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1. EINLEITUNG

1.1 TNF und seine Rezeptoren

Der Tumor Nekrose Faktor (TNF) ist ein pleiotropggokin und seine Erforschung
von hoher Relevanz sowohl fiir die biologische Glagenforschung wie auch fur die
Medizin. Gebildet wird TNF in zahlreichen Gewebeoyrangig von Makrophagen,
aber auch von Lymphozyten, Mastzellen, Endothedmelind FibroblastehBakterielle
Lipopolysaccharide (LPS) fuhren zur massiven Fteisgg von TNF. Bei der
Entstehung des septischen Schocks kommt TNF eitschmidende Rolle ZuBei
chronisch entzindlichen Erkrankungen ist TNF einntrzder Mediator der
pathologischen Effekte. So verwundert es nichts dEdF-neutralisierende Pharmaka
wie Etanercept und Infliximab in die Therapie Eingang gefunden haben, insbesender
zur Behandlung der rheumatoiden Arthritis und destds Crohrf: *°

Der Name TNF rihrt von der Eigenschaft her, ingani Tiermodellen Nekrose von
Tumoren auszulésefi. Der Einsatz von rekombinant hergestelltem TNF ier d
Tumortherapie beim Menschen wird jedoch durch dieehsystemische Toxizitat von
TNF begrenzf. Die unerwiinschten Wirkungen von TNF reichen voippeghnlichen
Symptomen bis hin zu lebensbedrohlichen Schockadeti

Neben entztindungsférdernden und destruierendeml@iggen werden auch zahlreiche
Wachstums- und Regenerationsvorgdnge von TNF Htesstf Zellulare
Eigenschaften, Rezeptorausstattung, Zeitpunkt urmueD der TNF-Stimulation
entscheiden dariiber, ob destruierende oder patiier Signalwege dominieren. Dies
hilft auch zu verstehen, weshalb TNF-neutralisideenPharmaka zwar bei der
Behandlung der experimentellen Autoimmunenzepk3litieinem Modell fiir
entzuindliche ZNS-Erkrankungen, erfolgreich eingaseterden konnten, nicht jedoch
zur Therapie der Multiplen SkleroSe.

Vermehrte Kenntnisse Uber dieses Zytokin, welchasEamtziindungsprozess, an der
Zellproliferation, der Zelldifferenzierung, der Inumantwort, der Nekrose und der
Apoptose (programmierter Zelltod) beteiligt ist, nk@&n daher neue Wege zum
Verstandnis zahlreicher Erkrankungen ebenso wiee nterapeutische Optionen

eroffnent® 11



Will man die komplexe, oft zelltypspezifische Wirkgivon TNF in vivo verstehen, gilt
es, die gegenseitige Regulation und Beeinflusswrgvdrschiedenen TNF-induzierten
Signalwege naher zu ergriinden. TNF Ubt seine bstbg Funktion tber die Bindung
an zwei Mitglieder der TNFR-Superfamilie aus, TNFRid TNFR2. Die Mitglieder
der TNFR-Superfamilie besitzen keine enzymatisckievaAat. Eingeteilt werden sie in
Rezeptoren mit und ohne zytoplasmatische Todesder@b)'? Rezeptoren mit DD
sind in der Lage, mit anderen zytoplasmatischen Hd@teinen zu interagieren und
letztlich Apotose Uber die Aktivierung von Caspagarinduzieren. TNFR1 besitzt eine
solche DD, TNFR2 hingegen nicht. TNFR1 wird in nelhallen Geweben konstitutiv
exprimiert. Die Expression von TNFR2 variiert dagegn verschiedenen Geweben
stark und findet sich typischer Weise in Zellen thasnunsystems. Beide Rezeptoren
induzieren die Aktivierung von JNK (c-Jun N-termikénase), p38-MAPK (mitogen-

activated protein kinases) und k& (nuclear factor kappa B)>*

1.2 NFkB-Aktivierung tber TNFR1

Bei der dominierenden proinflammatorischen Rolla V¥&F ist es nicht verwunderlich,
dass die dafur essentiell wichtige hB=Aktivierung besonders gut charakterisiert ist.
Dies gilt insbesondere fir TNFR1. Der TNFRL1 liegt Ligandenbindung in Form von
praassoziierten Komplexen vor, die nicht signaiesié* Die Ligandenbindung fiihrt zur
Reorganisation dieser praformierten RezeptorkongplexXXomplexe héherer Ordnung.
Dabei kommt es zur Translokation von TNFR1limd rafts. Beilipid rafts handelt es
sich  um low-density-lipoprotein-, glykosphingolipid und cholesterolreiche
Membranmikrodomanen. Hier findet die Assoziation nvoTNFR1 mit den
nachgeschalteten Proteinen, welche die intrazefiufignalkaskade starten, statils
unentbehrlich fur eine effiziente MB-Aktivierung gelten die TNFR1-assoziierten
Proteine TRAF2 (TNF Receptor-Associated Factor i) RIP (Receptor-Interacting
Kinase). Wahrend in RIP-defizienten Zellen die TiNBuzierte NIKB-Aktivierung
vollstandig unterbleibt, ist sie in TRAF2-defizient Zellen nur herabgesetft!” 8- 19
Allerdings wird dies durch eine teilweise Redundaoz TRAF2 mit TRAF5 erklart, da
in TRAF2/5 doppeltdefizienten Zellen die KB-Aktivierung vollstandig verloren

