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1. Einleitung

1.1 Die Tumor Nekrose Faktor (TNF)-Ligandenfamilie und ihre
Rezeptoren

Tumor Nekrose Faktor (TNF) ist das namensgebende Zytokin einer Gruppe von
Proteinen, die wegen ihrer strukturellen Gemeinsamkeiten als TNF-Ligandenfamilie
bezeichnet wird. Die Identifizierung und erstmalige Charakterisierung von TNF erfolgte
1975 durch Carswall (Carswell et al., 1975). Der Name TNF ist auf die zun&chst
entdeckte Eigenschaft des Zytokins zurlickzufihren, in bestimmten Zelllinien und
Tiermodellen Nekrose auszulésen. Die Forschungsergebnisse der letzten Jahrzehnte
deuten allerdings darauf hin, dass TNF seine Wirkung vor allem in entzindlichen
Prozessen sowie bei Differenzierungs- und Wachstumsvorgangen entfaltet (Wajant et
al.,, 2003). Nachdem 1984 die cDNA von TNF Kkloniert wurde, entdeckte man
mittlerweile aufgrund von strukturellen und funktionellen Homologien insgesamt 19
Mitglieder der TNF-Ligandenfamilie, u.a. LTa, LTa1B2, VEGI, FasL, CD40L, CD27L,
CD30L, OX40L, 4-1BB, TRAIL, TWEAK, RANKL, LIGHT, GITRL, APRIL und BAFF
(Bodmer et al., 2002). Die charakteristische Gemeinsamkeit sind Sequenzhomologien
in einem 145 Aminosauren groBen Bereich der extrazellularen Doméane (TNF
homology domain). Alle Mitglieder der TNF-Familie mit Ausnahme von LTa werden als
Typ-2 Membranproteine exprimiert (Armitage, 1994). Zudem kénnen durch
proteolytische Spaltung einige der Liganden als |6sliche Zytokine freigesetzt werden.
So wird z.B. membranstandiges TNF (mTNF) durch die Metalloprotease TACE (TNF-
alpha converting enzyme) freigesetzt (Black et al., 1997). Das dabei entstehende
l6sliche  TNF (sTNF) besitzt zudem, wie in Kapitel 1.2 beschrieben, andere
Eigenschaften als mTNF bei der Rezeptoraktivierung. Im Allgemeinen vermitteln die
Mitglieder der TNF-Ligandenfamilie ihre biologischen Funktionen durch Interaktionen
mit den TNFRezeptoren (TNFR) (Abb. 1). Diese sind Typ-1-Transmembranproteine
und besitzen als charakteristisches Merkmal einen bis sechs so genannte
cysteinreiche Bereiche, von denen jeder typischerweise drei Cysteinbriicken in ihrer
extrazellularen Doméane ausbildet (Naismith and Sprang, 1998). Da die intrazellulare
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Domane der TNFR keine intrinsische enzymatische Aktivitdt besitzt, erfolgt die
Signaltransduktion Uber verschiedene zytoplasmatische Adaptermolekile. Dabei
unterscheidet man zwischen den TRAF-interagierenden Rezeptoren (z.B. TNFR2,
CD40), die Uberwiegend proliferative Prozesse aktivieren und den Todesrezeptoren
(z.B. TNFR1, Fas/APO1), die oft apoptotisch wirken. In den folgenden Kapiteln werden
vor allem der in dieser Arbeit untersuchte Ligand TNF, seine Rezeptoren TNFR1 und
TNFR2 sowie die durch diese ausgel6sten Signalwege genauer beschrieben.
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Abbildung 1: Die Mitglieder der TNFR-Familie. Die cysteinreichen Regionen sind als
Ellipsen dargestellt. Die Todesrezeptoren sind gelb hervorgehoben, die intrazellularen
Todesdoménen sind lila markiert. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten TNFR
sind unterstrichen.

1.2 TNF und seine Rezeptoren TNFR1 und TNFR2

TNF wird in erster Linie von Makrophagen und aktivierten T-Zellen, aber auch von
anderen lymphoiden Zellen, Mastzellen, Endothelzellen sowie neuronalem Gewebe
produziert. Wahrend der TNFR1 auf nahezu allen Geweben exprimiert wird, findet man
den TNFR2 in erster Linie auf Zellen des Immunsystems (Wajant et al., 2003). Die
groBe Bedeutung von TNF zeigt sich in zahlreichen Krankheitsbildern wie z.B.
rheumatoider Arthritis oder Morbus Crohn, bei der TNF der zentrale Mediator der
pathologischen Effekte ist (Mannel and Echtenacher, 2000). Bei der Therapie dieser
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Erkrankungen mit TNF-neutralisierenden Medikamenten wie Etanercept oder Infliximab
konnten in den letzten Jahren groBe Erfolge erzielt werden (Taylor et al., 2000). Wie
bereits in Kapitel 1.1 erwahnt, bt TNF seine zahlreichen biologischen Funktionen
sowohl in einer membranstandigen als auch in einer I8slichen Form aus. Die
membranstéandige Form ist als Typ-2-Transmembranprotein in stabilen Homotrimeren
organisiert und kann den Todesrezeptor TNFR1 und den TRAF-interagierenden
Rezeptor TNFR2 voll aktivieren (Grell et al., 1995). Die l6sliche Form besteht aus drei
17 kDa groBen und 157 Aminosauren (AS) langen TNF-Protomeren, welche unter
physiologischen Bedingungen gleichfalls stabile Homotrimere bilden. Sie kann ebenso
an beide Rezeptoren binden, jedoch nur den TNFR1 voll aktivieren (Abb. 2) (Grell et
al.,, 1995). Die molekularen Mechanismen der Aktivierung von TNFR1 und TNFR2
durch mTNF sowie sTNF waren in den letzten Jahren Ziel intensiver
Forschungsarbeiten. Zunachst wurde eine Liganden-abhangige Trimerisierung und
Aktivierung der Rezeptoren vermutet (Banner et al., 1993). Inzwischen wurde jedoch
entdeckt, dass die TNFR uUber ihre so genannten PLAD-Domaéanen (preligand binding
assembly domains) bereits autoaggregiert vorliegen (Chan et al., 2000). Dies lasst den
Schluss zu, dass weitere komplexe Mechanismen existieren missen, die die

Rezeptoraktivierung bedingen. So scheint dabei die Bildung von supramolekularen

Komplexen, Raft-Rekrutierung sowie Internalisierung besonders wichtig zu sein (siehe
Kapitel 1.3.1 bis 1.3.3).
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Abbildung 2: MTNF und sTNF sind unterschiedlich aktiv. Sowohl mTNF als auch
STNF kénnen an TNFR1 und TNFR2 binden. W&hrend mTNF beide Rezeptoren
effizient stimuliert, kann sTNF nur den TNFR1 aktivieren.
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1.3 Durch TNF aktivierte Signalwege

Wie bereits in Kapitel 1.2 erwéhnt, spielt TNF bei zahlreichen pathologischen
Vorgangen eine wichtige Rolle. Dabei entscheiden vor allem zelltypspezifische
Charakteristika, wie z.B. Rezeptorausstattung sowie die Konzentration und Dauer der
TNF-Stimulation dariiber, welche Signalwege aktiviert werden. Die hier wohl
wichtigsten TNF-induzierten Signalwege, die zur NFxB- (nuclear factor kappaB)
Aktivierung (TNFR1 und TNFR2) (Kapitel 1.3.1), der Apoptoseinduktion (nur TNFR1)
(Kapitel 1.3.2) sowie der JNK- (c-jun N-terminal kinase) Aktivierung (TNFR1 und
TNFR2) (Kapitel 1.3.3) fihren, werden in den folgenden Kapiteln genauer beschrieben.

1.3.1 TNF-vermittelte NFxB-Aktivierung

Die beschriebene proinflammatorische Wirkung von TNF ist zu einem groBen Teil auf
die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFxB zurlickzufihren (Luo et al., 2005;
Ghosh and Karin, 2002; Karin and Lin, 2002). Unter dem Begriff NFxB fasst man eine
Gruppe von dimeren Transkriptionsfaktoren zusammen, die nach Aktivierung (z.B. IL-1,
TNF) vom Zytoplasma in den Zellkern translozieren und dort die Expression
verschiedener inflammatorischer Proteine induzieren. Bei Sdugerzellen besteht diese
aus den funf Mitgliedern NFxB1 (p50), NFxB2 (p52), c-Rel, RelB und RelA (p65). Als
gemeinsames Merkmal besitzt die NFxB-Familie eine RHD-Doméane (Rel homolgy
domain), welche die DNA-Bindung, Dimerisierung und die Interaktion mit spezifischen
Inhibitoren, den IkBs (inhibitor of xBs), vermittelt (Verma et al., 1995). Die TNF-
induzierte NFxB-Aktivierung wird in erster Linie Uber den TNFR1 vermittelt (Chan et al.,
2000a). Nach Liganden-Bindung kommt es dabei zunachst zu einer Translokation von
TNFR1 in lipid rafts (Legler et al., 2003). Unter lipid rafts werden cholesterinreiche
Mikrodomanen in Zellmembranen verstanden (Simons and van Meer, 1988).
AnschlieBend kommt es zur Rekrutierung der fir die NFxB-Aktivierung bendtigten
Adapterproteine. In einem ersten Schritt wird TRADD (TNFR1 associated death omain)
Uber seine Todesdomdne an den Rezeptor rekrutiert (Hsu et al, 1995).
Rezeptorgebundenes TRADD kann nun als Plattform flir die Rekrutierung der
nachfolgenden Proteine TRAF2 (TNF receptor associated factor 2) und RIP (receptor-
interacting protein) dienen (Hsu et al., 1996b; Hsu et al., 1996a). TRAF2 ist Mitglied der
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phylogenetisch konservierten TRAF-Proteinfamilie, deren charakteristisches Merkmal
eine 180 AS lange C-terminale TRAF-Domane ist (siehe Kapitel 1.4.1) (Wajant et al.,
2003; Wajant and Scheurich, 2001). Studien mit TRAF2- und RIP-defizienten
embryonalen Mausfibroblasten (MEF) konnten zeigen, dass TRAF2 entscheidend ist
fir die darauffolgende Rekrutierung des IKK-Komplexes und RIP dartber hinaus fir
dessen Aktivierung nétig ist (Devin et al., 2001). Der IKK-Komplex besteht aus den
katalytischen Untereinheiten IKKo (IKK1) und IKKB (IKK2) (Mercurio et al., 1997;
DiDonato et al., 1997) sowie der regulatorischen Untereinheit IKKy (IKK3) (Yamaoka et
al.,, 1998). Nach erfolgter Aktivierung kann der IKK-Komplex IkxBs phosphorylieren.
AnschlieBend kommt es zu einer Ubiquitin-abhangigen Degradation (Karin and Lin,
2002). Die nach der Degradation der IxBs freiwerdende nukleare Lokalisationssequenz

der NFxB-Dimere vermittelt daraufhin den Transport in den Zellkern.

1.3.2 TNF-vermittelte Apoptoseinduktion

Unter Apoptose versteht man einen Mechanismus, bei dem der Organismus auf
geregelte Art und Weise Zellen eliminiert. Im Gegensatz zur Nekrose, bei der die Zelle
anschwillt und es zu einem Platzen der Plasmamembran sowie zu einer
unkontrollierten Freisetzung des zytoplasmatischen Inhalts kommt, bleibt bei der
Apoptose die Integritdt der Plasmamembran erhalten. Es bilden sich vielmehr
apoptotische Vesikel, die dann von Makrophagen einfach und ohne Entstehung einer
Entzindungsreaktion, wie sie bei der Nekrose auftritt, aufgenommen werden kdénnen
(Hengartner, 2000). Wichtige Merkmale der Apoptose sind neben dem Schrumpfen der
Zelle oftmals die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien (Kluck et al.,
1997) sowie die DNA-Kondensation mit nachfolgender Spaltung in ca. 180 Basenpaare
groBe Sticke (Wyllie et al., 1984). Eine Schllsselrolle bei der Apoptose spielen die
Caspasen (cysteinyl-aspartate-specific proteinases) (Kidd et al., 2000; Thornberry and
Lazebnik, 1998). Dies ist eine hochkonservierte Proteasefamilie, die in ihrem aktiven
Zentrum einen Cysteinrest besitzt und ihre Substrate stets nach einem
Asparginsaurerest spaltet. Allgemein wird unterschieden zwischen Initiator- (z.B.
Caspase-8) und Effektorcaspasen (z.B. Caspase-3, -7). Initiatorcaspasen stehen am
Anfang einer Caspase-Kaskade und werden nach einem entsprechenden Todessignal
autokatalytisch aktiviert. Daraufhin kdnnen sie Effektorcaspasen spalten und aktivieren.
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Diese spalten ihrerseits zahlreiche zellulare Substrate, was schlieBlich zum Zelltod
fihrt. Grundsétzlich kann der TNFR1 ebenso wie die anderen Mitglieder der
Todesrezeptor-Untergruppe der TNFR-Familie Apoptose induzieren. In vivo scheint der
TNF-induzierte Zelltod im Vergleich zu den TNF-induzierten entziindlichen Prozessen
eine eher untergeordnete Rolle zu spielen. Der Grund hierfir ist, dass die TNF-
induzierte Aktivierung von NFxB die TNF-vermittelte Apoptose Uberlagert. Dies
unterscheidet den TNFR1 von anderen Todesrezeptoren wie beispielsweise Fas, bei
denen die Apoptoseinduktion Gber die NFxB-Aktivierung dominiert. Knock-out Studien
konnten zeigen, dass die Caspase-8 und -10 sowie das Adapterprotein FADD (Fas-
associating protein with a death domain) flr den Todesrezeptor-vermittelten Zelltod
essentiell sind (Varfolomeev et al., 1998; Sanchez et al., 1999; Zhang et al., 1998; Yeh
et al., 1998; Kischkel et al., 1995). Bei Fas und den TRAIL-Todesrezeptoren wurden
diese Proteine in einem membrangebundenen, apoptoseinduzierenden Signalkomplex,
dem so genannten DISC (death-inducing-signaling-complex) nachgewiesen. In dem
.nduced-proximity“ Modell wird davon ausgegangen, dass zahlreiche Caspase-8
Molekule bei der Bildung von supramolekularen Clustern in rdumliche Nahe zueinander
kommen (Boatright et al., 2003). Dies induziert dann die aktivierende Dimerisierung
sowie die darauf folgende autoproteolytische Spaltung und Aktivierung der Caspase-8.
Erstaunlicherweise konnte trotz zahlreicher Versuche bis heute kein vergleichbarer
TNFR1-DISC immunprazipitiert werden (Harper et al., 2003).
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Abbildung 3: Modell der TNF-induzierten Bildung von sequentiellen
Signalkomplexen. Zunachst bildet sich ein membranstandiger NFxB-induzierender
TNFR1-Komplex (Komplex 1), der aus TNFR1, TRADD, TRAF2 und RIP besteht. In
einem zweiten Schritt wird der zytoplasmatische apoptoseinduzierende Komplex 2 aus
TRADD, TRAF2, RIP, FADD und Caspase-8 gebildet.

2003 wurde durch Micheau und Tschopp erstmals gezeigt, dass dieser Befund
dadurch zu erklaren war, dass die Bildung zweier aufeinander folgender
Signalkomplexe die TNF-induzierte Apoptose auslést (Abb. 3) (Micheau and Tschopp,
2003). Der initiale membrangebunde Komplex (Komplex 1) enthélt neben TNFR1 das
Adapterprotein TRADD, RIP sowie TRAF2 und kann innerhalb von Minuten NFxB
aktivieren. AnschlieBend kommt es zu Modifikationen an diesen Proteinen. Dies flhrt
zur Dissoziation des Komplexes vom TNFR1 und zur Bildung eines zweiten
zytoplasmatischen Komplexes (Komplex 2). Darin bindet TRADD Uber seine
Todesdoméane an FADD, was zur Caspase-8-Aktivierung und Apoptose fuhrt. Das
Modell zweier sequentieller Komplexe ist auch gut mit der Bedeutung von lipid rafts bei
der NFxB-Aktivierung vereinbar. Wie in Kapitel 1.3.1 beschrieben, ist die Translokation
von TNFR1 in lipid rafts fir die TNF-vermittelte NFxB-Aktivierung nétig. Bei einer
chemischen Zerstérung der lipid rafts konnte eine verminderte NFxB-Aktivierung und

verstarkte Apoptoseinduktion nachgewiesen werden (Legler et al., 2003). Dies ist
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moglicherweise darauf zurlickzuflhren, dass sich der NFxB-kompetente Komplex 1
nicht mehr bilden kann und TRADD daher direkt an den Apoptose-vermittelnden
Komplex 2 rekrutiert wird. Wie die Bildung des Komplexes 2 in einem solchen Fall
initiiert wird, ist jedoch unklar.

TNF

TNFR1
. Todesdomane
Endocytose D Todeseffektordomane
RIP \
TRAFZ2

TRADD

FADD \

NF«B Apoptose
Caspase-8

Abbildung 4: Internalisierungsabhéangige Apoptoseinduktion durch TNFR1. An
der Plasmamembran bilden TNFR1, TRAF2 und RIP den NFxB-aktivierenden
Komplex. Nach der Rezeptorinternalisierung wird in den Rezeptosomen aus TNFR1,
TRADD, FADD und Caspase-8 der TNFR1-DISC gebildet.

