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1. Einleitung

Als praktische angewandte Wissenschaft kann die Immunologie zum Verstandnis von
Krankheiten und zur Entwicklung neuer Therapien beitragen. Das Immunsystem hat
die Funktion Krankheitserreger abzuwehren und koérpereigene entartete Zellen zu
erkennen und anzugreifen. Fehlregulationen kénnen zu autoimmunen Erkrankungen

oder malignen Erkrankungen des hamatopoetischen Systems fiihren.

Das Immunsystem umfasst eine angeborene und eine adaptive (erworbene) Immunitat.
Die zellularen Bestandteile des Immunsystems entstammen von pluripotenten
hamatopoetischen Stammzellen aus dem Knochenmark. Aus den pluripotenten
hamatopoetischen Stammzellen entwickeln sich lymphatische Progenitorzellen, die
sich weiter in B und T Zellen differenzieren, und myeloische Progenitorzellen, die sich
zu dendritischen Zellen, Granulozyten, Makrophagen und Mastzellen entwickeln
(Murphy et al., 2008).

Die adaptive Immunitadt wird durch B und T Zellen vermittelt. Die Zellen tragen
spezifische Antigenrezeptoren. Durch Rekombination von mehreren Genabschnitten
findet im Thymus das sogenannte Rearrangement der T Zell Rezeptoren (TCR) statt,
welche die unterschiedlichen Antigene erkennen. T Zellen werden im Thymus nach
dem Rearrangement zu funktionellen, Antigen erkennenden Zellen, jedoch nicht
autoreaktive Zellen selektiert. Stimulierung des TCR resultiert in einer Genexpression,

die eine spezifische Immunantwort ermoglicht.

Durch die Oberflachenantigene CD4 und CD8 unterscheiden sich zwei wesentliche
Untertypen der T Zellen. Reife Zellen exprimieren eines, jedoch nicht beide Antigene.
CD4+ Zellen erkennen an MHC Il Komplexe gebundene Antigene auf Antigen
prasentierenden Zellen (APCs) (Bonilla, 2011). CD4+ Zellen kénnen in mehrere
Subtypen unterteilt werden, die sich sich in ihrer Zytokinproduktion unterscheiden.
Zytotoxische CD8+ Zellen erkennen an MHC | Komplexe gebundene zytosolische
Anitgene (Bonilla, 2011). MHC | Komplexe werden nicht nur auf APCs, sondern auch
auf allen anderen Zellen des Koérpers exprimiert (Bonilla, 2011). CD8 positive Zellen
eliminieren ihre Targetzellen durch zytotoxische Granula und Aktivierung des FAS

Signalweges (Bonilla, 2011).



Ein Signalweg, der NF-kB-Signalweg, spielt dabei die zentrale Rolle in der adaptiven
Immunitat und ist von grofter Bedeutung fur Erkrankungen des hamatopoetischen
Systems (Lenz und Davis et al., 2008; Oshiro et al., 2006). In dieser Arbeit wird der

Fokus vorrangig auf den NF-kB-Signalweg in T Zellen gelegt.

1.1 T Zellrezeptor-Signalling

Der klassische/ kanonische NF-kB-Signalweg wird u.a. durch den T und B Zellrezeptor
aktiviert. Die Bindung von Antigen-Major Histocompability Komplexen (MHC) an den T
Zellrezeptor (TCR) 16st eine Kaskade von intrazellularen biochemischen Reaktionen
aus, die zur T Zellantwort, d.h. zur Genexpression, Proliferation und Differenzierung
der T Zellen fuhrt. Die Stimulierung des TCR resultiert in der Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren NF-AT (nuclear factor of activated T cells), AP-1 (Aktivator
Protein) und NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
(Murphy et al., 2008). Fur eine starkere T Zellaktivierung ist neben der Aktivierung des
TCR die zusatzliche Stimulierung des Co-Rezeptors CD28 durch B7-1 und B7-2 auf
APC notwendig (Harris und Ronchese, 1999; Kane et al., 2002).

Der TCR ist mit der (—Untereinheit und dem CD3-Komplex, welcher aus den y—, 60—, -
Untereinheiten zusammengesetzt ist, assoziiert (Murphy et al., 2008). Zwei Protein-
Tyrosinkinasen aus der Familie der Src Kinasen, Lck und Fyn, phosphorylieren nach
Antigenrezeptor-Aktivierung die ITAMs des TCR/ CD3-Komplexes (Schulze-Luehrmann
und Ghosh, 2006). Lck ist mit der zytoplasmatischen Domane von CD4 bzw. CD8
verbunden (Murphy et al., 2008). Fyn ist mit der zytoplasmatischen Doméane des CD3-
Komplexes und der {(-Untereinheit verbunden (Murphy et al., 2008). ITAMs sind
bestimmte Bereiche der zytoplasmatischen Domane des TCR/ CD3-Komplexes, die
die Aminosaure Tyrosin enthalten. Die Phosphorylierung nach TCR-Aktivierung
ermoglicht die Rekrutierung anderer Signalproteine zu den ITAMs, wie die Kinase ZAP-
70 aus der Familie der Syk Tyrosinkinasen (Schulze-Luehrmann und Ghosh, 2006).
Nach Rekrutierung wird ZAP-70 durch Lck phosphoryliert und aktiviert (Schulze-
Luehrmann und Ghosh, 2006).

Zap70 phosphoryliert daraufhin LAT und SLP-76, was zur Rekrutierung und Aktivierung
von PLCy1 fuhrt (Murphy et al., 2008). PLCy1 katalysiert die Entstehung der Second



Messenger IP3 und DAG aus PIP2. IP3 sorgt fur die Freisetzung von Ca?®" aus
intrazellularen Speichern und fiir den Ca?" -Einstrom von extra- nach intrazellular. Dies
fuhrt zur Aktivierung von NF-AT (Cheng et al.,, 2011). DAG aktiviert RasGRP, was
wiederum zur Aktivierung eines MAP-Kinase-Signalweges fuhrt und in der Aktivierung
des Transkriptionsfakotrs AP-1 resultiert. Sowohl DAG als auch Ca?* aktiveren
weiterhin die PKC6 (Cheng et al., 2011).

PKCR, d,¢,n,Cund 6 werden in T Zellen exprimiert, aber nur PKC8 wird nach TCR-
Aktivierung rekrutiert und ist damit wichtig in der Signaltransduktion (Monks et al.,
1998; Schulze-Luehrmann und Ghosh, 2006). Nach Aktivierung phosphoryliert PKC6O
das Adapterprotein CARMA1 (Matsumoto et al., 2005; Rueda und Thome, 2005; Wang
et al., 2004). Die Aktivierung von CARMA1 resultiert Uber Aktivierung von BCL10,
MALT1 und des IKK-Komplexes schlie3lich in der Aktivierung von NF-kB (s.u.).

1.2 CARMA1

CARMA1, welches auch CARD11 oder BIMP3 genannt wird, gehort zu der MAGUK-
Proteinfamilie, die als Adaptermolekile in der Plasmamembran eine wichtige Rolle
spielen (Dimitratos et al., 1999). Adaptermolekile bringen Kinasen und ihre Substrate
durch Protein-Interaktionen zusammen und ermoéglichen so die Weiterleitung
verschiedener Signale. CARMA1 besitzt neben der N-terminalen CARD-Domane, die
homotype Protein-Interaktionen vermittelt, eine Coiled-Coil-Domane, eine Linker-
Region und eine MAGUK-Domane, die aus einem PDZ-SH3-GUK Motiv besteht,
welches charakteristisch fur die Familie der MAGUK-Proteine ist (s. Abb. 1) (Bertin et
al., 2001; Dimitratos et al., 1999; Gaide und Martinon et al., 2001). Es gibt zwei
strukturell und funktionell sehr &ahnliche Molekile zu CARMA1: CARMAZ2, auch
CARD14 oder BIMP2 genannt und CARMA3, auch CARD10 oder BIMP1 genannt
(Bertin et al., 2001; McAllister-Lucas, Inohara, Lucas et al., 2001; Wang et al., 2001).
Die drei Proteine werden in unterschiedlichen Geweben exprimiert: CARMA1
hauptsachlich in Leukozyten im Blut, Thymus und in der Milz, CARMAZ2 in der Plazenta
und CARMAS in verschiedenen Organen, nicht jedoch in Leukozyten (Bertin et al.,
2001; McAllister-Lucas, Inohara, Lucas et al., 2001; Wang et al., 2001).

CARMA1 ist konstitutiv mit der Plasmamembran assoziiert (Blonska und Lin, 2009;
Blonska und Lin, 2011; Wang et al., 2004). Nach TCR-Stimulierung wird CARMA1 in



die immunologische Synapse rekrutiert (Hara et al., 2004; Wang et al., 2004). CARMA1
ist essentiell fur die Aktivierung von NF-kB. Ein Mausmodell mit einem in der Coiled-
Coil-Domane punktmutiertem und damit inaktivem CARMA1 zeigte defekte NF-kB-
Aktivierung (Jun et al., 2003). Ahnliche Ergebnisse wurden in einem Carma1 Knock
Out-Mausmodell beobachtet (Hara et al., 2003).

CARMA1 | CARD || C-C |- Linker Region -

PDZ || SH3 || GUK |

CARMA2 | CARD || c-C

- Linker Region -| PDZ || SH3 || GUK |

CARMA3 | CARD || C-C |- Linker Region-| PDZ || SH3 || GUK |

Abb. 1: Struktureller Aufbau von CARMA1, CARMA2, CARMA3 (nach Matsumoto et al.,
2005). CARMA1 besitzt neben der N-terminalen CARD-Domaéane, die homotype Protein-
Interaktionen vermittelt, eine Coiled-Coil-Doméane, eine Linker-Region und eine MAGUK-
Domane, die aus einem PDZ-SH3-GUK Motiv besteht, welches charakteristisch fir die Familie
der MAGUK-Proteine ist.

PKCB6 phosphoryliert CARMA1 in T Zellen nach Aktivierung des Antigen-Rezeptors
(Matsumoto et al., 2005; Rueda und Thome, 2005; Sommer und Guo et al., 2005). Die
Kinase phosphoryliert die Linker-Region an den Stellen S552 und S645 in humanen
Leukozyten, bzw. S564 und S657 in murinen Zellen (Matsumoto et al., 2004; Sommer
und Guo et al., 2005; Wang et al., 2004). CARMA1 geht durch diese Phosphorylierung
von der inaktiven Form, die durch intramolekulare Bindung der CARD-Domane und
Coiled-Coil-Domane mit der Linker-Region entsteht, in eine aktive, offene Konformation
Uber (Sommer et al., 2005). Mutationen von S564 und S657 im Bereich der Linker-
Region, d.h. Mutationen der Aminosauren, welche von der PKCB6 phosphoryliert
werden, verhindern die Anderung der Konformation und damit die Aktivierung nach
Stimulierung des Antigenrezeptors (Sommer et al., 2005). Deletion der Linker-Region
in B und T Zellen wiederum flhrt zu einer konstitutiven Aktivierung von CARMA1 und
die PKCO ist fur diese Aktivierung nicht mehr erforderlich (Abb. 2) (Sommer et al.,
2005). Kilinisch relevante, onkogene Mutationen, die zur konstitutiven NF-kB-

Aktivierung fuihren, werden in Kapitel 1.6 besprochen.



CARMA1 | CARD || c-C

PDZ || SH3 || GUK |

Abb. 2: CARMA1-Konstrukt mit deletierter Linker-Region von CARMA1 (CAL). Deletion der
Linker-Region fiihrt zu einer konstitutiven Aktivierung von CARMA1 und PKCB ist fur diese

Aktivierung nicht mehr erforderlich (Sommer et al., 2005).

Durch die Anderung der Konformation nach Phosphorylierung ist eine Oligomerisierung
von CARMA1 mdglich, welche durch die Coiled-Coil-Domane vermittelt wird. Zudem
interagiert das CARD-Motiv mit dem CARD-Motiv von BCL10 und die Coiled-Coil-
Domane mit MALT1 (Abb. 3) (Che et al., 2004; Matsumoto et al., 2005; McCully und
Pomerantz, 2008; Rossmann et al., 2006; Schaefer et al., 2004; Sommer und Guo et
al., 2005; Wang et al., 2004). BCL10 bindet konstitutiv an die Ig-Domane von MALT1
(Abb. 3) (Che et al., 2004). Nach Aktivierung von CARMA1 kommt es zudem zur
Oligomerisierung von BCL10 (Rossmann et al., 2006; Schaefer et al., 2004; Wang et
al., 2004). Der Komplex aus CARMA1, BCL10 und MALT1 wird als CBM-Komplex

bezeichnet.

CARMA1 | CARD || C-C

|

BCL10 | CARD || |
N

MALT1 | DD |/1g||Ig

- Linker Region -

PDZ || SH3 | GUK |

Protease H Ig ‘

Abb. 3: Der CBM-Komplex: Interaktion von CARMA1, BCL10 und MALT1 (nach Thome et
al., 2010) Das CARD-Motiv von CARMA1 interagiert mit dem CARD-Motiv von BCL10 und die
Coiled-Coil-Doméane mit MALT1. BCL10 bindet zudem konstitutiv an die lg-Doméane von MALT1.

Kinasen wie CamKIl und HPK1 tragen zur Aktivierung von CARMA1 bei (Brenner et al.,
2009; Ishiguro et al., 2009). Es konnte zudem nachgewiesen werden, dass CK1a,

PDK1, AKT, TAK1 und IKK( nach TCR-Stimulierung mit CARMA1 assoziieren und mit
zur Regulierung der NF-kB-Aktivierung beitragen (Bidére et al., 2009; Lee et al., 2005;



Shinohara et al., 2005). Die Aktivierung des CBM-Komplexes fuhrt zur Aktivierung des
IKK-Komplex.

1.3 Der IKK-Komplex

Der IKK-Komplex besteht neben dem regulatorischen Element IKKy (NEMO) aus den
zwei Kinase-Untereinheiten IKKa und IKKB (Hayden und Ghosh, 2004). Es kommt
durch Serin-Phosphorylierungen von IKKa/B in der Activation Loop, vermittelt durch
TAK1 und TAB2, und K63-Polyubiquitinierung von IKKy, vermittelt durch TRAF6, zur
Aktivierung des IKK-Komplexes (Delhase et al., 1999; Ling et al., 1998; Sun et al.,
2004; Zhou et al., 2004). CARMAT1 ist entscheidend fiir die K63-Polyubiquitinierung von
IKKy und damit fur die Aktivierung des IKK-Komplexes (Shambharkar et al., 2007; Stilo
et al., 2004; Zhou et al., 2004). Nach Aktivierung phosphoryliert der IKK-Komplex IkB,
was zur K48-Ubiquitinierung und anschlieenden Degradierung von IkB durch das 26S
Proteasom fihrt (Abb. 4) (Blonska und Lin, 2009). Der Abbau von IkB fuhrt zur
Tranlokation von NF-kB in den Nukleus (Abb. 4).

APC

| ppnp———
CD28 TCR/CD3
Y Vs
Proximale
T Zelle Signalbestandteile /
IxBa—

e ' \ ‘ \ ‘

IKK- Komplex

\

X

Transkription I:

Abb. 4: Die TCR-vermittelte Aktivierung des klassischen NF-kB-Signalweges (nach



Matsumoto et al., 2005). Die Aktivierung des TCR fuhrt zur Aktivierung der PKC, die daraufhin
CARMA1 phospohoryliert. Uber Aktivierung von CARMA1, BCL10 und MALT1 kommt es zur
Aktivierung des IKK-Komplexes, der daraufhin IkB phospohoryliert. Dies flihrt zur K48-
Ubiquitinierung und Degradierung von IkB, was die Translokation in den Nukleus und damit

Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB ermoglicht.

