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Kurzfassung

Das Schicksal aktivierter T-Zellen wird durch eine Vielzahl NF-kB regulierter Ziel-Gene
bestimmt, wobei aktivierende und deaktivierende Signale fiir die Ausbalancierung einer
addquaten T-Zell Antwort benétigt werden. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass die negativ-regulatorische Modulierung des Carmal-Bcll0-Maltl (CBM)-
Proteinkomplexes fiir die Steuerung der NF-kB Aktivitit in T-Zellen von grofler Bedeutung
ist. Uberraschenderweise ist die Bildung des CBM-Komplexes abhiingig von IKKP, einer
Kinase, die zuvor ausschlieflich mit CBM-nachgelagerten Effektorfunktionen in Verbindung
gebracht wurde. IKKf iibernimmt eine duale Funktion bei der Regulation des CBM-
Komplexes: Obwohl IKKf zunichst fiir die Bildung des CBM-Komplexes bendtigt wird,
fithrt die Phosphorylierung der CBM-Komplexkomponente Bcl10 durch IKKf bereits kurze
Zeit nach Beginn der T-Zell Aktivierung zu einer Dadmpfung der Signaliibertragung.
Biochemische Analysen zeigen, dass die Phosphorylierung von Bcll0 die Proteinaffinitdten
innerhalb des CBM-Komplexes beeinflusst, wodurch es zu einer Umlagerung des Komplexes
mit negativ-regulatorischem Effekt kommt. Weiterfiihrende Experimente haben aufgedeckt,
dass Bcll0 im Zuge anhaltender T-Zell Stimulation lysosomal degradiert wird. Die
Degradation von Bcll0 fiihrt zum Zerfall des CBM-Komplexes und unterbindet die weitere
Signaliibertragung trotz persistenter Stimulation. Die Tatsache, dass beide in dieser Arbeit
identifizierten negativ-regulatorischen Mechanismen am CBM-Komplex angreifen,
unterstreicht die Bedeutung dieses Komplexes fiir die Signaliibertragung in T-Zellen.
Weiterhin besteht aufgrund der présentierten Daten Anlass zur Annahme, dass in aktivierten
T-Zellen ein vielfiltig positiv und negativ regulierter Multikomponentenkomplex gebildet

wird, der eine nicht-hierarchische Signaliibertragung unterstiitzt.

Schlagworte: T-Zell Aktivierung, CBM-Komplex, Phosphorylierung, lysosomale Degradation



Abstract

A multitude of NF-kB regulated target genes determines the fate of activated T cells, whereas
activating and de-activating signals are crucial for balancing adequate T cell responses. The
presented data illustrate that negative-regulatory modulation of the Carmal-Bcll0-Maltl
(CBM)-complex is of great importance for the control of NF-«xB activity in T cells.
Surprisingly IKK[, a kinase that so far was thought to be involved in CBM-downstream
effector functions, is needed for CBM-complex formation. IKK[3 exhibits a dual function
regulating the CBM-complex: while initially being essential for the formation of the CBM-
complex, phosphorylation of the CBM-complex component Bcl10 by IKKf shortly after the
onset of T cell activation leads to a damping of signal transduction. Biochemical analysis
reveal that Bcl10 phosphorylation influences the intermolecular protein affinities of the CBM-
complex components causing a remodeling of the complex with a negative-regulatory effect.
Further experiments uncover that upon persistent T cell activation Bcll0 is degraded by the
lysosome. Bcll0 degradation promotes the collapse of the CBM-complex and thereby
interferes with ongoing signal transduction despite persistent stimulation. Considering the fact
that both negative-regulatory processes affect CBM-complex activity underscores the
important role of this complex in T cell signal transduction. Moreover, the presented data
demonstrate that formation of a multi-component signaling complex in activated T cells

facilitates versatile positive, negative and non-hierarchical regulation.
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Einleitung

1 Einleitung

Pathogene werden von einem Organismus als fremd erkannt und durch das Immunsystem
effizient bekdmpft. Zur Einleitung der Immunantwort exprimieren Immunzellen Pathogen-
aktivierbare Oberfldchenrezeptoren, die das zellexterne Signal {iber zahlreiche zytosolische
Regulationsstufen an eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren weitergeben. Diese aktivieren
im Zellkern ein breites Spektrum von Zielgenen und befdhigen dadurch den Organismus zu
einer gezielten Abwehrreaktion. Einer der Signal-induzierbaren Transkriptionsfaktoren,
NF-«B (,,Nuclear Factor kB”), spielt bei den Prozessen zur Steuerung der Immunantwort eine
zentrale Rolle. Rezeptor-vermittelte Aktivierung von NF-kB flihrt zur Transkription einer
groflen Zahl unterschiedlicher Zielgene wie Zytokine, Chemokine, Adhesionsmolekiile,
Akute-Phase Proteine und anderer induzierbarer Effektorenzyme. Viele der Zielgene selbst
iibernehmen bei der Immunantwort wichtige Funktionen, da sie die Migration, Maturation

und Proliferation von Immunzellen regulieren [Ghosh et al, 1998].

Fehlregulation der NF-kB-Signalkaskade kann zu chronischen Entziindungen wie Arthritis,
Asthma oder anderen Autoimmunkrankheiten fithren. Weiterhin wurde unkontrollierte
NF-kB-Aktivierung mit der Entstehung von Neoplasien in Verbindung gebracht. Vor dem
Hintergrund therapeutischer Strategien zur Bekdmpfung dieser Krankheiten besteht Interesse
an der detaillierten Aufklirung der komplexen Regulationsmechanismen, die zur Modulierung

der NF-kB-Aktivitit in Immunzellen beitragen.

1.1 Molekulare Grundlagen der NF-«B-Aktivierung
1.1.1 Die NF-xB-Familie

Die Familie der NF-xB Transkriptionsfaktoren wird von fiinf strukturell verwandten
Proteinen in Sdugern gebildet, RelA (p65), RelB, c-Rel, NF-xB1 (p105/p50) und NF-xB2
(p100/p52), deren gemeinsames strukturelles Merkmal die N-terminale ,,Rel Homology*-
Domine (RHD) ist (Abbildung 1.1). Uber dieses Multifunktionsmotif kénnen die
unterschiedlichen Faktoren Homo- und Heterodimere bilden und im Zellkern an spezifische

Promotor-Sequenzen von Zielgenen binden [May und Ghosh, 1998].
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Abbildung 1.1 Ubersicht zur Familie der NF-kB/IxB Proteinfamilie. Charakteristisches Merkmal der NF-xB
Transkriptionsfaktoren ist die ,,Rel Homology“-Domine (RHD), welche fiir DNA-Bindung und Dimerisierung
der Rel-Faktoren untereinander verantwortlich ist. Die Transaktivierungsdoméne (TAD) wird fiir die Aktivierung
der Transkription nach DNA-Bindung benétigt. Die inhibitorischen IkB-Proteine binden iiber die ,,Ankyrin
Repeat“—Doméne (ARD) an den C-terminalen Teil der RHD und verhindern den Kernimport der Rel-Faktoren
durch Maskierung des Kernlokalisierungssignals. Innerhalb der ,,Signal Response“-Domine (SRD) liegen
Phosphoakzeptorstellen, die fiir die IkB-basierte Regulation von NF-kB von essentieller Bedeutung sind. p100
und p105 bilden Vorlaufermolekiile, die proteolytisch zu p50 und p52 prozessiert werden. Wichtige zytosolische
IkBs sind IkBa, IkBf und IkBg, bei MAIL und Bcl3 handelt es sich um nukleére IkBs.

In der Regel reicht fiir Transkriptionsaktivierung durch NF-kB die DNA (,,Desoxyribonucleic
Acid“)-Bindung eines Dimers allein nicht aus. Einer der beteiligten Faktoren muss zusétzlich
eine Transaktivierungsdoméne (TAD) besitzen, die nur p65, RelB und c-Rel im C-terminalen

Bereich aufweisen [Hannink und Temin, 1989]. Daher zeigen ausschlieBlich Dimere mit
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einem dieser drei Faktoren transkriptionelle Aktivitit [Bull et al, 1994; Schmitz et al 1994].
p50 und p52 hingegen wirken als Homodimere inhibitorisch, als Heterodimer mit p65, RelB

oder c-Rel wiederum bilden sie potente Transkriptionsaktivatoren [Plaksin D, 1993].

Die ,,Ankyrin Repeat“-Doméne ist das gemeinsame Merkmal der NF-kB-Inhibitorproteine,
den IxBs (,,Inhibitors of NF-kB*, IkBs). Diese interagieren iiber die ARD mit der RHD der
NF-kB. Durch die Wechselwirkung wird der Kerneintritt von NF-kB reguliert, da die IxBs
neben des DNA-bindenden Bereichs auch die Kernlokalisierungssequenz der RHD maskieren
[Hatada et al, 1993; Siebenlist et al, 1994]. Die wichtigsten Inhibitorproteine stellen die
zytosolischen IkBs IkBa, [kBp und IkBe dar. Im Zellkern greifen zusitzlich die nukleédren
IkBs MAIL (,,Molecule Possessing Ankyrin Repeats Induced By Lipopolysaccharide®) und
Bcl3 (,,B-Cell Chronic Lymphocytic Leukemia/Lymphoma Associated 3) in die Regulation
der NF-kB-Aktivitidt ein [Haskill et al, 1991; Wulczyn et al, 1992; Zhang et al, 1994;
Thompson et al, 1995; Whiteside et al, 1997; Kitamura et al, 2000]. Bei p100 und p105
handelt es sich um Vorlaufermolekiile, die N-terminale RHD und C-terminale ARD in einem
Protein vereinen und proteolytisch zu p50 und p52 prozessiert werden [Fan und Maniatis,

1991; Palombella et al, 1994; Betts et al, 1996; Xiao et al, 2001; Mordmiiller et al, 2003].

1.1.2 Der Mechanismus der NF-<B-Aktivierung

In Saugerzellen fiihrt die Aktivierung des kanonischen NF-kB Signalweges in der Regel zur
Zielgen-Regulation durch p65/p50- oder c-Rel/p50-Heterodimere. In Abwesenheit externer
Stimuli befindet sich der Hauptteil der NF-kB-Dimere gebunden von IkBs inaktiv im
Zytoplasma (Abbildung 1.2) [Baldwin, 1996]. Nach zelluldrer Stimulation phosphoryliert ein
hochmolekularer, aus mehreren Untereinheiten bestehender Proteinkomplex, der IxB-
Kinasekomplex (IKK), die IkBs [Brockman et al, 1995; Brown et al, 1995]. Die
Phosphorylierung wiederum dient als Signal zur Polyubiquitinierung der IkBs durch die E3-
Ubiquitin-Ligase SCFP"™" (,,Skp1/Cull/F-Box-Protein®, ,,B-Transducin Repeat Containing
Protein) und zieht deren proteosomalen Abbau nach sich [Rodriguez et al, 1996; Yaron A et
al, 1998; Spencer et al, 1999]. Hierdurch wird die Kernlokalisierungssequenz von NF-«B
zugénglich und transkriptionsaktive Heterodimere translozieren in den Zellkern, um dort
spezifische Zielgene zu aktivieren. Die Tatsache, dass bei kanonischer Aktivierung von NF-

kB auf einen ruhenden zytoplasmatischen Proteinvorrat zuriickgegriffen und keine de novo



Einleitung

Proteinsynthese benétigt wird, ermdglicht eine extrem schnelle Ubertragung extrazellulirer

Information.

Kiirzlich wurde ein alternativer Signalweg zur Aktivierung von NF-kB identifiziert, der durch
Signal-induzierte Prozessierung von pl00 die Bildung transkriptionsaktiver RelB/p52-
Heterodimere bewirkt und wichtige Funktionen bei léngerfristigen Entwicklungs- und
Differenzierungsprozessen ausiibt [Senftleben et al, 2001; Bonizzi et al, 2004; Bonizzi und
Karin, 2004]. Allerdings spielt der alternative Signalweg aufgrund verzogerter Kinetik in
dieser Arbeit keine Rolle, sodass im Folgenden ausschlieBlich auf kanonische

Signaliibertragung Bezug genommen wird.

[ Zellexterne Stimuli ]

NN /[ /
f \\ l / / Zytoplasma

IKK

SCFB-TrCP

Zellkern

Zielgene

Proteasom
A» L X )

Abbildung 1.2 Mechanismus der kanonischen Signal-induzierten NF-kB-Aktivierung. Schematische
Abbildung zur Verdeutlichung der zentralen Rolle des IKK-Komplexes bei der kanonischen NF-kB-Aktivierung.
Eine Vielzahl extrazelluldrer Stimuli fithrt zur Aktivierung dieses zytoplasmatischen Kinasekomplexes, der
darauthin die NF-«kB-bindenden IxB-Inhibitorproteine phosphoryliert. Dies initiiert die Ubiquitin (Ubi)-
vermittelte, proteosomale Degradation der IkBs, wodurch transkriptionsaktive NF-kB-Dimere freigegeben

werden und in den Zellkern translozieren, um die Transkription spezifischer Zielgene in Gang zu setzen.



Einleitung

1.1.3 Der IKK-Komplex

Alle bisher bekannten Rezeptor-vermittelten NF-kB-Signalkaskaden konvergieren auf der
Ebene des IKK-Komplexes, der daher eine der wichtigsten Schaltstellen bei der Aktivierung
von NF-kB darstellt. Die zentralen Bestandteile dieses Komplexes sind die Untereinheiten
IKKa, IKKB und IKKy [Mercurio et al, 1997; DiDonato et al, 1997; Krappmann et al, 2000].
Bei IKKa und IKK stimmen 52% der Gesamtproteinsequenz und 65% der Proteinsequenz
der katalytischen Doménen iiberein. Diese Untereinheiten beinhalten die Kinase-Doménen
zur Substrat-spezifischen Phosphorylierung der IkBs, wobei IKKp in vitro die stirkere Kinase
ist als IKKa [Zandi et al, 1997]. Im Falle von IKKy handelt es sich um eine regulatorische
Komponente des Komplexes ohne enzymatische Aktivitit, die keine strukturellen
Ahnlichkeiten zu IKKo und IKK aufweist, aber fiir die Aktivierung von NF-kB unerlisslich
ist. [ Yamaoka et al, 1998; Rothwarf et al, 1998].

Sowohl IKKa als auch IKKP besitzen in der N-terminalen Kinase-Domine eine
Aktivierungsschleife, die das Aminosduremotif SLCTS beinhaltet (Abbildung 1.3).
Phosphorylierung der beiden Serine innerhalb dieser konservierten Sequenz flihrt zur
Aktivierung der Kinasen [Mercurio et al, 1997]. Im mittleren Teil der Proteine befindet sich
eine ,,Leucin-Zipper“-Doméne, die zur Dimerisierung der Proteine bendtigt wird, wiahrend im
dulersten C-terminalen Bereich die IKKy-Interaktionsstelle liegt (Abbildung 1.3) [Zandi et al,
1998; May et al, 2000].

Die stochiometrische Zusammensetzung des ca. 900 kD groflen Komplexes ist noch nicht
eindeutig geklart. Aufgrund von Analysen rekombinanter Proteine und Komplexrekonstitution
in Hefen wurden stochiometrisch dquivalente Mengen der Komponenten IKKa, IKK( und
IKKYy vorgeschlagen [Miller und Zandi, 2001]. Die Daten neuerer Studien deuten an, dass ein
IKKy-Tetramer vier katalytisch aktive Untereinheiten bindet [ Tegethoff et al, 2003].

IKKa/IKKB [ kb M| || 745756 AS

| |
Aktivierungsschleife IKKy Binding Domain

Abbildung 1.3 Domiénenstruktur von IKKa und IKK@. Phosphorylierung innerhalb der Aktivierungsschleife
der Kinase-Domine (KD) aktiviert IKKo und IKKP. Die ,Leucin-Zipper” (LZ)-Domidne vermittelt
Dimerisierung. Uber den #uBersten C-terminalen Teil der Proteine wird IKKy, die regulatorische Untereinheit
des IKK-Komplexes, gebunden (,,IKKy Binding Domain®). Obwohl die ,,Helix-Loop-Helix*“ (HLH)-Doméne zur

Aktivierung bendtigt wird, ist ihre genaue Funktion unbekannt.
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1.2 Die Rolle von NF-«B bei der Steuerung der

angeborenen Immunantwort

Der Korper ist einem permanenten Angriff infektidoser Mikroorganismen ausgesetzt, doch nur
selten kommt es zu einer schwerwiegenden Erkrankung. Durch die Entwicklung des
Immunsystems sind Wirbeltiere in der Lage, pathogene Mikroorganismen wie Viren,
Bakterien, Pilze und Parasiten zu erkennen und wirkungsvoll zu bekdmpfen. Dabei lassen sich
die Abwehrprozesse zwei Kategorien zuteilen, der angeborenen und der adaptiven
Immunantwort. Die Fihigkeit zum Aufbau einer primdren Verteidigungsreaktion, die bereits
in den ersten Minuten nach der Infektion eingeleitet wird, geht auf Keimbahn-kodierte
Erbinformation zuriick. Immunzellen erkennen {iber ,,Pattern Recognition‘“-Rezeptoren (PRR)
konservierte Oberflichenmerkmale (,,Pathogen Associated Microbial Patterns*, PAMPs) oder
Stoffwechselprodukte von Pathogenen und leiten eine wirkungsvolle, aber recht unspezifische

erste Abwehrreaktion ein [Janeway und Medzhitov, 2002].

1.2.1 Die proinflammatorische Wirkung von NF-«B

Urspriinglich wurde NF-xB in reifen B-Zellen als ein nukleédrer Faktor beschrieben, der die
Transkription der Immunglobulin-k—Leichtkette reguliert [Sen und Baltimore, 1986]. Schnell
stellte sich heraus, dass NF-kB nicht nur in B-Zellen, sondern auch in vielen anderen Immun-
und Nicht-Immunzellen die Transkription einer Vielzahl von Genen steuert, mit dem

iibergeordneten Ziel, die Immunantwort zu koordinieren [Sen und Baltimore, 1986; Cross et

al, 1989; Griffin et al,1989].

Eine der wichtigsten Proteinfamilien von PRRs in Sdugern wird von mindestens elf bekannten
,» Toll-like* Rezeptoren (TLRs) gebildet, die fiir die schnelle Bekdmpfung einer grolen Zahl
von Pathogenen durch Zellen des Immunsystems essentiell sind [Kopp und Medzhitov, 2003,
Takeda et al, 2003]. TLR-vermittelte Erkennung Pathogen-spezifischer Strukturen fiihrt zur
Aktivierung NF-kB-gesteuerter Expression auto-, para- und endokrin wirksamer Zytokine wie
Interleukin-1 (IL-1), Tumor Nekrose Faktor oo (TNFa), Interleukin-6 (IL-6) oder Interleukin-8
(IL-8) [Baeuerle und Baichwal, 1997; Barton und Medzhitov, 2003]. Deren Sekretion fordert
die Entstehung einer Entziindung u.a. durch die Aktivierung des GefaBBendothels, die
Anlockung einer Vielzahl weiterer Immunzellen zum Ort der Infektion sowie die Einleitung
der Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen oder die Reifung von dendritischen

Zellen. Wie beispielhaft anhand von IL-1 und TNFa ersichtlich ist, reguliert NF-kB hierbei
10



Einleitung

als zentraler Koordinator der angeborenen Immunantwort nicht nur die primédre Produktion
einer Vielzahl proinflammatorischer Zytokine, sondern steuert auch die durch diese Zytokine
eingeleitete Expression weiterer Zielgene (Abbildung 1.4) [Ghosh und Karin, 2002; Hayden
und Ghosh, 2004].

Pathogenerkennung
TLR

NF«B}

!

iad e d

IL-1 TNFa
NF-«B 4 NF-«<B!
Zytokine *

Chemokine
Immunorezeptoren
Wachstum sfaktoren

Zell-Adha sions Molekiile

N

Anlocken und Aktivierung von Immunzellen
Aktivierung de s GefaRBendothels
Fieber

Abbildung 1.4 Schema zur Verdeutlichung der zentralen Rolle von NF-xB bei der Steuerung der
angeborenen Immunantwort. Pathogenerkennung z.B. durch TLRs fithrt zu einer NF-kB-regulierten
Ausschiittung von Entziindungsmediatoren wie IL-1 und TNFa, deren proinflammatorische Wirkung durch
Aktivierung weiterer NF-kB-regulierter Zielgene gesteuert wird. Auf diese Weise wird eine Kaskade

systemischer Effekte angestoBen, die eine effiziente erste Immunabwehr ermoglicht.

1.2.2 Mechanismus der TLR, IL-1- und TNFa-vermittelten NF-«B-

Aktivierung

Wie bereits erwdhnt, 10sen eine Reihe von PAMPs oder entziindungsférdernde Substanzen
wie TNFa und IL-1 die Aktivierung von NF-xB aus. Diese unterschiedlichen Stimuli werden

von spezialisierten Oberflichenrezeptoren der Zelle erkannt und leiten das Signal {iber
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spezifische intrazelluldre Signalwege weiter, die letztlich alle in der Aktivierung des IKK-

Komplexes miinden [Hatada et al, 2000].

Proteoglykane (PG) oder Lipopolysaccharide (LPS) bilden klassische Beispiele fiir
konservierte Bestandteile der Zellwidnde von Bakterien, dienen dem Organismus als PAMPs
und werden durch unterschiedliche Vertreter der TLRs, TLR2 und TLR4 erkannt [Poltorak et
al, 1998; Hoshino et al, 1999; Takeushi et al, 1999; Schwandner et al, 1999]. Die
intrazelluliren Bereiche der TLRs und des IL-1 Rezeptors (IL-1R) weisen eine hohe
Homologie auf. In beiden Fillen ist eine C-terminale Protein-Interaktionsdoméne, die Toll/IL-
IR (TIR)-Doméne, fiir die Signaltransduktion verantwortlich. Die TLR- und IL-1R-
aktivierten Signalketten dhneln sich daher und greifen auf die gleichen Regulatorproteine
zuriick [Gay und Keith, 1991; Dunne und O’Neill, 2003]. Uber die intrazelluldren Dominen
der Rezeptoren werden zytoplasmatische Regulatoren wie MyD88 (,,Myeloid Differentiation
Factor 88%“), IRAK (,,JL-1 Receptor Associated Kinase*) und TRAF6 (,,TNF Receptor
Associated Factor 6°) rekrutiert, die das Signal zum IKK-Komplex weiterleiten (Abbildung
1.5) [Adachi et al, 1998; Kawai et al, 1999; Thomas et al, 1999; Suzuki et al, 2002; Lomaga et
al, 1999].

Im Gegensatz zur TIR-abhdngigen Signaltransduktion, die durch monomere Rezeptoren
vermittelt wird, induziert die Bindung von TNFa die Trimerisierung des TNF-Rezeptor 1
(TNFR1). Diese ist Voraussetzung fiir die Assoziation der zytoplasmatischen Regulatoren
TRADD (TNF Receptor Associated Death Domain), TRAF2 und RIP (Receptor Interacting
Protein), die das Signal in einem noch nicht vollstindig aufgekldrten Mechanismus an den

IKK-Komplex weitergegeben [Hsu et al, 1995; Hsu et al, 1996a; Hsu et al, 1996b].

Trotz der strukturellen Ubereinstimmungen der beiden katalytischen Untereinheiten des IKK-
Komplexes IKKo und IKKP ergeben sich bei der Ubertragung TLR- oder TNFa-induzierter
Signale offensichtliche funktionale Unterschiede. IKKa-defiziente Méause sind lebensfihig,
sterben allerdings perinatal an Skelett- und Hautdefekten. Die IL-1- und TNFa-abhéngige
NF-kB-Aktivierung in Fibroblasten und Thymozyten dieser Tiere ist nicht oder nur schwach
beeintrachtigt [Hu et al, 1999; Takeda et al, 1999; Li et al, 1999a]. Im Gegensatz dazu sterben
IKKB-defiziente Méuse bereits im Embryonalstadium an massiver Hepatozytenapoptose.
Durch die Analyse embryonaler IKK(-defizienter Fibroblasten wurden schwere Defekte bei
der IL-1- und TNFa-vermittelten NF-kB-Aktivierung aufgedeckt [Li et al, 1999c;Li et al,
1999b; Tanaka, 1999]. Die Ergebnisse dieser Studien deuten an, dass IKK[ bei IL-1- und
TNFa-gesteuerten proinflammatorischen Prozessen essentielle Funktionen ausiibt, die nicht
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von IKKa tibernommen werden konnen. Im Einklang mit den Ergebnissen der ,,Knock Out*-
Studien wurde gezeigt, dass IL-1- und TNFa-induzierte Phosphorylierung von IKKJ, aber
nicht von IKKa fiir die Aktivierung der Kinase-Aktivitit des IKK-Komplexes essentiell ist
[Delhase et al, 1999].

Auf mechanistischer Ebene spielt bei Prozessen, die nach Aktivierung der TLR/IL-1R- und
TNFR1-Signalwege zur Phosphorylierung von IKKf fiihren, die E3-Ubiquitin Ligaseaktivitét
der TRAF-Proteine eine entscheidende Rolle [Deng et al, 2000]. TRAF2 und TRAF6 weisen
sogenannte RING (,,Really Interesting New Gene‘)-Dominen auf. Diese katalysieren die
Bildung von Ko63-vernetzten Polyubiquitin-Ketten auf Substratproteinen, welche im
Gegensatz zu K48-verkniipften Polyubiquitinketten in der Regel nicht als Erkennungssignal
flir proteosomalen Proteinabbau fungieren, sondern vielmehr eine zusédtzliche
Interaktionsoberfliche fiir andere Proteine bilden wund daher Protein-Protein-

Wechselwirkungen und Enzymaktivitdten regulieren [Sun und Chen, 2004].

PAMPs o O
o
o°S°
PG LPS

Zytoplasma

‘e

Abbildung 1.5 Mechanismus der IL-1R/TNFR1-vermittelten IKK-Aktivierung. Rezeptoraktivierung

NF-«xB

induziert die Oligomerisierung und nachfolgende K63-Autoubiquitinierung von TRAF E3-Ubiquitin-Ligasen.
Der Proteinkomplex aus TAB1, TAB2 und TAKI1 erkennt diese Polyubiquitinketten, worauf iiber einen noch
unbekannten Mechanismus die Kinase TAKI1 aktiviert wird, die IKKB in der Aktivierungsschleife
phosphoryliert.
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Im Fall des TLR/IL-1R-vermittelten Signalweges wurde gezeigt, dass Rezeptoraktivierung
zur Oligomerisierung von TRAF6 und anschlieBender K63-Autoubiquitinierung fiihrt
(Abbildung 1.5). Uber die Polyubiquitinkette bindet TRAF6 an einen Proteinkomplex
bestehend aus den Adapterproteinen TAB1 (,,TAK1 Binding Protein 1), TAB2 und der
Kinase TAK1 (,,Transforming Growth Factor 3 Activated Kinase 1), wodurch iiber einen
noch unbekannten Mechanismus die Aktivierung von TAKI1 induziert wird. [Wang et al,
2001]. TAK1 wiederum kann die Aktivierungsschleife von IKK direkt phosphorylieren und
auf diese Weise die Aktivierung des IKK-Komplexes ermoglichen. Fiir TRAF2 wird eine
dhnliche Funktion bei der TNFRI-vermittelten IKK-Aktivierung vermutet [Shi und Kehrl,
2003].

1.3 Die Rolle von NF-«xB bei der Steuerung der

erworbenen Immunantwort

Zur gezielten Einddmmung einer Infektion leitet der Organismus neben der eher
unspezifischen angeborenen Immunantwort den Aufbau einer adaptiven (erworbenen)
Immunantwort ein. Dadurch wird die selektive Erkennung korperfremder Antigene sowie
deren nachhaltige und spezifische Bekdmpfung ermoglicht. T- und B-Lymphozyten sind die
zelluldren Trager der adaptiven Immunantwort und besitzen die Fahigkeit, nach Antigen-
gesteuerter Aktivierung infizierte Korperzellen abzutdten oder eine Abwehrreaktion auf der
Basis Antigen-spezifischer Antikorper zu etablieren. Da T-Zellen fiir die Erkennung
korperfremder Antigene zustindig sind, bilden diese eine zentrale Regulationseinheit beim
Aufbau der adaptiven Immunabwehr. Auf molekularer Ebene wird die T-Zell Antwort durch
Aktivierung eines T-Zell spezifischen Zielgen-Programms gesteuert. NF-kB, bereits als
molekularer Koordinator der angeborenen Immunantwort erwéhnt, spielt bei der Zielgen-
Regulation in aktivierten T-Zellen eine zentrale Rolle und iibernimmt daher auch eine
essentielle Funktion beim Aufbau der Antigen-gesteuerten adaptiven Immunantwort [Janeway

et al, 2002].

1.3.1 Grundlagen der T-Zell Antwort
1.3.1.1 Aktivierung von T-Zellen

Phagozyten, die am Ort der Infektion groBe Mengen an Gewebefliissigkeit aufnehmen,

zerlegen darin enthaltenen Pathogene in kleine Fragmente und présentieren diese als Antigene
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auf der Zelloberflache (,,Antigen Presenting Cell”, APC) [Banchereau et al, 1998]. Angeregt
durch die Einwirkung proinflammatorischer Zytokine wandern die APCs zu den peripheren
Lymphorganen, wo sie auf reife, naive T-Zellen treffen, die Antigen-spezifische
Oberflichenrezeptoren (,,T-Cell Receptors, TCRs) exprimieren. Durch somatische
Rekombination sind T-Zellen in der Lage, TCRs mit Affinitédt zu einer theoretisch unendlichen
Anzahl von unterschiedlichen Antigenen zu synthetisieren, wobei jeder T-Zell Klon immer
nur TCRs mit Affinitdt zu einem bestimmten Antigen exprimiert. Durch Selektionsverfahren
wihrend der T-Zell Entwicklung im Thymus wird die Expression funktionaler Rezeptoren, die
nicht auf korpereigene Antigene reagieren, iiberwacht (Positiv- und Negativselektion). Trifft
die T-Zelle auf eine APC, die ein zum TCR der T-Zelle passendes Antigen prisentiert, fiihrt
die erfolgreiche Interaktion (T-Zell Aktivierung) schlieBlich zur Proliferation und Expansion
des aktivierten T-Zell Klons (klonale Expansion und Selektion) [Schlienger et al, 2000; Thery
et al, 2001].

Wihrend der Entwicklung im Thymus entstehen zytotoxische T-Zellen (,,Cytotoxic T-Cells®,
Tc) oder T-Helfer Zellen (,,T-Helper Cells“, Th) aus gemeinsamen Vorlduferzellen [Reiner und
Seder, 1995]. Tc-Zellen erkennen korpereigene Zellen, die eine Infektion durch Présentation
von Pathogenfragmenten anzeigen. Passen TCR der Tc-Zelle und das spezifische
Antigenfragment auf der Oberflédche der Korperzelle zueinander, wird die Korperzelle von der
Tc-Zelle abgetotet [Griffiths, 1995]. Zeitgleich interagieren Th-Zellen mit B-Zellen, die das
passende Antigen auf ihrer Oberflidche prisentieren und in der Lage sind, Antigen-spezifische
Antikorper herzustellen. Auf diese Weise aktivierte B-Zellen expandieren ebenfalls verstarkt
und differenzieren in Plasmazellen, die die spezifischen Antikérper in grofer Zahl herstellen

und sezernieren [Kupfer et al, 1994].

Im Laufe einer Infektion werden von allen Zellsubtypen des Immunsystems besonders
langlebige und temporér inaktive, sogenannte Gedichtniszellen angelegt. Die Reaktivierung
dieser Zellen erlaubt es dem Organismus, im Falle einer Re-Infektionen mit dem gleichen
Pathogen sehr viel schneller zu reagieren [Bradley et al, 2000; Stockinger et al, 2004; Rocha
et al, 2004].

1.3.1.2 Der T-Zell/APC Kontakt

Fir die T-Zell/APC Interaktion sind die auf der Oberfliche von APCs befindlichen MHC
(,,Major Histocompatibility Complex*)-Proteine der Klasse II von grofer Bedeutung. Im

Unterschied zu den nahezu ubiquitdiren MHC-Proteinen der Klasse I sind die MHC-Proteine
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der Klasse II ausschlieBlich auf Zellen des Immunsystems zu finden. Alle MHC-Proteine
gehoren der Immunglobulin-Super-Familie an [Janeway et al, 2001]. Ihr gemeinsames
Merkmal ist die Aufteilung in einen konstanten und einen variablen Proteinteil, wobei der
variable Teil mit zuvor aufgenommenen Antigenen (Ag) beladen und extrazellulér prisentiert

werden kann (Ag-MHC) [Stern und Wiley, 1994; Bryant und Ploegh, 2004].

Auf der Oberfliche von T-Zellen ist der TCR-Proteinkomplex fiir die extrazelluldre
Erkennung des Ag-MHC-Komplexes verantwortlich [Davis et al, 1998]. Die direkte Bindung
wird von den beiden a- und B-Untereinheiten des TCRs vermittelt, die jedoch keine
funktionale zytoplasmatischen Dominen aufweisen [Garcia et al, 1996; Call und
Wucherpfennig, 2005]. Fiir die Signalweiterleitung sind mehrere direkt TCR-assoziierte
Untereinheiten v, , € und € verantwortlich, zusammengefasst als CD3 bezeichnet. Vor allem
die € und ¢ Untereinheiten besitzen einen ausgedehnten zytoplasmatischen Teil, der das vom

TCR aufgenommene Signal ins Zellinnere transduziert [Pitcher und van Oers, 2003].

1.3.1.3 Kostimulation und Anergie

T-Zellen, die mit korpereigenen Antigenen reagieren, werden wéhrend der Reifung im
Thymus aussortiert. Allerdings besteht die Gefahr, dass autoreaktive T-Zellen, die gegen
Strukturen des eigenen Korpers gerichtet sind, dieser Selektion entkommen. Der Organismus
muss aber zwingend vermeiden, dass Selbstantigen-prasentierende Korperzellen in der Lage
sind, die produktive Aktivierung autoreaktiver T-Zellen auszulésen. Zum Schutz vor
Autoimmunitdt reicht daher ein alleiniges Antigen-spezifisches MHC/TCR-vermitteltes
Signal zur T-Zell Aktivierung nicht aus. Fiir produktive Aktivierung werden ergénzende,
sogenannte Kostimulationssignale bendtigt, die auf die Anwesenheit eines Infektionsherds
zuriickgehen. Daher induzieren proinflammatorische Zytokine wie TNFa die Expression von
B7-Molekiilen, ebenfalls Mitglieder der Immunglobulin-Super-Familie, auf der APC-
Oberfliche [Mellman und Steinman, 2001]. Ein Kostimulationssignal wird nur dann
ausgelost, wenn neben der TCR/Ag-MHC-Interaktion auch B7-Molekiile an den T-Zell
spezifischen Oberfldchenrezeptor CD28 binden [Green et al, 1994; Lenschow et al, 1996;
Greenwald et al, 2005]. Da eine APC nach der Zytokin-Stimulation auf dem Weg zu den
peripheren Lymphorganen nicht mehr in der Lage ist, weitere Antigene aufzunehmen und zu
prasentieren, sind Antigen-spezifisches (TCR/Ag-MHC) und infektionsspezifisches
(B7/CD28) Signal durch TCR/CD28-Kostimulation direkt miteinander gekoppelt.
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T-Zell Anergie ist ein weiterer wichtiger Schutzmechanismus zur Erhaltung der Selbstoleranz
in einem Organismus [Schwartz, 2003]. Entfdllt das Kostimulationssignal und wird nur der
TCR von einer APC aktiviert, fehlt die Verkniipfung zu einem Infektionsherd. In diesem Fall
verbleibt die Zelle nicht nur inaktiviert, sie verfillt in einen anergischen Zustand der
Unempfinglichkeit und kann nun selbst durch kostimulative Signale nicht mehr reaktiviert

werden (Abbildung 1.6) [Heissmeyer et al, 2004].

APC

v

T-Zell-Aktivierung

4_/ [TCR E@MHCHI

. T-Zelle
Anergie

Abbildung 1.6 Produktive T-Zell Aktivierung benétigt Kostimulation. APCs prisentieren Antigene iiber
MHC Klasse II Molekiile. Die Erkennung spezifischer Antigene durch den TCR fiihrt nur dann zur klonalen
Expansion der T-Zelle, wenn ein Kostimulationssignal durch die Interaktion von B7-Molekiilen mit dem

Kostimulationsrezeptor CD28 auftritt. Fehlt das Kostimulationssignal, verfallt die T-Zelle in Anergie.

1.3.1.4 Beeinflussung des Schwellenwerts der T-Zell Aktivierung durch

Kostimulation

APCs, die ein Pathogen aufgenommen und prozessiert haben, préisentieren eine
vergleichsweise geringe Anzahl peptidgeladener MHC-Komplexe auf ihrer Oberfliche. Hinzu
kommt, dass die Affinitidt des TCR zu seinem spezifischen Ag-MHC relativ schwach ist. Die
Summe dieser Faktoren setzt voraus, dass die Antigenerkennung durch eine &uBBerst
empfindlich gesteuerte Signalkette vermittelt wird. Schon die Bindung einer geringen Anzahl
TCRs an Ag-MHCs kann Signale innerhalb der T-Zelle erzeugen, jedoch wird der
Schwellenwert zur Aktivierung der T-Zelle dadurch nicht erreicht [Acuto et al, 2003; Irvine et
al, 2002]. Durch zeitgleiche Aktivierung des CD28-Rezeptors wird die Intensitidt des TCR-

Signals um ein Vielfaches verstirkt [Viola und Lanzavecchia, 1996; lezzi et al, 1998].
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Zusitzlich erscheint der Schwellenwert zur Auslésung der zelluldren Antwort herabgesetzt,
wodurch besonders bei sehr schwachen TCR-Signalen die unterstiitzende Natur der
Kostimulation zum Tragen kommt. Da bei der Signaliibertragung von TCR und CD28 auf
molekularer Ebene vielfach die gleichen Signalproteine beteiligt sind, leistet der
Kostimulationsrezeptor wahrscheinlich in der Hauptsache einen quantitativen Beitrag zur
Gesamt-Signalintensitit. Allerdings sind in T-Zellen auch Mechanismen bekannt, die auf
spezifisch CD28-vermittelte Signale zuriickgefiihrt werden konnen (qualitativer Beitrag)

[Shapiro et al, 1997; Burr et al, 2001; Andres et al, 2004a].

1.3.1.5 Die Immunologische Synapse

Die Wechselwirkung von TCR und Ag-MHC induziert die Ausrichtung des Golgi-Apparats
und des MTOCs (,,Microtubule Organisation Center”) in Richtung der APC/T-Zell
Kontaktstelle [Sancho et al, 2002]. Im Zuge einer umfangreichen Umordnung des Actin-
Zytoskeletts werden eine groe Anzahl spezieller Signalproteine im Kontaktbereich
angereichert, es kommt zur Ausbildung der sogenannten immunologischen Synapse.
Adhisionsmolekiile wie das Integrin LFA-1 (,,Lymphocyte Function Associated Antigen 1)
und sein Ligand sammeln sich dabei in einer ringférmigen duleren Region (,,Peripheral Supra
Molecular Adhesion Complex®, p-SMAC). Im inneren Bereich der Kontaktstelle (,,Central*
(c) -SMAC) kommt es zur Ansammlung von Ligand-Rezeptor-Aggregaten wie den TCR/Ag-
MHC oder CD28/B7 Komplexen [van der Merwe und Davis, 2002]. Allerdings scheint der
vollstdndige Autbau der Synapse fiir anfangliche TCR-Signaltransduktion nicht essentiell zu
sein, da primdre Signale bereits vor Ausbildung der maturen Synapse detektiert werden
konnen [Lee et al, 2002; Andres et al, 2004b]. Eine mogliche Funktion der Synapse kdnnte
die Konzentrierung von Proteinen und Rezeptoren sein, die fiir sekundire Abldufe wichtig
sind. Die Ansammlung von CD28 in der c-SMAC erleichtert die Bindung an den B7-
Liganden, damit Bildung eines Kostimulationssignals und volle T-Zellaktivierung [Lin et al,

2005].

Die ¢c-SMAC ist ein Bereich hoher Dichte an LipidfléBen (,,Lipid Rafts*). Dabei handelt es
sich um begrenzte Membranregionen (Mikrodominen), die verstirkt mit Cholesterol und
Sphingolipiden angereichert sind [He et al, 2005]. Einige Signalproteine, die bei der
T-Zellaktivierung eine Rolle spielen, sind konstitutiv mit LipidfloBen assoziiert, andere
werden erst nach der Aktivierung dorthin befordert. Urspriinglich wurde den Lipidflo8en eine

Funktion bei der Aggregation der Signalproteine untereinander zugeordnet. Neuere Daten
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zeigen allerdings, dass weniger die Bildung der LipidfloB-Mikrodoménen, als vielmehr
spezifische Protein-Protein-Interaktionen fiir die Aggregation wichtig sind [Douglass and

Vale, 2005].

1.3.2 PKCo-vermittelte Aktivierung von NF-«B in T-Zellen

Bei der Aktivierung von Lymphozyten iibernehmen die Transkriptionsfaktoren NF-AT
(,,Nuclear Factor Of Activated T-Cells*), AP-1 (,,Activator Protein 1°) und NF-xB eine
Schliisselfunktion (Abbildung 1.7). Das verschachtelte Genexpressionsmuster dieser Faktoren
ermoglicht es der Zelle, Antigen-spezifisch auf unterschiedliche Signalmuster und
Stimulusintensititen zu reagieren. Rezeptor-proximal wird bei der Signalweiterleitung in
erster Linie auf die gleichen Proteine zurilickgegriffen, Rezeptor-distal fachern die Signalwege
stark auf. Hieraus resultieren komplexe, aber auf mehreren Ebenen regulierbare
Proteinnetzwerke, die sowohl fiir NF-AT als auch fiir AP-1 und NF-kB spezifische
Regulatorproteine aufweisen [Lin und Weiss, 2001].

T-Zell Aktivierung

NF-AT|  [NERB| | AP-1

A2 Proliferation
41L-4  Differenzierung
#Bcl, Lebensdauer

Abbildung 1.7 Zentrale Funktion von NF-xB bei der T-Zell Aktivierung. Zielgene, die unter der Kontrolle
von NF-kB stehen, spielen eine entscheidende Rolle bei der Steuerung von Proliferation, Differenzierung und

Lebensdauer aktivierter T-Zellen.

