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vorliegenden Text werden weiterhin grof3 geschriebene Buchstaben wie z.B. KLF10 und
KLF11 jeweils fiir die humanen Isoformen der Proteine verwendet, wihrend mit KIf10
und KIf11 in den meisten Fillen die murinen Isoformen, gelegentlich auch die der Ratte
gemeint sind. Kursiv geschrieben Buchstaben, KIf10 und KIifll, bzw. KLFI10 und

KLF11 beschreiben die Verwendung von Genen.
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Spittau und Krieglstein, 2012)
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1. Einleitung

Bei der ontogenetischen Entwicklung aller Gewebe spielen aufeinander abgestimmte
Vorginge, wie Proliferation, Differenzierung und Apoptose eine wesentliche Rolle.
Hierzu gibt es laut Cook und Urrutia (2000) die folgende allgemeine Arbeitshypothese:
Um Vorginge wie Proliferation, Differenzierung und Apoptose zu regulieren, muss die
Zelle extrazelluldre Signale aufnehmen und zu einem ,,Genexpressionsprogramm-
umwandeln. Dies erfolgt meist durch die Initiation einer Signalkaskade iiber die
Bindung eines Liganden an einen Rezeptor. Diese resultiert in posttranslationellen
Modifikationen von intrazelluldren Proteinen der Zelloberfliche, welche entweder zu
kurzfristigen Reaktionen, wie z.B. der Reorganisation des Zytoskeletts, oder zu
langfristigeren Reaktionen, wie z.B. Zellwachstum, Differenzierung oder Apoptose
fiihren. Fiir die langfristigen Reaktionen kann das Signal vom Zytoplasma in den Kern
tibertragen werden, in dem Transkriptionsfaktoren aktiviert werden. Die aktivierten
Transkriptionsfaktoren konnen nun ihrerseits die Expression von Genen aktivieren oder
hemmen. Die Regulation von Zellwachstum, Differenzierung oder Apoptose hingt
somit vom geordneten Zusammenspiel zelluldrer Signalwege und der transkriptionellen
Regulation der Gene ab (Cook und Urrutia, 2000). Zu den wohl bedeutendsten
Regulatoren in diesem Zusammenhang gehdren sowohl die Neurotrophine mit ihrem
,@riindungsmitglied*, dem Nerven-Wachstumsfaktor NGF, als auch die Mitglieder der
Familie der Transformierenden Wachstumsfaktoren (TGF-f3-Superfamilie). Die
,Kriippel-dhnlichen Faktoren® wiederum gehoren zu den Transkriptionsfaktoren, die
durch Neurotrophine oder Mitglieder der TGF-[-Superfamilie reguliert werden konnen.
KIf10 und KIf11 waren urspriinglich als TGF-f-induzierbare Gene beschrieben worden.
Durch intensive Forschung in den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass nicht nur
unterschiedliche Mitglieder der TGF-f3-Familie, sondern vielmehr auch zahlreiche
andere Faktoren in der Lage sind, die Mitglieder der sogenannten ,,Tieg-
Familie“Apoptose und der Zellzykluskontrolle spielen. Die vorliegende Arbeit
beschiftigt sich mit der Rolle der Transkriptionsfaktoren KIf10 und KIfl1 in diesem

Kontext, mit besonderem Fokus auf neurale Zellsysteme.



2. Untersuchungen zur Rolle von KIf10 und Kif11 als Mediatoren von NGF- und
TGF-B-vermittelten Effekten in Zellen neuraler Herkunft

2.1. Der Zellzyklus

Der Zellzyklus beschreibt eine Reihe von zelluliren FEreignissen, die in einer
eukaryotischen Zelle im Verlauf von einer Zellteilung zur néchsten stattfinden. Das
Wachstum, die Reparatur und die Erhaltung von Organismen sind abhéngig von einem
geregelten Verlauf des Zellzyklus. Defekte in der Regulation sind der Ursprung einer
Vielzahl von Erkrankungen, sowie die Ursache neoplastischer Transformationen. Der
Zellzyklus unterteilt sich im Regelfall in Mitose und Interphase. Letztere ist die ldngste
Phase im Zellzyklus. Sie kann ihrerseits in drei Phasen unterteilt werden: Die G1-, die S
und die G2-Phase, dabei steht das ,,G-“ in der G1- und der G2-Phase fiir ,,growth” =
Wachstum und das ,,S* fiir Synthese. Die Stationen des Zellzyklus werden in Tabelle 2
beschrieben (Gomperts et al., 2003).

Tabelle 2: Die Stationen des Zellzyklus (Tabelle modifiziert nach ,,Signal Transduction* von
Gomperts et al., 2003)

Phasen: Ereignisse:

Interphase Gl Im Anschluss an die Zellteilung. DNA-Integritit, ZellgroBe, Kern-Plasma
Verhiltnis und das Vorhandensein von ,,Baustoffen* und Wachstumsfaktoren wird
liberpriift. Vorbereitung auf die Synthesephase.

GO  Gelegentlich Ubergang in eine postmitotische Ruhephase in der auch differenzierte
Zellen verharren.

S Replikation der DNA.

G2 Integritit der Replikation wird iiberpriift. Vorbereitung auf die Mitose durch
verstirkte Synthese zellteilungsspezifischer Proteine.

Mitose M Zellteilung, ldsst sich wiederum unterteilen in Prophase, Prometaphase, Metaphase
Anaphase und Telophase.

Der Zellzyklus wird durch verschiedene duflere und innere Faktoren beeinflusst. Zu den
duferen Faktoren gehoren z.B. die ZellgroBe, das zur Verfiigung stehende
Néhrstoffangebot oder die Anzahl der Nachbarzellen. Auch kiinstliche Faktoren oder
Substanzen wie z.B. Desoxythymidin oder Aphidicolin konnen den Zellzyklus
beeinflussen. Im Verlauf der Zellteilung gibt es mehrere Kontrollpunkte, die
sogenannten ,,Checkpoints, welche Steuerungsmechanismen darstellen, die die Dauer

und Abfolge der Phasen kontrollieren und dafiir sorgen, dass zuerst ein Abschnitt



vollstindig abgeschlossen wird, bevor der ndchste Schritt der Zellteilung erfolgt. An
diesen Punkten besteht die

Moglichkeit einer Unterbrechung des Zellzyklus oder der Einleitung des kontrollierten
Zelltodes (Apoptose). Die Abfolge von Ereignissen, die schlieBlich in der Zellteilung
gipfelt, kann zu einem groBen Teil mit der sequenziellen Expression von Zyklinen

erklirt werden (s. Abbildung 1).

A
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Abbildung 1: Die Expression der Zykline im Verlauf des Zellzyklus (Abbildung modifiziert nach
»»oignal Transduction* von Gomperts et al., 2003).

Diese Proteine initiieren einerseits die fortlaufenden Phasen des Zellzyklus und sind
andererseits am Abbruch der vollendeten Phasen beteiligt. Sie iiben ihre Handlung
durch die Aktivierung von bzw. die Verbindung mit den Zyklin abhéngigen
Proteinkinasen (,,cyclin-dependent protein kinases“ (CDKs) aus, wobei die Zykline (mit
Ausnahme von ZyklinD) zyklisch exprimiert werden. Ihre Expressionsmaxima stellen
vermutlich Kontrollpunkte dar. Nach ihrer maximalen Expression werden sie rasch
abgebaut. Im Gegensatz zu den Zyklinen sind die CDKs stéindig présent. Die Zellteilung
wird durch die Bildung des ,,mitose promoting factor* (MPF) eingeleitet, welcher von
einem Proteinkomplex aus ZyklinB und CDKI1 gebildet wird. Das Prinzip der
Aktivierung der CDK durch ein spezifisches Zyklin findet man in allen
Zellzyklusphasen (s. Tabelle 3) (Gomperts et al., 2003).

Tabelle 3: Die Aktivierung der CDHs in den verschiedenen Phasen des Zellzyklus (Tabelle
modifiziert nach ,,Signal Transduction* von Gomperts et al., 2003)

Phase Zyklin/CDK-Komplex
Frithe G1-Phase ZyklinD/CDK4 und CDK6
Spéte G1-Phase ZyklinE/CDK2

S-Phase ZyklinA/CDK2

Spite S-Phase und S/G2-Ubergang ZyklinA/CDK 1

G2-Phase und G2/M-Ubergang ZyklinB/CDK




2.2 Der generelle Mechanismus der Apoptose

Die Anzahl der Zellen in einem Organismus wird durch eine fein abgestimmte Balance
zwischen Zellwachstum und Zelltod aufrechterhalten. Der 1964 eingefiihrte Begriff
»programmierter Zelltod*, auch Apoptose genannt, beschreibt einen Prozess, der sowohl
wihrend der Embryonalentwicklung als auch bei der Erhaltung von adulten Geweben
eine bedeutende Rolle spielt. Er wird durch eine kontrollierte Abfolge von Ereignissen
reguliert, die letztendlich zu einer Selbstzerstorung der Zellen fiihren (Lockshin und
Williams, 1964). Ein Teil der Veridnderungen apoptotischer Zellen werden durch die
sogenannten Caspasen verursacht. Der Begriff Caspase ist aus ,,cysteine-dependent
aspartate-specific protease” zusammengesetzt. Die Caspasen sind Bestandteil einer
grolen Proteinfamilie, deren katalytische Aktivitit von einem Cysteinrest innerhalb
eines hoch konservierten Pentapeptids abhéngt.

Bei der Initiierung des programmierten Zelltods unterscheidet man einen extrinsischen
von einem intrinsischen Weg. Der extrinisische Weg zeichnet sich durch die Bindung
von spezifischen Liganden an bestimmte Membranproteine und anschlieBender
Aktivierung dieser sog. ,,Todesrezeptoren* aus. Die wichtigsten Rezeptoren fiir den
extrinsischen Weg sind der TNFR-1 (,,tumor necrosis factor receptor 1), Fas/CD95 und
die TRAIL (,,INF-related apoptosis inducing ligand receptor*)-Rezeptoren DR-4
(,,death receptor) und DR-5 (Ashkenazi, 2002). Nach Aktivierung der Rezeptoren
durch die Bindung eines Liganden bilden die Rezeptoren zunichst ein Homotrimer
(Naismith und Sprang, 1998). Fiir die weitere Signaliibertragung sind die zytosolischen
Domiinen der Rezeptoren zustindig, die mit Hilfe von FADD (,,Fas-associated via death
domain®), einem Adaptermolekiil, die Procaspase-8 rekrutieren. Es kommt daraufhin zu
einer lokalen Ansammlung dieser inaktiven Form der Caspase-8, die in einer
autolytischen Aktivierung von Procaspase-8 zu Caspase-8 und der anschlieBenden
proteolytischen Spaltung und Aktivierung von Procaspase-3 zu Caspase-3 resultiert.
Diese spalten daraufhin spezifische Substrate innerhalb der Zelle, wodurch es zur
Apoptose kommt.

