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Erratum:

unterer Abschnitt, S. 112:

Das Reaktionsprodukt der Phosphatidylinositol-3-Kinase-Reaktion ist Phosphatidylinositol-
(3,4,5)-trisphosphat  (nicht Inositol-1,4,5-trisphosphat). Phosphatidylinositol-(3,4,5)-tris-
phosphat moduliert die Aktivitdit von PDKI1 (Phosphatidylinositol-Dependent-Kinase-1),
wodurch PKC reguliert wird.



Zusammenfassung

Durch den Transkriptionsfaktor NF-kB wird die Expression einer hohen Anzahl von Genen
reguliert, die eine wichtige Rolle bei der Immunantwort, bei Entziindungsreaktionen,
zelluldren Stressreaktionen, Apoptose und in der Karzinogenese spielen. In der ruhenden
Zelle wird NF-xB durch das Inhibitorprotein IkxB im Cytosol verankert. Ein notwendiger
Schritt der Aktivierung von NF-xB ist die induzierte Degradation von IkB, was zur
Freisetzung von NF-kB fiihrt und die Translokation in den Zellkern ermoglicht. In der
vorliegenden Arbeit wurden komplexe Mechanismen untersucht, die zeigen, dass dariiber
hinaus die Aktivitit von NF-kB in einem erheblichen Mafle durch induzierte
Phosphorylierungen reguliert wird.

Hierbei wurde schwerpunktméBig die durch IL-1-induzierte Phosphorylierung der p65(rel-A)-
Untereinheit von NF-«kB an Ser536 untersucht. Mit Hilfe eines phosphospezifischen
Antikorpers gegen die endogen phosphorylierte Form konnte gezeigt werden, dass diese
Phosphorylierung physiologisch relevant ist und nicht durch die drei MAP Kinase Signalwege
JNK, p38 und ERK reguliert wird. IKK[p war bisher als einzige an Serin-536-
phosphorylierende Proteinkinase im TNF-Signalweg ndher charakterisiert worden. Die
Hemmung der Aktivitdt von IKKB mit verschiedenen Methoden (Suppression mit siRNA,
Koexpression von dominant-negativen Mutanten, Verwendung des IKKP-spezifischen
Inhibitors SC-514) fiihrte allerdings nur zu einer partiellen Inhibition der IL-1-induzierten
Phosphorylierung an Serin-536. Mittels analytischer lonenaustauschchromatographie von
Zellextrakten konnten drei Proteinkinasen charakterisiert werden, die Ser536 von NF-kB-p65
phosphorylieren konnen. Hierbei handelt es sich um IKK und TBK1 und eine neue, bisher
nicht bekannte p65-Ser536-Proteinkinase. Diese Daten zeigen, dass Ser536 ein
Konvergenzpunkt der Signaltransduktion zur Regulation der p65-Funktion darstellen muss.
Die an Ser536 phosphorylierte Form von p65 bindet IL-1-abhéingig an den endogenen IL-8
Promoter. In einem zweiten Teil der Arbeit wurde daher versucht, die funktionelle Relevanz
der Phosphorylierung von p65 an Ser536 aufzukldren. Hierzu wurden p65-defiziente
Mausfibroblasten mit phosphomimetischen (Ser536 zu Glutamat oder  Aspartat) und
potentiell inhibitorischen (Ser536 zu Alanin oder Asparagin) Mutanten systematisch
rekonstituiert und die Auswirkung auf ein IL-8-Promoter-Reportergenkonstrukt analysiert.
Diese Daten zeigen, dass die Phosphorylierung an Serin-536 (bzw. die Substitution des Serins
durch Glutamat oder Asparat) die transkriptionelle Aktivitit von p65 erhoht, wihrend die

Mutation zu Asparagin die Aktivitit hemmt. Basierend auf den Daten weiterer



Untersuchungen wie in-vitro-Bindungsassays und Koexpression des Koaktivators TAFII31
und des Korepressors AES mit diesen Mutanten konnte ein Modell fiir die Funktion der
Serin-536-Phosphorylierung postuliert werden. Hiernach inhibiert die IL-1-induzierte
Phosphorylierung an Serin-536 die konstitutive Bindung von AES und ermoglicht im
Gegenzug die Interaktion von TAFII31 mit der Transaktivierungsdoméne von p65. Dieses
Modell erklart, wie p65 an die basale Transkriptionsmaschinerie gekoppelt sein kénnte und
stimulus-abhdngig Gentranskription bewirkt.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde versucht, mit einem Peptid-Array neue
Phosphorylierungsstellen in p65 zu identifizieren. Ein Protokoll konnte dabei erfolgreich fiir
den Versuchsansatz modifiziert werden. Mit dieser Methode wurden Threonin-308 und Serin-
468 als neue putative Phosphorylierungsstellen in p65 ermittelt. In einem initialen
Experiment flihrte der Austausch dieser Aminosduren mit Alanin zu einer Verminderung der
transkriptionellen Aktivitdt in p65-defizienten MEF-Zellen nach IL-1a-Stimulation.

Da in der Literatur berichtet wurde, dass der nukledre Transport von dem p65-Homologon
Dorsal, einem Rel-Protein aus Drosophilia Melanogaster, durch eine Serin-Phosphorylierung
in einem hochkonservierten Bereich reguliert wird, wurde zusétzlich eine Alanin-Mutante
(S281A) des homologen Serins in humanen p65 generiert und charakterisiert. Diese Mutation
fihrt zu einer stark reduzierten Expression in HelatTA-Zellen, zum Verlust der DNA-
Bindungsfahigkeit von p65 und zu einer starken Verminderung der transkriptionellen
Aktivitdt in IL-lo-stimulierten p65-defizienten MEF-Zellen. Strukturvorhersagen legen
hierbei nahe, dass diese Mutation das Protein durch Eliminierung von

Wasserstoftbriickenbindungen destabilisiert.

Schlagworter: NF-kB, Proteinkinasen, Phosphorylierung

Abstract

The transcription factor NF-kB regulates the expression of a large number of genes with
important functions in the immune-response, inflammation, cellular stress-reactions,
carcinogenesis and apoptosis. In resting cells NF-xB is trapped in the cytosplasm by its
interaction with the inhibitor IkB. A necessary step in activation of NF-«kB is the stimulus-
induced degradation of IkB, which results in release and nuclear translocation of NF-«xB.

However, recent evidence suggests that additional mechanisms exist that determine NF-«B-



activity. In this thesis complex mechanisms were investigated that regulate the activity of NF-
kB by modulatory phosphorylations.

A major focus of the work was the phosphorylation of the p65 subunit of NF-kB at Ser536.
As assessed by a highly specific antibody, phosphorylation of endogenous p65 at Ser536 is
regulated by IL-1 independently of the major MAP kinase pathways JNK, p38 and ERK. So
far, only IKK had been characterized as Ser536 kinase. Inhibition of IKKP by a variety of
approaches (suppression by siRNA, dominant negative mutants and the pharmacological
inhibitor SC-514) did not result in complete inhibition of endogenous Ser536
phosphorylation, suggesting that other Ser536 kinases must exist. By analytical ionexchange
chromatography of cell extracts three protein kinases were found that phosphorylate Ser536,
namely IKK, TBK1 and an hitherto unknown protein kinase. Collectively, these data illustrate
that Ser536 integrates several signalling pathways that may ultimately modulate NF-kB-
activity.

IL-1 induces the recruitment of p65 phosphorylated at Ser536 to the endogenous IL-8
promoter. In the second part of the thesis experiments were performed to identify a function
for this type of p65-phosphorylation in IL-8 transcription. p65-deficient mouse fibroblasts
were reconstituted with phosphomimimetic (Ser536 to glutamate or aspartatic acid) or
potentially inhibitory (Ser536 to asparagine or alanine) mutants and their effects on the
activity of an IL-8 promoter reporter gene was analysed. Apparently, phosphorylation of
Ser536 (mimicked by the aspartatic acid substitution) enhances transcription, while mutation
to asparagine is inhibitory. On the basis of additional experiments such as in-vitro-binding
assays and coexpression of the individual p65 mutants with either the coactivator TAFII31 or
the corepressor AES a model for the function of Ser536 was postulated. Hereby IL-1-induced
phosphorylation suppresses the constitutive interaction with AES and promotes the interaction
of p65 with TAFII31. As a result transcription is enhanced.

In the third part of the project an attempt was made to identify novel phosphorylation sites
within p65. For this purpose, in vitro-protein kinase assays were performed with unstimulated
and stimulated cell extracts using arrayed peptide substrates covering the p65 primary
sequence. With this approach threonine-308 and serine-468 were identified as novel putative
phosphorylation-sites. In an initial experiment the exchange of these amino acids by alanine
resulted in a reduced transcriptional activity in reconstituted p65-deficient MEF-cells after IL-
la-Stimulation.

Finally, based on reports that the p65-homologon Dorsal, a rel-protein in Drosophila

Melanogaster, is phosphorylated at a serine within a region highly conserved in all rel-



proteins, which regulates nuclear import, an alanine mutation (S281A) of the homologeous
serine in human p65 was generated and characterized. This mutation results in a strongly
reduced expression in Hela-cells, in a loss of DNA-binding in-vitro and in a strongly reduced
transcriptional activity in IL-lo-stimulated reconstituted p65-deficient MEF-cells. In this
case structure prediction suggests, that this mutation destabilizes the protein by elimination of

hydrogen-bonds.
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Lipopolysaccharid

Mitogen-aktivierte Proteinkinase

murine embryonale Fibroblasten

Minute

messenger RNA (Boten-RNA)

Mitogen- und Stress-aktivierte Kinase-1
Molekulargewicht

mikro-

nano-

Nukleédrer Faktor xB

Nonidet P-40

Amino-terminal

Optische Dichte

Polyacrylamid

Polyacrylamid-Elektrophorese

Phosphate buffered saline  (Phosphatgepufferte Kochsalzlosung)
Polymerase Chain Reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
Protein-Datenbank Brookhaven(-Datei)
Polyethylenglykol

an Ser32 und Ser36 phosphoryliertes [kBa
Proteinkinase A

Proteinkinase B

Proteinkinase C

Phorbol-12-myristat-13-Acetat (Phorbolester)
Phenylmethylsulfonylfluorid

an Ser536-phosphoryliertes p65
Polyvinylidendifluorid

relativ

Rel-Homologie-Region

relative light units (relative Lichteinheiten)

root mean square deviation (Wurzel der mittleren, quadratischen
Abweichung

Ribonukleinsédure

rounds per minute; Umdrehungen pro Minute (Upm)
Raumtemperatur

Sekunde

Siemens

Sodium Dodecyl Sulfate (Natriumdodecylsulfat)
small interfering RNA

Transaktivierungsdomine 1, 2
Transaktivierungsdomine

9



TAE-Puffer Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Taqg-Pol. DNA-Polymerase aus Thermophilus aquaticus
TBK1 TANK-bindende Kinase 1

TBS Tris-gepufferte Kochsalzlosung

TCA Trichloressigsdure

TE Tris-EDTA

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

TNF Tumornekrosefaktor

Tris Tris-(Hydroxymethyl)-aminomethan

U Unit (Enzym-Einheit)

uv Ultraviolett

\% Volt

v/v Volumenprozent

Vol. Volumen

w/v weight per volume (Gewichtsprozent: 1 g/100 ml )
WT Wildtyp

Es wurden die allgemeinen SI-Einheiten und die chemischen Elementsymbole verwendet. Fiir
Aminosduren wurden der Ein- und Drei-Buchstaben-Code verwendet. Alle hier nicht

aufgefiihrten Abkiirungen werden im Text erklért.
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1. Einleitung

1.1 NF-xB-Proteine

Der Transkriptionsfaktor NF-kB (Ubersicht: Rothenwarf et al., 1999; Gosh et al., 2002)
reguliert die Expression einer Vielzahl von Genen, die fiir Immunreaktionen und die zelluldre
Antwort auf diverse Stresszustdnde funktionell wichtig sind.

NF-kB wurde identifiziert als nukledrer Transkriptionsfaktor, der an das Enhancer-Element
des Gens fiir die leichte Kette des -Immunglobulins bindet. Urspriinglich wurde
angenommen, dass NF-kB nur in B-Lymphozyten exprimiert wird. Diese Annahme fiihrte
daher zu der Abkiirzung NF-«B (k-Immunglobulin-Enhancer-Element-bindender, nukledrer
Faktor, engl. x-Immunglobulin-enhancer-element bindinding nuclear factor) (Sen et al.,
1986). Allerdings wurde schnell erkannt, dass NF-kB in jedem Zelltyp exprimiert wird.

Bei NF-xB handelt es sich in der DNA-bindenden Form um Homo- und Heterodimere, die
sich aus Proteinen der Rel-Familie zusammensetzen.

Alle Rel-Proteine gehoren einer Familie eukaryontischer Transkriptionsfaktoren an, deren
gemeinsames Strukturmerkmal eine hochkonservierte Rel-Homologie-Region (RHR) ist. Die
RHR enthdlt dabei die DNA-Bindungsdoméne, die Dimerisierungsregion sowie die
Kernlokalisierungssequenz. Rel-Proteine werden weiter in zwei Klassen unterteilt, wobei
Proteine der Klasse II eine Transaktivierungsdoméne enthalten und Proteine der Klasse I
nicht. In Sédugetieren existieren fiinf Mitglieder dieser Proteinfamilie: p5S0 (Vorlduferform:
p105), p52 (Vorlduferform: p100), c-rel, p65 (rel-A) und rel-B (s. Abb. 1.1). X-Rell wurde in
Xenopus Laevis als p65-Homologon identifiziert (Kao et al., 1991). Von Insekten sind bisher
die Proteine Dorsal, Dif sowie Relish aus Drosophila Melanogaster (Rothenwarf et al.,1999)
und das Dorsal-Homologon Gambifl aus Anopholes Gambiae (Barillas-Mury et al., 1996)
beschrieben worden. Bei Séugetieren besitzen nur c-rel und p65 (rel-A) eine
Transaktivierungsdomédne (Abk.: TAD). Der am hiufigsten auftretende NF-kB-Komplex ist
dabei das Heterodimer aus p50 und p65. NF-kB-Dimere, die sich nur aus Untereinheiten
ohne Transaktivierungsdomidne zusammensetzen, wird eine reprimierende Funktion
zugeschrieben.

Das dekamere Konsensus-Motiv der DNA-Erkennungssequenz (kB-Sequenz) lautet: 5'-
GGGRNNYYCC-3" (R: Purin, Y: Pyrimidin, N: beliebige Base). Beziiglich der
Bindungsaffinitit zu verschiedenen 1kB-Konsensus-Motiven konnten aber signifikante

Unterschiede zwischen den Monomeren der Klasse I und II festgestellt werden (Coleman et
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al., 1993; Urban et al., 1991; Kunsch et al., 1992), so dass die resultierende Bindungsaffinitit
der NF-kB-Dimere je nach genauer kB-Sequenz und Zusammensetzung des Dimers variieren

kann.

In der unstimulierten Zelle liegt das NF-kB-Dimer im Komplex mit dem Inhibitorprotein 1B
vor. IkB maskiert hierbei die Kernlokalisierungssequenz und die DNA-Bindungsdomaéne in
der RHR, so dass die Translokation in den Kern und die DNA-Bindung inhibiert werden. Alle

IkB-Proteine enthalten entweder sechs oder sieben Ankyrin-Repeats, durch die die Interaktion

mit NF-xB ermdglicht wird.

RHR
( IV S—
crel EEEEEET 619
Rel-B=] L 557
[
£ Dorsal = 678
3 Dif e T e 669
o
K .
€ | Relish i R—0O0O00OO—19T1 \
GRR
p100/p52 -:I-.A_OOOOOO-O_ 898

k GRR 969
p105/p50 e D 0.0,0,0,0,0 0 mmmmm
A
IkBoa -=OOOO00~ 317

kBf  EOOO—0O0— 361

KB e QOO O OO 607

KBt e OQOO-OOOO- 500
Bcl-3 =——=O00-0000— 446

Cactus =i QOQO-OOOO= 500
\ )

Ankyrin-Repeats

IkB-Proteine

Abb. 1.1: Struktur von Rel- und IkB-Proteinen
Schematisch ist die Struktur aller humanen Rel- und IkB-Proteine sowie der homologen Formen aus Drosophilia
Melanogaster (Dorsal, Dif, Relish und Cactus) dargestellt. Die Pfeile in p100 und p105 zeigen den C-Terminus von p52 und
p50 nach dem proteolytischen Prozessieren an. Die Position der beiden Serine, deren induzierte Phosphorylierung die
Degradation der IkB-Proteine einleitet, ist mit P gekennzeichnet. Abkiirzungen: SRR: Serin-reiche Region, GRR : Glycin-
reiche Region, L (in rel-B): Leucin-Zipper (nach Rothenwarf ez al., 1999).
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Die IkB-Familie enthilt die Saugetierformen IkBa, IkBf, IkBy, IkBe sowie p100 und p105,
die Vorlduferformen von p50 und p52, die sowohl die Rel-Homologie-Region als auch die
IkB-Proteine kennzeichnenden Ankyrin-Repeats enthalten. p100 kann daher mdglicherweise
sowohl als Rel-Protein als auch als IkB-Protein fungieren (Gosh. et al., 2002). Von IkBf
existieren noch die zwei Isoformen IxkBB1 und -2, bei denen es sich um Produkte
alternativen Spleissens handelt. In Drosophilia Melanogaster wurde Cactus als ein IkB-
Homologon identifiziert.

Von den IkB-Proteinen enthalten nur IkBa., - und -¢ eine N-terminale regulatorische Region,
die bei Aktivierung des NF-kB-Signalweges zur proteolytischen Degradation der IxB-
Proteine fiihrt, was dann die Kerntranslokation und DNA-Bindung des freigesetzten NF-kB-
Dimers ermoglicht.

IkBa ist das bisher am besten untersuchte IxB-Protein. Die Genexpression von IkBa wird
hierbei entscheidend von NF-«kB reguliert, was auf der Ebene der Genexpression zu einer
negativen Riickkopplungsregulation der NF-kB-Aktivitit fiihrt.

Nicht vollstindig verstanden ist das genaue Wechselspiel zwischen den beiden am hiufigsten
auftretenden Formen IkBa und -f. Beide Formen scheinen funktionell weitgehend édqivalent
zu sein und konnen durch die jeweils andere Form substituiert werden (Cheng et al., 1998).
IxBa zeigt jedoch eine schnellere Degradationskinetik als IkBf (Tran et al.,1997). Anders
als IxB, verfiigt IkBa moglicherweise iiber eine atypische Kernlokalisierungssequenz und
tiber eine Kernexportsequenz, was dazu fiihrt, dass IkBo im Kern NF-xkB komplexieren und
so wieder aus dem Kern transportieren kann (Harhaj et al, 1999). Ternire Komplexe mit
IxBf scheinen hingegen ausschlieBlich im Cytosol vorzuliegen. (Huang, T.T. et al., 2001;
Malek et al., 2001)

1.2 Struktur von NF-xB und IxB

Mittlerweile existieren im Bereich der RHR von fast allen NF-kB-Proteinen Strukturdaten aus
Rontgenkristallstruktur- oder NMR-Untersuchnungen. In Abb. 1.2 ist ein p50-p65-
Heterodimer, gebunden an DNA (Berkowitz et al., 2002; PDB-Datei: 1LES) und im Komplex
mit IkBo (Huxford et al, 1998; 1IKN) dargestellt. Die RHR umfasst ungefihr 300
Aminosduren und gliedert sich in zwei Ig-artige Doménen, die durch eine flexible Linker-
Region verbunden sind. Beide Dominen zeigen eine ausgepriagte [-Faltblattstruktur und
interagieren mit der DNA, in der C-terminalen Doméne liegt zusitzlich die aus drei B-

Faltblattstringen bestehende Dimerisierungsregion. In der Dimerisierungsregion  inter-
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agieren die Monomere durch ein sehr ~ homologes Netzwerk ~ von
Wasserstoffbriickenbindungen und hydrophoben Kontakten miteinander. Der DNA-
gebundene Komplex zeigt dabei die fiir NF-kB-charakteristische schmetterlingsartige
Quartarstruktur.

In IkB bilden die Ankyrin-Repeats, die sich aus je zwei dicht gepackten o-Helices
zusammensetzen, eine stapelformige Anordnung, die die Interaktion mit der
Dimerisierungregion der NF-kB-Proteinen ermdglicht. Die Kernexportsequenz von IxkBao ist
dabei exponiert. Durch die Aufkldrung der Struktur eines terndren Komplexes aus IkBf3 und
einem Homodimer aus p65 konnte des Weiteren gezeigt werden, dass Teile der
Kernlokalisierungssequenz durch IxkBf maskiert werden (Malek et al., 2003). Eine

Interaktion mit Karyophorinen wird somit effektiv blockiert.

Ankyrin-
repeats

Abb. 1.2: Struktur von NF-«kB und IxB

Links: Komplex aus p50 und p65 (jeweils N-terminaler Bereich mit der Rel-Homologie-Region
(RHR)), gebunden an DNA ( nach der Struktur 1LES.PDB; Berkowitz et al., 2002).

Rechts: p50-p65-Heterodimer (jeweils N-terminaler Bereich um RHR) komplexiert mit einem
IkBa -Fragment (nach der Struktur 1IKN.PDB; Huxford ef al., 1998). Das Peptidriickgrat ist in der
Bénderdarstellung, die Atome der DNA in der Stabmodellform abgebildet (grau: Kohlenstoff, blau:
Stickstoff, rot: Sauerstoff, Orange: Phosphor).

1.4 Aktivierung des NF-kB-Signalweges durch IKK-induzierte IxB-
Degradation

NF-kB wird durch sehr viele Stimuli, wie z.B. pro-inflammatorische Zytokine (u.a. IL-1,

TNF), Phorbolester, Mitogene, Bestandteile von Bakterien und Viren (u.a. LPS, virale
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Proteine und dsRNA), physikalische und chemische Stressoren aktiviert (Rothenwarf et al.,
1999).

Die Mehrheit dieser Stimuli fiihrt zu der Aktivierung des IkB-Kinase-Komplexes (IKK), der
IkBa im N-Terminus an den Serinen 32 und 36 phosphoryliert (DiDonato et al., 1996;
DiDonato ef al., 1997). In kB und -¢ existieren hierbei analoge Serine. Die phosphorylierte
Form von IkBa wird dann durch einen E3-Ubiquitin-Ligase-Kinase-Komplex an den
Lysinen 21 und 22 polyubiquitinyliert, was zu der proteolytischen Degradation des Proteins
im 26S-Proteasom fiihrt. Das so freigesetzte NF-kB-Dimer kann dann in den Kern eindringen
und an die DNA binden. Aullerdem wurde beschrieben, dass andere Stimuli iiber eine
Phosphorylierung an Tyrosin 42 eine proteolytische Degradation von IkBa induzieren kénnen
(Imbert et al., 1996)

Bei IKK handelt es sich um einen hochmolekularen Proteinkomplex (apparentes
Molekulargewicht von 700 —900 kDa in der Gelfiltrationschromatographie). Die Kernstruktur
von IKK setzt sich hierbei aus den katalytischen Untereinheiten IKKa und/oder IKKf} sowie
aus der regulatorischen Untereinheit IKKy (NEMO) zusammen. Moglich sind hierbei
Kernstrukturen mit der Stochiometrie ysa3 oder die Kombinationen mit der Stochiometrie
Y402 bzw. y4f2 (Miller et al., 2001; Tegethoff et al., 2003), wobei die Kernstruktur mit der
heterodimeren Zusammensetzung aus einer o- und einer [-Untereinheit dominiert.
Dariiberhinaus wurden Interaktionen mit weiteren Proteinen, wie z.B. den Proteinkinasen NIK
oder MEKK1, beschrieben.

IKKa und IKK zeigen eine hohe Sequenzhomologie (50 % Sequenz-Identitit) und enthalten
neben der N-terminalen Kinase-Doméne ein Leucin-Zipper- und ein Helix-Loop-Helix-Motiv.
Die Dimerisierung zweier katalytischer Untereinheiten im Komplex wird dabei durch die
Leucin-Zipper-Motive ermoglicht. Das Helix-Loop-Helix-Motiv, das Ziel von mehrfacher
Autophosphorylierung ist, fungiert méglicherweise als ein autoinhibitorisches Element. IKKYy
enthilt iberwiegend helikale Abschnitte und ldngere Bereiche mit coiled-coil-Strukturen
sowie ein C-terminales Leucin-Zipper-Motiv, das an der Interaktion mit anderen IKKy-
Monomeren im Komplex beteiligt ist (Rothenwarf ez al., 1999).

Aktiviert wird IKK durch Phosphorylierung von Serinen in den Aktivierungsschleifen von
IKKa (Serin 176) und IKK (Serine 177, 181) (Ling et al., 1998; Mercurio et al., 1997). Eine
Reihe von Proteinkinasen sind bereits als Aktivatoren oder Kinasen von IKK identifiziert
worden, darunter PKCC (Lallena et al., 1999), PKR (Chu et al., 1999) sowie mehrere
Mitglieder aus der MAPKKK-Familie (NIK, TAKI1, MEKKI1,-2,-3 und COT/TPL)
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(Referenzen: Rothenwart et al., 1999, Gosh et al., 2002). Die Aktivierung erfolgt dabei
entweder liber eine direkte Phosphorylierung oder durch eine erhohte Autophosphory-
lierungsrate, die durch Interaktion mit Aktivatoren reguliert wird.

Dem einfachen Modell der Inhibition der nukledren Translokation von NF-kB durch IkB bzw.
der Aktivierung von NF-kB durch eine IKK-abhingige IkB-Degradation stehen jedoch
einige Beobachtungen entgegen, die ein komplexeres Modell realistischer erscheinen lassen:
So ist neu synthetisiertes IkBo in der Lage, in den Kern einzudringen, wo es NF-xB
komplexiert und aus dem Kern heraus transportiert (Gosh et al., 2002). Hinzu kommt, dass
IKK auch im Kern nachgewiesen wurde (Birbach et al., 2002). Die primére Funktion von
IkBa scheint es daher zu sein, die DNA-Bindung von NF-«B zu verhindern, wihrend die
Verankerung von NF-kB im Cytosol durch IxB wesentlich komplexer reguliert zu sein
scheint. Sicher ist aber, dass die IkB-Bindung das FlieBgleichgewicht der NF-kB-Verteilung
in Richtung Cytosol verschiebt. Die IkB-Degradation stellt daher einen notwendigen Schritt

der NF-kB-Aktivierung dar.

1.2 Physiologische Funktion von NF-xB

NF-kB nimmt eine zentrale Position in der Regulation einer aulergewdhnlich hohen Anzahl
von Genen, die eine wichtige Funktion bei der Immunantwort, Entziindungsreaktionen, bei
der Vermittlung der Zellproliferation sowie bei der Regulation der Apoptose ausiiben.

NF-kB ist weiter involviert in die Expression von Genen, die eine wichtige Rolle bei der
Reaktion der Zelle auf diverse Stressoren, wie z.B. oxidativer Stress oder UV-Strahlung
spielen.

Alle bisher durchgefiihrten Deletionen von NF-kB-Untereinheiten ( p65, p50, p100/p52, c-rel,
rel-B) im Mausmodel fiihrten zu einer Reduktion der Immunfunktion. Dariiber hinaus wiesen
die einzelnen Phénotypen aber auch spezifische Unterschiede auf, die Folge einer
unterschiedlichen Gewebsverteilung und unterschiedlicher Genexpressionsmuster sind. Die
Deletion von p65 ist im embryonalen Stadium lethal und geht mit einer massiven
apoptotischen Leberdegeneration einher (Beg ef al., 1995). In p50-defizienten Méusen verlief
die Ontogenese normal, doch war die B-Lymphozyten-abhdngige Immunfunktion und die
unspezifische Immunantwort stark beeintrichtigt. U.a. erfolgte keine B-Zellproliferation nach
LPS-Stimulation und die basale sowie spezifische Antikorperproduktion war gestort (Sha et
al.,, 1995). Miuse mit einer Deletion im Gen von pl00/p52 zeigten eine deutliche

Verdnderung der B-Lymphozytenverteilung in Milz, Knochenmark und Lymphknoten.
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Ahnlich wie im Fall von p50 war auch hier die LPS-stimulierte B-Zellproliferation
vermindert, aber die B-Zellreifung und die Antikorperproduktion war normal (Caamano et al.,
1998). Reife B- und T-Lymphozyten von Maiusen mit einem inaktivierten c-rel-Gen
reagierten nicht auf Stimulation mit den meisten Mitogenen. Die T-Lymphozyten
proliferierten jedoch nach Stimulation mit Kalzium-Ionophoren und Phorbolester (Kontgen et
al.,1995). Die Untersuchung von rel-B-defizienten Mausen zeigte Stérungen im
Differenzierungsprozess von dentritischen Zellen und des Epithels der Thymusdriise (Burkly
et al., 1995).

Fiir die Immunantwort relevante, von NF-kB regulierte Gene sind u.a. Zytokine ( z.B. IL-1,
IL-2, IL-6, IL-12, IFN-B, LTa und LTB), Chemokine (z.B. IL-8, MIP-1a, MCP1 und
RANTES), Adhésionsproteine (z.B. ICAM, VCAM und Eotaxin) und induzierbare Enzyme
wie iINOS oder COX-2. Auch die Expression antimikrobieller Peptide wie p-Defensine wird
entscheidend durch NF-kB reguliert (Ghosh et al., 1998; Zhang et al., 2001).

Durch eine Analyse der NF-kB-abhidngigen Genexpression mit Mikro-Arrays konnte eine
Reihe weiterer wichtiger Gene, wie z.B. der Transkriptionsfaktor STATSa oder IL-13
identifiziert werden (Hinz et al., 2002; Li, J. et al., 2001; Zhou et al., 2003).

Sehr wichtig ist zudem die Rolle des NF-kB-Signalweges bei der Regulation der
Zellproliferation und Apoptose. In der Mehrheit aller Félle steuert NF-kB hierbei die
Expression von Proteinen, die antiapoptotische und proproliferative Effekte hervorrufen
(Ubersicht: Kucharczak et al., 2003).

Dazu zdhlen u.a. IAPs (Inhibitoren von Apoptoseproteinen), wie z.B. die Caspase-Inhibitoren
c-IAP1, c-IAP2 und XIAP oder Proteine aus der Bcl-2-Familie (z.B. Bcl-2, Bcl-xl), die als
Antagonisten der proapoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Familie fungieren. Wegen des
supprimierenden Effektes auf Apoptose-Vorgdnge wird NF-kB auch eine wichtige Rolle in
der Karzinogenese zugewiesen. So wurde in mehreren Krebszelllinien eine konstitutive,
nukledire Aktivitit von NF-kB detektiert (Ubersicht: Gilmore et al., 2002).

Die Hemmung von NF-kB sensibilisierte eine Reihe von Tumorzelllinien gegeniiber
Apoptose-induzierenden Stimuli, chemotherapeutischen Substanzen oder einer Bestrahlung,
so dass NF-xB auch in der Krebsbehandlung, =zusitzlich zur Therapie von

Entziindungserkrankungen, als ein attraktives pharmakologisches Ziel angesehen wird

(Baldwin et al., 2001).
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1.5 Mehrfach-Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren

Bei der Regulation von vielen Transkriptionsfaktoren spielen neben anderen
posttranslationalen Modifikationen Phosphorylierungen eine herausragende Rolle. Viele
dieser Transkriptionsfaktoren unterliegen hierbei signalabhéngig einer mehrfachen
(multiplen) Phosphorylierung (Ubersicht: Holmberg et al., 2002).

Die Aktivitit von Transkriptionsfaktoren kann dabei auf verschiedenen Ebenen durch
Phosphorylierungen moduliert werden:

1. Phosphorylierungen konnen die Stabilitéit eines Transkriptionsfaktors, sowohl positiv wie
negativ beeinflussen. Beispielsweise stabilisieren Phosphorylierungen den Transkriptions-
faktor p53 (Apella ef al., 2000), wihrend der Faktor E2F-1 nach Phosphorylierung degradiert
wird (Fuchs et al., 2001).

2. Auch die nukledre Translokation kann durch Phosphorylierungen gesteuert werden. So
konnen die Mitglieder der NF-AT-Familie im hyperphosphorylierten Zustand nicht in den
Kern translozieren. Erst die Kalzium-abhingige Dephosphorylierung durch die Phosphatase
Calcineurin erlaubt den Kerneintritt (Macian et al., 2001).

3. Ein weiterer Angriffspunkt fiir phosphorylierungsabhingige Regulation stellt die DNA-
Bindung dar. Ein gutes Beispiel hierfiir ist c-Jun, dessen signalabhédngige N-terminale
Phosphorylierung eine intramolekulare Konformationsumwandlung induziert. Dies flihrt zur
Dephosphorylierung des konstitutiv-phosphorylierten C-Terminus, was dann die Bindung an
DNA ermoglicht (Papavassiliou ef al., 1992; Whitmarsh et al., 2000).

4. Vor allem Interaktionen mit Proteinen, wie z.B. Koaktivatoren und -repressoren,
unterliegen hdufig einer Regulation durch Phosphorylierungen. So ermdglicht eine
Phosphorylierung an Serin-133 in dem Transkriptionsfaktor CREB die Rekrutierung des
Koaktivators CBP (Zor et al., 2002).

Ein hinsichtlich Phosphorylierungen ausfiihrlich untersuchter Transkriptionsfaktor ist der
Tumorsuppressor p53, der eine Schliisselrolle bei der Regulation des Zellzyklus und der
Apoptose einnimmt. Zum jetzigen Zeitpunkt sind 16 Phosphorylierungsstellen beschrieben
worden, von denen die meisten nach Stress-Induktion phosphoryliert werden. Thr55 und
Ser376 werden hingegen nach Stimulation dephosphoryliert und Ser378 liegt konstitutiv
phosphoryliert vor (Appella. et al., 2000, 2001; Vousden, 2002). Im Ruhezustand der Zelle
bindet p53 an das Inhibitorprotein Mdm2 oder an inaktiver JNK, was zu einer rapiden
Degradation im Proteasom fiihrt. Je nach Art der Stress-Induktion und in Abhéngigkeit des
Zelltypes kann es zu einer ausgeprigten Phosphorylierung an den Positionen Serl5, Thrl8,

Ser20 und/oder Ser37 kommen (Appella et al., 2000, 2001; Vousden, 2002). Alle diese
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Phosphorylierungen destabilisieren die Mdm2-Bindung und tragen so zur Stabilitdt von p53
dabei. AuBlerdem erlaubt die Dissoziation von Mdm2 die Rekrutierung von Koaktivatoren,
wie z.B. TAFII31 oder CBP/p300 (Jabbur et al., 2002; Appella et al., 2000, 2001; Vousden,
2002 ) und trdgt somit zur Erhohung der transkriptionellen Aktivitit von p53 bei. Eine
Phosphorylierung an Ser20 scheint aber nicht ausreichend fiir eine Stabilisierung von p53 zu
sein, wie Untersuchungen mit der entsprechenden Alanin-Mutation zeigten (Appella ef al.,
2001; Vousden, 2002). Dieses Beispiel demonstriert, dass ein Kennzeichen von Mehrfach-
Phosphorylierungen hiufig die kooperative bzw. additive Wirkung auf die Proteinaktivitét
ist. Weitere stabilisierende Effekte wurden fiir die Phosphorylierungen an Ser33, Ser46, Thr
55, Thr81, Thr155 sowie fiir C-terminale Phosphorylierungen, insbesondere nach DNA-
Schédden, nachgewiesen (Appella et al., 2001; Vousden, 2002; Bech-Otschir et al., 2001;
Chernov et al., 2001). Neben der Stabilisierung steuern Phosphorylierungen am N- und C-
Terminus die nukledre Translokation von p53. AuBlerdem beeinflussen Phosphorylierungen in
beiden Regionen die DNA-Bindung (Appella et al., 2001; Vousden, 2002; Waterman et al.,
1998; Stavridi ef al., 2001). Zudem scheinen Phosphorylierungen an Ser15 und Ser33 fiir die
durch CBP/p300 katalysierte Acetylierung am C-Terminus von p53 erforderlich zu sein, was
mit einer gesteigerten transkriptionellen Aktivitdt einhergeht (Appella, 2001; Vousden, 2002 ;
Kishi et al., 2001).

Die bisher bekannten Beispiele mehrfach-phosphorylierter Transkriptionsfaktoren illustrieren
sehr gut die Vielfalt an qualitativen und quantitativen Effekten, die mehrere
Phosphorylierungen auf die Aktivitit von Transkriptionsfaktoren ausiiben konnen.
Transkriptionsfaktoren stehen hdufig an der distalen Position von mehreren Signalwegen.
Daher kommt ihnen die entscheidende Rolle als Verrechnungselement und Konvergenzpunkt
dieser Signalwege zu. Auf der Ebene der Transkription werden die in Form von
Phosphorylierungen und anderen posttranslationalen Modifikationen des
Transkriptionsfaktors eingehenden Signale miteinander verrechnet (Signalintegration) und so
in ein bestimmtes Genexpressionsmuster transformiert. Die Phosphorylierungen kdnnen sich
dabei in einer kooperativen Weise verstiarken bzw. abschwichen. Moglich ist aber auch, dass
mehrere Phosphorylierungen unabhingig von einander die transkriptionelle Aktivitdt steuern.
Ein ebenfalls hdufig verwirklichtes Prinzip ist, dass eine bestimmte Phosphorylierungsstelle
von mehreren Proteinkinasen phosphoryliert wird. Ein Beispiel ist hierfiir Ser133 in CREB,
dessen Phosphorylierung die Rekrutierung von CBP steuert. Es wurde gezeigt, dass mehrere
Proteinkinasen diese Stelle phosphorylieren konnen, darunter PKA, CaMK 1V, PKC, AKT,
MSK-1 und MAPKAP-2 (Gonzalez et al., 1989; Mayr et al., 2001). Dies ermdglicht
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einerseits Signalintegration aber auch Konvergenz, da verschiedene Signalwege zum selben

Effekt fithren. AuBBerdem kann dadurch eine gewisse Redundanz erreicht werden.

1.6 IxB-unabhingige Regulation der NF-kB-Aktivitat durch
Phosphorylierungen

Die IxkB-Degradation ist bei der NF-kB-Aktivierung ein notwendiger Schritt, allerdings kein
hinreichender Schritt, wie mittlerweile aus einer Vielzahl von Studien abgeleitet werden kann.
Auch bei NF-«B haben posttranslationale Modifikationen, insbesondere Phosphorylierungen
eine groBe regulatorische Bedeutung (Ubersicht: Schmitz, Bacher et Kracht , 2001).

Die NF-kB-Untereinheiten p105, p100, c-rel und p65 werden konstitutiv und nach
Stimulation phosphoryliert (Neumann et al., 1992, 1994; Li, C.C. et al., 1994). So induziert
die Behandlung von Zellen mit verschiedenen Stimuli, wie z.B Phorbolester, TNFa, IL-1a
oder bakterielle Lipopolysaccharide die Phosphorylierung von p65 (Neumann et al., 1992;
Heissmeyer et al., 1999; Schmitz et al., 1995; Wand et al., 1998, 2000; Anrather et al., 1999;
Sakurai et al., 1999; Bird et al., 1997)

Die grof3e Mehrheit dieser Phosphorylierungen scheint auf die Phosphorylierung von Serinen
und zu einem geringeren Teil mit schwécherer Signifikanz auf die von Threoninen
zuriickzugehen (Hayashi et al., 1993; Li, C.C. et al., 1994).

Die Stimulation von T-Zellen mit PMA, CD28 und TNFa resultierte ebenfalls in eine
Zunahme der Phosphorylierung von c-rel. Dariiber hinaus konnte festgestellt werden, dass
Ser471 innerhalb der Transaktivierungsdoméne von c-rel TNFa-abhiangig phosphoryliert wird
(Bryan et al., 1994; Martin et al., 2000). AuBlerdem fiihrte die Mutation in einer konstitutiven
Phosphorylierungstelle im Bereich von AS 447-455 innerhalb der TAD von c-rel zu einem
Verlust der transkriptionellen Aktivitit von c-rel (Fognani et al., 2000).

pl05 wird von beiden katalytischen Untereinheiten von IKK an den Positionen Ser921,
Ser923 und Ser932 phosphoryliert, was ein limitiertes, proteolytisches Prozessieren zu dem
Endprodukt p50 initiiert. Zudem scheinen diese Phosphorylierung notwendig fiir die stabile
Komplexbildung mit dem nukleédren Protein BCL-3, einem IkxB-Homologon, zu sein. BCL-3
kann Koaktivatoren rekrutieren, so dass der Komplex aus p50 und BCL-3 transkriptionelle
Aktivitit besitzen kann, obwohl p50 selbst keine TAD enthélt (Heissmeyer et al., 1999).

Von sehr grofBem Interesse ist die phosphorylierungsabhingige Regulation von p65, das

neben c-rel, das einzige humane Rel-Protein mit einer Transaktivierungsdoméne ist.
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Nach dem derzeitigen Kenntnisstand wird p65 an folgenden Positionen phosphoryliert:
Ser276 (Kinasen: PKA, MSK) (Zhong et al., 1997; Vermeulen et al., 2003), Ser311 (Kinase:
PKCC) (Duran et al., 2003), Ser529 (Kinase: Casein-Kinase II) (Wang et al., 2000), Ser535
(Kinase: CaMKIV) (Bae ef al., 2003) und Ser536 (Kinase: IKK[) (Sakurai et al., 1999, 2003;

Kishore et al., 2003). Eine schematische Zusammenfassung ist in Abb. 1.3 dargestellt.

(MSK1) (CKII)
S 276 (PKA) S$529 S 536 (IKKB)
®NLS ®®
1 RHR I TA2 [TA1-551
S 311 ® Phorbol ester @
(PKCY) S 535
(CaMKIV)

Abb. 1.3: Phosphorylierungsstellen in p65

Es wurden alle bisher identifizierten Phosphorylierungsstellen mit den zugehorigen Proteinkinasen
eingezeichnet. Im Bereich TA 2 induziert die Behandlung mit Phorbolester eine nicht ndher lokalisierte
Phosphorylierung. Abk.: RHR: Rel-Homolgie-Region, NLS: nukledre Lokalisierungssequenz, TA 1, 2:
Transaktivierungsdoméne 1 und 2, PKA: Proteinkinase A, MSK-1: Mitogen- und Stressaktivierte Proteinkinase
1, PKCC:  Proteinkinase C(, CKII: Casein-Kinase II, IKKp: B-Untereinheit des IxkB-Kinase-Komplexes,
CaMKIV: Calmodulin-abhingige Proteinkinase IV (modifiziert nach L. Schmitz et al., 2001)

Die Phosphorylierungen an Ser276 und Ser311 fiihren hierbei zur Bindung des Koaktivators
CBP/p300 (Zhong et al, 1998; Duran et al, 2003). Die Bindung von Histon-
Deacetyltransferase-1, einem Korepressor, wird durch diese Phosphorylierung hingegen
geschwicht (Zhong et al., 2002).

Die Phosphorylierungsstelle Ser276 ist hierbei in Rel-Proteinen hochkonserviert und hat in
den diesbeziiglich untersuchten Proteinen eine dhnlich wichtige Funktion wie in p65. So
resultiert eine Phosphorylierung in-vitro an dem homologen Ser337 in p50 durch die
Proteinkinase PKA in eine erh6hte DNA-Bindungsaffinitit (Hou et al., 2003). In dem Rel-
Protein Dorsal aus Drosphilia Melanogaster fiihrt die Alaninmutation an dieser Stelle
(S312A) zu einer Destabilisierung. Dariiberhinaus wurde berichtet, dass in Dorsal das
benachbarte Ser317 phosphoryliert wird (Drier ef al., 1999). Die zugehdrige Alanin-Mutation
an dieser Position bewirkt die Reduktion des nukledren Imports wéihrend der embryonalen
Morphogenese.

Eine wachsende Anzahl von Befunden in den letzten Jahren hat zu der Erkenntnis
beigetragen, wonach die transkriptionelle Aktivitdt von NF-«B nicht ausschlieBlich iiber die

Degradation von IkB kontrolliert wird. So wurde z.B. gezeigt, dass die Hemmung des p38-
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Signalweges zu einer deutlichen Reduktion der transkriptionellen Aktivitit von NF-kB fiihrt
(Wesselborg et al., 1997; Carter et al., 1999). Dieser Effekt konnte spiter durch eine
Aktivierung der Kinase MSK-1 durch den p38-Signalweges erkliart werden (Vermeulen et
al., 2003). MSK-1 phosphoryliert hierbei Ser276.

