivitdt im kanonischen Aktivierungsweg im Zellkern selbst
beendet werden. Neben dem bereits oben erwdhnten negativen Regulationsmechanismus
durch IxB, gibt es noch weitere. So kann die Aktivitdt von NF-kB durch Abtrennen des
Transkriptionsfaktors von der DNA und anschlieBender proteolytischer Degradation
beendet werden. Eine Rolle spielt dabei, wie bereits oben aufgefiihrt, u.a. IKKa. Zum
einen ist es in der Lage NF-kB-Untereinheiten nach eigener Aktivierung zu
phosphorylieren und somit die Degradation von c-Rel bzw. RelA nach Translokation zu
beschleunigen [53, 68]. Zum anderen interagiert IKKa mit SUMO E3 Ligasen wie PIASI.
Wird IKKa aktiviert, phosphoryliert es PIAS1. Die SUMO E3 Ligase disoziiert von der
Kinase und wandert in die Promotorregionen der NF-kB-Zielgene. Die Transkription wird
somit unterbunden. Zuletzt sind zwei E3 Ubiquitinligasen (PDLIM2, EC2S) bekannt,
welche die Degradation von nukledrem RelA steuern und somit ebenfalls die NF-kB-

Aktivitdt terminieren [53].

1.1.4.2 Regulationsmechanismen des nicht-kanonischen
Aktivierungsweges

Wie unter 1.1.3 beschrieben stellt die NF-kB-inducing kinase (NIK) einen zentralen Schritt
im Rahmen des nicht-kanonischen Aktivierungsweges von NF-kB dar [53, 60]. Die
Rezptorstimulation fiihrt dabei {iber die Stabilisierung von NIK zur Aktivierung von IKKa.
Die Stabilitit von NIK ist essentiell fiir die Aktivierung von NF-kB. Verschiedene

Mechansimen, welche zu einer Destabilisierung von NIK beitragen, fithren zu einer
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Signalabnahme bzw. zu einer Beendigung des Signalweges [60]. Im Folgenden werden
einige Kontrollmechanismen von NIK aufgezeigt.

Ein wesentlicher negativer Regulator stellt TRAF3 dar. TRAF3 ist ein an NIK-bindendes
Protein, welches als Bestandteil eines, aus mehreren Untereinheiten bestehenden,
Ubiquitin-Ligase-Komplexes fungiert. Neben TRAF3 sind folgende Proteine Bestandteil
dieses Komplexes: TRAF2 und die Ubiquitinligase cIAP1/2 (T3-T2-cIAP). Durch die
Dimerisierung von TRAF2 mit TRAF3, welches an NIK gebunden hat, kommt es zur
Rekrutierung der Ubiquitinligase an NIK. Dies resultiert in einer Ubiquitinierung von NIK
mit anschliefendem Abbau im Proteasom. Dieser Mechanismus trigt dazu bei, dass unter
physiologischen Bedingungen die NIK-Konzentration im Zellinneren auf niedrigem Level
konstant gehalten wird. Infolge einer Rezeptorstimulation kommt es zur Rekrutierung des
T3-T2-cIAP-Komplexes an den Rezeptor, was zur Degradation von TRAF3 und/oder
TRAF2 fiihrt. Im Folgenden akkumuliert NIK in den Zellen, was zu einer vermehrten
Signaltransduktion und Aktivierung von nachfolgenden Proteinen des alternativen
Signalweges fiihrt [60].

Desweiteren exisitiert ein negativer, IKKa-abhéngiger Feedbackmechanismus, welcher in
der Lage ist, das Ausmal} der NIK-Aktivierung zu regulieren. Nachdem IKKa durch NIK
aktiviert worden ist, phosphoryliert das Protein selbst wiederum NIK, was zu dessen
Destabilisierung und anschlieBender Proteolyse fiihrt [53, 60].

Neben beiden bereits genannten Regulationsmechanismen, existieren einige Proteine,
welche als negative oder auch positive Regulatoren von NIK oder IKKa fungieren.
Beispiele fiir negative Regulatoren von NIK stellen das TRAF- and NIK-associated protein
(TNAP) oder Monarch-1 dar. Erst genanntes interagiert mit NIK, TRAF2 und TRAF3 und
fiihrt nach Transfektion in Zellen zu einer Inhibition der NIK-Kinaseaktivitit. Bei letzt
genanntem kommt es nach CD40-Stimulation durch die Induktion eines vermehrten
proteasomalen Abbaus von NIK zu einer Inhibition des nicht-kanonischen Signalwegs.
Das Zinkfingerprotein 91 (Zpf91) hingegen kann ebenso wie MALT1 oder BCL10 zur
Stabilisierung bzw. vermehrten Aktivierung von NIK beitragen. Im Falle von IKKa besitzt
STAT3 regulatorische Eigenschaften. Wiéhrend {iberexprimiertes STAT3 nach
Acetylierung in der Lage ist, IKKa in Krebszelllinien zu aktivieren, haben spezifische
microRNAs einer inhibierenden Einfluss auf dieses Protein [60].

Dartiiberhinaus wird vermutet, dass es auch auf nuklearer Ebene Mechanismen, wie z.B.

bestimmte Adaptorproteine, existieren, welche einen regulatorischen Einfluss haben [60].
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1.1.5 Dysregulation von NF-kB und dessen Folgen

Die Dysregulation von NF-xB, v.a. im Sinne einer unkontrollierten Aktivierung, tragt zur
Entstehung unterschiedlicher Krankheiten bei. Im Folgenden werden beispielhaft einige
Erkrankungen genannt, in denen eine Fehlregulation von NF-«B eine Rolle spielt.

So kann eine Infektion mit onkogenen Viren oder Bakterien zu einer dauerhaften
Aktivierung von NF-kB und somit zu einer Gewebeschiadigung flihren. Im Weiteren
Verlauf kann es zur Tumorgenese kommen [60]. Onkogene Viren kodieren dabei
spezifische Proteine, die in der Lage sind, durch Interaktion mit unterschiedlichen
Komponenten des NF-kB-Signalweges, diesen dauerhaft anzuschalten [61]. Das humane
T-lymphotrope Virus-1 (HTLV-1) z.B. kodiert das Onkoprotein Tax, welches in der Lage
ist, in infizierten T-Zellen durch direkte Bindung an IKKy den kanonischen und durch
Interaktion mit p100 den alternativen Aktivierungsweg anzuschalten. Dieser Mechanismus
trdgt zu einer Transformation der infizierten T-Zellen bei und spielt eine entscheidende
Rolle in der Entstehung des adulten T-Zelllymphoms/Leukdmie [27, 62]. Ebenso kodiert
das Kaposi's sarcoma associated herpes virus (KSHV), auch humanes Herpesvirus 8
(HHV-8) genannt, eine virale Form des zelluldren FLICE inhibitor Proteins (FLIP) namens
vFLIP. Dieses ist in der Lage, durch eine dauerhafte Aktivierung von IKK, NF-xB zu
aktivieren [27, 60]. Eine Infektion mit KSHV ist in erster Linie assoziiert mit dem
Auftreten des Kaposi Sarkoms bei HIV-Infizierten, spielt aber auch eine Rolle im Rahmen
von lymphoproliferativen Erkrankungen [5, 60]. Dariiberhinaus ist LMP1 (latent infection
membrane protein 1), ein durch Epstein Barr Virus (EBV) kodiertes, transmembrandses
Protein, in der Lage Signalwege zu NF-kB anzuschalten. LMP1 besitzt eine intrazelluldre
Domine, welche eine grole Homologie zur Signaldomdne des CD40-Rezeptors aufweist,
und fithrt neben der Oligomerisation von TRAF2 und TRAF5 mit nachfolgender
Aktivierung von IKK, auch zu einer Aktivierung beider NF-kB-Signalwege. Eine Infektion
mit EBV kann v.a. in immundefizienten Personen zur Entstehung von Lymphomen, wie
z.B. Hodgkin Lymphomen, beitragen [27, 58, 60].

Neben unterschiedlichen onkogenen Viren, konnen auch bakterielle Infektionen zu einer
dauerhaften NF-kB-Aktivierung fiithren. Helicobacter pylori (H.pylori) und Legionella
pneumophila sind zwei solche Bakterien. Eine Infektion mit H. pylori ist assoziiert mit der
Entstehung von mucosa-associated lymphoid tissue (MALT)-Lymphomen [77]. Im
Rahmen des weiteren Tumorwachstums fithren genetische Verdnderungen zu einem

Antigen-unabhidngigen Wachstum. Zu diesen genetischen Aberrationen zdhlen u.a. die
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Translokationen t(14;18)(q32;q21) sowie t(1;14)(p22;q32), welche zu einer Verbindung
des MALTI-Gens bzw. des BCLI0-Gens mit dem Immunglobulin-schwere-Kette (IgH)
Gen auf Chromosom 14 fiihrt [27]. Die Translokation t(11;18)(q21;q21) fiihrt zur Fusion
des apoptosis inhibitor 2 (4PI2) Gens auf Chromosom 11 mit MALTI auf Chromosom 18.
Durch diese Translokationen kommt es zu einer deregulierten Proteinexpression und somit
zu einer dauerhaften Aktivierung von NF-kB verbunden mit einem {iiberschieBenden
Zellwachstum [27, 76].

Dartiberhinaus spielt eine iiberschiefende Aktivierung von NF-kB auch eine Rolle in der
Pathogenese von Autoimmunerkrankungen. So stellt die Aktivierung dieses
Transkriptionsfaktors einen zentralen Punkt in der Entstehung der Rheumathoiden Arthritis
dar, einer Autoimmunerkrankung aus dem rheumatologischen Formenkreis, bei der es
durch eine chronische Gelenkentziindung zur Knorpelzerstorung kommt. Die Aktivierung
von NF-kB durch unterschiedliche Proteine, wie z.B. den proinflammatorischen
Mediatoren Interleukin (IL)-1 und tumor necrosis factor (TNF) fiihrt zur Transkription von
ebenfalls entzliindungsfordernden Genen. Langfristig kommt es somit durch die chronische

Entzlindung zu einer Gewebeschiadigung [69].

1.2 Maltl und Bcl10

1.2.1 Aufbau und Funktion von Bcl10

Das zellulire Homolog zum equinen Herpesvirus 2-Gen E10 ist bei Sdugetieren Bcll0
[67]. Die Sequenz des bei Menschen und Mausen vorkommenden BCL10-Proteins ist zu
91% identisch [54]. Es besteht aus 233 Aminosduren mir einer caspase recruitment domain
(CARD) am N-terminalen Ende [54, 67]. Diese CARD Doméne vermittelt die eigene
Oligomerisierung und ist allein verantwortlich fiir eine NF-kB-Aktivierung. Die C-
terminale Region ist hingegen reich an phosphorylierbaren Serin- und Threoninresten.
BCL10 ist ein wichtiges Signalprotein fiir den Neuralrohrverschluss in der Embryogenese

und in der T- und B-Zellaktivierung [54].
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1.2.2 Aufbau und Funktion von Malt1l

Maltl wird gebildet aus 821 Aminosduren. Das 92 kDa Protein besteht am N-terminalen

Ende aus einer death Doméne (DD), zwei Immunglobulin (Ig)-dhnlichen Doménen, einer

Kaspase-dhnlichen Region und am C-terminalen Ende nochmals einer Ig-Doméne [65, 67,

76]. Dreizehn Aminosduren, die direkt auf den CARD-Abschnitt des BCL10-Proteins

folgen, sowie ein minimaler Abschnitt innerhalb der CARD sorgen fiir eine Interaktion mit

den beiden Ig-dhnlichen Doménen von MALTI. Ebenso ist die DD-Domine fiir eine

Komplexbildung der beiden Partner notwendig [34, 54, 65]. Eine schematische Darstellung
des MALT1-Proteins zeigt Abbildung 2.

CARMAT —

BCL10 =

MALTT =

Abbildung 2:

CARMA1-BCL10- und MALT1-Struktur und Interaktionsbereiche (nach Thome et

al., 2010) [65]

CARMALI setzt sich zusammen aus einer N-terminalen Caspase recruitment domain

(CARD), gefolgt von einer coiled-coil (CC-) Region. Der daran anschlielende Bereich,

bestehend aus einer PDZ-, Src homology 3- (SH3) sowie Guanylatkinase-Region (GUK),

ist ausschlaggebend fiir die Eingliederung in die Familie der ,,membrane-associated

guanylate kinases (MAGUK). BCL10 besitzt dhnlich wie CARMAI eine N-terminale

CARD-Domine. Maltl setzt sich zusammen aus einer death Domidne (DD), 2

Immunglobulin (Ig)-dhnlichen Abschnitten, einer Protease-Region sowie einer weiteren

Immunglobulin Doméne.

Zur Ausbildung des CARMAI1-BCI10-MALT1-Komplexes kommt es durch folgende

Interaktionen:

1. CARMA-1-BCL10 iiber die CARD-Doméne (hellgriin) von CARMA1 mit der CARD-
Doméne von BCL10

2. BCL10-MALT! durch den C-terminalen Bereich und ein daran anschlieBender kurzer
Abschnitt von 13 Aminosduren von BCL10 mit den beiden Ig-dhnlichen Regionen
(dunkelgriin) von MALT1

3. CARMAI1-MALTI1 iber die coiled-coil (blau) Region von CARMAl mit dem C-
terminalen Abschnitt von MALT1 (Protease (hellblau) und die dritte Ig-&hnlichen
Region (griin))
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1.2.3 Die Bedeutung von Bcl10/Maltl in lymphoiden und nicht-
lymphoiden Zellen

Es konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dass Bcl10 und Maltl in der Regulation
von B- und T-Zellen nach Rezeptorstimulation eine bedeutende Rolle zukommt [55]. Als
Komplexpartner fiir diese beiden Proteine fungiert dabei ein Mitglied der CARMA-
Familie. Im Falle von lymphoiden Zellen ist dieser Komplexpartner Carmal, dessen
Struktur oben in Abbildung 2 schematisch dargestellt ist [28, 55, 65]. Wihrend Maltl in T-
Zellen unentbehrlich ist fiir die effektive Aktivierung von NF-kB, ist es in B-Zellen nicht
essentiell [55]. Die Aktivierung von NF-xB im Falle einer T-Zellrezeptor- bzw. B-
Zellrezeptorstimulation wird unter 1.2.3.1 bzw. 1.2.3.2 beispielhaft dargestellt.

Eine NF-kB-Aktivierung in Abhéngigkeit von Bcll10 bzw. Bell0 und Maltl ist allerdings
nicht spezifisch fiir B-/T-Zellrezeptorsignalwege. So konnte eine NF-kB-Aktivierung auch
im Falle des Fc- [30], des NK-Zellrezeptors [22] sowie weiteren Rezeptoren des

unspezifischen Immunsystems [21, 24] gezeigt werden.

1.2.3.1 T-Zell Rezeptor vermittelte NF-kB-Aktivierung

T-Zellen konnen auf zwei unterschiedliche Wege stimuliert werden. Erstens durch die
Interaktion des T-Zellrezeptors mit MHC-Peptid-Komplexen, was fiir die Beendigung der
Go-Phase der T-Zellen essentiell ist. Zweitens agieren zum anderen Rezeptoren von
Antigen-priasentierenden Zellen (APC) oder Zytokine und Chemokine als sogenannte Co-
Stimuli. Diese T-Zellaktivierung kann gleichzeitig oder zeitlich versetzt zu erst genannter
Stimulation auftreten und sorgt fiir vermehrte Produktion von Makromolekiilen in der
Zelle, einem erhohten Zellmetabolismus und ist verantwortlich fiir ein Vorantreiben des
Zellzyklus [1].

