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Einleitung

1 Einleitung

Unser Korper begegnet standig pathogenen aberkaunshmensalen Mikroorganismen. Durch
ein aktives Immunsystem ist er vor den meisten bbkganismen geschitzt. Die erste
Verteidigungslinie ist das angeborene Immunsystémkann schadliche Mikroorganismen
erkennen und eliminieren. Allerdings entkommen ch#i Pathogene dieser ersten
Immunantwort. Das adaptive Immunsystem hingegent fzir spezifischen Erkennung von
Pathogenen, so dass das angeborene und das adhptivensystem sich gegenseitig
unterstitzen um auf &ulRere Einflisse zu reagieren.

Fur alle Bereiche der Immunantwort sind Oberflacheeptoren von grof3er Bedeutung, die
durch Bindung eines Liganden ein extrazellularegim intrazellulares Signal umwandeln.
Auf diese Weise wird ein definiertes Programm in Zelle ausgeldst, dass durch Anderung
der Genexpression beeinflusst und reguliert wekdem. Fur die Induktion von Genen durch
Rezeptor-vermittelte Signale haben Transkriptioktsien eine zentrale Stellung. Die
intrazellulare Signaltransduktion vom Rezeptor zZlUranskriptionsfaktor wird meist durch

grof3e Proteinkomplexe vermittelt, die essentiglidéis Funktionieren der Signalantwort sind.
Fehlregulationen in Signaltransduktionsprozessdmmunzellen fiihren zur Entstehung von
Krebs, Autoimmunerkrankungen oder auch chronisdbetiziindungen. Nur ein Verstandnis
der Signaltransduktionsprozesse ermdglicht es Mwagnte zu entwickeln, die gezielt

Fehlregulationen beheben.

1.1 NF- B - Ein pleiotroper Transkriptionsfaktor

NF- B (nuclear factor B) wurde als Protein identifiziert, das deBnhancer der
Immunglobulin-leichten Kette in B-Zellen bindet [1]. NF-B reguliert Gene, die
Proliferation, Differenzierung und das Uberleben delle beeinflussen.
Zur Familie der NF-B Transkriptionsfaktoren gehéren p65 (RelA), RetRel, p50 (NF-
B1) und p52 (NF-B2) (Abbildung 1.1A). Alle NF-B Transkriptionsfaktoren haben eine N-
terminale (NT) Rel-Homologie Doméane (RHD), die netwlig fir DNA Bindung,
Dimerisierung und IB (Inhibitor von NF- B) Interaktion ist [2, 3]. Die dimerisierten NFB
Proteine binden anB Regionen (Konsensus Sequenz 5° GGGRNWYYCC [4igiihalb von
Promoter bzwEnhancerBereichen und regulieren die Transkription dur@kmtierung von
Kofaktoren. Eine aktivierende Wirkung der NB-Dimere auf die Transkription wird durch
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die C-terminale (CT) Transaktivierungsdoméane (TA@)mittelt. Dimere aus p50 und p52,
denen die TAD fehlt, kdnnen nicht allein Transkoptinduzieren [5, 6].

A NF- B Familie
NLS
p65/RelA

RelB

o rel S [
ps2pi00)  — A

p50 (p105)

B | B Familie ARD

kBa — I
ket —II—
kBe —__
kB -_-_
Bel-3 — -
p105 - wrw0 T I

C IKK Komplex S176 S180
Kia  [KRESSDORAREII v vy a— T

S177 s181
kKb [ Kinase omane "} [z }—{ rn | [Es—
UBD
KKg — cc1 [cc2 | | ZF |

Abbildung 1.1 NF- B, | B und IKK Proteine. Gezeigt ist die Struktur der NFB (A) und | B Proteine(B)
sowie des IKK KomplexefC). Die RHD Domane ist charakteristisch fiir die NB+amilie und mit Ausnahme
von p50 und p52 tragen alle Mitglieder eine tratisa@cende Domane (TAD). Fir die B Familie sind ARD
charakteristisch, die auch auf den p50 und p52audern p105 und p100 zu finden sind. Der IKK Komxple
besteht aus den zwei Kinasen IKKund IKK sowie der regulatorischen Untereinheit IKKEMO. Die
Phosphorylierung der markierten Serinreste (S)éan Kinasedomane von IKK oder IKK fiihrt zur deren
Aktivierung. RHD: Rel-Homologie Doméne, ARRnkyrin-repeatDoméane, NLSnuclear localization signal

LZ: leucinzipper HLH: helix-loop-helixDoméane, NBD: NEMO Bindungsdoméne, Qiled-coilDoméane, ZF:
zinc-fingerDoméne, UBD: Ubiquitinbindungsdoméane
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1.1.1 Zentrale Komponenten in der Signaltransduktion B4 B

Die Proteine der B Familie und des IKK (IB Kinase) Komplexes sind die zwei zentralen
Komponenten in der Signaltransduktion zu N&- In ruhenden Zellen werden NB
Dimere durch die Bindung an Bs im Zytoplasma gehalten. Die Aktivierung des IKK
Komplexes fuhrt zur Phosphorylierung, Ubiquitinieguund proteasomalen Degradation
beziehungsweise Prozessierung von kleinen zytabeis| Bs (, , ), p100 oder p105 und
zur Translokation von NFB in den Kern.

| B Proteine haben funf bis sieben Ankyrin Domé&neR[, die mit der RHD von NFB
Proteinen interagieren (Abbildung 1.1B). Die kleirmytosolischen Bs [3, 7] halten NF-B
Dimere im Zytoplasma, indem sie das Kernlokaligigigsignal (NLS) in der RHD maskieren.
Auch der CT Teil der p100 und p105 Vorlaufer vor2 pd p50 hat IB-ahnliche Funktion
[8-10]. p100 und pl1l05 werden entsprechend dés Iprozessiert, so dass dann p52- oder
p50-beinhaltende NFB Dimere frei sind, um in den Kern zu translozief@nl11-13]. Bcl-3
und | B hingegen regulieren NFB im Kern [14-16]

Der IKK Komplex besteht aus zwei homologen Kinageteinheiten IKK/IKK1 und
IKK /IKK2, sowie der regulatorischen Untereinheit IKKIEMO (NF- B essential
modulato) (Abbildung 1.1C und [17]). Phosphorylierung vdfKI an Serin (S) 177 und
S181 und IKK an S176 und S180 fuhrt zur Aktivierung des KomptexDie Spezifitat des
IKK Komplexes kann abhangig von seiner Zusammensetz variieren (siehe
Abschnitt 1.1.2).

1.1.2 NF- B Aktivierung durch kanonische und alternative Sigransduktion

Man unterscheidet grundsatzlich zwei SignalwegeN&: B, den kanonischen und den
alternativen. Diese variieren durch die induziemnd&timuli, die benétigten Komponenten
des IKK Komplexes und die aktivierten NIB- Dimere, sowie das induzierte Programm in
der Zelle (Abbildung 1.2).

In der kanonischen Signaltransdukti@u NF- B, aktiviert durch proinflammatorische
Zytokine, Pathogen-assoziierte Molekiile oder auokigenrezeptoren, sind vor allem IKK
und IKK fir die Phosphorylierung von Bs erforderlich. Der aktivierte IKK Komplex
phosphoryliert IBs an zwei Serinresten (S32 und S36 iB I, S19 und S32 in B sowie
S18 und S22 in B ) [18-21]. Diese werden dadurch von einer SCF (8Bpllinl/F-box)
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kanonischer alternativer

Signalweg Signalweg

| | N
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Abbildung 1.2 Modell der kanonischen und alternatien NF- B Aktivierung. In der kanonischen und
alternativen NF-B Aktivierung sind unterschiedliche IKK Komplexe dirNF- B Dimere im Einsatz. P:
Phosphorylierung

Ubiquitnligase erkannt [22]. R-TRCP -{randucin repeat containing protein)die
Rezeptoruntereinheit dieser SCF Ubiquitinligasendbt an phosphorylierte Bs und
induziert die proteasomale Degradation durch Asdeming von K48-verknipften
Ubiquitinketten. Durch die Degradation vonBs werden NF-B Dimere (hauptsachlich
p65/p50) freigesetzt, kbnnen in den Kern transterne3] und Genexpression induzieren
(siehe nachster Abschnitt).

Die alternative Signaltransduktion zu NB- wird durch bestimmte Mitglieder der TNFR
(TNF Rezeptor) Superfamilie und deren Liganden wi®. Lymphotoxin-, CD40 Ligand
und BAFF B cell activating factor belonging to the TNF fayhilinduziert. Sie wird
ausschlief3lich von IKK beeinflusst und weist eine verlangsamte KinetikMargleich zum
kanonischem Weg auf [23, 24]. Das im alternativeegVelktivierte NF-B Dimer besteht aus
p100 und RelB. p100/RelB wird induzierbar von IKighosphoryliert und p100 dadurch zu
p52 prozessiert, so dass p52/RelB in den Kernltoaiesen kann (Abbildung 1.2 und [8, 13,
24]). IKK Aktivierung in diesem Signalweg wird durch die Kge NIK NF- B inducing
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kinasg vermittelt [13, 24, 25]. Die alternative Aktivieng von NF-B ist langsam und lang
anhaltend und steuert Entwicklungsprozesse [26].
Der weitere Teil der Arbeit beschétftigt sich mitr dentigen-gesteuerten NFB Aktivierung

in Lymphozyten, welche ausschlief3lich durch derokésthen Signalweg ablauft.

1.1.3 Stimuli und Zielgene

Eine grofRe Anzahl an Rezeptoren und Stimuli kann RFRktivieren. Die zentralen Prozesse
der Signaltransduktion zu NMB, also die Aktivierung des IKK Komplexes und die
Degradation von IBs sind dabei konstante Faktoren. Unterschiedertréin zeitlichen

Verlauf, der Spezifitat und in induzierten Geneh au

Zytokine genotoxischer Infektionen Antigenrezeptoren
TNF-a, IL-1 eSS LPS, dsRNA, TCR, BCR
Strahlung, virale Proteine
reaktiver
Sauerstoff

\;/

Zytokine immun- Akutphase Rel/lkB Apoptose- Cycline,
regulatorisch  Proteine, regulatoren Wachstums

IL-1,1L-2, Adhésions- faktoren

IL-6,1L-8, TCRa,b ; IkBa, c-Rel, Bcl-xL, IAPs,

TNF-a, MHC Klasse | Proteine p105 Fas-Ligand G-CSF, GM-

TNF-b, Serumamyloid- CSF, M-CSF

INF-b protein, C3

Komplement,
Komplement-
faktor B

VCAM-1, ICAM-1

Aktiverung von Immunzellen/ NE-kB Apoptose/

; .. Proliferation
Entzindung Regulation Uberleben

Abbildung 1.3 NF- B Stimuli und NF- B-induzierte Gene.Zytokine, genotoxischer Stress, Infektionen oder
Antigenrezeptoren induzieren NB-regulierte Gene, die die Immunantwort modulieréber das Uberleben
der Zelle entscheiden, Proliferation beeinflusseéer@auch NF-B selbst regulieren.
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Aktivierung von NF- B erfolgt durch Signale wie proinflammatorische agihe z.B. TNF
(tumor-necrosis factor) oder genotoxischen Stress, induziert durch Strehbder reaktive
Sauerstoffspezies [27]. Auch Infektionen fliihrenpazsfisch (z.B. LPS oder dsRNA) oder
spezifisch durch Antigene und deren RezeptoremNEdrB Aktivierung (Abbildung 1.3). Die
Anzahl der NF-B-regulierten Gene ist enorm (Abbildung 1.3 und]J280 werden Gene fir
die Immunantwort, fiir das Uberleben der Zelle, &dfidsion oder Proliferation induziert
(z.B. Zytokine, Chemokine, Apoptoseregulatoren, Wsaiemsfaktoren; siehe [28]). Weiterhin
werden auch Gene aktiviert, die NB- selbst regulieren (B , p105 und andere). Neu
synthetisiertes B bindet NF- B Dimere im Kern und relokalisiert diese ins Zytagha, so
dass ein negativer Ruckkopplungsmechanismus enf8jeh

NF- B als pleiotroper transkriptioneller Regulator #paeich eine entscheidende Rolle in der
Embryonalentwicklung, in der Haut und im zentraNervensystem [3]. Spezifitat wird durch
die unterschiedliche Zusammensetzung der BFDimere, deren Modifikation und
Zusammenspiel mit anderen transkriptionellen Kafeda erreicht [27, 29]

1.1.4 Ubiquitinierung im NF-B-Signalweg

Ubiquitin ist ein kleines hoch konserviertes Pnotewelches durch kovalente Bindung
Substratproteine modifizieren kann. Der Prozess W@quitinierung wird durch ein E1-
aktivierendes Enzym, ein E2-konjugierendes Enzynd wine E3 Ligase vermittelt
(Abbildung 1.4 und [30, 31]). Durch diesen Prozdssin ein Substrat mono- oder
polyubiquitiniert werden. Die Polyubiquitinierunghkn durch eine Isopeptidbindung der C-
terminalen Carboxylgruppe eines Ubiquitins mit einder sieben Lysinreste (K) auf einem
weiteren Ubiquitin erfolgen; aber auch eine C- zteNninale Verknipfung zwischen zwei
Ubiquitinmolekilen ist moglich. Die Art der Verknfimg definiert die Funktion der
Ubiquitinierung [32]. Die erste bekannte Funktioar dJbiquitinierung war, zytosolische
Proteine fur proteasomale Degradation zu markieMittlerweise ist bekannt, dass das
Ubiquitinsystem Zellzyklus, DNA Reparatur, Membnramsport oder Signaltransduktion
reguliert [33, 34]. Man unterscheidet unterschiddi Ketten, wie z.B. K48-verknlpfte
Ubiquitinketten, die ein Signal fur die proteasoenBlegradation sind [35]. K63-verknulpfte
Ketten beeinflussen Signaltransduktion oder auct\BRéparatur [36, 37].

In der Signaltransduktion zu N sind nicht nur K48-verknlUpfte (unter anderem augs)
sondern besonders auch K63-verknupfte Ubiquitieketientscheidend [38]. Fur die

Generierung von K63-verknipften Ubiquitinketten deirUbcl3 als E2-konjugierendes
6
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Enzym identifiziert [37, 39]. Durch die nichtdegedive Ubiquitinierung kbnnen Proteine mit
Ubiquitinbindungsdoméanen (UBD) rekrutiert werdemotBine in der NF-B Aktivierung mit
UBD sind IKK oder auch der TAB/TAK Komplex. Der TAB/TAK Kompléesteht aus der
Kinase TAK1 (ransforming growth factor- activated kinaseélund den UBD-tragenden
Proteinen TAB1 TAK1-binding proteinl und TAB2 oder TAB3 [40-43]. Die
Ubiquitinbindung durch UBD fuhrt zur Interaktion iéKK Komplexes mit dem TAB/TAK
Komplex und zur Aktivierung des IKK Komplexes. hehtdegradative Polyubiquitinierung
dient also zur Assemblierung von Proteinkomplexbrieressanterweise zeigten Ubcl3
defiziente Zellen relativ normale N8 Aktivierung [44]. Kirzlich konnte IKK als Substrat
fur linearverknupfte Polyubiquitinketten identifzt werden, deren Bildung Ubcl3-
unabhangig ist [45]. Demnach gibt es eine Altexganu K63-verknupften Ubiquitinketten in
der Aktivierung von NF-B.

A\
E1l
Proteasom Ub SH
ATP ATP
Ub AMP+PP
“Ob

Membrantransport us, /—

DNA Reparatur |  Protein

. . Protein
Signaltransduktion £1

s~Ub

E

3 s~Ub o
Protein  — \ '

Abbildung 1.4 Das Ubiquitinierungssystem. Freies Ubiquitin (Ub) wird ATP-abh&ngig an ein E1-
aktivierendes Enzym durch eine Thiolesterbindungdam CT von Ubiquitin gebunden. Ubiquitin wird dan
auf ein E2-konjugierendes Enzym {bertragen. Das HB2ym assoziiert mit einer E3 Ligase, die das
Substratprotein und Ubiquitin zusammen fihrt, sesdas an einem Lysinrest ubiquitiniert werden kann.
Abhéngig von der Verknupfung der Ubiquitinketterrdvidas Protein Proteasom-abhangig degradiert dder d
Ubiquitinierung auf dem Protein beeinflusst zeltaldProzesse. Deubiquitinasen (DUBs) kdnnen Ubiguiti
wieder von einem Protein entfernen.
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Neben IKK werden Proteine der TRAFTNF receptor-associated facjound der RIP
(receptor interacting proteinfFamilie durch K63-verknipfte Polyubiquitinketterodifiziert
[42, 46-51]. Diese stromaufwarts des IKK Komplexgslegenen Signalkomponenten
kommen in unterschiedlichen NI Signaltransduktionswegen zum Einsatz. Fast alle
Mitglieder der TRAF Familie tragen eine N-termindNG (realy interesting new gehe
Domane, wodurch sie Ubiquitinligasefunktion habémren [52]. Proteine der RIP Familie
sind Serin/Threonin Kinasen [53]. Sowohl Proteires ARAF als auch der RIP Familie
kénnen unabhangig von ihrer Aktivitat in verschieele NF- B Signaltransduktionswegen als
Adaptoren dienen.

Deubiquitinasen (DUBs) konnen die Ubiquitinketteanveinem Protein wieder entfernen
(Abbildung 1.4). DUB Aktivitat wirkt sich negativud die NF- B Aktivierung aus. Die IKK
Aktivitat wird durch DUBs wie CYLD ¢ylindromatosiy oder A20 beeinflusst [38]. So ist
Ubiquitinierung genau wie Phosphorylierung eine aiyische, kovalente und reversible

Modifikation, die die NF-B Signaltransduktion entscheidend reguliert.

1.1.5 NF- B — Zentrale Stellung in der Immunantwort

NF- B ist ein zentraler Transkriptionsfaktor fur diegr&ation der angeborenen aber auch der
adaptiven Immunantwort. Die angeborene Immunantigbdie erste und schnelle aber nicht
sehr spezifische Verteidigungslinie gegen Pathogddi@gegen erkennt das adaptive
Immunsystem Pathogene spezifisch und schitzt dseain Gedéachtnis vor Reinfektionen.
Auch die Kommunikation zwischen angeborenem ungi@dam Immunsystem wird durch
NF- B unterstutzt.

Das angeborene Immunsystem erkennt mikrobiellek&tren, genannt PAMPg#thogen-
associated microbial patterhstuber PRRs pattern recognition receptoys Ein bekanntes
Beispiel fur PRRs ist die TLRTOII-like receptoj Familie [54-56]. Sie besteht aus elf
Mitgliedern, die PAMPs wie LPS (Lipopolysaccharat)er doppelstrangige RNA detektieren.
Auch im TLR Signalweg sind Mitglieder der TRAF Fdimian der Aktivierung des IKK
Komplexes beteiligt. Durch TLR abh&ngige Aktiviegunvon NF-B und anderen
Transkriptionsfaktoren wie AP-laétivator proteinl) werden Zytokine produziert, die zur
Aktivierung von endothelialen Zellen oder der Reiemung und Differenzierung von
Immunzellen fuhren [57].

TNF Rezeptoren (TNFR) haben eine breite VerteilimgGewebe. Sie beeinflussen die

adaptive und die angeborene Immunantwort. Die TN&#perfamilie besteht aus 29
8
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Rezeptoren mit 19 unterschiedlichen Liganden [93, BNF mit seinen Rezeptoren TNFR1
und TNFR2 ist wohl der bekannteste Vertreter diésamilie. Die Balance der Aktivierung
von NF- B und AP-1 durch TNF entscheidet tiber den Tod oder das Uberleben Zlk.
Der Block der NF-B Aktivierung fuhrt in den meisten Zelltypen zu eirraschen Apoptose
[60].

Die adaptive Immunantwort wird durch den BRdell receptoy auf B-Zellen und den TCR
(T cell receptoy auf T-Zellen vermittelt. Der TCR und der BCR sifuthktionell analog, sie
unterscheiden sich nur in einigen molekularen De{éil]. NF- B Aktivierung durch diese
Rezeptoren fuhrt zur Antigen-spezifischen Prolifiera und Reifung der Lymphozyten in
Effektorzellen. B-Zellen reifen in diesem ProzessAntikorper-produzierenden Plasmazellen
heran, T-Zellen zu Th-Zeller (helpe) oder zytotoxischen T-Zellen [62].

1.2 Die Aktivierung von T-Zellen

1.2.1 Der TCR

Der TCR Ubertragt Signale fur die Entwicklung deZdllen im Thymus oder auch fur die
Aktivierung und Differenzierung in Effektorzellerder Gedéachtniszellen. Die TCR oder
TCR Heterodimere sind fiur die Liganderkennung verantieh [63, 64]. CD3, CD3,
CD3 (clusters of differentiationund das Homodimer sind nichtkovalent mit den TCR
Proteinen assoziiert (Abbildung 1.5). Die TCR Pirsge weisen nur eine kurze
zytoplasmatische Doméane auf, so dass die asseniéteptide mit ihren langen ITAMs
(immunoreceptor tyrosine-based activation mpthesetzten zytoplasmatischen Schwanzen
die Rekrutierung von Signaltransduktionskomponentemitteln. Abwesenheit einer der
sechs Komponenten des TCRs fuhrt zum Verlust desrfldlchenexpression, was auf die
Bedeutung jeder einzelnen Untereinheit fir die Fonlalitat des TCR hinweist [65]. Die
Aktivierung des TCRs ist abhangig von der Konzdaimra und der Affinitat des
Antigen/MHC (najor histocompatibility compleXjomplexes und der Dauer des T-Zell/APZ
(Antigen-prasentierende Zelle) Kontakts [66].

1.2.2 Die MHC Korezeptoren CD4 und CD8

CD4 und CD8 sind Korezeptoren fur die unterschad@in MHC Molekile. Die
Antigenerkennung tber den TCR unterscheidet si¢tterd&iir CD4+ Th-Zellen und CD8+

9
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zytotoxische T-Zellen. MHC Klasse | Molekiile werdemm allen Zellen mit Kern exprimiert
und prasentieren endogene Antigene, so dass ari@eHen von zytotoxischen T-Zellen
erkannt werden konnen. MHC Klassell Molekile werdaur auf wenigen, die
Immunantwort betreffenden Zellen exprimiert und étmkung von Antigenen im Kontext von
MHC Klasse Il Molekilen durch CD4+ T-Zellen fuhrurzProduktion von Zytokinen, die
andere umgebende Zellen beeinflussen [67-69]. Alekeptoren rekrutieren CD4 und CDS8

Signalmolekile, die wichtig fur die proximale Sigr@ansduktion sind [70].

1.2.3 Kostimulatorische Signale

Fur die Aktivierung einer T-Zelle ist neben derntiation des TCRs ein kostimulatorisches
Signal entscheidend. Die Aktivierung der T-Zelle hriii zur Ausbildung einer
immunologischen Synapse im T-ZelllAPZ Kontaktbeneion dem kostimulatorische aber
auch reprimierende Rezeptoren zu finden sind. Kuagttorische Signale modulieren die
Immunantwort durch Induktion von Zytokinproduktioethdhte Uberlebenschancen der T-
Zelle oder klonale Expansion von naiven T-Zelleld,[72]. Die TCR Stimulation ohne
kostimulatorisches Signal lasst naive T-Zellen giseh werden [71, 73]. Praaktivierte T-
Zellen induzieren nach TCR Stimulation ohne KostiumuApoptose. Die Kostimulation ist
somit ein Kontrollmechanismus, um Fehlaktivierumg Zellen zu verhindern [74].

Es gibt verschiedene Familien und Arten von Koréaem. Zur Immunglobulinsuperfamilie
gehoren sowohl Kostimulatoren wie CD28 oder ICQ@Q®Iycible T cell costimulatignals
auch Korepressoren wie zum Beispiel CTLAtOtoxic T lymphocyte antigen @5, 76].
Aber auch Integrine, Chemokinrezeptoren oder Rezeptder TNF Familie kénnen die
TCR-vermittelte Aktivierung modulieren [77].

Die primare Immunantwort wird entscheidend von dEpstimulation dber den
CD28 Rezeptor bestimmt (Abbildung 1.5). Der TCR/@Xbmplex ist im zentralen Bereich
der immunologischen Synapse lokalisiert [78]. Diggdnden fir CD28 gehdren zur
B7 Familie [79]. Die Signalintegration von CD28 kadurch PI3K (Phosphatidylinositol-3-
OH-Kinase) oder Grb2/Vawg(owth factor receptor bound proteiZEF fur GTPasen der
Rho Familie) vermittelt werden [80, 81]. Effiziengtivierung der Transkriptionsfaktoren
NF- B und AP-1 éctivator protein } nach TCR Stimulation findet nur in Gegenwart von
CD28 Ligation statt [57]. Durch die Kostimulatiorbér den CD28 Rezeptor wird die
Schwelle fir die TCR-abhangige T-Zell Aktivierungeriingert und die Produktion von

10



Einleitung

Zytokinen wie IL-2 erhoht. Dies fiihrt zum Uberlebéer T-Zelle und beeinflusst die T-Zell-
abhangige Antikorper Produktion [82-84].

- _

B7

CD4
CD28

I TR

\_/
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// PI3K Lek |

&\ § ZA};
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P|p2 m—— DAG + IP3

Aktivierung von NF- kB || Aktivierung von NF-AT [ |Aktivierung von AP-1 Adhésion Aktinzytoskellett

v v v v v

| Gentranskription: Proliferation und Differenzierung |

Abbildung 1.5 Schema fur die Aktivierung einer T-Zdle durch eine Antigen-présentierende Zelle (APZ).
Der APZ/T-Zell Kontakt durch den TCR und den Kongtoe CD28 fliihren zur Assemblierung eines Rezeptor-
proximalen Signalmoduls, welches essentiell fiir wiatere Aktivierung der T-Zelle ist. Neben der Uktion
von Transkriptionsfaktoren werden durch T-Zell Stlation auch die Adhasion der Zelle und das
Aktinzytoskelett reguliert.

1.2.4 Proximale Signaltransduktion des TCR

Die Weiterleitung des Signals vom TCR an Adaptastmein Prozess, der sich innerhalb von
Sekunden abspielt [85]. Die TCR Stimulation fuhut Zyrosinphosphorylierung im Bereich
der CD3 ITAMs, durch die Membran-verankerte Tyr&gase Lck (SRC-Familie) [86]. Auf
diese Weise werden neue Bindungsstellen fur Adaptgeschaffen (Abbildung 1.5). ZAP70
(zeta-associated protein kinase of 70 kDandet an die ITAMs und wird dadurch aktiviert.
ZAP70 phosphoryliert das Membranprotein LAlinKer for activated T cellsund weitere
Adaptoren, so dass Bindungsstellen fur den AufbaeseSignalmoduls bestehend aus SLP76
(SH2 domain-containing leukocyte protein of 76 kD&AV1, GADS (Grb2-related adaptor
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protein und PLC (PhospholipaseC) zur Verfiigung stehen [87-91]. Die einzelnen
Komponenten in diesem Modul beeinflussen sich gegiég in ihrer Bindung und Aktivitat.
Im Signaltransduktionskomplex wird PLCaktiviert, so dass Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP2) zu Inositol-1,4,5-trisphosphdP3) und Diacylglycerol (DAG)
hydrolysiert wird. Uber diese Signalmediatoren wiadlciuminflux und Aktivierung von
PKC (ProteinkinaseC Isoform) sowie Aktivierung des RAS/MAPK Wegs induziert [92
93]. Die ersten Schritte der proximalen Signaltdaksion sind entscheidend fir die
Induktion der Transkriptionsfaktoren NBB, AP-1 und NF-AT fuclear factor of activated

T cellg aber auch fur Prozesse wie Aktinpolymerisatiod delladhasion.

1.3 TCR-abhangige NF- B Aktivierung

Aktivierung von NF-B fuhrt zur Expression von Genen, die die Antigpezfische
Proliferation, Differenzierung in Effektorzellen dirdas Uberleben der T-Zelle regulieren
[61]. NF- B-induzierte Gene sind Zytokine wie IL-2 oder IL-4ie die T-Zell
Differenzierung und Proliferation beeinflussen odech Apoptoseregulatoren wie Bcl-xI und
Bfl1/A1 [94-96]. Durch genetische Deletionen in M&a konnte gezeigt werden, dass PKC
Carmal, Bcl10 und Maltl die Verbindung zwischen de@R/CD28 Signalmodul und dem
IKK Komplex darstellen [97-104].

1.3.1 PKC

Die Serin/Threonin Kinase PKCverkntpft die TCR-proximale Signaltransduktion rdér
Aktivierung des IKK Komplex und NFB [104]. PKC ist eine DAG-abhangige, Calcium-
unabhangige Proteinkinase, die hauptsachlich irelled und Skelettmuskeln exprimiert wird
[105, 106]. Nach TCR/CD28 Kostimulation wird PK@n das aktive Signalmodul des TCR
rekrutiert [107, 108]. Fur Rekrutierung und Aktiieg durch Phosphorylierung wurden
verschiedene Adaptoren wie Vav und ProteinkinasienRDK1 phosphoinositide-dependent
kinase) oder Lck identifiziert [108-110].

1.3.2 Der Carmal/Bcl10/Maltl Komplex

Die Proteine Carmakéspase-recruitment domaf@ARD) containing membrane-associated
guanylate kinasdMAGUK) protein 1), Bcl10 @ cell lymphomalO) und Maltl (hucosa-
12
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associated lymphoid tissue lymphoma translocatiootgn 1) bilden zusammen den
CBM Komplex und sind stromabwarts von PK@ie essentiellen Faktoren in der Antigen-
induzierten NF-B Aktivierung.

1.3.2.1Carmal

Carmal (CARD11) wurde als Bcl10-interagierendes stramaufwarts von Bcl10 agierendes
Protein identifiziert [99, 111-114]. Carmal wirdrrin h&matopoetischen Zellen exprimiert,
wohingegen andere Vertreter der Carma Familie vaier@2 nur in der Plazenta zu finden ist
und Carma3 in nichthamatopoetischen Zellen exprimigrd. Carmal-defiziente M&ause
zeigen in B- und T-Zellen spezifisch Defekte in NB-und JNK (Jun N-terminale Kinase)
Aktivierung [97, 98].

Das 1148 AS lange Carmal Protein besteht aus remtRroteininteraktionsdomanen, die bis
auf die PDZ Domane (Psd-95/DIlg/Z0-1 Homolog) bededtfiir die Carmal Funktion in der
NF- B Aktivierung sind [115]. Der N-Terminus (NT) vona@nal beginnt mit einer CARD
Domane, die Stimulus-abhangig Bcl10 bindet (Abhilglul.6 und [111, 116]). Das auf die
CARD Domane folgende CQdiled-coil) Motiv ist fur die Maltl Interaktion und fur Carrha
Oligomerisierung verantwortlich [117, 118]. Das €rhinale Ende von Carmal beinhaltet
das MAGUK Motiv bestehend aus PDZ, SF&&¢ homology Bund GUK @uanylate kinase-
like) Domane. Membranlokalisation von Carmal wird dudid@ SH3 Domane vermittelt
[119]. Die GUK Doméne interagiert nach TCR/CD28 n&ftiation mit der Membran-
assoziierten Kinase PDK1, so dass Interaktion zveiscPKC und Carmal induziert wird
[120]. Aufgrund des MAGUK Motivs gehort Carmal zbamilie der MAGUK Proteine.
Diese Proteine sind Membran-lokalisierte Gerlisgng ohne enzymatische Aktivitat und
organisieren Multiproteinkomplexe [121, 122]. Dettddminale und C-terminale Bereich von
Carmal wird durch eine Linkerregion getrennt, diecd PKC in T-Zellen und PKC in B-
Zellen an spezifischen Serinresten phosphoryliegrden kann. Die CaMKIl (C&
Calmodulin-abhéngige Proteinkinase Il) phosphoryltéarmal im Bereich der CARD/CC
Domanen (S109), wodurch die Bindung zwischen Bdi® Carmal erleichtert werden kann
[123].
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1.3.2.2Bcl10

Bcl10 wurde durch Analyse der chromosomalen Trdagion t(1;14) (p22;932), die in etwa
5% der Falle von MALT rfiucosa-associated lymphoid tissueymphomen auftritt,
identifiziert [124, 125]. Bcl10 wird ubiquitar expriert [126-128], aber Bcl10-defiziente
Mause zeigen eine Anfalligkeit fur Infektionen udié T-Zellen dieser Mause eine inhibierte
Proliferation und IL-2 Produktion [102]. Diese Dkfe sind auf einen Block der Antigen-
vermittelten NF-B Aktivierung zurtckzufihren. Neben der Bedeuturgmn \Bcl10 in der
adaptiven Immunantwort konnten weitere Bcll0 Witkorunter anderem in der
Signaltransduktion von GPCR&{protein coupeled receptpooder FcRI (high affinity IgE
recepto) identifiziert werden [129-134].

