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1. Einleitung 

 

1.1 Der Transkriptionsfaktor NF-κB und sein Inhibitorprotein IκBα 

Grundlage vieler biologischer Prozesse in einer Zelle ist die Regulation der Genexpression 

auf der Ebene der Transkription. Zellen von der Hefe bis zum Menschen nutzen jeweils ver-

schiedene Kontrollinstanzen, um zu koordinieren, welche Gene an- und ausgeschaltet werden 

(differentielle Genaktivität). Eine zentrale Instanz der Genkontrolle sind hierbei Proteine, die 

man Transkriptionsfaktoren nennt. Als solche binden sie dabei ganz spezifisch an regulatori-

sche DNA-Elemente in Promotoren/Enhancern von Genen, wodurch sie die Ablesung der 

Gene in mRNA steuern. Ihre Hauptaufgabe liegt darin, die Initiationsstelle (Transkripti-

onsstartpunkt) für die Transkription (mRNA-Synthese) am Promotor festzulegen, welche 

durch die RNA-Polymerase II katalysiert wird. Zusammen mit der Polymerase stellen diese 

Hilfsproteine den basalen Transkriptionsapparat dar. Die meisten Transkriptionsfaktoren re-

gulieren die Expression mehrerer Zielgene häufig im Verbund mit anderen Transkriptionsfak-

toren. Aufgrund ihres dreiteiligen Aufbaus mit DNA-Bindedomäne, Aktivierungsdomäne und 

Protein-Proteininteraktionsdomäne können sie sowohl mit Mitgliedern der eigenen Transkrip-

tionsfaktor-Familie als auch mit denen anderer Transkriptionsfaktorfamilien dimere oder mul-

timere DNA-Bindungskomplexe zu bilden. Hinsichtlich der Regulation und der transkriptio-

nellen Aktivierung von Genen sind mittlerweile mehrere Transkriptionsfaktoren gut charakte-

risiert. Unter all diesen Transkriptionfaktoren sticht Nuclear-Factor-κB (NF-κB) infolge meh-

rerer Eigenschaften besonders hervor: rasche Aktivierbarkeit, ungewöhnlicher Regulations-

mechanismus. Über diese rein funktionellen Merkmale hinaus nimmt NF-κB eine Schlüssel-

stellung bei Entzündungsprozessen und in der Tumorentstehung ein (Karin, 2006). 1986 wur-

de NF-κB zum ersten Mal von Sen und Baltimore in den B-Lymphozyten der Maus beschrie-

ben (Sen and Baltimore, 1986). Ursprünglich wurde angenommen, NF-κB sei ein B-Zell-

spezifischer Transkriptionsfaktor, der an die leichte Kette des Immunglobulin κ-Enhancers 

bindet. Bald wurde jedoch erkannt, dass NF-κB in nahezu jedem Zelltyp vorhanden ist und 

dabei eine Vielzahl von biologischen Entscheidungen kontrolliert. Angefangen von der Be-

deutung für die Ausbildung einer dorsal-ventralen Polarität in Insekten, bis hin zur Koordinie-

rung von Entzündungs- und Immunantworten (Baeuerle and Baltimore, 1996). Zu den NF-

κB-regulierten Genen zählen solche, die für Zytokine, Chemokine, Adhäsionsmoleküle, Zell-

oberflächenrezeptoren und Immunmodulatoren kodieren (Tab. 1) (Ghosh and Karin, 2002; 

Grilli et al., 1993; Pahl, 1999). Der großen Anzahl an Genen, die von NF-κB reguliert wer-

den, steht eine nicht minder große Zahl an Stimuli gegenüber, die NF-κB aktivieren können. 
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Diese Stimuli erstrecken sich von zellulären Botenstoffen wie den Zytokinen und Wachs-

tumsfaktoren (TNF, IL-1β, IL-2, IL-18) über Chemikalien (Phorbolester), physikalische No-

xen (UV-Strahlung, ionisierende Strahlung), oxidativen Stress (z.B H2O2), bis hin zu infektiö-

sen Agentien (Lipopolysaccharide, Viren) (Grilli et al., 1993; Messer and Rupec, 2001). 

NF-κB liegt als Homo- oder Heterodimer zusammengesetzt aus Mitgliedern der NF-

κB/Rel-Familie im Zytoplasma vor. Zu den Mitgliedern dieser Familie zählen RelA (p65), c-

Rel, RelB, NF-κB1 (p50) und NF-κB2 (p52). p65 (RelA), RelB und c-Rel besitzen an ihrem 

C-terminalen Ende eine Transaktivierungsdomäne. p50 und p52 entstehen durch proteolyti-

sche Spaltung aus den p105 bzw. p100. Die Mechanismen, durch welche die p105- und p100-

Vorläuferproteine proteolytisch zu p50 und p52 prozessiert werden, sind noch nicht vollstän-

dig verstanden. Man vermutet aber, dass die Prozessierung des NF-κB1 Vorläufers p105 co-

translational (Karin and Ben-Neriah, 2000; Lin et al., 1998) oder post-translational über das 

Ubiquitin-Proteasom-System erfolgt. In den meisten Zellen liegt NF-κB als Heterodimer, 

bestehend aus den Untereinheiten p50 und p65, vor (Siebenlist, 1997). Alle Untereinheiten 

der NF-κB/Rel-Familie weisen eine hochkonservierte aminoterminale Sequenz auf, die als 

Rel-Homology-Region (RHR) bezeichnet wird (Nolan and Baltimore, 1992). Sie ist wichtig 

für die Dimerisierung der NF-κB Untereinheiten, Bindung an die DNA und Interaktion mit 

dem Inhibitor IκB. 

Kontrolliert wird die transkriptionelle Aktivität von NF-κB durch Mitglieder der Inhi-

bitor of NF-κB oder IκB-Familie. Bei ruhenden, nicht stimulierten Zellen sind die NF-

κB/Rel-Dimere an die inhibitorische Untereinheit IκB gebunden, welche durch Maskierung 

des Kernlokalisierungssignals (NLS) in der RHD-Region von NF-κB dafür sorgt, dass NF-κB 

im Zytoplasma zurückgehalten wird und somit nicht in den Zellkern translozieren kann, um 

dort seine Zielgene zu aktivieren (Baldwin, 1996; Ghosh et al., 1998). Mittlerweile wurden 

sieben IκB-Moleküle identifiziert: IκBα, IκBβ, IκBγ, IκBε, Bcl-3, p100 und p105 (Ghosh et 

al., 1998). So sind p100 und p105 genau wie die übrigen Mitglieder der IκB-Familie durch 

das Vorhandensein von mehreren Ankyrin-Repeats charakterisiert, die als Protein-Protein 

Interaktionsdomänen mit der RHD-Region von NF-κB interagieren und dadurch NF-κB im 

Zytoplasma zurückhalten (Ghosh et al., 1998). Die IκBs haben überlappende aber dennoch 

unterschiedliche inhibitorische Spezifitäten, die sie befähigen, NF-κB Dimere unterschiedlich 

zu hemmen. Das am besten charakterisierte IκB-Molekül ist IκBα. IκBα kann in drei struktu-

relle Domänen eingeteilt werden: eine 70-Aminosäuren lange N-terminale Region, eine 205- 

Aminosäuren lange zentrale Region, die aus Ankyrin-Repeats aufgebaut ist, sowie eine 
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Adhäsionsmoleküle 

 

 

 

 

 

Zelloberflächenrezeptoren 

 

 

 

Transkriptionsfaktoren 

 

 

 

Weitere Gene 

Interleukin-2, -3, -6, -12 

Tumor Nekrose Faktor-α, LTα 

Interferon-β 

GM-CSF 

G-CSF 

M-CSF 
 

Interleukin-8 

 

ELAM-1 

VCAM-1 

ICAM-1 

E-Selektin 

Mad-CAM-1 

 

TCRα, TCRβ 

β2-Mikroglobulin 

IL-2Rα 

 

c-myc 

c-Rel 

IκBα 
 

iNO Synthase 

COX-1, -2 

TAP-1 Peptidtransporter 

LMP2 Proteasom-Untereinheit 

 
Tab.1 Auswahl NF-κB-regulierter Gene 
 

C-terminale 42-Aminosäuren umfassende Region, die die sogenannte PEST-Region enthält 

(Baldwin, 1996). Das PEST-Motiv ist eine Sequenz der IκB-Phosphorylierung und ist ebenso 

verantwortlich für den Grundumsatz dieser Proteine. 

 

 9



1.2 Die NF-κB Signaltransduktionskaskade 

Zu den grundlegensten Eigenschaften der Zelle gehört es, auf Signale (Reize) der Umwelt zu 

reagieren und diese in eine zelluläre Antwort umzuwandeln. Damit dieses Signal von der 

Zelloberfläche in den Zellkern gelangen kann, um dort eine spezifische Genexpression auszu-

lösen, haben die Zellen der Eukaryonten ein ausgefeiltes System von Proteinen entwickelt, 

mit dem sie auf Signale von anderen Zellen antworten können. Zu diesem System gehören 

Zelloberflächenrezeptoren, intrazelluläre Rezeptorproteine, Proteinkinasen und Proteinphos-

phatasen. In einem komplexen biochemischen Vorgang, den man als Signaltransduktion be-

zeichnet, regen aktivierte Zelloberflächenrezeptoren über Proteinkinasen eine Phosphorylie-

rungs-/Aktivierungskaskade intrazellulärer Proteine an. Dieser Prozess mündet am Ende in 

einem spezifischen Muster der Genexpression, welches durch Transkriptionsfaktoren, die am 

Ende der Signalübertragungskette stehen, vermittelt wird. 

NF-κB ist im Zytoplasma der ruhenden Zelle an das Inhibitorprotein IκBα gebunden. 

Auf eine zelluläre Stimulation, z.B durch das Einwirken von proinflammatorischen Zytokinen 

wie TNF, IL-1, IL-18 oder anderen Stimuli, wie z.B den bakteriellen Lipopolysacchariden 

(LPS) hin wird das IκBα-Protein an zwei konservierten Serinresten (Ser32 und Ser36) durch 

den IκB-Kinase-Komplex (IKK) phosphoryliert, anschließend durch eine E3 Ubiquitin-

Ligase ubiquitiniliert und dann durch das 26S-Proteasom degradiert (Karin and Ben-Neriah, 

2000). Aufgrund der Degradierung von IκBα liegt keine Assoziation mit NF-κB mehr vor, so 

dass aktives NF-κB in den Zellkern translozieren und gemeinsam mit dem Coaktivator 

CBP/p300 den RNA-Polymerase-II-Komplex aktivieren kann. 

Inzwischen weiß man, dass die NF-κB-Aktivierung über verschiedene Signalwege er-

folgen kann. Vor allem die TNF-Rezeptoren 1 (p55/TNFR1) und 2 (p75/TNFR2) sowie die 

Toll/Interleukin-1-Rezeptoren sind an diesen Signaltransduktionsprozessen beteiligt. Charak-

teristisch für den „klassischen“ Signalweg ist, dass er in der Aktivierung des IKK-Komplexes, 

dem Schlüsselmolekül der NF-κB-Aktivierung, mündet (Malinin et al., 1997). Der IKK-

Komplex (700-900 kDa) besteht aus den zwei katalytischen Kinase-Untereinheiten IKKα und 

IKKβ sowie der regulatorischen Untereinheit IKKγ/NEMO (Rothwarf et al., 1998; Zandi and 

Karin, 1999; Zandi et al., 1997). Vor allem die katalytischen Kinase-Untereinheiten IKKα 

und IKKβ sind für die signal-induzierende Phosphorylierung von IκB verantwortlich 

(DiDonato et al., 1997). In einem alternativen NF-κB-Signalweg sorgt eine von NIK (NF-κB-

Inducing-Kinase) aktivierte IKKβ-Untereinheit für die Phosphorylierung und anschließende 

Prozessierung von p100 zu p52. Das so generierte p52 verbindet sich mit der RelB-

Untereinheit und bewegt sich als p52/RelB-Heterodimer in den Zellkern. Die Aktivierung des 
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alternativen Signalweges erfolgt über die Lymphotoxinβ- (LTβ), BAFF- oder CD40-

Rezeptoren, die allesamt zur Familie der TNF-Rezeptoren gehören. Weitere alternative 

Signaltransduktionswege, die zur Aktivierung von NF-κB führen, haben Bender/Li und Im-

bert beschrieben. So wird z.B im Falle einer UV-Bestrahlung eine NF-κB-Aktivierung her-

vorgerufen, die zwar mit einer IκB-Degradierung einhergeht, aber nicht mit einer IκB-

Phosphorylierung gekoppelt ist (Bender et al., 1998). Werden Jurkat T-Zellen mit Pervanadat 

behandelt, so kommt es ebenfalls zur Aktivierung von NF-κB, wobei IκBα am Tyrosinrest 42 

phosphoryliert wird, ohne dass IκBα proteolytisch abgebaut wird (Imbert et al., 1996). 

 

1.3 Regulation der NF-κB-Aktivität 
Die zytoplasmatische Retention von NF-κB durch IκB gilt als der Hauptmechanismus zur 

Verhinderung einer spontanen NF-κB-Aktivität. Erst die IKKα und IKKβ-vermittelte 

Phosphorylierung von IκB sowie seine anschließende proteosomale Degradierung stellen die 

notwendigen Voraussetzungen für eine vollständige NF-κB-Aktivierung dar. Denn nur wenn 

die Kernlokalisierungssequenz des p50/p65- oder des p52/p65-NF-κB-Komplexes freigelegt 

ist, kann sich der Komplex in Richtung Zellkern bewegen und an das NF-κB Bindesequenz-

Element im Promotor seines Zielgenes binden (Ghosh and Karin, 2002). Dennoch reicht eine 

einfache Bindung dieses Transkriptionsfaktors an die DNA nicht aus, um eine hinreichende 

NF-κB-Aktivierung zu erzielen. Post-translationale Modifikationen beeinflussen maßgeblich 

die transkriptionelle Aktivität von NF-κB. Berichten mehrerer Arbeitsgruppen zufolge sollen 

eine Vielzahl von Proteinkinasen wie Casein Kinase II, Akt, IKK, die PKAc und die MAP-

Kinase p38 (Mitogen-Activated Protein Kinase) an der Phosphorylierung verschiedener Se-

rinresten (276, 468, 529 und 536) der transaktivierenden Domäne von p65 beteiligt sein, wo-

durch die transkriptionelle Aktivität von NF-κB moduliert wird (Mercurio and Manning, 

1999; Schmitz and Baeuerle, 1991; Vermeulen et al., 2003; Wang and Baldwin, 1998; Zhong 

et al., 1997). Demnach induziert LPS die Phosphorylierung des Serins 276 an der p65-

Untereinheit durch die Proteinkinase A. Die Rolle dieser Phosphorylierung scheint in zweier-

lei Hinsicht von wichtiger Bedeutung zu sein. Erstens wird durch die Phosphorylierung die 

DNA-Bindung von p65 verstärkt, und zweitens sorgt sie für eine zusätzliche Interaktionsstelle 

für den transkriptionellen Coaktivator CBP/p300 (CREB-Binding-Protein) (Zhong et al., 

2002; Zhong et al., 1998), so dass die transkriptionelle Aktivität von p65 erhöht wird (Viatour 

et al., 2005; Zhong et al., 1997). 

Auch die negative Regulation der NF-kB Aktivierung ist komplex. Neu-synthethisierte IκBα-

Moleküle gelangen in den Zellkern und entfernen NF-κB von der DNA (Arenzana-Seisdedos 
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et al., 1995). Als wesentlichen Mechanismus für den Rücktransport von NF-κB vom Zellkern 

ins Zytoplasma kommen leucinreiche NES-Sequenzen (Nucleus-Export-Sequences) im IκBα-

Molekül in Betracht (Arenzana-Seisdedos et al., 1997; Rodriguez et al., 1999). 

 

 

  
 
Abb. 1 Aktivierung von NF-κB. Nach Stimulation über den p55/TNFR1 Rezeptor kommt es nach Aktivierung 

des IKK Signalosoms (IKKα, IKKβ, IKKγ/NEMO) zur Phosphorylierung und Degradation von IκBα; dies führt 

zur Phosphorylierung von p65/RelA an Ser536 und Translokation in den Zellkern. Über die MAP Kinasen 

ERK1 und p38 und nachfolgender Aktivierung von MSK1/2 phosphorylieren MSK1/2 p65/RelA an Ser276. 

 

1.4 Pathophysiologische Bedeutung von NF-κB 

1.4.1 Rolle von NF-κB in der Onkogenese 

Die Entstehung eines malignen Tumors basiert auf zahlreichen Veränderungen im zellulären 

Stoffwechsel. Dazu zählen Veränderungen, die nicht nur die Zellproliferation, sondern auch 

den programmierten Zelltod (Apoptose), die Expression von Adhäsionsmolekülen und die 

Angiogenese betreffen. Das Ungleichgewicht zwischen Zellproliferation und programmiertem 

Zelltod gilt daher als eines der kritischsten zellulären Ereignisse, die zur Onkogenese führen. 

Es überrascht daher nicht, dass der Transkriptionsfaktor NF-κB eine wichtige Rolle bei der 

Enstehung von malignen Tumoren einnimmt. Die ersten Anhaltspunkte, wonach NF-κB in 
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der Onkogenese involviert sein könnte, stammten von Untersuchungen an Retroviren, die v-

Rel codieren, ein onkogenes virales Homolog zu c-Rel, welches Tumoren in Hühnern verur-

sachte (Rayet and Gelinas, 1999; Sylla and Temin, 1986). 

Im Laufe der Zeit hat sich immer mehr herauskristallisiert, dass NF-κB auch an der 

Entstehung maligner Tumore des lymphatischen Systems beteiligt sein kann. Gerade in Tu-

moren lymphoiden Ursprungs findet man häufig eine fehlregulierte NF-κB-Aktivierung vor. 

Als Ursache dieser Fehlsteuerung werden genetische Veränderungen wie chromosomale 

Rearrangements (Genumordnungen im Genom), chromosomale Translokationen (reziproker 

Austausch von Chromosomensegmenten), Amplifikationen (Vervielfältigung von Genkopien) 

oder Mutationen in Rel- und Ikb Genen verantwortlich gemacht (Cabannes et al., 1999; Gil-

more, 1999; Rayet and Gelinas, 1999). Insbesondere die für c-Rel-, NF-κB2- und Bcl-3-

kodierenden Gene sind in Regionen des Genoms lokalisiert, die bei Rearrangment- oder 

Amplifikationsvorgängen involviert sind. Während das c-Rel Gen in amplifizierter Form (mit 

der Kopienzahl steigt auch das Ausmaß der Gesamtexpression) und „rearranged“ in einigen 

krebsartigen Zellinien gefunden wurde (Gilmore et al., 1996; Rayet and Gelinas, 1999), wur-

de das Bcl-3 Gen als eine [t(14,19)(q32;q13.1)] chromosomale Translokation in einer Reihe 

von chronischen lymphatischen B-Zell-Leukämien identifiziert und nachgewiesen 

(McKeithan et al., 1997). Darüberhinaus wird Bcl-3 in bestimmten B-Zell-Neoplasmen übe-

rexprimiert (McKeithan et al., 1997). Der t(10,14) chromosomale Translokationsbruchpunkt, 

der mit NF-κB2 assoziert ist, wurde ursprünglich in B-Zell Non-Hodgkin-Lymphomen ge-

funden und tritt in zahlreichen lymphoiden Neoplasmen, insbesondere kutanen Lymphomen 

auf (Fracchiolla et al., 1993). Die Umordnung von Nfkb-2 Genen innerhalb der Ankyrin-

kodierenden Domäne produziert C-terminal veränderte Proteine. Der dadurch resultierende 

partielle Verlust der Ankyrin-Domäne führt zu einer verstärkten Kernlokalisierung und zur 

NF-κB-DNA-Bindung dieser NF-κB2 Proteine. Im Gegensatz zur prozessierten Wildtyp-

Form p52, welches generell die Transkription unterdrückt, aktivieren Tumor-abgeleitete NF-

κB2 Proteine die Genexpression in Säugerzellen (Zhang et al., 1994). Beim Morbus Hodgkin, 

einem B-Zell-Lymphom mit hoher Proliferationsrate der klonalen, malignen Reed-Sternberg-

Zellen (Bargou et al., 1997), kommt es infolge einer genetischen Mutation im Ikba Gen zu 

einem Verlust des hemmenden Einflusses der IκBα-Proteine auf NF-κB (Cabannes et al., 

1999). Dementsprechend ist NF-κB in diesen Zellen konstitutiv aktiv. Es kam daher die Ver-

mutung auf, IκB nehme eine Rolle als Tumorsuppressor wahr. Eine durch molekulare Verän-

derungen resultierende konstitutive Aktivierung des Rel/NF-κB-Signalwegs trägt auf ver-

schiedene Arten zur Transformation der Zelle bei. Dies geschieht entweder dadurch, dass die 
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Zellproliferation und das Überleben von Zellen (Bargou et al., 1997) begünstigt, das Wachs-

tum von Tumorzellen (Duffey et al., 1999) gefördert, die Tumorinvasion in umliegendes Ge-

webe erleichtert oder die Metastasierung und die Angiogenese (Huang et al., 2000) verstärkt 

werden. Es ist daher naheliegend, dass eine veränderte NF-κB-Aktivierung eine Fehlregulati-

on von NF-κB kontrollierten Genen nach sich zieht. Betroffen davon sind hauptsächlich Ge-

ne, die die Zellproliferation und die Apoptose regulieren oder Gene, die die Angiogenese (z.B 

VEGF) fördern. 

Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass die NF-κB-Aktivierung den Signalweg für den 

programmierten Zelltod unterdrücken kann und dass aktives NF-κB notwendig ist, um die 

Zellen vor der apoptotischen Kaskade (Caspase-8-Kaskade), welche durch TNF und andere 

proapoptotischen Stimuli induziert werden kann, zu schützen (Barkett and Gilmore, 1999). 

Die Hemmung der Apoptose durch NF-κB ist in der Expression von TRAF1, -2 und den anti-

apoptotischen Proteinen c-IAP-1 und -2 (cellular inhibitors of apoptosis) begründet, die dafür 

sorgen, dass eine Caspase-8-Aktivierung unterbunden wird. Caspasen gelten als die wichtigs-

ten Enzyme, um eine zur Apoptose führende Signalkaskade schrittweise zu triggern. Andere 

antiapoptotischen Gene, die durch NF-κB transkriptionell aktiviert werden, sind die Bcl-2 

Homologen A1/Bfl-1 und Bcl-XL, IEX-1, und XIAP. 

Neben der Inhibition der Apoptose reguliert NF-κB auch den Zellzyklus, indem es das 

Zellwachstum durch die Hochregulierung des Cyclin D1-Genes fördert. Das Zellzyklusprote-

in Cyclin D1 begünstigt den Eintritt der Zellen von der G1- in die S-Phase des Zellzyklus. 

Dieser Vorgang ist mit einer Hyperphosphorylierung des Tumorsuppressorproteins Reti-

noblastom (Rb), der Progression in die S-Phase des Zellzyklus und der Verhinderung der A-

poptose verbunden. Eine Hochregulierung von Cyclin D1 konnte in vielen humanen Tumoren 

nachgewiesen werden (Cao et al., 2001). 