Der T-Zellrezeptor ist ein Heterodimer aus 2 unterschiedlichen Proteinketten, bei reifen
CD4"- und CD8"-Zellen meist aus einer o- sowie einer p-Kette, seltener aus einer y- und d-
Kette bzw. im Falle von unreifen T-Zellen aus einer - und einer Vorldufer- a-Kette. Diese
interagieren mit Untereinheiten von CD3 (CD3y,-9,-¢) und (-Untereinheiten. Jede einzelne
Untereinheit besitzt mindestens ein ,,immune receptor tyrosine based activation motif*
(ITAM), was fiir die Signaltransduktion nach Antigenerkennung notwendig ist (siche
Abbildung 3) [38]. Eine zentrale Rolle kommt dabei der Phosphorylierung des ITAMs der
{-Kette durch die Kinasen Lck und/oder Lyn zu. Dies fiihrt zur Bindung eines 70kD
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schweren Tyrosinphosphoproteins, ZAP70 genannt, an dieses ITAM [1, 38, 71, 72]. Das
durch Phosphorylierung aktivierte ZAP70 phosphoryliert dann weitere Signalproteine wie
Llinker of activation T cells* (LAT) und ,,SH2 domain-containing leukocyte protein of 76
kDa* (SLP76) [1, 71]. Phosphoryliertes LAT und SPL76 sind ausschlaggebend fiir die
Ausbildung multimolekularer Signalkomplexe in den lipid rafts der Zellmembran. Diese
Komplexe sind in der Lage alle ,,Hauptsignalwege von T-Zellen anzuschalten [1, 72]. Sie
enthalten u.a. Phospholipase C-y (PLCy) sowie den ,,nucleotide exchange factor Vavl,
was fiir die Aktivierung von NF-«kB notwendig ist [72]. T-Zellrezeptorsignale kénnen
durch die Co-Stimulation von CD28 verstiarkt werden. Aktive PLCy bewirkt dann die
Bildung von Inositol-3-Phosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). IP3 ist verantwortlich
fir eine Ca’’-Freisetzung aus intrazelluliren Speichern, DAG rekrutiert seinerseits
Proteinkinasen C (PKC) [1, 72]. PKCH ist eine calciumunabhéngige Proteinkinase C, die
nach Co-Stimulation von CD3/CD28 in die immunologische Synapse rekrutiert und dann
aktiviert wird. Die Kinase phosphoryliert das ,,membrane-associated guanylate kinase*
(MAGUK) Protein CARMAL1, das dann einen Komplex mit B cell lymphoma 10 (BCL10)
und mucosa associated lymphoid tissue 1 (MALT1) ausbildet (CBM-Komplex). Durch
Rekrutierung des ,,TNF receptor-associated facor 6“ (TRAF6) kommt es zur
Ubiquitinierung von BCL10 und MALT1 und damit zur Aktivierung von IkB-Kinasen
(IKK), die IxB phosphorylieren. NF-«kB wird dadurch freigesetzt [34, 65]. Daneben kann
auch das ,receptor-interacting protein 2“ (RIP2), eine Serin/Threonin Kinase, eine
Aktivierung von BCL10 nach T-Zellrezeptorstimulation und somit eine NF-kB-
Aktivierung bewirken [51, 72].

In Abbildung 3 werden die intrazelluldren Vorgénge nach TCR-Stimulation skizziert [72].

1.2.3.2 B-Zell Rezeptor vermittelte NF-kB-Aktivierung

Die Aktivierung intrazelluldrer Signalkaskaden lauft dhnlich ab wie beim T-Zellrezeptor.
Neben dem B-Zellrezeptor selbst gibt es mehrere Co-Rezeptoren wie beispielsweise
CD19-CD21, CD22 oder den ,,paired immunoglobulin-like receptor A*“ (PIRA) [32]. Der
B-Zellrezeptor ist ein Komplex bestehend aus schweren und leichten Ketten von
Immunglobulinen und einem Heterodimer aus Iga- sowie IgB-Kette, welche ITAMs
beinhalten (siehe Abbildung 3) [13, 14, 66]. Nach Ligandenbindung wandert der
oligomerisierte B-Zellrezeptor in die ,lipid rafts“ der Zellmembran. Dort werden

nacheinander verschiedene zytosolische Phosphotyrosinkinasen rekrutiert. Nacheinander
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kommt es zur Aktivierung von Lyn, Syk und Bruton’s tyrosine kinase (BTK), was zur
Aktivierung von Phospholipase y (PLC v) fiihrt. Dies fiihrt im Weiteren zur Rekrutierung
von Proteinkinase CB (PKC ), welche dhnlich wie PKCO in T-Zellen iiber die Bildung
eines CARMA1-BCL10-MALTI1-Komplexes NF-«kB aktiviert [13, 32, 72].

Abbildung 3 zeigt eine Zusammenfassung der NF-kB nach BCR-Stimulation.

a) TCR o b) BCR

|
Syk
PDKT—‘ ’—\ f E”Jq [
€ € AN
CARVAD (Va1
\J “ BCL10 N
PI3K WALTY

IP3 / o IP3
DAG °Y° IKK-Komplex DAG

Degradation im Proteasom

Translokation in den Zellkern

Abbildung 3:  Aufbau des T- und B-Zellrezeptors sowie NF-kB-Aktivierung in T- und B-
Lymphozyten nach Antigenaktivierung (Kurzzusammenfassung nach Weil et al.,
2004) [13, 38, 40, 41, 71, 72]

a) Der T-Zellrezeptor reifer T-Lymphozyten setzt sich meist aus einer a- sowie einer -

Kette zusammen, seltener aus einer y- oder d-Kette. Dieses Heterodimer interagiert mit
den Untereinheiten von CD3 (CD3 9, -y, - €) und {-Untereinheiten.
Nach Antigenerkennung und nachfolgender Phosphorylierung des TCR durch die
Kinasen Lck und Fyn kommt es zur Rekrutierung von ZAP70 an den Rezeptor. ZAP70
phosphoryliert dann weitere Proteine, wodurch es zur Ausbildung unterschiedlicher
Komplexe kommt. Diese Komplexe aktivieren ihrerseits wieder unterschiedliche
Signalproteine. Die Aktivierung des PI3/Akt-Signalwegs sowie die Komplexbildung aus
CARMAL, BCL10 und MALTI1 fiihren dann zur Translokation von NF-kB in den
Zellkern.

b) Der B-Zellrezeptor setzt sich zusammen aus 2 schweren (hell- und dunkelgriin) und

zwei leichten Ketten (blau). Die Ketten sind durch Disulfidbriicken miteinander
verbunden. Der antigenbindende Abschnitt wird als Fab-Fragment (antigen binding
fragment) bezeichnet. Er wird gebildet aus den beiden leichten Ketten (blau) und der
variablen Region der schweren Ketten (hellgriin). Die konstante Region der schweren
Kette (dunkelgriin) stellt das Fc-Fragment (fragment crystallizable) dar. Dieser Komplex
interagiert mit einem Heterodimer bestehend aus Iga und IgfB, welche ITAMs (gelb)
tragen und fiir die Signaltransduktion verantwortlich sind.
Die Antigenbindung an den BCR fiihrt hingegen zur Aktivierung der Proteinkinase Syk.
Dies fithrt dann zu weiteren Phosphorylierungsschritten und Aktivierung anderer
Signalproteine. Uber die Ausbildung des CARMAI-BCL10-MALT1-Komplexes
einerseits und der Aktivierung der PKC{ andererseits kommt es wie in T-Zellen zur
Translokation von NF-«xB in den Zellkern.
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1.3 Rezeptortyrosinkinasen

1.3.1 Aufbau und Funktionsweise von Rezeptortyrosinkinasen

Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) unterteilen sich in 20 Untergruppen mit insgesamt 58
verschiedenen Subtypen. Sie befinden sich an der Zellmembran und sind zentrale
Regulatoren fiir  Proliferation, Uberleben, Metabolismus, Zellmigration und
Zellzykluskontrolle. Gemeinsam ist ihnen die Struktur bestehend aus einer extrazelluléren
Bindungsdoméne, einer einzigen transmembranen Helix und einer zytoplasmatischen
Region mit der Tyrosinkinasedomain und zusétzlichen C-terminalen und
juxtamembrandsen Regulatorproteinen. Mutationen von RTKs oder eine vermehrte
Rezeptoraktivierung mit jeweils nachfolgender Aktivierung der intrazelluldren
Signalkaskade sind pathogenetisch an der Entstehung unterschiedlicher Erkrankungen
beteiligt [37]. Im Folgenden werden beispielhaft zwei Erkrankungen und die Bedeutung
der Wachstumsfaktoren in deren Zusammenhang kurz dargestellt. So stellt die proliferative
Retinopathie bei Diabetikern eine meist nach ca. 15 Jahren auftretende Folgeerkrankung
dar. Dabei kommt es zu Gefifineubildungen an der Retina bzw. im Bereich der Pupille.
Diese Neovaskularisation wird durch Hochregulierung angiogener Wachstumsfaktoren wie
VEGF (vascular endothelial growth factor), PDGF (platelet-derived growth factor), TGF-§
(transforming growth factor ) sowie FGF (fibroblast growth factor), welche Liganden von
Rezeptortyrosinkinasen darstellen, hervorgerufen [45]. Dariiber hinaus spielt die
Aktivierung von Rezeptortyrosinkinasen eine Rolle bei malignen Erkrankungen. So findet
man in ca. 89% aller Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie (AML) eine
Uberexpression der Rezeptortyrosinkinase FMS-related tyrosine kinase 3 (FLT3) bzw. in
ca. 20-25% eine aktivierende Mutation dieses Rezeptors [9, 16]. Aufgrund dieser
Erkenntnisse stellen Rezeptortyrosinkinasen einen moglichen medikamentdsen
Angriffspunkt in der Behandlung dieser Erkrankungen dar [37]. Bindet ein
Wachstumsfaktor an eine RTK fiihrt dies zur Dimerisierung oder Oligomerisierung der
extrazelluliren Region bzw. zur Anderung der schon gebildeten Oligomerenstruktur [11,
37]. Die Bindung des Liganden flihrt zur Stabilisierung des Rezeptors in seiner aktivierten
Form. Die ligandenvermittelte Dimerisierung/Oligomerisierung des Rezeptors kann einen
unterschiedlichen Kontakt der extrazelluldren Rezeptoranteile untereinander bewirken. Es
gibt zwei Extremvarianten. Auf der einen Seite wird der Kontakt der Proteine nur durch

den Liganden an sich hergestellt (=ligandenvermittelt), auf der anderen Seite fiihrt die
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Anlagerung des Wachstumsfaktors zu einer Zusammenlagerung der einzelnen
Rezeptorproteine (=rezeptorvermittelt). Zwischen beiden Formen gibt es verschiedene
Abstufungen [37].

Die Dimerisierung/Oligomerisierung der extrazelluldren Region fiihrt zur Aktivierung der
intrazelluldr lokalisierten Tyrosinkinase. Solange kein Wachstumsfaktor gebunden ist, wird
die intrazelluldr lokalisierte Tyrosinkinasedomédne durch eine cisKonfiguration des
inaktiven Rezeptors autoinhibiert. Bei Anlagerung eines Liganden kommt es dann im
Folgenden zur Konformationsdnderung und das katalytische Zentrum wird durch die
transKonfiguration freigelegt. Dieser Mechanismus ist bei den verschiedenen
Wachstumsfaktorrezeptoren unterschiedlich. Gemeinsam ist ihnen die Bildung einer
bestimmten Kristallstruktur, die fiir die Phosphorylierung anderer Proteine notwendig ist
[37]. Zunéchst phosphoryliert sich der Rezeptor dann selbst, was als Autophosphorylierung
bezeichnet wird. Dies l4uft in zwei Phasen ab. Zunéchst werden meist juxtamembrandse
Bereiche phosphoryliert, die zur Stabilisierung der aktivierten fransKonfiguration und
somit zur vollstindigen Entfaltung der katalytischen Aktivitit des Rezeptors beitragen. In
der zweiten Phase werden Bindungsstellen fiir Proteine mit einer Src homology-2 (SH)-
oder Protein Tyrosin Bindungsdomine (PTB) [7, 37] geschaffen. Die gebundenen Proteine
werden dann meist ebenfalls phosphoryliert und dadurch aktiviert [37].

In dieser Arbeit wurde représentativ fiir die gesamte Gruppe der Wachstumsfaktoren die
Signaltransduktion des EGF-, des FGF- sowie des PDGF-Rezeptors néher untersucht. Im

Folgenden werden daher diese Rezeptoren sowie deren Liganden detailierter beschrieben.

1.3.2 Epidermal growth factor Rezeptor

Die Familie der epidermalen-Wachstumsfaktor-Rezeptoren (EGF-Rezeptor), auch als ErbB
bezeichnet, ist eine Untergruppe der Rezeptortyrosinkinasen bestehend aus vier
verschiedenen Rezeptortypen: EGFR, ErbB2/HER2, ErbB3/HER3 und ErbB4/HERA4.
Mutationen, Uberexpression oder Genverinderungen dieser Rezeptoren fiihrt zu
verschiedenen Tumorentitititen, z.B. zum kolorektalen (EGFR), Prostata (EGFR) - oder
Mammakarzinom (ErbB2/HER2) sowie zum Glioblastom (EGFR). Dies macht sie zu
einem Angriffspunkt in der medikamentésen Tumortherapie [12].

Liganden dieser Rezeptoren sind 12 verschiedene Wachstumsfaktoren wie der epidermal

growth factor (EGF), der transforming growth factor o (TGF-a) und Neureguline [12]. Fiir
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die unten beschriebenen Versuche wurde ausschlieflich EGF verwendet. Deshalb wird im
Folgenden nur EGF als Stellvertreter aller moglichen Liganden genannt.

Der extrazelluldre Bereich des EGF-Rezeptors besteht aus 4 Subdoménen, welche mit I bis
IV beziffert werden. Subdomine I und III, die die Bindungsstelle fiir EGF bilden, sowie II
und IV sind homolog zueinander (siche Abbildung 4). Ist kein Ligand gebunden, bestehen
sehr starke intramolekulare Wechselwirkungen zwischen dem Dimerisierungsarm von
Subdoméne II mit IV, welche bei Anlagerung von EGF gelost werden [2, 12, 37]. Dies
fiihrt im Weiteren zur Dimerbildung mit einem anderen ligandengebundenen Rezeptor
[37]. Dadurch kommt es schlieBlich zur Aktivierung der intrazelluldr lokalisierten
Tyrosinkinase. Durch direkten Kontakt der C-terminalen Schleife einer Tyrosinkinase
(=,,Aktivator*) mit der N-terminalen Schleife der anderen (=,Empfianger) nach
Rezeptordimersierung kommt es zur Destabilisierung inhibitorischer Interaktionen in letzt
genannter (=,,Empfangertyrosinkinase*). Das katalytische Zentrum der
~Empfangertyrosinkinase® wird somit freigelegt [37, 75]. Nach Rekrutierung werden im
Folgenden durch Rekrutierung von Signalproteinen unterschiedlicher Signalwege

unterschiedliche Signalwege aktiviert (siche Abbildung 5) [37, 47].

EGF-Rezeptor

sk

sk

:] = Domane I/1l,
LRR-ahnlich
= Domane IV,

‘ & L
) Cysteinreich

= Tyrosinkinase

Abbildung 4:  Schematischer Aufbau des EGF-Rezeptors [37]
Der extrazelluldre Bereich des EGF-Rezeptors besteht aus 4 Subdomédnen (I — IV), von
denen jeweils zwei homolog zueinander sind (I und III = griin II und IV= tiirkis).
Intrazellular ist die Rezeptortyrosinkinase lokalisiert (=dunkelblau).
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PKC/
Ca?+

Abbildung 5: EGFR-Aktivierung und intrazellulire Signalwege (nach Pines et al., 2010) [47]
Die Bindung eines Liganden an die extrazelluliren Doménen D1 und DIII (griin) fithrt zur
Dimerisierung des EGFR. Somit kommt es auch zu einer Konformationsédnderung des
intrazelluldren ~Abschnitts mit Freilegung des katalytischen Zentrums. Diverse
Signalproteine (gelb) werden im Folgenden rekrutiert und aktiviert.

1.3.3 Platelet-derived growth factor Rezeptor

Der platelet-derived growth factor-Rezeptor (PDGF-Rezeptor) ist ebenfalls ein Vertreter
der Rezeptortyrosinkinasen. Es existieren 2 Unterformen PDGFRo und PDGFR.

Abbildung 6 zeigt schematisch den Aufbau des Rezeptors, bestehend aus 5 extrazelluldren
Ig-dhnlichen Subdoménen und der intrazelluliren Rezeptortyrosinkinase, welche in 2

Untereinheiten aufgeteilt ist [37].
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PDGF-Rezeptor

= lg-ahnliche
Subdomane

i

= gesplittete
U Tyrosinkinase

Abbildung 6:  Schematischer Aufbau des PDGF-Rezeptors [37]
Der extrazellulire Abschnitt des PDGF-Rezeptors besteht aus fiinf Immunglobulin-
dhnlichen  Domidnen  (hellblau).  Intrazelluldr  lokalisiert ist die  geteilte
Rezeptortyrosinkinasedoméne (dunkelblau).

Die Stimulation dieser Rezeptoren spielt u.a. eine wichtige Rolle in der Embryogenese
(PDGFRa), in der frithen Hématopoese (PDGFRP) und in der Blutgefifibildung
(PDGFRp). Autokrine Aktivierung des PDGF-Rezeptors ist beteiligt an der Entstehung
maligner Erkrankungen wie Sarkomen, Gliomen oder Leukidmien. Desweiteren spielt
PDGF als Stimulator des Mesenchyms eine Rolle in der Entstehung/des Fortschreitens von
Atheriosklerose, pulmonaler Erkrankungen wie pulmonale Hypertension oder Fibrose,
Erkrankungen der Retina, Leberzirrhose und vielen mehr. Daher setzen auch hier diverse
Medikamente in der Behandlung all dieser Erkrankungen an [3].

