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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Diabetes mellitus

1.1.1 Das Pankreas und seine Funktion

Die Bauchspeicheldriise (das Pankreas) ist eine endoderm-abgeleitete Driise, die aus
zwei Organen besteht: dem exokrinen und dem endokrinen Pankreas.

Das exokrine Pankreas bildet 95% der gesamten Pankreasmasse und produziert und
sezerniert Verdauungsenzyme in das Duodenum. Diese Verdauungsenzyme dienen
der Eiweil3spaltung (sog. Proteasen), beispielsweise (Chemo-) Trypsinogen und
Elastase; in Form von Alpha-Amylase oder Ribonukleasen der Kohlenhydratspaltung
oder als Lipasen der Fettspaltung. Der sezernierte Pankreassaft wird Gber ein System
von Kanélen - dem Duktalsystem - in das Duodenum transportiert (Benitez et al., 2012;
Afelik und Rovira, 2017; Shih et al., 2013; Review Longnecker, American Pancreatic
Association, 2014).

Die endokrine Komponente des Pankreas besteht aus Inselzellen (sog.
Langerhans’sche Inseln, nach Paul Langerhans, 1847-1888) und stellt 1 - 5% der
gesamten Pankreasmasse dar (Benitez et al., 2012; Review Longnecker, American
Pancreatic Association, 2014). Die Langerhans’schen Inseln bestehen aus mehreren
Zelltypen, die Hormone produzieren und diese direkt in den Blutkreislauf freisetzen.
Die insulinproduzierenden B-Zellen bilden mit einem Anteil von 60 - 80% den am
haufigsten vertretenden Zelltyp an humanen Inselzellen. Die o-Zellen, welche
Glukagon produzieren, sind mit 15 - 20% im humanen endokrinen Pankreas vertreten.
Beide Hormone sind funktionelle Gegenspieler und sorgen fir die Aufrechterhaltung
der Glukosehomdostase. Des Weiteren wird Somatostation (aus ©6-Zellen),
pankreatisches Polypeptid (aus PP-Zellen) und Ghrelin (aus ¢-Zellen) in den
Langerhans’schen Inseln synthetisiert und sezerniert (Oliver-Krasinski und Stoffers,
2008; The Pancreas Center, Columbia University, 2016; Afelik und Rovira, 2017).



EINLEITUNG

1.1.2 Definition und Pravalenz des Diabetes mellitus

Diabetes mellitus, auch Zuckerkrankheit genannt, ist ein Oberbegriff fir heterogene
Storungen des Stoffwechsels, die sich durch eine Hyperglykédmie auszeichnen. Die
gestorte Glukosetoleranz mit postprandial erhdhten Blutzuckerspitzen wird mit
Polyurie, Polydipsie, Gewichtsverlust, verschwommenem Sehen sowie in einigen
Fallen mit einer Polyphagie symptomatisch. Die persistierenden Folgen auf3ern sich in
der Dysfunktion verschiedener Organe, am haufigsten betroffen sind Augen
(Retinopathie), Niere (Nephropathie), Nervensystem (Neuropathie) sowie Herz und
Blutgefalle (kardiovaskulare Erkrankungen, Bluthochdruck) und kénnen letztlich
lebensbedrohliche Komplikationen auslésen (American Diabetes Association,
Diabetes Care 2004). An der Entstehung des Diabetes mellitus sind verschiedene
pathogene Prozesse beteiligt, wie die Autoimmunzerstorung von p-Zellen der
Bauchspeicheldriise oder Anomalien in Kohlenhydrat-, Fett- und Proteinstoffwechsel.
Komplexe genetische oder umweltbedingte Faktoren kénnen zu einer verminderten
Insulinsekretion in den B-Zellen, einer verminderten Wirkung des Insulins, einer
verminderten Glukoseverwertung und zu einer erhdohten Glukoseproduktion fuhren
(Beck-Nielsen, 2002).

Diabetes mellitus ist eine der weltweit am starksten zunehmenden chronischen
Stoffwechselerkrankungen. Wie die International Diabetes Federation (IDF) in der 7.
Auflage des Diabetes Atlas veroffentlichte, litten im Jahr 2015 geschéatzt 415 Millionen
Erwachsene (20 - 79 Jahre) weltweit an dieser Erkrankung. Prognosen zufolge werden
im Jahr 2040 642 Millionen Menschen an Diabetes mellitus erkrankt sein. Die
Einschatzung basiert einerseits auf den 318 Millionen geschatzten Erwachsenen,
welche bereits heute eine beeintrachtigte Glukosetoleranz aufweisen und damit ein
hohes Risiko besitzen in der Zukunft zu erkranken, sowie auf den demographischen
Veranderungen beztglich Umwelt, Verhalten und Lebensstil. Angesichts der kardio-
und cerebrovaskuldren Folgeerkrankungen des Diabetes wie Myokardinfarkt und
Schlaganfall ist eine zuverladssige antidiabetische Therapie unerlasslich. Diabetes
mellitus einschlief3lich seiner weiterreichenden Komplikationen belasten derzeit nicht
nur enorm das Gesundheitssystem, sondern stellen die haufigste Todesursache in den
meisten Lander dar (Abbildung 1.1).
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Abbildung 1.1: Schatzungen von Menschen mit Diabetes mellitus weltweit und pro Region.
Geschatzte Anzahl von Erwachsenen (20 - 79 Jahre) mit Diabetes mellitus weltweit und pro Region im
Jahr 2015 und 2040 (International Diabetes Federation, Diabetes Atlas, 7. Auflage).

1.1.3 Diagnose, Klassifikation und Therapie des Diabetes

mellitus

2006 wurden die noch aktuell geltenden Empfehlungen der
Weltgesundheitsorganisation (WHO, engl. World Health Organsiation) fur die
Diagnostik des Diabetes mellitus und der intermediaren Hyperglykamie veroffentlicht.
Demnach liegt ein Diabetes vor, wenn mindestens eine der folgenden Kiriterien
auftreten: Nuchtern-Plasmaglukose (NPG) = 7,0 mmol/L (126 mg/dL) oder
zweistundige Plasmaglukose = 11,1 mmol/L (200 mg/dL) nach einer oralen Einnahme
von 759 Glukose (oraler Glukose-Toleranztest, OGTT). Der HbAlc-Wert
(Glykohdmoglobin; Hamoglobin an dem Glukose gebunden ist) oder Langzeit-
Blutzuckerwert wird ebenfalls zur Diagnose des Diabetes mellitus herangezogen. Der
Anteil an glykosyliertem Hamoglobin bietet eine Auskunft Giber den Blutzuckerwert der
letzten 8 - 12 Wochen (Lebensdauer der Erythrozyten). Der Wert wird in Prozent
angegeben und der Norm-Bereich liegt bei 4,0 - 6,0%. Derzeit gilt der HbAlc-Wert

3
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aufgrund seiner Ungenauigkeit nicht mehr als geeigneter diagnostischer Test fur
Diabetes mellitus oder intermediare Hyperglykamie (WHO report/IDF consultation,
2006; Pajunen et al., 2011).

Die Weltgesundheitsorganisation veroffentlichte 1965 erstmals Empfehlungen zur
Klassifikation des Diabetes mellitus. Diese wurden in den Jahren 1980 und 1985
entsprechend neuer signifikanter Erkenntnisse in den diagnostischen Kriterien und
Klassifizierung verandert. Heute erfolgt die Klassifikation des Diabetes mellitus nach
den zu Grunde liegenden Pathomechanismen (Kuzuya und Matsuda, 1997; Gabir et
al., 2000). Demnach wird der Diabetes mellitus (DM) in vier Hauptgruppen
unterschieden: Diabetes mellitus Typ 1, Diabetes mellitus Typ 2, Gestationsdiabetes

und sogenannte andere spezifische Formen.

Typ 1 (DM1) oder ,juveniler Diabetes” (friher IDDM, engl. insulin-dependent DM) ist
charakterisiert durch einen absoluten Insulinmangel aufgrund einer Zerstérung der
Insulin produzierenden B-Zellen in den Langerhans’schen Inseln des Pankreas
(Eisenbarth et. al, 1986). Diese Form des Diabetes mellitus betrifft 5 - 10% aller
Patienten mit Diabetes: in den meisten Fallen (85 - 90%) handelt es sich um einen
immunvermittelten Diabetes, den DM Typ la. Die Inselzellen unterliegen sowohl einer
T-zellvermittelten Entziindungsreaktion als auch eine B-Zellantwort, die sich in der
Produktion von Antikdrpern, die gegen p-Zellantigene gerichtet sind, &aufert
(Daneman, 2006). Der Diabetes mellitus Typ 1b (idiopathischer Diabetes) wird
diagnostiziert, wenn die Patienten eine permanente Insulinopenie ohne jegliche
immunologische Hinweise auf eine p-Zellautoimmunitat aufweisen. Diese
Diabetesform kommt in seltenen Féllen vor und betrifft meist Patienten afrikanischer
oder asiatischer Abstammung. Tritt Diabetes mellitus Typ 1 im Erwachsenenalter auf,
S0 spricht man von einem late onset autoimmunity diabetes in the adult (LADA) (WHO,
1999; American Diabetes Association, 2014). Diese Form des DML1 ist mit 9,1%
erwachsenen Diabetikern die pravalente Form in Europa (Hawa et al.,, 2013).
Patienten, welche anhand der Symptomatik (siehe Kapitel 1.1.1) oder aufgrund einer
Ketoazidose (Stoffwechsellbersauerung durch Ketonkdrper) mit DM1 klinisch

apparent werden, sind lebenslanglich auf Insulin angewiesen.

Diabetes mellitus Typ 2 (DM2) oder ,Altersdiabetes® (friher als NIDDM,
engl. non-insulin-dependent DM) wird durch einen relativen Insulinmangel mit

peripherer Insulinresistenz und einer inadaquaten Insulinsekretion und -biosynthese
4
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charakterisiert. Der Typ 2 Diabetes ist mit 90 - 95% die weltweit haufigste Form des
Diabetes, wobei Adipositas als der wichtigste Risikofaktor gilt (Kahn et al., 2014;
Donath et al.,, 2011). Des Weiteren sind genetische Pradisposition, unzureichende
korperliche Bewegung sowie Malnutrition bei der Entstehung des Diabetes mellitus
Typ 2 malRgebend (Stumvoll et al., 2005). Eine verminderte Glukoseaufnahme in das
Fettgewebe und in die Skelettmuskulatur sind die Folgen einer peripheren
Insulinresistenz. So scheint diese die primare Ursache fir die Entwicklung eines
Diabetes mellitus Typ 2 zu sein. Der pradiabetische Zustand ist durch eine
B-Zellhypertrophie und -hyperplasie mit einer gesteigerten Insulinbiosynthese und
-sekretion gekennzeichnet, um die gesteigerte Glukoseaufnahme zu kompensieren
(Maedler und Donath, 2004; Rhodes, 2005). Erst die Dekompensation der 3 -Zelle mit
einer relativ zu niedrigen Insulinbiosynthese und -sekretion sowie der Verlust der
B-Zellmasse fuhren zum klinisch apparenten Bild des Diabetes mellitus Typ 2 (Kahn,
1994; Leahy et al., 1990; Donath and Halban, 2004).

Der Krankheitsverlauf ist schleichend, was eine friihzeitige Diagnose erschwert. Die
Grundlage der Therapie ist eine Ernahrungsumstellung und ausreichende korperliche
Bewegung. Haufig wird die medikamentdése Behandlung mit oralen Antidiabetika
erforderlich. Hierzu zahlen vor allem Biguanide mit Metformin als einzigem Vertreter
(1. Wahl), Sulfonylharnstoffe wie Glibenclamid, Sulfonylharnstoff-Analoga wie
Repaglinid, DPP-4-Inhibitoren (Dipeptidylpeptidase-4-Inhibitoren) wie Sitagliptin,
SGLT-2 Inhibitoren wie Dapaglifozin, alpha-Glucosidase-Hemmstoffe wie Acarbose,
und sogenannte Insulin-Sensitizer (Pioglitazon). Im spateren Krankheitsverlauf ist eine
Insulinsubstitution jedoch unausweichlich, wobei haufig Verzégerungsinsuline wie das
Neutral-Protamin Hagedorn-Insulin (NPH-Insulin) eingesetzt werden (Deutsche
Diabetes Gesellschaft (DDG), Nationale Versorgungsleitlinie, 2014; Kaiser und
Oetjen, 2014).

Hyperglykdmische Zustdande wahrend der Schwangerschaft (1-4% aller
Schwangerschaften) werden in Schwangerschaftsdiabetes mellitus (leicht erhdhte
Blutzuckerwerte) oder Diabetes mellitus in der Schwangerschaft (Diabetes mellitus)
unterteilt. Zur Unterscheidung beider Typen werden Parameter wie die Nuchtern-
Plasmaglukose (NPG) und die einstiindige oder zweistiindige Plasmaglukose
gemessen. Die NPG bei einem Schwangerschaftsdiabetes liegt zwischen
5,1-6,9 mmol/L (92 - 125 mg/dL); die OGTT nach einer Stunde bei = 10,0 mmol/L

5
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(180 mg/dL) und nach zwei Stunden zwischen 8,5 - 11,0 mmol/L (153 - 199 mg/dL)
nach 75 g oraler Glukoseeinnahme (United Nations, 2013). Therapiert werden beide
Formen mit Insulin, sobald eine gesunde Erndhrung und Bewegung nicht ausreichen

(Deutsche Diabetes Gesellschaft (DDG), Nationale Versorgungsleitlinie, 2014).

Sogenannte weitere spezifische Formen des Diabetes mellitus treten mit grol3er
Seltenheit auf und werden nach der Ursache der Dysfunktion unterschieden. MODY
(maturity-onset diabetes of the young) gehort zu den prominenteren monogenen
Defekten der B-Zellen (genetische Defekte der -Zelle). Diese Form zeichnet sich
durch eine beeintrachtige Insulinproduktion und Insulinsekretion bei minimaler oder
gar keiner Beeintrachtigung der Insulinwirkung aus. Des Weiteren kann ein Diabetes
mellitus durch genetische Defekte in der Insulinwirkung, Erkrankungen des exokrinen
Pankreas, Infektionen, Endokrinopathien (z.B. Cushing Syndrom) und durch
Chemikalien oder Arzneimittel induziert werden (z.B. durch Glukokortikoide,
Ciclosporin und Tacrolimus) oder mit anderen genetischen Syndromen assoziiert sein
(WHO report/IDF consultation, 2006; Fernandez et al., 1999; Reddy et al., 2015).

1.2 Dual Leucine-Zipper Kinase (DLK)

DLK gehort zu der Gruppe der Mixed-Lineage Kinasen (MLK) (Holzman et al., 1994)
und fihrt als Mitogen-aktivierte Protein Kinase Kinase Kinase 12 (MAP3K12) zu der
Aktivierung der untergeordneten Kinasen MKK4/7 und MKK3/6 (MAP2K), die ihrerseits
die MAPK JNK (c-Jun-N-terminale Kinase) und p38-mitogenaktivierte Proteinkinasen
phosphorylieren und damit aktivieren (Fan et al., 1996). Die DLK wird Uberwiegend im
zentralen sowie im peripheren Nervensystem, in den primaren Langerhans‘schen
Inseln des Pankreas und in 3-Zellen exprimiert (Holzman et al., 1994; Hirai et al., 2005;
Oetjen et al., 2006; Oetjen und Lemcke, 2016).

Die MLK-Familie besteht aus fiinf verschiedenen Mitgliedern: MLK1, MLK2 (auch MST
genannt), MLK3 (auch SPRK oder PTK1 genannt), Dual Leucine-Zipper Kinase (DLK)
und Leucine-Zipper Kinase (LZK, MAP3K13). Dabei werden folgende Homologe der
DLK unterschieden: Leucine-Zipper Protein (ZPK, human); MAPK Upstream Kinase
(MUK, Ratte) und Wallenda (Drosophila melanogaster) (Holzman et al., 1994; Sakuma

et al., 1997; Reddy et al., 1994; Hirai et al., 1996, Collins et al., 2006; Xu et al., 2001).
6
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Die DLK, ein 888 Aminosaure grof3es Protein, wurde erstmals 1994 von Holzman
et al., aus einer embryonalen Mausniere isoliert. Die murine DLK besitzt eine
apparente Masse von 130 kDa (rechnerisch 96 kDa) (Mata et al., 1996). Ihre
katalytische Doméane befindet sich zwischen den Aminosauren Glu-156 und Val-404,
welche in der Primarstruktur den Serin/Threonin- und Tyrosin-Kinasen homolog ist,
funktionell jedoch nur als Serin/Threonin-Kinase fungiert (Holzman et al., 1994;
Gallo et al., 2002). Innerhalb dieser Domaéane ist die ATP-Bindungsstelle (Lys-185)
lokalisiert. Mutation von Lysin in Alanin an der ATP-Bindungstelle verhindert die
ATP-Bindung, wodurch die DLK katalytisch inaktiviert wird (Mata et al., 1996). Die DLK
verfugt Uber zwei durch einen kurzen Spacer getrennte Leucine-Zipper-Domanen
(Glu-421 - Arg-449 und Leu-472 - Cys-501). Diese ermoglichen die Bildung von
Homodimeren, wodurch die DLK vermutlich autophosphoryliert und enzymatisch
aktiviert wird (Leung und Lassam, 2001; Nihalani et al., 2001; Huntwork-Rodriguez
et al.,, 2013). Zerstérung der Leucine-Zipper verhindert die JNK-Phosphorylierung
durch DLK (Nihalani et al., 2000). Des Weiteren besitzt die DLK eine zweigeteilte
nukleare Kernerkennungssequenz (NLS, engl. nuclear localization sequence) und ein
nukleéres Exportsignal (NES, engl. nuclear export signal). Die NLS erstreckt sich tber
die Aminosauren von Lys-185 bis His-203 (Wallbach et al., 2016). Die NES ist
innerhalb des zweiten Leucine-Zippers (Leu-481 bis Leu-485) lokalisiert (diese Arbeit,
Wallbach et al., 2016). Sowohl das N-terminale als auch das C-terminale Ende der
DLK weist Glycin- und Prolin-reiche Sequenzen auf (Holzman et al., 1994, Hirai et al.,
1996). Der schematische Aufbau der Priméarstruktur der DLK kann der Abbildung 1.2

entnommen werden.

K18s_ NLS NES
J

Katalytische Doméane

1 156 421 472501 888
404 449

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Primérstruktur der murinen DLK. K185 = ATP-
Bindungsstelle (K = Lysin); LZ = Leucine-Zipper-Doméane; NLS = Kernerkennungssequenz;
NES = nukleéres Exportsignal. Zahlen repréasentieren die jeweilige Aminosaurestelle (Mod. Holzman
et al., 1994).
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1.2.1 DLK-Signalweg

Die DLK-Aktivitat wird zumindest teilweise durch die Assoziation mit dem
Gerustprotein Islet-Brainl/c-Jun amino-terminal kinase Interacting Protein-1
(IB1/JIP-1) reguliert. Unter basalen Bedingungen bindet monomere unphosphorylierte
katalytisch inaktive DLK an IB1/JIP-1. Die Phosphorylierung des Gerustproteins an
den Tyrosinresten 375 und 413 durch die Familie der Src-Kinasen verstarkt diese
Wechselwirkung, wodurch DLK in ihrem katalytisch inaktiven Zustand verbleibt
(Nihalani et al., 2007). Im Gegensatz dazu fuhrt die Phosphorylierung von IB1/JIP-1
am Thr-103 durch JNK zur Dissoziation von DLK. DLK homodimerisiert tGber ihre
Leucine-Zipper-Doméne, und wird - vermutlich durch Autophosphorylierung -
katalytisch aktiv (Nihalani et al., 2003; Leung und Lassam 2001,
Oetjen und Lemcke, 2016).

Die DLK scheint fur die Differenzierung und Aufrechterhaltung der Zellfunktion
unverzichtbar zu sein, beispielsweise fur das Axonwachstum, die neuronale Migration
der sich entwickelnden Hirnrinde (Brancho et al.,, 2005, Eto et al., 2009;
Hirai et al., 2006; Bisson et al., 2008) und die Elongation sowie Regeneration von
Neuronen (Hammarlund et al., 2009). Das konstitutive Ausschalten dieser Kinase flihrt
in Mausen zum perinatalen Tod (Hirai et al., 2006; Itoh et al., 2011).

Der wichtigen Rolle der DLK fir den Organismus steht eine Beteiligung an der
Degeneration von Axonen gegenuber (Miller et al., 2009). So fuhrt die Aktivierung der
DLK im Gehirn von adulten Mausen (8 Wochen) zur Neurodegeneration
(Chen et al., 2008). Daruiber hinaus induziert die enzymatisch aktive DLK Apoptose in
einer neuronalen Zelllinie, einer Fibroblasten-Zelllinie und in der pankreatischen
B-Zelllinie HIT (Xu et al., 2001; Parkash et al., 2005; Rhodes, 2005; Chen et al., 2008;
Plaumann et al., 2008). Des Weiteren stimuliert die Hemmung von Calcineurin durch
die Immunsuppressiva Ciclosporin und Tacrolimus die enzymatische Aktivitat der DLK,
was anschlieBend zu einer Verminderung der p-Zellmasse  flhrt
(Oetjen et al., 2006; Plaumann et al., 2008). Humanes Apolipoprotein E (ApoE) 2, 3
und 4, wobei 4 als der wichtigste genetische Risikofaktor fiir Alzheimer gilt, binden an
die ApoE-Rezeptoren, wodurch die DLK aktiviert wird. Die Aktivierung der
DLK-Signalkaskade fuhrt Uber die Aktivierung von MKK7 und ERK1/2

(engl. Extracellular-signal Regulated Kinases) zur Phosphorylierung von c-Fos und zu
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der vermehrten Transkription von Amyloid-B-Vorlauferproteinen (APP). Hohe

Amyloid-B-Spiegel tragen zur Entstehung von Alzheimer bei (Huang et al., 2017).

In verschiedenen Geweben aktiviert DLK den JNK- und p38-Signalweg uber die
Aktivierung von MKK4 und MKK7 (Fan et al, 1996; Merritt et al., 1999;
Hirai et al., 2006; Oetjen et al., 2006). Die Aktivierung des JNK-Signalweges setzt eine
Autophosphorylierung der DLK voraus (Nihalani et al., 2000), welche am Ser-302
innerhalb der Aktivierungsschleife der DLK stattfindet. Mutation des Ser-302 in Alanin
vermindert die enzymatische Aktivitat der DLK und die JNK-Phosphorylierung
(Borchers et al., in Revision). Ferner ist bekannt, dass CEP-1347- ein potenter und
selektiver Inhibitor des JNK-Signalweges- die DLK-induzierte JNK-Phosphorylierung
reduziert (Ferraris et al., 2013; Maroney et al., 2001).

Durch Aktivierung der DLK wird die Kinase JNK an Thr-183 und Tyr-185
phosphoryliert, was  zu einer  verstarkten  Apoptoseinduktion  flhrt
(Gallo und Johnson, 2002; Donath et al., 2003; Shoelson et al., 2006) (Abbildung 1.3).

Proinflammatorische

Cytokine \ Stress

. DK |

I

| MKK? || MKK4 |

Wachstum
Differenzierung Apoptose  Entziindung

<¢

Abbildung 1.3: DLK-Signalkaskade. Die DLK wird z.B. durch proinflammatorische Cytokine oder
Stress aktiviert. Aktive DLK phosphoryliert die untergeordneten Kinasen MKK4/7, welche zu einer
Aktivierung von JNK und p38 fiihrt. Die Aktivierung dieser Signalkaskade fiihrt zu verschiedenen Arten

der Zellantwort wie z.B. Apoptose (Mod. Gallo und Johnson, 2002).
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1.3 Der Transkriptionsfaktor CREB (cAMP response element
binding protein)

Der ubiquitar exprimierte Transkriptionsfaktor CREB (CAMP response element binding
protein) tragt zur Aufrechterhaltung der B-Zellfunktion und p-Zellmasse bei
(Oetjen et al., 2003a, 2003b, 2006; Plaumann et al., 2008; Wallbach et al., 2016). Die
transkriptionelle Aktivitat von CREB wird durch verschiedene Signale wie Calcium,
cAMP, extrazellulare signalregulierte Kinasen (ERK1/2) und p38 MAPK
(Habener et al., 1995; Mayr und Montminy 2001) induziert. Die stimulierte CRE- (CAMP
response element) abhéngige Gentranskription sowie die transkriptionelle Aktivitat von
CREB, CBP (CREB binding protein) und CRTC1 (cAMP regulated transcriptional
coactivator 1) wird durch Aktivierung der DLK gehemmt (Oetjen et al., 2006; Phu et al.,
2011). Mause mit B-zellspezifisch inaktiviertem CREB entwickeln Diabetes durch

reduzierte Proliferation und erhdhte B-Zellapoptose (Jhala et al., 2003).

CREB vermittelt die Aktivierung von cAMP-responsiven Genen durch Bindung als
Dimer an ein konserviertes cCAMP-responsives Element (CRE), 5'-TGACGTCA-3' oder
an CRE-Halbstellen 5'-CGTCA-3 '; 5-TGACG-3'. Eine Akkumulation von cAMP in der
Zelle induziert die Aktivierung der Proteinkinase A (PKA), welche als Heterotetramer
inaktiv im Cytoplasma vorliegt. Aktive PKA phosphoryliert CREB am Ser-133, wodurch
der Koaktivator CBP rekrutiert wird. Der zweite CREB-Koaktivator CRTC liegt unter
basalen Bedingungen phosphoryliert im Cytosol vor. Eine Dephosphorylierung von
CRTC (z.B. durch Calcineurin) fihrt zu einer nukledren Translokation dieses
Koaktivators und zur anschlieBenden Gentranskription. Im Kern bindet CRTC an den
dimerisierten  Leucine-Zipper von CREB (Mayr und Montminy, 2001,
Screaton et al., 2004; Altarejos und Montminy, 2011).

1.4 Calcineurin

Die Calcium/Calmodulin-abhangige Serin/Threonin Phosphatase Calcineurin (CN),
welche auch als Protein Phosphatase 2B (PP2B) und Protein Phosphatase 3 (PP3)
bezeichnet wird, gehotrt ebenso wie die Protein Phosphatase 1 (PP1) und die Protein

Phosphatase 2A (PP2A) zur Familie der Serin/Threonin Protein Phosphatasen
10
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(Vasauskas et al., 2014; Grigoriu et al., 2013). Calcineurin wird ubiquitar exprimiert
(am starksten im Gehirn), wobei sie durch Dephosphorylierung diverser Substrate
sowohl Entwicklung, Herzfunktion, Immunantwort, Lernen und Gedachtnis,
Muskeldifferenzierung als auch die Pankreas-p-Zellfunktion reguliert
(Grigoriu et al., 2013; Rodriguez et al., 2009). CN ist ein Heterodimer, bestehend aus
einer katalytischen Untereinheit A (CNA) und einer regulatorischen Untereinheit B
(CNB). Die katalytische Untereinheit besitzt neben der Phosphatase-Domane auch
eine regulatorische Region, die durch eine Linker-Sequenz bestehend aus
13 Aminosauren verknupft ist. In dieser regulatorischen Region befinden sich eine
CNB-bindende Doméane (BBD), eine Calmodulin-bindende Domane (CaM) und eine
autoinhibitorische Doméne (AID) (Abbildung 1.4). Die AID bindet in Abwesenheit von
Calcium und Calmodulin an die katalytisch aktive Seite des CN (Rusnak und Mertz,
2000; Klee et al., 1998; Li et al., 2011; Rodriguez et al., 2009; Aitken et al., 1984). Die
regulatorische Untereinheit B (CNB) ist flr das Binden von vier Ca?*-Molekilen
verantwortlich, was zur Aktivierung dieser Phosphatase fihrt. Nicht nur extrazellulares
Calcium, sondern auch die Freisetzung von Calcium aus intrazellularen Reservoirs
durch Thapsigargin (ein  spezifischer Inhibitor der Ca?*-ATPase des
endoplasmatischen Retikulums und des sarkoplasmatischen Retikulums) fuhrt zur
Aktivierung von Calcineurin in Kardiomyozyten (Turner et al., 2009; Vasauskas et al.,
2014).

1 42 331 373 391 457 521
43 317 413 479

regulatorische Region

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Primérstruktur und Domadanenstruktur von
Calcineurin A (katalytische Untereinheit A). BBD = Calcineurin B-bindende Doméne;
CaM = Calmodulin-bindende Doméane; AID = autoinhibitorische Doméne. Die Aminosauresequenz stellt
die Calcineurin A a-lsoform der Ratte dar, die von Saitoh et al., 1991 publiziert wurde. Die Zahlen

reprasentieren die jeweilige Aminosaurestelle (Mod. Rusnak und Mertz, 2000).

Die Aktivierung von Calcineurin ist fir die CRE/CREB-abhéngige Gentranskription
erforderlich. Die Immunsuppressiva Ciclosporin und Tacrolimus hemmen die
CRE-abhangige Gentranskription (Kruger et al., 1997). Diese Hemmung wird sowohl

durch Hemmung des CREB-Koaktivators CBP (Oetjen et al., 2005) als auch des
11
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CREB-Koaktivators CRTC (Screaton et al., 2004) hervorgerufen. Die Aktivierung von
Calcineurin fuhrt zur Dephosphorylierung vom cytoplasmatischen CRTC, welches in
den Zellkern wandert und die CREB-abhéangige Gentranskription induziert (Bittinger et
al., 2004). Die am besten untersuchten Targets von Calcineurin sind die
Transkriptionsfaktoren NFAT (engl. nuclear factor of activated T-cells) (Crabtree und
Olson, 2002; Hogan et al., 2003). Unter basalen Bedingungen befinden sich
NFAT-Proteine im inaktiven phosphorylierten Zustand im Cytoplasma. Aktivierung von
Calcineurin dephosphoryliert und aktiviert NFAT-Proteine, welche in den Kern
wandern und die Gentranskription induzieren (Hogan et al., 2003; Rodriguez
et al.,, 2009). Damit Calcineurin NFAT dephosphorylieren kann, ist die Interaktion
beider Proteine notwendig (Rodriguez et al., 2009; Roy und Cyert, 2009;
Grigoriu et al., 2013). Die am grundlichsten erforschte Bindungsstelle befindet sich am
N-Terminus der regulatorischen Doméane von NFAT und hat die Konsensussequenz
PxIXIT (Aramburu et al., 1999; Li et al., 2007; Roy und Cyert, 2009). NFAT interagiert
zusatzlich mit CN uber eine zweite Bindungsstelle mit dem Konsensusmotif LxVP
(Liu et al., 2001; Martinez-Martinez et al., 2006; Roy und Cyert, 2009). Das LxVP-Motif
befindet sich am C-Terminus der regulatorischen Region und ist in allen
NFAT-Proteine konserviert (Martinez-Martinez et al., 2006; Roy und Cyert, 2009). Ein
Peptid mit dem LxVP-Motif von NFATc1 kompetiert die Interaktion zwischen NFAT und
aktivem Calcineurin und hemmt die Calcineurin-Aktivitat (Martinez-Martinez et al.,
2006).

Die Hemmung des NFAT-Signalweges unterdrickt die T-Zellaktivierung, was zur
Vermeidung der OrganabstoRung nach einer Organtransplantation therapeutisch
genutzt wird. Die spezifischen Inhibitoren von Calcineurin Ciclosporin (CsA, ein
cyclisches Peptid) und Tacrolimus (FK506, ein Makrolid) werden zu diesem Zweck
eingesetzt (Musson und Smit, 2011; Grigoriu et al., 2013). Um Calcineurin zu hemmen
mussen beide Stoffe Komplexe mit den spezifischen Immunophilinen Cyclophilin (Cyp
fur CsA) sowie mit dem FK506-bindenden Protein (FKBP12) bilden (Cardenas
et al., 1995; Liu et al.,, 1991; Rodriguez et al., 2009; Grigoriu et al., 2013). Diese
Immunsuppresivum-Immunophilin ~ (IS-IP)-Komplexe interagieren mit  einer
hydrophoben Tasche des Calcineurin an der Verbindungsstelle der CNA- und
CNB-Untereinheiten (Griffith et al., 1995; Huai et al., 2002; Jin und Harrison, 2002;
Kissinger et al., 1995; Grigoriu et al., 2013).

12
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1.5 Rolle der DLK und Calcineurin zur Pathogenese des

Diabetes mellitus Typ 2

Erst die Dekompensation der 3 -Zelle mit Dysfunktion und Verlust der Masse fihrt zum
klinisch apparenten Bild des Diabetes mellitus Typ 2 (Leahy, 1990; Donath und
Halban, 2004). Uber welche molekularen Mechanismen diese B-Zelldekompensation
zustande kommt, wird heute noch diskutiert. Neben den proinflammatorischen
Cytokinen TNFa und IL-1B tragt die Glukotoxizitdt, hervorgerufen durch erhdhte
postprandiale und basale Blutzuckerspiegel, zu der Dekompensation der -Zelle bei
(Donath et al., 2014; Nishikawa et al., 2000; Du et al., 2000). Die Dual Leucine-Zipper
Kinase (DLK) scheint eine wichtige Rolle flr die Dekompensation der (B-Zelle zu
spielen: Uberexpression von DLK in der insulinproduzierende B-Zelllinie HIT-T15
(Hamster Insulinoma Tumor) hemmt die Insulingentranskription und -sekretion. Die
Stimulation der DLK untergeordneten Kinase JNK (c-Jun N-terminale Kinase), die zu
der Degradation des B-zellspezifischen Transkriptionsfaktors MafA fihrt, ist ein
zugrundeliegender Pathomechanismus (Stahnke et al., 2014) (Abbildung 1.5). DLK
hemmt ebenfalls die Aktivitdt des Transkriptionsfaktors CREB (Oetjen et al., 2006;
Phu et al., 2011; Wallbach et al., 2016; Bérchers et al., in Revision). Angesichts der
Bedeutung von CREB flr die Aufrechterhaltung der B-Zellfunktion und -masse
(Jhala et al., 2003; Hussain et al., 2006; Costes et al., 2009; Shin et al., 2014) kdnnte
dieser Mechanismus 2zu der DLK induzierten [B-Zellapoptose beitragen
(Plaumann et al., 2008; Wallbach et al., 2016; Borchers et al., in Revision).

In HIT-T15 Zellen wird die subzellulare Lokalisation der DLK durch die
proinflammatorischen Cytokine TNFa und IL-1p reguliert. Beide pradiabetischen
Signale induzieren die Translokation der Kinase von Cytosol in den Zellkern. Die
nukleére Lokalisation ist Voraussetzung fur die Hemmung der CREB-abhangigen
Gentranskription und Apoptoseinduktion durch DLK (Wallbach et al., 2016), wobei
ausschlie@@lich TNFa die enzymatische Aktivitdt dieser Kinase stimuliert

(Borchers et al., in Revision).
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Abbildung 1.5: Verminderung der B-Zellmasse und B-Zellfunktion durch DLK fuhrt zu Diabetes
mellitus. Die im adipdsen Zustand vermehrt gebildeten proinflammatorische Cytokine TNFa und IL-13
fihren als pradiabetische Signale zu der nuklearen Lokalisation von DLK. Kernlokalisation dieser
Kinase fuhrt zu einer Hemmung des CBP/CREB/CRTC-Transkriptionskomplexes und zu einer
Verminderung der B-Zellmasse. DLK ist auch in der Lage, Uber eine Phosphorylierung von JNK den
B-zellspezifischen Transkriptionsfaktor MafA zu degradieren. Diese MafA-Degradation fuhrt zu einer

verminderten B-Zellfunktion mit reduzierter Insulinbiosynthese und Insulinsekretion (Mod. Oetjen, 2016).

Die Calcium/Calmodulin-abhangige Serin/Threonin Phosphatase scheint ebenfalls an
der Regulation von DLK beteiligt zu sein (Mata et al., 1996). In HIT-T15 Zellen
vermindert die Uberexpression von Calcineurin die DLK-induzierte Hemmung der
CRE-abhangigen Gentranskription (Oetjen et al., 2006). Die strukturell
unterschiedlichen Immunsuppressiva Ciclosporin und Tacrolimus, deren einzige
Gemeinsamkeit in der Hemmung von Calcineurin besteht, reduzieren die CRE/CREB-
abhéngige Gentranskription (Kriger et al., 1997; Oetjen et al., 2005; Screaton
et al., 2004) und stimulieren die enzymatische Aktivitat von DLK in HIT-T15 Zellen
(Plaumann et al., 2008). Calcineurin selbst scheint eine besondere Rolle fur die
Aufrechterhaltung der B-Zellfunktion und -masse zu spielen. So ist eine wichtige
unerwiinschte Wirkung der immunsuppressiven Therapie mit Ciclosporin oder
Tacrolimus der Posttransplantationsdiabetes, der dem Diabetes mellitus Typ 2 &hnelt
(Fernandez et al., 1999; Reddy et al.,, 2015). Transgene Mause, in denen die
regulatorische Calcineurin Untereinheit B1 deletiert ist, werden diabetisch (Heit et al.,
14
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2006). Die Behandlung von HIT-T15 Zellen mit reaktiven Sauerstoffspezies, die im
Rahmen einer Glukotoxizitat erhoht sind, hemmen Calcineurin und aktivieren DLK
(Kutschenko, med. Diss. Gottingen, 2007).

Pradiabetische Signale
(TNFa, IL-1B, ROS)

Arzneimittel
(CsA, FK506)

)| —

Abbildung 1.6: DLK und Calcineurin in der Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 2. Fettreiche
Ernahrung und Bewegungsmangel tragen zur Entwicklung von Adipositas bei. Im adipdsen Zustand
treten Hypertrophie und Hyperplasie der p-Zellen der Bauchspeicheldriise auf, um die hohen
Glukosemengen mit einer erhdhten Produktion an Insulin zu kompensieren. Pradiabetische Signale wie
TNFa, IL-1B oder oxidativer Stress in Form von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) werden vermehrt
gebildet. Es kommt zu einem Verlust der pB-Zellmasse, welche mit einem Verlust der B-Zellfunktion
(Insulinbiosynthese, Insulinsekretion) einhergeht und zur Entwicklung des Diabetes mellitus Typ 2 fuhrt.
Die spezifische Hemmung von Calcineurin durch Ciclosporin (CsA) und Tacrolimus (FK506) fihren zum
Posttransplantationsdiabetes. Folgeerkrankungen eines Diabetes mellitus sind u.a. Neuropathien,
Retinopathien, kardiovaskulare Erkrankungen, Nephropathien und der diabetische FuR3. Die
pradiabetischen Signale TNFa und ROS sowie die Immunsuppressiva CsA und FK506 fuhren zur
enzymatischen Aktivierung der DLK, wobei ROS, CsA und FK506 Calcineurin inhibieren
(Mod. Rhodes, 2005).

1.6 Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob die B-zellschadigende Dual

Leucine-Zipper Kinase durch die p-zellprotektive Phosphatase Calcineurin reguliert
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wird. Dazu sollte auf Basis von in silico Analysen putative Calcineurin-
Interaktionsdoméanen innerhalb der DLK identifiziert werden. Die fehlende Interaktion
dieser DLK-Mutanten mit Calcineurin und ihre Folgen fir die enzymatische Aktivitat
der Kinase und fur den Verlust der B-Zellmasse und der B-Zellfunktion sollte in der
B-Zelllinie HIT-T15 untersucht werden. In Verbindung mit bereits vorhandenen Daten
der Arbeitsgruppe von Prof. Elke Oetjen sollten diese Ergebnisse den Nachweis
erbringen, dass die Dephosphorylierung der DLK durch Calcineurin zu der
B-zellprotektiven Wirkung dieser Phosphatase beitragt. Diese Erkenntnis konnte die
DLK als mogliche Ursache fur die Entwicklung eines Posttransplantationsdiabetes
nach Behandlung mit den spezifischen Calcineurin Inhibitoren Ciclosporin und
Tacrolimus identifizieren. Ferner sollte in Kooperation mit Dr. Thomas Lemcke
(Molecular Modelling, Institut fir Pharmazie, Hamburg) die Regulation der DLK durch
den Vergleich auf molekularbiologischer Ebene auf Basis der von ihm analysierten

Rontgenkristallstruktur weiter erforscht werden.

Ein weiteres Projekt stellte die Untersuchung der Regulation durch pradiabetische
Signale dar. Hierbei sollte ergdnzend zu den Arbeiten von Manuel Wallbach, welcher
im Rahmen seiner medizinischen Doktorarbeit zwel funktionelle
Kernerkennungssequenzen (NLS, engl. nuclear localization sequence) in der DLK
identifizierte, ein Kernexportsignal (NES, engl. nuclear export signal) identifiziert und
auf Funktionalitat untersucht werden. Dahingehend sollte die Bedeutung der
proinflammatorischen Cytokine TNFa und IL1-B fir die nukleére Lokalisation der DLK
ergrindet und zudem gezeigt werden, inwieweit die Kernlokalisation dieser Kinase

erforderlich ist, um B-Zellapoptose zu induzieren.

Da das konstitutive Ausschalten der DLK in Mausen zum perinatalen Tod fuhrt, ergab
sich das weitere Forschungsvorhaben, B-zellspezifisch DLK defiziente Mause zu
generieren und zu charakterisieren. Mit diesen transgenen Mausen soll in Zukunft die
Bedeutung der DLK fur die Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 2 in vivo untersucht

werden.

Die Ergebnisse des hier vorgelegten Projektes kdnnen durch ein besseres Verstandnis
fur die Regulation der DLK in der Zukunft dazu beitragen, die Dual Leucine-Zipper
Kinase als neues therapeutisches Ziel fir die Behandlung des Diabetes mellitus Typ 2

zu identifizieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

H: 225, 319, 336 AppliChem,
Aceton P: 210, 240, Darmstadt,

305+351+338, 403+233 Deutschland

H:/ Carl Roth,
Adenosintriphosphat (ATP) P:/ Karlsruhe,

Deutschland

H:/ Carl Roth,

Agar, bakteriologisch P:/ Karlsruhe,
Deutschland

H:/ Carl Roth,

Agarose, Standard P/ Karlsruhe,
Deutschland

H:/ Carl Roth,

Albumin Fraktion V (BSA) P:/ Karlsruhe,

Deutschland

H: 272, 302, 315, 317,

319, 334, 335 Carl Roth,
Ammoniumperoxodisulfat (APS) P: 261, 280, 302+352, Karlsruhe,
305+351+338, 332+313, Deutschland
337+313
H: 317, 334 Sigma-Aldrich,
Ampicillin (Natriumsalz) P: 261, 280, 342+311 St. Louis, MO,
USA
NEB,
Amylose Resin (Amylose-Harz) H:/ Frankfurt am
P/ Main,

Deutschland

H: 302, 312, 315, 319,

Bis-Acrylamid 37.5:1 30% 317, 340, 350, 361, 372 Bio-Rad,
P: 260, 280, 281, Miinchen,
305+351+338, 405, 501 Deutschland
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Bradford Protein Assay

Bromophenolblau
Calciumchlorid Dihydrat

(CaClz2 x 2 H20)

Calf Intestinal Alkaline Phosphatase
(CIAP)

cOmplete®, Mini, EDTA-frei
Proteaseinhibitor Cocktail

Coomassie®-Brilliant-Blau G250

Ciclosporin (CsA)

Cytosine B-D-arabino-furanoside

(ara-C)

Deoxycholsaure (Natriumsalz)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

1,4-Dithiothreitol (DTT)

18

H: 226, 332, 314, 370

P: 210, 303, 361+353,
305+351+338, 310, 405,
501

H: /
P:/

H: 319
P: 305+351+388

o=
~ —~

H: 315, 319

P: 264, 280, 302+352,
332+313, 337+313,
362+364

H: 302, 350, 360
P: 201, 308+313

H: 317, 361
P: 280

H: 302
P: 301+312, 330

H: 302, 315, 319, 412
P: 264, 270, 273, 280,
337+313, 501

BioRad
Laboratories,
Mnchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO,
USA

Merck,
Darmstadt,
Deutschland

Thermo
Scientific,
Waltham, MA,
USA

Roche
Diagnostics,
Mannheim,
Deutschland

Serva,
Heidelberg,
Deutschland

Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO,
USA

Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO,
USA

Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO,
USA

Thermo
Scientific,
Waltham, MA,
USA

Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO,
USA



MATERAL UND METHODEN

DNA loading dye (6x)

dNTP Mix, 10 mmol/L

Dulbecco's Modified Eagle Medium

(DMEM) High Glucose

(DPBS) ohne Calcium and Magnesium

Drag5

Eisessig

Ethanol, absolut

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-

N,N,N’,N'-tetraessigsaure (EGTA)

Fetales Kalberserum (FBS) Biochrom
Superior

H:
P:
305+351+338, 304+340,
332+313, 337+313, 261

H:
P:

315, 319, 335
302+352,

226, 290, 314
210, 280,

303+361+353,

305+351+338, 310

H

P:
305+351+338, 403+233

H:
P: 261, 280, 304+340,

: 225, 319

210, 240,

331, 341

311, 403+233

H:
P:

319
305+351+338

~ ~

~ ~

Thermo
Scientific,
Waltham, MA,
USA

Thermo
Scientific,
Waltham, MA,
USA

Invitrogen,
Carlsbad, CA,
USA

Invitrogen,
Carlsbad, CA,
USA

Thermo
Scientific,
Waltham, MA,
USA

Carl Roth,
Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO,
USA

AppliChem,
Darmstadt,
Deutschland

Carl Roth,
Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth,
Karlsruhe,
Deutschland

Merck,
Darmstadt,
Deutschland
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Formaldehyd 37%

Forskolin

D(+)-Glukose wasserfrei

L-Glutamin 200 mM

Glutaraldehyd 25%

Glycerol

Glycin (C2HsNO2)

Glycylglycin

Hefeextrakt

4-(2-Hydroxyethyl)-1-
Piperazinethansulfonsaure (HEPES)

His-Bind® Resin, Ni?*-charged

Hamalaunlésung sauer nach Mayer

20

H: 301+311+331, 314,

317, 335, 341, 350, 370

P: 303+361+353,

304+340, 305+351+338,

308, 310
H: 312
P: 280

oz
~ —~

oz
~ -

H: 301, 330, 314, 317,
334, 335, 400, 411

P: 260, 280, 304+340,
310, 305+351+338,
403+233

H:/
P.

