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I. Einleitung 
 

1. Der Nuklearfaktor-κB 

 Der Nuklearfaktor-kappa B (NF-κB) wurde zuerst im Jahre 1986 als konstitutiv aktiver 

Transkriptionsfaktor in reifen B-Lymphozyten beschrieben, der in der Enhancerregion der 

leichten Kette κ des Immunglobulingens bindet. Seine Expression konnte in Vorläufer-B-

Lymphozyten durch das bakterielle Lipopolysaccharid (LPS) induziert werden (Sen und 

Baltimore, 1986). Mittlerweile ist bekannt, dass NF-κB durch eine Vielzahl von Stimuli 

aktivierbar ist und in den meisten eukaryontischen Zellen vorkommt. Die Funktion des 

Transkriptionsfaktors NF-κB liegt in der Regulation von Genen, die für eine Reihe 

regulatorischer Prozesse verantwortlich sind. Hierzu zählen die angeborene und erworbene 

Immunität, Entwicklung lymphatischer Organe, Entzündung, generalisierte Stressantwort, 

Zelladhäsion, Wachstumskontrolle und die Apoptose.  

 

1.1 Die Rel/NF-κB-Familie 

 Die Familie der Rel/NF-κB Proteine besteht bei Säugetieren aus den fünf Mitgliedern 

p50, p52, p65 (RelA), c-Rel und RelB (Abb. 1), die durch die Gene NF-κB1, NF-κB2, RELA, 

REL bzw. RELB kodiert werden. Sie sind charakterisiert durch eine aus 300 Aminosäuren 

bestehende konservierte N-terminale Rel-Homologie Domäne (RHD), die für die 

Dimerisierung, DNA-Bindung, Kernlokalisation und Bindung von Inhibitorproteinen, den IκBs, 

verantwortlich ist (Chen und Ghosh, 1999; Hayden und Ghosh, 2004). 

 Abhängig von der Sequenz, die C-terminal zur RHD gelegen ist, lassen sich die 

Rel/NF-κB-Proteine in zwei Klassen einteilen: zur ersten Klasse zählen p50/p105 und 

p52/p100. Hier werden zunächst die Vorläuferproteine p105 und p100 gebildet, die am C-

Terminus inhibitorische Ankyrinwiederholungssequenzen besitzen. Durch proteolytische 

Spaltung entsteht aus dem Vorläuferprotein p100 das reife Protein p52, während p50 durch 

konstitutive Prozessierung von p105 entsteht (Schmitz et al., 2004). Zur zweiten Klasse 

gehören die Proteine p65 (RelA), RelB und c-Rel, die als ausgereifte Proteine synthetisiert 

werden. Sie sind durch eine C-terminale Transaktivierungsdomäne (TAD) gekennzeichnet, 

die den Proteinen p50 und p52 fehlt (Abb. 1A).  

 Mit Ausnahme von RelB, das nur Heterodimere mit p100, p52 und p50 formt, bilden 

alle Rel/NF-κB-Proteine sowohl Hetero- als auch Homodimere (Baeuerle und Henkel, 1994). 

Diese binden an κB-Bindungsstellen mit einer aus 10 Basen bestehenden  

Konsensussequenz 5’-GGGRNNYYCC-3’ (Kucharczak et al., 2003) in der Promotor- oder 

Enhancerregion von Zielgenen. Hierbei kann eine positive Regulation der Genexpression nur 

durch NF-κB-Proteine erfolgen, die eine TAD besitzen, während p50 und p52, die keine TAD 
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besitzen, als Homodimere die Transkription unterdrücken und auf diese Weise die 

Genexpression negativ kontrollieren. Eine Assoziation dieser Untereinheiten mit Proteinen, 

die Koaktivatoren an den Promotor rekrutieren, eine Heterodimerisierung mit transkriptionell 

aktiven NF-κB-Proteinen wie p65 oder ein Austausch dieser transkriptionell inaktiven gegen 

transkriptionell aktive NF-κB-Dimere führt wiederum zu einer positiven Regulation der NF-

κB-Zielgene (Hayden und Ghosh, 2008). Die Expression von NF-κB-Zielgenen wird 

außerdem durch zusätzliche Bindung von Koaktivatoren oder Korepressoren in deren 

Promotor- oder Enhancerregion reguliert.  

 

1.2 Inhibitoren von NF-κB: Die IκB-Proteine 

 Die Aktivität von NF-κB wird durch Assoziation mit IκB-Proteinen reguliert. Die 

Mitglieder dieser Proteinfamilie zeichnen sich durch fünf bis sieben Ankyrinwiederholungen 

(ankyrin repeats, AR) am C-Terminus aus, die sich in Form verlängerter Zylinder 

zusammenlagern und mit der RHD der NF-κB-Proteine interagieren.  

 Zur Familie der IκB-Proteine gehören acht Mitglieder, die sich in zwei Klassen 

unterteilen lassen. Zur ersten Klasse zählen die drei typischen IκB-Proteine IκB-α (NFKBIA), 

IκB-β und IκB-ε sowie IκB-γ und IκB-δ, die aus den Vorläuferproteinen p100 bzw. p105 

synthetisiert werden. Diese IκB-Proteine halten die NF-κB-Proteine in ihrer inaktiven Form im 

Zytoplasma der Zelle zurück und sind in der Lage, die NF-κB-Aktivierung signalabhängig zu 

regulieren. Die zweite Klasse beinhaltet die drei vornehmlich im Zellkern lokalisierten IκB-

Proteine Bcl-3, IκBNS und IκB-ζ, welche in der Zelle nicht konstitutiv, sondern induzierbar 

exprimiert werden (Muta, 2006; Touma et al., 2007; Hayden und Ghosh, 2008). Sie fungieren 

als zusätzliche Kontrollinstanz der transkriptionellen Aktivität von NF-κB in Abhängigkeit von 

den Zielgenen.   
 

1.2.1 Die zytoplamatischen IκB-Proteine 

 Die drei typischen IκB-Proteine, IκB-α, IκB-β und IκB-ε besitzen am N-Terminus 

spezifische Serinphosphorylierungsstellen, die für eine proteasomale Degradation wichtig 

sind, sowie am C-Terminus ein PEST-Motiv, das hauptsächlich im Proteinumsatz involviert 

ist (Karin, 1999). IκB-α ist das am intensivsten untersuchte IκB-Protein, es wird häufig als 

Prototyp der IκB-Proteine bezeichnet und reguliert hauptsächlich die Aktivität des 

klassischen p65/p50 NF-κB-Heterodimers. 
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der Mitglieder der NF-κB und IκB-Familie 
(A) In Säugetierzellen existieren fünf Mitglieder der NF-κB-Familie. p65 (RelA), RelB, c-Rel,
p50/p105 (NF-κB1) und p52/p100 (NF-κB2). p50 und p52 werden jeweils aus ihren längeren 
Vorläuferproteinen synthetisiert. Eine Glycin-reiche Region (GRR, orange) dient als Stoppsignal für
die Proteolyse des C-Terminus. Alle NF-κB-Familienmitglieder haben eine N-terminale Rel-
Homologie-Domäne (RHD), die die Dimerisierung, DNA-Bindung und Bindung der IκB-Proteine 
vermittelt und die nukleäre Lokalisationssequenz (NLS) beinhaltet. Die Rel-Proteine p65 (RelA),
RelB und c-Rel haben zusätzlich eine C-terminale Transaktivierungsdomäne (TAD). Die p65- und c-
Rel-TAD ist in TA1 und TA2 unterteilt. 
(B) Die Familie der NF-κB-Inhibitorproteine (IκBs) besteht aus den fünf vorwiegend zytoplasmatisch
lokalisierten Mitgliedern IκB-α, IκB-β, IκB-ε sowie IκB-γ und IκB-δ, die aus den C-terminalen
Bereichen von p105 und p100 entstehen, und den drei nukleären IκB-Familienmitgliedern Bcl-3, 
IκBNS und IκB-ζ. Die IκB-Proteine haben in ihrem C-Terminus Ankyrinwiederholungsdomänen (ARD
blau), die zur Bindung der NF-κB-Proteine dienen. 
Es sind generelle Strukturmerkmale dargestellt, die Anzahl der AS jedes Proteins ist rechts
angegeben. LZ: Leuzin-Reißverschluss (leucin zipper); PEST: Prolin (P)-, Glutamat (E)-, Serin (S)-
und Threonin (T)-reiche Domäne; S: Serinphosphorylierungsstelle; TD: zur Todesdomäne homologe
Region. 

 

 

 

 
 

, 
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Durch Interaktion der Ankyrinwiederholungsdomäne (ankyrin repeat domain, ARD) 

von IκB-α mit dem p50/p65-Heterodimer ändert sich die Konformation der N-terminalen 

Immunglobulin-ähnlichen Domäne der p65-Untereinheit. Dadurch kann NF-κB nicht mehr an 

die DNA binden (Baeuerle, 1998). Kristallographische Untersuchungen der an p65/p50- oder 

p65/c-Rel- Heterodimere gebundenen IκB-α- und IκB-β-Proteine zeigten, dass IκB-α nur das 

nukleäre Lokalisationssignal (NLS) von p65, allerdings nicht von p50 maskiert. Zusammen 

mit dem nukleären Exportsignal (NES) von IκB-α und p65 können die IκB-α/NF-κB 

Komplexe sowie freies IκB-α zwischen Kern und Zytoplasma der Zelle hin und her 

transportiert werden. Nach Degradation von IκB-α wird das NLS von p65 freigesetzt und die 

NF-κB-Dimere befinden sich hauptsächlich im Kern (Hayden und Ghosh, 2004). IκB-β 

maskiert hingegen beide NLS des gebundenen NF-κB-Dimers. Daher verbleiben NF-κB/IκB-

β-Komplexe im Gegensatz zu den NF-κB/IκB-α-Komplexen ausschließlich im Zytoplasma 

(Malek et al., 2001). Ist IκB-α nicht vorhanden, verspätet sich die Termination der NF-κB-

Aktivierung, bleibt aber nicht ganz aus. So haben wahrscheinlich die verschiedenen IκB-

Proteine, IκB-α, IκB-β und IκB-ε, die Funktion der Termination der NF-κB-Aktivität, allerdings 

sind sie zeitlich versetzt über unterschiedliche transkriptionelle Aktivierung der Promotoren 

reguliert (Hoffmann et al., 2002).  

IκB-ε spielt eine selektive Rolle in der Regulation von p65-Homodimeren sowie c-

Rel/p65-Heterodimeren (Li und Nabel, 1997; Simeonidis et al., 1997; Whiteside et al., 1997). 

Die Degradation von IκB-ε wird wie die von IκB-α und IκB-β durch verschiedene NF-κB-

Aktivatoren induziert. Die Aktivierung erfolgt an den konservierten Serinresten im N-

Terminus von IκB-ε, Serin 18 und Serin 22, und führt wie bei IκB-α und IκB-β zum 

proteasomalen Abbau, allerdings mit einer langsameren Kinetik. IκB-ε hat durch ein NES 

ebenfalls eine geringe Fähigkeit zum Kern-Zytoplasma-Shuttling, jedoch sind NF-κB-

Komplexe mit IκB-ε hauptsächlich zytoplasmatisch (Simeonidis et al., 1997; Tam et al., 2000; 

Lee und Hannink, 2002). Somit hat IκB-ε höchstwahrscheinlich die Funktion, in späteren 

Phasen die Aktivierung von spezifischen NF-κB-Zielgenen zu regulieren, deren Promotoren 

durch NF-κB-Komplexe reguliert werden, die ausschließlich p65- und/oder c-Rel-Proteine 

enthalten. 

IκB-γ entspricht der C-terminalen Domäne von p105 und wird durch die mRNA eines 

internen intronischen Promotors des nfκb1–Gens kodiert. IκB-γ inhibiert 

höchstwahrscheinlich nur das p50- und p52-Homodimer, sein Vorkommen scheint auf 

murine B-Zellen beschränkt zu sein (Baldwin, 1996; Ghosh et al., 1998). Die Funktion von 

IκB-γ ist bis heute noch unklar (Inoue et al., 1992; Ghosh et al., 1998; Hayden und Ghosh, 

2008). p105 wird nicht wie die übrigen IκB-Proteine durch das Proteasom degradiert, 
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sondern unterliegt höchstwahrscheinlich einer konstitutiven Prozessierung (Hayden und 

Ghosh, 2004; Schmitz et al., 2004). 

Ähnlich p105 entspricht die C-terminale Domäne von p100 dem IκB-δ-Protein, das als 

ein spezifischer Inhibitor des RelB/p52-Heterodimers fungiert (Dobrzanski et al., 1995).  

 

1.2.2 Die nukleären IκB-Proteine  

 Im Gegensatz zu den klassischen IκB-Proteinen sind Bcl-3, IκBNS und IκB-ζ im 

Zellkern lokalisiert. Bcl-3 unterscheidet sich von den übrigen IκB-Proteinen durch seine N-

terminalen prolinreichen und C-terminalen serin/prolinreichen Sequenzen, die der 

Transkriptionsaktivierung der durch p50- oder p52-Homodimere vermittelten Genexpression 

dienen (Baeuerle und Baltimore, 1996). Bcl-3 nimmt eine Sonderstellung in der Familie der 

IκB-Proteine ein, da es sowohl in der Lage ist, mit inhibitorischen p50- und p52-Homo- oder  

-Heterodimeren zu interagieren und sie von den κB-Sequenzen zu entfernen (Hatada et al., 

1992; Kerr et al., 1992; Franzoso et al., 1993; Naumann et al., 1993), als auch 

transkriptionell aktive Komplexe mit den beiden Homodimeren zu bilden (Bours et al., 1993; 

Fujita et al., 1993). Auf der anderen Seite stabilisiert Bcl-3 inhibitorische p50-Homodimere an 

den κB-Bindungsstellen und verhindert auf diese Weise die Bindung von NF-κB-Dimeren, die 

eine TAD besitzen (Carmody et al., 2007). Die Vielseitigkeit der Bcl-3-vermittelten 

Genregulation wird zudem durch Interaktion mit transkriptionellen Aktivatoren (Dechend et 

al., 1999) sowie Repressoren vermittelt (Viatour et al., 2004a). Auch Bcl-3 alleine kann eine 

Reihe von NF-κB-Zielgenen aktivieren (Leung et al., 2004).  

IκBNS hat sieben AR und wurde im Jahre 2002 bei der negativen Selektion von 

murinen Thymozyten identifiziert (Fiorini et al., 2002). Dieses Protein reguliert verschiedene 

NF-κB-kontrollierte Zytokinpromotoren (Kuwata et al., 2006; Touma et al., 2007), inhibiert die 

Induktion von Toll Like Rezeptor (TLR)-abhängigen Genen und verändert somit die NF-κB-

regulierte Immunantwort (Hirotani et al., 2005). IκBNS kann entweder direkt mit 

verschiedenen NF-κB-Proteinen interagieren oder verhindert bzw. terminiert die  NF-κB-

Aktivität an spezifischen Genpromotoren. 

IκB-ζ hingegen fungiert als positiver Regulator inflammatorischer Prozesse und ist 

daher wahrscheinlich ein Gegenspieler von IκBNS. IκB-ζ wurde im November 2000 in der 

Maus identifiziert. Es wird abhängig von den induzierenden Stimuli auch als molecule 

possessing ankyrin repeats induced by lipopolysaccharide (MAIL) oder interleukin (IL)-1 

inducible nuclear ankyrin-repeat protein (INAP) bezeichnet (Kitamura et al., 2000; Haruta et 

al., 2001; Yamazaki et al., 2001). IκB-ζ besitzt sechs AR am C-Terminus, die zu den 

konservierten Domänen der IκB-Proteine zählen. Hierdurch und aufgrund weiterer 

Sequenzhomologien, insbesondere mit Bcl-3 und IκBNS, aber auch mit anderen IκB-
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Proteinen, lässt sich IκB-ζ in die Familie der IκB-Proteine einordnen (Haruta et al., 2001). Am 

N-Terminus von IκB-ζ befinden sich eine PEST- sowie eine Transaktivierungsdomäne und 

ein NLS, durch das IκB-ζ nach seiner Synthese sofort in den Zellkern gelangt (Motoyama et 

al., 2004). IκB-ζ interagiert präferentiell mit der NF-κB Untereinheit p50 (Yamazaki et al., 

2001). 

In der Promotorregion des MAIL-Gens befindet sich eine TATA-Box und 

verschiedene Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren wie NF-IL6 und NF-κB (Shiina et al., 

2001). Durch alternatives Spleißen des Gens entstehen zwei verschiedene IκB-ζ-mRNAs: 

IκB-ζ(L) und die verkürzte Spleißvariante IκB-ζ(S) (Kitamura et al., 2000; Shiina et al., 2001; 

Yamazaki et al., 2001). Eine weitere Spleißvariante IκB-ζ(D) mit einer größeren Deletion im 

zentralen Teil des Gens existiert für das humane IκB-ζ (Motoyama et al., 2005). Nach 

Stimulation wird das 85 kDa IκB-ζ(L)-Protein induziert, wobei zusätzlich eine größere Form 

erscheint, was auf eine Modifikation des Proteins hinweist. Hierbei handelt es sich jedoch 

nicht um eine Phosphorylierung  (Yamazaki et al., 2005). Die IκB-ζ-mRNA wird besonders 

stark in der Milz, Lunge und den Lymphknoten der Maus exprimiert (Kitamura et al., 2000). 

Interessanterweise wird die Expression der murinen IκB-ζ-mRNA nach Stimulation 

des IL-1-/TLR-Signalweges (Yamamoto et al., 2004), jedoch nicht des Tumornekrosefaktor 

(TNF)-α-Signalweges stark induziert, obwohl eine Aktivierung der Transkription des IκB-ζ-

Gens nicht nur durch IL-1β und LPS, sondern auch durch TNF-α erfolgte. Dies beruht auf 

einer Stimulus-spezifischen Stabilisierung der IκB-ζ-mRNA. In Kombination mit IL-17 

induziert TNF-α die Expression der IκB-ζ-mRNA, was auf eine Stabilisierung der IκB-ζ 

mRNA durch IL-17 zurückzuführen ist. Somit ist für die Induktion von IκB-ζ sowohl die 

Aktivierung von NF-κB als auch eine Stimulus-spezifische Stabilisierung der IκB-ζ-mRNA 

erforderlich (Yamazaki et al., 2005).  

Untersuchungen zur physiologischen Funktion von IκB-ζ gaben Hinweise darauf, 

dass dieses Protein an der Regulation inflammatorischer Prozesse beteiligt ist, da in IκB-ζ-/--

Makrophagen die LPS-induzierte IL-6-Produktion dramatisch herabgesetzt war. Nach 

Stimulation mit LPS wird IκB-ζ an die κB-Bindungsstelle im IL-6-Promotor rekrutiert und kann 

höchstwahrscheinlich mit der dort bereits gebundenen p50 NF-κB-Untereinheit die IL-6 

Produktion aktivieren und diese auch kontrollieren. Darüber hinaus ist IκB-ζ essentiell für die 

Expression zahlreicher weiterer LPS-induzierbarer Gene wie Granulozyten-Makrophagen 

koloniestimulierender Faktor (Csf2), IL-12 p40 (Il12b), Granulozyten koloniestimulierender 

Faktor (Csf3), CCAAT enhancer binding protein (C/EBP)-δ (Cebpd) und Endothelin 1 (Edn 1) 

(Yamamoto et al., 2004; Yamazaki et al., 2005). Die transkriptionelle Aktivität wird durch die 

Aminosäuren 329 bis 402 von IκB-ζ(L) vermittelt. Interessanterweise zeigte das komplette 

IκB-ζ keine Transaktivierungsaktivität, sondern erst nach Koexpression mit einem GAL4-NF-



Einleitung     7        
___________________________________________________________________________ 

κB-Fusionsprotein. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ 

erst nach Interaktion mit der NF-κB p50 Untereinheit exprimiert wird (Motoyama et al., 2005). 

Des Weiteren konnte eine Beteiligung von IκB-ζ an der Immunantwort nachgewiesen 

werden. IκB-ζ-defiziente Mäuse zeigten vier bis acht Wochen nach der Geburt eine der 

Neurodermitis ähnelnde Hauterkrankung mit Hautwunden im Bereich der Augen, Gesicht 

und Hals. Die erkrankten Gewebe zeichneten sich durch eine Infiltration von 

inflammatorischen Zellen aus, einhergehend mit einem erhöhten Serum IgE-Spiegel, sowie 

einer erhöhten Expression von Thymus- und Aktivierungs-regulierter Chemokine in den 

Hautwunden (Shiina et al., 2004). Erst kürzlich wurde IκB-ζ als selektiver Regulator der 

angeborenen Immunität beschrieben, da es an verschiedenen Promotoren immunrelevanter 

Gene die Trimethylierung des Histons H3K4 und die Zusammenlagerung des 

Präinitiationskomplexes nach der Neuformierung des Nukleosoms selektiv reguliert (Kayama 

et al., 2008). Zudem wird IκB-ζ nach Stimulation des B-Zellrezeptors exprimiert und reguliert 

zusammen mit NF-κB transkriptionell auch die humorale Immunantwort (Hijioka et al., 2007). 

In einem differentiellen Screening mit Apoptose-resistenten und –sensitiven HeLa-

Zellen wurde in unserem Institut erstmalig das humane IκB-ζ identifiziert und strukturell 

charakterisiert. Es ist in der Lage, mit den NF-κB-Untereinheiten p65 und p50 zu interagieren 

und kann die transkriptionelle Aktivität von NF-κB inhibieren. Im Gegensatz zu den 

klassischen IκB-Proteinen wird IκB-ζ nach Stimulation in der Zelle nicht abgebaut, sondern 

erfährt eine starke Induktion seines Transkripts im Gegensatz zum murinen IκB-ζ durch TNF-

α und in Übereinstimmung mit dem murinen IκB-ζ durch LPS oder IL-1β, woraufhin es in den 

Zellkern gelangt und dort in Matrix-Assoziierten Deacetylase (MAD) Körperchen lokalisiert 

ist. Die IκB-ζ-mRNA-Expression konnte in verschiedenen Geweben wie Lunge und Leber 

sowie in Leukozyten nachgewiesen werden und scheint eine Rolle in der Regulation 

apoptotischer Prozesse zu spielen (Totzke et al., 2006).  

Kürzlich wurde eine Beteiligung des humanen IκB-ζ an inflammatorischen Prozessen 

beschrieben. Die Expression von NGAL (neutrophil gelatinase-associated lipocalin), einem 

siderophoren Bindeprotein, wird spezifisch durch IL-1β, jedoch nicht durch TNF-α induziert, 

obwohl beide Zytokine eine Bindung von NF-κB an den Promotor des Gens induzieren. IκB-ζ 

wird bekanntlich ebenfalls spezifisch durch IL-1β induziert. Es konnte gezeigt werden, dass 

dieses IκB-ζ-Protein als Koaktivator für die IL-1β-spezifische NGAL-Induktion über den NF-

κB-Signalweg erforderlich ist. Des Weiteren reguliert IκB-ζ im Komplex mit NF-κB-Proteinen 

auch die Transkription des humanen β-Defensin 2-Gens, welches ebenso wie NGAL für ein 

antimikrobielles Protein kodiert. Reportergenanalysen zeigten, dass zusätzlich zur NF-κB- 

eine flankierende C/EBP-Bindungsstelle in diesen Promotoren essentiell für die IκB-ζ-

vermittelte transkriptionelle Aktivierung ist (Cowland et al., 2006; Matsuo et al., 2007).  
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1.3 Der Mechanismus der NF-κB-Aktivierung 

 Eine Vielzahl von Stimulantien, darunter Zytokine, Infektionserreger und durch 

Bestrahlung induzierte DNA-Doppelstrangbrüche, führen zu einer schnellen Aktivierung der 

NF-κB-Transkriptionsfaktoren. In unstimulierten Zellen liegt NF-κB gebunden an 

inhibitorische IκB-Proteine als inaktiver Komplex im Zytoplasma vor. Eine Aktivierung führt 

zur Phosphorylierung, Polyubiquitinierung und proteasomalen Degradation der IκB-Proteine, 

wodurch NF-κB aus dem NF-κB-IκB-Komplex freigesetzt wird und über ein NLS in den 

Zellkern gelangen kann.  

 Neben den zwei Hauptwegen der NF-κB-Aktivierung, dem klassischen und dem 

alternativen NF-κB-Signalweg, die beide auf der Aktivierung eines IκB-Kinase (IKK)-

Komplexes beruhen, existieren weitere Wege der NF-κB-Aktivierung, deren Mechanismen 

allerdings noch nicht endgültig erforscht sind.  

 

1.3.1 Der IκB-Kinase (IKK)-Komplex 

 Die Induktion der NF-κB-Antwort verläuft in den meisten Fällen über die Aktivierung 

des IKK-Komplexes, der aus den beiden katalytischen Untereinheiten IKKα und IKKβ 

(DiDonato et al., 1997; Mercurio et al., 1997; Zandi et al., 1997; Zandi et al., 1998) und der 

regulatorischen Untereinheit IKKγ besteht (Rothwarf et al., 1998; Yamaoka et al., 1998; 

Mercurio et al., 1999). Die Identifizierung des Komplexes gelang erstmals 1997, als eine 

Proteinkinase entdeckt wurde, die spezifisch die Serinreste der N-terminalen regulatorischen 

Domäne von IκB phosphoryliert und deren Aktivität durch TNF-α stimulierbar ist (DiDonato et 

al., 1997; Mercurio et al., 1997). IKKα (85 kDa) und IKKβ (87 kDa) zeigen eine 

Sequenzhomologie von 52%, haben eine Protein-Kinase-Domäne am N-Terminus sowie 

einen Leucin-Reißverschluss (leucin zipper, LZ) und eine Helix-Schleife-Helix Domäne 

(helix-loop-helix, HLH) am C-Terminus.  Beide Proteine können über die Mutation eines 

einzelnen Lysinrestes K44 in der ATP-Bindungsstelle inaktiviert werden (Mercurio et al., 

1997; Woronicz et al., 1997; Zandi et al., 1997). IKKγ ist ein 48 kDa großes Protein, das auch 

als NF-κB essential modifier (NEMO) oder IKKAP1 bezeichnet wird. Es besteht aus zwei 

großen superspiralisierten α-helikalen Regionen (Coiled coil, CC) sowie einem LZ und einer 

C-terminalen Zink-Finger-Domäne. IKKα und IKKβ bilden ein Heterodimer über die LZs und 

assoziieren mit einem Dimer oder Trimer aus der regulatorischen Untereinheit IKKγ 

(Rothwarf et al., 1998) über die NEMO-Bindungsdomäne (Leu-Asp-Trp-Ser-Trp-Leu) am C-

Terminus von IKKα (AS  738-743)  und IKKβ (AS 737-742). Zur Bindung von IKKα und IKKβ 
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durch IKKγ werden die AS 47-80 in der ersten CC-Domäne benötigt (May et al., 2002; Drew 

et al., 2007). 
 

LZCC2 ZF 419LZCC2 ZF 419

LZ HSH NBDKinasedomäne 745LZ HSH NBDKinasedomäne 745

LZ HSH NBDKinasedomäne 756LZ HSH NBDKinasedomäne
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O
IKKγ

IKKα

IKKβ

CC1 

 

 

 

Abbildung 2. Schematische Darstellung der Familie der IKK-Proteine 
Dargestellt sind die drei Hauptuntereinheiten des IκB-Kinasekomplexes, die 
beiden katalytischen Untereinheiten IKKα und IKKβ, sowie die regulatorische 
Untereinheit IKKγ (NEMO). Die strukturellen Merkmale und die Anzahl der AS 
jedes Proteins (rechts) angegeben. CC: coiled-coil; HSH: Helix-Schleife-Helix-
Motiv; LZ: Leuzin-Reißverschluss (leucin zipper); NBD: NEMO-Bindedomäne; ZF: 
Zinkfingerdomäne. 

 

1.3.2 Der klassische Weg der NF-κB-Aktivierung  

 Die Aktivierung des klassischen NF-κB-Signalweges erfolgt über proinflammatorische 

Zytokine wie TNF-α oder IL-1β, Viren, verschiedene TLR-Liganden, wie das bakterielle 

Lipopolysaccharid (LPS), Peptidoglykane und Lipoproteine Gram-positiver Bakterien, 

bakterielle Flagelline, doppelsträngige Virus-RNA und Antigenrezeptoren. Nach Aktivierung 

rekrutieren die Rezeptoren Adaptermoleküle, hierunter TNF-Rezeptor assoziierte 

Todesdomäne (TNF receptor-associated death domain, TRADD) sowie Mitglieder der 

Familie der  Rezeptor-interagierenden Proteine (receptor interacting proteins, RIP) an den 

Rezeptor.  

 Im nächsten Schritt wird das Signal an den IKK-Komplex weitergegeben. Hierbei wird 

zunächst IKKγ durch eine E3-Ligase, die abhängig vom Signalweg variiert, K63-abhängig 

ubiquitiniert (Burns und Martinon, 2004; Chen, 2005; Krappmann und Scheidereit, 2005). Die 

Ubiquitinierung von IKKγ führt zur Bindung von aktivierenden IKK-Kinasen, die ihrerseits die 

β-Untereinheit des IKK-Komplexes durch Phosphorylierung der Serinreste S177 und S181 

aktivieren. Die wohl am besten untersuchte IKK-Kinase ist die TGFβ-aktivierte Kinase 

(TAK1). TAK1 ist mit den TAK-Bindeproteinen TAB2 und TAB3, die an K63-polyubiquitinierte 

Proteine binden, assoziiert. Durch Bindung von TAB2 und TAB3 an IKKγ wird TAK1 an den 

ubiquitinierten IKK-Komplex gebracht (Burns und Martinon, 2004; Chen, 2005; Krappmann 

und Scheidereit, 2005; Chen et al., 2006).  

Die beiden regulatorischen Serine von IKKβ sind innerhalb einer Aktivierungschleife 

lokalisiert, die einen Teil der Kinasedomäne darstellt (Delhase et al., 1999), die die 
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verschiedenen IκB-Proteine an zwei konservierten Serinresten in der N-terminalen 

regulatorischen Domäne phosphoryliert. Als weitere Komponente des IKK-Komplexes wurde 

ELKS (Protein reich an Glutamat (E), Leucin (L), Lysin (K) und Serin (S)) identifiziert, die 

höchstwahrscheinlich eine Interaktion der IKK mit IκB-α, aber nicht mit IκB-β, vermittelt 

(Ducut Sigala et al., 2004). Im humanen IκB-α werden die Serinreste S32 und S36 

phosphoryliert (Brown et al., 1995), die entsprechenden Phosphorylierungsstellen in IκB-β 

sind S19 und S23 (Brown et al., 1995; Maniatis, 1997). Die Phosphorylierung dient als Signal 

für die nachfolgende K43-abhängige Polyubiquitinierung, wodurch IκB als Ziel für die 

Proteolyse durch das 26S Proteasom gekennzeichnet wird (Yaron et al., 1997). 

Die Polyubiquitinierung der IκB-Proteine erfolgt über Mitglieder der Skp1-Cullin-

Roc1/Rbx1/Hrt-1-F-Box (SCF oder SCRF)-Familie der Ubiquitin-Ligasen in mehreren 

Schritten in verschiedenen enzymatischen Reaktionen, an deren Beginn das E1 Ubiquitin-

aktivierende Enzym in einer ATP-abhängigen Reaktion die Bildung eines energiereichen E1 

Ubiquitin-Thioesters katalysiert. Im nächsten Schritt wird das aktivierte Ubiquitin durch 

Transacylierung auf ein E2 Ubiquitin-konjugierendes Enzym übertragen. Im letzten Schritt 

wird das Substrat durch Transfer des Ubiquitinmoleküls mit Hilfe der E3 Protein-Ubiquitin-

Ligase auf die ε-Aminogruppe der Lysinreste markiert. Die Ubiquitinierung von IκB-α erfolgt 

an den Lysinen K21 und K22 (Scherer et al., 1995; DiDonato et al., 1996). Für die Proteolyse 

wird ein weiterer katalytischer Schritt benötigt, die Polymerisierung der Ubiquitin-Kette, die 

durch das gleiche E2-E3-Paar vermittelt wird, welches das erste Ubiquitin an das IκB-Protein 

angelagert hat. Die Polyubiquitin-Kette dient dann als Erkennungsmarker für das 26S 

Proteasom (Abb. 3).  

Da die Ubiquitinierung des N-terminal phosphorylierten IκBs eine konstitutive Aktivität 

darstellt (Yaron et al., 1998), ist der einzige regulatorische Schritt der IκB-Degradation die 

Phosphorylierungsreaktion durch den IKK-Komplex (Yaron et al., 1997). Durch die IκB-

Degradation werden die beiden NLSs der Rel/NF-κB-Untereinheiten freigelegt und der 

Transkriptionsfaktor ist in der Lage, von seiner inaktiven zytoplasmatischen Lokalisierung in 

den Kern zu translozieren, wo er die Expression einer Vielzahl von Genen, darunter 

Zytokine, Wachstumsfaktoren, Akutphase-Proteine, Immunorezeptoren, andere 

Transkriptionsfaktoren, Zelladhäsionsmoleküle, virale Proteine und Regulatoren der 

Apoptose, moduliert.  

Das Gen, welches für IκB-α kodiert, enthält selbst eine κB-Bindungsstelle in seinem 

Promotor, so dass eine Aktivierung von NF-κB gleichzeitig auch eine verstärkte Expression 

von IκB-α nach sich zieht. Daraus resultiert eine Termination der NF-κB-vermittelten 

Genexpression, indem neu synthetisiertes IκB-α in den Kern transloziert, dort NF-κB-Dimere 

von der DNA entfernt und diese zurück ins Zytosol transportiert (Arenzana-Seisdedos et al., 
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1997; Sachdev et al., 1998), wodurch der ursprüngliche latent inaktive Zustand 

wiederhergestellt wird. 

 

1.3.3 Der alternative Weg der NF-κB-Aktivierung 

Der alternative Weg der NF-κB-Aktivierung, über den hauptsächlich RelB/p52-Dimere 

generiert werden, ist nur von IKKα-Homodimeren und nicht von IKKβ und IKKγ abhängig 

(Senftleben et al., 2001; Dejardin et al., 2002).  

Die Aktivierung der NF-κB p52-Untereinheit erfolgt über den Lymphotoxin-β-Rezeptor 

(LT-β-R), B cell activating factor (BAFF, Blys), LPS und den CD40-Liganden (CD40L), die 

auch in der Lage sind, NF-κB über den klassischen Weg zu aktivieren. Der erste Schritt der 

Aktivierung des alternativen NF-κB-Signalweges ist die Phosphorylierung von IKKα an den 

Serinresten S176 und S180 durch die NF-κB-induzierende Kinase (Senftleben et al., 2001). 

NIK phosphoryliert nicht nur IKKα, sondern transportiert diese auch zum p100-Protein (Xiao 

et al., 2004), wo sie wiederum p100 an den konservierten Serinresten S865 und S869 

phosphoryliert, gefolgt von einer Polyubiquitinierung am Lysin K855 durch die Mitglieder der 

SCRF-Familie der Ubiquitin-Ligasen und anschließender Prozessierung zur p52 NF-κB-

Untereinheit (Fong und Sun, 2002). Hierbei wird nur der C-Terminus von p100 abgebaut, da 

dieser eine Todesdomäne (TD) enthält, die als inhibitorische Domäne der Prozessierung 

dient (Xiao et al., 2001). Zusätzlich fungiert eine Glycin-reiche Region (glycine-rich region, 

GRR) im N-Terminus als Stop-Signal für die Proteolyse, so dass aktive p52-NF-κB-

Komplexe freigesetzt werden können (Heusch et al., 1999).  

Der alternative Weg der NF-κB-Aktivierung kann in einigen Zelltypen auch über den 

Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase (PI3K)-Signalweg aktiviert werden. Die PI3K 

phosphoryliert die Protein Kinase B (PKB/AKT), die wiederum IKKα am Threoninrest T23 

phosphoryliert, was letztendlich zur Freisetzung des RelB-p52-NF-κB-Heterodimers führt 

(Gustin et al., 2004; Gustin et al., 2006). 

p52 enthaltende NF-κB-Komplexe aktivieren Gene, die für Chemokine sowie 

verschiedene Zytokine kodieren oder Einfluss auf die Organbildung lymphoider Organe 

haben. 
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Abbildung 3. Signalwege zur NF-κB-Aktivierung (nach Perkins, 2007) 
Der  klassische Signalweg wird durch TNF-α, IL-1 und andere Stimuli induziert und ist von der 
IKKβ-Aktivierung abhängig. Dies resultiert in der Phosphorylierung von IκB-α an Ser32 und Ser36 
mit darauffolgender Ubiqitinierung und Degradation durch das Proteasom. NF-κB wird freigesetzt 
und gelangt in den Kern. Im alternativen NF-κB Signalweg aktiviert NIK das IKKα-Homodimer. 
Dies führt zur Phosphorylierung von p100, Prozessierung in p52 und zur Aktivierung von p52-RelB 
Heterodimeren, die im Zellkern an eindeutige κB-Sequenzen binden. Die Phosphorylierung von 
NF-κB-Untereinheiten durch nukleäre Kinasen und deren Modifikation durch Acetylasen oder 
Phosphatasen führt entweder zur Aktivierung oder zur Unterdrückung der Transkription. Durch 
Interaktionen mit heterologen Transkriptionsfaktoren können NF-κB Dimere an die entsprechenden 
Promotoren rekrutiert werden. NEMO vermittelt den atypischen IKK-abhängigen Signalweg
aufgrund von genotoxischem Stress. NEMO gelangt in den Zellkern, wird dort sumoyliert, durch die 
ATM Kontrollpunkt Kinase phosphoryliert und darauf ubiquitiniert. Zusammen mit der ATM 
Kontrollpunkt Kinase wandert NEMO wieder ins Zytoplasma zurück, wo die ATM zusammen mit 
dem Protein ELKS die IKKβ aktiviert. Atypische IKK-unabhängige Signalwege werden durch die 
CK2 oder über Tyrosin-Kinase-abhängige Signalwege vermittelt.  
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Ac: Acetylierung; bZIP: Leucin-Reißverschluss-enthaltender Transkriptionsfaktor; CK2: Casein
Kinase 2; HMG-I: high-mobility-group protein I; IκB: Inhibitor von κB; IKK: IκB-Kinase; LMP1: 
latentes Membranprotein 1; LPS: Lipopolysaccharid; NF-κB: Nuklearfaktor-κB; RHD: Rel-
Homologie Domäne; TAD: Transkriptionsaktivierungsdomäne; TF: Transkriptionsfaktor; UV: 
ultraviolett; Zn-finger TF: Zink-Finger-Domäne enthaltender TF. 

 

1.3.4 Atypische IKK-abhängige Signalwege der NF-κB-Aktivierung 

 Die Aktivierung des NF-κB-Signalweges durch genotoxischen Stress, wie DNA-

schädigende Reagenzien, erfolgt im Vergleich zu den anderen Signalwegen mit einer 

verlangsamten Kinetik. IKKγ gelangt in den Zellkern, wo die Lysine K277 und K309 

sumoyliert werden. Dies dient als Signal für eine Phosphorylierung von IKKγ am Serin S85 

durch die ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated)-Kontrollpunkt-Kinase. Hierauf folgend wird 

die SUMO-Modifikation durch eine Monoubiquitinierung ersetzt, die den Export des IKKγ-

ATM-Komplexes aus dem Zellkern veranlasst. Die ATM-Kontrollpunkt-Kinase aktiviert im 

Zusammenspiel mit dem IKK-assoziierten Protein ELKS den IKK-Komplex (Huang et al., 

2003; Wu et al., 2006).  

 IKKε, das auch als IKK-i bezeichnet wird, ist eine weitere alternative NF-κB-Kinase. 

IKKε phosphoryliert IκB-α im Gegensatz IKKβ nur am Serin 36 und ist an der T-Zellrezeptor 

vermittelten NF-κB-Aktivierung beteiligt. IKKε interagiert außerdem mit dem p52-p65-

Heterodimer, phosphoryliert p65 in diesem Komplex und ist somit an der späten TNF-

Antwort beteiligt (Wietek und O'Neill, 2007).  

 

1.3.5 Atypische IKK-unabhängige NF-κB-Aktivierung 

 Der IKK-unabhängige Signalweg der NF-κB-Aktivierung kann nach DNA-Schädigung 

infolge von UV-Bestrahlung oder durch Expression des Her2 Onkogens aktiviert werden. Die 

Casein Kinase 2 (CK2) phosphoryliert in diesem Fall IκB-α in der PEST-Domäne im Bereich 

von Ser283 bis Thr299. Nach IκB-α-Degradation erfolgt die Freisetzung des NF-κB p50/p65-

Heterodimers und dessen Translokation in den Zellkern (Viatour et al., 2005; Perkins, 2007).  

 In einem weiteren IKK-unabhängigen NF-κB-Signalweg wird IκB-α unter anderem 

nach H2O2-Stimulation in einem Tyrosinkinase-abhängigen Signalweg am Tyrosin 42 

phosphoryliert und darauf folgend entweder degradiert oder es dissoziiert vom NF-κB-Dimer, 

das nun den Zellkern gelangen kann (Viatour et al., 2005; Perkins, 2007).  

 Ein weiterer Signalweg, der noch nicht genauer untersucht wurde, führt zur 

Prozessierung des p105/p50-Komplexes, zur Freisetzung des p50-Homodimers und 

Translokation in den Zellkern, wo es mit Bcl-3 assoziiert (Gilmore, 2006). 
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1.4 Regulation der NF-κB vermittelten Genexpression 

 Zusätzlich zur IκB-Degradation, die einer der initiierenden Schritte zur Aktivierung von 

NF-κB-Proteinen ist, existieren weitere Mechanismen, die zur vollständigen NF-κB 

Aktivierung notwendig sind. Diese Mechanismen können die NF-κB-Antwort sowohl auf der 

Ebene der Translation als auch posttranslational regulieren. Hiervon sind nicht nur die NF-

κB-Proteine, sondern auch der IKK-Komplex und die IκB-Proteine betroffen. 

