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1 EINLEITUNG 

1.1 Das NF-κκκκB-System 

Transkriptionsfaktoren der Nuklearfaktor κB (NF-κB)/Rel-Familie sind zentral an der 

Regulation zahlreicher Gene bei entzündlichen und immunologischen Prozessen beteiligt 

(6,7,26,44,98) und in zunehmendem Maße wird ihre Rolle bei Proliferation, 

Differenzierung und Apoptose aufgedeckt (10,55,62,99). Eine Dysregulation des NF-κB-

Systems wird sowohl bei akuten, als auch chronisch entzündlichen Prozessen, sowie bei 

malignen Erkrankungen diskutiert (10,11,17,25,45,62,84). Schwerpunkt dieser Arbeit soll 

die Erforschung der Bedeutung von NF-κB bei malignen Prozessen sein, im speziellen bei 

AML.  

 

1.1.1 Transkriptionsfaktoren der NF-κκκκB/Rel-Familie und IκκκκB-Inhibitorproteine 

NF-κB/Rel-Proteine 

Transkriptionsfaktoren der NF-κB/Rel-Familie bestehen aus zwei Untereinheiten, die 

miteinander Homo- oder Heterodimere bilden. Der bisher am häufigsten identifizierte 

NF-κB-Komplex ist aus den Untereinheiten p50 und p65 (RelA) zusammengesetzt 

(6,61,87) (Abb. 1). Diese können teilweise durch c-Rel, p52 oder RelB, sowie die 

Vorläuferproteine p105 (p50) und p100 (p52) ersetzt sein (6,9,47,93). Allen NF-κB/Rel-

Proteinen gemeinsam ist eine sogenannte Rel-Homologie-Domäne (RHD, 300 

Aminosäuren), deren Bestandteile für die Dimerisierung (Dimerisierungsdomäne, DD), 

DNA-Bindung (Helix-Loop-Helix-Motiv, HLH) und nukleäre Translokation („nuclear 

localization sequence“, NLS) verantwortlich sind (61,72,81). Zur Komplexformation mit 

den inhibitorischen IκB-Proteinen tragen die NLS, ferner zusätzlich eine C-terminal zur 

NLS gelegene Region der RHD bei (72). Darüber hinaus verfügen Untereinheiten, wie z.B. 

p65 über einen N-terminalen Anteil in ihrer RHD, die sogenannte NF-κB/Rel/dorsal 

(NRD)-Domäne, die ebenfalls für die Interaktion mit den IκB-Proteinen verantwortlich ist 

(7,72). 
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IκB-Proteine 

Im Zytosol unstimulierter Zellen wird der dimere NF-κB-Komplex durch Bindung an 

verschiedene IκB-Inhibitorproteine, z.B. IκB-α, -β oder -ε,  neutralisiert (6,87,88,92) 

(Abb.1). Daneben können die NF-κB-Vorstufenproteine p105 (IκB-γ) und p100 (IκB-δ) 

ebenfalls inhibitorische Funktionen übernehmen (7,61,81). Allen Inhibitoren gemeinsam 

ist ein Abschnitt mit mehreren Ankyrin-Motiven (ARD, „ankyrin repeat domain“), der 

entscheidend für die Bindung des NF-κB-Dimers und die damit verbundene Maskierung 

der NLS ist (9,61,72). Die Vorläuferproteine p105 und p100 verfügen sowohl über die für 

NF-κB-Proteine typische RHD, als auch eine C-terminale ARD, was die beiden 

Funktionen dieser Proteine widerspiegelt. 

 

1.1.2 Die Aktivierung des NF-κκκκB-Systems 

Eine Vielzahl von Stimuli (s.u.) führt zur Aktivierung von NF-κB (6,9). Eine Stimulation 

der Zelle induziert zunächst die Phosphorylierung der inhibitorischen IκB-Proteine an 

spezifischen N-terminalen Serinresten (IκB-α an Ser-32/Ser-36, IκB-β an Ser-19/Ser-23 

und IκB-ε an Ser-18/Ser-22), sowie die anschließende Ubiquitinmarkierung an 

spezifischen Lysinresten (Abb. 2) (54,87). Es folgt der Proteasom-vermittelte Abbau der 

Inhibitorproteine und die Translokation des nun freigewordenen und damit aktivierten 

NF-κB-Dimers in den Zellkern, wo dieser Faktor an regulatorische κB-Promoter- und 

Enhancer-Elemente bindet und in Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren die 

spezifische Expression zahlreicher Gene steuert (6,7,9,54,61). 

Mehr als 150 verschiedene Stimuli und Bedingungen vermögen das NF-κB-System zu 

aktivieren, wie z.B. Zytokine (TNF, IL-1), Viren (HTLV-1) und virale Produkte, 

Wachstumsfaktoren und verschiedene Formen von Stress, so z.B. physikalische 

(UV-Licht), oxidative oder umweltbedingte Streßfaktoren (Schwermetalle, Zigaretten-

rauch) (7,9,23,47,69,70,81). 

Die Aktivierung von NF-κB induziert die Expression von sehr vielen Genen, die an der 

Regulation von entzündlichen und immunologischen Prozessen sowie an Proliferation, 

Differenzierung und Apoptose, auch an Abläufen der Onkogenese beteiligt sind (siehe 

Diskussion) (7,9,47,55,69,70,73). Darüber hinaus bewirkt NF-κB die Produktion von 

Proteinen, die ihrerseits NF-κB aktivieren, so z.B. TNF oder IL-1 (58,70). Das 
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Inhibitorprotein IκB-α unterliegt ebenfalls der transkriptionellen Regulation durch NF-κB 

und erlaubt dadurch eine strenge Autoregulation des Systems. 

 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der wichtigsten NF-κκκκB/Rel-Untereinheiten und 
inhibitorischen IκκκκB-Proteine. 

Gemeinsames Merkmal der NF-κB/Rel-Proteine ist eine konservierte Region, die als Rel-
Homologie-Domäne (RHD) bezeichnet wird. Für die inhibitorischen Proteine IκB-α bis -ε ist eine 
Wiederholung mehrerer Ankyrin-Motive (ARD, „ankyrin repeat domain“) charakteristisch. Die 
Vorläuferproteine p105 (IκB-γ) und p100 (IκB-δ) besitzen sowohl eine RHD, sowie auch eine 
ARD. 
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Abbildung 2: Aktivierungsschema von NF-κκκκB.  

Eine Stimulierung der Zelle führt zur Phosphorylierung und Ubiquitinierung von IκB und 
p105/p100, was als Signal für deren Proteolyse dient. Der aktivierte NF-κB-Komplex tritt in den 
Zellkern über, bindet an regulatorische κB-Promotor- und Enhancer-Elemente verschiedener Gene 
und steuert dadurch deren Transkription. 



Einleitung  5 

1.1.3 Regulation der NF-κκκκB-Aktivierung  

Für die Serin-Phosphorylierung der IκB-Proteine, den initialen Schritt der NF-κB-Akti-

vierung, werden die Kinasen IKK-α (85 kDa) und IKK-β (87 kDa) verantwortlich 

gemacht, die vermutlich in hetero- oder homodimerischer Form als Bestandteil 

hochmolekularer Komplexe (ca. 300-900 kDa) im Zytosol auftreten (6,51,54,79). Diese 

werden derzeit kollektiv als IκB-Kinase (IKK)-Komplex bezeichnet, wobei der Komplex 

aus IKK-α, IKK-β, sowie dem Adaptorprotein IKK-γ (auch bezeichnet als NF-κB essential 

modulator, NEMO; IKK-associated protein 1, IKKAP1) besteht (43,52,64,95). Die beiden 

kinaseaktiven Moleküle IKK- α und IKK- β weisen sehr ähnliche Primärstrukturen auf 

und verfügen über eine N-terminale Kinasedomäne (KD), sowie ein C-terminales Helix-

Loop-Helix-Motiv (HLH), das die Aktivität der KD moduliert und für die Interaktion mit 

dem Adaptorprotein IKK-γ benötigt wird. Zwischen diesen beiden Regionen befindet sich 

eine Leucin-Zipper-Struktur, die für die Bildung der Heterodimere aus IKK-α und IKK-β 

erforderlich ist (34,82,95,100) (Abb. 3). 

Verschiedene Studien, in denen allerdings nur ein begrenztes Repertoire pro-

inflammatorischer Substanzen verwendet wurde, lassen eine essentielle Rolle von IKK-β 

sowohl bei der Aktivierung, als auch der anschließenden Inaktivierung des IKK-

Komplexes vermuten (41,54). Die Bedeutung von IKK-α ist bisher weniger klar definiert. 

Eine Beteiligung an spezifischen Signalwegen, z.B. bei der B-Zellreifung, verschiedenen 

proliferativen Prozessen oder Differenzierungsvorgängen der Haut, wird aber 

angenommen (28,50,51). Dem Adaptorprotein IKK-γ, als weiterer Komponente des IKK-

Komplexes, werden neben einer Stabilisierung des IKK-Komplexes auch regulatorische 

Funktionen der Kinaseaktivität zugeschrieben (1,43,52,69,76,79,86). 

Damit es zur Aktivierung des IKK-Komplexes kommt, müssen im Bereich der Kinase-

Domänen, der beiden Untereinheiten IKK-α und -β, bestimmte Serinreste phosphoryliert 

werden (51,54,95). Die Regulation der IKK-Aktivität erklärt man sich auf folgende Art 

und Weise: Zunächst liegt der Komplex unphosphoryliert in inaktiver Form vor. Kommt es 

zur Stimulation, werden die Kinasen – wahrscheinlich mit Hilfe von IKK-γ – phosphory-

liert und aktiviert (51,54). Möglicherweise ist eine alleinige Aktivierung von IKK-β 

ausreichend, um den IKK-Komplex zu aktivieren (54). Vor allem die Phosphorylierung 

und damit die Aktivierung von IKK-β führt in der Folge zu einer Autophosphorylierung 

der dem Komplex anliegenden IKK-α- oder auch IKK-β-Untereinheiten (54).  
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Abbildung 3: Der IKK-Komplex als zentrale Schaltstelle der NF-κκκκB-Aktivierung.  

Der Komplex besteht aus den Untereinheiten IKK-α und IKK-β, die über eine Helix-Loop-Helix 
(HLH)-Domäne, ein reißverschlußartiges Leucinmotiv (LZ), sowie eine Kinasedomäne (KD) 
verfügen und für die Phosphorylierung der IκB-Proteine verantwortlichen sind. Ein weiteres 
Element des Komplexes stellt das Adaptorprotein IKK-γ dar, welches über eine C-terminale 
Region die beiden Kinasen IKK-α und IKK-β miteinander verbindet. Durch Stimulierung kommt 
es zur Phosphorylierung und Aktivierung des Komplexes durch IKK-Kinasen, die ihrerseits durch 
oberhalb liegende Signalübertragungsmoleküle aktiviert werden. 
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Der aktivierte Komplex phosphoryliert schließlich IκB und unterliegt selbst im weiteren 

Verlauf einer Autophosphorylierung seines C-terminalen Endes, wodurch sich die 

Inaktivierung des Komplexes einleitet (54,100). Diese Einrichtung wird als 

Schutzvorrichtung vor einer zeitlich unkontrollierten NF-κB-Aktivierung verstanden. Eine 

Dysregulation dieser Schutzeinrichtung und damit eine konstitutive NF-κB-Aktivierung 

wird bei verschiedenen Tumoren diskutiert (57,62). 

Die bisherigen Untersuchungen zeigten, dass es sich bei dem IKK-Komplex um einen sehr 

großen Komplex (300 kDa und 700-900 kDa) handelt, der in seiner Zusammensetzung 

variabel ist (43,64,79,86,95,101). Diese Varianz könnte bei der Polymerisation der drei 

Untereinheiten entstehen, könnte aber auch darauf hindeuten, dass sich zu bestimmten 

Zeiten zusätzliche Funktionsmoleküle an den Komplex anlagern. Des Weiteren wird 

angenommen, dass verschiedene Proteine, die mit dem Komplex interagieren, an der 

Aktivierung von IKK-α und -β beteiligt sind (43,86,95). Weiter unklar bleibt jedoch, 

inwieweit Subkomplexe existieren, die eine wichtige Rolle bei unterschiedlichen 

spezifischen Signal-übertragungswegen spielen könnten. Neuere Untersuchungen legen die 

Existenz zusätzlicher, möglicherweise gewebespezifischer IκB-Kinasen neben dem 

„klassischen“ IKK-Komplex (IKK-α/-β/-γ) nahe, die den IKK-Komplex aktivieren können 

(43,86,95).  

 

1.2 Akute myeloische Leukämie 

Unter dem Begriff der akuten myeloischen Leukämie (AML) werden akute Leukämien 

zusammengefasst, deren Zellen sich von den verschiedenen Vorläuferstufen der 

Granulopoese, Monozytopoese, Erythropoese und Thrombopoese ableiten (20,29,49,63). 

Gemeinsames Merkmal ist die Proliferation unreifer Blasten im Knochenmark (KM) und 

im peripheren Blut (PB) (29,49). Die akute myeloische Leukämie macht 80% aller 

Leukämien im Erwachsenenalter aus und tritt überwiegend im mittleren und höheren 

Lebensalter auf (29,49). Im Kindesalter liegt der Anteil der AML an den akuten 

Leukämien bei den unter 15jährigen bei etwa 15%, es dominiert die ALL (akute 

lymphatische Leukämie). Betrachtet man isoliert das Neugeborenenalter, so stellt in dieser 

Phase die AML die häufigste Form der akuten Leukämien dar (32,74). Genetische 

Ursachen (z.B. Trisomie 21, Fanconi-Anämie, Blackfan-Diamond-Anämie, Kostmann-

Syndrom), eine Schädigung des Knochenmarks durch chemische Substanzen (z.B. Benzol, 
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Zytostatika) oder ionisierende Strahlung, sowie Viren (HTLV-1, „human T cell leukemia 

virus type-1“) können zur neoplastischen Transformation der hämatopoetischen 

Stammzellen und Expansion des malignen Zellklons auf Kosten der normalen 

Hämatopoese führen (74). Eine akute Leukämie als Zweiterkrankung nach einer anderen 

Krebserkrankung ist meist eine AML (29,49). Eine wichtige Rolle spielen dabei 

Zytostatika (Chlorambucil, Cyclophosphamid, Melphalan). Sekundärleukämien treten 4-5 

Jahre nach der Behandlung auf, mit einem abnehmenden Risiko nach 12 Jahren (32,74). 

