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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Durch Aufklarung von Signaliibertragungsprozessen wird es moglich, den detaillierten
molekularen Ablauf von Immunreaktionen zu rekonstruieren. Zudem bekommt man
Aufschluss iiber Fehlfunktionen des Immunsystems was dabei hilft, therapeutische
Ansatze zur Behandlung von Immunerkrankungen zu entwickeln. Fuir die Identifizierung
und pharmakologische Intervention von gestorten Signalwegsprozessen werden haufig
niedermolekulare, zellpermeable Inhibitoren benutzt. Deren Signalwegsspezifitat ist ein

wichtiges Kriterium fiir ihre Anwendung in der Forschung und Klinik.

In dieser Arbeit wurden zum einen Inhibitoren des Calcineurin (CaN)/NFAT-Signalwegs
hinsichtlich ihrer Kreuzreaktivitit mit der T-Zell-Rezeptor-vermittelten Aktivierung der
NF-xB und AP-1 Signaliibertragungswege untersucht. Zum anderen wurde analysiert, an

welcher Stelle des NF-«xB Signalweges Calcineurin aktivierend wirkt.

Fiir die Analyse der Kreuzreaktivitit wurden die Inhibitoren AM404, BTP1, CsA, NCI3
und INCA6 untersucht. Durch Etablierung und Verwendung der ,Fluorescent Cell
Barcoding“-Technik konnte die Aktivierung bzw. Hemmung von NF-kB p65, p38 und
ERK1/2 gleichzeitig auf Einzelzellebene bestimmt werden. Die Analysen zeigten, dass
sich AM404, BTP1 und NCI3 fiir eine spezifische CaN/NFAT-Inhibierung eignen,
wahrend INCA6 und CsA auch die NF-kB-und AP-1-Aktivierung blockieren.

Mit Hilfe des Calcineurin Inhibitors CsA konnte gezeigt werden, dass diese Ser/Thr
Phosphatase an der Position des Adapterproteins Bcl-10 aktivierend auf den NF-kB
Signalweg wirkt. Eine CsA Behandlung der Zellen beeintrachtigt daher die
nachfolgenden Signalwegsprozesse wie IKKB-Phosphorylierung, IkBa-Degradation,
sowie Kerntranslokation und DNA-Bindung von NF-kB p65. Durch Ko-
Immunoprazipitation konnte eine konstitutive Assoziation von CaN mit dem Bcl-
10/MALT1-Komplex nachgewiesen werden. Diese Interaktion ist eine Voraussetzung fiir
die Dephosphorylierung von phospho-Bcl-10 am Ser138, die bereits als eine
entscheidende post-translationale Bcl-10-Modifikation fiir die Aktivierung von NF-kB

identifiziert wurde.

Die bessere Kenntnis des molekularen Mechanismus der TZR-gesteuerten NF-«B
Aktivierung ermoglicht die Entwicklung neuer therapeutischer Ansitze, deren Target
CaN und/oder Bcl-10 ist, zur gezielten Inhibierung von NF-kB-Signalprozessen bei

gestorten Immunreaktionen oder Lymphomen.
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Abstract

Abstract

The analysis of signaling processes allows the detailed reconstruction of molecular
sequences of immune reactions. Thereby, it is possible to gain insight into immune-
dysfunctions which will help to develop new therapeutic strategies for the treatment of
autoimmune diseases. Low molecular and cell permeable inhibitors are widely used for
identification and pharmacological intervention of signaling processes. Therefore,
pathway specificity of inhibitors is important for clinical as well as for research

applications.

Here, inhibitors of the calcineurin (CaN)/NFAT-signaling pathway were analyzed with
regard to their cross reactivity on T-cell-receptor mediated activation of the NF-kB and
AP-1 signaling pathways. Further, it was studied at which position in the NF-kB pathway

CaN exerts it’s activating function.

For the analysis of cross reactivity, the inhibitors AM404, BTP1, CsA, NCI3, and INCA6
were used. Establishment of the Fluorescent cell barcoding technique allowed the
simultaneous single cell measurement of activation or inhibition levels of NF-kB p65,
p38, and pERK1/2. The analyses show that the inhibitors AM404 and BTP1 and NCI3 are
suitable for specific inhibition of CaN/NFAT, whereas INCA6 and CsA also block the
activation of NF-kB and AP-1.

Using the CaN inhibitor CsA it could be shown, that the adapter protein Bcl-10 is the
pathway position where this Ser/Thr phosphatase contributes to the activation of the
NF-kB signaling pathway. Consequently, CsA treatment impaired downstream signaling
processes like IKKB-phosphorylation, IkBa-degradation, as well as nuclear translocation
and NF-kB p65 DNA binding. By co-immunoprecipitation a constitutive association of
CaN with the Bcl-10/MALT1-complex was shown. This association is a prerequisite for
dephosphorylation of phosphorylated Bcl-10 Ser138, which was already identified as an
important post translational modification essential for NF-kB activation.

The better knowledge of the molecular processes of TCR-mediated NF-kB-activation
allows the development of new therapeutic approaches which target CaN and/or Bcl-10
for the specific inhibition of NF-kB signaling processes during immune-dysfunctions or

lymphomas.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Antigenabwehr durch das Immunsystem

Das Immunsystem ist eine spezifische, hochentwickelte natiirliche Barriere des
Organismus und ermoglicht die Abwehr von kérperfremden Substanzen, den Antigenen.
Antigene sind Proteine, Mikroorganismen, DNA-Fragmente oder Viren, die potentiell
schadigend auf den Organismus wirken. Das Immunsystem besteht aus einer Vielzahl
von Zelltypen mit unterschiedlichen Funktionen, die in einem komplexen Netzwerk tiber
Zell-Zell Kontakte und chemische Botenstoffe (Zytokine) kommunizieren. Eine wichtige
Eigenschaft des Immunsystems besteht darin, dass es zwischen korpereigenen und
korperfremden Proteinen unterscheiden kann. Fiir die Abwehr von Antigenen arbeiten
das angeborene und das adaptive Immunsystem effektiv zusammen. Antigene werden
von physikalischen Barrieren wie Hautzellen oder Schleimhduten abgewehrt. Proteasen
und niedrige pH-Werte in Korperfliissigkeiten stellen ein weiteres Hindernis dar. Dringt
ein Antigen dennoch in das Korperinnere ein, so wird es von Proteinkomplexen des
Komplementsystems angegriffen die proteolytische Aktivitit besitzen. Zudem werden
Phagozyten (Fresszellen) durch chemische Botenstoffe aktiviert. Zu den Phagozyten
zahlen Mastzellen, Makrophagen, natiirliche Killerzellen und Granulozyten. Das Antigen
wird durch Endozytose aufgenommen, proteolytisch verdaut und die einzelnen Peptide
an der Oberflaiche tliber MHC-Proteine prasentiert. T-Zellen binden mit ihrem
antigenspezifischen T-Zell-Rezeptor (TZR) den Antigen-MHC (Major Histocompatibility
Complex). Erkennt eine T-Zelle ein korperfremdes Antigen, das auf einer
antigenprasentierenden Zelle (APZ) tUber den MHC prasentiert wird, erfolgt eine
Stimulation des T-Zell Rezeptors und des Ko-Rezeptors. Dadurch werden Signalprozesse
ausgelost, die zur Produktion von Zytokinen fiihren, wodurch wiederum weitere T-
Zellen aktiviert werden.

Anders als T-Zellen binden B-Zellen die Antigene direkt iiber den B-Zell-Rezeptor (BZR).
Das Antigen wird dann im Inneren der B-Zelle proteolytisch verdaut, und tiber den MHC
prasentiert. Bindet eine T-Zelle an den MHC einer B-Zelle so schiittet die T-Zelle
Zytokine aus (IL-2, IL-4, IL-5), wodurch es zu einer klonalen Expansion der B-Zelle

kommt. Die B-Zellen reifen dann zu Antikoérper-produzierenden Plasmazelle heran.

T-und B-Zellen bilden das Riickgrat des adaptiven Immunsystems.

[1]
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Eine wichtige Eigenschaft des adaptiven Immunsystems ist zudem seine Lernfihigkeit.
Dieses sogenannte immunologische Gedachtnis wird von antigenerfahrenen B-und T-
Zellen verwaltet und bleibt meist ein Leben lang erhalten. Wird ein bekanntes Antigen
erkannt, so kommt es zu einer massiven Proliferation von T-und-B-Gedachtniszellen
und zu einer starken Antikorperproduktion durch Plasmazellen, um das Antigen so

schnell wie méglich aus dem Organismus zu entfernen.
1.1.1 Die Rolle von T-Zellen im Immunsystem

T-Zellen reifen im Thymus aus lymphoiden Vorlduferzellen (common lymphoid
progenitor cell) heran, die aus dem Knochenmark eingewandert sind. Sie besitzen einen
spezifischen Antigenrezeptor, den T-Zell Rezeptor (TZR) mit dem sie Peptidfragmente
von Antigenen, die tiber MHC (Major Histocompatibility Komplex)-Proteine prasentiert
werden, erkennen konnen. Die Spezifitit des TZR wird durch eine standige
Veranderung, die sogenannte somatische Rekombination (V(D)]J-Rekombination)

erreicht, welche wahrend der T-Zell-Reifung im Thymus erfolgt.

T-Zellen lassen sich anhand der von ihnen exprimierten Oberflachenproteine in CD8-

und CD4 T Helferzellen (Th) einteilen.

Reife periphere CD8 Th-Zellen erkennen Antigene, die iber MHC-Proteine der Klasse I
prasentiert werden. Die Bindung von CD8 Th-Zellen induziert den programmierten
Zelltod (Apoptose) z.B. einer virusinfizierten Zelle iliber apoptoseinduzierende
Signalwege (Fas) und porenbildende Perforine und proteolytische Granzyme. Aufgrund
ihrer zytotoxischen Eigenschaften werden CD8 Th-Zellen auch als zytotoxische T Zellen

bezeichnet.

Reife periphere CD4 Ty-Zellen werden durch Bindung an Antigene aktiviert, die auf
MHC-Proteinen der Klasse Il durch professionelle APZ prasentiert werden. Anhand der
von ihnen sekretierten Zytokine kann man sie in zwei Untergruppen einteilen. Ty-1
Zellen sekretieren IL-2, Interferon y (IFNy) und Tumor Necrosis Factor a (TNFa) und
bewirken damit die Expansion weiterer Tu-1 Zellen. Sie sind demnach an der zelluldren
Immunantwort beteiligt. Ty-2 Zellen produzieren Zytokine (z.B. IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-
13) welche helfen, B-Zellen zur Antikorperproduktion anzuregen. Sie stimulieren damit

die humorale Immunantwort.

[2]



Einleitung

1.2 Signaliibertragung in Ty-Zellen

1.2.1 |Initiale Signaliibertragung in Ty-Zellen

Nach Bindung eines Antigens an den entsprechenden T Zellrezeptor (TZR) und den CD4
Ko-Rezeptor, formiert sich an der zytosolischen Seite der Rezeptoren die sogenannte
Immunologische Synapse. Dieser membranassoziierte Komplex setzt sich aus
unterschiedlichen  Signalproteinen (Kinasen, Phosphatasen, Geriistproteinen,
Adapterproteinen) zusammen, welche zu Supra-Molekularen-Aktivierungsclustern
(SMAC) assoziieren [1]. Die raumliche Nahe der Signalproteine ermdglicht eine schnelle
und effektive Signallibertragung.

TZR

CD28

CD4 CD3

Zytosol

e
5<—‘ [LCK [—[zAP70
DK1

SLP76

P

Nukleus

Abb.1.1 Schematische Darstellung der proximalen Signalprozesse nach TZR-Stimulation . Die
antigenspezifische Stimulation des TZR-Komplexes bewirkt die Aktivierung der Kinasen Fyn, ZAP70 und
LCK. Das durch ZAP70 aktivierte Adapterprotein LAT aktiviert die PLCy und rekrutiert die
Adapterproteine Grb2 und SOS. PLCy generiert die sekunddren Botenstoffe I[Pz und DAG. IP; bewirkt den
Anstieg der intrazelluliren Ca%*-Konzentration was zur Aktivierung der Ser/Thr Phosphatase CaN und
schliefdlich zur Aktivierung von NFAT fiihrt. DAG induziert die PKCO vermittelte Aktivierung von NF-kB.
Uber SOS wird die Expression und Aktivierung von c-fos iiber die Ras/Raf/MEK/ERK-Signalkaskade
vermittelt. Durch Ko-Stimulation iber CD28 werden die Kinasen PI3K, PDK1 und Akt aktiviert. PDK1
vermittelt die Aktivierung von c-jun iiber die Adapterproteine VAV und SLP76. C-jun bildet zusammen mit
c-fos den Transkriptionsfaktor AP-1. PDK1 steuert zudem die Aktivierung von NF-kB iiber PKC6O und VAV.
Akt vermittelt ebenfalls die NF-kB-Aktivierung.

[3]
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Das an den MHCII Komplex einer antigenprasentierenden Zelle gebundene Antigen
bindet zunachst an die a- und B-Ketten des TZR und an den assoziierten Ko-Rezeptor
CD4. Die Tyrosinphosphataseaktivitit von CD45 sorgt fiir die Dephosphorylierung
inhibitorischer Tyrosine der Kinase Fyn und aktiviert diese dadurch. Fyn phosphoryliert
daraufhin Tyorosine in ITAMs (Immunoreceptor Tyrosine Activation Motifs) der v,0,¢,
und - Ketten des assoziierten CD3 Transmembranproteins. Uber SH2 Dominen (Src
homology domain 2) bindet die Kinase ZAP-70 (Zeta-chain-associated protein kinase

70) an diese Phosphoakzeptormotive.

Das Andocken des MHCII-Antigen-Komplexes an die Zelloberflache aktiviert gleichzeitig
auch den Ko-Rezeptor CD4. Die CD4 assoziierte Kinase Lck gelangt dadurch in rdumliche

Nahe des an ITAMs gebundenen ZAP-70 und phosphoryliert es dabei.

ZAP-70 phosphoryliert nun die Gertistproteine LAT (Linker for activation of T cells) und
SLP76 (SH2 Domain Containing Leukocyte Protein of 76 kD) wodurch zum Beispiel das
Adapterprotein VAV (Guanin-Nukleotid Austausch-Faktor) gebunden wird.

LAT bewirkt zudem die Aktivierung des zytosolischen Signalproteins PLCy
(Phospholipase Cy) welche Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu IP3 und DAG
hydrolysiert.

Durch die Generierung dieser beiden sekunddren Botenstoffe kommt es zur
Verzweigung der TZR-vermittelten Signaliibertragung. IP3 bewirkt die Freisetzung von
Calcium aus intrazellularen Calciumspeichern und l6st damit die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NFAT aus. DAG vermittelt einerseits die Aktivierung von PKCO
wodurch der Transkriptionsfaktor NF-kB aktiviert wird, und andererseits die
Aktivierung der GTPase Ras, welche die Raf/MAPK/Erk-Signalkaskade zur Aktivierung
des AP-1 Transkriptionsfaktorkomplexes auslost [1-3]. Das Geriistprotein VAV
vermittelt die Translokation der aktiven PKCO in die Nahe der immunologischen

Synapse (Abb.1.1).
1.2.2 Die Notwendigkeit des Ko-Stimulus fiir die Ty-Zellaktivierung

Die alleinige Stimulation des TZR tiber den MHCII-Antigen-Komplex reicht jedoch fiir
eine vollstindige Aktivierung der Zelle nicht aus. Es wird zusédtzlich ein
kostimulatorisches Signal bendétigt, welches tUber die Bindung der APZ
Oberflachenproteine CD80 (B7-1) und CD86 (B7-2) an das T-Zell Oberflaichenprotein
CD28 bereitgestellt wird. Die gleichzeitige Aktivierung von TZR und CD28 bewirkt die

[4]
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Verstarkung des TZR-Signals, und fiihrt schlief3lich zur vollstandigen Aktivierung der
Zelle [4-5] [6-7].

Die Stimulation von CD28 aktiviert die Kinase PI3K, die wiederum die Kinasen PDK1
und Akt aktiviert. PDK1 rekrutiert nun zusammen mit dem Adapterprotein VAV die
PKCO welche anschliefSend durch DAG aktiviert wird und die Aktivierung des NF-«kB
Signalwegs vermittelt. Da VAV auch durch den TZR-Stimulus aktiviert wird, kann es
daher als Vermittler zwischen TZR und kostimulatorischen Signalen angesehen werden
[8]. Die starkere Phosphorylierung von VAV in Gegenwart des Ko-Stimulus im Vergleich

zum TZR Stimulus allein sprechen ebenfalls fiir diese Funktion [9].

Die Serin/Threonin Kinase Akt tragt zudem zur Aktivierung von NF-xB und NFAT bei.
Akt fordert die Kerntranslokation von NF-kB p65 (Mechanismus noch nicht aufgeklart)
und NFAT (Inaktivierung der inhibitorischen NFAT-Kinase GSK3, (Abb. 1.2) [10-11].

Die Notwendigkeit des Ko-Stimulus besteht in erster Linie darin, den Organismus vor
Autoimmunreaktionen zu schiitzen. Autoreaktive T-Zellen, die korpereigene Proteine
(Autoantigene) erkennen, werden bereits wahrend der T-Zell Reifung im Thymus
aussortiert. Dennoch kommt es bei Gesunden und Kranken vor, dass autoreaktive T-
Zellen dieser Selektion entkommen. Daher wird die Toleranz gegeniiber Autoantigenen
zusatzlich iber den Ko-Stimulus vermittelt. Fiir die Expression der kostimulatorischen
Proteine (CD80; CD86) auf der Zelloberflache von APZ werden entziindungsférdernde
Botenstoffe (z.B. TNFa) bendtigt [12]. Liegt kein Entziindungsmilieu vor, so werden
CD80 bzw. CD86 nicht auf der Zelloberfliche von APZ exprimiert. Im Falle eines MHC-
Autoantigen-Ty-Zellkontaktes kommt es daher nur zu einer unvollstandige Aktivierung
der TH-Zelle und wodurch die Zelle in einen anergischen Zustand versetzt wird und

nicht wieder reaktivierbar ist [13].

1.3 Die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFAT, AP-1 und NF-kB durch
T-Zell-Rezeptor-Stimulation
1.3.1 Aktivierung von NFAT

Das zweite Spaltprodukt von PIP», der sekundare Botenstoff IP3, bewirkt die Aktivierung
der NFAT-Signalkaskade. IP3 bindet an den [P3-Rezeptor auf der Oberfliche des ER
(Endoplasmatischen Retikulum) und 16st damit die Offnung von Calciumkanilen aus. Die

Freisetzung der Ca2?*-lonen in das Zytosol bewirkt die Offnung von

[5]
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membranspannenden CRAC-Kanadlen (Calcium Release Activated Calcium Channels) was
zu einem weiteren CaZ*-Einstrom fiihrt. Ca2* bindet an Calmodulin und die Bindung von
Ca?* und Calmodulin aktiviert die Serin/Threonin-Phosphatase Calcineurin (CaN) durch
Bindung an deren regulatorische Untereinheit Calcineurin B (CaN-B). Infolgedessen
wird die Kkatalytische Untereinheit (CaN-A) aktiviert und es kommt zur
Dephosphorylierung der Kernlokalisationssequenz von NFAT wodurch der aktivierte
Transkriptionsfaktor in den Kern transloziert und die Expression entsprechender

Zielgene auslosen kann (Abb. 1.2) [14-16].

TCR

Zytos
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Caz2+ “:‘E

[,

Nukleus

Abb. 1.2 Schematische Darstellung der NFAT-Aktivierung. Die TZR-Aktivierung bewirkt die
Freisetzung von Ca2*-lonen aus dem ER (Endoplasmatischen Retikulum) in das Zytosol. Dadurch werden
wiederum membranspannende CRAC-Kanilen (Calcium Release Activated Calcium Channels) geodffnet
was zu einem weiteren Ca%*-Einstrom fiihrt. Caz*/Calmodulin aktiviert die Serin/Threonin-Phosphatase
Calcineurin (CaN) und es kommt zur Dephosphorylierung von NFAT wodurch der aktivierte
Transkriptionsfaktor in den Kern transloziert und die Expression entsprechender Zielgene auslésen kann.
Die tber den Ko-Rezeptor CD28 aktivierte Kinase Akt aktiviert die Kinase GSK3 was zu einer
Rephosphorylierung von NFAT, und daraufhin zu einem Riicktransport von NFAT in das Zytosol fiihrt.
Dadurch wird die Signaliibertragung terminiert.

1.3.2 Aktivierung von AP-1

Nach Stimulation des TZR und daraus resultierender Aktvierung der PKCO und der

GTPase Ras, kommt es zur Aktivierung des Raf/MAPK/Erk-Signalwegs und dadurch zur
[6]
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Aktivierung des Signalproteins c-jun und zur Expression des Signalproteins c-fos. Nach
Assoziation beider Proteine bilden diese den heterodimeren
Transkriptionsaktivatorkomplex AP-1 (Activator Protein 1). Die durch Ras aktivierte
Serin/Threonin Kinase Raf aktiviert im weiteren Verlauf die MAP-Kinasen MEK und
ERK1/2. Die Kinase ERK1/2 aktiviert den Transkriptionsfaktor ELK1 welcher die

Expression von c-fos initiiert.

Die Expression von c-jun ist abhangig von der Formierung eines Dimers aus c-jun und
dem Transkriptionsfaktor ATF2Z wund der Bindung an eine entsprechende
Konsensussequenz auf der DNA [17]. ATF2 wird durch die MAP-Kinase p38
phosphoryliert, welche wiederum durch eine Ras/Raf-Interaktion aktiviert wird. Die
Aktivierung von c-jun wird von JNK (c-jun N Terminal Kinase) kontrolliert. JNK wird
ebenfalls iiber den RAS/RAF/MAPK-Signalweg aktiviert und phosphoryliert c-jun nach
Translokation in den Zellkern (Abb. 1.3)[18-19].

CD28 TZR
m
’-'. ...... . Zytosol
P k) ®
@D
[Rac ] %
' -m\
| [ [Raf |
MEKKA/7 [MEK |
l \J
(Ce38] [INK] - [z
: G e v
ATF2
P - ELK1
C-jun @ c-fos Nukleus

Abb. 1.3 Schematische Darstellung der AP-1-Aktivierung. Nach Aktivierung der PKCO wird der
Transkriptionsfaktor ELK1 iiber die GTPase Ras und die Kinasen Raf, MEK und ERK1/2 aktiviert. ELK1
reguliert die Expression von c-fos. C-fos wird durch ERK1/2 aktiviert. Die c-jun Expression wird iiber den
Transkriptionsfaktor ATF2 reguliert, welcher von der MAP-Kinase p38 aktiviert wird. C-jun wird iiber
Ras/Raf/MEKK4/7und JNK aktiviert und bildet mit aktiviertem c-fos ein Heterodimer, den
Transkriptionsfaktor AP-1.

Ein limitierender Faktor fiir die AP-1 gesteuerte Zytokinproduktion scheint aber c-fos zu

sein. Beeinflusst man die c-fos Expression durch spezifische Inhibierung von ERK1/2, so
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produzieren humane CD4-Gedachtniszellen entsprechend weniger IL-2. Eine
Mindestmenge dieser AP-1 Komponente scheint demnach fiir die IL-2 Genexpression
erforderlich zu sein. Daher besteht ein Zusammenhang zwischen der Menge an
exprimierten und aktivierten Transkriptionsfaktoren und dem Vermdgen einer Zelle,
bestimmte Zytokine zu exprimieren (Dissertation Hanna Bendfeldt, AG Baumgraf3, DRFZ

Berlin).
1.3.3 Aktivierung von NF-kB liber den kanonischen Signalweg

Nach Aktivierung der PKCO durch TZR-vermittelte Signalprozesse kommt es zundchst
zur Bildung eines Signalkomplexes bestehend aus CARMA1/Bcl-10/MALT1 (CBM-
Komplex). PKCO phosphoryliert das membranassoziierte Geriistprotein CARMA1
wodurch es zur Auffaltung und Freilegung der Caspase Recruitment Domdne kommt
(CARD) [20]. Uber diese Interaktionsdomine wird der zytosolische Proteinkomplex aus
dem Adapterprotein Bcl-10 und dem Geriistprotein MALT1 zu CARMA1 rekrutiert.
MALT1 enthalt Ig-like-Doméanen (Immunglobulin-dhnliche Doménen) an welche die
Ubiquitinligase TRAF6 (TNF Receptor associated factor 6) bindet. Diese Bindung
ermoglicht eine K-63-Autoubiquitinieurung von TRAF6 und Ubiquitinierung von MALT1
wodurch die physikalische Interaktion mit dem Geriistprotein IKKy erméglicht wird
[21]. IKKy ist die regulatorische Untereinheit des IKK-Komplexes dem ebenfalls die
katalytischen Untereinheiten [KKa und IKKf angehoren. Voraussetzung fiir die
vollstandige Aktivierung dieses Trimers ist die Ubiquitinierung von IKKy durch TRAF6
und die Phosphorylierung von IKKa/f durch TAK1 (Transforming Growth Factor 3

associated kinase 1).