Beim intrinsischen Weg spielen Faktoren wie z.B. DNA-Schiadigung, oxidativer Stress
oder chemotherapeutische Wirkstoffe eine Rolle (Kaufmann und Earnshaw, 2000;
Wang, 2001). Diese Faktoren fiihren zum Zusammenbruch des Membranpotentials der
inneren Mitochondrienmembran, wodurch diese durchldssig wird. Es kommt zum

Einstromen von Wasser und in Folge dessen zum Anschwellen der Mitochondrien.



Erreichen diese eine kritische Grofle, zerreifit die dullere Membran, wodurch
proapoptotische Proteine, wie z.B. ZytochromC, der ,,apoptosis inducing factor AIF
(Susin et al., 1999), die Endonuklease endoG (Li et al. 2001) sowie Smac/DIABLO
(Verhagen et al., 2000) in das Zytosol gelangen (Bernadi et al. 1999, Loeffler und
Kroemer 2000). Durch das Zytochrom C, wird das sog. Apoptosom aktiviert.

Eine Verbindung zwischen dem extrinsischen und dem intrinsischen Weg wird durch
das Protein Bid dargestellt, welches zur Familie der Bcl-2-Proteine gehort. Bcl-2-
Proteine werden nach dem Vorhandensein konservierter Motive, den sog. ,Bcl-2
homology domains®“ BHI1-BH4, in eine antiapoptotische und eine proapoptotische
Gruppe unterteilt. Die Mitglieder der antiapoptotischen Gruppe besitzen die Doménen
BH1, BH2, BH3 und BH4. Zu ihnen gehort auBer Bel-2 unter anderem auch Bcel-Xi. Die
proapoptotische Gruppe wird in zwei weitere Untergruppen aufgeteilt: die Bax-Familie
mit den Doménen BH1, BH2 und BH3 sowie die Familie der ,,BH3-only*“-Proteine die
nur iiber eine kurze BH3-Domine verfiigen (Hengartner, 2000). Zur Bax-Familie
gehoren unter anderem Bax und Bak. Einige der Mitglieder der ,,BH3-only*“-Gruppe
sind z.B. Bid, Bim und Bad. Bid wird durch Caspase-8 gespalten, transloziert zu den
Mitochondrien und vermittelt dort mit Hilfe von Bax und Bak die Freisetzung von
ZytochromC (Luo et al. 1998). Dieses bindet im Zytosol an das Protein Apaf-1
(,,apoptotic protease activating factor 1°), welches unter Verbrauch von ATP seine
Konformation verédndert. Insgesamt sieben Apaf-1/ZytochromC-Komplexe formen nun
gemeinsam das Apoptosom, welches die Aktivierung von Caspase-9 fordert (Acehan et
al., 2002). Daraufthin wird eine Caspase-Kaskade aktiviert und es kommt zur
Aktivierung der sog. Effektorcaspasen Caspase-3, Caspase-6 und Caspase-7 und in der

Folge zum apoptotischen Zelltod (Slee et al. 1999).

2.3. Wachstumsfaktoren

Fiir die Regulation von Proliferation, Differenzierung und Apoptose miissen die Zellen
extrazelluldre Signale aufnehmen und mit Hilfe von Wachstumsfaktoren zu einem
,Genexpressionsprogramm® umwandeln. Durch die Wachstumsfaktoren wird eine
Signalkaskade initiiert, welche die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren nach sich
zieht. Diese konnen nun ihrerseits die Expression von Genen aktivieren oder hemmen.

Die Regulation von Zellwachstum, Differenzierung oder Apoptose hingt somit von



einem geordneten Zusammenspiel zelluldrer Signalwege und der transkriptionellen

Regulation von Genen ab (s. Abbildung 2) (Cook und Urrutia, 2000).

Wachstumsfaktor

/ Proliferation

— Differenzierung

~

Zelle

\iignalproteine

Transkriptions-
faktoren

Zellkern Apoptose

Abbildung 2: Die Regulation von Proliferation, Differenzierung und Apoptose durch
Wachstumsfaktoren. Ein Wachstumsfaktor bindet an einen Rezeptor und setzt eine Signalkaskade
in Gang. Dadurch werden Transkriptionsfaktoren aktiviert, welche Vorginge wie Zellwachstum,
Differenzierung und Apoptose regulieren (Abbildung modifiziert nach Cook und Urrutia, 2000).

2.3.1. Die Neurotrophine und der Nerven-Wachstumsfaktor NGF

Mit der Entdeckung des Nerven-Wachstumsfaktors (Nerve growth factor) NGF vor fast
60 Jahren durch Rita Levi-Montalchini wurde nicht nur das Griindungsmitglied einer
neuen Familie von Proteinen entdeckt, die bei der Entwicklung des Nervensystems von
Wirbeltieren eine essentielle Rolle spielen, sondern der erste Wachstumstfaktor
iiberhaupt. Fiir diese Entdeckung wurde Rita Levi Montalcini 1986 gemeinsam mit
Stanley Cohen mit dem Nobelpreis fiir Medizin ausgezeichnet. Die Isolierung von NGF
gelang zunéchst aus der Glandula submandibularis der Maus (Levi-Montalcini, 1987).
Der Faktor setzt sich aus drei Untereinheiten, a- , - und y-NGF zusammen, wobei [3-
NGF, dessen Isolierung erstmals Scott et al. (1983) und Ullrich et al. (1983) gelang, die
am meisten untersuchte Untereinheit darstellt. Es handelt sich dabei um ein 12,5 kDA
schweres Protein, das die protektiven sowie die wachstumsférdernden Funktionen von
NGF besitzt. Es ladsst sich in zwei identische Ketten von jeweils 118 Aminosédurren
spalten. Sowohl Monomer als auch Dimer sind biologisch aktiv (Frazier et al., 1973;
Stach und Shooter, 1974). Die zwei y-Untereinheiten des NGF Komplexes besitzen eine
proteolytische Aktivitit (Greene et al., 1969), wihrend die Funktion der a-Untereinheit

bisher nicht vollstindig geklirt ist. Es wird angenommen, dass Letztere f§ -NGF vor der



Proteolyse schiitzt und somit die biologische Aktivitdt reguliert. In vivo wird NGF als
Pra-Pro-Protein translatiert, wobei die 18 Aminsosduren groe Prd-Sequenz bei der
Translokation ins endoplasmatische Retikulum abgespalten wird (Berger und Shooter,

1977; Ullrich et al., 1983). Pro-NGF wird dann, ebenso wie die anderen Neurotrophine
an seiner hoch konservierten dibasischen ,,Teilungsstelle® durch Furin oder die sog. Pro-

Convertasen zu ,reifem* NGF gespalten (Barde 1990).

2.3.1.1. Die Rezeptoren der Neurotrophine

Die Aktionen der Neurotrophine hingen hauptsichlich von zwei unterschiedlichen
Transmembran-Rezeptorsystemen ab: den Trk Rezeptor Tyrosin Kinasen TrkA, TrkB
und TrkC und dem p75-Neurotrophin Rezeptor (p75NTR), Zusitzlich interagieren sie mit
einer Reihe von Membranproteinen und erweitern durch diese Promiskuitéit ihr
funktionelles Repertoire betridchtlich (Huang und Reichhardt, 2003). Der zuerst
entdeckte Trk Rezeptor, TrkA, wurde mit Hilfe von Gentransferassays an einem
Karzinom isoliert. Bei der Klonierung zeigte sich, dass er aus den ersten sieben von acht
Exons des nichtmuskuldren Tropomyosins, gekoppelt an die transmembranen und
zytoplasmatischen Doménen einer neuen Tyrosinkinase besteht und wurde somit als
»~tropomyosin related kinase® betitelt. Die Gene fiir 7rkB sowie TrkC wurden spiter
aufgrund ihrer Homologie zu TrkA entdeckt. Die in Abbildung 3 dargestellten Trk-
Rezeptoren zeigen unterschiedliche Bindungspezifititen fiir die verschiedenen
Neurotrophine, welche hauptsdchlich durch die zellmembrannahen IgG-dhnlichen
Doménen bestimmt werden (Windisch et al., 1995). Diese Interaktionen werden im
Allgemeinen als Interaktionen hoher Affinitdt bezeichnet, tatsichlich jedoch sind die
Affinitdten von NGF zu TrkA sowie von BDNF zu TrkB nicht besonders stark, konnen
jedoch durch Rezeptor Dimerisierung, strukturelle Modifikationen sowie durch die
Expression des Neurotrophinrezeptors p75NTR erhoht werden. Bei p75NTR handelt es
sich um ein Mitglied der Tumor Nekrose Faktor Rezeptor-Super-Familie (TNFR-SF).
Wird er mit den Trk-Rezeptoren koexprimiert bildet er mit diesen Komplexe, wodurch
sich die Signaltransduktion beider Partner verdndert (Huang und Reichardt, 2003). Trk-
Rezeptoren gehen vorzugsweise Verbindungen mit den reifen Neurotrophinen ein,
wihrend die Pro-Neurotrophine bevorzugt an den p75NTR binden, wihrend dieser
seinerseits einen Komplex mit Sortilin bildet (Nykjaer et al., 2004). NGF aktiviert,

ebenso wie die anderen Neurotrophine, die Rezeptoren dieser zwei unterschiedlichen



Klassen (Martin-Zanca et al., 1989; Chao et al., 1986) und ist dadurch in der Lage, so

unterschiedliche Vorgiinge wie Uberleben, Differenzierung, Wachstum und Apoptose zu

vermitteln.
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Abbildung 3: Neurotrophine und ihre Rezeptoren. NGF kann mit Hilfe seiner unterschiedlichen
Rezeptoren Funktionen wie neuronales Uberleben, Apoptose und Differenzierung vermitteln.
(Abbildung modifiziert nach Lu et al., 2005 und Dechant und Barde, 1997).