Die ersten Beweise, wonach NF-κB unabhängig von chromosomalen Translokationse-

reignissen mit einer zellulären Transformation verbunden ist, rühren von Erfahrungen mit 

einer Vielzahl viral transformierender Proteine, die für eine NF-κB-Aktivierung sorgen. Zum 

Beispiel aktiviert das Tax Protein des humanen T-Zell Leukämie Virus-I (HTLV-I) NF-κB 

(Hiscott, 2001) über die Wechselwirkungen mit dem IKK-Komplex (Chu et al., 1998). Ande-

re viral transformierende Proteine wie das Epstein-Barr-Virus-Protein Nuklear-Antigen 2 o-

der das latente Membran-Protein 1 (LMP-1) stimulieren ebenfalls die transkriptionelle Aktivi-

tät von NF-κB (Mosialos, 1997). Das Burkitt- und das Hodgkin-Lymphom sind Beispiele 

einer NF-κB vermittelten, viral induzierten (durch Epstein-Barr-Virus) Tumorgenese (Berger 

et al., 1997). 
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Weitere Indizien, die für eine Beteiligung von NF-κB in der Onkogenese sprechen, 

stammen von Experimenten, in welchen der NF-κB-Signalweg direkt gestört war. Eine Hem-

mung von NF-κB durch die Expression einer modifizierten Form von IκBα (Finco et al., 

1997) oder durch eine dominant negative Form des IKK-Komplexes blockierte die Ras-

induzierte Focus-Bildung/Transformation (Arsura et al., 2000; Mayo et al., 1997). Ziel ist es 

daher, eine Anti-Krebs-Therapie zu entwickeln, die darauf abzielt, den NF-κB-Signalweg so 

zu hemmen, dass Tumorzellen gegenüber chemotherapeutischen Agentien sensitiv werden, 

aber gleichzeitig die nützliche Funktion von NF-κB bei der Immunantwort erhalten bestehen 

bleibt. 

 

1.4.2 Rolle von NF-κB in der Hämatopoese 

Die zellulären Bestandteile des peripheren Blutes erfüllen lebenswichtige Aufgaben wie Sau-

erstofftransport (Erythrozyten), Blutgerinnung (Thrombozyten) und Infektionsabwehr (Leu-

kozyten). Aufgrund ihrer begrenzten Lebensdauer müssen diese Zellen jedoch zeitlebens in 

hoher Zahl regeneriert werden. Der Prozess der Blutbildung (Hämatopoese) vollzieht sich bei 

der Maus zunächst im Dottersack bis zum embryonalen Tag 11,5 (E11,5). Nach diesem Ent-

wicklungsstadium nimmt die Hämatopoese im Dottersack ab und die fötale Leber wird das 

vorherrschende hämatopoetische Organ für den Rest des fötalen Lebens. Später erfolgt die 

Blutbildung im Knochenmark. Ihren Ursprung hat die Hämatopoese in wenigen hämatopoeti-

schen Stammzellen, aus denen über verschiedene Reifungsstufen durch Proliferation und Dif-

ferenzierung die Zellen des peripheren Blutes entstehen. Da Stammzellen viele Möglichkeiten 

haben sich zu entwickeln, spricht man auch von „pluripotenten“ Stammzellen. Sie teilen sich 

asymmetrisch: bei ihrer Teilung entstehen nicht zwei gleiche Zellen, sondern jeweils eine 

neue pluripotente Stammzelle (Selbsterneuerung) und eine bereits als Vorstufe der einzelnen 

Blutzellen differenzierte Zelle (determinierte Stammzelle), die anschließend weiter heranreift. 

Es wird angenommen, dass dieser Prozess durch ein Netzwerk von hämatopoetischen Wachs-

tumsfaktoren gesteuert und reguliert wird. Je nachdem, welcher Wachstumsfaktor einwirkt, 

entstehen dabei entweder die verschiedenen Typen der Leukozyten, Erythrozyten oder 

Thrombozyten. Im Allgemeinen kann man zwei spezialisierte Stammzellen  unterscheiden: 

eine lymphatische Stammzelle, aus der sich B- und T-Zellen bilden (Lymphopoese) und eine 

myeloische Stammzelle, aus der Leukozyten, Erythrozyten und Megakaryozyten hervorgehen 

(Myelopoese) (Akashi et al., 2000). Zu den Leukozyten zählen die Monozyten/Makrophagen, 

die basophilen, eosinophilen und neutrophilen Zellen, die man auch wegen ihrer ungewöhnli-

chen Zellkernform als polymorphkernige Leukozyten oder wegen ihres körnigen Zytoplasmas 
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als Granulozyten bezeichnet. Weil sich in der Zellkultur einzelne blutbildende Zellen so ver-

mehren, dass auf dem Nährboden „Kolonien“ entstehen, fasst man diese Blut bildenden 

Wachstumshormone als Kolonie stimulierende Faktoren (CSF=colony stimulating factor) 

zusammen. 

Während der Myelopoese kontrollieren die Zytokine Interleukin-3 (IL-3), Granulozy-

ten/Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF) und Granulozyten-Kolonie-

stimulierender Faktor (G-CSF) Vorgänge der Zellproliferation und Zelldifferenzierung da-

durch, dass viele Transkriptionsfaktoren wie NF-κB, PU.1, JunB, C/EBP-α und C/EBP-ε von 

diesen Zytokinen reguliert werden (Friedman, 2002; Tenen et al., 1997). Inzwischen weiß 

man, dass diese Transkriptionsfaktoren an der Reifung neutrophiler Granulozyten involviert 

sind (Friedman, 2002; Tenen et al., 1997). Den Transkriptionsfaktoren kommt daher gerade 

im Hinblick auf die Differenzierung/Proliferation hämatopoetischer Vorläuferzellen eine gro-

ße Bedeutung zu (Orkin, 1995; Shivdasani and Orkin, 1996). Pyatt und Mitarbeiter haben 

gezeigt, dass NF-κB mit für das Überleben von Knochenmarkstammzellen verantwortlich ist 

(Pyatt et al., 1999). Eine regulatorische Funktion von NF-κB in der Hämatopoese ist daher 

naheliegend. Obwohl die funktionelle Rolle von NF-κB in der Myelopoese nach wie vor un-

klar ist, ist es in den letzten Jahren gelungen, dank der Entwicklung von transgenen Mäusen, 

mehr Informationen über den Transkriptionsfaktor NF-κB hinsichtlich der Regulation von 

Zellteilungs- und -differenzierungvorgängen im Zusammenhang mit der Entwicklung myeloi-

scher Zellen (Myelopoese) zu bekommen. Es konnte gezeigt werden, dass die für die Myelo-

poese wichtigen Wachstumsfaktoren GM-CSF (granolocytes/macrophages colonie-

stimulating factor) und G-CSF (granulozytes colonie-stimulating factor) durch NF-κB regu-

liert werden. Verantwortlich für die Regulation von GM-CSF ist die c-Rel-Untereinheit 

(Gerondakis et al., 1996). Aus dem adoptiven Transfer von p50/RelA-defizienten fötalen Le-

berzellen in letal bestrahlte Mäuse resultierte ein starker Mangel an Lymphozyten und eine 

starke Vermehrung von Granulozyten im peripheren Blut (Horwitz et al., 1997). Eine auftre-

tende Hypergranulopoese und eine schwere Anämie waren ebenfalls bei der Transplantation 

RelA/c-Rel-defizienter Stammzellen in bestrahlte Mäuse, sowie in RelB-defizienten Mäusen 

zu beobachten (Burkly et al., 1995; Grossmann et al., 1999; Weih et al., 1995). Als Konse-

quenz einer fehlregulierten NF-κB-Aktivität, die durch eine IκBα Defizienz bedingt ist, ent-

wickeln IκBα-Knockout-Mäuse als Folge einer gestörten Myelopoese postnatal eine Hy-

pergranulopoese (Beg et al., 1995; Klement et al., 1996). Fehler, die bei der Kontrolle der 

Zellproliferation und Differenzierung während der Myelopoese auftreten, führen zur Leukä-

mie (Passegué et al., 2001). Neben seinem Einfluss auf die Myelopoese scheint NF-κB eine 
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mögliche Rolle in der Erythropoese einzunehmen. Darauf stützen sich Beobachtungen, wo-

nach p50, p52 und RelA stark in erythroiden Vorläuferzellen exprimiert werden. Knockout-

Mäuse erwiesen sich als probates Mittel um herauszufinden, welche Funktionen den einzel-

nen Mitglieder der NF-κB-Familie in der Lymphopoese zukommen. Für einzelne Komponen-

ten dieses Transkriptionsfaktors konnten wichtige Funktionen bei der Kontrolle des Zell-

wachstums und des Überlebens von B- und T-Zellen ausfindig gemacht werden (Grumont et 

al., 1998; Kontgen et al., 1995; Sha et al., 1995). c-Rel-Knockout-Mäuse hatten eine normale 

Anzahl hämatopoetischer Zellen. T- und B-Zellen zeigten jedoch Defizite in der prolierativen 

Antwort nach Stimulation mit verschiedenen Mitogenen. Ebenso wiesen diese Mäuse eine 

Störung bei der Zytokinproduktion und im Isotyp-Switching auf (Gerondakis et al., 1996; 

Grigoriadis et al., 1996; Grumont et al., 1998; Kontgen et al., 1995). Knockout Mäuse, denen 

RelB, das spezifisch in Dendritischen Zellen und B-Lymphozyten exprimiert wird, fehlte, 

zeigten Störungen bei der angeborenen und erworbenen Immunität (Burkly et al., 1995; Weih 

et al., 1995). Welche Rolle genau NF-κB in den verschiedenen Blutzelllinien der Hämatopoe-

se spielt, ist zurzeit noch nicht geklärt. Auch die molekularen Mechanismen, durch welche die 

Rel/NF-κB-Proteine die Hämatopoese regulieren, sind noch unbekannt. Aus pathophysiologi-

scher Sicht führt eine konstitutive Aktivierung dieser Faktoren zu verschiedenen Arten ma-

ligner hämatologischer Tumoren, einschließlich Lymphomen (Hodgkin’s Erkrankung, Bur-

kitt’s Lymphome, T-Zell-Leukämien), multiplen Myelomen, akuten myeloischen Leukämien 

und akuten lymphoblastischen Leukämien (Turco et al., 2004). 

 

1.4.3 Die Bedeutung von NF-κB für die Physiologie und Pathophysiologie der Haut 

Die Haut ist das mit 1,5 -2m2 größte Organ des Menschen. Sie dient als Barriere gegen eine 

Vielzahl äußerer Einflüsse und schützt den Organismus vor chemischen, mikrobiellen und 

physikalischen Schadstoffen. Darüberhinaus nimmt sie eine wichtige Funktion bei der ange-

borenen Wirtverteidigung ein und gilt als ein Vermittler bei der Initiation von stress-

bedingten Signalen (Bell et al., 2003). Die Bildung und Aufrechterhaltung der reifen Epider-

mis, der obersten Schicht der Haut, basiert auf einem ausbalancierten Vorgang zwischen Ke-

ratinozytenproliferation und terminaler Differenzierung. Die Epidermis ist ein mehrschichti-

ges Epithel, dessen Hauptbestandteile die Keratinozyten darstellen, die in vier unterschiedli-

chen Schichten angeordnet sind. Die epidermalen Stammzellen sind vermutlich in der Basal-

zellschicht und der „bulge region“ des Haares lokalisiert. Eine Tochterzelle bleibt basal erhal-

ten, die andere Tochterzelle befindet sich in einer permanenten zur Hautoberfläche gerichte-

ten Wanderbewegung. Während dieses Prozesses unterliegt sie strukturellen Umwandlungen 
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und formiert das Stratum spinosum, das Stratum granulosum und schließlich das Stratum cor-

neum in Form von Korneozyten, den leblosen Hornzellen, wo sie als Hornschuppe abgeschil-

fert wird. Die Transitzeit von Keratinozyten vom Stratum basale bis zum Stratum granulosum 

beträgt etwa 2-3 Wochen, vom Stratum granulosum bis zur Hornschuppe nochmals 2 Wo-

chen. Die Regulationsmechanismen der Epidermopoese und Differenzierung sind aber noch 

weitgehend unbekannt, so dass die Kontrolle derjenigen Gene, die den Zellzyklusarrest, die 

Auswanderung und die terminale Differenzierung regulieren, noch nicht vollständig verstan-

den wird (Jones et al., 1995). Störungen in diesen Vorgängen unterbrechen die epitheliale 

Homeostase und können sowohl zu kutanen Neoplasmen als auch zu vielen entzündlichen 

Hauterkrankungen führen. Es ist zu erwarten, dass NF-κB, welches in zelluläre Prozesse der 

Proliferation, Differenzierung, Zellzyklus-Regulation und Tumorbildung involviert ist, auch 

als Schlüsselmediator inflammatorischer Hauterkrankungen in Frage kommt. 

Vor allem durch die Anwendung verschiedener muriner Modellsysteme mit Störungen 

der Rel/NF-κB-Funktion in der Haut konnte eine Beteiligung von NF-κB in der Hautphysio-

logie nachgewiesen werden. Frühere in vivo und in vitro-Experimente zeigten eine Hyperpro-

liferation der Keratinozyten und eine epidermale Hyperplasie (Verdickung der Epidermis) 

nach Hemmung des NF-κB-Signalweges und einen Wachstumsarrest nach einer NF-κB-

Aktivierung in epidermalen Keratinozyten. Diese Daten lassen auf eine Rolle von NF-κB in 

der Wachstumsregulation von epidermalen Keratinozyten und somit auf eine Funktion von 

NF-κB in der epidermalen Homeostase schließen (Hu et al., 2001; Seitz et al., 2000; Seitz et 

al., 1998). 

NF-κB hat aber nicht nur Einfluss auf die Zellproliferation/-differenzierung und Homeostase 

in der Haut, sondern kontrolliert darüber hinaus Vorgänge in der Apoptose und Karzinogene-

se der Haut (van Hogerlinden et al., 1999). Die Hemmung des NF-κB-Signalwegs hervorge-

rufen durch eine Überexpression von IκBα führte in diesem Mausmodell nicht nur zu einer 

stark erhöhten Apoptoserate der Keratinozyten, sondern auch dazu, dass solche Mäuse ver-

stärkt spinozelluläre Karzinome entwickelten (Seitz et al., 1998; van Hogerlinden et al., 

1999). Welche Rolle NF-κB in der Dermatologie genau spielt, ist bisher noch nicht definitiv 

geklärt (Fuchs and Raghavan, 2002). 

 

 

1.4.4 Psoriasis vulgaris als Modell einer entzündlichen Hauterkrankung 

Grundvoraussetzung für den Ablauf einer Entzündungsreaktion in der Epidermis ist die Rek-

rutierung von Granulozyten, Monozyten und T-Zellen an den Ort der Entzündung. Damit dies 

 18



geschehen kann, müssen Adhäsionsmoleküle wie ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin an der 

Oberfläche von Endothelzellen exprimiert werden. Das ermöglicht die Bindung von Lympho-

zyten und polymorphkernigen Leukozyten an das Endothel sowie die Diapedese und Migrati-

on dieser Zellen ins Zielgewebe. Chemokine ihrerseits tragen dazu bei, diese Entzündungszel-

len an den Ort der Entzündung anzulocken. Da die Expression von Adhäsionsmolekülen von 

Zytokinen induziert wird, spielt gerade die NF-κB Transkriptionsfaktorfamilie in diesem Zu-

sammenhang eine zentrale Rolle bei der Entstehung von Entzündungsprozessen und in der 

Auslösung einer Akuten-Phase-Reaktion. Als Antwort auf infektiöse Agentien oder 

proinflammatorische Stimuli werden eine Reihe von Zytokinen wie TNF, IL-1β, IL-6 und IL-

8 nach NF-κB-Aktivierung synthetisiert. 

NF-κB stimuliert zudem die Expression von Enzymen, deren Produkte Anteil an der 

Pathogenese chronischer inflammatorischer Prozesse haben. Zu diesen Enzymen zählen die 

induzierbare Form der iNOS (inducible Nitric Oxidase Synthase), welche Stickoxid (NO) 

erzeugt, und die induzierbare Cyclooxygenase (COX-2), welche Prostaglandine produziert. 

Eine erhöhte Expression der NF-κB induzierten iNOS konnte in den Epithelien der Atemwe-

ge von Asthma-Patienten aber auch in den Synovialzellen bei rheumatoider Arthritis vorge-

funden werden. 

Die Psoriasis ist eine chronische entzündliche Hauterkrankung des Menschen. Sie geht 

typischerweise mit geröteten, scharf begrenzten Plaques und einer charakteristischen silbrig-

glänzenden Schuppung einher. Etwa 2 % der kaukasischen Bevölkerung leidet an dieser 

Krankheit, deren Pathogenese bis heute noch nicht geklärt ist. Ein Modell geht davon aus, 

dass die Entstehung der Psoriasis auf einer T-Zell vermittelten Autoimmunreaktion basiert 

(Prinz, 2004). Eine zentrale und derzeit stark diskutierte Frage ist die funktionale Bedeutung 

der Interaktionen zwischen Keratinozyten und inflammatorischen Zellen für die Initiation und 

Aufrechterhaltung der Psoriasis. Man nimmt an, dass Gedächtnis-Effektor-T-Zellen vom 

Lymphknoten in das Blut und letztendlich in die Haut gelangen („Homing“) und dort durch 

neuerliche Interaktion mit antigenpräsentierenden Zellen aktiviert werden. Daraufhin soll es 

zur Ausschüttung entzündungsfördernder Substanzen sog. Zytokinen kommen, welche dann 

die Entzündungsreaktion in der psoriatischen Plaque vermitteln und unterhalten. Infolge der 

Entzündung beginnen Keratinozyten stärker zu proliferieren. Ihre epidermale Transitzeit ist 

deutlich verkürzt, was zum typischen klinischen Bild mit verdickten, schuppenden Plaques 

führt. Neben einer genetischen Disposition können Umweltfaktoren, wie beispielsweise Me-

dikamente und Infektionskrankheiten als Auslöser fungieren. Die psoriatische Epidermis bei 

chronisch-stationärer Plaque-Psoriasis ist histolgisch durch eine verdickte Epidermis (A-
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kanthose), eine unvollständige Verhornung (Parakeratose), das Fehlen des Stratum granulo-

sum, intra- und subkorneale Mikroabszesse, durch verlängerte Reteleisten und durch eine 

verstärkte dermale Angiogenese charakterisiert. 

Im Falle der Psoriasis vulgaris liegen Daten vor, die für NF-κB eine psoriasis-

fördernde Wirkung propagieren, während andere Ergebnisse einen gegenteiligen Effekt, eine 

antipsoriatische Wirkung für NF-κB zugrundelegen. Für eine psoriasis-fördernde Wirkung 

von NF-κB sei hier der Fumarsäureester Dimethylfumarat erwähnt, welcher erfolgreich zur 

Behandlung der Psoriasis eingesetzt wird. Seine Wirkung erzielt das Dimethylfumarat durch 

einen antiproliferativen und antiinflammatorischen Effekt in den Keratinozyten. Indem Di-

methylfumarat inhibitorisch auf NF-κB einwirkt, wird die Expression von Adhäsionsmolekü-

len wie VCAM-1, ICAM-1 und E-Selektin an den Endothelzellen sowie die Produktion wei-

terer inflammatorischer Zytokine, wie z.B TNF unterbunden. Anthralin hingegen ist eines der 

effektivsten therapeutischen Agentien zur Behandlung der Psoriasis. Dieses Medikament in-

duziert eine inflammatorische Antwort in der Haut, in deren Verlauf Zytokin- und Zelladhäsi-

onsmolekülgene exprimiert werden, die für die therapeutische Effizienz essentiell sein sollen. 

Als Mediatoren dieser Entzündungsantwort werden ROIs (reactive oxygen intermediates; 

reaktive Sauerstoffradikale), insbesondere H2O2 (als second messenger) für die Anthralin-

induzierte NF-κB-Aktivierung diskutiert (Schmidt et al., 1996). Es ist auch bekannt, dass im 

psoriatischen Plaque mehrere von NF-κB kontrollierte Zytokine wie TGF-α, IL-1β, IL-6, 

IFN-γ, IL-8 und TNF hochreguliert sind, so dass sie durchaus eine wichtige Rolle bei der Pa-

thogenese der Psoriasis spielen (Bos and De Rie, 1999). TNF nimmt eine Schlüsselfunktion 

bei der inflammatorischen Kaskade der Psoriasis ein. Illustriert wird dies durch eine erhöhte 

TNF Expression in den psoriatischen Hautläsionen. TNF wird daher auch als mögliche Ursa-

che für die Anwesenheit infiltrierender Leukozyten diskutiert. Vor allem Tiermodelle eignen 

sich hervorragend, um die pathophysiologische Bedeutung von NF-κB bei inflammatorischen 

Prozessen zu untersuchen. Die Rolle von NF-κB bei der Differenzierung und Proliferation 

von Keratinozyten sowie die Regulation inflammatorischer Zytokine, wie es bei transgenen 

Mäusen demonstriert worden ist, zieht die Frage nach einer möglichen Beteiligung von NF-

κB bei der Entwicklung psoriatischer Läsionen nach sich. Für eine Beteiligung von NF-κB an 

entzündlichen Erkrankungen der Haut spricht der entzündliche Hautphänotyp von IκBα-

Knockout-Mäusen (Beg et al., 1995; Klement et al., 1996). Die histopathologischen Verände-

rungen in diesem Mausmodell haben Ähnlichkeiten mit denen der Psoriasis beim Menschen. 

Man weiß allerdings nicht, ob dieser Hautphänotyp durch die Überexpression von NF-κB 

oder durch den zellautonomen Verlust von IκBα in den Keratinozyten selbst oder eventuell 
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durch das Fehlen von IκBα in den Leukozyten, bedingt ist. Dieses Modell steht im Wider-

spruch zu Mausmodellen, bei denen eine Überexpression von NF-κB in den Keratinozyten 

eine epidermale Hypoplasie hervorruft. Allerdings gibt das zuletzt genannte Tiermodell den 

in vivo Charakter nicht wieder, da nur in den Keratinozyten NF-κB artifiziell überexprimiert 

wurde und die Rolle des entzündlichen Infiltrats keine Berücksichtigung fand. Die verschie-

denen Hautphänotypen, die man in diesen Modellen beobachten konnte, erscheinen zwar in 

einigen Fällen sehr gegensätzlich, betonen aber die Vielzahl an Funktionen, die NF-κB in der 

Haut einnimmt. So gesehen können unterschiedliche unspezifische proinflammatorische Vor-

gänge über eine NF-κB-Aktivierung eine Gefäßreaktion sowie eine reaktive Infiltration der 

Haut bei der Psoriasis bewirken. Durch proinflammatorische Signale kommt es zur Expressi-

on von Adhäsionsmolekülen, die gemeinsam mit Chemokinen und Zytokinen die Einwande-

rung und Aktivierung von Leukozyten in die Haut steuern. 

Es ist daher gut möglich, dass NF-κB durch seine proinflammatorische Wirkung ei-

nerseits, aber auch über die Steuerung von Apoptosevorgängen und Einflussnahme auf den 

Zellzyklus/-differenzierung in Keratinozyten andererseits, zur Entstehung der chronischen 

Hauterkrankung Psoriasis vulgaris beiträgt. 