TAK1 ist ebenfalls ein Substrat von PKCO und tragt zur Aktivierung von IKKoa/
unabhangig von der Assoziation des CARMA1/Bcl-10/MALT1 Komplexes bei [22-23].
Nach vollstandiger Aktivierung des IKK-Komplexes wird IkBa von IKKf phosphoryliert.
Daraufhin erfolgt innerhalb von 15 min Ubiquitinierung und der komplette
proteasomale Abbau von IkBa. Dadurch wird die Kernimportsequenz von p65 freigelegt
und das Heterodimer aus p65/p50 transloziert in den Zellkern. IKK phosphoryliert p65
an Serin 529 und 536 und bewirkt damit dessen vollstiandige transkriptionelle Aktivitat

(Abb. 1.4)[24].
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Abb. 1.4 Schematische Darstellung der TZR-vermittelten NF-kB-Aktivierung. Die durch den TZR-
Stimulus aktivierte PKCO phosphoryliert das membranassoziierte Geriistprotein CARMA1 wodurch Bcl-10
und MALT1 rekrutiert werden. Der aktive CARMA/Bcl-10/MALT1 (CBM)-Komplex ermdoglicht die
Assoziation der Ubiquitinligase TRAF6 und damit die Ubiquitinierung von IKKy durch TRAF6. Nach IKKa
und IKKB-Phosphorylierung durch die Kinase TAK1 wird der IKK-Komplex vollstandig aktiviert. IKK3
phosphoryliert IkBa und NF-kB p65. Nach Ubiquitinierung und proteasomalen Abbau von I[kBa
transloziert das aktivierte p65 in den Kern und bindet an entsprechende Zielsequenzen auf der DNA.

Die Aktivierung von NF-kB iiber den klassischen Signalweg kann jedoch auch
unabhingig vom TZR Stimulus erfolgen. Uber die Bindung des proinflammatorischen
Zytokins TNFa (Tumor Necrosis Factor a) an den TNFa-Rezeptor (TNFR1 oder TNFR2)
wird die Ubiquitinligase TRAF2 aktiviert und ubiquitiniert RIP1 (Receptor Interactin
Protein 1). RIP1 rekrutiert IKKy an den Rezeptorkomplex und ermoéglich dadurch die
Phosphorylierung von IKKf durch TAK1. IKKf phosphoryliert nun IkBa und aktiviert
dadurch NF-xB.

Alternativ kann die Stimulation von Toll-like-Rezeptoren (TLR) oder die Bindung von IL-
1 die Aktivierung von NF-kB auslosen. Dabei werden die Adapterproteine TRIF und
MyD88 aktiviert die beide TRAF6 rekrutieren kénnen. TRAF6 ubiquitiniert wiederum
RIP1 wodurch TAK1 und im Endeffekt der IKK-Komplex aktiviert wird [24].

1.3.4 Aktivierung von NF-kB liber den alternativen Signalweg

Die alternative Aktivierung von NF-kB dient in erster Linie zur Steuerung von Prozessen
der adaptiven Immunantwort [25]. Die Stimulation des alternativen NF-kB Signalwegs

wird beispielsweise lber Zytokine oder Bindung des CD40 Ligand von Tu-Zellen an

[9]
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CD40 auf antigenprasentierenden Zellen initiiert. Dabei kommt es zu einer Reihe von
TRAF2/3 vermittelten Ubiquitinierungen wodurch es zur Aktivierung der NF-kB
inducing Kinase (NIK1) kommt. NIK1 phosphoryliert IKKa wodurch wiederum das
inhibitorische NF-kB-Vorlauferprotein p100 phosphoryliert wird. P100 liegt gebunden
an RelB im Zytosol vor und verhindert die Kerntranslokation von RelB.
Phosphorylierung von p100 bewirkt dessen proteasomalen Abbau zu p52, wodurch das

transkriptionsinitiierende Heterodimer aus RelB/p52 in den Kern translozieren kann.

Die Betrachtung des alternativen Signalwegs spielte jedoch aufgrund seiner verzdgerten
Kinetik und der Unabhdngigkeit vom CARMA1/Bcl-10/MALT1 Komplex keine Rolle fiir

die Untersuchungen dieser Arbeit.

1.4 Die Rolle des Transkriptionsfaktors NF-kB bei der Regulierung von

Immunantworten

Der Transkriptionsfaktor NF-kB (Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells) ist ein entscheidender Vermittler und Regulator einer Vielzahl von
biologischen Prozessen. Effektorfunktionen wie die Expression von Zytokinen,
Wachstumsfaktoren und Enzymen werden von NF-kB ebenso vermittelt, wie die B- und
T-Zell Aktivierung, Zellmaturierung, Migration und Proliferation [26]. Diese Fiille an
Reaktionen erfordert die Integration von Stimuli verschiedener Rezeptoren, da der
Vielzahl an Stimuli nur eine vergleichsweise geringe Anzahl an Transkriptionsfaktoren
gegeniibersteht [27]. NF-kB kann beispielsweise liber den T-und B- Zell Rezeptor (TZR
und BZR), TNF-Rezeptor, CD40, BAFF-Rezeptor, Lymphotoxin-3-Rezeptor, Toll-like-
Rezeptoren und die IL-1-Rezeptorfamilie [27] aktiviert werden. Je nach Rezeptor wird
die NF-xB- Aktivierung iiber den klassischen oder alternativen Signalweg vermittelt
(siehe Abs.1.3.4) wobei entsprechend signalwegsspezifische Gene exprimiert werden.
Durch knockout Studien an Mausen konnte beispielsweise gezeigt werden, dass der
klassische Signalweg die Expression von proinflammatorischen Zytokinen und
Komponenten des angeborenen Immunsystems steuert (IL-2, IL-6, Chemokine,
Adhasionsmolekiile), wahrend iiber den alternativen Signalweg die Expression von
Genen zur Entwicklung von sekundiren lymphoiden Organen (Lymphknoten, Peyers

Patches) vermittelt wird [25].

[10]
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Die biologische Bedeutung von NF-kB wird jedoch auch aufderhalb des Immunsystems
deutlich. Das Wachstum von Milchdrisen, der Haut und Nervenzellen sowie die

Embryonalentwicklung erfordern die Aktivierung von NF-kB.

Andererseits kann die Fehlregulation von NF-kB auch zu Autoimmunerkrankungen,

chronischen Entziindungen, Krebs, Asthma, Diabetes und Arteriosklerose fithren [1].

Daher besteht grofies Interesse an der Aufklarung von NF-kB-Aktivierungsprozessen,

um therapeutische Strategien zur Behandlung dieser Krankheiten zu entwickeln.

1.4.1 Struktur von NF-kB Proteinen

Zur Familie der NF-kB Transkriptionsfaktoren gehéren NF-kB1 (p105/p50), NF-xB2
(p100/p52) RelA (p65), c-Rel und RelB die als gemeinsames strukturelles Merkmal eine
konservierte N-terminale ,Rel Homology Domain“ (RHD) besitzen (Abb.1.5). Uber diese
Domane erfolgt die Assoziation von NF-kB Proteinen zu Homo-und Heterodimeren und
die Bindung an Promotoren NF-kB gesteuerter Gene. P65, RelB und c-Rel besitzen eine
C-terminale Transaktivierungsdomane (TAD) die fiir die Initiierung der Genexpression
notig ist. P50 und p52 fehlt diese Domane dagegen. Um die Transkription zu aktivieren
sind sie auf die Assoziation von p65, RelB, c-Rel oder anderen Proteinen mit einer
Transaktivierungsdomane (z.B. Bcl-3) angewiesen [28]. Homodimere aus p50 oder p52
wirken daher inhibierend auf die Transkription und haben so eine Art Kontrollfunktion.
Die Transkription kann demnach erst initiiert werden, wenn ein Protein mit TAD ein
Heterodimer mit p50 bzw. p52 eingeht [29]. Haufig vorkommende aktivierende NF-«B
Heterodimere sind p65/p50, c-Rel/p50, RelB/p100 und RelB/p52 [24].

5529 536
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Abb.1.5 Schematische Darstellung der Struktur von NF-kB p65, p50, p105 und IkBa. Dargestellt sind
typische Domdédnen und wichtige posttranslationale Modifikationen (Phosphorylierung und
Ubiquitinierung). RHD (rel homology domain), TAD (Transactivation domain), NLS (nuclear localization
sequence), ARD (Ankyrin-repeat domain), AS (Aminosauren)

NF-kB Proteine sind im inaktiven Zustand an inhibitorische IkB-Proteine (Inhibitors of
NF-kB= IkB) gebunden welche eine charakteristische Ankyrin-Repeat-Domane (ARD)
enthalten (Abb.1.5). Zu den Inhibitorproteinen gehoren IkBa, kB, IxBg, IkB{ und Bcl-3.
Sie maskieren die Kernlokalisationssequenz in der RHD von NF-kB Proteinen und halten
sie dadurch im Zytosol zurtick. P100 und p105 besitzen im C-Terminus ebenfalls eine
ARD. Durch Aktivierung des alternativen (p100) bzw. klassischen (p105) Signalwegs
werden die Vorlduferproteine proteolytisch zu p52 bzw. p50 gespalten wodurch die

ARD entfernt wird und sich aktivierend Dimere bilden kdnnen [29].

1.5 Essentielle Komponenten der NF-kB und NFAT-Aktivierung

1.5.1 Der CARMA1/Bcl-10/MALT1 Signalkomplex

Nach TZR-Stimulation kommt es zur Assoziation eines Signalkomplexes bestehend aus
den Proteinen CARMA1, Bcl-10 und MALT1 (CBM-Komplex). CARMA1 rekrutiert die
beiden konstitutiv assoziierten Proteine Bcl10 und MALT1 und fungiert daher als eine
molekulare Briicke zwischen proximalen Signalprozessen und der Aktvierung des IKK-
Komplexes. Durch knockout Studien wurde belegt, dass die Assoziation des CBM-
Komplexes essentiell fiir die TZR vermittelte, kanonische NF-kB-Aktivierung, jedoch
nicht fiir die Aktivierung durch TNFa und des alternativen NF-kB-Signalweges ist [2, 30-
33].

1.5.1.1 CARMA1l

Das membranassoziierte Gertistprotein CARMA1 (CARD Containing MAGUK Protein 1)
gehort aufgrund von Sequenzhomolgien zur Familie der Membrane-Associated

Guanylate Kinasen (MAGUK), besitzt jedoch selbst keine enzymatische Aktivitat.
Struktur

Durch die N-terminale Caspase Recruitment Domane (CARD) ist CARMA1 in der Lage,
mit der CARD anderer Signalproteine zu interagieren. Auf die CARD folgt eine Coiled
Coil-Domane und eine Linker Region, welche die Verbindung zu den charakteristischen

MAGUK-Domanen PDZ, SH3 und GUK herstellt [34]. In T Zellen ist die CARD fiir die
[12]
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Interaktion mit Bcl-10, die Coiled Coil-Domaéne fiir die Bindung von MALT1, die linker
Region fir die Bindung von PKCO, die SH3 Domane fiir die Bindung an Lipid Rafts und
die GUK Domane fiir die Bindung von PDK1 (Phosphoinositide-Dependent Kinase 1)
zustandig (Abb. 1.6) [35].

— [EwN [T oz |memE (e | —

Abb.1.6 Schematische Darstellung der Struktur von CARMA1. Das Geriistprotein besitzt folgende
Interaktionsdomanen: CARD (caspase recruitment domain), CC (coilded coil), PDZ (PSD95, DLG and Z0O1
homology), SH3 (Src homology 3) und GUK (guanylate kinase).

Vorkommen

Es sind mehrere Isoformen von CARMA bekannt, jedoch wird CARMA1 nur in Milzzellen,

Thymozyten und Lymphozyten exprimiert [36-37].
Funktion

Bedingt durch seine verschiedenen Interaktionsdomédnen ist CARMA1 ein wichtiges
Bindeglied zwischen Zellmembran und Zytosol. CARMA1 ist konstitutiv mit der
zytosolischen Seite der Zellmembran assoziiert und wird nach Stimulation an die
immunologische Synapse rekrutiert. Dort ist es an der Bildung von SMAC’s beteiligt
indem es in seiner Eigenschaft als Gerlstprotein die Signalproteine PKCO, Bcl-10,
MALT1 und IKK rekrutiert [38]. In ruhenden Zellen ist die CARD durch Rickfaltung der
Linker Region zundchst verdeckt. Nach Aktivierung phosphoryliert PKCO Serinreste in
der Linker Region (an Ser 552, 637, 645) wodurch es zu einer Auffaltung kommt bei der
die CARD exponiert wird und Bcl-10 binden kann.

Die Bedeutung von CARMAL1 fiir die NF-kB Aktivierung in Lymphozyten wird anhand
von Mutationsanalysen deutlich. Punktmutationen in der CARD oder komplette Deletion
von CARMA1 zeigten nach TZR-Stimulation eine reduzierte NF-xB Aktivierung, IL-2
Produktion und Proliferation, wahrend die Aktivierung von NFAT und MAP-Kinasen

unbeeinflusst blieb [32-33, 39-40].
1.5.1.2 Bcl-10

Bcl-10 (B cell chronic lymphocytic leukemia und/oder B cell lymphoma 10) ist ein

Adapterprotein (32kDa), das in Verbindung mit CARMA1 und MALT1 einen

Aktivatorkomplex bildet. Identifiziert wurde Bcl-10 anhand der chromosomalen

Translokation t(1;14)(p22;q32) in Patienten mit MALT-Lymphom. Dabei ist Bcl-10 in die
[13]
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Nahe starker enhancer Elemente des B-Zell-IgG Promotors verschoben was zu seiner
Uberexpression fiihrt. Aufgrund der chromosomalen Translokation wird jedoch nur eine
trunkierte Form von Bcl-10 exprimiert, der die CARD fehlt. Diese Domane ist nicht nur
fiir homotypische Proteininteraktionen notwendig, sondern wurde auch in Proteinen
identifiziert, die an der Apoptoseregulation beteiligt sind. Das Fehlen der CARD (und die
dadurch verhinderte Apoptose) sowie eine durch Bcl-10-Uberexpression
hervorgerufene konstitutive NF-kB-Aktivierung, wurden als Ursache fiir die pathogene

Wirkung von Bcl-10 t(1;14)(p22;q932) in Lymphoma Patienten angenommen [41-43].
Struktur

Bcl-10 enthdlt eine N-terminale CARD tiber die eine homotypische Interaktion mit
CARMA1 nach TZR-Stimulation erfolgt. Auf die CARD folgt eine Kkurze
Aminosauresequenz aus dreizehn Aminosduren, liber welche konstitutiv MALT1
gebunden ist [44]. Der C-Terminus von Bcl-10 ist reich an Ser/Thr-Resten die als
Substrat von IKK{ [45], CaMK II [46], p38 [47] und RIP2 [48] beschrieben wurden
(Abb.1.7). Die physiologische Relevanz der Phosphorylierungen ist gegenwartig noch
nicht eindeutig geklart [35].
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Abb. 1.7 Schematische Darstellung der Struktur von Bcl-10 und Ubersicht iiber
Phosphorylierungsstellen und respektive Kinasen. Phosphorylierungen erfolgen hauptsachlich im C-
Terminus, der reich an Ser/Thr-Resten ist. Durch Bcl-10 Phosphorylierungen wird die TZR-vermittelte
NF-kB-Aktivierung reguliert [35]. CARD= Caspase Recruitment Doméne

Vorkommen

Im Gegensatz zu CARMA1, dessen Expression auf Lymphozyten beschrankt ist, wurde
Bcl-10-Expression in Mastzellen, Dentritsichen Zellen, in der Leber und im Thymus
detektiert. Bcl-10 mRNA konnte zudem in Herz-, Leber-, Nieren,- Milz- und
Thymusgewebe nachgewiesen werden [49-50].
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Funktion

Eine Hauptfunktion von Bcl-10 besteht in der Weiterleitung der Signale vom TZR bzw.
des kostimulatorischen Rezeptors zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB. Wie
NF-kB ist Bcl-10 demnach an einer Vielzahl von biologischen Reaktionen beteiligt, die
iber den TZR bzw. BZR (B-Zell-Rezeptor) vermittelt werden. Genetische Studien
belegen, dass Bcl-10 fiir die Aktivierung, Entwicklung und Proliferation von T- und B-
Zellen, Aktinpolymerisation in T-Zellen, Schlieffung des Neuralrohrs und der
Gehirnentwicklung in Mausen notwendig ist [44]. Bcl-10 knockout Mause entwickeln
Enzephalitis und sterben meist schon im Embryonalstadium. Uberleben sie, leiden sie an
schwerer Immundefizienz da die Entwicklung von T-und B-Zellen massiv beeintrachtigt
ist [51-52].

In nicht-Immunzellen ist Bcl-10 an der Signaliibertragung tiber G-Protein gekoppelte
Rezeptoren (GPCR) wie den Angiotensin II-Rezeptor (ATR) beteiligt. Das Peptidhormon
Angiotensin Il (zustdndig fiir die Regulierung des Blutdrucks, aber auch Ausléser von
Entziindungen der Leber) lost nach Bindung an den ATR den NF-xB Signalweg aus.
Reduzierung der Bcl-10-Proteinexpression durch si-RNA verringerte die NF-kB-

Aktivierung nach Angiotensin Il Bindung [49].
1.5.1.3 MALT1

MALT1 (Mucosa-Associated Lymphoid Tissue (MALT) lymphoma translocation gene 1)
ist ein zytosolisches Gertlistprotein, das konstitutiv mit dem Adapterprotein Bcl-10
assoziiert ist. MALT1 wurde anhand der chromosomalen Translokation
t(11;18)(q21;q21) in B Zell- MALT-Lymphomen identifiziert. Aufgrund dieser
Translokation kommt es zur Fusion von MALT1 mit cIAP2 (cellular apoptosis inhibitor-
2). Das dadurch exprimierte Fusionsprotein verursacht eine konstitutive NF-kB-
Aktivierung, wodurch es zu einer starken, Antigen unabhangigen Proliferation von B-
Zellen kommt. Die starke Proliferation von B-Zellen kann schliefdlich zur Entstehung von

B Zell-Lymphomen fiihren [53].
Struktur

Aufgrund von Sequenzhomologien zu Caspasen und Metacaspasen wurde MALT1 als
Paracaspase bezeichnet. In seiner Eigenschaft als Gertistprotein besitzt MALT1 mehrere

verschiedene Interaktionsdomanen.
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Im N-Terminus befindet sich eine Death Domain (DD) an die sich zwei Ig-l1
(Immunglobulin like) Domanen anschliefden, gefolgt von einer CLD (Caspase Like
Domain) und einer weiteren C-terminalen Ig-l Doméine. Uber die N-terminalen Ig-
Domadnen bindet Bcl-10, wahrend die C-terminale Ig-Doméane der Interaktion mit IKKy

dient. Zudem besitzt MALT1 drei potentielle TRAF6-Bindestellen (Abb. 1.8) [31].

Abb.1.8 Schematische Darstellung der Struktur von MALT1. MALT1 besitzt mehrere
Interaktionsdomanen: DD=Death Domain; Ig-Domanen und eine Caspase like domain

Vorkommen

Bisher wurde MALT1 in allen Zellen und Geweben nachgewiesen, in denen ebenfalls Bcl-
10 exprimiert wird [49]. Daher wird angenommen, dass beide Proteine iiber den

gleichen molekulare Mechanismus aktiviert werden [31].
Funktion

MALT1 ist wie Bcl-10 essentiell fiir die rezeptorvermittelte Aktivierung von NF-kB. Als
Gertuistprotein ermoglicht MALT1 die Assoziation der Signalproteinen CARMA1, Bcl-10,
IKKy und TRAF6 zum Beispiel in T-und B Zellen, NK Zellen und Myelozyten. Knock out
Studien an Mausen zeigten, dass MALT1 zudem eine Rolle bei der Aktivierung der jun-N-
terminalen-Kinase (JNK) spielt, wahrend die Aktivierung von ERK oder der Ca?*-

Einstrom nicht beeintrachtigt sind [31, 54].

Fir lange Zeit ungewiss blieb die Funktion der MALT1-Caspasedomdne. In einer
kirzlich veroffentlichen Studie konnte jedoch erstmals gezeigt werden, dass Bcl-10 ein
Substrat von MALT1 ist. Nach TZR Stimulation wird Bcl-10 durch MALT1 im C-Terminus
gespalten, was jedoch nicht die Aktivierung von NF-kB beeinflusst [55]. Die Spaltung von
Bcl-10 wird fiir die Stabilisierung von Integrinen bendtigt, welche wichtig fiir die
Herstellung von Zell-Zell-Kontakten sind. Beispielsweise werden die Bindung
antigenprasentierender Zellen an T-Zellen oder die Zell-Migration tber Integrine
vermittelt. In diesem Zusammenhang kann auch iiber eine Rolle von MALT1 bei der
Integrin-abhangigen Entwicklung von Marginalzonen-B Zellen in der Milz spekuliert
werden [56], da diese B Zellen in MALT1 defizienten Mausen drastisch reduziert sind

[54].
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1.5.1.4 Calcineurin

Calcineurin (CaN), auch als Protein Phosphatase 3 (PP3) bezeichnet, ist die einzige

eukaryotische Ca2+/Calmodulin-abhangige Serin/Threonin Phosphatase.
Struktur

CaN ist ein heterodimeres Protein bestehend aus der regulatorischen, Ca2*-bindenden
Untereinheit Calcineurin-B (CaN-B, 19kDa) und der katalytischen Untereinheit
Calcineurin-A (CaN-A, 60kDa). Die Primadrsequenzen als auch die Quartarstruktur dieser

beiden Untereinheiten sind von Hefen bis zu Saugern hoch konserviert.

Abb.1.9 Darstellung der Tertidrstruktur von Calcineurin. Calcineurin -A ist griin, Calcineurin-B
orange, Calmodulin blau und die Autoinhibitorische Domane (AI) ist grau dargestellt. Abbildung nach [57].

Die katalytische Untereinheit CaN-A enthalt neben einer Bindestelle fiir Calmodulin eine
katalytische Domane und drei C-terminale regulatorische Doméanen. Dazu gehéren die
CaN-B Binddomane, die Calmodulin-Bindedomane und die autoinhibitorische Domane
(Abb. 1.9). Im inaktiven Zustand ist die autoinhibitorische Doméne im aktiven Zentrum
von CaN-A gebunden und blockiert es dadurch. In Sdugern kommen die drei Isoformen

CaN-Aaq, -AB und- Ay vor.
Vorkommen

Die Wichtigkeit von CaN fiir biologische Prozesse wird anhand der nahezu ubiquitidren
Expression in Eukaryoten deutlich. Die Phosphatase kommt in Schleimpilzen
(Dictyostelium discoideum), Schimmelpilzen (Botrytis cinerea, Aspergillus nidulans),
Hefen (Saccharomyces cerevisiae), Nematoden (Caenorhabditis elegans), Amphibien
(Xenopus laevis) und Insekten (Drosophila melanogaster) vor [58-59]. In Saugern wird
CaN in den unterschiedlichsten Zelltypen (Lymphozyten, Nervenzellen,

Herzmuskelzellen, glatten Muskelzellen, Osteoklasten) und entsprechend vielen
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Organen (Gehirn, Herz, Lunge, Nieren, Leber, Bauchspeicheldriise) exprimiert [59-60].
CaN-B ist ein Homolog zu Calmodulin und enthélt vier Ca2*- bindende EF-Hand-Motive.

In Sdugern werden die Isoformen B1 und B2 exprimiert [59-60].
Funktion

Entsprechend der Verbreitung von CaN in den unterschiedlichsten Organsimen und
Zelltypen, sind auch die biologischen Funktionen von CaN sehr vielfaltig. Im Schleimpilz
Dictyostelium discoideum ist CaN beispielsweise an der Zellkommunikation, der
Sporenbildung und Entwicklung der Stielzellen beteiligt [58-59, 61-62]. Zellwachstum,
Differenzierung sowie Virulenz des Grauschimmelpilzes Botrytis cinerea werden
ebenfalls durch CaN beeinflusst (Bettina Tudzynski, Institut fiir Botanik, WWU Miinster,
Vortrag CaN Symposium 2010, [63]). Im Gehirn von Sdugern steuert CaN unter anderem
die Hormonausschiittung, Regulation von lonenkandlen, Gedachtnisbildung, Freisetzung
von Neurotransmittern und Apoptose [59]. Zudem spielt CaN eine Rolle bei der
geschlechtsspezifischen kardio-renalen Hypertrophie, einer krankhafte VergrofRerung
des Herzmuskels (Dennis Glirgen, AG Dragun, Charité, Vortrag CaN Symposium 2010).
Eine essentielle Funktion hat CaN bei der Aktivierung und Differenzierung von T-Zellen
und ist speziell fir die Dephosphorylierung und Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NFAT zustandig [64]. Durch Modulation der CaN-Aktivitat mit Hilfe von Inhibitoren wie
Cyclosporin A (CsA) kann die adaptive Immunantwort voéllig abgeschaltet werden [65],

weshalb CaN auch als Achillesferse des Immunsystems bezeichnet wird [66].
Substrate von CaN

Bisher sind neben NFAT noch weitere CaN-Substrate wie ELK-1 [67], JNK [68] und IkBf3
[69] identifiziert worden. In Saccharomyces cerevisiae konnte zudem eine Interaktion
von CaN mit essentiellen Proteinen zur Stressantwort (Crzl, Hphl, Slm1, Slm2)

festgestellt werden [70].