H: 302, 315, 319
P: 280, 302+352,
305+351+338

Carl Roth,
Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO,
USA

Carl Roth,
Karlsruhe,
Deutschland

Invitrogen,
Carlsbad, CA,
USA

Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO,
USA

Carl Roth,
Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth,
Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth,
Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth,
Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth,
Karlsruhe,
Deutschland

Merck,
Darmstadt,
Deutschland

Carl Roth,
Karlsruhe,
Deutschland
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H: 360D, 302, 314

P: 201, 280, SERVA
Imidazol 301+330+331, Heidelberg,
305+351+338, 308+310 Deutschland
Kaliumacetat H:/ Carl Roth,
P:/ Karlsruhe,
Deutschland
H:/ Carl Roth,
Kaliumchlorid (KCI) P/ Karlsruhe,
Deutschland
di-Kaliumhydrogenphosphat (K2HPO4) H:/ Carl Roth,
P:/ Karlsruhe,

Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) H:/ Carl Roth,
P/ Karlsruhe,
Deutschland

Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3) H:/ Merck,
P:/ Darmstadt,
Deutschland

H: 280 TMG,
Kohlendioxid (CO2) P: 202, 261, 262, 280.3, Krefeld,
410+403, Deutschland

H: 315, 317, 319, 334, SERVA

Kollagenase NB 8 Broad Range aus 335 Heidelberg,
Clostridium histolyticum P: 280, 302+352 Deutschland
H:/ Thermo
Lambda DNA P/ Scientific,
Waltham, MA,
USA
H:/ Thermo
T4 DNA Ligase P:/ Scientific,
Waltham, MA,
USA
H:/ Promega,
D-Luciferin (Kaliumsalz) P:/ Mannheim,
Deutschland
H:/ Carl Roth,
Magnesiumchlorid (MgCl2) P/ Karlsruhe,

Deutschland
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Magnesiumchlorid Hexahydrate
(MgCl2 x 6 H20)

Magnesiumsulfat (MgSOa4 x H20)

D-Maltose

Mangan(ll)-chlorid Tetrahydrat

(MnCl2 x 4 H20)

2-Mercaptoethanol

Metafectene® PRO

Methanol

Milchpulver

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

9L

H: 302, 318, 373, 411
P: 273, 280, 301+312,
330, 305+351+338, 310,

391, 501

H: 301+331, 310, 315,
317, 318, 373, 410
P: 270, 280, 302+352,

330, 304+340,

305+351+338, 310

H: /
P:/

H: 225, 301+311+331,

370

P: 210, 240, 280,
302+352, 304+340, 308,

310, 403+233

0 T

o
o/

o=
~ —~

H: 228, 302+332, 315,

318, 335, 412

P: 210, 261, 280,
302+352, 305+351+338,

312

H:/
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) P:/
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Carl Roth,
Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth,
Karlsruhe,
Deutschland

SERVA
Heidelberg,
Deutschland

Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO,
USA

Carl Roth,
Karlsruhe,
Deutschland

Biontex,
Minchen,
Deutschland

VWR
International,
Darmstadt,
Deutschland

Carl Roth,
Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth,
Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth,
Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth,
Karlsruhe,
Deutschland
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di-Natriumhydrogenphosphat
(Na2HPO4)

di-Natriumhydrogen

phosphat Dihydrat (NazHPO4 x 2 H20)

Natriumhydroxid Losung
1 mol/L (NaOH)

Nonidet™ P-40 (NP40)

Paraformaldehyd (PFA)

Penicillin/Streptomycin
(10,000 U/10 mg/mL)

Pferdeserum

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

PhosSTOP®
Phosphataseinhibitor

Ponceau 2R

2-Propanol (Isopropanol)

RestoreTM PLUS Western Blot
Stripping Puffer

ozx
~ —

oz
~ —~

H: 314

P: 280, 303+361+353,
304+340, 310,
305+351+338

H: 302, 318, 411
P: 280, 301+312,
305+351+338

H: 228, 302, 332, 351,
335, 315, 319, 317

P: 281, 302+352,
305+351+338, 308+313,
304+340

H: 317, 334, 360, 371
P: 302+352, 304+340,
201, 260, 333+313, 261

H:/
P:/

H: 301, 314
P: 280, 305, 351+338,
310

H: 302
P: 264, 270, 301+312,
330, 501

o=
~ —~

H: 225, 319, 336
P: 210, 261,
305+351+338

H: 290
P: 390, 234

Carl Roth,
Karlsruhe,
Deutschland

Merck,
Darmstadt,
Deutschland

Carl Roth,
Karlsruhe,
Deutschland

AppliChem,
Darmstadt,
Deutschland

Carl Roth,
Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO,
USA

Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO,
USA
Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO,
USA

Roche
Diagnostics,
Mannheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO,
USA

Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO,
USA

Thermo
Scientific,
Waltham, MA,
USA
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RNase A (10 pg/mL)

Roti®-Histofix 4%

Roti®-Histokitt 1l

Roti®-Mount FluorCare DAPI

RPMI 1640 Medium, GlutaMAX™

Salzséaure (HCI) 1 mol/L

Salzsaure (HCI) 37%

Stickstoff, flissig (N2)

Tacrolimus (FK506) Monohydrat

N,N,N,N'-Tetramethyl

ethylendiamin (TEMED)

TRIS- Hydrochlorid (Tris-HCI)

24

oI
~ —

H: 302, 317, 341, 350
P: 261, 280, 302+352,
308+313

H: 226, 302+332, 304,
315, 319, 335, 373

P: 210, 260, 280,
301+310, 303+361+353

H: 300, 400, 410
P:/

oz
~ -

H: 290
P:/

H: 290, 314, 335

P: 260, 280, 303+361,
353, 304+340+310,
305+351+338

H: 281
P: 282, 336+315, 403

H: 301
P: 301+310

H: 225, 332, 302, 314
P: 210, 233, 280,
301+330+331,
305+351+338, 308, 310

H: 315, 319, 335
P: 280, 302+352,
305+351+338

Thermo
Scientific,
Waltham, MA,
USA

Carl Roth,
Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth,
Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth,
Karlsruhe,
Deutschland

Invitrogen,
Carlsbad, CA,
USA

VWR
International,
Darmstadt,
Deutschland

Carl Roth,
Karlsruhe,
Deutschland

TMG,
Krefeld,
Deutschland

Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO,
USA

Merck,
Darmstadt,
Deutschland

Carl Roth,
Karlsruhe,
Deutschland
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Triton X-100

Trizma® base (C4H11NO3)

Trypsin 1360 USP U/mg

Trypsin-EDTA L6ésung 10X 0.5%
trypsin, 0.2% EDTA

Trypton/Pepton aus Casein

Tumor Nekrose Faktor alpha (TNFo)

Tween® 20

Wasserstoffperoxid 30%

H: 302, 318, 411 Carl Roth,

P: 273, 280, Karlsruhe,

305+351+338 Deutschland

H:/ Sigma-Aldrich,

P:/ St. Louis, MO,
USA

H: 315, 319, 334, 335 Biochrom,
P: 302+352, Berlin,
305+351+338, 304+341, Deutschland
342+311

H:/ Sigma-Aldrich,

P:/ St. Louis, MO,
USA

H:/ Carl Roth,

P:/ Karlsruhe,

Deutschland

H:/ Biomol,

P/ Hamburg,
Deutschland

H:/ Carl Roth,

P:/ Karlsruhe,

Deutschland

H: 271, 302, 314, 332, Carl Roth,
335, 412 Karlsruhe,
P: 210, 220, 260, 280, Deutschland
305+351+338, 370+378

Xylol H: 226, 332, 312, 315 Th. Geyer,
P: 302+352 Renningen,
Deutschland
2.1.2 Gerate
Analysenwaage Sartorius laboratory BP 610 Sartorius laboratory,

Gottingen, Deutschland

Analysenwaage Sartorius laboratory MC 210 P Sartorius laboratory,

Gottingen, Deutschland
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Autoklav EVO 120

Bakterieninkubator Heraeus Function Line

ChemiDoc™ Touch Imaging System

Chirurgische Instrumente

Eismaschine

Fluorometer,FluoroCount Microplate,
halogene Lichtquelle, 485 nm, 530 nm

Gefrierschrank (-20 °C)

Gefrierschrank (-80 °C)

Schuttler GFL 3006

Horizontale Elektrophoresekammer (40-0911)

Horizontale Elektrophoresekammer (40-1214)

ImageQuant® LAS 4000 Luminescent Image

Analyzer System

Kamera Canon EOS (Fur Agarosegele)

Kryostat LEICA CM3050 S

Kuhlschrank 4 °C
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Meditech,

Henstedt-Ulzburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

BioRad Laboratories,
Miinchen, Deutschland

Fine Science Tools,
Heidelberg, Deutschland
Carl Roth,

Karlsruhe, Deutschland

Hoshizaki,
Amsterdam, Netherlands

Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA

Liebherr,
Biberach an der RiR3,
Deutschland

Kryotec,
Hamburg, Deutschland

GFL Gesellschaft fur Labor-
technik,
Burgwedel, Deutschland

PegLab Technologies,
Erlangen, Deutschland

PegLab Technologies,
Erlangen, Deutschland

GE Healthcare,
Little Chalfont, UK

Canon,
Préafektur Tokio, Japan

Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Deutschland

Liebherr,
Biberach an der RiR3,
Deutschland
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Luminometer Centro LB 960

Magnetruhrer RCT basic

Mikroskop Axioskop 2

Mikroskop Konfokal Axio Observer.Z1

Mikroskop Konfokal Axiovert 25

Mini PROTEAN® System Glasplatten

Mini PROTEAN® System 10-well Kamm

Mini PROTEAN® System 15-well Kamm

Mini PROTEAN® Tetra cell

PH-Meter FiveEasy pH FE20

Photometer Eppendorf BioPhotometer

Pipette Eppendorf Reference

Pipette Eppendorf Reference 2

Pipette Eppendorf Research Plus

Pipettierhilfe (Pipetus-akku)

Berthold Technologies,
Bad Wildbad, Deutschland

IKA-Werke GmbH,
Staufen im Breisgau,
Deutschland

Carl Zeiss Microscopy,
Jena, Deutschland

Carl Zeiss Microscopy,
Jena, Deutschland

Carl Zeiss Microscopy,
Jena, Deutschland

BioRad Laboratories,
Miinchen, Deutschland

BioRad Laboratories,
Minchen, Deutschland

BioRad Laboratories,
Miinchen, Deutschland

BioRad Laboratories,
Miinchen, Deutschland

Mettler-Toledo,
Giessen, Deutschland

Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland

Hirschmann,
Eberstadt, Deutschland
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Pipettierhilfe S1

Reagenzglasschuttler Reax control

Schiittelinkubator Innova 4000

Spannungsgerat Bio Rad PowerPac® basic

Sterile Werkbank HeraSafe

Thermomixer comfort 1,5 mL Eppendorf

Tube Roller RS-TRO5 analog

Ultraschallgerat BANDELIN Sonopuls UW 2200

Uberkopf-Rotator, Heidolph RZR1

UV-Platte (312 nm)

Vakuumpumpe VacuGene®

Wasserbéader

Wassersystem Ultra-pure Milli-Q

Zellinkubator Heraeus Heracell

Zentrifuge Eppendorf 5424R

Zentrifuge Heraeus Multifuge X3R
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Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland

New Brunswick Scientific,
Nurtingen, Deutschland

BioRad Laboratories,
Miinchen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland

Phoenix Instrument,
Garbsen, Deutschland

BANDELIN electronic,
Berlin, Deutschland

Heidolph Instruments,
Schwabach, Deutschland

Bachofer,
Reutlingen, Deutschland

Pharmacia fine chemicals,
Piscataway, NJ, USA

GFT,

Burgwedel, Deutschland
Julabo,

Seelbach, Deutschland

Merck-Millipore,
Darmstadt, Deutschland

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA
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Zentrifuge Rotina 35R

2.1.3 Software

EduPyMOL Molecular Graphics System

GraphPad Prism 5

Image J®

Image Lab™ Software

Image Studio™ Lite

Microsoft Office (Excel, Power Point, Word)

Quantity One® 1-D analysis software

SnapGene® Viewer

Vector NTI Advance® 11.5.3

ZEN 2 blue edition

ZEN 2009 light edition

2.1.4 Verbrauchsmaterialien

10 cm Agar-Platte

Hetterich,
Tuttlingen, Deutschland

Schrédinger Inc,
New York, USA

GraphPad Software, Inc.,
La Jolla, CA 92037 USA

National Institute of Health,
USA

BioRad Laboratories,
Minchen, Deutschland

LI-COR Biotechnology,
Bad Homburg, Deutschland

Microsoft,
Redmond, USA

BioRad Laboratories,
Miinchen, Deutschland

GSL Biotech LLC,
Chicago, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Carl Zeiss Microscopy,
Jena, Deutschland

Carl Zeiss Microscopy,
Jena, Deutschland

Greiner Bio One,
Frickenhausen, Deutschland
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96-well Platte, schwarz

96-well Platte, weild

Cellstar 6-well Zellkulturplatte

Cellstar 12-well Zellkulturplatte

Cellstar Tube 15 mL

Cellstar Tube 50 mL

Deckglaschen (Tissue Culture Coverslips @ 13

mm, Plastik)

Deckglaser 24 x 60 mm

Dialyseschlauche

Eppendorf-Reaktionsgefale 0,2 mL, 0,5 mL/ 1,5

mL/ 2,0 mL

Gel-Ladespitzen, Multiflex® 1-200 pL

Glasware

Handschuhe, Nitril

Kantlen (20 G/ 27 G/ 30 G)

Kunststoffklivetten 1 cm
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Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Greiner Bio One,
Frickenhausen, Deutschland

Greiner Bio One,
Frickenhausen, Deutschland

Greiner Bio One,
Frickenhausen, Deutschland

Greiner Bio One,
Frickenhausen, Deutschland

Sarstedt,
Numbrecht, Deutschland

Assistent, Glaswarenfabrik Karl
Hecht,

Sondheim v. d. Rhdn,
Deutschland

Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland

Sarstedt,
Numbrecht, Deutschland

A. Hartenstein,
Wirzburg, Deutschland

Brand,

Wertheim, Deutschland
Schott,

Mainz, Deutschland

VWR International,
Darmstadt, Deutschland

Braun,
Melsungen, Deutschland

Sarstedt,
NiUmbrecht, Deutschland
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Millex®-GV Spritzengetriebene Filtereinheit
0,22 ym

Nitrocellulose-Membran

Objekttrager, gekammert (4 Chambered
coverglass system) Lab-Tek™

Objekttrager SuperFrost/Plus 75 x 25 mm

Parafilm

Pipettenspitzen 10 uL, 20 uL, 200 pL, 1000 uL

Serologische Pipetten 5 mL, 10 mL, 25 mL

Spritzen 2 mL, 5 mL

Whatmanpapier (Filterpapier)

Zellkulturflasche

Zellkulturschalen 6 cm / 15 cm

Zellophan

Zellschraber

Zahlkammer Fuchs-Rosenthal

Merck-Millipore,
Darmstadt, Deutschland

BioRad Laboratories,
Miinchen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Assistent, Glaswarenfabrik Karl
Hecht,

Sondheim v. d. Rhdn,
Deutschland

American National Can™,
Greenwich, CA, USA

Sarstedt,
Numbrecht, Deutschland

Sarstedt,
Numbrecht, Deutschland

Braun,
Melsungen, Deutschland

Schleicher und Schuell,
Dassel, Deutschland

Sarstedt,
Numbrecht, Deutschland

Sarstedt,
NiUmbrecht, Deutschland

Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland

Sarstedt,
Numbrecht, Deutschland

Assistent, Glaswarenfabrik Karl
Hecht,

Sondheim v. d. Rhdn,
Deutschland
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Zahlkammer Neubauer
0,100 mm; 0,0025 mm?

2.1.5Kits

Amersham® ECL® Western
Blotting Analysis System

Fast Digest Restriktionsenzyme:
BamHI, Hindlll, Ndel, Sall, Xhol

FastGene Gel/PCR Extraction Kit

Genopure® Plasmid Maxi Kit

High Pure® Plasmid Isolation Kit

KAPA® Mouse Genotyping Hot
Start Kit

Phusion DNA Polymerase

Restriktionsenzyme:
BamHI, Eco91l (BstEll), EcoRl,
Hindlll, Ndel, Sall, Xhol

Restriktionsenzyme:
BbvCl, BstEll
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Marienfeld Superior,
Lauda Kénigshofen ,

Deutschland

T T
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i
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R: 20+21+22, 34,
52+53

S: 1+2, 13, 25, 26,
27+28, 36+37+39,
45, 61, 64

H: 225, 290, 315, 319
P: 210, 233,
362+364, 370+378

H: 302+332, 315, 319
P: 261, 280, 362+364

H: 301, 370
P: 270, 264, 310,
312, 330

O T

i
o

T T

i
o
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-~ —

GE Healthcare,
Little Chalfont, UK

Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA

Nippon Genetics
Europe
Dueren, Deutschland

Roche Diagnostics,
Mannheim,
Deutschland

Roche Diagnostics,
Mannheim,
Deutschland

KAPA Biosystems,
Wilmington, MA, USA

Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA

Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA

NEB,
Frankfurt am Main,
Deutschland
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2.1.6 Antikorper

Name

Primare Antikdrper

Anti-Hiss

Anti-Flag® M2

B-Galactosidase

c-Jun

Cleaved Caspase-3
(Asp 175)

DLK (223 C-
terminale AS)

GAPDH

GFP (fiir YFP)

Glucagon

Insulin

Insulin

MBP

P38

Phospho-DLK
(Ser302)

Phospho-c-Jun (Ser
73)

Verwendung

WB: 1:650
IF: 1:200:;
1:2000
DAB: 1:100

WB: 1:1000

IF 1:50

DAB, IF: 1:50
WB: 1:3000

WB: 1:60000

IF: 1:500

IF: 1:200

DAB, IF: 1:50

IF: 1:50

WB: 1:20000

WAB: 1:1000

WB: 1:1000

WB: 1:1000

Spezies

Maus

Maus

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Maus

Kaninchen

Kaninchen

Maus

Kaninchen

Maus

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Klon

Monoklonal

Monoklonal

Polyklonal

Monoklonal

Polyklonal

Polyklonal

Monoklonal

Polyklonal

Polyklonal

Monoklonal

Monoklonal

Monoklonal

Polyklonal

Polyklonal

Monoklonal

Herkunft

Cusabio

Sigma-Aldrich

Invitrogen

Cell Signaling
Technology

Cell Signaling
Technology

Holzmann et
al., 1994
Fan et al.,
1996

Santa Cruz

Abcam

Cell Signaling
Technology

Sigma-Aldrich

Cell Signaling
Technology

New England
Biolabs

Cell Signaling
Technology

AG Oetjen
(immune
Globe)

Cell Signaling
Technology
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Phospho-SAPK/IJNK WB: 1:1000 Kaninchen

(Thr183/Tyr185)
Phospho-P38 WB: 1:1000 Kaninchen
(Thr180/Tyr182)
SAPK/INK WAB: 1:1000 Kaninchen

Sekundére Antikorper

Alexa Fluor® 488- IF: 1:50
labeled Anti-Maus

Peroxidase-labeled DAB: 1:50

Ziege

Schaf

Anti-Maus WB: 1:20000

Peroxidase-labeled DAB: 1:50

Ziege

Anti-Rabbit WAB: 1:20000

Tetramethylrhodami IF: 1:200; 1:50 Ziege

ne (TRITC)-
labeled Anti-Maus

2.1.7 Plasmide

2.1.7.1 Expressionsplasmide

Name

pcDNA3.1-FLAG-DLK wt*

PcDNA3.1-FLAG-DLK K185A*

PcDNA3.1-FLAG-DLK NLS1*

PcDNA3.1-FLAG-DLK NLS1*

pPcDNA3.1-FLAG-DLK NES*

pCcDNA3.1-FLAG-DLK CN1*
(M275R/1277K)

34

Herkunft

Mus musculus

Mus musculus

Mus musculus

Mus musculus

Mus musculus
Mus musculus

Polyklonal Cell Signaling

Technology
Polyklonal Cell Signaling

Technology
Polyklonal Cell Signaling

Technology
Polyklonal Invitrogen

Polyklonal Dianova

Polyklonal Dianova

Polyklonal Invitrogen

Referenz

Holzman et al., 1994

Mata et al., 1996

Wallbach et al., 2016

Wallbach et al., 2016

Wallbach et al., 2016
Diese Arbeit
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pCDNA3.1-FLAG-DLK CN2*
(L362A/V364A)

pcDNA3.1-FLAG-DLK CND*
(M275R/I1277K) /
(L362A/V364A)

pPcDNA3.1-FLAG-DLK L362A*

PcDNA3.1-FLAG-DLK L362R*

pPcDNA3.1-FLAG-DLK V364A*

PcDNA3.1-FLAG-DLK W334A*

PcDNA3.1-FLAG-DLK Y343A*

PcDNA3.1-FLAG-DLK Y343F*

pMAL-c2x-MBP
(140-517aa)

PMAL-c2x-MBP-DLK wt
(140-517aa)

PMAL-c2x-MBP-TEV-DLK wt
(140-517aa)

PMAL-c2x-MBP-TEV-DLK
L362A
(140-517aa)

PMAL-c2x-MBP-TEV-DLK
V364A
(140-517aa)

pPMAL-c2x-MBP-TEV-DLK
L362A/V364A
(140-517aa)

PET15b-p11-CNA1-391/CNB1-170

Gal4-c-Jun

Mus musculus

Mus musculus

Mus musculus

Mus musculus

Mus musculus

Mus musculus

Mus musculus

Mus musculus

Mus musculus

Mus musculus

Mus musculus

Mus musculus

Mus musculus

Homo sapiens

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Rohollah Babaeikelishomi
(Dissertation)

Rohollah Babaeikelishomi
(Dissertation)

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Grigoriu et al., 2013

AG Oetjen
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Gal4-CREB (CRG)* Oetjen et al., 2005

pBluescript (BS) Leervektor Invitrogen, Karlsruhe, Germany

*volle Lange des Proteins

2.1.7.2 Reportergenplasmide

Name Promotor Referenz
4xSomCRE-Luc Herpes Simplex Virus-Thymidin  Oetjen et al.,
Kinase (HSV-TK) 1994
c-fos-Luc c-fos (Homo sapiens) Oetjen et al.,
2007
pG5E1BLuc E1B Adenovirus Oetjen et al.,
2005
pGFP-Mutante topaz gold Cmv Canberra-
(pGFPtpz) Packard,
Dreieich,
Germany

2.1.8 DNA- und Proteinmolekulargewichtsmarker

Die DNA- und Proteinmolekulargewichtsmarker wurden von Fermentas Life Sciences
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) bezogen.

Fur die DNA-Analyse auf Agarosegelen:
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
GeneRuler™ 1kb plus DNA Ladder

Fur die Proteinanalyse auf SDS-PAGE:

PageRuler™ Prestained Protein Ladder (10 kDa - 170 kDa)
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (10 kDa - 250 kDa)
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2.1.9 Biologisches Material

2.1.9.1 Bakterienstamme

One Shot® StbI3™ chemisch kompetente apathogene Escherichia Coli (E.coli)
wurden  zur  Plasmid-Amplifikation und zur  Expression rekombinanter
MBP-Fusionsproteine verwendet. One Shot® BL21(DE3) chemisch kompetente
apathogene Escherichia Coli wurden ausschlie@3lich fir die Expression vom

rekombinanten His-markierten Calcineurin genutzt.

2.1.9.1.a Medien

LB-Medium/LB-Amp-Medium

Hefeextrakt 0,5% (w/v) 59
NacCl 0,5% (w/v) 59
Pepton 1% (wiv) 109
dH20 adlL
Ampicillin 50 pg/mL

SOB-Medium

Hefeextrakt 0,5% (w/v) 59
NacCl 0,05% (wi/v) 0,59
Pepton 2% (w/v) 2049
dH20 ad 1L
SOC-Medium*

Glukose (steril filtriert) 2% (VIV) 20 mL (1 M Loésung)
SOB-Medium ad1llL

*Vor Gebrauch eine MgClz-Losung (2 M) hinzugeben (Endkonzentration 5 pL/mL).

Transformationpuffer

KCl 250 mM 18,65 g
MnClz x 4 H20 55 mM 10,88 g
CaClz x 2 H20 15 mM 2,20 g
PIPES (pH 6,7) 10 mM 20 mL (0,5 M PIPES)
dH-0 ad 1L
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Alle Medien wurden autoklaviert (121 °C, 20 min) und bei 4 °C gelagert. Vor Gebrauch
wurde dem LB-Medium das Antibiotikum frisch hinzugegeben (LB-Amp-Medium).

Je nach Experiment wurde ein bestimmtes Volumen an LB-Amp-Medium verwendet,
mit den Bakterien (z.B. aus einem Glycerol-Stock oder eine Kolonie auf der LB-Amp-
Agarplate) geimpft und auf einer Schiuttelplattform bei 220 U/min bei 30 °C - 37 °C
geschuttelt.

Zur Herstellung von LB-Amp-Agarplatten wurde LB-Medium hergestellt und 1,5% (w/v)
Agar zugesetzt. Die Losung wurde bei 121 °C fur 20 min autoklaviert und auf etwa
50 °C abgekuhlt. AnschlieRend wurde Ampicillin (50 pg/mL) hinzugegeben und in
10 cm Schalen gegossen. Die Agarplatten wurden bei 4 °C fur max. 3 Monate gelagert.

2.1.9.1.b Herstellung chemisch kompetenter E.Coli

One Shot® StbI3™ und One Shot® BL21 (DE3) wurden nach der Inoue-Methode
(Inoue et al., 1990) hergestellt. Dazu wurden 2 pL der Zellen in 25 mL SOB-Medium
Uberfihrt und fur 6 - 8 h auf einer Schittelplattform bei 220 U/min und 37 °C inkubiert.
2 - 8 mL dieser Vorkultur wurden am spaten Abend in 250 mL SOB-Medium angeimpft
und bei Raumtemperatur und 220 U/min tUber Nacht bis zum Erreichen einer ODsoo
von 0,6 inkubiert. Am nachsten Tag wurde diese Ubernachtkultur fir 10 min in einem
Eiswasserbad gekuhlt und bei 4 °C und 3.000 U/min far 10 min zentrifugiert.
AnschlieBend wurden die Zellen in 20 mL eiskalten Transformationspuffer erneut
suspendiert und 7% (1,5 mL) DMSO hinzugegeben. Nach 10 min wurde die
Suspension in vorgekihlten autoklavierten 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefal3en (auf
Trockeneis gestellt) aliquotiert. Die 100 pL Aliquots wurden im flissigen Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.1.9.2 Zelllinien
2.1.9.2.a Puffer
Trypsin/EDTA-LO6sung 1x

Trypsin/EDTA 10x 1mL
DPBS 1x ad 10 mL
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2.1.9.2.b HIT-T15 Zellen

Hamster-Insulinoma-Tumorzellen (HIT Zellen) sind eine insulinproduzierende
pankreatische B-Zelllinie, welche durch die Transformation von B-Zellen des syrischen
Goldhamsters (Mesocricetus auratus) mit dem Simian-Virus-40 T15-Antigen (SV40
T-15) gefolgt von einer seriellen Klonierung hergestellt wurden (Santerre et al., 1981).
Die HIT-T15 Zellen zeigen eine glukosestimulierte Insulinsekretion, weisen eine Reihe
physiologischer Eigenschaften der normalen Hamster-f-Zellen auf und sind elektrisch
erregbar.

Fur die meisten Experimente dieser Arbeit wurden HIT-T15 Zellen verwendet.

2.1.9.2.b.1 Medien, Kultur und Langzeitkonservierung

RPMI-Komplettmedium 500 mL

RPMI Medium 1640 420 mL
Fetales Kalberserum 10% (v/v) 50 mL
Pferdeserum 5% (v/v) 25 mL
Penicillin/Streptomycin 1% (v/v) 5 mL

Im flussigen Stickstoff eingefrorene (1 mL) HIT-T15 Zellen wurde bei 37 °C aufgetaut
und in Roswell Park Memorial Institute (RPMI, Life Invitrogen) 1640-Komplettmedium
(RPMI-Komplettmedium) in 15 cm Zellkulturplatten bei 37 °C, 95% Feuchtigkeit und
5% CO:z2 kultiviert.

Die Zellen wurden einmal pro Woche bei voller Konfluenz mit sterilem 1X DPBS
gewaschen und mit 3mL 1x Trypsin/EDTA (5min bei 37°C) vom
Zellkulturplattenboden geldst. Nach dieser Zeit wurde der Verdau durch Zugabe von
7 mL RPMI-Komplettmedium gestoppt und die Zellen durch mehrmaliges Auf- und Ab-
Pipettieren von der Schale vollstandig aufgenommen. Die Zellen wurden bei 850 U/min
fur 3 min zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. HIT-Zellen wurden erneut mit
RPMI-Komplettmedium suspendiert, ein Aliquot in einer Zahlkammer gezahlt und je
nach Experiment mit einer Dichte von 10000 bis 2 Mio. Zellen/cm2 in 6- oder 12-well-
Zellkulturplatten ausgesat. Um die Zellen in Kultur zu halten, wurden andere 15 cm

Zellkulturplatten je nach Dichte in weitere 15 cm Zellkulturplatten einmal wochentlich
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gesplittet (1:2 bis 1:4). Hierbei wurde das RPMI-Komplettmedium alle 3 -4 Tage
gewechselt.

Zur Langzeitkonservierung wurden HIT-T15 Zellen in RPMI-Komplettmedium
(mit 10% DMSO) aufgenommen und in einem Tank mit flissigem Stickstoff

(flussige Stickstoffdampfphase) eingefroren.

2.1.9.2.c JEG-3 Zellen

Die JEG-3 menschlichen Chorion-Karzinom-Tumorzellen (Kohler und Bridson, 1971)
sind  hormonproduzierende  Zellen, welche unter Anderem  humanes
Chorion-Gonadotropin hCG, humanes Plazenta-Laktogen und Progesteron
sezernieren (Chou, 1982).

JEG-3 Zellen wurden wie die HIT-T15 Zellen fir transienten Transfektionen zum

Zweck der Proteinanalyse, Reportergen-Assays und Immuncytochemie verwendet.

2.1.9.2.c.I Medien, Kultur und Langzeitkonservierung

DMEM-Komplettmedium 500 mL

DMEM Medium 445 mL
Fetales Kalberserum 10% (v/v) 50 mL
Penicillin/Streptomycin 1% (vIv) 5mL

JEG-3 Zellen wurden unter denselben Bedingungen wie die HIT-T15 Zellen inkubiert
und behandelt. Die Zellen wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) High
Glucose, supplementiert mit 10% fetalem Rinderserum (FBS) und 1%
Penicillin/Streptomycin (DMEM-Komplettmedium) aufgenommen und kultiviert. Die
JEG-Zellen wurden zweimal wochentlich zu 1:7 oder 1.8 gesplittet und zwei- bis
dreimal das DMEM-Komplettmedium gewechselt.

Zur Langzeitkonservierung wurden die JEG-3 Zellen in DMEM-Komplettmedium (mit
5% DMSO) aufgenommen und im flissigen Stickstoff (flissige Stickstoffdampfphase)

eingefroren.
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2.1.9.3 Tiermodell

Die Generierung und Charakterisierung der -zellspezifisch DLK defizienten Mause
erfolgte nach den geltenden Richtlinien des ,Bundesministerium fur Erndhrung,
Landwirtschaft und Verbraucherschutz® fur Pflege und Nutzung von Versuchstieren.
Die Mause wurden in der Tierhaltung des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf
gezulchtet hatten in Makrolon®-Kéafigen freien Zugang zu Wasser und Standard-Futter
(Altromin GmbH & Co. KG, Lage, Deutschland). Alle Tiere wurden bei 20 £ 2 ° C, einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 45 bis 65% sowie bei einem Tag-Nacht-Regime von 12 h
(Lichtphase 06:00 Uhr bis 18:00 Uhr) gehalten. Die Tierversuche wurden unter den
Genehmigungsnummern G11/062_Cafeteria und ORG_721_Inseln bei der Behodrde

fur Gesundheit und Verbraucherschutz der Freien und Hansestadt Hamburg gefihrt.

2.2 Methoden

2.2.1 DNA orientierte Experimente

2.2.1.1 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist in der Biochemie und Molekularbiologie das
einfachste und effektivste Verfahren zur Identifizierung und Trennung von
DNA-Fragmenten nach ihrer molekularen Gréf3e. Hierbei fungiert das Agarosegel als
Sieb, dessen Poren den DNA-Fragmenten nach Anlegen eines elektrischen Feldes
einen Widerstand bieten. Durch diese Eigenschaft wandern kleinere DNA-Fragmente
schneller als groRRere Fragmente, welche starker durch die Siebstruktur retiniert
werden. Die GroRe des Fragmentes bestimmt den Prozentsatz (w/v) des

herzustellenden Agarosegels.

Je nach der aufzutrennenden Fragment-Grof3e wurde die Agarosemenge fir ein
0,8% - 1,2% Gel gewogen und die entsprechende Menge TAE-Elektrophorese-Puffer
hinzugegeben. Die Agarose wurde bis zur klaren homogenen Ldsung in der Mikrowelle
aufgekocht und anschlielend auf etwa 50 °C kurz abgekunhlt. Der noch flissigen
Agarose-TAE-L6sung wurde Ethidiumbromid bis zu einer Endkonzentration von
0,5 pg/mL hinzugefuigt und in die passende Giel3kammer gegossen. Diese Gelkammer
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verfugt Uber einen Kamm, um die passende Anzahl der zu bestimmenden
DNA-Proben herzustellen. Das Gel polymerisiert je nach Agarosekonzentration fur
10 - 30 min bei Raumtemperatur.

Anschlielend wurde das abgekihlte Gel in die passende Elektrophorese-Kammer
gelegt, mit TAE-Puffer bedeckt und der Kamm wurde entfernt.

Die DNA-Proben wurden mit einer Beschwerer(+Farbe)-Lésung (6x DNA Loading Dye,
Fermentas, St. Leon-Rot; Endkonzentration 1x) versetzt und in die Geltaschen
pipettiert. 5uL eines DNA-Molekulargewichtsmarkers (GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
fur Fragmente von 250-10000 bp sowie der GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder fur
Fragmente von 80-1000 bp) wurden ebenfalls aufgetragen.

Die anzulegende Spannung zum Erzeugen eines elektrischen Feldes sowie die Dauer
der Elektrophorese wurden je nach der GroRe der erwarteten Banden gewahlt.

Im Anschluss wurden die DNA-Banden mit UV-Licht der Wellenlange 366 nm
identifiziert und wenn erwiinscht ausgeschnitten und aufgereinigt (Kapitel 2.2.1.2).

Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer 1x

Tris-Base 40 mM 4,84 ¢g

Eisessig 20 mM 1,14 mL

EDTA 1 mM 2,00 mL (0,5 M Stammldsung)
dH20 ad 1L

Tris-EDTA (TE)-Puffer (pH 8,0)

Tris-Base 10 mM 121¢g
EDTA 1 mM 2,00 mL (0,5 M Stammldsung)
dH20 ad1L

2.2.1.2 DNA-Aufreinigung aus Agarosegelen

Die nach der Gel-Elektrophorese identifizierten Fragmente wurden zlgig unter
UV-Licht der Wellenlange 366 nm (EtBr-Fluoreszenz) mit einem Skalpell aus dem

Agarosegel ausgeschnitten.
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Die Isolierung der DNA erfolgte anschlieRend mittels DNA Purifikation Kits in einem
1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefal? gemafll den Angaben des Herstellers. Um die
DNA-Ausbeute zu erhéhen, wurde der Elution-Puffer oder TE-Puffer (30 yL) auf 70 °C

vorgewarmt.

2.2.1.3 Bestimmung der DNA-Konzentration und der DNA-Reinheit

2.2.1.3.a Photometrische Bestimmung

Konzentration und Reinheit der aufgereinigten DNA kénnen Uber die Messung der
optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 260 nm (ODz2s0 nm) ermittelt werden.
Diese Konzentrationsbestimmung basiert auf dem Lambert-Beer'schen Gesetz und
dient der Berechnung der Konzentration einer Lésung anhand der Absorption
monochromatischen Lichtes. Da die optische Dichte von Proteinen bei einer
Wellenlange von 280 nm (ODz2so nm) erfassbar ist (Absorptionsmaximum der Proteine),
gibt das Verhaltnis der OD260/280 Aufschluss uber die Reinheit der DNA. Eine
proteinfreie homogene DNA-Losung soll demnach ein Verhéltnis von 1,8 - 2,0
aufweisen (Sambrook et al., 1989).

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration in einer homogenen Losung ergibt aus dem

Lambert-Beer'schen Gesetz folgender Zusammenhang:

c (DNA) [t_ﬂ = ODagonm [1] * Verdiinnungsfaktor [1] + 0,05 [ﬁ_i]

Die Absorption einer 50 ug/mL Lésung doppelstrangiger DNA bei 260 nm in einer
1 cm-Quarzkivette betragt 1,0 (Sambrook et al., 1989). Da die Sichtdicke d der

Quarzkuvette 1 cm ist, kann diese rechnerisch vernachlassigt werden.

Der Multiplikationsfaktor fir DNA entspricht 50 (ug/mL). Fir RNA, einzelstrangige DNA
und Oligonukleotide werden jeweils die Multiplikationsfaktoren 40, 33 und 20 pg/mL

verwendet.

Das Lambert-Beer'sche Gesetz gilt nicht fur alle denkbaren Konzentrationen einer
Ldsung. Der lineare Zusammenhang zwischen Absorption und Konzentration muss im

Einzelfall empirisch ermittelt werden.
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Die  Konzentration und Reinheit der DNA wurde mithilfe eines
UV-Vis-Spektralphotometers (Nanodrop™) bestimmt. 1 yL der DNA-L6sung wurde
gegen 1 pL des verwendeten reinen Puffers zur DNA-Extraktion (meistens TE-Pfuffer)
gemessen.

Der lineare Bereich zur Messung der Konzentration einer DNA-L6sung wurde fr den

verwendeten Nanodrop™ 1000 wie folgt empirisch ermittelt (Abbildung 2.1).
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Abbildung 2.1: Kalibrierung der Absorption / ¢ (DNA) [y,x]. Aufgetragen wurden die Mittelwerte der
gemessenen ADNA-Verdinnungen gegen die Mittelwerte der gemessenen Absorption [y-Achse]. Es
wurden verschiedene Verdinnungen der Lambda-DNA (ADNA, 0,3ug/uL, Fermentas) hergestellt (1:5,
1:10, 1:15, 1:20, 1:25, 1:30). 1 pL jeder Loésung wurde drei Mal gemessen und der jeweilige Mittelwert
gebildet. Aus der obigen Regressionsgerade ergibt sich ein linearer Bereich fir das Absorptionsintervall
0,08 - 0,8 [1].

2.2.1.3.b Abschéatzung der DNA-Konzentration mittels Agarosegel

Zur besseren Einschatzung bzw. Verifizierung der mittles Nanodrop™ ermittelten
DNA-Konzentrationen wurden 25-70 ng DNA auf ein Agarosegel aufgetragen.
Anhand der Bandenintensitat nach der Gel-Elektrophorese wurde die DNA-LOsung mit
bekannten DNA-Mengen (DNA- Molekulargewichtsmarker oder ADNA) verglichen und
mithilfe der Auswertungssoftware Image Studio™ Lite quantifiziert (Abbildung 2.2).
Dieses Verfahren ermdglicht Verunreinigungen mit DNA-Fragmenten anderer Grolie

auszuschlie3en, wodurch die Effizienz der DNA-Ligation steigt.

44



MATERAL UND METHODEN

GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder

0'GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder,
ready-to-use
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Abbildung 2.2: Représentative Darstellung zur Bestimmung von DNA-Konzentrationen aus
einem Agarosegel mithilfe eines DNA-GréRRenmarkers. Der DNA-Molekulargewichtsmarker (links)
liefert die DNA-ReferenzgroRe und die DNA-Menge zur Auswertung. Ein typisches Agarosegel (rechts)
mit zwei Proben (A,B) zur quantitativen Bestimmung. Als Referenzbanden werden 1 (2000 bp) und 3
(500 bp) verwendet. M = 5 uL DNA-Molekulargewichtsmarker; A = 5 puL Fragment A; B = 5 L
Fragment B. Die Zahlen auf dem Agarosegel (in blau) stehen fiir die Bandenintensitaten
(Bande 1 = 7680; Bande 2 = 48200; Bande 3 = 11800; Bande 4 = 118000).

5 pL des DNA-Molekulargewichtsmarkers entsprechen 0,5 ug Gesamt-DNA. Es wurde
eine von der GroRRe des Fragmentes ahnliche Bande des
DNA-Molekulargewichtsmarkers als Referenz fur die Masse genommen. Die
Intensitaten der zu untersuchenden Banden wurden in der obigen Abbildung mittels
Image Studio™ Lite quantifiziert und in Relation zur jeweiligen Referenzbande gesetzt.
Diese berechneten DNA-Konzentrationen wurden mit den mit Nanodrop™ ermittelten
DNA-Konzentrationen verglichen. Bei grol3en Abweichungen wurde die mittels

Agarosegel berechnete Konzentration gewéhlt.

2.2.1.4 Restriktionsenzymverdau

Ein Restriktionsenzymverdau ist eine molekularbiologische Methode zur Verifizierung

der Identitat von DNA bekannter Sequenz, zum Vergleich der Identitat zweier
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DNA-Proben anhand der entstehenden charakteristischen Fragmente sowie zur
Vorbereitung von DNA-Fragmenten zur Klonierung.

2 - 4 pg Plasmid DNA wurden zum Schneiden und zur Aufreinigung des Vektors
eingesetzt. Der Restriktionsverdau erfolgte mit 2 Units/luyg DNA (1 - 2 L) je
Restriktionsenzym. Im Allgemeinen wurden Fast Digest Enzyme verwendet und der
Reaktionsmix fir 12 min bei 37 °C inkubiert. Der gesamte verdaute Ansatz wurde
mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt, das Vektor-Fragment ausgeschnitten,
aufgereinigt und dephosphoryliert (Kapitel 2.2.1.5).

PCR-Fragmente wurden nach der DNA-Aufreinigung ebenfalls verdaut, um die
passenden Enden zur Ligation zu erzeugen. Der Verdau von PCR-Fragmenten fand
Uber Nacht statt, um die Effizienz der Reaktion fur terminale Kkurze
Erkennungssequenzen zu erhdhen. Hierfir wurden klassische Restriktionsenzyme
(Thermo Scientific, NEB) und die dazugehérigen Reaktionspuffer verwendet.

Dem aufgereinigten PCR-Fragment (30 uL) wurden 2 Units (1 yL) je Reaktionsenzym,
das entsprechende Volumen an 10x Puffer hinzugegeben und mit dH20 auf 40 pL
aufgeflllt. Am folgenden Tag wurde der gesamte Fragment-Ansatz nach
Agarose-Gelelektrophorese ausgeschnitten, aufgereinigt und zur Ligation eingesetzt
(Kapitel 2.2.1.6). Zur schnellen Identifizierung nach der DNA-Minipraparation kamen

ebenfalls Fast Digest Enzyme zum Einsatz.

Typischer Restriktionsenzymverdau (Fragment DNA)

Fragment DNA 30,0 yL (nach DNA-Gel-Extraktion)
Puffer (10x) 4,0 uL
Restriktionsenzym 1 1,0 uL
Restriktionsenzym 2 1,0 uL
dH20 ad 40,0 pL

Typischer Restriktionsenzymverdau (Vektor DNA)

Vektor DNA (Plasmid) XXX WL (2 pg - 4uQ)
Fast Digest Green Buffer (10x) 2,0 uL
Restriktionsenzym 1 1,0-2,0uL
Restriktionsenzym 2 1,0-2,0 pL
dH20 ad 20,0 pL
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Typischer Restriktionsenzymverdau (Screeninqg)

Plasmid DNA (Miniprap) 16,0 uL (0,5 pg - 2 pg)
Fast Digest Green Buffer (10x) 2,0 uL
Restriktionsenzym 1 1,0 uL
Restriktionsenzym 2 1,0 uL

2.2.1.5 DNA-Dephosphorylierung des 5 -Endes

Fur die mit Restriktionsendonukleasen linearisierten Plasmide, deren Enden
identische Restriktionsschnittstellen besitzen, erfolgte die Dephosphorylierung am
5'- Ende mittels der calf intestine alkaline phosphatase (CIAP).