2004 wurde ein alternatives Modell des TNF-vermittelten Zelltods von Schneider-
Brachert und Kollegen verdffentlicht (Schneider-Brachert et al., 2004). Darin werden
die Internalisierung von TNFR1 und die darauf folgende Ausbildung von so genannten
Rezeptosomen als initiales Ereignis der Apoptoseinduktion beschrieben (Abb. 4). Im
Gegensatz zu dem Modell der sequentiellen Signalkomplexe kommt es zunachst zu
einer TRADD-unabhangigen Rekrutierung von TRAF2 wund RIP an den
membranstédndigen TNFR1. Nach ggf. erfolgter NFxB-Aktivierung, wird der TNFR1
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innerhalb von Minuten internalisiert und TRADD, FADD und Caspase-8 bilden
schlieBlich den TNFR1-DISC. Die Tatsache, dass in dieser Studie erstmals die
TRADD-unabhangige NFxB-Aktivierung und das Vorhandensein eines TNFR1-DISC
nachgewiesen werden konnte, steht im klaren Widerspruch zu den bisherigen
Erkenntnissen der TNF-Signaltransduktion. Insbesondere der Befund, dass TRADD
erst nach erfolgter Rezeptorinternalisierung rekrutiert wird, ist bis heute hdchst
umstritten. Dennoch kénnten Zelltyp-spezifische sowie methodische Besonderheiten
diese unterschiedlichen Ergebnisse erklaren.

1.3.3 TNF-vermittelte c-dJun N-terminale Kinase (JNK)-Aktivierung

1.3.3.1 Allgemeines uber JNK

Die c-Jun N-terminalen Kinasen (JNK) bilden eine Unterfamilie der ,mitogen activated
protein kinase“ (MAPK) -Superfamilie (Hibi et al., 1993). Mit JNK1, JNK2 und JNK3
sind bis heute drei verschiedene Isoformen gefunden worden (Davis, 2000; Chang and
Karin, 2001). Wahrend JNK1 und JNK2 in nahezu allen Zelltypen exprimiert werden,
findet man JNK3 hauptsachlich in neuronalem Gewebe sowie im Herzgewebe.
Zahlreiche zellulare Prozesse wie Inflammation, Differenzierung und Apoptose werden
durch JNK maBgeblich reguliert. Die Aktivierung der JNK durch Zytokine (z.B. TNF, IL-
1) oder zellularen Stress erfolgt stets durch eine MAPKinase-Kaskade (Lin et al., 1995;
Derijard et al., 1995; Sanchez et al., 1994; Lu et al., 1997; Tournier et al., 2001). Dabei
wird zunachst eine MAP3Kinase (MAP3K) aktiviert. Diese phosphoryliert und aktiviert
dann eine MAP2Kinase (MAP2K), welche schlieBlich JNK spezifisch an den
Aminosauren Threonin 183 und Tyrosin 185 phosphoryliert und aktiviert. Wie in
Abbildung 5 dargestellt, spielen bei der TNF-abhangigen JNK-Aktivierung die drei
MAP3Kinasen TGFB-activated kinase-1 (TAK-1), apoptosis-signal-regulating kinase-1
(ASK-1) und MAP/ERK kinase kinase-1 (MEKK-1) sowie die MAP2Kinase MKK-7
(MAPKinase-Kinase-7) eine entscheidende Rolle (Davis, 2000). In den folgenden
Kapiteln sollen insbesondere die molekularen Mechanismen der TNF-vermittelten JNK-
Aktivierung sowie deren proinflammatorische und proapoptotische Wirkung genauer
beleuchtet werden.
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Abbildung 5: Die TNF-vermittelten JNK-Aktivierung. Schematisch dargestellt ist die
TNF-induzierte Kinase-Kaskade, die zur JNK-Aktivierung flhrt.

1.3.3.2 Mechanismen der TNF-induzierten JNK-Aktivierung

1.3.3.2.1 Caspase-unabhédngige JNK-Aktivierung

Der Mechanismus der TNF-vermittelten JNK-Aktivierung, ihr Zusammenspiel mit dem
NF«xB-Signalweg und der Apoptoseinduktion waren in den letzten Jahren Gegenstand
intensiver Forschungsarbeiten. Je nach zellularem Kontext wurden sowohl
antiapoptotische als auch proapoptotische Wirkungen der JNK-Aktivierung durch TNF
beschrieben. So wurde in JNK1- und JunD-defizienten MEF ein antiapoptotischer
Effekt der TNF-induzierten JNK-Aktivierung nachgewiesen (Lamb et al., 2003). Des
Weiteren wurde in TNF-stimulierten TRAF2-defizienten MEF, die eine normale NF«xB-
Aktivierung, aber komplett inhibierte JNK-Aktivierung aufwiesen, eine erhdhte
Apoptoserate gefunden (Yeh et al., 1997). TNF induziert in den meisten Zelltypen nach
funf bis 30 Minuten zun&chst eine transientes JNK-Aktivierung, woraufhin bei NFxB-
inhibierten Zellen eine zweite andauernde Aktivierung der JNK folgt (ab zwei Stunden)
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(Nakano, 2004). In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die transiente
JNK-Aktivierung in erster Linie Geninduktion und Inflammation vermittelt, wahrend die
andauernde JNK-Aktivierung mit der Induktion von Apoptose assoziiert ist (Chen et al.,
1996; Guo et al., 1998; Deng et al., 2003; Chang et al., 2006). Die proapoptotische
Wirkung der persistierenden JNK-Induktion wird dabei der Caspase-unabhangigen
Spaltung des BH3-only Proteins BID in jBID, sowie der Aktivierung der E3-Ligase ltichy
zugeschrieben (Deng et al., 2003; Chang et al., 2006). JBID kann die spezifische
Freisetzung von Smac/Diablo aus den Mitochondrien induzieren. Dies fuhrt dann zu
einer Abldésung der Caspase-inhibierenden IAPs (inhibitor of apoptosis) von den
Effektorcaspasen und somit zu einer erhéhten Apoptoserate (Deng et al., 2003). lichy
kann die proteasomale Degradation von Flip-L (Flice-inhibitory protein-long) induzieren
und dadurch die TNF-vermittelte Caspase-8-Aktivierung und somit Apoptose férdern
(Chang et al., 2006). Aufgrund von in vitro Experimenten wurde zunachst vermutet,
dass die NFkB-Zielgene A20, GADD45 B und X-linked IAP (XIAP) die andauernde
JNK-Aktivierung nach TNFR1-Stimulation verhindern (Nakano, 2004). In den
entsprechenden knock-out Mausen konnte diese Annahme bisher jedoch noch nicht
bestatigt werden. 2005 wurde von Kamata und Kollegen gezeigt, dass die
persistierende JNK-Induktion aufgrund der oxidativen Inhibierung von JNK-
inaktivierenden Phosphatasen erfolgen kann (Kamata et al., 2005). Es ist bekannt,
dass der NF«kB-Signalweg nicht nur Apoptose (siehe Kapitel 1.3.1 und 1.3.2), sondern
auch die Produktion von ROS (reactive oxygen species) und Nekrose durch die
Induktion von ROS-neutralisierenden Enzymen, wie MnSOD (manganese superoxide
dismutase) und FHC (ferritin heavy chain) verhindern kann (Wong et al., 1989; Pham
et al., 2004). Des Weiteren wird die TNF-vermittelte JNK-Aktivierung zumindest zum
Teil durch die JNK-aktivierenden MAP3K ASK-1, welche durch ROS aktiviert wird,
vermittelt (Tobiume et al., 2001; Liu et al., 2000). Bemerkenswerterweise wird in MEF
je nach Art der Sensitivierung (CHX, NFxB-Inhibition) Apoptose, Nekrose oder beides
induziert. In nekrotischen MEF wurde gezeigt, dass das persistente JNK-Signal durch
ROS vermittelt wird (Sakon et al., 2003). Ob dies durch die Inhibierung von JNK-
inaktivierenden Phosphatasen oder durch die ASK-1-Aktivierung geschieht, ist jedoch
unklar. Das komplexe Zusammenspiel und die entsprechenden
Rackkopplungsmechanismen zwischen JNK, ROS, Flip-L, NFxB-Aktivierung,
Caspasen, Apoptose und jBID sind in Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6: Das komplexe Zusammenspiel zwischen NFxB-Aktivierung,
Apoptoseinduktion, ROS-Generierung und der TNF-induzierten andauernden
JNK-Aktivierung. Nach NFxB-Induktion kann die TNF-induzierte JNK-Aktivierung
durch verschiedene Mechanismen inhibiert werden. Durch die Hochregulierung
antiapoptotischer Proteine (IAPs, Flip-L) wird die Prozessierung der Caspasen
verhindert und somit die in Kapitel 1.3.3.2.2 beschriebenen Mechanismen der TNF-
induzierten JNK-Aktivierung inhibiert. Des Weiteren kann Flip-L durch Interaktionen mit
MKK-7 direkt die Aktivierung von JNK verhindern. Zudem werden durch die Induktion
von Radikalfangern (Antioxidantien) die in Kapitel 1.3.3.2.1 dargestellten Signalwege
der ROS-abhangigen JNK-Aktivierung inhibiert. JNK kann seinerseits durch Aktivierung
der Ligase ltchy den Abbau von Flip-L induzieren und durch die Freisetzung von Smac
aus den Mitochondrien die Aktivierung von Caspasen und somit Apoptose auslésen.

L

1.3.3.2.2 Caspase-abhédngige JNK-Aktivierung

Ein GroBteil der bis heute publizierten Untersuchungen zur TNF-induzierten JNK-
Aktivierung wurde in nekrotischen MEF durchgefiihrt. Die dabei entstehenden ROS
und die darauf folgende JNK-Induktion wurden dabei Caspase-unabhéngig vermittelt.
In den letzten Jahren zeigte sich jedoch, dass auch Caspasen eine wichtige Rolle bei
der JNK-Induktion spielen kénnen. Auf der einen Seite kdnnen Caspasen Uber die
Spaltung bestimmter Proteine ROS generieren und somit die in Kapitel 1.3.3.2.1
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beschrieben Mechanismen der JNK-Aktivierung induzieren. So kann z.B. die
Effektorcaspase-3 durch Spaltung der p75-Untereinheit der mitochondrialen
Elektronentransportkette die Funktion des Komplexes | des Mitochondriums zerstéren
(Ricci et al., 2004). Als Folge davon kommt es zu einer Anreicherung von ROS. Des
Weiteren wurde gezeigt, dass die Freisetzung von p66 Shc nach proapoptotischen
Signalen aus einem inhibitorischen Komplex zu einer ROS-Akkumulierung flhrt
(Giorgio et al., 2005). Caspasen kénnen durch Spaltung bestimmter Proteine aber
auch Fragmente generieren, die ROS-unabhéngig eine JNK-aktivierende Wirkung
haben. Als Beispiele sind hier die MAP3Kinase MEKK-1 sowie das Zellzyklusprotein
p21WAF/Cip 1 zu nennen (Deak et al., 1998c; Cardone et al., 1997; Ham et al., 2003).
Zudem konnte in einer vor kurzem veréffentlichten Arbeit gezeigt werden, dass das
antiapoptotische Protein Flip-L durch Bindung an die MAP2K MKK-7 den JNK-
Signalweg direkt unterbrechen kann (Nakajima et al., 2006). Dies ist insofern
bemerkenswert, da NFkB die Flip-L-Expression induziert (Kreuz et al., 2001), die
Caspase-8 Flip-L spaltet und JNK seinerseits Uber die Ligase ltchy den Abbau von
Flip-L auslést (Abb. 6) (Chang et al., 2006).

1.4 Der apoptotische Crosstalk von TNFR1 und TNFR2

1.4.1 Die TNF receptor associated factor (TRAF)-Familie

Die TRAF-Proteine bilden eine groBe Gruppe von intrazellularen Adapterproteinen, die
direkt oder indirekt an viele Mitglieder der TNFR- und IL-1/Toll-like-Rezeptor-Familie
binden kénnen (Dempsey et al., 2003; Leitges et al., 2001; Wajant and Scheurich,
2001). Bis heute konnten sechs verschiedene TRAFs in Saugetierzellen (TRAF1 bis
TRAF®6), drei in Drosophila melanogaster (DTRAF1, DTRAF2, DTRAF3) (Liu et al.,
1999; Grech et al., 2000) und ein TRAF Protein (ceTRAF) in Caenorhabditis elegans
identifiziert werden (Wajant et al., 1998). Des Weiteren wurden in Dictostelium
dicoideum (Regnier et al., 1995) und Arabidopsis thaliana (Zapata et al., 2000) TRAF-
verwandte Proteine nachgewiesen. Alle TRAF-Proteine besitzen eine konservierte C-
terminalen TRAF-Doméne, welche weiter in eine variable N-terminale- (TRAF-N) und
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eine hochkonservierte C-terminale-(TRAF-C) Subdoméane unterteilt wird (Abb. 7). Die
TRAF-Domane vermittelt die Bindung an Rezeptoren, die Homo- und
Heterotrimerisierung von TRAF-Proteinen, sowie die Interaktionen mit zahlreichen
anderen intrazellularen Proteinen. So konnte gezeigt werden, dass die TRAF-C-
Domane die Bindung an Proteine wie TANK (TRAF family member associated NFxB
activator) (Cheng and Baltimore, 1996) und NIK (NFxB-inducing kinase) (Malinin et al.,
1997) vermittelt und die TRAF-N-Domane die antiapoptotischen Proteine c-IAP1 und c-
IAP2 binden kann (Song et al., 1997; Rothe et al., 1995). Mit Ausnahme von TRAF1
weisen alle TRAF-Proteine an ihrem N-Terminus ein Ring-Finger-Motiv auf (Saurin et
al.,, 1996; Freemont, 2000), worauf finf bis sieben Zink-Finger-Motive (Chung et al.,
2002) folgen. Es konnte gezeigt werden, dass die Ring-Finger- und die Zink-Finger-
Doménen dabei essentiell fur die TRAF-vermittelte Signaltransduktion wie NFxB-
(Rothe et al., 1995; Takeuchi et al., 1996; Brink and Lodish, 1998) und JNK-Aktivierung
(Dadgostar and Cheng, 1998) sind und Deletionen in diesem Bereich zu dominant-
negativen Mutanten fuhren. Dies ist vermutlich darauf zurlickzuflihren, dass diese
Bereiche entscheidend flr die Funktion der TRAF-Proteine als Ubiquitin-E3-Ligasen
sind (Deng et al., 2000; Chen, 2005). Da TRAF1 keine Ring- und Zink-Finger-Doméne
besitzt und mit TRAF2 interagieren kann, wurde zunachst vermutet, dass TRAF1 ein
negativer Regulator der TRAF2-abhangigen Signalwege ist. Tatsachlich kann TRAF1
die CD40- und IL-1-Signaltransduktion inhibieren (Fotin-Mleczek et al., 2004;
Carpentier and Beyaert, 1999). Zudem proliferieren TRAF1-defiziente T-Zellen nach
TNFR2-Stimulation deutlich starker als normale T-Zellen (Tsitsikov et al., 2001).
Bezlglich der TNF-vermittelten NFkB-Aktivierung sind sowohl verstérkende als auch
inhibierende Wirkungen von TRAF1 beschrieben worden (Tsitsikov et al., 2001;
Schwenzer et al., 1999). Zudem konnte gezeigt werden, dass TRAF1 zusammen mit
TRAF2 die TNF-vermittelte Caspase-8-Aktivierung verhindern kann (Speiser et al.,
1997; Wang et al., 1998). Die verschiedenartigen Funktionen, die TRAF1 in der Zelle
auslben kann, liegen einerseits an der Fahigkeit dieses Proteins, die Interaktionen von
TRAF2 mit den TRAF-interagierenden Rezeptoren differentiell zu regulieren.
Anderseits kann TRAF1 nicht nur den NFxB-Weg und die Apoptose direkt regulieren,
sondern wird seinerseits durch diese Wege reguliert. So wird TRAF1 nach NFxB-
Induktion verstarkt exprimiert. Die Caspase-8 kann wiederum TRAF1 spezifisch
spalten (Wang et al., 1998; Schwenzer et al., 1999; Fotin-Mleczek et al., 2004; Irmler et
al., 2000; Henkler et al., 2003). Das dabei entstehende Fragment wirkt dann

seinerseits als genereller Inhibitor von NFkB (Henkler et al., 2003).
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Abbildung 7: Die TRAF-Superfamilie: Schematische Darstellung der sechs humanen
TRAF-Proteine. Die verschiedenen Sequenzmotive sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

1.4.2 Das TNFR1-TNFR2-Zusammenspiel

Wahrend in den vorangegangenen Kapiteln vor allem ausfuhrlich auf die molekularen
Mechanismen der TNFR1-vermittelten NFxB- und JNK-Aktivierung sowie der
Apoptoseinduktion eingegangen worden ist, soll nun der Einfluss des TNFR2 auf diese
Signalwege genauer beleuchtet werden. So wurde gefunden, dass der TNFR2 neben
einer vergleichsweise schwachen NF«xB- und JNK-Aktivierung durch Kostimulation die
TNFR1-vermittelte Apoptose betrachtlich verstarken kann (Abb. 8) (Fotin-Mleczek et
al., 2002; Grell et al., 1999). Der TNFR2 besitzt keine Todesdoméne, kann aber Uber
ein kurzes TRAF-interagierendes Motiv direkt mit den Mitgliedern der TRAF-Familie
interagieren (Wajant et al., 2001). Obwohl eine essentielle Rolle von TRAF2 fur die
TNFR1-vermittelte NFxB- und JNK-Aktivierung nachgewiesen werden konnte, ist seine
Bedeutung fiir die TNFR2-vermittelte Aktivierung dieser Signalwege weitestgehend
unklar. Allerdings kann der TNFR2 den TNFR1 tber TRAF2 regulieren. So fihrt eine
spezifische Stimulation des TNFR2 zunachst zu einer Rekrutierung von TRAF2 in lipid
rafts. AnschlieBend kommt es zur proteasomalen Degradation von TRAF2 und den
TRAF2-assoziierten |IAP-Proteinen (Li et al., 2002; Chai et al., 2000; Wu et al., 2005;
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Fotin-Mleczek et al., 2002; Wang et al.,, 1998). Als Folge davon kommt es nach
Stimulation des TNFR1 zu einer erhéhten Apoptoseinduktion sowie einer verminderten
Aktivierung von NFxB und JNK. Bemerkenswerterweise konnten diese Effekte auch
durch Vorstimulation an anderen TRAF-interagierenden Rezeptoren wie CD40 oder

TWEAKR (TNF related, weak ability to induce apoptosis receptor) nachgewiesen
werden (Fotin-Mleczek et al., 2002). Zuséatzlich zur TRAF2-Depletion kann der TNFR2,
wie auch der TNFR1, Uber die Induktion von endogenem mTNF wirken (Grell et al.,
1999; Weingartner et al., 2002). MTNF kann dann durch Stimulation des TNFR2 mit
nachfolgender TRAF2 Depletion fur die TNFR1-vermittelte Apoptose sensitivieren
(Weingartner et al., 2002).

v v Apoptose
TNF Gen NFxB

Abbildung 8: Molekulare Mechanismen des TNFR-Zusammenspiels. Der TNFR2,
aber auch andere TRAF-interagierende Rezeptoren wie CD40 oder TWEAKR kénnen
die TNFR1-induzierte Apoptose verstarken sowie die NFxB- und JNK-Induktion
inhibieren. Dies geschieht sowohl durch die Depletion der TRAF2/IAP Komplexe als
auch durch die Induktion von mTNF.
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1.5 Ziel der Arbeit

TNF vermittelt seine biologischen Funktionen Uber Interaktionen mit TNFR1 und
TNFR2. In friheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass der TNFR2 durch die
zytoplasmatische Depletion von TRAF2 die Apoptoseinduktion tber den TNFR1
verstarken kann. Zudem war bekannt, dass TRAF1, ein anderes Mitglied der TRAF-
Familie, mit TRAF2 interagieren kann. Deshalb stand in diesem Teil der Arbeit die
Rolle von TRAF1 bei der TNFR-Signaltransduktion und speziell beim Crosstalk
zwischen TNFR1 und TNFR2 im Mittelpunkt.