1 233
Bto —  CARD M sSmreich |

813 Maltllsoform A
1 824 Maltl Isoform B

Malt1 OO c. | cT

/

1 1148

camal 1 CARD H cc | —LNKER _ ppz H sH3 — cuk |

Abbildung 1.6 CBM Komplex. Schematischer Aufbau der CBM Komplex Mitglieder @af, Maltl und
Bcl10. Bcl1l0 bindet an Carmal durch homotypische CARD/CARIEraktion. Maltl interagiert Gber die
Ig Domanen mit Bcl1l0. Die Assoziation der CBM Kompgaten untereinander ist durch Pfeile angegeben.
CARD: caspase recruitmeridbomain, DD:deathDomane, Ig: Immunglobulin-ahnliche Doméane, Chaspase-
like Doméane, CT: C-Terminus, CC€oiled-coil DoménePDZ: Psd95/DIg/ZO-1 Doméane, SH3rc homology 3
Doméane, GUKguanylate kinase-likiotiv.

Bcl10 setzt sich aus einer CARD Domaéane gefolgt @mem Serin- und Threonin-reichen C-
Terminus zusammen (Abbildung 1.6 und [128, 135]le BARD Domane vermittelt die
Stimulus-abhangige Interaktion zu Carmal, wohingegm Teil des C-Terminus fir die
Interaktion zu Maltl verantwortlich ist [136, 13Ter C-terminale Teil von Bcl10 kann von
verschiedenen Kinasen, nach TCR Stimulation sirgl I§f& und CaMKIl, phosphoryliert
werden [138-140]. Neben der regulatorischen Funktder Bcl10 Phosphorylierung in der
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TCR-abhéangigen Signaltransduktion (Abschnitt 14.2cheint die Bcl10 Phosphorylierung
(S138) auch Effekte auf die TCR- und Reinduzierte Aktinpolymerisation zu haben [141].

1.3.2.3Maltl Paracaspase

Maltl wird ubiquitar exprimiert und wurde ebenfalisirch chromosomale Translokation
t(11;18)(q21;921) in MALT Lymphomen und als Bcll@nBungspartner identifiziert [136,
137, 142, 143]. Maltl-defiziente Mause weisen dpsehi Defekte in der Antigenrezeptor-
vermittelten NF-B und JNK Aktivierung in T-Zellen auf;, ERKektracellular-signal-
regulated-kinaspAktivierung und Calciumfreisetzung sind nicht Indlisst [101, 103]. Die
Defekte in T-Zellen ahneln stark dem Phéanotyp vail®-defizienten Mausen [102]. In B-
Zellen scheint Maltl gréRere Bedeutung fir das leben der B-Zellen durch die Regulation
der NF- B Untereinheit c-Rel als fur die Antigenrezeptoduzierte IKK Aktivierung zu
haben [144]. Maltl ist nicht nur an der Antigen-abgigen NF-B Aktivierung beteiligt,
sondern reguliert auch Aktivierung von NB-zusammen mit Bcl10 und Carma3 oder dem
CC-CARD beinhaltendem Protein CARD9 durch andereeBR®oren wie GPCRs oder ITAM-
beinhaltende Rezeptoren [131, 133, 145].

Maltl besteht aus einer N-terminalen DBegth Doméne), die homotypische Interaktion
vermittelt und Ahnlichkeit mit CARD Domanen aufwe{#\bbildung 1.6 und [146]). Auf die
DD folgen zwei Ig (Immunglobulin-&hnliche) Domanedtie fur die Interaktion zu Bcll10
verantwortlich sind [136, 137]. Aufgrund der Ctagpase-likeDomane) im C-terminalen
Bereich von Maltl wird Maltl in die Familie der Baaspasen eingeordnet. Paracaspasen
wurden zusammen mit Metacaspasen als Caspasek@hflioteine identifiziert [136]. Die
Mitglieder der Familie der Paracaspasen sind inalets@n undDictyosteliumzu finden,
Metacaspasen hingegen nur in Pflanzen, Pilzen wokd#a. Die CL Domane der humanen
Paracaspase Maltl beinhaltet ein in Caspasen, Bfgtasen und Paracaspasen hoch
konserviertes Cystein und Histidin [136]. In alleinei Familien bilden diese AS das
katalytische Zentrum. Die Paracaspase-Aktivitat Waltl in T-Zellen wird durch TCR
Stimulation induziert (siehe nachster Abschnitt {(l7, 148]).

TRAF6, eine RING Finger beinhaltende Ubiquitinligasnduziert die Ubiquitinierung von
Maltl ([149, 150] und siehe nachster Abschnitt)r Beterminale Bereich von Maltl, der der
CL-Domane folgt, tragt TRAF6 Bindungsstellen. Wetd RAF6 Bindungsstellen konnten
zwischen den Ig Doméanen und der CL Domane idemifizverden [151]. Da Maltl in zwei

Splicevarianten exprimiert wird und genau dieserei® in der kirzeren Isoform fehlt
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(Maltl B), tragt nur die langere Isoform (Maltl Aje zusatzlichen TRAF6 Bindungsstellen
zwischen Ig Domane und CL Domane (Abbildung 3.12)b die Isoformen eine

unterschiedliche Bedeutung in der NB-Aktivierung aufweisen ist unbekannt.

1.3.2.4Modell fur die Regulation des CBM Komplexes

TCR/CD28 Kostimulation fuhrt Gber Rezeptor-proximaignaltransduktion zur Aktivierung
von PKC ([104] und siehe Abschnitt 1.2). Carmal wird anPKekrutiert, so dass PKC
Serinreste in der Linkerregion von Carmal phospdilesn kann. Dadurch wird eine
Konformationsdnderung in Carmal induziert, so daasmal Domanen fur die Interaktion
mit Bindungspartnern zur Verfigung stehen [152,]18&lt1 und Bcll0, die konstitutiv
miteinander assoziiert sind, werden an Carmal tiektuso dass sich ein aktiver CBM
Komplex ausbildet (Abbildung 1.7 und [138]). Im Kert des CBM Komplexes interagiert
die RING Ubiquitinligase TRAF6 mit dem C-TerminusrvMaltl und induziert die K63-
Ubiquitinierung von Maltl an C-terminalen Lysinrst [150]. Dadurch entstehen
Bindungsstellen fur Ubiquitin-bindende Proteine W& oder TAB Proteine im TAB/TAK
Komplex. Die IKK Bindung an die K63-verknupften Ubiquitinketten ffiihur Rekrutierung
des IKK Komplexes [150]. Die Aktivierung des IKK Kwplexes findet entweder durch

unstimuliert stimuliert

APZ

T-Zelle

Abbildung 1.7 NF- B Aktivierung durch den CBM Komplex. TCR/APZ Kontakt fiihren zu Rezeptor-
proximalen Signaltransduktionsereignissen die Pldktivieren. PKC phosphoryliert die Carmal Linkerregion,
so dass Bcl10 und Maltl rekrutiert werden kdonnem.aktiven CBM Komplex interagiert Maltl mit TRAF6,
was zur Maltl K63 Ubiquitinierung fuhrt. Dadurchrikader IKK Komplex rekrutiert und aktiviert werdeber
aktive IKK Komplex phosphoryliert Bs, so dass diese proteasomal degradiert werdeiNBnd Dimere frei
sind um in den Kern zu translozieren.
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TAK1-abhéngige Phosphorylierung von IKKH40, 149, 154] oder durch Rekrutierung des
IKK Komplexes induzierte Autophosphorylierung s{&it

Phosphorylierung und Ubiquitinierung von Bcll0 ustétzen zu Beginn der T-
Zell Aktivierung die Bindung von IKK und Aktivierung des IKK Komplexes [155, 156].
Aber auch die Auflésung des CBM Komplexes nachsfirteitender Stimulation wird durch
Bcl10 Modifikation beeinflusst. Die Phosphoryliegumon Bcl10 nach langerer Stimulation
fuhrt zur Abschwéachung der N Aktivierung [138-140, 157]. Phosphorylierung v@n
terminalen Serinresten auf Bcl1l0 durch IKKost Malt1/Bcl10 Interaktion [138]. Negative
Regulation der NFB Aktivierung wird auch durch Bcl10 Degradation wédtelt. Fir die
Degradation von Bcl10 ist Ubiquitinierung entscleeid [155, 158, 159]. Es wurden
verschiedene Ubiquitinligasen fur Bcl1l0 vorgeschlagScharschmidt et al [158] konnten
zeigen, dass Bcl1l0 durch Nedd4/Itch ubiquitiniererden kann und dass dadurch die
lysosomale Degradation von Bcl10 induziert wird.efAlauch Bcl10 Ubiquitinierung durch
TRCP oder clAP2 dellular apoptosos inhibitor)2und Proteasom-abhéangige Degradation
konnten beobachtet werden [139, 159].

Wie die Modifikationen des CBM Komplexes moduligrerden und welchen Einfluss die
Regulatoren auf die Aktivitdt des CBM Komplexes &b ist bis jetzt nicht klar.
Deubiquitinasen sind viel versprechende Kandid&iedie Regulation des CBM Komplexes.
Die Deubiquitinase A20 wurde kirzlich als Maltldaragierendes Protein identifiziert und hat
negativregulatorische Funktion bei der Bcl10/CarmaBnittelten Aktivierung von NFB
[148, 160]. Auch die Funktion der Paracaspase-Atktivin der Regulation des CBM
Komplexes ist nicht gewiss. Lange konnte keine ligatsghe Aktivitat fur Maltl gezeigt
werden [136, 161]. Metacaspasen, die eng mit deacBspasen verwandt sind, sind Cystein-
abhangige Arginin oder Lysin Proteasen. [162]. Dulesen Hinweis konnte auch fir Maltl
kurzlich Arginin-spezifische Cystein-abhangige Resteaktivitdt nachgewiesen werden [147,
148]. Die bis jetzt identifizierten Maltl Substramd A20 und Bcl10. Beide werden am C-
terminalen Ende geschnitten. A20 ist eine Deubioase, die die Aktivierung von NFB
inhibiert [38, 163]. Welchen Effekt die proteolyiwe Aktivitit von Maltl auf NFB
Aktivierung durch die Spaltung von A20 oder andeBerbstrate hat ist nicht klar. Die
Spaltung von Bcll0 hingegen hat keinen Einfluss did Antigen-induzierte NFB
Aktivierung, sondern reguliert auf positive, bistzfe unbekannte Weise, die Integrin-
abhangige Adhasion nach T-Zell Stimulation [147].
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1.3.2.5Deregulation des CBM Komplexes in der Lymphome hisie)

Mutationen in Proteinen des CBM Komplexes oder needte Expression von
CBM Komponenten sind an der Entstehung von B-Zgithphomen beteiligt. Etwa 8 % der
B-Zell Lymphome sind MALT ihucosa-associated lymphoid tissugmphome [164]. Sie
sind extranodale non-Hodgkin's Lymphome im Bereaigs Magens, der Lunge oder der
Schilddrise. MALT Lymphome entstehen haufig durdironische Entziindungen oder
Autoimmunerkrankungen, so liegt zum Beispiel gastren MALT Lymphomen haufig eine
Helicobacter pylori Infektion zu Grunde. In  MALT Lymphomen wurden drei
unterschiedliche Translokationen identifiziert, diee MALT1 und BCL10 Gene betreffen.
t(11;18)(g21;921) ist die am héaufigsten auftretedd@®mosomale Veranderung (15-40 % der
Falle) [165]. Diese Translokation generiert einnobies Transkript bestehend aus den N-
terminalen drei BIR l{aculovirus IAP repeajsDomanen von clAP2 und dem C-terminalen
Teil von Maltl beginnend mit der CL Domé&ne und inigen Fallen auch noch eine oder
beide Ig Domanen [142, 143, 166]. clAP2 gehort Eamilie der IAP Proteine. Die
Ubiquitinligase clAP2 besteht aus drei BIR Doméarmgner CARD und eine RING Domane.
Das clAP2/Maltl Fusionsprotein induziert, im Gegegnszu Maltl oder clAP2, konstitutive
NF- B Aktivierung [136, 137] und geht mit dereguliertelbiquitinligaseaktivitat einher
[167].

Die Translokation t(1;14)(p22;932), die in 5% d&4ALT Lymphome auftritt, fihrt dazu,
dass daB8CL10Gen unter die Kontrolle ddg-heavy-chain gen Enhancegerat [124, 125].
Auch die Translokation t(1;14)(q32;921) bringt MALT1 Expression unter Kontrolle dieses
Enhancerq20 % der Falle) [168]. Sowohl die t(1;14)(p22;%3% auch die t(1;14)(q32;921)
Translokation fiihren zur Uberexpression von Bcllflero Maltl. In den Fallen der
t(1;14)(p22;932) und t(11;18)(g21;921) Translokatilmmmt es zu Bcl10 Kernlokalisation
[169], jedoch sind der genaue Mechanismus und diektfon nicht verstanden. Es
wird vermutet, dass Maltl-NESnyclear export signa)js die Lokalisation von Bcll10
regulieren.

DLBCL (diffuse large B cell lymphomaind die weltweit am haufigsten auftretenden non-
Hodgkin's Lymphome (30-40 %) [170]. Sie unterteigéch in drei Subtypen: ABGativated

B cell DLBCL, GCB (germinal center B cellDLBCL und PMBLs primary mediastinal B
cell lymphoma ABC DLCBL (etwa 30 % der DLBCL Félle) sind einFN B-abhangiger
Subtyp mit geringer Prognose. Die Inhibition von-N& ist toxisch fur ABC aber nicht fur
GCB Zelllinien [171]. Weiterhin konnte durch einBNA InterferenzScreengezeigt werden,
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dass dieser Subtyp abhangig von Carmal, Maltl urddlOB ist [172]. Weitere
Untersuchungen ergaben, dass in etwa 10 % der ABBCD Mutationen in der Carmal
CC Domane auftreten. Diese Mutationen induzierenstitutive NF-B Aktivierung und
verstarkte Aktivierung nach Antigenstimulation inyrhphomzelllinien. Die Carmal
Mutationen in der CC Domane konnten es Lymphomaediendglichen, NFB und damit
die Proliferation und das Uberleben der Zellen oBa@R Stimulation zu aktivieren, so dass

Carmal ein Onkogen zu sein scheint [173].

1.4 Das COP9 Signalosom

Das COP9 Signalosom (CSN) stellt einen hoch mo#kal Proteinkomplex dar, der
ubiquitar exprimiert wird und grof3e Bedeutung ber &egulation von Proteinstabilitat hat
[174, 175]. Das CSN wurde aus Pflanzas essentieller Regulator der Licht-vermittelten
Entwicklung isoliert [176, 177]. COP steht daher ¢onstitutive photomorphogenesBas
CSN besteht aus acht Untereinheiten (CSN1-CSN8)atib absteigendem Molekulargewicht
benannt wurden und zusammen eine ungefdhre Magssed®® kDa ergeben [178]. Die
einzelnen Untereinheiten, besonders CSN2 und CS3MNf zwischen unterschiedlichen
Spezies hoch konserviert [179]. Sechs COP9 Sigoalo&/ntereinheiten besitzen PCI
(proteasom -COP9 signalosome - initiation factprCBomanen, CSN5 und CSN6 hingegen
tragen MPN Wrpl-Padl-N-termingl Domanen. Die Domanenstruktur des COP9
Signalosoms hat groRe Ahnlichkeit mit dem Deckel #i@S-regulatorischen Komplexes des
26S Proteasoms und auch, aber im geringeren MaieglR8 (eukariotic translation
initiation factor 3 [180-182]. CSN5 ist die am besten charakterisiemtereinheit des COP9
Signhalosoms und eine grof3e Zahl der bekannten CGfEdtaktionen werden durch CSN5
vermittelt (Abbildung 1.8). Die Deletion einzeIn@OP9 Signalosom Untereinheiten kann
zum Kollaps des ganzen Komplexes fihren und aligdizt durchgefihrten Deletionen von
CSN Untereinheiten in Mausen waren embryonal [@&B3-185].

Neben dem CSN Holokomplex existieren CSN Subkongleie meist aus CSN5 und einer
unterschiedlichen Anzahl anderer CSN Untereinheebildet werden [186, 187]. Die

genaue Funktion dieser Subkomplexe ist nicht klar.
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(O UE mit PCI Domane
) UE mit MPN Doméne

Abbildung 1.8 Model der CSN Interaktionen. Schematische Darstellung der Interaktion innerfgl® CSNs
und Interaktionen mit anderen Proteinen. Die IiBoa zwischen den CSN Untereinheiten ist durchcBer
dargestellt. Eine Auflistung der CSN-interagieraméfoteine steht neben der entsprechenden CSNédihtieit.
UE: Untereinheit. Modifiziert von [188].

1.4.1 Die vielfaltigen Funktionen des CSN

Das COP9 Signalosom hat sowohl Funktionen im Kdm aach im Zytoplasma. Der
Komplex reguliert diverse zellulare Prozesse volizgklus tUber Signaltransduktion bis hin
zur Transkription [174, 175, 189]. Die regulatohisd~unktion des CSNs wird nicht nur durch
das CSN selbst vermittelt, sondern auch durchhetli€SN-assoziierte Proteine (Abbildung
1.9).

Die Isopeptidase Aktivitat von CSN5 ist die am Bestharakterisierte Eigenschaft des CSNs
[190]. Die CSNS5 Metalloprotease, fur deren Aktivider gesamte Komplex wichtig ist,
entfernt kovalent an Cullin gebundenes Nedd8 inliGRING-Ubiquitinligasen (CRL).
Nedd8 ist ein Ubiquitin-ahnliches Protein, welchelsenso wie Ubiquitin Uber ein E1-
aktivierendes Enzym, ein E2-konjugierends Enzym emk E3 Ligase an ein Substrat
gebunden wird [191]. Die Interaktion des COP9 Sigsams mit Cullin fihrt wahrscheinlich
zu Zyklen von Neddylierung und Deneddylierung, fiie die Stabilitdt der Ubiquitinligase
wichtig sind [192-194]. Auch im NFB Signalweg spielt die Neddylierung von Cullin eine
Rolle, da die SCF Ubiquitinligase-TRCP, die Ubiquitinierung von B katalysiert,
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ebenfalls Uber Neddylierung und Deneddylierung liegu wird. Fehler im
Neddylierungsprozess fuihren zu einer AnreicherwrglvB [195, 196].

Nicht nur durch die Deneddylierung von Cullin Progsm nimmt das COP9 Signalosom
Einfluss auf die Stabilitdét von Proteinen. Auch diktivitat von assoziierten DUBs und
Kinasen reguliert Proteinstabilitat tber das CSBlwkirden verschiedene Proteinkinasen wie
IP3-5,6 (Inositol-1,3,4-triphosphat-5,6) Kinase, ZK(Casein-Kinase 2) und PKD
(Proteinkinase D) [197, 198] beschrieben, die mietschiedlichen Untereinheiten des COP9
Signalosoms interagieren. Die Phosphorylierung Jeroteinen durch CSN-assoziierte
Kinasen kann sehr unterschiedliche Folgen habed][Bhosphorylierung von c-Jun, Teil des
AP-1 Transkriptionsfaktors, fuhrt zur Stabilisiegumon c-Jun und zur Steigerung der AP-1
Aktivitat [199]. Die Phosphorylierung des Tumorsuggsors p53 durch eine CSN-assoziierte
Kinase fuhrt zur beschleunigten Degradation von [28®]. Fur die Degradation von p53 ist
nicht nur die CSN-assoziierte Kinaseaktivitat voedButung. Der Kernexport von p53 durch
CSNS5 fuhrt zur proteasomalen Degradation von p%3.8Enlicher Regulationsmechanismus
wurde auch fiir den Cdkycin dependent kinasinhibitor p27 beschrieben [201, 202].

Ein weiteres CSN-assoziiertes Protein ist das DUBzyeh USP15, das die
Deubiquitinaseaktivitat des CSN vermittelt. USP1ktivitat stabilisiert CRL, da es deren
Autoubiquitinierung verhindert [203]. Es konnte geg werden, dass auch durch NB-
Aktivierung resynthetisiertes B (autoregulativer Rickkopplungsmechanismus siehs)l.
durch CSN-assoziiertes USP15 deubiquitiniert uraudzh stabilisiert wird [204].

AKTIVITAT Deneddylase Deubiquitinase Kinase
CSN5 USP15 IP3-5,6/CK2/PKD
WIRKUNG Stabilisierung Stabilisierung Stabilisierung (c-Jun)
(CRL) (CRL,1 B ) Degradation (p53, p27)

Abbildung 1.9 Das COP9 Signalosom reguliert Protestabilitdt. Schematische Darstellung der CSN
Funktionen und der Proteine, die die jeweilige witéit vermitteln.
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Die vielseitigen Funktionen des COP9 Signalosomshaa das CSN zu einem wichtigen
Regulator in Zellen. Es beeinflusst essentiellez€sse wie Zellzyklus, Homeostase und
Entwicklung. Daher ist es nicht erstaunlich, dagiNE6 Uberexpression bei vielen humanen

Krebsarten im Zusammenhang mit einer schlechtegriese steht [205-207].

1.4.2 Das COP9 Signalosom in T-Zellen

Das CSN als pleiotroper Regulator von Proteingtabilund Transkription hat auch im
Immunsystem regulatorische Funktion bei Homeostaséell Entwicklung, Antigenantwort
oder Anergie [208-210]. Die Deletion einzelner C8Mtereinheiten fihrt in T-Zellen zu
unterschiedlichen Phanotypen. CSN8 Deletion inhilden Zellzykluseintritt lasst aber NF-
B Signaltransduktion intakt [208]. CSN5 Deletionngeegen fuhrt zu Defekten in
verschiedenen Stadien der T-Zell Entwicklung undreduzierter NF-B Kerntranslokation
[210]. Weiterhin reguliert CSN5 die Adhasion undn@epression in T-Zellen [209, 211].
Besonders in Immunzellen ist wenig dariiber bekamet und in welchen Bereichen das
COP9 Signalosom seine Funktion ausibt. Die vigi@tt Phanotypen durch Deletion oder
Inhibition einzelner CSN Untereinheiten in T Zellemachen unterschiedliche CSN
Regulationsmechanismen oder CSN Wirkorte wahrstbkirAuch die Beteiligung von CSN

Subkomplexen ist moglich.
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2 Zielsetzung

Antigenstimulation-abhé&ngige NFB Aktivierung beeinflusst die adaptive Immunantwort
durch Induktion von zytotoxischen und Antikérpemrwdtelten Abwehrmechanismen. Die
zentrale Schaltstelle der NB Aktivierung ist der IKK Komplex. Der Carmal/Bclialtl
(CBM) Komplex ist die essentielle Komponente flire dAntigenrezeptor-induzierte
Aktivierung des IKK Komplexes in T-Zellen. Die Rdgtion des CBM Komplexes ist daher
entscheidend fir die Signalweitergabe aber auclidgrBeenden der Signaltransduktion zu
IKK und NF- B.

Ziel dieser Arbeit war es die Maltl-vermittelte R&gion des CBM Komplexes zu
untersuchen. Maltl spielt eine zentrale Rolle inFekrutierung des IKK Komplexes an den
CBM Komplex und wurde erst kirzlich als Trager padytischer Aktivitat identifiziert.
Durch einenYeast-Two-Hybrid Screesvollten neue Interaktionspartner von Maltl identft
und die Interaktion in Zelllinien und primaren &gl unter nativen Bedingungen bestétigt
werden. Weiterhin galt es, die Interaktorfunktioar fMaltl und den CBM Komplex
aufzuklaren. Im zweiten Teil der Arbeit sollte dd®deutung der unterschiedlichen Maltl
Isoformen und deren Paracaspase-Aktivitat in dduktion von NF-B in Zelllinien und
primaren Zellen auf genetischer Ebene untersuchdeme In verschieden Spezies sind zwel
Maltl Splicevarianten bekannt und es ist nicht, ktdr die Isoformen Unterschiede in ihrer
Fahigkeit zur NF-B Aktivierung aufweisen. Auch ist die Bedeutung geoteolytischen
Maltl Paracaspase-Aktivitat fir die Antigen-vermdiié Aktivierung von NF-B nicht geklart.
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3 Ergebnisse

3.1 Das COP9 Signalosom reguliert die Aktivitat de<CBM Komplexes in
T-Zellen

3.1.1 Identifikation neuer Maltl Interaktionspartner reistY east-Two-Hybrid

Die stimulusabhéngige Ausbildung des Carmal/BclE¥M(CBM) Komplexes und dessen
Regulation sind essentiell fur die Signalweitergaben TCR T cell receptoy zu NF- B.
Neben Modifikationen wie Ubiquitinierung und PhospHierung sind besonders
Interaktoren wichtig, die diese Modifikationen vetteln oder als Adaptoren dienen [150,
155, 212].

Maltl wurde in einenYeast-Two-Hybridscreen(Y2H) eingesetzt, um neue Interaktoren des

CBM Komplexes zu identifizieren (Abbildung 3.1). dfiir wurde die proteolytisch aktive

l—
O
A va1 IDDI@E@ ¢ [ er ] 3
e GAL4
Y2H ‘ CL-CT | I | s
° (o)
DBD DBD
|—> Transkription
pACT PACT CSN5
Malt1 . l pAS2-1
cLcr ’/ Malt1 (313-813)
DBD
|—> Transkription -Galactosidase Filtertest

von Reportern:
HIS3, ADE2, lacZ

Abbildung 3.1 Y2H zur Identifikation neuer Interakt ionspartner von Maltl. (A) Schematische Darstellung
von Maltl und des im Y2H eingesetztem Maltl FragimeiCL-CT) sowie die Expressionskontrolle von
Maltl CL-CT im Hefestamm AH109 mittels Western Bl{®) Schematische Darstellung des Y2H Ablaufs und
der Identifikation von positiven Interaktionspamne mit exemplarischem -Galaktosidase Filtertest fir
pACT CSN5 aus der B-Zell cDNA Bank und pAS2-1 MalS 313-813). CLCaspase-likdDoméane, CT: C-
Terminus, DBD: DNA Binde Doméne, AD: Aktivierungsdéne; DD:Death Doméne Ig: Immunglobulin-
ahnliche Doméane
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Maltl Caspasdéke Domane (CL) zusammen mit dem Maltl C-Terminus (Cdgr die
Ubiquitinakzeptorlysine sowie TRAF6 Bindungssteltefigt [136, 149, 150jmit der DNA-
Bindedomane (DBD) des Transkriptionsfaktors GAL4sidmiert und zunachst auf
Autoaktivierung und Expression getestet. Maltl CL-CAS: 313-813) wurde in Hefen
exprimiert und zeigte keine Autoaktivierung (Abhifty 3.1A und B).

Fur die Identifikation von Maltl CL-CT Interaktiopartnern wurde eine cDNA Bank aus B-
Zellen, fusioniert an die GAL4 Aktivierungsdomanggenutzt. Maltl CL-CT und B-
Zell cDNA Bank kotransformierte Hefen wurden auktl-Trp/-His/-Ade Selektionsplatten
ausgestrichen, so dass sowohl auf die Plasmid-Aoploemarker als auch die Reporter-
Auxotrophiemarker selektioniert wurde. Fir die Bémeung der Kotransformationseffizienz
wurde der Y2H Ansatz auch auf -Leu/-Trp Selektidatdpn ausgestrichen. Es ergab sich eine
Kotransformationseffizienz von 8xi@fu/ g DNA. Die daraus berechnete Anzahl der im
Y2H getesteten Klone ergab 1,610

Die auf den -Leu/-Trp/-His/-Ade Selektionsplatteewgchsenen Hefeklone wurden auf
Expression dekacZ Reporters mittels-Galaktosidase Filtertest Gberprift (Abbildung 3.1B
Plasmide aus Hefeklonen, die eine schwache bikesBlaufarbung im Filtertest aufwiesen
und nicht autoaktiviernd waren, wurden sequenzieri Uber NCBI Blast identifiziert.
Weiterhin wurden der korrekte Ubergang des Leseemisnler GAL4 Aktivierungsdomane
zur cDNA und die richtige Orientierung der cDNA ieift. Klone mit falschem
Leserahmen oder falscher Orientierung, sowie Fplsgitive wie ribosomale oder
mitochondriale Proteine [213] wurden verworfen Kair 50 %). CSN5/JAB1 (COP9
Signalosom Untereinheit &in activating binding prote)p UBAP2L (ubiquitin associated
protein 2) und NM23-H2 (Nukleosiddiphosphat Kinase Isofornk@®nntenals potentielle
Interaktionspartner von Maltl im Y2H identifizieverden (Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1 Interaktionspartner von Malt CL-CT im Y 2H. Weiterhin sind Wirkort und die Interaktion zu
Maltl in Kotransfektionsstudien in HEK293 Zellen gageben. CSN5: COP9 Signalosom Untereinheit 5,
NM23-H2: Nukleosiddiphosphat Kinase Isoform2, UBAPRbiquitin associated protein 2 L

Maltl Interaktoren im Y2H Ort der Funktion Interaktion in HEK293
CSN5/JAB1 Kern/Zytoplasma +
UBAP2L Zytoplasma
NM23-H2 Kern/Zytoplasma
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Durch Kotransfektionsstudien in HEK293 Zellen mialkl und den im Y2H identifizierten

Kandidaten konnte CSN5 als Interaktor von Maltthhiaber die Bindung der anderen Y2H-
Interaktiospartner, verifiziert werden (siehe ndeh#bschnitt). CSN5 ist eine Untereinheit
des COP9 Signalosoms (CSN), einem pleiotropen Regulon Proteinstabilitat, welcher

auch in der T-Zell Entwicklung, T-Zell Homeostasendu der Antigenantwort eine
entscheidende Rolle spielt [208-210].

3.1.2 CSN5 bindet an Maltl und Carmal

Zur Bestatigung der Y2H Daten wurde die Interaktzvischen CSN5 und Maltl in Zellen
untersucht. Dafur wurde HisCSN5 mit FlagMaltl in kE®3 Zellen kotransfiziert. Mittels

Flag Immunprazipitation (IP) konnte in HEK293 Zelldie Interaktion zwischen FlagMaltl
und HisCSN5 bestatigt werden (Abbildung 3.2A).

Maltl und Bcl10 sind konstitutiv miteinander assziund werden in aktivierten T-Zellen an
Carmal rekrutiert [138]. Daher wurde die Interatimn CSN5 mit den CBM Komponenten
in HEK293 Zellen untersucht. CSN5 interagierte hietit Bcl10. Allerdings war es mdaglich

A B P P IP
Flag Bcl10 Flag
= FlagCarma1 + +
© FlagMalt1 + + + +
g FlagBcl10 + o+t
= HisCSN5 + + 4+ + + +
HisCSN5 + - + FlagCarma
-
“. - - FlagMalt1
Q FlagMalt1 9
IPFlag| & P -—oes FlagBcl10
== HisCSN5 - - HisCSN5
i - FlagCarma'
Lysate s FlagMalt1
Lysate —— —— FlagMalt1
# _®» HisCSN5
= = - FlagBcl10
- — - - @ "™ HHisCSN5

Abbildung 3.2 CSNS5 interagiert mit Maltl und Carmal. (A) CSN5 interagiert mit Maltl in HEK293 Zellen.
HEK293 Zellen wurden mit FlagMaltl und HisCSN5 wadbgebildet transfiziert. Die Zellen wurden in
Triton ColP Puffer lysiert und die Immunprézipitati wurde mittels eines Flag Antikérpers durchgefihr
Immunpréazipitate wurden durch SDS PAGE und Westglot analysiert.(B) CSN5 bindet Carmal und
assoziiert mit Bcl10 tber Maltl. FlagMaltl, FlagB@] FlagCarmal und HisCSN5 wurden in HEK293 Zellen
wie angegeben kotransfiziert. Die Zellen wurdeiiton ColP Puffer lysiert. Interaktion zwischen €% und

Maltl oder Carmal wurde durch Flag IP analysieraltl vermittelte Bindung von CSN5 an Bcl10 wurde
mittels Bcl10 IP untersucht.
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CSN5 Interaktion zu Bcl10 tber Maltl herzustellsa,dass CSN5 mit Bcl10-gebundenem
Maltl interagiert. Auch FlagCarmal/HisCSN5 Interakt konnte durch eine Flag IP
nachgewiesen werden (Abbildung 3.2B). Die CarmaN&®8indung war unabhangig von
Maltl. Somit konnte neben Bestatigung der im Y2Eniifizierten Maltl/CSN5 Interaktion

auch Carmal als neuer Interaktionspartner von A8&gifiziert werden.

A B
FlagMaltt FlagMalt1
Qe 52 ) ®» o o
sg b B > 5%
323 8 & F 9
- - 3 © o ¥ © © © ~
CSNS ~ + + + + + 4+ CSN5 - + + + +
34-
%6- -'5- - - .- .
P
.-' - o - Pl
- - IPFlag |17 -
IP Flag
3- ,
— HisCSN5
S HisCSNS
34-
- —
56- Flag
- -—
Lysate 17 -
Lysate - - - Flag . _
P SR HisCSN5
34- -
SRR S HisCSNS
C CSNS5 Bindung
m CL H CT I | Malt1 Konstrukte | CSNS5 Bindung
1-813 +

1-321
1-351
1-407
1-452
1-490
448-813
314-557
482-813
612-813
647-813
_— 684-813
—_— 713-813

+ + + + + + + +

Abbildung 3.3 CSN5 bindet im Bereich der CL Doméanaind des CT Endes an Malt1(A und B) HEK293
Zellen wurden mit HisCSN5 und diversen FlagMaltlnKmukten wie angegeben kotransfiziert. Die Analyse
Flag IP durch Western Blot zeigte, dass CSN5 antIM&alagmente im Bereich der CL Doméne und des CT
bindet.(C) Schematische Darstellung der Maltl Konstrukte jli€otransfektionsstudien mit CSN5 in HEK293
Zellen verwendet wurden und deren Bindung an CHil: Immunglobulin
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Zur Lokalisation des Bindungsbereiches von CSN5 aWaltl wurden
FlagMaltl Deletionsmutanten zusammen mit HiSCSNBEK293 Zellen exprimiert und die
Bindung von CSN5 an Maltl durch Flag IP untersuy&tibildung 3.3A B und C). Durch
Deletion der CL Doméne und der CT Doméane von Mkdtinte gezeigt werden, dass CSN5
nicht mit dem N-terminalen (NT) Bereich bestehends ader DD Domane und den
lg Doméanen (AS 1-351) interagierte. Allerdings asisote CSN5 mit einer ausgedehnten
Region im Bereich der CL Doméne und der CT Domdkte 852-683). Die Interaktion von
CSN5 mit der C-terminalen Halfte von Maltl spiegdit im Y2H gewonnenen Ergebnisse
wieder, da CSN5 Bindung an Maltl CL-CT (AS 313-8i3)Y2H nachgewiesen wurde.