1.4 NF-kB

Die NF-kB-Familie besteht bei Saugetieren aus flnf Transkriptionsfaktoren und zwar
aus RelA (p65), RelB, c-Rel, p50 (NF-kB 1) und p52 (NF-kB 2) (Jost und Ruland,
2007). p50 entsteht durch Proteolyse aus p105, p52 aus p100 (Jost und Ruland, 2007).
NF-kB ist entscheidend fiir Entwicklung, Aktivierung, Proliferation und Uberleben von
Lymphozyten (Hayden und Ghosh, 2006; Jost und Ruland, 2007; Shih et al., 2011).

Die funf NF-kB-Transkriptionsfaktoren formen Homo- und Heterodimere (Shih et al.,
2011). Die Transkriptionsfaktoren besitzen eine Rel Homology Domain (RHD), die flr
DNA-Bindung und Dimerisierung zustandig ist (Thome et al.,, 2010). Die Dimere
bleiben zunachst inaktiv im Cytoplasma, indem IkB die nukledre Lokalisationssequenz
von RelA, RelB und c-Rel maskiert, bzw. p100 und p105 erst durch Proteolyse in die
aktive Form Uberfihrt werden mussen (Jost und Ruland, 2007; Shih et al., 2011). Die
inaktiven Dimere bleiben im Zytoplasma und kénnen nicht als Transkriptionsfaktoren
wirken (Shih et al., 2011). Nach Aktivierung durch den klassischen oder alternativen
Signalweg werden die NF-kB-Dimere in den Zellkern transloziert und ermoéglichen
durch Bindung an kB-Elemente-enthaltende Enhancer-und Promoter-Regionen die
Transkription zahlreicher Gene, die fiur den Zell-Zyklus, Antiapoptose, die negative
Rickkopplung des NF-kB Signals und die Immunantwort, vermittelt z.B. durch IL2, IL6,
CDA40L, entscheidend sind (Hayden und Ghosh, 2004; Jost und Ruland, 2007; Shih et
al., 2011).

1.5 MAPK-Aktivierung durch den CARMA1/ BCL10/ MALT1-Komplex

MAPK spielen in der Immunantwort, sowohl in der angeborenen als auch in der
erworbenen Immunitat, eine bedeutende Rolle (Dong et al., 2002). In CD4+ und CD8+
Zellen sind MAPK wichtig flr Aktivierung, Differenzierung und Funktion (Zhang und
Dong, 2005). Es gibt drei groRe Klassen unter den MAPK: ERK, p38 und JNK (Chang
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und Karin, 2001). Charakteristisch fur MAPK ist das Threonin-X-Tyrosin (TXY) Motiv in
der Activation Loop (Zhang und Dong, 2005). Um die MAPK zu aktivieren, werden die
Aminosauren Threonin und Tyrosin des TXY-Motiv phosphoryliert (Zhang und Dong,
2005). MAPK koénnen durch zahlreiche Stimuli wie LPS, TNFa, IL-1, oxidativen Stress
oder TCR-Stimulierung aktiviert werden (Dong et al., 2002).

Die Gruppe der ERKs werden in die klassischen MAPK ERK1 und 2 und in die grof3en
MAPK ERKS3, ERK5, ERK7 und ERKS8 unterteilt (Zhang und Dong, 2005). Die MAPK
der Gruppe p38 werden in p38 a, B, y, 6 und ERK6 unterteilt und die MAPK JNK in
JNK 1-3 (Gupta et al., 1996; Kuo et al., 2004; Lechner et al., 1996). Wahrend JNK1
und 2 ubiquitar exprimiert werden, wird JNK3 kardial, testinal und im ZNS exprimiert
(Gupta et al., 1996).

Im folgendem soll die Rolle des CBM-Komplexes in der Aktivierung der MAPK JNK und
p38 verdeutlicht werden. JNK1 und JNK2 sind fur Aktivierung, Differenzierung und
Proliferation von T Zellen wichtig (Dong et al., 2000; Dong et al., 2002; Weiss et al.,
2000). TCR/CD28-Costimulierung fuhrt zur verstarkten Expression und Aktivierung von
JNK (Su et al., 1994; Weiss et al., 2000). Nach Aktivierung phosphoryliert eine MAP3K
eine MAP2K, die schlie3lich JNK phosphoryliert (Davis, 2000). JNK1 und 2 kommen
durch alternatives Splicen in einer 46kDa und in einer 54kDa Isoform vor (Gupta et al.,
1996; Kallunki et al., 1994).

Der Transkriptionsfaktor AP-1 ist ein Dimer und besteht aus c-Jun, JunB oder JunD
zusammen mit Fos oder einem ATF Family Protein (Eferl und Wagner, 2003). Der
Transkriptionsfaktor AP-1 reguliert Proliferation und Uberleben von Lymphozyten
(Shaulian und Karin, 2002). JNK1 ist fiir die Phosphorylierung von c-Jun des Dimer AP-
1 verantwortlich und verstarkt damit die Funktion von c-Jun als Transkriptionsfaktor,
wahrend JNK2 vor allem c-Jun bindet, was zu Ubiquitinierung und Degradierung von c-
Jun fuhrt (Derijard et al., 1994; Fuchs et al., 1996; Fuchs et al., 1997; Gupta et al.,
1996; Kallunki et al., 1994). Nach Aktivierung dissoziiert JNK2 von c-Jun, welches nun
von JNK1 phosphoryliert und damit aktiviert werden kann (Sabapathy et al., 2004;
Sabapathy und Wagner, 2004).

In Jurkat T Zellen mit einer dominant-negativen Form von CARMA1 ist die Aktivierung
von JNK nach CD3/CD28-Costimulierung eingeschrankt (Gaide und Favier et al.,

2002). Ahnliches gilt auch fir CARMA1” T Zellen: Nach Stimulierung der Zellen wird
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JNK deutlich schwacher phosphoryliert (Hara et al., 2003). In MALT1" T Zellen wird
nach PMA-/ lonomycin- und TCR-Stimulierung deutlich, dass JNK und auch p38
schwacher phosphoryliert werden (Ruland et al., 2003). Eine Verdéffentlichung von
Blonska et al., 2007 deutet darauf hin, dass besonders JNK2 von CARMA1 nach TCR-
Stimulierung reguliert wird und dass CARMA1 induzierte Oligomerisierung von BCL10
dabei bedeutsam zu sein scheint, in dem BCL10 als Adaptermolekil fur JNK2 und
seine Kinasen dienen konnte (Blonska et al., 2007). Die MAP3K TAK1 und die MAP2K
MKK7 kommen als Kinasen in der CBM abhangigen JNK Aktivierung in Frage (Dong et
al., 2000; Liu et al., 2006; Wan und Chi et al., 2006).

1.6 Klinische Bedeutung des CARMA1/ BCL10/ MALT1-Komplexes

Der CBM-Komplex hat grolle Bedeutung in der Entstehung von malignen
Erkrankungen des hamatopoetischen Systems. Drei der haufig gefundenen
chromosomalen Translokationen in MALT-Lymphomen, die t(11;18), t(14;18) und
t(1;14) Translokation, haben als Pathomechanismus die erhéhte Aktivierung des NF-
KB-Signalweges durch aberrantes Signalling von BCL10 und MALT1 und verstarken
damit das Uberleben entarteter B Lymphozyten (Sagaert et al., 2007). CARMA1 tragt
durch Uberexpression und konstitutive Aktivierung von NF-kB mit zur Pathogenese der
(des) adulten T Zell Leukédmie (Lymphoms) bei (Oshiro et al., 2006). Zudem ist
Uberexpression von CARMA1 an der Entstehung oder Progression im priméar
gastrointestinalen B Zell Lymphom beteiligt, insbesondere bei Patienten ohne
Nachweis einer Infektion von Helocibacter pylori (Nakamura et al., 2005). Im primaren
ZNS-Lymhom, einer Untergruppe des diffus grofizelligen B Zell Lymphoms, wurden in
16% Mutationen in der Coiled-Coil-Domane von CARMA1, die zur Aktivierung des NF-
kB-Signalweges fuhren kénnen, gefunden (Montesinos-Rongen et al., 2010). Zudem
spielt CARMA1 eine wichtige Rolle im nicht primar cerebralen diffus groRzelligen B Zell
Lymphom (DLBCL) (Dong et al., 2011; Lenz und Davis et al., 2008).

Das aggressive DLBCL ist mit ca. 25% der Non-Hodgkin-Lymphom (NHL) das
haufigste NHL (Morton et al, 2006). Die Inzidenz in Europa betragt 3,13/ 100.000
Einwohner und steigt mit zunehmendem Alter an (Sant et al., 2010). Das DLBCL kann
mit Genexpressionsanalysen in zwei wichtige Subtypen unterteilt werden: in das
Germinal center like (GCB) und das Activated B cell-like (ABC) DLBCL (Alizadeh et al.,
2000; Nogai et al.,, 2011). Tumorzellen des GCB DLBCL &ahneln B Zellen des
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Keimzentrums, wohingegen das ABC DLBCL aus B Zellen zu entstehen scheint, die zu
Plasmazellen differenzieren (Alizadeh et al., 2000). Patienten mit einem ABC DLBCL
haben eine deutlich schlechtere Prognose im Vergleich zu Patienten mit GCB DLBCL
(Abb. 5) (Alizadeh et al., 2000; Nogai et al., 2011).

1,0 —geeeeeeeemes REEIR

Probability
o
o
I

Activated B-like

21 patients, 16 deaths

P=0.01
0.0 T T T 1

0O 2 4 6 8 10 12
Overall survival (years)
Abb. 5: Kaplan-Meier-Kurve: GCB DLBCL vs. ABC DLBCL (Alizadeh et al., 2000). Patienten

mit dem ABC DLBCL haben eine deutlich schlechtere Prognose im Vergleich zu Patienten mit
der GCB Untergruppe des DLBCL

In dem aggressiven ABC Subtyp ist im Gegensatz zum GCB Subtyp NF-kB konstitutiv
aktiviert (Davis et al., 2001; Lenz und Davis et al., 2008). NF-kB ist hierbei wichtig fur
das Uberleben der entarteten Lymphozyten und CARMA1 shRNA ist toxisch fiir diese
Zellen (Davis et al., 2001; Lam et al., 2005; Ngo und Davis et al., 2006). In Biopsien
von Patienten des ABC Typs konnten in 9,6% (7/73) Fallen Missense-Mutationen von
CARMA1 nachgewiesen werden und zwar in oder unmittelbar nahe der Coiled-coil-
Domane (Lenz und Davis et al., 2008). Lenz und Davis veroffentlichten ein Zellmodell,
bei dem Jurkat T Zellen CARMA1 mit Mutationen in Bereich der Coiled-Coil-Domane
exprimierten (Lenz und Davis et al., 2008). Dadurch kam es entweder zu einer starken
oder mafig erhéhten NF-kB-Aktivierung ohne aufiere Stimuli. Nach Aktivierung des
TCRs kam es zudem zusatzlich zu einer verstarkten NF-kB-Aktivierung. Lameson et
al., veroffentlichten ahnliche Ergebnisse (Lameson et al., 2010). Die onkogenen
Mutationen F123I, welche in der Region zwischen der CARD und der Coiled-Coil-
Domane liegt, und L225LI, welche in der Coiled-Coil-Domane liegt, erhdhten die
Aktivitat von CARMA1 vergleichbar mit einer CARMA1-Mutante mit Deletion der

Linker-Region. Zudem umgehen die Mutationen die im Wildtyp zur Aktivierung
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notwendige Phosphorylierung durch die Proteinkinase und flhren zur spontanen
Rezeptor unabhangigen Aktivierung von NF-kB. Es kommt durch diese Mutationen von
CARMA1 zu einem Gain-of-Function, der in einer konstitutiven IKK-Aktivierung und zu
einer verstarkten NF-kB-Aktivierung nach TCR-Stimulierung resultiert (Lenz und Davis
et al.,, 2008). Die Coiled-Coil-Region halt CARMA1 in einem inaktiven Zustand, die
durch intramolekulare Bindung der Coiled-Coil-Domane und auch der CARD-Domane
mit der Linker-Region entsteht. CARMA1 kann entweder physiologisch durch
Aktivierung des TCRs oder durch die oben beschriebenen Mutationen im Bereich der
Coild-Coil-Region in eine offene und aktive Konformation tbergehen (Lenz und Davis
et al., 2008; Lameson et al., 2010).

Die derzeitige Standardtherapie des DLBCL besteht aus der sogenannten R-CHOP-
Therapie. Diese besteht aus Rituximab, einem  Anti-CD20-Antikorper,
Cyclophosphamid, Hydroxydaunorubicin (Doxorubicin), Oncovin (Vincristin) und
Prednison. Bei einem Teil der Patienten wird die Chemotherapie mit einer
Radiotherapie kombiniert. Genaue Kenntnisse Uber die Rolle von CARMA1 in dem
klassischen NF-kB-Signalweg und uber die Rolle der Aktivierung von MAPK durch den
CBM-Komplex sind Uberaus wichtig, um weitere, effektivere Behandlungsstrategien
entwickeln zu kénnen, z.B. durch spezifische Chemotherapeutika, die im Bereich des
NF-kB-Signalweges ansetzen, mit dem Ziel die Letalitat besonders der Patienten mit
dem ABC DLBCL zu senken.

1.7 Mausmodell

Als Modell wurde in dieser Arbeit ein Mausmodell verwendet, das eine konstitutiv aktive
Form von CARMA1 exprimiert in Anlehnung an den Pathomechanismus des ABC
DLBCL. IKKB" CAL+CP4CreERTZ: ynd |KKB" CAL+CP*C** Mause wurden fir die
Experimente verwendet. In dem Mausmodell kam es durch das Cre/ loxP-System T
zellspezifisch zur CAL-Expression, einer CARMA1 Mutante mit Deletion der Linker
Region. Durch Deletion der Linker Region (CAL) nimmt CARMA1 eine offene
Konfiguration an und es kommt zur konstitutiven Aktivierung von CARMA1 und des NF-
kB-Signalweges (Blonska et al., 2012; Sommer und Guo et al., 2005). Die CAL-
Mutante umgeht die zur Aktivierung physiologisch notwendige Phosphorylierung durch
die PKC. Die Generierung der CAL+¢P*c** Mause erfolgte durch Pechloff K,

Forschungslabor Molekulare Immunologie, Institut fir klinische Chemie und
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Pathobiochemie (Pechloff 2010, unverdffentlichte Daten). CAL+CP4C* Mause haben ein
mittleres Uberleben von 49 Tagen. Es kommt zu einer Splenomegalie und vergréRerten
Lymphknoten. Zudem ist der Anteil der T Zellen in der Milz und Knochenmark erhoht, T
Zellen sind aktiviert und die Organe zeigten mit T Zellinfiltrate (Pechloff 2010,
unveroéffentlichte Daten).