Die wichtigsten TNF-induzierten Signalwege sind neben der Apoptoseinduktion die
Aktivierung von NFxB und JNK. Wahrend die beiden erstgenannten Signalwege
bereits sehr gut charakterisiert sind, werden die molekularen Mechanismen der TNF-
vermittelten JNK-Aktivierung in der Literatur noch kontrovers diskutiert. Daher sollte im
zweiten Teil der vorliegenden Arbeit insbesondere die Rolle der Caspasen, aber auch
das Zusammenspiel der JNK-Aktivierung mit der NFxB-Aktivierung und

Apotoseinduktion bei der TNF-induzierten Signaltransduktion untersucht werden.
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2.1 Chemikalien, Reagenzien, Zellkulturmedien

Acrylamid

Anti-Flag mAk M2-Agarose
APS

BHA

Cyclohexamid

DMSO

DMEM-Medium

ECL-Kit

FCS

Lipofektamine

MG132

Milchpulver
Nitrozellulosemembran
Protein G-Sepharose
Penicillin/Streptomycin
Phosphataseinhibitor | und Il
Proteaseinhibitorcocktail
RPMI 1640-Medium
TNF

SP600125

Sucrose

TEMED
Trypsin/EDTA-LOsung
z-VAD-fmk

Zeocin

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

PAA, Pasching
Amersham, Braunschweig
PAA, Pasching
Invitrogen, Karlsruhe
Calbiochem, Schwabach
Sigma, Deisenhofen
Schleicher und Schuell, Dassel
Sigma, Deisenhofen
PAA, Pasching

Sigma, Deisenhofen
Roche, Mannheim

PAA, Pasching

Knoll AG, Ludwigshafen
Calbiochem, Schwabach
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
PAA, Pasching

Bachem, Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe
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2.2 Antikérper und Antiseren

Anti-Caspase-8, Maus monoklonal
Anti-Caspase-9, Kaninchen polyklonal
Anti-Caspase-3, Maus monoklonal
Anti-JNK, Kaninchen polyklonal
Anti-phospho-JNK, Kaninchen polyklonal
Anti-c-Jun, Kaninchen polyklonal
Anti-phospho-c-Jun, Kaninchen polyklonal
Anti-IxBa, Kaninchen polyklonal
Anti-phospho-1kBa, Kaninchen polyklonal
Anti-Cytochrom ¢, Kaninchen polyklonal
Anti-HSP60, Kaninchen polyklonal
Anti-MEKK-1, Maus monoklonal
Anti-Smac, Kaninchen polyklonal
Anti-BID, Kaninchen polyklonal
Anti-poly-(ADP)-ribose polymerase,
Maus monoklonal

Anti-Tubulin, Maus monoklonal

Anti-p21WAF1/Cip 1, Maus monoklonal
Anti-TNFR1, Maus monoklonal

21

Schulze-Osthoff, Universitat
Dusseldorf

Cell Signaling Technology, Beverly,
MA, USA

BD Biosciences, Pharmingen,
Heidelberg

Cell Signaling Technology, Beverly,
MA, USA

Cell Signaling Technology, Beverly,
MA, USA

Cell Signaling Technology, Beverly,
MA, USA

Cell Signaling Technology, Beverly,
MA, USA

Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

Cell Signaling Technology, Beverly,
MA, USA

Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg
Dunn Labortechnik, Ansbach,
Millipore, Billerica, MA, USA
Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg
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Anti-TNFR2, Maus monoklonal

Anti-TRAF1, Kaninchen polyklonal

Anti-TRAF2, Kaninchen polyklonal

Anti-RIP, Maus monoklonal

Anti-IKK1, Maus monoklonal

80M2 Anikorper

Anti-Maus HRP, Kaninchen polyklonal

Anti-Kaninchen HRP, Kaninchen polyklonal

Anti-Kaninchen HRP, Kaninchen polyklonal
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Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

P. Scheurich, Institut fiir Zellbiologie
und Immunologie, Stuttgart
Dako-Cytomation, Glostrup,
Danemark

Dako-Cytomation, Glostrup,
Danemark

Cell Signaling Technology, Beverly,

MA, USA

2.3 Zelllinien

Die aus einem Cervix-Karzinom abgeleitete Zelllinie HelLa, die T-Zelllinie Jurkat und
HEK293 Zellen (humane Nierenzelllinie) wurden von der American Culture Collection
(ATCC), Rockville, MD, USA erworben. Die TNFR2- (HeLa TNFR2) und CD40 (HelLa
CD40) Uberexprimierenden HelLa-Populationen wurden von T. Weiss und M. Flotin-
Mleczek am Institut flr Zellbiologie und Immunologie Stuttgart hergestellt. Die
Keratinozyten Zelllinie KB wurde von M. Kracht von der Medizinischen Hochschule
Hannover zur Verfigung gestellt. KB Bcl2-GFP-Zellen waren in der Arbeitsgruppe
vorhanden. Die NEMO-defizienten Jurkat-Zellen wurden von S.-C. Sun von der
Pennsylvania State Universitat zur Verflgung gestellt. Die HaCaT-, HaCaT IKK2DN-
GFP-, KB IKK2DN-GFP-Zellen sowie die amphotrophe Zelllinie Phdnix waren ein
Geschenk von M. Leverkus, Otto-von-Guericke-Universitat, Magdeburg. Die
embryonalen Mausfibroblasten wurden von Bernd Baumann, Universitat Ulm zur

Verfligung gestellt.
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2.4 Fusionsproteine

Die Fusionsproteine Fc-CD40L,

Fc-CD95L,
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Fc-TNF(143N/145R) sowie Fc-

TNF(32W/86T) wurden von Mitarbeitern der Abteilung fir Molekulare Inneren Medizin,
Wirzburg kloniert und in HEK293-Zellen produziert.

2.5 Lésungen und Puffer

Blotpuffer

Coating Buffer
Laufpuffer (SDS-PAGE)

Phosphat gepufferte Saline (PBS)

PBS-T
PBS-T-MLK

Puffer zur Zelllyse

Probenpuffer (SDS-PAGE, 4fach)
Sammelgelpuffer (SDS-PAGE)
Trenngelpuffer (SDS-PAGE)

Tris gepufferte Saline (TBS)

TBS-T

TBS-T-MLK

0,025 M Tris, 0,192 M Glycin, 20%
(v/v) Methanol, pH 8,3

0,1 M Carbonat, pH 9,5

0,05 M Tris, 0,38 M Glycin, 0,004 M
SDS, pH 8,3

0,02 M Na-Phosphat, 0,7% NacCl,
pH 7,2

1 x PBS, 0,05% Tween-20

0,02 M Tris, 8% NaCl, pH 7,6,
0,05% Tween-20, 5% Magermilch
0,03 M Tris-HCL, pH 7,5, 1% Triton
X-100, 10% Glycerol, 0,120 M NaCl
8% SDS, 0,1 M DTT, 40% Glycerol,
0,2 M Tris, Bromphenolblau, pH 8,0
0,5 M Tris, 0,015 M SDS, pH 6,8
1,5 M Tris, 0,015 M SDS, pH 8,8
0,02M Tris, 8% NaCl, pH 7,6
0,02M Tris, 8% NaCl, pH 7,6,
0,05% Tween-20

1 x PBS, 0,05% Tween-20, 5%
Magermilch
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3. Methoden

3.1 Kultivierung eukaryontischer Zellen

KB-, HelLa- und Jurkat-Zellen wurden in RPMI 1640-Medium mit 10% hitzeinaktiviertem
FCS kultiviert. HaCaT- und MEF-Zellen wurden in DMEM-Medium (10% FCS) unter
5% CO, Begasung bei 37°C gehalten. Adharente Zellen wurden mit Trypsin (0,025%)
und EDTA (10 mM) fur fanf Minuten abgeldst. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in

einer Neubauer-Zahlkammer.

3.2 Retrovirale Transfektion von HeLa TNFR2- und Hela CD40-
Zellen

Zur retroviralen Transfektion der HeLa TNFR2- und HelLa-CD40-Zellen wurde ein
pEGZ Vektor verwendet, welcher neben einer Zeocin-Resistenz und einer IRES-
Sequenz die cDNA von TRAF1 enthielt. Zun&dchst wurden, entsprechend dem
Lipfektamine Herstellerprotokoll  (Invitrogen), 3x10° Zellen der amphotrophen
virusproduzierenden Zelllinie Phénix mit 10 pug des retroviralen Vektors pEGZ-TRAF1
transfiziert. Nach siebentagiger Selektion mit 0,5 pg Zeocin wurden die Zellen zur
Virusproduktion Uber Nacht in DMEM-Medium inkubiert. Nach Sterilfiltration der
Virustberstande (0,4 um) wurden je 4 Milliliter Virusiberstand zu den Hela-Zellen
zugegeben und fir drei Stunden bei 21°C in der Gegenwart von 1 pug/ml Polybren
zentrifugiert. Nach zehntagiger Selektion mit 0,5 pg/ml Zeocin wurde die TRAF1
Expression im Western-Blot verifiziert.
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3.3 Zytoxizitatsassay

Die adh&renten Zelllinien HelLa, MEF, KB (2x10%Well) wurden in einer 96-Well-
Flachboden-Mikrotiterplatte ausgesat und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Am nachsten
Tag wurden die zytotoxischen Reagenzien (TNF, Fc-TNF(143N/145R), Fc-
TNF(32W/86T), Fas) entweder in sequentiellen Verdinnungen oder in konstanten
Konzentrationen zugegeben. In einigen Experimenten wurden die Zellen zusétzlich fur
eine Stunde mit Inhibitoren von Signalwegen (BHA, SP600125, z-VAD-fmk) oder CHX
vorstimuliert. Die Anzahl der lebenden Zellen wurde nach weiteren 16 Stunden mittels
Kristallviolett-Farbung ermittelt. Dazu wurden der Uberstand zunéchst verworfen und
die Zellen fir 15 Minuten in 100 pl Kristallviolett-Lésung (0,5% Kristallviolett, 20%
Methanol) inkubiert. Danach wurden die 96-Well-Flachboden-Mikrotiterplatten
mehrmals mit Wasser gewaschen und fir eine Stunde an der Luft getrocknet.
SchlieBlich wurde das Kristallviolett in 200 ul Methanol per Well gelést und die Platten
im ELISA-Reader (Anthos Lucy 2) bei 590 nm analysiert. Der Zytoxizitadtsassay von
Suspensionszellen (Jurkat) erfolgte durch eine MTT-Farbung. Hierfir wurden
2x10*/Well Zellen pro Well in einer 96-Well-Flachboden-Mikrotiterplatte ausgesat. Nach
Stimulation wurde nach 16 Stunden 10 pl der MTT Lésung (10 mg/ml) in jedes Well
gegeben und die Zellen fir zwei Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die
Zelllyse mit 90 pl/Well MTT-Lysispuffer (1 Teil Dimethylformamid, 1 Teil H,O, 15%
SDS, pH 4,7 mit Essigsaure) fir weitere 16 Stunden durchgefiihrt. Die Mikrotiterplatten
wurden daraufhin im ELISA-Reader bei 570 nm analysiert.

3.4 Bestimmung der IL-8-Produktion

Zunachst wurden 2x10* HelLa-CD40- bzw. HeLa TNFR2-Zellen pro Well in einer 96-
Well-Flachboden-Mikrotiterplatte ausgesat und (lber Nacht bei 37°C inkubiert. Am
nachsten Tag wurde das Medium gewechselt und die Zellen fiir sechs Stunden mit den
angegebenen Konzentrationen Fc-CD40L oder TNF stimuliert. AnschlieBend wurden
die Uberstande abgenommen und die IL-8-Mengen entsprechend dem
Herstellerprotokoll des OptEIA IL-8-ELISA-Kit (Pharmingen, San Diego, USA)

bestimmt.
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3.5 Herstellung von Zelllysaten

Die Zelllysate zur Western-Blot Analyse flr phospho-spezifische Antikbrper wurden mit
4x Ladepuffer (8% SDS, 0,1 M Dithiothreitol, 40% Glycerol, 0,2 M Tris pH 8,0)
hergestellt. Zusatzlich wurden kurz vor Versuchsbeginn die Phosphataseinhibitoren |
und Il zum Lysispuffer zugegeben. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber abgekratzt
und zusammen mit kalten PBS in ein 15 ml Falcon Uberfihrt. Nach Zentrifugation
(2000 rpm, 3 Minuten) wurden die Zellen direkt in 100 pl/1.5x10° Zellen 4x Ladepuffer
lysiert. AnschlieBend wurden die Zellen fir 10 Sekunden sonifiziert, bei 96°C flr 5
Minuten erhitzt und schlieBlich bei 13000 rpm fir 5 Minuten abzentrifugiert. Die
Zelllysate fur die nicht phospho-spezifischen Antikérper und die Immunprazipitationen
wurden in Triton X-100 Lysispuffer (0,08 M Tris-HCL pH 7,4, 0,120 M NaCL, 10%
Glycerol, 1% Triton X-100) zusammen mit einem Proteaseninhibitor hergestellt. Dazu
wurde das Zellpellet in 100 pl/5x10° Zellen Triton X-100 Lysispuffer resuspendiert und
fir 20 Minuten auf Eis inkubiert. Nach zwei sequentiellen Zentrifugationen (5000 rpm, 5
Minuten, 4°C und 14000 rpm, 20 Minuten, 4°C) wurde der Uberstand mit 4x Ladepuffer

vereinigt und im Western-Blot analysiert.

3.6 Ko-immunprazipitationen

Die Ko-immunprazipitationen der TNFR1- und TNFR2-Signalkomplexe wurden mit Fc-
TNF(32W/86T), Flag-TNF(32W/86T) sowie Fc-TNF(143N/145R) durchgefihrt. Pro
Gruppe wurde jeweils eine konfluente (20x10° Zellen) 175-cm?-Zellkulturflasche mit
HelLa-Zellen verwendet. Zunachst wurden die Flaschen in zehn Millilitern Medium fur
60 Minuten zusammen mit 400 ng/ml Fc-TNF(32W/86T), Flag-TNF(32W/86T) oder
einer Mischung aus 600 ng/ml Fc-TNF(143N/145R) und 1 pg/ml 80M2 auf Eis
vorinkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen fir die in den Abbildungen angegebenen
Zeiten bei 37°C im Inkubator inkubiert. Um die ungebundenen Liganden zu entfernen
wurden die Flaschen mehrmals mit kalten PBS gewaschen und schlieBlich in Triton X-
100 Lysispuffer (0,03 M Tris-HCL pH 7,4, 0,120 M NaCL, 10% Glycerol, 1% Triton X-
100) zusammen mit einem Proteaseinhibitor lysiert. Die Immunprazipitation der TNFR-
Komplexe erfolgte mit Protein G-Sepharose Beads (40 pl) oder M2-Agarose Beads (30
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pl) bei 4°C far 16 Stunden. Als Kontrolle wurden Lysate von unstimulierten Zellen
zusammen mit 60 ng von Flag-TNF(32W/86T, Fc-TNF(32W/86T) oder einer Mischung
aus 80 ng Fc-TNF(143N/145R) und 100 ng 80M2 immunprazipitiert. Die
Immunprazipitate wurden finfmal mit kaltem Lysispuffer gewaschen und zusammen
mit 4x Ladepuffer bei 75°C far zehn Minuten erhitzt. Die Analyse der TNFR-
Signalkomplexe und der Gesamtzelllysate erfolgte durch Western-Blot Analysen.