3.1.3 Das COP9 Signalosom interagiert mit dem Carmal@Maltl Modul in T-

Zellen

Die Ausbildung des CBM Komplexes nach T-Zell Akéxing ist essentiell fur die
Signalweiterleitung vom TCR zu NRB [3]. Durch die Analyse von Mausen mit einer
konditionalen Deletion von CSN5 in T-Zellen koniégrzlich eine Bedeutung fir CSN5 in
der T-Zell Entwicklung und Regulation der NB-Kerntranslokation nachgewiesen werden
[210]. Daher ist es von grol3em Interesse, die ezmmy CSN/CBM Interaktionen nach T-
Zell-induzierter CBM Aktivierung zu untersuchen.

Fur die IP des CSNs wurde ein CSN1 Antikorper vewet, der effizient den
CSN Holokomplex prazipitiert [178]. Dieser Befundunde in dieser Arbeit exemplarisch
verifiziert durch die Analyse der Interaktion vorsR1 mit CSN2, CSN3, CSN5 und CSN8
(Abbildung 3.4A und siehe [178, 214]). Durch CSNA wurde dann auch die endogene
Interaktion von Maltl und dem CSN in T-Zellen ustesht. Aktivierung von Jurkat T-Zellen
und primaren humanen T-Zellen durch CD3/CD28 Koglation mit CD3/CD28-
spezifischen Antikdrpern fuhrte zu einer Stimulir@ngigen Interaktion von Maltl mit dem
CSN. Auch die Stimulation der T-Zellen mit Phorldi@-Myristat-13-Acetat (PMA) und
lonomycin (siehe Methoden 7.4.6), erwies sich ddker Stimulus fir die Interaktion
zwischen CSN und Maltl in Jurkat T-Zellen und im@ren humanen T-Zellen (Abbildung
3.4A, B und C). Nach Stimulation mit dem Zytokin FN ebenfalls ein Induktor von NFB,
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Abbildung 3.4 T-Zell Stimulation flihrt zur Assoziation zwischen CSN und Maltl. (A)Das CSN interagiert
stimulusabhangig mit Maltl. Jurkat T-Zellen wurdete angegeben stimuliert und das CSN mittels CSN1
Antikérper prazipitiert(B) und (C) CSN/CBM Interaktion findet spezifisch nach TCRnS8ilation statt. Jurkat
T-Zellen (B) oder humane primére T-Zellen (C) wurdeie abgebildet stimuliert und die IP wie in (A)
angegeben durchgefiihrt. Maltl-Ubi: Ubiquitiniertdaltl; Stern: unspezifische Bande, die auch inl&emit
einem anti-IgG Isotyp-Kontrollantikérper sichtbaam(siehe Abbildung 3.6).

war hingegen keine Interaktion zwischen Maltl uedndCSN erkennbar. In der CSN1 IP,
besonders von unstimulierten T-Zellen, ist eined@anu sehen, die eine etwas langsamere
Migration im Vergleich zur Maltl Bande im Lysat aist (Abbildung 3.4). Durch einen
anti-lgG Isotyp-Kontrollantikérper konnte nachgesgae werden, dass diese Bande
unspezifisch ist (Abbildung 3.6).

Die nach Stimulation in der CSN1 IP sichtbare M&@tinde hat ein leicht diffuses Aussehen
und weist im Vergleich zu Maltl in Lysaten einerkteetardierte Migration auf (Abbildung
3.4 und Abbildung 3.5). Von A. Oeckinghaus [150] kongezeigt werden, dass diese Form
von Maltl ubiquitiniertem Maltl entspricht und ddssuptsachlich ubiquitiniertes Maltl in
den aktiven CBM Komplex eingebaut wird. Die bevatau Bindung des CSNs an
ubiquitiniertes Maltl deutet darauf hin, dass d&NGn aktivierten T-Zellen praferentiell an
den assemblierten CBM Komplex bindet. Zur Uberpnigfudieser Hypothese wurde der
zeitliche Verlauf der CSN und CBM Interaktion na@eklA/lonomycin (P/I) Stimulation von
Jurkat T-Zellen untersucht. Die Interaktion zwistl@&SN und Maltl war zwischen 15 und 30
Minuten maximal und nahm danach langsam ab (Abbdds.5A). Auch Carmal war in der
CSN1 IP nach Aktivierung der T-Zellen mit P/l mitner der Maltl Interaktion

entsprechenden Kinetik zu detektieren (AbbildurgB3}. Da die Interaktion von CBM und
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CSN Komplex durch CSN5/Maltl Bindung im Y2H ider#iért worden ist, wurde

CSN/CBM Interaktion auch mittels CSN5 IP untersudbie CSN/CBM Interaktion war,

genau wie in der CSN1 IP, nach 20 Minuten P/l Skaton durch Carmal Interaktion
detektierbar und war nach 90 Minuten nicht mehrseben (Abbildung 3.5C). Allerdings
prazipitierte der CSN5 Antikdrper das CSN relatohlscht, da CSN1 Interaktion kaum
detektierbar war. Dadurch war es nicht moéglich, rdiardierte, etwas diffuse Maltl Bande
nach Stimulation in der CSN5 IP zu detektiereni{hgezeigt).

Zum Vergleich der CBM Komplex Kinetik mit der CSN&lll oder CSN/Carmal Kinetik
wurde Bcll0/Carmal Interaktion durch Bcl10 IP usteht. Der Stimulus-abhéngige Aufbau
und Zerfall des CBM Komplexes fand im gleichen emen statt, wie die CSN/CBM
Interaktion (Abbildung 3.5Aunterer Abschnitt). Die CSN/CBM Interaktion wurdach in
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Abbildung 3.5 Kinetik der Stimulus-abhéangigen Interaktion zwischen CSN und CBM. (A)Vergleich der
CSN/Maltl/TRAF6 und CBM Kinetik. Jurkat T-Zellen wden mit P/l fur die angegebenen Zeitpunkte
stimuliert. Die Zellen wurden in ColP Puffer lygiemd ein CSN1 Antikdrper wurde fur die CSN IP oéér
Bcl10 Antikérper fir die CBM IP verwendet. IPs wardmittels Western Blot durch die angegeben Angikdr
analysiert.(B) und (C) Stimulusabhéngige Bindung des CSNs an Carmal. tJidgellen wurden fir die
angegebenen Zeitpunkte mit P/l stimuliert und inlRC®&uffer lysiert. Die CSN IP wurde mittels CSN1
Antikérper (B) oder CSN5 Antikérper (C) durchgeftiib) CSN/Maltl Interaktion benétigt Carmal. Jurkat T-
Zellen oder die Carmal-defiziente T-Zelllinie JPMB@vurden wie angegeben stimuliert und Maltl/CSN
Interaktion mittels CSN1 IP untersucht. In JPM5Beflen war im Gegensatz zu Jurkat T-Zellen keinen@us-
abhangige Maltl/CSN Interaktion detektierbar. Plymaind Stimulation der Zellen wurden durch Deteskti
von Carmal, phospho-ERK1/2 undBl verifiziert. Der Maltl Antikdrper detektiert einenspezifische Bande
(markiert durch einen Stern), die auch nach IPaimiém anti-lgG Isotyp-Kontrollantikdrper sichtbaam(siehe
Abbildung 3.6). Malt1-Ubi: Ubiquitiniertes Maltl
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der Carmal-defizienten Jurkat T-Zell Linie JPM5[L63] analysiert. Durch den Verlust von
Carmal weisen JPM50.6 Zellen einen Block der TCRaagigen NF-B Aktivierung auf.
Die Aktivierung der MAPKSs rfitogen activated protein kings&RK1 und 2 éxtracellular
signal-regulated kinageverlauft allerdings normal (Abbildung 3.5 und ee[113]). Die
Stimulus-abhangige CSN/Maltl Interaktion war in BEM Zellen, im Gegensatz zu Jurkat
T-Zellen, nicht detektierbar (Abbildung 3.5D). Dsgebnis zeigt die essentielle Bedeutung
von Carmal fur die CSN/Maltl Interaktion und veridrt, dass die CSN/Maltl Assoziation
nur im Kontext des CBM Komplex stattfindet.

Zeitlich parallel zur CSN/CBM Interaktion war aueme schwache Bindung von TRAF6 an
das CSN zu sehen (Abbildung 3.5A). Durch vorhelifygebnisse konnte nachgewiesen
werden, dass die Bindung von TRAF6 an Maltl ablgivgin T-Zell Aktivierung ist, zur
Ubiquitinierung von Maltl fuohrt und dass diese Ubimierung essentiell fur die
Signalweitergabe vom CBM zum IKK Komplex ist [15@ie Interaktion von TRAF6 mit
dem CSN ist ein weiterer Hinweis dafur, dass dadl @&uptsachlich mit Maltl im CBM
Komplex interagiert.

Das COP9 Signalosom erfillt Aufgaben im Kern unddyoplasma, wohingegen der CBM

Komplex seine Funktion bei der Signalweiterleituragn TCR zu NF-B ausschlief3lich im

Jurkat Zytoplasma

IP kont.
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170 -

.. ‘ Malt1-Ubi
|P | o5. w—— .
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Malt1-Ubi - e e e D65
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Abbildung 3.6 Die Interaktion von Maltl und CSN findet im Zytoplasma statt. Jurkat T-Zellen wurden mit
P/l wie angegeben stimuliert und in Kern- und Zytoplasna&tfoniert. Die Qualitat der Fraktionen wurde durch
Detektion von zytoplasmatischem-Aktin oder kernlokalisiertem LaminB und der stimshbhangigen
Kerntranslokation von NFB p65 Uberprift. CSN1 wurde aus dem zytosolischarakt immunprézipitiert und
Interaktion zu Maltl wurde mittels Western Blot bs#ert. Maltl-Ubi: Ubiquitiniertes Maltl; Stern:
unspezifische Bande, die auch in der IP mit einatilgG Isotyp-Kontrollantikérper sichtbar ist.
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Zytoplasma ausubt. Die Lokalisation der CSN/CBM etaktion wurde mittels
Zellfraktionierung in Kern und Zytoplasma Fraktioneuntersucht. Die Reinheit der
Fraktionen wurde durch Detektion von Kern- bzw. offasma-spezifischen Proteinen
verifiziert. LaminB war hauptséchlich in der Keraftion und -Aktin in der
Zytoplasmafraktion detektierbar (Abbildung 3.6). [faxdem war NFB p65
Kerntranslokation erst nach Stimulation zu seheahdias fiihrte gleichzeitig zu einer leichten
Abnahme in der Zytoplasmafraktion. Die Immunpraapon von CSN1 aus der
Zytoplasmafraktion bestatigte die Interaktion vdiquitiniertem Maltl und dem CSN im
Zytosol von aktivierten T-Zellen (Abbildung 3.6).

3.1.4 Das COP9 Signalosom steuert IKK Komplex Aktivierund -Zellen

Zur Aufklarung der Funktion der Stimulus-abhangig@8N/CBM Interaktion in T-Zellen
wurde ein siRNA-vermittelter Ansatz gewahlt. Frigmekrbeiten haben gezeigt, dass die
Inhibition von CSN2 und CSN5 durch siRNA effiziests CSN inhibiert [215]. Wie schon
zuvor von Miyauchi et al [215] beobachtet fuhrte dierwendung von CSN2 siRNAs in
Jurkat T-Zellen neben einer Reduktion von CSN2 amgheiner Verringerung der CSN5
Proteinmenge (Abbildung 3.7A). Im Gegensatz dazutéieine sSiRNA gegen CSN5 zwar zu
einer Verringerung von CSN5, hatte aber nur gerigfjekte auf CSN2. Aus diesem Grund
wurden in den folgenden Experimenten CSN2 und CSBIRNAs verwendet.
Expressionslevel von CSN1, CSN3 und CSN8 wurden @&N5 und CSN2 siRNAs in
Jurkat T-Zellen nur geringfugig beeinflusst.

Eine wichtige Funktion des CSNs besteht in der Bdykeerung von Cullin Proteinen, was
durch die Aktivitat von CSN5 katalysiert wird. Gull ist das Geristprotein der SCF (Skpl-
Cullinl F-box Protein) Ubiquitinligasen. Cullin Reine durchlaufen einen Prozess der
Neddylierung und Deneddylierung. Die Entfernung Wésquitin-ahnlichen Proteins Nedd8
durch die CSN5 Metalloproteaseaktivitat ist die besten charakterisierte Eigenschaft des
COP9 Signalosoms [192, 216]. Die Effektivitdt deBNC sSiRNAs kann daher durch den
Neddylierungsstatus von Cullinl bestimmt werdere Reduktion von CSN2 mittels siRNA
fuhrte zu einer Anreicherung von Nedd8-modifiziert€ullinl (Abbildung 3.7B), was klar
die Inhibition des CSNs durch die verwendete siRddfegt.

Die IL-2 (Interleukin-2) mRNA Induktion ist ein Maflir die Aktivierung von T-Zellen.
Perez et al [209] konnten zeigen, dass die Inbibitvon CSN5 durch ein CSN5-
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Abbildung 3.7 CSN2 wund CSN5 siRNAs beeinflussen Exgssion verschiedener CSN
Komplexkomponenten. (A) siRNA-vermittelte Reduktion von CSN2 beeinflusatia CSN5 Expressionslevel.
Jurkat T-Zellen wurden mit GFP (Kontrolle), CSN2eodCSN5 siRNAs transfiziert. Lysate wurden mittels
Western Blot durch die angegebenen Antikorper anaty (B) Inhibition von CSN2 fihrt zu einer
Anreicherung von neddyliertem Cullinl. Jurkat T{2al wurden mit GFP (Kontrolle) oder CSN2 siRNA
transfiziert und Lysate mittels Western Blot anggyts (C) CSN2 und CSNS5 regulieren das IL-2 mRNA Level.
Jurkat T-Zellen wurden mit GFP (Kontrolle), CSN2eodSN5 siRNAs transfiziert und fur drei Stunden Rl
stimuliert. Die RNA wurde isoliert und in RT-PCR #&&ionen fur IL-2 und GAPDH als Kontrolle eingegetz
Die Effizienz der siRNAs wurde mittels Western Blditerpruft. Eine unspezifische Bande, die durch@sh2
Antikorper detektiert wurde, ist in allen Abbildusgdurch einen Stern markiert.

antagonistisches Peptid die Induktion der IL-2 mRNA aktivierten T-Zellen hemmt.
Reduktion von CSN2 und CSN5 durch siRNA Transfektio Jurkat T-Zellen fuhrte
ebenfalls zu einer verringerten IL-2 mRNA Syntheseh Stimulation mit P/l (Abbildung
3.7C). Allerdings ist es nicht mdglich durch diegegperiment direkt auf eine spezifische
Funktion des CSNs zu schlie3en, da das CSN in idg@al&ansduktionskaskade ausgehend
vom TCR unterschiedliche Faktoren eventuell sogdrgegensatzliche Weise beeinflussen
kann.

Der IKK Komplex, bestehend aus den Kinasen IKKKK und der regulatorischen
Untereinheit IKK, liegt in der Signaltransduktionskaskade vom TQR N~ B direkt
unterhalb des CBM Komplexes. Aus diesem Grund istIHK Kinaseaktivitat ein guter
Marker fir die Effektivitat der Signaltransduktiéber den CBM Komplex. Zur Bestimmung
der IKK Kinaseaktivitdit wurden Jurkat T-Zellen m@&FP, CSN2 oder CSN5 siRNAs
transfiziert und mit CD3/CD28-spezifischen Antikérp oder TNF stimuliert oder

unstimuliert belassen. Fur die Isolation des IKKnifaexes wurde ein IKK Antikérper in
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der IP verwendet, der effektiv den ganzen IKK Koexpprazipitiert. Die Aktivitdt des IKK
Komplexes wurde durch dia vitro Phosphorylierung von rekombinantem GSB-1 (AS 1-
53) bestimmt (Abbildung 3.8A und B). CD3/CD28-indkrze Aktivierung des IKK
Komplexes in CSN2-inhibierten Jurkat T-Zellen wawr Vergleich zu GFP Kontrollzellen um
fast 60 % reduziert (Abbildung 3.8A). Auch die Ibiion von CSN5 durch eine CSN5
SiRNA fihrte nach CD3/CD28 Stimulation zu verringer Phosphorylierung von
rekombinantem IB durch den IKK Komplex. Diese Reduktion war alleigs nicht so
ausgepragt wie im Fall der beiden CSN2 siRNAs (fhbig 3.8B). TNF-abhangige
Stimulation von T-Zellen ist deutlich schwécher alER-abhéangige Aktivierung, so dass
TNF -induzierte IKK Aktivitat im Vergleich zu TCR-abhgigen Aktivierung deutlich
geringer ausfiel (Abbildung 3.8A und B). In CSNRBIiA-transfizierten Zellen war die
TNF -induzierte IKK Aktivitat vergleichbar zu Kontroktlen, CSN5 siRNA-transfizierte
Zellen wiesen eine geringe Reduktion der TAN#bhangigen IKK Kinaseaktivitat auf. Die
Inhibition der IKK Kinaseaktivitat durch CSN2 od@&SN5 siRNAs war spezifisch fur den
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Abbildung 3.8 CSN2 und CSN5 werden fur optimale TCRnduzierte IKK Aktivierung benétigt. (A) und
(B) Jurkat T-Zellen wurden mit einer GFP siRNA, CSNRNAs (A) oder mit einer CSN5 siRNA (B)
transfiziert. Drei Tage nach Transfektion wurdea diellen mit anti-CD3/CD28 Antikdrpern oder TaIFUr
20 Minuten stimuliert und inni vitro IKK Kinasereaktionen eingesetzt. Phosphorylierumng rekombinantem
GST-I B (AS 1-53) wurde mittels eines phosphospezifisch& Antikérpers detektiert und densitometrisch
quantifiziert. Gezeigt ist ein représentatives Expent von drei unabhangigen Kinasereaktiorfé).CSN2 und
CSNS5 haben keinen Effekt auf die TCR-abhangige vAditung von MAPK Kinasen in Jurkat T-Zellen. Jurkat
T-Zellen wurden mit GFP, CSN2 oder CSN5 siRNAs sfamiert. Die Zellen wurden 20 Minuten mit anti-
CD3/CD28 Antikorpern stimuliert und die Lysate raift Western Blot analysiert.
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TCR-abhangigen IKK/NFB Signalweg, da durch CD3/CD28 Kostimulation-incuiz
Phosphorylierung der MAPK p38, ERK1/2 und JNK1/2in(IN-terminale Kinase) nicht
beeinflusst war (Abbildung 3.8C). Daraus ergibhsidass das COP9 Signalosom spezifisch
die TCR-induzierte IKK Aktivierung reguliert und iken Einfluss auf andere untersuchte

Signalmediatoren hat.

3.1.5 Bcl10 wird lysosomal degradiert

Die aktivierungsabhéngige Degradation von Bcl1ld{i&ellen ist ein entscheidender Faktor
fur die Auflosung des CBM Komplexes und damit adiéh die Terminierung der NFB
Aktivitat [139, 155, 158, 159]. Der Mechanismus d@®i10 Degradation ist bis jetzt nicht
genau identifiziert. Es gibt einige Hinweise daraiddss der Degradationsprozess von Bcl10
Proteasom-unabhangig ablauft [157, 158]. Andereeateigen hingegen, dass Bcl10
proteasomal degradiert wird [139]. Zur Charakterisng des Bcl10 Degradationsprozesses
wurden Jurkat T-Zellen mit dem proteasomalen InbibiMG132 und lysosomalen
Proteaseinhibitoren behandelt. In Gegenwart von 8834ar die P/I-induzierte Degradation
von Bcl10 vergleichbar mit Kontrollzellen, obwohkedegradation von B stark gehemmt
war. Daraus ergab sich auch, dass in MG132-behtamdéellen im Gegensatz zur Kontrolle
nach P/l Stimulation keine NFB DNA Bindungsaktivitat vorhanden war (Abbildung3).

DMSO Leu/Pep  MG132
0 15 90 0 15 90 0 15 90 P/I (min)

Bel10 DMSO _ L/P
e P/l Pil
- e e IkBa W - D65
cecccnnes O ~ Bei10
p65
EMSA . . NF-<B Proteinase K Certo
- Cli

Abbildung 3.9 Inhibition von lysosomalen Proteaserblockiert die Bcl10 Degradation. (A)Inhibition von
Jurkat T Zellen mit MG132 fir 1 h, Leupeptin/Pefist& (L/P) oder DMSO fur 16 h und nachfolgender
Stimulation mit P/l fur die angegebenen Zeitpunidée Zelllysate wurden mittels Western Blot und EMS
analysiert. IB diente als Nachweis fur die Inhibition der protmaslen DegradationB) P/l Stimulation
induziert die Migration von Bcl10 in eine Proteinksresistente Fraktion. Jurkat T-Zellen wurden biR oder
DMSO fur 16 h behandelt, anschlieRend stimulieft @5 min) und lysiert. Die Proteinextrakte wurdemit

0.3 mg/ml ProteinaseK fur 10 min auf Eis inkubiddte Reaktionen wurden mittels SDS PAGE and Western
Blot durch die angegebenen Antikérper analysiert.

35



Ergebnisse

Allerdings fuhrte die Inhibition von lysosomalen <Egin- und Aspartat-Proteasen durch
Leupeptin und PepstatinA (L/P) zu einer Inhibitider P/I-induzierten Bcl10 Degradation.
Durch den Block der Bcll0 Degradation ergab sider@dings keine verlangerte NFB
DNA Bindungsaktivitat. Es ist moglich, dass der bripvon Bcl10 in lysosomale Strukturen
nicht durch L/P inhibiert wurde, so dass Bcl10 zarder Inhibition der Degradation fur den
CBM Komplex nicht mehr zur Verfiigung stand.

Zur Uberprifung dieser Hypothese wurde Bcl10 PraiseéK Resistenz getestet. ProteinaseK
Resistenz kann ein Nachweis fur Proteine in veéilen Strukturen sein. Bcl10 war in P/I
stimulierten Jurkat T-Zellen in der Gegenwart vofP Lgegeniber ProteinaseK resistent,
wohingegen p65 und auch Carmal und Maltl nichtefraseK-resistent waren (Abbildung
3.9B und nicht gezeigt). Die Blockade der Bcl10 2eigtion durch Inhibitoren lysosomaler
Proteasen und der Nachweis von Bcll0 in vesikul&&rukturen durch ProteinaseK

Resistenz liefern damit weitere Hinweise daftirsdasl10 lysosomal degradiert wird.

3.1.6 Bcl1l0 Degradation wird durch das CSN reguliert

Die Degradation von Bcl10 ist entscheidend fur Abbruch der Signaltransduktion tGber den
CBM Komplex, da dadurch seine Integritat verloreehtg Die grofe Bedeutung des
COP9 Signalosoms bei der Regulation von Proteiig#ald174, 175] war der Grund fur die
Untersuchung der Stimulus-abhangigen Bcl10 Degiadat CSN2- oder CSN5-depletierten
Zellen. In Jurkat T-Zellen mit verringertem CSNZ2oteinlevel war die durch CD3/CD28
Stimulation induzierte Bcl10 Degradation im Vergleizu GFP Kontrollzellen deutlich
beschleunigt (Abbildung 3.10A). Auch die P/I-inderte Degradation von Bcl10 in CSN2-
inhibierten Zellen verlief deutlich schneller als ah Kotrollzellen (Abbildung 3.10B). In
Jurkat T-Zellen in denen das CSN5 Proteinlevel ldgiBNA reduziert war, konnte ebenfalls
eine beschleunigte Degradation von Bcll0 nach 3aéman der T-Zellen mit P/l oder
CD3/CD28-spezifischen Antikorpern beobachtet werdabbildung 3.10C und D). Die
Carmal und Maltl Level waren in CSN2 siRNA- oderNSSiRNA-transfizierten Zellen
hingegen vergleichbar mit Kontrollzellen (AbbilduBdLOA-D).

Die Ubiquitinierung von Bcl10 ist entscheidend &rl10 Degradation [155, 158, 159]. Um
zu klaren, ob die beschleunigte Degradation vonLBcéh CSN2- und CSN5-depletierten
Zellen durch verstarkte Ubiquitinierung bedingt, iskurde in diesen Zellen Bcll0

Ubiquitinierung untersucht. In Jurkat T-Zellen tsémiert mit CSN2 oder CSN5 siRNAs war
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Abbildung 3.10 CSN2 und CSNS5 regulieren die Bcl10t&bilitat. (A, B, C und D) Jurkat T-Zellen wurden mit
GFP, CSN2 (A und B) oder CSN5 (C und D) siRNAs ¢faiert. Die Zellen wurden nach 72 h mit CD3/CD28-
spezifischen Antikérpern oder P/I fiir die angegebreitpunkte stimuliert und Zelllysate mittels Warst Blot
analysiert. Relative Bcl10 Mengen wurden von jei dreabhéngigen Experimenten densitometrisch begtimm
und quantifiziert (E,F undG) Das CSN kontrolliert die Ubiquitinierung von Bclllurkat T-Zellen wurden mit
GFP, CSN2 oder CSN5 siRNAs transfiziert. Die Zellearden wie angegeben stimuliert. Die IP fand unter
Verwendung eines Bcl10 Antikdrpers (E und F) odétets eines Maltl Antikdrpers (G) statt. Die IParden
mittels SDS PAGE und Western Blot analysiert. littoh des CSNs durch siRNAs beschleunigte die

Ubiquitinierung von Bcl10, die Maltl Ubiquitiniergnwar unbeeinflusst. Eine unspezifische Bande redrki
durch einen Stern wurde durch den CSN2 Antikorplearant.
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die Ubiquitinierung von Bcl10 nach 15 Minuten maginund nahm danach ab (Abbildung
3.10E). Im Gegensatz dazu war die Ubiquitinieruag 8c¢l10 in GFP Kontrollzellen nach 15
Minuten deutlich geringer als in Zellen mit verratgem CSN2 oder CSN5 Proteinlevel.
Weiterhin nahm die Ubiquitinierung in Kontrollzetleim Gegensatz zu CSN2 siRNA- oder
CSN5 siRNA-transfizierten Zellen, bis 40 Minuten Stimulation weiter zu.

Da das CSN mit dem CBM Komplex interagiert und iesém Komplex neben Bcl10 auch
Malt1 ubiquitiniert wird [150], wurde die Ubiquiti@rung von Maltl nach T-Zell Aktivierung
untersucht. Die P/l-induzierte Ubiquitinierung vbfaltl war durch die Inhibition des CSNs
nicht beeinflusst (Abbildung 3.10G).

Die starkere Ubiquitinierung von Bcl10 zu frihenn@tlationszeitpukten in CSN2- und
CSNb5-depletierten Zellen steht im Einklang mit 8eschleunigten Degradation von Bcl10.
Das DUB Enzym USP15ubiquitin specific peptidase 1%oeluiert mit dem CSN [203].
USP15 konnte durch seine Deubiquitinaseaktivitéitdié Stabilisierung von Bcl10 durch
Verlangsamung der initialen Bcl10 Ubiquitinierungch T-Zell Aktivierung verantwortlich
sein. Eine Inhibition von USP15 durch siRNA muisdtdls Bcl10 Ubiquitinierung von
USP15 reguliert wird, ebenfalls zu einer beschlgiem Bcl10 Degradation fuhren. Allerdings
war die P/l-induzierte Bcl10 Degradation in USP Eplétierten Zellen vergleichbar mit der
Bcl10 Degradation in Kontrollzellen (Abbildung 3)11Dieser Befund zeigt, dass USP15
keine Rolle fir die Regulation der Bcl10 Stabilitiiirch das CSN spielt. Es lasst sich jedoch
keinesfalls ausschlieBen, dass es andere CSN-assozDUB Enzyme gibt, die fur

Regulation der Stabilitéat von Bcl10 nach Stimulati@rantwortlich sein kénnen.

siGFP siUSP15
15 40 15 40 P/l (min)
- - USP15

- e == W= ®= Carmal
- e e e |

& == . == ®= .. Bcl0

Abbildung 3.11 USP15 hat keinen Effekt auf die Stalitat von Bcl10. Jurkat T-Zellen wurden mit GFP oder
USP15 siRNAs transfiziert. Die Zellen wurden naéhh7/mit CD3/CD28-spezifischen Antikdrpern oder faf
die angegebenen Zeitpunkte stimuliert und die Ysdile mittels Western Blot analysiert
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Damit wurde im Zuge dieser Arbeit durch Interakéistudien das CSN als neuer
Bindungspartner des CBM Komplexes identifiziert. itdiin konnte gezeigt werden, dass
das CSN die Integritat des CBM Komplexes durch Hegulation der Bcl1l0 Stabilitat

beeinflusst und damit die Signaltransduktion Ulesr Komplex reguliert.
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3.2 Maltl Isoformen und ihre Paracaspase-Aktivitat in cer NF- B
Aktivierung in T-Zellen

In der NCBI Datenbank sind zwei humane Maltl Isofen verzeichnet, die zwel
Splicevarianten des Maltl Proteins darstellen. Ahen Beispiel auch in Maus, Ratte und
Schimpanse sind zwei Maltl Isoformen vertreten. ld&tl Isoformen Maltl A und Maltl B
unterscheiden sich nur durch einen elf AminosdueesiBh, den Maltl A im Gegensatz zu
Maltl B zusatzlich tragt (Abbildung 3.12). DieseerBich wird im humanen Maltl durch
Exon7 codiert und liegt zwischen der zweiten Immahglin-ahnlichen (Ig) und der
Caspase-like (CL) Domane (AS 309-319 in Maltl A)altl A hat durch das zusatzliche
Exon neben den zwei TRAF6 Bindestellen in der CTmBoe zwei weitere potentielle
TRAF6 Bindestellen [151]. Es ist jedoch nicht klab, die beiden Isoformen unterschiedliche
Aktivitat aufweisen.

Maltl wird aufgrund seiner CL Doméane in die Famder Paracaspasen eingeordnet. Histidin
H415 und Cystein C464 in Maltl A und H404 und C4%3/altl B bilden das katalytische
Zentrum der CL Domaéne [136]. Erst kirzlich konnezgjgt werden, dass Maltl den NB-
Inhibitor A20 und auch Bcl10 schneiden kann undsdiie CL Domaéne fur diese katalytische
Aktivitat verantwortlich ist [147, 148]. Doch dereBrag der Paracaspase-Aktivitat zur NB-
Aktivierung ist unklar. Aufgrund der zentralen Rolon Maltl in der Signaltransduktion
vom TCR zu NF-B sollte sowohl die Funktion der unterschiedlichdaltl Isoformen als

auch deren Paracaspase-Aktivitdt genauer unterawgeten.

Exon7
@ @
GRTDEAVECTE
1 \ / E E 824
Malit1 A —NDD HEFEHINIE— cL H CcT
@ (]
1 E E 813

varis —IODCHEFEHEFEE— c. | cT |

@ TRAF6 Bindung

Abbildung 3.12 Schematische Darstellung von Maltl Aund B. DD: Death Doméne, Ig: Immunglobulin-
ahnlich Doméane, CL Caspase likddoméane, CT: C-Terminus
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3.2.1 Maltl Isoformen und deren Paracaspase-Aktivitatder CBM Komplex
Ausbildung

Die Ubiquitinierung von Maltl, die durch die Stimslabh&ngige Bindung von TRAF6 an
Maltl induziert wird, fihrt zur Bindung von IKKund somit zur Rekrutierung des gesamten
IKK Komplexes [150]. Unterschiede in der Ausbilduidgs CBM Komplexes oder der
Maltl/TRAF6 Interaktion kbnnen daher die Signals@dmktion tber den CBM Komplex stark
beeinflussen. Aus diesem Grund wurde die BindungMaltl A und Maltl B an den CBM
Komplex und TRAF6 untersucht. Jurkat T-Zellen wurdenit FlagMaltl A oder B,
beziehungsweise mit deren katalytisch inaktiven avitén FlagMaltl A C464A oder

FlagMaltl B C453A transfiziert und auf TRAF6 Bindumnd CBM Komplex Ausbildung
untersucht (Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.13 Maltl A interagiert verstarkt mit TR AF6, Maltl B fuhrt zu einer vermehrten Bcl10
Modifikation. Jurkat T-Zellen wurden mit Leervektor oder mit Fiéggtl A, FlagMaltl A C464A, FlagMaltl B
oder FlagMaltl B C453A transfiziert und die Zelleie angegeben stimuliert und in ColP Puffer lysi&ie

CBM Komplex Formation und TRAF6 Interaktion wurderittels Flag IP und Western Blot untersucht. Bcl10-
Strich: Modifikation

Die Stimulation der transfizierten T-Zellen mit Rfd anschlieRender Flag IP fuhrte in allen
Fallen zu einer Stimulus-abhéangigen und vergleichibalnteraktion von Carmal mit
Maltl Isoformen sowie deren Mutanten. Auch die kibmisve Assoziation zwischen Maltl
und Bcl10 war in allen Fallen unverandert. Alleginwvies Maltl A und auch deren Cystein

Mutante im Vergleich zu Maltl B eine verstarkteehatktion zu TRAF6 auf, die durch P/l

41



Ergebnisse

Stimulation noch deutlich verstarkt wurde (AbbildguB8.13). Im Gegensatz dazu zeigten
Maltl B-transfizierte Zellen im Western Blot selarke Bcl10 Modifikation, die auch in der
Flag IP zu sehen war. Auch in Maltl B C453A-tranisfiten Zellen war die Bcl10
Modifikation in leicht veranderter Form detektierbBei der Bcl10 Modifikation handelt es
sich wahrscheinlich um phosphoryliertes Bcl10 (l@che [138]). Allerdings trat die
Phosphorylierung von Bcll0 nicht Stimulus-abhangayf, sondern wurde durch
Uberexpression von Maltl B induziert.