   

1.4.1 Posttranslationale Modifikation des NF-κB-Signalweges 

 Posttranslationale Modifikationen der Proteine des NF-κB-Signalweges sind ein 

wesentlicher Bestandteil der NF-κB-Aktivierung und erforderlich, um entweder die IκB-

Proteine zu inaktivieren oder die NF-κB-Untereinheiten direkt zu aktivieren. Sie bilden eine 

Verbindung zwischen den unterschiedlichen NF-κB-Signalwegen und werden sowohl durch 

Komponenten des NF-κB-Signalweges als auch durch Kinasen anderer Signalwege 

vermittelt. Die regulatorischen Modifikationen erfolgen Stimulus-abhängig und führen unter 

anderem zu Ubiquitinierung und darauffolgender Degradation, Stabilisierung, Inhibition oder 

Aktivierung, Erhöhung oder Inhibition der DNA-Bindung sowie zu einer verstärkten 

Transaktivierungsaktivität. Eine in der NF-κB-Regulation bedeutende posttranslationale 

Modifikation ist die Phosphorylierung (Tab. 1), die in den meisten Fällen in der letzten 

Instanz eine Erhöhung der Transaktivierungsaktiviät der NF-κB-Proteine zur Folge hat.  

 

Tabelle 1: Phosphorylierung von NF-κB- und IκB-Proteinen (Viatour et al., 2005; Perkins, 

2006) 

Substrate Kinasen AS-Reste Effekte biologische 
Stimuli 

     
IκB-α IKKβ S32, S36 proteasomale Degradation TNF-α, IL-1β 
 CK2 S293 

S283-T299 
Destabilisierung 
Degradation  

konstitutiv 
UV 

 Syk Y42 Degradation H2O2 

IκB-β IKKβ S19, S23 proteasomale Degradation TNF-α, IL-1β 
 CK2 S313, S315 NF-κB-Inhibition  
IκB-ε IKKβ S18, S22 proteasomale Degradation TNF-α, IL-1β 
p100 IKKα S108, S115, 

S123, S872 
Prozessierung zu p52 CD40, BAFF, 

Lymphotoxin β 
p105 PKAc S337 erhöhte DNA-Bindung  
 IKKβ S927, S932 Prozessierung zu p50 TNF-α 
 Tpl2 indirekt Prozessierung zu p50  
 GSK 3β S903, S907 Stabilisierung konstitutiv 
Bcl-3 GSK 3 S394, S398 proteasomale Degradation konstitutiv 
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Substrate Kinasen AS-Reste Effekte biologische 
Stimuli 

     
p65/Rel A PKAc S276 DNA-Bindung u. 

Oligomerisierung 
LPS 

 MSK1/2 S276 erhöhte 
Transkriptionsaktivität (TA) 

TNF-α 

  S281 erhöhte TA  
 PKCζ S311 erhöhte TA TNF-α 
  T435 erhöhte TA  
 IKKε, 

IKKβ,  
GSK 3β 

S468 
 
S468 
 
S354-S551 4 
Bindungsstell
en 

erhöhte TA 
 
Regulation der basalen 
Aktivität 
erhöhte TA 

 
 
konstitutiv 

 Chk1 T505 erhöhte TA  
 CK2 S529 erhöhte TA TNF-α, IL-1β 
 IKKα S536 erhöhte TA HTLV-1 

Infektion, 
Lymphotoxin β 

 IKKβ S536 erhöhte TA TNF-α,T-Zell-
Kostimulation 
(CD3/CD28) 

 AKT, 
TBK1, 
IKKε 

S536 erhöhte TA IL-1β 

 RSK1 S536 verringerte Affinität zu IκBα DNA-
schädigende 
Reagenzien 

RelB  S368 Dimerisierung, p100 
Stimulation 

 

  T84, S552 Degradation T-Zell-
Kostimulation 
(CD3/CD28) 

c-Rel PKA S267 nukleäre Lokalisation, 
erhöhte TA 

 

  S454, S460 erhöhte TA  
 PI3K/PK

C 
S471 erhöhte TA TNF-α 

  T  G-CSF 
p50 PKAc S337 erhöhte DNA-Bindung  
 

Die Acetylierung ist eine weitere wichtige posttranslationale Modifikation, die die 

Transaktivierungsaktivität der Rel/NF-κB-Proteine beeinflusst. Deren Acetylierungszustand 

wird durch Interaktion mit Transkriptions-Koaktivatoren (Histonacetyltransferasen) oder            

-Korepressoren (Histondeacetylasen)  reguliert, die alle Substratspezifität besitzen. 

Acetylierungen von NF-κB-Proteinen erhöhen, Deacetylierungen vermindern deren 

transkriptionelle Aktivität (Calao et al., 2008). 
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Zu den posttranslationalen Modifikationen der NF-κB-Proteine zählen des Weiteren  

Ubiqutinierungen, Sumoylierungen, Nitrosylierungen und Oxyidationsreaktionen. Diese 

Modifikationen erfolgen ebenfalls Stimulus-abhängig und haben ähnliche Effekte wie die 

beschriebenen Phosphorylierungen. 

 

1.4.2 Translationale Inhibition durch microRNAs  

 Die posttranskriptionelle Regulation der Genexpression wird durch kleine, im Schnitt 

etwa 21 Nukleotide große RNA-Moleküle, die MicroRNAs (miRNA), vermittelt. MiRNAs sind 

eine Gruppe nicht kodierender RNAs, die die Proteinexpression durch Kontrolle der 

Translation und Stabilität spezifischer mRNAs beeinflussen. Sie werden zum Großteil zell- 

und gewebespezifisch exprimiert und haben Einfluss auf Zelllinien- und Organentwicklung 

sowie die Embryogenese (Zhao und Srivastava, 2007). Fehlregulationen in der miRNA-

Expression konnten in verschiedenen Tumoren nachgewiesen werden (Esquela-Kerscher 

und Slack, 2006). 

 MiRNAs sind auf unterschiedlichste Weise genomisch organisiert. Sie können 

intronisch oder exonisch, aber auch über eigene unabhängige Promotoren und Enhancer 

reguliert werden. Im Zellkern werden zunächst verschiedene Vorläuferstufen der miRNA 

prozessiert, die dann über einen Dicer- und RNA induced silencing complex (RISC)-

abhängigen Mechanismus im Zytoplasma in die reife miRNA überführt werden (s. Abb. 4). 

MiRNAs können ihre Ziel-mRNAs, abhängig von der Stringenz ihrer Bindung, auf 

unterschiedliche Weise beeinflussen. Eine genaue Paarung zwischen mRNA und miRNA 

führt zur Degradation oder Destabilisierung der mRNA, während eine inkomplette Bindung 

lediglich die Translation inhibiert (Zhao und Srivastava, 2007). 

 Die Fähigkeit von miRNAs, die Translation von mRNAs zu inhibieren, wurde bereits 

im Jahre 1993 am Beispiel der lin-4 miRNA von Caenorhabditis elegans entdeckt (Lee et al., 

1993; Wightman et al., 1993). Allerdings gelangten diese kleinen RNA-Moleküle erst im Jahr 

2000 durch die Erkenntnis, dass die Sequenz der let-7 miRNA von Würmern bis in das 

Genom von Säugetieren konserviert ist, in den Fokus der Wissenschaft (Zhao und 

Srivastava, 2007). Da die Bedeutung von miRNAs für die Expression von Proteinen noch 

nicht so lange bekannt ist, ist auch der Einfluss von miRNAs auf die NF-κB-Regulation zum 

jetzigen Zeitpunkt nicht endgültig erforscht. Allerdings konnte gezeigt werden, dass die 

Expression der miR-146a durch LPS, aber auch in geringen Mengen durch IL-1β und TNF-α  

NF-κB-abhängig induziert wird. Die Induktion dieser miRNA wird durch eine NF-κB-

Bindungsstelle im Promotor reguliert. Die miR-146a wiederum kontrolliert die NF-κB-

Aktivierung durch die Inhibition der Translation von IRAK1 (interleukin-1 receptor associated 

kinase 1) und TRAF6 über einen negativen Rückkopplungsmechanismus (Taganov et al., 

2006). Zwei weitere miRNAs, miR-125b und miR-155 werden LPS- und TNF-α-abhängig und 
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höchstwahrscheinlich auch in Abhängigkeit von NF-κB reguliert. Während die Expression der 

miR-155 induziert wird, erfolgt eine Herunterregulierung der miR-125b-Expression. Eine  

Abbildung 4. Modell der miRNA-
Biogenese und -Funktion (nach 
Zhao und Srivastava, 2007) 
Die initiale RNA wird durch die 
RNA-Polymerase II als primäre 
miRNA (Pri-miRNA) transkribiert. 
Sie kann einige hundert bis zu 
tausend Nukleotide (nt) lang sein. 
Die pri-miRNA einer jeden miRNA 
hat eine spezifische Schleifen-
struktur, die von der Ribonuklease 
III (RNase III) Drosha im Zellkern 
erkannt und gespalten wird. Für 
die Spaltung wird der Protein-
partner DGCR8 (DiGeorge syn-
drome critical region gene), der 
eine doppelsträngige RNA-Binde-
domäne (dsRBD) besitzt, benötigt. 
Das Produkt ist eine ~70 nt lange 
Vorläufer-miRNA (pre-miRNA), die 
durch Exportin-5 ins Zytoplasma 
transportiert wird. Im Zytoplasma 
prozessiert die RNase III Dicer 
zusammen mit dem dsRBD 
Proteinpartner trans-activation 
response RNA-binding protein 
(TRBP) und dem PKR-activating 
protein (PACT) die Pre-miRNA in 
die reife doppelsträngige miRNA 
(~21 nt). Die reife miRNA wird 
durch die Helikase entwunden und 
als einzelsträngiges Molekül in 
den RNA induced silencing 
complex (RISC) eingelagert. Dort 
kann die mRNA-Translation unter-
drückt werden oder die mRNA-
Transkripte durch Deadenylierung 
oder Spaltung destabilisiert 
werden. 

Überexpression der miR-155 inhibiert die Translation verschiedener Proteine des LPS-

Signalweges, hierunter FADD, IKKε und die Rezeptor-interagierende Serin-Threonin Kinase 

1 (Ripk1) und sorgt auf diese Weise für eine Kontrolle der LPS-Antwort. Die mir-125b 

inhibiert hingegen die TNF-α-Expression in unstimulierten Zellen (Taganov et al., 2006; Tili et 

al., 2007). 

 

1.5 Aktivatoren und Zielgene von NF-κB 

 Die große Anzahl der Zielgene und Aktivatoren des Transkriptionsfaktors NF-κB 

macht deutlich, dass eine strikte Kontrolle der NF-κB-Aktivität von großer Bedeutung ist. 

Waren im Jahre 1999 für den Transkriptionsfaktor NF-κB der Vertebraten über 150 
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verschiedene Stimuli und über 150 Gene bekannt, die unter seinem regulatorischen Einfluss 

standen (Pahl, 1999), hat sich die Liste der Aktivatoren und Zielgene bis zum heutigen 

Datum stark erweitert (Gilmore, 2008). NF-κB wurde häufig als „zentraler Mediator der 

humanen Immunantwort“ bezeichnet, da er von einer Vielzahl von Bakterien und Viren oder 

deren Produkten aktiviert werden kann. Viele Proteine, die durch NF-κB-Zielgene kodiert 

werden, sind an der Immunabwehr beteiligt. Dazu zählen über 50 Zyto- und Chemokine 

sowie deren Modulatoren, immunrelevante Rezeptoren wie MHC-Moleküle, Akut-Phase-

Proteine, Proteine der Antigenpräsentation sowie Rezeptoren für die Adhäsion neutrophiler 

Granulozyten und deren Transmigration durch Blutgefäßwände. NF-κB ist jedoch auch an 

der Transkriptionskontrolle von Genen beteiligt, deren Funktion über die unmittelbare 

Immunantwort hinausgeht, und es existiert eine Vielzahl von Stimuli, die nicht viralen oder 

bakteriellen Ursprungs sind (Gilmore, 2008).  

 Da NF-κB sowohl durch physiologischen und physikalischen als auch oxidativen 

Stress induziert werden kann, wäre „zentraler Regulator der Stressantwort“ eine treffendere 

Bezeichnung (Pahl, 1999). Zu den durch NF-κB aktivierten Genen, die für die humane 

Stressantwort verantwortlich sind, zählen unter anderem Stickstoffoxidsynthase (Geller et al., 

1993), Mangansuperoxiddismutase (Das et al., 1995), Cyclooxygenase 2 (Yamamoto et al., 

1995) und Cu/Zn-Superoxiddismutase (Rojo et al., 2004). 

 Zellulärer Stress kann in seiner ausgeprägtesten Form zu Apoptose führen. In 

verschiedenen Zelltypen hat NF-κB sowohl Einfluss auf pro- als auch anti-apoptotische 

Prozesse (Barkett und Gilmore, 1999). In den meisten Zelltypen kommt es allerdings zu 

einer Unterdrückung der pro-apoptotischen Prozesse. Die Kopplung eines Faktors des 

Stressgeschehens mit einem anti-apoptotischen Signalweg könnte dafür sorgen, dass die 

Zellen im Zuge der generalisierten Stressantwort nicht zugrunde gehen und NF-κB daher 

das Überleben der Zelle garantiert. Da manche Mitogene und Wachstumsfaktoren zu einer 

Stimulation von NF-κB führen und deren Gene teilweise über einen autokrinen Loop 

transaktiviert werden, kommt NF-κB wahrscheinlich sogar eine allgemeinere Bedeutung 

innerhalb des Zellüberlebens zu (Pahl, 1999). 

 Neben diesen zentralen Funktionen von NF-κB wurde eine Reihe weiterer Funktionen 

postuliert. Zielgene wie Laminin, Kollagenase oder Gelatinase legen eine Beteiligung an der 

Regulation der Zellstruktur nahe, während Gene wie Cyclin D1 (Guttridge et al., 1999; Hinz 

et al., 1999; Toualbi-Abed et al., 2008), D2 (Huang et al., 2001; Schneider et al., 2006; 

Iwanaga et al., 2008) und D3 (Wang et al., 1996) sowie Skp2 (Schneider et al., 2006) eine 

Rolle in der Zellzyklusprogression implizieren.  

 NF-κB kann auch die Transkription anderer Transkriptionsfaktoren, wie das Proto-

Onkogen c-myc (Duyao et al., 1990) und den Tumorsuppressor p53 (Wu und Lozano, 1994) 
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induzieren. Daher kann die initiale NF-κB-Aktivierung indirekt die Transkription von einer viel 

größeren Anzahl als 150 Zielgenen induzieren. 

 

1.6 Spezifität der NF-κB vermittelten Genexpression 

Es existieren viele Regulationsmechanismen der NF-κB-Antwort, um die Selektivität 

und Spezifität der Aktivierung der NF-κB-Zielgene zu gewährleisten (Pahl, 1999). Ziel dieser 

Mechanismen ist, auf die Aktivierung von NF-κB nicht mit der Expression der gesamten 

Bandbreite von Zielgenen zu antworten, sondern die Expression auf einzelne Gene zu 

beschränken. 

Eine der Regulationsebenen stellt die Transkriptionskontrolle der NF-κB-Zielgene 

durch selektive Aktivierung der verschiedenen Rel/NF-κB-Dimere dar, da diese 

unterschiedliche DNA-Bindungssequenzen bevorzugen (Kunsch et al., 1992). Des Weiteren 

regulieren verschiedene Signalwege die Bildung bestimmter Rel/NF-κB-Homo- und 

Heterodimere, wodurch sich die Spezifität für die Aktivierung von NF-κB-Zielgenen erhöht. 

Eine differentielle NF-κB-Aktivierung wird durch IκB-Proteine vermittelt, die stimulus- 

und zelltypabhängig degradiert werden. Die verschiedenen IκB-Familienmitglieder 

interagieren nur mit bestimmten NF-κB-Komplexen, so dass durch eine spezifische 

Degradation der IκB-Proteine nur bestimmte NF-κB-Dimere in den Kern gelangen können. 

Da die IκB-Proteine zudem unterschiedlichen Degradationskinetiken unterliegen, resultiert 

hieraus auch  eine Kontrolle der NF-κB-Aktivierungsdauer.  

Der Zelltyp, der Ziel der NF-κB-Aktivierung ist, bildet einen weiteren 

Selektionsmechanismus. Nicht alle Zelltypen tragen den dem Stimulus entsprechenden 

Rezeptor oder besitzen die Signaltransduktionsmoleküle, um auf die gesamte Bandbreite der 

NF-κB-induzierenden Stimuli zu reagieren (Karin, 1999).  

Neben diesen Kontrollmechanismen existiert ein weiterer Selektionsmechanismus, 

über den die Aktivierung von NF-κB-Zielgenen auf genomischer Ebene reguliert wird. Er wird 

als „kombinatorische Antwort der Promotor- und Enhancerregionen“ bezeichnet (Pahl, 1999). 

In den Promotor- und Enhancerregionen verschiedener Zielgene befinden sich mehrere 

„Response Elemente“ für verschiedene Transkriptionsfaktoren. Es müssen mehrere 

Transkriptionsfaktoren in der Promotor-/Enhancerregion des Zielgens binden, um die 

Transkription dieses Gens zu aktivieren. Das adäquate Signal, das zur Transaktivierung 

eines Gens führt, stellt daher ein spezifisches Muster von Transkriptionsfaktoren dar. Dieses 

Muster ist das Ergebnis der Integration aller eintreffenden Signale und gewährleistet so ein 

hohes Maß an Selektivität.  Des Weiteren sind die Promotoren NF-κB-regulierter Gene für 

Transkriptionsfaktoren unterschiedlich gut zugänglich. Während einige Promotoren 

konstitutiv und sofort zugänglich sind  (constitutive and immediately accessible, CIA), muss 
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das Chromatin an anderen Promotoren zunächst Stimulus-spezifisch modifiziert werden 

(regulated and late acessibility, RLA). Mittlerweile sind unterschiedliche Proteinkomplexe 

bekannt, die die Expression inflammatorischer Gene durch Veränderung der 

Chromatinstruktur regulieren (Hayden und Ghosh, 2008). 

Eine Feinmodulation der transkriptionellen Aktivität lässt sich über die Interaktion mit 

Transkriptions-Koaktivatoren oder -Korepressoren, die Wechselwirkung mit Bestandteilen 

der basalen Transkriptionsmaschinerie und über den Phosphorylierungsstatus der Rel/NF-

κB-Moleküle erreichen. Die Hyperphosphorylieung der p50-Untereinheit an Serinresten, 

erhöht die Stabilität der p50-DNA-Interaktion (Li et al., 1994), während eine 

Hypophosphorylierung zu einer Instabilisierung führt (Kushner und Ricciardi, 1999). Der 

Effekt der Hyperphosphorylieung konnte auch für die NF-κB-Proteine p65 und c-Rel 

nachgewiesen werden, deren Phosphorylierung durch die PKA zu einer erhöhten DNA-

Bindungsaktivität führt (Mosialos und Gilmore, 1993; Neumann et al., 1995). p65 wird durch 

eine große Anzahl an Kinasen phosphoryliert (unter 1.4.2 beschrieben), wodurch das 

Transaktivierungspotential erhöht wird. Diese Phosphorylierung ermöglicht die Bindung des 

transkriptionellen Koaktivators CBP/p300 mit darauf folgender Acetylierung von p65 und 

Zielgenaktivierung. In unstimulierten Zellen reguliert das inhibitorische p50-Homodimer 

zusammen mit dem SMRT (silencing mediator of retinoic acid and thyroid hormone 

receptor)-HDAC-3-Komplex die Expression an klassischen κB-Promotoren. Nach TNF-

Stimulation wird der inhibitorische Komplex von der DNA gelöst und durch ein aktivierendes 

p65-p50-Heterodimer ersetzt. In Assoziation mit SMRT und der Histonacetyltransferase p300 

wird die p65-Untereinheit acetyliert und erst daraufhin das NF-κB-Zielgen exprimiert (Hoberg 

et al., 2006). 

Wie die Aktivierung der NF-κB-Proteine ist auch die Termination des Signals über 

verschiedene Kontrollmechanismen reguliert. Ein wichtiges Zielgen von NF-κB ist IκB-α, das 

direkt nach NF-κB-Aktivierung synthetisiert wird. IκB-α entfernt NF-κB von der DNA, 

vermittelt dessen Rücktransport ins Zytoplasma und kann so die NF-κB-Antwort schnell 

beenden (Zabel und Baeuerle, 1990). Zudem unterdrückt IKKα die NF-κB-Aktivierung durch 

beschleunigten Umsatz von p65 und c-Rel und Entfernung dieser Untereinheiten von 

proinflammatorischen Genpromotoren (Lawrence et al., 2005). Im Zellkern können die NF-

κB-Untereinheiten p50 und p65 durch Ubiquitin-E3-Ligasen wie SOCS1 (suppressor of 

cytokine signaling) ubiquitiniert werden, was zur sofortigen proteasomalen Degradation 

dieser Proteine führt (Ryo et al., 2003; Natoli und Chiocca, 2008). 

Wie diese Übersicht verdeutlicht, erfolgt die Regulation der Transkriptionsaktivität von 

NF-κB nicht biphasisch, mit einem inaktiven zytosolischen und einem aktiven nukleären 

Transkriptionsfaktor, sondern über eine Vielzahl von Regulationsstufen, die die Spezifität der 

NF-κB-Antwort gewährleisten. 
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1.7. Relevanz von NF-κB  

 Durch Untersuchungen an transgenen und Knockout-Mäusen konnten die 

physiologischen Funktionen einzelner Komponenten des NF-κB-Signalweges nachgewiesen 

werden. Der Mangel an Molekülen des NF-κB-Signalweges führt zu starken Immundefekten 

und ist in vielen Fällen letal. Der Knockout von Bestandteilen des regulatorischen IKK-

Komplexes, aber auch der Knockout der NF-κB-Untereinheit p65 führt zum Tod durch 

Leberapoptose, während Mäuse mit dem Knockout der NF-κB-Untereinheiten p50, p52, 

RelB und c-Rel sowie der IκB-Proteine in vielen Fällen auch bis zum Erwachsenenalter 

heranreifen und erst dann aufgrund von Immundefekten sterben oder sogar überlebensfähig 

sind (Tab. 2).  

 

Tabelle 2: Phänotyp von Knockout-Mäusen des NF-κB-Signalweges (Li und Verma, 2002) 

Mutiertes 
Genprodukt 

Phänotyp der Knockout-Mäuse 

NF-κB-Familie  
  
p65 (RelA) sterben während der Embryogenese an Tag (E)15,5-E16,5; TNF-

abhängige Leberapoptose; Defekt in der Aktivierung von Lymphozyten; 
NF-κB1 (p105 
und p50) 

Überleben bis ins Erwachsenenalter; Defekt in der Aktivierung von 
Lymphozyten; 

NF-κB2 (p100 
und p52) 

Überleben bis ins Erwachsenenalter; keine reifen B-Zellen und Defekt in 
der Aktivierung von Lymphozyten; unterbrochene Milz- und 
Lymphknotenarchitektur; 

RelB sterben nach der Geburt an der Entzündung vieler Organe; beteiligt an 
der Entwicklung dendritischer Zellen; 

c-Rel keine Defekte in der Entwicklung; Defekte in der Funktion von 
Lymphozyten und Makrophagen; 

p65 und NF-κB1 sterben an E 13,5-14,5; 
NF-κB1 und NF-
κB2 

sterben nach der Geburt; keine reifen B-Zellen sowie Osteoblasten;  

NF-κB1 und 
RelB 

sterben nach der Geburt aufgrund von Immundefizienz; 

  
IκB-Familie  
  
IκB-α sterben nach der Geburt aufgrund von Immundefizienz, Hautentzündung 

und Granulozytose; konstitutive NF-κB-Aktivität in Lymphozyten erhöht, 
aber nicht in MEFs (mouse embryonic fibroblasts); 

IκB-α und NF-
κB1 

abgeschwächter Phänotyp der IκB-α-Knockout-Mäuse; 

IκB-β-Knockin in 
IκB-α-Knockout 

stellt Defekte der IκB-α-Knockout-Mäuse wieder her; 

IκB-ε kein Defekt in der Aktivierung von NF-κB; keine schweren 
Immundefekte; 

IκB-ζ 10% lebensfähig; 10 Wochen nach Geburt entwickelt sich eine der 
Neurodermitis ähnelnde Hauterkrankung mit Infiltration 
inflammatorischer Zellen in entzündete Gewebe; 
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Mutiertes 
Genprodukt 

Phänotyp der Knockout-Mäuse 

  
Bcl-3 unterbrochene Milzarchitektur; 
NF-κB1 ΔC 
(p105) 

sterben nach der Geburt aufgrund von Immundefizienz; 

NF-κB2 ΔC 
(p100) 

sterben nach der Geburt aufgrund von Immundefizienz; 

  
IKK Komplexe  
  
IKKα (IKK1) Defekte in der Keratinozytendifferenzierung, der Entwicklung von 

Knochen und Gliedmaßen sowie Neubildung des Brustepithels; keine 
reifen B-Zellen; beeinträchtigte RANKL (Receptor Activator of NF-κB 
Ligand)-induzierte Aktivierung von NF-κB und NIK-induzierte 
Prozessierung von p100; 

IKKβ (IKK2) sterben an E 13,5-14,5 aufgrund von TNF-abhängiger Leberapoptose; 
beeinträchtigte NF-κB-Aktivierung durch IL-1β, TNF-α und LPS; 

IKKα und IKKβ sterben an E 11,5-12,5 aufgrund von TNF-abhängiger Leberapoptose; 
keine induzierte NF-κB-Aktivierung in MEFs; 

NEMO (IKKγ) sterben an E 11,5-12,5 aufgrund von TNF-abhängiger Leberapoptose; 
keine induzierte NF-κB-Aktivierung in MEFs; 

 

 Die Proteine des NF-κB-Signalweges konnten interessanterweise mit der Entstehung 

einer Reihe inflammatorischer Erkrankungen in Verbindung gebracht werden. Inhibierung 

oder verstärkte Aktivierung von NF-κB-Molekülen in transgenen Mäusen führte zur der 

Entstehung verschiedener inflammatorischer Erkrankungen hierunter rheumatoide Arthritis, 

entzündliche Darmerkrankung, Multiple Sklerose sowie Asthma, aber auch zu Krankheiten 

wie Leberversagen und Diabetes (Li und Verma, 2002; Pasparakis et al., 2006). Der 

Transkriptionsfaktor NF-κB, die IκB-Proteine sowie der IKK-Komplex spielen zudem eine 

entscheidende Rolle bei der Entstehung maligner Tumorerkrankungen. Sie regulieren das 

Zellwachstum, kontrollieren die Apoptose, fördern die Angiogenese, stimulieren die Invasion 

von Tumoren ins Gewebe sowie die Bildung von Metastasen.  Viele hämatologische Tumore 

zeigen eine erhöhte NF-κB-Aktivität. In der Akuten Myeloischen Leukämie (AML) ist die 

erhöhte NF-κB Aktivität auf eine erhöhte IKK-Aktivität zurückzuführen. Weitere mit NF-κB 

assoziierte hämatologische Tumore sind das Myelodysplastische Syndrom, eine 

Vorläufererkrankung der AML, die Akute Lymphoblastische Leukämie, HTLV-1 positive 

Leukämien, B-Zell-Lymphome, Mukosa-assoziiertes lymphoides Gewebe, sowie die 

chronisch myeloische Leukämie und das multiple Myelom (Kim et al., 2006). Eine durch 

chromosomale Translokation verursachte Überexpression des BCL3-Gens konnte in vielen 

Tumorarten insbesondere in chronisch lymphozytären B-Zell-Leukämien nachgewiesen 

werden (Viatour et al., 2004b). Eine erhöhte Expression der NF-κB-Untereinheit p65 findet 

sich in vielen massiven Tumoren wie Tumoren der Prostata, der Brust und der 

Bauchspeicheldrüse sowie bei Melanomen und Adenokarzinomen der Lunge. 

http://de.wikipedia.org/wiki/NF%CE%BAB
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 Auch viele NF-κB-regulierte Gene sind mit der Proliferation, der Unterdrückung von 

Apoptose sowie der Invasion von Tumoren ins Gewebe assoziiert. Die Entstehung von 

Tumoren wird unter anderem durch Fehlregulationen bei der Expression von 

Wachstumsfaktoren oder deren Rezeptoren vermittelt, was eine unkontrollierte Proliferation 

der Zellen zur Folge hat. Mutationen in Genen, die für Tumorsuppressorproteine kodieren, 

können zur Resistenz gegenüber Signalen, die das Zellwachstum inhibieren, führen. Eine 

erhöhte Expression von Zellzyklusproteinen sowie aktivierende Mutationen in Genen, die für 

Transkriptionsfaktoren kodieren, steigern das Zellwachstum. So führt zum Beispiel eine 

Erhöhung der Expression von Cyclin D1 oder des Protoonkogens c-myc zu erhöhter 

Zellproliferation, eine vermehrte Expression antiapoptotischer Proteine wie Bcl-2 oder Bcl-xL 

sowie Veränderungen im Expressionsverhalten des proapoptotischen Proteins p53 

verringern oder unterdrücken die Apoptose (Zhao und Srivastava, 2007). Eine Veränderung 

im Expressionsmuster von Zelladhäsionsmolekülen und Integrinen steigert die Fähigkeit von 

Zellen zur lokalen Gewebeinvasion, aber auch zur Metastasenbildung (Kim et al., 2006). 

 Auf Grund dieser Erkenntnisse spielen NF-κB-Inhibitoren oder Inhibitoren des NF-κB-

Signalweges bereits eine Rolle in der Tumortherapie. Eine Inhibierung von NF-κB allein oder 

in Verbindung mit einer Tumorbehandlung führt zum Tod von Tumorzellen oder verhindert 

das Tumorwachstum. In der Chemotherapie werden zur Behandlung von 

Tumorerkrankungen, die mit erhöhter NF-κB-Aktivität assoziiert sind, Inhibitoren des NF-κB-

Signalweges verwendet. Der IKK-Inhibitor PS-1145 wird zur Behandlung von Untergruppen 

diffuser großer B-Zell-Lymphome, die mit einer erhöhten NF-κB-Aktivität einhergehen, 

eingesetzt. Viele Proteasominhibitoren zeigten in vitro die Fähigkeit, das Tumorwachstum 

einzuschränken. Hierzu zählt der Proteasominhibitor PS-341, der das Tumorwachstum 

inhibiert und zusätzlich Apoptose in Glioblastomzelllinien basierend auf einer Verminderung 

der Bcl-2- und Bcl-xL-Aktivität induziert. Proteasominhibitoren werden unter anderem zur 

Therapie des Multiplen Myeloms eingesetzt. Weitere NF-κB-Inhibitoren wie Curcumin oder 

IKK-Inhibitoren wie BAY 11-7082 oder AS6022868 sind in der Lage, das Tumorwachstum zu 

inhibieren und Apoptose in unterschiedlichen hämatologischen Tumorzelllinien, basierend 

auf unterschiedlichen molekularen Mechanismen, zu induzieren (Kim et al., 2006).  Eine 

Weiterentwicklung verschiedener Inhibitoren des NF-κB-Signalweges zur Behandlung von 

Tumorerkrankungen könnte daher einen erheblichen Fortschritt in der Bekämpfung vieler 

maligner Tumore bewirken. 

 Da NF-κB das Überleben der Zelle vermittelt, kann es im Falle einer Fehlregulation 

der NF-κB-Aktivität zum Tod eines Organismus führen. Eine genaue Regulation des NF-κB-

Signalweges ist daher in Bezug auf die richtige Entscheidung zwischen Leben und Tod einer 

Zelle sehr wichtig.  
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II. Zielsetzung der Arbeit 
 
 Im Vorfeld dieser Arbeit wurde das neue humane IκB-Protein IκB-ζ in unserer 

Arbeitsgruppe durch ein differentielles Screening von Apoptose-sensitiven und -resistenten 

Zellen identifiziert. Initiale Studien zeigten, dass IκB-ζ mit den NF-κB-Untereinheiten p50 und 

p65 interagiert und die transkriptionelle Aktivität dieses Transkriptionsfaktors inhibiert. Im 

Gegensatz zu den klassischen IκB-Proteinen wird IκB-ζ, ebenso wie die IκB-Proteine Bcl-3 

und IκBNS, induzierbar exprimiert und gelangt nach Expression sofort in den Zellkern. Hier ist 

IκB-ζ in Matrix-assoziierten Deacetylase-Körperchen lokalisiert (Totzke et al., 2006).  

 Ziel dieser Arbeit war es, genauere Einblicke in die nukleären Funktionen von IκB-ζ 

zu bekommen. Es sollte auf der einen Seite nachgewiesen werden, ob IκB-ζ einen Einfluss 

auf die intrazelluläre Signaltransduktion ausübt, auf der anderen Seite sollte gezeigt werden, 

auf welche Weise die Expression und Aktivität von IκB-ζ reguliert wird.  

 Bis auf die NF-κB-regulierte IκB-ζ-Expression sind bis zum jetzigen Zeitpunkt keine 

weiteren Mechanismen bekannt, die die translationale Expression von IκB-ζ beeinflussen, 

eine Kontrolle, die insbesondere für Proteine des Zellkerns unverzichtbar ist. Eine sehr 

aktuelle Form der Expressionskontrolle von Proteinen, ist die Regulation durch kleine, nicht 

kodierende RNA-Moleküle, die MicroRNAs, die im so genannten RISC an ihre Ziel-mRNA in 

der 3’UTR binden. Eine Expressionskontrolle des nukleären Proteins IκB-ζ durch miRNAs ist 

nicht unwahrscheinlich und sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht werden. 

 Um Aufschluss über die Funktionen von IκB-ζ zu bekommen, war bereits eine Micro-

Array-Analyse mit HUVECs (human umbilical vein endothelial cells) durchgeführt worden, in 

der unter anderem ein inhibierender Einfluss von IκB-ζ auf Proteine, die am G2/M-Übergang 

des Zellzyklus oder an der Mitose selbst beteiligt waren, beobachtet wurde. Auch für andere 

Proteine des NF-κB-Signalweges konnte bereits gezeigt werden, dass sie in der Lage sind, 

aktiv in die Regulation des Zellzyklus einzugreifen. Aus diesen Gründen sollte in dieser 

Arbeit untersucht werden, ob und auf welche Weise IκB-ζ an der Regulation des Zellzyklus 

beteiligt ist. 

 Anhand unserer Micro-Array-Analysen wurde gezeigt, dass IκB-ζ nicht nur 

inhibierend auf die Genexpression wirkt, sondern, ähnlich wie Bcl-3, auch transkriptionelle 

Aktivität ausübt. Da darüber hinaus durch eine in unserem Labor durchgeführte Hefe-Zwei-

Hybrid-Untersuchung nachgewiesen werden konnte, dass das humane IκB-ζ eine N-

terminale Transaktivierungsdomäne besitzt, sollte diese genauer charakterisiert und die 

Regulation der IκB-ζ-Transaktivierungsaktivität insbesondere durch den NF-κB-Signalweg 

genauer untersucht werden. 
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 Die Aktivität von Proteinen wird maßgeblich durch posttranslationale Modifikationen 

beeinflusst. Da auch für NF-κB- und IκB-Proteine eine Vielzahl von Modifikationen, darunter 

Phosphorylierungen, existiert, über die ihre Aktivität kontrolliert wird und des Weiteren die 

Transaktivität der NF-κB-Proteine durch eine Reihe von Kinasen reguliert wird (Viatour et al., 

2005; Perkins, 2006), sollte analysiert werden, ob auch IκB-ζ einer Phosphorylierung 

unterliegt und ob dessen Transaktivierungsaktivität durch Kinasen beeinflusst wird. 

Gegebenenfalls sollte die sich daraus ergebende physiologische Konsequenz für die IκB-ζ-

vermittelte Aktivierung von NF-κB-Zielgenen ermittelt werden. 
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III. Material und Methoden 
 
1. Material 
 
1.1 Chemikalien 
Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH (Taufkirchen), Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt) und BD (Heidelberg) bezogen.  

 

1.2 Häufig verwendete Puffer: 

Lyse-Puffer 150 mM NaCl
 50 mM Tris, pH 7,4 
 1% (w/v) NonidetP-40 (NP-40) 
 1 mM Dithiotreithol (DTT) 
 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 
 10 µg/ml Aprotinin 
 10 µg/ml Leupeptin 
 1 µg/ml Pepstatin 
PBS 138 mM NaCl 
 8,1 mM Na2HPO4, pH 7,4 
 2,7 mM KCl 
 1,5 mM KH2PO4 
50x TAE 2 M Tris 
 1 M Essigsäure 
 0,05 M EDTA, pH 8,5 
Probenpuffer reduz. 10% (v/v) Glycerin 
 2% (w/v) SDS 
 62,5 mM Tris, pH 7,4 
 3% (v/v) β-Mercaptoethanol 
 0,25 mg/ml Bromphenolblau 
Laufpuffer (SDS-Page) 25 mM Tris 
 0,192 M Glycin 
 0,1% (w/v) SDS 
Transferpuffer (Western Blot) 25 mM Tris 
 0,192 M Glycin 
Waschpuffer (Western Blot, 1x PBS 
PBST) 0,2% Tween-20 

 
Weitere Lösungen sind in den entsprechenden Abschnitten aufgeführt.  
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1.3 Biologisches Material 

1.3.1 Säugetierzellen 

Die Kultivierung eukaryontischer Zellen erfordert sterile Bedingungen, daher wurden 

alle Arbeiten an speziellen Sterilarbeitsbänken durchgeführt und ausschließlich 

gammabestrahlte Zellkulturmaterialien verwendet. Alle Zelllinien wurden bei 37°C in 5% CO2 

und wasserdampfgesättigter Atmosphäre in einem Inkubator kultiviert. Für die Kultivierung 

von Phönix Zellen wurden die Zellkulturschalen mit steriler 0,2% (w/v) Gelatinelösung 

beschichtet. 

Zur Kryokonservierung eukaryontischer Zellen wurde dem entprechenden 

Zellkulturmedium 20% (v/v) inaktiviertes fötales Kälberserum (FCS) sowie 10% (v/v) DMSO, 

eine kryoprotektive Substanz, zugegeben. Die Zellen wurden in einer Dichte von maximal   

2-3x107 Zellen/ml in Einfriermedium aufgenommen, zunächst auf -80°C, am darauffolgenden 

Tag in flüssigem Stickstoff auf -196°C abgekühlt und gelagert.  

 

Zelllinie Herkunft Charakteristika Zusätze Bezugsquelle 
     
A172 Humane 

Glioblastomzelllinie 
  ATCC 

BdBak wt Humane 
Glioblastomzelllinie, 
multiform 

Bax defizient  Cartron, P.F., 
Département de 
Recherches en 
Cancérologie de 
Nantes 

BeBak wt Humane 
Glioblastomzelllinie, 
multiform 

Bax effizient  Cartron, P.F., 

D98-HeLa Humane 
Zervixkarzinom-
Zelllinie 

  Prof Dr. R. 
Jänicke, 
Universität 
Düsseldorf 

HEK293 Humane 
embryonale Nieren-
Zelllinie 

  ATCC 

HeLa Tet-On Humane 
Zervixkarzinom-
Zelllinie 

enthält Tet-On 
Regulatorplasmid

500 µg/ml 
G418, 
Tetracyclin-
freies FCS 

Prof. 
Winterhager, 
Universität 
Duisburg-Essen 

HeLa Tet-On 
V 

Humane 
Zervixkarzinom-
Zellline 

enthält Tet-On 
Regulatorplasmid 
und pTRE2hyg 
Leervektor, 
Induktion mit 2 
µg/ml Doxyzyklin 
48 h 

500 µg/ml 
G418, 250 
µg/ml 
Hygromycin, 
Tetrazyklin-
freies FCS 
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Zelllinie Herkunft Charakteristika Zusätze Bezugsquelle 
     
HeLa Tet-On 
IκB-ζ 

Humane 
Zervixkarzinom-
Zelllinie 

enthält Tet-On 
Regulatorplasmid 
und pTRE2hyg-
IκB-ζ, Induktion 
mit 2 µg/ml 
Doxyzyklin 48 h 

500 µg/ml 
G418, 250 
µg/ml 
Hygromycin, 
Tetrazyklin-
freies FCS 

 

HeLa Tet-On 
H 

Humane 
Zervixkarzinom-
Zelllinie 

enthält Tet-On 
Regulatorplasmid 
und pTRE2hyg-
GFP Leervektor, 
Induktion mit 2 
µg/ml Doxyzyklin 
48 h 

500 µg/ml 
G418, 250 
µg/ml 
Hygromycin, 
Tetrazyklin-
freies FCS 

 

HeLa Tet-On 
I 

Humane 
Zervixkarzinom-
Zelllinie 

enthält Tet-On 
Regulatorplasmid 
und pTRE2hyg-
GFP-IκB-ζ, 
Induktion mit 2 
µg/ml Doxyzyklin 
48 h 

500 µg/ml 
G418, 250 
µg/ml 
Hygromycin, 
Tetrazyklin-
freies FCS 

 

HeLa Tet-Off Humane 
Zervixkarzinom-
Zelllinie 

enthält Tet-Off 
Regulatorplasmid

 ATCC 

HepG2 Humane 
Leberkarzinom-
Zelllinie 

  ATCC 

HT1080 Humane 
Fiborsarkomzelllinie

  ATCC 

LN18 Humane 
Glioblastomzelllinie 

  ATCC 

MEF Murine embryonale 
Fibroblasten 

Ursprung 
C57/BL6 

 Prof. M.L. 
Schmitz, 
Universität 
Gießen 

MEF p50-/- Murine embryonale 
Fibroblasten 

p50-defizient  Prof. F. Weih, 
Leibnitz Institut 
Jena 

MEF p65-/- Murine embryonale 
Fibroblasten 

p65-defizient  Prof. M.L. 
Schmitz 

     
     
     
     
     
     
     
     
     
     



Material und Methoden    29        
___________________________________________________________________________ 

Zelllinie Herkunft Charakteristika Zusätze Bezugsquelle 
     
Phoenix Humane 

embryonale 
Nierenzelllinie 
basierend auf 293T 
Zellen 

enthält 
Konstrukte, die 
die Fähigkeit 
besitzen, virale 
von den Gag-pol-
Genen kodierte 
Proteine und 
Hüllproteine für 
ecotrope und 
amphotrope 
Viren zu 
exprimieren. 