3.7 Isolation von lipid rafts

Zunachst wurden 20x10° Zellen, wie in Kapitel 3.6 beschrieben, stimuliert, geerntet und
in 200 pl serum-freien RPMI-Medium resuspendiert. AnschlieBend erfolgte die Zelllyse
(0,8% Triton X-100, 0,025 M Tris pH 7,5, 0,150 M NaCl, 0,005 M EDTA, 0,001 M
Pefabloc, 0,005 M lodacetamid, 0,001 M NasVo,, 0,001 M NaF) auf Eis far 20 Minuten.
Danach wurden die Lysate in 400 pl Sucroselésung (80% Sucrose in TNE-Puffer)
aufgenommen und in Allomerréhrchen (Beranek Laborgerate, Weinheim) UberfUhrt.
Die Lysat/Sucrosemischungen wurden daraufhin mit 2,8 Millilitern einer 30 prozentigen
Sucroselésung in TNE-Puffer und 400 pl TNE Puffer (0,025 M Tris pH 7,5, 0,150 M
NaCl, 0,005 M EDTA, 0,001 M Pefabloc, 0,005 M lodacetamid, 0,001 M NazVo,, 0,001
M NaF) Uberschichtet. Die Fraktionierung erfolgte durch Zentrifugation fir 22 Stunden
bei 50000 rpm und 4°C in einem Beckmann SKW60 Rotor. Von jeder Probe wurden
vier Fraktionen abgenommen und analysiert. Die oberste Fraktion (Fraktion 1) enthielt
die Detergenz-unléslichen Membranbestandteile einschlieBlich den lipid rafts.

3.8 Zellulédre Fraktionierung

Nach erfolgter Stimulation wurden die Zellen mit kaltem PBS gewaschen und in 5x10°
Zellen pro Mililiter Puffer (0,1 M KCI, 0,0025 M MgCl,, 0,25 M Sucrose, 0,020 M
HEPES/KOH pH 7,5, 0,001 M Dithiothreitol, 5 pg/ml Cytochalasin B, 50 pg/ml
Cyclohexamid, 0,05% Digitonin) zusammen mit einem Proteaseinhibitorcocktail
resuspendiert. Nach zehnminUtiger Inkubation auf Eis erfolgte die Auftrennung in
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Pellet- (Membranbestandteile, Mitochondrien) und zytoplasmatische-Fraktion durch
Zentrifugation (10000 rpm, 10 Minuten, 4°C). Die beiden Fraktionen wurden, wie unter
Kapitel 3.5 beschrieben, in Triton X-100 Lysispuffer lysiert und im Western-Blot
analysiert. Als Marker fiir die Mitochondrien wurde ein Antikérper gegen Hsp60
verwendet, als Marker fir die zytoplasmatische Fraktion diente anti-Tubulin.

3.9 Western-Blot

3.9.1 SDS-PAGE

Die Zelllysate wurden in einem SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Zur Herstellung
des Trenngels wurde eine Trenngelllésung (0,374 M Tris pH 8,8, 0,0035 M SDS, 0,1%
APS) mit verschiedenen Konzentrationen Acrylamid (8%, 10%, 12%, 13,5%)
verwendet. Die Polymerisation wurde durch die Zugabe von TEMED (0,1%) gestartet.
Daraufhin wurde das Trenngel mit dem Sammelgel Gberschichtet (6% Polyacrylamid in
0,123 M Tris pH 6,8, 0,00375 M SDS, 0,1% APS, 0,1% TEMED) und der Kamm vor
der Auspolymerisation eingesetzt. AnschlieBend wurde der Kamm entfernt und die
Proteinproben auf das Gel aufgetragen. Die elektrophoresische Auftrennung erfolgte
far 90 Minuten bei 90 bis 130 Volt.

3.9.2 Elektrotransfer von Proteinen auf Nitrozellulose

Der Transfer der Proteine erfolgte in einer horizontalen Blotkammer (Pequlab,
Erlangen). Die Nitrozellulosemembran wurde in Blotpuffer getrdnkt und in folgender
Anordnung auf die Blotkammer gelegt: Anode/ 2 Blatt Whatman-Papier/ Nitrozellulose/
Gel/ 2 Blatt Whatman-Papier/ Kathode. Das Blotten erfolgte je nach ProteingréBe fir
90 bis 120 Minuten bei Raumtemperatur und einer Stromstarke von 1,5 mA je cm?
Gelflache.
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3.9.3 Immunfarbung

Alle nachfolgend beschriebenen Schritte wurden auf einem Schuttler durchgefihrt: Zur
Abséttigung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran zunéachst fir eine bis
drei Stunden bei Raumtemperatur in Blockpuffer (PBST-MLK oder TBST-MLK)
geschwenkt und dann entweder Uber Nacht bei 4°C oder bei Raumtemperatur fir zwei
Stunden mit dem ersten Antikérper in PBST oder TBST inkubiert. Nach dem Waschen
der Membran (3x5 Minuten mit PBST bzw. TBST) erfolgte bei Raumtemperatur eine
einstindige Inkubation mit einem zweiten, Peroxidase-konjugierten Antikérper in PBST
oder TBST-MLK. AnschlieBend wurde die Membran erneut, wie oben beschrieben,
gewaschen und die Nachweisreaktion unter Verwendung des ECL-Systems
durchgefuhrt.
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4. Ergebnisse

4.1 Die Rolle von TRAF1 beim TNFR-Crosstalk

4.1.1 Die TNFR2-induzierte TRAF2-Depletion reguliert die
Zusammensetzung des TNFR1-Signalkomplexes

In friiheren Arbeiten wurde beschrieben, dass die TNFR2-induzierte TRAF2-Depletion
zu einer Verstarkung der TNFR1-vermittelten Apoptose und einer verminderten
Aktivierung von NFxB und JNK flhrt (Li et al., 2002; Chai et al., 2000; Wu et al., 2005;
Fotin-Mleczek et al., 2002; Wang et al.,, 1998). Um diesen Befund zu bestétigen,
wurden Hela-Transfektanten benutzt, die den TNFR2 stabil Uberexprimieren (HelLa
TNFR2) (Weiss et al.,, 1997). Des Weiteren wurde in der vorliegenden Arbeit auf
bereits  funktionell  charakterisierte Flag- und Fc-getaggte TNF-Mutanten
zuruckgegriffen, die spezifisch an TNFR1 (Fc-TNF(32W/86T) = 60Fc; Flag-
TNF(32W/86T) = 60Flag) bzw. TNFR2 (Fc-TNF(143N/145R) = 80Fc) binden (Warnke,
unveroffentlicht). Die Rezeptorselektivitdt der TNF-Mutanten wurde dabei durch die
EinfUhrung bestimmter Punktmutationen erreicht (TNFR2-spezifisch: 143N/145R,;
TNFR1-spezifisch: 32W/86T) (Loetscher et al., 1993).
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Abbildung 9: Vorstimulation am TNFR2 fiihrt zu einer Verstarkung der TNFR1-
induzierten Apoptose. Zunachst wurden HelLa TNFR2-Zellen entweder mit einer
Mischung aus der TNFR2-spezifischen TNF-Mutante Fc-TNF(32W/86T) (600 ng/ml)
und dem TNFR2-spezifischen mAk 80M2 (1 ug/ml) fir sechs Stunden vorstimuliert
oder unbehandelt gelassen. Im Anschluss daran wurden die Zellen mit den
angegebenen Konzentrationen Fc-TNF(32W/86T) in Gegenwart von 2,5 pg/ml CHX
inkubiert. Die Vitalitat der Zellen wurde nach weiteren 18 Stunden mittels
Kristallviolettfarbung ermittelt.

Um die Bioaktivitat des l6slichen TNFR2-spezifischen TNF-Fc-Fusionsproteins Fc-
TNF(143N/145R) zu steigern (siehe Kapitel 1.2), wurde zusatzlich der mAk 80M2
eingesetzt. Der Antikdrper kann auf bisher unverstandene Weise die Aktivitat von sTNF
am TNFR2 verstarken (Grell et al., 1998).

Fc-TNF60
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Abbildung 10: Vorstimulation des TNFR2 fiihrt zu einer verminderten TNFR1-
induzierten Aktivierung von NFxB und JNK. HeLa TNFR2-Zellen wurden far die
angegebenen Zeiten mit Fc-TNF(143N/145R) (600 ng/ml) und dem mAk 80M2 (1
pg/ml) sowie Fc-TNF(32W/86T) (400 ng/ml) stimuliert. Um die Aktivierung des NF«xB-
und JNK-Signalweges nachzuweisen, wurden Zelllysate fur Western-Blot Analysen
angefertigt und mit Antikdrpern flr phospho-JNK, der aktiven Form von JNK sowie
phospho-lkBa als Marker fir die Aktivierung des IKK-Komplexes und IxBa, um die
Degradation dieses Proteins zu verfolgen, untersucht.
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Wie erwartet konnte zunachst festgestellt werden, dass der TNFR1 den NFxB- und
JNK-Signalweg deutlich starker aktiviert als der TNFR2 (Abb. 10). Darlber hinaus
konnte, wie in den Abbildungen 9 und 10 dargestellt, nach Vorstimulation am TNFR2
sowohl die in der Literatur beschriebene erhéhte TNFR1-vermittelte Apoptoserate, als
auch die verminderte Aktivierung von JNK und NFxB reproduziert werden (siehe
Kapitel 1.4.2). Wie bereits erwdhnt, wird die TNFR2-vermittelte Depletion von TRAF2,
welche fir die TNFR1-induzierte Aktivierung von JNK und NF«xB nétig ist, als Ursache
fir diese Effekte angesehen (Li et al., 2002; Wu et al., 2005; Fotin-Mleczek et al.,
2002). Da TRAF2 in den Zellen haufig um den Faktor 100 héher exprimiert wird als der
TNFR1 war bisher allerdings unklar, ob die TNFR2-induzierte Reduktion der
zytoplasmatischen TRAF2-Expression ausreicht, um die TNFR1-TRAF2-Stdchiometrie
im TNFR1-Komplex zu beeinflussen. Um dies zu untersuchen, wurden im Folgenden
Koimmunprazipitationen durchgefuhrt (Abb. 11). Dazu wurde der TNFR1-
Signalkomplex sowohl in TNFR2-vorstimulierten als auch in unstimulierten HelLa
TNFR2-Zellen analysiert. Hierzu wurden zunédchst HelLa TNFR2-Zellen fir sechs
Stunden mit einer Mischung aus 600 ng/ml des Fc-TNF(143N/145R) und dem mAk
80M2 (1 pg/ml) spezifisch tber den TNFR2 stimuliert.
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Abbildung 11: Vorstimulation des TNFR2 verdndert den Aufbau des TNFR1-
Signalkomplexes. HeLa TNFR2-Zellen wurden spezifisch fir sechs Stunden mit einer
Mischung aus 600 ng/ml des Fc-TNF(143N/145R) und dem mAk 80M2 (1 pg/ml)
stimuliert (Spur vier und sechs). Eine dieser TNFR2-stimulierten Gruppen (Spur sechs)
und unbehandelte Zellen wurden im Folgenden fir 20 Minuten mit 400 ng/ml des
TNFR1-spezifischen Liganden Flag-TNF(32W/86T) inkubiert (Spur funf). Die TNFR2-
und TNFR1-Komplexe wurden nacheinander mit Protein G-Sepharose und anti-Flag
mAKk M2-Agarose isoliert. AnschlieBend wurden die Immunpréazipitate und
Gesamtzelllysate mit den angegebenen Antikérpern mittels Western-Blot analysiert.
Unspezifische Banden wurden als N.s. markiert. Zelllysate von unbehandelten Zellen
versetzt mit Puffer (Spur eins) oder einer Mischung aus 50 ng Fc-TNF(143N/145R) und
100 ng mAk 80M2 (Spur zwei) oder 60 ng Flag-TNF(32W/86T) (Spur drei) wurden als
Kontrollgruppen immunprazipitiert.

AnschlieBend wurde der TNFR1 fur weitere 20 Minuten mit der TNF-Mutante Flag-
TNF(32W/86) aktiviert. Um die TNFR1- und TNFR2-Komplexe aus der gleichen Probe
analysieren zu koénnen, wurde eine sequentielle Immunpréazipitation durchgefuhrt.
Dabei wurde zunachst der TNFR2-Komplex Uber das Fc-Motiv von Fc-
TNF(143N/145R) mit Protein G-Sepharose immunprézipitiert. Daraufhin wurde der
TNFR1-Komplex mittels des Flag-tag von Flag-TNF(32W/86T) und anti-Flag mAk M2-
Agarose aufgereinigt. Es zeigte sich, dass es nach TNFR2-Stimulation zu einer
deutlichen Abnahme von TRAF2 im Zytoplasma und im TNFR1-Komplex kam.
Uberdies wurden weniger Modifikationen von RIP, welche essentiell fiir die TNFR1-
vermittelte Aktivierung von NFxB sind (Legler et al., 2003; Park et al., 2004; Li et al.,
2006), und eine Abnahme von IKK1 am TNFR1-Komplex nach Vorstimulation
festgestellt. TRADD und TNFR1 wurden hingegen in beiden zu vergleichenden
Gruppen in &hnlicher Menge immunprazipitiert. Dies l&asst den Schluss zu, dass die
TNFR2-induzierte TRAF2-Depletion sowohl die Funktion als auch die Bildung des
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TNFR1-Komplexes unterhalb von TRADD beeinflusst. Der Befund, dass es nach
Vorstimulation am TNFR2 neben einer Reduktion von TRAF2 und IKK1 am TNFR1
auch zu geringeren RIP-Modifikationen kommt, steht somit im Einklang mit der
verminderten NFxB-Aktivierung Gber den TNFR1 nach Vorstimulation des TNFR2.

Fc-TNF60, Protein-G IP Fc-TNFB0, Lysate
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Abbildung 12: TRAF1 wird an den TNFR1 rekrutiert, ohne die Modifikationen von
RIP und die IKK1-Rekrutierung zu beeinflussen. HeLa TNFR2-Zellen, die entweder
mit dem leeren retroviralen Expressionsvektor pEGZ oder mit dem TRAF1-kodierenden
pEGZ stabil transfiziert waren, wurden fir die angegebenen Zeiten mit 400 ng/ml Fc-
TNF(32W/86T) stimuliert und mit Protein G-Sepharose immunpréazipitiert. Die
Immunprazipitate und die entsprechenden Lysate wurden mittels Western-Blot Analyse
auf die Présenz der angegebenen Proteine untersucht. Als Kontrollgruppe (Zeitpunkt
null) wurden Zelllysate von unbehandelten Zellen versetzt mit 60 ng Fc-TNF(32W/86T)
immunprazipitiert.
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4.1.2 TRAF1 reguliert TNF-induzierte zellulare Effekte

Es ist bekannt, dass TRAF1 mit TRAF2 interagieren kann (Wajant et al., 2003). Daher
stellte sich die Frage, wie TRAF1 die in Kapitel 4.1.1 untersuchten Signalwege von
TNFR1 und TNFR2 sowie deren Kooperation beeinflussen kann. In unbehandelten
HelLa TNFR2-Zellen wird TRAF1 nur sehr schwach exprimiert, wohingegen es nach
NF«B-Aktivierung zu einer starken Induktion von TRAF1 kommt (Schwenzer et al.,
1999).

Fc-TNF80/80M2, Protein G IP Fc-TNF80/80M2, Lysate
1 I 1
HeLa TNFR2 HelLa TNFR2-TRAF1 HeLa TNFR2 HelLa TNFR2-TRAF1
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Abbildung 13: TRAF1 wird an den TNFR2 rekrutiert. HeLa TNFR2- und Hela
TNFR2-TRAF1-Zellen wurden fir die angegebenen Zeiten mit 600 ng/ml Fc-
TNF(143N/145R) und 1 pg/ml mAK 80M2 stimuliert und mit Protein G-Sepharose
immunprazipitiert. Die Immunprézipitate und die entsprechenden Lysate wurden
anschlieBend mittels Western-Blot Analyse auf die Anwesenheit der angegebenen
Proteine untersucht. Als Kontrollgruppe (Zeitpunkt null) wurden Zelllysate von
unbehandelten Zellen versetzt mit 50 ng Fc-TNF(143N/145R) und 100 ng mAK 80M2
immunprazipitiert.

Es ist daher anzunehmen, dass  TRAF1 seine regulatorischen Funktionen
insbesondere nach NFxB-Induktion austbt. Da nach NF«xB-Aktivierung neben TRAF1
auch die Expression einer Vielzahl anderer Proteine induziert wird, wurden, um die
Funktionen von TRAF1 auf die TNFR-Signaltransduktion gezielt untersuchen zu
kénnen, stabil Oberexprimierende HeLa TNFR2-TRAF1-Zellen (siehe Kapitel 3.2)
hergestellt. In diesen Zellen wurden zundchst sowohl der TNFR1-Signalkomplex
mittels Immunprazipitation als auch die Aktivierung der wichtigsten TNFR1-induzierten
Signalwege (JNK, NFxB) durch Western-Blot Analysen und ELISA Experimente
untersucht. Es konnte nachgewiesen werden, dass in den HeLa TNFR2-TRAF1-Zellen
TRAF1 an den TNFR1 rekrutiert wird, ohne die Modifikationen von RIP oder die IKK1-
Rekrutierung zu stéren (Abb. 12). Allerdings wurde, verglichen mit den HeLa TNFR2-
Zellen, eine geringere Menge von TRAF2 am TNFR1 gefunden. Dies hatte jedoch

keinen signifikanten Einfluss auf die TNFR1-induzierte JNK- und IxBa-
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Phosphorylierung (Abb. 14A). Auch die TNFR1-induzierte Produktion von IL-8, einem
gut charakterisierten NFxB-regulierten Chemokin, welches sich gut fiir den Nachweis
der TNF-induzierten NFxB-Aktivierung eignet, unterschied sich zwischen den Hela
TNFR2-TRAF1- und HeLa TNFR2-Zellen nur marginal (Daten nicht gezeigt).