Der nach dem Restriktionsverdau und anschlieRender Agarose-Gelelektrophorese
aufgereinigte linearisierte Vektor wurde mittels Nanodrop™ quantifiziert. Fir den
Dephosphorylierungsschritt wurden der in TE-Puffer aufgenommenen Menge an
Vektor (ca. 30 pL) 4 pL des 10x CIAP-Reaktionspuffers und 2 pL (2 Units) der
alkalischen Phosphatase (FastAP) hinzugegeben und auf 40 pL mit dH20 aufgefillt.
Der Reaktionsmix (1,5 mL Eppendorf-ReaktionsgefalR) wurde bei 37 °C fur 10 min in
einem Thermomixer inkubiert. Anschlie3end wurde die alkalische Phosphatase durch
funfminitiges Erhitzen bei 75 °C inaktiviert. Eine weitere Aufreinigung der
dephosphorylierten Vektor-DNA war nicht mehr erforderlich. Die mittels Nanodrop™
gemessene Konzentration in 30 pL muss nach der Reaktion auf 40 uL Endvolumen

angepasst werden (Verdinnungsschritt).

Typischer Dephosphorylierung-Ansatz

Vektor-DNA 30,0 yL (nach DNA-Gel-Extraktion)
CIAP-Reaktionspuffer (10x) 4,0 uL
FastAP 2,0 pL
dH20 ad 40,0 pL
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2.2.1.6 DNA-Ligation

Das mittels Restriktionsenzymen an den 3'und 5 -Enden geschnittene PCR-Fragment
wurde erneut auf ein Agarosegel aufgetragen, die erwartete Bande ausgeschnitten
und mithilfe eines Gel/PCR-Extraktionskits aufgereinigt.

Der zu verwendende Vektor wurde nach Linearisierung mit Restriktionsenzymen und
nach Aufrenigung mit dem Gel/PCR-Extraktionskit an seinem freien 5'-Phosphatende
dephosphoryliert, um die Religation zu verhindern (Kapitel 2.2.1.5).

Die jeweilige DNA-Menge wurde mittels Nanodrop™ und halbquantitativ auf einem
Agarosegel ermittelt. Hierbei ist auf die DNA-Messung des Vektors vor
Dephosphorylierung zu achten.

Die nétigen Verhaltnisse zur Ligation wurden mit folgenden Formeln kalkuliert:

660 ng * 10°

mol = bp * Grofesert [bP]

Massensers [ng] = 3 * Stof fmengeyexror [Mol] *

Berechnung der bendtigten Masse des Fragmentes

MasseVektor [ng]
660 ng * 10°

StoffmengeVektor [m0l] =
* GrbﬁeVektor [bp]

mol * bp
Berechnung der molaren Menge des Vektors
Ligationsansatz (21 pl)
Fragment DNA xxx UL (nach Formel Masseinsert)
Vektor DNA (Plasmid) dephosphoryliert xxx WL (30 - 60 ng)
T4-DNA-Ligase Puffer (10X) 2,0 uL
PEG 4000 (50%) 2,0 uL
dH20 ad 20,0 pL
T4-DNA-Ligase 1,0 uL

Der Ligationsansatz wurde in einem 1,5 mL Eppendorf-Reaktions-Gefal3 auf Eis
pipettiert, vorsichtig gemischt und tber Nacht (14 - 16 h) bei 16 °C im Thermomixer
inkubiert. Anschlieend wurde der gesamte Ligationsansatz zur Transformation

chemisch kompetenter E.Coli-Bakterien verwendet (Kapitel 2.2.1.8).
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2.2.1.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) ist ein
Verfahren zur zielgerichteten exponentiellen Vervielfaltigung (Amplifikation) eines
DNA-Fragmentes in vitro. Die PCR wurde zu Klonierungszwecken sowie zur
Bestimmung des Mausgenotyps bei der Generierung der B-zellspezifisch DLK

defizienten Mause (B-DLK™) bestimmt (Kapitel 2.2.1.7.c).

2.2.1.7.a Klonierung der pcDNA3.1-DLK-Mutanten

Mittels  site-directed  mutagenesis wurden zwei putative  Calcineurin-
Interaktionsdomanen (PxIXIT und LxVP) innerhalb der DLK modifiziert, in dem man
bestimmte Aminosauren des entsprechenden Konsensusmotifs mutierte.

Alle Mutationen wurden unabhangig voneinander und in analoger Weise hergestellt.
Es wurden je zwei innere und zwei aul3ere Primer (BstEll_forward und Xhol_reverse)
hergestellt. Die inneren Primer (forward und reverse) trugen die Mutation
komplementéar zueinander, sodass nach Synthese der jeweiligen Fragmente eine
Hybridisierung Uber diesen Anschnitt moglich war. Die zwei auf3eren Primer
hybridisierten an den Restriktionsstellen BstEll (Eco91l) und Xhol der template DNA
und flankierten die Mutation an den Enden, um eine Ligation in den Vektor Uber diese
Restriktionsstellen zu ermdglichen (Abbildung 2.3). Im ersten Schritt (Fragment PCR)
wurden die Produkte A und B mit dem jeweiligen Primer-Paar getrennt voneinander
synthetisiert. Hierbei diente der pcDNA3.1-DLK wt (DLK wt) als template. Die
Fragmente wurden in ausreichender Menge mittels Agarose-Gelelektrophorese
aufgetrennt und anschlieBend aufgereinigt. Aquimolaren DNA-Mengen dieser
Fragmente wurden flr eine zweite PCR eingesetzt, eine sogenannte primerless PCR.
In diesem Schritt fungieren die DNA-Fragmente als template und Primer zugleich. An
den Uberlappenden Enden der mutierten Fragmente hybridisieren beide Produkte und
werden mithilfe der dNTPs und Polymerase bis zum nachsten Ende verlangert.

Fur den letzten Schritt wurden 3 - 6 YL dieses Ansatzes entnommen und als template
fur die Amplifikation PCR eingesetzt. In diesem neuen Ansatz sind die &uf3eren
Primer fur die endgultige Amplifikation verantwortlich.
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Abbildung 2.3: Schema zur Herstellung der pcDNA3.1-DLK-Mutanten mittels site-directed
mutagenesis. Schritt 1: Die DNA-Fragmente (Produkte A und B) wurden jeweils mit dem Primer, der
die einzufiihrende Mutation (Mutation = rote Striche) tragt, dem aufReren Primer und mit DLK wt als
template Uber die Fragment PCR syntethisiert. Schritt 2: Die Produkte fungierten als template und
zugleich als Primer fur die primerless PCR. Schritt 3: Die Zugabe der dul3eren Primer ermdglichte die

Amplifikation des mutierten DNA-Fragmentes.

Fur die Mutation DLK CN1 wurden das Met-275 und das Iso0-277 in der
PxIxIT-Calcineurin-Interaktionsdomane in Arg-275 und Lys-277 (273-PNMLIT-278 in
273-PNRLKT-278) mutiert. Fir DLK CN2 wurden das Leu-362 und das Val-364 des
LxVP-Motifs jeweils in Ala (362-LPVP-365 in 362-APAP-365) verandert.
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Zur Herstellung der Doppelmutante DLK CND, welche beide Mutationen
(273-PNRLKT-278 und 362-APAP-365) besitzt, wurden die Plasmide von DLK CN1
und DLK CN2 mittels Restriktionsverdau mit dem Restriktionsenzym BbvCl

geschnitten (Abbildung 2.4) und das jeweils mutierte Stlick zur Ligation verwendet.

4. _ BstEll
5 - PNMLIT
pcDNA3 DLK wt l___P BbvCl
8114 bp ‘ ) LPVP
" DLK wt
4 4 :
Xhol

Abbildung 2.4: Schema des pcDNA3.1-DLK wt mit den Calcineurin-Interaktionsdoméanen und

Restriktionsenzymen zur Herstellung der DLK CND.

Als template DNA wurde das mutierte DLK CN1 verwendet und mit BbvCl und Xhol in
einem Doppelrestriktionsenzymverdau geschnitten. Das langere Fragment bestehend
aus 6490 bp wurde hier mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und
ausgeschnitten. Das fehlende kirzere Fragment (1624 bp) wird aus dem
Restriktionsenzymverdau mit BbvCl und Xhol und der mutierten DLK CN2
aufgereinigt. Nach der DNA-Extraktion aus den Gelfragmenten wurden beide
DNA-Abschnitte mittels der T4-DNA-Ligase verknupft.

Weitere pcDNA3.1-DLK-Mutaten wurden mit dem pcDNA3.1-DLK wt als template
erzielt: DLK L362A, DLK L362R, DLK V364A, DLK Y343A, DLK Y343F, DLK
W334A, DLK NES.
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Tabelle 2.1: Primer der pcDNA3.1-DLK-Mutanten

Name Primersequenz (5°—3’)

BstEll for ACTGGGTCACCTGAGAGTCGAGCA
Xhol rev TGCATGCTCGAGTCATGGAGGAAG
CN1 for GTCACCCAACAGGCTAAAAACATACGA
CN1 rev TCGTATGTTTTTAGCCTGTTGGGTGAC
CN2 for CTCCACGCTCCTGCCCCCTCCAGC
CN2rev GCTGGAGGGGGCAGGAGCGTGGAG
L362A for CTCCACGCTCCTGTACCCTCCAGC
L362A rev GCTGGAGGGTACAGGAGCGTGGAG
L362R for CTCCACCGACCTGTACCCTCCAGC
L362R rev GCTGGAGGGTACAGGTCGGTGGAG
V364A for CTCCACCTGCCTGCCCCCTCCAGC
V364A rev GCTGGAGGGGGCAGGCAGGTGGAG
Y343A for TGGAGAGATTCCCGCTAAAGATGTAGA
Y343A rev TCTACATCTTTAGCGGGAATCTCTCCA
Y343F for TGGAGAGATTCCCTTTAAAGATGTAGA
Y343F rev TCTACATCTTTAAAGGGAATCTCTCCA
W334A for GTGCTAGCAGAACTACTGACTGGA
W334A rev TCCAGTCAGTAGTTCTGCTAGCAC
NES for CTCATGGCGCAAGCAGAAGCGAAAGAGAGGG
NES rev TTTCGCTTCTGCTTGCGCCATGAG

Mutierte Aminosauren in rot und fett. Palindromische Erkennungssequenz fur Restriktionsenzyme in

kursiv und unterstrichen.
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Typischer PCR-Reaktionsansatz (Fragment PCR)
template DNA (Plasmid DNA) 80 - 120 ng

dNTPs 200 pM
Puffer + Mg?* (10x) 1x
Primer_forward 50 pmol
Primer_reverse 50 pmol
Polymerase 1U
dH20 ad 50,0 pL

Typischer primerless PCR-Reaktionsansatz

Fragment DNA (kurz) 30-60ng

Fragment DNA (lang) X (&quimolare Menge)
dNTPs 200 uM

Puffer + Mg?* (10x) 1x

Polymerase 1U

dH20 ad 50,0 pL

Typischer PCR-Reaktionsansatz (Amplifikation PCR)

template DNA 3-6uL
(aus primerless PCR-Ansatz)

dNTPs 200 uM
Puffer + Mg?* (10x) 1x
AuRerer Primer_forward 50 pmol
AlRerer Primer_reverse 50 pmol
Polymerase 1U
dH20 ad 50,0 uL

Tabelle 2.2: PCR-Protokolle der pcDNA3.1-DLK-Mutanten

Fragment/Amplifikation: »primerless®:

98 °C 30s 98 °C 30s

98 °C 10s 98 °C 10s

X°C 10-30s [x32 58/62 °C 10-30s [x12
72 °C 45 s 72 °C 45s

72 °C 10 min 72 °C 10 min
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2.2.1.7.b Generierung der pMAL-MBP-TEV-DLK-Konstrukte

Verwendet wurde das pMAL-MBP-DLK wt als template zur Insertion der TEV (Tobacco
Etch Virus)-Spaltungserkennungssequenz. Die kodierende Sequenz fir DLK wWt140-517
(140aa - 517aa) wurde in den Vektor pMAL-c2x einkloniert, um das pMAL-MBP-DLK
wt herzustellen (Dissertation Rohollah Babaeikelishomi). DLK wt Protein ist somit mit
MBP (Maltose Binding Protein) an seinem N-terminalen Ende fusioniert.

Zur Herstellung des pMAL-MBP-TEV-DLK wt wurden zun&chst forward und reverse
Primer designt, welche die TEV-Spaltungserkennungssequenz (Pfeil zeigt die

Spaltungsstelle) enthalten:
TEV: 5-GAAAACCTGTATTTTCAGGGC-3* > GIu-Asn-Leu-Tyr-Phe-GInYGIy

Der pMAL-MBP-DLK wt kann wie folgt veranschaulicht werden:

pMAL-c2x- - - - - -pMAL-c2x
Vektor Vektor

Die Restriktionsstellen Ndel und Sall wurden zum Design der auf3eren Gegenprimer
und zur Synthese der jeweiligen Fragmente verwendet. Die Fragmente - -
TEV (1209 bp) und TEV- - - (1171 bp) wurden getrennt hergestellt,
mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und aufgereinigt. Mittels primerless
PCR und anschlieBender Amplifikation wurde das veranderte Fragment erzeugt
(2380 bp):

pMAL-c2x- - -TEV- - - -pMAL-c2x

Als Vektor zur Ligation diente der mit den Restriktionsenzymen Ndel und Sall
geschnittene pMAL-MBP-DLK wt (5454 bp).
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Laclq promotor Laclq promotor
Laclq / Laclq
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Abbildung 2.5: Schema der pMAL-c2x MBP-DLK wt (links) und pMAL-c2x MBP-TEV-DLK wt

(rechts) Plasmide.

Zur Umklonierung der Mutationen der LxVP Calcineurin-Interaktionsdoméane von dem
pcDNAS3.1-Vektor in den MBP-TEV-Vektor wurden die bereits hergestellten pcDNA3.1-
DLK-Mutanten als template eingesetzt. Die Schnittstellen BamHI und Sall werden mit
den Primern eingeflgt. Die Fragment PCR soll nicht nur die Schnittstellen einflgen,
sondern auch die entsprechenden Mutanten DLK L362A, DLK V364A und DLK
L362A/V364A (DLK CN2) amplifizieren. Die entsprechende Bande ist ca. 1,2 kb grof3
und entspricht der Lange des DLK wt Proteins (140aa — 517aa). Als Vektor diente das
pMAL-MBP-TEV-DLK wt nach Verdau mit den Restriktionsenzymen BamHI und Sall
(ca. 6,7 kb).

Tabelle 2.3: Primer der pMAL-MBP-TEV-DLK-Konstrukte

Name Primersequenz (5°—3’)

Ndel-MBP for# CAAGGACCATAGCATATGAAAATCGAAGAAG
TEV-MBP rev? GCCCTGAAAATACAGGTTTTCGAATTCTGAAATC
TEV-MBP for# GAAAACCTGTATTTTCAGGGCGGATCCTCCACAG
Sall-MBP rev (neu) # CCTGCAGGTCGACGTTTCCATGTAGGAGG
BamHI-MBP for* AAGGGATCCTCCACAGAACACAAG (BamHI-DLK140aa)
Sall-MBP rev* AAGTGTCGACGTTTCCATGTAGGAGG (DLKs517aa-Sall)

TEV-Erkennungssequenz (rot und fett). Palindromische Erkennungssequenz fur Restriktionsenzyme

in kursiv und unterstrichen. #Primer zur Generierung von pMAL-MBP-TEV-DLK wt; *Primer entworfen

von Rohollah Babaeikelishomi (Dissertation).
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2.2.1.7.c Bestimmung des Mausgenotyps bei der Generierung der
B-zellspezifisch DLK defizienten Mause (B-DLK™)

Fur die Bestimmung des Genotyps der Mause wurden Schwanz- oder Ohrbiopsien von
neugeborenen Mausen entnommen. Die DNA-Extraktion aus dem Gewebe sowie der
PCR-Mischungsansatz wurden nach der Anleitung des Herstellers vom KAPA® Mouse
Genotyping Hot Start Kit durchgefihrt.

Die verwendeten Primer und Protokolle sind den Tabellen 2.4 und 2.5 zu entnehmen.

Tabelle 2.4: Primer zur Genotypiserung der Mause

Name Primersequenz (5°—3’)

neo for* ATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAG
neo rev* TCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAG
loxP-3* for CTGCACTGGCCTGCAGAAAACACAT
loxP-3' rev ATGAACTGATGGCGAGCTCAGACCA

flp-Deleter for*
flp-Deleter rev*
Cre GLOB for*
Cre GLOB rev*
Cre RIP for*
Cre RIP rev#
E2 for

ES5 for

E7 rev

GTCACTGCAGTTTAAATACAAGACG
GTTGCGCTAAAGAAGTATATGTGCC
TAACATTCTCCCACCGCTAGTACG
AAACGTTGATGCCGGTGAACGTGC
GGAAAATGCTTCTGTCCGTTTG
CGCATAACCAGTGAAACAGCATT
CCAGATCCCTGTAAGAACACCCTCCATT
CTCAGATTTTGGCACTTCCAAGGAGCTG
TCTCCTGGGGTGTAGAGAGCACATCA

#Primer entworfen von PD Dr. Irm Hermans-Borgmeyer (Transgene Tiere, ZMNH); #*Primer entworfen

in der Gruppe von Kathrin Maedler (Universitat Bremen) (mod. Herrera, 2000).
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Tabelle 2.5: PCR-Protokolle zur Genotypisierung der Mause

Programm ,,LoxP-3’“: Programm ,,neo/flp/CreGLOB/CreRIP*:
95 °C 3 min 95 °C 3 min
95 °C 15s 95 °C 15s
58 °C 10s x 35 55°C 10s X 35
72 °C 10s 72 °C 10s
72 °C 5 min 72 °C 5 min
Fragmentgrof3e: 131 bp Fragmentgrof3e: 795 bp (neo)
480 bp (flp)
214 bp (Cre GLOB)
Programm ,,EXON*: 250 bp (Cre RIP)
95 °C 3 min
95 °C 15s
55°C 10s X 35
72 °C 35s
72 °C 10 min
FragmentgroRe: 907 bp
1178 bp
1258 bp

Genotypisierung-Programme fir den Bio Rad T100® Thermocycler.

2.2.1.8 Transformation chemisch kompetenter Bakterien

Die Transformation ist eine molekularbiologische Methode, um exogene Plasmid DNA
in “kompetente” Bakterienzellen einzufuhren. Diese fremde rekombinante Plasmid
DNA ist mit einem bakteriellen Replikationsursprung ausgestattet, welcher von den
Zell-DNA-Polymerasen erkannt und wie die eigene DNA repliziert wird. Zur Selektion
der von den Bakterienzellen aufgenommenen Plasmid DNA werden in der Regel
Antibiotika-Resistenz Gene, beispielsweise fir die p-Lactamase, in den Vektor der

Plasmid DNA eingebaut.

Chemisch kompetente Zellen (100 pL Aliquot) wurden auf Eis aufgetaut. 30 - 100 ng
Plasmid DNA wurden hinzu pipettiert und fur 30 min auf Eis gelagert. Diese Plasmid-
Zellen-Mischung wurde bei 42 °C fur 90 s inkubiert und anschlie3end fur weitere 90 s
auf Eis gehalten. 900 uL SOC-Medium wurden den Bakterienzellen zugesetzt und bei
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37 °C fur 45 min in einem Wasserbad inkubiert. Danach wurden die Bakterien bei
1.000 xg fur 2 min zentrifugiert und der Uberstand durch kurzes Kippen verworfen.
Schatzungsweise 100 pL der tibrigen Bakteriensuspension wurden auf einer bei 37 °C
vorgewarmten LB-Agarplatte mit Ampicillin (50 pg/mL) als Antibiotikum zur Selektion

ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.1.9 DNA-Minipraparation

High pure Plasmid Isolation Kits wurden zur Plasmid-DNA-Extraktion eingesetzt. Die
schnelle Verifizierung vieler Kolonien nach der Klonierung wurde durch folgende
modifizierte ~ Mini-Praparation  der  konventionellen  Methode  ermdglicht
(Sambrook et al., 1989):

Buffer Q1 (Lagerung bei 4°C)

Tris/HCI pH 8,0 50 mM 6,06 g Tris/HCI
EDTA pH8,0 10 mM 3,72 g EDTA - 2H20
Vor Gebrauch frisch zugeben:

Rnase A 100 pg/mL 100 mg RNase A
dH20 ad 1000 mL

Buffer Q2 (Lagerung bei RT)

NaOH 200 mM 8,0 g NaOH Platzchen
SDS 1% 50 mL 20%-SDS-Stammlésung
dH20 ad 1000 mL

Buffer Q3 (Lagerung bei RT)
Kaliumacetat (pH 5,5) 3 M 299,5 g Kaliumacetat
dH20 ad 1000 mL

Nach erfolgreicher Transformation wurden einige der auf der LB-Amp-Agarplatte
(50 pg/mL) gewachsenen Kolonien gepickt und in einem 15 mL Plastikréhrchen mit
4 mL LB-Amp-Medium (50 pg/mL) tdber Nacht in einem Schiuttler bei 37 °C und
200 U/min inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde am néchsten Tag fur 5 min bei

4.000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellsediment

58



MATERAL UND METHODEN

wurde in 250 pL ,Q7 Buffer” resuspendiert und in ein 1,5 mL Eppendorf-
Reaktionsgefal® tberfuhrt. Im folgenden Schritt wurden 250 pL des , Q2 Buffer” rasch
am Rand des Reaktionsgefal3es vorsichtig hinzugegeben und 5 - 8 Mal durch sanftes
Invertieren gemischt. AnschlieBend wurde fir max. 5 min auf Eis inkubiert. Nach der
Bakterienlyse wurden 300 pL des ,Q3 Buffer” langsam hinzugefugt, erneut achtmal
invertiert und fir 15 min bei 4°C und bei hochster Leistung (14.000 - 15.000 U/min)
zentrifugiert. Das Zellsediment wurde verworfen und der Uberstand in ein neues
1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefal’ tberfuhrt.

Danach schloss sich eine DNA-Ethanol-Préazipitation an. Das dreifache Volumen
eiskalten absoluten Ethanols wurde zugegeben, mehrmals geschwenkt und ftir 45 min
bei -20 °C gelagert.

Nach dieser Inkubationsphase wurde die DNA-Mischung bei 4 °C und 14.000 U/min
fir 30 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die prazipitierte DNA mit 1 mL
einer 70% (v/v) Ethanol-L6sung fur 5 min gewaschen. Anschlie3end wurde die Lsung
erneut bei 4 °C und 14.000 U/min fur 15 min zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig
abgesaugt und das Prazipitat bei Raumtemperatur fir 5 - 10 min getrocknet. Der
getrocknete Plasmid-DNA-Pellet wurde in 20 - 30 pL TE-Puffer (pH 8,0)
aufgenommen. Zur Uberpriifung der Identitat wurde ein Restriktionsenzymverdau

verwendet.

2.2.1.10 DNA-Maxipraparation

Um grolRe Mengen hochreiner Plasmid-DNA zu isolieren, wurden High Pure Maxiprep
Kits entsprechend der Herstellerangaben verwendet.

Hierfar wurden 500 mL LB-Amp-Medium (50 pug/mL) mit dem positiv getesteten und
sequenzierten Klon (Glycerol-Stock) in einem 1000 mL Erlenmeyerkolben tber Nacht
im Schattelinkubator bei 37 °C und 200 U/min inokuliert. Am Folgetag wurde bis zur
ODsoo von 6,0 - 8,0 inkubiert. Nach Erreichen der optischen Dichte wurde die Kultur
auf zwei 250 mL Zentrifugen-Becher verteilt und in einer vorgekuhlten Zentrifuge fur
10 min bei 4 °C und 4.500 U/min zentrifugiert. Danach wird nach den
Herstellerangaben gearbeitet.

Das luftgetrocknete Plasmid DNA-Pellet wurde je nach Dichte (optische Inspektion)

entweder in 80 pyL oder 100 pL TE-Puffer (pH 8,0) aufgenommen.
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2.2.1.11 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung dient der Verifizierung der mittels Restriktionsverdau als
positiv identifizierten Klone. Dieses Verfahren gibt Aufschluss lber die exakte
Nukleotidabfolge eines DNA-Fragmentes.
Der Sequenzierungsservice von Eurofins MWG Operon wurde verwendet, um die
hergestellten Konstrukte zu sequenzieren. Die gelieferte FASTA-Sequenz wurde
mithilfe der Software Vector NTI® analysiert.
Die zu bestimmende Plasmid DNA wurde in ein 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefald
pipettiert und auf 15 pL mit dH20 aufgefullt. Anschlielend wurden 2 pL des
gewilnschten Seqg-Primers (10 pmol/uL) hinzugegeben. Das Endvolumen betrug
17 pL.
Folgende Anforderungen gelten fur das Designen eines eigenen Seguenzierung-
Primers:

- Lange: 16 - 25 bp

- Schmelztemperatur (Tm): 50 - 62 °C

- GC-Gehalt: 35 - 60%

2.2.2 Protein orientierte Experimente

2.2.2.1 Zelllyse zur Proteinanalyse

Die Ernte von HIT-Zellen konnte 48 h nach der transienten Transfektion oder 24 h nach
dem Ausplattieren (Kapitel 2.2.3.1) unter nicht sterilen Bedingungen vorgenommen
werden. Die Zellen wurden nach Absaugen des Mediums und dreimaligem Waschen
mit 1x PBS auf Eis mit 80 - 100 uL DLK-Lysis-Puffer mit Phosphatase- und Protease-
Inhibitoren (1x phosSTOP™ und 1x cOmplete™) versetzt. Anschlielend wurden die
Zellen mit einem Zellschaber gesammelt und in ein 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefal’
Uberfuhrt. Um die Proteinausbeute zu erh6éhen, enthielt eine Proteinprobe die Ernte
von 2 wells, welche mit 80 - 100 puL DLK-Lysis-Puffer gesammelt wurden. Das
Zell-Lysat wurde zusatzlich mit einer 27G Nadel und einer Tuberkulinspritze dreimal
geschert und fur 30 min auf Eis stehen lassen. Anschliel3end wurde das Zell-Lysat mit
14.000 U/min fur 5 min zentrifugiert und der Uberstand in ein neues
Eppendorf-Reaktionsgefal?  Uberfihrt. 1 pL dieser L6sung wurde zur
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Proteingehaltsbestimmung eingesetzt. Die Proteinextrakte werden nach ihrer Ernte bei
-80 °C aufbewabhrt.

DLK-Lysis-Puffer 1x

HEPES (pH 8,0) 50 mM
NaCl 150 mM
MgCl2 1,5mM
EGTA (pH 8,0) 1,0 mM
Glycerol 10%
Triton X-100 1%
Nonidet™ P-40 (NP40) 0,5%
phosSTOP ™* 1x
cOmplete ™* 1x
dH20 ad 100 mL

*Protease- und Phosphatase-Inhibitoren wurden vor Gebrauch frisch zugegeben.

2.2.2.2 Bestimmung des Proteingehaltes

2.2.2.2.a Bestimmung mittels Bradford Protein Assay

Die kolorimetrische Proteinbestimmung nach Bradford wird zur Quantifizierung des

Proteingehaltes einer zu untersuchenden Probe verwendet.

Die Intensitdt der blauen Farbung verhalt sich bei 595 nm (Absorptionsmaximum)
direkt proportional zu dem Proteingehalt in der zu untersuchenden Probe
(Bradford, 1976). Diese Proportionalitat zwischen Proteingehalt und Intensitat wird
durch eine Kalibriergerade empirisch ermittelt. Hierflr wird ein definiertes Protein, wie
BSA (bovine serum albumin), in aufsteigenden Konzentrationen gemessen und eine
Standardkurve generiert. Es wurden BSA-Konzentrationen zwischen 0,1 pg/mL und
30,0 pg/mL angefertigt und mit dem Spektralphotometer (BioPhotometer, Eppendorf)
gemessen. Das Photometer ermittelt die Kalibriergerade und rechnet automatisch fir

jede Messung den Proteingehalt der Probe aus.

Fur die photometrische Proteingehaltsbestimmung wurde 1 pL Zelllysat in ein 1,5 mL
Eppendorf-Reaktionsgefald mit 200 uL Bio-Rad-Reagenz und 799 pL dH20 versetzt

und gemischt. Nach einer funfminatigen Inkubation wurde die Mischung in eine 1 cm
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Kunststoffkiivette Uberfihrt, mittels des Spektralphotometers gemessen und der

Proteingehalt in pg/mL abgelesen.

2.2.2.2.b Semi-quantitative Bestimmung mittels SDS-PAGE

Diese Methode wurde nur zur Proteingehaltsbestimmung der Protein-Aufreinigung
(Kapitel 2.2.2.6) verwendet. Bei dieser Methode wurde die Proteinkonzentration
zunachst mittels Nanodrop™ bestimmt. HierfUr wurde, wie bei der Bestimmung der
DNA-Konzentration (Kapitel 2.2.1.3), 1 uL der Proteinlésung gegen 1 pL des
verwendeten Puffers zur Proteinextraktion gemessen.

Es wurde je nach Qualitat der aufgereinigten Proteine ein Konzentrationsintervall
gewahlt. Diese Qualitdit wurde anhand der nach Coomassie Blue gefarbten Gele
(Kapitel 2.2.2.4) durch die An- oder Abwesenheit anderer Banden optisch ermittelt.
Fur BSA wurden die Konzentrationen 1,0; 1,5 und 2,0 pg eingesetzt.

Alle Proben wurden mit dem entsprechenden Puffer auf 20 - 30 pL Endvolumen
aufgeflllt und einer SDS-PAGE unterzogen. Anschlielend wurde eine Coomassie-
Farbung durchgefihrt, die Gele mit Zellophan-Papier getrocknet und abfotografiert.
Die erwarteten Banden wurden mittels ,Quantity One“ nach ihrer Intensitat

ausgewertet und mit den BSA-Banden (72 kDa) verglichen (Abbildung 2.6).

kDa
250 =

130 ==
100 -t e o e o <~ Erwartete Bande
70 . b B B < BSA

55 W=

35 =

Hg 1 2 3 1 2 3 1 15 2
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Abbildung 2.6: Exemplarische Aufnahme einer semi-quantitativen SDS-PAGE. Verschiedene
Mengen (in pg) der gereinigten Proteine der pMAL-c2x MBP-DLK-Mutanten L362A und V364A (94 kDa,
erwartete Bande) wurden auf die Menge der eingesetzten BSA-Konzentrationen (72 kDa) bezogen und
quantifiziert.
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2.2.2.3 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) ist ein
molekularbiologisches Verfahren zur Auftrennung von Proteinen anhand ihrer molaren
Masse (kDa) in einem angelegten elektrischen Feld (Laemmli, 1970).

Das hierzu verwendende Gel setzt sich aus zwei unterschiedlichen Gelanteilen
zusammen: das Sammelgel (pH 6,8) und das Trenngel (pH 8,8). Das Erstere dient
dem Sammeln der Proteine, wahrend das Trenngel die eigentliche GroRentrennung
bewirkt.

Sammel- und Trenngele wurden unter Verwendung von Glasplatten, einem Platzhalter
und eines geeigneten Kammes zur Bildung der Auffangtaschen in eine Giel3kammer
gegossen (Mini-protein Tetra System, Bio-Rad).

Zunachst wurde das Trenngel zu etwa 2/3 zwischen 2 Glasplatten in die Kammer
gegossen. AnschlieRend wurde 1 mL reines Isopropanol zum Nivellieren hinzu
pipettiert. Nach ca. 20 min wurde das Isopropanol abgenommen und das Sammelgel
tiber das Trenngel bis zum Uberlaufen geschichtet. Der Kamm fiir die Probetaschen
wurde zigig in das noch flussige Gel eingesetzt. Nach 20 min Polymerisationszeit
wurde das feste Gel in die dazugehdrige Elektrophorese-Kammer eingespannt, die
Kammer mit Laufpuffer gefullt und die K&mme entfernt.

Zur Vorbereitung der Proteinproben wurden gleiche Mengen Protein auf dasselbe
Endvolumen mit dem entsprechenden Ldsungspuffer adjustiert. Nach Zugabe von
Loading dye (1/4 des Endvolumens) wurden die Proben fir 5 min bei 95 °C in einem
Thermomixer (Eppendorf) denaturiert.

AnschlieRend wurden die Proben zusammen mit einem
Proteinmolekulargewichtsmarker (6 pL) in unterschiedlichen Taschen pipettiert und
eine 80 V Spannung (Bio Rad PowerPac®) fir 10 min angelegt, bis die Proben vom
Sammelgel in das Trenngel Ubergehen. Nach dieser Zeit wurde die Spannung auf
100 V erhdoht, bis die gewiinschten Proteingrof3en aufgetrennt waren.

Nach erfolgter SDS-PAGE wurden die Proteine auf eine Nitrocellulose Trager-
Membran zum Zweck eines Immunoblots (Kapitel 2.2.2.5) Gbertragen.

Zur GroRentrennung der gewiinschten Proteine wurde nach folgender Tabelle die
passende Acrylamid-Konzentration zur Herstellung der Trenngele gewahlt:
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Tabelle 2.6: Korrelation zwischen % Acrylamid und Molekulargewicht kDa

% Acrylamid Molekulargewicht (kDa)
6 60 - 212
8* 30-120
10* 18-75
12 15 - 60
15 15-45

*Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Konzentrationen 8 und 10 % gewabhilt.

Tabelle 2.7: Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele

Trenngel (1 Gel, 3 mL)

30% 1,5M 10% 10%
KkDa. % dH.0 Acrylamid T”;ng SDS TEMED APS

30-120 8 23mL  133mL  125mL  50pL 5uL 50 uL
18-75 10 2,0mL 1,67mL  1,25mL 50 pL 5ulL 50 uL

Sammelgel (1 Gel, 3 mL)

30% 0,5M 10% 10%
% dH.0 Acrylamid Trlg,SpH SDS TEMED APS

4 1,8mL 400 pL 750l 30 L 3 L 30 pL

Es wurden alle Chemikalien der Reihe nach bis einschlie3lich TEMED in ein 50 mL
Tube pipettiert und gemischt. Kurz vor dem GielRen des jeweiligen Gels wurde das
aliquotierte 10% APS hinzugefiugt (1 g APS in 10 mL).

Die fur SDS-PAGE bendotigten Puffer werden wie folgt hergestellt:

Sammelgel-Puffer (0,5 M: pH 6,8)

Tris HCI pH 6,8 0,5M 6,08 ¢
SDS 0,4% (w/v) 4 mL (10% SDS)
dH20 ad 100 mL
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Trenngel-Puffer (1,5 M: pH 8.,8)

Tris HCI pH 8,8 15M 36,31 ¢
SDS 0,4% (wi/v) 8 mL (10% SDS)
dH20 ad 200 mL

Laufpuffer 1x

Laufpuffer 5 x 400 mL
dH20 ad 2L

Laufpuffer 5x

Tris HCI 250 mM 30,29
Glycine 19M 144 g
SDS 0,5% 109
dH20 ad 2L
Loading dve

0,5 M Tris (pH 6,8) 2,5mL

20% SDS 2,0 mL

1% Bromophenolblau 0,2 mL
Glycerol 5,0 mL
=>» Aliquots a 250 uL (Vor Gebrauch 15 uL p-Mercaptoethanol zugeben)

2.2.2.4 Coomassie-Brillant-Blau-Farbung (Coomassie Farbung)

Die zu untersuchenden Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die
Polyacrylamid (PA)-Gele wurden zunachst zweimal mit dH20 flir jeweils 5 min
gewachsen. Danach wurden die PA-Gele in die Coomassie-Farbeldsung tberfuhrt und
unter stdndigem Schwenken fur 15 min inkubiert. Danach wurde die Farbelésung
entsorgt und der Entfarber hinzugegeben. Nach 1 h wurde der Entfarber erneuert und
fur 1 - 2 h weiter inkubiert, bis ein klares Gel mit blauen Banden sichtbar war.
Anschliel3end wurde die Losung gegen dH20 getauscht und Giber Nacht belassen. Zum
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Schluss wurde das Gel entweder fotografiert oder, fir den Fall einer quantitativen

Auswertung, getrocknet.

Coomassie Farbeldésung

Coomassie-Brillant-Blau G-250 0,25% (w/v) 25¢g
Methanol 40% (v/v) 400 mL
Eisessig 10% (v/v) 100 mL
dH20 ad1lL
Entfarber

Isopropanol 25% (viv) 250 mL
Eisessig 10% (v/v) 100 mL
Methanol 10% (v/v) 100 mL
dH20 ad1lL

2.2.2.5 Immunoblot (Western Blot)

Der Western Blot ist eine molekularbiologische Methode zum qualitativen Nachweis
von Proteinen in einem Proteingemisch.

Die zu untersuchenden Proteine wurden aufgrund ihres Molekulargewichtes mittels
SDS-PAGE aufgetrennt. Die Gele wurden aus den Glasplatten der Giel3kammer
entnommen, das Trenngel vom Sammelgel befreit und das Trenngel fir 5 min bei RT
mit dH20 gewaschen. Gleichzeitig wurde die zurecht geschnittene Nitrocellulose-
Membran mit dH20 fur 5 min bei RT inkubiert und anschlie3end mit 1x Transferpuffer
fur weitere 5 min belassen.

Das Gel, die Membran sowie die mit 1x Transferpuffer befeuchteten Filter wurden wie
in Abbildung 2.7 in der Transferkammer angeordnet.
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Abbildung 2.7: Reprasentative Darstellung der fur den Transfer verwendeten Anordnung in der

Transferkammer (nasser Transfer).

Die Transferkammer wurde mit 1x Transferpuffer gefullt und es wurde ein elektrischer
Strom von 400 mA fur 2 h angelegt. AbschlieRend wurde die auf die Membran
transferierte Proteine mit 1x TBS dreimal gewaschen und mit einer 5% Milch-Lésung
(in 1x TBS) fur 2 h geblockt.

Danach wurde die Membran nach dreimaligem Waschen mit 1x TBS-T mit dem
Primarantikrper Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Inkubation mit dem
Sekundarantikdrper erfolgte in 5% Milch (in 1x TBS-T) fur 2 h bei RT.

Das an den Sekundarantikdrper gekoppelte Signalmolekil wurde mittels einer
Chemilumineszenz-Reaktion (ECL) detektiert. Das Signalmolekul ist die Meerrettich-
Peroxidase (HRP, engl. horseradish peroxidase), welche die Reduktion von
Dioxetanen (z.B. Luminol) katalysiert und dabei eine Lumineszenz erzeugt.

Die erzeugte Lumineszenz wurde mittels sogenannter Chemilumineszenz-
Dokumentation-Bildgebungsverfahren (ChemiDoc-Imager, LAS 4000) gemessen.
Anschlie3end wurde die optische Dichte der Protein reprasentierenden Banden mit der
Software Quantitiy One ausgewertet.

Die hier verwendeten Pufferlosungen werden wie folgt hergestellt:

Transfer-Puffer 1x

Glycin 192 mM 28,89
Tris-Base 25 mM 6,04 g
Methanol 20% (v/iv) 400 mL
dH20 adto2 L

Tris-buffered saline (TBS)-Puffer (pH 7,6)

Tris-Base 50 mM 6,19
NacCl 150 mM 8,89
dH20 ad 1L
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TBS mit Tween (TBS-T)-Puffer

Tween® 20 0,1% (v/v) 1mL
TBS ad 1L
Blockpulver

Milchpulver 5% (w/v) 25¢g
TBS ad 50 mL

2.2.2.6 Protein-Aufreinigung

Fur die Extraktion von Proteinen wurde die Ultraschall-Lyse in Kombination mit
Detergenzien und hohen Salzkonzentrationen (chemische Lyse) genutzt.

Dazu werden die aus den Zellen extrahierten Proteine  mittels
Affinitatschromatographie isoliert. Bei diesem Verfahren wird das Protein an ein
Affinitats-tag (Markierung, engl. tag) fusioniert, das ein spezifisches Bindungssubstrat
aufweist. Durch diese Markierung kdnnen die fusionierten Proteine an beschichteten
Harzen spezifisch binden, um die Trennung von anderen Biomolekilen zu
ermdglichen.

Durch Zugabe eines groRen Uberschusses des Bindungssubstrats werden die am
Harz gebundenen Proteine verdrangt (Elution). AbschlieRend werden die gereinigten
Proteine mittels Dialyse vom Bindungssubstrat im Eluat befreit.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Fusionssysteme Hise (Polyhistidin) mit Imidazol
als Bindungssubstrat und MBP (Maltose Bindendes Protein) mit Amylose als

Bindungssubstrat verwendet.

2.2.2.6.a Hise-tagged Fusionssysteme

Das zur Expression von Calcineurin verwendete Plasmid (pET15b-derived pll
bicistronic bacterial expression vector; pET15b-p11-CNA1-301/CNB1-170) stellte die
Arbeitsgruppe von PhD. Wolfgang Peti (Brown University, USA) zur Verfligung. Die
kodierenden Sequenzen der Calcineurin-Untereinheiten A und B (CNA1-391/CNBz1-170)
sind mit einem N-terminalen Polyhistidin-tag (Hiss) gefolgt von einer
TEV- Spaltungserkennungssequenz fusioniert. Die Expression des getaggten Proteins
steht unter der Kontrolle des an einem T7-Promotor gebundenen Lac-Operons. Da der
68



MATERAL UND METHODEN

virale T7-Promotor die bakterielle T7-RNA-Polymerase fur den Start der Transkription
und die Proteinexpression benétigt, wurden hier BL21-DE3 chemisch kompetente
Bakterienzellen fir die Transformation verwendet. In Anwesenheit und Bindung von
Lactose oder ahnlichen Molekilen wie IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid) an
dem Lac-Repressor wird die Expression des Fusionsproteins eingeleitet.

Die zur Aufreinigung von Hiss-tagged Fusionssystemen verwendeten Puffer sind

nachfolgend aufgelistet:

Extraktionspuffer

Tris-HCI pH = 8,0 20 mM 0,32 g

NaCl 1M 5,84 ¢

Glycerol 20% (viv) 20 mL

Tween® 20 0,1% (v/v) 100 pL

ZnCl2 10 uM 1 mL (1 mM Stammldsung)
Imidazol 10 mM 4 mL (1 M Stammlésung)
DTT 1 mM 100 pL (1 M Stammldsung)
PMSF 1mM 1 mL (100 mM Stammldsung)
dH20 ad 100 mL

Elution-Puffer

Tris-HCI pH = 8,0 20 mM 0,03 g

NacCl 1M 0,58 g

ZnCl2 10 uM 100 pL (1 mM Stammldsung)
Imidazol 100 mM 1 mL (1 M Stammldsung)
DTT 1 mM 10 pL (2 M Stammldsung)
PMSF 1 mM 100 pL (100 mM Stammlbésung)
dH20 ad 10 mL
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Dialysepuffer

Tris-HCI pH = 8,0 20 mM 3,159

NacCl 1M 58,44 g

ZnClz 10 uM 10 mL (1 mM Stammldsung)
DTT 1mM 1 mL (1 M Stammldsung)
PMSF 1 mM 10 mL (100 mM Stammldsung)
dH20 ad 1L

2.2.2.6.a.l Screening

Ein Screening ermdoglicht diejenigen Kolonien zu identifizieren, in denen die
Proteinexpression am starksten durch IPTG induzierbar ist. Nach erfolgter
Transformation wurden 14 Kolonien gepickt und mit je 5 mL LB-Amp-Medium
(50 pg/mL) Gber Nacht in einem Schuttler bei 37 °C und 200 U/min inokuliert. 100 uL
jeder Bakteriensuspension wurden am nachsten Tag in 2 mL LB-Amp-Medium
inokuliert, fir 1 bis 2 h wie oben beschrieben inkubiert, bis eine optische Dichte (ODsoo)
von 0,6 erreicht wurde.

500 uL jeder Bakteriensuspension wurden als Kontrolle in ein 1,5 mL Eppendorf-
Reaktionsgefald dberfuhrt. Dem Rest der Suspension wurden 1 mM IPTG
hinzugegeben und weitere 2 - 3 h bei 37 °C inkubiert. 500 pL wurden entnommen, in
ein 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefal’ tberflhrt und als Kontrolle der IPTG-Induktion
verwendet.

Beide Bakteriensuspensionen wurden vor und nach Zugabe von IPTG mittels
Zentrifugation bei 6. 000 U/min fir 4 min pelletiert. 20 pL Loading dye wurden je Probe
hinzugegeben und gemischt. Die Proteine wurden flr 5 min bei 95 °C denaturiert. Nach
einer SDS-PAGE wurden die Gele mittels einer Coomassie-Farbung analysiert und die
Bakteriensuspension mit der starksten Proteinexpression fur die Proteinreinigung
ausgewahlt. Der Rest der Suspension als Glycerol-Stock (1:1 mit 50% Glycerol) bei

-80 °C verwahrt.
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2.2.2.6.a.ll Protein-Aufreinigung

Es wurden 10 mL LB-Amp-Medium mit der bestinduzierbaren Probe aus dem Glycerol-
Stock geimpft und Gber Nacht bei 37 °C und 200 U/min kultiviert. Am néchsten Tag
wurde die Bakteriensuspension in ein 1 L LB-Amp-Medium tberfihrt und inkubiert, bis
eine optische Dichte (ODsoo) von 0,6 mittels eines Spektralphotometers messbar war.
Damit wurde das optimale Bakterienwachstum erreicht. 500 pL  der
Bakteriensuspension wurden als Kontrolle 1 aufbewahrt und dem Rest 238 mg IPTG
(1 mM Endkonzentration) hinzugegeben. Die Induktion mit IPTG erfolgte bei 37 °C fur
3 h. Nach Induktion wurden 500 pL der Suspension als Kontrolle 2 entnommen. Die
restliche Bakteriensuspension wurde bei 4.500 U/min fur 15 min zentrifugiert
(Thermoscientific Heraeus multifuge X3R). Das Pellet wurde in 30 mL
Extraktionspuffer suspendiert und bei -80 °C Uber Nacht gelagert.