 Prof. Stephan 
Ludwig, 
Universität 
Münster 

T98 Humane 
Glioblastomzelllinie 

  ATCC 

U87 Humane 
Glioblastomzelllinie; 
Astrozytom 

 1mM Pyruvat 
(Gibco) 

ATCC 

 

Die unterschiedlichen Zelllinien wurden abhängig von der Zelllinie in den Zellkulturmedien 

DMEM High, DMEM Low oder RPMI 1640 kultiviert und von der Firma PAA bezogen und mit 

10% (v/v) FCS (Biowest, Nuaillé, Frankreich) bzw. Tetrazyklinfreiem FCS (PAA, Cölbe) und 

50 µg/ml Penicillin/Streptomycin (PAA) supplementiert. 

 

1.3.2 Bakterienstämme 
 
E.coli Stamm Genotyp Verwendung Bezugsquelle 
    
Top 10 F’ F´{lacIq, Tn10(TetR)} mcrA 

Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 
recA1 araD139 Δ (ara-
leu)7697 galU galK rpsL 
(StrR) endA1 nupG 

Vermehrung von 
Plasmiden 

Invitrogen 
(Karlsruhe) 

BL21 
(DE3)Gold 
 

E. coli B F– ompT hsdS (rB
– 

mB
–) dcm+ Tetr galλ (DE3) 

endA  Hte 

Vermehrung von 
Plasmiden, Expression 
rekombinanter Proteine 

Stratagene 
(Heidelberg) 

 

Die Bakterien wurden in LB-Medium (10 g/l Trypton/Pepton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/L NaCl, 

pH 7,2 mit NaOH eingestellt) bei 37°C angezüchtet. Für die Herstellung von Agarplatten 

wurden vor dem Autoklavieren 18 g/l Agar hinzugefügt. Zur Selektionierung wurde Ampicillin 

(100 µg/ml) oder Kanamycin (50 µg/ml) zugegeben. 
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1.4 Vektoren 
 
Vektoren, für die keine Bezugsquelle angegeben ist, wurden von mir kloniert. 
 

Name Verwendungszweck  Charakteristika Bezugsquelle 
    
pCMV-Tag 
4 

eukaryontischer 
Expressionsvektor 

C-terminaler FLAG-tag Stratagene 

pCMV-Tag 
4-IκB-ζ 

generiert zur 
Umklonierung von IκB-ζ 
in anderen 
Expressionsvektor 

Stop-Codon vor FLAG-tag  

pEGFP-C1 Vektor zur Expression 
in eukaryontischen 
Zellen 

N-terminale GFP-
Markierung 

BD Biosciences 
(Heidelberg) 

pEGFP-C1-
IκB-ζ 

Expression von IκB-ζ in 
eukaryontischen Zellen 

IκB-ζ mit N-terminaler GFP-
Markierung 

Dr. Gudrun Totzke 

pEGFP-C1-
IκB-ζ N-
Term 

Expression von IκB-ζ in 
eukaryontischen Zellen 

IκB-ζ N-Terminus mit N-
terminaler GFP-Markierung 

Dr. Gudrun Totzke 

pEGFP-C1-
IκB-ζ C-
Term 

Expression von IκB-ζ in 
eukaryontischen Zellen 

IκB-ζ C-Terminus mit N-
terminaler GFP-Markierung 

Dr. Gudrun Totzke 

pEGFP-C1-
IκB-ζ T89 
→ A 

enthält IκB-ζ T89→A exprimiert IκB-ζ mit N-
terminaler GFP-Markierung; 
Threonin-Arginin-
Aminosäureaustausch an 
Threonin 89 

 

pEGFP-C1-
IκB-ζ T93 
→ A 

enthält IκB-ζ T93→A exprimiert IκB-ζ mit N-
terminaler GFP-Markierung; 
Threonin-Arginin-
Aminosäureaustausch an 
Threonin 93 

 

pEGFP-C1-
IκB-ζ S211 
→ A 

enthält IκB-ζ S211→A exprimiert IκB-ζ mit N-
terminaler GFP-Markierung; 
Threonin-Arginin-
Aminosäureaustausch an 
Serin 211 

 

pEGFP-C1-
IκB-ζ S219  
→ A 

enthält IκB-ζ S219→A exprimiert IκB-ζ mit N-
terminaler GFP-Markierung; 
Serin-Arginin-
Aminosäureaustausch an 
Serin 219 

 

pCFG5-
IEGZ 

Retroviraler Vektor, 
Expression von 
Proteinen in 
eukaryontischen Zellen 

C-teminale EGFP-
Markierung, R-, U5-, 3’LTR-
Elemente unter der 
Kontrolle eines CMV-
Promotors, Zeocin- und 
Ampicillinselektionsmarker 

Prof. Stephan Ludwig
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Name Verwendungszweck  Charakteristika Bezugsquelle 
    
pCFG5-
IEGZ-IκB-ζ 

Retroviraler Vektor, 
Expression von IκB-ζ in 
eukaryontischen Zellen 

Expression von IκB-ζ   

pVSV-G Retroviraler 
Expressionsvektor 

kodiert für das Glykoprotein 
des vesikulären 
Stomatitisvirus 

Prof. Stephan Ludwig

pGAG-Pol Retroviraler 
Expressionsvektor 

kodiert für die viralen 
gruppenspezifischen 
Antigene und die Enzyme 
Reverse Transkriptase, 
Protease und Integrase 

Prof. Stephan Ludwig

pTRE2hyg eukaryontischer 
Regulationsvektor 

exprimiert Gene unter der 
Kontrolle einer Tetrazyklin-
Bindungsstelle in 
Abhängigkeit von der 
Tetrazyklinzugabe 

Clontech/BD 
(Heidelberg) 

pTRE2hyg-
IκB-ζ 

enthält IκB-ζ 
Gesamtprotein 

exprimiert IκB-ζ unter der 
Kontrolle einer Tetrazyklin-
Bindungsstelle in 
Abhängigkeit von der 
Tetrazyklinzugabe 

 

pTRE2hyg-
GFP 

enthält EGFP aus dem 
Expressionsvektor 
pEGFP-C1 

exprimiert GFP unter der 
Kontrolle einer Tetrazyklin-
Bindungsstelle in 
Abhängigkeit von der 
Tetrazyklinzugabe 

 

pTRE2hyg-
GFP-IκB-ζ 

enthält EGFP-IκB-ζ Exprimiert IκB-ζ mit N-
terminaler GFP-Markierung 
unter der Kontrolle einer 
Tetrazyklin-Bindungsstelle 
in Abhängigkeit von der 
Tetrazyklinzugabe 

 

pCDNA 4-
Myc/-His 

eukaryontischer 
Expressionsvektor 

CMV-Promotor, Ampicillin- 
und Zeocinresistenzgene 

Invitrogen (Karlsruhe)

pCDNA3-
flag 

eukaryontischer 
Expressionsvektor 

T7- und CMV-Promotor, 
Flag-Markierung, Ampicillin- 
und Neomycinresistenzgen 

Invitrogen 

pET28a (+) prokaryontischer 
Expressionsvektor 

Vektor zur Expression 
rekombinanter Proteine in 
E.coli; T7-Promotor; N- und 
C-terminale His-Markierung;

Novagen/Merck 
(Darmstadt) 

pET28a-
IκB-ζ 

enthält IκB-ζ exprimiert IκB-ζ mit N- und 
C-terminaler His-Markierung

 

pET28a-
IκB-
ζ T89→A 

enthält IκB-ζ T89→A exprimiert IκB-ζ mit N- und 
C-terminaler His-
Markierung;  Threonin-
Arginin-
Aminosäureaustausch an 
Threonin 89 
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Name Verwendungszweck  Charakteristika Bezugsquelle 
    
pET28a-
IκB-
ζ T93→A 

enthält IκB-ζ T93→A exprimiert IκB-ζ mit N- und 
C-terminaler His-
Markierung; Threonin-
Arginin-
Aminosäureaustausch an 
Threonin 93 

 

pET28a-
IκB-
ζ S211→A 

enthält IκB-ζ S211→A exprimiert IκB-ζ mit N- und 
C-terminaler His-
Markierung; Serin-Arginin-
Aminosäureaustausch an 
Serin 211 

 

pET28a-
IκB-
ζ S219→A 

enthält IκB-ζ S219→A exprimiert IκB-ζ mit C- und 
N-terminaler His-
Markierung; Serin-Arginin-
Aminosäureaustausch an 
Serin 219 

 

pCDNA 4-
p50 

eukaryontischer 
Expressionsvektor 

exprimiert NF-κB p50 
Untereinheit 

Dr. Gudrun Totzke 

pCDNA 4-
p65 

eukaryontischer 
Expressionsvektor 

exprimiert NF-κB p65 
Untereinheit 

Dr. Gudrun Totzke 

pCDNA 3-
RelB 

eukaryontischer 
Expressionsvektor 

exprimiert NF-κB RelB 
Untereinheit 

Gary Bren, Rochester

pCDNA 3-
p52 

eukaryontischer 
Expressionsvektor 

exprimiert NF-κB p52 
Untereinheit 

Prof. D. Krappmann 

pCMV-c-Rel eukaryontischer 
Expressionsvektor 

exprimiert NF-κB c-Rel 
Untereinheit 

Prof. Dr. Klaus 
Schulze-Osthoff 

pCDNA4-
IKKα 

eukaryontischer 
Expressionsvektor 

exprimiert IκB-Kinase α mit 
C-terminaler Myc- und His-
Markierung 

Dr. Gudrun Totzke 

pCDNA4-
IKKβ 

eukaryontischer 
Expressionsvektor 

exprimiert IκB-Kinase β mit 
C-terminaler Myc- und His-
Markierung 

Dr. Gudrun Totzke 

pCDNA3-
flag- ERK1 

eukaryontischer 
Expressionsvektor 

exprimiert ERK1-MAP-
Kinase mit Flag-Markierung 

Dr. M. Weber, 
Seattle, USA 

pCDNA3-
flag-ERK2 

eukaryontischer 
Expressionsvektor 

exprimiert ERK1-MAP-
Kinase mit Flag-Markierung 

Dr. M. Weber 

GSK3β-HA 
wt 

eukaryontischer 
Expressionsvektor 

exprimiert GSK3β-Kinase 
mit HA-Markierung 

Prof. M.L. Schmitz 

pCDNA3.1-
ER wt 

eukaryontischer 
Expressionsvektor 

exprimiert den 
Östrogenrezeptor α  

Dr. Niederacher, 
Universität 
Düsseldorf 

pCMV-BD eukaryontischer 
Expressionsvektor 

exprimiert GAL4-DNA-
Bindedomäne 

Stratagene 

pCMV-BD-
IκBζ  

enthält IKB-ζ 
Gesamtprotein 

exprimiert IκB-ζ-GAL4-DNA-
Bindedomäne-
Fusionsprotein 

Dr. Gudrun Totzke 
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Name Verwendungszweck  Charakteristika Bezugsquelle 
    
pCMV-BD-
IκBζ C-
Terminus 

enthält IKB-ζ-C-
Terminus 

exprimiert C-Terminus (AS 
318-618) des IκB-ζ-Protein 
fusioniert mit der GAL4-
DNA-Bindedomäne  

 

pCMV-BD-
IκBζ N-
Terminus 

enthält IκB-ζ-N-
Terminus 

exprimiert N-Terminus (AS 
2-317) von IκB-ζ fusioniert 
mit der GAL4-DNA-
Bindedomäne 

 

pCMV-BD-
IκBζ AS 2-
176 

enthält IκB-ζ-N-
Terminus AS 2-176 

exprimiert N-Terminus (AS 
2-317) von IκB-ζ fusioniert 
mit der GAL4-DNA-
Bindedomäne 

 

pCMV-BD-
IκBζ AS 
177-317 

enthält IκB-ζ-N-
Terminus AS 177-317 

exprimiert N-Terminus (AS 
177-317) von IκB-ζ 
fusioniert mit der GAL4-
DNA-Bindedomäne 

 

pCMV-BD-
IκBζ AS 2-
128 

enthält IκB-ζ-N-
Terminus AS 2-128 

exprimiert N-Terminus (AS 
2-128) von IκB-ζ fusioniert 
mit der GAL4-DNA-
Bindedomäne 

 

pCMV-BD-
IκBζ AS 
129-247 

enthält IκB-ζ-N-
Terminus AS 129-247 

exprimiert N-Terminus (AS 
129-247) von IκB-ζ 
fusioniert mit der GAL4-
DNA-Bindedomäne 

 

pCMV-BD-
IκBζ AS 
248-317 

enthält IκB-ζ-N-
Terminus AS 248-317 

exprimiert N-Terminus (AS 
248-317) von IκB-ζ  
fusioniert mit der GAL4-
DNA-Bindedomäne 

 

pRL-TK Normalisierungsvektor 
für Luciferase-
Reportergentests 

exprimiert Renilla-Luciferase  

GAL4-TK-
Luc 

Reportervektor für Gal4-
basierte Luciferase-
Reportergentests 

GAL4-Bindungsstelle im 
Thymidin-Kinase Promotor 
kontrolliert Luciferase-
Expression 

 

GAL 4 eukaryontischer 
Expressionsvektor 

exprimiert GAL 4-DNA-
Bindedomäne 

Prof. M.L. Schmitz 

GAL 4-p50 enthält NF-κB p50 
Untereinheit 

exprimiert Fusionsprotein 
aus GAL4-DNA-
Bindedomäne und p50 

Prof. M.L. Schmitz 

GAL4-p65 
1-551 

enthält NF-κB p65 
Untereinheit 

exprimiert Fusionsprotein 
aus GAL4-DNA-
Bindedomäne und p65 

Prof. M.L. Schmitz 

GAL4-p65 
∆N 

enthält NF-κB p65 
Untereinheit AS 286-
550 

exprimiert Fusionsprotein 
aus GAL4-DNA-
Bindedomäne und p65 

Prof. M.L. Schmitz,  

GAL4-p65 
∆C 

enthält NF-κB p65 
Untereinheit AS 1-285 

Exprimiert Fusionsprotein 
aus GAL4-DNA-
Bindedomäne und p65 

Prof. M.L. Schmitz,  
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Name Verwendungszweck  Charakteristika Bezugsquelle 
    
pMIR-
Report 
Luciferase 

eukaryontischer 
Expressionsvektor für 
miRNA Luciferase-
Reportergentests  

exprimiert firefly Luciferase 
unter der Kontrolle eines 
CMV-Promotor-
Terminationssystems 

Ambion (Austin, 
USA) 

pMIR-
Report 
Luciferase 
miR-124a 

enthält Sequenz der 
mir124a-Bindungsstelle 
in IκB-ζ mRNA  

exprimiert firefly Luciferase 
unter der Kontrolle der miR-
124a Bindungsstelle in  IκB-
ζ mRNA 

 

pMIR-
Report 
Luciferase 
miR-124a 
muta 

enthält Sequenz der 
miR-124a 
Bindungsstelle in IκBζ-
mRNA, alle 
Bindungsstellen für 
mir124a sind mutiert 

exprimiert firefly Luciferase 
unter der Kontrolle der miR-
124a Bindungsstelle in  IκB-
ζ mRNA 

 

pMIR-
Report 
Luciferase 
miR-124a 
mutb 

enthält Sequenz der 
mir124a Bindungsstelle 
in IκB-ζ Bindungsstelle, 
7mer-m8 Sequenz der 
mir124a-
Bindungsstelle ist 
mutiert 

exprimiert firefly Luciferase 
unter der Kontrolle der miR-
124a Bindungsstelle in  IκB-
ζ mRNA 

 

pMIR-
Report β-gal 
Control 
Plasmid 

Kontrollvektor für 
miRNA Luciferase-
Reportergentests 

exprimiert β-Galaktosidase Ambion 

 
1.5 Oligonukleotide 

Die Oligonukleotide wurden von den Firmen Invitrogen oder MWG Biotech (Ebersberg) 

bezogen. 

Name Sequenz (5’ → 3’) Verwendung Besonderheit 
    
CDC25B RT 5’ GAGCAGTTTGCCATCAGAC RT-PCR  
CDC25B RT 3’ CACTTGCTGTACATGACGAG RT-PCR  
CDC25C RT 5’ GTCCAGATGTCCCTAGAACTC RT-PCR  
CDC25C RT 3’ GTGCGATATAGGCCACTTCTG RT-PCR  
GAPDH 5’ GCCAAAGGGTCATCATCTC RT-PCR  
GAPDH 3’ GTAGAGGCAGGGATGTTC RT-PCR  
GM-CSF 5’ ATGTGGCTGCAGAGCCTGCT RT-PCR  
GM-CSF 3’ GAACCTGAAGGACTTTCTGC RT-PCR  
IκBζ 5’ GCTAATCCCATGCAGACTTC RT-PCR  
IκBζ 3’ GAACGTGTCACCATCTGCAT RT-PCR  
IL-1 5’ AAGTACCTGAGCTCGCCAGT RT-PCR  
IL-1 3’ GCAGGACAGGTACAGATTCT RT-PCR  
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Name Sequenz (5’ → 3’) Verwendung Besonderheit 
    
IL-6 5’ GATTCCAAAGATGTAGCCGC RT-PCR  
IL-6 3’ GAGAGTAGTGAGGAACAAGC RT-PCR  
5’ 124a Luci CTAGTCCTGATGTATCTGTACA

TAGACCATTTGCCTTATATTGG
GCTAAGCCAAATGA 

Sense 
Oligonucleotid 
miRNA Ligation 

 

3’ 124a Luci 2 AGCTTCATTTGGCTTAGCCCAA
TATAAGGCAAATGGTCTATGTA
CAGATACATCAGGA 

Antisense 
Oligonukleotid 
miRNA Ligation 

 

5’ 124a Luci 
muta 

CTAGTCCTGATGTATCTGTACA
TAGACCATTCTAACCGTATTGG
GCTAAGCCAAATGA 

Sense 
Oligonucleotid 
miRNA Ligation 

 

3’ 124a Luci 
muta 

AGCTTCATTTGGCTTAGCCCAA
TACGGTTAGAATAAGCTTGATA
CAGATACATCAGGA 

Antisense 
Oligonukleotid 
miRNA Ligation 

 

5’ 124a Luci 
mutb 

CTAGTCCTGATGTATCTGTACA
TAGACCATTCTAACCGTATTGG
GCTAAGCCAAATGA 

Sense 
Oligonucleotid 
miRNA Ligation 

 

3’ 124a Luci 
mutb 

AGCTTCATTTGGCTTAGCCCAA
TACGGTTAGAATGGTCTATGTA
CAGATACATCAGGA 

Antisense 
Oligonukleotid 
miRNA Ligation 

 

5’ IκB-ζ C-Term  
530 

AAAGAATTCCAACAAATGATAG
ACCAGGCT 

PCR, Klonierung EcoRI-
Restriktions-
schnittstelle 

3’ pGBKT7-
NTerm 

TTTGTCGACCTAAAGTGATTTC
CCTAACTG 

PCR, Klonierung SalI- 
Restriktionsschn
ittstelle, Stop-
Kodon 

5’ pGBKT7-IκB AAAGAATTCGGGGTTGGCAGG
CAGCAGAGA 

PCR, Klonierung EcoRI-
Restriktions-
schnittstelle 

3’ AS176 TTTGTCGACCTAGGAGCCCCT
GACTTGGAA 

PCR, Klonierung SalI- 
Restriktions-
schnittstelle, 
Stop-Kodon 

5’ IκB-ζ-C-
Term740 

AAAGAATTCAGGGAATCTGAGA
ATATTGCT 

PCR, Klonierung EcoRI-
Restriktions-
schnittstelle 

5’ AS129 AAAGAATTCCCCGTTTCCCTGA
ACACAGTT 

PCR, Klonierung EcoRI-
Restriktions-
schnittstelle 

3’ AS247 TTTGTCGACCTATTGATCACCA
AGAAGGGA 

PCR, Klonierung SalI- 
Restriktions- 
schnittstelle, 
Stop-Kodon 
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Name Sequenz (5’ → 3’) Verwendung Besonderheit 
    
3’ AS128 TTTGTCGACCTAGCTGCATTCA

TTCTTAAT 
PCR, Klonierung SalI- 

Restriktions- 
schnittstelle, 
Stop-Kodon 

IκB-ζ T89>A for CATTCCCAATTTTTGGCACCAC
CTCAAACAC 

ortsgerichtete 
Mutagenese 

ersetzt Threonin 
89 gegen Alanin 

IκB-ζ T89>A rev GTGTTTGAGGTGGTGCCAAAA
ATTGGGAATG 

ortsgerichtete 
Mutagenese 

ersetzt Threonin 
89 gegen Alanin 

IκB-ζ T93>A for GACACCACCTCAAGCACCAAC
GCCCGG 

ortsgerichtete 
Mutagenese 

ersetzt Threonin 
93 gegen Alanin 

IκB-ζ T93>A rev CCGGGCGTTGGTGCTTGAGGT
GGTGTC 

ortsgerichtete 
Mutagenese 

ersetzt Threonin 
93 gegen Alanin 

IκB-ζ S211>A for CCAACTCTGGAATACGCTCCTT
TTCCCATACC 

ortsgerichtete 
Mutagenese 

ersetzt Serin211 
gegen Alanin 

IκB-ζ S211>A 
rev 

GGTATGGGAAAAGGAGCGTAT
TCCAGAGTTGGG 

ortsgerichtete 
Mutagenese 

ersetzt Serin211 
gegen Alanin 

IκB-ζ S219>A for CCCATACCTCCCCAGGCCCCC
GCTTATGAAC 

ortsgerichtete 
Mutagenese 

ersetzt Serin219 
gegen Alanin 

IκB-ζ S219>A 
rev 

GTTCATAAGCGGGGGCCTGGG
GAGGTATGGG 

ortsgerichtete 
Mutagenese 

ersetzt Serin219 
gegen Alanin 

 

1.6 siRNA (kleine interferierende RNA-Moleküle, small interfering RNAs) 

 Für den siRNA-Knockdown wurden siRNA-Moleküle von der Firma Dharmacon 

(Bonn) bezogen. Die Firma bietet einen Pool aus vier verschiedenen RNAs an, die gegen die 

mRNA des Proteins gerichtet sind, dessen Translation inhibiert werden soll. 

Es wurden die ON-TARGETplus SMART pool siRNAs gegen die humanen Gene GSK3B 

(GSK 3β), MAPK1 (ERK2), MAPK3 (ERK1), PI3CA (PI3 Kinase p110α), PI3CB (PI3 Kinase 

p110β) sowie eine Negativkontroll-siRNA und ein siGlo Green Transfektion Indikator als 

Transfektionskontrolle verwendet. 

 
1.7 Antikörper 

Primäre Antikörper: 

Name Spezies Verwendung Referenz 
    
anti-AIM-1  Maus WB, IF BD Biosciences 

(Heidelberg) 
anti-β-Actin Maus WB Sigma-Aldrich 
anti-CDK6 Maus WB Cell Signaling 

(Danvers, USA) 
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Name Spezies Verwendung Referenz 
    
anti-Cyclin B1 Kaninchen WB Santa Cruz 

(Heidelberg) 
anti-Cyclin E Maus WB BD Biosciences 
anti-Flag-Tag Maus WB Stressgen (Michgan, 

USA) 
anti-Flag-Tag Kaninchen IP, IF Sigma-Aldrich 
anti-GFP (B-2) Maus WB Santa Cruz 

anti-GSK3β Maus WB BD Biosciences 

anti-HA Kaninchen IP, IF MBL (Wobum, USA) 
anti-HA Maus WB Upstate 

(Schwalbach) 
anti-phospho-
Histon H3 (Ser 
10) 

Kaninchen monoklonal WB Upstate 

anti-phospho-
Histon H3 
(Ser10)-Alexa 
Fluor 488 

Kaninchen FACS Cell Lab/Beckmann 
Coulter (Krefeld) 

anti-IκB-ζ Maus WB Hybridomaüberstand
hergestellt in 
unserem Labor 

anti-IκB-ζ Kaninchen IP Serum immunisierter 
Kaninchen 

anti-IKKα Kaninchen WB Santa Cruz 

anti-IKKα/β Kaninchen WB Santa Cruz 

anti-Myc-Tag  Kaninchen IF Cell Signaling 

anti-NF-κB, p50 Kaninchen WB Stressgen  

anti-NF-κB p50 
(E-10) 

Maus WB Santa Cruz 

anti-NF-κB2 p100 Kaninchen WB Cell Signaling 

anti-NF-κB p65 
(F-6) 

Maus WB Santa Cruz 

anti-NF-κB p65 
(C-20) 

Kaninchen WB Santa Cruz 

anti-p44/p42 
MAPK 

Kaninchen WB Cell Signaling 

anti-PI3K p110α Maus WB BD Biosciences 

anti-PI3K p110β Kaninchen WB Cell Signaling 
anti-pSerin Kaninchen IP, WB abcam (Cambridge, 

UK) 
anti-pThreonin 
Prolin 

Maus IP, WB Cell Signaling 
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Sekundäre Antikörper: 

Name Herkunft 
  
goat anti-mouse IgG  BioRad (München) 
goat anti-rabbit IgG BioRad 
rabbit anti-goat IgG  Calbiochem (San Diego, USA) 
anti-rabbit-Alexa Fluor 594 Molecular Probes (Karlsruhe) 

 
1.8 Enzyme 

Es wurden folgende Enzyme verwendet: 

Enzyme Bezugsquelle 
  
Pfu DNA Polymerase Promega (Mannheim) 
Taq DNA Polymerase Eppendorf (Hamburg), Qiagen (Hilden) 
Trypsin EDTA Lösung Gibco BRL/Invitrogen (Karlsruhe) 
T4 DNA Ligase Promega 
Calf Intestinal Alkaline Phosphatase Promega, MBI Fermentas (St.Leon-Roth) 

 

Die verschiedenen Restriktionsenzyme, inklusive der dazu gehörigen Puffer, wurden von 

New England Biolabs (Frankfurt/Main), MBI Fermentas und Roche (Penzberg) bezogen. 

 
1.9 Größenmarker 
 
Name Verwendungszweck Bezugsquelle 
   
Gene Ruler 50bp DNA 
Ladder 

DNA Größenmarker MBI Fermentas 

Smartladder DNA Größenmarker Eurogentec (Köln) 
Page Ruler prestained 
Protein Ladder 

Protein Größenmarker  MBI Fermentas 
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1.10 Häufig verwendete Reagenzien und Kits 
 
Name Bezugsquelle 
  
Acrylamid-Bisacrylamid (30:0,8) BioRad 
Dharmafect Duo Dharmacon (Bonn) 
Doxyzyklin Clontech/BD 
Dual-Luciferase-Assay Promega 
ECL Detection Reagent Amersham Bioscience (Buckinghamshire, 

UK) 
Hygromycin B Invitrogen 
Hyperfilm ECL Amersham Bioschiences, Freiburg 
Immobilin-P Transfer Membran Millipore 
Jet Pei Polyplus Transfection (Illkirch, Frankreich) 
Lipofektamin Invitrogen 
Lipofektamin 2000 Invitrogen 
mirVANA microRNA Isolation Kit Ambion/ABI (Darmstadt) 
Plus Reagent Invitrogen 
siPort NeoFX Ambion 
Zeocin Invitrogen 
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2. Methoden 
 
2.1 Transformation kompetenter Bakterienzellen 

Die Transformation chemokompetenter Bakterien erfolgte mittels Hitzeschock. 

Hierzu wurde ein 100 µl Aliquot der chemokompetenten Top10F’ E.coli  auf Eis aufgetaut 

und mit 1-5 µg Plasmid-DNA oder 10 µl Ligationsansatz 30 min auf Eis inkubiert. Daraufhin 

wurde die Hitzeschocktransformation für 45 sec bei 42°C durchgeführt und die Zellen 2 min 

auf Eis inkubiert. Zur Induktion der Antibiotikaresistenzgene wurden die Zellen in 900 µl 

antibiotikafreiem LB-Medium aufgenommen und bei 37°C und 180 rpm (Certomat BS-1, 

Braun Biotech Int.) 1 Stunde inkubiert. Zur Selektion Transformations-positiver Zellen wurden 

50 µl und 200 µl des Transformationsansatzes auf LB-Agarplatten, die das entsprechende 

Antibiotikum zur Selektion enthielten, ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert. 

Elektrokompetente Bakterienzellen wurden mittels Elektroporation transformiert. 

Durch Hochspannungspulse werden kurzzeitig Poren in die bakterielle Zellmembran 

eingebracht, durch die exogene DNA in die Bakterienzelle aufgenommen werden kann 

(Dower et al., 1988). Für die Transformation wurden 50 µl elektrokompetente Bakterien des 

Stammes BL-21 (DE3) Gold auf Eis aufgetaut und mit 1-5 µg Plasmid-DNA für 10 min auf 

Eis inkubiert. Die DNA-Bakteriensuspension wurde in eine gekühlte 1 mm 

Elektroporationsküvette überführt und einem elektrischen Puls von 1,8 kV, 25 µF, 200 Ω 

ausgesetzt. Die Bakteriensuspension wurde sofort in 950 µl antibiotikafreiem LB-Medium 

aufgenommen und bei 37°C und 180 rpm (Certomat BS-1, Braun Biotech Int.) 1 Stunde zur 

Induktion der Antibiotikaresistenzen inkubiert. 200 µl des Transformationsansatzes wurden 

auf LB-Agar, der die der Plasmid-Resistenz entsprechenden Antibiotika enthielt, 

ausgestrichen und bei 37°C über Nacht auf plasmidtragende Bakterien selektioniert.  

 
2.2 Anlegen einer Glycerin-Stammkultur 
 

Zum Anlegen von Glycerinkulturen wurden 500 µl der entsprechenden Vorkultur bis 

zu einer OD600 von 0,4-0,6 angezüchtet, mit 500 µl Glycerinlösung (65% (v/v) Glycerin, 0,1 M 

MgSO4, 0,025 M Tris-HCl, pH 8) versetzt, gemischt und bei -80°C eingefroren. 

 

2.3 Molekularbiologische Methoden  
 

2.3.1 Plasmidpräparationen  

Zur analytischen Plasmidpräparation im kleinen Maßstab wurde eine E.coli-

Einzelkolonie in 5 ml Antibiotika-haltigem LB-Medium inokuliert. Am nächsten Tag wurden 

1,5 ml der ÜNK in einem 1,5 ml ERG bei 14000 rpm und 4°C (5417R, Eppendorff) 5 min 

abzentrifugiert. Für die Lyse der Bakterienzellen wurden die Puffer aus dem QIAfilter Plasmid 



Material und Methoden    41        
___________________________________________________________________________ 

Maxi Kit (Qiagen) verwendet. Das Pellet wurde in 250 µl Puffer P1 (Resuspensionspuffer: 50 

mM Tris-Cl, pH 8,0; 10 mM EDTA, 100 µg/ml RNase A) resuspendiert. Nach Zugabe von 

250 µl Puffer P2 (Lysepuffer: 200 mM NaOH, 1% (w/v) SDS) wurde der Ansatz vorsichtig 

gemischt. Nach einer Inkubationszeit von 5 min bei Raumtemperatur (RT) wurden 350 µl 

Puffer P3 (Neutralisationspuffer: 3 M Kaliumacetat, pH 5,5) hinzugegeben, gründlich  

gemischt und bei 14000 rpm und 4°C 5 min abzentrifugiert. Der Überstand wurde in ein 

frisches ERG überführt, mit 500 µl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt und 

der gesamte Ansatz 20 sec gemischt. Die Trennung der einzelnen Phasen erfolgte in einem 

weiteren Zentrifugationsschritt von 1 min bei 14000 rpm und 4°C. Die obere Phase wurde in 

ein weiteres ERG überführt und die DNA mit 1 ml eiskaltem Isopropanol bei einer 

Zentrifugation von 30 min, 14000 rpm und 4°C gefällt. Das DNA-Pellet wurde in eiskaltem 

70% Ethanol gewaschen, bei 14000 rpm und 4°C 20 min zentrifugiert und bei 

Raumtemperatur getrocknet. Das Pellet wurde in 20-30 µl sterilem a. bidest resuspendiert 

und die DNA bei -20°C gelagert. Mittels Restriktionsverdau und Auftrennung auf einem 

analytischen Agarosegel wurde überprüft, ob die Plasmid-DNA das gewünschte Insert 

enthielt. 

Zur Plasmidpräparation im großen Maßstab wurden 500 µl Bakteriensuspension aus 

der Plasmidpräparation in kleinem Maßstab oder ein Aliquot aus der Glycerin-Stammkultur in 

200 ml Antibiotika-haltigem LB-Medium inokuliert und bei 37°C und 180 rpm (Certomat BS-1, 

Braun Biotech Int.) über Nacht inkubiert. Die  Plasmidpräparation erfolgte mit Hilfe des 

QIAfilter Plasmid Maxi Kits (Qiagen) nach Herstellerangaben. Die Plasmidpräparation wurde 

erneut mittels Restriktionsverdau und Auftrennung auf einem analytischen Agarosegel 

überprüft. 

 

2.3.2 Isolation von Ribonukleinsäure (RNA) aus eukaryontischen Zellen 

 RNA mit mehr als 200 Basen wurde mittels RNAeasy Mini Kit (Qiagen) isoliert. Die 

Isolation erfolgte nach Herstellerangaben. Die Lysate wurden mit Hilfe einer QIAshredder 

Säule (Qiagen) homogenisiert. Die RNA wurde je nach Anzahl der Zellen in 30-50 µl 

Ribonuklease-freiem Wasser aufgenommen. Die Lagerung erfolgte bei -80°C. 

 Da RNA mit weniger als 200 Basen nicht mit den herkömmlichen RNA-

Isolationsmethoden gewonnen werden kann, wurden microRNA-Moleküle mittels des 

mirVANA miRNA Isolation Kit isoliert. Die Gesamt-RNA inklusive der microRNA oder nur  die 

microRNA wurde nach Herstellerangaben isoliert und in 50 µl oder 100 µl Elutionspuffer 

aufgenommen. 
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2.3.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

Die Konzentrationsbestimmung von DNA oder RNA erfolgt über die Messung der 

optischen Dichte im ultravioletten Bereich bei einer Wellenlänge von 260 nm in einer 

Quarzküvette. Die Nukleinsäurekonzentration errechnet sich aus der OD260, der Verdünnung 

und einem für DNA spezifischen Multiplikationsfaktor. Zur Konzentrationsbestimmung von 

Nukleinsäuren in der Plasmidpräparation wurde eine Verdünnung von 1:50 in sterilem 

destilliertem Wasser hergestellt und in 100 µl dieses Ansatzes wurde die DNA-Konzentration 

bestimmt. 

 

2.3.4 Polymerasekettenreaktion, DNA-Restiktion, -Dephosphorylierung und Ligation 

Die Polymerasekettenreation (Polymerase chain reaction, PCR) dient dazu, einen 

definierten Nukleinsäureabschnitt selektiv zu amplifizieren. Dazu wird eine thermostabile 

DNA-Polymerase benötigt, Template-DNA, Oligonukleotidprimer und Nukleotide. Die PCR 

besteht aus 3 Schritten, der Denaturierung, dem Primerannealing und der Elongation, die in 

30-40 Zyklen wiederholt werden. Die Denaturierung des DNA-Templates findet bei 95°C statt 

und hat die Funktion, die komplementären DNA-Stränge zu trennen. Danach lagern sich im 

Annealingschritt die beiden Primer, bei einer für den Primer spezifischen Temperatur, die 

abhängig vom GC-Gehalt des Primers ist, an das DNA-Template an. Im Elongationsschritt 

verlängert die DNA-Polymerase, auch bei einer spezifischen Temperatur, die bei der Pfu-

Polymerase bei 74°C und bei der Taq-Polymerase bei 72°C liegt, die beiden DNA-Stränge. 

 

Die PCR-Reaktionen wurden in der Regel nach folgendem Schema  angesetzt: 

1-2 µg DNA-Template 

5 µl 10x PCR-Puffer (Polymerase abhängig) 

4 µl dNTPs (jedes 10 mM) 

1 µl 5’ Primer (20 pmol) 

1 µl 3’ Primer (20 pmol) 

1 µl DNA-Polymerase 

ad 50 µl dest. H2O 
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Die PCR-Ansätze wurden mit einem Tropfen Mineralöl überschichtet und im Robocycler 

Gradient 40 (Stratagene) unter folgenden Bedingungen durchgeführt: 

 

1. Initiale Denaturierung 2 min  95°C 

2. Denaturierung 1 min 95°C 

3. Annealing 1 min  50-60°C Primer-abhängig 

4. Elongation 2 min pro kb (Pfu) 

1 min pro kb (Taq) 

74°C 

72°C 

5. Primerextension 10 min 72°C bzw. 74 °C 

Schritt 2-4: 30-40 Zyklen 

 
 Um eine Störung der im PCR-Puffer enthaltenen Salze bei der weiteren Verarbeitung 

des PCR-Produktes zu vermeiden, wurden diese mit Hilfe des QIAquick PCR-Purification 

Kits (Qiagen) aus dem Ansatz entfernt. Die Durchführung erfolgte nach Herstellerangaben. 

Die DNA wurde in 32 µl destilliertem Wasser aufgenommen. 

 Zum gesamten Ansatz der aufgereinigten PCR-Produkte (32 µl) wurden für den 

Restriktionsverdau 4 µl 10x Puffer und 4 µl Enzym hinzugegeben. Zum Restriktionsverdau 

von Plasmid-Vektoren wurden 1-2 µg DNA mit 1 µl Enzym und 1 µl 10x Puffer  

zusammengegeben und mit dest. H2O auf 10 µl Gesamtvolumen aufgefüllt.                        

Die Ansätze wurden für 1 Stunde bei 37°C im Thermomixer inkubiert und zur Auswertung 

oder zum Ausschneiden auf ein präparatives Agarosegel aufgetragen. 

 Restriktionsverdaute Vektor-DNA wurde zusätzlich einer Dephosphorylierung 

unterzogen, um die Religation der DNA zu vermeiden. Die alkalische Phosphatase entfernt 

Phosphatgruppen vom 5’ Ende der DNA und verhindert so das erneute Zusammenlagern der 

Vektor-DNA. 

Die Dephosphorylierung wurde nach folgendem Schema angesetzt: 

 

Vektor-Restriktionsverdau 20 µl 

10x CIAP-Puffer   5 µl 

Calf Intestine Alkaline Phosphatase   1 µl 

dest. H2O 24 µl 

 

Die Inkubation erfolgte bei 37°C für 1 Stunde im Thermomixer. Anschließend wurde das 

Enzym bei 80°C für 10 min hitzeinaktiviert. 

 Hatten das PCR-Produkt und die Vektor-DNA die entsprechende Größe, wurden sie 

aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit Hilfe des QIAquick Gel Extraktion Kits (Qiagen) 

nach Herstellerangaben aufgereinigt. 
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 Entsprechend der Intensität der Banden auf dem Agarosegel wurden Vektor und 

Insert zusammengegeben und mit 1 µl T4 DNA-Ligase, 2 µl 10x T4 DNA-Ligase-Puffer und 

mit destilliertem Wasser auf 20 µl aufgefüllt. Die Inkubation erfolgte 3-5 Stunden bei 

Raumtemperatur. 10 µl des Ligationsansatzes wurden zur Transformation von 

chemokompetenten Top10F’ E.coli-Bakterien verwendet. 

 

2.3.5 Agarosegelelektrophorese 
 
Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese hat man die Möglichkeit, DNA-Fragmente 

entsprechend ihrer Größe über ein elektrisches Feld aufzutrennen. Die DNA-Fragmente 

wurden mit 0,5 µg/ml Ethidiumbromid, einem DNA interkalierenden Agens, durch Anregung 

mit UV-Licht sichtbar gemacht.  

Die Untersuchung der DNA-Fragmente erfolgte in einem Ethidiumbromid (0,5 µg/ml)-

enthaltenden 1-3% (w/v) Agarosegel, das mit 1x TAE-Puffer überschichtet war. Zur 

Kalibrierung des Gels wurde ein DNA-Größenmarker aufgetragen, die DNA-Proben wurden 

1:10 mit DNA-Probenpuffer (0,025% Bromphenolblau, 0,025% Xylencyanol, 3% (v/v) 

Glycerol) versetzt und bei 70 V bzw.120 V für 30 – 60 min aufgetrennt.  

 

2.3.6 DNA-Sequenzierung 
 

Die DNA-Sequenzierungen wurden kommerziell von den Firmen Qiagen, Hilden, oder 

MWG Biotech, Ebersberg, durchgeführt. Das DNA-Template wurde einem „Single Sequence 

Read“ bzw. „Value Read“, mit dem 700-900 bp sequenziert werden konnten, unterzogen. 

 

2.3.7 Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) 

 Durch die RT-PCR weist man die Transkriptionsrate eines bestimmten Gens nach. 

Sie wird in zwei Schritten durchgeführt. Zunächst wird  die isolierte mRNA in eine cDNA 

(complementary DNA) umgeschrieben, im zweiten Schritt dient die cDNA als Vorlage für 

eine PCR.  

 Für die reverse Transkription wurden 1,5-2 µg RNA, 2 µl Random Hexamers (50 µM, 

Applied Biosystems) mit Hepes (10 mM, 0,1 mM EDTA, pH 7,8) auf eine Gesamtvolumen 

von 16 µl aufgefüllt. Zum Aufschmelzen der RNA-Sekundärstruktur wurde der Ansatz 5 

Minuten bei 95°C inkubiert, zur Anlagerung der Primer anschließend 5 Minuten auf Eis 

gestellt. Daraufhin wurde ein Mastermix bestehend aus 8 µl 10 mM dNTPs (in DEPC-H2O), 3 

µl 0,1 M DTT, 2 µl RNA Guard RNase Inhibitor (21.900U/ml, Amersham Biosciences), 8 µl 5x 

First Strang buffer und 3 µl MMLV-Reverser Transkriptase (200 U/µl, Invitrogen) 

hinzugegeben. Die reverse Transkription erfolgte in einem aus vier Zyklen bestehenden 

Programm (25°C, 5 Minuten; 30°C, 5 Minuten; 37°C, 90 Minuten; 95°C, 5 Minuten). Die 
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darauf folgende PCR wurde in einem 50 µl Gesamtansatz bestehend aus 2 µl RT-Probe, 0,5 

µl Taq-DNA-Polymerase, 5 µl 10x Puffer, 4 µl 10 mM dNTPs sowie je 1 µl 20 pmol 3’ und 5’ 

Primer durchgeführt. Der Ansatz wurde mit destilliertem Wasser aufgefüllt. Die PCR wurde 

mit folgendem Programm (1. 94°C 5 Minuten, 2. 94°C 1 Minute, 60°C 1 Minute, 72°C 1 

Minute 30 Sekunden, 3. 72°C, 20 Minuten) in 22-35 Zyklen (Schritt 2) durchgeführt. Die 

Annealingtemperatur in Schritt 2 wurde Primer-abhängig verändert. Zur Standardisierung der 

Messungen wurde die Transkriptionsrate des Haushaltsgens Glycerinaldehyd-3-phosphat-

dehydrogenase (GAPDH) bestimmt. Die Proben wurden mit Probenpuffer versetzt und auf 

einem 1% (w/v) analytischen Agarosegel aufgetrennt. 