 

1.5 Funktion des Notch/Jagged1-Signalwegs in der Myelopoese 

1.5.1 Aufbau und Struktur von Notch/Jagged 
Der Notch-Signalweg ist evolutionär konserviert. Ihm kommt eine fundamentale Bedeutung 

bei der Regulation zahlreicher zellulärer Prozesse wie Apoptose, Zellproliferation und Mor-

phogenese zu. Entdeckt wurde das Notch-Gen zuerst in der Fruchtfliege Drosophila melano-

gaster, wo es an vielen Entwicklungsprozessen, einschließlich der Myogenese, Neurogenese, 

Flügelbildung und Augenentwicklung beteiligt ist (Artavanis-Tsakonas et al., 1999). Die 

Notch-Familie umfasst eine Gruppe von Proteinen, die zum einen als Zelloberflächenrezepto-

ren fungieren und zum anderen als direkte Regulatormoleküle die Gentranskription beeinflus-

sen (Artavanistsakonas et al., 1995; Honjo, 1996; Kopan et al., 1996). Notch-Rezeptoren wer-

den im Trans-Golgi-Apparat gespalten und als Heterodimere auf der Zelloberfläche expri-

miert (Logeat et al., 1998). Sie stellen Transmembranproteine dar, die mit einer extrazellulä-

ren und einer intrazellulären Domäne ausgestattet sind. Die extrazelluläre Domäne von Notch 

enthält 33-36 Tandem EGF-Repeats (epidermal growth factor) und drei Lin-12/Notch-

Repeats (LNR), die für die Ligandenbindung bei Zell-Zell-Interaktionen benötigt werden. Die 

intrazelluläre Domäne zeichnet sich durch sechs cdc10/SWI6/Ankyrin-Repeats, RAM-

Domäne, Kernlokalisierungssignale (NLS), sowie durch eine C-terminale OPA/PEST-Region 
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aus. Besonders die cdc10-Region stellt einen äußerst konservierten Anteil dieses Moleküls 

dar und ist zusammen mit der RAM-Domäne maßgeblich an dem intrazellulären Signaltrans-

duktionsvorgang beteiligt (Fortini and Artavanis-Tsakonas, 1994; Kopan et al., 1994; Lieber 

et al., 1993; Struhl et al., 1993). Zum gegenwärtigen Zeitpunkt sind vier Notch-Gene 

(Notch1-4) bekannt (Lardelli et al., 1994; Uyttendaele et al., 1996; Weinmaster et al., 1991; 

Weinmaster et al., 1992). Eine physiologische Aktivierung des Notch-Signalweges bedarf 

einer Bindung des dazugehörigen Liganden an seinen Rezeptor. Bei Vertebraten konnten in-

zwischen mehrere Liganden nachgewiesen werden, die homolog sind zu den Drosophila 

Notch-Liganden Delta und Serrate (Egan and Sandborn, 1998; Fleming et al., 1997). Diese 

Liganden werden entsprechend als Delta/Delta-like bzw. Jagged bezeichnet. Bislang wurden 

sechs Notch-Liganden, Jagged1 und -2 und Delta 1-4 im Säugersystem identifiziert. Gegen-

wärtig weiß man aber nur sehr wenig über die Spezifitäten der verschiedenen Notch-

Rezeptoren zu jedem ihrer Liganden. Notch-Liganden sind wie Notch-Rezeptoren Trans-

membranproteine. Ihre extrazelluläre Domäne besteht aus multiplen EGF-artigen Re-

peats/Wiederholungen und einer charakteristischen DSL-Domäne (Delta, Serrate, LAG-2) 

(Weinmaster, 1997), welche für die Notch-Bindung und Aktivierung verantwortlich ist 

(Fitzgerald and Greenwald, 1995; Muskavitch, 1994). Strukturell unterscheiden sich Serrate, 

Jagged1 und Jagged 2 von dem Liganden Delta durch zusätzliche EGF-artige Wiederholun-

gen, sowie durch das Vorhandensein einer cysteinreichen Region. 

 

1.5.2 Notch/Jagged1 Signaltransduktionsweg 

In dem heute gültigen Modell zum Notch-Signaltransduktionsprozess führt eine Zell-Zell-

Interaktion zwischen Notch-exprimierenden Zellen und benachbarten Zellen, die einen 

Notch-Liganden auf ihrer Zelloberfläche aufweisen, zu einer Notch-Aktivierung. Dieses Er-

eignis geht mit einer proteolytischen Spaltung, Freisetzung und einer nachfolgenden Translo-

kation der aktivierten intrazellulären Domäne von Notch (Notch-IC) in den Zellkern einher 

(Brou et al., 2000; De Strooper et al., 1999; Mumm and Kopan, 2000). Notch-IC hat die Mög-

lichkeit mit einer Vielzahl von zytoplasmatischen Proteinen und Kernproteinen zu interagie-

ren, was zur Folge hat, dass der Vorgang der Signaltransduktion durch mindestens zwei ver-

schiedene Signaltransduktionswege vermittelt werden kann. Generell kann man zwischen 

einem CSL-abhängigen und einem CSL-unabhängigen Signaltransduktionsweg unterscheiden 

(CBF1/RBP-Jκ, Su(h), LAG-1). Beim CSL-abhängigen Signaltransduktionsweg führt die 

Interaktion von Notch-IC mit dem Transkriptionsfaktor CSL zur Konvertierung des transkrip-

tionellen Repressors CSL in einen transkriptionellen Aktivator (Mumm et al., 2000). Ein 
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Komplex aus CSL/Notch-IC/Koaktivator ist dann in der Lage, Zielgene wie Hairy and En-

hancer of Split (HES-1) zu transaktivieren (Jarriault et al., 1998; Kuroda et al., 1999). 

 

1.5.3 Rolle von Notch/Jagged1 in der Hämatopoese/Myelopoese 
Das Entschlüsseln von zellulären und molekularen Mechanismen, die für die Differenzierung 

und Selbsterneuerung von hämatopoetischen Vorläuferzellen verantwortlich sind, ist ent-

scheidend für das Verständnis der Blutbildung. Trotz bemerkenswerter Fortschritte auf die-

sem Gebiet bleiben die molekularen Vorgänge, welche die Selbsterneuerung und weitere Dif-

ferenzierung von Vorläuferzellen bestimmen, noch weitgehend unklar (Milner and Bigas, 

1999; Orkin, 1995). Vieles spricht allerdings dafür, dass Notch-vermittelte zelluläre Interakti-

onen eine wichtige Rolle bei der Regulation in verschiedenen Stadien der Hämatopoese spie-

len. So bildete die Beobachtung, dass humanes Notch1 in hämatopoetischen CD34+-

Vorläuferzellen des Knochenmarks exprimiert wird, die Grundlage für die Hypothese einer 

Notch-Funktion in der Hämatopoese (Milner et al., 1994). Später konnte auch eine Notch1-

Expression in lymphoiden, myeloiden und erythroiden Vorläuferpopulationen, sowie in peri-

pheren T- und B-Zellen, T-Zellen im Thymus, Monozyten und neutrophilen Granulozyten 

nachgewiesen werden (Milner and Bigas, 1999). Die Expression von DSL-Liganden im Kno-

chenmark, in fötaler Leber und im Thymus (Jones et al., 1998; Li et al., 1998; Shawber et al., 

1996; Varnum-Finney et al., 1998), sowie die Expression von Notch 2, -3 und -4 in hämato-

poetischen Vorläuferzellen (Kojika and Griffin, 2001; Milner et al., 1996; Milner et al., 1994) 

lieferten weitere Hinweise für eine Beteiligung des Notch-Signalweges in der Hämatopoese. 

Insbesondere das Expressionsmuster von Jagged1 in der Leber während der Embryogenese 

legt eine regulatorische Funktion dieses Liganden bei der fötalen Hämatopoese nahe. Ein 

Modell sieht vor, dass die Expression von Notch1 die Proliferation von Vorläuferzellen sti-

muliert, die in Abhängigkeit von zusätzlichen Differenzierungsfaktoren weiter in Richtung 

lymphoide oder myeloide Reihe differenzieren (Varnum-Finney et al., 2000). Dennoch gibt es 

unterschiedliche und konträre Auffassungen über die Funktion von Notch in der Myelopoese. 

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass die Expression konstitutiv aktiver Formen von 

Notch die Differenzierung myeloider Vorläuferzellen inhibiert (Carlesso et al., 1999; Li et al., 

1998; Milner and Bigas, 1999; Milner et al., 1996). Die inhibitorische Wirkung war abhängig 

vom Typ des Notch-Rezeptors und des verwendeten Zytokins. Während Notch1 die myeloi-

sche Differenzierung in Anwesenheit von G-CSF hemmte, hemmte Notch2 die myeloische 

Differenzierung in Gegenwart von GM-CSF (Bigas et al., 1998). Andere Berichte hingegen 

haben in in vitro Versuchen nachweisen können, dass Notch1 in Gegenwart von G-CSF die 

granulozytäre Reifung beschleunigt (Schroeder and Just, 2000; Tan-Pertel et al., 2000). Als 
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Hauptgründe für die doch widersprüchlich erscheinenden Ergebnisse werden Unterschiede in 

den jeweiligen Versuchsbedingungen, wie zum Beispiel die Verwendung unterschiedlicher 

myeloischer Vorläuferzellinien bzw. der Einsatz verschiedener NIc-Konstrukte, diskutiert. 

Eine ambivalente Rolle scheinen auch die Notch-Rezeptor-Liganden Jagged und Delta in 

primären hämatopoetischen Vorläuferzellen einzunehmen. So werden Jagged1 und Delta1 

über die Aktivierung des Notch1-Rezeptors von einigen Arbeitsgruppen als mögliche wachs-

tumsfördernde Faktoren für hämatopoetische Stammzellen angesehen (Jones et al., 1998; Ka-

ranu et al., 2000; Karanu et al., 2001; Varnum-Finney et al., 1998), wohingegen in anderen 

Berichten eine Abnahme bei der Koloniebildung (Walker et al., 1999) oder eine beschleunigte 

Differenzierung zu beobachten war (Mizutani et al., 2000). Im Zusammenhang mit der 

Lymphopoese soll Notch1 auch die lymphoide Differenzierung fördern (Stier et al., 2002). 

Eine Fehlregulation der Notch-Rezeptoren und ihrer Liganden wurde im Zusammenhang mit 

der Entstehung hämatologischer Neoplasien beschrieben (Aster and Pear, 2001). Als Folge 

einer konstitutiven Notch-Expression (Bellavia et al., 2000; Pear et al., 1996) bzw. einer 

Translokation des für Notch1 kodierenden Genes soll es zur Ausbildung von T-Zell-

Lymphomen kommen. Wie die Überexpression einzelner Notch-Rezeptoren, so kann auch die 

Überexpression der Notch-Rezeptor-Liganden zur Entdifferenzierung hämatopoetischer Zel-

len führen. Eine Überexpression des Liganden Delta-like 4 soll für die Induzierung von T-

Zell-Lymphomen verantwortlich sein (Yan et al., 2001). Eine Zelllinie, die bei einem Patien-

ten mit Myelodysplasie und akuter myeloischer Leukäümie isoliert wurde, zeigte eine gestei-

gerte Proliferation nach Stimulation mit dem Notch-Liganden Delta-1 (Tohda et al., 2002). 

Aufgrund der embryonalen Letalität von Notch1 und Jagged1 defizienten Mäusen gestaltet es 

sich schwer, Veränderungen in der Myelopoese in vivo im Kontext mit dem Notch/Jagged-

Signaltransduktionsweg zu untersuchen (Swiatek et al., 1994; Xue et al., 1999). 
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2. Material und Methoden 
 

2.1 Chemikalien und Reagentien 

Acrylamid-Lösung, 30% (Bio-Rad) 
 
Agarose (Invitrogen) 
 
Bradford Protein Assay (Bio-Rad) 
 
Bromphenolblau (50mg/ml) 
Bromphenolblau (Sigma) 
ddH2O 
 
BSA (Bovine serum albumin, Sigma) 
 
Chloroform (Sigma) 
D+-Puffer 
HEPES (Gibco) 
Glycerin (Roth) 
KCl (Merck) 
EDTA (Merck) 
NF-40 (Roche) 
DTT (Roche) 
PMSF (Sigma) 
 
Dithiothreitol 0,1 M (DTT) 
DTT (Roche) 
DEPC-H2O 
EDTA (Merck) 
 
 
DMSO (Fluka) 
 
DNA-Fluoreszenzfarbstoff 
Propidiumjodid (Sigma) 
 
DNA-Standard 1kb-Ladder (Gibco) 
 
DTT (Roche) 
 
EDTA 0,5 M, pH 8,0 
EDTA (Merck) 
 
 
EF-Medium (embryonale Fibroblasten) 
DMEM (Gibco) 
L-Glutamin (Gibco) 
Penicillin/Streptomycin (100×), (Invitrogen) 
2-Mercaptoethanol (100×), (Sigma) 
FCS (Biochrom) 

 
 
 
 
 
 
 
0,15g 
3ml 
 
 
 
 
 
20mM, pH 7,2 
20% 
100mM 
0,5mM, pH 8,0 
0,25% 
2mM 
0,1mM 
 
 
309mg 
18ml 
20µl 
pH 6,0 einstellen, DEPC-H2O ad 20ml 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
186,1g EDTA 
ad. 1000ml ddH2O 
mit 5M NaOH auf pH 8,0 einstellen 
 
500ml 
5ml 
5ml 
500µl 
25ml 
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Erythrozyten-Lysepuffer 
Tris-Puffer 0,17 M (Sigma) 
 
 
Gebrauchslösung 
 
 
Ethanol (Merck) 
 
Ethidiumbromid-Stammlösung 10mg/ml 
(Sigma) 
 
5 × F-Puffer 
Ficoll 400 (Amersham) 
HEPES (Gibco) 
KCl (Merck) 
DTT (Roche) 
PMSF (Sigma) 
 
FACS-Puffer 
PBS  
FCS (fetales Kälberserum) 
 
Formaldehyd-Ladepuffer 
EDTA 
Bromphenolblau 
Xylencyanol 
Glycerol 
 
 
Hepatozyten-Medium 
DMEM (Gibco) 
FCS 
L-Glutamin (Invitrogen) 
1 × nichtessentielle Aminosäuren (Gibco) 
1 × Insulin-Transferrin (Gibco) 
Gentamycin (Invitrogen) 
 
Hepatozytenverdaulösung (Gibco) 
 
Hepatozytenwaschlösung (Gibco) 
 
Keratinozyten-SFM-Medium (Gibco) 
 
Kinasepuffer (New England Biolabs) 
 
 
 
 
Knochenmark-Medium 

 
 
20,6g Tris in 900ml ddH2O lösen, auf pH 7,65 
einstellen, ddH20 ad 1000ml  
 
8,3g NH4Cl in 1000ml ddH2O lösen, 111µl Tris-
Puffer hinzugeben, auf pH 7,2 einstellen 
 
 
 
 
 
 
 
20% 
100mM, pH 7,2 
300mM 
10mM 
0,1mM 
 
1% 
 
 
 
 
1mM, pH 8,0 
0,25% 
0,25% 
50% 
 
 
 
500ml 
10% 
2mM 
 
 
50µg/ml 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
500ml 
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DMEM 
FCS 
2-Mercaptoethanol (Sigma) 
L-Glutamin (Invitrogen) 
Gentamycin (Invitrogen) 
IL-7 
IL-3 
c-kit 
GM-CSF 
 
Luminol Reagent A+B (Santa Cruz) 
 
Magnesiumchlorid (Merck) 
 
Membranlysepuffer 
Trispuffer 
MgCl2×6H2O 
Triton X-100 
 
 
 
 
 
Ammoniumpersulfat 1 %-ig 
APS (Merck) 
ddH2O 
 
Novex Tris-Glycin SDS-Running Buffer 
(Invitrogen) 
 
Novex Tris-Glycin Transfer Buffer (Invi-
trogen) 
 
Oligonukleotide 
sense NF-κB1 (Promega) 
antisense NF-κB2 (Promega) 
 
 
10×PBS (Phosphate Buffered Saline) 
Für 
NaH2PO4-2H2O 
Na2HPO4-2H2O 
NaCl 
DEPC-H2O 
 
4% PFA/PBS (Paraformaldehyd) 
Für 
Paraformaldehyd 
1×PBS 
 
Phenol/Chloroform-Lösung (Sigma) 

10% 
0,1M 
2mM 
50 µg/ml 
10ng 
10ng 
10ng 
3ng 
 
 
 
 
 
 
60,5mg 
101,5mg 
0,5ml 
ddH2O ad 50ml, pH auf 7,5 einstellen 
Vor Anwendung die Proteaseinhibitoren 
PMSF(1mM), Aprotinin und Leupeptin (5µg/ml) 
zugeben 
 
 
1g 
10ml 
 
 
 
 
 
 
 
 
5’-AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG C-3’ 
3’-TCA ACT CCC CTG AAA GGG TCC G-5’ 
 
 
 
1000ml 
2,76g 
14,24g 
76g 
1ml 
 
 
500ml 
20g 
500ml, bei 70°C 4Std. lösen, auf pH 7,0 einstellen 
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PMA (Sigma) 
 
Poly-[dIdC] (Sigma) 
 
Primer für Genotypisierung 
CreI (K5Cre): 
CreII (K5Cre): 
 
 
gtype1 (TNFIII): 
gtype2 (TNFIII): 
gtype4 (TNFIII): 
 
lox1: 
lox2: 
 
 
1loxP1: 
1loxP2: 
 
Mlys1 (LysMCre): 
Mlys2 (LysMCre): 
Cre8 (LysMCre): 
 
 
RAG4 (RAG2): 
RAG5 (RAG2): 
RAG6 (RAG2): 
 
RelAlox1: 
RelAlox2: 
RelAloxPneo: 
 
Primer für RT-PCR 
 
 
Bcl2: 
 
 
 
 
 
Bcl-xL: 
 
 
 
 
Cyclin D1: 
 
G-CSFR: 
 

 
 
 
 
5’-CGG TCG ATG CAA CGA GTG ATG AGG-3’ 
5’-CCA GAG ACG GAA ATC CAT CGC TCG-3’ 
 
 
5’-CGG GTC TCC GAC CTA GAG ATC-3’ 
5’-CCA CAA CAG GTG TGA CTG TCT C-3’ 
5’-CCA CTT GTC CAG TGC CTG CTC-3’ 
 
5’-GTG GAG TCA GAT GTA GCA CG-3’ 
5’-AGA AAG GGA TAA GCC ATG GAG-3’ 
 
 
5’-CAT ACT TCC AAG CAG AGA CGT-3’ 
5’-TAC GTT CGG AGT TTA AGA CTC-3’ 
 
5’-CTT GGG CTG CCA GAA TTT CTC-3’ 
5’-TTA CAG TCG GCC AGG CTG AC-3’ 
5’-CCC AGA AAT GCC AGA TTA CG-3’ 
 
 
5’-AGA CAC AAC GGC TTG CAA CAC AG-3’ 
5’-TGC CGA GAA AGT CCT TCT GCC AG-3’ 
5’-GTG GAA TGA GTG CGA GGC CAG A-3’ 
 
5’-GAG CGC ATG CCT AGC ACC AG-3’ 
5’-GTG CAC TGC ATG CGT GCA G-3’ 
5’-ACT GAA GCG GCC AGG ATG-3’ 
 
 
 
 
5’-GCG GAA TTC TCT TCA GGG ATG GGG 
TGA ACT-3’ 
5’-GCG AAG CTT CAG AGA CAG CCA GGA 
GAA ATC-3’ 
 
 
5’-GCG GAA TTC ACC GCG TAT CAG AGC 
TTT GAG-3’ 
5’-GCG AAG CTT AGG CTC TAG GTG GTC 
ATT CAG-3’ 
 
5’-TGG AGC CCC TGA AGA AGA G-3’ 
5’-AAG TGC GTT GTG CGG TAG C-3’ 
5’-ACA GGA GTG TGA ACT TCG CT-3’ 
5’-TTG CTT CTT CTG ACA CCA CG-3’ 
 
5’-AGC ACA GAA AGT CAT CAA AGC C-3’ 
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HES1: 
 
 
IL-3R: 
 
 
Jagged1: 
 
 
LT-α: 
 
 
LT-β: 
 
 
MPO: 
 
 
Notch1: 
 
 
 
PU.1: 
 
 
 
 
TNF 
 
 
Tubulin: 
 
 
Proteinase K (10mg/ml) 
 
Proteinase K (Sigma) 
DEPC-H2O 
 
RNAse A (10mg/ml) 
RNAse A (Sigma) 
DEPC-H2O 
 
10 % SDS 
SDS (Sigma) 
ddH2O 
 
 
 
6×SDS-Ladepuffer 
100% Glycerin (Roth) 

5’-TTC ATG CAC TCG CTG AAG CC-3’ 
 
5’-GCA GAC AAG CTT AGT TGT GG-3’ 
5’-TCT TAA CAT GGA GGC CGT TC-3’ 
 
5’-TGC AGC TGT CAA TCA CTT CG-3’ 
5’-CAG AAT GAC GCT TCC TGT CG-3’ 
 
5’-ATG ACA CTG CTC GGC CGT CT-3’ 
5’-CTA CAG AGC GAA GGC TCC AAA-3’ 
 
5’-CAT ATG CAG GGA CGT CGG CTT GAG-3’ 
5’-GGA TCC CTG TCA CCC CAC CAT CAC-3’ 
 
5’-CGC TTC TCC TTC TTC ACT GG-3’ 
5’-CTG CCA TTG TCT TGG AAT CG-3’ 
 
5’-CCA CTC GTT CTG ATT GTC GTC CAT-3’ 
5’-CAG AGA TCT CTG CAC CTC ATG TAC 
GTG-3’ 
 
5’-GCG GAA TTC GCG ACA TGA AGG ACA 
GCA TCT-3’ 
5’-GCG AAG CTT GCT GAA CTG GTA GGT 
GAG CTT-3’ 
 
5’-ATG AGC ACA GAA AGC ATG ATC-3’ 
5’-TAC AGG CTT GTC ACT CGA ATT-3’ 
 
5’-GAC AGA GGC AAA CTG AGC ACC-3’ 
5’-CAA CGT CAA GAC GGC CGT GTG-3’ 
 
 
 
125mg 
3,125ml 
4Std. bei 37°C vorverdauen 
 
100mg 
10ml 
Bei -20°C lagern 
 
50g 
ad. 500ml 
 
 
 
 
3,0ml 
7,0ml 
0,93g 
1g 
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4×Tris-Cl/SDS 
DTT (Roche) 
SDS 
Bromphenolblau (Sigma) 
 
50×TAE-Stammlösung 
Tris 
Eisessig 
0,5 M EDTA, pH 8,0 
ddH2O 
 
10×TBE 
Tris 
Borsäure (Roth) 
0,5 M EDTA, pH 8,0 
ddH2O 
 
10×TBS 
Tris-Base 
NaCl 
ddH2O 
 
 
TBST 
10×TBS 
Tween 20 (Fluka) 
ddH2O 
 
TBST/Milchpulver 
Milchpulver (Fluka) 
10×TBS 
Tween 20 
ddH2O 
 
TBST/Milchpulver/Primärantikörper 
Milchpulver/TBST 
Primärantikörper 
 
TBST/Milchpulver/Sekundärantikörper 
Milchpulver/TBST 
Sekundärantikörper 
 
10×TE-Puffer 
Tris-HCl, pH 8,0 
EDTA, pH 8,0 
ddH2O 
 
 
 
TEMED (Sigma) 
 

1,2mg 
 
 
242g 
57,1ml 
100ml 
ad 1000ml 
 
 
108g 
55g 
40ml 
ad 1000ml 
 
 
6,05g 
43,8g 
pH 8,2 ad 1000ml 
 
 
 
25ml 
0,5ml 
ad 250ml 
 
 
5,0g 
50ml 
1ml 
ad. 500ml 
 
 
15ml 
1:100 verdünnt 
 
 
15ml 
1:2000 verdünnt 
 
 
0,1M 
10mM 
ad 500ml, autoklavieren 
 
 
 
 
 
 
 
 
20mM 
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TNF-α (Sigma) 
 