Die Induktion NF-kB-abhéngiger Zielgene, von denen eine Vielzahl Proliferation,
Differenzierung und Lebensdauer steuert, stellt einen zentralen Schalter bei der Aktivierung
von T-Zellen dar. Zu den Antigenrezeptor-induzierten NF-kB-Zielgenen gehoren u.a. (I) IL-2
und CD25, deren Expression die klonale Expansion induziert, (II) IL-4, welches die T-Zell

Differenzierung steuert, sowie (III) die anti-apoptotischen Proteine Bclxy und Bfll/Al
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[Ullman et al, 1990; Jain et al, 1995; Shapiro et al, 1997; Li-Weber et al, 1998; Hehner et al,
2000; Koshnan et al, 2000a; Kucharczak et al, 2003]. Die Antigenerkennung durch den TCR
allein fiihrt nur zu einer schwachen NF-kB-Aktivierung. Erst TCR/CD28-Kostimulation
vermittelt maximale NF-kB-Aktivitit und vermeidet Anergie durch die Expression T-Zell-

aktivierender Zielgene [Schmitz et al, 2003].

Auf molekularer Ebene nehmen die Rezeptor-proximalen Prozesse der TCR/CD28-
vermittelten Signaltransduktion Einfluss auf eine Vielzahl von Regulator- und
Adapterproteinen. Diese miinden u.a. in der Aktivierung PKCBO (,,Protein Kinase C 6*), einem

essentiellen Regulator der T-Zell Aktivierung.

1.3.2.1 Die Funktion von PKC 0

Die Proteinfamilie der PKCs beinhaltet neun bekannte Isoformen. Diese konnen in drei
unterschiedliche Subfamilien, die konventionellen, atypischen und neuen PKCs eingeteilt
werden. PKCO gehort zur Gruppe der neuen PKCs und kann durch Diacylglycerol (DAG)
Bindung an die Cl1-Doméne aktiviert werden (Abbildung 1.8). Die Proteinexpression von

PKC0 ist auf Skelettmuskel und T-Zellen begrenzt [Baier, 2003].

T-Zellen PKCO-defizienter Méuse zeigen nach TCR/CD28-Stimulation reduzierte AP-1- und
blockierte NF-kB-Aktivierung, wédhrend die NF-AT-Antwort unbeeinflusst bleibt. Diese
Defekte resultieren in stark eingeschrénkter Zytokinproduktion und Proliferationsfihigkeit der
T-Zellen [Sun et al, 2000]. Bei PKCO-defizienten T-Zellen einer weiteren, unabhingig
hergestellten ,,Knock Out“~-Mauslinie ist im Gegensatz dazu die NF-AT Antwort vollstédndig
blockiert, jedoch wurden bei diesen Tieren nur leichte Defekte bei der AP-1- und NF-«kB-
Aktivierung festgestellt [Pfeithofer et al, 2003]. Auch wenn die phénotypische Diskrepanz der
beiden Mauslinien nicht restlos aufgeklart ist, konnten variierende Stimulationsbedingungen
oder mogliche Redundanz aufgrund hoher Homologie innerhalb der PKC-Proteinfamilie die

Beobachtungen erkléren.

Die Ergebnisse biochemischer Analysen allerdings unterstiitzen eine prominente Rolle von
PKCO bei der Antigenrezeptor-abhingigen Aktivierung von NF-kB. Uberexpression einer
konstitutiv aktiven PKCO-Isoform fiihrt zur Aktivierung eines NF-kB-Reporters und des
CD28REs (,,CD28 Response Element) des IL-2 Gens. Im Einklang mit diesen Daten
blockiert die Uberexpression einer dominant-negativen Isoform von PKCO oder Inaktivierung

durch RNA-Interferenz die TCR/CD28-abhingige NF-kB-Aktivierung [Lin et al, 2000].
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Zusétzlich verhindert der spezifische PKCO-Inhibitor Rottlerin selektiv den Kernimport von
NF-«B [Courdonniere et al, 2000].

Prco 707 s

Abbildung 1.8 Domiinenstruktur von PKC6. Die ,,C2-like*“-Doméne vermittelt Protein-Protein-Interaktionen
zwischen PKCO und Bestandteilen des Zytoskeletts. Die C1-Doméne bindet an DAG und trdgt im Allgemeinen

zur Aktivierung von PKCs bei. Im C-terminalen Bereich des Proteins liegt die Kinase-Doméne (KD).

1.3.2.2 Der Mechanismus der Aktivierung von PKCoO

Die Aktivierung des TCRs und des CD28-Rezeptors leiten eine Welle zytoplasmatischer
Tyrosin-Phosphorylierungen ein. Diese Signalkaskaden werden von Tyrosinkinasen wie Lck
(,Lymphocyte Protein Tyrosine Kinase*) und ZAP70 (,,£-Chain Associated Protein‘)
koordiniert, die groftenteils den Familien der Src- oder Syk-Kinasen angehoren (Abbildung
1.10) [Iwashima et al, 1994; Pitcher und van Oers, 2003]. ZAP70 phosphoryliert das
Adapterprotein LAT (,,Linker Of Activation In T-Cells*), welches iiber einen Palmitoylrest
permanent in den LipidfloBen gebunden und ein wichtiger Baustein im Aufbau der c-SMAC
ist [Zhang et al, 1998a; Zhang et al, 1998b]. Phosphoryliertes LAT bildet die Bindungsstelle
fiir eine Reihe von essentiellen Regulatoren der TCR-Signalkaskade wie dem Geriistprotein
SLP76 (,,SH2 Domain Containing Leukocyte Protein Of 76 kD*), dem Guanin-Nukleotid
Austausch-Faktor Vav und PLCy1 (Phospholipase Cy1) [Liu et al, 1999; Yablonski et al, 2001,
Reynolds et al, 2002].

PLCy1 spaltet in der Membran verankertes PIP2 (Phosphatidyl Inositol Bisphosphat) zu IP;
(Inositol Trisphosphat) und DAG. DAG verbleibt an der Membran und dient dort im
Allgemeinen als Aktivator fiir PKCs. [Monks et al, 1997; Monks et al, 1998; Bi et al, 2001].
Allerdings bestimmt die Verfiigbarkeit von DAG allein die Aktivitit von PKCO nur in
geringem Male [Villalba et al, 2002]. Vielmehr scheint die Lokalisierung von PKCO im
c-SMAC entscheidend zur Aktivierung der Kinase beizutragen, wofiir ein SLP76/Vavl-

abhéngiger Mechanismus vorgeschlagen wurde [Bi et al, 2001].

TCR- und CD28-vermittelte Signale fiihren auch zur Aktivierung von PI3K
(,,Phosphoinositide-3 Kinase*) [Okkenhaug et al, 2004]. PDKI1 (,,3-Phosphoinositide

Dependent Kinase 1), ein PI3K-reguliertes und zumindest teilweise membranassoziiertes
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Enzym, bindet direkt an verschiedene PKC-Isoformen. Die Interaktion zwischen PDK1 und
PKCO wird neben SLP76 und Vav fiir die Rekrutierung von PKCO zur immunologischen
Synapse bendtigt [Le Good et al, 1998; Lee et al, 2005]. Da wiederum PKCO direkt an den
IKK-Komplex bindet, wird dieser iiber die PDK1/PKC6 Interaktion in die LipidfloBdoménen
der Zellmembran transportiert [Khoshnan et al, 2000 b].

1.3.3 Carmal, Bcl10 und Maltl, essentielle Regulatoren der

Antigenrezeptor-vermittelten NF-xB-Aktivierung

PDKI1 rekrutiert neben PKCO auch den permanent Membran-assoziierten Adapter Carmal
(,,CARD Containing MAGUK Protein 1) in den ¢c-SMAC [Zhou et al, 2004]. Carmal
wiederum bildet die molekulare Briicke zu zwei weiteren Proteinen, Bcll0 (,,B-Cell Chronic
Lymphocytic Leukemia/Lymphoma Associated 10“) und Maltl (,,Mucosa Associated
Lymphoid Tissue 1), die wie Carmal durch genetische Inaktivierung mit dem
Antigenrezeptor-induzierten NF-kB-Signalweg in Verbindung gebracht wurden [Ruland et al,
2001; Ruland et al, 2003; Ruefli-Brasse et al, 2003; Egawa et al, 2003; Hara et al, 2003].
Anhand von Interaktionsstudien wurde postuliert, dass die Bildung des Carmal/Bcl10/Maltl
(CBM)-Komplexes eine zentrale Rolle bei der NF-kB-Aktivierung in Lymphozyten spielt
[Gaide et al, 2002; Che et al, 2004].

1.3.3.1 Carmal

Carmal gehort zur Familie der MAGUK (Membrane Associated Guanylate Kinase)-Proteine.
Die Mitglieder dieser Gruppe fungieren als Membran-assoziierte Geriistproteine ohne
bekannte enzymatische Funktion, besitzen aber eine Reihe von Protein-Protein
Interaktionsdoménen [Dimitratos et al, 1999; Fanning und Anderson, 1999]. Alle MAGUKs
sind durch eine stereotype Abfolge der PDZ (,,PSD95/Dlg/Z0O-1 Homologous*) Doméne,
SH3 (,,Src Homology 3“)-Doméine und GUK (,,Guanylate Kinase Like*)-Doméne
charakterisiert. Carmal, Carma2 und Carma3 bilden eine Subfamilie, die zuséitzlich eine CC
(,,Coiled-Coil*“)-Region und eine N-terminale CARD (,,Caspase Recruitment Domain®)
besitzen (Abbildung 1.9). Die CARD vermittelt homotypisch Proteinwechselwirkungen und
wurde urspriinglich mit Prozessen bei der Einleitung von Apoptose in Verbindung gebracht
[Bouchier-Hayes und Martin, 2002]. Inzwischen hédufen sich Berichte iiber CARD-Proteine,

die fiir die Bildung von Proteinkomplexen bei der Vermittlung angeborener sowie erworbener
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Immunitét verantwortlich sind und vor allem in NF-kB-assoziierten Signalwegen eine Rolle
spielen. Die Carmal-Gewebeverteilung beschrinkt sich im Gegensatz zu den beiden anderen
Isoformen auf die Milz, den Thymus und periphere Leukozyten [Bertin et al, 2001; Gaide et
al, 2001].

Die Analyse eines Mausstamms, der ein in der CC-Doméne punktmutiertes Carmal-Protein
exprimiert, zeigt selektive Defekte bei der Antigenrezeptor-vermittelten Signaltransduktion
von B- und T-Zellen [Jun et al, 2003]. Die Lymphozyten zeigen intakte Rezeptor-proximale
Tyrosinphosphorylierung, NF-AT- und MAP (,,Mitogen Activated Protein*) Kinasen-
Aktivierung, aber defekte NF-kB-Aktivierung. Die T-Zellen homozygoter Tiere sind nicht
mehr in der Lage, Stimulus-induziert zu proliferieren oder CD25 zu synthetisieren. Einen
vergleichbaren Phénotyp ergab die Analyse einer Carmal ,,Knock Out“-Mauslinie. Zusétzlich
zu den Stdérungen bei der erworbenen Immunantwort gibt es Defekte bei Prozessen der
angeborenen Immunantwort. Die B-Zellen aus der Milz sind nicht mehr in der Lage, auf LPS
zu reagieren und zu proliferieren, was Probleme bei der TLR4-vermittelten

Signaltransduktion andeutet [Hara et al, 2003].

1.3.3.2 Bcl10

Bcl10 kann aufgrund von Sequenzhomologien keiner bekannten Proteinfamilie zugeordnet
werden, besitzt aber wie Carmal eine N-terminale CARD, iiber die beide Proteine
miteinander interagieren (Abbildung 1.9) [Gaide et al, 2002]. Im Gegensatz zum N-Terminus
zeigt der Bcll0 C-Terminus mit einer {iberdurchschnittlichen Anzahl an Serinen und
Threoninen keine Homologie zu einer bereits beschriebenen Proteindomine. Anfanglich
wurde Bcll0 aufgrund der CARD mit Regulationsmechanismen, die zu Apoptose fithren in
Verbindung gebracht. Biochemische Analysen ergaben, dass Bcll0-Uberexpression in
unterschiedlichen Zellsystemen nicht nur die Apoptoserate, sondern auch die transkriptionelle

Aktivitdt von NF-kB Aktivitdt steigert [Koseki et al, 1999; Willis et al, 1999].

Weiterhin scheint das Protein eine Rolle bei der Entwicklung aggressiver Formen von MALT-
Lymphomen zu spielen. Diese B-Zell Lymphome sind die bekannteste Subgruppe
extranodaler non-Hodgkin-Lymphome und zeigen in vielen Fillen chromosomale
Translokationen [Zhang et al, 1999]. Eine seltene, aber immer wiederkehrende Translokation,
t(1;14)(q22;q32), fiihrt zur Verschiebung des Bcl10-Gens in die Néhe der Immunglobulin (Ig)
loci und damit zu verstirkter BcllO-Expression aufgrund potenter transkriptioneller Ig-

,Enhancer. Zusitzlich unterliegen die Zielbereiche somatischer, B-Zell spezifischer
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Hypermutation. Eine Sequenzanalyse der chromosomalen Bruchstellen zeigt, dass nach der
Translokation eine Vielzahl an Mutationen auftritt, die zur Expression von C-terminal
deletiertem Bcll0 fiihren. Die Expression der Mutanten wurde daraufhin als Grundlage fiir

den Wachstumsvorteil der entarteten B-Zellen vorgeschlagen [Willis et al, 1999].

In anderen Studien wiederum wurde Bcll0 als zellulires Homolog eines Genprodukts des
,Equine Herpesvirus 2 (EHV2), dem viralen Protein vE10, identifiziert [Thome et al, 1999;
Srinivasula et al, 1999]. EHV2 ist ein lymphotroper y-Herpesvirus, dessen Rolle als Pathogen
weitgehend unverstanden ist. Allerdings stehen andere Mitglieder dieser Virenfamilie wie das
Eppstein-Barr-Virus oder das ,Kaposi Sarcoma Associated Herpesvirus 8“ in direkter

Verbindung mit unkontrollierter Zellproliferation und Neoplasie [Thome et al, 2001].

Die Analyse eines Bcll0 ,,Knock Out“-Mausstamms zeigt 30% embryonale Lethalitdt
aufgrund eines Defekts bei der SchlieBung des Neuralrohres [Ruland et al, 2001]. Die
restlichen 70% der homozygoten Nachkommen {iberleben und sind anatomisch mit WT-
Tieren vergleichbar. Uberraschenderweise zeigen aber weder embryonale Stammzellen,
Lymphozyten noch Fibroblasten der ,Knock Out“-Tiere Unterschiede bei Stimulus-
induzierter Apoptose. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die physiologische
Funktion von Bcl10 keine Rolle bei der Einleitung von Apoptose spielt. Stattdessen sind die
Bcll0-defizienten Maéuse, trotz weitgehend normaler Lymphozytenentwicklung, sehr
empfanglich flir Infektionen. Untersuchungen der Antigenrezeptor-vermittelten Signalwege
zeigen, dass die Defekte bei der adaptiven Immunantwort auf Fehlfunktionen bei der B- und
T-Zell Aktivierung zuriick zu fiihren sind. In T-Zellen homozygoter Tiere ist die TCR/CD28-
abhéngige NF-kB-Induktion neben intakter IL-1- und TNFa-Antwort selektiv blockiert. Da
rezeptorproximale Tyrosinphosphorylierung, AP-1- und NF-AT-Aktivierung in den Bcll0-
defizienten Lymphozyten nicht defekt sind, scheint Bcll0 ein spezifischer Rezeptor-distaler

Regulator des Antigenrezeptor-vermittelten NF-kB Signalweges zu sein.

1.3.3.3 Malit1

Maltl gehort zur Proteinfamilie der Paracaspasen. Diese umfasst eine Reihe Caspase-
dhnlicher Proteine, deren gemeinsames Merkmal die CLD (,,Caspase Like Domain®) ist [Uren
et al, 2000]. Neben der CLD besitzt Maltl noch mehrere Proteininteraktionsdoménen wie die
N-terminale ,,Death“-Domine (DD) und zwei Ig-1 (,Ig like*)-Dominen. Uber die Ig-I-
Doménen bindet Maltl an Bcll0 (Abbildung 1.9). Diese Wechselwirkung induziert die
Oligomerisierung von Maltl [Lucas et al, 2001]. Zusétzlich interagiert die Malt1-CLD mit der
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CC-Region von Carmal [Che et al, 2004]. Obwohl die Uberexpression von Malt] allein keine
NF-kB-Reporteraktivierung verursacht, wird die auf Bcl10-Uberexpression basierende NF-
kB-Reporteraktivitit durch Koexpression von Maltl synergistisch verstirkt. Diese
Beobachtung spricht dafiir, dass beide Proteine gemeinsam im gleichen Signalweg eine Rolle
spielen. Der Synergismus bei der Aktivierung geht verloren, wenn die CLD von Maltl

inaktiviert oder die Malt1-Oligomerisierung via Bel10 verhindert wird [Lucas et al, 2001].

Bcl10 [ CARD | SIT 233 AS
Malt1 825 AS
Carma? CARD PDZISH3IM GUK W 1148 AS

Abbildung 1.9 Schematische Darstellung der CBM-Komplexkomponenten. Die Interaktion zwischen Bcl10
und Carmal wird durch CARD-CARD Wechselwirkung vermittelt. Maltl bindet iiber die Ig-l Doménen an
Bcl10 und iiber die CLD an Carmal.

Neben den angesprochenen, das Bcll0-Gen betreffende Mutationen werden zwei weitere
DNA-Translokationen, t(14;18)(p32;p21) und t(11;18)(p21;921), mit der Entwicklung von
MALT-Lymphomen in Verbindung gebracht. Diese betreffen das Maltl-Gen und treten
anteilig hdufiger auf als die BcllO-assoziierten Translokationen [Ho et al, 2005]. Bei
t(14;18)(p32;p21) kommt es, dhnlich wie bei Bcll0, zur Uberexpression von Maltl durch
Verschiebung des Maltl-Gens in die Nédhe der Ig-loci [Streubel et al, 2003]. Im Gegensatz
dazu wird bei t(11;18)(p21;q21) der C-terminale Teil des Maltl-Gens inklusive der CLD-
kodierenden Region mit dem N-terminalen Teil des cIAP2-Gens (,,Inhibitor Of Apoptosis 2°),
einem Caspase Inhibitor, zusammengebracht [Uren et al, 2000]. Dies fiihrt zur Expression
eines cIAP2-Maltl-Fusionsproteins, welches ein potenter NF-kB-Aktivator ist und
wahrscheinlich zur malignen Transformation der B-Zellen beitrdgt [Dierlamm et al, 1999]. Es
wird angenommen, dass die urspriinglich Bcll0-abhiangige Oligomerisierung von Maltl nun
durch homotypische Interaktion der cIAP2 BIR (,,Baculovirus IAP Repeat”)-Dominen
ausgefithrt wird und dadurch die Aktivierung der Maltl CLD von extrazelluldren Stimuli
entkoppelt ist [Lucas et al, 2001].
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Die Analyse Maltl-defizienter Méuse deckt einen dhnlichen, auf Lymphozyten beschrinkten
Phinotyp wie bei Bcll0-defizienten Méusen auf. Die Tiere zeigen eine vergleichbar hohe
Anfilligkeit fiir Infektionen, da die Aktivierung und Proliferation reifer T-Zellen aufgrund
einer selektiven Blockade der Antigenrezeptor-Signalwege unterbunden ist [Ruefli-Brasse et
al, 2003]. Es zeigt sich, dass diese Defekte auf eine Inhibierung der NF-kB-aktivierenden
Signalkette zuriickzufiihren sind. In T-Zellen einer unabhingig generierten Malt1-defizienten
Mauslinie wurden zusétzlich zu den Defekten bei der Aktivierung von NF-kB auch Defekte
bei der Aktivierung von MAP-Kinasen, die u.a. Einfluss auf die Regulation der AP-1 Aktivitit
nehmen, aufgezeigt [Ruland et al, 2003]. Die mechanistische Basis dieses Effekts ist jedoch
derzeit noch nicht geklért.

Die Antigenrezeptor-vermittelte Aktivierung von B-Zellen Maltl-defizienter Tiere ist
ebenfalls gestort, obwohl bei direktem Vergleich beider Studien die Schwere des Phinotyps in
Bezug auf die Inhibition der Stimulus-abhéngigen NF-kB Induktion variiert. Es ist allerdings
unbestritten, dass Maltl in T-Zellen ein zentraler Regulator der Antigenrezeptor-aktivierten

IKK/NF-kB-Signalkaskade ist.

1.3.3.4 Die Funktion von Carmal, Bcl10 und Maltl bei der Aktivierung

des IKK-Komplexes

Uber die mechanistischen Details, die zur TCR/CD28-induzierten Aktivierung des IKK-
Komplexes fiihren, liegen widerspriichliche Berichte vor. In einer der publizierten Studien
wird ein Mechanismus basierend auf der Oligomerisierung beteiligter Signalproteine
vorgeschlagen [Sun et al, 2004]. Die Autoren beobachten, dass Maltl an TRAF6 bindet, eine
E3-Ubiquitin-Ligase, die bereits im Zusammenhang mit IL-1-vermittelter NF-kB-Aktivierung
erwahnt wurde. Die Bcll0-abhingige Oligomerisierung von Maltl fiihrt daher ebenfalls zur
Oligomerisierung von Maltl-gebundenem TRAF6. Dies 16st K63-Autoubiquitinierung von
TRAF6 aus und zieht, wie im IL-1-vermittelten Signalweg, die Aktivierung von TAK1 und
Phosphorylierung von IKKP nach sich (Abbildung 1.10). Allerdings scheint die
Voraussetzung fiir effiziente Aktivierung des IKK-Komplexes zu sein, dass TRAF6 nicht nur
sich selbst, sondern parallel auch IKKYy, die regulatorische Untereinheit des IKK-Komplexes,
K63-polyubiquitiniert. Die Autoren schlagen vor, dass die Ubiquitinierung von IKKy
wiederum die Phosphorylierung von IKKfB durch TAK1 erleichtert. Da TRAF6-defiziente
Maiuse keinen signifikanten Defekt bei der Aktivierung von T-Zellen zeigen, steht der

tatsdchliche Nachweis der physiologischen Relevanz dieser Beobachtungen noch aus.
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Moglicherweise erschweren die strukturelle und funktionelle Redundanz der TRAF-Proteine

derartige Analysen.

In einer unabhdngigen Studie werden Daten prisentiert, die ebenfalls Antigenrezeptor-
vermittelte K63-Ubiquitinierung von IKKy als Voraussetzung fiir IKK-Aktivierung in T-
Zellen identifizieren. Allerdings werden hier nicht TRAF-Proteine als Ubiquitin-Ligasen fiir
IKKYy vorgeschlagen. Vielmehr legen die Daten nahe, dass die CLD von Maltl Ubiquitin-
Ligaseaktivitdt besitzt und IKKy direkt von Malt1 ubiquitiniert wird [Zhou et al, 2004].

Kiirzlich wurde der Apoptose-Regulator Caspase 8 (Casp8) als ein weiterer essentieller
Mediator der T-Zell Aktivierung beschrieben, obwohl die exakte mechanistische Funktion des
Proteins noch nicht aufgekldrt werden konnte. Allerdings bindet Casp8 Signal-induziert
sowohl an den CBM- als auch an den IKK-Komplex und {ibt dadurch moglicherweise eine
Briickenfunktion als Komplexstabilisator aus. In Caspase8-defizienten Zellen ist die
Wechselwirkung der beiden Komplexe gestort, wodurch eine selektive Blockade der
TCR/CD28-abhédngigen NF-kB-Akivierung auftritt [Su et al, 2005]. Obwohl Inaktivierung
von Casp8 die Ubiquitinierung von IKKy nicht unterbindet, tritt weder IKKp— noch
IKKa—Phosphorylierung auf. Diese Daten unterstiitzen die Annahme, dass die

Ubiquitinierung von IKKy allein nicht zur Aktivierung des IKK-Komplexes ausreicht.

TCR CD28

T-Zelle A\

Zytoplasma

Abbildung 1.10 Schematische Darstellung der Prozesse, die nach Kostimulation von T-Zellen zur
Aktivierung des IKK-Komplexes fiihren. PDK1 rekrutiert iiber PKCO den IKK-Komplex und iiber Carmal
den CBM-Komplex an die Membran. Der genaue Mechanismus zur Ubiquitinierung von IKKy und zur
Phosphorylierung von IKKf ist nicht bekannt, konnte aber in Anlehnung an die TNFRI1/IL-1R-aktivierten
Signalketten TRAF6 und TAK1 involvieren.
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1.4 Zielsetzung

Die Transkriptionsfaktoren der NF-kB-Familie sind zentrale Regulatoren der angeborenen
und adaptiven Immunantwort, da sie die Expression einer Vielzahl von Genen steuern, die
proinflammatorische Wirkung haben oder die Aktivierung von Lymphozyten regulieren. Die
kostimulative Aktivierung von T-Zellen, die zytotoxische oder Antikorper-vermittelte
Mechanismen der adaptiven Immunabwehr einleiten, ist hierbei von besonderem Interesse.
Durch genetische Inaktivierung in Maiusen sind unldngst eine Reihe von Proteinen
identifiziert worden, die in essentieller Weise Einfluss auf die Aktivierung von NF-kB in T-
Zellen ausliben und daher wesentliche Funktionen bei der produktiven T-Zellantwort
iibernechmen. Im Besonderen sind dabei drei Proteine zu nennen, Carmal, Bcl10 und Maltl,
die funktionell in die Aktivierung des IKK-Komplexes, einer der wichtigsten Schaltstellen der

NF-kB aktivierenden Signalkette, involviert sind.

Aufgrund von Interaktionsstudien mittels Protein-Uberexpression in nicht-lymphoiden Zellen
wurde postuliert, dass die Bildung eines Komplexes aus Carmal, Bcll0 und Maltl
Voraussetzung fiir die Aktivierung von IKK/NF-kB ist. Ziel dieser Arbeit war es daher, die
Bildung des CBM-Komplexes in T-Zellen unter physiologischen Bedingungen nachzuweisen.
Weiterhin sollten molekulare Mechanismen identifiziert werden, die im Zusammenhang mit
Carmal, Bcll0 und Maltl die Aktivitit der Antigenrezeptor-induzierten NF-xB-
Signalkaskade modulieren. Ein Schwerpunkt der Untersuchungen sollte hierbei die Analyse
moglicher posttranslationaler Modifikationen der CBM-Komplexkomponenten und deren

funktionelle Charakterisierung in Zellkultur- und Tiermodellen sein.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate und Zubehor
Agarosegelkammern BioRad
Brutschrinke Memmert
CO; Inkubator Nuaire US Autoflow
Binder
Drehrad Herolab
Durchflusszytometer FACScalibur BD
Elektroporationskiivetten Biorad
Elektrotransfer PHASE
FACS-Calibur BD Biosciences
Feinwaagen Sartorius BP 310S
Sartorius AC 210P
Scaltec SP061
Gefriergefalie Nalgene
Geldokumentation Herolab
Geltrockner Savant Stacked Gel Dryer SGD 300
Hoefer Slab Gel Dryer GD2000
Heizblocke Techne DB3
Kiihlzentrifugen Eppendorf 5417R
Eppendorf 5402
Kunststoffkiivetten Sarstedt
Magnetic Particle Concentrator 6  Dynal
Magnetriihrer Heidolph
Mikroskop Axioplan 2 Zeiss
Mikroskop Zellkultur Zeiss TELAVAL 31
Mikrotiterplatten TPP
Streptavidin-Mikrotiterplatten Biotez
Mikrowelle Privileg 9029GD
N,-Behilter CRONOS
Petrischalen Peske Medizintechnik
pH-Meter Knick
Photometer Pharmacia Biotech GeneQuant II
Pharmacia Biotech Novaspec Il
Prizisionskiivetten Hellma
Proteingelkammern Biorad Mini Protean II Cell
PVDF-Membran Millipore
Sequenzierautomat Applied Biosystems 310
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Spannungsquellen

Sterilbank
Szintillationszdhler
Thermocycler
Thermomixer
Tiefkiihlschrianke
Tischzentrifugen

Uberkopfrotator
UV-Tisch

Vortex
Warmluftschiittler
Wasserbader

Zellkulturschalen
Zentrifugen

2.2 Chemikalien

[32P]-dATP
[32P]-y-ATP

ALLN
Acrylamid/Bisacrylamid
Agarose
Ammoniumpersulfat
Ampicillin

Bay 11-7085
Bacto-Agar
Bacto-Hefeextrakt
Bacto-Tryptone
B-Glycerophosphat
-Mercaptoethanol
Bradford Reagenz
Bromphenolblau
mCD4 (L3T4)-beads
Celltag
Cycloheximide

Biorad Model 200/2.0 Power Supply
ST305 Pharmacia

Electrophoresis Power Supply EPS3500
BDK

Beckmann LS 6000LL

Biometra T3

Eppendorf 5436

Forma Scientific

Eppendorf 5416

IEC MicroMax

Neolab

Biometra TI 2

Heidolph Reax 2000

Infors HT

Haake F3

Julabo MP

TPP

Beckmann Avanti J-25

Beckmann J6-HC

NEN (Perkin Elmer)
Amersham Biosciences
Calbiochem

Roth

Invitrogen

Sigma

Roche

Calbiochem

Roth

Roth

Roth

Sigma

Merck

Biorad

Biorad

Dynal

BD Pharmingen
Calbiochem
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Detachabeads mCD4
diverse Chemikalien
DMEM

DMSO
DNA-Léngenstandard
dNTPs

DTT

Ethidiumbromid

Ficoll Paque Plus
Fix-und-Perm

Fotales Kdlberserum (FCS)
Glutathion-Sepharose 4B
mlL-2
Isopropyl-pB-D-galactosid (IPTG)
Kanamycin

A-Phosphatase

Leupeptin

L-Glutamin

Lipofectamine 2000
diverse Losungsmittel
MG-132

NEM

Na-Pyruvat

NP-40

PMA

Pefabloc
Penicillin/Streptomycin
PepstatinA

poly dIdC
Protease-Inhibitoren
Proteinmolekulargewichtsmarker
Protein-A-Sepharose CL-4B
Protein-G-Sepharose
Rinderserumalbumin (BSA)
Rontgenfilmentwickler
Rontgenfilmfixierer

RPMI 1640

SAP

sc-514

TEMED

TNFa

Dynal

Roth, Sigma

PAA

Sigma

Invitrogen

Amersham Biosciences
Sigma

Roche

Pharmacia Biotech
Caltag

GibcoBRL, PAA
Amersham Biosciences
Roche

Biomol

PAA

New England Biolabs
Calbiochem

PAA

Invitrogen

Roth

Calbiochem

Roth

PAA

Fluka

Calbiochem

Roche

PAA

Calbiochem

Roche

Roche

Biorad, MBI Fermentas
Amersham Biosciences
Amersham Biosciences
Roth

Sigma

Sigma

PAA

New England Biolabs
Calbiochem

Biorad

Biomol
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Trypanblau Sigma
Trypsin/EDTA PAA
Tween 20 Sigma

2.3 Enzyme und Kits

AmpliTag-DNA-Polymerase

BigDye Terminator Cycle Sequencing
human CD4" T-Cell Isolation Kit I
DeepVent-DNA-Polymerase

Dual luciferase Reporter Assay System
Klenow-Polymerase

Pfu-Polymerase

Phototype-HPR Western Detection System
Qiagen Plasmid Maxi Kit

Qiaquick Gel Extraction Kit

Qiaquick Nucleotide Removal Kit
Qiaquick PCR Purification Kit
QiaPrep Spin Mini Kit

random prime DNA labelling system

Restriktionsendonukleasen

Sequencer Kit v2.0/ v1.1
Shrimp Alkaline Phosphatase
T4-DNA Ligase

2.4 Bakterien

E.coli DH5a

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Miltenyi Biotech

New England Biolabs
Promega

usb

Stratagene

New England Biolabs
Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Amersham Biosciences
GibcoBRL

Amersham Biosciences
New England Biolabs
Applied Biosystems
usb

usb

supE44, AlacU169 (180 lacZ AM15), hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, relA1  Gibco

E.coli BL21(DE3)pLysS

F, hsdS, gal, ompT, g, mg  Novagen
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LB-Kulturmedium

10 g/l Bacto tryptone, 5 g/l Bacto yeast extract,5 g/l NaCl
LB/Agar

LB mit 15 g/l Agar

SOB-Kulturmedium

20 g/l Bacto-tryptone, 5 g/l Bacto-yeast extract, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,,
10 mM MgSO4, pH 6,7 -7

TB-Puffer
10mM PIPES pH 6,7, 55mM MnCl,, 15 mM CaCl,, 250 mM KCl

2.5 Eukaryontische Zelllinien
HEK?293 Humane Nierenepithel-Zelllinie
Jurkat Humane T-Zell Lymphoblasten-dhnliche Zelllinie
(Akute T-Zell Leukémie)
Phoenix Verpackungs-Zelllinie zur Herstellung amphotroper Viren,

HEK?293-Derivat

2.6 Vektoren und Oligonukleotide
pEF4 flag

Stufenweise HindIII/KpnI-Klonierung von drei aufeinander folgenden flag-Sequenzen in
pEF4HIS-C (Stratagene, D. Krappmann).

pEF4 flagBcl10 WT

Humane cDNA (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von P. Vito), N-terminales Epitop,
BamHI/Xbal-Klonierung des Restriktionsfragments in pEF4 flag .

pEF4 flagBcl10 1-116, flagBcl10 1-140

N-terminales Epitop, BamHI/Xbal-Klonierung von Restriktions-Fragmenten aus pEF4HIS-C
Bcl10 1-116 und pEF4 HIS-C Bcel10 1-140 (D. Krappmann) in pEF4 flag.
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pEF4 flagBcl10 1-149. flagBcl10 1-159. flag Bel10 1-180. flagBcl10 1-200. flagBcl10 1-220

N-terminales Epitop, BamHI/Notl-Klonierung von PCR-Fragmenten in pEF4 flag.
sense-Primer fiir alle folgenden Bcl10-Deletionsmutanten
5’-ataggatccgtggagcccaccgcaccgtccct
antisense-Primer flagBcl10 1-149
5’-tatgcggccgctgceccectcagtttttcagagaaattac
antisense-Primer flagBcl10 1-159
5’-tatgcggccgcttctecttectggatggtacatgac
antisense-Primer flagBcl10 1-180
5’-tatgcggccgctacttctagaacaggcaaattcagag
antisense-Primer flagBcl10 1-200
5’-tatgcggccgcagcecccctgggtccccaggtcetyg
antisense-Primer flagBcl10 1-200

5’-tatgcggccgcctcactagagtttgcacaagttcc

pEF4 flagBcl10 1L.410Q

BamHI/Xbal-Klonierung des Restriktions-Fragments aus pEF4HIS-C Bcll0 L41Q
(D. Krappmann) in pEF4 flag.

pEF4 flagBcl10 2xA, flagBcl10 3xA, flagBcl10 5xA

Herstellung der DNA-Fragmente mittels PCR-basierter Mutagenese, BamHI/Xhol-
Subklonierung der PCR-Fragmente in pcDNA3 flag, darauthin partielle BamHI/Xbal-
Restriktionsspaltung und Klonierung in pEF4 flag.

interner Primer flagBcl10 2xA
5’-caaattcagatgaggctaatttcgctgaaaaactgagggce
interner Primer flag Bcl10 3xA
5’-cgaacaacctcgccagagcaaatgcagatgagagtaatttc
interner Primer flagBcl10 5xA (template pEF4 flagBcl10 3xA)

5’-caaatgcagatgaggctaatttcgctgaaaaactgagggce

pEF4 Bcl10 Lysin-Mutanten

Stufenweise Einfilhrung einzelner Mutationen mittels PCR-basierter Mutagenese,
Subklonierung wie pEF4 flagBcl10 2xA (S. Jungmann).
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pEF4 flagBcl10 WT, flagBcll0 5xA mit stillen Mutationen zur Unterbindung der shBcl10-
Hybridisierung

Herstellung der DNA-Fragments mittels PCR-basierter Mutagenese, Subklonierung wie pEF4
flagBcl10 2xA

interner Primer flagBcl10 WT
5’-ggagccacgaacaatttaagtcgtagtaattcagatgagag
interner Primer flagBcl10 5xA

5’-ggagccacgaacaatttagcacgtgccaatgcagatgag

pGEX GSTBcl10 WT und GSTBcl10 1-140

N-terminales Epitop, BamHI/Xhol-Klonierung von Restriktions-Fragmenten aus pEF4HIS-C
Bcl10 WT und pEF4 HIS-C Bcel10 1-140 (D. Krappmann) in pGEX 6P-1 (Amersham).

pGEX GSTBcl10 5xA

N-terminales Epitop, BamHI/Xhol-Klonierung des Restriktions-Fragments aus pEF4
flagBcl10 5xA in pGEX 6P-1 (L. Lavitas).

pGEX GSTIkBa 1-53, GST IkBa 1-53 S32/36A

Humane cDNA, N-terminales Epitop, Serine 32 wund 36 Dbilden IKKao/
Phosphoakzeptorpositionen.

pMSCYV Thyl.1/flagBcl10 WT, Thy1.1/flagBcl10 5xA, Thyl.1/flagBcl10 L410Q

Die IRES-Sequenz des pMSCV-Vektors ermoglicht simultane Expression von Thyl.l
(CD90.1) wund Bcll0; HindIll/Notl-Klonierung der  Restriktionsfragmente  aus
pcDNA3flagBcll0 WT, pcDNA3flagBcll0 5xA und pcDNA3flagBcll0 L41Q {iber
pENTRI11+HindIII in pMSCV (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von V. Heissmeyer)
unter Verwendung der Gateway Technologie (Invitrogen).

pRKS myclKKa WT, mycIKKB WT, myclKKa K/A, mycIKKf K/A

humane cDNA (Tularik Inc.), N-terminales Epitop.

pRKS5 mycNedd4 und mycNedd4 C/A

Humane cDNA (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von J. Huibregste), N-terminales
Epitop, Deletion der Aminoséduren 1-20.

pRKS mycltch

Humane ¢cDNA (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von D. Birnbaum), N-terminales
Epitop.
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pHACDI-b

Humane ¢cDNA (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von S. Lipkowitz), N-terminales
Epitop.

pRKS5 mycMaltl

Humane cDNA, N-terminales Epitop, Sall/Notl-Klonierung des PCR-Fragments aus RZPD-
Klon BM016367.

pcDNA4 tapMaltl

N-terminales Epitop, HindIll/XhoI-Klonierung des PCR-Fragments in pcDNA4tap
(A. Oeckinghaus).

pcDNA4 tapCarmal

Humane cDNA, N-terminales Epitop, HindIII/Notl-Klonierung des PCR-Fragments in
pcDNAA4tap (A. Oeckinghaus).

pEF4 flagEGFP

N-terminales Epitop, BamHI/EcoRI-Klonierung des PCR-Fragments in pEF4 flag.

pPKCO und pPKCO A/E

Humane cDNA (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von G. Baier)

pmU6 (Vektor-basierte RNA-Interferenz)

Bbsl/Xbal-Klonierung hybridisierter sense- und antisense-Oligonukleotide in pmU6 (muriner
U6 Promotor) .

shBcl10

s 5’-tttgcaacctctccagatcaaatttcaagagaatttgatctggagaggttgttttt
as 5’-ctagaaaaacaacctctccagatcaaattctcttgaaatttgatctggagaggttyg
shCarmal

s 5’-tttgcatctaccccatcgtgctcttcaagagagagcacgatggggtagatgttttt
as 5’-ctagaaaaacatctaccccatcgtgctctectecttgaagagcacgatggggtagatyg
shMalt1

s 5’-tttgtcactgtgttactggatgattcaagagatcatccagtaacacagtgattttt
as 5’-ctagaaaaatcactgtgttactggatgatctcttgaatcatccagtaacacagtga
shIKK -1

s 5’-tttgtggtgagcttaatgaatgattcaagagatcattcattaagctcaccattttt

as 5’-ctagaaaaatggtgagcttaatgaatgatctcttgaatcattcattaagctcacca
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shIKK (-2

s 5’-tttgggtggaagaggtggtgagcttcaagagagctcaccacctcttccaccttttt

as 5’-ctagaaaaaggtggaagaggtggtgagctctcttgaagctcaccacctcecttcecacce

shIKKy

s 5’-tttgtgcacctgccttcagaacagttcaagagactgttctgaaggcaggtgcatttt
as 5’-ctagaaaaatgcacctgccttcagaacagtctcttgaactgttctgaaggcaggtge
shNedd4

s 5’-tttgtccaagattggagagaccattcaagagatggtctctccaatcttggattttt

as 5’-ctagaaaaatccaagattggagagaccatctcttgaatggtctctccaatcttgga

shltch

s 5’-tttggaacaacatgggatagaccttcaagagaggtctatcccatgttgttettttt

as 5’-ctagaaaaagaacaacatgggatagacctctcttgaaggtctatcccatgttgtte

Sequenzierungprimer

Sp6-Primer 5’-atttaggtgacactatag
T7-Primer 5’-taatacgactcactataggg
pGEX-5’GST 5’-ggcgaccatcctccaaaatcgg
BGH reverse 5’-tagaaggcacagtcgaggctg
M13 reverse 5’-cacaggaaacagctatgaccat

EMSA-Sonde (MHC Klasse I Promotor)

5‘-gatccagggctggggattccccatctccacagg

gtcccgacccctaaggggtagaggtgtccctag-5°

2.7 Antikorper

primédre Antikdrper

Bcll10 (H197) Santa Cruz Biotech
Bcll10 (331.3) Santa Cruz Biotech
Bcll10 (C17) Santa Cruz Biotech
hCD3 (HIT3a) BD Pharmingen
mCD3¢ (145-2C11) BD Pharmingen
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mCD3¢ (145-2C11)—Biotin
mCD4 (L3T4)-PE
hCD28 (CD28.2)
mCD28 (37.51)
mCD28 (37.51)-Biotin
c-myc (9E10)
c-myc (A14)

HA (Y-11)

IxkBa (C-21)
IKKp

IKKYy (FL-419)
mlL-2-APC

Itch

flagM?2

Maltl

Maltl (C-16)

p65

PKCO
Thyl.1-PerCP
mTNFo-PE
Ubiquitin

sekundére Antikorper

anti-Hamster
anti-Kaninchen
anti-Maus
anti-Maus-APC
anti-Maus IgG1
anti-Maus IgG2a

BD Pharmingen
Southern Biotech
BD Pharmingen
BD Pharmingen
BD Pharmingen
Santa Cruz Biotech
Santa Cruz Biotech
Santa Cruz Biotech
Santa Cruz Biotech
Cell Signaling
Santa Cruz Biotech
BD Biosciences
BD Biosciences
Sigma

Genentech

Santa Cruz Biotech
Biomol

BD Pharmingen
BD Pharmingen
BD Biosciences
Babco

MP
JacksonlImmunoResearch
JacksonlmmunoResearch
BD Pharmingen

BD Pharmingen

BD Pharmingen

anti-Ziege JacksonlmmunoResearch
2.8 Rekombinante Proteine
IKKpB

affinitétsgereinigt aus SF6-Zellen (R. Dettmer)
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2.9 Puffer und Losungen

Blotting-Puffer
48mM TRIS (pHS,3), 39mM Glycin, 20% Methanol, 0,037% SDS (w/v)

Coomassie-Firbelosung

50% Methanol (v/v), 10% Essigsaure (v/v), 0,025% Coomassie Brillant Blue
Coomassie-Entfarbelosung

10% Methanol (v/v), 10% Essigsédure (v/v)

DNA-Probenpuffer (6x)

1% Bromphenolblau, 1% Xylencyanol, 40%Glycerin (v/v), H,O
EMSA -Puffer (2x)

40 mM HEPES (pH 7,9), 120 mM KCl, 8% Ficoll (v/v)

PBS (Phosphate Buffered Saline)

137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO4, 1,7 mM KH,PO4
HBS (2x, HEPES Buffered Saline)

25 mM HEPES, 280 mM NaCl, 1,2 mM Na,HPO,4
Hochsalz-Puffer

20mM HEPES (pH 7,9), 350 mM NaCl, ImM MgCl,, 0,5 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 1%
NP40, 10% Gylcerol (v/v)

Kinase-Reaktions-Puffer

20mM HEPES (pH 7,5), 10mM MgCl,, 20uM ATP; Inhibitorzusitze: 20mM
B-Glycerophosphat, 200uM NaVanadat, ImM DTT

Klenow-Puffer
10mM TRIS (pH 7,5), ImM DTT, 10 mM MgCl,
NP40-Lyse Puffer fur Koimmunprizipitationen

50mM HEPES (pH7,5), 150mM NaCl, 1mM Glycerol, 0,2% NP40; Inhibitorzusitze: 10 mM
NaF, 8 mM B-Glycerophosphat, 1 mM DTT, 300uM NaVanadat, 1 Tablette/50ml Complete
(Bohringer)

OligoHybrid-Puffer
10mM TRIS (pH 7,4), 100mM NaCl

Sammelgel
125mM TRIS (pH6,8), 5% Acrylamid, 0,1% SDS, 0,1% APS, 0,1% TEMED

SDS-PAGE Laufpuffer
25mM TRIS, 192mM Glycin, 0,1% SDS, pH 7,3
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SDS-Probenpuffer (4x)

125mM  TRIS (pH6,8), 50% Gylcerin, 6% SDS, 0,01% Bromphenolblau, 10%
B-Mercaptoethanol

Standard-Lyse-Puffer

20 mM TRIS (pH 8,0), 150mM NaCl, ImM MgCl, 0,2 mM EDTA, 0,5% NP40;
Inhibitorzusitze : 10 mM NaF, 8 mM B-Glycerophosphat, 1 mM DTT, 200uM NaVanadat,
1 Tablette/50ml Complete (Bohringer)

Sonifizierungs-Puffer

50mM TRIS (pH 7,5), 150mM NaCl, ImM EDTA, ImM DTT, 0,4uM Pefabloc

Stripping-Puffer

0,2M Glycin, 0,1% SDS, 1% Tween20, pH2,2
TAC (TRIS Ammonium Chlorid)-Lyse Puffer
20mM TRIS, 0,83% NH4CI, pH 7,2

TBE (TRIS-Buffered-EDTA)

50mM TRIS, 50 mM Borsiure, ImM EDTA

Trenngel
375 mM TRIS (pH 8,8), 6-12% Acrylamid, 0,1% SDS, 0,075% APS, 0,05% TEMED

Triton-Lyse-Puffer fiir Ubiquitinierungsexperimente

50 mM TRIS (pH 7,5), 150mM NacCl, 0,5% Triton X100; Inhibitorzusédtze: 10 mM NaF,
8 mM B-Glycerophosphat, 1 mM DTT, 100uM NaVanadat, 1 Tablette/SOml Complete
(Bohringer), 30 mM NEM

2.10 Zellbiologische Methoden

Zur Kultivierung der Zellen wurde ein Brutschrank verwendet, der konstante
Umgebungsbedingungen (37°C, mindestens 90% Luftfeuchtigkeit und 5% CO, (v/v))
gewihrleistet und optimales Wachstum der Zellen ermdglicht. Um Kontaminationen durch
Bakterien, Hefen oder Pilze zu vermeiden, wurden zellbiologische Arbeiten unter einer

Sterilbank durchgefiihrt.