Als Rezeptor-aktivierender Ligand fungiert v.a. PDGF, ein Dimer gebildet aus 2
Polypeptidketten. Es sind bisher vier verschiedene PDGF-Ketten (PDGF-A, PDGF-B,
PDGF-C, PDGF-D) bekannt. Ein PDGF-Dimer bindet immer an 2 PDGFRs, d.h. eine
Polypeptidkette des Liganden interagiert mit einer extrazelluliren Doméne des Rezeptors,
wobei die verschiedenen PDGF-Isoformen eine unterschiedliche Affinitdit zu PDGFRa
bzw. PDGFRp haben. So bindet PDGF-A ausschlieBlich an PDGFRa, wihrend PDGF-B
fahig ist an beide Rezeptorunterformen zu binden. Die Isoformen PDGF-C bzw. PDGF-D
binden an PDGFRa bzw. PDGFR. In Abbildung 7 sind die unterschiedlichen Affinititen
der Liganden zu den Rezeptorunterformen schematisch dargestellt. Die extrazellulédre
Doméne des PDGFRs wird wie bei den RTKs c¢-KIT, FLT3, c-Fms, CSF-1 durch fiinf
Immunglobulinschleifen gebildet [3, 37].
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Mégliche Ligand-Rezeptor Interaktionen:

Ig Ig Ig lg l Ig Ig
Ig Ig Ig lg I Ig
a B oy q a pld g R (] :'Ig:‘ Ig 0]
Ig Ig Ig ] ] lg
Ig Ig la Ig lg . I

Abbildung 7:  Mégliche Bindungen zwischen PDGF und PDGFR in vitro (nach Andrae et al., 2008)
3]
Der platelet-derived growth factor besteht aus 2 verschiedenen Ketten, die ein Dimer
ausbilden. Die 4 unterschiedlichen Polypeptidketten (PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C, PDGF-
D) werden durch vier verschiedene Gene kodiert. Zwei solche Ketten bilden iiber eine
Disulfidbriicke einen Liganden. Jeweils eine Kette des Liganden interagiert mit einer
Untereinheit des Rezeptors.

Nach Ligandenbindung kommt es zur Interaktion zwischen beiden Rezeptortyrosinkinasen
und somit zur Aktivierung der intrazelluliren Doméne, welche die Tyrosinkinaseaktivitit
besitzt [37]. Autophosphorylierung fiihrt wie bei allen Rezeptortyrosinkinasen dann im
Weiteren zur Aktivierung weiterer Signalproteine, so dass unterschiedliche Signalwege
angeschaltet werden bzw. eine Verbindung zum Zytoskelett ausgebildet wird (siche

Abbildung 8) [3, 37].
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Abbildung 8:  Beispiele fiir Signalwege (a) und Verbindung zum Zytoskelett einer Zelle (b) nach

Ligandenbindung (aus Andrae et al., 2008) [3]

a) Platelet-derived growth factor Rezeptor-a (PDGFR-a; griin) und platelet-derived growth
factor Rezeptor-p (PDGFR-; blau) interagieren bzw. aktivieren nach Ligandenbindung
mit verschiedenen Signalproteinen, wodurch unterschiedliche Signalwege (schwarz)
angeschaltet werden. Die rekrutierten Proteine sind gelb dargestellt bzw. im Falle eines
negativen Feedback-Mechanismus rot

b) PDGFR interagieren auch mit Bestandteilen des Zytoskeletts. So steht PDGFR-B iiber
die Adaptorproteine NHERF (Na'/H' exchanger regulatory factors), FAK (focal
adhension kinase) sowie MERM (merlin and ezrin/radixin/moezin family of cytoskeletal
linkers) mit unterschiedlichen Bestandteilen des Zytoskeletts und mit anderen
Regulatoren der fokalen Adhésion in Verbindung.
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1.3.4 Fibroblast growth factor Rezeptor

Ebenso zéhlt der fibroblast growth factor Rezeptor (FGFR) zu den Rezeptortyrosinkinasen.
Stimulation der Rezeptoren durch den fibroblast growth factor (FGF) ist beteiligt an der
Entwicklung von Geweben und anschliefend an der dortigen Aufrechterhaltung eines
Gleichgewichts zwischen Proliferation und Uberleben einerseits sowie Zelltodinduktion
andererseits. Fehlregulationen filhren zur Tumorprogression und aufgrund der
proliferativen Eigenschaften auch zur Entstehung von Metastasen [8]. Es konnten bisher
folgende 4 Subtypen charakterisiert werden: FGFR1, FGFR2, FGFR3 und FGFR4. Die
extrazellulire Doméne des FGFR besteht aus 3 Ig-like Doméinen (D1-D3) sowie einer
Sdurebox, welche als Verbindungsdoméne, sog. Linker-Abschnitt fungiert (siche
Abbildung 9) [37, 48]. FGF kommt im Gegensatz zu anderen Wachstumsfaktoren ohne
einen gebundenen Liganden ausschlieBlich als Monomer vor [48]. FGF bindet an die
Doménen D2 und D3 sowie den ,,linker“-Abschnitt und geht dabei eine Verbindung mit
zwel FGFRs ein, eine stirkere mit dem einen sowie eine schwichere mit dem anderen
Rezeptor. Im Unterschied zu den beiden zuvor beschriebenen RTKs bendtigt der FGFR
neben der Bindung des Wachstumsfaktors FGF noch einen zusitzlichen Liganden zur
Dimerisierung. So bindet Heparin oder heparan sulfate proteoglycan (HSPG) ebenfalls an
beide Rezeptoren und an FGF, so dass folgende Interaktionen zur Stabilisierung des
dimerisierten FGFRs fiihren: FGF-FGFR, Heparin-FGFR, FGF-Heparin, FGFR-FGFR
(siche Abbildung 10) [37, 44]. Dariiberhinaus wurde eine weitere asymmetrische
Anordnungsform beschrieben, in welcher Heparin die Verbindung zwischen 2 FGFR/FGF-
Komplexen darstellt [37, 46].
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Abbildung 9:

Abbildung 10:

FGF-Rezeptor

la |= Ig-dhnliche
Subdomane

HE = linker-Abschnitt

= gesplittete
E Tyrosinkinase

Schematischer Aufbau des FGF-Rezeptors [37]

Im extrazelluliren Abschnitt des FGF-Rezeptors befinden sich drei Immunglobulin-
dhnliche (hellblau) Subdoméinen sowie ein weiterer linker Abschnitt, welcher EGF dhnlich
ist (tiirkis). Intrazelluldr ist der Aufbau dhnlich dem PDGF-Rezeptor, mit ebenfalls einer
geteilten Rezeptortyrosinkinasenuntereinheit (dunkelblau).

i5
=y

Ras-MAFK

Beispiele fiir FGF-Signalwege nach Rezeptordimerisierung (nach Boilly et al., 2000
und Lee et al., 2006) [8, 36, 37]

Die immunglobulin-like (hellblau) Domédne D2 eines fibroblast growth factor receptors
(FGFR) agiert in dimerisierter und damit aktiver Form direkt mit der D2-Doméne eines
anderen Rezeptors. Dariiber hinaus hat jeder FGFR {iber die D2- als auch die D3-Doméne
einen Liganden, also einen fibroblast growth factor (FGF; dunkelgriin) gebunden.
Desweiteren interagiert jede D2 Doméne mit einem Molekiill Heparin oder einem Heparin
Sulfat Proteoglycan (HSPG; schwarze Gitterstruktur). Der Ligand steht wiederum ebenfalls
in Verbindung mit Heparin oder HSPG. Nach Rezeptordimerisierung infolge der
Ligandenbindung werden unterschiedliche Signalproteine (gelb) zum Rezeptor rekrutiert,
welche wiederum diverse Signalwege aktivieren (schwarz).
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Die Affinitdit des Rezeptors zu seinem Liganden kann durch Verdnderung der
extrazelluliren Struktur des Rezeptors verdndert werden. Das Fehlen der extrazelluldren
Doméne D1 oder das Fehlen von acht Sdureresten im D1-D2-linker-Abschnitt fiihrt zu
einer deutlich erhohten Affinitdt. Diese Sdurereste sind ndmlich in der Lage mit Bereichen
des Rezeptors zu interagieren, welche fiir die Bindung von HSPG bzw. Heparin
verantwortlich sind [37]. Nach der Dimerisierung des Rezeptors kommt es wie bei den
anderen Rezeptortyrosinkinasen zu Phosphorylierungsvorgingen und dadurch zum

Anschalten unterschiedlicher intrazelluldrer Signalwege.

1.4 Problemstellung

Rezeptortyrosinkinasen regulieren verschiedene zellulire Vorgdnge wie Proliferation,
Uberleben, Zellzyklus und Differenzierung [37]. Dazu schalten sie mehrere intrazellulire
Signalwege an, die u.a. zu einer Translokation von NF-«B in den Zellkern flihren [29].
Fehlfunktionen sowohl von Rezeptortyrosinkinasen als auch von NF-kB resultieren in
einem zelluldren Ungleichgewicht und kdnnen somit zur Pathogenese verschiedener
Erkrankungen wie z.B. Krebs beitragen [27, 37].

Eine Abhidngigkeit der NF-kB-Aktivierung von Bcll0 und Maltl konnte bisher fiir
verschiedene Rezeptoren nachgewiesen werden, so z.B. flir G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren wie den LPA-Rezeptor [31] oder fiir Rezeptoren des Immunsystems wie
Antigenrezeptoren von Lymphozyten [54, 55], NK-Zellrezeptoren [22], Fc-Rezeptoren von
Mastzellen [30] und Rezeptoren des unspezifischen Immunsystems [21, 24, 39, 52, 73].
Aus folgenden Griinden wurde vermutet, dass die Formierung des Bcll0-Maltl-
Komplexes einen wesentlichen Bestandteil der NF-xB Aktivierung durch
Wachstumsfaktoren darstellt.

Zum einen rekrutieren die oben genannten Immunrezeptoren allesamt eine Tyrosinkinase,
um den Bcll0-Signalweg zu aktivieren, zum anderen konnte bereits fiir G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren, im Falle einer LPA-Stimulation, eine Abhéngigkeit von Bcl10 und
Maltl gezeigt werden. Daher muss davon ausgegangen werden, dass diese Proteine
ebenfalls eine wichtige Funktion in der NF-kB Aktivierung durch andere Nichtimmun-
Rezeptoren haben.

Ziel dieser Arbeit ist es daher die Beteiligung des Bcl10-Maltl-Komplexes an der NF-xB

Aktivierung nach Rezeptortyrosinkinasenstimulation zu untersuchen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Standardgerite

Acrylamidgel Elektrophorese Kammer
Agarosegel Elektrophorese Kammer
Analysenwaage

CCD-Kamera

CO;,-Inkubator

Digitalwaage

Entwickler Hyperprocessor

GelDoc 2000 (+PC)

Geltrockner Modell 583

Heizblock

Kryo Einfrierbehélter
Kiihlzentrifuge 5417R

Laufkammer SUBCELL® GT
Lichtmikroskop Axiovert 40C
Magnetriihrgerat

Neubauer Zahlkammer
PCR-Thermocycler

pH-Meter F32

Pipetten

Pipettenhalter

Protean II xi Cell

Rollmischer

Schiittler

SDS-Elektrophorese Kammer
Spectrophometer ND-1000

Sterile Werkbank Holten Lamin Air 1.8
Stromgenerator Powerpack 200/basic
Thermomixer

Tischzentrifuge

Trans Blot SD Semi-Dry Transfer Cell
Vakuumpumpe

Varioklav Dampfsterilisator

Vortex

Wasserbad

Zentrifuge GS-6K

BioRad, Miinchen
BioRad, Miinchen
Sartorius AG, Gottingen

Nunc GmbH&Co, Wiesbaden
Kern&Sohn GmbH, Tiibingen
Protec, Oberestenfeld
BioRad, Miinchen

Bio Rad, Miinchen

Kleinfeld Labortechnik, Gehrden
Nalgene

Eppendorf, Hamburg

BioRad, Miinchen

Zeiss, Jena

Ika GmbH&Co, Staufen
Reichert, New York, USA
BioRad, Miinchen

Beckman, Fullerton, USA
Abimed GmbH, Langenfeld
Gilson, Bad Camberg

Falcon, Heidelberg
Hirschmann, Eberstadt
BioRad, Miinchen

CAT, Staufen

Bibby Sterilin, Stone, UK
BioRad, Miinchen

Peqlab, Erlangen

Holten, Gydewang, Dédnemark
BioRad, Miinchen

Eppendorf, Hamburg

Abimed GmbH, Langenfeld
Peglab GmbH, Erlangen
BioRad, Miinchen

KNF Neuberger, Freiburg

H+P Labortechnik, Oberschlei3heim

Bibby Sterilin, Stone, UK
Memmert, Schwabach
Beckman, Fullerton, USA
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2.1.2 Chemikalien und biogene Substanzen

2-Mercaptoethanol, 50uM
2-Propanol

Acrylamid/Bisacrylamid, 30%ige Losung
Agarose

Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Aqua ad injectabilia

Aqua Spiillésung

Bromphenolblau

BSA, Albumin Fraktion V

Complete Protease Inhibitor Cocktail
Tabletten

Cycloheximid

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

dNTP-Mix 25mM

Epidermal growth factor (EGF)
Essigsdure

Ethanol

Ethidiumbromid 0,7mg/ml
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Ethylenglykoldiamintetraessigsédure (EGTA)
Fibroblast Growth factor (FGF)
Glycerin

Glycin

HEPES

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)

Lumigen '™ TMA-6
L-a-lysophosphaticid acid
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Methanol

Natriumazid

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumfluorid (NaF)

Nonidet (NP40)

Phosphat buffered saline (PBS), 10x
Pierce ECL Western blotting Substrat
Platelet-derives growth factor-8 (PDGF-03)
Poly dIdC (20x)

Ponceau S Solution

Protein Assay Dye Konzentrat
Proteinase K

Puromycin

Random Primer (3pug/ul)

Rottlerin (PKC Inhibitor)

Salzsdaure (HCL) 37%
Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

BioRad, Miinchen

Biozym, Hessisch Oldendorf

Merck, Darmstadt

Delta Select, Pfulingen

Delta Select, Pfulingen

Roth, Karlsruhe

BioLabs, Ibswich MA, USA
Roche/Boehringer, Mannheim

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Bioline, Luckenwalde
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Eurobio, Les Ulis, Frankreich

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
R&D Systems, Wiesbaden
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Amersham Biosciences, Freiburg
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Fluca, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Fluka, Deisenhofen

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
PIERCE, Rockford, USA

R&D Systems, Wiesbaden

PIERCE, Rockford, USA
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
BioRad, Miinchen

Sigma-Adrich Chemie, Deisenhofen
Calbiochem, Bad Soden

Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
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TransFectin™ lipid reagent
Trinatriumtetraoxovanadat (NazVO,)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)
Trockenmilchpulver

Trypanblau

Tumor necrosis factor a (TNFa)

Tween 20

Wortmannin (PI3-Inhibitor)

2.1.3 Standardlosungen und Puffer

Ammoniumperoxodisulfat (APS) 10%

Antikorper Inkubation und Blocking Puffer

Bindepuffer (pro 96-well-Platte)
(aus EZ-Detect™ Transcription Factor Kit
NF-kB p65)

CHAPS Lysepuffer

Digestion Solution Master Mix
(aus: Wizard SC Genomic DNA Purification
System)

Einfriermedium

BioRad, Miinchen

Sigma-Adrich Chemie, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Fluka, Deisenhofen

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Calbiochem, Bad Soden

1g APS
ad 10ml Aqua dest.

5% Trockenmilchpulver in TBST (m/V),
(pH 7.4)

Fiir phosphorylierte Proteine:

5% BSA in TBST (m/V)

4,32 ml Reinstwasser (ultrapure)
1,152 mINF-«B Bindepuffer
20x Poly dIdC

10mM Tris (pH 7.5)

0.5% CHAPS (m/V)

ImM MgCl,

ImM EGTA

10% Glycerin

IOOHM Na3VO4

50mM NaF

1 Tablette Complete Mini (=EDTA free
Protease Inhibitor) prol0ml Puffer

200ul Nuclei Lysis Solution
50ul 0,5 M EDTA (pH 8,0)
20ul Proteinase K 20mg/ml
5ul RNAse Solution 4mg/ml

20 % DMSO (V/V)
20 % FCS (V/V)
in DMEM
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Embryo-Lysis-Buffer 50mM KCl
10mM Tris (pH 8,3)
2mM MgCl,
0,1 mg/ml Gelatine
0,54% NP40 (V/V)
0,45% Tween-20 (V/V)
0,1 mg/ml Proteinkinase K (unmittelbar
vor Gebrauch zugeben)

Laufpuffer Western Blot (10x) 30,2g Tris
144¢g Glycin
50ml 20% SDS (10g)
ad 1000ml Aqua dest. (pH 8,3)

PBS 137 mM NaCl pH 7,2-7,4
2,7mM KCl
8,ImM Na,HPO,
l,Sl’l’lM KH2PO4
ad Aqua dest.

PBST 0,05% Tween-20 (V/V)
ad PBS (1x)

PCR-Puffer (10-fach) Amersham Biosciences, Pittsburgh, USA

Probenpuffer Western Blot (2x) 125 mM Tris/HCI, pH 6,8
20% Glycerin (V/V)
4% SDS (m/V)
0,2% Bromphenolblau (m/V)
10% Mercaptoethanol (V/V, unmittelbar
vor Gebrauch zugeben)
ad 50 ml Aqua dest.