Totex-Puffer 
HEPES, pH 7,9 
NaCl 
Glycerol 
NP-40 
MgCl2
EDTA, pH 8,0 
EGTA, pH 7,2 
DTT 
PMSF 
NaF (Sigma) 
Na-Vanadat (Sigma) 
 
1 M Tris-Cl 
Tris-Base (Sigma) 
ddH2O 
 
Trizol (Invitrogen) 
 
10×Trypsin-Lösung (Sigma) 
 
Verdaulösung 
TNE 
10% SDS 
Pronase E 
Proteinase K 
 
 
2.2 Antikörper: 
 
Antikörper für die Durchflußzytometrie: 
FITC-anti-mouse CD45.1 (BD Pharmingen) 
R-PE anti-mouse CD45.1 (BD Pharmingen) 
FITC-anti-mouse Gr-1 (BD Pharmingen) 
PE-anti-mouse Gr-1 (BD Pharmingen) 
PE-anti-mouse Mac-1 (BD Pharmingen) 
PE-anti-mouse Ter-119 (BD Pharmingen) 
 
Antikörper für Histologie/Immunhistologie: 
PE-anti-mouse CD3 
FITC-anti-mouse F4/80 
FITC-anti-mouse Filagrin 
FITC-anti-mouse Gr-1 
anti-Jagged1 (R&D Systems) 
FITC-anti-mouse K5 
FITC-anti-mouse K6 
FITC-anti-mouse K10 
FITC-anti-mouse Loricrin 
 

0,35M 
20% 
1% 
1mM 
0,5mM 
0,1mM 
1mM 
1mM, unmittelbar vor Anwendung hinzugeben 
50mM 
5mM 
 
 
121g 
ad 1000ml, auf pH 7,4 einstellen 
 
 
 
 
 
 
 
500µl 
50µl 
25µl 
7,5µl 
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Western Blot:  
anti-mouse IκB-α (goat), (Santa Cruz) 
anti-goat IgM HRP-konjugiert, (Santa Cruz) 
anti-β-Actin (mouse), (Sigma) 
anti-mouse IgG Sekundärantikörper, (Sigma) 
 
Antikörper für Supershifts: 
anti-NF-κB p50 (Santa Cruz) 
anti-NF-κB p65 (Santa Cruz) 
 
2.3 Molekularbiologische Kits 
Annexin V-PE Apoptosis Detection Kit I (BD
Pharmingen) 
 
PCR-Kit (Invitrogen) 
• Taq-DNA-Polymerase (5U/µl) 
• 10×Reaktionspuffer 
• 50 mM MgCl2 
• 10 mM dNTPs 
 
 
Reverse Transkription: 
• SuperScript TM II (Invitrogen) 
• 5×Erst-Strang-Puffer (Invitrogen) 
• 0,1 M DTT (Invitrogen) 
• RNAsin 40U/µl (Promega) 
• 10mM dNTPs (Invitrogen) 
• Oligo (dT)12-18 (Invitrogen) 
 
RNA-Aufreinigung: 
• DNAse I Amp Grade (Invitrogen) 
• 10×Reaktionspuffer (Invitrogen) 
• 25mM EDTA, pH 8,0 (Invitrogen) 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

2.4 Verwendete Mäusestämme: IkbaΔ/Δ, IkbaK5Δ/K5Δ, IkbalckΔ/lckΔ, IkbamyΔ/myΔ, Re-

lAK5Δ/K5Δ und IkbaΔ/ΔRelAK5Δ/K5Δ, Rag2-/-, TNF/LTΔ3, Tnfr1-/-, Tnf-/-

In dieser Arbeit wurden Mäuse verwendet, bei denen loxP-Gensegmente in den Ikba-Lokus 

eingebaut wurden (man spricht auch von gefloxten Ikba Mäuse). Diese Mäuse eignen sich für 

die ubiquitäre und gewebespezifische Deletion des Ikba Genes. Zur Erzeugung von IkbaΔ/Δ-

Mäusen (ikba-Totalknockout) wurden Mäuse mit einem gefloxten Ikba Allel (Ikbaf/f) (Rupec 

et al., 2005) mit Deleter-Cre Mäusen verpaart (Schwenk et al., 1995). Für die Generierung der 

IkbaK5Δ/K5Δ-, IkbalckΔ/lckΔ-, IkbamyΔ/myΔ Mäuse wurden Ikbaf/f Mäuse mit transgenen Mäusen 

verpaart, bei denen die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle eines Keratinozyten-
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spezifischen Keratin5-Promotors (IkbaK5Δ/K5Δ) (Tarutani et al., 1997), eines T-Zell-

spezifischen lck-Promotors (IkbalckΔ/lckΔ) (Hennet et al., 1995) bzw. eines Neutrophi-

len/Makrophagen-spezifischen LysM-Promotors (IkbamyΔ/myΔ) (Clausen et al., 1999), steht. 

Mäuse, die solche loxP-mutierten Gene besitzen, werden mit transgenen Mäusen verpaart, die 

das Gen der Cre-Rekombinase exprimieren. Dieses Gen unterliegt der Kontrolle eines gewe-

bespezifischen oder induzierbaren Promotors. Wenn die Cre-Rekombinase aktiviert wird, 

schneidet das Enzym die DNA zwischen den eingefügten loxP-Stellen heraus und inaktiviert 

so das Gen oder das Exon. Um IkbaΔ/ΔRelAK5Δ/K5Δ Mäuse zu erhalten, wurden die Nachkom-

men einer RelAf/f-K5-Cre2 Verpaarung mit IkbaΔ/Δ Mäusen verpaart. IkbaΔ/ΔRAG2-/--, 

IkbaΔ/ΔTNF/LTΔ3, IkbaΔ/ΔTnfr1-/- und IkbaΔ/ΔTnf-/- Mäuse wurden durch entsprechende Ver-

paarungen erhalten. Der genetische Hintergrund war für die Ikbaf/f, RelAf/f, K5-Cre2, LysM-

Cre, lck-Cre, RAG2-/-, Tnfr1-/-, Tnf-/- und TNF/LTΔ3 Mäuse C57BL/6. 

 

2.5 Zucht der Mäuse 

Zur Zucht wurde jeweils 1 Weibchen im gebärfähigen Alter (8-40 Wochen) mit einem Männ-

chen (8-40 Wochen) zusammengesetzt. Die Nachkommen wurden im Alter von 3-7 Tagen 

durch PCR-Analyse der DNA aus Schwanzgewebe genotypisiert. Im Alter von 3 Wochen 

wurden die Jungtiere von den Elterntieren abgesetzt und nach Geschlechtern getrennt. 

 

2.6 Genotypisierung der gezüchteten Mäusestämme mittels PCR 

Für die Isolierung genomischer DNA wurden die Zellen aus Schwanzbiopsien mit Hilfe einer 

Verdaulösung (600µl pro Biopsat) aufgeschlossen. Die Inkubation der Biopsate erfolgte hier-

bei im Heizblock bei 56°C über Nacht. 

 

Zur Beseitigung von proteinhaltigen Verunreinigungen in Nukleinsäurepräparationen wurde 

eine Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion angewand. Hierbei handelt es sich um 

eine Mischung, die zu gleichen Teilen aus gepuffertem Phenol und Chloro-

form/Isoamylalkohol (im Verhältnis 24:1) besteht. Die verdauten Schwanzbiopsien wurden 

jeweils mit 600µl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol versetzt, gerührt und schließlich 10min. 

bei 13.000Upm zentrifugiert, um so eine Phasentrennung vorzunehmen. Danach wurde die 

DNA enthaltende Phase abgezogen, in neue Tubes überführt und dann einer Ethanolpräzipita-

tion unterzogen. Für die Fällung der DNA wurden 850µl 100%iges Ethanol eingesetzt. Die 

ausgefällte DNA wurde anschließend mit 70%igem Ethanol gewaschen, in 100µl TE-Puffer 

aufgenommen und bei 37°C gelöst. Die DNA wurde bei -20°C aufbewahrt. 
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Die Messung der DNA/RNA-Konzentration erfolgte photometrisch bei einer Wellenlänge 

von 260nm. Bei einer Schichtdicke von 1 cm entspricht eine OD260 von 1,0: 

50µg/ml doppelsträngiger DANN 

oder 

40µg/ml einzelsträngiger RNA 

Die Reinheit von DNA und RNA wurde aus dem Verhältnis OD260/OD280 abgeschätzt. Die-

ser Quotient sollte über 1,7 liegen. 

 

Das Prinzip der PCR ist die selektive und hocheffiziente Anreicherung in vitro amplifizierter 

DNA von definierter Länge und Sequenz. In einem zyklischen Prozeß aus Denaturierung, 

Annealing und Elongation synthetisiert die thermostabile Taq-DNA-Polymerase in einem 

exponentiellen Reaktionsverlauf DNA-Fragmente, die von spezifischen Oligonukleotidpri-

mern flankiert sind. 

Die erwarteten Größen der PCR-Produkte betragen für das gefloxte Ikba Allel 340 bp, 

für das Wildtyp Allel 250 bp und für das deletierte Allel 500 bp. Für das gefloxte RelA-Allel 

wird eine Bandengröße von 294 bp, für das Wildtyp Allel eine Größe von 260 bp und für das 

deletierte Allel eine Bandengröße von 400 bp erwartet. 

 

PCR-Protokoll für die Genotypisierungen (Standard-Reaktionsansatz): 

 DNA (500 ng) 

Primer A (100 pmol/µl) 

Primer B (100 pmol/µl) 

(Primer C (100 pmol/µl) 

 10× PCR-Puffer 

10mM dNTPs 

50mM MgCl2

Taq-DNA-Polymerase(5U/µl) 

H2O 

1,0µl 

1,0µl 

1,0µl 

1,0µl 

5µl 

2,5µl 

2,5µl 

1,0µl 

35µl 

 

 

 

Amplifikationsbedingungen: 

(1) Initiale Denaturierung 

(2) Denaturierung 
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(3) Annealing 

(4) Polymerisation/Elongation 

(5) Finale Polymerisation 

 

Ikba Δ Wildtyp, gefloxt, Ikba Δ KO, RelA Wildtyp und RelA Δ: 

(1) 94°C 

5min 

(2) 94°C 

1min 

(3) 61°C 

30sec 

(4) 72° 

1min3sec 

(5) 72°C 

5min 

4°C 

24std 

Anzahl der Zyklen (Wdh. der Schritte 2-4): 30 

 

TNF/LTΔ3: 

(1) 94°C 

5min 

(2) 94°C 

1min 

(3) 63°C 

1min 

(4) 72°C 

1min 

(5) 72°C 

5min 

4°C 

24std 

Anzahl der Zyklen: 30 

 

LysMcre (Mlys1+Mlys2-Primer= Wildtyp; Mlys1+Cre8= cre): 

 (1)94°C 

1min 

(2)62°C 

1min 

(3)72°C 

1min20sec 

(4)72°C 

10min 

4°C 

24std 

Anzahl der Zyklen: 35 

 

K5Cre: 

(1) 94°C 

5min 

(2) 94°C 

30sec 

(3) 60°C 

40sec 

(4) 65°C 

1min30sec 

(5) 65°C 

5min 

4°C 

24std 

Anzahl der Zyklen: 40 

 

RAG-2: 

 (1) 94°C 

20sec 

(2) 63°C 

1min 

(3) 72°C 

2min 

(4) 72°C 

10min 

4°C 

24std 

Anzahl der Zyklen: 35 

 

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe der horizontalen Agarose-

Gelelektrophorese. Basierend auf ihrer negativen Ladung sind Nukleinsäuren imstande, im 

elektrischen Feld zu wandern. Das Agarose-Gel wirkt dabei als molekulares Sieb, so dass eine 

Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer Masse/Größe möglich ist. Eine Interkalation 

der Nukleinsäuren mit dem Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid läßt die DNA bzw. RNA im 
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UV-Licht sichtbar erscheinen. Ein DNA-Standard-Marker dient dem Größenvergleich der 

aufgetrennten DNA-Fragmente. 0,5-1g Agarose wurden in 50 ml 1×TAE aufgenommen (≅ 1-

2%-igem Agarosegel) und anschließend so lange im Mikrowellenherd aufgeschmolzen, bis 

die Agarose klar und schlierenfrei war. Elektrophorese-Laufbedingungen: 100-120V für 30-

45 Minuten. Das Ergebnis der DNA-Auftrennung konnte nach einer 15-minütigen Färbung 

des Agarosegels in Ethidiumbromid (2µg/ml) mit Hilfe eines UV-Transilluminators (Gel Doc 

2000, Bio-Rad) dokumentiert werden. 

 

2.7 RT-PCR 

Um RNA mit Hilfe der PCR zu vervielfältigen, hybridisiert man einen Primer an die RNA-

Matrize und erstellt mittels der Reversen Transkriptase (RT) und einer anschließenden PCR 

eine cDNA-Kopie. Die RT-PCR ist eine Methode, mit der man ganz allgemein die Ge-

nexpression auf der Stufe der RNA untersuchen kann. Für das Umschreiben von RNA in 

cDNA wurden 2µg RNA eingesetzt. 

 

Sämtliche Reagentien und Materialien müssen absolut RNAse-frei sein. Die Gewebeproben 

wurden zunächst in PBS-Medium in einem Zellsieb homogenisiert. Die daraus resultierende 

Zellsuspension wurde bei 1.200Upm 5min zentrifugiert und das Pellet (5-10×106 Zellen) in 

1ml Trizol-Lösung resuspendiert. Nach einer 5-minütigen Inkubation bei RT wurden zum 

Überstand 0,2ml Chloroform hinzugefügt, 30sec gevortext und nochmals 5min bei RT stehen 

gelassen. Daran schloss sich eine erneute Zentrifugation an (5min bei 13.000 Upm 4°C). Aus 

der oberen wässrigen Phase (ca 0,5 ml) wurde mit 0,5ml 100%igem Isopropanol die RNA 

gefällt, 5min bei RT inkubiert und abzentrifugiert (10min bei 13.000Upm, 4°C). Das Pellet 

wurde mit 1ml 75%igem Ethanol gewaschen und 5min bei 7.500 Upm abzentrifugiert. Die 

RNA wurde kurz luftgetrocknet und in 60µl DEPC-H2O gelöst. Gelagert wurde die RNA bei -

80°C. Für die Quantifizierung der RNA wurden Verdünnungen von 1:100 hergestellt und 

vermessen (2.2.1.1.5). 

 

Bevor die RNA in cDNA umgeschrieben wurde, erfolgte eine RNA-Aufreinigung, indem 

störende/kontaminierte DNA mit Hilfe der DNAse I eliminiert wurde. 

 

Folgender Reaktions-Mix wurde in einem RNAse-freien, 1,5 ml Tube angesetzt (auf Eis): 

• 2µg RNA 

• 2µl 10× DNAse I Reaktionspuffer 
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• 2µl DNAse I, 1U/µl 

• mit DEPC-H2O auf 20µl auffüllen 

 

Es folgte eine 15-minütige Inkubation der Tubes bei Raumtemperatur. Eine Inaktivierung der 

DNAse I wurde durch die Zugabe von 2µl 25mM EDTA-Lösung herbeigeführt. Anschließend 

wurde der Reaktions-Mix für 10min. bei 65°C erhitzt. Die RNA-Proben konnten nun für die 

Reverse Transkription verwendet werden. 

 

In einem Reaktionsvolumen von 24µl wurden folgende Komponenten in ein nuklease-freies 

Tube gegeben: 

• 2µg aufgereinigte RNA 

• 2µl Oligo (dT)12-18 (500µg/ml) 

• 2µl 10mM dNTP 

mit DEPC-H2O auf 24µl auffüllen. 

Erhitzen des Reaktions-Mixes auf 65°C für 5min und dann sofort auf Eis stellen. Danach kurz 

zentrifugieren und  

• 8µl 5× Erst-Strang-Puffer 

• 4µl 0,1 M DTT 

• 2µl RNAsin (40U/µl) 

hinzufügen, den Inhalt des Tubes mischen und für 2min bei 42°C inkubieren. Anschließend 

wurden 2µl (200U) SuperScriptTM II hinzugefügt, der Reaktionsansatz vorsichtig gemischt 

und schließlich für 50min bei 42°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch eine 15-minütige 

Erhitzung bei 70°C inaktiviert. 

 

PCR-Bedingungen: 

 

• MPO, G-CSF R, PU.1, Bcl2, Bcl-xL, IL-3 R: 

hot start (94°C, 2min) 

35 Zyklen (94°C, 1min / 60°C, 1min / 72°C, 2min) 

4°C, 24std 

 

• Notch1, Cyclin D1: 

2min 94°C, 35×(1min 94°C, 1min 50°C, 2min 72°C, 7min 72°, 4°C 
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• TNF, LT-α: 

5min 94°C, 30×(1min30sec 94°C, 1min 55°C, 2min 72°C, 10min 72°, 4°C 

 

• LT-β: 

5min 94°C, 29×(30sec 94°C, 45 sec 57°C, 2min 72°C, 10min 72°C, 4°C 

 

• Tubulin: 

2min 94°C, 35×(30sec 94°C, 45sec 55°C, 2min30sec 65°C, 7min 65°C, 4°C 
 

2.8 Zellkultur 

2.8.1 CFUs 

Der Femur von 3-4 Tage alten Mäusen wurde mehrere Male mit eiskalter PBS-Lösung ge-

spült und das Knochenmark durch ein Zellsieb gedrückt. Die Zellen wurden dann mehrfach 

mit Hanks-buffered salt solution (HBSS) gewaschen, bevor eine Trennung mittels eines Fi-

coll-Gradienten (d= 1,077) erfolgte. Die mononuklearen Zellen wurden gewaschen und 

50.000 Zellen/2 ml Methylzellulose (MethoCult GF M3434, StemCell Technologies Inc.) in 

6-well-Platten bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Nach verschiedenen Zeitpunkten wurden die 

Kolonien (CFU-M, CFU-G, CFU-GEMM) unter dem Lichtmikroskop ausgezählt. 

 

2.8.2 Hepatozyten-Kultivierung und Co-Kultivierung von Knochenmarkzellen 

Nach Entnahme der Leber aus 3 Tage alten Mäusen, wurde sie durch ein Zellsieb gedrückt, in 

Hepatozytenwaschlösung aufgenommen und 6min bei 500U zentrifugiert. Anschließend wur-

den die Zellen in 1ml Hepatozytenverdaulösung resuspendiert und 40min bei 37°C inkubiert. 

Nach erfolgter Hämolyse mit einem hypotonischen Puffer (Verdau wurde mit 1ml Waschlö-

sung gestoppt) wurden die Zellen noch einmal gewaschen und in 1ml Hepatozyten-Medium 

aufgenommen. Jeweils 2 Mio. Hepatozytenzellen von Ikba+/+ und IkbaΔ/Δ-Mäusen wurden 

dann anschließend auf eine extrazelluläre Matrix (tebu-bio) ausgesät und über Nacht bei 37°C 

bebrütet. 

 Für die Co-Kultivierung wurden pro well 2 Mio. Ikba+/+ Primärknochenmarkszellen 

auf 2 Mio Ikba+/+ bzw. IkbaΔ/Δ Hepatozyten, 3T3-Zellen, oder Jagged1-exprimierende 3T3-

Zellen ausplattiert. Nach einer Kultivierungszeit von einer Woche in 3ml DMEM-Medium, 

welches mit 10 %-igem FCS, L-Glutamin, Gentamycin, 2-Mercaptoethanol, IL-7, IL-3, GM-

CSF und SCF versetzt war, wurden die Zellen in einer Neubauer-Zählkammer gezählt und 

50.000 Zellen in 2 ml Methylzellulose (mit SCF, IL-7, IL-, GM-CSF) passagiert und bei 37°C 
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und 6 % CO2 inkubiert. Nach unterschiedlichen Zeitpunkten wurde die Anzahl der Kolonien 

(> 50 Zellen/Klon) gemäß ihrer Morphologie und Größe bestimmt. Zur Inhibition dieser Ex-

perimente wurde 0,5 mg/ml Jagged 1-Antikörper bzw. IκBα-Antikörper als Kontrollantikör-

per zum Kulturmedium hinzugefügt. 

 Primäre Maus-Stromazellen wurden erhalten, indem die Femures getöteter Mäuse 

durch ein 100µm Nylonzellsieb gedrückt wurden. Diese Zellen wurden zunächst mit Jagged1-

transfizierten 3T3-Zellen und auf Kontroll 3T3-Zellen kultiviert, und zwar in einem DMEM-

Medium (GIBCO/BRL), welches mit 10% FCS (Biochrom KG), 2mM L-Glutamin 

(GIBCO/BRL), 1×nicht-essentielle Aminosäuren (GIBCO/BRL), 0,1mM 2-Mercaptoethanol 

(GIBCO/BRL), und 50µg/ml Gentamycin (GIBCO/BRL) versetzt war. Danach erfolgte ein 

Transfer auf Methylzellulose. 

 

2.8.3 Isolierung und Kultivierung von Keratinozyten 

Die Haut von 3-7 Tage alten Mäusen wurde zunächst mit Jodobac und Ethanol desinfiziert 

und anschließend mit PBS gewaschen. Nachfolgend wurde die Haut in eine Antibioti-

ka/Antimykotika-Lösung (GibCo), welche 1:100 in PBS (ohne Calcium und Magnesium) 

verdünnt war, für einige Minuten transferriert. Mit der dermalen Seite nach unten wurde die 

Haut in 2,5%iger Trypsin/PBS/EDTA-Lösung bei 4°C über Nacht eingelegt. Die Epidermis 

konnte dann mit einer Pinzette von der Dermis abgezogen werden. Mit einem Skalpell wurde 

die Epidermis in kleinste Fragmente geschnitten und in 1,5ml DMEM bzw. Keratinozyten-

medium (Gibco) resuspendiert und 30min bei RT und 1000Upm zentrifugiert. Ausplattiert 

wurde die epidermale Zellsuspension auf kollagenbeschichteten Petrischalen. Feeder-Zellen, 

die zuvor mit Mitomycin (4µg/ml) behandelt worden waren und für 2std bei 37°C und 5% 

CO2 inkubiert worden waren, wurden mit 1×PBS/EDTA gewaschen und trypsiniert. Die Fee-

der-Zellen konnten nun in DMEM bzw. Keratinozytenmedium resuspendiert werden und zu 

den Keratinozytenkulturen hinzugefügt werden. Bebrütet wurden die Zellen bei 37°C, 5 % 

CO2. Für die Erstellung eines Proliferationsassays wurden jeweils 30.000 Zellen (Ausgangs-

zellpopulation) in 6-well-Kollagenplatten ausgesät und bis zu 7 Tagen bei 37°C und 5% CO2 

inkubiert. Für die Zellzahlbestimmung wurden die Zellen täglich mit jeweils 1ml 

Trypsin/EDTA-Lösung von ihrer Unterlage abgelöst, 5min bei 1.200Upm abzentrifugiert und 

in etwas Keratinozytenmedium resuspendiert. Ein Teil dieser Keratinozytensuspension wurde 

mit einer Trypanblau-Lösung 1:3 verdünnt. Für die Auswertung dieses Proliferationsassays 

wurden nur lebende Zellen berücksichtigt. 
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2.9 Proteinanalytische Verfahren 

2.9.1 Proteinisolierung aus Mausgewebe 
Zunächst wurden die Zellen (Keratinozyten, Thymozyten, Gr-1/Mac-1-Granulozyten) mit 

PBS-Medium gewaschen und anschließend für 30min bei 4°C in 50µl Membranlysepuffer 

aufgenommen und resuspendiert, um so eine Zellyse hervorzurufen. Die unlöslichen Bestand-

teile wurden dann bei 12.000Upm und 4°C für 15min abzentrifugiert. Der Überstand (Prote-

inextrakt) wurde in neue Röhrchen überführt und bei -80°C gelagert. Für die Quantifizierung 

der Proteine wurden Verdünnungen von 1:50 hergestellt und vermessen. 