2.10.1 Kultur adharenter Zellen

HEK293 Zellen wurden auf 60mm oder 100mm Zellkulturschalen unter Verwendung von

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, komplementiert mit 10% fotalem Kélber-
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Serum (,,Fetal Calf Serum*, FCS), 1% Penicillin/Streptomycin und 1% Glutamin) kultiviert.
Durch Passagieren im Abstand von zwei bis drei Tagen wurden die Zellen in einem
Konfluenzbereich zwischen 30% und 80% gehalten. Vor dem Passagieren wurden die Zellen
mit PBS gewaschen, durch 3-miniitige Inkubation in 1ml Trypsin/EDTA (0,5% Trypsin/0,5%
EDTA in PBS) von der Platte abgeldst und in 10ml frischem Kulturmedium aufgenommen,
um das Trypsin zu inaktivieren. Nach addquater Verdiinnung mit Kulturmedium wurde die

Zellsuspension erneut ausplattiert.

Phoenix-Verpackungszellen wurden auf 150mm Zellkulturschalen unter Verwendung von
DMEM (komplementiert mit 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin, 1% Glutamin und 50uM
B-Mercaptoethanol) kultiviert. Die Passagierung erfolgte wie bei HEK293-Zellen unter
Verwendung von 2ml Trypsin/EDTA je Platte.

2.10.2 Suspensionskultur von Jurkat T-Zellen

Jurkat T-Zellen wurden in Zellkulturflaschen unter Verwendung von RPMI-Medium
(komplementiert mit 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin und 2% Glutamin) kultiviert.
Durch regelméBiges Verdiinnen der Zellsuspension wurden die Zellen in einem Dichtebereich

von 0,5x10° bis 1.5x10° Zellen/ml gehalten.
2.10.3 Aufreinigung und Kultur primarer Suspensionszellen

Primdre Suspensionszellen wurden in Zellkulturflaschen unter Verwendung von RPMI
Medium (komplementiert mit 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin, 1% Glutamin und
50uM B-Mercaptoethanol) kultiviert.

Humane PBMCs (,,Peripheral Blood Mononulear Cells*) wurden aus frisch enthnommenen
Blut mittels Ficoll-Gradient Zentrifugation aufgereinigt. Hierzu wurde das Blut in einem 50ml
Falcongefdll iiber vorgelegtes Ficoll-Paque geschichtet (Verhidltnis 2:1) und danach 30
Minuten mit 2000 rpm (,,Rounds Per Minute*; ohne Bremse) bei 18°C zentrifugiert. Hierbei
sammeln sich die PBMCs in der Interphase zwischen Ficoll und Medium. Die angereicherten
Zellen wurden mit einer Pipette abgenommen, zweimal mit PBS gewaschen und in frischem

Medium resuspendiert. Humane PBMCs wurden maximal 24 Stunden in Kultur genommen.

Murine CD4" Zellen wurden durch Dyna-Beads-basierte Positivselektion aus der Milz sowie

inguinalen, cervicalen und mesenterialen Lymphknoten isoliert. Bei iliber 95% dieser Zellen
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handelt es sich um CD4" T-Zellen die mittels anschlieBender IL-2-induzierter Proliferation

weiter angereichert wurden.

Das Dyna-Beads-Protokoll beruht auf der spezifischen Interaktion CD4-exprimierender
Zellen mit mCD4-Antikorper beschichteten Partikeln (mCD4-Dyna-Beads). Da diese Partikel
zusitzlich magnetisch sind, konnen gebundene Zellen im Magnetfeld aus einer Zellsuspension
abgetrennt werden. Zur Herstellung der Zellsuspension wurden die Milz und Lymphknoten
separat in gekiihltem Medium zerkleinert, zwischen glidsernen Objekttragern homogenisiert
und durch Zentrifugation (5 min, 1000 rpm, 4°C) von Geweberesten befreit. Um rote
Blutkorperchen abzutrennen, wurden die Milzzellen einer partiellen Zelllyse unterworfen.
Hierfiir wurde das Zellpellet in ungekiihltem TAC-Lyse Puffer resuspendiert und 5 Minuten
auf Eis inkubiert. Unter diesen Bedingungen platzen die Erythrozyten aufgrund verminderter
Féhigkeit zur Osmoseregulation. Die verbleibenden Spleenozyten wurden in PBS gewaschen

und fiir die weitere Aufreinigung mit den Lymphozyten vereinigt.

Um die Bindung der Antikérperpartikel an die CD4" Zellen zu ermdglichen wurde die
Zellsuspension je eingesetzter Maus fiir 30 Minuten mit 50ul CD4-Dyna-Beads inkubiert.
Unter Verwendung eines ,,Magnetic Particle Concentraters* wurden die gebundenen CD4"-
Zellen anschlieBend im Magnetfeld von den restlichen Spleenozyten und Lymphozyten
abgetrennt. Zur Elution der Zellen von den Beads wurden 20 pul CD4-Detachabeads pro Maus
eingesetzt (Abbildung 2.1).

Spleenozyten CDh4*
+ nach
Lymphozyten Aufreinigung
- 25% 94%
-::r?: # ) —|
N
-( > CD4

Abbildung 2.1 Dokumentation der Aufreinigung von murinen CD4'-Zellen. FACS-Analyse zur
Bestimmung des Anteils von CD4"-Zellen vor und nach der Aufreinigung durch mCD4-Dyna-Beads aus einer

Sleenozyten/Lymphozyten-Zellsuspension.
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Die gereinigten CD4" Zellen wurden in Medium resuspendiert und fiir weiterfiihrende
Analysen in mCD3- und mCD28-Antikorper-beschichteten Zellkulturflaschen kultiviert.
Innerhalb von 30 Minuten setzen sich die Zellen auf dem beschichteten Plastik ab, wonach
morphologische Veranderungen auftreten, die die Aktivierung der Zellen wiederspiegeln.
Nach 48 Stunden wurden die haftenden Zellen vom Flaschenboden abgeschabt und in
frischem Medium mit IL-2 Zusatz (20 U/ml) resuspendiert. Durch verstirkt einsetzende
Proliferation der T-Zellen stieg die Zellzahl, durch Zugabe von frischem Medium zwischen

1x10° und 3x10° gehalten, innerhalb der nichsten fiinf Tage auf das 10- bis 30-fache an.

2.10.4 Lagerung des Zellvorrats

Zur Bevorratung iiber ldngere Zeitrdume wurden Zellen in fliissigem Stickstoff eingefroren.
Hierfiir wurden entweder HEK293-Zellen einer 75%ig konfluenten 100 mm Schale oder
1x10” Suspensionszellen durch 5-miniitige Zentrifugation bei 1000 rpm pelletiert, in 1ml
Lagerungsmedium aufgenommen (DMEM/RPMI, 20% FCS, 15% DMSO) und in ein
Gefriergefal3 abgefiillt. In einem Gefriercontainer wurden die Proben {iber Nacht langsam auf

—80°C abgekiihlt und anschlieBend in fliissigen Stickstoff tiberfiihrt.

Bei Bedarf wurden die Zellen in einem Wasserbad bei 37°C aufgetaut, zur Entfernung des

DMSOs mit PBS gewaschen und in Kultur genommen.

2.10.5 Zellstimulation

Stimulierende Reagenzien und Inhibitoren wurden dem Medium direkt zugesetzt.
Stimulationszeiten oder Inhibitorvorlauf sind aus den Abbildungen der einzelnen Experimente
ersichtlich. Zur Aktivierung von T-Zellen wurde auf zwei unterschiedliche Methoden

zuriickgegriften (Abbildung 2.2).

1. Vernetzung des TCRs (CD3-Untereinheit) und des CD28-Kostimulationsrezeptors
unter Verwendung spezifischer Antikorper. Auf diese Weise wird die in vivo durch den
T-Zell/APC-Kontakt ausgeloste Rezeptoraggregation simuliert, was zur Aktivierung

intrazelluldrer Antigenrezeptor-spezifischer Signalkaskaden fiihrt.

2. Stimulation durch PMA (,,Phorbol 12-Myristate 13-Acetate”) oder PMA/Iono
(Ionomycin). PMA, ein Phorbolester mit struktureller Ahnlichkeit zu DAG, fungiert in T-

Zellen als ein potenter Aktivator von PKCO und damit auch von NF-kB. Iono hingegen
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induziert wie IP; den Ca’"-Influx aus intrazelluliren Speicherkompartimenten und nimmt

hauptsédchlich Einfluss auf die Aktivierung von NF-AT [Isakov und Altman, 1985; Kaibuchi et
al, 1985; Truneh et al, 1985].

Abbildung 2.2
1. Rezeptor-Vernetzung durch spezifische Antikdrper (anti-CD3/anti-CD28 und anti-IgG).

anti-lgG

anti-lgG

llanti-CD3 1 Lanti-CDZS
A

|

|

Al

\b-k [ ODDY TZelle

! ¢ Ca;

NF-AT
%

NF-«B

Unterschiedliche Stimuli zur Aktivierung Antigenrezeptor-abhingiger Signalwege.

2. Direkte

Aktivierung PKCO-abhingiger Signaltransduktion durch PMA-Stimulation oder direkte Aktivierung PKC6/Ca**-

abhéngiger Signaltransduktion durch PMA/Iono-Stimulation.

Falls nicht anders vermerkt, wurden folgende Konzentrationen der Substanzen eingesetzt:

ALLN

Bay 11-7085

Ionomycin
Leupeptin
MG132
Pepstatin
PMA
Rottlerin
sc-514
sp-600125

50 pg/ml
20 uM
300 ng/ml
100 uM
25 uM
100 uM
200 ng/ml
30 uM
100 uM
50 uM
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Die Stimulation von Jurkat T-Zellen mit CD3/CD28-Antikérpern wurde in LoOsung
durchgefiihrt. CD3/CD28-Vernetzung wurde durch die Zugabe von IgG;-und IgGa,-

Antikorpern ausgelost. Folgende Antikdrper-Konzentrationen wurden verwendet:

hCD3 (IgGs.) 1 ug/ml
hCD28 (IgGy) 5 g/ml
anti-IgG, 2,5 pg/ml
anti-1gG,, 2,5 pg/ml

Die Stimulation von murinen CD4" T-Zellen erfolgte unter Verwendung immobilisierter
Antikorper entweder auf zuvor mit anti-Hamster-Antikorper beschichteten Zellkulturplatten
nach Zugabe von mCD3/mCD28 Antikorpern (aus Armenischem/Syrischem Hamster) oder
auf Streptavidin-beschichteten Zellkulturplatten (Firma Biotez) nach Zugabe von
biotinylierten mCD3/mCD28-Antikorpern. Folgende Antikdrper-Konzentrationen wurden

verwendet:

mCD3 0,5 ng/ml
mCD28 1 pg/ml
mCD3 biotinyliert 5 ng/ml
mCD28 biotinyliert 2,5 pg/ml

Die Antikorper-Beschichtung erfolgte durch Inkubation der Platten {iber Nacht bei 4°C mit in
PBS gelosten anti-Hamster-Antikorpern (0,3 mg/ml).

2.10.6 Transiente Transfektion

CaPO4-Methode (HEK293, Phoenix)

CaPOy-Kristalle konnen wahrend des Kristallwachstums in der Losung enthaltene Plasmid-
DNA ceinschlieen. Zellen wiederum sind in der Lage, diese Kristalle aufzunehmen und
exprimieren darauthin die Plasmid-kodierten Proteine (ektopische Expression). Fiir die

Transfektion einer 100mm Kulturschale mit HEK293 wurden folgende Losungen verwendet:
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Losung 1 10pg Gesamt-DNA

37ul 2M CaCl,-Losung (RT)

mit H,O (RT) auf 300ul auffiillen
Losung 2 300ul 2xHBS (pH 7,2; RT)

Fir die Transfektion einer 100mm Kulturschale mit Phoenix-Zellen wurden folgende

Losungen verwendet:

Losung 1 20pg Gesamt-DNA

50ul CaCl,-Losung (-20°C)

mit H,O (RT) auf 500pl auffiillen
Losung 2 500ul 2xHBS (pH 7,0; 4°C)

HEK293- und Phoenix-Zellen wurden 24 Stunden vor der Transfektion durch Passagieren so
verdiinnt, dass zum Zeitpunkt der Zugabe der Transfektionslosung eine maximale Konfluenz
von 40% erreicht war. Zur Herstellung der Transfektionslosung wurde Losung 2 in einem
Reaktionsgefdl vorgelegt. Unter kontinuierlichem Mischen wurde Losung 1 tropfchenweise
zugegeben. Nach 15-miniitiger Inkubation bei RT wurde die Mischung gleichmiBig ins
Medium der zu transfizierenden Zellen gegeben. Innerhalb von 30 Minuten sind unter dem
Lichtmikroskop kleine Kristalle erkennbar. Fiir weiterfiihrende Analysen wurden die Zellen

mindestens 24 Stunden im Brutschrank kultiviert.

Elektroporation (Jurkat)

Wihrend der Einwirkung eines elektrischen Impulses auf Zellen in Losung werden
spannungsgesteuerte Zellmembranporen kurzzeitig gedffnet, wodurch extrazelluldre Plasmid-
DNA ins Zytoplasma diffundieren kann (Elektoporation). Um Jurkat T-Zellen zu transfizieren,
wurden 1x10® Zellen in einer Elektroporations-Kiivette (4 mm Spalt) mit 30 pg Gesamt-DNA
gemischt und unter Verwendung eines Gene-Pulsers elektroporiert (200 V, 950 pF). Die
Zellen wurden nach dem Puls in 10 ml Medium aufgenommen und mindestens 48 Stunden

vor der Analyse im Brutschrank kultiviert (Abbildung 2.3).
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Hauptpopulation
Jurkat T-Zellen Leervektor 5pg pflageGFP
nach Elektroporation 48Std. nach Elektroporation
=
©
N
Q i
N\ | <1% I | 9% |
{ | | | |
» EGFP

Abbildung 2.3 Bestimmung der Transfektionsrate elektroporierter Jurkat T-Zellen. Mittels FACS-Analyse
wurde die Anzahl griin-fluoreszierender Zellen 48 Std. nach Elektroporation mit 5 pg EGFP-kodierendem Vektor
gemessen. Zur Auswertung wurde die Hauptpopulation herangezogenen, als Referenz wurden Leervektor-

transfizierte Zellen verwendet. Die Transfektionsrate lag konstant iiber 70%.

2.10.7 Praparation von Zellextrakten

Um zelluldre Proteine immunbiochemischen Analyseverfahren zugénglich zu machen,
wurden die Zellen unter Verwendung spezieller Lyse-Puffer lysiert. Je nach Anwendung
wurde NP40-Puffer fiir Inmunprizipitationen, Triton-Puffer fiir Ubiquitinierungsexperimente
und Standard-Lyse-Puffer fiir allgemeine proteinbiochemische Analysen verwendet (siche
Material und Methoden 2.9). Adhdrente Zellen wurden mit bis zu 1ml Lysis-Puffer je 100mm
Schale, Suspensionszellen mit bis zu 1ml je 1,5x107 Zellen lysiert. Adhérente Zellen wurden
auf der Platte mit PBS gewaschen, in Lyse-Puffer abgeschabt und in ein
Eppendorfreaktionsgefd3  iiberfiihrt. Suspensionszellen wurden pelletiert, in ein
Eppendorfreaktionsgefal iiberfithrt, mit PBS gewaschen und in Lyse-Puffer resuspendiert.
Danach wurden die Zellen zur vollstindigen Lyse 20 Minuten bei 4°C inkubiert. Nach 10-
miniitiger Zentrifugation mit 14000 rpm bei 4°C zur Abtrennung von Zellbruchstiicken wurde

das Lysat flir weiterfithrende Analysen verwendet.

2.11 Nukleinsauretechniken

2.11.1 PCR

Die PCR (,,Polymerase Chain Reaction®) ermdglicht eine Amplifizierung definierter DNA-

Abschnitte in einem Thermocycler, ohne auf Klonierungstechniken zuriickzugreifen. Durch
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geeignete Primerwahl lassen sich an den Enden des zu amplifizierenden Bereichs fiir
weiterfiihrende  Subklonierung  Restriktionschnittstellen  einfiihren. Die verwendete
Polymerase DEEP VENT gewihrleistet durch zusétzliche Exonucleaseaktivitéit eine geringe
Fehlerfrequenz bei der Produktsynthese. Fiir eine Standardreaktion wurden folgende

Komponenten gemischt und mit H,O auf 50ul aufgefiillt:

Template-DNA 50 ng
sense- und antisense-Primer je 50 pmol
dNTPs je 400 uM
5x DEEP VENT Reaktionpuffer S5ul
DEEP VENT Polymerase 1U

Folgendes Thermocycler-Standardprogramm wurde fiir die Reaktionen verwendet:

1. 96°C, 5 Min.

2 96°C, 30 Sek.

3 55°C, 30 Sek.

4. 72°C, 60 Sek. je 1000 Basen zu amplifiziereder DNA, zuriick zu 2. (35 x)
5 72°C, 3 Min.

6 4°C, Pause

2.11.2 PCR-basierte Mutagenese

Zur Einfiilhrung von Mutationen in Plasmid-kodierte ¢cDNA wurden zwei gestaffelte
Mutagenese-PCR-Reaktionen kombiniert. Die erste PCR-Reaktion wurde wie beschrieben
durchgefiihrt, wobei in der Regel ein 3’ cDNA-flankierender Standard-Primer und ein cDNA-
interner Mutagenese-Primer zum FEinsatz kamen. Je Mutagenese-Primer wurden maximal
sechs Basen ausgetauscht, wobei der mutierte Bereich von mindestens zehn nicht-mutierten
Basen flankiert war. In der zweiten Mutagenese-PCR wurde das aufgereinigte Produkt der
ersten PCR wiederum als Primer mit einem 5’-cDNA-flankierenden Standard-Primer
eingesetzt. Fiir die zweite Mutagenese-PCR wurden folgende Komponenten gemischt und mit

H,0 auf 50ul aufgefiillt:
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Template-DNA I ng

Standard-Primer 50 pmol

Produkt der ersten Mutagenese-PCR 750-facher molarer Uberschuss
zum Template

dNTPs je 400 pM

5x DEEP VENT Reaktionpuffer S5ul

DEEP VENT Polymerase 1U

Das Produkt der zweiten Mutagenese-PCR, welches die vollstindige c¢cDNA inklusive
eingefilhrter Mutationen enthélt, wurde aufgereinigt und zur weiteren Verwendung

subkloniert.

2.11.3 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten unterschiedlicher Grofle wurden Agarose-
Gelelektrophoresen (1% Agarose in TBE) bei 90 V in TBE durchgefiihrt. Hierfiir wurden die
Proben in DNA-Probenpuffer aufgenommen und zur Abschidtzung der Fragmentgrofen

gemeinsam mit einem DNA-Lédngenstandard aufgetragen.

2.11.4 Restriktionspaltung

Die Fihigkeit von Restriktionsnukleasen, DNA Sequenz-spezifisch zu schneiden
(Restriktionsspaltung), bildet die Grundlage molekularbiologischer Klonierungsarbeiten. In
der Regel erkennen Restriktionsnukleasen spezifische palindromische DNA-Sequenzen und
erzeugen 5’- oder 3’-Uberhinge (,,Sticky Ends®) bzw. glatte Enden (,,Blunt Ends“) durch
Hydrolisierung von Phosphodiesterbindungen. Fiir Restriktionsspaltungen wurden variable
Mengen an zu linearisierendem Vektor oder gereinigtem PCR-Fragment und 5 bis 20 ng an
Restriktionsenzym eingesetzt. Unter Beriicksichtigung der Herstellerangaben wurden sowohl
Einzel- als auch Doppelrestriktionspaltungen innerhalb einer Stunde durchgefiihrt. Die
Reaktion wurde entweder durch Hitzeinaktivierung der Enzyme oder durch Gelaufreinigung

der DNA beendet.
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2.11.5 Ligation und Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Zur Fusionierung von linearisierten Vektoren mit kiirzeren DNA-Fragmenten wurde T4 DNA-
Ligase verwendet. Dabei wurden 100ng an linearisiertem Vektor und ein drei- bis vierfacher
molarer Uberschuss an Fragment-DNA eingesetzt. In der Regel wurde eine einstiindige
Inkubation bei RT oder bei 16°C {iber Nacht durchgefiihrt, um ausreichende Mengen an

ligiertem Produkt zu erhalten.

Bei einfach linearisierten Vektoren wurde vor der Ligation eine Dephosphorylierung des
Vektors mit alkalischer Phosphatase (,,Shrimp Alkaline Phosphatase®, SAP) durchgefiihrt, um
die Religation des Vektors zu unterbinden. Falls ndtig, wurde die Funktion von
Restriktionsenzymen zuvor durch Hitzeinaktivierung (10-miniitige Inkubation bei 70°C)
zerstort. Die Zugabe der Phosphatase erfolgte direkt in den Restriktionsansatz, wobei 1 U
SAP fiir die Dephosphorylierung von maximal 5 pg DNA eingesetzt wurde. Der
Reaktionansatz wurde eine Stunde bei 37°C inkubiert und danach zur Abtrennung der

enthaltenen Enzyme tiber Affinititssdulen oder Agarosegele aufgereinigt.

2.11.6 Bakterien-Ubernachtkultur

Transformierte Bakterien wurden entsprechend der Plasmid-kodierten Resistenz in
Antibiotikum-haltigem LB-Medium {iiber Nacht bei 37°C in einem Warmluftschiittler
kultiviert. Die folgenden Antibiotika wurden zur Selektion resistenter Klone in der

angegebenen Konzentration verwendet:

Ampicillin 100 pg/ml
Kanamycin 25 pg/ml
Zur Vereinzelung resistenter Klone wurden transformierte Bakterien entsprechend der
Plasmid-kodierten Resistenz auf Antibiotikum-haltigem LB/Agar ausgestrichen und iiber

Nacht in einem Brutschrank bei 37°C inkubiert.

2.11.7 Herstellung kompetenter Bakterien

Zur Herstellung kompetenter E.coli Bakterien wurde die CaCl,-Methode verwendet. Hierzu
wurden 250ml SOB-Medium mit 10ml einer E.coli-Ubernachtkultur (LB/10 pg Tetracyclin)
angeimpft und bis zu einer ODgyp von 0,6 bei 18°C im Schiittler inkubiert. Nach 10-miniitiger
Kiihlung im Eisbad wurden die Bakterien durch Zentrifugation bei 2500xg fiir 10 Minuten bei
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4°C pelletiert. Das Baterienpellet wurde darauf in 80 ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert,
weitere 10 Minuten auf Eis gekiihlt, erneut zentrifugiert und in 20 ml eiskaltem TB-Puffer
aufgenommen. Vor der Aliquotierung wurde die Suspension mit 1,9 ml DMSO (7%
Endkonzentration) versetzt. Die Aliquots wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren und
bei —80°C gelagert. Auf diese Weise hergestellte Bakterien zeigten eine Transformationsrate

von 1,5x10” Kolonien je pg transformierter DNA.

2.11.8 Transformation kompetenter Bakterien

Kompetente Bakterien wurden durch Hitzeschock-abhingige DNA-Aufnahme transformiert.
Hierfiir wurden 100 pl eiskalte Bakteriensuspension mit 50 ng Plasmid-DNA gemischt und 10
Minuten auf Eis inkubiert. Nach einem 1-miniitigen Hitzeschock im Wasserbad bei 42°C und
anschlieBender kurzer Eiskiihlung wurden 900 pl LB-Medium zum Transformationsansatz
gegeben. Es folgte eine Inkubation im Schiittler fiir eine Stunde. Die Bakteriensuspension
wurde danach entweder zur Selektion transformierter Klone auf Antibiotikum-enthaltendem
LB-Agar ausgestrichen oder zur Vermehrung direkt in Antibiotikum-enthaltendes LB-

Medium gegeben und iiber Nacht im Warmluftschiittler inkubiert.

2.11.9 DNA-Aufreinigung

DNA-Aufreinigungs-Kits

Fiir die Aufreinigung kleiner Mengen DNA wurden Affinitdtssdulen der Firma Qiagen je nach

Anwendung und Vorschrift des Herstellers verwendet.

PCR-Fragmente, DNA-Sonden QIAquick PCR Purification Kit
Gel Extraktion QIAquick Gel Extraction Kit

Fiir die Aufreinigung groBerer Mengen DNA wurde das Qiagen Plasmid Purification Maxi Kit
verwendet. Hierfiir wurden 200 ml bakterielle Ubernachtkultur zur Plasmid-DNA Reinigung
iiber tipS00 Sdulen nach Vorschrift des Herstellers eingesetzt. Die gereinigte DNA wurde in

H,O zu einer Konzentration von 1pg/pl aufgenommen.
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Zum Screenen von Bakterienkolonien wurden Plasmid Mini-Priaparationen wahlweise unter
Verwendung des QiaPrep Spin Mini Kits oder mittels Ethanol-Féllung bakterieller Plasmid-
DNA durchgefiihrt.

DNA Mini Praparationen mittels Plasmidféallung durch Ethanol

Bakterien einer Ubernachtkultur (2ml) wurden durch Zentrifugation fiir eine Minute bei
14000 rpm pelletiert und nach Vorschrift des QiaPrep Spin Mini Kits aufgenommen und
lysiert. Dem neutralisierten Lysat wurde dann die doppelte Menge an gekiihltem Ethanol
(-20°C) zugesetzt. Die prézipitierte DNA wurde durch 10-miniitige Zentrifugation bei 14000
rpm abgetrennt, einmalig ohne Resupendierung mit 70%igem Ethanol (RT) gewaschen,

getrocknet und in H,O aufgenommen.

2.11.10 Hybridisierung von Oligonukleotiden

Oligonukleotide wurden in OligoHybrid-Puffer unter Mischung &dquimolarer Mengen
hybridisiert. Nach 5-miniitigem Aufkochen in einem Heizblock wurde die Reaktionsmischung

durch Unterbrechung der Stromzufuhr langsam auf RT abgekiihlt.

2.11.11 Radioaktive Markierung von DNA-Enden

Zur Auffiillung 5’-tiberhdngender Enden doppelstrangiger DNA-Oligonukleotide wurde das
Klenow-Fragment der E.coli Polymerase 1 verwendet. In einem Standardansatz wurden

folgende Komponenten in 25 pl Klenow-Puffer gemischt und 30 Minuten bei 30°C inkubiert:

DNA 200 ng
dCTP, dGTP, dTTP je 250 uM
o[**P]dATP 40 pCi
Klenow-Enzym 1U

Vor Messung der Strahlungsintensitit im Szintillationszdhler wurde der Reaktionsansatz unter

Verwendung des Qiaquick Nucleotide Removal Kits von freien Nukleotiden befreit.
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2.11.12 DNA-Konzentrationbestimmung

Nukleinsduren weisen ein charakteristisches Absorptionsspektrum im UV-Bereich mit einem
Maximum bei 260 nm Wellenldnge (OD,go) auf. Verunreinigungen durch Proteine, die ein
Absorptionsmaximum bei 280 nm (ODygy) besitzen, konnen durch Bestimmung des OD-

Quotienten abgeschitzt werden. Hierbei gilt:

1. 1 ODy¢0 entspricht 50 pg/ul doppelstringiger DNA, bzw. 40 pg/ul einzelstrangiger
DNA oder RNA, bzw. 20-25 pg/ul Oligonukleotid

2. der OD-Quotient nicht kontaminierter doppelstrangiger DNA liegt zwischen 1,5
und 2

2.11.13 Kapillar-Sequenzierung von DNA

Zur Sequenzierung von DNA wurde ein Kapillar-Sequenzierungsautomat der Firma Applied
Biosystems eingesetzt. DNA-Produkte fiir die Kapillar-Auftrennung wurden mittels PCR des
zu sequenzierenden Templates unter Verwendung der Kettenabbruch-Methode
fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide hergestellt. Fiir eine Standard-PCR wurden

folgende Komponenten gemischt und auf 10 pl mit H,O aufgefiillt:

DNA 300 ng
Primer 5 pmol
5x Sequencing Puffer 2 ul
ABI PRISM BigDye Terminator v1.1 0,5 ul

Folgendes PCR-Standardprogramm wurde fiir Sequenzier-Reaktionen verwendet:

1. 95°C, 3 Min.

2. 95°C, 35 Sek.

3. 50°C, 12 Sek., zuriick zu 2. (35 x)
4. 60°C, 4 Min.

5. 4°C, Pause
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Die PCR-Produkte wurden per Ethanolfdllung aufgereinigt, in Template Suppression Reagent
aufgenommen und 2 Minuten zur Denaturierung bei 90°C inkubiert. Die Bedienung des

Sequenzier-Automaten erfolgte nach Vorschriften des Herstellers.

2.12 Proteinchemische und immunologische Methoden

2.12.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Kolorimetrische Bestimmung von Proteinkonzentrationen wurden mit Protein Dye Reagent
Concentrate der Firma Biorad durchgefiihrt. Das Protokoll beruht auf Extinktions-Messung
bei 595 nm der nach Herstellerangaben behandelten Proben. Die erhaltenen Werte wurden
anschlieBend zur Abschitzung der effektiven Proteinkonzentration mit BSA-Standardwerten

verglichen.

2.12.2 SDS-PAGE

Proteine einer Probe wurden unter Anwendung der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt. Der Vernetzungsgrad der verwendeten Gele
wurde durch Variation der Acrylamid-Prozentigkeit den individuellen Erfordernissen
angepasst. Durch Uberschichten des Trenngels im nicht polymerisierten Zustand mit
Isobutanol wurde ein gleichmiBiger Ubergang zwischen Sammel- und Trenngel
gewiahrleistet. In das Sammelgel wurden Kdmme mit bis zu 15 Taschen eingepasst. Die
Proteinproben wurden in 4x SDS-Probenpuffer aufgenommen und zur Denaturierung vor dem
Auftragen 5 Minuten auf 95°C erhitzt. Zur Abschitzung des Molekulargewichts wurden
vorgefarbte Molekulargewichts-Standards aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in SDS-
PAGE Laufpuffer bei maximal 150 V durchgefiihrt und nach Gelaustritt der Bromphenolblau-
gefiarbten Lauffront beendet.

2.12.3 Coomassie-Farbung

Proteine, die durch SDS-PAGE aufgetrennt wurden, kénnen durch direkte Farbung im Gel
sichtbar gemacht werden. Hierfiir wurden die Gele 30 Minuten in Coomassie-Féarbelosung

inkubiert und darauf partiell durch mehrmalige Behandlung mit Coomassie-Entfarbelosung
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entfarbt. Anschlieend wurden die Gele in Zellophan auf einem Vakuumtrockner bei 80°C

getrocknet.

2.12.4 Western Blot

Zum immunologischen Nachweis wurden per SDS-PAGE aufgetrennte Proteinen auf PVDF-
Membranen transferiert (Western Blot). Hierfiir wurde unter Verwendung einer Semi-Dry
Blotting Apparatur ein Elektrotransfer durchgefiihrt. Gele und Methanol-aktivierte
Membranen wurden beidseitig umgeben von Blotting-Puffer-getrinkten Filterpapieren
zwischen den Elektroden plaziert und 60 bis 90 Minuten bei RT einer Stromstirke von 60 mA

je Gel ausgesetzt.

2.12.5 Immunologischer Proteinnachweis

Der immunologische Nachweis bestimmter Membran-fixierter Proteine erfolgte iiber Protein-
spezifische Erst- und Erstantikdrper-spezifische Zweitantikorper. Nach dem Elektrotransfer
wurde die Membran mit PBST gewaschen, eine Stunde bei RT mit 3%BSA/PBST blockiert
und anschlieBend mit dem Protein-spezifischen Erstantikorper in 1,5%BSA/PBST entweder
eine Stunde bei RT oder iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Um ungebundenen Erstantikorper zu
entfernen, wurde die Membran dreimal fiir 5 Minuten mit PBST gewaschen und dann eine
Stunde bei RT mit Erstantikorper-spezifischem Zweitantikorper in 1,5%BSA/PBST inkubiert.
Die verwendeten Zweitantikdrper sind an Meerrettich-Peroxidase gekoppelt. Wéhrend der
Peroxidase-Reaktion mit Substrat wird elektromagnetische Strahlung freigesetzt, die durch
Auflegen eines Rontgenfilms detektiert wurde. Als Phosphatase-Substratlosung wurde
PhototypeR-HRP System unter Berilicksichtigung der Herstellerangaben eingesetzt. Die
Membran kann nach Ablosen der gebundenen Antikérper durch Inkubation in Stripping-

Puffer tiber Nacht bei 4°C erneut verwendet werden.

2.12.6 Bakterielle Expression rekombinanter Proteine

Zur Expression rekombinanter Proteine wurden 100 pl kompetente BL21-Bakterien mit
pGEX-Expressionsvektor transformiert und Ampicillin-resistente Klone iiber Platten-
Selektion identifiziert. AnschlieBend wurden ausgehend von einer Einzelkolonie 40 ml

Ubernachtkultur angelegt, die am nichsten Tag mit 360 ml LB-Medium verdiinnt wurde. Bei
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Erreichen einer ODggo von 0,6 wurde die Proteinexpression durch Zugabe von IPTG (0,4 mM
Endkonzentration) induziert. Fiir maximale Ausbeute an GST-Fusionsprotein wurde die

Kultur anschlieBend weitere drei Stunden bei 37°C im Warmluftschiittler inkubiert.

2.12.7 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

Die Aufreinigung bakteriell-exprimierter GST-Fusionsproteine erfolgte iiber Glutathion-
Sepharose. GST-Fusionsprotein exprimierende Bakterien wurden pelletiert und in
Sonifizierungs-Puffer resuspendiert. Auf Eis wurde die Bakteriensuspension zweimal 5
Minuten bei einer Amplitude von 70% in 15-sekiindigen Intervallen sonifiziert. Durch
anschliefende 30-miniitige Zentrifugation wurden Zellbruchstiicke abzentrifugiert und die im
Uberstand befindlichen GST-Fusionsproteine durch Inkubation mit Glutathion-Sepharose fiir
zweil Stunden bei 4°C gebunden. Nach Pelletierung der Sepharose wurden die gebundenen
Proteine dreimal mit kaltem Sonifizierungs-Puffer gewaschen und schrittweise mit

reduziertem Glutathion (20 mM in Sonifizierungspuffer) von der Sepharose-Matrix eluiert.

2.12.8 Immunoprazipitationen

Immunoprézipitationen werden zur Untersuchung von Protein-Modifikationen oder Protein-
Protein Wechselwirkungen durchgefiihrt. Grundlage fiir diese Art der Analyse ist der Einsatz
eines Protein-spezifischen Antikorpers, der die selektive Abtrennung des zu untersuchenden
Proteins aus einem Zelllysat unter Verwendung von Immunglobulin-bindender Sepharose per
Féllung erlaubt. Bei weiterfithrender Analyse des Prézipitats mittels SDS-PAGE und Western
Blot besteht die Moglichkeit u.a. Phosphorylierungs- und Ubiquitinierungstatus des gefillten
Proteins zu untersuchen, aber auch Protein-Protein-Interaktionen mit assoziierten

Bindungspartnern nachzuweisen.

Zelllysate wurden wie beschrieben unter Verwendung von NP40- oder Triton-Lyse-Puffer
angefertigt. Zur Abtrennung unspezifisch bindender Komponenten wurde das Lysat ohne
Zugabe des Antikdrpers 30 Minuten bei 4°C mit 20 pl Protein G-Sepharose Suspension (1:1
in PBS) inkubiert. Die Sepharose wurde anschlieend durch Zentrifugation (1 Min., 1000rpm,
4°C) pelletiert und verworfen. Die eigentliche Immunoprizipitation wurde nach Zugabe von
bis zu 2 ug Antikérper zum gereinigten Lysat iiber Nacht bei 4°C durchgefiihrt. Zur Isolation
des Antikorper/Protein-Komplexes wurden am ndchsten Tag 30 pl Protein G-Sepharose
Suspension addiert. Nach weiteren 30 Minuten Inkubation unter Kiihlung wurde die
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Sepharose durch Zentrifugation pelletiert und dreimal mit eiskaltem Lyse-Puffer gewaschen.
Um konstante und mdglichst kleine Auftragsvolumina zu erhalten, wurde die Sepharose
anschliefend unter Verwendung einer Wasserstrahlpumpe trockengesaugt, in 20 pl SDS-
Probenpuffer aufgenommen und fiir 3 Minuten auf 95°C erhitzt. Die erhaltenen Proben

wurden weiterfithrend per SDS-PAGE und Western Blot analysiert.

2.12.9 Nachweis Ubiquitin-konjugierter Proteine

Zur Analyse der Ubiquitinierung endogener und ektopisch-exprimierter Proteine wurden
mindestens 5x10° Jurkat T-Zellen oder eine 100mm Schale HEK293-Zellen je Ansatz
pelletiert und wie beschrieben in Triton Lyse-Puffer lysiert. Das erhaltene Lysat wurde in
Anwesenheit von NEM (N-Ethylmaleimide, 20 mM) einer Immunoprézipitation unterzogen.
Da NEM die Aktivitdt von deubiquitinierenden Enzymen hemmt, ermdglicht es die Detektion
von ubiquitinierten Proteinen mit spezifischen Ubiquitin-Antikérpern nach SDS-PAGE und
Westen-Blot.