Die Kontrollen 1 und 2 wurden bei 15.000 U/min fur 1 min zentrifugiert und in 10 pL
Extraktionspuffer erneut suspendiert und bei 4 °C aufbewahrt.

Am néachsten Tag wurde die Suspension in einem Eis-Methanol-Wasser-Gemisch
aufgetaut und um eine Denaturierung des Proteins zu vermeiden, in diesem Bad die
Ultraschall-Lyse durchgefiihrt. Die Ultraschallbehandlung erfolgte mittels Sonicators
(BANDELIN Sonopuls) durch eine siebenmalige Beschallung mit 40% Leistung und
30% Zyklen nach einem Muster von 2 min Beschallung und 1 min Pause. Die
sonifizierte Losung wurde bei 4 °C und 4.500 U/min fur 30 - 45 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues 50 mL Plastikréhrchen dberfiihrt. 10 pL des
Uberstandes wurden als Kontrolle 3 aufbewahrt. Zur Vorbereitung der Kontrolle 4
wurde mit einer Pipetten-Spitze eine kleine Menge des Pellets enthommen, mit 50 pL
Extraktionspuffer erneut suspendiert und 10 pL dieser Suspension als Kontrolle
behalten.

1 mL His-Bindungsharz wurde entnommen und dreimal fiur 5 min mit 10 mL
Extraktionspuffer durch Rotieren auf einer rollenden Plattform gewaschen. Das Harz,
Agarose-Perlen mit Nickel beschichtet, binden an das Hiss-Fusionsprotein. Nach dem
Waschen wurde es bei 900 U/min fur 3 min zentrifugiert und der Extraktionspuffer
gewechselt. AnschlieRend wurde das His-Bindungsharz in 1 mL Extraktionspuffer
aufgenommen, dem Bakterienlysat hinzugegeben und auf einer rollenden Plattform
bei 4 °C fur 3 h inkubiert. Die Agarose-Nickel-Perlen wurden bei 1.200 U/min flr

10 min zentrifugiert. 10 pL des Uberstandes werden als Kontrolle 5 aufbewahrt. Die
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Perlen wurden in ein 2 mL Eppendorf-Reaktionsgefal’ Uberfihrt und dreimal mit 1 mL
Extraktionspuffer bei 8 °C und 1.000 U/min fur 2 min in einem Thermomixer
gewaschen. Danach wurden die Perlen in 200 pL Elution-Puffer aufgenommen und
bei 8 °C und 1.000 U/min fur 5 min in einem Thermomixer inkubiert. Anschlie3end
wurde das eluierte Protein bei 4 °C und 15.000 U/min fir 1 min von den Perlen
getrennt. Das Eluat wurde in ein auf 4 °C gekuhlten 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefal’
Uberfuhrt und entspricht der Fraktion 1. Die Perlen wurden mit 200 pL Elution-Puffer
aufgenommen und das Verfahren zweimal wiederholt (Franktion 1 - 3).

In einer 96-well-Kulturplatte wurden 100 pL Bradfoard-Reagenz hinzugegeben und mit
10 pL jeder Fraktion gemischt. Das Auffangen der Fraktionen wurde unterbrochen,
sobald die blaue Farbe heller erschien. 10 pL jeder Fraktion wurden als Kontrolle der
Fraktionen aufbewahrt.

Den Kontrollen 1 - 5 sowie den Fraktionen 1 - 3 wurden 20 pL Loading dye
hinzugegeben und bei 95 °C fur 5 min denaturiert. Nach einer SDS-PAGE wurden die
Gele mittels einer Coomassie-Farbung analysiert.

Das eluierte Protein wurde gegen 1 L des Dialysepuffers fur 2 h bei 4 °C dialysiert.
Danach wurde der Puffer erneut und Uber Nacht dialysiert.

Das gereinigte Protein wurde mit 10% Gylcerol versetzt und bei -80 °C aufbewahrt.

Elution @ Dialysis @

+

f

Abbildung 2.8: Schematische Darstellung der Protein-Aufreinigung vom Hisg-Calcineurin mittels
Affinitdtschromatographie. Das His-Bindungsharz bindet spezifisch an die Hexa-Histidin-Sequenz im
Hise-CNA1391/CNB1170  Protein. Das Hiss-Fusionsprotein wird nach der Zelllyse durch die
Bindungsaffinitat des Poly-Histidins zu Ni?* an das Harz gebunden. Nach Zugabe eines Imidazol-
Uberschusses, welches das Poly-Histidin kompetitiv aus dem Chelat-Komplex verdrangt, folgt die

Elution. Durch eine Dialyse wird das Imidazol entfernt und das gereinigte Hises-Calcineurin erhalten.
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Abbildung 2.9: Exemplarische Aufnahme der bei der Protein-Aufreinigung gesammelten
Fraktionen inklusive Kontrollen. Je 30 uL Endvolumen wurden pro Tasche aufgetragen. Die erwartete
Bande ist etwa 45 kDa groR3. Kontrolle 1 = Bakteriensuspension vor IPTG-Zugabe; Kontrolle 2 =
Bakteriensuspension nach IPTG-Zugabe; Kontrolle 3 = Uberstand nach Sonifizierung; Kontrolle 4 =
Pellet nach Sonifizierung; Kontrolle 5 = Uberstand nach der Inkubation mit dem His-Bindungsharz;

F = Fraktionen; kDa = Protein-Molekulargewichtsmarker.

2.2.2.6.b MBP-tagged Fusionssysteme

Die zur Proteinexpression verwendeten Plasmide der DLK wt, DLK L362A, DLK V364A
und DLK L362A/V364A wurden, wie in Kapitel 2.2.1.7.b beschrieben, hergestellt.

Die kodierende Sequenz dieser DLK Konstrukte, welche die Aminosauren 140 - 517
enthalten, ist mit einem MBP-tag gefolgt von einer TEV-Spaltungserkennungssequenz
fusioniert. Die Expression steht unter der Kontrolle des Lac-Operons und ist durch
IPTG induzierbar.

Fir die Transformation wurden One Shot® StbI3™ chemisch kompetente Zellen
verwendet.

Alle weiteren Schritte fir das Screening und der Proteinreinigung sind dem Abschnitt
2.2.2.5.a.1 zu entnehmen.

Die Protein-Aufreinigungen beider Fusionssysteme unterschieden sich in den
eingesetzten Puffern und in den Bindungssubstraten. Maltose wurde statt Imidazol
eingesetzt. Anstelle von His-Bindungsharzen wurden Amylose-Harze, Agarose-Perlen

mit Amylose als Gelmatrix, mit Bindungsaffinitdt zu MBP verwendet.
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Abbildung 2.10: Exemplarische Aufnahme der beim Screening selektionierten Kolonien. Je 30 pL
Endvolumen wurden pro Tasche aufgetragen. Die erwartete Bande hat ein rechnerisches
Molekulargewicht von 94 kDa. IPTG-Zugabe (+). Die gewahlten Kolonien (6+7) sind rot dargestellt.
kDa = Protein-Molekulargewichtsmarker.

Elution Dialysis
LK | —— [Maltose{ mBP DLK | — DLK

Maltose

Abbildung 2.11: Schematische Darstellung der Proteinreinigung von MBP-TEV-DLK140.517
Proteine mittels Affinitdtschromatographie. Das Amylose-Harz bindet spezifisch an die
MBP-Sequenz im MBP-TEV-DLK-Protein. Das MBP-Fusionsprotein wird nach der Zelllyse durch die
Bindungsaffinitat von MBP zu Amylose an das Harz gebunden. Nach Zugabe eines Uberschusses an
Maltose, die mit MBP um die Bindung konkurriert, folgt die Elution. Durch Dialyse wird die Maltose
entfernt und das gereinigte MBP-DLK-Protein erhalten.
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Die zur Aufreinigung von MBP-Fusionssysteme verwendeten Puffer sind nachfolgend

aufgelistet:

Extraktionspuffer

Tris-HCI pH = 8,0
NaCl

EDTA

Nonidet™ P-40
DTT

PMSF

dH20

Elution-Puffer

Tris-HCI pH = 8,0
NaCl

EDTA

DTT

PMSF

Maltose

dH20

Dialysepuffer

Tris-HCIl pH = 8,0
NaCl

EDTA

DTT

PMSF

dH20

20 mM
1M
1 mM
1% (viv)
1mM

1mM

20 mM
1M

1mM
1 mM
1 mM

25mM

20 mM
1M

1mM
1mM

1mM

0,32 g
5,849
200 pL (0,5 M EDTA)
1mL
100 pL (1 M Stammldsung)
1 mL (100 mM Stammldsung)

ad 100 mL

0,06 g
1,18 g

40 pL (0,5 M EDTA)

20 pL (1 M Stammldsung)
200 pL (100 mM Stammlodsung)
0,18 ¢

ad 20 mL

3,15¢
58,44 g
2 mL (0,5 M EDTA)
1 mL (1 M Stammlésung)
10 mL (100 mM Stammldsung)

ad 1L
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2.2.2.7 Protein-Protein Interaktionsassay

Ob eine direkte Interaktion zwischen DLK wt und Calcineurin stattfindet, kann mit
einem Protein-Protein Interaktionsassay festgestellt werden. Hierzu wurden
MBP-Fusion-DLK (wt, L362A, V364A, L362A/V364A) und Hise-tag Calcineurin in den
Interaktionsassay eingesetzt (Abbildung 2.12).

vy

\ .t,',
DLK Is
wt
' N

Abbildung 2.12: Schematische Darstellung der Protein-Protein Interaktion: Die MBP-DLK

Fusionsproteine wurden an Amylose-Harzen immobilisiert. Die Interaktion zwischen den MBP-DLK

Fusionsproteinen und dem Hiss-markierten Calcineurin wurde mittels eines Immunoblots unter
Verwendung eines Anti-Hise-Antikérpers nachgewiesen. Findet keine Interaktion der MBP-DLK

Mutanten mit Calcineurin statt, ist keine Immundetektion méglich.

Die verwendeten Puffer werden hier aufgelistet:

Interaktionspuffer (Pl-Puffer)*

NaCl 150 mM 0,88 ¢g

MgCl2 5mM 0,05¢g

Triton X-100 1% (v/v) 1mL

Nonidet™ P-40 0,5% (v/v) 500 pL

DTT 1mM 100 pL (1 M Stammldsung)
cOmplete™ 1x (Nach Herstelleranweisung)
Tris-HCIpH =7,5 50 mM ad 100 mL

Blockpuffer*
BSA 1 mg/mL 20 mg

Pl-Puffer ad 20 mL

*Beide Puffer wurden frisch zubereitet und auf Eis gehalten.
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200 pL des Amylose-Harzes wurden in ein 2 mL Eppendorf-Reaktionsgefaly tberfuhrt,
dreimal mit 500 pL PI-Puffer gewaschen und stets bei 4 °C und 500 U/min fur 1 min
zentrifugiert. Dem Waschvorgang schloss sich eine dreildigminutige Inkubation mit
500 uL Blockpuffer auf einem Uberkopf-Rotator (Heidolph RZR1) bei 4 °C. Die
Suspension wurde anschliel3end gleichmaliig auf sechs 1,5 mL
Eppendorf-Reaktionsgefalle verteilt.

5 pg der MBP-DLK Fusionsproteine (wt, L362A, V364A, L362A/V364A) wurden
hinzugegeben und bei 4 °C fiir 60 min auf einem Uberkopf-Rotator inkubiert.
Anschlieltend wurde das Harz dreimal mit 500 uL Blockpuffer gewaschen und in 80 pL
Blockpuffer erneut suspendiert. 2 ug des Interaktionspartner-Proteins (Calcineurin)
wurden zu jedem ReaktionsgefaR hinzugegeben und bei 4 °C auf einem Uberkopf-
Rotator fur 120 min inkubiert.

Anschlieltend wurden die Harze achtmal mit 500 uL PI-Puffer bei 8 °C im Thermomixer
fur 10 min gewaschen und jedes Mal bei 4 °C und 500 U/min far eine 1 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Harz in 40 pyL Loading dye
aufgenommen und die Proteine bei 95 °C flr 8 min denaturiert.

Die Proben wurden mittels einer SDS-PAGE mit anschlieRender Immundetektion unter
Verwendung eines Anti-Hiss-Antikorpers analysiert. Als Bezugsgrof3e wurde ein anti-
MBP-Antikorper verwendet, um zu kontrollieren, ob gleiche Mengen an immobilisierten
MBP-DLK Proteine eingesetzt wurden. 5% des eingesetzten Calcineurin-

Fusionsproteins (0,1 pug) wurden als Input-Kontrolle verwendet.
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200 pL Amylose-Harz

2 mL
3x Waschschritt mit 500 pL Pl-Puffer
30 min. mit 500 pL Blockpuffer
70 pL
H 70 uL 70 pL
140 pL 70 pL
5 Hg 10 pg 5ug 5 ug 9 ug
MBP MBP-DLK wt  MBP-DLK V364A MBP-DLK L362A  MBP-DLK
L362A/NV3IB4A

60 min. Inkubation

3x Waschschritt mit 500 pL Blockpuffer

Resuspension der Amylose-Perlen mit 80 pL Blockpuffer

MBP DLK wt DIKwt  DLKV364A DLK L362A DLK

Control L362AN364A
\ } } } V
CN CN CN CN CN

Interaktionspartner: CN (CNA,_;0¢/CNB4_47; [je 2 pgl)

120 min. Inkubation

8x Waschschritt mit 500 pL IP-Puffer

SD5-PAGE, Immundetektion

Abbildung 2.13: FlieRschema zur Protein-Protein Interaktion.
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2.2.2.8 Kompetition-Assay mit Oligopeptiden

Zur weiteren Untersuchung der Spezifitdt der Interaktion zwischen DLK und
Calcineurin Uber die LxVP-Interaktionsdomane wurde ein Kompetition-Assay mit
synthetisch hergestellten LxVP-basierten Peptiden durchgefiihrt. Die 15-mer LXVP-
Peptide wurden von Claudia Wackendorff aus der Arbeitsgruppe von Prof. Wolfgang
Maison (Insitut fir Pharmazie, Hamburg) als Acetyl-geschiitzte Amide synthetisiert und

lyophilisiert. Es handelte sich um folgende Aminosaurensequenzen:

DLK wt: Ac-G-S-N-S-L-H-L-P-V-P-S-S-C-P-D-CONH2 (Mr = 1550,69 g/mol)
DLK V364A: Ac-G-S-N-S-L-H-L-P-A-P-S-S-C-P-D-CONH2 (Mr = 1522,64 g/mol)

Scrambled: Ac-L-H-N-P-D-G-P-S-S-V-C-S-P-L-S-CONHz (Mr = 1550,69 g/mol)

Pro Peptid wurden 8 mg hergestellt. Die Gesamtmenge wurde in 100 uL PI-Puffer
geldst und als 10 pL Aliguots bei -80 °C aufbewahrt.

Fur das Kompetition-Assay wurden analog zur Protein-Protein Interaktion 2 pug des
Calcineurin- und 5 pg des DLK wt-Fusionsproteins eingesetzt.

2 pg Calcineurini-3e1 entspricht einer Menge an Protein pro Aminoséaure von
5,13 ng/aa. 77 ng/aa an 15-mer Peptid sind entsprechend fir ein 1:1 Verhaltnis
erforderlich. Um das an der DLK interagierenden Calcineurin zu verdrangen, wurde
ein 10-facher Uberschuss an Peptiden pro Ansatz gewahit.

Vier 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefallen mit je 2 ug des Calcineurin-Fusionsproteins

und die 10-fache Menge des entsprechenden Peptids wurden wie folgt vorbereitet:

2 ug CN 2 ug CN 2 ug CN 2 ug CN
ohne Peptid  + Peptid wt + Peptid V364A  + Peptid Scrambled

Die Mischungen wurden bei 4 °C auf einem Uberkopf-Rotator fiir 120 min inkubiert.

Wahrenddessen wurden 200 pyL des Amylose-Harzes in ein 1,5 mL Eppendorf-
Reaktionsgefall Uberfihrt und dreimal mit 500 uyL PI-Puffer im Thermomixer

gewaschen. Nach den Waschschritten wurde das Harz in 300 pL Blockpuffer
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aufgenommen und auf einem Uberkopf-Rotator bei 4 °C fiir 30 min inkubiert. 20 pg
des MBP-DLK wt Fusionsproteins wurden hinzugegeben und bei 4 °C auf einem
Oberrotor fur 60 min erneut inkubiert. Das Harz wurde anschlief3end dreimal mit 500 pL
Blockpuffer gewaschen und in 300 uL Blockpuffer erneut suspendiert.

70 uL dieser Harz-Suspension wurden jeweils zu den Interaktionspartner-Mischungen
(CN mit und ohne Peptide) hinzugegeben und bei 4 °C auf einem Uberkopf-Rotator fir
120 min inkubiert. Anschlieend wurden die Harze entsprechend der Protein-Protein

Interaktion (Kapitel 2.2.2.7) behandelt und analysiert.

2.2.3 Arbeiten mit HIT-T15 und JEG-3 Zellen

2.2.3.1 Transiente Transfektionen

Die transiente Transfektion mittels des Transfektion-Reagenzes Metafectene® wurde
zur Analyse der Wirkung von tberexprimierten Proteinen in HIT-T15 und JEG-3 Zellen
verwendet. Metafectene® komplexiert die Fremd-DNA in kompakte Strukturen und
fordert deren Aufnahme in die Zelle.

Die zu transfizierende Plasmid-DNA wurde vor dem Ausplattieren der Zellen in ein
steriles 2 mL Eppendorf-Reaktionsgefal? mit der entsprechenden Menge an serum-
und antibiotikafreiem RPMI- oder DMEM-Medium gegeben. In ein zweites steriles
2 mL Eppendorf-Reaktionsgefald wurde pro ug Plasmid-DNA die doppelte Menge an
Metafectene® in puL gegeben und mit RPMI- oder DMEM-Medium entsprechend
aufgefillt. Beide Losungen wurden durch Auf- und Ab-Pipettieren grindlich gemischt.
AnschlieRend wurde die Plasmid-Lésung auf die Metafectene®-Lésung pipettiert und
bei RT fur 20 min inkubiert. In dieser Zeit erfolgte das Ausplattieren der Zellen. Zum
Schluss wurde das Gesamtvolumen der Plasmid-Metafectene®-Mischung auf die
ausgeséaten Zellen gegeben und im Brutschrank fiir 48 h inkubiert.

Je nach Zweck der Transfektion wurden die konfluent bewachsenen 15cm

Zellkulturplatten (30 - 50 x 108 Zellen) wie folgt ausplattiert:

e Immuncytochemie: 100000 - 150000 HIT-T15 Zellen oder JEG-3 Zellen
wurden auf einem Deckglaschen (@ 13 mm) in einer 12-well-Kulturplatte in
einem 1 mL Volumen des entsprechenden Komplettmediums ausgeséat. Fur

eine Lebendfarbung wurden 150000 HIT-T15 Zellen auf gekammerte
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Objekttrager ausplattiert. AnschlieBend wurde der Transfektionskomplex
(Plasmid-DNA und Metafectene®) auf die ausgeséaten Zellen gegeben.

o Expressionsanalyse/Luciferase-Reportergen-Assay: HIT-T15  Zellen
wurden in 6-well-Kulturplatten so ausplattiert, dass eine Zelldichte von etwa
2 x 106 Zellen pro well in einem 2 mL RPMI-Komplettmedium erreicht wurde.
Bei den JEG-3 Zellen wurde auf einer 6-well-Kulturplatte eine Zelldichte von
etwa 1 x 108 pro well in 2 mL DMEM-Komplettmedium eingestellt. AnschlieBend
wurde der Transfektionskomplex (Plasmid DNA und Metafectene®) auf die

Zellen hinzugegeben.

2.2.3.2 Immuncytochemie

Zur Untersuchung der subzellularen Lokalisation und B-Zell-Apoptose wurden die
HIT-T15 Zellen nach transienter Transfektion mit DLK wt und der DLK Mutanten
(DLK K185A, DLK NES, DLK V364A) immuncytochemisch mittels einer
Immunfluoreszenz analysiert. Mit den JEG-3 Zellen wurde nur die subzellulare
Lokalisation des transient transfizierten DLK wt und der DLK NES Mutante untersucht,
um den Effekt der endogenen DLK-Aktivitat auszuschliel3en.

48 h nach der transienten Transfektion wurden die Zellen je nach Experiment entweder
vor der Ernte unbehandelt oder mit TNFa (10 ng/mL) fir 60 min, mit CsA (10 uM) far
30 min, FK506 (167 nM) fur 30 min oder mit H202 (100 puM) fir 10 min behandelt.
Anschlielend wurden die Deckglaschen (@ 13 mm) in den 12-well-Kulturplatten mit
1 mL 1x PBS bei RT fur 5 min gewaschen. Die Zellen wurden mit 1 mL eiskaltem
Methanol (-20 °C) fur 10 min fixiert und dann dreimal mit 1 mL 1x PBS fir 5 min
gewaschen. Um die Autofluoreszenz zu reduzieren, wurden die Zellen mit 1 mL 0,1%
Natriumborhydrid-Losung fur 5 min inkubiert. Hiernach wurden die Zellen erneut
dreimal mit 1 mL 1x PBS fir 5 min gewaschen. Im nachsten Schritt wurden die
unspezifischen Bindungen des priméren Antikdrpers durch die Inkubation mit 1 mL
Blockpuffer fur 45 min bei RT blockiert. Danach wurden die Deckglaschen einmal mit
1 mL 1x PBS gewaschen und mit 60 uL der primaren Antikdrper (auf Parafilm) Gber
Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer inkubiert.

Am nachsten Tag wurden die Deckglaschen erneut in die 12-well-Platte Giberfihrt und
dreimal mit 1 mL 1x PBS fur 5min gewaschen. 60 puL des sekundaren

fluoreszenzmarkierten Antikérpers wurden auf Parafilm pipettiert, die Deckglaschen
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auf den Tropfen gelegt und lichtgeschitzt bei RT fir 2 h in einer feuchten Kammer
inkubiert. AnschlieRend wurden die Deckglaschen dreimal mit 1x PBS gewaschen und
mit einem Tropfen DAPI-Mounting-Medium (4 *, 6-diamino-2-phenylindol, ROTH®) auf
einem Objekttrager fixiert. Die Objekttrager wurden lichtgeschitzt fir mindestens 24 h
getrocknet. Die Detektion der Immunfluoreszenz wurde mithilfe eines konfokalen
Mikroskops (Zeiss Axio Observer.Z1) bei einer 40-fachen VergréRerung des Objektivs
analysiert.

Mit der Software (ZEN 2 blue edition) wurden je Deckglaschen 20 Aufnahmen mit
10 - 20 Zellen pro Bild aufgenommen. In jeder Untersuchungsgruppe wurden ca.
300 Zellen jeweils in Doppelbestimmung analysiert.

Alle hier untersuchten DLK-Konstrukte besitzen eine N-terminale Erkennungsstruktur
(M2-Flag), um die transient transfizierten Zellen zu identifizieren.

Durch die DNA-Kernfarbung (DAPI) wurde die Gesamtheit der Zellen (untransfiziert
und transfiziert) gezahlt und die transient transfizierten Zellen mit der subzellularen
DLK-Lokalisation (Anti-Flag® M2, rote Fluoreszenz) als Prozentsatz der transfizierten
Zellen ausgedruckt.

Zur Bestimmung der B-Zell Apoptose wurden die mit einem Antikdrper gegen die
fragmentierte Caspase-3 gefarbten positiven Zellen (griine Fluoreszenz) gezéahlt und
als Prozentsatz der Zellen, welche das M2-markierte Epitop der DLK-Konstrukte

exprimierten, ausgedruckt.

Fur die Lebendfarbung wurden 48 h nach der Transfektion mit dem Expressionsvektor
fur die cAMP-Bindungsstelle von EPAC2 (flankiert von YFP und CFP) die HIT-T15
Zellen in den gekammerten Objekttrager entweder ohne oder mit 10 ng/mL
TNFa (recombinant, human) fur 60 min behandelt. Hiernach wurde das Medium
abgesaugt und je 1 mL 1x PBS hinzugegeben. Drag5 (1,5-bis{[2-(di-
methylamino)ethyllamino}-4,8-dihydroxyanthracene-9,10-dione, Cell Signaling) wurde
in einer Konzentration von 1:1000 (5 puM) in das PBS hinzugegeben und die Zellen
wurden bei RT fir 15 min lichtgeschitzt inkubiert. Anschlie@end wurde das
Drag5/PBS-Medium abgesaugt, frisches 1x PBS dazugegeben und die Zellen sofort
mittels eines konfokalen Mikroskops analysiert.

Es folgte eine quantitative Auswertung der aufgenommenen Bilder einschlief3lich
Identifikation der mit dem cAMP-EPAC2-CFP/YFP-Sensor transient transfizierten

Zellen.
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Die HIT-T15 Zellen, welche mit dem cAMP-EPAC2-CFP/YFP-Sensor transient
transfiziert wurden, zeigten eine gelbe Fluoreszenz (YFP).
Fur jede Messung der Immunfluoreszenz wurde das konfokale Mikroskop wie folgt

eingestellt:

Pinhole: 200 (1AU max)

Gain (master): 500

Digital Offset: -0,06

Digital Gain: 1

Tabelle 2.8: Verwendete Primar- und Sekundéarantikdrper zur

immuncytochemischen Farbungen

Antikodrper Hersteller Verdinnung (1%BSA/PBS)
Anti-Flag® M2 (Maus) Sigma-Aldrich 1:2000

Cleaved Caspase-3 (Rabbit) Cell Signaling Technology 1:50

DLK (Rabbit) Holzmann et al., 1994 1:50

Fan et al., 1996

Drag5 Cell Signaling Technology 1:1000
GFP (Rabbit) (fir YFP) Abcam 1:500
AlexaFluor488 Anti-Rabbit Invitrogen 1:50
DAPI-Mount Fluor Care ROTH®

TRITC Anti-Maus Invitrogen 1:50

Natriumborhydrid-L6sung 0,1%
Natriumborhydrid 0,059
1x PBS ad 50 mL
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Bovine Serum Albumine (BSA) 1%
BSA 0,01¢g
1x PBS ad 100 mL

Blockpuffer

BSA 5% 5,009
Triton X-100 0,3% 300 pL
1x PBS ad 100 mL

2.2.3.3 Luciferase-Reportergen-Assay

Der Luciferase-Reportergen-Assay diente der Quantifizierung der transkriptionellen
Aktivitat eines Promotors. Nur wenn der Promotor aktiviert wird und folglich die
Transkription startet, kann das Enzym Luciferase exprimiert werden. Die Luciferase-
Expression fuhrt zu der Umsetzung der im Puffer enthaltene Komponente Luciferin zu
Oxyluciferin und das dabei erzeugte Lichtsignal wird quantitativ mittels eines
Luminometers (560 nm) in relativen Lichteinheiten (RLU) gemessen. Das Lichtsignal
ist dabei proportional zur Luciferase-Expression und folglich zur Promotoraktivitat
(de Wet et al.,1987).

Um die CRE-, CREB-, c-Jun- und c-fos-abhangigen Gentranskription zu untersuchen,
wurden die entsprechenden Luciferase-Reportergene 4xSomCRE (fir CRE),
pG5E1B-Luc (fur CREB, c-Jun) und c-fos in HIT oder JEG Zellen transient transfiziert.
Die Expressions-Vektoren fiur GAL4-CREB, GAL4-c-jun, DLK wt, DLK K185A,
DLK CN1, DLK CN2, DLK CND, DLK L362A, DLK L362R, DLK W334A, DLK Y343A,
DLK Y343F, DLK V364A und DLK NES wurden je nach Fragestellung kotransfiziert.
Der Leervektor pBluescript (BS, Bluescript) wurde zu jedem Experiment kotransfiziert,
um die eingesetzten Plasmid-DNA-Mengen auszugleichen.

Um die Transfektion-Effizienz zu korrigieren, wurde ein GFP-Reportergen unter der
Kontrolle des Cytomegalovirus (GFPtpz), welches fur das grin fluoreszierende Protein
(GFP) kodiert, kotransfiziert.
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Kratzpuffer, pH 7,6

NaCl 150 mM 15 mL (5 M NaCl)

EDTA 1mM 1 mL (0,5 M EDTA)

Tris 40 mM 20 mL (1 M Tris-HCI, pH 7,5)
dH20 ad 500 mL

Kaliumphosphatpuffer (100mM), pH 7.8

K2HPO4 100 mM 500 mL
KH2POa4 100 mM X (zur Einstellung auf pH 7,8; etwa 40 mL)
DTT 1mM X (1 M Stammldsung)*

*Nach Einstellung des Endvolumens

Glycylalycin Puffer, pH 7.8

Glycylglycin 25 mM 330 mg
MgSO4 15 mM 180 mg
EGTA 4 mM 40 mL (10 mM EGTA)
dH20 ad 100 mL

Luciferin Stammldsung, -80 °C

DTT 10 mM 275 mg
D-Luciferin 1mM 50 mg
Glycylglycin Puffer ad 180 mL

= 1,2 mL Aliquots (Lichtgeschiitzt)

Luciferase-Assay-Mix* (30 Proben)
Kaliumphosphatpuffer 16,5 mM 780 uL

ATP 2,2mM 52 yL (200 mM Stammldsung)
DTT 1,1 mM 5,2 yL (1 M Stammlésung)
Glycylglycin Puffer ad 4,74 mL (ca. 3,9 mL)

Luciferin-Mix*, lichtgeschitzt

Glycylglycin Puffer 2 mL
Luciferin Stammmldsung 500 pL
DTT 7,9 MM 20 uL (2 M Stammlésung)

*Frisch vor Gebrauch herzustellen
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2.2.3.3.aBehandlung und Ernte der Zellextrakte

48 h nach der transienten Transfektion wurden die Zellen je nach Experiment 6 h vor
der Ernte mit 40 mM KCI, mit 10 uM Forskolin oder mit beiden behandelt. Ferner
wurden die Zellen je nach Fragestellung mit 10 ng/mL TNFa fir 60 min, 30 nM CsA flr
30 min oder mit 1 nM FK506 fuir 30 min behandelt. Fur die Zellernte wurde das Medium
abgesaugt, die Zellen mit 2 mL 1x PBS gewaschen und mit einem Gummizellschaber
in 1 mL Kratzpuffer geerntet. Die Zellsuspension wurde in ein 1,5 mL Eppendorf-
ReaktionsgefaR tberfuhrt und bei 6.000 U/min fur 3 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in 150 pL Kaliumphosphatpuffer (mit 1 mM DTT)
erneut suspendiert. Die Zellen wurden durch dreimaliges Gefrieren im flissigen
Stickstoff und dreimaliges Auftauen im Wasserbad (37 °C) lysiert. AnschlieRend wurde
das Zelllysat bei 4°C und bei 14.000 U/min fir 3 min zentrifugiert und der Uberstand

weiterverwendet oder bis zur Messung bei -80 °C gelagert

2.2.3.3.b Messung der Luciferase-Reportergen-Aktivitat

Auf einer weil3en 96-well-Platte wurden 20 pL jeder Probe mit 145 pL Luciferase-
Assay-Mix gemischt. Die Luciferase-Aktivitat wurde nach Zugabe von 80 pL Luciferin-
Mix mittels eines Luminometers (Centro LB 960 Luminometer) fir 10 s gemessen und
als relative Lichteinheiten (RLU) dargestellt. Die Messung der Lichtemission erfolgte
bei 560 nm und als Hintergrundsignal wurde der vom Zellextrakt freie

Kaliumphosphatpuffer verwendet.

2.2.3.3.c Messung der GFP-Reportergen-Aktivitat

Die Kotransfektion mit dem GFP-Reportergen (GFPtpz-CMV) wurde zur Kontrolle der
Transfektionseffizienz eingesetzt. GFP ist ein grin fluoreszierendes Protein, welches
aus der Qualle Aequorea Victoria isoliert wird. Das hier verwendete Reportergen
besitzt 4 Punktmutationen, welche das Emissionsspektrum von 504 nm auf 527 nm
verschiebt.

Die Messung der Fluoreszenz wurde vor der Luciferase-Aktivitatsmessung, auf
derselben  weil3en 96-well-Plate  durchgeflhrt. Als Leerwert  wurde
Kaliumphosphatpuffer verwendet. Hierfir wurde der FluoroCount® Microplate

Fluorometer verwendet. Die Anregungswellenlange betrug 485 nm und die Messung
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erfolgte bei 530 nm (Emission) fir 1s. Das Gerat lieferte Messwerte in
Fluoreszenzeinheiten (RFU).

Die Luciferase-Messwerte wurden auf die RFU-Werte normiert.

2.2.4 Herstellung transgener Mause

2.2.4.1 Generierung von B-zellspezifisch DLK defizienten Mause (B-DLK"')

Das konstitutive globale Ausschalten des DLK-Gens fihrt zum perinatalen Tod in
Mausen (Hirai et al.,, 2006; Itoh et al., 2011). Deswegen ist die Generierung von
B-zellspezifisch DLK defizienten Mausen fiir die Untersuchung DLK-funktion in den
pankreatischen B-Zellen unausweichlich. Diese Spezifitat fur die B-Zelle stellt das
beste Modell dar, um den Beitrag der DLK fir die Entstehung des Diabetes Mellitus
Typ 2 zu erforschen.

2.2.4.1.a Herstellung transgener chimaren Mause mit dem targeting-
Vektor fur DLK

Der targeting-Vektor fiir die Generierung dieser Mause wurde vom International Mouse
Phenotyping Consortium (IMPC) k&auflich erworben (Abbildung 2.14).

5" arm 3" arm
(5481 bp) (3885 bp)
— I 1
FRT loxP FRT loxP loxP
Il LTRSS oz [ g teace | neo [ ] il
Promoter-Driven Cassette ENSMUSE00000133211
(L1L2 Bact P) ENSMUSEDD000549005

ENSMUSEO0000133216
ENSMUSE00000133213

Abbildung 2.14: Schematische Darstellung des targeting Knock-out Vektors fur DLK
(EUCOMM:MAP3K12). Die Exons 3, 4, 5 und 6 sind von zwei loxP-Erkennungssequenzen flankiert.
Die artifizielle bakterielle Kassette ist von zwei FRT- Erkennungssequenzen flankiert und zwischen Exon
2 und 3 eingefiihrt. En2 SA: En2 Splice-Akzeptor; IRES: interne ribosomale Eintrittsstelle; lacZ: lacZ
Reportergen; pA: Poly-A-Signal; hBactP: autonomer Promotor; neo: Neomycin-Gen; FRT:
Erkennungssequenzen fur die Flippase (Flp)-Recombinase; loxP: Erkennungssequenzen fir die

cyclization recombinase (Cre)-Recombinase.
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Das Cre/loxP-System und das Flp/FRT-System fanden Anwendung, wobei die FRT-
Erkennungssequenzen nur die Neomycin-Selektionskassette flankiert, um durch die

Flp-Recombinase entfernt zu werden.

Die Herstellung der gentechnisch veranderten Tiere fand in Kooperation mit der ZMNH
Core Facility fur transgene Tiere (PD Dr. Irm Hermans-Borgmeyer, Zentrum fur
Molekulare Neurobiologie Hamburg) statt.

C57BL/6N (braune Maus) embryonale Stammzellen (ES-Zellen, JM8A3) wurden
mittels Elektroporation mit dem targeting-Vektor transfiziert. Bei einigen der
transfizierten ES-Zellen wurde durch homologe Rekombination das veranderte Gen
anstelle des urspringlichen Gens im Chromosom integriert. Mit Neomycin als
Selektionsmarker wurden die verédnderten ES-Zellen durch die Anwesenheit des
Neomycin-Resistenzgens in der eingefuhrten artifiziellen Kassette gepickt. Zwei Klone
(BO3 und FO4) wurden je in die Blastozyste von C57BL/6J M&ausen (schwarze Maus)
injiziert. Die Blastozysten besitzen zwei Arten von Stammzellen, die urspringlichen
ES-Zellen der C57BL/6 Maus und die veranderten ES-Zellen der C57BL/6N Maus. Die
Blastozysten wurden in den Uterus einer weiblichen scheinschwangeren Maus

implantiert und Chimaren (braune/schwarze Méause) erzeugt (Abbildung 2.15).
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Electroporation

A X
Embryonale. Homologous L= ol
Stammzellen einer recombination 1
Selection with
braunen MaUS resistance marker

C57BL/6N @ @ = == =
h

N\

Blastozyste @
einer schwarzen Foster mether

Maus C57BL/6J

Chimera mouse Normal mouse

Abbildung 2.15: Das Verfahren zur Herstellung von Knock-out Mausen (mod. Wikipedia, the free
encyclopedia). ES-Zellen (JM8A3) einer braunen Maus werden entnommen, mittels Elektroporation
mit dem targeting-Vektor transfiziert und nach homologer Rekombination durch Neomycin als
Selektionsmarker selektioniert. AbschlieRend werden die veranderten ES-Zellen in die Blastozyste einer
schwarzen Maus injiziert und in den Uterus einer scheinschwangeren Maus implantiert. Die

Nachkommenschaft dieser Maus ergibt Chimare transgene Méause sowie Mause aus dem Hintergrund
der schwarzen Maus.

Abbildung 2.16: Chiméare transgene Mause: Einige Teile des Korpers resultieren aus den ES-Zellen
der braunen Maus (C57BL/6N) und anderen Teilen aus der C57BL/6 Maus. Exemplarische Aufnahmen

zwei mannlicher Chimaren; der Giberwiegende braune Pelz ergibt sich aus den mit den targeting-Vektor
transfizierten ES-Zellen.
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2.2.4.1.b Verpaarungsschemata der Mause zur Generierung von

B-zellspezifisch DLK defizienten Mausen (B-DLK"')

Die Mause wurden in jedem Schritt mittels PCR einem Genotyp zugeordnet. Die An-
oder Abwesenheit verschiedener Gene oder Erkennungssequenzen wurden nach
jeder Verpaarung mit den in Tabelle 2.4 aufgefuhrten Primer bestimmt (Kapitel
2.2.1.7.c).

Die mannlichen Chimaren Mause wurden zunachst mit weiblichen Wildtypen (+/+)
verpaart. Dies diente als Nachweis zum Keimbahntransfer (Abbildung 2.17). Die
Neugeborenen wurden mittels PCR auf die Anwesenheit der Selektionskassette

(Neomycin = neo, positiv) und der loxP-3'-Erkennungssequenz (gefloxt = flox, positiv)

Uberprift (Abbildung 2.18).
So - €. >

Chimera +/+
I ! I
& @& @&
floxneo/+ +/+

Abbildung 2.17: Schematische Darstellung, Verpaarungsschritt | (mod. Transgene Tiere, ZMNH):
Chimare Bo6cke wurden mit Wildtyp Weibchen (+/+) verpaart. Neugeborene: floxneo/+
(gefloxt+Kassette/Wildtyp); +/+ (Wildtyp).

5" arm 3 arm
(5481 bp) (3885 bp)

T 1 |
FRT loxP FRT loxP loxP
s O - B3> DH—

Abbildung 2.18: Schematische Darstellung, Genotypiserung I: PCR-Nachweis der Neomycin-
Selektionskassette (Pfeil griin) und der loxP-3'-Erkennungssequenz (Pfeil rot) mit den entsprechenden

Primer.

Im nachsten Schritt wurden die floxneo/+ Mause aus dem Verpaarungsschritt | mit
Mausen verpaart, welche die Flippase (Flp)-Recombinase konstitutiv exprimieren, sog.
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Flip-Deleter. Die Flp-Recombinase erkennt die FRT-Erkennungssequenzen und
recombiniert das FRT-flankierte DNA-Fragment. Dadurch kommt es zur Entfernung
der Neomycin-Selektionskassette (Abbildung 2.19). Die Neugeborenen wurden mittels
PCR auf die Abwesenheit der Selektionskassette (Neomycin = neo, negativ) und auf
die Anwesenheit der loxP-3'-Erkennungssequenz (gefloxt = flox, positiv) und der

Flp-Recombinase (Flippase = Flp, positiv) Uberprift (Abbildung 2.20).

flox/+ floxneo/+ +/+ +/+
Flp Flp

Abbildung 2.19: Schematische Darstellung, Verpaarungsschritt Il (mod. Transgene Tiere, ZMNH):

floxneo/+ Mause wurden mit Flp-Deleter Mausen (+/+ Flp) verpaart. Neugeborene: flox(Flp)/+
(gefloxt+Flp/Wildtyp); floxneo/+ (gefloxt+Kassette/Wildtyp); +/+ Flp (Wildtyp Flp); +/+ (Wildtyp).

5" arm 3" arm
(5481 bp) (3885 bp)
1
loxP FRT loxP foxP
neace [RGNICY (HHHI - HH—
Promoter-Driven Cassette ENSMUSE00000133211
(L1L2_Bact_P) ENSMUSED0000549005
ENSMUSED0000133216
ENSMUSE00000133213
Flp-Recombinase Flp-Recombinase
& arm 3 arm
(5481 bp) (3885 bp)

| |
FRT loxP fox

- —

Abbildung 2.20: Schematische Darstellung, Deletion der Neomycin-Selektionskassette und
Genotypiserung Il: Die Flp-Recombinase erkennt die FRT-Erkennungssequenzen (Pfeile schwarz)
und entfernt Neomycin-Selektionskassette. Eine FRT-Erkennungssequenz verbleibt. PCR-Nachweis
der Anwesenheit der Flp-Recombinase und der loxP-3‘-Erkennungssequenz (Pfeil rot) sowie der PCR-

Nachweis auf die Abwesenheit der Neomycin-Selektionskassette.
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Eine immunhistologische DAB-Farbung mithilfe eines Antikdrpers gegen die
B-Galactosidase auf Pankreasparaffinschnitten soll Auskunft Gber die An- oder
Abwesenheit der Selektionskassette geben. In der Selektionskassette befindet sich
das LacZ-Gen, welches fur die pB-Galactosidase kodiert. Mause, welche die
Selektionskassette besitzen, werden als LacZ*™ bezeichnet und Mause, bei denen die

Selektionskassette entfernt wurde, als LacZ".

Bei den LacZ  Mausen ist die immunhistologische Farbung mittels Antikorper gegen
die B-Galactosidase viel schwacher als bei den LacZ* Mausen (Abbildung 2.21). Die

schwache Farbung ist auf die endogene Aktividt der B-Galactosidase im Pankreas

zurickzufiuhren.
LacZ* LacZ
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Abbildung 2.21: Konstitutive Expression der bakteriellen B-Galactosidase (B-Gal) Aktivitat in
Langerhans’chen Inseln der LacZ* Mausen: Exemplarische Aufnahmen einer DAB-Farbung des
Pankreas mit dem Antikérper gegen B-Galactosidase (1:100) auf 3 um Paraffinschnitte von LacZ* (links)

und LacZ- (rechts) Mausen.

Im Verpaarungsschritt 11l wurden die flox (FIp)/+ Mause mit Mausen verpaart, welche
die cyclization recombinase (Cre)-Recombinase entweder unter der Kontrolle des
ubiquitdr exprimierten Cytomegalo-Virus-Promotors (CRE GIOB) oder unter der
Kontrolle des Ratteninsulin-2-Promotors (CRE RIP) (Herrera, 2000) konstitutiv

exprimieren.

Die Cre-Recombinase erkennt die loxP-Erkennungssequenzen und recombiniert das
loxP-flankierte DNA-Fragment. Es kommt zur Deletion der Exons 3 - 6 des DLK-Gens
in einem Allel (Abbildung 2.23). Durch die Verpaarung mit dem Wildtyp Cre-Deleter
(+/+ Cre) verlieren die flox(flp)/+ Mause die Flp-Recombinase und ein Wildtyp-Allel

des DLK-Gens wird beibehalten (heterozygoter Zustand). Die erzeugten Mause sind
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heterozygot DLK-KO (Abbildung 2.22). Die Neugeborenen wurden mittels PCR auf die
Abwesenheit der Flp-Recombinase (Flippase = Flp, negativ) sowie auf die
Anwesenheit der Cre-Recombinase (Cre, positiv) Uberprift. Der Nachweis der
loxP-3‘-Erkennungssequenz  ist vom verwendeten Cre-Deleter abhangig.
Nachkommen der Cre GLOB-Deleter besitzen keine loxP-3‘-Erkennungssequenz
mehr im Allel (flox negativ), wahrend Nachkommen der Cre RIP-Deleter aufgrund der
B-zellspezifischen Deletion durch den Promotor die loxP-3-Erkennnugssequenz in
restichem Gewebe (z.B. Schwanzspitze) besitzen. Da der oben erwahnte PCR-
Nachweis nicht ausreichend ist, um die flox(Cre)/+ (heterozygot DLK-KO) von der +/+
Cre (homozygot Wildtyp Cre) zu unterscheiden, wurde eine weitere PCR durchgefuhrt,
um die Heterozygotie bzw. Homozygotie nachzuweisen. Hierbei wurden Primer
designt, welche entweder mit der Sequenz innerhalb der Exone 2, 5 oder 7
hybridisieren und je nach verwendeten Cre-Deleter (CRE GLOB oder CRE RIP) die
Hetero- und Homozygotie nachgewiesen wurde (Abbildung 2.23 und Abbildung 2.25).