 

2.9.2 Western-Blot-Analyse 

Der Farbstoff Coomassie Blau liegt in saurer Lösung in der braunen Leukoform vor und wird 

durch die Bindung an positiv geladene Aminogruppen von Proteinen in einen blauen Farb-

stoff überführt. Durch Messung der Extinktion einer Probenlösung bei 595nm läßt sich über 

eine BSA-Eichkurve die Konzentration einer Proteinlösung bestimmen. 

Die Proteinkonzentration wurde mit dem Bio-Rad Protein Assay gemäß dem Protokoll des 

Herstellers bestimmt. 

 Mittels der Western Blot Analyse können spezifische Proteine in Zell- und Gewebeex-

trakten nachgewiesen werden. Die Proteinproben werden durch vertikale SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese nach ihrer Größe elektrophoretisch aufgetrennt und anschließend vom Gel 

auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert (geblottet). Die Proteine können durch die spe-

zifische Bindung primärer Antikörper, an welche sich wiederum enzymgekoppelte Sekundä-

rantikörper (HRP-konjugiert: Horseradish Peroxidase) binden, durch anschließende Chemi-

luminiszenzreaktion detektiert werden. 

 

Für die Polyacrylamid-Elektrophorese wurden pro Ansatz 15µg Protein mit 6×SDS-

Ladepuffer versetzt und für 5min bei 95°C denaturiert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte 

in 1,0mm dicken Fertiggelen (12%ig) bei 40mA für 1std30min. Der Gellauf war beendet, 

nachdem das Bromphenolblau den unteren Rand des Trenngels erreicht hatte. 

 

Mit Hilfe der Semidrytechnik konnten in einer Blottingkammer die im Gel aufgetrennten Pro-

teine auf eine Nitrozellulosemembran übertragen werden. Hierzu wurden die Blotting-Pads, 

die Filterpapiere, die Membran und das Trenngel in Transferpuffer getränkt und wie folgt 

luftblasenfrei in der Blotting-Apparatur aufeinandergelegt: 

• 2 Blotting-Pads 

 40



• 1 Filterpapier (Whatman-Papier) 

• Trenngel 

• Nitrozellulose-Membran 

• 1 Filterpapier 

• 2 Blotting-Pads 

Es wurde dann für 1std bei 170mA geblottet. 

Die auf eine Nitrozellulosemembran transferierten Proteine wurden für 1h mit Blockierungs-

Lösung unter ständigem Schütteln bei RT inkubiert, um so unspezifische Bindungsstellen 

abzusättigen. Danach schlossen sich 3 Waschschritte mit TBST für jeweils 5min an. Im 

Anschluß daran wurde die Membran mit einem unkonjugierten Primärantikörper für 

1std30min bei RT inkubiert. Nach 3 je fünfminütigen Waschschritten mit TBST wurde die 

Membran mit einem Meerrettichperoxidase- (horseradish peroxidase, HRP) konjugierten Se-

kundärantikörper in Milchpulver-TBST-Lösung für 1std bei RT inkubiert. Das Entfernen von 

überschüssigem Antikörper erfolgte durch erneutes dreimaliges Waschen mit TBST für je-

weils 5min. Zur Detektion der HRP-markierten Proteine wurde ein Chemiluminiszenzverfah-

ren (Luminol, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) gemäß den Angaben des Herstellers ange-

wandt. Die Exposition erfolgte auf einem Kodak X-Omat-Röntgenfilm. 

 

2.10 Gelretardationsassay 

Das Prinzip dieser Methode beruht darauf, dass DNA /Proteinkomplexe in einer Gele-

lektrophorese langsamer wandern als freie radioaktiv markierte DNA. Pro Ansatz wurden 

50.000-100.000 Zellen in Totex-Puffer für 30min bei 4°C lysiert. Für den EMSA-Mix wurden 

jeweils 10µg Protein mit 2µl BSA (20µg/µl), 2µl dIdC (1µg/µl), 4µl 5 × F-Puffer, 2µl D+-

Puffer und 20.000 cpm des 32P-markierten NF-κB Oligonukleotids vermischt und mit ddH2O 

auf 20µl aufgefüllt. Die Inkubation dieses Gemisches erfolgte bei RT für 25min. Die Markie-

rung des Oligonukleotids erfolgte mittels eines T4-Polynukleotidkinasekits (New England 

Biolabs) gemäß den Angaben des Herstellers. Die Auftrennung erfolgte über ein 4%-iges Ac-

rylamidgel (60ml ddH2O, 10ml Acrylamid 30%, 3ml 10×TBE-Puffer, 400µl APS als Radikal-

starter sowie 40µl TEMED als Radikalstabilisator) in 0,5×TBE bei 20mA. Anschließend folg-

te eine Vakuum-Trocknung des Gels für 1Std bei 80°C sowie seine Exponierung auf einem 

Kodak-Röntgenfilm bei -80°C. 

Für Supershift-Experimente wurden 5µg Protein mit 2µl Antikörper (Santa Cruz Biotechno-

logy) in einer Konzentration von 200µg/ml für 30min bei 4°C vor Zugabe des EMSA-Mix 

inkubiert. 
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2.11 Durchflußzytometrie (FACS) und Zellsortierung 

Die Durchflußzytometrie (im Englischen Fluorescence Activated Cell Sorting [FACS]) er-

möglicht das Zählen und die Analyse von physikalischen und molekularen Eigenschaften von 

Zellen in einem Flüssigkeitsstrom. Eine Hauptanwendung besteht darin, mit Hilfe von Fluo-

reszenzfarbstoff markierten Proben (z.B Antikörper) den Zellzyklus, die Vitalität oder die 

Expression von intra- bzw. zellmembrangebundenen Proteinen zu analysieren. 

Auswahl von Absorptions- und Emissionsmaxima von den in dieser Arbeit eingesetzten Fluo-

reszenzfarbstoffen: 

 

Fluorochrom Absorptionsmaximum 

[nm] 

Emissionsmaximum 

[nm] 

Abkürzung 

Fluoreszeinisothiozyanat 495 519 FITC 

Phycoerythrin 480;565 578 PE 

Propidiumjodid 550 650 PI 

 

2.11.1 Verarbeitung von Organen für die FACS-Färbung 

Die Organe (Milz, Knochenmark, Leber) wurden nach der Entnahme in 4ml EF-Medium bei 

4°C gelagert. Diese wurden dann in einem Zellsieb mit einem Spritzenkolben zerdrückt und 

die daraus resultierende Zellsuspension durch Auf- und Abpipettieren gut resuspendiert. Die 

Zellsuspension wurde für 5min bei 1.200Upm zentrifugiert und der Überstand anschließend 

abgesaugt. Das verbleibende Zellsediment wurde mit 3ml Lyse-Puffer resuspendiert. Die Ly-

se wurde durch die Zugabe von 3ml EF-Medium unterbrochen. Erneut schloß sich eine 

Zentrifugation für 5min bei 1.200Upm an. Wiederum wurde der Überstand abgesaugt und das 

Pellet in etwas EF-Medium aufgenommen und für die FACS-Färbungen gleichmäßig in Ep-

pendorf Röhrchen verteilt. Nach einer erneuten Zentrifugation für 5min bei 3.400Upm wurde 

der Überstand abgenommen und die Zellen (1 × 106) 5min mit 10µl Fc-Blocklösung (anti-

CD16/anti-CD32, Pharmingen) behandelt. Gefärbt wurden die Zellen mit den dafür vorgese-

henen Maus-Antikörpern (30µl; 1:100 verdünnt in FACS-Puffer) für 30min bei 4°C. Nach 

Hinzufügen von 150µl FACS-Puffer (PBS/1% FCS) erfolgte eine 5minütige Zentrifugation 

bei 1.500Upm. Anschließend wurden die Zellen noch zweimal mit FACS-Puffer gewaschen 

und am FACSCalibur-Gerät (Becton Dickinson) eingelesen. Lebende Zellen bestimmt durch 

Forward und Side Scatter Profile wurden mit Hilfe der CellQuest Software analysiert. 
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Für den Zell-Sort (Granulozyten-Sort) wurden die gefärbten Zellen (Gr-1-PE 1:200 verdünnt; 

CD11b-FITC 1:300 verdünnt) in reinem FCS aufgenommen. Gesortet wurde mit einem 

MoFlo Sorter (Cytomation). 

 

2.11.2 Apoptose-Nachweis 

Der Apoptose-Nachweis wurde mit einem Annexin V/7AAD Kit (Roche) gemäß den Herstel-

lerangaben durchgeführt. 

 

2.11.3 DNA-Färbung mit Propidiumiodid (Zellzyklus-Analyse) 

Als DNA-Fluoreszenzfarbstoff wurde PI verwendet. Das Absorptionsmaximum von PI liegt 

bei 550nm, das Emissionsmaximum bei 650nm. In dieser Arbeit wurde die PI-Fluoreszenz 

immer im FL3-Kanal detektiert. Das polare Fluorochrom PI dringt durch die vorher mit 70%-

igem Methanol permeabilisierte Membran in die Zelle ein und interkaliert stöchiometrisch 

zwischen den Basen der doppelsträngigen Nukleinsäuren. Die resultierende Fluoreszenz ist 

proportional zum DNA-Gehalt und kann so zur DNA-Quantifizierung und zur Zellzyklus-

Analyse verwendet werden. 

 Proliferierende Zellen durchlaufen nacheinander folgende Stadien des Zellzyklus: 

G1 (gap1, Ruhephase), S (synthesis, DNA-Synthese) und G2/M (gap2/mitosis, Mitose), er-

neut gefolgt von G1. In der G1-Phase besitzen die Zellen einen einfachen DNA-Gehalt, im 

Verlaufe der S-Phase wird dieser verdoppelt und in der G2/M-Phase liegt der doppelte DNA-

Gehalt vor. Anschließend halbiert sich dieser wiederum bei der Zellteilung auf den einfachen 

Wert. Für die Zellzyklusanalyse wurden Gr-1 gefärbte Zellen aus dem Knochenmark von 5-

Tage alten ikbaΔ/Δ und Wildtyp Mäusen mit 1ml 70%igem Methanol über Nacht fixiert. Da-

nach wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und anschließend in 425µl PBS aufge-

nommen (1x106 Zellen pro Färbeansatz). Daraufhin wurden 50µl RNAse (1mg/ml, Sigma) 

zugegeben und 20min bei 37°C inkubiert. Vor der FACS-Analyse wurden dann noch 25µl PI 

(1mg/ml) hinzugefügt. Zur Berechnung der prozentualen Anteile der Zellzyklusphasen wur-

den die Flächen unter den Kurven des DNA-Histogramms integriert. 

 

2.12 Hauttransplantationen 

Die Haut von Ikba+/+, IkbaΔ/Δ und IkbaK5Δ/K5Δ Mäusen wurde auf Rag2-/- Mäuse transplantiert. 

Die Rag2-/- Mäuse wurden zunächst mit 180µl Narkosemittel (375µl Rompun 2%, 3ml Keta-

vet und 6ml PBS) narkotisiert und auf dem Rücken und der Brustkorbregion großflächig ent-

haart. Dann wurde ein ca. 1cm2 großes Hautstück auf der Rückenseite herausgeschnitten, mit 
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dem Transplantat gedeckt und mit Pflaster und Leukoplast verbunden. Nach vier Wochen 

wurden die Mäuse getötet und die Transplantate histologisch unteruntersucht. 

 

2.13 Histologie und Immunhistologie 

2.13.1 HE-Färbungen 

Leber- und Hautproben wurden in 4%igem Formaldehyd für 24Std fixiert, in Paraffin einge-

bettet und 5µm dicke Schnitte angefertigt und schließlich einer HE-Färbung unterzogen. Die 

Präparate wurden 1-3min in Harrys Hämatoxylin (Sigma) eingetaucht und kurz in ddH2O 

gespült. 

Danach folgten Inkubationen in: 

• 30%iges Ethanol für 30sec 

• 70%iges Ethanol für 30sec 

• Eosin für 5-15sec (Eosin Y Solution, Sigma) 

• 70%iges Ethanol für 30sec 

• 90%iges Ethanol für 30sec 

• 100%iges Ethanol für 1min 

• Xylol für 1min (Sigma) 

Ein Tropfen Einschlußmittel (Corbit-Balsam) wurde auf die Objektträger gegeben und mit 

einem Deckglas die Schnitte luftblasenfrei abgedeckt. Die Präparate konnten dann mikrosko-

pisch ausgewertet werden. 

 

2.13.2 Histologie von Knochenmark, Leber und peripherem Blut 

Für die histologische Färbung des Knochenmarks wurde der Femur von getöteten Mäusen 

entfernt und dieser für 24std in 4%igem Formaldehyd fixiert. Danach wurde der gesamte Fe-

mur in Paraffin eingebettet und davon 5µm dicke Schnitte angefertigt. Diese Schnitte wurden 

dann mit Wright-Giemsa, Period-Schiff Acid Solution, HE, Elastica-van-Gieson und Prussian 

Blau gefärbt. Die Leber wurde in 4%igem Formaldehyd/PBS fixiert, in Paraffin eingebettet, 

geschnitten und ebenfalls HE gefärbt. Zur Bestimmung der Anzahl hämatopoetischer Kolo-

nien wurde ein bestimmter Teil des Hepatozytengewebes ausgewählt und unter 200facher 

Vergrößerung fotografiert. Im Zentrum des Bildes wurden acht Gebiete von 1.250 mm2 zufäl-

lig ausgewählt und mit Hilfe der Zeiss Axio Vision 4.1 Software aufgenommen. Anschlie-

ßend wurden die Kolonien gezählt. Für die Evaluierung der Zytologie und der Zellzahl wur-

den Ausstriche von peripherem Blut mit Wright-Giemsa gefärbt. 
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2.13.3 CAE (Chloracetat-Esterase-Färbung) 

Die CAE-Färbung an der Leber von 3 und 5 Tage alten Mäusen wurde nach einem Standard-

protokoll in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Priv.-Doz. Dr. R. Huss am Institut für 

Pathologie der Ludwig-Maximilians-Universität München durchgeführt. CAE-positive Zellen 

wurden in der gleichen Weise wie unter 2.13.2 unter 400facher Vergrößerung untersucht. 

 

2.13.4 Immunhistochemie 

Für die Gefrierschnitte wurden Hautproben vom Rücken der Mäuse entnommen, in 2-

Methylbutan (Merck) gekühlt und dann in OCT Tissue Tec Medium (Miles Inc.) eingebettet. 

5µm dicke Schnitte wurden an einem Kryotom (Leica) angefertigt, in 4%igem PBS fixiert 

und mit Wasser gespült. Antikörper gegen CD31 und CD54 (R&D-Systems) wurden zusam-

men mit dem Biotin/Streptavidin Detektionssystem (Vektor Systems) verwendet (siehe 

2.14.3).  

Für die Färbungen inflammatorischer und proliferierender Zellen wurden folgende monoklo-

nale Antikörper von der Ratte auf diese Gefrierschnitte gebracht: anti-CD3 und anti-CD8 

(beide 1:1000 verdünnt; Chemicon), anti-CD4 (1:50; BD Bioscience Pharmingen), Ki67 

(1:50; clone TEC-3, Dako). Nach dem Waschen in PBS wurden die Schnitte mit einem anti-

Ratten Alexa 488 gekoppelten IgG (Molecular Probes) und Propidiumjodid inkubiert, welche 

in normalem Mausserum gelöst waren. Nach dem Waschen der Schnitte wurden sie in 

4%igem Paraformaldehyd fixiert und in Gelvatol eingedeckt. Die Fluoreszenzfärbungen wur-

den an einem Leica TCS konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop bei einer Wellenlängenanre-

gung von 488 und 543nm analysiert. Für die Färbungen der Haut mit den Antikörpern K5, 

K6, K10, Loricrin und Filaggrin wurden 6-8µm dicke Hautschnitte 30min bei 4°C in 4%igem 

Paraformaldehyd fixiert und danach für 10min unter fließendem Leitungswasser gewaschen. 

Daran schlossen sich zwei fünfminütige Waschschritte mit TBS an. Die Schnitte wurden dann 

jeweils mit den dafür vorgesehenen Antikörpern für 1std in feuchter Kammer überschichtet: 

Wiederum wurden die Schnitte zweimal 5min in TBS gewaschen und die K5, K6 und Loric-

rin behandelten Schnitte wurden für 20min mit ToPro gefärbt, während die K10 und Filagrin 

gefärbten Schnitte 20min mit Phalloidin behandelt wurden. Nach zwei 5minütigen Wasch-

schritten mit TBS erfolgte eine Gegenfärbung mit Phalloidin bzw. ToPro. Erneut wurden die 

Schnitte in TBS gewaschen und schließlich mit Eindeckmedium und DAPI eingedeckt. 

Die Lebern (von IkbaΔ/Δ und Ikba+/+ Mäusen) wurden zunächst in 2-Methylbutan (Merck), 

welches in Flüssigstickstoff vorgekühlt wurde, gefroren und anschließend in OCT Tissue Tec 

Medium (Miles Inc.) eingebettet. Davon wurden dann an einem Kryotom (Leica) 5µm dicke 
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Schnitte angefertigt. Die Gefrierschnitte wurden dann in 4%igem Paraformaldehyd/PBS fi-

xiert und einmal mit ddH2O und zweimal in Tris-Puffer gespült. Um unspezifische Bindungs-

stellen abzublocken, wurde eine 20minütige Inkubation in einem ABC-System Blockkit (A-

vidin-Biotin-Block, DAKO) und eine 10minütige Inkubation in einem Avidin-Biotin-Blockkit 

(DAKO) angewandt. Nach zweimaligem Spülen der Objektträger in Tris-Puffer für jeweils 

5min wurden diese mit anti-Jagged1 Antikörper (R&D-Systems, 1:10.000) für 1std bei RT 

inkubiert und nochmals zweimal für 5min in Tris-Puffer gewaschen. Biotin (Vector-Systems) 

wurde hinzugefügt und nochmals für 30min inkubiert. Diesem Inkubationsschritt folgten zwei 

Waschschritte in Tris-Puffer und dann eine Inkubation in Streptavidin (Vector-Systems) für 

weitere 30min. Nach zwei erneuten Waschschritten in Tris-Puffer, wurden die Schnitte 15min 

mit AEC (Sigma) behandelt, solange bis die gewünschte Farbintensität zum Vorschein kam. 

Nach einem Waschschritt in H2O wurden die Schnitte für 20-30sec in Hämatoxylin (Vector) 

gegengefärbt und schließlich in H2O gewaschen und mit Aquatex (Merck) bedeckt. 

 

2.13.5 ELISA 

Ein ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) ist ein serologischer Test, bei dem man 

gebundene Antigene oder Antikörper mit Hilfe eines gekoppelten Enzyms, das eine farblose 

Substanz in ein farbiges Produkt umwandelt, nachweist. 

Für die Bestimmung des TNF-Spiegels im murinen Serum wurde ein ELISA-Kit (Quantikine, 

R&D-Systems) verwendet und gemäß den Instruktionen des Herstellers verfahren. 
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3. Ergebnisse 
 

Teil I Myelopoese 

3.1 Fehlregulierte Myelopoese in IkbaΔ/Δ Mäusen 

Schon frühere histologische und durchflußzytometrische Studien des Knochenmarks und der 

Milz zeigten eine signifikant erhöhte Anzahl von granulozytären Vorläuferzellen in IκBα-

defizienten (Ikba-/-) Mäusen (Beg et al., 1995). Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Ursache 

der veränderten Myelopoese mit Hilfe konditionaler IκBα-Knockout Mäuse genauer charak-

terisiert werden. Zunächst wurden Mäuse, bei denen das für IκBα kodierende Gen Ikba mit 

loxP Boxen markiert worden war Ikbaflox/flox (Ikbaf/f) mit sogenannten Deleter-Cre Mäusen 

(Schwenk et al., 1995) verpaart. Bei homozygoten Nachkommen, IkbaΔ/Δ, ist IκBα ubiquitär 

deletiert. IkbaΔ/Δ Mäuse wurden in der nach Mendel zu erwartenden Häufigkeit geboren. Die 

durchflußzytometrische Untersuchung der Leber von IkbaΔ/Δ Mäusen zeigte, dass der Anteil 

Gr-1+/Mac-1+-positiver Granulozyten in der Leber 12 Tage alter Embryonen E12 zwischen 

IkbaΔ/Δ Mäusen und Wildtyp Mäusen vergleichbar groß ist. Während der Anteil Gr-1+/Mac-

1+-positiver Granulozyten in Wildtyp Mäusen kurzfristig ansteigt, um dann wieder auf einen 

Anteil von 7% zu fallen, fällt der Anstieg in IkbaΔ/Δ Mäusen deutlich höher aus und der Anteil 

bleibt auch bis zum 5. Tag post partum höher als bei Wildtyp Mäusen (Abb. 2). 

 

 
 
Abb. 2 Durchflusszytometrische Analysen von Gr-1+/Mac-1+ gefärbten Granulozyten der Leber, beginnend vom 

embryonalen Tag 12 (E12) bis zu 5-Tage alten Wildtyp und IkbaΔ/Δ Mäusen, zeigen eine erhöhte Gr-1+/Mac-1+-

Population in den IkbaΔ/Δ Mäusen ab dem Tag 3 p.p. im Vergleich zu den Wildtyp Mäusen. 
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Um zu untersuchen, ob die Defizienz von IκBα die NF-κB-Aktivierung in den Gr-1+/Mac-1+-

Granulozyten beeinflusst, wurden Gelretardationsassays durchgeführt. Hierfür wurden aus 

Lebern von IkbaΔ/Δ und Wildtyp Mäusen Gr1+/Mac-1+ Zellen mit Hilfe eines Cell Sorters iso-

liert. Aus diesen primären Gr-1+/Mac-1+-Granulozyten wurden die Proteine extrahiert und mit 

einem 32P radioaktiv markierten Oligonukleotid mit einer NF-κB Konsensus-Bindestelle in-

kubiert. Im Vergleich zu den Gr-1+/Mac+-1-Granulozyten der Wildtyp Mäuse zeigten die Gr-

1+/Mac+-1 Zellen der IkbaΔΔ Mäuse eine konstitutive NF-κB Bindungsaktivität, womit gezeigt 

wurde, dass eine funktionelle Inaktivierung von IκBα in neutrophilen Granulozyten eine kon-

stitutive NF-κB Aktivierung zur Folge hat (Abb. 3). 

 

      
 
Abb. 3 EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) von gesorteten primären Gr-1+/Mac-1+-Granulozyten von 

5-Tage alten Wildtyp und IkbaΔ/Δ Mäusen. Ein radioaktiv markiertes NF-κB Konsensus Oligonukleotid wurde 

als Bindungssonde benutzt. Die spezifische NF-κB Bande ist durch einen Pfeil angezeigt. 
 

Während der Anteil an Nestern fötaler Hämatopoese zwischen 3-Tage alten Wildtyp und Ik-

baΔ/Δ Mäusen vergleichbar war der Anteil an Nestern fötaler Hämatopoese in 5-Tage alten 

IkbaΔ/Δ Mäusen deutlich geringer im Vergleich zu gleich alten Wildtyp Mäusen (Abb. 4). Bei 

5-Tage alten Mäusen konnten durchschnittlich 4,5 Kolonien/1250 µm2 gezält werden, wäh-

rend bei den IkbaΔ/Δ Mäusen 2,5/1.250 µm2 gezählt werden konnten. 
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Abb. 4 Hämatopoese (Pfeile) ist bei 5-Tage alten IkbaΔ/Δ Mäusen (rechts) im Vergleich zu den 3-Tage alten 

IkbaΔ/Δ Mäusen und Wildtyp Mäusen (links) signifikant reduziert. 