Da der TNFR2 mittels eines TRAF-interagierenden Motivs ebenfalls mit TRAF2
interagieren kann, wurde im Folgenden, analog zum TNFR1, der Einfluss von TRAF1
auf die TNFR2-Signaltransduktion untersucht. Wie in Abbildung 13 gezeigt ist, wird
TRAF1 ebenfalls sehr effizient an den TNFR2 rekrutiert.
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Abbildung 14: TRAF1 hat keinen wesentlichen Einfluss auf die JNK- und IxBa-
Phosphorylierung nach TNFR1- und TNFR2-Stimulation. HeLa TNFR2- und Hela
TNFR2-TRAF1-Zellen wurden fur die angegebenen Zeiten mit A) 400 ng/ml Fc-
TNF(32W/86T) oder B) 600 ng/ml Fc-TNF(143N/145R) und 1 pg/ml mAK 80M2
stimuliert und lysiert. AnschlieBend wurden die JNK- und NFxB-Aktivierung mittels
Western-Blot Analyse und Antikérpern fir anti-JNK, anti-phospho-JNK, anti-lkBa und
anti-phospho-lkBa nachgewiesen.

Wahrend bezlglich der TNFR2-induzierten JNK- und IxBa-Phosphorylierung zwischen
den HeLa TNFR2-TRAF1- und den HelLa TNFR2-Zellen keine signifikanten
Unterschiede erkennbar waren (Abb. 14B), war die TNFR2-vermittelte IL-8-Produktion
(Abb. 15) in den HeLa TNFR2-TRAF1-Zellen deutlich erhoht.
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Abbildung 15: TRAF1 verstarkt die TNFR2-vermittelte IL-8-Produktion. Hela
TNFR2- und HeLa TNFR2-TRAF1-Zellen wurden fir sechs Stunden mit 600 ng/ml Fc-
TNF(143N/145R) und 1 pg/ml mAK 80M2 stimuliert oder unbehandelt gelassen.
AnschlieBend die wurde die Menge des produzierten IL-8 im ELISA bestimmt.

Diese Ergebnisse zeigen, dass TRAF1 an beide TNFR rekrutiert wird. Zudem verstarkt
TRAF1 die TNFR2-vermittelte IL-8-Produktion, wohingegen es auf die TNFR1-
vermittelten Signalwege keinen Einfluss ausubt.

4.1.3 TRAF1 verhindert die TRAF2-Degradation und blockiert die
TNFR2-vermittelte Inhibition der TNFR1-Signaltransduktion

Im vorangegangenen Kapitel konnte gezeigt werden, dass TRAF1 die TNFR2-
induzierte IL-8-Produktion verstarken kann, aber keinen Einfluss auf die TNFR1-
induzierte Signaltransduktion auslbt. Die Vorstimulation am TNFR2 verstarkt, wie in
Kapitel 4.1.1 gezeigt, durch die Depletion von TRAF2 die TNFR1-vermittelte Apoptose
und inhibiert die TNFR1-induzierte JNK- und NFxB-Aktivierung. Es stellte sich daher
die Frage, ob TRAF1 in dieses Zusammenspiel der beiden TNFR eingreift. Es zeigte
sich, dass die TNFR2-vermittelte Verstarkung der TNFR1-induzierten Apoptose in den
TRAF1-exprimierenden Zellen deutlich reduziert war (Abb. 16) und die TNFR1-
Signalkomplexe der TNFR2-vorstimulierten Zellen spezifische RIP-Modifikationen
aufwiesen (Abb. 17).



Ergebnisse 38

Hela TNFR2 HelLa TNFR2-TRAF1
= - = -
& 100 I h Vorst. < 100 I 6h Vorst.
. Fc-TNF80 = Fc-TNF80
8 ;5 + 80M2 8 75 +80M2
o o
z j:
= 50 S 50
@ (]
~N N
25 25
0 0
0 0064 08 100 0 0064 08 100
Fc-TNFB0 (ng/ml) Fc-TNF80 (ng/ml)

Abbildung 16: TRAF1 inhibiert die TNFR2-abhéngige Verstarkung der TNFR1-
vermittelten Apoptose. HeLa TNFR2- und HelLa TNFR2-TRAF1-Zellen wurden
entweder mit einer Mischung aus 600 ng/ml Fc-TNF(143N/145R) und 1 pg/ml mAK
80M2 flur sechs Stunden vorstimuliert oder unbehandelt gelassen. AnschlieBend
wurden die Zellen mit den angegebenen Konzentrationen Fc-TNF(32W/86T) in
Gegenwart von 2,5 pg/ml CHX inkubiert. Das Zelliberleben wurde nach weiteren 18
Stunden mittels Kristallviolettfarbung bestimmt.

Dennoch wurde auch in den HeLa TNFR2-TRAF1-Zellen nach Vorstimulation des
TNFR2 eine Abnahme von TRAF2 und IKK1 im TNFR1-Signalkomplex gefunden. Die
TNFR2-induzierte TRAF2-Depletion und die Inhibition der TNFR1-vermittelten JNK-
und NFxB-Aktivierung waren hingegen in den HeLa TNFR2-TRAF1-Zellen deutlich
reduziert (Abb. 18). Auch die TNFR2-vermittelte Hemmung der TNFR1-induzierten IL-
8-Produktion, die zur Inhibition der NFxB-Aktivierung passt, war in den HeLa TNFR2-
TRAF1-Zellen aufgehoben (Abb. 19). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die
TRAF2-Translokation in lipid rafts (Abb. 20), sowie die anschlieBende TRAF2-
Degradation in den HeLa TNFR2-TRAF1-Zellen blockiert war (Abb. 21).
Bemerkenswerterweise wurde auch der TNFR2 nach Aktivierung herunterreguliert.
Wahrend die TNFR2-induzierte TRAF2-Depletion in den TNFR2-TRAF1-Zellen
inhibiert war, war die Abnahme des TNFR2 nicht blockiert. Die TNFR2-induzierte
TRAF2-Depletion konnte erwartungsgeman durch den Proteasomeninhibitor Mg132 in
den HeLa TNFR2 Zellen geblockt werden, wohingegen die TNFR2-Abnahme durch
diese Behandlung nahezu unbeeinflusst blieb. Zusammengefasst zeigen diese
Ergebnisse, dass TRAF1 den TNFR1 vom Einfluss des TNFR2 dadurch befreit, dass
die TNFR2-induzierte proteasomale TRAF2-Degradation verhindert wird.
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Abbildung 17: TRAF1 modifiziert den TNFR1-Signalkomplex nach TNFR2-
Stimulation. HeLa TNFR2- und HelLa TNFR2-TRAF1-Zellen wurden flr sechs
Stunden mit einer Mischung aus 600 ng/ml Fc-TNF(143N/145R) und dem mAk 80M2
(1 pg/ml) stimuliert (Spur vier und sechs). Eine dieser TNFR2-stimulierten Gruppen
(Spur sechs) und unbehandelte Zellen (Spur finf) wurden dann fur finf Minuten mit
400 ng/ml Flag-TNF(32W/86T) inkubiert. Die TNFR1-Komplexe wurden mit anti-Flag
mAKk M2-Agarose isoliert und die Immunprazipitate und Gesamtzelllysate mittels
Western-Blot auf die Prasenz der angegebenen Proteine untersucht. Zelllysate von
unbehandelten Zellen versetzt mit Puffer (Spur eins) oder einer Mischung aus 50 ng
Fc-TNF(143N/145R) und 100 ng mAk 80M2 (Spur zwei) oder 60 ng Flag-
TNF(32W/86T) (Spur drei) wurden als Kontrollgruppen immunprazipitiert.
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Abbildung 18: TRAF1-Expression verhindert die TNFR2-abhéangige Inhibition der
TNFR1-vermittelten JNK- und NFxB-Aktivierung. Um die TNFR1-induzierte
Aktivierung des NFxB- und JNK-Signalweges nach TNFR2-Vorstimulation zu
untersuchen, wurden HelLa TNFR2- und HelLa TNFR2-TRAF1-Zellen fir sechs
Stunden mit einer Mischung aus 600 ng/ml Fc-TNF(143N/145R) und mAk 80M2 (1
pg/ml) vorstimuliert oder blieben unbehandelt und dann fir die angegebenen Zeiten mit
400 ng/ml Fc-TNF(32W/86T) stimuliert. Die Zelllysate wurden anschlieBend mit
Antikérpern fur phospho-JNK, JNK, phospho-lkBa sowie IkBa mittels Western-Blot
analysiert.

HelLa TNFR2 Hela TNFR2-TRAF1
g4 © + Medium g4 © *Medium
® + 80Fc/80M2 ® + 80Fc/80M2
E
> 4 44
£
[e0]
4
= od 2
Ot=r=—1 T T T T 0+ T T T T
0 102 10 10° 10" 102 0 102 10" 10° 10" 102
Fec-TNF60 (ng/ml) Fc-TNF60 (ng/ml)

Abbildung 19: TRAF1 hebt die TNFR2-vermittelte Hemmung der TNFR1-
induzierten IL-8-Produktion auf. HeLa TNFR2- und HelLa TNFR2-TRAF1-Zellen,
wurden entweder mit einer Mischung aus 600 ng/ml Fc-TNF(143N/145R) und 1 pg/ml
mAK 80M2 fir sechs Stunden vorstimuliert oder unbehandelt gelassen. AnschlieBend
wurde das Medium gewechselt und die Zellen fir weitere acht Stunden mit den
angegebenen Konzentrationen Fc-TNF(32W/86T) inkubiert. Die Menge des
produzierten IL-8 wurde dann im ELISA bestimmt.
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Abbildung 20: TRAF1 verhindert die TNFR2-vermittelte Translokation von TRAF2
in lipid rafts. HeLa TNFR2- und HelLa TNFR2-TRAF1-Zellen wurden mit einer
Mischung aus 600 ng/ml Fc-TNF(143N/145R) und 1 pg/ml mAK 80M2 fir zwei
Stunden stimuliert oder unbehandelt gelassen. Nach der Zelllyse erfolgte die
Fraktionierung Uber einen Sucrose-Gradienten. AnschlieBend wurden die Fraktionen
mittels Western-Blot auf die Prasenz der angegebenen Proteine untersucht. Als Marker

far lipid rafts (Fraktion 1) wurde Flotillin verwendet, Transferrin diente als Zytosol-
Marker (Fraktion 4).
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Abbildung 21: TRAF1 verhindert den proteasomalen Abbau von TRAF2. Hela
TNFR2- und HeLa TNFR2-TRAF1-Zellen wurden in Gegenwart oder in Abwesenheit
von 20 uM Mg132 mit einer Mischung aus 600 ng/ml Fc-TNF(143N/145R) und 1 pg/ml
mAK 80M2 flr sechs Stunden stimuliert oder unbehandelt gelassen. AnschlieBend
wurden sie entweder direkt in 4x Ladepuffer (Gesamtzelllysate) oder in 1% Triton X-
100 Lysispuffer (Triton X-lésliche Fraktion) lysiert. Die direkt in 4x Ladepuffer lysierten
Proben und die Triton X-lésliche Fraktion wurde dann mit den angegebenen
Antikérpern im Western-Blot analysiert.
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4.1.4 TRAF1 blockiert die Signaltransduktion von CD40

Nachdem in den Kapiteln 4.1.2 und 4.1.3 ein neutraler Effekt von TRAF1 auf die
TRAF2-abhangige TNFR1-Signaltransduktion und eine verstarkende Wirkung auf die
TNFR2-induzierte IL-8-Produktion nachgewiesen werden konnte, sollte nun die
Spezifitat dieser Effekte anhand eines anderen TRAF2-interagierenden Mitgliedes der
TNFR-Familie, dem CD40, untersucht werden. In einer friheren Arbeit wurde berichtet,
dass TRAF1 die CD40-abhangige NFxB-Aktivierung inhibieren kann (Fotin-Mleczek et
al., 2004). Daher wurden stabil exprimierende HeLa CD40-TRAF1-Zellen verwendet,
um die Effekte von TRAF1 auf die CD40-induzierte JNK- und NF«xB-Aktivierung zu
untersuchen. Im Einklang mit den Literaturdaten konnte gezeigt werden, dass TRAF1
sowohl die CD40-induzierte JNK- und NF«xB-Aktivierung (Abb. 22A) als auch die
Produktion von IL-8 deutlich reduzierte (Abb. 22B). Diese Ergebnisse weisen darauf
hin, dass die verstarkte TNFR2-Signaltransduktion in TRAF1-exprimierenden Zellen
nicht auf eine generelle Verstarkung der Signaltransduktion bei TRAF2-interagierenden

Rezeptoren zuriickzuflhren ist.
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Abbildung 22: TRAF1 verhindert die CD40-abhangige JNK- und NFxB-
Aktivierung. A) Hela-CD40-Zellen, die entweder mit dem leeren retroviralen
Expressionsvektor pEGZ oder mit dem TRAF1-kodierenden pEGZ stabil transfiziert
waren, wurden fir die angegebenen Zeiten mit 400 ng/ml Fc-CD40L stimuliert. Die
Zelllysate wurden anschlieBend mit Antikérpern fir phospho-JNK, JNK, phospho-lkBa
sowie IkBa mittels Western-Blot analysiert. B) HeLa-CD40- und HelLa-CD40-TRAF1-
Zellen wurden fir sechs Stunden mit 40 ng/ml Fc-CD40L oder 50 ng/ml TNF stimuliert
und anschlieBend die Menge des produzierten IL-8 im ELISA bestimmt.
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4.2 TNF induziert die JNK-Aktivierung Caspase-abhangig

In den Kapiteln 4.1.1 bis 4.1.4 der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass
TRAF1 wichtige modulatorische Funktionen beim Crosstalk der beiden TNFR sowie bei
der Signaltransduktion der TRAF-interagierenden Rezeptoren (TNFR2, CD40) ausubt.
In diesem Zusammenhang wurde auch die TNFR1-, TNFR2- sowie die CD40-
induzierte JNK-Aktivierung untersucht (Abb. 10, 22A). Dabei konnte, insbesondere bei
der Aktivierung von TNFR1 und CD40, nach fiinf bis 30 Minuten eine transiente JNK-
Aktivierung nachgewiesen werden. Wie in Kapitel 1.3.3.2 detaillierter beschrieben, wird
durch diese transiente JNK-Aktivierung in erster Linie Geninduktion und Inflammation
vermittelt. Im zweiten Teil der Arbeit soll nun das Apoptose-assoziierte andauernde
JNK-Signal untersucht werden, das insbesondere bei NFxB-inhibierten Zellen
beobachtet wird (Nakano, 2004). Die molekularen Mechanismen der persistierenden
JNK-Aktivierung, das Zusammenspiel mit dem NFxB-Signalweg und der

Apoptoseinduktion waren dabei von besonderem Interesse.

4.2.1 Inhibition des NFxB-Signalweges kann fiir die TNF-induzierte
Apoptose sensitivieren

Um das Zusammenspiel zwischen NFxB-Aktivierung, Apoptose- und JNK-Induktion
untersuchen zu kénnen, wurden vier Paare von Zelllinien verwendet, bei denen der
NF«xB-Signalweg intakt bzw. blockiert war. Im Einzelnen wurden neben den
entsprechenden Parentalzellen ein Klon der T-Zelllinie Jurkat, welcher einen
genetischen Defekt bei der NEMO-Expression besitzt, NEMO-defiziente embryonalen
Mausfibroblasten, KB- und HaCaT-Zellen verwendet, die eine dominant-negative
Mutante von IKK2 (IKK2-DN) Uberexprimieren. In den NFxB-inhibierten Jurkat-,
HaCaT- und MEF-Zellen waren die IxB-Phosphorylierung und Degradation nach TNF-
Stimulation im Vergleich zu den Parentalzellen nahezu komplett inhibiert (Abb. 23).
Lediglich bei den IKK2-DN dberexprimierenden KB-Zellen war noch eine reduzierte
[xB-Phosphorylierung nachweisbar. Des Weiteren war die |IL-8-Produktion nach TNF-
Behandlung bei den NFxB-inhibierten humanen Zelllinien im Vergleich zu den
Parentalzellen deutlich reduziert (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 23: Die TNF-induzierte NFxB-Aktivierung ist in NEMO-defizienten und
IKK2-DN-uberexprimierenden Zellen inhibiert. Die verschiedenen Zelllinien wurden
fir die angegebenen Zeiten mit 20 ng/ml TNF stimuliert und anschlieBend lysiert. Die
Aktivierung des NFxB-Signalweges wurde in Western-Blot Analysen Uber die
Phosphorylierung von IkBa und dessen Degradation nachgewiesen. Das durch
Caspasen generierte C-terminale Spaltprodukt von IkBa wurde als IkBa-Casp.
bezeichnet. Die Detektion von Tubulin diente als Ladekontrolle.