Strukturelle Basis fiir eine CaN-Substrat-Interaktion ist das PxIxIT-Motiv, welches in
allen CaN-bindenden NFAT-Proteinen identifiziert wurde [71]. Uber diese
calcineurinbindende Region (CNBR) sind die Proteine stimulationsunabhdngig an CaN

gebunden und gelangen dadurch in die Nahe des aktiven Zentrums von CaN-A.
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1.6 Modulation der T-Zellaktivierung

1.6.1 Zellstimulation in vitro

Um den natiirlichen Ablauf der Signalprozesse in vitro so addquat wie moglich zu
simulieren, miissen entsprechende physiologische Stimulationsbedingungen geschaffen
werden. Ex vivo isolierte Zellen konnen dazu beispielsweise mit bestrahlten
antigenprasentierenden Zellen und speziellen Antigenen bzw.Antikérpern gegen den
TZR und CD28 inkubiert werden. Eine gleichmafiige und starke Aktivierung von T-Zellen
wird aber durch Stimulation mit dem Phorbolester PMA (Phorbol-12-Myristat-13-
Acetat) und dem Ca2*-lonophor Ionomycin (Iono) erreicht. Mit Hilfe dieser
membrangangigen, intrazellular wirkenden Substanzen kann der TZR- und Ko-Stimulus
umgangen werden [72]. PMA wirkt analog zu DAG aktivierend auf PKC’s und aktiviert
dadurch die NF-kB und AP-1 Signalwege [73]. lonomycin (entdeckt im Bakterium
Streptomyces conglobatus) lagert sich in die Lipiddoppelschicht von Membranen ein und
induziert dadurch einen massiven Ca2*-Einstrom, der die Aktivierung von NFAT auslost
[74]. Mit einer PMA/lono Stimulation kann daher die TZR-Stimulation umgangen
werden [75]. Der Vorteil einer Stimulation mit PMA/lonomycin ist die Moglichkeit der
Regulierung der Signalstirke. Anhand unterschiedlicher Konzentrationen von
PMA/Ionomycin konnte z.B. gezeigt werden, dass die Aktivierung von NFAT, NF-xB und

JNK von der zytosolischen Ca2*-Konzentration abhangt. [72].

Flir Untersuchungen in dieser Arbeit wurden die Zellen mit PMA/Iono und Antikérpern

gegen CD3/CD28 stimuliert.
1.6.2 Inhibitoren

Mit Hilfe von Inhibitoren lassen sich Signalstirke, Genexpression und
Zelldifferenzierung ebenfalls gezielt modulieren. Sie sind daher wichtige Werkzeuge fiir
die Aufklirung molekularer Mechanismen der Signaliibertragung durch deren
Anwendung man beispielsweise die Beteiligung eines Transkriptionsfaktors an der
Expression bestimmter Gene ermitteln kann. Eine wichtige Voraussetzung fiir die
Anwendbarkeit eines Inhibitors (fiir Forschungs- sowie klinische Anwendungen) ist
dessen Signalwegsspezifitat. Daher ist es wichtig zunachst die Kreuzreaktivitit eines
Inhibitors zu iiberpriifen. Beeinflusst ein Inhibitor auch andere Signalwege, so deutet

dies moglicherweise auf molekulare Vernetzungen hin. Der immunsuppressiv wirkende
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CaN- Inhibitor Cyclosporin A (CsA) beeinflusst beispielsweise auch die Aktivierung des

Transkriptionsfaktors NF-kB [76] und die Aktivierung von c-jun [77].

Ein Teil dieser Arbeit bestand daher darin, ausgewdhlte Inhibitoren des NFAT
Signalwegs auf ihre Kreuzreaktivitat beziiglich der NF-kB und AP-1-Aktivierung zu

untersuchen. Diese verwendeten Inhibitoren werden im Folgenden vorgestellt.
1.6.2.1 AMA404

Auf der Suche nach der antiinflammatorischen Wirkung von Paracetamol
(Acetaminophen) wurde im Gehirn ein Spaltprodukt identifiziert, welches an der
Schmerz- und Thermoregulation beteiligt ist, aber auch immunsuppressive

Eigenschaften aufweist (Abb.1.10).

Abb. 1.10 Die Strukturformel von AM404 (N-[4-hydrophenyl)- eicosa-5,8,11,14-tetraenamide) Der
Inhibitor ist ein Spaltprodukt von Paracetamol.

Dieses  Spaltprodukt AM404 (N-[4-hydrophenyl)-eicosa-5,8,11,14-tetraenamide)
inhibiert die Kerntranslokation und DNA-Bindung von NFAT, interferiert aber nicht mit
der Dephosphorylierung von NFATc2 und dem Ca?*-Einstrom. Dagegen sind IL-2- und
TNFa- Produktion in Jurkat Zellen und die T-Zell Proliferation durch AM404 gestort [78-
79].

1.6.2.2 BTP1

Die niedermolekulare Substanz BTP1, ein Derivat von 3,5-Bistrifluoromethyl Pyrazol
(BTP) wurde in einer chemischen Substanzbibliothek auf der Suche nach Inhibitoren der
IL-2-Produktion entdeckt (Abb. 1.11) [80]. BTP1 blockiert die Dephosphorylierung und
Kerntranslokation von NFATc ohne jedoch die CaN-Aktivitit gegeniiber Elk1l zu

beeintrachtigen.
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Abb. 1.11 Die Strukturformel von BTP1 (3,5-Bistrifluoromethyl Pyrazol)

Zudem inhibiert BTP1 die IL-2-Produktion in PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear
Cell) und die T-Zell-Proliferation [80].

1.6.2.3 NCI3

NCI3 ist ein nichttoxisches, Zellmembran-permeables Pyrazolpyrimidinderivat
(Abb.1.12). Im zellfreien System inhibiert NCI3 die Dephosphorylierung von NFAT
jedoch nicht die Dephosphorylierung von ELK-1 und auch nicht die Phosphataseaktivitat
von CaN. In primdren humanen T-Zellen wurden Inhibierung der NFATc2
Dephosphorylierung, IL-2  Produktion und Proliferation beobachtet. In
Reportergenanalysen konnte zudem ein inhibitorischer Einfluss auf NF-kB jedoch nicht

auf AP-1 festgestellt werden.

Abb. 1.12 Die Strukturformel von NCI3, ein Derivat von Pyrazolpyrimidin

Der Wirkmechanismus ist noch nicht genau geklart, es gibt aber Hinweise das NCI3 an

das PxIXIT-Motiv bindet und so die CaN/NFAT-Interaktion verhindert [79, 81].
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1.6.2.4 INCA6

Der Inhibitor INCA6 gehort zur Gruppe der INCA Substanzen (Inhibitors of NFAT-CaN
Association) (Abb. 1.13). Zudem gehort INCA6 zur Gruppe der Chinone, welche
immunsuppressiv aber auch mutagen wirken [82]. INCA6 bindet kovalent an einen
Zysteinrest in der Nachbarschaft des CaN-Bindemotivs fiir NFAT (PxIxIT) und
verhindert dadurch die CaN/NFAT-Interaktion [83]. Untersuchungen in der Maus T-
Zelllinie CL.7W2 ergaben, dass die NFAT-Kerntranslokation und resultierend die IFNy-
und TNFa-Produktion durch INCA6 inhibiert werden [82, 84].

Abb. 1.13 Die Strukturformel des Chinons INCA6 (Inhibitor of NFAT-CaN Association). R1-R5 zeigen
substituierbare Reste an, die je nach INCA Verbindung variieren. INCA6 enthalt an R1 und R4
Sauerstoffreste und an R2,R3 und R5 Wasserstoffreste [82].

Ein Nachteil dieses Inhibitors ist jedoch seine hohe Zytotoxizitdt, was eine klinische

Anwendung ausschlief3t.
1.6.2.5 CsA

Das Immunsuppressivum Cyclosporin A (CsA) wird hauptsachlich in der
Transplantationsmedizin zur Vermeidung von Abstof3ungsreaktionen aber auch in der
Dermatologie zur Behandlung von Autoimmun- und allergischen Erkrankungen
eingesetzt [85-86]. CsA (urspriinglich aus Pilzen isoliert) ist ein zyklisches Peptid
bestehend aus elf Aminosduren [87] welches die Ser/Thr-Phosphatase CaN und damit
die Aktivierung von NFAT inhibiert (Abb.1.14). Die inhibitorische Wirkung kommt
jedoch erst nach Bindung an intrazelluldre Rezeptoren, die Cyclophiline, zum Tragen
[65, 79]. Der Komplex aus Cyclophilin A (CypA) und CsA bindet an CaN-A und verdrangt
die autoinhibitorische Domdne vom aktiven Zentrum. Dadurch ist der Zugang von

Subtraten zum aktiven Zentrum blockiert [88].
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Abb. 1.14 Die Strukturformel von CsA. Cyclosporin A (CsA) ist ein zyklisches Peptid und bestehend aus
elf Aminosduren (M=1202,6 g/mol)[87].

Da CaN nicht nur in Immunzellen exprimiert wird, ist die Langzeitapplikation von CsA
problematisch, da dadurch schwere Nierenzellschadigungen, Bluthochdruck oder
Hyperkalidmie verursacht werden [89-90]. Daher wird nach spezifischeren Inhibitoren
ohne derartige Nebenwirkungen gesucht. CsA wirkt zudem inhibitorisch auf die

Aktivierung von NF-kB und AP-1 [76-77,91-92].
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2 Fragestellungen

Ausgehend von der bei Voruntersuchungen beobachteten Kreuzreaktivitit des CaN-
Inhibitors Cyclosporin A (CsA) auf die TZR-induzierte Aktivierung von NF-kB und AP-1

sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. Welchen Einfluss hat die Inhibierung der Ser/Thr Phosphatase CaN durch den
Inhibitor CsA auf die TZR-vermittelte Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-
kB in primaren humanen Th-Zellen?

2. Wirken die CaN/NFAT-Inhibitoren AM404, BTP1, NCI3 und INCA6 ebenfalls
inhibierend auf die TZR-induzierten Signalwege NF-kB und AP-1?

Die Rolle von CaN bei der kanonischen NF-«kB Aktivierung wurde bereits in der Literatur
beschrieben [76, 91-92]. Dennoch waren die molekularen Grundlagen einer CaN-
vermittelten NF-kB Aktivierung bislang nicht bekannt, woraus sich folgende
Fragestellungen ergaben:
1. Welche molekularen Prozesse der TZR-vermittelten NF-kB Aktivierung sind
durch die Inhibierung von CaN beeintrachtigt?
2. Kommt es zu einer Interaktion zwischen CaN und NF-kB-Signalproteinen?

3. Welches Signalprotein der NF-kB-Kaskade wird durch CaN dephosphoryliert?
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1  Antikérper/Sekundarantikérper

Antikdrper fiir den NF-kB Signalweg

Tab. 3.1 Verwendete Antikorper zur Untersuchung des NF-kB Signalwegs in humanen Zellen

Antikérper Hersteller Verdinnung Verdunnu.ng Verdiinnung IP
Zytometrie
PKCO Epitomics 85 1:500 nd nd
p-PKC 6 ( BD 79 1:5000
pTAK1 Cell )
Thr184/187 Signalling 82 1:1000
CARMA ZYTOMED 125 1:1000
MALT Epitomics 92 1:2000 1:50
Bcl10 (331.3) Santa Cruz 33 1:200 -1:400 1-2 pg/1 ml
Lysat
1-2 1ml
Bcl10 (H-197) Santa Cruz 33 1:200 -1:1000 he/1m
Lysat
Bcl10 Millipore 32 1:10000
Bcl10 Cell 30 1:1000 1:100
Signalling
Bcl-10 PE BD 30 1:10
p Bcl10 (Ser 138) ) )
(6D3) Santa Cruz 33 1:100-1:1000
pBcl-10 (Ser 138) US BIO 32 1:200
Cell
IKKB Signalling 87 1:1000
85
pIKKa/pIKKB . CeII. (1kka)/ 1:1000
Serl76/Serl77 Signalling 87
(IkkB)
IkBa cell 39 1:1000 1:100
Signalling
IKKy Santa Cruz 48 1:1000-1:2000 1-2 pg/1 ml
Lysat
NF-KB p65 Ccell 75 1:1000 1:50
Signalling
NF-kB p65 BD 65 1:250-1:500
NF-xB p65 Epitomics 65 1:50000- 1:100 1:200
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1:100000
NF-xB p105/50 Epitomics 105/50 1:5000 1:30
NF-kB p65 (pSer Cell )
276) Signalling 80 1:1000
p-NF-kB p65 (Ser Cell )
536) Signalling 7> 1:1000
p-NF-«xB p65 Cell
. . 1:1
Alexa 647 Signalling 65 nd 0
p-NF-xB p65
Alexa 488 (Ser BD 65 nd 1:10
529)
p-NF-xB p65 PE
BD 1:1
(Ser 529) 65 nd 0
p-NF-xB p65
Alexa 647 (Ser BD 65 nd 1:10
529)

Antikérper fiir den AP-1 Signalweg

Tab. 3.2 Verwendete Antikorper zur Untersuchung des AP-1 Signalwegs in humanen Zellen

Antikérper AP-1

MW/  Verdiinnung Verdiinnung Verdiinnung

Hersteller

Weg kDa WB Zytometrie IP
p-ERK1/2 Alexa
647 BD 44/42 1:200 1:10 nd
pThr202/pTyr204
p-ERK1/2 Alexa
647 BD 44/42 1:200 1:10 nd
pThr202/pTyr204
p-p38 Alexa 488 ) )
pThr180/pTyr182 BD 38 1:200 1:10 nd
p-p38 Alexa 647 ) )
pThr180/pTyr182 BD 38 1:200 1:10 nd

Antikérper fiir den NFAT Signalweg

Tab. 3.3 Verwendete Antikorper zur Untersuchung des NFAT Signalwegs in humanen Zellen

Antikoérper NFAT MW/  Verdiinnung Verdiinnung Verdiinnung
Weg Hersteller ) pa WB FC IP
Calcineurin BD 61 1:500 nd 1:100
NFAT1 (NFAT c2) ImGEEZO 11%%' 1:2000 nd 1:100
NFAT1 (NFAT c2) E‘girt’iz;"d“ 11%%' 1:100 nd nd
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Tab. 3.4 Verwendete Antikorper fiir Ladungskontrollen und sonstige Antikdrper

Antigen

Hersteller

MW/kDa Verdiinnung WB

Materialien

Verdiinnung

humanes [3-Actin Santa Cruz 42 1:10000
humans Lamin B Santa Cruz 67 1:1000
murines IL-4 (11b11) Santa Cruz 1:200

Sekunddrantikorper

Tab. 3.5 Verwendete Sekundarantikorper

Sekundarantikérper Hersteller

IRDye 680LT Goat anti Mouse IgG LI-COR Biosciences
IRDye 680LT Goat anti Rabbit IgG LI-COR Biosciences
IRDye 800 CW Goat anti Mouse IgG LI-COR Biosciences
IRDye 800CW Goat anti Rabbit IgG LI-COR Biosciences

3.1.2 Chemikalien

Tab. 3.6 Verwendete Chemikalien

Chemikalien Hersteller

Ammoniumpersulfat (APS)

Carl Roth, Karlsruhe

Beriglobin

ZLB Behring, Marburg

Brefeldin A

Sigma, Taufkirchen

Bromphenolblau

Merck, Darmstadt

BSA

Sigma, Taufkirchen

Calcineurin (Rinderhin)

Sigma, Taufkirchen

Calmodulin

Sigma, Taufkirchen

Complete Proteaselnhibitor (EDTA-free)

Roche, Mannheim

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma, Taufkirchen

DTT

Sigma, Taufkirchen

DYNAL® Magnetic Beads

Invitrogen, Karlsruhe

Formaldehyd (37 %)

Merck, Darmstadt

Gycerolphosphat

Sigma, Taufkirchen

Human CD4 Micro beads

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

lonomycin

Sigma, Taufkirchen
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Isopropanol

Carl Roth, Karlsruhe

Lymphocyte Separation Medium LSM 1077

PAA Laboratories GmbH, Colbe

Methanol

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumpyrophosphat

Sigma, Taufkirchen

New Blot Nitro Stripping Buffer

LI-COR, Bad Homburg

NP-40

Merck, Darmstadt

Odyssey Blocking Buffer

LI-COR, Bad Homburg

Odyssey Protein Molecular Weight Marker

LI-COR, Bad Homburg

Pacific Blue

Invitrogen; Karlsruhe

Pacific Orange

MoBiTec GmbH, Goéttingen

Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA)

Sigma, Taufkirchen

poly(dl)-poly(dC)

Sigma, Taufkirchen

Protein A or G MicroBeads pMACS™

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Rotiphorese Gel 30 (Acrylamid/Bisacrylamid)

Carl Roth, Karlsruhe

RPMI 1640 Medium

Invitrogen, Karlsruhe

See Blue Plus2 Proteinmarker

Invitrogen; Karlsruhe

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Serva Electrophoresis, Heidelberg

Temed Carl Roth, Karlsruhe
TRIS Carl Roth, Karlsruhe
Triton X-100 Merck, Darmstadt
Tween 20 Sigma, Taufkirchen
Vanadat Sigma, Taufkirchen
3.1.3 Enzyme

Tab. 3.7 Verwendete Enzyme

Enzyme Hersteller

A-Phosphatase

NEB

CaN

SIGMA

3.1.4 Inhibitoren

Tab. 3.8 Verwendete Inhibitoren

Inhibitor Hersteller

Cyclosporin A (CsA) AWD, Dresden

AM404 Sigma, Taufkirchen

NCI3 Eigensynthese

INCA6 Tocris Bioscience, Eching
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BTP1

Eigensynthese

3.1.5 Oligonucleotide/Plasmide

Tab. 3.9 Verwendete Oligonukloetide fiir EMSA und Plasmide

Oligos Hersteller
] Sequenz

Plasmide

NF-xB for 5'Cy5.5 AgT TgA ggg gaC TTT CCC Agg C 3’ TIB MOLBIOL GmbH, Berlin

NF-kB rev 5’Cy5.5 gCC Tgg gAA AgT CCCCTC AACT 3’ TIB MOLBIOL GmbH, Berlin
Full ORF Expression Clone. I0H29004- .

Bcl-10 YFP Imagenes, Berlin
pdEYFP-Clamp

3.1.6 Puffer/Medien

Tab. 3.10 Verwendete Puffer und Medien

Puffer/Medien

‘ Zusammensetzung

Puffer SDS PAGE und Western Blot

Blotpuffer (10x)

160 mM Tris
1,2 M Glycin

Blotpuffer (1x)

10 % 10x Blotpuffer
20 % MetOH

Laemmli Puffer (6x)

300 mM Tris600 mM DTT
12 % SDS

60 % Glycerin

0,3 % Trypan Blau

Laufpuffer (pH 8,3; 10x)

3,03 % Tris
14,4 % Glycin

1 % SDS
Sammelgelpuffer (pH6,8) 0,5 M Tris-HCI
Trenngelpuffer (pH 8,8) 1,5 M Tris-HCl
Blot-Waschpuffer PBS

0,1 % Tween 20

EMSA

Bindungspuffer

50 mM Tris-HClI
250 mM NacCl
5 mM MgCl,

2.5 mMEDTA
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2.5mM DTT
20 % Glycerol
0.5 % Tween

Immunoprazipitation

Lysepuffer (IP)

150 mM Nacl

200 mM Tris-Hcl

1 % NP-40

1 % Triton X-100

0.1 % SDS

2.5 mM Natriumpyrophosphat
1 mM Glycerolphosphat

1 mM Na-ortho-Vanadat
Proteaseinhibitoren

Niedrigsalz- Waschpuffer (pH 7.5) 20 mM Tris HCI
In vitro Phosphatase Assay
Lysepuffer PBS

(in vitro Phosphatase assay)

0,1 % Nonidet P-40
Proteaseinhibitoren

Dephosphorylierungspuffer

40 mM TrisCl pH 7,5
100 mM NacCl

6 mM MgCl,

0.5 mMDTT

1 mM CacCl,

0.1 ng/ml BSA

15 pg/ml Calmodulin

sonstige Puffer

PBS (pH 7,4)

137 mM NacCl

2,7 mM KCI

1,4 mM KH,PO,

4,3 mM Na,HPO, -H,0

PBS/BSA (pH 7,4) PBS

0,5 % BSA (w/v)
PBS/BSA/20 mM EDTA (pH 7,4) PBS/BSA

20 mM EDTA
PBS/BSA/EDTA (pH 7,4) PBS/BSA

2 mM EDTA

Medien

Zellkulturmedium RPMI 1640

10 % Fotales Kalberserum
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10 mM L-Glutamat

10 pg/ml 2-Mercaptoethanol
100 U/ml Penicillin

100 ml Streptomycin

LB-Medium

1 % Trypton (w/v)
0,5 % Hefeextrakt
0,5 % NaCl (w/v)

3.1.7 Reaktionskits

Tab. 3.11 Verwendete Reaktionskits

Reaktionskit Hersteller

Nuclear Extract Kit

Active Motif, Carlsbad, USA)

BCA-Protein Assay

Thermo Fischer Scientific, Bonn

NucleoBond Xtra Midi

Macherey-Nagel, Diiren

Amaxa Cell line Nucleofector Kit V

Lonza, Cologne, Germany

3.1.8 Software

Tab. 3.12 Verwendete Analysesoftware

Software Hersteller

FlowJo-FACS-Analysesoftware

Tree Star, Inc., Ashland (USA)

Odyssey Application Software (2.1)

LI-COR Biosciences, Bad Homburg

3.1.9 Geridte

Tab. 3.13 Verwendete Gerite

Geriate Hersteller

Amaxa Nukleofektor II Lonza, Koln

BD LSRFortessa BD, Heidelberg
Blotapparatur Bio-Rad, Miinchen

CASY Zellzahlgerat Schérfe System, Reutlingen
FACS Canto BD, Heidelberg

FACS LSRII BD, Heidelberg
FACSCalibur BD, Heidelberg
Fluoreszenzmikroskop Leica, Mannheim
Gelapparatur Biometra, Géttingen
Heizblock Thermomixer Kompakt Eppendorf, Hamburg
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Heraeus BIOFUGE fresco Thermo, Waltham (USA)

Lichtmikroskop Axiovert 25 Carl Zeiss, Jena

Megafuge 1.0 R Thermo, Waltham (USA)

Multi MACS Separator Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Multifuge 3 S-R Thermo, Waltham (USA)

MultiMACS M96 Separator Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Nanodrop Thermo Fischer Scientific, Bonn

Neubauer Zihlkammer E:élrllligsm)afl;}lﬁnfeld GmbH &Ko. KG, Lauda
Spannungsquelle Power Pac HC Bio-Rad, Miinchen
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellbiologische Methoden
3.2.1.1 Isolation humaner peripherer mononukleédrer Zellen (PBMC) aus Blut

Blut von gesunden Spendern (Blutspendedienst Ost GmbH Wannsee) wurde zunachst
mit PBS/BSA verdiinnt und anschlieféend auf 12 ml Lymphozytenseparationsmedium
(p=1,077g/ml) vorsichtig aufgeschichtet. Mittels Dichtegradientenzentrifugation (20
min, RT, 800 xg ohne Bremse) wurden intakte PBMC (Lymphozyten, Monozyten,
Granulozyten) von toten Zellen und Erythrozyten getrennt. Die Interphase zwischen
Plasma und Erythrozyten (buffy coat), welche die PBMCs enthielt, wurde vorsichtig
abgenommen, in ein neues Falcon-Réhrchen iberfiihrt, mit 50 ml kaltem PBS/BSA
gewaschen und zentrifugiert (4°C, 311 xg, 10 min). Durch diesen Schritt konnten die
Thrombozyten abgetrennt werden. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet
erneut mit 50 ml PBS/BSA gewaschen. Es folgte anschliefiend 15 min Zenrifugation bei
138 xg und 4°C, um Plattchenzellen (Platelets) abzutrennen. Schlief3lich wurde das
Pellet in 800 ul PBS/BSA aufgenommen und die Zellen auf Eis gelagert.

3.2.1.2 Isolation von CD4" Th-Zellen mittels magnetischer Zellsortierung

Magnetische Zellsortierung (MACS) beruht auf der Isolierung von Zellen aus einem
Zellgemisch mittels Antikorpern, die an paramagnetische Metallkiigelchen (Micro beads)
gekoppelt sind. Diese Antikorper sind gegen bestimmte Oberflaichenproteine der Zelle,
z.B. CD4, gerichtet. Dabei wird das Zell-Micro-bead-Gemisch tiber eine Saule gegeben,,
die in einen Dauermagneten eingespannt ist. In der Saule verbleiben nur die Zellen,, an
die der entsprechende Antikérper gebunden hat. Nach Entfernen der Saule aus dem

Magnetfeld konnen die Zellen leicht von der Saule gewaschen werden.

Zu 800 pl PBMCs wurden zunachst 20 pl Beriglobin gegeben. Dieses Immunglobulin
sattigt Fc-y-Rezeptoren ab, wodurch unspezifische Bindungen der CD4-Antkoérper
verhindert werden. Nach 3 min Inkubationszeit wurden 180 pl human CD4 Micro beads
hinzugegeben und das Gemisch auf Eis fiir 20 min inkubiert. Anschlief3end sind die
Zellen mit 50 ml PBS/BSA gewaschen und zentrifugiert (4°C, 311 xg, 10 min) worden. In
der Zwischenzeit wurde die Saule in den Dauermagneten eingespannt und mit 2 ml
PBS/BSA/EDTA Aaquilibriert. Nach der Zentrifugation ist das Zellpellet in 5 ml
PBS/BSA/EDTA gelost und die Suspension auf eine LS* MACS-Saule (Saulenkapazitat
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1x108 positive Zellen aus 2x10% Gesamtzellzahl) gegeben worden. Es folgten zwei
Waschschritte mit je 5 ml PBS/BSA/EDTA. Danach wurde die Sdule aus dem Magneten
entnommen und die Zellen mit 3 ml PBS/BSA eluiert. Nach erneuter Zentrifugation sind
die Zellen in 10 ml RPMI-Zellkulturmedium aufgenommen und bei 4°C iiber Nacht
gelagert worden. Generell wurden primare humane Th-Zellen jedoch nicht langer als

48h gelagert.
3.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl und Viabilitat

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde zum einen die Neubauer-Zahlkammer und zum

anderen das automatische CASY DT System benutzt.