Die Rezeptoren TrkA und p75NTR sind héufig auf der Oberfliche derselben Zellen

exprimiert und koordinieren und modulieren die Antwort der Zelle auf die
Neurotrophine. Wihrend die Trk-Rezeptoren positive Signale wie Uberleben und
Wachstum iibermitteln (Huang und Reichardt, 2001; Patapoutian und Reichardt, 2001)
kann p75NTR sowohl Uberleben und Wachstum als auch die Apoptose vermitteln. Die
Signale der beiden Rezeptorfamilien konnen sich entweder gegenseitig verstiarken oder
hemmen. Sie koexistieren somit in einer paradoxen Beziehung, in der jeder die

Aktionen des Anderen entweder hemmt oder verstirkt. Die Wirkung von NGF wird



durch ein feines Zusammenspiel beider Rezeptoren vermittelt. Beide Rezeptoren zeigen
direkte Interaktionen durch Bildung eines Rezeptorkomplexes, der eine hoch wirksame
Bindung von NGF ermoglicht (Hempstead et al., 1991; Benedetti et al., 1993). Neben
der Verstirkung der Bindung von TrkA und NGF unterstiitzt p75NTR  die
Autophosphorylierung von TrkA (Barker und Shooter, 1994) und fordert somit das
TrkA-vermittelte neuronale Uberleben. In Abwesenheit von TrkA fiihrt die Expression
von p75NTR zur NGF-vermittelten Apoptose in neuronalen Zellen (Rabizadeh et al.,
1993). Die Entscheidung zwischen Uberleben und Tod der Zellen ist somit abhingig
vom Verhiltnis von p75NTR zu TrkA Rezeptoren (Yoon et al., 1998; Dechant und Barde,
1997).

2.3.1.2. Der NGF-Signalweg

Bindet NGF an einen passenden Rezeptor wird sofort eine Reihe von Signalkaskaden in
Gang gesetzt. An dieser Stelle werden lediglich die wichtigsten TrkA-,,Downstream*-
Signalwege kurz beschrieben, da gezeigt werden konnte, dass die Induktion von KIf10
durch NGF iiber den TrkA-Signalweg erfolgt (Spittau et al., 2010) und dieser Signalweg
somit den fiir die vorliegende Arbeit relevanten Signalweg darstellt. Nach der Bindung
von NGF an den TrkA-Rezeptor kommt es zunichst zur Rezeptordimeri-sierung und
Kinaseaktivierung (Patapoutian und Reichardt, 2001). Jeder Trk-Rezeptor verfiigt tiber
10 konservierte Tyrosine in der zytoplasmatischen Doméne, von denen sich drei in der
autoregulatorischen Schleife der Kinase-Domine befinden. Die Phosphorylierung dieser
Aminosduren aktiviert die Kinase, wihrend durch die Phosphorylierung der anderen
Tyrosin-Reste ,,docking sites* fiir die sog. Adaptermolekiile entstehen. Diese verbinden
die Rezeptoren mit intrazelluldren Signalkaskaden. Als wichtigste Signalkaskaden
wiren hier der ,,Ras/extrecellular- signal regulated kinase- (Ras/Erk-)Signalweg, der
Phosphatidylinositol-3-OH  Kinase-  (PI3Kinase/Akt-)  Signalweg und der
PhospholipaseC-y1- (PLC- y1-) Signalweg zu nennen (s. Abb. 5) (Chao, 2003; Miller
und Kaplan, 2001). Das Src-homologe und C ollagen-dhnliche Adapter-Protein shc
verbindet den TrkA-Rezeptor mit zwei voneinander getrennten Signalwegen. Der Ras/
Erk-Signalweg reguliert neuronales Wachstum durch die Aktivierung des ,,mitogen-
activated protein kinases* (MAPKs)/ERK-Signalweges .#

Das Shc-Adaptermolekiil bindet an den aktivierten TrkA-Rezeptor welcher Grb2 und

,,son of sevenless* (SOS) an die Membran rekrutiert. Dies fiihrt zur Aktivierung von
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Abbildung 4: Der NGF-Signalweg (Abbildung modifiziert nach Chao, 2003 und Patapoutian und
Reichardt 2001).

Ras und in Folge zur Aktivierung des ,,downstream‘ Signalweges, der die c-Raf/B-Raf/

Erk1/Erk2 und p38MAPK mit einschlieBt (Chao, 2003). Neuronales Uberleben wird



durch die Shc vermittelte Aktivierung des PI3-Kinase/Akt Signalwegs vermittelt. Eine
Induktion der PI3K kann zum Einen durch die drei Adapterproteine Shc, Grb2 und
Gabl erfolgen, aber auch eine Aktivierung der PI3K durch Raf ist moglich (Chao,
2003). Die PLC-y wird direkt zu einem Tyrosinrest am kurzen Schwanz des TrkA-
Rezeptors rekrutiert und katalysiert die Hydrolyse von Phosphatidylinosit, wodurch
man Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3) sowie Diacylglycerol erhoht. Letzteres aktiviert
die Proteinkinase C (PKC-0) welche wiederum die MEK/Erk-Aktivitit reguliert
(Patapoutian und Reichardt, 2001; Chao, 2003).

2.3.2. Die TGF-B-Familie und ihre Funktionen

TGF- reprisentiert den Prototypen einer Familie von mehr als 30 strukturell
verwandten jedoch funktionell unterschiedlichen Wachstumsfaktoren, die sowohl in
Sdugetieren, als auch in Insekten oder Wiirmern konserviert sind. Es sind drei TGF-[3-
Isoformen, vier Aktivin-Isoformen und die BMPs bekannt, wobei die BMPs mit mehr
als 20 Isoformen die GroBte Subpopulation unter den TGF-f3-Familienmitgliedern
darstellen (Massagué, 1998; Derynck und Feng, 1997). Die Mitglieder der TGF-f3-
Familie beeinflussen eine Reihe von zelluldren Aktivitdten (Roberts und Sporn, 1989;
Massagué, J., 1990). Ihr Griindungsmitglied TGF-f wurde urspriinglich als ein Faktor
identifiziert, der das Wachstum von Rattennierenfibroblasten auf Softagar induziert
(Roberts et al., 1981). Aufgrund dieser Eigenschaft erhielt es den Namen ,,Transforming
growth factor-beta® (TGF-f3). Im Laufe der Zeit wurde jedoch klar, dass es sich um ein
Protein mit multifunktionellen Eigenschaften handelt. Es hat Einfluss auf Funktionen
wie Proliferation, Differenzierung, Apoptose, Adhidsion und Migration von
verschiedenen Zelltypen und ist an der Bildung von extrazelluldren Matrixproteinen
beteiligt (Dennler et al., 2002). Die Deregulation der TGF-f-Signaltransduktion ist an
einer Vielzahl von Erkrankungen, wie z.B. Autoimmunerkrankungen, der Entstehung
von Tumoren, Fibrose und vaskuldren Fehlfunktionen beteiligt (Wharton und Derynck,

2009).

2.3.2.1. Die TGF-f-Rezeptoren
In den vergangenen Jahrzehnten konnten viele unterschiedliche Typl- und Typll-
Rezeptoren identifiziert werden, wobei die Typl-Rezeptoren hiufig auch als ,,Aktivin

receptor like kinases“ (ALK) bezeichnet werden. TGF-, BMP und Aktivin
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signalisieren jeweils durch unterschiedliche Rezeptoren (Derynck und Feng, 1997;

Massagué, 1998) (s. Tabelle 4).

Tabelle 4: Typl- und TypII-Rezeptoren der TGF-(3-Familie, Liganden und korrespondierende
Smads (Tabelle modifiziert nach Derynck und Zhang, 2003)

TyplI-Rezeptor  Typl- Rezeptor Ligand R-Smad
(Synonym)

TPRII ALK-5 (TBRI) TGF-p Smad2, Smad3
ALK-1 Smadl, Smad5

ALK-2 (ActRI)

ActRII, ActRIIB  ALK-4 (ActRIB) Activin, Inhibin Smad2
ActRIIB ALK-7 Nodal, GDF1, Vgl Smad2
BMPRII ALK-2 (ActRI) BMP7 Smadl, Smad5, Smad8
ALK-3 (BMP-RIA) BMP2, BMP4, BMP7,
GDF5

ALK-6 (BMP-RIB)

AMHR ALK-2 (ActRI) MIS Smadl, Smad5
ALK-3 (BMP-RIA)

ALK-6(BMP-RIB)

Bei den meisten Zelltypen bindet TGF- zunéchst an einen TPRII, um danach den TPRRI
(ALKS5) zu rekrutieren. Der TPRI (ALKI1) ist ein Rezeptor, der ausschlieBlich in
Endothelzellen exprimiert wird. Zusétzlich zu den Typl- und Typll-Rezeptoren kann
TGF-p auch noch an die Transmembran-proteine Betaglycan, auch TPRIII genannt,
oder Endoglin binden. Diese beiden Rezeptoren haben keine intrinsischen
enzymatischen Aktivititen, doch es konnte gezeigt werden, dass sie den TGF-f3-
Signalweg beeinflussen konnen. Fiir Betaglycan (TPRIII) konnte gezeigt werden, dass
er die Bindung von TGF-f an den Typll-Rezeptor fordern kann. Auf welche Weise
Endoglin an der TPR-Signaliibermittlung beteiligt ist, ist bislang noch unklar (van
Ginkel et al., 1999; Wrana et al., 1994).

2.3.2.2. Der TGF-f-Signalweg
Die Signaliibertragung der Mitglieder der TGF-f-Familie erfolgt {iber einen
heteromeren Komplex von zwei Typen von Transmembranrezeptoren, die als TypI- und

Typll- Rezeptoren bezeichnet werden (Derynck und Feng, 1997; Massagué, 1998). Bei
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dem TyplI-Rezeptor handelt es sich um eine konstitutiv aktive Kinase, wihrend die

Typl-Rezeptor-Kinase durch den TyplI-Rezeptor aktiviert werden muss.
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Abbildung 5: Der Smad-abhiingige TGF-3-Signalweg (Abbildung modifiziert nach Derynck und
Zhang, 2003).

Beide verfiigen liber eine N-glycosylierte extrazelluldre Doméne, die reich an
Cystinresten ist, eine Transmembrandoméne und eine intrazelluldre Serin/Threonin-
Kinase-Domine. Nach der Bindung eines Liganden an den TyplI-Rezeptor
phosphoryliert dieser den Typl-Rezeptor an der GS-Doméne, die reich an Glycin und
Serin/Threoninresten ist (Wrana et al., 1994). Dies fiihrt zu einer
Konformationsidnderung des Typl-Rezeptors und die somit aktivierte Kinase

phosphoryliert nun ihrerseits spezifische intrazelluldre Proteine (s. Abbildung 5).

2.3.2.3. Die Rolle der Smads im TGF-}-Signalweg
Typl-Rezeptoren initiieren die intrazelluldre Signaltransduktion, indem sie spezifische
Proteine, die Smads, phosphorylieren. Der Name Smad bildet sich aus Sma und Mad,

den homologen Genen aus Drosophila melanogaster und Caenorhabditis elegans. Smad-
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Proteine lassen sich in drei verschiedene Klassen unterteilen: die rezeptorregulierten
Smads (R-Smads), ,,common mediator*-Smads (Co-Smads) und die inhibitorischen-
Smads (I-Smads) (Abbildung 6). Alle Smad-Proteine teilen sich zwei hoch konservierte
Dominen, die sog. ,,Mad-Homology domains* 1 und 2 (MH1 und MH2) an den N- und
C-terminalen Enden der Proteine (s. Abbildung 6).