2.12.10 In vitro Kinasereaktionen

In in vitro Kinasereaktionen wurde die Féhigkeit von Kinasen analysiert, bakteriell
exprimierte und gereinigte Substrate zu phosphorylieren. Hierbei kamen in erster Linie IKK-
Immunoprizipitate aus ruhenden und aktivierten Jurkat T-Zellen zum FEinsatz, deren
Herstellung in NP40 Lyse-Puffer bereits beschrieben wurde. Fiir in vitro Kinasereaktionen
wurden die Prdzipitate durch zweimaliges Waschen mit eiskaltem Kinase-Reaktions-Puffer
umgepuffert und schlieBlich in 15ul Kinase-Reaktions-Puffer aufgenommen. Die
Kinasereaktion wurde nach Zugabe von 1 pg rekombinantem Substratprotein und 3 uCi
[**P]yATP fiir 30 Minuten bei 37°C durchgefiihrt. Durch Zugabe von 4x SDS-Probenpuffer
und S5-miniitigem Erhitzen auf 95°C wurde die Reaktion gestoppt. Nach Auftrennung der
Proteine mittels SDS-PAGE wurde das Gel getrocknet und radioaktiv-markierte Proteine
durch Audioradiographie sichtbar gemacht, wobei der Vergleich mit einem

Molekulargewichtsstandard die Zuordnung der Signale ermdglicht.

57



Material und Methoden

2.12.11 Gelretardationsexperiment

DNA-Fragmente wandern in einem nativen Polyacrylamidgel nach dem Anlegen einer
Spannung zur Anode. Bei Anwesenheit DNA-bindender Proteine verlangsamt sich die
Laufgeschwindigkeit, es kommt zur Retardierung. Unter Verwendung radioaktiv-markierter
DNA-Oligonukleotide lassen sich auf diese Weise geringe Mengen an DNA/Protein-
Komplexen sichtbar machen (,,Electrophoretic Mobility Shift Assay, EMSA).

Zur Priparation von Gesamtzellextrakten wurden die Zellen in Hochsalz-Puffer lysiert. Fiir

einen Ansatz wurden folgende Komponenten gemischt und auf 20 pl mit H,O aufgefiillt:

Gesamtprotein 2 bis4 pg
radioaktiv-markiertes Oligonukleotid 10000 bis 20000 cpm
BSA (10 mg/ml) 0,2 ul (2 pg)

DTT (100 mM) 0,4 ul

Poly(dI-dC) (2ug/ul) 1 ul

2x EMSA-Puffer 10 pl

Der Ansatz wurde 30 Minuten bei RT inkubiert und auf ein natives Polyacrylamidgel (5%
Polyacrylamid in TBE) aufgetragen. Die Elektrophorese wurde mit 25 mA in TBE als
Laufpuffer durchgefiihrt. AnschlieBend wurde das Gel auf Filterpapier vakuumgetrocknet und
eine Audioradiographie angefertigt.

2.12.12 Farbung von Oberflachenproteinen

Die Expressionsanalyse von Zelloberflichen-Proteinen wurde unter Verwendung Protein-
spezifischer Erst- und Fluorophor-markierter Zweitantikorper mittels FACS (,,Fluorescence
Activated Cell Sorting“)-Analyse durchgefiihrt. Hierfiir wurden mindestens 0,2x10° Zellen
pelletiert, zweimal mit PBS gewaschen und 15 Minuten auf Eis in Erstantikorperlosung (2
pg/ml in PBS/5%FCS) inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS/5%FCS wurden die
Zellen 15 Minuten auf Eis in Zweitantikdrperlosung (2 pg/ml in PBS/5%FCS) inkubiert und
anschliefend erneut gewaschen. Unter Verwendung eines BD FACS-Caliburs wurde die

Anzahl spezifisch gefarbter Zellen ausgezéhlt.
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2.12.13 Intrazelluldre Proteinfarbung

Die Untersuchung intrazelluldrer Proteine mittels FACS-Analyse wurde unter Verwendung
fixierter und permeabilisierter Zellen nach Behandlung mit Protein-spezifischem Erst- und
Fluorophor-markiertem Zweitantikorper durchgefiihrt. Fiir die Analyse wurden mindestens
1x10° Jurkat T-Zellen pelletiert und einmal in PBS gewaschen. Die Zellen wurde in 100pl
Fix-und-Perm Losung A aufgenommen und 15 Minuten bei RT inkubiert. Nach einmaligem
Waschen in PBS/5%FCS wurden die Zellen in 100 pl Fix-und-Perm Lésung B resuspendiert,
Erstantikdrper in einer Konzentration von 8 pg/ml zugegeben und 20 Minuten bei RT
inkubiert. Darauthin wurden die Zellen erneut mit PBS/5%FCS gewaschen, in 100 pul PBS/
5%FCS mit 2 pg/ml anti-Maus-APC Zweitantkdrper aufgenommen und anschlieBend 30
Minuten bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in PBS wurden die Zellen in PBS
resuspendiert und die intrazellulire Proteinfirbung unter Verwendung eines BD FACS-

Caliburs analysiert.

2.12.14 Konfokal-Mikroskopie

Fiir immunhistochemische Untersuchungen wurden Jurkat T-Zellen auf zuvor mit BD-Celltag
behandelten Objekttragern ausgesit und nach dem Anhaften am Triger stimuliert. Danach
wurden die Zellen zweimal mit PBS gewachen, 15 Minuten in 4%iger Paraformaldehyd-
Losung fixiert und zur Permeabilisierung 5 Minuten in 0,1%iger Triton X100-Losung
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und zuerst 30
Minuten mit anti-Bcl10 Erstantikérperlosung (333.1, 1:100) und nach zweimaligem Waschen
in PBS 30 Minuten mit anti-Maus Zweitantikorperlosung (Indocarbocyanin (Cy3)-markiert,
1:100) behandelt. Nach erneutem Waschen in PBS wurde die intrazellulidre Proteinverteilung

von Bcl10 mit einem Axioplan 2 Mikroskop nach Vorschrift des Herstellers analysiert.

2.12.15 Retrovirale Infektion Bcl10-defizienter CD4" T-Zellen

Zur Anreicherung von amphotropen Retroviren in Zellkultur-Uberstinden wurden Phoenix-
Verpackungszellen verwendet. Die zu infizierenden Bcll10-defizienten CD4" T-Zellen wurden
wie beschrieben unter Verwendung von mCD4-Dyna-Beads aus Bcl10 ,,Knock Out“-Mausen
aufgereinigt. Zur besseren Ubersicht ist die zeitliche Abfolge der einzelnen, zur erfolgreichen

Infektion erforderlichen Schritte in Abbildung 2.6 wiedergegeben.
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Die Phoenix-Zellen wurden wie beschrieben auf 100mm Schalen transfiziert. Hierfiir wurden
pMSCV-Vektoren verwendet, die aufgrund einer IRES-Sequenz die simultane Expression von
zwei unterschiedlichen Vektor-kodierten Proteinen ermoglichen. Die in dieser Arbeit
verwendeten Vektoren vermitteln neben der Expression verschiedener Bcl10-Proteinvarianten
die Expression des Oberflichenmarkers Thyl.1 zur Bestimmung der Transfektionseffizienz

der Phoenix-Zellen und der Infektionseffizienz der CD4" T-Zellen.

Die Transfektion der Phoenix-Zellen wurde wie beschrieben unter Einsatz der CaPOs-
Methode iiber 16 bis 24 Stunden im Brutschrank durchgefiihrt. Zu Beginn der Virusernte
wurde die Transfektionslosung abgesaugt und durch 4,5 ml frisches Medium je Schale ersetzt.
AnschlieBend wurden die Zellen weitere 24 bis 48 Stunden im Brutschrank inkubiert. Zur
effizienten Infektion der CD4" T-Zellen wurde ausschlieBlich Uberstand von Phoenix-Zellen
verwendet, die 48 Stunden nach Transfektionsbeginn zu mindestens 75% Thyl.1 positiv

waren (Abbildung 2.4).

Hauptpopulation nicht transfiziert, 20pug pMSCV/Thy1.1
Phoenix-Verpackungszellen gefarbt 48 Std. nach Transfektion
104 E
©
N -
o :
N [ <1% | [ >99% |
[ | [ |
{ MMAJMMA
e 0 0 0 o Dwmn‘
» Thy1.1

Abbildung 2.4 Bestimmung der Transfektionsrate pMSCV/Thyl.1-transfizierter Phoenix-Zellen. Mittels
FACS-Analyse wurde die Anzahl Thyl.l-exprimierender Zellen gemessen, die unter Einsatz der CaPOy-
Methode 48 Std. zuvor mit pMSCV/Thyl.1 tranzifiziert worden waren. Fiir die Analyse wurden nur Zellen der
Hauptpopulation herangezogen. Als Referenz dienten Zellen, die nicht transfiziert, aber der Thyl.l1-Farbung
unterzogen wurden. Die Transfektionsrate der Phoenix-Zellen, deren Uberstand fiir die Infektion der CD4" T-

Zellen weiterverwendet wurden, lag bei mindestens 75%.

Um die Infektionsrate der CD4" T-Zellen zusitzlich zu optimieren, wurden zwei Chargen
Phoenix-Zellen zur Virusproduktion herangezogen, die an aufeinander folgenden Tagen
(Charge 1 an Tag 1 und Charge 2 an Tag 2) transfiziert wurden. Der frische Virusiiberstand
der beiden Chargen wurde an Tag 4 vereint und direkt fiir die Infektion der Zielzellen

verwendet. Der erstmalig an Tag 3 anfallende Virusiiberstand der Charge 1 wurde nicht

60



Material und Methoden

verworfen, sondern einer 24-stiindigen Zentrifugation (6000xg, 4°C) zur Pelletierung der
enthaltenen Viruspartikel unterzogen. Das Viruspellet wurde mit den frischen Uberstinden

beider Phoenix-Chargen an Tag 4 unmittelbar vor Beginn der Infektion vereint.

Die zu infizierenden CD4" T-Zellen Bcll0-defizienter Mause wurden an Tag 2 aufgereinigt,
zu einer Dichte von 2 bis 4x10° Zellen je ml und CD3/CD28-Antikérper-beschichteter Kavitit
einer 6-well Platte ausgesét und 48 Stunden im Brutschrank inkubiert. Am Tag 4 wurden die
Zellen mit 10 ml vereinigtem Virusiiberstand iiberschichtet. Nach Zugabe von Polybrene
(8 pg/ml Endkonzentration) wurde die 6-well Platte bei 2000 rpm und RT eine Stunde
zentrifugiert und anschlieBend weitere 5 Stunden im Brutschrank inkubiert. Danach wurden
die Zellen vom Plattenboden abgeschabt, zu einer Konzentration von 1x10° Zellen je ml in
IL-2-haltigem Medium (20U/ml) aufgenommen und weitere 3 Tage im Brutschrank kultiviert
(Abbildung 2.5).

Hauptpopulation
CD4* T-Zellen infizierte Zellen
nach Infektion Thy1.1 positiv nach 48 Std.

180

SSC

| 15% |

—» Zellzahl
0
y =

Abbildung 2.5 Bestimmung der Infektionsrate Bcll0-defizienter CD4" T-Zellen nach Inkubation mit
Phoenix-Virusiiberstand. Mittels FACS-Analyse wurde die Anzahl Thyl.1 positiver CD4" T-Zellen 48 Std.
nach Inkubation mit Phoenix-Virusiiberstand gemessen. Die Verpackungszellen wurden zuvor mit
pMSCV/Thy]1.1 transfiziert und der Uberstand wie im Text beschrieben zur Infektion der aufgereinigten CD4" T-
Zellen eingesetzt. Die Infektionsrate betrug bis zu 15%. Fiir die Analyse wurde die Hauptpopulation der Zellen

herangezogen.

2.12.16 Messung intrazellularer Zytokin-Produktion Bcl10-
defizienter CD4* T-Zellen

Die Fihigkeit retroviral rekonstituierter CD4" T-Zellen zur CD3/CD28- oder PMA/Iono-
induzierten Produktion der Cytokine IL-2 und TNFoa wurde an Tag 3 nach der Infektion

gemessen. Die Zytokin-Produktion wurde nach intrazelluldrer Farbung von IL-2 und TNFa
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mittels FACS-Analyse bestimmt. Hierzu wurden die Zellen pelletiert und zweimal mit PBS
gewaschen, um exogenes IL-2 zu entfernen. AnschlieBend wurde die Aktivierung der Zellen
durch Ausplattieren in CD3/CD28 Antikérper-beschichteten 6-well-Platten (2x10° Zellen je
Kavitit) oder durch Zugabe von PMA/Ionomycin eingeleitet. Nach dreistiindiger Inkubation
wurde Brefeldin A (10ug/ml Endkonzentration), ein Inhibitor des intrazelluldren
Proteintransports, zugefiigt, um die Akkumulation der produzierten Zytokine im
endoplasmatischen Reticulum hervorzurufen. Nach weiterer dreistiindiger Inkubation wurden
die Zellen pelletiert, einmal mit eiskaltem PBS gewaschen und 20 Minuten auf Eis mit anti-
Thy1.1-PerCP Antikdrper (5 pg/ml) inkubiert. Um tiberschiissigen Antikdrper zu entfernen,
wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, anschlieend durch 10-miniitige Inkubation
bei RT in 4% Paraformaldehyd fixiert und erneut zweimal mit PBS gewaschen. Erst die
Permeabilisierung der Zellmembranen ermdglicht die intrazelluldre Farbung von Proteinen
durch Antikorper. Daher wurden die pelletierten Zellen durch einmaliges Waschen in 0,5%
Saponin enthaltenem PBS/1%BSA umgepuffert und in PBS/1%BSA/0,5%Saponin
aufgenommen. Nach Zugabe von mFcBlock (5 pg/ml) sowie anti IL-2-APC (2,5 pg/ml) und
anti TNFo-PE (2,5 pg/ml) Antikérpern wurden die Zellen 30 Minuten bei RT inkubiert. Nach
3-maligem Waschen mit eiskaltem PBS/1%BSA/0,5%Saponin und 2-maligem Waschen mit
eiskaltem PBS wurde die intrazelluldre Farbung der Zellen mit einem BD FACS-Calibur

analysiert.
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Abbildung 2.6 Schematischer Uberblick zur zeitliche Abfolge einzelner Schritte bei der Infektion
priméirer Bell0-defizienter CD4" T-Zellen. Zur Infektion der Zellen wurde ein gestaffeltes System mit zwei

Chargen transfizierter Phoenix-Verpackungszellen verwendet (ndhere Angaben dazu im Text).
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3 Ergebnisse

Stimulation von Jurkat T-Zellen durch CD3/CD28-Antikorper oder durch direkte Aktivierung
von PKCO durch PMA fiihrt innerhalb weniger Minuten zur Induktion von NF-«xB DNA-
Bindungsaktivitit (Wirkweise CD3/CD28-Antikdrper und PMA, s. 2.10.5). Allerdings fallt
hierbei auf, dass die NF-xB DNA-Bindung trotz persistenter Stimulation von transienter
Natur ist, ganz im Gegensatz zur NF-kB DNA-Bindung nach Stimulation der Zellen durch

proinflammatorische Substanzen wie TNFa.

PMA CD3/CD28 TNFa

0 10120 10 30 120 10 30120 Min. Stim.
Lysat == - — &= |Ba

EMSA S e ... NF-1B

Abbildung 3.1 Transiente Natur der NF-xB DNA-Bindung nach T-Zell Aktivierung. EMSA-Analyse der
NF-xB DNA-Bindungsaktivitdt nach Stimulation (Stim.) von Jurkat T-Zellen mit PMA, CD3/CD28-Antikérpern
und TNFo. T-Zell-aktivierende Agenzien fithren zu einer transienten NF-kB-Aktivierung, wobei die beobachtete

Resynthese von IkBa allein fiir die effiziente Repression nicht verantwortlich sein kann.

Die Proteine Carmal, Bcll10 und Maltl sind durch genetische Studien in Mausen funktionell
mit der IKK/NF-kB-Aktivierung in T-Zellen verkniipft worden. Daher wurde der analytische
Fokus in dieser Arbeit auf T-Zell spezifische Mechanismen gerichtet, die mit den essentiellen
Regulatoren Carmal, Bcll0 und Maltl in Verbindung stehen und moglicherweise Einfluss
sowohl auf die Aktivierung als auch auf die Deaktivierung der Antigenrezeptor-induzierten

IKK/NF-xB-Signalkette nehmen.

3.1 Regulierung der CBM-Komplexaktivitat durch IKKp
und Phosphorylierung von Bcl10

3.1.1 CBM-Komplexbildung nach T-Zell Aktivierung

Die Bildung eines Carma/Bcll0/Maltl (CBM)-Proteinkomplexes gilt als eine der

Grundvoraussetzungen fiir die IKK/NF-kB-Aktivierung in T-Zellen, obwohl ein Nachweis der
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Abbildung 3.2 Bildung des endogenen CBM-Komplexes nach T-Zell Aktivierung. (a) CBM-Komplex in
PMA/Iono (P/1)- oder CD3/CD28-stimulierten Jurkat T-Zellen: die Analyse von Bcll0-Immunoprézipitat zeigt,

dass Bcll0 und Carmal Stimulus-induziert interagieren. Nach Aktivierung treten langsamer migrierende Bcll0-

Modifikationen in Erscheinung. Maltl bindet konstitutiv an Bcll0. (b) CBM-Komplex in priméren

Lymphozyten: Die Analysen von Bcll0-Immunoprizipitat aus PMA/Iono-stimulierten humanen Lymphozyten

und aus PMA/Iono- oder CD3/CD28-stimulierten murinen CD4+ T-Zellen bestitigen die Ergebnisse aus Jurkat

T-Zellen. (c) Bei der Bcll0-Modifikation handelt es sich um Phosphorylierung. Die langsamer migrierenden

Bcll10-Banden sind A-Phosphatase sensitiv. Behandlung mit Hitze-inaktivierter (H.i.) Phosphatase hat keinen

Effekt.
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Existenz des Komplexes unter physiologischen Bedingungen noch aussteht. Um zu zeigen,
dass der CBM-Komplex in aktivierten T-Zellen vorliegt, wurden
Immunopréazipitationsstudien mit endogenen Proteinen durchgefiihrt (Abbildung 3.2 a und b).
Sowohl in der T-Zelllinie Jurkat wie auch in primiren humanen Lymphozyten und priméren
murinen CD4" T-Zellen bindet Bcl10 im Ruhezustand nicht an Carmal. Erst nach Stimulation
der Zellen durch CD3/CD28-Antikorper oder PMA/Ionomycin (Iono), wobei Iono die T-Zell-
aktivierende Wirkung von PMA durch Freisetzung von Ca®" aus intrazelluldren
Speicherkompartimenten unterstiitzt, wird Carmal von Bcl10 koprazipitiert (Wirkweise Iono,
s. 2.10.5). Im Gegensatz dazu binden Bcll0 und Maltl bereits in unstimulierten Zellen
aneinander. Diese Ergebnisse decken auf, dass unter physiologischen Bedingungen die
Bildung des CBM-Komplexes zwischen Carmal und konstitutiv gebundenem Bcll0/Maltl
erst nach T-Zell Aktivierung stattfindet.

Interessanterweise treten nach T-Zell-aktivierender Stimulation auch langsamer migrierende
Proteinbanden von Bcll0O in Erscheinung, die eine posttranslationale Modifizierung des
Proteins wie z.B. Phosphorylierung andeuten. Durch Behandlung mit A-Phophatase wird die
PMA/Iono-induzierte Modifikation von Bcll0 groBtenteils riickgéngig gemacht, wihrend die
Verwendung von Hitze-inaktivierter A-Phophatase unter gleichen experimentellen
Bedingungen keinen Effekt hat (Abbildung 3.2 c). Dies bestitigt, dass es sich bei der
Stimulus-induzierten Bcll10-Modifikation um eine Phosphorylierung handelt.

Bereits an dieser Stelle soll auf die gegenldufige Kinetik der Bcll0-Phosphorylierung und der
CBM-Komplex Bildung besonders unter Verwendung von CD3/CD28-Antikérpern als
Stimulationsagens hingewiesen werden. Wéhrend die Menge an phosphoryliertem Bcll10 mit
zunehmender Stimulationszeit ansteigt, ist eine maximale Assoziation zwischen Carmal und
Bcll0 bereits nach sehr kurzen Stimulationszeitpunkten zu beobachten, was gegen eine

initiale Funktion der Bcl10-Phosphorylierung bei der CBM-Komplexbildung spricht.

3.1.2 Die Bildung des CBM-Komplexes ist abhangig von IKKp-

Kinaseaktivitat

Um zu ermitteln, welche Kinasen fiir die Phosphorylierung von Bcll0 verantwortlich sind
und inwieweit deren Funktion bei der CBM-Komplex Regulation eine Rolle spielt, wurden
Jurkat T-Zellen vor der Aktivierung mit spezifischen Kinase-Inhibitoren behandelt.

Genetische Analysen ordnen PKCO eine dem CBM-Komplex vorgelagerte Funktion bei der
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Aktivierung von NF-kB in T-Lymphozyten zu. Erwartungsgemil unterbindet die Inhibierung
der PKC6-Kinaseaktivitit durch Rottlerin die Bildung des CBM-Komplexes und auch die
Phosphorylierung von Bcl10 (Abbildung 3.3). Uberraschenderweise wurde der gleiche Effekt
durch Vorbehandlung der Zellen mit zwei verschiedenen IKKf Inhibitoren, Bay11-7085 und
sc-514, erhalten. Dies bedeutet, dass die Kinaseaktivitdit von IKKP nicht nur zur
nachgelagerten Phosphorylierung von IkBa bendtigt wird. Vielmehr scheint IKK[ auch eine
vorgelagerte Funktion zu haben, die fiir die Bildung des CBM-Komplexes essentiell ist. Zur
Beurteilung der inhibitorischen Wirkung von Bayl11-7085 und sc-514 wurde das Mal3 der
IkBa-Stabilisierung analysiert. Alle Inhibitoren verzogern die Stimulus-abhéngige
Degradation von IkBa. Da kein Effekt auf die MAP-Kinasen-vermittelte Phosphorylierung
von ERK (,,Extracellular Signal Regulated Kinase®) 1/2 festgestellt wurde, ist TCR-proximale
Signaltransduktion von der Inhibitorbehandlung unbeeinflusst, was die Spezifitit der

Beobachtungen fiir den NF-kB Signalweg belegt.
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Abbildung 3.3 Die Kinaseaktivitit von IKKp wird zur CBM-Komplexbildung benétigt. Pharmakologische
Inhibierung der Kinaseaktivitit von PKCO durch Rottlerin und von IKKf durch Bayl1-7085 oder sc-514
verhindert PMA/Iono-induzierte Bcll0-Carmal-Interaktion und Bcll0-Phosphorylierung. Die inhibitorische
Wirkung der Substanzen wurde am Maf3 der Stabilisierung von IkBo abgeschétzt, die Phosphorylierung von

ERK1/2 ist nicht beeinflusst.

Zur genaueren Definition der Rolle von IKKP beim Prozess der CBM-Komplex Bildung
wurde untersucht, ob IKKf an Komponenten des CBM-Komplexes bindet. Die Analyse von

Maltl-Immunoprizipitat aus Jurkat T-Zellen zeigt, dass IKKP konstitutiv mit Maltl
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interagiert (Abbildung 3.4). Nach T-Zell Aktivierung mit PMA/Iono binden sowohl aktiviertes
phospho-IKK als auch Bcl10/Maltl und Carmal aneinander und bilden einen IKK[}-
assoziierten CBM-Komplex.
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Abbildung 3.4 IKKp-Assoziation mit dem CBM-Komplex. Analyse der CBM-Komplexinteraktionen in
Jurkat T-Zellen durch Immunoprézipitation von Maltl. IKKf und Maltl binden konstitutiv aneinander. Nach
PMA/Iono-Stimulation bindet verstirkt aktiviertes (phosphoryliertes) IKKf} an den CBM-Komplex .

3.1.3 IKKp-Inaktivierung durch RNAI blockiert die Bildung des
CBM-Komplexes

Zur weiterfiihrenden Analyse der Faktoren, die fiir die signalinduzierte Bcll0-Carmal-
Interaktion und Bcll0-Phosphorylierung verantwortlich sind, wurden RNA-Interferenz
(RNAi) Experimente mit Maltl, Carmal und IKKP durchgefiihrt, die alle durch
,»Knock Out“-Studien in Méusen als essentielle Regulatoren des Antigenrezeptor-induzierten
NF-kB-Signalweges identifiziert werden konnten. Die Effizienz der verwendeten shRNA-
Konstrukte wurde vorab iiber ihre Fahigkeit, PMA/Iono-induzierte IkBoa-Degradation zu
blockieren, beurteilt. Jurkat T-Zellen, die 72 Stunden vor Aktivierung durch PMA/Iono mit
den entsprechenden shRNAs gegen Maltl, Carmal und IKKJ transfiziert wurden, zeigen wie
erwartet signifikant reduzierte IxkBa-Degradation im Vergleich mit Referenzzellen, die mit
pmU6-Leervektor transfizierte wurden (Abbildung 3.5). Um die Spezifitit der Beobachtungen
zu beurteilen, wurde in Jurkat T-Zellen eine shRNA gegen die E3-Ubiquitin-Ligase Itch
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(shKontrolle) exprimiert. Zellen, die zuvor mit shKontr-RNA behandelt wurden, zeigen wie
pmU6-transfizierte Zellen keine Verzogerung der stimulusinduzierten IkBa-Degradation.
Dies bestitigt, dass die shCarmal-, shMaltl- und shIKKf-abhingige Blockade des NF-kB
Signalwegs nicht auf unspezifische Effekte der shARNA Expression an sich zuriick zu fiithren
ist, sondern in spezifischer Weise von der Inaktivierung der entsprechenden Zielproteine
abhingt. Im direkten Vergleich ist der stabilisierende Effekt von shIKKf auf den IxBo-
Proteinlevel geringer als der von shCarmal oder shMaltl. Dies deckt sich mit den
Beobachtungen aus anderen Zellsystemen (M. Hinz, nicht veréffentlichte Daten) und ist
moglicherweise auf die kompensatorische Funktion von IKKa zuriickzufithren (Schmidt-

Supprian et al, 2003].
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Abbildung 3.5 Maltl, Carmal und IKKp sind wichtige Regulatoren der NF-kB Signalkaskade in
aktivierten T-Zellen. In shMaltl-, shCarmal- und shIKKf-behandelten Jurkat T-Zellen ist die PMA/Iono-
induzierte IkBa-Degradation verzogert, was die Inhibierung des NF-kB-Signalweges nach Inaktivierung der

Proteine belegt. shKontr-Behandlung zeigt Effekt.

Um zu klédren, ob Carmal fiir die Phosphorylierung von Bcl10 benétigt wird, wurden Jurkat
T-Zellen nach Carmal-Inaktivierung untersucht (Abbildung 3.6). Die Analyse von Bcll0-
Immunoprézipitat aus shCarmal-behandelten Jurkat T-Zellen ergibt, dass Bcll0 bei
Abwesenheit von Carmal nicht mehr Stimulus-induziert phosphoryliert wird. Im Gegensatz
dazu ist die Phosphorylierung von ERK1/2 nicht beeinflusst, was bestdtigt, dass andere
Signalwege von der Inaktivierung nicht betroffen sind. Diese Ergebnisse wurde durch die
Analyse Carmal-defizienter Jurkat T-Zellen (JPM 50.6) bestitigt, in denen ebenfalls keine
PMA/Iono-induzierte Bcl10-Phosphorylierung mehr auftritt.
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Abbildung 3.6 Die Carmal-Funktion wird fiir die Phosphorylierung von Bcll0 benétigt. Sowohl in

shCarmal-behandelten Jurkat T-Zellen (a) wie auch in Carmal-defizienten Jurkat T-Zellen (b, JPM50.6) wird

Bcl10 nach T-Zell Aktivierung durch PMA/Iono-Stimulation nicht mehr phosphoryliert.

Auch die Expression einer shRNA gegen die CBM-Komplex Komponente Maltl unterbindet

in Jurkat T-Zellen die Stimulus-induzierbare Phosphorylierung von Bcl10 (Abbildung 3.7).

Dies steht im Einklang mit dem Befund, dass Maltl die Interaktionsschnittstelle zwischen

CBM-Komplex und IKKf bildet. Zusétzlich interagiert Bcl10 nach Inaktivierung von Maltl

deutlich schwécher mit Carmal. Die Daten deuten an, dass fiir die Phosphorylierung von

Bcl10 die Bildung eines funktionsfahigen CBM-Komplexes Voraussetzung ist.

Lysat

Bcl10

N
R >
& =
0 10 0 10 Min. P/l
e ww wew o Carma
—_ Malt1
= = pERK
Camma1
e | P-Beit0
S - o

Abbildung 3.7 Die Maltl Funktion wird fiir die Phosphorylierung von Bcll10 benétigt. Die Inaktivierung

von Maltl mittels shRNA in Jurkat T-Zellen schwicht die Bcl10 Phosphorylierung und unterbindet die Bildung

des CBM-Komplexes.
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Unter Abschnitt 1.1.2 wurde gezeigt, dass pharmakologische Inhibierung der Kinaseaktivitit
von IKK( die Bildung des CBM-Komplexes verhindert. Im Einklang mit diesem Ergebnis
fiihrt die Inaktivierung von IKK[ durch RNAi ebenfalls zur Unterdriickung der PMA/Iono-
oder CD3/CD28-induzierten Bcl10-Carmal-Interaktion und Bcl10 Phosphorylierung in Jurkat
T-Zellen (Abbildung 3.8 a).
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Abbildung 3.8 Inaktivierung von IKKp mittels RNAi verhindert Bildung des CBM-Komplexes. (a) Die
Analyse von Bcll0-Immunoprizipitat aus Jurkat T-Zellen zeigt, dass die Inaktivierung von IKK[ mittels zweier
unterschiedlicher shRNA-kodierender Vektoren in beiden Fillen zu abgeschwéchter Bcell10-Carmal-Interaktion
und Bcll0-Phosphorylierung nach PMA/Iono Stimulation fiihrt. Auch die CD3/CD28-induzierte CBM-
Komplexbildung ist durch IKKB-Inaktivierung unterbunden. (b) Die Analyse von Maltl-Immunopréizipitat zeigt,
dass die Rekrutierung von Maltl zu Carmal in shIKKf-vorbehandelten Jurkat T-Zellen defekt ist. In allen
Experimenten ist die ERK1/2-Phosphorylierung durch shRNA-Behandlung unbeeinflusst.
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Fiir die Inaktivierung von IKK( wurden zwei unterschiedliche shRNA Sequenzen verwendet
(shIKKB-1 und shIKKp-2), die beide in gleichem MaBle mit der Bildung des CBM-
Komplexes interferieren. Zur Bestdtigung dieser Daten wurde zusétzlich untersucht, ob nach
Inaktivierung von IKK[J auch die Maltl-Carmal Interaktion gestort ist (Abbildung 3.8 b).
Wie erwartet wird Carmal nach shIKK(-Behandlung der Zellen nicht mehr von Maltl
préazipitiert. Diese FErgebnisse belegen, dass die Bildung des CBM-Komplexes nach
Inaktivierung von IKK[( sowohl durch pharmakologische Inhibition als auch durch RNAi
unterbunden ist. Als Kontrolle wurden Jurkat T-Zellen mit pmU6-Leervektor oder shKontr-
kodierendem Vektor transfiziert. Im Gegensatz zu shIKK[-behandelten Zellen zeigen diese

normale CBM-Komplex Bildung und Bcl10-Phosphorylierung.

IKKY ist die regulatorische Untereinheit des IKK-Komplexes und wie IKKf fiir die Funktion
des Komplexes in Lymphozyten essentiell. Um die Frage zu beantworten, ob IKKf allein
oder ob ein funktionsfahiger IKK-Holokomplex fiir die Bildung des CBM-Komplexes und fiir
die Phosphorylierung von Bcll0 bendtigt wird, wurden Jurkat T-Zellen mit inaktiviertem
IKKy untersucht. Trotz signifikanter Reduktion des IKKy-Proteinlevels durch shRNA-
Behandlung zeigt die Analyse von BellO0-Immunoprizipitat normale CBM-Komplexbildung
und Bcll10-Phosphorylierung nach Aktivierung von Jurkat T-Zellen (Abbildung 3.9 a). Die
Analyse einer IKKy-defizienten Jurkat T-Zelllinie (JM 4.5.2) deckt auf, dass auch genetische
Inaktivierung von IKKy keinen Einfluss auf die PMA/Iono-induzierte Bcll0-Carmal-
Interaktion hat (Abbildung 3.9 b). Interessanterweise ist die Stimulus-abhingige Bcll0-
Phosphorylierung in JM 4.5.2 Zellen um ein Vielfaches schwiécher als in der bisher
verwendeten Jurkat T-Zelllinie. Da trotz IKKy-Defizienz und schwacher BcllO-
Phosphorylierung die CBM-Komplex Bildung in JM 4.5.2 Zellen nicht beeintrichtigt ist,
scheinen IKKy und die Bcll0-Phosphorylierung keine Rolle bei der primédren Komplex
Bildung zu spielen. Zur Kontrolle wurde die Stimulus-induzierte NF-kB DNA-Bindung in
IM 4.5.2 Zellen analysiert. Wahrend bei IKKy-defizienten Zellen keine NF-kB-Aktivierung
detektierbar ist, zeigen IKKry-rekonstituierte JM 4.5.2 Zellen die erwartete PMA/Iono-
abhingige, transiente NF-kB DNA-Bindung.
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Abbildung 3.9 IKKy ist nicht an der Regulation der CBM-Komplexbildung beteiligt. (a) IKKy
Inaktivierung in Jurkat T-Zellen durch RNAi hat keinen Effekt auf PMA/Iono-induzierte Bcll0-Carmal
Interaktion und Bcll0-Phosphorylierung. (b) Vergleichende Analyse von JM 4.5.2 Zellen, die kein IKKy
exprimieren und JM 4.5.2, die mit Epitop-markiertem IKKy rekonstituiert wurden, zeigt, dass auch genetische

Inaktivierung von IKKy die PMA/Iono-induzierbare Bel10-Carmal Interaktion nicht beeinflusst.

3.1.4 IKKp phosphoryliert Bcl10 im C-Terminus

In den Abschnitten 3.1.2 und 3.1.3 dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Inaktivierung von IKK[
die Bildung des CBM-Komplexes und die Phosphorylierung von Bcll0 verhindert. Zum
besseren Verstindnis der molekularen Mechanismen, die zur Phosphorylierung von Bcll0
fiihren, wurde daher untersucht, ob Bcll0 ein direktes Substrat von IKKf ist. Hierzu wurden

Studien in HEK293-Zellen unter Verwendung ektopisch exprimierter und Epitop-markierter
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Proteine durchgefiihrt. Die Analyse von flagBcll0-Immunoprézipitat zeigt, dass der grof3te
Teil des Proteins in einer unmodifizierten Form vorliegt. Bei Koexpression von IKKJ und
Bcll0 verdndert sich das Laufverhalten von Bcll0 allerdings deutlich. Es treten mehrere
langsamer migrierende Banden auf (Abbildung 3.10 a). Im Vergleich mit dem Bcll0
Phosphorylierungsmuster aus aktivierten Jurkat T-Zellen fallt auf, dass sich das Laufverhalten
von Bcll0 nach PMA/Iono-Stimulation und bei IKKB-Koexpression stark dhnelt. Um zu
untersuchen, ob die Koexpression von IKKP die Phosphorylierung von Bcll0 induziert,
wurde flagBcll0-Immunoprézipitat mit Phosphatase behandelt (Abbildung 3.10 b). Die
Analyse zeigt, dass die nach Kotransfektion von IKKf in Erscheinung tretenden, langsamer
migrierenden Banden von Bcl10 Phosphatase sensitiv sind. Dieses Ergebnis ldsst den Schluss
zu, dass IKKf- und Bcll10-Koexpression in HEK293-Zellen die Phosphorylierung von Bel10

induziert.
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Abbildung 3.10 Bcl10-Phosphorylierung durch IKK. (a) Bcll0-Migrationsverhalten aus PMA/Iono-
aktivierten Jurkat T-Zellen sowie HEK293-Zellen, die Epitop-markiertes Bcl10 und IKKp koexprimieren. Das
Muster der langsamer migrierenden Banden &dhnelt sich stark. (b) Langsamer migrierende Bcll10-Banden, die
nach Koexpression von IKKf in HEK293-Zellen auftreten, sind Phosphatase sensitiv. Behandlung mit Hitze-
inaktivierter (H.i.) Phosphatase hat keinen Effekt.

Zur Beurteilung der Spezifitit IKKp-vermittelter Bell0-Phosphorylierung, wurden HEK293-
Zellen mit Epitop-markiertem Bcl10 und weiteren Kinasen, die mit NF-kB-Aktivierung in
Verbindung stehen, kotransfiziert (Abbildung 3.11). Neben IKKf wurden IKKa, die zweite
katalytische und zu IKKB homologe Untereinheit des IKK-Komplexes sowie konstitutiv
aktive PKCO (PKCO A/E) eingesetzt. Zusitzlich wurde ermittelt, ob IKKo und IKKp
Mutanten, die durch Punktmutation in der Aktivierungsschleife eine inaktive Kinase-Doméne

besitzen (IKKoa K/A, IKKP K/A), die Fahigkeit verlieren, Bcl10 zu phosphorylieren. Die
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Analysen ergaben, dass weder koexprimiertes IKKo noch PKCO in vergleichbarer Weise wie
IKKB die Phosphorylierung von BcllO auslosen. Auch die Kinase-inaktive Mutante von
IKKp induziert nicht die Phosphorylierung von Bcll0. Diese Ergebnisse zeigen, dass die
alleinige Koexpression einer Kinase nicht zur Phosphorylierung von Bcl10 ausreicht und die
Beobachtungen in spezifischer Weise von der Funktionalitit der IKKp-Kinase-Doméne

abhéngig sind.

N
+ + + + flagBcl10
e KB
W PKco

| P-Bci10

alasss .,

Abbildung 3.11 Spezifitit der Bcl10 Phosphorylierung durch IKKP. Koexpression der entsprechenden
Epitop-markierten Proteine in HEK293-Zellen zeigt, dass neben IKKP weder IKKa noch PKCH die
Phosphorylierung von Bcll0 induzieren. Die Bcll0-Phosphorylierung durch IKK[P ist abhidngig von der
Funktionalitét der IKK-Kinase-Doméne.

Um zu analysieren, ob IKKP Bcll10 direkt phosphoryliert, wurden in vitro Kinasereaktionen
mit rekombinantem IKKf-Protein durchgefiihrt. Dabei wurde die Phosphoakzeptor-Fahigkeit
von GSTIkBa, welches ein gut charakterisiertes Substrat von IKK[P ist, mit der von
GSTBcl10 verglichen. Bakteriell exprimiertes und gereinigtes GSTIkBa 1-53, welches die
N-terminalen IKK(-Phosphorylierungsstellen (Serin 32 und Serin 36) beinhaltet, 1dsst sich in
vitro direkt von rekombinantem IKKf phosphorylieren (Abbildung 3.12 a). Im Vergleich mit
GSTIkBa ist bakteriell exprimiertes GSTBcll0 ein sehr viel schlechteres Substrat von
rekombinantem IKKP und zeigt in der Kinasereaktion mit gereinigten Proteinen keine
signifikante Phosphorylierung. Im Gegensatz dazu wird GSTBcl10 unter Verwendung von
IKK-Prézipitat aus aktivierten Jurkat T-Zellen effizient phosphoryliert (Abbildung 3.12 b).
Die Intensitit des Bcl10-Phosphorylierungssignals ist zwar vergleichsweise schwicher als bei
GSTIkBa, aber spezifisch abhéngig von der Aktivierung der Zellen durch PMA/Iono. Dies

deutet an, dass fiir die IKKp-vermittelte Bcll0-Phosphorylierung ein weiterer, noch
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unbekannter Kofaktor bendtigt wird, der unter Verwendung gereinigter Proteine in der
Kinasereaktion fehlt, aber bei der Immunoprézipitation von endogenem IKK koprézipitiert
wird. Bei Durchfilhrung der Kinasereaktion in Gegenwart eines IKKB-Inhibitors tritt eine
starke Reduktion der Phosphorylierung von Bcll0 auf, was wiederum IKK[ als direkte
Bcl10-Kinase nahe legt (A. Oeckinghaus, unverdffentlichte Beobachtungen)
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Abbildung 3.12 Phosphorylierung von Bcll0 durch den aktivierten IKK-Komplex. (a) In vitro
Kinasereaktion mit gereinigten Proteinen: GSTBcl10 ist im Vergleich mit GSTIkBa 1-53 ein schlechtes Subtrat
von rekombinantem IKK. (b) In vitro Kinasereaktion mit IKK-Prizipitat aus PMA/Iono-aktivierten Jurkat
T-Zellen: GSTBcll0 wird zwar schwicher als GSTIkBa, aber spezifisch in Abhingigkeit vom Stimulus

phosphoryliert. Die Coomassie-Farbungen bestitigen ausgeglichen eingesetzte Proteinmengen.

Im Folgenden wurde die Bestimmung der Phosphoakzeptor-Region von BcllO durch
Koexpressionsstudien in HEK293-Zellen unter Verwendung von IKK[ und verschiedener
Epitop-markierter, C-terminal trunkierter Bcll0-Mutanten durchgefiihrt (Abbildung 3.13).
Wihrend flagBcl10 1-140 nach Koexpression von IKKf nicht phosphoryliert wird, zeigen die
Mutanten flagBcl10 1-149 und flagBcll0 1-159 zwar eine schwéchere, aber deutlich
erkennbare IKKf-abhingige Phosphorylierung im Vergleich mit flagBcll0 WT. Diese
Beobachtungen grenzen den IKK-abhéngigen Phosphoakzeptorbereich auf die C-terminale

Region von Bcl10 ein.
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Abbildung 3.13 Eingrenzung der Phosphoakzeptor-Region von Bcl10. Koexpressionsstudien in HEK293-
Zellen mit C-terminal deletierten BcllO-Mutanten ergeben, dass die IKKp-abhingige Phosphorylierung von
Bcll0 im C-terminalen Bereich stattfindet, da Bcl10 1-140 nicht, Bcl10 1-149 und Bcell0 1-159 aber wieder
phosphoryliert werden. Zur Verdeutlichung dient die schematische Angabe der verwendeten BcllO-

Deletionsmutanten.