 

2.3.8 Real-Time quantitative PCR 

 Die Quantifizierung von reifen microRNAs erfolgte über Real-Time quantitative RT-

PCR mit Hilfe des Taq-Man MicroRNA Assays (Applied Biosystems), der wie die RT-PCR in 

zwei Schritten durchgeführt wird. Im ersten Schritt wird in einer reversen Transkription cDNA 

hergestellt. Hierzu werden Primer verwendet, die die für die Vorläufer-miRNA typische 

Schleife enthalten und so die Form der unreifen microRNA nachstellen. Somit können diese 

Primer spezifisch an reife microRNA Moleküle binden. Im darauf folgenden PCR Schritt 

macht man sich das TaqMan-Prinzip zu Nutze. Es wird eine MGB-Sonde (minor groove 

binder) verwendet, die am 5’ Ende mit einem Reporterfarbstoff, hier: FAM-Farbstoff, 

gekoppelt ist. Am 3’ Ende der Sonde befindet sich der „minor groove binder“, der die 

Schmelztemperatur erhöht, ohne dabei die Sondenlänge zu beeinflussen, sowie ein nicht 

fluoreszierender Dämpfer (nonfluorescent quencher), der die Fluoreszenz des 

Reportermoleküls unterdrückt.  

 Das Prinzip der PCR-Reaktion lässt sich in vier Schritten beschreiben. Im ersten 

Schritt, der Polymerisation, bindet die TaqMan-Sonde an die zu amplifizierende cDNA. 

Während der Amplifikation der cDNA wird die Sonde durch die 5’-3’-Exonukleaseaktivität der 

Polymerase vom cDNA Strang entfernt und hierbei das Reportermolekül vom Rest der 

Sonde abgespalten. Der Dämpfer kann daher die Fluoreszenz des Reporters nicht mehr 

unterdrücken und die Fluoreszenz des Reportermoleküls kann detektiert werden. Nach 

Vervollständigung der Amplifikation des cDNA-Moleküls beginnt der nächste PCR-Zyklus.  

 Die Auswertung der PCR erfolgte mit Hilfe der vergleichenden CT-Methode. Das 

Real-Time PCR-Gerät liefert eine logarithmische Grafik, der Messergebnisse. Die CT-Werte 

werden in dem Bereich der Grafik ermittelt, in dem die Amplifikation noch exponentiell 

verläuft. Die ermittelten CT-Werte wurden gegen den internen Standard RNU6B normalisiert. 

 Die Durchführung erfolgte nach Herstellerangaben. Verwendet wurden der TaqMan 

MicroRNA Assay human hsa-miR-124a und RNU6B, der TaqMan MicroRNA Reverse 
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Transcription Kit sowie der TaqMan Universal PCR MasterMix No Amp Erase UNG (Applied 

Biosystems). 

 

2.3.9 Ortsgerichtete Mutagenese (site directed mutagenesis) 

 Mit dem QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) können 

Punktmutationen und der Austausch von Aminosäuren an doppelsträngiger DNA 

vorgenommen werden. Die DNA sollte aus einem E.coli-Stamm isoliert sein, der DNA-

Methylase exprimiert. Die DNA-Matrize wird im Anschluss an die PCR mit Hilfe des Enzyms 

DpnI restriktionsverdaut, das nur methylierte DNA schneidet. Die in der Mutagenese-PCR 

entstandene DNA ist nicht methyliert und kann daher nicht von diesem Enzym geschnitten 

werden. 

 Die Mutagenese wurde nach Herstellerangaben mit den Primern IκB-ζ T89>A, IκB-ζ 

T93>A, IκB-ζ S211>A, IκB-ζ S219>A sowie IκB-ζ T93>A, T89 (sense und antisense, s. 

Abschnitt 1.5) durchgeführt. Die Mutationen wurden durch Sequenzierung bestätigt. 

 

2.4 Integration von DNA in eukaryontische Zelllinien 

2.4.1 Transfektion von Zellen durch kationische Liposomen 

Lipofektamin und Lipofektamin 2000 sind polykationische lipidhaltige Reagenzien, mit 

deren Hilfe DNA, RNA oder Proteine in eukaryontische Zellen eingebracht werden können 

(Sells et al., 1995). Polykationische Lipide tragen eine positive Ladung, über die sie mit dem 

negativ geladenen Rückgrat der DNA reagieren können. Es kommt zur Bildung von 

Liposomen, die die gewünschte DNA enthalten. Die Liposomen fusionieren dann mit der 

Zellmembran und die DNA wird in der Zelle freigesetzt. Die Transfektionseffizienz von 

Lipofektamin kann durch die Verwendung von Plus Reagent erhöht werden, da es die zu 

transfizierende DNA  vor der Transfektion komplexiert. 

HEK293-Zellen wurden mit einem Lipofektamin/Plus-Reagent-Ansatz transfiziert. Am 

Tag vor der Transfektion wurden 3x105 Zellen pro Vertiefung in einer 12-Loch-Platte 

ausgesät und am darauffolgenden Tag nach Herstellerangaben transfiziert. Bei Verwendung 

größerer Zellkulturplatten wurden Zellzahl und Reagenzmengen entsprechend erhöht. 

 

2.4.1.1 Transfektion von Phönixzellen zur Produktion von Retroviren 
 

Arbeiten mit Retroviren sind der Risikogruppe 2 zuzuordnen und wurden daher im 

S2-Labor durchgeführt. Zur Produktion von Retroviren wurden 3x106 Phönixzellen am Vortag 

auf mit 0,2% (w/v) Gelatine beschichteten Zellkulturschalen (Durchmesser: 10 cm) ausgesät. 

Die Transfektion erfolgte mit 30 µl Lipofektamin 2000, 5 µg pVSV-G, 16 µg pGag-Pol und 7 
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µg des pCFG5-IEGZ-Plasmides, welches das IκB-ζ-Konstrukt enthielt. Die Hilfsvektoren 

pVSV-G und pGAG-Pol wurden zur Sicherheit, falls die Zelllinie die Fähigkeit zur Produktion 

der retroviralen Proteine verloren hatte oder diese Fähigkeit eingeschränkt war, verwendet. 

pGAG-Pol trägt die Gene, die bei der Synthese der viralen gruppenspezifischen Antigene 

und der Enzyme Protease, Reverse Transkriptase und Integrase eine Rolle spielen, pVSV-G 

trägt Gene, die für das Glykoprotein des Virus kodieren.  

Über 3 Tage wurden die retroviralen Mediumüberstände gesammelt, die bei -80°C 

gelagert wurden. Wurden die Phönixzellen erfolgreich transfiziert,  bilden sie amphotrophe 

Retroviren, die weitere Zellen infizieren können. 

 
2.4.1.2 Transfektion durch Neofektion 

 Das Prinzip der Neofektion oder reversen Transfektion beruht ebenfalls auf der 

Transfektion durch kationische Liposomen. Kleine RNA-Moleküle können hierbei in 

adhärente Zellen transfiziert werden, die sich in Suspension befinden.  

 1,5-2x105 HEK293-Zellen oder 3-4x105 HepG2-Zellen wurden nach 

Herstellerangaben mit dem Transfektionsreagenz siPort NeoFX in Suspension transfiziert. 

HEK293-Zellen wurden in die Vertiefung einer 12-Loch-Platte, HepG2-Zellen in 6-Loch-

Platten ausgesät. Die Zellen wurden nach der Transfektion noch weitere 48 Stunden 

inkubiert.  

 

2.4.2 Transduktion von HT1080-Zellen durch Retroviren  
 

Die in den Phönixzellen produzierten Retroviren sind in der Lage, Zielzellen zu 

infizieren, in denen die retrovirale RNA durch das Enzym Reverse Transkriptase in DNA 

umgeschrieben wird, die sich daraufhin in das Genom der Zielzelle einbaut. Die Zielzellen 

können keine neuen Retroviren bilden. 

3x105 HT1080-Zellen wurden am Tag vor der Infektion in 6-Loch-Platten ausgesät. 

Die retroviralen Überstände wurden bei RT aufgetaut, steril filtriert und mit 5 µg/ml Polybren, 

das der Anlagerung der Retroviren an die Zielzellen diente, versetzt. Pro Loch wurden 2 ml 

Überstand hinzugegeben und die Zellen 3 Stunden bei 2000 rpm (Multifuge, Heraeus) und 

30°C zentrifugiert. Die Infektion erfolgte an zwei aufeinanderfolgenden Tagen. Am dritten 

Tag konnten die Zellen für weitere Versuche verwendet werden. 

 
2.4.3 Transfektion durch die Verwendung kationischer Polymere 

 Das Transfektionsreagenz JetPei (Polyplus Transfection) ist ein lineares 

Polyethyleniminin. Die DNA wird zu positiv-geladenen Partikeln verdichtet, die in der Lage 
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sind, mit den anionischen Proteoglykanen der Zelloberfläche zu interagieren. Die DNA wird 

duch Endozytose in die Zelle aufgenommen. 

 5x104 MEF wt und MEF p65-/-, 8x104 MEF p50-/- oder 6x104 HeLa Tet-Off-Zellen pro 

Vertiefung einer 12-Loch-Platte oder 1,5x105 HT1080 pro Vertiefung einer 6-Loch-Platte 

wurden am Tag vor der Transfektion ausgesät und nach Herstellerangaben am nächsten 

Tag mit 4 µl Jet Pei transfiziert.  

 

2.4.4 Kotransfektion von siRNA und Plasmiden 

 Die Transfektion von kleinen interferierenden RNA-Fragmenten dient dazu, die 

Translation von Proteinen zu unterdrücken. siRNAs werden innerhalb der Zelle in den 

Proteinkomplex RISC (RNA-induced silencing complex) eingebaut. Dieser Komplex bindet 

mit Hilfe der inkorporierten RNA-Fragmente komplementär an die Ziel-mRNA. Der RISC-

Komplex besitzt RNA-Helikase und Nuklease-Aktivitäten, die das Entwinden und Spalten der 

Ziel-mRNA zur Folge haben. Die RNA liegt nun in ungeschützter Form vor und wird durch 

intrazelluläre Nukleasen abgebaut und somit die Translation des Proteins verhindert. Eine 

partielle Bindung an die Ziel-mRNA reicht nicht aus, um deren Abbau zu induzieren, die 

Translation wird jedoch durch die Behinderung der Ribosomen blockiert. Diese Vorgänge 

werden als siRNA-vermittelter Knockdown bezeichnet.  

 Das Lipid-basierte Transfektionsreagenz DharmaFECT Duo wurde zur Kotransfektion 

von siRNA und Plasmiden verwendet. Einen Tag vor der Transfektion wurden 3x105 

HEK293-Zellen oder 5x104 HT1080-Zellen pro Vertiefung einer 12-Loch-Platte, 1,2x 105  

HT1080-Zellen pro Vertiefung einer 6-Loch-Platte ausgesät. Die Transfektion erfolgte nach 

Herstellerangaben mit 2 µl bzw. 4 µl des Transfektionsreagenzes. 24 Stunden nach 

Transfektion wurde das Medium gewechselt. Die Zellen wurden für insgesamt 48-72 

Stunden inkubiert.  

 

2.5 Proteinbiochemische Analyse eukaryontischer Zell-Lysate 
 
2.5.1  Herstellung von Gesamtzell-Lysaten 
 

Kultivierte Zellen wurden aus der Zellkulturplatte oder -schale gelöst, in ERG 

überführt und 5 Minuten bei 7000 rpm (5417R, Eppendorff) zentrifugiert und einmal mit 1x 

PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde entweder bis zur Verwendung bei -80°C gelagert oder 

direkt weiterverarbeitet. Zur Herstellung von Gesamtzellextrakten wurde das Zellpellet in 100 

µl Lyse-Puffer (Abschnitt 1.2) pro 106 Zellen resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Nach 

anschließender Zentrifugation für 30 min bei 14000 rpm und 4°C wurde der Überstand in ein 

neues ERG überführt. 
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2.5.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen 
 

Der Proteingehalt der Zellextrakte wurde nach der Methode von Bradford bestimmt. 

Hierbei wird die Eigenschaft des Farbstoffes Coomassie Brilliantblau (CBB) ausgenutzt, in 

Gegenwart von Proteinen eine Rotverschiebung des Absorptionsmaximums von 465 nm 

nach 595 nm zu zeigen (Compton und Jones, 1985). Der Grund für diese Verschiebung ist 

die Stabilisierung der unprotonierten Sulfonat-Form des Farbstoffes durch eine 

Komplexbildung mit kationischen, hydrophoben Seitenketten der Proteine.  

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden 997 µl des Bradford-Reagenzes 

(1:5 in Wasser verdünnt, Bio-Rad) mit 3 µl der Probe versetzt, gemischt und für 10 min bei 

RT inkubiert. Anschließend wurde die Absorption der Lösung bei einer Wellenlänge von 595 

nm gemessen. 

 Die Bestimmung der Proteinkonzentration im BCA-Proteinnachweis (Pierce) erfolgt 

in zwei Schritten. Der erste Schritt beruht auf der Biuretmethode. Zweiwertige Kupferionen 

lagern sich im alkalischen Milieu an die Peptidbindungen der Proteine an und werden zu 

Kupferkationen reduziert. Im zweiten Schritt reagiert die Bicinchinisäure mit den 

Kupferkationen und es entsteht eine violette Färbung, die bei einer Wellenlänge von 560 nm 

detektierbar ist. Zur Standardisierung der Messung wurde eine BSA-Standardkurve erstellt. 

Mit dem BCA-Proteinnachweis wurde die Proteinkonzentration aufgereinigter Proteine 

bestimmt. 

 

2.5.3 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Zur Auftrennung von Proteinen nach ihrer Größe in einer porösen Gelmatrix müssen 

sie vollständig denaturiert werden. Dies geschieht durch Erhitzung und Behandlung der 

Proben mit SDS und β-Mercaptoethanol. In wässrigem Milieu binden die Proteine über 

hydrophobe Wechselwirkungen den aliphatischen Teil des SDS, während die negativ 

geladene Sulfatgruppe nach außen gerichtet ist. Die Eigenladung der Proteine wird dadurch 

überdeckt. Durch die Beladung von 1 g Protein mit etwa 1,4 g SDS entsteht ein konstantes 

Masse/Ladungsverhältnis, wodurch die Retardierung eines Proteins im Gel linear abhängig 

vom Molekulargewicht wird. 

Die Proben wurden auf eine OD600 von 1,5 eingestellt und unter reduzierenden 

Bedingungen in 8%-, 10%-, 12,5%- oder 15%-igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. 

Nach Anlegen einer Spannung von 30 mA/Gel wanderten die Chloridionen als Leitionen mit 

höchster Geschwindigkeit vor der Proteinfraktion. Glycinionen, die bei pH 6,8 hauptsächlich 

als in der Summe ungeladene Zwitterionen vorliegen, bleiben dahinter zurück. Die SDS-

Proteinmizellen werden zwischen diesen Leit- und Folgeionen in einer Zone geringer 

Leitfähigkeit aufkonzentriert und erreichen fokussiert das Trenngel, wo sie dann ihrem 
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Molekulargewicht entsprechend aufgetrennt werden. Durch den höheren pH-Wert im 

Trenngel erhält das Glycin eine negative Nettoladung und wandert als Front vor der 

Proteinfraktion. Zur Molekulargewichtskontrolle sowie zur visuellen Kontrolle  der 

Gelelektrophorese und anschließendem Transfer auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-

Membran wurde ein vorgefärbter Protein-Größenstandard verwendet. 

 

2.5.4 Western Blot 

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mittels des „Tank-Blot“-

Verfahrens elektrophoretisch auf eine PVDF-Membran übertragen. Die durch das SDS 

negativ geladenen Proteine wandern zur Anode und somit aus dem Gel auf die Membran.  

Dazu wurde in eine mit gekühltem Transferpuffer (Abschnitt 1.2) gefüllte Blotkammer 

(BioRad) eine Transfereinheit eingehangen. Vor Zusammenbau der Transfereinheit wurde 

die PVDF-Membran zunächst 15 sec in Methanol aktiviert, dann kurz in Wasser gewaschen 

und anschließend 15 min in Transferpuffer äquilibriert. Die Membran und das aufliegende 

Gel wurden mit jeweils einem in Transferpuffer getränkten 3MM-Papier (Whatman) an 

beiden Seiten abgedeckt. Der Transfer erfolgte abhängig von der Proteingröße 1-1,5 

Stunden bei 150 mA. Im Anschluß wurden unspezifische Bindungsstellen des Antikörpers an 

die Membran durch Inkubation in Blockierungslösung (5% BSA, 0,2% Tween-20 in PBS oder 

0,1% Tween-20 in TBS (100mM Tris-Cl, pH 8,0, 0,9% NaCl) für 1 Stunde unter leichtem 

Schütteln abgesättigt. Die Inkubation mit dem jeweiligen, primären Antikörper (IκB-ζ, 

Hybridomaüberstand 1:10 bzw. restliche Antikörper 0,2 µg/ml in Blockierungslösung) erfolgte 

über Nacht bei 4°C. Anschließend wurde die Membran dreimal 20 min in PBST oder TBST 

(PBS, 0,2 % Tween-20; TBS, 0,1% Tween-20) gewaschen und für 1 Stunde bei RT mit 

Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugiertem, sekundären Antikörper (100 ng/ml in 

Blockierungslösung) inkubiert. Nach erneutem Waschen dreimal 20 min in PBST/TBST 

erfolgte die Detektion mit Hilfe des Chemilumineszenz-Reagenz ECL. Nach Exposition des 

Films erfolgte seine Entwicklung. 

 

2.5.5 Immunopräzipitation und Co-Immunopräzipitation 

 HEK-293 Zellen wurden mit je 5 µg der zu analysierenden Plasmide, in der Co-

Immunopräzipitation mit insgesamt 10 µg Plasmid-DNA transfiziert, nach 24 Stunden 

geerntet und Gesamtzellextrakte mit Lysepuffer (Abschnitt 1.2, kein DTT) generiert. Die 

Lysate wurden zunächst 1 Stunde mit Protein G-Sepharose vorinkubiert, darauffolgend mit 

frischer Protein G-Sepharose und mit 2 µg des entsprechenden Antikörpers oder nach 

Herstellerangaben bei 4°C über Nacht inkubiert. Der Überstand wurde abgenommen, die 

Sepharose viermal bei 14000 rpm, 4°C, 1 Minute mit 1 ml Waschpufferpuffer (Lysepuffer, 
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allerdings nur 0,5% (v/v) NP40, kein DTT) zentrifugiert (5417R, Eppendorff). Der 

Waschpuffer wurde abgenommen und die Protein G-Sepharose mit 60 µl Probenpuffer bei 

95°C für 10 Minuten aufgekocht. Lysate, Überstände und Immunopräzipitate wurden mittels 

SDS-PAGE und Western Blot analysiert. 

 

2.6 Analyse der Proteinlokalisation in der Zelle mittels Immunfluoreszenz 

 Zur Analyse der Proteinlokalisation wurden Hela Tet-Off-Zellen in einer 12-Loch-

Platte auf einem Deckglas ausgesät und am darauffolgenden Tag mit je 1 µg der 

entsprechenden Plasmid-DNA transfiziert. Am nächsten Tag wurden die Zellen für 30 

Minuten mit 4% Formaldehyd fixiert und für 1 Stunde mit Immunfluoreszenzpuffer (IF-Puffer: 

4% BSA, 0,05% Saponin in PBS) inkubiert. Der entsprechende Erstantikörper wurde im 

Verhältnis 1:500 in IF-Puffer zu den Zellen gegeben und bei 4°C über Nacht auf dem 

Schüttler inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Zellen mit PBS gewaschen, für 4 Stunden 

mit dem sekundären Antikörper (anti-rabbit-AF594, 1:500 in IF-Puffer) inkubiert und 

wiederum mit PBS gewaschen. Der Zellkern wurde mit dem Kernfarbstoff 4',6-Diamidino-2-

phenylindol (DAPI), der sich an AT-reiche Regionen in der kleinen Furche der DNA anlagert, 

in einer Konzentration von 1 µg/ml für 2 Minuten inkubiert, die Zellen wurden wiederum mit 

PBS gewaschen und die Deckgläser mit Mounting Medium (Dako, Hamburg) auf dem 

Objektträger fixiert. Die Analyse erfolgte am konfokalen Mikroskop. 

 

2.7 Generierung stabiler IκB-ζ Tet-On Zelllinien   

 Das Tet Repressorprotein (TetR) ist ein Protein aus E.coli, das Gene des Tetrazyklin-

Resistenz-Operons reguliert. In Abwesenheit von Tetrazyklin wird die Transkription der 

Tetrazyklin-Resistenzgene durch Bindung von TetR an die Sequenzen des Tet Operators 

verhindert. Im Tet-On Genexpressionssystem verwendet man einen reversen Tet Repressor, 

der durch eine Änderung von vier Aminosäuren in der Sequenz des TetR entstanden ist. Das 

entstandene Protein, der reverse Tet Transaktivator, wird vom pTet-On Regulationsplasmid 

kodiert und ist erst nach Zugabe von Tetrazyklin in der Lage, an das 

Tetrazyklinresonanzelement zu binden, wodurch die Expression des interessierenden Gens 

kontrolliert wird. 

 Um ein funktionierendes Tet-On System zu erhalten, benötigt man eine Zelllinie, die 

sowohl das Tet-On-Regulationsplasmid als auch das entsprechende Resonanzplasmid 

enthält. Zur Generierung einer Zelllinie, die IκB-ζ unter der Kontrolle eines Tet-

Regulationsplasmides exprimiert, wurde das für IκB-ζ kodierende Gen aus dem Vektor 

pCMV-Tag4 in das pTRE2hyg Resonanzplasmid kloniert. Damit die Expression von IκB-ζ 

auch visuell kontrollierbar war, wurden aus dem Vektor pEGFP-C1 und pEGFP-C1-IκB-ζ 
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entweder nur der für EGFP kodierende DNA-Bereich oder der für das Fusionsprotein GFP-

IκB-ζ kodierende DNA Bereich ausgeschnitten und in den pTRE2hyg Resonanzvektor 

kloniert. Mit diesen Vektoren wurde eine weitere Tet-On-Zelllinie generiert. 

 HeLa-Zelllinien, die das Tet-On Regulationsplasmid exprimieren, wurden mit den 

oben genannten pTRE2hyg Vektoren durch das Tranfektionsreagenz Lipofektamin 2000 

transfiziert, und unter der Selektion mit 250 µg/ml Hygromycin B und 100 µg/ml oder 500 

µg/ml G418 wurden sowohl monoklonale als auch polyklonale Zelllinien hergestellt.  

 Um die Anzahl der GFP- und GFP-IκB-ζ-exprimierenden Zellen zu erhöhen, wurden 

die polyklonalen Zelllinien mit Hilfe der Durchflusszytometrie „sortiert“ (Abschnitt 2.13.3). Die 

Expression von IκB-ζ in den diversen Zelllinien durch Zugabe von Doxyzyklin wurde mittels 

SDS-PAGE- und Western Blot-Analysen kontrolliert. Die Expression von GFP- oder GFP-

IκB-ζ in den HeLa Tet-On GFP-Zelllinien konnte mit Hilfe des GFP-Filters am 

Fluoreszenzmikroskop (Filterset #9, Zeiss) überprüft werden.  

 

2.8 Inhibition und Aktivierung von Signalwegen  

2.8.1 Der NF-κB-Signalweg  

 Mit Hilfe des IκB-Kinase-Inhibitors Bay 11-7082 wird die Aktivierung des NF-κB-

Signalweges unterbunden. Zur Untersuchung des Einflusses von NF-κB auf die 

Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ wurden mit den entsprechenden Konstrukten (s. 2.10.2) 

transfizierte HEK293-Zellen entweder mit oder ohne einstündige Vorinkubation mit 25 µM 

Bay 11-7082 (Biomol, Hamburg) für 6 Stunden mit 10 ng/µl TNF-α inkubiert. 

 

2.8.1.1 Induktion der IκB-ζ-Expression durch Interleukin-1β 

 Zur Induktion der IκB-ζ-Expression wurden verschiedene Zelllinien mit 2 ng/ml 

Interleukin-1β (Roche) für 2 Stunden behandelt. 

 

2.8.2 Inhibition von Proteinkinasen 

 Durch die Behandlung von Zellen mit Proteinkinaseinhibitoren können die Effekte 

unterschiedlicher Proteinkinasen studiert werden.  

 Um die Effekte von Proteinkinasen auf die Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ zu 

untersuchen, wurden HEK293-Zellen 24 Stunden nach Transfektion mit den verschiedenen 

Luciferase-Plasmiden für 8 Stunden mit den unten aufgeführten Proteinkinaseinhibitoren 

behandelt und Luciferase-Reportergen-Analysen (s. Abschnitt 2.9.2) durchgeführt. Es 

wurden verschiedene Inhibitorkonzentrationen getestet, die effektivsten sind fett gedruckt. 
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Inhibitor (Herkunft) inhibierte Kinasen Verwendete Konzentrationen 

   

IC261 (Knippschild, 

U., Universität Ulm) 
CKI δ und ε 2, 20 µM 

TBCAI (Calbiochem, 

San Diego, USA) 

CKII 20, 100, 500 nM 

SB415286 GSK3 5, 10, 30 µM 

SP600125 JNK 1, 10, 20, 100 µM 

JNK Inhibitor I 

(Calbiochem) 

JNK-1 1, 3, 5, 10 µM 

SB203580 p38α und p38β MAPK, PDK1, 

SAPK/JNK 

0,5, 1, 5, 50 µM 

PD98,059 MEK1 und MEK2 1, 10, 50 µM 

LY294,002 PI3 Kinase 10, 50 µM 

Wortmannin 

(Calbiochem) 

PI3 Kinase 10, 50, 100, 250 nM; 1, 10 µM 

H7 PKA, PKG, PKC, MLCK 250 nM; 

1, 3, 6 µM 

H89 PKA, PKG, PKC, AMPK, 

CHK1, MSK1, S6K1, Rock, 

SGK 

10, 100 µM 

Staurosporin PKA, PKC, PKG, CaMKII, 

LYN, MLCK, SYK, S6K1, SRC 

250, 500 nM 

 

Inhibitoren, deren Herkunft nicht angegeben ist, wurden von der Firma Sigma-Aldrich 

bezogen. 

 

2.9 Spezielle microRNA-Methoden 

2.9.1 Verwendung von Vorläufer-microRNA-Molekülen 

 „Pre-miR miRNA Precursor“-Moleküle wurden kommerziell von der Firma Ambion 

erworben. Diese Vorläufer-miRNAs sind kleine, chemisch modifizierte, doppelsträngige RNA-

Moleküle, die nach Transfektion direkt in den zellulären miRNA-Signalweg eintreten und in 

der Zelle zu reifen miRNA Molekülen prozessiert werden. 

 HepG2- oder HEK293-Zellen wurden mit 15 nM der Pre-miR miRNA Precursor 

Molecules-negative control#1 oder –hsa-miR-124a mittels Neofektion für 48 Stunden 

transfiziert und die Expression von IκB-ζ 2 Stunden vor dem Ernten der Zellen durch Zugabe 
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von IL-1β induziert. Die Auswertung erfolgte durch Luciferase-Reportergen- (s. Abschnitt 

2.10), SDS-PAGE und Western Blot-, RT-PCR- oder Real-Time quantitative PCR-Analysen. 

 

2.9.2 Inhibition der DNA-Methylierung durch 5-Aza-2’-Deoxycytidin (5-AzadCyd) 

 5-AzadCyd ist ein Nukelotidanalog das in die DNA eingelagert wird und dort zu einer 

irreversiblen Inaktivierung der DNA-Methyltransferase führt. Es inhibiert spezifisch die DNA-

Methylierung. Zur Induktion der microRNA-124a-Expression wurden 1,5-2x105 Zellen der 

Neuroblastomzelllinien T98, LN18, BeBak+/+, BdBak+/+, A172 sowie HepG2-Zellen pro 

Vertiefung einer 6-Loch-Platte ausgesät. Am nächsten Tag wurden die Zellen für 72 Stunden 

mit 1 µM 5-AzadCyd (InvivoGen) oder dem entsprechenden Lösungsmittel behandelt.          

5-AzadCyd wurde jeden Tag erneut zugegeben. Die Expression von IκB-ζ wurde 2 Stunden 

vor dem Ernten der Zellen durch Zugabe von IL-1β induziert. 

 

2.10 Luciferase-Reportergenanalysen 

 In Luciferase-Reportergenanalysen kann die Genexpression in einem Zellsystem mit 

Hilfe der firefly Luciferase wiedergegeben werden. Die Luciferase dient hierbei als Reporter 

der Genaktivität. Da die Luciferaseaktivität auch von experimentellen Bedingungen, wie zum 

Beispiel der Transfektionseffizienz abhängig ist, wird immer ein zusätzliches Plasmid zur 

Normalisierung verwendet. 

 
2.10.1 Das pMIR-Report miRNA Reporter Vektor-System 

 Mit dem pMir-Report miRNA Reporter- und Expressionsvektor lassen sich 

vermeintliche microRNA-Bindungsstellen testen. Der Vektor enthält ein Luciferase-Gen unter 

der Kontrolle eines CMV-Promotors sowie eine Klonierungsstelle in 3’ Richtung 

stromabwärts vom Luciferase-Gen. Wird nun eine Bindungsstelle für eine microRNA in den 

Vektor kloniert, wird durch Bindung der microRNA in der 3’ untranslatierten Region (UTR) 

der Luciferase-mRNA die endogene Funktion der microRNA nachgestellt. Die Translation 

der Luciferase wird verhindert und es kann im Luciferase-Reportergentest eine verringerte 

Luciferase-Aktivität gemessen werden. Das pMIR-Report Vektor System wurde von der 

Firma Ambion bezogen. 

 In die Klonierungsstelle wurden drei verschiedene Konstrukte eingebracht. Ein 

Konstrukt, das die Bindungsstelle für die hsa-mir-124a in der 3’ UTR der IκB-ζ-mRNA 

enthält, sowie zwei Konstrukte mit unterschiedlichen Mutationen in der vermeintlichen 

Bindungsstelle. Hierzu wurden die Plasmide 5’ 124a Luci und 3’ 124a Luci 2 (IκB-ζ-3’ UTR 



Material und Methoden    55        
___________________________________________________________________________ 

wt), 5’ und 3’ 124a Luci muta sowie 5’ und 3’ 124a Luci mutb (Primersequenzen s. Abschnitt 

1.5) verwendet.  

 Für Luciferase-Reportergentests wurden HEK293-Zellen durch Neofektion mit je 800 

ng des Reporterplasmids, 50 ng pMIR-Report β-Galaktosidase Normalisierungsvektor sowie 

15 nM pre-miR-124a oder 15 nM pre-miR-neg.ctrl. #1 miRNA precursor transfiziert und 48 

Stunden inkubiert. Die Zellen wurden in 50 µl Puffer bestehend aus 25 mM Glycylglycin, pH 

7,8, 15 mM MgSO4, 4 mM EGTA, 1 mM DTT und 1% Triton X-100 lysiert und bei 14000 rpm, 

4°C, 5 Minuten (5417R, Eppendorff) zentrifugiert. 20 µl Überstand wurden zu 100 µl 

Reaktionspuffer (15 mM Kalium Pi, pH 7,8, 25 mM Glycylglycin, 15 mM MgSO4, 4 mM 

Dithiotriethol und 2 mM ATP) gegeben und nach Zugabe von 100 µl Luciferin (0,3 mg/ml) 

konnte die Lichtemission am Luminometer (Berthold Technologies) bestimmt werden. Die 

Normalisierung erfolgte mit 5 µl des Lysats mittels des Galakto-Light chemiluminescent 

reporter gene assay systems (ABI) nach Herstellerangaben. 

  

2.10.2 Untersuchung der Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ mit dem Dual-

Luciferase-System 

 Zur Untersuchung der Transaktivierungsaktivität im Luciferase-Reportergentest kann 

man sich das Gal4-Protein der Hefe zu Nutze machen. IκB-ζ-Konstrukte verschiedener 

Länge wurden in den pCMV-BD-Vektor, der die Gal4 DNA-Bindedomände exprimiert, 

kloniert (Primer und Konstrukte s.Abschnitt 1.4 und 1.5). Der Vektor exprimiert ein 

Fusionsprotein aus IκB-ζ mit N-terminaler Gal4-Bindedomäne, welche an die Gal4-

Bindungsstelle im Reportervektor bindet und im Falle einer transaktivierenden Aktivität von 

IκB-ζ die Luciferaseaktivität im Vergleich zum Leervektor erhöht.  

 Die Luciferase-Aktvität wurde mit dem Dual-Luciferase-Reporter-Assay-System 

(Promega) analysiert. Die Aktivitäten der firefly- und der Renilla-Luciferase wurden in einer 

Probe sequentiell gemessen. Zunächst wurde die Aktivität der firefly-Luciferase über das 

Luciferase-Assay Reagent II bestimmt, die anschließend durch Zugabe des Stop & Glo 

Reagenz getilgt wurde und in einem zweiten Schritt konnte dann die Aktivität der Renilla-

Luciferase gemessen werden. 

 HEK293-Zellen wurden in einer 12-Loch-Platte ausgesät und mit je 1 ng pRL-TK, 150 

ng pGAL4-TK und 150ng der verschiedenen pCMV-BD- oder GAL4-Konstrukte mittels 

Lipofektamin/Plus-Reagent transfiziert. Für weitergehende Analysen wurden zusätzlich 150 

ng der verschiedenen pcDNA4-NF-κB-Untereinheiten oder 300 ng der Kinasekonstrukte (s. 

Abschnitt 1.4)  kotransfiziert. Der Einfluss von Kinasen auf die Transaktivierungsaktivität von 

IκB-ζ wurde zusätzlich durch  Behandlung der Zellen 24 Stunden nach Transfektion für        
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8 Stunden mit unterschiedlichen Kinaseinhibitoren analysiert (s. Abschnitt 2.8.2). Die 

Messung erfolgte nach Herstellerangaben mit dem Dual-Luciferase-Reporter-Assay-System. 

 Für siRNA-Analysen wurden 0,5 x 105 HT1080-Zellen einen Tag vor der Transfektion 

in einer 12-Loch-Platte ausgesät und mit den Konstrukten des Transaktvierungstests sowie 

20 nM der GSK3B, MAPK3, PI3CA oder PI3CB siRNA oder 40nM der MAPK1 siRNA mit 

dem Transfektionsreagenz DharmaFECT Duo kotransfiziert. 48 Stunden nach der 

Transfektion erfolgte die Messung mit dem Dual-Luciferase-Reporter-Assay-System nach 

Herstellerangaben. 

 

2.11 Proteinanalytische Methoden 

2.11.1 Analyse von Phosphotransferreaktionen 

 Um die von Proteinkinasen katalysierten Phosphotransferreaktionen zu untersuchen, 

wurden sogenannte in vitro-Kinase-Analysen durchgeführt. Hierzu wurde [γ-32P]ATP als 

markiertes Donorsubstrat und GST-IκB-ζ sowie spezifische Substrate für die untersuchten 

Kinasen als Akzeptormoleküle verwendet. Der Phosphotransfer kann als Anhäufung von 

[32P]-markiertem Protein gemessen werden. Für die in vitro-Kinase-Analysen wurden 

rekombinante Kinasen verwendet. 

 In jeder Kinase-Analyse wurde als Negativkontrolle je eine Reaktion ohne Substrat, 

ohne Enzym und mit hitzeinaktiviertem Enzym (10 Minuten bei 75°C) mitgeführt. 

Casein-Kinase 2: 100 µM ATP (Cell Signaling) und 1 µCi [γ-32P]ATP (Hartmann Analytic, 

Braunschweig) wurden in 5 µl 3x Testpuffer (1x Testpuffer: 5 mM MOPS pH 7,2, 2,5 mM β-

Glycerophosphat, 100 mM MgCl2, 200 mM NaCl, 0,5 mM EGTA, 1 mM EDTA, 0,5 mM DTT, 

20 mM PKA Inhibitor Peptide (Upstate)) sowie 10, 5 und 2,5 Units Casein Kinase 2 

(Promega) in 10 µl 1x Testpuffer angesetzt. Je 2 µg der Substrate Casein (Sigma-Aldrich), 

GST oder GST-IκB-ζ (in unserem Labor hergestellt und aufgereinigt) wurden in 10 µl 

Lysepuffer (Abschnitt 1.2) angesetzt und mit je 10 µl rekombinanter Kinase, sowie 5 µl ATP 

zusammengegeben und für 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 20 µl 

Probenpuffer gestoppt und bei 95°C für 5 Minuten erhitzt. Der Ansatz wurde auf ein         

10% SDS-PAGE-Gel aufgetragen. Nach Auftrennung der Banden wurde das Gel für 30 

Minuten in Coomassie-Puffer (50% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsäure, 40% (v/v) a.dest.) 

fixiert und im Geltrockner (Bio-Rad) für 1,5 Stunden bei 80°C getrocknet.  Ein Röntgenfilm 

wurde bei -80°C für 18-48 Stunden exponiert und anschließend entwickelt. 

Glykogen-Synthase Kinase-3α und β: 250 µM ATP und 0,8 µCi [γ-32P]ATP wurden in 5 µl 

3x Testpuffer (1x Testpuffer: 5 mM MOPS, pH 7,2, 2,5 mM β-Glycerophosphat, 1 mM EGTA, 

0,4 mM EDTA, 4 mM MgCl2, 0,05 mM DTT; GSK 3β: + 40 ng/µl BSA), 25 ng GSK 3α oder 
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GSK 3β (Cell Signaling) in 10µl 1x Testpuffer und  die Substrate GST (2 µg), GST-IκB-ζ (2 

µg) sowie MBP (4 µg; Millipore) oder Tau Protein (1 µg) in 10 µl Lysepuffer angesetzt. Je 10 

µl rekombinante Kinase, 10 µl des entsprechenden Substrates sowie 5 µl ATP wurden 

zusammengegeben und für 15 Minuten bei 30°C inkubiert. Die weiteren Schritte erfolgten 

wie oben beschrieben. 

ERK1, ERK2 und AKT1 Kinase: Der Ansatz für ERK1 und ERK2 sowie für die AKT1-

Kinase erfolgte entsprechend dem der GSK 3-Kinase. Der  1x Testpuffer setzte sich aus 5 

mM MOPS, pH 7,2, 2,5 mM β-Glycerophosphat, 1 mM EGTA, 0,4 mM EDTA, 5 mM MgCl2 

und 0,5 mM DTT zusammen. 

IKKα und IKKβ: Die IκB-Kinasen IKKα oder IKKβ mit Myc-/His-Markierung wurden in 

HEK293-Zellen überexprimiert. Die Zellen wurden 24 Stunden nach Transfektion geerntet, 

pelletiert und in 400 µl Lysepuffer mit 1 mM PMSF, 10 µg/ml Aprotinin, 10 µg/ml Leupeptin, 1 

µg/ml Pepstatin, 1 mM Na3VO4 und 5 mM Benzamidin aufgenommen. 5 µl des polyklonalen 

anti-Myc-Antikörpers (Cell Signaling) wurden in 100 µl Lysepuffer gegeben und zusammen 

mit 15 µl Protein G-Sepharose pro Ansatz für zwei Stunden bei 4°C inkubiert. Die Protein G-

Sepharose wurde in zwei Schritten umgepuffert. Zunächst erfolgte eine Erhöhung der 

Natriumchloridkonzentration des Lysepuffers auf 5 M, im nächsten Schritt wurden die 

Kinasen in den Reaktionspuffer überführt (Rick-Kinase-Puffer: 10 mM MgCl2, 25 mM Hepes 

pH 7,5, 3,5 mM β-Glycerophosphat, 5 mM Benzamidin, 0,5 mM DTT, 1 mM Na3VO4). Für 

den Reaktionsansatz wurden 250 µM ATP, 2 µCi [γ-32P]ATP und entweder 2 µg GST, GST-

IκB-ζ oder GST-IκB-α mit der entsprechenden IKK in Rick-Kinase-Puffer für 30 Minuten bei 

30°C inkubiert. Als Positivkontrolle für die IKKα diente ein Östrogenrezeptor α-Konstrukt, das 

nach dem gleichen Prinzip wie die Kinasen aufgereinigt wurde. Die Weiterbehandlung der 

Proben erfolgte wie oben beschrieben. 
 

2.11.2 Phosphotransferreaktionen mit mutierten His-IκB-ζ Proteinen  

 Aus E.coli-Lysaten aufgereinigte His-IκB-ζ Konstrukte mit Mutationen in den 

potentiellen Phosphorylierungsstellen für die verwendenten Kinasen T89, T93, S211 und 

S219 wurden in einer Konzentration von 1,5 µg für die Phosphotransferreaktionen verwandt. 

Die Inkubationszeit wurde auf 30 Minuten erhöht, es wurden 2 µCi [γ-32P]ATP eingesetzt. 

 

2.11.3 Aufreinigung von rekombinanten IκB-ζ-Konstrukten 

 Die Expression von 6xHis-markierten IκB-ζ-Wildtyp- und -Deletionskonstrukten wurde 

in einer 1 Liter-BL21-E.coli-Kultur bei einer OD600 von 0,6 durch 1 mM Isopropyl-β-D-

Thiogalaktopyranosid (IPTG) induziert. Die Kultur wurde nach 4 Stunden Wachstum bei 37°C 
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durch Zentrifugation geerntet, das Zellpellet in 30 ml nativem Lysepuffer (50 mM NaH2PO4, 

300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 10 µg/ml Aprotinin, 10 µg/ml Leupeptin, 1 µg/ml Pepstatin, 1 

mg/ml Lysozym, pH 8) aufgenommen und für 1 Stunde bei 4°C auf dem Roller Mixer 

inkubiert. Daraufhin wurde die Suspension mit Ultraschall behandelt (75%, 7 x 1 Minute, 1 

Minute auf Eis; Sonoplus, Bandelin) und für 20 Minuten bei 7500 rpm (Biofuge Stratos, 

Heraeus) pelletiert. Das Pellet wurde zur Auflösung von Einschlusskörpern in 

denaturierendem Puffer (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, 8M Harnstoff, pH 8) 

resuspendiert und 2 Stunden bei Raumtemperatur auf dem Roller Mixer inkubiert. 