Zellzahlbestimmung mittels Neubauer-Zdhlkammer

Flr die Zahlung in der Neubauer-Zahlkammer wurden 10 pl der Zellsuspension mit 10
ul Trypanblauldosung versetzt. Dieser Farbstoff kann nur die Membran toter Zellen
passieren. Dadurch lassen sich tote Zellen anhand ihrer blauen Farbung unter dem
Mikroskop sehr gut von lebenden unterscheiden. Nach Auszahlung der 4 Grof3quadrate

im Mikroskop (Axiovert Carl Zeiss, Deutschland) wurde die Zellzahl wie folgt berechnet:

Zellzahl/ml = Mittelwert aus 4 Grofdquadraten x 104 (Kammerfaktor) x

Verdiinnungsfaktor x Gesamtvolumen der Zellsuspension

Zellzahlbestimmung mittels Neubauer-Zdhlkammer

Die Technik der automatischen Zellzahlung im CASY beruht auf der Isolatoreigenschaft
von Zellmembranen (Electrical Current Exclusion). Die Zellen passieren einzeln eine
Messkaniile und bekommen dabei einen schwachen Stromimpuls. Intakte
Zellmembranen lebender Zellen wirken wie Isolatoren und leiten keinen Strom,
wahrend durch die 16chrige Membran toter Zellen Strom fliefRen kann. Grofde der Zelle
und ihr Widerstand gegeniiber dem Stromimpuls sind proportional. Je grofer die Zelle,
umso grofder ist ihr Widerstand gegeniiber dem Stromimpuls. Anzahl der Zellen einer

Grofde (counts) und Zellgrofde (uM) konnen graphisch dargestellt werden.

Der Messbereich fiir sortierte humane CD4+*-Zellen wurde auf 5-10 pM eingeengt. Da
Jurkat- und RLM-Zellen ein grofleres Zellvolumen haben, wurde ein grofierer
Messbereich (7,5-12 pM) eingestellt. Vor der Dreifachmessung im CASY sind die Zellen
1:1000 in PBS verdiinnt worden.
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3.2.1.4 Kultivierung von primiren humanen CD4"-Th-Zellen

Die mittels MACS isolierten Zellen wurden mit RPMI zu einer Konzentration von 1-
4x10%/ml verdiinnt und davon 1 ml pro Ansatz in 12-bzw. 24-Well-Platten ausgesat. Die
Platten sind dann vor der Stimulation 1-2 h im Inkubator (37°C, 5 % CO2) adaptiert

worden, um Stimulationseffekte, ausgeldst durch Temperaturstress, auszuschliefden.
3.2.1.5 Kultivierung von RLM-11-1-Zellen

RLM-11-1-Zellen sind eine murine CD4+ CD8- T-Zelllinie, welche sich durch eine hohe
Expression von CD3 und des TZR auszeichnen [93]. Die Aktivierung von NF-kB in RLM-
11-1 Zellen ist vergleichbar mit der in humanen T-Zellen. Die Zellen wurden in 75 cm?-
Flaschen in RPMI 1640 im Inkubator kultiviert und alle zwei bis drei Tage 1:15 bis 1:20
mit frischem Medium passagiert. Die Zellzahl sollte dabei 0,5x106-1,5x106 Zellen/ml

nicht Gberschreiten.
3.2.1.6 Inkubation der Zellen mit Inhibitoren

Vor jeder Stimulation wurden die Zellen mit dem jeweiligen Inhibitor fiir 20-30 min
inkubiert, um zu gewdahrleisten, dass der Inhibitor zum Zeitpunkt der Stimulation
vollstandig in die Zelle diffundiert ist und so seinen Wirkungsort bzw. seine maximale
Wirksamkeit erreicht hat. Alle Inhibitoren waren in DMSO gelost. Daher wurde zu allen
Proben, die nicht mit Inhibitoren behandelt wurden, zur Kontrolle das entsprechende
Volumen des Losungsmittels DMSO zugegeben. Mogliche Nebeneffekte von DMSO auf

die Zellaktivierung [94] sollten dadurch ausgeschlossen werden.
3.2.1.7 Zellstimulation

Stimulation mit PMA/Iono
Fir die in der Arbeit angegebenen Zeitraume erfolgte die Zellstimulation mit 10ng/ml

PMA (Phorbol-12-Myristat-13-Acetat) und 1pug/ml Iono (Ionomycin).
Stimulation mit anti CD3/CD28-Antikérpern
Flir eine physiologische Stimulation des TZR und Auslésung des kostimulatorischen

Signals iber CD28 wurden die Zellen mit Antikérpern gegen CD3 und CD28 stimuliert.

Dazu sind zwei unterschiedliche Verfahren angewandt worden:

1. Kopplung der Antikorper an die Oberflache von FACS-R6hrchen
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2. Inkubation der Zellen mit anti-CD3/CD28-Antikérpern, gekoppelt an
magnetische Beads (DYNAL® Magnetic Beads)

Zu 1.: Es wurde eine Antikoérperlosung aus 0,5 ug/ml anti-CD3 und 2,0 pg/ml anti-CD28
in PBS hergestellt. Davon ist je 1 ml in ein FACS-Rohrchen gegeben und diese tiber Nacht
bei 4°C inkubiert worden. Am ndchsten Tag wurden die Rohrchen einmal mit PBS

gewaschen und anschliefdend die Zellen dazugegeben.

Zu 2.: Das Volumen der einzusetzenden beads richtete sich nach der Menge zu
stimulierender Zellen und war dementsprechend vom Hersteller vorempfohlen. Fiir

1x106 Zellen wurden 50 pl Dynabeads eingesetzt.
3.2.1.8 Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie wird das Streulicht einer Zelle gemessen. Nachdem die
Zellen durch Pufferzufluss hydrodynamisch vereinzelt und durch eine Messkaniile
geleitet wurden, kreuzen sie einen Laserstrahl, der im Winkel von 3-10° auftrifft. Die
dabei erzeugte Brechung des Lasers an der Zelloberflache wird von einem Detektor als
Vorwartsstreulicht (Forward Scatter, FSC) gemessen, welches proportional zur
Zellgrofie ist. Trifft der Laserstrahl z.B. auf Lysosomen in der Zelle (Granula), so wird
sein Strahl auch seitwarts abgelenkt. Dieses Seitwartsstreulicht (Side Scatter, SSC) wird
von mehreren Detektoren gemessen. Uber beide Streulichtkomponenten lassen sich
Informationen Uber die Grofle und Granularitit von Zellen ableiten. Zum Beispiel
verursachen Th- Zellen oder Monozyten nur geringes Seitwartsstreulicht, wahrend

Granulozyten ein hohes Seitwartsstreulicht verursachen.

Fir die Analyse z.B. von Oberflichenproteinen, Phosphoproteinen oder Zytokinen
konnen aufierdem fluoreszenzmarkierte Antikorper definierter Absorptions- und
Emissionswellenldnge eingesetzt werden. Passiert eine antikorpermarkierte Zelle einen
Laser entsprechender Wellenldnge, wird der Fluorophor angeregt und emittiert Licht.
Uber Prismen und farbselektive Filter geleitet, kann dieses Licht von Detektoren
aufgenommen und in elektrische Signale umgesetzt werden. Zur Auswertung der
Streulicht-Messung und Fluoreszenzmessung steht eine spezielle Software zur
Verfligung. Dazu werden die Zellen einer bestimmten Population selektiert (gating), um

sie spdter genauer untersuchen zu konnen.

Fir die Analyse der p65-, p38- und ERK1/2- Phosphorylierungen wurde ein BD
FACSCalibur™, BD FACSCanto™, und BD LSRFortessa™ verwendet. Die Zellen wurden
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zunichst in einem FSC-SSC-Diagramm dargestellt und die Lymphozytenpopulationen
anhand ihrer Grofde mit einem Gate umgeben. Alle Zellen in diesem Gate wurden spater
hinsichtlich der Phosphorylierungen untersucht. Um Phosphorylierungszustinde
mehrerer Ansatze direkt vergleichen zu kénnen, sind die Fluoreszenzintensititen in

eindimensionalen Uberlagerungshistogrammen dargestellt worden.
3.2.1.9 Vorbereitung der Zellen fiir die durchflusszytometrische Analyse
Fixierung

Nach der Stimulation in den Zellkulturplatten wurden die Zellen abgenommen, in
Reaktionsgefafde tiberfiihrt und zentrifugiert (8 min, 400 xg, 4°C). Das Pellet ist in 1 ml
kaltem PBS gewaschen und resuspendiert worden. Nach erneuter Zentrifugation und
Abnahme des Uberstandes wurde das Pellet durch leichtes Schnipsen geldst und unter
Zugabe von 800ul 2 % Paraformaldehyd vollstindig resuspendiert. Die Fixierung
erfolgte 20 min bei RT. Danach wurden die Zellen zentrifugiert, der Uberstand

verworfen und das Pellet in 1 ml PBS resuspendiert.

Permeabilisierung

Fir die Messung von Proteinphosphorylierungen im Zellkern erfolgte die
Permeabilisierung der Zellen mit 90 % Methanol. Dazu wurden die in PBS
resuspendierten, fixierten Zellen zentrifugiert (8 min, 400 xg, 4°C) und der Uberstand
abgesaugt. Zu dem Pellet wurden unter langsamem Vortexen vorsichtig 1 ml 90 %-iges
Methanol getropft. Die permeabilisierten Zellen sind entweder auf Eis 30 min inkubiert

bzw. zur langeren Aufbewahrung (max. 2 Wochen) bei -20°C gelagert worden.

Antikorperfdrbung

Die Inkubation der Zellen erfolgte pro Reaktionsansatz in 100 pl Farbelosung. Die
Antikorper gegen phospho-p65 (Ser536, Ser529), phospho-p38 (pThr180/pTyr182)
und phospho-ERK1/2 (pThr202/pTyr204) wurden 1:10 in PBS/1 % BSA verdiinnt. Stets
ist eine ungefarbte Kontrollprobe mitgefithrt worden, anhand derer spater die Intensitat
der Laser ausgerichtet wurde. Die Farbung erfolgte 45 min bei RT und wurde durch
Zugabe von 1 ml PBS/1 %BSA gestoppt. Nach Zentrifugation (8 min, 400 xg, 4°C)
wurden das Pellet in 300 pl PBS/1 %BSA resuspendiert und im Durchflusszytometer

gemessen.
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3.2.1.10 Fluorescent Cell Barcoding

Die Methode des ,Fluorescent Cell Barcoding” ist eine spezielle Form der
Durchflusszytometrie und beruht auf einer Antikérper-unabhdngigen Markierung von
Oberflachenproteinen mit einem fluoreszierenden ,Barcoding“-Farbstoff. Jeder Probe
wird dabei eine definierte Menge dieses Farbstoffes zugegeben, welcher mit den
Aminogruppen der Oberflaichenproteine eine kovalente Amid-Bindung eingeht. Nach der
Inkubation mit dem ,Barcoding“-Farbstoff werden alle Proben vereinigt und mit den
Antikorpern gegen die zu untersuchenden Proteine inkubiert. Dadurch lasst sich die
Antikorpermenge entscheidend reduzieren, und es konnen bei entsprechender

Etablierung bis zu 96 Proben gleichzeitig gemessen werden. [95].

Die unterschiedlichen Konzentrationen der ,Barcoding“-Farbstoffe wurden in 90 %igem
Methanol hergestellt. Sollten mehr als fiinf Proben gleichzeitig analysiert werden, kam
eine Kombination aus zwei ,Barcoding”-Farbstoffen zum Einsatz. Formaldehyd-fixierte
Zellen wurden mit je 1 ml der entsprechenden ,Barcoding“-Konzentration(en) fiir 20
min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden anschlief3end zentrifugiert (8 min, 400 xg, 4°C)
und zweimal mit 1 ml PBS/1 %BSA gewaschen bevor sie mit den entsprechenden

Antikorpern inkubiert worden sind (siehe Absatz 3.2.1.9).

Fir die Analysen zu dieser Arbeit sind zwei ,Barcoding”-Farbstoffe unterschiedlicher
Emissionswellenldnge eingesetzt worden: Pacific Blue 450 nm; Pacific Orange 550 nm.
Beide Farbstoffe wurden mit einem 405 nm Diodenlaser im FACS-Canto (BD-
Biosciences) angeregt und konnten aufgrund ihrer verschiedenen Emissionsmaxima in

unterschiedlichen Kanalen detektiert werden (Abb. 3.2 A,B).
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Abb. 3.2 ,Fluorescent Cell Barcoding” mit Pacific Blue und Pacific Orange. Fixierte primare humane
Th-Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen von Pacific Blue (links) und Pacific Orange (rechts) (A)
oder mit entsprechenden Mischungen aus beiden Farbstoffen inkubiert. Dargestellt sind Dot Plots mit
Signalen aus Vorwdrtsstreulicht (x-Achse) und Fluoreszenz-Seitwartsstreulicht (y-Achse) (A) bzw. eine
Gegentiberstellung des Fluoreszenz-Seitwartsstreulichts von Pacific Orange-(x-Achse) gefarbten und
Pacific Blue-(y-Achse) gefarbten Zellen (B).

Zur besseren Ubersicht bei der Auswahl einzusetzender Barcoding-
Farbstoffkonzentrationen fiir die Untersuchung von Phosphorylierungszustanden unter
Einfluss der CaN/NFAT-Inhibitoren (siehe Absatz 4.2) wurde ein Barcoding-Schliissel
angefertigt (Tab. 3.14).
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Tab. 3.14 Eingesetzte ,Barcoding“-Farbstoffkonzentrationen (,Barcoding“-Schliissel) zu den
Inhibitorversuchen

Probe Pacific Blue (ug/ml) Pacific Orange (pug/ml)

unstim 0 0
stim 0,04 0
CsA2nM 0,2 0
CsA5nM 1 0
CsA 10 nM 10 0
CsA 50 nM 0 0,5
CsA 100 nM 0 2
unstim 0 0
stim 0,04 0
AMA404 5pM 1 0
AM404 10uM 10 0
AMA404 15uM 0 0,5
AM404 20uM 0 2
AM404 25uM 0 10
AMA404 30uM 0,2 2
AM404 40uM 10 10
unstim 0 0
stim 0,04 0
BTP15nM 1 0
BTP1 10 nM 10 0
BTP1 50 nM 0 0,5
BTP1 100 nM 0 2
BTP1 200 nM 0 10
BTP 500 nM 0,04 0,5
BTP1 1 uM 0,2 2
unstim 0 0
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stim 0,04 0
NCI3 1uM 1 0
NCI3 2uM 10 0
NCI3 5uM 0 0,5
NCI3 10uM 0 2
NCI3 15uM 0 10
NCI3 20uM 0,2 2
unstim 0 0
stim 0,04 0
INCA6 1uM 1 0
INCA6 2uM 10 0
INCA6 5uM 0 0,5
INCA6 8uM 0 2

3.2.2 Proteinbiochemische Methoden
3.2.2.1 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Nach der Stimulation sind die Zellen zunachst in kaltem PBS gewaschen, dann
zentrifugiert (8 min, 400 xg, 4°C) und das Pellet in 3x Laemmli-Probenpuffer
aufgenommen (10 pl Laemmlipuffer/1x10¢ Zellen) worden. Die Proben wurden
anschliefdend sonifiziert und bei 95°C 5 min erhitzt. Pro Spur wurden 1x10¢ Zellen
aufgetragen. Fiir die Analyse der NFATc2-Dephosphorylierung wurde ein 7,5 % iges Gel
benutzt, - fiir die Analyse aller anderen beschriebenen Proteine sind 10 %ige Gele
verwendet worden. Um eine hohe Bandenscharfe zu erreichen, wurden ausschliefilich
diskontinuierliche Tris/Glycin-Polyacrylamidgele benutzt. Die Auftrennung der Proteine
erfolgte bei 120 V. Als Grofienstandart wurden der SeeBlue® Plus 2-Proteinmarker der

Odyssey Protein Molecular Weight Marker verwendet.
3.2.2.2 Western Blot

Im Anschluss an die Elektrophorese wurden die Proteine mittels Tank Blot (Bio-Rad)

vom SDS-Gel auf eine Nitrozellulosemembran tibertragen. Der Transfer erfolgte bei 350
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mA Uber einen Zeitraum von 45 min. Im Anschluss wurde die Membran in Odyssey
Blocking Buffer blockiert (30 min, bei Raumtemperatur) und mit priméaren Antikérpern
liber Nacht bei 4°C bzw. 2 h bei RT inkubiert. Nach dem Waschen der Membran (4x5
min mit PBS-0,1 %-Tween) folgte die Inkubation mit sekunddren Antikérpern, an
welche Infrarotfarbsoffe (IRDye680 bzw. IRDye800) gekoppelt waren (45 min RT). Alle
Antikorper wurden in 50 % Blocking Buffer/ PBS-Tween angesetzt. Nach erneutem
Waschen (4x5 min) wurde die Membran im Odyssey Infared Scanner gemessen, die

Signale mit der Odyssey Application software (Version 2.1) analysiert und quantifiziert.

Fir die erneute Inkubation der Western Blot Membran mit anderen primadren und
sekunddren Antikorpern sind diese durch ,Strippen“ entfernt worden. Dazu wurde die
Membran iiber einen Zeitraum von 10 min in 1x Odyssey Stripping Buffer geschiittelt.
Der Puffer wurde durch anschlief3endes dreimaliges Waschen mit H20 dest. entfernt und

die Membran in PBS gelagert.
3.2.2.3 Invitro Dephosphorylierung

RLM-Zellen wurden mittels Elektroporation (Lonza) mit einem Plasmid transfiziert, das
humanes Bcl-10, gekoppelt an YFP (Yellow Fluorescent Protein), exprimiert. Nach 24 h
Inkubation wurden die Zellen mit Lysepuffer lysiert. Isoliertes Calcineurin (CaN) aus
Rinderhirn wurde in Dephosphorylierungspuffer bei 30 °C {iber einen Zeitraum von 20
min vorinkubiert. Anschliefend wurden 20 pl Lysat zugegeben und weitere 30 min bei
30 °C inkubiert. Abgestoppt wurde die Reaktion durch Zugabe von Laemmli-
Probenpuffer und Erhitzen auf 95 °C. Fir die Kontrollreaktionen ist das Lysat mit
hitzeinaktiviertem CaN (30 min, 65°C) bzw. hundert units Lambda Phosphatase
inkubiert worden. Die Phosphorylierung/Dephosphorylierung von pBcl-10 Ser138

wurde im Western Blot mit einem Antikdrper gegen phospho-Bcl-10 Ser138 analysiert.
3.2.2.4 Praparation von zytosolischen Extrakten und Kernextrakten

Primare humane Th-Zellen (8x106-1x107) wurden nach Vorbehandlung (Inkubation mit
Inhibitoren, Stimulation) in Reaktionsgefdfde iiberfiihrt, zentrifugiert (8 min, 400 xg,
4°C) und 1x mit PBS gewaschen. Die Praparation der zytosolischen Fraktion bzw. der
Kernfraktion erfolgte mit dem Nuclear Extract Kit nach dem vom Hersteller
vorgeschlagenen Protokoll. Fiir die effektive Lyse des Kernpellets im Lysepuffer wurden
kleine Riihrstdbchen in die Reaktionsgefafse gegeben und die Reaktionsgefafie auf einem
Magnetrihrer plaziert.
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Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Messung der Proteinkonzentration in den Extrakten wurde der BCA-Protein Assay
(Pierce) verwendet. Die Losungen wurden nach Herstellerprotokoll angesetzt. Eine
Standartreihe wurde mit dem jeweiligen Puffer (Lysepuffer, Kernextrakt-Puffer) vor der
eigentlichen Konzentrationsmessung durchgemessen. Die Proteinkonzentration wurde

mittels Nanodrop spektroskopisch gemessen (je 2 pl/Probe).
3.2.2.5 EMSA

Der Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) wird benutzt, um die Bindung eines
Transkriptionsfaktors an bestimmte Promotorsequenzen auf der DNA nachzuweisen.
Die  Untersuchung ermdglicht eine Beurteilung der Beteiligung eines
Transkriptionsfaktors an der Genexpression. Fiir einen EMSA werden Kernextrakte aus
Zellen isoliert und in einer Bindungsreaktion mit einem, in diesem Falle
fluoreszenzmarkierten  Oligonukleotid  definierter = Sequenz  inkubiert.  Der
Reaktionsansatz wird unter nativen Bedingungen mittels Gelelektrophorese
aufgetrennt. Erfolgt eine Bindung des Transkriptionsfaktors an das markierte
Oligonukleotid, ist die Laufgeschwindigkeit des Oligo-Protein-Komplexes im Vergleich
zum ungebundenen Oligo stark vermindert. Dieser Shift der eletrophoretischen

Mobilitat wird auf dem Gel deutlich sichtbar.

Fiir die Bindungsreaktion des NF-kB-EMSA wurden 7-15 pg Kernextrakt zusammen mit
100 ng poly(dl)-poly(dC) und 20 pmol doppelstrangigen, Cy5.5 markierten
Oligonukleotiden der NF-kB Bindesequenz GGGGACTTTCCC [96] fiir 15-30 min bei RT in
Bindungspuffer inkubiert. Die Kompetierung des Signals erfolgte mit 2nmol eines
unmarkierten Kompetitor-oligos der gleichen Sequenz. Fiir den Supershift-EMSA
wurden die Kernextrakte vor der Bindungsreaktion mit dem entsprechenden
Antikorper fiir 30 min in Bindungspuffer vorinkubiert und der Ansatz anschlief3end mit

dem markierten Oligonukleotid fiir weitere 30 min inkubiert.

Nachdem die Reaktionsansatze auf ein natives Polyacrylamidgel (4 %) geladen waren,
folgte die elektrophoretische Auftrennung bei 100 V und Analyse der DNA-Protein-

Komplexe im Odyssey Infared Scanner anhand des Fluoreszenzsignals von Cy5.5 .
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3.2.2.6 Ko-Immunoprazipitation

Die Analyse von Protein-Protein-Interaktionen ist im Rahmen dieser Arbeit mittels Ko-
Immunprazipitation durchgefithrt worden. Dazu wurden 7 x 106 primdre humane Th-
Zellen in 200 pl Ko-Immunoprazipitationspuffer tiber einen Zeitraum von 30 min auf Eis
lysiert, nachfolgend das Lysat 15 sec lang sonifiziert und 12 min, 17000 xg bei 4°C
zentrifugiert. Zur Immunprizipitation der Proteine ist der Uberstand mit
entsprechenden Antikérpern tiber Nacht bei 4°C inkubiert worden. Zum Fischen des
Protein-Antikorper-Immunkomplexes wurden 80 ul MACS Protein A (fir
Kaninchenantikorper) bzw. Protein G (fiir Mausantikérper) Micro beads dem
Reaktionsansatz zugegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Das Gemisch aus Lysat,
Antikorpern und Micro beads konnte auf eine puMACS-Saule aufgetragen werden, die
zuvor mit 200 pl Lysepuffer dquilibriert worden war. Nach Durchlaufen des
Reaktionsansatzes wurde die Sdule 3-4-mal mit 200 ul Niedrigsalzpuffer gewaschen. Die
Elution des Immunkomplexes erfolgte mit heiffem Laemmli-Puffer (95°C). Das Eluat
wurde mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und mit Hilfe von Western Blot die
prazipitierten bzw. Kko-prazipitierten Proteine mit entsprechenden Antikérpern

nachgewiesen.
3.2.3 Molekularbiologische Methoden
3.2.3.1 Ansetzen von Ubernachtkulturen und Plasmidpriparation

Zur Vervielfaltigung des Bcl-10- Expressionsplasmids (imaGenes, Berlin) sind positive
Klone in 4 ml LB-Medium angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C schiittelnd inkubiert
worden. Die Praparation des Plasmids erfolgte mit dem NucleoBond Xtra Midi Plus-Kit
(Macherey-Nagel, Diiren) nach Herstelleranleitung. Die Plasmide wurden in
Elutionspuffer eluiert. Die Konzentration und Reinheit der Plasmid-DNA war zuvor

mittels Nanodrop (Thermo Fischer Scientific, Bonn) tiberpriift worden.
3.2.3.2 Transfektion von RLM-11-1 Zellen

RLM-11-1-Zellen wurden mit einem vollstindigen Bcl-10-YFP-Konstrukt (imaGenes,
Berlin) unter der Kontrolle eines CMV-Promotors transfiziert. Pro Transfektionsansatz
wurden 2x106 Zellen mit 8 pg Bcl-10-YFP bzw. 2 pg eines GFP-Kontrollplasmids
transfiziert. Zum Einsatz kam das Amaxa Cell line Nucleofector Kit V. Die Transfektion

erfolgte mit dem Amaxa Nukleofektor II (Programm X-005). Mehrere Transfektionen
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mit demselben Plasmid wurden vereinigt und die Zellen anschlieféend mit RPMI 1640 zu
1x106 Zellen/Ansatz verdiinnt sowie 24 h im Inkubator inkubiert. Die Analyse der

Transfektionseffizienz erfolgte im Fluoresenzmikroskop.
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4 Ergebnisse

4.1 Evaluierung des inhibitorischen Einflusses von Cyclosporin A auf die

Aktivitat des Transkriptionsfaktors NF-kB

Eigene Voruntersuchungen und diverse Publikationen wiesen darauf hin, dass die
klinisch angewandte immunmodulatorische Substanz Cyclosporin A (CsA) nicht nur die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFAT, sondern auch die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB beeinflusst [76, 91-92, 97]. Zu Beginn sollte die
inhibitorische Wirkung von CsA auf den NF-kB Signalweg mit verschiedenen

Analysemethoden (Western Blot und Durchflusszytometrie) validiert werden.
4.1.1 Cyclosporin A inhibiert die stimulationsabhangige Phosphorylierung von NF-kB p65

Mittels einer Titration wurde zunachst der inhibitorische Einfluss von CsA auf die NF-
kB-Aktivierung mit der inhibitorischen Wirkung auf NFAT verglichen, um festzustellen,
ob beide Transkriptionsfaktoren im gleichen CsA Konzentrationsbereich gehemmt
werden. Die Konzentrationen des Inhibitors (2 nM-500 nM) wurden dafiir so gewahlt,
dass sie den Bereich der fiir NFAT beschriebenen inhibitorischen Konzentrationen
abdeckten (ICso = 4 nM; [C100 = 20 nM [79, 98]. Primdre humane Th-Zellen wurden fiir
30 min mit steigenden CsA Konzentrationen vorinkubiert, anschlief3end fiir 15 min mit

PMA/Iono stimuliert und die Zelllysate im Western Blot analysiert.