Auch erworbene schwere aplastische Anämien können nach längerer Laufzeit in eine AML 

übergehen (32,74). Etwa 10-15% aller akuten myeloischen Leukämien entwickeln sich 

sekundär aus einem myelodysplastischen Syndrom (32,74). 

Die klinische Symptomatik resultiert aus der Verdrängung der normalen Hämatopoese 

(29,49). Oft sind unspezifische Allgemeinsymptome wie Abgeschlagenheit, Fieber und 

Nachtschweiß erste Anzeichen einer AML (21,40,49). Des Weiteren stellen 

Gerinnungsstörungen nicht selten die Erstmanifestation einer AML dar (21,40,49,74). 

Unklare rezidivierende Infekte, Anämien, aber auch eine ausgeprägte Lymphadenopathie, 

sowie unklare Gingivahyperplasie oder Parotisschwellungen können auf eine AML 

hindeuten (21,40,49). Ein meningealer Befall liegt in bis zu 15% der Fälle vor (74). 

Das Blutbild liefert erste Hinweise auf das Vorliegen einer akuten Leukämie (29). Häufig 

finden sich eine Thrombozytopenie, sowie eine Anämie, die Leukozytenzahl dagegen ist 

unspezifisch, d.h. sie kann normal, erhöht oder erniedrigt sein (29,49). Das 

Differentialblutbild weist eine stark verminderte Granulozytenzahl auf. Überwiegend, aber 

nicht immer, finden sich unreife Zellen, die sogenannten Blasten (21,29). Unerlässlich ist 

jedoch die Diagnosestellung aus dem Knochenmark. In der Regel ist das Mark 

hyperzellulär und enthält einen Blastenanteil von 30-100% (21,40,49). Bei weniger Blasten 

handelt es sich meist um ein myelodysplastisches Syndrom (49,74). Die Einteilung der 

AML-Erkrankungen in verschiedene Subgruppen erfolgt gemäß der FAB-Klassifizierung 

(„French-American-British-Group“), die hauptsächlich auf morphologischen und 

zytochemischen Kriterien basiert, und acht unterschiedlich häufig auftretende Subtypen 

(M0-M7) umfasst (20,40,63) (Tabelle 1). Morphologie und Histochemie zusammen 

versagen in bis zu 5% der Fälle mit AML (29). Die Ergebnisse der 

Immunphänotypisierung sind daher zu einem unverzichtbaren diagnostischen Mittel 

geworden, da sie eine eindeutige Klassifizierung wenig differenzierter Formen erlauben, 
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und aber ebenso, wie zytogenetische Befunde, wichtige Prognoseparameter darstellen 

(40,63). 

Die Therapie der AML umfasst im Wesentlichen drei Punkte: Neben einer 

symptomatischen Behandlung (unterstützende Maßnahmen, wie z.B. antimikrobielle 

Therapie, die Substitution von Erythrozyten und Thrombozyten, Stimulation der 

Granulopoese durch Gabe der koloniestimulierenden Faktoren G-CSF und GM-CSF) sind 

dies Chemotherapie und/oder Stammzelltransplantation (SZT) nach myeloablativer 

Therapie (21,27,40,49). Im Mittelpunkt der Behandlung steht die Reduktion der 

Tumorzellen durch die Chemotherapie, welche sich in drei Phasen gliedert: Die oft sehr 

aggressive Induktionstherapie bis zum Erreichen der kompletten Remission, darauf folgt 

die Konsolidierungstherapie zur Stabilisierung der Remission und schließlich die 

remissionserhaltende Behandlung (27,40,49). Zur Chemotherapie der AML werden 

verschiedene Therapieprotokolle eingesetzt, in Deutschland ist das BFM (Berlin-Frankfurt-

Münster)-Protokoll am gebräuchlichsten (29). In der Regel gibt man den Antimetaboliten 

Cytosin-Arabinosid (ARA-C) in konventioneller oder hoher Dosierung, kombiniert mit 

einem Anthracyclinderivat (z.B. Daunorubicin, Idarubicin) oder Mitoxantron, einem 

synthetischen Antibiotikum mit einem den Anthracyclinen vergleichbaren 

Wirkmechanismus (21,27,40,56,66). Daneben finden auch der Antimetabolit 6-

Thioguanin, sowie der Mitose-Hemmstoff Etoposid Verwendung (21,27,40,56). Die 

remissionserhaltende Therapie umfasst neben intensiver Chemotherapie eine SZT 

(21,27,29,40,49,56). Die Indikation zur allogenen SZT stellt sich für AML-Patienten im 

Alter unter 50 Jahren, die sich in Remission befinden und infektfrei sind (29). Darüber 

hinaus existiert auch die Möglichkeit der autologen SZT (27,29). Die Prognose der AML 

ist abhängig vom Alter und Karyotyp des Patienten, sowie dem Typ der Leukämie und 

dem verwendeten Therapieschema (27,29,40). Einer der Hauptgründe für das Scheitern 

einer Chemotherapie ist wohl darin zu sehen, dass die verabreichten Chemotherapeutika 

nicht zur gewünschten Apoptose führen (53).  
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1.3 Rolle von NF-κκκκB bei malignen Erkrankungen 

Neben ihrer zentralen Rolle bei entzündlichen und immunologischen Prozessen sind 

Transkriptionsfaktoren der NF-κB/Rel-Familie auch durch ihre Bedeutung für 

Proliferation, Apoptose und Differenzierung an den Prozessen der Onkogenese beteiligt 

(6,10,25,98). Eine Dysregulation des NF-κB-Systems kann zu Genexpressionsmustern 

führen, die für das Wachstum, die Ausbreitung und die Metastasierung von Tumoren 

verantwortlich sind (6,10,98). In der Mehrzahl der untersuchten Bedingungen bewirkt eine 

Aktivierung von NF-κB eine Hemmung apoptotischer Prozesse durch die Induktion der 

Expression antiapoptotischer Gene, was möglicherweise die effektive Durchführung einer 

Chemotherapie beeinträchtigt (10,16,37,53). Eine konstitutive Aktivierung des NF-κB-

Systems konnte sowohl bei hämatologischen Erkrankungen, wie z.B. Morbus Hodgkin 

oder akuter lymphatischer Leukämie (ALL), als auch bei einigen soliden Tumoren 

nachgewiesen werden (15,31,33,57,65). 

Interessanterweise finden sich bei einer Reihe maligner Erkrankungen des Menschen 

chromosomale Veränderungen oder die Amplifikation von Genen, die für NF-κB-

Untereinheiten, sowie für IκB-Proteine einschließlich Bcl-3, kodieren (73). Zudem wurde 

eine ausgeprägte Homologie der N-Termini von p50, sowie p65 mit dem viralen 

Onkoprotein v-Rel gefunden (10). Darüber hinaus ist NF-κB unabhängig von 

chromosomalen Translokationen auch direkt an den Prozessen der zellulären 

Transformation beteiligt. So gelang es zu belegen, dass NF-κB durch eine Reihe viraler, 

transformierender Proteine aktiviert wird und in einigen Fällen sogar für die Virus-

induzierte Transformation erforderlich ist. Ein Beispiel hierfür stellt das Tax-Protein des 

HTLV-1-Virus dar (10). 

In einigen Hodgkin-, sowie ALL-Zellen, konnte eine Dysregulation der IKK-Komplex-

assoziierten Signalübertragung, verbunden mit einer persistenten Aktivierung der IκB-

Kinasen und einer verstärkten IκB-Degradierung gezeigt werden (58). Weiterhin führt 

auch das Onkogen Tax durch Assoziation mit IKK-α und IKK-β in HTLV-1-infizierten 

T-Zellen zu einer dauerhaften Aktivierung dieser kinaseaktiven Untereinheiten und somit 

zu einer Aktivierung von NF-κB (42,83). Zusätzlich konnten in einigen Hodgkin-Zellen 

Punktmutationen im IκB-α-Gen nachgewiesen werden (36,94). Daraus resultiert ein 

C-terminal verkürztes Protein, welches nicht in der Lage ist, mit p65 zu interagieren 

(36,94). 
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Tabelle 1: Morphologische und immunologische Charakteristika zur Klassifizierung 
der AML 

FAB Morphologischer Typ Häufigkeit Immunologische Marker 
M0 AML mit minimaler Markerdifferenzie-

rung, undifferenzierte Blasten ohne 
Granula, nur durch Zytochemie von M1 
und ALL unterscheidbar  

< 5% CD3+ 
CD79a+ 
CD22+ 
Myelo-/monozytäre Marker negativ 

M1 AML mit deutlicher Markerdifferenzie-
rung (aber noch ohne morphologische 
Differenzierung) vereinzelte, diskrete 
Granulation im Plasma 

20% 

M2  AML mit morphologischer Ausreifung, 
ca. 20-50% der Blasten tragen feinste 
Granula 

30% 

M3  Akute Promyelozytenleukämie, die Mehr-
heit der Zellen sind stark granulierte 
Promyelozyten, z.T. zu „Auer-Stäbchen“ 
kristallisierte Granula 

< 5% 

Myelo-/monozytäre Oberflächenmarker: 
CD13+ 
CD33+ 
CD34+ 
CDw65+ 
CD117+ 
Eine Leukose mit myelo-/monozytärer 
Herkunft ist in mindestens 2 dieser Marker 
positiv 

M4  

M4eo 

Akute myelomonozytäre Leukämie, 30-
80% der Blasten sind Myeloblasten, 
Promyelozyten, Myelozyten: über 20% 
sind monozytäre Zellen; zusätzlich bis zu 
5 % z.T. unreife Eosinophile 

30% 

M5 a) akute Monoblastenleukämie, im Blut 
überwiegend Monoblasten 
b) akute Monozytenleukämie, Überwiegen 
ausreifender Monozyten 

10% 

Myelo-/monozytäre Oberflächenmarker: 
CD13+ 
CD33+ 
CDw65+ 
CD117+ 
Eine Leukose mit myelo-/monozytärer 
Herkunft ist in mindestens 2 dieser Marker 
positiv 

M6  Akute Erythroleukämie; 50% der Mark-
blasten gehören zur Erythropoese, 30% 
Myeloblasten 

< 5% In reifer Form Anti-Glykophorin A+ 

M7 Akute Megakaryoblastenleukämie, sehr 
polymorphe, z.T. vakuolisierte Blasten, 
z.T. mit Plasmaausläufern, z.T. Aggre-
gation mit Thrombozyten 

< 5% CD41+ und/oder CD61+ 

 
FAB (French-American-British)-Klassifizierung der akuten Leukämien. CD, „cluster of differentia-
tion“ (20, 29).  

 

1.4 Bedeutung des Transkriptionsfaktors NF-κκκκB bei AML 

Nur wenige Arbeiten haben sich bislang mit der Rolle von NF-κB bei AML beschäftigt. 

Eine erste Studie zeigte eine verstärkte Zytokinexpression (IL-1β und IL-6) in AML-

Blasten und darüber hinaus in 8 von 19 Fällen eine vermehrte nukleäre Translokation von 

NF-κB (35). Eine weitere publizierte Arbeit findet in 8 von 9 AML-Proben eine erhöhte 

konstitutive NF-κB-Aktivität (97). Eine konstitutive Aktivierung von NF-κB konnte 

ebenfalls für AML-Stammzellen (CD34+/CD38-/CD123+) aufgezeigt werden (48). Die 

Behandlung dieser AML-Stammzellen mit dem Proteasominhibitor MG-132 führte zu 

einer verminderten NF-κB-Aktivität, einer reduzierten Expression NF-κB-regulierter 

Proteine (c-IAP2, IL-6, IL-8), sowie einer erhöhten Apoptoserate dieser Zellen (48). 
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Neuere Studien mit dem Wirkstoff Resveratrol und Versuche mit einer Kombination aus 

dem Proteasminhibitor PS-341, sowie TRAIL, wiesen bei AML über eine reduzierte 

NF-κB-Aktivierung eine Hemmung der Proliferation, ferner eine gestiegene Apoptoserate 

auf (38,78,91). Die weitere Charakterisierung dieses Systems bei AML, insbesondere die 

Rolle des IKK-Komplexes, dürfte gerade im Hinblick auf die Beeinflussung der 

Apoptoserate und somit die Heilungsaussichten von großem Interesse sein.  

 

1.5 Fragestellung 

Die vorliegende Arbeit befasste sich mit der Bedeutung des NF-κB-Systems bei akuten 

myeloischen Leukämien. Folgende Ziele sollten bearbeitet werden: 

•  Zu Beginn der Arbeit stellte sich die Frage, ob und in welchem Ausmaß eine Akti-

vierung des NF-κB-Systems bei AML vorliegt. Zudem erfolgte eine Analyse der 

NF-κB-Dimere und mittels Immunfluoreszenzverfahren eine zelluläre Lokalisation 

dieser Komplexe in den Blasten.  

•  Das zentrale Interesse richtete sich im Weiteren auf die zugrundeliegenden Signal-

übertragungsmechanismen mit Schwerpunkt auf dem IKK-Komplex. 

•  Darüber hinaus wurde untersucht, ob Unterschiede in der NF-κB-Aktivität mit ver-

schiedenen AML-Subtypen korreliert werden können.  

•  Zudem wurden AML-Blasten kultiviert und die Effekte verschiedener exogener 

Stimuli, sowie eines spezifischen Proteasominhibitors, auf das NF-κB-System unter-

sucht. 