!
A
@
+/+

flox/+

Fl Cre
/p\ S
f S
+/+ +/+

flox/+ flox/+
Cre Cre
Abbildung 2.22: Schematische Darstellung, Verpaarungsschritt 1l (mod. Transgene Tiere,

ZMNH): flox(flp)/+ Mause wurden mit Cre-Deleter Mausen (+/+ Cre) verpaart. Neugeborene: flox(Cre)/+
(DLK-KO (Cre)/Wildtyp); flox/+ (gefloxt/Wildtyp); +/+ Cre (Wildtyp Cre); +/+ (Wildtyp).
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5 arm I arm
(5481 bp) {3685 bp)
| 1
FRT loxP loxP
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Cre-Recombinase Cre-Recombinase
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Abbildung 2.23: Schematische Darstellung, Deletion der Exone 3 - 6 des DLK-Gens in einem Allel
und Genotypiserung Ill: Die Cre-Recombinase erkennt die loxP-Erkennungssequenzen (Pfeile
schwarz) und entfernt die flankierten Exone 3 - 6 im DLK-Gen (heterozygot DLK-KO). Eine LoxP-
Erkennungssequenz verbleibt. PCR-Nachweis der Anwesenheit der Cre-Recombinase und der
Abwesenheit der FIp-Recombinase. Nachweis der loxP-3‘-Erkennungssequenz je nach Cre-Deleter und
Nachweis auf Heterozygotie und Homozygotie mittels der Exone 2, 5und 7 (E2, E5 und E7, Pfeile blau).

Fur den letzten Verpaarungsschritt (IV) wurden DLK"" Mause generiert (flox/flox,
homozygot fur den targeting-Vektor) (Abbildung 2.24) und auf die Anwesenheit der
loxP-3‘-Erkennungssequenz ~ und Hetero- und Homozygotie  Uberprift
(Abbildung 2.25).

flox/+ flox/+

flox/+ flox/flox +/+

Abbildung 2.24: Schematische Darstellung, Generierung DLK" (flox/flox) Mause (mod.
Transgene Tiere, ZMNH): flox/+ Mause wurden mit anderen flox/+ Mausen verpaart. Neugeborene:

flox/+ (gefloxt/Wildtyp); flox/flox (gefloxt/gefloxt); +/+ (Wildtyp).
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+/+ > Wildtyp-Allel: E2-E7 (2494 bp); E5-E7 (1178 bp)

flox'+ > Wildtyp -Allel: E2-E7 (2494 bp); E5-E7 (1178 bp)
gefloxt-Allel: E2-E7 (2654 bp); E5-E7 (1258 bp)

flox/flox > gefloxt-Allel: E2-E7 (2654 bp); E5-E7 (1258 bp)

Abbildung 2.25: Nachweis auf Hetero- und Homozygotie mittels PCR: Das PCR-Programm wurde
so gewahlt, dass nur DNA bis zu 1,5 kb amplifiziert wurde. +/+ Mause besitzen beide Wildtyp-Allele; nur
die Amplifikation von E5-E7 ist nachweisbar (eine Bande). flox/+ besitzen einen Wildtyp- und einen
gefloxten Allel; Die Amplifikation von E5-E7 des Wildtyp-Allels und E5-E7 des gefloxten-Allels sind
nachweisbar (zwei Banden). Homozygote flox/flox Mause besitzen beide gefloxten-Allele. Nur die

Amplifikation von E5-E7 ist nachweisbar (eine Bande).

Im letzten Verpaarungsschritt wurden anschlieRend die DLK" Mause (flox/flox) mit
den heterozygoten DLK-KO Mausen (flox(Cre)/+) verpaart, um die konditionalen
B-zellspezifisch oder globalen DLK defizienten Mausen (B-DLK” oder DLK”') zu
generieren (Abbildung 2.26). Die Verpaarung der DLK"" Mause mit den globalen
heterozygot DLK-KO Mausen fiuhrte zu reduzierten Wdurfen. Diese globalen
homozygoten DLK-KO Mause (DLK') starben perinatal im Einklang mit friiheren
Publikationen (Hirai et al., 2006; Bloom et al., 2007; Ghosh et al., 2011).

Die neugeborenen B-zellspezifisch DLK defizienten Mause wurden mittels PCR auf die
Anwesenheit der Cre-Recombinase (Cre RIP) sowie auf Heterozygotie und
Homozygotie Uberprift (Abbildung 2.28, B und Abbildung 2.29, A).
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flox/flox flox/flox flox/+ flox/+
Cre Cre
B_DLK-/- DLKfA

DLK™-

Abbildung 2.26: Schematische Darstellung, Generierung der konditionalen homozygoten
B-zellspezifisch oder globalen DLK defizienten Mause (B-DLK” oder DLK”) sowie der
homozygoten DLK™ (flox/flox) Mause (mod. Transgene Tiere, ZMNH): heterozygote DLK-KO
Mause (flox(Cre)/+) wurden mit homozygoten DLK" (flox/flox) Mausen verpaart. Neugeborene: flox/flox

Cre (homozygot DLK-KO); flox/flox (gefloxt/gefloxt); flox(Cre)/+ (DLK-KO (Cre)/Wildtyp) flox/+
(gefloxt/Wildtyp).

5"arm

(5481 bp)
1
FRT

AP

Abbildung 2.27: Schematische Darstellung. Deletion der Exone 3 - 6 des DLK-Gens in beiden
Allelen  (konditionaler DLK-KO Maus): Die Cre-Recombinase erkennt die loxP-
Erkennungssequenzen des DLK-Gens und entfernt die flankierten Exone 3 - 6 im zweiten Allel
(homozygot DLK-KO). Eine LoxP-Erkennungssequenz verbleibt.
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A
DLK™ (global)

flox(Cre)+ > Wildtyp-Allel: E2-E7 (2494 bp); E5-E7 (1178 bp)  Cre positiv
gefloxt-Allel: E2-E7 (907 bp); E5-E7 (@)

+/+ Cre - Wildtyp-Allel: E2-E7 (2494 bp); E5-E7 (1178 bp)
flox/+ - Wildtyp-Allel: E2-E7 (2494 bp); E5-E7 (1178 bp) Cre neqativ
gefloxt-Allel: E2-E7 (2654 bp); E5-E7 (1258 bp) g
flox/flox Cre > gefloxt-Allel: E2-E7 (907 bp); ES5-E7 (9) Perinataler
Tod

B
B-DLK (B-zellspezifisch)

flox(Cre)/+ = Wildtyp-Allel: E2-E7 (2494 bp); E5-E7 (1178 bp)  Cre positiv
gefloxt-Allel: E2-E7 (2654 bp); E5-E7 (1258 bp)

+/+ Cre - Wildtyp-Allel: E2-E7 (2494 bp); E5-E7 (1178 bp)

flox/+ - Wildtyp-Allel: E2-E7 (2494 bp); E5-E7 (1178 bp) Cre neqativ
gefloxt-Allel: E2-E7 (2654 bp); E5-E7 (1258 bp) g

flox/flox > gefloxt-Allel: E2-E7 (2654 bp); E5-E7 (1258 bp)  Cre negativ

flox/flox Cre > gefloxt-Allel: E2-E7 (2654 bp); E5-E7 (1258 bp)  Cre positiv

Abbildung 2.28: Nachweis auf Hetero- und Homozygotie bei den DLK defizienten Mausen mittels
PCR: Das PCR-Programm wurde so gewahlt, dass nur DNA bis zu 1,5 kb amplifiziert wurde. A.
flox(Cre)/+ Mause besitzen einen Wildtyp- und einen gefloxten-Allel; Die Amplifikation von E5-E7 des
Wildtyp-Allels und E5-E7 des gefloxten-Allels sind nachweisbar (zwei Banden).Zusétzlich sind diese
Méause Cre positiv. +/+ Cre Mause besitzen beide Wildtyp-Allele; nur die Amplifikation von E5-E7 ist
nachweisbar (eine Bande). flox/+ Mause besitzen einen Wildtyp- und einen gefloxten-Allel; Die
Amplifikation von E5-E7 des Wildtyp-Allels und E5-E7 des gefloxten-Allels sind nachweisbar (zwei
Banden). Diese Mause sind Cre negativ. Homozygote flox/flox Cre Mause besitzen beide gefloxten-
Allele. Nur die Amplifikation von E2-E7 ist nachweisbar (eine Bande). Diese Mause sterben perinatal
und der Nachweis kann nur an Leichen erbracht werden. Zusatzlich sind diese Mause Cre positiv. B.
flox(Cre)/+ Méause besitzen einen Wildtyp- und einen gefloxten-Allel; Die Amplifikation von E5-E7 des
Wildtyp-Allels und E5-E7 des gefloxten-Allels sind nachweisbar (zwei Banden). Zuséatzlich sind diese
Méause Cre positiv. +/+ Cre Mause besitzen beide Wildtyp-Allele; nur die Amplifikation von E5-E7 ist
nachweisbar (eine Bande). flox/+ Mause besitzen einen Wildtyp- und einen gefloxten-Allel; Die

Amplifikation von E5-E7 des Wildtyp-Allels und E5-E7 des gefloxten-Allels sind nachweisbar (zwei
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Banden). Diese Mause sind Cre negativ. Homozygote flox/flox Mause besitzen beide gefloxten-Allele.
Nur die Amplifikation von E5-E7 ist nachweisbar (eine Bande). Diese Mause sind Cre negativ.
Homozygote flox/flox Cre Mause besitzen beide gefloxten-Allele. Nur die Amplifikation von E5-E7 ist

nachweisbar (eine Bande). Zusatzlich sind diese Mause Cre positiv.

A B

Global Global
HETERO KO

RIP RIP
HETERO KO floxflox

Global  Global
HETERO KO

RIP RIP
HETERO KO floxflox

L1500 bp.

L, 1000 bp

Abbildung 2.29: Bestimmung des Genotyps des letzten Verpaarungsschrittes der generierten
DLK defizienten Mausen (B-DLK™ oder DLK™): A. Letzter Verpaarungsschritt der B-zellspezifisch DLK
defizienten Mausen (B-DLK*). Nachweis der CRE RIP-Recombinase (obere Abbildung) und der Hetero-
oder Homozygotie (untere Abbildung) B. Letzter Verpaarungsschritt der globalen DLK defizienten
Mausen (DLK”). Nachweis der CRE GLOB-Recombinase (obere Abbildung) und der Hetero- oder
Homozygotie (untere Abbildung). Global DLK-KO Mause sterben perinatal (zusatzlich als Nachweis der
Aktivitat der CRE GLOB-Recombinase).

2.2.4.2 Glukoseinduzierte Insulinsekretion

Die glukoseinduzierte Insulinsekretion wurde mittels Perifusion frisch isolierter Inseln
analysiert (siehe Isolierung Langerhans’scher Inseln). Die Perifusion ist eine Methode,
die zur Beobachtung der Stimulussekretion in zellphysiologischen Prozesse verwendet
werden kann (Willenborg et al.,, 2012). Die Insel-Isolation und die anschlieRende
Perifusion von insgesamt 5 Mause pro Genotyp (15 - 18 Wochen alt) wurden in der
Gruppe von Prof. Ingo Rustenbeck (TU, Braunschweig) durchgefiihrt. Die
Insulinsekretion aus je 50 Inseln pro Maus wurde mittles Glukose (5 mM und 30 mM)

stimuliert. Die Perifusion erfolgte mit einer Geschwindigkeit von 0,9 mL/min und bei
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einer Temperatur von 37 °C. Anschlie3end wurde der Insulingehalt unter Verwendung

eines ELISA (Mercodia, Uppsala, Schweiz) bestimmit.

2.2.4.3 Isolierung Langerhans’scher Inseln

Fur die Isolierung muriner Langerhans’schen Inseln des Pankreas wurde der
Collagenase-Verdau (Collagenase NB 8) durch Ductusinjektion angewendet
(Willenborg et al., 2012). Diese Methode erlaubt eine 2 - 4-fache hohere Ausbeute
pankreatischer Inseln gegenuber der konventionellen Methode (Gotoh et al., 1985).
Die Ductusinjektion und der Collagenaseverdau wurden in einem Aufenthalt in der
Arbeitsgruppe von Prof. Ingo Rustenbeck (TU, Braunschweig) erlernt.

Die Isolation Langerhans’scher Inseln wurde bei B-DLK”- und DLK" Mausen im Alter
von 14 - 18 Wochen durchgefiihrt. Die Mause wurden mittels zervikaler Dislokation
geopfert, der Bauchraum gedffnet und Leber und Darm freigelegt.

Die Ampulla (Papilla duodeni major), eine Erhebung der Schleimhaut, wurde auf der
Duodenum-Wand lokalisiert und abgeklemmt (Abbildung 2.30). Der Gallenweg zum
Duodenum wurde dadurch blockiert. Hiernach wurden 2 mL der auf Eis gekihlten
Collagenase-Ldsung (1,36 Units/mg) in den gemeinsamen Gallengang mittels einer 30

G-Kandile injiziert.

i ] Stomach‘*.,
y Liver oA
Hepatic."dLlct“~_ ,
@ : ‘... Fattissue ...
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' ‘ A
' . 'r ¥
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Abbildung 2.30: Verfahren der Ductus-Injektion und Pankreas-Entfernung (Mod. Dong-Sheng
et al., 2009). Die eingekreisten Zahlen entsprechen den zu folgenden Schritten zur Pankreas-Perfusion;
(1) Klemmen der Ampulla, (2) Positionieren der Nadel in den gemeinsamen Gallengang, (3) Injektion

der Collagenaseldsung und (4) Entfernung des geschwollenen Pankreas vom umlegenden Gewebe.
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Das Pankreas schwoll an und konnte leichter vom umlegenden Gewebe befreit werden
(Abbildung 2.31).

Vor Ductus-Injektion Nach Ductus-Injektion

Abbildung 2.31: Pankreas vor und nach Ductus-Injektion. Exemplarische Aufnahmen einer
15 Wochen alten Maus vor (links) und nach (rechts) Perfusion. Der Pfeil zeigt die Lokalisation des

Pankreas.

Das Pankreas wurde in ein 15 mL Plastikrohrchen mit 5 mL KR-Puffer Gberfuhrt, bei
37 °C im Wasserbad fur 8 - 9 min inkubiert (abhangig von der Collagenase-Charge)
und anschlieRend 1 min kraftig mit der Hand geschiittelt, um das exokrine Pankreas
zu verdauen. Die Collagenaseaktivitat wurde durch Zugabe von 10 mL kaltem
KR-Puffer und durch Lagerung des Plastikrohrchens auf Eis gestoppt. Diese
homogene Gewebesuspension wurde bei 300 xg und bei 4 °C zweimal mit je 5 mL
KR-Puffer fur 30 s gewaschen und in 10 mL KR-Puffer wieder aufgenommen. Hierbei

wurde der Uberstand bei den Waschschritten vorsichtig abgekippt und verworfen.

Die Inseln wurden auf einer schwarzen 10 cm Schale mittels einer Pipette mit weit
geoffneter Spitze gesammelt und auf eine weitere schwarze 10 cm Schale manuell
transferiert. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt und im Anschluss die Inseln

gezahlt.

Die Inseln wurden in ein 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefald tberfuhrt, bei 300 xg und
4 °C fur 1 min zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Fir einen Immunoblot
wurden die Inseln bei -80 °C gelagert. Zur Kultivierung der Inseln wurde diese zweimal

in 1 mL RPMI-Medium-Inseln gewaschen. Nach jeder Zugabe vom Medium wurden
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die Inseln bei 300 xg und 4 °C fur 1 min zentrifugiert. AnschlieBend wurden die
Langerhans’schen Inseln in 600 yL RPMI-Medium-Inseln aufgenommen und in eine
12-well-Zellkulturplatte Gberfuhrt (Kapitel 2.2.4.4).

Die Injektion der Collagenase-LAdsung sowie das Picken der Inseln wurden unter einem
Stereomikroskop mit Lichtquelle (Zeiss Stemi 2000, VisiLED MC 1000) vorgenommen.

2.2.4.4 Kultivierung isolierter Langerhans’schen Inseln

Frisch isolierte Inseln wurden in einer 12-well-Zellkulturplatte (etwa 60 Inseln pro well)
mit 600 pL RPMI-Medium 1640 inklusive 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin
(RPMI-Medium-Inseln) fir bis zu 5 Tage inkubiert. Am 3. Tag wurden 400 pL frischen
Mediums hinzugegeben. Die Inseln wurden bei 37 °C und 5% CO:2 in einer

wasserdampfgesattigten Atmosphare im Brutschrank kultiviert.

Die meisten der adharierten Inseln verlieren ab dem 6. - 7. Tag ihre Inselmorphologie.
Sie verschmelzen mit dem Boden der Kulturplatte, die Bindegewebshdille verliert ihre
Form (auch sog. Kapselform), sodass die Zellansammlungen letztlich nicht mehr

zurlckgehalten werden kénnen (Abbildung 2.32).

1. Tag nach Isolation 7. Tag nach Isolation

Abbildung 2.32: Verlust der Inselmorphologie ab Tag 7 nach Isolation. Reprasentative Aufnahmen

einer Insel von einer 15 Wochen alten Maus am 1. Tag (links) oder am 7. Tag (rechts) nach der Isolation.
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2.2.4.5 Immunhistologische Analyse

Verwendete Antikdrper

Tabelle 2.9: Verwendete Primar- Sekundarantikdrper zur immunhistologischen

Farbungen

Antikorper Hersteller Verdinnung  Anwendung

B-Galactosidase (Rabbit) Invitrogen 1:100 DAB

DLK (Rabbit) Holzmann et al., 1994 1:50 DAB/IF
Fan et al., 1996

Insulin (Maus) Sigma 1:50 DAB/IF

Glucagon (Rabbit) Cell Signaling 1:200 IF
Technology

Anti-Maus Dianova 1:50 DAB

Anti-Rabbit Dianova 1:50 DAB

AlexaFluor488 Anti-Rabbit Invitrogen 1:50 IF

TRITC Anti-Maus Invitrogen 1:50 IF

DAB-Stammldsung 1%:

3,3'-Diaminobenzidin (DAB) 100 mg
dH20 10 mL

= 1 mL Aliquots werden in braunen 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefal3en bei -20 °C

gelagert.

DAB-Farbeldsung (frisch vor Gebrauch herzustellen)

DAB-Stammldsung 1% 1mL
H202 30% 10 pL
dH20 ad 10 mL
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Blockpuffer DAB
BSA 19
1x PBS 100 mL

0,3% Wasserstoffperoxid-Lésung (frisch vor Gebrauch herzustellen)
H202 30% 10 pL
1x PBS ad 1 mL

Antikorperlosung DAB
BSA 01lg9
1x PBS 100 mL

Blockpuffer IF

BSA 259
Triton X-100 150 pL
1x PBS ad 50 mL

AntikOorperlosung IF
BSA lg
1x PBS 100 mL

2.2.4.5.a Immunhistologische Untersuchung mittels einer 3,3*

Diaminobenzidin (DAB)-Farbung an Paraffinschnitten

Die frisch isolierten Pankreata von 20 - 25 Wochen alten Mause wurden in einer 4%
PFA (Paraformaldehyd)/ PBS-Losung bei 4 °C Uuber Nacht fixiert. Die
Paraffineinbettung und die Herstellung von 3 um dicken Gewebeschnitten erfolgten
durch die Mauspathologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf nach

Standardtechniken.
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Die Paraffingewebeschnitte wurden vor der Farbung entparaffiniert und rehydriert.
Hierfir wurden die Objekttrager schrittweise in verschiedenen Badmedien bei RT
getaucht (Tabelle 2.10):

Tabelle 2.10: Rehydrieren von Gewebeparaffinschnitten

Medium Dauer
Xylol 3x 10 min
98% Ethanol 5 min
96% Ethanol 5 min
90% Ethanol 5 min
80% Ethanol 5 min
70% Ethanol 5 min
dH20 5 min

Nach der Entparaffinierung der Schnitte erfolgten die Blockierung der endogegen
Peroxidase mit einer 0,3% Wasserstoffperoxid/PBS im Dunkeln fir 30 min und
zweimaliges Waschen mit PBS. Im n&chsten Schritt wurden die unspezifischen
Bindungsstellen mit Blockpuffer DAB bei RT fur 30 min blockiert und erneut zweimal
mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die in der Tabelle 2.9 aufgefiihrten
Primarantikdrper in der Antikérperlésung DAB entsprechend verdinnt (60 pL/Schnitt)
und bei 4 °C uber Nacht auf Parafilm inkubiert. Am nachsten Tag wurden die
Gewebeparaffinschnitte dreimal mit Antikorperlésung DAB gewaschen und mit dem
entsprechend der Spezies in Antikérperlosung DAB verdinnten Sekundarantikorper
fur 1 h inkubiert. Die Objekttrager wurden dreimal mit dH20 gewaschen und die
Schnitte mit 60 pL der 0,1% Diaminobenzidin (DAB)-Farbeldsung fir 2 - 5 min
behandelt. Die DAB-Farbung wurde unter dem Mikroskop kontrolliert und spatestens
nach 5 min durch dreimaliges Waschen mit dH20 gestoppt. Das an dem
Sekundarantikdrper gekoppelten HRP (horseradish peroxidase) bildet mit dem in der
DAB-Féarbeldsung enthaltenen Wasserstoffperoxid als Substrat einen Komplex, wobei
DAB als elektrogenspendendes Chromogen fungiert und zum braunen Endprodukt
oxidiert wird.
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Anschlie3end erfolgte die Hamalaun-Gegenfarbung (Hamalaun sauer nach Mayer;
ROTH®) fuir 2 - 5 min, das dreimalige Waschen mit dH20 fiir 5 min, die Dehydrierung
(Tabelle 2.11) und das Eindeckeln der Gewebeparaffinschnitte mit einem
Deckglaschen und Roti®-Histokit 1.

Tabelle 2.11: Dehydrieren von Gewebeparaffinschnitten

Medium Dauer
70% Ethanol 2 min
80% Ethanol 2 min
90% Ethanol 2 min
96% Ethanol 2 min
98% Ethanol 5 min
Xylol 3 min

Die mikroskopischen Untersuchungen der gefarbten Gewebeparaffinschnitte wurden

mit einem Zeiss Axioskop 2 bei 20- und 40-facher VergrofRerung durchgefuhrt.

2.2.4.5.b Immunhistologische Untersuchung mittels Immunfluoreszenz-

Farbung an Pankreas-Kryoschnitten

Die frisch isolierten Pankreata von 20 - 25 Wochen alten Mause wurden ziigig nach
der Entnahme auf gefrorenen 2-Methylbutan (Porzellanschale im fliissigen Stickstoff)
gelegt und langsam gefroren. Anschliel3end wurden die Organe in ein in Stickstoff
stehendes 15 mL Plastikréhrchen Uberfuhrt und bei -80 °C gelagert.

Vor Herstellung der Gefrierschnitte wurde das Pankreasgewebe mit O.C.T™ (Tissue
Tek®) im Kryostat (LEICA CM3050 S) eingedeckt und die festen Blocke bei -20 °C fir
2 h gelagert. Die Pankreata wurden am Kryostat zu 10 um dicken Gefrierschnitten

verarbeitet, auf Objekttrager aufgebracht (SuperFrost/Plus) und bei -20 °C gelagert.

Die tiefgefrorenen Schnitte wurden bei 37 °C im Brutschrank fur 15 - 20 min getrocknet
und anschlieend mit Aceton flr 7 min fixiert. Hiernach wurden die Schnitte dreimal

mit PBS gewaschen und mit Blockpuffer fir 2 h inkubiert. Nach zwei Waschschritten
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mit PBS wurden die Kryoschnitte mit den in der Tabelle 2.9 aufgefiihrten
Primarantikdrper in der Antikérperlésung bei 4 °C tber Nacht inkubiert. Am nachsten
Tag wurden die Gefrierschnitte dreimal mit PBS gewaschen und mit dem
entsprechend der Spezies in der Antikoérperlésung verdinnten Fluoreszenz
gekoppelten Sekundarantikdrper fir 2 h lichtgeschitzt inkubiert. Anschlie3end wurden
die Gefrierschnitte mit DAPI-Mounting-Medium  (4',6-diamino-2-phenylindol)
eingedeckelt. Die Objekttrager wurden lichtgeschutzt fir min. 48 h gelagert und
getrocknet. Die Detektion der Immunfluoreszenz gelang mithilfe eines konfokalen
Mikroskops (Zeiss Axio Observer.Z1) bei einer 20- und 40-facher Vergrol3erung des
Objektivs.

2.2.4.5.c Immunhistologische Untersuchung mittels Immunfluoreszenz-

Farbung an isolierten Langerhans’schen Inseln

Die frisch isolierten Inseln wurden in einer 12-well-Zellkulturplatte (etwa 60 Inseln pro
well) mit 600 pL RPMI 1640 inklusive 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin (RPMI-
Medium-Inseln) fur 3 - 4 Tage auf Deckglaschen (& 13 mm) bei 37 °C und 5% CO: in
einer wasserdampfgesattigten Atmosphare im Brutschrank kultiviert.

Fur die Immunfluoreszenz wurden die Inseln entsprechend Kapitel 2.2.3.2 auf

Deckglaschen behandelt und gefarbt.

2.2.5 Statistik

Die Ergebnisse wurden als arithmetische Mittelwerte + SEM (SE/v/n) ausgedriickt und
mithilfe der Software GraphPad Prism 5 analysiert. Zum Vergleich zweier Gruppen
wurde der t-Test angewendet. Fur den Mehrfach-Vergleich wurde eine Einweg-
Analyse der Varianz (ANOVA-Test) gefolgt von einem Bonferroni Post-Hoc-Test

durchgefthrt. Als Signifikanzniveau (p-Wert) wurde p<0,05 (*) festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Subzellulare Lokalisation der DLK

3.1.1 Charakterisierung eines funktionellen Nuclear Export
Signal (NES) innerhalb der DLK

Eine in silico Analyse mittels des NetNES 1.1 Servers (Center for Biological Sequence
Analysis, Technische Universitat in Danemark) offenbarte 481-LQLEL-485 als
Konsensus Motiv fir das Nukledare Exportsignal (NES) innerhalb der DLK
(La Cour et al., 2004).

Mittels site-directed mutagenesis wurden die Leucine 481, 483 und 485 in Alanine
mutiert (DLK NES), um das Signal fur den nuklearen Export der DLK zu zerstoren.
Vorigen Studien zufolge spielt CREB (CAMP response element binding protein) eine
essentielle Rolle zur Aufrechterhaltung der B-Zellfunktion und pB-Zellmasse
(Oetjen et al., 2003a, 2003b, 2006). Weiterhin ist bekannt, dass die Aktivierung der
DLK zu einer Hemmung der CREB-abhangigen Gentranskription und seiner
Koaktivatoren CBP (CREB binding protein) und CRTC1 (cAMP regulated
transcriptional coactivator 1) fihrt sowie zur Verminderung der Insulingentranskription
und Induktion der p-Zellapoptose (Oetjen et al., 2006; Phu et al., 2011,
Plaumann et al., 2008; Stahnke et al., 2014).

Die Auswirkung der DLK NES Mutante sollte daher in Bezug auf Proteinexpression,
Phosphorylierung  untergeordneter Kinasen, KClI-stimulierte CRE-abhéngige
Gentranskription, stimulusinduzierte nukledre Translokation und (-Zellapoptose

untersucht werden.

3.1.1.1 DLK NES Proteinexpression und enzymatische Aktivitat

Die Uberexpression von DLK NES in HIT-T15 Zellen wurde mittels transienter
Transfektion und Immunoblotanalyse beziglich der Phosphorylierung von JINK/SAPK
(c-Jun N-terminale Kinase oder Stress-Aktivierte Protein Kinase) mit DLK wt
verglichen. DLK fuhrt Uber die Aktivierung von MKK7 bzw. MKK4 (Mitogen-aktivierte

Protein Kinase Kinase 7 bzw. 4) zu einer Phosphorylierung dieser untergeordneten
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Kinase, welche als Mal3 fur die enzymatische Aktivitdat der DLK gilt. Fur diesen
Aktivierungsschritt bendtigt die DLK eine funktionierende Kinase-Domaéne.
DLK NES und DLK wt wurden in demselben Ausmalfd exprimiert und unterschieden
sich nicht in ihrer enzymatischen Aktivitat (JNK-Phosphorylierung) (Abbildung 3.1). Die
DLK NES Mutante besitzt folglich eine katalytisch aktive Kinase-Domane.

DLK  DLK =)
wt NES g 400 *
DLK o >
2 S 3005
O O
JNK—) — — — & X 200
P | — — S— X3
| e c— e—— o & 1005
INK =
| -———-—— . 5 o
& _ DLK  DLK
wit NES

Abbildung 3.1: Expression von DLK NES und Vergleich der jeweiligen Phosphorylierung von
JNK. HIT-T15 Zellen wurden transient mit den Expressionsvektoren fur DLK wt und DLK NES
transfiziert. Links, typischer Immunoblot unter Verwendung von Antikérpern gegen das COOH-Ende der
DLK, gegen an Thr-183 und Tyr-185 phosphorylierte JNK, gegen JNK und gegen GAPDH als

Ladekontrolle. Die schwarzen Pfeile bei INK und pJNK zeigen die ausgewerteten Banden (46 kDa und

54 kDa). Rechts, quantitative Auswertung. Die phosphorylierten JNK repréasentierenden Banden wurden
densitometrisch ausgewertet und sind jeweils relativ zu der Dichte der INK-reprasentierenden Banden

in jedem Experiment. Diese Werte sind relativ zu den Werten ohne DLK Uberexpression und sind
Mittelwerte + SEM aus drei unabhangigen Experimenten jeweils in Doppelbestimmung. "p<0,05 vs.

Kontrolle ,-; t-Test.

3.1.1.2 DLK NES und stimulusinduzierte CRE-abhangige Gentranskription

Das cAMP response element (CRE) stellt die Bindungsstelle fir den
Transkriptionsfaktor CREB dar. Die enzymatische Aktivierung der DLK flihrt zu einer
Hemmung der CRE/CREB-abhangigen Gentranskription (Reddy et al., 1994;
Oetjen et al., 2006; Phu et al., 2011).

Der Effekt der DLK NES auf die durch Membrandepolarisation stimulierte CRE-
abhangige Gentranskription wurde mittels eines Luciferase-Reportergens unter der
Kontrolle von vier Kopien des CRE Ratten-Somatostatin Promotors in HIT-T15 Zellen
untersucht und mit dem Effekt des DLK wt verglichen (Abbildung 3.2).
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Die Membrandepolarisation wurde durch Stimulierung der Zellen mit KCl (40 mM)
induziert, was einen konsekutiven Calciumeinstrom durch spannungsabhangige L-Typ
Calcium-Kanéale bewirkt. Zusatzlich wurde der Effekt des pradiabetischen Cytokins
TNFa auf die CRE-abhéngigen Gentranskription mit und ohne Membrandepolarisation
untersucht.

Die Uberexpression der DLK NES Mutante filhrte zu einer Hemmung der durch
Membrandepolarisation induzierten CRE-abhangigen Gentranskription. Dieser
hemmende Effekt konnte durch die Behandlung mit TNFa (10 ng/mL fir 20 h)

gesteigert werden.

[ CRE | CRE | CRE [ CRE | |_. Luciferase
-81 +1 +58
HSV-TK Promotor
1000+
800+

Relative Luciferase Aktiviat
(% von Bluescript)

TNFo - + - + - + - + - + - +
KCl- - + + = - + + - - + +
Bluescript DLK DLK
wt NES

Abbildung 3.2: Kein Unterschied zwischen DLK wt und DLK NES in Bezug auf die mit TNFa- und
KCl-stimulierte CRE-abhangige Gentranskription. HIT-T15 Zellen wurden transient mit einem
Luciferase-Reportergen unter der Kontrolle des Herpes-Simplex-Virus-Thymidin-Kinase (HSV-TK)
Genpromotors (- 81 bis + 58 bp) und vier Kopien des CRE Ratten-Somatostatinpromotors transfiziert.
Bluescript (Leervektor) und die Expressionsvektoren fir DLK wt und DLK NES wurden kotransfiziert.
Nach 48 h wurden die Zellen fur 20 h mit TNFa (10 ng/mL) behandelt und 6 h vor der Ernte mit KCI
(40 mM) zur Membrandepolarisation stimuliert. Oben, schematische Darstellung des Luciferase-
Reportergens. Unten, quantitative Auswertung. Die Luciferase Aktivitat ist jeweils relativ zum Mittelwert
ohne KCI-Behandlung in jeder Gruppe. Die Werte sind Mittelwerte + SEM der drei unabhéngigen
Experimente, jeweils in Doppelbestimmung. *p = 0,05 vs. KCI Behandlung ohne TNFo; *p = 0,05 vs.
KCI Behandlung ohne DLK wt oder DLK NES Uberexpression; einfache ANOVA gefolgt von einem

Bonferroni Post-Hoc-Test.
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3.1.1.3 DLK NES, nukleare Lokalisation und B-Zellapoptose

Die subzellulare Lokalisation von DLK wt und den DLK Mutanten DLK NES und DLK
K185A wurde mittels transienter Transfektion in HIT-T15 Zellen und anschliel3ender
immunocytochemischer Analyse untersucht. Die DLK K185A Mutante, mit veranderter
ATP-Bindungsdomane, stellte die negative, katalytisch inaktive Kontrolle dar
(Mata et al., 1996).

Die Uberexprimierten DLK wt, DLK NES und DLK K185A in den Zellen konnten mit
einem Antikdrper gegen das FLAG-Epitop der Expressionsvektoren identifiziert
werden. Zur Bestimmung der pB-Zellapoptose wurde als Apoptosemarker die
fragmentierte Caspase-3 (cleaved caspase-3) verwendet. DAPI diente der DNA-
Kernfarbung.

48 h nach der transienten Transfektion wurden die Zellen fir 60 min mit TNFa
(10 ng/mL) behandelt, um die nukleare Translokation der DLK zu induzieren
(Abbildung 3.3). Nach 60 min wurde das Medium gegen cytokinfreies Medium
ausgetauscht und die Zellen fir weitere 1, 3 und 6 h inkubiert, um den anhaltenden
Effekt der nukledren Lokalisation zu untersuchen.

DLK wt und die DLK Mutanten zeigten keine signifikanten Unterschiede in der basalen
unstimulierten nukledren Lokalisation (wt: 7,6 = 1,79%; NES: 7,4 +1,04%;
K185A: 7,4 + 0,54%). Die Behandlung mit TNFa induzierte die nukledre Lokalisation
von DLK wt und DLK NES um das 2,5-fache (wt: 18,9 + 2,32%; NES: 18,4 + 1,77%).
Das Entfernen von TNFa bewirkte, dass DLK wt bereits nach 1 h nicht mehr im
Nukleus nachweisbar war (1 h: 5,4 £ 0,69%), die DLK NES Mutante hingegen konnte
bis 6 h im Nukleus identifiziert werden (6 h: 21,1 + 1,46%). Die DLK K185A verblieb
nach Behandlung mit TNFa cytoplasmatisch (Abbildung 3.4).

Um die pB-Zellapoptose zu untersuchen wurde der Anteil der fragmentierten
Caspase-3 positiven Zellen an der Gesamtheit der DLK positiven Zellen ermittelt
(Abbildung 3.5).

HIT Zellen mit Gberexprimierten DLK wt und DLK NES zeigten eine ahnliche spontane
Apoptoserate (wt: 18,6 £ 2,32%; NES: 21,1 £ 2,98%).

Die Behandlung mit TNFa fihrte in den mit DLK wt und DLK NES transient
transfizierten Zellen zu einer signifikanten Erhéhung der p-Zellapoptose
(wt: 43,0 £2,46%; NES: 57,2 + 1,43%). 6 h nach Entfernen von TNFoa war die
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apoptoseinduzierende Wirkung der DLK NES Mutante starker ausgepragt als die von
DLK wt (wt: 37,9 + 4,01%; NES: 61,4 + 4,52%). Die Uberexpression der Kinase
inaktiven Mutante DLK K185A zeigte mit und ohne TNFa-Behandlung eine signifikant
geringere Apoptoserate in den Zellen im Vergleich zu DLK wt und DLK NES
(- 5,4 + 1,68%; ,+“ 15,8 * 5,06%).

Frag.
Anti M2-FLAG  Caspase-3 DAPI Uberlagerung
DLK -
wt

-+
DLK -
NES

+ L
DLK -

K185A
+ -

Abbildung 3.3: Exemplarische immunfluoreszenzmikroskopische Bilder der transient
transfizierten HIT Zellen. HIT-T15 Zellen wurden transient mit den Expressionsvektoren fiir DLK wt,
DLK NES und DLK K185A transfiziert und nach 48 h fur 60 min mit TNFa (10 ng/mL) behandelt (+).
Linke Spalte, Farbung mit einem Antikérper gegen das FLAG-Epitop (DLK); mittlere linke Spalte,
Farbung mit einem Antikérper gegen die fragmentierte Caspase-3 (Apoptose); mittlere rechte Spalte,
DNA-Kernfarbung (DAPI); rechte Spalte, Uberlagerungsbild.
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Abbildung 3.4: Auswirkung der DLK NES Mutante auf die nukledre Lokalisation. HIT-T15 Zellen
wurden transient mit den Expressionsvektoren fir DLK wt, DLK NES und DLK K185A transfiziert und
mit TNFa (10 ng/mL) fur 60 min behandelt (+). TNFoa wurde nach 60 min Behandlung (Zeit 0) durch
Mediumwechsel entfernt. Die Zellen wurden in Abwesenheit des Cytokins fiir zusatzliche 1, 3 und 6 h
kultiviert wie angegeben. Dargestellt ist die quantitative Auswertung der Zellen mit nuklearer DLK als
prozentualer Anteil aller DLK positiven Zellen. Werte sind Mittelwerte £+ SEM aus drei unabhangigen
Experimenten, jeweils in Doppelbestimmung. *p<0,05 vs. keine TNFa-Behandlung “-“ in mit DLK wt
transfizierten Zellen; *p<0,05 vs. Behandlung mit TNFa (“+4, 0 h) in mit DLK wt transfizierten Zellen.
#p<0,05 vs. mit DLK NES transfiziert und ohne Behandlung mit TNFa. ,-“; einfache ANOVA gefolgt von

einem Bonferroni Post-Hoc-Test.
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Abbildung 3.5: Auswirkung der DLK NES Mutante auf die B-Zellapoptose. HIT-T15 Zellen wurden
transient mit den Expressionsvektoren fir DLK wt, DLK NES und DLK K185A transfiziert und mit TNFa
(10 ng/mL) fur 60 min behandelt (+). TNFa wurde nach 60 min Behandlung (Zeit 0) durch
Mediumwechsel entfernt. Die Zellen wurden in Abwesenheit des Cytokins fir zusatzliche 1, 3 und 6 h
kultiviert wie angegeben. Dargestellt ist der Prozentsatz der Zellen, die mit einem Antikdrper gegen die
fragmentierte Caspase-3 von allen DLK positiven Zellen gefarbt wurden. Werte sind Mittelwerte + SEM
aus drei unabhangigen Experimenten, jeweils in Doppelbestimmung. *p<0,05 vs. keine TNFa-
Behandlung in mit DLK wt transfizierten Zellen (,-“, wt); *p<0,05 vs. keine TNFa-Behandlung in mit DLK
NES transfizierten Zellen (,-“, NES). #p<0,05 vs. TNFa-Behandlung nach 6 h Abwesenheit des Cytokins
in DLK wt transfizierten Zellen (,+%, 6 h, wt); einfache ANOVA gefolgt von einem Bonferroni
Post-Hoc-Test.
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3.1.2 Kontrollen der stimulusinduzierten nuklearen

Translokation der DLK

3.1.2.1 Kontrolle der stimulusinduzierten subzelluldren Lokalisation der DLK mit

einem cytoplasmatischen Protein

Ein cytoplasmatisches Fusionsprotein, der cAMP-Sensor, bei dem die cAMP
Bindungsstelle der exchange protein activated by cAMP 2 (EPAC 2) von einem gelb
(YFP) und einem cyan (CFP) fluoreszierenden Protein flankiert ist
(Nikolaev et al., 2004), wurde als Negativkontrolle fir die nukledre Translokation
verwendet. Der Expressionsvektor dieses Proteins wird in der Regel zur Messung der
intrazellularen cAMP Konzentration mittels FRET (Forster-Resonanzenergietransfer)
eingesetzt und wurde uns fir diese Experimente von Prof. Nikolaev (UKE, Hamburg)
zur Verfiigung gestellt.

HIT-T15 Zellen wurden mit dem cAMP-Sensor transient transfiziert und fir 60 min
entweder mit oder ohne TNFa (10 ng/mL) behandelt. Die Uberexpression dieses
Proteins wurde in lebenden Zellen bei Messung der gelben Fluoreszenz (YFP, engl.
yellow fluorescent Protein) analysiert. Die DNA in den Kernen wurde mit Drag5 gefarbt.
Der cAMP-Sensor wurde Uberwiegend im Cytoplasma detektiert (Abbildung 3.6). Nur
3,6 £ 1,73% aller gezahlten Zellen wurden im Kern beobachtet. Die Behandlung mit
TNFo fihrte zu keiner Erhohung der subzellularen Lokalisation dieses
cytoplasmatisches Proteins (3,1 + 2,24% aller transient transfizierter Zellen).
Zusatzlich wurde die Kolokalisation des cAMP-Sensors mit dem tberexprimierten DLK
wt in HIT-T15 Zellen untersucht. Hierfir wurden HIT-T15 Zellen mit den
Expressionsvektoren fir den M2-FLAG Epitop markierten DLK wt sowie flr den
CcAMP- Sensor transient transfiziert. Die Zellen wurden fir 60 min entweder mit oder
ohne TNFa (10 ng/mL) behandelt und mittels Immunfluoreszenz analysiert. Mit einem
Antikérper gegen das FLAG-Epitop wurde die Uberexpression der DLK beobachtet.
Fur das cytoplasmatische Protein wurde aufgrund der Ahnlichkeit der fluoreszierenden
Proteine (CFP, GFP, YFP) ein Antikorper gegen GFP (grun fluoreszierendes Protein)
verwendet, um das YFP/CFP des cAMP-Sensors zu detektieren. Die Kernfarbung
erfolgte mit DAPI.

114



ERGEBNISSE

Die Kolokalisation beider Proteine wurde ohne Behandlung mit dem
proinflammatorischen Cytokin im Cytoplasma beobachtet. TNFa. flhrte zur nukleéren
Translokation des DLK wt wéahrend der cAMP-Sensor im Cytoplasma verblieb
(Abbildung 3.7).

Draq5 EPAC-YFP Uberlagerung

N

0
TNFa - +

Nukleadre DLK (%der gezahlten Zellen)

Abbildung 3.6: Cytoplasmatische Lokalisation des cAMP-Sensors mit und ohne TNFa-
Behandlung (Lebendfarbung). HIT-T15 Zellen wurden transient mit dem Expressionsvektor fur die
cAMP Bindungsstelle der exchange protein activated by cAMP 2 (EPAC 2) transfiziert und fiir 60 min
mit TNFa (10 ng/mL) behandelt (+). Oben, reprasentative Aufnahmen einer Immunfluoreszenz-
Farbung. Linke Spalte, DNA-Kernfarbung (Drag5); mittlere Spalte, Detektion des mit YFP-markierten
cAMP-Sensors; rechte Spalte, Uberlagerungsbild. Unten, quantitative Auswertung als prozentualer
Anteil der Zellen mit nuklearem cAMP-Sensor in allen cAMP-Sensor positiven Zellen. Dargestellt sind

Mittelwerte £+ SEM aus zwei unabhangigen Experimenten, jeweils in Zweifachbestimmung.
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Anti M2-FLAG EPAC-YFP DAPI Uberlagerung

Abbildung 3.7: Kolokalisation des cAMP-Sensors mit Uberexprimiertem DLK wt. HIT-T15 Zellen
wurden transient mit den Expressionsvektoren fir den cAMP-Sensor und fiir DLK wt kotransfiziert und
fur 60 min mit TNFa (10 ng/mL) behandelt (+). Représentative Aufnahmen einer Immunfluoreszenz-
Farbung. Linke Spalte, Farbung mit einem Antikdrper gegen das FLAG-Epitop (DLK); mittlere linke
Spalte, Farbung mit einem Antikérper gegen GFP fir den YFP-markierten cAMP-Sensor; mittlere rechte
Spalte, DNA-Kernfarbung (DAPI); rechte Spalte, Uberlagerungsbild.

3.1.2.2 Kontrolle der stimulusinduzierten nukledren Translokation der
tberexprimierten DLK in Abwesenheit endogener DLK

Um auszuschlieBen, dass die subzellulare DLK-Lokalisation von der endogenen
Aktivitat dieser Kinase in HIT-T15 Zellen ausgel6st wird, wurden JEG-3 Zellen, eine
DLK negative Zelllinie (Abbildung 3.8), mit den Expressionsvektoren fir DLK wt und
der katalytisch inaktiven DLK K185A Mutante transient transfiziert und nach 48 h fur
60 min ohne oder mit TNFa (10 ng/mL) behandelt. Die Behandlung mit TNFa fuhrte
zu einer verstarkten nukledren Lokalisation des DLK wt (27,6 = 7,00%) aller transient
transfizierten JEG-3 Zellen. Die Lokalisation der katalytisch inaktiven DLK-Mutante
K185A wurde durch die TNFa-Behandlung nicht verandert (3,1 = 2,09%)
(Abbildung 3.9).
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Abbildung 3.8: Identifizierung einer Zelllinie ohne endogene Expression von DLK. Typischer
Immunoblot unter Verwendung von Antikdrpern gegen das COOH-Ende der DLK und gegen GAPDH
als Ladekontrolle. HIT Zellen (positive Kontrolle), MCF Zellen (human breast carcinoma Zelllinie) und

JEG-3 Zellen (human choriocarcinoma Zelllinie).