Anschließend wurde die Suspension wiederum abzentrifugiert (7500rpm, RT, Biofuge 

Stratos, Heraeus), der Überstand mittels „schneller Verdünnung“ in 40 ml eiskalter 50 mM 

Tris-HCl, 5 mM DTT, pH 8 renaturiert und mit 4 ml 50% NiNTA-Matrix (Qiagen) über Nacht 

auf dem Roller Mixer bei 4°C inkubiert. Die NiNTA-Matrix wurde auf eine Chromatographie-

Säule (Bio-Rad) aufgetragen und zunächst mit 20 ml Waschpuffer (50 mM NaH2PO4, 300 

mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 8) und daraufhin mit 10 ml Elutionspuffer (50 mM NaH2PO4, 

300 mM NaCl, 250 mM Imidazol, pH 8) über einen Imidazol-Gradienten aufgereinigt. Die 

Fraktionen wurden auf einem SDS-PAGE-Gel mit anschließender Coomassie-Färbung 

(0,25% Coomassie Brilliant Blau (R250), 50% Methanol (v/v), 10% Essigsäure (v/v), 40% 

a.dest (v/v)) 3 Stunden bei Raumtemperatur und Entfärbung in Coomassie-Puffer           

(50% Methanol (v/v), 10% Essigsäure (v/v), 40% a.dest. (v/v)) analysiert. Die Fraktionen, die 

das IκB-ζ-Protein enthielten, wurden kombiniert, mit einer Centricon-Säule (Centricon 

centrifugal filter unit, 10 kDa MWCO, Millipore) aufkonzentriert und umgepuffert. Die Proteine 

wurden in PBS/5 mM DTT aufgenommen und die Konzentration mittels BCA-Nachweis 

bestimmt. 

 

2.12 Synchronisation von Zelllinien zur Zellzyklusanalyse 

 Um Effekte verschiedener Proteine auf den Zellzyklus zu untersuchen, ist es 

unerlässlich, die Zellen, die sich in der Regel asynchron verhalten, an einem bestimmten 

Punkt des Zellzyklus zu synchronisieren und anschließend für die weitere Analyse 

freizulassen. Um die Zellen effektiv zu blockieren, muss hierzu auch die Verdoppelungszeit 

der Zellen beachtet werden. 

 Durch Inhibition der DNA-Synthese werden Zellen am Übergang von der G1- in die S-

Phase des Zellzyklus synchronisiert. Um die Nukleotidsynthese zu verhindern, wird Thymidin 

im Überschuss eingesetzt. 

 Zur Synchronisation mittels Doppel-Thymidin-Block wurden 2,5x105 HeLa Tet-On-

Zellen pro Vertiefung einer 6-Loch Platte ausgesät und 18 Stunden mit 2 mM Thymidin 

inkubiert. Danach wurden die Zellen für 9 Stunden vom Thymidin-Block freigelassen und in 
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Wachstumsmedium ohne Thymidin inkubiert. Abhängig von der darauf folgenden Analyse 

erfolgte eine weitere Blockade für 14-28 Stunden mit 2 mM Thymidin. Nach Freilassen vom 

Thymidin-Block wurden die Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet und mittels 

Durchflusszytometrie (Abschnitt 2.13) oder SDS-PAGE und Western Blot analysiert. 

 Mimosin ist ein Eisenchelator, der die DNA-Replikation verhindert und die Zellen in 

der G1-Phase des Zellzyklus blockiert. HT1080-Zellen wurden im Anschluss an die 

Transduktion durch Retroviren mit 400 µM Mimosin für 16-24 Stunden synchronisiert.  

 
2.13 Durchflusszytometrie 

 In der Durchflusszytometrie (FACS, fluorescence activated cell sorting) können Zellen 

aufgrund der Emission von Licht unterschiedlicher Wellenlänge detektiert werden, wenn sie 

einen Laserstrahl passieren. Die Zellen werden durch eine Kapillare gesaugt und passieren 

einzeln einen Laserstrahl im Sensormodul. Volumen sowie Granularität der Zelle und 

Beschaffenheit des Zellkerns können bereits durch die Brechung des Lichts an ungefärbten 

Zellen im Vorwärts- (FSC: forward scatter) und Seitwärtsstreulicht (SSC: sidewards scatter) 

bestimmt werden. Gefärbte Zellen werden durch die Verwendung von Lasern 

unterschiedlicher Wellenlänge unterschieden.  

 

2.13.1 Bestimmung der BrdU-Einlagerung in der S-Phase 

 Bromdesoxyuridin (BrdU) ist ein Analog des Nukleosids Thymidin und wird in der 

DNA-Synthese-Phase (S-Phase) der Zelle anstelle von Thymidin in die neusynthetisierte 

DNA eingebaut. Das in die Zelle eingebaute BrdU kann durch Verwendung eines 

Fluoreszenz-markierten Antikörpers angefärbt werden. Durch Gegenfärbung mit einem DNA-

Farbstoff lassen sich in der Durchflusszytometrie sehr gut G1-, S- und G2/M-Phase 

unterscheiden. Zur Bestimmung der Zellzyklusphasen von HT1080-Zellen, die retroviral mit 

GFP oder GFP-IκB-ζ infiziert und mit Thymidin oder Mimosin synchronisiert waren, wurde 

der APC BrdU Flow Kit (BD Pharmingen) verwendet, der einen APC-markierten anti-BrdU-

Antikörper und 7-Aminoactinomycin D (7-AAD) zur DNA-Färbung beinhaltet. Die Färbung der 

Zellen sowie die Detektion am Durchflusszytometer erfolgte nach Herstellerangaben. 

 

2.13.2 Bestimmung des phospho Histon H3-Gehaltes 

 Der phosphoHistonH3-Gehalt einer Zelle ist ein Marker für die Mitose. HeLa Tet-On-

Zelllinien wurden über den Doppel-Thymidin-Block synchronisiert und zur Analyse der 

Zellzyklusprogression zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Freilassen vom Thymidin-Block 

mit Trypsin geerntet, anschließend 2 mal mit 1x PBS gewaschen (Zentrifugation 5 Minuten, 

1500 rpm, Multifuge-3-S-R, Heraeus), mit 300 µl 0,5% Formaldehyd für 15 Minuten bei 
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Raumtemperatur fixiert, erneut 2 mal mit 1x PBS gewaschen, mit eiskaltem 70% Ethanol 

fixiert und für minimal 20 Minuten auf Eis inkubiert oder über Nacht bei -20°C gelagert. 

Daraufhin wurden die Zellen mit 1x PBS/0,25% Saponin gewaschen und in 95 µl 

Inkubationspuffer (0,5% BSA, 0,25% Saponin in 1x PBS) für 10 Minuten bei 

Raumtemperatur blockiert. Danach wurden 5 µl anti-phosphoHistonH3-AF 488 Antikörper für 

60 Minuten hinzugegeben. Auf einen weiteren Waschschritt (1x PBS/0,25% Saponin) folgte 

eine 15 minütige RNAse-Behandlung (100 µg/ml). Nach Zugabe von 400 µl Propidiumiodid 

(50 µg/ml in PBS), einem DNA-interkalierenden Agens, wurden 20.000 Zellen am 

Durchflusszytometer (FL-1 logarithmisch, FL-3 linear) gemessen.  

 

2.13.3 Zellsortierung  

 Da die GFP-IκB-ζ-Expression der HeLa Tet-On GFP-Zelllinie sehr gering war, wurden 

die GFP-positiven Zellen am FACSAria sortiert und dadurch angereichert. Die Sortierung 

wurde extern am Lehrstuhl für Funktionelle Genomforschung der Mikroorganismen der 

Heinrich-Heine-Universität durchgeführt. 

 Zur Vorbereitung wurden 1x106 HeLa Tet-On GFP- und HeLa Tet-On GFP-IκB-ζ-

Zellen in einer Zellkulturschale (Durchmesser: 10 cm) ausgesät und für 48 Stunden mit 2 

µg/ml Doxyzyclin behandelt. Als Negativprobe wurden HeLa Tet-On GFP-Zellen, die nicht 

mit Doxyzyclin inkubiert worden waren, mitgeführt. Die Zellen wurden mit Trypsin geerntet 

und in cell dissociation solution (Sigma-Aldrich), 1:1 mit PBS versetzt, aufgenommen, mit 

Hilfe eines Filters (Maschenweite <40µm, BD Biosciences) vereinzelt und in einer 

Konzentration von 1,75x106 Zellen/ml für die Sortierung in FACS-Röhrchen angesetzt. Nach 

der Sortierung wurden die Zellen im Wachstumsmedium mit 20% FCS aufgenommen und in 

6-Loch Platten ausgesät. 

 
2. 14 Auswertung 

 Die aufgeführten Diagramme in dieser Arbeit stellen jeweils den Mittelwert und die 

daraus resultierende Standardabweichung aus drei unabhängig reproduzierten Messungen 

dar. Aufgezeigt ist jeweils ein exemplarischer Versuch, die unabhängigen Versuche wurden 

je 3fach durchgeführt. 
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IV. ERGEBNISSE 
 

1. Einfluss von IκB-ζ auf den Zellzyklus  

NF-κB reguliert viele biologische Prozesse, darunter auch die Kontrolle des 

Zellzyklus. Bereits im Jahre 1999 wurde bekannt, dass der humane Cyclin D1-Promotor zwei 

NF-κB-Bindungsstellen besitzt, durch die die Expression von Cyclin D1, einem 

entscheidenden Regulator des G1-Kontrollpunktes, kontrolliert wird (Hinz et al., 1999). 

Mittlerweile weiß man, dass auf der einen Seite p52/p65-Heterodimere, auf der anderen 

Seite p52-Homodimere interessanterweise zusammen mit dem IκB-Protein Bcl-3 als 

Koaktivator,  die Cyclin D1-Expression und darüber hinaus die Expression von c-Myc und 

Skp2 (S-Phase Kinase assoziiertes Protein 2) in Assoziation mit Transkriptions-

Koaktivatoren positiv regulieren. In der S- und G2-Phase des Zellzyklus erfolgt eine negative 

Regulation dieser Gene  über die Assoziation dieser NF-κB-Dimere mit transkriptionellen 

Korepressoren. Das mit dem p52-Homodimer assoziierte Bcl-3 wird ebenfalls durch einen 

Transkriptions-Korepressor wie mSin3A ersetzt (Park et al., 2006; Barre und Perkins, 2007). 

Auch eine weitere Komponente des NF-κB-Signalweges, IKKα, hat Einfluss auf die 

Regulation des Zellzyklus, indem sie die mitotische Kinase Aurora A phosphoryliert, was zu 

deren Aktivierung führt (Prajapati et al., 2006).  

 Basierend auf diesen Ergebnissen, insbesondere der Beteiligung des nukleären IκB-

Proteins Bcl-3 an der Zellzykluskontrolle, wurde der Frage nachgegangen, ob auch IκB-ζ 

Einfluss auf die Regulation des Zellzyklus nimmt. Dies wurde vor allem durch 

Genexpressionstudien unterstützt, die mittels Micro-Array-Analysen in Kooperation mit Prof. 

S. Ludwig und Prof. J. Roth (Universität Münster) durchgeführt wurden, die zeigten, dass 

eine IκB-ζ-Überexpression in HUVECs (human umvilical vein endothelial cells) zu einer 

verminderten Expression von Genen, die für Proteine kodieren, die am Übergang von der 

G2-Phase in die Mitose oder an der Mitose selbst beteiligt sind, führte.  

 

1.1 Verteilung der Zellzyklusphasen nach IκB-ζ-Überexpression 

 Um eine Beteiligung von IκB-ζ am Zellzyklus zu untersuchen, wurde die 

Fibrosarkomzelllinie HT1080 retroviral mit einem IκB-ζ oder Leervektor transduziert und 

anschließend durch Inkubation mit dem Eisenchelator Mimosin in der G1/S-Phase des 

Zellzyklus arretiert. Durchflusszytometrische Analysen, die vom Zeitpunkt des Freisetzens 

bis zu 8 h nach Freisetzen vom Mimosin-Block durchgeführt wurden, zeigten keine 

signifikanten Unterschiede in der Verteilung der Zellzyklus-Phasen zwischen Leervektor- und 

IκB-ζ-transduzierten Zellen. Im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (Kontrolle) war 

ebenso kein deutlicher Unterschied erkennbar (Abb. 5A). Aus diesem Grund wurden die 
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Zeitpunkte der Analyse nach dem Freisetzen der Zellen vom Mimosin-Block drastisch auf 32-

72 h erhöht. Doch auch hier konnte kaum ein Unterschied in der Verteilung der Zellzyklus-

Phasen weder zwischen Leervektor- und IκB-ζ-transduzierten, noch im Vergleich zu den 

nicht-blockierten Zellen detektiert werden (Abb. 5B).  

 
 
Abbildung 5. Verteilung 
der Zellzyklusphasen nach 
IκB-ζ-Überexpression 
HT1080-Zellen wurden 
retroviral mit IκB-ζ oder dem 
entprechenden Leervektor 
transduziert, mit 400 µM 
Mimosin in der G1/S-Phase 
blockiert und nach 24 h vom 
Mimosin-Block freigelassen. 
Zu den angegebenen Zeiten 
wurde die BrdU- Einlagerung
durchflusszytometrisch 
bestimmt. Kon: 
unbehandelte Zellen; LV: 
Leervektor. 

 

 Da eine effiziente Blockierung in der G1-/S-Phase mit Mimosin und weiteren 

Zellzyklus-Inhibitoren (Daten nicht gezeigt) in HT1080-Zellen nicht erreicht wurde, ist 

anzunehmen, dass diese Zelllinie für Zellzyklus-Analysen nicht geeignet ist. Zudem 

beansprucht die retrovirale Transduktion zusätzlich zur 24- 48 h dauernden Behandlung mit 

den Zellzyklusinhibitoren einen Zeitraum von drei Tagen. Um dies zu umgehen, sollte ein 

Zellsystem verwendet werden, in dem die Zellsynchronisation und IκB-ζ-Induktion zum 

gleichen Zeitpunkt durchgeführt werden konnten. Aus diesem Grund war es unabdingbar, für 

weitere Zellzyklus-Analysen ein induzierbares System zu verwenden.  Daher wurden sowohl 

mono- als auch polyklonale Klone einer HeLa Tet-On Zelllinie, in der die Expression dieses 

IκB-Proteins durch Zugabe von Doxyzyklin induziert werden konnte, und als Kontrolle 

zusätzlich Leervektor-exprimierende Zellen  generiert.  
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1.2 Einfluss von IκB-ζ auf die Mitose  

 Um den Einfluss von IκB-ζ auf die Mitose zu untersuchen, wurden polyklonale 

Leervektor- und IκB-ζ-exprimierende Zellen entweder unbehandelt belassen oder mit 

Doxyzyklin behandelt und mittels Doppel-Thymidin-Block in der G1/S-Phase des Zellzyklus 

blockiert. Die Analyse erfolgte in einem Zeitraum von 10-18 h nach Freisetzen vom 

Thymidin-Block. Die Expression von Cyclin B1, ein Protein, das hauptsächlich in der G2/M-

Phase des Zellzyklus exprimiert wird und zusammen mit dem Protein p34 (CDC2) den 

Mitose-fördernden Faktor (MPF, mitosis-promoting factor) bildet, zeigte keinen Unterschied 

in IκB-ζ-exprimierenden Zellen verglichen mit den Doxyzyklin behandelten Leervektorklonen. 

Im Expressionsniveau des Mitosemarkers phospho Histon H3 zeigte sich nur ein geringer 

Unterschied zwischen unbehandelten und mit Doxyzyklin behandelten IκB-ζ Klonen, wobei 

der Expressionsgrad in Doxyzyklin behandelten Zellen generell geringer war. Auch die 

Aurora B-Kinase, ein Protein, das erst im Anschluss an die Anaphase exprimiert wird, wurde 

nicht unterschiedlich zwischen Leervektor und IκB-ζ sowie unbehandelten und Doxyzyklin 

behandelten Zellen exprimiert. Ein großes Problem für die Auswertung des Versuchs stellte 

der Nachweis der IκB-ζ-Expression in diesem Zellsystem dar. Nach der Thymidin-

Behandlung war die Expression von IκB-ζ in den Doxyzyklin behandelten Zellen verglichen 

mit den unbehandelten Zellen sowie dem Leervektor nicht mehr eindeutig zu detektieren und 

lies sich zwischen den verschiedenen Zelllinien nur schwer unterscheiden (Abb. 6A).  

In einem weiteren Versuch wurde die Expression von phospho Histon H3 

durchflusszytometrisch bestimmt. Verglichen wurden HeLa Tet-On Wildtyp (WT)- und IκB-ζ-

Zellen, die entweder unbehandelt waren oder mit Doxyzyklin behandelt wurden. Analysiert 

wurden unblockierte Zellen, Zellen direkt sowie 9-16 h nach dem Freisetzen vom Doppel-

Thymidin-Block. Die Wildtypzellen hatten über einen weiten Zeitraum eine stärkere phospho 

Histon H3-Expression im Vergleich zu den IκB-ζ-Klonen. Zum Zeitpunkt T9 lag der Wert für 

den WT bei 18 % und für die IκB-ζ-Zellen bei 12 %. Ein signifikanter Unterschied zwischen 

der unbehandelten und zugehörigen Doxyzyklin behandelten Zelllinie war allerdings nicht 

erkennbar (Abb. 6B).  

 In der Micro-Array-Analyse war die Expression der Protein-Tyrosin-Phosphatasen 

CDC25B und CDC25C (cell division cycle homolog 25, Zellteilungszyklus Homolog 25) durch 

die Überexpression von IκB-ζ in HUVECs vermindert. Diese beiden Proteine spielen eine 

entscheidende Rolle in der Zellzyklusregulation, da sie den Übergang von der G2-Phase in 

die Mitose durch Aktivierung des p34 (CDC2)/CyclinB1-Komplexes vermitteln. Um zu 

untersuchen, ob die CDC25B- und CDC25C-mRNA-Expression auch in dem induzierbaren 

HeLa Tet-On-System von IκB-ζ beeinflusst werden, wurden WT- sowie IκB-ζ- mono- oder 

polyklonale Zelllinien mittels Doppel-Thymidin-Block synchronisiert und  



Ergebnisse    64        
___________________________________________________________________________ 

 

Abbildung 6. IκB-ζ hat keinen Einfluss auf die Mitose 
Polyklonale IκB-ζ- und Leervektor- oder WT-HeLa Tet-On-Zellen wurden entweder unbehandelt 
belassen oder mit 2 µg/ml Doxyzyklin inkubiert und mittels Doppel-Thymidin-Block in der G1/S-
Phase blockiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten nach Freisetzen vom Thymidin-Block wurden 
die Zellen geerntet und (A) der Einfluss von IκB-ζ auf die angegebenen Zellzyklusphasen-
Proteine mittels Western Blot analysiert. (B) Mitotische Zellen wurden mittels einer phospho 
Histon H3 Färbung durchflusszytometrisch detektiert und (C) der Einfluss von IκB-ζ auf den 
Übergang von der G2-Phase in die Mitose durch mRNA-Expression von CDC25B und C mittels 
RT-PCR analysiert. Als Ladekontrolle diente die GAPDH mRNA-Expression. 
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entweder unbehandelt belassen oder mit Doxyzyklin inkubiert. Die mRNA-Expression wurde 

bis zu 6 h nach Freisetzen vom Doppel-Thymidin-Block analysiert. Es konnte kein Einfluss 

von IκB-ζ auf die CDC25B- sowie CDC25C-mRNA-Expression nachgewiesen werden (Abb. 

6C). Allerdings zeigte sich hier vergleichbar mit der Proteinexpression im Western Blot (Abb. 

6A) eine basale Expression der IκB-ζ-mRNA in unbehandelten IκB-ζ- und WT-Zellen.  

 Um das Resultat dieser Versuche, eine fehlende Beteiligung von IκB-ζ an der 

Zellzyklusprogression, zu verifizieren, wurde ein Wechsel auf ein weiteres induzierbares 

System vorgenommen, in dem die IκB-ζ-Expression eindeutig nachzuweisen war.  

 

Abbildung 7. IκB-ζ hat keinen Einfluss auf die Mitose 
Western Blot Analysen zum Nachweis der Expression von GFP oder GFP-IκB-ζ nach Zugabe von 
2 µg/ml Doxyzyklin für (A) 48 h in monoklonalen und (B) 24-48 h in polyklonalen HeLa Tet-On-
Zellen. (C) Analyse des Einflusses von IκB-ζ auf die Mitose-Proteine Cyclin B1 und phospho 
Histon H3 in durchflusszytometrisch sortierten GFP- und GFP-IκB-ζ Klonen mittels Western Blot. 
Die Zellen wurden mit 2 mM Thymidin im Doppelthymidin-Block in der G1/S-Phase blockiert und 
zu den angegebenen Zeiten nach Freisetzen vom Thymidin-Block geerntet. Die Expression von 
Cyclin E diente als Kontrolle der Synchronisation durch Thymidin und die Expression von β-Actin 
als Ladekontrolle. 

  

 Hierzu wurden sowohl mono- als auch polyklonale HeLa Tet-On Zelllinien, die IκB-ζ 

mit N-terminaler GFP-Markierung oder den Leervektor (GFP) exprimierten, generiert. Die 

Expression von GFP bzw. IκB-ζ nach Induktion durch Zugabe von Doxyzyklin in den 
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monoklonalen (Abb. 7A) und polyklonalen (Abb. 7B) Zelllinien wurde mittels Western Blot-

Analysen nachgewiesen. Die Transfektionseffizienz der HeLa Tet-On Zelllinie betrug nur 

~15%. Daher war die Expression von GFP- und GFP-IκB-ζ in den polyklonalen Zelllinien 

nach Induktion durch Doxyzyklin entsprechend gering (Abb. 7B). Um die IκB-ζ-Expression 

für weitere Versuche zu erhöhen, wurden diese Zelllinien am Durchflusszytometer sortiert. 

Nach Zugabe von Doxyzyklin konnte die Expression von GFP oder GFP-IκB-ζ eindeutig 

detektiert werden (Abb. 7C). Auch in diesem induzierbaren System zeigte sich kein Einfluss 

von IκB-ζ auf den Übergang von der G2-Phase in die Mitose oder auf die Mitose selbst. Der 

CyclinB1-Expressionsgrad war in derselben Zelllinie in unbehandelten und Doxyzyklin 

behandelten Zellen gleich. Die GFP-IκB-ζ-Klone zeigten zwar ein geringeres 

Expressionsniveau von phospho Histon H3 im Vergleich zur GFP-Zelllinie, es war aber auch 

hier keine zeitliche Verschiebung im Zeitraum von 10-18 h nach Freisetzen vom Doppel-

Thymidin-Block erkennbar. Die Effizienz des Doppel-Thymidin-Blocks wurde durch die Cyclin 

E-Expression kontrolliert (Abb. 7C).  

 Basierend auf diesen Ergebnissen kann man eine Beteiligung von IκB-ζ am 

Übergang von der G2-Phase des Zellzyklus in die Mitose sowie an der Progression späterer 

Mitosephasen, zumindest in humanen Zervixkarzinom-Zellen, ausschließen.  

 

2. Regulation der IκB-ζ-Expression durch die miR-124a 

 Da IκB-ζ ein im Zellkern lokalisiertes Protein ist (Totzke et al., 2006) und bereits in 

der mit HUVECs durchgeführten Micro-Array-Analyse gezeigt wurde, dass IκB-ζ über 100 

Zielgene signifikant hoch- oder runterreguliert, ist eine intensive Regulation der IκB-ζ 

Genexpression unabdingbar. Weil IκB-ζ induzierbar exprimiert wird, ist es besonders 

interessant, ob nach der Induktion eine weitere Kontrolle auf translationaler Ebene existiert. 

Ein sehr aktueller Mechanismus der posttranskriptionellen Regulation der Proteinexpression 

ist die Inhibition durch kleine, nicht-kodierende, einzelsträngige RNAs, die so genannten 

microRNAs. Sie binden in der Regel in der 3’Untranslatierten Region (UTR) von mRNAs und 

verhindern die Proteinexpression entweder durch eine Destabilisierung der mRNA oder 

durch Inhibition der mRNA-Translation, was die Expression des Genproduktes direkt 

unterbindet. 

 Um zu untersuchen, ob die Expression von IκB-ζ durch miRNAs reguliert wird, wurde 

die Sanger miRNA target scan Datenbank (http://microrna.sanger.ac.uk/targets; Version 2) 

nach potentiellen Bindungsstellen in der nuclear factor of κ light polypeptide gene enhancer 

in B-cells inhibitor ζ (NFKBIZ) mRNA durchsucht. Das in unserem Labor identifizierte 

humane IκB-ζ, Transkriptvariante 3, ist eine Isoform des MAIL-Proteins, das auch als 

NFKBIZ bekannt ist. Daher wird im Folgenden die 3’UTR dieser mRNA als 3’UTR der IκB-ζ-

http://microrna.sanger.ac.uk/targets
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mRNA bezeichnet. In der 3’UTR der IκB-ζ-mRNA wurde eine potentielle Bindungsstelle für 

miR-124a vorhergesagt (Abb. 8A). Die Sequenz der reifen miR-124a wurde der Sanger 

miRNA Registrierung entnommen (Abb. 8B).  

 In verschiedenen humanen Tumorzelllinien wurde zunächst der Expressionsgrad der 

miR-124a in unbehandelten Zellen und nach Stimulation mit IL-1β, ein Stimulus, der zur 

Expression von IκB-ζ führt, mittels Real-Time PCR bestimmt. Hierbei stellte sich heraus, 

dass die miR-124a in den Glioblastomzellen A172, BdBak+/+, BeBak+/+, LN18, T98 und U87, 

der Leberkarzinom-Zelllinie HepG2, den Zervixkarzinom-Zelllinien HeLa D98 sowie HeLa 

Tet-Off sowie der Fibrosarkom-Zelllinie HT1080 nicht oder nur in sehr geringen Mengen 

exprimiert wurde (Abb. 8C-F).  

  

Abbildung 8. Bindungsstelle der miR-124a in der IκB-ζ mRNA und Expression der miR-124a 
in verschiedenen humanen Tumorzelllinien 
(A) potentielle Bindungsstelle für die hsa-miR-124a in der 3’UTR der IκB-ζ-mRNA nach der 
Sanger miRNA target scan Datenbank (http://microrna.sanger.ac.uk/targets; Version 2). (B)
Sequenz der reifen miRNA-124a nach Sanger miRNA Datenbank. (C-F) Die RNA der 
angegebenen unbehandelten oder für 2 h mit IL-1β (2 ng/ml) behandelten humanen 
Tumorzelllinien wurde isoliert und die Expression der miR-124a mittels Real-Time-PCR bestimmt.
Die Auswertung erfolgte mittels komparativer CT-Wert-Methode. 
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 Lediglich die Nierenkarzinom-Zelllinie HEK293 zeigte eine deutliche basale 

Expression, die durch Stimulation der Zellen mit IL-1β noch erhöht wurde (Abb. 8C). Zur 

Auswertung wurde die komparative CT-Wert-Methode angewandt, bei der die CT-Werte 

versuchsintern auf die Zelllinien mit der geringsten miRNA-Expression normalisiert werden. 

Für miR-124a lagen die gemessenen CT-Werte, wenn überhaupt messbar, im Schnitt bei 40-

45 Zyklen. 

 Da die miR-124a vorzugsweise im Gehirn exprimiert wird (Lim et al., 2005), wurde in 

den Glioblastomzelllinien A172, BdBak+/+, BeBak+/+, LN18, T98 und U87 zunächst überprüft, 

ob IκB-ζ durch IL-1β induzierbar war. Abgesehen von der Zelllinie U87 konnte die 

Expression von IκB-ζ in allen untersuchten Zelllinien induziert werden (Abb. 9A). Allerdings 

wurde die miR-124a unter diesen Bedingungen nicht oder nur in geringem Maße exprimiert 

(Abb. 8C-E). Wie kürzlich nachgewiesen werden konnte, ist die Expression dieser miRNA in 

humanen Tumorzelllinien unterschiedlichen Ursprungs durch die Hypermethylierung von 

CpG-Inseln unterbunden. Dies führt zur Aktivierung der Cyclin D Kinase 6 (CDK6) und zur 

Phosphorylierung des Retinoblastoma Tumorsupressorgens (Lujambio et al., 2007). 

Versuche, die miR-124a in den Nervenzelllinien durch den Methylierungsinhibitor 5-Aza-2’-

Desoxycytidin (5-AzaCyd) zu induzieren, waren in der Zelllinie A172 in geringem Maße und 

in den Zelllinien BdBak+/+ sowie BeBak+/+ sehr erfolgreich, wohingegen sich in den LN18- und 

T98-Zellen nach Behandlung mit 5-AzaCyd sogar eine Reduktion der miR-124a-Expression 

(Abb. 9B) zeigte. Als zusätzliche Kontrolle der miR-124a-Expression nach Behandlung der 

Zellen mit 5-AzaCyd wurde in Western Blot-Analysen die Expression der CDK6 untersucht. 

Hierbei zeigte sich dem Expressionsgrad der miR-124a entsprechend (Abb. 9B) in den 

Zelllinien T98 und LN18 kein Effekt, in den Zelllinien A172, BdBak+/+ und BeBak+/+ war die 

Expression der CDK6 verringert (Abb. 9C). 

 In weiterführenden Versuchen sollte der Einfluss der 5-AzaCyd-induzierten miR-

124a-Expression auf die Induktion der IκB-ζ-mRNA und dessen Zielgen IL-6 in BeBak+/+- und 

A172-Zellen untersucht werden. Dabei zeigte sich, dass bereits das 5-AzaCyd-Lösungsmittel 

die Induktion der IκB-ζ-mRNA durch IL-1β sowie die IL-6-mRNA-Expression komplett 

verhinderte. In LN18-Zellen wurden die IκB-ζ- und IL-6-mRNA zwar exprimiert, jedoch 

konnte kein signifikanter Unterschied in Abhängigkeit von IL-1β- und 5-AzaCyd beobachtet 

werden. In den unbehandelten HepG2-Zellen, die als Positivkontrolle für die IL-1-induzierte 

IκB-ζ-Expression in einem bekannten Zellsystem dienten, konnte die IκB-ζ mRNA noch 

induziert werden (Abb. 9D). Insgesamt lässt sich unter diesen Versuchsbedingungen daher 

keine Aussage über den Einfluss der miR-124a auf die IκB-ζ-Expression treffen. Aus diesem 

Grund wurde der experimentelle Ansatz für weitere miR-124a-Analysen verändert. 

 Die miR-124a wird in HepG2-Zellen weder basal exprimiert noch ist sie durch IL-1β 

induzierbar (Abb. 8C). Aus diesem Grund ist diese Zelllinie ein optimales System, um zu  
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Abbildung 9. Induktion von IκB-ζ in verschiedenen Glioblastomzelllinien vor und nach 
Demethylierung mit 5-AzaCyd (A) Western Blot Analysen zum Nachweis der Induktion der 
IκB-ζ-Expression in verschiedenen Nervenzelllinien durch IL-1β (2 ng/ml) für 2 h (B)
Glioblastomzelllinien wurden mit 1 µM 5-AzaCyd und dem entsprechenden Lösungsmittel (LM) 
für 72 h behandelt. Die Expression der miR-124a wurde in der Real-Time PCR kontrolliert. (C-D)
Verschienene Nervenzelllinien wurden mit 1 µM 5-AzaCyd oder dem entprechenden LM für 72 h 
behandelt und anschließend für 2 h mit IL-1β (2 ng/ml) behandelt. (C) Western-Blot-Analysen 
zum Nachweis der CDK6-Expression. (D) RT-PCR-Analysen zum Nachweis der IκB-ζ und IL-6-
Expression.   
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untersuchen, ob die miR-124a die IL-1β-induzierte IκB-ζ-Expression reguliert. HepG2-Zellen 

wurden transient entweder mit einem miR-124a Vorläufermolekül oder einer Negativkontrolle 

(pre-miR neg.ctrl.) transfiziert. 48 h nach Transfektion wurde die IκB-ζ-Expression durch 

Behandlung der Zellen mit IL-1β für 2-4 h induziert. Der IκB-ζ mRNA-Level wurde durch die 

Expression der miR-124a im Vergleich zu untransfizierten oder mit der Negativkontrolle 

transfizierten Zellen kaum beeinflusst, die IκB-ζ-Expressionslevel blieben vergleichbar (Abb. 

10A). Ein anderes Bild bot sich beim Vergleich der IκB-ζ Proteinexpression. In den 

 

Abbildung 10. Die miR-124a inhibiert die Translation von IκB-ζ, fördert jedoch nicht dessen 
mRNA-Degradation  
HepG2-Zellen wurden 48 h nach der Transfektion mit 15 nM der Pre-mir-Negativkontrolle 
(neg.ctrl. #1) oder der Pre-miR-124a für die angegebenen Zeitpunkte mit 2 ng/ml IL-1β zur 
Induktion der IκB-ζ Expression stimuliert. Als Kontrolle wurden untransfizierte Zellen verwendet. 
Nachweis der IκB-ζ-Expression erfolgte mittels (A) RT-PCR- und (B) Western Blot-Analyse. (C)
Die Expression der miR-124a wurde mittels Real-Time PCR kontrolliert. Kon: RT ohne Template. 

 

untransfizierten Zellen und in den mit der Kontroll-miRNA transfizierten Zellen war die 

Expression von IκB-ζ durch IL-1β stark induzierbar, wohingegen die IκB-ζ Proteinexpression 

in den mit der miR-124a transfizierten Zellen interessanterweise stark inhibiert wurde (Abb. 

10B). Somit reguliert die miR-124a die IκB-ζ-Expression über eine translationale Inhibition 

eher als über eine mRNA-Degrdation. Die Überexpression der miR-124a für diesen Versuch 

wurde in den miR-124a transfizierten HepG2-Zellen mittels Real-Time PCR nachgewiesen 

(Abb. 10C). 

 Im nächsten Schritt wurde untersucht, ob die miR-124a tatsächlich in der Lage ist, an 

die vermeintliche Bindungsstelle in der IκB-ζ 3’UTR zu binden und so die Expression von 

IκB-ζ zu unterbinden. Wichtig für die Erkennung der Ziel-mRNA durch die miRNA ist eine 
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aus sieben Nukleotiden bestehende Sequenz, die komplementär zur Keimregion der miRNA 

ist. Bei der Analyse der miR-124a-Bindungsstelle in der 3’UTR von IκB-ζ zeigte sich eine 

konservierte Watson-Crick Paarung in der 5’ Region der miRNA in Form einer 7mer-m8 

Bindungsstelle in der Keimregion. Abgesehen von dieser klassischen sieben Nukleotide 

umfassenden Bindung in der Keimregion der miRNA existieren noch weitere Merkmale, die 

 

Abbildung 11. Die Bindungsstelle für die miR-124a in der IκB-ζ 3’UTR vermindert deutlich 
die Luciferase-Aktivität  
(A) Merkmale der Bindungsstelle für die miR-124a in der IκB-ζ 3’UTR. (B) Vergleich der 
Basenpaarung zwischen der miR-124a und der Wildtyp IκB-ζ 3’UTR (IκB-ζ 3’UTR) sowie der 
mutierten Sequenzen. Es wurden Konstrukte der miR-124a Bindungsstelle in der IκB-ζ 3’UTR für 
die Reportergenanalyse generiert. IκB-ζ 3’UTR enthält die unmutierte Bindungsstelle, IκB-ζ mut b 
enthält Mutationen in der Keimregion der Bindungsstelle, IκB-ζ mut a enthält Mutationen der 
Keimregion sowie der zwei weiteren drei Nukleotide langen miR-124a-Bindungsstellen. (C)
Luciferase-Reportergen-Analyse zum Nachweis der miR-124a-Aktivität. HEK293 Zellen wurden 
entweder mit der Pre-miR-124a oder der Pre-miR-Negativkontrolle (neg. ctrl. #1) sowie den 
unterschiedlichen IκB-ζ Luciferasekonstrukten und einem β-Galaktosidase Kontrollplasmid 
kotransfiziert und nach 48 h geerntet. (D) Real-Time PCR-Analyse zur Kontrolle des miR-124a-
Expressionsgrades. 

 

höchstwahrscheinlich die Effizienz der Verminderung der mRNA-Expression erhöhen. Hierzu 

zählen eine AU-reiche Region in der IκB-ζ 3’UTR in der Nähe der Bindungsstelle für die 

Keimregion der miR-124a, nahegelegene Bindungsstellen für koexprimierte miRNAs sowie 
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für die Nukleotide 13-16 der miRNA. Die miRNA Bindungsstelle sollte in der 3’UTR der 

mRNA mindestens 15 Nukleotide vom Stop-Codon entfernt liegen und nicht zentral in einer 

langen 3’UTR gelegen sein (Grimson et al., 2007).  

 Die meisten dieser Merkmale treffen auf die Bindungsstelle für die miR-124a in der 

IκB-ζ mRNA zu. Die Bindungsstelle befindet sich in einem Abstand von 70 Nukleotiden vom 

Stop-Codon und nicht in der Mitte der 3’UTR. Des Weiteren existieren zwei 3mer 

Bindungsstellen für die miRNA im Bereich der Nukleotide 12-14 und 17-19 der miR-124a 

(Abb. 11A). Aufgrund dieser Merkmale ist eine Bindung der miR-124a in der IκB-ζ 3’UTR 

sehr wahrscheinlich.  

 Drei unterschiedliche Luciferase-Konstrukte wurden generiert, um die Bindung der 

miR-124a in der IκB-ζ 3’UTR nachzuweisen. Ein Konstrukt enthielt die IκB-ζ Wildtyp 3’UTR 

(IκB-ζ 3’UTR), zwei weitere Konstrukte enthielten Mutationen in der vermeintlichen 

Bindungsstelle, wovon ein Konstrukt Mutationen in der Bindungsstelle für die 7mer 

Keimregion (IκB-ζ 3’UTR mut b) und ein zweites zusätzlich Mutationen in den beiden 3mer 

Regionen (IκB-ζ 3’UTR mut a) hatte (Abb. 11B). HEK293-Zellen, die mit dem 

Vorläufermolekül der miR-124a sowie dem IκB-ζ 3’UTR-Konstrukt kotransfiziert wurden, 

zeigten eine deutliche Erniedrigung der Luciferase-Aktivität, wohingegen Zellen, die mit der 

Pre-miR-124a und einem der beiden mutierten Konstrukte kotransfiziert waren, keine 

Erniedrigung der Luciferase-Aktivität im Vergleich zum Leervektor zeigten (Abb. 11C). Die 

leichte Erniedrigung in den mit der Negativkontroll-miRNA und dem IκB-ζ 3’UTR-Konstrukt 

transfizierten Zellen (Abb. 11C) ist wahrscheinlich auf die geringe basale Expression der 

miR-124a in den HEK 293-Zellen zurückzuführen (Abb. 8C). Die Expression der miR-124a 

wurde in der Real-Time PCR kontrolliert (Abb. 11D). 

Insgesamt zeigte sich somit, dass die IκB-ζ mRNA ein Ziel der miR-124a ist und 

darüber hinaus, dass die 7mer Bindungsstelle ausreicht, um die IκB-ζ-Expression zu 

regulieren, da kein erkennbarer Unterschied in der Luciferase-Aktivität zwischen den beiden 

mutierten Konstrukten existierte. 

 

3. IκB-ζ Transaktivierung und deren Regulation 

3.1 IκB-ζ besitzt eine Transaktivierungsdomäne, die im N-terminalen Bereich des 

Proteins lokalisiert ist 

 Anhand unserer Microarray-Analysen wurde nachgewiesen, dass IκB-ζ nicht nur 

inhibierend auf die Genexpression wirkt, sondern auch transkriptionelle Aktivität ausübt. 

Diese transaktivierende Funktion sollte mittels eines auf dem GAL4-Protein der Hefe 

basierenden Luciferase-Reportergentests verifiziert werden. Hierbei zeigte sich, dass IκB-ζ 

im Vergleich zum Leervektor in der Tat eine 2,6fach erhöhte Transaktivierungsaktivität 
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aufwies. Dieses Ergebnis bestätigte auch die Beobachtung aus dem in unserem Labor 

durchgeführten Hefe-Zwei-Hybrid-System, dass das humane IκB-ζ-Gesamtprotein eine 

endogene Transaktivierungsaktivität besitzt. Durch diesen Test wurde des Weiteren ermittelt, 

dass die Transaktivierungsdomäne von IκB-ζ im N-Terminus lokalisiert ist. Um auch dieses 

Ergebnis zu verifizieren, wurden Luciferase-Reportergentests mit dem N- (AS 2-317) und C-

Terminus (AS 318-618) des IκB-ζ-Proteins durchgeführt. Während für den IκB-ζ C-Terminus 

keine Transaktivierungsaktivität nachweisbar war, führte der N-Terminus verglichen mit dem 

Leervektor zu einer dramatischen Erhöhung der transkriptionellen Aktivität, die mit dem 

52fachen Wert sogar weit über der des IκB-ζ-Gesamtproteins lag. Anhand dieser Daten 

konnte somit das Ergebnis aus unserem Hefe-Zwei-Hybrid-System bestätigt werden, dass 

die Transaktivierungsdomäne von IκB-ζ eindeutig im N-Terminus lokalisiert ist. 

Abbidung 12. Der N-Terminus von IκB-ζ besitzt eine starke Transaktivierungsaktivität im 
Bereich von AS177-247 
(A) Luciferase-Reportergen-Analysen zum Nachweis der IκB-ζ-Transaktivierungsaktivität. 
HEK293-Zellen wurden mit den verschiedenen BD-IκB-ζ-Konstrukten oder dem BD-Leervektor 
sowie einem firefly- und Renilla-Luciferase-Plasmid für 24 h kotransfiziert. (B) Schematische 
Darstellung des IκB-ζ-Proteins. In Rot sind die verwendeten Konstrukte zur Bestimmung der 
Lokalisation der Transaktivierungsdomäne gekennzeichnet. ARD: Ankyrinwiederholungs-Domäne; 
LV: Leervektor; NLS: nukleäre Lokalisationssequenz; PEST: Prolin (P)-, Glutamat (E)-, Serin (S)-
und Threonin (T)-reiche Domäne; TA: Bereich mit starker Transaktivierungsaktivität. 
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 Um im Weiteren die transaktivierende Domäne von IκB-ζ genauer zu 

kte, die die AS177-317 oder AS129-247 beinhalten, wirkten 

.2 NF-κB beeinflusst die Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ 

ät von NF-κB inhibiert und 

Tr

ein  dem Leervektor transfiziert waren, mit oder ohne Vorinkubation 

(1

Ph

Ko

Re r 

sowie c-Rel mit den Plasmiden des Luciferase-Systems, dass p50 und p52, die beide keine  

charakterisieren, wurde dessen Proteinsequenz im Programm EMBnet Austria 

(https://emb1.bcc.univie.ac.at) analysiert und auf potentielle Transaktivierungsdomänen 

untersucht. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden verschiedene Konstrukte des IκB-ζ N-

Terminus synthetisiert und deren Transaktivierungsaktivität mittels des Luciferase-

Reportergentests analysiert.  