Die vorliegenden Ergebnisse sollen zu einem besseren molekularbiologischen Verständnis 

der AML führen und die Grundlage für diagnostische und therapeutische Ansätze liefern. 
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2 MATERIAL UND METHODIK 

2.1 Material 

2.1.1 Antikörper 

In der vorliegenden Studie wurden folgende Antikörper (Ak) gegen folgende Antigene 

verwendet: 

 

Western Blot: 

IκB-α  polyklonaler Kaninchen-Ak gegen C-Terminus (Santa Cruz Biotech-

nology, Heidelberg) 

IKK-α  polyklonaler Kaninchen-Ak gegen C-Terminus (Santa Cruz Biotech-

nology) 

IKK-β  polyklonaler Kaninchen-Ak gegen die Aminosäuren 662-680 (QED 

Bioscience, San Diego, USA) 

IKK-α/β  polyklonaler Kaninchen-Ak gegen C-Terminus (Santa Cruz Biotech-

nology) 

Aktin  polyklonaler Kaninchen-Ak gegen C-Terminus (Sigma, Deisenho-

fen) 

Sekundär-Ak  Peroxidase-konjugierter, polyklonaler Ziege-Ak gegen Kaninchen-

IgG. Peroxidase-konjugierter, monoklonaler Ziege-Ak gegen Maus- 

IgG (Dianova, Hamburg) oder Peroxidase-konjugierter Esel-Ak ge-

gen Ziege-IgG (Santa Cruz Biotechnology). 

 

Supershift: 

p52 polyklonaler Kaninchen-Ak gegen C-Terminus (Santa Cruz Biotech-

nology) 

p50 polyklonaler Ziege-Ak gegen C-Terminus (Santa Cruz) 

p65 polyklonaler Kaninchen-Ak gegen N-Terminus (Santa Cruz) 
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c-Rel polyklonaler Kaninchen-Ak gegen C-Terminus (Santa Cruz) 

RelB polyklonaler Kaninchen-Ak gegen C-Terminus (Santa Cruz) 

 

Durchflußzytometrie: 

Es wurden monoklonale Ak (mAK) konjugiert mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC), 

Phycoerythrin-Cyanin 5 (PC5) oder Phycoerythrin (PE) gegen folgende humane Antigene 

eingesetzt: 

Immunphänotypisierung von AML-Blasten: 

CD4-PE (SK3; IgG1) (Becton Dickinson, Heidelberg) 

CD13-PE (L138; IgG1) (Becton Dickinson) 

CD14-PE (MΦP9;IgG2b) (Becton Dickinson) 

CD15-FITC (MMA; IgM) (Becton Dickinson) 

CD33-FITC (D3HL60.251; IgG1) (Beckman Coulter) 

CD34-PE (QBEnd10; IgG1) (Beckman Coulter) 

CD64-FITC (22; IgG1) (Beckman Coulter) 

CD65s-FITC (88H7; IgM) (Beckman Coulter) 

CD117-PE (95C3; IgG1) (Beckman Coulter) 

HLA-DR-PE (L243; IgG2a) (Becton Dickinson) 

 

Für die intrazelluläre Färbung wurden Ak gegen folgende Kombinationen von Antigenen 

eingesetzt: 

MPO/CD3-FITC/PE (H-43-5/UCHT1; IgG1/IgG1) (Caltag) 

MPO/CD22-FITC/PE (H-43-5/RFB4; IgG1/IgG1) (Caltag) 

MPO/Lactoferrin -FITC/PE (H-43-5/3C5; IgG1/IgG1) (Caltag) 

Lysozym-FITC/PE (LZ-2; IgG1/IgG1) (Caltag) 
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2.1.2 Reagenzien 

Lipopolysaccharid (LPS, E.coli 0111:B4), sowie Tumornekrosefaktor (TNF) wurden von 

Sigma, der Proteasominhibitor PSI von Calbiochem-Novabiochem (Bad Soden) bezogen. 

Alle weiteren eingesetzten Reagenzien stammten von den Firmen E. Merck (Darmstadt), 

Roth (Karlsruhe), sowie Sigma und entsprachen der „Qualität zur Synthese“. 

 

2.2 Methodenteil 

2.2.1 Zellkultur 

Für eine Vielzahl von Experimenten wurden monozytäre THP-1-Zellen (DSMZ, 

Braunschweig, Deutschland) verwendet, die in RPMI 1640 (Biochrom, Berlin) unter 

Zusatz von 7,5% fötalem Kälberserum (FKS), 100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml 

Streptomycin (alle Reagenzien von Biochrom) bis zu einer Dichte von 5 x 105 bis 1 x 106 

Zellen/ml kultiviert wurden (37 °C, 5% CO2). Der Endotoxingehalt des Mediums und aller 

Bestandteile lag unter 10 pg/ml. Sofern nichts anderes angegeben, wurden die Zellen für 

die Experimente in einer Dichte von 2-3 x 106 Zellen pro Schale in 6-Well-Kulturplatten 

(Nunc, Eggenstein, Deutschland) ausgesät. 

Die Isolation primärer humaner Monozyten erfolgte aus Blutproben von gesunden 

Spendern. Nach Abtrennung des Plättchen-reichen Plasmas (160 x g, ohne Bremse, 15 min 

bei RT) wurden die mononukleären Zellen durch Zentrifugation (1.300 x g, ohne Bremse, 

12 min bei RT,) über einen Ficoll-Hypaqua-Gradienten (Biochrom) gewonnen, in RPMI 

1640 (2% FKS) 1 : 2 verdünnt und erneut zentrifugiert (650 x g, 10 min, RT). Das 

Zellpellet wurde zweimal in RPMI 1640 (2% FKS) gewaschen (350 x g, 10 min, RT) und 

in einer Dichte von 1-2 x 108 Zellen/3ml in RPMI 1640 (10% FKS, 100 U/ml Penicillin, 

100 µg/ml Streptomycin) ausgesät. Vor dem Aussäen wurde die Reinheit der 

Monozytenpräparation durchflußzytometrisch überprüft. Dabei zeigten etwa 90% der 

isolierten Zellen eine Expression von CD14. Nach zwei Stunden wurden die nicht 

adhärenten mononukleären Zellen durch gründliches Waschen mit RPMI 1640 (2% FKS) 

entfernt und die Monozyten in RPMI 1640 (10% FKS) bis zum nächsten Tag inkubiert (37 

°C, 5% CO2). Nach erneutem Waschen in RPMI 1640 (2% FKS) und einer mindestens 

2-stündigen Ruhepause (RPMI 1640, 10% FKS) wurden die Experimente begonnen.  
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2.2.2 Präparation von AML-Blasten und Kontrollzellen 

Als Ausgangsmaterial für die Isolierung von Blasten standen Proben aus Knochenmark 

(KM) und peripherem Blut (PB) von Patienten mit akuter myeloischer Leukämie (AML) 

zur Verfügung. Die morphologische Charakterisierung der AML erfolgte gemäß der FAB 

(„French-American-British Cooperative Group“)-Klassifizierung (20) unter Zuhilfenahme 

der panoptischen Färbung nach Pappenheim und zytochemischen Färbemethoden 

(Peroxidase und Esterase). Darüber hinaus wurde mittels Durchflußzytometrie eine 

Immunphänotypisierung der AML-Blasten durchgeführt (siehe Methodenteil, Tabelle 3).  

Zur Isolierung der AML-Blasten wurde das Probenmaterial 1 : 2 mit PBS verdünnt und 

über einen Ficoll-Hypaque-Gradienten zentrifugiert (400 x g, ohne Bremse, 30 min bei 

RT). Das Plättchen-reiche Plasma wurde verworfen und die mononukleären Zellen 

(überwiegend AML-Blasten) zweimal mit PBS gewaschen. Anschließend wurden Reinheit 

und Zellzahl mittels SE9000 (Sysmex, Norderstedt, Deutschland) bestimmt und Aliquots 

mit 3-5 x 106 Zellen in 0,1 ml PBS (versetzt mit jeweils 7,5 µg/ml Leupeptin, Aprotinin, 

Antipain, Pepstatin A und Chymostatin sowie 5 mM Phenylmethylsulfenylfluoride 

(PMSF)) bei -80°C eingefroren bzw. eine entsprechende Zellzahl direkt zur Herstellung 

zytosolischer und nukleärer Extrakte verwendet. Teilweise wurden die isolierten Blasten 

entsprechend den THP-1-Zellen kultiviert (siehe Methodenteil). Als Kontrollen dienten 

zum einen mononukleäre Zellen aus KM und PB von gesunden Probanden, daneben 

wurden auch humane Monozyten (siehe Methodenteil) und Granulozyten als Kontrollen 

verwendet. Die Granulozyten wurden hierfür mittels Polymorphprep (Nycomed Pharma, 

Oslo, Norwegen) aus Vollblut gesunder Spender isoliert. Alle Proben wurden im 

Einverständnis und nach den Richtlinien der Ethikkommission der Technischen Universität 

München von den AML-Patienten und den gesunden Spendern entnommen.  

 

2.2.3 Endotoxin-Test 

Die verwendeten Medien und Reagenzien wurden vor Beginn der Experimente auf ihren 

Gehalt an Endotoxin überprüft. Mit dem quantitativen, chromogenen Limulus-

Amöbozyten-Lysat-Assay (Bio Whittaker) wurde die Endotoxin-abhängige Spaltung des 

Substrats Ac-Ile-Glu-Ala-Arg-pNA bei 405 nm gemessen. Es kamen ausschließlich 

Substanzen zum Einsatz, deren Endotoxinkonzentration unter 10 pg/ml lag. 
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2.2.4 Zytotoxizitätstest (WST-Test) 

Die Viabilität der Zellen wurde im kolorimetrischen WST-1-Test (Roche Diagnostics, 

Mannheim, Deutschland) kontrolliert. Nach Vorinkubation von 1,5 x 105 (THP-1) bzw. 

6 x 106 (primären Monozyten) Zellen pro 150 µl Medium in Mikrotiterplatten (Nunc) mit 

verschiedenen Konzentrationen der zu testenden Substanzen wurde das Tetrazolium-Salz 

4-[3-(4-Iodophenyl))-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen disulfonat (WST-1) 

zugegeben. Die Spaltung von WST-1 zu Formazan durch Dehydrogenasen intakter Zellen 

wurde bei 405 nm photometrisch gemessen. Über die erhaltene optische Dichte (OD) ließ 

sich die Stoffwechselaktivität der Zellen quantitativ bestimmen. Es wurden 6-fach-

Bestimmungen durchgeführt. Darüber hinaus wurde routinemäßig die Morphologie der 

Zellen beurteilt und das Verhältnis lebender zu toter Zellen nach Trypanblau-Färbung 

bestimmt.  

 

2.2.5 Isolierung nukleärer und zytosolischer Extrakte 

Die zellulären Extrakte wurden nach einem in der Literatur angegebenen und leicht 

modifizierten Verfahren (25) isoliert. Die bei der Aufreinigung des Probenmaterials und 

der Kontrollen gewonnenen AML-Blasten und humanen Monozyten (1-5 x 105) sowie die 

THP-1 Zellen (3 x 106) wurden abzentrifugiert (200 x g, 7 min) und einmal in PBS 

gewaschen. Die Zellpellets wurden nach erneuter Zentrifugation in 0,1 ml Puffer A (0,1 % 

Nonidet P-40; 10 mM Hepes, pH 7,9; 10 mM KCl; 1,5 mM MgCl2; 0,5 mM DTT; 300 mM 

Saccharose; je 1 µg/ml Pepstatin, Antipain, Chymostatin, Aprotinin; 0,1 µg/ml Leupeptin; 

0,5 mM PMSF) resuspendiert und darin 5 min inkubiert, um die äußeren Zellmembranen 

aufzubrechen. Nach dem anschließenden Zentrifugationsschritt (15.800 x g, 30 sec) wurde 

der Überstand mit der zytosolischen Fraktion von den noch intakten Zellkernen 

abgenommen und auf Eis gelagert. Um eine Kontamination der nukleären Extrakte durch 

zytosolische Proteine zu vermeiden, wurden die Kerne noch einmal in 100 µl Puffer A 

gewaschen und erneut abzentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen, mit der oben 

erhaltenen zytosolischen Fraktion vereint und bei -80°C aufbewahrt. Die Pellets wurden 

daraufhin in 100 µl Puffer B (20 mM Hepes, pH 7,9; 100 mM KCl; 100 mM NaCl; 20 % 

Glycerin; 0,5 mM DTT; Proteaseinhibitoren wie in Puffer A) aufgenommen und die 

Kernmembranen mit Hilfe eines Ultraschalldesintegrators zerstört. Durch Zentrifugation 



Material und Methodik  18 

(15.800 x g, 10 sec) ließen sich die Membranfragmente abtrennen. Die nukleären 

Proteinextrakte wurden bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.  

Wie unter 2.2.2 bereits erwähnt, wurden die AML-Blasten und die humanen Monozyten 

häufig nicht sofort zu Extrakten weiterverarbeitet, sondern kryokonserviert und zu einem 

späteren Zeitpunkt weiterverarbeitet. Um die Konzentrationsverhältnisse der Reagenzien 

zu wahren, wurde ein Puffer A mit doppelter Konzentration aller Bestandteile verwendet, 

und danach, wie beschrieben, in der Extraktgewinnung fortgefahren. Bei Extrakten aus 

primären humanen Monozyten kam ebenfalls das hier beschriebene Verfahren zum 

Einsatz, allerdings wurden dabei den Puffern A und B Proteaseinhibitoren in zehnfacher 

Konzentration zugesetzt. Die Proteinkonzentration der zytosolischen und nukleären 

Extrakte wurden mit Hilfe des Bradford-Assays (Biorad, München) bestimmt (22). Als 

Meßgröße diente die Verschiebung des Absorptionsmaximums von Coomassie Brilliant 

Blau G-250 bei 595 nm durch Proteinbindung. 