Puffer A 10mM HEPES (pH 7,9)
10mM KCL
0,ImM EDTA
0,ImM EGTA
ImM DTT (unmittelbar vor Gebrauch
zugegeben)
1 Tablette Complete Mini (=EDTA free
Protease Inhibitor) pro 10 ml Puffer
in Aqua dest.
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Puffer C 20mM HEPES (pH 7,9)
0,4 M NaCL
ImM EDTA
ImM EGTA
ImM DTT (unmittelbar vor Gebrauch
dazugegeben)
1 Tablette Complete Mini (=EDTA free
Protease Inhibitor) pro 10ml Puffer

in Aqua dest.
Reaktionspuffer (10x) Peqlab, Erlangen
Stripping buffer 62,5 mM Tris/HCI (pH 6,8)
2% SDS (m/V)

0,7% B-Mercaptoethanol (V/V,
unmittelbar vor Gebrauch zugeben)
ad Aqua dest.

TAE-Puffer 0,4M Tris Base
1,1% Essigsédure (V/V)
0,5 M EDTA (pH 8,0)
in Aqua dest.

TBS 20mM Tris Base
137 mM NacCl
ad Aqua dest. (pH 7,4)

TBST TBS

0,025% Tween 20 (pH 7,4)
Transferpuffer 50mM Tris

40mM Glycin

0,03% SDS (m/V)
20% Methanol (V/V, unmittelbar vor

Gebrauch zugeben)

ad Aqua dest
2.1.4 Zellen
MEFs Murine embryonale Fibroblasten
ONX-Eco (Phoenix E) Verpackungszelllinie zur retroviralen

Infektion; transfizierte 293T (humane
embryonale Nierenkarzinom-) Zellen
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2.1.5 Zellkulturmedien und Medienzusitze

2-Mercaptoethanol, 50mM

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM),

Zellkulturmedium

Fetal calf Serum (FCS)

mit Endotoxin/LPS-Anteil < 0,2EU
L-Glutamin, 200mM

Penicillin (10000U/ml)/ Streptomycin-Losung

(10000pg/ml)

Phosphate buffered saline (PBS), 10x
TransFectin™ Lipid Reagenz
Trypanblau, 0.4%ige Losung
Trypsin EDTA

2.1.6 Antikorper

Anti-IxBa,

Hase IgG, polyklonal

Anti-Akt,

Hase IgG, polyklonal

Anti-Bcl10 (H-197),

Hase IgG, polyklonal

Anti-Bcll10,

Hase IgG, polyklonal

Anti-Maltl,

Maus IgG, monoklonal

Anti-Maus IgG HRP-konjugiert,
Pferd

Anti-p38 MAP-Kinase,

Hase IgG, polyklonal

Anti-p44/42 MAP-Kinase,

Hase IgG, polyklonal
Anti-Phospho-Akt,

Hase IgG, polyklonal
Anti-Phospho-JNK/SAPK (Thr183/Tyr185),
Hase IgG, polyklonal
Anti-Phospho-p38 (Thr180/Tyr182),
Hase IgG, polyklonal
Anti-Phospho-p44/42 (Thr202/Tyr204),
Hase IgG, polyklonal

Anti-rabbit IgG HRP-konjugiert,
Ratte

Anti-SAPK/INK,

Hase IgG

Anti-B-Actin,

Hase IgG, polyklonal

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

Perbio, Bonn

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
BioRad, Miinchen

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

Cell Signaling, Frankfurt a. Main
Cell Signaling, Frankfurt a. Main
Santa Cruz, Heidelberg

ProSci Inc., Lorrach

V. Dixit, San Francisco, CA, USA
Cell Signaling, Frankfurt a. Main
Cell Signaling, Frankfurt a. Main
Cell Signaling, Frankfurt a. Main
Cell Signaling, Frankfurt a. Main
Cell Signaling, Frankfurt a. Main
Cell Signaling, Frankfurt a. Main
Cell Signaling, Frankfurt a. Main
Cell Signaling, Frankfurt a. Main
Cell Signaling, Frankfurt a. Main

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
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2.1.7 Enzyme

Taq DNA Polymerase PeqLab GmbH, Erlangen

2.1.8 Oligonukleotide

In folgender Tabelle sind die verwendeten Primer mit Sequenz und Lénge dargestellt. Alle

Primer wurden zur Genotypisierung verwendet.

Name Bp Sequenz

Bcl10-Wildtyp-Primer | 22 5°-TTG GCT CTC TGC TCT CCT CAC T-3°

Bcll0-com-Primer 22 5°-CGC TCT GAG GAC TGT GGG ACT G-3°

Bcll0-neo-Primer 26 5°-GGG TGG GAT TAG ATA AAT GCC TGC TC-3°

Malt1-Wildtyp-Primer | 28 5-ACT TTC ATC TTG CCA GCA CTC TTT CTT A-3°

MaltI-com-Primer 27 5-CTG CTG CTG ACA TGC TAC AAT ATG CTG-3°

Maltl-neo-Primer 26 5°-GGG TGG GAT TAG ATA AAT GCC TGC TC-3°

Tabelle 1: Zur Genotypisierung verwendete Primer mit Angabe der Léinge sowie der Sequenz

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech AG, Ebersberg
synthetisiert.

2.1.9 Molekulargewichtsmarker fiir DNA und Proteine

100bp DNA Molekulargewichtsmarker Peqlab, Erlangen
PageRuler™ Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Prestained protein ladder

2.1.10 Molekularbiologische Kitsysteme

ECL Western blot detection Kit Amersham Biosciences, Freiburg

PIERCE, Rockford, USA
EZ-Detect' ™ Transcription Factor Kit NF-xB p65  PIERCE, Rockford, USA
Wizard SC Genomic DNA Purification System Promega, Mannheim
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2.1.11 Verbrauchsmaterialien

Einmalspritzen

Falcon 50ml R6hrchen

Hybond P PVDF Transfermembran
Hyperfilm ECL

Kryoréhrchen 2ml
MicroSpin"™G-25 Column

PCR-8er Rohrchen

Pipettenspitzen (Plastik)

Iml, Sml, 10ml, 25ml, 50ml
Pipettenspitzen gestopft

10ul, 20pl, 100ul, 200ul, 1000ul
Pipettenspitzen ungestopft

10ul, 20pl, 100ul, 200ul, 1000ul
ReaktionsgefiaBle 0,5ml, 1,5ml, 2,0ml
Reaktionsgefale 15ml, 50ml
Whatman® 3 mm Gel-blotting-Papier
Zellkulturplatten:

6-well, 12-well,

6 cm, 10cm, 15¢cm im Durchmesser
Zellkulturréhrchen 15ml, 50ml
Zellschaber

Zellsieb (70uM, 100uM)

2.1.12 Verwendete Software

Adobe Illustrator®
Adobe Photoshop®
Microsoft Excel®

Adobe
Adobe
Micros
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Neolab, Heidelberg
Beckton-Dickinson, Heidelberg
Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
Hartenstein, Wiirzburg

Amersham Biosciences, Pittsburgh,
USA

Peske GmbH, Dortmund

BD Biosciences, Heidelberg

Fisher Scientific, Schwerte
Hartenstein, Wiirzburg

Eppendorf, Hamburg

BD Biosciences, Freiburg
BioRad, Miinchen

TPP AG, Trasadingen, Schweiz

TPP AG, Trasadingen, Schweiz
TPP AG, Trasadingen, Schweiz
BD Biosciences, Freiburg

Systems, San Jose, USA
Systems, San Jose, USA
oft, Redmond, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Haltung und Zucht der Miiuse

Die verwendeten Bcll0-defizienten und Malt1-defizienten Mause wurden wie beschrieben
generiert [54, 55] und waren in der Zucht der Arbeitsgruppe Ruland vorhanden. Sie
besallen einen B6/129J Hintergrund.

Zur Generierung von primdren murinen embryonalen Fibroblasten (MEFs) wurde ein
Bcll0” bzw. MaltI” Minnchen mit Bcll0"" bzw. MaltI"" Weibchen verpaart.
AnschlieBend wurden, im Abstand von jeweils 12 Stunden, sogenannte plug-Tests
durchgefiihrt, um den Zeitpunkt der Trachtigkeitsentstehung zu bestimmen. War eine Maus
plug-positiv wurde sie aus der Verpaarung genommen. Am 13. Tag post conceptionem
konnten dann die MEFs generiert werden (siehe Gliederungspunkt 2.2.2.1).

Die Genotypisierung der Maiuse und der MEFs erfolgte iiber eine spezifische

Polymerasekettenreaktion (siehe Gliederungspunkt 2.2.4.2).

2.2.2 Zellkultur

2.2.2.1 Generierung primirer muriner embryonaler Fibroblasten
(MEFjs)

Zur Gewinnung primdrer MEFs wurden an einer Sterilbank schwangere Méuse am
dreizehnten Tag post conceptionem moglichst keimfrei eréffnet. Die Embryonen wurden
vorsichtig von der Plazenta geldst und in eine Kulturschale mit angewdrmtem Medium
(DMEM mit 10% FCS, 1% Glutamin, 1% Penicillin/Streptomycin und 0,1% j-
Mercaptoethanol) gegeben. Dort wurden die Embryonen vorsichtig voneinander getrennt
und in jeweils separate Kulturschalen gegeben. Nach Abtrennen des Kopfes und Entnahme
der Leber wurden der verbleibende Teil durch ein Sieb gemasht und nach mehrmaligem
Resuspendieren in ein 15ml Falcon gegeben. Diese Schritte wurden mit allen Embryonen
getrennt vollzogen. AnschlieBend zentrifugierte man die Zellen ab und entfernte den
Uberstand. Das Zellpellet wurde abschlieBend in 5ml Kulturmedium aufgenommen und
die Zellen auf Scm?-Platten ausgesét. Nach ungefahr 24h nahm man das alte Medium ab

und gab es in ein 15ml Falcon. Auf die Platten kam 5Sml frisches Kulturmedium. Die toten
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Zellen aus dem abgenommenen Uberstand konnten mittels Zentrifugation gewonnen und
zur Genotypisierung verwendet werden. AnschlieBend wurden die Zellen wie unter

Gliederungspunkt 2.2.2.2 beschrieben weiter kultiviert.

2.2.2.2 Kultur und Passagierung primarer MEFs

Primire MEFs wurden in DMEM mit 10% FCS (fetal calf serum), 1% L-Glutamin, 1%
Penicillin/Streptomycin und 0,1% B-Mercaptoethanol bei 37°C im Inkubator kultiviert.
Jeden 2.-3. Tag hatten die Zellen eine Konfluenz von ca. 80-90% und mussten ungeféhr
1:4 gesplittet werden.

Dafiir wurde unter sterilen Bedingungen zunidchst das alte Medium abgesaugt, die
Zellkulturplatte bzw. das Well einmal mit PBS vorsichtig gewaschen und eine vorher im
Wasserbad leicht erwdrmte Trypsin/EDTA-Losung hinzugefiigt. Diese 16ste die Zellen
enzymatisch vom Boden der Zellkulturplatte ab. Nach einer Inkubationszeit von 5-10min
bei 37°C konnte man eine Ablosung der Zellen unter dem Mikroskop erkennen. Die
Inkubation durfte nicht zu lange sein, da sonst eine Zerstdrung der Zellmembran einsetzt.
Nach Zugabe von Medium und mehrmaligem rauf und runter pippetieren, um
Zellverklumpungen zu l6sen, wurden die Zellen in ein Falcon iiberfiihrt. AnschlieBend
wurden die Zellen bei 300facher Erdbeschleunigung (300g) und 4°C fiir 5min ab
abzentrifugiert, um das Trypsin/EDTA-Gemisch zu entfernen. Die Zellen wurden dann
wieder in frischem Medium aufgenommen und auf einer neuen Zellkulturplatte
ausplattiert.

Ab Passage 8 stellten die primdren MEFs ihr Wachstum ein.

2.2.2.3 Zellkultur und Passagierung von Phoenixzellen

Ekotrope Phoenixzellen (ONX-Eco) sind eine Verpackungszelllinie fiir die retrovirale
Transfektion von Maus- bzw. Rattenzellen. Sie entstehen aus 293T (humane embryonale
Nierenkarzinom-) Zellen und gehoren wie die MEFs zu den adhdrenten Zellen. Sie werden
ebenfalls in DMEM mit 10% FCS, 1% Glutamin, 1% Penicillin/Streptomycin und 0,1% B-
Mercaptoethanol kultiviert. Da Phoenixzellen sehr empfindlich beziiglich einer zu hohen
Zelldichte sind, wurden sie téglich 1:2 gesplittet. Dazu wurde wie unter Gliederungspunkt

2.2.2.2 beschrieben das Medium entfernt, die Mediumreste mit PBS abgewaschen,
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anschlieBend die Zellen mittels Trypsin/EDTA-Losung abgelost, zentrifugiert und dann

mit frischem Medium auf neue Zellkulturplatten ausgesét.

2.2.2.4 Einfrieren

In Kultur befindliche MEFs/Phoenixzellen konnten zu jedem Zeitpunkt eingefroren
werden und ldngere Zeit in fliissigem Stickstoff gelagert werden. Hierfiir 16ste man die
Zellen von der Platte, zentrifugierte sie ab (siche Gliederungspunkt 2.2.2.2 und 2.2.2.3)
und nahm sie dann in Kulturmedium ohne FCS auf. Von dieser Zellsuspension wurden
0,5ml mit einem dquivalenten Volumen an Einfriermedium (60% DMEM, 20% FCS , 20%
DMSO) in einem KryorShrchen gemischt. Die Kryorohrchen wurden abschlieBend in
einen Kryoeinfrierbehélter, welcher zuvor mit 2-Propanol gefiillt worden war, geben und
fiir 12-24h bei -80°C aufbewahrt. Danach konnten die Zellen in Fliissigstickstoff tiberfiihrt

werden.

2.2.2.5 Auftauen

Um eingefrorene Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden sie im Wasserbad bei 37°C
erwdrmt und anschliefend in 5ml angewédrmten Kulturmedium aufgenommen. Um das im
Einfriermedium enthaltene DMSO zu entfernen wurden die Zellen bei 300g und 4°C fiir
Smin zentrifugiert und anschlieBend der Uberstand entfernt. Das Zellpellet wurde in
frischem Kulturmedium resuspendiert. Zuletzt sdte man die Zellen auf neuen

Zellkulturplatten aus.

2.2.2.6 Zellzahlbestimmung mittels Trypanblaufirbung

Um die Zellzahl bzw. den Anteil toter Zellen in einer Kultur zu bestimmen, wurden die
Zellen wie unter Gliederungspunkt 2.2.2.2 und 2.2.2.3 beschrieben von der Zellkulturplatte
gelost. Im ndchsten Schritt mischte man 10ul der Zellsuspension mit 10ul Trypanblau und
gab dies dann in eine Neubauer Zdhlkammer. Unter einem Phasenkontrastmikroskop
wurden die Zellen ausgezdhlt. Das negativ geladene Trypanblau kann nur geschidigte

Zellmembranen durchdringen, was eine Differenzierung zwischen lebenden und toten bzw.
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sterbenden Zellen ermoglichte. Im Gegensatz zu den dunkelblau gefirbten toten Zellen

stellten sich die lebenden Zellen unter dem Mikroskop hell dar.

2.2.2.7 Retrovirale Infektion von MEFs

Phoenixzellen, welche als Packaging Zellen fungierten, wurden in DMEM mit 10% FCS
auf einer 6-Well-Platte ausgelegt und mit einem Vektor, der entweder Bcl10 enthielt
(pBABE-puro-Bcl10) oder mit einem leeren retroviralen Vektor (pBABE-puro)
transfiziert. Dazu wurde zunichst, wie in den Anweisungen des Herstellers beschrieben,
1pug DNA mit 10ul TransFectin™ Lipid Reagent und 500u1 DMEM ohne FCS gemischt.
Zur Transfektion wurde das Gemisch, bestehend aus DNA, TransFectin™ Lipid Reagent
und DMEM ohne FCS, in ein Well einer 6-Well-Platte mit Phoenixzellen gegeben. Der
virusenthaltende Uberstand konnte nach 48h abgenommen werden. Nachdem Polybren
(Endkonzentration 4pg/ml) hinzugegeben worden war, wurde der Uberstand auf die MEFs
gegeben Die zu transfizierenden Zellen waren zuvor ebenfalls in einer 6-Well-Platte
ausgelegt worden. AnschlieBend zentrifugierte man die Zellen bei 30°C und 2500rpm fiir
90min. Zur Selektion der infizierten Zellen wurde dem Kulturmedium der MEFs 10 Tage

lang Puromycin (Endkonzentration: 1ug/ml) hinzugegeben.