Die durch die Isoformen und Paracaspasemutantegekissen Unterschiede in TRAF6
Assoziation und Bcl10 Modifikation kénnen zu Andeguin der NF-B Aktivierung und zu
veranderter Expression von NB- Zielgenen fihren und damit moglicherweise die
Aktivierung der T-Zelle regulieren.

3.2.2 Malt Isoformen aktivieren NFB unterschiedlich stark

Zur Untersuchung von unterschiedlichen Maltl Forneater Mutanten kénnen Maltl-
defiziente T-Zellen fir Rekonstitutionsexperimegenutzt werden (Abbildung 3.14). Malt1-
defiziente Zellen haben Defekte in der NB-Aktivierung und IL-2 Produktion [101, 103].

Deshalb kann nach Rekonstitution der T-Zellen m#lt¥l Isoformen oder Mutanten die
IL-2 Produktion und IkBa

infizierte Degradation wieder
T Zellen hergestellt

CD4+ T Zellen > =R3
Maltl -/- ‘
Ife;“l’(‘t’_"a'e CD3/CD28
niekion oder P/I
—_ =R2
nicht infizierte Keine IL-2 Produktion und
T Zellen IkBa Degradation

Abbildung 3.14 Retrovirale Infektion von Maltl -/- CD4+ T-Zellen. (A) Schematische Darstellung der
Infektion von Maltl-defizienten CD4+ T-Zellen. Sittane Expression von Maltl und Thyl.1 erméglicte di
Unterscheidung von infizierten und nichtinfiziert@ellen. Stimulation der rekonstituierten Zellerhifij im
Gegensatz zu nichtinfizierten Maltl -/- T-Zelleny Degradation von B und zur Produktion von IL-2.
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Aktivierung der T-Zelle durch das Ausmall deBl| Degradation und IL-2 Produktion
untersucht und Unterschiede herausgestellt weglehd Schema Abbildung 3.14).

Infizierte Zellen kdnnen durch Expression von Thluhd Farbung mit einen APC
(Allophycocyanin)-gekoppelten Thyl.1-spezifischemtikoper in FACS fluorescence-
activated cell sorting Analysen identifiziert werden (Abbildung 3.15A)ebende T-Zellen
(R1), die die Ausgangspopulation fur weitere Anatysdarstellten, wurden mittels FSC
(forward scattey und SSC gide scatter detektiert (Abbildung 3.15A). Ausgehend von der
Zellpopulation R1 wurden die T-Zellen in Thyl.1-aége (R2) und Thyl.1l-positive und
damit infizierte Zellen (R3) unterteilt (Abbildun8 15A). Die Zellpopulation R3 wurde so
gewahlt, dass sie nur effizient infizierte Zellexirthaltet.

Die Expression der Maltl Isoformen wurde mittelsesi FITC (Fluoresceinisothiocyanat)-
gekoppelten Flag Antikérpers und simultaner APC-LhyFarbung untersucht und in einem
Histogramm dargestellt (Abbildung 3.15B). Maltl Axdu B wurden in Thyl.1-positiven
Zellen gleichstark exprimiert. Damit sind Effekteufgrund von unterschiedlicher
Proteinmengen der Isoformen ausgeschlossen.
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Abbildung 3.15 Maltl A und B werden gleich stark eprimiert. (A) Maltl-defiziente T-Zellen wurden
mittels der retroviralen Konstrukte FlagMaltl A-IRH hy1.1 oder FlagMaltl B-IRES-Thy1.1 infiziert.lhende
Zellen (R1) wurden auf Thyl.1-positve (R3) und THyfmegative (R2) Zellen untersucfB) Die gleichmafige
Expression von FlagMaltl A und FlagMaltl B konntitets Flag-FITC Farbung und FACS analysiert werden
FlagMaltl A und B zeigten die gleiche Kurvenversthing im Vergleich zu Thyl.1 negativen Zellen.

Zur Untersuchung der Maltl-infizierten T-Zellen wdre FACS Analyse die geeignete
Methode, da dadurch einzelne Zellen untersucht everdonnten. Ein Marker fur die
Signaltransduktion vom TCR lber den CBM KomplexNfe+ B ist die Stimulus-abhangige
Degradation von BB , welche sich durch einen antiB Antikérper in einer FACS

Einzelzellanalyse von Thyl.1-positiven und Thylebativen T-Zellen nachweisen lasst. Die

Starke der IB Degradation ist ein Mal3 fur die Aktivitdit des Sawegs. Die IB
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Degradation wurde durch die Zunahme der Zellen weiringerten 1B Mengen nach
Stimulation bestimmt (Schema Abbildung 3.14 und ikhing 3.16). Auch durch die
Untersuchung von IL-2 als NFB Zielgen kann man Ruckschliusse auf die Aktivitdn WF-

B ziehen. Gemessen wurde hier die Zunahme derrZefig intrazellularem IL-2 nach
Stimulation durch einen FITC gekoppelten IL-2 Agtiger (Schema Abbildung 3.14 und
Abbildung 3.16). Zum Test des experimentellen Systevurde vor der eigentlichen Analyse
der Maltl -/- T-Zellen infizierte Wildtyp (wt) T-Aken untersucht. CD4+ wt T-Zellen wurden
mit Maltl A-infiziert. Sowohl Thyl.1-positive alsueh Thyl.1-negative Zellen zeigten eine
starke P/l-abhangige Abnahme vonBI (Abbildung 3.16A). Fur die Messung von
intrazellularem IL-2 war es nétig, den Export van2 mit BrefeldinA - einem Inhibitor fur
den anterograden Proteintransport vom Endoplasthatis Retikulum zum Golgi-Apperat -
zu inhibieren. Die IL-2 Produktion nach vier StundéD3/CD28 Stimulation wurde durch
einen FITC-gekoppelten IL-2 Antikérper und durchmsitane Thyl.1-APC Féarbung
detektiert. Die Anzahl der IL-2-produzierenden galhahm in Thyl.1-positiven und Thy1.1-

negativen Zellen im Vergleich zu unstimuliertenl@elum etwa 30 % zu (Abbildung 3.16B).

A
R3 (Thyl.1 pos) R2 (Thyl1.1 neg)

unstimuliert P/I (20 min) unstimuliert P/I (20 min)

O =
=
LL&; g Maltl A
g ma 7’7% 9’5%
| Fsoe T e
B
R3 (Thyl.1 pos) R2 (Thyl.1 neg)
Maltl A Maltl A
_ —_ 0,1% : —_— 000
® m } M1 . 0.0% } M1
% - 33,3% — = 27,3%
N

L’ IL-2-FITC

= unstimuliert
= CD3/CD28 (4h)

Abbildung 3.16 Kontrollexperiment in CD4+ wt T-Zellen fir | B Degradation und IL-2 Produktion.
CD4+ T-Zellen wurden mit FlagMaltl A-IRES-Thyl.1tnaviral infiziert und wie angegeben stimuliert.
Aktivierung der Zellen wurde durch FITCB Farbung(A) und FITC-IL-2 FarbungB) in FACS Analysen
untersucht. Thyl.1-positive und -negative Zellerrdeudurch Thy1l.1-APC Farbung unterschieden. Maftl w
CD4+ T Zellen zeigten sowohl in Thyl.1 positivets auch in Thyl.1 negativen T-Zellen Stimulus-altfige

| B Degradation und IL-2 Produktion.
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Somit konnte mit diesem Test gezeigt werden, das®Isl Thyl.1-positive als auch Thyl.1-
negative T-Zellen stimuliert werden kénnen und &ltmbktarke 1B Degradation und IL-2
Produktion aufweisen. Diese Methode wurde in dar&lfenden Experimenten zur
Untersuchung von Thyl.1-negativen im Vergleich zhyIl1l-positiven rekonstituierten
Maltl-defizienten T-Zellen verwendet.

Maltl A- oder B-infizierte Maltl-defiziente T-Zelle wurden fir 20 Minuten mit P/I
stimuliert und die IB Degradation wie zuvor beschrieben untersucht. &gmon von
FlagMaltl A in Thyl.1-positiven Zellen (R3) fuhriai einer starken Abnahme vonBl
(53,4 %) nach Stimulation (Abbildung 3.17). Hingegevar die P/l-induzierte B
Degradation in Maltl B-rekonstituierten T-Zellenutleeh geringer (24 %). Thyl.1-negative
Zellen (R2) wiesen im Gegensatz zu wt CD4+ T-Zellgie erwartet keine Stimulus-
abhangige Degradation vorB auf.

Die starkere Degradation vonB in Maltl A-transfizierten Zellen musste sich auchder
Aktivierung von NF- B widerspiegeln. Eine sehr sensitive Methode zuekien von freiem
NF- B ist der EMSA ¢lectro-mobility-shift assgy Maltl -/- T-Zellen wurden

R3 (Thyl.1 pos.) R2 (Thyl.1 neg.)
unstimuliert P/I (20 min) unstimuliert ~ P/I (20 min)
= ) ~ ) G
v 5 2 Maltl A
% 3.3% 53,4 % : R 3,4% 2 ba 6,5%
= R
T 7 : 2 o
S . R 3,6 % N RS 24,0 % - re 5,5% Maltl B
X - A E
I—» FSC

Abbildung 3.17 Maltl Isoformen filhren zu Unterschiglen in der | B Degradation. Maltl-defiziente

CD4+ T-Zellen wurden mit FlagMalt1l A- oder FlagMaB-IRES-Thy1.1 retroviral infiziert und wie angégs

stimuliert. | B Degradation in Thyl.1-positiven und -negativenlefelwurde durch IB -FITC Farbung und
Thyl.1-APC Kofarbung in FACS Analysen untersuchtie D B Degradation war in mit Maltl B-
rekonstituierten Zellen deutlich geringer als inltlaA-rekonstituierten Zellen.
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retroviral mit Leervektor, FlagMaltl A oder B iniext. Die Proteinmenge von FlagMaltl A
und B in den Gesamtzelllysaten war im Vergleichendogenem Maltl in wt Zellen sehr
gering (Abbildung 3.18A), da nur ein Teil der Zellavie auch schon in den FACS Analysen
gesehen (Abbildung 3.15A), effizient infiziert wareAls Kontrollexperiment fir die
Detektion von freiem NFB mittels EMSA wurden wt T-Zellen fir 10 bis 30 Mit@n mit
P/l stimuliert. Starke NFB Bindung an ein radioaktiv markiertes Oligonukldanit NF- B
Bindungsstelle war bereits nach 10 Minuten Stimoilatzu sehen (Abbildung 3.18B). In
Maltl-defizienten T-Zellen infiziert mit Maltl A @t B war aufgrund der geringen Maltl
Menge in den Gesamtzelllysaten nur eine schwache BNIDNA Bindeaktivitat sichtbar
(Abbildung 3.18C). In Leervektor-infizierten Zellerwar hingegen keine NFB
DNA Bindeaktivitat detektierbar. FlagMaltl A-infemsite Zellen zeigten im Gegensatz zu
FlagMaltl B-infizierten Zellen schon nach 10 Minute/l Stimulation NF-B DNA Bindung,
die nach langerer Stimulation weiter zunahm (Ahlnigl 3.18C). In Maltl B-infizierten Malt-
defizienten CD4+ T-Zellen war erst nach 60 Minugame schwache NFB DNA Bindung zu
sehen, die im Vergleich zur Leervektorkontrolle munimal erhoht war. Trotz des hohen

Abbildung 3.18 Maltl Isoformen aktivieren NFKkB unterschiedlich stark. (A) Die Expression der Maltl
Isoformen ist vergleichbar. Murine wt oder Maltlfideente CD4+ T-Zellen wurden mit FlagMaltl A-,
FlagMaltl B -IRES-Thyl.1 oder Leervektor wie andege retroviral infiziert oder uninfiziert gelassdbie
Zellen wurden lysiert und mittels Western Blot asért. (B) Kontrollexperiment fir NF-B Aktivierung.
Murine CD4+ wt T-Zellen wurden wie angegeben stiemt] in B&uerlepuffer lysiert und die NB
DNA Bindeaktivitdt in einem EMSA untersucht(C) Maltl A fihrt zu einer verstarkten NMB
DNA Bindeaktivitat im Vergleich zu Maltl B. Maltlefiziente CD4+ T-Zellen wurden mit FlagMaltl A-,
FlagMaltl B-IRES-Thyl.1 oder Leervektor retroviiaffiziert und wie angegeben stimuliert. NB- wurde
mittels EMSA untersucht. Relative N/B Mengen wurden durch Densitometrie ermittelt. Désgramm zeigt
die densitometrische Quantifizierung von zwei urdaigigen Experimenten.

Hintergrundes durch uninfizierte Zellen konnte digsem Experiment bestatigt werden, dass
die Expression von Maltl A im Vergleich zu MaltllBehr NF-B Dimere nach T-Zell
Aktivierung freisetzt.

46



Ergebnisse

Aus diesem Grund wurde untersucht, ob die verstdilKtlA Bindeaktivitdt von NF-B in

Maltl A-rekonstituierten Maltl-/- T-Zellen auch ainer verstarkten Produktion von IL-2
fuhrt. Mit FlagMaltl A oder B retroviral infizierttaltl -/- T-Zellen wurden fur vier Stunden
mit CD3/CD28-spezifischen Antikdrpern stimuliert evdunstimuliert gelassen. Wahrend
uninfizierte Zellen (R2) nach CD3/CD28 Stimulatisa gut wie kein IL-2 bildeten, sah man
in aktivierten infizierten T-Zellen eine Zunahmer de-2-produzierenden Zellen um etwa
30%. Es ergab sich aber kein Unterschied in def2 IProduktion zwischen den
verschiedenen Maltl Isoformen (Abbildung 3.19) kBonte zwar fur Maltl A eine verstarkte
| B Degradation und NFB DNA Bindeaktivitat nach T-Zell Aktivierung im Vgteich zu

Maltl B beobachtet werden, dieser Unterschied vibmr @auf Ebene von IL-2 als NEB-
induziertes Gen nicht sichtbar.

R3 (Thyl.1 pos) R2 (Thyl.1 neg)
Maltl A Maltl A
— 0,0% — 0,
6 } M1 oo% |
—_— 26,3% - 15%
Maltl B Maltl B
= — 01% — 0,0%
5 — 358% M1 —_— 14% M1
IS
IL-2-FITC = unstimuliert

—— CD3/CD28 (4h)

Abbildung 3.19 Maltl Isoformen fuhren nicht zu Untaschieden in IL-2 Produktion. Maltl-/- CD4+ T-
Zellen wurden mit FlagMaltl A- oder FlagMaltl B-IBEThyl.1 retroviral infiziert und wie angegeben
stimuliert. Die Zellen wurden mit IL-2-FITC und Thyi-APC gefarbt und durch FACS analysiert. IL-2
Produktion von FlagMaltl A- oder B-rekonstituiertéellen war vergleichbar.

3.2.3 Die Funktion der Maltl Paracaspase-Aktivitat in @4&n

Die Paracaspase-Aktivitat von Maltl wird nach TCHEmS8lation induziert und flhrt
Stimulus-abhangig zur Spaltung von Bcl10 und A247[1148]. Die Spaltung von A20 soll
zur Inaktivierung des NFB Inhibitors A20 beitragen und dadurch NB- Aktivierung
amplifizieren, wohingegen das Spalten von Bcll0 di&ell Adhasion reguliert Zur

Untersuchung des Einflusses der Maltl Paracaspkieitat auf die initiale NF-B
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Aktivierung nach TCR Stimulation wurde der Inhilni@o-VRPR-FMK verwendet. Z-VRPR-
FMK ist ein Zell-permeabeler Peptidinhibitor, dexsdaktive Zentrum von Metacaspasen und
der Maltl Paracaspase vitro undin vivo inhibiert [147, 162]. Jurkat T-Zellen wurden vor
Stimulation mit Z-VRPR-FMK behandelt. Tatsachliclonkte die Entstehung von A20
Spaltprodukten wie A20p37 nach Aktivierung der 2elimit P/l oder CD3/CD28 verfolgt

Abbildung 3.20 Inhibition der Maltl Paracaspase hatkeinen Einfluss auf die initiale NF- B Aktivierung,
fuhrt aber zu einer Reduktion in der Stimulus-abhéargigen IL-2 Produktion. (A) Phosphorylierung und
Degradation von IB in Jurkat T-Zellen werden nicht durch InhibitiorerdMaltl Paracaspase-Aktivitat
beeinflusst. Jurkat T-Zellen wurden fur 30 Minuten mit Wasserofitolle) oder mit 75M Maltl
Paracaspaseinhibitor Z-VRPR-FMK behandelt und dare angegeben stimuliert. Die T-Zellen wurden in
Bauerlepuffer lysiert und mittels Western Blot uBMSA analysiert(B) und (C) Der Paracaspaseinhibitor Z-
VRPR-FMK hat keinen Einfluss auf die P/l-induziettd8 Degradation (B), fuhrt aber zu einer reduzierten
CD3/CD28-abangigen IL-2 Produktion (C) in murinemingiren T-Zellen. Murine CD4+ T-Zellen wurden mit
Wasser (Kontrolle) oder mit Z-VRPR-FMK 12 h vor uwdhrend der Stimulation mit P/l oder anti-CD3/CD28

Antikérpern behandelt. B Degradation und IL-2 Produktion wurden durch inéftulare Proteinfarbung und
FACS analysiert.
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werden (Abbildung 3.20Aund vergleiche[148]). In Gegenwart von Z-VRPR-FMK trat
A20p37 in Kurzzeitstimulationen (0 bis 0,5 Stundenght mehr auf (Abbildung 3.20A).
Allerdings fuhrte dies nicht zu einer verandertéim8lus-induzierten A20 Degradation. In
Langzeitstimulationen (0 bis 18 Stunden) inhibiedeVRPR-FMK ebenfalls die A20
Spaltung zu A20p37. Auch hier hatte der Inhibitemlen Effekt auf A20 Level, da sowohl in
der Kontrolle als auch in Inhibitor-behandelten|&eleine Zunahme des A20 Proteinlevels
nach CD3/CD28 oder P/l Stimulation zu sehen war.

Rebeaud et al [147] konnten zeigen, dass die linbibder Maltl Paracaspase-Aktivitat zur
reduzierten Aktivierung eines NEB Reportergens und verringerter 1L-2 Produktionriih
Allerdings wurde nicht klar nachgewiesen, ob diesct initiale Aktivierung von NFB tber
den IKK Komplex beeinflusst wird. Sowohl in Kurztstimulationen als auch in
Langzeitstimulationen von Jurkat T-Zellen fiihrtee dnhibition der Maltl Paracaspase-
Aktivitat zu keiner Anderung in der CD3/CD28- odefi-induzierten Phosphorylierung und
Degradation von IB . Auch die durch T-Zell Aktivierung induzierte NFB DNA Bindung
war in Z-VRPR-FMK-behandelten Zellen und Kontrollea vergleichbar (Abbildung
3.20A).

Zur Bestatigung der durch Z-VRPR-FMK unbeeinfluss&gnaltransduktion vom TCR zu
NF- B wurden primare murine CD4+ wt T-Zellen mit Z-VRHRIK behandelt. Die
Degradation von IB nach 20 Minuten P/I Stimulation und die IL-2 Pr&tion nach vier
Stunden CD3/CD28 Stimulation wurde, wie in AbschBif2.2 erlautert, mittels FACS in
Einzelzellanalysen untersucht. Die Stimulus-abhgemgbDegradation von B nach 20
Minuten Stimulation mit P/l war in Kontrollzellen nd Inhibitor-behandelten Zellen
vergleichbar, so dass auch in diesem System kdekiEfies Paracaspaseinhibitors auf die
initiale NF- B Aktivierung zu beobachten war (Abbildung 3.20B)lerdings war die durch
CD3/CD28 Stimulation induzierte I1L-2 Produktion ZaVRPR-FMK-behandelten Zellen um
Uber 50 % reduziert (Abbildung 3.20C). Somit spestidie mittels Paracaspaseinhibitor in
Jurkat T-Zellen und in primaren murinen T-Zellenwganenen Ergebnisse gegen eine
Beteiligung der Maltl Paracaspase-Aktivitat an idéralen NF- B Aktivierung. Allerdings
wird die IL-2 Produktion durch Paracaspase-Aktivitégulieret, was auch schon von
Rabeaud et al [147] beobachtet werden konnte.

Um genetische Evidenzen fir die beobachteten Effekt bekommen, wurden Maltl-

defiziente CD4+ T-Zellen wie zuvor beschrieben mliagMaltl A oder der Paracaspase-
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Abbildung 3.21 Maltl A und C464A werden gleich stak exprimiert. (A) CD4+ Maltl -/- T-Zellen wurden
mit FlagMaltl A-IRES-Thyl.1, FlagMaltl A C464A-IREEhy1.1 oder Leervektor retroviral infiziert. Inferte
Zellen aus der lebenden Population wurden durchlThgPC Farbung und FACS Analyse detekti€¢B)
Expression von FlagMaltl A und FlagMaltl A C464Arde mittels Flag IP und Western Blot sowie Flag®IT
Farbung und FACS analysiert.

inaktiven Maltl A C464A Mutante [147, 148] durchtroirale Infektion rekonstituiert
(Abbildung 3.21). Die gleichmafige Expression demgtrukte in infizierten Zellen (R3)
wurde durch Flag-FITC und Thyl.1-APC Farbung sow&eh Flag IP im Western Blot
analysiert (Abbildung 3.21Aind B). Rekonstituierte Maltl-defiziente T-Zellerunden mit
P/l oder CD3/CD28-spezifischen Antikérpern stimrliend die |B Degradation oder IL-2
Produktion in Thyl.l-positiven im Vergleich zu Th¥dnegativen Zellen untersucht. In
Ubereinstimmung mit den Inhibitorstudien, war digiale Degradation von B in Maltl A
und Maltl A C464A-rekonstituierten T-Zellen verglebar (Abbildung 3.22A). Hingegen
zeigte sich eine etwa 50 prozentige Reduktion de-produzierenden Zellen nach
CD3/CD28 Stimulation in Maltl A C464A-infizierteneBen im Vergleich mit Maltl A-
infizierten T-Zellen (Abbildung 3.22B). Auch diesdsrgebnis spiegelt die mit dem
Paracaspaseinhibitor gewonnenen Daten wieder @iehgl Abbildung 3.20 und Abbildung
3.22).

Aufgrund der unterschiedlichen Aktivitat der Malidoformen in der initialen Aktivierung
von NF- B wurde IL-2 Produktion auch in Maltl B-rekonstéttien Maltl -/- CD4+ T-Zellen
untersucht (Abbildung 3.23). Der Einfluss der MdkIParacaspase-Aktivitat auf die IL-2
Produktion wurde auch in diesem Experiment durcd @ysteinmutante Maltl C453A
getestet. Da Uren et al [136] durch Vergleich vasgasen, Metacaspasen und Paracaspasen
neben dem katalytisch wichtigem Cystein im aktivBntrum auch ein Histidin (H404 in
Maltl B) identifizieren konnten, wurde auch die Mlote Maltl B H404A, sowie die
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Abbildung 3.22 Die Maltl Paracaspase Aktivitat regliert die IL-2 Produktion unabhangig von initialer
IKK/NF- B Aktivierung. (A) Die Maltl Paracaspase Aktivitat hat keinen Eisdluauf P/l-induzierte B
Degradation in CD4+ T-Zellen. Murine CD4+ T-Zellerurden mit FlagMaltl A- oder FlagMaltl A C464A-
IRES-Thyl.1 retroviral infiziert und wie angegebstimuliert. | B Degradation in Thyl.1-positiven und -
negativen Zellen wurde durchB -FITC Farbung und Thyl.1-APC Kofarbung in FACS Arsain untersucht.
(B) IL-2 Produktion in Maltl A C464A-rekonstituiertdnZellen ist im Vergleich zu Malt A wt-rekonstituten
Zellen deutlich geringer. Mit FlagMalt1l A oder Figltl A C464A-IRES-Thyl.1retroviral infiziert mumnT-
Zellen wurden wie angegeben stimuliert, mit IL-ZFElund Thy1.1-APC gefarbt und durch FACS analysiert

Doppelmutante Maltl B H404A/C453A auf IL-2 Prodwktiuntersucht. Auch hier fihrte die
Inhibition der Maltl B Paracaspase-Aktivitat dumtie unterschiedlichen Mutanten zu einer

Reduktion der IL-2-produzierenden Zellen nach CIE328 Kostimulation Allerdings war im
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Fall der Maltl B Paracaspasemutanten die Inhibitlen IL-2 Produktion nicht so deutlich
ausgepragt wie im Fall von Maltl A C464A (AbbilduBg3).

Zusammenfassend sprechen sowohl die durch dieitotgkperimente als auch die durch
genetische Analyse gewonnenen Daten gegen eirlgdaedBeteiligung der Maltl Paracaspase-
Aktivitat an der initialen IKK/NF-B Aktivierung. Allerdings ist Maltl Paracaspase-ikktt

wichtig fur eine optimale IL-2 Produktion nach THz&ktivierung.

120 - I CD3/CD28 (4h)
100 -

80 -
60 -

40 +

rel. IL-2 Produktion

20 +

leer MaltlB MaltlB MaltlB  MaltlB
wit C453A H404A H404A
C453A

Abbildung 3.23 Paracaspase-inaktive Maltl B Mutanta inhibieren die CD3/CD28 induzierte IL-2
Produktion. Mit FlagMaltl B-, FlagMaltlB C453A-, FlagMaltl B H404A-, FlagMaltl B H404A/C453
IRES-Thyl.1 oder dem Leervektor retroviral infizeeMaltl -/- CD4+ murine T-Zellen wurden wie angege
stimuliert, mit IL-2-FITC und Thyl.1-APC gefarbt drdurch FACS analysiert. Gezeigt ist ein Histogramit
relativen IL-2 Mengen. Die Maltl B (wt) IL-2 Mengeurde gleich 100 % gesetzt.
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4 Diskussion

Ziel dieser Studie war es, die SignalintegrationAntigenrezeptorsignalweg zu NmB in T-
Zellen zu untersuchen. Fur die Weiterleitung deRIgoximalen Signals ist der Carmal-
Bcl10-Maltl (CBM) Komplex essentiell. Der Schwerjgtindieser Arbeit lag auf der

Untersuchung von Maltl Interaktionspartnern, Akéten und Isoformen.

4.1 Das COP9 Signalosom reguliert die Integritat des CB Komplexes

Zur ldentifikation neuer Maltl Interaktionspartnerurde ein Yeast-Two-Hybrid Screen
durchgefuhrt. Dabei wurde die CSN5 Untereinheit @&9 Signalosoms (CSN) als neuer
Bindungspartner von Maltl identifiziert. Dartibendiils konnte CSN/CBM Interaktion unter
endogenen Bedingungen nachgewiesen werden. Duechntiraktion des CSNs mit dem
CBM Komplex wird die Bcll0 Ubiquitinierung regulier welche essentiell fir die
Degradation von Bcl10 und damit auch essentielbféarAuflosung des CBM Komplexes ist.
Durch die Regulation der CBM Komplex Integritat imdleisst das CSN die Aktivierung des

IKK Komplexes, der die zentrale Schaltstelle in Né- B Aktivierung ist.

4.1.1 Ein neues Modell fur die Signaltransduktion vom T&ZRNF- B

Die Stimulation von T-Zellen Uber den Antigenrezepfiihrt zur Phosphorylierung von
Carmal durch PKG so dass Membran-assoziiertes Carmal in eine eoff@nformation
Ubergeht und dadurch das Bcl10/Maltl Modul rekretiekann [152, 217]. Im assemblierten
CBM Komplex bindet TRAF6 an Maltl und induziert MaK63-Ubiquitinierung, welche die
Rekrutierung des IKK Komplexes induziert [150]. Dgegritat des CBM Komplexes ist fur
die Signaltransduktion zum IKK Komplex entscheiden8timulus-abhéngige Bcll10
Degradation, induziert durch Ubiquitinierung, istin e negativer Regulator fur
Signaltransduktion Uber den CBM Komplex [139, 12&8]. In dieser Arbeit wurde das
COP9 Signalosom als neuer Interaktor des CBM Korgdedentifiziert. Die CSN/CBM
Interaktion stabilisiert den CBM Komplex, da dierdlu TCR/CD28 Kostimulation induzierte
Bcl10 Ubiquitinierung und Degradation verlangsaniutdw(Abbildung 4.1). Ferner wird die
CSN-regulierte Degradation von Bcl10 durch eineso$pmalen Prozess vermittelt. Somit
steuert das CSN durch Regulation der lysosomalaradation von Bcl10 die Integritat des
CBM Komplexes und auf diese Weise auch die Sigaagtiuktion vom TCR tber den CBM

Komplex. Das hier vorgestellte Modell wurde durckp&rimente verifiziert, in denen das
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CSN durch siRNA inaktiviert wurde. Es konnte gerzeigrden, dass die Inhibition des CSNs
durch siRNA zur schnellen Bcl10 Ubiquitinierung ubggradation nach Stimulation fuhrt.
Durch den beschleunigten Verlust der CBM Integritdtd der IKK Komplex schlechter

aktiviert, was sich inhibierend auf NB Aktivierung auswirken kann (Abbildung 4.1).

native Bedingungen

T-Zelle

TRAF6

Stabilisierung von Bcl10 langsame Bcl10 Degradation

1 8
Aktivierung des IKK Komplex
i 8

NF- B Aktivierung Abschwéachung der NF- B Aktivierung

1
Anhaltende Signaltransduktion l

CSN Inhibition

T-Zelle

TRAFG %,,7\\ — Lysosom

ci\0 _)éq
4’:;.7\ Ké‘sﬁ§ “6 O O

i N
Q beschleunigte Bcl10 Degradati
Q

| Abgeschwéchte IKK Aktivierung |

Abbildung 4.1 Das CSN reguliert die Integritdt desCBM Komplexes. Schematische Darstellung der
CBMJ/CSN Interaktion nach T-Zell Aktivierung unteattirlichen Bedingungen oder unter Inhibition deNES
und die Auswirkung auf die Aktivierung des NB- Signalwegs. K63: K63-verknipfte Ubiquitinierungb:
Ubiquitinierung.

4.1.2 Das CSN ist ein neuer CBM Interaktionspartner

Das CSN wurde kurzlich als ein Regulator von Enltlving, Antigenantwort oder Anergie in
T-Zellen identifiziert [208-210]. Jedoch ist biszewenig dariiber bekannt, auf welche Weise
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das CSN seine Funktion in T-Zellen ausibt. In didgbeit konnte CSN5, eine Untereinheit
des COP9 Signalosoms, als Interaktor von Maltl (admal identifiziert werden. Die
Bindungsregion fir CSN5 auf Maltl ist ein ausgedehAS Bereich in der CL Domane und
dem CT von Maltl (AS 352-684) (Abbildung 3.3). Ziwigh zu den hier prasentierten
Ergebnissen konnte von A. Eitelhuber in unsereresgruppe gezeigt werden, dass CSN5
mit der GUK Domane von Carmal interagiert [219].m8obindet CSN5 auch einen
ausgedehnten Bereich auf Carmal. CSN5 kann mitr gjr&3en Anzahl von Proteinen
interagieren, wobei bis jetzt kein definiertes Bindsmotiv identifiziert wurde. Aus diesem
Grund wurde auch fir andere CSN5 Interaktionsparngenommen, dass eine bestimmte
Tertiarproteinstruktur fur die Bindung von CSN5eigrof3ere Rolle spielt als ein definiertes
Aminosauremotiv [220]. Mdglicherweise kann die fidre CSN Assoziation benotigte
dreidimensionale Struktur auch oder zumindest zueil @urch Proteinmodifikationen
gebildet oder induziert werden.