Neben dem p38-Signalweg wird aber auch die Beteiligung von anderen Signalwegen bei der
NF-«B-Aktivierung diskutiert. So filihrte die Inhibition des ERK-Signalweges zu einer
deutlichen Abnahme der transkriptionellen Aktivitit von GAL-p65-Fusionsproteinen
(Vanden-Berghe et al., 1998). Da diese GAL-p65-Proteine aus der DNA-Bindungsdomine
von GAL4, einem Transkriptionsfaktor aus der Hefe, und der Transaktivierungsdoméne von
p65 bestehen, sind sie ausschlieBlich nukledr lokalisiert. Deswegen ist es denkbar, dass an den
beschriebenen Effekten, nukledre Kinasen involviert sind.

Fiir eine Beteiligung des Phophatidyl-Inositol-3-Kinase(PI3K)-Signalweges an der IxB-
unabhéngigen Aktivierung von NF-kB gibt es ebenfalls signifikante Daten. Der Einsatz der
PI3K-Inhibitoren Wortmannin und Ly 294002 beeintrachtigt nicht die nukleére Translokation
von NF-kB (Beraud et al., 1999; Reddy et al., 2000; Sizemore et al., 1999), aber vermindert
die IL-1-induzierte p65-Phosphorylierung und die transkriptionelle Aktivitét eines GAL-p65-
Reportergenkonstruktes, das auch durch eine Uberexpression der katalytischen Untereinheit
von PI3K aktiviert wird (Sizemore et al., 1999).

Weiter unterstiitzt werden diese Daten dadurch, dass Akt/PKB, die durch PI3K aktiviert wird,
die transkriptionelle Aktivitdt von p65 beeinflusst. Dieser Effekt konnte allerdings durch eine
dominant-negative Mutante von IKKf gehemmt werden (Madrid et al., 2000). Im Gegensatz
dazu stehen die Ergebnisse einer anderen Studie, nach der die PI3K-abhidngige NF-xB-
Aktivierung IKK nicht erfordert (Hoeflich et al., 2000).

Eine weitere wichtige Funktion bei der IkB-unabhingigen Aktivierung konnte die
Proteinkinase GSK3f haben. So ist in GSK3f3-defizienten Mauszellen die transkriptionelle
Aktivitdt und die DNA-Bindung von NF-kB vermindert, wihrend die IL-1/TNF-abhéngige
IkB-Degradation und die nukleédre Translokation von NF-kB unbeeintrichtigt war (Hoeflich,
et al., 2000). Der Befund, dass GSK3p den C-Terminus von p65 phosphorylieren kann,
erhoht die Evidenz fiir eine Beteiligung von GSK3p an der NF-kB-Regulation (Schwabe et
al., 2003). Interessant in diesem Zusammenhang ist auch, dass GSK3p ein Substrat von
PKB/Akt ist. Allerdings fiihrt die PKB/Akt-abhingige Phosphorylierung zu einer
Inaktivierung von GSK3p, so dass eine Verbindung zwischen beiden Signalwegen in der

Auswirkung auf die NF-kB-Regulation sehr kompliziert erscheint.
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung der NF-kB-Aktivierung

Obige Abbildung zeigt eine schematische Zusammenfassung der Aktivierung des NF-kB-Signalweges.
Dargestellt sind alle Proteinkinasen, die bisher als p65-Kinasen beschrieben worden sind sowie alle
bekannten Phosphorylierungen (an kB, p105, p50-p65), an denen IKK beteiligt ist. Abkiirzungen: IKK:
IkB-Kinase-Komplex; PKA: Proteinkinase A; CKII: Casein-Kinase II; MSK1: Mitogen- und Stress-
aktivierte Kinase 1; PKCC: Proteinkinase CC; GSK3B: Glykogen-Synthase-Kinase-3f; PI3-Kinase:
Phosphatidyl-Insositol-triphosphat-Kinase; PKB: Proteinkinase B; TNFR: TNF-Rezeptor; IL-1R: IL-1-
Rezeptor; EZ: extrazellulér; 1Z: intrazelluldr; M: Membran (modifiziert nach L. Schmitz et al., 2001).

Auch die atypische Proteinkinase PKCC ist an einer IkB-unabhédngigen Regulation von NF-

kB beteiligt (Anrather et al., 1999) . PKCC phosphoryliert hierbei p65 an Ser311 und reguliert
so die Rekrutierung von CBP/p300 (Duran et al., 2003). Die Deletion von PKC( hatte in
murinen embryonalen Fibroblasten signifikanten Einfluss auf die transkriptionelle Aktivitat
von NF-«B (Leitges et al., 2001). Der Phénotyp von GSK3p-defizienten Mausembryonen
dhnelt stark den Phénotypen von p65- und IKK[3-defizienten Embryonen (Beg et al., 1995; Li,



1. Einleitung 24

Q. etal, 1999; Li, Z.W. et al., 1999; Tanaka et al., 1999 ). Alle drei Genotypen sind lethal
und fithren zu einer starken hepatozytiren Apoptose.

Ein schematischer Uberblick des NF-kB-Signalweges unter Beriicksichtigung der beteiligten
Proteinkinasen ist in Abb. 1.4 dargestellt.

1.7 Zielsetzung

Die Aktivierung von NF-kB kann durch die IkB-Degradation nicht vollstindig erklért
werden, wie sehr viele Daten in der Literatur zeigen. Insbesondere die transkriptionelle
Aktivitdt von NF-kB wird offenbar unabhingig von der IkB-Degradation reguliert. Es wurde
in der Literatur berichtet, dass Untereinheiten von NF-kB induziert und teilweise mehrfach
phosphoryliert werden. Wenig verstanden ist dabei die genaue Funktion dieser
Phosphorylierungen. Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher, zum Verstindnis der
Funktionen dieser Phosphorylierungen beizutragen.

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit liegt dabei in der Analyse der Regulation der
transkriptionellen Aktivitét durch Phosphorylierungen im Kontext mit
Entziindungsreaktionen. Hierzu wird die transkriptionell aktive Untereinheit p65 von NF-xB
beziiglich der phosphorylierungsabhéngigen Regulation nach Stimulation mit proin-
flammatorischen Zytokinen (IL-la, TNFa) eingehender untersucht. AuBerdem sollen die
daran beteiligten Proteinkinasen und Signalwege néher charakterisiert werden.

Noch sehr unerforscht ist, ob die nukledre Translokation von NF-kB IkB-unabhéngig durch
Phosphorylierungen reguliert wird. Es wurde berichtet, dass der Kerntransport von Dorsal,
einem Rel-Homologon aus Drosophilia Melanogaster, durch Phosphorylierung an einem
hochkonservierten Serin (Ser317) reguliert wird (Drier et al., 1999). Um zu tiberpriifen, ob
dieser Mechanismus auf das humane p65 {iibertragbar ist, soll eine homologe Mutante
generiert und analysiert werden.

Ein weiterer Bestandteil der vorliegenden Arbeit ist die Identifizierung neuer
Phosphorylierungsstellen von p65. Hierfiir sollen durch Verwendung von Peptid-Arrays, die
den Sequenzbereich von p65 in Form von Peptiden enthalten, potentielle
Phoshorylierungsstellen gefunden werden. Im Anschluss sollen dann diese putativen

Phosphorylierungsstellen ndher charakterisiert werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

Chemikalien und Reagenzien:
Chemikalien und Reagenzien wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Serva,

Sigma, Merck, Baker, Fluka, Biomol, Promega, Invitrogen und Amersham Pharmacia
Biotech bezogen (Qualitétsstufe: pro analysi, ,,Fir die Molekularbiologie* oder cell culture

grade).

Geriite:

Elektrophorese-, Westernblot- und Fotografiesysteme:

Biometra BioDoc Analyze UV-Transilluminator

Biotec Fisher PHERO-STAB 0632 Spannungsgerit

Hoefer Mighty Small, SE250/260 Gelelekrophorese-Apparatur
Schleicher&Schuell Semi-Dry-Blotter

Sigma Vertikale duale Elektrophoresekammer

Mikroskope und Photometer:

Eppendorf BioPhotometer

Leitz Diavert

Leitz Laborlux 11

MR6500 Dynatech Mikrotestplattenleser
Shimadzu Spektralphotometer UV-160A
Zeiss Axiovert 200M

Verschiedenes:

Amersham Pharmacia Biotech Chromatographie-System AKTAprime
mit Schreiber REC112

Biometra Geltrockner

Biometra Hybridisierungsofen OV1

B. Braun Biotech International Certomat H Inkubator

EG&G Berthold Lumat LB 9507 Luminometer

Eppendorf Thermomixer 5436



2. Material und Methoden

26

Heidolph Vortex
Landgraf Thermocycler
Lauda C6 CS Wasserbad

Perkin Elmer ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (DNA-Sequenzer)

Protec Optimax Filmentwicklermaschine

Branson Sonifyer 250 G. Heinemann Ultraschall und Labortechnik

Ziegra Eismaschine
ELISA-Reader (Firma Dynatech)
Elma Ultraschallbad

Roth Vakuumfiltrationsapparatur, bestehend aus Schraubfiltervorsatz

und Saugflasche

Laborwaagen:
Chyo Electronic Balance MP-3000

sartorius analytic

Zellkultur:
GFL Wasserbad
Heraeus Brutschrank CO, Autozero

Heraeus Sterilwerkbank Lamin Air HB 2472

Zentrifugen:
Beckmann J2-21 Centrifuge

Beckmann L8-70M Ultracentrifuge
Beckmann TL-100 Ultracentrifuge
Eppendorf Concentrator 5301
Heraeus Biofuge Fresco

Heraeus Biofuge Pico

Sorvall RC2B

Sorvall RT6000 Refrigerated Centrifuge (DuPont)

Sigma 4K15
Sigma 6K 10
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Verbrauchsmaterial:

Plastikwaren, Einwegmaterial und Ahnliches wurden von den Firmen Eppendorf, Sarstedt,

Omnilab, Roth, Greiner, Neolab, Nunc und Brand bezogen.

Losungen und Puffer:

Wasser

Falls nicht anders angegeben, wurde bidestiliertes H,O verwendet.

Coomassie Brilliant Blue-Losung
0,1% (w/v)  Coomassie Brilliant Blue G250
50% (v/v) Methanol

20% (v/v) Essigsédure

Entfarbelosung
30% (v/v) Methanol

1% (v/v) Ameisensaure

2xHeBS (sterilfiltriert)

0,28 mol/l NaCl

0,05 mol/l  HEPES

1,5 mmol/l  Na,HPO,

pH 7,05 mit 5 mol/l NaOH einstellen

10x Laemmli-Laufpuffer
0,5 mol/l Tris

1,92 mol/l  Glycin
0,5% (w/v)  SDS

4x Laemmli-Auftragspuffer

100 mmol/l  Tris (pH 8§,8)

8% (W/v) SDS

24% (v/v) Glycin

16% (v/v) B-Mercaptoethanol
0,02% (w/v) Bromphenolblau
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mit H,O auf 25 ml auffiillen

Luziferase-Reagenz

200 mmol/l  Tricin

10,7 mmol/l  (MgCO;)sMg(OH), 5H,0
26,7 mmol/l MgSO;4

333 mmol/l DTT

10 mg Coenzym A
5,931 mg Na-Luziferin
5,3 mmol/l ATP

Milch
5 ml 5% (w/v) Trockenmilchpulver in TBST-Puffer

PBS

137 mmol/l  NaCl

2,7 mmol/l  KCI

4,3 mmol/l Na,HPO,
1,4 mmol/l KH,POy4

RNA/DNA Auftragspuffer

50% (v/v) Glycerol
1 mM EDTA, pH 8
0,25% (w/v) Bromphenolblau

SDS-PAGE-Sammelgelpuffer
1 mol/l Tris/HCI, pH 6,8

SDS-PAGE-Trenngelpuffer

1 mol/l Tris/HCI, pH 8,8
10x Semi Dry Blotpuffer
30,25 g Tris

1442 ¢ Glycin
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20% (v/v) Methanol

TAE-Puffer

4 mmol/l Tris
0,11% (v/v) Essigsdure
1 mmol/l EDTA

TE-Puffer
10 mmol/l Tris (pH 7,0-8,0)
1 mmol/l EDTA

TBS-Puffer (pH 7.4)
10 mmol/l Tris/HCI
1,54 mol/l NaCl

TBST-Puffer
TBS-Puffer mit 0,05% (v/v) Tween 20

TSS-Losung
10% (w/v)  Polyethylenglykol 6000 oder 8000

5% (v/v) DMSO
50 mmol/l MgSO4 *7TH,0
mit LB-Medium auf 25 ml auffiillen

LB-Medium

10g BactoTrypton
10 g NaCl

S5¢g Hefeextrakt

mit H,O auf 11 auffiillen und autoklavieren

Weitere Materialien, Reagenzien und Kits:

Bradford-Kit Protein Assay Dye Reagent, Bio Rad
dNTP Set New England Biolabs, Roche

Gluathion(GSH)-Sepharose 4B

Amersham Pharmacia Biotech
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G418 (Geneticin) Calbiochem

Medium und Zusitze (Zellkultur) GibcoBRL

Mini-Prip. Kit Amersham Pharmacia Biotech
Protein A-/G-Sepharose Amersham Pharmacia Biotech
PVDF-Membran Millipore

Qiagen Plasmid Maxi-Kit Qiagen

Radioaktive Isotope ICN

Hartmann Analytics
Amersham Pharmacia Biotech
Restriktionsendonukleasen MBI Fermentas (St. Leon-Rot), Amersham

Pharmacia Biotech

Rontgenfilme Biomax-ML, Biomax-MR (Kodak)
Taq-DNA-Polymerase GibcoBRL

Cloned Pfu-Polymerase Stratagene

Zellkulturmaterial Nunc

Antikorper und rekombinante Proteine:

anti-GFP-Antikdrper (Boehringer Mannheim):
Mischung aus zwei monoklonalen Antikorpern aus der Maus (Klone 7.1 und 13.1) gegen

GFP; Immunogen: partiell gereinigtes, rekombinantes GFP aus Aequorea victoria.

anti-phospho-IxBa (Cell Signaling Technology):
Aufgereinigte polyklonale Antikérper (Kaninchen); Immunogen: Synthetisches Peptid, in

dem Ser32 phosphoryliert ist, mit korrespondierendem Sequenzbereich aus humanem IkBa.

anti-IkBa (Cell Signaling Technology):
Aufgereinigte polyklonale Antikérper (Kaninchen); Immunogen: Synthetisches Peptid mit

korrespondierendem Sequenzbereich aus humanem IkBa.

anti-p65(Santa Cruz Biotechnology):
Aufgereinigte polyklonale Antikérper (Kaninchen); Immunogen: Synthetisches Peptid mit

korrespondierendem Sequenzbereich aus dem C-Terminus von humanem IxBa.
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anti-pSer536p65 (Cell Signaling Technology):
Polyklonale Antikdrper (Kaninchen); Immunogen: Synthetisches Peptid, in dem Serin-536

phosphoryliert ist, mit korrespondierendem Sequenzbereich aus humanem NF-kB-p65.

anti-IKKa ( Santa Cruz Biotechnology):
Polyklonale Antikdrper (Kaninchen); Immunogen: rekombinantes humanes IKKa-Fragment

AS 1-745.

anti-IKKp (Santa Cruz Biotechnology):
Aufgereinigter polyklonaler Antikorper (Ziege); Immunogen: synthetisches Peptid mit

korrespondierendem Sequenzbereich aus dem C-Terminus von humaner IKK.

anti-TBK1(Santa Cruz Biotechnology):
Polyklonale Antikorper (Kaninchen); Immunogen: Epitop korrespondiert mit dem Bereich AS
355-729 im C-Terminus von muriner TBK1. Die Antikorper erkennen sowohl murine als

auch humane TBK1.

Sekundérantikorper fiir ECL-Reaktionen (konjugiert mit der Peroxidase aus Meerrettich
(horseradish-peroxidase, HRPO) :

anti-Maus-IgG-HRP-konjugierter Antikorper (Schaf), anti-Kaninchen-IgG-HRP- konjugierter
Antikorper (Esel) (Amersham Pharmacia Biotech)

anti-Ziege-1gG-HRP-konjugierter Antikorper (Esel) (Dianova)

humanes, rekombinantes IL-1a Prof. Saklatvala, London, Grof3britannien

humanes, rekombinantes TNFo Prof. Wajant, Wiirzburg, Deutschland

Enzyme fiir molekularbiologische Anwendungen:

Sédmtliche Enzyme wurden von den Firmen Invitrogen, MBI Fermentas, Stratagen und

Amersham Pharmacia Biotech bezogen und in den entsprechenden Puffern eingesetzt.
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Oligonukleotide:

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech bezogen.

fiir Mutagenese-Reaktionen:

Mutation (Position der Mutation ist unterstrichen):

S536D-sense:
5'-CCTCCTTTCAGGAGATGAAGACTTCTCCGACATTGCGGACATGG-3’
S536D-antisense:
5'-CCATGTCCGCAATGTCGGAGAAGTCTTCATCTCCTGAAAGGAGG-3’

S536E-sense:
5-CCTCCTTTCAGGAGATGAAGACTTCTCCGAAATTGCGGACATGG- 3’
S536E-antisense:
5'-CCATGTCCGCAATTTCGGAGAAGTCTTCATCTCCTGAAAGGAGG -3’

S536N-sense:
5-CCTCCTTTCAGGAGATGAAGACTTCTCCAACATTGCGGACATGG -3’
S536N-antisense:
5-CCATGTCCGCAATGTTGGAGAAGTCTTCATCTCCTGAAAGGAGG -3’

S536A-sense:
5-GGCCTCCTTTCAGGAGATGAAGACTTCTCCGCCATTGCGGAC-3"
S536A-antisense:
5-GTCCGCAATGGCGGAGAAGTCTTCATCTCCTGAAAGGAGGCC-3’

S529A/S536A-sense:
5’-GGCCTCCTTGCAGGAGATGAAGACTTCTCCGCCATTGCGGAC-3’
S529A/S536A-antisense:
5'-GTCCGCAATGGCGGAGAAGTCTTCATCTCCTGCAAGGAGGCC -3’

S281A-sense:

5’- GCCTTCCGACCGGGAGCTCGCTGAGCCCATGGAATTCCAGTACC -3’
S281A-antisense:

5’- GGTACTGGAATTCCATGGGCTCAGCGAGCTCCCGGTCGGAAGGC -3’
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T308A-sense:
5'-CGTAAAAGGACATATGAGGCCTTCAAGAGCATCATGAAGAAG-3’
T308A-antisense:
5"-CTTCTTCATGATGCTCTTGAAGGCCTCATATGTCCTTTTACG-3’

S468A-sense:
5-CTGTGTTCACGACCTGGCAGCCGTCGACAACTCCGAGTTTCAGC-3’
S468A-antisense:
5'-GCTGAAACTCGGAGTTGTCGACGGCTGCCAGGTCTGTGAA CACAG -3’

Sequenzier-Primer:

fiir die Kontrolle der Mutationen an Position Ser281 und Thr308 in p65:
5'-GACCCCTCCCTACGCAGACCC-3'(3"-Ende: Nukleotid 858 in p65-Gen)

fiir die Kontrolle der Mutation an Position Ser468 in p65 :
5'-GAAGGAACGCTGTCAGAGGCCC-3'(3"-Ende: Nukleotid 1397 in p65-Gen)

fiir die Kontrolle der Mutationen an Position Ser529 und Ser536 in p65

und Umklonierung mutierter Bereiche im C-Terminus von p65:

p65-Sall-sense

5'-GCGCGTCGACAACTCCGAGTTTCAGC-3"(3"-Ende: Nukleotid 1505 in p65-Gen,
enthélt eine Sall-Schnittstelle)

p65-Hindll1-antisense
5'-CGCGAAGCTTTT AGG AGC TGA TCT GAC TCA GCA G-3" (enthélt Stopcodon des

p65-Gens und eine HindlII-Schnittstelle)

Oligonukleotide aus dem Promotor des humanen IL-8-Gens fiir Chromatin-

Immunprizipitation:

sense
5'-AAGAAAACTTTCGTCATACTCCG- 3' (Nukleotide 1303-1325)
antisense

5'- TGGCTTTTTATATCATCACCCTAC 3' (Nukleotide 1450-1473)
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Oligonukleotide mit NF-kB-Bindungsmotiv fiir EMSA-Experimente:

sense
5'-TGACAGAGGGGACTTTCCGAGA-3’
antisense

5-TCTCGGAAAGTCCCCTCGTCA-3’

siRNA fiir RNAInterferenz-Studien:
siRNA SMARTpool IKKa,-IKKf3

(Dharmacon)

Die genauen Sequenzinformationen sind nur {iber einen Aufpreis zu erhalten und waren daher
nicht bekannt.

siRNA-Luciferase:

sense

5’-CGUACGCGGAAUACUUCGAUU-3"

antisense

5-UCGAAGUAUUCCGCGUACGUU-3"

Plasmide:
PGEX-5X-3-p65354.551-S529A,- Dr. H. Sakurai, Osaka, Japan
S536A,

pcDNA3IKKoa-flag Prof. Dr. L.M. Schmitz, Bern,
pcDNA3IKKp-flag Schweiz
PGEX-5X-3-p65354.551

pNF-xBs3-Luc

pcDNA3IKKa-flag-d.n.(S176A)

pcDNA3IKKa-flag-d.n.(S177A, S181A)

pcDNA3IkBa-flag

pcDNA3IkBa-SS/AA-flag (S32A/S36A)

pEGFPCl1p65

pSV-BGal Promega, Karlsruhe, Deutschland
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pCS3MT

pUHD133-1L-8-Promotor-Luc-WT

pMT7p65

pMTNHA-TAFII31

pGEX2TK-TAFII31

PCDNA3. 1/ Hi sA- AES

E.coli-Bakterienstimme:

XL1 Blue

Dr. P.Holland, Seattle, USA

Prof. Dr. Kracht

Hannover, Deutschland

Dr.M. Nourbaksh, Hannover,
Deutschland

Dr.R.Wu, Houston, USA

Dr. J.A.A. Ladias, Boston, USA

Dr. T. Okamoto, Nagoya Japan

Genotyp: F’ Tnl0 (Tet') proA+B+ lacl’ A(lacZ)M151 recAl gyrA96 (Nal') thi-1 hsdR17 (r¢

my) glnV44 relAl lac

TOP10

Genotyp: F" mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80/lacZAM15 AlacX74 recAl deoR araD139

A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str") endA1 nupG

LKIII

Genotyp: 1, my , thi-1, thr 1, leuB6, onA21supE44,

lacl®YZAM15, Hfr\"

BL21(DE3)pLysSb (fiir die Proteinexpression verwendeter Stamm)
Genotyp: F* ompT hsdSz (¥ m's ) gal dem (DE3) pLysS (Cm")
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Zelllinien

HEK?293 IL-1R:
humane, adenovirustransformierte, embryonale Nierenzellen, die konstitutiv das Gen des IL-

1-Rezeptors exprimieren; Prof. Dr. K. Matsumoto, Nagoya, Japan

HelatTA :

Transgene Hela-Zelllinie (humane, epitheloide Cervix-Carcinoma Zellinie), die stabil mit
einem konstitutiv regulierten Expressionsplasmid fiir ein tetrazclin-responsives,
transkriptionelles Aktivatorprotein transfiziert wurde (geeignet flir die tetrazyklinabhangige

Regulation von Transgenexpression) (Gossen, M. et al., 1992).

p65-defiziente MEF-Zellen:

murine embryonale Fibroblastenzelllinie; p65'/ ", Dr. T. Okazaki, Tokio, Japan

KB-Zellen:
orale epidermale Karzinomzellen

Elektrophorese-Standards

DNA-Standard

GeneRuler 100 bp DNA Ladder A-DNA/ EcoRI und Hindlll Marker 3
(MBI Fermentas): (MBI Fermentas):
1031 bp 21226 bp
900 bp 5148 bp
800 bp 4973 bp
700 bp 4268 bp
600 bp 3530 bp
500 bp 2027 bp
400 bp 1904 bp
300 bp 1584 bp
200 bp 1375 bp
100 bp 947 bp
80 bp 831 bp

Proteinstandard LMW (Low Molecular Weight) fir SDS-PAGE, Amersham Pharmacia
Biotech:

97 kDa Phosphorylase B
66 kDa Albumin
45 kDa Ovalbumin
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30 kDa Carboanhydrase
20 kDa Trypsininhibitor
14 kDa a-Lactalbumin

Proteinstandard mit Farbstoff-markierten Standardproteinen fiir SDS-PAGE (Broad Range),

New England Biolabs :

175 kDa MBP-B-Galaktosidase (MBP: Maltose-Bindendes-Protein)
83 kDa MBP-Paramyosin (MBP: Maltose-Bindendes-Protein)
62 kDa Glutamatdehydrogenase

47,5 kDa Aldolase

32,5 kDa Triosephosphatisomerase

25 kDa B-Lactoglobulin A

16,5 kDa Lysozym

6,5 kDa Aprotinin

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Arbeiten mit Bakterienkulturen

Fiir molekularbiologische Arbeiten wurden E.coli-Stimme verwendet, die sich von dem
Sicherheitsstamm K12 ableiten. Die Bakterien wurden entweder in Fliissigkulturen mit LB-
Medium oder auf Agarplatten kultiviert. Fir die selektive Kultivierung wurden die
Antibiotika Ampicilin (Konzentration 100 pg/ml), Tetracyclin (12,5 pg/ml) und Kanamycin
(50 pg/ml) verwendet. Die Langzeitlagerung der Bakterienstimme erfolgte in 50% (v/v)
Glycerol in LB-Medium bei -80°C.

2.2.2 Herstellung transformationskompetenter Bakterien und Transformation

Fiir die Herstellung kompetenter Bakterien wurde eine Fliissigkultur (4 ml LB-Medium) des
jeweiligen Leerstammes angeimpftt und @.N. bei 37°C bei 200 rpm inkubiert. Mit der
Vorkultur wurde dann eine groflere Fliissigkultur angesetzt (50-150 ml LB-Medium) und so
lange inkubiert, bis die Extinktion bei 600 nm eine optische Dichte von 0,3-0,5 erreichte. Die
Zellen wurden dann sedimentiert (4°C, 3000 g, 10 min) und in 1/10 Volumen TSS bei 4°C
resuspendiert. Die Suspension wurde sofort auf Eis in 200 pl Portionen aliquotiert und dann
in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert.

Fiir die Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien wurden 200 pl-Aliquots der
kompetenten Bakterien auf Eis aufgetaut, mit einer entsprechenden Menge Plasmid-DNA
vereinigt (10 ng zirkuldres Plasmid, 2-10 pl eines Ligationsansatzes) und 30 min auf Eis
inkubiert. Dann wurden die Reaktionsgefdle mit den Bakterien  bei 42°C in einem

vorgeheizten Wasserbad mit einer Temperatur von 42°C fiir 45-55 s getaucht (Hitzeschock)
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und darauf zwei Minuten auf Eis abgekiihlt. AnschlieBend wurden 800 pul LB-Medium zum
Ansatz hinzugefiigt und es folgte eine Inkubation von einer Stunde bei 37°C. Im Anschluss
wurden die Bakterien sedimentiert (3-5 min, 3000 rpm, Heraeus Biofuge Pico, RT) und in
100 pl LB-Medium resuspendiert, auf eine Agarplatte ausplattiert und bei 37°C {ii.N.
inkubiert.

2.2.3 Herstellung von Plasmid-DNA

Die Priparation kleiner und groBerer Mengen DNA erfolgte aus Bakterien-Fliissigkulturen in
einer Grofe von 2-4 ml (Mini-Priaparation) oder 250-350 ml (Maxi-Priparation).

Fiir Mini-Préparationen von Plasmiden wurde der GFX Micro Plasmid Prep. Kit (Amerham
Pharmacia Biotech) verwendet. Die Aufarbeitung erfolgte nach Angabe des Herstellers. Zum
Ende der Priparation wurde die Plasmid-DNA von einer Mini-Silikagel-Sédule mit 30-50 pl
Wasser oder TE-Puffer (pH 7,6) eluiert.

Plasmid-Priparationen im Maxi-Ma@stab wurden mit dem Maxi-Plasmid Prep Kit (Qiagen)
durchgefiihrt. Die Elution der Plasmid-DNA erfolgte hierbei in 100-200 ul H>O.

2.2.4 Photometrische Bestimmung der Nukleinsiurekonzentration

Fir die Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA wurde unter Verwendung von
Quarzkiivetten die Extinktion bei 260 nm einer geeigneten Verdiinnung gemessen.
Die Berechnung der Konzentration erfolgte nach folgender Formel:
[DNA bzw. RNA]/ (ng/ml) = Ez¢onm X Verdiinnungsfaktor x F
F = 50 bei doppelstrangiger DNA oder 40 bei RNA

2.2.5 Analytischer und priparativer Restriktionsverdau von DNA

Fiir den Restriktionsverdau von DNA zu analytischen oder préparativen Zwecken wurden
Enzyme und Reaktionspuffer von MBI Fermentas verwendet. Fiir einen analytischen
Restriktionsverdau wurden 200-500 ng DNA fiir 1-2 h mit 5 U Restriktionsenzym unter
Verwendung des zugehorigen Reaktionspuffers und den vom Hersteller angegebenen
Bedingungen inkubiert. Das finale Reaktionsvolumen betrug in der Regel 20 pl. Der
Verdauansatz wurde dann zur Analyse in der Agarosegelelektophorese aufgetrennt.

Zu priparativen Zwecken fiir Klonierungen wurde DNA unter Uberverdaubedingungen

verdaut (50x), um zu gewihrleisten, dass der Verdau nahezu vollstindig verlduft. Die
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eingesetzten Enzymmengen fiir einen 50x-Uberverdau wurden nach folgender Formel
berechnet:

(Enzymmenge (U) x DNA-Menge (ug) x 50) / Dauer des Verdaus (h)
Das finale Reaktionsvolumen betrug 100 pl. Zur Vermeidung von Verdunstung wurde der
Ansatz mit Mineraldl beschichtet. Die Isolation des DNA-Fragmentes erfolgte nach einer

préparativen Agarosegelelektrophorese mit einem Gel Extraktions Kit (Qiagen).

2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese

Fir die Agarose-Gelelektrophorese (Agarose: Sigma) wurden zu analytischen und
praparativen Zwecken Gele mit einer Agarosekonzentration von 1-2% (w/v) verwendet.
Hierfiir wurde die notwendige Menge Agarose mit 100 ml TAE-Laufpuffer in einem
Erlenmeierkolben in einer Mikrowelle aufgekocht bis sich die Agarose vollstindig gelost
hatte. Sobald die Losung handwarm war, wurden 10 pl Ethidiumbromidlosung
(Endkonzentration =10 pg/ml) (Sigma) hinzugefiigt und nach Mischen wurde das Agarosegel
in die vorbereitete Gelkammer der Elektrophoreseapparatur gegossen. Danach wurde der
Probenkamm lufblasenfrei in das Gel gesteckt. Als Laufpuffer wurde TAE-Puffer verwendet.
Die aufzutragenden Proben wurden mit 1/10 Volumen 10x DNA-Auftragspuffer versetzt und
in die Taschen pipettiert. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 6-8 V/cm
durchgefiihrt. DNA-Banden mit interkaliertem Ethidiumbromid wurden unter UV-Licht auf
einen entsprechenden Leuchttisch sichtbar gemacht und photographiert. Die Durchfiihrung
einer priparativen Agarose-Gelelektrophorese erfolgte hierzu analog. Die notwendige
Taschengrofle wurde durch das Abkleben von mehreren kleinen Taschen mit Klebeband
erreicht. Fiir die Isolation préiparativ-verdauter DNA-Fragmente wurde ein QlAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers benutzt. Die Quantifizierung der
isolierten DNA erfolgte durch Vergleich mit einer bekannten DNA-Menge (z.B. nach Verdau)
densitometrisch mit den Programmen BioDocAnalyzer (Biometra) oder mit Imagel

(http://rsb.info.nih.gov/ij; Stand Mérz 2004).

2.2.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Mit der Methode der PCR werden DNA-Abschnitte durch eine thermostabile

DNA-Polymerase in mehreren Reaktionszyklen amplifiziert. Bei diesen Reaktionszyklen
werden nach Aufschmelzen der DNA-Doppelstringe  komplementire DNA-Stringe
neusynthetisiert, indem die Polymerase an das 3’-Ende eines an die Ausgangs-DNA

komplementir bindenden Oligonukleotides (Primer) Nukleotide anfiigt. Theoretisch kann
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eine exponentielle Amplifikation des DNA-Abschnittes erreicht werden. Das standardméBig

verwendete Temperaturprofil fiir den Ablauf einer PCR-Reaktion ist in folgender Tabelle

dargestellt:
Schritt Vorgang Temperatur [°C] Dauer [min]
1 initiale Denaturierung 95 1-5
2 Denaturierung 95 1
3 |Anlagerung der Primer 55-70 1
4 Elongation 72 1-2/kBp (Taq); 0,5/kBp (Pfu)
5 finale Elongation 72 6-12

Die Schritte 2-4 werden dann 20-30 x wiederholt.

Zur Berechnung der Schmelztemperatur der Primer wurde die 2+4-Formel angewandt:
4°C pro C oder G und 2°C pro A oder T

Die weitere Optimierung erfolgte experimentell.

Die PCR-Reaktionen wurden unter den folgenden Standardbedinungen durchgefiihrt:

DNA-Matrix (template) 50-100 ng

Primer sense/antisense je 0,5 uM

10x Reaktionspuffer 1x

dNTP-Mix 0,2 mM (pro Nukleotid)
MgCl, 1,5-5 mM

H,O (HPLC-analysiert) ad 50 pl

Pfu- oder Tag-Polymerase 25U

Der PCR-Ansatz wurde vor Beginn mit 30 pl Mineraldl iiberschichtet.

Die Pfu-Polymerase hat aufgrund einer 3’-5"-Proofreading-Aktivitit eine deutlich geringere
Fehlerrate und wurde daher fiir préparative Zwecke eingesetzt. Bei unspezifischer
Produktbildung wurde versucht, durch Variation der Schmelztemperatur, der MgCl,-
Konzentration oder durch Zusatz von z.B. DMSO (bis zu 5% (v/v)) das Ergebnis der PCR zu

optimieren.

2.2.8 Ligation von DNA-Fragmenten

Vor der Ligation von DNA-Fragmenten in durch Restriktionsverdau gedffnete Vektor-DNA
wurde die genaue Konzentration der DNA-Fragmente und Vektoren nach Agarose-
Gelelektrophorese densitometrisch bestimmt. Das zu inserierende DNA-Fragment lag
entweder in einem aquimolaren Verhiltnis zur Vektor-DNA (200-400 ng) oder im
Uberschuss (z.B. 1:3; 1:6, 1:9) im Ligationsansatz vor. Die verwendeten Reaktionspuffer und

ATP-Losung sollten generell in kleinen Aliquots portioniert werden und gelagert werden. Ein
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typischer Ligationsansatz unter Verwendung von T4-DNA-Ligase hatte folgende
Zusammensetzung:

1,3 ul Vektor (300 ng)

1,2 ul DNA-Fragment (1:3)

Iul 10 mM ATP (final 0,5 mM)

2 ul 10xT4-DNA-Ligase-Reaktionspuffer

0,4 ul T4-DNA-Ligase (2 U)

ad 20 pl mit H,O (Qualitétsstufe: HPLC-analysiert)

Der Ligationsansatz wurde dann 16-21 h bei 16°C inkubiert.

Fiir Transformationen wurden dann bis zu 10 pl eines Ligationsansatzes eingesetzt.

2.2.9 Zwischenklonierung von PCR-Fragmenten mittels der TOPO-Technologie

Um PCR-Fragmente effektiv zu verdauen, wurden Pfu-amplifizierte PCR-Produkte in den
Vektor pCRII-Blunt (Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit, Invitrogen) nach den Angaben des
Herstellers kloniert. Der Vektor pCRII-Blunt wird dabei in gedffneter Form geliefert, wobei
die Enden kovalent mit dem Enzym Topoisomerase I besetzt sind. Dies ermdglicht eine hohe
Ligationseffizienz. Fiir die Ligation ist keine weitere Vorbereitung erforderlich. Optional
kann das PCR-Produkt bei Vorliegen von unspezifischer Produktbildung durch eine
préiparative Gelelektrophorese mit anschlieBender Isolation aus dem Agarosegel aufgereinigt

werden.

2.2.10 Ortsgerichtete Mutagenese

Zur Herstellung von mutierten Proteinen wurden die zugehdrigen Gene mit der Methode der
ortsgerichteten Mutagenese mutiert. Hierfiir wurde ein QuickChange Site-Directed
Mutagenesis Kit der Firma Stratagene verwendet. Bei dieser Methode werden durch eine
Polymerasereaktion DNA-Plasmide amplifiziert, die ein Oligonukleotid mit der gewiinschten
Mutation inkorporieren. Durch Dpnl-Verdau wird die methylierte femplate-DNA (DNA aus
Bakterien wird in den meisten Stimmen methyliert) selektiv aus dem Reaktionsansatz
entfernt, wihrend die unmethylierte Produkt-DNA fiir die Transformation in Bakterien
eingesetzt wird. In der Bakterienzelle wird hierbei der Einzelstrangbruch, der nach Synthese
der DNA vorlag, repariert. Die genaue Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben des

Herstellers. Die Kontrolle der Mutagenese-Reaktion erfolgte durch eine DNA-Sequenzierung
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2.2.11 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgte nach der Tag-cycle- sequenzing- Methode (Sears et al., 1992), bei
der es sich um eine Kombination aus PCR und Sequenzierungsverfahren nach Sanger (vgl.
Sanger et al. 1977) handelt. Durch die Polymerase wird der zu sequenzierende Bereich
amplifiziert. Im Reaktionsansatz befindet sich ein kleiner Anteil von Didesoxynukleotiden,
deren Einbau zum Abbruch der Kettenreaktion aufgrund der fehlenden 3’-Hydroxylgruppe
fiihrt. Hierbei tragt jedes der Didesoxynukleotide eine bestimmte Fluoreszensmarkierung, so
dass auf diese Weise DNA-Molekiile, die sich um die Lange eines Nukleotids unterscheiden
und deren letztes Nukleotid fluoreszensmarkiert ist, erhalten werden. Die Auftrennung und
fluoreszenzabhidngige Detektion erfolgt mit einer Kapillarelektrophorese. Ein

Sequenzieransatz wurde nach folgendem Schema zusammenpipettiert:

Volumen [Menge
DNA 200-500 ng
Primer 1:100) 2—-10 pl 2—10 pmol
RRM 4-8 ul
Wasser (HPLC- ad 20 pl
analysiert)

Die Sequenzierreaktion wurde im thermocycler durchgefiihrt. Das Programmschema hierfiir

lautete:

Zeit [s] T[°C]
30 96
15 Annealing-Temperatur
(meist 50°C, je nach
Primer)
4 60

Verwendetes Material:

DNA Sequencing Kit, BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
(ready reaction mix [RRM], template supression reagent [TSR]), ABI PRISM)

Primer, Sammlosung, Konzentration: 100 pmol/ul
3M Natriumacetat (Sigma)

Dabei wurden 25 Zyklen durchlaufen. AnschlieBend wurden zum Ansatz 80 ul H,O (HPLC-

analysiert) gegeben und der gesamte Ansatz in ein neues Reaktionsgefdl liberfiihrt. Zum
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Féllen der DNA wurden dann 10 pl der NaAc-Losung und 250 pl 100% Ethanol hinzugefiigt.
Es folgte ein Zentrifugationsschritt (30 min, 25°C, 13000 rpm in Tischzentrifuge). Der
Uberstand wurde abgezogen, die DNA mit 200 ul 70% Ethanol gewaschen und erneut
zentrifugiert (10 min, 25°C, 13000 rpm in Tischzentrifuge). Das DNA-Pellet wurde bei 37°C
vollstidndig getrocknet, in 20 ul TSR aufgenommen und erhitzt (2 min, 95°C). Danach wurde

der Ansatz in ein Sequenziergefd3 liberfiihrt. Die Sequenzierung erfolgte durch den 310 Abi

Prism™ Genetic Analyzer.

2.3 Zellkulturtechniken

2.3.1 Kultivierung von adhiarenten Zelllinien

Die adhirent wachsenden Zelllinien HelatTA, HEK293-ILIR und MEF-p65” wurden bei
37°C mit einer wassergesattigten Atmosphdre und 5% CO, in DMEM-Vollmedium (10%
(v/v) FKS, 2 mmol/l L-Glutamin, 1 mmol/l Natriumpyruvat, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml
Streptomycin) kultiviert. Sobald die Zellen einen zusammenhédngenden Zellrasen gebildet
hatten (ungeféhr nach drei bis vier Tagen), wurde das alte Medium entfernt und der Zellrasen
wurde nach vorsichtigen Abschlagen (HEK293-IL1R) oder Abschaben in einem geeigneten

Volumen von neuem Medium resuspendiert und in eine neue Kulturflasche iiberfiihrt.

2.3.2 Zellzihlung und Vitalititsbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 50 pl Zellsuspension mit 50 pl Trypanblau-Losung
(0,8% (v/v) in PBS) ungefdhr 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Lebende Zellen sind in
der Lage, den Farbstoff auszuscheiden, wihrend tote oder geschidigte Zellen den Farbstoff
akkumulieren und im mikroskopischen Bild tiefblau erscheinen. Die Zellzahlung erfolgte in
einer Neubauer-Zahlkammer unter dem Lichtmikroskop. Dabei wurden mindestens vier

GroBquadrate ausgezahlt. Die Berechnung erfolgt nach folgender Formel:

(Summe der Zellen aller Grofiquadrate/4) x 10000 x Verdiinnungsfaktor = Zellen/ml

2.3.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden die mit Medium abgeldsten Zellen bei 1000 rpm fiir 5 min (Sorvall

RT6000 Refrigerated Centrifuge) bei RT sedimentiert, in 1 ml kaltem Einfriermedium (50%
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(v/v) FKS, 30% (v/v) DMEM, 20% (v/v) DMSO) resuspendiert und in ein vorgekiihltes
Kryordhrchen iiberfiihrt.

Die Kryorohrchen wurden danach {iber Nacht in einem auf 4°C vorgekiihlten, mit Isopropanol
befiillten Nalgene-Cryo Freezing Container, der in einem Tiefkiihlschrank (-80°C) gestellt
wurde, langsam heruntergekiihlt und danach fiir die Langzeitlagerung in einem mit fliissigen
Stickstoff gefiillten Dewargefal} autbewahrt.

Zum Auftauen wurde aus dem Dewargefdl ein KryorShrchen entnommen, schnell in der
Hand aufgetaut und in 10 ml Medium tiiberfiihrt. Um das DMSO zu entfernen, wurden die
Zellen abzentrifugiert (5 min, 1000 rpm, RT, Sorvall RT6000 Refrigerated Centrifuge), in

frischem Medium mit 20% FKS resuspendiert und in eine Kulturflasche ausgesit.

2.3.4 Stimulation und Ernten von Zellen

Folgende Stimuli wurden verwendet: TNF-a (20 ng/ml), IL-1a (10 ng/ml) und PMA (20
ng/ml) + Ionomycin (0,5 pg/ml). Die Stimulation erfolgte in DMEM-Medium unter den in
Abschnitt 2.3.1 beschriebenen Bedingungen. Zum Ernten der Zellen nach Stimulation wurden
diese zweimal mit kaltem PBS gewaschen, in PBS abgeschabt, anschlieend fiir 10 min bei

500 g und 4°C abzentrifugiert und im Anschluss je nach Zelllysemethode weiterverarbeitet.

2.3.5 Transfektionsmethoden

Fiir die transiente Transfektion, also dem Einfiihren von DNA oder siRNA in Zellen, wurden
die Kalziumphosphat-Methode oder die Lipofektionsmethode mit den Transfektionsmitteln
Roti-Fect (Roth) oder Oligofectamine (Invitrogene) angewandt.