 

2.2.6 Gelretardierungsassay 

Nukleäre Extrakte wurden mittels Gelretardierungsassay auf die Anwesenheit aktiver 

DNA-bindender Transkriptionsfaktoren untersucht. Hierbei kamen doppelsträngige 

Oligonukleotide mit Erkennungssequenzen für die jeweiligen Transkriptionsfaktoren zum 

Einsatz. Als NF-κB- Konsensussequenz diente ein Oligonukleotid mit dem prototypischen 

Ig κ-Motiv (5´-CAGAGGGACTTTCCGAGA-3´, MWG-Biotech, Deutschland). Dieses 

Oligonukleotid wurde in Anwesenheit der erforderlichen Nukleotide durch das Klenow-

Fragment der DNA-Polymerase I (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) mit 

[α-32P]dCTP (>3,000 Ci/mmol) (NEN, Life Science Products, Brüssel, Belgien) markiert. 

Als Kontrolle für die Qualität der Probe und gleichmäßige Proteinladung wurde parallel 

ein Oligonukleotid mit Erkennungssequenzen für den konstitutiv aktivierten 

Transkriptionsfaktor Sp-1 (5´-ATTCGATCGGGGCGGGGCGAGC-3´, Sp-1 cons., 

Promega) verwendet, das mittels T4-Polynukleotidkinase (Roche Diagnostics) mit [γ-32P] 

ATP (>5000 Ci/mmol) (NEN, Life Science Products) markiert wurde. Die nicht 

gebundenen Nukleotide wurden im Falle des NF-κB-Oligonukleotid über eine Sephadex 

G50-Säule, die von Sp-1-Oligonukleotid über eine Sephadex G25-Säule (Roche 

Diagnostics) abgetrennt. Gleiche Mengen an extrahierten nukleären Proteinen (5-10 µg) 

wurden bei Raumtemperatur 30 min mit der radioaktiv markierten DNA-Probe (10 ng, 
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105 cpm) in 20 µl Bindepuffer (20 mM HEPES, pH 7,9, 50 mM KCl, 1 mM DTT, 0,5 mM 

EDTA, 5% Glycerin, 1 mg/ml BSA, 0,1% Nonidet P-40, 50 ng/µl Poly(dI-dC)) inkubiert. 

Nach Zugabe des Ladepuffers (0,25x TBE Puffer; 40% Glycerin; 0,2% Bromphenolblau) 

erfolgte anschließend die Auftrennung der Proteine in einem 4%igen Polyacrylamidgel in 

0,25x TBE Puffer (10x TBE: 890 mM Tris, 890 mM Borsäure, 20 mM EDTA, pH 8,0). 

Als Positivkontrollen dienten routinemäßig Extrakte LPS- und TNF stimulierter THP-1-

Zellen. Zudem wurden die Extrakte der LPS- und TNF stimulierten THP-1-Zellen im 

Überschuss mit unmarkiertem Oligonukleotid als spezifischem Kompetitor inkubiert und 

aufgetrennt. Die quantitative Auswertung der getrockneten Gele erfolgte mittels 

Autoradiographie (NEN, Life Science Products) und Densitometrie. 

 

2.2.7 Supershift-Analyse  

Die Analyse der Untereinheiten aktivierter NF-κB-Dimere erfolgte mit Hilfe der 

Supershift-Analyse. Durch spezifische Bindung von Antikörpern an die entsprechende 

NF-κB-Untereinheit konnte die Wanderungsgeschwindigkeit des DNA-gebundenen 

Komplexes in der Gelelektrophorese verringert werden. Bei der Analyse wurden folgende 

polyklonale Antikörper verwendet: anti-p50, anti-p65, anti-p52, anti-c-Rel und anti-RelB 

(siehe 2.1.1). Gleiche Mengen nukleären Extraktes (2-4 µl) wurden mit jeweils 2 µl der 

angegebenen Supershiftantikörper (Santa Cruz Biotechnology, siehe 2.1.1) für 1 h bei 4 °C 

präinkubiert und anschließend mit Hilfe des Gelretardierungsassay weiter untersucht (siehe 

2.2.6). Als Kontrolle diente die gleiche Menge nukleären Extrakts, welche ohne 

Antikörper-Vorinkubation elektrophoretisch aufgetrennt wurde. 

 

2.2.8 Panoptische Färbung nach Pappenheim 

Die KM- und PB-Ausstriche der Leukämiepatienten und der gesunden Probanden wurden 

für 2 min mit wasserfreiem Methanol dehydriert, um vor allem aus den KM-Proben 

störende Fettbestandteile zu entfernen. Im Anschluss daran erfolgte die Färbung der 

Ausstriche nach May-Grünwald-Giemsa. Anschließend wurden die Proben getrocknet und 

die Zellen mit Hilfe eines Leitz DMR Fotomikroskops (Leica, Wetzlar, Deutschland) 

abgelichtet. 
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2.2.9 Immunfluoreszenz 

Die Immunfluoreszenz wurde anhand eines früher beschriebenen Protokolls durchgeführt 

(25). Aus frischen KM- und PB-Material wurden Ausstriche angefertigt, die zuerst für 

5 min in 3,7% Formaldehyd fixiert wurden. Nach einem 5 minütigen Waschschritt mit 

PBS erfolgte eine Inkubation der Blutausstriche für 30 min in PBS mit 0,1% BSA, um 

unspezifische Antikörperbindungen zu verhindern. Zur Permeabilisierung der Zellen 

wurden diese mit 0,1% NaN3 (Coulter Immunotech, Hamburg, Deutschland) für 10 min 

inkubiert und anschließend mit α-p65Mab (1:250 Verdünnung; Roche Diagnostics) über 

Nacht bei 4°C oder für 4 h bei Raumtemperatur behandelt. Danach wurden die 

Blutausstriche 3x5 min in PBS gewaschen und für 60 min bei Raumtemperatur mit 

biotinyliertem anti-Maus IgG (H+L) (Vector Laboratories, Camon, Wiesbaden, 

Deutschland) inkubiert. Es folgten 3 weitere 5-minütige Waschschritte in PBS und 

anschließend ein Inkubationsschritt für 30 min bei Raumtemperatur mit Streptavidin-Cy3 

(Dianova, Hamburg, Deutschland). Nach einem letzten Waschschritt von 5 min in PBS, 

wurde der Ausstrich mit Vectashield (Vector Laboratories, Camon) 

Überschichtungsmedium für Fluoreszenz bedeckt. Mit Hilfe eines Leitz DMR 

Fotomikroskops (Leica), das mit einer Epifluoreszenzoptik ausgestattet ist, wurden von 

den angefertigten Immunfluoreszenzen Mikrofotographien erstellt. Um speziell die rote 

Cy3 Fluoreszenz zu untersuchen, wurde ein Exzitationsfilter bei 550 nm und ein 

Emissionsfilter bei 575 nm verwendet. 

 

2.2.10 Western Blot-Analyse 

Zytosolische, sowie nukleäre Extrakte, wurden mittels Western Blot-Analyse auf 

Anwesenheit und Quantität bestimmter Proteine untersucht. Nach Zugabe von SDS 

(Sodium Dodecyl Sulfat)-Probenpuffer (12,5 mM Tris-HCl, pH 7,5; 0,01 % SDS; 2,25 % 

Glycerin; 1 % Mercaptoethanol; 200 µM EDTA; 0,2 % Bromphenolblau) wurden 5-10 µg 

der jeweiligen Proteinextrakte 5 min bei 95 °C inkubiert. Anschließend erfolgte die 

Auftrennung der Proteine in einem 12%igen SDS-Polyacrylamidgel-Fertiggel (0,1% 

Sodium Dodecyl Sulfat (SDS), NovexTM Pre-Cast Gel, Invitrogen). Zur Feststellung der 

Proteingrößen wurde gleichzeitig ein vorgefärbter Molekulargewichtsstandard (Rainbow, 

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg; Low Range, Biorad) aufgetragen. Die Proteine 

wurden mit einer Spannung von 120 V und einer Laufzeit von 2 h ihrer Größe 
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entsprechend aufgetrennt. Im Anschluss daran wurden die Gele 15 min in Transferpuffer 

(25 mM Tris-HCl, pH 8,3; 0,2 M Glycin) äquilibriert und die Proteine im Wet Blot-

Verfahren auf eine ebenfalls äquilibrierte Nitrocellulosemembran (PALL Gelman 

Sciences, Dreieich; 0,45 µm, Biorad; 0,8 mA/cm2 Gelfläche, 1 h) transferiert. Die 

gewaschenen Membranen wurden anschließend mit Ponceau S (Sigma) gefärbt, um eine 

gleichmäßige Übertragung der Proteine aus den Gelen zu dokumentieren. Nach 10 min 

wurde die Färbelösungen abgespült, das Proteinmuster fotografiert und die Membranen 

durch 1 stündige Inkubation mit 5 % Magermilchpulver in PBST (0,05% Tween 20 + PBS) 

abgesättigt, um unspezifische Proteinbindungen zu vermeiden. Die Nitrocellulose-

membranen wurden anschließend mit dem primären Antikörper (siehe 2.1.1; Verdünnung 

je nach Antikörper 1 : 200 bis 1 : 2000, jeweils in PBST + 1 % Milchpulver) für 1 h bei RT 

bzw. über Nacht bei 4°C inkubiert. Die Membranen wurden danach 3 x 10 min bei RT 

gewaschen (PBS; 0,05 % Tween 20; 1 % Milchpulver), bevor sie wiederum für 1 h bei RT 

mit einem sekundären, Peroxydase-konjugierten Antikörper (siehe 2.1.1; Verdünnungen in 

PBS; 0,05 % Tween 20 + 1 % Milchpulver, wie folgt: Anti-Kaninchen 1 : 20.000; Anti-

Maus: 1 : 7.500; Anti-Ziege 1 : 20.000) behandelt wurden. Nach weiteren Waschschritten 

mit PBST (1 x 15 min, 4 x 5 min, RT) wurden die Antigen-Antikörper-Komplexe auf den 

Membranen mit Hilfe des ECL-Verfahrens auf Röntgenfilmen sichtbar gemacht, wozu 

eine signalverstärkende Chemilumineszenzreaktion (beides NEN Life Science Products) 

Verwendung fand. Die Proteingrößen wurden mittels standardisierter 

Molekülgewichtstabellen bestimmt (Amersham, Braunschweig und BioRad, München). 

Die anschließende Auswertung der Signale erfolgte je nach Fragestellung mittels 

Densitometrie bzw. durch Scannen. 

 

2.2.11 Immunpräzipitation und Assoziationsassay  

Gleiche Mengen zytosolischer und nukleärer Proteine wurden einer Immunpräzipitation 

(IP) in TNT Puffer (200 mM NaCl; 20 mM Tris-HCl, pH 7,5; 1% Triton X-100; 1 mM 

DTT; 0,5 µM 4-(2-aminoethyl)-benzenesulfomyl fluoride (AEBSF); Leupeptin, Antipain, 

Aprotinin, Pepstatin A und Chymostatin jeweils 0,75 µg/ml; Sigma) unterzogen. Die 

Fällung (über Nacht bei 4°C) erfolgte mit 1 µg des jeweiligen Antikörpers (siehe 2.1.1) 

und 40µl 6%iger Protein-A-Agarose. Nach fünfmaligem Waschen mit TNT-Puffer (ohne 

Zusatz von BSA) und Zugabe von SDS-Probenpuffer (+10 % Glycerin) wurden die 
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Proteine im Polyacrylamidgel aufgetrennt und die gefällten Proteine mittels Western Blot 

(siehe 2.2.10) detektiert. 

 

2.2.12 Kinaseassay 

Zytosolische Extrakte der AML-Blasten wurden einer IP in TNT-Puffer (TN-Puffer + 1 % 

Triton X-100) unterzogen. Die Präzipitation (2 h, 4 °C) erfolgte mit 1 µg eines Anti-

Kinase-Antikörpers (Santa Cruz Biotechnology; siehe 2.1.1 Antikörper) und 40 µl 6 %iger 

Protein-A-Agarose. Nach dreimaligem Waschen mit TNT-Puffer (ohne Zusatz von BSA) 

und drei weiteren Waschschritten mit Kinasepuffer (20 mM HEpes, pH 8,0; 10 mM 

MgCl2; 100 µM Na3VO4; 20 mM β-Glycerophosphat; 50 mM NaCl; 2 mM DTT; 0,5 µM 

AEBSF; und jeweils 0,75 µg/ml Leupeptin, Antipain, Aprotinin, Pepstatin A und 

Chymostatin) wurde die Kinaseaktivität der präzipitierten Proteine im Kinaseassay 

untersucht. Die Kinasereaktion (30 min, 37 °C) wurde in Anwesenheit von [γ-32P]ATP 

(5 µCi) (Perkin Elmer Life Sciences) mit 500 ng GST-IκB-α (Santa Cruz Biotechnology) 

als Substrat in Kinasepuffer durchgeführt und die Proteine anschließend im 

Polyacrylamidgel (0,1 % SDS) aufgetrennt (siehe 2.2.10). Die quantitative Auswertung der 

getrockneten Gele erfolgte mit Hilfe der Autoradiographie (Perkin Elmer Life Sciences) 

und der Densitometrie.  

 

2.2.13 Immunphänotypisierung von AML-Blasten 

Die Zählung der weißen Blutzellen in den Proben der AML-Patienten erfolgt mit Hilfe 

eines STKS-Analysegerätes von Beckman Coulter. 5 x 105 Zellen wurden mit dem 

entsprechenden mAk (10 min im Dunkeln bei RT, sättigende Ak-Konzentration) inkubiert 

und anschließend die roten Blutzellen mittels FACS Lysing Solution (Becton Dickinson) 

einer hypotonischen Lyse unterzogen. Die Proben wurden mit PBS gewaschen, 

abzentrifugiert (300 x g, 5 min, RT) und in PBS resuspendiert. Für die Detektion 

intrazellulärer Antigene wurden Fix & Perm Cell Permeabilization Kits (Caltag) 

eingesetzt. Abschließend wurden mindestens 1 x 104 Zellen/Probe mit Hilfe des 

Durchflußzytometers FACScan (Kalibrierung mit CaliBRITE, Verwendung der 

AutoCOMP Software, jeweils Becton Dickinson) analysiert. Die Gating-Prozedur bestand 

aus der Identifizierung der Blasten gemäß ihrem Scatter-Profil und der CD34- oder 
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CD117-Expression. Die Auswertung der Daten erfolgte mittels CELLQuest Software von 

Becton Dickinson. 