 Insbesondere Konstru

stark transaktivierend, wohingegen die Konstrukte mit den AS 2-176, 2-129 und 248-317 

keine erhöhte Transaktivierungsaktivität aufwiesen (Abb.12A). Somit konnte durch die 

Verwendung von Konstrukten, die verkürzte Bereiche des IκB-ζ N-Terminus (AS 2-317) 

enthielten, die Lokalisation der Transaktivierungsdomäne weiter eingegrenzt werden. 

Abbildung 12B stellt die im Luciferase-Reportergentest verwendeten Konstrukte in Bezug zu 

den für IκB-ζ bekannten Domänen dar.  

 

3

 Wir konnten bereits zeigen, dass IκB-ζ die Promotor-Aktivit

dass der C-Terminus, aber nicht der N-Terminus von IκB-ζ für dieses Inhibitionsvermögen 

verantwortlich ist (Totzke et al., 2006). Um nun zu untersuchen, ob NF-κB im Gegenzug die 

Transaktvierungsaktivität von IκB-ζ führte, welche nach Vorinkubation mit Bay 11-7082 stark 

inhibiert wurde. Bay 11-7082 alleine hatte nur einen marginalen Effekt auf die IκB-ζ-

Transaktivierungsaktivität (Abb. 13A). Dieses Ergebnis wurde in murinen embryonalen 

Fibroblasten (MEF) bestätigt. In Wildtyp-MEFs, die mit dem IκB-ζ-Plasmid transfiziert 

wurden, war die Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ im Vergleich zu MEFs, die mit dem 

entsprechenden Leervektor transfiziert waren, 16fach erhöht. In MEFs, die eine Defizienz für 

die NF-κB-Untereinheiten p50 oder p65 aufwiesen (Abb 13C), die beide in der Lage sind, mit 

IκB-ζ zu interagieren, wurde eine bedeutend verminderte IκB-ζ-Transaktivierungsaktivität 

gemessen (Abb 13B). Auch in einem weiteren Zellsystem zeigte sich eine starke 

Abhängigkeit der transaktivierenden Funktion von IκB-ζ  vom Transkriptionsfaktor NF-κB. In 

HEK293-Zellen zeigte eine Kotransfektion der NF-κB-Untereinheiten p50, p65, RelB, p52 

ansaktivierungsaktivität von IκB-ζ reguliert, wurden HEK293-Zellen, die entweder mit 

em IκB-ζ-Plasmid oder

h) mit dem IKK-Inhibitor Bay 11-7082, wodurch selektiv und irreversibel die induzierbare 

osphorylierung von IκB-α inhibiert wird, für 6 h mit TNF-α inkubiert. Zusätzlich wurden als 

ntrolle transfizierte Zellen ausschließlich mit Bay 11-7082 behandelt. Im Luciferase-

portergentest zeigte sich, dass TNF-α zu einer deutlichen Erhöhung de
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Abbildung 13. Die IκB-ζ-Transaktivierungsaktivität wird durch NF-
(A,B,D,E) Luciferase-Reportergen-Analysen zur Bestimmu
aktivierungsaktivität. HEK293-Zellen (A, D, E) oder ME
NF-κB Defizienzen (B) wurden mit dem BD-IκB-ζ-Konstrukt, dem BD-I
oder dem BD-Leervektor sowie einem firefly- und Renilla-L
angegeben, mit den aufgeführten NF-κB-Untereinheiten für 24 h kotran
nach Transfektion entweder (A) mit oder ohne Vorinkubation (1 h)
7082 (25 µM) für 6 h mit TNF-α (10 ng/ml) behandelt sowie als 
oder (B,D,E) direkt geerntet. (C) Der Expressionsstatus von p50 und 
p50-/-- und p65-/--Zellen wurde mittels Western Blot-Analyse kontrolli

κB reguliert 
ng der IκB-ζ-Trans-

Fs mit den angegebenen
κB-ζ N- oder C-Terminus 

uciferase-Plasmid und, wenn 
sfiziert. Die Zellen wurden 

 mit dem IKK-Inhibitor Bay 11-
Kontrolle nur mit Bay inkubiert 

p65 in MEF-Wildtyp (wt)-, 
ert. LV: Leervektor. 
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TAD besitzen, die Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ drastisch verminderten, wohingegen 

NF-κB-Untereinheiten, die eine Transaktivierungsdomäne besitzen, unterschiedliche Effekte 

auf die IκB-ζ-Transaktivierung hatten. Während p65 zu einer dramatischen Erhöhung der 

IκB-ζ-Transaktivierungsaktivität führte, erhöhte c-Rel diese nur leicht und RelB hatte sogar 

keinen Effekt auf die Transaktivierung von IκB-ζ (Abb.13D). 

Um nun zu analysieren, ob p65 und p50 die N-terminale IκB-ζ-

Transaktivierungsaktivität direkt beeinflussen können und ob die p65-vermittelte Zunahme 

der Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ auf einer kombinierten Transaktivierungsaktivität der 

beiden Proteine beruht, wurden Konstrukte, die den N- oder C-Terminus von IκB-

ζ exprimieren, mit den NF-κB-Untereinheiten p50 und p65 kotransfiziert und 

Transaktivierungstests durchgeführt. In diesem Experiment zeigte sich, dass wie für das IκB-

ζ Gesamtprotein, die Transaktivierungsaktivität des IκB-ζ N-Terminus durch die NF-κB- 

Untereinheit p50 reduziert wurde. Dies traf im Gegensatz zu den Ergebnissen für das IκB-ζ 

Gesamtprotein auch auf die NF-κB-Untereinheit p65 zu.  

Obwohl der C-Terminus von IκB-ζ keinerlei Transaktivierungsaktivität aufwies, konnte 

diese nach Koexpression mit p65 induziert werden, was nur durch die 

Transaktivierungsdomäne im p65-Molekül vermittelt werden konnte (Abb. 13E). 

Dementsprechend hatte die NF-κB-Untereinheit p50 keinen Effekt nach Koexpression mit 

dem C-Terminus von IκB-ζ. Insgesamt weisen diese Daten darauf hin, dass die Suppression 

der IκB-ζ-Transaktivierungsaktivität durch p50 wahrscheinlich über die TAD des IκB-Proteins 

vermittelt wird, wohingegen der positive Effekt von p65 auf die transaktivierende Aktivität von 

IκB-ζ vermutlich durch Interaktion mit dessen Ankyrinwiederholungen im C-Terminus 

ausgeübt wird. Sind diese nicht vorhanden, hat p65 wie p50 einen negativen Effekt auf die 

IκB-ζ-Transaktivierungsaktivität, die ebenso wahrscheinlich über dessen TAD vermittelt wird. 

 Somit wurde nachgewiesen, dass die NF-κB-Untereinheit p65 die Transaktivierungsaktivität 

von IκB-ζ durch Bindung an IκB-ζ und Koexpression ihrer eigenen Transaktivierungsaktivität 

erhöht und p50 die Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ vermindert. Eine NF-κB-abhängige 

Regulation von IκB-ζ-Zielgenen ist daher sehr wahrscheinlich.  

Im nächsten Schritt sollte analysiert werden, ob die p65-abhängige Zunahme der IκB-

ζ-T n 

zu t 

IκB  

HD ). 

Fü  

IκB äß, dass 

ie p65-Untereinheit von NF-κB in unstimulierten Zellen im Zytoplasma der Zelle und IκB-ζ in 

ransaktivierungsaktivität auf eine Kolokalisation dieser Proteine im Zellker

rückzuführen sein könnte. Während p65 erst nach Aktivierung in den Zellkern gelangt, is

-ζ ein nukleäres Protein, das in Matrix-assoziierten Deacetylase (MAD)-Körperchen mit

AC5 und dem transkriptionellen Korepressor SMRT kolokalisiert ist (Totzke et al., 2006

r die Lokalisationsstudien wurden HeLa Tet-Off Zellen mit der NF-κB-Untereinheit p65 und

-ζ kotransfiziert. In einer Immunfluoreszenzfärbung zeigte sich erwartungsgem

d
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den für dieses Protein typischen MAD-Körperchen im Zellkern lokalisiert war (Abb. 14A). In 

einigen unstimulierten Zellen war die p65-Untereinheit allerdings bereits nach IκB-ζ 

Koexpression homogen im Zellkern verteilt (Abb. 14A). Nach Stimulation des TNF-α 

Signalweges gelangte die NF-κB-p65-Untereinheit in den Zellkern und zeigte dort eine 

homogene Verteilung, während IκB-ζ in den MAD-Körperchen lokalisiert blieb (Ab

Abbildung 14. IκB-ζ und die NF-κB-Untereinheit p65 zeigen keine direkte Kolokalisation in 
subnukleären Strukturen des Zellkerns 

κ ζ
Zellen wurden mit einem p65-Myc/His-Konstrukt und GFP-IκB-ζ kotransfiziert. Nach 24 h wurden 
die Zellen entweder (A) direkt fixiert oder (B) 30 min vor der Fixation mit TNF-α (10 ng/ml) stimuliert 
und mit einem anti-p65-Antikörper und darauf einem AF-594 markierten sekundären inkubiert. Die 
Zellkerne wurden mit DAPI angefärbt. 
 

b. 14B).  

Koexpression mit IκB-ζ wurde keine Veränderung beobachtet. Im Vergleich zum Leervektor 

(A,B) Kolokalisationsstudien von I B-  und p65 mittels Immunfluoreszenz-Analysen. HeLa Tet-Off 

In einem umgekehrten Versuchsansatz sollte untersucht werden, ob IκB-ζ die 

Genregulation der NF-κB-Untereinheiten p50 und p65 beeinflussen kann. Hierzu wurden 

GAL4-Konstrukte von p50, p65 sowie des p65 C- und N-Terminus (Schmitz und Baeuerle, 

1991) entweder mit dem pEGFP-Leervektor oder pEGFP-IκB-ζ in HEK293 Zellen 

koexprimiert und die Luciferase-Aktivität bestimmt. Erwartungsgemäß zeigte das GAL4-p50-

Konstrukt ebenso wie der -p65 N-Terminus keine Transaktivierungsaktivität, doch auch nach 

wurde die Transaktivierungsaktivität des p65-Gesamtproteins durch Koexpression von IκB-ζ 
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Abbildung 15. IκB-ζ hat keinen Einfluss auf die transkriptionelle 
Funktion der p50- oder p65- NF-κB-Untereinheiten 
HEK293 Zellen wurden mit dem GAL4-Leervektor (GAL4-LV) oder 
den GAL4-Fusionsproteinen der NF-κB-Untereinheiten p50 (GAL4-
p50), p65 (GAL4-p65), p65 mit TAD (GAL4ΔN) und ohne TAD 
(GAL4ΔC), dem pEGFP-Leervektor (LV) oder pEGFP-IκB-ζ sowie 
dem firefly- und Renilla-Luciferase-Plasmid kotransfiziert. Die 
Luciferase-Aktivität wurde nach 24 h mittels einer Luciferase-
Reportergen-Analyse bestimmt. 

Abbildung 15. IκB-ζ hat keinen 
Einfluss auf die 
transkriptionelle Funktion der 
p50- oder p65-NF-κB-
Untereinheiten 

-Zellen wurden mit dem 
GAL4-Leervektor (GAL4-LV) 
oder den GAL4-

nsproteinen der NF-κB-
Untereinheiten p50 (GAL4-p50), 

(GAL4-p65), p65 mit TAD 
-ΔN) und ohne TAD 
-ΔC), dem pEGFP-
ktor (LV), oder pEGFP-

 sowie dem firefly- und 
-Luciferase-Plasmid 

nsfiziert. Die Luciferase-

HEK293

Fusio

p65 
(GAL4
(GAL4
Leerve
IκB-ζ
Renilla
kotra
Aktivität wurde nach 24 h mittels 
einer Luciferase-Reportergen-
Analyse bestimmt. 

leicht herabgesetzt, ein Einfluss auf die starke Transaktivierungsaktivität des p65 C-

Terminus konnte allerdings nicht nachgewiesen werden (Abb. 15). Somit beeinflussen zwar 

p50 und p65 die IκB-ζ-Transaktivierung, IκB-ζ aber offenbar nicht oder nur in geringem 

Maße die transkriptionelle Funktion von p50 oder p65. 

b 

dieses 

 

3.3 IκB-ζ wird durch Phosphorylierung posttranslational modifiziert 

 Da die Phosphorylierung eine weit verbreitete Proteinmodifikation zur Regulation der 

NF-κB- sowie IκB-Proteine ist, stellte sich die Frage, ob die IκB-ζ-Transaktivierung ebenso 

durch eine Phosphorylierung reguliert sein könnte. Daher wurde zunächst untersucht, o

IκB-Protein einer Phosphorylierung unterliegt. Die Analyse der IκB-ζ Proteinsequenz 

im Programm Motif Scan (http://scansite.mit.edu) ergab tatsächlich eine Vielzahl potentieller 

Phosphorylierungsstellen von IκB-ζ mit unterschiedlicher Stringenz. Die 

Phosphorylierungsstellen mit hoher Stringenz befanden sich im IκB-ζ N-Terminus und waren 

entweder als Serin- oder als Threonin-Prolin-Phosphorylierungsstellen angegeben. Mittels 

Immunopräzipitationen wurde das Vorhandensein solcher Phosphorylierungsstellen mit 

gegen IκB-ζ, phosphorylierte Serine oder phosphorylierte Threonin-Prolin-Stellen gerichteten 

Antikörpern in HEK293 Zellen überprüft, die entweder mit dem pEGFP-Leervektor oder mit 



Ergebnisse    79        
___________________________________________________________________________ 

Abbildung 16. IκB-ζ wird an Threoninen 

entweder gegen IκB-ζ oder gegen phosphorylierte Threonin-Prolin-Reste gerichtet waren, 

konnte die Existenz von phosphorylierten Threonin-Prolin-Stellen im IκB-ζ-Protein detektiert 

werden (Abb.16A). IκB-ζ besitzt somit funktionelle Threonin-Prolin-Phosphorylierungsstellen. 

Zur Analyse der Serinphosphorylierungsstellen im IκB-ζ-Protein wurde eine 

sphorylierte Serine gerichteten 

rylierte Serine oder 

ss im humanen IκB-ζ 

 

pEGFP-IκB-ζ transfiziert worden waren. IκB-ζ konnte sowohl durch einen gegen Threonin-

Prolin-Stellen gerichteten Antikörper, als auch durch den polyklonalen IκB-ζ-Antikörper 

präzipitiert werden. In einer darauf folgenden Western Blot-Analyse mit Antikörpern, die 

und Serinen 

rungsstellen im 
-Leervektor (1) 
en die Zellen 
m gegen (A) 
rte Serine oder 
ektion erfolgte 
: Lysat; ÜS: 

phosphoryliert 
Immunopräzipitationen zum Nachweis von Phosphorylie
IκB-ζ-Protein. HEK293 Zellen wurden mit dem pEGFP
oder pEGFP-IκB-ζ (2) transfiziert. Nach 24 h wurd
geerntet, lysiert und die Proteine entweder mit eine
phosphorylierte Threonin-Prolin-Stellen, (B) phosphorylie
(A,B) IκB-ζ gerichteten Antikörper präzipitiert. Die Det
mittels Western Blot. IP: Immunopräzipitation; LY
Überstand. 

Immunopräzipitation mit einem gegen IκB-ζ oder pho

Antikörper durchgeführt. Im Western Blot, der mit einem gegen phospho

gegen IκB-ζ gerichteten Antikörper durchgeführt wurde, zeigte sich, da

ebenfalls funktionelle Serinphosphorylierungsstellen existieren (Abb 16B). 

 

3.4 Die Phosphorylierung von IκB-ζ wird nicht durch die IKKα oder die IKKβ vermittelt 

 IKKα und IKKβ sind Serin-Kinasen, die hauptsächlich durch Phosphorylierung von 

IκB-Proteinen die Aktivierung des NF-κB-Signalweges regulieren. Aus diesem Grund 

erscheint eine Phosphorylierung von IκB-ζ durch IKKα oder IKKβ sehr nahe liegend. Da 

IKKα in der Lage ist, sich nach Aktivierung zwischen Kern und Zytoplama hin- und her zu 

bewegen (Birbach et al., 2002), ist aufgrund der nukleären Lokalisation von IκB-ζ eher 

dessen Phosphorylierung durch IKKα als durch IKKβ wahrscheinlich. 
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 In einer in vitro Kinase-Analyse, konnte keine Phosphorylierung von GST-IκB-ζ durch 

die IKKα nachgewiesen werden. Die Negativkontrollen zeigten keine unspezifische 

Phosphorylierung, das nukleäre Rezeptorprotein Östrogenrezeptorα (ERα) wurde als  

Positivkontrolle mitgeführt (Scheidereit, 2006) und zeigte eine starke Phosphorylierung durch 

IKKα (Abb. 17A). In einer weiteren Kinase-Analyse wurde untersucht, ob GST-IκB-ζ durch 

IKKβ phosphoryliert werden konnte. Auch hier zeigten die Kontrollen das erwartungsgemäße 

Phosphorylierungsmuster, die Negativkontrollen zeigten keine unspezifische 

Phosphorylierungsreaktion, wohingegen GST-IκB-α, das als Positivkontrolle diente, eine 

intensive Phosphorylierung durch IKKβ aufwies. GST-IκB-ζ wurde allerdings auch nicht 

durch die IKKβ phosphoryliert (Abb. 17B).  

 

 

 

.5 Regulation der Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ durch Kinasen 

 

kinase A (PKA) und G 

(PKG), die Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinase II (CaMKII), die S6 Kinase (S6K), die 

Myosin-leichte Kette Kinase (MLCK), ebenfalls eine Ca2+/Calmodulin abhängige 

A
(A -ζ-
K ls 
S α 
un ontrollsubstrat war GST, weitere Negativkontrollen wie 
angegeben. Für nähere Erläuterungen siehe Material und Methoden.  

bbildung 17. IκB-ζ wird nicht durch IKKα oder IKKβ phosphoryliert 
) IKKα- oder (B) IKKβ-in vitro Kinase-Analysen zur Detektion von IκB

inasen. Als markiertes Donorsubstrat wurde [γ-32P]ATP verwendet, a
ubstrat diente GST-IκB-ζ, Positivkontrolle für (A)  ER-α, für (B) GST-IκB-
d Negativk

3

3.5.1 Die Proteinkinase-Inhibitoren Staurosporin, H89 und H7 haben keinen Einfluss

auf die Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ  

 Da die Phosphorylierung von IκB-ζ darauf hinweist, dass dessen 

Transaktivierungsaktivität durch Kinasen beeinflusst werden könnte, wurden unterschiedliche 

Kinaseinhibitoren in Luciferase-Reportergen-Analysen eingesetzt. Zunächst wurde 

Staurosporin getestet, das anfangs nur als ein Inhibitor der Proteinkinase C (PKC) galt. 

Später wurde aber deutlich, dass er auch in der Lage war, die Protein
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Proteinkinase, die SRC Kinase, die FGR-, LYN- und die SYK-Tyrosinkinase im nanomolaren 

Bereich zu inhibieren. Eine geringe Aktivität von Staurosporin existiert auch bei der Inhibition 

der extrazellulär-regulierten Kinase 1 (ERK1), der C-terminalen SRC Kinase (CSK), der IGF-

, Casein Kinase 1 und 2 (CK1, CK2) im µmolaren Bereich. Der Proteinkinase-Inhibitor H89 

guliert ein ähnliches Spektrum an Proteinkinasen. Er wird als selektiver Inhibitor der PKA 

und PKG sowie der Proteinkinase Cµ Isoform beschrieben. Weitere durch H89 inhibierte 

Kinasen sind ROCKII, CaMKII, CK1 sowie  MLCK. 

IR

re

Abbildung 18. Die 
Proteinkinase-Inhibitoren 
Staurosporin, H89 und H7 
sowie die JNK-Inhibitoren 
SP600125 oder JNK-1 haben 
keinen Einfluss auf die 
Transaktivierungsaktivität 
von IκB-ζ  

hung des 
chiedener 

ie IκB-ζ
t wur-

weder 
r (BD-

BD-IκB-ζ sowie 
einem firefly- und Renilla-

wurden die Zellen mit DMSO 
inkubiert. 

Zur Untersuc
Einflusses vers
Kinaseinhibitoren auf d
Transaktivierungaktivitä
den HEK293-Zellen ent
mit dem BD-Leervekto
LV) oder 

Luciferase-Konstrukt kotrans-
fiziert. Nach 24 h wurden die 
Zellen mit (A) Staurosporin, 
H89, (B) H7 oder (C) den JNK-
Inhibitoren SP600125 sowie 
JNK-1 in den angegebenen 
Konzentrationen für 8 h 
behandelt, lysiert und in einem 
Luciferase-Reportergentest 
analysiert. Zur Kontrolle 

 

HEK293-Zellen wurden mit dem BD-IκB-ζ- oder -Leervektor- sowie den Luciferase-

Reportergen-Konstrukten für 24 h transfiziert und anschließend mit Staurosporin (250 und 

500 nM) oder H89 (10 und 100 µM) für 8 h behandelt. Für beide Inhibitoren lies sich kein 

Einfluss auf die Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ nachweisen (Abb. 18A). 

Der Kinaseinhibitor H7 ist wesentlich spezifischer als die beiden zuvor beschriebenen 

Kinaseinhibitoren, er inhibiert die PKC, PKA, PKG und die MLCK, die allerdings durch die 

beiden vorab erwähnten Inhibitoren bereits abgedeckt werden. HEK293-Zellen wurden mit 
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den oben beschriebenen Plasmiden für 24 h transfiziert und mit dem Kinaseinhibitor H7 für 8 

h inkubiert. Auch hier konnte kein Unterschied in der Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ im 

Vergleich zu den unstimulierten Zellen nachgewiesen werden (Abb. 18B). Somit kann eine 

Beteiligung der durch die verwendeten Kinaseinhibitoren inhibierten Kinasen an der 

Transktivierungsaktivität von IκB-ζ ausgeschlossen werden. 

 

3.5.2 Die Kinasen der JNK-Familie haben keinen Einfluss auf die IκB-ζ-

Transaktivierung 

 Zur Familie der c-Jun N-terminalen Kinasen (JNK), 

aktivierten Proteinkinasen (MAPK), zählen die drei Kinasen -

aktivierte Proteinkinasen beschrieben werden (Johnson und  

von JNK an der Transaktivierung von IκB-ζ wurde durch e  

beschriebenen Versuchsansatz untersucht. 1 sowie 10 µM des relativ selektiven JNK1, 2 

und 3 Inhibitors SP600125 wurden für 8 h zu den mit den BD

den Luciferase-Reportergen-Konstrukten transfizierten H ne 

Analyse der Luciferase-Aktivität zeigte keinen U -

Transaktivierungsaktivität im Vergleich zur DMSO-Lösungs  

spezifische JNK1 Inhibitor JNK-1 wurde für einen ähnliche in 

Konzentrationen von 1 und 5 µM verwendet. Auch hier konn -

Lösungsmittelkontrolle im Luciferase-Reportergentest detek

ein Einfluss der JNK-Kinase auf die Transaktivierung von  

(Abb. 18C). 

 

3.5.3 Einfluss des PI3 Kinase-Signalweges auf die IκB-ζ T

 Die Phosphoinositid 3 Kinase (PI3K) ist ein Enzym, das Phosphatidylinositol und 

Phosphatidylinositide, eine Gruppe von Membranlipiden, spezifisch an der 3’ Position des 

Inositol Ringes phosphoryliert. Die Phosphoinositid-Kinasen lassen sich in die Klassen IA, IB, 

II und III unterteilen. Klasse I PI3K produzieren nach ihrer Aktivierung das Phosphoinositid-

3,4,5-P osphoinisitid-3,4-P2 von allen Phosphoinositiden zu den wichtigen 

intraze

oleküle der PI3 

Kinase

eine Untergruppe der mitogen-

JNK1, 2 und 3, die als stress

Lapadat, 2002). Die Beteiligung

inen wie unter Abschnitt 3.5.1

-IκB-ζ- oder -Leervektor- sowie 

EK293-Zellen gegeben. Ei

nterschied in der IκB-ζ

mittelkontrolle (Abb. 18C). Der

n Versuchsansatz 

te kein Unterschied zur DMSO

tiert werden. Somit kann auch 

IκB-ζ ausgeschlossen werden

ransaktivierung  

3, das neben Ph

llulären Mediatoren von Signalwegen zählt. Diese Moleküle haben die Funktion eines 

sekundären Botenstoffs, der durch extrazelluläre Stimuli in der Zelle aktiviert wird. Mitglieder 

der Klasse IA der Phosphoinositid-Kinasen setzen sich immer aus einer regulatorischen (85 

kDa) und einer katalytischen (110 kDa) Untereinheit zusammen. Effektorm

n enthalten in der Regel eine Pleckstrin Homologie Domäne, die spezifisch Klasse I 

Lipidprodukte bindet. Zu den Effektoren der PI3 Kinase zählen unter anderem die Protein 

Kinase B (PKB/AKT) und die Phoshoinositid-abhängige Kinase (Vanhaesebroeck et al., 
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2001; Wymann et al., 2003). Als spezifische Inhibitoren der PI3 Kinase gelten Wortmannin, 

das die PI3 Kinase bereits in einer Konzentration von 10-100 nM durch kovalente 

Modifikation von Lysin-802 in der katalytischen Untereinheit inhibiert (Wymann et al., 1996) 

und LY294002, das die ATP-Bindungsstelle der katalytischen Untereinheit blockiert (Vlahos 

et al., 1994).  

 

Abbildung 19. Effekt des PI3K-Signalweges auf die Transaktivierungsaktivität und 
Phosphorylierung von IκB-ζ.  
(A,B) Luc
Signalwege

iferase-Reportergen-Analysen zur Untersuchung des Einflusses des PI3K-
s auf  die IκB-ζ Transaktivierungaktivität. (A) HEK293- oder (B) HT1080-Zellen 

wurden entweder mit dem BD-Leervektor oder BD-IκB-ζ sowie einem firefly- und einem Renilla-
n mit den 
sätzlich mit 

entweder 20 nM der siRNA-Negativkontrolle (neg. Kon.) oder gegen die PI3 Kinase-
Unte

Luciferase-Konstrukt kotransfiziert. (A) 24 h nach Transfektion wurden die Zelle
angegebenen Proteinkinaseinhibitoren 8 h behandelt. (B) HT1080-Zellen wurden zu

reinheiten p110α (PI3CA)  oder p110β (PI3CB) gerichteten siRNAs kotransfiziert und nach 
48 h geerntet. (C) Western Blot-Analyse zur Kontrolle des siRNA-Knockdowns zu (B). (D) AKT1-
in vitro Kinase-Analyse zur Untersuchung einer Phosphorylierung von GST-IκB-ζ. Als 
markiertes Donor-Substrat diente [γ-32P]ATP, als Substrat GST-IκB-ζ, als Positivkontrolle GST-
MBP und als Negativkontrolle GST; weitere Negativkontrollen wie angegeben. 

  

 Zur Untersuchung des Einflusses der PI3 Kinase auf die IκB-ζ 

Transaktivierungsaktivität wurden HEK293-Zellen wiederum mit dem IκB-ζ- oder Leervektor 

sowie den Luciferase-Konstrukten transfiziert und für 8 h mit LY294002 (10 und 50 µM) oder 

Wortmannin (10 und 100 nM) inkubiert. Es zeigte sich für den Inhibitor Wortmannin kein 

Effekt auf die IκB-ζ Transaktivierung, wohingegen für den Inhibitor LY294002 bereits in einer 

Konzentration von 10 µM eine Verminderung der IκB-ζ-Transaktivierungsaktivität gemessen 

werden konnte, die bei Verwendung einer erhöhten Konzentration von 50 µM noch 
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intensiviert wurde (Abb. 19A). Um diesem wiedersprüchlichen Ergebnis auf den Grund zu 

gehen, wurde die Expression der PI3K mittels der RNAi-Technologie supprimiert. Dazu 

wurden HT1080 Zellen mit den oben aufgeführten Konstrukten und einer Negativkontroll 

siRNA (neg. Kon.) oder siRNAs, die gegen die katalytischen Untereinheiten der PI3 Kinase 

p110α (PI3CA) oder p110β (PI3CB) gerichtet waren, transfiziert. Da die PI3K Untereinheiten 

110γ und p110δ vorwiegend in hämatopoetischen Zellen exprimiert werden, wurden sie 

nicht in die Analysen mit einbezogen. In diesem Versuch konnte ebenfalls kein Effekt der 

PI3K auf die IκB-ζ-Transaktivierungsaktivität nachgewiesen werden. Die Inhibition von 

p110α schien eher einen geringfügig stimulierenden als inhibierenden Effekt gegenüber der 

Negativkontrolle zu haben (Abb. 19B). Der siRNA Knock-down wurde mittels Western Blot-

Analyse bestätigt (Abb. 19C).   

Die PI3 Kinase aktiviert nach ihrer eigenen Aktivierung eine Reihe von 

Effektorkinasen, darunter die PKB/AKT, die als Prototyp der PI3K-Effektorkinasen gilt. Da 

der Effekt von LY294002 auf die Transaktivierung von IκB-ζ sehr intensiv war, sollte 

nachgewiesen werden, ob dies durch die Effektorkinase AKT vermittelt wird. In einer in vitro 

Kinase-Analyse konnte keine Phosphorylierung von GST-IκB-ζ durch AKT1 beobachtet 

werden. Als Positivkontrolle wurde GST-MBP (myelin basic protein) verwendet. Die 

Negativkontrollen (Ansätze ohne Substrat, ohne oder mit hitzeinaktivierter AKT1) wurden 

erwartungsgemäß nicht phosphoryliert (Abb. 19D).  Somit ist mit hoher Wahrscheinlichkeit 

AKT in seiner Funktion als Effektorkinase der PI3 Kinase nicht an der Transaktivierung von 

IκB

er 

Ko r 

W d 

zw 2 

zu it 

de  

(B en 

Kinasen an der Transaktivierung von I B-  nicht nachgewiesen werden (Abb. 20A,B). 

influss der CK2 auf die Transaktivierung von IκB-ζ nachgewiesen werden 

p

-ζ beteiligt. 

Für den PI3 Kinaseinhibitor LY294002 ist beschrieben, dass er bereits in ein

nzentration von 6,9 µM die Casein Kinase (CK)2 inhibieren kann, ein Effekt, der fü

ortmannin nicht bekannt ist (Vanhaesebroeck et al., 2001). Daher könnte der Unterschie

ischen Wortmannin und LY294002 in Bezug auf die Transaktivierung von IκB-ζ der CK

geschrieben werden. Um dies zu klären, wurden Luciferase-Reportergen-Analysen m

m CK2-Inhibitor TBCAI und darüber hinaus mit einem Inhibitor der CK1δ und CK1ε, IC261

ehrend et al., 2000), durchgeführt. Allerdings konnte eine Beteiligung dieser beid

κ ζ

Obwohl kein E

konnte, ist eine Phosphorylierung von IκB-ζ durch die CK2 nicht vollkommen 

ausgeschlossen. Da bekannt ist, dass die CK2 IκB-α, IκB-β und auch die NF-κB-Untereinheit 

p65 phosphoryliert, wurde als zusätzliche Kontrolle in einer in vitro Kinase-Analyse 

untersucht, ob die CK2 in der Lage ist, auch IκB-ζ zu phosphorylieren. Als Positivkontrolle 

wurde Casein verwendet, das intensiv phosphoryliert wurde, während GST-IκB-ζ sowie die 

Negativkontrollen nicht durch CK2 phosphoryliert wurden (Abb. 20C).  
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Diese Daten belegen eindeutig, dass IκB-ζ nicht durch die CK2 phosphoryliert wird und die 

CK1δ und ε sowie CK2 nicht an der IκB-ζ vermittelten Transaktivierung beteiligt sind.  

 

Abbildung 20. Die Transaktivierungsaktivität und Phosphorylierung von IκB-ζ wird nicht 
über CK1 und 2 reguliert. 
Luciferase-Reporte
IκB-ζ Transak

rgen-Analysen zur Untersuchung des Einflusses von CK-Inhibitoren auf  die 
tivierungaktivität. HEK293-Zellen wurden entweder mit dem BD-Leervektor oder BD-

IκB-ζ
(A) TBCAI u

 sowie einem firefly- und einem Renilla-Luciferase-Konstrukt kotransfiziert und nach 24 h mit 
nd (B) IC261 8 h inkubiert. (C) CK2-in vitro Kinase-Analyse zur Untersuchung einer 

Phosphorylierung von GST-IκB-ζ. Als markiertes Donor-Substrat diente [γ-32P]ATP, als Substrat 
GST-IκB-ζ, als Positivkontrolle GST-MBP und als Negativkontrollen GST, weitere 
Negativkontrollen wie angegeben. 

 

Trotz dieser Ergebnisse kann eine Beteiligung des PI3K Signalwegs an der 

Regulation der IκB-ζ-Transaktivierung nicht vollkommen ausgeschlossen werden, da der 

PI3K-Inhibitor LY294002 einen sehr intensiven Effekt auf die Transaktivierung von IκB-ζ 

zeigte. 

 

3.5.4 p38 MAPK hat keinen Einfluss auf die IκB-ζ Transaktivierung 

 Zur Gruppe der p38 MAPK gehören die vier α, β, γ und δ, die die 

Expression vieler Zytokine regulieren. Eine Beteiligung von p38  an der Transaktivierung 

von I B-  wurde durch Verwendung des p38  Inhibitors SB203580 in den Luciferase-

Reportergen-Analysen untersucht (Sturgill, 2008). Dazu wurden HEK293-Zellen mit den 

oben aufgeführten Plasmiden transfiziert und anschließend mit SB203580 in 

 Kinasen p38

α

κ ζ α
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Konzentrationen von 0,5-50 µM für 8 h inkubiert. Eine Veränderung in der 

Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ konnte nicht nachgewiesen werden (Abb. 21A). 

 

3.5.5 Die extrazellulär-regulierten Kinasen (ERK) 1 und 2 erhöhen die IκB-ζ 

Transaktivierungsaktivität durch Phosphorylierung 

 Eine weitere Familie der MAPKinasen bilden die extrazellulär-regulierten Kinasen. 

Zwei wichtige und intensiv erforschte Mitglieder dieser Familie sind ERK1 und ERK2, zwei zu 

~85% identische Proteinkinasen, die viele gleiche, aber auch einige unterschiedliche 

Funktionen haben. MAPKinasen werden über einen Signalweg aktiviert, der in drei Schritten 

verläuft. Das erste Molekül der Aktivierungskaskade bildet eine MAPKKK, darauf folgt eine 

MAPKK (auch MEK) und am Ende der Kaskade steht eine MAPK. Die MEKs, die ERK1 und 

ERK2 aktivieren, sind die MEK1 und MEK2 (Sturgill, 2008).  

 Für weitere Luciferase-Reportergentests wurden HEK293 Zellen mit den 

entsprechenden Konstrukten wie oben transfiziert und zur Untersuchung des Einflusses von 

ERK1 und ERK2 auf die Transaktivierung von IκB-ζ mit dem MEK1/2/5 Inhibitor PD98,059 

(Sturgill, 2008) in den Konzentrationen 10 und 50 µM für 8 h behandelt. Mit steigender 

Konzentration des Inhibitors zeigte sich eine Abnahme der IκB-ζ-Transaktivierungsaktivität 

(Abb. 21B). Um dieses Ergebnis zu verifizieren, wurde der Einfluss der ERK1- oder ERK2-

Üb

od

Tr  

ko  

Tr

Ko n Wert, der zwischen denen der Einzeltransfektionen lag. 

Übereinstimmend mit diesen Ergebnissen führte ein siRNA Knock-down sowohl von ERK1 

(MAPK

erexpression auf die Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ untersucht. HEK293- (Abb. 21C) 

er HT1080-Zellen (Abb. 21D) wurden zusätzlich zu den Plasmiden für den 

ansaktivierungstest entweder mit dem Leervektor, ERK1, ERK2 oder beiden ERKinasen

transfiziert. In beiden Zelllinien konnte nachgewiesen werden, dass ERK1 die

ansaktivierungsaktivität von IκB-ζ verdoppelte, während ERK2 sie nur leicht erhöhte. Beide 

nstrukte zusammen zeigten eine

3) als auch von ERK2 (MAPK1) zu einer stark verminderten Transaktivierungsaktivität 

von IκB-ζ in HT1080-Zellen (Abb. 21E). Die Überexpression bzw. Suppression der 

ERKinasen wurde in Western Blot-Analysen bestätigt.  
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Abbildung 21. ERK1 und ERK2 erhöhen die IκB-ζ-Transaktivierungsaktivität, während p38 
keinen Einfluss darauf hat 
Zellen wurden entweder mit dem BD-Leervektor oder BD-IκB-ζ sowie einem firefly- und Renilla-
Luciferase-Konstrukt kotransfiziert. HEK293-Zellen wurden 24 h nach Transfektion mit (A)
SB203580 oder (B) PD98,059 in den angegebenen Konzentrationen 8 h behandelt. Als Kontrolle 
erfolgte eine Inkubation mit DMSO. (C) HEK293- und (D) HT1080-Zellen wurden zusätzlich mit 
einem ERK1-, ERK2- oder Leervektor 24 h kotransfiziert. (E) HT1080-Zellen wurden zusätzlich 
mit einer MAPK3 (ERK1)-, MAPK1 (ERK2)- oder Negativkontroll-siRNA (siRNA neg. Kon.) für  
48 h kotransfiziert. Anhand von Luciferase-Reportengen-Analysen wurde der Einfluss von ERK1, 
ERK2 und p38 auf die IκB-ζ-Transaktivierungsaktivität untersucht. Die Überexpression oder 
Suppression der ERKinasen wurde mittels Western Blot-Analysen kontrolliert. 

  

 Um nun zu überprüfen, ob der Einfluss der ERKinasen auf die Transaktivierung von 

IκB-ζ auf direkte Phosphorylierung des IκB-Proteins durch ERK1 oder ERK2 zurückzuführen 

sein könnte, wurden in vitro-Phosphotransferreaktionen durchgeführt. Hierbei zeigte sich in 

der Tat, dass GST-IκB-ζ sowohl durch ERK1 als auch durch ERK2 phosphoryliert werden 
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Abbildung 22. ERK1 und ERK2 phosphorylieren IκB-ζ  
In vitro Kinase-Analysen zum Nachweis der Phosphorylierung von GST-IκB-ζ durch (A) ERK1-
und (B) ERK2. Als markiertes Donor-Substrat diente [γ-32P]ATP, als Substrat GST-IκB-ζ, als 

GST-MBP und als Negativkontrolle GST; weitere Negativkontrollen wie 
 Zum Nachweis möglicher Interaktionen von IκB-ζ und ERK1 oder ERK2 wurden 

EK29

konnte. Das als Positivkontrolle verwendete GST-MBP wurde ebenfalls durch beide Kinasen 

phosphoryliert, während in den Negativkontrollen keine Phosphorylierungen nachgewiesen 

werden konnten (Abb. 22A, B). Im Weiteren wurde überprüft, ob die Phosphorylierung von 

IκB-ζ durch eine direkte Interaktion zwischen ERK und IκB-ζ vermittelt wird. Hierzu wurden 

HEK293-Zellen mit dem GFP-IκB-ζ- oder Leervektor sowie einem Flag-getaggten ERK1-  

oder ERK2-Plasmid transfiziert und mittels Co-Immunopräzipitation und anschließender 

Western Blot-Analyse auf eine mögliche Interaktion hin untersucht. IκB-ζ wurde mit einem 

polyklonalen Antikörper präzipitiert und die mögliche Bindung von ERK1 oder ERK2 unter 

Verwendung eines monoklonalen Flag-Antikörpers im Western Blot- untersucht (Abb. 22C). 

Umgekehrt wurden ERK1 oder ERK2 mit einem polyklonalen Flag-Antikörper präzipitiert und 

ein Western Blot mit einem gegen IκB-ζ gerichteten monoklonalen Antikörper durchgeführt 

(Abb. 22C). In beiden Versuchsansätzen konnte keine Interaktion von ERK1 oder ERK2 mit 

IκB-ζ nachgewiesen werden. 

Positivkontrolle 
angegeben. (C)
H 3-Zellen mit pEGFP-IκB-ζ und ERK1-Flag (5) oder pEGFP-IκB-ζ und ERK2-Flag (6) und 
als Kontrolle auch mit dem pEGFP-Leervektor (1), pEGFP-IκB-ζ (2), ERK1-Flag (3) und ERK2-
Flag (4) transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen geerntet, lysiert und die Proteine entweder mit 
einem polyklonalen (C) IκB-ζ oder Flag-Antikörper präzipitiert. Die Western Blotts wurden 
entweder mit einem monoklonalen IκB-ζ oder Flag-Antikörper durchgeführt.  
IP: Immunopräzipitation.  
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Luciferase-Reportergen-Analysen zum 
Nachweis des Einflusses der GSK3 auf die 
IκB-ζ-Transaktivierungsaktivität. (A)
HEK293- oder (B) HT1080-Zellen wurden 
entweder mit dem BD-Leervektor oder BD-
IκB-ζ sowie einem firefly- und einem 
Renilla-Luciferase-Konstrukt kotransfiziert. 
(A) Nach 24 h wurden die Zellen mit 30 µM 
des GSK 3-Inhibitors SB 415286 für 8 h 
behandelt und daraufhin geerntet. (B) Die 
Zellen wurden zusätzlich mit 20 nM der 
siRNA-Negativkontrolle (neg. Kon.) oder 
einer gegen die GSK 3β (GSK3B) 
gerichteten siRNA kotransfiziert und nach 
48 h geerntet. (C) Western Blot-

 Somit wird zwar IκB-ζ durch ERK1 und ERK2 phosphoryliert, diese Phosphorylierung 

wird aber nicht durch eine direkte Interaktion der Proteine vermittelt. 