2.3.5.1 Transfektion mit der Kalziumphosphatmethode

Die zu transfizierende DNA bildet mit Kalziumphosphat Koprézipitate, die vermutlich durch
Endozytose in die Zielzelle gelangen. Mit dieser Methode wurden die Zelllinien HEK293-
ILIR und HelatTA transfiziert. Wichtig fiir das Gelingen der Transfektion ist, dass die
Transfektion bei einer Konfluenz von 50-70% erfolgt. Die folgenden Angaben gelten fiir
einen Ansatz pro Loch einer Sechs-Loch-Platte. Je nach Expressionsdauer (24 oder 48 h)
wurden 2.5 oder 4x10° HelatTA-Zellen (HEK293-IL1R-Zellen) in einem Volumen von 2 ml
DMEM am Vortag ausgesit. Alle verwendeten Losungen waren entweder autoklaviert oder

sterilfiltriert worden. Zunachst wurde die gewiinschte DNA-Menge mit 225 pl 2xHEBS-
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Puffer ( pH 7,05) und 250 ul H,O gemischt. Es wurden mindestens 3,75 ug DNA eingesetzt,
um eine effiziente Kokristallisierung zu erzielen. Zum Erhdhen der Gesamt-DNA-Menge
wurde das Plasmid pCS3MT (Triager-DNA) verwendet. Anschliefend wurden 31,5 pl einer
kalten CaCl,-Losung hinzugesetzt. Der Ansatz wurde erneut gemischt und zu den Zellen
gegeben. Nach mindestens 4 h Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen zweimal mit
PBS gewaschen und in 2 ml frischem Medium fiir weitere 24-48 h kultiviert. Bei HelatTA-
Zellen wird direkt nach der Inkubation mit den Koprézipitaten ein Glycerolschock
durchgefiihrt, um die Transfektionseffizienz zu verbessern. Hierzu wurden die Zellen nach
dem Entfernen der Koprizipitate 3 min mit 10% Glycerol (in DMEM) behandelt, dann
zweimal mit PBS gewaschen und in 2 ml frischem Medium weiter kultiviert. Am nichsten

Tag wurde dann das Medium erneuert oder die Zellen wurden geerntet.

2.3.5.2 Lipofektionsmethode

p65-defiziente MEF-Zellen wurden nach den Angaben des Herstellers mit dem
Transfektionsmittel Roti-Fect (Roth) (Lipofektion) transfiziert.

2.3.5.3 Transfektion von HEK293IL 1R-Zellen mit siRNA

Als RNA-Interferenz wurde urspriinglich ein Vorgang bezeichnet, bei dem in den Zellen
einiger Eukaryonten doppelstrangige, virale RNA durch die RNase Dicer in kleine RNA-
Duplices mit einer Lénge von 21-23 Basenpaare verdaut wird. Diese auch als small-
interfering RNAs (siRNA) bezeichneten dsRNA-Molekiile werden dann in den sogenannten
RNA-induced silencing complex (RISC) inkorporiert und dort in einer ATP-abhédngigen
Reaktion entwindet. Die so entstandene, einzelstringige RNA lagert sich komplementir an
die zugehorige virale mRNA an und initiiert dadurch die Degradation der mRNA durch RISC
iber einen noch nicht niher aufgeklarten Mechanismus. Dieses Phinomen macht man sich bei
der gezielten Suppression von Genen fiir analytische Zwecke zu Nutze.

Zur Suppression der Gene von IKKa und IKKB durch RNA-Interferenz wurden HelatTA-
Zellen mit siRNAs, die spezifisch gegen die mRNA-Sequenz dieser Gene gerichtet sind
verwendet. Eingesetzt wurden hierbei siRNA SMARTpools der Firma Dharmacon, die vier
oder mehr Spezies von siRNA-Duplices gegen das jeweilige Gen enthalten.

4x10* HEK293ILIR-Zellen wurden in einem Loch einer 24-Lochplatte ausgesit. Am
ndchsten Tag erfolgte die Transfektion. Es wurde ein Gemisch aus siRNA gegen IKKa und
IKKB (Konzentration 100 nm) sowie DMEM ohne Zusétze (finales Volumen: 42,5 pl)
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hergestellt und bei Raumtemperatur 10 min inkubiert. Da Zusitze wie Serum und Antibiotika
die Komplexbildung verhindern, diirfen diese Komponenten nicht im DMEM enthalten sein.
In gleicher Weise wurde der Kontrollansatz mit siRNA gegen das Luziferase-Gen hergestellt.
Getrennt von diesen Ansédtzen wurden jeweils 3 ul Oligofectamine-Reagenz (Invitrogen) mit
4,5 Wl DMEM ohne Zusitze gemischt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
wurden beide Ansétze vereinigt (finales Volumen: 50 pl), gemischt und zur Komplexbildung
zwischen siRNAs und Oligofectamine 15-20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nachdem
die Zellen einmal mit DMEM ohne Zusitze gewaschen worden waren, wurden 200 ul DMEM
ohne Zusitze auf die Zellen vorgelegt und das finale Gemisch mit dem  siRNA-
Oligofectamine-Komplex hinzugefiigt. Die Zellen wurden dann fiir 4 h im Brutschrank
inkubiert. Im Anschluss wurde die Transfektion durch Zugabe von 125 ul DMEM mit 30%
(v/v) FKS pro Loch abgestoppt und die Zellen wurden weiter inkubiert. Am nichsten Tag
wurden 625 ul DMEM hinzugefiigt und die Zellen wurden 48 h weiterinkubiert.

2.3.6 Reportergen-Untersuchungen

Durch die Transfektion von Reportergen-Plasmiden, die unter der Kontrolle des zu
untersuchenden Promotors oder Promotorabschnittes stehen, wurde die Promotoraktivitéit in
Abhiéngigkeit des Transkriptionsfaktors NF-kB gemessen. Als Reportergen wurde das
Luziferasegen verwendet. Die Luziferase setzt unter ATP-Verbrauch mit CoA den Farbstoff
Luziferin (AppliChem) um, was durch Chemilumineszenz zur Lichtemission fiihrt.

Die Herstellung der Lysate wurde wie folgt durchgefiihrt: Der Zellinhalt einer Sechs-
Lochplatte wurde nach Entfernen des Mediums einmal mit 2 ml kalten PBS gewaschen, und
in 1 ml PBS resuspendiert und sedimentiert (1 min, 10000 g, 4°C). Danach erfolgte die Lyse

der Zellen im B-Galaktosidasepuffer mit folgender Zusammensetzung

B-Gal. Lysepuffer: 4,25 ml 200 mM KH;,PO4
45,75 ml 200 mM K,HPO4
200 pl Triton X-100
H,0 ad 100 ml
1 umol/l Pepstatin
2,5 pg/ml Leupetin
0,5 mmol/l PMSF

Dabei wurde die Suspension heftig geschiittelt (Vortexer) und 5-15 min auf Eis inkubiert.
Nach Zentrifugation von 15 min bei 10000 g und 4°C wurde der Uberstand (B-Gal.-Lysat)

abgenommen.
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Die Bestimmung der Luziferaseaktivitit erfolgte immer in einer Doppelbestimmung. Hierzu
wurden 20 pl Lysat in einem Messrohrchen vorgelegt und in das Luminometer gestellt. Nach
Zugabe von 100 pl des Luziferase-Reagenzes durch das Gerdt wurde 5 Sekunden spéter die
Chemilumineszenz fiir 10 Sekunden gemessen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Reportergen-Plasmide verwendet:

Das Konstrukt p(NF-kB);-Luc steht unter Kontrolle eines Promotors mit einer dreifachen
Konsensus-Bindungstelle fiir den Transkriptionsfaktor NF-«xB.

Bei dem Plasmid pUHD133-IL-8-Promotor-Luc-WT wird das Reportergen von einem
minimalen humanen IL-8 Promotor kontrolliert, der unter anderem Bindungsstellen fiir die
Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF-«xB besitzt.

Fir die Normalisierung wurde das Plasmid pSVB-Gal verwendet, bei dem das p-
Galaktosidasegen unter der Kontrolle eines konstitutiven SV40 Promotors exprimiert wird.
Die B-Galaktosidaseaktivitdt wurde ebenfalls durch Messung der Chemilumineszenz eines
umgesetzten Substrates bestimmt. Dazu wurden in einem 15 pl Lysat 1h bei 50°C erhitzt, auf
Eis abgekiihlt und wieder auf Raumtemperatur erwdrmt. Danach wurden 5 pl-Aliquots mit 50
ul B-Gal.-Puffer (Clontech) versetzt und fiir 30 min. bei Raumtemperatur in einem
Messrohrchen inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Messung der Chemilumineszenz fiir 10 s
im Luminometer.

Entweder wurden die Werte der Luziferaseaktivititen oder der relative Induktion in
Abbildungen dargestellt. Die relative Induktion wurde berrechnet, indem die durch die -
Gal.-Aktivitidt normalisierte Luziferaseaktivitit eines unstimulierten Ansatzes, der nur mit den
Reportergenplasmiden und dem Plasmid pCS3MT (Tréger-DNA) transfiziert worden war, im

Vergleich zu anderen Werten gleich eins gesetzt wurde.

2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradford beruht auf der Bindung des Farbstoffes Coomassie
Brilliant Blue G-250 an Proteine in saurer Losung und einer dadurch resultierenden
Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465 nm auf 595 nm. Das Reagenz wurde aus
einer Mischung von dem Farbstoffkonzentrat Roti Quant (40% (v/v)) ( Roth ) und H,O (60%
(v/v)) hergestellt. In einer 96-Loch-Platte wurden Triplikate von je 100 pul der zu messenden
Probe und der BSA-Kalibrationsstandard-Reihe (Standardreihe, 0-35 pupg/ml, in
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Intervallen zu je 5 pg/ml ) in PBS Puffer vorgelegt und mit 100 pl der Farbstofflosung
versetzt. Nach  Inkubation von 5 min bei Raumtemperatur wurde im Elisa Reader die
Extinktion bei 595 nm gemessen. Die Konzentration der Probe wird mit der

Kalibrationsgeraden bestimmt.

2.4.2 Priparation von Zelllysaten

2.4.2.1 Herstellung von Ganzzellextrakten

Die nach Ernte erhalten Zellpeletts wurden in Lysepuffer resuspendiert (z.B. Zellpelett aus
T175-Flasche mit 250 pl) und mehrfach rigoros im Vortexer gemischt. Nach einer 15-
miniitigen Inkubation auf Eis wurden die lysierten Zellen abzentrifugiert (13000 rpm, 15 min,
4°C, Heraeus Biofuge Fresco ) und der Uberstand abgenommen. Dieser wurde in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert

Lysepuffer fiir Ganzzellextrakte (GZE-Lysepuffer):

40 mmol/l  Tris (pH 7,05)
120 mmol/l  Natriumpyrophosphat
80 mmol/l  B-Glycerophosphat
200 mmol/l  NaCl
200 mmol/l  NaF
8 mmol/l Na3VO4
1% (v/v)  Triton X-100
0,5 mmol/l PMSF
0,5 pg/ml  Leupeptin
0,5 ng/ml  Pepstatin
10 mM DTT

Auf diese Weise hergestellte Ganzzellextrakte wurden fiir Festphasen-Kinaseassays, Peptid-

Array-Kinaseassays, Westernblots und Immunprézipitationen verwendet.

2.4.2.2 Herstellung von cytosolischen Fraktionen und Kernextrakten

Zellen aus einer konfluenten T75-Flasche wurden in kaltem PBS gewaschen, resuspendiert
und bei 500 g und 4°C pelletiert. Das Pellet wurde in 150 ul Puffer A resuspendiert und fiir 5
Minuten bei 4°C und 10.000 g pelletiert. Danach wurde dieses Pellet in 150 ul Puffer A mit
0,1% (w/v) NP-40 resuspendiert, rigoros mehrfach geschiittelt (Vortexer) und fiir 10 Minuten
in Eis inkubiert. Darauf folgte eine Zentrifugation (5 Minuten, 10000 g, 4°C). Der Uber-
stand (Cytosol) wurde abgenommen und bei —80°C eingefroren. Das Pellet wurde in 60 ul

Puffer B resupendiert, in Eis lh inkubiert und in regelmédBigen Abstidnden (alle 10-15 min)
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rigoros geschiittelt (Vortexer). Nach erneuter Zentrifugation (5 Minuten, 10000 g, 4°C) wurde
der erhaltene Uberstand (Kernextrakt) ggf. in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei
-80°C gelagert.

4x Puffer I Standardlosung

40 mmol/l HEPES pH 7,9
40 mmol/1 KCI,
6 mmol/l MgCl,,
1,2 mmol/l NazV Oy,
80 mmol/l B-Glycerophosphat

4x Puffer II Standardlésung

80 mmol/l HEPES, pH 7,9
1.68 mmol/l NaCl
6 mmol/l MgCl,
0.8 mmol/l EDTA
1.2 mmol/l Na3V04,
80 mmol/l B-Glycerophosphat
Puffer A

1x Puffer I
10 umol/l E64
2,5 ng/ml  Leupeptin
0,3 mmol/l PMSF
1 umol/l Pepstatin
5 mmol/l DTT
400 nmol/l Okadainsdure

Puffer A mit 0,1% (w/v) NP-40

Puffer B

Ix Puffer II
10 umol/l E64
2,5 pg/ml Leupeptin
0,3 mmol/l PMS

1 pmol/l Pepstatin

5 mmol/l DTT
400 nmol/l Okadainsdure
25% (v/v) Glycerol

2.4.2.3 Herstellung von Direktlysaten
Die Zellen aus dem Loch einer Sechs-Lochplatte wurden mit kaltem PBS gewaschen. Das
PBS wurde vollstindig durch Absaugen entfernt. Dann wurden die Zellen in einem Loch

einer Sechs-Lochplatte in 100 pl Direktlysepuffer direkt abgeschabt und resuspendiert und
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auf Eis gestellt. Alle Proben wurden gleichzeitig fiir 5-10 Minuten bei 95°C aufgekocht.
Aliquots von 50 pl wurden zur Untersuchung im Westernblot eingesetzt. Das eingesetzte

Volumen des Direktlysepuffers wurde proportional der Flidche der Zellkulturgefdf3e angepasst.

Direktlysepuffer:

62,5 mmol/l Tris pH 6,8

2% (w/v) SDS

10% (v/v) Glycerol

50 mmol/l DTT,

0,01% (w/v) Bromphenol-Blau

2.4.3 Acetonfillung von Proteinen

Zur Konzentrierung von Proteinen vor Durchfiihrung einer Gelelektrophorese wurde 1
Volumen Probe mit 4 Volumina Aceton gemischt und 1 h oder ii.N. bei -20°C inkubiert.
Danach wurde zentrifugiert (15 min, 13 000 rpm, 4°C, Heraeus Biofuge Fresco) und der
Uberstand entfernt. Das erhaltene Pelett wurde dann in Ix-Laemmli-Auftragspuffer

aufgenommen.

2.4.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Fiir die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (Laemmli et al.,

1970) wurden Trenngele mit einer Monomerenkonzentration von 10% und Sammelgele mit
einer Monomerenkonzentration von 5% gegossen. Fiir die Probenaufbereitung wurden 3
Volumen Probe mit einem Volumen 4xLaemmli-Auftragspuffer gemischt und optional 5-10
min bei 95°C gekocht und auf Eis gekiihlt. Die Elektrophorese erfolgte je nach der Linge
der verwendeten Gele bei folgenden Stromstirken:

Gele mit 7 cm Trennstrecke: 38 mA pro Gel

Gele mit 12 cm Trennstrecke: 48 mA pro Gel
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Exemplarisch ist das Pipettierschema fiir ein 12 ml Trenngel mit 10% PAA und fiir ein 5 ml

Sammelgel aufgefiihrt.
Trenngel (10% |Sammelgel
PAA) [ul] (5% PAA)[ul]
H,O 2740 3255
Trenngel- 4600 0
Puffer, pH 8.8
Sammelgel- |0 630
Puffer, pH 6,8
AA/BA 30% {4000 840
(v/v)
SDS 2% (w/v) {600 250
APS 40%(w/v)|36 15
TEMED 24 10

2.4.5 Coomassiefarbung der SDS-Gele

Nach der Elektrophorese wurden die Gele 15-30 min in einer Coomassie Brilliant Blue
G250-Losung unter leichtem Schiitteln inkubiert und solange mit Entfarbelosung gewaschen,

bis der Hintergrund verschwunden war.

2.4.6 Westernblot

Fiir den Transfer von Proteinen aus SDS-Gelen auf PVDF-Membranen (Millipore) wurden
Westernblots (Elektroblotting) nach dem Semi-Dry-Verfahren durchgefiihrt. Dazu wurde eine
auf das Gel zugeschnittene PVDF-Membran zunédchst mit Methanol kurz benetzt, in H,O
inkubiert und dann in Blotpuffer (1x Semi-Dry-Blotpuffer mit 20% (v/v) Methanol)
aquilibriert. Der Blot-Sandwich wurde folgendermallen aufgebaut: Nach dem Anfeuchten der
unteren Elektrodenplatte (Anode) wurden zwei Lagen in Blotpuffer getrdnkte Filterpapiere
(1,2 mm Dicke, Schleicher und Schuell) aufgelegt. Darauf wurde das Gel und die PVDF-
Membran sowie wieder zwei Lagen in Blotpuffer getrinkte Filterpapiere luftblasenfrei
aufgelegt. Auf diesen Stapel wurde nun die Kathodenplatte vorsichtig aufgesetzt.

Die Elektrophorese erfolgte fiir 1-2 h bei 0,75 mA/cm” , wobei der Transfer der Proteine im
Anschluss durch Farbung der Membran mit Coomassie Brilliant Blue G250-Losung liberpriift



2. Material und Methoden 52

wurde. Nach Dokumentation der gefarbten Proteinbanden wurde die Membran mit 100%

Methanol vollstindig entfarbt und in TBST gewaschen.

2.4.7 Immunodetektion von Proteinen im Westernblot

Fiir die Immunodetektion wurde die Membran in 5% (w/v) Magermilchpulver in TBST-
Puffer 1 h unter Schiitteln inkubiert (oder iiber Nacht bei 4°C), um unspezifische
Bindungstellen zu blocken. Die Membran wurde mit einer Verdiinnung des Primarantikdrpers
in 5% (w/v) Magermilchpulver in TBST-Puffer fiir 2 h bei Raumtemperatur oder iiber Nacht
unter Schwenken bei 4°C inkubiert. Dann wurde die Membran dreimal 10 min in TBST-
Puffer gewaschen und mit einer Verdiinnung des zweiten HRP-Antikorpers (HRP:
Horseradish-Peroxidase) in 5% Magermilch fiir 1-2 h bei Raumtemperatur unter Schwenken
inkubiert und erneut dreimal 10 min mit TBST gewaschen. Die Detektion erfolgte durch
Chemilumineszenz, die durch die Enzym-Substrat-Reaktion der HRP mit dem ECL-Reagenz

(Amersham Pharmacia Biotech) ensteht, gemif3 den Angaben des Herstellers.

2.4.8 Entfernen von Antikorpern von Westernblots (stripping)

Zur Durchfithrung von mehreren Immunodetektionen mit derselben Membran wurde ggf.
der nach einer Immunodetektion gebundene Antikdrper von der PVDF-Membran durch eine
stripping-Prozedur entfernt. Hierzu wurde die Membran fiinfmal 5 min mit TBST gewaschen
und dann 30 min bei 50°C in stripping-Puffer inkubiert und danach sechsmal 5 min mit
TBST. Danach konnte die Membran erneut fiir Inmunodetektionen verwendet werden.
stripping-Puffer:

7, 6 g/l Tris/HCI, pH 6,8
2% (w/v) SDS
0,7% (v/v) B-Mercaptoethanol

2.4.9 Densitometrie

Zur Quantifizierung von Bandenintensititen in Gelen und auf Filmen (Autoradiographien,
Immunodetektion) wurden die Gele und Filme eingescannt (Umax Astra 1220S) und mit den
Programmen BioDocAnalyzer (Biometra) oder mit ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij; Stand
Mirz 2004) ausgewertet.
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2.4.10 Ionenaustauschchromatographie von Zellextrakten
verwendete Puffer:

Laufpuffer A:

20 mM Tris/HCI, pH 8,5
20 mM B-Glycerophosphat
20 mM NaF

0,1 mM Na;VO,

0,5 mM EDTA

0,5 mM EGTA

0,05% (wW/v) NP-40

2 mM DTT

Laufpuffer B:
gleiche Zusammensetzung wie Laufpuffer A, +2 M NaCl

Resource-Q-Lysepuffer:

20 mM Tris/HCI, pH 8,5
20 mM B-Glycerophosphat
20 mM NaF

0,1 mM Na3V04

0,5 mM EDTA

0,5 mM EGTA

0,1% (w/v) NP-40

2mM DTT

10 uM E64

2,5 pg/ml Leupeptin

1 mM PMSF

1uM Pepstatin

400 nM Okadainsdure

Die Ionenaustauschchromatographie wurde mit dem Chromatographie-System Aktaprime
(Amersham Pharmacia Biotech) durchgefiihrt. Als Anionenaustauschersdule wurde eine
Resource-Q-Sdule  (quaterndre  Triaminoethyl-Anionenaustauschermatrix, = Amersham
Pharmacia Biotech) mit einem Sdulenvolumen von 1 ml verwendet. Die Aufzeichung der
Absorption bei 280 nm und der Leitfdhigkeit erfolgte mit dem Schreiber REC 112
(Amersham Pharmacia Biotech). Ganzzellextrakte fiir die Ionenaustauschchromatographie
wurden folgendermaflen prépariert (alle Arbeitsschritte erfolgen bei 4°C) :

Der Zellinhalt von drei bis vier konfluent-bewachsenen T175-Zellkulturflaschen wurde nach
Stimulation und Entfernung des Mediums zweimal mit 10 ml PBS gewaschen, abgeschabt
und in 10 ml PBS resuspendiert. Nach Zentrifugation (5 min, 500 g ) wurde der Uberstand
abdekantiert und das Zellpelett in je 400 ul Resource-Q-Lysepuffer resuspendiert. Die Lyse
des Zellpeletts erfolgte durch Scheren mit Injektionskaniilen (dreimal mit Kaniilengrée 20
gauge, dann dreimal mit 25 gauge). Danach wurde das Lysat 20 min bei 15000 g zentrifugiert

und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Vor dem Probenauftrag wurde das Lysat auf Eis
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aufgetaut, in Laufpuffer A aufgenommen (finales Volumen 2,5 ml) und sterilfiltriert
(Filterdurchmesser 0,2 pM, Schleicher&Schuell). Die Laufpuffer A und B wurden vor
Verwendung mit Membranfilter (Filterdurchmesser 0,2 uM, Schleicher&Schuell) sterilfiltriert
und 10 min im Ultraschallbad entgast. Pro Chromatographielauf wurden ungeféhr 2,5 bis 6
mg Gesamtprotein aufgetragen. Die Elution erfolgte mit einem linearen Kochsalzgradienten
von 0 auf 0,75 M bei einem Elutionsvolumen von 16 ml und mit einer Flussrate von 1 ml/min
(Fraktionsgrofe 1 ml). Die erhalten Fraktionen wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren

und bei -80°C gelagert.

2.4.11 Expression und Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

Fiir die bakterielle Expression von GST-Fusionsproteinen wurde der Protease-defiziente
E.Coli-Stamm BL21(DE3)pLysSb benutzt. Als Expressionsplasmide wurden Vektoren aus
der pGEX-Reihe (Amersham Pharmacia Biotech) verwendet. Die klonierten Proteine wurden
daher als Fusionsproteine mit einem GST-Teil (Glutathion-S-Transferase aus Schistosoma
Jjaponicum) exprimiert, wodurch die Affinititsaufreinigung mit Glutathion-Sepharose moglich
war. Die pGEX-Vektoren enthalten hierbei einen lac-Promotor, so dass die Induktion der
Expression durch Zugabe des Laktose-Derivates IPTG erfolgte.

Am Tag vor der Fermentation wurde eine Uber-Nacht-Kultur mit dem entsprechenden
Bakterienstamm angesetzt (100 ml LB-Medium, 0,1 mg Ampicilin/ml) und iiber Nacht bei
37°C in einem sterilen Erlenmeierkolben mit Schickanen bei einer Umdrehungszahl von 160
rpm inkubiert. Am folgenden Tag wurden 2-2,5 | LB-Medium (0,1 mg Ampicilin/ml) mit der
Vorkultur angeimpft, so dass die finale Extinktion bei 600 nm bei 0,05 OD lag. Die
Bakterienkultur wurde dann bei 37°C unter Schiitteln (160 rpm) solange inkubiert, bis die
Extinktion bei 600 nm zwischen 0,6-0,9 OD lag. Darauf folgte die Induktion durch Zugabe
von IPTG (finale Konzentration 0,5 mM). Die Fermentation wurde dann iiber einen Zeitraum
von drei bis vier Stunden fortgesetzt. Danach wurde die Bakteriensuspension abzentrifugiert
(15 min, 4°C, 5000 g), in 50 ml kaltem PBS resuspendiert und erneut abzentrifugiert (10 min,
4°C, 5000 g). Der Uberstand wurde dann abdekantiert und das erhaltene Bakterienpelett
wurde in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Aufarbeitung bei -20°C gelagert.
Fiir die Aufarbeitung wurde das Bakterienpelett kurz bei 37°C aufgewédrmt und in 10 ml
Lysepuffer (PBS, 1-2 mM DTT, 1 mM PMSF) resuspendiert und dann unter Kiihlung durch
ein Eiswasserbad sonifiziert (Branson sonifyer 250, Stufe 5, je 10x 30 s, dazwischen eine

Pause von 15 s). Der Suspension wurde dann NP-40 (finale Konzentration: 0,1% (w/v))
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zugesetzt und danach erfolgte eine Zentrifugation (10000 g, 20 min, 4°C) zur Abtrennung der
unléslichen Bestandteile. Dem erhaltenen Uberstand wurde dann in Lysepuffer dquilibrierte
GSH-Sepharose 4 B (1 ml GSH-Sepharose wurde viermal mit 1 ml Lysepuffer gewaschen)
zugesetzt und unter kontinuierlicher Rotation bei 4°C fiir 30 min inkubiert. Im Anschluf3
wurde die GSH-Sepharose 4B abzentrifugiert (1 min, 300 g, 4°C) und in einem 2 ml
Reaktionsgefd3 viermal mit 1 ml Lysepuffer gewaschen: Dazu wurde die GSH-Sepharose 4 B
mit dem Lysepuffer resuspendiert und abzentrifugiert (4°C, 1 min, 13000 rpm, Heraeus
Biofuge Fresco). Das an der GSH-Sepharose 4 B gebundene Protein wurde dann in vier
Schritten mit je 1 ml Elutionspuffer (50 mM Tris/HCI, pH 7,4, 20 mM Glutathion) eluiert.
Hierzu wurde die GSH-Sepharose 4 B-Suspension bei Raumtemperatur 10 min unter
Schiitteln mit dem Elutionspuffer inkubiert. Die Abtrennung des Eluates erfolgte durch
jeweils einen Zentrifugationsschritt (1 min, 13000 rpm, Heraeus Biofuge Pico). Die
erhaltenen Fraktionen wurde dann in der SDS-PAGE analysiert.

Zur Entfernung des Glutahions wurden dann die vereinigten Eluate gegen 1 1 20 mM
Tris/HCI, pH 7,4, 100 mM NaCl, 2 mM DTT dialysiert. Der verwendete Dialyseschlauch
Spectrapor MWCO 6000-8000 war zuvor 10 min in 1 1 10 mM EDTA, 100 mM NaHCOs
ausgekocht worden. Nach der Dialyse wurde die Proteinlosung auf das gewiinschte Volumen
durch eine Ultrafiltration (Vivaspin 2 ml Concentrator RC, 10000 MWCO, Vivascience; 4900
g, 4°C) aufkonzentriert, mit Glyzerol versetzt (finale Konzentration 50% (v/v)) und bei -20°C

gelagert.

2.4.12 in-vitro-Translation von Proteinen in Retikulozytenlysaten

Fiir die Expression kleiner Mengen (150-300 ng) von Proteinen, die nicht in ganzer GroBe in
E.coli exprimiert werden konnten, und zur radioaktiven Markierung von Proteinen mit *S-L-
Methionin (oder -Cystein) wurde der in-vitro-Translations-Kit TNT Rabbit Reticulocyte
(Promega) verwendet. In diesen Retikulozyten-Lysaten erfolgt mit einer T7-RNA-
Polymerase in-vitro die Transkription und Translation von Genen, die unter Kontrolle eines
T7-Promotors stehen. Die genaue Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben des Herstellers.
Die Retikulozyten-Lysate konnen maximal zweimal aufgetaut werden und wurden daher vor
der zweiten Verwendung aliquotiert, und in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei

—80°C gelagert. Die in-vitro-translatierten Proteine wurden ebenfalls in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei —80°C gelagert. Ein typischer in-vitro-Translationsansatz fiir die *S-

Markierung eines Proteins hatte folgende Zusammensetzung:
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25 ul Retikulozytenlysat

5 pl TNT-10x-Reaktionspuffer

1 ul TNT-T7-RNA-Polymerase

1 pul TNT-Aminosdure-Gemisch ohne Methionin

40 pCi **S-L-Methionin (1000 Ci/mmol)

1 pl RNasin (RNAse-Inhibitor, 40 U/pl)

1 ug DNA

ad 50 pl mit nukleasefreiem Wasser

Der Ansatz wurde dann bei 30°C 90 min inkubiert. Danach erfolgte die Produktanalyse in der
SDS-PAGE. Nichtradioaktive Proteine wurden dann im Westernblot nachgewiesen, die
Detektion *’S-markierter Proteine nach SDS-PAGE erfolgte durch Autoradiographie mit
einem Biomax-MR-Film. Hierzu wurde das Gel 30 min mit Entfarbelosung fixiert und 30 min
mit Amplifyer-Losung (Amersham Pharmacia Biotech) inkubiert. Im Anschluss daran wurde

das Gel getrocknet und autoradiographiert.

2.4.13 GST-Bindungsassay mit 3S-markierten Proteinen

Bindungsuntersuchungen mit an GSH-Sepharose immobilisierten GST-Fusionsproteinen
wurden im sogenannten GST-Bindungsassy durchgefiihrt. Hierzu wurden 2-5 pg GST-
Fusionsprotein (Mengenangabe bezieht sich nur auf die Spezies des GST-Fusionsproteins und
nicht auf die Gesamtproteinmenge der Pridparation) zundchst an 30 pul GSH-Sepharose, die
zuvor zweimal mit dem zweifachen Bettvolumen in PBS (+ 2 mM DTT, 1 mM PMSF)
dqilibriert worden waren, in einem Ansatz mit folgender Zusammensetzung immobilisiert:

40 ul GSH-Sepharose 4B (entsprechen 30 ul GSH-Sepharose 4B)

2-5 ng GST-Fusionsprotein (in 50% (v/v) Glycerol) oder GST zur Kontrolle

ad 320 pl mit PBS (+ 2 mM DTT, 1 mM PMSF)
Der Ansatz wurde dann 30 min bei 30°C im Thermomixer (700 rpm) inkubiert. Danach
wurde der Uberstand nach Zentrifugation (13000 rpm, 1 min, Heraeus Biofuge Pico)
vorsichtig abgenommen. und zu der GSH-Sepharose 70 ul Bindungspuffer (20 mM Tris/HCl
pH 7.4, 0,3 M NaCl, 1% (w/v) BSA, 0,1% (w/v) NP-40, 2 mM DTT, 1 mM PMSF) sowie 3,5
ul eines in-vitro-Translationansatzes mit dem zu untersuchenden Bindungspartner zugesetzt.
Dieser Bindungsansatz wurde 60 min bei 30°C im Thermomixer (700 rpm) inkubiert. Die
GSH-Sepharose wurde nach der Bindungsreaktion zweimal mit 300 pul mit Waschpuffer

(Bindungspuffer ohne BSA) gewaschen. Die gebundenen Proteine wurden durch Abkochen
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in 25 pl 2x-Laemmli-Auftragspuffer eluiert und in der SDS-PAGE aufgetrennt. Das Gel
wurde in Entfarbelosung 30 min fixiert, mit Amplifyer-Losung (Amersham Pharmacia

Biotech) behandelt, getrocknet und bei —80°C autoradiographiert.

2.4.14 EMSA (electrophoretic mobility shift assay)
Fiir die Untersuchung der DNA-Bindung wurden EMSA-Untersuchungen durchgefiihrt. Bei

dieser Methode werden Komplexe aus radioaktiv-markierter DNA und Proteinen durch eine

native PAA-Gelelektrophorese aufgetrennt und durch Autoradiographie detektiert.

2.4.14.1 Markierung der Oligonukleotide

Je 10 pl einzelstrangige antisense- oder sense-Olignukleotide (1 pM) (Sequenz s. Material)
wurde mit 3 pul 10-fach Polynukleotid-Kinasepuffer, 30 puCi y-[32P]-ATP und 10U T4-
Polynukleotidkinase und H,O in einem finalen Volumen von 30 ul zusammenpipettiert. Der
Reaktionsansatz wurde 30 min bei 37°C inkubiert. Beide Ansdtze wurden vereinigt, fiir 5 min
auf 95°C erhitzt und zur Bildung des Doppelstranges langsam auf Raumtemperatur abgekiihlt.
AnschlieBend wurde das tliberschiissige ATP durch eine Gelfiltation mit einer S-200 HR-
Gelfiltrationssiule nach Herstellerangaben abgetrennt.

Je 1 ul der Losung vor und nach Zentrifugation wurden abgenommen, um die Effizienz der
Markierung im Szintilisationszéhler zu bestimmen. Die Oligonukleotide wurden bei —20°C

aufbewabhrt.

2.4.14.2 DNA-Protein-Bindungsreaktion

Die nukledren Extrakte (5-20 pg), 1 ul polydldC (1pg/ul) (Kompetitor-DNA gegen
unspezifische = DNA-Protein-Komplexe), 1 pul 10xHamburg-Puffer, das markierte
Oligodesoxynukleotid (70000-100000 cpm) sowie je nach Versuchsansatz kompetitive,
unmarkierte DNA wurden zusammengegeben und mit Wasser auf 10 pl aufgefiillt. Die
Ansidtze werden flir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Fiir supershift-Reaktionen wurden
spezifische Antikdrper ( 2 pg) nach diesen 30 min dem Ansatz zugefligt und der Ansatz
wurde fiir weitere 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden 1,1 pl 10xDNA-
Auftragspuffer zugesetzt. Die Auftrennung der Proben erfolgte auf einem 5% PAA-Gel ( 53
ml HO, 11 ml Acrylamid/Bisacrylamid (30%), 1,65 ml TBE, 300 ul 40% (w/v) APS, 75 ul
TEMED) mit 0,25xTBE als Laufpuffer.
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Nach einstiindigen Vorlauf bei 220 V wurde das Gel beladen und fiir 3 h bei 220 V laufen
gelassen. Das Gel wurde auf Filterpapier (Firma Whatman, 3MM) getrocknet. Der 10x

Hamburg-Puffer wurde nach folgendem Pipettierschema hergestellt.

Substanz Menge im 10x-Puffer
Tris/HCI, pH 7.5 (1 M) 100 pl 10 mM
EDTA (0.5 M) 200 pl 10 mM
Magermilchpulver 50 mg 0.5% (w/v)
NaCl (5 M) 1 ml 500 mM
DTT 15.43 mg 10 mM
Glycerin S5ml 50% (v/v)

Die Losung wurde 20 min bei 95°C abgekocht und 30 min bei 10000 g abzentrifugiert. Als

Hamburg-Puffer wurde dann der Uberstand verwendet.

2.4.15 Chromatin-Immunpriézipitationen (ChIP-Assay)

Die Chromatin-Immunprézipitationen wurden freundlicherweise von Dr. Elke Hoffmann,
Institut fiir Pharmakologie der Medizinischen Hochschule Hannover durchgefiihrt.

Die zu analysierenden DNA-Protein-Komplexe wurden fixiert, indem die Zellen einer T175-
Flasche nach Entfernen des Mediums mit 10 ml warmer Fixierlosung (1% (v/v) Formaldehyd
in PBS) fiir 1 min bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Danach wurde zum Abstoppen der
Reaktion 0,125 M Glycin (in PBS, 10 ml, warm) hinzugefiigt und das Gemisch Glycin-PBS
entfernt. AnschlieBend wurden die Zellen in kaltem, sterilen PBS abgeschabt und
resuspendiert und anschlieBend bei 1200 rpm und 4°C fiir 5 min sedimentiert (Sigma 4K15).
Danach wurde das Pelett ein zweites Mal mit 20 ml PBS gewaschen und erneut zentrifugiert.
Die Zellen wurden dann im RIPA-Puffer resuspendiert (3 ml pro Pelett aus einer T175-
Flasche) und unter Eiskiihlung sonifiziert (4x 1 min, dazwischen 1 min Pause; Parameter des
Branson Sonifyer 250: Duty cycle: 50 %; Output control: 1). Das Lysat wurde dann 20 min
bei 4°C und 13000 rpm zentrifugiert (Heraeus Biofuge Fresco). Fiir die Immunprézipitation
wurden dann 5 pl Antiserum gegen an Ser536-phosphoryliertes p65 zu 500 pl des
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Uberstandes pipettiert und iiber Nacht bei 4°C unter Rotation inkubiert. Die Prizipitation
erfolgte mit einem Gemisch aus je 20 pl Protein A- und Protein G-Sepharose, das in RIPA-
Puffer dquilibriert worden war. Hierzu wurde der Ansatz mit der Protein A- und -G-Sepharose
1 h bei 4°C inkubiert. Danach wurde die Protein A- und Protein G-Sepharose zweimal mit
1400 pl RIPA-Puffer und dann einmal mit den gleichen Volumina Hochsalzpuffer (2 M NaCl,
10 mM Tris/HCL, pH 7,5, 1% (w/v) NP-40, 0,5% (w/v) Desoxycholat, 1 mM EDTA) sowie
RIPA-Puffer gewaschen. Danach folgte ein Waschschritt mit TE-Puffer (10 mM Tris/HCI, pH
7,5, ImM EDTA) bei Raumtemperatur. Die Elution der gebundenen Antigen-DNA-
Komplexe erfolgte in 55 pl TE-Puffer mit 1% (w/v) SDS im Thermomixer (30°C, 15 min,
1200 rpm). Der Uberstand wurde mit TE-Puffer auf 200 pl aufgefiillt und dem Ansatz wurde
1 pl RNaseA (10 pg/ul) zugesetzt. Nach einer Inkubation von 30 min bei 37°C wurden dem
Ansatz 5 pl Proteinase K (20 pg/ul) zugefiigt und einmal 6 h bei 37°C (Proteinverdau) und
dann bei 6 h bei 65°C (Umkehr der Fixierung) inkubiert. Die Aufreinigung der DNA erfolgte
durch eine Qiaquick Sdule (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers. Mit der so erhaltenen
DNA wurde der Bereich um den IL-8-Promotor in einer PCR mit dem unten aufgefiihrten
Material und PCR-Parametern detektiert:

3,0 ul DNA-LG6sung

3 ul ANTP-Gemisch ( final 0,2 mM)

3 ul 10x Hotstart PCR Puffer (Qiagen)

3 pl Primergemisch (final 1 uM)

2,5U Hotstart taq Polymerase (Qiagen)

ad 30 ul H,O

PCR Protokoll:

Vordenaturierung: 15 min, 95°C (Aktivierung des Enzyms)
Denaturierung: 20 s, 94°C

Annealing: 20 s, 55°C (36 Zyklen)

Elongation: 20 s, 72°C

Finale Elongation: 7 min, 72°C

RIPA-Puffer:

10 mM Tris, pH 7,5

150 mM NacCl

1 % (w/v) NP-40

1 % (w/v) Desoxycholat
0,1 % (w/v) SDS
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1 mM EDTA
1% (v/v) Aprotinin

2.4.16 Kinaseassays

2.4.16.1 Kinaseassay mit aufgereinigten Kinasen

Der Ansatz fiir Kinaseassays mit Fraktionen aus der Ionenaustauschchromatographie oder
aufgereinigten Kinasen (z.B. nach Immunprézipitationen) wurde nach  folgendem
Pipettierschema in einem 1,5 ml Reaktionsgefdll zusammengestellt :

10 pl Fraktion/Kinase-Losung

10 pl Substrat-Losung (z.B. 2-5 pg GST-p653s4.551, verdiinnt in GZE-Lysepuffer)

10 ul ATP-Reaktionslésung (150 mmol/l Tris, pH 7,4, 30 mmol/l MgCl,, 60 uM ATP, 2 uCi
y-P-ATP)

Optional wurde zur Kontrolle des Hintergrundes ein Kinaseassay ohne Substrat durchgefiihrt.

Der finale Glycerolanteil, der u.a. durch die Substratproteine in den Ansatz gelangte, war
nach Moglichkeit nicht hoher als 15% (v/v), da sich dieses unter Umstdnden inhibitorisch auf
die Kinaseaktivitit auswirkte.

Der Ansatz wurde kurz durch Umriihren mit der Pipettenspitze gemischt und fiir 30 min bei
30°C inkubiert. Dann wurde die Reaktion durch Hinzufiigen von 10 pl 4x-Laemmli-
Auftragspuffer abgestoppt. Danach wurden die Reaktionsansitze mit einer SDS-PAGE

aufgetrennt, mit Coomassie gefarbt, getrocknet und autoradiographiert.

2.4.16.2 Festphasen-Kinasenassay mit GST-Fusionsproteinen

Fiir die selektive Analyse der Phosphorylierung eines GST-Fusionsproteins in Zellextrakten
wurde, wihrend des Kinaseassays eine Affinititsaufreinigung mit GSH-Sepharose-4B
(Festphase) durchgefiihrt. Dies ermdglichte die Abtrennung des Substrates von den Proteinen
des Zellextraktes und verminderte den Phosphorylierungshintergrund. Hierzu wurde folgender
Reaktionsansatz zusammenpipetiert:

10 pl Ganzzellextrakt (50 pg Gesamtprotein)

10 pl GST-Fusionsprotein (Substrat, 2-10 pg, verdiinnt in GZE-Lysepufter)

10 ul ATP-Reaktionslosung (150 mmol/l Tris, pH 7,4, 30 mmol/l MgCl,, 60 uM ATP, 3 uCi
y-*P-ATP)

Der Ansatz wurde gemischt und fiir 15 min bei 30°C inkubiert. Danach wurde dieser Ansatz

in eine ReaktionsgefdB, in dem 30 pl 4quilibrierte GSH-Sepharose 4B (zweimal mit
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zweifachen Bettvolumen gewaschene GSH-Sepharose 4B) mit 20 pl GZE-Lysepuffer
vorgelegt worden waren, liberfithrt und fiir 30 min weiter inkubiert. Im Anschluss wurde die
GSH-Sepharose zweimal mit 200 pl GZE-Lysepuffer gewaschen (Zentrifugationsschritte: je 1
min, 10000 g ) und mit 40 pl 2xLaemmli-Auftragspuffer abgekocht. Die so eluierten Proteine
wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt und das Gel wurde mit Coomassie gefarbt, getrocknet

und autoradiographiert.

2.4.16.3 Kinaseassay mit Peptid-Arrays

Fir die Phosphorylierungskartierung von p65 wurden Peptid-Arrays verwendet, die
freundlicherweise in der Arbeitsgruppe Molekulare Erkennung von Dr. Ronald Frank an der
GBF, Braunschweig, hergestellt wurden. Bei der Matrix dieser Arrays handelt es sich um eine
Cellulose-Membran auf der 15mere Peptide N-terminal kovalent immobilisiert wurden
(Ubersicht und genaue Informationen iiber die Synthese: Frank et al., 2002). Die Peptide
wurden in Reihen und Spalten auf die Membran in kreisformige Bezirke bzw. Spots
(Durchmesser: 3 mm) in Abstidnden von 4 mm an die Membran gekoppelt. Die Peptidmengen
in den Spots betragen ungefihr 5 nmol.

Die Langzeitlagerung dieser Peptid-Arrays erfolgte, vor Feuchtigkeit und Licht geschiitzt, bei
-20°C. Alle Losungen, Losungsmittel und finalen Reaktionsansdtze wurden sterilfiltriert.
(Filterporengrofe : 0,2 uM). Nach dem Auftauen wurden die Arrays kurz mit Ethanol benetzt
und dann in H,O eingelegt. Danach wurde der Peptid-Array vorsichtig in ein
Hybridisierungsrohrchen iiberfiihrt. Um zu gewihrleisten, dass die Membran an der

Glaswandung haftet, wurde die Membran mit einem Stiick Klarsichthiille fest angedriickt.