In vitro Kinasereaktionen bestitigen die Ergebnisse der HEK293-Koexpressionsstudien, da
sich die C-terminale GSTBcl10 Deletionsmutante 1-140 im Gegensatz zu GSTBcl10 WT
unter Verwendung von IKK-Prizipitat aus aktivierten Jurkat T-Zellen nicht phosphorylieren
lasst. (Abbildung 3.14). GSTBcl10 WT wird wie erwartet nicht nur von aktiviertem IKKy-,

sondern auch von aktiviertem IKK[3-Prizipitat phosphoryliert.
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Abbildung 3.14 IKK-Prizipitat phosphoryliert Bell0 im C-Terminus. In in vitro Kinasereaktionen mit
IKKy- und IKKp-Prézipitat aus aktivierten Jurkat T-Zellen wird GSTBcl10 WT, aber nicht die C-terminale
Deletionsmutante  GSTBcl10  1-140  phosphoryliert. Die  Coomassie-Farbung  dokumentiert  die

Mengenverhiltnisse der eingesetzten Proteine.
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Um die exakte IKK[-abhingige Phosphoakzeptor-Position von Bcll0 zu erhalten, wurden
C-terminale Bcll0-Punktmutanten mit IKKp in HEK293 koexprimiert. In der relevanten
Region von Bcll0 zwischen Aminosdure 140 und 149 liegen zwei potentielle
Phosphoakzeptor-Serine auf Position 141 und 144. Die Mutation dieser Serine zu Alanin
(Bcl10 2xA) fiihrt zu einer starken Reduktion der IKKp-vermittelten Phosphorylierung,
allerdings ist noch restliche Phosphorylierung zu erkennen. Erst zusétzlicher Austausch der
Serine an den Positionen 134, 136 und 138 (Bcl10 5xA) unterdriickt die IKKp-vermittelte
Bcl10-Phosphorylierung (Abbildung 3.15 a). Da alleinige Mutation der Serine 134, 136 und
138 (Bcl10 3xA) ebenfalls nur zu einer moderaten Reduktion der Bell0-Phosphorylierung
filhrt, sind Phosphoakzeptor-Serine in beiden Abschnitten Ziel IKKp-abhéngiger
Phosphorylierung. Im Einklang mit diesem Ergebnis zeigt gereinigtes GSTBcl10 5xA in einer
Kinasereaktion mit IKKy—Préizipitat aus PMA/Iono-aktivierten Jurkat T-Zellen stark
reduzierte Phosphorylierung im Vergleich zu GSTBcl10 WT (Abbildung 3.15 b).
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Abbildung 3.15 IKKp-vermittelte Phosphorylierung von Bcl10 findet an mehreren C-terminalen Serinen
statt. (a) Bcll10 5xA wird bei Koexpression von IKKf nicht mehr phosphoryliert, wobei Bcl10 2xA und Bcll10
3xA jeweils noch restliche Phosphorylierung zeigen. Zur besseren Ubersicht dient die schematische Angabe der
verschiedenen Bcll0-Punktmutationen. (b) In einer Kinasereaktion unter Verwendung von IKKy-Prézipitat wird
GSTBcl10 5xA signifikant schwécher phosphoryliert als GSTBcl10 WT. Die Coomassie-Férbung bestitigt den

Einsatz dquivalenter Proteinmengen in der Kinasereaktion.
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3.1.5 C-terminale Bcl10-Phosphorylierung ist keine

Voraussetzung fiir primare NF-<B-Aktivierung

Die in dieser Arbeit prasentierten Daten zeigen, dass Phosphorylierung von Bcll0 direkt oder
indirekt von IKKf katalysiert wird und Inaktivierung von IKKB die CBM-Komplexbildung
verhindert. Allerdings sprechen u.a. die gegenldufige Kinetik von CBM-Komplexbildung und
Bcl10-Phosphorylierung gegen eine aktivierende Funktion der Bcell0-Phosphorylierung. Um
auszuschlieBen, dass C-terminale Phosphorylierung von Bell0 zur IKK/NF-kB-Aktivierung
benotigt wird, wurde die Fahigkeit der phosphorylierungs-defekten Mutante Bcll0 5xA im
Vergleich mit verschiedenen Epitop-markierten Bcll0-Konstrukten zur Stimulus-induzierten
Interaktion mit Carmal in transfizierten Jurkat T-Zellen getestet (Abbildung 3.16). Sowohl
Bcll10 5xA, wie auch Bcell0 1-140 und Bcll0 1-116 zeigen trotz mutierter oder deletierter
Phosphoakzeptorregion mit Bell0 WT vergleichbare Affinitdt zu endogenem Carmal nach
T-Zell Aktivierung mit PMA/Iono. Im Gegensatz dazu interagiert die Bcll0-Mutante L41Q,
deren Aminosdurcaustausch die Funktionalitit der CARD zerstort, nicht mehr mit Carmal.
Demnach ist unter den gegebenen experimentellen Voraussetzungen die funktionale CARD
zur Bildung des CBM-Komplexes ausreichend und eine potentielle C-terminale

Phosphorylierung von Bcl10 fiir die primére Bildung des Komplexes keine Voraussetzung.
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Abbildung 3.16 Die Bcll0-CARD vermittelt Stimulus-induzierte Bcll0-Carmal-Interaktion. Jurkat T-
Zellen wurden mit verschiedenen Epitop-markierten Bcll0-Konstrukten transfiziert und hinsichtlich der
PMA/Iono-induzierbaren Bcll0-Carmal-Interaktion untersucht. Mutation oder Deletion der C-terminalen
Phosphoakzeptor-Region von Bcll0 hat keinen Einfluss auf die primdre CBM-Komplexbildung. Eine

funktionale CARD ist dafiir unter den beschriebenen experimentellen Bedingungen ausreichend.
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Weiterfiihrend sollte festgestellt werden, ob Mutation der C-terminalen Bcll0
Phosphoakzeptor-Region eine Rolle auf NF-kB-aktivierende Mechanismen hat, die
moglicherweise CBM-Komplex unabhingig sind. Hierzu wurden RNAi-kombinierte
Rekonstitutionsexperimente in Jurkat T-Zellen durchgefiihrt (Abbildung 3.17). Als MaB fiir
die NF-kB-Aktivierung wurde die Stimulus-abhédngige Degradation von IkBa herangezogen.
Durch Behandlung der Zellen mit shRNA gegen Bcll0 wird die PMA/Iono-induzierte
Degradation von IkBa stark verzogert. Rekonstitution shBcll0-vorbehandelter Zellen mit
flag-markiertem Bcll0 WT oder Bcell0O 5xA, deren shBcll0-Hybridisierungssequenz durch
Einflihrung stiller Mutationen zerstort wurde, fiihrt in beiden Fillen zur Wiederherstellung der
Stimulus-abhingigen IkBa-Degradation auf das Niveau Leervektor-transfizierter

Kontrollzellen.
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Abbildung 3.17 C-terminale Phosphorylierung von BcllQ spielt keine Rolle bei primirer NF-kB-
Aktivierung. shBcll0-Behandlung von Jurkat T-Zellen verursacht die Verzogerung PMA/Iono-induzierter
Degradation von IkBa. Sowohl durch Expression von flagBcl10 WT wie auch durch Expression von flagBcl10

5xA wird die IkBa-Stabilisierung riickgingig gemacht.

Zusammengefasst belegen diese Experimente, dass Mutation der C-terminalen
Phosphorylierungsstellen von Bcll10 im Bereich zwischen Serin 134 und Serin 144 nicht die

primére Aktivierung von NF-kB beeinflusst.
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3.1.6 C-terminale Phosphorylierung von Bcl10 reguliert

Bindungsaffinitaten innerhalb des CBM-Komplexes

Unter 3.1.5 wurde gezeigt, dass die N-terminale CARD von Bcl10 zur Vermittlung der Bel10-
Carma-Interaktion ausreicht. Zur Charakterisierung moglicher Funktionen der C-terminalen
Region von Bcll0 in Bezug auf die Bcll0-Maltl-Bindung wurde die Interaktionsoberfléche
von Bcll0 und Maltl durch Kotransfektionsstudien in HEK293-Zellen ermittelt (Abbildung
3.18). Aus der Analyse flag-markierter Bcll0-Préizipitate geht hervor, dass die Bcll0-Maltl-
Interaktion nicht an die Funktionalitit der CARD gekniipft ist, vielmehr fiihrt eine
stufenweise Deletion des C-terminalen Bereichs von BcllO0 zu einer substantiellen
Schwiéchung der Interaktion. Diese Daten zeigen, dass die C-terminale Region von Bcll0,
welche die IKKpB-abhidngige Phosphorylierungsstelle beinhaltet, eine wichtige Funktion bei

der Bcl10-Maltl-Interaktion iibernimmt.
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Abbildung 3.18 Bestimmung der Maltl-Bindungsstelle von Bcell0. Stufenweise Deletion des C-terminalen
Bereichs von Bcll0 fithrt zu einer sukzessiven Schwichung der Bcll0-Maltl-Interaktion. Inaktivierung der
CARD von Bcll0 hat keinen Einfluss auf die Bindungsstirke. Zur besseren Ubersicht sind die verwendeten

Bcl10-Mutanten schematisch mit Kennzeichnung der Carmal- und Maltl-Interaktionsoberfldchen angegeben.

Weiterhin wurde im vorhergehenden Abschnitt aufgedeckt, dass der C-Terminus von Bcll0
offenbar nicht in die primire CBM-Komplexbildung involviert ist. Um eventuelle Einfliisse
C-terminaler  Bcl10-Phosphorylierung auf sekundidre Regulationsmechanismen zu
untersuchen, wurden die Proteinaffinitdten von Bcll0 zu Carmal und Maltl mit und ohne
Phosphoinduktion durch IKKf in kotransfizierten HEK293-Zellen genauer untersucht. Die
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Untersuchung von tapCarmal-Prizipitat zeigt, dass phosphoryliertes Bcll0 iiber die
Immunopréazipitation vom Carmal angereichert wird. Durch IKK[3-Kotransfektion zusitzlich
induzierte Bcll0-Phosphorylierung verstirkt diesen Effekt, es bindet fast ausschlielich
C-terminal phosphoryliertes Bcl10 an Carmal (Abbildung 3.19 a). Die CARD-vermittelte
Bcl10-Carmal-Bindung  erscheint ~ daher  durch  IKKp-abhingige  C-terminale
Phosphorylierung von Bcl10 verstérkt.

Interessanterweise fiihrt eine vergleichbar angelegte Analyse der Bcll0-Maltl-Interaktion
zu kontriren Effekten. Die Analyse von tapMaltl-Immunoprizipitat ergibt, dass

ausschlieBlich unphosphoryliertes Bcll0 mit Maltl koprizipitiert. (Abbildung 3.19 b).
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Abbildung 3.19  C-terminale Phosphorylierung von Bcll0 durch IKKP beeinflusst die Bcll0-
Bindungsaffinititen zu Carmal und Maltl. (a) Die Phosphorylierung von Bcl10 verstirkt die Bel10-Carmal-
Interaktion. Nach IKK(-Kotransfektion bindet hauptsédchlich C-terminal phosphoryliertes Bcl10 an Carmal. (b)
Im Gegensatz dazu schwicht IKKB-vermittelte Phosphorylierung von Bell0 die Bcll0-Maltl-Interaktion, da
C-terminal phosphoryliertes Bcll0 nicht mit Maltl koprézipitiert und (c¢) Maltl deutlich schwicher an
C-terminal phosphoryliertes Bell10 bindet.
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Umgekehrt fiihrt die Phosphorylierung von Bcll0 durch IKKP zur Reduktion der Bell0-
Maltl Affinitdt, es wird deutlich weniger Maltl mit phosphoryliertem als mit
unphosphoryliertem flagBcl10 koprézipitiert (Abbildung 3.19 c). Diese Ergebnisse deuten an,
dass IKK-vermittelte Phosphorylierung von Bcl10 im C-terminlen Bereich, der zuvor als
essentiell fiir die Bell0-Maltl Bindung identifiziert wurde, einen negativ-regulatorischen
Einfluss auf die Bcl10-Maltl Bindung hat, da phospho-Bcl10 schwécher oder gar nicht an
Maltl bindet.

Unter Beriicksichtigung der Daten aus 3.1.5 ergibt sich hieraus die Moglichkeit, dass die
Phosphorylierung von Bcl10 zwar nicht Voraussetzung fiir primidre Komplex Bildung ist, aber
dennoch Einfluss auf die Komplexaffinititen innerhalb des CBM-Komplexes als Teil eines

sekundéren Regulationssystems nimmt.

3.1.7 C-terminale Phosphorylierung von Bcl10 schwacht T-Zell

Aktivierung

Um zu iiberpriifen, ob C-terminale Phosphorylierung von Bcl10 bei der Aktivierung von T-
Zellen  unter  physiologischen  Bedingungen in  Form  eines  sekundéren
Regulationsmechanismus’ eine Rolle spielt, wurden Rekonstitutionsexperimente in priméren
Bcll10-defizienten T-Zellen durchgefiihrt. T-Zellen aus Bcll0 ,,Knock Out“-Méausen sind
aufgrund einer selektiven Blockade des NF-kB Signalweges nicht mehr in der Lage, nach
Inkubation mit T-Zell aktivierenden Stimuli proliferationsférdernde oder proinflammatorische
Zytokine wie IL-2 und TNFa zu produzieren [Ruland et al, 2001]. Zur Untersuchung des
Einflusses C-terminaler Bcll0-Phosphorylierung auf die Féhigkeit primérer T-Zellen,
Stimulus-induziert IL-2 und TNFo zu produzieren, wurden CD4" T-Zellen aus Bcll0
defizienten-Méusen retroviral mit flagBcll0 WT, flagBcll0 5xA und flagBcll0 L41Q
rekonstituiert.

Die T-Zellen Bcll10-defizienter Mause exprimieren aufgrund des genetischen Hintergrunds der
Tiere ausschlieBlich eine Isoform des Oberflachenproteins Thyl (,,Thymus Cell Antigen 1),
Thyl.2. Da die Moglichkeit besteht, Thyl.1, eine weitere Thyl-Isoform neben Thyl.2
selektiv mittels FACS-basierter Analyse zu detektieren, konnten erfolgreich infizierte T-Zellen
aufgrund der Expressionskopplung von BcllO0 und Thyl.1 iiber eine IRES (,Internal
Ribosome Entry Segment“)-Sequenz des retroviralen Vektors anhand der Thyl.1-

Oberflachenexpression identifiziert werden (Abbildung 3.20).
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Abbildung 3.20 Schematische Verdeutlichung der Identifizierung retroviral rekonstituierter, Bell0-
defizienter CD4" T-Zellen. T-Zellen der BcllO-defizienten Miuse exprimieren aufgrund des genetischen
Hintergrunds der Tiere ausschlieflich Thyl.2. Da die erfolgreiche Infektion zur simultanen ektopischen
Expression von Bcll0 und Thyl.1 fiihrt, konnten infizierte Zellen anhand von Thyl.1-Oberfldchenexpression
identifiziert werden. Die Fahigkeit zur Rekonstitution der Antigenrezeptor-vermittelten Zytokinproduktion durch

Bcl10-Expression wurde weiterfithrend analysiert.

Die Fahigkeit zur Wiederherstellung der Antigenrezeptor-induzierten Zytokinproduktion von
Bcell0 WT, BcellO0 5xA und BcellO0 L41Q wurde nach sechsstiindiger Aktivierung der
infizierten Zellen durch FACS-basierte Analyse der intrazelluliren IL-2- und TNFa-
Produktion bestimmt. Wie erwartet zeigen Thyl.1-negative und damit auch Bcll0-negative
Zellen keine CD3/CD28-Antikdrper- oder PMA/Iono-induzierbare Zunahme der
intrazelluldren Zytokinproduktion. Auch die mit der CARD-defekten Mutante Bcl10 L41Q
rekonstituierten Zellen sind nicht in der Lage, auf T-Zell aktivierende Stimuli zu reagieren.
Allerdings ergaben die Untersuchungen, dass ein signifikanter Anteil der retroviral infizierten
,,Knock Out“- T-Zellen nach Rekonstitution mit Bcll0 WT wieder auf T-Zell-aktivierende
Stimuli reagiert, gekennzeichnet durch den deutlichen Anstieg der intrazelluldren Produktion
von IL-2 und TNF-a. Dariiber hinaus ist die Fahigkeit der phosphorylierungs-defekten
C-terminalen Mutante Bcl10 5xA zur Wiederherstellung der Zytokinproduktion im Vergleich
mit Bcll0 WT noch einmal deutlich hoéher (Abbildung 3.21). Die Mutation der
Phosphoakzeptor-Serine von Bcll0 fithrt demnach zu einer Verstiarkung der T-Zell Antwort
auf CD3/CD28- oder PMA/Iono-Stimulation.
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Abbildung 3.21 Mutation der C-terminalen Phosphorylierungsstelle von Bcell0 verstirkt Zytokin-
Produktion in primiren T-Zellen. CD4" T-Zellen wurden retroviral mit Bcl10 WT, Bcll0 5xA und Bcll0
L41Q rekonstituiert und die intrazelluldre Zytokinproduktion per FACS analysiert. Koexpression von Bcll0 mit
dem Oberflachenmarker Thyl.1 ermdglicht die Identifizierung infizierter Zellen. Die Expression von Bcl10 WT
und Bcll0 5xA, aber nicht die Expression von L41Q stellt die Fahigkeit der Zellen zur CD3/CD28- oder
PMA/Iono-induzierten IL-2- und TNFa-Produktion wieder her. Im Vergleich mit Bcell0 WT ist die
Wiederherstellung der Antigenrezeptor-induzierten Zytokinproduktion durch Bell0 5xA deutlich effektiver. Dies
deutet auf eine negativ-regulatorische Funktion der C-terminalen Bcll0-Phosphorylierungsstelle hin. Zur
Kontrolle der Spezifitit wurden auch nicht infizierte Zellen analysiert, die keine induzierbare Zykokinproduktion

zeigen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Funktionalitdt der CARD von Bcll0 im Einklang mit den
Ergebnissen aus 3.1.5 auch in vivo fiir die Aktivierung von primiren T-Zellen essentiell ist.
Zusitzlich deuten die Beobachtungen eine negativ-regulatorische Funktion der C-terminalen

Serine 134, 136, 138, 141 und 144 von Bcl10 bei der Aktivierung von T-Zellen an, da deren
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Mutation in verstarkter Zytokinproduktion resultiert. Interessanterweise wurden diese Serine
in den Abschnitten 3.1.4 und 3.1.5 mit CBM-Komplex-interner Modulierung der
Bindungsaffinititen durch IKKf-abhidngige Phosphorylierung in Verbindung gebracht. Die
Analyse der Thyl.1 negativen, nicht infizierten Zellen belegt, dass die beobachteten Effekte

nach Rekonstitution in spezifischer Weise von der Bcl10-Expression abhingen.

3.2 Regulierung der CBM-Komplexaktivitat durch

Degradation von Bcl10

3.2.1 Lysosomale Degradation von Bcl10 nach T-Zell

Aktivierung

In Kapitel 3.1 dieser Arbeit werden Daten présentiert, die andeuten, dass C-terminale
Phosphorylierung von Bcll0 interne CBM-Komplexaffinitidten reguliert und dadurch zur
Modulierung der Zellantwort nach Aktivierung der Antigenrezeptor-vermittelten Signalwege
beitrdgt. Dabei handelt es sich um Prozesse, die bereits in den ersten Minuten nach Beginn der
Stimulation beobachtet werden konnten. Nach ldngerer Stimulationszeit treten
augenscheinlich andere Prozesse in den Vordergrund, wie die Analyse der Bcll0-Carmal-
Interaktion in Jurkat T-Zellen nach 90-miniitiger Stimulation durch PMA/Iono zeigt. Es fallt
auf, dass die Menge an prézipitiertem Bcll0-Protein mit zunehmender Stimulationsdauer
stark abnimmt und im Zuge dessen auch die Menge an koprizipitiertem Carmal reduziert ist

(Abbildung 3.22).
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Abbildung 3.22 Die Bcll0 Proteinmenge nimmt bei léingerer Stimulationszeit stark ab. Die Analyse der
Bcl10-Carmal-Interaktion in Jurkat T-Zellen zeigt, dass nach 90-miniitiger PMA/Iono-Stimulation die Menge an
direkt prézipitiertem Bcl10-Protein und im Zuge dessen auch die Menge an koprézipitiertem Carmal-Protein

stark abnimmt.

Weiterhin ist zu erwdhnen, dass unter den gegebenen experimentellen Bedingungen die

Phosphorylierung von Bcl10 nicht detektierbar ist. Da fiir die Experimente in Kapitel 3.2 ein
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anderer Zelllyse-Puffer zur Herstellung zytoplasmatischer Extrakte als unter 3.1 verwendet
wurde, konnte mogliche Instabilitdt der Bell0-Phosphoformen im verdnderten Milieu eine

Erklarung fiir die Beobachtung sein.

Die Untersuchung zytoplasmatischer Extrakte aus aktivierten Jurkat T-Zellen ergibt, dass die
Stimulation mit PMA zu einer stetigen Reduzierung des Bcl10-Proteinlevels fiihrt (Abbildung
3.23). Im Gegensatz dazu fiihrt TNFa-Stimulation der Zellen zwar zur Aktivierung von
NF-xB, angezeigt durch die Stimulations-abhingige Degradation von IkBa, der Level an
Bcl10-Protein bleibt in diesem Fall allerdings unveréndert. Es handelt sich hier also um eine
Beobachtung, die spezifisch mit T-Zell Aktivierung in Zusammenhang steht. Um zu
iiberpriifen, ob die beschriebenen Effekte auch in priméiren Zellen zu beobachten sind, wurden
humane Lymphozyten und murine CD4" T-Zellen mit T-Zell aktivierenden Stimuli behandelt.
Sowohl die Stimulation mit PMA/Iono als auch mit CD3/CD28-Antikorpern fiihrt zu einer

Reduktion der zytoplasmatischen Bcll0-Proteinmenge in primédren Zellen.
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Abbildung 3.23 T-Zellaktivierung zieht Reduktion der zytoplasmatischen Bcll0-Proteinkonzentration
nach sich. (a) Die Analyse von zytoplasmatischen Jurkat T-Zell Extrakten zeigt, dass PMA Stimulation, aber
nicht TNFa-Stimulation zur Reduktion der Bcl10-Proteinmenge fiihrt. Die Degradation von IkBa bestétigt die
Aktivierung der NF-kB-Signalkette, p65 Proteinlevel dokumentiert ausgeglichene Proteinladung. (b) Auch in
primiren humanen Lymphozyten und murinen CD4" T-Zellen induziert T-Zellaktivierung durch PMA/Iono oder

CD3/CD28-Antikdrper die Reduktion der Bell0-Proteinmenge.
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Weiterfiihrende Analysen konnten eindeutig zeigen, dass die Abnahme der BcllO-
Konzentration nicht auf den Transport des Proteins in unldsliche Zellkompartimente, sondern

auf Stimulus-induzierte Proteindegradation zuriickzufiihren ist [Scharschmidt et al, 2004].

Die Stimulus-induzierte Degradation von IkBo durch das 26S-Proteasom spielt bei der
Aktivierung von NF-kB eine zentrale Rolle. Um zu untersuchen, ob Bcll0 ebenfalls
proteosomal degradiert wird, wurden Jurkat T-Zellen vor der Aktivierung durch PMA mit den
Inhibitoren ALLN und MG132 vorbehandelt. Diese hemmen spezifisch die Funktion des
Proteasoms und stabilisieren Zielproteine des proteosomalen Abbauweges. Allerdings fiihrt
weder ALLN- noch MGI132-Vorbehandlung zur Stabilisierung des Bcll0-Proteinlevels
(Abbildung 3.24). Im Gegensatz dazu ist die IkBa-Degradation durch Vorbehandlung von
ALLN deutlich verzégert und durch MG132 nahezu blockiert, was die grundsitzliche
Wirkung der Substanzen belegt.
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Abbildung 3.24 Bcll0 wird nicht durch das Proteasom abgebaut. Die Analyse von Jurkat T-Zellextrakt zeigt,
dass Vorbehandlung der Zellen mit den proteosomalen Inhibitoren ALLN oder MG132 zwar die PMA-induzierte

Degradation von IxBa verhindert, aber keinen Einfluss auf die Stabilitdt von Bcl10 hat.

Es ist bekannt, dass membranstdndige Rezeptoren wie der TCR Signal-abhingig internalisiert,
in lysosomale Vesikel rekrutiert und degradiert werden, allerdings wurde bis heute kein
derartiger Regulationsmechanismus fiir zytoplasmatische Proteine aufgedeckt. Zur Analyse
der intrazelluldren Proteinlokalisation von Bcll0 wurden daher aktivierte Jurkat T-Zellen
konfokalmikroskopisch untersucht. Stimulation der Zellen durch PMA fiihrt zur
Akkumulation von BcllO in Vesikel-dhnlichen Strukturen (Abbildung 3.25 a). In

weiterfiihrenden ~ Immunofluoreszenzmikroskopie-Analysen =~ wurde  eine  partielle
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Kolokalisation von Bcll0 mit den lysosomalen Markerproteinen LAMPI1 (,,Lysosomal
Associated Membrane Protein 1) und Cathepsin B in den Stimulus-induziert gebildeten
Strukturen festgestellt [Scharschmidt et al, 2004]. Darauthin wurde unter Verwendung
pharmakologisch wirksamer Substanzen die Auswirkung lysosomaler Inhibitoren auf die
Proteinstabilitit von Bcl10 untersucht. Inkubation von Jurkat T-Zellen mit einer Kombination
der Inhibitoren Pepstatin A und Leupeptin, die Lysosomen-assozierte Proteasen hemmen,
filhrt zu einer deutlichen Stabilisierung des Bcll0-Proteins nach T-Zell Aktivierung durch
PMA (Abbildung 3.25 b). Gleichzeitig ist die Stimulus-induzierte Degradation von IkBa
nicht beeinflusst. Zusammengefasst deuten diese Ergebnisse an, dass zytoplasmatisches Bcl10
nach der Aktivierung von T-Zellen in lysosomale Vesikel rekrutiert wird und anschlieend

durch den lysosomalen Abbauweg degradiert wird.
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Abbildung 3.25 Lysosomen-Inhibition stabilisiert Bcll0 nach T-Zellaktivierung. (a) Analyse der
intrazelluldren Proteinlokalisation von Bcll0 in Jurkat T-Zellen. Nach PMA-Stimulation akkumuliert Bell0 in
Lysosomen-dhnlichen Strukturen. (b) Vorbehandlung von Jurkat T-Zellen mit den Protease-Inhibitoren Pepstatin
A und Leupeptin verzogert die PMA/Iono-induzierte Reduzierung des Bcll0-Proteinlevels. Dies deutet einen

Lysosomen-abhingigen Degradationsmechanismus fiir Bel10 an.

3.2.2 Bcl10-Phosphorylierung ist kein Signal fiir anschlieBende
Bcl10-Degradation

Zur Aufdeckung eines mechanistischen Zusammenhangs zwischen Bcll0-Phosphorylierung
und Bcll0-Degradation wurde die Stabilitdt von unphosphoryliertem Bcll10 im Vergleich zu
IKKB-abhingig phosphoryliertem Bcll0 analysiert (Abbildung 3.26). Hierfiir wurden
HEK293-Zellen mit Epitop-markiertem Bcll0 und IKKP kotransfiziert und mit
Cycloheximide (CHX), einem Inhibitor der de novo Proteinbiosynthese, inkubiert, um
eventuelle Stabilitdtsunterschiede der unterschiedlich schnell migrierenden BcllO-
Modifikationsformen zu identifizieren. Allerdings nimmt die Proteinmenge von

unphosphoryliertem und phosphoryliertem Bcll0 ohne de novo Synthese iiber die Zeit
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gleichméBig ab. Dies deutet an, dass die Phosphorylierung von Bcl10 nicht zur Stabilisierung

oder Destabilisierung des Proteins beitragt.

flagBcl10 + myclKKp
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Abbildung 3.26 Phosphorylierung von Bcl10 hat keinen Einfluss auf Proteinstabilitit. Die Analyse von
Kotransfektionsstudien in CHX-behandelten HEK293-Zellen ergibt, dass die Proteinmengen von C-terminal
phosphoryliertem und nicht-phosphoryliertem Bcll0 gleichméfig abnehmen. Dies bedeutet, dass die

Phosphorylierung weder Proteinabbau noch Proteinstabilisierung von Bell0 begiinstigt.

Im Einklang mit diesem Ergebnis steht die Beobachtung, dass Inhibition der IKK(-
Kinaseaktivitit durch Bay 11-7085 in PMA/Iono-stimulierten Jurkat T-Zellen zwar die
Stabilisierung von IkBa, nicht aber die Stabilisierung von Bcll10 nach sich zieht (Abbildung
3.27). Im Gegensatz dazu verzogert die Inhibition der Kinaseaktivitit von PKCO durch
Rottlerin sowohl die Degradation von IkBa als auch die von Bcll0. Diese Beobachtung
belegt, dass die Degradation von Bcll0 nach T-Zellaktivierung zwar von PKCO abhingig ist,

nicht aber durch IKKf-induzierte Phosphorylierung vermittelt wird.
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Abbildung 3.27 Bcl10-Degradation ist nicht abhiingig von IKKpB-Kinaseaktivitit. Die Analyse von
Rottlerin oder Bay 11-7085 vorbehandelten Jurkat T-Zellen zeigt, dass die PMA/Iono-induzierte Bcll0-
Degradation von PKCO-, aber nicht von IKKp-Kinaseaktivitit abhingt. Die unspezifische Bande (*)

dokumentiert ausgeglichen geladene Proteinmengen.
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3.2.3 Bcl10-Ubiquitinierung durch die HECT E3-Ubiquitin-
Ligasen Itch und Nedd4

In einer Vielzahl von Fillen stellt Ubiquitinierung das Signal fiir den Transport von Proteinen
in lysosomale Vesikel dar [Hicke und Dunn, 2003]. Zur Beantwortung der Frage, ob die
Stimulus-induzierte Degradation von Bcll0 auf Ubiquitin-vermittelte Prozesse zuriick zu
fithren ist, wurde der Ubiquitinierungsstatus von Bcll0 in ruhenden und aktivierten Jurkat
T-Zellen miteinander verglichen (Abbildung 3.28). Die Analyse von Bcll0-Prizipitat zeigt,
dass PMA- oder CD3/CD28-Stimulation die Polyubiquitinierung von BcllO induziert.
Langere Belichtungszeiten decken auch die Anwesenheit kurzkettiger
Ubiquitinmodifikationen auf, die im Allgemeinen mit lysosomaler Degradation in Verbindung
gebracht werden. Um auszuschlieen, dass ein mit Bcll0-assoziiertes Protein ubiquitiniert
wird, wurde die Bcl10-Ubiquitinierung unter Verwendung eines Zelllyse Puffers mit 1%iger
SDS-Konzentration durchgefiihrt. Die hohe Detergenz-Konzentration hat die Dissoziation
nicht-kovalent gebundener Proteine zur Folge, wobei kovalente Protein-Modifikationen wie
Ubiquitinierung bestehen bleiben. Auch unter derart stringenten Lyse-Bedingungen bleibt die
Stimulus-abhingige Bcll0-Ubiquitinierung detektierbar. Das schwichere Ubiquitin-Signal
kann dadurch erkldrt werden, dass die Immunoprazipitation von Bcll0 im Lyse-Puffer mit

hoher Detergenz-Konzentration deutlich weniger effizient ist.

1% SDS
Lyse Min.
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Abbildung 3.28 T-Zell Aktivierung induziert die Ubiquitinierung von Bcll10. Die Analyse von Bcll0-
Prézipitat aus PMA- oder CD3/CD28-stimulierten Jurkat T-Zellen ergibt, dass Bcl10 Signal-induziert auch unter
stringenten Zelllyse-Bedingungen (1% SDS) ubiquitiniert wird. Dadurch wird die Moglichkeit einer indirekten
Ubiquitinierung assoziierter Proteine ausgeschlossen. Lingere Belichtungszeit ermdglicht auch die Detektion

kurzkettiger Ubiquitinmodifikationen von Bcl10.
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Die Verkniipfung zwischen Ubiquitin und einem Akzeptor-Lysin des Substrats wird von E3-
Ubiquitin Ligasen katalysiert. Einige dieser Enzyme wie die HECT (,,Homology To The E6-
Associated Protein Carboxyl Terminus®) E3-Ligasen Itch und Nedd4 (,,Neural Precursor Cell
Expressed Developmentally Down-regulated 4°) oder die RING (,,Really Interesting New
Gene*) E3-Ligase Cbl-b (,,Casitas B-Lineage Lymphoma b*) sind durch biochemische
Analysen oder genetische Inaktivierung in Mausen mit der Regulation von T-Zell spezifischen
Mechanismen in Verbindung gebracht worden [Liu, 2004]. Wéhrend Ubiquitin von HECT
E3-Ligasen erst gebunden und dann auf das Substrat libertragen wird, unterstiitzen RING E3-
Ligasen den direkten Ubiquitin-Transfer vom E2-Enzym auf das Zielprotein. Hierbei nehmen
sowohl Ligasen des HECT-Typs als auch Ligasen des RING-Typs entscheidend Einfluss auf
die Substratspezifitit [Liu, 2004]. Um zu untersuchen, ob Itch, Nedd4 oder Cbl-b die
Ubiquitinierung von Bcll0O vermitteln, wurden Kotransfektionsstudien in HEK293-Zellen
durchgefiihrt. Hierfiir wurden Epitop-markiertes Bcl10, Ubiquitin und die unterschiedlichen
Ligasen koexprimiert und deren Einfluss auf die Bcll0-Ubiquitinierung untersucht. Die
Analyse von flagBcll10-Prizipitat zeigt, dass die HECT E3-Ligasen Itch und Nedd4 massiv
verstiarken (Abbildung 3.29 a). Im Gegensatz dazu ist die RING E3-Ligase Cbl-b nicht in der
Lage, die Ubiquitinierung von Bcl10 zu induzieren (Abbildung 3.29 b).
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Abbildung 3.29 Bcl10-Ubiquitinierung durch Itch und Nedd4. Koexpression von Itch oder Nedd4 mit
Bcll0 in HEK293-Zellen induziert Bcll0-Ubiquitinierung (a), wéhrend Koexpression von Cbl-b keinen
Effekt zeigt (b).
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3.2.4 Charakterisierung der Bcl10-Ubiquitinierung

Zur Beurteilung der Spezifitidt der Bcll0-Ubiquitinierung durch HECT E3-Ligasen wurden
die Grundlagen der Nedd4- und Itch-katalysierten Reaktion durch Koexpressionsstudien in
HEK293-Zellen und in Jurkat T-Zellen genauer untersucht (Abbildung 3.30). Die Aktivitat
von Nedd4 kann durch Mutation eines Cysteins der enzymatisch aktiven Doméne zu Alanin
(Nedd4 C/A) zerstort werden. Im Vergleich zu Nedd4 WT katalysiert Nedd4 C/A die Bcll0-
Ubiquitinierung um ein Vielfaches schwiécher. Zusitzlich ist die Nedd4-abhidngige Bcll0-
Ubiquitinierung unterbunden, wenn anstatt Bcll0 WT die BcllO-Punktmutante L41Q
koexprimiert = wird.  Diese  Ergebnisse  belegen, dass in  HEK293-Zellen
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Abbildung 3.30 Charakterisierung der Bcl10-Ubiquitinierung durch Nedd4 und Itch. Die Analyse von
Koexpressionsstudien in (a) HEK293-Zellen und (b) Jurkat T-Zellen zeigt, dass fiir Bcl10-Ubiquitinierung durch
Nedd4 und Itch die E3-Ligaseaktivitit und eine funktionale CARD von Bcl10 benétigt werden.
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und in Jurkat T-Zellen fiir die Ubiquitinierung von Bcl10 durch die HECT E3-Ligasen Itch
oder Nedd4 einerseits die katalytische Funktion der Enzyme und andererseits die

Adapterfunktion der CARD von Bcl10 benétigt wird.

Die Proteinsequenz von Bcll0 beinhaltet fiinfzehn potentielle Ubiquitin-Akzeptorlysine. Ein
Grofiteil davon befindet sich innerhalb der N-terminalen CARD. Um die genaue
Verkniipfungsstelle der Nedd4-abhingigen Bcll0-Ubiquitinierung zu ermitteln, wurde der
Ubiquitinierungsstatus von verschiedenen Bcl10-Lysinmutanten durch
Koexpressionsanalysen in HEK293-Zellen bestimmt (Abbildung 3.31). Interessanterweise ist
es nicht moglich, durch Mutation einzelner Lysine zu Arginin die Ubiquitinierung von Bcl10
zu verhindern. Vielmehr entsteht der Eindruck, das sukzessiver Austausch der Akzeptor-
Lysine die Gesamtubiquitinierung stetig driickt. Da die Bcl10-Mutante KO, bei der alle Lysine
durch Arginin ersetzt wurden, keine restliche Ubiquitinierung mehr zeigt, kann ein Lysin-

unabhingiger Verkniipfungsmechanismus allerdings ausgeschlossen werden.
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Abbildung 3.31 Eingrenzung der Bcll0-Ubiquitinierungsstelle. Koexpressionsanalysen von verschiedenen
Bcl10-Lysinmutanten und Nedd4 in HEK293-Zellen deuten an, dass die Nedd4-abhédngige Ubiquitinierung nicht
an einem bestimmten Lysin von Bcl10 stattfindet, sondern der Bcl10 Ubiquitinierungsstatus von der Gesamtzahl
verfiigbarer Lysine abhingt. Die Lysinmutante Bcl10 KO wird wie Bel10 L41Q nicht mehr ubiquitiniert. Zur
besseren Ubersicht sind die unterschiedlichen Bcl10-Lysinmutanten schematisch, zu Argenin mutierte Lysine in

rot (unterstrichen) dargestellt.
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Die Verkniipfung der einzelnen Ubiquitinreste untereinander zu einer Polyubiquitinkette
wiederum kann an unterschiedlichen Lysinen von Ubiquitin erfolgen. Da die Art der
Verkniipfung Auskunft tiber das Schicksal des ubiquitinierten Substrats gibt, sollte durch
Kotransfektionsstudien in HEK293-Zellen unter Verwendung von Ubiquitinmutanten
herausgefunden werden, welche Art der Verkniipfung in der durch Nedd4 synthetisierten
Polyubiquitinkette von Bcll0 vorliegt. Die am Besten charakterisierten Verkniipfungsarten
erfolgen iiber die Lysine K48 oder K63. Daher wurden fiir die Analyse einerseits
Ubiquitinmutanten verwendet, die an Position K48 oder K63 anstatt eines Lysins ein Arginin
besitzen (K48R, K63R), andererseits wurden Mutanten eingesetzt, bei denen alle Lysine aufler
K48 oder K63 zu Arginin mutiert sind (K48, K63). Die Analyse von flagBcl10-Prézipitat nach
Koexpression von Epitop-markiertem Bcll0 und Nedd4 mit Ubiquitin WT oder Mutanten
zeigt, dass unter Verwendung von Ubiquitin K48 oder K63 die Bcl10 Polyubiquitinierung
vollstandig unterdriickt wird (Abbildung 3.32). Im Gegensatz dazu fiihrt die Koexpression der
Mutanten K48R und K63R zu dhnlich starker Polyubiquitinierung wie mit Ubiquitin WT.
Dieses Ergebnis deutet an, dass die Verkniipfungsart der Nedd4-abhidngigen BcllO-
Ubiquitinierung weder K48 oder K63 basiert ist. Vielmehr besteht die Moglichkeit, dass
Nedd4 die Bildung von Polyubiquitinketten katalysiert, die liber eines der anderen Lysine in
Ubiquitin, z.B. K29, verkniipft sind.
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Abbildung 3.32 Polyubiquitinverkniipfung bei Nedd4-abhingiger Bcl10-Ubiquitinierung. Die
Koexpressionsanalyse von Bcll0 und Nedd4 mit unterschiedlichen Ubiquitinmutanten in HEK293-Zellen deutet
an, dass Nedd4 weder die Bildung von K48- noch von K63-polyubiquitiniertem Bcl10 katalysiert. Zur besseren
Ubersicht sind die unterschiedlichen Bcll0-Lysinmutanten schematisch dargestellt und zu Argenin mutierte

Lysine rot (unterstrichen) markiert.
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3.2.5 Inaktivierung von Nedd4 und Itch durch RNAI stabilisiert
Bcll0

Zur Beurteilung der physiologischen Bedeutung der HECT E3-Ligasen Itch und Nedd4 beim
Prozess Stimulus-induzierter Degradation von Bcll10 wurden RNAi-Experimente in Jurkat T-
Zellen durchgefiihrt. Dabei wurde der Effekt shRNA-vermittelter Inaktivierung von Itch und
Nedd4 auf die Stabilisierung des BcllO-Proteinlevels PMA/Iono-aktivierter Zellen durch
FACS-basierte Analyse untersucht. Grundlage hierfiir war die Visualisierung der Stimulus-
induzierten Degradation von Bcll0 durch einen Bcll0-spezifischen Fluorophor-gekoppelten
Antikorper. Die FACS-Analyse ruhender und PMA-aktivierter Jurkat T-Zellen ergibt, dass
sich bei histographischer Auftragung die Bcll0-spezifische Gesamtfluoreszenz Stimulus-
induziert zu niedrigeren Werten verschiebt (Abbildung 3.33). Dies entspricht einer
Fluoreszenz-Abschwichung, die durch die Degradation von Bcll0 hervorgerufen wird. Als
Kontrolle wurde parallel die intrazelluldre Farbung von Itch analysiert. Erwartungsgeméf
findet hier keine Fluoreszenz-Verschiebung statt, da fiir Itch keine Stimulus-induzierte

Degradation beobachtet wurde.

Bcl10 ltch
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Abbildung 3.33 FACS Analyse des PMA-induzierten Bcll0-Proteinabbaus. Intrazelluldre Farbung von
Bcl10 und Itch in Jurkat T-Zellen: PMA-Stimulation ruft bei Bcl10 eine Verschiebung der Fluoreszenzintensitét
zu niedrigeren Werten hervor, die den Proteinabbau von Bcll0 anzeigt. Im Gegensatz dazu verschiebt sich die

Fluoreszenz-Intensitét fiir Itch nicht.