 
Um den Anteil an neutrophilen Granulozyten untersuchen zu können, wurden eine Färbung 

der Leber mit Chloracetat-Esterase (CAE), einem myeloischen Marker, durchgeführt. Hier 

zeigte sich ein deutlich erhöhter Anteil neutrophiler Granulozyten in den Lebern von 3- und 

5-Tage alten IkbaΔ/Δ Mäusen im Vergleich zu altersentsprechenden Wildtyp Mäusen. (Abb. 

5). Konnten in den Lebern von Wildtyp Mäusen durchnittlich 42/1250 µm2 CAE-positive 

Zellen gezählt werden, waren das bei IkbaΔ/Δ Mäusen durchnittlich 64/1250 µm2 CAE-

positive Zellen. 

 

 
 
Abb. 5 Leber von 3- (linke Spalte) und 5-Tage alten (rechte Spalte) IkbaΔ/Δ Mäusen (untere Spalte) zeigen im 

Vergleich zu den Wildtyp Mäusen (obere Spalte) einen erhöhten Anteil CAE-positiver Zellen. 
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3.2 Neugeborene IkbaΔ/Δ Mäuse entwickeln eine Myelodysplasie 

Ein erhöhter Anteil Gr-1+/Mac-1+-Granulozyten ließ sich ebenfalls im Knochenmark von Ik-

baΔ/Δ Mäusen nachweisen (Abb. 6). Darüber hinaus wurde ein erhöhter Anteil Ter-119 ge-

färbten erythropoetischen Zellen im Knochenmark IkbaΔ/Δ Mäusen gefunden (Abb. 6). 

    
 
Abb. 6 FACS-Färbungen von Knochenmarkszellen zeigen eine Zunahme von Gr-1+/Mac-1+-Granulozyten und 

Ter-119 erythropoetischen Zellen in 5-Tage alten IkbaΔ/Δ Mäusen. 

 
Um zu untersuchen welchen Einfluß die Defizienz von IκBα in IkbaΔ/Δ Mäusen auf die Proli-

feration hämatopoetischer Vorläuferzellen hat, wurden Colony-Forming Unit Assays durch-

geführt. Im Vergleich zu Wildtyp Mäusen konnte eine nahezu doppelt so hohe Anzahl an 

CFU-GEMMs, GM-, G-, M-CFUs in den Knochenmarkskulturen von 5 Tage alten IkbaΔ/Δ 

Mäusen beobachtet werden (Abb. 7). 

 

    
 

Abb. 7 Colony-Forming-Unit-Assay durchgeführt an Knochenmarkszellen von Wildtyp und IkbaΔ/Δ Mäusen. 

Die Ergebnisse sind für drei untersuchte Mäuse pro Zeitpunkt und Genotyp repräsentativ. 
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Um zu klären, ob diese Hypergranulopoese Folge einer erhöhten Anzahl sich teilender mye-

loischer Vorläuferzer ist, wurden Zellzyklusanalysen durchgeführt. Diese ergaben, dass bei 

Wildtyp Mäusen die Mehrheit der Gr-1+/Mac-1+-Zellen sich in der G0/G1-Phase des Zellzyk-

lus befanden, während 9-10% dieser Zellen sich in der S- und G2/M-Phase aufhielten (Abb. 

8). Im Gegensatz dazu befanden sich zwischen 40 und 50% der Gr-1+/Mac-1+-Zellen der Ik-

baΔ/Δ Mäuse in der S- bzw. G2/M-Phase. Da eigentlich nur Vorläuferzellen mitotisch aktiv 

sind, lassen diese Ergebnisse auf eine verstärkte Anzahl in Zellteilung befindlicher Vorläufer-

zellen in IkbaΔ/Δ Mäusen schließen.  

 

     
 
Abb. 8 Zellzyklusanalysen von Gr-1/PJ-gefärbten Zellen des Knochenmarks von 5-Tage alten Wildtyp (oben) 

und IkbaΔ/Δ Mäusen (unten). 

 

Wie bereits in der Leber von IkbaΔ/Δ Mäusen dominierten auch im Knochenmark Granulozy-

ten. Diese hatten überwiegend dysplastische Merkmale mit Pseudo-Pelger-Huët-Bildung. 

Verändert waren ebenfalls die Megakaryopoese mit Mikromegakaryozyten und die Erythro-

poese mit einer Kondensation des Chromatins und einer Asynchronität des Kern-Zytoplasma 

Verhältnisses (Abb. 9). Im peripheren Blut von IkbaΔΔ Mäusen fand sich eine erhöhte Anzahl 

weißer Blutzellen mit Dysplasie in der neutrophilen Linie einschließlich unreifer Formen 

(Abb. 9). Der ubiquitäre Verlust von IκBα führt zu einer Myelodysplaie, die zu einem der 

sekundären akuten myeloischen Leukämie ähnelnden Bild fortschreiten kann. 
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Abb. 9 Links: Knochenmark von 5-Tage alten Ikba+/+ und IkbaΔ/Δ Mäusen. Das Knochenmark der IkbaΔ/Δ Mäuse 

zeigt eine erhöhte Zahl meist reifer Granulozyten mit dysplastischen Merkmalen wie Mikromegakaryozyten 

(Pfeil) und Pseudo-Pelger-Huët Bildung (Stern). Die Erythropoese hat kondensiertes Chromatin und eine A-

synchronität hinsichtlich des Kern-Zytoplasma-Verhältnises (Pfeilköpfe) (Originalvergrösserung × 400). Rechts: 

Wright-Giemsa gefärbte Blutausstriche von 5-Tage alten IkbaΔ/Δ Mäusen zeigen Blastenzellen im peripheren 

Blut. 

 

3.3 Die spezifische Deletion des Ikba- Gens in Gr-1+/Mac-1+-Granulozyten bleibt oh-

ne Einfluss auf die Myelopoese 

Um zu klären, welche Bedeutung die Deletion von Ikba in der myeloischen Linie für die Ent-

stehung der Myelodysplasie hat, wurden gefloxte Ikbaflox/flox Mäuse mit einer Cre knock-in 

Linie verpaart, welche die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des endogenen Maus Lyso-

zymM-Promotors (LysM-Cre) exprimiert (Clausen et al., 1999). Mäuse mit einer spezifischen 

Ikba-Defizienz in der myeloischen Linie (IkbamyΔ/myΔ) wurden in einer nach Mendel zu erwar-

tenden Häufigkeit geboren. Mittels PCR konnte gezeigt werden, dass die Deletion organspezi-

fisch und effizient erfolgt (Abb. 10). Im Thymus dieser Mäuse war ausschließlich die gefloxte 

Bande nachweisbar. Da nur in den Gr-1+/Mac-1+-Granulozyten und Makrophagen Ikba dele-
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tiert war, kann man von einer gewebespezifischen Inaktivierung von IκBα ausgehen. Die 

DNA, die aus den Mäuseschwänzen der IkbaΔ/Δ Mäusen isoliert wurde, diente als Kontrolle. 

      
 
Abb. 10 PCR-Analyse genomischer DNA aus dem Thymus sowie von Gr-1+/Mac-1+-Granulozyten. Die DNA, 

die aus dem Mäuseschwanz der IkbaΔ/Δ Mäuse isoliert worden ist, diente als Kontrolle. 

 
Mittels Western-Blot wurde zusätzlich gezeigt, dass kein IκBα Protein in Gr-1+/Mac-1+-

Granulozyten aus IkbamyΔ/myΔ Mäusen detektiert werden kann (Abb. 11). Im Thymus hingegen 

konnte eine spezifische IκBα Bande bei 37 kDa nachgewiesen werden. 

      
 
Abb. 11 Western-Blot-Analyse mit einem IκBα-Antikörper, der gegen den Gesamtzellextrakt des Thymus und 

der Gr-1+/Mac-1+-Granulozyten von IkbamyΔ/myΔ Mäusen gerichtet ist, zeigt den gewebespezifischen Verlust des 

IκBα Proteins. Die Aktin-Expression diente als Ladekontrolle. 

 

Um zu untersuchen wie die Defizienz von IκBα in neutrophilen Granulozyten die NF-κB 

Aktivität beeinflusst, wurden Gelretardationsassays durchgeführt. Wie bereits in neutrophilen 

Granulozyten, die aus IkbaΔ/Δ Mäusen isoliert worden waren, ging die Defizienz von IκBα 

mit einer konstitutiven NF-κB Aktivierung einher (Abb. 12). 
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Abb. 12 EMSA von gesorteten Gr-1+/Mac-1+-Granulozyten aus 5-Tage alten Ikba+/+ und IkbaΔ/Δ Mäusen. Die 

Pfeile zeigen die spezifischen NF-κB Banden. 
 

Die konstitutive Aktivierung von NF-κB hatte keine Veränderung des Anteils an Gr-1+/Mac-

1+-Zellen im Knochenmark zur Folge, weder bei 5 Tage, noch bei 12 Wochen alten Tieren. 

So belief sich der Gr-1+/Mac-1+-Anteil im Knochenmark bei den 5 Tage alten IkbamyΔ/myΔ 

Mäusen auf durchschnittlich 24% (Wildtyp Mäuse: 22%), bei den 12 Wochen alten Tieren 

auf 67% (Wildtyp Mäuse: 63%) (Abb. 13). 

    
 
Abb. 13 FACS-Analysen von Zellen aus dem Knochenmark und der Milz von 5-Tage alten und 12-Wochen 

alten IkbamyΔ/myΔ und Wildtyp Mäusen.  

 

Der genaue Zeitpunkt der Cre-vermittelten Rekombination des Ikba Gens in den IkbamyΔ/myΔ 

Mäusen ist nicht bekannt. Um auszuschließen, dass der fehlende Phänotyp in den in den Ik-

bamyΔ/myΔ Mäusen Folge einer zu späten Deletion von Ikba in der Myelopoese ist, wurden fö-

tale Leberzellchimären generiert. FACS-Analysen mit Gr-1+/Mac-1+ spezifischen Antikör-

pern an Knochenmark- und Milzzellen von 6-Monate alten Mäusen zeigten, dass keine Unter-
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schiede bei dem Gr-1+/Mac-1+-Zellenanteil zwischen den Chimären und Kontroll Mäusen 

besteht. Der Anteil der Gr-1+/Mac-1+-Zellen beträgt bei den IkbaFlΔ/FlΔ Mäusen 63%, bei den 

Kontroll Mäusen 65% (Fig. 14). 

     
Abb. 14 Gr-1+/Mac-1+-FACS-Analysen von Knochenmarkszellen von 9-Monate alten IκBα defizienten fötalen 

Leberzellchimären und fötalen Kontroll-Leberzellchimären. 

 

Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass die Entwicklung einer myeloischen Dysplasie 

in IkbaΔ/Δ Mäusen nicht auf eine alleinige Defizienz von IκBα in der Myelopoese zurückzu-

führen ist. 

 

3.4 Konstitutive Notch1 Expression in Ikba-defizienten Gr-1+/Mac-1+-Granulozyten 

Um einen besseren Einblick darüber zu bekommen, welche molekularen Mechanismen der 

Hypergranulopoese zugrunde liegen, wurde eine Expressionsanalyse von Genen durchge-

führt, die zum einen für die Myelopoese relevant sind, zum anderen von NF-κB reguliert 

werden. Speziell das Genexpressionsniveau von PU.1, MPO, IL-3R, Notch1, Hes-1, G-

CSFRα, Bcl-xL und Bcl-2 in Gr-1+/Mac-1+-Granulozyten, die aus IkbaΔ/Δ, IkbaΔmy/myΔ und 

Wildtyp Mäusen isoliert wurden, wurde analysiert (Abb. 15). Hier fiel auf, dass in Gr-

1+/Mac-1+-Granulozyten aus ikbaΔ/Δ Mäusen im Unterschied zu Gr-1+/Mac-1+-Granulozyten 

aus IkbaΔmy/myΔ und Wildtyp Mäusen der Transmembranrezeptor Notch1 sehr stark exprimiert 

war. Die Expression des Hes1-Genes, ein Zielgen von Notch1, ist ein Hinweis auf die Funkti-

onalität und Aktivität von Notch1 (Jarriault et al., 1995). Hinsichtlich der Expressionstärke 

des Transkriptionsfaktors PU.1, der Myeloperoxidase (MPO) und Mitglieder der Ets-

Transkriptionsfaktorfamilie konnten in den Gr-1+/Mac-1+-Granulozyten der IkbaΔ/Δ, Ikba
myΔ/myΔ  und Wildtyp Mäuse vergleichbare Werte ermittelt werden. PU.1 ist vor allem für die 

terminale Differenzierung und Funktion neutrophiler Granulozyten von Bedeutung (Anderson 
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et al., 1998). Auch die für die antiapoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-XL kodierenden Gene 

(ebenfalls NF-κB reguliert) wurden nicht unterschiedlich in den Gr-1+/Mac-1+-Granulozyten 

der IkbaΔ/Δ, IkbaΔmy/myΔ und Wildtyp Mäuse exprimiert. Diese Bebachtung deckt sich mit den 

oben erhobenen Daten. Starke Unterschiede bezüglich der Expressionsstärke konnten weiter-

hin bei dem IL-3 Rezeptor, dem eine wichtige Funktion bei der Proliferation und Differenzie-

rung aber auch beim Überleben myeloischer Vorläuferzellen zukommt, festgestellt werden. 

So lag die Expression dieses Rezeptors in den Gr-1+/Mac-1+-Granulozyten des Knochen-

marks von IkbaΔ/Δ Mäusen deutlich höher als bei IkbamyΔ/my Δ und Wildtyp Mäusen. Die Ex-

pressionsstärken der α-Ketten des G-CSF Rezeptors und GM-CSF Rezeptors waren in den 

Gr-1+/Mac-1+-Granulozyten bei allen untersuchten Mäusestämme vergleichbar. 

    
Abb. 15 Primäre Gr-1+/Mac-1+-Zellen aus der Leber (oben) und dem Knochenmark (unten) von IkbaΔ/Δ, Ikba
myΔ/myΔ und Kontroll Mäusen (n=4) wurden durchflußzytometrisch aufgereinigt. Die Zellen wurden mittels der 

RT-PCR auf die Expressionsstärke der jeweiligen Gene untersucht. Die Tubulin-Expression diente als Ladekon-

trolle für die RT-PCR. 

 

Mit Hilfe quantitativer PCR wurde eine circa dreifach erhöhte Notch1- und eine mehr als fünf 

mal so hohe Hes-1 Expression in IkbaΔ/Δ Gr-1+/Mac-1+-Granulozyten im Vergleich zu 

neutrophilen Granulozyten aus Wildtyp Mäusen detektiert (Abb. 16). 
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Abb. 16 Quantitative real-time PCR-Analyse der Notch1, Hes1, und Il-3r-Expression in IkbaΔ/Δ Gr-1+/Mac-1+ 

Granulozyten. Die Stärke der Genexpression wurde für jede mRNA-Präparation mit Tubulin genormt, und die 

verstärkte Zunahme in den Gr-1+/Mac-1+ Granulozyten der IkbaΔ/Δ-Mäuse wurde durch den Vergleich mit den 

Wildtyp Ergebnissen errechnet. 
 

Um nun zu untersuchen inwieweit die erhöhte Anzahl an myeloischen Zellen in den 5-Tage 

alten IkbaΔ/Δ Mäusen Folge einer Veränderung der Apoptose in neutrophilen Granulozyten ist, 

wurde eine Doppelfärbung der Knochenmarkzellen mit Gr-1+/AnnexinV-Antikörpern durch-

geführt. Da sich der Anteil apoptotischer Gr-1+/AnnexinV-Granulozyten bei den Wildtyp-

Mäusen nicht signifikant von dem gleichaltriger IkbaΔ/Δ Mäuse unterscheidet (1,3% apoptoti-

sche Gr-1+/AnnexinV-Granulozyten beim Wildtyp und 0,4 % bei der IkbaΔ/Δ Maus), lässt sich 

daraus schlußfolgern, dass die vermehrte Anzahl myeloischer Zellen in den IkbaΔ/Δ Mäusen 

nicht durch eine Veränderung der Apoptose von neutrophilen Granulozyten bedingt ist (Abb. 

17). 

     
Abb. 17 Bestimmung des apoptotischen Anteils (in Prozentangaben) von neutrophilen Granulozyten im Kno-

chenmark mit Hilfe einer Gr-1+/Annexin V-Doppelfärbung bei 5-Tage alten Ikba+/+ und IkbaΔ/Δ Mäusen. 
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3.5 Perinatale Expression von Jagged1 in Ikba-defizienten Hepatozyten 

Eine Notch1-Aktivierung ist nur möglich, wenn benachbarte Zellen einen Notch-Liganden 

exprimieren (Jennings et al., 1994). Die Untersuchung des Expressionsmusters von Notch1 

Liganden in Mausembryonen zeigte, dass die Expression von Jagged1 in der Leber von Ik-

baΔ/Δ Mäusen im Vergleich zu Wildtyp Mäusen verändert ist. Für die immunhistochemischen 

Untersuchungen wurden Kryostatschnitte der Leber im Zeitraum vom embryonalen Tag 12 

(E12) bis 5 Tage post partum mit dem anti-Jagged1-Antikörper gefärbt (Abb. 18). In der Le-

ber von 12-Tage alten Embryonen ist die Expression von Jagged1 zwischen IkbaΔ/Δ Mäusen 

und Wildtyp Mäusen vergleichbar stark ausgeprägt. Während diese aber bei den IkbaΔ/Δ Mäu-

sen hochreguliert blieb, beschränkte sich die Jagged1-Expression bei 3-Tage alten Wildtyp 

Mäusen auf das venöse Endothel. 

 
Abb. 18 Lebern von E12, 3- und -5 Tage alten IkbaΔ/Δ und Wildtyp Mäusen mit einem Jagged1-spezifischen 

Antikörper gefärbt. Die untere Reihe ist die Isotyp-Kontrolle. 

 

Um die Jagged1-Expression auf transkriptioneller Ebene mit der Proteinexpression zu korre-

lieren, wurde die Jagged1 mRNA Expression mittels semiquantitativer RT-PCR bei 3 Tage-

alten IkbaΔ/Δ und Wildtyp Mäusen analysiert (Abb. 19). 
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Abb. 19 RT-PCR Analyse der Jagged1 und G-CSF Expression von Hepatozyten aus 3-Tage alten IkbaΔ/Δ und 

Wildtyp Mäusen. Die Tubulinexpression diente als Ladekontrolle. 
 

Um zu untersuchen inwieweit die Hochregulierung von Jagged1 in den Hepatozyten mit der 

NF-κB Aktivität in Hepatozyten korreliert, wurden Gelretardionsassays durchgeführt. Hierbei 

konnte in den IkbaΔ/Δ Hepatozyten im Vergleich zu Wildtyp Hepatozyten eine konstitutive 

Aktivität von NF-κB nachgewiesen werden (Abb. 20). 

 

      
Abb. 20 EMSA von Hepatozyten aus 5 Tage alten IkbaΔ/Δ und Wildtyp Mäusen. Der Pfeil zeigt die spezifische 

NF-κB Bande. 

 

Eine verstärkte Expression von Jagged1 wurde ebenfalls in dem Stromazelle des Knochen-

marks von IkbaΔ/Δ Mäusen gefunden. Das korreliert mit der Jagged1 Expression von aus dem 

Knochenmark isolierten neutrophilen Granulozyten. (Abb. 21). Zusätzlich fand sich auch eine 

induzierte Expression von Notch1 in diesen Zellen. 
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Abb. 21 Die Induktion von Jagged1 und Notch1 auf Stromazellen des Knochenmarks wurde mit der real-time 

RT-PCR gemessen. Die RNA-Proben wurden aus sechs verschiedenen IkbaΔ/Δ Mäusen und Wildtyp präpariert. 

Eine Dreifachbestimmung wurde für jede mRNA Probe durchgeführt. Die Genexpressionsstärken wurden für 

jede mRNA-Probe mit Tubulin genormt und die Mehrfachzunahme in den IkbaΔ/Δ Mäusen durch den Vergleich 

mit den Ergebnissen bei Wildtyp Mäusen berechnet. 

 

Um zu klären inwieweit eine persistente Jagged1 Expression auf Hepatozyten die Hämato-

poese beeinflußt, wurden Wildtyp Knochenmarkzellen zunächst mit Hepatozyten aus IkbaΔ/Δ 

beziehungsweise Wildtyp Mäusen kokultiviert und anschließend Colony-Forming-Assays 

durchgeführt. Hierbei konnte im Vergleich zu Kokulturen mit Wildtyp Hepatozyten eine fast 

vierfache Zunahme an CFU-GEMMs beobachtet werden, wenn Knochenmarkzellen mit 

IκBα-defizienten Hepatozyten kokultiviert worden waren (Abb. 22). Wurden IkbaΔ/Δ-

defiziente Hepatozyten vor den Kokulturen mit einem Jagged1-spezifischen Antikörper prä-

inkubiert, zeigte sich kein Unterschied mehr zu Kokulturen mit aus Wildtyp Mäusen isolier-

ten Hepatozyten. Dies konnte auch mit Jagged1 exprimierenden 3T3-Zellen gezeigt werden 

(Abb. 22). 
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Abb. 22 Colony-Forming-Assays, durchgeführt an Knochenmarkszellen von 5-Tage alten Ikba+/+ Mäusen nach 

einer Kultivierungszeit von 1 Woche auf Wildtyp bzw. IkbaΔ/Δ Hepatozyten mit oder ohne Vorinkubation mit 

einem Jagged1-spezifischen Antikörper bzw. Kontrollantikörper (α-IκBα). Als Kontrolle für die Spezifität und 

inhibitorische Funktion des Jagged1-Antikörpers, wurden Colony-Forming-Assays an Knochenmarkzellen 

durchgeführt, die aus 5-Tage alten Wildtyp Mäusen isoliert und für 1 Woche auf 3T3-Zellen und auf Jagged1-

exprimierenden 3T3-Zellen mit oder ohne Vorinkubation mit dem Jagged1-Antikörper kultiviert worden sind. 

Die Ergebnisse sind für 4 untersuchte Mäuse pro Zeitpunkt und Genotyp repräsentativ. 
 
Die Präinkubation der Jagged1 exprimierenden 3T3 Zellen mit einem Jagged1 spezifischen 

Antikörper geht einher mit einer Abnahme der Expression von Notch1 und Hes1 (Abb. 23). 
 

     
 
Abb. 23 Quantitative RT-PCR von mRNA-Proben, die aus Kolonien isoliert wurden, die für 1 Woche auf Jag-

ged1-exprimierenden 3T3-Zellen mit oder ohne Vorinkubation mit dem Jagged1-Antikörper, kultiviert wurden. 

Die Genexpressionsstärken wurden für jede mRNA-Probe mit Tubulin genormt. Die Menge an mRNA, die nach 

einer Kultivierung mit Jagged1 exprimierenden 3T3-Zellen nach Vorinkubation mit dem Jagged1 Antikörper 

erhalten wurde, wurde durch den Vergleich mit dem Ergebnis, welches man nach einer Kultivierung mit Jag-

ged1-exprimierenden 3T3-Zellen ohne Vorinkubation mit dem Jagged1 Antikörper erhielt, berechnet. 
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Teil II Funktion von NF-κB in der Haut 

Der zweite Teil der Untersuchungen widmet sich der Rolle von IκBα und RelA in der Haut. 