Der Kinaseansatz wurde wie folgt hergestellt:
2 ml Extrakt/Fraktion
2 ml Zelllyse-Puffer (GZE-Puffer)
2 ml ATP-Reaktionspuffer (150 mM Tris, pH 7,4, 30 mM MgCl,, 30 uM ATP,
200 pCi y->P-ATP)

Der Reaktionsansatz wurde nach Sterilfiltration zu dem Peptid-Array gegeben und 30 oder 45
min im Hybridisierungsofen bei 30 °C inkubiert. Im Anschluss erfolgte folgende
Waschprozedur:

zwei Waschschritte mit PBS (10 min),

zwei Waschschritte mit 8 M Harnstoft, 1% (w/v) SDS,
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0,5% (v/v) B-Mercaptoethanol (30 min, 40 °C),

zweil Waschritte mit H>O (10 min)

drei Waschschritte mit Ethanol (5 min)

Danach wurde der Peptidarray an der Luft getrocknet, in Klarsichthiille eingelegt und bei

Raumtemperatur oder bei 4°C autoradiographiert.

2.4.16.4.Immunprizipitation mit anschlieffendem Kinase-Assay

Ganzzellextrakte mit 250 pg—1 mg Protein wurden in einem finalen Volumen von 500 pl mit
GZE-Lysepuffer oder IP-Puffer versetzt.

IP-Puffer:
20 mmol/l Tris/HCI, pH 7,4
154 mmol/l NaCl
50 mmol/l NaF
1 mmol/l Na3VO4
1% (v/v) Triton X-100

1-2 pg von einem Antikdrper gegen die jeweilige Proteinkinase von Interesse wurde dem
Ansatz zugefiigt, der dann bei 4 °C fiir mindestens 2 h bei 4°C unter stindigem Rotieren
inkubiert wurde. Mit Hilfe der verwendeten Antikdrper wurden die Proteine, deren Aktivitit
untersucht werden sollte, aus dem Ansatz entfernt. Die Antikorper-Antigen-Komplexe
wurden anschlieend durch Inkubation mit der im eingesetzten Puffer dqulibrierten Protein
A- oder Protein G-Sepharose fiir mindestens 1 h bei 4 °C unter stindigem Rotieren aus dem
Ansatz entfernt. Die Sepharose wurde durch Zentrifugation sedimentiert (10000 g, 3 min,
4°C) und dreimal mit 500 ul IP-Puffer gewaschen. Nach der letzten Zentrifugation wurde zu
der Sepharose 10 pl IP- oder GZE-Lysepuffer pipettiert und dann in dem Kinaseassay
eingesetzt. Fiir die Reaktion wurden 10 pl Immunprézipitat, 10 pl Substratprotein (2-5 pg,
verdiinnt in IP- oder GZE-Lysepuffer) und 10 pl ATP-Reaktionspuffer (150 mmol/l Tris, pH
7,4, 30 mmol/l MgCl,, 20 uM ATP, 2-4 uCi y-*P-ATP) fiir 30 Minuten bei 30°C inkubiert.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 pl 4x-Laemmli-Auftragspuffer und Abkochen bei
95°C fiir 5 min gestoppt. Danach wurde der Anatz in der SDS-PAGE aufgetrennt und das Gel

wurde mit Coomassie gefarbt, getrocknet und autoradiographiert.

2.5 Methoden der Bioinformatik

2.5.1 Sekundirstrukturvorhersagen
Sekundirstrukturvorhersagen wurden mit dem Internet-Server JPred

(http://www.compbio.dundee.ac.uk/~www-jpred; Stand Mirz  2004), der ein
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Konsensusergebnis aus sechs verschiedenen Sekundirstrukturvorhersage-Methoden  bildet

(Cuff et al., 1998), durchgefiihrt.

2.5.2 Vorhersage von Phosphorylierungsstellen
Vorhersagen von Phosphorylierungsstellen mit Hilfe eines Neuralen Netzwerkes (Blom et al.,

1999) wurden mit NeTPhos (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/; Stand Mérz 2004)

erhalten.

2.5.5 Berechnung eines Hydrophobizititsprofils
Hydrophobizitdtsprofile nach der Methode von Kyte&Doolittle (Kyte & Doolittle , 1982)

wurden mit Protscale (http://www.expasy.org/tools/protscale.html; Stand Marz 2004) erstellt.

2.5.4 Proteinmodellierung
Fir die Proteinmodellierung wurde das Modellierungsprogramm DeepView v.3.7

(http://www.expasy.org/spdbv, Stand Mirz 2004 ; Guex et al., 1997, 1999) verwendet.

Das Strukturmodell von Dorsals7.3,7 wurde mit der Methode der Homologie-Modellierung
(Komparative Protein-Modellierung) generiert. Als Strukturvorlagen fungierte fiir die DNA-
bindende Domédne von Dorsal die geloste Struktur von Gambifl gebunden an DNA
(1bvo.PDB; Cramer et al.,1999) und fiir die Erzeugung des C-terminalen Bereiches wurde die
Struktur von humanen c-rel, ebenfalls gebunden an DNA (1gji.PDB; Huang, D.B. ef al.,
2001) verwendet. Zundchst wurde eine primére Superposition der Zielsequenz mit den
ExPDB-Dateien von 1bvo.PDB und 1gji.PDB mit der MAGIC FIT-Funktion durchgefiihrt.
Diese Superposition konnte anhand einer iterativen Superposition (ITERATIVE FIT)
optimiert werden. Das im Anschluss generierte Struktur-Alignment (GENERATE
STRUCTURAL ALIGNMENT) wurde darauthin beziiglich der Threading-Energie nach der
Sippl-Methode (Sippl ,1990) eingehender analysiert. Die so erstellte Projekt-Datei wurde
dann an den SWISS-MODELL-Server (http.//swissmodel.expasy.org, Stand Mirz 2004)
gesandt. Wahrend der Modellierungsprozedur wurde hierbei eine Energieminimierung mit
dem CHARMM-Kraftfeld (Brooks et al.,1983) durchgefiihrt. Zundchst erfolgte dabei eine
Minimierung mit dem Algorithmus steepest descent (50 Zyklen), die dann mit dem
Algorithmus conjugate gradient (500 Zyklen) fortgesetzt wurde.

Um ein Strukturmodell des Homodimers von Dorsal, gebunden an DNA, zu erhalten, wurde
zundchst das Strukturmodell von dem Gambifl-Homodimer-DNA-Komplex erzeugt. Durch
eine  Kristall-Symmetrie-Operation ~ (Funktion = BUILD  CRYSTRALOGRAPHIC
SYMMETRY, Operator: X,-Y,1/2-Z, Raumgruppe P4;22 ) wurde eine zweite Monomer-
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Orientierung von Gambif gebildet, die dann mit der urspriinglichen Orientierung zu einem
Homo-Dimer vereinigt wurde. Je zwei modellierte Dorsal-Monomere wurden darauf iiber die
Gambifl-Monomere superpositioniert (Funktionen MAGIC FIT, ITERATIVE FIT).
Aminoséuren, die miteinander kollidierten wurden durch eine Rotameridnderung (Funktion
FIX SELECTED SIDECHAINS > QUICK AND DIRTY) oder durch eine selektive
Energieminimierung (20 Zyklen steepest descent, voreingestellte Parameter) mit dem
implementierten GROMOS 96-Kraftfeld (van Gunsteren ef al., 1996) reorientiert.

Um die Ser281Ala-Mutation von p65 zu generieren, wurde in dem p65-Monomer in der
Struktur 1LES.PDB Ser281 mit der Funktion MUTATE durch Alanin in der besten
Rotamerorientierung ausgetauscht. Im Anschluss wurde eine lokale Energieminimierung
(GROMOS96-Kraftfeld, 20 Zyklen steepest descent, voreingestellte Parameter) durchgefiihrt,
um Stoérungen der Proteinstruktur infolge der Mutation zu entfernen. Im Anschluss erfolgte
dann eine Berechnung aller moglichen Wasserstoffbriickenbindungen mit den in DEEPVIEW
v.3.7 voreingestellten Detektionsparametern.

Analog wurde bei der Modellierung der Ser317Ala-Mutante von Dorsals;.327 verfahren. Die
Berechnung der Losungsmittelzugéinglichkeit einer Aminoséure erfolgte mit dem Programm

WHATIF (Vriend,1990; http.//www.cmbi.kun.nl/gv/servers/WIWWWI/, Stand Mirz 2004).
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3. Ergebnisse

3.1 Chromatographische Trennung von p65-Kinasen

Wie bereits beschrieben, handelt es sich bei p65 um ein mehrfach-phosphoryliertes Protein.
Um daher selektiv Phosphorylierungen in der TAD von p65 unabhingig von
Phosphorylierungen im N-Terminus oder anderen Bereichen zu analysieren, wurde als
Substrat ein GST-Fusionsprotein mit dem C-terminalen Bereich von AS 354-551 von p65
verwendet. Abb. 3.1 zeigt ein reprisentatives Ergebnis eines Festphasen-Kinaseassays mit
Ganzzellextrakten aus IL-1a -stimulierten HelatTA-Zellen. Deutlich erkennbar ist, dass die C-

terminale Phosphorylierung von p65 durch IL-1a reguliert wird.

- + IL1a,10 min

32p.GST-p65,5, 554 > - -

GST-p65354.55(CBB)P| s

Abb. 3.1 : IL-1a-abhiingige Phosphorylierung im C-terminalen Bereich von p65

Mit Ganzzellextrakten (50 pg Protein) aus HelatTA-Zellen (+ 10 ng/ml IL-1a, 10 min) wurde ein
Festphasen-Kinaseassay mit GST-p65 354-551 als Substrat durchgefiihrt. Nach Affinitatsaufreinigung
wurde das Substrat in der SDS-PAGE getrennt. Das Gel wurde mit Coomassie gefdrbt (unteres Feld),
entfdrbt, getrocknet und anschlieBend autoradiographiert.

Da bereits zwei Phosphorylierungen in diesem Bereich beschrieben worden waren, namlich
an Ser529 durch Casein-Kinase II (Wang et al., 2000) und an Ser536 durch IKKf (Sakurai et
al., 1999, 2003; Kishore et al.,2003) wurden Zellextrakte mittels Anionenaustauschchromato-
graphie fraktioniert, um diese und ggf. andere Kinasen getrennt von einander analysieren zu
konnen. Fiir die Anionenaustauschchromatographie wurde eine Resource-Q-Sdule (Sédulen-
volumen: 1 ml) mit einem Elutionsgradienten von 0-0,75 M NaCl bei einem totalen Volumen
von 16 ml gewéhlt (s. Abb. 3.2 A). Mit dem eingestellten pH von 8,5 sollte eine maximale
Proteinbindung erreicht werden, ohne dabei die Kinaseaktivititen mallgeblich zu
beeintridchtigen. Durch die so gewihlten Bedingungen konnten im anschlieenden Kinase-

assay drei p65-phosphorylierende Kinase-Aktivititspeaks detektiert werden (s. Abb. 3.2 B) :
Die erste Kinase-Aktivitit (im Folgenden Kinase 1 genannt) eluiert mit dem messbaren Teil

seiner Aktivitit bei einer NaCl-Konzentration von 28 mM bis 174 mM (Fraktionen 5 bis 8),



3. Ergebnisse 66

+ IL-1a, 10 min
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Abb 3.2 : Anionenaustauschchromatographie von HelatTA-Ganzzellextrakten

Ganzzellextrakte (4,75 mg Gesamtprotein) aus unstimulierten und mit IL-1a-stimulierten HelatTA-Zellen (10
ng/ml IL-1a, 10 min) wurden auf eine Resource-Q-Sdule (1 ml) geladen und anschlieend mit einem NaCl-
Gradienten von 0-0,75 M bei einem Elutionsvolumen von 16 ml (Fraktionsgroe 1 ml) fraktioniert. A:
Zugehorige Chromatogramme mit dem Verlauf der Absorption bei 280 nm (blaue Kurve) und dem Verlauf
der Leitfahigkeit (rote Kurve). B: Mit 10 pl der Fraktionen wurden darauf Kinaseassays mit GST-p6555,.ss,
als Substrat durchgefiihrt. Nach Auftrennung des Substrates in der SDS-PAGE wurde das Gel

(Fortsetzung s. nichste Seite)
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coomassie-gefarbt (CBB), entfarbt, getrocknet und autoradiographiert. C: Die Proteine aus 200 pl der
Fraktionen eines stimulierten Ganzzellextraktes wurden mit einer Acetonfillung prézipitiert und im
Westernblot mit Antikorpern (o-) gegen IKKa,IKKf und TBK1 analysiert.

der zweite Peak (Kinase 2) eluiert mit einem Aktivitdtsmaximum zwischen 347 mM und 486
mM NaCl (Fraktionen 11 bis 13) und der dritte Peak (Kinase 3) eluiert mit seinem
Aktivitdtsmaximum zwischen 486 mM bis 625 mM NaCl (Fraktionen 14 bis 15), wobei sich
Peak 2 und Peak 3 teilweise iiberlappen. Kinase 1 und Kinase 2 zeigen dabei eine IL-1a-
abhéngige Regulation ihrer p65-Kinaseaktivitit, wihrend Kinase 3 in der Regel keine
signifikante Regulation aufwies. Da der grofite Teil der zelluldren Proteine allerdings im
Bereich um Kinase 3 (s. hierzu auch Absorption,gonm) eluiert und es stimulationsabhéngig zu
einer Verdnderung des Phosphorylierungsstatus und damit auch zu einer Verdnderung im
Elutionsverhalten vieler Proteine, die wahrend des Kinaseassays phosphoryliert werden oder
32p-markiertes Phosphat bzw. ATP binden, kommt, ist der direkte Vergleich zwischen den
Fraktionen im Bereich zwischen Fraktion 14 und 15 erschwert. Hinzu kommt, dass auf Hohe
der Substratbande in der SDS-PAGE viele Phosphoproteine laufen, deren Signale sich mit
dem Signal der substratspezifischen Phosphorylierung iiberlagern (s. Abb. 3.3, Hintergrund-
Kontrolle von Kinase 3).

IL-la-regulierte Aktivitdt von Kinase 1 konnte in einem Zeitraum von 10 bis 30 min
beobachtet werden, eine regulierte Aktivitdt von Kinase 2 bei 30 min Stimulationsdauer
konnte dagegen nicht mehr detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Bei dieser
Stimulationsdauer konnte fiir die Kinase 3 niemals eine Regulation festgestellt werden.

Es wurde darauf versucht, die so getrennten Kinaseaktivitdten anhand ihrer Substratspezifitét
den bereits beschriebenen p65-Kinasen IKKP und Casein-Kinase II zuzuordnen. Hierzu
wurden als Substrate Mutanten des GST-p653s4.551-Proteins, bei denen die von diesen
Proteinkinasen phosphorylierten Serine durch Alanine ausgetauscht worden waren, eingesetzt
(Abb. 3.3). Kinase 1 (Pool aus Fraktion 6 und Fraktion 7, stimuliert) phosphoryliert demnach
an Ser536, da es zum Ausfall der beim Wildtyp gemessenen Phosphorylierung bei den
Mutanten S536A und der Doppelmutante S529A/S536A kommt. Kinase 2 (Fraktion 12,
stimuliert) zeigt die gleiche Substratspezifitit wie Kinase 1. Auch hier werden nur diejenigen
Mutanten phosphoryliert, die Ser536 enthalten, also den Wildtyp und die S529A-Mutante.
Interessanterweise phosphorylieren die beiden Ser536-Proteinkinasen Kinase 1 und Kinase 2
die S529A-Mutante weniger effektiv als den Wildtyp trotz vergleichbarer Subtratmengen (s.
CBB-Bande). Kinase 3 (Pool aus Fraktion 14 und Fraktion 15, stimuliert) phosphoryliert
offensichtlich an Ser529, da die Intensitdt der Phosphobanden bei der S529A- und der
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Abb. 3.3: Bestimmung der Phosphorylierungsstellen der mit der Resource-Q-Sédule getrennten
Kinase-Aktivititen mit mutiertem p65-Substrat

Oben: Zur Bestimmung der Phosphorylierungstellen in p65 der drei Kinase-Peaks aus den Resource-Q-
Laufen wurden mit Pools der Peaks Kinase-Assays durchgefiihrt. Als Substrat wurden der Wildtyp
(WT) sowie die Mutanten S529A, S536A und S529A/S536A von GST-p65354-551 verwendet.
Zusitzlich wurde der Hintergrund (H) (= Fraktionspool ohne Substrat) gepriift. Unten: CBB-gefirbte
Substratbande.

Doppelmutante im Vergleich zum Wildtyp abnimmt und den Intensititswert des
unspezifischen Hintergrundes (H), also der Negativkontrolle (Ansatz ohne Substrat), erreicht.
Nach diesen Daten phosphorylieren Kinase 1 und Kinase 2 p65 an Ser536, Kinase 3 p65 an
Ser529, wobei nur Kinase 1 und Kinase 2 eine nennenswerte IL-la-abhingige Regulation
ihrer Aktivitdt zeigen. Aufgrund der Substratspezifitdt ist eine Identitdt zwischen Kinase 3
und Casein-Kinase II sehr wahrscheinlich. Bei Kinase 1 und Kinase 2 konnte es sich wegen
der Phosphorylierungsstelle Ser536 um IKKp handeln. Zudem wurde kiirzlich berichtet, dass
die Kinase TBK-1/NAK in-vitro ebenfalls p65 an Ser536 phosphorylieren kann (Fujita et al.,
2003, Kishore et al., 2003). Um diesen Sachverhalt zu klaren, wurde mit den Fraktionen aus
stimulierten Extrakten Westernblots durchgefiihrt (Abb. 3.2 C). Danach eluiert IKKf, wie die
andere katalytische Untereinheit des IkB-Kinase-Komplexes, IKKa, mit einem
Peakmaximum in Fraktion 12 im Bereich von Kinase 2. Dies korreliert mit dem
Aktivititsmaximum von Kinase 2 in Fraktion 12 (Abb. 3.2 B). Eine Identitdt zwischen IKK[3

und Kinase 2 scheint daher sehr gut moglich. Eine Identifizierung von Kinase 1 gelingt
dagegen nicht. Weder koeluiert Kinase 1 mit IKKfB und IKKa, noch mit TBK-1, deren
Peakmaximum in Fraktion 11 liegt, da in den Fraktionen 5-8 keine dieser drei Proteinkinasen

nachzuweisen ist.
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3.2 Charakterisierung der IKKp-unabhingigen Ser536-Phosphorylierung
von p65

Wie die Ergebnisse aus der Ionenaustauschchromatographie zeigen, gibt es neben IKK mit
Kinase 1 mindestens noch eine weitere IL-lo-regulierte Proteinkinase, die Ser536
phosphoryliert. Zusétzlich wurde TBK-1 als eine weitere Kinase identifiziert, die Ser536
phosphorylieren kann (Fujita et al., 2003). Aufgrund dieser Daten ist die physiologische
Relevanz der Ser536-Phosphorylierung durch IKKf noch unklar. Im Folgenden wurde daher
versucht, den Anteil von IKKf an der Ser536-Phosphorylierung von p65 in-vivo weiter zu
charakterisieren. Hierflir wurden verschiedene Strategien zur spezifischen Hemmung von
IKKf angewandt, insbesondere die Koexpression dominant-negativer Mutanten, Verwendung
spezifischer siRNA (small interfering RNA) zur Suppression der IKKa- und IKKB-Expression
(knock-down) und der Einsatz eines spezifischen niedermolekularen Hemmstoffs gegen

IKK§.

3.2.1 Untersuchungen zum Einfluss verschiedener Signalwege auf die Ser536-

Phosphorylierung

Zundchst wurde tiberpriift, ob bestimmte MAP-Kinase-Signalwege an der Ser536-
Phosphorylierung von p65 beteiligt sind. Zu diesem Zweck standen einige bereits gut
charakterisierte Inhibitoren zur Verfiigung: PD 98059 hemmt die MAPKK MEKI1, 2 sowie 5
und somit die ERK1/2/5-Signalwege. SP600125 inhibiert den JNK-Signalweg und die
Substanz SB203580 hemmt den p38-Signalweg. Zusdtzlich wurde der PI3K (Phosphatidyl-
Inositol-3-Kinase)-Inhibitor Wortmannin eingesetzt, da dieser Signalweg an der NF-kB-
Aktivierung beteiligt ist (Beraud et al., 1999; Reddy et al., 2000; Sizemore et al. 1999). Eine
wichtige regulatorische Funktion bei vielen Signalwegen wird dem Ubiquitin-Proteasom-
System zugeschrieben. Bei der Aktivierung des NF-kB-Signalweges spielt es wegen der
Degradation von IxkB und wegen des proteolytischen Prozessierens von p105, dem Vorldufer
von p50, sogar eine zentrale Rolle: Vor diesem Hintergrund stellte sich die Frage, ob der
Proteasom- Inhibitor MG132 einen messbaren Einfluss auf die Ser536-Phosphorylierung hat.
Fiir diesen Versuch wurden HelatTA-Zellen mit PMA/lonomycin, IL-1a und TNFa 10 und
30 min stimuliert. In den nicht behandelten Zellen induzieren alle drei Stimuli die Ser536-
Phosphorylierung, wobei das Maximum der Intensitdt der Phosphobande im Westernblot bei
allen drei Stimuli bereits nach 10 min Stimulation erreicht wird und 30 min nach Stimulation
wieder abnimmt. Ein signifikanter Hemmeffekt auf die Ser536-Phosphorylierung konnte

durch die Inhibitoren PD98059, SP600125 und SB203580 nicht erzielt werden (Abb. 3.4).
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Abb. 3.4 : Kinetik der Ser536-Phosphorylierung in Abhéingigkeit verschiedener Stimuli und unter dem
Einfluss verschiedener Inhibitoren

HelatTA-Zellen wurden in Sechs-Lochplatten ausgesit (4x10° pro Loch) und am nichsten Tag unter
Verwendung verschiedener Inhibitoren mit PMA (20 ng/ml) + Ionomycin (0,5 pg/ml), TNF-a (20 ng/ml) und
IL-1a (10 ng/ml) stimuliert. Die Zellen wurden dann im Direktlysepuffer lysiert und in den so erhaltenen
Lysaten wurde im Westernblot die Ser536-Phosphorylierung von p65 detektiert. Die Inhibitoren wurden in
folgenden Konzentrationen eingesetzt (Zugabe 30 min vor Stimulation): 10 uM MG132 ( Proteasom), 20 uM
SP600125 (JNK); 50 uM PD98059 (MEK 1/2,-5), 2 uM SB203580 (p38).

Daher kann eine Beteiligung der hierdurch hemmbaren Signalwege ausgeschlossen werden.
Wortmannin dagegen hemmt die PMA/Ionomycin-abhingige Ser536-Phosphorylierung, nicht
aber die IL-la- und TNFa-abhéngige Phosphorylierung. Einen interessanten Befund stellt
aulerdem die detektierte Ser536-Phosphorylierung in den unstimulierten, mit MG132-
behandelten Zellen dar. Hier ist in den unstimulierten Zellen bereits eine deutliche Ser536-
Phosphorylierung, die durch Stimulation nicht wesentlich gesteigert werden kann,

detektierbar. Demnach scheint MG132 selbst diese Phosphorylierung zu induzieren. Die
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Dosisabhédngigkeit und Zeitkinetik einer MG132-induzierten Ser536-Phophorylierung wurde
daher im Westernblot eingehender untersucht (Abb. 3.5):

A
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Abb. 3.5: MG132-induzierte Ser536-Phosphorylierung durch Aktivierung von IKK

HelatTA-Zellen wurden in Sechs-Lochplatten ausgesit (4x10° pro Loch) und am néchsten Tag entweder 1 h mit
MG132 in variierenden Konzentrationen (A) oder fiir eine Zeitkinetik {iber verschiedene Zeitrdume mit 10 pM
MG132 behandelt (B), in Direktlyse-Puffer lysiert und im Westernblot analysiert.

C: Aus Ganzzellextrakten (0,5 mg Protein) von HelatTA-Zellen, die entweder mit IL-1a (10 ng/ml) 10 min oder
mit MG132 (10 uM) 1 h stimuliert wurden, wurde durch eine Immunprézipitation mit einem anti-IKKa-
Antikdrper der IKK-Komplex immunprizipitiert (IP) und die p65-Phosphorylierung in einem anschlieBenden
Kinaseassay untersucht.
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Die Ser536-Phosphorylierung nimmt hierbei von 0,1 tiber 1 bis 10 uM MG132 bei einer
Behandlungsdauer von 60 min zu (Abb. 3.5 A) und erreicht nach 60 min Behandlungsdauer
mit 10 uM MG132 ein Maximum (Abb. 3.5 B). Sowohl die Dosisabhéngigkeit als auch die
Zeitkinetik der Ser536-Phosphorylierung korreliert bis zu einer Dosis von 1 puM und einer
Dauer von 60 min mit der Phosphorylierung von IkB. Die daraus abgeleitete Vermutung, dass
die MG132-induzierte Ser536-Phosphorylierung durch eine Aktivierung von IKK vermittelt
wird, konnte in einer Immunprézipitation von IKK durch einen Antikérper gegen IKKa mit
anschlieBendem Kinaseassay mit GST-p653s4.55; als Substrat bestétigt werden (Abb. 3.5 C):
MG132 (10 uM) aktiviert nach 60 min in einem &hnlichen Ausmal} wie IL-1a (10 ng/ml)
nach 10 min den IKK-Komplex, wie an der IKKp-abhidngigen Ser536-Phosphorylierung von
p65 erkennbar ist.

3.2.2 Suppression von IKKa und IKKf durch siRNA

Eine Moglichkeit, die physiologische Bedeutung von IKKB an der IL-1a-regulierten Ser536-
Phosphorylierung zu bestimmen, stellt die Suppression mit spezifischen siRNAS gegen IKKf3
dar. Die Verwendung von spezifischen siRNAs fiihrt zur raschen Degradation der mRNA und
sollte durch die resultierende Hemmung der Translation zu einer Verminderung der
zelluldren Konzentration der betroffenen Proteine fithren. In Abb. 3.6 sind die Ergebnisse
eines solchen Ansatzes zusammengestellt. Nach Transfektion von HEK293IL1R mit einem
Gemisch aus siRNA-Molekiilen (100 nm), die spezifisch gegen die mRNA von IKKf oder
gegen die von IKKa gerichtet sind, konnte eine sehr deutliche Abnahme sowohl von IKKa
wie von IKKP im Vergleich zu untransfizierten Zellen festgestellt werden. Hierbei konnten
keine Effekte beobachtet werden, die auf eine unspezifische siRNA-Wirkung (Luciferase-
Kontrolle) oder auf das verwendete Transfektionsmittel — (Oligofectamine-Kontrolle)
zuriickzufiihren sind. Im Vergleich zu allen Kontrollen nimmt die IL-1a-regulierte Ser536-
Phosphorylierung nicht mal3geblich ab, die regulierte IkBa-Phosphorylierung dagegen ist
reduziert. Diese Daten zeigen somit sehr deutlich, dass aufler IKKP andere Kinasen einen

hohen Anteil an der regulierten Ser536-Phosphorylierung haben miissen.
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Abb 3.6: Suppression von IKKo und IKKp durch spezifische siRNAs

HEK293IL1R-Zellen wurden in 24-Lochplatten ausgesit (4x104 pro Loch), am nichsten Tag mit
spezifischer siRNA (100 nm) gegen IKKa und IKKp oder zur Kontrolle gegen Luceriferase, komplexiert
mit Oligofectamine, transfiziert. Nach 72 h Inkubation wurden die Zellen mit IL-1a (10 ng/ml, 10 min)
stimuliert und im Direktlysepuffer lysiert. Die so erhaltenen Lysate wurden dann im Westernblot mit den
oben aufgefiihrten Antikérpern (a-) untersucht.

3.2.3 Uberexpression dominant-negativer Mutanten von IKKa und IKKp

Eine weitere Strategie zur Hemmung eines Enzyms stellt die Uberexpression katalytisch-
inaktiver Mutanten dar, die als dominant-negative Mutanten wirken. Bei den verwendeten
dominant-negativen Mutanten von IKKa und IKKB wurden durch Mutagenese in der T-
Aktivierungsschleife diejenigen Serine durch Alanine ausgetauscht, deren induzierte
Phosphorylierung die Enzyme aktiviert (Ser176 in IKKa sowie Serl77 und Ser181 in IKKp),
was so zum dominant-negativen Effekt fiihrt (Hehner er al., 2000). In Abb. 3.7 sind die
Ergebnisse von Versuchen, bei denen diese dominant-negativen Mutanten in HEK293IL1R-
Zellen iiberexprimiert wurden, zusammengefasst. Wie der Westernblot in Abb. 3.7 A zeigt,
nimmt durch Uberexpression der dominant-negativen Mutanten von IKKa und —B die IxBa-
Phosphorylierung sowohl in den unstimulierten, als auch in den IL-1a-stimulierten Zellen im
Vergleich zu den Wildtyp-Formen sehr deutlich ab (Bahnen 3, 4 und 9, 10). Danach wird die
IKK-Aktivitit tatsdchlich durch die dominant-negativen Mutanten gehemmt. In den
stimulierten Zellen nimmt allerdings die IkBa-Phosphorylierung auch durch die
Uberexpression der IKK-Wildtyp-Formen ab. Dies legt nahe, dass auch die Wildtyp- Formen
bei starker Uberexpression einen hemmenden Effekt auf die induzierte Aktivierung von IKK

haben (Bahn 9). Die Ser536-Phosphorylierung eines koexprimierten GFP-p65-
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Abb 3.7: Uberexpression dominant-negativer Mutanten von IKKa und IKKp

2,5 x 10° HEK293IL1R-Zellen pro Loch wurden in Sechs-Lochplatten ausgesit und am nichsten Tag mit
folgenden Plasmiden transient transfiziert: GFP-p65 (0,5 pg), NF-xBg)luc (0,25 pg) und B-Gal. (0,5 pg).
Zusitzlich wurden je nach Ansatz Expressionsplasmide fiir folgende Proteine zugefiigt: IKKo und IKKp (je 3
pg), dominant-negative (d.n.) Mutanten von IKKa und IKKf (je 3 pg), IkBa (6 pg) oder IkBa-SS/AA (6pg). Die
Ansitze wurden dann mit dem Plasmid pCS3MT auf 7,25 pg Gesamt-DNA aufgefiillt. Die transfizierten Zellen
wurden am folgenden Tag dann entweder mit IL-1a (10 ng/ml) 10 min stimuliert, lysiert und im Westernblot
analysiert (A) oder nach vierstiindiger IL-1a-Stimulation auf Reportergenaktivitit untersucht (B). In B ist der
Mittelwert der gemessenen Luciferase-Aktivititen von drei Ansédtzen (jeweils Duplikate) mit dem jeweiligen
Standardfehler dargestellt. tERK: Auftragskontrolle.
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Fusionsproteins nimmt sowohl durch die iiberexprimierten Wildtyp-Formen (Bahn 3) als auch
durch die dominant-negativen-Mutanten (Bahn 4) im Vergleich zu der Kontrolle (Bahn 2)
bereits in den unstimulierten Zellen gleichermaBen zu. AuBerden hebt die Uberexpression von
GFP-p65 die IL-lo-induzierte NF-kB-Aktivierung auf, wie die Reportergen-Untersuchung
ergab (Abb. 3.7 B, 8), aber nicht die induzierte IkBa-Phosphorylierung (Bahn 8). Ein
Unterschied in der Ser536-Phosphorylierung von GFP-p65 ist nach Uberexpression der
Wildtyp-Formen und der Mutanten nach IL-la-Stimulation verglichen mit den
entsprechenden unstimulierten Ansdtzen nicht erkennbar (Bahnen 3 und 4, 9 und 10).
Interessant ist aber, dass die Uberexpression sowohl von IxBa als auch der IxBa-Mutante
IkBa (SS/AA), bei der die Serine 32 und 36 durch Alanine ausgetauscht wurden, zu einer
deutlichen Abnahme der konstitutiven Ser536-Phosphorylierung von GFP-p65 fiihren
(Bahnen 5 und 6). Zusitzlich ist eine starke Zunahme der regulierten phospho-IkBa-Bande
nach Uberexpression der IkB-Mutante feststellbar (Bahn 12). AuBerdem ist an den IxBa-
Banden sehr gut erkennbar, dass GFP-p65 die Expression von IkBa, einem Zielgen von NF-
kB, induziert (Bahnen 2 und 8). Bemerkenswert ist auch, dass die Uberexpression der
Wildtyp-Formen von IKK, dhnlich wie bei den dominant-negativen Mutanten, sowohl in den
unstimulierten als auch stimulierten Zellen zu einer messbaren Abnahme der Luciferase-

Aktivitét fithrte (3.7 B, Ansétze 3 und 4, 9 und 10).

3.2.4 Inhibition der IKKpB-Aktivitit durch SC-514

Kiirzlich wurde mit der Substanz SC-514 (Strukturformel: 3.8 A) ein selektiver Inhibitor von
IKKp beschrieben. SC-514 weist eine ICsy von 11,2 uM (in-vitro) fiir die Hemmung von
IKKp auf, wihrend die ICs, fiir die meisten anderen Proteinkinasen mehr als zehnmal so grof3
ist (Kishore et al., 2003). Damit stand ein spezifischer Inhibitor fiir die Charakterisierung der
IKKB-unabhéngigen Ser536-Phosphorylierung von p65 zur Verfiigung mit dem die Daten aus
den vorangegangenen Experimenten ergdnzt werden konnten. Die Behandlung von HelatTA-
Zellen mit SC-514 in einer Konzentration von 50 uM fiihrte zu einer sehr starken Hemmung
der IL-1a-regulierten Phosphorylierung von IxBa (Abb. 3.8 B).

Eine Erhohung der Konzentration auf 100 uM fiihrte zu keiner weiteren Reduktion der IxBa-
Phosphorylierung. Hieraus geht hervor, dass die IKK[-abhéngige Phosphorylierung von IxBa
bereits ab 50 pM maximal gehemmt ist. Auch bei der IL-la-induzierten Ser536-
Phosphorylierung von p65 wird eine maximale Hemmung schon bei 50 uM erreicht, da eine
Erhohung auf 100 uM auch keine weitere Abnahme der Phosphorylierung bewirkt. Dennoch
ist der IL-1a-regulierte Teil der Ser536-Phosphorylierung nicht vollstindig gehemmt.
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Abb. 3.8: Anwendung des IKKp-selektiven Inhibitors SC-514

A: Strukturformel von SC-514. B: HelatTA-Zellen wurden in 12-Lochplatten ausgesdt, nach Erreichen der
Konfluenz 1 h mit dem Inhibitor SC-514 in 0,02% DMSO oder mit Medium mit und ohne DMSO
vorinkubiert und dann 10 min mit IL-1o, (10 ng/ml) mit und ohne SC-514 stimuliert. Nach zweimaligen
Waschen mit PBS wurden die Zellen in Direktlysepuffer lysiert und die erhaltenen Lysate wurden im
Westernblot analysiert.

AuBerdem ist das Ausmall der Hemmung der IL-la-induzierten Ser536-Phosphorylierung
durch SC-514 kleiner als das der Hemmung der IkBa-Phosphorylierung, wie der Vergleich
mit den unbehandelten Ansdtzen zeigt. So betrigt der Wert fiir die densitometrisch
bestimmte Intensitit der regulierten pSer536p65-Bande nach SC-514-Behandlung in Abb.
3.8 ungefihr 34% des Wertes fiir die regulierte pSer536p65-Bande aus unbehandelten Zellen.
Eine genaue densitometrische Quantifizierung der plkBa-Banden hingegen war mit der
verwendeten Methode nicht mehr moglich, da die Intensitét der regulierten plkBa-Bande nach
SC-514-Behandlung zu schwach war. Dieser Versuch zeigt somit, dass bei einer maximalen
IKKB-Hemmung die regulierte Ser536-Phosphorylierung zwar abnimmt, aber  nicht
vollstindig inhibiert werden kann und somit Proteinkinasen an der Serin-536-

Phosphorylierung beteiligt sein miissen, die nicht durch SC-514 gehemmt werden.
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3.3 Funktionelle Charakterisierung der Ser536-Phosphorylierung

In diesem Teil werden die Ergebnisse von Versuchen vorgestellt, die das Ziel hatten, die

Ser536-Phosphorylierung auf ihre Funktion ndher zu untersuchen.

3.3.1 EMSA-Analyse der Ser536-Phosphorylierung

Ser536 liegt in der bereits sehr gut charakterisierten Transaktivierungsdomine von p65. Ein
direkter Einfluss auf die DNA-Bindung durch die Ser536-Phosphorylierung ist daher sehr
unwahrscheinlich. Neben der Analyse von DNA-Protein-Interaktionen bietet die EMSA-
Analyse, wenn sie mit Kernextrakten durchgefiihrt wird, auch die Mdglichkeit, Informationen
tiber die Konzentrationen von DNA-bindenden Proteinen im Kern sowie liber mogliche
Interaktionen mit anderen Proteinen zu gewinnen. Abb. 3.9 A zeigt das Resultat einer EMSA-
Analyse mit Kernextrakten aus HelatTA-Zellen, die entweder mit IL-la oder TNFa
stimuliert worden waren. Das verwendete Oligonukleotid enthielt dabei das NF-xB-
Erkennungsmotiv 5'-GGGACTTTCC-3". Dabei wurden fiinf DNA-Protein-Komplexe
detektiert: Die Bande von Komplex 2, die in allen stimulierten Ansétzen erscheint, wird nach
Zugabe von Antiserum gegen p65 (ap65) von Antikdrpern gebunden und der resultierende
Komplex weist eine geringere elektrophoretische Mobilitdt auf (supershift). Dies fiihrt zum
Verschwinden von Komplex 2, woraus abzuleiten ist, dass Komplex 2 p65 enthélt. Bei den
Komplexen 1 und 3 handelt es sich offenbar um unspezifische Interaktionen von Proteinen
mit der verwendeten DNA, da diese Bande durch Antiserumgabe nicht vermindert wird.

Die Intensitdt und elektrophoretische Mobilitit des NF-kB-Komplexes (Komplex 2) in den
Extrakten der IL-1a-stimulierten Zellen unterscheidet sich dabei nicht signifikant von denen
aus den TNFa-stimulierten Zellen. Neben Komplexen 1 und 2 treten in den stimulierten
Ansétzen nach Zusatz von Antiseren gegen p65 und pSer536p65 (im Folgenden wird an
Ser536 phosphoryliertes p65 durch pSer536p65 abgekiirzt) Banden mit einer geringen
elektrophoretischen Mobilitdt auf, die moglicherweise auf verschiedene Komplexbildungs-
stufen zwischen dem NF-kB-Komplex und dem Antikorper zuriickzufiihren sind (Komplexe 4
und 5). Allerdings ist die Intensitdt beider Komplexe sehr schwach. Da Komplex 4 nur in
stimulierten Extrakten nach Zugabe von Antiserum gegen p65, nicht aber bei Verwendung
des Antiserums gegen an Ser536-phosphoryliertes p65 detektiert werden kann, hat
moglicherweise auch die Art des Antiserums oder die Ser536-Phosphorylierung hier einen
Einfluss. Durch Zugabe von Antiserum gegen an Ser536-phosphoryliertes p65 (aSer536p65)
ist aber kein typischer supershift-Effekt verglichen mit dem supershift nach Zugabe von
Antiserum gegen p65 feststellbar (mit Ausnahme der Komplexe 4 und 5). Hierfiir gibt es
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Abb. 3 9: Analyse der DNA-Bindung von pSer536p65 und Ser536-Mutanten

A: Mit Kernextrakten (20 pg Protein) aus unstimulierten HelatTA-Zellen oder HelatTA-Zellen,
die entweder mit IL-1a (10 ng/ml) oder mit TNFa (20 ng/ml) 10 min stimuliert worden waren,
wurde ein EMSA-Experiment durchgefiihrt. Das verwendete Oligonukleotid enthielt dabei die
NF-kB-Konsensus-Bindungsstelle. Fiir die Supershift-Reaktionen wurden jeweils 2 pul ap65-
Serum oder 2 pl  apSer536p65-Serum der Bindungsreaktion zugesetzt. Nach der
Elektrophorese wurde das Gel getrocknet und autoradiographiert. B: p65-WT wurde
zusammen mit den Mutanten S536D, -E, -N und -A in Retikulozyten-Lysaten in-vitro-
translatiert. Je 1,5 pl dieser in-vitro-Translationsansétze wurde dann zusammen mit
Retikulozyten-Lysat ohne p65 (K) mit dem gleichen Oligonukleotid wie in A im EMSA
analysiert. Die Input-Kontrolle von je 1 pl in-vitro-Translationsansatz im Westernblot zeigte

eine gleich starke Expression der Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (unteres Feld).
*): Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden die beiden Abbildungen in B ungestaltet. Die Bahnen K, WT
sind identisch mit denen in Abb. 3.20, da die Ser536-Mutanten mit den anderen Mutanten (s. Abb. 3. 20)

getestet wurden.
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mehrere Erklarungsmoglichkeiten: Zum einen konnte der Anteil an pSer536p65 an der
Gesamtmenge von p65 im Kern sehr gering sein, zum anderen konnte die Bindungsstelle fiir
den phospho-spezifischen Antikorper durch Interaktion mit anderen Proteinen maskiert sein
oder die Ser536-Phosphorylierung beeinflusst die DNA-Bindung moglicherweise negativ.
Letzteres wurde in einem anderen EMSA-Experiment (Abb. 3.9 B) iiberpriift. Bei diesem
Versuch wurde der Wildtyp von p65 sowie verschiedene Mutanten von p65 in Retikulozyten-
Lysaten in-vitro translatiert und in ihrer DNA-Bindung verglichen. In den Mutanten wurde
hierbei die Aminosdure Ser536 gegen Aspartat (S536D), Glutamat (S536E), Alanin (S536A)
oder Asparagin (S536N) ausgetauscht. Durch Einbau der sauren Aminosduren Aspartat und
Glutamat wurde versucht, den Effekt der zusdtzlichen negativen Ladungen durch die
Phosphatgruppe an Ser536 zu imitieren (phosphomimetische Mutanten). Der Versuch zeigte
aber, dass alle Mutanten die gleiche Affinitdt wie der Wildtyp zum NF-kB-Konsensusmotiv
aufweisen. Ein modulierender Einfluss der Phosphorylierung an Ser536 auf die DNA-

Bindung konnte so nicht nachgewiesen werden.

3.3.2 Analyse der nukleiren Konzentration und der Rekrutierung von pSer536p65 am

IL-8-Promotor nach Il-1a-Stimulation

Die Kinetik der nukledren Konzentration von p65 und pSer536p65 in Abhédngigkeit von der
IL-1o-Stimulationsdauer wurde anhand eines Westernblots ermittelt, der in Abb. 3.10 A
gezeigt ist: Die Konzentrationen sowohl von p65 wie die von pSer536p65 nehmen nach 0,2 h
(12 min) in den Kernextrakten von HelatTA-Zellen zu und erreichen ungefiahr zwischen 0,2 h
und 0,5 h (30 min) ihr Maximum und nehmen zwischen 0,5 h und 1 h wieder ab. Der Abfall
ist hierbei bei pSer536p65 deutlich stirker als bei p65: Mit der Methode der Chromatin-
Immunprézipitation (s. Material und Methoden) kann die Rekrutierung von
Transkriptionsfaktoren an ihren Zielpromotoren gemessen werden: Nach Quervernetzung mit
Formaldehyd wird der entstandene Komplex aus Transkriptionsfaktor und Promotor-DNA
selektiv mit einem spezifischen Antikdrper immunprézipitiert. Da die Formaldehyd-Fixierung
reversibel ist, kann nach einer entsprechenden Behandlung die koprézipitierte Promotor-DNA
durch eine PCR quantifiziert werden, was Riickschliisse auf die Menge des rekrutierten
Transkriptionsfaktor zuldsst. In Abb. 3.10 B ist das Ergebnis einer solchen Chromatin-
Immunprézipitation dargestellt. Der hierbei untersuchte IL-8-Promotor weist eine NF-kB-
Bindungsstelle auf und fiir seine maximale Aktivitit ist NF-kB notwendig (Hoffmann et
al., 2002). Wie anhand der PCR-amplifizierten Banden zu sehen ist, kommt es innerhalb von

30 min nach Stimulation zu einer deutlichen Rekrutierung von pSer536p65 an den IL-8-
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Abb. 3.10: Analyse der signalabhingigen nukleiren Konzentration und Promotorbindung von p65

A: Kernextrakte (100 pg Protein) von HelatTA-Zellen wurden nach unterschiedlichen Stimulations-
zeitpunkten mit IL-1o (10 ng/ml) im Westernblot analysiert.