2.2.3 Stimulationsexperimente

2.2.3.1 Stimulation der MEFs mit Wachstumsfaktoren

Zur Stimulation wurden 4x10° Bcl10™"- und Bell0”-MEFs bzw. Maltl™ - und Maltl”-
MEFs pro Stimulationszeitpunkt auf einer 10cm Schale in 8ml Kulturmedium (DMEM mit
10% FCS, 1% Glutamin, 1% Penicillin/Streptomycin und 0,1% p-Mercaptoethanol)
ausplattiert und 12h bei 37°C und 5% CO, inkubiert. AnschlieBend wurde das Medium
abgesaugt und die Zellen gehungert. Hierzu wurde die Zellkulturplatte zundchst zweimal
griindlich mit PBS gespiilt und anschlieBend 8ml DMEM ohne FCS, aber mit allen anderen
Supplementen fiir 48h auf die Zellen gegeben. 60min vor Stimulationsbeginn wurde
zunéchst Cycloheximid (CHX) in einer Endkonzentration von Sug/ml bei 37°C auf die
Platten gegeben. Im Anschluss wurden die Zellen mit 100ng/ml EGF, 10ng/ml PDGF oder
40ng/ml FGF fiir 60, 120 und 180min stimuliert.
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Um die Stimulation zu beenden, wurde das Medium abgesaugt, 4ml gekiihltes PBS auf die
Platte gegeben und diese auf Eis gestellt.

Zum Losen der adhédrenten Zellen wurden diese vorsichtig von der Platte abgeschabt, die
schwimmenden Zellen nach mehrmaligem Resuspendieren in ein 15ml Falkon iiberfiihrt
und die Platte mit 4ml PBS nachgespiilt. Anschlieend wurden die Zellen fiir Smin bei 4°C
mit 500g abzentrifugiert und auf Eis gelagert, bis alle Zeitpunkte geerntet waren.

Sollte in einem Experiment die Proteinkinase C (PKC) oder der Phosphatidyl-Inositol-3-
Kinase (PI3K)/Akt-Signalweg gehemmt werden, so wurde Rottlerin (IuM) bzw.
Wortmannin (3uM) zusammen mit Cycloheximid 1 Stunde vor Stimulation auf die Platte

gegeben.

2.2.3.2 Survival-/Proliferationsassay

Murine embryonale Fibroblasten (MEFs) wurden gezahlt und in einer Dichte von 6x10*
Zellen/Well auf eine 6-well Platte ausgelegt. Pro Stimulationszeitpunkt und Stimulus
wurden je 6 wells (=eine 6-Well Platte) mit Bcl10™", Bell07", Maltl™" sowie Maltl™ -
MEFs ausgelegt. Anschliefend wurden die Zellen fiir 48h in DMEM mit 1% FCS
gehungert. Zum Zeitpunkt Null wurden die ersten Wells gezdhlt und die restlichen MEFs
fir 24h, 48h oder 72h mit PDGF, EGF oder FGF, in unter 2.2.3.1 genannter
Endkonzentration, stimuliert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde die Stimulation mit
kaltem PBS beendet, die Zellen tyrpsiniert und anschlieBend in einer Neubauer-

Zahlkammer gezahlt (sieche Gliederungspunkt 2.2.2.6).

2.2.4 Molekularbiologische Methoden

2.2.4.1 DNA-Extraktion

Murine DNA konnte aus einem 0,5cm langen Schwanzstiick mittels des Wizard SC
Genomic Purification System (von Promega, Mannheim), gemi3 den Anweisungen des
Herstellers gewonnen werden.

Das Schwanzstiick wurde zunéchst tiber Nacht bei 55°C mit 275ul Digestion Solution Mix
inkubiert, wodurch zum einen die DNA freigesetzt, zum anderen Proteine und RNA

eliminiert wurde. Zur Aufreinigung der DNA wurde ein Sdulensystem verwendet. Bei
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Raumtemperatur wurde die DNA dazu auf das Wizard Minicolumn Assembley gegeben
und viermal mit Wizard SV Wash Solution gewaschen. Durch die Zugabe von 250pul
Nuclease-Free Water wurde die DNA im letzten Schritt von der Séule gelost.

Zur Gewinnung von DNA primédrer MEFs wurden tote Zellen aus dem, am Tag nach der
Generierung abgenommenem Uberstand, verwendet. Dazu wurden die toten Zellen Smin
bei 300g abzentrifugiert und der Uberstand entfernt. Das Zellpellet wurde in 0,5ml
Embryo-Lysis-Buffer suspendiert und fiir mindestens 3h auf 55°C inkubiert. Anschlieend

wurden die Proben fiir 5 min auf 95°C zur Inaktivierung der Proteinkinase K erhitzt.

2.2.4.2 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist ein Verfahren zur enzymatischen Vervielfaltigung

von DNA in vitro. Dazu wird eine thermostabile DNA-Polymerase z.B. von Thermus

aquaticus (Tag DNA Polymerase) verwendet. Dieses Verfahren wurde benutzt, um den
genauen Genotyp der Méuse bzw. der MEFs zu bestimmen. Hierzu wurden in einem PCR-

Rohrchen 1pl der aufgereinigten DNA vorgelegt, jeweils 1pul Wildtyp-Primer und 1l Neo-

Primer, 2,0ul dANTP-Mix 0,25mM, 2,0ul 10x Reaktionspuffer sowie 0,25ul Taq-

Polymerase hinzugegeben und mit 12,75ul aqua ad injectabilia auf ein Gesamtvolumen

von 20 ul gebracht. Zur Vervielfiltigung des Erbguts wurde ein Thermocycler benutzt.

Dieser erhitzte die DNA zur initialen Denaturierung fiir Smin auf 95°C. Dadurch wurde die

doppelstringige DNA aufgetrennt. Anschliefend folgten 35 Zyklen in denen die DNA

vervielfiltigt wurde. Dabei wurden folgende Schritte zyklusmifBig wiederholt:

1. Denaturierung: Erhitzen der DNA fiir 30s auf 95°C, um die DNA-Doppelstriange jeweils
voneinander zu trennen.

2. Primerhybridisierung/Annealing: Bei einer Temperatur von 62°C kam es zur
Anlagerung des Primers an eine spezifische Sequenz. Dieser Schritt dauerte eine
Minute.

3. Elogation/Polymerisation: Bei einer Temperatur von 72°C synthetisierte die DNA-
Polymerase, vom 3'-Ende kommend, fiir eine Minute den komplementiren DNA-
Strang.

4. AnschlieBend folgte erneut die Denaturierung (entspricht 1.).

5. Nach dem letzten Zyklus wurde die DNA fiir 10min auf 72°C erhitzt und anschlieBend
auf 4°C abgekiihlt.
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2.2.4.3 Agarose-Gelelektrophorese

Entsprechend ihres Molekulargewichts wurde die gewonnene DNA mittels eines 1%-igen
Agarosegels aufgetrennt. Zur Herstellung des Gels wurden 200ml 1xTAE mit 2g Agarose
in der Mikrowelle erhitzt und nach einer Abkiihlung unter 55°C mit 25ul Ethidiumbromid
versetzt.

Das getrocknete Gel wurde in eine mit 1x TAE als Laufpuffer gefiillte Kammer gelegt. In
die Geltaschen des getrockneten Gels wurde je 18ul DNA und 2ul Farbstoff gegeben. In
eine Geltasche kam ein 100bp Molekulargewichtsmarker. An die Laufkammer wurde eine
Spannung mit 100V fiir ca. 90min angelegt, wodurch die negativ geladenen DNA
Fragmente zur Anode des elektrischen Feldes wanderten. Die DNA Fragmente konnten
unter UV-Licht (Wellenldnge 320nm) von GelDoc 2000 sichtbar gemacht werden.

+/+

Die zu erwartende Bcl10™"-Bande hatte eine GroBe von 560 Basenpaaren (bp), die Bcl107

-Bande 336 bp, die MaltI"*-Bande 660bp und die MaltI”"-Bande 400bp.

2.2.4.4 Herstellung nuklearer Zellextrakte

Zur Herstellung nukledrer Extrakte wurden die Zellen, wie unter Gliederungspunkt 2.2.3.1
beschrieben, stimuliert und anschlieBend die Stimulation mit kaltem PBS gestoppt.
Nachdem alle Zellen geerntet waren, wurden die Falcons bei 300g und 4°C fiir Smin
abzentrifugiert. Nachdem der Uberstand verworfen worden war, wurden die Zellpellets in
800ul hypoosmolarem Puffer A aufgenommen und die Zellen fiir 10min zur Lyse auf Eis
inkubiert. Nach Zugabe von 50ul 10% NP-40 wurde die Zellsuspension fiir Imin auf
einem Vortex Mixer gemischt oder bei 4°C fiir Smin auf einen Eppendorf Mixer inkubiert.
Dadurch wurden die Zellmembranen zerstort. Die Lysate wurden im Anschluss mit
14000rpm bei 4°C 10min zentrifugiert. Zur Dehydratation des Zellkerns wurden die
erhaltenen Pellets in 30-40ul hyperosmolarem Puffer C resuspendiert und fiir 30min unter
Bewegung bei 4°C inkubiert. Durch einen weiteren Zentrifugationsschritt mit 14000rpm
bei 4°C fiir 10min wurden abschlieend die Zellreste von den Transkriptionsfaktoren im
Uberstand getrennt. Die Konzentration der Transkriptionsfaktoren wurde mit der Bradford-
Methode bestimmt (siehe Gliederungspunkt 2.2.4.7). AbschlieBend wurden die Extrakte in

Teilmengen von 10ul bei -80°C bis zur Weiterverwendung eingefroren.
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2.2.4.5 NF-kB ELISA mit Kernextrakten

Zum Nachweis der Translokation von NF-xB wurden Kernextrakte von den Zellen
hergestellt (siche Gliederungspunkt 2.2.4.4) und eine eventuelle Translokation von NF-kB
mittels Enzyme-linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) untersucht. Dazu wurde das EZ-
Detect™ Transcription Factor Kit NF-kB p65 verwendet, welches die p65 Untereinheit
von NF-kB nachweisen kann. Wie in der Anleitung des Herstellers beschrieben, musste als
erstes das aktivierte NF-kB p65 Protein der Extrakte an die, auf der Platte befindliche,
Gegensequenz gebunden werden. Dazu wurde 50ul des zuvor hergestellten Binding
Puffers in jedem Well vorgelegt und eine identische Menge (ungefidhr 3-4ug) der
Kernextrakte dazugegeben. Als Positivkontrolle wurden 2ul der im Kit enthaltenen, TNFa-
aktivierten Hela-Zellen verwendet. AnschlieBend wurde die Platte fiir 1h unter leichtem
Schwenken bei Raumtemperatur inkubiert. Nachdem das Gemisch danach verworfen
worden war, wurde jedes Well dreimal, mit jeweils 200ul Waschpuffer gewaschen. Als
ndchster Schritt erfolgte die Bindung des p65-Primédrantikérpers. Der Primérantikorper
wurde 1:1000 mit dem im Kit enthaltenen Verdiinnungspuffer verdiinnt und 100ul davon
in jedes Well gegeben. Nachdem die Platte eine Stunde bei Raumtemperatur gelagert
worden war, wurde der Erstantikérper abgekippt und die Platte wiederum dreimal mit
jeweils 200ul Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend wurde der Sekundérantikorper
1:10000 verdiinnt. Nachdem jeweils 100ul des verdiinnten Sekundirantikdrpers in jedes
Well gegeben worden war, musste die Platte erneut fiir 1h bei Raumtemperatur inkubiert
werden. Nachdem der Zweitantikorper entfernt worden war und man die Platte erneut
dreimal mit Waschpuffer gewaschen hatte, folgte die Detektion mittels Chemilumineszenz.
Dazu wurden dquivalente Volumina von Luminol/Enhancer Solution und Stable Peroxide
Solution gemischt und jeweils 100pul hiervon in jedes Well pipettiert. Die
Chemilumineszenz konnte mit einer Charged-coupled Device (CCD) Kamera gemessen

werden. Die Auswertung erfolgte mittels Microsoft Excel.

2.2.4.6 Herstellung zytoplasmatischer Zelllysate

Die unstimulierten und stimulierten Zellpellets aus Gliederungspunkt 2.2.3.1 wurden in
Iml IxPBS gelost und bei 4°C fiir 14000rpm zum Aufbrechen der Zellmembran
zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstands wurde der Niederschlag zur Lyse zunichst in

Fliissigstickstoff eingefroren. AnschlieBend wurde das Zellpellet in 50-100ul CHAPS-
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Puffer gelost und fliir 20min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte ein letzter
Zentrifugationsschritt mit 14000rpm bei 4°C fiir Smin, um die im Uberstand befindlichen
Proteine vom Dendritus abzutrennen. Der Proteingehalt des Uberstandes wurde mit der
Bradford-Methode bestimmt (sieche Gliederungspunkt 2.2.4.7). Der abgenommene
Uberstand wurde mit demselben Volumen 2xSDS-Page-Proben-Puffer gemischt, Smin auf

100°C erhitzt und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C aufbewahrt.

2.2.4.7 Bestimmung des Proteingehalts mit der Bradford-Methode

Iul der neu hergestellten Proteinextrakte (zytoplasmatischen Lysate oder der Kernlysate)
wurde mit 100ul des 1 zu 10 verdiinnten Bradford-Reagenz auf einer 96-Well-Platte
gemischt. Analog dazu wurde eine Kontrollverdiinnungsreihe mit verschiedenen BSA-
Konzentrationen (0, 0,25, 0,5, 1,0, 2,0, 4,0ng BSA/ul CHAPS Puffer (zytoplasmatische
Lysate) bzw. /ul Puffer C (Kernextrakte)) aufgetragen und ebenfalls mit dem 1 zu 10
verdiinnten Bradford-Reagenz gemischt. Jede Probe/Kontrolle wurde zweifach
aufgetragen.

Das Bradford-Reagenz besteht aus Coomassie Brilliant Blue und lagert sich an Proteine an,
was eine Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465nm (rot-braun) zu 595nm
(blau) bewirkt. Diese Zunahme der Absorption bei 595nm verhilt sich direkt proportional
zur Proteinkonzentration. Diese Extinktionsverdnderung wurde iiber ein Lesegerét
bestimmt und die Daten mit dem Programm ,,Magellan® erfasst. Mittels Microsoft Excel

wurden die Ergebnisse ausgewertet und die Proteinkonzentration berechnet.

2.2.4.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Proteine der zytoplasmatischen Zelllysate wurden mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt. Eigentlich wandern die Proteine abhdngig
von ihrer GroBe und ihrer elektrischen Ladung unterschiedlich schnell in einem
elektrischen Feld. Fir die SDS-PAGE wurden die Proteine jedoch mittels Zugabe von
SDS-PAGE-Puffer (Laemmli-Puffer) denaturiert und erhielten durch Bindung von SDS an
thre  Positivladungen eine  einheitliche  Negativladung. Somit wurde die
Laufgeschwindigkeit eines Proteins im Gel allein durch seine GrofBe bestimmt. Dies

bedeutet, dass kleinere Proteine eine weitere Laufstrecke in der gleichen Zeit zurlicklegen

Seite 44 von 80



Material und Methoden

als grofBere Proteine [33]. Das Ausmal} der Proteinauftrennung konnte durch den Gehalt
von Polyacrylamid im Trenngel bestimmt (7,5%, 10%, 12%) werden. Auf das Trenngel
wurde ein 4%-iges Sammelgel geschichtet. Trenn- und Sammelgel wurden wie in unten

stehender Tabelle angegeben hergestellt:

30%Acrylamid/Bisacrylamid 0,7ml 2,5ml 3,3ml 4,0ml
1,5 M Tris/HCI, pH: 8,8 - 2,5ml 2,5ml 2,5ml
0,5 M Tris/HCI, pH: 6,8 1,2ml - - -
Aqua bidest 3,0ml 4,9ml 4,1ml 3,4ml
10% SDS 50ul 100l 100ul 100ul
TEMED Sul Sul Sul Sul
10% APS 25ul 50ul 50ul 50ul
Tabelle 2: Zusammensetzung fiir jeweils 2 Sammel- und Trenngele (Western blot)

Zunichst wurde das Trenngel hergestellt. Dazu wurde das Trenngel zwischen zwei
Glasscheiben gegeben. Eine Schicht destilliertes Wasser dariiber, sollte die Bildung von
Luftblasen verhindern. Nach erfolgter Polymerisation wurde das Wasser abgekippt und
oben das Sammelgel hinzugefiigt. In das Sammelgel wurde widhrend der Polymerisation
einen Gelkamm zur Ausbildung von Geltaschen gesteckt. Nachdem dieses polymerisiert
war, wurde der Kamm entfernt und das fertige Gel in einer Gelkammer befestigt. Die
Kammer wurde mit 1x Laufpuffer gefiillt. Die Lysate (hergestellt wie unter
Gliederungspunkt 2.2.4.6 beschrieben) wurden fiir Smin auf 56°C erhitzt. Anschlieend
wurde jede Geltasche mit ungefdhr 5-15ug Protein (maximales Volumen 20ul) beladen.
An die Gelkammer wurde zunichst eine Spannung von 80 Volt fiir ca. 20min angelegt und
diese dann im weiteren Verlauf auf 120 Volt erhoht. Die Elektrophorese wurde beendet,
wenn die blaue Bande des Probenpuffers ca. 0,5 - 1cm vom unteren Rand des Trenngels

entfernt war.