MHI1 Linker MH2 Smadsl,- 5 & -8 (BMP)
R-Smads | | [ | +| Smads2 & -3
(TGF-p, Activin)

; Smad4
Co-Smads | | I: | ] | (BMP, TGF-B, Activin)
, Smad6 (BMP)
I-Smads W % | | Smad7
DNA Bindungs Domiine (TGF-B, Activin)

* = SSXS Rezeptor Phosphorylierungsstelle, # = Smad4 Insert Sequenz

Abbildung 6: Ubersicht iiber die Smad Proteine (Abbildung modifiziert nach Dennler et al., 2002).

Eine prolinreiche Region von variabler Linge schliefft sich an diese zwei Dominen an.
Zytosolische R-Smads interagieren mittels ihrer MH2-Doméne transient mit den
aktivierten TypI-Rezeptoren und werden durch diese an ihren C-terminalen Serinresten
phosphoryliert (Abdollah et al., 1997; Souchelnytski et al., 1997). Nach der Aktivierung
bilden R-Smads und Co-Smads heterogene Komplexe und tanslozieren in den Zellkern,
wo sie die Expression von Zielgenen beeinflussen. Inhibitorische Smads, die I-Smads
verhindern die Signaliibermittlung der R- und Co-Smads. Sie interagieren effizient mit
dem aktivierten Typl-Rezeptor und konkurrieren mit den R-Smads um die Bindung
anden Rezeptor (Nakao et al., 1997, Imamaura et al., 1997a, Schuster und Krieglstein,
2001) (s. Abbildung 5). Neben der Smad-abhingigen TGF-f-Signaliibertragung kann
die TGF-f-Signaltransduktion Smad-unabhingig erfolgen. Da einiges darauf hindeutet,
dass KIf10 und KIf11 iiber den Smad-abhingigen TGF-B-Signalweg reguliert werden
(Cook und Urrutia, 2000), wird auf eine detaillierte Darstellung des Smad-

unabhéngigen Signalwegs verzichtet.

2.4. Transkriptionsfaktoren
Transkriptionsfaktoren sind, abhidngig von ihren strukturellen Merkmalen, in

verschiedene Klassen unterteilt. Eines dieser strukturellen Merkmale, das in der
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jlingeren Vergangenheit viel Aufmerksamkeit erregt hat ist das sogenannten
Zinkfingermotiv, welches erstmals mit dem Xenopus-Transkriptionsfaktor TFIIIA
(Miller et al., 1985) beschrieben wurde. Eine sehr gut charakterisierte Gruppe der
Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren ist die groe Spl-Familie und mit ihnen die Familie

der Kriippel-dhnlichen Transkriptionsfaktoren.

2.4.1. Die Familie der Sp1- und Kriippel-dhnlichen Transkriptionsfaktoren

Spl (specificity protein 1), das Griindungsmitglied der Spl- und Kriippel-dhnlichen
Transkriptionsfaktoren, wurde 1983 von Dynan und Tijan entdeckt (Dynan und Tijan,
1983). Sie konnten zeigen, dass es mit Hilfe von drei Cys:Hisz>-Zinkfingermotiven
spezifisch an GC-reiche Sequenzen bindet. Eine &dhnliche DNA-Bindungsdomine
fanden Kadonaga und Mitarbeiter in vielen Entwicklungsregulatoren in Drosophila vor;
darunter auch den an der Embryonalentwicklung beteiligten Transkriptionsfaktor
Kriippel (Kadonaga et al., 1987). In den folgenden Jahren wurden weitere
Transkriptionsfaktoren mit Zinkfingermotiven, denen von Sp1 sehr dhnlich, identifiziert.
Sie definierten zusammen eine neue Klasse: die Spl- bzw. Kriippel-dhnlichen
Transkriptionsfaktoren (Kaczynski et al., 2003), auch kurz Sp/XKLF-Familie genannt
(s. Abbildung 7).

_— Tl o Bl st o NN .5

II: KIf10
und KIf11

1II: K19, K1f13
und KIf16

I e [ by s T
S I T S

Repressions- und Aktivierungsdoménen Zinkfinger Motive

Abbildung 7: Strukturelle Eigenschaften der Sp1- und Kriippelihnlichen Transkriptionsfaktoren
(Abbildung modifiziert nach Kaczynski et al., 2003).

Sp1/XKLF Proteine sind vom Fadenwurm Caenorhabditis elegans (C. elegans) bis hin
zum Menschen vermutlich in allen Spezies vertreten. Im Menschen konnten bisher 23
Spl/XKLF Gene identifiziert werden, davon acht Spl-Faktoren und 15 Kriippel-
dhnliche Faktoren (Bouwman und Philipsen, 2002). In der Maus wurden bis heute 17
Homologe der 23 Spl/XKLF Gene nachgewiesen und in der Ratte 11 (Cook und
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Urrutia, 2000). Wie schon der Name Spl/XKLF-Familie vermuten ldsst, kann man
diese in zwei Gruppen unterteilen. Die Gruppe der Spl-Transkriptionsfaktoren weist
nicht nur eine hohe Homologie in der Zinkfingerregion auf; auch ihre N-terminalen
Regionen verfiigen liber homologe Motive. Die Kriippel-dhnlichen Transkriptions-
faktoren bilden dagegen eine zweite, vergleichsweise heterogene Gruppe (Phillipsen

und Suske, 1999).

2.4.2. Die Transkriptionsfaktoren KIf10 und KIf11

KLF10 wurde erstmals 1995 von Subramaniam et al. als TGF-3-induzierbares Gen in
fetalen humanen Osteoblasten beschrieben, dessen mRNA-Level innerhalb von 30
Minuten nach Behandlung mit TGF-1 anstieg und 2 h nach Behandlung ein Maximum
erreichte. Mit KLFI11 entdeckten Cook und Mitarbeiter drei Jahre spiter, 1998, ein
neues Mitglied der Sp1-Familie (Cook et al., 1998). Weiterhin wurden KIf10 und KIf11
als murine Isoformen charakterisiert (Yajima et al., 1997; Wang et al., 2004). Die
beinahe ubiquitdr exprimierten Gene bildeten nun zusammen eine neue Untergruppe
innerhalb der Kriippel-dhnlichen Zinkfingergene. In den folgenden Jahren wurde die
Expression von KIf10 und KIf11, sowie deren Funktion in unterschiedlichen Geweben

und Zelltypen in verschiedenen Spezies untersucht.

2.4.3. Die strukturellen Eigenschaften von KI1f10 und KIf11

Um ein besseres Verstindnis der Funktion von KLF10 und KLF11 zu erlangen,
charakterisierten Tiffany Cook und ihre Mitarbeiter 1999 zunichst die strukturellen
Eigenschaften dieser Proteine. Eine ihrer auffilligsten Besonderheiten sind drei
Cys2Hisz-Zinkfinger-DNA-Bindungsmotive an ihrem C-terminalen Ende, die eine grofe
Homologie mit denen der  Spl-Transkriptionsfaktoren  aufweisen. Das
Griindungsmitglied der Familie der Sp1-Transkriptionsfaktoren, Sp1, verwendet dieses
Motiv, um an GC-reiche (GGGGCGGGG) bzw. GT-reiche (GGTGTGGGG) Sequenzen
zu binden (Bouwman und Philipsen, 2002). Diese sogenannten GC- und GT- Boxen
sind wichtig fiir die Expression vieler zelluldrer und viraler Gene und tragen zur
Regulation einer groBen Anzahl von wachstumsregulierenden Genen bei. Strukturelle
Analysen lassen die Vor-hersage zu, dass sowohl KIf10 als auch KIf11 in der Lage sind,
in Beziehung zu Spl stehende GC-reiche Sequenzen zu erkennen. Obwohl viele

Mitglieder der Sp1-Familie transkriptionelle Aktivatoren sind, konnen sowohl KIf10 als
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auch KIf11 als starke transkriptionelle Repressoren wirken (Cook und Urrutia, 2000).
Diese Fiahigkeit ist in drei stark konservierten Repressormotiven, auch
Repressionsdoménen genannt, begriindet. Diese sind N-terminal vom Zinkfingermotiv
lokalisiert. Fiir die humanen Isoformen KLF10 und KLF11 konnte gezeigt werden, dass
innerhalb der ersten Repressionsdoméne ein alphahelikales Motiv lokalisiert ist, das mit
dem Co-Repressor mSin3A interagiert. Diese wird als ,mSin3A interacting
domain“ (SID) bezeichnet (Zhang et al., 2001). Die Repressormotive von KIf10 und
KIf11 werden durch vier ,,Linker“-Regionen (Verbindungs-Regionen) voneinander und
von der DNA-Bindungsdoméne getrennt. Innerhalb dieser ,,Linker*-Regionen sind
mehrere Stellen fiir posttranslationale Modifiationen enthalten (Cook und Urrutia,
2000). Die Rolle dieser ,Linker“-Regionen ist bisher jedoch noch weitgehend
ungeklart. Weiterhin enthélt KLF11 ein Tetrapeptid innerhalb der Zinkfingerregion, das
als Kernlokalisationssignal dient (Nuclear localization site, NLS) (Gebelein et al.,
1998). Ein dhnliches Signal wurde ebenfalls bei der murinen Isoform Klfl1 entdeckt
(Spittau et al., 2007). Fir das humane KLF11 konnte gezeigt werden, dass eine
Phosphorylierung durch die ERK/MAPK in Pankreaskarzinomzellen zu einem Verlust
der Repressionsaktivitit fiihrt (Ellenrieder et al. 2004). Jiingere Untersuchungen haben
gezeigt, dass KIf10 und KIfll auch in verschiedenen Zelltypen als transkriptionelle
Aktivatoren wirken konnen (Noti et al., 2004; Neve et al., 2005). Erst kiirzlich wurde
der Mechanismus fiir die durch KIfll vermittelte transkriptionelle Aktivierung des
,pancreatic-duodenal- homeobox-1“-Gens Pdx1 aufgeklirt. Dabei bindet KIf11 an eine
Konsensussequenz innerhalb des Pdx1-Promotors und bildet mit dem Co-Aktivator
p300 einen Komplex, welcher die Expression von Pdx-1 antreibt (Fernandez-Zapico et
al., 2009). Die Autoren konnten in ihrer Studie beweisen, dass p300 dabei an das C-
terminale Ende von KIf11 bindet, welches die drei Zinkfingermotive beinhaltet. Diese
Ergebnisse decken sich mit den Resultaten von Spittau und Mitarbeitern, die
herausfanden, dass das C-terminale Ende von KIfll die Expression des Luciferase-
Reportergens steigern kann (Spittau et al., 2007). Mit Hilfe eines Gal4-Tiegl/KIf10-
Fusionskonstrukts konnte nachgewiesen werden, dass die Behandlung von PC12-Zellen
mit NGF die KIf10-vermittelte transkriptionelle Repression verstidrkt. Dieses Ergebnis
deutet ebenfalls darauf hin, dass durch die Aktivierung des NGF-Signalweges eine
posttranslationale Modifikation statt-finden konnte, die das inhibitorische Potential von

KIf10 verstérkt (Spittau et al., 2010).
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2.4.4. Die Expression von KIf10 und KIf11
KIf10 und KIf11 zeigen ein nahezu ubiquitires Expressionsmuster. Eine Ubersicht iiber

die Expressionsorte von KIf10 und KIf11 und deren Funktionen liefert Tabelle 4.