B: Chromatin-Immunprézipitation des IL-8-Promotors mit Antiseren gegen p65 und pSer536p65: Zur
Immunprézipitation wurden fiir je 250 ul CHIP-RIPA-Lysate aus KB-Zellen 5 ul ap65-Antiserum oder 4 pl
apSer536p65-Serum eingesetzt. Nach weiterer Aufarbeitung erfolgte dann die Detektion durch PCR und
Agarosegelektrophorese. Zur Quantifizierung wurden den Lysaten Aliquots entnommen und nach DNA-
Bestimmung und PCR ebenfalls in den angegebenen Mengen auf das Gel aufgetragen.

Promotor, die danach wieder sehr schnell abnimmt. Der Anteil von gebundenem p65 erreicht
bereits nach 10 min sein Maximum und bleibt {iber einen Zeitraum von 180 min weitgehend
konstant. Zusammenfassend lésst sich daher feststellen, dass die Menge von pSer536p65 und
p65 IL-la-abhédngig sowohl im Kern als auch am IL-8-Promotor zunimmt, dass aber die
Kinetik beider Formen sich teilweise deutlich unterscheidet, da p65 in der dephosphorylierten

Form ldnger am Promotor gebunden bleibt.
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3.3.4 Bestimmung der Reportergenaktivitiit von verschiedenen Ser536-Mutanten von
po65

Nach den oben gezeigten Daten nimmt die nukledre Konzentration und Bindung an den IL-8-
Promotor nach IL-lo-Stimulation (s. Abb. 3.10 B) zu. Dies korreliert mit der NF-«xB-
Aktivierung, da in den beobachteten Zeitrdiumen der NF-kB-Signalweg aktiviert ist. Die
detektierte Zunahme von an dem IL-8-Promotor gebundenem pSer536p65 legt die Vermutung
nahe, dass die Ser536-Phosphorylierung einen modulierenden Einfluss auf die IL-la-
abhéngige Regulation des IL-8-Gens ausiibt. Um diese Vermutung zu iiberpriifen, wurde in
p65-defizienten murinen embryonalen Fibroblasten (p65”-MEF) der Einfluss der Ser536-
Phosphorylierung auf die Aktivitéit des IL-8-Promotors im Reportergen-Assay untersucht.

Friihere Versuche mit der Mutante S536A (Ser536Ala) von p65 fiihrten zu keiner
signifikanten Hemmung der regulierten Reportergenaktivitiat (Daten nicht gezeigt). Hieraus
hitte gefolgert werden konnen, dass die Ser536-Phosphorylierung keinen oder einen
inhibitorschen Einfluss auf die transkriptionelle Aktivitdt von p65 hat. Zur Klidrung dieses
Sachverhaltes wurden neben der S536A-Mutante noch die phosphomimetische Mutante
S536D (Ser536Asp) und die Mutante S536N (Ser536Asn) im Reportergen-Assay getestet.
Die Ergebnisse des Reportergen-Assays sind in Abb. 3.11 dargestellt. Hier weist die S536A-
Mutante in den IL-1o-stimulierten Proben mit einer relativen Induktion von 22,31 eine etwas
hohere transkriptionelle Aktivitét als der Wildtyp (relative Induktion = 16,77) auf, wobei sich
die transkriptionelle Aktivitit des Wildtypes nach Stimlation ungefdhr um den Faktor 2,1
erhoht. Der Wert flir die Alanin-Mutante ist allerdings mit einer gewissen Unsicherheit
behaftet, da der Standardfehler des Mittelwertes einen Betrag von 11,31 aufweist. Sehr
deutlich ist der Unterschied hingegen zwischen dem WT und der phosphomimetischen
S536D-Mutante, die sich stark aktivierend auf die Reportergenaktivitit nach Stimulation
verhilt (relative Induktion = 26,05). Nach dem Verhalten der phosphomimetischen Mutante
S536D reguliert die Ser536-Phosphorylierung die transkriptionelle Aktivitdt positiv. Diese
Schlussfolgerung wird durch den deutlich inhibitorischen Einfluss der S536N-Mutante auf
die Aktivitdt unterstiitzt, da diese sowohl konstitutiv (relative Induktion = 2,91) als auch nach

Stimulation (relative Induktion = 8,52) die niedrigste Aktivitit aufweist.
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Abb. 3.11: Reportergen-Aktivitit von Ser536-Mutanten von p65 in p65-defizienten MEF-Zellen
p65 _MEF-Zellen wurden in Sechs-Lochplatten ausgesit und bei 70% Konfluenz transient transfiziert
(Lipofektions-Methode ). Pro Loch wurden dabei 0,3 pg Expressionsplasmid fiir p65-WT und die
Ser536-Mutanten eingesetzt. Zusitzlich wurden pro Loch 0,25 pg des vom IL-8-Promotor-
kontrollierten Reportergen-Plasmides (IL-8-Pr.luc-WT) und 0,5 pg des Expressionsplasmides fiir -
Galaktosidase verwendet. Der DNA-Gehalt pro Transfektionsansatz wurde mit dem Plasmid pCS3MT
auf insgesamt 3,75 pg erhoht. Am néchsten Tag erfolgte dann nach 4 h IL-1a-Stimulation (10 ng/ml)
die Lyse und die Reportergen-Aktivitits-Messung. Die relative Induktion wurde durch Normalisierung
der Luziferase-Aktivitdt mit der B-Galaktosidase-Aktivitit berechnet. Dargestellt sind die Ergebnisse
aus zwei unabhingigen Messungen (jeweils Duplikate) mit dem Standardfehler des Mittelwertes.

3.3.5 Analyse der Interaktion von p65 und dem Koaktivator TAFII31

Es wurde berichtet, dass p65 in der TAD im Bereich von AS 532-548 den Koaktivator
TAFII31 bindet (Uesugi et al., 1999). Daraus ergab sich die Frage, ob die Phosphorylierung
an Ser536 die Interaktion mit TAFII31 beeinflussen und so die transkriptionelle Aktivitit von
p65 regulieren kann. Um den Effekt einer Interaktion von p65 mit TAFII31 in Abhdngigkeit
der Ser536-Phosphorylierung zu messen, wurden Reportergenassays mit p65 und den Ser536-
Mutanten durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden in p65-defizienten MEF-Zellen p65-WT
und die Ser536-Mutanten mit TAFII31 koexprimiert und der Effekt auf die Aktivitédt des IL-
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8-Promotors getestet. In einigen Experimenten wurde zur Erhoéhung der B-Gal.-Aktivitdt
(Normalisierung) die Menge des Expressionsplasmides fiir B-Gal. von 0,5 pg auf 1 pg erhoht.
Dies verdnderte aber nicht die induzierten Luziferase-Aktivititen und beeinflusste auch nicht
die Berechnung der relativen Induktion, da nur die Verhédltnisse der B-Galaktosidase-

Aktivitdten in die Berechnung eingehen. Die dazugehdrigen Ergebnisse sind in Abb. 3.12

dargestellt:
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Abb. 3.12: Reportergen-Untersuchungen zur Interaktion von p65 und TAFII31
p657-MEF-Zellen wurden in Sechs-Lochplatten ausgesit und bei einer Konfluenz von ungefihr

70% mit Expressionsplasmiden fiir HA-TAFII31, p65-WT und -Mutanten sowie mit den
Reportergenplasmiden IL-8-Prom.-luc (IL-8-Promotor) und [B—Gal. transient transfiziert
(Lipofektionsmethode). Am néichsten Tag erfolgte die Zelllyse und die Messung der Reportergen-
Aktivitit. Es wurden folgende Mengen eingesetzt. Linke Hilfte: 0,3 ng HA-TAFII31, 0,3 pg p65
(WT/Mutanten), 0,25 pg IL-8-Prom. luc., 0,5 pg B-Gal. Mit pCSMT3 (Triger-DNA) wurde der
DNA-Gehalt auf insgesamt 3,75 pg aufgefiillt. Rechte Halfte: 3 pg HA-TAFII31, 0,3 pg p65
(WT/Mutanten), 0,25 pg IL-8-Prom. luc., 0, 5 oder 1 pg B-Gal., und 3 pg pCS3MT. Legende:
pCSMT3 ( nur pCSMT3), TAFII31 ( nur TAFII31, ohne p65-WT/Mutanten)

Dargestellt wurden die Messwerte aus jeweils zwei oder drei unabhéngigen Experimenten mit dem
Standardfehler des Mittelwertes. Zur Verbesserung der Normalisierung wurde in einigen
Experimenten 1 pg statt 0,5 pg B-Gal. eingesetzt. Dies verdnderte aber nicht die induzierte

Luziferase-Aktivitdt und hatte auch keinen Einfluss auf die Berechnung und Vergleichbarkeit der
relativen Induktion.
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Wie die Ergebnisse zeigen besteht ein funktioneller Synergismus zwischen p65 und TAFII31,
da eine TAFII31-Uberexpresssion ohne Koexpression mit den p65-Konstrukten die
Reportergenaktivitit nicht erhoht. Der Effekt der TAFII31-Uberexpression ist also eindeutig
von p65 abhingig. Dabei konnte ein Dosis-abhingiger Effekt auf die transkriptionelle
Aktivitdt von p65 in Abhdngigkeit der exprimierten TAFII31-Menge festgestellt werden. So
ist z.B. eine signifikante Erhohung der transkriptionellen Aktivitit von p65-WT erst bei einer
eingesetzten Menge von 3 ug TAFII31-Expressionsplasmid feststellbar, wahrend bei 0,3 ug
keine Effekte erkennbar sind. Ein dhnliches Verhalten zeigen auch die anderen Ser536-
Mutanten von p65.

Die phosphomimetische S536D-Mutante zeigt einen deutlich hoheren Anstieg in der
transkriptionellen Aktivitét (rel. Induktion = 266,57) als der WT (rel. Induktion = 107,32),
wenn TAFII31 koexprimiert wird. Die S536N-Mutante dagegen zeigt unter dem Einfluss von
TAFII31 mit einer rel. Induktion von 134,82 eine dhnliche Aktivitdt wie der WT. Bei der
Alanin-Mutante S536A hingegen nimmt die relative Induktion nach TAFII31-Koexpression
nur geringfiigig zu (von 21,15 auf 63,97). Teilweise sind diese Werte aber mit einer recht
hohen Unsicherheit behaftet, wie anhand der jeweiligen Standardfehler zu erkennen ist. Dies
kann u.a. auf die kleine Anzahl von Experimenten zuriickgefiihrt werden. Nach diesen Daten
konnte ein funktioneller Synergismus zwischen p65 und TAFII31 bestehen, wobei die
phosphomimetische Mutation an Position 536 einen stark aktivierenden Effekt zeigt.

Da TAFII31 an der TAD bindet, wurde untersucht, ob Mutationen an Position Ser536 die
Bindung von TAFII31 beeinflussen. Hierzu wurden GST-Bindungsassays mit GST-TAFII31
und den in einer in-vitro-Translation mit *>S-markierten p65-Mutanten durchgefiihrt. Friihere
Versuche hatten ergeben, dass unter den anfanglich gewihlten Bedingungen im
Bindungspuffer (PBS, 1% (w/v) BSA, 2 mM DTT, 1mM PMSF) ein relativ hoher Anteil von
p65 unspezifisch an GST oder an der GSH-Sepharose-Matrix bindet Durch Verwendung eines
stringenteren Bindungspuffers (20 mM Tris/HCI, pH 7.4, 0,3 M NaCl, 0,1% (w/v) NP-40, 1%
(w/v) BSA) konnte die unspezifische Bindung von p65 auf ein akzeptables Mall reduziert
werden. Nach den Ergebnissen im GST-Bindungsassay konnten dabei keine signifikanten
Unterschiede im Bindungsverhalten von p65 und den Mutanten festgestellt werden. Im
Vergleich zum aufgetragenen Input ist der gebundene Anteil (Output) bei allen Mutanten
dhnlich wie der gebundene Anteil beim Wildtyp (Abb. 3.13 A). Nach diesen Ergebnissen
scheint die phosphomimetische Mutante S536D die Interaktion von p65 mit TAFII31 nicht
direkt zu beeinflussen, obwohl in-vivo, wie die Reportergen-Assays zeigten, durchaus Effekte

nachweisbar waren.
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Abb. 3.13: Analyse der Interaktion von p65 mit TAFII31 mit GST-Bindungsassays

A: p65-WT und die Mutanten S536D, S536N und S536A wurden in Retikulozyten-Lysaten in-vitro-
translatiert und dabei mit *>S-L-Methionin markiert. Je 3,5 pl der in-vitro-Translationsansitze wurden
dann in den Bindungsassays mit einer GST-TAFII31-Préparation (3,2 pg Protein) eingesetzt. Nach
Durchfiihrung des Bindungsassys wurde das an der GSH-Sepharose gebundene Protein im Laemmli-
Auftragspuffer eluiert und in einer SDS-PAGE getrennt. Das Gel wurde mit einer
signalverstirkenden Amplifyer-Losung behandelt, getrocknet und autoradiographiert. Aufgetragen
wurden: 1/10 der eingesetzten Menge bzw. des Inputs (I), der an GST gebundene Teil (GST) sowie
der an GST-TAFII31 gebundene Teil bzw. Output (O). Daneben ist der densitometrisch bestimmte
Anteil (%) an gebundenem Protein bezogen auf die eingesetzte Menge nach Subtraktion des
Hintergrundes (GST) angegeben.

B: Die Bindungsassys wurden wie in A durchgefiihrt, zusitzlich wurde in-vitro-translatiertes *S-
AES in einem &dquimolaren Mengenverhéltnis zu p65 eingesetzt. Es wird jeweils von einem
Bindungsassay der gebundene Anteil von p65-WT und den Mutanten S536D und S536A (ohne oder
bei Zusatz von *°S-AES) gezeigt. Der gebundene Anteil (%) bei Zusatz von *>S-AES bezogen auf den
Anteil ohne **S-AES-Zugabe ist daneben angegeben (Mittelwert von zwei unabhingigen Ansitzen)
Die Inputkontrolle zeigt je 1/10 des Inputs ( I,6s) von p65-WT und den Mutanten sowie 1/10 des

jeweiligen Inputs von AES (Iags).
*) Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden die Banden umgruppiert. Es wurden hierbei keine verfilschenden
Anderungen vorgenommen.
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Eine denkbare Erklirung war, dass die TAFII31-p65-Interaktion indirekt reguliert wird.
Beispielsweise konnte die Phophorylierung an Ser536 zu einer Dissoziation eines
Korepressors fithren, der die Bindung von TAFII31 kompetiert oder sterisch inhibiert.

Fiir p65 war bisher nur ein Korepressor beschrieben worden, der an der TAD von p65 bindet
und damit als potentieller Inhibitor fiir eine TAFII31-Interaktion in Frage kam. Es handelte
sich hierbei um AES (Tetsuka et al., 2000). AES wurde ebenfalls in einer in-vitro-Translation
mit *°S-L-Methionin markiert und in einem #quimolaren Konzentrationsverhéltnis mit dem
Wildtyp von p65 und den Mutanten S536A und S536D im GST-Bindungsassay eingesetzt.
Aufgrund des bekannten Methionin-Gehaltes beider Proteine ( sechs in AES, zehn in p65),
konnte anhand der densitometrischen Auswertung der Bandenintensitdten ndherungsweise ein
dquimolares Verhiltnis eingestellt werden. Die Ergebnisse der GST-Bindungsassays mit
AES sind in Abb. 3.13 B gezeigt: Tatsdchlich vermindert sich bei Zusatz von AES der an
GST-TAFII31 gebundene Anteil des Wildtypes von p65. Die densitometrische Auswertung
der Bandenintensititen aus zwei Ansétzen ergab, dass nach Zugabe von AES nur noch 64,3%
der Menge, die ohne Zugabe des Korepressor an GST-TAFII31 binden, mit TAFII31
interagieren. Ein solcher inhibitorischer Effekt ist bei den Mutanten S536D und S536A nicht
feststellbar. Demnach scheint AES in-vitro die Bindung von p65 an TAFII31 in 4quimolaren
Mengen etwas zu blockieren, wihrend die Mutanten S536A und S536D diesbeziiglich
weniger hemmbar sind.

Dieser Befund konnte in Reportergen-Untersuchungen (Abb 3.14) mit p65-defizienten MEF-
Zellen bestdtigt werden. Unter dem Einfluss des Repressors AES aktiviert p65-WT (rel.
Induktion = 4,43) den IL-8-Promotor deutlich schwécher als die phosphomimetische Mutante
S536D (rel. Induktion = 12,46). Die S536D-Mutante ist somit weniger sensitiv gegeniiber
einer Hemmung durch AES als der WT von p65. Die AES-abhingige Repression der p65-
Aktivitit wird durch eine zusitzliche Koexpression mit TAFII31 teilweise wieder
kompensiert. Dabei steigt die relative Induktion des WT auf 16,23 und die der S536D-
Mutante auf 20,78.
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Abb. 3.14: Untersuchungen zur Interaktion zwischen p65, AES und TAFII31
mit Reportergen-Assays

p65"-MEF-Zellen wurden bei einer Konfluenz von ungefihr 70% mit Ex-
pressionsplasmiden fiir p65-WT, p65-S536D (0,3pg), AES-(His)e (1,5pg) und HA-
TAFII31 (1,5 pg) nach der Lipofektionsmethode transient transfiziert. Als
Reportergen-Konstrukte wurden die Plasmide IL-8-Prom.-luc (IL-8-Promotor, 0,25
pg) und P-Galaktosidase (1 pg) verwendet. Der DNA-Gehalt wurde mit dem
Plasmid pCS3MT(Trdger-DNA) auf insgesamt 4,55 ug erhoht. Am néchsten Tag
erfolgten die Zelllyse und Messung der Reportergen-Aktivitdten. Es sind hierbei die
Ergebnisse aus zwei unabhingigen Experimenten mit dem Standardfehler des
Mittelwertes gezeigt. pPCSMT3: Kontrollansatz (ohne p65-Konstrukte).

3.4 Bestimmung neuer Phosphorylierungsstellen von p65 durch Peptid-
Arrays

Zu Beginn der Arbeiten waren nur drei Phosphorylierungsstellen fiir p65 beschrieben worden:
Ser276 (Zhong et al., 1997), Ser529 (Wang et al., 1998) und Ser536 (Sakurai et al., 1999).
Daher sollten mit Verwendung von Peptid-Arrays neue putative Phosphorylierungsstellen in
p65 identifiziert werden. Diese Peptid-Arrays enthalten dabei die gewiinschte Aminoséure-
Sequenz des zu untersuchenden Proteins in Form linearer Peptide mit einer Sequenzlange von
15 Aminosduren, die N-terminal kovalent an einer Cellulose-Membran als Trigermatrix
immobilisiert sind. Je 5 nmol Peptid sind dabei in Reihen und Spalten auf der Cellulose-
membran in kleinen Kreisen mit einem Durchmesser von 3 mm aufgetragen (Spots). Der

Sequenzbereich der Peptide wird dabei von dem ersten Spot zum néchsten Spor um drei
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Aminosduren zum C-Terminus verschoben, so dass durch die Sequenziiberlappungen zum
einen  eine gewisse Redundanz sichergestellt wird und zum anderen durch die
Positionsverschiebung der Aminosduren sterische Parameter wie z.B. Zugénglichkeit der
Aminosduren so wenig wie moglich inhibierend wirken. Der erste Spot enthdlt somit Peptide
mit der Aminosduresequenz 1-15, der zweite die Peptide mit den Aminossduren 3-18 usw.
Alle verwendeten Peptid-Arrays wurden freundlicherweise in der Arbeitsgruppe von Dr.

Ronald Frank, AG Molekulare Erkennung, GBF, Braunschweig, hergestellt.

3.4.1 Bestimmung der Substratspezifitit der Kinasen 1 bis 3 mit Peptid-Arrays

Da noch keine experimentellen Erfahrungen im Umgang mit Peptid-Arrays in der
Arbeitsgruppe vorhanden waren, wurde zunichst die Eignung dieses Verfahrens fiir die
Fragestellung gepriift. Um wichtige Informationen iiber experimentelle Parameter zu erhalten,
wurden zunédchst Tests mit den in der Anionenaustauschromatographie partiell aufgereinigten
p65-Kinasen Kinase 1, Kinase 2 und Kinase 3 (s. 3.1) durchgefiihrt. Diese eigneten sich
sehr gut als Teststandards, da die jeweilige Substratspezifitit dieser Kinasen bereits in einem
anderen Kinaseassay bestimmt worden war. In Abb. 3.15 sind die Ergebnisse dieser Versuche
dargestellt: Der erste Versuch wurde mit Fraktion 14, der die Kinase 3 enthielt, durchgefiihrt.
Dabei wurde ein Reaktionsansatz mit Fraktion 14 mit einem Peptid-Array, der die
Aminosduresequenz des C-terminalen p65-Fragmentes von AS 354 bis AS 551 enthielt, in
einem Reaktionsvolumen von 6 ml 30 min bei 30° C im Hybridisierungsrohrchen inkubiert.
Es wurden 100 pCi y->*P-ATP eingesetzt, die finale Konzentration von ATP betrug 20 uM.
Alle weiteren Parameter waren mit denen der anderen Kinaseassays identisch (s. Material und
Methoden). In der erhaltenen Autoradiographie (Abb. 3.15 A ) weisen mehrere Bereiche von
Spots eine signifikante Intensitit auf, die iiber der des Hintergrundes lag, auf. Besonders
deutlich ist dies bei den Spots in den Bereichen B4-B7, C6-C10 und C15-C22, wobei im
Bereich C13-C25 sich Peptide befanden, die verschiedene Sequenzausschnitte aus dem
Bereich von AS 516 bis AS 551 enthielten und bei denen alle Serine ab Serin-529 in
verschiedenen Kombinationen durch Alanine ausgetauscht worden waren (s. Tabelle 3.1).
Kinase 3 phosphoryliert an Ser529 und sollte daher die Peptide in den Spots C6 bis C9
phosporylieren, da Ser529 hier vorhanden ist. Allerdings konnen sich je nach Lage von
Ser529 z.B. aus sterischen Griinden die kinetischen Parameter &ndern. Die grofBiten
Intensititen waren in den Spots C8 bis C10 feststellbar. Das C6-Peptid enthielt Ser529 und
zeigte eine schwache Intensitét, die Spots C7 bis C9 enthielten sowohl Ser529 und Ser536,
wiahrend das Peptid in C10 nur Ser536 enthielt. Da sich der Peak von Kinase 2 mit dem des
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Abb. 3.15: Bestimmung der Substratspezifitiiten der Kinasen 1-3 mit Peptid-Arrays

Peptid-Arrays, die den Sequenzbereich von p65 von AS 354-551 enthielten, wurden mit den in der
Anionenaustauschchromatographie (s. Abb. 3.2) getrennten Kinasen 3 (A), 1 (B) und 2 (C) in dieser
Reihenfolge inkubiert (Fraktionen 14, 6+7, 12). In A wurden 100 pCi y-*’P-ATP und 20 pM nicht-
markiertes ATP, in B und C 200 pCi y-*P-ATP und 10 pM nicht-markiertes ATP und somit die vierfache
spezifische Aktivitdt wie in A verwendet.

Spot AS-Pos.-Anfang |AS-Sequenz AS-Pos.-Ende
C6 519|GAPGLPNGLLSGDED 533
C7 522|GLPNGLLSGDEDFSS 536
C8 525|NGLLSGDEDFSSIAD 539
C9 528|LSGDEDFSSIADMDF 542
C10 531|DEDFSSIADMDFSAL 545
C13 516]APLGAPGLPNGLLAG 530
C14 519|GAPGLPNGLLAGDED 533
C15 519|GLPNGLLAGDEDFSS 533
C16 519|GLPNGLLSGDEDFSA 533
C17 525|NGLLAGDEDFSSIAD 539
C18 525[NGLLSGDEDFSAIAD 539
C19 528|LAGDEDFSSIADMDF 542
C20 528|LSGDEDFSAIADMDF 542
C21 531|DEDFSAIADMDFSAL 545
C22 531|DEDFSSIADMDFAAL 545
C23 534|FSAIADMDFSALLSQ 548
C24 534|FSSIADMDFAALLAQ 548
C25 537|IADMDFAALLAQISS 551

Tab. 3.1: Aminosdure-Sequenzen des Peptid-Arrays von C6-C25
Aufgefiihrt sind die Aminosdure-Sequenzen der Peptide in den Spots C6-C25 des in Abb. 3.15 gezeigten
Peptid-Arrays mit der AS-Position des korrespondierenden Sequenzbeginns und -endes in p65.
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Peaks von Kinase 3 iiberlappte, war in diesem Reaktionsansatz auch noch ein Teil von
Kinase 2 vorhanden, wie man an der Ser536-Phosphorylierung von Spot C10 deutlich sieht.

Es ist daher schwierig die jeweiligen Anteile der beiden Kinasen an der detektierten
Phosphorylierung in diesen Bereichen genau von einander abzugrenzen. Das Ausbleiben einer
Phosphorylierung in Peptid C13, das eine S529A-Mutation enthielt, und bei dem Ser536 nicht
vorhanden war, belegt aber, dass ein Teil der gemessenen Intensititen auf Ser529-
Phosphorylierungen durch Kinase 3 zuriickzufiihren sind, wihrend der andere Teil wohl aus
der Ser536-Phosphorylierung von Kinase 2 resultiert. Bemerkenswert sind auch die hohen
Intensitidten in den Spots von B4-B7. Interessanterweise enthielten die Spots B4 und B5
iiberhaupt  keine phosphorylierbaren Reste (zugehorige Sequenztabellen s. Anhang).
Offenbar fiihrte der hohe Proteingehalt in Fraktion 14 zu unspezifischen Wechselwirkungen
zwischen Phosphoproteinen oder Proteinen, die radioaktives Phosphat oder ATP binden. Aus
diesem Grund wurde versucht das Signal-Rausch-Verhiltnis zu verbessern, indem die Menge
an y-"P-ATP auf 200 pCi erhdht und die Menge an nicht radioaktiv-markierten ATP auf 10
uM erniedrigt wurde. Dadurch wurde die spezifische Aktivitit von y->"P-ATP vervierfacht.

Mit den so gednderten Bedingungen wurde dann ein neuer Peptidarray mit dem Pool aus den
Fraktionen 6 und 7 (Kinase 1) inkubiert. Das Ergebnis ist in Abb. 3.15 B zu sehen: Die Spots
C9 und C10 wurden sehr stark phosphoryliert. Wie der Ausfall der Phosphorylierung in den
mutierten Kontroll-Peptiden in C20 und C21 zeigte, phosphoryliert Kinase 1 Ser536.
AuBerdem ist der Hintergrund der Celluloseacetatmembran deutlich schwécher geworden.
Danach wurde ein Kinaseassay mit Kinase 2 (Fraktion 12) (s. Abb. 3.15 C) durchgefiihrt. Hier
dhnelte das Ergebnis hinsichtlich der Intensititen der einzelnen Spots im Bereich C6-C22 dem
Ergebnis von dem Array 3.15 A, da in beiden Versuchen Kinase 2 vorhanden war. Auch hier
war der unspezifische Hintergrund verglichen mit dem ersten Versuch deutlich geringer.
Allerdings ist ein objektiver Vergleich zwischen den einzelnen Kinasen wegen der
unterschiedlichen spezifischen Aktivitit der Enzyme und dem unterschiedlichen Proteingehalt
der einzelnen Fraktionen nicht mdglich. Diese Ergebnisse bestitigten zumindest im Fall von

Kinase 1 sehr deutlich die zuvor ermittelten Substratspezifititen der Kinasen (Abb. 3.3).
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3.4.2 Peptid-Array-Analyse von Phosphorylierungsstellen in p65

Mit den zuvor ermittelten experimentellen Parametern wurde nun ein Kinaseassay mit einem
Peptid-Array, der die gesamte Aminosdure-Sequenz von p65 enthielt, durchgefiihrt. Fiir den
Kinase-Assay wurde ein Ganzzellextrakt aus HelatTA-Zellen, die mit IL-1a 10 min stimuliert
worden waren, eingesetzt. Die IL-la-regulierte Kinaseaktivitit wurde zuvor in einem
Festphasen-Kinaseassay mit dem Fusionspotein GSTp653s4.55; als Substrat tiberpriift (Abb.
3.16 A).

A
= + IL1a,10 min
32P-GST-p65354_551 [ i \
GST-p65354_551(CBB)} —
B
+IL-1a, 10 min
1 2 345 6 7 8910 111213 141516171819 20 21 2223 2425
A (Y B ]
B ¢ #*
c
D .
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H -8
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1 2 345 6 7 8910111213 141516171819 20 21 2223 24 25

-
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Abb. 3.16: Kinaseassay mit dem Peptid-Array (AS 1-551)

Ein Peptid-Array, der den gesamten Sequenzbereich von p65 (AS 1-551) umfasste, wurde mit einem
Ganzzellextrakt (4,7 mg Protein) aus stimulierten HelatTA-Zellen (+ IL-1a, 10 ng/ml) inkubiert (B).
Die signalabhingige p65-spezifische Kinaseaktivitdt des Ganzzellextrakts war zuvor in einem
Festphasen-Kinaseassay mit GST-p653s4.55 als Substrat getestet worden (A). Nach dem Kinaseassay
mit den stimulierten Ganzzellextrakten wurde dieser Peptid-Array mit Alkaliner Phosphatase
dephosphoryliert und fiir das Kontrollexperiment mit Ganzzellextrakten aus unstimulierten Zellen
erneut eingesetzt.
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Zur Verbesserung der Phosphorylierungsrate wurde die Inkubationstemperatur auf 45 min
erhoht. Das Ergebnis von diesem Experiment ist in Abb 3.16 B gezeigt. Insgesamt wurden
mehrere Bereiche benachbarter Spots in der Autoradiographie detektiert, die eine Intensitét
oberhalb des Hintergrundes aufweisten: A9-A12, A19, B7-B8, B13-B16, C18-C19, D24-ES,
E9-E10, F23-F24, G5 und H1-H3, wobei die Intensitdt im Bereich H1-H3 auf die Ser536-
Phosphorylierung zuriickzufiihren war (Sequenzdaten s. Anhang).

Zu Kontrollzwecken wurde der Versuch mit einem Ganzzellextrakt aus unstimulierten
HelatTA-Zellen wiederholt. Da aus Kostengriinden aber kein zweiter Peptid-Array zur
Verfiigung stand, wurde versucht, den gebrauchten Peptid-Array durch Behandlung mit
Alkaliner Phosphatase zu dephosphorylieren. Obwohl die Dephosphorylierung nur
unvollstindig war, wurde der Peptid-4rray dann fiir das Kontrollexperiment eingesetzt. Hier
zeigte sich aber, das dieses Experiment aufgrund vieler Unsicherheiten nicht auswertbar war
(Abb. 3.16 B). U.a. ist in einigen Bereichen nach dem Kontrollexperiment der Hintergrund
ungleichmafig, was in dem ersten Experiment nicht der Fall ist. Zusitzlich treten im Bereich
von E6-E12 neue Spots auf bzw. nehmen an Intensitdt zu. Fraglich ist aber, ob diese Effekte
spezifisch filir unstimulierte Zellen sind, oder ob dies Folge einer Beeintrdchtigung des Peptid-
Arrays im Rahmen der weiteren Behandlung war.

Um die erhaltenen Daten zu evaluieren, wurde nun ein weiterer Peptid-Array synthetisiert, auf
dem sich die Peptide aus diesen Spots und die zugehdrigen mutierten Referenzpeptide
befanden. In diesen Referenzpeptiden waren alle Serine, Threonine und Tyrosine der zuvor
bestimmten Peptide in verschiedenen Kombinationen durch Alanine oder im Fall von
Tyrosinen durch Phenylalanine ausgetauscht worden, um den phosphorylierten Rest genau zu
identifizieren (Sequenzdaten s. Anhang).

Sehr iiberraschend war, dass in nur zwei Bereichen die detektierte Intensitdt sich eindeutig
auf die Serin- oder Threonin-Phosphorylierung zuriickfiihren lieB. Es handelte sich dabei um
die Bereiche B19-C2 und D19-D25. Die Aminosauresequenzen dieser Peptide sind in Tabelle
3.2 aufgefiihrt. Wie man in Abb. 3.17 sieht, ist in den Spots im Bereich B19-C1 die Intensitdt
immer signifikant schwécher, wo Threonin-308 durch ein Alanin ausgetauscht worden ist
(T308A). Dies ist bei B22, B24 und C1 der Fall (s Tab. 3.2). Widerspriichlich ist allerdings,
dass das Peptid in C2, das ebenfalls eine T308A-Mutation enthilt, eine relativ hohe Intensitit
zeigt. Hierbei handelt es sich aber um die Doppelmutante T305A, T308A, bei der Threonin-
305 mutiert wurde. Da aber in allen Peptiden, in denen Threonin-305 mutiert wurde (B21 und
B25) die Intensitit im Vergleich zum Wildtyp (B19) nicht abnimmt, kann eine

Phosphorylierung von Thr305 mit hoher Sicherheit ausgeschlossen werden. Moglicherweise
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fiihrt die Doppelmutation in C2 zu einer verstirkten Bindung von radioaktiv-markierten

Phosphat oder ATP, was so zu der erhohten Intensitét fiihrt.
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Abb. 3.17: Kinaseassay unter Verwendung eines Peptid-4rrays mit mutierten Referenzpeptiden

Zur weiteren Evaluierung der Daten, die im Peptid-Array (AS 1-551) (Abb. 3.16 B) erhalten wurden, wurde
in einem weiteren Kinaseassay mit einem Ganzzellextrakt (4,7 mg Protein) aus stimulierten HelatTA-Zellen
(IL-1a, 10 min) ein Peptid-Array verwendet, der die zuvor gefundenen Peptide mit den entsprechenden
mutierten Peptiden enthielt. Bei diesen mutierten Peptiden waren in verschiedenen Permutationen alle Serine,
Threonine und Tyrosine durch Alanine oder Phenylalanine ausgetauscht worden. Die regulierte Kinase-
Aktivitit war zuvor in einem Festphasen-Kinaseassay getestet worden (s. Abb. 3.1). Da die verschiedenen
Peptid-Spots sich in der detektierten Intensitdt erheblich unterschieden, werden verschiedene Expositionen
(130 min, 5,5 h, 13,5 h) gezeigt.

Im Bereich von D19-D25 wurden alle Peptid-Spots, bei denen Serin-468 durch Mutation
entfernt wurde (D21, D23 und D25) (s Tab. 3.2) nicht mehr phosphoryliert, woraus zu
folgern ist, dass Serin-468 eine potentielle Phosphorylierungsstelle in p65 sein konnte. Alle
anderen detektierten Intensititen konnten durch Vergleich mit den mutierten
Referenzpeptiden nicht eindeutig einer Serin-, Threonin oder Tyrosin-Phosphorylierung
zugeordnet werden. Ein Beispiel hierfiir ist der Bereich A1-A6 (Wildtyp-Sequenz in Al:
KQRGMRFRYKCEGRS): Die Peptid-Spots mit den mutierten Referenzpeptiden in A2-A5
zeigten dabei vergleichbare Intensititen, so dass eine Phosphorylierung ausgeschlossen
werden konnte.

In anderen Fillen erschwerten sichtbare Intensititsunterschiede zwischen Peptid-Spots, die
die gleiche Mutation, aber sich durch eine Verschiebung im Sequenzbereich oder durch eine
weitere Mutation unterschieden, die eindeutige Zuordnung. Auffillig war, dass die

Intensititen in denjenigen Peptid-Spots besonders hoch war, wo die Peptide einen grofen
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Anteil an basischen Aminosduren enthielten, wie z.B. im Falle des Bereiches A1-A6. Dies
fiihrte zu der Annahme, dass diese Peptide aufgrund ihrer hohen positiven Ladung
unspezifisch y-"P-ATP binden. Es wurde daher versucht, diese unspezifische Bindung durch

mehrmaliges Waschen in 2 M NaCl und 10 mM ATP zu entfernen, was aber nicht gelang.

Spot AS-Pos.-Anfang |AS-Sequenz AS-Pos.-Ende [Mutation

B19 301|KRKRTYETFKSIMKK 315 WT
B20 301|KRKRTFETFKSIMKK 315 Y306F
B21 301|KRKRAYETFKSIMKK 315 T305A
B22 301|KRKRTYEAFKSIMKK 315 T308A
B23 301|KRKRTYETFKAIMKK 315 S311A
B24 301 |KRKRAFEAFKAIMKK 315 vollstandig
B25 301|KRKRAYETFKAIMKK 315 T305A, S311A
C1 301 |KRKRTYEAFKAIMKK 315 T308A, S311A
C2 301|KRKRAYEAFKSIMKK 315 T305A, S308AA
D19 463|FTDLASVDNSEFQQL 477 WT
D20 463|FADLASVDNSEFQQL 477 T464A
D21 463|FTDLAAVDNSEFQQL 477 S468A
D22 463|FTDLASVDNAEFQQL 477 S472A
D23 463|FADLAAVDNSEFQQL 477 T464A, S468A
D24 463|FADLASVDNAEFQQL 477 TA464A, S472A
D25 463|FTDLAAVDNAEFQQL 477] S468A, S472A, S478A

Tab. 3.2: Aminosiure-Sequenzen der Peptide in den Bereichen B19-C2 und D19-D25

Die Tabelle enthélt die Aminosdure-Sequenzen der Peptide (Wildtyp und Mutationen) in den Spots B19-
C2 und D19-D25 des in Abb. 3.17 gezeigten Peptid-Array mit der AS-Position des korrespondierenden
Sequenzbeginns und -endes in p65.

3.4.3 Analyse der Losungsmittelzuganglichkeit von Ser281, Thr308 und Ser468

Die im Peptid-Array erhaltenen Daten iiber die putativen Phosphorylierungsstellen Thr308
und Ser468 zeigen zunichst nur, dass Peptide mit diesen Sequenzen von einem Zellextrakt
phosphoryliert werden konnen. Sie geben keine Informationen dariiber, ob die
Phosphorylierung von Thr308 und Ser468 in p65 strukturell iiberhaupt moglich ist. Da die
Peptide im Array in anderen Konformationen als die entsprechenden Sequenzen im Protein
vorliegen konnen, ist es mdglich, dass die Struktur des nativen Proteins die
Phosphorylierungen nicht zuldsst. Ein notwendiges Kriterium dafiir, dass es sich bei den
beiden =~ Aminosduren um Phosphorylierungsstellen handelt, ist, dass sie an der
Proteinoberfliche liegen und so  fiir Proteinkinasen zuginglich sind. Es ist sehr
unwahrscheinlich, dass eine Aminosdure phosphoryliert werden kann, wenn sie zu sehr im
Inneren des Proteins liegt, auler es kommt durch induzierte Konformationsumwandlungen zu
einer verdnderten Orientierung. Mit Kenntnis der Losungsmittelzuginglichkeit 14sst sich also
beurteilen, ob eine Kinase {iberhaupt eine Aminosdure phosphorylieren kann. Anhand von
Strukturdaten, z.B. aus Rontgenkristallstrukturanalysen, kann die Ldsungsmittel-

zuginglichkeit (engl. solvent-acessibility) einer Aminosdure in einer bestimmten Struktur
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berechnet werden. Hierzu wird der sogenannte Connolly-Algorithmus (Connolly, 1983)
angewandt: Dabei werden alle Atome als kompakte Kugeln mit einem Radius, der gleich dem
jeweiligen Van-der-Waals-Radius ist, behandelt. Die Zugénglichkeit zu dem Ldsungsmittel
Wasser wird berechnet, indem der Algorithmus das Uberrollen einer Kugel (Modell fiir das
Wassermolekiil) mit dem Radius 1,4 A, was dem Bindungsabstand der OH-Bindung in
Wasser entspricht, simuliert. Die hierbei vom Mittelpunkt dieser Kugel beschriebenen Fldche
ist als Losungsmittelzuginglichkeit definiert. Dieser Wert wird nun mit der theoretischen
Losungsmittelzugédnglichkeit der Aminoséure X in dem Referenzpeptid Gly-X-Gly in der
aufgefalteten Konformation normalisiert. Mit dem Molekiilmodellierungsprogramm WHAT
IF (Vriend et al., 1990), dessen Funktionen teilweise auch iiber das Internet angeboten werden
(www.cmbi.kun.nl/wiw-cgi; Stand Januar 2004), kann ndherungsweise diese Connolly-
Oberfliche berechnet werden. Mit dieser Methode lieB sich die relative
Losungsmittelzugédnglichkeit von Thr308 bestimmen. Zusitzlich wurde die relative
Losungsmittelzugédnglichkeit von Ser281, der homologen Aminoséure in p65 zum Serin-317
in Dorsal (s. Einleitung) bestimmt, da die Alanin-Mutante S281A dieser Aminosiure
zusammen mit den Mutanten von Thr308 (T308A) und Ser468 (S468A) charakterisiert
wurde. Die berechneten Werte fiir die Losungsmittelzugédnglichkeit der Aminosduren Ser281

und Thr308 sind in Tabelle 3.3 aufgefiihrt.

Aminosaure |PDB |Beschreibung rel. Lésungsmittel- |Referenz
zuganglichkeit (%)

Ser281 1IKN_ [IxBa(h)-p65(m)-p50(m)-Komplex |1,79 Huxford et al., 1998

Ser281 1MY5 [p65(m)-Homodimerkomplex 1,12 Huxford et al., 2002

Ser281 1VKX p50(m)-p65(m)-Komplex mit 2,45 Chen etal., 1998
kB-Immunoglobin-DNA-Sequenz

Ser281 1LE5 |p50(m)-p65(m)-Komplex mit 1,99 Berkowitz et al., 2002
«B-IFN-B-DNA-Sequenz

Ser281 INFI JlkBa(h)-p65(h)-p50(h)-Komplex |1,68 Jacobs etal., 1998

Ser281 T0Y3 |IkBB(m)-p65(m)-p50(m)-Komplex [2,31 Malek et al., 2003

Thr 308 10Y3 [IxBB(m)-p65(m)-p50(m)-Komplex |23,54 Malek et al., 2003

Tab. 3.3: Berechnung der Losungsmittelzugéinglichkeit der Aminosiuren Ser281 und Thr308
Aufgefiihrt sind die berechneten Werte der relativen Losungsmittelzuginglichkeit von Ser281 und
Thr308. Zur Berechnung wurden dabei die oben, kurz beschriebenen Rontgenkristallstrukturen, die mit dem
angegebenen Dateinamen in der Protein-Datenbank Brookhaven (PDB) gefiihrt werden, verwendet. (m:
murin, h: human). Aufgrund der hohen Homologien sind Unterschiede zwischen den humanen und murinen
Formen vernachléssigbar.

Fir die Berechnung der Losungsmittelzugénglichkeit wurden dabei die in Tab. 3.3
aufgefiihrten Strukturdateien verwendet. Hierbei zeigte sich, dass Ser281 eine sehr geringe
Losungsmittelzugénglichkeit im Bereich von 1,12-2,45% aufweist und offensichtlich tief im
Proteininneren  liegt. Eine Phosphorylierung an dieser Position erscheint daher sehr

unwahrscheinlich, ist allerdings nicht ganz ausgeschlossen, sofern es zu
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Konformationsdnderungen kommt. Der berechnete Wert fiir die rel. Ldosungsmittelzu-
génglichkeit von Thr308 betragt 23,54%, so dass eine Phosphorylierung hier sehr gut moglich
ist. Zum Vergleich: Die als Phosphorylierungstelle sehr gut charakterisierte Aminoséure
Ser276 hat in den Strukturen 1IKN und 1VKX, wo keine Maskierung durch IkB vorliegt,
eine rel. Losungsmittelzugénglichkeit von 16,59% bzw. 26,42%.

Da es bis heute keine Strukturdaten fiir den Bereich von p65, der Ser468 enthilt, gibt und eine
Berechnung der rel. Losungsmittelzugénglichkeit daher nicht moglich war, wurde versucht
anhand eines Hydrophobizitétsprofils nach der Methode von Kyte&Doolittle festzustellen, ob
Ser468 an der Proteinoberfliche liegt. Bei dieser Methode wird fiir ein bestimmtes
Sequenzintervall der Mittelwert der Hydrophobizitit gebildet. Jeder Aminosdure ist nach
threr Hydrophobizitidt ein bestimmter Wert zugeordnet. Hydrophobe Aminosdure haben
positive Werte, hydrophile Aminosiduren negative Werte. Diese Methode erlaubt es, stark
hydrophobe Bereiche, die in der Regel im Proteininneren liegen, zu erkennen.