Anti M2-FLAG DAPI Uberlagerung

DLK --
K185A
50 .um

Abbildung 3.9: Subzellulare Lokalisation der DLK in JEG-3 Zellen. JEG-3 Zellen wurden transient

DLK
wt

mit den Expressionsvektoren fur DLK wt und DLK K185A transfiziert und fir 60 min mit TNFo (10 ng/mL)
behandelt (+). Oben, représentative Aufnahmen einer Immunfluoreszenz-Férbung. Linke Spalte,
Farbung mit einem Antikérper gegen das FLAG-Epitop (DLK); mittlere Spalte, DNA-Kernfarbung (DAPI);
rechte Spalte, Uberlagerungsbild.
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Abbildung 3.10: Quantitative Auswertung der nuklearen DLK-Lokalisation in JEG-3 Zellen.
JEG-3 Zellen wurden transient mit den Expressionsvektoren fiir DLK wt und DLK K185A transfiziert und
fur 60 min mit TNFa (10 ng/mL) behandelt (+). Quantitative Auswertung als prozentualer Anteil der
Zellen mit nukledrer DLK in allen DLK positiven Zellen. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM aus zwei

unabhéngigen Experimenten, jeweils in Dreifachbestimmung. *p<0,05; t-Test.

3.1.3 Zusammenfassung

Aus diesen Daten ist zu erheben, dass die Mutation des nuklearen Exportsignals
(NES) innerhalb der DLK zu keiner Veranderung in der Phosphorylierung der
untergeordneten Kinase JNK und in der mit KCI- und TNFa-stimulierten
CRE-abhangigen Gentranskription - verglichen mit dem DLK wt - fihrt.

TNFa, als pradiabetisches Cytokin, erhoht die nukledre Lokalisation der
Uberexprimierten DLK wt und DLK NES Mutante, aber nicht die Lokalisation der DLK
katalytisch inaktiven Mutante K185A und die Lokalisation eines cytoplasmatischen
Proteins (CAMP-Sensor).

Ein langerer Verbleib der DLK im Kern (DLK NES) fuhrt zu einer Erhéhung der
B-Zellapoptose. Die Dual Leucine-Zipper Kinase besitzt hiernach ein funktionelles
nukledres Exportsignal (NES). Die endogene Aktivitat dieser Kinase in den
untersuchten HIT-T15 Zellen kann den erzielten Ergebnissen zufolge vernachlassigt

werden.
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3.2 Reqgulation der DLK durch Calcineurin

3.2.1 Phosphorylierung von endogenen DLK und JNK nach

Behandlung mit Calcineurininhibitoren

Um den Effekt der Calcineurininhibitoren Ciclosporin (CsA) und Tacrolimus (FK506)
auf die Phosphorylierung der endogenen DLK am Ser-302 und auf die
Phosphorylierung der untergeordneten Kinase JNK zu untersuchen, wurden HIT-T15
Zellen fur 30 min mit 10 uM CsA und 167 nM FK506 behandelt. Hierbei diente TNFa.
(10 ng/mL fur 60 min) als Positivkontrolle (Borchers et al., in Revision). Bisher
unveroffentlichte Daten zufolge hemmt Wasserstoffperoxid als reaktive
Sauerstoffspezies die Phosphatase Calcineurin (Kutschenko, med. Diss. Goéttingen,
2007). Die Wirkung von Wasserstoffperoxid (100 puM fir 3 oder 6 min) auf die
endogenen Phosphorylierungen von DLK und JNK wurde ebenfalls getestet.

Die Phosphorylierungen der endogenen DLK am Ser-302 sowie der endogenen JNK
lieRen sich mit TNFa, den Calcineurininhibitoren CsA, FK506 und Wasserstoffperoxid
erhdhen (Abbildung 3.11) ohne die endogene DLK-Expression zu beeinflussen.
Diese Daten zeigen, dass Substanzen, die Calcineurin hemmen und/oder JNK
phosphorylieren, DLK am Ser-302 phosphorylieren.
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Abbildung 3.11: Phosphorylierungen von endogenen DLK und JNK nach Behandlung mit TNFa
und den Calcineurininhibitoren. HIT-T15 Zellen wurden vor der Ernte mit TNFa. (10 ng/mL) fiir 60 min,
mit CsA (10 uM) far 30 min, mit FK506 (167 nM) fur 30 min und mit H202 (100 uM) fir 3 oder 10 min
behandelt. A. Oben, typischer Immunoblot unter Verwendung von Antikérpern gegen am Ser-302
phosphorylierte DLK und gegen das COOH-Ende der DLK. Mitte, quantitative Auswertung. Die
phosphorylierte DLK reprasentierenden Banden wurden densitometrisch ausgewertet und sind relativ
zu der Dichte der DLK reprasentierenden Banden in jedem Experiment. Unten, quantitative Auswertung
der DLK Expression in jedem Experiment. Die DLK représentierenden Banden wurden densitometrisch
ausgewertet und sind relativ zu der Dichte der DLK Bande ohne Behandlung ,-“. B. Oben, typischer
Immunoblot unter Verwendung von Antikdrpern gegen an Thr-183 und Tyr-185 phosphorylierte JNK,
gegen JNK und gegen GAPDH als Ladekontrolle. Die phosphorylierte INK représentierenden Banden
wurden densitometrisch ausgewertet und sind jeweils relativ zu der Dichte der JNK reprasentierenden
Banden in jedem Experiment. Die schwarzen Pfeile bei JNK und p-JNK zeigen die ausgewerteten
Banden (46 kDa und 54 kDa). Alle Werte sind Mittelwerte + SEM aus drei unabhangigen Experimenten.
*p<0,05 vs. Kontrolle ,-; t-Test.
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3.2.2 Identifizierung von zwei Calcineurin-Interaktionsdomanen
innerhalb der DLK

Auf Basis von in silico Analysen wurden zwei putative Calcineurin-
Interaktionsdoméanen innerhalb der DLK identifiziert: 273-PNMLIT-278 (PxIXIT) und
362-LPVP-365 (LxVP) (Martinez-Martinez et al., 2006; Rodriguez et al., 2009).
Mittels site-directed mutagenesis wurden das Met-275 und das Iso-277 in der ersten
Calcineurin-Interaktionsdomane in Arg-275 und in Lys-277 (DLK CN1) und das Leu-
362 und Val-364 innerhalb der zweiten putativen Interaktionsdoméne jeweils in Ala
mutiert (DLK CN2). Zusétzlich wurde eine Doppelmutante aus DLK CN1 und DLK CN2
hergestellt (DLK CND).

Die DLK Mutanten wurden bezlglich der Autophosphorylierung von DLK am Ser-302
und der Phosphorylierung von JNK mit DLK wt (Positivkontrolle) und der DLK K185A
(Negativkontrolle) verglichen. Die DLK Mutanten CN1 und CN2 wurden in demselben
Ausmald wie DLK wt exprimiert, zeigten jedoch keine enzymatische Aktivitat

(Abbildung 3.12). Die Doppelmutante wurde kaum exprimiert.
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Abbildung 3.12: Vergleich der Phosphorylierung von DLK und JNK durch DLK wt und DLK
Mutanten der Calcineurin-Interaktionsdomé&nen. HIT-T15 Zellen wurden transient mit den
Expressionsvektoren fur DLK wt und DLK Mutanten der Calcineurin-Interaktionsdoméanen transfiziert.
A. Oben, typischer Immunoblot unter Verwendung von Antikdrpern gegen am Ser-302 phosphorylierte
DLK, gegen das COOH-Ende der DLK und gegen GAPDH als Ladekontrolle. Unten, quantitative
Auswertung. B. oben, typischer Immunoblot unter Verwendung von Antikdrpern gegen an Thr-183 und
Tyr-185 phosphorylierte JNK, gegen JNK und gegen GAPDH als Ladekontrolle. Unten, quantitative
Auswertung. DLK wt = PNMLIT und LPVP; CN1 = PNRLKT; CN2 = APAP und CND (PNRLKT und
APAP, Doppelmutante). Die phosphorylierte INK und phosphorylierte DLK reprasentierenden Banden
wurden densitometrisch ausgewertet und sind jeweils relativ zu der Dichte der DLK und JNK
reprasentierenden Banden in jedem Experiment. Die schwarzen Pfeile bei JINK und p-JNK zeigen die

ausgewerteten Banden (46 kDa und 54 kDa). Alle Werte sind Mittelwerte + SEM aus vier unabhéngigen

Experimenten. *p<0,05; t-Test.

3.2.3 Die LxVP-Calcineurin-Interaktionsdomaéane

Inspektion der Rontgenkristallstruktur von DLK (Patel et al., 2015) zeigt, dass die erste
putative Calcineurin-Interaktionsdomane mit dem Konsensusmotiv PxIXIT innerhalb

der katalytischen Doméane von DLK liegt, sodass Mutationen in diesem Bereich u.a. zu
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einer Konformationsanderung der ATP-Bindungstasche und damit zu einem Verlust

der Kinaseaktivitat fuhren kénnen (Abbildung 3.13).

PxIxIT

LxVP

Abbildung 3.13: Die putativen Calcineurin-Interaktionsdoménen in der Rontgenkristallstruktur von DLK
(Patel et al., 2015) und die Lokalisation beider Calcineurin-Interaktionsdomanen innerhalb der DLK

(Kooperationspartner Dr. Thomas Lemcke, Molecular Modelling, Institut fir Pharmazie, Hamburg).

Die LxVP-Calcineurin-Interaktionsdoméane befindet sich auf einer Schleife au3erhalb
der katalytischen Domane. Diese Lokalisation kdnnte die Interaktion mit der
Phosphatase Calcineurin beginstigen. Zur weiteren Untersuchung wurden zwei
Einzelmutationen der LxVP Calcineurin-Interaktionsdoméane (LPVP -> APVP und
LPAP) hergestellt, transient in HIT-T15 Zellen transfiziert und mittels
Immunoblotanalyse mit DLK CN2 (ihre Doppelmutante APAP) verglichen. DLK wt und
DLK K185A dienten als Kontrollen.

3.2.3.1 DLK Mutanten der LxVP-Calcineurin-Interaktionsdomane

3.2.3.1.a Proteinexpression und enzymatische Aktivitat

Die Mutation des Leu-362 zu Ala fuhrte zu einem Verlust der DLK Kinaseaktivitat
gemessen an der Autophosphorylierung von DLK an Ser-302 und der
Phosphorylierung der DLK untergeordneten Kinase JNK (Abbildung 3.14). Im
Gegensatz dazu wurde die Val-364-Ala (V364A) Mutante in demselben Ausmal3 wie

der DLK wt am Ser-302 phosphoryliert. Diese Mutante stimulierte INK deutlich starker
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(2,2-fach) als der wt, gemessen an der Phosphorylierung von JNK an Thr-183 und
Tyr-185 (Abbildung 3.14, B).
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Abbildung 3.14: Vergleich der Phosphorylierung von DLK und JNK durch DLK wt und DLK
Mutanten der zweiten Calcineurin-Interaktionsdomane (LxVP). HIT-T15 Zellen wurden transient mit
den Expressionsvektoren fir DLK wt und ihre Mutanten transfiziert. A. Oben, typischer Immunoblot
unter Verwendung von Antikdrpern gegen am Ser-302 phosphorylierte DLK, gegen das COOH-Ende
der DLK und gegen GAPDH als Ladekontrolle. Unten, quantitative Auswertung. B. Oben, typischer
Immunoblot unter Verwendung von Antikdrpern gegen an Thr-183 und Tyr-185 phosphorylierte JNK,
gegen JNK und gegen GAPDH als Ladekontrolle. Unten, quantitative Auswertung. DLK wt = LPVP;
CN2 = APAP (LxVP Doppelmutante); L362A = APVP; V364A = LPAP. Die phosphorylierte JNK und
phosphorylierte DLK reprasentierenden Banden wurden densitometrisch ausgewertet und sind jeweils
relativ zu der Dichte der DLK und JNK reprasentierenden Banden in jedem Experiment. Die schwarzen
Pfeile bei JINK und p-JNK zeigen die ausgewerteten Banden (46 kDa und 54 kDa). Alle Werte sind
Mittelwerte + SEM aus vier unabhéngigen Experimenten. *p<0,05 vs. DLK CN2, L362A, K185A; #p<0,05
vs. Kontrolle ,-“; *p<0,05 vs. DLK wt; t-Test.

3.2.3.1.b Protein-Protein Interaktion

Um zu untersuchen, ob LPVP tatsachlich eine Interaktionsdomane fur Calcineurin in
der DLK darstellt, wurde eine Protein-Protein Interaktion mit rekombinant hergestellten
Proteinen durchgefuhrt. Abbildung 3.15 zeigt, dass der DLK wt und die DLK L362A

Mutante mit Calcineurin interagieren. Die Negativkontrolle, MBP (Maltose Binding
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Protein) ohne Fusionsprotein, dagegen zeigte keine Interaktion. Die DLK V364A aktive
Mutante und die LxVP-Doppelmutante (DLK L362A/V364A; DLK CN2) interagierten
nicht mit Calcineurin. Die Ergebnisse belegen, dass die Mutation des Val-364 in der
LPVP-Calcineurin-Interaktionsdoméne die Interaktion der DLK mit Calcineurin

verhinderte.

Input MBP MBP- MBP- MBP- MBP- MBP-
DLK DLK DLK DLK DLK

wt @ CN wt  L362A V364A L362A

V364A

Hisg-CNA1.301 R —

o D

Abbildung 3.15: Rekombinantes MBP-DLK V364A Protein interagiert nicht mit rekombinant
hergestelltem Calcineurin. Die gereinigten MBP-DLK Fusionsproteine (MBP-TEV-DLK wt, MBP-TEV-
DLK V364A, MBP-TEV-DLK L362A und MBP-TEV-DLK L362A/V364A) wurden an Amylose-Harzen
gebunden und fir 2 - 3 h mit gereinigtem Hise-markierten Calcineurin Protein (CN = CNA1-301/CNB:1- 170)

inkubiert. Die Interaktion der MBP-DLK Fusionsproteine und Hise-Calcineurin wurde mittels
Immunoblotanalyse unter Verwendung eines Antikdrpers gegen Hise hachgewiesen. Ein Antikorper
gegen MBP fur die MBP-DLK Fusionsproteine zeigte ahnliche Mengen an eingesetzten Proteinen
(Kontrolle der Proteinmengen und der Bindungsaffinitdt am Amylose-Harz). 5% des zur Interaktion
eingesetzten rekombinant hergestellten Calcineurin wurde zur Kontrolle der Interaktionseffizienz als

Input geladen.

3.2.3.1.c Kompetition-Assay mit Oligopeptiden

Um die Spezifitdt der Interaktion zwischen DLK und Calcineurin Uber das Val-364
innerhalb der LxVP Calcineurin-Interaktionsdoméane zu verifizieren, wurde ein
Kompetition-Assay mit synthetisch hergestellten 15-mer LxVP-basierten Peptiden
durchgefthrt. Hierbei wurde mittels einer Protein-Protein Interaktion tberpruft, ob die
Calcineurin-DLK Bindung durch Kompetition um die Calcineurin-Bindungsstelle mit
einem Peptid der LxVP-Sequenz (Peptid wt) aufgehoben werden konnte.

Abbildung 3.16 zeigt, dass die Interaktion zwischen DLK wt und Calcineurin durch
Uberschissige Mengen eines Peptids, das die Aminoséuren der LxVP-Calcineurin-
Interaktionsdomane innerhalb der DLK beinhaltet, vermindert wurde. Das mutierte und

das ,scrambled” LxVP-Peptid konnten diese Interaktion nicht beeinflussen.
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Peptid wt: Ac-G-S-N-S-L-H-L-P-V-P-S-S-C-P-D-CONH:2
Peptid V364A: Ac-G-S-N-S-L-H-L-P-A-P-S-S-C-P-D-CONH2
Peptid Scrambled: Ac-L-H-N-P-D-G-P-S-S-V-C-S-P-L-S-CONH:2

MBP-DLK wt + + + +
Hise-CN + + + +
Peptid wt - + - -
Peptid V364A - - + -
Peptid Scrambled - - + Input
Hiss-CNA 1301 _ - ﬁ —— o

o |-

Abbildung 3.16: Aufhebung der DLK-Calcineurin Interaktion mittels eines LxVP-Peptides. Das

gereinigte MBP-DLK wt Fusionsprotein (MBP-TEV-DLK wt) wurde an Amylose-Harzen gebunden und
fur 2-3h mit einer Mischung aus 2 pug gereinigtem Hise-markierten Calcineurin Protein
(CN = CNA1-301/CNB1.170) und dem 10-fachen Uberschuss an 15-mer Peptiden der LxVP-Calcineurin-
Interaktionsdoméane inkubiert. Die Interaktion der MBP-DLK wt und Hises-Calcineurin Fusionsproteine
wurde mittels Immunoblotanalyse unter Verwendung eines Antikdrpers gegen Hise nachgewiesen. Ein
Antikorper gegen MBP zeigte &ahnliche Mengen an eingesetzten Proteinen (Kontrolle der
Proteinmengen und der Bindungsaffinitit am Amylose-Harz). 5% des zur Interaktion eingesetzten

rekombinant hergestellten Calcineurin wurde zur Kontrolle der Interaktionseffizienz als Input geladen.

3.2.3.1.d Stimulusinduzierte CRE/CREB-abhangige Gentranskription

Die Wirkung der DLK Mutanten der zweiten Calcineurin-Interaktionsdoméane (LxVP)
auf die stimulusinduzierte CRE-abhangige Gentranskription wurde in Luciferase-
Reportergen-Assays untersucht. Hierbei wurden 1 pg der Expressionsvektoren in HIT
Zellen transient mit 1 ug des zu untersuchenden Luciferase-Reportergens transfiziert.
Nach 48 h wurden die Zellen entweder unbehandelt, mit KCI (40 mM) oder mit dem
Aktivator der Adenylycyclase Forskolin (10 uM) behandelt. KCI vermittelt in den Zellen
einen durch Membrandepolarisation erhthten Calcium-Einstrom (Ca?*-abhangiger
Stimulus). Forskolin fuhrt Gber die Erh6hung der intrazellularen cAMP-Konzentration
zur Aktivierung der Proteinkinase A (PKA; cAMP-abhéngiger Stimulus). Die
stimulusinduzierte CRE-abhangige Gentranskription lieR sich durch Uberexpression
von DLK wt und der DLK V364A Mutante im selben Ausmald inhibieren. Eine
Uberexpression der anderen Mutanten DLK L362A, DLK CN2 und der negativen
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Kontrolle DLK K185A fihrte zu keiner Hemmung der CRE-abhéangigen
Gentranskription (Abbildung 3.17).
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Abbildung 3.17: DLK V364A Mutante hemmte die stimulusinduzierte CRE-abhangige
Gentranskription. HIT-T15 Zellen wurden transient mit einem Luciferase-Reportergen unter der
Kontrolle des Herpes-Simplex-Virus-Thymidin-Kinase (HSV-TK) Genpromotors (- 81 bis + 58 bp) und
vier Kopien des CRE Ratten-Somatostatinpromotors transfiziert. Bluescript (Leervektor) und die
Expressionsvektoren fur DLK wt und die DLK Mutanten wurden Kkotransfiziert. A. Schematische
Darstellung des Luciferase-Reportergens (4xSomCRE-Luc). B. Links; nach 48 h wurden die Zellen 6 h
vor der Ernte mit Forskolin (10 uM) behandelt. Rechts; nach 48 h wurden die Zellen 6 h vor der Ernte
mit KCI (40 mM) behandelt. Die Luciferase-Aktivitat ist jeweils relativ zum Mittelwert ohne Forskolin/KCI-
Behandlung in jeder Gruppe. Die Mittelwerte der %-Hemmung = SEM der drei unabhangigen
Experimente, jeweils in Doppelbestimmung, sind relativ zu den Mittelwerten der %-Hemmung von

Bluescript (BS, Leervektor, Kontrolle) in jedem Experiment. *p<0,05 vs. BS; t-Test.

Die DLK V364A Mutante schien die CRE-abhéangige Gentranskription tendenziell
starker zu inhibieren als der DLK wt. Zwecks genauerer Untersuchung, wurde der
Effekt von DLK wt und DLK V364A auf die synergistisch stimulierte CRE-abh&ngige
Gentranskription beobachtet.

Um die Auswirkung der DLK V364A Mutante auf die transkriptionelle Aktivitat von
CREB zu spezifizieren, wurde die synergistisch stimulierte CREB-abhangige
Gentranskription ebenfalls untersucht.

Die mit KCI und Forskolin stimulierte CRE-abhéngige Gentranskription wurde durch

Uberexpression von DLK wt und, in einem starkeren AusmaR, von DLK V364A
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gehemmt (Abbildung 3.18, A). Des Weiteren wurde die stimulierte CREB-abhangige
Gentranskription durch Uberexpression von DLK V364A in einem starkeren Ausmaf
gehemmt als durch den DLK wt (Abbildung 3.18, B). Eine Uberexpression der
Mutanten DLK L362A, DLK CN2 und der Negativkontrolle DLK K185A veranderte die
Basalaktivitat der CRE/CREB-abhangigen Gentranskription nicht.
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Abbildung 3.18: DLK V364A Mutante zeigte eine starkere Hemmung der CRE- und CREB-
abhangigen Gentranskription. A. CRE-abhéangig: HIT-T15 Zellen wurden transient mit einem
Luciferase-Reportergen unter der Kontrolle des Herpes-Simplex-Virus-Thymidin-Kinase (HSV-TK)
Genpromotors (- 81 bis + 58 bp) und vier Kopien des CRE Ratten-Somatostatinpromotors transfiziert
(oben, schematische Darstellung; unten, quantitative Evaluation). B. CREB-abhéngig: Kotransfektion
von HIT-T15 Zellen mit einem Luciferase-Reportergen unter der Kontrolle des E1B-Promotors (-38 bis
+ 250 bp) und funf Kopien der DNA-Bindungssequenz fir den Hefetranskriptionsfaktor Gal4 und einem
Expressionsvektor fir Gal4-CREB (CRG) (oben, schematische Darstellung; unten, quantitative
Evaluation). Die Zellen wurden 6 h vor der Ernte mit KCI (40 mM) zur Membrandepolarisation und 10 uM
Forskolin (Aktivator der Adenylylcyclase) behandelt. Die Luciferase-Aktivitat ist jeweils relativ zum
Mittelwert ohne Forskolin/KCI-Behandlung in jeder Gruppe. Die Mittelwerte der %-Hemmung + SEM der
vier unabhéngigen Experimente (jeweils in Doppelbestimmung) sind relativ zu den Mittelwerten der
%-Hemmung von Bluescript (BS, Leervektor, Kontrolle) in jedem Experiment. *p<0,05 vs. BS; #p<0,05
vs. DLK wt; **p<0,005 vs. BS; t-Test.
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Zur besseren Abschatzung des hemmenden Effekts der CRE-abhangigen
Gentranskription durch Uberexpression der DLK V364A Mutante in HIT Zellen wurden
zunehmende Mengen der Expressionsvektoren von DLK wt und DLK V364A (0,1 ug;
0,3 pg; 1,0 pg und 3,0 pg) transient transfiziert. In diesem Reportergen-Assay hemmte
die DLK V364A Mutante dosisabhangig die KCI/Forskolin-induzierte CRE-abhangige
Gentranskription starker als DLK wt (Abbildung 3.19).
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Abbildung 3.19: DLK V364A Mutante zeigte dosisabhangig eine stdrkere Hemmung der CRE-
abhangigen Gentranskription als DLK wt. HIT-T15 Zellen wurden transient mit einem Luciferase-
Reportergen unter der Kontrolle des Herpes-Simplex-Virus-Thymidin-Kinase (HSV-TK) Genpromotors
(- 81 bis +58 bp) und vier Kopien des CRE Ratten-Somatostatinpromotors transfiziert (oben,
schematische Darstellung; unten, quantitative Evaluation). Die Zellen wurden 6 h vor der Ernte mit KCI
(40 mM) zur Membrandepolarisation und 10 uM Forskolin (Aktivator der Adenylylcyclase) behandelt.
Die Luciferase-Aktivitat ist jeweils relativ zum Mittelwert ohne Forskolin/KCI-Behandlung in jeder der
untersuchten Plasmidmenge. Die Mittelwerte der %-Hemmung + SEM der vier unabhéngigen
Experimente (jeweils in Doppelbestimmung) sind relativ zu den Mittelwerten der %-Hemmung von
Bluescript (Leervektor, Kontrolle) in jedem Experiment. *p<0,05 vs. 0 pg (Dosisabhangigkeit); #p<0,05
vs. DLK wit; t-Test.

3.2.3.2 Die calcineurinbindungsdefiziente DLK V364A Mutante

Die calcineurinbindungsdefiziente DLK V364A Mutante phosphorylierte die
untergeordnete Kinase JNK starker als DLK wt. Dariber hinaus lasst sich die mit KCI
und Forskolin  stimulierte CRE/CREB-abhéngige  Gentranskription  durch
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Uberexpression von DLK V364A inhibieren. Die Hemmung der CRE/CREB-
abhangigen Gentranskription ist durch Uberexpression dieser Mutante ausgepragter
als durch die Uberexpression von DLK wit.

3.2.3.2.a DLK V364A, subzellulare Lokalisation und B-Zellapoptose

Um den Effekt der calcineurinbindungsdefizienten Mutante auf die subzellulare
Lokalisation sowie auf die p-Zellapoptose =zu untersuchen, wurden die
Expressionsvektoren fur DLK wt und DLK V364A in HIT-T15 Zellen transient

transfiziert und eine immunocytochemische Analyse durchgefuhrt.

Die Identifikation der Uberexprimierten DLK wt und DLK V364A in den Zellen gelang
mithilfe eines Antikorpers gegen das FLAG-Epitop der Expressionsvektoren. Zur
Bestimmung der p-Zellapoptose wurde als Apoptosemarker die fragmentierte
Caspase-3 verwendet. DAPI diente der DNA-Kernfarbung.

48 h nach transienter Transfektion wurden die Zellen entweder fir 60 min mit TNFa
(10 ng/mL), fur 30 min mit CsA (10 puM) oder mit FK506 (167 nM), oder fir 10 min mit
Wasserstoffperoxid (100 pM) behandelt.

Die DLK V364A Mutante zeigt im Vergleich zum DLK wt eine verstarkte nukleére
Translokation sowie [-Zellapoptose. TNFa und die Calcineurininhibitoren (CsA,
FK506, Wasserstoffperoxid) erhohten die nukleare Translokation und die
B-Zellapoptose nach Uberexpression des DLK wt, aber nicht in den mit DLK V364A
transfizierten Zellen (Abbildung 3.21).
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Abbildung 3.20: Exemplarische immunfluoreszenzmikroskopische Bilder der mit DLK wt und

TNFa
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H20:2
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DLK
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H20:

DLK V364A transient transfizierten HIT Zellen. HIT-T15 Zellen wurden transient mit den
Expressionsvektoren fir DLK wt und DLK V364A transfiziert und nach 48 h mit TNFa (10 ng/mL) fur
60 min, CsA (10uM) fur 30 min, FK506 (167nM) fir 30 min und H202 (100 puM) behandelt, wie
angegeben. Linke Spalte, Farbung mit einem Antikdrper gegen das FLAG-Epitop (DLK); mittlere linke
Spalte, Farbung mit dem Antikérper gegen die fragmentierte Caspase-3 (Apoptose); mittlere rechte
Spalte, DNA-Kernfarbung (DAPI); rechte Spalte, Uberlagerungsbild.
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Abbildung 3.21: Auswirkung der calcineurinbindungsdefizienten DLK V364A Mutante auf die
nukledre Lokalisation und auf die B-Zellapoptose. Quantitative Auswertung. Oben, subzellulare
Lokalisation. Die Werte reprasentieren den Prozentsatz der Zellen, die durch den Antikdrper gegen das
FLAG-Epitop gefarbt waren, welches in den Kernen aller DLK-positiven Zellen sichtbar war. Werte sind
Mittelwerte + SEM aus vier unabhangigen Experimenten. *p<0,05 vs. ,-“ DLK wt unbehandelte Zellen;
t-Test. Unten, Induktion der Apoptose. Dargestellt ist der Prozentsatz der Zellen, die mit dem Antikdrper
gegen die fragmentierte Caspase-3 von allen DLK positiven Zellen gefarbt wurden. Werte sind
Mittelwerte + SEM aus drei unabhéangigen Experimenten. *p<0,05 vs. ,-“ DLK wt unbehandelte Zellen;
t-Test.
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3.2.3.2.b DLK V364A und die CRE-abhangige Gentranskription nach

Behandlung mit den spezifischen Calcineurininhibitoren CsA und FK506

Die CRE-abhangige Gentranskription wurde durch Uberexpression der
calcineurinbindungsdefizienten Mutante starker gehemmt als durch Uberexpression
von DLK wt. Des Weiteren wurde gezeigt, dass die spezifischen Calcineurininhibitoren
Ciclosporin und Tacrolimus keinen zuséatzlichen Effekt bezlglich der nuklearen
Translokation und B-Zellapoptose in den mit DLK V364A transient transfizierten HIT
Zellen verursachen. Um zu untersuchen, ob Ciclosporin und Tacrolimus die stimulierte
CRE-abhéangige Gentranskription durch Uberexpression von DLK wt und DLK V364A
beeinflussen, wurden HIT-T15 Zellen mit den Expressionsvektoren fur DLK wt und
DLK V364A transient transfiziert. Nach 48 h wurden die HIT Zellen fir 30 min mit CsA
(30 nM) und FK506 (1 nM) vorbehandelt. AnschlieRend wurden die Zellen fur 6 h mit
KCI (40 mM) und Forskolin (10 uM) als Doppelstimulus stimuliert.

Die mit KCI und Forskolin stimulierte CRE-abhangige Gentranskription wurde durch
Uberexpression von DLK wt und, in einem starkeren Ausmaf, von DLK V364A
gehemmt, wie in Kapitel 3.2.3.1.d gezeigt. Die Behandlung mit den
Calcineurininhibitoren hemmte die basale CRE-abhangige Gentranskription und fihrte
zu einer Zunahme des hemmenden Effekts bei DLK wt und DLK V364A (Abbildung
3.22).
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Abbildung 3.22: Hemmung der CRE-abhangigen Gentranskription durch die
Calcineurininhibitoren CsA und Tacrolimus in HIT Zellen. HIT-T15 Zellen wurden transient mit
einem Luciferase-Reportergen unter der Kontrolle des Herpes-Simplex-Virus-Thymidin-Kinase (HSV-
TK) Genpromotors (- 81 bis + 58 bp) und vier Kopien des CRE des Ratten-Somatostatinpromotors
transfiziert. Die Expressionsvektoren fiir den Leervektor (Bluescript), DLK wt und DLK V364A wurden
kotransfiziert. Die Zellen wurden mit CsA (30 nM) oder Tacrolimus (1 nM) fur 30 min vorbehandelt und
anschlielend mit KCI (40 mM) und Forskolin (10 uM) fur 6 h stimuliert. Die Werte sind Mittelwerte +
SEM der drei unabhéngigen Experimente (jeweils in Doppelbestimmung) und sind relativ zu den
Mittelwerten von Bluescript unbehandelt in jedem Experiment. *p<0,05 vs. stimuliert, keine Behandlung
mit CsA und FK506 in jeder Gruppe; *p<0,05 vs. Bluescript stimuliert, keine Behandlung mit CsA und
FK506; #p<0,05 vs. DLK wt stimuliert, keine Behandlung mit CsA und FK506; t-Test.

Um sicherzustellen, dass die endogene DLK-Aktivitat in den HIT-T15 Zellen den durch
die Calcineurininhibitoren vermittelten hemmenden Effekt der CRE-abhangigen
Gentranskription beeinflusst, wurde das obige Experiment in JEG-3 Zellen, einer DLK
negative Zelllinie, durchgefihrt.

Die Forskolin/KCl-stimulierte basale CRE-abhangige Gentranskription liel3 sich mit
CsA und FK506 wie in den HIT Zellen inhibieren. Die Uberexpression von DLK wt
hemmte die stimulierte CRE-abhangigen Gentranskription. Dieser Effekt konnte
jedoch durch die Behandlung mit den Calcineurininhibitoren nicht verstarkt werden.
Die Uberexpression der DLK V364A Mutante inhibierte die CRE-abhangige
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Gentranskription deutlich starker als DLK wt. Hierbei zeigte die Behandlung mit den

Calcineurininhibitoren einen zusétzlichen hemmenden Effekt (Abbildung 3.23).

10004
o
LL
Q
5 800-
5
£ «
< & 600- *
o S
S m
— C
= 400-
o
S s A #
_Ié\D/ +
~ *x %
= 2004
<
3
o
('
CsA - + - - + - - 4+ - - + - - + - - + -
FK506 - - + - - + - - + - - 4+ - - + - - +
FKCcl - - - + + + - - - 4+ + + - - - 4+ + +
Bluescript DLK DLK
wt V364A

Abbildung  3.23: Hemmung der CRE-abhangigen  Gentranskription durch die
Calcineurininhibitoren CsA und Tacrolimus in JEG Zellen. JEG-3 Zellen wurden transient mit einem
Luciferase-Reportergen unter der Kontrolle des Herpes-Simplex-Virus-Thymidin-Kinase (HSV-TK)
Genpromotors (- 81 bis + 58 bp) und vier Kopien des CRE des Ratten-Somatostatinpromotors
transfiziert. Die Expressionsvektoren fiir den Leervektor (Bluescript), DLK wt und DLK V364A wurden
kotransfiziert. Die Zellen wurden mit CsA (30 nM) oder Tacrolimus (1 nM) fur 30 min vorbehandelt und
anschlieBend fur 6 h mit KCI (40 mM) und Forskolin (10 uM) stimuliert. Die Werte sind Mittelwerte *
SEM der drei unabhangigen Experimente (jeweils in Doppelbestimmung) und sind relativ zu den
Mittelwerten von Bluescript unbehandelt und unstimuliert in jedem Experiment. *p<0,05 vs. stimuliert,
keine Behandlung mit CsA und FK506 in jeder Gruppe; *p<0,05 vs. Bluescript stimuliert, keine
Behandlung mit CsA und FK506; #p<0,05 vs. DLK wt stimuliert, keine Behandlung mit CsA und FK506;
t-Test.

3.2.3.3 INK-Signalweg

Die Aktivierung der c-Jun N-terminale Kinase-(JNK)-Signalkaskade durch die im
pradiabetischen Zustand vorkommenden Cytokine induziert eine verstarkte Apoptose

(Donath et al., 2003; Shoelson et al., 2006). Des Weiteren schitzt die Hemmung des
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JNK-Signalweges die pankreatische B-Zelle vor der cytokinvermittelten Apoptose
(Ammendrup et al., 2000; Bonny et al., 2000; Bonny et al., 2001).

Die DLK aktiviert INK durch Phosphorylierung an Thr-183 und Tyr-185, wodurch eine
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors c-Jun an Ser-63 und Ser-73 induziert wird.
Diese stimulierte c-Jun transkriptionelle  Aktivitat tragt wiederum  zur
Neurodegeneration bei (Oetjen und Lemcke, 2016). c-Jun gehdrt zu der Familie der
AP-1 Transkriptionsfaktoren, welche sich in Jun (z.B.: c-Jun), Fos (z.B.: c-Fos) und
ATF-2 unterteilen lassen (Angel und Karin, 1991). Da der JNK-Signalweg die
Expression der Transkriptionsfaktoren c-Fos und c-Jun kontrolliert, konnte diese

Kaskade die pB-Zellapoptose beeinflussen (Ventura et al., 2003).

3.2.3.3.a c¢-Jun Phosphorylierung und c-Jun-abhangige

Gentranskription

Die DLK V364A Mutante phosphoryliert INK starker als DLK wt. Um den Einfluss der
DLK Mutante auf den JNK-Signalweg aufzuklaren, wurde die Phosphorylierung von
c-Jun an Ser-73 mit und ohne Behandlung mit dem Calcineurininhibitor Ciclosporin
(jeweils mit und ohne KCI-Stimulus) mittels Immunoblot untersucht. Dartber hinaus
wurde die c-Jun-abhangige Gentranskription in einem Luciferase-Reportergen-Assay
beobachtet.

Abbildung 3.24 zeigt, dass die Behandlung des Uberexprimierten DLK wt mit
Ciclosporin, KC| sowie einer Kombination der beiden die Phosphorylierung von
c-Jun tendenziell steigert (CsA: 140,8 + 33,00%; KCI: 170,1 £ 29,33%;
CsA/KCI: 202,7 + 97,66%).

Die Uberexprimierten DLK Mutanten der LxVP Calcineurin-Interaktionsdomane
phosphorylierten c-Jun in demselben Ausmal3 mit und ohne Behandlung mit CsA und
KCI. Die basale c-Jun-Phosphorylierung durch Uberexpression der DLK V364A
Mutante scheint starker ausgepragt zu sein (1,7-fach) als die Phosphorylierung von
c-Jun durch DLK wt.

Die c-Jun-abhangige Gentranskription wurde weder durch die Uberexpression des
DLK wt noch durch die Uberexpression der DLK LxVP-Mutanten beeinflusst.
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Abbildung 3.24: Die DLK Mutanten der LxVP-Calcineurin-Interaktionsdoméane zeigten keine
Unterschiede in Bezug auf die Phosphorylierung von c-Jun und auf die c-Jun-abhangige
Gentranskription verglichen mit DLK wt. A. HIT-T15 Zellen wurden transient mit den
Expressionsvektoren fur DLK wt, DLK L362A und DLK V364A transfiziert. 30 min vor der Ernte wurden
die Zellen mit CsA (5 uM) oder 15 min vor der Ernte mit KCI (40 mM) behandelt, wie angegeben. Oben,
typischer Immunoblot unter Verwendung von Antikérpern gegen am Ser-73 phosphorylierten c-Jun,
gegen c-Jun und gegen GAPDH als Ladekontrolle. Unten, quantitative Auswertung. Die phosphorylierte
c-Jun reprasentierenden Banden wurden densitometrisch ausgewertet und sind jeweils relativ zu der
Dichte der c-Jun reprasentierenden Banden in jedem Experiment. Die schwarzen Pfeile bei c-Jun und
p-c-Jun zeigen die ausgewerteten Banden (48 kDa). B. Kotransfektion von HIT-T15 Zellen mit einem
Luciferase-Reportergen unter der Kontrolle des E1B-Promotors (- 38 bis + 250 bp) und funf Kopien der
DNA-Bindungssequenz fiir den Hefetranskriptionsfaktor Gal4 und einem Expressionsvektor fur Gal4-c-
Jun (oben, schematische Darstellung). Die Werte sind Mittelwerte + SEM der vier unabhangigen
Experimente (jeweils in Doppelbestimmung) und sind relativ zu den Mittelwerten von Bluescript (BS,

Leervektor, Kontrolle) in jedem Experiment.

3.2.3.3.b c-fos-abhangige Gentranskription

Die Expression des an der Apoptose beteiligten c-Fos ist vermindert, sobald der JNK-
Signalweg gehemmt wird (Abdelli et al., 2007). Des Weiteren wird die c-fos
Transkription durch den ELK-1 Transkriptionsfaktor, welcher ein JNK-Target darstellt,
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reguliert (Cavigelli et al., 1995). Ferner ist bekannt, dass die c-Fos Expression durch
pradiabetische Signale wie beispielsweise IL-1f induziert wird (McDaniel et al., 1996).
Um zu untersuchen, welchen Einfluss die DLK als Gibergeordnete Kinase uber die JINK-
Phosphorylierung auf die c-fos transkriptionelle Aktivitat ausubt, wurde die c-fos-
abhangige Gentranskription unter Verwendung eines Luciferase-Reportergens unter

der Kontrolle des 760 bp langen c-fos Genpromotors analysiert (Abbildung 3.25).

SIE __CArg
CRE
ETS Af’-'l D r
-679 1290-284 -266 -259 32 27 +1 +81

-316-307 -282-272

Abbildung 3.25: Schematische Darstellung des c-fos Genpromotors. Der c-fos Genpromotor
besitzt flnf gut untersuchte Bindungsdoméanen. CRE: cAMP response element; AP-1: Activator Protein-
1; CArg: sarcomeric actin promoter element; ETS: v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog;
SIE: c-sis inducible element. Die Zahlen geben die Basenpaare an, wo sich die Bindungsdoméanen im
Promotor befinden. +1 = Transkriptionsstartpunkt; +81 = 3-Ende; -679 = 5'-Ende.

Die c-fos-abhangige Gentranskription wurde zunachst ohne jegliche Stimulation
untersucht, um den Effekt der Uberexpression von DLK wt, DLK V364A als aktivere
Mutante und K185A als katalytisch inaktive Mutante zu erfassen. Zusatzlich wurde
eine Titration mit zunehmenden Mengen der Expressionsvektoren fir DLK wt und DLK
V364A (0,1 pg; 0,3 pg und 1,0 pg) durchgefiihrt, um einen dosisabhangigen Effekt zu
beobachten.

Die Uberexpression von DLK wt, DLK V364A und DLK K185A fiihrte zur Aktivierung
der c-fos-abhangigen Gentranskription (wt: 257,2 + 13,27%; V364A: 243,8 + 8,05%;
K185A: 158,3 £+ 5,29%). Hierbei stimulierten DLK wt und DLK V364A die c-fos-
abhéngige Gentranskription starker als die katalytisch inaktive Mutante (Abbildung
3.26, A). Die Titration mit ansteigenden Mengen von DLK wt und DLK V364A zeigte
einen dosisabhéngigen Effekt bezlglich der c-fos transkriptionellen Aktivitat, jedoch
keinen Unterschied zwischen DLK wt und der DLK V364A Mutante (Abbildung
3.26, B).
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Abbildung 3.26: Transkriptionelle Aktivitat des c-fos Genpromotors. HIT-T15 Zellen wurden
transient mit einem Luciferase-Reportergen unter der Kontrolle des c-fos Genpromotors (-679 bis
+81 bp) transfiziert. A. Transkriptionelle Aktivitat. Kotransfektion des Leervektors (Bluescript) und der
Expressionsvektoren fir DLK wt, DLK V364A und DLK K185A. B. Titration mit ansteigenden Mengen
an Expressionsvektoren. Kotransfektion von absteigenden Mengen des Leervektors (Bluescript) und
von ansteigenden Mengen der Expressionsvektoren fir DLK wt und DLK V364A. Die Werte sind
Mittelwerte £ SEM der vier unabhéngigen Experimente (jeweils in Doppelbestimmung) und sind relativ
zu den Mittelwerten von Bluescript (BS, Kontrolle) in jedem Experiment. *p<0,05 vs. BS; #p<0,05 vs.
DLK K185A, $p<0,05 vs. 0 ug (Dosisabhangigkeit); t-Test.

Weiterfihrend wurde die c-fos-abhangige Gentranskription mit KCIl und Forskolin als
Doppelstimulus  (Ca?*-abhangig und cAMP-abhéangig) sowie mit dem
proinflammatorischen Cytokin TNFa stimuliert.

Die mit KCI und Forskolin stimulierte c-fos-abhéngige Gentranskription wurde durch
Uberexpression von DLK K185A und, in einem starkeren Ausmaf3, von DLK wt und
DLK V364A gehemmt (Abbildung 3.27, A). Eine TNFa-Behandlung beeinflusste den
aktivierenden Effekt der DLK wt und der DLK Mutanten auf die c-fos-abhangige
Gentranskription nicht (Abbildung 3.27, B).
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Abbildung 3.27: Stimulierte transkriptionelle Aktivitat des c-fos Genpromotors. A. KCl/Forskolin-
stimulierte transkriptionelle Aktivitat. Kotransfektion des Leervektors (Bluescript) und der
Expressionsvektoren fir DLK wt, DLK V364A und DLK K185A. Die Zellen wurden 6 h vor der Ernte mit
40 mM KCI zur Membrandepolarisation und 10 uM Forskolin (Aktivator der Adenylylcyclase) behandelt.
Die Luciferase-Aktivitat ist jeweils relativ zum Mittelwert ohne Forskolin/KCl-Behandlung in jeder
Gruppe. Die Mittelwerte der %-Hemmung + SEM der drei unabhéangigen Experimente (jeweils in
Doppelbestimmung) sind relativ zu den Mittelwerten der %-Hemmung von Bluescript (BS, Kontrolle) in
jedem Experiment. *p<0,05 vs. BS; t-Test. B. TNFa-stimulierte transkriptionelle Aktivitat.
Kotransfektion des Leervektors (Bluescript) und der Expressionsvektoren fir DLK wt, DLK V364A und
DLK K185A. Die Zellen wurden 6 h vor der Ernte mit TNFa (10 ng/mL) behandelt. Die Luciferase-
Aktivitat ist jeweils relativ zum Mittelwert ohne TNFa-Behandlung in jeder Gruppe. Die Werte sind
Mittelwerte + SEM der drei unabhangigen Experimente (jeweils in Doppelbestimmung) und sind relativ
zu den Mittelwerten von Bluescript (BS, Kontrolle) in jedem Experiment. *p<0,05 vs. BS (-); #p<0,05 vs.
BS (+); ®p<0,05 vs. DLK K185A; t-Test.