2.2.4.9 Immunoblot (Western Blot)

Die Detektion der aufgetrennten Proteine (siehe Gliederungspunkt 2.2.4.10) erfolgte durch
Immunoblot (Western Blot). Dazu wurde das -elektrophoretisch aufgetrennte
zytoplasmatische  Zelllysat durch das semidry-blotting Verfahren auf eine
Polyvinyldifluoridmembran (PVDF-Membran) tibertragen. Diese Membran ist in der Lage,

Proteine zu binden. Hierzu wurden die beiden Glasplatten und das Sammelgel entfernt und
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das verbleibende Trenngel fiir Smin bei Raumtemperatur in 1x Transferpuffer gegeben.
Parallel dazu wurde die Membran aktiviert, indem man sie fiir Imin in Methanol gegeben
und anschliefend in 1x Transferpuffergewaschen wurde. Ebenso wurden pro Gel 2 Stiick
Cellulose-Filter-Papier (Whatman Papier) in Transfer-Puffer gelegt. AnschlieBend wurde
ein angefeuchtetes Filterpapier mit der Membran in die Blotting-Kammer gelegt, das Gel
ohne Luftblasen darauf platziert und mit dem zweiten Filterpapier bedeckt. Es wurde fiir
90min eine Spannung von 25Volt angelegt. Zur Uberpriifung, ob der Proteintransfer
erfolgreich war, wurde die PVDF-Membran mit Ponceau S-Reagenz angeférbt.

AnschlieBend wurde die Membran zum Entfarben fiir ca. 30min in IxXTBST gegeben.

2.2.4.10 Detektion der transferierten Proteine

Nachdem die Membran mit TBST gewaschen worden war (siche Gliederungspunkt
2.2.4.9), wurden unspezifische Bindungsmoglichkeiten eines Antikorpers blockiert, indem
die Membran fiir ungefdhr 1h in 5%ige TBST-Milch inkubiert wurde. Sollten
phosphorylierte Proteine detektiert werden, wurde 5% BSA/TBST anstatt 5%ige TBST-
Milch verwendet, um unspezifische Bindungen zwischen Milchproteinen und dem spéteren
Antikorper zu vermeiden. Anschliefend wurde die Membran iiber Nacht mit einem
primdren Maus- oder Hasenantikdrper inkubiert, der sich gegen spezifische Bestandteile
eines betimmten Proteins richtete. Dazu wurde der Antikdrper in 5%iger Milch oder
5%igem BSA verdiinnt (meist 1:1000). Am nichsten Tag wurde der ungebundene
Primédrantikérper durch dreimaliges Waschen mit 1xTBST fiir jeweils 10min entfernt.
Anschlieend wurde die Membran fiir ca. 1h mit einem Sekundérantikorper (Verdiinnung
1:2000 in 5%iger Milch oder 5%igem BSA) inkubiert, der sich gegen das Fc-Fragment des
Primérantikorpers richtete. Als nédchstes musste die Membran erneut drei Mal fiir 10min
mit 1XTBST und danach 1x 10min mit IxXTBS gewaschen werden. Fiir die Lumineszenz
der Membran wurde 2ml ECL Western blotting Substrat (hergestellt durch eine 1:1
Mischung von Solution A und Solution B direkt vor dem Gebrauch) fiir 1-2min auf die
Membran gegeben. Das ECL Western blotting Substrat wird durch die horseradish
Peroxidase des Sekunddrantikérpers in eine lumineszierende Substanz umgewandelt. Die
lumineszierende Membran wurde dann im Dunkeln in einer Rontgenfilmkassette auf einen
hypersensitiven chemilumineszenten Hyperfilm fiir eine bestimmte Zeit (30s - 30min)

gelegt und anschlieBend entwickelt.
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2.24.11 Entfernen von Antikorpern auf der Membran (Stripping)

Um mehrere Proteine auf derselben Membran nachweisen zu konnen, konnte der zuvor
verwendete Antikorper mittels Inkubation fiir 20min auf 50°C mit Stripping-Puffer
entfernt werden. Danach wurde die Membran vier Mal mit TBST gewaschen und
anschlieend erneut in 5% Milch/TBST oder 5% BSA/TBST geblockt. Die weiteren
Schritte verliefen wie unter Gliederungspunkt 2.2.4.10 dargestellt.
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3  Ergebnisse

3.1 Die Rolle von Bcl10 in der Signaltransduktion von
Wachstumsfaktoren

Um die Aufgabe von Bcll10 im Signalweg der Wachstumsfaktoren genauer zu analysieren
wurden murine embryonale Fibroblasten wie oben beschrieben aus Bc//0™ und Bell0™”
Maiusen gewonnen. Vor Stimulation mit EGF, PDGF oder FGF wurden die Zellen zwei
Tage gehungert und dann 1h vor Stimulationsstart mit Cycloheximid zur Hemmung der
De-novo-Proteinsynthese inkubiert. Zu bestimmten Zeitpunkten stoppte man die
Stimulation, erntete die Zellen und analysierte nach Lyse das Proteinmuster mittels

Western blot.

3.1.1 Bcll0 abhéngige Degradation von IkBa

Zunéchst untersuchte man die Degradation von IkBa, ein bekanntes Zielprotein des Bel10-
Maltl-Komplexes. Hierzu wurden die Zellen wie oben beschrieben gehungert, stimuliert
und geerntet. Nach Lyse wurde IxBo mittels Western Blot detektiert. In Bcll0™-MEFs
zeigte sich ein Abbau des Proteins, wihrend in den Bcll0”-MEFs IxBo unverindert
nachweisbar war (sieche Abbildung 11a). Als Positivkontrolle wurden die murinen
embryonalen Fibroblasten mit lysophosphaticid acid (LPA) stimuliert. LPA bendtigt fiir
eine effektive Aktivierung von IkBa ebenfalls die Anwesenheit von Bell0 [31, 70]. Als
Negativkontrolle fungierte die Stimulation mit tumor necrosis factor a (TNFa), einem
Bcl10-unabhédngigen IkBa-Aktivator (sieche Abbildung 11b) [54]. Dieses Ergebnis zeigt
eine Abhéngigkeit der IkBa-Degradation nach EGFR, PDGFR bzw. FGFR-Stimulation
von Bcel10.
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Abbildung 11: Bcl10-abhiingige IkBa-Degradation in MEFs nach PDGF-, EGF- und FGF-

Stimulation

a) Murine embryonale Fibroblasten wurden fiir 48h gehungert, anschlieBend eine Stunde
mit Cycloheximid inkubiert und dann mit EGF (epidermal growth factor), PDGF
(platelet-derived growth factor) bzw. FGF (fibroblast growth factor) stimuliert. Nach den
angegebenen Zeitpunkten wurde die Stimulation gestoppt und die Zellen geerntet. Die
Proteinfraktionen der Zelllysate wurden mittels Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die IkBa-
Degradation wurde durch Zugabe von Antikorpern detektiert. Als Ladekontrolle erfolgte
der Nachweis von B-Aktin.
In Bell0™"-MEFs zeigt sich nach Stimulation mit EGF, PDGF oder FGF eine IxBa-
Degradation. Im Vergleich dazu findet der Abbau von IxBa in Bcll 0”"-MEFs nicht statt.
Dies zeigt, dass Bel10 essentiell ist fiir die Degradation von IkBa.

b) Kontrollstimulation mit LPA und TNFa
Positivkontrolle: In Bcl10™-MEFs zeigt sich im Vergleich zu Bcl10”-MEFs eine
regelrechte IkBa-Degradation.
Negativkontrolle: TNF o fiihrt sowohl in Bell0™- als auch in Bcl10”-MEFs zu einem
effektiven Abbau von IkBa.

3.1.2 Bcll0-abhéngige Translokation von NF-kB in den Zellkern

Durch die Degradation von IkBa kommt es zur Freilegung der Kernlokalisationsdomine
von NF-kB. Zum Nachweis einer Abhingigkeit der Translokation von NF-kB in den
Zellkern wurden erneut Bcl10™- sowie Bell0”-MEFs gehungert, mit EGF oder PDGF
stimuliert und anschlieBend geerntet. Nach Herstellung von Kernlysaten erfolgte die
Detektion der p65-Untereinheit von NF-kB mittels ELISA. Im Falle einer Stimulation von
Bcl10""-MEFs mit EGF oder PDGF zeigte sich eine deutliche Prisenz von NF-kB im
Zellkern, wihrend man im Falle einer Stimulation von Bc/l 0”"-MEFs keine Translokation
nachweisen konnte. Zur Kontrolle wurde im gleichen Versuchsansatz auch mit LPA und

TNF o stimuliert. Erwartungsgemal zeigte sich im Falle von LPA eine Abhédngigkeit der
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NF- «B-Translokation von Bcl10 [31, 70]. TNF a stimulierte NF- kB unabhingig von der
Anwesenheit von Bcll10 [54].
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Abbildung 12: Bcl10-abhiingige Translokation von NF-kB in den Zellkern

Murine embryonale Fibroblasten wurden wie in Abbildung 11 beschrieben fiir 48h
gehungert, mit Cycloheximid eine Stunde inkubiert und anschlieBend mit PDGF oder EGF
stimuliert. Nach 60 Minuten im Falle von EGF und nach 120 Minuten im Falle von PDGF
wurde die Stimulation beendet und die Zellen geerntet. Die NF-kB- Translokation in den
Zellkern wurde in den Zellkernlysaten durch Zugabe eines pS6-Antikorpers mittels ELISA
gemessen. Als Kontrolle wurden die MEFs mit tumor necrosis factor o (TNF a; 30
Minuten) bzw. lysophosphaticid acid (LPA; 60 Minuten) stimuliert. TNF o stimuliert NF-
kB unabhéngig von Bcll0, LPA, PDGF sowie EGF hingegen abhingig von Bcll0. Es
zeigte sich, dass Bcll0 fiir eine Translokation von NF-xB in den Zellkern nach
Wachstumsfaktorstimualtion benétigt wird.

3.1.3 NF-kB Aktivierung nach retroviraler Rekonstruktion von Bcl10

Als néchstes erfolgte in Bcll 0"-MEFs eine retrovirale Rekonstruktion von Bcll0.
Homozygote knock-out MEFs wurden mit einem Retrovirus infiziert, der entweder Bcl10
(pBabe-puro-Bcl10) oder einen Leervektor (pBabe) exprimierte. Retroviral infizierte
MEFs konnten aufgrund ihrer Puromycin-Resistenz durch Zugabe des Antibiotikums iiber
10 Tage selektioniert werden. AnschlieBend wurden die Zellen stimuliert und die IxBa-
Degradation mittels Westernblot detektiert. Durch retrovirale Rekonstruktion von Bcll0
zeigte sich eine IkBoa-Degradation im Gegensatz zu den Bcll 0"-MEFs, die mit dem
Leervektor infiziert worden waren. Dies postuliert einen direkten Zusammenhang

zwischen Bcl10 und IkBa-Degradation.
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Abbildung 13: Retrovirale Rekonstruktion von Bell0 in Bell10-defizienten MEFs erméglicht IkBa-
Degradation nach Stimulation mit PDGF oder EGF
Bcll0-defiziente MEFs wurden mit einem retroviralen Virus (pBABE-puro) wie
beschrieben infiziert. Dieser kodierte entweder Bcll0 (pBABE-puro-Bcll10) oder einen
Leervektor (pBABE-puro). Retroviral infizierte MEFs wurden durch Zugabe von
Puromycin iiber 10 Tage selektioniert. Nach Selektion wurden die MEFs wie in
Abbildung 11 beschrieben mit EGF fiir 60 Minuten oder PDGF fiir 120 Minuten stimuliert
und geerntet. Die Zelllysate wurden mittels Polyacrylamidgel aufgetrennt. In den mit dem
pBABE-puro-Bcl10-Vektor infizierten MEFs konnte Bcl10 nachgewiesen werden, wéahrend
in den mit dem Leervektor infizierten MEFs kein Bcl10 nachweisbar war. Es zeigte sich,
dass durch eine retrovirale Rekonstruktion von Bcl10 eine Degradation von IxkBa in vorher
Bcll10-defizienten MEFs moglich wurde.

3.1.4 Bcl10-unabhiangige Aktivierung von MAPK und Akt

Als ndchstes untersuchte man die Aktivierung von Proteinen oberhalb von Bcll0 wie
mitogen-activated protein (MAP) Kinasen und Akt. In Lymphozyten konnte gezeigt
werden, dass Bcl10 ebenso wie Maltl Regulatoren der Aktivierung von MAP-Kinasen wie
JNK und p38 darstellen [55, 64], wihrend sie nach Stimulation des FceRI [30] oder des
LPA-Rezeptors [31] entbehrlich sind.

Nachdem die Zelllysate wie oben beschrieben von stimulierten Bcl/10™- und Bell07”-
MEFs mittels Western Blot aufgetragen worden waren, erfolgte der Nachweis von p-ERK,
p-JNK sowie p-Akt. Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung sowohl von MAP-
Kinasen wie ERKI1/2, JNK1 oder p38 als auch die der Proteinkinase B (Akt) in
homozygoten Bcll0”-MEFs identisch ist mit der von heterozygoten Bcll10™" nach
Stimulation mit den Wachstumsfaktoren EGF oder PDGF.
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Abbildung 14: Unauffillige Aktivierung von ERK, JNK und AKT durch PDGF und EGF

Bcll0™" als auch Bell0”-MEFs wurden zunichst 48h gehungert und 1h vor Stimulation
mit PDGF oder EGF mit Cycloheximid inkubiert. Nach 0, 60, 120, 180min bzw. nach 0,
30, 60, 120min die Stimulation gestoppt und die Zellen geerntet. Die Zellextrakte wurden
auf Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Nach Zugabe von Antikdrpern gegen p-ERK, p-JNK
oder p-AKT zeigte sich sowohl in den heterozygoten als auch in den homozygoten
knockout-MEFs ein unauffilliges Phosphorylierungsverhalten. Als Ladekontrolle erfolgte
der Nachweis von ERK bzw. B-Aktin.

3.1.5 Akt als Regulator der NF-kB Aktivierung

Unklar war bis hierher welches Signalprotein nach Wachstumsrezeptorstimulation zur
Aktivierung von BcllO fiihrt. Das Augenmerk wurde dabei auf die Phosphokinase C
(PKC) sowie auf Akt gerichtet. Denn zum einen ist ein Zusammenhang zwischen
Aktivierung von PKC und Formierung des Bcll0-Maltl-Komplexes aus Versuchen mit
Zellen des Immunsystems [23, 63] und aus Stimulation von MEFs mit LPA [31] bekannt,
zum anderen wurde eine Abhidngigkeit der NF-kB-Aktivierung von Akt nach PDGF-
Stimulation gezeigt [S0]. Um eine solche Abhingigkeit zu beweisen bzw. auszuschlieBen
priainkubierte man die Zellen entweder mit dem PKC-Inhibitor Rottlerin oder mit
Wortmannin, einem Inhibitor der Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3K), die zur Akt-
Aktivierung fiihrt. Im Falle einer PKC-Blockade zeigte sich eine regelrechte IkBo-
Degradation wihrend diese nach Inhibition des PI3K/Akt-Signalweges ausblieb.

+Ro +WM

unstim.+EGF +PDGF unstim.+EGF +PDGF unstim.+EGF+PDGF

— - a— W e |<Ba

o s et D e _--'- B-Aktin

Abbildung 15: PI3/Akt, nicht PKC, reguliert die NF-kB-Aktivierung nach Wachstumsfaktor-
stimulation
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Nachdem die MEFs 48h gehungert waren, wurden die Zellen 1h vor PDGF-Stimulation mit
Cyloheximid und Wortmannin (WM) oder Rottlerin (Ro) inhibiert. Die Zellen wurden mit
EGF 1h und mit PDGF 2h stimuliert und anschlieend geerntet.

Ro ist ein Inhibitor der Proteinkinase C (PKC). WM inhibiert den Phosphatidyl-Inositol-
3/Akt-Signalweg. Als Kontrolle erfolgte eine Stimulation von Bcll 0""-MEFs ohne
Anwesenheit von WM oder Ro. Es zeigte sich eine intakte IkBa-Degradation in der
Anwesenheit des PKC-Inihibitors Rottlerin. Nach Zugabe von Wortmannin fand keine
IkBa-Degradation statt.

3.2 Die Rolle von Maltl in der Signaltransduktion von
Wachstumsfaktoren

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Anwesenheit von Bcll0 essentiell ist fiir eine
Aktivierung von NF-kB, interessierte im Weiteren die Rolle von Maltl. Denn nicht in allen
Signalwegen ist die Anwesenheit sowohl von Bcll0 als auch von Maltl zur Aktivierung
des Transkriptionsfaktors notwendig. So hat die Abwesenheit von Maltl keine groBen
Auswirkungen auf die Aktivierung von B-Zellen bzw. den Verschluss des Neuralrohrs. In
T-Zellen hingegen ist die Ausbildung des Bcl10-Maltl-Komplexes unentbehrlich fiir eine
effektive Aktivierung [55].