In T-Zellen fuhrte die Aktivierung des TCR Signalygezu NF-B zur Assoziation des CSNs
mit Carmal und ubiquitiniertem Maltl (Abbildung 3u4d Abbildung 3.5). Die Kinetik der
CBM Komplex Assemblierung und Deassemblierung igtdar Kinetik der CSN/Maltl oder
der CSN/Carmal Interaktion vergleichbar (Abbilduh§). Dies ist ein Hinweis dafir, dass
das CSN Carmal und Maltl nur im Kontext des assertdth CBM Komplexes bindet.
Darlber hinaus interagiert das CSN mit ubiquitieier Maltl, welches ebenfalls
hauptsachlich im CBM Komplex lokalisiert ist (Abtiing 3.4 und Abbildung 3.5). Die
Ubiquitinierung von Maltl wird in aktivierten T-Zeh durch Bindung der Ubiquitinligase
TRAF6 an Maltl im Kontext des CBM Komplexes induizig150]. Damit ist die
Koprazipitation von TRAF6 (Abbildung 3.5) mit demSE ein weiteres Indiz fur die
CSN/CBM Interaktion. Neben Maltl und TRAF6 bindath Carmal Stimulus-abhangig das
CSN. Die CSN/Carmal Interaktion konnte sowohl du@N1 IP als auch durch CSN5 IP
detektiert werden (Abbildung 3.5). In HEK 293 Zellenteragierte CSN5 mit der GUK
Doméane von Carmal [219], so dass CSN5 die CSN/Canmizraktion vermitteln kann
(Abbildung 4.2). Weiterhin war in der Carmal dedizien Jurkat T-Zelllinie JPM50.6 nach
Aktivierung des TCR Signalwegs keine CSN/Maltl Agation zu detektieren (Abbildung
3.5). Auf diese Weise wird die essentielle Bedegtwon Carmal fur die CSN/CBM
Interaktion deutlich.
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Carmal

Abbildung 4.2 Mehrere Interaktionsflachen des CBM Komplexes sind fir die CSN Interaktion bedeutend.
Schematische Darstellung der CSN/CBM InteraktioBNG interagiert mit der GUKgQanylate kinase-liRe
Domaéne von Carmal und Teilen der €agpase-likeDoméane und dem CT (C-Terminus) von Malt1.

Zu klaren bleibt, ob die Modifikation von CBM Kompenten fir die Rekrutierung des CSNs
notwendig ist, ahnlich wie es im Fall der Maltl gbitinierung fir den IKK Komplex
beschrieben wurde [150], oder ob die Prasenz vam&aim CBM Komplex ausreicht, um
die Interaktion von CSN und CBM Komplex zu vermiit¢Abbildung 4.2). Carmal koénnte
der Initiator fur die CSN/Maltl Interaktion seim slass das CSN durch Carmal an Maltl
binden kann. Andererseits konnte auch die Ubigeitimg von Maltl die CBM/CSN
Interaktion unterstitzen, da das C8Nvitro Ubiquitinketten direkt oder durch ein CSN-
assoziiertes Protein binden kann [203]. Diese Ubitundung konnte die Bindung an
ubiquitinierte Interaktionspartner beglnstigen. obbd sprechen die in dieser Arbeit
prasentierten Daten eindeutig daflr, dass vor atlerPrasenz aller CBM Komponenten in
einem Komplex entscheidend fir die CSN Interakiisn Im assemblierten CBM Modul
scheinen mehr Interaktionsoberflachen fir die CShN&ng zur Verfligung zu stehen, als in
inaktiven T-Zellen (Abbildung 4.2).

Das CSN kommt in Zellen als CSN Holokomplex mit tatimtereinheiten vor, aber auch
Subkomplexe wurden beschrieben, die eine spez#jsegbm Holokomplex unabhangige
Funktion haben konnen [187, 221]. In T-Zellen iaggert der CBM Komplex mit dem
CSN Holokomplex. Dies wurde durch Verwendung e@&&N1 Antikorpers, der das gesamte
CSN prazipitiert, verifiziert (Abbildung 3.4 und&]). Auch Gelfiltrationsexperimente mit
aktivierten und unstimulierten Jurkat T-Zellen WdnDuwel in unserer Gruppe stiitzen die in
dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse [219]. Sontemezeigt werden, dass der CSN
Holokomplex mit dem CBM Komplex komigriert und mubiquitiniertem Maltl im CBM

Komplex interagiert. Die Assemblierung des CSN Holoplexes mit dem CBM Komplex
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erklart auch, warum der CBM Komplex eine Groéf3e gentlich Gber 1000 kDa aufweist. Bis
jetzt wurde die Gro63e vor allem durch Oligomerisigr von CBM Komponenten und durch
die Ubiquitinierung von Maltl begrindet [150]. DBendung des 450 kDa grof3en CSNs an
den CBM Komplex fuihrt ebenfalls zu einer enormenmgv@lerung des CBM Komplexes in
stimulierten T-Zellen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass der CSN HyEkodurch T-Zell Aktivierung
mit dem CBM Komplex interagiert. Die Akkumulatiomiw CSN Bindungsstellen durch die
CBM Komplex Assemblierung scheint ein entscheiden8gnal fir die Interaktion der
beiden Komplexe zu sein (siehe auch Modell Abbitdr?). Daneben kdnnen auch weitere
Interaktionsoberflachen, wie etwa Ubiquitinierundeo Phosphorylierung eine Rolle fur die
CSN Interaktion spielen.

4.1.3 Das CSN reguliert Bcl10 Stabilitat

Bcl10 ist ein essentieller Faktor fur die Regulataer Signaltransduktion vom TCR zu NF-
B, da die Deletion von Bcl10 in Mausen zu einerdBixle der TCR-induzierten NFB
Aktivierung fuhrt [102]. Weiterhin induziert die itulus-abhangige Degradation von Bcl10
eine Abschwachung der NFB Aktivierung [158].
Die in dieser Arbeit prasentierten Daten zeigerssddurch siRNA-vermittelte Inaktivierung
des CSNs die Degradation von Bcl10 deutlich bescindg ist (Abbildung 3.10 und Schema
Abbildung 4.1). Die Ubiquitinierung von Bcll0 ist adei essentiell fir den
Degradationsprozess, da die Mutation zweier Lysieren der CARD Domane von Bcl10
nicht nur die Bcl10 Ubiquitinierung, sondern aucé Bcl10 Degradation inhibiert [155]. In
CSN-inaktivierten Zellen war die P/I-induzierte dbitinierung beschleunigt (Abbildung
3.10), wodurch die deutlich schneller ablaufendgrBéation von Bcl10 erklart werden kann.
Damit hemmt das CSN die Bcl10 Ubiquitinierung undktvsomit der Degradation von Bcl10
entgegen. Unklar bleibt, wie das CSN diesen Medmnans vermittelt.
Es sind verschiedene Szenarien fiur die RegulatorBdl10 Ubiquitinierung durch das CSN
maoglich. Eine CSN-assoziierte DUB (Deubiquitinasénnte der Bcl10 Ubiquitinierung
entgegenwirken und dadurch Bcl10 stabilisierenw®&itzer et al [204] konnten zeigen, dass
nach TNF Stimulation resynthetisiertes B durch die CSN-assoziierte DUB USP15
stabilisiert wird. Die siRNA-vermittelte Inaktivieng von USP15 in Jurkat T-Zellen hatte
allerdings keinen Effekt auf Bcl10 Stabilitdt (Alhing 3.11). Es ist dennoch mdglich, dass

andere CSN-assoziierte DUB Enzyme existieren, dee Wdbiquitinierung von Bcll10
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regulieren. Interessanterweise wurde erst kirzlgiec36, eine neue K63-spezifische
Deubiquitinase, als CSN-assoziierte DUB identifiz[@22]. Brcc36 ist damit ein potentieller
Kandidat, der die Deubiquitinierung von Bcl1l0 katiéren konnte, und dadurch sicherlich
interessant fur weiterfihrende Studien.
Die Deubiquitinasen CYLD und A20 wurden schon aitseheidende Regulatoren von NF-
B Signaltransduktionswegen identifiziert [38]. Aliéngs konnten keine Belege daflr
gefunden werden, dass CYLD und A20 die Bcl1l0 Dewikilgjerung induzieren, da eine
Assoziation zwischen CSN und CYLD oder A20 nichiettédert werden konnte (Daten nicht
gezeigt). Ferner fuhrte die Inhibition von A20 dursiRNA zu keiner beschleunigten
Degradation von Bcl10 (Daten nicht gezeigt). So seasweitere Studien klaren, ob eine
Deubiquitinase fur die Inhibition der Bcl10 Ubigaierung durch das CSN verantwortlich
ist.
Alternativ kénnte das CSN die Aktivitdt von E3 Ubitinligasen fur Bcll0 steuern. Eine
Reihe von Ubiquitinligasen wie clAP2, Itch/Nedd4du8CF -TRCP (-TRCP) wurden bis
jetzt fur die Bcl10 Ubiquitinierung vorgeschlagel89, 158, 159]. Grundséatzlich gibt es fur
keine der Ubiquitinligasen eindeutiga vivo Daten fir eine Bedeutung in der Bcl10
Ubiquitinierung nach TCR Stimulation. Eine bekannkeinktion des CSNs ist die
Stabilisierung von CRL (Cullin-RING-Ubiquitinligasg wie -TRCP durch die
Deneddylaseaktivitdt von CSN5 und durch die CSNvasste Deubiquitinase USP15. Der
Prozess der Neddylierung und Deneddylierung dediggmoteins Cullin verhindert die
Autoubiquitinierung und damit die proteasomale Regtion von CRL, was zusétzlich durch
die Deubiquitinaseaktivitat von USP15 unterstitzatdw[194, 203]. Die beschleunigte
Ubiquitinierung von Bcl10 in Abwesenheit des CSNgricht zumindest gegen eine
Beteiligung von CRL an TCR-induzierter Bcl10 Ubitjuierung, da CRL wie -TRCP in
Abwesenheit des CSNs instabil sind. Dartber hinatusekannt, dass die CRETRCP
Proteine fur proteasomale Degradation markiert [228erdings konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass Bcl10 lysosomal degradied ygiehe Ubernachster Absatz). Dadurch
ist ein -TRCP-beinhaltender Regulationsmechanismus fir BE¢l0 Stabilitat nicht
wahrscheinlich. Ob das CSN die Aktivitdt andereilBcUbiquitinligasen wie etwa der
HECT Ubiquitinligasen Itch und Nedd4 oder der RINGiquitinligase clAP2 beeinflusst, ist
nicht klar.
Die Deneddylaseaktivitat von CSN5 kann auch unafpigémon CRL eine Rolle fur die
Regulation von Bcll0 Stabilitdt spielen, da die dierung und Deneddylierung von
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anderen Proteinen oder von Bcll10 selbst die BelEbiltat beeinflussen konnte. Es wurde
versucht, die Bedeutung der Deneddylaseaktivitat €lie Bcll0 Stabilitat durch
Rekonstitution von CSN5-inaktivierten Zellen mitrd@eneddylase inaktiven CSN5 Mutante
D151N zu untersuchen [190]. Allerdings war es nietiiglich Jurkat T-Zellen gleichzeitig
mit CSN5 siRNA und einem CSN5 D151N-exprimierenéasmid zu transfizieren (Daten
nicht gezeigt). Aus diesem Grund bleibt die Bedegtder CSN5 Deneddylaseaktivitat fur
Bcl10 Stabilitat ungeklart.

Fur den Mechanismus der Bcl10 Degradation werd@okbdie proteasomale Degradation
als auch Proteasom-unabhangige Degradation diskyii89, 157, 158]. Im Fall einer
proteasomalen Degradation von Bcl10 konnte die iBhkeit des CSNs mit dem Deckel des
26S Proteasoms die Regulation der Bcl10 Stabbe@&influssen. Es wird spekuliert, dass das
CSN den Deckel des 19S Komplexes im 26S Proteassgizen kann [224] und dadurch die
proteolytische Aktivitat des Proteasoms verlangs@®%]. Das CSN konnte auf diese Weise
die Degradation von Bcll0 nach Aktivierung der Ti&ehinauszogern. Jedoch ist
anzumerken, dass in dieser Arbeit kein Hinweiseftie proteasomale Degradation von Bcl10
gefunden werden konnte. Die hier prasentierten lirgse zeigen, dass die Bcll10
Degradation durch lysosomale Proteaseinhibitoream alzht durch proteasomale Inhibitoren
inhibiert werden kann (Abbildung 3.9). Weiterhin nda durch Bcl10 ProteinaseK Resistenz
nach T-Zell Aktivierung ein Hinweis fur Bcl10 in si&uldaren Strukturen erbracht (Abbildung
3.9). Dies steht im Einklang mit der Kolokalisatisan Bcl10 nach T-Zell Aktivierung mit
lysosomalen Strukturen [158]. Die gewonnenen Ergslenunterstiitzen klar die bisherige
Hypothese, dass Bcl10 nicht proteasomal sonderosdysal abgebaut wird und belegen
deutlich die Translokation von Bcl10 in vesikul&@&ukturen nach Stimulation.

Bekannte Wege fiur lysosomale Degradation sind Ahagpe und der MVBPN{ultivesicular
body pathway Fir Autophagie ist bis jetzt mit Ausnahme derafdron-vermittelten
Autophagie keine spezifische Degradation von eireelProteinen bekannt [226, 227]. Die
Chaperon-vermittelte Autophagie ist ein Mechanismwer zur Degradation von
zytosolischen Proteinen mit einer spezifischen &mytidsequenz fuhrt [227]. Allerdings ist
in der Bcl10 Aminosauresequenz diese Pentapeptigsegnicht zu finden und aul3erdem
wurde die Induktion der Chaperon-vermittelten Aulnagie bis jetzt hauptsachlich mit
physiologischem Stress in Zusammenhang gebrachdurbla ware mit den bekannten
Mechanismen eine Autophagie-vermittelte Degradatiom Bcl10 schwer zu erklaren. Uber

den MVBP hingegen werden spezifisch Membranprotaiie Rezeptoren der lysosomalen
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Degradation zugefuhrt [228]. Erst kirzlich konnenvzwei Gruppen gezeigt werden, dass
TRAF2, ein wichtiger Adapter in vielen NFB Signalwegen, lysosomal degradiert werden
kann [229, 230]. Es wurde vermutet, dass dies derMVBP geschieht. Unklar ist dennoch,
wie einzelne Membran-assoziierte Proteine innerleties Proteinkomplexes dem MVBP
zugefuhrt werden konnen. Eine Mdoglichkeit daflr ds¢ Markierung der Proteine durch
Ubiquitinierung. Fir die Degradation von Membraripnoen wie Rezeptoren ist die
Monoubiquitinierung oder K63-verknupfte Ubiquitinimg ein Signal fur die Degradation
mittels MVBP [228]. Die Verknupfung der Ubiquitintten auf Bcl10 ist bis jetzt allerdings
nicht genau definiert. Moéglich ist aber, dass da&SNCals Regulator von subzellularer
Lokalisation und Stabilitdt von Proteinen [176]md&VBP Bcl10 reguliert zufuhrt.

Obwohl der genaue Mechanismus der Bcl10 Degradatiom jetzigen Zeitpunkt noch nicht
bekannt ist, so steht fest, dass das CSN als @&Bidr Interaktionspartner die CBM Komplex
Integritat durch die Kontrolle der Bcll0 Degradatioeguliert. Damit liefern die hier
vorgestellten Ergebnisse klare Indizien fur das 8loder CBM Komplex Regulation durch
das CSN (Abbildung 4.1). Bcl10 ist somit das etstd&annte Protein, dessen lysosomaler

Degradationsweg vom CSN reguliert wird.

4.1.4 CSN reguliert die T-Zell Rezeptor-induzierte IKK #hkerung

Der IKK Komplex als zentrale Schaltstelle der NB-Aktivierung ist ein guter Indikator fur
die Signaltransduktion tUber den CBM Komplex, dairerder Signaltransduktionskaskade
direkt unterhalb des CBM Komplexes liegt. Die Inhdn des CSNs fluhrte nicht nur zu
einem beschleunigten Auflésen des CBM Komplexesidem auch zu einer starken
Inhibition der IKK Kinaseaktivitat (Abbildung 3.8Pies steht im Einklang mit dem in dieser
Arbeit aufgestellten Modell fur die Regulation detegritdt des CBM Komplexes durch das
CSN (Abbildung 4.1). Die Inhibition des CSNs inderziden Zusammenbruch des CBM
Komplexes und damit eine beschleunigte DegradationBcl10. Da die Integritdt des CBM
Komplexes essentiell fir die Aktivierung des IKK idplexes ist [61], lasst sich auf diese
Weise die reduzierte IKK Kinaseaktivitat erklarebie Signaltransduktion im MAPK
Signalweg war hingegen nicht inhibiert (Abbildun@)3 obwohl alle CBM Komplex Proteine
an der Regulation von Signalkomponenten des MARG&wegs beteiligt sind [231]. Somit
scheint die Integritat des CBM Komplexes und di¢lBdegradation im MAPK Weg keine
essentielle Bedeutung zu haben und lasst vermdeess fur die MAPK Aktivierung eine
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transiente Ausbildung des CBM Komplexes ausrei€ldraus ergibt sich, dass das CSN
spezifisch den IKK/NF-B Signalweg reguliert.

Auf Ebene der IKK Kinaseaktivitat hatten CSN2 un8N5 siRNAs unterschiedlich starke
Effekte. Inhibition des CSNs durch CSN2 siRNAs féhzu einer starkeren Reduktion der
IKK Kinaseaktivitat als durch CSN5 siRNA zu beob@rhwar (Abbildung 3.8). Allerdings
waren wiederum bei Betrachtung der Bcl1l0 Degradakieine Unterschiede zwischen den
CSN2 und CSN5 siRNAs sichtbar (Abbildung 3.10). igisdaher moglich, dass das CSN
neben der Regulation der Bcll0 Stabilitdt die Aktiung des IKK Komplexes direkt
beeinflusst und dass CSN5 fiir diesen Mechanismes ggringere Bedeutung als CSN2 hat
(siehe auch nachster Abschnitt). Der IKK Komplexdaiiber IKK an ubiquitiniertes Maltl
im CBM Komplex rekrutiert und auch das CSN bindevdrzugt an Maltl im Kontext des
CBM Komplexes ([150] und Abbildung 3.4). Dadurcklten das CSN und der IKK Komplex
in rAumlicher Nahe zueinander, so dass ein dirgkitgffuss des CSNs auf den IKK Komplex
nicht ausgeschlossen werden kann. Es ist mogliess dine CSN-assoziierte Kinase an der
phosphorylierungsabhangigen Aktivierung des IKK HKiexes beteiligt sein konnte.
Allerdings sprechen die Ergebnisse dafir, das<C@ kein genereller IKK Regulator ist, da
die TNF -induzierte Kinaseaktivitat durch die CSN siRNAsitgehend unbeeinflusst war
(Abbildung 3.8). Die Untersuchung anderer Zellsysteund NF-B-induzierender Signale
sollte Aufschluss dartber geben, ob der IKK Kommdaekt durch das CSN reguliert werden
kann.

Das CSN scheint auf mehreren Ebenen der Signaltmiien vom TCR zu NFB zu
agieren. Doch die Regulation der CBM Integritatathudas CSN ist ein entscheidender
Mechanismus fur die Weiterleitung des TCR-indueerSignals zum IKK Komplex und
damit auch eine wichtige Komponente in der IKK KdexpAktivierung.

4.1.5 CSN Untereinheiten haben unterschiedliche Bedeutumg der T-Zell
Aktivierung

Die konditionale Deletion von unterschiedlichen C8Ntereinheiten in T-Zellen induziert
verschiedene Phanotypen. Die Deletion von CSNb5t fighr Defekten in verschiedenen
Stadien der T-Zell Entwicklung und reduzierter NB-Kerntranslokation [210]. Kongruent
dazu sind die hier prasentierten Ergebnisse, dasiR&A-vermittelte Inaktivierung von
CSN2 und CSNS5 die Signaltransduktion vom TCR zu BFdurch die Regulation der Bcl10
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Stabilitat beeinflusst (Abbildung 4.1). Im Gegeumsdazu inhibiert die konditionale CSN8
Deletion den Zellzyklus und lasst NIB Aktivierung intakt [208]. In CSN8-defizienten T-
Zellen war durch die Deletion von CSN8 auch die régpion von CSN3 stark reduziert.
Expression von CSN2 oder CSN5 war hingegen vetgbaic mit Wildtypzellen [208].
Unterschiedliche CSN Untereinheiten vermitteln dararschiedene Effekte. Allem Anschein
nach tben aber CSN8 und CSN3 sich gegenseitigfthessende Funktionen aus, die jedoch
unabhangig von CSN2 und CSN5 zu sein scheinen. diede Weise konnten sich die
unterschiedlichen Phéanotypen von CSN8 Deletion UWEN5/CSN2 Deletion oder
Inaktivierung in T-Zellen erklaren lassen.

Es ist bekannt, dass die Deletion oder Inaktivigrnuon Untereinheiten die Integritat des CSN
unterschiedlich stark beeinflussen kénnen [183,, 78, 208]. In der hier préasentierten
Arbeit fihrte die siRNA-vermittelte Inhibition vo@SN2 neben einer Inaktivierung des CSN2
Proteinlevels auch zu einer abgeschwachten Expresdes CSN5 Proteinlevels. Im
Gegensatz dazu inhibierte die CSN5 siRNA nur daBlZBroteinlevel (Abbildung 3.7 und
[215]). CSN3 und CSN8 Proteinlevel waren sowohctdUCSN2 als auch durch CSN5 siRNA
nur minimal zu beeinflussen (Abbildung 3.7). Auf lelee Weise die Untereinheiten
gegenseitig ihre Expression regulieren ist unkiddglicherweise wird fur bestimmte CSN
Aktivitdten nicht der gesamte intakte CSN Holokoexpben6tigt, sondern bereits ein Teil des
Komplexes reicht fur bestimmte Funktionen aus. O8N2 und CSN5 siRNAs, die in dieser
Arbeit verwendet wurden, scheinen die Funktion @SNs qualitativ vergleichbar zu
beeinflussen, es konnten allerdings quantitativeetschiede in den Effektstarken beobachtet
werden. Ein Beispiel dafir ist die starkere Inhdmtdes IKK Komplexes durch CSN2
SsiRNAs als durch CSN5 siRNA (Abschnitt 4.1.4). Inregénsatz dazu fuhrte die Inaktivierung
von CSN5 durch siRNA zu einer starkeren Reduktienld-2 mRNA Induktion nach T-Zell
Aktivierung als durch CSN2 siRNAs (Abbildung 3.7Anscheinend vermittelt das CSN
pleiotrope Effekte in der Signaltransduktion im TE&Rynalweg. Auf diese Weise kann die
IL-2 Produktion, die zu einem spateren Zeitpunktin@-Zell Aktivierung stattfindet als die
IKK Aktivierung, durch weitere CSN-regulierte Pra@se beeinflusst sein, so dass sich die
unterschiedlich starken Effekte der CSN2 und CSIRBIAs erklaren lassen. Damit scheinen
CSN5 und CSN2 ahnliche Prozesse zu regulierendigiirdie jeweilige Untereinheit aber

unterschiedlich starke Bedeutung haben kann.
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4.1.6 Einfluss der CSN/CBM Interaktion auf andere MaltdlBE-abhangige
Signalwege

Maltl und Bcl10 regulieren nicht nur die Antigergpior-abhangige IKK/NFB Aktivierung

in T-Lymphozyten. Sie sind auch verantwortlich flie Signaltransduktion zu IKK von Fc-
Rezeptoren oder GPCRG-protein coupeled receptgrgusammen mit Proteinen der Carma
Familie oder PRRpgttern recognition receptoyswie zum Beispiel Dectinl in Kooperation
mit dem CARD-beinhaltenden Protein CARD9 [129, 1333, 134]. Auch in diesen
Signalwegen ist die Regulation der CBM-ahnlichenniptexe durch das CSN mdoglich.
Durch die Ahnlichkeit des CBM Komplexes mit dem @aB-Bcl10-Maltl Komplex ist im
GPCR Signalweg die Interaktion mit dem CSN wahrgdlod, muss aber in zukinftigen
Experimenten verifiziert werden. CARD9 im Dectinigisalweg hat im Gegensatz zu
Carma Proteinen kein MAGUK Motiv. Fir CSN/Carmaltiehaktion ist aber die GUK
Domaéane erforderlich (siehe Schema Abbildung 4.2) d@ Prasenz des Malt1/Bcl10 Moduls
im CARD9-regulierten CBM-ahnlichen Komplex ausréjainm das CSN zu rekrutieren, oder
ob CARD9/CSN Interaktion auf eine andere Weise vigein werden kann, ist unklar.

Die Identifikation weiterer Signalmediatoren fur edi Maltl/Bcl10-abhangige
Signaltransduktion zu NFB zeigt, dass ein Netzwerk von Proteinen und d&fedifikation
dafur verantwortlich ist, dass Signale im richtigelal3 Ubermittelt werden. Das CSN als
CBM Komplex Regulator und mdglicherweise auch alsgiator von CBM-&hnlichen
Komplexen ist einer von vielen positiven und negati Regulatoren der NAB Aktivierung
und nur die Summe aller Regulationsmechanismert fithreiner einwandfreien Induktion

und Beendigung der NFB Signaltransduktion.

4.2 Maltl Isoformen und ihre Paracaspase-Aktivitat in der Aktivierung
von T-Zellen

Das Maltl Gen wird in zwei Splicevarianten exprirhieso dass zwei Isoformen gebildet
werden. Es ist nicht bekannt, ob die beiden Isoéorrsich in ihrer Fahigkeit zur NFB
Aktivierung unterscheiden. Dartber hinaus konntezliih fur Maltl proteolytische Aktivitat
identifiziert werden. Auch die Bedeutung der MdRacacaspase-Aktivitat in der Aktivierung
von NF- B ist nicht geklart. Ziel dieses Teils der Arbeiames, Maltl Isoformen und die
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Maltl Paracaspase-Aktivitat auf genetischer Ebenargersuchen und damit die Bedeutung

fur die NF- B Aktivierung herauszustellen.

4.2.1 Maltl Isoformen haben unterschiedliches PotentiaN&- B Aktivierung

In unterschiedlichen Spezies wie Mensch, Maus d8emimpanse werden zwei Maltl
Splicevarianten exprimiert. Diese Isoformen unteesten sich durch das Exon7, welches elf
Aminosauren kodiert und zwischen der Ig und CL DoenBegt. Exon7 ist nur in Maltl A zu
finden, fehlt aber in Maltl B. Die Auswirkung degda7 auf die Funktionalitat der beiden
Maltl Isoformen in der Signaltransduktion zu NB-war bisher nicht untersucht. In einem
clAP2/Maltl A Fusionsprotein, das in einigen MALTyraphomen auftritt, konnte gezeigt
werden, dass Maltl A neben den C-terminalen TRAR@IEB1gsstellen noch zwei zusatzliche
potentielle TRAF6 Bindungsstellen im Exon7 tragbll TRAF6 Bindung an Maltl spielt
eine entscheidende Rolle in der Signaltransdukttom TCR zu NF-B [149, 150].
Allerdings gibt es keine funktionellen Daten, ole dusatzlichen TRAF6 Bindungsstellen in
Maltl A die Aktivitat von Maltl beeinflusst. Zielieser Studie war es die Bedeutung der
Isoformen in der Aktivierung von T-Zellen zu untechen. Tatsachlich ergaben sich
Unterschiede von Maltl A und B in der initialen NB-Aktivierung.

Durch Einzelzellanalysen von Maltl A- oder B-rekittugerten Maltl-defizienten T-Zellen
konnte gezeigt werden, dass di@8| Degradation durch Maltl A Rekonstitution deutlich
starker induziert wird als durch Maltl B (Abbildu®gl7). Die Starke der Degradation von
| B im NF- B Signalweg ist ein Mal3 fur die Aktivitat des Sigmegs. Durch verstarkte

| B Degradation werden mehr NB Dimere freigesetzt (Abbildung 4.3). Dies spiegelt
sich in einer gesteigerten und friheren NB-- DNA Bindeaktivitat in Maltl A-
rekonstituierten T-Zellen im Vergleich zu Maltl Bkonstituierten T-Zellen wieder
(Abbildung 3.18 und Schema Abbildung 4.3). Diesegebnis stimmt mit der Studie von
Noels et al [151] Uberein, in der die Uberexprassion clAP2/Maltl A durch die
zusatzlichen TRAF6 Bindungsstellen zwischen deumgl CL Domane untersucht wurde.
Durch die Prasenz der zusatzlichen Bindungsstelan die Aktivierung eines NFB
Reporters in HEK293 Zellen deutlich erhoht. Damaink die verstarkte Aktivierung des
initialen NF- B Signalwegs durch Maltl A mit den zusatzlichen H&Aindungsstellen
erklart werden (Schema Abbildung 4.3). Bisher waklar, ob sich die TRAF6 Bindung
durch die beiden Maltl Isoformen unterscheideti&ser Arbeit konnte gezeigt werden, dass

Maltl A deutlich starker als Maltl B an TRAF6 bindabbildung 3.13).
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Abbildung 4.3 Maltl A besitzt starkere Fahigkeit zu NF- B Aktivierung als Maltl B. Schematische
Darstellung der Signaltransduktionskaskade vom TZLRNF- B Uber Maltl A (linke Seite) oder Maltl B
(rechte Seite). Durch die zusatzlichen TRAF6 Birgistellen induziert Maltl A eine gesteigerte Aldiving
des Signalwegs stromabwarts des CBM Komplexes. d#athDoméne, 1g: Immunglobulin-dhnliche Doméne,
CL: caspase-likddoméane, CT: C-terminale Doméne

Die Bindung von TRAF6 an Maltl im Kontext des CBMordplexes fuhrt zu Maltl
Ubiquitinierung und Rekrutierung des IKK Komplexd$0]. Eine vermehrte Bindung von
TRAF6 an Maltl im CBM Komplex kdnnte zu gesteigeftébiquitinierung von Maltl und
besserer Rekrutierung des IKK Komplexes fuhren. rAlnech die Oligomerisierung von
TRAF6 durch den CBM Komplex scheint zur Aktivierumgn TRAF6 beizutragen [149] und
dieses kdnnte ebenfalls durch die zusatzlichen TaRBiRdungsstellen begtinstigt sein. Eine
weitere Erklarung ware, dass durch eine verstak@8-Ubiquitinierung von Maltl die
Anzahl der Bindungsstellen fiir den TAB/TAK Komplexnimmt und dies die Rekrutierung
des Komplexes intensiviert. Unter der Annahme, dies TAB/TAK Komplex die IKK
Kinase darstellt [40, 41], wiurde dadurch einer t#gkie Aktivierung des IKK Komplexes
induziert werden. Ob IKK Aktivierung in Maltl A-behaltenden Signalwegen im Vergleich
zu Maltl B-beinhaltenden Signalwegen gesteigert natiss in zukinftigen Experimenten

untersucht werden. Allerdings spricht die deutktéfirkere Degradation vonB in Maltl A-
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rekonstituierten Maltl1-defizienten T-Zellen dafébpildung 3.17), da das Ausmal3 deBl
Degradation durch die Aktivitat des IKK Kinasekompes bestimmt wird [3].

Durch Uberexpression von Maltl B in Jurkat T-Zellwitd Bcl10 modifiziert (Abbildung
3.13). Es konnte in unserer Gruppe und von and&mippen gezeigt werden, dass Bcll10
phosphoryliert wird [138, 139, 141, 157]. Die Phuosgylierung von Bcll0 nach TCR
Stimulation kann eine negativ regulatorische Furkfiir die NF- B Aktivierung haben [138,
139, 157]. Die Phosphorylierung von Bcl10 im C-Temas interferiert mit der Interaktion
zwischen Maltl und Bcl10 [138]. Die hier detekteMaltl B-ausgeloste Bcl10 Modifikation
war im Gegensatz zu der C-terminalen Bcl10 Phoggieonng nicht Stimulus-abhangig und
konnte damit eine andere negativregulatorische framkaben. Moglich ware, dass durch die
Maltl B-ausgeldste Bcl10 Modifikation die Aktivierg des CBM Komplexes und damit eine
TRAF6 Bindung inhibiert wird. Allerdings ist nichterstanden auf welche Weise Maltl B
aber nicht Maltl A Modifikationen induzieren kandie eventuell den CBM Komplex
modulieren. Augenscheinlich unterscheidet sichABsemblierung des CBM Komplexes in
Gegenwart von Maltl A oder B nicht, da Bcl10 undr@al mit Maltl A und mit Maltl B
gleich stark interagieren (Abbildung 3.13). Daméemmflussen Maltl A oder B eher die
Zuganglichkeit oder Konformation des CBM Komplexeds die CBM Komplex
Assemblierung.

Die verstarkte initiale NFB Aktivierung durch Maltl A sollte auch zu einerhéhten
Expression von NFB Zielgenen fihren. Jedoch konnte auf Ebene det-piteduzierenden
Zellen die gesteigerte Aktivitat, die auf Ebene dé&8 Degradation und NFB Freisetzung
reproduzierbar zu sehen war, nicht beobachtet wefébbildung 3.19). Der experimentelle
Aufbau fur die Messung von IL-2 setzt darauf, digdl@gn maximal zu aktivieren, um eine
starke IL-2 Produktion zu erhalten. Schwache E&gklie auf Ebene der NB Aktivierung
auftreten, kbnnen moglicherweise auf Ebene der-fre®luzierenden Zellen nicht sichtbar
sein. Aullerdem wird IL-2 Produktion nicht nur durblF- B, sondern auch durch die
Transkriptionsfaktoren NF-AT und AP-1 reguliert [9%Vie viel NF- B Aktivitat notig ist,
um in dem verwendeten experimentellen System diimeate IL-2 Produktion zu erhalten,
ist daher nicht klar. Jedoch spielen unter phygisithen Bedingungen geringe Unterschiede
in der NF- B Aktivierung sehr wohl eine Rolle. Fir die Aktiviang einer Zelle ist neben der
Kostimulation auch die Konzentration und Affinitdés Antigen/MHC Komplexes und die
Dauer des Kontakts zwischen der T-Zell und der dentiprasentierenden Zelle entscheidend

[66]. Damit auch schwache Stimuli, die durch subbplte Antigene induziert werden, zur
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Aktivierung einer T-Zelle fuhren, ist eine Verstang der NF-B Aktivierung notwendig.
Eine solche Verstarkung kann durch Maltl A induzrezrden.