3.2.3.4 Beitrag der DLK L362A Mutante zur Stabilitat der Kinase

Die Mutation des Leu-362 zu Ala innerhalb der putativen LxVP Calcineurin-
Interaktionsdomane fuhrte zum Verlust der Kinaseaktivitat. Die DLK L362A Mutante
wurde in demselben Ausmald wie DLK wt exprimiert, zeigte jedoch Kkeine
Autophosphorylierung von DLK am Ser-302, keine aktivierende Phosphorylierung der
untergeordneten Kinase JNK und keine Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors
c-Jun. Des Weiteren konnte die DLK L362A Mutante, die CRE/CREB-abhangige
Gentranskription nicht hemmen. Diese Mutante interagierte mit Calcineurin in einem

Protein-Protein Interaktionsassay.
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Die genauere Inspektion der Roéntgenkristallstruktur der DLK (Kooperationspartner
Thomas Lemcke, Hamburg) zeigte, dass die raumliche Orientierung des Leu-362 flur
die Stabilitat der Kinase von Bedeutung ist (Abbildung 3.28). Leu-362 zeigt aufgrund
seiner hydrophoben Eigenschaften in das Innere des Proteins, dort scheint es Uber
Van-der-Waals-Wechselwirkungen mit den Aminosauren Tyr-343 und Trp-334 eine Art

Komplex in Form einer ,Sandwich®Struktur zu bilden.

Abbildung 3.28: Die ,Sandwich“Struktur in der Rontgenkristallstruktur von DLK (Patel et al., 2015).
Die Wechselwirkungen der Aminosauren Tryptophan-334 (Trp-334), Leucin-362 (Leu-362) und Tyrosin
(Tyr-343) scheinen zur Stabilitdt des Proteins beizutragen (Mod. Christina Brinker, AG Lemcke,

Molecular Modelling, Institut fir Pharmazie, Hamburg).

Um zu Uberprifen, ob der Verlust der enzymatischen Aktivitat der DLK L362A durch
das Zusammenbrechen dieser ,Sandwich*Struktur zustande kommt, wurden das
Trp-334 und Tyr-343 in Ala mittels site-directed mutagenesis mutiert (W334A, Y343A).
Zusatzlich sollte untersucht werden, ob die unpolaren Eigenschaften des Leu-362 fur
die Wechselwirkungen zwischen den Aminosauren eine Rolle spielt. Hierflr wurde das

apolare Leu-362 in ein polares Arg (L362R) mutiert.

Die Aminosaure Tryptophan unterscheidet sich von Phenylalanin durch seine
OH-Gruppe. Diese OH-Gruppe konnte ebenfalls die Stabilitat des Proteins durch die
Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen beeinflussen. Ferner konnte die
Hydroxyl (OH)-Gruppe eine mogliche Phosphorylierungsstelle fiur Kinasen darstellen.
Infolgedessen wurde die Mutante Y343F (Tyr-343 in Phe) hergestellt.
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Die Expressionsvektoren fur die DLK Mutanten L362R, W334A, Y343A und Y343F
wurden transient in HIT-T15 Zellen transfiziert und mittels Immunoblotanalyse mit DLK
wt verglichen. DLK V364A als aktivere Mutante und die katalytisch inaktive DLK K185A
Mutante dienten als Kontrollen. Dartber hinaus wurde die mit KCl und Forskolin

stimulierte CRE-abhangige Gentranskription untersucht.

Mit Ausnahme der DLK Y343F fuhrten alle Mutationen zu einem Verlust der DLK
Kinaseaktivitat gemessen an der Autophosphorylierung von DLK am Ser-302
(Abbildung 3.29) und der Phosphorylierung der DLK untergeordneten Kinase JNK
(Abbildung 3.30). Die Autophosphorylierung am Ser-302 und die aktivierende
Phosphorylierung von JNK war bei der DLK Y343F Mutante weniger ausgepragt als
die von DLK wt.

DLK DLK DLK DLK DLK DLK DLK
wt  L362R W334A Y343A Y343F K185A V364A
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Abbildung 3.29: Vergleich der Phosphorylierung von DLK am Ser-302 durch DLK wt und DLK
Mutanten (L362R, W334A, Y343A, Y343F). HIT-T15 Zellen wurden transient mit den
Expressionsvektoren fiir DLK wt und ihre Mutanten transfiziert. Oben, typischer Immunoblot unter
Verwendung von Antikdrpern gegen am Ser-302 phosphorylierte DLK, gegen das COOH-Ende der DLK
und gegen GAPDH als Ladekontrolle. Unten, quantitative Auswertung. Alle Werte sind Mittelwerte +
SEM aus vier unabhangigen Experimenten. *p<0,05 vs. Kontrolle ,-“; t-Test.
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Abbildung 3.30: Vergleich der Phosphorylierung von JNK durch DLK wt und DLK Mutanten
(L362R, W334A, Y343A, Y343F). HIT-T15 Zellen wurden transient mit den Expressionsvektoren fir
DLK wt und ihre Mutanten transfiziert. Oben, typischer Immunoblot unter Verwendung von Antikérpern
gegen an Thr-183 und Tyr-185 phosphorylierte JNK, gegen JNK und gegen GAPDH als Ladekontrolle.
Unten, quantitative Auswertung. Die phosphorylierte JNK und phosphorylierte DLK reprasentierenden
Banden wurden densitometrisch ausgewertet und sind jeweils relativ zu der Dichte der DLK und JNK
reprasentierenden Banden in jedem Experiment. Die schwarzen Pfeile bei INK und p-JNK zeigen die
ausgewerteten Banden (46 kDa und 54 kDa). Alle Werte sind Mittelwerte £ SEM aus vier unabhéngigen

Experimenten. *p<0,05 vs. Kontrolle ,-“; t-Test.

Mit Ausnahme der DLK Y343F und DLKV364A fiihrte die Uberexpression der DLK
Mutanten zu keiner Hemmung der stimulierten CRE-abhangigen Gentranskription.
Hierbei zeigte die DLK Y343F Mutante einen weniger stark ausgepragten
inhibitorischen Effekt als DLK wt (Abbildung 3.31).
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Abbildung 3.31: Hemmung der CRE-abhangigen Gentranskription durch DLK Mutanten der
»Sandwich“-Struktur. HIT-T15 Zellen wurden transient mit einem Luciferase-Reportergen unter der
Kontrolle des Herpes-Simplex-Virus-Thymidin-Kinase (HSV-TK) Genpromotors (- 81 bis + 58 bp) und
vier Kopien des CRE Ratten-Somatostatinpromotors transfiziert (oben, schematische Darstellung). Die
Expressionsvektoren flr den Leervektor (Bluescript = BS), DLK wt, DLK V364A, DLK L362R, DLK
W334A, DLK Y343F, DLK Y343A und DLK K185A wurden kotransfiziert. Die Zellen wurden 6 h vor der
Ernte mit 40 mM KCI zur Membrandepolarisation und 10 uM Forskolin (Aktivator der Adenylylcyclase)
behandelt. Die Werte sind Mittelwerte + SEM der drei unabhangigen Experimente (jeweils in
Doppelbestimmung) und sind relativ zu den Mittelwerten von Bluescript unstimuliert in jedem
Experiment. *p<0,05 vs. BS stimuliert (BS, ,+“); #p<0,05 vs. DLK wt stimuliert; t-Test.
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3.2.4 Zusammenfassung

Die Mutation des Val-364 der putativen LxVP (LPVP) Calcineurin-Interaktionsdomane
innerhalb der DLK bewirkte den Verlust der Interaktion zwischen DLK und Calcineurin.
Diese DLK V364A Mutante fiuhrte zu einer starkeren Phosphorylierung der
untergeordneten Kinase JNK und zu einer starkeren Hemmung der CRE/CREB-
abhangigen Gentranskription als der DLK wt. Des Weiteren war diese Mutante
vermehrt im Kern lokalisiert und zeigte eine verstarkte apoptoseinduzierende Wirkung.
Die calcineurinbindungsdefiziente Mutante lie@ sich durch die spezifischen
Calcineurininhibitoren Ciclosporin und Tacrolimus in Bezug auf nukleére Lokalisation,
B-Zellapoptose, CRE-abhéangige Gentranskription und c-Jun-Phosphorylierung nicht
beeinflussen.

Der Verlust der Kinaseaktivitdt durch Mutation des Leu-362 zu Ala innerhalb der DLK
konnte in den fehlenden Wechselwirkungen mit ihren umgebenden Aminosauren

begriindet sein.
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3.3 Charakterisierung von B-zellspezifisch DLK defizienten

Mausen (B-DLK™)

3.3.1 Phanotypische Unterschiede

Bezuglich Fertilitat und Koérpergewicht waren keine phéanotypischen Unterschiede
zwischen B-DLK”- und DLK" Mausen feststellbar. Das Koérpergewicht der mannlichen
Mause war sowohl in der B-DLK”-Linie als auch in der DLK"-Linie hoher als das der
weiblichen Méause (Abbildung 3.32).
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Abbildung 3.32: Keine Unterschiede im Korpergewicht von 14 - 15 alten B-DLK” und DLK™"
Mausen. Die Mause wurden jeweils vor der Inseln-Isolation gewogen. W = Weibchen, M = Mannchen;

Die Daten sind als Mittelwert + SEM ausgedrtickt. *p<0,05; t-Test.

3.3.2 Abwesenheit der DLK in den primaren

Langerhans’schen Inseln der B-DLK” Mause

Um die Abwesenheit der DLK in den B-zellspezifisch DLK defizienten M&ausen
nachzuweisen, wurden die Pankreata 20 - 25 Wochen alter Mause entnommen und
Paraffin- sowie Gefrierschnitte angefertigt. Abbildung 3.33 (A) zeigt, dass ein
Antikorper gegen Insulin in beiden Mauslinien die Langerhans’schen Inseln anfarbte.
In den DLK"" Geschwistertieren, jedoch nicht in den B-DLK”-, wurden die Inseln mit
einem Antikérper gegen DLK gefarbt. Abbildung 3.33 (B) zeigt, dass es ebenfalls
mdoglich war die Langerhans’schen Inseln von DLK"! Mausen an Gefrierschnitten mit
einem Antikdrper gegen DLK zu farben. Es konnte keine DLK-Farbung in den Inseln

der B-DLK” Mause festgestellt werden.
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Abbildung 3.33: Abwesenheit der DLK in Langerhans’schen Inseln der B-DLK” M&ausen. A. 3 um
dicke Schnitte der in Paraffin eingebetteten Pankreata der DLK" (links) und B-DLK* (rechts) Mause
wurden mit Antikdrpern gegen Insulin (1:50) (obere Reihe) oder gegen DLK (1:50) (untere Reihe)
inkubiert und anschlieRend mit Diaminobenzidin (DAB) gefarbt; reprasentative Schnitte nach der
Farbung. Der Pfeil zeigt eine DLK-negative Langerhans’sche Insel. B. Exemplarische Aufnahmen einer
Immunfluoreszenz-Farbung mit einem Antikbrper gegen DLK (1:50) auf 10 pm dicke Pankreas-
Kryoschnitte von DLK" (obere Reihe) und B-DLK- (untere Reihe) Mausen. Linke Spalte, DLK-Farbung;
mittlere Spalte, Kernfarbung (DAPI); rechte Spalte, Uberlagerungsbild. Die weilRen Kreise zeigen eine

DLK-negative Langerhans’sche Insel.
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Die DLK-Proteinmenge wurde mittels Immunoblot in frisch isolierten Inseln von
14 - 15 Wochen alten pB-zellspezifisch DLK defizienten Mausen und ihren DLK
gefloxten Geschwistertieren untersucht. Die B-DLK”’ Mause zeigten eine deutlich
reduzierte DLK-Expression verglichen mit ihren DLKW Geschwistertieren
(Abbildung 3.34). Dies kénnte entweder darauf hinweisen, dass die Rekombination
durch die Cre-Rekombinase nicht vollstadndig war oder dass die DLK auch in anderen
Zellen der Langerhans’schen Inseln exprimiert wurde.

Die Untersuchung isolierter Langerhans’scher Inseln mittels Immunfluoreszenz (IF)
gab Aufschluss Uber die genaue Lokalisation der B-Zellen und Uber die mittels
Immunoblot nachgewiesene schwache DLK-Expression. Hierfir wurden die frisch
isolierten Inseln fur 3 Tage auf Deckglaschen kultiviert (Abbildung 3.35). Die Inseln
wurden anschliel3end entweder mit einem Antikdrper gegen Insulin zur Lokalisation
der B-Zellen, gegen Glucagon zur Lokalisation der a-Zellen oder gegen DLK gefarbt.
Die isolierten Inseln der B-DLK”- Mause lieBen sich mit einem Antikérper gegen DLK
farben, zeigten jedoch eine unterschiedliche Lokalisation dieser DLK-Farbung
verglichen mit den DLK" Geschwistertieren (Abbildung 3.35, A). Die Farbung mit
einem Antikdrper gegen Insulin zeigte, dass die B-Zellen im Innern der Inseln lokalisiert
sind (Abbildung 3.35, B). a-Zellen konnten durch die Farbung mit Glucagon
Uberwiegend am aufReren Rande der Inseln lokalisiert werden (Abbildung 3.35, C).
Eine Doppelfarbung mit DLK und Insulin schloss aus, dass die DLK-Expression in den
B-zellspezifisch DLK defizienten Mausen durch die insulinproduzierenden B-Zellen
entsteht (Abbildung 3.36).

anti-DLK

GAPDH

Abbildung 3.34: Schwache DLK-Protein-Expression in den isolierten Langerhans’schen Inseln
der B-zellspezifisch DLK defizienten Mause. Proteinlysate aus 100 - 150 isolierten Inseln von 14 - 15
Wochen alten B-DLK” Mausen und ihren DLK™"" Geschwistertieren wurden einer Immunoblotanalyse
unter Verwendung eines Antikérpers gegen DLK und gegen GAPDH als Ladekontrolle unterzogen.

Typischer Immunoblot.
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A anti-DLK DAPI Uberlagerung
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B-DLK”

B anti-Insulin DAPI Uberlagerung

DL KfIIfI
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C anti-Glucagon DAPI Uberlagerung
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Abbildung 3.35: DLK-Expression und Lokalisation der a- und B-Zellen in Langerhans’schen
Inseln von B-DLK” und DLK™" M&ausen. A-C. Reprasentative Aufnahmen einer Immunfluoreszenz-
Farbung Langerhans’scher Inseln mit den Antikérpern gegen DLK (1:50) (A), gegen Insulin (1:50) (B)
und gegen Glucagon (1:200) (C). Linke Spalte, DLK-(A), Insulin-(B), Glucagon- (C); mittlere Spalte,
Kernfarbung (DAPI); rechte Spalte, Uberlagerungsbild.
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Abbildung 3.36: DLK-Proteinexpression in den a-Zellen der isolierten Langerhans’schen Inseln
der B-DLK” Mause. Reprasentative Aufnahmen einer Doppelfarbung von Langerhans’schen Inseln
mittels Immunfluoreszenz mit den Antikérpern gegen DLK (1:50) und gegen Insulin (1:50). Linke Spalte,
B-DLK; rechte Spalte, DLK,

3.3.3 Anwesenheit der DLK in verschiedenen Gehirnregionen der B-DLK”- Mause

Die DLK wird im zentralen Nervensystem konstitutiv exprimiert. Das globale
Ausschalten des DLK-Gens fuihrt in Mausen zum perinatalen Tod (Hirai et al., 2006;
Itoh et al., 2011). Die B-zellspezifisch DLK defizienten Mause sterben dagegen nicht
perinatal. Die Anwesenheit der DLK wurde in verschiedenen Gehirnbereichen
immunhistologisch nachgewiesen. Im Cortex liel3en sich Neurone sowie Gliazellen mit
einem Antikorper gegen DLK farben. Die Neuronen des Gyrus dentatus (DG, engl.
dentate gyrus) im Hippocampus und die Purkinje-Zellen sowie weitere Zellen der
kérnigen Schicht (Gl, engl. granular layer) im Cerebellum zeigten ebenfalls eine

immunbhistologische DLK-Farbung (Abbildung 3.37).
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Cortex Hippocampus Cerebellum

DL KfIIfI ;

Abbildung 3.37: Anwesenheit der DLK in verschiedenen Gehirnregionen der B-DLK” Ma&use.
Reprasentative Aufnahmen einer DAB-Farbung des Gehirns mit einem Antikérper gegen DLK (1:50)
auf 3 um dicke Paraffinschnitte von DLK (obere Reihe) und B-DLK" (untere Reihe) Mausen. Linke
Spalte, Cortex; mittlere Spalte, Hippocampus; rechte Spalte, Cerebellum. DG = dentate gyrus; Gl =
granular layer. Die Pfeile im Bild zeigen die gefarbten Zellen: G = Gliazellen; N = Neuronen; P = Purkinje-
Zellen.

3.3.4 Glukoseinduzierte Insulinsekretion

Um zu untersuchen, ob die B-DLK”- Mause eine normale Glukosetoleranz und letztlich
eine normale physiologische Regulation der Glukosehomdostase entsprechend ihrer
gefloxten DLK"! Geschwistertiere besitzen, wurde in Kooperation mit Prof. Ingo
Rustenbeck (TU, Braunschweig) die glukoseinduzierte Insulinsekretion aus frisch
isolierten Langerhans’schen Inseln gemessen.

Die Inseln wurden von O min bis 60 min (Testperiode) substimulatorisch mit 5 mM
Glukose perifundiert. Dieser Vorlauf diente der Angleichung der Messwerte bis zum
Beginn der Stimulation. Eine Perifusion mit 30 mM Glukose zum Zeitpunkt 61 min bis
104 min fuhrte zu einer zweiphasigen Zunahme der Insulinsekretion in den Inseln
beider Mauslinien (Abbildung 3.38, A).

Es waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den B-DLK” und den DLK"
Mausen festzustellen. Durch die starke Streuung der einzelnen Messwerte wurde die
Insulinsekretionsdaten auf die préastimulatorische Insulinsekretion zum Zeitpunkt

60 min normiert und diese einzeln fir jede Perifusion als 100% gesetzt. Somit liel3 sich
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der Anstieg der Perifusion mit 30 mM Glukose besser beobachten. Die
prastimulatorische Insulinsekretionsrate beider Gruppen war zum Zeitpunkt 60 min
nicht unterschiedlich (Abbildung 3.38, B).
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Abbildung 3.38: Glukoseinduzierte Insulinsekretion der isolierten Langerhans’schen Inseln von
B-DLK” und DLK"™ Mausen. A. Messung der glukoseinduzierten Insulinsekretionswerte aus
perifundierten frisch isolierten Pankreasinseln von je funf 15 - 18 Wochen alten DLK"! (rot) und
B-DLK- (blau) Mausen. Die Inseln (50 Inseln/Maus) wurden prastimulatorisch mit 5 mM Glukose fir
60 min perifundiert. Die Umstellung auf 30 mM Glukose vom Zeitpunkt 61 min bis 104 min induzierte
die biphasige Insulinsekretion. Die Insulinsekretion wird als Prozentsatz der prastimulatorischen
Insulinsekretion zum Zeitpunkt 60 min angegeben. Die Daten werden als Mittelwerte + SEM der funf
Méause pro Genotyp flr jeden gemessenen Zeitpunkt ausgedriickt. B. Prastimulatorische
Insulinsekretion zum Zeitpunkt 60 min. Die Anzahl der Mause ist als Zahl in den Balken abgebildet.
Glu = Glukose.
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4 Diskussion

4.1 B-zellspezifisch DLK defiziente Mause (B-DLK™)

Die Dual Leucine-Zipper Kinase wurde 1994 von Holzmann, Merrit und Fan als ,a
Serin/Threonin Kinase with two Leucine Zippers® identifiziert. Diese neuartige
Proteinkinase wurde aufgrund ihrer Ahnlichkeit in der Primarstruktur zu der Familie der
Mixed-Lineage-Kinasen gezahlt. Das Fehlen der SH3-Domane (Src-homology 3
domain) in der N-terminalen Region und der CRIB-Doméne (Cdc2/Rac-interaktive
Bindung) innerhalb des C-Terminus stellten eine Besonderheit dieser Kinase innerhalb
der MLKs dar. Als Ubergeordnete Mitogen-aktivierte Protein Kinase Kinase Kinase 12
(MAP3K12) kann die DLK untergeordnete Kinasen wie JNK und p38 uber die
Phosphorylierung von MKK4/7 aktivieren (Holzmann et al., 1994; Mata et al., 1996;
Fan et al., 1996; Gallo und Johnson, 2002; Chang und Karin, 2001). Die DLK wird
Uberwiegend im Gehirn sowie in mehreren Zelltypen einschlie3lich der pankreatischen
Insulinproduzierenden B-Zelllinie HIT und der primaren Langerhans’schen Inseln von
Mé&ausen exprimiert (Holzmann et al., 1994; Hirai et al., 2006; Oetjen et al., 2006; Oetjen
und Lemcke, 2016).

Aufgrund der Giberwiegenden Expression der Dual Leucine-Zipper Kinase in Neuronen
und der Anreicherung an den synaptischen Enden geriet diese Kinase immer mehr in
den Fokus der neuronalen Forschung. Diese Erkenntnisse fihrten zur n&aheren
Untersuchungen des DLK-JNK Signalwegs. Ein jnk1 und jnk2 Doppel Knockout fuhrte
zu einer Beeintrachtigung der kortikalen Entwicklung im Gehirn von Mausembryonen
und der Region-spezifischen Apoptose von undifferenzierten neuronalen
Stammzellen. In verschiedenen Stufen der embryonalen Gehirnentwicklung bei
Mausen wurde ebenfalls eine Induktion der DLK-Expression sowie eine
JNK-Aktivierung in  unreifen Neuronen beobachtet (Kuan et al, 1999;
Sabapathy et al., 1999; Hirai et al., 2002; Ghosh et al., 2011).

Des Weiteren fuhrt das konstitutive Ausschalten dieser Kinase in Mausen zu einer
verminderten JNK-Aktivitat, zu einer verminderten Phosphorylierung mehrerer
JNK-Targets sowie zur unvollstandigen Entwicklung von Axonen und

Beeintrachtigungen in der Axonregeneration und in der neuronalen Migration. Diese
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Mause sterben perinatal (Hirai et al., 2006; Itoh et al., 2011; Hammarlund et al., 2009;
Tedeschi und Bradke, 2013).

Um die perinatale Letalitat zu vermeiden und um die Rolle der DLK in den -Zellen des
Pankreas zu untersuchen, stehen grundsatzlich zwei Tiermodelle zur Verfliigung:
induzierbare globale transgene Tiere oder induzierbare und nicht-induzierbare

B-zellspezifisch transgene Tiere (Abbildung 4.1).
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Abbildung 4.1: B-zellspezifische Tiermodelle. Links, induzierbare transgene Tiere (ein Beispiel): Die
Cre-Rekombinase (Cre-Rk.) ist mit einer mutierten Ligandenbindungsdoméane des humanen
Estrogenrezeptors (LBD-ER) am C-Terminus fusioniert. Durch die Modifikation dieser Doméne kann
endogenes Estrogen nicht binden, jedoch synthetisches Tamoxifen. Die Expression dieses
Fusionsproteins steht unter der Kontrolle des Ratteninsulin-2-Promotors (RIP2). Nach der Verpaarung
beider Mause liegt die fusionierte Cre-Rekombinase im Cytoplasma vor. Die Zugabe von Tamoxifen
bzw. 4-Hydroxytamoxifen (aktiver Metabolit) bewirkt die nukleare Translokation der Rekombinase. Im
Zellkern bindet die Cre-Rekombinase an die LoxP-Stellen und der dazwischenliegende DNA-Bereich
wird als zirkulares Fragment ausgeschnitten. Rechts, nicht-induzierbare transgene Tiere: Die
Rekombinase steht unter der Kontrolle des Ratteninsulin-2-Promotors. Nach der Verpaarung beider
Méause wird die flankierte DNA geschnitten und das Gen ausgeschaltet. LoxP = Erkennungssequenz fur

die Rekombinase.
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Die DLK-Funktion in erwachsenen Tieren wurde bereits mit einer induzierbaren
globalen CRE-Rekombinase (Cre ERT) im Gehirn untersucht. Die DLK-Deletion an
erwachsenen Mausen zeigte keine Veradnderungen beziglich Kdrpergewicht oder
verringerter Lebensfahigkeit. Die Gehirne dieser Mause zeigten eine normale
Morphologie und Organisation von Neuronen im Cortex und Hippocampus
(Pozniak et al., 2013). Diese Daten deuten darauf hin, dass DLK im Gehirn fur die
neuronale Entwicklung eine Rolle spielt, jedoch keine tUberlebenswichtige Aufgabe im
Erwachsenalter besitzt.

Andererseits stellt das konstitutive Ausschalten eines Gens kein geeignetes Modell fur
gewebspezifischen Untersuchungen dar. Daher sollte eine B-Zellspezifitat im Rahmen
dieser Arbeit bevorzugt werden. Die Generierung dieser Mause ist dem Abschnitt 2.2.4
(Herstellung transgener Mause, Material und Methoden) zu entnehmen. Die
B-Zellspezifitat wurde durch die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des gut
untersuchten und konstitutiv exprimierten Ratteninsulin-2-Promotors (CRE RIP,
706 bp) erzielt (Hanahan, 1985; Herrera et al., 1994; Herrera, 2000; Gesina et al.,
2004; Hashimoto et al., 2006; Lee et al., 2006). Alle Nagetiere besitzen zwei
unterschiedliche Insulingene, welche sich in der Nukleotidsequenz sowie in der Anzahl
an Introns (1 bzw. 2) unterscheiden. Das Ratteninsulingen 2 zeichnete sich durch eine
spezifischere Expression des Transgens aus (Hanahan, 1985; Herrera et al., 1994;
Herrera, 2000). Im Nucleus arcuatus (ARC) des Hypothalamus wurden Ratteninsulin-
Promotor-exprimierende Neuronen (RIP-Cre Neuronen) identifiziert, welche fir die
Nahrungsaufnahme bzw. Regelung des Appetits als auch des Energieaufwandes eine
Rolle spielen (Lin et al., 2004; Choudhury et al., 2005; Hisadome et al., 2008;
Kong et al.,, 2012). Eine nicht B-zellspezifische RIP-Cre Expression konnte dazu
fuhren, dass diese Rekombinase im Gehirn bzw. im Hypothalamus exprimiert wird und
dort das Gen ausschaltet (Gannon et al., 2000; Lee et al.,, 2006; Fex et al.,
2007). Einige transgene RIP2-Cre Mause zeigen eine beeintrachtige Insulinsekretion
und gestorte Glukosetoleranz (Lee et al., 2006). Die RIP-Cre Mause von Pedro Herrera
zeigen im Gegensatz zu anderen Insulinpromotor-Cre-Rekombinase Mauslinien
(Lee et al.,, 2006) keine Expression der Rekombinase im Hypothalamus sowie in

anderen Geweben (Hashimoto et al., 2006).

Die Abwesenheit der DLK in den -Zellen der von uns generierten transgenen Mause

kénnte jedoch dazu fuhren, dass die p-Zellen sich aus ihren endokrinen
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Vorlauferzellen nicht oder nicht ausreichend ausdifferenzieren oder die fur die
B-Zelldifferenzierung und -funktion benotigten Transkriptionsfaktoren (Pax4; Pdx1,
Nkx6.1, Nkx2.2, MafB) ihre Aufgaben nicht entfalten (Oliver-Krasinski und Stoffers,
2008; Afelik und Rovira, 2017). Der B-zellspezifische Transkriptionsfaktor MafA spielt
eine besondere Rolle fir die B-Zellfunktion. DLK vermindert die transkriptionelle
MafA-Aktivitat, die MafA-abhéngige Gentranskription und reduziert den
MafA-Proteingehalt. Die Degradation des MafA-Transkriptionsfaktors wird durch die
DLK uber die nachgeschaltete Kinase JNK, welche MafA am Ser-65 phosphoryliert,
hervorgerufen (Stahnke et al., 2014). In Anbetracht dessen, dass das Ser-65 von MafA
in MafB konserviert ist (Ser-70), konnte die DLK ebenfalls die MafB-abhangige
Gentranskription hemmen und die transkriptionelle MafB-Aktivitdt vermindern. Der
Verlust der MafA- und MAfB-Aktivitat konnte zur B-Zelldysfunktion in der Pathogenese
des Diabetes mellitus Typ 2 beitragen (Guo et al.,, 2009; Guo et al., 2013;
Stahnke et al., 2014). Der Transkriptionsfaktor MafB wird in o- sowie in B-Zellen von
humanen und murinen Langerhans’schen Inseln exprimiert und ist essentiell fur die
Insulin- und Glucagon-Gentranskription in der Entwicklung dieser endokrinen Zellen
(Dai et al., 2012; Guo et al., 2013). In M&usen spielt MafB fir die Entwicklung der
o- und B-Zellen eine besondere Rolle. Nach der Geburt scheinen jedoch die
Unterdrickung von MafB und die Pradominanz von MafA fur die Ausreifung der

B-Zellen erforderlich zu sein (Nishimura et al., 2006).

Weiterhin kdnnten Eigenschaften und Funktionen der 3-Zellen durch die DLK-Deletion
beeintrachtigt oder aufgehoben werden. Hierbei wird diskutiert, ob p-Zellen nach einer
Pankreasverletzung oder unter physiologischen Bedingungen sich selbst erneuern
kbnnen und die Hauptquelle fur neue B-Zellen wahrend des Erwachsenenlebens
darstellen (Dor et al., 2004). Ferner erlaubt die erzwungene Expression von Pdx1,
MafA und Ngn3 die Differenzierung von Azinuszellen des exokrinen Pankreas in
insulinproduzierenden Zellen (Zhou et al., 2008; Li et al., 2014; Mansouri, 2012;
Afelik und Rovira, 2017). Ebenfalls kdnnen a-Zellen unter robusten Bedingungen, die
zu einem massiven und schnellen Verlust an B-Zellen fuhren, beispielsweise die
globale Ablation von B-Zellen, eine Pankreas-Kanal-Ligation sowie B-Zellverletzung,
zu B-Zellen differenzieren (Thorel et al., 2010; Chung et al., 2010 a, b; Collombat und

Mansouri, 2009; Courtney et al.,, 2011). Die ektopische Expression von Pax4
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konvertiert Vorlaufer Zellen in o-Zellen wund anschlieBend in p-Zellen
(Collombat et al., 2009).

Die in dieser Arbeit generierten, pB-zellspezifisch DLK defizienten Mausen (B-DLK™)
zeigten keine phanotypischen Unterschiede bezlglich Kérpergewicht und Fertilitat
verglichen mit ihren gefloxten (DLK"") Geschwistertieren. Das Gewicht der mannlichen
Mause war in beiden Gruppen hoher als das Gewicht der weiblichen Tiere. Um eine
Aussage uber die Fertilitat der Mause zu treffen, wurden 10 Wochen alte Bécke mit je
zwei 9 Wochen alten Weibchen verpaart und nach 13 Wochen die Anzahl der Mause
pro Wurf errechnet. Als Positivkontrolle diente eine Verpaarung mit DLK" Mausen.
Die Verpaarung zur Herstellung von B-DLK”- Mausen (Heterozygot DLK-KO mit DLK/)
brachte dieselbe Anzahl an Mausen pro Wurf hervor wie eine Verpaarung unter DLK""
Mausen (B-DLK': 7,8 + 0,40%; DLK"M: 7,7 + 0,48%). Ferner konnten keine groben
Unterschiede beziiglich Nahrungsaufnahme und Verhalten festgestellt werden. Eine

exakte Messung dieser Parameter wurde jedoch nicht durchgefuhrt.

Die Generierung von globalen DLK defizienten Mausen (DLK”") wurde zur Verifizierung
des verwendeten Targeting-Vektors und der funktionellen LoxP-Stellen eingesetzt. Die
Cre-Rekombinase wurde bei diesen Tieren unter der Kontrolle des ubiquitar
exprimierten Cytomegalo-Virus-Promotors (CRE GLOB) exprimiert. Diese DLK™
Méuse starben perinatal im Einklang mit friheren Publikationen (Hirai et al., 2006;
Bloom et al., 2007; Ghosh et al., 2011). Die Anzahl der geborenen Méause pro Wurf
wurde wahrend eines Zeitraums von 56 Wochen aufgezeichnet. Die DLK”- Mause
zeigten eine deutlich reduzierte Anzahl an Mausen pro Wurf gegenuber den B-DLK"
Mausen (B-DLK”: 7,7 + 0,23%; DLK”: 3,4 + 0,80%). Der genaue Todeszeitpunkt fur
dieser Mause wurde bisher nicht untersucht.

Da die DLK uUberwiegend im Gehirn exprimiert wird, wurden verschiedene
Gehirnbereiche der DLK" und B-DLK”- Mause immunhistologisch untersucht: Neurone
und Gliazellen im Cortex; Neurone des Gyrus dentatus im Hippocampus; Purkinje-
Zellen und weitere Zellen der kdrnigen Schicht im Cerebellum lie3en sich mit einem
Antikorper gegen DLK farben. Dabei waren keine Unterschiede zwischen beiden
Mauslinien feststellbar (Mata et al., 1996; The Human Protein Atlas, MAP3K12). Die
DLK wird in Gehirn der B-DLK”- Mause exprimiert. Die B-zellspezifische DLK-Deletion
und die verwendete Cre-Rekombinase unter der Kontrolle von RIP2 haben somit

keinen Einfluss auf die DLK Expression im Gehirn.
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Die B-DLK”- Mause zeigten keine DLK-Expression in den mit Diaminobenzidin oder
mittels Immunfluoreszenz gefarbten Langerhans’schen Inseln verglichen mit den
DLK"! Geschwistertieren. Ein Antikorper gegen Insulin zeigte, dass Insulin in beiden
Mauslinien synthetisiert wurde. Um die Abwesenheit der DLK in den p-Zellen zu
verifizieren, wurden Langerhans’schen Inseln von 14 - 18 Wochen alten Mausen
isoliert. Ein Immunoblot unter Verwendung eines Antikorpers gegen DLK zeigte eine
deutlich reduzierte DLK-Expression in den B-DLK”-Mausen verglichen mit inren DLK""

Geschwistertieren.

Eine Immunfluoreszenzfarbung von isolierten Langerhans’schen Inseln wurde als
spezifischere Methode zur Lokalisation der DLK angewendet. Dieses Experiment hat
ergeben, dass die DLK-Expression in den B-DLK’" Mausen nicht durch die
insulinproduzierenden B-Zellen zustande kam. Die Uberwiegende Lokalisation der
a-Zellen am Rande der Inseln suggeriert, dass die a-Zellen ebenfalls DLK exprimieren.
Somit liefert diese Arbeit erstmalig den Hinweis, dass DLK in den a-Zellen von murinen

Langerhans’schen Inseln exprimiert wird.

Anomalien hinsichtlich der Insulinsekretion aus den pankreatischen p-Zellen sowie der
Insulinwirkung auf die empfindlichen Gewebe (Muskel, Leber, Fettgewebe) sowie eine
erhdohte endogene Glukoseproduktion treten beim klinischen apparenten Bild des
Diabetes Mellitus Typ 2 auf (Porte Jr, 1991; Pratley und Weyer, 2000).

Die glukoseinduzierte Insulinsekretion isolierter pankreatischer p-Zellen zeigt ein
biphasisches Muster (Pratley und Weyer, 2000). Die erste Reaktion auf Glukose ist
eine akute Antwort, die zwischen 1 -10 min anhalt, wodurch schnell verfligbare
Insulin-Kompartimente ausgeschiittet werden (schnelle oder friihe Phase). Diese
rasche Insulinsekretion ist gefolgt von einem Ruckgang zu anndhrend basalen Werten.
Die zweite Phase der Insulinsekretion bei fortgesetzter Glukoseexposition der 3-Zellen
ist langsam und kann konstant dosisabhéangig fir mehrere Stunden innerhalb eines zu
beobachtenden Zeitraum aufrechterhalten werden. Dem biphasischen Muster der
stimulierten Insulinsekretion schlief3t sich eine Desensibilisierungsphase an. Diese ist
durch eine anhaltende niedrige Insulinsekretion gekennzeichnet (Pratley und Weyer,
2000; Del Prato und Tiengo, 2001).

Die Ergebnisse dieser Experimente, welche in Kooperation mit Prof. Rustenbeck
(TU, Braunschweig) an isolierten Langerhans’schen Inseln erhoben wurden, zeigten
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keine Unterschiede in dem biphasischen Muster der glukoseinduzierten
Insulinsekretion zwischen den B-DLK” und DLK% M&usen. Diese Beobachtung
erleichtert die zukinftige Interpretation der Daten, da trotz Abwesenheit der DLK die

B-DLK”’- Mause eine normale glukoseinduzierte Insulinsekretion aufweisen.

Die B-zellspezifische DLK-Deletion scheint keinen Einfluss auf die Ausbildung und
Ausreifung der B-Zellen sowie auf die glukoseinduzierte Insulinsekretion zu haben.
Des Weiteren waren keine groben morphologischen Veranderungen der B-Zellen in
diesen B-DLK’ Mausen festzustellen. Das Gewicht und die Fertilitat wiesen keine
Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe auf. Ferner suggerieren diese
Erkenntnisse, dass keine RIP-Cre Expression im Gehirn bzw. im Hypothalamus
stattgefunden hat. Die DLK-Expression in den B-Zellen ist nicht essentiell fir das

perinatale Uberleben der Mause.

4.2 Regulation der DLK

4.2.1 Regulation der DLK durch Calcineurin

Bei der Regulation der DLK scheint die Calcium/Calmodulin-abhéngige Serin/Threonin
Phosphatase Calcineurin eine bedeutende Rolle zu spielen (Mata et al., 1996).

Der Posttransplantationsdiabetes (PTDM), der dem Diabetes mellitus Typ 2 &hnelt, ist
eine der unerwinschten Wirkungen einer immunsuppressiven Therapie mit
Ciclosporin  (CsA) wund Tacrolimus (FK506) (Fernandez et al., 1999;
Montori et al., 2002; Reddy et al.,, 2015). Beide Immunsuppressiva zeigten eine
Beeintrachtigung der Insulinsekretion und der Insulinwirkung in Patienten nach einer
Lebertransplantation (Fernandez et al., 1999) und in Ratten (Carroll et al., 1991;
Hirano et al., 1992; Broja, 2001). Bis heute ist nicht eindeutig geklart, welches der
beiden Immunsuppressiva starker den PTDM induziert. In einigen Studien zeigte CsA
eine hohere Pravalenzrate als FK506 (Broja, 2009; Markell, 2004), in anderen war es
umgekehrt (Scantlebury et al.,1991; Plosker und Foster, 2000) oder beide Stoffe
zeigten dieselbe Pravalenzrate (Tanabe, 2003) an einem PTDM zu erkranken.

Entwickeln Patienten einen PTDM nach einer FK506-Behandlung, sollte eine
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Dosisreduktion oder eine Umstellung auf CsA in Betracht gezogen werden, um das
Risiko zu minimieren (Emre et al., 2000; Kanzler et al., 1996).

Die Entstehung eines Posttransplantationsdiabetes durch die strukturell
unterschiedlichen Immunsuppressiva wird mit der spezifischen Hemmung der
Phosphatase Calcineurin in Zusammenhang gebracht (Ho et al., 1996). Mause, in
denen B-zellspezifisch die regulatorische Calcineurin Untereinheit B1 ausgeschaltet
wurde, weisen einen verminderten Insulingehalt in den B-Zellen und eine verminderte
B-Zellmasse auf. Diese Mause erkranken an einem altersabhéngigen Diabetes
mellitus (Heit et al., 2006). Des Weiteren konnte in primaren murinen
Langerhans’schen Inseln gezeigt werden, dass hohe Glukosemengen zu einer
Erhohung der Calcineurinaktivitat fihren (Oetjen et al., 2003a). Die durch cAMP, durch
Membrandepolarisation und durch Glukose stimulierte Insulingentranskription wurde
durch die Behandlung mit CsA und FK506 in einer -Zelllinie und in primaren murinen
Langerhans’schen Inseln  vermindert (Oetjen et al., 2003a, 2003b;
Lawrence et al., 2001).

Hemmung von Calcineurin durch die Immunsuppressiva CsA und FK506 vermindert
die CRE/CREB-abhéangige Gentranskription (Krliger et al., 1997; Oetjen et al., 2005;
Screaton et al., 2004). Transgene Mause, die eine dominant negative CREB Mutante
Uberexprimieren, werden aufgrund einer verstarkten p-Zellapoptose diabetisch (Jhala
et al., 2003). Ferner erhbhen Substanzen, die Calcineurin hemmen, beispielsweise
CsA, FK506 oder Wasserstoffperoxid als reaktive Wasserstoffspezies die
enzymatische Aktivitdt der DLK in der B-Zelllinie HIT (Plaumann et al., 2008;
Kutschenko, med. Diss. Gottingen, 2007).

Die Phosphorylierung der DLK am Ser-302 - ein Maf3 fur die Aktivierung der DLK
(Borchers et al., in Revision) - und die Phosphorylierung von JNK an Thr-183 und
Tyr-185 lieBen sich mit dem proinflammatorischen Cytokin TNFa und mit den oben
erwahnten Calcineurininhibitoren in HIT Zellen erhéhen (diese Arbeit).

Die Aktivierung der DLK hemmt die stimulierte CRE-abhé&ngige Gentranskription und
die transkriptionelle Aktivitatt von CREB, CBP und CRTC1 (Oetjen et al., 2006;
Phu et al., 2011; Plaumann et al., 2008; Stahnke et al., 2014; Wallbach et al., 2016).
Diese Befunde lassen vermuten, dass Calcineurin durch Dephosphorylierung von DLK
deren Kinaseaktivitdt vermindert und auf diese Weise zur Aufrechterhaltung der

B-Zellfunktion und -masse beitragt.
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Der Transkriptionsfaktor NFAT ist ein  bekanntes Calcineurinsubstrat
(Beals et al., 1997; Crabtree und Olson, 2002). Die Uberexpression einer konstitutiv
aktiven NFAT Mutante in den Langerhans’schen Inseln von Calcineurin defizienten
Méausen erhohte die mRNA-Spiegel von Insulin und anderen fur die 3-Zelle wichtigen
Genen (Heit et al., 2006).
NFAT besitzt zwei putative Calcineurin-Interaktionsdoméanen: PxIXIT und LxVP
(Aramburu et al., 1999; Li et al., 2007; Martinez-Martinez et al., 2006; Roy und Cyert,
2009; Rodriguez et al., 2009). Beide Interaktionsdoménen sind in der DLK konserviert:
273-PNMLIT-278 und 362-LPVP-365 (diese Arbeit). Die funktionelle Bedeutung beider
putativen Calcineurin-Interaktionsdomanen wurde in der B-Zelllinie HIT untersucht.
Mutation innerhalb der ersten Calcineurin-Interaktionsdoméne PxIXIT fuhrte zum
Verlust der enzymatischen DLK-Aktivitat. Diese Mutante (CN1) zeigte keine
Phosphorylierung am Ser-302 der DLK und keine Phosphorylierung der
untergeordneten Kinase JNK. Weiterfiuhrende Analysen (Kooperationspartner
Dr. Thomas Lemcke) und Inspektion der Rontgenkristallstruktur der DLK
(Patel et al.,, 2015) lassen vermuten, dass durch die Lokalisation dieser ersten
Calcineurin-Interaktionsdoméne innerhalb der katalytischen Region der DLK der
Grund fur den Verlust der Aktivitat durch die Mutation erklaren konnte.
Durch die Lokalisation auf einer Schleife auRerhalb der katalytischen Doméne ist die
zweite Calcineurin-Interaktionsdomane begunstigt eine Interaktion mit Calcineurin
einzugehen. Zwei Einzelmutationen dieser Doméne L362A und V364A wurden auf
Funktionalitat Uberpruft.
Die DLK V364A Mutante wurde in demselben Ausmall wie DLK wt am Ser-302
phosphoryliert. Bezlglich der Aktivierung der untergeordneten Kinase JNK, zeigte
diese Mutante eine 2,2-fache erhdhte Phosphorylierung dieser Kinase. Des Weiteren
hemmte die DLK V364A Mutante die stimulierte CRE/CREB-abhéangige
Gentranskription starker als der DLK wit.
Das Konsensusmotiv LPVP stellte tatsachlich eine Interaktionsdomane fir Calcineurin
innerhalb der DLK dar. Eine Protein-Protein Interaktion mit rekombinant hergestellten
Proteinen lieferte den Beweis, dass die Mutation der Aminoséure Val-364 zu Ala zur
Aufhebung der Interaktion fuhrte. Mittels eines Kompetition-Assays mit Oligopeptiden
konnte diese Aussage verifiziert werden.
Die DLK V364A Mutante ist vermehrt im Zellkern lokalisiert. Dort fiihrt sie zu einer
erhohten Induktion der B-Zellapoptose. Die nukleére Translokation des DLK wt und die
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erhohte Induktion der B-Zellapoptose lie3en sich durch TNFa im Einklang mit unseren
zuletzt publizierten Daten erhéhen (Wallbach et al., 2016). Die Calcineurininhibitoren
CsA, FK506 und Wasserstoffperoxid erhdhten ebenfalls die nukledre Translokation
und den apoptoseinduzierenden Effekt des DLK wt, zeigten jedoch keinen
zusatzlichen Effekt auf die DLK V364A Mutante.

Die Ergebnisse dieser Experimente sprechen dafir, dass die tUberexprimierte aktive
Mutante durch die Mutation des Val-364 innerhalb des LPVP Calcineurin-
Interaktionsdoméane weder von TNFa noch durch die Calcineurininhibitoren beeinflusst
werden kann.