Tabelle 5: Expressionsorte und Funktionen von KIf10 und KIf11 in Organen und Geweben

Expressionsort Funktion Quelle

KLF10 fetale humane Osteoblasten, skelettales nicht beschrieben Subramaniam
Muskelgewebe et al. 1995
acinare und ductulare Epithelzellen des Apoptose Tachibana
exokrinen Pankreas, etal., 1997

KIf10 Niere, Lunge, Gehirn, Leber, Herz und Testis, Transkription | Yajima et al., 1997

im adulten Ge-hirn im Hippokampus,
zerebralen Kortex, Cerebellum, Amyg-dala,
geringere Level in Striatum, Nucleus
accumbens, olfak-torischem Tubercle,
Thalamus und der Substantia nigra

KIf10 Testis, Niere, Skelettmuskel, Leber, Lunge, nicht beschrieben Fautsch et al.,
Milz, Hirn und Herz 1998
KLF11 ubiquitér Transktiption |, SI-  Cook et al., 1998
arrest

2.4.5. Die Induktion von Kif10 und KIf11

Sehr bald wurde erkannt, dass sich KIf10 und KIf11 nicht nur durch TGF-f3, sondern
auch durch andere Mitglieder der TGF-3-Familie induzieren lassen. Eine Induktion von
KIf10 wurde z.B. nach Behandlung unterschiedlicher Zelltypen mit BMP2, BMP4
(Alvares-Rodriguez et al., 2007; Hefferan et al., 2000a), AktivinA (Hefferan et al.,
2000b) und GDNF (Yajima et al., 1997) als Mitglieder der TGF-f-Familie beschrieben.
AuBerdem wurde gezeigt, dass Ostrogen (Tau et al., 1998), zytostatische Wirkstoffe,
wie Homoharringtonine und Velcade (Jin et al., 2007) sowie Stickoxide (Mitsumoto et
al., 2003) die Transkription von KIf10 steigern kénnen. Kiirzlich berichteten Wahab und
Mitarbeiter (2005) eine TrkA-abhédngige Steigerung der Expression von Kl1f10 nach der
Behandlung von Mesangiumzellen mit CTGF. Dieses Resultat, zusammen mit Studien,
die eine BDNF-vermittelte Induktion von KI1f10 gezeigt haben (Wibrand et al., 2006),
gaben Anlass zu der Vermutung, dass KIfl10 ebenfalls ein Zielgen des Nerven-
Wachstumsfaktors NGF sein konnte. Untersuchungen an der Phidochromocytomzelllinie
PC12, welche haufig als Modell fiir Untersuchungen des NGF-Signalweges dient,
bestitigten dies (Spittau et al., 2010). Im Unterschied zur Regulation durch TGF-f3 oder
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Mitgliedern der TGF-f3-Familie, bei der meist zugleich KIf10 und KIf11 induziert
werden, sind KIf10 und KIf11 durch NGF gegenldufig reguliert, das heift, KIf10 wird
hochreguliert wihrend KIfl1 herrunterreguliert wird. Die Hochregulation von KIf10
wurde dabei zumindest fiir KI1f10 auf transkriptioneller sowie auf translationeller Ebene

gezeigt (Spittau et al., 2010).

2.4.6. Die antiproliferative Wirkung von KIf10 und KIf11

Cook und und ihre Mitarbeiter fanden 1999 mit Hilfe von GAL4-abhingigen
Luciferase-Assays heraus, dass KLF10 und KLF11 drei konservierte transkriptions-
hemmende Doménen aufweisen (Cook et al., 1999). Aufgrund dieser strukturellen
Besonderheit bilden sie eine neue Unterfamilie innerhalb der Spl-dhnlichen Zink-
fingerproteine. Bereits diese molekularen und biochemischen Charakteristika von KIf10
und KIfll deuten stark auf eine Rolle bei der Zellzykluskontrolle hin (Cook und
Urrutia, 2000). Aufgrund ihrer Fihigkeit, dhnlich wie Spl, an GC-reiche Sequenzen zu
binden, sind sie potentiell in der Lage die Transkription einer Vielzahl von zellzyklus-
regulierenden Genen wie z.B. p15, p21 (Moustakas und Kardassis, 1998; Prowse et al.,
1997) und p27 (Zhang und Lin, 1997), MAP-Kinasen, mitogene GTPasen (H-ras) (Ishii
et al., 1986), DNA-Synthese-Proteine (Birnbaum et al., 1995), Wachstumsfaktoren (z.B.
TGF-B, ,Fibroblast growth factor* FGF wu.a.) (Geiser et al., 1993) und
Wachstumsfaktor-Rezeptoren (,,insulin receptor und ,insulin-like growth factor
receptor) (Beitner-Johnsen et al., 1995) zu beeinflussen. Es konnte bereits mehrfach
gezeigt werden, dass KIf10 in der Lage ist in verschiedenen Zelltypen die Proliferation
zu hemmen (Tachibana et al., 1997; Tau et al., 1998; Hefferan et al., 2000b; Alvarez-
Rodriguez et al., 2007 und Spittau et al., 2010). Ahnliche Ergebnisse sind fiir KlIf1l
bekannt (Cook et al., 1998; Buck et al., 2006). Dabei konnen die Mechanismen, durch
die KIf10 und KIf11 die Proliferation beeinflussen, bisher nur teilweise erkliart werden.
Bei der BMP2-vermittelten Differenzierung von Vorldufern der Kornerzellen des
Kleinhirns, den CGNPs (,,cerebellar granular neuronal precursers®) kommt es zu zwei
wesentlichen Ereignissen: die Zellen stellen ihr Wachstum ein und beginnen sich zu
differenzieren. Alvarez-Rodriguez und Mitarbeiter fanden 2007 heraus, dass KIf10 zwar
fiir den Zellzyklusarrest der CGNPs notwendig ist, nicht jedoch fiir die Differenzierung
dieser Zellen (Alvarez-Rodriguez et al., 2007). Ein @hnliches Ergebnis lieferte kiirzlich

eine, an der Phiochromozytomzellinie PC12 durchgefiihrte, Studie. Bei der Induktion

19



der Differenzierung dieser Zellen mit NGF wurde KIfl0 unmittelbar durch NGF
induziert. Bei Uberexpression von KIf10 zeigte sich, dass der Transkriptionsfaktor in
der Lage ist, die Proliferation abzuschwichen, jedoch alleine nicht zur Differenzierung
der Zellen fiihrt (Spittau et al., 2010). Fiir KIf11 ist bekannt, dass es auf eine TGF-f3-
abhédngige Weise mit Smad3 interagiert und dadurch die Expression von c-myc hemmt.

Diese Interaktion wird durch die Préisenz eines aktiven ERK-Signalweges unterbrochen,
was auf einen moglichen Mechanismus fiir die Hemmung des TGF-f-vermittelten

Wachstumsarrestes hindeutet (Buck et al., 20006).

2.4.7. Die proapoptotische Wirkung von KIf10 und KIf11

In der TGF-B1-sensitiven Leberzelllinie Hep3B fiihrt die Uberexpression von KLF10,
dhnlich wie bei der TGF-f3 vermittelten Apoptose, zur Bildung von freien Radikalen,
was eine Veridnderung des Membranpotentials der Mitochondrien und infolgedessen die,
fiir apoptotische Zellen typischen, morphologischen Verdnderungen zur Folge hat
(Ribeiro et al., 1999). Ektopische Uberexpression von KIf10 in der epithelialen Mv1Lu-
Zelllinie (Zellen aus der Lunge eines Nerz) fiihrt, ebenso wie die Behandlung mit TGF-
B, zu einem reduzierten Bcl-2-Proteinlevel. Bcl-2 kann sowohl vor dem Caspase
abhédngigen Zelltod schiitzen, indem es die Aktivierung der sog. ,,Henkercaspasen‘
hemmt, als auch vor dem caspaseunabhingigen Zelltod, indem es das Membran-
potential der Mitoch-ondrien stabilisiert. Eine Reduktion des Bcl-2-Proteinlevels durch
TGF-f3 oder KLF10 fordert somit die Apoptose in dieser Zelllinie (Chalaux et al., 1999).
Auch in der oligodendroglialen Zelllinie Oli-neu kam es zu einer Verstirkung der TGF-
B-vermittelten Apoptose durch KIf10. Ektopische Uberexpression von KIf10 in Oli-neu
Zellen fiihrt zu vermehrtem Zelltod. Anders als in MvlLu-Epithelzellen werden in
dieser Zelllinie die Bcl2-Proteinlevel jedoch nicht durch KIf10 beeinflusst. Dagegen ist
hier ein anderes antiapoptotisches Mitglied der Bcl2-Familie, Bcl-X1 auf transkriptio-
neller wie translationeller Ebene herrunterreguliert. Ahnlich wie in Mc1Lu-Zellen ist in
dieser Zelllinie ebenfalls die Smad7-Promotoraktivitit im Luciferase-Assay verringert,
wobei jedoch die Aktivitit der R-Smads gesteigert wird (Bender et al., 2004). Weiterhin
wurde bei Microarray-Analysen nach der Behandlung von HL60-Zellen mit dem
zytotoxischen Alkaloid Homoharringtonin eine starke Induktion der KIfl0 mRNA
beobachtet, was ebenfalls auf eine Mitwirkung von KIf10 bei der Apoptose hindeutet
(Jin et al., 2007). Uberexpressionsstudien mit KLF11 von Cook und Mitarbeitern
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deuteten bereits 1998 darauf hin, dass auch KLFI11 epitheliales Zellwachstum von
CHO-Zellen inhibieren kann (Cook et al., 1998). Weiterhin ist KIf11 in der Lage den
TGF-pB-Signalweg durch Herunterregulation des inhibitorischen Smad7 zu potenzieren.
Dies erfolgt durch Blockierung der TGF-f-vermittelten Induktion des Smad7-
Promotors mit Hilfe des Corepressors mSin3a. Diese Funktion kann jedoch durch
Phosphorylierung von KIf11 an den vier sog. ,,Erk consensus sites* (Tse, So4, S107 und
Si49) durch den ERK-MAPK-Signalweg (s. o0.) inaktiviert werden (Ellenrieder et al.,
2004). Auch in Oli-neu-Zellen fiihrt die Uberexpression von KIf11 zu einer Aktivierung
der Caspase-3 und infolgedessen zu einer gesteigerten Apoptoserate. Im Gegensatz zu
fritheren Arbeiten mit dieser Zelllinie, bei denen die Uberexpression von KIf10 zu einer
verringerten Aktivitét des ,,Survival“-Faktors NF-«B gefiihrt hat, ist die Aktivitit dieses
Faktors jedoch nach Uberexpression von KIfll erhoht. Wie auch schon fiir KIf10
beschrieben war die Aktivitdit der R-Smads erhoht. Dagegen waren die Smad7-
Promotoraktivitit sowie die Smad7-Proteinexpression nach KIf11-Uberexpression
verringert. Dabei wurden sowohl fiir die Verringerung der Promotoraktivitit, als auch
fiir die Verringerung der Proteinexpression von Smad7, die N-terminalen Repressions-
dominen von KIfll benétigt. Bei Transfektion der Zellen mit trunkiertem KIfI1,

zeigten sich diese Effekte nicht (Gohla et al., 2008b).