 

2.2.14 Statistische Auswertung 

Zur statistischen Auswertung wurde Microsoft Excel 5.0/95 eingesetzt. Unterschiede 

zwischen den AML-Subtypen, bezüglich NF-κB- und IKK-Aktivität, sowie die 

Korrelation der Oberflächenmarker mit der NF-κB-Aktivität in den AML-Proben wurde 

mit Hilfe des zweiseitigen t-Testes bewertet. Der statistische Vergleich der Mengen an 

IκB-α und IKK-α zwischen Kontrollen und AML-Patienten erfolgte mittels Gauß-Test. 

Signifikante Unterschiede wurden bei einem p-Wert <0,05 angenommen. Die Ergebnisse 

sind als Mittelwert ± Standardabweichung (MW ± SD) angegeben. 

 



Ergebnisse  24 

3 ERGEBNISSE 

3.1 Aktivierung von NF-κκκκB bei AML und Analyse der Dimere 

Ausgangspunkt der Untersuchung war die Frage nach dem Aktivierungsstatus von NF-κB 

in AML-Blasten. Die Blasten wurden zu diesem Zweck aus Knochenmark (KM) und 

peripherem Blut (PB) von AML-Patienten isoliert. Wie aus Tabelle 2 hervorgeht, 

beinhalteten die Patientenproben einen durchschnittlichen Blastenanteil von mehr als 

60 %. Weitere Informationen zu den untersuchten Patienten und den dazugehörigen Proben 

zeigen die Tabellen 2 und 3 mit Daten zur Karyotypisierung und Immunphänotypisierung. 

Die verwendeten Kontrollen (siehe Methodenteil) stammen aus dem KM und PB gesunder 

Spender. 

Die Aktivierung von NF-κB wurde mit Gelretardierungsassay (EMSA) bestimmt. Bei der 

Analyse der AML-Subtypen fiel auf, dass in allen untersuchten M4- und M5-AML-

Subtypen und in der Mehrzahl der M1- und M2-AML-Subtypen, im Vergleich zu den 

Kontrollen, eine vermehrte Aktivierung von NF-κB registriert werden konnte (Abb. 4A). 

Die Aktivierung wurde sowohl in neu diagnostizierten AML-Proben, als auch bei 

Rezidiven festgestellt (Abb. 4A, Tabelle 2 und 4). Tabelle 4 zeigt eine semiquantitative 

Analyse der erhobenen EMSA-Daten. Bei der Auswertung der Daten wurde die Qualität 

der einzelnen Proben berücksichtigt (Tabelle 4). Hierbei zeigte sich, dass vergleichend, 

sowohl bei den kryostatisch behandelten, als auch bei den frischen, sofort verarbeiteten 

Proben gleiche Ergebnisse bezüglich der NF-κB-Aktivierung resultierten (Tabelle 4). In 

zwei von acht M1-Fällen und in zwei von acht M2-Fällen konnte keine erhöhte NF-κB-

Aktivierung nachgewiesen werden (Tabelle 4). Die NF-κB-Aktivierung ließ sich 

unabhängig von der Herkunft der Proben sowohl im KM, als auch im PB darstellen (Abb. 

4A).  
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Abbildung 4: NF-κκκκB Aktivierung in AML und Analyse der NF-κκκκB-Dimere.  

A) Nukleäre Extrakte wurden sowohl von Blasten (hier Subtyp M4) aus Knochenmark (KM) und 
peripherem Blut (PB), als auch aus Kontrollzellen (Ko) gewonnen. Die Analyse erfolgte mittels 
Gelretardierungsassay (M4, Patient 17 und 18; Numerierung der Patientenproben wie in Tabelle 2). 
Die Abbildung zeigt die Bindung von NF-κB (Klammer) an eine prototypische κB-
Konsensussequenz. B) Supershift-Analyse der nukleären Extrakte von AML-Blasten des Subtyps 
M5 (Pat. 29). Für diese Untersuchung wurden die nukleären Extrakte mit polyklonalen Antikörpern 
gegen p50, p65, p52 sowie c-Rel und RelB präinkubiert. Die Pfeile markieren hierbei die Lage der 
Banden, bei denen die untersuchten Extrakte mit anti-p50 beziehungsweise mit anti-p65 
präinkubiert wurden. Die Klammer zeigt die Bindung von NF-κB an eine prototypische κB-
Konsensussequenz. Die Bezeichnung oAk besagt, dass hier nicht mit einem Antikörper präinkubiert 
wurde. 

 

Anhand der Supershiftanalysen zeigte sich, dass in den Zellkernen der myeloischen 

Blasten in überwiegendem Maße die NF-κB-Untereinheiten p50 und p65 nachweisbar 

waren (Abb. 4B). Dies kann sowohl auf die Anwesenheit von p50/p65-Heterodimeren, als 

auch auf eine solche von p50 oder p65 Homodimeren hindeuten. Einige Besonderheiten 

ließen sich bei den undifferenzierten bzw. granulozytär-differenzierten (M1 und M2) 

Ko KM PB

NF-κκκκB

p65p50 p52 c-Rel RelB

NF-κκκκB

oAk

A

B
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AML-Subtypen beobachten: In zwei Fällen von M1/M2-AML konnte bei verlängerter 

Exposition zusätzlich eine RelB-Bande gefunden werden (Abb. 5A, Tabelle 4). In einem 

weiteren Fall von M1-AML war die Darstellung einer c-Rel Bande möglich (Abb. 5B, 

Tabelle 4). 

 

 

 

Abbildung 5: Zusammensetzung der NF-κκκκB-Dimere 
A) Supershift-Analyse der nukleären Extrakte von AML-Blasten des Subtyps M1 (Pat. 2). Für 
diese Untersuchung wurden die nukleären Extrakte mit polyklonalen Antikörpern gegen p50, p65, 
p52, sowie c-Rel und RelB präinkubiert. Die Pfeile markieren hierbei die Lage der Banden, bei 
denen die untersuchten Extrakte mit anti-p50, beziehungsweise mit anti-p65 präinkubiert wurden. 
Durch längere Exposition des gleichen Shift konnte eine RelB-Bande dargestellt werden. Diese ist 
mit einem Pfeilkopf markiert. Die Bezeichnung oAk besagt, dass hier nicht mit einem Antikörper 
inkubiert wurde. Die Klammern zeigen die Bindung von NF-κB an eine prototypische κB-
Konsensussequenz. B) Bei der Analyse einer AML M1 ließ sich neben einer p50-Bande (Pfeil), 
eine c-Rel-Bande darstellen (Pat. 8), die Bande wird durch einen Pfeilkopf markiert. 

p65p50 p52 c-Rel RelB

NF-κκκκB

*

oAk p65p50 c-Rel RelB p52

NF-κκκκB

oAk

B

A
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Tabelle 2: Angaben zu den einzelnen Patienten und zum verwendeten Probenmaterial 

Patient KM PB FAB Blasten (%) Krankheitsstatus Karyotyp 

       
  1) w, 30 x  M1 85 r n 
  2) w, 30 x x M1 92 r n 
  3) m, 35 x  M1 86 d k.a. 
  4) m, 69 x  M1 65 d +13 
  5) m, 70  x M1 92 d +8; dup 1q11, 1q44 
  6) m, 35  x M1 90 r t(11;19) 
  7) w, 74  x M1 89 r k.a. 
  8) w, 59  x M1 30 d k.a.. 
  9) w, 74 x  M2 50 r k.a. 
10) w, 41 x  M2 80 d inv3(q21q26)/n 
11) m, 77  x M2 87 d n 
12) w, 67  x M2 75 d k.a. 
13) m, 24   x M2 95 d t(8;21) 
14) m, 35  x M2 74 r t(8;21), -Y, t(1;5), +1, -5 
15) w, 37  x M2 96 d n 
16) w, 66  x M2 50 r n 
17) m, 56 x  M4 70 d n 
18) m, 32 x x M4Eo 75 d inv16 
19) m, 31 x  M4 81 r n 
20) w, 41 x  M4 90 d t(11;16)(p15;11) 
21) w, 22 x  M4Eo 80 d inv16(p13q22); +22 
22) w, 56 x  M4 53 d n 
23) m, 27   x M4Eo 95 d inv16 
24) w, 81  x M4 65 d k.a. 
25) w, 52  x M4 54 d n 
26) w, 62 x  M5 88 d k.a. 
27) m, 44 x x M5 87 r n 
28) m, 47 x  M5 85 d -7; t(11;17) 
29) m, 73 x  M5 74 d n 
30) w, 30  x  M5 63 d +13 
31) w, 76  x M5 85 d n 
32) w, 37  x M5 60 d t(9;11) 
33) w, 58  x M5 87 r n 
34) m, 38  x M5 76 d t(11;19) (q23;13.3), -Y 
35) w, 75  x M5 90 d n 
       

 
Die erste Spalte gibt das Geschlecht der Patienten an (w, weiblich; m, männlich), die Zahlen 
dahinter das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Probenentnahme. KM, Knochenmark; PB, 
peripheres Blut. FAB, French-American-British-Klassifikation der akuten Leukämien. Blasten (%), 
gibt den prozentualen Blastenanteil in KM bzw. PB an. Krankheitsstatus: d, de novo, neu 
diagnostizierte AML; r, Rezidiv. Karyotyp: n, normal; dup, Duplikation; t, Translokation; inv, 
Inversion; k.a., keine Analyse. 
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Tabelle 3: Daten zur Immunphänotypisierung 

Patient FAB CD4 CD13 CD14 CD15 CD33 CD34 CD64 CD65s CD117 HLA-DR cyMPO Lys

              
1) M1 + +  + + + + + +    
2) M1  +   + +       
3) M1  +   + +   +    
4) M1 + +  + + +  +    + 
5) M1  +   + +  + + +  + 
6) M1  +  + + + +  + + +  
7) M1  +   + +   + + +  
8) M1  +   + +   +  +  

9) M2  +   + +   + + +  
10) M2  +   + +   + + +  
11) M2     +      + + 
12) M2             
13) M2 + +  + + +   + +   
14) M2  +  +  +   + + +  
15) M2  +  + + + + + + + +  
16) M2  +   + +    + +  
17) M4  +   + + +  +  +  
18) M4Eo  +  + + + + + + + +  
19) M4  +  + + + + +  +   
20) M4  +   +      +  
21) M4Eo + +  + + + + + + + +  
22) M4  +   +        
23) M4Eo  +   + +   + + +  
24) M4  + + + +     +   
25) M4  +   +     + +  
26) M5 + +  + +  + +  +  + 
27) M5 + +  + +  + + + + + + 
28) M5 + +  + +  + + + +  + 
29) M5 +  + + +  + +   + + 
30) M5 + +   + +  + + + + + 
31) M5 + + +  +  +   + +  
32) M5 +   + +  + + + +   
33) M5 + +   + +   + +   
34) M5 +    + + + + + + +  
35) M5 + + + + +  + +  + +  
              

 
Die Patientennummern beziehen sich auf Tabelle 1. CD, „cluster of differentiation“; S, „surface“, 
Oberfläche; cyMPO, Myeloperoxidase; Lys, Lysozyme; HLA, Humanes Leukozytenantigen. Eine 
Oberflächenexpression von >20% und eine Intrazelluläre Expression von >10% der Zellen wurde 
mit + definiert. Die Daten der Immunphänotypisierung von Patient 12 waren nicht verfügbar. 
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3.2 Lokalisierung von NF-κκκκB im Zellkern der AML-Blasten 

Die folgenden Experimente wurden durchgeführt, um zu zeigen, dass die erhöhte NF-κB-

Aktivität den AML-Blasten zuzuschreiben ist und keinem andere Zelltypbestandteil der 

untersuchten Proben. Deshalb wurden Blutausstriche aus PB von AML-Patienten und von 

gesunden Probanden angefertigt. Die erstellten Ausstriche wurden dann nach Pappenheim 

gefärbt und ihre Zellmorphologie beurteilt (Abb. 6A). Zudem wurde mit der Esterase-

Färbung zur weiteren Klassifizierung des M5-AML Subtyps gearbeitet (Abb. 6A). Die 

Ausstriche von derselben Patientenprobe bzw. vom selben gesunden Probanden wurden 

nun verwendet, um diese mittels Immunfluoreszenz-Färbetechnik (siehe Methodenteil) zu 

untersuchen. Hierbei wurde der p-IκB-α-Antikörper verwendet, der in der Lage ist 

aktiviertes NF-κB zu erkennen. Dieses Verfahren wurde gewählt, um aktiviertes NF-κB im 

Zellkern darzustellen. Im Kern der Blasten zeigte sich ein deutliches Fluoreszenzsignal 

(Abb. 6A). Im Gegensatz dazu konnte in den wenigen nicht blastären Zellen der AML-

Ausstriche und in den Monozyten und Granulozyten der Kontrollausstriche nur ein 

schwaches Signal nachgewiesen werden (Abb. 6B). Die zuvor erhobenen EMSA-Daten 

über die erhöhte Aktivität von NF-κB im Kern wurden durch diese Ergebnisse gestützt.  

 

3.3 Erhöhte Aktivität des IKK-Komplexes  

Im Folgenden wurde untersucht, inwieweit die beobachtete NF-κB-Aktivität in AML 

Ausdruck einer erhöhten Aktivierung des IKK-Komplexes ist. Aus diesem Grund wurden 

zytosolische Extrakte von Blasten und Kontrollzellen mittels Kinase-Assay untersucht. 