Es ist bekannt, dass die TNF-vermittelte NFxB-Aktivierung in den meisten Féllen die
Apoptoseinduktion verhindert (siehe Kapitel 1.3.2). Es war daher zu erwarten, dass es
nach Inhibition des NFxB-Signalweges zu einer Verstarkung der TNF-vermittelten
Apoptose kommt. Diese Erwartung konnte, wie in Abbildung 24 gezeigt, auch bestatigt
werden. Bei den NFkB-inhibierten KB- und MEF-Zellen war jedoch, um eine effiziente

Apoptoseinduktion zu erreichen, zusatzlich eine Behandlung mit Cyclohexamid (CHX)
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nétig. In geringen Konzentrationen inhibiert CHX die Produktion kurzlebiger
antiapoptotischer Proteine (z.B. Flip-L), wéhrend die Neusynthese von NFxB-
regulierten Proteinen unbeeinflusst bleibt (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 24: TNF verstarkt den Zelltod in NEMO-defizienten und IKK2-DN-
tberexprimierenden Zellen. Die verschiedenen Zelllinien wurden in einer 96-Well
Platte ausgeséat und am n&chsten Tag in Abwesenheit oder Anwesenheit von 2,5 pg/ml
CHX mit den angegebenen Konzentrationen TNF fir 16 Stunden inkubiert.
AnschlieBend wurde das Zelliberleben mittels MTT- (Jurkat) oder Kristallviolett-
Farbung (HaCaT, KB, MEF) ermittelt.

Im Einklang mit der festgestellten erhdhten Apoptoseinduktion bei den NFxB-
inhibierten humanen Zelllinien stehen auch die in Abbildung 25 gezeigten Western-Blot
Analysen der Prozessierung der Caspase-8, -9 und -3 sowie der Caspasesubstrate
PARP (poly-(ADP)-ribose polymerase) und BID. Insbesondere bei den NFxB-
inhibierten HaCaT- und Jurkat-Zellen zeigte sich eine starke Zunahme der
Prozessierung der Caspasen und deren Substrate im Verhdltnis zu den
entsprechenden NFkB-kompetenten Parentalzellen. Entsprechend der Sensitivitat der
CHX-vorstimulierten parentalen KB-Zellen fiir die TNF-induzierten Apoptose war hier,
trotz eines intakten NFxB-Signalweges, bereits eine Aktivierung der Caspasen sowie

eine PARP- und BID-Spaltung nachweisbar.
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Abbildung 25: Die TNF-induzierte Prozessierung der Caspasen und der
Caspasesubstrate ist in den NEMO-defizienten und IKK2-DN-lUberexprimierenden
Zellen verstarkt. Die verschiedenen Zelllinien wurden fir die angegebenen Zeiten mit
20 ng/ml TNF inkubiert. Die KB- und KB IKK2-DN-Zellen wurden zusatzlich fir zwei
Stunden mit 2,5 pg/ml CHX vorbehandelt. AnschlieBend wurden Zelllysate angefertigt
und im Western-Blot auf die Prozessierung der dargestellten Proteine untersucht. Die
Detektion von Tubulin oder ERK diente als Ladekontrolle. Unspezifische Banden
wurden als N.s. markiert. Zuséatzlich wurde zu den angegebenen Zeitpunkien das
Zelliberleben mittels MTT- (Jurkat) oder Kristallviolett-Farbung (KB, HaCaT) ermittelt.
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Die Inhibierung des NF«xB-Signalweges bei diesen Zellen fUhrte dabei zu einer
zusatzlichen Erhéhung der TNF-induzierten Apoptoserate sowie zu einer verstarkten
Prozessierung von Caspasen und deren Substrate.
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Abbildung 26: TNF induziert die Freisetzung von Cytochrom ¢ und Smac aus den
Mitochondrien. Die verschiedenen Zelllinien wurden fiir sechs Stunden mit 20 ng/ml
TNF (Jurkat und HaCaT) oder mit 20 ng/ml TNF und 2,5 pg/ml CHX (KB) stimuliert.
AnschlieBend wurde die Zytosol- (S/N) und Mitochondrien-enthaltende- (Pellet)
Fraktion isoliert und im Western-Blot analysiert. Hsp 60 diente als Marker fir die
Mitochondrien-enthaltende Fraktion und Tubulin oder ERK wurden als Zytosol-Marker
verwendet. Die Aktivierung des mitochondrialen Apoptoseweges wurde (ber die
Freisetzung von Cytochrom ¢ und Smac aus der Pellet- in die Zytosol-Fraktion
nachgewiesen

Experimente, bei denen nach TNF-Stimulation die Freisetzung von Smac und
Cytochrom c aus den Mitochondrien nachgewiesen werden konnte (Abb. 26), zeigten
zudem, dass die Apoptoseinduktion in den untersuchten Zelllinien stets unter
Einbeziehung des mitochondrialen Apoptoseweges ablief. Um zu Uberprifen, ob der
TNF-induzierte Zelltod ausschlieBlich tber die Aktivierung von Caspasen erfolgt, oder
ob auch Caspase-unabhangige Prozesse von Bedeutung sind, wurden
Untersuchungen mit dem Caspaseinhibitor z-VAD-fmk durchgefiihrt. Wahrend bei den
KB-Zellen nach Vorbehandlung mit z-VAD-fmk eine komplette Inhibierung des TNF-
vermittelten Zelltodes festgestellt werden konnte, war dies bei den anderen Zelllinien
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nur partiell der Fall (Abb. 27). Dies lasst den Schluss zu, dass der TNF-vermittelte
Zelltod bei den KB-Zellen ausschlieBlich Caspase-abhangig verlauft, wohingegen bei
den HaCaT-, Jurkat- und MEF-Zellen hierbei auch Caspase-unabhangige Prozesse
wie z.B. Nekrose eine wichtige Rolle spielen.
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Abbildung 27: Der TNF-induzierte Zelltod verlauft Zelltyp-abhangig sowohl liber
Caspase-abhangige als auch Caspase-unabhdngige Signalwege. A) Die
verschiedenen Zelllinien wurden mit 100 ng/ml TNF (Jurkat NEMO-def. und HaCaT
IKK2-DN) oder mit 100 ng/ml TNF und 2,5 pg/ml CHX (KB IKK2-DN und MEF NEMO-
def.) in Anwesenheit oder Abwesenheit von 40 uM z-VAD-fmk stimuliert. AnschlieBend
wurde das Zelliberleben mittels MTT- (Jurkat NEMO-def.) oder Kristallviolett-Farbung
(HaCaT IKK2-DN, KB IKK2-DN, MEF NEMO-def.) ermittelt. B) Die angegebenen
Zelllinien wurden fir sechs (Jurkat NEMO-def. und KB IKK2-DN) oder neun Stunden
(HaCaT IKK2-DN) mit 20 ng/ml TNF (Jurkat NEMO-def. und HaCaT IKK2-DN) oder
einer Mischung aus 20 ng/ml TNF und 2,5 pg/ml CHX (KB IKK2-DN) in Anwesenheit
oder Abwesenheit von 40 uM z-VAD-fmk stimuliert. Die Zelllysate wurden daraufhin im
Western-Blot auf die Spaltung der Caspasesubstrate BID und PARP untersucht. Die
Detektion von Tubulin diente als Ladekontrolle.

In anderen Arbeiten der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die Inhibition des
NF«B-Signalweges die Apoptoseinduktion tber den TNFR1-verwandten Todesrezeptor
Fas nur geringfligig verstarkt (Wicovsky et al., 2006). Dies ist insofern bemerkenswert,
da die Apoptoseinduktion Gber TNFR1 und Fas Uber einen &hnlichen Signalweg unter
Einbeziehung der Initiatorcaspase-8 verlauft (Wajant et al., 2003). Die unterschiedliche
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Regulation der Fas- und TNFR1-induzierten Apoptose legt daher den Schluss nahe,
dass ein oder mehrere durch NFxB-regulierte Proteine selektiv bei der TNFR1-

vermittelten Apoptose die Aktivierung der Caspase-8 inhibieren.

4.2.2 Die TNF-induzierte persistierende JNK-Aktivierung wird
Zelltyp-abhangig durch z-VAD-fmk inhibiert

Nachdem in Kapitel 4.2.1 an vier Zelllinien (Jurkat, HaCaT, MEF, KB) der
Zusammenhang zwischen NF«xB-Inhibition, der TNF-induzierten Apoptose- bzw.
Nekroseinduktion mittels Zytoxizitatsassays und Western-Blot Analysen untersucht
worden ist, sollte nun die Aktivierung der JNK analysiert werden. Dabei wurde
zunachst der zeitliche Verlauf der TNF-induzierten JNK-Aktivierung genauer betrachtet
(Abb. 28).



Ergebnisse 50

Jurkat Jurkat NEMO-def.
TNF 0 3 8 12 25 1h 2h 4h 8h 0 3 6 12 25 1h 2h 4h 8h
= e | poNK
- ored - I <+
- —— —— — - ——————— - DJNK
HaCaT HaCaT IKK2-DN
TNF 0 3 6 12 25 1h 2h 4h 8h 0 3 6 12 25 1h 2h 4h 8h
g m—— e — — “~ Pk

KB KB IKK2-DN
TNF 0 3 6 12 25 1h 2h 4h 8h 0 36 12 25 1h 2h 4h 8h
e ——— - L ——— A ‘\P-JNK

i | T w— - —ww| Pk
Bl 1 T
----“--'—1 ———— - =]
G —" s o - .
MEF MEF NEMO-def.
TNF 0 3 & 12 25 1h 2h 4h 8h 0 3 & 1225 1h 2h 4h sh
CHX

-
P-JNK
oV

e~ W~ . ‘/JNK

Abbildung 28: Die TNF-induzierte anhaltende JNK-Aktivierung erfolgt in Zelltyp-
abhangiger Weise. Die verschiedenen Zelllinien wurden fir die angegebenen Zeiten
mit 20 ng/ml TNF inkubiert und anschlieBend lysiert. Die MEF- und KB-Zellen wurden
zusatzlich fir zwei Stunden mit 2,5 pg/ml CHX vorbehandelt. Als Indikator flr die
Aktivierung des JNK-Signalweges wurde die Phosphorylierung der JNK mit einem anti-
phospho-JNK Antikérper im Western-Blot untersucht. Die Detektion der gesamten
zellularen JNK diente als Ladekontrolle. Unspezifische Banden wurden als N.s.
markiert.

In der Literatur wird beschrieben, dass TNF in den meisten Zelltypen nach funf bis 30
Minuten zunachst eine transiente JNK-Aktivierung induziert, woraufhin bei NFxB-
inhibierten Zellen eine zweite andauernde JNK-Aktivierung folgt (siehe Kapitel 1.3.3.)
(Nakano, 2004). Im Einklang mit diesen Daten konnte ein deutliches andauerndes
JNK-Signal in den NF«xB-inhibierten Jurkat- und HaCaT-Zellen nachgewiesen werden.
Auch die beschriebene transiente Aktivierung der JNK konnte in einigen Experimenten

sowohl bei den parentalen als auch den NF«xB-inhibierten Jurkat- und HaCaT-Zellen
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gezeigt werden (Abb. 28 und Daten nicht gezeigt). Interessanterweise wurde sowohl in
den parentalen als auch in den NEMO-defizienten MEF-Zellen eine transiente und
andauernde Aktivierung der JNK gefunden. Auch bei den KB-Zellen konnte die in
zahlreichen Publikationen beschriebene Korrelation zwischen NFxB-Inhibition und
andauernder JNK-Aktivierung nicht bestatigt werden (siehe Kapitel 1.3.3.2.1). So
wurde nach CHX-Vorstimulation sowohl bei den KB-Zellen als auch den KB IKK2-DN-
Zellen in gleichem MaBe eine fortwahrende Aktivierung der JNK nachgewiesen. Auf
der anderen Seite war ohne Sensitivierung mit CHX in diesen Zelllinien keine
andauernde JNK-Aktivierung nachweisbar. Um den Zusammenhang zwischen NFkB-
Inhibition, Apoptoseinduktion und JNK-Aktivierung in dieser Zelllinie weiter zu
untersuchen, wurden im Folgenden Experimente mit KB-Zellen durchgefuhrt, welche
das antiapoptotische Protein Bcl2 Uberexprimieren. Diese Zellen waren so vor der
TNF-induzierten Apoptose geschitzt (Abb. 29A, 29C), konnten aber den NFxB-
Signalweg noch normal aktivieren (Kreuz et al., 2004). Wie aus Abbildung 29B
ersichtlich, zeigte sich, dass die TNF-vermittelte andauernde JNK-Induktion in den KB-
Bcl2-Zellen inhibiert war. Somit kann aus diesen Ergebnissen geschlossen werden,
dass in KB-Zellen die andauernde JNK-Aktivierung eher mit der TNF-induzierten
Apoptose- und Caspase-Aktivierung korreliert, als mit der Inhibition von NFxB. Analoge
Experimente, bei denen NFxB-inhibierte HaCaT-Zellen durch Uberexpression des
antiapoptotischen Proteins Flip-L vor der TNF-induzierten Apoptose und Nekrose
geschitzt waren, deuteten gleichfalls auf eine enge Korrelation zwischen Apoptose
bzw. Nekrose und andauernder JNK-Aktivierung, die unabh&ngig von NFxB ist, hin
(Abb. 29A, 29B).



Ergebnisse 52

A)
< <
S 100- M < 1004 %-
g g
8 757 g 75
- -
& 501 & 501
T 25 KB T 254 © HaCaT IKK2-DN
N ® KBBdl2 i ® HaCaT IKK2-DNFlip-L
01— Ml e vy
103 102 101 10° 101 102 o} 10 102 107 10° 10' 10?
TNF (ng/ml) TNF (ng/ml)
B)
HaCaT HaCaT
KB KB Bei2 IKK2-DN IKK2-DN-Flip-L

—
TNF05156h05156h 0 5 15 6h 0 5 15 6h

C)

KB Bcl2

TNF "0 1h 2h _4h 6h 8h 10h 0O 1h 2h 4h 6h 8h 10h

&= Casp.-8 p55/53
&= Casp.-8 p43/41
<«—Casp.-9
- i ﬁ Jued Sl < Casp.-9 p37/35

<+ P21WAF/Cip 1

<—p14
<— Tubulin

Abbildung 29: Die TNF-induzierte andauernde JNK-Aktivierung erfolgt Caspase-
abhangig. A) Die verschiedenen Zelllinien wurden in einer 96-Well Platte ausgesét
und am n&chsten Tag mit den angegebenen Konzentrationen TNF fir 16 Stunden
inkubiert. Die KB-Zellen wurden zusétzlich fir zwei Stunden mit 2,5 ug/ml CHX
vorbehandelt. AnschlieBend wurde das Zelliberleben mittels Kristallviolett-Farbung
ermittelt. B) Die verschiedenen Zelllinien wurden fir die angegebenen Zeiten mit 20
ng/ml TNF inkubiert und anschlieBend lysiert. Die KB-Zellen wurden zusatzlich fir zwei
Stunden mit 2,5 pg/ml CHX vorbehandelt. Als Indikator fur die Aktivierung des JNK-
Signalweges wurde die Phosphorylierung der JNK mit einem anti-phospho-JNK
Antikérper im Western-Blot untersucht. Die Detektion der gesamten zelluldren JNK
diente als Ladekontrolle. C) Die Apoptoseinduktion bei den KB- und KB Bcl2-Zellen
wurde Uber die Prozessierung der dargestellien Caspasen und Caspasesubstrate
verfolgt. Die Detektion von Tubulin diente als Ladekontrolle.
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Fir den TNFR1-verwandten Todesrezeptor Fas konnte in friiheren Arbeiten gezeigt
werden, dass die andauernde JNK-Aktivierung Caspase-abhangig reguliert wird
(Wajant et al., 2003). Um zu untersuchen, ob bei der TNF-vermittelten JNK-Induktion
ebenfalls Caspasen eine Rolle spielen, wurden Experimente mit dem Caspaseinhibitor
z-VAD-fmk durchgefihrt. Das andauernde JNK-Signal wurde in Jurkat-, KB- und
HaCaT-Zellen durch z-VAD-fmk nahezu vollstédndig inhibiert, ohne die transiente JNK-
Aktivierung zu beeinflussen (Abb. 30). Dies deutet darauf hin, dass in diesen Zelllinien
die frhe und die andauernde JNK-Induktion durch verschiedene Caspase-abhangige
und Caspase-unabhangige Signalwege gesteuert werden. Im Gegensatz dazu
scheinen bei der TNF-induzierten JNK-Aktivierung in MEF-Zellen Caspasen keine oder

nur eine geringe Rolle zu spielen.
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Abbildung 30: Z-VAD-fmk inhibiert die andauernde JNK-Aktivierung in einer
Zelltyp-abhangigen Weise. Die verschiedenen Zelllinien wurden fiir die angegebenen
Zeiten mit 20 ng/ml TNF in Anwesenheit oder Abwesenheit von 40 pM z-VAD-fmk
inkubiert und anschlieBend lysiert. Die MEF- und KB-Zellen wurden zusatzlich flr zwei
Stunden mit 2,5 ug/ml CHX vorbehandelt. Als Indikator fir die Aktivierung des JNK-
Signalweges wurde die Phosphorylierung der JNK mit einem anti-phospho-JNK
Antikérper im Western-Blot untersucht. Die Detektion der gesamten zelluldaren JNK
diente als Ladekontrolle.