Um die Inaktivierungseffizienz abzuschitzen, wurden Itch- und Nedd4-Proteinlevel shRNA-
behandelter Zellen mit pmU6-Kontrollzellen verglichen. In beiden Féllen wurde restliches
Protein detektiert. Dies kann durch die Anwesenheit toter Zellen nach der Elektroporation
oder eine nicht optimale Transfektionsrate erkldrt werden (Abbildung 3.34 a). Der

wesentliche Vorteil der FACS-basierten Untersuchung liegt darin, dass durch selektive
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Abbildung 3.34 Inaktivierung von Itch und Nedd4 stabilisiert Bcl10 nach T-Zell Aktivierung. Jurkat T-
Zellen wurden mit shRNA-kodierenden Vektoren gegen Itch und Nedd4 transfiziert und die Effekte auf PMA-
induzierten Bcl10-Proteinabbau analysiert. (a) Uberpriifung der Inaktivierung von Itch und Nedd4 durch
shRNA-Transfektion. (b) Einteilung der Hauptpopulation 72 Std. nach Elektroporation: durch Kotransfektion
eines EGFP-kodierenden Vektors wurden maximal transfizierte Zellen (Region R1) anhand der Intensitét griiner
Fluoreszenz identifiziert und von schwach transfizierten Zellen (Region R2) unterschieden. (c) Separate
Populationsanalyse Bcl10-geféarbter Zellen aus Region R1 und Region R2: in stark EGFP-positiven Zellen ist die
PMA-induzierte Fluoreszenzverschiebung im Vergleich zu pmU6 Leervektor-transfizierten Zellen durch shltch-
oder shNedd4-Expression deutlich abgeschwécht. Dies entspricht einer Stabilisierung von Bcll0 nach T-Zell

Aktivierung. In schwach EGFP-positiven Zellen dagegen hat die Kotransfektion von shRNAs keinen
stabilisierenden Effekt.

Populationsanalyse tote und ineffizient transfizierte Zellen ausgeschlossen werden konnen.
Daher wurde zur Bestimmung der Transfektionsrate der Zellen ein EGFP-kodierender Vektor

neben den shRNA-kodierenden Vektoren kotransfiziert. Auf diese Weise war es moglich, den
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Stimulus-induzierten Proteinabbau von Bcll0 in stark transfizierten Zellen (Region R1) im
Vergleich mit gering oder nicht transfizierten Zellen (Region R2) zu beurteilen (Abbildung
3.34 b). Wihrend EGFP-positive und EGFP-negative pmU6-Leervektor transfizierte
Referenzzellen eine dhnliche Abnahme der BcllO-Proteinmenge nach PMA-Stimulation
aufweisen, ist in shltch- und shNedd4-exprimierenden Zellen der stark EGFP-positiven
Population eine deutliche Stabilisierung von Bcll0 zu beobachten (Abbildung 3.34 ¢). Im
Gegensatz dazu findet keine Stabilisierung von Bcl10 in der schwach EGFP-exprimierenden
Population nach T-Zell Aktivierung statt. Die stabilisierende Wirkung der shRNAs gegen Itch
und Nedd4 ist somit auf Zellen mit einer hohen Transfektionsrate beschriankt. Dieses Ergebnis
belegt die physiologische Bedeutung von Itch und Nedd4 beim Stimulus-abhingigen
Proteinabbau von Bcl10, da durch effektive RNAi-vermittelte Inaktivierung der Ligasen die

PMA-induzierbare Degradation von Bcl10 in Jurkat T-Zellen inhibiert wird.

3.2.6 Die Degradation von Bcl10 dient der Deaktivierung TCR-

vermittelter NF-«B-Signaltransduktion

Bcl10-defiziente Méuse zeigen massive Defekte bei der TCR-vermittelten IKK/NF-kB-
Aktivierung [Ruland et al, 2001]. Es bestand daher die Moglichkeit, dass die Degradation von
Bcll0  einen inhibitorischen Einfluss auf die Antigenrezeptor-induzierte NF-«xB-
Signaliibertragung in aktivierten T-Zellen hat. Um mogliche Zusammenhinge zu untersuchen
wurden Jurkat T-Zellen mit PMA vorbehandelt, was zu einer nahezu vollstindigen
Degradation von Bcll0 fiihrt (Abbildung 3.35). Nach anschlieBender Restimulation durch
CD3- oder CD3/CD28-Antikdrper wurde die NF-kB-Aktivierung anhand der Stimulus-
abhéngigen IkBa-Degradation analysiert. Es zeigt sich, dass die durch Restimulation
induzierte NF-kB-Aktivierung in PMA-vorbehandelten Zellen im Vergleich zu Referenz-
Zellen deutlich verzogert ist. Dies deutet eine Inhibierung Antigenrezeptor-spezifischer
Signaliibertragung durch den Verlust von Bcl10 an. Da TNFa-induzierte NF-kB-Aktivierung
nicht beeinflusst wird, kann eine allgemeine Desensibilisierung der Zellen nach PMA-
Vorbehandlung ausgeschlossen werden. Detaillierte Analysen der Antigenrezeptor-abhdngigen
Signalwege ergaben, dass auch die kostimulativ—induzierte Aktivierung von MAP-Kinasen in
PMA-vorbehandelten Jurkat T-Zellen nicht beeintrdchtigt ist. Dadurch wurden mogliche
Antigenrezeptor-proximale Effekte, die zur Bcll0O-unabhingigen Desensibilisierung der
Zellen fiihren konnten, ebenfalls ausgeschlossen [Scharschmidt et al, 2004]. Unter

Beriicksichtigung der Ergebnisse aus T-Zellen Bcll0-defizienter Méause kann daher der
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Schluss gezogen werden, dass Bcll0-Degradation zur selektiven Deaktivierung des

Antigenrezeptor-abhingigen NF-kB Signalweges fiihrt.
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Abbildung 3.35 Bcl10-Degradation fiihrt zur Beendigung der Antigenrezeptor-induzierten NF-kB-
Aktivierung. Der Bcl10-Proteinlevel in PMA-vorbehandelten Jurkat T-Zellen ist stark reduziert. Restimulation
durch CD3- oder CD3/CD28-Antikorper deckt stark verzogerte IkBo-Degradation im Vergleich zu
Referenzzellen auf, was fiir eine Inhibierung des Antigenrezeptor-vermittelten NF-kB Signalweges steht. Im

Gegensatz dazu ist TNFa-induzierte NF-kB-Aktivierung durch PMA-Vorbehandlung nicht beeinflusst.

3.2.7 JInk induziert Bcl10-Degradation

Die MAP-Kinase Jnk wurde bis jetzt vor allem mit der Regulation des Transkriptionsfaktors
AP-1 in Verbindung gebracht, allerdings ist die genaue Funktion dieses Enzyms in
Lymphozyten noch nicht geklért. Unldangst konnte gezeigt werden, dass Itch in T-Zellen durch
Jnk-abhdngige Phosphorylierung aktiviert wird und darauthin die Ubiquitinierung und
Degradation der AP-1-Untereinheiten c-Jun und JunB vermittelt [Altman et al, 2000; Gao et
al, 2004]. Um zu untersuchen, ob Jnk eventuell iiber Itch auch in die Regulation der Signal-
abhingigen Bcll10-Degradation involviert ist, wurde der Effekt des spezifischen Jnk-Inhibitors
SP600125 in PMA/Iono-aktivierten Jurkat T-Zellen analysiert. Die Behandlung der Zellen mit
SP600125 fiihrt zu einer deutlichen Stabilisierung von Bcll0 nach T-Zell Aktivierung im
Vergleich zu Referenzzellen, die mit equivalenten Mengen an Losungsmittel inkubiert wurden
(Abbildung 3.36 a). Auch die Analyse von Bcll0-Prizipitat im Hinblick auf das Mal} an
PMA/Iono-induzierter ~ Bcl10-Ubiquitinierung  ergibt eine Reduktion des Bcll0-
Ubiquitinsignals in SP600125 behandelten Zellen (Abbildung 3.36 b). Diese Ergebnisse
deuten an, dass Jnk-vermittelte Prozesse die Ubiquitinierung von Bcll0 beeinflussen. Unter

Berticksichtigung der Daten in Bezug auf Itch- und Nedd4-vermittelte Degradation von Bcll0
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besteht Anlass zur Annahme, dass Jnk iiber die Regulation von Itch oder moéglicherweise

weiterer Ubiquitin-Ligasen die Stabilitit von Bcl10 steuert.
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Abbildung 3.36 Jnk-Inhibition stabilisiert Bel10. (a) Inkubation von Jurkat T-Zellen mit dem spezifischen
Jnk-Inhibitor SP600125 vor Aktivierung durch PMA/Iono verzogert die Degradation von Bcll0 und (b)
verringert das Mal} an Bcl10-Ubiquitinierung.
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4 Diskussion

Im Fokus dieser Arbeit standen T-Zell spezifische Prozesse, die im Zusammenhang mit den
Regulatorproteinen Carmal, Bcll0 und Maltl die transiente Natur der Antigenrezeptor-
vermittelten IKK/NF-kB-Aktivierung begriinden. Als Grundlage weiterfiihrender Analysen
sollte die Bildung des Carmal/Bcl10/Maltl (CBM)-Proteinkomplexes unter physiologischen
Bedingungen nachgewiesen werden. Die présentierten Daten belegen, dass Bcl10 und Maltl,
die bereits in unstimuliertem Zustand aneinander binden, erst nach T-Zellaktivierung mit
Carmal interagieren. Die Bildung des CBM-Komplexes erfolgt demnach in Abhéngigkeit von
T-Zell aktivierenden Stimuli. Basierend auf diesen Daten wurde gezeigt, dass CBM-
Komplexbildung und simultan auftretende Bcll0-Phosphorylierung von IKKp, einer der
regulatorischen Untereinheiten des IKK-Komplexes, abhidngig ist. IKK phosphoryliert Bel10
im C-Terminus, was eine interne Umlagerung der CBM-Komplexkomponenten bewirkt und
zur Ddmpfung primdrer CBM-Komplexaktivitit beitrdgt. Bei anhaltender Stimulierung der
Zellen treten Prozesse in Erscheinung, die verstirkt zur transienten Natur der
Antigenrezeptor-induzierten NF-kB-Aktivierung beitragen. Zusitzlich zur Phosphorylierung
tritt auch Stimulus-abhédngige Bcl10-Ubiquitinierung durch die HECT E3-Ubiquitin-Ligasen
Itch und Nedd4 auf. Die Ubiquitinierung dient als Signal fiir die lysosomale Degradation von
Bcl10, wodurch eine wichtige Signalkomponente des CBM-Komplexes der Signalkette

funktionell entzogen und eine konstitutive Signalweiterleitung verhindert wird.

4.1 IKKB Funktion bei der CBM-Komplexbildung

Die am Besten charakterisierte Funktion des IKK-Komplexes liegt in der Phosphorylierung
des NF-kB-Inhibitorproteins IkBoa, welches nach anschlieBender Ubiquitinierung und
Degradation transkriptionsaktive NF-kB-Dimere freigibt. Dabei fungiert der IKK-Komplex
als zentrale Schaltstelle diverser Rezeptor-initiierter Transduktionskaskaden, die durch
unterschiedliche Stimuli aktiviert werden und eintreffende Signale in den Zellkern

weiterleiten.

Bisher wurde angenommen, dass in T-Zellen Antigenrezeptor-vermittelte Signale in
hierarchischer Weise liber den CBM-Komplex an den IKK-Komplex weitergeleitet werden.
Die in dieser Arbeit prasentierten Daten modifizieren das gingige Modell. Die Ergebnisse der

RNAi-Analysen zeigen, dass IKK[ bereits fiir die Bildung des CBM-Komplexes bendtigt
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wird. Da unter Verwendung pharmakologischer IKK[-Inhibitoren die CBM-Komplexbildung
ebenfalls unterbunden wurde, iibt IKKP nicht nur eine sterische Funktion bei der

Komplexbildung aus, es wird auch die enzymatische Aktivitdt der Kinase bendtigt (s. 3.1.2

und 3.1.3).

Interessanterweise bindet IKKP konstitutiv an die CBM-Komplexkomponente Maltl
(s. 3.1.2). Maltl kann daher eine wichtige vernetzende Eigenschaft als
Interaktionsschnittstelle zwischen CBM- und IKK-Komplex zugeschrieben werden.
Moglicherweise wird die Interaktion beider Komplexe iiber Maltl durch Rekrutierung von
Casp8 stabilisiert, da gezeigt wurde, dass Casp8 Stimulus-induziert sowohl an den CBM- als
auch an den IKK-Komplex bindet [Su et al, 2005]. In einer unabhéingigen Studie wird der
Kinase PDK1, die simultan den CBM-Komplex, den IKK-Komplex und PKCH in definierte
Mikrodoménen der immunologischen Synapse rekrutiert, eine integrative Funktion bei der
Antigenrezeptor-vermittelten Signalweiterleitung zugeschrieben [Lee et al, 2005]. Unter
zusiatzlicher Beriicksichtigung der in dieser Arbeit présentierten Daten zeichnet sich ein nicht-
hierarchisches Modell der Antigenrezeptor-vermittelten Signalweiterleitung ab. Die
Gesamtheit der Analysen deutet an, dass mnach T-Zell Aktivierung ein
Multikomponentenkomplex an der Membran gebildet wird, der fiir die Weiterleitung NF-xB-
spezifischer Signale zustindig ist. Durch funktionelle oder sterische Inaktivierung einer
beteiligten Komponente kommt es zu Defekten bei der Bildung des

Multikomponentenkomplexes und dadurch zu Defekten bei der Signalweiterleitung.

Die unerwartete Funktion von IKKp bei der Bildung des CBM-Komplexes ldsst sich am
Besten durch Inaktivierungs-bedingte sterische Defekte eines Multikomponentenkomplexes
erkliren. Uber die katalytische Funktion von IKKp bei der Bildung dieses Komplexes kann
zum derzeitigen Zeitpunkt nur spekuliert werden. Moglicherweise findet eine initiale,
schwache IKKp-Aktivierung durch direkte Phosphorylierung einer vorgelagerten, noch
unbekannten Kinase statt. Fiir nachhaltige Signaltransduktion im weiteren Verlauf ist dann die
Bildung des Multikomponentenkomplexes Voraussetzung, wobei Signale vom transient
aktivierten IKK-Komplex fiir die Bildung des Multikomponentenkomplexes bendtigt werden.
Unlidngst wurde gezeigt, dass Carmal nach T-Zell Aktivierung innerhalb einer ,,Linker*-
Region zwischen CC- und PDZ-Domine phosphoryliert wird [Matsumoto et al, 2005;
Sommer et al, 2005]. Weiter wurde postuliert, dass diese Phosphorylierung zu einer
Konformationsdnderung von Carmal fiihrt, die die CARD-CARD Interaktion mit Bel10 erst

ermoglicht. Bei einigen dieser Carmal-Phosphoakzeptorstellen handelt es sich um
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Konsensus-Phosphorylierungssequenzen von PKC, die in vitro von PKCO phosphoryliert
werden. Interessanterweise wurde durch Mutation des Serins 565 zwar die Antigenrezeptor-
induzierte NF-kB-Aktivierung beeintrichtigt, allerdings konnte PKCH in diesem Fall nicht als
Kinase identifiziert werden. Es besteht daher die Moglichkeit, dass weitere Kinasen wie
IKK}, die Teil des sich bildenden Multikomponentenkomplexes sind, in die Regulation der
phosphorylierungsbasierten Aktivierung von Carmal eingreifen und dadurch das primér

PKCO-abhingige Signal substanziell verstarken [Rueda und Thome, 2005].

Unter physiologischen Bedingungen wird ein Kostimulationssignal flir produktive T-Zell
Aktivierung benotigt. Allerdings ist nach wie vor nicht vollstindig geklirt, welchen Beitrag
das Kostimulationssignal hierbei auf molekularer Ebene leistet [Acuto et al, 2003]. Es konnte
daher sein, dass eine schwache transiente IKK/NF-kB-Aktivierung durch TCR Signale
ausgelost wird, die erst in Kombination mit CD28-abhéngigen kostimulativen Signalen zur
Bildung des CBM/IKK-enthaltenden Multikomponentenkomplexes fithrt und nachhaltige
Signaltransduktion ermdglicht. Diese Theorie wird von der Beobachtung gestiitzt, dass
Antigenrezeptor-vermittelte Signaltransduktion bereits ohne vollstindigen Aufbau des
Proteinnetzwerks der immunologischen Synapse moglich ist, fiir nachhaltige Aktivierung

jedoch bendtigt wird [Lee et al, 2002; Horejsi, 2005].

4.2 Der Zusammenhang zwischen CBM-Komplexbildung

und Phosphorylierung von Bcl10

Zeitgleich mit der TCR/CD28-induzierten CBM-Komplexbildung tritt die Phosphorylierung
der Komplexkomponente Bcll0 auf (s 3.1.1). In bisherigen Studien konnte zwar eine
Phosphorylierung von Bcll0 nach Antigenrezeptor-Aktivierung nachgewiesen werden,
sowohl die zugrunde liegenden Mechanismen als auch die physiologische Funktion dieser
Modifikation blieben aber unklar. Es wurde vorgeschlagen, dass RIP2 (,,Receptor Interacting
Protein 2°), eine Serin/Threonin Kinase, die iiber eine N-terminale CARD an Bcl10 bindet,
fiir Bel10-Phosphorylierung verantwortlich sein konnte [Ruefli-Brasse et al, 2004]. Die stark
eingeschrinkte Proliferation, IL-2 Produktion und Bcll0-Phosphorylierung in T-Zellen RIP2-
defizienter Maiuse unterstiitzen zwar diese Annahme, der Nachweis direkter Bcll0-
Phosphorylierung durch RIP2 konnte jedoch nicht erbracht werden [Chin et al, 2002;
Kobayashi et al, 2002].
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Die hier prédsentierten Daten legen nahe, dass die Bildung des CBM-Komplexes und die
Phosphorylierung von BcllO0 in direktem Zusammenhang stehen. RNAi-vermittelte
Inaktivierung von Carmal und Maltl fiihrt in beiden Féllen zur Unterdriickung der
Antigenrezeptor-induzierten Bcll0 Phosphorylierung. Interessanterweise tritt auch nach
Inaktivierung von IKK[ sowohl durch pharmakologische Inhibitoren als auch durch RNAi
neben Defekten bei der CBM-Komplex Bildung keine Phosphorylierung von Bcl10 mehr auf
(s. 3.1.2 und 3.1.3). Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass entweder als
Folge  shIKKp-vermittelter = Unterdriickung der  CBM-Komplexbildung  keine
Phosphorylierung von Bcll0 mehr stattfindet oder dass die Kinaseaktivitdt von IKK[ fiir die
Phosphorylierung von Bcll0 direkt bendtigt wird. Es galt daher zu kléren, ob die
Phosphorylierung von Bcl10 als Signal fiir die Bildung des CBM-Komplexes fungiert oder ob
Bcl10-Phosphorylierung eine Folge der CBM-Komplexbildung ist, vor allem aber inwieweit
IKKp an der Phosphorylierung beteiligt ist.

4.3 IKKpB-Funktion bei der Phosphorylierung von Bcl10

Um die Rolle von IKK( bei der Phosporylierung von Bcll0 zu beurteilen, wurden
Kinasereaktionen mit gereinigtem GSTBcll0 als Substrat durchgefiihrt (s. 3.1.4). Diese
zeigen, dass GSTBcl10 zwar nur sehr schlecht von rekombinantem IKKp, aber effizient durch
IKKB- und IKKy-Prézipitat aus aktivierten Jurkat T-Zellen phosphoryliert wird. Im Vergleich
dazu wird IkBa sowohl durch rekombinantes IKKP als auch durch IKK-Pridzipitat aus
aktivierten Jurkat T-Zellen effizient phosphoryliert. Diese Ergebnisse deuten an, dass fiir die
Phosphorylierung von Bcll0 durch IKKP die Anwesenheit eines Kofaktors erforderlich ist,
der durch IKK-Immunoprizipitation koprizipitiert, bei der Reinigung des rekombinanten
Proteins allerdings abgetrennt wird. Dabei konnte es sich um einen sterisch stabilisierendes
Protein ohne eigene enzymatische Aktivitit oder aber auch um eine IKK[-abhdngig
regulierte, noch unbekannte Kinase handeln. Weiterfiihrende Analysen allerdings stiitzen die
Annahme, dass Bcll0 ein direktes IKK[-Substrat ist, da ein der Kinasereaktion zugesetzter
pharmakologisch wirksamer IKKB-Inhibitor die Phosphorylierung von Bcll0 verhindert (A.

Oeckinghaus, unveréftentlichte Daten).

Die Stimulus-abhingige Phosphorylierung von IkBa und Bcel10 zeigt unterschiedliche in vivo
Kinetiken. Wihrend IxBa bereits nach fiinf Minuten T-Zell Stimulation fast vollstindig

degradiert ist, wofiir eine noch schnellere Phosphorylierung des Proteins Voraussetzung ist,
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steigt die Phosphorylierung von Bcl10 innerhalb von 30 Minuten stetig an. Der Grund fiir die
Verzogerung konnte eine geringere Affinitdt zum Substrat sein, die sich auch in den
durchgefiihrten Kinasereaktionen wiederspiegelt. Wiahrend GSTIkBa in vitro bereits von
IKK-Prizipitat aus nicht aktivierten Jurkat T-Zellen phosphoryliert wird, tritt eine
Phosphorylierung von Bcll0 erst nach Stimulation auf und ist unter Einsatz dquivalenter

Mengen an Substrat vergleichsweise schwicher.

4.4 IKKB phosphoryliert Bcl10 im C-Terminus

Die Analyse der Bcll0-Proteinsequenz ergab keine offensichtliche Sequenzhomologie zu den
Phosphoakzeptorbereichen bekannter IKKp-Substrate wie den kleinen zytosolischen IxBs
oder p105. Eine mogliche Erklarung hierfiir ist, dass die Phosphorylierungsstellen aller bisher
bekannten IKKB-Substrate auch als Erkennungssequenzen fiir den B-TrCP-enthaltenden SCF-
Ubiquitin-Ligasekomplex dienen. Da Proteine mit Sequenzhomologie zur IkBao-
Phosphorylierungsstelle existieren, die nicht von IKK[ erkannt werden, z.B. B-Catenin oder
Vpu, scheint die Aminosduresequenz der Phosphorylierungsstelle eher durch die
Wechselwirkung mit B-TrCP als mit IKKp bestimmt zu sein. Umgekehrt besteht also
durchaus die Moglichkeit, dass IKK[3-Substrate existieren, die zwar phosphoryliert, aber nicht
von B-TrCP erkannt werden und daher auch keine direkte Sequenzhomologie zu den

erwihnten Substraten aufweisen (Abbildung 4.1).

Bcl10 wird nicht nur durch IKK-Prézipitat aktivierter Jurkat T-Zellen, sondern auch nach
Kotransfektion von Bell10 und IKK in HEK293-Zellen effizient phosphoryliert. Dies spricht
dafiir, dass ein eventuell bendtigter Kofaktor in HEK293-Zellen vorhanden ist oder in seiner
Funktion durch verstidrkte Expression von IKKf ersetzt werden kann. Daher wurden
Koexpressionsstudien zur exakten Bestimmung der IKK(-abhéngigen Phosphoakzeptorstelle
von Bcll0 in HEK293-Zellen durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigen, dass mehrere Serine im
C-terminalen Bereich von Bcll0 phosphoryliert werden (s. 3.1.4). Erst die Mutation der
Serine 134, 136, 138, 141 und 144 zu Alanin unterbindet die Phosphorylierung von Bcl10
(Bcll0  5xA). Die  Tatsache, dass mehrere IKKB-abhingig modifizierbare
Phosphoakzeptorserine  existieren, spiegelt auch das  Migrationsverhalten von
phosphoryliertem Bcll0 wieder. Nach IKKpB-Koexpression und T-Zell Aktivierung treten
mehrere langsamer migrierende, Phosphatase-sensitive Bcll0-Banden auf, die die

Anwesenheit multipler Phosphorylierungsstellen andeuten. Allerdings war es nicht mdglich,
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bestimmten Serinen der relevanten Region einzelne Phospho-Banden zuzuordnen. Es kann
daher nicht ausgeschlossen werden, dass die Phosphorylierung einzelner Serine der IKKp-
abhéngigen Phosphoakzeptorstelle als Signal fiir weitere Phosphorylierung an anderen
Akzeptorstellen, die nicht im Bereich zwischen Serin 134 und Serin 144 von Bcll0 liegen,

dient.

Substrat Phosphorylierungsstelle Kinase
[kBa DRH|DS GIL D|S|M K K

IxBp EWC|DSGILG|s|lLGP

By S QYDSG|IE|SLR S IKKB
p105 RD S|DSV|CD[S|GVE

Foxo3a LTS|DSL|SH|ISDVM

B-Catenin SYL S G|I slgarT GSK3p
Vpu DAE|DSG|INE[S|DGD CKil
Konsensus DS ¥|X X|S

Bcl10 NNLSRSNSDESNFSEKL IKKB

Abbildung 4.1 Sequenzvergleich der Phosphoakzeptorstellen unterschiedlicher IKKB-Substrate. Die
Phosphoakzeptorstellen der IKKp-Substrate IxBa/B/y, pl05 und Foxo3a zeigen Sequenzhomologie zur
Phosphoakzeptorstelle von B-Catenin und Vpu, die keine IKK(3-Substrate sind, da der relevante Bereich auch als
Erkennungssequenz fiir B-TrCP dient (Konsensus-Sequenz: ¥ = hydophober Rest, X = beliebiger Rest). Die

Phosphoakzeptorstelle von Bell0 zeigt keine Homologie zur einem der anderern Proteine.

4.5 Umbau und negative Regulation des CBM-Komplexes

durch Bcl10-Phosphorylierung

Durch die in dieser Arbeit prisentierten Analysen wird Bel10 als ein potentielles Substrat von
IKK} identifiziert. Zur Beurteilung der physiologischen Relevanz dieses Prozesses wurden
mehrere Beobachtungen herangezogen, die eine duale Funktion von IKKf in Bezug auf die
Wechselwirkung mit dem CBM-Komplex andeuten. Einerseits spielt IKK[, wie bereits
diskutiert, eine essentielle Rolle bei der Bildung des CBM-Komplexes, andererseits sprechen
folgende Punkte fiir eine negativ-regulatorische Wirkung IKKp-vermittelter BcllO-
Phosphorylierung auf die Aktivitit des CBM-Komplexes.

1. Da Bcl10 nach RNAi-vermittelter Inaktivierung von Carmal nicht mehr Stimulus-
induziert phosphoryliert wird, tibernimmt die Phosphorylierung von Bcll10 offensichtlich
keine aktivierende Funktion bei der CBM-Komplexbildung (s. 3.1.3). Wire die
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Phosphorylierung das Signal fiir die Bildung des Komplexes, so miisste Bcll0 auch in
Abwesenheit von Carmal phosphoryliert werden, es sei denn, Carmal rekrutiert die fiir die
Phosphorylierung verantwortliche Kinase. Die Daten sprechen aber eher dafiir, dass Maltl
diese Briickenfunktion {ibernimmt, da IKK[P konstitutiv an Maltl bindet. Eine derartige
vernetzende Rolle von Maltl wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dass Maltl-
Inaktivierung sowohl die Stimulus-induzierte Carmal-Bcl10-Interaktion als auch die Bcll0-

Phosphorylierung unterbindet.

2. Die Bcl10-CARD allein reicht fiir die Vermittlung der Stimulus-abhidngigen Carmal-
Bcl10 Interaktion aus (s. 3.1.5). Daher wird der C-terminale Teil des Proteins, der die
potentiell relevante Phosphorylierungsstelle enthélt, fiir primdre CBM-Komplexbildung nicht
benotigt.

3. Bcll0 WT und die phospho-defiziente Bcll0-Mutante 5xA besitzen die gleiche
Effizienz zur primédren Aktivierung von NF-xB, wie durch Analyse rekonstituierter Jurkat T-

Zellen nach RNAi-vermittelter Inaktivierung von endogenem Bcl10 gezeigt wurde (s. 3.1.5).

4. Koexpressionsstudien in HEK293-Zellen ergeben, dass IKKB-vermittelte BcllO-
Phosphorylierung die Bindungsaffinititen der CBM-Komplexkomponenten beeinflusst
(s. 3.1.6). Im Gegensatz zur Bcl10-Carmal-Bindung, die durch Bcl10-Phosphorylierung eher
verstiarkt wird, fiihrt die Phosphorylierung von Bcll0 zur Schwichung der Bcell0-Maltl-
Interaktion. Interessanterweise wurde Maltl als eine essentielle Komponente bei der
Aktivierung des IKK-Komplexes beschrieben [Sun et al, 2004; Zhou et al, 2004]. Eine
substantielle Schwéchung der Bcll0-Maltl-Bindung zugunsten der Bcll0-Carmal-Bindung
konnte daher zu einer Ummodellierung des Komplexes fiihren, die eine effektive
Signalweiterleitung nicht weiter unterstiitzt. Bcll0-abhéngige Oligomerisierung von Maltl
gilt als Voraussetzung flir die Aktivierung der Traf6 E3-Ubiquitin Ligase, die wiederum zur
Aktivierung des IKK-Komplexes bendtigt wird [Sun et al, 2004]. Im Gegensatz dazu wird in
einer anderen Studie der CLD von Maltl eigenstindige Ubiquitin-Ligaseaktivitit bei der
IKK-Aktivierung zugeschrieben [Zhou et al, 2004]. Unabhéngig davon, ob Maltl selbst eine
enzymatische Funktion besitzt, ist es denkbar, dass die Schwichung der Bcll0-Maltl-
Affinitidt weitreichende Folgen auf die Oligomerisierungsfahigkeiten der Proteine hat und

damit reprimierenden Einfluss auf die IKK/NF-kB-Aktivierung nimmt.

5. Die Analyse von T-Zellen Bcll0-defizienter Mause, die retroviral mit Bcl10 WT oder
der phosphorylierungsdefekten Mutante Bcll0 5xA rekonstituiert wurden, unterstiitzt die
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Abbildung 4.2 Maogliche physiologische Funktion der Bcl10-Phosphorylierung. Die kostimulativ-induzierte
Bildung des CBM-Komplexes ermdglicht IKK/NF-kB- und T-Zell Aktivierung. Durch simultan auftretende
IKK-abhingige Phosphorylierung von Bcl10 wird eine Umordnung des CBM-Komplexes eingeleitet, die zur
Dampfung des urspriinglichen Signals fiihrt.
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Hypothese, dass C-terminale Bcll10-Phosphorylierung einen negativ-regulatorischen Einfluss
auf die Weiterleitung T-Zell aktivierender Signale hat (s. 3.1.7). Die Rekonstitution der Zellen
mit Bcll0 WT gibt einem signifikanten Teil der infizierten Zellen die Féhigkeit zur
Antigenrezeptor-induzierten Zytokinproduktion zuriick. Da die IL-2/TNFoa-produzierende
Population der Bel10 5xA exprimierenden Zellen vergleichsweise grofer ist als bei Bel10 WT
exprimierenden Zellen, konnte gezeigt werden, dass die C-terminalen Serine
134/136/138/141/144 von Bcl10 eine wichtige reprimierende Funktion bei der Modulierung
der T-Zellantwort spielen.

Zusammengefasst legen diese Beobachtungen folgenden Mechanismus fiir die
Antigenrezeptor-induzierte IKK/NF-kB-Aktivierung nahe (Abbildung 4.2): T-Zell
Kostimulation flihrt zur Phosphorylierung einer Vielzahl Rezeptor-proximaler Signalproteine,
wodurch die Aktivierung der Kinasen PDKI1, PKCO und IKKp eingeleitet wird. Diese
Prozesse fiihren zur Bildung eines Multikomponentenkomplexes an der Membran, der u.a die
CBM- und IKK-Subkomplexe beinhaltet. Die Bildung des CBM-Komplexes ermdglicht die
nachhaltige Aktivierung des IKK-Komplexes iiber einen noch unbekannten Mechanismus, der
aber wahrscheinlich iiber Bell0-abhéngige Oligomerisierung von Maltl verlauft. Um bereits
in der Frithphase der T-Zell Aktivierung eine Uberreaktion zu vermeiden, werden
autoregulative Mechanismen aktiviert. IKKf ist nicht nur in der Lage, die Signalweiterleitung
durch Phosphorylierung von IkBa voranzutreiben. Neben IkBoa ist auch die CBM-
Komplexkomponente Bel10 ein Substrat von IKKf. IKKp-vermittelte Phosphorylierung von
Bcl10 induziert eine Umlagerung innerhalb des CBM-Komplexes, der die Affinitidt von Bcl10
und Maltl reduziert und eine Abschwichung der Signalweiterleitung moglicherweise durch
verminderte Oligomerisierungstendenz nach sich zieht. Ein derartiger Mechanismus wiirde
auch der beobachteten Kinetik der BcllO-Phosphorylierung Rechnung tragen, die in den

ersten 30 Minuten nach T-Zell Aktivierung kontinuierlich stirker wird.

4.6 Bcl10-Degradation durch HECT E3-Ligasen

Die kostimulativ-induzierte NF-kB-Aktivierung in T-Zellen ist von vergleichsweise
transienter Natur. Zusétzlich zur reprimierend wirkenden Phosphorylierung von Bcll0 treten
bei nachhaltiger Aktivierung Mechanismen in Erscheinung, die trotz anhaltender Stimulation
zur volligen Inhibierung der IKK/NF-kB-Aktivitdt filhren. Dabei stellt sich heraus, dass

erneut die CBM-Komplexkomponente Bel10 als Regulatorelement genutzt wird.
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Die in dieser Arbeit prasentierten Daten zeigen, dass Bcl10 nach T-Zell Aktivierung nicht nur
phosphoryliert, sondern auch degradiert wird (s. 3.2.1). Die Kinetik der Bcl10-Degradation ist
dabei deutlich langsamer als die der Bcl10-Phosphorylierung. Die Degradation fiihrt zu einer
wirksamen Reduktion des zytoplasmatischen Proteinlevels von Bcll10 innerhalb der ersten 45
Minuten nach T-Zell Aktivierung, wodurch das Protein der Signaltransduktionskette als
funktioneller Baustein entzogen wird. Dies hat zur Folge, dass eine effiziente Bildung des
CBM-Komplexes unterbunden und die Aktivierung der IKK/NF-kB-Signalkette selektiv

blockiert wird.

Weiterfiihrende Analysen zeigen, dass Bcll0 vor der Degradation Antigenrezeptor-induziert
ubiquitiniert wird, wobei Bcll0 als Substrat der Ubiquitin-Ligasen Itch und Nedd4
identifiziert werden konnte (s. 3.2.3). Beide Enzyme gehdren der Familie der Nedd4-
dhnlichen HECT E3-Ubiquitin-Ligasen an, die mit der Degradation einer Reihe von
Substraten in unterschiedlichen Geweben, aber auch mit T-Zell spezifischen Funktionen in
Verbindung gebracht wurden [Ingham et al, 2004; Liu, 2004]. Itch-defiziente Méuse zeigen
massive immunologische Storungen, u.a ausgeldst durch hyperproliferierende T-Zellen.
Andere Studien zeigen, dass die Nedd4- und Itch-abhingige Degradation von PKCO und
PLCyl zur Auslosung von Anergie beitrdgt [Hustad et al, 1995; Fang et al, 2002; Mueller,
2004].

Da Bcl10-Phosphorylierung und Bcl10-Ubiquitinierung simultan auftreten, wurde untersucht,
ob IKKp-vermittelte Phosphorylierung von Bcll0 in Anlehnung an den Mechanismus der
Stimulus-induzierten Degradation von IkBa als Signal fiir anschlieBende Ubiquitinierung
dient. Durch pharmakologische Inhibition der IKKp-Kinaseaktivitit wird zwar die
Degradation von IkBa., aber nicht die von Bcll0 verzogert (s. 3.2.2). Dieses Ergebnis belegt,
dass Bcl10-Degradation und Bcll0-Phosphorylierung mechanistisch unabhingig voneinander
ablaufen. Da die Inaktivierung von IKKP die Bildung des CBM-Komplexes ebenfalls
verhindert, kann vermutet werden, dass Bcll0-Degradation auch unabhéngig von der CBM-
Komplexbildung stattfindet. Allerdings wird die Degradation von Bcl10 durch Inhibition der
PKCO-Kinaseaktivitdt verhindert. Zusidtzlich besitzt rekombinant exprimiertes PKCO die
Féhigkeit, Bcl10 in Kinasereaktionen mit gereinigten Proteinen effizient zu phosphorylieren
(D. Krappmann, unverdffentlichte Beobachtungen). Da jedoch die Koexpression von PKCO
und Bcl10 nicht zur Destabilisierung von Bcel10 fiihrt und Bell0-Ubiquitinierung nach PKCO-

Koexpression aufgrund von technischen Problemen nicht analysiert werden konnte, ist zum
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derzeitigen Augenblick keine Aussage TUber eventuell PKCO-gesteuerte BcllO-
Phosphorylierung als Signal fiir Bcl10-Degradation moglich.

4.7 Der lysosomale Abbauweg

Signal-induzierte Ubiquitinierung von Proteinen kann in unterschiedlichen Varianten auftreten
und eine Vielzahl zelluldrer Funktionen steuern. Der Ubiquitinrest wird in einem dreistufigen
Mechanismus auf ein Lysin des Zielproteins iibertragen [Wilkinson, 2000; Pickart, 2001].
Unter physiologischen Bedingungen tritt allerdings nicht nur Mono-, sondern auch Multi- (bis
zu vier Ubiquitinreste) und Polyubiquitinierung (ab flinf Ubiquitinresten) auf, deren
Verkniipfung itiber bestimmte Lysine (K29, K48 und K63) von Ubiquitin selbst erfolgt
[Pickart, 2000]. Mono- und Multiubiquitinierung werden u.a mit ortsspezifischem
intrazelluliren Proteintransport und Signal-induzierter Rezeptorendozytose in Verbindung
gebracht [Hicke L, 2001]. Weitere Information iiber das Schicksal eines polyubiquitinierten
Proteins ist in der Art der Verkniipfung der Ubiquitinketten gespeichert. Dabei sind K48-
Verkniipfungen, die in der Regel zur Degradation des Zielproteins durch das Proteasom
fithren, und K63-Verkniipfungen, die anstatt Proteindegradation Protein-Protein-Interaktionen
und Enzymaktivititen regulieren, am Besten charakerisiert. Mitglieder der Familie Nedd4-
dhnlicher E3-Ubiquitin Ligasen katalysieren sowohl die Ubertragung von Monoubiquitin als
auch die Bildung K29-, K48- und K63-verkniipfter Polyubiquitinketten, was die Substrate
u. a. fir den proteosomalen oder den lysosomalen Abbauweg markiert [Ingham et al, 2004;

Moren et al, 2005; Wang und Pickart, 2005].

Zum Nachweis der physiologischen Relevanz der Wechselwirkung zwischen Bcll0 und
Itch/Nedd4 wurden die E3-Ligasen mittels RNAi inaktiviert (s. 3.2.5). Dies fiihrt zur
Hemmung des Antigenrezeptor-induzierten Bcll0-Proteinabbaus. Weiterfithrend wurde unter
Verwendung pharmakologischer Inhibitoren gezeigt, dass die Stimulus-abhéingige
Ubiquitinierung von Bcll0 zum lysosomalen Abbau des Proteins fiihrt (s. 3.2.1). Demnach
kann davon ausgegangen werden, dass Stimulus-induzierte Degradation von Bcll0 durch

Itch- und Nedd4-abhingige Ubiquitinierung in direktem Zusammenhang stehen.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Mutationsanalysen deuten an, dass die Nedd4-vermittelte
Ubiquitinierung von Bcll0 nicht nur an einem Lysin des Proteins stattfindet (s. 3.2.4).
Vielmehr scheinen mehrere Lysine als Ubiquitinakzeptoren in Frage zu kommen. Dabei ist

derzeit nicht klar, ob die Akzeptorposition in Abhéngigkeit von den eingefiihrten Mutationen
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variieren kann oder ob Bcl10 an mehreren Positionen gleichzeitig ubiquitiniert wird. Letztere
Variante wiirde die Moglichkeit einer multiplen Monoubiquitinierung erdffnen, was bei
anderen Substraten ebenfalls als Signal fiir lysosomale Degradation nachgewiesen wurde

[Hicke, 2001].

Hefen exprimieren das Nedd4-Homolog RspSp, welches fiir die Ubiquitinierung,
Internalisierung und lysosomale Degradation einer Reihe membranstéindiger Proteine wie
Furdp verantwortlich ist [Hicke und Riezman, 1996; Fisk und Yaffe, 1999; Rotin et al, 2000;
Dunn und Hicke, 2001]. Monoubiquitinierung von Furdp ist bereits ausreichend fiir die
Internalisierung und Degradation des Proteins. Trotzdem wird Furdp zeitgleich auch K63-
polyubiquitiniert [Galan und Haguenauer-Tsapis, 1997; Springael et al, 1999]. In Anlehnung
hieran kann ein dhnliches Szenario fiir die Ubiquitinierungsprozesse von Bcll0 diskutiert
werden. Da nach Itch/Nedd4-Koexpression oder T-Zellaktivierung neben BcllO-
Polyubiquitinierung auch kurzkettige Bcll0-Ubiquitinierung detektiert wird, besteht die
Moglichkeit, dass zwischenzeitlich synthetisiertes mono- oder multiubiquitiniertes Bcll0,
zumindest teilweise, durch den lysosomalen Abbauweg degradiert wird. Der Grund fiir eine
derartige Regulation konnte sein, dass nach der Aktivierung auftretende BcllO-
Polyubiquitinierung nicht fiir Protein-Degradation, sondern zur Steuerung von
Proteinaffinititen innerhalb der sich bildenden Proteinkomplexe bendtigt wird,
monoubiquitiniertes Bcll0 allerdings teilweise degradiert wird, um einen transienten Prozess

zu ermoglichen.

Interessanterweise zeigt die Analyse Nedd4-vermittelter Bcll10-Polyubiquitinierung, dass die
Verkniipfung der Ubiquitinkette weder tiber K48 noch tiber K63 erfolgt (s. 3.2.4). Daher
konnte die Bcell0-Polyubiquitinkette auch unter physiologischen Bedingungen iiber eines der
anderen Lysine von Ubiquitin verkniipft sein. Wie bereits erwédhnt, sind HECT E3-Ligasen
bekannt, die die Bildung K29-verkniipfter Polyubiquitinketten katalysieren, allerdings ist die
physiologische Bedeutung dieser Kettenvariante noch nicht eingehend charakerisiert
[Mastrandrea et al, 1999; Russell und Wilkinson, 2004]. Diese Beobachtung unterstiitzt die

Annahme, dass Bcl10-Polyubiquitinierung kein degradatives Signal ist.