Neben der T zellspezifischen Expression der konstitutv aktiven Mutante von CARMA1
kam es in dem IKKB" CAL+CP4cER™2* Modell durch das Cre/ loxP-System zudem zu
einer T zellspezifischen Deletion des 3. Exon von IKKB und damit zur Deletion/

Inaktivierung von IKKp.
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2. Fragestellung

Der klassische NF-kB-Signalweg ist wichtig flr die Antigenrezeptor vermittelte
Immunitat des adaptiven Immunsystems. Ein Komplex aus CARMA1, BCL10 und
MALT1, der sogenannte CBM-Komplex, ist zentraler Bestandteil des klassischen NF-
KB-Signalwegs. Bei lymphoproliferativen Erkrankungen des adaptiven Immunsystems
wie im primar gastrointestinalen B Zell Lymphom, im primaren ZNS-Lymphom oder im
diffus grol3zelligen B Zell Lymphom, spielt der CBM-Komplex durch gesteigerte
Expression oder konstitutive Aktivierung von CARMA1 eine wichtige Rolle (Dong et al.,
2011; Lenz und Davis et al., 2008; Montesinos-Rongen et al., 2010; Nakamura et al.,
2005; Oshiro et al., 2006). So konnten in Biopsien vom aggressiven ABC Subtyp des
diffus grof3zelligen B Zell Lymphoms in knapp 10% der Falle Missense Mutationen von
CARMA1 nachgewiesen werden, die zur konstitutiven Aktivierung des NF-kB-
Signalweges flhren (Lenz und Davis et al., 2008). Die Aktivierung des CBM-Komplex
fuhrt jedoch neben der Aktivierung von NF-kB auch zur Aktivierung anderer
Signalwege wie zur MAPK-Aktivierung. Um neue spezifische Therapieansatze bei
Erkrankungen des adaptiven Immunsystems entwickeln zu kdnnen, ist eine genaue
Kenntnis dariiber, ob der entscheidende Pathomechanismus einer konstitutiv aktiven
Mutante von CARMA1 im DLBCL allein in der Aktivierung des NF-kB-Signalweges

liegt, Uberaus wichtig.

Zentraler Punkt dieser Arbeit bestand darin, zu untersuchen, inwieweit CARMA1 allein

uber Aktivierung von IKKB zu T Zellaktivierung, Zellexpansion und Lebensdauer der
Méause mit einer Kkonstitutiv aktiven Mutante von CARMA1 beitragt. Fur die
Fragestellung wurde ein Mausmodell mit T zellspezifischer Expression einer konstitutiv
aktiven Form von CARMA1, eines CARMA1-Konstrukt mit Deletion der Linker Region,

verwendet. Zudem wurde IKKf in diesem Modell T zellspezifisch deletiert.
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3. Material

3.1 Chemikalien und Antikorper

Acrylamid, Rotiphorese 30
Agarose

Albumin Fraction V

Anti-f3 Actin Antikorper (rabbit)
Anti-IKKB Antikoérper (mouse)
Anti-mouse 1gG HRP linked

Anti-rabbit IgG, HRP linked

Anti-mouse CD3e

Anti-mouse CD28

Aqua ad iniectabilia Diaco

Aqua B. Braun

a-FC CD16-32

Detection Reagent 1, Peroxide Solution
Detection Reagent 2, Luminol Enhancer

Solution
dNTP-Mix 25mM

10x (1x) DPBS

Dyna beads

Pan B (B220)/CD8/ Sheep anti rat
Easycoll separating solution

Ethidiumbromid 0,07%
FACS Antikorper

FACS Clean/Save

FACS Flow

FACS Rinse

FACS shut down solution
GeneRuler 100bp Plus

4-Hydroxytamoxifen

Roth, Karlsruhe

Biozym, Wien

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Upstate, Waltham, USA

Cell Signaling Technologies, Danvers MA,

USA

Cell Signaling Technologies, Danvers MA,

USA
eBioscience, San Diego, USA

eBioscience, San Diego, USA
Diaco, Triest, Italien

Braun, Melsungen
eBioscience, San Diego, USA

Thermo Scientific, Cramlington UK

Bioline, Luckenwalde
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Biochrom, Berlin

Applichem, Darmstadt
eBioscience, San Diego, USA
BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

Fermentas, St. Leon-Rot

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
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Isofluran Abbott, Wiesbaden

Isopropanol Roth, Karlsruhe

Methanol J.T. Baker, Deventer, NDL
Milchpulver Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Natriumazid Merck, Darmstadt

Natriumchlorid Roth, Karlsruhe
Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
PageRuler Prestained Protein Ladder Fermentas, St. Leon-Rot
Paraformaldehyd Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Peanut oil Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Propidiumiodid Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Ponceau S Solution Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Proteinase K Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Protease Inhibitor, Cocktail Set | Calbiochem, Darmstadt

Purified BSA 100x, 10mg/ml Biolabs, Ibswich MA, USA

Taq DNA Polymerase 5u/pl + 10x reaction Peglab, Erlangen

Buffer

Taq DNA Polymerase 10x Reaction Buffer GE Healthcare, Berlin

Rabbit anti-Syrian hamster IgG Jackson Immuno Research, Soham, UK
Salzsaure, 37% Merck, Darmstadt

Tamoxifen Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
TEMED Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
TRIS Roth, Karlsruhe

Trypanblau Invitrogen, Karlsruhe

Wizard SV Genomic DNA Purification Promega, Mannheim

System

3.2 Puffer, Medien, Seren und Zusiatze

Foetal Bovine Serum (FCS) Thermo Scientific, Cramlington UK
L-Glutamin, 200mM Invitrogen, Karlsruhe
2-Mecaptoethanol, 50mM Invitrogen, Karlsruhe

Pen Strep (100u/ml) Invitrogen, Karlsruhe

Red Cell Lysis Buffer eBioscience, San Diego, USA
RPMI 1640 Medium Invitrogen, Karlsruhe
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FACS Puffer
3,19 Vol-% FCS in 1xPBS

RPMI 1640 Medium
1/5/10 Vol.-% FCS, 1 Vol-% Glutamin
(200mM),1 Vol-% Pen Strep (100u/ml),
0,1 Vol-% B-Mercaptoethanol (50mM) in
RPMI 1640 Medium

Laufpuffer
3,02g Tris, 14,4g Glycin, 1 Vol-% SDS in
1000ml Aqua dest

TAE Puffer
0,4M Tris Acetat, 1,1% Essigsaure, 2%
0,5M EDTA (ph8) in Aqua dest.

1x TBST
2,4g Tris, 8g NaCl in 1000ml aqua dest.
(PH7.4)

Transfer Puffer (semidry)
5,83g Tris, 2,94 g Glycin, 17,75ul 20x SDS,
200ml MetOH in 800mI H20

3.3 Primer

Die Primer wurden von der Firma MWG-Biotech AG, Ebersberg, synthetisiert.Folgende

Sequenzen wurden verwendet:
CARMA1

Fwd: 5-GTCGTCACACTTGAGGGA
Rev: 5'-GCGCCTGTCCAAGCAG
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CDA4Cre/ CDACreERT2

Fwd: 5-ACCAGCCAGCTATCAACTCG3"

Rev: 5-TTACATTGGTCCAGCCACC3

IKKB

Fwd: 5-CACAGTGCCCACATTATTTAGATA3

Rev: 5-GTCTTCAACCTCCCAAGCCTT3®

3.4 Laborausstattung

CL-X Posure Film

Einmalspritzen 2ml, 20ml
Einmalinjektionskanulen Gr.12

Falcon 50ml Réhrchen

Falcon Zellsieb (70um, 100um)
Kryoréhrchen 2ml

PCR 8-er Rohrchen

Pipetten serologsiche 5ml, 10ml, 25ml,

50ml
Pipettenspitzen gestopft

(10ul, 201, 100ul, 200ul, 1000plI)
Pipettenspitzen ungestopft

(10pl, 20ul, 100ul, 200, 1000ul)
Spritze mit Kanule, 1ml

Zellkulturplatten (96U/F-well, 24-well, 6-

well)
Zentrifugenrohrchen 15ml

3.5 Gerite

Analysenwaage

Blotkammer (semidry)

Cell Sorter MoFlo Il
Durchflusszytometer FACS CANTO II

Elisa Reader

Thermo Scientific

Braun, Melsungen

Braun, Melsungen

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Peske GmbH, Aindling-Arnhofen
Sarstedt, Nirnbrecht

ART, San Diego

Fastrack, Warschau

BD, Heidelberg
TPP, Trasadingen

TPP, Trasadingen

Denver Instruments, Gottingen
Bio Rad, Miinchen

Beckman Coulter, Brea, USA
BD, Heidelberg

Tecan, Crailsheim
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Entwickler Protec, Oberstenfeld

Gelelektrophoresekammer Bio Rad, Minchen
Heizblock Eppendorf, Hamburg
Inkubationsschrank Binder, Tuttlingen
Klhlzentrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg
Laufkammer Bio Rad, Miinchen
Lichtmikroskop Axiovert 40C Zeiss, Jena
Magnetrihrgerat Ika, Staufen

Nanodrop Peqlab, Erlangen
Neubauer-Zahlkammer HBG, Deutschland
PCR Agarosekammer Bio Rad, Miinchen
PCR Thermocycler Bio Rad, Miinchen
Rollmischer CAT Staufen

Sterile Werkbank Holten Gydewang, Danemark
Tischzentrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg
Vortexer Vortex Scientific Industries, New York, USA
Wasserbad Memmert, Schwabach
Zentrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg

3.6 Software

FlowJo Software Tree Star Inc.

Graph Prism 5 GraphPad Software Inc.
Microsoft Excel Microsoft

Scion Imaging Software Scion Corporation
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4. Methoden

4.1 Mauslinien

Die Mauslinien besalRen einen C57BI/6 Hintergrund. CD4Cre+ (Lee et al., 2001) und
CD4CreERT2+ (Aghajani et al., 2012) Mause wurden mit CAL+ und IKKB' Tieren
verpaart. |IKKR"™ CAL+CP4CreERT2r ynd  |IKKB™ CAL+CP4ce* Mause wurden fiir die

Untersuchungen verwendet. Die Mause wurden in einem keimfreien Raum gehalten.

CDA4Cre+ Mause exprimieren eine Cre-Rekombinase T zellspezifisch (Lee et al., 2001).
Die Cre-Rekombinase erkennt loxP-flankierte DNA-Sequenzen und deletiert diese. Die
CD4CreERT2-Rekombinase ist eine an einen modifizierten Estrogenrezeptor
gekoppelte Cre-Rekombinase. Der modifizierte Estrogenrezeptor wird durch Tamoxifen
oder OH-Tamoxifen aktiviert und die CD4CreERT2-Rekombinase daraufhin aus dem
Zytoplasma in den Kern transloziert (Aghajani et al., 2012). Dort erkennt die
CD4CreERT2-Rekombinase die loxP-flankierte DNA. Durch endogenes Estrogen wird
die CD4CreERT2-Rekombinase nicht aktiviert (Schwenk et al., 1998).

Die Generierung der CAL+ Mausen erfolgte durch Pechloff K, Forschungslabor
Molekulare Immunologie, Institut flr klinische Chemie und Pathobiochemie (Pechloff
2010, unveroéffentlichte Daten). In der Maus verhindert zunachst eine loxP-flankierte
STOP-Kassette vor der CAL-DNA die Expression der konstitutiv aktiven Carmai
Mutante und der unter dem gleichen endogenen, murinen, ROSAZ26-Promoter
stehenden eGFP-DNA. Nach Verpaarung mit der CD4Cre-transgenen Mauslinie wurde
die gewiinschte Expression von CAL und eGFP durch Deletion der STOP-Kassette T
zellspezifisch erreicht. eGFP diente zur fluoreszenzbasierten Detektion von Zellen mit

Cre-vermittelter Deletion der STOP-Kassette.

Bei den IKKR" CAL+CP4CeERT2Y M3yusen flankierten loxP-Sequenzen das 3. Exon von
IKKB, welches fiir die ATP bindende Stelle kodiert (Li et al., 2003). Das Einfligen der
loxP-Sequenzen verandert die Funktion von IKKf nicht (Li et al., 2003). Homozygote
IKKB"™ Mause sind lebensfahig und unterscheiden sich im Phanotyp nicht vom Wildtyp
(Li et al.,, 2003). Durch die CD4Cre-Rekombinase wurde das Exon T zellspezifisch
deletiert und IKKp inaktiviert.

22



4.2 Genotypisierung

Fir die Genotypisierung wurde eine Polymerasekettenreaktion von CAL, IKKp und
CD4Cre bzw. CD4CreERT2 und eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Die

DNA wurde aus der Schwanzspitze mit dem Wizard SV Genomic DNA Purification

System gemaR Protokoll extrahiert. Zur Amplifizierung der DNA mittels PCR wurden

folgende Ansétze verwendet:

Zu amplifizierendes Gen CAL/ IKKp CD4Cre/ CD4CreERT2
DNA-Probe 1l 1l
Aqua ad injectabilia 18,6 ul 19,1 pl
dNTPs (25mM) (BIOLINE) 2,5 l 2 ul
Primer 1 (s.0.) (10uM) 0,1 ul 0,1 ul
Primer 2 (s.0.) (10pM) 0,1ul 0,1ul
Tag-Polymerase (5u/ul) (Peglab) 0,2 ul
Tag-Polymerase (5u/ul) (GE 0,2 pl
Healthcare)
10x Reaktionspuffer Y (Peglab) 2,5u
10x Reaktionspuffer (GE 2,5ul

Healthcare)

Die Proben wurden daraufhin in einen Thermocycler mit den folgenden Sequenzen

uberfuhrt:
Zu amplifizierendes Gen CAL/ IKKB'
Initiale Denaturierung 5 95°C
35 Zyklen:
Denaturationsphase 0,30 95°C
Anlagerungsphase 0,30° 59°C
Extensionsphase 1,00" 72°C
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Zu amplifizierendes Gen CD4Cre/
CD4CreERT2
Initiale Denaturierung 2°95°C
15 Zyklen:
Denaturationsphase 0,30 95°C
Anlagerungsphase 0,30" 64°C
Extensionsphase 0,30° 72°C
20 Zyklen:
Denaturationsphase 0,30 95°C
Anlagerungsphase 0,30° 58°C
Extensionsphase 0,30° 72°C

17ul der Proben und 6pl eines Markers (GeneRuler 100bp Plus) wurden auf ein 1%
Agarosegel in 1x TAE und 1 Tropfen Ethidiumbromid/ 100ml pipettiert. Die Auftrennung
erfolgte bei 120V fur 20-30min unter Verwendung von 1x TAE als Laufpuffer. Die DNA
wird bei dieser Methode gréRenabhangig aufgetrennt. Es kommt nach Interkalation von
Ethidiumbromid zwischen die Basen der DNA zur Erhdéhung der Fluoreszenz von

Ethidiumbromid nach Anregung mit UV-Licht, was eine Detektion ermoglicht.

4.3 Injektion von Tamoxifen und OH- Tamoxifen

Die CD4CreERT2-Rekombinase wird durch den selektiven Estrogenrezeptormodulator
(OH-) Tamoxifen aktiviert. OH-Tamoxifen, ein Tamoxifenmetabolit, besitzt eine hdhere
Affinitdt zum Estrogenrezeptor (Feil et al., 2009). 6-8 Wochen alten Mausen wurde
unter einer sterilen Werkbank einmal bzw. zweimal pro Tag je 0,1ml einer (OH-)
Tamoxifen-Ldsung intraperitoneal injiziert. Daflr wurden 40mg Tamoxifen unter sterilen
Bedingungen zu 0,2ml Ethanol und 1,8ml Erdnussoél fur die finale Konzentration von
20mg/ml gegeben. Um das Tamoxifen in Lésung zu bringen, wurde das Tamoxifen-
Ethanol-OI-Gemisch 20min sonifiziert. Fiir die OH-Tamoxifen-Lésung mit der finalen
Konzentration von 10mg/ml wurden 25mg OH-Tamoxifen in 0,25ml Ethanol und 2,25ml

Erdnussol fur 20min sonifiziert.
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4.4 Organentnahme

Den Mausen wurden Leber, Lunge, Niere, Thymus, Knochenmark, Milz und
Lymphknoten entnommen. Zudem erfolgte eine Peritoneallavage mit 5% FCS in RPMI.
AnschlieBend erfolgte eine Einzelzellsuspension mit 5% FCS in RPMI. Ein Percoll-
Gradient von Lunge, Niere und Leber und eine Erythrozytenlyse von Milz,
Lymphknoten, Knochenmark, Lunge, Leber und Niere wurde angeschlossen. Je

0,7*10EG6 der Zellen wurden fur eine durchflusszytometrische Farbung verwendet.