Zwar sind noch viele Fragen offen, was die Bedeytler unterschiedlichen Maltl Isoformen
in der Aktivierung von T-Zellen betrifft, aber esrinte gezeigt werden, dass die Isoformen
die initiale Signaltransduktion zu NRB unterschiedlich stark beeinflussen und damit zur
dynamischen Feinregulation der NB- Aktivierung beitragen kénnen. Damit zeigen diese
Daten, dass die bisherigen Ergebnisse zur RolleMaltl im TCR-Signalweg oder auch in
anderen Maltl-beinhaltenden Signalwegen im Lichex Hier gewonnenen Ergebnisse

sorgféltig reevaluiert werden sollten.

4.2.2 Maltl Paracaspase-Aktivitat reguliert die IL-2 PRuktion unabhéngig von
initialer IKK/NF- B Aktivierung

Die erst kurzlich identifizierte proteolytische Aktat der Paracaspase Maltl wird durch T-
Zell Stimulation induziert. Bis jetzt identifiziertSubstrate sind Bcl10 und die Deubiquitinase
A20 [147, 148]. Die Spaltung von A20 wurde mit degulation des NFB Signalwegs in
Verbindung gebracht [148] und A20 gilt als negatiRegulator der NF-B Aktivierung [38].
Auf welcher Ebene A20 in T-Zellen NAB Aktivierung beeinflusst ist jedoch unbekannt.
Darlber hinaus gibt es bis jetzt keine genetisdieidenzen daflr, welche Bedeutung die
Paracaspase-Aktivitat in der Aktivierung von NB-hat. Die Untersuchung der Maltl
Paracaspase-Aktivitat auf genetischer Ebene unchdeinen Paracaspaseinhibitor in dieser
Arbeit ergab, dass die aktivierungsabhéngige IL-@Bktion durch die Maltl Paracaspase-
Aktivitat auf positive Weise reguliert wird. Jedoigt die initiale Signaltransduktion zu NF-
B nach T-Zell Aktivierung von der Maltl Paracaspasévitat unabhangig.

A20 inhibiert P/l-induzierte NFB Aktivierung [160], interagiert nach T-Zell Aktigrung
mit Maltl und wird durch die Maltl Paracaspase gksp [148]. Daraus ergab sich ein
Modell fur die Regulation der NFB Aktivierung durch A20 Spaltung [148]. Auch in der
vorliegenden Arbeit wurde die A20 Spaltung durck Maltl Paracaspase untersucht. Es
konnte bestatigt werden, dass die Aktivierung vedellen die Spaltung von A20 zu einem
A20p37 Fragment induziert (Abbildung 3.20). Die Betlng der Maltl Paracaspase fur
diesen Mechanismus konnte durch die VerwendundPdescaspaseinhibitors Z-VRPR-FMK
verifiziert werden. Z-VRPR-FMK ist ein kompetitivdPeptidinhibitor, der spezifisch auf

Paracaspasen und Metacaspasen wirkt. Durch dagoargasche Peptid konnte die A20
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Spaltung in Langzeit- und Kurzzeit-Stimulationsexypenten inhibiert werden (Abbildung
3.20). Allerdings war die aktivierungsabhéngige egtion von A20 und die A20
Resynthese, ein Mechanismus &hnlich des negatiuekk@pplungsmechanismus vorBl ,
durch die Inhibition der Maltl Paracaspase-Aktivitinbeeinflusst (Abbildung 3.20 und
[234]). Der Grund dafir ist wahrscheinlich, dass despaltene Anteil von A20 an der
gesamten A20 Menge sehr gering ist, so dass dieaDation von A20 kaum beeinflusst wird
(Abbildung 3.20 und [148]). Michael Duwel konnte unserem Labor zeigen, dass die
Degradation von A20 ein hauptsachlich proteasomBiezess ist und dass durch A20
Deubiquitinaseaktivitat die Ubiquitinierung von Ntareguliert wird. Dadurch wird die Dauer
und Starke der NFB Aktivierung bestimmt [234].

Neben der unbeeinflussten Degradation von A20 wah aie initiale Degradation vonB

und NF- B DNA-Bindeaktivitdt in Jurkat T-Zellen sowohl in ufzzeit- und Langzeit-
Stimulationen als auch in FACS Einzelzellanalysaohtin durch die Behandlung mit
Peptidinhibitor Z-VRPR-FMK beeinflusst (Abbildung2®). Auch von Rebeaud et al [147]
konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der MaRaracaspase-Aktivitat durch das
antagonistische Peptid, keinen Einfluss auf iretiaPhosphorylierung von B

hat.

Durch Vergleich von Caspasen, Metacaspasen unaddmasen konnten ein Cystein (C464
in Maltl A und C453 in MaltB) und ein Histidin (H415 in Maltl1 A und H404 in M&aB) in
der Caspase-likeDomane von Maltl als katalytisches Zentrum ideméft werden [136].
Durch Rekonstitution von Maltl-defizienten T-Zellamit katalytisch inaktiven Maltl
Paracaspasemutanten war es mdglich, die Paracaskageit auf genetischer Ebene zu
untersuchen (Abbildung 3.22 und Abbildung 3.23)e Biekonstitution von Maltl-defizienten
Zellen mit Maltl A C464 lieferte zum ersten Mal géache Evidenzen dafir, dass die initiale
Aktivierung von NF- B unabhéangig von der Maltl-ParacaspaseaktivitdEetner fihrte die
Rekonstitution von Maltl-defizienten T-Zellen mit ed katalytisch inaktiven
Paracaspasemutanten in Maltl A (C464A) und Mal{C853A, H404A und H404A/C453A)
zu einer Inhibition der IL-2 Produktion (Abbildung.22 und Abbildung 3.23). Diese
Experimente  bestatigen die Bedeutung der Paracagydwitat fur  die
aktivierungsabhéngige IL-2 Produktion auf geneescBbene. Zu beachten ist allerdings,
dass der Effekt der Paracaspasemutanten in MaétdafRlie IL-2 Produktion nicht so stark
ausgepragt war, wie im Fall von Maltl A. Warum diespragung in diesem Phanotyp durch

Maltl B schwacher ausféllt, ist bis jetzt nichtrklglan kann die Bedeutung des zusatzlichen
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Exons in Maltl A fir die Unterschiede zwischen déaltl Splicevarianten zum jetzigen

Zeitpunkt noch nicht abschétzen, da neben denZictéin TRAF6 Bindungsstellen auch ein
Cystein in Exon7 zu finden ist, welches Verbindungéngehen und dadurch auch Einfluss
auf die Maltl Aktivitat haben kdnnte.

Zusammenfassend kann man sagen, dass Maltl diePite@uktion durch einen von der

initialen NF- B Aktivierung unabh&ngigen, bis jetzt noch nichkdenten Mechanismus

reguliert (Siehe Schema Abbildung 4.4). Es ware lolig dass Maltl ein noch zu

identifizierendes Protein spaltet und dass dies#t @ einen positiven Einfluss auf die IL-2
Produktion hat (siehe Schema Abbildung 4.4). Diédechanismus wirde der Spaltung von
Bcl10 ahneln, die Integrin-abhéngig aber NE-unabhangig, die Adhasion von T-Zellen
reguliert [147]. Aber auch ein NFB-abhangiger Mechanismus ist nicht auszuschlieBen,

die Inhibition der Maltl Paracaspase durch den daammseinhibitor zu reduzierter NB-
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Abbildung 4.4 Die Maltl Paracaspase-Aktivitat reguiert die IL-2 Produktion unabhéngig von der
initialen NF- B Aktivierung. Schematische Darstellung der Bedeutung der Pacasmgyktivitat in der T-Zell
Aktivierung. Die Maltl Paracaspase-Aktivitat (linleite) untersutzt die IL-2 Produktion Uber einésm jbtzt
unbekannten Mechanismus, in dem die Spaltung eBusstrats entscheidend sein kann. Die Inhibition de
Maltl Paracaspase-Aktivitat (rechte Seite) fuhreimer verringerten IL-2 Produktion. Ctaspase-likddomane
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Reporter-Aktivitat fuhrt [147]. Hierbei kbnnte Maltdurch die Spaltung eines Proteins die
transkriptionelle Aktivitat von NFB regulieren und dadurch IL-2 Produktion positiv
beeinflussen (Schema Abbildung 4.4). Um diesen Meisdmus weiter aufzuschlisseln ist die
Untersuchung von weiteren NB Zielgenen entscheidend.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Daten zusammeénd®an Ergebnissen von M. Dlwel aus
unserem Labor [234] sprechen daflr, dass die Mrhcaspase-Aktivitat die initiale NIB
Aktivierung unabhangig von der A20 Spaltung regtli©ffen ist allerdings, ob die A20
Spaltung durch die Maltl Paracaspase die IL-2 HRimlu in aktivierten T-Zellen

beeinflussen kann.

4.3 Ausblick

Fur die Signaltransduktion vom TCR zu NB-ist Maltl eine zentrale Komponente. Die
Maltl Paracaspase-Aktivitdt und die zwei unterstlithen Maltl Isoformen sowie Maltl
Interaktoren koénnen EinfluR auf die TCR induziedgnaltransduktion nehmen. Da
Fehlregulationen im NFB Signalweg Autoimmunerkrankungen oder Krebs inelen, ist
ein detailliertes Verstandnis, welche Anderungegn&itransduktionsprozesse deregulieren,

essentiell.

Durch die Identifikation des CSNs als Regulator \Bxl10 Stabilitdt wurde eine weitere
Komponente der TCR/NFB Signaltransduktion entschlisselt. Zwar konnteeggaverden,
dass das CSN die Bcl10 Stabilitat durch RegulatienBcl10 Ubiquitinierung beeinflusst, es
bleibt aber zu klaren, wodurch das CSN die Reguradier Bcl10 Ubiquitinierung vermittelt.
Die Identifikation von neuen CSN-assoziierten Deuiiinasen, die die Deubiquitinierung
von Bcll0 katalysieren, ware ein Ansatzpunkt fikimftige Experimente. Aber auch eine
Regulation der Bcl10 Stabilitat durch Neddylierumgd CSN-vermittelter Deneddylierung
von Bcll10 selbst oder anderen Proteinen des BllSignalwegs wéaren denkbar. Aus diesem
Grund bietet die Identifikation von neddyliertenofinen im NF-B Signalweg eine
Maoglichkeit, dem CSN-vermittelten Regulationsmedbarus der Bcl1l0 Stabilitat auf die
Spur zu kommen. Weiterhin ist auch die Bedeutung @8Ns in anderen Maltl/Bcl10-
regulierten Signaltransduktionskaskaden von grof3ateresse, denn gerade in diesen
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Signalwegen ist wenig dartber bekannt, wie die 8tggnsduktion ausgehend vom Rezeptor
Uber den CBM-ahnlichen Komplex reguliert wird.

Deregulierte Aktivitat des CBM Komplexes kann zurt&ehung von Lymphomen fuhren.
Daher ist auch die Bedeutung des CSNs in MALT Lyorpén oder DLBCL ein interessanter
Aspekt. Darlber hinaus konnte deregulierte CSNAiti mit einer schlechten Prognose bei
Krebserkrankungen in Zusammenhang gebracht weRikeshalb ware die Untersuchung der
Bedeutung des CSNs in Lymphomen aufschlussreitbrdssant wéare z.B. ob das CSN mit
dem clAP2/Maltl Fusionsprotein, das in einigen MAUWymphomen zu finden ist,
interagieren kann und welchen Effekt diese Inteoakihatte. Es gibt etliche Hinweise darauf,
dass das CSN eine entscheidende Rolle in der Regulon vielen Krebsarten spielt und
damit ein attraktives Ziel fir den therapeutiscligngriff sein konnte. Die Entschlisselung
von CSN Funktionen und Wirkorten ist ein entschedds Schritt hin zum Verstandnis von

Fehlregulationen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werddass Maltl A die aktivere der beiden
Maltl Isoformen darstellt, aber die Effekte konntecht bis auf Ebene von IL-2 als NfB
Zielgen verfolgt werden. Um dieses Phadnomen zuehklasollten die Maltl Isoformen
genauer biochemisch untersucht werden. Zusatzlicid wilie Definition des Maltl
Expressionsmusters in unterschiedlichen Zelltypexzud beitragen, die Bedeutung der
Isoformen in Signaltransduktionsprozessen besserertehen. Geschatzte 75 % aller Gene
unterliegen alternativen Splicingprozessen [23%]23uch die Aktivierung von T-Zellen
fihrt zu einer Anderung in der Expression von Germarch alternatives Splicing werden in
aktivierten T-Zellen andere Proteinisoformen expennals in naiven T-Zellen [237]. Auch
fur Maltl ist aktivierungsabhéngiges alternativgdicg vorstellbar. Die Definition des
Maltl Expressionsmusters in naiven und aktiviert€sZellen oder auch in T-Zell
Subpopulationen wird Aufschluss tber alternativiécBmgprozesse geben. Ferner wird auch
die Untersuchung der Expression von Maltl Isoformremanderen Malt1l/Bcl10-regulierten
Signalwegen dazu beitragen den Einfluss der Sitanten auf die unterschiedlichen
Signalwege zu verstehen. Auch die Bedeutung vorilMabformen in Lymphomzellen darf
nicht unterschatzt werden. Deregulierte Expressimm Maltl ist in einigen B-Zell
Lymphomen zu finden [238]. Da Maltl A die aktivelsoform repréasentiert, kbnnte das
Wachstum von Lymphomen durch die Uberexpression Maitl A positiv beeinflusst

werden. Die zusatzlichen TRAF6 Bindungsstellen ko7 wurden in einem clAP2/Maltl
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Fusionsprotein aus MALT Lymphomen identifiziert [§5Demnach wird Maltl A in einigen
MALT Lymphomen exprimiert. Weiterhin weist auch dd8P2/Maltl A Fusionsprotein eine
verstarkte Aktivierung von NFB auf [151], was die Entstehung von Lymphomen
beginstigen kann [238].

Fur die Erforschung der Maltl Paracaspase-Aktivitader Aktivierung von T-Zellen ist die
Identifikation weiterer Substrate essentiell. Auw®n kann die Untersuchung der
Paracaspase-Aktivitat in der Regulation anderer BFZelgene und in anderen Malt1/Bcl10-
regulierten Signalwegen Aufschluss dartber gebemieiweit die Maltl Paracaspase-
Aktivitat NF- B Aktivierung beeinflusst. Auch die Rolle der Pasgase-Aktivitat fur das
Uberleben von Lymphomzelllinien ist ein interessaminsatzpunkt, um die Bedeutung der
Paracaspase-Aktivitat fur die Lymphomentstehungladtzen zu kénnen. Hilfreich hierbei ist
sicherlich die Verwendung des Paracaspaseinhibeaf® PR-FMK. Es wird sich zeigen, ob
die Inhibition von Paracaspase-Aktivitdt dazu lgen kann, das Wachstum von
Lymphomen einzugrenzen. Offen ist, welche Effektecd deregulierte konstitutiv aktive
Paracaspase-Aktivitat verursacht wird. Das in MAlLYmphomen auftretende clAP2/Maltl
Fusionsprotein kann in HEK293 Zellen A20 ohne weiteaktoren spalten [148], so dass eine
deregulierte Paracaspase-Aktivitat in MALT Lymphontenkbar wére.

Die weitere Analyse der Maltl Isoformen und ihreard&aspase-Aktivitat in T-Zell
Populationen, Malt1l/Bcl10-regulierten SignalwegeateroLymphomzellen wird maf3geblich

zu unserem Verstandnis der molekularen Maltl Akdtvbeitragen.
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Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss der MaltAr&aspase auf die Antigen-vermittelte
Aktivierung von NF-B in T-Zellen zu untersuchen. NRB ist ein essentieller
Transkriptionsfaktor, der die Proliferation, Diféazierung und das Uberleben von Zellen
reguliert. Dadurch ist NFB einer der entscheidenden Transkriptionsfaktorender
Induktion der adaptiven Immunantwort. Antigen-veteite Aktivierung von Lymphozyten
induziert NF-B-abhangige Prozesse wie Differenzierung in Effeddllen und
Gedachtniszellen. Fehlregulationen kdnnen aufgrderd zentralen Stellung von NRB in
Lymphozyten zu Autoimmunerkrankungen oder Krebgdiih Die zentrale Schaltstelle fur
die Induktion von NF-B ist der IKK ( B kinas@ Komplex, der die proteasomale
Degradation der Inhibitoren von NEB (I Bs) induziert. Die Aktivierung des IKK
Komplexes in T-Zellen wird durch Carmal, Maltl ulti1l0 (CBM) vermittelt. Die
Regulation des CBM Komplexes in T-Zellen ist dertseheidende Faktor fur die
Signaltransduktion zu IKK und NFB.

Der Fokus dieser Arbeit lag in der Analyse der Riomkvon Maltl Interaktionen, Aktivitaten
und Isoformen in der CBM-vermittelten Aktivierun@rv NF- B. Das Ziel des ersten Teils
bestand darin die Funktion des neu identifizieléaltl Interaktors CSN5 in der Antigen-
vermittelten Aktivierung von T-Zellen zu charak&eren. Durch einerYeast-Two-Hybrid
Screenkonnte CSN5 (COP9 Signalosom Untereinheit 5) alsen Maltl Interaktor ermittelt
werden. CSN5 ist eine Untereinheit des COP9 Sigoahs, einem pleiotropen Regulator fur
Proteinstabilitat. Durch UberexpressionsstudieREK293 Zellen wurde nicht nur CSN5 als
Maltl Interaktor bestétigt, sondern auch CarmalC&8sl5 Interaktor identifiziert. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass das COP9 SignalosomT@aR (T cell receptoy Stimulation
mit Maltl im Kontext des CBM Komplexes interagiarid dass Carmal fiir diese Interaktion
essentiell ist. Die COP9 Signalosom/CBM Interakti@rhindert eine schnelle Degradation
von Bcll0 nach TCR Stimulation. Es ist bekannt, sdae Bcll0 Degradation die
Signaltransduktion zu NFB inhibiert und dass fir die Degradation von Bcll0
Ubiquitinierung essentiell ist. Sowohl proteasonmakeauch lysosomale Degradation wurden
fur Bcll0 vorgeschlagen. In dieser Arbeit konnteritere Indizien fir eine lysosomale
Degradation gefunden werden. Dartber hinaus kogetzeigt werden, dass das COP9
Signalosom die Stabilitdt von Bcll0 durch die Ragoh der Bcll0 Ubiquitinierung

bestimmt. Damit ergeben sich erste Hinweise, dass@EN die Stabilitat eines lysosomal
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Zusammenfassung

degradierten Proteins regulieren kann. Die Ergeenistragen dazu bei die
Regulationsmechanismen des CBM Komplexes in T-Adiesser zu verstehen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde durch Experimente T-Zelllinien und durch
Rekonstitutionsexperimente in Maltl-defizienten @i&n die Funktion von Maltl Isoformen
und ihre Paracaspase-Aktivitat untersucht. Im Mees@ber auch in anderen Spezies werden
zwei Maltl Splicevarianten exprimiert. Exon7 in MaR kodiert elf Aminosauren (AS 309-
319), die in Maltl B fehlen. Bis jetzt wurde nichtforscht, ob die zwei Maltl Isoformen
unterschiedliche Fahigkeit zur NB Aktivierung aufweisen, obwohl Sequenzvergleiche
zeigen, dass sich in Exon7 von Maltl A zwei potlgi TRAF6 Bindungsstellen befinden.
Vorherige Experimente konnten zeigen, dass digdkt®n von TRAF6 mit dem Maltl C-
Terminus die Ubiquitinierung von Maltl induziert duirdamit die Rekrutierung des IKK
Komplexes an den CBM Komplex steuert. CBM/IKK Bimduist ein essentieller Schritt fur
die Aktivierung des IKK/NF-B Signalwegs. Durch die hier prasentierten Ergetenionnte
gezeigt werden, dass die langere Maltl Isoformatdtisch starkere TRAF6 Bindung
vermittelt. Im Einklang mit diesem Resultat stedtds Maltl A die aktivere Isoform in der
initialen NF- B Aktivierung ist.

Proteolytische Aktivitdt der Maltl Paracaspase-Doen@urde erst kirzlich identifiziert und
der Beitrag dieser enzymatischen Aktivitdt in deF-NB Aktivierung ist weitgehend
unverstanden. Behandlung von Jurkat T-Zellen undmdgen T-Zellen mit einem
antagonistischen Peptidinhibitor gegen die protesiiie Maltl Aktivitat zeigen, dass die
Maltl Paracaspase keinen Einfluss auf NB-Signaltransduktion ausibt. Allerdings wirkt
sich Maltl Paracaspase-Aktivitat positiv auf die-2LProduktion in T-Zellen aus. Ein
genetischer Nachweis fir die Ergebnisse konntehdihgtation des katalytischen Zentrums
von Maltl und retrovirale Rekonstitution muriner IMadefizienter T-Zellen erbracht werden.
Die Ergebnisse zeigen, dass Maltl Paracaspaseifiktivach T-Zellstimulation eine neue

Funktion unabhangig von der initialen NFB Aktivierung ausubt.
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6 Material

6.1 Gerate und Zubehor

Agarosegelkammern
CO,-Inkubator

Cryordhrchen

Durchflusszytometer/FACS (BD LSR II)

Elektroporationskivetten

Elektroporator (Gene Pulser Xcell System)

Hyperfilme

Heizblock

Inkubatoren

Kodak BioMax MS Film
Kuhltruhe

Magnetic Particle Concentrator 6
Mikroskop Zellkultur
Mikrotiterplatten
Mikrowelle

Rotator

Petrischalen

pH-Meter

Photometer
Plastikkivetten
Spannungsquelle
PVDF-Membran
SDS-PAGE-Kammern
Semi-dry Blotter

Thermocycler

Wasserbad
Zellkultur-Sterielbank
Zellkultur-Platten und -Flaschen
Zentrifugen:

Tischzentrifuge 5417 C
gekuhlte Tischzentrifuge 5417 R
Avanti J-26 XP

Material

Harnischmacher (Kassel)
Binder (Tuttlingen)
Greiner (Frickenhausen)

BD (Heidelbgrg

Bio Rad (Minchen)

Bio Rad

GE Healthcare (Freiburg)
Techne (Staffordshire, UK)
Sartorius (Gottingen), Memmert (Schwabach)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Liebherr (Ochsenhausen)

Dynal (Invitrog&aylsruhe)
Leica (Wetzlar)
Roth (Karlsruhe)
Sharp (Hamburg)
Neolab (Miinchen)

Greiner (Frickenhausen)

HANNA instruments (Tanneries Cedex, Frankreich)

Eppendorf (Hamburg)
Brand (Wertheim)
Consort (Turnhout, Belgien)
Millipore (Schwalbach)
Harnischmacher (Kassel)
Harnischmacher

PHASE (Lubeck)

Eppendorf

GFL (Burgwedel)

Nunc (Langenselbold)
Nunc, BD

Eppendorf

Eppendorf

Beckmann Coulter (Krefeld)
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6.2 Chemikalien

[**P]- ATP

Acrylamid/Bisacrylamid

Agar

Agarose

Ammoniumpersulfat

Ampicillin

Atufect

Bacto Agar

Bacto Pepton
-Glycerophosphat

-Mercaptoethanol

Bovines Serum Albumin (BSA)

Protein Dye Reagent Concentrate

BrefeldinA
Bromphenolblau
mCD4 (L3T4)-Beads

DYNAL T Cell Negative Isolation Kit (human)

Protease inhibitor Tabletten
Detachabeads mCD4
DMEM

DMSO

DNA 1kb ladder

dNTP-Mix

DTT

Ethidiumbromid

Fotales Kalberserum (FCS)
Heringssperma DNA
miL-2, rIL-2
L-Adeninhemisulfat (Ade)
L-Arginin HCI

L-Glutamin

L-Histidin HCI (His)
L-Isoleucin

L-Leucin (Leu)

L-Lysin HCI

L-Methionin

L-Phenylalanin

L-Threonin

Perkin Elmer (Wiesbaden)
Roth
Roth
Bio Sell (NiUrnberg)
Bio Rad
Roche (Mannheim)
Silence Therapeutics (Berlin)
BD
BD
Sigma-Aldrich
Roth
PAA (Colbe)
Bio Rad
Sigma-Aldrich
Bio Rad
Invitrogen
Invitgen
Roche (Mannheim)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Fermentas (St. Leon-Roth)
Sigma-Aldrich
Roth
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Roche
Sigma-Aldrich
Roth
Invitrogen
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
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L-Tryptophan (Trp)
L-Tyrosin

L-Uracil

L-Valin

LB (lysogeny broth
Lymphoprep
Natriumpyruvat

NEM

NP-40

OptiMEM |

Page Ruler
Penicillin/Streptomycin
Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1)
PMA

Polyethylenglycol (2000)
Poly didC
Proteaseinhibitoren
Protein-G-Sepharose
Sauregewaschene Glasperlen
TEMED

TNF

Tris

Triton-X-100
Trypanblau
Trypsin/EDTA

Tween 20

X-Gal

Z-VRPR-FMK

6.3 Enzyme und Kits

High Pure RNA isolation Kit

Nucleospin Mini Kit

Pfu DNA Polymerase; Klenow Polymerase
ProteinaseK

Qiagen One Step RT PCR Kit

Qiagen Plasmid Maxi Kit

Qiquick Gel Extraction and PCR Purification Kit

Restriktionsendonukleasen und —puffer

Roth

Roth
Roth
Roth
Roth
Axis Shield (Oslo, Norwegen)

nvitrogen

Calbiochem (Schwalbach)
Sigma-Aldrich

nvitrogen

Fermentas

Invitrogen
Roth

Calbiochem

Sigma-Aldrich

Roche

Roche
GE Helthcare
Sigma-Aldrich

Bio Rad

Biomol (Hamburg)
Roth

Roth

nvitrogen

nvitrogen

Sigma-Aldrich

Fermentas

Material

Alexis (Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach)

New England Biolabs (Frnakfurt)
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Material

T4-DNA Ligase New England Biolabs

Gatewaykit Invitrogen

6.4 Escherichia coliStamme

Topl0 F- mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZ M15 lacX74 nupG recAl araD139
(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StendAl -
HB101 F mcrB mrr hsdS204 mg) recAl3 leuB6 ara-14 proA2 lacY1l galkK2 xyl-5 mtl-1

rpsL20(Srf) glinv44 -

6.5 Saccharomyces cerevisi&&amme

AH109 MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his330, gal4 , gal80 , LYS2::GAL1UAS-
GAL1TATA-HISS, GAL2UAS-GAL2TATA-ADEZ2, URA3::MEL1UAS
MEL1TATA-lacZz

6.6 Eukaryotische Zelllinien

HEK293 Humane embryonale Nierenzelldurhan embryonic kidney HEK), die mit einem
Teil der Adenovirus 5 DNA transformiert sind.
Jurkat human T-Zelllinie (abgeleitet von akuter 8llZeukamie)

Phoenix Verpackungszelllinie zur Herstellung ekplver Viren, HEK293 Derivat

6.7 Nucleinsauren

6.7.1 Plasmide

Leervektoren

pEF 3xFlag Basisvektor pEF4HIS-C (Invitrogen). Ditis Sequenz wurde durch drei
aufeinander folgende Flag Sequenzen ersetzt (HiKgh!, D. Krappmann)

pEF HA Basisvektor pEF4HIS-C. Die His Sequenz wuidech eine HA Sequenz ersefzt

(Hindlll/BamHI).

PENTR4 und 11 (Invitrogen)

pcDNA3 (Invitrogen)

pMSCV Retroviraler Vektor. Eine IRES Sequenz ernubglsimultane Expression vagn
Thyl.1 (CD90.1) und eingefiigter cDNA (V. Heissmgyer

pAS2-1 GAL4 (1-147) DNA-BD, Auxotrophiemarker: TRP1

pACT GAL4 AD, Auxotrophiemarker: LEU2

B-Zell cDNA Bank

pAct Library | Die B-Zell cDNA Library wurde in pAcin die Xhol Schnittstelle der MCS
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| kloniert (E. Wegener)

Maltl Konstrukte

pAS2-1 DD-IG

AS 1-332 wurde mittels PCR amplifiziend durch Ndel/BamHI Restriktion i
den pAS2-1 Vektor integriert

5' Primer 5' ACTCATATGATGTCGCTGTTGGGGGACCCG

3' Primer 5' CATGGATCCTTACTCTTTATTATCAGGATGACCAAG

]

pAS2-1 Casp-CT

AS 324-813 wurde mittels PCR angddift und durch EcoRIl/BamH
Restriktion in den pAS2-1 Vektor integriert
5' Primer 5' CATGAATTCCTTGGTCATCCTGATAAT AAAGAG
3'Primer 5' CATGGATCCTCATTTTTCAGAAATTCTGAGCCT

=

)

=]

)

3xFlag Maltl Die Maltl cDNA wurde mittels BamHI/Nah pEF3xFlag gesetzt (E. Wegene
3xFlag Maltl Konstrukte (AS 1-321, 1-351, 1-407,1-452, 1-49@8-813,
Fragmente 314-557, 482-813, 612-813, 647-813, 684-813) wurddtels PCR amplifiziert
und Uber BamHI/Notl Schnittstellen in den pEF 3xfl&ektor gebracht
(E. Wegener, A. Oeckinghaus, K. Demski)
3xFlag Maltl Die Punktmutation wurde mittels PCR basierter Mategse in zwei Schritte
H404A, eingefihrt. In der ersten PCR wurde ein CT Megagrimit der Punktmutatio
C453A hergestellt, der in der zweiten PCR zusammen mih d& Maltl Primer
H404A/C453A verwendet wurde. Fur die Doppelmutante wurde didtMed404A Mutante alg
Matrize in den PCR Reaktionen eingesetzt und dig&3@4Mutation wie zuvor
beschrieben eingeflgt.
5' Primer (Maltl BamH]I)
5' AAGGGATTCTCGCTGTTGGGGGACCCG
3' Primer ( Maltl Notl)
5'CTGGCGGCCGCTCATTTTTCAGAAATTCTGAGCCTG
Interner Mutagenese Primer H404A
5' tattatgcaggaGCtggttatga
Interner Mutageneseprimer C453A
5' gggtaagGCtcaccttaccaaag
Flag Malt1 Die Klonierung wurde mittels des Gatewaysystemsitfilogen) durchgefihrt.
WT, C464A Das pENTR4 Konstrukt mit Flag Maltl wurde von M.dBa zur Verfligung
pMSCV gestellt. Flag Maltl wurde mittels LR Clonase Reakin den pMSCV Vekto
umgesetzt.
3 x Flag Maltl Maltl A (AS 1-824) und B (AS 1-813) wurden zusamnmait 3xFlag Uber
IsoA, IsoB Hindlll/ Notl Restriktion in den pENTR1MHindIll Vektor (V. Heissmeyer
pMSCV gesetzt und via LR Clonase Reaktion in den pMSC\ktdfe tberfihrt.