Die Aktivitat von NF-kB wurde mit Hilfe eines phosphospezifischen Antikérpers gegen
Phosphoserin 536 des NF-kB Proteins p65 gemessen (Abb. 4.1A).
Mutationsexperimenten von Mattioli et al. zeigten, dass die Phosphorylierung von

Ser536 essentiell fiir die vollstandige Aktivierung von NF-kB ist [99].

Die Phosphorylierung von Ser536 nahm mit steigenden CsA Konzentrationen deutlich
ab und war bereits bei 2 nM (also noch unterhalb der ICso fiir NFAT) um 25 % geringer
im Vergleich zur unbehandelten (nicht mit CsA inkubierten) stimulierten Probe (Abb.
4.1A; B). Die Zugabe von 10 nM des Inhibitors verursachte eine starke Reduzierung der
Phosphorylierung (68 %) und fiihrte bei 500 nM zu deren kompletten Inhibierung (100
%). Fir CsA ergab sich ein ICso-Wert von 7 nM, welcher jedoch spenderabhdngig

zwischen 6 und 7 nM variierte.
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Abb. 4.1 CsA inhibiert konzentrationsabhangig die Phosphorylierung von NF-kB p65 Ser536 und
Ser 529. Primire humane CD4* Th-Zellen wurden fiir 30 min mit zunehmenden CsA Konzentrationen
oder DMSO (Kontrolle) vorinkubiert und anschliefiend fiir 15 min mit PMA/Iono (P/I) stimuliert. (A)
Western Blot-Analyse von p65 pSer536 und der Ladungskontrolle -actin in Zellysaten. (B) Relative
Inhibierung der p65 Ser536-Phosphorylierung bezogen auf die stimulierte Kontrolle nach Quantifizierung
des Western Blots mit der Odyssey Application Software. Western Blots wurden mit dem Odyssey
Infrared Imaging System analysiert. (C) Uberlagerungshistogramm der durchflusszytometrischen Analyse
von pSer 529 nach Farbung mit einem PE gekoppelten phosphospezifischen Antikérper. (D) Relative
Inhibierung der p65 Ser529-Phosphorylierung bezogen auf die stimulierte Kontrolle nach Quantifizierung
mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) von pSer529PE. Griin: geringe Inhibierung (<10 %), Gelb: mittlere
Inhibierung (10-50 %), Rot: starke Inhibierung (= 50 %). Dargestellt sind reprasentative Ergebnisse eines
Spenders (A n=2; C n=3).

Die vollstindige transkriptionelle Aktivitit von p65 wird allerdings erst nach
Phosphorylierung von Ser529 erreicht [99]. Daher wurde zusatzlich der Einfluss von
CsA auf diese Phosphorylierungsstelle untersucht. Die Messung von phospho-Ser529
erfolgte auf Einzelzellebene im Durchflusszytometer, um die Phosphorylierungssignale
anschlief3end genauer quantifizieren zu konnen (Abb. 4.1C; D). Primare humane Th-
Zellen wurden mit steigenden CsA Konzentrationen (2 nM-250 nM) fir 30 min
vorinkubiert und anschlieflend mit PMA/Iono fiir 15 min stimuliert. Anschlief3end
wurden die Zellen mit Formaldehyd fixiert und mit Methanol permeabilisiert, um ein
Eindringen des phosphospezifischen Antikorpers in das Zytosol und den Zellkern zu

ermoglichen.
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Anhand der Amplitude der Uberlagerungshistogramme von p65 pSer536 wurde bereits
deutlich, dass CsA die Ser529 Phosphorylierung in dhnlichem Mafie wie pSer536
inhibierte. Die Berechnung der prozentualen Inhibierung der Phosphorylierung aus den
MFI-Werten ergab eine Hemmung von 28 % bei der geringsten CsA Konzentration von 2
nM CsA und eine maximale Hemmung von 74 % bei 50 nM CsA. Durch hohere Dosierung
von CsA konnte jedoch bei keinem Spender (n=3) eine hundertprozentige Inhibierung

erreicht werden (Abb. 4.1C; D). Die ICso von CsA fiir p65 pSer529 betrug 7 nM.

Um eine starke Inhibierung von NF-kB zu erzielen, aber gleichzeitig mit physiologischen
Konzentrationen des Inhibitors zu arbeiten, wurden fiir die folgenden Experimente 50

nM CsA eingesetzt (soweit nicht anders angegeben).

Wahrend der initialen TZR-vermittelten Th-Zellaktivierung kommt es neben der
Phosphorylierung von p65 zur Dimerisierung von p65 und p50. Beides sind

entscheidende Reaktionen fiir die initiale IL-2 Expression [100-101].

Mittels einer Stimulationskinetik wurde deshalb der Einfluss von CsA auf die p65-
Phosphorylierung und die Expression von p65 und p50 untersucht. Dazu wurden die
Zellen mit PMA/Iono bzw. mit Antikérpern gegen CD3/CD28 stimuliert und die Lysate

anschliefdend im Western Blot analysiert.

In Zellen ohne CsA Behandlung war die Phosphorylierung von p65 zwischen 5 min und
60 min Stimulationszeit detektierbar und erreichte bei 30 min ihr Maximum (Abb. 4.2A;

B linke Halfte).

CsA dagegen verursachte eine drastische Reduzierung der p65-Phosphorylierung, was
jedoch nicht auf eine geringere p65-Expression zuriickzufiihren war (Abb. 4.2 A und B
rechte Halfte). Die Expression von p50 und p105 (dem Vorlduferprotein von p50) wurde

dagegen von CsA nicht beeinflusst.
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Abb. 4.2 CsA beeintrichtigt die Phosphorylierung von p65 Ser536 wahrend der initialen Th-
Zellstimulation, jedoch nicht die Expression von p65, p105 und p50. Primire humane CD4+Th-Zellen
wurden 30 min mit CsA oder DMSO (Kontrolle) vorinkubiert und anschlieffend mit PMA/Iono (A) und
Antikorpern gegen CD3/CD28 (B) fiir die angegebenen Zeiten stimuliert. Die Kinetik der p65-Aktivierung
und der p65, p105/p50-Expression wurde im Western Blot mit Antikorpern gegen phospho p65 Ser136,
p65, p105, p50 und NFATc2 analysiert. Die NFATc2-Aktivitit wurde anhand unterschiedlicher
elektrophoretischer Mobilitdt von phospho-bzw. dephospho-NFATc2 sichtbar, da der benutze Antikérper
beide Zustinde erkannte. Als Ladungskontrolle diente [3-Actin. Western Blots wurden mit dem Odyssey
Infrared Imaging System analysiert. Dargestellt sind reprdsentative Ergebnisse eines Spenders (n=4).

Die Aktivierung (Dephosphorylierung) von NFATc2 konnte anhand der hdheren
elektrophoretischen Mobilitit von dephospho-NFATc2 (120kDa) im Vergleich zu
Phospho-NFATc2 (140kDa) bestimmt werden (Abb. 4.2). NFATc2 wurde bereits nach 2
min Stimulation dephosphoryliert und blieb {iber den gesamten Stimulationszeitraum in
diesem Zustand (Abb. 4.2A;B linke Halfte). Die Dephosphorylierung von NFATc2 wurde
durch 50 nM CsA komplett inhibiert (Abb. 4.2 A und B rechte Halfte).

Die inhibitorische Wirkung von CsA auf die Aktivitit von NF-kB p65 konnte demnach
anhand der Phosphorylierungsanalysen von p65 Ser536 in primdren humanen Th-
Zellen bestatigt werden. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass CsA nur auf die initiale,

TZR-vermittelte Aktivierung von NF-kB p65, nicht aber auf p105/p50 wirkt.

4.2 Charakterisierung der Inhibierung von NF-kB und AP-1 durch NFAT

Signalwegsinhibitoren mittels ,,Fluorescent Cell Barcoding”

Die inhibitorische Wirkung von CsA auf die Aktivierung von NF-kB p65 gab Grund zu der
Annahme, dass auch andere CaN/NFAT Inhibitoren unspezifisch die TZR-induzierte NF-
kB-, und moglicherweise auch die AP-1-Aktivierung beeinflussen. Es sollte daher der
inhibitorische Einfluss von CsA, und zusitzlich von AM404, BTP1, NCI3, und INCA6 auf
die Phosphorylierung (Aktivierung) von p65, p38 und ERK1/2 untersucht werden.
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Zwar war die Wirkung der Inhibitoren teilweise schon beschrieben, jedoch waren die
ICso-Werte aufgrund von unterschiedlichen experimentellen Bedingungen (Zellmaterial,
Stimulationsbedingungen, Analysemethoden) oft nicht vergleichbar (Tab. 4.1.). Es sollte
daher ein einheitliches Inhibitor-Testsystem fiir primdre humane Th-Zellen geschaffen
werden. Dafiir wurden primdre humane CD4+*-Th-Zellen aus Blut gesunder Spender
isoliert, in Gegenwart entsprechender Inhibitorkonzentrationen fiir 30 min vorinkubiert

und mit PMA/Iono fir 15 min stimuliert.

Der Konzentrationsbereich der Inhibitoren wurde so gewahlt, dass er Konzentrationen
unterhalb und oberhalb der in der Literatur fiir NFAT beschriebenen ICso beinhaltete
(Tab 4.1).

Tab. 4.1 Inhibitoren des NFAT Signalwegs mit entsprechenden IC5o Konzentrationen

Inhibitor ICso NFAT Referenz

AM 404 10 uM Caballero FJ 2007"

BTP1 6nM eigene Daten ”//Trevillyan JM 2001"
CsA 4nM Podtschaske M 2007®

INCA6 0,8 uM Roehrl MH 2004

NCI3 2 UM Sieber M 2007"

a) Humane primare CD4" T-Zellen (Kerntranslokation von NFATc2)
b) Jurkat Zellen (NFAT abhingige Reportergenexpression)

c) Jurkat Zellen (Reportergenaktivitdt am IL-2- Promotor)

d) Verdrangung des VIVIT Peptids

Um die Messung eines breiten Konzentrationsbereiches der Inhibitoren zu ermoéglichen
und zudem den Phosphorylierungsstatus mehrerer Signalproteine gleichzeitig zu
erfassen, wurde ein Hochdurchsatz-Messverfahren, der sogenannte ,Fluorescent cell
Barcoding Assay“ [95] etabliert. Bei dieser Durchflusszytometrie- basierten Methode
werden die Zellen eines Reaktionsansatzes vor der Inkubation mit dem
phosphospezifischen Antikérper mit einer definierten Menge eines ,Barcoding”-
Farbstoffes markiert. Dabei handelt es sich um Fluoreszenzfarbstoffe, die in Form eines
aminreaktiven Succimidylesters vorliegen, und mit den Aminogruppen der
Oberflachenproteine eine kovalente Amid-Bindung eingehen. Nach der Farbung mit
diesen Farbstoffen werden alle Reaktionsansitze in einem einzigen Messansatz
vereinigt und mit phosphospezifischen Antikérpern gegen p65, p38 und ERK1/2

inkubiert.
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Im Durchflusszytometer kann man anschlief3end die Reaktionsansatze anhand der
Fluoreszenzintensitit des ,Barcoding“-Farbstoffes als distinkte Population identifizieren
und in diesen Populationen die Phosphorylierungen von p65, p38 und ERK1/2
analysieren (Abb. 4.3).
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Abb. 4.3 Ubersicht iiber die Datenaufbereitung beim Fluorescent Cell ,Barcoding” am Beispiel
einer Messung von CsA-behandelten Zellen. Primare humane CD4* Th-Zellen wurden fir 30 min mit
zunehmenden CsA Konzentrationen oder DMSO (Kontrolle) vorinkubiert, fiir 15 min mit PMA/Iono
stimuliert, mit Formaldehyd fixiert und mit den ,Barcoding“-Farbstoffen Pacific Blue und Pacific Orange
inkubiert (steigende Konzentrationen der ,Barcoding”-Farbstoffe entsprachen dabei steigender
Inhibitorkonzentrationen siehe Farbcode oberer Abschnitt rechts). Anschlief3end erfolgten die Farbung
der Zellen mit Antikérpern gegen p65 pSer529 (PE), p38 pThr180/pTyr182 (Alexa 488) und pERK1/2
pThr202/pTyr204 (Alexa 647) und die Messung im Durchflusszytometer. Nach der Identifizierung der
Population im Forward/Sideward-Scatter wurden die Zellpopulationen anhand der Konzentrationen der
,Barcoding“-Farbstoffe separiert (oberer Abschnitt), anhand des gemessenen Phosphoproteins
aufgetrennt und die Populationen in einem Uberlagerungshistogramm dargestellt (mittlerer Abschnitt).
Aus der numerisch erfassten MFI der Proben wurde die prozentuale Inhibierung der Phosphorylierung
relativ zur stimulierten Kontrollprobe errechnet und graphisch dargestellt (unterer Abschnitt).
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Da bei dieser Methode bis zu zehn Reaktionsansitze in einem Messansatz vereinigt
werden konnten, lief3en sich die Antikorpermenge, die Anzahl der Reaktionsgefdfie und
damit die Messzeit entscheidend reduzieren.
Anhand der MFI-Werte aus den Durchflusszytometrie-Analysen, wurde die relative
prozentuale Inhibierung der Phosphorylierung von p65, p38 und ERK1/2 errechnet.
Anhand dieser Werte wurde die Spezifitat des Inhibitors anhand des Ausmafies seiner
Kreuzreaktivitat kategorisiert und farblich abgegrenzt:

- Grun: keine bis geringe Kreuzreaktivitdt (<10%) —-» fir Signalwegsuntersuchungen

geeignet

: mittlere Kreuzreaktivitat (10-50%) -» bedingt fir Signalwegsuntersuchungen
geeignet

- Rot: hohe Kreuzreaktivitat (250%) & nicht flr Signalwegsuntersuchungen geeignet.

Im Folgenden werden die einzelnen Inhibitoren hinsichtlich ihrer Kreuzreaktivitat und

Eignung fiir Signalwegsanalysen betrachtet.
4.2.1 CsA inhibiert die Phosphorylierung von p65 und p38 aber nicht von ERK1/2

Wie bereits unter Absatz 4.1 gezeigt, beeinflusste CsA die Phosphorylierung von p65
konzentrationsabhangig (Abb.4.4 links). Der mittlere ICso-Wert betrug 6,5 nM (n=3). Die
Phosphorylierung von p38 wurde ebenfalls sehr stark von CsA beeintrachtig und wurde
bei 2 nM bereits zu 25 % (£9 %) inhibiert (Abb. 4.4 mitte). Die maximale Inhibierung
der p38-Phosphorylierung (67 % * 3 %) wurde bei 50 nM erreicht, stieg bei hoherer CsA
Konzentration jedoch nicht weiter an. Es ergab sich ein ICso-Wert von 7,5 nM(n=3). Die
Aktivitat von ERK1/2 blieb dagegen auch bei hohen CsA Konzentrationen unverandert
(Abb. 4.4 rechts).
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Abb. 4.4 CsA inhibiert die Phosphorylierung von p65 und p38 aber nicht von ERK. Primare humane
CD4* Th-Zellen wurden fiir 30 min mit zunehmenden CsA Konzentrationen oder DMSO (Kontrolle)
vorinkubiert, fir 15 min mit PMA/Iono stimuliert, mit Formaldehyd fixiert und mit den ,Barcoding”-
Farbstoffen Pacific Blue und Pacific Orange inkubiert. Anschlieflend erfolgten die Farbung der Zellen mit
Antikdrpern gegen p65 pSer529 (PE), p38 pThr180/pTyr182 (Alexa 488) und pERK1/2
pThr202/pTyr204 (Alexa 647) und die Messung im Durchflusszytometer. Dargestellt ist ein
Wirkungsdiagramm der Phosphorylierungsinhibierung von p65, p38 und ERK durch CsA in Prozent
bezogen auf die stimulierte Kontrolle (zusammengefasst wurden Daten aus drei unabhdngigen
Experimenten). Griin: geringe Kreuzreaktivitit (<10 %), Gelb: mittlere Kreuzreaktivitat (10-50 %), Rot:
hohe Kreuzreaktivitit (= 50 %).

Die Anwendung von CsA ermoglicht daher eine gezielte Betrachtung der Beteiligung von
c-fos (aktiviert durch Raf/MAPK/Erk) an der Expression von Zielgenen, unabhdngig von
der NFAT-, NF-kB- und p38 -Aktivitat.

4.2.2 Die Kreuzreaktivitdt der Inhibitoren AM404, BTP1 und NCI3 gegeniiber p65, p38
und ERK1/2 ist gering

Die Inhibitoren AM404, BTP1 und NCI3 zeigten eine geringe bis gar Kkeine
Kreuzreaktivitit gegeniiber den untersuchten Signalwegen bzw. wirkten erst bei
unphysiologischen Konzentrationen inhibitorisch. Wahrend AM404 auf p65 erst ab 30
UM einen mittleren inhibitorischen Einfluss (33 % * 14 %) hatte, blieb die
Phosphorylierung von p38 nahezu unbeeinflusst. Die Phosphorylierung von ERK1/2
wurde erst durch hohe AM404 Konzentrationen (oberhalb 20 pM) zu maximal 32 % (*
17 %) bei 40 uM inhibiert (Abb. 4.6 oben).

BTP1 zeigte bei allen eingesetzten Konzentrationen keine inhibitorische Wirkung auf die
untersuchten Signalwege (Abb. 4.6 mitte)

NCI3 inhibierte die Phosphorylierung von p65 ab einer Konzentration von 10 uM zu 14
% (£13 %) und erreichte erst bei 20 uM eine maximale inhibitorische Wirkung von 62 %
(£39 %). Die Phosphorylierung von p38 war bei 20 uM zu 47 % (* 20 %) inhibiert. Die
Phosphorylierung von ERK blieb gianzlich unbeeinflusst (Abb. 4.6 unten).
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Abb. 4.5 Die Inhibitoren AM404, BTP1 und NCI3 wirken erst bei hohen Konzentrationen
inhibitorisch auf die Phosphorylierung von p65, p38 und ERK1/2.

Primdre humane CD4* Th-Zellen wurden fiir 30 min mit zunehmenden Konzentrationen von AM404,
BTP1 oder NCI3 bzw. DMSO (Kontrolle) vorinkubiert, fiir 15 min mit PMA/Iono stimuliert, mit
Formaldehyd fixiert und mit den ,Barcoding“-Farbstoffen Pacific Blue und Pacific Orange inkubiert.
Anschlieflend erfolgten die Farbung der Zellen mit Antikdérpern gegen p65 pSer529 (PE), p38
pThr180/pTyr182 (Alexa 488) und pERK1/2 pThr202/pTyr204 (Alexa 647) und die Messung im
Durchflusszytometer. Dargestellt sind Wirkungsdiagramme der Phosphorylierungsinhibierung von p65,
p38 und ERK1/2 durch die jeweiligen Inhibitoren in Prozent bezogen auf die stimulierte Kontrolle
(zusammengefasst wurden Daten aus drei unabhidngigen Experimenten). Griin: geringe Kreuzreaktivitit
(=10 %), Gelb: mittlere Kreuzreaktivitat (10-50 %), Rot: hohe Kreuzreaktivitit (= 50 %). Inh.=Inhibierung

Da alle drei Inhibitoren bei den entsprechenden IC5o-NFAT Konzentrationen (AM404 10
uM; BTP1 6 nM; NCI3 2 puM) keine Kreuzreaktivitat auf die untersuchten Signalwege
zeigten, konnen sie flir die spezifische Inhibierung von NFAT bei Signalwegsanalysen

eingesetzt werden.
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4.2.3 INCAG inhibiert unspezifisch die Phosphorylierung von p65, p38 und ERK1/2

INCA6 wies eine mittlere bis hohe Kreuzreaktivitit gegeniiber allen drei Signalwegen
auf. Am starksten inhibierte INCA6 allerdings die Phosphorylierung von p65 und
ERK1/2 (Abb. 4.6). Wahrend fiir p65 bei 5 uM die hdchste inhibitorische Wirkung
erreicht wurde 78 % (+ 11 %), inhibierten 8 pM INCA6 die Phosphorylierung von ERK
zu70 % (£ 5 %). P38 wurde mit 5 uM INCA6 zu maximal 43 % (£ 21 %) inhibiert.
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Abb. 4.6 INCA6 wirkt stark kreuzreaktiv auf die Phosphorylierung von p65, p38 und ERK1/2.
Priméare humane CD4* Th-Zellen wurden fiir 30 min mit zunehmenden Konzentrationen von INCA6 bzw.
DMSO (Kontrolle) vorinkubiert, fiir 15 min mit PMA/Iono stimuliert, mit Formaldehyd fixiert und mit den
»Barcoding“-Farbstoffen Pacific Blue und Pacific Orange inkubiert. Anschliefiend erfolgten die Farbung der
Zellen mit Antikdrpern gegen p65 pSer529 (PE), p38 pThr180/pTyr182 (Alexa 488) und pERK1/2
pThr202/pTyr204 (Alexa 647) und die Messung im Durchflusszytometer. Dargestellt sind
Wirkungsdiagramme der Phosphorylierungsinhibierung von p65, p38 und ERK1/2 durch INCA6 in
Prozent bezogen auf die stimulierte Kontrolle (zusammengefasst wurden Daten aus drei unabhidngigen
Experimenten). Griin: geringe Kreuzreaktivitat (<10 %), Gelb: mittlere Kreuzreaktivitit (10-50 %), Rot:
hohe Kreuzreaktivitat (= 50 %).

Bereits bei der geringsten untersuchten Konzentration von 1 pM (ICso NFAT = 0,8 uM)

blockierte der Inhibitor alle drei Signalwege zu tber 25 % und ist demnach fiir eine

spezifische Inhibierung von NFAT nicht geeignet (Abb. 4.6).
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4.3 Charakterisierung des CsA Einflusses auf NF-kB-Aktivierungsprozesse

Nachdem gezeigt werden konnte, das Inhibitoren des CaN/NFAT-Signalwegs die
Aktivierung von NF-kB p65 teilweise stark beeintrachtigen (CsA, INCA6), sollten nun
molekulare Mechanismen einer CaN-vermittelten NF-kB-Aktivierung identifiziert und
charakterisiert werden. In den vorangegangenen Untersuchungen ist bisher nur der
Phosphorylierungszustand von NF-kB p65 betrachtet worden. Die im Folgenden
beschriebenen Experimente dienten weiterfithrend der schrittweisen Aufklarung des

CsA-Einflusses auf wichtige Prozesse der TZR-vermittelten NF-kB-Aktivierung.
4.3.1 CsA beeintrachtigt die Bindung von p65 an die DNA

Heterodimere der NF-kB-Proteine p65 und p50 translozieren nach TZR-Stimulation in
den Zellkern und binden an eine spezifische Erkennungssequenz in der Promotorregion
(GGGGACTTTCCC, [96])entsprechender Zielgene. Mit Hilfe eines Electrophoretic
Mobility Shift Assays (EMSA) wurde untersucht, ob CsA die Bindung von NF-kB p65 an
dessen Erkennungssequenz hemmt. Dazu wurden Kernextrakte aus primaren humanen
CD4+ Th-Zellen prapariert und mit einem Cy5.5 markierten Oligonukleotid inkubiert,
welches die Erkennungssequenz von p65 beinhaltete. Erfolgte eine Bindung von p65 an
dieses Oligonukleotid, entsprach dessen Laufgeschwindigkeit im elektrischen Feld der
von p65. Anhand der Verdnderung der elektrophoretischen Mobilitdt, konnten

gebundene Oligonukleotide von ungebundenen unterschieden werden.