Bisher publizierte Ergebnisse im murinen System lassen auf eine Funktion von NF-κB und 

IκBα bei entzündlichen Vorgängen der Haut und bei der epidermalen Homeostase schließen 

(Beg et al., 1995; Klement et al., 1996). 

 
3.6 IkbaΔ/Δ Mäuse entwickeln eine psoriasisartige Entzündung der Haut 

Beginnend mit dem 3. Tag post partum wurde die Haut der IkbaΔ/Δ Mäuse zunehmend rot und 

begann zu schuppen. Dies nahm bis zum 8./9. Tag zu. Danach starben die Mäuse (Abb. 24). 

 

    
 
Abb. 24 Rötung und Schuppung der Haut bei 6-Tage alten IkbaΔ/Δ Mäusen. 

 
Der Transkriptionsfaktor NF-κB ist in der Haut von IkbaΔ/Δ Mäusen konstitutiv an die DNA 

gebunden (Abb. 25). Mittels ELISA wurde die Zusammensetzung des NF-κB Komplexes 

weiter analysiert. Er war aus den Untereinheiten RelA und p50 zusammengesetzt. Andere 

Mitglieder der NF-κB Familie konnten nicht nachgewiesen werden (Abb. 25). 

 

    
 
Abb. 25 Bestimmung der NF-κB-DNA Bindungsaktivität mittels EMSA (links). Die hierfür spezifischen Unter-

einheiten dieses Transkriptionsfaktors wurden mittels ELISA als p50 und RelA identifiziert (rechts). 
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Die histopathologische Untersuchung der Haut von IkbaΔ/Δ Mäusen zeigte eine Verbreiterung 

des Stratum spinosum (Akanthose) und des Stratum corneum (Hyperkeratose), in welchem 

noch Reste von Zellkernen zu erkennen waren (Parakeratose). Das Stratum granulosum war 

fokal nicht ausgebildet. Die dermalen Blutgefäße waren weitgestellt und die obere Dermis mit 

Entzündungszellen infiltriert. Neutrophile Granulozyten waren ebenfalls intraepidermal und 

sukorneal in der Epidermis zu erkennen (intraepitheliale und subkorneale Mikroabszesse) 

(Abb. 26). Die Ki-67 Färbung deutete auf eine gesteigete Proliferation der Keratinozyten in 

der Haut von IkbaΔ/Δ Mäusen im Vergleich zu Wildtyp Mäusen hin (Abb. 26). 

 

     
Abb. 26 HE-gefärbte Hautschnitte von IkbaΔ/Δ und Ikbaf/f Mäusen (links). Ki67-Färbung (grün) zur Untersu-

chung der Zellproliferation. Zellkerne sind rot gefärbt. 
 

Um zu klären inwieweit die gesteigerte Proliferation eine direkte Folge der Deletion von 

IκBα in den Keratinozyten ist, wurden ex vivo Zellkulturen durchgeführt und die Proliferation 

von IkbaΔ/Δ und Wildtyp Keratinozyten verglichen. Eine Ausgangspopulation von jeweils 

30.000 Keratinozyten wurde bis zu 7 Tagen kultiviert. Nach jedem Tag wurde die Anzahl der 

Keratinozyten mittels einer Neubauer Zählkammer bestimmt. Mit der Zeit nahm die Anzahl 

der Keratinozyten sowohl bei den Wildtyp Mäusen als auch bei den IkbaΔ/Δ Mäusen stetig zu. 

Über den gesamten Zeitraum von 7 Tagen konnte allerdings kein signifikanter Unterschied 

hinsichtlich der Keratinozytenproliferation zwischen IkbaΔ/Δ und Wildtyp Mäusen festgestellt 

werden. (Abb. 27). Somit ist die epidermale Hyperproliferation in vivo keine direkte, zellau-

tonome Konsequenz der IκBα Defizienz in IkbaΔ/Δ  Keratinozyten (Abb. 27). 
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Abb. 27 Wachstumskurven von kultivierten Primärkeratinozyten. Jeweils 30.000 Zellen von IkbaΔ/Δ (rote Kur-

ve) und Wildtyp Mäusen (blaue Kurve) wurden pro well ausgesäet und für 7 Tage kultiviert. Nach unterschied-

lichen Zeitpunkten wurden die Zellen abgeerntet und gezählt. 
 

Zur Beantwortung der Frage wie die Defizienz von IkbaΔ/Δ die epidermale Differenzierung 

beeinflusst, wurde die Haut von IkbaΔ/Δ und Wildtyp Mäusen mit Antikörpern gegen epider-

male Differenzierungsmarker gefärbt. Die Expression der Keratine 5 und 10 war bei IkbaΔ/Δ 

Mäusen im Vergleich zu Wildtyp Mäusen über eine breitere Schicht verteilt (Abb. 28). Die 

Expression von Loricrin war hingegen bei IkbaΔ/Δ Mäusen geringer (Abb. 28). Am auffälligs-

ten war die epidermale Expression von Keratin 16 bei IkbaΔ/Δ Mäusen (Abb. 28). Keratin 16 

wird in Wildtyp Mäusen nur im Haarfollikel exprimiert. Vom Menschen ist bekannt, dass 

Haut von Patienten mit Psoriasis Keratin 16 auch epidermal exprimiert wird. Darüber hinaus 

kann Keratin 16 in der Epidermis von Wunden beim Menschen exprimiert sein. 
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Abb. 28 Immunfärbung der Haut mit verschiedenen epidermalen Differenzierungsmarkern (grün). 

 

3.7 Die epidermisspezifische Deletion von Ikba führt zu einer unspezifischen Entzün-

dung der Haut 

Um den epidermisspezifischen Beitrag zu untersuchen, der zum psoriasisartigen Phänotyp in 

IkbaΔ/Δ Mäusen führt, wurden Ikbaf/f Mäuse mit Keratin5-Cre2-Mäusen verpaart, so dass de-

ren Nachkommen eine epidermisspezifische Deletion von Ikba (IkbaK5Δ/K5Δ) aufwiesen. Die 

Deletion war gewebespezifisch effizient und NF-κB war in den Keratinozyten von IkbaK5Δ/K5Δ 

Mäusen konstitutiv an DNA gebunden (Abb. 29). 
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Abb. 29 EMSA zur Bestimmung der NF-κB Bindung (links). Epidermis-spezifische Inaktivierung von Ikba 

durch das K5-cre2-Transgen. Genotypisierung mittels PCR (Mitte) und Western-Blot-Analyse (rechts) zeigt für 

IκBα in der Haut von 5 Tagen alten Mäusen eine gewebespezifische Deletion von Ikba. 

 

IkbaK5Δ/K5Δ Nachkommen wurden in der nach Mendel zu erwartenden Häufigkeit geboren und 

waren makroskopisch bis zum 3. Tag postpartal nicht von den Wildtyp Nachkommen zu un-

terscheiden, obwohl das IκBα Protein in den epidermalen Keratinozyten dieser Mäuse fehlte 

(Abb. 30). Ähnlich wie bei den IkbaΔ/Δ Mäusen, war bei diesen Mäusen eine Schuppung der 

Haut ab dem 3. Tag zu beobachten. 

 

    
Abb. 30 Epidermisspezifische IκBα-Knockout-Maus. IkbaK5Δ/K5Δ Mäuse und Kontrollmäuse (Ikbaf/f) am 7. Tag 

postpartal. 
 
Die histopathologische Untersuchung der Hautschnitte zeigte eine ausgeprägte Akanthose, 

Orthohyperkeratose und eine verstärkte Ki-67-Expression sowie ein dermales Infiltrat aus 

inflammatorischen Zellen (Abb. 31). Im Gegensatz zu den IkbaΔ/Δ Mäusen war das Stratum 

granulosum normal ausgebildet. Parakeratose und epidermal Mikroabszesse fehlten. 
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Abb. 31 HE-gefärbte Hautschnitte von IkbaK5Δ/K5Δ und Kontroll Mäusen (links). Ki67-Färbung (grün) zur Be-

stimmung der Zellproliferation. Zellkerne sind rot gefärbt (rechts). 

 

Bei der Analyse der Expression epidermaler Differenzierungsmarker fiel auf, dass im Gegen-

satz zu den IkbaΔ/Δ bei IkbaK5Δ/K5Δ Mäusen K6 in der Epidermis nicht exprimiert wurde. Eine 

K6 Expression in der Epidermis der IkbaK5Δ/K5Δ Mäuse fehlte (Abb. 32). 

 

  
Abb. 32 Immunfärbung der Haut von IkbaΔ/Δ, IkbaK5Δ/K5Δ und Kontroll Mäusen mit einem Antikörper gegen K6 

(grün). 
 

Da der K6 Promotor nach Stimulation mit IL-1β und IFN-γ aktiviert werden kann und diese 

Zytokine auch an der Pathogenese der Psoriasis beteiligt sind, wurde die Expression dieser 

beiden Zytokine quantitativ mittels Real-time-PCR bestimmt. IL-1β und IFN-γ waren in der 

Haut von IkbaΔ/Δ aber nicht in der Haut von IkbaK5Δ/K5Δ Mäusen hochreguliert. Parallel zur 
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Aktivierung von NF-κB in den IkbaΔ/Δ-Mäusen fand eine Hochregulierung der NF-κB-

regulierten Gene MIP-2 und KC in den Keratinozyten und Fibroblasten statt (Abb. 33). 

 

   
Abb. 33 Induktion der für IL-1β, IFNγ, KC und MIP-2 kodierenden Gene in der Haut von IkbaΔ/Δ und Ik-

baK5Δ/K5Δ Mäusen wurde mittels Real-time RT-PCR bestimmt. RNA Proben wurden aus sechs verschiedenen 

IkbaΔ/Δ und IkbaK5Δ/K5Δ Mäusen präpariert. Eine Dreifachbestimmung wurde für jede mRNA-Probe durchge-

führt. Die Stärke der Genexpression wurde für jede mRNA-Probe mit Tubulin genormt und die Mehrfachzu-

nahme in den IkbaΔ/Δ und IkbaK5Δ/K5Δ Mäusen wurde durch einen Vergleich mit Ergebnissen der Wildtyp Mäuse 

ermittelt. Die Ergebnisse entsprechen dem Durchschnitt von je sechs Mäusen pro Genotyp. 

 

3.8 Initiation und Aufrechterhaltung des psoriasisartigen Hautphänotyps sind T-Zell 

abhängig 

Zur genaueren Spezifizierung des entzündlichen Infiltrats wurden immunhistologische Fär-

bungen an Hautschnitten von 5-Tage alten IkbaΔ/Δ und gleichaltrigen IkbaK5Δ/K5Δ Mäusen 

durchgeführt. Immunhistochemisch konnte gezeigt werden, dass sich das Infiltrat aus CD4+ 

und CD8+ T-Zellen, Gr-1+/Mac-1+ Granulozyten und F4/80+ Makrophagen zusammensetzt 

(Abb. 34). Bis auf die Infiltration der Epidermis von IkbaΔ/Δ Mäusen mit CD8+ T-Zellen zeig-

te sich kein Unterschied zwischen den IkbaΔ/Δ und IkbaK5Δ/K5Δ Mäusen. Die Haut von Wildtyp 

Mäusen war weitgehend frei von Entzündungszellen. 
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Abb. 34 Entzündung in der Haut von IkbaΔ/Δ und IkbaK5Δ/K5Δ-Mäusen.  Immunfärbungen von Hautschnitten mit 

T-Zell spezifischen-(CD3, CD4, CD8), Neutrophilen spezifischen (Gr-1) und makrophagenspezifischen-

Antikörpern (F4/80) (grünes Signal). 
 

Um herauszufinden, welche Rolle die T-Zellen bei der Entwicklung dieser entzündlichen 

Hauterkrankung in den IkbaΔ/Δ-Mäusen einehmen, wurden IkbaΔ/Δ Mäuse mit Rag2-/--Mäusen 

(Recombination Activating Gene), die keine reifen T- und B-Zellen entwickeln, verpaart. Die 

daraus resultierenden IkbaΔ/ΔRag2-/--Mäuse waren kleiner als gleichaltrige Wildtyp Mäuse. 

Die Haut war jedoch makroskopisch und histopathologisch unauffällig (Abb. 35). Ein weite-

rer Ansatz war sie Verpaarung von Ikbaf/f Mäusen mit T-Zellspezifischen Cre-Mäusen. Auch 

hier zeigte sich bei den Nachkommen (IkbalckΔ/lckΔ) eine histopathologisch unauffällige Haut 

Abb. 35). 
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Abb. 35 HE-gefärbte Hautschnitte von IkbaΔ/ΔRag2-/-(links), IkbalckΔ/lckΔ (rechts) und Kontroll Mäusen. 

 

Die Effizienz der Deletion von Ikba in IkbalckΔ/lckΔ Mäusen war ausreichend. Es konnte kein 

IκBα Protein in diesen Mäusen nachgewiesen werden und in der PCR war nur die Deletions-

bande detektierbar (Abb. 36). 

 

   
Abb. 36 T-Zell-spezifische Deletion von Ikba durch das lck-cre-Transgen. Nachweis mit PCR (links) und Wes-

tern-Blot-Analyse (rechts). CD3+ T-Zellen aus dem Thymus wurden durchflusszytometrisch aufgereinigt. B-

Zellen dienten als Kontrolle für den Nachweis der Spezifität der Deletion. 

 

Welche Rolle T-Zellen bei der Aufrechterhaltung der entzündlichen Hautveränderungen bei 

IkbaΔ/Δ- und IkbaK5Δ/K5Δ Mäusen zukommt, sollten Transplantationsexperimente zeigen. Hier-

zu wurde Haut von 6-Tage alten IkbaΔ/Δ, IkbaK5Δ/K5Δ und Wildtyp Mäusen auf RAG2-/- Mäuse 

übertragen. Die Haut wurde 4 Wochen nach der Transplantation histologisch untersucht. Es 

konnten keine Unterschiede zwischen IkbaΔ/Δ, IkbaK5Δ/K5Δ Transplantaten und Kontrolltrans-

plantaten gefunden werden (Abb. 37). 
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Abb. 37 HE-gefärbte Hautschnitte von IkbaΔ/ΔT×Rag2-/-, IkbaK5Δ/K5ΔT×Rag2-/- und Wildtyp Mäusen. 

 

3.9 Die psoriasisartige Entzündung ist abhängig von TNF und LT 

Entzündetes Gewebe ist durch ein spezielles Milieu charakterisiert, das durch die Produktion 

proinflammatorischer Zytokine aufrechterhalten wird. Tumor Nekrose Faktor (TNF), 

Lymphotoxin α (LTα) und Lymphotoxin β (LTβ) sind NF-κB regulierte Schlüsselmediatoren 

der Entzündung (Pahl, 1999). Es konnte gezeigt werden, dass der TNF-Spiegel sowohl in 

psoriatischer Haut (Ettehadi et al., 1994) als auch im Serum von Psoriasis Patienten erhöht ist 

(Chodorowska, 1998). Eine Analyse des TNF-Spiegels im Serum von IkbaΔ/Δ-Mäusen mittels 

ELISA zeigte einen 24fach höheren Spiegel im Vergleich zu Wildtyp Mäusen (Abb. 38). 

 

  
 

Abb. 38 TNF-Serumspiegel in IkbaΔ/Δ, IkbaK5Δ/K5Δ, Ikbaf/f und Wildtyp Mäusen.  

 

Um den TNF-Signalweg zu unterbinden, wurden IkbaΔ/Δ Mäusen mit TNF (Tnf-/-) bzw. 

p55/TNFR1- (Tnfr1-/-) defizienten Mäusen verpaart. Nachkommen, die sowohl für IκBα defi-

zient und darüber hinaus für p55/TNFR1 (IkbaΔ/ΔTnfr1-/-) bzw. für TNF (IkbaΔ/ΔTnf-/-) 

(Pasparakis et al., 1996) defizient waren, entwickelten eine Entzündung an der Haut (Abb. 

39).  
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Abb. 39 Der Psoriasisartige Phänotyp in IkbaΔ/Δ hängt nicht nur von TNF ab. Schuppung der Haut bei 5-Tage 

alten IkbaΔ/ΔTnf-/- Mäusen (links). Hautproben von IkbaΔ/ΔTnf-/- und Kontroll Mäusen wurden HE gefärbt 

(rechts). 

 

Daher wurden IkbaΔ/Δ Mäuse mit Mäusen verpaart, die für TNF, LTα und LTβ (TNF/LTΔ3) 

defizient sind. Die Haut dieser Tiere war makroskopisch und histologisch unauffällig. Der 

entzündliche Hautphänotyp war komplett aufgehoben (Abb. 40). Es war kein entzündliches 

Infiltrat in der Haut dieser Mäuse mehr nachweisbar (Abb. 41). 

 

  
Abb. 40 HE-gefärbte Hautschnitte von IkbaΔ/Δ und IkbaΔ/ΔTNF/LTΔ3 Mäusen. 

 

  
Abb. 41 Immunfärbung von Hautproben von IkbaΔ/Δ und IkbaΔ/ΔTNF/LTΔ3 Mäusen mit CD3, F4/80 und Gr-1 

Antikörpern 
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3.10 Epidermales RelA koordiniert epidermal-dermale Zellinteraktionen 

Die transaktivierende NF-κB-Untereinheit, die in den IkbaΔ/Δ- und IkbaK5Δ/K5Δ-Keratinozyten 

aktiv war, konnte als p65/RelA-Untereinheit identifiziert werden. Um den Anteil von RelA 

bei der Entwicklung des inflammatorischen Phänotyps in IkbaΔ/Δ und IkbaK5Δ/K5Δ Mäusen 

genauer analysieren zu können, wurden Mäuse mit gefloxten RelA-Allelen (RelAf/f) zunächst 

mit Keratin5-Cre2 Mäusen verpaart, um Mäuse zu generieren, bei denen RelA epidermis-

spezifische deletiert ist (Abb. 42). 

 

  
Abb. 42 Epidermisspezifische Inaktivierung von RelA durch das K5-cre2-Transgen. Die Genotypisierung mit-

tels PCR (links) und Western-Blot-Analyse (rechts) zeigte eine gewebespezifische Deletion von RelA in der 

Haut von 5-Tage alten Mäusen. 

 

Mäuse mit epidermisspezifischer Deletion von RelA (RelAK5Δ/K5Δ) waren phänotypisch unauf-

fällig (Abb. 43). Weder Hautschnitte von 5-Tage alten, noch von 4-Monate alten RelAK5Δ/K5Δ-

Mäusen zeigten irgendwelche Unterschiede zu den Kontrollmäusen. 
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Abb. 43 Die Deletion von RelA hat weder bei neugeborenen Mäusen noch adulten Mäusen einen Einfluss auf 

die Homeostase. HE Färbung der Haut 5 Tage alter und 4 Monate alter RelAK5Δ/K5Δ und passender Kontroll Mäu-

se. 

 

In IkbaΔ/ΔRelAK5Δ/K5Δ Doppelmutanten war der entzündliche, psoriasisartige Hautphänotyp 

komplett aufgehoben (Abb. 44). 

 

  
Abb. 44 HE-gefärbte Hautschnitte von IkbaΔ/Δ RelAK5Δ/K5Δ und Kontroll Mäusen; Immunfärbungen von Haut-

schnitten dieser Mäuse mit CD3-, F4/80- und Gr-1-Antikörpern. 
 

Somit ist RelA essentiell für die Initiation der psoriasisartigen Entzündung in IkbaΔ/Δ Mäusen. 
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4. Diskussion 
 

4.1 Zielsetzung 

Ziel dieser Arbeit war die Analyse des Phänotyps von konditionalen IκBα knockout-Mäusen. 

Hierbei standen zwei Aspekte des Phänotyps im Vordergrund, die bei ubiquitärer Deletion 

von IκBα auftreten. Zum einen sollte die Funktion von NF-κB bzw. IκBα im hämatopoeti-

schen System näher charakterisiert werden. Insbesondere sollte der Mechanismus, der der 

Hypergranulopoese in konventionellen IκBα knockout-Mäusen zugrundeliegt, besser ver-

standen werden. Zum anderen sollte eine Analyse des Phänotyps an der Haut erfolgen. Schon 

früher publizierte IκBα knockout-Modelle beschrieben eine entzündliche psoriasisartige 

Hauterkrankung (Beg et al., 1995; Klement et al., 1996). In dieser Arbeit sollte die funktionel-

le Rolle von IκBα und RelA bei Entzündungsvorgängen näher untersucht werden. Es sollte 

insbesondere analysiert werden, inwieweit das Auftreten des psoriasisartigen Phänotyps auf 

dem Verlust von IκBα in den Keratinozyten oder dessen Defizienz in den inflammatorischen 

Zellen beruht. Hierzu sollte die Rolle von NF-κB bei der Interaktion zwischen Keratinozyten 

und T-Zellen untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden für diese Untersuchungen kondi-

tionale IκBα bzw. RelA Mäuse verwendet. Dadurch ist es mittels des Cre/loxP-

Rekombinationssystems möglich, Ikba nicht nur ubiquitär zu deletieren, sondern auch eine 

gewebespezifische Deletion von IκBα oder RelA vorzunehmen. 

 
4.2 Bedeutung von Ikba in der fötalen Hämatopoese 

Transgene Mäuse mit mutierten oder deletierten Komponenten der NF-κB/IκB-Familie haben 

gezeigt, wie wichtig die einzelnen Komponenten des Transkriptionsfaktors NF-κB mitsamt 

dem Inhibitormolekül IκBα für die Hämatopoese in vivo sind. Im Rahmen der hier vorgestell-

ten Arbeit konnte zum erstenmal die Bedeutung von IκBα für die Regulation des Jag-

ged/Notch Signalweges in der Myelopoese aufgezeigt werden. Der ubiquitäre Verlust der 

IκBα Expression in neugeborenen IkbaΔ/Δ Mäusen führte zu einem Phänotyp in der Hämato-

poese, welcher dem myelodysplastischen Syndrom (MDS) beim Menschen ähnelt. Im Gegen-

satz zu den IkbaΔ/Δ Mäusen war die Myelopoese in Ikbamy Δ/myΔ Mäusen nicht gestört, obwohl 

bei diesen Mäusen eine spezifische Deletion von Ikba in den neutrophilen Granulozyten und 

Makrophagen vorlag. Auch die Anzahl der myeloischen Vorläuferzellen war trotz konstituti-

ver Aktivierung von NF-κB in den neutrophilen Granulozyten unverändert. Das gleiche Er-

gebnis zeigte sich auch bei IκBα-defizienten fötalen Leberzellchimären. Das Ausbleiben ei-

nes MDS in IkbaΔmy/Δmy und IkbaFLΔ/FLΔ Mäusen, die NF-κB konstitutiv in Gr1/Mac-1-
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positiven Granulozyten und Makrophagen exprimieren, zeigt, dass das Fehlen von IκBα und 

die daraus resultierende NF-κB-Aktivierung in myelopoetischen Zellen alleine nicht aus-

reicht, um eine Hypergranulopoese zu induzieren. Stattdessen verursachte sehr wahrschein-

lich eine Fehlregulation im die Hämatopoese regulierenden Stroma die myeloproliferative 

Störung. Die phänotypischen Merkmale, die in dem hier vorgestellten Modell gefunden wur-

den, ähneln denen bei der chronischen myelomonozytischen Leukämie (CMML) in der Grup-

pe der nicht-klassifizierbaren myelodysplastischen/myeloproliferativen Erkrankungen 

(MDS/MPD) mit sekundärer akuter myeloischer Leukämie (2˚ AML) entsprechend den WHO 

Klassifikationsrichtlinien für Tumore hämatopoetischen und lymphatischen Ursprungs (Jaffe 

et al., 2001). In der Gruppe unklassifizierbarer MDS/MDP wurden bisher keine spezifischen 

zytogenetischen oder molekulargenetischen Veränderungen beschrieben. Die hier beschriebe-

nen Ergebnisse deuten auf eine Mutation im Ikba-Lokus hin. Eine Vielzahl transgener Maus-

modelle wurde bisher für das humane MDS generiert. In diesen Modellen entsteht das MDS 

zellautonom auf Grundlage bisher nachgewiesener Muationen in humanen MDS Zellen. So 

wurden in humanen MDS-Zellen Genmutationen im Rezeptortyrosinkinase FLT3-Gen (Kelly 

et al., 2002) sowie in Genen, die für den Transkriptionsfaktor C/EBPα kodieren (Gombart et 

al., 2002), entdeckt. Aber auch die Überexpression des Zellzyklusmoleküls Cyclin A1 (Liao 

et al., 2001) sowie das Nukleoporin Homeboxprotein NUP98-HOXA9 Fusionsprotein (Kroon 

et al., 2001) oder das virale SV40 große T-Antigen (Inoue et al., 1994) wurden mit der zellau-

tonomen Enstehung des MDS in Verbindung gebracht. Bei den MDS/MPD des Menschen, 

besonders der CMML und der atypischen CML zeigen sich zahlreiche zytogenetische Abwei-

chungen einschließlich +8, -7del (7q) und strukturelle Abweichungen in 12p, sowie Fusions-

gene wie TEL/PDGFβR. Diese entstehen aber möglicherweise erst im Verlauf der Erkran-

kung. 