4.5 Percoll-Gradient

Leber, Lunge und Niere wurden in 5 ml 40% Easycoll Separating Solution in 1xPBS
suspendiert, mit 5ml 80% Easycoll Separating Solution in 1x PBS unterschichtet,
anschlief3end fur 20min bei 2600rpm RT zentrifugiert und die Interphase mit einer 1ml

Pipette abgenommen.

4.6 Trypanblaufarbung

Trypanblau farbt tote Zellen an, lebende Zellen werden nicht gefarbt. Um die Anzahl
lebender Zellen zu ermitteln, wurden die Zellsuspensionen in einer 1:4 Verdinnung mit
Trypanblau in eine Neubauer Zahlkammer Uberfiihrt und die lebenden Zellen mit einem

Lichtmikroskop gezahlt.

4.7 Blutanalyse

Es erfolgte submandibular die Punktion vendser Gefalte mit einer Blutzuckerlanzette.
Das Blut wurde mit einer EDTA-Monovette aufgefangen. Das Blut wurde anschliel3end
in ein FACS-Rd&hrchen Uberfuhrt und die Erythrozyten mit 4ml Red Cell Lysis Puffer far
5min bei Raumtemperatur lysiert. Danach wurden die Zellen mit FACS-Puffer

gewaschen.

4.8 Antikorperfarbung fir die Durchflusszytometrie

Die Zellen aus dem Blut und Organen wurden fir eine Erythrozytenlyse mit FACS-
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Puffer gewaschen. Dann erfolgte zunachst eine Inkubation mit einem oa—- FC CD16-32-

Antikorper fur 5min, danach mit dem jeweiligen FACS Antikérpern fir 15min.

4.9 Western Blot Lysate

Mit dem Cell Sorter MoFlo Il wurden eGFP+ Zellen aus Lymphknoten und Milz
extrahiert, d.h. eGFP+ Zellen wurden aus der Einzelzellsuspension aufgereinigt. Die
eGFP+ Zellen wurden kryokonserviert und bei -80°C aufbewahrt. Fir Western Blot
Lysate wurden die Zellen mit 20ul 1% TritonX-100 mit 150mM NaCl, 50mM TRIS pH
8.0, 1mM Natriumvanadat und Protease-Inhibitor bei 4°C fiur 10min inkubiert, danach
fir 5min bei 14000rpm zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Eppendorf Cup
uberfuhrt.

4.10 Bradford-Methode

Mit der Bradford-Methode wurden die Proteinkonzentration in den Zelllysaten
gemessen. Es wurden 100ul 1:5 verdinntes Bradford Reagenz mit 1ul der Probe auf
eine 96F Well Platte pipettiert und die Anderung der Extinktion des Reagenzes mit
einem ELISA-Reader gemessen. Als Standardreihe diente je 1yl BSA in den
Konzentrationen 5mg/ml, 0,25mg/ml, 0,125mg/ml, 0,0625mg/ml und 0,03125mg/ml. Mit
Hilfe der Standardreihe wurde die Proteinkonzentration der Proben berechnet, um

gleiche Proteinmengen fiir den Western Blot zu erhalten.

4.11 Western Blot

Die Deletion von IKK( in eGFP+ gesorteten Zellen bzw. in aufgereinigten T Zellen aus
IKKB" C AL+CPacrer (CDACERT2Y NMZyusen wurde mit einem Western Blot Uberprift. Die
Auftrennung der Proteine wurde nach Laemmli mit der denaturierenden SDS-
Polyacrylamid Gel Electrophorese (SDS-PAGE) durchgefthrt (Laemmli, 1979). Dabei
wurde fur die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ein 7,5% Trenngel verwendet (aus
49ml Aqua Bidestillata, 2,5ml 1,5M Tris/HCI ph 8,8, 2,5ml 30% Acrylamid-
Bisacrylamid, 100ul 10%SDS, 50ul 10% APS und 5ul TEMED) und mit 20-25ul Probe
bzw. 5ul eines Protein-Markers beladen. Eine Kammer mit dem Gel und Laufpuffer

wurde an eine Spannungsquelle angeschlossen zunachst fir 10-15min bei 100V, dann
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fur weitere 70min bei 120V. Danach wurde das Gel im Semidry-Verfahren mit
Transferpuffer auf eine Polyvinyldifluoridmembran bei 25V flr 1h geblottet. Um
sicherzustellen, dass der Transfer gleichmafig erfolgte, wurde die Membran 2min mit
Ponceau-Ldsung inkubiert, anschlieRend mit H.0 gewachen und fotokopiert. Um
unspezifische Reaktionen zu vermeiden, kam die Membran zunachst in eine Ldsung
von 5% Milch in TBST bevor der Erstantikérper IKKB (1:1000 in 5% Milch) bzw B-Actin
(1:5000 in 5% Milch) bei 4°C uber Nacht inkubiert wurde. Danach wurde die Membran
4 mal mit TBST gewaschen, um Uberschissige Antikdrper zu entfernen. Der
Zweitantikdrper wurde daraufhin fur 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Fir die
Detektion von IKK( wurde HRP-konjugierter a-mouse Antikdrper (1:1000 in 5% Milch)
verwendet und fir B-Actin HRP-a-rabbit (1:2000 in 5% Milch). Anschlieend wurde die
Membran 4 mal mit TBST gewaschen. Indem die Substrate fir die HRP, Detection
Reagent 1 und 2, auf die Membran gebracht wurden, konnten Proteinbanden durch
Chemolumineszenz sichtbar gemacht werden. Mit der Densitometrie wurde die Starke

der Banden quantifiziert.

4.12 Statistik

Mit dem Student's Two-Tailed T-Test wurde die statistische Signifikanz in dem

Programm GraphPad Prism berechnet.
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5. Ergebnisse

5.1 Mausmodell A (IKKB" CAL+CP4CreERT2)

Zentraler Punkt dieser Arbeit bestand darin zu untersuchen, inwieweit CARMA1 alleine
Uber Aktivierung von IKKB zu T Zellaktivierung, Zellexpansion und Lebensdauer der
Mause mit einer konstitutiv aktiven Mutante von CARMA1 beitragt. Denn auch andere
Signalwege wie z.B. der MAPK-Signalwege werden durch den CBM-Komplex aktiviert.
Diese Fragestellung wurde anhand eines Mausmodells mit T zellspezifische
Expression einer konstitutiv aktiven CARMA1-Mutante bei gleichzeitiger T
zellspezifischer Deletion von IKK( behandelt (Abb. 6).

NF-«xB-—
abhéngige Gentranskription

Abb. 6: Das IKKB" CAL+CP4CeERT2 ynd |[KKB"™ CAL+°P“‘** Mausmodell. T zellspezifisch
kommt es mit Hilfe des CD4Cre(ERT2)/ loxP-Systems zur Expression einer konstitutiv aktiven
CARMA1-Mutante bei gleichzeitiger Deletion von IKK.

IKKB™ CAL+CP4CeERTZ ynd |KKB"™ CAL+CP4C** Mause wurden fir die Experimente
verwendet (Abb. 7). CD4Cre+ Mause (Mausmodell B) exprimieren eine Cre-
Rekombinase T zellspezifisch (Lee et al., 2001). Die Cre-Rekombinase erkennt loxP-
flankierte DNA-Sequenzen und deletiert diese. Die CD4CreERT2-Rekombinase
(Mausmodell A) ist eine an einen modifizierten Estrogenrezeptor gekoppelte CD4Cre-
Rekombinase, die durch Tamoxifen oder OH-Tamoxifen aktiviert und daraufhin aus
dem Zytoplasma in den Kern transloziert wird (Aghajani et al., 2012). Dort erkennt die
Cre-Rekombinase die loxP-flankierte DNA. Durch endogenes Estrogen wird die
CD4CreERT2-Rekombinase nicht aktiviert (Schwenk et al., 1998).
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IKKpB™

IKKB' CAL+CD4CreERT2)

Abb. 7: Mausmodelle/ Zuchtstrategien. IKKR" CAL+CP4CeER™" Mzuse wurden fiir die

Experimente verwendet.

Durch Deletion der Linker Region (CAL) nimmt CARMA1 eine offene Konfiguration an
und es kommt zu einer konstitutiven Aktivierung von CARMA1 und des NF-kB-
Signalweges (Blonska et al., 2012; Sommer und Guo et al., 2005). Die CAL-Mutante
umgeht die zur Aktivierung physiologisch notwendige Phosphorylierung durch die PKC.
In dem Mausmodell verhindert zunachst eine loxP-flankierte STOP-Kassette vor der
CAL-DNA die Expression der konstitutiv aktiven CARMA1 Mutante und der unter dem
gleichen endogenen murinen ROSA26-Promoter stehenden eGFP DNA. Nach
Verpaarung mit der CD4Cre-transgenen Mauslinie wurde die gewiinschte Expression
von CAL und eGFP durch Deletion der STOP-Kassette T zellspezifisch erreicht. eGFP
diente zur fluoreszenzbasierten Detektion von Zellen mit Cre-vermittelter Deletion der
STOP-Kassette. Die Analyse des CAL+°*°** Mausmodells erfolgte durch K. Pechloff

und wurde in der Einleitung beschrieben.

Im IKKB™ CAL+CP4CreERT2 Modell flankierten zusatzlich loxP-Sequenzen das 3. Exon
von IKKpB, welches fir die ATP bindende Stelle kodiert (Li et al., 2003). Durch die

CD4Cre-Rekombinase wurde das Exon T zellspezifisch deletiert und IKKf inaktiviert.

Durch das induzierbare CD4CreERT2+ Modell wurde ein Modell untersucht, das nur in
einigen Zellen bei der erwachsenen, zu dem Zeitpunkt gesunden Maus nach Injektion

von (OH-) Tamoxifen in T Zellen zu einer Aktivierung der CD4CreERT2-Rekombinase
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und zur Expression von CAL bei Deletion von IKK fuhrt.

5.1.1 (OH-) Tamoxifen-Dosisfindung

Zunachst wurde die Fragestellung dieser Arbeit anhand des IKKB" CAL+CP4CreERT2*
Modells untersucht. Da zu Beginn der Experimente keine Versuche mit dem
CD4CreERT2/ loxP-System bekannt waren, wurden umfangreiche (OH-) Tamoxifen-
Dosisfindungsstudien vorangestellt. Bevor Experimente mit der IKKB™ CAL+CP4CreERT2*
Maus erfolgten, wurde die zur Aktivierung der CD4CreERT2-Rekombinase
erforderliche (OH-) Tamoxifendosis zunachst anhand der CAL+CP4CeERT2  Mays

bestimmt.

Drei unterschiedliche Dosen (2mg/4mg Tamoxifen, 2mg OH-Tamoxifen) wurden
gewahlt. OH-Tamoxifen, ein Tamoxifenmetabolit, besitzt eine hohere Affinitat zum
Estrogenrezeptor als Tamoxifen (Feil et al., 2009). CAL+CP4CeERTY Mzusen wurde
Tamoxifen/ bzw. OH-Tamoxifen intraperitoneal injiziert. Als Kontrollen dienten
CD4CreERT2+ Mause, denen (OH-) Tamoxifen injiziert wurde, sowie CAL+CP4CreERT2
Mause, welche die Lésungsmittelkontrolle erhielten. Abb. 8 zeigt den Anteil der eGFP+
Zellen an den Leukozyten im Blut der CAL+CP4CERT2* M3yse nach Injektion von (OH-)
Tamoxifen. In der Maus verhindert zunachst eine loxP- flankierte STOP-Kassette vor
der CAL-DNA die Expression der konstitutiv aktiven CARMA1-Mutante und der unter
dem gleichen Promoter stehenden eGFP-DNA. EGFP diente damit zur
fluoreszenzbasierten Detektion von Zellen mit CD4CreERT2-vermittelter Deletion der
STOP-Kassette. Nach zwei Wochen waren eGFP+ Zellen im Blut sichtbar. An Tag 76
exprimierten in der 2mg OHT-Gruppe 8-16% der Leukozyten eGFP+, in der 2mg
Tamoxifen-Gruppe 1%, 11% und 20% und in der 4mg Tamoxifen-Gruppe 3-7%. Der
Anteil der eGFP+ Zellen an den T Zellen war an Tag 76 in der 2mg OHT-Gruppe 24%,
35% und 36%, in der 2mg Tamoxifen-Gruppe 2%, 41% und 51% und in der 4mg
Tamoxifen-Gruppe 8%, 11% und 26% (keine Abbildung). Abgesehen von einer
Ausnahme in der 2mg Tamoxifen-Gruppe, zeigte sich in allen Ansatzen somit eine
effektive Rekombination. Aus Kostengriinden wurde beschlossen, die Experimente der
IKKB™ CAL+CP4CeERT2: Mzusen mit 2mg Tamoxifen durchzufiihren. In den Kontrollen
zeigte bis auf eine Maus in der Losungsmittelkontrolle keine Maus eine effektive

Rekombination.
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Abb. 8: Anteil der eGFP+ Zellen an den Leukozyten im Blut nach Injektion von (OH-)
Tamoxifens. CAL+CPCeERT2Y Maysen wurde 2x 1mg OHT, 1x 2mg oder 2x 2mg Tamoxifen
intraperitoneal injiziert und der zunehmende Anteil der eGFP+ Zellen an den Leukozyten im

Blut im wochentlichen Abstand durchflusszytometrisch bestimmt.

5.1.2 Kein Uberlebensvorteil durch IKKB™ im IKKB" CAL+CP4CreERT2 Modell

IKKB™ CAL+CP4CreERT2Y M3usen wurde daraufhin 2mg Tamoxifen intraperitoneal injiziert.
Abb. 9 stellt den Verlauf der eGFP+ Zellen im Blut Gber 44 Tage nach Injektion dar und

zeigt die stattgefundene Rekombination an.
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Abb. 9: Anteil der eGFP+ Zellen an den Leukozyten im Blut nach Injektion von 2mg
Tamoxifen. IKKB" CAL+CP4CeERT2Y M3usen wurde 2mg Tamoxifen injiziert und die Anzahl der

eGFP+ Zellen an den Leukozyten im Blut im wodchentlichen Abstand mittels

Durchflusszytometrie bestimmt.

Die Versuchstiere wurden 440 Tage beobachtet. 440 Tage nach Tamoxifen-Injektion
war keine der IKKB™ CP4creERT2 M3use tot, 3 von 4 IKKR™ CAL+CP4CeERT2 M3use und 3
von 5 CAL+ CP#CreERT2* \waren tot (Abb. 10). Durch die, durch das CreERT2/ loxP-System
ermoglichte, Deletion von IKKB kam es somit zu keinem Uberlebensvorteil im IKKpR"

CAL+CPCeERT2 Modell gegeniiber dem CAL+CP4CeER™2* Modell.
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Abb. 10: Kein Uberlebensvorteil der IKKB" CAL+CPCreERT2 Miyse gegeniiber den
CAL+CP4CreERT2:  M3usen. Kaplan-Meier-Kurve der Genotypen IKKB"  CAL+CD4CreERT2
CAL+CPACreERT2 nd KK B CP4CreERT2*  Big Tag 440 nach Injektion von Tamoxifen starben 3 von 5
CAL+CPACeERT2Y nd 3 von 4 IKKB™ CAL+CP4CreERT2 M3juse. Bei den IKKB™ CP4CeERT2 Mayusen (n=2)
starb bis Tag 440 kein Tier.
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5.1.3 Erfolgreiche Rekombination von CAL und T Zellaktivierung

Die Analyse der IKKB™ CAL+CP4ceER™2* Mause erfolgte, wenn die Mause schwere
Krankheitsanzeichen, wie groRRe, nicht abheilende Wunden oder eine deutliche
Reduktion des Allgemeinzustand zeigten und prafinal moribund erschienen. Die
Versuche erfolgten damit im Alter von 100 bis 300 Tagen. Zum Vergleich wurden

CAL+CP4CeERT2Y nd als Kontrollen bezeichnete Mause, die entweder KKRW/wt CD4CreERT2+

oder [KKR"f CP4CreERT2* waren, im gleichen Alter analysiert.