In Abb. 3.18 ist der Verlauf des iiber 9 AS gemittelten Hydrophobizititsindex von p65
dargestellt, der nach der Methode von Kyte&Doolitle (Kyte&Doolittle, 1982) mit dem im
Internet angebotenen Dienst Protscale (www.expasy.org/tmp/pscale, Stand Januar 2004)

berechnet wurde.

hydrophob 2 | |
1,5 |
X
® 1,0
g
£ 05
0
:‘lé 0
05
Qo 40t !
o 1,0
L 15+
o
_g 2,0
S 25|
T 30
3,5 ' ' ' ' '
hydrophil 0 100 200 300 400 500

Aminosaureposition

Ser468
Abb. 3.18: Hydrophobizititsprofil der AS-Sequenz von p65
Dargestellt ist der Verlauf des iiber neun Aminosiduren gemittelteten Hydrophobizititsindex entlang der
Aminsoséduresequenz von p65 nach der Methode von Kyte&Doolitle (Kyte&Doolitle, 1982).
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Ser468 weist hierbei eine Hydrophobizitdt von -0,333 auf. Die Umgebung von Ser468 liegt
dabei zwischen einem lokalen Maximum und einem lokalen Minimum der
Hydrophobizititskurve. Ser468 liegt demzufolge eher in einer polaren Region, die

wahrscheinlich an der Proteinoberflache liegt.

3.4.4 Festphasen-Kinaseassays mit T308A- und S468A-Mutanten von p65

Mit Threonin-308 und Serin-468 konnten durch die Peptid-Arrays zwei noch nicht
beschriebene, potentielle Phosphorylierungsstellen in p65 bestimmt werden. Weil aus
Kostengriinden ein Kontrollversuch mit einem neusynthetisierten Peptid-4rray mit Extrakten
aus unstimulierten Zellen nicht moglich war und ein Kontrollversuch mit einem gebrauchten
Peptid-Array zu keinen verwertbaren Ergebnissen fiihrte (s. Abb. 3.16 B), war nicht bekannt,
ob diese Stellen IL-1a-abhidngig phosphoryliert werden. Um diese Fragen zu kldren, und um
die Daten der Peptid-Arrays zu reproduzieren, wurden Festphasen-Kinaseassays mit
Ganzzellextrakten von HelatTA-Zellen, die 10 min mit IL-lo stimuliert worden waren,
durchgefiihrt. Als Substrate wurden fiir die Analyse der Ser468-Phosphorylierung die
Fusionsproteine GST-p653s4.551-Wildtyp mit den zugehorigen Mutanten S529A/S536A,
S468A und S529A/S536A/S468A verwendet.

Fiir die Analyse der Phosphorylierung an Thr308 wurde das GST-Fusionsprotein GST-p652ss.
470 und die zugehdrige Mutante T308A eingesetzt. Wegen der groBBeren Aussagekraft wurden
Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die Ergebnisse hierzu sind in Abb. 3.19 aufgefiihrt: Wie
der Vergleich zwischen dem Wildtyp GST-p653s4.551 und der Doppelmutante S529A/S536A
zeigt (Abb. 3.19A), nahm die regulierte Phosphorylierung deutlich ab. Eine Mutation an
Ser468 hingegen bewirkte keinen messbaren Effekt. Die Dreifach-Mutante
S529A/S536A/S468A zeigte ebenfalls eine leichte Abnahme der detektierten IL-1a-
regulierten Phosphorylierung im Vergleich zur Wildtyp-Form. Uberraschend ist aber, dass die
Dreifach-Mutante sogar eine noch hohere Phosphorylierung aufweist, als die Doppelmutante.
Moglicherweise beeinflussen die Mutationen die Kinetik anderer Phosphorylierungen. Diese
Resultate zeigen, dass die Phosphorylierung an Ser536 und eventuell an Ser529 einen grof3en
Anteil an der Gesamt-Phosphorylierung des C-Terminus von p65 haben, wiahrend die putative
Phosphorylierungsstelle an Ser468 unter diesen Bedingungen keinen messbaren Einflul auf
die Gesamtphosphorylierung hatte. Aulerdem kann man aus diesen Resultaten folgern, dass
es neben den Phosphorylierungsstellen Ser536, Ser529 und der putativen Stelle Ser468 noch
weitere IL-la-regulierte Phosphorylierungsstellen geben konnte, wie das Ergebnis der

Dreifach-Mutante zeigt. Eine IL-la-abhingige Phosphorylierung von Thr308 konnte so
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ebenfalls nicht festgestellt werden, da auch hier kein signifikanter Unterschied zwischen der
Phosphorylierung des Wildtyp-Substrates und der Mutante T308A bestand (Abb. 3.19 B),
allerdings nahm die Phosphorylierung des Substrates auch hier nach Stimulation zu, was auf
eine regulierte Phosphorylierung in p65 im Bereich von AS 285 bis AS 470 hinweist.
Insgesamt war aber die regulierte Phosphorylierung von GST-p65,85.470 in-vitro geringer als

die von GST-p65354.551.

A

S529A/S536A
S529A/S536A

S468A
S468A/-

Lo, 10min - = + + - - ++ - - ++ - - ++

GST-p65,5, 551 P

(CBB)
=
B S L
| | |
- -+ +- - + + IL1a, 10 min
GST-p65,, 55,(CBB)

Abb. 3.19: Festphasen-Kinaseassays mit verschiedenen T308A- und S468A-Mutanten

Mit den Fusionsproteinen GST-p65354.551-WT, -S529A/S536A, -S468A, -S468A/S529A/S468A und GST-
P65285.470-WT, -T308A als Substrate wurden Festphasen-Kinaseassays durchgefiihrt. Eingesetzt wurden
hierbei Ganzzellextrakte (50 pg Protein) aus unstimulierten und IL-1o-stimulierten HelatTA-Zellen (10
ng/ml, 10 min). Um die Aussagekraft zu verbessern, wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

3.4.5 Analyse der DNA-Bindung der Mutanten S281A, T308A und S468A

Um zu iberpriifen, ob die Mutationen S281A, T308A und S468A die DNA-Bindung
beeinflussen, wurden diese Mutanten zusammen mit dem Wildtyp in Retikulozyten-Lysaten
in-vitro-translatiert (s. Input-Kontrolle im Westernblot Abb. 3.20) und fiir EMSA-Analysen
mit dem NF-kB-Konsensus-Motiv eingesetzt (Abb. 3.20).
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Abb. 3.20: Untersuchungen zur DNA-Bindung der Mutanten S281A, T308A und S468A

Die Bindung an das NF-kB-Konsensusmotiv der Mutanten S281A, T308A und S468A wurde im
EMSA untersucht. Hierzu wurden die Mutanten in Retikulozytenlysaten in-vitro-translatiert und je 1,5
ul des in-vitro-Translationsansatzes fiir die DNA-Bindungsreaktion eingesetzt (s. Inputkontrolle von je
1 pl Translationsansatz im Westernblot). Zum besseren Vergleich wurden zusitzlich Reaktionsansétze
mit Kernextrakten (KE) (10 pg Protein) aus unstimulierten und stimulierten HelatTA-Zellen (IL-1a,
10 ng/ml) aufgetragen Nach erfolgter Elektrophorese wurde das Gel getrocknet und autoradiographiert.

Neben einem Retikulozyten-Ansatz ohne Translationsprodukt wurden HelatT A-Kernextrakte
aus unstimulierten und IL-1a-stimulierten Zellen zu Kontrollzwecken getestet. Es wurden bei
den in-vitro-Translationsprodukten zwei p65-spezifische und eine unspezifische Bande

detektiert, wie der Vergleich mit dem Kontrollansatz zeigt. Die detektierten NF-kB-Komplexe
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der Translationsprodukte enthielten dabei p65-Homodimere und wiesen daher eine etwas
geringere elektrophoretische Mobilitit auf als die NF-kB-Bande in den Kernextrakten, da
diese vermutlich auch noch NF-kB-Komplexe mit einer anderen Zusammensetzung (z.B. p65-
p50-Heterodimere) enthielten. Das Auftreten zweier p65-spezifischer Banden kann
moglicherweise durch den Zerfall von DNA-Protein-Komplexen wihrend der Elektrophorese
oder durch Interaktionen mit Proteinen aus dem Retikulozyten-Lysat erklidrt werden. Ein
Einfluss der Mutationen in Thr308 und Ser468 konnte, wie der Vergleich mit dem Wildtyp
zeigt, nicht festgestellt werden. Sehr deutlich dagegen ist der Unterschied bei der Mutante
S281A: Eine p65-spezifische Bande ist kaum zu sehen.

Nach diesen Daten bindet bei vergleichbaren Proteinmengen die S281A-Mutante von p65
nicht mehr an DNA, wihrend die Mutanten T308A und S468A eine vergleichbare
Bindungsaffinitit wie der Wildtyp besitzen.

3.4.6 Untersuchungen zur transkriptionellen Aktivitit und Kerntranslokation der

Mutanten S281A, T308A und S468A
Der Einfluss der Mutationen S281A, T308A und S468A auf die transkriptionelle Aktivitat

von p65 wurde darauf im Reportergen-Assay mit dem Reportergen-Plasmid NF-kBsluc in
HelatTA-Zellen nédher untersucht. Dabei zeigten alle Mutanten eine starke IL-1la-abhéngige
Aktivitit (Abb. 3.21 A). Die Mutanten S281A (rel. Induktion = 12,24), T308A (rel. Induktion
= 13,77) und S468A (rel. Induktion = 13,03) zeigten nur eine geringfiigige Abnahme in der
induzierten Aktivitdt im Vergleich zum Wildtyp (rel. Induktion =14,08). Zusétzlich konnte
bereits bei allen Mutanten eine konstitutive transkriptionelle Aktivitét festgestellt werden. Ein
signifikanter, inhibitorischer oder auch aktivierender Einfluss dieser Mutationen konnte in
HelatTA-Zellen somit nicht gemessen werden. Hierbei muss aber beriicksichtigt werden, dass
diese Zellen endogenes p65 exprimieren. Dies konnte erkliren, warum die Uberexpression der
mutierten Proteine keinen starken FEinfluss auf die transkriptionelle Aktivitidt ausiibt.
Aufgrund der drastisch verminderten DNA-Bindungsaffinitit (Abb. 3.20) der S281A-Mutante
wire zumindest bei dieser Mutante ein groferer funktioneller Effekt in-vivo zu erwarten
gewesen. Aufgrund der Nihe von Thr308 und Ser281 zu der Kernlokalisierungssequenz von
p65 (AS 301-304) wurde im Folgenden anhand von Westernblots iiberpriift, ob
Phosphorylierungen an diesen Positionen die nukledre Translokation von p65 regulieren.
Bisher gibt es in der Literatur keine Daten, nach denen der Kerntransport von p65 unabhingig
von der Degradation von IkB reguliert wird, obwohl die S317A-Mutante des Drosophilia

Homologons Dorsal zu einer Hemmung der nukleédren Translokation fiihrt (Drier et al., 1999).
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Abb. 3.21: Analyse der IL-la-abhiingige Reportergen-Aktivitit und der Kerntranslokation der
Mutanten S281A, T308A und S468A in HelatTA-Zellen

A: HelatTA-Zellen wurden in Sechs-Lochplatten (4x10° pro Loch) ausgesit und mit je 0,1 pg
Expressionsplasmid fiir p65-WT und die Mutanten S281A, T308A und S468A sowie fiir B-Galaktosidase
transient transfiziert. Als Reportergen-Plasmid fungierte NF-«B;luc (0,25 pg). Die Gesamtmenge an
DNA wurde mit Trager-DNA (Plasmid pCS3MT) auf 3,75 ng aufgefiillt. Am folgenden

(Fortsetzung s. nichste Seite)
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Tag erfolgten nach IL-lo-Stimulation (10 ng/ml, 4 h), die Zelllyse und die Reportergen-
aktivititsmessungen. Dargestellt sind die Werte fiir die relative Induktion aus zwei unabhingigen
Messungen mit dem Standardfehler des Mittelwertes. B: 3,15x10° HelatTA-Zellen wurden in T75-
Flaschen ausgesét und am folgenden Tag mit den Expressionsplasmiden fiir folgende Proteine transient
transfiziert: GFP-p65-WT/-S281A,-T308A (0,85 pg) und 20,4 pg pCS3MT-Vektor (Triger-DNA). Am
nichsten Tag wurden die Zellen mit IL-1a stimuliert (10 ng/ml, 20 min) und lysiert. Die erhaltenen
Kernextrakte und cytosolischen Fraktionen (70 pg Protein) wurden dann im Westernblot mit einem
Antikdrper gegen p65 (ap65/0aGFP65) analysiert. Bei dem Westernblot in A (Kernextrakte) wurden
Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

Darum wurde in ein Fusionspotein aus GFP und p65 die zu S317A-Dorsal homologe
Mutation S281A und die Mutation T308A eingefiihrt. Die Verwendung eines GFP-
Fusionsproteins ermdoglicht, das Verhalten der p65- Mutanten unabhédngig vom endogenen
p65 zu analysieren, vorrausgesetzt der GFP-Teil beeintrdchtigt nicht die Funktion von p65.
Diese Expressionsplasmide wurden dann in HelatTA-Zellen transient transfiziert und die IL-
la-abhéngige nukledre Translokation dieser Mutanten wurde im Westernblot gemessen (Abb.
3.21 B). Hierbei ergab sich, dass kein signifikanter Unterschied in der nukledren
Translokation zwischen unstimulierten und stimulierten Zellen festzustellen war. Die
Bandenintensitidt von GFP-p65-Wildtyp in den Kernextrakten aus unstimulierten Zellen ist
ungefahr gleich mit der aus den Extrakten stimulierter Zellen. Auch bei den Mutanten S281A
und T308A ist kein signifikanter Unterschied diesbeziiglich feststellbar. Auffillig ist aber,
dass die Expressionseffizienz der S281A-Mutante, wie man an der schwachen
Bandenintensitét sehen kann, sehr gering war. Dieses Ergebnis konnte mehrmals reproduziert
werden. Sehr gut ist in Abb. 3.21 B hingegen eine IL-1a-abhéngige Kerntranslokation des
endogenen p65 zu erkennen. Dies belegt, dass unter den gewdhlten Stimulationsbedingungen
eine induzierte Kerntranslokation durchaus detektierbar ist. Tatsdchlich zeigen, wie man in
dem Westernblot der cytosolischen Fraktion in Abb. 3.21 B erkennen kann, auch die GFP-
Fusionsproteine eine regulierte Abnahme im Cytosol, wobei die detektierten Intensititen der
Mutante S281A wiederum wesentlich kleiner ist. Der signalinduzierte Transport scheint aber
kaum die nukledre Konzentration der Mutanten zu beeinflussen. Offenbar kommt es durch die
Uberexpression der GFPp65-Mutanten zu einer Uberséttigung von Faktoren wie z.B. IkB, die
p65 normalerweise im Cytosol zuriickhalten, was zu einer massiven konstitutiven nuklédren
Translokation der Mutanten fiihrt. Die im Westernblot festgestellte konstitutive Translokation
konnte die konstitutive transkriptionelle Aktivitit der Mutanten im Reportergen-Assay
erklaren. Um aussagekriftigere Daten iiber die transkriptionelle Aktivitdt der Mutanten zu

erhalten, wurden p65-defiziente MEF-Zellen transfiziert, da diese Zellen kein endogenes p65
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Abb. 3.22: Analyse der IL-lo-abhingigen Reportergen-Aktivitit und der Kerntranslokation der
Mutanten S281A, T308A und S468A in p65-defizienten MEF-Zellen

A: p65-defiziente MEF-Zellen wurden in Sechs-Lochplatten ausgesit und bei einer Konfluenz von ungefahr
70% mit Expressionsplasmiden fiir p65-WT oder -Mutanten (0,3 pg) sowie mit den Reportergenplasmiden
IL-8 Prom.-luc (IL-8-Promotor) (0,25 pg) und B—Gal. (0,5 pg) transient transfiziert (Lipofektionsmethode).
Die Gesamt-DNA-Menge wurde mit dem Plasmid pCS3MT auf 3,75 pg aufgefiillt. Am néchsten Tag
erfolgten die Stimulation mit IL-1a (10 ng/ml, 4 h), die Zelllyse und die Messung der Reportergen-Aktivitat.
B: p65-defiziente MEF-Zellen wurden in Sechs-Lochplatten ausgesét und bei einer Konfluenz von ungefahr
70% mit Expressionsplasmiden fiir p65-WT bzw. -Mutanten (0,5 pg) und mit dem Plasmid pCS3MT (0,5 pg)
nach der Lipofektionsmethode transient transfiziert. Am néchsten Tag erfolgten die Stimulation mit IL-1a (10
ng/ml, 30 min) und die Préparation der Kernextrakte und der cytosolischen Fraktionen. Fiir den Westernblot
mit ap65 wurden je 100 pg Gesamtprotein pro Ansatz verwendet. Abk. : LV: Leervektor (= Kontrolle nur mit
pCS3MT), n.s.: nicht-spezifisch.
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mehr enthalten. Zudem hatte dies den Vorteil, dass in diesem Zelltyp keine Fusionsproteine
eingesetzt werden mussten. Denn es konnte aufgrund der vorherigen Experimente nicht
ausgeschlossen werden, dass der GFP-Teil in den Fusionsprotein die p65-spezifische Funk-
tion beeinflusste. In einem ersten Experiment (Abb. 3.22) konnten im Gegensatz zu den
Experimenten in den HelatTA-Zellen deutliche Effekte festgestellt werden.

Alle drei Mutanten zeigen eine drastische Reduktion der IL-1a-abhingigen NF-kB-Aktivitat.
Da es im zeitlichen Rahmens dieser Arbeit nicht mehr moglich war, Wiederholungen dieses
Experimentes durchzufiihren, ist dieses Resultat aber mit einer gewissen Unsicherheit
behaftet. Auch in den p65-defizienten MEF-Zellen ist bereits eine konstitutive nukleédre
Translokation feststellbar, die sich nach Stimulation nicht mehr dndert. Interessant ist hierbei,
dass, anders als in HelatTA-Zellen, die S281A-Mutante &dhnlich stark exprimiert wurde wie
der Wildtyp. In den IL-1a-stimulierten Fraktionen war die Menge der exprimierten S281A-
Mutante aber etwas vermindert, obwohl vergleichbare Proteinmengen aufgetragen worden

sind (s. nicht-spezifische Banden).
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3.4.7 Molekiilmodellierung der homologen Mutanten p65-S281A und Dorsal-S317A

Die S281A-Mutante von p65 wurde, wie die Westernblots in Abb. 3.21 zeigten, nur sehr
schwach exprimiert. Aullerdem verlor p65 durch diese Mutation die Fahigkeit, an DNA zu
binden (s. EMSA-Experiment, Abb. 3.20). Diese Befunde koénnten durch eine
Destabilisierung infolge des Serin-Alanin-Austausches  erkldrt werden. Da mittlerweile
mehrere Strukturdaten von p65 vorlagen, wurde versucht, die S281A-Mutante zu modellieren
(s. Material und Methoden). Weil diese Mutation die DNA-Bindung von p65 stark
beeintrachtigte, wurde die geloste Rontgenkristallstruktur eines Heterodimers, bestehend aus
p50 und p65, das an der Interferon B-kB-Erkennungssequenz bindet (Berkowitz et al., 2002;
1LE5.PDB), fiir die Modellierung herangezogen. Mit dem Proteinmodellierungsprogramm
DEEP VIEW v3.7 wurde Ser281 in p65 durch Alanin ausgetauscht. Fiir Alanin wurde dabei
das am besten bewertete Rotamer ausgewdhlt. Im Anschluss wurde eine lokale
Energieminimierung (Kraftfeld: GROMOS96 (van Gunsteren et al., 1996), Algorithmus:
steepest descent, 20 Zyklen) durchgefiihrt, um das Proteinmodell relaxieren zu lassen. Im
Anschluss erfolgte die Berechnung der Wasserstoftbriickenbindungen und die Analyse des
Molekiils. In Abb. 3.23 ist der Bereich um Ser281 im Wildtyp bzw. der Bereich um Ala281 in
der Mutante dargestellt:

p65-WT p65-S281A

Leu 272 Leu 272

Ser 281 Ala 281

—-\\GIU 282

Glu 282

Abb. 3.23: Strukturmodell von p65 im Bereich um S281

Es ist der Bereich um Ser281 in p65 in der Struktur (1LES.PDB) vor und nach Austausch durch Alanin
dargestellt. Das Peptidriickgrat ist in der Bénder-Darstellung (griin) dargestellt. Die Aminosduren in
Position 272, 281 und 282 werden in der Stabmodell-Form abgebildet (grau: Kohlenstoff, Blau:
Stickstoff, Rot: Sauerstoff). Griin-gestrichelte Linie: Wasserstoffbriickenbindung.
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Die AS-Position 281 von p65 ist in einer [B-Faltblatt-Struktur zweier anti-paralell
verlaufender Strange lokalisiert. Die Hydroxy-Funktion von S281 kann dabei zwei
Wasserstoftbriickenbindungen ausbilden: Zum einen kann sie als Akzeptor fiir eine Bindung
zwischen der NH-Funktion von Leucin-272 auf dem gegeniiberliegenden Strang fungieren.
Zum anderen kann Serin-281 als Donor eine Wasserstoffbriickenbindung mit der
Carbonylfunktion von C, von Glutamat-282 ausbilden (Wasserstoffatome werden in Abb.
3.23 nicht gezeigt, da in den Strukturdaten aus Rontgenkristallstrukturanalysen in der Regel
keine genauen Informationen liber Wasserstoffatome vorliegen). Demnach konnte Ser281 zur
strukturellen Stabilitit dieser Region maligeblich beitragen, indem es das Ende des einen
Faltblattstranges mit dem gegeniiberliegenden Faltblattstrang verbriickt. Die Entfernung
dieser Wasserstoffbriickenbindungen durch einen Alanin-Austausch konnte daher diese
Struktur destabilisieren, wie Abb. 3.23 illustriert, oder sogar zu einer verdanderten Faltung
fiihren. Um festzustellen, ob dieser Befund auch auf das homologe Protein Dorsal iibertragbar
ist, wurde ein Strukturmodell von Dorsal im Bereich von AS 47-327 generiert. Als
Strukturvorlagen diente hierfiir die geloste Rontgenkristallstruktur eines Homodimers von
Gambifl (Cramer et al., 1999; 1bvo.PDB), gebunden an der Dorsal-Bindungsstelle in dem
Drosophila Gen zen (Sequenzidentitit: 74,86% ). Bei Gambifl handelt es sich um das Dorsal-
Homologon aus der Stechmiicke Anopholes Gambiae. Fiir den C-terminalen Bereich wurde
die Struktur des humanen c-rel-Proteins (Huang, D.B. et al., 2001; 1gji.PDB), ebenfalls
gebunden an DNA (Sequenzidentitit: 47,16%), verwendet (Alignment der verwendeten
Sequenzen: s. Anhang). Die modellierte Struktur des Dorsals7.3,7-Monomers zeigte nach einer
Priifung mit dem Strukturevaluierungsprogramm WHAT CHECK (Hooft et al., 1996) keine
offensichtlichen Strukturanomalien auf. Alle gepriiften stereochemischen Parameter ( u.a.
Bindungslangen, -winkel) lagen in akzeptablen Bereichen. Besonders hervorzuheben ist, dass
der fiir die Qualitit des Peptid-Riickgrates wichtige Ramachandra-Z-Wert mit —2,632
zufriedenstellend war. Auch beziiglich der Seitenkettenkonformation

(X'1lx'2—Z—Wert: 1,147) zeigte das Modell eine gute Qualitdt. Durch Superposition von zwei
Dorsal-Monomeren mit den an DNA-gebundenen Gambifl-Monomeren wurde dann der
Dorsal-Homodimer-DNA-Komplex gebildet. Eine iterative Anpassung resultierte in einem
RMSD-Wert (Wurzel der mittleren, quadratischen Abweichung, engl. root mean square
deviation ) von 0,74 A im Vergleich zum Gambifl-Komplex. Die rdumliche Orientierung der
hochkonservierten Aminosiuren in Gambif, die Kontakte zur DNA ausbildeten, entsprach im
hohen MaBe der der Aminosduren in Dorsal. Mit dem Programm WHAT IF (Vriend, 1990)

wurde dann die Losungsmittelzugdnglichkeit von Ser317 berechnet. Der errechnete Wert
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betrug hierfiir 1,22%. Danach liegt Ser317 tief im Protein-Inneren, &hnlich wie Ser281 in p65

(s. Tab. 3.3).
A
Ser317 —» \P |, «—— Ser317
B
Dorsal-WT Dorsal-S317A
Leu 308 Leu 308

Ser 317 Ala 317

‘r—GIu 318 /’Glu 318

Abb. 3.24: Strukturmodell von Dorsaly;.3;7

A: Durch Homologiemodellierung wurde mit den Strukturdaten 1bvo.PDB (Gambif-DNA-Komplex) und
1gji.PDB (c-rel-DNA-Komplex) ein Strukturmodell von einem Dorsals; 3,7-Homodimer, gebunden an der
Dorsal-Erkennungssequenz im zen-gen, erstellt. Das Peptidriickgrat der Dorsal-Monomere ist in der Bénder-
Darstellung (griin) abgebildet. Die DNA ist in der Stabmodell-Form dargestellt (grau: Kohlenstoff, blau:
Stickstoff, rot: Sauerstoff).

B: Region um Position 317 im WT und in der S317A-Mutante. Das Peptidriickgrat wurde in der Bander-
Form (griin), die Aminosduren in Position 308, 317 und 318 in der Stabmodell-Form abgebildet. Griin-
gestrichelte Linie: Wasserstoffbriickenbindung.
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Das Modell des an DNA-gebundenem Dorsal-Komplexes ist Abb. 3.24 A gezeigt. Sehr gut ist
die fiir alle Rel-Proteine typische schmetterlingsartige Struktur zu erkennen. Serin-317 liegt
wie Serin-281 in p65 in einer B-Faltblattstruktur in der C-terminal gelegenen
Dimersierungsdoméne. Dieser Bereich ist dabei nicht direkt an intermolekularen Kontakten
zur DNA oder zu dem anderen Monomer beteiligt.

Die Modellierung von der S317A-Mutation, die homolog zur S281A-Mutation in p65 ist,
fiihrte zu einem vergleichbaren Ergebnis (s. Abb. 3.24 B). Auch hier eliminiert der Austausch
von Serin durch Alanin die beiden Wasserstoftbriicken im Dreieck zwischen der NH-
Funktion von Leucin-308 (entspricht Leucin-272 in p65), Serin-317 (entspricht Serin-281 in
p65) und Glutamat-318 (entspricht Glutamat-282 in p65). Dieses Wasserstoffbriicken-
bindungsnetzwerk scheint in Rel-Proteinen hochkonserviert zu sein und konnte somit von

grofBer Bedeutung fiir die Stabiliét dieser Faltblatt-Struktur sein.
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4. Diskussion

Einleitung

Ziel dieser Arbeit war es, die Regulation der NF-kB-Untereinheit p65 durch
Phosphorylierungen niher zu untersuchen. Ein grundsétzliches Problem bei der Erforschung
von mehrfach-phosphorylierten Proteinen wie p65 ist die selektive Analyse dieser
Phosphorylierungen in Bezug auf die jeweiligen Signalwege und die biologische Funktion.
Im Rahmen der vorgelegten Arbeit wurden mehrere experimentelle Strategien paralell
verfolgt, um einzelne Phosphorylierungsstellen und die daran beteiligten Proteinkinasen
selektiv zu untersuchen.

Nach ersten Literaturdaten und den hier vorgestellten und im Folgenden diskutierten
Befunden nimmt die Phosphorylierung an Serin-536 eine zentrale Rolle bei der Regulation
der Aktivitit von NF-xB ein. Die experimentelle Vorraussetzung fiir die selektive
Charakterisierung dieser Phosphorylierung war die Verfiigbarkeit eines phospho-spezifischen
Antikorpers gegen diese Phosphorylierungsstelle. Denn erst mit diesem Antikorper war es
mdglich, die physiologisch relevanten Regulationsmechanismen an Serin-536 zu detektieren.
Dies illustriert die grole Bedeutung von phospho-spezifschen Antikérpern bei der
Untersuchung mehrfach-phosphorylierter Proteine. Mit dieser Vorgehensweise konnte der
Einfluss der Kinase IKK, sowie weiterer verschiedener Signalwege und Stimuli auf die Serin-
536-Phosphorylierung untersucht werden. Im Anschluss erfolgte dann die funktionelle
Charakterisierung dieser Phosphorylierung in-vitro und in-vivo.

Ein weitere, wichtige Frage beziiglich der phosphorylierungsabhéngigen Regulation von NF-
kB war, ob noch andere Phosphorylierungsstellen die Aktivitit von NF-xB maligeblich
beeinflussen. Zur Bearbeitung dieser Frage wurde ein Peptid-Array in einem in-vitro-
Kinaseassay eingesetzt. Die funktionelle Bedeutung  der so ermittelten putativen
Phosphorylierungsstellen Threonin-308 und Serin-468 wurde in den beschriebenen
Experimenten eingehender untersucht, was im zweiten Teil der folgenden Diskussion

eingehender behandelt wird.
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4.1 Chromatographische Trennung und primére Charakterisierung von

p65-TAD-Kinasen

Von besonderem Interesse war es zunichst, neue Proteinkinasen zu identifizieren, die die
Transaktivierungsdomidne (TAD) von p65 phosphorylieren. Mit der zu diesem Zweck
durchgefiihrten Anionenaustauschchromatographie konnten drei unterscheidbare Kinase-
Aktivitdten in HelatTA-Ganzzellextrakten getrennt werden, die die TAD von p65 in-vitro
phosphorylieren (Abb. 3.2): Kinase 1 und Kinase 2 phosphorylieren IL-1o-abhidngig Ser536
und Kinase 3 phosphoryliert Ser529 (Abb. 3.3). Eine signifikante IL-loa-abhéingige
Regulation der Aktivitdt konnte fiir Kinase 3 nicht festgestellt werden. Diese Ergebnisse lagen
in Ubereinstimmung mit den bereits publizierten Daten, wonach Casein-Kinase II (Abk.:
CKII oder CK2) Ser529 phosphoryliert (Wang et al., 1998) und IKK Ser536 (Sakurai et al.,
1999, 2003; Kishore ef al., 2003) phosphoryliert.

Die weitere Analyse mit Westernblots filhrte zu dem interessanten Befund, dass Kinase 1
nicht identisch mit den bereits bekannten, Ser536 phosphorylierenden Kinasen IKKp und
TBKI1(Fujita et al., 2003; Kishore ef al., 2003) war. Kinase 2 koeluiert hingegen mit dem
Maximum der Aktivitdit mit dem Maximum der Bandenintensitit von IKKo und -B im
Westernblot.

Eingehende Studien zur genauen Zusammensetzung der Kernstruktur des IKK-Komplexes in
Hefe hatten ergeben, dass die katalytischen Untereinheiten IKKo und IKKf sowohl in der
heterodimeren Form als auch in der homodimeren Form vorliegen konnen (Miller et al.,
2001), was im Einklang mit der Beobachtung steht, dass IKKa in den gleichen Fraktionen
wie IKKP nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.2). Nach diesen Daten zeigen IKK-
Komplexe mit der Kern-Zusammensetzung ysof eine dhnliches Elutionsverhalten wie die
jeweiligen Komplexe mit der homodimeren Zusammensetzung ys0; bzw. y4f3,.

Aufgrund der Resultate aus den Westernblots und der gefundenen Substratspezifitét, handelt
es sich sehr wahrscheinlich bei Kinase 2 um IKK. Fiir einen hinreichenden Identititsbeweis
ist allerdings z.B. eine Immundepletion von IKK d.h. der Nachweis der spezifischen
Verminderung der Aktivitit von Kinase 2 mit einer Immunprézipitation erforderlich oder zum
Vergleich die gleiche Versuchsdurchfilhrung mit Ganzzellextrakten aus IKK-defizienten
Zellen.

Da Kinase 3 Ser529 phosphoryliert, handelt es sich dabei wahrscheinlich um Casein-Kin-

ase II. Kinase 3 zeigte dabei keine signifikante Regulation ihrer Aktivitit durch IL-1a, wobei

eine exakte Beurteilung diesbeziiglich erschwert war, da im Bereich von Peak 3/Kinase 3 ein
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sehr grofler Anteil von Proteinen eluierte, deren Phosphorylierungsstatus sich signalabhéngig
verdndert. Dadurch verdnderte sich auch das Elutionsverhalten diverser Phosphoproteine, die
einen unspezifischen Signalhintergrund in der SDS-PAGE nach einem Kinase-Assay
erzeugten, und daher einen direkten Vergleich, insbesondere in Fraktion 15 mitunter
erschwerten (Abb. 3.3). In Fraktion 14 hingegen konnte nie ein IL-1a-abhidngiger Unterschied
in der Aktivitdt von Kinase 3 festgestellt werden.

Die Bedeutung der Ser529-Phosphorylierung durch Casein-Kinase II ist noch unklar.
Einerseits wurde gezeigt, dass fiir die volle transkriptionelle Aktivitdt in MEF-Zellen diese
Phosphorylierung wichtig ist und dass die spezifische Hemmung von CKII mit dem Inhibitor
PD144795 die transkriptionelle Aktivitit nach TNFa-Stimulation in Hela-Zellen hemmt
(Wang et al., 1998, 2000). Andererseits zeigte eine S529A-Mutante in einem GAL-p65-
Konstrukt nach TNFa-Stimulation in L929sA-Zellen keine Effekte (Vermeuelen et al.,
2003). Hinzu kommt, dass die Regulation von CKII noch sehr unerforscht ist. So gibt es
mehrere Berichte, wonach die CKII-Aktivitit konstitutiv ist (Tuazon et al., 1991; Pinna et
al., 1990) wihrend nach den Ergebnissen anderer Studien eine Regulation durch die
Wachstumsfaktoren IGF-1 (Klarlund et al.,1988) und EGF (Ackerman, 1989) erfolgen kann.
Bird et al. stellten eine geringfiigige Aktivititszunahme nach IL-1B-Stimulation fest, wenn
CKII aus HepG2-Zelllysaten immunprizipitiert wurde, jedoch nicht nach Fraktionierung
durch eine Anionenaustausch-Chromatographie (Bird ef al., 1997). Eine mogliche Erklérung
fiir die beschriebene TNFa-induzierte Ser529-Phosphorylierung ist daher, dass das IkB-
Protein Ser529 maskiert und erst dessen signalabhéngige Degradation die Phosphorylierung
durch CKII erlaubt, ohne dass dabei CKII reguliert wird (Wang et al., 2000).

In den vorgestellten Kinaseassays (Abb. 3.3) konnte eine leichte Hemmung der Ser536-
Phosphorylierung durch Kinase 1 und Kinase 2 infolge der S529A-Mutation im Substrat
beobachtet werden. Dies konnte ein Hinweis auf eine Regulation der Ser536-
Phosphorylierung durch die Phosphorylierung an Ser529 sein. Andererseits zeigten
Messungen der Kinetik mit Peptiden, die den Bereich 522-540 von p65 enthielten, dass
rekombinante IKKP ein Peptid mit einer S529A-Mutation dhnlich effektiv an Ser536
phosphoryliert wie das Wildtyp-Peptid ( Kishore ef al.,, 2003). Da aber das eingesetzte
Substrat GST-p653s4.551 eine komplexere Struktur haben konnte, ist fraglich, ob die
Ergebnisse miteinander vergleichbar sind. Zumindest ist grundsdtzlich denkbar, dass
benachbarte Phosphorylierungen sich, auch in kooperativer Weise, beeinflussen konnen

(Holmberg et al., 2002).
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4.2 Charakterisierung der Ser536-Phosphorylierung

4.2.1 Charakterisierung der IKK-unabhiingigen Ser536-Phosphorylierung

Durch Anionenaustauschchromatographie wurde mit Kinase 1 eine weitere, noch nicht
identifizierte Kinaseaktivitét, die zumindest in-vitro Ser536 phosporyliert, entdeckt (Abb. 3.2,
3.3). Gegen Ende der experimentellen Arbeiten zu diesem Projekt wurde beschrieben, dass
Ser536 durch TBK1 phosphoryliert wird (Kishore et al., 2003, Fujita et al., 2003). Aufgrund
dieser Daten war es erforderlich, den Einfluss von IKK, die bis vor kurzem als einzige
Ser536-Kinase nidher charakterisiert worden war, und den anderer Kinasen auf diese
Phosphorylierung niher zu untersuchen.

Die IL-1a- und TNFa-induzierte Ser536-Phosphorylierung scheint nicht von MEK1 bzw.
dem ERK1/2-Signalweg sowie vom JNK-Signalweg abhdngig zu sein, wie die Verwendung
der Inhibitoren PD98059 und SP600125 (Abb. 3.4) zeigte. Eine Beteiligung von p38a.- und
p38B kann ebenfalls ausgeschlossen werden. Hierbei ist anzumerken, dass nach den
Ergebnissen von Madrid et al. der p38-Signalweg in Abhdngigkeit von IKK NF-kB aktiviert
(Madrid et al., 2001). Nach einer anderen Studie koénnte dieser aktivierende Einfluss des
p38-Signalweges aber auf die Phosphorylierung von Serin-276 in p65 durch MSK-1, die ein
Ziel des p38-Signalweges ist, erkldrt werden (Vermeulen et al., 2003).

Schwieriger ist der Einfluss der Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3K) zu beurteilen. Die IL-
la- und TNFa-abhingige Ser536-Phosphorylierung wurde durch den PI3K-Inhibitor
Wortmannin nicht gehemmt, wéihrend die durch PMA und lonomycin-hervorgerufene
Ser536-Phosphorylierung signifikant blockiert wurde. Die Funktion von PI3K bei der NF-
kB-Aktivierung ist bis heute umstritten: Es wurde berichtet, dass die Proteinkinase Akt/PKB,
die durch Inositol-1,4,5-triphosphat (InosP3), dem Reaktionsprodukt von PI3K, aktiviert wird,
den IKK-Komplex bzw. IKK[ aktiviert (Madrid et al, 2000, 2001). Nach einer anderen
Studie erfordert die NF-kB-Aktivierung durch Akt/PKB die Proteinkinase GSK3f (Hoeflich
et al., 2000). Eine Erkliarung dafiir, dass nur die PMA/lonomycin-induzierte Phosphorylierung
gehemmt wurde (Abb. 3.4), konnte ein funktioneller Synergismus zwischen dem PI3K- und
PKC-Signalweg sein, da InosP; zu einer Freisetzung von Ca®"-Ionen aus dem
endoplasmatischen Retikulum fithrt und so klassische PKC-Isoenzyme, die durch Ca®'
und/oder Diacylglycerol oder Phorbolester reguliert werden, aktiviert. Gestiitzt wird diese
Vermutung durch einen Bericht, wonach fiir die Akt/PKB-abhéingige NF-kB-Aktivierung
PMA erforderlich war (Kane ef al., 1999). Da aber auch mit dem Ca”*-spezifischen Ionophor
Ionomycin die PMA-abhéngige Ser536-Phosphorylierung durch Wortmannin stark
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unterdriickt wurde, kann ausgeschlossen werden, dass der aktivierende Einfluss des PI3K-
Signalweges allein auf eine Ca”"-Freisetzung zuriickzufiihren ist. Kontrovers diskutiert wird
hierbei, ob TNF-a-Stimulation Akt/PKB-abhéingig IKK aktiviert (Ozes ef al., 1999; Delhase
et al., 2000). Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine IL-la- oder TNF-a-abhingige
Aktivierung von Akt/PKB ebenfalls nicht festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Nach
einer kiirzlich verdffentlichten Studie wird nur IKKa tiber PKB/Akt aktiviert, so dass zelltyp-
abhéngige Unterschiede im Expressionsverhiltnis zwischen IKKa und IKKP die
widerspriichliche Datenlage erkldren konnten (Gustin ef al., 2004).

Eine interessante Beobachtung stellt die Aktivierung von IKK (Abb. 3.4, 3.5) durch MG132
dar. Bei MG132 handelt es sich um ein Peptid-Aldehyd, das die 26S-Untereinheit des
Proteasoms inhibiert. Das Ubiquitin-Proteasom stellt wegen der signalabhdngigen
Ubiquitinylierung und Degradation des [kB-Proteins eine essentielle Komponente im NF-kB-
Signalweg dar. Zusétzlich ist es an der limitierten Proteolyse von pl105 und p100, den
Vorldufer-Molekiilen von p50 und p52 beteiligt (Palombella ef al.,1994; Orian et al., 1995).
Mehrere Studien zeigten, dass der Einsatz von MG132 wegen der gechemmten IxB-Proteolyse
die nukledre Translokation und transkriptionelle Aktivitit von NF-kB hemmt (Rock et al.,
1994; Fiedler, et al., 1998; Nasuhara et al., 1999). Die Hemmung der IxB-Proteolyse fiihrte
bereits nach 30 min Behandlungsdauer mit MG132 zu einer signifikanten IKK-Aktivierung
und Ser536-Phosphorylierung. Aufgrund dieses relativ kurzen Zeitraums konnen
Regulationsmechanismen auf Ebene der Genexpression eher ausgeschlossen werden. Denkbar
ist, dass die Akkumulation des Reaktionsproduktes der IKK-Reaktion, phospho-IkB, durch
nicht weiter bekannte Riickkopplungsmechanismen IKK aktiviert. So wurde festgestellt das
der C-Terminus von IkB offenbar iiber einen allosterischen Mechanismus die katalytische
Aktivitidt von IKK erhoht (Burke ef al., 1998). Auf der anderen Seite fiihrt die Hemmung des
Proteasoms zu einer Akkumulation vieler geschidigter oder ungefalteter Proteine und zur
Storung anderer vom Ubiquitin-Proteasom abhéngiger Signalwege, was die Zelle in einen
allgemeinen Stresszustand versetzen konnte. Es wurde berichtet, dass MG132 die
Stresskinasen JNK und p38 (Meriin ef al., 1998; Nakayama et al., 2001) sowie die MAP-
Kinasen p42 und p44 (Hashimoto et al., 2000) aktiviert. Deshalb ist sehr wahrscheinlich,
dass infolge der Proteasom-Inhibition mehrere Effekte, die aus einem Stresszustand
resultieren oder spezifisch den IKK-Reaktionsweg betreffen, additiv zusammenwirken und
IKK aktivieren.