Unter Verwendung zytosolischer Extrakte wurde mit Anti-IKK-α oder mit Anti-IKK-β 

eine Immunfällung durchgeführt. Die IKK-Aktivität wurde mit einem Kinaseassay 

bestimmt, bei dem das Immunpräzipitat mit dem Substrat GST-IκB-α inkubiert wurde. In 

AML wurde eine deutlich höhere IKK-Aktivität im Vergleich zu den Kontrollen 

beobachtet (Abb. 7A). Tabelle 4 zeigt eine semiquantitative Datenauswertung der 

durchgeführten Kinaseassays. Eine erhöhte IKK-Aktivität ergab sich sowohl im KM als 

auch PB der untersuchten AML-Proben (Abb. 7B). 
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Abbildung 6: Lokalisierung von NF-κκκκB in AML-Blasten 

Aus PB von AML-Patienten und Gesunden wurden Ausstriche angefertigt. Unter Zuhilfenahme des 
p-IκB-α-Antikörper wurde in den AML-Blasten aktiviertes NF-κB durch Immunfluoreszenz-
verfahren nachgewiesen (siehe 2.2.9). A) In den Kernen der beiden dargestellten Blasten zeigte 
sich eine deutliche p65-Färbung. B) In der Kontrolle konnte im Kern des dargestellten 
Granulozyten und Monozyten nur eine schwache Färbung beobachtet werden. Ferner wurden 
Pappenheim- und Esterase-Färbungen angefertigt. Alle Blutausstriche in (A) wurden von derselben 
M5-Probe (Pat. 27) angefertigt, die in (B) vom selben gesunden Kontrollspender. 

 

Blasten

Normal

Immunfluoreszenz Pappenheim Esterase

Immunfluoreszenz Pappenheim

B
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Abbildung 7: Erhöhte IKK-Aktivität in AML 
In einer Immunfällung wurden zytosolische Extrakte von Blasten und Monozyten (Ko) entweder 
mit Anti-IKK-α oder mit Anti-IKK-β, unter Zugabe des Kinase-Substrates GST-IκB-α inkubiert 
und im Anschluss mittels Kinaseassay analysiert. Die Pfeile weisen auf das mit 32P-phosphorylierte 
GST-IκB-α-Substrat hin. A) IKK-Aktivität in den AML-Subtypen M4- und M5 (Pat. 18 und 29). 
B) Hier wird vergleichend die Aktivierung von IKK in KM und PB bei einem Patienten mit einem 
AML M4-Subtyp (Pat. 18) gezeigt.  
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Abbildung 8: IκκκκB- und IKK-Konzentrationen in Blasten 

Mit Hilfe der Western Blot-Analyse wurden die zytosolischen Extrakte auf den Gehalt von IκB-α, 
Aktin, sowie die IKK-Komplex Bestandteile IKK-α und IKK-β untersucht. A) Darstellung der 
untersuchten Konzentrationen von IκB-α und Aktin in den aus PB stammenden Blasten der 
Subtypen M2 (Pat. 11) und M5 (Pat. 27). B) und C) Analyse der IKK-α- und -β-Konzentrationen 
in M2 (Pat. 11), M4 (Pat. 18) und M5 (Pat. 27 in B, Pat. 29 in C) AML-Blasten. THP-1 Zellen 
wurden sowohl in Anwesenheit (+) wie auch Abwesenheit (-) von 1 µg/ml LPS für 60 min (A u. B) 
oder 1.6 ng/ml TNF für 5 min (C) inkubiert. Ko, Kontrollzellen. 
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Tabelle 4: Experimentelle Daten zu den untersuchten Patienten 

Patient FAB Proben-
qualität EMSA Supershift Kinase Assay 

Western Blot 
IκB-α IKK-α Fluoreszenz 

         
1) M1 k ++ p50/p65 ++ k.A. + k.A. 
2) M1 k + p50/p65/RelB - ++ + * 
3) M1 k + p50/p65 k.A. + k.A. k.A. 
4) M1 k + p50/p65 - - k.A. * 
5) M1 k - - - + - k.A. 
6) M1 k - - - + - k.A. 
7) M1 k + p50/p65 + k.A. + * 
8) M1 b + p50/c-Rel + - - k.A. 
9) M2 k - - - - - k.A. 
10) M2 k - - - - - k.A. 
11) M2 k + p50/p65/RelB + ++ + * 
12) M2 k +++ k.A. k.A. + k.A. k.A. 
13) M2 k ++ p50/p65 + k.A. k.A. k.A. 
14) M2 b + p50/p65 ++ - - * 
15) M2 k ++ p50/p65 + - - k.A. 
16) M2 k + p50/p65 + ++ - k.A. 
17) M4 k +++ p50/p65 ++ + + * 
18) M4Eo b ++ p50/p65 ++ + - * 
19) M4 k +++ p50/p65 k.A. - k.A. k.A. 
20) M4 k +++ p50/p65 +++ + - k.A. 
21) M4Eo k +++ p50/p65 k.A. ++ - k.A. 
22) M4 k k.A. k.A. + ++ + k.A. 
23) M4Eo b + p50/p65 + ++ - * 
24) M4 b ++ p50/p65 + + + * 
25) M4 b +++ p50/p65 +++ - - * 
26) M5 k +++ p50/p65 k.A. - k.A. k.A. 
27) M5 k +++ p50/p65 +++ ++ + * 
28) M5 k ++ k.A. + k.A. k.A. * 
29) M5 k +++ p50/p65 ++ + - * 
30) M5 f k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. * 
31) M5 b ++ p50/p65 Phospho-WB ◊ ◊ * 
32) M5 f ◊ k.A. Phospho-WB ◊ ◊ k.A. 
33) M5 b +++ p50/p65 +++ - + * 
34) M5 b +++ p50/p65 ++ ++ + k.A. 
35) M5 k k.A. k.A. +++ ++ - k.A. 
         

 
Die Nummern beziehen sich auf die Patienten in Tabelle 1. Probenqualität: k, kryokonservierte 
Probe; f, frisch erhaltene Zellproben; b, sowohl frische als auch kryokonservierte Proben. EMSA: 
Gelretardierungsassay, die Daten bezüglich der NF-κB-Aktivierung wurden densitometrisch 
analysiert und die Aktivierungszunahme ausgehend von der Grundaktivität der Kontrollen 
errechnet: -, keine Zunahme; +, ≥ 1.2-fache bis <3-fache Zunahme; ++, ≥ 3-fache bis <5-fache 
Zunahme; +++, ≥ 5-fache Zunahme. k.A., keine Analyse. ◊, Probe wurde für Zellkulturexperimente 
verwendet. Supershift: Darstellung der NF-κB-Untereinheiten. Kinase-Assay: Die Aktivität des 
IKK-Komplexes wurde densitometrisch gemessen und die Zunahme der Aktivität wie bei EMSA 
bereits dargelegt beschrieben. Phospho-WB: Western Blot-Untersuchung mit einem Antikörper 
gegen phosphoryliertes IκB-α. Western Blot: Die Proteinkonzentratinen von IκB-α und IKK-α 
wurden densitometrisch analysiert und die Zunahme im Verhältnis zu den Kontrollen, wie bei 
EMSA beschrieben, dargestellt. Fluoreszenz: *, nukleäres p65 wurde durch Immunfluoreszenz 
dargestellt.  
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3.4 Konzentrationen von IκκκκB und IKK 

In einem weiteren Schritt wurden die Konzentrationen von IκB-α, IKK-α und IKK-β in 

den zytosolischen Extrakten der AML-Patientenproben und Kontrollen mittels Western-

Blot untersucht. 

Bei der Auswertung zeigte sich, dass die Konzentration des NF-κB-Inhibitorproteins, 

IκB-α, welches ein NF-κB-Zielgen darstellt, in den AML-Proben höher war als in den 

untersuchten Kontrollen (Tabelle 4; Abb. 8A). Als Positivkontrollen wurden THP-1 

Zellextrakte verwendet. In THP-1 Zellen wurde nach Stimulierung mit LPS (1 µg/ml) für 

60 min ein Abbau von IκB-α festgestellt (Abb. 8A). Ferner wurden die Proteinkonzen-

trationen von IKK-α/β, sowie Aktin analysiert. Hierbei wurden vergleichbare 

Konzentrationen von IKK-α/β, sowie Aktin in Blasten und Kontrollzellen erfasst (Abb. 

8A, B und C). Auch bei der Gegenüberstellung der verschiedenen AML-Subtypen (M2, 

M4 und M5) ergaben sich vergleichbare Proteinkonzentrationen (Abb. 8B und C, Tabelle 

4). Die in Abb. 7 dargestellte erhöhte Kinaseaktivität scheint folglich aus einer erhöhten 

IKK-Komplexaktivität und nicht aus einer veränderten Kinasekonzentration zu resultieren.  

 

3.5 Unterschiede zwischen AML-Subtypen  

Im Verlauf dieser Studie tauchte die Frage auf, ob es innerhalb der analysierten AML-

Subtypen einen Unterschied bezüglich der NF-κB-Aktivität gibt. Aus diesem Grund 

wurden verschiedene AML-Subtypen in Kinase- und Gelretardierungsassays miteinander 

direkt verglichen. Bei der Auswertung der Untersuchungen kristallisierten sich folgende 

Ergebnisse heraus: Bei den monozytär-differenzierten Leukämien M4/M4Eo (8 Fälle) und 

M5 (7 Fälle) ergab sich bei den EMSA-Untersuchungen eine stärkere Aktivierung der M5 

(Abb. 9A, Tabelle 4). Beim Vergleich der AML-Subtypen M1 (8 Fälle) und M2 (8 Fälle) 

konnten keine wesentlichen Aktivierungsunterschiede beobachtet werden (Abb. 9A). Im 

Gegensatz dazu zeigte die Gegenüberstellung von monozytär-differenzierten (M4 und M5) 

und undifferenzierten bzw. granulozytär-differenzierten (M1 und M2) AML-Subtypen 

deutliche Unterschiede in der NF-κB-Aktivität. Es konnte nämlich in den Zellkernen der 

M4/M5-Proben, im Vergleich zu den M1/M2-Proben, eine höhere NF-κB-Aktivität 

gemessen werden. (Abb. 9B).  
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Abbildung 9: NF-κκκκB-Aktivierung in verschiedenen FAB-Subtypen 
Nukleäre Extrakte von verschiedenen AML-Subtypen wurden mittels EMSA und Kinaseassay 
untersucht (Pat. 2, 11, 17 und 27). A) Vergleich der NF-κB-Aktivierung zwischen den AML-
Subtypen M4- und M5 und zwischen M1- und M2. B) Die Darstellung zeigt den Vergleich 
zwischen M1 und M5. C) Analyse der zytosolischen Extrakte derselben Patientenproben wie in B) 
durch Kinaseassay. Das eingekreiste P steht für die Phosphorylierung des GST-IκB-α-Substrates.  

Ko M5 M4

Ko M2 M1

Ko M5 M1
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Die NF-κB-Aktivierung (densitometrisch ausgewertet) war in den M4-Proben signifikant 

(p<0,05) höher im Vergleich zu M1 oder M2. Ähnliche Ergebnisse konnten beim 

Vergleich der M5-Fälle mit M1 oder M2 erzielt werden. Eine zusätzliche Bestätigung 

erfuhr die EMSA-Auswertung aus der Analyse der Kinaseassay Daten. Hier wurde 

ebenfalls eine höhere Kinaseaktivität von M4/M5 gegenüber M1/M2 beobachtet (Abb. 9C, 

Tabelle 4).  

 

3.6 Modulation von NF-κκκκB in kultivierten Blasten durch TNF und LPS  

Im Weiteren galt unser Interesse der Frage, ob der Aktivierungsstatus sowohl des IKK-

Komplexes, als auch der von NF-κB in AML-Blasten beeinflusst werden kann. Wie im 

Methodenteil dargestellt, wurden Blasten aus KM und PB isoliert und für 24 h in 

endotoxinfreiem Medium kultiviert. Im Anschluss daran wurden die Blasten zum einen für 

5 min mit 1,6 ng/ml TNF, und zum anderen für 30 min mit 1 µg/ml LPS stimuliert. Die 

Zellen wurden geerntet und zytosolische, sowie nukleäre Extrakte isoliert. In Abbildung 

10A ist der Effekt einer exogenen Stimulation mit TNF oder LPS auf die IKK-Aktivität in 

den kultivierten Blasten zu sehen. Beide Stimuli ergaben eine zusätzlichen Steigerung der 

IKK-Aktivität gegenüber den unbehandelten Blasten (Abb. 10A).  

Aus den Western Blot-Analysen geht hervor, dass die Stimulierung mit TNF oder LPS zu 

einem signifikanten Abbau des Inhibitorproteins IκB-α führte (Abb. 10B). Die Konzen-

trationen von IKK-α und -β erwiesen sich als konstant, ebenso die von Aktin (Abb. 10B). 

 

3.7 Verwendung von Proteasominhibitoren  

Im Folgenden wurde untersucht, inwieweit die NF-κB-Aktivierung in den AML-Blasten 

durch spezifische Inhibitoren moduliert werden kann. Wie zuvor dargelegt (3.6), wurden 

Blasten aus KM und PB isoliert und für 24 h in endotoxinfreiem Medium kultiviert. Im 

Anschluss daran wurden die Blasten für 5 min mit 1,6 ng/ml TNF stimuliert. Im 

Unterschied zum vorher beschriebenen Versuch wurden die Blasten vor der Stimulierung 

mit TNF über 1 h mit dem Proteasominhibitor PSI (10 µM) vorinkubiert. Mittels 

Gelretardierungsassay und Western-Blot war unter dem Einfluss von PSI eine Blockierung 

der NF-κB-Aktivierung und des IκB-α-Abbaus in den AML-Blasten nachweisbar 
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(Abb. 11A und B). In Abb. 11B konnte bei Zugabe von PSI über der IκB-α-Bande eine 

zusätzliche Bande dargestellt werden, die von der Größe dem phosphorylierten IκB-α 

entspricht, welches durch die Proteasomhemmung nicht abgebaut werden konnte. Diese 

belegt die Hemmung des IκB-α-Abbaus (Abb. 11B).  