Zur Analyse des Einflusses von Maltl wurden murine embryonale Fibroblasten aus
Verpaarungen von Maltl " mit Maltl”-Miusen gewonnen. Nach Genotypisierung
wurden die MEFs analog den Versuchen mit Bcl10-MEFs fiir 48h gehungert, anschlieBend
lh mit Cycloheximid inkubiert und dann mit Wachstumsfaktoren stimuliert. Zu festen
Zeitpunkten wurde die Stimulation beendet und die MEFs geerntet. Zur Analyse wurden

entweder Zell- oder Kernlysate hergestellt.

3.2.1 Maltl-abhingige Degradation von IxBa

Analog zu den Versuchen unter 3.1.1 wurden die Maltl **_und MaltI”-MEFs nach einer
Hungerperiode und einer Inkubation mit Cycloheximid mit Wachstumsfaktoren stimuliert.
Nachdem die Stimulation gestoppt und die Zellen geerntet worden waren, wurden
Zelllysate hergestellt. Zur Untersuchung der IxBa-Degradation erfolgte die Auftrennung
dieser Lysate mittels Western blot. In den Malt] **_MEFs zeigte sich ein regelrechter IxBa-
Abbau, wihrend dieser in MaltI”"-MEFs ausblieb.

Dies zeigt, dass neben Bcl10 auch Malt1 fiir eine IkBa-Degradation benétigt wird.
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Abbildung 16: Maltl-abhingige IkBa-Degradation in MEFs nach PDGF- und EGF-Stimulation
Fir 48h gehungerte MEFs wurden zundchst fiir 1h mit Cycloheximid inkubiert,
anschlieBend stimuliert und die Stimulation zu den angegebenen Zeitpunkten beendet.
Geerntete und dann im Weiteren lysierte Zellen wurden mittels Western blot analysiert. In
Malt]™"-MEFs kann ein Abbau von IxkBa nach Stimulation nachgewiesen werden, was bei
Malt]”"-MEFs nicht der Fall ist. Daher kann gefolgert werden, dass neben der Anwesenheit
von Bcll10 auch Maltl zur Initiierung der IkBa-Degradation notwendig ist.

3.2.2 Maltl-abhingige Translokation von NF-kB in den Zellkern

Als nichstes wurde in den stimulierten Maltl ™"~ sowie MaltI”"-MEFs die Translokation
von NF-«kB in den Zellkern untersucht. In Kernextrakten erfolgte mittels ELISA der
Nachweis der p65-Untereinheit von NF-kB.

Eine Translokation des Transkriptionsfaktors konnte in den Kernextrakten von Maltl™ -
MEFs im Gegensatz zu den Kernlysaten von MaltI”"-MEFs nachgewiesen werden. Als
Kontrolle wurden auch bei diesem Versuch sowohl heterozygote als auch Maltl-defiziente
Zellen mit lysophosphaticid acid (LPA) und tumor necrosis factor a (TNFa) stimuliert.

Dies zeigte neben der Anwesenheit des Signalproteins Bell10 auch Maltl notwendig ist, um

eine NF-kB-Aktivierung zu bewirken.
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Abbildung 17: Maltl-abhingige Translokation von NF-kB in den Zellkern
Murine embryonale Fibroblasten wurden wie in Abbildung 16 beschrieben fiir 48h
gehungert, mit Cycloheximid eine Stunde inkubiert und anschlieBend mit PDGF fiir 120
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Minuten oder EGF fiir 60 Minuten stimuliert. Im Anschluss wurde die Stimulation beendet
und die Zellen geerntet. Die NF-kB- Translokation in den Zellkern wurde in den
Zellkernlysaten durch Zugabe eines p56-Antikdrpers mittel Elisa gemessen. Als Kontrolle
wurden die MEFs mit tumor necrosis factor o (TNF o) bzw. lysophosphaticid acid (LPA)
stimuliert. TNF a stimuliert NF-xB unabhéngig von Maltl, LPA, EGF sowie PDGF
hingegen abhéngig von Maltl. Es zeigte sich, dass Malt1 fiir eine Translokation von NF-kB
in den Zellkern nach Wachstumsfaktorstimulation benétigt wird.

3.2.3 Maltl-unabhiingige Aktivierung von MAP-Kinasen

Desweiteren interessierte eine eventuelle Abhédngigkeit der Aktivierung von
Signalproteinen oberhalb des Bcll10-Maltl-Komplexes wie die mitogen-activated protein
Kinasen (MAPK) von der Anwesenheit von Maltl1.

Gehungerte Maltl™"- sowie Malt]”-MEFs wurden mit Cycloheximid inkubiert und
anschlieffend stimuliert. Die zu gewissen Zeitpunkten geernteten Zellen wurden wiederum
lysiert. Die Zelllysate wurden mittels Western Blot aufgetrennt und es erfolgte der
Nachweis von phosphoryliertem ERK. In heteroygoten Maltl™"-MEFs zeigte sich ebenso
wie in Malt]”"-MEFs ein unauffilliges Phosphorylierungsmuster, so dass die Anwesenheit

von Maltl entbehrlich ist flir die Aktivierung dieses Signalproteins.
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Abbildung 18: Unauffillige Aktivierung von ERK durch PDGF und EGF in MaltI"" und Maltl”
Malt™"- und Maltl”-MEFs wurden 48h gehungert, 1h mit Cycloheximid inkubiert und
anschliefend stimuliert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde die Stimulation beendet
und die Zellen geerntet. Anschlieend erfolgte eine Proteinauftrennung mittels Western
blot. Nach Inkubation mit Antikdrper gegen p-ERK zeigte sich auch hier kein Einfluss von
Maltl auf die Phosphorylierung von ERK. Als Ladekontrolle erfolgte der Nachweis von
ERK.

3.3 Bcll0-abhéingige Expansion von MEFs nach Wachstumsfaktor-
stimulation

Ob diese Ergebnisse auch eine funktionelle Bedeutung hinsichtlich Uberleben oder
Proliferation haben wurde untersucht, indem man fiir zwei Tage gehungerte MEFs mit
PDGF, EGF oder TNFa stimulierte und zum Zeitpunkt 0, 24, 48 und 72h (nach
Stimulation) die Zellzahl auszdhlte. Die Anzahl von Bcll 0"-MEFs war unter

Wachstumsfaktorstimulation im Vergleich zu der der Bcl/10™-MEFs nicht zunehmend.
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Stimulierte man die Zellen mit TNFa war kein Unterschied zwischen Bcl10™ - und Bell0™

-MEFs erkennbar.
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Abbildung 19: Verhinderung des Zelltods durch Zugabe von EGF oder PDGF in Bcl10"-MEFs
Die MEFs wurden zunichst mit einer Dichte von 6x 10* pro Well ausgelegt und
anschliefend 48h in DMEM mit 1% FCS gehungert. AnschlieBend erfolgte die Stimulation
mit PDGF, EGF oder TNFa. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde die Stimulation
gestoppt und die Zellen geerntet. AnschlieBend wurden die MEFs mit Trypanblau angefarbt
und in einer Neubauer Zahlkammer gezéhlt. Aus 3 voneinander unabhéngigen Messungen
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wurden jeweils die Mittelwerte sowie die zugehorigen Standardabweichungen berechnet,
die Zellzahl zum Zeitpunkt 0 wurde als 100% gesetzt.

Es zeigte sich, dass Bcll0™"-MEFs durch Zugabe von PDGF und EGF einen deutlichen
Uberlebensvorteil hatten. Bel/0”-MEFs hingegen konnten dem Zelltod durch Stimulation
mit Wachstumsfaktoren nicht entkommen. Erwartungsgeméal starben unter Stimulation mit
TNFa annihrend gleich viele Bel10"-MEFs wie Bcl10”-MEFs.

3.4 Schematische Zusammenfassung

Wachstumsfaktorrezeptoren wie PDGF-, EGF- und FGF-Rezeptoren aktivieren nach
Ligandenbindung unterschiedliche Signalwege, die unter anderem zur Translokation von
NF-kB in den Zellkern fiihren. In nachfolgender Abbildung ist die Rolle von Bcl10 und
Maltl dabei schematisch dargestellt.

Liganden binden an die extrazellulire Doméne des Wachstumfaktorrezeptors, dadurch
wird die intrazelluldre Tyrosinkinase aktiviert und unterschiedliche Signalwege durch
Rekrutierung und nachfolgender Aktivierung von Proteinen angeschaltet. So auch die
Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase und Akt. Dies fiihrt zur Formierung des Bcll0-Maltl-
Komplexes. Dieser Komplex aktiviert [kB Kinasen (IKK), welche im Folgenden wiederum
IxBa phosphorylieren. Nach Ubiquitinierung wird IkBa im Proteasom der Zelle abgebaut.
Der Kernlokalisationsabschnitt von NF-kB wird dadurch freigelegt, worauf NF-«xB in den
Zellkern wandert.

Nach Ligandenbindungen an den Rezeptor kommt es des Weiteren zur Aktivierung von

MAP-Kinasen. Dieser Prozess ist jedoch unabhédngig von Bcl10 oder Maltl.
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Abbildung 20: Schematische Darstellung der NF-kB-Aktivierung durch Wachstumsfaktor-

stimulation

Durch Bindung eines Wachstumsfaktors (GF; dunkel lila) an seinen Rezeptor, eine
Rezeptortyrosinkinase (RTK; lila) kommt es zur Dimerisierung/Oligomerisierung des
Rezeptors. Dies wiederum fiihrt zur Aktivierung der intrazelluldren Tyrosinkinase. Durch
Phosphorylierung unterschiedlicher Signalproteine wird der Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase
(PI3; orange)/Akt (orange)-Signalweg in Gang gesetzt. Die Formierung des Bcl10/Maltl-
Komplexes fiihrt zur Aktivierung der IkB Kinases (hellblau). Diese phosphorylieren IkBa
(lila). Phosphoryliertes IkBo wird im Proteasom abgebaut. NF-xB wandert durch
Freilegung der Kernlokalisationsdoméne in den Nucleus der Zelle. NF-kB unterstiitzt im
Zellkern die Transkription anti-apoptotischer Gene und hemmt die Transkription
apoptotischer Gene.

Die Ligandenbindung an die Rezeptortyrosinkinase fithrt des Weiteren noch zur
Aktivierung der Phospholipase Cy (PLCy; olivgriin) und zum Anschalten des RAS-
Signalweges (griin).
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4  Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung von Bcll0 und Maltl nach

Rezeptortyrosinkinasenaktivierung durch Wachstumsfaktoren untersucht.

4.1 Bcll0- und Maltl-abhingige NF-kB-Aktivierung nach
Rezeptortyrosinkinasenstimulation

Rezeptortyrosinkinasen spielen eine entscheidende Rolle zur Erhaltung einer Balance
zwischen Zellteilung und —wachstum auf der einen sowie Apoptose auf der anderen Seite
in unterschiedlichen Geweben [7, 37]. Obwohl in der Vergangenheit bereits gezeigt
werden konnte, dass dabei NF-«kB eine wesentliche Rolle spielt [29, 43, 50], war {iber den
Signalweg kaum etwas bekannt. Eine Abhidngigkeit von Bcll0 und Maltl wurde aus
mehreren Griinden als mdglich erachtet.

So wird Bcll0 wihrend der gesamten Entwicklung in allen Geweben exprimiert. Bei
Abwesenheit von Bcll0 kam es bei 1/3 der Méiuseembryonen zu Defekten im
Neuralrohrschluss mit Entwicklung eines Exencephalus, woran die Embryonen nach Tag
18,5 der Schwangerschaft verstarben [54]. Auch die ebenfalls ubiquitir vorkommenden
Wachstumsfaktorrezeptoren wie z.B. PDGFR, EGFR oder FGFR spielen in der
Entwicklung des Nervensystems eine wichtige Rolle und konnen bei Fehlregulation u.a. zu
Tumoren des Nervensystems fiithren [3, 4, 59]. Ein Zusammenhang zwischen beiden
konnte deswegen durchaus als moglich erachtet werden.

Dariiberhinaus konnte in verschiedenen Arbeiten gezeigt werden, dass Bcll0 und Maltl
neben den sehr gut untersuchten Abhingigkeiten in Signalwegen von lymphoiden Zellen
[54, 55, 65] auch in nicht-lymphoiden Zellen eine Rolle spielen. So ist die NF-«xB-
Aktivierung und Zytokinproduktion z.B. nach FceRI-Stimulation in Mastzellen als
Vertreter der myeloiden Zellreihe des Immunsystems [30] oder in murinen embryonalen
Fibroblasten, als nicht-immun Zellen, nach G-Protein-gekoppelter Rezeptorstimulation
durch LPA [31, 70] abhédngig von Bcl10 und Maltl. Diese Ergebnisse wie auch der in der
Embryogenese gesehene Neuralrohrschlussdefekt zeigen eine Rolle von Bcell0 und Maltl
nicht nur in lymphoiden Zellen sondern auch in zahlreichen anderen Zelltypen.

Der wesentlichste Punkt, warum ein Zusammenhang zwischen NF-kB-Translokation in
den Zellkern nach Rezeptortyrosinkinasenaktivierung durch Wachstumsfaktoren und

Bcll0  bzw. Maltl vermutet wurde, ist die Tyrosinkinaseaktivitit der
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Rezeptortyrosinkinasen. Betrachtet man die Signalwege von Fc-, NK-Zell- , T-Zell-, B-
Zell- oder Lektin-Rezeptoren, fillt auf, dass all diese Rezeptoren zur Initiierung der Bel10-
abhéngigen NF-kB-Translokation in den Zellkern eine Tyrosinkinase aktivieren [21, 22,
24, 30, 54, 55]. So ist zu vermuten, dass auch im Falle einer NF-kB-Aktivierung durch
Wachstumsfaktoren die Formierung des Bcl10/Malt1-Komplexes essentiell ist.

In der vorliegenden Arbeit konnte der Mechanismus der NF-kB Aktivierung nach
Rezeptortyrosinkinasenstimulation durch Wachstumsfaktorenbindung genauer dargestellt
werden.

Durch die Verwendung von Bcll0”- und Maltl”-MEFs konnte wie vermutet eine
Abhéngigkeit des Abbaus von IkBa und eine daraus resultierende NF-kB- Translokation in
den Zellkern gezeigt werden. In MEFs, in denen kein Bcll0 bzw. Maltl anwesend war,
kam es zu keiner Degradation und auch keiner NF-xB-Aktivierung. Konform mit fritheren
Untersuchungen hatte eine effektive NF-kB-Aktivierung nach PDGFR-Stimulation einen
anti-apoptotischen Effekt auf die Zellen [50]. Dieser Zusammenhang konnte auch mit EGF
stellvertretend fiir weitere Wachstumsfaktoren gesehen werden. Es ist bekannt, dass die
Aktivierung von NF-kB nach Stimulation des PDGFR durch PDGF-BB zur Transkription
anti-apoptotischer Gene als auch zur Induktion von c-Myc fiihrt. C-Myc besitzt sowohl
proliferative als auch eine apoptose-induzierende Wirkung, die durch die Anwesenheit
verschiedener Cytokine wie z.B. PDGF unterdriickt werden kann [15, 25].
Interessanterweise konnte eine durch c-Myc-vermittelte Apoptose nicht durch Zugabe von
EGF verhindert werden [25]. Hingegen konnte in anderen Untersuchungen gezeigt werden,
dass EGF in der Lage ist, den Zelluntergang nach Stimulation des Death receptors z.B.
durch Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) zu verhindern.
Dabei kommt es in Folge der NF-kB-Aktivierung zu einer vermehrten Expression des anti-
apoptischen Gens MclI [18, 20]. Die vermehrte Transkription von anti-apoptotischen im
Vergleich zu pro-apoptotischen Genen nach Wachstumsfaktorstimulation ist bedingt durch
einen unterschiedlichen Acetylierungs- und Phosphorylierungsgrad von NF-kB bzw.
hemmt die Transkription der anti-apoptotischen Gene die apoptose-induzierende Wirkung
z.B. von c¢-Myc. So kommt es im Falle einer NF-kB-Aktivierung nach
Wachstumsfaktorstimulation zu einer Komplexbildung des Transkriptionsfaktors mit einer
Histon-Acetyltransferase (HAT) im Bereich anti-apoptotischer Gene, wahrend es im
Bereich pro-apoptotischer Gene zur Anlagerung einer Histon-Deacetylase (HDAC)
kommt. Dadurch kommt es zu einem Uberwiegen der Transkription von apoptose-

verhindernden Genen (sieche Abbildung 21 und Abbildung 22) [20, 50].
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Growth factor Apoptotic inducers

l Anti-apoptotic genes l Pro-apoptotic genes l Anti-apoptotic genes l

Transkription Anti-apoptotischer Transkription Pro-apoptotischer Transkription Anti-apoptotischer Transkription Pro-apoptotischer
Gene 1 Gene | Gene | Gene 1
Abbildung 21: Regulation der Gentranskription nach NF-kB-Aktivierung [20]

Abbildung 22:

Je nachdem, ob NF-kB (orange) einen Komplex mit einer Histon-Acetyltransferase (HAT;
hellgelb) bildet oder mit einer Histon-Deacetylase (HDAC; dunkelgelb) wird die
Transkription der Gene gefordert bzw. gehemmt. Im Falle einer Stimulation mit
Wachstumsfaktoren kommt es zur Ausbildung eines NF-kB-HAT-Komplexes im Bereich
antiapoptotisch wirkender Gene (griin), wodurch diese Gene vermehrt abgelesen werden.
Im Bereich von apoptoseinduzierenden Genen (rot) hingegen kommt es durch die
Komplexbildung von NF-kB mit HDAC zu einer verminderten Transkription. Wird NF-kB
jedoch durch einen zelltodinduzierenden Liganden aktiviert, bildet sich der NF-xB-HDAC-
Komplex im Bereich antiapoptotisch wirkender Gene und der NF-kB-HAT-Komplex im
Bereich apoptosefordernder Erbabschnitte. Dadurch werden vermehrt Gene abgelesen,
welche den Zelltod induzieren.
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Modell zur Inhibition der c-Myc induzierten Apoptose im Falle einer PDGF-
Stimulation in der Zelle [50]

Die Stimulation der Zelle mit PDGF fiihrt zur Aktivierung des Phosphatidylinositol-3/Akt-
Signalweges. Uber mehrere Zwischenschritte kommt es schlieBlich zur Translokation von
NF-kB in den Zellkern. Dies flihrt zum einen zur Induktion von cMyc, zum anderen zur
vermehrten Transkription anti-apoptotischer Gene. Diese Transkriptionsprodukte hemmen
die apoptose-induzierende Wirkung von cMyec, sodass es am Ende zu einem Uberwiegen
der anti-apoptotischen Signale kommt. Der c-Myc induzierte Zelltod wird somit verhindert.
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Allerdings gibt es neben der Gemeinsamkeit der Bcll0/Maltl-Abhédngigkeit auch
Unterschiede in  den  NF-kB-Aktivierungswegen  nach  Stimulation  von
Wachstumsfaktorrezeptoren, BCRs, TCRs, FceRs oder G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren
durch LPA.