(A. Oeckinghaus und E. Wegener)

CSN5 Konstrukte

His CSN5

N-terminales His-Epitop, BamHI/Xhol in pdB3 (zur Verfligung gestellt vo
M. Naumann)

=]

Carmal Konstrukte

3 x Flag Carmal

| mittels EcoRI/Notl in pEF 3xFlagriert (A. Oeckinghaus)

Bcl10 Konstrukte

3 x Flag Bcl10 | mittels BamHI/Notl in pEF 3xFlag kiert (D. Krappmann)

TRAF Konstrukte

Flag TRAF6 Sall/Notl in pRKS5 Vektor, N-terminalepifop (P. Bauerle, Tularik)
Flag TRAF2 Sall/Notl in pRK5 Vektor, N-terminalepiiop (P. Bauerle, Tularik)

Human cDNAs mit den folgenden Zugangsnummern (N@Biw.ncbi.nlm.nih.goy wurden
verwendet: CSN5 (NM_006837), CSN2 (NM_004236), W&t (NM_006785), Maltl B
(NM_173844), Bcl10 (NM_003921) and Carmal (NM_03241
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6.7.2 siRNAs

SiCSN2-1 5' GCACUGAAACAAAUGAUUA
SiICSN2-2 5' GAUAGACUGUGGUUUAAG
SiCSN5-1 5' AAGCUCAGAGUAUCGAUGAAA
siUSP15 5' GCACGUGAUUAUUCCUGUU

6.7.3 Primer fur RT-PCR

GAPDH 5'Primer 5' ACCACAGTCCATGCCATCAC
3' Primer 5'5TCCACCACCCTGTTGCTGTA
IL-2 5'Primer 5' GCAACTCCTGTCTTGCATTGC

3' Primer 5' CAGTGTTGAGATGATGCTTTGAC

6.8 Antikorper

6.8.1 ErstantikOrper

-Aktin (1-19)
Bcl10 (331.3)
Carmal
Carmal (1D12)
hCD3 (HIT3a)
mCD3 (145-2C11)
hCD28 (CD28.2)
mCD28 (37.51)
mCD16/CD32 (Fc Block)
CSN1
CSNS5 (FL-334 und B-7)
CSN2
CSN3
CSN8
Cullin1
c-myc (9E10)
Flag M2
Flag M2-FITC
Gal4 DNA-BD
HA (Y-11)

Hase Isotypkontroll-Antikorper

Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg)
Santa Cruz Biotechnology
Abcam (Cambridge, UK)
Cell Signalling / New England Biolabs
BD
BD
BD
BD
BD
Biomol
Santa Cruz Biotechnology
Abcam
Calbiochem
Biomol
Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Clontech (Moutain View, CA, USA)
Santa Cruz Biotechnology
Sigma-Aldrich
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-Hamster

| B (I35A5)

| B (c-21)

IKKy (FL-419)
IKK
Lamin B (M-20)
miL2-FITC
Maltl (B12, H300)
p65 (c-20)
Phospho-ERK1/2
Phospho- IB
Phospho-JNK
Phospho-p38
Thyl.1-APC
TRAF6 (H274)
Ubi-Fk2
Ubi-P4G7
USP15 (M01)

6.8.2 Zweitantikorper

FITC Ratte anti-Maus IgG1
HRP-konjugiert anti-Hase
HRP-konjugiert anti-Maus
HRP-konjugiert anti-Ziege

MP Biomedicals (lllkirch, Frankreich)
Cell Signalling / New England Biolabs
Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Cell Signalling / New England Biolabs
Santa Cruz Biotechnology
eBioscience (Frankfurt)

Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology

Cell Signalling / New England Biaab
Cell Signalling / New England Biolabs
Cell Signalling / New England Biolabs
Cell Signalling / New England Biolabs
eBioscience
Santa Cruz Biotechnology
BioTrend (K&ln)
HISS Diagnosics (Freiburg)
Abnova Heidelberg

BD

Material

JacksonlmmunoResearch (hirket, UK)

JacksonlmmunoResearch

JacksonlmmunoResearch

Ratte anti-Maus 1gG1 BD

Ratte anti-Maus 1gG2a BD

6.9 Puffer und L6sungen

Kultivierung von Mikroorganismen

10 x Aminosauremix (AS) L-Isoleucin 300 mg/I
L-Valin 1500 mg/l
L-Adenin-hemisulfat 200 mg/l
L-Arginin HCI 200 mg/l
L-Histidin Monohydrat 200 mg/l
L-Leucin 1000 mg/l
L-Lysin HCI 300 mg/I
L-Methionin 200 mg/l
L-Phenylalanin 500 mg/l
L-Threonin 2000 mg/l
L-Tryptophan 200 mg/|
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Material

L-Tyrosin 300 mg/l
L-Uracil 200 mg/l

Hefe Einfriermedium Glycerol in Hefemedium 25 %uvi

LB (Agar) LB 20 g/l
Agar 15 g/l

2 x LB Glycerin LB Medium mit
Glycerin 69 % (V/v)

M9 Minimalmedium (MM) KHPO, 22 mM
NaHPO, 4,8 mM
NaCl 8,5 mM
NH,CI 18,7 mM
10 x AS mix 10 ml pro Liter
Bacto Agar 3 % (WHV)
MgSQ, * 1 mM
CaChL * 0,1 mM
Glucose *(wasserfrei) 0,4 % (w/v)
Prolin * 40 g/ml
Thiamin-HCI * 1 mM
Agar und Salzlésung wurden
getrennt autoklaviert
* = npach Autoklavierer
zugegeben

Selektionsmedium Difco Hefe Stickstoff Basis 6,7 g/l
(YNB) ohne Aminoséauren
Agar (fur Platten) 20 g/l
10 x Aminosauremix 100 ml/l
Glucose 2 % (wWiv)
pH 5,8

YPDA Difco Pepton 20 g/l
Hefeextrakt 109/l
Agar (fur Platten) 18g/l
Glucose 2 % (wiv)
Adenin 0,003 % (w/v)
pH 5,8

Yeast-Two-Hybrid

Hefe Lysispuffer Triton X-100 2 % (viv)
SDS 1 % (wiv)
NaCl 100 mM
Tris pH 8,0 10 mM
EDTA 1 mM

PEGI/LIAc PEG 4000 40 % (w/v)
10 x TE Puffer 100ml/l
LiAc 0,1 M

10 x TE Puffer Tris-HCI 0,1M
EDTA 10 mM
pH 7,5

TE/LIAC 10xTE 100 mi/l
Litiumacetat (LiAc) 0,1M

X-Gal Lésung X-Gal in N, N- 20 mg/mi
Dimethylformamid

Z-Puffer NaHPO, x 7 H,O 16,1 g/l
NaH,PO, x H,O 5,5 g/l
KCI 0,75 g/l
MgSQO, x 7 H,O 0,246 g/l
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pH 7,0
Z-Puffer/X-Gal Z-Puffer 100 ml
3-Mercaptoethanol 0,27 ml
X-Gal Lésung 1,67 ml
Molekularbiologie
Inoue Transformationspuffer PIPES pH 6,7 10 mM
MnClI 55 mM
CaCl 15 mM
KCI 250 mM
Lysozym Tris pH 8,0 50 mM
Lysozym 10 mg/ml
STET Puffer Tris pH 8,0 50 mM
EDTA 50 mM
Sucrose 8 % (W/V)
Triton x-100 5 % (vIv)
TBE Puffer Tris 50 mM
Borsaure 50 mM
EDTA 1mM
pH 8,3
TE Puffer Tris/HCI pH 8,0 10 mM
EDTA 1 mM
TE mit RnaseA RNaseA in TE 0,1 o/l
Zellkultur
HEPES pH 7,0 50 mM
iglin(aH)BPSlJﬁérl_'EPES buffered NaCl 280 MM
Na,HPO, 1,5mM
TAC (Tris-Ammonium-| Tris pH 7,2 20 mM
Chlorid) - Lysispuffer NH,4CI 0,83 % (W/v)
Biochemie
SDS PAGE
Sammelgelpuffer (4x) Tris pH 6,8 05M
Sammelgel (1 ml) Acrylamid/Bisacrylamid 100 |
Sammelgelpuffer (4x) 250 |
SDS 1 % 100 |
H.O 540 |
APS 10 % 10 |
TEMED 11
SDS Elektrophoresepuffer Tris pH 8,8 0,25 M
(10x) Glycin 1,92 M
SDS 1 % (w/v)
Trenngelpuffer (5x) Tris pH 8,8 1,88 M
Trenngel 10 % (5 ml) Acrylamid/Bisacrylamid 5ml
Trenngelpuffer (5x) 3ml
SDS 1% 1,5 ml
H.O 5,35 ml
APS 10 % 0,15 ml
TEMED 15 |
Westernblot
Blockpuffer BSA 3 % (wiv)
in PBS-T
Blotpuffer Tris (pH 8,3) 48 mM
Glycin 39 mM
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Methanol 20 % (v/v)
SDS 0,037 % (w/v)
10 x PBS NaCl 1,37 M
Na2HPO4 81 mM
KCI 27 mM
KH,PO, 14,7 mM
PBST PBS
Tween-20 0,1 % (viv)
Strippuffer Glycin 0,2M
SDS 0,1 % (w/v)
Tween-20 1,0 % (v/v)
pH 2,2

Lyse/Immunoprazipitation/Kinase

Bauerlepuffer HEPES pH 7,9 20 mM
(Hochsalzpuffer) NaCl 350 mM
Glycerin 20 % (v/v)
MgCl, 1mM
EDTA 0,5mM
EGTA 0,1 mM
NP-40 1 % (viv)
ColP (coimmunoprecipitation| HEPES pH 7,5 25 mM
Puffer NacCl 150 mM
Glycerol 1 mM
NP-40 0,2 % (v/v)
SDS * 0,5 % (w/v)
*(fir Malt1 Ubiquitinierung)
Kinaselysepuffer HEPES pH 7,5 50 mM
NaCl 150 mM
MgCl, 1,5 mM
EDTA 1mM
Triton x-100 1% (viv))
Kinasepuffer HEPES pH 7,5 20 mM
MgCl, 10 mM
ATP 300 M
-Glycerophosphat 20 mM
Natriumvanadat 50 M
DTT 1 mM
Zytoplasma Extraktionspuffer | HEPES pH 7.9 10 mM
(Niedrigsalzpuffer) KCI 10 mM
EDTA 0,1 mM
DTT 1mM
in Protease Inhibitor Cocktail
Kern Extraktionspuffer HEPES pH 7,9 20 mM
(Hochsalzpuffer) NacCl 0,4M
EDTA 1mM
DTT 1mM
in Protease Inhibitor Cocktall
Protease- und Phosphatas€&omplete protease inhibitor 1/50 mi
Inhibitor zusatze Tablette (Roche)
-Glycerophosphat 8 mM
DTT 1mM
Natriumvanadat 300 M
Natriumfluorid 10 mM
Triton ColP Puffer TrispH 7,4 50 mM
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NaCl 150 mM
EDTA 1mM
Triton x-100 1 % (viv)
Ubiquitinlysispuffer TrispH 7,5 50 mM
NaCl 150 mM
Triton x-100 0,5 % (v/v)
NEM 30 mM
EMSA
Shiftpuffer HEPES pH 7,9 20 mM
KCI 120 mM
Ficoll 4 % (w/v)
Poly dI-dC Poly dI-dC 2 mg/ml
Tris pH 8,0 10 mM
NaCl 100 mM
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7 Methoden

7.1 Kultivierung von Mikroorganismen

7.1.1 Kultivierung vonE.coli

Flassigkulturen vonE. coli wurden, soweit nicht anders erwahnt, in autokidsma LB
Medium unter aeroben Bedingungen bei 37°C angezoBem Medium wurde, wenn
erforderlich, Ampicillin (100 mg/ml) oder KanamycfB0 mg/ml) zugesetzt. Zur Kultivierung
auf Festmedium wurde LB-Agar verwendet, wenn eddich mit oben genannter
Konzentration an Ampicillin oder Kanamycin. Zum Agen von Dauerkulturen wurden Uber
Nacht (GN) Kulturen mit LB-Glycerin-Medium im Verhgis 1:2 gemischt und bei -80°C

eingefroren

7.1.2 Kultivierung vonsS. cerevisiae

Flassigkulturen vonS. cerevisiaewurden auf YPDA oder Selektionsmedium angezogen,
wobei auf gute Durchliftung des Medium geachtetdsurum aerobe Bedingungen zu
gewahrleisten. Die Zugabe von steriler Glucose oderinosauren erfolgte nach dem
Autoklavieren. Die Kulturen wurden UN oder Uber megh Tage bei 30°C angezogen. Die
Kultivierung auf Festmedium wurde auf YPDA-Agar o&lektions-Agar durchgefihrt. Fir

Dauerkulturen wurden UN Kulturen mit 25 % Glycerarsetzt und bei -80°C gelagert.

7.2 Yeast-Two-Hybrid (Y2H)

Die Modularitat des Transkriptionsfaktors GAL4 emghéht die Trennung in GAL4
DNA Bindedomane und GAL4 Aktivierungsdomane. DuFalsion eines Kdder-Proteins an
die DNA Bindedoméane und einer cDNA Bank an die yiktiungsdoméne werden die beiden
Domaéanen bei Interaktion eines Proteins aus der cCB#hk mit dem Kdder-Protein in
raumliche Nahe gebracht und kénnen die Transknption Reportergenen aktivieren. Die
Methoden fur den Y2H wurden nach den Protokollem €ontech durchgefihrt.
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7.2.1 Transformation nach der Litiumacetat-Methode fineai Y2H Screen

1 Liter YPDA Medium wurde mit Hefen aus einer Ubachtkultur beimpft, um eine OD von
0,2 herzustellen. Die Ausgangskultur wurde fur 8n8en schittelnd inkubiert und dann
durch Zentrifugation bei 1000 x g und Raumtemper&®RT) sedimentiert. Der Uberstand
wurde verworfen und die Zellen mit 500 ml steril¥asser gewaschen, erneut zentrifugiert
und das Pellet in 8 ml TE/LiAc resuspendiert. 0, @emer B-Zell cDNA Bank wurden mit
1 mg pAS2-1 CL-CT und 20 mg Heringssperma-DNA veaohi. Die 8 ml Hefesuspension
wurde zusammen mit 60 ml PEG/LiIAc Lésung auf dieADfkegeben und bei 30°C und 200
rpm inkubiert. Nach 30 Minuten wurde DMSO mit eirtemdkonzentration von 10 % (v/v)
zugefugt und far 15 min ein Hitzeschock bei 42°C\Wasserbad durchgefihrt. Nach dem
Hitzeschock wurden die Zellen auf Eis gekuhlt urd 1000 x g 5 Minuten pelletiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 10 &l dufgenommen. 100 einer 1:1000,
1:100 und 1:10 Verdinnung wurden auf Selektionsomglatten (100mm) -Trp/-Leu
ausplattiert, um die Transformationseffizienz zwstlmemen. Die Effizienz sollte groRRer als
1x10° getestete Klone sein. 1 des Transformationsansatzes in 100TE wurden auf
Selektionsmedium -Trp oder -Leu ausplattiert, une diransformationseffizienz jedes
Plasmids einzeln zu bestimmen. Der Rest des Arsatnede auf Selektionsmediumplatten
(150 mm) -Trp/-Leu/-His/-Ade verteilt (200 pro Platte). Nach Inkubation bei 30°C fur 5-10
Tage wurden die Kolonien mit einem Durchmesser grifds 2mm auf eine Rasterplatte
Uberimpft und ein -Galaktosidase Filtertest durchgefthrt.

7.2.2 -Galaktosidase Filtertest

Mit dem -Galaktosidase Filtertest wurden auf Rasterplaiilearimpfte Hefe Klone auf-
Galaktosidaseaktivitat getestet. Von der Plattedeuein Abdruck auf einem Filterpapier
gemacht und die Platte fur spatere Experimente ewiebei 30°C inkubiert. Zum
Permeabilisieren der Zellen auf dem Filterpapierrdgudieses in flissigem Stickstoff
gefroren und bei RT wieder aufgetaut. Der Filtet den Zellen auf der Oberseite wurde
schlie3lich auf ein weiteres Filterpapier gelegis @uvor mit 3 ml Z-Puffer/X-Gal Losung
getrankt wurde. Der Filter inkubierte dann bei 308€30 min — 8 h und die Blaufarbung der
Hefeklone wurde dokumentiert. Von Hefeklonen dieneei Blaufarbung im -
Galaktosidase Filtertest aufwiesen wurde die Auivetung getestet und Plasmide isoliert,

um sie inE.coli zu amplifizieren.
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7.2.3 Plasmid-Isolation aus Hefe

Ein im -Galaktosidase Filtertest positiv getesteter Hefiekburde in 5 ml Selektionsmedium
-Leu/-Trp/-His/-Ade angeimpft und bei 30°C fir mesiens 20 h schittelnd inkubiert. Die
gesamte Uber Nacht Kultur wurde pelletiert (1009,>5 min), in 0,2 ml Hefe-Lysispuffer
resuspendiert und 0,3 g Glasperlen sowie 0,2 ml néiKehloroform/Isoamylalkohol
zugegeben und fur 2 Minuten geschuttelt. Der gakrrsatz wurde anschliel3end bei 14 000
rom fur 5 min bei RT zentrifugiert und der Uberstdn ein neues ReaktionsgefaR uberfiihrt.
Die DNA wurde durch Zugabe von 1/10 Volumen 3 M iNehacetats pH 5,2 und 2,5
Volumen Ethanol gefallt. Das nach Zentrifugatiomséendene Pellet wurde mit 70 % Ethanol

gewaschen, danach getrocknet und in IZDE Puffer aufgenommen.

7.2.4 Elektroporation von HB101

In denE.coli Stamm HB101 wurden die aus Hefe isolierten Plasmidtels Elektroporation
transformiert. HB101 wurde verwendet, da durch Bela auf M9 Medium -Leu speziell auf
das pAct Plasmid selektiert werden konnte. PladbNé& wurde mittels des Nucleospin-
Mini-Kits nach Herstellerangaben isoliert. Das cDN&ert wurde durch Xhol Restriktion
Uberprift und nach erfolgreicher Restriktion sequem

Erhaltene Sequenzen wurden durch BLABas{c local alignment search tgohit der NCBI

Datenbank identifiziert.

7.2.5 Test auf Autoaktivierung

Die Autoaktivierung der im -Galaktosidase Filtertest positiv getesteten Hefeklwurde zur
Identifizierung von falsch Positiven verwendet. P&S2-1 Leervektor wurde zusammen mit
dem neuen potentiellen Interaktor in pACT in denfeH8tamm AH109 transformiert auf
-Trp/-Leu/-His/-Ade ausplattiert. Die Hefekoloniewurden auf Wachstum und -

Galaktosidaseaktivitat Uberpruft.
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7.3 Molekularbiologische Methoden

7.3.1 Amplifikation von DNA Uber Polymerase-Kettenreaktio

Zur Amplifikation von DNA Fragmenten wurde die Mette der Polymerase-Kettenreaktion
(PCR —polymerase chain reactiprverwendet. Alle PCR Reaktionen wurden nach dem

Folgenden Reaktionsansatz zusammengestellt.

Reaktionsansatz:

51 Pfu DNA Polymerase 10xPuffer (mit MgS04)
11  dNTP mix (10 mM)

0,5 | 5Primer (25 mM)

0,5 | 3’Primer (25 mM)

<0,5 g Matrizen-DNA

1,25 U Pfu-DNA-Polymerase

H,O ad 50l

PCR-Programm:

4 min 94°C anfangliche Denaturierung
0,5 min 94°C Denaturierung

29x < 0,5 min 40-70°C Anlagerung, abhéngig von Primer
1 min 72°C Elongation (2 min pro kb fir Pfu)
10 min 72°C abschliel3ende Polymerisation

PCR Fragmente wurden mittels d&SR Purification Kitsvon Qiagen aufgereinigt.

7.3.2 PCR-basierte Mutagenese

Zur Einfuhrung von Mutationen in cDNA wurden zweeggaffelte PCR Reaktionen
kombiniert. Die erste PCR Reaktion wurde wie bastien durchgefiihrt, wobei in der Regel
ein cDNA-flankierender Standardprimer und ein cDM#erner Mutageneseprimer zum
Einsatz kamen. Je Mutageneseprimer wurden maxietiissBasen ausgetauscht, wobei der

mutierte Bereich von mindestens zehn nichtmutieBasen flankiert war. In der zweiten
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Mutagenese-PCR wurde das aufgereinigte Produkeméen PCR wiederum als Primer mit
einem cDNA-flankierenden Standardprimer eingeséiit.die zweite PCR wurden folgende
Komponenten gemischt und mit® auf 50ul aufgefullt:

Template DNA 1ng

Standardprimer 25 mM

Produkt von PCR 1 750-facher molarer Uberschuss
zum Template

dNTPs 10 mM

Reaktionspuffer 1x

Pfu DNA Polymerase 1,25 U

Das PCR Programm entsprach dem im Abschnitt zuvgegebenem Programm, aul3er dass
fur die Mutagenese 35 Zyklen und eine variierenagagerungstemperatur fur die Primer
verwendet wurden. Das Produkt der zweiten MutageR&3R, welches die vollstandige
cDNA inklusive eingefihrter Mutationen enthalt, \@ar aufgereinigt und zur weiteren

Verwendung in ein Plasmid eingefugt.

7.3.3 RT-PCR

Die Reverse Transkription mit anschlielender PCR-PRR) wurde zur Detektion von
MRNA Mengen in der Zelle verwendet. RNA wurde nhétteligh Pure RNA isolation kit
aufgereinigt und 100 ng in der RT-PCR eingesetizt.dte RT-PCR wurde daliagen One
Step RT PCR kitach Herstellerangaben verwendet.

7.3.4 Restriktions-Analyse von DNA

Zum Schneiden von DNA wurden Restriktionsendonwdea und die dazugehorigen
Puffersysteme der Firmen New England Biolabs undnEatas nach Herstellerangaben
genutzt.

Bei Verwendung zweier Enzyme wurde der Puffer gdtwdiei dem beide Enzyme die
hdchste Aktivitat hatten, ohne jedoch Star-Aktiteté aufzuweisen. War dies nicht moglich
oder weniger optimal, so wurde die DNA zun&chst dein einem Enzym geschnitten und
dann mit 1 Volumen Isopropanol gefallt (10 min, QB0 rpm, Tischzentrifuge). Nach dem

Waschen mit 70 % Ethanol, nochmaliger Zentrifugatiod anschlieBendem Trocknen wurde
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das Pellet in einem geeigneten Volume®Hyeldst und die DNA mit dem zweiten Enzym im

entsprechenden Puffer geschnitten.

7.3.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Die kovalente Verknupfung von DNA Fragmenten wurdwittels T4 DNA-Ligase
durchgefuhrt. Fir die Ligation von Fragmenten in kanearisiertes Plasmid wurden in 1b
die errechnete Menge Plasmid DNA und Fragment n&it 1 10xLigasepuffer und 0,5 U
Ligase versetzt. Der gesamte Ansatz wurde UN 3¢ Irskubiert.

Bestimmung der DNA Mengen fir die Ligation:

Masse Fragment [ng] = 3 x Masse Vektor [ng] * Lakgagment [bp]

Lange Vektor [bp]

7.3.6 Auftrennung von DNA Fragmenten mittels Agarosegdgbphorese

Zur Auftrennung von DNA Fragmenten durch Agaroselgétrophorese wurde eine
horizontale Elektrophoreseapparatur verwendet. Bimgpension von 0,8 bis 2 % Agarose in
TBE Puffer wurde bis zum vollstandigen Loésen deravwge aufgekocht und auf ca. 60°C
abgekihlt. Anschlie3end wurde die Loésung mit Etimdiromid versetzt (Endkonzentration
1-5 pg/ml) und in einen Gelschlitten mit eingesteok Kamm gegossen. Nach dem Erstarren
wurde der Kamm gezogen und der Schlitten in die rBE Puffer geflllte
Elektrophoreseapparatur gelegt. DNA Proben wurdénAoftragspuffer versetzt und in die
Taschen gegeben. Als GroRenstandard diente dieRIusbDNA Leiter von Invitrogen. Die
Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 500 %2 Durch Einlagerung des
Ethidiumbromids in DNA, konnte diese anschlieBenteuUV-Licht sichtbar gemacht und
fotografiert werden. Nach der Gelelektrophorese dear einzelne Banden aus den
Agarosegelen ausgeschnitten und die DNA isolierterh wurde derQIAquick Gel

Extraction Kitvon Qiagen nach Herstellerangaben verwendet.
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7.3.7 Bestimmung der DNA Konzentration

Die DNA Konzentration wurde durch photometrischealyse bestimmt. Hierfir wurde die
praparierte DNA 1:100 in Wasser verdinnt und disdkption im Bereich zwischen 220 nm
und 280 nm gemessen. A260 = 1 entspricht der Kdretean von 50 g/ | DNA; das
Verhaltnis der Absorption bei 260 nm und 280 nmeist Mal3 fir die Reinheit der DNA.
Reine DNA hat einen A260/280 Wert zwischen 1,7-1,9.

7.3.8 DNA Sequenzierung

Zu sequenzierende Plasmide oder PCR Produkte warléie Firma Eurofins MWG GmbH

geschickt. Die erhaltenen Sequenzen wurden mitRlergramm DNA Star ausgewertet.

7.3.9 Transformation vork.coli

7.3.9.1Herstellung chemisch kompetentercoli Zellen

Fur die Herstellung chemisch kompetenkercoli Zellen wurde die Methode von Inoue
verwendet [239]. 200 ml LB Medium wurde mit 2 mhei Ubernachtkultur des Stammes
Topl0 angeimpft und bei 37°C bis zu einer OD600 0¢80,8 angezogen. Es folgte eine
Inkubation in Eiswasser fur 10 min. Danach wurde ldultur bei 4°C fur 10 min bei 4000
rom zentrifugiert, der Uberstand nach der Zentafiagn verworfen und die Zellen in 80 ml
Inouepuffer resuspendiert und erneut 10 min zeumfigit. Der Uberstand wurde wiederum
verworfen und die Zellen in 20 ml Inouepuffer mi % Glycerin resuspendiert. Je 10Qer
Zellsuspension wurden aliquotiert, sofort in fligesn Stickstoff eingefroren und bei -80°C

gelagert.

7.3.9.2Transformation chemisch kompetenteicoli Zellen
Zur Transformation von DNA aus Ligationsansatzencimemokompetent&. coli Zellen
wurde der Ligationsansatzes mit 1lochemokompetenten Zellen vermischt und fur 10 min
auf Eis inkubiert. Danach wurde der Ansatz fir i @if 42C erwdrmt und anschliel3end mit
800 m LB Medium versetzt. Es folgte eine Inkubation faindestens 30 min bei 32 auf
einem Thermoschuttler. Schliel3lich wurde der Ansaifz Selektivplatten ausplattiert und

uber Nacht bei 3T inkubiert.
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7.3.9.3Herstellung elektrokompetentErcoli Zellen

Aus einer UN Kultur wurden Bakterien 1:10 in 250 b8 verdiinnt, bei 37°C schiittelnd
inkubiert bis eine OD600 von 0,5 erreicht wurdee Biultur wurde dann eine halbe Stunde
auf Eis gestellt. Danach wurde die Zellsuspenshmeatrifugiert (5 min, 6000 rpm, 0°C) und
der Uberstand verworfen. Es folgten mehrere Waschss in denen die Zellen zuerst mit
250 ml eiskaltem sterilem dgBl und dann mit 50 ml ddid gewaschen wurden, um
Elektrolyte zu entfernen. Weitere Waschschritte I0it% (v/v) Glycerin folgten, bei dem das
Volumen ausgehend von 5 ml Uber 2,5ml auf 1000verringert wurde. Die 1000 |

Zellsuspension wurde aliquotiert, sofort in flugsig Stickstoff eingefroren und bei -80°C

gelagert.

7.3.9.4Transformation elektrokompetentércoli Zellen

Wahrend die elektrokompetenten Zellen auf Eis aafgewurden, wurden die 0,2 cm-
Elektroporationskiivetten auf Eis gekuhlt. Fur diekifoporation wurden 10-100 ng DNA
eingesetzt. Zu den Zellen wurde das zu transfoend Plasmid gegeben, die Suspension in
die Elektroporationskiivetten Uberfihrt und 1 mirf &is inkubiert. Die Elektroporation
wurde in Kuvetten bei 2500 V, 200 und 25 F durchgefuhrt. Nach der Elektroporation
wurde sofort LB-Medium auf die Zellen gegeben, delen bei 37°C fur 1 h schuttelnd
regeneriert und anschliel3end auf Selektionsag&eplatsplattiert.

7.3.10Plasmidpraparation als colinach der Methode der ,Kochenden Lyse*

1,5 ml einerk. coli GN Kultur wurden in einem Reaktionsgefald abzeugrért (13000 rpm,

1 min, RT) und das Pellet nach Entfernen des Udedsts in 350 | STET-Puffer
aufgenommen. Nach Zugabe von 29.ysozym wurde die Zellsuspension 5 min bei RT und
anschlieBend 40 Sekunden bei 95°C inkubiert undiefich fir 10 min bei 13000 rpm
zentrifugiert. Das Pellet (Zelltrimmer, Proteineengmische DNA) wurde mit einem
Zahnstocher entfernt und die DNA aus dem Uberstdacth Zugabe von 401 3M
Natriumacetat pH 5,8 und 400 Isopropanol gefallt. Es folgte ein Zentrifugatsschritt fur

10 min bei 13000 rpm. Das Pellet wurde in 70 % Bthgewaschen, bei RT getrocknet und
in 30 | TE mit RNaseA gelost.
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Die Praparation von Plasmid DNA im groReren Mal3stdblgte mit dem Qiagen Maxi-Kit

nach Herstellerangaben.

7.4 Zellkultur

7.4.1 Lagerung der Zellen

Zur Lagerung Uber langere Zeitrdume wurden Zellerfliissigem Stickstoff eingefroren.

Hierfur wurden entweder HEK293-Zellen einer 75 % fkaenten 10 cm-Schale oder 1%10

Suspensionszellen durch Zentrifugation bei 1000 paitetiert, in 1 ml Lagerungsmedium
aufgenommen (DMEM/RPMI, 20 % FCS, 15 % DMSO) uneim Gefriergefal abgefullt. In

einem Gefrierkontainer wurden die Proben lber Ndamhgisam auf —80°C abgekuhlt und
dann in flussigen Stickstoff Gberflihrt.

Bei Bedarf wurden die Zellen in einem Wasserbad3¥8C aufgetaut, zur Entfernung des

DMSOs mit Medium gewaschen und in Kultur genommen

7.4.2 Kultivierung von Zelllinien

7.4.2.1 Adharente Zellen

HEK293 Zellen wurden auf 5 cm- oder 10 cm-Zellktgtthalen unter Verwendung von
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, mit 10 %té&em Kélber-Serum (FCS), 100 U
Penicillin-Streptomycin pro ml und 1 mM Natriumpyat) kultiviert. Durch Passagieren im
Abstand von zwei bis drei Tagen wurden die Zellereinem Konfluenzbereich zwischen
30 % und 80 % gehalten. Vor dem Passagieren wutigeriellen mit PBS gewaschen, durch
dreimindtige Inkubation in 1 ml 0,5 % Trypsin-EDT¥on der Platte abgelést und zur
Inaktivierung des Trypsins in 10 ml frischem Kulnedium aufgenommen. Nach adaquater
Verdinnung mit Kulturmedium wurde die Zellsuspenstoneut ausplattiert.
Phoenix-Verpackungszellen wurden auf 15 cm-Zeliksithalen unter Verwendung von
DMEM (mit 10 % FCS, 100 U Penicillin-Streptomycimopml|, 1 mM Natriumpyruvat und
50 uM -Mercaptoethanol) kultiviert. Das Passagieren gtéolvie bei HEK293 Zellen unter
Verwendung von 2 ml Trypsin/EDTA je Platte.
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7.4.2.2Suspensionszellen

Jurkat T-Zellen wurden in Zellkulturflaschen in RRMedium (10 % FCS, 100 U/ml
Penicillin/Streptomycin und 2mM Glutamin) kultivietDurch regelmafRliges Verdinnen der
Zellsuspension wurden die Zellen in einem Dichtelwér von 0,5x10bis 1,5x16 Zellen/ml

gehalten.
7.4.3 Transfektion

7.4.3.1Transfektion von adhéarenten Zellen s(E0,),-Methode

Die Methode basiert darauf, dass ;@&).-Kristalle wahrend des Kristallwachstums
Plasmid DNA einschlie3en kdnnen. Zellen sind inldsge, diese Kristalle aufzunehmen und
exprimieren daraufhin ektopisch die Plasmid-koéetroteine.

HEK293 und Phoenix Zellen wurden 24 Stunden vorTdansfektion so verdunnt, dass zum
Zeitpunkt der Zugabe der Transfektionsldésung eimeimale Konfluenz von 40 % erreicht

wurde. Fir die Transfektion einer 10 cm-Kultursehalit HEK293 Zellen wurde folgender

Transfektionsansatz verwendet:

10-20 g DNA
50 12,5M CaC}
ad 500 | H,O

500 | 2 x HeBs wurde Tropfchen-weise unter kontinugr@m Mischen zugefluigt. Nach 15-
minutiger Inkubation bei RT wurde die Mischung ghlenaRig ins Medium der zu
transfizierenden Zellen gegeben. Fur weiterfihrehdalysen wurden die Zellen mindestens

24 Stunden im Brutschrank kultiviert.

7.4.3.2Transfektion von DNA in Jurkat T-Zellen

Wahrend der Einwirkung eines elektrischen Impulsedg Zellen in Losung werden
spannungsgesteuerte Zellmembranporen kurzzeitig ffrge® wodurch extrazellulare
Plasmid DNA ins Zytoplasma diffundieren kann (Eftekbration). Um Jurkat T-Zellen zu
transfizieren, wurden 1x10zellen in einer Elektroporationskiivette (4 mm) r@® g

Gesamt DNA gemischt und unter Verwendung eines @eitsers elektroporiert (220 V,
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1000 pF). Die Zellen wurden nach dem Puls in 10iatlium aufgenommen und mindestens
48 Stunden vor der Analyse im Brutschrank kultiv{ébbildung 7.1).
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Kontrolle pEF3xFlag pEF3xFlageGFP 180V pEF3xFlageGFP 220v pEF3xFIag.EGFP 280v

Abbildung 7.1 Bestimmung der optimalen Transfektion durch Elektroporation von Jurkat T-Zellen.
Jurkat T-Zellen wurden mit verschieden Voltzahl i pg pEF3xFlagEGFP oder pEF3xFlag elektroporiert.
Mittels FACS Analyse wurde die Anzahl grinfluoreseinder Zellen 48 Std. nach Elektroporation genmesse
Zur Auswertung wurde die Hauptpopulation herangerpgls Referenz wurden Leervektor-transfiziertibezie
verwendet. Die beste Transfektionsrate wurde naktEbporation bei 220 V erreicht.