 

3.5.6 Die Glykogensynthasekinase 3 (GSK 3) erhöht die IκB-ζ Transaktierung durch  

Phosphorylierung 

Abbildung 23. Die Glykogen Synthase 
Kinase 3 (GSK 3) reguliert die IκB-ζ-
Transaktivierungsaktivität  

Analyse 
als Expressionskontrolle zu (B). 

 

 

beiden Isoformen ist zu 97% identisch, sie unterscheiden sich allerdings deutlich in den 

anderen Proteinbereichen. Die GSK 3 ist konstitutiv aktiv und wird durch Phosphorylierung 

inaktiviert (Frame und Cohen, 2001). Eine Beteiligung der GSK 3 an der IκB-ζ-

T selektiven Inhibitors SB415286 im 

L , 

d  

( n 

s m 

W

 Von der GSK 3 existieren zwei Isoformen, GSK 3α und GSK 3β, die in Geweben von 

Säugetieren ubiquitär exprimiert werden. Die Sequenz der katalytischen Domänen der  

ransaktivierung wurde durch Verwendung des 

uciferase-Reportergentest untersucht (Coghlan et al., 2000). Hierbei stellte sich heraus

ass der GSK 3-Inhibitor zu einer Verminderung der IκB-ζ Transaktivierungsaktivität führte

Abb. 23A). Dieses Ergebnis wurde durch Verwendung einer gegen die GSK 3β gerichtete

iRNA (GSK3B) bestätigt (Abb. 23B). Die Suppression der GSK 3-Expression wurde i

estern Blot nachgewiesen (Abb. 23C).  
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 Um zu untersuchen, ob der Einfluss der GSK 3 auf die IκB-ζ-Transaktivierung durch 

eine Phosphorylierung vermittelt werden könnte, wurden in vitro-Kin

Abbildung 24. GSK 3α und GSK 3β phosphorylieren
In vitro Kinase-Analyse zum Nachweis einer Phosphorylierung
und (B) GSK 3β. Als markiertes Donor-Substrat dien
Positivkontrolle Tau (A) oder GST-MBP (B), als Nega
wie angegeben. (C) Co-Immunopräzipitationen zum N
und GSK 3β. HEK293-Zellen wurden zum Nachweis 
3β-HA (4) und als Kontrolle mit dem pEGFP-Leervekto
transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen geerntet, ly
polyklonalen IκB-ζ oder einem polyklonalen HA-An
analysiert. IP: Immunopräzipitation. 

 IκB-ζ 
 von GST-IκB-ζ durch (A) GSK 3α

te [γ-32P]ATP, als Substrat GST-IκB-ζ, als 
tivkontrolle GST; weitere Negativkontrollen 
achweis von Interaktionen zwischen IκB-ζ
der Interaktion mit pEGFP-IκB-ζ und GSK 
r (1), pEGFP-IκB-ζ (2) oder GSK 3β-HA (3), 
siert und die Proteine entweder mit einem 
tikörper präzipitiert und im Western Blot 

ase-Analysen mit GSK 

α (Abb. 24A) und GSK 3β (Abb. 24B) durchgeführt. Hierbei stellte sich heraus, dass beide 

rch GSK 3β  wesentlich stärker (Abb. 24B) als durch GSK 3α (Abb. 

 3β. 

Als Positivkontrolle für GSK 3α diente das TAU-Protein, welches stark phosphoryliert wurde, 

die Positivkontrolle für GSK 3β, MBP, hingegen wurde nur leicht phosphoryliert.  

 

 

3

GSK 3-Isoformen in der Lage sind, IκB-ζ zu phosphorylieren. Interessanterweise war die 

Phosphorylierung du

24A), was auf eine differentielle Regulierung des IκB-ζ-Phosphorylierungsgrades durch 

beide Kinasen hinweist. GSK 3α zeigte eine intensivere Autophosphorylierung als GSK

 

Erwartungsgemäß war in den Negativkontrollen der Kinase-Analysen kein 

Phosphorylierungssignal erkennbar. 

Abbildung 24. GSK 3α und GSK 3β phosphorylieren IκB-ζ 
In vitro Kinase-Analyse zum Nachweis einer Phosphorylierung von GST-IκB-ζ durch (A) GSK 3α
und (B) GSK 3β. Als markiertes Donor-Substrat diente [γ32-P]ATP, als Substrat GST-IκB-ζ, als 
Positivkontrolle Tau (A) oder GST-MBP (B), als Negativkontrolle GST; weitere Negativkontrollen wie 
angegeben. (C) Co-Immunopräzipitation zum Nach weis von Interaktionen zwischen IκB-ζ und GSK 
3β. HEK293-Zellen wurden zum Nachweis der Interaktion mit pEGFP-IκB-ζ und GSK 3β-HA (4) und 
als Kontrolle mit dem pEGFP-Leervektor (1), pEGFP-IκB-ζ (2) oder GSK 3β-HA (3) transfiziert. 
Nach 24 h wurden die Zellen geerntet, lysiert und die Proteine entweder mit einem polyklonalen  
IκB-ζ oder einem polyklonalen HA-Antikörper präzipitiert und im Western Blot analyliert.  
IP: Immunopräzipitation.
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Abbildung 25. Kinaseinhibitoren beein-

n die N-terminale Transaktivierungs-
ität von IκB-ζ  
Nachweis des Einflusses der Protein-

sen ERK-, GSK 3- oder PI3K auf den IκB-ζ-
rminus wurde eine Luciferase-Reportergen-

Analyse durchgeführt. Hierzu wurden HEK293-
 entweder mit dem BD-Leervektor oder 

κB-ζ-N-Terminus sowie einem firefly- und 
Renilla-Luciferase-Konstrukt kotrans-

fiziert. Nach 24 h wurden die Zellen entweder 
mit 50 µM PD98,059, 30 µM SB415286 oder 50 
µM LY294002 8 h behandelt und daraufhin 
geerntet.   

einlich nicht 

uf einer direkten Interaktion dieser beiden Proteine. 
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um IκB-ζ-Gesamtmolekül leicht erhöhte (Abb. 25). Dies weist darauf hin, dass die 

sen kann. Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass eine 
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 Da GSK 3β zu einer starken Phosphorylierung des IκB-ζ-Proteins befähigt war, sollte 

in Co-Immunopräzipitationen nachgewiesen werden, ob dies auf eine direkte Interaktion der 

beiden Proteine zurückzuführen ist. Hierzu wurden HEK293-Zellen mit dem GFP-IκB-ζ- oder 

Leervektor sowie einem HA-getaggten GSK 3β-Plasmid transfiziert, IκB-ζ wurde nach Lyse 

der Zellen durch einen polyklonalen IκB-ζ-Antikörper, GSK 3β durch einen polyklonalen HA-

Antikörper präzipitiert. In Western Blot-Analysen konnte keine direkte Interaktion zwischen 

IκB-ζ und GSK 3β in den Präzipitaten nachgewiesen werden (Abb. 24C).  

GSK 3β ist folglich in der Lage, die Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ zu regulieren und 

IκB-ζ auch zu phosphorylieren, diese Mechanismen beruhen allerdings wahrsch

a

5.7 MEK1/2, GSK 3- und PI3K-Inhibitoren haben einen unterschiedlichen Einfluss au

n IκB-ζ N-Terminus 

Um zu ermitteln, ob die IκB-ζ-Phosphorylierungsstellen in der Transaktivierungs

rmittelnden Domäne liegen, wurde der Einfluss der MEK1/2, GSK 3- und PI3K-Inhibitoren

f den IκB-ζ N-Terminus in der Luciferase-Reportergen-Analyse untersucht. HEK293-Zellen 

rden 24 h nach Transfektion mit d

uciferase-Konstrukten entweder mit 50 µM PD98,059, 30 µM SB415286 oder 50 µM 

Y294002 für 8 h behandelt und der Einfluss auf die Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ

estimmt. Hierbei stellte sich heraus, dass der GSK 3-Inhibitor SB415286 sowie der PI3

inase-Inhibitor LY294002 die Transaktivierungs-aktivität des IκB-ζ-N-Terminus erniedrig

PD98,059 die  Transaktivierungsaktivität im Gegensatz

z

Konformation des IκB-ζ Gesamtproteins notwendig sein könnte, damit ERK die 

Transaktivierung von IκB-ζ beeinflus
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Lokalisation der Phosphorylierungsstellen im N-Terminus des Moleküls sehr wahrscheinlich 

ist. 

 

3.5.8 Herstellung von IκB-ζ-Mutanten mit defizienten Phosphorylierungsstellen 

 Mit dem Programm Motif Scan (http://scansite.mit.edu) lassen sich potentielle 

Phosphorylierungsstellen in der eingegebenen Proteinsequenz analysieren. Hierbei werden 

die für die unterschiedlichen Kinasen typischen Phosphorylierungsmotive überprüft und 

Stringenz, mit hoher Stringenz waren 

llerdings nur noch fünf Phosphorylierungsstellen angegeben, die interessanterweise mit 

 Threonin 89, Serin 211 und Serin 219 für ERK1 sowie Serin 490 für 

e  

Phosphorylierungsstellen von IκB-ζ im N-Terminus des Moleküls lokalisiert sind. 

 Es wurden Mutanten von IκB-ζ mittels 

jeweils eine Mutation enthielten, in denen das 

Alanin ausgetauscht war, wodurch die Phosphorylierung der Aminosäuren verhindert wurde. 

Wildtyp und mutierte Konstrukte wurden in ei

entsprechende IκB-ζ Protein mit einem H

überexprimiert und anschließend über eine NiN

IκB-ζ Wildtyp (His-IκB-ζ, Abb. 26B), His-IκB-ζ 

aufwies (Abb. 26C), His-IκB-ζ T93-A mit einer M

ζ S211-A mit einer Mutation von Serin 211 (Abb. 26E) und His-IκB-ζ S219-A mit einer 

utation von Serin 219 (Abb. 26F). Der Proteingehalt der einzelnen Fraktionen wurde in 

Phosphorylierungsstellen mit hoher, mittlerer oder geringer Stringenz angegeben. Für die 

Sequenz von IκB-ζ ergab sich mit Hilfe dieses Programmes eine Vielzahl von 

Phosphorylierungsstellen mit geringer oder mittlerer 

a

einer Ausnahme durch ERK1 und GSK 3 vermittelt werden: Threonin 89, Threonin 93 und 

Serin 219 für die GSK 3,

die PKCmut (Abb. 26A). Für ERK1 wurden noch zwei D-Domänen (docking domain) am 

Leucin 71 und Leucin 517 gefunden, die spezifisch für die Bindung von ERKinasen an ihre 

Substrate sind (Shaul und Seger, 2007) und eine ERK1 Bindungsstelle am Prolin 216. Diese 

Analyse untermauert die Ergebnisse des Transaktvierungstests, dass di

ortsgerichteter Mutagenese hergestellt, die 

entsprechende Serin oder Threonin gegen 

nen pET28a Vektor kloniert, mit dem das 

is-Anhang in dem E.coli-Stamm BL21 

TA-Säule aufgereinigt werden konnte: His-

T89-A, das eine Mutation von Threonin 89 

utation von Threonin 93 (Abb. 26D), His-IκB-

M

einem Proteinnachweis nach Bradford bestimmt. Elutionsfraktionen, die eine hohe 

Proteinkonzentration aufwiesen, wurden auf ein SDS-Page-Gel aufgetragen und mittels 

Coomassie-Färbung detektiert (Abb. 26B-F). Fraktionen, die His-IκB-ζ-Proteine enthielten, 

wurden zusammengegeben und über eine Säule aufkonzentriert und umgepuffert. In einer 

Western Blot-Analyse wurde nachgewiesen, dass jede Mutante erfolgreich aufgereinigt 

werden konnte (Abb. 26G). 
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Abbildung 26. Aufreinigung von His-IκB-ζ-Wildtyp- und -phosphorylierungsdefizienten
Konstrukten  
A. Schematische Darstellung von IκB-ζ, angegeben sind vom Programm Motif Scan 
vorhergesagte Phosphorylierungs- und ERK-Bindungsstellen. B-F. Coomassie-Färbungen von 
SDS-Page-Gelen. Aufgetragen sind die unterschiedlichen Fraktionen der NiNTA-Aufreinigung wie 
angegeben. B. His-IκB-ζ wt, C. His-IκB-ζ T89-A, D. His-IκB-ζ T93-A, E. His-IκB-ζ S211-A, F. His-
IκB-ζ S219-A. Pfeile markieren die Position der unterschiedlichen His-IκB-ζ-Konstrukte.  
G. Western Blot-Analyse zur Kontrolle der aufgereinigten His-IκB-ζ Proteine. ARD: 
Ankyrinwiederholungs-Domäne; PEST: Prolin (P)-, Glutamat (E)-, Serin (S)- und Threonin (T)-
reiche Domäne; TA: Bereich

 
 

 mit hoher Transaktivierungsaktivität. 
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Abbildung 27. ERK1 und 
ERK2, aber nicht GSK 3β
phosphorylieren IκB-ζ
spezifisch an Threonin 93 
und Serin 219 
In vitro-Kinase-Analysen zur 
Detektion von Phosphory-
lierungsstellen im IκB-ζ-
Protein. Als Substrate 
wurden die aufgeführten 
phosphorylierungsdefiziente
n His-IκB-ζ-Mutanten, die 
Wildtyp -His- (His-IκB-ζ) 
sowie GST-IκB-ζ (GST-IκB-
)-Konstrukte und als 

Kontrolle das GST-Protein 
verwendet. Als Kinasen 
dienten (A) GSK 3β mit dem 
TAU-Protein, (B) ERK1 
oder (C) ERK2 mit GST-
MBP als Positivkontrolle. 
Die verwendeten His-IκB-ζ-
Konstrukte besitzen einen 
Alanin-AS-

ζ

Austausch an 
vorhergesagten Phosphory-
lierunsstellen wie ange-
geben, so dass eine 
Phosphorylierung an diesen 
AS nicht mehr möglich ist.  

3.5.9 Der Alanin-Aminosäure-Austausch an T93 und S219 verhindert die 

Phosphorylierung von IκB-ζ durch ERK1 und ERK2, aber nicht durch GSK 3β 

 Zur genaueren Charakterisierung der IκB-ζ-Phosphorylierungsstellen, wurden die 

aufgereinigten His-IκB-ζ Konstrukte in in vitro Kinase-Analysen eingesetzt. 

Überraschenderweise war die GSK 3β hierbei in der Lage, nicht nur His-IκB-ζ, sondern auch 

 

r 

sphorylierung. Die 

egativkontrollen wiesen keine Phosphorylierung auf (Abb. 27A). Entgegen der 

vorhergesagten Phosphorylierungsstellen scheint keine der untersuchten 

die

sta

inase-Analyse. GSK 3β zeigte auch hier eine intensive Autopho

 His-IκB-ζ-Proteine mit Mutation an T89, T93, S211 und S219 zu phosphorylieren. Eine 

rke Phosphorylierung des Tau-Proteins und von GST-IκB-ζ bestätigte die Effizienz de

K

N
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Phosphorylierungsstellen alleine spezifisch für die GSK 3β zu sein. Stattdessen müssen sich 

im IκB-ζ-Protein andere Phosphorylierungsstellen für diese Kinase befinden. 

 In mit ERK1 oder ERK2 durchgeführten Kinase-Analysen wurden ebenfalls die 

Positivkontrollen GST-MBP und GST-IκB-ζ phosphoryliert, die Negativkontrollen zeigten 

erwartungsgemäß keine Phosphorylierung. His-IκB-ζ und die His-IκB-ζ-Proteine mit Mutation 

an T89 und S211 wurden sowohl durch ERK1 als auch durch ERK2 sehr effizient 

phosphoryliert. Im Gegensatz zu GSK 3β wurden His-IκB-ζ-Proteine mit Mutation an T93 und 

S219 nur noch schwach phosphoryliert (Abb. 27B,C). T93 und S219 können daher als ERK-

Phosphorylierungsstellen angesehen werden.  

 

4. Einfluss von Kinasen auf die IκB-ζ abhängige Aktivierung 

4.1 Eine Inhibition von ERK, GSK 3 oder PI3K beeinfluss  

abhängige Aktivierung von GM-CSF 

 Die vorliegenden Ergebnisse belegen, dass ERK, GSK h 

auch PI3K die Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ regulieren. 

erlangen, ob diese Kinasen auch tatsächlich für die Aktivierung 

κB-Zielgenen von Bedeutung sind, wurden RT-PCR-Analysen d

HT1080 Zellen mit dem IκB-ζ-Plasmid oder dem entsprechenden Leervektor sowie siRNA-

Molekülen, die gegen die Gene PI3CA (p110α), PI3CB (p110β

(ERK2) und GSK3B (GSK3β) gerichtet waren oder der Negati

transfiziert und für 72 h inkubiert. In der Tat, nach Verminderun s

p110α und p110β konnte eine deutliche Erniedrigung der IκB-ζ-i

Expression nachgewiesen werden. Auch ERK2 und GSK 3 r

vermittelte GM-CSF-Aktivierung drastisch. Ein Knock-down von E

Effekt auf die GM-CSF-Aktivierung durch IκB-ζ (Abb. 28A). In n 

sieht man eine deutliche Verminderung der Kinase-Expression

Lediglich die Expressionskontrolle für die p110α Untereinheit de nz 

eindeutig, da auch eine Reduktion der p110β Untereinheit im Western Blot mit dem PI3K 

p110α-Antikörper detektiert wurde. (Abb. 28B).  

von NF-κB-Zielgenen 

t insbesondere die IκB-ζ

3 und sehr wahrscheinlic

Um Aufschluss darüber zu 

von IκB-ζ- abhängigen NF-

urchgeführt. Hierzu wurden 

), MAPK3 (ERK1), MAPK1 

vkontroll (neg. Kon.) siRNA 

g der Expres ion der PI3K 

nduzierten GM-CSF-mRNA-

eduzierten die durch IκB-ζ 

RK1 hingegen hatte keinen 

 den Expressionskontrolle

 nach siRNA-Transfektion. 

r PI3 Kinase ist nicht ga
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 Dieses Ergebnis konnte durch die Verwendung der Kinase-Inhibitoren PD98,059,

SB415286 und LY294002 bestätigt werden. HT1080-Zellen wurden mit dem GFP-IκB-ζ- oder 

GFP-Leervektor für 24 h transfiziert und anschließend für 8 h mit den Kinase-Inhibitoren 

behandelt. Nach Inhibition von MEK1 und MEK2, GSK 3 und auch PI3K war die durch IκB-ζ 

induzierte GM-CSF-Expression stark beeinträchtigt oder sogar komplett unterdrückt. Auf 

zwei weitere IκB-ζ-Zielgene, IL-6 und IL-1, ha oren unterschiedliche 

Effekte. Die IκB-ζ-induzierte Aktivierung von IL-6 wurde insbesondere durch den PI3Kinase-

Inhibitor LY294002, die Aktivierung von IL-1 durch d

 
 κ ζ

Aktivierung von NF-κB-Zielgenen 
HT1080-Zellen wurden mit dem pEGFP-IκB-ζ- oder Leervektor (GFP-LV) sowie 42 nM PI3CA-, 
PI3CB-, MAPK3- (ERK1), MAPK1- (ERK2), Kontroll- (neg. Kon.) siRNA oder 72 nM GSK3B-siRNA 
kotransfiziert. Nach 72 h wurde die RNA isoliert und (A) die GM-CSF-mRNA-Expression mittels RT-
PCR und (B) der siRNA-Knockdown in Western Blot-Analysen überprüft. (C) HT1080-Zellen wurden 
entweder mit dem pEGFP-IκB-ζ- oder Leervektor transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die 
Zellen für 8 h mit DMSO, 50 µM PD98,059, 30 µM SB415286 oder 50 µM LY294002 behandelt und 
die mRNA-Expression der aufgeführten IκB-ζ-Zielgene mittels RT-PCR-

 

Abbildung 28. Eine Inhibition von ERK, GSK 3 oder PI3K beeinflusst die I B- -abhängige 

Analysen nachgewiesen. 
Als Ladekontrolle diente die GAPDH mRNA-Expression. n.t.: nicht transfiziert, Kon: RT ohne 
Template. 

tten die Kinase-Inhibit

en MEK1/2-Inhibitor PD98,059 

unterdrückt, wobei mit diesem Inhibitor auch ein deulicher Effekt bereits in der 

Leervektorkontrolle erkennbar war. Aber auch die Inhibitoren LY294002 und SB415286 

reduzierten die IL-1-Aktivierung durch IκB-ζ.  

 Zusammengefasst weisen diese Daten darauf hin, dass die IκB-ζ-vermittelte 

Aktivierung von GM-CSF und IL-1 wahrscheinlich über ERK2, GSK 3 sowie den PI3K-
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Signalweg vermittelt wird, wohingegen die Aktivierung von IL-6 insbesondere über den PI3K-

Signalweg kontrolliert wird (Abb. 28C). 

 

4.2 Mutationen an T93 und S219 vermindern die NF-κB Zielgenaktivierung durch IκB-ζ 

 Weiterführend wurde der Frage nachgegangen, ob die ERK-vermittelte Aktivierung 

von IκB-ζ-Zielgenen über die identifizierten ERK-Phosphorylierungsstellen T93 und S219 im 

IκB-ζ-Protein ausgeführt wird. HT1080-Zellen wurden mit den entsprechenden GFP-IκB-ζ-

Konstrukten transfiziert und deren Einfluss auf die Expression von GM-CSF, IL-1 und IL-6 in 

RT-PCR-Analysen untersucht. Nach Mutation der Phosphorylierungsstellen T93 und S219 

wurde GM-CSF nur noch sehr schwach aktiviert, für IL-1 zeigte sich nur ein marginaler 

Effekt. Eine schwache Verminderung der IL-6-Aktivierung zeigte sich auch nach Mutation 

von T93 (Abb. 29).  

ldung 29. Die ERK-vermittelte Phosphorylierung an Abbi
Threonin 93 und Serin 219 des IκB-ζ-Proteins ist für dessen 
Zielgenexpression erforderlich.  
HT1080-Zellen wurden mit dem GFP-Leervektor (LV), GFP-IκB-ζ-
Plasmid oder mit GFP-IκB-ζ-Konstrukten mit Alanin-AS-Austausch 
an T93 oder S219 transfiziert. Nach 32 h wurden die Zellen 
geerntet und der Einfluss auf IκB-ζ-Zielgene GM-CSF, IL-1 und IL-6 
mittels RT-PCR untersucht. Als Ladekontrolle diente die GAPDH 
mRNA-Expression 

  

  

 Diese Daten zeigen, dass für die IκB-ζ-induzierte mRNA-Expression von GM-CSF 

und IL-1 eine direkte Phosphorylierung von Threonin 93 oder Serin 219, von IL-6 eine 

Phosphorylierung von Threonin 93 des IκB-ζ-Proteins durch ERKinasen erforderlich ist und 

dass die Aktivierung dieser Zielgene differentiell über diesen Mechanismuns reguliert wird. 
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Der Transkriptionsfaktor NF-κB spielt eine wichtige Rolle in der Regulation einer 

 

κB-Proteinen gewinnt eine weitere Gruppe von IκB-Proteinen immer 

mehr an Bedeutung. Diese atypischen IκB-Proteine werden induzierbar synthetisiert und 

sind im Zellkern lokalisiert. Bisher sind drei nukleäre Mitglieder dieser Proteinfamilie bekannt: 

Bcl-3, IκBNS sowie IκB-ζ. Die nukleären IκB-Proteine können die NF-κB-Proteine zwar 

ebenfalls inhibieren, üben ihre Funktion jedoch eher über eine Regulation der 

transkriptionellen Aktivität von

über den Bcl-3 die transkripti  

beeinflusst. Bcl-3 bildet nicht  

auch in der Lage, die inhibito

mit ihnen transkriptionell aktiv

 mit transkriptionellen Koaktivatoren oder Korepressoren die Aktivität von 

nflussen.  

in 

AD-Körperchen kolokalisiert. In einem Hefe-Zwei-Hybrid-Nachweis in unserem Labor 

konnte zudem gezeigt werden, dass IκB-ζ selbst eine N-terminale Transaktivierungsaktivität 

besitzt und an der Aktivierung von Zytokinen beteiligt ist. 

 Ziel dieser Arbeit war es, einen tieferen Einblick zum Einen, in die Regulation von 

Zellzyklusprozessen durch IκB-ζ, zum Anderen, in die Regulation der Expression und der 

Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ selbst zu erlangen.  

 

 

 

V. Diskussion 
 
 

Vielzahl biologischer Prozesse. Seine Aktivität kann durch über 200 verschiedene Stimuli

reguliert werden und er kann nach Stimulation über 200 Zielgene aktivieren. Um eine 

selektive und spezifische NF-κB-Antwort zu erhalten, ist daher eine intensive Kontrolle der 

NF-κB-Aktivität unerlässlich. Eine herausragende Bedeutung in der Regulation der NF-κB-

Antwort haben die IκB-Proteine. In unstimulierten Zellen halten die klassischen IκB-Proteine 

die NF-κB-Proteine im Zytoplasma zurück. Erst nach Stimulation kommt es zur 

Phosphorylierung und proteasomalen Degradation der Inhibitorproteine, was zur Freisetzung 

von NF-κB-Dimeren führt, die durch ihr NLS direkt in den Kern gelangen. Neben den 

zytoplasmatischen I

 NF-κB aus. Am intensivsten erforscht ist der Mechanismus, 

onelle Aktivität von p50- und p52-Homo- und -Heterodimeren

 nur inhibitorische Komplexe mit dem p50-Homodimer, es ist

rischen p50- und p52-Dimere von der DNA zu entfernen oder 

e Komplexe zu bilden. Bcl-3 kann sowohl allein als auch über 

die Interaktion

Zielgenen beei

 In unserer Arbeitsgruppe wurde das humane IκB-ζ identifiziert, das mit den NF-κB-

Proteinen p50 und p65 interagieren und deren Bindung an die DNA inhibieren kann. Des 

Weiteren reduziert IκB-ζ die NF-κB-Promotoraktivität und ist sowohl mit der 

Histondeacetylase 5 als auch mit dem transkriptionellen Korepressor SMRT im Zellkern 

M
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1. Beteiligung von IκB-ζ an der Regulation des Zellzyklus 

Einflüsse von NF-κB- und IKK-Proteinen auf die Regulation des Zellzyklus konnten 

 

ung des Zellzyklus in der G2/M-Phase, die für die Untersuchung 

ichbar bleiben. Des Weiteren stellt 

und die IκB-ζ-Expression induziert 

erden konnte. HeLa Tet-On-Zellen, in denen die Expression von IκB-ζ durch Zugabe von 

oxyzyklin induzierbar war, wurden generiert und der Einfluss von IκB-ζ auf die Proteine 

yclin B1, phospho Histon H3 und Aurora B-Kinase in Western Blot- und 

 

schon in verschiedenen Arbeiten nachgewiesen werden. IKKα, ein Protein, dass auch in der 

Lage ist, sich zwischen Kern und Zytoplasma hin und her zu bewegen (Birbach et al., 2002), 

phosphoryliert die Aurora A-Kinase und greift damit aktiv in das Voranschreiten der Mitose 

ein (Prajapati et al., 2006). Auf der anderen Seite kann die IKKα aber auch über die 

Aktivierung des p52/RelB Komplexes, der die Transkription des S-Phase Kinase-assoziierten

Proteins 2 (skp2) vermittelt, in die Progression der G1-/S-Phase eingreifen (Schneider et al., 

2006). Zudem wird die Expression von Cyclin D1, einem wichtigen Regulator des G1-

Kontrollpunktes, NF-κB- und IKKα-abhängig reguliert (Hinz et al., 1999; Barre und Perkins, 

2007). Über einen IKK-unabhängigen Signalweg greift NF-κB in den G2/M-Übergang der 

Zelle ein oder wird aktiviert, nachdem die Zelle in der Mitose arretiert ist. Dies wird über 

einen ERK5-RSK2-abhängigen Mechanismus reguliert (Mistry et al., 2004; Cude et al., 

2007). In einer mit humanen Nabelschnurvenen-Endothelzellen (HUVEC) durchgeführten 

Micro-Array-Analyse war die Aktivität einiger am G2/M-Übergang des Zellzyklus und an der 

Mitose beteiligten Proteine nach IκB-ζ-Überexpression erniedrigt. In der vorliegenden Arbeit 

sollte dieser Befund konkretisiert werden. Für die Zellzyklusanalysen wurde zunächst die 

humane Fibrosarkomzelllinie HT1080 verwendet, eine Zelllinie, mit der schon im Vorfeld 

dieser Arbeit Effekte von IκB-ζ auf die Aktivierung von NF-κB-Zielgenen nachgewiesen 

wurden. Die Zellen wurden ebenso wie die HUVECs zur Überexpression von IκB-ζ retroviral 

transduziert. In dieser Versuchsanordnung konnte kein signifikanter Unterschied zwischen 

mit GFP und IκB-ζ transduzierten Zellen nachgewiesen werden. Allerdings stellte sich hierbei 

heraus, dass die Blockier

eines Einflusses auf den Zellzyklus unerlässlich ist, in dieser Zelllinie nicht in ausreichendem 

Maße verifizierbar war. Ein weiteres Problem stellte die retrovirale Transduktion mit darauf 

folgender Zellzyklus-Synchronisation dar. Die Zellen wurden zunächst über einen Zeitraum 

von 48 h transduziert und erst im Anschluss daran für 24 h synchronisiert. Die Behandlung 

von Zellen über einen Zeitraum von mindestens 72 h ergibt eine Gleichung mit vielen 

Variablen und Unbekannten und macht es schwierig, ein Versuchsmodell zu erstellen, in 

dem die Ergebnisse über mehrere Versuchsreihen vergle

allein die retrovirale Transduktion der Zellen einen gewissen Stressfaktor für die Zellen dar. 

 In weiteren Versuchen wurde daher ein induzierbares System verwendet, in dem die 

Zellen parallel im Doppelthymidin-Block synchronisiert 

w

D

C
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durchflusszytometrischen Analysen untersucht. Auch in dem induzierbaren System konnte 

 

die Überexpression von IκB-ζ die Progression des Zellzyklus weder positiv noch negativ 

beeinflussen. In RT-PCR-Analysen wurde der Einfluss auf die mRNA-Expression von 

CDC25B und CDC25C untersucht, Gene, deren Expression in unserer Micro-Array-Analyse 

vermindert war. Aber auch hier zeigte sich kein Effekt. In diesem Versuchsansatz war es 

zudem problematisch, die IκB-ζ-Expression zu detektiereren, obwohl die polyklonalen Klone 

nach der Generierung IκB-ζ eindeutig induzierbar exprimierten. Eine Verifikation dieses 

negativen Ergebnisses war daher unerlässlich. Ein weiteres induzierbares System wurde 

generiert, in dem IκB-ζ mit einem N-terminalen GFP-Anhang exprimiert wurde. Hier konnte 

die IκB-ζ-Expression mit einem gegen GFP gerichteten Antikörper eindeutig nachgewiesen 

werden. Jedoch konnte ebenfalls in diesem Versuchsansatz eine Beteiligung von IκB-ζ auf 

die Progression des Zellzyklus oder direkt auf den Übergang von der G2-Phase in die Mitose 

mittels Western Blot-Analysen nicht nachgewiesen werden.  

 Man kann anhand dieser Ergebnisse eine Beteiligung von IκB-ζ an der Regulation 

des Zellzyklus in der humanen Cervixkarzinomzelllinie HeLa Tet-On ausschließen. Im 

Gegensatz dazu wird die Expression von Genen, die für Proteine des Zellzyklus kodieren, 

durch IκB-ζ-Überexpression in HUVECs offensichtlich reguliert. Allerdings ist hierbei zu 

berücksichtigen, dass die ermittelten Effekte eher marginal waren. Eventuell könnte ein 

Einfluss von IκB-ζ auf den Zellzyklus auch von weiteren Zelltyp-spezifischen Proteinen 

abhängig sein und es sich hierbei möglicherweise um einen Zelltyp-spezifischen Effekt 

handeln, insbesondere da die Micro-Array-Analysen mit Primärzellen durchgeführt wurden. 

 

2. Regulation der IκB-ζ-Proteinexpression durch miRNAs 

 Die Aktivierung und Funktion eines nukleären Proteins muss genauestens und 

intensiv reguliert werden, um Fehlregulationen in der Genaktivierung zu verhindern. Für das 

nukleär lokalisierte Protein IκB-ζ konnte in einer Analyse der Sanger MiRNA target scan 

Datenbank (http://microrna.sanger.ac.uk/targets; Version 2) die miR-124a als potentieller 

Regulator identifiziert werden, für die potentielle Bindungsstellen in der 3’UTR von IκB-ζ 

existieren. 

 MiR-124a wurde in den untersuchten Tumorzelllinien verschiedenen Ursprungs nicht 

oder nur marginal exprimiert. Selbst in verschiedenen Glioblastomzelllinien konnte die

Expression der miR-124a nicht nachgewiesen werden, obwohl diese maßgeblich die 

Proteinexpression im Gehirn beeinflusst und offenbar die Expression von 174 Zielgenen 

reguliert. Wird die miR-124a nicht in Zelllinien des Gehirns exprimiert, entspricht die 

Proteinexpression dieser Zelllinien der von Gehirnzellen (Lim et al., 2005). Im umgekehrten 

Fall führt die Verminderung der miR-124a-Expression durch eine  antisense 2’OMe-RNA in 
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den primären Neuronen der Kortex zu einer Erhöhung von mRNAs, die normalerweise nicht 

in Neuronen exprimiert werden (Conaco et al., 2006). Die miRNA-124a greift in die 

Entwicklung des zentralen Nervensystems sowie des Neuralrohrs ein, wird allerdings nicht in 

Astrozyten exprimiert (Conaco et al., 2006; Cao et al., 2007). Neben den wichtigen 

Funktionen, die diese miRNA bei der Entwicklung des Gehirns ausübt, scheint die miR-124a 

auch eine Bedeutung für die Entstehung von Tumoren zu haben. Ihre Expression ist in vielen 

Tumorzelllinien basierend auf einer Hypermethylierung von CpG-Inseln erniedrigt, 

wohingegen sie in gesunden Zellen exprimiert wird. Eine verminderte miR-124a-Expression 

führt zu einer Aktivierung der CDK6 mit darauf folgender Phosphorylierung des 

Tumorsuppressorgens Rb (Lujambio et al., 2007). Eine Verminderung der miR-124a mit 

einer Erniedrigung der CDK6-Expression wurde auch in Tumorzellen des Medullablastoms 

und diese Ergebnisse bestätigend bei Patienten mit dieser Tumorerkrankung nachgewiesen 

(Pierson et al., 2008). Des Weiteren beeinflusst die miR-124a die Expression von Foxa2, ein 

Hypermethylierung in vielen Turmorzelllinien war es wahrscheinlich, dass die miR-124a in 

sion der miR-124a zu einer nahezu kompletten Inhibition der IκB-ζ-

 

rase-Reportergenanalyse bestätigt werden und darüber hinaus, dass die 7mer-

Protein, das die Entwicklung der Bauchspeicheldrüse reguliert sowie am 

Glukosestoffwechsel und der Insulinsekretion beteiligt ist (Baroukh et al., 2007). 

 Basierend auf der epigenetischen Verminderung der miR-124a durch 

den analysierten Tumorzelllinien des Gehirns nicht basal exprimiert wurde. Die Vermutung 

lag nahe, dass die Expression durch die Zugabe des Demethylierungsagenzes 5-AzaCyd 

induziert werden konnte. Dies traf auch tatsächlich für die Zelllinen A172, BdBak+/+ und 

BeBak+/+ zu, doch konnte unter diesen Bedingungen die IκB-ζ-Protein- und mRNA-

nterweise führte jedoch eine Expression nicht mehr induziert werden. Interessa

Überexpres

Proteinexpression, während der mRNA-Expressionslevel kaum verändert wurde.

Übereinstimmend mit diesem Ergebnis zeigte eine genaue Analyse der Bindungsstelle der 

miR-124a in der IκB-ζ 3’UTR, dass die miRNA für eine Degradation der IκB-ζ-mRNA 

vollständig in der 3’UTR hätte binden müssen, die Bindungsstelle allerdings nur eine 7mer-

m8- sowie zwei 3mer-Bindungssequenzen besitzt (Grimson et al., 2007), was jedoch optimal 

für eine Inhibition der Proteinexpression ist. Die Funktionalität der Bindungsstelle konnte in 

einer Lucife

m8 Bindungsstelle bereits ausreichend für die Regulation der IκB-ζ-Proteinexpression ist, die 

beiden 3mer Regionen werden nicht benötigt. Die leicht verminderte Luciferase-Aktivität in 

Zellen, die mit der Negativkontroll-miRNA und dem IκB-ζ-3’UTR WT-Konstrukt kotransfiziert 

wurden, ist höchstwahrscheinlich auf die endogene miR-124a-Expression in der für diese 

Analysen verwendeten HEK293-Zelllinie zurückzuführen.  

 Die Regulation der IκB-ζ-Proteinexpression durch die miR-124a konnte hiermit 

eindeutig nachgewiesen werden. Die miR-124a-Expression ist in vielen Tumorzelllinien 
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durch die Hypermethylierung von CpG-Inseln herunterreguliert und gilt somit als potentielle 

Tumorsuppressor miRNA (Lujambio und Esteller, 2007). Dies legt nahe, dass IκB-ζ eventuell 

über eine Regulation von NF-κB an der Entstehung von Tumoren beteiligt sein könnte und 

erhöht somit die Bedeutung dieses Ergebnisses. Auf der anderen Seite macht die Zahl der 

miR-124a-Zielgene viele Proteine zu potentiellen Oncogenen. Aus diesem Grund ist eine 

spezifische Regulation der Genexpression der durch die miR-124a beeinflussten Proteine, 

insbesondere von IκB-ζ, auf weiteren Ebenen unerlässlich. 

 

3. IκB-ζ-Transaktivierung und deren Regulation 

 Im Rahmen dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass das humane IκB-ζ dem 

murinen IκB-ζ entsprechend eine N-terminale Transaktivierungsdomäne besitzt, deren 

Aktivität bereits im Gesamtprotein exprimiert wird. Im Gegensatz hierzu entwickelte sich die 

TA des murinen IκB-ζ-Gesamtproteins nicht allein durch Überexpression des Proteins, 

sondern nur nach Koexpression der NF-κB-Untereinheit p50, was zu der Schlussfolgerung 

I B-  Transaktivierungsaktivität nachgewiesen werden. Die NF-κB Untereinheiten p50 und 

führte, dass die Bindung der RHD der NF-κB-Proteine an IκB-ζ dessen Konformation ändert 

und zur Expression seiner TA führt. Wurde nur der N-Terminus des murinen IκB-ζ 

transfiziert, dessen Transaktivierungsdomäne im Bereich der AS 329-402 lokalisiert ist, 

wurde die Transaktivierungsaktivität auch ohne Koexpression von p50 exprimiert. Eine 

Spleissvariante des humanen IκB-ζ, IκB-ζ (D), die eine Deletion im Bereich der AS 236-429 

besitzt, zeigte zudem keine intrinsische Transaktivierungsaktivität (Motoyama et al., 2005). 

Für das humane IκB-ζ, Transkriptvariante 3, konnte entsprechend dieser Ergebnisse eine 

besonders intensive Transaktivierungsaktivität im N-Terminus dieses Proteins detektiert 

werden, die sich im Bereich der AS 177-247 auf mehr als das 100fache des IκB-ζ 

Gesamtproteins erhöhte. Dies lässt vermuten, dass Elemente im C-Terminus die 

Transaktivierungsaktiviät von IκB-ζ direkt oder über eine Konformationsänderung inhibieren. 

 Wie für das murine IκB-ζ wurde auch die intrinsische Transaktivierungsaktivität des 

humanen IκB-ζ NF-κB-abhängig reguliert (Motoyama et al., 2005). Eine Induktion von NF-κB 

über den klassischen Signalweg mittels TNF-α erhöhte die Transaktivierungsaktivität von 

IκB-ζ. Diese NF-κB abhängige Regulation der IκB-ζ Transaktivierungsaktivität wurde in p50- 

und p65-defizienten MEFs, in denen die intrinsische IκB-ζ TA stark erniedrigt war, bestätigt. 

Dies unterstützt weitere Ergebnisse unseres Labors, dass die Aktivierung von IκB-ζ-

Zielgenen ebenfalls NF-κB-abhängig reguliert wird. Durch Analysen des Einflusses der 

einzelnen NF-κB Untereinheiten konnten unterschiedliche Effekte auf die Regulation der  

κ ζ

p52 erniedrigten die Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ, ein Effekt, der sich auf das Fehlen 

einer TAD in p50- oder p52-Homodimeren zurückführen lässt. Des Weiteren können 
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Homodimere dieser beiden Untereinheiten eventuell zusammen mit IκB-ζ inhibitorische 

Komplexe bilden oder durch Bindung an IκB-ζ und Konformationsänderung des Proteins die 

TAD von IκB-ζ maskieren, während die NF-κB-Untereinheiten, die eine TAD besitzen, 

aktivierende Komplexe bilden. Hierbei war auffällig, dass lediglich die NF-κB Untereinheiten 

p65 und c-Rel, Proteine mit zwei voneinander unabhängigen TADs, die 

Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ erhöhten (Schmitz et al., 2004). Homodimere dieser NF-

κB-Untereinheiten binden zudem im Gegensatz zu anderen NF-κB-Dimeren preferentiell an 

ogenannte nonamerische NF-κB-Bindungsstellen, die CD28-RE (response element; 

(Natoli et al., 2005). Somit könnte IκB-ζ 

 

ark 

s

Antwortelement) ähnlichen NF-κB-Bindungsstellen 

zusammen mit diesen beiden NF-κB-Untereinheiten die Aktivität an nonamerischen NF-κB 

Bindungsstellen regulieren. RelB unterscheidet sich von den beiden anderen NF-κB-

Proteinen dadurch, dass es nur eine TAD besitzt und nur Heterodimere mit p100, p52 und 

p50 und keine Homodimere formt (Baeuerle und Henkel, 1994; Verma et al., 1995). Da RelB 

nicht in der Lage ist, die TA von IκB-ζ zu beeinflussen, scheinen ihm wichtige Eigenschaften 

zu fehlen, die  für die IκB-ζ-Transaktivierung benötigt werden. 