Wie in Kapitel 1.3.3.2.2 beschrieben, kann die Caspase-vermittelte Spaltung von
p21WAF/Cip 1 und MEKK-1 zur Generierung von Spaltprodukten mit hoher JNK-
stimulierender Aktivitat fihren (Deak et al., 1998; Cardone et al., 1997; Ham et al.,
2003). Erstaunlicherweise konnte auch in den NF«xB-inhibierten Jurkat-, HaCaT und
KB-Zellen eine Spaltung dieser Proteine nachgewiesen werden (Abb. 31). Si RNA
Experimente, bei denen versucht wurde, die Expression von MEKK-1 und p21WAF/Cip
1 zu inhibieren, konnten allerdings keine entscheidende Bedeutung dieser Proteine bei
der TNF-induzierten andauernden JNK-Aktivierung nachweisen (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 31: Die TNF-induzierte Prozessierung von MEKK-1 und p21WAF/Cip 1
ist in den NEMO-defizienten und IKK2-DN-liberexprimierenden Zellen verstarkt.
Die verschiedenen Zelllinien wurden fir die angegebenen Zeiten mit 20 ng/ml TNF
inkubiert. Die KB-Zellen wurden zusétzlich fir zwei Stunden mit 2,5 ug/ml CHX
vorbehandelt. AnschlieBend wurden Zelllysate angefertigt und im Western-Blot auf die
Prozessierung von MEKK-1 und p21WAF/Cip 1 untersucht.

4.2.3 Die TNF-induzierte JNK-Aktivierung besitzt weder eine
proapoptotische noch eine antiapoptotische Wirkung

In den Kapiteln 4.2.1 und 4.2.2 konnte gezeigt werden, dass die TNF-vermittelte
andauernde JNK-Aktivierung in den humanen Zelllinien Jurkat, HaCaT und KB in erster
Linie Caspase-vermittelt induziert wird. Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass
NF«B-induzierte Faktoren keine oder nur eine geringe Rolle bei der Regulation der
TNF-vermittelten andauernden JNK-Aktivierung spielen. In diesem Kapitel sollte nun
die funktionelle Bedeutung der TNF-induzierten JNK-Aktivierung genauer untersucht
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werden. Zu diesem Zweck wurden Experimente mit dem pharmakologischen JNK-
Inhibitor SP600125 durchgeflhrt (Bennett et al., 2001). Wahrend die Phosphorylierung
des JNK-Substrates c-jun in den NFxB-inhibierten Jurkat-, HaCaT-, KB- und MEF-
Zellen nahezu vollstandig inhibiert war (Abb. 32A), wurde der TNF-induzierte Zelltod
durch SP600125 nicht oder nur gering beeinflusst (Abb. 32B). Dies deutet darauf hin,
dass JNK in diesen zelluldren Systemen keine oder nur eine geringe pro- bzw. anti-
apoptotische Wirkung ausbt.
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Abbildung 32: Die TNF-induzierte JNK-Aktivierung ubt keinen Einfluss auf den
TNF-vermittelten Zelltod aus. A) Die verschiedenen Zelllinien wurden flr die
angegebenen Zeiten mit 20 ng/ml TNF in Anwesenheit oder Abwesenheit von 20 uM
SP600125 inkubiert und anschlieBend lysiert. Die MEF NEMO-def.- und KB IKK2-DN-
Zellen wurden zusatzlich fir zwei Stunden mit 2,5 pg/ml CHX vorbehandelt. Als
Indikator fir die Aktivitat der JNK wurde die Phosphorylierung der JNK und c-jun mit
anti-phospho-JNK und anti-phospho-c-jun Antikdrpern im Western-Blot untersucht. Die
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Detektion der gesamten zelluldren JNK und c-jun diente als Ladekontrolle. B) Die
verschiedenen Zelllinien wurden mit 100 ng/ml TNF (Jurkat NEMO-def. und HaCaT
IKK2-DN) oder mit 100 ng/ml TNF und 2,5 pg/ml CHX (KB IKK2-DN und MEF NEMO-
def.) in Anwesenheit oder Abwesenheit von 20 pM SP600125 stimuliert. Daraufhin
wurde das Zelliberleben mittels MTT- (Jurkat NEMO-def.) oder Kristallviolett-Farbung
(HaCaT IKK2-DN, KB IKK2-DN, MEF NEMO-def.) ermittelt.

4.2.4 Die TNF-induzierte anhaltende JNK-Aktivierung wird Zelltyp-
abhangig durch ROS reguliert.

In den meisten bisher publizierten Untersuchungen wurden ROS als die zentralen
Mediatoren der TNF-induzierten JNK-Aktivierung identifiziert (siehe Kapitel 1.3.3.2.1).
ROS konnen bei nekrotischen Zellen, aber auch durch die Caspase-vermittelte
Spaltung bestimmter Substrate entstehen. In den Kapiteln 4.2.1 und 4.2.2 konnte
gezeigt werden, dass in vielen humanen Zelllinien Caspasen fir die Induktion der TNF-
vermittelten andauernden JNK-Aktivierung verantwortlich sind. Daher sollte nun mit
Hilfe des Antioxidanten BHA die Rolle von ROS in den untersuchten Zelllinien Gberprift
werden. Wahrend in den NEMO-defizienten Jurkat- und den MEF-Zellen ein starker
inhibitorischer Effekt nachgewiesen werden konnte, war die TNF-vermittelte JNK-
Induktion in den HaCaT- und KB-Zellen nicht oder nur moderat eingeschrankt (Abb.
33). Des Weiteren konnte ein Zelltyp-abhangiger Effekt von BHA bei dem TNF-
vermittelten Zelltod nachgewiesen werden. Wahrend BHA die NFxB-inhibierten Jurkat-
und KB-Zellen nicht, und die HaCaT IKK2-DN-Zellen nur zu einem geringen Teil vor
dem TNF-vermittelten Zelltod schutzte, waren die NEMO-defizienten MEF-Zellen
nahezu vollstdndig geschutzt. Interessanterweise korrelierte, im Gegensatz zu den
NEMO-defizienten MEF-Zellen, in den NEMO-defizienten Jurkat-Zellen die Inhibition
der JNK-Induktion durch BHA nicht mit seiner Schutzfunktion beim TNF-vermittelten
Zelltod. Dennoch kann auch bei den NEMO-defizienten MEF-Zellen die Inhibierung der
andauernden JNK-Aktivierung nur teilweise die Schutzfunktion von BHA beim TNF-
vermittelten Zelltod erklaren, da der JNK-Inhibitor SP600125 (Abb. 32B) ebenfalls die
persistierende JNK-Induktion inhibiert, aber nur einen moderaten Schutz beim TNF-
vermittelten Zelltod vermittelt. Es ist daher anzunehmen, dass ROS unabhéngig von
der JNK-Aktivierung auch noch andere zytotoxische Effekte vermittelt.
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Abbildung 33: Die TNF-induzierte JNK-Aktivierung wird Zelltyp-abhangig durch
ROS reguliert. A) Die verschiedenen Zelllinien wurden fir die angegebenen Zeiten mit
20 ng/ml TNF in Anwesenheit oder Abwesenheit von 200 uM des Antioxidanten BHA
inkubiert und anschlieBend lysiert. Die MEF NEMO-def.- und KB IKK2-DN-Zellen
wurden zusatzlich fir zwei Stunden mit 2,5 pg/ml CHX vorbehandelt. Als Indikator fur
die Aktivierung des JNK-Signalweges wurde die Phosphorylierung der JNK mit einem
anti-phospho-JNK Antikérper im Western-Blot untersucht. Die Detektion der gesamten
zellularen JNK diente als Ladekontrolle. B) Die verschiedenen Zelllinien wurden mit
100 ng/ml TNF (Jurkat NEMO-def. und HaCaT IKK2-DN) oder mit 100 ng/ml TNF und
2,5 pg/ml CHX (KB IKK2-DN und MEF NEMO-def.) in Anwesenheit oder Abwesenheit
von 200 uM des Antioxidanten BHA stimuliert. AnschlieBend wurde das Zelliberleben
mittels MTT- (Jurkat NEMO-def.) oder Kristallviolett-Farbung (HaCaT IKK2-DN, KB
IKK2-DN, MEF NEMO-def.) ermittelt.
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5. Diskussion

5.1 Die Rolle von TRAF1 beim TNFR-Crosstalk

TNF vermittelt seine biologischen Funktionen durch Interaktionen mit seinen
Rezeptoren TNFR1 und TNFR2. Wie in Abbildung 2 dargestellt, unterscheiden sich
dabei die Isliche und die membranstandige Form von TNF in ihrer Fahigkeit, die
beiden TNFR zu aktivieren. Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollten die
molekularen Mechanismen des TNFR-Crosstalks und dessen Regulation durch TRAF1
untersucht werden. In frGheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die
Stimulation des TNFR2 zu einer Verstarkung der TNFR1-abhangige Apoptose fiihren
kann (Fotin-Mleczek et al., 2002; Li et al., 2002). Dieser Befund wurde sowohl der
Induktion von mTNF als auch der clAP1-abhdngigen Ubiquitinylierung und
nachfolgenden proteasomalen Degradation von TRAF2 durch den TNFR2
zugeschrieben (Bodmer et al., 2002; Fotin-Mleczek et al., 2002; Li et al., 2002). Da
TRAF2 in erster Linie antiapoptotische Funktionen wie die Rekrutierung von clAP1 und
clAP2 an den TNFR1 (Wang et al., 1998; Fotin-Mleczek et al., 2002) sowie die
Aktivierung von NFxB zugeschrieben werden, ist dessen Depletion durch den TNFR2
von entscheidender Bedeutung bei der Verstarkung der TNFR1-induzierten Apoptose.
Dennoch ist in den vorangegangenen Studien bisher nicht untersucht worden, wie sich
die TNFR2-vermittelte TRAF2-Depletion auf die Bildung des TNFR1-Signalkomplexes
auswirkt. In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die zytoplasmatische
TRAF2-Degradation auch zu einer Abnahme der TNF-induzierten TNFR1-TRAF2-
Interaktion fahrt (Abb. 11). Des Weiteren flihrte die Abnahme von TRAF2 im TNFR1-
Signalkomplex zu einer Verringerung der Ubiquitinylierung von RIP, welche von
entscheidender Bedeutung bei der Aktivierung von NF«B ist (Park et al., 2004; Li et al.,
2006; Legler et al.,, 2003). Hierzu passt auch der Befund, dass in TNFR2-
vorstimulierten Zellen die TNFR1-vermittelte Aktivierung von NFxB und JNK blockiert
ist (Abb. 10). Bemerkenswerterweise verhinderte die Uberexpression von TRAF1 die
TNFR2-abhangige Rekrutierung von TRAF2 in lipid rafts sowie dessen darauf folgende
proteasomale Degradation. Dieser Befund steht im Einklang mit einer Studie von Arron
und Kollegen, bei der die CD40-abhangige TRAF2-Rekrutierung in lipid rafts und die
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darauf folgende TRAF2-Degradation in Dendritischen Zellen durch die Expression von
TRAF1 ebenfalls inhibiert war (Arron et al., 2002). Im Gegensatz zu der zitierten
Studie, bei der von einer positiven Rolle von TRAF1 bei der CD40-Signaltransduktion
ausgegangen wird, wurde in der vorliegenden Arbeit bei TRAF1-Uberexprimierenden
HelLa-CD40-Zellen eine hemmende Funktion bei der NFxB- und JNK-Aktivierung
beobachtet (Abb. 22). Dieser Widerspruch ist vermutlich durch die Tatsache zu
erklaren, dass die von Arron und Kollegen verwendeten TRAF1-defizienten
Dendritischen Zellen, aufgrund der nicht inhibierten TRAF2-Degradation eine deutlich
verringerte Expression von TRAF2 im Vergleich zu den Parentalzellen aufwiesen. Die
verminderte CD40-Signaltransduktion ist in diesen Zellen somit eher auf das Fehlen
des TRAF1-vermittelten Schutzes vor dem TRAF2-Abbau zurtickzufiihren, als auf eine
aktive Rolle von TRAF1 bei der CD40-induzierten JNK- und NF«xB-Aktivierung. Des
Weiteren konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass TRAF1 bei einem
gleichzeitigen geringeren Einbau von TRAF2 in den TNFR1-Signalkomplex rekrutiert
werden kann, ohne die JNK- und NF«xB-Aktivierung zu inhibieren (Abb. 12, 14A). Dies
ist insofern bemerkenswert, da TRAF1 im Gegensatz zu TRAF2 keine Ring- und Zink-
Finger-Doménen besitzt, welche wegen ihrer E3-Ligase Aktivitat essentiell bei der
TNF-induzierten JNK-Aktivierung sind (Habelhah et al., 2004). Dieser Befund lasst
vermuten, dass TRAF1 TRAF2 funktionell ersetzen kann, wenn es mit TRAF2
Heterotrimere bildet. Da TRAF1 indirekt Gber TRAF2 auch mit dem TNFR2 interagieren
kann, erklart dies auch das Ergebnis, dass die TRAF1-Uberexpression eher zu einer
Verstarkung als zu einer Verringerung der TNFR2-vermittelten IL-8-Produktion fUhrt. In
einer kirzlich veroffentlichten Arbeit wurde zudem gezeigt, dass TNFR2-Stimulation zu
einem Abbau der JNK-aktivierenden MAP3Kinase ASK-1 fihrt (Zhao et al., 2007).
Daher ist es auch méglich, dass die erhdhte TNFR2-induzierte IL-8-Expression in den
TRAF1-Uberexprimierenden Zellen nicht nur auf die Verhinderung des TRAF2-Abbaus,
sondern auch auf die Blockierung der ASK1-Degradation zurtickzuftihren ist. Es konnte
auch festgestellt werden, dass die TRAF1-Expression die kooperative TNFR-
Signaltransduktion von der Apoptoseinduktion zu proinflammatorischen Signalwegen
verschiebt (Abb. 16 bis 19). Insbesondere bei Zellen des Immunsystems wie den T-
Zellen oder Makrophagen, die beide TNFR exprimieren sowie selbst TNF produzieren
kénnen (Wajant et al., 2003) scheint TRAF1 eine wichtige Rolle bei der Regulation des
TNFR-Crosstalks zu spielen. So spielen bei der Auslésung einer Immunreaktion die
TNF-induzierten proinflammatorischen Signalwege NFkB und JNK eine wichtige Rolle,

wohingegen bei der Eliminierung peripherer T-Zellen die TNF-induzierte Apoptose von
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groBer Bedeutung ist (Zheng et al., 1995; Speiser et al., 1996). Zukiinftige Studien
missen zeigen ob TRAF1, dessen Expression bei aktivierten T-Zellen und
Makrophagen induziert werden kann, einen vorUbergehenden Schutz vor der
kooperativen TNFR1/TNFR2-vermittelten Apoptose ausiibt. Zusammengefasst sind die

in dieser Arbeit untersuchten Funktion von TRAF1 bei der TNFR-Signaltransduktion in
Abbildung 34 dargestellt.
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Abb. 34 Die Rolle von TRAF1 bei der TNFR-Signaltransduktion: A) Aktivierung des
TNFR2 fahrt in HeLa TNFR2-Zellen zur Rekrutierung von TRAF2-Trimeren an den
TNFR2. AnschlieBend kommt es zu einer schwachen Aktivierung von NFxB sowie zur
Degradation der TRAF2-Proteine. Als Folge davon kénnen die TRAF2-Trimere nicht
mehr an den TNFR1 rekrutiert werden und die TNFR1-vermittelte Apoptoseinduktion
dominiert Uber die Aktivierung von NFxB. B) In HeLa TNFR2-TRAF1-Zellen kommt es
nach TNFR2-Aktivierung zu einer Rekrutierung von TRAF2/TRAF1-Heterotrimeren an
den TNFR2. Daraufhin kommt es zu einer verstarkten Aktivierung von NFxB im
Vergleich zu den HelLa-Zellen. Da die TRAF2/TRAF1-Heterotrimere nicht degradiert
werden, kénnen sie an den TNFR1 rekrutiert werden und die TNFR1-vermittelte
Aktivierung von NFxB dominiert Gber die Apoptoseinduktion.
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5.2 Die TNF-induzierte andauernde JNK-Aktivierung verlauft in
vielen Zelllinien Caspase-abhangig