90% (60%) der CD4+ Zellen in der Milz (Lymphknoten) der CAL+CP4CERT2* ynd |[KKB"
CAL+CPACeERT2Y MZuse zeigten eine Expression von eGFP und damit eine Expression
von CAL an. Unter den CD8+ exprimierten in der Milz 37% (53%) und in den
Lymphknoten 7% (4%) der CAL+CP4CreERTZ: ([KKR™ CAL+CP4CreERT2Y) Mause eGFP (Abb.
11a). Andere Zelllinien zeigten keine Expression von eGFP. Die Zellzahl in
Lymphknoten und Milz der IKKB™ CAL+CP4CERT2* Mause war gegeniiber den Kontrollen
signifikant erhoht. IKKBR™ CAL+CPCeERT2* M3use unterschieden sich jedoch nicht

signifikant von CAL+CP*CERT2* M3usen (Abb. 11b).

CD4+ Zellen und CD8+ Zellen aus der Milz der IKKB" CAL+CP4CeERT2Y nd der
CAL+CPACeERT2Y - M3use waren zudem aktiviert, sichtbar durch Aktivierung der
Oberflachenmarker CD44 und CD62L (Abb. 12).
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Abb. 11: Erfolgreiche Rekombination und Zellzahlerhéhung in IKKB" CAL+CP4reERT2* ynd
CAL+CPACreERTZY M3ysen. a) Anteil der eGFP+ Zellen an CD4+ und CD8+ Zellen aus
Lymphknoten und Milz. b) Zellzahl in der Milz und in den Lymphknoten. Signifikante Erhéhung
bei (IKKB™) CAL+CPCeERT2* MZzusen gegeniliber den Kontrollen. Die Kontrollen bestanden aus
[KKBwowt CDACIEERT2:  nd  |KKR™ CP4CreERT2: MZusen. Jedes Symbol entspricht einer Maus.
Statistische Signifikanz wurde mit dem Student’s Two-Tailed T-Test berechnet. *, statistisch
signifikant (P< 0,05 ), ns, statistisch nicht signifikant (P> 0,05). Horizontale Linien entsprechen
dem Mittelwert.
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Abb. 12: T Zellaktivierung in Milz und Lymphknoten aus IKKB™ CAL+CP4reERT2* ynd

CAL+CPCreERTZ M3 ysen. Forward Scattering (FSC) als Mal fiir die ZellgroBe und Expression
von CD44, CD62L und CD25 wurde mittels FACS-Analyse in den CD4+ und CD8+ Zellen der
Milz (a) und Lymphknoten (b) untersucht. a) Es zeigt sich eine Aktivierung der
Oberflachenmarker CD44 und CD62L bei T Zellen aus der Milz der (IKKB") CAL+CP4creERT2
Mause. b) Es zeigt sich eine Aktivierung der Oberflachenmarker CD44 und CD62L bei CD4+
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Zellen und CD44 bei CD8+ Zellen aus Lymphknoten bei (IKKB"™) CAL+CP4CERT2* M3usen. Die als
Kontrolle bezeichneten M&use bestanden aus [KK[R"/t CPACERT2: nd [KKRWF CPACeERTZ MZusen.

Die Daten sind reprasentativ fiir drei unabhangige Experimente mit insgesamt drei Mausen je

Genotyp.

5.1.4 Insuffiziente IKKB-Deletion im IKKB" CAL+CP4CreERT2* Modell

Zwar zeigten T Zellen aus den IKKB™ CAL+CPCeERT™2* MZusen eine e GFP-Expression
und damit eine Expression von CAL an durch Aktivierung der CD4CreERT2-
Rekombinase. Jedoch ist bei einer Aktivierung der CD4CreERT2-Rekombinase in
eGFP+ Zellen nicht auch gleichzeitig von einer suffizienten Deletion/ Inaktivierung von
IKKB™ auszugehen. Um die IKKB- Deletion in den eGFP+ Zellen zu uberprifen,
wurden eGFP+ Zellen aus Lymphknoten und Milz mit dem Cell Sorter MoFlo Il isoliert.
Abb. 13 zeigt die Ergebnisse des Western Blots. In eGFP+ Zellen der IKKB"
CAL+CP4CreERT2Y MZuse ist IKKB nicht deletiert. Die Bedeutung der insuffizienten IKKp

Deletion wird im Kapitel Diskussion ausgefihrt.

eGFP+ Zellen .
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Abb. 13: Ineffiziente IKKB Deletion in eGFP+ Zellen aus Lymphknoten und Milz von IKKB"
CAL+CP4CreERTZ M3ysen. eGFP+ Zellen aus Lymphknoten und Milz wurden mit dem Cell
Sorter MoFlo Il aufgereinigt. Die IKKB—-Expression von eGFP+ Zellen aus CAL+CP4CreERT2* nd
IKKB™ CAL+CP4CeERT2 M3usen wurde mittels Western Blot verglichen. Der Western Blot fir -
Aktin zeigt die vergleichbare Proteinmenge an. Mittels Densitometrie wurden die Banden
quantifiziert. Der Western Blot ist reprasentativ fur drei unabhangige Experimente mit insgesamt
drei Mausen je Genotyp.
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5.2 Mausmodell B (IKKB" CAL+¢P4Cre*)

Da die Analyse des IKKB™ CAL+CPCreERT2 Modells eine nicht effiziente Deletion von
IKKB bei erfolgreicher Expression von CAL zeigte, erfolgten daraufhin Experimente mit
IKKB™ CAL+°P*c** Mzusen mit dem Hintergrund eine effektivere IKKB-Deletion zu
erreichen. Die Aktivitat der Cre-Rekombinase ist dabei von externen Stimuli, wie der
Injektion von Tamoxifen, unabhangig. Als direkte Vergleichsgruppe der [IKKB"
CAL+CP4Ce* Mause dienten hierbei IKKB" ©Pcret Mause. Hiermit war eine konstante
Kontrollgruppe Uber den gesamten Beobachtungszeitraum von 465 Tagen
sichergestellt. CAL+cPc** Mé&use mit einem medianen Uberleben von 49 Tagen
wurden aus diesem Grund nicht verwendet. Bezliglich des Phanotyps der CAL+CP4Cre*
Mause wird auf die Einleitung verwiesen. Ein Vergleich zu CAL+°P4c* M&usen erfolgt

in der Diskussion.

5.2.1 Tod durch CAL-Expression im IKKB" CAL+cP“ce* Modell

Durch die CAL-Expression im IKKB™ CAL+CP4c* Modell starben die Mause friiher (Abb.
14). Zwischen Tag 80-110 starben 23,5% (4 von 17) der IKKB™ CAL+CPc* Mause.
Zwei weitere Mause starben an Tag 400-500. Nach 465 Tagen waren insgesamt 35,3%

(6 von 17) der Versuchstiere tot. In der Vergleichsgruppe starb bis Tag 465 keine

Maus.
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Abb. 14: Kaplan-Meier-Kurve der IKKB"™ CAL+°** Miuse und IKKR"™ €P4r* Miuse.
Zwischen Tag 80-100 starben 23,5% (4 von 17) der IKKB™ CAL+°Pc* M&use, nach 465 Tagen
waren insgesamt 35,3% (6 von 17) Tiere tot. Bei den IKKB™ cP4ce* Mausen starb bis Tag 465

kein Tier.
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5.2.2 Erfolgreiche Rekombination und Expression von CAL

Die Deletion der STOP-Kassette durch Aktivierung der CD4Cre-Rekombinase und die
daraus folgende CAL-Expression konnte mittels eGFP-Expression
durchflusszytometrisch Uberpraft werden (Abb. 15). In allen analysierten Mausen
waren eGFP+ Zellen in Milz und Lymphknoten vorhanden und die Rekombination war

somit erfolgreich.
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Abb. 15: Erfolgreiche Deletion der STOP-Kassette durch die CD4Cre-Rekombinase in
IKKB" CAL+°P** Miusen. eGFP+ Zellen in allen Versuchstieren in Milz und
Lymphknoten. Der Anteil der eGFP+ Zellen an den lebenden Zellen wurde mittels
Durchflusszytometrie bei 20-54 Tagen, 125-128 Tagen und 410/ 549 Tagen alten Mausen

bestimmt.

5.2.3 Analyse im Alter von 24-54 Tagen: T Zellaktivierung

Die Organe wurden daraufhin analysiert, insbesondere wurde das Milzgewicht
verglichen, die einzelnen Zellpopulationen und die T Zellaktivierung
durchflusszytometrisch untersucht. IKKR™ CAL+°P4* Mause wurden zunachst ohne
aullere Anzeichen einer Erkrankung, im guten Allgemeinzustand, im Alter von 24-54
Tagen analysiert. Der Zeitraum wurde gewahlt, da CAL+®™c** Mause mit einem

medianen Uberleben von 49 Tagen in diesem Zeitraum erkranken und sterben. Ein

Vergleich zu CAL+°P“c* Mausen erfolgt in der Diskussion.

Abb. 16 zeigt die IKKB-Deletion in eGFP+ Zellen von IKKB" CAL+P4c* Mausen an mit
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einer schmalen IKKB-Bande bei 33% der Versuchstiere im Western Blot und einer

nicht nachweisbaren IKKB-Bande bei 66%.

eGFP- eGFP+ eGFP- eGFP+

KK a— aum
n=2 n=4

Abb. 16: Erfolgreiche IKKB-Deletion bei 24-54 Tage alten IKKB™ CAL+°P“* Miusen.
eGFP+ Zellen aus dem Lymphknoten und der Milz wurden mittels Cell Sorter MoFlo Il
isoliert. Die IKKpB— Expression von eGFP+ und eGFP-Zellen wurde verglichen. Der Western Blot
fur B-Aktin zeigt die vergleichbare Proteinmenge an. Die IKK[- Deletion in den eGFP+ Zellen
wird sichtbar. Bei n=2 Mausen ist eine schmale IKK[3-Bande sichtbar, bei n=4 ist keine IKK[-

Bande sichtbar.

Das Milz- und Korpergewicht der IKKB" CAL+CP4C* Mause und der IKKR™ ©P*Ce* Mause
unterschied sich nicht signifikant. Das Milzgewicht in Bezug auf das Korpergewicht war
jedoch bei den IKKB™ CAL+CP4c* Mausen signifikant erhoht (Abb. 17a). In Milz und
Lymphknoten der IKKB" CAL+CPc* Mause waren 90-93% der CD4+ und CD8+ Zellen
eGFP+ und zeigten damit eine stattgefundene Rekombination an (Abb. 17b). Die
absolute Zellzahl in Milz und Lymphknoten unterschied sich nicht signifikant und die
Anzahl der Subpopulationen, d.h. der T, B und myeloiden Zellen, in der Milz und in den
Lymphknoten war vergleichbar (Abb. 17c, d). Das Verhaltnis von CD4+ zu CD8+ Zellen
war zwar signifikant in der Niere und Leber erniedrigt, jedoch nicht in den Ubrigen
Organen wie Milz, Lymphknoten, Knochenmark oder Lunge (Abb. 17e). Die T Zellen
waren zudem aktiviert. CD4+ und CD8+ Zellen aus der Milz zeigten eine Aktivierung
der Oberflachenmarker CD44 und CD62L an (Abb. 18).
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Abb. 17: Unterschiede bei der Analyse des Milzgewichts und der einzelnen
Zellpopulationen bei 24-54 Tage alten IKKB™ CAL+°®“°"* im Vergleich zu IKKB™ °P4cre*
Mausen. a) Milz-und Kérpergewicht unterschieden sich bei IKKB" CAL+CP4Ce* und IKKR" cb4cre
Mausen nicht signifikant. Das Verhaltnis Milz-/ Korpergewicht war jedoch bei den IKKB™
CAL+°cP#cre* signifikant groBer. b) Anteil der eGFP+ Zellen in CD4+ und CD8+ Zellen aus Milz
und Lymphknoten. c¢) Darstellung der Zellzahl in Milz und Lymphknoten. Es ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede. d) Mittels FACS-Analyse wurde die Anzahl der T Zellen, B Zellen
und myeloiden Zellen in Milz und Lymphknoten bestimmt. Es ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede. e) Das Verhaltnis von CD4+ zu CD8+ Zellen in den Organen wurde mittels
FACS-Analyse bestimmt. In der Niere und Leber war das Verhaltnis bei den IKKB" CAL+CP4Cre*
Mausen signifikant erniedrigt gegentiber den IKKB" cP4ce* Mzusen. Jedes Symbol entspricht
einem Versuchstier. Statistische Signifikanz wurde mit dem Student's Two-Tailed T-Test
berechnet. *, statistisch signifikant (P< 0,05 ), **, statistisch signifikant (P< 0,005), ***, statistisch
signifikant (P< 0,0001 ), ns, statistisch nicht signifikant (P= 0,05). Horizontale Linien
entsprechen dem Mittelwert.
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Abb. 18. T Zellaktivierung in der Milz bei 24-54 Tage alten IKKB" CAL+°%°* Maiusen.
Forward Scattering (FSC) als Maf fiir die ZellgroRe und Expression von CD44, CD62L und
CD25 wurden mittels FACS-Analyse in den CD4+ und CD8+ Zellen der Milz (a) und
Lymphknoten (b) untersucht. a) Es zeigt sich eine Aktivierung der Oberflichenmarker CD44
und CD62L an. b) T Zellen aus dem Lymphknoten sind nicht aktiviert. Die Daten sind

reprasentativ fir 3 unabhangige Experimente.
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5.2.4 Analyse im Alter von 125-128 Tagen: Expansion von T, B und myeloiden

Zellen, T Zellaktivierung

Im nadchsten Schritt wurden etwas altere, d.h. 125-128 Tage alte, gesunde Mause
analysiert, um zu untersuchen, ob es zu Veradnderungen des Phanotyps kommt.
Zunachst wurde die IKKB-Deletion in eGFP+ Zellen aus IKKB" CAL+CP*c* Mausen
untersucht. Abb. 19 zeigt, dass in 33% eine deutliche IKKp—- Bande vorhanden war und
IKKB damit nicht in allen eGFP+ Zellen deletiert worden ist. Bei 66% war IKK( in den

eGFP+ Zellen nicht mehr nachweisbar.

eGFP- eGFP+ eGFP-eGFP+

n=2 n=4

Abb. 19: Inkomplette IKKB- Deletion bei 125-128 Tage alten IKKB" CAL+**** Miusen.
eGFP+ Zellen aus Lymphknoten und Milz wurden mit dem Cell Sorter MoFlo Il aufgereinigt.
Die IKKB- Expression von eGFP+ und eGFP-Zellen wurde verglichen. Der Western Blot fir -
Aktin zeigt die vergleichbare Proteinmenge an. Bei n=2 Mausen ist eine deutliche IKK3-Bande
sichtbar, bei n=4 ist keine IKK[3-Bande sichtbar.