7.4.3.3siRNA Transfektion von Jurkat T-Zellen

Zur siRNA Transfektion von Jurkat T-Zellen wurde dilethode der Lipofektion verwendet.
Sie basiert darauf, dass genetisches Material ntié Mon Liposomen, die leicht mit der
Zellmembran fusionieren, in die Zelle eingebrachtiw

Fir die Transfektion von siRNA in Jurkat T-Zelleungen 500.000 Zellen in 800 RPMI
mit allen Zusatzen in eine Vertiefung einer 6-Wrllktte vorgelegt. 0,5 einer 100 M
siRNA Stammlosung wurden in 100 OPTIMEM gegeben und 11 Atufect mit 100 |
OPTIMEM gemischt. siRNA/OPTIMEM und Atufect/OPTIMEML6sungen wurden
zusammengefuhrt und bei 37°C fir 30 min inkubied,dass sich RNA/Lipid Komplexe
bilden konnten. Schlie3lich wurde der gesamte Amsalf die vorgelegte Zellsuspension
gegeben und die Zellen im GMkubator inkubiert. Die Zellen wurden frihest&2sStunden

nach Transfektion analysiert.

7.4.4 Primare murine CD4+ T-Zellen

7.4.4.1 Aufreinigung und Kultur
Murine CD4+ T-Zellen wurden durch Dynal-Bead-basePositivselektion aus Milz sowie
inguinalen, cervicalen und mesenterialen Lymphkmageliert und mit anschlieender IL-2-
induzierter Proliferation angereichert.
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Das Dynal-Bead-Protokoll beruht auf der spezifischideraktion CD4-exprimierender Zellen
mit mCD4-Antikorper beschichteten Partikeln (mCDyral-Beads). Da diese Partikel
magnetisch sind, kénnen gebundene Zellen im Magidethus einer Zellsuspension
abgetrennt werden. Zur Herstellung der Zellsuspensvurden Milz und Lymphknoten
separat in Medium durch eine@ell Strainer (SiebgroRe 100m) gepresst und durch
Zentrifugation (5 min, 1000 rpm, 4°C) von Gewebggasbefreit. Um rote Blutkérperchen
abzutrennen, wurden die Milzzellen einer partielfaillyse unterworfen. Hierfir wurde das
Zellpellet in ungekihltem TAC Lysepuffer resuspemtiund 5 Minuten auf Eis inkubiert.
Unter diesen Bedingungen platzen die Erythrozytefgrand verminderter Fahigkeit zur
Osmoregulation. Die verbleibenden Milzzellen wurde®BS gewaschen und fur die weitere
Aufreinigung mit den Lymphknotenzellen vereinigt.

Um die Bindung der Antikorperpartikel an die CD4+Z&llen zu ermdglichen, wurde die
Zellsuspension fur 30 Minuten mit 100 ul CD4-Dymads pro Maus inkubiert. Unter
Verwendung eineMagnetic Particle Concentratensurden die gebundenen CD4+ T-Zellen
im Magnetfeld von den restlichen Milzzellen und Lynknotenzellen abgetrennt. Zur Elution
der Zellen von den Partikeln wurden 50 pl CD4-Dietdieads pro Maus eingesetzt.

Die gereinigten CD4+ Zellen wurden in Medium resrsfiert und fur weiterfihrende
Analysen in mCD3 und mCD28 Antikorper-beschichtedawell Platten kultiviert. Innerhalb
von 30 Minuten setzen sich die Zellen auf dem bebtéten Plastik ab, wonach durch
Aktivierung der Zellen morphologische Veranderungerftreten. Nach 48 Stunden wurden
die haftenden Zellen vom Well-Boden mit Medium (Q0IL-2/ml) abgespult und auf eine
Dichte von 0,7- 1x19Zellen verdiinnt. Durch verstérkt einsetzende fenaition der T-Zellen
stieg die Zellzahl innerhalb der nachsten fiinf Tagkedas 10- bis 30-fache an. Durch Zugabe

von frischem Medium wurden die Zellen zwischen Hx1i6d 3x18 gehalten.

7.4.4.2Retrovirale Infektion

Zur Anreicherung von ekotrophen Retroviren in Zellkriberstanden wurden
Phoenix Verpackungszellen verwendet. Die zu infemeen CD4+ T-Zellen wurden wie
beschrieben unter Verwendung von mCD4-Dynal-Beaddvusen aufgereinigt.

Die Phoenix Zellen wurden auf 10 cm-Schalen trarestfi. Hierflir wurde ein pMSCV Vektor
verwendet: Dieser ermdglicht aufgrund einer IRE§u&@z neben der Expression des
gewulnschten Proteins die Expression des Oberflacaders Thyl.1 (CD90.1) zur
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Bestimmung der Infektionseffizienz. Zum besseremnsi&adnis des Experimentablaufs siehe
Tabelle 7.1.

Tabelle 7.1 Experimenteller Ablauf der retroviralen Infektion von primaren CD4+ T-Zellen

Tag | Transfektion 1 Transfektion 2 CD4+ T Zellen

1 Eine 15 cm-Schal
Phoenix pro Konsturkt
10 x 10 cm-Schalen

1)

2 Transfektion 1x15 cm-Schale Phoen&-Well Platten werden mit antj-
pro Konsturkt Hamster beschichtet
10 x 10 cm-Schalen
3 10 ml Medium werden Transfektion Isolation CD4+ T Zellen,
durch  4,5ml  Medium CD3/CD28 Stimulation zZuf
ersetzt Expansion

4 Virusernte  6000g RT| 10 ml Medium werder
UN, 4,5 ml frischegdurch 4,5ml  Mediun

Medium ersetzt
5 Virusernte Virusernte Infektion mit vereinigtegm
Virusuberstand
6-8 Kultur in RPMI mit IL-2
9 Stimulation und Analyse

Die Transfektion der Phoenix Zellen wurde unter saim der CgPOy).-Methode
durchgefuhrt. Zur Optimierung der Infektionsrate,urden zwei Transfektionsreihen
Phoenix Zellen zur Virusproduktion herangezogere dn aufeinander folgenden Tagen
transfiziert wurden. Nach einem Tag wurde das Medder transfizierten Zellen abgesaugt
und durch 4,5 ml frisches Medium je Schale ers&et.an Tag 4 anfallende Virusiberstand
der Transfektion 1 wurde filtriert (0,45 m PorengroRe) und einer 12-stindigen
Zentrifugation (6000g, RT) zur Pelletierung der Odpartikel unterzogen. Der frische
Virusuberstand der beiden Transfektionen wurde ag 3 filtriert, mit dem Pellet der 12-
Stunden Zentrifugation vereint und nach Zugabe Rotybren (8 pg/ml Endkonzentration)
fur die Infektion der Zielzellen verwendet.

Die zu infizierenden CD4+ T-Zellen wurden an Tagugereinigt und auf eine Dichte von
1 bis 2x16 Zellen/ml gebracht. Die Zellsuspension wurde imeei anti-CD3/CD28-
Antikorper-beschichtete Vertiefung einer 6-Well tBda ausgesadt und 48 Stunden im
Brutschrank inkubiert. Am Tag 5 wurden die T-Zellanit 10 ml Virusuberstand
Uberschichtet, die 6-Well Platte bei 2000 rpm Rieebtunde zentrifugiert und anschlielRend
weitere 5 Stunden im Brutschrank inkubiert. Schig3wurden die Zellen vom Plattenboden

abgespiilt, zu einer Konzentration von 1%xZ@llen/ml in IL-2-haltigem Medium (20 U/ml)
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aufgenommen und weitere 3 Tage im Brutschrankwaetti bevor sie fur Stimulationen und

FACS Analysen verwendet wurden.

7.4.4.3Farbung von CD4+ T-Zellen fur FACS Analysen (ILF2B und Flag)

Proteine in oder auf Zellen kbnnen mittels einemFfphor-gekoppelten Antikorpers sichtbar
gemacht werden und durch FACS analysiert werden.diglDetektion von intrazelluléaren

Proteinen ist die Permeabilisierung der Zellmembvautig. Retroviral rekonstituierte CD4+

T-Zellen konnten mittels des OberflachenmarkersiThydentifiziert werden. Expression des
gewulnschten Flag-gekoppelten Proteins wurde mitereiRlag Farbung udberpriuft. Die

Fahigkeit zur CD3/CD28-induzierten Produktion dgsoXins IL-2 oder Stimulus-abhéngiger
| B Degradation wurde an Tag 4-6 nach der Infektionegsen.

Flag-Farbung
Zur Analyse der Expression von Flag gekoppelteridiven in infizierten Zellen wurden ca.

2x1@ Zellen pro Ansatz mit PBS gewaschen, mit 20Q % FCS/PBS / 0,2g Thy1.1-APC
Antikdrper versetzt und fur 15 min auf Eis inkulbiddie Zellen wurden durch Zugabe von
300 |4 % Formaldehyd/PBS fir 15 min fixiert. Anschlegfél wurden sie zwei Mal mit PBS
gewaschen und dann zum Permeabilisieren mit 2@05 %Saponin/ 1 %BSA/PBS / 0,9
FcBlock versetzt. Nach 20-mindtiger Inkubation BT wurde 1,1 g Flag M2-FITC
Antikdper zugegeben und bei RT fur 45 min inkubi&chliel3lich folgten drei Waschschritte
mit PBS bevor die Zellen mittels FACS Analyse usteht wurden.

IL-2 Farbung
Die Zytokinproduktion wurde durch intrazellulare rbéng von IL-2 bestimmt. Hierzu

wurden 1-2x16 Zellen pelletiert und zweimal mit PBS gewaschem, exogenes IL-2 zu
entfernen. Anschliel3end wurde die Aktivierung deleh durch Ausplattieren in CD3/CD28
Antikdrper-beschichteten 6-Well Platten eingeleiBatefeldinA (10pg/ml Endkonzentration),
ein Inhibitor des intrazellularen Proteintransportgurde zwei Stunden vor Ende der
Stimulation zugegeben, um die Akkumulation der pmerten Zytokine im
Endoplasmatischen Retikulum hervorzurufen. Nacheksher Stimulation wurden die Zellen
einmal mit eiskaltem PBS gewaschen und 20 MinuténEss in 100 | 1 % FCS/PBS mit
0,2 ug APC markiertem Thyl.1 Antikdrper inkubieDurch Zugabe von 200 |

4 %Formaldehyd/PBS wurden die Zellen 10 Minuten B&i fixiert und danach erneut
zweimal mit PBS gewaschen. Die Permeabilisierung dellen erfolgte in 200 |
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0,5 %Saponin/ 1 %BSA/PBS. Nach Zugabe von 0,5 pgjde& fir 10 min wurde 0,5 pug
FITC-IL-2 zugesetzt und der Ansatz fur 30 Minutesi RT inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS wurde die intrazellulare FarbungZsdien mit einem BD FACS LSR I

analysiert.

| B -Farbung
Zur Detektion von IB Degradation in T-Zellen wurden diese in 3A(RPMI Medium mit

0,2 ug Thyl.1 Antikdrper far 20 min mit PMA/lonomgcstimuliert und dann durch Zugabe
von 400 | 4 % Formaldehyd/PBS fir 15 min bei RT fixiert. dtlezweimaligem Waschen mit
PBS wurden die Zellen in 50l 0,5 %Saponin/ 1 %BSA/PBS aufgenommen und 10 min
permeabilisiert. Danach wurden 1 pIBI Antikorper (Cell Signalling) zugesetzt und der
Ansatz fur 20 min bei RT inkubiert. Die Zellen werd gewaschen und in 50l

0,5 %Saponin/ 1 %BSA/PBS mit FITC  Ratte-anti-Mag&1l  Antikdrper(1:300)
aufgenommen. Nach 20 min wurde der Ansatz dreirealagchen um dann mittels FACS

Analyse untersucht zu werden.

7.4.5 Primare humane T-Zellen

7.4.5.1Aufreinigung

Primare humane T-Zellen wurden mittels degnal T cell Negative Isolation Kihach
Herstellerangaben aus Blut aufgereinigt. Der flre dNegativselektion verwendete
Antikdrpermix mit Antikbrpern gegen CD14, CD16, HLKlasse || DR/DP, CD56 und
CD235a kann alle Zellen (B-Zellen, NK-Zellen, Mogten etc.) aul3er T-Lymphozyten
binden. Die Antikdrper-gebundenen Zellen werdentaisit magnetischer Partikel, die die
Antikdrper binden, aus der Zellsuspension entfernt.

Frisch gespendetes Blut wurde direkt nach der Afmgahlmit Heparin (16 U/(ml Blut))
versetzt und bei 300 g 10 min bei RT zur Anreichgrvon Leukozyten abzentrifugiert.
Durch die Zentrifugation entstehen drei FraktionBie obere klare Fraktion besteht aus
Plasma, die mittlere Fraktion wird aBuffy Coat bezeichnet und enthalt hauptsachlich
Leukozyten, und die untere Fraktion besteht auskdezentrierten Erythrozyten. D8uffy-
Coat von 50 ml Blut wurde mittels einer Pasteurpipettggenommen und mit PBS auf ein
Volumen von 35 ml aufgefillt. Mit dem verdunntBuaffy Coatwurden 15 ml Lymphoprep
Uberschichtet und bei 160g fir 20 min RT ohne Bemn einem swingoutRotor

zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden 20 rhlberstand abgenommen, um
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Thrombozyten zu entfernen. Ein weiterer Zentrifimaschritt bei 350 g fir 20 min RT ohne
Bremse flhrte zur weiteren Anreicherung von PBM&sipheral blood mononuclear cglh
einer Schicht zwischen Lymphoprep uBdff CoatPBS. Die PBMC Schicht wurde mit einer
Pasteurpipette abgenommen, mit PBS/0,1 % BSA/2 rBMIAgewaschen und bei 400 g fur
8 min bei 4°C zentrifugiert. Es folgten zwei weégaNaschschritte (225 g fur 8 min 4°C) und
schlieRBlich wurden die PBMCs auf eine Konzentratimm 1x16 Zellen/ml gebracht. Zu
1x10° PBMCs wurden 20| Hitze-inaktiviertes FCS und 20 Antikdrpermix gegeben und
fur 20 min auf Eis inkubiert. Bei groReren Zellzailwurden die Mengen entsprechend
erhoht. Der Zell/Antikorpermix wurde mit PBS/BSA/EBR gewaschen, in 900
PBS/BSA/EDTA aufgenommen, mit 100 gewaschenen Dynalbeads versehen und fir 15
min bei RT rotierend inkubiert, so dass die Antp&iwZell Komplexe an die magnetischen
Partikel binden konnten. Nach der Inkubation wumien entfernen von Zell/Partikel-
Aggregaten die Suspension mehrmals pipettiert. Naogabe von 1 ml PBS/BSA/EDTA
wurden die Zell/Partikel-Komplexe aus der Suspensmittels einesMagnetic Particle
Concentratersentfernt und die T-Zell Suspension in ein neue&Géberfuhrt. Um restliche
T-Zellen aus den Partikeln zu l16sen, wurden sielnmit PBS/BSA/EDTA gewaschen und der

Uberstand zu den zuvor gewonnenen T-Zellen hinzigeny

7.4.5.2Expansion und Kultur

Zur Expansion von primaren humanen T-Zellen wurde Diynabeads CD3/CD28 T cell
Expanderverwendet. Das Prinzip von diesem Kit basiert dardass magnetische Partikel,
die mit anti-CD3 und anti-CD28 Antikorpern besedirtd, in vivo Stimulation durch Antigen-
prasentierende Zellen imitieren.

Nach der Aufreinigung wurden die primaren humanefellen mit einer Konzentration von
1x1& Zellen/ml in RPMI Medium mit 10 % FCS, 100 U/ml ri#ellin/Streptomycin und
2mM Glutamin mit 20 | T cell Expandepro 1x16 Zellen im CQ Inkubator kultiviert. Nach
zwei bis drei Tagen wurde rIL-2 mit einer Endkonzation von 20 U/ml zugegeben und die
Zellen bis zu 1,5 Wochen durch Verdinnung und Zaga&bn rlL-2 expandiert. Die
magnetischen Partikel wurden einen Tag vor Experiere mit demMagnetic Particle

Concentraterentfernt.
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7.4.6 Stimulation und Inhibition

Stimulierende Agenzien und Inhibitoren wurden demedMm direkt zugesetzt.
Stimulationszeiten oder Inhibitionsverlauf sind aden Abbildungen der einzelnen
Experimente ersichtlich. T-Zellen wurden entwedeerianti-CD3/CD28 Antikorper oder mit
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) / lonomycinrsiiliert.

Die Stimulation des TCRs (CD3-Untereinheit) und @&28 Kostimulationsrezeptors wurde
mit spezifischen Antikorpern durchgefihrt, die dureeitere Antikdrper miteinander vernetzt
wurden. Auf diese Weise wird T-Zell/APZ ausgeldR&zeptoraggregation simuliert, was zur
Aktivierung intrazellularer Antigenrezeptor-spegdher Signalkaskaden fiuhrt.

PMA, ein Phorbolester mit struktureller Ahnlichkeit Diacylglycerol (DAG), fungiert in T-
Zellen als potenter Aktivator von PKQund damit auch von NFB. lonomycin hingegen
induziert wie IR den C&™-Influx aus intrazelluldren Speicherkompartimenterd nimmt
hauptsachlich Einfluss auf die Aktivierung von NHA-A240, 241]. Falls nicht anders

vermerkt, wurden folgende Konzentrationen der Sarzsn eingesetzt:

lonomycin 300 ng/ml
Leupeptin 100 puM
MG132 25 uM
PepstatinA 100 pM
PMA 200 ng/ml
TNF 25 ng/ml

Die Stimulation von Jurkat T-Zellen und primaren nfanen T-Zellen mit anti-
CD3/CD28 Antikorpern wurde in Loésung durchgeful@D3/CD28 Vernetzung wurde durch
die Zugabe von anti-lgund anti-lgG, Antikdrpern ausgeldst. Folgende Antikorper-

Konzentrationen wurden verwendet:

hCD3 (IgGy) 1 pg/ml
hCD28 (1gQ) 4 pug/ml
anti-lgG, 2 pg/mi
anti-lgGa, 2 pg/mi

Die Stimulation von murinen CD4+ T-Zellen erfolgtmter Verwendung immobilisierter

Antikdrper auf zuvor mit anti-Hamster Antikorper dobichteten Zellkulturplatten nach
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Zugabe von anti-mCD3/mCD28 Antikérpern. Folgenddil&irperkonzentrationen wurden

verwendet:

mCD3 0,5 pug/ml
mCD28 1 pg/ml
Anti-Hamster 0,3 mg/ml

7.5 Biochemische Methoden

7.5.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Kolorimetrische Bestimmungen von Proteinkonzertragn wurden miProtein Dye Reagent
Concentrate der Firma Biorad durchgefihrt. Die Detektion berulauf einer
Extinktionsmessung bei 595 nm der nach Herstelgggben behandelten Proben. Die

Proteinkonzentrationen wurden Uber eine mit BSAe#ite Eichreihe ermittelt.

7.5.2 SDS PAGE

Proteine wurden unter Anwendung der diskontiniedn SDS Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS PAGE) aufgetrennt. Der Meumgsgrad der verwendeten Gele
wurde durch Variation der Acrylamidprozentigkeit ndendividuellen Erfordernissen
angepasst. Durch Uberschichten des Trenngels irht molymerisierten Zustand mit
Isopropanol wurde ein gleichmaRiger Ubergang zweisciSammelgel und Trenngel
gewahrleistet. In das Sammelgel wurden Kdmme nstzni 15 Taschen eingepasst. Die
Proteinproben wurden in 4 x SDS Probenpuffer awdgenen und zur Denaturierung
5 Minuten auf 95°C erhitzt. Zur Abschétzung des @&kalargewichts wurden vorgefarbte
Molekulargewichtsstandards aufgetragen. Die Elglktovese wurde in
SDS Elektrophoresepuffer bei maximal 200V durchbef und nach Austritt der

Bromphenolblau-gefarbten Lauffront aus dem Gel deen

7.5.3 Western Blot und Immunodetektion

Zum immunologischen Nachweis wurden per SDS PAGHgetennte Proteine auf
PVDF Membranen transferiert (Western Blot). Hienfiurde unter Verwendung ein8emi-

Dry Blotting Apparatur ein Elektrotransfer durchgetilhGele und Methanol-aktivierte
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Membranen wurden beidseitig umgeben von Blottinfgrtfetranktem Filterpapieren
zwischen den Elektroden platziert und 60 bis 90Un einer Stromstarke von 60 mA pro
Gel ausgesetzt.

Der immunologische Nachweis Membran-fixierter Pirsdeerfolgte tUber Protein-spezifische
Erstantikorper und Spezies-spezifische ZweitanpigiirNach dem Elektrotransfer wurde die
Membran mit PBST gewaschen, eine Stunde bei RT 3WBSA/PBST blockiert und
anschlieBend mit dem Protein-spezifischen Erstargds in 1,5 %BSA/PBST uber Nacht bei
4°C inkubiert. Um ungebundenen Erstantikorper zufeemen, wurde die Membran
mindestens dreimal fir 5 Minuten mit PBST gewasched dann eine Stunde bei RT mit
einem Zweitantikorper in 0,75 %BSA/PBST inkubid®te verwendeten Zweitantikorper sind
an Meerrettichperoxidase gekoppelt. Wahrend demxasereaktion mit Substrat wird Licht
emittiert, das durch Auflegen eines Films detektvegrden kann. Als Substratlésung wurde
das LumiGLO System (New England Biolabs) unter Bksichtigung der Herstellerangaben
eingesetzt. Die Membran kann nach Ablosen der gidmen Antikorper durch Strippuffer

erneut zur Detektion anderer Proteine verwendetever

7.5.4 Immunprazipitation

Immunprazipitationen (IP) werden zur Untersuchungn vProteinmodifikationen oder
Protein/Protein Wechselwirkungen durchgefuhrt. @tage fur diese Art der Analyse ist der
Einsatz eines Protein-spezifischen Antikérpers, dex selektive Abtrennung des zu
untersuchenden Proteins aus einem Zelllysat unterw®dung von Immunglobulin-
bindender Sepharose erlaubt. Bei weiterfihrendelyse des Préazipitats mittels SDS PAGE
und Western Blot besteht die Madglichkeit unter aede Phosphorylierung- und
Ubiquitinierung des geféllten Proteins zu untersugltaber auch Protein/Protein Interaktionen
mit assoziierten Bindungspartnern nachzuweisen.

Zelllysate wurden unter Verwendung von ColP Puffefriton ColP Puffer oder
Ubiquitinlysispuffer angefertigt. Dafiir wurden 5%18x10 Zellen in dem entsprechenden
Lysepuffer fir 20 min auf dem Rotator bei 4°C lysidDie Lysate wurden dann fir 10
Minuten bei 14000 rpm in einer Tischkiuhlzentrifugentrifugiert, um die unldslichen
Bestandteile abzutrennen. Die Uberstande wurden @iie IP verwendet. Die
Immunpréazipitation wurde nach Zugabe von bis zig22ntikérper zu dem Lysat tber Nacht
bei 4°C durchgefuhrt. Zur Isolation des Antikorpeotein Komplexes wurden am nachsten

Tag 18 pl Protein G-Sepharose (PGS) Suspensior) gli@esetzt. Nach mindestens 30
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Minuten Inkubation bei 4°C wurde die Sepharose llutentrifugation pelletiert und dreimal
mit eiskaltem Lysepuffer gewaschen, in 15 pl 2 XS3®obenpuffer aufgenommen und fir 5
Minuten auf 95°C erhitzt. Die erhaltenen Probendeuar per SDS PAGE und Western Blot

analysiert.

7.5.5 Kern/Zytoplasma Extraktion

Zur Trennung von Kern und Zytoplasma wurden Zellean500 | Niedrigsalzpuffer
aufgenommen und auf Eis inkubiert. Nach 15 Minutemrde NP-40 mit einer
Endkonzentration von 0.13 % zugegeben und gemikahe kurze Zentrifugation lieferte im
Uberstand die Zytoplasmafraktion, der Glycerol meiner Endkonzentration von 5 %
zugesetzt wurde. Das Pellet wurde in $@Hochsalzpuffer aufgenommen, ebenfalls mit 5 %
Glycerol versetzt und gut vermischt. Nach 15-migeittiinkubation unter leichtem Schutteln
bei 4°C, wurde der Ansatz zentrifugiert (14000 r@i®,min, 4°C), so dass der Uberstand die

Kernfraktion enthielt.

7.5.6 Bestimmung der Proteinkinaseaktivitéat

In in vitro Kinasereaktionen wurde die Fahigkeit von Kinasemalysiert, bakteriell
exprimierte  und  gereinigte  Substrate zu  phospremgti. Hierbei kamen
IKK Immunprazipitate aus ruhenden und aktiviertamkdt T Zellen zum Einsatz, die in
Kinaselysepuffer lysiert wurden. Fiir vitro Kinasereaktionen wurden die Prazipitate wie fur
eine IP beschrieben gewaschen, durch einmaligesc¥asmit eiskaltem Kinasepuffer
umgepuffert und schlief3lich in 20 pl Kinasepuffefgenommen. Die Kinasereaktion wurde
nach Zugabe von 1 pg rekombinantemB |1 (AS 1-53) fur 30 Minuten bei 37°C
durchgefiihrt. Nach der Reaktion wurden die PGS lalzentrifugiert und der Uberstand
entnommen. Uberstand und PGS wurden getrennt mitSDS-Probenpuffer aufgekocht,
wodurch die Reaktion gestoppt wurde. Sowohl die rEade, als auch die aufgekochten
PGS wurden mittels SDS PAGE und Western Blot amatys Zur Detektion von

Phosphorylierte IB  wurde ein phosphospezifischeBl Antikérper verwendet.
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7.5.7 Bestimmung der NFB DNA Bindung

7.5.7.1Radioaktive Markierung von DNA Fragmenten

Zur Auffullung 5' tberh&ngender Enden doppelstrig@giDNA Oligonukleotide wurde das
Klenowfragment delE.coli Polymerase | verwendet. In einem Standardansatz 2%nl

wurden folgende Komponenten eingesetzt und 30 Mmbei 37°C inkubiert:

H2K 400 ng
10xKlenow Puffer 1x
dNTP-A je 360 uM
[**P]dATP 40 pCi
Klenowfragment 1U

Der Reaktionsansatz wurde unter Verwendung Q@squick Nucleotide Removal Kits

aufgereinigt.

7.5.7.2EMSA (elektro-mobility-shift assgy

DNA-Fragmente wandern in einem nativen Polyacrytigel nach dem Anlegen einer
Spannung zur Anode. Bei Anwesenheit Dpa-Bindendeteihe verlangsamt sich die
Laufgeschwindigkeit, es kommt zur Retardierung. ddi¥erwendung radioaktivmarkierter
DNA Oligonukleotide lassen sich auf diese Weiseinger Mengen an DNA/Protein-
Komplexen sichtbar machen.

Ein mit Klenowfragment radioaktiv markiertes domgigingiges Oligonukleotid mit einer NF-
B Bindestelle (H2K: gatcCAGGGCTGGGGATTCCCCATCTCCAGS) wurde in
Shiftpuffer zusammen mit 1g BSA, 5 mM DTT, 2 g Poly dI-dC und mit Bauerlepuffer

hergesellten Proteinextrakt (2-1Q) fur 30 Minuten bei RT inkubiert. Die Inkubatievurde
danach auf ein natives Polyacrylamidgel (5 %) awvégen. Die Elektrophorese wurde mit
25 mA pro Gel in TBE als Laufpuffer durchgefuhrtngehlieRend wurde das Gel auf
Filterpapier Vakuum-getrocknet und ein Kodak BioMd% Film aufgelegt.

106



8 Abkirzungen

ABC
Ade
Ag
AP-1
APC
APZ
ARD
AS
R-TRCP
BAFF
Bcl
BCR
BIR
BLAST
BSA
CARD
Carma
CBM
CC
CD
Cdk
cFLIP
cfu
clAP
CK
CL
COP
CRL
CSN
CTLA
CT

activated-B cell
Adenin

Antigen

activator protein 1
Allophycocyanin

Antigen-prasentierende Zelle

ankyrin-repeat Doméane

Aminosaure

-tranducin repeat containing protein

B cell activating factor belonging to the TK&mily

B cell lymphoma
B cell receptor
baculovirus IAP repeats

basic local alignment search tool

Bovines Serumalbumin

caspase-recruitment domain

Abktrzungen

CARD-containing membrane-associated guanklaase protein

Carmal-Malt1l-Bcl10
coiled-coil Doméne
clusters of differentiation
cycin dependent kinase

cellular form of FLICE-inhibitory protein

colony forming unit
cellular apoptosos inhibitor
Casein-Kinase

caspase-like Domane

constitutive photomorphogenesis

Cullin-RING-Ubiquitinligasen

COP9 Signalosom

cytotoxic T lymphocyte antigen

C-Terminus
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CYLD
DAG
DBD
DD
DLBCL
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
DTT
elF3
EMSA
ERK
FACS
Fc

Fc RI
FCS
FMK
FSC
FITC
GADS
GAL
GCB
GFP
GPCR
Grb
GUK
h
HEK
His
HLH
hnRNPLL
ICOS

cylindromatosis

Diacylglycerol

DNA Bindedoméne

death Doméne
diffuse large B cell lymphoma
Dulbecco’s modified Eagle medium
Dimethylsulfoxid
desoxyribonucleic acid
Desoxy-Adenosin-Triphosphat
1,4-Dithiothreitol

eukariotic translation initiation factor 3
electro-mobility-shift assay
extracellular signal-regulated kinase
fluorescence-activated cell sorting
Fragment crystallizable

high affinity IgE receptor

fetal calf serum

Fluoromethyl-Keton

forward scatter
Fluoresceinisothiocyanat
Grb2-related adaptor protein
Galcatosidase

germinal center B cell

green fluorescence protein
G-protein coupeled receptor
growth factor receptor bound protein
guanylate kinase-like

Stunde

human embryonic kidney

Histidin

helix-loop-helix Domane
heterogenous ribonucleoprotein L-like

inducible T cell costimulation
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Abktrzungen

lg Immunglobulin-ahnlich

| B Inhibitor von NF- B

IKK | B Kinase

IL-2 Interleukin-2

IP Immunpraziptiation

IP3 Inositoltrisphosphat

IRES inernal ribosomal entry side
ITAM immunoreceptor tyrosine-based activation rhoti
JAB1 Jun activating binding protein
JNK Jun N-terminale Kinase

kD kilo Dalton

KO knock-out

LAT linker for actvated T cells

LB lysogeny broth

Leu Leucin

LZ leucinzipper

MAGUK membrane-associated guanylate kinase

MALT mucosa-associated lymphoid tissue
Maltl mucosa-associated lymphoid tissue lymphaawastocation protein 1
MAPK mitogen activated protein kinase

MHC major histocompatibility complex

min Minute

MPN Mrpl1-Padl-N-terminal

NBD NEMO Bindungsdomane

NES nuclear export signals

NF-AT nuclear factor of activated T cells

NF- B nuclear factor-B

NIK NF- B inducing kinase

NK natural killer

NLS nuclear localization signal

NM23-H2 Nukleosiddiphosphat Kinase Isoform2
NT N-Terminus

oD optische Dichte
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PAMP
PAGE
PBMCs
PBS
PCI
PCR
PDK
PDZ
PGS
P/
PI3K
PIP2
PKC
PKD
PLC
PMA
PMBL
PRRs
RAS
RHD
RING
RIP
RNA
rpm
RT
RT-PCR
SCF
SDS
SH3
SIRNA
SLP76
SSC

Phosphorylierung
pathogen-associated microbial pattern
Polyacrylamid Gelelektrophorese
peripheral blood mononuclear cell
phosphate buffered saline

proteasom - COP9 signalosome - initiationdia8t
polymerase chain reaction
phosphoinositide-dependent kinase
Psd-95/Dlg/z0-1 Homolog

Protein G-Sepharose

PMA/lonomycin
Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase
Phosphatidylinsositol-4,5-bisphosphat
ProteinkinaseC Isoform

Proteinkinase D

PhospholipaseC
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat
primary mediastinal B cell ymphoma
pattern recognition receptor
ratsarcoma

Rel-Homologie Domane

realy interesting new gene

receptor interacting protein
ribonucleic acid

rounds per minute

Raumtemperatur

Reverse Transkription mit anschlie3ender PCR
Skpl/Cullin1/F-box Protein
sodiumdodecylsulfate

Src homology 3

small inhibitory RNA

SH2 domain-containing leukocyte protein®kbDa

side scatter

110

Abktrzungen



TAB
TAD
TAK
TCR
Thy
TLR
TNF
TNFR
TRAF
Trp

U

Ub
UBAP2L
Ubc
UBD
UN
USP
wit
Y2H
ZAP70
ZF

TAK1-binding protein
Transaktivierungsdomane

transforming growth factor- activated kinase
T cell receptor

thymus cell antigen

Toll-like receptor

tumor-necrosis factor

TNF Rezeptor

TNF receptor-associated factor
Tryptophan

unit

Ubiquitin

ubiquitin associated protein 2 L

ubiquitin conjugating enzyme
Ubiquitinbindungsdoméne

uber Nacht

ubiquitin specific peptidase

Wildtyp

Yeast-Two-Hybrid Screen
zeta-associated protein kinase of 70 kDa

zinc-finger Doméane
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