In der unbehandelten (nicht mit CsA inkubierten) Probe war die Bindung von p65 an
das Oligonukleotid nach 30 min PMA/Iono Stimulation gut erkennbar. Eine CsA
Konzentration von 2 nM verringerte die Bindung im Vergleich zur unbehandelten
stimulierten Probe bereits deutlich. Bei 50 nM CsA wurde eine stidrkere, jedoch nicht

vollstandige Blockierung der DNA-Bindung erreicht (Abb. 4.7A).

Die Spezifitit der Bindung wurde durch Zugabe eines kompetitiven Oligonukleotids
gleicher Sequenz, in hundertfach molarem Uberschuss nachgewiesen. (Abb. 4.7A Spur

3).
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Abb. 4.7 CsA inhibiert die DNA-Bindung von NF-kB p65. Aus CsA-behandelten und PMA/Iono-
stimulierten primdren humanen CD4* Th-Zellen wurden Kernextrakte isoliert und mit Cy5.5-markierten
Oligonukleotiden inkubiert. Die Spezifitit der Bandenshifts wurde durch Zugabe eines unmarkierten
kompetitiven Oligonukleotids (komp. Oligo) in hundertfachem molaren Uberschuss (A,B) und einer
Supershift Analyse mit einem Antikérper gegen p65 und entsprechender Isotypkontrolle (B)
nachgeweisen. Die Analyse des Gels erfolgte im Odyssey Infrared Imaging System. Dargestellt sind die
Ergebnisse zweier Spender (n=8).

Um zu bestdtigen, dass die beobachteten EMSA-Banden tatsdchlich NF-xB p65
entsprachen, wurde zusatzlich eine Supershift-Analyse mit einem Antikorper gegen p65
durchgefiihrt. Dazu wurden die Kernextrakte noch vor der Oligonukleotid-
Bindungsreaktion mit einem anti-p65 Antikorper inkubiert. Der Komplex aus
Antikorper, p65 und Oligonukleotid verlangsamt noch einmal die Laufgeschwindigkeit
im Gel und wird dadurch als Supershift sichtbar (Abb. 4.7 B Spur 4). Anhand des
beobachteten p65-Supershifts konnte die Spezifitit der EMSA-Analyse bestatigt werden.
Hervorzuheben ist, dass in diesem Versuch die DNA-Bindung von p65 vollstiandig durch
50 nM CsA inhibiert worden ist (Abb. 4.7 B Spur 2). Diese Beobachtung bestatigt die
bereist unter Absatz 4.1.1 beschriebene spenderabhdngige inhibitorische Wirkung von
CsA. In Ubereinstimmung mit den gezeigten Phosphorylierungsanalysen konnte der

inhibitorische Einfluss von CsA auf NF-kB erneut bestatigt werden.
4.3.2 CsA beeintrachtigt die Kerntranslokation von NF-kB p65

Voraussetzung fiir die Bindung von NF-kB p65 an die DNA ist die Translokation von p65
vom Zytosol in den Zellkern. Der Einfluss von CsA auf die Translokation von p65 wurde
daher in Kernextrakten und zytosolischen Extrakten primarer humaner CD4+ T-Zellen

analysiert.

[57]



Ergebnisse

Folgende Parameter wurden mittels Western Blot analysiert (Abb. 4.8A):

- Phosphorylierung von p65 Ser536

- nukledres und zytosolisches p65

- nukledres und zytosolisches p105/p50

- Lamin B als Kontrolle fiir die Reinheit der Kernfraktion

- B-Actin als Ladungskontrolle
Die Signale von pp65 und p65 im Western Blot Daten wurden zudem quantifiziert (Abb.
4.8A; B).
Phospho-p65 konnte nach Stimulation im Zellkern nachgewiesen werden, wahrend CsA
die Kerntranslokation von phospho-p65 blockierte (Abb. 4.8A, Reihe 1; vgl. Spur 1,2 und
4 und Abb. 4.8B). Im Zytosol unbehandelter (nicht mit CsA inkubierter) stimulierter
Proben war eine starke Phosphorylierung von p65 im Vergleich zu den unstimulierten
Proben zu erkennen. Zytosolisches p65 in CsA-behandelten Zellen war dagegen nur sehr

schwach phosphoryliert (Abb. 4.8A, Reihe 1; vgl. Spur 5,6 und 8 und Abb. 4.8B).
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Abb. 4.8 CsA interferiert mit der Kerntranslokation von NF-kB p65. Kernextrakte und zytosolische
Extrakte wurden aus primiren humanen mit PMA/Iono stimulierten CD4+Th-Zellen extrahiert. Einige
Zellen wurden vor der Stimulation fiir 30 min mit CsA bzw. Bortezomib (BZ) inkubiert. Nukledres und
zytosolisches phospho p65, p65, p105/p50 wurde im Western Blot mit entsprechenden Antikérpern
detektiert. Lamin B diente als Reinheitskontrolle fiir Kernextrakte und (-Actin diente als
Ladungskontrolle (A). Western Blots wurden mit dem Odyssey Infrared Imaging System analysiert. Die
Intensititen von pp65 (B), p65 (C) und PB-Actin wurden mit der Odyssey Application Software
quantifiziert und die relative Menge von pp65 bzw. p65 im Verhéltnis zu -Actin berechnet. Dargestellt
sind reprasentative Ergebnisse eines Spenders (n=2).

Die Phosphorylierung von p65 ist Voraussetzung fiir seine Kerntranslokation. Daher
wurde die Auswirkung von CsA auf die Translokation des gesamtem p65 betrachtet. In
unbehandelten Zellen war die Kentranslokation intakt, da die Menge an p65 im
Kernextrakt nach Stimulation zunahm, wahrend sie gleichzeitig im Zytosol abnahm
(Abb. 4.8A, Reihe 2; vgl. Spur 1,2 und 5,6 und Abb. 4.8C). P65 war dagegen in
Kernextrakten CsA-behandelter Zellen im Vergleich zu unbehandelten stimulierten
Proben deutlich reduziert. Weiterhin war ein erh6htes Vorkommen von p65 im Zytosol

der CsA-behandelten Zellen sichtbar (Abb. 4.8A, Reihe 2; vgl. Spur 6,8 und Abb. 4.8C).

Als Kontrolle wurde der Proteasominhibitor Bortezomib eingesetzt, welcher die
Kerntranslokation von p65 durch Unterbindung des proteasomalen Abbaus von IkBa
hemmt [102]. Bortezomib inhibierte die phospho-p65 Translokation weniger stark als
CsA (Abb. 4.8A, Reihe 1; vgl. Spur 2,3,4 und Abb. 4.8B). Interessanterweise war das
Signal von zytosolischem phospho-p65 in der Bortezomib behandelten Probe im
Vergleich zur unbehandelten stimulierten Probe aber starker (Abb. 4.8A, Reihe 1; vgl.
Spur 5,6,7 und Abb. 4.8B). Dies konnte bedeuten, dass Bortezomib durch Blockierung
des IkBa-Abbaus eine Akkumulation von phospho-p65 im Zytosol verursacht. Diese
Beobachtung lasst darauf schliefien, dass die Phosphorylierung von p65 durch IKKf(

unabhangig vom proteasomalen [kBa-Abbau ist.

Die Inhibierung der Translokation von p65 durch Bortezomib war vergleichbar mit der

Wirkung von CsA (Abb. 4.8A, Reihe 2; vgl. Spur 7,8 und Abb. 4.8C).
Zu unterstreichen ist, dass CsA und Bortezomib keinen Einfluss auf die Prozessierung
von p105 zu p50 bzw. auf die Kerntranslokation von p50 hatten.

Um die Reinheit der Kernfraktion zu iiberpriifen, wurde zur Kontrolle das Vorkommen
des Kernmembranproteins Lamin B liberpriift. Die sehr geringen Mengen an Lamin B im
Zytosol im Vergleich zu den Kernextrakten unterstreichen die Reinheit der Fraktionen

und damit die Spezifitat der Analysen.
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4.3.3 IkBa-Phosphorylierung/Degradation und IKKB-Phosphorylierung werden von CsA

beeintrachtigt

IxkBa maskiert in ruhenden Zellen die Kernimportsequenz von p65 und verhindert damit
dessen Kerntranslokation. Nach Aktivierung der Zelle wird IkBa zunachst von IKK(
phosphoryliert und daraufhin proteasomal degradiert wodurch die Translokation von
p65 in den Kern ermdglicht wird [24]. Im folgenden Experiment wurde die Wirkung von
CsA auf die IkBa-Phosphorylierung bzw. die IkBa-Degradation und die IKKB-Aktivitat
mittels einer Stimulationskinetik untersucht. In unbehandelten Zellen wurde IkBa nach
5 min Stimulation phosphoryliert und innerhalb von 30 min vollstandig abgebaut (Abb.
4.9A links). Nach 60 min erfolgte eine Neusynthese von IkBa. Diese wird direkt von p65
gesteuert und fungiert als negativer Riickkopplungsmechanismus, um eine dauerhafte

NF-kB-Aktivierung zu verhindern [103].

A B
CsA 50 nM
CsA 50 nM CD3/CD28 CD3/CD28
P/I P/I t(min) - 2 5 1530 - 2 5 15 30 B
. 4 p IkBa
2 - @t ——

t (min) 5 15 30 60 120 5 15 30 60 120 kB ' - il
— — IkBa B e - ==~ pIKKP Ser181
Th—— T B-actin e et e s s s et e s | KB

C 15 min P/|
CsA (nM) - <= 5 .50 250

¥ __ pIKKB
SR L L i

T ——— — — B_actin

Abb. 4.9 CsA inhibiert die IkBa-Phosphorylierung und Degradation und selektiv die IKKf-
Phosphorylierung. Primdre humane CD4+Th-Zellen wurden 30 min mit den angegebenen CsA
Konzentrationen oder DMSO (Kontrolle) vorinkubiert und anschliefRend mit PMA/Iono (A; C), und
Antikorpern gegen CD3/CD28 (B) fiir die angegebenen Zeiten stimuliert. Die Kinetik der IxBa-
Phosphorylierung und IkBa-Degradation (A, B) und der IKKB-Phosphorylierung bzw. Expression (B)
wurde im Western Blot mit Antikérpern gegen IkBa, pIKKB Ser181, und IKKf analysiert. Die IKKf3-, aber
nicht die IKKa-Phosphorylierung wird konzentrationsabhédngig von CsA gehemmt (C). Dargestellt ist ein
Western Blot von phospho [KKa(Ser180)/B(Ser181). Als Ladungskontrolle diente B-actin. Alle Western
Blots wurden mit dem Odyssey Infrared Imaging System analysiert. Dargestellt sind reprisentative
Ergebnisse eines Spenders (A,B n=3; C n=2).

CsA inhibierte deutlich sowohl die Phosphorylierung als auch die Degradation von IxBa.

Zudem interferierte CsA mit der Degradation von de novo synthetisiertem IxkBa (nach 60
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bzw. 120 min Stimulation) was zu dessen Akkumulation im Zytosol fiihrte (vgl. 60 bzw.

120 min, Abb.4.9A).

Die Phosphorylierung der IkBa-Kinase IKKB an Ser181 [104] war beinahe vollstdndig
durch CsA blockiert, was jedoch nicht auf eine geringere Expression von IKKf
zuriickzufithren war. Zudem scheint CsA selektiv die IKKB-Phosphorylierung zu
beeinflussen. Wahrend IKK[ bereits bei 50 nM CsA komplett inhibiert wurde, blieb die
IKKa-Phosphorylierung unbeeinflusst. Diese Beobachtung unterstreicht die Wichtigkeit
der IKK( fiir die TZR-vermittelte Aktivierung von p65.

4.3.4 CsA inhibiert die Dephosphorylierung von Bcl-10

Die Aktivitit des IKK-Komplexes hdangt von der Formierung eines Signalkomplexes
bestehend aus den Proteinen CARMA1, Bcl-10 und MALT1 ab. Die Assoziation dieses
CBM-Komplexes ist damit essentiell fiir die NF-kB Aktivierung [31]. Das Adapterprotein
Bcl-10 war fiir die Untersuchungen besonders interessant, weil es ein transientes
Phosphorylierungsmuster aufweist. Die Phosphorylierung ist innerhalb von 5-30 min
nach Aktivierung des TZR sichtbar, [45, 105] und kann durch die Kinasen IKKf( [45],
CaMKII [46], p38 [47] und RIP2 [48] ausgelost werden. Die Funktion der Bcl-10-
Phosphorylierung/-Dephosphorylierung ist bislang aber nicht geklart.

Das Bcl-10-Phosphorylierungsmuster wurde daher im Hinblick auf den CsA Einfluss
untersucht. Fir die Analysen wurde ein Antikérper benutzt, der sowohl die basale, als
auch die phosphorylierte Bcl-10-Form erkannte [48, 106]. Phospho-Bcl-10 konnte im
Western Blot anhand seiner reduzierten elektrophoretischen Mobilitat nachgewiesen

werden (Abb. 4.10 A).

In unbehandelten Zellen wurde Bcl-10 innerhalb von 15 min nach PMA/Iono -bzw. TZR-
Stimulation (Abb. 4.10 A bzw. Abb. 4.10 C) phosphoryliert und lag nach 30 min wieder
dephosphoryliert vor. Diese Dephosphorylierung von Bcl-10 war in CsA-behandelten
Zellen jedoch blockiert, und Bcl-10 blieb wahrend des gesamten Stimulationsszeitraums

(15-60 min) phosphoryliert (Abb. 4.10 A, B, C).

In unstimulierten Zellen war bereits eine basale Phosphorylierung von Bcl-10 zu
erkennen. Dieser Zustand wurde bereits von Rebeaud et al. beschrieben [55]. In den hier
durchgefiihrten Experimenten variierte die basale Phosphorylierung spenderabhangig

(vgl. unstimulierte Probe in Abb. 4.10 A,D mit C).
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Abb. 4.10 CsA inhibiert die Dephosphorylierung von Bcl-10. Primare humane CD4+Th-Zellen wurden
30 min mit den angegebenen CsA Konzentrationen oder DMSO (Kontrolle) vorinkubiert und anschliefsend
mit PMA/Ionomycin (A), und Antikérpern gegen CD3/CD28 (C) fiir die angegebenen Zeiten stimuliert. Die
Phosphorylierungs-/Dephosphorylierungsmuster von Bcl-10 wurden im Western Blot mit Antikdrpern
gegen Bcl-10 detektiert. Mit Hilfe der Odyssey Application Software wurden die Intensitdten von pBcl-10
und Bcl-10 quantifiziert und die relative Intensitdt von pBcl-10 berechnet (B). Phospho-Bcl-10 migrierte
langsamer im Gel als dephospho-Bcl-10 und war sensitiv gegeniiber Behandlung mit A-Phosphatase (A-
PPase) fiir 30 min bei 37°C (D). Als Ladungskontrolle diente (-actin. Alle Western Blots wurden mit dem

Odyssey Infrared Imaging System analysiert. Dargestellt sind reprasentative Ergebnisse eines Spenders (A
n=5; C,D n=3).

Die pBcl-10-Bande war spezifisch, da sie durch Behandlung mit A-Phosphatase
eliminiert werden konnte (Abb. 4.10 D).

Vor einiger Zeit beschrieben Ishiguro et al., dass die Phosphorylierung von Ser138 im C-
Terminus von Bcl-10 die Aktivierung von NF-kB blockiert [46]. Da CsA offensichtlich die
Dephosphorylierung von Bcl-10 beeintrachtigte, war anzunehmen, dass ein
Zusammenhang zwischen der Calcineurinaktivitdt, der Bcl-10 Ser138-Phosphorylierung,
und damit der NF-kB-Aktivierung besteht. Um dies zu tiberpriifen, wurden die Zellen in

Gegenwart steigender CsA Konzentrationen stimuliert.

Die Bcl-10 Ser138-Phosphorylierung nahm mit steigenden CsA Konzentrationen zu
(Abb. 4.11), wahrend die p65 Phosphorylierung zurtiickging (vgl. Absatz 4.1.1Abb. 4.1 A).
Mit dieser Analyse konnten der inhibitorischen Einfluss von phospho-Bcl-10 Ser138 auf
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die Aktivierung von NF-kB, und damit die Beobachtungen von Ishiguro et al. bestatigt

werden.

15 min P/I
CsA nM - - 2 5 10 50 100 250

— HHWM pBcl-10 Ser138

B-actin

Abb. 4.11 Die Bcl-10-Dephosphorylierung und NF-kB p65-Phosphorylierung hiangen von der
Calcineurinaktivitit ab. Primare humane CD4+Th-Zellen wurden fiir 15 min mit PMA/Iono in Gegenwart
steigender CsA Konzentrationen stimuliert. Die Analyse der Bcl-10-Phosphorylierung erfolgte mittels
Western Blot mit einem Antikorper gegen Bcl-10 pSer138. Als Ladungskontrolle diente (-Actin. Die
Analyse des Western Blots erfolgte mit dem Odyssey Infrared Imaging System. Dargestellt sind
reprasentative Ergebnisse eines Spenders (n=2).

Die Anwendung des spezifischen, Cyclophilin-unabhédngigen CaN Inhibitors NCI3 [81]
zeigte zudem, dass die Inhibierung der Bcl-10-Dephosphorylierung tatsachlich auf der
Inhibierung von CaN, und nicht auf der Inhibierung von Cyclophilin beruht (Abb. 4.12).

Wie bereits im Abschnitt 4.2.2 gezeigt, inhibieren 10 puM NCI3 die NF-kB-Aktivierung
spenderabhangig zu 14 % (13 %). Diese beobachtete Inhibierung geht demnach auf die

anhaltende Bcl-10-Phosphorylierung zurtick, welche durch NCI3 verursacht wird (Abb.
4.12).
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Abb. 4.12 Die Inhibierung der Bcl-10 Dephosphorylierung wird durch die Inhibierung von CaN und
nicht von Cyclophilin verursacht. Primadre humane CD4+Th-Zellen wurden mit 10 pM NCI3 und 50 nM
CsA vorinkubiert und mit PMA/Iono fiir die angegebenen Zeiten stimuliert. Die Phosphorylierungs-
/Dephosphorylierungsmuster von Bcl-10 wurden im Western Blot mit Antikérpern gegen Bcl-10
gemessen. Als Ladungskontrolle diente $-Actin. Die Analyse des Western Blots erfolgte mit dem Odyssey
Infrared Imaging System. Dargestellt sind reprasentative Ergebnisse eines Spenders (n=2).

Zusammengefasst verdeutlichen diese Untersuchungen die Bedeutung der Bcl-10-

Dephosphorylierung fiir die TZR-vermittelte Aktivierung von NF-xB.
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4.3.5 Die Aktivierung von PKCO und TAK1 wird nicht durch CsA gehemmt

Signalprozesse oberhalb der Phosphorylierung/Dephosphorylierung von Bcl-10
beinhalten die Aktivierung der Proteinkinase C 6 (PKC8) und der Transforming Growth
Factor 3 associated kinase 1 (TAK1). PKCO phosphoryliert das Gerlistprotein CARMA1
und TAK1. TAK1 tragt zur Phosphorylierung von IKKa /8, und damit zur vollstdndigen
Aktivierung des IKK-Komplexes bei [22-23]. Um den inhibitorischen Effekt von CsA auf
die PKCB-und TAK1-Aktivitdt zu iiberpriifen, wurde der Phosphorylierungsstatus von
PKCO Thr538 (Abb.4.13 A) und TAK1 Thr184/187 (Abb.4.13 B) bestimmt.

In unbehandelten Zellen lag PKCO-Thr538 bereits nach 5 min Stimulation maximal
phosphoryliert vor, wahrend Bcl-10 erst nach Abklingen der PKC6-Aktivitat (< 10 min)
phosphoryliert wurde. Nach 30 min Stimulation war Bcl-10 dephosphoryliert und NF-«B
p65 maximal phosphoryliert.

Eine CsA Behandlung hatte jedoch keine Auswirkung auf die PKCB-Aktivitat. Allerdings
waren, in Ubereinstimmung mit vorherigen Versuchen, die Dephosphorylierung von Bcl-
10 und die Phosphorylierung von NF-kB p65 stark durch CsA gehemmt wahrend die
Expressionsraten beider Proteine unbeeinflusst blieben (Abb. 4.13A). In unstimulierten
CsA-behandelten Zellen war zudem eine starke Bcl-10-Phosphorylierung zu erkennen,
welche womoglich durch die CsA-vermittelte Blockierung der basalen

Calcineurinaktivitat hervorgerufen wird [107].
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Abb. 4.13 CsA inhibiert nicht die Aktivierung von PKCO und TAK1. Primadre humane CD4+Th-Zellen
wurden 30 min mit 50 nM CsA oder DMSO (Kontrolle) vorinkubiert und anschliefend mit
PMA/lonomyrcin fiir die angegebenen Zeiten stimuliert. Die Phosphorylierungsmuster von PKC6 Thr538,
Bcl-10 Ser138 NF-kB p65 Ser536 (A), TAK1 Thr 184/187 (B) und die Expression von Bcl-10 und p65
wurden im Western Blot mit entsprechenden Antikérpern unter Benutzung des Odyssey Infrared Imaging
Systems analysiert. Als Ladungskontrolle diente $-actin. Dargestellt sind reprisentative Ergebnisse eines
Spenders (A n=3; B n=2).

Phospho-TAK1 war zwischen 5 und 60 min Stimulation nachweisbar. CsA zeigte
ebenfalls keinen Effekt auf die Phosphorylierung von TAK1 Thr184/187 (Abb. 4.13 B).
Die Tatsache, dass die Phosphorylierung von PKCO und TAK1 nicht von CsA beeinflusst
wurde, erlaubte die Schlussfolgerung, dass die Inhibierung der TZR vermittelten NF-kB-
Aktivierung auf eine verlingerte Phosphorylierung bzw. eine blockierte

Dephosphorylierung von Bcl-10 zuriickzufiihren ist.

Die Phosphorylierung/Dephosphorylierung von Bcl-10 konnte daher als entscheidender

Prozess der TZR-vermittelten NF-kB-Aktivierung bestatigt werden.

4.3.6 Die Assoziation von Bcl-10-MALT1 wird nicht durch die Bcl-10-Phosphorylierung

gestort

Die Interaktion des Adapterproteins Bcl-10 mit dem Gertstprotein MALT1 ist essentiell
fur die Signalweiterleitung im NF-kB Signalweg. Mit Hilfe von Koimmunprazipitationen
wurde untersucht, ob eine differenzielle Bcl-10-Phosphorylierung (ausgelost durch

Stimulation bzw. durch CsA) die Interaktion von MALT1 und Bcl-10 beeinflusst.

MALT1 wurde zunachst aus Lysaten PMA/lono-stimulierter primarer humaner CD4+ Th-
Zellen prazipitiert. Anschliefend wurden mittels Western Blot koprazipitiertes Bcl-10

detektiert.

Um die Zeitabhangigkeit der Bcl-10-MALT1-Interaktion zu priifen, wurde deren Bindung
nach 5 min und 30 min Stimulation (Abb. 4.14 A) und 15 min bestimmt (Abb. 4.14 A ).
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Die Bcl-10/MALT1-Interaktion war bei allen Stimulationszeitpunkten (5 min und 30

min bzw. 15 min) nachweisbar (Abb. 4.14 A,
P/
B).
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Abb. 4.14 TZR-Stimulation und CsA beeinflussen die Interaktion von Bcl-10 und MALT1 nicht.
Primdre humane CD4+ Th-Zellen wurden fiir 5 und 30 min (A) bzw. fiir 15 min (B, C) mit PMA/Iono in An-
oder Abwesenheit von 50 nM CsA stimuliert. Nach Stimulation wurden die Zellen lysiert und die
Immunoprazipitation mit Antikérpern gegen Bcl-10 (A) und MALT1 (B, C) und entsprechenden
Isotypkontrollen (IK) durchgefiihrt. Die Koprazipitation von Bcl-10, pBcl-10 (Ser138) und MALT1 wurde
mittels Western Blot-Analyse mit entsprechenden Antikérpern detektiert. Die Western Blots wurden mit
dem Odyssey Infrared Imaging System analysiert. Dargestellt sind repréasentative Ergebnisse eines
Spenders (A,B n=3; C n=4). M=Marker

Zudem war die Bcl-10/MALT1-Interaktion auch in stimulierten CsA-behandelten Zellen
stabil (Abb. 4.14 A,B), und wurde auch nicht durch die starke Phosphorylierung von Bcl-
10 in CsA-behandelten Zellen gestort (Abb. 4.14C).

Die Dephosphorylierung von Bcl-10 scheint daher nicht kritisch fiir die Stabilitat der
Bcl-10-MALT1-Interaktion zu sein.

4.3.7 \Verifizierung der CaN-Bcl-10-Interaktion

Literaturdaten belegen, dass die Phosphorylierung von Bcl-10 inhibierend auf die NF-
kB-Aktivierung wirkt [46, 108]. Diese Beobachtung konnte durch eigene Daten
vorangegangener Versuche bestdtigt werden. Die Tatsache, dass die Bcl-10-

Dephosphorylierung durch CaN-Inhibierung beeintrachtigt ist, warf die Frage nach einer
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direkten Interaktion von CaN und Bcl-10 auf. Dieser Fragestellung wurde mit den

folgenden Versuchen nachgegangen.
4.3.8 CaN assoziiert mit dem Bcl-10/MALT1 Komplex

Es konnte gezeigt werden, dass eine CaN-Inhibierung die Bcl-10-Phosphorylierung
deutlich verlangert und im Falle von Ser 138 auch verstarkt (vgl. Abb. 4.11; 4.12; 4.13).
Um die molekularen Ursachen einer CsA gesteuerten CaN-Inhibierung mit
einhergehender verminderter NF-kB-Aktivitit weiter aufzuklaren, wurde zunachst die

direkte Interaktion von CaN und Bcl-10 mittels Koimmunprazipitation tiberpriift.