Zum einen unterscheiden sich die oben genannten Rezeptoren dahingehend, dass die
Aktivierung von MAP-Kinasen nicht einheitlich beziiglich ihrer Abhingigkeit von Bcll0
und Maltl stattfindet. So konnte in Lymphozyten gezeigt werden, dass die Formierung des
Bcl10/Maltl-Komplexes nicht nur fiir die Aktivierung von NF-kB entscheidend ist,
sondern sie ist ebenfalls essentiell fiir eine Aktivierung der MAP-Kinasen Jnk und p38 [55,
64]. Hingegen ist die Phosphorylierung der MAP-Kinasen im Falle einer Stimulation des
FceR oder des LPA-Rezeptors unabhidngig von der Anwesenheit jenes Signalkomplexes
[30, 31]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es nach Wachstumsfaktorstimulation
ebenfalls unabhingig von Bcll0 bzw. Maltl zu einer Phosphorylierung und somit
Aktivierung der MAP-Kinasen kommt. Konform zu diesen Erkenntnissen wurde in einer
Publikation veroffentlicht, dass der PI3/Akt-Signalweg keinen Einfluss auf die ERK2-
Phosphorylierung nach PDGF-Stimulation hat [10]. Jedoch ist die Aktivierung von Akt
notwendig zur Formierung des Bcl10-Maltl-Komplexes, wie weiter unten dargestellt wird.
Allerdings muss erwédhnt werden, dass man aufgrund des verwendeten JNK-Antikdrpers
keine Aussage treffen kann, ob es einen moglichen Unterschied in der Aktivierung der
einzelnen Jnk-Isoformen gibt. Konnte doch in einer Publikation gezeigt werden, dass die
Phosphorylierung von JNK2, aber nicht von JNK1 nach TCR-Stimulation abhéngig ist von
Bcl10. Daher muss davon ausgegangen werden, dass JNKI1 und JNK2 unterschiedlichen
Regulationsmechanismen unterliegen [6].

Zum anderen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Aktivierung von
Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase und Akt nach Stimulation der MEFs mit
Wachstumsfaktoren verantwortlich ist fiir eine Degradation von IkBa mit anschlieBender
Translokation von NF-xB in den Zellkern. Wurde ndmlich durch Zugabe von Wortmannin
den PI3K/AKT-Signalweg gehemmt, kam es zu keiner Degradation von IxBa.
Interessanterweise hatte eine pharmakologische Inhibition der Proteinkinase C durch
Rottlerin keine Auswirkungen auf die IkBa-Degradation. Diese Ergebnisse sind konform
mit frilheren Erkenntnissen, die ebenfalls zeigten, dass eine Hemmung der Proteinkinase
C-Aktivitét keinen Einfluss auf die NF-kB-Aktivierung nach Wachstumstaktorstimulation
hat [18, 43, 50]. Dariiberhinaus konnte in publizierten Daten gezeigt werden, dass es im

Rahmen der NF-kB-Aktivierung nach PDGF-Stimulation iiber Akt zur Aktivierung des
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IKK-Komplexes mit nachfolgender Phosphorylierung und Degradation von IkBa kommt
[50]. Dies steht im Gegensatz zu Erkenntnissen, die in lymphoiden, in Mastzellen bzw.
MEFs nach LPA-Stimulation gefunden wurden. Hier konnte PKC als Signalprotein
oberhalb des Bcl10/Malt1-Komplexes detektiert werden [23, 30, 31, 63].

4.2 Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Bcll0 und Maltl eine zentrale Rolle bei
Aktivierung von NF-kB durch Wachstumsfaktoren spielt. Durch diesen genaueren Einblick
in diesen Signalweg konnten neue Therapieoptionen durch die Blockade dieses Komplexes
entstehen mit eventuell geringerem Nebenwirkungsprofil.

Asthma, rheumatoide Arthritis oder Krebserkrankungen sind Beispiele fiir Krankheiten,
bei denen die Dysregulation bzw. die erhohte Aktivitit von NF-kB eine Rolle in der
Pathogenese spielt. Es wurden bisher verschiedene Therapeutika entwickelt, die den NF-
kB- Signalweg blockieren und somit ein Voranschreiten verhindern bzw. ein erhohtes
Ansprechen auf Chemotherapeutika vermitteln. Allerdings haben die meisten dieser
Substanzen durch die Hemmung zahlreicher anderer Signalwege gravierende
Nebenwirkungen, sodass sie medizinisch meist keine Bedeutung finden [20]. Daher ist es
wichtig, die Details einzelner Signalwege noch genauer aufzuzeigen, um eine moglichst
exakte Blockade eines Signalwegs zu erreichen. Der Bcll0/Maltl-Komplex konnte solch
eine Zielstruktur darstellen. Durch die Blockade dieses Komplexes konnte eventuell das
Ansprechen eines Tumors auf Chemotherapeutika erhoht bzw. wiederhergestellt werden.
Denn es ist bekannt, dass der Zelltod von Tumorzellen, welcher durch diverse Substanzen,
wie z.B. TNFa- oder tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing Ligand (TRAIL)
induziert werden kann, durch die Stimulation des EGFR, NF-kB-vermittelt, verhindert
werden kann [18, 56]. Durch eine Hemmung des hier aufgezeigten Signalweges konnte
die, nach Wachstumsfaktorstimulation, iiberwiegende anti-apoptotische/proliferative
Wirkung von NF-kB gehemmt werden, wodurch es zu einer stidrkeren Gewichtung des
Zelltod-induzierenden Effekts kommt.

Desweiteren wird in Zukunft zu untersuchen sein, welche Rolle Bcl10 und Maltl bei der
Entstehung von bosartigen Tumoren spielen, bei denen bekannterweise eine Deregulation
von Rezeptortyrosinkinasen vorliegt. So spielt z.B. das Fusionsprotein TEL/PDGFR},
welches durch die Translokation t(5;12)(q33;p13) entsteht, eine Rolle in der Pathogenese
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der chronisch myelomonozytiren Leukédmie im Menschen. Dieses Fusionsprotein fiihrt zu

einer stindigen Aktivierung der Tyrosinkinaseaktivitdt des PDGFRp [19].
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5 Zusammenfassung

Sowohl der Transkriptionsfaktor NF-kB als auch Wachstumsfaktoren spielen eine zentrale
Rolle in der Regulation von Proliferation und Uberleben einerseits sowie
Apoptoseinduktion in einer Zelle andererseits.

So ist zum einen eine kontrollierte NF-kB-Aktivierung entscheidend fiir eine effektive
Immunantwort, zum anderen fiihrt die Fehlregulation des Transkriptionsfaktors u.a. zur
Entstehung von Lymphomen. Ahnlich verhilt es sich im Falle der Wachstumsfaktoren.
Durch die Bindung an ihre Rezeptoren setzen sie intrazelluldre Signalkaskaden in Gang,
die fiir die Erhaltung des zelluldren Gleichgewichts sorgen. Bekannterweise ist der ,,NF-
kB-Signalweg“ an dieser Signaltransduktion beteiligt. Kommt es allerdings z.B. zur
Uberexpression oder Mutationen der Rezeptoren, wird dieser empfindliche Mechanismus
gestort. Dies flihrt u.a. zur Entstehung bosartiger Erkrankungen. Ein Beispiel hierfiir ist das
durch Translokation entstehende Fusionsprodukt TEL/PDGFR das zu einer stdndigen
Aktivierung der Tyrosinkinaseaktivitdt des PDGFR fiihrt. TEL/PDGFR spielt eine Rolle
in der Pathogenese der myelomonozytiren Leukdmie.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine eventuelle Beteiligung der Adaptorproteine B cell
lymphoma 10 (Bcl10) sowie Mucosa-associated lymphoid tissue 1 (Maltl) an der NF-kB-
Aktivierung durch Wachstumsfaktoren untersucht. Wachstumsfaktorrezeptoren sind
Rezeptortyrosinkinasen und genau diese Tyrosinkinaseaktivitit liel eine Beteiligung dieser
Signalproteine an der NF-kB-Aktivierung vermuten. Denn in vielen Signalwegen in denen
eine Formierung des Bcll0/Maltl-Komplexes essentiell fiir eine Translokation von NF-xB
im Zellkern ist, kommt es zur Aktivierung einer Tyrosinkinase. Durch Stimulation von
Bcl10- sowie Maltl-defizienten murinen embryonalen Fibroblasten konnte eine solche
Abhingigkeit gezeigt werden. Stimulierte man Bcl10- bzw. Maltl-defiziente MEFs mit
Wachstumsfaktoren kam es im Gegensatz zur Stimulation von MEFs, die diese Proteine
exprimierten, zu keiner IkBo-Degradation und somit auch zu keiner Freisetzung von NF-
kB. Desweiteren zeigte sich, dass die Aktivierung des Transkriptionsfaktors abhéngig von
Akt ist. Eine Inhibition des Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3K)/Akt-Signalweges
verhinderte den Abbau von IkBo. Die Hemmung der Proteinkinase C hingegen hatte
darauf keinen Einfluss.

Neben der Abhidngigkeit der NF-kB-Aktivierung von Bcll0 und Maltl wurde eine

Funktion dieser Signalproteine in der Aktivierung der MAP-Kinasen analysiert. Die
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Abwesenheit der beiden Proteine hatte keinen Einfluss auf die Phosphorylierung der
Kinasen nach MEF-Stimulation.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Aktivierung des PI3K/Akt-
Signalweges nach Rezeptortyrosinkinasenstimulation durch Wachstumsfaktoren abhingig
von Bcll0 und Maltl zur Degradation von IkBa und somit zur Translokation des
Transkriptionsfaktors NF-xB in den Zellkern fiihrt. Somit konnte in dieser Arbeit der
Bcll0/Maltl-Komplex als essentieller Bestandteil der NF-kB-Aktivierung nach

Rezeptortyrosinkinasenstimulation identifiziert werden.
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Nonidet P-40

Amino-terminal

phosphoryliert

Phosphate buffered saline
Phosphate-buffer saline mit Tween 20
Polymerase chain reaction
Platelet-derived growth factor
Platelet-derived growth factor Rezeptor
Phosphatidyl-Inositol-3
Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase
Protein inhibitor of activated STATs
paired immunoglobulin-like receptor A
Proteinkinase C

Phospholipase C-y
Phenylmethansulfonylfluorid

Protein Tyrosin Bindungsdoméne
Polyvinyldifluorid

receptor activator of nuclear factor kB
NF-«B Untereinheit p65
Receptor-interacting protein 2
Ribonukleinsédure

Rottlerin

round(s) per minute
Rezeptortyrosinkinase

siche
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SDS
SDS-PAGE
SH3
SLP76
STAT
stim.
Syk
TAE
TBS
TBST
TCR
TEMED
TGF-a
TGF-B
TLR 4
TNAP

TNFR
TNFa
TRAF
TRAIL
TRIS
Tween
u.a.
unstim.
A%

A%

v.a.
Vavl
VEGF
WM
z.B.
ZAP70
Zpf1

Natriumdodecylsulfat

SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Src homology 3

SH2-domain-containing leukocyte protein of 76 kDa
Signal Transducers and Activators of Transcription
stimuliert

Spleen tyrosine kinase
Diethylcarbamoylmethyl-2-methylbenzoate
Tris-buffered saline

Tris-buffered saline mit Tween 20

T-cell receptor

Tetramethylethylendiamin

transforming growth factor a

transforming growth factor 3

Toll-like Rezeptor 4

TRAF- and NIK-associated protein

Tumor-necrosis-factor receptor

Tumor necrosis factor o

TNF receptor-associated factor

Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat
unter anderem

unstimuliert

Volt

Volumen

vor allem

nucleotide exchange factor

vascular endothelial growth factor
Wortmannin

zum Beispiel

70 kD schweres Tyrosinphosphoprotein
Zinkfingerprotein 91
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Lebenslauf

7  Lebenslauf

Angaben zur Person

Name:

Vorname:
Geburtsdatum:
Geburtsort:
Familienstand:
Staatsangehorigkeit:

Beruflicher Werdegang:

seit 01.10.2010

Studium:
Jun 2010

Apr 2010 — Jun 2010

Apr 2009 — Jul 2009

Dez 2008 — Apr 2009

Aug 2008 — Dez 2008

Mrz 2008 — Apr 2008

Feb 2008 — Apr 2008

Aug 2007 — Sep 2007
Mrz 2006
Okt 2005 — Jun 2010

Aug 2005 — Sep 2005

Lippl, geb. Zimmermann
Stephanie Eva-Maria
17.12.1983

Augsburg

verheiratet, keine Kinder
deutsch

Assistenzérztin an der Medizinischen Klinik III fiir Himatologie
und Onkologie am Klinikum der Ludwig-Maximilians-
Universitidt Miinchen

Approbation als Arztin

2. Abschnitt der Arztlichen Priifung (Note 1,5)

3. Tertial des Praktischen Jahres

III. Medizinischen Klinik fiir Hdmatologie und internistische
Onkologie und

I. Medizinischen Klinik fiir Kardiologie am Klinikum Rechts
der Isar

2. Tertial des Praktischen Jahres

Chirurgische Klinik und Poliklinik des Klinikums Rechts der
Isar

1. Tertial des Praktischen Jahres
Institut fiir Andsthesie des Universitétsspitals Ziirich und
Klinik fiir Anésthesiologie des Klinikums Rechts der Isar

Famulatur I1I. Medizinische Klinik fiir Himatologie und
internistische Onkologie am Klinikum Rechts der Isar

Famulatur Klinik fiir Andsthesiologie des Klinikums Rechts der
Isar

Famulatur in der Praxis fiir Allgemeinmedizin von Feil Peter
Famulatur in der Praxis fiir Allgemeinmedizin von Feil Peter
Studium der Medizin an der Technischen Universitdt Miinchen

Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung (Note 3,5)
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Okt 2003 — Sep 2005

Schulbildung:
Mai 2003

Sep 1994 — Mai 2003

Sep 1990 — Aug 1994

Studium der Medizin an der Ludwig-Maximilians-Universitét
und Technischen Universitit Miinchen

Erwerb der Allgemeinen Hochschulreife (Note 1,6)
Simpert-Kraemer-Gymnasium Krumbach

Anton-Hofer Grundschule Thannhausen

Wissenschaftliche Publikationen:

Klemm, S., S. Zimmermann, et al. (2007). "Bcl10 and Maltl control lysophosphatidic acid-

induced NF-kappaB activation and cytokine production." Proc Natl Acad Sci U S A

Gross O, Grupp C, Steinberg C, Zimmermann S, Strasser D, Hannesschldger N, Reindl W,
Jonsson H, Huo H, Littman DR, Peschel C, Yokoyama WM, Krug A, Ruland J (2008).
“Multiple ITAM-coupled NK-cell receptors engage the Bcll0/Maltl complex via
Carmal for NF-kappaB and MAPK activation to selectively cytokine production.”

Blood
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