2.4.8. Die KIf10- und KIif11- Knockout-Miuse

Bei oberflichlicher Betrachtung zeigen KIf10-“Knockout“-Miuse zunichst einen
unauffilligen Phinotyp und ,,normale Zuchtcharakteristika. Bei histomorphometrischer
Untersuchung der Tibiae stellte sich jedoch heraus, dass die Anzahl der Osteoblasten der
Spongiosa bei den Wildtypmiusen signifikant hoher war als bei den Mutanten. Die
Parameter der Knochenbildung waren jedoch nicht erhoht und bei der Anzahl der
Osteoklasten gab es ebenfalls keine Unterschiede. Weiterhin zeigten die K1f10---Osteo-
blasten eine verdnderte Expression wichtiger Osteoblasten-Markergene. Insgesamt
zeigen die Ergebnisse, dass die KIf10-Expression in Osteoblasten sowohl an der
Osteoblasten-vermittelten Mineralisierung als auch an dem Osteoblasten-Support der
Osteoklasten-Differenzierung beteiligt ist (Subramaniam et al., 2005). Bei weiteren
Studien zeigten weibliche ,,Knockout“-Miuse im Vergleich zu Wildtyp-Méusen einen
osteoporotischen Phénotyp, mit signifikant schwicheren Knochen und reduzierten

Anteilen von kortikalen und trabekuldren Knochen. Insgesamt wird eine wichtige Rolle
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fiir die Skelettentwicklung und Erhaltung angenommen. (Bensamoun et al., 2006b).
Rajamannan und Mitarbeiter fanden auBBerdem 2007 den Beweis, dass adulte ménnliche
KIf10/--Mutanten eine Herzhypertrophie entwickeln (Rajamannan et al., 2007). Im
Herzgewebe der ,Knockout“-Miduse waren auBlerdem erhohte ,,pituitary tumor-
transforming gene-1“ (Pttgl) und Histon H3-Protein-Level nachzuweisen. Dies wirft
die Vermutung auf, dass es sich bei KIf10 um einen negativen Regulator der Pttgl-
Protein Expression handelt. Die Arbeitsgruppe konnte auBerdem eine erhohte Histon
H3- Expression in den Kardiomyozyten der ménnlichen KIf10-Mutanten nachweisen.
Dieser Befund traf jedoch nur auf die untersuchten minnlichen Tiere, nicht aber auf die
weiblichen Tiere zu.

Der zirkadiane Rhythmus kontrolliert bei den Sédugetieren eine Reihe physiologischer
Aspekte und Verhaltensweisen, synchron mit dem externen Tag-Nacht-Rythmus. Dieser
Rhythmus wird angetrieben durch selbsterhaltende endogene ,,Uhren* die in nahezu
allen Zellen des Korpers ,,ticken*. Das zirkadiane System wird hierarchisch durch eine
,Hauptuhr, die im suprachiasmatischen Nukleus lokalisiert ist und die auch in
Abwesenheit duflerer Reize anndhernd im 24 Stunden-Takt ossziliert, organisiert.
Guillaumond und Mitarbeiter konnten feststellen, dass KIf10 ein robustes zirkadianes
Expressionsmuster zeigt (Guillaumond et al., 2010). Bei der Untersuchung des Leber-
Transkriptoms der KIf10-Mutanten konnten sie 158 regulierte Gene nach-weisen, von
denen einige an Ereignissen im Fett- und Kohlenhydratstoffwechsel beteiligt sind. Von
diesen Stoffwechselgenen werden 56 % zeitabhingig reguliert. Ménnliche KIf10-/--
Maiuse zeigten eine Hyperglykidmie, vergesellschaftet mit einer signifikanten,
zeitabhidngigen Hochregulierung des Glukoneogenesegens Pepck und einer gesteigerten
Glukoseproduktion der Leber. Ubereinstimmende, funktionelle Daten zeigten, dass der
proximale ,,phosphoenyl-pyruvate-carboxykinase-Promotor* (Pepck-Promotor) direkt
durch KIf10 gehemmt wird. Weibliche KIf10-/--Miause zeigen keine Hyperglykidmie,
haben jedoch hohere Plasmatriglyceridwerte. Mit diesen Ergebnissen iibereinstimmend
war die rthythmische Expression des Srebplc Gens, der ,fatty acid synthase* Fas und
Elovl6-Gen (,.elongation of very long-chain fatty acid-like 6 -gene*), die dem lipogenen
Signalweg angehdren verdndert. Insgesamt sprechen diese Daten dafiir, dass es sich bei
KIf10 um einen transkriptionellen Regulator handelt, der die ,,molekulare Uhr* mit dem

Energiestoffwechsel der Leber verbindet (Guillaumond et al., 2010).
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Der Phinotyp der KIfl1-“Knockout*“-Miuse ldsst sich schnell zusammenfassen: es
wurden keine Defizite gefunden. KIfl11-/--Mé&use sind vital, normal grof3, fertil und
folgen bei der Zucht der normalen Mendel schen Genetik. Sie leben genauso lange wie
KIf11++-Miuse und hidmatologische Untersuchungen zeigen ebenfalls keine Unter-

schiede (Song et al., 2005).

2.5. Die Auswahl der Zelllinien Oli-neu und PC12

Bei der Zelllinie Oli-neu handelt es sich um immortalisierte, oligodendrogliale
Vorlauferzellen, die mit der neu-Kinase transformiert wurden. Sie bilden adhirente
Monolayer und konnen sich sowohl zu Oligodendrozyten als auch zu Astrozyten
differenzieren (Jung et al., 1998). Bei den Oli-neu-Zellen handelt es sich um ein, fiir die
Erforschung der TGF-f-vermittelten Apoptose, etabliertes Zellmodell.

Die von Phiochromozytomzellen der Ratte hergeleiteten PC12-Zellen sind ein
optimales Zellmodell fiir die Untersuchung der Neurotrophin-Signaltransduktion. NGF-
induziert bei diesen Zellen, in serumhaltigem Wachstumsmedium, die Differenzierung
zu einem Zelltyp, der sympathischen Neuronen #hnelt. Die Behandlung mit diesem
Wachstumsfaktor fiihrt zu einem Zellzyklusarrest, zur Ausbildung von Neuriten, zur
Expression neuronaler Marker und zu elektrischer Erregbarkeit (Tischler and Greene,
1975; Greene and Tischler, 1976). Unter serumfreien Bedingungen und unter
Abwesenheit von NGF begehen die Zellen programmierten Zelltod (Greene, 1978).
Somit liefern die PC12-Zellen ein optimales Werkzeug fiir die Untersuchung der
intrazelluldren Signalwege, die an der Neurotrophin-Signaltransduktion beteiligt sind.
Die Oli-neu-Zellen bilden zusammen mit den PC12-Zellen, Zellmodelle fiir die
wichtigsten Zelltypen, die wesentliche Bestandteile des zentralen Nervensystems

darstellen.

2.6 Darstellung des Forschungsprojektes und Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Wiihrend der Entwickung des Nervensystems findet zunichst eine Uberproduktion der
Vorliduferzellen statt, gefolgt von der Selektion der Zellen, die sich differenziert haben
und angemessene Verbindungen kniipfen konnten, und der Elimination der iiberschiis-
sigen Zellen. Dieser Prozess findet wihrend zwei Phasen statt: Wihrend der ersten
Phase kommt es in der ventrikularen und subventrikularen Zone des sich entwickelnden

Nervensystems zur Bildung von neuronalen Stamm- und Vorlduferzellen, die sich zu
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Neuronen und Gliazellen differenzieren, welche dann nach einem Migrationsprozess
Gehirn und Riickenmark besiedeln. Die folgende Periode der Apoptose erfiillt zwei
Funktionen: die undifferenzierten Progenitorzellen werden eliminiert und es wird
sichergestellt, dass eine angemessene Zellzahl in den schnellwachsenden Geweben wie
z.B. im zerebralen Kortex erhalten bleibt. Die zweite Phase der Apoptose findet im
Nervensystem statt, sobald die frisch entwickelten Neuronen ihren Bestimmungsort
erreicht haben und versuchen, synaptische Kontakte zu etablieren. Diese Periode des
natiirlichen neuronalen Zelltods eliminiert nahezu die Hilfte der vorher gebildeten
Neurone (Miller et al., 2000; Oppenheim, 1991). Auch im ausgereiften Hirn reagieren
die Zellen des Nervensystems auf zahlreiche Faktoren, die ihr Uberleben und ihre
Funktion beeinflussen. Wachstumsfaktoren, wie TGF-f oder NGF stellen durch
Regulation von Apoptose bzw. Uberleben, Differenzierung und Zellzykluskontrolle
wichtige Faktoren wihrend dieser Phase der Entwicklung des zentralen Nervensystems
dar. Es kristallisiert sich mehr und mehr heraus, dass sowohl KIf10 als auch KIf11 als
Transkriptionsfaktoren wichtige Vermittler innerhalb des TGF-3-Signalweges sind und
die Expression von TGF-B-Zielgenen regulieren. Die kiirzlich von Wahab und
Mitarbeitern (Wahab et al., 2005) entdeckte TrkA-abhéngige Steigerung der Expression
von KIf10 nach der Behandlung von Mesangiumzellen mit CTGF, und die Studien, die
eine BDNF-vermittelte Induktion von KIf10 gezeigt haben (Wibrand et al., 2006),
gaben Anlass zu der Vermutung, dass beide Transkriptionsfaktoren ebenfalls eine Rolle
im NGF-Signalweg spielen konnten. Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit den
zellbiologischen Effekten, die sich nach Uberexpression von KIf1l in Oli-neu-Zellen
beobachten lassen. Bei Oli-neu-Zellen handelt es sich um immortalisierte Vorlaufer-
zellen, die sich sowohl zu Oligodendrozyten als auch zu Astrozyten differenzieren
lassen. Weiterhin wurden die TGF-3-unabhéngigen Regulationen von KIf10 und KIf11
durch NGF in der Phichromozytomzelllinie PC12, sowie ihre Funktionen in diesem
Zusammenhang untersucht. Beide Zelllinien zusammen konnen als Zellmodelle fiir drei
wichtige Zelltypen dienen, die wesentliche Bestandteile des zentralen Nervensystems
darstellen: den Gliazellen, den Astrozyten und den Neuronen. Zielsetzung dieser Arbeit
war es, die Rolle der Spl/Klf-dhnlichen Transkriptionsfaktoren KIf10 und KIf1l in
diesem Kontext ndher zu charakterisieren. Dabei wurden die folgenden Fragestellungen

untersucht:
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1. Welche zellbiologischen Effekte lassen sich nach Uberexpression von KIf11 in
Oli-neu-Zellen beobachten?