Auch bei dieser Altersgruppe erfolgte nun eine Analyse der einzelnen Organe. Das
Milzgewicht der IKKB" CAL+°P*c* Mause war signifikant erhoht bei vergleichbarem
Kérpergewicht (Abb. 20a). In Milz und Lymphknoten zeigten 74-89% der CD4+ und
CD8+ Zellen eine eGFP-Expression (Abb. 20b). Die Zellzahl in der Milz unterschied
sich nicht. Die Zellzahl im Lymphknoten war jedoch signifikant erhéht (Abb. 20c). Es
lie® sich zudem ein signifikanter Anstieg der T, B und myeloiden Zellen in den
Lymphknoten feststellen (Abb. 20d). Das Verhaltnis von CD4+ zu CD8+ Zellen war
signifikant erniedrigt in der Milz, Knochenmark, Lunge, Niere und Leber, jedoch nicht in
den Lymphknoten (Abb. 20e). Durchflusszytometrisch wurde eine Aktivierung der
CD4+ und CD8+ Zellen in der Milz und in den Lymphknoten deutlich an den
Oberflachenmarkern CD44 und CD62L (Abb. 21).
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Abb. 20: Unterschiede bei der Analyse des Milzgewichts und der einzelnen
Zellpopulationen bei 125-128 Tage alten IKKB™ CAL+°"““"* im Vergleich zu IKKp™ °P4cre*
Mausen. a) Das Korpergewicht unterschied sich bei IKKB" CAL+CP4e* ynd IKKB" Cb4crer
Mausen nicht signifikant. Das Milzgewicht und das Verhaltnis Milz-/ Kérpergewicht waren bei
den IKKB" CAL+CP4Ce* Mausen signifikant groRer. b) Anteil der eGFP+ Zellen in CD4+ und
CD8+ Zellen aus Milz und Lymphknoten. c) Die Zellzahl in der Milz und dem Lymphknoten ist
dargestellt. Ein signifikanter Anstieg der Zellzahl in den Lymphknoten wird deutlich. d) Mittels
FACS-Analyse wurde die Anzahl der T Zellen, B Zellen und myeloiden Zellen in Milz und
Lymphknoten bestimmt. Ein signifikanter Anstieg der Zellzahlen in den Lymphknoten wird
deutlich. e) Das Verhalinis von CD4+ zu CD8+ Zellen in unterschiedlichen Organen wurde
mittels FACS-Analyse bestimmt. In der Milz, Knochenmark, Lunge, Niere und Leber war das
CD4: CD8-Verhaltnis bei den IKKB" CAL+CPc* Mausen signifikant erniedrigt. Jedes Symbol
entspricht einer Maus. Statistische Signifikanz wurde mit dem Student's Two-Tailed T-Test
berechnet. *, statistisch signifikant (P< 0,05 ), **, statistisch signifikant (P<0,005 ), ***, statistisch
signifikant (P< 0,0001 ), ns, statistisch nicht signifikant (P> 0,05). Horizontale Linien
entsprechen dem Mittelwert.
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Abb. 21: Aktivierung der T Zellen in Milz und in Lymphknoten bei 125-128 Tage alten
IKKR"™ CAL+°P*°** Mausen. Forward Scattering (FSC) als MaRk fir die ZellgroBe und
Expression der Oberflachenmarker CD44, CD62L und CD25 wurde mittels FACS-Analyse in
CD4+ und CD8+ Zellen der Milz (a) und Lymphknoten (b) untersucht. a) Es zeigt sich eine
Aktivierung der Oberflachenmarker CD44 und CD62I. b) Es zeigt sich eine Aktivierung der
Oberflachenmarker CD44. Die Daten sind reprasentativ fir drei unabhangige Experimente mit

insgesamt sechs Mausen je Genotyp.
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5.2.5 Ausblick: Analyse erkrankter Tiere

Die bisher dargestellten Ergebnisse stammen, dem aufReren Erscheinungsbild nach zu
urteilen, von gesunden Tieren. Es stellt sich die Frage, wie sich der Phanotyp in
erkrankten Tieren verandert. Die Versuchstiere wurden zweimal taglich auf
Krankheitsanzeichen untersucht. Die gestorbenen Mause zwischen Tag 80-100
prafinal zu analysieren, war jedoch nicht méglich, da sie plétzlich starben ohne préfinal
moribund zu erscheinen. Zwei altere, prafinal moribunde Mause im Alter von 410 und
549 Tagen konnten jedoch analysiert werden. Zunachst wurde Uberpruft, ob die T
Zellen IKKB exprimieren. Dafir wurden T Zellen mit Dynabeads aufgereinigt. Aus
organisatorischen Griinden war eine kurzfristige Nutzung des Cell Sorter MoFlo Il nicht
moglich. Nach der Aufreinigung betrug der Anteil der T Zellen in den Proben der IKKB"
cbacrer Mause 83%, in den Proben der IKKB" CAL+CP4C** Mause 88,2% und 90% und in
den Proben der IKKB" CAL+ Mausen 96,7% (Abb. 22a). In den IKKR™ CAL+CP4Cre*
Proben waren damit 76% bzw. 83% der Zellen eGFP+ (Abb. 22b). In Abb. 22¢ wird
deutlich, dass IKKBin den T Zellen der beiden IKKB" CAL+°Pc* Mause zu einem

grofien Teil nicht deletiert worden ist.
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Abb. 22: Inkomplette IKKB- Deletion in den erkrankten IKKB"" CAL+°%°"** Miusen (n=2). T
Zellen aus Lymphknoten und Milz von IKKB™ €P4Cre* | [KKB™ CAL+CP4Ce* und IKKB" CAL+ Mausen
wurden mittels Dynabeads aufgereinigt. a) Anteil der T Zellen in den Proben nach der
Aufreinigung. b) Anteil der eGFP+ Zellen in den IKKB™ CAL+CP4c* Proben nach Aufreinigung.
c) AnschlieBend wurde IKKB mit einem Western Blot nachgewiesen. Der Western Blot fiir -

Aktin zeigt die vergleichbare Proteinmenge an.

Im Phanotyp der analysierten Mause zeigten sich kongruente Ergebnisse zu der
Analyse der zuvor analysierten Tiere. Die Milz war vergrofRert bei gleichem
Kdrpergewicht (Abb. 23a). In Milz und Lymphknoten zeigten 82-91% der CD4+ und
CD8+ Zellen eine erfolgreiche Rekombination und Expression von CAL an (Abb. 23b).
Bei dem Vergleich der absoluten Zellzahl in Milz und Lympknoten konnte keine
Tendenz festgestellt werden (Abb. 23c). Die Anzahl der T Zellen und myeloiden Zellen
war in der Milz erhéht und das Verhaltnis CD4+ zu CD8+ Zellen war in Milz und
Lymphknoten erniedrigt (Abb. 23 d,e). Die T Zellen waren zudem aktiviert.
Durchflusszytometrisch wurde eine Aktivierung der CD4+ und CD8+ Zellen in der Milz
und in den Lymphknoten deutlich an den Oberflachenmarkern CD44 und CD62L (Abb.
24).
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Abb. 23: Unterschiede des Milzgewichts und der einzelnen Zellpopulationen

bei

erkrankten IKKB" CAL+°®“** (n=2) im Vergleich zu IKKB" °P*** Miusen. a) Das

Korpergewicht unterschied sich bei IKKB™ CAL+CP4ce* ynd IKKB™ cP4Ce* Mausen nicht. Das
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Milzgewicht und das Verhaltnis Milz-/ Kérpergewicht waren bei den IKKB™ CAL+°P4c™* erhoht. b)
Anteil der eGFP+ Zellen in CD4+ und CD8+ Zellen aus Milz und Lymphknoten. c) Die Zellzahl
in der Milz und dem Lymphknoten ist dargestellt. d) Mittels FACS-Analyse wurde die Anzahl der

T Zellen, B Zellen und myeloiden Zellen in Milz und Lymphknoten bestimmt. e) Das Verhaltnis

von CD4+ zu CD8+ Zellen in Milz und Lymphknoten wurde mittels FACS-Analyse bestimmt.
Das CD4: CD8-Verhaltnis war bei den IKKB™ CAL+°P*C** Mausen erniedrigt. Jedes Symbol

entspricht einer Maus. Horizontale Linien entsprechen dem Mittelwert.
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Abb. 24: Aktivierung von T Zellen in Milz und Lymphknoten. Forward Scattering (FSC) als
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MaR fir die ZellgroRe und Expression von CD44, CD62L und CD25 wurden mittels FACS-
Analyse in CD4+ und CD8+ Zellen der Milz (a) und Lymphknoten (b) untersucht. a) Es zeigt
sich eine Aktivierung der Oberflachenmarker CD44 und CD62| in CD4+ Zellen und CD62L in
CD8+ Zellen. b) Es zeigt sich eine Aktivierung der Oberflachenmarker CD44 in CD4+ Zellen.
Die Daten sind reprasentativ fur 2 unabhangige Experimente mit insgesamt 2 Mausen je

Genotyp.
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6. Diskussion

In lymphoproliferativen Erkrankungen des adaptiven Immunsystems wie im priméar
gastrointestinalen B Zell Lymphom, im primaren ZNS-Lymphom oder im diffus
groRzelligen B Zell Lymphom, spielt der CBM-Komplexes durch gesteigerte Expression
oder konstitutive Aktivierung von CARMA1 eine wichtige Rolle (Dong et al., 2011; Lenz
und Davis et al., 2008; Montesinos-Rongen et al., 2010; Nakamura et al., 2005; Oshiro
et al., 2006).

Zentraler Punkt dieser Arbeit bestand darin, zu untersuchen, inwieweit CARMA1 allein

Uber Aktivierung von IKKB zu T Zellaktivierung, Zellexpansion und Lebensdauer der

Mause mit einer konstitutiv aktiven Mutante von CARMA1 beitragt.

6.1 CAL+CPICrERT* Modell: Moglichkeit einer selektiven Induktion einer konstitutiv
aktiven Mutante von CARMA1 in T Zellen

Bislang wurde kein Mausmodell mit konstitutiver Aktivierung von CARMA1 bei
gleichzeitiger Deletion von IKKB in Lymphozyten verdffentlicht. Das Modell wurde
zunachst auf einem T zellspezifischen Hintergrund mit Hilfe der CD4CreERT2/ loxP-

Systems untersucht.

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, Gene T zellspezifisch zu modifizieren, wie z. B.
mit dem Cre/ loxP-System. Der Hintergrund ist dabei, Auswirkungen bestimmter,
veranderter Gene in T Zellen gezielt untersuchen zu koénnen. Es wird mit T
zellspezifischer Expression der Cre-Rekombinase, sowie Cre-exprimierenden Lenti-
oder Adenoviren gearbeitet (Lee et al., 2001; Pfeifer et al., 2001; Prost et al., 2001). In
dieser Arbeit exprimierten T Zellen mit CD4-Promoteraktivitat die CD4CreERT2-
Rekombinase. Der modifizierte Estrogenrezeptor der CD4CreERT2-Rekombinase wird
durch Tamoxifen oder OH-Tamoxifen aktiviert und die CD4CreERT2-Rekombinase
daraufhin aus dem Zytoplasma in den Kern transloziert (Aghajani et al., 2012). Dort
erkennt die CD4CreERT2-Rekombinase die loxP-flankierte DNA und deletiert diese.
Durch endogenes Estrogen wird die CD4CreERT2-Rekombinase nicht aktiviert
(Schwenk et al., 1998). Die CD4CreERT2-Rekombinase flhrt im IKKR" CAL+CP4CreERT2
Modell tber Deletion der STOP-Kassette zur Expression von CAL, der konstitutiv
aktiven Mutante von CARMA1, und des unter dem gleichen Promoter stehenden

eGFP-Proteins. Aktivierung der CD4CreERT2-Rekombinase fiihrte zudem zur Deletion
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des loxP-flankierten 3. Exons von IKKB und zur Inaktivierung von IKK.

Vorteil des CD4CreERT2-Systems ist es, die Rekombination und damit die
Genexpression zeitlich kontrollieren zu koénnen. Denn durch Veranderung der
Genexpression mittels einer konstitutiven Cre-Rekombinase kann Zellontogenese und
Zellrepertoire verandert werden. So wurden z.B. bei Modifikation der Genexpression
durch die CD19Cre-Rekombinase Veranderungen der B Zell-Ontogenese und damit
des B Zellrepertoires festgestellt (Hobeika et al., 2006; Rickert et al., 1997). Eine
Ubertragung auf CD4Cre-Rekombinasen mit Veranderungen der T Zellreifung und des
T Zellrepertoires ist moglich. Der Vorteil der induzierbaren CD4CreERT2-Rekombinase
ist es, nach Abschluss der Zellontogenese die Genexpression in Zellen verandern zu

konnen.

Zu Beginn der Experimente waren keine Veroffentlichungen mit CD4CreERT2+
Mausen bekannt. Deshalb wurden umfangreiche Dosisfindungsstudien vorangestellt.
Es wurde in dieser Arbeit ein CD4CreERT2+ Mausmodell langfristig, d.h. Wochen bis
Monate nach Behandlung mit Tamoxifen und OH-Tamoxifen, beobachtet und
untersucht. In einem Beobachtungszeitraum von mehreren Wochen nach Injektion
konnte ein Anstieg der eGFP+ Zellen, der Zellen mit stattgefundener Rekombination
und Expression von CAL, im Blut sowohl bei den CAL+CPCER™2* gls guch bei den
IKKB™ CAL+CP4CreERTZ: MZusen in allen verwendeten Dosen (2mg OHT, 2mg und 4mg
Tamoxifen) festgestellt werden. Es zeigte sich damit, dass das Modell zur erfolgreichen
Aktivierung der induzierbaren CD4CreERT2-Rekombinase fiihrt. Dosisabhangig zeigte
sich ein Unterschied in der Anzahl der eGFP+ Zellen im Blut mit schlechteren Werten
der 4mg Tamoxifen-Gruppe und vergleichbaren Ergebnissen fur die 2mg OHT-und

2mg Tamoxifen-Gruppe.

Die CreERT2-Rekombinase kann toxisch auf Zellen wirken (Schmidt-Supprian und
Rajewsky 2007). Moglich fir die geringere Anzahl der eGFP+ Zellen in der 4mg
Tamoxifen Gruppe gegenlUber der 2mg Gruppe kdnnte diese toxische Wirkung der
aktivierten CD4CreERT2-Rekombinase auf die Zellen sein. Beachtenswert ist auch,
dass die Injektion von OH-Tamoxifen, einem Tamoxifen-Metaboliten mit hoéherer
Affinitdt zum Estrogenrezeptor als Tamoxifen, nicht zu einer deutlichen Steigerung der
CreERT2- Aktivitat gefuhrt hat.

Anders als in der Publikation von Aghajani et al., 2012 zeigte sich die Expression der
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CD4CreERT2-Rekombinase nicht CD4+ zellspezifisch (Aghajani et al., 2012). 98% der
Zellen mit stattgefundener Rekombination waren bei Aghajani et al., CD4+. Neben
CD4+ Zellen zeigten in dem hier untersuchtem Mausmodell auch CD8+ Zellen eine
stattgefundene Rekombination, nicht jedoch andere Zelllinien. Das kann darauf
beruhen, dass Aghajani et al., einen Tag nach Ende der Tamoxifenbehandlung die
peripheren Organe Milz und Lymphknoten untersuchten. Die Expression der
CD4CreERT2-Rekombinase erfolgt jedoch auch in T Zellen im Stadium der doppelt
positiven, d.h. CD4 und CD8 positiven, Zellen, das jede CD4+ und CD8+ Zelle im
Thymus durchlauft. Da in der vorliegenden Arbeit die Mause nach frihestens 100
Tagen analysiert wurden, konnten auch, im Unterschied zu Aghajani et al., in den
peripheren Organen CD8+ Zellen mit stattgefundener Rekombination nach Verlassen

des Thymus gefunden werden.

Die Zellzahl in Lymphknoten und in der Milz der CAL+P4c*ER™2* M3use und der IKKR"
CAL+CP4CeERT2* M3use war erhoht und die T Zellen waren aktiviert. IKKR™ CAL+CP4CreERT2*
Mause unterschieden sich jedoch nicht von CAL+CPCER™2* Mzusen. Verantwortlich an
dem fehlenden Uberlebensvorteil und dem &hnlichen Phanotyp der [IKKB™
CAL+CPACTERT2 nd CAL+CP4CERT2Y MZuse ist am ehesten die fehlende IKKB—-Deletion in
den CAL exprimierenden Zellen der analysierten Mause. Wahrscheinlich ist es, dass
im CDA4CreERT2-Modell nach Injektion von 2mg Tamoxifen und stattgefundener
Rekombination einige Zellen CAL exprimieren bei Deletion von IKK[, in anderen Zellen
die Deletion von IKKB jedoch nicht suffizient ist und diese Zellen einen
Selektionsvorteil gegenuber den IKKB-defizienten Zellen besitzen. Diese Zellen
verdrangen daraufhin die Zellen mit stattgefundener IKKB-Deletion in den Monaten,

die zwischen Injektion und Tod lagen, verdrangen.