TNF wird eine zentrale Rolle bei entziindlichen Prozessen sowie bei Wachstums- und
Differenzierungsvorgdngen zugeschrieben. Die wichtigsten durch TNF induzierten
Signalwege, die hierbei eine Rolle spielen, sind neben der Apoptoseinduktion die
Aktivierung von NFxB und JNK (siehe Kapitel 1.3). Wahrend das antagonistische
Zusammenspiel zwischen NFxB-Aktivierung und Apoptoseinduktion bei der TNF-
Signaltransduktion weitgehend bekannt ist, ist die Rolle der JNK-Aktivierung in diesem
Zusammenhang vergleichsweise wenig untersucht worden. Von verschiedenen
Arbeitsgruppen konnte gezeigt werden, dass die TNF-induzierte Aktivierung der JNK
die Balance zwischen Zelliberleben und Apoptoseinduktion beeinflussen kann (Davis,
2000c; Varfolomeev and Ashkenazi, 2004). TNF induziert in den meisten Zelltypen
nach zehn bis 30 Minuten zunachst eine transiente JNK-Aktivierung, woraufhin bei
NF«B-inhibierten Zellen, eine zweite andauernde Aktivierung der JNK erfolgt (Nakano,
2004¢). Die Zelltod-induzierende Wirkung der JNK wird vor allem der zweiten,
andauernden JNK-Aktivierung zugeschrieben, die die Caspase-unabhéngige Spaltung
von BID sowie die proteasomalen Degradation von Flip-L vermitteln kann (Abb.6)
(Deng et al., 2003; Chang et al., 2006). Allerdings war bisher unklar, ob die Aktivierung
der Caspasen seinerseits zu einer TNF-vermittelten Aktivierung der JNK fihren kann.
In der Literatur ist beschrieben, dass Caspasen durch die Spaltung bestimmter
Proteine wie MEKK-1 oder p21WAF1/Cip 1 JNK-aktivierende Fragmente generieren
kénnen und das die Fas-induzierte JNK-Aktivierung in einigen Zelllinien Caspase-
abhangig verlauft (Deak et al., 1998; Cardone et al., 1997; Ham et al., 2003). Im
Gegensatz dazu wurde die TNF-induzierte andauernde JNK-Aktivierung in MEF-Zellen
als ROS-abhangig und Caspase-unabhangig beschrieben (Sakon et al., 2003). Um die
Rolle der Caspasen bei der TNF-induzierten andauernden JNK-Aktivierung
insbesondere in humanen Zellen genauer untersuchen zu kdénnen, wurden vier
Zelllinien verwendet, deren NFxB-Signalweg intakt bzw. inhibiert war. Im Einklang mit
den Literaturdaten konnte festgestellt werden, dass die Inhibition von NFxB zu einer
verstarkten Apoptoseinduktion und persistierenden JNK-Aktivierung fihrte (Abb. 24,
28) (Nakano, 2004). Allerdings konnte auch in einigen Zelltypen eine andauernde
Aktivierung von JNK trotz intakten NF«kB-Signalweges nachgewiesen werden (Abb. 28,
29B und Daten nicht gezeigt). Dieser Befund Iasst sich nicht durch Veréffentlichungen

erklaren, worin NFxB-induzierte Radikalfanger wie MnSOD und FHC die persistierende
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TNF-vermittelte JNK-Aktivierung inhibieren (siehe Kapitel 1.3.3.2.1) (Nakano et al.,
2004). Vielmehr scheint in diesen Zelllinien die andauernde Aktivierung der JNK nicht
mit der Induktion von NFxB, sondern mit der Apoptose bzw. Nekroserate zu
korrelieren. Diese Annahme wird zudem durch das Resultat gestutzt, dass in NFkB-
inhibierten Zellen die Verhinderung des Zelltods durch die Uberexpression von Flip-L
zu einer deutlichen Abnahme des TNF-induzierten persistierenden JNK-Signals im
Vergleich zu den Parentalzellen fihrte (Abb. 29A, 29B). Es ist daher anzunehmen,
dass die NFkB-Induktion in diesen Zelllinien die TNF-vermittelte andauernde JNK-
Aktivierung nicht direkt durch die Expression von bestimmten JNK-inhibierenden
Proteinen (z.B. A20, GADD45 3, MnSOD, FHC), sondern indirekt durch
antiapoptotische Proteine (z.B. Flip-L, IAPs), die die Aktivierung der Caspasen und
Apoptose inhibieren, verhindern. Um zu untersuchen, ob die JNK-Aktivierung durch
TNF-induzierte Nekrose oder Apoptose vermittelt wird, wurden Experimente mit dem
Caspaseinhibitor z-VAD-fmk und dem Radikalfdnger BHA durchgefuhrt (Abb. 27, 30,
33). In den humanen NF«B-inhibierten Zellen wurde das andauernde JNK-Signal durch
z-VAD-fmk komplett gehemmt (Abb. 30), wohingegen die Apoptoseinduktion je nach
Zellltyp nur partiell zuriickging (Jurkat 23%, KB 100%, HaCaT 35%) (Abb. 27). Auch
die Inkubation mit dem Antioxidanten BHA flhrte zu Zelltyp-abhangigen Resultaten
bezuglich der Hemmung von Nekrose und JNK. So wurde in den NEMO-defizienten
MEF im Einklang mit den Literaturdaten eine nahezu komplette Inhibition der Nekrose
und JNK nachgewiesen (Abb. 33) (Sakon et al., 2003). Bei den humanen Zelllinien
zeigte sich hingegen bei einer unterschiedlich ausgepragten Blockade der JNK-
Aktivierung (Jurkat komplett, HaCaT partiell, KB nicht) keine Inhibierung der Nekrose
durch BHA. Zudem konnte bei Experimenten, bei dem durch den pharmakologischen
Inhibitor SP600125 die TNF-induzierte JNK-Induktion gehemmt wurde, keine
proapoptotische Rolle von JNK nachgewiesen werden (Abb. 32). Zusammengefasst
kann man somit feststellen, dass die TNF-induzierte andauernde JNK-Aktivierung
Zelltyp-abhangig durch Caspasen und ROS reguliert wird, ohne selbst eine essentielle
Rolle bei der Zelltod-Induktion zu spielen. Um zu untersuchen, wie die Caspasen die
TNF-induzierte JNK-Induktion vermitteln, wurde zudem die Prozessierung zahlreicher
Caspasesubstrate untersucht (Abb. 25, 29C, 31). Wie in Kapitel 1.3 detaillierter
beschrieben, kdnnen durch die Caspase-abhangige Spaltung von MEKK-1 und
p21WAF/Cip 1 JNK-stimulierende Fragmente generiert werden. Da die Spaltung dieser
Proteine auch in den NFkB-inhibierten Jurkat-, HaCaT-, und KB-Zellen nachgewiesen

werden konnte, deutet dies auf eine moglich Rolle dieser Fragmente bei der TNF-
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induzierten persistierenden JNK-Aktivierung in diesen Zelllinien hin (Abb.29C, 31). Aus
der Literatur sind zudem zahlreiche weitere Mechanismen bekannt, wie NFxB-
Induktion, Apoptose und Nekrose miteinander verknUpft sind, sich gegenseitig
beeinflussen und somit die andauernde Aktivierung von JNK induzieren bzw.
regulieren kénnen: Caspasen kénnen a) durch die Spaltung von RIP Nekrose
inhibieren (Holler et al., 2000; Ting et al., 1996; Kelliher et al., 1998); b) durch
Prozessierung zahlreicher Proteine (z.B. RIP) NF«kB-Induktion direkt inhibieren (Wajant
et al., 2003f) c¢) durch die Spaltung von PARP und p75 (Ricci et al., 2004) die Balance
von Apoptose zu Nekrose verschieben. NFkB kann durch a) die Expression von
Radikalfangern (z.B. MnSOD, FHC) (Nakano, 2004) Nekrose inhibieren b) die
Expression von antiapoptotischen Proteinen (z.B. |APs, Flip-L) Apoptose inhibieren.
Die molekularen Mechanismen der TNF-induzierten Aktivierung von JNK sowie deren
Regulation durch NF«xB der in dieser Arbeit untersuchten Zelllinien sind in Abbildung 35

dargestellt.
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Abbildung 35: Die molekularen Mechanismen der TNF-vermittelten andauernden
JNK-Aktivierung in Jurkat-, KB- HaCaT- und MEF-Zellen. Wahrend in MEF-Zellen
die JNK-Induktion ausschlieBlich ROS-abhangig verlauft, spielen in den humanen
Zelllinien vor allem Caspase-abhangige Prozesse (Spaltung in JNK-aktivierende
Fragmente, Generierung von ROS) eine Rolle. AuBerdem ist die JNK-inhibierende
Wirkung von NFxB in den humanen Zellen im Gegensatz zu den MEF-Zellen in erster
Linie auf die Verhinderung der Apoptose (z.B. IAPs, Flip-L) und nicht auf die
Expression von Radikalfangern (z.B. MnSOD, FHC) zurlckzufihren.
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6. Zusammenfassung

TNF (Tumor Nekrose Faktor) vermittelt seine biologischen Funktionen durch
Interaktionen mit TNFR1 (TNFRezeptor 1) und TNFR2 (TNFRezeptor 2). In friiheren
Arbeiten konnte gezeigt werden, dass der TNFR2 sowohl durch die Induktion von
membrangebundenem TNF als auch durch die proteasomale Degradation von TRAF2
(TNFRezeptor-assozierter Faktor 2) die TNFR1-vermittelte Apoptose verstarken kann.
Des Weiteren war bekannt, dass TRAF1 (TNFRezeptor-assozierter Faktor 1), ein
anderes Mitglied der TRAF-Familie, mit TRAF2 Heterotrimere bilden kann und zudem
nach TNF-induzierter NFxB- (nuclear factor kappaB) Aktivierung verstarkt exprimiert
wird. In der vorliegenden Arbeit konnte nun erstmals gezeigt werden, dass TRAF1 in
beide TNFR-Signalkomplexe rekrutiert wird und darin in einem TRAF2/TRAF1-
Heterotrimer TRAF2 funktionell ersetzen kann. Dartber hinaus verhindert TRAF1 die
Rekrutierung von TRAF2 in lipid rafts sowie dessen anschlieBende proteasomale
Degradation. Auf diese Weise kann TRAF1 die TNFR2-abhangige Verstarkung der
TNFR1-induzierten Apoptose verhindern.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde die TNF-vermittelte Aktivierung der JNK
(c-Jun N-terminale Kinase), dessen Regulation durch ROS (reactive oxygen species),
Caspasen (Cysteinyl-Aspartat-spezifische Proteasen) sowie NFxB-induzierte Faktoren
untersucht. TNF induziert in den meisten Zellen zun&dchst nach zehn bis 30 Minuten
eine transiente JNK-Aktivierung, woraufhin bei NFxB-inhibierten Zellen eine zweite
andauernde JNK-Aktivierung folgt. Die meisten in der Literatur beschriebenen Studien
gehen dabei von einem ROS-abhéngigen, Caspase-unabhangigen Mechanismus der
persistierenden JNK-Aktivierung aus. Des Weiteren wurde in den vor allem bei
embryonale Mausfibroblasten durchgeflihrten Untersuchungen davon ausgegangen,
dass bestimmte NFxB-induzierte Radikalfanger die andauernde Aktivierung der JNK
verhindern. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in den humanen Zelllinien KB,
Jurkat und HaCaT die andauernde Aktivierung der JNK, im Gegensatz zur transienten
JNK-Aktivierung, Caspase-abhangig verlauft. Es ergab sich Uberdies, dass die
inhibierende Wirkung des NFxB-Signalweges auf die persistierende JNK-Aktivierung in
diesen Zelllinien in erster Linie auf die indirekte Verhinderung der Apoptose durch die
Induktion von antiapoptotischen Proteinen wie Flip-L (FLICE-inhibitory protein long)
und IAPs (inhibitor of apoptosis) zurlckzufiihren ist, als auf die direkte Expression von
Radikalfangern. Zudem wurde in den untersuchten Zelllinien die Caspase-vermittelte
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Spaltung von MEKK-1 (MAP/ERK kinase kinase-1) und p21WAF/Cip 1 nachgewiesen,
von denen bekannt ist, dass die Spaltprodukte eine JNK-stimulierende Wirkung haben.
Dennoch missen klnftige Studien zeigen, ob die Spaltung von p21WAF/Cip 1 und
MEKK-1 in Fragmente mit JNK—stimulierender Aktivitat oder andere Caspasesubstrate
fir die Caspase-vermittelte andauernde Aktivierung der JNK verantwortlich sind.
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7. Summary

TNF (tumor necrosis factor) induces its biological functions by interactions with TNFR1
(TNF receptor 1) and TNFR2 (TNF receptor 2). In recent studies it has been shown
that stimulation of TNFR2 results in an enhancement of the TNFR1-induced apoptosis.
The reason of this finding is the transcriptional induction of membrane-bound TNF as
well as the proteasomal degradation of TRAF2 (TNF receptor associated factor 2).
Furthermore it was known that TRAF1 (TNF receptor associated factor 1), those
expression is induced by TNF mediated NFxB (nuclear factor kappaB) activation, can
interact with TRAF2. In the first part of this thesis it could be demonstrated that TRAF1
co-recruits with TRAF2 to TNFR1 and TNFR2 without affecting the downstream
signalling pathways. Moreover, TRAF1 expression inhibits TNFR2 induced recruitment
of TRAF2 into lipid rafts and its subsequent depletion. In this manner, TRAF1
abrogates the TNFR2-mediated enhancement of TNFR1-induced apoptosis.

In the second part of this thesis the TNF-induced activation of JNK (c-Jun N-terminal
kinase) as well as its regulation by ROS (reactive oxygen species), caspases
(cysteinyl-aspartat-specific proteases) and NFkB-induced proteins were examined. In
most cell types TNF induces a transient activation of the JNK pathway, whereas in
NF«xB-inhibited cells a second sustained activation of JNK is observed. Based on
previous studies, it has been suggested that TNF-induced prolonged JNK activation is
predominantly mediated by ROS. Moreover, in some studies based on mouse
embryonal fibroblasts it has been suggested that expression of NFxB-induced
antioxidants prevents prolonged JNK activation upon TNF stimulation. In this thesis it
could be shown in various human cellular systems, including KB, Jurkat and HaCaT,
that TNF-induced prolonged activation of JNK is in contrast to the transient activation
mediated by caspases. Furthermore, it was demonstrated that NFxB induction inhibits
the TNF-induced prolonged JNK activation indirectly by inhibiting apoptosis rather than
directly by expression of antioxidants. In addition, caspase-dependent cleavage of
MEKK-1 (MAP/ERK kinase kinase-1) and p21WAF/Cip 1 was found in these cellular
systems. As it is known from previous studies, cleavage of these proteins results in
fragments with high JNK-stimulating activity, these caspase substrates could therefore
play an important role in TNF-induced prolonged JNK-activation. However, further
studies have to evaluate if the cleavage of MEKK-1 and p21WAF/Cip 1 or other
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caspase substrates mediates the TNF-induced caspase-dependent prolonged JNK-

activation.
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9. Anhang

9.1 Abkiirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

Ak Antikérper

ASK-1 apoptosis-signal-regulating kinase-1
APS Ammoniumpersulfat

BHA butylated hydroxyansiole

bzw. beziehungsweise

cFLIP cellular FLIP

°C Grad Celcius

Caspase cysteinyl-aspartate-specific proteinases
cm? Quadratzentimeter

DD death domain

DED death effector domain

CHX Cycloheximid

DcR1 decoy receptor 1 (=TRAILR3, TRID)
DcR2 decoy receptor 2 (=TRAILR4)

DISC death-inducing-signaling-complex

DNA Desoxyribonukleinsédure

DR3 death receptor 3 (=Apo3, TRAMP, WSL-1, LARD)
DR4 death receptor 4 (=TRAILR1)

DR5 death receptor 4 (=TRAILR2, TRICK2, KILLER)
DR6 death receptor 6

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamin-Tetra-Essigséure

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
ERK extracellular signal-regulated kinase
FasL Fas-Ligand

FCS fotales Kalber-Serum

FADD Fas-associating protein with a death domain (=MORT)
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FLICE
FLIP
FLIP-L
GFP

gof.

HVEM
HEPES
IAP

IKK a, B
IKK y
IxB
JNK
kDa

kb

LT
LTBR
LARD

LIGHT

M

mA
mAK
MTNF/sTNF
MAPK
MAP2K
MAP3K
MEF
MEKK-1
MKK-7
MTT
NIK

NEMO
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FADD-like ICE (=MACH, Caspase-8)

FLICE-inhibitory protein

FLIP-long

green fluorescent protein

gegebenenfalls

Stunde

Herpesvirus entry mediator (=ATR, TR2)
2-[4-(2Hydroxyethyl)-1-piperazino]-Ethansulfonsaure
inhibitor of apoptosis

Interleukin

IxB Kinase a, B (=IKK1, IKK2)

IxB Kinase y (=NEMO, IKK3)

inhibitor of NF«xB

c-Jun N-terminal Kinase (=SAPK, stress-activated protein kinase)
Kilo-Dalton

Kilo-Basenpaare

Lymphotoxin

Lymphotoxin-B Rezeptor

lymphocyte-associated receptor of death (=DR3, Apo3, TRAMP,
WSL-1)

homologous to lymphotoxins, inducible expression, binds to
HVEM, a receptor on T-lymphocytes

molar (Mol/Liter)

Milliampere

monoklonaler Antikérper

membranstandiges / l6sliches TNF

mitogen-activated protein kinase

mitogen-activated protein kinase kinase
mitogen-activated protein kinase kinase kinase
embryonale Mausfibroblasten

MAP/ERK kinase kinase-1

MAPKinase-Kinase-7
3-(4,5-Dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid
NF«B-inducing kinase

NF«B essential modulator (=IKK y)
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PAGE
PARP
PBS
PLAD
RANK
RANK-L
RHD
RIP
Rpm
ROS
SDS
TACE
TBS
TANK
TEMED
TNF
TNFR
TRAF
TRADD
TRAIL
TRAILR1
TRAILR2
TRAILR3
TRAILR4
TRANCE
TRID

TRIS
TWEAK
u.a.

pl

z.B.
Z-VAD-fmk

nuclear factor kappaB

osteoprotegerin
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
poly-(ADP)-ribose polymerase
Phosphat-gepufferte Saline

pre-ligand assembly domain

receptor activator of NFxB

RANK-ligand (=TRANCE)

Rel homolgy domain

receptor interacting protein

revolultions per minute

reactive oxygen species

Natriumdodecylsulfat

TNF alpha converting enzyme

TRIS-gepufferte Saline

TRAF family member associated NFxB activator
N,N,N",N"-Tetramethylendiamin
Tumor-Nekrose-Faktor

TNFRezeptor, TNFRezeptoren

TNF receptor associated factor

TNFR1 associated death omain

TNF-related apoptosis-inducing ligand (=Apo2L)
TRAIL receptor 1 (=DR4)

TRAIL receptor 2 (=DR5, TRICK2, KILLER)
TRAIL receptor 3 (=DcR1, TRID)

TRAIL receptor 4 (=DcR2)

TNF-related activation-induced cytokine (=RANK-L)
TRAIL receptor without an intracellular domain #  (=TRAILRS,
DcR1)

Trishydroxymethylaminomethan

TNF related, weak ability to induce apoptosis
unter anderem

uliter

zum Beispiel

N-benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-fluoromethyl-Keton
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