CaN konnte als Interaktionspartner von Bcl-10 ermittelt werden. Interessanterweise
waren CaN und Bcl-10 bereits in unstimulierten Zellen assoziiert und ihre Interaktion
war auch zu einem spateren Stimulationszeitpunkt noch stabil. Die CsA Behandlung

hatte zudem keinen Einfluss auf die Interaktion beider Proteine (Abb. 4.15A).
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—_— = = WB CaN

Abb. 4.15 CaN assoziiert mit Bcl-10 und MALT1. Primdre humane CD4* Th-Zellen wurden fiir 5 und 30
min (A) bzw. fiir 15 min (B)mit PMA/Iono in An-oder Abwesenheit von 50 nM CsA stimuliert. Nach
Stimulation wurden die Zellen lysiert und die Immunoprazipitation mit Antikérpern gegen Bcl-10 (A)
bzw. CaN (B) und entsprechenden Isotypkontrollen (IK) durchgefiihrt. Die Koprazipitation von CaN, Bcl-
10 und MALT1 wurde im Western Blot-Analyse mit entsprechenden Antikoérpern detektiert. Die Analyse
der Proteinsignale erfolgte mit dem Odyssey Infrared Imaging System. Dargestellt sind reprasentative
Ergebnisse eines Spenders (n=4).

[67]



Ergebnisse

Nach Immunopréazipitation von CaN konnte neben Bcl-10 auch sehr deutlich eine
Koprazipitation von MALT1 nachgewiesen werden. Die CaN/Bcl-10/MALT1-Interaktion
bestand permanent und wurde weder durch TZR-Stimulation, noch durch CsA oder Bcl-
10-Phosphorylierung verhindert (Abb. 4.15 B). Die Spezifitat der Proteinsignale konnte

zudem durch Isotypkontrollen bestéatigt werden.

Zusammenfassend zeigen diese Untersuchungen, dass CaN in primdren humanen CD4+

Th-Zellen permanent mit dem Bcl-10/MALT1-Komplex assoziiert ist.
4.3.9 Phospho-Bcl-10 ist ein Substrat von CaN

Mittels einer in vitro Phosphatasereaktion sollte anschliefiend tberprift werden, ob
phospho-Bcl-10 ein Substrat von CaN ist. Dazu wurde Bcl-10-YFP zunachst in RLM-11-1-
Zellen [93] uberexprimiert. Die Stirke der Bcl-10-Expression wurde zundchst im
Fluoreszenzmikroskop analysiert (Abb. 4.16 A). Nach Stimulation mit PMA/Iono wurden
die Zellen  lysiert und mit rekombinantem CaN inkubiert. Die

Phosphorylierung/Dephosphorylierung von Bcl-10 wurde im Western Blot anhand von

pSer138 analysiert.
A
B
CaN APPase
P/I + -+ - 4+ -+
- . —  PpBcl-10 (Ser138)
B-actin
C
inakt.
CaN CaN
P+ -+ - +

W % s pBcl-10 (Ser138)

— — — — — — Bcl10
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Abb. 4.16 Phospho-Bcl-10 Ser138 wird durch CaN dephosphoryliert. RLM-11-1-Zellen wurden mit
Bcl-10-YFP transfiziert und mit PMA/Iono fiir 15 min stimuliert. Die Bcl-10 Expression wurde anhand des
YFP-Signals im Fluoreszenzmikroskop beurteilt (A). Anschlielend wurden die Zelllysate mit
rekombinantem CaN bzw. A-Phosphatase (B) oder Hitze-inaktiviertem CaN (inakt.)(65°C, 30 min) (C) fiir
30 min inkubiert. Die Bcl-10-Phosphorylierung wurde im Western Blot unter Benutzung des pSer138-
Antikorpers analysiert. Dargestellt sind reprasentative Ergebnisse aus drei unabhingigen Experimenten.

Eine stimulationsinduzierte Phosphorylierung von Bcl-10 Ser138 konnte vollstandig
durch CaN verhindert werden. Die Dephosphorylierung durch CaN war dabei
vergleichbar mit der A-Phosphatase, welche als Kontrolle eingesetzt wurde (Abb. 4.16
B). Hitzebehandlung von CaN fiihrte zur Inaktivierung der enzymatischen Aktivitat und
folgerichtig nicht zu einer Dephosphorylierung von Bcl-10 (Abb. 4.16 ().
Quantifizierungsanalysen der pBcl-10-Signale ergaben eine Reduzierung der Ser138-

Phosphorylierung um 9 % (%15 %) im Vergleich zur stimulierten Kontrolle (n=3).

Anhand dieser Untersuchungen kann abschliefdend festgehalten werden, dass Bcl-10 ein
physiologisches Substrat von CaN darstellt, welches stimulationsunabhdngig mit dem
Bcl-10/MALT1  Komplex interagiert. Diese  Interaktion ermdglicht die
Dephosphorylierung von Bcl-10 und schliefdlich die Aktivierung von NF-kB.
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5 Diskussion

5.1 Spezifitdt von Inhibitoren des CaN/NFAT- Signalwegs

Inhibitoren sind wichtige Substanzen zur Regulierung von Immunantworten mit denen
sich die Zytokinproduktion, Proliferation und Differenzierung von Immunzellen
beeinflussen lassen. Ein wichtiger Angriffspunkt fiir Inhibitoren sind Signalwege von
Transkriptionsfaktoren. Fiir die Inhibierung des CaN/NFAT-Signalwegs sind
beispielsweise fiinfundfiinfzig Substanzen beschrieben [79] worden. Problematisch ist,
dass die Wirkung von Inhibitoren oft nur in einem bestimmten Zellsystem und mit
unterschiedlichen Analysemethoden (z. B. Reportergenexpression, Kerntranslokation,
Zytokinproduktion) gezeigt wird, und daher die Effekte nicht immer auf andere
experimentelle Bedingungen {ibertragbar sind. Zudem wirken Inhibitoren oft

unspezifisch auf benachbarte Signalwege.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher ein Inhibitor-Testsystem flir primare humane Th-
Zellen entwickelt mit dem die Kreuzreaktivitit von CaN/NFAT-Inhibitoren auf die
Aktivierung von NF-xB p65, und AP-1 iiberprift werden konnte. Es wurden die
Inhibitoren CsA, AM404, BTP1, NCI3 und INCA6 gewahlt, da sie bereits sowohl in der
Klinik (CsA, AM404) [65, 78], als auch fiir die immunologische Forschung (BTP1, NCI3,
INCA6) [80-82] eingesetzt worden sind.

Folgende experimentelle Bedingungen wurden fiir das Testsystem gewahlt:

1. Verwendung isolierter primarer humaner CD4+ Th-Zellen

2. Untersuchung von mind. vier Konzentrationen des Inhibitors (= publizierter
NFAT ICs0)

3. Stimulation der Zellen fiir 15 min mit PMA/Iono

4. Anwendung des ,Fuorescent Cell Barcoding” mit Pacific Blue und Pacific Orange

5. Messung der Phosphorylierung von p65 (Ser529); p38 (pThr180/pTyr182);
pERK1/2 (pThr202/pTyr204)

6. Durchflusszytometrische-Analyse der Phosphosignale

Der Vorteil einer Messung des Phosphorylierungsstatus von Signalproteinen besteht
darin, dass die Wirkung eines Inhibitors wahrend der initialen Aktivierungsphase der
Zellen beurteilt werden kann. Wahrend dieser wichtigen Phase werden bereits die

Weichen fiir die zellulire Antwort auf dufdere Reize gestellt. Durch Etablierung der
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,Fluorescent Cell Barcoding“-Technik  war es moglich, die initialen

Phosphorylierungsmuster von p65, p38 und ERK1/2 von bis zu zwolf Proben

gleichzeitig in einem Messansatz zu analysieren.

Die in dieser Arbeit analysierten Inhibitoren kénnen im Bezug auf ihre Kreuzreaktivitat
in spezifische und unspezifische Inhibitoren eingestuft werden (Tab 5.1). Die
Beurteilung der Kreuzreaktivitdt eines Inhibitors erfolgte unter Berilicksichtigung der

jeweiligen, in der Literatur beschriebenen, ICso fiir NFATc2. Wurde die

Phosphorylierung von p65, p38 oder ERK1/2 bei dieser Konzentration um mehr als 10
% inhibiert, ist der Inhibitor als unspezifisch eingestuft worden (Tab 5.1).

Tab. 5.1 Ubersicht der inhibitorischen Wirkung von NFAT Signalwegsinhibitoren (bei
entsprechender NFAT ICso) auf die Phosphorylierung von p65, p38 und ERK1/2 nach
durchflusszytometrischer-Analyse. Griin unterlegt=spezifisch fiir den entsprechenden Signalweg bei
NFAT ICso; gelb unterlegt=unspezifisch fiir den entsprechenden Signalweg bei NFAT ICs

% Inhibierung bezogen auf NFAT IC;,
Inhibitor | NFAT ICg,
p-p65 p-p38 p-ERK1/2
AMA404 10 uM 4 0 4
BTP1 6 nM 0 0 3
CsA 4 nM 30 30 0
INCA6 0,8 uM 30 26 30
NCI3 2 uM 0 7 0

Wie bereits erwahnt, wurde ausschlief3lich mit primaren humanen CD4+ Th-Zellen
gearbeitet, welche zuvor aus dem Blut anonymer Spender isoliert wurden. Es bestand
daher keine Kenntnis iiber Geschlecht, Alter oder gesundheitlichen Zustand der
Spender. Unterschiede in der individuellen Aktivierbarkeit von Th-Zellen kénnte die

Ursache fiir die zum Teil erheblichen Standardabweichungen der Messwerte sein.

Die Spezifitit und die Anwendbarkeit der untersuchten Inhibitoren fiir klinische

Applikationen bzw. Forschungszwecke wird im Folgenden diskutiert.

AM404

Die hier durchgefilhrten Analysen in primdren humanen Zellen ergianzen die
Untersuchungen von Caballero et al. 2007, welche fiir ihre Versuche nur 10 pM AM404
NFAT ICso) und Jurkat-Zellen benutzten [78]. Bei Konzentrationen oberhalb 10 pM

wurden die p65-Phosphorylierung (4 %-33 %) bzw. ERK1/2-Phosphorylierung (8 %-32
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%) gering bis mittelmafdig inhibiert, jedoch variierten die Ergebnisse sehr stark
spenderabhingig.

Weiterfithrende Untersuchungen der Phosphorylierung von p65 in der Arbeitsgruppe
zeigten jedoch, dass Konzentrationen oberhalb 15 pM AM404 die Phosphorylierung von
p65 Ser276 stark beeinflussen (Diplomarbeit Katherine Sturm, AG Baumgrafl, DRFZ
Berlin). Die stimulationsinduzierte Phosphorylierung von Ser276 ist Voraussetzung fiir
die Bindung der Acetyltransferase CBP/p300 an p65, welche die Acetylierung von p65,
und damit die DNA-Bindung ermdglicht [109]. Die heterogene Wirkung von AM404 auf
verschiedene Phosphorylierungstellen bzw. die Acetylierung von p65 ermoglicht daher
einen Einblick in die komplexe Regulierung der NF-kB Aktivierung in Th-Zellen. AM404
konnte daher auch als Inhibitor eingesetzt werden, mit dem man zwischen

verschiedenen Phosphorylierungszustanden von p65 unterscheiden kann.

Da AM404 bei entsprechender NFAT ICso (10 puM) nur eine sehr geringe, und zudem
stark spenderabhingige, Kreuzreaktivitat gegeniiber p65 zeigte, kann der Inhibitor als

NFAT spezifisch eingestuft werden (vgl. Tab. 5.1).
BTP1

Die bereits in der Literatur beschriebene NFAT-Spezifitat von BTP1 [80] konnte durch
die vorliegenden Analysen in primaren humanen CD4+ Th-Zellen bestatigt werden. Eine
geringfiigige Inhibierung der Phosphorylierung von p65, p38 und ERK1/2 durch BTP1
wurde nur bei Konzentrationen oberhalb der in der Literatur beschriebenen NFAT ICso
(6 nM) sichtbar. Die Inhibierung erfolgte erst bei BTP1 Konzentrationen ab 50 nM und
war zudem stark spenderabhangig.

Der genaue Wirkmechanismus von BTP1 ist allerdings noch nicht geklart, und die
Substanz noch nicht in vivo untersucht worden. Demnach kénnen weitere inhibitorische

Effekte nicht ausgeschlossen werden.

BTP1 ist der Inhibitor mit der hdchsten NFAT-Spezifitit aller in dieser Arbeit

untersuchten Inhibitoren.

NCI3

Die Inhibitorische Wirkung von NCI3 auf NF-kB und AP-1 war bei der ICso fiir NFAT (2

uM) vernachlassigbar gering (p65, p38) bzw. gar nicht messbar (ERK1/2). NCI3 wirkte

erst bei Konzentrationen ab 10 pM inhibierend auf NF-kB, und ab 20 uM inhibierend auf

p38 (Abb. 4.5). Dieser inhibitorische Effekt geht jedoch nicht auf toxische Effekte zurtick,
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da 30 uM NCI3 keine Auswirkung auf das Uberleben von primiren humanen CD4+ T-
Zellen hatte [81]. Uberraschenderweise ist die Aktivierung von NF-kB in den hier
analysierten primdren humanen Zellen aber weitaus unempfindlicher gegeniiber NCI3,
als in den publizierten Reportergenanalysen mit Jurkat-Zellen, bei denen eine I1Cso von 7

uM fiir NF-xB ermittelt wurde [81].

Der Wirkmechanismus von NCI3 ist bislang noch nicht eindeutig geklart worden. Es
wurde gezeigt, dass NCI3 nicht die CaN-Phosphataseaktivitiat beeintrachtigt, sondern
vielmehr die Interaktion von CaN mit seinem Substrat NFAT [81]. Es ist daher méglich,
dass auch andere, bisher nicht identifizierte CaN-Substrate durch NCI3 an der Bindung
zu CaN gehindert werden. Die in dieser Arbeit identifizierten CaN-Interaktionspartner
Bcl-10 und MALT1 enthalten beispielsweise ebenfalls ein PxIXIT-Motiv (Abb. 5.1). Die
beobachtete Inhibierung von NF-«kB durch NCI3 (Abb. 4.5 und 4.12) kdnnte also durch
Blockierung der CaN/Bcl-10/MALT1-Assoziation ausgeldst worden sein.

Obwohl der Inhibitor bei 2 uM (NFAT ICso) NFAT-spezifisch ist, kommt er fiir eine
klinische Anwendung nicht in Frage, da er in Zellkultur erst in micromolaren
Konzentrationen wirksam ist. Jedoch kann er durchaus fiir die spezifische Inhibierung
von NFAT bei Signalwegsanalysen eingesetzt werden. Zudem koénnte NCI3 aufgrund
seines neuartigen molekularen Wirkmechanismus als Leitsubstanz zur Synthese

weiterer Inhibitoren dienen.

INCA6

Der Einfluss von INCA6 auf NF-kB p65 und p38 war bisher nicht bekannt und ist im
Rahmen dieser Arbeit erstmals analysiert worden. INCA6 zeigte die geringste NFAT-
Spezifitat aller untersuchten Inhibitoren und wirkte zudem bei Inkubationszeiten ab 30
min toxisch (Patrick Hogan, The CBR Institute for Biomedical Research, personliche
Kommunikation). Die Phosphorylierungen von p65, p38 und ERK1/2 wurden schon bei
der geringsten eingesetzten Konzentration von 1 pM um mind. 25 % inhibiert (NFAT
ICs0 = 0,8 uM). Dieses Ergebnis fiir ERK1/2 steht allerdings im Gegensatz zu bereits
publizierten Daten von Roehrl et al. Sie analysierten zwar auch die ERK1/2-
Phosphorylierung an pThr202/pTyr204, jedoch beobachteten sie keine Inhibierung der
Phosphorylierung im Konzentrationsbereich von 5-40 pM [82].

Moglicherweise ist diese Diskrepanz mit der Verwendung von unterschiedlichen Zellen

zu erklaren. Fiir die hier durchgefiihrten Analysen wurden primare humane CD4* Th-
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Zellen benutzt, wahrend Roehrl et al.C1.7W2 T-Zellen verwendeten [82]. Diese murine
Zelllinie enthalt das Onkogen v-fos, dass Strukturell murinem c-fos dhnelt. C1.7W2- Zellen
sind tumorigen und proliferieren zudem unabhangig von IL-2 [110]. Wahrscheinlich ist
ERK1/2 in dieser artifiziellen Zelllinie robuster gegentiber der Inhibierung durch INCA6

im Vergleich zu den hier verwendeten primaren humanen Th-Zellen.

INCA6 gehort zur Gruppe der Chinone, die bekannt dafiir sind, dass sie reaktive
Sauerstoffspezies erzeugen [82]Supporting Materials and Methods Comment 1)). Fiir
CaN wurde bereits gezeigt, dass es durch oxidativen Stress (H202) inaktiviert wird [111].
Womaoglich ist die Kreuzreaktivitdt auch darauf zuriickzufiihren, das INCA6 reaktive
Sauerstoffspezies erzeugt, die zur Oxidation von Kinasen oder Phosphatasen fiihren

[112] wodurch diese inaktiviert werden.

Wegen der starken Toxizitat ist INCA6 fiir klinische Anwendungen ungeeignet [82-83]
und ist aufgrund seiner starken Kreuzreaktivitdt auch nicht fiir Signalwegsanalysen zu

empfehlen.

CsA

Von den in dieser Arbeit untersuchten Inhibitoren ist Cyclosporin A die einzige
Substanz, welche routinemafdig in der Klinik eingesetzt wird [85-86]. Der
Wirkmechanismus von CsA ist zwar schon grofdtenteils aufgeklart [65], jedoch sind die
Konsequenzen einer CsA-Applikation auf andere Signalwege immer noch nicht
vollstandig untersucht. In der Literatur gibt es mehrere Hinweise dafiir, dass CsA die

Aktivitat von NF-kB beeinflusst [76, 91-92, 97].

Erganzend zu den bereits publizierten Daten konnte gezeigt werden, dass CsA die
Phosphorylierung von NF-kB p65 Ser536 und Ser529 in primaren humanen CD4+ Th-
Zellen schon unterhalb der NFAT ICso (4 nM) inhibiert. Ab einer Konzentration von 2 nM
war die Phosphorylierung beider Serinreste bereits zu 25 % bzw. 28 % gehemmt. Die
Phosphorylierung dieser Serinreste ist fiir die transkriptionelle Aktivitit von p65

entscheidend [99].

Zwar sind fiir p65 noch weitere stimulationsinduzierte Phosphorylierungsstellen
beschrieben (S205, S276, S281, S311, S468, S529, T254, T435,T505), jedoch ist deren
Phosphorylierung nicht entscheidend fiir die Verstirkung der transkriptionellen
Aktivitat bzw. wird sie nicht lber TZR-Stimulation vermittelt [113]. Ob CsA die

Phosphorylierung dieser Aminosaurereste beeintrachtigt, ist bislang nicht untersucht.
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Der hier ermittelte inhibitorische Einfluss von CsA auf die Phosphorylierung von p38
wurde bereits in murinen Th2-Zellen beobachtet [77]. Basierend auf dieser
Beobachtung konnte mit weiterfiihrenden Untersuchungen festgestellt werden, dass

p38 zusammen mit NFAT fiir die Induktion der IL-4-Produktion verantwortlich ist [77].

Diese Analysen sind ein gutes Beispiel dafiir, dass man anhand kreuzreaktiver
Wirkungen von Inhibitoren Riickschliisse auf Vernetzungen von Signalwegen ziehen

kann.

Da die ERK1/2-Phosphorylierung nicht beeinflusst wurde, kénnte CsA zudem fiir die
Betrachtung der c-fos-Aktivierung eingesetzt werden. Dadurch bekdme man zum
Beispiel Hinweise liber die Beteiligung von c-fos an der Produktion von Zytokinen unter

bestimmten Stimulationsbedingungen oder bei gestorten Immunfunktionen.

Trotz vieler Nebenwirkungen (siehe Absatz 1.6.2, CsA.) wird CsA weiterhin in der
Transplantationsmedizin eingesetzt. Moglicherweise sind diese Nebenwirkungen auf die

kreuzreaktive Wirkung von CsA auf NF-«kB und p38 zurtickzufiihren.

Wegen seiner geringen Zytotoxizitat ist CsA aber fiir die Analyse von Signalwegen in

primdren Zellen geeignet.

Im Rahmen dieser Arbeit sind erstmals mehrere, bereits publizierte, NFAT Inhibitoren
hinsichtlich ihrer Kreuzreaktivitit auf die TZR-induzierten NF-kB und AP-1 Signalwege
in primiaren humanen CD4*-Zellen untersucht worden. Beim Vergleich mit
Literaturdaten konnte festgestellt werden, dass die Kreuzreaktivitat von Inhibitoren auf
andere Signalwege oft nicht ausreichend beschrieben wird. Am Beispiel von INCA6 wird
zudem deutlich, dass die in der Literatur beschriebenen Inhibitorkonzentrationen nicht

auf primare humane Zellen anwendbar sind.
Abschlief3end kann daher festgehalten werden:

1. Ein einheitliches Testsystem ist notwendig, um einen Uberblick iiber den Einfluss
verschiedener Inhibitoren auf ein und dasselbe Zellsystem zu bekommen.

2. Unspezifische Inhibitoren sind zwar einerseits problematisch bei der klinischen
Anwendung, jedoch kann man sie durchaus fiir die Analyse unbekannter
Signalwegsstrukturen einsetzten, sofern die Nebenwirkungen nicht die

Zellvitalitat beeintrachtigen.
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5.2 CaN spielt eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung von NF-kB

Anhand der in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen von CaN/NFAT-
Inhibitoren konnte bestatigt werden, dass CaN ein wichtiger Mediator bei der
Aktivierung von NF-xB ist. In der Literatur wurde bisher jedoch nur der Einfluss einer
CaN-Inhibierung durch CsA auf Faktoren wie IL-2 Rezeptor a Expression, IL-2
Produktion, Abbau von IkBa und IkBf3, Translokation von p50 und c-Rel oder Aktivitat
des 20S Proteasoms betrachtet [76, 91-92]. Die zugrundeliegenden molekularen
Mechanismen einer CaN vermittelten NF-kB-Aktivierung wurden bisher jedoch nicht

aufgeklart.

Um diesen Mechanismen auf den Grund zu gehen, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine
detaillierte Analyse der initialen TZR-gesteuerten NF-kB-Aktivierungsprozesse (2-120
min) in An-bzw. Abwesenheit von CsA durchgefiihrt. Die in primdren humanen CD4+-Th-
Zellen untersuchten Signalprozesse und deren Beeinflussung durch CsA sind
tabellarisch dargestellt (Tab. 5.2).

Diese Ergebnisse zeigten, dass alle kanonischen NF-kB-Aktivierungsprozesse unterhalb
des CARMA1/Bcl-10/MALT1-Signalkomplexes durch CsA inhibiert werden.

Tab. 5.2 Ubersicht iiber die hier angewandten Analysemthoden zur Untersuchung von NF-kB-
Aktivierungsprozessen und entsprechenden CsA-Effekt. | =durch CsA inhibiert, M=durch CsA
verstarkt, #0=nicht durch CsA beeinflusst, Ko-IP=Ko-Immunoprazipitation

NF-kB-Aktivierungsprozess Analysemethode CsA-Effekt
p65 DNA-Bindung EMSA J
p65-Kerntranslokation Western Blot J
p65-Phosphorylierung/Expression Western Blot, FACS J
IkBa-Phosphorylierung/Degradierung Western Blot J
IKKa/B-Phosphorylierung Western Blot N
Bcl-10-Phosphorylierung Western Blot T
Bcl-10/MALT1-Assoziation Ko-IP, Western Blot 0
TAK1-Phosphorylierung Western Blot 0
PKCB-Phosphorylierung Western Blot 10

Einzig die Phosphorylierung von Bcl-10 war durch CsA-Einwirkung verldngert und
verstarkt. In unbehandelten (nicht mit CsA inkubierten) Zellen konnte zunachst eine
transiente Bcl-10-Phosphorylierung beobachtet werden, welche auch schon von Lobry
et al. und Wegener et al. gezeigt wurde [45, 108]. Die transiente Phosphorylierung von
Bcl-10 in Zellen ohne CsA-Behandlung wurde durch CsA in eine persistierende

Phosphorylierung tiberfiihrt, die liber den gesamten Stimulationsszeitraum (2 min bis
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120 min) bestehen blieb. Da alle NF-xB Signalprozesse unterhalb der Bcl-10-
Phosphorylierung durch eine persistierende Bcl-10-Phosphorylierung stark
beeintrachtigt waren, wurde angenommen, dass die Dephosphorylierung von Bcl-10 fiir
eine vollstandige NF-kB-Aktivierung notig ist. Diese Annahme konnte durch Messungen

der Bcl-10-und p65-Phosphorylierungskinetik bestatigt werden (Abb. 4.13).