Aghajani et al., 2012 verabreichten CD4CreERT2+/ R26R-EYFP Mausen eine hdhere
Dosis Tamoxifen und zwar 5mg/d intragastral Uber 3-5 Tage und analysierten die
Mause einen Tag nach Ende der Tamoxifengabe. Die umfangreiche Analyse des IKKR"
CAL+CP4CeERT2Y Mausmodell dieser Arbeit wurde mit einer niedrigen Dosis von 2mg
Tamoxifen intraperitoneal durchgefiihrt. Inwieweit eine hohere Dosis Tamoxifen, orale
Gabe oder OH-Tamoxifen bei den IKKB" CAL+CP*CERT2* M3yusen neben der Expression
von CAL auch zu einer effektiven IKKpB-Deletion fuhren kann, bleibt offen, ist aber in
Anbetracht der teilweise ebenfalls insuffizienten IKKB—Deletion im IKKR"™ CAL+CP4Cre*

Mé&use (s.u.) fraglich.
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Zusammenfassend ist in dieser Arbeit erstmals die erfolgreiche Methode einer
selektiven Induktion einer konstitutiv aktiven Mutante von CARMA1 in T Zellen mit Hilfe
des CD4CreERT2/ loxP -Systems beschrieben worden. Die Deletion von IKKp im
IKKR™ CAL+CP4CreERT2* Modell war zwar insuffizient, das CAL+CP*CER™2 Modell zeigte
jedoch Anzeichen einer hamatoproliferativen Erkrankung wie Zellexpansion und

-akivierung.

6.2 IKK bedeutend fiir Erkrankung und Tod eines konstitutiv aktiven CARMA1-
Modells

Da die Deletion von IKKB im IKKB" CAL+°P4cERT2* Modell insuffizient war, erfolgten die
weiteren Experimente mit IKKB™ CAL+°P*® Mausen. Die CD4Cre-Rekombinase ist
dabei nicht abhangig von Tamoxifeninjektion oder anderen externen Stimuli. Die

Expression erfolgt konstitutiv nach Aktivierung des CD4-Promoters.

Mit Hilfe des murinen IKKB"™ CAL+CP“** Modells wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass
IKKB bedeutend fiir Erkrankung und Tod der Mause mit T zellspezifischen Expression
eines konstitutiv aktiven CARMA1 Konstrukts ist. Zentraler Bestandteil dieser Arbeit ist
dabei die Kaplan-Meier-Kurve der IKKB™ CAL+P4c** Mause. Von den IKKB"™ CAL+CP4Crer
Mausen starben bis zum Ende der Beobachtungen an Tag 465 35%, wahrend keine
der IKKB™ ©P4crer Mzuse bis Tag 465 starb. Bei einem mittleren Uberleben von
CAL+°P*Ce* Mausen mit 49 Tagen (Pechloff 2010, personliche Mitteilung) ist durch die T
zellspezifische Deletion von IKKB in den CAL+CPc** Mausen ein deutlicher
Uberlebensvorteil erreicht worden. Die Aktivierung von NF-kB via IKKB scheint somit
der entscheidende Pathomechanismus einer konstitutiv aktiven CARMA1 Mutante zu
sein. Therapeutische Konsequenzen, die sich daraus ergeben, werden im Kapitel 6.4
diskutiert.

In vivo wurde bisher noch kein Modell mit konstitutiver Aktivierung von CARMA1 in
Anlehnung an die Pathogenese des ABC DLBCL und gleichzeitiger Blockade des NF-
kB-Signalweges distal des CBM-Komplexes publiziert. Jedoch hat man eine toxische
Wirkung von IKKB-Inhibitoren auf ABC DLBCL Zellen, der Untergruppe des DLBCL mit

konstitutiver Aktivierung des NF-kB-Signalweges, in vitro festgestellt (Lam et al.,
2005).
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In dieser Arbeit wurde eine konstitutiv aktive Mutante von CARMA1 durch Deletion der
Linker-Region verwendet. Ein nachster Schritt ware es, als konstitutiv aktive Form von
CARMA1 die onkogenen Mutationen in der Coiled-Coil-Region zu verwenden, um dem
Pathomechanismus des DLBCL naherzukommen und das Modell auf B Zellen zu

Ubertragen.

6.3 Veranderter Phanotyp und Tod trotz IKKB" im murinen CAL+ Modell

Durch das Einfligen loxP-flankierter Sequenzen im 3. Exon von IKKB in CAL+CP4cre*
Mausen und damit durch eine, nach Rekombination, mdgliche Deletion des 3. Exons/
Inaktivierung von IKK ist ein deutliches Benefit im Uberleben erreicht worden ist. Es
kommt jedoch zu Veranderungen im Phénotyp der IKKB"™ CAL+°P*c** Mause, 35%
starben bis Tag 465 und es gibt keinen Uberlebensvorteil im induzierbaren
CD4CreERT2-Modell, d.h. es gibt keinen Uberlebensvorteil der IKKR" CAL+CP4CreERT2*

Mausen gegeniiber den CAL+CP4CreERT2 M3ysen.

24-54 Tage alte IKKB" CAL+CP*c** Mause zeigten ein erhohtes Milzgewicht, einen
signifikanten prozentualen Anstieg von CD8+ Zellen in Leber und Niere und eine T
Zellaktivierung. Altere, 125-128 Tage alte, IKKB™ CAL+PC** Mazuse zeigten zudem
einen prozentualen Anstieg von CD8+ Zellen in mehreren Organen und einen Anstieg
der T, B und myeloiden Zellen in den Lymphknoten. Die prafinal analysierten Mause
(410 und 549 Tage alt) hatten eine vergroRerte Milz, zeigten einen Anstieg der T Zellen
und myeloiden Zellen in der Milz und einen prozentualer Anstieg von CD8+ Zellen. Fir
die Veranderungen der 24-54 Tage, 125-128 Tage alten und prafinal analysierten
Mause kann es mehrere Erklarungen geben. Zu bedenken ist, dass ahnliche
Veranderungen des Phanotyps wie eine vergodRerte Milz, einen prozentualer Anstieg
der T Zellen in der Milz, prozentualer Anstieg von CD8+ Zellen in der Milz und T
Zellaktivierung auch in CAL+CPc** Mausen auftreten (Pechloff 2010, personliche
Mitteilung).

Die Aktivierung der CD4Cre-Rekombinase, nachweisbar durch eGFP+ Zellen, erfolgte
in allen IKKB"™ CAL+CP4c* Mausen. Nicht in allen analysierten Mausen ist jedoch eine
komplette IKKB-Deletion in den eGFP+ Zellen erfolgt. Bei 33% der 24-54 Tage alten
Mausen war eine leichte und bei den 125-128 Tage alten Mausen eine deutliche IKK[-

Bande im Western Blot sichtbar. Die CD4Cre-Rekombinase war zwar in diesen Zellen

56



aktiv, fuhrte aber nicht zu einer kompletten Deletion von IKKB. Zudem war IKK( bei
den préfinal analysierten IKKB™ CAL+P4c®* Mausen in T Zellen nachweisbar. So kann
fir den Tod und den Phéanotyp der IKKB™ CAL+CP4C** Mause, welcher dem CAL+CP4Cre*
Phanotyp ahnelt, T Zellen mit vorhandenem IKK[( bei gleichzeitiger Expression von
CAL verantwortlich sein, welche einen Selektionsvorteil gegeniber den IKKB-
defizienten Zellen besalen und diese schlieBlich langsam verdrangten. Zu erklaren
waren dadurch auch die Ergebnisse dieser Arbeit, dass es mit zunehmendem Alter der
Mause zu einem ausgepragterem Phanotyp mit Zellexpansion und T Zellaktivierung
kommt. Aber auch in den Mausen, die im Western Blot aus Lymphknoten und Milz eine
komplette Deletion zeigten, ist bei diesem Modell nicht ganz auszuschlielRen, dass es
nicht in anderen Organen ein lokales Tumorwachstum aus CAL+ T Zellen ohne IKK(
Deletion gegeben hat, das flr die Veranderungen im Phanotyp mitverantwortlich

gewesen ist.

Die CD4Cre-Rekombinase deletiert zwar effektiv loxP-flankierte DNA in T Zellen vom
Stadium der doppelt positiven Zelle im Thymus an, dabei muss die Deletion der
CD4Cre-Rekombinase jedoch nicht in allen Zellen erfolgen und nicht auf beiden Allelen
erfolgen, besonders wenn die Rekombination einen Selektionsnachteil flr die Zellen
darstellt (Lee at al. 2001; Pasparakis und Schmidt-Supprian et al., 2002). Schmidt-
Supprian et al., analysierten IKKB AK" €P4ce* M3use (Schmidt-Supprian et al., 2003).
Diese Mause besaf’en neben der CD4Cre-Rekombinase ein insuffizientes IKKpB-Allel
mit deletierter Kinaseregion und ein IKKp-Allel mit loxP flankierter Kinaseregion. In der
Milz im Gegensatz zum Thymus besal} ein Uberwiegender Teil der T Zellen noch die
loxP-flankierte Kinaseregion aufgrund von einer inkompletten Rekombination. Auch
wenn es im Thymus aussah, als ware die Rekombination nahezu erfolgreich gewesen,
scheinen die Zellen mit inkompletter Rekombination einen Selektionsvorteil gegenlber
den Zellen mit erfolgter Rekombination besessen zu haben und letztere in den

peripheren Organen zu verdrangen (Schmidt-Supprian et al., 2003).

Die Hypothese wird durch eine Publikation von Li et al., gestitzt. Bei den IKKR"
CD19Cre+ Mausen war dabei, wie in dieser Arbeit, das 3. Exon von IKKB" von loxP-
Sequenzen flankiert. Die Rekombination erfolgte jedoch B zellspezifisch. Die
Experimente ergaben, dass in einigen B Zellen der IKKBR" CD19Cre Mause ein
funktionelles IKKp-Allel erhalten war. Die Rekombination fand somit nicht auf beiden

Allelen statt, wahrend B Zellen aus heterozygoten IKKB" CD19Cre Mausen, also
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Mausen mit einem Wildtyp IKKPB Allel, das zweite, loxP flankierte Allel nahezu komplett
deletiert hatten (Li et al., 2003). Dieser Effekt war besonders bei alteren Mausen
festzustellen (Li et al., 2003). Durch die Deletion von IKK[(3 scheinen die B Zellen auch
hier einen Selektionsnachteil gegenuber den B Zellen mit inkompletter IKKpB-Deletion

besessen zu haben und diese dann zu verdrangen (Li et al., 2003).

Kongruent zu den Ergebnissen der IKKB"™ CAL+CP*c** Mause sind die Ergebnisse des
IKKB" CAL+CP4CERT2* Mausmodells. Die Zellzahl im Lymphknoten und in der Milz der
IKKR™ CAL+CP4creERTZ: MZuse war zwar gegentiber den Kontrollen signifikant erhoht und
die T Zellen waren aktiviert, IKKB" CAL+CP4CERT2* M3use unterschieden sich jedoch
nicht von CAL+CP4CeERT2* M3ysen. Verantwortlich an dem fehlenden Uberlebensvorteil
und dem ahnlichen Phanotyp der IKKB" CAL+CP4CeERT2Y ynd CAL+CP4CeERT2 Mause ist
am ehesten auch hier der Selektionsvorteil der IKK3 exprimierenden eGFP+ Zellen

gegeniiber den eGFP+ Zellen mit erfolgreicher Deletion von IKKB™.

Das Problem einer fehlenden IKKB-Deletion im IKKR" CAL+CP4Cre* (CDACreERT2) Nodell
konnte durch IKKB"CAL+ ©P4Cre* (CDCeERT2Y) M3use umgangen werden, die in allen
Zellen, nicht nurin T Zellen, defizient fur IKKP sind und die IKKp- Deletion unabhangig
von einer Cre-Rekombinase ist. Jedoch sind IKKB” Mause nicht lberlebensfahig.
Fetale IKKB" Mause sterben an akutem Leberversagen durch gesteigerte Apoptose
fetaler Hepatozyten (Li Q et al., 1999). Der nachste Schritt ware somit, CAL+CP4Cre*
Mause mit IKKB-Inhibitoren zu behandeln und Auswirkungen auf das Uberleben und

den Phanotyp zu analysieren.

Eine andere mdgliche Erklarung fur die oben genannten Veranderungen im Phanotyp
der Mause ist, dass in IKKB defizienten T Zellen IKKa kompensatorisch statt IKK( als
IkB-Kinase wirkt (Schmidt-Supprian et al., 2003). Schmidt-Supprian et al., fanden nach
anti-CD3-Stimulierung in IKKB™ T Zellen Aktivierung von NF-kB durch NEMO/ IKKa
Komplexe (Schmidt-Supprian et al., 2003). Auch Lam et al. fanden nach IKK(-
Inhibierung Aktivierung des klassischen NF-kB-Signalweges durch IKKa in ABC
DLBCL Zellen (Lam et al., 2008).

Die Aktivierung von MAPK wie JNK oder p38 kann zudem mit zu den Veranderungen
im Phanotyp der IKKBR" CAL+P%c** Mause beitragen. Besonders JNK2 wird von
CARMA1 nach TCR-Stimulierung reguliert und CARMA1 induzierte Oligomerisierung
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von BCL10 scheint dabei bedeutsam zu sein, indem BCL10 als Adaptermolekil flr
JNK2 und seine Kinasen dient (Blonska et al., 2007). In Jurkat T Zellen mit einer
dominant-negativen Form von CARMA1 ist die Aktivierung von JNK nach anti-
CD3/CD28-Costimulierung behindert (Gaide und Favier et al., 2002). Auch in
CARMA1"T Zellen wird JNK nach Stimulierung deutlich schwacher phosphoryliert
(Hara et al., 2003). In MALT1”T Zellen sieht man nach PMA+ lonomycin-und TCR-
Stimulierung, dass JNK und auch p38 deutlich schwacher phosphoryliert werden
(Ruland et al., 2003). In CAL+ exprimierenden Jurkat T Zellen kam es zur
Akkumulierung von c-Jun and JunB und Aktivierung von AP-1 ohne vorherige
Stimulierung (Blonska et al., 2012). CARMA1 bzw. der CBM-Komplex spielt somit eine
wichtige Rolle in der Aktivierung der MAPK.

Zusammenfassend ist IKKPB bedeutend fur Erkrankung und Tod eines konstitutiv
aktiven CARMA1-Modells. Der veranderte Phanotyp und die verkirzte Lebensdauer
trotz IKKB™ im murinen CAL+ Modell kdnnen verschiedene Ursachen haben. Am
ehesten ist es durch die insuffiziente Deletion von IKK( zu erklaren. Aber auch die
kompensatorische IKKa—-Aktivierung, die statt IKK( als |kB-Kinase wirken kann, oder

die Aktivierung der MAPK kann mit dazu beitragen.

6.4 Perspektiven: Therapeutische Ansitze

In dieser Arbeit wurde der klassische NF-kB-Signalweg in T Zellen untersucht. Die
Ergebnisse lassen sich jedoch auf den klasssichen NF-kB-Signalweg in B Zellen
Ubertragen. Die derzeitige Standardtherapie des DLBCL besteht aus der so genannten
R-CHOP-Therapie, einer Kombinationstherapie aus dem anti-CD20 Antikdrper
Rituximab, Cyclophosphamid, Hydroxydaunorubicin (Doxorubicin), Oncovin (Vincristin)
und Prednison. Zum Teil wird die R-CHOP-Therapie mit einer Radiotherapie
kombiniert. Neue Ansatze und Studien, die auch die Unterteilung des DLBCL in die
beiden wichtigsten Untergruppen ABC und GCB bericksichtigen, sind in der

Entwicklung.