Eine starke Evidenz fiir eine IKK-unabhéngige Ser536-Phosphorylierung konnte auch durch
die siRNA-vermittelte Suppression der katalytischen Untereinheiten IKKo und IKKf
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gefunden werden. (Abb. 3.6). Verglichen mit den Kontrollen war die IL-loa-regulierte
Ser536-Phopshorylierung in denjenigen Zellen, die mit siRNA gegen IKKa und - behandelt
worden waren, kaum reduziert. Sehr wichtig war dabei, dass unspezifische Effekte durch die
Verwendung von siRNA (s. Kontrolle mit siRNA gegen Luziferase) nicht beobachtet wurden,
denn es war berichtet worden, dass virale dSRNA eine Aktivierung von IKK auslosen konne
(Chu et al., 1999). Unterstiitzt wurden die Daten aus den siRNA-Experimenten durch die
gleichzeitige Uberexpression dominant-negativer IKKa- und IKKB-Formen (Abb. 3.7). Auch
unter dem Einfluss dieser Mutanten konnte keine signifikante Hemmung der konstitutiven
wie signalabhingigen Ser536-Phosphorylierung erzielt werden, obwohl beide Mutanten
dominant-negative  Effekte beziiglich der Phosphorylierung von IkB und der
transkriptionellen Aktivitdt von NF-kB in unstimulierten Zellen zeigten. Dies kann zumindest
als ein Indiz dafiir gewertet werden, dass ein Teil der Ser536-Phoshorylierung unabhingig
vom IKK-Signalweg zu sein scheint. Auf der anderen Seite nahm die konstitutive
Phosphorylierung bei der Uberexpression der dominant-negativen Formen sogar zu. Noch
komplexer scheinen die Wechselwirkungen zwischen p65, IKK und IkB zu sein, da hier
verschiedene Regulationsmechanismen wie z.B. die p65-abhéingige Induktion der IkB-
Expression oder enzymkinetische und sterische Effekte sich iiberlagern. Die Uberexpression
sowohl des IxkBo-Wildtypes als auch der IkBa-Mutante, bei der die IKK-Phosphorylierungs-
stellen mutiert worden waren, hemmte die konstitutive Ser536-Phosphorylierung, gleicher-
mallen stark, obwohl das Expressionsniveau des Wildtypes aufgrund der proteolytischen
Degradation wesentlich geringer war. Eine Erkldrung konnte sein, dass das IkBa-Protein,
dhnlich wie im Fall der Phosphorylierung an Ser529, Ser536 maskiert und so dessen
Phosphorylierung verhindert. Des Weiteren fiihrte die Uberexpression der IkBo-Mutante zu
einer Aktivierung der IKK-Aktivitit, wie die Zunahme der IxBa-Phosphorylierung zeigte.
Diese konnte ebenfalls durch eine Regulation der katalytischen Aktivitidt von IKK durch den
C-Terminus von IkBa zuriickzufiihren sein, dhnlich wie im Fall der MG132-induzierten IKK-
Aktivitit. Die Uberexpression der WT-Formen von IKKa und -B fiihrte hingegen zu einer
dhnlichen Verminderung der transkriptionellen Aktivitit nach Stimulation, wie sie nach
Uberexpression der dominant-negativen Mutanten festgestellt werden konnte. Eine Erklirung
konnte sein, dass die Menge endogener Kofaktoren wie z.B. IKKy hier limitierend wirkt und
somit eine Uberexpression der Wildtyp-Formen beziiglich der Bildung aktiver
Enzymkomplexe zu dominant-negativen Effekten fiihren kann. Ein dominant-negativer-
Effekt konnte auch als Erklarung fiir die beobachtete Verminderung der IL-1a-induzierten

NF-«B-Aktivierung durch die GFP-p65-Uberexpression in Erwigung gezogen werden.
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Durch die Inhibitionsexperimente (Abb. 3.8) mit der Substanz SC-514 konnte die
physiologische Relevanz der IKK-unabhidngigen Ser536-Phosphorylierung weiter
untermauert werden. In diesem Zusammenhang ist sehr wichtig, dass nach den Ergebnissen
mehrerer Studien die IKK-abhidngige Ser536-Phosphorylierung ausschlieBlich auf die
Untereinheit IKKp zuriickzufiihren ist: So fiihrte die Uberexpression der IKKB-Untereinheit
zu einer wesentlich stirkeren Phosphorylierung von p65 als die Uberexpression von IKKa
(Sakurai et al., 2003) und nur rekombinante IKKf phosphorylierte Ser536 in einem Peptid
mit einer signifikanten katalytischen Effizienz, rekombinante IKKa hingegen nicht (Kishore
et al., 2003). Nach diesen Daten sollte der selektive IKKp-Inhibitor die IKK-abhédngige
Ser536-Phosphorylierung vollstindig blockieren. Auch die Zytokin-induzierte IkBa-Phos-
phorylierung scheint zum {iberwiegenden Teil auf die katalytische Aktivitit von IKK[f
zuriickzugehen, da die TNF/IL-1-induzierte IkBa-Phosphorylierung in IKKp-defizienten
MEF-Zellen fast vollstaindig gehemmt war, nicht aber in IKKa-defizienten Zellen (Sizemore
et al., 2001; Hu et al., 1999). Vergleichende kinetische Messungen zeigten, dass IKKf
wesentlich effizienter IkBa phosphoryliert (Burke et al., 1998). Danach triagt IKKo kaum zur
IL-1/TNF-abhéngigen IkxB-Phosphorylierung bei und somit ist die IkBa-Phosphorylierung
ein aussagekriftiger Indikator fiir die IKKB-Aktivitit. Die Verwendung von SC-514 fiihrte zu
einer fast vollstindigen Inhibition der IKK[-Aktivitidt, wie an der Hemmung der IxBa-
Phosphorylierung erkennbar war, wéhrend die Ser536-Phosphorylierung zwar erkennbar
abnahm, aber nicht in dem Malle wie die [kB-Phosphorylierung. Deshalb tragen in einem
nicht unbedeutenden Ausmal3 andere Proteinkinasen, wie z.B. Kinase 1 oder TBK1 zu der
signalabhéngigen Phosphorylierung von Ser536 bei.

Unklar ist in diesem Zusammenhang die Rolle der Proteinkinase TBK1 (TANK-binding-
Kinase 1). TBK1 bindet TANK (I-TRAF), ein assoziierter Faktor des TNF-Rezeptors (TNF-
Receptor-associated factors), der vermutlich den TNF-Rezeptor tiber die TRAF-Proteine mit
dem IKK-Signalweg funktionell verbindet. TBK1 weist im N-terminalen Bereich von AS 9-
353 eine Sequenzidentitit von 27% und eine Homologie von 45% zu IKKo und IKKf auf
(Pomerantz et al., 1999). TBK1 phosphoryliert in rekombinanter Form Ser536 in einem
Peptid mit der Sequenz der TAD von p65 (Kishore et al., 2003). Weiter wurde durch
Aufreinigung in einer Gelfiltrations-Séule gezeigt, dass TBKI1 Bestandteil eines
hochmolekularen Komplexes mit einer Grofle von ungefdhr 600 kDa ist und TNFo-reguliert
Ser536 in dem Substrat GST-p653s4.551 phosphorylieren kann ( Fujita et al., 2003). In TBK1-

defizienten Mausembryonen konnte eine starke Leberdegeneration beobachtet werden und die
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isolierten embryonalen Fibroblasten zeigten eine gesteigerte TNFa-induzierte Apoptose.
Dies korrelierte mit einer stark reduzierten transkriptionellen Aktivitit von NF-«B. Die
regulierte IkB-Degradation und die DNA-Bindung von NF-kB waren hingegen unveréndert,
so dass TBK1 offenbar ausschlieBlich an der Regulation der transkriptionellen Aktivitdt von
NF-kB nach TNFa-Stimulation beteiligt ist (Bonnard et al., 2000). Im Gegensatz dazu steht
die Beobachtung, dass eine dominant-negative Form von TBKI1 nicht in der Lage war, die
NF-kB-Aktivierung nach Stimulation mit IL-1a, TNFa und CD40 zu inhibieren (Pomerantz
et al., 1999). Im Rahmen dieser Arbeit konnte die IL-la-abhidngige NF-kB-Aktivierung
durch eine dominant-negative Mutante von TBK1 ebenfalls nicht gechemmt werden (Daten
nicht gezeigt). Auflerdem wurde berichtet, dass durch Suppression von NAPI, einem
essentiellen Aktivator von TBK1, mittels siRNA nur die PMA und TNF-a-abhingige, nicht
aber die IL-1B-abhingige NF-kB-Aktivierung gechemmt wurde (Fujita ef al., 2003). Aufgrund
dieser Daten ist nicht geklirt, ob TBK1 eine signifikante Rolle bei der IL-1a-induzierten
Aktivierung von NF-kB hat und ob diese Proteinkinase in relevantem Ausmall zu der IKK-
unabhingigen Ser536-Phosphorylierung nach IL-la-Stimulation, wie sie in dieser Arbeit
nachgewiesen wurde, beitrdgt. In der Anionenaustauschchromatographie iiberlappte der im
Westernblot detektierte Peak von TBK1 teilweise mit der Aktivitidt von Kinase 2 (Abb. 3.2),
so dass TBK1 moglicherweise auch IL-lo-induziert p65 an Ser536 phosphorylieren konnte.

In einem ersten Experiment im Rahmen dieser Arbeit, konnte TBK1 nach Uberexpression
durch IL-low aktiviert werden und nach Immunupréizipitation rekombinantes p65
phosphorylieren. Bei der Planung zukiinftiger Experimente sollte daher auch eine potentielle
Funktion von TBKI1 als Ser536-phosphorylierende Kinase miteinbezogen werden. Ein
denkbares Experimente wire z.B. die Messung der Aktivitit von Kinase 2 nach einer
Suppression von TBK1 durch siRNAs.

Nach den in dieser Arbeit vorgelegten Daten existiert neben IKKf und TBK1 mit Kinase 1
eine weitere Proteinkinase, die zumindest in-vitro 1L-l1a-abhidngig Ser536 phosphoryliert.
Ser536 scheint hierbei eine Schliisselrolle bei der Regulation der transkriptionellen Aktivitdt
von p65 einzunehmen. Da offenbar mehrere Kinasen diese Stelle phosphorylieren, konnte
Ser536 als ein Konvergenzpunkt von verschiedenen Signalwegen und Stimuli fungieren, an
dem die eingehenden Signale miteinander verrechnet werden (Signalintegration). Aus diesen
Griinden ist die weitere Aufreinigung und Identifizierung von Kinase 1 durch andere
chromatographischen Methoden (z.B. Kationenaustauschchromatographie, Hydrophobe

Interaktionschromatographie, Affinititschromatographie mit immobilisierter p65-TAD oder
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ATP als Bindungspartner) von grofer Bedeutung fiir die Bestimmung andere Signalwege und

Stimuli, die zu dieser Phosphorylierung beitragen.

4.2.2 Funktionelle Charakterisierung der Ser536-Phosphorylierung

Vor jeder weiterfiihrenden funktionellen Charakterisierung einer Phosphorylierung in einem
Transkriptionsfaktor ist zunichst zu klidren, ob die phosphorylierte Form im Kern und in
DNA-gebundener Form nachgewiesen werden kann. Zur Klirung dieser Frage wurden
Westernblots von Kernextrakten, Chromatin-Immunpréazipitationen und EMSA-Experimente
unter Verwendung des Antikérpers gegen pSer536p65 durchgefiihrt.

Die Konzentration von pSer536p65 nimmt nach IL-1a-Stimulation im Kern zu und erreicht
zwischen 12 und 30 min ihr Maximum. Dies geht einher mit einer Zunahme von pSer536p65
am IL-8-Promotor, die etwas verzogert bei ungefdhr 30 min das Maximum erreicht (Abb.
3.10). Die Kinetik der Ser536-Phosphorylierung korreliert demnach mit der Aktivierungs-
phase von NF-kB.

In der EMSA-Untersuchung konnte ebenfalls pSer536p65 nach TNFo- oder IL-la-
Stimulation in DNA-gebundener Form nachgewiesen werden (Abb. 3.9 A). Allerdings
wurden weniger NF-kB-DNA-Komplexe durch Antikdrper gegen pSer536p65 als durch
Antikorper gegen p65 gebunden, wie die Ergebnisse der supershifi-Ansdtze zeigen. Eine
mogliche Erklarung fiir dieses Ergebnisse konnte sein, dass nur ein geringer Teil von p65 in
phosphorylierter Form vorliegt.

Die Ser536-Phosphorylierung beeinflusst aber offenbar nicht die DNA-Bindung, wie die
Ergebnisse der EMSA-Untersuchnung mit den in-vitro-translatierten Ser536-Mutanten zeigen
(Abb. 3.9 B). Eine Beeinflussung der DNA-Bindung durch diese Phosphorylierung ist
aufgrund der Position von Ser536 in der TAD von p65 ohnehin sehr unwahrscheinlich. So
zeigten die  phosphomimetischen Mutanten eine vergleichbare Affinitit wie der WT.
Phosphomimetischen Mutationen haben allerdings immer nur eine eingeschrinkte
Aussagekraft, da  Aspartat oder Glutamat einfach negativ geladen sind, wéhrend eine
Phosphatgruppe meistens zweifach negativ (je nach Protonierungszustand) geladen ist.
Dennoch konnte in vielen Féllen mit phosphomimetischen Mutationen der Effekt einer
Phosphorylierung erfolgreich imitiert werden. Ein Beispiel hierfiir ist eine konstitutiv aktive
GFP-MKK?7-Mutante, bei der drei regulatorische Phosphorylierungsstellen durch Glutamate
ausgestauscht wurden (Wolter et al., 2001).

Ein interessanter Befund ist, dass die Kinetik der Ser536-Phosphorylierung von p65 nicht
vollsténdig mit der Kinetik der p65-DNA-Bindung am IL-8-Promotor korreliert. So ist das
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Maximum von pSer536p65 erst nach 30 min nach Stimulation erreicht, wihrend die Menge
des gebundenen p65 schon nach 10 min den maximalen Wert zeigt (Abb. 3.10 B). Eine
mogliche Erkldrung ist, dass am Promotor gebundenes p65 phosphoryliert wird. Dies wére
durchaus denkbar, da z.B. IKK im Kern nachgewiesen worden ist ( Birbach et al., 2002).
Denkbar ist aber auch, dass in einer initialen Phase der Aktivierung von NF-kB-p65 in
groBBeren Mengen in den Kern transloziert und an den Promotor bindet und erst einige
Minuten spéter durch pSer536p65 in groBBerem Umfang ausgetauscht wird. Diese feinen
kinetischen Unterschiede miissen allerdings noch weiter aufgekldrt und mit alternativen
Ansitzen reproduziert werden.

Nach 30 min Stimulation féllt der Anteil von pSer536p65 am IL-Promotor und im Kern
wieder schnell ab. Als Phosphatase fiir die rasche Dephosphorylierung von pSer536p65
wurde PP2A identifiziert (Sakurai et al., 2003). Andere Mechanismen fiir die schnelle
Abnahme der phosphorylierten Form konnten zudem aber auch ein hoher turnover des
Proteins oder die schnelle Inaktivierung der Ser536-phosphorylierenden Kinasen sein.

Wie anhand von Reportergen-Assays (Abb. 3.11) gezeigt werden konnte, reguliert die
Phosphorylierung an Ser536 die transkriptionelle Aktivitit von p65 positiv. Die Ergebnisse
fritherer Versuche, bei denen neben dem Wildtyp nur p65-Konstrukte mit einer S536A-
Mutation verwendet wurden, waren diesbeziiglich nicht aussagekréftig, da auch die S536A-
Mutante sehr hdufig eine erhohte transkriptionelle Aktivitat zeigte (Daten nicht gezeigt). Die
in der Literatur vorliegenden Daten sind beziiglich des Verhaltens der S536A-Mutation
widerspriichlich. So wurde u.a. berichtet, dass eine S536A-Mutation die LPS-induzierte
transkriptionelle Aktivitdt von NF-kB hemmt (Yang ef al., 2003), wéhrend in anderen Studien
keine Hemmung auf die NF-kB-Aktivitdt durch die S536A-Mutation nach TNFa- oder IL-
la-Stimulation festgestellt werden konnte (Vermeulen et al., 2003; Okazaki et al., 2002) ,
obwohl durch beide Stimuli die Ser536-Phosphorylierung induziert wird.

Die Verwendung der phosphomimetischen Mutante S536D, die sich stark aktivierend
verhielt, und der inhibitorischen S536N-Mutante fiihrte aber zu eindeutigen Resultaten. Nach
diesen Ergebnissen hat die Ser536-Phosphorylierung einen eindeutig aktivierenden Einfluss
auf die transkriptionelle Aktivitit von p65. Eine inibitorische Funktion der Ser536-
Phosphorylierung kann nach diesen Ergebnissen ausgeschlossen werden.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung an Ser536 die Interaktion
mit dem Koaktivator TAFII31 beeinflusst (Abb 3.12). TAFII31 (auch TAFII32 genannt)
gehort zu den TBP-assoziierten Faktoren (TAFs), die mit dem TATA-Box-bindenden Protein
(TBP) den  Multiprotein-Komplex  TFIID, einem Bestandteil der basalen



4. Diskussion 119

Transkriptionsmaschinerie, bilden. TAFII31 bindet an einem kurzen amphipathischen
Bindungsmotiv mit der Konsensussequenz FXX®® (Phenylalanin, X: beliebige
Aminoséure,®: hydrophobe Aminosdure), das eine a-helikale Sekundérstruktur annimmt
(Choi et al.,, 2000). Fir eine Reihe von Transkriptionsfaktoren mit einer sauren
Transaktivierungsdomédne konnte eine Interaktion von TAFII31 mit dieser Domine
nachgewiesen werden, darunter p53, VP16 und NF-«xB-p65 ( Thut et al., 1995; Klemm et al.,
1995; Burley et al., 1996). Fiir p65 konnte die TAFII31-Bindungsstelle auf den Bereich von
AS 532 —548 eingegrenzt werden, wobei in dieser Region zwei potentielle FXXD®-Segmente
liegen (s. Abb. 4.1A, s. S. 121). Wegen der hoheren Wahrscheinlichkeit in der Sekundar-
strukturvorhersage wurde flir p65 der Bereich von AS 542 bis AS 546 (s. Abb. 4.1A) als
Binderegion vorgeschlagen (Choi ef al., 2000). Ser536 befindet sich in dem ersten FXXD®-
Segment von AS 534-538. Schmitz et al. berichteten, dass nach den Sekundir-
strukturvorhersagen mit den Methoden von Chou/Fasmann (Chou & Fasman, 1978) und
Garnier (Garnier et al., 1978) dieses Segment ebenfalls in einer a-helikalen Konformation
vorliegt. Zudem konnten sie anhand von CD-Spektroskopie zeigen, dass ein Peptid mit der
TAD-Sequenz von AS 521-551 unter dem Einfluss eines dehydratisierenden organischen
Losungsmittel einen helikalen Anteil von bis zu 48% enthalten kann. Dies fiihrte zu der
Annahme, dass die TAD von p65 in einer hydrophoben Umgebung, wie sie nach Interaktion
mit einem Bindungspartner entstehen konnte, eine a-Helix ausbildet (Schmitz et al., 1994).
Wegen des helikalen Anteils von 48% ist es sehr wohl denkbar, dass auch das erste Segment
das TAFII31-Bindungsmotiv enthilt.

Unabhédngig von der genauen Lage der TAFII31-Bindungsstelle scheint aber eine
Phosphorylierung an Ser536 die TAFII31-Rekrutierung zu regulieren und so die
transkriptionelle Aktivitit von p65 zu steuern. Wie die Ergebnisse des GST-Bindungsassay
(Abb. 3.13A) zeigen, beeinflusst die phosphomimetische Mutante S536D die TAFII31-
Bindung nicht direkt, obwohl sie in-vivo, wie die Reportergen-Assays (Abb. 3.12) zeigen,
einen aktivierenden Effekt auf die transkriptionelle Aktivitit aufweist. Im Falle von p53
iiberlappt das TAFII31-Bindungsmotiv mit der Bindungsregion fiir den transkriptionellen
Korepressor Mdm?2. Es konnte gezeigt werden, dass eine Phosphorylierung an Thr18 in p53
eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen Thrl8 und Asp21 in diesem a-helikalen Motiv
eliminiert und somit die Mdm?2-Bindung destabilisiert. Die Dissoziation von Mdm?2
ermoglicht dann die Bindung von TAFII31 (Jabbur et al., 2002).

Aufgrund der festgestellten Ahnlichkeiten zwischen p53 und p65 beziiglich einer
Phosphorylierungsstelle in der Ndhe eines TAFII31-Bindungsmotivs (s. Abb. 4.1 A) wurde
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in der Literatur nach Korepressoren gesucht, die in der TAD von p65 binden. Bisher wurde
mit AES nur ein Korepressor beschrieben, der an der TAD von p65 bindet (Tetsuka et al.,
1999). Tatsdchlich bewirkt die phosphomimetische Mutation und somit wahrscheinlich auch
die Phosphorylierung an Ser536, dass der Repressor AES die TAFII31-Bindung nicht mehr so
stark blockieren kann (Abb. 3.13 B). In dem Reportergen-Assay, der in Abb. 3.14 gezeigt
wurde, reagiert die S536D-Mutante auf die AES-abhédngige Repression nicht so sensitiv wie
der WT. AuBerdem kann die AES-abhéngige Repression durch Uberexpression von TAFII31
kompensiert werden. Daher scheinen TAFII31 und AES als Koaktivator und Korepressor auf
die transkriptionelle Aktivitit von p65 in einer antagonistischen Weise zu wirken.

AES (amino-terminal enhancer of split), ein Protein aus der Familie der Groucho-
Korepressoren, wurde durch einen Two-Hybrid-Ansatz als Repressor von p65 gefunden. An
der Interaktion mit AES ist hierbei der Bereich zwischen AS 471-521 in der TAD von p65
beteiligt (Tetsuka et al., 1999). Somit liegt die Bindungsregion fiir AES zumindest sehr nahe
an dem TAFII31-Bindungsmotiv, so dass die Bindung von AES die Interaktion mit TAFII31
beeinflussen konnte. Zudem ist nicht ausgeschlossen, dass noch andere Regionen neben den
bereits bestimmten Bereich in p65 an der Interaktion mit AES beteiligt sein konnten. Unklar
ist allerdings, ob AES die Interaktion zwischen TAFII31 und p65 sterisch inhibiert oder sogar
mit TAFII31 um dieselbe Bindungsstelle kompetiert. Die Phosphorylierung an Ser536 konnte,
wie das Verhalten der phosphomimetischen Mutante S536D  zeigt, eine
Konformationsédnderung induzieren, was die Bindung von AES destabilisiert oder zumindest
die TAFII31-Bindung ermdglicht.

Sehr interessant an der Position von Ser536 ist die gro3e Analogie mit Thr18 in der TAD von
p53. In der Nédhe zu beiden Aminosduren befindet sich im Abstand von drei Aminosduren
eine saure Aminosdure ( Asp21 in p53, Asp533 und 539 in p65). Thrl8 in p53 wird z.B. nach
Strahlungseinwirkung phosphoryliert und diese Phosphorylierung fithrt zur Eliminierung
einer Wasserstoftbriickenbindung zwischen Asp21 und Thrl8 im o-helikalen TAFII31-
Bindungssegment, das gleichzeitig mit der Mdm2-Bindungsstelle {iberlappt. Die Entfernung
dieser Wasserstoffbriickenbindung fiihrt zur Dissoziation von Mdm2 und zur Bindung von
TAFII31 (Jabbur et al., 2002). An einem &hnlichen Mechanismus konnte die
Phosphorylierung an Ser536 beteiligt sein, das sich sehr wahrscheinlich in einem a-helikalen
Segment befindet. In einer a-helikalen Struktur (Ganghdhe 3,6 AS) stehen die Aminosduren
in +3- oder —3- Position fast senkrecht aufeinander und konnten Rotamere ausbilden, die die
Bildung von Wasserstoftbriickenbindungen erlauben (Abb. 4.1 A u. B). Ser536 konnte daher

durchaus in dhnlicher Weise wie Thrl8 in p53 eine Wasserstoffbriickenbindung
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FXXO®D
p53 (9)SVEPPLSQEIFSDLWKLLP(27)
Sekundirstruktur SU———[ [ ] ] —

FXXOD FXXDOD
p65 (531)DEDFSSIADMDFSALLSQISS(551)
Sekundarstrukturvorhersage HHHHHHHHHHHHHHHHHHH

WT S536A
Z&ar 536

: Asp 539
S536D S536N

Asp 536
%J\ Asp 539

Abb. 4.1: Vergleich der Transaktivierungsdomiinen von p53 und p65
A: Gezeigt sind die Primérstrukturen der Transaktivierungsdoménen von p53 und p65. Zusidtzlich ist die
Sekundérstruktur von p53 in diesem Sequenzbereich in der gelosten Rontgenkristallstrukur eines Komplexes aus
Mdm?2 und der p53-TAD-Sequenz (Kussie et al.,1996) aufgefiihrt (H: Helix). Fiir p65 sind die Ergebnisse von
Sekundérstrukturvorhersagen dargestellt (Schmitz et al., 1994). In beiden Sequenzen sind die Phosphorylierungsstellen
unterstrichen, die (potentiellen) TAFII31-Bindungsmotive (FXX®®) sind in blau und die sauren Aminoséuren in +-
und -3-Position in rot dargestellt. B: Der Sequenzbereich um Ser536 in der TAD von p65 wurde mit dem
Molekiilmodellierungsprogramm DEEP VIEW v3.7 (Guex ef al., 1997, 1999) als a-Helix modelliert. Im Anschluss
wurden Rotamere von Ser536 und Asp539 erzeugt, die die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen
ermdglichen. Zum Vergleich sind zusétzlich die Mutanten S536A, S536D und S536N abgebildet (das Peptidriickgrat

ist in der Bénderdarstellung (griin), die Aminosiuren in der Stabmodell-Form (grau: Kohlenstoff, blau: Stickstoff, rot:
Sauerstoff) abgebildet. Griin gestrichelte Linien: Wasserstoftbriickenbindungen.

i

Asn 536
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z.B. zu Asp539 (oder Asp533) ausbilden, was moglicherweise die Interaktion mit AES oder
anderen Repressoren stabilisiert. In der hydrophoben Umgebung eines Bindungspartners
wiirde eine solche interne Wasserstoftbriickenbindung energetisch von Vorteil sein, da diese
Aminosduren mit Wassermolekiilen aufgrund der Maskierung durch den Bindungspartner
keine externen Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden konnen. Fiir Abb. 4.1 B wurde mit
dem Molekiilmodellierungsprogramm DEEP VIEW v3.7 (Guex et al, 1997,1999) der
Bereich um Ser536 als a-Helix dargestellt und manuell Rotamere erzeugt, bei denen sich eine
Wasserstoffbriickenbindung ausbildet.

Auch die Substitution von Serin durch Alanin wiirde zur Eliminierung einer solchen
Wasserstoftbriickenbindung fithren (Abb. 4.1B), was die oft beobachtete transkriptionelle
Aktivitdt der S536A-Mutante in den Reportergen-Assays (Abb. 3.11) erkldren konnte.
AuBerdem war die Bindung der S536A-Mutante an GST-TAFII31 ebenfalls nicht sensitiv
gegeniiber einer Hemmung durch AES. Im Falle von p53 destabilisierte die T18A-Mutation
tatsichlich die Bindung von Mdm2 und erhdhte leicht die transkriptionelle Aktivitdt von p53
(Jabbur e al., 2002). Widerspriichlich hierzu ist aber die verminderte transkriptionelle
Aktivitdt der S536A-Mutante bei Koexpression mit TAFII31 (Abb. 3.12). Mdglich ist, dass
der Austausch des hydrophilen Serins an Position 536 durch die hydrophobe Aminoséure
Alanin auch noch andere Auswirkungen auf die Struktur der TAD von p65 hat.

Nach diesem Modell kann auch das inhibitorische Verhalten der S536N-Mutante in den
Reportergen-Assays  erkldrt ~ werden. Asparagin  (N) kann wie Serin als
Wasserstoftfbriickendonor fungieren (Abb. 4.1 B). Asparagin kann jedoch nicht wie Serin
signalabhéngig phophoryliert werden, so dass der Erhalt der Wasserstoftbriickenbindung den
dominant-negativen Effekt nach Stimulation erkldren konnte.

Nicht auszuschlie3en ist aber auch, dass Serin mit einer anderen Aminosiure, die sich nicht
im  helikalen Segment befindet, interagiert. @~Den Beweis, dass eine
Wasserstoffbriickenbindung in der TAD von p65 einen inhibitorischen Effekt ausiibt, konnen
nur genaue strukturelle Untersuchungen erbringen. Das Verhalten der verschiedenen Ser536-
Mutanten legt dies allerdings nahe. Neben der Eliminierung einer Wasserstoftbriickenbindung
konnten aber auch noch elektrostatische Effekte infolge der Phosphorylierung von Ser536
zusitzlich eine Rolle spielen.

Die Reportergen-Untersuchungen zur Interaktion der p65-Mutanten mit AES und TAFII31
wurden in p65-defizienten MEF-Zellen durchgefiihrt. Somit wurde nur der Einfluss des
tiberexprimierten Wildtypes und der phosphomimetischen Mutante auf die transkriptionelle

Aktivitdt von NF-kB gemessen, was den Ergebnissen eine hohe Aussagekraft verleiht. Zur
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weitere Verifizierung dieser Daten konnten Koimmunprézipitationen durchgefiihrt werden
oder auch vergleichende Experimente in IKK-a/B-defizienten Zellen, da in diesen Zellen die
Ser536-Phosphorylierung vermindert ist und somit ein Effekt auf die Interaktion mit TAFII31
Zu erwarten wére.

Das Modell eines phosphorylierungsabhéngigigen Antagonismus zwischen AES und TAFII31
bei der Regulation der transkriptionellen Aktivitdit von p65, wie man aus den hier
vorgestellten Daten und den in der Literatur verfiigbaren Informationen ableiten kann, wird in
Abb. 4.2 zusammenfassend illustriert: Die Proteinkinasen IKKf, TBK1 und die in dieser
Arbeit gefundene Kinaseaktivitit Kinase 1 phosphorylieren Ser536. Dadurch verschiebt sich
das Gleichgewicht in Richtung der Komplexbildung von TAFII31 und p65, was die

Interaktion mit der basalen Transkriptionsmaschinerie moglich macht.

basale
Transkriptions-

maschinerie
PP2A /
AES P, H,0
N .

p65 p65 | P — | p65 P
pSer536
ATP  ADP
IKKB
TBK1
Kinase 1

Abb. 4.2: Modell der transkriptionellen Aktivierung von p65 durch die Phosphorylierung an Ser536
Die Phosphorylierung an Ser536 in der TAD von p65 durch die Kinasen IKKP, TBK1 und Kinase 1
reduziert die Repression durch AES und erhoht die Rekrutierung des Koaktivators TAFFII31, was zur
Interaktion mit der basalen Transkriptionsmaschinerie fithrt. Durch die Phosphatase PP2A erfolgt die
Dephosphorylierung an dieser Stelle, was u.a. diesen Prozess umkehrt.
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4.3 Bestimmung neuer Phosphorylierungsstellen von p65 durch Peptid-
Arrays

Zu Beginn der Arbeiten waren mit Serin-276 (Zhong et al., 1997), Serin-529 (Wang et
al.,1998) und Serin-536 (Sakurai et al., 1999) nur drei Phosphorylierungsstellen in p65
identifiziert worden. Fraglich ist hierbei aber, ob sich die abzeichnende Komplexitit der
phosphorylierungsabhéngigen Regulation von p65 alleine mit diesen Phosphorylierungs-
stellen umfassend erkldren ldsst. Da in der Literatur Daten vorliegen, die das Vorhandensein
zusétzlicher Phosphorylierungsstellen belegen (Naumann et al.,1994; Schmitz et al.,1995;
Anrather et al., 1999) wurde im zweiten Teil dieser Arbeit versucht, durch Verwendung von
Peptid-Arrays neue Phosphorylierungsstellen in p65 zu identifizieren.

Fiir die Phosphorylierungskartierung von Phosphoproteinen existieren mehrere Methoden.
Denkbar ist die in-vitro- und in-vivo-Markierung mit **P-ATP und weitere Aufarbeitung der
Phosphoproteinen mit konventionellen proteinanalytischen Verfahren (z.B. chemische oder
enzymatische Spaltung, Phosphopeptid-Auftrennung mit Diinnschichtchromatographie oder
HPLC gefolgt von einer Phosphoaminosdureanalyse oder Sequenzierung mit dem Edmann-
Abbau). Nachteil dieser Methode ist, dass Phosphorylierungsstellen mit einer grof3en
Dephosphorylierungsrate (turnover) schwierig nachzuweisen sind. Erschwerend kann auch
die Identifikation und exakte Zuordnung von mehreren Phosphorylierungsstellen sein, wenn
diese dicht zusammenliegen (Holmberg et al., 2002). Ein vielversprechendes Potential fiir die
Phosphorylierungskartierung von Phosphoproteinen haben Methoden der Massen-
spektrometrie, da diese eine hohe Sensitivitit aufweisen. Die hierzu nétige instrumentelle
Analytik stand aber bei Aufnahme der Arbeiten nicht zur Verfiigung. Hinzu kommt, dass trotz
methodischer Fortschritte in der Anreicherung von Phosphopeptiden, die Analyse
regulatorischer Phosphorylierungen mit der Massenspektrometrie schwierig ist, da die
signalabhéngig-phosphorylierten Spezies eines Proteins oft nur einen geringen Anteil an der
Gesamtmenge des Proteins ausmachen (Oda et al., 2001).

Fiir die Identifizierung neuer Phosphorylierungsstellen wurden daher Peptid-Arrays, die den
Sequenzbereich von p65 durch 15mere Peptide abdecken, eingesetzt. Im Gegensatz zu
konventionellen proteinanalytischen Methoden erfordert diese Methode keine umfangreiche
instrumentelle Analytik wie bei der Massenspektrometrie und sie fithrt sehr schnell zu
Ergebnissen. Mit dieser Methode wurden die neuen, putativen Phosphorylierungsstellen
Thr308 und Ser468 entdeckt (Abb. 3.16, Abb. 3.17). Die Eignung des Verfahrens fiir die
Fragestellung konnte dabei mit den partiell-aufgereinigten Kinasen 1-3 evaluiert werden.

Dabei konnten die zuvor in Festephasen-Kinaseassays bestimmten Substratspezifititen fiir
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alle drei Kinasen bestitigt werden, wobei die Qualitit des Ergebnisses stark von der
spezifischen Aktivitit der Kinase, den katalytischen Eigenschaften und von dem Anteil
anderer Proteine oder Substanzen abhing. Fiir Kinase 1 konnte sehr deutlich Ser536 als
Phosphorylierungsstelle mit dieser Methode identifiziert werden, bei den Kinasen 2 und 3
zeigten die Peptid-Spots mit den jeweiligen Phosphorylierungstellen Ser536 und Ser529
ebenfalls eine signifikante Intensitdt, allerdings zeigten auch noch andere Peptid-Spots eine
deutliche Intensitét, was die eindeutige Bestimmung erschwerte (Abb. 3.15). Dies kann auf
eine geringere spezifische Aktivitit beider Enzyme oder deren katalytischen Eigenschaften
zuriickzufiihren sein, da die detektierte Phosphorylierung nicht allzu stark war. Storend war,
dass viele Peptid-Spots relativ hohe Intensititen aufwiesen, ohne dass dies auf
Phosphorylierungen von Serinen, Threoninen oder Tyrosinen zuriickzufiihren war. Obwohl
jeder Array vor der Exposition einer stringenten Waschprozedur u.a. mit einem stark
proteindenaturierenden Puffer (8 M Harnstoff, 1% (w/v) SDS, 0,5% (v/v) B-Mercaptoethan-
ol) unterzogen wurde, wurde von vielen Peptid-Spors radioaktives Material gebunden.
Insbesondere sehr stark basische Peptide =zeigten vermutlich aufgrund ionischer
Wechselwirkungen eine sehr hohe Affinitit zu y->*P-ATP oder Phosphat und dies fiihrte so
trotz sehr stringenter Waschschritte mit hochkonzentrierten ATP- und Kochsalzlosungen zu
falsch-positiven  Ergebnissen, wie das Kontrollexperiment mit den mutierten
Referenzpeptiden zeigte. Zusitzlich scheinen aber auch endogene Proteine, Peptide oder
niedermolekulare Substanzen, die wihrend der Kinasereaktionen phosphoryliert werden oder
nicht-kovalent radioaktives ATP/Phosphat binden, hoch affin mit den Peptiden in den Spots
zu interagieren. So konnen die unspezifischen Signale in den Peptid-Array-Experimenten der
Kinasen 2 und 3 nicht alleine auf die Bindung von **P-ATP/-Phosphat zuriickgefiihrt werden,
da in dem Experiment mit Kinase 1 derartiges nicht beobachtet wurde.

Peptid-Arrays werden schon seit einiger Zeit fiir immunologische Fragestellungen (Epitop-,
Paratop-Kartierungen) oder zur Charakterisierung linearer Bindungsstellen in Proteinen
eingesetzt  (Frank, 2002). Grundsdtzlich ist die Peptid-Array-Methode  zur
Phosphorylierungskartierung von Proteinen geeignet, wie die Ergebnisse zeigen. Der Vorteil
dieser Methode ist, dass mit ihr ohne einen groen instrumentellen Aufwand sehr schnell
potentielle Phosphorylierungsstellen ermittelt werden konnen. Die Nachteile dieser Peptid-
Array-Methode sind die beschriebenen unspezifischen Bindungsreaktionen und die sehr
hohen Synthesekosten der Peptid-Arrays, wodurch die Anzahl der Experimente limitiert ist.
Daher war es nicht moglich, festzustellen, ob die ermittelten Aminosduren Thr308 und Ser468

reguliert phosphoryliert werden. Zusétzlich sind solche primiren Ergebnisse immer mit einer



4. Diskussion 126

gewissen  Unsicherheit behaftet, da die Phosphorylierung eines Peptides in-vitro nur
eingeschriankt auf das gefaltete Protein in-vivo libertragbar ist. Denn das Peptid liegt sehr
wahrscheinlich in einer anderen Konformation vor als der entsprechende Bereich im Protein
und ist moglicherweise nicht fiir die Proteinkinase zugénglich. Mit einer Analyse der
Losungsmittelzugénglichkeit anhand von Strukurdaten oder Hydrophobizitétsprofilen, wie sie
in dieser Arbeit fiir die putativen Phosphorylierungsstellen Thr308 und Ser468 durchgefiihrt
wurde (Tab. 3.3 und Abb. 3.18), kann diese Problematik ndher analysiert und die
physiologische Relevanz dieser potentiellen Phosphorylierungsstellen besser vorhergesagt
werden.

Auf der anderen Seite wird die Substratspezifitdt vieler Proteinkinasen zusitzlich zu der
Aminossdure-Sequenz in direkter Umgebung der Phosphorylierungsstelle von anderen
Kontaktstellen (docking-sites), die mit der Kinase interagieren und von der
Phosphorylierungsstelle sehr weit entfernt liegen konnen, beeinflusst (Biondi ef al., 2003). In
vielen Féllen aber werden Peptidsubtrate fiir eine Vielzahl von Proteinkinasen erfolgreich
eingesetzt, so dass die Verwendung von Peptiden und Peptid-Arrays fiir die Identifizierung
von Phosphorylierungsstellen gerechtfertigt ist.

Mit Festphasen-Kinaseassays wurde zunichst versucht, die primidren Daten aus den Peptid-
Array-Experimenten beziiglich der Phosphorylierung von Thr308 und Ser468 zu
reproduzieren. Aullerdem sollte festgestellt werden, ob diese Aminosduren IL-1a-abhingig
phosphoryliert werden (Abb. 3.19). Aus Kostengriinden war es nicht mdglich, ein
aussagekriftiges Peptid-Array-Experiment zur Kontrolle der in Abb. 3.16 und 3.17
vorgestellten Ergebnisse mit Extrakten aus unstimulierten Zellen durchzufiihren. Daher ist
nicht bekannt, inwieweit die ermittelten Aminosduren reguliert oder konstitutiv
phosphoryliert werden. Weder die T308A-Mutation noch die S468A-Mutation hatte einen
nennenswerten Einfluss auf die Gesamtphosphorylierung der verwendeten Substratproteine.
Eine denkbare Erkldrung hierfiir ist, dass die gewéhlten Stimulationsbedingungen (IL-1a, 10
min) nicht den maximalen Stimulus fiir die entsprechenden Proteinkinasen darstellen und die
Phosphorylierungen an diesen Positionen daher nicht reguliert waren oder aber dass
gegeniiber anderen stimulierten Phosphorylierungen, wie z.B. an Ser536, diese
Phosphorylierungen nicht ins Gewicht fielen. Das AusmaBl  der IL-la-abhidngigen
Phosphorylierung der S468A/S529A/S536A-Dreifachmutante war sogar stirker als in der
Doppelmutante S529A/S536A. Als Ursache hierfiir konnten strukturelle Effekte infolge der
S468 A-Mutation in Frage kommen, die die kinetischen Parameter des Substrates verdndern.

Ein interessanter Befund war, dass auch noch das Substratprotein mit der Dreifachmutation
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S468A/S529A/S536A deutlich IL-la-reguliert phosphoryliert wurde. Demnach gibt es
moglicherweise im C-terminalen Bereich neben den bekannten Phosphorylierungsstellen
Ser529, Ser536 und der potentiellen Phosphorylierungsstelle Ser468 noch weitere
Aminosduren, die IL-la-reguliert phosphoryliert werden. Eine Beteiligung von
Proteinkinase CaMK 1V, die p65 an Ser535 phosphoryliert, an dieser IL-la-regulierten
Phosphorylierung kann ausgeschlossen werden, da diese Kinase in Hela-Zellen nicht
exprimiert wird (Jang et al., 2001; Bae et al., 2003). Ein Grund dafiir, dass in allen bisher
durchgefiihrten Experimenten kein deutlicher Effekt auf die Phosphorylierung der Mutanten
T308A und S468A festgestellt worden ist, konnte sein, dass die maximalen Stimuli fiir beide
Phosphorylierungen nicht bestimmt werden konnten. Ein maximaler biologischer Effekt der
Mutationen ist aber bei funktionellen Untersuchungen nur dann zu erwarten, wenn der
Wildytp maximal phosphoryliert ist. In nachfolgenden Untersuchungen muss daher zunéchst
untersucht werden, ob beide Aminosduren in-vivo tatsichlich phosphoryliert werden und ob
IL-1a iiberhaupt die Phosphorylierung dieser Aminosduren reguliert, oder ob andere Stimuli
diese stirker induzieren. Phospho-spezifische Antikorper stellen hierbei ideale Werkzeuge zur
Analyse der Stimulationsbedingungen dar, da hiermit selektiv die Induktion und Kinetik einer

bestimmten Phosphorylierung analysiert werden kann.



4. Diskussion 128

4.4 Funktionelle Charakterisierung der Mutanten S281A, T308A und
S468A

4.4.1 Funktionelle Charakterisierung der T308A-Mutante

Da Thr308 sehr nahe an der Kernlokalisierungssequenz von p65 (AS 301-304) liegt, konnte
eine Phosphorylierung an Thr308 die Kerntranslokation beeinflussen (s. Abb. 4.3).

Kernlokalisierungssequenz
1

(301)KRKRTYEIFKSIMKK(315)

FXXOD FXXDD
1 1
(461)AVFTDLASVDNSEFQQLLN(476)
—mm e e - HHH-- - Sekundérstrukturvorhersage

Abb. 4.3: Sequenzbereiche um Thr308 und Ser468
Thr308 und Ser468 wurden unterstrichen. Fiir den Sequenzbereich Ser468 ist das Ergebnis einer

Sekundarstrukturanalyse mit JPred (Cuff et al., 1998) dargestellt (H: a-Helix). FXX®®: putative TAFII31-
Bindungsmotive.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente beziiglich einer Regulation der
Kerntranslokation durch eine Phosphorylierung an  Thr308 fiihrten aber zu keinen
aussagekriftigen Resultaten (Abb. 3.21): Nach Uberexpression der T308A-Mutanten von p65
und GFP-p65 in p65-defizienten MEF-Zellen bzw. HelatTA-Zellen konnten  keine
Unterschiede in der nukledren Translokation im Vergleich zum jeweiligen Wildtyp (Abb. 3.21
B, Abb. 3.22 B) detektiert werden. Eine Regulation des Kerntransportes durch
Phosphorylierungen wire dann moglich, wenn die entsprechende Phosphorylierung zu
verdanderten Interaktionen mit Proteinen, die am Kerntransport von p65 beteiligt sind, fiihrt.
Denkbar wire z.B. die Modulation der IkB-Wechselwirkung oder der Interaktionen mit
Proteinen der Kernporen und Karyophorinen wie Importin-o. bzw. -B. Eine Uberexpression
der zu untersuchenden Proteine fiihrt aber, wie hier gezeigt, zu iiberhohten zelluldren
Konzentrationen, und dies konnte zu einer Ubersittigung der Bindungsstellen dieser
Interaktionspartner fiithren. Ein limitierender oder inhibierender Einfluss dieser Komponenten
wire dann nicht mehr feststellbar. Bei den iiberexprimierten p65-Formen konnte dies der Fall
sein. So war ein Unterschied in der Kerntranslokation zwischen dem Wildtyp und der T308A-
Mutante in der signalabhingigen Kerntranslokation nicht erkennbar. Dennoch war eine

Abnahme beider Proteine im Cytosol feststellbar (Abb. 3.21 B). Um aussagekriftige Daten
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iiber eine Regulation des Kerntransportes durch eine Phosphorylierung an Thr308 zu erhalten,
ist eine Optimierung der Versuchsbedingungen erforderlich (z.B. Kinetikmessungen an
einzelnen Zellen mit einer geringeren Expressionsrate von GFP-p65 oder die Hemmung der
konstitutiv nukledren Translokation der {berexprimierten p65-Formen durch eine
Koexpression mit [kB)

Bei einer Analyse der nukledren Translokation von p65-Mutanten kommt erschwerend hinzu,
dass durch die Dimerisierung mit endogenen NF-kB-Untereinheiten, der Effekt der Mutation
vermindert werden konnte. Die Verwendung der p65-defizienten MEF-Zellen konnte, sofern
nicht auch andere NF-kB-Untereinheiten einen kompensierenden Einfluss haben, die
Aussagekraft verbessern. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass aufgrund der
festgestellten Limitationen der hier gezeigten Experimente eine phosphorylierungsabhingige
Modulation der Kerntranslokation von p65 nicht festgestellt, aber auch nicht ausgeschlossen
werden konnte. Um diesen Sachverhalt eingehender zu untersuchen, ist aber eine Optimierung
der bisherigen Methode oder der Einsatz anderer Techniken erforderlich.