 

 

Abbildung 10: Einflüsse von TNF und LPS auf das NF-κκκκB-System in kultivierten Blasten 
Aus PB isolierte Blasten wurden für 24 h kultiviert und anschließend mit TNF (1.6 ng/ml, 5 min) 
oder LPS (1µg/ml, 30 min) stimuliert. A) Nach Präzipitation der zytosolischen Fraktionen mit anti- 
IKK-α wurde mit Hilfe des Kinase-Assays die IKK-Aktivität analysiert. B) Mittels Western-Blot 
wurden die zytosolischen Extrakte auf ihre Proteinkonzentrationen an IκB-α, IKK-α, IKK-β und 
Aktin untersucht (Pat. 23 in Abb. A u. B). 
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Abbildung 11: Inhibierung des NF-κκκκB-Systems in Blasten durch PSI 
A) Aus PB isolierte Blasten wurden für 24 h kultiviert und vor Stimulierung mit TNF (1.6 ng/ml, 
5 min) für 1 h mit dem Proteasominhibitor PSI präinkubiert. Die gewonnenen nukleären Extrakte 
wurden mit Hilfe des Gelretardierungsassay untersucht. B) Die Analyse des Proteingehalts an 
IκB-α, IKK-α und Aktin wurde mittels Western-Blot durchgeführt (Pat 31). Zudem konnte 
phosphoryliertes IκB-α als Bande über der regulären IκB-α-Bande beobachtet werden.  

 

Das dargestellte Experimente wurde insgesamt mit 4 verschiedenen Patientenproben 

(Patient 23, 24, 31 und 32) durchgeführt. In jedem der Fälle konnte durch PSI eine 

Blockierung der NF-κB-Aktivierung beobachtet werden. 
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4 DISKUSSION 

Dem menschlichen Organismus stehen mehrere Möglichkeiten zur Verfügung, um sich vor 

der Entwicklung maligner Prozesse zu schützen. Zu diesen zählen neben der angeborenen 

und erworbenen Immunität auch zelleigene Programme, die vor einer unkontrollierten 

Zellvermehrung schützen, z.B. die Apoptose (16,62,68). Sollten diese protektiven 

Zellmechanismen defekt oder fehlreguliert sein, könnte dies die Entstehung von Tumoren 

begünstigen. Transkriptionsfaktoren der NF-κB/Rel-Familie sind durch ihre Bedeutung für 

entzündliche und immunologische Prozesse, sowie für Proliferation, Apoptose und 

Differenzierung der Zellen auch an der Onkogenese beteiligt (10,11,73). Eine zunehmende 

Anzahl von Studien belegen die Beteiligung von NF-κB an onkogenen Prozessen und 

weisen bei einer Vielzahl von Tumoren auf eine Fehlregulation dieses 

Transkriptionsfaktors hin (10,11,73). Diese Arbeit untersucht die Rolle des NF-κB-

Systems bei akuter myeloischer Leukämie (AML).  

 

4.1 Dysregulation des NF-κκκκB/Rel-Systems bei akuter myeloischer 

Leukämie 

In der vorliegenden Studie fand sich in den Kernen der AML-Blasten aus Knochenmark 

und peripherem Blut eine erhöhte Aktivität des Transkriptionsfaktors NF-κB. Diese 

Ergebnisse stimmen mit einer bereits früher durchgeführten Studie überein, die bei einer 

kleineren Anzahl untersuchter AML-Proben eine erhöhte Aktivierung von NF-κB 

beschreibt (35,48,97). In ähnlicher Weise findet sich bei einigen anderen hämatologischen 

Tumoren eine erhöhte Aktivität von NF-κB. Zu derartigen Tumoren zählen unter anderem 

die akute lymphatische Leukämie (ALL) sowie der Morbus Hodgkin (15,57,62,65). Auch 

bei einer Reihe solider Tumoren konnte diese erhöhte Aktivität nachgewiesen werden 

(15,58,62). Das Fusionsonkoprotein Bcr-Abl, welches sowohl eine Rolle bei der Genese 

der chronisch myeloischen Leukämie (CML), als auch bei der ALL spielt, ist in der Lage, 

durch zwei unterschiedliche Mechanismen NF-κB zu aktivieren. Einerseits kommt es 

durch die Expression von Bcr-Abl zu einer relativ schwachen Stimulation der nukleären 

Translokation von NF-κB und andererseits zur Beeinflussung der transkriptionellen 

Aktivität dieses Transkriptionsfaktors (62,73). Eine konstitutive Aktivierung von NF-κB 

konnte unter physiologischen Bedingungen in reifen B-Zellen und Nervenzellen 
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beobachtet werden (62,98). In B-Zellen übernimmt dieser Transkriptionsfaktor eine 

wichtige Aufgabe, da er zum einen das Überleben der Zelle sichert, zum anderen die 

kontinuierliche Zellvermehrung gewährleistet. Des Weiteren wurde in diesem 

Zusammenhang darüber diskutiert, ob NF-κB im Falle einer Entzündungsreaktion einen 

Schutzmechanismus darstellt, der die B-Zellen vor einer allzu schnellen Apoptose bewahrt 

(62,98). Gegenwärtig ist noch ungeklärt, inwieweit die Anwesenheit des aktivierten 

Faktors NF-κB im Kern von Tumorzellen ein generelles Zeichen für eine maligne 

Entwicklung darstellt (62). Dennoch darf man darüber spekulieren, inwieweit die 

Anwesenheit des proinflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-κB ein mögliches 

molekulares Bindeglied zwischen entzündlichen und malignen Prozessen darstellt. Hieraus 

könnte sich ein Ausgangspunkt ergeben, warum chronische Entzündungen unter 

bestimmten Bedingungen zur Entstehung von Tumoren führen können (5,80). Weitere 

funktionelle Aspekte der NF-κB-Aktivierung, die z.B. die Apoptose, den programmierten 

Zelltod, betreffen, sollen später ausführlicher beleuchtet werden. 

 

4.2 Veränderte IKK-Aktivität in Tumorzellen 

Ein zentrales Ergebnis der vorliegenden Arbeit war die Beobachtung, dass die erhöhte 

NF-κB-Aktivität in myeloischen Blasten einhergeht mit einer erhöhten Aktivität des IKK-

Komplexes. In unseren Experimenten konnte diese IKK-Aktivität durch Stimulierung mit 

TNF und LPS weiter gesteigert werden. Im Vergleich dazu ließ sich unter Anwendung von 

TNF bzw. Phorbolester bei den Experimenten mit Hodgkin- oder ALL-Zellen keine 

Zunahme der IKK-Aktivität beobachten (57,58). Der Einsatz proteasomspezifischer 

Inhibitoren führte interessanterweise sowohl in primären ALL (57), als auch in den AML-

Kulturen der vorliegenden Arbeit zu einer Anhäufung von phosphoryiertem IκB-α. Diese 

Beobachtung deutet auf eine Aktivierung oberhalb lokalisierter Kinasen hin und legt die 

Vermutung nahe, dass eine permanent ablaufende Signalübertragung in diesen Zellen zur 

persistierenden Aktivierung des IKK-Komplexes und damit zur konstanten NF-κB-

Aktivierung führt (57). In Hodgkin-Zellen sind zwei Mechanismen aufgedeckt worden, die 

zu einer konstitutiven Aktivierung von NF-κB führen: Zum einen resultiert diese 

Aktivierung aus einer persistierenden IKK-Aktivität, zum anderen wurde in einigen Fällen 

eine mutierten Form des NF-κB Inhibitorproteins IκB-α nachgewiesen (58,94). Für die 

Genese von T-Zell-Leukämien ließ sich unter anderem eine Infektion mit dem HTLV-1 
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belegen (42,83). Das Tax-Fusionsprotein, welches in HTLV-1-infizierten T-Zellen 

gefunden wurde, ist in der Lage, die Aktivität des IKK-Komplexes zu beeinflussen (42,83). 

Eine erhöhte basale Aktivität des IKK-Komplexes, sowie eine verstärkte Phosphorylierung 

von IκB-α sind charakteristisch für die Hs294T-Melanomzellen. Durch diese Vorgänge 

wird in den Melanomzellen eine vermehrte basale Transkription von wachstumsfördernden 

Proteinen wie GRO-α bewirkt („growth-regulated protein“) (33). Weiter spielen Onkogene 

eine wichtige Rolle bei der Regulation der IKK-Komplex-Aktivität, was der Nachweis 

einer verstärkten NF-κB-Aktivität in epithelialen Rattenleberzellen belegt (4). Die Ursache 

liegt zum einen in der Anwesenheit des Ras-Onkogens, welches eine erhöhte Aktivität der 

IKK-α und auch der IKK-β-Kinase herbeiführt. Zum anderen basiert sie auf der 

Anwesenheit des Raf-Onkogens, welches seinerseits eine Aktivierung von NF-κB durch 

Stimulierung der IKK-β-Kinase bewirkt (4). 

 

4.3 Subtypspezifische Unterschiede bei AML  

Weitere interessante Beobachtungen ergaben sich aus dem Vergleich der NF-κB-Aktivität 

zwischen den AML-Subtypen. So konnte in der vorliegenden Studie eine deutlich erhöhte 

Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB in den myelomonozytär (M4) bzw. 

monozytär (M5) differentierten Leukämien gegenüber den frühen oder granulozytär 

differentierten Leukämien (M1/M2) registriert werden. Diese Beobachtung steht im 

Gegensatz zu den Untersuchungen bei ALL. Hier war kein Unterschied in der Aktivierung 

dieses Transkriptionsfaktors innerhalb der verschiedenen ALL-Subtypen nachweisbar (57). 

Die Ergebnisse der NF-κB-Aktivierung sind den Resultaten bei den Kinasen ähnlich. 

Dabei zeigte sich eine höhere Aktivität von IKK-α und -β in den AML-Subtypen M4/M5 

im Vergleich zu den AML-Subtypen M1/M2. Möglicherweise ist das ein Hinweis auf 

differenzierungsabhängige Unterschiede in der Signaltransduktion und/oder auf 

verschiedene molekulare Mechanismen als Ursache der konstitutiven NF-κB-Aktivierung, 

wie bereits für M. Hodgkin beschrieben (58). 
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4.4 Zusammensetzung von NF-κκκκB bei malignen Prozessen 

Ähnlich wie bei der ALL fanden sich im Kern der myeloischen Blasten hauptsächlich die 

NF-κB-Untereinheiten p50 und p65 (57). Die Präsenz dieser beiden Untereinheiten könnte 

sowohl die Anwesenheit von p50/p65 Heterodimeren, als auch die von p50 oder p65 

Homodimeren bedeuten. In THP-1-Zellen, einer Zelllinie, die von einem Patienten mit 

einer AML M5 stammt, ließ sich im unstimulierten Zustand eine deutlich Erhöhung von 

p50 und p65 im Kern nachweisen (90). Die Zusammensetzung von NF-κB variiert 

innerhalb verschiedener Tumoren (15,31,45). So konnten bei der Analyse der NF-κB-

Dimere bei Hodgkin-Zellen neben p50/p65- und p50/c-Rel-Heterodimern auch p50-

Homodimere gefunden werden (15,58,94). Bei Brustkrebs setzten sich die Dimere 

hingegen hauptsächlich aus p50, p52 und Bcl-3 zusammen (31). Die Analysen der 

myeloischen Leukämien in unseren Experimente ergaben in zwei Fällen von AML M1 

zusätzlich die Untereinheit RelB, sowie in einem Fall von AML M1 die Untereinheiten 

c-Rel und p50. 

 

4.5 Dysregulation von IκκκκB 

Die Konzentration des NF-κB-Inhibitorproteins, IκB-α, war bei den akuten myeloischen 

Leukämien im Vergleich zu den Kontrollzellen erhöht. Diese Beobachtung lässt sich 

möglicherweise durch die verstärkte Anwesenheit von funktionellem NF-κB im Kern der 

Blasten erklären, da es sich bei IκB-α nachgewiesenermaßen um ein NF-κB-reguliertes 

Gen handelt (70,98). Die erhöhte Produktion anderer NF-κB-Zielgene, wie z.B. der 

Interleukine IL-1β und IL-6 in AML-Blasten wurde bereits anhand einer früheren Studie 

belegt (35). Die vermehrte Präsenz des IκB-α Inhibitorproteins müsste den Schluss 

zulassen, dass es zu einer verstärkten Neutralisierung der vorhandenen aktivierten NF-κB-

Dimere kommt. Diese Vermutung scheint jedoch nicht zuzutreffen. In den dargelegten 

Experimenten konnte mittels Immunfluoreszenz in signifikant verstärktem Maße 

aktiviertes NF-κB im Zellkern nachgewiesen werden; die Ergebnisse der 

Gelretardierungsassays wurden somit bestätigt. Im Gegensatz dazu wurde in ALL-Zellen 

und bei einigen Fällen von Morbus Hodgkin, in Anwesenheit einer konstitutiven 

Aktivierung von NF-κB, ein verstärkter Abbau von IκB-α registriert (57,58). In einigen 

von Morbus Hodgkin-Patienten stammenden Zelllinien ließen sich Punktmutationen im 
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Bereich des IκB-α Gen aufdecken (94). Diese Punktmutationen führen zu einer 

Veränderung des C-terminalen Abschnitts des Proteins, wodurch die Bindung von IκB an 

p65 verhindert wird (36,58,94).  

 

4.6 NF-κκκκB und Apoptose 

„Activate NF-κB or die“. Diese Äußerung wurde in einem Artikel zur Rolle von NF-κB 

bei Apoptose, dem programmierten Zelltod, geäußert. Und in der Tat scheint sich diese 

Ansicht in den meisten der durchgeführten Studien zu bestätigen (8,16). Aktiviertes NF-κB 

scheint dabei eine Schlüsselrolle einzunehmen, den Ablauf apoptotischer Prozesse mit dem 

funktionellen Zustand der zellulären Proteinexpression zu verknüpfen (8,16). Im Falle der 

ALL wird angenommen, dass die konstitutive Aktivierung von NF-κB einen wichtigen 

Vorgang darstellt, der das Überleben der ALL-Zelle, zum einen durch eine Blockierung 

der Apoptose, zum anderen durch eine verstärkte Vermehrungsrate der ALL-Zellen, 

gewährleistet (57). Die antiapoptotischen Eigenschaften von NF-κB erklären sich zum Teil 

aus der Tatsache, dass die Expression verschiedener antiapoptotischer Gene verstärkt wird, 

wie z.B. der manganabhängigen Superoxid Dismutase, des Zinkfingerproteins A20, des 

Bcl-2-homologen Proteins A1/Bfl-1, sowie der IAP-und TRAF verwandten Proteine. Zum 

anderen wird die Aktivierung von apoptoseinduzierenden Proteinen, wie z.B. der Caspase-

8 und dem Tumor-Suppressor-Gen p53, gehemmt (8,16,62). 