Der positive Effekt auf das Uberleben der CAL+‘P“c* Mause bei zuséatzlicher T
zellspezifischer IKKpB-Deletion ist eindeutig. Besonders fir Patienten mit dem

aggressiven ABC DLBCL mit konstitutiver Aktivierung des NF-kB-Signalweges

ergeben sich daraus neue Therapieansatze durch Blockade des IKK-Komplexes oder
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weiter distal im NF-kB-Signalweg durch Inhibierung der IkB-Degradierung oder durch

Inhibierung von NF-kB.

Derzeit gehdren IKKB-Inhibitoren noch nicht zur Standardtherapie des DLBCL. Jedoch
konnte in vitro festgestellt werden, dass IKKB-Inhibitoren auf ABC DLBCL Zellen
toxisch wirken und eine zusatzliche IKKo-Blockade synergistisch zu den IKKpB-
Inhibitoren wirkt, da IKKa kompensatorisch zu IKK( als IkB-Kinase wirken und NF-kB
aktivieren kann (Lam et al., 2005). Somit kénnte neben dem Einsatz von IKK(3-
Inhibitoren auch eine kombinierte Therapie aus IKKa-und IKKB-Inhibitoren von
Nutzen fir Patienten mit dem ABC DLBCL sein.

IKKB-Inhibitoren wurden bereits in vivo erprobt. Es wurden gute Ergebnisse flr den
IKKB-Inhibitoren MLN120B in einem Mausmodell des Multiplen Myeloms gezeigt
(Hideshima et al., 2006). Der IKK-Inhibitor IKK16 wurde bereits in vivo erprobt in einem
Mausmodell, das zwar nicht die Auswirkungen des Inhibitors auf hamatoproliferative
Erkrankungen zeigte, jedoch gute Ergebnisse in Bezug auf Multi-Organ-Versagen in
einem Sepsis-Modell zeigte (Coldewey et al., 2013). Auch der IKK-Inhibitor IMD-0354

wurde bereits in vivo in einem Rattenmodell erprobt (Watanabe et al., 2013).

Es gibt bereits therapeutische Ansatze in klinischer Erprobung, die auf der Stelle von
IkB, somit etwas weiter distal im NF-kB-Signalweg, eingreifen. Nach Aktivierung
phosphoryliert der IKK-Komplex IkB, was zur K48-Ubiquitinierung und anschlielenden
Degradierung von IkB durch das 26S Proteasom fiihrt (Blonska und Lin, 2009). Dies
fuhrt zur Tranlokation des Transkriptionsfaktors NF-kB in den Nukleus. Hemmung des
NF-kB Signalweges in B Zellen durch Behinderung der IkBa-Degradierung kann z.B.
durch den 26S Proteasomeninhibitor Bortezomib oder durch den NEDD8-Activating
Enzyme Inhibitor MLN4924 erreicht werden (Dunleavy et al., 2009; Milhollen und
Traore et al., 2010). Dunleavy et al. beschreiben fir Patienten mit rezidivierendem oder
therapierefraktarem DLBCL einen Vorteil flr die Kombination von Chemotherapeutika
mit Bortezomib beim ABC Subtyp (Dunleavy et al., 2009). Ruan et al. veroéffentlichten
2011 eine Phase Il Studie flr die Kombinationstherapie R-CHOP und Bortezomib als
Ersttherapie beim DLBCL. Der aggressivere ABC Subtyp des DLBCL hat, wie in der
Einleitung erwahnt, eine hdohere Letalitat als der GCB Subtyp. In dieser Studie jedoch
konnte durch die Kombinationstherapie von Bortezomib und R-CHOP eine ahnliche

Uberlebensdauer der beiden Subtypen erreicht werden (Ruan et al., 2011). Bortezomib
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konnte also besonders die Letalitdt der Patienten mit dem aggressiven ABC DLBCL

senken.

Zusammenfassend ist IKKPB bedeutend fur Erkrankung und Tod eines konstitutiv
aktiven CARMA1-Modells. Der veranderte Phanotyp und die verklrzte Lebensdauer
trotz IKKB™ im murinen CAL+ Modell kdnnen mehrere Ursachen haben. Am ehesten ist
es durch die insuffiziente Deletion von IKKB zu erklaren. Aber auch die
kompensatorische IKKa Aktivierung, die statt IKK( als |kB-Kinase wirken kann, oder
die Aktivierung der MAPK kénnen mit dazu beitragen. Neue Strategien in der Therapie
des DLBCL, die mit dem NF-kB-Signalweg distal des CBM-Komplex interferieren, wie
z.B. durch Inhibierung der IkBa-Degradierung, sind bereits in klinischer Erprobung.
Das Ergebnis dieser Arbeit legt nahe, dass weiterhin der Fokus auf den distalen NF-

KB-Signalweg zur Entwicklung neuer Therapieansatze gelegt werden sollte.
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7. Zusammenfassung

In lymphoproliferativen Erkrankungen des adaptiven Immunsystems wie im priméar
gastrointestinalen B Zell Lymphom, im primaren ZNS-Lymphom oder im diffus
groRzelligen B Zell Lymphom, spielt der CBM-Komplex durch gesteigerte Expression
oder konstitutive Aktivierung von CARMA1 eine wichtige Rolle (Dong et al., 2011; Lenz
und Davis et al., 2008; Montesinos-Rongen et al., 2010; Nakamura et al., 2005; Oshiro
et al., 2006). Zentraler Punkt dieser Arbeit bestand darin zu untersuchen, inwieweit
CARMA1 alleine Uber Aktivierung von IKKB zu T Zellaktivierung, Zellexpansion und

Lebensdauer der Mause mit einer konstitutiv aktiven Mutante von CARMA1 beitragt.

Fir die Fragestellung wurde ein Mausmodell mit T zellspezifischer Expression einer
konstitutiv aktiven Form von CARMA1, eines CARMA1-Konstrukt mit Deletion der
Linker Region, verwendet. Zudem wurde IKKB in diesem Modell T zellspezifisch
deletiert. Das Modell wurde zunachst auf einem T zellspezifischen Hintergrund mit
Hilfe der CD4CreERT2/ loxP-Systems untersucht. Die Ergebnisse lassen sich jedoch
auf den klassischen NF-kB-Signalweg in B Zellen Ubertragen. In dieser Arbeit ist dabei
erstmals die erfolgreiche Methode einer selektiven Induktion einer konstitutiv aktiven
Mutante von CARMA1 in T Zellen mit Hilfe des CD4CreERT2/ loxP -Systems
beschrieben worden. Die Deletion von IKKB im IKKR" CAL+CP4CeERT2* Modell war zwar
insuffizient, das  CAL+CPCeERT2*  Modell zeigte jedoch  Anzeichen einer

hamatoproliferativen Erkrankung wie Zellexpansion und -akivierung.

Da die Deletion von IKKB im IKKB™ CAL+CP4C*ERT2* Modell insuffizient war, erfolgten die
weiteren Analysen mit IKKB™ CAL+CP*C* Mausen. Die CD4Cre-Rekombinase ist dabei
nicht abhangig von Tamoxifeninjektion oder anderen externen Stimuli. Die Expression
erfolgt konstitutiv nach Aktivierung des CD4-Promoters. Mit Hilfe des IKKR" CAL+CP4cre
Modells konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass IKK[(3 bedeutend fur Erkrankung
und Tod der Mause mit T zellspezifischen Expression eines konstitutiv aktiven
CARMA1 Konstrukts ist. Zentraler Bestandteil dieser Arbeit ist dabei die Kaplan-Meier-
Kurve der IKKB"™ CAL+CP*C* Mause. Von den IKKB" CAL+P4c* Mzusen starben bis
zum Ende der Beobachtungen an Tag 465 35%, wahrend keine der IKKQ" cP4cre*
Mause bis Tag 465 starb. Bei einem mittleren Uberleben von CAL+Pc* Mausen mit

49 Tagen (Pechloff 2010, personliche Mitteilung) ist durch die T zellspezifische Deletion
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von IKKB in den CAL+CPce* Mausen ein deutlicher Uberlebensvorteil erreicht worden.

Die Aktivierung von NF-kB via IKKB scheint somit der entscheidende

Pathomechanismus einer konstitutiv aktiven CARMA1 Mutante zu sein.

Auch bei deutlich reduzierter Letalitat in dem IKKB"™ CAL+CP*c* Modell kam es zur
Veranderungen im Phanotyp, d.h. zu T Zellaktivierung und Zellexpansion. Dies ist am
ehesten durch die insuffiziente Deletion von IKKB zu erklaren, da nicht in allen Mausen
eine erfolgreiche IKKB-Deletion in den CAL exprimierenden Zellen nachgewiesen
werden konnte. Aber auch die kompensatorische IKKa-Aktivierung, die statt IKKpB als

IkB-Kinase wirken kann, oder die Aktivierung der MAPK kénnen mit dazu beitragen.

Besonders fur Patienten mit dem aggressiven ABC DLBCL mit konstitutiver Aktivierung
des NF-kB-Signalweges ergeben sich aus den Ergebnissen dieser Arbeit neue
Therapieansatze durch Blockade des IKK-Komplexes oder weiter distal im NF-kB-
Signalweg durch Inhibierung der IkB-Degradierung oder durch Inhibierung von NF-kB.
Derzeit gehoren IKKB-Inhibitoren noch nicht zur Standardtherapie des DLBCL. Jedoch
konnte in vitro festgestellt werden, dass IKKB-Inhibitoren auf ABC DLBCL Zellen
toxisch wirken und eine zusatzliche IKKa-Blockade synergistisch zu den IKK[(3-
Inhibitoren wirkt, da IKKa kompensatorisch zu IKK( als IkB-Kinase wirken und NF-kB
aktivieren kann (Lam et al., 2005). Somit kénnte neben dem Einsatz von IKK(-
Inhibitoren auch eine kombinierte Therapie aus IKKa-und IKKB-Inhibitoren von
Nutzen fur Patienten mit dem ABC DLBCL sein. IKKB-Inhibitoren wurden bereits in

vivo im Tiermodell erprobt.

Es gibt bereits therapeutische Ansatze in klinischer Erprobung, die auf der Stelle von
IkB, somit etwas weiter distal im NF-kB-Signalweg, eingreifen. Hemmung des NF-kB
Signalweges in B Zellen durch Behinderung der IkBa-Degradierung kann z.B. durch
den 26S Proteasomeninhibitor Bortezomib oder durch den NEDD8-Activating Enzyme
Inhibitor MLN4924 erreicht werden (Dunleavy et al., 2009; Milhollen und Traore et al.,
2010). Bortezomib zeigt in klinischen Studien gute Ergebnisse in der Therapie des
DLBCL, besonders des ABC Subtyps (Dunleavy et al., 2009; Ruan et al., 2011). Das
Ergebnis dieser Arbeit legt nahe, dass weiterhin der Fokus auf den distalen NF-kB-

Signalweg zur Entwicklung neuer Therapieansatze gelegt werden sollte.
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8. Abkurzungsverzeichnis

ABC
AICD
AP-1
APC
ATF
B7-1
B7-2
BAFF
BCL10
BIMP
BSA
CamKiI|
CARMA1

CARD
CBM-Komplex
CD

CD40L

c-Jun

CK1a

c-Rel

DAG
DLBCL
dNTP
EDTA
ERK

FACS
Fas
FCS
FITC

Activated B cell-like

Activation Induced Cell Death
Activator protein 1

Antigen Presenting Cell

Activating transcription factor

CD80

CD86

B Cell Activating Factor

B cell lymphoma 10

Bcl10-interacting maguk protein
Bovine Serum Albumin
Calmodulin-dependent protein kinase Il
CARD-and membrane-associated
guanylate kinase-like domain-containing

protein
Caspase recruitment domain

CARMA1-BCL10-MALT1-Komplex
Cluster of differentiation

Cluster of differentiation 40 ligand
c-jun transcription factor

Casein kinase 1 alpha

v-Rel Reticuloendotheliosis Viral

Oncogene Homolog C
Diacylglycerol

Diffus groRzelliges B Zell Lymphom
Desoxynukleotidtriphosphate
Ethylendiamintetraessigsaure
Extracellular signal-regulated protein

kinase
Fluorescence activated cell sorting

Fs7 associated cell surface antigen
Fetale calf serum

Fluoresceinisothiocyanat
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Fos FBJ osteosarcoma oncogene

FSC Forward scatter

Fyn fgr/yes-related novel PTK

GCB Germinal center like

GUK Guanylate kinase like

HPK1 Hematopoietic progenitor kinase 1

HRP Horseradish peroxidase

Ig Immunglobulin

IkB Inhibitor of kappa B

IKK Inhibitor of kappa B kinase

IL Interleukin

i.p. intraperitoneal

IP3 Inositol trisphosphate

IS Immunologische Synapse

ITAMS Immunoreceptor tyrosine-based
activation motifs

JNK c-Jun NH2-terminal kinases

JunB Jun B proto-oncogene

JunD Jun D proto-oncogene

kb 1000 Basenpaare

kDa Kilodalton

Lck Lympocyte-specific protein tyrosine
kinase

LN Lymph node

LPS Lipopolysaccharide

MAGUK Membrane-associated GUK

MALTA1 Mucosa associated lymphoid tissue
lymphoma translocation gene 1

MALT Lymphom Mucosa associated lymphoid Tissue
Lymphom

MAPK Mitogen-activated protein kinase

MAP2K Mitogen-activated protein kinase kinase

MAP3K Mitogen-activated protein kinase kinase
kinase

MHC Major histocompatibility complex

MKK7 MAP kinase kinase 7
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NEMO NF-kB essential modifier

NFAT Nuclear factor of activated T-cells
NHL Non-Hodgkin-Lymphom

NF-kB Nuclear Factor-kB

p38 Protein of 38 kDa

p65 Protein of 65 kDa

PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis
PBS Phosphate-buffer saline

PCR Polymerase chain reaction

PDKA1 Phosphoinositide-dependent kinase 1
PDZ PSD95/DIg/Z0-1 Homologous

PE Phycoerythrin

PE-Cy5 Phycoerythrin-Cyanine-5

Pl Propidiumiodid

PI3K Phosphinositide 3 Kinase

PIP2 Phosphatidylinositolbisphosphat
PKC Proteinkinase C

PLCy1 Phospholipase Cy1

PMBL Primary mediastinal B cell lymphoma
Ras-GRP Guanine nucleotide releasing protein
RelA v-Rel Reticuloendotheliosis Viral

Oncogene Homolog A
RelB v-Rel Reticuloendotheliosis Viral

Oncogene Homolog B

RHD Rel homology domain

RPMI Roswell Park Memorial Institute

SDS Natriumdodecylsulfat

SFK Src family kinase

SH3 Src homology 3

shRNA Short hairpin RNA

SMAC Supramolecular activation Clusters

Src v-Src Sarcoma Viral Oncogene Homolog

TAK1 Transforming growth factor-b (TGFb)-
activated protein kinase

Taq Thermophilus aquaticus
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TBS
TCR
TEMED
Th

Thr
TLR
TNFa
TRAF6
Tregs
TRIS
Ty
Zap70

Tribromosalicyanilide

T Zell Rezeptoren
Tetramethylethylendiamin

T helper cell

Threonin

Toll-like receptor

Tumor necrosis family
TNF-Receptor-Associated Factor
Regulatory T cell
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Tyrosin

Zeta-chain associated protein kinase 70
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