Eine physische Interaktion zwischen Bcl10 und Itch oder Nedd4 konnte im Rahmen dieser
Arbeit nicht nachgewiesen werden. Dies spricht einerseits fiir ein Bcll0-assoziiertes Protein
wie z.B. Maltl oder Carmal als Interaktionsplattform der E3-Ligasen oder andererseits fiir
eine transiente Wechselwirkung, die moglicherweise ausschlieBlich durch die Aktivitdt der

beteiligten Ligase reguliert wird und keine hohe Affinitdt zwischen Substrat und Enzym
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bendtigt. In der Regel sind WW-Doménen von Nedd4-dhnlichen E3-Ubiquitin-Ligasen fiir die
Substratinteraktion verantwortlich, die im Fall von Itch und Nedd4 bevorzugt Prolin-
enthaltende Motive der Form PPXY oder (phospho-S/phospho-T)P erkennen [Chen und
Sudol, 1995; Sudol et al, 1995; Murillas et al, 2002; Ingham et al, 2005]. Allerdings kann
nicht ausgeschlossen werden, dass auch Substrate mit anderen Erkennungssequenzen
existieren [Ingham et al, 2004]. Bcl10 besitzt im C-Terminus eine Prolin-reiche Region mit
zwel kurzen Sequenzmotiven, PR und PPLP, die bereits im Zusammenhang mit anderen
Proteinen als WW-Interaktionsmotif genannt wurden [Bedford et al, 1997; Bedford et al,
2000; Sudol und Hunter, 2000]. Die physiologische Relevanz dieser potentiellen WW-

Interaktionsstellen von Bcl10 gilt es noch zu untersuchen.

4.8 Der Einfluss von Jnk auf die Stabilitat von Bcl10

T-Zell Kostimulation fiihrt neben den bereits beschrieben Effekten auch zur Aktivierung der
MAP-Kinasen Jnk1 und Jnk2, die an der Regulation des Transkriptionsfaktors AP-1 beteiligt
sind. Allerdings zeigen Jnk1- oder Jnk2-defiziente Mause keine Defekte bei der Aktivierung
von T-Zellen aufgrund moglicher funktioneller Redundanzen [Dong et al, 1998; Yang et al,
1998]. T-Zellen aus Jnkl/2—defizienten Maiause dagegen sind hyperproliferativ und
produzieren vergleichsweise mehr IL-2 als WT-Zellen, was auf einen negativen
Regulationsmechanismus von Jnk-Kinasen bei der Aktivierung von T-Zellen hinweist [Dong
et al, 2000]. Als Erklarung dieser Effekte wurde ein reprimierender Einfluss von Jnk auf die
NF-kB-regulierte Aktivitit des IL-2 Gens postuliert [Altman et al, 2000]. Interessanterweise
konnte die molekulare Verbindung dieser Prozesse iiber BcllO stattfinden. Kiirzlich wurde
gezeigt, dass die E3-Ligase Itch nach T-Zell Kostimulation durch Phosphorylierung von Jnk
aktiviert wird [Gao et al, 2004]. Darauthin ubiquitiniert Itch die zur AP-1-Familie gehoérenden
Transkriptionsfaktoren c-Jun und JunB, was deren Degradation zur Folge hat und iiberméfige
IL-4-Produktion verhindert. Die in dieser Arbeit pridsentierten Daten identifizieren Bcll0
als Substrat von Itch und decken zudem eine stabilisierende Wirkung pharmakologischer
Jnk-Inhibitoren auf  den Bcl10-Proteinlevel durch Hemmung Stimulus-
induzierter Ubiquitinierung von Bcll0 auf (s. 3.2.7). Es besteht daher die Maoglichkeit,
dass Jnk iiber die Aktivierung von Itch die Stabilitdt von Bcl10 kontrolliert (Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.3 Degradation von Bcll0 verhindert konstitutive Signalweiterleitung. Durch Stimulus-
induzierte lysosomale Degradation wird die fiir NF-kB-Signaltransduktion essentielle CBM-
Komplexkomponente Bcll0 aus der Signalkette entfernt, woraufthin die Signaltransduktion trotz anhaltender

Stimulation zum Erliegen kommt. Zur besseren Ubersicht wurde die zeitgleich auftretende Phosphorylierung von

Bcl10 nicht eingezeichnet.
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Der negativ-regulatorische Effekt von Jnk auf die Antigenrezeptor-induzierte T-Zell Antwort
konnte demzufolge molekular neben Itch-abhéngiger Degradation von c-Jun und JunB auch
auf Itch-abhingiger Degradation von Bcll0 basieren, die zur Reprimierung der IKK/NF-kB-
Aktivitdt und damit auch zur Reduktion der IL-2-Expression fiihrt.

4.9 Reprimierende Regulationsmechanismen nach T-Zell

Aktivierung

Prozesse, die reprimierend auf T-Zell Signaltransduktion wirken, sind von immenser
Bedeutung fiir die T-Zell Homdostase im Korper. Durch die Regulation der Dauer und
Intensitdt der Antigenrezeptor-vermittelten Signale wird eine tibermiBige T-Zell Aktivierung
und damit schidliche Fehlregulationen der adaptiven Immunantwort vermieden. Erst die
Summe vieler einzelner aktivierend und deaktivierend wirkender Regulationsprozesse
ermoglicht eine den unterschiedlichsten Bedingungen angepasste T-Zell Antwort [Healy und
Goodnow, 1998; Singer und Koretzky, 2002]. In Abbildung 4.4 sind die wichtigsten der
bereits bekannten, fiir die Antigenrezeptor-vermittelte NF-kB-Aktivierung relevanten und
reprimierend wirksamen Mechanismen mit denen in dieser Arbeit prasentierten Ergebnissen

im Zusammenhang dargestellt.

Ein allgemein beobachteter Mechanismus zur Reprimierung Stimulus-abhéngiger NF-xB-
Aktivitdt ist die Induktion des Zielgens IkBa. Verstérkt synthetisiertes IkBa-Protein bewirkt
in erster Linie die Dissoziation transkriptionsaktiver NF-kB-Dimere von der DNA, die
darauthin zuriick ins Zytoplasma translozieren und fiir die Zielgen-Aktivierung im Zellkern
nicht mehr zur Verfiigung stehen [Arenzana-Seisdedos et al, .1995]. Dieser Mechanismus
allein scheint bei anhaltender Stimulation allerdings nicht zur Reprimierung der NF-«xB-

Aktivitat auszureichen.

In T-Zellen wurden mehrere Prozesse mit der Reprimierung Rezeptor-proximaler
Signaliibertragung in Verbindung gebracht. Die Expression des Oberfldchenrezeptors
CTLA-4 (,,Cytotoxic T-Lymphocyte Associated Protein 4°), der wie CD28 an B7-Molekiile
auf der APC bindet, wird durch TCR/CD28-Stimulation induziert. Dabei ist die Affinitdt von
CTLA-4 zu den B7-Liganden zehn- bis zwanzigfach hoéher als die von CD28, allerdings
wirken CTLA-4 vermittelte Signale der zuvor durch TCR/CD28-Stimulation eingeleiteten T-
Zell Aktivierung entgegen [Walunas et al, 1994; Greenwald et al, 2002]. CTLA-4 defiziente

Maiduse sterben daher wenige Wochen nach der Geburt aufgrund massiver

115



Diskussion

Lymphozytenproliferation und Organinfiltration durch aktivierte T-Zellen [Waterhouse et al,
1995; Tivol et al, 1995, Waterhouse et al, 1996]. Mechanistisch ist die inhibierende Wirkung
durch CTLA-4 noch nicht aufgeklért. Es wird angenommen, dass diese einerseits auf einer
Kompetition zwischen CD28 und CTLA-4 um kostimulatorische Signale der B7-
Proteinfamilie auf der APC beruht, andererseits scheinen aber auch Zell-autonome Prozesse
eine Rolle zu spielen, da die Wechselwirkungen zwischen CTLA-4 und Tyrosin-spezifischen
Phosphatasen der TCR/CD28-induzierten Welle Rezeptor-proximaler
Tyrosinphosphorylierung entgegenwirken [Marengere et al, 1996; Chuang et al, 2000].

Reprimierende Mechanismen der Antigenrezeptor-induzierten Signaltransduktion setzen auch
am TCR direkt an. Kostimulation fiihrt neben T-Zell-aktivierenden Prozessen zur
Ubiquitinierung des TCRs, was als Degradationssignal fiir den lysosomalen Abbauweg dient
und die Anzahl aktivierbarer TCRs auf der T-Zell Oberflache schnell reduziert [Cenciarelli et
al, 1992; Valitutti et al, 1997]. Fiir die Ubiquitinierung des TCRs werden die RING E3-
Ubiquitin Ligasen c-Cbl und Cbl-b verantwortlich gemacht. T-Zellen c-Cbl/Cbl-b-defizienter
Maiuse zeigen eine ausgepriagte Hypersensitivitit gegeniiber TCR-Stimulation. Biochemische
Analysen ergaben, dass bei diesen Tieren die Aussortierung des TCRs in den lysosomalen
Abbauweg gestort ist, wodurch alle internalisierten Rezeptoren zuriick an die Membran
transportiert werden [Chiang et al, 2000; Bachmaier et al, 2000; Naramura et al, 2002; Duan
et al, 2004].

Biochemische und genetische Analysen haben gezeigt, dass es sich bei der CBM-
Komplexkomponente Bcll0 um einen spezifischen Regulator der NF-kB-aktivierenden
Signalkaskade in T-Zellen handelt. Die in dieser Arbeit prisentierten Daten legen nahe, dass
die = CBM-Komplexbildung im  Zusammenhang mit der Bildung eines
Multikomponentenkomplexes, der auch den IKK-Komplex enthélt, essentiell fiir die
Aktivierung von NF-kB ist. Daher stellt Bcl10 als Komponente des CBM-Komplexes eine
ideale Plattform fiir die spezifische Regulation der Antigenrezeptor-induzierten NF-xB-
Aktivierung dar. Um eine iiberméBige Aktivierung von T-Zellen zu verhindern, wird durch
IKKB-abhingige Phosphorylierung von Bcll0 bereits in den ersten Minuten nach Beginn der
T-Zell Kostimulation Einfluss auf die Zusammensetzung des CBM-Komplexes genommen.
Diese Umordnung scheint eine limitierende Wirkung auf die Signalintensitit zu haben. Im
weiteren Verlauf anhaltender Stimulation wird Bcll0 durch Itch/Nedd4-vermittelte
Degradation aus der Signalkette entfernt, wodurch die CBM-abhéngige Signalweiterleitung

zusammenbricht. Unter Beriicksichtigung der oben erwihnten, bekanntermaflen reprimierend
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wirkenden Mechanismen liefern diese Erkenntnisse einen weiteren wichtigen Beitrag zum
Verstindnis der transienten Natur Antigenrezeptor-induzierter NF-kB-Aktivierung in

T-Zellen.
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Abbildung 4.4 Reprimierend wirkende Regulationsmechanismen in der Antigenrezeptor-abhingigen
NF-kB-Signalkette. Schematische Darstellung der in dieser Arbeit identifizierten Regulationsmechanismen im
Zusammenhang mit bereits bekannten Prozessen. Bcll0 dient als zentraler Regulator der CBM-
Komplexaktivitdt. Kostimulativ induzierte Bell0-Phosphorylierung hat reprimierenden Einfluss auf die CBM-
Komplexaktivitdt, Ubiquitin-abhingige Bcll0-Degradation trdgt zur Abschaltung der NF-kB-Aktivitit trotz
anhaltender Stimulation bei. Weitere reprimierend wirkende Mechanismen involvieren zytosolisches IkB, Cbl

und CTLA-4 (Erlduterungen im Text).

4.10 Ausblick

Die in dieser Arbeit priasentierten Daten erweitern maB3geblich das Versténdnis beziiglich der
intrazelluldren Prozesse, die zur Steuerung der T-Zell Antwort beitragen. Von groflem
Interesse wird in Zukunft die Analyse des komplexen Netzwerks an Proteininteraktionen sein,

in welches sich der Signal-induziert gebildete CBM-Komplex einfiigt. Die Bildung eines
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Multikomponentenkomplexes an der Membran scheint auch von Proteinen wie IKKf, denen
urspriinglich eine nachgelagerte Funktion in der Signaltransduktionskaskade zugedacht war,
abhéngig zu sein. Dies wirft die Frage auf, ob bestehende Vorstellungen stufenweiser
Signaliibertragung in aktivierten T-Zellen neu iiberdacht werden miissen. Die dynamische
Natur dieser Proteinkomplexe ldsst weiterhin vermuten, dass noch unbekannte
Bindungspartner der bereits identifizierten Komponenten existieren, die Signal-abhéingig

rekrutiert werden und eine vergleichbar essentielle Rolle bei der Signal-Weiterleitung spielen.

Am Beispiel von Bcll0 wurde gezeigt, dass postranslationale Modifikationen einer einzelnen
Netzwerks-Komponente wesentlichen Einfluss auf die Signaliibertragung haben konnen.
Dabei wird die Bedeutung negativ wirksamer Regulationsmechanismen fiir die Steuerung
physiolgischer Prozesse zunehmend deutlich. Die Beteiligung von Jnk an der Regulation des
CBM-Komplexes unterstreicht, dass einzelne Signalwege nicht mehr getrennt betrachtet
werden konnen. Ein weites Feld fiir zukiinftige Analysen wird daher die Untersuchung der
molekularen Kommunikation zwischen urspriinglich separat betrachteten Proteinkaskaden

wie den NF-kB-, AP-1- und NF-AT-aktivierenden Signalketten sein.

NF-kB-abhingige Zielgene spielen nicht nur bei der Steuerung der Immunantwort, sondern
auch bei einer Vielzahl von anderen Prozessen wie z. B. Apoptose, zelluldrer Stress-Antwort
oder Zellzyklusregulation eine Rolle und sind mit der Entwicklung von
Autoimmunkrankheiten und Tumoren in Verbindung gebracht worden. Dies begriindet
gegenwirtige Anstrengungen, aufgrund weitgreifender mechanistischer Vernetzung von
NF-xB selektive Ansatzpunkte fiir therapeutische Strategien zu finden. Die
Funktionsaufkldrung hochspezifischer Regulatorproteine wie Carmal, Maltl und Bcll0
eroffnet daher ein breites Spektrum an therapeutischen Interventionsmoglichkeiten. Ein
besonderer Aspekt bei der Modulierung definierter Signalwege konnte hierbei den negativ-
regulatorischen Schaltkreisen zukommen. So wére es denkbar, auf Basis der Untersuchungen
dieser Arbeit durch pharmakologische Verstarkung Bcll10-degradativer Prozesse den NF-xB-
Signalweg in aktivierten T-Zellen selektiv zu hemmen sowie im Gegenzug durch Inhibierung
des Bcll10-Proteinabbaus oder der Bcll0-Kinasereaktion die NF-kB-Signaltransduktion nach
T-Zell Aktivierung nachhaltig zu verldngern und auf diese Weise die Immunantwort in vivo je
nach Bedarf zu beeinflussen. Die Kenntnis der in dieser Arbeit identifizierten Mechanismen
konnte daher die Grundlage fiir die Entwicklung spezifischer Medikamente zur Behandlung
von Erkrankungen bilden, die im Zusammenhang mit Fehlregulationen der T-Zell Antwort

wie beispielsweise chronischen Entziindungen oder Immunschwiéche stehen.
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5 Zusammenfassung

Der Organismus hélt bei der Regulation des Immunsystems eine stindige Balance zwischen
Immunodefizienz und Autoimmunitit. Dabei unterliegt die Aktivierung der adaptiven
Immunantwort einer strengen Uberwachung durch Antigen-sensitive T-Zellen. Diese sind in
der Lage, auf vergleichsweise schwache Stimuli zu reagieren, da die intrazelluldren
Transduktionskaskaden das urspriingliche Signal um ein Vielfaches verstiarken. Allerdings
besteht durch unkontrollierte Signalverstirkung bei anhaltender Stimulation auch die Gefahr
einer Uberreaktion. Die Grundlage einer funktionierenden Immunantwort ist daher ein
vielschichtig reguliertes Zusammenspiel aus Signalen, die zur Auslosung, Verstirkung oder

Déampfung der T-Zell Antwort beitragen.

Eine Vielzahl von Genen, die das Schicksal von T-Zellen bestimmen, steht unter der Kontrolle
von NF-kB. Auf molekularer Ebene ist der IKK-Komplex die zentrale Schaltstelle der
NF-kB-Signalkaskade, dessen Aktivitdt in T-Zellen von den Signalproteinen Carmal, Bcll0
und Maltl gesteuert wird. Die Untersuchungen in dieser Arbeit belegen, dass es nach der
Aktivierung von T-Zellen zur Bildung eines Carmal/Bcl10/Maltl (CBM)-Komplexes kommit.
Uberraschenderweise ist die Bildung dieses Komplexes abhiingig von IKKp, einer der
katalytischen Untereinheiten des IKK-Komplexes, die zuvor ausschlieBlich mit CBM-
nachgelagerten Effektorfunktionen in Zusammenhang stand. Weiterfithrende Untersuchungen
decken neben der essentiellen Funktion von IKKf bei der Bildung des CBM-Komlexes eine
negativ-regulatorische Funktion bei der Steuerung der CBM-Komplexaktivitit durch
Phosphorylierung von Bcll0 auf. Interaktionsstudien zeigen, dass IKK[-vermittelte Bcll0-
Phosphorylierung die Bcll0-Carmal-Affinitdt zwar verstirkt, die Bcll0-Maltl-Interaktion
aber substanziell schwécht. Da die Phosphorylierung von Bcl10 in priméren T-Zellen zu einer
Dampfung der Stimulus-induzierten Zytokinproduktion fiihrt, konnte die IKK[p-gesteuerte
Modulation CBM-interner Proteinaffinititen als Erkldrung fiir verminderte Effizienz bei der

Signaltransduktion dienen.

Im Zuge anhaltender T-Zell Stimulation treten Prozesse in Erscheinung, die verstirkt zur
transienten Natur der Antigenrezeptor-induzierten NF-kB-Aktivierung beitragen. Die
Analysen zeigen, dass persistente Stimulation von T-Zellen die Ubiquitinierung und
Degradation von Bcll0 induziert. Dadurch wird ein essentieller Regulator der Signalkaskade
abgebaut und konstitutive NF-kB-Aktivierung verhindert. Pharmakologische und

immunhistochemische Untersuchungen decken auf, dass BcllO iiber den lysosomalen
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Abbauweg degradiert wird, wobei die HECT E3-Ligasen Itch und Nedd4 fiir die
Ubiquitinierung des Proteins verantwortlich sind. Auch die MAP-Kinase Jnk hat einen
destabilisierenden FEinfluss auf Bcll0, wodurch negativ-regulatorische Mechanismen zur

Abschaltung der NF-xB-Aktivitdt zusétzlich unterstiitzt werden.

Zusammengefasst tragen die prisentierten FErgebnisse malBgeblich zum Verstindnis
spezifischer Regulationsmechanismen bei, die an der Modulierung der T-Zell Antwort
beteiligt sind. Im Rahmen dieser Arbeit wurden CBM/IKK-abhidngige Mechanismen
identifiziert, die eine aktivierende und reprimierende Funktion bei der Antigenrezeptor-
gesteuerten NF-kB-Induktion haben. Zusédtzlich modifizieren die Beobachtungen das gédngige
Modell Antigenrezeptor-gesteuerter Signaliibertragung in T-Zellen, da IKKf auf duale Weise
die Aktivitdit des CBM-Komplexes reguliert, obwohl der Kinase bis jetzt eine CBM-
nachgelagerte Funktion in der Antigenrezeptor-induzierten NF-kB-Signalkaskade
zugeschrieben wurde. Es besteht daher Grund zur Annahme, dass in aktivierten T-Zellen ein
vielféltig positiv und negativ regulierter Multikomponentenkomplexes gebildet wird, der die
CBM- und IKK-Subkomplexe beinhaltet und eine nicht-hierarchische Signaliibertragung

unterstitzt.
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6 Abkiirzungen

Bel
BIR
BSA

CARD
Carmal
Casp8
Cbl
CBM
CC
CHX
Ci

CK
CLD
cpm
C-Terminus
CTLA-4
dATP
dCTP
DD
dGTP
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
DTT
dTTP
EDTA
EGFP
EHV2

Adenosin

Antigen
N-Acetyl-Leucyl-Leucyl-Norleucinal
Activator Protein 1

Antigen Presenting Cell
Ammoniumpersulfat

Ankyrin Repeat Domain
Aminoséure

B-Cell Chronic Lymphocytic Leukemia/Lymphoma Associated
Baculovirus IAP Repeat
Rinderserumalbumin

Cytosin

Caspase Recruitment Domain

CARD Containing MAGUK Protein 1
Caspase 8

Casitas B-Lineage Lymphoma b
Carmal/Bcl10/Maltl

Coiled Coil

Cycloheximid

Curie

Casein Kinase

Caspase Like Domain

Counts Per Minute
Carboxyl-Terminus

Cytotoxic T-Lymphocyte Associated Protein 4
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytosintriphosphat

Death Domain
Desoxyguanosintriphosphat
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
Desoxynukleotidtriphosphat
Dithiotreitol
Desoxythymidintriphosphat
Ethylendiamintetraacetat

Enhanced Green Fluorescent Protein

Equine Herpesvirus 2
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Abkiirzungen

EMSA
ERK
FACS
FCS
FL
Foxo3a
FSC

G

GST
GSK3p
GUK
HA
HBS
HECT
HEK
HEPES
HLH
HRP
IAP

Ig

IxB
IKK

IL
IL-2-APC
IL-R
Tono

1P
IRAK
IRES
Jnk

kb

kD

LAT
LAMPI1
LB

Lck
LFALl
LPS
MAGUK

Electrophoretic Mobility Shift Assay
Extracellular Signal Regulated Kinase
Fluorescence Activated Cell Sorting

Fetal Calf Serum

Fluorescence

Forkhead Box O3a

Forward Scatter

Guanosin

Glutathion-S-Transferase

Glycogen Synthase Kinase 3 3

Guanylate Kinase Like

Hamagglutinin

HEPES buffered saline (HEPES gepufferte Kochsalzlésung)
Homology To The E6-Associated Protein Carboxyl Terminus
Human Embryonic Kidney
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazino]-ethansulfonsiure
Helix-Loop-Helix

Horseradish Peroxidase

Inhibitor Of Apoptosis

Immunglobulin

Inhibitor Of NF-xB

IxB Kinase

Interleukin

IL-2-Allophycocyanin

IL-Rezeptor

Ionomycin

Immunoprézipitation

IL-1 Receptor Associated Kinase

Internal Ribosome Entry Segment

Jun N-terminal Kinase

Kinase-Assay, in vitro Kinasereaktion
Kilobasen

Kilodalton

Linker Of Activation In T-Cells

Lysosomal Associated Membrane Protein 1
Luria-Bertani Medium

Lymphocyte Protein Tyrosine Kinase
Lymphocyte Function Associated Antigen 1
Lipopolysaccharid

Membrane Associated Guanylate Kinase
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Abkiirzungen

MAIL
Maltl
MAPK
MHC
Min.
MTOC
MyD88
NaAc
NaCl
NaOH
Nedd4
NEM
NF-AT
NF-xB
NLS
NP-40
OD
PAGE
PBS
PCR
PDK1
PDZ
PG

P/1
PI3K
PKC
PLCyl
PMA
RHD
RING
RIP
RNA
rpm
RT
SDS
SDS-PAGE
Sek
SH3
SLP76
SMAC

Molecule Possessing Ankyrin Repeats Induced By Lipopolysaccharide
Mucosa Associated Lymphoid Tissue 1
Mitogen Activated Protein Kinase
Major Histocompatability Complex
Minute

Microtubule Organisation Center
Myeloid Differentiation Factor 88
NatriumAcetat

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

Neural Precurser Cell Expressed Developmentally Down-regulated 4
N-Ethylmaleimide

Nuclear Factor Of Activated T-Cells
Nuclear Factor kB
Kernlokalisierungssignal

Nonidet P-40

optische Dichte
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphat Buffered Saline

Polymerase Chain Reaction
3-Phosphoinositide Dependent Kinase 1
PSD95/Dlg/Z0-1 Homologous
Proteogykane

PMA/Ionomycin

Phosphinositide 3 Kinase

Protein Kinase C

Phospholipase Cyl

Phorbol 12-Myristate 13-Acetate

Rel Homologie Domain

Really Interesting New Gene

Receptor Interacting Protein
Ribonukleinséure

Rounds Per Minute

Raumtemperatur

Natriumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Sekunde

Src Homology 3

SH2 Domain Containing Leukocyte Protein Of 76 kD
Supra Molecular Adhesion Complex
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Abkiirzungen

SRD
SSC
Stim

T

TAB
TAK1
TBE
TCR
TEMED
Thyl
TIR
TLR
TNFa
TNFR1
TNFa-PE
TRADD
TRAF
Tris

U

Ubi

uv
Vpu
WB

WT
ZAP70

Signal Response Domain

Sideward Scatter

Stimulation

Thymidin

TAK1 Binding Protein

Transforming Growth Factor  Activated Kinase 1
Tris-Borsédure-EDTA

T-Cell Receptor
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Thymus Cell Antigen

Toll/IL-1R

Toll Like Receptor

Tumor Nekrose Faktor o

TNF Rezeptor 1
TNFa-Phycoerythrin

RNF Receptor Associated Death Domain
TNF-Rezeptor Associated Factor
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Unit

Ubiquitin

ultraviolette Strahlung

Viral Protein u

Western Blot

Wildtyp

€-Chain Associated Protein

124



Literatur

7 Literaturverzeichnis

Acuto, O. and Michel, F. (2003) CD28-mediated co-stimulation: a quantitative support for
TCR signalling. Nat Rev Immunol, 3, 939-951.

Adachi, O., Kawai, T., Takeda, K., Matsumoto, M., Tsutsui, H., Sakagami, M., Nakanishi, K.
and Akira, S. (1998) Targeted disruption of the MyD88 gene results in loss of IL-1-
and IL-18-mediated function. Immunity, 9, 143-150.

Altman, A., Isakov, N. and Baier, G. (2000) Protein kinase C 0: a new essential superstar on
the T-cell stage. Immunol Today, 21, 567-573.

Andres, P.G., Howland, K.C., Dresnek, D., Edmondson, S., Abbas, A K. and Krummel, M.F.
(2004b) CD28 signals in the immature immunological synapse. J Immunol, 172, 5880-
5886.

Andres, P.G., Howland, K.C., Nirula, A., Kane, L.P., Barron, L., Dresnek, D., Sadra, A.,
Imboden, J., Weiss, A. and Abbas, A.K. (2004a) Distinct regions in the CD28
cytoplasmic domain are required for T helper type 2 differentiation. Nat Immunol, 5,
435-442.

Arenzana-Seisdedos, F., Thompson, J., Rodriguez, M.S., Bachelerie, F., Thomas, D. and Hay,
R.T. (1995) Inducible nuclear expression of newly synthesized IkBa negatively
regulates DNA-binding and transcriptional activities of NF-«xB. Mol Cell Biol, 185,
2689-2696.

Bachmaier, K., Krawczyk, C., Kozieradzki, 1., Kong, Y.Y., Sasaki, T., Oliveira-dos-Santos, A.,
Mariathasan, S., Bouchard, D., Wakeham, A., Itie, A., Le, J., Ohashi, P.S., Sarosi, 1.,
Nishina, H., Lipkowitz, S. and Penninger, J.M. (2000) Negative regulation of

lymphocyte activation and autoimmunity by the molecular adaptor Cbl-b. Nature, 403,
211-216.

Baeuerle, P.A. and Baichwal, V.R. (1997) NF-«B as a frequent target for immunosuppressive
and anti-inflammatory molecules. Adv Immunol, 65, 111-137.

Baier, G. (2003) The PKC gene module: molecular biosystematics to resolve its T cell
functions. Immunol Rev, 192, 64-79.

Baldwin, A.S., Jr. (1996) The NF-kB and IxB proteins: new discoveries and insights. Annu
Rev Immunol, 14, 649-683.

Banchereau, J. and Steinman, R.M. (1998) Dendritic cells and the control of immunity.
Nature, 392, 245-252.

Barton, GM. and Medzhitov, R. (2003) Toll-like receptor signaling pathways. Science, 300,
1524-1525.

Bedford, M.T., Chan, D.C. and Leder, P. (1997) FBP WW domains and the Abl SH3 domain
bind to a specific class of proline-rich ligands. Embo J, 16, 2376-2383.

Bedford, M.T., Sarbassova, D., Xu, J., Leder, P. and Yaffe, M.B. (2000) A novel pro-Arg motif
recognized by WW domains. J Biol Chem, 275, 10359-10369.

Bertin, J., Wang, L., Guo, Y., Jacobson, M.D., Poyet, J.L., Srinivasula, S.M., Merriam, S.,
DiStefano, P.S. and Alnemri, E.S. (2001) CARD11 and CARD14 are novel caspase
recruitment domain (CARD)/membrane-associated guanylate kinase (MAGUK)
family members that interact with Bcl10 and activate NF-xB. J Biol Chem, 276,
11877-11882.

Betts, J.C. and Nabel, G.J. (1996) Differential regulation of NF-kB2 (p100) processing and
control by amino-terminal sequences. Mol Cell Biol, 16, 6363-6371.

125



Literatur

Bi, K., Tanaka, Y., Coudronniere, N., Sugie, K., Hong, S., van Stipdonk, M.J. and Altman, A.
(2001) Antigen-induced translocation of PKCO to membrane rafts is required for T cell
activation. Nat Immunol, 2, 556-563.

Bonizzi, G.,, Bebien, M., Otero, D.C., Johnson-Vroom, K.E., Cao, Y., Vu, D., Jegga, A.G.,
Aronow, B.J., Ghosh, G., Rickert, R.C. and Karin, M. (2004) Activation of IKKa
target genes depends on recognition of specific kB binding sites by RelB:p52 dimers.
Embo J, 23, 4202-4210.

Bonizzi, G. and Karin, M. (2004) The two NF-«B activation pathways and their role in innate
and adaptive immunity. Trends Immunol, 25, 280-288.

Bouchier-Hayes, L. and Martin, S.J. (2002) CARD games in apoptosis and immunity. EMBO
Rep, 3, 616-621.

Bradley, L.M., Harbertson, J., Freschi, G.C., Kondrack, R. and Linton, P.J. (2000) Regulation
of development and function of memory CD4 subsets. Immunol Res, 21, 149-158.

Brockman, J.A., Scherer, D.C., McKinsey, T.A., Hall, S.M., Q1, X., Lee, W.Y. and Ballard,
D.W. (1995) Coupling of a signal response domain in IkBa to multiple pathways for
NF-xB activation. Mo/ Cell Biol, 15, 2809-2818.

Brown, K., Gerstberger, S., Carlson, L., Franzoso, G. and Siebenlist, U. (1995) Control of
IkBa proteolysis by site-specific, signal-induced phosphorylation. Science, 267, 1485-
1488.

Bryant, P. and Ploegh, H. (2004) Class II MHC peptide loading by the professionals. Curr
Opin Immunol, 16, 96-102.

Bull, P., Morley, K.L., Hoekstra, M.F., Hunter, T. and Verma, [.M. (1990) The mouse c-rel
protein has an N-terminal regulatory domain and a C-terminal transcriptional
transactivation domain. Mol Cell Biol, 10, 5473-5485.

Burr, J.S., Savage, N.D., Messah, GE., Kimzey, S.L., Shaw, A.S., Arch, R.H. and Green, J.M.
(2001) Cutting edge: distinct motifs within CD28 regulate T cell proliferation and
induction of Bel-XL. J Immunol, 166, 5331-5335.

Call, M.E. and Wucherpfennig, K.W. (2005) The T cell receptor: critical role of the membrane
environment in receptor assembly and function. Annu Rev Immunol, 23, 101-125.

Cenciarelli, C., Hou, D., Hsu, K.C., Rellahan, B.L., Wiest, D.L., Smith, H.T., Fried, V.A. and
Weissman, A.M. (1992) Activation-induced ubiquitination of the T cell antigen
receptor. Science, 257, 795-797.

Che, T., You, Y., Wang, D., Tanner, M.J., Dixit, V.M. and Lin, X. (2004) MALT 1/paracaspase
is a signaling component downstream of CARMA 1 and mediates T cell receptor-
induced NF-«xB activation. J Biol Chem, 279, 15870-15876.

Chen, H.I. and Sudol, M. (1995) The WW domain of Yes-associated protein binds a proline-
rich ligand that differs from the consensus established for Src homology 3-binding
modules. Proc Natl Acad Sci U S A, 92, 7819-7823.

Chiang, Y.J., Kole, H.K., Brown, K., Naramura, M., Fukuhara, S., Hu, R.J., Jang, LK.,
Gutkind, J.S., Shevach, E. and Gu, H. (2000) Cbl-b regulates the CD28 dependence of
T-cell activation. Nature, 403, 216-220.

Chin, A L., Dempsey, P.W., Bruhn, K., Miller, J.F., Xu, Y. and Cheng, G. (2002) Involvement
of receptor-interacting protein 2 in innate and adaptive immune responses. Nature,
416, 190-194.

Chuang, E., Fisher, T.S., Morgan, R.W., Robbins, M.D., Duerr, J.M., Vander Heiden, M.G.,
Gardner, J.P., Hambor, J.E., Neveu, M.J. and Thompson, C.B. (2000) The CD28 and

126



Literatur

CTLA-4 receptors associate with the serine/threonine phosphatase PP2A. Immunity,
13, 313-322.

Coudronniere, N., Villalba, M., Englund, N. and Altman, A. (2000) NF-kB activation induced
by T cell receptor/CD28 costimulation is mediated by protein kinase C 0. Proc Natl
Acad Sci U S 4, 97, 3394-3399.

Cross, S.L., Halden, N.F., Lenardo, M.J. and Leonard, W.J. (1989) Functionally distinct
NF-kB binding sites in the immunoglobulin k and IL-2 receptor a chain genes.
Science, 244, 466-469.

Davis, M.M., Boniface, J.J., Reich, Z., Lyons, D., Hampl, J., Arden, B. and Chien, Y. (1998)
Ligand recognition by o/ T cell receptors. Annu Rev Immunol, 16, 523-544.

Deng, L., Wang, C., Spencer, E., Yang, L., Braun, A., You, J., Slaughter, C., Pickart, C. and
Chen, Z.J. (2000) Activation of the IkB kinase complex by TRAF6 requires a dimeric
ubiquitin-conjugating enzyme complex and a unique polyubiquitin chain. Cel/, 103,
351-361.

Delhase, M., Hayakawa, M., Chen, Y. and Karin, M. (1999) Positive and negative regulation
of IkB kinase activity through IKK[} subunit phosphorylation. Science, 284, 309-313.

DiDonato, J.A., Hayakawa, M., Rothwarf, D.M., Zandi, E. and Karin, M. (1997) A cytokine-
responsive IkB kinase that activates the transcription factor NF-xB. Nature, 388, 548-
554.

Dierlamm, J., Baens, M., Wlodarska, 1., Stefanova-Ouzounova, M., Hernandez, J.M.,
Hossfeld, D.K., De Wolf-Peeters, C., Hagemeijer, A., Van den Berghe, H. and
Marynen, P. (1999) The apoptosis inhibitor gene API2 and a novel 18q gene, MLT, are
recurrently rearranged in the t(11;18)(q21;q21) associated with mucosa-associated
lymphoid tissue lymphomas. Blood, 93, 3601-3609.

Dimitratos, S.D., Woods, D.F., Stathakis, D.G. and Bryant, P.J. (1999) Signaling pathways are
focused at specialized regions of the plasma membrane by scaffolding proteins of the
MAGUK family. Bioessays, 21, 912-921.

Dong, C., Yang, D.D., Tournier, C., Whitmarsh, A.J., Xu, J., Davis, R.J. and Flavell, R.A.
(2000) JNK is required for effector T-cell function but not for T-cell activation.
Nature, 405, 91-94.

Dong, C., Yang, D.D., Wysk, M., Whitmarsh, A.J., Davis, R.J. and Flavell, R.A. (1998)
Defective T cell differentiation in the absence of Jnk1. Science, 282, 2092-2095.

Douglass, A.D. and Vale, R.D. (2005) Single-molecule microscopy reveals plasma membrane
microdomains created by protein-protein networks that exclude or trap signaling
molecules in T cells. Cell, 121, 937-950.

Duan, L., Reddi, A.L., Ghosh, A., Dimri, M. and Band, H. (2004) The Cbl family and other
ubiquitin ligases: destructive forces in control of antigen receptor signaling. Immunity,
21, 7-17.

Dunn, R. and Hicke, L. (2001) Multiple roles for RspSp-dependent ubiquitination at the
internalization step of endocytosis. J Biol Chem, 276, 25974-25981.

Dunne, A. and O'Neill, L.A. (2003) The interleukin-1 receptor/Toll-like receptor superfamily:
signal transduction during inflammation and host defense. Sci STKE, 2003, re3.
Egawa, T., Albrecht, B., Favier, B., Sunshine, M.J., Mirchandani, K., O'Brien, W., Thome, M.
and Littman, D.R. (2003) Requirement for CARMA1 in antigen receptor-induced

NF-kB activation and lymphocyte proliferation. Curr Biol, 13, 1252-1258.

Fan, C.M. and Maniatis, T. (1991) Generation of p50 subunit of NF-xB by processing of p105
through an ATP-dependent pathway. Nature, 354, 395-398.

127



Literatur

Fang, D., Elly, C., Gao, B., Fang, N., Altman, Y., Joazeiro, C., Hunter, T., Copeland, N.,
Jenkins, N. and Liu, Y.C. (2002) Dysregulation of T lymphocyte function in itchy
mice: a role for Itch in TH2 differentiation. Nat Immunol, 3, 281-287.

Fanning, A.S. and Anderson, J.M. (1999) Protein modules as organizers of membrane
structure. Curr Opin Cell Biol, 11, 432-439.

Fisk, H.A. and Yaffe, M.P. (1999) A role for ubiquitination in mitochondrial inheritance in
Saccharomyces cerevisiae. J Cell Biol, 145, 1199-1208.

Gaide, O., Favier, B., Legler, D.F., Bonnet, D., Brissoni, B., Valitutti, S., Bron, C., Tschopp, J.
and Thome, M. (2002) CARMA1 is a critical lipid raft-associated regulator of TCR-
induced NF-kB activation. Nat Immunol, 3, 836-843.

Gaide, O., Martinon, F., Micheau, O., Bonnet, D., Thome, M. and Tschopp, J. (2001) Carmal,
a CARD-containing binding partner of Bcl10, induces Bcl10 phosphorylation and
NF-kB activation. FEBS Lett, 496, 121-127.

Galan, J.M. and Haguenauer-Tsapis, R. (1997) Ubiquitin lys63 is involved in ubiquitination of
a yeast plasma membrane protein. Embo J, 16, 5847-5854.

Gao, M., Labuda, T., Xia, Y., Gallagher, E., Fang, D., Liu, Y.C. and Karin, M. (2004) Jun
turnover is controlled through JNK-dependent phosphorylation of the E3 ligase Itch.
Science, 306, 271-275.

Garcia, K.C., Degano, M., Stanfield, R.L., Brunmark, A., Jackson, M.R., Peterson, P.A.,
Teyton, L. and Wilson, I.A. (1996) An a/f T cell receptor structure at 2.5 A and its
orientation in the TCR-MHC complex. Science, 274, 209-219.

Gay, N.J. and Keith, F.J. (1991) Drosophila Toll and IL-1 receptor. Nature, 351, 355-356.

Ghosh, S. and Karin, M. (2002) Missing pieces in the NF-kB puzzle. Cell, 109 Suppl, S81-
96.

Ghosh, S., May, M.J. and Kopp, E.B. (1998) NF-kB and Rel proteins: evolutionarily
conserved mediators of immune responses. Annu Rev Immunol, 16, 225-260.

Green, J.M., Noel, P.J., Sperling, A.I., Walunas, T.L., Gray, G.S., Bluestone, J.A. and
Thompson, C.B. (1994) Absence of B7-dependent responses in CD28-deficient mice.
Immunity, 1, 501-508.

Greenwald, R.J., Freeman, G.J. and Sharpe, A.H. (2005) The B7 family revisited. Annu Rev
Immunol, 23, 515-548.

Greenwald, R.J., Latchman, Y.E. and Sharpe, A.H. (2002) Negative co-receptors on
lymphocytes. Curr Opin Immunol, 14, 391-396.

Griffin, GE., Leung, K., Folks, T.M., Kunkel, S. and Nabel, G.J. (1989) Activation of HIV
gene expression during monocyte differentiation by induction of NF-xB. Nature, 339,
70-73.

Griffiths, GM. (1995) The cell biology of CTL killing. Curr Opin Immunol, 7, 343-348.

Hannink, M. and Temin, H.M. (1989) Transactivation of gene expression by nuclear and
cytoplasmic rel proteins. Mol Cell Biol, 9, 4323-4336.

Hara, H., Wada, T., Bakal, C., Kozieradzki, 1., Suzuki, S., Suzuki, N., Nghiem, M., Griffiths,
E.K., Krawczyk, C., Bauer, B., D'Acquisto, F., Ghosh, S., Yeh, W.C., Baier, G,
Rottapel, R. and Penninger, J.M. (2003) The MAGUK family protein CARD11 is
essential for lymphocyte activation. Immunity, 18, 763-775.

Haskill, S., Beg, A.A., Tompkins, S.M., Morris, J.S., Yurochko, A.D., Sampson-Johannes, A.,
Mondal, K., Ralph, P. and Baldwin, A.S., Jr. (1991) Characterization of an immediate-

early gene induced in adherent monocytes that encodes IkB-like activity. Cell, 65,
1281-1289.

128



Literatur

Hatada, E.N., Krappmann, D. and Scheidereit, C. (2000) NF-«B and the innate immune
response. Curr Opin Immunol, 12, 52-58.

Hatada, E.N., Naumann, M. and Scheidereit, C. (1993) Common structural constituents
confer kB activity to NF-xB p105 and IkB/MAD-3. Embo J, 12, 2781-2788.

Hayden, M.S. and Ghosh, S. (2004) Signaling to NF-kB. Genes Dev, 18, 2195-2224.

He, H.T., Lellouch, A. and Marguet, D. (2005) Lipid rafts and the initiation of T cell receptor
signaling. Semin Immunol, 17, 23-33.