2. Welche Rolle spielt KIf11 bei der TGF-f-vermittelten Apoptose in der Zelllinie
Oli-neu?

3. Werden KIf10 und KIfll in PC12-Zellen exprimiert und kommt es nach der
Behandlung mit dem Nervenwachstumsfaktor NGF zu einer Induktion dieser
Transkriptionsfaktoren?

4. Welche Rolle spielt KIf10 bei der NGF-vermittelten Differenzierung der PC12-
Zellen, die als Zellkultursystem stellvertretend fiir sympathische Neurone stehen

und somit einen wesentlichen Bestandteil des zentralen Nervensystems darstellen?

2.7. Diskussion und Ausblick

2.7.1. Die Rolle von KIf11 bei der TGF-3-vermittelten Apoptose

,, TGF-[-signaling“tablierten, TGF-3-responsiven Zelllinie Oli-neu, konnte die Rolle
von KIf11 im TGF--Signalweg analysiert werden. Dabei wurde gezeigt, dass KIf11 die
Aktionen von TGF-f3, das heifit die Induktion der Apoptose durch die Aktivierung der
Caspase3, imitiert. Weiterhin verstarkt KIfl1 den TGF-Bf1 und verhindert so die
Verstiarkung der Smad-vermittelten TGF--Antworten (Gohla et al., 2008b). KIf11 teilt
die meisten strukturellen und funktionellen Eigenschaften von KIf10 (Wang et al., 2004;
Spittau et al., 2007). Es wurde bewiesen, dass sowohl TGF-f3 als auch KIf10 in der Lage
sind die Caspase3 abhiingige Apoptose in Oli-neu Zellen zu induzieren (Schuster et al.,
2002; Bender f3 in dhnlicher Weise imitiert wie K1f10 und ebenfalls als ,,Downstream*-
Vermittler der TGF-f, wie KIf10. Aufgrund der groBen Ahnlichkeit zwischen K1f10 und
KIf11, sowohl bei der Struktur als auch bei den Funktionen, wire es interessant zu
untersuchen, ob es ggf. kompensatorische Effekte zwischen beiden Proteinen gibt, auf
die sich auch der ,,fehlende Phinotyp* der Kif11/--Mé&usse (Song et al., 2005) und der
relativ ,,milde Phenotyp* der Klf10/--Mé&use (Subramaniam et al., 2005; Bensamoun et
al., 2006a) zuriickfiihren lieBe. Einen Doppelknockout, der diese Frage weiter kldren
konnte, gibt es jedoch bisher noch nicht. Im Rahmen dieser Arbeit wurde demonstriert,
dass die N-terminalen Repressions-doménen, welche ein gemeinsames Merkmal von
KIf10 und KIfl1 darstellen, essentiell fiir die KIfl1-vermittelten Effekte in Oli-neu-
Zellen sind. Der Verlust dieser Dominen verhindert moglicherweise die Interaktion mit

dem Ko-Repressor-Komplex mSin3A, welche durch Modifikation der Chromatin-
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struktur via Histon-Deacetylierung zum transkriptionellen ,,silencing* beitrdgt. Obwohl
es belegt ist, dass KIf10 und KIf11, abhiingig von Zelltyp und untersuchtem Promotor,
sowohl als transkriptionelle Repressoren als auch als Aktivatoren wirken konnen (Noti
et al., 2004; Neve et al., 2005; Spittau et al., 2010), demonstrieren unsere Ergebnisse,
dass die KIf11 vermittelte transkriptionelle Repression notig ist, um die Caspase-3 und
somit die Apoptose in Oli-neu Zellen zu aktivieren. Die Uberexpression von KIf11 hat
eine Steigerung der R-Smad-Aktivitit zur Folge. Die R-Smads Smad2 und Smad3
werden nach der Bindung von TGF-f3 an seine korrespondierenden Rezeptoren durch
Phosphorylierung aktiviert (Abdollah et al., 1997). Es konnte nachgewiesen werden,
dass nach Uberexpression von KIfl1 keine messbaren Mengen an zusitzlichem TGF-§3
sezerniert wurden, was nahelegt, dass die TGF-f§ abhdngige Phosphorylierung nicht der
einzige Mechanismus ist, der zu der beobachteten R-Smad-Aktivierung fiihren kann. Es
ist erwiesen, dass humanes KLF10 und KLF11 in der Lage sind die Transkription des
inhibitorischen SMAD7 zu hemmen (Johnsen et al., 2002; Ellenrieder et al., 2004).
Diese Beobachtungen waren Anlass zu der Untersuchung, ob es in Oli-neu-Zellen nach
KIf11-Uberexpression einen #hnlichen Mechanismus gibt. Als Ergebnis dieser
Untersuchungen konnte gezeigt werden, die Expession von Smad7 unterdriickt und die
R-Smad-Aktivitdt steigert. Der Smad7-Promotor enthélt verschiedene Spl-
Bindungsstellen (Brodin et al., 2000). Mit Hilfe eines Spl-bindungsstellen-defizienten
Promotorkonstrukts konnte nachgewiesen werden, dass diese flir die KIf11-vermittelte
transkriptionelle Repression von Smad7 unerlésslich sind. Das Fehlen der N-terminalen
Repressionsdoméne fiihrte zu einem Verlust der Hemmung der Transkription durch den
Wildtyp-Smad7-Promotor, womit bewiesen werden konnte, dass Smad7 ein KIfl1-
Zielgen in Oli-neu-Zellen ist. Weiterhin geht die Klifl1-vermittelte Apoptose mit der
Aktivierung von NF-kB einher, welche ebenfalls vom Vorhandensein der N-terminalen
Repressionsdomiine abhiingig ist (Gohla et al., 2008b). Die Uberexpression von KIf10
in Oli-neu Zellen fiihrt zu einem Riickgang der NF-kB Expression (Bender et al., 2004).
Eine mogliche Erklarung hierflir wére, dass KIf10 und Klfl1 die Apoptose in Oli-neu
Zellen durch die Aktivierung unterschiedlicher pro-apoptotischer Signalwege

induzieren.
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Abbildung 8: Die Rolle von Kif11 bei der TGF-f3-vermittelten Apoptose

Um dies zu kldren, wire eine detaillierte Untersuchung der molekularbiologischen
Mechanismen hinter diesem Phéanomen nétig. Die funktionelle Rolle von Smad7 bei der
TGF-f-induzierten Apoptose scheint zelltyp- bzw. gewebespezifisch zu sein. In B-
Lymphozyten ist Smad7 hochreguliert, um die TGF-- und AktivinA- induzierte
Apoptose zu hemmen (Ishisaki et al., 1998; Patil et al., 2000). Lallemand und
Mitarbeiter fanden heraus, dass Smad7 in Ephithelzellen NF-kB hemmt und somit die
TGF-pB-vermittelte Apoptose potenziert (Lallemand et al., 2001). Im Gegensatz dazu
induziert Smad7 diese in Mesangium- (Okado et al., 2002) und in Prostata-Karzinom-
Zellen (Landstrom et al., 2000). Die Tatsache, dass KIf11 die Transkription von Smad7
hemmt und somit die Intensitit und Dauer des TGF-f Signals verstérkt, liefert
moglicherweise einen wichtigen Hinweis fiir das Verstdndnis des Dialogs zwischen den
verschiedenen Signalwegen. Lacmann und Kollegen konnten (2007) zeigen, dass KIf10
in hippokampalen Neuronenkulturen in Abhingigkeit von deren synaptischer Aktivitét

hochreguliert wird. Dieser Effekt wird durch eine aktivititsabhingige TGF-B-Sekretion
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der Neuronen vermittelt. TGF-3 wirkt in diesem Szenario autokrin und aktiviert den
TGF-3-Signalweg in den Neuronen (Lacmann et al., 2007).

Es ist mittlerweile erwiesen, dass die Induktion von KIf10 und KIf11 nicht auf TGF-3
beschrinkt ist. Auch Ostrogen (Tau et al., 1998), BMP2, BMP4, AktivinA (Hefferan et
al., 2000b), CTGF (Wahab et al., 2005), GDNF (Yajima et al., 1997), NGF (Spittau et
al., 2010) und andere Faktoren kénnen KIf10 und/oder KIf11 induzieren und den TGF-
[-Signalweg auf eine KIf11-abhingige Weise beeinflussen.