 Die NF-κB-Untereinheit p65 erhöht die Transaktivierungsaktivät von IκB-ζ durch 

Bindung über seine RHD an die ARD von IκB-ζ und Expression seiner eigenen 

Transaktivierungsaktivität. Dies wurde in Experimenten, die mit dem p65-Protein und dem 

IκB-ζ C-Terminus, der keine TAD besitzt, nachgewiesen. Auf der anderen Seite wurde die 

TA des IκB-ζ N-Terminus durch Koexpression von p65 nicht erhöht, sondern stark inhibiert. 

Auch die Koexpression von p50 erniedrigte die Transaktivierungsaktivität des IκB-ζ N-

Terminus. Eventuell könnte eine schwache Interaktion, die auf Wechselwirkungen zwischen 

der RHD der NF-κB-Untereinheiten mit dem IκB-ζ N-Terminus basiert,  verhindern, dass die 

TAD von IκB-ζ mit der DNA in Verbindung tritt. Wird die Veränderung der IκB-ζ 

Transaktivierungsaktivität auf Konformationsänderungen zurückgeführt, die durch die

Bindung von NF-κB an die ARD von IκB-ζ entstehen, kann auch das Fehlen der ARD die 

Inhibition der Transaktivierungsaktivität des N-Terminus erklären. Zusammenfassend kann 

man sagen, dass die Intensität der IκB-ζ-Transaktivierungsaktivität durch NF-κB beeinflusst 

wird. Sowohl in p50- und als auch in p65-defizienten Zellen, NF-κB-Untereinheiten, die 

bekanntermaßen mit IκB-ζ interagieren (Totzke et al., 2006), ist die IκB-ζ-

Transaktivierungsaktivität vermindert. Dies widerspricht in gewisser Weise den Ergebnissen, 

die durch eine p50-Überexpression in HEK293-Zellen erzielt wurden. Allerdings war in p50-

defizienten MEFs nicht nur die Expression von p50 sondern auch die von p65 st

vermindert, so dass die Erniedrigung der IκB-ζ-Transaktivierungsaktivität in p50-defizienten 

MEFs sich wahrscheinlich darauf zurückzuführen lässt, dass in dieser Zelllinie keine 
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aktivierenden p50/p65-Heterodimere und auch p65-Homodimere nur noch in verminderter 

Zahl gebildet werden können.  

 Im umgekehrten Fall konnte nicht nachgewiesen werden, dass IκB-ζ die 

Genregulation von p50 oder p65 NF-κB-Untereinheiten beeinflussen kann, obwohl IκB-ζ in 

der Lage ist, die Promotoraktivität von NF-κB zu unterbinden (Totzke et al., 2006). Die 

Verminderung der NF-κB-Promotoraktivität wurde allerdings durch direkte Bindung der NF-

κB-Untereinheiten an κB-Sequenzen nachgewiesen. Im Gegensatz dazu beruht der hier 

angewandte  experimentelle Ansatz auf einem GAL4 abhängigen Mechanismus, bei dem die 

NF-κB-Untereinheiten nicht über ihre intrinsische RHD an κB-Sequenzen binden, sondern 

mit einer GAL4-Bindedomäne fusioniert sind, die an die entsprechende Sequenz im 

Luciferase-Konstrukt bindet. Daher wird in diesem Ansatz NF-κB unabhängig von IκB-ζ an 

den Promotor gebunden. IκB-ζ inhibiert somit die Promotoraktivität von NF-κB über eine 

Inhibition der DNA-Bindung der NF-κB-Proteine. Eine Intensivierung der p65-

Transaktivierungsaktivität oder eine Regulation von p50 oder des p65 N-Terminus über die 

Transaktivierungsdomäne von IκB-ζ konnte im Gegensatz zum murinen IκB-ζ nicht detektiert 

2006). In dieser Konformation ist IκB-ζ in einen sogenannten Korepressor-Komplex integriert 

werden (Motoyama et al., 2005). Da die Transaktivierungsaktivität von p65 in diesem System 

schon so intensiv ist, ist IκB-ζ wahrscheinlich nicht in der Lage, diesen Effekt noch messbar 

zu erhöhen.  

 Für p53 ist ein Mechanismus beschrieben, über den p53 das NF-κB p52-Dimer an 

p53-regulierte Promotoren rekrutiert, unabhängig von der DNA-Bindungsaktivität von p52. 

Hierdurch wird unter anderem die Expression des CDK-Inhibitors p21 unterbunden (Wietek 

und O'Neill, 2007). Dieser Mechanismus entspricht den hier beschriebenen Ergebnissen, 

dass durch gewisse NF-κB-Untereinheiten die Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ noch 

erhöht wird. Wie p53 könnte auch IκB-ζ NF-κB-Proteine an einen IκB-ζ-regulierten Promotor 

bringen und so die IκB-ζ-Zielgenaktivierung abhängig von NF-κB regulieren. Auf der anderen 

Seite erinnern diese vielfältigen Regulationsmechanismen von IκB-ζ an die Bcl-3-vermittelte 

Transaktivierung. Bcl-3 besitzt wie IκB-ζ eine TAD und kann sowohl alleine als Koaktivator 

fungieren und nach Stimulation mit TNF-α NF-κB-Zielgene aktivieren, als auch in Verbindung 

mit NF-κB-Proteinen sowohl inhibitorische als auch aktivierende Komplexe bilden. Des 

Weiteren interagiert Bcl-3 sowohl mit transkriptionellen Koaktivatoren wie JAB1, Bard1 und 

Tip60 als auch mit Korepressoren wie HDAC1, -3, und -6. Der genaue Mechanismus der  

Bcl-3 vermittelten Genregulation ist bis heute noch nicht geklärt, wird aber zum Teil mit 

posttranslationalen Modifikationen in Verbindung gebracht (Viatour et al., 2004b). 

 Der Assoziation von Bcl-3 mit HDACs entsprechend, ist auch IκB-ζ im Zellkern mit 

den Korepressoren HDAC5 und SMRT in MAD-Körperchen kolokalisiert (Totzke et al., 
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(Jepsen und Rosenfeld, 2002; Calao et al., 2008), der höchstwahrscheinlich die 

Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ unterbindet. Um den Mechanismus der NF-κB-

itation konnte diese Vorhersage bestätigt werden, da IκB-ζ sowohl an 

er 

er TA von 

B-ζ, 

vermittelten Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ zu verstehen, wurde untersucht, ob NF-κB 

und IκB-ζ im Zellkern nach NF-κB-Aktivierung kolokalisiert sind. Allerdings war die NF-κB-

Untereinheit p65 nach Aktivierung homogen im Zellkern verteilt, während IκB-ζ weiterhin in 

den inhibitorischen MAD-Körperchen lokalisiert blieb. Es ist bekannt, dass eine 

Phosphorylierung von p65 zu einem Austausch des SMRT-Korepressors mit darauf 

folgender Translokation ins Zytoplasma gegen die Koaktivatoren CBP und p300 führt 

(Jepsen und Rosenfeld, 2002; Schmitz et al., 2004; Calao et al., 2008). Somit erscheint es 

wahrscheinlich, dass IκB-ζ ebenfalls zunächst phosphoryliert werden muss, um in einen 

aktivierenden Transkriptionskomplex aufgenommen zu werden und seine transkriptionelle 

Aktivität zu entfalten. 

 Die Phosphorylierung ist ein wichtiger Mechanismus, über den sowohl IκB- als auch 

NF-κB-Proteine reguliert werden. Eine Untersuchung der IκB-ζ-Proteinsequenz im 

Programm Motif Scan ergab, dass sich in der IκB-ζ-Proteinsequenz eine Vielzahl von 

Phosphorylierungsstellen befinden, darunter allerdings nur fünf mit hoher Stringenz wovon 

zwei Threonin-Prolin- und zwei Serin-Phosphorylierungsstellen sind. Durch 

Immunopräzip

Threonin-Prolin-Stellen als auch an Serinen phosphoryliert wurde.  

 Sowohl IKKα als auch IKKβ sind in der Lage, p65 an S536 zu phosphorylieren, was 

zu einer erhöhten Transaktivierungsaktivität von p65 führt. IKKα wird im Gegensatz zu IKKβ 

auch im Zellkern gefunden, wo sie an NF-κB-Genpromotoren rekrutiert wird. Dort 

phosphoryliert IKKα Histon H3 an Serin10, verändert dadurch die Zugänglichkeit der DNA 

und ist auf diese Weise an der Stimulation der Genexpression beteiligt (Schmitz et al., 2004). 

IKKα beeinflusst zudem über eine Phosphorylierung von SMRT die Derepression der NF-κB-

abhängigen Transaktivierung (Perkins, 2007). Diese nukleäre Funktion von IKKα macht sie 

zu einem potentiellen Kandidaten für die Phosphorylierung von IκB-ζ. Allerdings konnte eine 

Phosphorylierung von IκB-ζ weder durch IKKα, noch durch IKKβ nachgewiesen werden.  

 Ein bedeutungsvoller Mechanismus der posttranslationalen Modifikation ist die 

Phosphorylierung, über den höchstwahrscheinlich die Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ 

gesteuert wird. In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Kinaseinhibitoren verwendet und d

Einfluss auf die IκB-ζ TA untersucht. Versuche mit Staurosporin, H89 und H7, die unter 

anderem die Aktivität der PKA und PKC inhibieren, zeigten keine Veränderung in d

Iκ obwohl diese beiden Kinasen dafür bekannt sind, die NF-κB-Untereinheiten p50, p65 

und c-Rel zu phosphorylieren und dadurch die DNA-Bindung und/oder die Transaktivierung 
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dieser Proteine zu beeinflussen (Viatour et al., 2005). Eine Beteiligung dieser Kinasen an der 

TA von IκB-ζ konnte somit ausgeschlossen werden. 

 In einem weiteren Versuchsansatz wurde eine Beteiligung  von JNK1, 2 und 3 an der 

TA von IκB-ζ untersucht. Die Familie der JNKinasen kann wie NF-κB über den TNF-

Rezeptor aktiviert werden. Im Gegensatz zu NF-κB führt eine Aktivierung von JNK allerdings 

zum Zelltod entweder durch Apoptose oder durch Nekrose. JNK bildet somit einen 

Gegenspieler für das durch NF-κB-vermittelte Überleben der Zelle (Papa et al., 2006). Eine 

Behandlung der Zellen mit den JNK-Inhibitoren SP600125 oder JNK-1 zeigte ebenfalls 

keinen Effekt auf die IκB-ζ-TA, eine Beteiligung von JNK kann daher ebenfalls 

ausgeschlossen werden. 

 Ein weiterer Kandidat, der die Phosphorylierung von IκB-ζ potentiell  beeinflussen 

könnte, ist die PI3K. Diese Annahme beruht auf der Kenntnis, dass die TA der NF-κB-

it aktiviert. Die meisten 

uch 

besitzt, könnte die CK in die Transaktivierung von IκB-ζ involviert sein. Zudem ist bereits 

Untereinheit c-Rel durch die PI3K direkt und die Transaktivierungsaktivität von p65 über den 

PI3K-Signalweg reguliert werden kann (Sizemore et al., 1999; Madrid et al., 2001; Viatour et 

al., 2005). An der Signaltransduktion der PI3K ist eine Reihe von Effektorkinasen beteiligt. 

Hierzu zählen unter anderem die Serin-Threonin-Kinasen PKB/AKT und die Phosphoinositid-

abhängige Kinase 1 (PDK1; phosphoinositide-dependent kinase 1). Diese beiden Kinasen 

gelangen durch Assoziation mit der Phosphatidylinositid-3,4,5-P3 (PIP3) in direkte 

Nachbarschaft, AKT wird durch die PDK1 phosphoryliert und dam

durch AKT phosphorylierten Proteine werden durch Phosphorylierung inhibiert. Hierzu 

zählen unter anderem die GSK 3 sowie die IκB-Kinase (Cantley, 2002; Wymann et al., 

2003). 

 Nach Inhibition der PI3K entweder durch den PI3 Kinase Inhibitor LY294002 oder 

Wortmannin ergaben sich widersprüchliche Ergebnisse in Bezug auf die Transaktivierung 

von IκB-ζ. Während LY294002 inhibierend wirkte, hatte Wortmannin keinen Einfluss auf die 

Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ. Der inhibitorische Effekt, der durch LY294002 vermittelt 

wurde, konnte zudem nicht durch Verwendung von gegen die katalytischen Untereinheiten 

p110α oder p110β der PI3K gerichteten siRNAs bestätigt werden. Um diesen Widerspr

aufzuklären, sollte eine mögliche Beteiligung der Effektorkinase AKT an der 

Phosphorylierung von IκB-ζ untersucht werden. Allerdings konnte ein Einfluss von AKT 

durch eine in vitro Kinase-Analyse ausgeschlossen werden.  

 Da LY294002 ebenfalls einen inhibitorischen Effekt auf die CK2 ausübt, wurde 

versucht, diesen durch den PI3K-Inhibitor LY294002 erzeugten Widerspruch über eine 

Funktion der CK an der Transaktivierung von IκB-ζ zu erklären. Casein Kinasen sind Serin-

Threonin-Kinasen und da auch IκB-ζ Serin- und Threonin-Prolin-Phosphorylierungsstellen 
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bekannt, dass  eine Phosphorylierung von IκB-α durch CK2 abhängig von der 

Phosphorylierungsstelle entweder zu einer Destabilisierung oder Degradation von IκB-

  sowi

te die TA von IκB-ζ jedoch nicht. In einer in vitro Kinase-Analyse 

eine separate für die Gruppe spezifische Proteinkinasekaskade aktiviert. Die 

F-α, sowie IL-1β und IL-6, die 

α e eine Phosphorylierung von p65 durch CK2 zu einer erhöhten 

Transaktivierungsaktivität führt. CK2 greift somit aktiv in den NF-κB-Signalweg ein und auch 

CK1 ist für ihre Beteiligung an Membrantransport, Zellteilung und Apoptose bekannt 

(Knippschild et al., 2005; Viatour et al., 2005). Des Weiteren ergab die Suche nach IκB-ζ-

Phosphorylierungsstellen mit geringer Stringenz auch Hinweise auf eine Phosphorylierung 

durch die CK1 sowie die CK2 (http://scansite.mit.edu), daher könnte IκB-ζ tatsächlich ein Ziel 

der CK sein. Die Verwendung sowohl des CK2-Inhibitors TBCAI als auch des CK1δ und ε 

Inhibitors IC261 veränder

mit der CK2 wurde IκB-ζ ebenfalls nicht phosphoryliert. Die erniedrigte TA von IκB-ζ durch 

Verwendung des PI3K-Inhibitors LY294002 ließ sich aufgrund dieser Ergebnisse nicht auf 

eine Aktivität der CK zurückführen.  

 Neben der Familie der JNKs wurden auch die zwei weiteren MAPKinase Familien der 

p38 Kinasen und der ERKinasen auf einen Einfluss an der TA von IκB-ζ untersucht. 

Während die JNK-, p38- und ERK5-Signalwege eher durch Stress oder Wachstumsfaktoren 

aktiviert werden, wird der ERK Signalweg über Wachstumsfaktor-stimulierte 

Oberflächenrezeptoren aktiviert. Die Gruppe der MAPKinasen ist an einer Vielzahl von 

Erkrankungen wie chronischen Entzündungsprozessen oder Tumorerkrankungen beteiligt 

und kontrolliert eine Reihe zellulärer Abläufe, hierunter Proliferation, Differenzierung und 

Apoptose, die auch über NF-κB-Proteine reguliert werden. Jede Gruppe der MAPK wird 

durch 

Aktivierung erfolgt als duale Phosphorylierung an zwei konservierten Threonin- und 

Tyrosinresten. Neben der Steuerung zytoplasmatischer Prozesse sind alle MAPKinasen 

auch an der Regulation der Transkription durch direkte Phosphorylierung von 

Transkriptionsfaktoren in ihrer TAD beteiligt, was zu einer Stimulation der Transkription führt. 

Da IκB-ζ ein im Zellkern lokalisiertes Protein ist und in dieser Arbeit bereits eine intrinsische 

Transaktivierungsaktivität nachgewiesen werden konnte, könnten diese Kinasen als 

Regulatoren von IκB-ζ fungieren. 

 Die p38 MAPKinasen sind im Zellkern an einer Reihe inflammatorischer Prozesse 

durch Regulation der Expression der Cyclooxygenase-2, TN

ebenfalls durch IκB-ζ reguliert werden, beteiligt. p38α kann auch durch das TAK1-

Bindeprotein (TAB1) MEK unabhängig aktiviert werden. TAB1 sorgt für eine Umverteilung 

von p38α ins Zytoplasma, wo es wahrscheinlich an der TNF-α induzierten NF-κB-Aktivierung 

beteiligt ist (Turjanski et al., 2007; Li und Lin, 2008). Obwohl diese Erkenntnisse p38α zu 

einem potentiellen Regulator der IκB-ζ-Transaktivierungsaktivität machen, deuteten 
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Untersuchungen mit dem p38α Inhibitor SB203580 nicht auf eine Beteiligung dieser Kinase 

an der TA von IκB-ζ hin. 

 Auch die ERKinasen konnten bereits als wichtige Regulatoren der NF-κB Aktivität 

und der NF-κB-abhängigen Genexpression identifiziert werden (Jiang et al., 2004). ERK1 

und ERK2 sind überall in der Zelle verteilt und werden unter anderem durch Gerüstproteine 

zu ihren Zielkompartimenten in der Zelle geleitet. Nach Aktivierung gelangen sie in den 

Zellkern, wo sie Transkriptionsfaktoren und andere Proteine phosphorylieren und 

stabilisieren und dadurch die Genexpression beeinflussen. Zusammen mit Mitgliedern der 

RSK-Familie phosphorylieren sie wichtige transkriptionelle Regulatoren wie CREB und 

Histon H3 (Murphy und Blenis, 2006). ERK1/2 werden ausschließlich über die MAPKinase 

Kaskade durch MEK1/2 stimuliert, die durch die Aktivierung kleiner G-Proteine, wie Ras, 

initiiert wird (Shaul und Seger, 2007; Turjanski et al., 2007). 

 Eine Suche nach IκB-ζ-Phosphorylierungsstellen ergab potentielle 

 GSK 3 erfolgt in unstimulierten Zellen, was zu einer 

Phosphorylierungsstellen für ERK1 im IκB-ζ-Molekül (http://scansite.mit.edu). Eine 

Beteiligung von ERK an der Regulation der NF-κB-Aktivität und ihre Fähigkeit zur Regulation 

von Transkriptionsfaktoren im Zellkern deuten darauf hin, dass ERKs IκB-ζ phosphorylieren 

könnten. Tatsächlich konnte in dieser Arbeit eine Beteiligung von ERK1 und ERK2 an der 

Regulation der Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ durch Verwendung des MEK1-, 2- und 5-

Inhibitors PD98,059, von gegen ERK1 und ERK2 gerichteten siRNAs sowie durch 

Überexpressionsexperimente nachgewiesen werden. Zudem phosphorylierten sowohl ERK1 

als auch ERK2 IκB-ζ in der in vitro Kinase-Analyse, was jedoch nicht auf eine direkte 

Interaktion der Proteine zurückzuführen war. Sowohl T93 als auch S219 wurden als 

Phosphorylierungsstellen für ERK1 und ERK2 bestätigt.  

 Da auch potentielle Phosphorylierungsstellen im IκB-ζ-Protein für GSK vorausgesagt 

wurden, erfolgte eine Einbeziehung dieser Kinase in die Analysen. GSK 3 wurde zunächst 

als Regulator des Glukosestoffwechsels identifiziert. Heute sind eine Reihe weiterer Proteine 

bekannt, die durch GSK 3 phosphoryliert werden. Hierunter das Protein Tau, Mitglieder der 

Jun Familie sowie die NF-κB-Untereinheit p65 und das IκB-Protein Bcl-3. Die 

Phosphorylierung von p65 durch

negativen Regulation der basalen p65-Aktivität führt (Buss et al., 2004). Eine Stimulation des 

NF-κB-Signalweges inaktiviert GSK 3. Insbesondere die GSK 3β-vermittelte 

Phosphorylierung des nukleären IκB-Proteins Bcl-3, die zur proteasomalen Degradation des 

Proteins führt (Viatour et al., 2004a), macht IκB-ζ zu einem interessanten Kandidaten für 

diese Kinase. 

 GSK 3α wird durch Phosphorylierung am Serin 21 inaktiviert, GSK 3β durch 

Phosphorylierung am Serin 9. Die GSK3 Erkennungssequenz im Zielprotein ist wie folgt 
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Ser/Thr-Xaa-Xaa-Xaa-pSer/pThr. Zur Bindung eines Substrates an die aktive GSK 3 muss in 

den meisten Fällen bereits ein Phosphat in einem Abstand von 4 AS zur 

e nicht gezeigt, allerdings auch 

ierung von NF-κB-Zielgenen 

eutige Funktionen der ERK-Phosphorylierungsstellen im IκB-ζ-Protein 

wohingegen die Aktivierung von IL-6 offenbar nur über Threonin 93 reguliert wird. Die 

Phosphorylierungsstelle vorhanden sein, eine Phosphorylierung, die durch eine vorher aktive 

Kinase vermittelt werden muss (Cohen und Frame, 2001; Frame und Cohen, 2001). IκB-ζ 

besitzt zwei typische GSK 3-Phosphorylierungsstellen. Eine am Thr89/Thr93, eine zweite am 

Ser219. Nachdem hier eine Regulation der IκB-ζ-Transaktivierungsaktivität nachgewiesen 

werden konnte, wurde auch die Beschaffenheit der potentiellen Phosphorylierungsstellen 

untersucht. In einer in vitro Kinase-Analyse wurde GST-IκB-ζ sowohl durch GSK 3α als auch 

GSK 3β phosphoryliert, wobei der Effekt durch GSK 3 β wesentlich stärker war, was darauf 

hinweist, dass die Phosphorylierung von IκB-ζ durch beide Kinasen differentiell reguliert ist. 

Allerdings konnte keine der potentiellen Phosphorylierungsstellen für GSK 3β nachgewiesen 

werden. Eine direkte Interaktion der beiden Proteine konnt

nicht ausgeschlossen werden, da das Substrat bereits vor Bindung an GSK 3β einer ersten 

Phosphorylierung unterzogen sein muss. Da sowohl GSK 3 als auch ERK1/2 als IκB-ζ 

Kinasen identifiziert wurden, könnten ERK1/2 durch die Phosphorylierung des T93 

potentielle Kinasen sein, die das für eine Phosphorylierung durch die GSK 3 wichtige erste 

Phosphat auf IκB-ζ übertragen, so dass GSK 3 anschließend T89 phosphorylieren könnte. 

Da mit dem GSK 3-Inhibitor und durch siRNA-Knock-down eindeutige Effekte sowohl auf die 

IκB-ζ Transaktivierung als auch auf die Zielgenaktivierung nachgewiesen werden konnten, 

spielt GSK 3 auf jeden Fall eine wichtige Rolle in der Regulation der transkriptionellen 

Aktivität von IκB-ζ. 

  

4. Einfluss von Kinasen auf die IκB-ζ abhängige Aktiv

 Neben GSK 3 sind auch die beiden weiteren identifizierten IκB-ζ-Kinasen ERK1 und 

2  essentiell für die Aktivierung von IκB-ζ-Zielgenen. Die IκB-ζ vermittelte Aktivierung von 

GM-CSF wird über ERK2, GSK 3β und auch über den PI3Kinase-Signalweg deutlich 

beeinflusst, eine Aktivierung von IL-6 wird über den PI3K-Signalweg, von IL-1β insbesondere 

durch ERK1/2 reguliert. Diese Daten belegen, dass die IκB-ζ-induzierte Expression von NF-

κB-Zielgenen durch verschiedene Kinasen differentiell reguliert wird. Interessanterweise 

wurde GM-CSF zwar durch Inhibition von ERK2, allerdings nicht von ERK1 beeinflusst, 

obwohl beide Kinasen in der Lage waren, IκB-ζ zu phosphorylieren. Somit kompensiert 

eventuell ERK2 die Funktion von ERK1, aber nicht umgekehrt. Im Zellmodell wurden des 

Weiteren eind

nachgewiesen. Eine Mutation von Threonin 93 oder Serin 219 zeigte starke Effekte auf die 

IκB-ζ vermittelte GM-CSF-Aktivierung, sowie schwächere auf die Aktivierung von IL-1β, 
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Phosphorylierung von IκB-ζ ist somit wichtig für die TA von IκB-ζ und darüber hinaus für die 

IκB-ζ vermittelte Zielgenaktivierung. Interessanterweise haben die unterschiedlichen 

Signalwege auch verschiedene Effekte auf die Zielgenaktivierung. Dies verdeutlicht, wie 

wichtig IκB-ζ für die Regulation der inflammatorischen Antwort des Körpers ist. 

 

 Zusammenfassend gibt diese Arbeit einen bedeutenden Einblick in die Regulation 

des nukleären IκB-Proteins IκB-ζ sowohl auf posttranskriptioneller als auch 

posttranslationaler Ebene sowie in den Mechanismus der durch IκB-ζ vermittelten 

Zielgenaktivierung. Die Resultate dieser Arbeit demonstrieren eindeutig, dass IκB-ζ einen 

entscheidenden Einfluss auf die inflammatorischen, jedoch nicht auf die proliferativen 

Prozesse der Zelle hat. Dies wird zum einen über NF-κB, zum anderen über die Aktivität von 

ERK, GSK 3 sowie des PI3K-Signalweges in differentieller Weise reguliert. Somit ist IκB-ζ 

ein Schlüsselprotein aus der Familie der IκB-Proteine, das insbesondere aufgrund seiner 

nukleären Lokalisation als Aktivator NF-κB-abhängiger Genexpression fungiert.   
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e Immunität, 

ntwicklung lymphatischer Organe, Entzündung, generalisierte Stressantwort, Zelladhäsion, 

rimiert und 

regulieren hauptsächlich die nukleäre NF-κB-Aktivität. IκB-ζ besitzt wie andere IκB-Proteine 

sechs Ankyrinwiederholungssequenzen im C-Terminus, über die es mit den NF-κB-

Untereinheiten p50 und p65 interagiert und deren Bindung an die DNA inhibiert.  

 Um die nukleäre Funktion von IκB-ζ  weitergehend zu charakterisiereren, wurden in 

der vorliegenden Dissertation sowohl seine Rolle in der intrazellulären Signaltransduktion 

untersucht als auch regulatorische Mechanismen, die seine Expression und Aktivität 

kontrollieren, analysiert. 

 Obwohl eine Micro-Array-Analyse ergab, dass IκB-ζ die Expression verschiedener 

regulatorischer Zellzyklusproteine inhibierte, lies sich kein Einfluss von IκB-ζ auf die 

Zellzyklusprogression und insbesondere auf den Verlauf der Mitose nach Überexpression 

von IκB-ζ in HeLa Zervixkarzinom-Zellen feststellen. 

 Zusätzlich wurde untersucht, ob die Expression von IκB-ζ neben seiner 

Induzierbarkeit noch weiteren Regulationsmechanismen unterliegt. Es konnte eindeutig 

nachgewiesen werden, dass IκB-ζ durch die miR-124a posttranskriptionell reguliert wird. 

Hierbei ist die vorhergesagte miR-124a Bindungsstelle in der 3’UTR der IκB-ζ mRNA für eine 

translationale Inhibition der IκB-ζ-Expression, allerdings nicht für eine IκB-ζ-mRNA 

Degradation verantwortlich. Dies beruht auf einer unvollständigen Bindung der miR-124a an 

die Bindungsstelle in der 3’UTR von IκB-ζ, die eine typische 7mer-m8 Bindungssequenz 

enthält. Demzufolge könnte dieser Mechanismus auch Konsequenzen für die IκB-ζ-

vermittelte Regulation der NF-κB-Aktivität haben. 

 Eine Regulation der IκB-ζ-Proteinexpression gewinnt noch größere Bedeutung, da 

IκB-ζ über seine N-terminale Transaktivierungsdomäne die intrazelluläre Signaltransduktion 

VI. Zusammenfassung 
 
 Der evolutionär konservierte Transkriptionsfaktor NF-κB ist ein essentieller Regulator 

einer Vielzahl zellulärer Prozesse. Hierzu zählen die angeborene und erworben

E

Wachstumskontrolle und die Apoptose. Zum jetzigen Zeitpunkt sind für NF-κB über 200 

Aktivatoren und mehr als 200 Zielgene bekannt, daher ist eine intensive Kontrolle und 

Regulation der NF-κB-Aktivität unerlässlich. Damit die Spezifität und Selektivität der NF-κB-

Antwort gewährleistet ist, verläuft sie über eine Vielzahl von Regulationsstufen. 

 Eine wichtige Funktion in der Regulation der NF-κB-Proteine übernehmen die 

Mitglieder der IκB-Proteinfamilie, die als Inhibitoren der NF-κB-Proteine fungieren. Während 

die klassischen IκB-Proteine (z.B. IκB-α) die NF-κB-Proteine als inaktive Komplexe im 

Zytoplasma der Zelle zurückhalten, werden die atypischen IκB-Proteine wie Bcl-3 und IκB-ζ, 

das kürzlich von uns identifiziert wurde, nicht konstitutiv, sondern induzierbar exp
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als Aktivator der Genexpression deutlich beeinflussen kann. Die Transaktivierungsaktivität 

on IκB-ζ kann zudem durch NF-κB beeinflusst werden. Eine Koexpression der NF-κB-

onnte. Eine 

t durch die 

Threonin93 und Serin219 von IκB-ζ als Phosphorylierungsstellen 

tende Rolle in diesem Prozess.   

 posttranslationaler Ebene sowie in den 

v

Untereinheit p65 erhöhte die Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ, wohingegen eine 

Koexpression der NF-κB-Untereinheit p50 diese verminderte.  

 Im Weiteren wurde eindeutig gezeigt, dass die Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ 

zudem über posttranslationale Modifikation in Form von Phosphorylierungen reguliert wird. 

Mit dem Programm Motif Scan wurden verschiedene potentielle IκB-ζ-

Phosphorylierungsstellen insbesondere Threonin-Prolin- und Serinphosphorylierungsstellen 

gefunden, deren Phosphorylierung tatsächlich nachgewiesen werden k

Phosphorylierung durch IKKα und IKKβ sowie CK2 wurde zweifelsfrei ausgeschlossen. Dies 

konnte zumindest teilweise dadurch bestätigt werden, dass CK-Inhibitoren die 

Transaktivierungsaktvität von IκB-ζ in keiner Weise beeinflussten. Andererseits konnte eine 

indirekte Beteiligung des Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) Signalweges an der 

Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ nachgewiesen werden. Während der PI3K-Inhibitor 

LY294002 die IκB-ζ Transaktivierungsaktivität deutlich verminderte, konnte dies mit 

Wortmannin, einem weiteren PI3K-Inhibitor oder mit einer spezifisch gegen die PI3K 

gerichteten siRNA nicht bestätigt werden. Des Weiteren wurde IκB-ζ auch nich

PI3K-Effektorkinase AKT phosphoryliert.  

 Die Glykogensynthasekinasen GSK 3α und GSK 3β und auch die MAP Kinasen 

ERK1 und ERK2 wurden zweifelsfrei als IκB-ζ Kinasen identifiziert. Für ERK1 und ERK2 

wurden darüber hinaus 

nachgewiesen. Interessanterweise werden die Phosphorylierungen nicht über eine direkte 

Interaktion von IκB-ζ mit diesen Kinasen vermittelt. Die Transaktivierungsaktivität von IκB-ζ 

wurde interesannter Weise deutlich durch GSK 3 und ERK reguliert. Daher spielen 

Phosphorylierungen höchstwahrscheinlich eine bedeu

 Im Weiteren erwiesen sich GSK3 und ERK als essentiell für die IκB-ζ vermittelte 

Aktivierung von NF-κB-Zielgenen. Sowohl durch pharmakologische Inhibition als auch durch 

siRNA-Suppression konnten die PI3K-Untereinheiten p110α und p110β, GSK 3 und ERK als 

Regulatoren der IκB-ζ vermittelten Zytokinexpression identifiziert werden. ERK1 und ERK2 

vermitteln diesen Effekt durch Phosphorylierung von T93 und S219 im IκB-ζ-Protein, da 

dysfunktionale Mutationen dieser Aminosäuren einen Defekt in der IκB-ζ-vermittelten 

Aktivierung von NF-κB-Zielgenen zeigten. 

 Zusammenfassend gibt diese Arbeit einen Einblick in die Regulation des nukleären 

IκB-Proteins IκB-ζ auf posttranskriptioneller und

Mechanismus der durch IκB-ζ vermittelten Zielgenaktivierung und zeigt deutlich, dass IκB-ζ 

einen entscheidenden Einfluss auf die inflammatorischen Prozesse der Zelle ausübt. 
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nd its 

the 

VI. Summary 
 
 NF-κB is an evolutionary conserved transcription factor that regulates a variety of 

cellular processes including innate and adaptive immunity, lymphatic organ development, 

inflammation, stress responses, cell adhesion, growth control and apoptosis. To date, NF-κB 

is activated by more than 200 stimuli and it controls more than 200 target genes. To ensure 

specificity and selectivity, NF-κB activity has to be tightly controlled which is achieved

through a variety of regulatory mechanisms.  

 Members of the IκB protein family are such important regulators of NF-κB proteins. 

While classical IκBs (i.e. IκBα) that are constitutively expressed inhibit NF-κB proteins by 

sequestering them as inactive complexes in the cytoplasm, atypical IκBs such as Bcl-3 and 

IκB-ζ that was recently identified by us are inducible and mainly modulate NF-κB activity in 

the nucleus. Like other members of this protein family, IκB-ζ consists of 6 ankyrin repeats at 

the C-terminus and interacts with the p50 and p65 subunits of NF-κB, thereby inhibiting their 

binding to DNA. 

 To better understand the nuclear function of IκB-ζ, its role in intracellular signal 

transduction pathways as well as regulatory mechanisms that control its expression and 

activity were investigated in this doctoral th

 Although microarray analyses revealed that IκB-ζ inhibited expression of several cell 

cycle regulatory proteins, an influence on G2/M transition and mitosis was not detectable 

following its overexpression in HeLa cervical carcinoma cells. 

 In search of mechanisms that control its expression, it was found that IκB-ζ is 

posttransciptionally regulated by miR-124a. The microRNA miR-124a binds to the predicted 

site in the 3’UTR of the IκB-ζ mRNA, leading to the translational inhibition of the IκB-ζ mRNA 

rather than its degradation. This is due to an imperfect match between the miR-124a a

binding site in the IκB-ζ 3’UTR that contains a typical 7mer-m8 site. Therefore, this 

mechanism might have consequences for the IκB-ζ-mediated regulation of NF-κB activity. 

 Regulation of IκB-ζ expression becomes even more important in view of the fact that 

this protein is able to function also as an activator of gene expression due to a N-terminally 

located transactivation domain. Importantly, the transactivation activity of IκB-ζ can also be 

influenced by NF-κB as it is increased following co-expression of the NF-κB subunit p65, but 

reduced upon expression of the p50 subunit. 

 Moreover, the transactivation activity of IκB-ζ is also regulated by posttranslational 

modifications, namely phosphorylations. Using the program Motif Scan, IκB-ζ was shown to 

contain several putative phosphorylation sites, mainly serine and threonine residues that 

indeed were found to be phosphorylated. Thereby, the IκB-kinases α and β  as well as 
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casein kinase-2 (CK2) are not involved in the IκB-ζ phosphorylation. This was also 

onfirmed, at least partially, by the use of CK inhibitors that had no effect on IκB-ζ 

hase kinases GSK 3α and GSK 3β, as well as 

re, GSK3 and ERK were found to be essential for IκB-ζ-mediated NF-κB 

nd ERK2 mediated this effect through 

o the regulation of the nuclear 

B protein I

lammatory p

c

transactivation activity. On the other hand, studies revealed an indirect involvement of the 

phosphatidylinositide 3-kinase (PI3K) signal transduction pathway in this process. Although 

the PI3K inhibitor LY294002 reduced IκB-ζ transactivation activity, this effect was not 

observed with Wortmannin, another PI3 kinase inhibitor, or with PI3 kinase-specific siRNAs. 

In addition, the PI3K effector kinase AKT1 did also not phosphorylate IκB-ζ. 

 On the other hand, the glycogen synt

the MAP kinases ERK1 and ERK2 were unambiguously identified as IκB-ζ kinases. 

Moreover, the residues T93 and S219 of the IκB-ζ protein were identified as phosphorylation 

sites for ERK1 and ERK2. Remarkably, the phosphorylations are not mediated through direct 

interactions between IκB-ζ and these kinases. More importantly, the transactivation activity of 

IκB-ζ was significantly modulated by GSK3 and ERK implying that phosphorylation plays a 

crucial role in this process. 

 Furthermo

target gene expression. Both, pharmacological inhibition and siRNA knockdown identified the 

PI3K subunits p110α and p110β as well as GSK3 and ERK as regulators of IκB-ζ-mediated 

cytokine expression. Interestingly, ERK 1 a

phosphorylation of T93 and S219 in the IκB-ζ protein since dysfunctional mutations of these 

amino acids showed a defect in IκB-ζ-mediated activation of NF-κB target genes.  

 In summary, this thesis gives fundamental insights int

Iκ κB-ζ at the posttranscriptional and posttranslational level as well as in the control 

of IκB-ζ-mediated expression of NF-κB target genes and shows clearly that IκB-ζ is an 

important regulator of inf rocesses in the cell.  
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RD  Ankyrinwiederholungsdomäne (ankyrin repeat domain) 

S  Aminosäure 

BAFF  B-Zell-aktivierender Faktor 

BCA  Biochoninsäure (biochoninic acid) 

Bcl-2  B-cell lymphoma 2 

Bcl-xL  Bcl-2 like 1 long 

BSA  Rinderserum Albumin (bovine serum albumin) 

CaMKII Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinase II 

CDC25 Zellteilungszyklus Homolog 25 

CDK6  Cyclin-abhängige Kinase 6 

ChK  checkpoint kinase 

CK  Casein Kinase 

cm  Zentimeter 

CSK  C-terminale SRC Kinase 

CREB  cAMP Antwortelement-Bindeprotein (cAMP response element-binding 

  protein) 
DTT  Dithiotreithol 

ELKS   Protein reich an Glutamat (E), Leucin (L), Lysin (K) und Serin (S) 

ERG  Eppendorf Reaktionsgefäß 

ERK  extrazellulär-regulierte Kinase 

FACS  Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell sorting) 

FCS  fötales Kälberserum (fetal calf serum) 

G-CSF  Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor 

GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor 

GSK3  Glykogen Synthase Kinase 3 

h  Stunde 

HAT  Histonacetyltransferase 

HDAC  Histondeacetylase 

HTLV-1 humanes T-Zell Leukämie Virus Typ1 

IF  Immunfluoreszenz 

IGF-IR  insulin-like growth factor-receptor 

IκB  Inhibitor von NF-κB 

VIII. Abkürzungsverzeichnis 
 

3’UTR  3’ Untranslatierte Region 

5-AzaCyd 5-Aza-2’-Desoxycytidin 

Abb.  Abbildung 

A

A
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IKK  IκB-Kinase 

IL  Interleukin 

ranosid 

inale Kinase 

 

ptor 

 MEK 

 

 

 Fibroblasten 

 

und Stress-aktivierte Proteinkinase 

γ  modifier 

nt kinase 1) 

nositid-4,5-Bisphosphat 

riphosphat 

 

 13-Acetat 

IP  Immunopräzipitation 

IPTG  Isopropyl-β-D-Thiogalaktopy

JNK  c-Jun N-term

K, Lys  Lysin 

Kon  Kontrolle 

LB  Luria Broth 

LPS  Lipopolysaccharid 

LT-β-R  Lymphotoxin-β-Reze

LV  Leervektor 

MAD  Matrix-assoziierte Deacetylase 

MAPK  Mitogen-aktivierte Proteinkinase 

MAPKK, MAPK Kinase 

MAPKKK MAPKK Kinase 

MBP  myelin basic protein

MEF  murine embryonale

min  Minute 

miR, miRNA microRNA 

MLCK  Myosin-leichte Kette Kinase 

MSK  Mitogen- 

NEMO/IKK NF-κB essential

NES   nukleäres Exportsignal 

NF-κB  Nuklearfaktor-kappaB 

NIK  NF-κB induzierende Kinase 

NLS  nukleäres Lokalisationssignal 

OD  optische Dichte 

ORF  offener Leserahmen (open reading frame) 

PDK1  Phosphoinositid-abhängige Kinase 1  (phosphoinositide-depende

PI3K  Phosphatidylinositol 3-Kinase 

PIP2  Phosphatidyli

PIP3  Phosphatidylinositid-3,4,5-T

PKA  Proteinkinase A 

PKB/AKT Proteinkinase B 

PKC  Proteinkinase C 

PKG  Proteinkinase G 

PMA  Phorbol-12-Myristat-



Abkürzungsverzeichnis    126        
___________________________________________________________________________ 

Rb  Retinoblastoma Protein 

 

roteine (receptor interacting proteins) 

rounds per minute) 

ale S6 Kinase  

atur 

t-1-F-Box 

le 

ein 2 

tor of retinoic acid and thyroid hormone receptor 

erungsdomäne 

erte Kinase 

mor progression locus) 

er Faktor  

rte Todesdomäne (TNF receptor-associated death 

RHD  Rel-Homologie Domäne

RIP  Rezeptor-interagierende P

RISC  RNA induced silencing complex 

rpm  Umdrehungen pro Minute (

RSK  ribosom

RT  Raumtemper

S, Ser  Serin 

S6K  S6 Kinase 

SCF/SRCF Skp1-Cullin-Roc1/Rbx1/Hr

sec  Sekunde 

siRNA  kleine interferierende RNA-Molekü

Skp2  S-Phase Kinase assoziiertes Prot

SMRT  silencing media

T, Thr  Threonin 

Tab.  Tabelle 

TA  Transaktivierung  

TAD  Transaktivi

TAK  TGFβ-aktivi

TBK  TANK bindende Kinase 

TNF  Tumornekrose Faktor 

Tpl2  Tumorprogressionsort-2 (tu

TRAF  TNF-Rezeptor assoziiert

TRADD TNF-Rezeptor assoziie

  domain) 

U  unit, Einheit 

ÜNK   Übernachtkultur 

WB  Western Blot 

WT  Wildtyp 

Y, Tyr  Tyrosin 
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