Einer der Hauptgründe, warum Tumortherapien bei Leukämien häufig nicht zum 

angestrebten Ziel führten, mag daran liegen, dass die verabreichten Chemotherapeutika 

nicht die gewünschten apoptoseinduzierenden Auswirkungen hatten (53,89). Die Ursachen 

könnten an den antiapoptotischen Eigenschaften von NF-κB liegen, welche 

möglicherweise eine molekulare Resistenz der Leukämiezellen bewirken (53). Für primäre 

Leukämie-Zellen wurde eine Resistenz gegenüber einer durch natürliche Liganden (death-

inducing ligands, wie z.B. TNF) oder durch Chemotherapeutika (z.B. Doxorubicin) 

induzierten Apoptose gezeigt, die sich negativ auf den Erfolg einer entsprechenden 

Therapie auswirken könnte (53). Die Antagonisierung der NF-κB-Aktivität in Tumorzellen 

stellte die Sensitivität der Zelle für Apoptose dabei teilweise wieder her. Und in der Tat 

rief die Hemmung der NF-κB-Aktivität durch den Proteasominhibitor LLnL eine stark 

erhöhte Empfindlichkeit gegenüber einer TRAIL- (TNF-related apoptosis-inducing 
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ligand), CD95- und TNF-Rezeptor-vermittelten Apoptoserate hervor, und zwar sowohl bei 

AML, als auch bei ALL (53). In der hier durchgeführten Studie konnte durch den relativ 

spezifischen Proteasominhibitor PSI eine markante Reduzierung der NF-κB-Aktivität in 

den myeloischen Blasten erzielt werden.  

Fasst man die bisherigen Ergebnisse zusammen, ergeben sich mögliche adjuvante 

therapeutische Ansätze, die eine Chemotherapie in Zukunft erfolgreich unterstützen 

könnten. Möglichkeiten sind in der Hemmung des multikatalytischen Proteasomkomplexes 

(78) oder in anderen Ansätzen zu sehen, die zur Reduktion der NF-κB-Aktivität beitragen, 

wie z.B. das Einbringen von Decoy-Oligonukleotiden mit prototypischem κB-Motiv (75), 

Peptide (60) oder systemisch wirksame niedermolekulare Inhibitoren (37,38,62). Ziel wäre 

es, die antiapoptotischen Eigenschaften von NF-κB zu reduzieren und die Apoptoserate zu 

fördern. Gerade bei der Behandlung von Leukämien mit einem prognostisch eher 

ungünstigen genetischen Karyotyp, bei denen es sehr häufig zu Resistenzen während der 

regulären Chemotherapie kommt, könnte dieses Behandlungskonzept neue Möglichkeiten 

erschließen, gerade dann, wenn eine Transplantation angestrebt wird (27).  

 

4.7 Bedeutung von NF-κκκκB bei Malignität 

Neben ihrer zentralen Rolle bei entzündlichen und immunologischen Prozessen sind 

Transkriptionsfaktoren der NF-κB/Rel-Familie aufgrund ihrer Bedeutung bei der 

Regulation von Proliferation, Differenzierung und Apoptose auch an Abläufen der 

Onkogenese beteiligt (7,26,55,62). Eine Dysregulation des NF-κB-Systems führt zu 

Genexpressionsmustern, die Wachstum, Invasion und Metastasierung von Tumoren 

begünstigen (59,62,98). 

Mehr als 150 verschiedene Stimuli und Bedingungen vermögen das NF-κB-System zu 

aktivieren, hierunter viele, die im Zusammenhang mit malignen Prozessen gesehen werden 

(Abb. 12). Dazu zählen Viren (HTLV-1) und deren Produkte, Onkoproteine, Mutationen, 

sowie proinflammatorische Zytokine (TNF, IL-1) und Wachstumsfaktoren. Des Weiteren 

führen verschiedene Formen von Stress zur NF-κB-Akivierung, so z.B. physikalische 

(ultraviolette Strahlen), oxidative und umweltbedingte Streßfaktoren (Schwermetalle, 

Zigarettenrauch) oder Chemikalien, die häufig Ursache einer Tumorgenese sind 

(8,10,23,47,70,81). 
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Abbildung 12: Rolle von NF-κκκκB bei Malignität 

Auf der linken Seite der Abbildung sind eine Vielzahl von Aktivatoren und Modulatoren des 
NF-κB-Systems dargestellt, für die bekannt ist, dass sie an der Tumorentstehung beteiligt sind. 
Diese Dysregulation von NF-κB ist mit der Expression zahlreicher Gene assoziiert, die ebenfalls 
bei der Tumorgenese eine Rolle spielen (Darstellung auf der rechten Seite). Diese Proteine können 
sowohl Einfluss auf das Wachstum, als auch auf die Metastasierungs- bzw. Invasionsfähigkeit der 
Tumoren besitzen. Die Abkürzungen sind im Text bzw. in der Liste der Abkürzungen erklärt. 

 

Auf der anderen Seite induziert aktiviertes NF-κB die Expression von mehr als 150 Genen, 

von denen viele an Abläufen der Onkogenese beteiligt sind (Abb. 12) (7,10,47,55,70).  

In einer Vielzahl von Studien konnte die Bedeutung einer veränderten transkriptionellen 

Kontrolle durch NF-κB für die Genese von Tumoren nachgewiesen werden (10,55). Dazu 

zählen z.B. das Inhibitorprotein IκB-α, c-Rel, die Vorläuferproteine p100 und p105, IRF-1 

(„Interferon regulatory factor-1“) sowie das Protoonkogen c-myc (77,89,98). 

An der Regulation von Proliferation und Differenzierung von Tumorzellen sind viele 

Faktoren beteiligt (13,19,37,39). Bereits seit längerem ist die Bedeutung des Zytokins TNF 

als wichtigem Mediator bei entzündlichen, immunologischen und malignen Prozessen 

bekannt (12,18,19,71). Auf Tumorzellen hat TNF sowohl zytotoxische bzw. apoptotische 
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als auch wachstumsstimulierende Einflüsse, wie z.B. Zellproliferation und Differenzierung 

(18,71). Bei einer Reihe von malignen Tumoren konnte eine erhöhte TNF-Expression 

nachgewiesen werden und ist in der Regel mit einer schlechten Prognose verbunden 

(12,13). Weiterhin konnte bei verschiedenen soliden und hämatologischen Tumoren eine 

erhöhte Produktion von Interleukinen und Interferon belegt werden (35,37). IL-1 führt zu 

einem vermehrten Zellwachstum, hat aber auch Einfluss auf das Metastasierungsverhalten 

von Tumorzellen (2), β-Interferon bewirkt über seine modulatorischen Eigenschaften eine 

veränderte zelluläre Immunantwort und begünstigt dadurch die Onkogenese (37,85). Ein 

weiteres NF-κB-induziertes Genprodukt ist CSF, welches bei vermehrter Expression in 

Tumorzellen einerseits eine anhaltende Differenzierung und Proliferation bewirkt, 

andererseits aber auch den Prozess der Apoptose einleiten kann (39). Die Bedeutung von 

Cyclin D1 liegt in der Beeinflussung des Zellzyklus, vor allem der G1-Phase (67). Eine 

Überexpression von Cyclin D1 steht im Zusammenhang mit einem verstärkten 

Zellwachstum und Tumorgenese bei verschiedene Tumoren (67).  

Der komplexe Prozess der Onkogenese beinhaltet neben einem veränderten Proliferations- 

und Differenzierungsverhalten der Zellen auch ein verändertes apoptotisches Verhalten 

(8,16). Die durch eine Vielzahl von Stimuli ausgelöste NF-κB-Aktivierung ruft eine 

verstärkte Expression antiapoptotischer Gene hervor, wie z.B. des Zinkfingerproteins A20 

(96). Zum anderen wird aber auch die Aktivierung von apoptoseinduzierenden Proteinen, 

wie z.B. dem Tumor-Suppressor-Gen p53, gehemmt (8,16,62). Auf die Bedeutung von 

TNF für Proliferation, Differenzierung und Apoptose wurde bereits eingegangen (18,71). 

Für die „Ernährung“ des Tumors und damit dessen Wachstum ist eine funktionierende 

Gefäßversorgung von zentraler Bedeutung. Das NF-κB-regulierte Zytokin IL-8 scheint 

hier eine bedeutende Rolle bei der Angiogenese zu spielen (62,68).  

Einen wichtigen Aspekt bei malignen Prozessen stellt die örtliche Invasionsfähigkeit und 

die Metastasierung des Tumors dar. Interessanterweise wurde in M4/M5-Zellen eine 

verstärkte Expression des Proteins MMP-9, einer Metalloprotease, nachgewiesen. Die 

Expression dieser Metalloprotease wird durch NF-κB reguliert. MMP-9 ist aufgrund seiner 

proteolytischen Fähigkeiten möglicherweise am Prozess der Invasion von Tumoren in 

bestimmte Regionen der Submucosa beteiligt, wie z.B. der Gingiva bei M5-Leukämie-

zellen (46). Ferner konnte die Bedeutung von uPA („Urokinase-Plasminogen-Activator“) 

als NF-κB-reguliertem Gen für Invasion/Metastasierung und Gefäßbildung bei Tumoren 
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bzw. AML nachgewiesen werden (3). Hier scheint uPA ebenfalls durch proteolytische 

Fähigkeiten, vor allem bei der AML M5, eine Rolle im Rahmen der Metastasierung in die 

Submucosa zu spielen (3,30). uPA ist außerdem in der Lage, die bereits beschriebene 

Metalloprotease MMP-9 zu aktivieren (30).  

Die Expression von Zelladhäsionsmolekülen an der Oberfläche von Tumorzellen ist ein 

wichtiger Faktor bei der Metastasierung des Tumors. Die Bedeutung von NF-κB-

regulierten Adhäsionsmolekülen, wie ICAM-1 („intercellular adhesion molecule-1“), 

VCAM-1 („vascular cell adhesion molecule-1“) und ELAM-1 („endothelial leukocyte 

adhesion molecule“) wurde dabei in verschiedenen Studien belegt (62). 

Die Onkogenese erweist sich als ein sehr komplexer Prozess und das Verständnis für die 

molekularen Vorgänge, die zur Tumorbildung führen, nimmt stetig zu. Zahlreiche Studien 

deuten daraufhin, dass die Transkriptionsfaktoren der NF-κB/Rel-Familie eine zentrale 

Schaltstelle im Rahmen der Genese vieler Tumoren einnehmen. Eine Dysregulation des 

NF-κB-Systems in AML führt möglicherweise zu einer gesteigerten Expression NF-κB-

regulierter Proteine, die in den myeloischen Zellen für antiapoptotische Proteine, Zytokine 

sowie Proteasen kodieren. Aus diesem Grund stellt das NF-κB/Rel-System einen 

potentiellen Ansatzpunkt für adjuvante Behandlungsstrategien in Ergänzung zur 

Chemotherapie der AML dar. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

Verschiedene Studien der vergangenen Jahre zeigen eine zentrale Bedeutung von 

Transkriptionsfaktoren der NF-κB/Rel-Familie bei malignen Prozessen. Diese Arbeit 

befasste sich mit der Charakterisierung des NF-κB-Systems bei akuter myeloischer 

Leukämie (AML) unter besonderer Berücksichtigung des IKK-Komplexes. 

Ein zentraler Punkt der vorliegenden Experimente war, den Aktivierungsstatus von NF-κB 

sowie des IKK-Komplexes bei AML zu charakterisieren. Im Rahmen dieser Unter-

suchungen konnte eine erhöhte NF-κB-Aktivität im Zellkern myeloischer Blasten 

nachgewiesen werden. Die Analyse der NF-κB-Dimere erbrachte ein Überwiegen von 

p50/p65, in einigen Fällen der M1-AML konnte aber auch die Anwesenheit von RelB und 

c-Rel nachgewiesen werden. Weiterhin zeigte sich in den Blasten von AML-Patienten eine 

erhöhte IKK-Aktivität gegenüber den entsprechenden Kontrollen. Hierbei ergaben sich 

keine Unterschiede zwischen Blasten aus peripherem Blut bzw. Knochenmark. Die 

Auswertung der IKK-Proteinkonzentrationen brachte keine signifikanten Unterschiede 

zwischen AML-Blasten und Kontrollen hervor. Beim Vergleich der AML-Subtypen 

untereinander, wurden in M4- und M5-Proben eine stärker ausgeprägte NF-κB-

Aktivierung sowie eine höhere IKK-Aktivität als in Proben der Subtypen M1 und M2 

beobachtet. In isolierten AML-Blasten zeigte sich nach Kultivierung ex vivo und 

anschließend exogener Stimulation mit TNF oder LPS eine verstärkte IKK-Aktivität, eine 

Degradierung von IκB, sowie eine zusätzliche Aktivierung von NF-κB. Die 

Vorbehandlung isolierter AML-Blasten mit dem Proteasominhibitor PSI führte zur 

Inhibierung des NF-κB-Systems.  

Die Ergebnisse dieses Projektes weisen auf eine Dysregulation IKK-assoziierter 

Signalübertragung bei AML und eine daraus resultierende erhöhte NF-κB-Aktivität hin. Es 

ist denkbar, dass sich aus den Ergebnissen dieser Arbeit richtungsweisende Ansatzpunkte 

für diagnostische und/oder therapeutische Konzepte für AML aber auch für andere maligne 

Erkrankungen eröffnen. 
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