2.7.2. Die Expression und Regulation von KIf10 und KIf11 in PC12-Zellen

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl KIf10 als auch KIf11 in
PC12-Zellen exprimiert werden. Die Behandlung dieser Zellen mit NGF fiihrt zu einer
schnellen und anhaltenden Induktion von KIf10 auf mRNA- sowie auf Proteinebene.
Mit Hilfe des Inhibitors K252a konnte gezeigt werden, dass diese Induktion TrkA-
abhingig ist. NGF steigert in PC12-Zellen die Sekretion von TGF-f3 (unpublizierte
Befunde von Farkas und Krieglstein). Um zu zeigen, dass die Regulation von KIf10
nicht durch TGF-f beeinflusst war, wurde der TGF-B-RI mit Hilfe des Alk-Inhibitors
SB431542 gehemmt. Dies hatte keinen Einfluss auf die Indukion von KIf10, wodurch
eindeutig bewiesen werden konnte, dass diese NGF-vermittelt und TGF-3-unabhéngig
war. Im Gegensatz zur Induktion von KIfl0 wurde die KIfll-mRNA nach der
Behandlung mit NGF herrunterreguliert (Spittau et al., 2010). Die Regulation von KI1f10
war dabei dosisabhingig, wihrend die Regulation von KIfll nicht von der NGF-
Dosierung abhing. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass NGF keinen direkten Effekt
auf die Regulation von KIf11 hat. Bei KIf10 und KIfI1 handelt es sich um sog. ,.early
response“de  novo  einer  Vorbehandlung der PCl12-Zellen mit dem
Proteinsynthesehemmer Cycloheximid (CHX) war die Induktion von KIf10 durch NGF
ebennstrukte kloniert und analysiert. Es konnte eine Region (-516 bis -219) innerhalb
der KIf10 5’-untranslatierten Region als NGF-responsiv identifiziert werden. Diese
Region beinhaltet potenzielle Bindungsstellen fiir die Transkripionsfaktoren Spl und
CREB, welche beide am NGF-Signalweg beteiligt sind. Eine Beteiligung von TrkA bei
der Induktion von KIf10 wurde bereits 2005 von Wahab und ihren Mitarbeitern gezeigt,
und Wibrand und Mitarbeiter erbrachten 2006 den Nachweis, dass die
intrahippocampale Infusion von BDNF zum Anstieg des KIf10 mRNA-Levels im Gyrus
dentatus der Ratte fithrt (Wahab et al., 2005; Wibrand et al., 2006). Auf Basis dieser
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Ergebnisse lag es nahe, die Regulation von KIfl0 und KIfll in PC12-Zellen zu
analysieren, welche ein gingiges Modellsystem fiir die Untersuchung des NGF-
Signalweges, sowie ein Zellkultur-modell fiir die Untersuchung sympathischer Neurone

darstellen (Greene und Tishler, 1976). PC12-Zellen besitzen nur sehr geringe Anteile
des TGF-p-Rezeptor II und gelten daher im Allgemeinen als nicht-TGF-f-responsiv
(Lutz et al., 2004). Sie sezernieren jedoch TGF-f} nach Behandlung mit NGF. Durch
unsere Untersuchungen mit den Inhibitoren K252a und SB431542 konnte bewiesen
werden, dass die Regulation von KIf10 TrkA- abhingig und TGF-f3-unabhingig
stattfindet. NGF bindet jedoch aufler an TrkA auch an p75NTR. Man kann zwar mit
Sicherheit sagen, dass der TrkA-Rezeptor an der Induktion von KIf10 beteiligt ist,
jedoch nicht eindeutig ausschlieBen, dass p75NTR ebenfalls in diese Regulation
involviert ist. In der Vergangenheit wurde gezeigt, dass unterschied-liche
Transkriptionsfaktoren durch NGF posttranslational modifiziert werden, um die
transkriptionelle Regulation der NGF-Zielgene zu vermitteln (Chao, 2003). Spl und
CREB sind solche Faktoren, die potenziell in die Regulation von KIf10 involviert sein
konnten. Beide Transkriptionsfaktoren werden durch die Phosphorylierung von NGF
aktiviert (Billon et al., 1999; Vaudry et al., 2002) und es konnten potenzielle
Bindungsstellen von Spl und CREB innerhalb eines NGF-responsiven Elementes der
»d -regulatory region“ von KIfl0 nachgewiesen werden. Die NGF-abhingige
Phosphorylierung von Spl und/oder CREB konnte somit das initiale Ereignis sein, das
der Regulation von KIf10 in PC12-Zellen zugrunde liegt. Der genaue Mechanismus der
NGF-vermittelten Regulation von KIf10 bleibt jedoch unklar und bedarf somit

weitergehender Untersuchungen.

2.7.3. Die Rolle von KIf10 bei der NGF-vermittelten Differenzierung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression
von KIf10 das Fortschreiten des Zellzyklus abschwicht, d.h. die Anzahl der Zellen in
der S-Phase waren nach Uberexpression von KIf10 signifikant reduziert, auBerdem
konnte eine gesteigerte Expression des ,,Cycline-dependent Kinase-Inhibitors® p21
nachgewiesen werden (Gohla et al., 2008a). Einen Einfluss auf die Differenzierung der
PC12-Zellen hat KIf10 jedoch (Spittau et al., 2010). Es ist bekannt, dass p75NTR an der
Regulation der Proliferation verschiedener Zelltypen, einschlieBlich Astrozyten

(Cragnolini et al., 2009) und hepatischen Myofibroblasten (Kendall et al., 2009),
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beteiligt ist. Da KIf10 die Proliferation von PC12-Zellen hemmt, wire es interessant die
Beteiligung des p75NTR-Signalwegs in diesem Kontext zu untersuchen. Es wurde vor
einiger Zeit berichtet, dass KIf10, hochreguliert durch BMP2 in Vorldufern der
Kornerzellen des Kleinhirns, Zellzyklusarrest induzieren konnte, jedoch nicht in der
Lage war, deren terminale Differenzierung zu induzieren (Alvarez-Rodriguez et al.,
2007). Mit Hilfe der PC12 Zellen konnte ein dhnlicher Mechanismus fiir KIf10 im
Zusammenhang mit der NGF-vermittelten Induktion von Zellzyklusarrest und Differen-
zierung nachgewiesen werden. KIf10 ist in der Lage, die Proliferation von PC12-Zellen
zu hemmen, ohne gleichzeitig deren terminale Differenzierung zu initiieren (Spittau et
al., 2010). Als Transkriptionsfaktor reguliert KIf10 moglicherweise Gene, die in die
Zellzykluskontrolle von PC12-Zellen eingreifen, wihrend fiir die Differenzierung dieser
Zellen noch zusitzliche Gene bendtigt werden. Die Zielgene von KIf10 im Kontext des
NGF-vermittelten Zellzyklusarrests sowie der genaue Mechanismus verbleiben

unbekannt und erfordern weitere Untersuchungen.
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4. Abstract

The TGF-B1/Klf-family of transcription factors. They play important roles in
development and maintenance of various tissues and cell types.

The publications consolidated in this thesis describe, that KIf11 mimics TGF-f} effects
by inducing apoptotsis accompanied by activation of cysteine-dependent aspartate-
specific protease 3 (Caspase-3). Further the thesis demonstrates that KIf11 represses the
expression of the inhibitory Sma and Mad related protein 7 (Smad7) and disrupts the
negative-feedback loop of the TGF-f signaling pathway. Loss of the N-terminal
repression domains of KIfll abrogates its proapoptotic nature and the repression of
Smad7. In conclusion, the evidence was given that the transcription factor KIfll is a
downstream mediator of TGF-B-induced apoptosis and a potent modulator of the TGF-f3
signaling pathway in the oligodendroglial cell line Oli-neu.

In a second part of this thesis it has been shown by using semiquantitative PCR and
immunoblotting, that nerve growth factor (NGF), a member of the neurotrophin family,
regulates the expression of KIfl0 in the pheochromocytoma cell line PC12 in a
tropomyosin related kinase A- (TrkA) dependent manner. Moreover, the thesis provides
evidence for the existence of NGF-responsive elements in the 5”-regulatory region of
KIf10, that contain binding sites for the transcription factors specificity protein 1 (Spl)
and cAMP response-element binding protein (CREB). After treatment with NGF, PC12
cells discontinue cell cycle progression and start to differentiate into a neuron-like
phenotype. Using flow cytometry and differentiation assays it could be demonstrated
that overexpression of KIf10 reduces cell cycle progression in PC12 cells but does not
promote their terminal differentiation. Further, the experiments showed, that the reduced
cell cycle progression is associated with an upregulation of the cycline dependent kinase
inhibitor p21 at mRNA and protein levels. These results identify KIf10 as a NGF target
gene and confirm its antiproliferative function in NGF signaling pathway in PC12 cells.
Taken together, this thesis reveals that KIf10 and KIf11 are involved in two important
developmental mechanisms: TGF-3-mediated apoptosis and NGF-mediated cell cycle

arrest in cells of neural origin.
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5. Zusammenfassung

Die Proteine ,,Kriippel-like factor 10* (KIf10) und ,Kriippel-like factor 11 (KIf11)
bilden gemeinsam eine Unterfamilie innerhalb der Familie der Sp1-/Kriippeldhnlichen
Transkriptionsfaktoren. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung und
Erhaltung unterschiedlicher Gewebe und Zelltypen.

Fiir die vorliegende Arbeit wurde mit Hilfe der oligodendroglialen Zelllinie Oli-neu die
Rolle von KIf11 im ,, Transforming growth factor-p-“ (TGF-f) Signalweg analysiert. Es
konnte gezeigt werden, dass KIf11 in Oli-neu Zellen TGF--Effekte imitiert, indem es
Apoptose induziert und gleichzeitig die ,,cystein-dependent aspartate-specific protease
3% (Caspase3) aktiviert. Weiterhin wurde demonstriert, dass KIfll den TGF-f-
Signalweg durch transkriptionelle Hemmung des ,,Sma and Mad related protein 7¢

verstirkt und somit die negative Riickkopplung des TGF-f3-Signalwegs unterbricht. Der

Verlust der N-terminalen Repressionsdoméne verhindert die proapoptotische Wirkung
und die Hemmung von Smad7 durch KIf11. Zusammenfassend kann man sagen, dass es
sich bei KIf11 um einen ,,Downstream‘-Vermittler der TGF-3-induzierten Apoptose in
Oli-neu Zellen handelt.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde mittels semiquantitativer PCR und Immunoblots
bewiesen, dass der ,Nerve growth factor NGF die Transkription von KIf10 in der
Phéochromozytomzelllinie PC12 in einer ,,tropomyosin related kinase A“- (TrkA) ab-
hingigen Weise reguliert. Dariiber hinaus konnte der Nachweis NGF-responsiver Ele-
mente in der 5°-regulatorischen Region von KIlf10, die Bindungsstellen fiir die Trans-
kriptionsfaktoren ,,specificity protein 1* (Spl) und ,,cAMP response-element binding
protein“ (CREB) enthalten, erbracht werden. Ferner konnte bewiesen werden, dass
KIf10 durch NGF in der Zelllinie PC12 sowohl auf transkriptioneller als auch auf
translationeller Ebene reguliert wird. Nach Uberexpression von KIf10 zeigte sich, dass
KIf10 zwar eine antiproliferative Wirkung, jedoch keinen Einfluss auf die
Differenzierung der Zellen hat. Weiterhin wurde gezeigt, dass die antiproliferative
Wirkung mit einer gesteigerten Expression des ,.cycline-dependent kinase inhibitors*
p21 einhergeht. Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass KIf10
und KIf11 an der Vermittlung wichtiger Mechanismen bei der Entwicklung des Nerven-
systems beteiligt sind: Der TGF-f-induzierten Apoptose und dem NGF-induzierten

Zellzyklusarrest in Zellen neuralen Ursprungs.
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6 Anhang

44