Hehner, S.P., Li-Weber, M., Giaisi, M., Droge, W., Krammer, P.H. and Schmitz, M.L. (2000)
Vav synergizes with protein kinase C 0 to mediate IL-4 gene expression in response to
CD28 costimulation in T cells. J Immunol, 164, 3829-3836.

Heissmeyer, V., Macian, F., Im, S.H., Varma, R., Feske, S., Venuprasad, K., Gu, H., Liu, Y.C.,
Dustin, M.L. and Rao, A. (2004) Calcineurin imposes T cell unresponsiveness through
targeted proteolysis of signaling proteins. Nat Immunol, 5, 255-265.

Hicke, L. (2001) Protein regulation by monoubiquitin. Nat Rev Mol Cell Biol, 2, 195-201.

Hicke, L. and Dunn, R. (2003) Regulation of membrane protein transport by ubiquitin and
ubiquitin-binding proteins. Annu Rev Cell Dev Biol, 19, 141-172.

Hicke, L. and Riezman, H. (1996) Ubiquitination of a yeast plasma membrane receptor
signals its ligand-stimulated endocytosis. Cell, 84, 277-287.

Ho, L., Davis, R.E., Conne, B., Chappuis, R., Berczy, M., Mhawech, P., Staudt, L.M. and
Schwaller, J. (2005) MALT1 and the API2-MALT1 fusion act between CD40 and IKK
and confer NF-kB-dependent proliferative advantage and resistance against FAS-
induced cell death in B cells. Blood, 105, 2891-2899.

Horejsi, V. (2005) Lipid rafts and their roles in T-cell activation. Microbes Infect, 7, 310-316.

Hoshino, K., Takeushi, O., Kawai, T., Sanjo, H., Ogawa, T., Takeda, Y., Takeda, K. and Akira,
S. (1999) Cutting edge: Toll-like receptor 4 (TLR4)-deficient mice are hyporesponsive
to lipopolysaccharide: evidence for TLR4 as the Lps gene product. J Immunol, 162,
3749 - 3752.

Hsu, H., Huang, J., Shu, H.B., Baichwal, V. and Goeddel, D.V. (1996) TNF-dependent
recruitment of the protein kinase RIP to the TNF receptor-1 signaling complex.
Immunity, 4, 387-396.

Hsu, H., Shu, H.B., Pan, M.G. and Goeddel, D.V. (1996) TRADD-TRAF2 and TRADD-
FADD interactions define two distinct TNF receptor 1 signal transduction pathways.
Cell, 84, 299-308.

Hsu, H., Xiong, J. and Goeddel, D.V. (1995) The TNF receptor 1-associated protein TRADD
signals cell death and NF-kB activation. Cel/, 81, 495-504.

Hu, Y., Baud, V., Delhase, M., Zhang, P., Deerinck, T., Ellisman, M., Johnson, R. and Karin,
M. (1999) Abnormal morphogenesis but intact IKK activation in mice lacking the
IKKa subunit of IkB kinase. Science, 284, 316-320.

Hustad, C.M., Perry, W.L., Siracusa, L.D., Rasberry, C., Cobb, L., Cattanach, B.M., Kovatch,
R., Copeland, N.G. and Jenkins, N.A. (1995) Molecular genetic characterization of six
recessive viable alleles of the mouse agouti locus. Genetics, 140, 255-265.

lezzi, G., Karjalainen, K. and Lanzavecchia, A. (1998) The duration of antigenic stimulation
determines the fate of naive and effector T cells. Immunity, 8, 89-95.

Ingham, R.J., Colwill, K., Howard, C., Dettwiler, S., Lim, C.S., Yu, J., Hersi, K., Raaijmakers,
J., Gish, G,, Mbamalu, G., Taylor, L., Yeung, B., Vassilovski, G., Amin, M., Chen, F.,
Matskova, L., Winberg, G., Ernberg, 1., Linding, R., O'Donnell, P., Starostine, A.,

129



Literatur

Keller, W., Metalnikov, P., Stark, C. and Pawson, T. (2005) WW domains provide a
platform for the assembly of multiprotein networks. Mol Cell Biol, 25, 7092-7106.

Ingham, R.J., Gish, G. and Pawson, T. (2004) The Nedd4 family of E3 ubiquitin ligases:
functional diversity within a common modular architecture. Oncogene, 23, 1972-1984.

Irvine, D.J., Purbhoo, M.A., Krogsgaard, M. and Davis, M.M. (2002) Direct observation of
ligand recognition by T cells. Nature, 419, 845-849.

Isakov, N. and Altman, A. (1985) Tumor promoters in conjunction with calcium ionophores
mimic antigenic stimulation by reactivation of alloantigen-primed murine T
lymphocytes. J Immunol, 135, 3674-3680.

Iwashima, M., Irving, B.A., van Oers, N.S., Chan, A.C. and Weiss, A. (1994) Sequential
interactions of the TCR with two distinct cytoplasmic tyrosine kinases. Science, 263,
1136-1139.

Jain, J., Loh, C. and Rao, A. (1995) Transcriptional regulation of the IL-2 gene. Curr Opin
Immunol, 7, 333-342.

Janeway, C. A. Jr., Travers, P., Walport, M. und Shlomchik, M. (2002) Immunologie,
Spektrum Akademischer Verlag, 5. Auflage.

Janeway, C.A. Jr. and Medzhitov, R. (2002) Innate immune recognition. Annu Rev Immunol,
20, 197-216.

Jun, J.E., Wilson, L.E., Vinuesa, C.G,, Lesage, S., Blery, M., Miosge, L.A., Cook, M.C.,
Kucharska, E.M., Hara, H., Penninger, J.M., Domashenz, H., Hong, N.A., Glynne,
R.J., Nelms, K.A. and Goodnow, C.C. (2003) Identifying the MAGUK protein
Carmal as a central regulator of humoral immune responses and atopy by genome-
wide mouse mutagenesis. Immunity, 18, 751-762.

Kaibuchi, K., Takai, Y. and Nishizuka, Y. (1985) Protein kinase C and calcium ion in
mitogenic response of macrophage-depleted human peripheral lymphocytes. J Biol
Chem, 260, 1366-1369.

Kawai, T., Adachi, O., Ogawa, T., Takeda, K. and Akira, S. (1999) Unresponsiveness of
MyD88-deficient mice to endotoxin. Immunity, 11, 115-122.

Khoshnan, A., Bae, D., Tindell, C.A. and Nel, A.E. (2000b) The physical association of
protein kinase C 0 with a lipid raft-associated inhibitor of kB factor kinase (IKK)

complex plays a role in the activation of the NF-kB cascade by TCR and CD28. J
Immunol, 165, 6933-6940.

Khoshnan, A., Tindell, C., Laux, 1., Bae, D., Bennett, B. and Nel, A.E. (2000a) The NF-«B
cascade is important in Bcl-XL expression and for the anti-apoptotic effects of the
CD28 receptor in primary human CD4+ lymphocytes. J Immunol, 165, 1743-1754.

Kitamura, H., Kanehira, K., Okita, K., Morimatsu, M. and Saito, M. (2000) MAIL, a novel
nuclear [kB protein that potentiates LPS-induced IL-6 production. FEBS Lett, 485, 53-
56.

Kobayashi, K., Inohara, N., Hernandez, L.D., Galan, J.E., Nunez, G., Janeway, C.A.,
Medzhitov, R. and Flavell, R.A. (2002) RICK/Rip2/CARDIAK mediates signalling
for receptors of the innate and adaptive immune systems. Nature, 416, 194-199.

Kopp, E. and Medzhitov, R. (2003) Recognition of microbial infection by Toll-like receptors.
Curr Opin Immunol, 15, 396-401.

Koseki, T., Inohara, N., Chen, S., Carrio, R., Merino, J., Hottiger, M.O., Nabel, GJ. and
Nunez, G. (1999) CIPER, a novel NF-kB-activating protein containing a caspase

recruitment domain with homology to Herpesvirus-2 protein E10. J Biol Chem, 274,
9955-9961.

130



Literatur

Krappmann, D., Hatada, E.N., Tegethoft, S., Li, J., Klippel, A., Giese, K., Baeuerle, P.A. and
Scheidereit, C. (2000) The IkB kinase (IKK) complex is tripartite and contains IKKy
but not IKAP as a regular component. J Biol Chem, 275, 29779-29787.

Kucharczak, J., Simmons, M.J., Fan, Y. and Gelinas, C. (2003) To be, or not to be: NF-kB is
the answer--role of Rel/NF-kB in the regulation of apoptosis. Oncogene, 22, 8961-
8982.

Kupfer, H., Monks, C.R. and Kupfer, A. (1994) Small splenic B cells that bind to antigen-
specific T helper (Th) cells and face the site of cytokine production in the Th cells
selectively proliferate: immunofluorescence microscopic studies of Th-B antigen-
presenting cell interactions. J Exp Med, 179, 1507-1515.

Le Good, J.A., Ziegler, W.H., Parekh, D.B., Alessi, D.R., Cohen, P. and Parker, P.J. (1998)
Protein kinase C isotypes controlled by phosphoinositide 3-kinase through the protein
kinase PDK1. Science, 281, 2042-2045.

Lee, K.H., Holdorf, A.D., Dustin, M.L., Chan, A.C., Allen, P.M. and Shaw, A.S. (2002) T cell
receptor signaling precedes immunological synapse formation. Science, 295, 1539-
1542.

Lee, K.Y., D'Acquisto, F., Hayden, M.S., Shim, J.H. and Ghosh, S. (2005) PDK1 nucleates T
cell receptor-induced signaling complex for NF-kB activation. Science, 308, 114-118.

Lenschow, D.J., Walunas, T.L. and Bluestone, J.A. (1996) CD28/B7 system of T cell
costimulation. Annu Rev Immunol, 14, 233-258.

Li-Weber, M., Giasi, M. and Krammer, P.H. (1998) Involvement of Jun and Rel proteins in
up-regulation of interleukin-4 gene activity by the T cell accessory molecule CD28. J
Biol Chem, 273, 32460-32466.

Li, Q., Lu, Q., Hwang, J.Y., Buscher, D., Lee, K.F., Izpisua-Belmonte, J.C. and Verma, .M.
(1999a) IKK 1-deficient mice exhibit abnormal development of skin and skeleton.
Genes Dev, 13, 1322-1328.

Li, Q., Van Antwerp, D., Mercurio, F., Lee, K.F. and Verma, .M. (1999b) Severe liver
degeneration in mice lacking the IxB kinase 2 gene. Science, 284, 321-325.

Li, Z.W., Chu, W., Hu, Y., Delhase, M., Deerinck, T., Ellisman, M., Johnson, R. and Karin, M.
(1999¢) The IKKf subunit of IkB kinase (IKK) is essential for nuclear factor kB
activation and prevention of apoptosis. J Exp Med, 189, 1839-1845.

Lin, J., Miller, M.J. and Shaw, A.S. (2005) The c-SMAC: sorting it all out (or in). J Cell Biol,
170, 177-182.

Lin, J. and Weiss, A. (2001) T cell receptor signalling. J Cell Sci, 114, 243-244.

Lin, X., O'Mahony, A., Mu, Y., Geleziunas, R. and Greene, W.C. (2000) Protein kinase C 0
participates in NF-«xB activation induced by CD3-CD28 costimulation through
selective activation of [kB kinase 3. Mol Cell Biol, 20, 2933-2940.

Liu, S.K., Fang, N., Koretzky, G A. and McGlade, C.J. (1999) The hematopoietic-specific
adaptor protein gads functions in T-cell signaling via interactions with the SLP-76 and
LAT adaptors. Curr Biol, 9, 67-75.

Liu, Y.C. (2004) Ubiquitin ligases and the immune response. Annu Rev Immunol, 22, 81-127.

Lomaga, M.A., Yeh, W.C., Sarosi, 1., Duncan, G.S., Furlonger, C., Ho, A., Morony, S.,
Capparelli, C., Van, G,, Kaufman, S., van der Heiden, A., Itie, A., Wakeham, A., Khoo,
W., Sasaki, T., Cao, Z., Penninger, J.M., Paige, C.J., Lacey, D.L., Dunstan, C.R.,
Boyle, W.J., Goeddel, D.V. and Mak, T.W. (1999) TRAF6 deficiency results in
osteopetrosis and defective interleukin-1, CD40, and LPS signaling. Genes Dev, 13,
1015-1024.

131



Literatur

Lucas, P.C., Yonezumi, M., Inohara, N., McAllister-Lucas, L.M., Abazeed, M.E., Chen, F.F.,
Yamaoka, S., Seto, M. and Nunez, G. (2001) Bcl10 and MALT1, independent targets
of chromosomal translocation in malt lymphoma, cooperate in a novel NF-xB
signaling pathway. J Biol Chem, 276, 19012-19019.

Marengere, L.E., Waterhouse, P., Duncan, G.S., Mittrucker, H.W., Feng, G.S. and Mak, T.W.
(1996) Regulation of T cell receptor signaling by tyrosine phosphatase SYP
association with CTLA-4. Science, 272, 1170-1173.

Mastrandrea, L.D., You, J., Niles, E.G. and Pickart, C.M. (1999) E2/E3-mediated assembly of
lysine 29-linked polyubiquitin chains. J Biol Chem, 274, 27299-27306.

Matsumoto, R., Wang, D., Blonska, M., Li, H., Kobayashi, M., Pappu, B., Chen, Y., Wang, D.
and Lin, X. (2005) Phosphorylation of CARMA1 Plays a Critical Role in T Cell
Receptor-Mediated NF-«B Activation. Immunity, 23, 575-585.

May, M.J., D'Acquisto, F., Madge, L.A., Glockner, J., Pober, J.S. and Ghosh, S. (2000)
Selective inhibition of NF-kB activation by a peptide that blocks the interaction of
NEMO with the IxB kinase complex. Science, 289, 1550-1554.

May, M.J. and Ghosh, S. (1998) Signal transduction through NF-xB. Immunol Today, 19, 80-
88.

Mellman, I. and Steinman, R.M. (2001) Dendritic cells: specialized and regulated antigen
processing machines. Cell, 106, 255-258.

Mercurio, F., Zhu, H., Murray, B.W., Shevchenko, A., Bennett, B.L., Li, J., Young, D.B.,
Barbosa, M., Mann, M., Manning, A. and Rao, A. (1997) IKK-1 and IKK-2: cytokine-
activated IxB kinases essential for NF-kB activation. Science, 278, 860-866.

Miller, B.S. and Zandi, E. (2001) Complete reconstitution of human IxB kinase (IKK)

complex in yeast. Assessment of its stoichiometry and the role of IKKYy on the
complex activity in the absence of stimulation. J Bio/ Chem, 276, 36320-36326.

Monks, C.R., Freiberg, B.A., Kupfer, H., Sciaky, N. and Kupfer, A. (1998) Three-dimensional
segregation of supramolecular activation clusters in T cells. Nature, 395, 82-86.
Monks, C.R., Kupfer, H., Tamir, ., Barlow, A. and Kupfer, A. (1997) Selective modulation of

protein kinase C 0 during T-cell activation. Nature, 385, 83-86.
Mordmuller, B., Krappmann, D., Esen, M., Wegener, E. and Scheidereit, C. (2003)

Lymphotoxin and lipopolysaccharide induce NF-kB-p52 generation by a co-
translational mechanism. EMBO Rep, 4, 82-87.

Moren, A., Imamura, T., Miyazono, K., Heldin, C.H. and Moustakas, A. (2005) Degradation
of the tumor suppressor Smad4 by WW and HECT domain ubiquitin ligases. J Biol
Chem, 280, 22115-22123.

Mueller, D.L. (2004) E3 ubiquitin ligases as T cell anergy factors. Nat Immunol, 5, 883-890.

Murillas, R., Simms, K.S., Hatakeyama, S., Weissman, A.M. and Kuehn, M.R. (2002)

Identification of developmentally expressed proteins that functionally interact with
Nedd4 ubiquitin ligase. J Biol Chem, 277, 2897-2907.

Naramura, M., Jang, 1.K., Kole, H., Huang, F., Haines, D. and Gu, H. (2002) c-Cbl and Cbl-b
regulate T cell responsiveness by promoting ligand-induced TCR down-modulation.
Nat Immunol, 3, 1192-1199.

Okkenhaug, K., Bilancio, A., Emery, J.L. and Vanhaesebroeck, B. (2004) Phosphoinositide 3-
kinase in T cell activation and survival. Biochem Soc Trans, 32, 332-335.

Palombella, V.J., Rando, O.J., Goldberg, A.L. and Maniatis, T. (1994) The ubiquitin-
proteasome pathway is required for processing the NF-kB1 precursor protein and the
activation of NF-kB. Cell, 78, 773-785.

132



Literatur

Pfeithofer, C., Kofler, K., Gruber, T., Tabrizi, N.G.,, Lutz, C., Maly, K., Leitges, M. and Baier,
G. (2003) Protein kinase C 0 affects Ca2+ mobilization and NFAT cell activation in
primary mouse T cells. J Exp Med, 197, 1525-1535.

Pickart, C.M. (2000) Ubiquitin in chains. Trends Biochem Sci, 25, 544-548.

Pickart, C.M. (2001) Mechanisms underlying ubiquitination. Annu Rev Biochem, 70, 503-533.

Pitcher, L.A. and van Oers, N.S. (2003) T-cell receptor signal transmission: who gives an
ITAM? Trends Immunol, 24, 554-560.

Plaksin, D., Baeuerle, P.A. and Eisenbach, L. (1993) KBF1 (p50 NF-kB homodimer) acts as a
repressor of H-2Kb gene expression in metastatic tumor cells. J Exp Med, 177, 1651-
1662.

Poltorak, A., He, X., Liu, M. Y., Van Huffel, C., Du, X., Birdwell, D., Alejos, E., Silva, M.,
Galanos, C., Freudenberg, M., Ricciardi-Castagnoli, P., Layton, B. and Beutler, B.
(1998) Defective LPS signaling in C3H/HeJ and C57BL/10ScCr mice: mutations in
TLR4 gene. Science, 11, 2085 - 2088.

Reiner, S.L. and Seder, R.A. (1995) T helper cell differentiation in immune response. Curr
Opin Immunol, 7, 360-366.

Reynolds, L.F., Smyth, L.A., Norton, T., Freshney, N., Downward, J., Kioussis, D. and
Tybulewicz, V.L. (2002) Vavl transduces T cell receptor signals to the activation of
phospholipase Cyl via phosphoinositide 3-kinase-dependent and -independent
pathways. J Exp Med, 195, 1103-1114.

Rocha, B. and Tanchot, C. (2004) CD8 T cell memory. Semin Immunol, 16, 305-314.

Rodriguez, M.S., Wright, J., Thompson, J., Thomas, D., Baleux, F., Virelizier, J.L., Hay, R.T.
and Arenzana-Seisdedos, F. (1996) Identification of lysine residues required for
signal-induced ubiquitination and degradation of IkBa in vivo. Oncogene, 12, 2425-
2435.

Rothwarf, D.M., Zandj, E., Natoli, G. and Karin, M. (1998) IKKY is an essential regulatory
subunit of the IxB kinase complex. Nature, 395, 297-300.

Rotin, D., Staub, O. and Haguenauer-Tsapis, R. (2000) Ubiquitination and endocytosis of

plasma membrane proteins: role of Nedd4/Rsp5p family of ubiquitin-protein ligases.
J Membr Biol, 176, 1-17.

Rueda, D. and Thome, M. (2005) Phosphorylation of CARMA1: The Link(er) to NF-xB
Activation. Immunity, 23, 551-553.

Ruefli-Brasse, A.A., French, D.M. and Dixit, V.M. (2003) Regulation of NF-kB-dependent
lymphocyte activation and development by paracaspase. Science, 302, 1581-1584.

Ruefli-Brasse, A.A., Lee, W.P., Hurst, S. and Dixit, V.M. (2004) Rip2 participates in Bcl10
signaling and T-cell receptor-mediated NF-«xB activation. J Biol Chem, 279, 1570-
1574.

Ruland, J., Duncan, G.S., Elia, A., del Barco Barrantes, 1., Nguyen, L., Plyte, S., Millar, D.G.,
Bouchard, D., Wakeham, A., Ohashi, P.S. and Mak, T.W. (2001) Bcl10 is a positive
regulator of antigen receptor-induced activation of NF-xB and neural tube closure.
Cell, 104, 33-42.

Ruland, J., Duncan, G.S., Wakeham, A. and Mak, T.W. (2003) Differential requirement for
Maltl in T and B cell antigen receptor signaling. Immunity, 19, 749-758.

Russell, N.S. and Wilkinson, K.D. (2004) Identification of a novel 29-linked polyubiquitin
binding protein, Ufd3, using polyubiquitin chain analogues. Biochemistry, 43, 4844-
4854.

133



Literatur

Sancho, D., Vicente-Manzanares, M., Mittelbrunn, M., Montoya, M.C., Gordon-Alonso, M.,
Serrador, J.M. and Sanchez-Madrid, F. (2002) Regulation of microtubule-organizing
center orientation and actomyosin cytoskeleton rearrangement during immune
interactions. Immunol Rev, 189, 84-97.

Scharschmidt, E., Wegener, E., Heissmeyer, V., Rao, A. and Krappmann, D. (2004)
Degradation of Bcl10 induced by T-cell activation negatively regulates NF-kB
signaling. Mol Cell Biol, 24, 3860-3873.

Schlienger, K., Craighead, N., Lee, K.P., Levine, B.L. and June, C.H. (2000) Efficient priming
of protein antigen-specific human CD4(+) T cells by monocyte-derived dendritic cells.
Blood, 96, 3490-3498.

Schmidt-Supprian, M., Courtois, G., Tian, J., Coyle, A.J., Israel, A., Rajewsky, K. and
Pasparakis, M. (2003) Mature T cells depend on signaling through the IKK complex.
Immunity, 19, 377-389.

Schmitz, M.L., Bacher, S. and Dienz, O. (2003) NF-kB activation pathways induced by T cell
costimulation. Faseb J, 17, 2187-2193.

Schmitz, M.L., dos Santos Silva, M.A., Altmann, H., Czisch, M., Holak, T.A. and Baeuerle,
P.A. (1994) Structural and functional analysis of the NF-kB p65 C terminus. An acidic
and modular transactivation domain with the potential to adopt an a-helical
conformation. J Biol Chem, 269, 25613-25620.

Schwandner, R., Dziarski, R., Wesche, H., Rothe, M. and Kirschning, C. J. (1999)
Peptidoglycan- and lipoteichoic acid-induced cell activation is mediated by toll-like
receptor2. J Biol Chem, 274, 17406-174009.

Schwartz, R.H. (2003) T cell anergy. Annu Rev Immunol, 21, 305-334.

Sen, R. and Baltimore, D. (1986) Inducibility of k immunoglobulin enhancer-binding protein
NF-kB by a posttranslational mechanism. Cell, 47, 921-928.

Sen, R. and Baltimore, D. (1986) Multiple nuclear factors interact with the immunoglobulin
enhancer sequences. Cell, 46, 705-716.

Senftleben, U., Cao, Y., Xiao, G, Greten, F.R., Krahn, G,, Bonizzi, G,, Chen, Y., Hu, Y., Fong,
A., Sun, S.C. and Karin, M. (2001) Activation by IKKa of a second, evolutionary
conserved, NF-«B signaling pathway. Science, 293, 1495-1499.

Shapiro, V.S., Truitt, K.E., Imboden, J.B. and Weiss, A. (1997) CD28 mediates transcriptional
upregulation of the interleukin-2 (IL-2) promoter through a composite element
containing the CD28RE and NF-IL-2B AP-1 sites. Mo/ Cell Biol, 17, 4051-4058.

Shi, C.S. and Kehrl, J.H. (2003) Tumor necrosis factor (TNF)-induced germinal center kinase-
related (GCKR) and stress-activated protein kinase (SAPK) activation depends upon
the E2/E3 complex Ubc13-Uev1A/TNF receptor-associated factor 2 (TRAF2). J Biol
Chem, 278, 15429-15434.

Siebenlist, U., Franzoso, G. and Brown, K. (1994) Structure, regulation and function of
NF-kB. Annu Rev Cell Biol, 10, 405-455.

Singer, A.L. and Koretzky, G.A. (2002) Control of T cell function by positive and negative
regulators. Science, 296, 1639-1640.

Sommer, K., Guo, B., Pomerantz, J.L., Bandaranayake, A.D., Moreno-Garcia, M.E.,
Ovechkina, Y.L. and Rawlings, D.J. (2005) Phosphorylation of the CARMAT1 Linker
Controls NF-kB Activation. Immunity, 23, 561-574.

Spencer E., Jiang J. and Chen, Z.J. (1999) Signal-induced ubiquitination of IkxBa by the F-
box protein Slimb/B-TrCP. Genes and Dev, 13, 284 - 294.

134



Literatur

Springael, J.Y., De Craene, J.O. and Andre, B. (1999) The yeast Npil/Rsp5 ubiquitin ligase
lacking its N-terminal C2 domain is competent for ubiquitination but not for
subsequent endocytosis of the gapl permease. Biochem Biophys Res Commun, 257,
561-566.

Srinivasula, S.M., Ahmad, M., Lin, J.H., Poyet, J.L., Fernandes-Alnemri, T., Tsichlis, P.N. and
Alnemri, E.S. (1999) CLAP, a novel caspase recruitment domain-containing protein in
the tumor necrosis factor receptor pathway, regulates NF-xB activation and apoptosis.
J Biol Chem, 274, 17946-17954.

Stern, L.J. and Wiley, D.C. (1994) Antigenic peptide binding by class I and class II
histocompatibility proteins. Structure, 2, 245-251.

Stockinger, B., Kassiotis, G. and Bourgeois, C. (2004) CD4 T-cell memory. Semin Immunol,
16, 295-303.

Streubel, B., Lamprecht, A., Dierlamm, J., Cerroni, L., Stolte, M., Ott, G., Raderer, M. and
Chott, A. (2003) T(14;18)(q32;921) involving IGH and MALTT is a frequent
chromosomal aberration in MALT lymphoma. Blood, 101, 2335-2339.

Su, H., Bidere, N., Zheng, L., Cubre, A., Sakai, K., Dale, J., Salmena, L., Hakem, R., Straus,
S. and Lenardo, M. (2005) Requirement for caspase-8 in NF-kB activation by antigen
receptor. Science, 307, 1465-1468.

Sudol, M., Chen, H.I., Bougeret, C., Einbond, A. and Bork, P. (1995) Characterization of a
novel protein-binding module--the WW domain. FEBS Lett, 369, 67-71.

Sudol, M. and Hunter, T. (2000) NeW wrinkles for an old domain. Cell, 103, 1001-1004.

Sun, L. and Chen, Z.J. (2004) The novel functions of ubiquitination in signaling. Curr Opin
Cell Biol, 16, 119-126.

Sun, L., Deng, L., Ea, C.K., Xia, Z.P. and Chen, Z.J. (2004) The TRAF6 ubiquitin ligase and
TAKI1 kinase mediate IKK activation by BCL10 and MALT1 in T lymphocytes. Mol
Cell, 14, 289-301.

Sun, Z., Arendt, C.W., Ellmeier, W., Schaeffer, E.M., Sunshine, M.J., Gandhi, L., Annes, J.,
Petrzilka, D., Kupfer, A., Schwartzberg, P.L. and Littman, D.R. (2000) PKC® is
required for TCR-induced NF-«xB activation in mature but not immature T
lymphocytes. Nature, 404, 402-407.

Suzuki, N., Suzuki, S., Duncan, G.S., Millar, D.G., Wada, T., Mirtsos, C., Takada, H.,
Wakeham, A, Itie, A., Li, S., Penninger, J.M., Wesche, H., Ohashi, P.S., Mak, T.W.
and Yeh, W.C. (2002) Severe impairment of interleukin-1 and Toll-like receptor
signalling in mice lacking IRAK-4. Nature, 416, 750-756.

Takeda, K., Kaisho, T. and Akira, S. (2003) Toll-like receptors. Annu Rev Immunol, 21, 335-
376.

Takeda, K., Takeuchi, O., Tsujimura, T., Itami, S., Adachi, O., Kawai, T., Sanjo, H.,
Yoshikawa, K., Terada, N. and Akira, S. (1999) Limb and skin abnormalities in mice
lacking IKKa. Science, 284, 313-316.

Takeushi, O., Hoshino, K., Kawai, T., Sanjo, H., Takada, H., Ogawa, T., Takeda, K. and Akira,
S. (1999) Differential roles of TLR2 and TLR4 in recognition of gram-negative and
gram-positive bacterial cell wall components. Immunity, 11, 443 - 451.

Tanaka, M., Fuentes, M. E., Yamaguchi, K., Durnin, M. H., Dalrymple, D. A., Hardy, K. L.
and Goeddel, D. V. (1999) Embyonic lethality, liver degeneration, and impaired NF-
kB activation in IKK-deficient mice. Immunity, 10, 421-429.

135



Literatur

Tegethoft, S., Behlke, J. and Scheidereit, C. (2003) Tetrameric oligomerization of IKKYy is
obligatory for IKK complex activity and NF-kB activation. Mol Cell Biol, 23, 2029 -
2041.

Thery, C. and Amigorena, S. (2001) The cell biology of antigen presentation in dendritic cells.
Curr Opin Immunol, 13, 45-51.

Thomas, J.A., Allen, J.L., Tsen, M., Dubnicoff, T., Danao, J., Liao, X.C., Cao, Z. and
Wasserman, S.A. (1999) Impaired cytokine signaling in mice lacking the IL-1
receptor-associated kinase. J Immunol, 163, 978-984.

Thome, M., Gaide, O., Micheau, O., Martinon, F., Bonnet, D., Gonzalez, M. and Tschopp, J.
(2001) Equine herpesvirus protein E10 induces membrane recruitment and
phosphorylation of its cellular homologue, Bcl-10. J Cell Biol, 152, 1115-1122.

Thome, M., Martinon, F., Hofmann, K., Rubio, V., Steiner, V., Schneider, P., Mattmann, C.
and Tschopp, J. (1999) Equine herpesvirus-2 E10 gene product, but not its cellular

homologue, activates NF-kB transcription factor and c-Jun N-terminal kinase. J Biol
Chem, 274, 9962-9968.

Thompson, J.E., Phillips, R.J., Erdjument-Bromage, H., Tempst, P. and Ghosh, S. (1995) IxB-
B regulates the persistent response in a biphasic activation of NF-kB. Cell, 80, 573-
582.

Tivol, E.A., Borriello, F., Schweitzer, A.N., Lynch, W.P., Bluestone, J.A. and Sharpe, A.H.
(1995) Loss of CTLA-4 leads to massive lymphoproliferation and fatal multiorgan
tissue destruction, revealing a critical negative regulatory role of CTLA-4. Immunity,
3, 541-547.

Truneh, A., Albert, F., Golstein, P. and Schmitt-Verhulst, A.M. (1985) Early steps of
lymphocyte activation bypassed by synergy between calcium ionophores and phorbol
ester. Nature, 313, 318-320.

Ullman, K.S., Northrop, J.P., Verweij, C.L. and Crabtree, GR. (1990) Transmission of signals
from the T lymphocyte antigen receptor to the genes responsible for cell proliferation
and immune function: the missing link. Annu Rev Immunol, 8, 421-452.

Uren, A.G., O'Rourke, K., Aravind, L.A., Pisabarro, M.T., Seshagiri, S., Koonin, E.V. and
Dixit, V.M. (2000) Identification of paracaspases and metacaspases: two ancient
families of caspase-like proteins, one of which plays a key role in MALT lymphoma.
Mol Cell, 6,961-967.

Valitutti, S., Muller, S., Salio, M. and Lanzavecchia, A. (1997) Degradation of T cell receptor
(TCR)-CD3-{ complexes after antigenic stimulation. J Exp Med, 185, 1859-1864.

van der Merwe, P.A. and Davis, S.J. (2002) Immunology. The immunological synapse - a
multitasking system. Science, 295, 1479-1480.

Verma, [.M., Stevenson, J.K., Schwarz, E.M., Van Antwerp, D. and Miyamoto, S. (1995)
Rel/NF-kB/IkB family: intimate tales of association and dissociation. Genes Dev, 9,
2723-2735.

Villalba, M., Bi, K., Hu, J., Altman, Y., Bushway, P., Reits, E., Neefjes, J., Baier, G., Abraham,
R.T. and Altman, A. (2002) Translocation of PKCO in T cells is mediated by a
nonconventional, PI3-K- and Vav-dependent pathway, but does not absolutely require
phospholipase C. J Cell Biol, 157, 253-263.

Viola, A. and Lanzavecchia, A. (1996) T cell activation determined by T cell receptor number
and tunable thresholds. Science, 273, 104-106.

136



Literatur

Walunas, T.L., Lenschow, D.J., Bakker, C.Y., Linsley, P.S., Freeman, GJ., Green, J.M.,
Thompson, C.B. and Bluestone, J.A. (1994) CTLA-4 can function as a negative
regulator of T cell activation. Immunity, 1, 405-413.

Wang, C., Deng, L., Hong, M., Akkaraju, GR., Inoue, J. and Chen, Z.J. (2001) TAK1 is a
ubiquitin-dependent kinase of MKK and IKK. Nature, 412, 346-351.

Wang, M. and Pickart, C.M. (2005) Different HECT domain ubiquitin ligases employ distinct
mechanisms of polyubiquitin chain synthesis. Embo J, 24, 4324-4333.

Waterhouse, P., Marengere, L.E., Mittrucker, H.W. and Mak, T.W. (1996) CTLA-4, a negative
regulator of T-lymphocyte activation. Immunol Rev, 153, 183-207.

Waterhouse, P., Penninger, J.M., Timms, E., Wakeham, A., Shahinian, A., Lee, K.P,,
Thompson, C.B., Griesser, H. and Mak, T.W. (1995) Lymphoproliferative disorders
with early lethality in mice deficient in CTLA-4. Science, 270, 985-988.

Whiteside, S.T., Epinat, J.C., Rice, N.R. and Israel, A. (1997) IkBeg, a novel member of the
IkB family, controls RelA and cRel NF-kB activity. Embo J, 16, 1413-1426.

Wilkinson, K.D. (2000) Ubiquitination and deubiquitination: targeting of proteins for
degradation by the proteasome. Semin Cell Dev Biol, 11, 141-148.

Willis, T.G,, Jadayel, D.M., Du, M.Q., Peng, H., Perry, A.R., Abdul-Rauf, M., Price, H.,
Karran, L., Majekodunmi, O., Wlodarska, 1., Pan, L., Crook, T., Hamoudi, R.,
Isaacson, P.G. and Dyer, M.J. (1999) Bcl10 is involved in t(1;14)(p22;q32) of MALT
B cell lymphoma and mutated in multiple tumor types. Cell, 96, 35-45.

Wulczyn, F.G., Naumann, M. and Scheidereit, C. (1992) Candidate proto-oncogene Bcl-3
encodes a subunit-specific inhibitor of transcription factor NF-xB. Nature, 358, 597-
599.

Xiao, G., Harhaj, E.W. and Sun, S.C. (2001) NF-kB-inducing kinase regulates the processing
of NF-kB2 p100. Mol Cell, 7, 401-409.

Yablonski, D., Kadlecek, T. and Weiss, A. (2001) Identification of a phospholipase Cyl
(PLCy1) SH3 domain-binding site in SLP-76 required for T-cell receptor-mediated
activation of PLCy1 and NFAT. Mol Cell Biol, 21, 4208-4218.

Yamaoka, S., Courtois, G., Bessia, C., Whiteside, S.T., Weil, R., Agou, F., Kirk, H.E., Kay,
R.J. and Israel, A. (1998) Complementation cloning of NEMO, a component of the
IkB kinase complex essential for NF-kB activation. Cell, 93, 1231-1240.

Yang, D.D., Conze, D., Whitmarsh, A.J., Barrett, T., Davis, R.J., Rincon, M. and Flavell, R.A.
(1998) Differentiation of CD4+ T cells to Thl cells requires MAP kinase JNK2.
Immunity, 9, 575-585.

Yaron, A., Hatzubai, A., Davis, M., Lavon, 1., Amit, S., Manning, A.M., Andersen, J.S., Mann,
M., Mercurio, F. and Ben-Neriah, Y. (1998) Identification of the receptor component
of the IxBa-ubiquitin ligase. Nature, 396, 590-594.

Zandi, E., Chen, Y. and Karin, M. (1998) Direct phosphorylation of IkB by IKKa and IKKf:
discrimination between free and NF-kB-bound substrate. Science, 281, 1360-1363.

Zandi, E., Rothwarf, D.M., Delhase, M., Hayakawa, M. and Karin, M. (1997) The IkB kinase
complex (IKK) contains two kinase subunits, IKK o and IKK[3, necessary for IkB
phosphorylation and NF-kB activation. Cell, 91, 243-252.

Zhang, Q., Didonato, J.A., Karin, M. and McKeithan, T.W. (1994) Bcl3 encodes a nuclear
protein which can alter the subcellular location of NF-kB proteins. Mol Cell Biol, 14,
3915-3926.

Zhang, Q., Siebert, R., Yan, M., Hinzmann, B., Cui, X., Xue, L., Rakestraw, K.M., Naeve,
C.W., Beckmann, G., Weisenburger, D.D., Sanger, W.G., Nowotny, H., Vesely, M.,

137



Literatur

Callet-Bauchu, E., Salles, G., Dixit, V.M., Rosenthal, A., Schlegelberger, B. and
Morris, S.W. (1999) Inactivating mutations and overexpression of Bcl10, a caspase
recruitment domain-containing gene, in MALT lymphoma with t(1;14)(p22;932). Nat
Genet, 22, 63-68.

Zhang, W., Sloan-Lancaster, J., Kitchen, J., Trible, R.P. and Samelson, L.E. (1998 a) LAT: the
ZAP-70 tyrosine kinase substrate that links T cell receptor to cellular activation. Cell,
92, 83-92.

Zhang, W., Trible, R.P. and Samelson, L.E. (1998 b) LAT palmitoylation: its essential role in
membrane microdomain targeting and tyrosine phosphorylation during T cell
activation. Immunity, 9, 239-246.

Zhou, H., Wertz, 1., O'Rourke, K., Ultsch, M., Seshagiri, S., Eby, M., Xiao, W. and Dixit, V.M.
(2004) Bcl10 activates the NF-kB pathway through ubiquitination of NEMO. Nature,
427, 167-171.

138



Anhang

8 Anhang

8.1 Publikationen

Teile dieser Arbeit sind in folgende Publikationen eingegangen:

Wegener, E., Oeckinghaus, A., Papadopoulou, N., Lavitas, L., Schmidt-Supprian, M.,
Ferch, U., Mak, T. W., Ruland, J., Heissmeyer, V., Krappmann, D. (2006) Essential role for
IxkB kinase B in remodelling Carmal-Bcl10-Maltl complexes upon T cell activation. Mol

Cell, in press

Scharschmidt, E., Wegener, E., Heissmeyer, V., Rao, A., Krappmann, D. (2004) Degradation
of Bcll0 induced by T-cell activation negativly regulates NF-kB signaling. Mol Cell Biol 24
(9): 3860 — 73.

139



Anhang

8.2 Lebenslauf

Name
Geburtsdatum
Geburtsort

Familienstand

08/2001 bis heute

07/2000 bis 06/2001

10/1994 bis 06/2000

Schulausbildung

08/1989 bis 06/1994
08/1986 bis 07/1989
08/1985 bis 07/1986
08/1984 bis 07/1985
08/1980 bis 07/1984

Elmar Wegener
21.08.1974
Hildesheim
ledig

Wissenschaftlicher Mitarbeiter am Max-Delbriick-Centrum
Berlin-Buch

Arbeitsgruppe: ,,Signaltransduktion in Tumorzellen* von Prof.
Dr. Claus Scheidereit.

Beginn des Promotionsverfahrens and der Humboldt-Universitit
zu Berlin: 01/2004

Diplomarbeit an der medizinischen Fakultit der Universitdt zu
Koln, Institut fiir Biochemie

Arbeitsgruppe: ,,Zellulire Neurobiologie“ von Dr. Markus
Plomann/ Prof. Dr. Mats Paulsson.

Titel: Charakterisierung potentieller Bindungspartner der
Pacsine

Chemiestudium an der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen
Fakultit der Universitiat zu Koln

Hauptfacher: Biochemie
Organische Chemie
Anorganische Chemie

Physikalische Chemie

Gymnasium Deutsche Schule Briissel, Belgien
Gymnasium Deutsche Schule Paris, Frankreich
Orientierungsstufe St. Augustinus, Hildesheim
Gladstone Elementary School, Columbus, Ohio, USA

Grundschule Algermissen

140



Anhang

8.3 Danksagung

Prof. Dr. Claus Scheidereit danke ich fiir die ausgezeichneten Arbeitsbedingungen in seinem
Labor, die maBgeblich zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben, im Speziellen fiir die

uneingeschriankte Freiheit bei der Planung und Durchfiihrung der unterschiedlichen Projekte.

Dr. Daniel Krappmann danke ich fiir permanente Diskussionsbereitschaft und unermiidlichen

fachlichen Einsatz, wodurch die Erstellung dieser Arbeit tagtéglich unterstiitzt wurde.

Prof. Dr. Wolgang Lockau danke ich fiir die spontane Bereitschaft, als mein Betreuer an der

Humboldt-Universitét zu fungieren.

Prof. Dr. Anjana Rao, Prof. Dr. Klaus Rajewsky, Dr. Vigo Heissmeyer und Dr. Marc Schmidt-
Supprian danke ich fiir die Moglichkeit zur Durchfiihrung von in vivo Experimenten und fiir

die ausgesprochen freundliche Aufnahme in Boston.

Allen weiteren Mitarbeitern des Labors, Dr. Annette Ahlers, Dr. Meike Bromer, Dr. Mira
Choi, Seda Co6l Arslan, Rudolf Dettmer, Jan Ebert, Dr. Christian Freund, Karin Ganzel, Dr.
Norbert Henke, Dr. Michael Hinz, Sabine Jungmann, Dr. Eva Kirgel, Daniela Keyner, Liron
Lavitas, Andrea Oeckinghaus, Anke Renger, Erika Scharschmidt, Dr. Ruth Schmidt-Ullrich,
Michael Stilmann, Yoshiaki Sunami und Sarah Ugowski danke ich fiir die immer freundliche
und produktive Arbeitsatmosphére, anregende Diskussionen und fortwidhrende Unterstiitzung

im Alltag.

141




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