Um weiterfuhrend die Wirkung der Calcineurininhibitoren auf den Effekt der
calcineurinbindungsdefizienten DLK Mutante zu untersuchen, wurden Luciferase-
Reportergen-Assays durchgefuhrt. In HIT Zellen fihrten die Calcineurininhibitoren in
den mit DLK wt und DLK V364A transient transfizierten Zellen zu einer verstarkten
Hemmung der CRE-abhangigen Gentranskription. Da die endogene Aktivitat der DLK
in den HIT Zellen den Effekt der Calcineurininhibitoren verfélschen kdnnte, wurde das
Experiment in der DLK-negativen Zelllinie JEG-3 durchgefiihrt.

Die Hemmung der CRE-abhangigen Gentranskription in den mit DLK V364A transient
transfizierten Zellen lie3 sich durch die Behandlung mit CsA und FK506 verstéarken,
wahrend die Hemmung in den mit DLK wt transient transfizierten Zellen unbeeinflusst
blieb. Die verstarkte Hemmung der CRE-abhangigen Gentranskription bei der
calcineurinbindungsdefizienten  Mutante  korrelierte mit dem  Effekt der
Immunsuppressiva auf die mit dem Leervektor transient transfizierten Zellen. Eine
mdogliche Erklarung fir den zusatzlichen Effekt der Calcineurininhibitoren auf die
calcineurinbindungsdefiziente Mutante, jedoch nicht auf den DLK wt, kdnnte eine
Verdrangungsreaktion sein. DLK Val-364 innerhalb der LPVP Interaktionsdoméne
stellt eine Calcineurinbindungstelle dar. Ist diese Stelle mutiert - Val-364 in Ala - kann
Calcineurin nicht mehr mit der DLK interagieren. Die Interaktion des DLK wt mit
Calcineurin konnte ebenfalls in dieser Arbeit durch die Gberschussige Menge eines
Peptids, das flr die LxVP Calcineurin-Interaktionsdomane innerhalb der DLK kodiert,
aufgehoben werden. Die modifizierten Peptide (V364A und Scrambled) zeigten diesen
Effekt nicht. Unter Bericksichtigung der Annahme, dass in den JEG-Zellen die
Hemmung der CRE-abhé&ngigen Gentranskription durch die Behandlung mit CsA und
FK506 verstarkt wurde (Kontrolle), kam es durch die Uberexpression des DLK wt zu

einer Verdrangung der Calcineurininhibitoren aus der hydrophoben Bindungsstelle des
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Calcineurin. Somit liel3 sich ausschlief3lich nur der Effekt des DLK wt flr die Hemmung
der CRE-abhangigen Gentranskription beobachten. Diese Verdrangungsreaktion
kbnnte Uber einen Zwischenschritt ablaufen (Abbildung 4.2). Da die
calcineurinbindungsdefiziente Mutante eine mutierte LXVP-Interaktionsdoméne besitzt
und diese nicht mit Calcineurin interagieren kann, konnen CsA und FK506 die
Hemmung der CRE-abhangigen Gentranskription verstarken. Dieser zuséatzliche
Effekt ist vermutlich von der DLK unabhéangig.
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Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der Verdrangungsreaktion des tUberexprimierten DLK

wt von Calcineurin durch die Immunsuppressiva CsA und FK506. Oben, der Uberexprimierte DLK
wt - ein LxVP-Substrat - wird in den JEG-Zellen von Calcineurin dephosphoryliert. Diese
Dephosphorylierung setzt vermutlich eine Interaktion des DLK wt Uber das LxVP-Motiv mit der
hydrophoben Tasche des Calcineurin voraus. Die Behandlung mit den Immunsuppressiva (I1S-IP,
Immunsuppressiva-Immunophilin) fuhrt zur Konkurrenz um die Bindungsstelle des Calcineurins. Der
IS-IP Komplex verdréngt zunéchst Giber einen Zwischenschritt den DLK wt aus der hydrophoben Tasche
des Calcineurin, jedoch Uiberwiegt der Effekt des tberexprimierten DLK wt. Der beobachtete hemmende
Effekt der CRE-abhangigen Gentranskription vor und nach der Behandlung ist gleich. Unten, die
Uberexprimierte calcineurinbindungsdefiziente Mutante interagiert nicht mit Calcineurin. Die Behandlung
mit dem IS-IP Komplex fuohrt zur Hemmung des Calcineurin und verstarkt - vermutlich Uber DLK

unabhéngige Wege - die stimulierte CRE-abhéngige Gentranskription.

Diese Erkenntnisse sind konsistent mit den Daten von Grigoriu et al., 2013. Die
Immunsuppresiva CsA und FK506 mit ihren Immunophilinen binden jeweils an eine
hydrophobe Tasche des Calcineurin zwischen den Untereinheiten A und B, welche
ebenfalls eine LxVP-Substraterkennungsstelle darstellt. Es ist allerdings unbekannt,

ob es sich dabei um dieselben Aminoséauren fur die Bindung handelt (Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.3: Kompetitive Hemmung von Calcineurin durch CsA, FK506 und LxVP-Substrate.
Die immunsuppressiven Stoffe FK506 und CSA hemmen Calcineurin (CN) durch Besetzen der LxVP-
Substraterkennungsstelle. A. Uberlagerung von einem CN-gebundenen Peptid (lila), CsA (gelb) und
FK506 (blau). B. Links, Uberlagerung eines LxVP-Substrates mit CSA an der LxVP-
Substratbindungsstelle. Rechts, Uberlagerung eines LxVP-Substrates mit FK506. CNA = Calcineurin,
katalytische  Untereinheit A; CNB = Calcineurin, regulatorische  Untereinheit B
(Mod. Grigoriu et al., 2013).

Die Verdrangung eines LxVP-Substrates durch Ciclosporin und Tacrolimus aus dieser
hydrophoben Tasche des Calcineurin kénnte den Beitrag der Immunsuppressiva zur
Entstehung eines PTDM erklaren: endogene DLK wird in der Zelle durch Bindung an
die LxVP-Substraterkennungsstelle der B-zellprotektiven Phosphatase Calcineurin
dephosphoryliert. Die immunsppressiven Stoffe CsA und FK506 - in den jeweiligen
Komplexen mit den Immunophilinen - verdrangen in der Zelle die endogene DLK aus
der LxVP-Substraterkennungsstelle des Calcineurin. Die DLK kann durch Calcineurin
nicht mehr dephosphoryliert werden und wird dadurch aktiv (Abbildung 4.4). Da die
calcineurinbindungsdefiziente Mutante kein LxVP-Substrat darstellt, kann sie nicht von
Calcineurin dephosphoryliert werden und fiihrt per se zu einer verstarkten Hemmung
der CRE/CREB-abhangigen Gentranskription.
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Abbildung 4.4: Starkere Hemmung der CRE-abhéngigen Gentranskription durch die
calcineurinbindungsdefiziente Mutante. Die Behandlung der Zellen mit KCI fuhrt durch
Membrandepolarisation zu einer Erhéhung der intrazellularen Calciumkonzentration. Forskolin aktiviert
die Adenylylcyclase (AC), welche die Bildung von cyclischem Adenosinmonophosphat (CAMP) aus
Adenosintriphosphat (ATP) katalysiert. CAMP aktiviert die Proteinkinase A (PKA), die ebenfalls die
intrazellulare Calciumkonzentration erhéhen kann. Vier Ca2*-Molekile binden an die regulatorische
Untereinheit B des Calcineurin (CN) und aktivieren die Phosphatase. A. DLK - ein LxVP-Substrat - wird
durch die Interaktion an der LxVP-Substraterkennungsstelle des Calcineurin dephosphoryliert. Diese
Kinase kann CRTC nicht mehr phosphorylieren. Dephosphoryliertes CRTC transloziert in den Nukleus
und induziert die CRE/CREB-abhéngige Gentranskription. B. Die calcineurinbindungsdefiziente
Mutante kann Uber die LxVP-Substraterkennungsstelle des Calcineurin nicht mehr mit Calcineurin
interagieren und wird nicht gehemmt. Die mutierte Kinase kdnnte CRTC in einem starkeren Ausmaf3
phosphorylieren. Phosphoryliertes CRTC verbleibt im Cytoplasma. Es kommt zu einer verstarkten
Hemmung der CRE/CREB-abhéangigen Gentranskription. CRTC = cAMP regulated transcriptional

coactivator.
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Unter Berucksichtigung der hier erhobenen Daten kdnnte die zusatzliche Hemmung
der CRE-abhangigen Gentranskription durch die Behandlung mit den
Immunsuppressiva bei der calcineurinbindungsdefizienten Mutante tber CRTC erklart
werden: CRTC kann unabhangig von der DLK durch Calcineurin dephosphoryliert
werden. Da Calcineurin nicht mit der DLK V364A Mutante interagieren kann, fuhrt eine
Hemmung des Calcineurin durch die Immunsuppressiva zu einer starkeren
Phosphorylierung von CRTC. Dieser Effekt lasst sich mit einer verstarkten Hemmung

der CRE-abhangigen Gentranskription beobachten.

Des Weiteren wurde die verstarkte Phosphorylierung von JNK durch die
calcineurinbindungsdefiziente Mutante V364A bezlglich des JNK-Signalweges naher
untersucht. Aktivierung von JNK fihrt zu einer Phosphorylierung des
Transkriptionsfaktors c-Jun an Ser-63 und Ser-73 und tragt zur Neurodegeneration bei
(Oetjen und Lemcke, 2016). Mause, die eine Mutation im c-Jun-Lokus (S63A, S73A)
besitzen, zeigen einen verminderten apoptoseinduzierenden Effekt der Kainsaure im
Hippocampus als Kontrollmduse (Behrens et al., 1999). Die Deletion des
gehirnspezifischen jnk3 Gens schiitzt die hippocampalen Neuronen in Mausen vor
dem apoptoseinduzierenden Effekt der exzitatorischen Kainséure (Dong et al., 1998;
Yang et al., 1997, 1998). Ferner ist die Expression des an der Apoptose beteiligten
c-fos vermindert, sobald der JNK-Signalweg gehemmt wird (Abdelli et al., 2007).

Die calcineurinbindungsdefiziente Mutante zeigte eine tendenziell erhdhte
Phosphorylierung von c-Jun an Ser-73 als der DLK wt, wobei der Calcineurininhibitor
CsA tendenziell keinen zusatzlichen Effekt brachte verglichen mit dem DLK wt.

Die c-fos-abhéngige Gentranskription wurde durch DLK wt und DLK V364A in
demselben Ausmal aktiviert. Die aktuelle Arbeit von Huang et al., 2017 zeigt, dass die
Aktivierung der DLK-Signalkaskade tber die Aktivierung von untergeordneten Kinasen
zur Phosphorylierung von c-Fos fuhrt und somit zur Entstehung von Morbus Alzheimer

beitragt.

Die Calcineurininhibitoren CsA und FK506 besitzen ein erhdhtes neurotoxisches
Potential (Land, 2004). So treten neurologisch/psychiatrische Komplikationen wie
Kopfschmerzen, Tremor, Krampfanfélligkeit, Depressionen und Parésthesien an den
GliedmalRen haufiger unter der Behandlung mit den beiden Immussuppressiva auf
(Atakan und Erdem, 1998; Wijdicks et al., 1999; Gijtenbeek et al.,1999;
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Idilman et al., 1998; Shapiro et al., 1990; Yocum et al., 2004; Plosker und Foster, 2000;
Land, 2004).

Transgene Mause, die das menschliche B-Amyloid-Vorlauferprotein exprimieren und
somit als ein Modell fur Alzheimer-Krankheit dienen, zeigten eine verminderte
Calcineurinaktivitat in hippocampalen und kortikalen Neuronen sowie im Gehirn der
erwachsenen Mause (Espafa et al., 2010). Des Weiteren verursacht B-Amyloid eine
Herunterregulierung von Calcineurin durch oxidativen Stress in Neuronen
(Celsi et al., 2007). Unter Berucksichtigung dieser Daten lasst sich vermuten, dass die
Hemmung von Calcineurin durch die Immunsuppressiva und die hier vermutete
Verdrangung der DLK aus der LxVP-Substraterkennungsstelle von Calcineurin tGber
eine Aktivierung der DLK an der Entstehung von neurodegenerativen Krankheiten wie
Morbus Alzheimer beteiligt sein kdnnte.

Im Gegensatz zur Mutation an Val-364 fihrte die Mutation des Leu-362 in Ala innerhalb
der LxVP Calcineurin-Interaktionsdoméne der DLK zum Verlust der Kinaseaktivitat.
Dies fuhrte zur naheren Inspektion der RoOntgenkristallstruktur der DLK
(Kooperationspartner Dr. Thomas Lemcke). Das Leu-362 schien Van-der-Waals-
Wechselwirkungen mit den Aminosauren Trp-334 und Tyr-343 einzugehen und einen
Komplex in Form einer "Sandwich"-Struktur zu bilden. Durch Mutationen sollte
verifiziert werden, ob diese Struktur zur Stabilitdt und Aktivitat der Kinase beitragt.
Durch Mutation der Aminosauren Trp-334 und Tyr-343 konnte gezeigt werden, dass
der Verlust dieser "Sandwich"-Struktur mit einem Verlust der Kinaseaktivitat
einhergeht. Die Mutation von Trp-334 in Phe zeigte aul3erdem, dass Phenylalanin
- eine dem Tryptophan ahnliche Aminosaure - die Stabilitit des Proteins nicht
beeintrachtigte. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die OH-Gruppe des

Trp-334 keine Phosphorylierungsstelle fir weitere Kinasen darstellt.

Diese Ergebnisse zeigen, dass DLK mit der Phosphatase Calcineurin Uber Val-364
innerhalb der LxVP Calcineurin-Interaktionsdomane interagiert. Dies ist die gleiche
Region, in der Calcineurin mit Ciclosporin und Tacrolimus zusammenwirkt, wodurch
die Hemmung der Phosphatase-Aktivitdt unterbunden wird. Die Aufhebung der
DLK-Calcineurin Interaktion erhdhte die Kinaseaktivitdt, induzierte die nukleére
Translokation der DLK und die B-Zellapoptose. Im Zusammenhang mit unseren
bisherigen Daten deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die Dephosphorylierung
der DLK durch Calcineurin zu dem B-zellprotektiven Effekt der Phosphatase beitragt.
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Dartber hinaus wurde ein neuartiger Mechanismus zur Regulation der DLK-Aktivitat

nachgewiesen.

4.2.2 Subzellulare Lokalisation der DLK

Adipositas gilt als der wichtigste Risikofaktor fuir die Entwicklung von Diabetes mellitus
Typ 2 (Kahn et al., 2014; Donath und Shoelson, 2011; Donath, 2016). In diesem
Zustand wird das entziindungsférdernde Cytokin TNFo hauptsachlich in dem subakut
entziindeten weiRen Fettgewebe produziert, was eine chronische systemische
subakute Entzindungsreaktion hervorruft. Hierbei konnte die Infiltration von
Makrophagen in das Fettgewebe zu einer Erhéhung dieses proinflammatorischen
Cytokins beitragen (Pickup und Crook, 1998). Neutralisierung von TNFa in fettleibigen
und insulinresistenten  Ratten verbesserte die Insulinrezeptor-abhangige
Signaltransduktion und die Insulinsensitivitat im  peripheren  Gewebe
(Hotamisligil et al., 1993). Dartber hinaus wurde eine inhibitorische Form des
Insulinrezeptorsubstrat-1 (IRS-1) im Muskel- und Fettgewebe von Ratten beobachtet.
Diese Daten deuten darauf hin, dass TNFa durch eine unerwartete inhibitorische
Phosphorylierung des IRS-1 zu der Entwicklung der peripheren Insuliresistenz beitragt
(Hotamisligil et al., 1996). Ferner kann TNFa NFKB und die c-Jun-N-termiale Kinase
(INK) aktivieren (Melloul, 2008; Brenner et al., 2015; Zeke et al., 2016). Die Aktivierung
von JNK tragt zur Entstehung einer adipositasinduzierten Insulinresistenz und zu einer
Verminderung der B-Zellmasse und -funktion bei (Vallerie und Hotamisligil, 2010;
Stahnke et al., 2014; Zeke et al., 2016). Daruiber hinaus fuhrt die Langzeitbehandlung
mit TNFo zu einer Verminderung der B-Zellfunktion und der Produktion von
antiapoptotischen Proteinen (Zhang und Kim 1995; Parkash et al. 2005;
Bouzakri et al. 2009). Neben TNFa spielt das proinflammatorische Cytokin IL-1f in der
Pathogenese des Diabetes eine besondere Rolle. IL-13 hemmt den
Transkriptionsfaktor MafA und die Insulingentranskription (Oetjen et al., 2007).
Daruber hinaus wurde gezeigt, dass IL-13 wahrend der hyperglykdmischen Periode
von [(-Zellen produziert und sezerniert wird, was zum (-Zelltod beitragt
(Donath et al., 2003; Brooks-Worrell et al., 2012; Maedler et al., 2002). Der losliche

IL-1B-Rezeptor Anakinra konnte in einer klinischen Studie den HbAlc-Wert von
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Patienten reduzieren (Larsen et al., 2007). Dennoch wird der Beitrag von IL-1p zur
Pathogenese von Diabetes mellitus sehr kontrovers diskutiert. Bei hohen
Glukosekonzentrationen konnte keine Induktion oder Aktivierung von IL-1 in Ratten
und humanen Inseln sowie keine Steigerung der IL-1B-Konzentration in humanen
Inseln von Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 nachgewiesen werden
(Cnop et al., 2005; Welsh et al., 2005).

Diese proinflammatorischen Cytokine fuihren zu einer verstarkten Phosphorylierung
von JNK (Brenner et al., 2015; Zeke et al., 2016), wobei nur TNFoa DLK aktiviert
(Borchers et al., in Revision). Wahrend eine voribergehende JNK-Aktivierung das
Zelluberleben fordert, fuhrt eine anhaltende JNK-Aktivierung - verursacht durch TNFa.
- zur Zellapoptose (Karin und Lin, 2002; Ventura et al., 2004; Wagner und Nebreda,
2009).

Diese Daten fuihrten zu der Hypothese, dass das proinflammatorische Cytokin TNFa
Uber die Aktivierung der DLK und anschlieender Aktivierung von JNK seine
apoptotischen Eigenschaften in den p-Zellen vermittelt. Im Rahmen seiner
medizinischen Dissertation identifizierte Manuel Wallbach im Jahr 2010 (Arbeitsgruppe
von Prof. Elke Oetjen) zwei funktionelle  Kernerkennungssequenzen
(NLS, engl. nuclear localization sequence) innerhalb der DLK. Durch Mutation der
Kernerkennungssequenz verminderte sich sowohl die cytokininduzierte nukleare
Translokation der DLK als auch ihre hemmende Wirkung auf die B-zellprotektive
CRE/CREB- und CBP-abhangige Gentranskription, jedoch ohne die untergeordnete
Kinase JNK schwécher als DLK Wildtyp zu phosphorylieren. Dies lasst vermuten, dass
die nukleare Translokation der DLK fur den cytokininduzierten B-zellapoptotischen
Effekt verantwortlich sein kdnnte, sodass die Lokalisation der DLK im Zellkern zu einer
verstarkten  Apoptoseinduktion  fihrt und durch die Hemmung der
CRE/CREB-abhangigen Gentranskription zum Verlust der p-Zellmasse und -funktion
beitragt.

In dieser Arbeit konnte ein Nukleédres Exportsignal (NES) mit 481-LQLEL-485 als
Konsensusmotiv innerhalb der DLK identifiziert werden (La Cour et al., 2004). Mutation
der Leucine 481, 483 und 485 innerhalb des NES-Konsensusmotivs fiihrte nach
transienter Transfektion des Expressionsvektors in HIT Zellen zu keiner Veranderung

in der Phosphorylierung von JNK oder in der durch Membrandepolarisation induzierten
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CRE-abhangigen Gentranskription verglichen mit dem DLK Wildtyp. Der hemmende
Effekt auf die CRE-abhangige Gentranskription konnte durch Behandlung mit TNFa
gesteigert werden. Das ist konsistent mit der Annahme, dass TNFa die Translokation
der DLK in den Nukleus verstarkt und dort die CRE-abhangige Gentranskription
starker inhibiert.

Die nukleare Lokalisation und der apoptoseinduzierende Effekt der DLK konnte durch
die Behandlung mit TNFa gesteigert werden. Hierbei zeigte die DLK NES Mutante
durch einen langeren Aufenthalt im Kern eine starkere Induktion der B-Zellapoptose,

verglichen mit DLK Wildtyp.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die nukleére Lokalisation der DLK wichtig
fur die cytokinvermittelte Induktion der -Zellapoptose ist. Die B-zelltoxischen Effekte
der pradiabetischen Signale kdnnen Uber eine verbesserte nukleére Lokalisation von
DLK, welche zur Hemmung der CRE/CREB-abhangigen Gentranskription fihrt,
B-Zellapoptose induzieren und durch eine erhdhte Phosphorylierung und Aktivierung
von JNK, welche die MafA-Transkriptionsaktivitdt inhibiert, die p-Zellfunktion

vermindern.

Diese von uns bereits publizierten Daten (Wallbach et al., 2016) zeigen, dass sowohl
die enzymatische Aktivitat der DLK als auch ihre subzellulare Lokalisation die Wirkung
dieser Kinase bestimmen. Unter basalen Bedingungen befindet sich DLK
hauptséachlich im Cytosol und zeigt eine stimulusinduzierte nukleare Translokation.
Durch Mutation der Kernerkennungssequenz der DLK verbleibt diese Kinase trotz
Stimulus im Cytosol und induziert keine Hemmung der CREB-abhéangigen
Gentranskription, jedoch war sie in der Lage JNK in demselben Ausmal wie DLK wt
zu phosphorylieren. Die Mutation des nuklearen Exportsignals fuhrt nach einer
stimulusinduzierten nuklearen Translokation zu einem langeren Verbleib dieser Kinase
im Kern, was zu einer Erhéhung des apoptoseinduzierenden Effektes dieser Kinase in
B-Zellen fuhrt. Die negativen Effekte der DLK auf die -Zellen kann zumindest teilweise

durch die Lokalisation dieser Kinase im Kern hervorgerufen werden.

Diese Daten sind konsistent mit den Ergebnissen der calcineurinbindungsdefizienten
Mutante. DLK V364A war uberwiegend im Kern lokalisiert und zeigte eine verstarkte

B-Zellapoptoseinduzierende Wirkung.
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5 Zusammenfassung

Die Dekompensation der 3-Zelle mit Dysfunktion und Verlust der Masse fihrt zum
klinisch apparenten Bild des Diabetes mellitus Typ 2. Bisherige Daten zeigen, dass die
strukturell unterschiedlichen Immunsuppressiva Tacrolimus und Ciclosporin durch
Hemmung der Calcium/Calmodulin-abhdngigen Phosphatase Calcineurin die
Insulingentranskription vermindern und p-Zellapoptose induzieren. Zusatzlich
verstarken beide Arzneimittel die Aktivitat der Mitogen-aktivierte Protein Kinase Kinase
Kinase 12 (DLK, dual leucine zipper kinase). Des Weiteren hemmt DLK die
transkriptionelle Aktivitat des B-zellprotektiven Transkriptionsfaktors CREB (CAMP
response element binding protein). Angesichts der Bedeutung von CREB flr die
Aufrechterhaltung der B-Zellfunktion und -masse konnte dieser Mechanismus zu der
DLK induzierten B-Zellapoptose beitragen. In dieser Arbeit wurde die Regulation der
DLK durch Calcineurin untersucht.

Mittels in silico Analysen wurden zwei putative Calcineurin-Interaktionsdomanen
innerhalb der DLK identifiziert. Mutation von Val-364 zu Ala innerhalb der zweiten
Calcineurin-Interaktionsdomane erhdhte die Phosphorylierung der untergeordneten
c-Jun-N-terminale Kinase (JNK) und hemmte die KCl/Forskolin-induzierte CRE/CREB-
abhangige Gentranskription in einem starkeren Ausmafld als DLK Wildtyp. In
HIT Zellen, die mit der DLK V364A Mutante transfiziert wurden, konnte eine Zunahme
der nukledren Translokation und B-Zellapoptose im Vergleich zu den mit DLK Wildtyp
transfizierten Zellen beobachtet werden. Der Tumornekrosefaktor (TNF) o und die
Calcineurininhibitoren Ciclosporin, Tacrolimus und Wasserstoffperoxid (ROS)
erhdhten die nukleare Translokation und die Apoptose in den mit DLK Wildtyp transient
transfizierten Zellen, wahrend bei den mit DLK V364A transient transfizierten Zellen
die nukleare Translokation und die Apoptose nicht verstarkt werden konnten.

Ein Protein-Protein Interaktionsassay mit rekombinant hergestellten DLK und
Calcineurin zeigte, dass diese Mutation die Interaktion zwischen Calcineurin und DLK
verhinderte.

In Anbetracht dessen, dass LxVP eine Calcineurin-Interaktionsdoméane innerhalb der
DLK darstellt, deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die Interaktion von DLK mit
Calcineurin Uber das LPVP-Motiv zu einer Dephosphorylierung und Hemmung der
DLK-Aktivitat fuhrt.
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Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die Regulation von DLK in B-Zellen durch
pradiabetische Signale zu untersuchen. TNFa induzierte die nukleare Translokation
von DLK Wildtyp. In der vorliegenden Arbeit wurde ein funktionelles nukleares
Exportsignal (NES, nuclear export signal) innerhalb der DLK identifiziert. Mutation des
NES zeigte einen langeren Aufenthalt von DLK im Zellkern und erhéhte somit die
Apoptose. Diese Daten zeigen, dass DLK je nach subzellularer Lokalisation
unterschiedliche Funktionen in der Zelle austibt und somit eine neuartige Regulation
der DLK-Aktivitat bieten.

Fur weiterfUhrende Untersuchungen wurden Mause generiert, in denen spezifisch in
den pB-Zellen DLK ausgeschaltet wurde. Diese Mause zeigen keine groben
phanotypischen Auffalligkeiten und eine normale glukoseinduzierte Insulinsekretion.
Zusammengefasst zeigt diese Arbeit, dass eine p-zellspezifische Hemmung der DLK
den B-zellschadigenden Effekt dieser Kinase auf 3-Zellmasse und -funktion verhindern
und dazu beitragen koénnte, die Entwicklung und das Fortschreiten des Diabetes

mellitus Typ 2 zu vermeiden.
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6 Abstract

Decrease in B-cell mass and function are the most important factors for the clinical
manifestation of type 2 diabetes mellitus. Previous data show that the structurally
distinct immunosuppressive drugs tacrolimus and cyclosporin A decrease insulin gene
transcription and induce p-cell apoptosis by inhibiting the calcium-calmodulin
dependent phosphatase calcineurin. In addition, both drugs enhance the activity of the
mitogen-activated protein kinase kinase kinase 12 (DLK, dual leucine zipper kinase).
Furthermore, DLK induces [-cell apoptosis by inhibiting the transcriptional activity
conferred by the B-cell protective transcription factor cAMP response element binding
protein CREB. This mechanism might contribute to B-cell loss. In this thesis, the
regulation of DLK by calcineurin was investigated.

In silico analysis revealed two putative calcineurin interaction domains within the DLK.
Mutation of Val-364 to Ala within the second putative calcineurin interaction domain
increased the phosphorylation of the downstream c-Jun N-terminal kinase (JNK) and
was more potent to inhibit KCI/Forskolin-induced CRE/CREB dependent gene
transcription than DLK wild-type. In HIT cells transfected with the DLK V364A mutant
an increase in B-cell apoptosis and nuclear translocation compared to cells transfected
with DLK wild-type was observed. The tumor necrosis factor (TNF) o and the
calcineurin inhibitors cyclosporin A, tacrolimus, and hydrogen peroxide (ROS)
increased apoptosis and nuclear translocation in DLK wild-type transfected cells,
whereas in DLK V364A mutant transfected cells apoptosis and nuclear translocation
could not be further stimulated.

Consistent with the notion that calcineurin inhibits DLK activity a protein protein
interaction assay with recombinantly produced DLK and calcineurin showed that DLK
wild-type but not the DLK V364A mutant interacted with calcineurin.

Considering that LXVP represents a calcineurin interaction domain, these results
suggest that the interaction of DLK with calcineurin via its LPVP motif
dephosphorylates and inhibits DLK activity.

Another aim of this thesis was to investigate the regulation of DLK in B-cells by
prediabetic signals. TNFa induced the nuclear translocation of DLK wild-type. In this
thesis a functional nuclear export signal (NES) within DLK was additionally identified.

Mutation of the NES lead to an extended stay of DLK in the nucleus and thereby
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increased apoptosis. These data demonstrate that DLK exerts distinct functions,
depending on its subcellular localization and thus provide a novel level of regulating
DLK action.

For further investigations, mice were generated in which DLK was specifically deleted
in the B-cells. These mice do not show rough phenotypic abnormalities and a normal
glucose-induced insulin secretion.

Taken together, this thesis suggests that a specific DLK inhibition can prevent the
B-cell damaging kinase effect on -cell mass and function and could contribute to avoid

the development and progression of type 2 diabetes mellitus.
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Auflistung der verwendeten Gefahrenstoffe nach GHS (H- und
P-Satze)

Gefahrenhinweise H-Satze

H200 Instabil, explosiv.

H201 Explosiv, Gefahr der Massenexplosion.

H202 Explosiv; grofRe Gefahr durch Splitter, Spreng- und Wurfsticke.

H203 Explosiv; Gefahr durch Feuer, Luftdruck oder Splitter, Spreng- und
Wurfstlcke.

H204 Gefahr durch Feuer oder Splitter, Spreng- und Wurfstiicke.

H205 Gefahr der Massenexplosion bei Feuer.

H220 Extrem entziindbares Gas.

H221 Entzundbares Gas.

H222 Extrem entziindbares Aerosol.

H223 Entzundbares Aerosol.

H224 Flussigkeit und Dampf extrem entzindbar.

H225 Flussigkeit und Dampf leicht entziindbar.

H226 Flussigkeit und Dampf entztindbar.

H228 Entzundbarer Feststoff.

H229 Behaélter steht unter Druck: kann bei Erwarmung bersten.

H230 Kann auch in Abwesenheit von Luft explosionsartig reagieren.

H231 Kann auch in Abwesenheit von Luft bei erh6htem Druck und/oder erhdhter
Temperatur explosionsartig reagieren.

H240 Erwarmung kann Explosion verursachen.

H241 Erwarmung kann Brand oder Explosion verursachen.

H242 Erwarmung kann Brand verursachen.

H250 Entzindet sich in Berihrung mit Luft von selbst.

H251 Selbsterhitzungsfahig; kann in Brand geraten.

H252 In grolRen Mengen selbsterhitzungsfahig; kann in Brand geraten.

H260 In Beruhrung mit Wasser entstehen entziindbare Gase, die sich spontan
entziinden kénnen.

H261 In Beruihrung mit Wasser entstehen entziindbare Gase.

H270 Kann Brand verursachen oder verstarken; Oxidationsmittel.

H271 Kann Brand oder Explosion verursachen; starkes Oxidationsmittel.

H272 Kann Brand verstarken; Oxidationsmittel.

H280 Enthalt Gas unter Druck; kann bei Erwdrmung explodieren.

H281 Enthalt tiefkaltes Gas; kann Kalteverbrennungen oder -verletzungen
verursachen.

H290 Kann gegentber Metallen korrosiv sein.

Gefahrenhinweise fir Gesundheitsgefahren

H300 Lebensgefahr bei Verschlucken.

H301 Giftig bei Verschlucken.

H302 Gesundheitsschadlich bei Verschlucken.

H304 Kann bei Verschlucken und Eindringen in die Atemwege todlich sein.
H310 Lebensgefahr bei Hautkontakt.

H311 Giftig bei Hautkontakt.

H312 Gesundheitsschadlich bei Hautkontakt.

H314 Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschaden.
H315 Verursacht Hautreizungen.
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H317
H318
H319
H330
H331
H332
H334
H335

H336
H340

H341

H350

H351

H360

H361

H362
H370

H371

H372

H373

Kann allergische Hautreaktionen verursachen.

Verursacht schwere Augenschéaden (entfallt, wenn auch H314).

Verursacht schwere Augenreizung.

Lebensgefahr bei Einatmen.

Giftig bei Einatmen.

Gesundheitsschadlich bei Einatmen.

Kann bei Einatmen Allergie, asthmaartige Symptome oder Atembeschwerden
verursachen.

Kann die Atemwege reizen.

Kann Schléafrigkeit und Benommenheit verursachen.

Kann genetische Defekte verursachen (Expositionsweg angeben, sofern
schlissig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg
besteht).

Kann vermutlich genetische Defekte verursachen (Expositionsweg angeben,
sofern schliussig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen
Expositionsweg besteht).

Kann Krebs erzeugen (Expositionsweg angeben, sofern schliissig belegt ist,
dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).

Kann vermutlich Krebs erzeugen (Expositionsweg angeben, sofern schlissig
belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).
Kann die Fruchtbarkeit beeintrachtigen oder das Kind im Mutterleib schadigen
(sofern bekannt, konkrete Wirkung angeben). (Expositionsweg angeben,
sofern schlissig belegt ist, dass die Gefahrdung bei keinem anderen
Expositionsweg besteht).

Kann vermutlich die Fruchtbarkeit beeintrachtigen oder das Kind im Mutterleib
schadigen (sofern bekannt, konkrete Wirkung angeben). (Expositionsweg
angeben, sofern schlissig belegt ist, dass die Gefahrdung bei keinem anderen
Expositionsweg besteht).

Kann Sauglinge tber die Muttermilch schadigen.

Schadigt die Organe (oder alle betroffenen Organe nennen, sofern bekannt).
(Expositionsweg angeben, sofern schlissig belegt ist, dass diese Gefahr bei
keinem an-deren Expositionsweg besteht).

Kann die Organe schadigen (oder alle betroffenen Organe nennen, sofern
bekannt). (Expositionsweg angeben, sofern schlissig belegt ist, dass diese
Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).

Schadigt die Organe (alle betroffenen Organe nennen) bei langerer oder
wiederholter Exposition. (Expositionsweg angeben, wenn schliissig belegt ist,
dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).

Kann die Organe schadigen (alle betroffenen Organe nennen, sofern bekannt)
bei langerer oder wiederholter Exposition. (Expositionsweg angeben, wenn
schlissig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg
besteht).

H300+H310 Lebensgefahr bei Verschlucken oder Hautkontakt.

H300+H330 Lebensgefahr bei Verschlucken oder Einatmen.

H301+H330 Lebensgefahr bei Hautkontakt oder Einatmen.

H300+H310+H330 Lebensgefahr bei Verschlucken, Hautkontakt oder Einatmen.
H301+H311 Giftig bei Verschlucken oder Hautkontakt.

H301+H331 Giftig bei Verschlucken oder Einatmen.

H311+H331 Giftig bei Hautkontakt oder Einatmen.

H301+H311+H331 Giftig bei Verschlucken, Hautkontakt oder Einatmen.
H302+H312 Gesundheitsschadlich bei Verschlucken oder Hautkontakt.
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H302+H332 Gesundheitsschadlich bei Verschlucken oder Einatmen.

H312+H332 Gesundheitsschadlich bei Hautkontakt oder Einatmen.

H302+H312+H332 Gesundheitsschadlich bei Verschlucken, Hautkontakt oder
Einatmen.

H400 Sehr giftig fir Wasserorganismen (entfallt, wenn auch H410).

H410 Sehr giftig fir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

H411 Giftig fur Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

H412 Schadlich fur Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

H413 Kann fur Wasserorganismen schadlich sein, mit langfristiger Wirkung.

H420 Schadigt die 6ffentliche Gesundheit und die Umwelt durch Ozonabbau in der
aul3eren Atmosphére.

Sicherheitshinweise — Pravention

P201 Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

P202 Vor Gebrauch alle Sicherheitshinweise lesen und verstehen.

P210 Von Hitze, heil3en Oberflachen, Funken, offenen Flammen sowie anderen
Zundquellenarten fernhalten. Nicht rauchen.

P211 Nicht gegen offene Flamme oder andere Zindquelle spruhen.

P220 Von Kleidung/.../brennbaren Materialien fernhalten/entfernt aufoewahren.

P221 Mischen mit brennbaren Stoffen/... unbedingt verhindern.

P222 Keinen Kontakt mit Luft zulassen.

P223 Keinen Kontakt mit Wasser zulassen.

P230 Feucht halten mit ...

P231 Unter inertem Gas handhaben.

P232 Vor Feuchtigkeit schitzen.

P233 Behalter dicht verschlossen halten.

P234 Nur im Originalbehalter aufbewahren.

P235 Kuhl halten.

P240 Behalter und zu beflllende Anlage erden.

P241 Explosionsgeschiutzte elektrische
Gerate/Luftungsanlagen/Beleuchtungsanlagen/...verwenden.

P242 Nur funkenfreies Werkzeug verwenden.

P243 Malnahmen gegen elektrostatische Entladungen treffen.

P244 Ventile und Ausriistungsteile 6l- und fettfrei halten.

P250 Nicht schleifen/sto3en/.../reiben.

P251 Nicht durchstechen oder verbrennen, auch nicht nach Gebrauch.

P260 Staub/Rauch/Gas/Nebel/Dampf/Aerosol nicht einatmen.

P261 Einatmen von Staub/Rauch/Gas/Nebel/Dampf/Aerosol vermeiden.

P262 Nicht in die Augen, auf die Haut oder auf die Kleidung gelangen lassen.

P263 Kontakt wahrend der Schwangerschaft/der Stillzeit vermeiden.

P264 Nach Handhabung... griindlich waschen.

P270 Bei Gebrauch nicht essen, trinken oder rauchen.

P271 Nurim Freien oder in gut beltfteten Raumen verwenden.

P272 Kontaminierte Arbeitskleidung nicht aul3erhalb des Arbeitsplatzes tragen.

P273 Freisetzung in die Umwelt vermeiden.

P280 Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz tragen.

P282 Schutzhandschuhe/Gesichtsschild/Augenschutz mit Kélteisolierung tragen.

P283 Schwer entflammbare/flammhemmende Kleidung tragen.

P284 (Bei unzureichender Luftung) Atemschutz tragen.

P231+P232 Unter inertem Gas handhaben. Vor Feuchtigkeit schiitzen.
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P235+P410 Kuhl halten. Vor Sonnenbestrahlung schitzen.

P301
P302
P303
P304
P305
P306
P308
P310
P311
P312
P313
P314
P315
P320

P321
P330
P331
P332
P333
P334
P335
P336

P337
P338

P340

P342
P351
P352
P353
P360

P361
P362
P363
P364
P370
P371
P372
P373

P374
P375

P376
pP377

BEI VERSCHLUCKEN

BEI BERUHRUNG MIT DER HAUT

BEI BERUHRUNG MIT DER HAUT (oder dem Haar)

BEI EINATMEN

BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN

BEI KONTAKT MIT DER KLEIDUNG

BEI Exposition oder falls betroffen

Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt/... anrufen.
GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt/... anrufen.

Bei Unwohlsein GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt/... anrufen.
Arztlichen Rat einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.

Bei Unwohlsein arztlichen Rat einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.
Sofort arztlichen Rat einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.

Besondere Behandlung dringend erforderlich (siehe ... auf diesem
Kennzeichnungsetikett).

Besondere Behandlung (siehe ... auf diesem Kennzeichnungsetikett).
Mund ausspdlen.

KEIN Erbrechen herbeifiihren.

Bei Hautreizung:

Bei Hautreizung oder -ausschlag:

In kaltes Wasser tauchen/nassen Verband anlegen.

Lose Partikel von der Haut abbrsten.

Vereiste Bereiche mit lauwarmem Wasser auftauen. Betroffenen Bereich nicht
reiben.

Bei anhaltender Augenreizung:

Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Moglichkeit entfernen. Weiter
ausspulen.

Die betroffene Person an die frische Luft bringen und fur ungehinderte Atmung
sorgen.

Bei Symptomen der Atemwege:

Einige Minuten lang behutsam mit Wasser ausspulen.

Mit viel Wasser/... waschen.

Haut mit Wasser abwaschen/duschen.

Kontaminierte Kleidung und Haut sofort mit viel Wasser abwaschen und
danach Kleidung ausziehen.

Alle kontaminierten Kleidungsstiicke sofort ausziehen.

Kontaminierte Kleidung ausziehen und vor erneutem Tragen waschen.
Kontaminierte Kleidung vor erneutem Tragen waschen.

Und vor erneutem Tragen waschen.

Bei Brand:

Bei Grof3brand und grof3en Mengen:

Explosionsgefahr bei Brand.

KEINE Brandbekampfung, wenn das Feuer explosive
Stoffe/Gemisch/Erzeugnisse erreicht.

Brandbek&mpfung mit Ublichen VorsichtsmalRnahmen aus angemessener
Entfernung.

Wegen Explosionsgefahr Brand aus der Entfernung bek&ampfen.
Undichtigkeit beseitigen, wenn gefahrlos méglich.

Brand von ausstromendem Gas: Nicht Idschen, bis Undichtigkeit gefahrlos
beseitigt werden kann.
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P378 ... zum Loschen verwenden.

P380 Umgebung raumen.

P381 Alle Zundquellen entfernen, wenn gefahrlos mdéglich.

P390 Verschiittete Mengen aufnehmen, um Materialschaden zu vermeiden.

P391 Verschuttete Mengen aufnehmen.

P301+P310 BEI VERSCHLUCKEN: Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt...
anrufen.

P301+P312 BEI VERSCHLUCKEN: Bei Unwohlisein
GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt... anrufen.

P301+P330+P331 BEI VERSCHLUCKEN: Mund ausspulen. KEIN Erbrechen
herbeifihren.

P302+P334 BEI BERUHRUNG MIT DER HAUT: In kaltes Wasser tauchen/nassen
Verband anlegen.

P302+P352 BEI BERUHRUNG MIT DER HAUT: Mit viel Wasser/... waschen.

P303+P361+P353 BEI BERUHRUNG MIT DER HAUT (oder dem Haar):

Alle kontaminierten Kleidungsstiicke sofort ausziehen. Haut mit Wasser
abwaschen/duschen.

P304+P340 BEI EINATMEN: Die Person an die frische Luft bringen und fir
ungehinderte Atmung sorgen.

P305+P351+P338 BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang behutsam
mit Wasser ausspilen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Mdglichkeit
entfernen. Weiter spulen.

P306+P360 BEI KONTAKT MIT DER KLEIDUNG: Kontaminierte Kleidung und Haut
sofort mit viel Wasser abwaschen und danach Kleidung ausziehen.

P308+P311 BEI Exposition oder falls betroffen:
GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt... anrufen.

P308+P313 BEI Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat einholen/arztliche
Hilfe hinzuziehen.

P332+P313 Bei Hautreizung: Arztlichen Rat einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.

P333+P313 Bei Hautreizung oder -ausschlag: Arztlichen Rat einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

P335+P334 Lose Partikel von der Haut abbirsten. In kaltes Wasser tauchen/ nassen
Verband anlegen.

P337+P313 Bei anhaltender Augenreizung: Arztlichen Rat einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

P342+P311 Bei Symptomen der Atemwege:
GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt...anrufen.

P361+P364 Alle kontaminierten Kleidungsstiicke sofort ausziehen und vor erneutem
Tragen waschen.

P362+P364 Kontaminierte Kleidung ausziehen und vor erneutem Tragen waschen.

P370+P376 Bei Brand: Undichtigkeit beseitigen, wenn gefahrlos maglich.

P370+P378 Bei Brand: ... zum Ldschen verwenden.

P370+P380 Bei Brand: Umgebung raumen.

P370+P380+P375 Bei Brand: Umgebung rAumen. Wegen Explosionsgefahr Brand
aus der Entfernung bek&mpfen.

P371+P380+P375 Bei GroRbrand und groRen Mengen: Umgebung rdumen. Wegen
Explosionsgefahr Brand aus der Entfernung bekéampfen. Sicherheitshinweise
— Aufbewahrung

P401 .. aufbewahren.

P402 An einem trockenen Ort aufbewahren.

P403 An einem gut bellfteten Ort aufbewahren.
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P404 In einem geschlossenen Behalter aufbewahren.

P405 Unter Verschluss aufbewahren.

P406 In korrosionsbestandigem/... Behalter mit widerstandsfahiger
Innenauskleidung aufbewahren.

P407 Luftspalt zwischen Stapeln/Paletten lassen.

P410 Vor Sonnenbestrahlung schitzen.

P411 Bei Temperaturen nicht tber ...°C/...°F aufbewahren.

P412 Nicht Temperaturen Uber 50 °C/ 122 °F aussetzen.

P413 Schuttgut in Mengen von mehr als ... kg/... Ibs bei Temperaturen von nicht
mehr als ...°C/...°F aufbewahren.

P420 Von anderen Materialien entfernt aufbewahren.

P422 Inhalt in/unter ... aufbewahren.

P402+P404 An einem trockenen Ort aufbewahren. In einem geschlossenen Behélter
aufbewahren.

P403+P233 An einem gut belifteten Ort aufbewahren. Behalter dicht verschlossen
halten.

P403+P235 An einem gut beliifteten Ort aufbewahren. Kuhl halten.

P410+P403 Vor Sonnenbestrahlung schitzen. An einem gut belufteten Ort
aufbewahren.

P410+P412 Vor Sonnenbestrahlung schitzen und nicht Temperaturen tber 50
°C/122 °F aussetzen.

P411+P235 Bei Temperaturen nicht tber ...°C/...°F aufbewahren. Kuhl halten.
Sicherheitshinweise — Entsorgung

P501 Inhalt/Behalter ... zufuhren.

P502 Informationen zur Wiederverwendung/Wiederverwertung beim
Hersteller/Lieferanten erfragen.
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