In unbehandelten Zellen liegt p65 erst dann maximal phosphoryliert vor (nach 30 min),
nachdem die Bcl-10 Phosphorylierung abgeklungen ist. Das schnelle Abklingen der Bcl-
10-Phosphorylierung (innerhalb von 15 min) lief} daher vermuten, dass phospho-Bcl10

ein Substrat einer Phosphatase ist.

Es ist hier gezeigt worden, dass die CaN/NFAT-Inhibitoren CsA und NCI3 eine
persistierende Bcl-10-Phosphorylierung auslésen. Daher wurde angenommen, dass die
Ser/Thr Phosphatase CaN direkt oder indirekt mit Bcl-10 assoziiert, und dass CaN Bcl-

10 dephosphoryliert, wodurch die vollstandige Aktivierung von NF-kB ermoglicht wird

Mit Hilfe von Ko-Immunoprazipitationsstudien konnte in der vorliegenden Arbeit
schliefdlich erstmals eine physische Assoziation von CaN mit Bcl-10 und MALT1
nachgewiesen werden. Diese Interaktion war tiberraschenderweise unabhangig von der
Zellstimulation und wurde auch nicht durch CsA beeintriachtigt. Die vollstandige
Dephosphorylierung von phospho-Bcl-10 Ser138 durch CaN in einer in vitro-
Phosphatasereaktion verdeutlichte weiterhin, dass phospho-Bcl-10 ein physiologisches

Substrat von CaN darstellt.

Anhand der durchgefiihrten Analysen konnten schlief3lich fiinf experimentelle Beweise
erbracht werden, die belegen, dass die Dephosphorylierung von Bcl-10 durch CaN

entscheidend fiir die Aktivierung von NF-kB ist.

1. Die Wirkung von CsA konnte auf Bcl-10 eingegrenzt werden. CsA verlangerte die
Phosphorylierung von Bcl-10, bzw. inhibierte dessen Dephosphorylierung nach
TZR-Stimulation. Die durch CsA verursachte andauernde Phosphorylierung von
Bcl-10 inhibierte nachfolgende posttranslationale Modifikationen der
Signalproteine IKKf, IkBa, und p65 und Signalprozesse wie p65
Kerntranslokation und die p65 DNA Bindung, jedoch nicht die iibergeordnete
Aktivierung von PKC6 oder TAK1.

2. Die verlangerte Phosphorylierung von Bcl-10 ist auf die Inhibierung der Ser/Thr

Phosphatase CaN zuriickzufiihren. Es ist bekannt, dass CsA im Komplex mit
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Cyclophilin A, spezifisch CaN inhibiert [65, 114]. Jedoch beruht die Inhibierung
der Bcl-10 Dephosphorylierung nicht auf einer Inhibierung von Cyclophilin, da
der direkte (Cyclophilin unabhidngige) CaN-Inhibitor NCI3 ebenfalls die
Phosphorylierung von Bcl-10 verlangerte (Abb. 4.12)

3. CsA verursacht eine verldngerte Phosphorylierung von Bcl-10 Ser138. Eine
Phosphorylierung von Bcl-10-Ser138 wirkt wiederum inhibierend auf NF-«kB [46,
106].

4. Es besteht eine physische Interaktion zwischen dem Bcl-10/MALT1 Komplex und
CaN.

5. CaN dephosphoryliert phospho-Bcl-10 Ser138 in vitro.

5.2.1 Die Bedeutung der CaN-Bcl-10-Interaktion fiir die NF-kB Aktivierung

Die hier prasentierten experimentellen Daten legen nahe, dass die NF-kB-Aktivierung
iber die Assoziation von CaN/Bcl-10/MALT1 erfolgt, und das CaN nicht mit
ibergeordneten Signalprozessen interferiert. Die Tatsachen, die fiir eine solche

Vermutung sprechen, werden im Folgenden diskutiert.
Eine Interaktion von CaN und PKC6O wdre nicht wichtig fiir die NF-kB-Aktivierung

PKCB liegt in ruhenden Zellen im Cytosol vor, wird aber im Zuge der TZR Stimulation mit
anderen Proteinen zur Immunologischen Synapse an die Zellmembran rekrutiert. Dort
erfolgt die Phosphorylierung durch PDK1 an Thr538. Diese Phosphorylierungsstelle ist
essentiell fiir die Aktivierung, da gezeigt werden konnte, dass eine Thr538-Ala Mutation

die katalytischen Aktivitat von PKCO um mehr als das hundertfache reduziert [115].

Die Phosphorylierung von Thr538 ist nur transient. Sie erreicht nach 5 min ihr
Maximum und ist bereits nach 10 min wieder abgeklungen (Abb. 4.13A). Der schnelle
Rickgang der Phosphorylierung konnte auf Phosphataseaktivitat hindeuten. Werlen et
al. beschrieben eine Interaktion von PKCO und CaN im Zusammenhang mit der
Aktivierung von JNK in Jurkat Zellen [116]. Es wurde aber hier gezeigt, dass eine
Inhibierung von CaN die Phosphorylierung von PKC6 nicht beeinflusst. Daher ist es zwar
theoretisch moglich, dass es zu einer Interaktion von CaN und PKC6 wahrend der T Zell

Aktivierung kommt, diese aber nicht ausschlaggebend fiir die Aktivierung von NF-xB ist.
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Keine Interaktion von CaN und CARMA1

CARMA1 wird von PKCB in der sog. linker Region an Ser552 und Ser645 phosphoryliert
und dadurch aktiviert [20]. Aus Mangel an geeigneten (phosphospezifischen)
Antikorpern konnte der inhibitorische Einfluss von CsA auf CARMA1 nicht umfassend

bestimmt werden.

Aufgrund der strukturellen Eigenschaften von CARMA1l ist es jedoch nicht
wahrscheinlich, dass es zu einer Beeinflussung von CARMA1 durch CsA kommt. CARMA1
besitzt ein CARD Motiv, mit dem es die untergeordneten Signalproteine Bcl-10 und
MALT1 rekrutiert. In ruhenden Zellen ist das CARD-Motiv bedingt durch die
Tertiarstruktur von CARMA1 zunachst verdeckt. Die Phosphorylierung von CARMA1
durch PKCO verursacht vermutlich eine elektrostatische Abstofung die zur Entfaltung
der Linker Region fiihrt und das CARD Motiv fiir die Rekrutierung von Bcl-10 freigibt
[44]. Das bedeutet, dass sich eine Phosphorylierung von CARMA1 positiv auf dessen
Aktivitat auswirkt, da sie die Auffaltung von CARMA1 ermoglicht. Ware CARMA1 ein
Substrat von CaN, so wiirde eine Inhibierung der Phosphatase CaN (z. B. durch CsA) die
Aktivitit von CARMA1 und damit auch die NF-kB Aktivitit eher begiinstigen als
hemmen.

Jedoch wird auch tiber inaktivierende Phosphorylierungen fiir CARMA1 spekuliert [117-
118]. Es wurde festgestellt, dass bei Phosphorylierung der CARMA1 Reste Thr 110, Ser
608 und Ser 637 die NF-xB Aktivitat zuriickgeht. Die in vivo Relevanz dieser
Posphorylierungsstellen ist allerdings noch nicht ausreichend belegt [44].

Zudem konnte eine CaN/CARMA1 Interaktion in den hier durchgefiihrten Ko-
Immunprazipitationstudien nicht nachgewiesen werden.

Aus den vorgenannten Griinden kann daher ausgeschlossen werden, dass eine
Blockierung von NF-kB durch CsA auf eine gestorte Dephosphorylierung von CARMA1
zuriickgeht.

Zudem gibt es noch weitere Belege dafiir, dass eine Interaktion von CaN mit dem CBM-
Komplex die entscheidende regulatorische Komponente fiir die NF-kB-Aktivierung ist:

1. Die Aktivierung von PKCO und TAK1 wurden nicht durch CsA inhibiert (Abb.
4.13A,B). TAK1 ist ebenfalls ein Substrat der PKCO und phosphoryliert
IKKa/IKKB nach Oligomerisierung von Bcl-10 und MALT1 [23], aber auch
unabhangig vom CBM-Komplex [22]. Die hier beobachtete Inhibierung des IKK-
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Komplexes durch CsA ist demnach nicht auf eine reduzierte TAK1-Aktivitat
zuruckzufiihren.

2. In CARMA1-defizienten Jurkat-Zellen (JPM50.6) erfolgte keine Aktivierung von
NF-kB und keine Rekrutierung von IKK@ an die immunologische Synapse [38].
Daher scheint die Assoziation des CBM-Komplexes eine Voraussetzung fiir die
IKKB-Aktivitat zu sein.

3. Die Aktivierung von NF-kB iiber den CBM-Komplex kann durch dominant
negative IKKa/f/y-Konstrukte blockiert werden [119]. Dies deutet daraufhin,
dass die Aktivierung des IKK-Komplexes von der Signaliibertragung tiber
CARMA1/Bcl-10/MALT1 abhéngt.

4. Es wurde beschrieben, dass die Aktivierung von NF-kB durch TNFa unabhéngig
vom CBM-Komplex vermittelt wird [52, 120]. Dies konnte durch eigene
Voruntersuchungen bestatigt werden die zeigten, dass die Dephosphorylierung
von Bcl-10 nach TNFa-Stimulation nicht durch CsA blockiert wird.

5. Alternative IKKB-Aktivierungsmechanismen sind bisher nicht bekannt.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Inhibierung der NF-xB
Signaliibertragung durch CsA ausschliefdlich durch eine beeintrachtigte CBM-Komplex

vermittelte Signaliibertragung verursacht wird.
Funktion einer CaN-MALT1-Interaktion

Aufder Bcl-10 wurde MALT1 als CaN-assoziierendes Protein identifiziert (Abb. 4.15B).
MALT1 wird im Zuge der T-Zellaktivierung aber nicht phosphoryliert, und kommt daher
als Substrat von CaN nicht in Frage. Welche regulatorische Wirkung konnte eine
Interaktion von CaN und MALT1 beziiglich der NF-kB-Aktivierung haben? Ein Hinweis
darauf ergab sich aus in silico Analysen der Proteinsequenzen von Bcl-10 und MALT1. Es
wurden Sequenzen in der jeweiligen Interaktionsdomdne von Bcl-10 (CARD) bzw.
MALT1 (Death Domain) identifiziert, die der Interaktionssequenz von NFAT und CaN,
der sog. PIXIXIT Sequenz [71], sehr dhneln (Abb. 5.1).

Die Sequenz von MALT1 (PGIKIT) weist im Gegensatz zu Bcl-10 (LIQIT) eine hohere
Homologie zu der PIXIXIT Konsensussequenz auf und enthélt zudem an zweiter Stelle
eine unpolare Aminosaure (Glycin), die an dieser Position eine hohere Affinitat bewirkt

(Patrick Hogan personliche Kommunikation, [121]. Die Interaktion von CaN/MALT1
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konnte schliefilich dazu dienen, CaN und Bcl-10 in rdumliche Ndhe zu bringen damit Bcl-

10 dephosphoryliert, und NF-kB aktiviert werden kann.

Bcl-10
95 LIQKIT 100

S/T rich =

MALT1
125, PGIKIT ;39

Abb. 5.1. Schematische Darstellung der Interaktionsdominen von Bcl-10 und MALT1 und
putativen PxIXIT-Motiven. PxIXIT Motive (rot) wurden mittels in silico-Analyse humaner Sequenzen des
Adapterproteins Bcl-10 und des Gerlistproteins MALT1 identifiziert. Sie befinden sich in der N-terminalen
CARD-Interaktionsdomane von Bcl-10 bzw. in der N-terminalen Death Domain von MALT1.

5.2.2 Funktion der Phosphorylierung/Dephosphorylierung von Bcl-10 fiir die NF-kB-

Aktivierung

Bcl-10 ist als Substrat der Kinasen IKKB [45], CaMK II [46], p38 [47] und RIP2 [48]
bekannt, allerdings konnte bislang nicht eindeutig geklart werden, ob die Bcl-10-

Phosphorylierung eine aktivierende oder inhibierende Wirkung auf NF-kB hat.

Ruefli-Brasse et al. zeigten, dass die Phosphorylierung von Bcl-10 durch die Ser/Thr-
Kinase RIP-2 (receptor-interacting protein 2) entscheidend fiir die NF-kB Aktivierung
ist, da in RIP-2 defizienten Mause keine Bcl-10 Phosphorylierung und NF-kB Aktivierung
stattfand [48]. Diese Beobachtungen konnten allerdings in einer direkten in vitro

Kinasereaktion nicht bestatigt werden [45].

Wegener et al. schreiben der Bcl-10 Phosphorylierung eine duale Funktion in
Abhangigkeit von der Stimulationszeit zu. Sie gehen davon aus, dass die initiale
Phosphorylierung von Bcl-10 zunachst unterstiitzend auf die Interaktion und Stabilitat
des CARMA1/Bcl-10/MALT1-Komplexes wirkt, es jedoch im weiteren Verlauf der

Stimulation zu einer ,Hyperphosphorylierung® von Bcl-10 kommt, welche die

[81]



Diskussion

Assoziation von Bcl-10 und MALT1 verhindert und damit die NF-kB Aktivitat
beeintrachtigt [108].

Die hier durchgefiihrten Immunoprazipitationsexperimente zeigen jedoch, dass die Bcl-
1/MALT1-Interaktion nicht durch Bcl-10-Phosphorylierung beeintrachtigt wird (Abb.
4.14).

Ursache fiir diese Diskrepanz sind womoglich unterschiedliche experimentelle Ansatze:

1. Zellen: Fir die hier durchgefiihrten Immunoprazipitationsstudien wurde
primdre humane CD4+- Th Zellen benutzt, wahrend Wegener et al. COS7 Zellen
benutzten.

2. Proteinmengen: Es wurden hier lediglich natiirlich vorkommende Bcl-10 und
MALT1 Mengen aus primiren CD4+ T Zellen prézipitiert. Auf Uberexpression von
Bcl-10 und MALT1 wurde verzichtet, um die native Stochiometrie der Proteine zu
erhalten, und dadurch den natiirlichen Ablauf der Signalprozesse nicht zu
beeinflussen.

3. Protein-Tag: Die Immunoprazipitation von Bcl-10 und MALT1 aus den Lysaten
primarer Zellen ermoglichte die Prazipitation der Proteine in ihrer nativen
Konformation. Wegener et al. benutzten dagegen liberexprimiertes Bcl-10-Myc.
Ein Protein-Tag konnte aber unter Umstdnden die Tertiarstruktur eines Proteins

und damit die Proteinassoziation beeintrachtigen.

Auf in vitro Phosphorylierung von Bcl-10 durch rekombinante Kinasen (z. B. IKK},
[108]) wurde ebenfalls verzichtet, um das physiologische Phosphorylierungsmuster von

Bcl-10 zu erhalten.

Ein inhibitorischer Einfluss einer Bcl-10-Phosphorylierung wurde anhand von
Mutationsstudien in der C-terminalen Phosphoaktzeptorregion deutlich. Mutationen des
gesamten C-Terminus sowie Mutationen einzelner Serine (Ser/Ala: 134, 136, 138, 141,
144) verursachten eine starke NF-kB-Aktivierung und fiihrten zu einer verstarkten

Produktion von TNFa und IL-2 [42, 108].

Analysen von Ishiguro et al. und Zeng et al. belegen ebenfalls den inhibitorischen
Einfluss einer Bcl-10-Phosphorylierung. Die Mutation von Ser138 zu Alanin verursachte

in ihren Analysen eine anhaltende NF-kB-Aktivitat und IL-2 Produktion [46, 106].
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Die hier durchgefiihrten Phosphorylierungsanalysen von Ser138 zeigten, dass eine
starke und anhaltende Bcl-10-Phosphorylierung nach CsA Behandlung mit einer nahezu

kompletten NF-kB Inhibierung einherging (Abb. 4.10; Abb. 4.13 A).

Diese Beobachtungen unterstreichen, dass sich C-terminale Bcl-10 Phosphorylierungen
negativ auf die NF-kB Aktivierung auswirken und das die kanonische NF-kB-Aktivierung

uber die Bcl-10-Phosphorylierung reguliert wird.

Die mechanistischen Hintergriinde einer NF-kB-Inhibierung durch phospho-Bcl-10 sind
jedoch immer noch unklar. Daher kann iiber Ursache des inhibitorischen Einflusses von

Bcl10-Phosphorylierungen auf die NF-kB-Aktivierung nur spekuliert werden.

Es ist bekannt, dass die vollstandige Aktivierung des trimeren IKK-Komplexes erst durch
Oligomerisierung von Bcl-10 und MALT1 und anschlieffender Ubiquitinierung von
TRAF6 durch MALT1 erméglicht wird [21, 23, 119]. Durch sterische Beeintrachtigung
aufgrund von Bcl-10-Phosphorylierungen kénnte der Bcl-10/MALT1-
Oligomerisierungsprozess reprimiert, und die Ubiquitinierung von TRAF6 beeintrachtigt
werden. Folglich kann IKKy (NEMO) und damit der IKK-Komplex nicht aktiviert werden
und NF-kB bleibt inaktiv.

Dennoch bleibt die Frage nach der Funktion der initialen transienten Phosphorylierung
von Bcl-10. Moglicherweise ist sie auf ein Ungleichgewicht zwischen Kinase-und
Phosphataseaktivitit zuriickzufiihren. Es ist vorstellbar, dass die Bcl-10-Kinasen
wahrend der initialen Aktivierungsphase (0 min bis 5 min) die Phosphataseaktivitat von
CaN gegeniiber Bcl-10 zunadchst tberlagern (vgl. Abb. 4.13). Nach Riickgang der
Kinaseaktivitit im weiteren Verlauf der Stimulation iiberwiegt dann die
Phosphataseaktivitit von CaN wodurch es zur Dephosphorylierung von Bcl-10 und

damit zur Aktivierung von NF-kB kommt.
5.2.3 Rekonstruktion der CaN-vermittelten kanonischen NF-kB-Aktivierung in Th-Zellen

Basierend auf eigenen Ergebnissen und Literaturdaten wurde ein Aktivierungsschema
entworfen, bei dem drei Zustinde einer Zelle angenommen werden:

1. Ruhezustand; 2. Frithe Aktivierung; 3. Aktivierung.

Anhand dieser Zustidnde ldsst sich der folgende sequentielle Ablauf der NF-xB
Aktivierung rekonstruieren (Abb. 5.2):
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1. Ruhezustand: CaN, Bcl-10 und MALT1 liegen assoziiert im Zytosol vor, wahrend
CARMA1 konstitutiv mit der Zellmembran assoziiert ist. NF-kB befindet sich in
inaktiviertem Zustand im Zytosol.

2. Frithe Aktivierung und Formierung der Signalkomplexe: CaN wird durch
Ca?*/Calmodulin (CaM) aktiviert. PKCO phosphoryliert CARMA1 und TAK1.
CARMA1 rekrutiert CaN/Bcl-10/MAL1 an die immunologische Synapse wobei
Bcl-10 phosphoryliert wird. TAK1 phosphoryliert IKKa/(3.

3. Aktivierung: CaN dephosphoryliert Bcl-10. Die Assoziation (und
Oligomerisierung) von Carmal/Bcl-10/MALT1 bewirkt die Ubiquitinierung von
MALT1 durch TRAF6 und wiederum die Ubiquitinierung von IKKy. Mit
Unterstitzung von TAK1 wird der IKK-Komplex vollstandig aktiviert. Der Abbau
von IkBa und die Phosphorylierung durch IKK(3 bewirken schliefilich die NF-«xB
Aktivierung.
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Abb. 5.2 Schematisches Modell einer kanonischen NF-kB-Aktivierung. (Oben) Ruhezustand:
CaN/Bcl10/MALT1 liegen in inaktivem Zustand konstitutiv assoziiert im Zytosol vor. CARMA1 ist im
inaktiven Zustand in der Membran verankert. (Mitte) Friihe Aktivierung: CaN wird durch CaZ*/CaM
aktiviert bleibt aber immer noch mit Bcl-10/MALT1 assoziiert. PKCO phosphoryliert TAK1 und CARMA1.
CARMA1 rekrutiert CaN/Bcl-10/MALT1 wobei Bcl-10 phosphoryliert wird. TAK1 phosphoryliert IKKa /(.
(Unten) Aktivierung: CaN dephosphoryliert Bcl-10. Durch die Assoziation von CARMA1/CaN/Bcl-
10/MALT1 wird TRAF6 aktiviert wodurch wiederum IKKy ubiquitiniert wird. Durch diesen Prozess wird
der gesamten IKK-Komplexes aktiv was zur schliefdlich zur Aktivierung von NF-kB fiihrt.

5.3 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit wurde Bcl-10 als neuer Interaktionspartner der Ser/Thr
Phosphatase CaN identifiziert. Dafiir sprechen mehrere experimentelle Tatsachen. Sie
verdeutlichen, dass die Dephosphorylierung von Bcl-10 der Schliissel zur Aktivierung
des IKK-Komplexes und damit letztendlich auch fiir die NF-kB-Aktivierung ist. Da
sowohl eine Bcl-10-Defizienz als auch eine Uberexpression von Bcl-10 schwere
Immunerkrankungen bzw. Tumore auslésen konnen, ist die Regulierung der Bcl-10-
Menge und der Bcl-10-Aktivierung (Phosphorylierung) bedeutend fiir die Aktivierung

von T-und B-Zellen.

Die hier vorgestellten Ergebnisse der molekularen Signalablaufe tragen daher dazu bei,

das Verstiandnis fiir normale und fehlerhafte Immunfunktionen zu vertiefen.
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6 Ausblick

Das im Rahmen dieser Arbeit etablierte ,Fluorescent cell Barcoding” Verfahren zur
Bestimmung der Kreuzreaktivitit von Inhibitoren kann noch erweitert werden.
Simultane multiplex Messungen von Proteinphosphorylierungen, der Expression von
Oberflachenproteinen, Transkriptionsfaktoren und Zytokinen sind bei entsprechender
Optimierung der Barcoding Farbstoffkonzentrationen und der
Permeabilisierungsbedingungen im 96 well Format moéglich [95]. Weiterhin kénnten
Inhibitoren aus Inhibitorbibliotheken, hinsichtlich ihrer Anwendbarkeit fiir
Signalwegsanalysen gepriift werden. Zudem kann diese Hochdurchsatz-Methode auch

fiir diagnostische Zwecke in der Klinik angewendet werden:

- Untersuchung von Zellen aus Patientenproben zur Uberpriifung der Wirksamkeit
von medikamentdsen Therapien. Die Notwendigkeit einer solchen Analyse wurde
kiirzlich am Beispiel von CsA von Brandt et al. beschrieben [86, 122]

- Untersuchung der Anfilligkeit von verschiedenen Zelltypen (z.B. Immunzellen,
Nervenzellen, Muskelzellen, Epithelzellen) gegeniiber Medikamenten zur
Optimierung der Wirkung und Reduzierung von Nebenwirkungen (z.B. bei der
Chemotherapie)

- Untersuchung der Nebenwirkungen von Medikamenten auf molekularer Ebene

mittels Phosphorylierungsanalyse von Transkriptionsfaktoren

Weiterhin ist es von Bedeutung, die Funktion der differenziellen Bcl-10-
Phosphorylierung fiir die Assoziation des CBM-Komplexes und fiir die NF-xB-

Aktivierung detailliert aufzuklaren. Folgende Aspekte sollen untersucht werden:

1. Charakterisierung des Bcl-10 Phosphorylierungsmusters wahrend der initialen
T-Zell-Aktivierung mit Hilfe von SILAC (stable isotope labeling with amino acids
in cell culture) und anschlief3ender Massenspektroskopie (MS).

2. ldentifizierung von  positiv- und negativ  regulatorischen  Bcl-10
Phosphorylierungsstellen im Hinblick auf die NF-kB Aktivierung durch

Mutagenese von Phosphorylierungsstellen im N-bzw. C-Terminus.
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Zudem soll die CaN/Bcl-10-Interaktion noch weiter charakterisiert werden:

1. gezielte Mutagenese von putativen Interaktionssequenzen (PxIxIT Motiv, CARD)
2. Blockierung der Interaktionssequenzen mit inhibitorischen Peptiden gegen das

PxIXIT-Motiv [121] oder gegen die CARD (Caspase Recruitment Domain) [123].

Zurzeit wird in Kooperation mit Manuela Benary (Institut fiir theoretische Biologie, HU
Berlin) an einem mathematischen Modell zur Charakterisierung der CaN/Bcl-10
Interaktion hinsichtlich der NF-kB-Aktivierung gearbeitet. Mit Hilfe dieses Modells
sollen in Zukunft Vorhersagen getroffen werden, wie sich eine Verschiebung der
Proteinmengen (z.B. durch Uberexpression) von CaN-und Bcl-10 auf die NF-xB

Aktivierung auswirken konnte.

Weiterhin ist die Moglichkeit einer therapeutischen Intervention an der Position des
CBM-Komplexes zur Behandlung von Lymphomen denkbar [124]. Kiirzlich wurde
bereits die gezielte Inhibierung der Bcl-10/CARMA3 Interaktion durch ein
inhibitorisches Peptid gegen die CARD in nicht-Immunzellen beschrieben [123]. Die
Kenntnis der Interaktionssequenzen von CaN/Bcl-10 bzw. CaN/MALT1 wiirde bei der
Entwicklung gezielter inhibitorische Peptide helfen, die in der Zukunft auch zu

klinischer Anwendung kommen kdénnten.
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