 Die Bedeutung des Knochenmarkstromas für die Entwicklung des MDS wird unter-

schiedlich bewertet (Deeg et al., 2002). Während Aizawa und Mitarbeiter (Aizawa et al., 

1999) von einer MDS-Entwicklung mit einer refraktären Anämie auf Knochenmarkstroma 

berichten, welches nicht in der Lage ist, die hämatopoetische Proliferation und Differenzie-

rung in vitro zu unterstützen, haben Deeg und Mitarbeiter (Deeg et al., 2000) gezeigt, dass 

Knochenmark mit MDS keinen inhibitorischen Effekt auf die hämatopoetische Klonalität 

ausübt. 
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4.3 Die Rolle von Jagged1 bei der Regulation der Myelopoese 

Der Notch1 Ligand Jagged1 wird während der Embryogenese am Tag E12 in der Leber von 

Wildtyp und IkbaΔ/Δ Mäusen exprimiert. Die Hämatopoese in der Maus hat ihren Ursprung im 

Dottersack. Erst am Tag E12 wird sie in die Leber verlagert. Daher kann man annehmen, dass 

dem Jagged1-Liganden eine Rolle bei der Regulation der Hämatopoese in der fötalen Leber 

zukommt. Der Umstand, dass in den IkbaΔ/Δ Mäusen die persistente Jagged1-Expression mit 

einer verstärkten Myelopoese einhergeht, weist auf die Myelopoese induzierende Funktion 

von Jagged1 hin. Die Zunahme an Ter-119 positiven Erythroblasten, zeigt, wie wichtig Jag-

ged1 in vivo für die Erythropoese ist. Da IκBα das physiologische Inhibitorprotein zu NF-κB 

ist, aber NF-κB in dieser Untersuchung konstitutiv in den Hepatozyten von IkbaΔ/Δ Mäusen 

exprimiert wird, ist NF-κB möglicherweise an der Regulation von Jagged1-Expression in der 

fötalen Leber beteiligt. Die Induktion der Jagged1-Transkripte durch die NF-κB-

Untereinheiten c-Rel und RelA wurde in vitro gezeigt (Bash et al., 1999). Inwieweit der 

Einfluß von NF-κB auf die Jagged1-Expression auf direktem oder indirektem Wege erfolgt, 

ist noch nicht geklärt worden. 

 Notch-Proteine regulieren Differenzierungsvorgänge während der fötalen und postna-

talen Entwicklung (Milner and Bigas, 1999; Radtke et al., 2004). Die Charakterisierung der 

Gr1/Mac-1-positiven Granulozyten von IkbaΔ/Δ Mäusen ergab eine deutliche Erhöhung der 

Notch1-Rezeptor Expression. Der in dieser Untersuchung gemachte Befund, dass Notch1 

konstitutiv in Gr-1/Mac-1-positiven Granulozyten hochreguliert und aktiviert ist und zudem 

im Kontext mit einer Hypergranulopoese in IkbaΔ/Δ Mäusen steht, unterstützt das Konzept 

von Notch1 als einen Aktivator der Myelopoese. Die Zunahme von IkbaΔ/Δ CFU-GEMMs 

(aus Knochenmark stammend) sowie die Zunahme von Gr-1/Mac-1-positiven Granulozyten 

in der Leber und im Knochenmark von IkbaΔ/Δ Mäusen zeigten, dass Notch1 die Myelopoese 

in einem frühen Vorläuferstadium kontrolliert. Eine verstärkte Transkription von Hes1, einem 

Zielgen von Notch1, wurde in Gr-1/Mac-1 positiven Granulozyten IκBα-defizienter Mäuse 

nachgewiesen. Die Überexpression des Notch1 basic Helix-Loop-Helix Zielgens Hes1 weist 

darauf hin, dass Notch1 aktiviert wurde und fördert das Konzept, dass Hes1 ein relevanter 

Faktor bei der Differenzierung in der Hämatopese ist (Kawamata et al., 2002; Tan-Pertel et 

al., 2000). Die sich widersprechenden Ergebnisse in unterschiedlichen ex vivo und in vitro 

Untersuchungen können durch die Verwendung unterschiedlicher Co-Kultivierungsbedingun-

gen, Wachstumsfaktoren und Notch1/Jagged1 exprimierenden Zelllinien und Expressionsvek-

toren bedingt sein. Zusätzlich zur wachstumsfördernden Kapazität sehr früher hämatopoeti-

scher Vorläuferzellen durch Jagged1 (Jones et al., 1998; Karanu et al., 2000; Varnum-Finney 
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et al., 2000) konnte in einem in vivo Model gezeigt werden, dass mit konstutitiv aktivem 

Notch1 modifizierte hämatopoetische Stammzellen zu myeloischen und lymphatischen Zellen 

weiterdifferenzieren können (Stier et al., 2002; Varnum-Finney et al., 2000). Im Gegensatz zu 

den zuvor publizierten in vivo und in vitro Modellen kommt es in IkbaΔ/Δ Mäusen zu einer 

konstitutiven Notch1-Expression, ohne dass Notch1 genetisch modifiziert wurde oder Zellen 

oder Zelllinien mit Expressionsvektoren transfiziert wurden. Das hier vorgestellte Mausmo-

dell zeigt, dass eine konstitutive Überexprimierung von intaktem Notch1 zu einer Myelo-

dysplasie führt, die dann zu einer sekundären akuten myeloischen Leukämie fortschreiten 

kann. Nichtsdestotrotz ist es sehr wahrscheinlich, dass zusätzliche Liganden an dem die Hä-

matopoese regulierenden Stroma, die direkt oder indirekt durch den NF-κB/IκBα-Signalweg 

reguliert werden, an der Entstehung dieses Phänotyps beteiligt sind. Die Tatsache, dass G-

CSF gleich stark in der Leber und im Knochenmark von Wildtyp und IκBα knockout Mäusen 

exprimiert wird, lässt darauf schließen, dass die Hypergranulopoese in den IkbaΔ/Δ Mäusen 

nicht durch eine Überexpression von G-CSF verursacht wird, wie es zuvor von der Arbeits-

gruppe um Beg angenommen worden war (Beg et al., 1995). Eine erhöhte Notch1-Expression 

konnte auch in Zellinien, die aus Patienten mit einer akuten myeloiden Leukämie isoliert wur-

den, nachgewiesen werden (Tohda and Nara, 2001). Parallel zu dieser erhöhten Notch1-

Expression fand man eine Hochregulierung der Jagged1-Expression in leukämischen Zellen. 

Da Jagged1 nicht in Gr1/Mac-1-positiven Granulozyten, die aus IkbaΔ/Δ- und IkbaFLΔ/FLΔ 

Mäusen isoliert wurden, exprimiert wurde, scheint Jagged1 für die Ausbildung und Entwick-

lung eines MDS in diesem Mausmodell nicht von Bedeutung zu sein. 

 Die konstitutive Expression von Notch1 ist mit der Entwicklung von T-Zell-

Leukämien assoziiert worden. Der Grund weshalb hier die Entwicklung einer T-Zell Neopla-

sie in diesem Mausmodell nicht beobachtet werden konnte, kann an der kurzen Lebensdauer 

der IkbaΔ/Δ Mäuse liegen. Andererseits ist ein weiterer Notch-Ligand, Delta1, der sich von 

Jagged1 unterscheidet, sehr wichtig für die T-Zellentwicklung (Schmitt and Zuniga-Pflucker, 

2002). 

 Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die verstärkte Expression des IL-3 Rezep-

tors in IkbaΔ/Δ Gr1/Mac-1 Granulozyten für die erhöhte Anzahl an Vorläuferzellen verant-

wortlich ist. In IkbamyΔ/myΔ Mäusen mit einer spezifischen Deletion von IκBα in Granulozyten 

und Makrophagen sowie in IkbaFLΔ/FLΔ Mäusen wurde keine erhöhte Expression des IL-3 Re-

zeptors nachgewiesen. Folglich kann die IL-3R Transkription auch direkt oder indirekt durch 

die Jagged1-Expression in Hepatozyten induziert werden.  
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4.4 Epidermales RelA als Vermittler von Keratinozyten-T-Zell Interaktionen in der 

psoriasisartigen Hauterkrankung Ikba-defizienter Mäuse 

Die Psoriasis ist eine Entzündung der Haut, der eine gestörte Interaktion zwischen Keratino-

zyten und Entzündungszellen zugrunde liegt (Bowcock and Krueger, 2005). Ob die Entzün-

dung primär von den epidermalen Keratinozyten oder inflammatorischen Zellen, hier werden 

vor allem T-Zellen diskutiert, ausgeht, ist zurzeit umstritten. Bisher publizierte Mausmodelle 

entstanden entweder auf der Grundlage einer T-Zell-vermittelten Autoimmunreaktion oder 

basierten auf induzierbaren Störungen in Signalwegen von Keratinozyten. So wurden in-

flammatorische Mediatoren wie TNF (Cheng et al., 1992), IFN-γ (Carroll et al., 1997), In-

tegrine (β1,α2β1,α5β1) (Carroll et al., 1995), Stat3 (Sano et al., 2005) in Keratinozyten übe-

rexprimiert oder T-Zellen transplantiert (Schön et al., 1997). Transplantationsexperimente 

suggerierten eine zentrale Rolle für T-Zellen für die Pathogenese der Psoriasis (Boyman et al., 

2004; Schön et al., 1997). Weitere Arbeiten deuten auf einen Makrophagen- oder T-Zell-

unabhängigen Mechanismus bei der Enstehung der Psoriaisis hin (Pasparakis et al., 2002; 

Zenz et al., 2005). Bei der IkbaΔ/Δ Maus muss im Gegensatz zu den bisher publizierten Mo-

dellen die Mutation sowohl in den Entzündungszellen als auch in den Keratinozyten vorlie-

gen, damit sich der psoriasisartige Phänotyp entwickeln kann. T-Zellen nehmen eine zentrale 

Rolle hierbei ein. Das konnte im RAG-2-defizienten Hintergrund und mittels Transplantation 

erkrankter Haut auf RAG-2-defiziente Mäuse gezeigt werden. Inwieweit die Defizienz von 

IκBα in Makrophagen und/oder neutrophilen Granulozyten ebenfalls für die Entstehung des 

Phänotyps notwendig ist, kann hier nicht endgültig beantwortet werden. 

 Zahlreichen NF-κB regulierten Genen kommt eine Schlüsselstellung bei der Entste-

hung von Entzündungsprozessen zu, so dass bei einer Manipulation der Aktivität von NF-κB 

Untereinheiten bzw. NF-κB Inhibitoren eine Vielzahl von Genen betroffen ist. Die spezifi-

sche Deletion von IκBα in unterschiedlichen Kompartimenten ermöglicht es, die Relevanz 

von NF-κB in diesen Kompartimenten für die Entstehung des Phänotyps in IkbaΔ/Δ Mäusen 

herauszuarbeiten. Wurde IκBα epidermisspezifisch deltiert, war die epidermale Beteiligung 

im Vergleich zu IkbaΔ/Δ Mäusen deutlich verändert. Es fehlte die Infiltration von T-Zellen und 

neutrophilen Granulozyten. Keratin 6 wurde nicht epidermal exprimiert. Die Parakeratose 

fehlte und das Stratum granulosum war normal ausgebildet. Eine konstitutive NF-κB-

Aktivierung in der Epidermis von IkbaΔ/Δ und IkbaK5Δ/K5Δ Mäusen führte zu einer verstärkten 

Expression der chemotaktischen Proteine KC und MIP-2 (IL-8 beim Menschen), die wahr-

scheinlich für die Einwanderung inflammatorischer Zellen in die Dermis verantwortlich sind. 

Da das Infiltrat in seiner Stärke und Zusammensetzung zwischen IkbaΔ/Δ und IkbaK5Δ/K5Δ 
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Mäusen nicht zu unterscheiden war, ist die fehlende Deletion in den T-Zellen, Makrophagen 

und neutrophilen Granulozyten wahrscheinlich für diesen Unterschied verantwortlich. Die 

Beteiligung weiterer Gewebe, wie beispielsweise dem Gefäßendothel, kann jedoch nicht aus-

geschlossen werden. Mittels quantitativer PCR konnte ein starker Unterschied in der Expres-

sion von IL-1β und IFN-γ zwischen der Haut von IkbaΔ/Δ Mäusen und der Haut von Ik-

baK5Δ/K5Δ Mäusen nachgewiesen werden. Von IL-1β und IFN-γ ist bekannt, dass sie eine 

Hautentzündung triggern und die Expression von Keratin 6 induzieren können. 

 In dem hier vorgestellten Modell ist die gestörte epidermal-dermale Interaktion eine 

wichtige Voraussetzung für die Entwicklung einer psoriatischen Entzündung. Beim Men-

schen gibt es Hinweise dafür, dass eine gestörte Interaktion tatsächlich vorliegt. So gibt es 

Fallberichte, bei denen nach Knochenmarktransplantation bei Patienten, die an einer Psoriasis 

litten, diese sich zurückbildete (Eedy et al., 1990; Kanamori et al., 2002; Kishimoto et al., 

1997; Yin and Jowitt, 1992). 

 Die Rolle von RelA in der epidermalen Homeostase wird kontrovers diskutiert. So 

zeigte die Arbeitsgruppe um Seitz und Mitarbeiter (Seitz et al., 1998), dass eine dominante 

NF-κB Inhibition mit einer epidermalen Hyperproliferation einhergeht. Hierfür wurde ein 

IκBα Superrepressor in der Haut exprimiert, bei dem IκBα so modifiziert wurde, dass Ser32 

und Ser36 gegen Alanin ausgetauscht wurden und IκBα nicht mehr degradiert werden kann. 

Eine Hyperproliferation ist auch bei Transplantation von RelA-defizienter embryonaler Haut 

zu beobachten (Zhang et al., 2004). Bei dieser Haut ist RelA sowohl in der Epidermis als auch 

in der Dermis deletiert. In der hier vorgestellten Arbeit hingegen wurde RelA epidermisspezi-

fisch deletiert. Hierbei zeigte sich keine Veränderung der epidermalen Homeostase. 

 In dem IκBα-defizienten Hintergrund wurde der psoriatische Phänotyp durch die zu-

sätzliche epidermisspezifische Deletion von RelA vollständig aufgehoben. Der Aktivierung 

von NF-κB in der Epidermis scheint somit eine essentielle Rolle bei der Initiierung dieser 

Entzündung zuzukommen. Die Rolle von RelA bei der Pathogenese der Psoriasis des Men-

schen wird zurzeit noch kontrovers diskutiert. Während eine Arbeitsgruppe eine RelA Aktivi-

tät bei der Psoriasis negiert (Westergaard et al., 2003), impliziert eine erst kürzlich erschiene-

ne Studie eine RelA-Aktivierung bei der Psoriasis. Dort fand man eine positive Färbung von 

phosphoryliertem RelA in der psoriatischen Haut vor (Lizzul et al., 2005). 

 Sogenannte TNF-Blocker werden neuerdings als Therapeutika zur Behandlung der 

Psoriasis eingesetzt (Koo and Khera, 2005). In dem hier vorgestellten Modell konnte gezeigt 

werden, dass zusätzlich zu TNF LTα und LTβ wichtige Mediatoren bei der Pathogenese sind. 

LTα bildet Homotrimere aus und leitet seine Signale über den p55/TNFR1 und p75/TNFR2 
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weiter. Zusammen mit LTβ bildet es Heterotrimere und vermittelt seine Signalwirkung über 

den LTβ-Rezeptor (Pfeffer, 2003). Nur in einem Triple-Knockout-Hintergrund für Tnf, LTa 

und LTb war die Entwicklung dieses Hautphänotyps effizient gehemmt. 
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5. Zusammenfassung 
 

In dieser Arbeit wurde der myelopoetische Phänotyp und sowie der Hautphänotyp, der bei 

Mäusen mit ubqiuitärer Deletion von IκBα (IkbaΔ/Δ) zu beobachten ist, mit Hilfe konditiona-

ler IκBα knockout Mäuse disseziert, um den Pathomechanismus, der diesen Veränderungen 

zugrunde liegt, besser zu verstehen. Mäuse mit ubiquitärer Deletion von IκBα entwickeln 

eine hyperproliferative Form einer Myelodysplasie, die bereits in der Embryogenese beginnt. 

Durch spezifische Deletion von IκBα in der Myelopoese und mit fötalen Leberzellchimären 

konnte ausgeschlossen werden, dass der Verlust von IκBα in der Myelopoese allein zur Ent-

wicklung dieses Phänotys ausreichend ist. Als wesentlicher Mechanismus, der zur Entwick-

lung dieser myeloproliferativen/myelodysplastischen Erkrankung beiträgt, konnte eine perina-

tale Expression von Jagged1 in IkbaΔ/Δ Hepatozyten festgestellt werden. Die verstärkte Jag-

ged1-Expression korrelierte mit einer konstitutiven Aktivierung von Notch1 in neutrophilen 

Granulozyten aus IkbaΔ/Δ Mäusen. Dass Jagged1 als Auslöser dieser myeloproliferati-

ven/myelodysplastischen Erkrankung in Frage kommt, zeigten Co-Kultivierungsversuche von 

IkbaΔ/Δ Hepatozyten mit hämatopoetischen Zellen aus Wildtyp Mäusen. Hier kam es zu einer 

Jagged1-induzierten Zunahme an CFU-GEMMs. Die Proliferation myeloischer Zellen konnte 

durch eine Blockierung des Notch-Liganden Jagged1 mittels eines Jagged1 spezifischen An-

tikörpers inhibiert werden. Im Gegensatz zu Mäusen mit ubiquitäter Deletion von IκBα, 

konnte in Mäusen mit spezifischer Deletion von IκBα in der myeloischen Linie und in fötalen 

Leberzellchimären keine zellautonome Induktion einer myeloproliferativen Erkrankung beo-

bachtet werden. Die Myelopoese war in diesen Mäusen unauffällig. Zusammenfassend konnte 

gezeigt werden, dass eine prämaligne hämatopoetische Störung mit konsekutiver Transforma-

tion durch eine Fehlregulation von NF-kB und Jagged1 im die Hämatopoese regulierenden 

Stroma enstehen kann. 
 

Bei der Untersuchung des Hautphänotyps führte ein ubiquitärer Verlust von IκBα bei neuge-

borenen Mäusen zu einer Rötung und Schuppung der Haut. Genauere histologische Analysen 

ließen eine entzündliche Hauterkrankung mit einem psoriasisartigen Phänotyp erkennen. Ne-

ben einer Akanthose in der Epidermis mit fokaler Parakeratose fanden sich auch intraepider-

male und subcorneale Pustelbildung sowie entzündliche zelluläre Infiltrate in der Dermis. Das 

entzündliche Infiltrat bestand vorwiegend aus T-Zellen, neutrophilen Granulozyten und 

Makrophagen. Kennzeichnend für die entzündliche und hyperproliferative Epidermis der 
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IκBα-defizienten Mäuse war eine verstärkte Expression von Keratin 6. NF-κB war in IkbaΔ/Δ 

Keratinozyten konstitutiv aktiv. 

 Um den Beitrag der Keratinozyten und der T-Zellen für die Entstehung dieses Phäno-

typs herauszuarbeiten, wurden Mäuse mit gefloxtem Ikba Gen mit K5-Cre und lck-Cre Mäu-

sen verpaart, die eine Keratinozyten bzw. T-Zell spezifische Deletion von IκBα ermöglichen. 

Mäuse mit epidermisspezifischer Deletion von Ikba (IkbaK5Δ/K5Δ) entwickelten eine Entzün-

dung, die sich morphologisch von der bei IkbaΔ/Δ Mäusen unterschied. Es fehlten die epider-

malen Mikroabszesse, die Verhornung war ortho- und nicht parakeratotisch und die K6 Ex-

pression in der Epidermis fehlte. Die Zusammensetzung des entzündlichen Infiltrats in der 

Dermis von IkbaΔ/Δ  und IkbaK5Δ/K5Δ Mäusen war immunhistochemisch nicht voneinander zu 

unterscheiden. Mäuse mit T-Zell spezischer Deletion von Ikba (IkbalckΔ/lckΔ) entwickelten kei-

nen Phänotyp in der Haut. Die Bedeutung von T-Zellen für die Entstehung und Erhaltung des 

Phänotyps zeigte sich in Experimenten mit RAG2 defizienten Mäusen, die keine reifen T- 

und B-Zellen entwickeln. B-Zellen spielen bei der Pathogenese der Psoriasis wahrscheinlich 

keine Rollen. IkbaΔ/Δ Mäuse im RAG2-defizienten Hintergrund entwickeln keinen Phänotyp 

in der Haut. Wird erkrankte Haut von IkbaΔ/Δ Mäusen oder IkbaK5Δ/K5Δ Mäusen auf RAG2 

defiziente Mäuse transplantiert, bildet sich die Entzündung vollständig zurück. Die Bedeu-

tung von TNF sowie Lymphotoxin α (LTα) und β (LTβ) wurde mit Hilfe von Mäusen her-

ausgearbeitet, die defizient für TNF bzw. TNF und LTα und β sind. Die NF-κB Untereinheit 

RelA in den Keratinozyten nimmt eine Schlüsselstellung bei der Pathogenese der psoriasisar-

tigen Entzündung ein. Die epidermisspezifische Deletion von RelA hat in einem IκBα defi-

zienten Hintergrund (IkbaΔ/ΔRelAK5Δ/K5Δ) ein vollständiges Aufheben der psoriasisartigen Ent-

zündung zur Folge. Somit ist die Deletion von IκBα in Keratinozyten und T-Zellen für die 

Ausbildung der psoriasisartigen Entzündung entscheidend. Sie geht sehr wahrscheinlich aber 

von den Keratinozyten aus. Das hier vorgestellte Modell integriert somit die beiden bisher in 

der Literatur vorherrschenden Anschauungen dahingehend, dass nicht die Keratinozyten oder 

T-Zellen allein entscheidend für die Entwickelung einer psoriasisartigen Entzündung sind, 

sondern beide. Die Entzündung scheint diesem Modell zur Folge aber von den Keratinozyten 

auszugehen. 
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