Neben einer Regulation des Kerntransportes konnte die Region um Thr308 auch die
Transkription beeinflussen, da gezeigt wurde, dass eine Phosphorylierung an Ser311 durch
PKCL  die Interaktion mit dem Koaktivator CBP/p300 reguliert und damit die
transkriptionelle Aktivitdt von p65 steuert (Duran ef al., 2003).Tatsdchlich konnte in einem
ersten Reportergen-Assay ein drastischer Effekt der T308A-Mutation auf die IL-la-
abhingige transkriptionelle Aktivitit von NF-kB in p65-defizienten MEF-Zellen festgestellt
werden. In HelatTA-Zellen konnte hingegen keine Reduktion der transkriptionellen Aktivitét
dieser Mutante im Vergleich zum Wildtyp gemessen werden (Abb. 3.21, 3.22). Diese Diskre-
panz ist sehr wahrscheinlich auf den Einfluss des endogenen p65 zuriickzufiihren.

Ein direkter Effekt der Mutation T308A auf die DNA-Bindung in-vitro konnte ebenfalls
nicht nachgewiesen werden, wie das EMSA-Experiment in Abb. 3.20 zeigte. Dabei muf3
allerdings berticksichtigt werden, dass Alanin-Mutationen nur eine eingeschrinkte
Aussagekraft haben, sofern die mutierten Proteine in-vitro translatiert werden. Ein
signifikanter Unterschied zwischen dem Wildtyp und den Mutanten wiirde erst nach
Expression und Stimulation in-vivo sichtbar werden, weil erst dann der Wildtyp in der
phosphorylierten ~ Form  vorliegt.  Alternativ.  kdnnte die Untersuchung  mit
phosphomimetischen Mutanten diese Ergebnisse vervollstindigen. Eine andere Moglichkeit
wire, die Proteine in-vitro zu phosphorylieren. Doch hierzu miiite zuvor die entsprechende
Proteinkinase identifiziert werden. Die Alanin-Mutanten kdnnten aber durchaus geeignet sein,

um festzustellen, ob die entsprechenden Aminoséuren in Bereichen liegen, die die DNA-
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Bindung beeinflussen. Eine Alanin-Mutante konnte sich in solchen Fillen sehr wohl sensitiv
verhalten. Vor diesem Hintergrund scheint eine Phosphorylierung an Thr308 die DNA-
Bindung von p65 nicht zu beeinflussen.

Da die in der Kernlokalisierungssequenz gelegenen Aminosiuren Lys 301, Arg 302, und Arg
304 auch an der Bindung von IkBf an p65 beteiligt sind (Malek et al., 2003), konnte eine
Phosphorylierung an dem benachbarten Thr308 auch diesbeziiglich einen Einflul haben. In
zukiinftigen Untersuchungen konnte daher ndher untersucht werden, ob eine
Phosphorylierung an dieser Position die Bindung von CBP/p300, IkB oder auch
Karyophorinen reguliert. Essentiell fiir eine weitere funktionelle Untersuchung sowohl in-
vitro als auch in-vivo ist die Identifizierung der an Thr308 phoshorylierenden Kinase. Die
Kenntnis der zugehorigen Kinase und der damit verbundenen Signalwege und Stimuli wiirde

es erlauben, selektiver Effekte infolge der T308 A-Mutation zu untersuchen.

4.4.2 Funktionelle Charakterisierung der S468A-Mutante

Die funktionelle Charakterisierung der S468A-Mutante ergab, dass beziiglich
Kerntranslokation = und DNA-Bindungsaffinitit kein Unterschied zur Wildtyp-Form
festgestellt werden konnte (Abb. 3.22 B und Abb. 3.20). Demnach scheint eine
Phosphorylierung an dieser Position, diesbeziiglich keinen direkten EinfluB3 zu haben. Diese
Aussage unterliegt aber den bereits hinsichtlich der T308A-Mutante ausfiihrlich
beschriebenen Einschrankungen. Eine Regulation der nukledren Translokation kann daher
nicht ganz ausgeschlossen werden. Interessant hierbei ist, dass Ser468 in der Néhe zu einer
putativen Kernexportsequenz (AS 436-445) liegt (Harhaj et al, 1999) liegt. Eine
Phosphorylierung an dieser Position konnte moglicherweise Effekte auf diese
Kernexportsequenz ausiiben. Wie im Falle von Thr308 sind fiir die abschlieBende
Beurteilung einer moglichen Regulation des Kerntransportes durch Ser468 methodisch
optimierte Experimente erforderlich.

Moglicherweise reguliert aber eine Phosphorylierung an Ser468 die IL-lo-abhédngige
transkriptionelle Aktivitit von p65, wie ein erstes Experiment mit p65”-MEF-Zellen zeigte
(Abb. 3.22 A). Besonders interessant dabei ist, dass Ser468 in der zweiten
Transaktivierungsdomédne (TA2) von p65 liegt. Ser 468 liegt zwischen zwei
Sequenzbereichen (AS 463-467 und AS 474-478), die das TAFII31-Bindungsmotiv FXX®®
. enthalten. Wie das Ergebnis einer Sekundérstrukturvorhersage mit dem Programm

Jpred (Cuff et al., 1998) zeigt, nimmt der Bereich von AS 474-478 sehr wahrscheinlich eine

a-helikale Konformation ein und erfiillt somit die strukturelle Vorraussetzung fiir ein
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TAFII31-Bindungsmotiv (Abb. 4.3, s. S. 128). Es wurde berichtet, das der Bereich von AS
442-470 von p65 fiir die starke transkriptionelle Aktivitdt von TA2 nach Stimulation mit
PMA notwendig war und dies mit einer Phosphorylierung korrelierte (Schmitz et al., 1995).
Bei dieser Phosphorylierungsstelle konnte es sich sehr wahrscheinlich um Ser468 handeln, da
in dieser Region mit Ser468 nur vier phosphorylierbare Aminosduren vorhanden sind. In in-
vivo-Kompetetionsexperimenten konkurrierten beide Transaktivierungsdoménen sowie die
Transaktivierungsdomédne von VP16 offenbar um den gleichen Koaktivator (Schmitz et al.,
1991). Daher liegt die Vermutung nahe, dass es sich bei diesem Koaktivator ebenfalls um
TAFII31 handelt und dass Ser468 die Rekrutierung von TAFII31 in TA2 in dhnlicher Weise
wie Ser536 in TAI1 reguliert. Demnach konnte p65 zwei, voneinander unabhéngige, durch
Phosphorylierungen regulierte TAFII31-Bindungsmotive enthalten. Durch zwei Bindungs-
motive, die moglicherweise durch verschiedene Signalwege reguliert werden, erhoht sich die
Anzahl an mdoglichen Stimuli und Signalwegen, die zu einer transkriptionellen Aktivierung
von p65 fiihren. Die verschiedenen Stimuli bzw. Signalwege aktivieren dann entweder TA1
(Ser536) oder TA2 (Ser468), doch bewirkt dies immer eine erhohte TAFII31-Rekrutierung.
Mit geeigneten p65-Konstrukten, die verschiedene Ser468-Mutanten enthalten, konnte die
Interaktion zwischen TAFII31 und p65 in Abhidngigkeit einer Phosphorylierung ndher
untersucht werden.

Interessant ist, dass es sich bei Ser468 um eine potentielle Phosphorylierungsstelle fiir GSK3
handelt, wie aus einer Vorhersage mit dem Programm NetPhos (Blom. et al., 1999)
hervorgeht. Hinzu kommt, dass GSK3p den C-Terminus von p65 phosphorylieren kann
(Schwabe et al., 2002). Unklar ist dabei allerdings, ob eine Phosphorylierung an Ser468 durch
GSK3p eine Praphosphorylierung an der C-terminalen +4-Position erfordert, da dies in der
Regel die katalytische Effizienz von GSK3f um das hundert- bis tausendfache erhoht (Fiol et
al., 1987). In GSK3pB-defizienten Maus-Embryonen war auBBerdem die NF-kB-Aktivierung
stark vermindert (Hoeflich et al., 2000), so dass GSK3p fiir den NF-kB-Signalweg durchaus

eine wichtige Funktion auszuiiben scheint.

4.4.2 Funktionelle Charakterisierung der S281A-Mutante

Von besonderem Interesse war auch die funktionelle Charakterisierung der Mutante von
Ser281 in p65, die paralell mit den Mutanten T308A und S468A untersucht wurde, da die
homologe Mutation in dem Drosophilia-Protein Dorsal den Kerntransport beeintriachtigte
(Drier et al., 1999). Die Untersuchung der Mutante S281A fiihrte zu dem Ergebnis, dass die

Expression nach transienter Transfektion in HelatTA-Zellen stark vermindert war (Abb. 3.21).
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Ein geringfligiger nukledrer Kerntransport nach IL-la-Stimulation fand jedoch statt (s.
Cytosole). In p65-defizienten MEF-Zellen war die Expression dieser Mutante aber der des
Wildtypes vergleichbar, wobei in den IL-1a-stimulierten Zellen die detektierte Proteinmenge
etwas kleiner war. Eventuell ist diese Diskrepanz durch =zelltyp-spezifische Faktoren
erklarbar. Auflerdem war die DNA-Bindung der S281A-Mutante und die transkriptionelle
Aktivitit in p65-defizienten MEF-Zellen drastisch vermindert (Abb. 3.20 und Abb. 3.22 A).
Diese Ergebnisse deuten auf eine Destabilisierung von p65 durch diese Mutation hin.
Wihrend der Arbeiten an dieser Mutante erschien eine Studie (Maier et al., 2003), in der
nahezu die gleichen Resultate beschrieben wurden. Dort wurde berichtet, dass die Expression
der S281A-Mutante in NIH 3T3-Zellen sehr gering war und in den Kernextrakten dieser
transfizierten Zellen konnte ebenfalls keine DNA-Bindung mehr nachgewiesen werden.
Zusitzlich wurde gezeigt, dass die transkriptionelle Aktivitit dieser Mutante stark reduziert
war. Aullerdem wurde in der oben genannten Studie gezeigt, dass die phosphomimetische
S281E-Mutante, bei der das Serin durch ein Glutamat ausgetauscht wurde, sich genauso wie
die S281A-Mutation verhielt. Danach erscheint eine Phosphorylierung von Serin-281 sehr
unwahrscheinlich. Die Analyse der erstellten Strukturmodelle (s. Abb. 3.23 und Abb. 3.24B)
konnte hierfiir eine Erklarung liefern. Serin-281 in p65 und das homologe Serin-317 in Dorsal
konnten aufgrund der moglichen Beteiligung an einem Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerk
essentiell zur strukturellen Stabilitdt der Faltblattstruktur in der Dimerisierungsdoméine
beitragen. Durch den Alanin-Austausch wird das Protein destabilisiert und wird nach
Expression in einigen Sdugerzelllinien vorzeitig degradiert. Die homologe S317A-Mutante
von Dorsal fithrt in Drosophila zu einem verminderten nukledren Import und zu einer
verdnderten Morphogenese in Embryonen (Drier ef al., 1999). Dieser Funktionsverlust kdnnte
ebenfalls durch einen Aktivitdtsverlust infolge von Destabilisierung erklérbar sein. Fraglich
ist vor diesem Hintergrund, ob Serin-317 in Dorsal iiberhaupt phosphoryliert wird. In der
Originalpublikation, in der die Phosphorylierung von Serin-317 postuliert wurde, wurde
berichtet, dass die S317A-Mutante im Westernblot eine verdnderte elektrophoretische
Mobilitdt  verglichen mit dem Wildtyp zeigt. Ein direkter Nachweis einer
Phosphosphorylierung von Serin-317 mit einem phosphospezifischen Antikérper oder durch
einen Kinaseassay wurde aber nicht gezeigt (Drier ef al., 1999). Die in der Literatur und in
dieser Arbeit beschriebenen Effekte einer S281A-Mutation in p65 bzw. der S317A-Mutation
in Dorsal konnen deswegen auch durch eine Destabilisierung der Proteinstruktur erklért

werden. Auch wegen der geringen Losungsmittelzuginglichkeit beider Aminosduren ( Serin-
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281 in p65: 1,12-2,45%; Serin-317 in Dorsal: 1,22%) erscheint eine Phosphorylierung eher

unwahrscheinlich.
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5. Zusammenfassung der Ergebnisse und Ausblick

Die Aktivitit der NF-kB-Untereinheit p65 wird maBgeblich durch Phosphorylierungen
reguliert. In dieser Arbeit konnte mittels Anionenaustauschchromatographie eine unbekannte
Proteinkinase (Kinase 1) entdeckt werden, die IL-la-abhidngig Serin-536 in p65
phosphoryliert. Bis zum jetzigen Zeitpunkt war nur IKKf in der Literatur als physiologisch
relevante Kinase, die Serin-536 phosphoryliert, ndher untersucht worden. Die aus diesem
ersten Befund abgeleitete Hypothese, nach der andere Proteinkinasen wie z.B. Kinase 1
neben  IKK(B in-vivo einen wichtigen Anteil an der IL-la-induzierten Serin-536-
Phosphorylierung haben, konnte durch mehrere Befunde untermauert werden. Alle
verwendeten Methoden zur Hemmung der IKK[B-Aktivitit in-vivo (Suppression mit siRNA,
Uberexpression dominant-negativer Mutanten, Hemmung mit dem spezifischen Inhibitor SC-
514) fithrten nur zu einer partiellen Hemmung der IL-la-abhéngigen Serin-536-
Phosphorylierung.

Dariiberhinaus konnten in dieser Arbeit Daten présentiert werden, die der Serin-536-
Phosphorylierung eine aktivierende Funktion beziiglich der transkriptionellen Aktivitdt von
p65 zuweisen. Nach den vorliegenden Daten konnte ein Modell postuliert werden, wonach
eine Phosphorylierung an Serin-536 die Interaktion mit dem Korepressor AES inhibiert und
dadurch die Bindung des Koaktivators TAFII31 ermoglicht. Dieser Mechanismus konnte
somit die festgestellte Erhohung der transkriptionellen Aktivitit von p65 infolge einer
Phosphorylierung an Serin-536 erkléren.

Da nach den hier priasentierten Daten die Phosphorylierung an Serin-536 sehr wichtig fiir die
transkriptionelle Aktivitdt ist, ist die Identifizierung aller Serin-536-phosphorylierenden
Kinasen von besonderem Interesse. Die Identifizierung von Kinase 1 wiirde es ermoglichen,
den genauen Anteil dieser Kinase an der Serin-536-Phosphorylierung in-vivo mit den gleichen
Methoden, wie sie fiir IKK3 verwendet wurden, fiir verschiedene Stimuli zu charakterisieren.
Mit der beschriebenen Anionenaustauschchromatographie ist flir eine weitere Aufreinigung
von Kinase 1 die experimentelle Grundlage geschaffen worden. Noch ungeklért ist, ob
TBKI1, die in der Literatur auch als Serin-536-phosphorylierende Kinase beschrieben wurde,
einen physiologisch relevanten Einfluss auf diese Phosphorylierung hat. Bei zukiinftigen
Untersuchungen der induzierten Serin-536-Phosphorylierung sollte daher auch der Einfluss
von TBK1 analysiert werden. Die induzierte Phosphorylierung an Serin-536 von p65 scheint,
wie die Daten aus dieser Arbeit und die in der Literatur nahe legen, eine wichtige Rolle als

Konvergenz- und Integrationspunkt bei der Regulation der NF-kB-Aktivitit zu spielen.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde zudem versucht, neue Phosphorylierungsstellen in p65 mit
Hilfe eines Peptid-Arrays zu identifizieren. Hierbei konnten die zwei putativen
Phosphorylierungsstellen ~ Threonin-308 und  Serin-468  ermittelt werden. Erste
Untersuchungen zeigen, dass diese Phosphorylierungen die transkriptionelle Aktivitdt in
Abhingigkeit von IL-1o beeinflussen konnten. Allerdings mufl dieser Befund noch durch
weitere Experimente reproduziert werden. Unklar ist ebenfalls noch die genaue Kinetik dieser
Phosphorylierungen. In Kinaseassays mit rekombinanten Substrat war es bisher nicht moglich
eine signifikante Phosphorylierung an diesen Positionen selektiv zu messen, da p65 mehrfach
phosphoryliert wird. Ideale Werkzeuge fiir die selektive Analyse von einzelnen
Phosphorylierungen  stellen phospho-spezifische Antikdrper dar. So war die genaue,
spezifische Charakterisierung der Serin-536-Phosphorylierung erst durch die Verfiigbarkeit
eines hochspezifischen Antikorpers fiir diese Phosphorylierung moglich. Mit Hilfe solcher
Antikorper konnte es gelingen, die Stimuli, die zu einer maximalen Phosphorylierung an
diesen Positionen filihren, zu bestimmen. Damit wire die experimentelle Grundlage fiir die
Identifizierung der zugehorigen Kinasen und eine weitere funktionelle Analyse in-vivo gelegt.
In der Literatur wurde berichtet, dass die Kinase GSK33 p65 an einer unbekannten Position
phosphoryliert. Da Serin-468 eine potentielle GSK3-Phosphorylierungsstelle darstellt, liegt es
nahe, zunéchst zu tlberpriifen, ob diese Kinase an Serin-468 phosphoryliert. Serin-468 liegt
auflerdem in der Nihe zu einem potentiellen Bindungsmotiv fiir den Koaktivator TAFII31. In
nachfolgenden Untersuchungen sollte daher, dhnlich wie es im Rahmen dieser Arbeit fiir die
Serin-536-Phosphorylierung geschehen ist, iiberpriift werden, ob eine Phosphorylierung von
Serin-468 die Interaktion von p65 mit TAFII31 beeinflussen kann.

Schwierigkeiten bereitete die Analyse des Kerntransportes. Aufgrund der Uberexpression
zeigten sowohl die an den Phosphorylierungstellen mutierten Proteine als auch die Wildtyp-
Form bereits eine hohe konstitutive Kerntranslokation. Fiir eine genaue Analyse der
Transportkinetik miissen daher die experimentellen Bedingungen (z.B. Koexpression mit [k B-
Protein) optimiert werden.

Ein weiterer wichtiger Befund dieser Arbeit stellt die festgestellte Instabilitdt einer Alanin-
Mutante von Serin-281 in p65 dar. Dies stand in Ubereinstimmung mit in der Literatur
verdffentlichten Daten. Die genaue Analyse der Struktur von p65 und eines erstellten
Strukturmodells des Drosophilia Homologon Dorsal ergaben, dass Mutationen an den
jeweiligen homologen Serinen die Tertdrstrukturen beider Proteine durch Eliminierung von
Wasserstoftfbriickenbindungen destabilisieren konnten. Die Hemmung des in einer Studie

beschriebenen Kerntransportes durch die homologe Mutation in Dorsal konnte
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moglicherweise dadurch erklart werden. Die vorhergesagte Instabilitdt der S281A-Mutante in
p65 und auch die der homologen Mutante in Dorsal koénnte durch weitere Untersuchungen
(Analyse der Proteinfaltung mit CD-Spektroskopie, Stabilititsuntersuchungen mit
Denaturierungsexperimenten usw.) iberpriift werden. Abb. 5.1 fasst die beziiglich der

phosphorylierungabhingigen Regulation von p65 erhaltenen Befunde noch einmal zusammen.

IL-1o. basale
Transkriptionsmaschinerie
Kinase 1, IKKB, TBK1  ps ol
TAFII31
65
P NLS ® ss36
1 RHR I TA2 |TA1-551

®

T308 2 ®<8 ?
\ GSK3p ?
kB ?

Koaktivatoren, Karyophorine ?
Korepressoren ?

Abb. 5.1: Zusammenfassung der Befunde

Dargestellt sind alle im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Befunde beziiglich phosphorylierungabhingiger
Regulationsmechanismen von p65 und den daraus abgeleiteten Hypothesen (7). Neben IKKB und TBKI1
phosphoryliert Kinase 1 Serin-536, was die Interaktion mit AES und TAFII31 reguliert. Eine Phosphorylierung
an Serin-468 (moglicherweise durch GSK3p) konnte ebenfalls die Interaktion mit TAFII31 beeinflussen. Eine
Phosphorylierung an T308 konnte aufgund der Position dieser Aminosdure die Interaktion mit IkB,
Koaktivatoren/-repressoren oder Karyophorinen regulieren.

Abk.: RHR: Rel-Homologie-Region, NLS: Nukleédre Lokalisierungssequenz.
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6. Anhang

6.1 Sequenzdaten der Peptid-Arrays

Bereich AS 354-551 mit mutierten Referenzpeptiden (Abb. 3.15):

Spot
A1
A2
A3
A4
A5
A6
A7
A8
A9

A10

A11

A12

A13

A14

A15

A16

A17

A18

A19

A20

A21

A22

A23

A24

A25
B1
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9

B10
B11
B12
B13
B14
B15
B16
B17

AS-Pos.-Anfang
354
357
360
363
366
369
372
375
378
381
384
387
390
393
396
399
402
405
408
411
414
417
420
423
426
429
432
435
438
441
444
447
450
453
456
459
462
465
468
471
474
477

AS-Sequenz

SLSTINYDEFPTMVF
TINYDEFPTMVFPSG
YDEFPTMVFPSGQIS
FPTMVFPSGQISQAS
MVFPSGQISQASALA
PSGQISQASALAPAP
QISQASALAPAPPQV
QASALAPAPPQVLPQ
ALAPAPPQVLPQAPA
PAPPQVLPQAPAPAP
PQVLPQAPAPAPAPA
LPQAPAPAPAPAMVS
APAPAPAPAMVSALA
PAPAPAMVSALAQAP
APAMVSALAQAPAPV
MVSALAQAPAPVPVL
ALAQAPAPVPVLAPG
QAPAPVPVLAPGPPQ
APVPVLAPGPPQAVA
PVLAPGPPQAVAPPA
APGPPQAVAPPAPKP
PPQAVAPPAPKPTQA
AVAPPAPKPTQAGEG
PPAPKPTQAGEGTLS
PKPTQAGEGTLSEAL
TQAGEGTLSEALLQL
GEGTLSEALLQLQFD
TLSEALLQLQFDDED
EALLQLQFDDEDLGA
LQLQFDDEDLGALLG
QFDDEDLGALLGNST
DEDLGALLGNSTDPA
LGALLGNSTDPAVFT
LLGNSTDPAVFTDLA
NSTDPAVFTDLASVD
DPAVFTDLASVDNSE
VFTDLASVDNSEFQQ
DLASVDNSEFQQLLN
SVDNSEFQQLLNQGI
NSEFQQLLNQGIPVA
FQQLLNQGIPVAPHT
LLNQGIPVAPHTTEP

AS-Pos.-Ende
368
371
374
377
380
383
386
389
392
395
398
401
404
407
410
413
416
419
422
425
428
431
434
437
440
443
446
449
452
455
458
461
464
467
470
473
476
479
482
485
488
491
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B18
B19
B20
B21
B22
B23
B24
B25
C1
C2
C3
C4
C5
C6
C7
C8
C9
C10
C11
C12
C13
C14
C15
C16
Cc17
C18
C19
C20
C21
C22
C23
C24
C25

480
483
486
489
492
495
498
501
504
507
510
513
516
519
522
525
528
531
534
537

Referenzpep.
Referenzpep.
Referenzpep.
Referenzpep.
Referenzpep.
Referenzpep.
Referenzpep.
Referenzpep.
Referenzpep.
Referenzpep.
Referenzpep.
Referenzpep.
Referenzpep.

Bereich AS 1-551 (Abb. 3.16):

Spot
A1
A2
A3
A4
A5
A6
A7
A8
A9

A10

A11

A12

A13

A14

A15

AS-Pos.-Anfang:

1

4

7
10
13
16
19
22
25
28
31
34
37
40
43

QGIPVAPHTTEPMLM 494
PVAPHTTEPMLMEYP 497
PHTTEPMLMEYPEAI 500
TEPMLMEYPEAITRL 503
MLMEYPEAITRLVTG 506
EYPEAITRLVTGAQR 509
EAITRLVTGAQRPPD 512
TRLVTGAQRPPDPAP 515
VTGAQRPPDPAPAPL 518
AQRPPDPAPAPLGAP 521
PPDPAPAPLGAPGLP 524
PAPAPLGAPGLPNGL 527
APLGAPGLPNGLLSG 530
GAPGLPNGLLSGDED 533
GLPNGLLSGDEDFSS 536
NGLLSGDEDFSSIAD 539
LSGDEDFSSIADMDF 542
DEDFSSIADMDFSAL 545
FSSIADMDFSALLSQ 548
IADMDFSALLSQISS 551
APLGAPGLPNGLLAG Referenzpep.
GAPGLPNGLLAGDED Referenzpep.
GLPNGLLAGDEDFSS Referenzpep.
GLPNGLLSGDEDFSA Referenzpep.
NGLLAGDEDFSSIAD Referenzpep.
NGLLSGDEDFSAIAD Referenzpep.
LAGDEDFSSIADMDF Referenzpep.
LSGDEDFSAIADMDF Referenzpep.
DEDFSAIADMDFSAL Referenzpep.
DEDFSSIADMDFAAL Referenzpep.
FSAIADMDFSALLSQ Referenzpep.
FSSIADMDFAALLAQ Referenzpep.
IADMDFAALLAQISS Referenzpep.
AS-Sequenz: AS-Pos.-Ende:
MDELFPLIFPAEPAQ 15
LFPLIFPAEPAQASG 18
LIFPAEPAQASGPYV 21
PAEPAQASGPYVEII 24
PAQASGPYVEIIEQP 27
ASGPYVEIIEQPKQR 30
PYVEIIEQPKQRGMR 33
EIIEQPKQRGMRFRY 36
EQPKQRGMRFRYKCE 39
KQRGMRFRYKCEGRS 42
GMRFRYKCEGRSAGS 45
FRYKCEGRSAGSIPG 48
KCEGRSAGSIPGERS 51
GRSAGSIPGERSTDT 54
AGSIPGERSTDTTKT 57
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A16
A17
A18
A19
A20
A21
A22
A23
A24
A25
B1
B2
B3
B4
BS
B6
B7
B8
B9
B10
B11
B12
B13
B14
B15
B16
B17
B18
B19
B20
B21
B22
B23
B24
B25
C1
C2
C3
C4
C5
C6
Cc7
C8
C9
Cc10
C11
C12
C13
C14
C15
C16

46
49
52
55
58
61
64
67
70
73
76
79
82
85
88
91
94
97
100
103
106
109
112
115
118
121
124
127
130
133
136
139
142
145
148
151
154
157
160
163
166
169
172
175
178
181
184
187
190
193
196

IPGERSTDTTKTHPT
ERSTDTTKTHPTIKI
TDTTKTHPTIKINGY
TKTHPTIKINGYTGP
HPTIKINGYTGPGTV
IKINGYTGPGTVRIS
NGYTGPGTVRISLVT
TGPGTVRISLVTKDP
GTVRISLVTKDPPHR
RISLVTKDPPHRPHP
LVTKDPPHRPHPHEL
KDPPHRPHPHELVGK
PHRPHPHELVGKDCR
PHPHELVGKDCRDGF
HELVGKDCRDGFYEA
VGKDCRDGFYEAELC
DCRDGFYEAELCPDR
DGFYEAELCPDRCIH
YEAELCPDRCIHSFQ
ELCPDRCIHSFQNLG
PDRCIHSFQNLGIQC
CIHSFQNLGIQCVKK
SFQNLGIQCVKKRDL
NLGIQCVKKRDLEQA
IQCVKKRDLEQAISQ
VKKRDLEQAISQRIQ
RDLEQAISQRIQTNN
EQAISQRIQTNNNPF
ISQRIQTNNNPFQVP
RIQTNNNPFQVPIEE
TNNNPFQVPIEEQRG
NPFQVPIEEQRGDYD
QVPIEEQRGDYDLNA
IEEQRGDYDLNAVRL
QRGDYDLNAVRLCFQ
DYDLNAVRLCFQVTV
LNAVRLCFQVTVRDP
VRLCFQVTVRDPSGR
CFQVTVRDPSGRPLR
VTVRDPSGRPLRLPP
RDPSGRPLRLPPVLP
SGRPLRLPPVLPHPI
PLRLPPVLPHPIFDN
LPPVLPHPIFDNRAP
VLPHPIFDNRAPNTA
HPIFDNRAPNTAELK
FDNRAPNTAELKICR
RAPNTAELKICRVNR
NTAELKICRVNRNSG
ELKICRVNRNSGSCL
ICRVNRNSGSCLGGD

60
63
66
69
72
75
78
81
84
87
90
93
96
99
102
105
108
111
114
117
120
123
126
129
132
135
138
141
144
147
150
153
156
159
162
165
168
171
174
177
180
183
186
189
192
195
198
201
204
207
210
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Cc17
C18
C19
C20
C21
C22
C23
C24
C25
D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12
D13
D14
D15
D16
D17
D18
D19
D20
D21
D22
D23
D24
D25
E1
E2
E3
E4
ES
E6
E7
E8
E9
E10
E11
E12
E13
E14
E15
E16
E17

199
202
205
208
211
214
217
220
223
226
229
232
235
238
241
244
247
250
253
256
259
262
265
268
271
274
277
280
283
286
289
292
295
298
301
304
307
310
313
316
319
322
325
328
331
334
337
340
343
346
349

VNRNSGSCLGGDEIF
NSGSCLGGDEIFLLC
SCLGGDEIFLLCDKV
GGDEIFLLCDKVQKE
EIFLLCDKVQKEDIE
LLCDKVQKEDIEVYF
DKVQKEDIEVYFTGP
QKEDIEVYFTGPGWE
DIEVYFTGPGWEARG
VYFTGPGWEARGSFS
TGPGWEARGSFSQAD
GWEARGSFSQADVHR
ARGSFSQADVHRQVA
SFSQADVHRQVAIVF
QADVHRQVAIVFRTP
VHRQVAIVFRTPPYA
QVAIVFRTPPYADPS
IVFRTPPYADPSLQA
RTPPYADPSLQAPVR
PYADPSLQAPVRVSM
DPSLQAPVRVSMQLR
LQAPVRVSMQLRRPS
PVRVSMQLRRPSDRE
VSMQLRRPSDRELSE
QLRRPSDRELSEPME
RPSDRELSEPMEFQY
DRELSEPMEFQYLPD
LSEPMEFQYLPDTDD
PMEFQYLPDTDDRHR
FQYLPDTDDRHRIEE
LPDTDDRHRIEEKRK
TDDRHRIEEKRKRTY
RHRIEEKRKRTYETF
IEEKRKRTYETFKSI
KRKRTYETFKSIMKK
RTYETFKSIMKKSPF
ETFKSIMKKSPFSGP
KSIMKKSPFSGPTDP
MKKSPFSGPTDPRPP
SPFSGPTDPRPPPRR
SGPTDPRPPPRRIAV
TDPRPPPRRIAVPSR
RPPPRRIAVPSRSSA
PRRIAVPSRSSASVP
IAVPSRSSASVPKPA
PSRSSASVPKPAPQP
SSASVPKPAPQPYPF
SVPKPAPQPYPFTSS
KPAPQPYPFTSSLST
PQPYPFTSSLSTINY
YPFTSSLSTINYDEF

213
216
219
222
225
228
231
234
237
240
243
246
249
252
255
258
261
264
267
270
273
276
279
282
285
288
291
294
297
300
303
306
309
312
315
318
321
324
327
330
333
336
339
342
345
348
351
354
357
360
363
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E18
E19
E20
E21
E22
E23
E24
E25
F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
F13
F14
F15
F16
F17
F18
F19
F20
F21
F22
F23
F24
F25
G1
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9
G10
G11
G12
G13
G14
G15
G16
G17
G18

352
355
358
361
364
367
370
373
376
379
382
385
388
391
394
397
400
403
406
409
412
415
418
421
424
427
430
433
436
439
442
445
448
451
454
457
460
463
466
469
472
475
478
481
484
487
490
493
496
499
502

TSSLSTINYDEFPTM
LSTINYDEFPTMVFP
INYDEFPTMVFPSGQ
DEFPTMVFPSGQISQ
PTMVFPSGQISQASA
VFPSGQISQASALAP
SGQISQASALAPAPP
ISQASALAPAPPQVL
ASALAPAPPQVLPQA
LAPAPPQVLPQAPAP
APPQVLPQAPAPAPA
QVLPQAPAPAPAPAM
PQAPAPAPAPAMVSA
PAPAPAPAMVSALAQ
APAPAMVSALAQAPA
PAMVSALAQAPAPVP
VSALAQAPAPVPVLA
LAQAPAPVPVLAPGP
APAPVPVLAPGPPQA
PVPVLAPGPPQAVAP
VLAPGPPQAVAPPAP
PGPPQAVAPPAPKPT
PQAVAPPAPKPTQAG
VAPPAPKPTQAGEGT
PAPKPTQAGEGTLSE
KPTQAGEGTLSEALL
QAGEGTLSEALLQLQ
EGTLSEALLQLQFDD
LSEALLQLQFDDEDL
ALLQLQFDDEDLGAL
QLQFDDEDLGALLGN
FDDEDLGALLGNSTD
EDLGALLGNSTDPAV
GALLGNSTDPAVFTD
LGNSTDPAVFTDLAS
STDPAVFTDLASVDN
PAVFTDLASVDNSEF
FTDLASVDNSEFQQL
LASVDNSEFQQLLNQ
VDNSEFQQLLNQGIP
SEFQQLLNQGIPVAP
QQLLNQGIPVAPHTT
LNQGIPVAPHTTEPM
GIPVAPHTTEPMLME
VAPHTTEPMLMEYPE
HTTEPMLMEYPEAIT
EPMLMEYPEAITRLV
LMEYPEAITRLVTGA
YPEAITRLVTGAQRP
AITRLVTGAQRPPDP
RLVTGAQRPPDPAPA

366
369
372
375
378
381
384
387
390
393
396
399
402
405
408
411
414
417
420
423
426
429
432
435
438
441
444
447
450
453
456
459
462
465
468
471
474
477
480
483
486
489
492
495
498
501
504
507
510
513
516
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G19
G20
G21
G22
G23
G24
G25
H1
H2
H3
H4
H5

Peptid-Array mit mutierten Referenzpeptiden (Abb. 3.17):

Spot

A1
A2
A3
A4
A5
A6
A7
A8
A9
A10
A11
A12
A13
A14
A15
A16
A17
A18
A19
A20
A21
A22
A23
A24
A25
B1
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9

28
28
28
28
28
28
34
34
34
34
34
34
34
52
52
52
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
97
97
112
112
121
121
202
202

505
508
511
514
517
520
523
526
529
532
535
538

AS-Pos.-Anfang

TGAQRPPDPAPAPLG
QRPPDPAPAPLGAPG
PDPAPAPLGAPGLPN
APAPLGAPGLPNGLL
PLGAPGLPNGLLSGD
APGLPNGLLSGDEDF
LPNGLLSGDEDFSSI
GLLSGDEDFSSIADM
SGDEDFSSIADMDFS
EDFSSIADMDFSALL
SSIADMDFSALLSQI
IADMDFSALLSQISS

519
522
525
528
531
534
537
540
543
546
549
552

Sequenz AS-Pos.-Ende
KQRGMRFRYKCEGRS 42
KQRGMRFRFKCEGRS 42
KQRGMRFRYKCEGRA 42
KQRGMRFRFKCEGRA 42
KQRGMRFRFKCEGRS 42
KQRGMRFRFKCEGRA 42

FRYKCEGRSAGSIPG 48
FRYKCEGRAAGSIPG 48
FRYKCEGRSAGAIPG 48
FRYKCEGRAAGAIPG 48
FRFKCEGRAAGSIPG 48
FRFKCEGRSAGAIPG 48
FRFKCEGRAAGAIPG 48
TDTTKTHPTIKINGY 66
TDTAKTHPTIKINGY 66
TDTAKAHPTIKINGY 66
TKTHPTIKINGYTGP 69
AKTHPTIKINGYTGP 69
TKAHPTIKINGYTGP 69
TKTHPAIKINGYTGP 69
TKTHPTIKINGFTGP 69
TKTHPTIKINGYAGP 69
AKTHPAIKINGYTGP 69
TKAHPAIKINGYTGP 69
TKTHPAIKINGYAGP 69
AKAHPAIKINGFTGP 69
DGFYEAELCPDRCIH 111
DGFFEAELCPDRCIH 111
SFQNLGIQCVKKRDL 126
AFQNLGIQCVKKRDL 126
VKKRDLEQAISQRIQ 135
VKKRDLEQAIAQRIQ 135
NSGSCLGGDEIFLLC 216
NAGSCLGGDEIFLLC 216

Mutation

WT
Y36F
S42A

Y36F,S42A
Y36F
vollstandig

WT
S42A
S45A

S42A, S45A
Y36F, S42A
Y36F, S45A
vollstandig

WT
T55A

T55A, T57A

WT
T55A
T57A
T60A
Y66F
T67A

T55A,T60A
T57A,T60A
T60A, T67A
vollstandig

WT

Y100F
WT
S112A
WT
S131A
WT
S203A
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B10
B11
B12
B13
B14
B15
B16
B17
B18
B19
B20
B21
B22
B23
B24
B25
C1
C2
C3
C4
C5
C6
Cc7
C8
C9
C10
C11
C12
C13
C14
C15
C16
Cc17
C18
C19
C20
C21
C22
C23
C24
C25
D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10

202
202
295
295
295
295
295
295
295
301
301
301
301
301
301
301
301
301
307
307
307
307
307
307
307
307
310
310
310
310
310
310
313
313
313
313
313
313
325
325
325
325
325
328
328
328
328
328
328
445
445

NSGACLGGDEIFLLC
NAGACLGGDEIFLLC
RHRIEEKRKRTYETF
RHRIEEKRKRAYETF
RHRIEEKRKRTFETF
RHRIEEKRKRTYEAF
RHRIEEKRKRAYEAF
RHRIEEKRKRAFETF
RHRIEEKRKRTFEAF
KRKRTYETFKSIMKK
KRKRTFETFKSIMKK
KRKRAYETFKSIMKK
KRKRTYEAFKSIMKK
KRKRTYETFKAIMKK
KRKRAFEAFKAIMKK
KRKRAYETFKAIMKK
KRKRTYEAFKAIMKK
KRKRAYEAFKSIMKK
ETFKSIMKKSPFSGP
ETFKAIMKKSPFSGP
ETFKSIMKKAPFSGP
ETFKSIMKKSPFAGP
ETFKAIMKKAPFSGP
ETFKAIMKKSPFAGP
ETFKSIMKKAPFAGP
EAFKAIMKKAPFAGP
KSIMKKSPFSGPTDP
KSIMKKSPFSGPADP
KSIMKKAPFAGPTDP
KAIMKKSPFAGPTDP
KAIMKKAPFAGPTDP
KAIMKKAPFAGPADP
MKKSPFSGPTDPRPP
MKKSPFSGPADPRPP
MKKSPFAGPADPRPP
MKKAPFSGPADPRPP
MKKAPFAGPTDPRPP
MKKAPFAGPADPRPP
RPPPRRIAVPSRSSA
RPPPRRIAVPARSSA
RPPPRRIAVPARASA
RPPPRRIAVPARSAA
RPPPRRIAVPSRAAA
PRRIAVPSRSSASVP
PRRIAVPSRSSAAVP
PRRIAVPSRSAAAVP
PRRIAVPSRASAAVP
PRRIAVPSRAAASVP
PRRIAVPARAAAAVP
FDDEDLGALLGNSTD
FDDEDLGALLGNATD

216
216
309
309
309
309
309
309
309
315
315
315
315
315
315
315
315
315
321
321
321
321
321
321
321
321
324
324
324
324
324
324
327
327
327
327
327
327
339
339
339
339
339
342
342
342
342
342
342
459
459

S205A
S203A, S205A
WT
T305A
Y306F
T308A
T305A, T308A
T305A, Y306F
Y306F, T308F
WT
Y306F
T305A
T308A
S311A
vollstandig
T305A, S311A
T308A, S311A
T305A,T308A
WT
S311A
S316A
S319A
S311A, S316A
S311A, S319A
S316A, S319A
vollstandig
WT
T322A
S316A, S319A
S311A, S319A
S311A, S316A
vollstandig
WT
T322A
S319A,T322A
S316A,T322A
S316A, S319A
vollstandig
WT
S335A
S335A, S337A
S335A, S338A
S337A, S338A
WT
S340A
S338A, S340A
S337A, S340A
S337A, S338A
vollstandig
WT
S457A
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D11
D12
D13
D14
D15
D16
D17
D18
D19
D20
D21
D22
D23
D24
D25

445
445
448
448
448
448
460
460
463
463
463
463
463
463
463

FDDEDLGALLGNSAD
FDDEDLGALLGNAAD
EDLGALLGNSTDPAV
EDLGALLGNATDPAV
EDLGALLGNSADPAV
EDLGALLGNAADPAV
PAVFTDLASVDNSEF
PAVFADLASVDNSEF
FTDLASVDNSEFQQL
FADLASVDNSEFQQL
FTDLAAVDNSEFQQL
FTDLASVDNAEFQQL
FADLAAVDNSEFQQL
FADLASVDNAEFQQL
FTDLAAVDNAEFQQL

459
459
462
462
462
462
474
474
477
477
477
477
477
477
477

T458A
S457A, TA58A
WT
S457A
T458A
S457A, TA58A
WT
T464A
WT
T464A
S468A
S472A
T464A, S468A
T464A, S472A
S468A, S472A



6. Anhang

145

6.2 Sequenzalignment von Dorsal, Gambif und c-rel fiir die
Homologiemodellierung

Fiir die Homologiemodellierung von Dorsaly7.324 (Abschnitt 3.4.7) wurde folgendes Struktur-

Alignment der Ketten A in den Dateien 1gji.PDB (c-rel) und 1bvo.PDB (Gambif) verwendet:

dorsal
1gjin
1bvohA

dorsal
1gjin
1bvon

dorsal
1gjin
1bvoA

dorsal
1gjin
1bvoA

dorsal
1gjin
1bvoA

dorsal
1gjin
1bvoA

51
11
L2

181
61
182

158
189
152

199
157
288

246
286

206
251

ITEQPAGKAL
IFEQPRQRGH
ITEQPHPKAL

* XEE .
UUSCUTKDTP
RTTLUTKHEP
UUSCUTKEGP

N
UKKKDIEARAL
UKKKDLEESI
UKKKDUEEAL

363636 33 _

EQKGR-FTSP
DEHGH-¥TLA
GQORGRFTEP

*

LCEKUVAKEDI
LCDKUQEDDI

LDITEPAKUF
-DITEPITUK

RFRYECEGRS
RFRYKCEGRS
RFRYECEGRS

I I

—YRPHPHHLU
—~YKPHPHDLU
EHKEPHPHHLY

L3I EE

KAREEIRUDP
SLRISKKINP
RLROQEIRUDP

* R
LPPUUSEPIF
LPPLISHPIY
LTPUUSDIIY

* X __¥_ ¥

SURFFEEKHG
EURFULDH--

INLRRPSDGU
MOLRRPSDQE

AGSIPGUHST
AGSIPGEHST
AGSIPGUHTT

HEXREE _ _¥
GHEGCKKGULC
GKD-CRDGYY
GKEGCKKGUC

*E, XE_ X
FEKTGFSHRFQ
FHUPEEQLHH
FRTG-FGHAK

I

DEKA--MSDL
DHRAPHTAEL
DKK

*

OSUWEAFGDF
-——-WEAKGSF

TSEALPFEYU
USEPHDFRYL

PEHKTYPTIE
DHHETFP3IN
AEQKTFPSIN

L XX _E_E_
TLEIHSETHR
EAEFGPERRY
TUEIHSTTHS

*- -
-PSSIDLHSY
-IDEYDLHUY
EPGSIDLHAVY

E .

UICRLCSCSA
RICRUNEHNCG

QHTDUHKQTA
SQADUHRQUA

PH
PD

*: Identitit bei allen Sequenzen, -: Ahnlichkeit bei allen Sequenzen

PYUKE
PYIE
PYUE

X
IUGYKGRAUU
ILHYFGEUKI
UHGYRGRAUU

- 3* *- -

AUFSHLGIQC
LSFOQHLGIQC
YTFHHLGIOC

3k NN

RLCFOQUFHES
RLCFOQAFL-P
RLCFOQUFL-E

HIHIEEE E

TUFGHTQIIL
SUKGGDEIFI

ITFKTPRYHT
IVUFRTPPFLR
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