geht®



Rezeptorgebundenes TRADD (TNFR-Associated DD Prpgalt bisher als Plattform,
welche die Bindung von TRAF2 und RIP an TNFR1 véteiti’™ % Experimente mit
TRADD-defizienten Zellen zum genetischen Nachwess Abhangigkeit der NkB-
Aktivierung von der TRADD-Rekrutierung sind jedoaicht publiziert. Kirzlich wurde
nun gezeigt, dass TRADD im Unterschied zur RIP uhBAF2 erst nach
Rezeptorinternalisierung in TNFR1-Endozytosevesikel sogenannten  TNF-
Rezeptosomen, an TNFR1 bindét. Da die Rezeptorinternalisierung keine
Voraussetzung fir die NB-Aktivierung ist, erfolgt die NKB-Aktivierung entgegen
bisheriger Vorstellungen mdglicherweise ohne dikrR#erung von TRADD.

NFkB liegt als Heterodimer im Zytoplasma vor. Seinard@kalisationssequenz wird
jedoch durch die Bindung vorkBa. (Inhibitor of kBa) maskiert. Daher erklart man die
NFkB-Aktivierung mit der Rekrutierung eines Kinasekdexges in den TNFR1-
Signalkomplex, der anschliel3end die Ubiquitinierwnrgl den proteasomalen Abbau
von |-kBa bewirkt. Auf diese Weise wird die Kernlokalisatssequenz des NB-
Heterodimers demaskiert und der Translokation im dellkern steht nichts mehr im
Wege. Folglich wird der NiB-aktivierende Kinasekomplex auch alxkB-Kinase-
(IKK-) Komplex bezeichnet. Er besteht aus IKK1 (IKK IKK2 (IKK 3), Nemo (NKB
Essential Modulator, IKK) sowie dem Hitzeschockprotein Hsp90 und dem Hsp90
assoziierten Protein CDC37. Mittels Immunoprazimta (IP) war es maoglich, den
TNFR1-IKK Signalkomplex an der Zellmembran nach FSifimulation zu isolieref?
Wahrend man die Rekrutierung des IKK-Komplexesan @NFR1-Signalkomplex v.a.
TRAF2 zuschreibt, nimmt man an, dass RIP den IKKAgEex aktiviert. Auf welche
Weise dies geschieht, ist bisher unklar. Offensdherfolgt die Aktivierung des IKK-
Komplexes unabhangig von der Kinaseaktivitat voR R12°

1.3 Apoptoseinduktion tber TNFR1

Fir die Todesrezeptoren Fas, TRAILR1 und TRAILR2 nike ein
apoptoseinduzierender membrangebundener Signalkam@ISC (Death-Inducing
Signaling Complex) genannt, nachgewiesen wefddfin solcher DISC besteht aus
dem entsprechenden Rezeptor, Uber dessen DD exkeuti FADD (Fas-Associated
DD Protein), sowie Uber FADD sekundar rekrutie@aspase-8. Die Komponenten des

DISC organisieren sich zu supramolekularen Clusterrdenen mehrere Caspase-8-



Proteine in enge raumliche N&he zueinander kompiedugced proximity“)?® So wird
deren autoproteolytische Prozessierung und damitividkung moglich. Der
extrinsische Weg der Apoptose mit der Aktivierungnee Initiatorcaspase ist
beschritten, der programmierten Zelltod eingeléitet

Entsprechende Knock-out Modelle zeigen, dass auichdfe TNFR1-vermittelte
Apoptoseinduktion FADD und Caspase-8 unverzichttsnd® Versuche zur
Immunoprazipitation (IP) des TNFR1-DISC kamen jddozu widersprichlichen
Ergebnissen. So scheiterten mit den tblichen IReRotlen viele Versuche, FADD und
Caspase-8 direkt an TNFR1 gebunden nachzuwéisdhDagegen gelang in der IP
gegen Caspase-8 im Zytoplasma TNF-stimulierterefetlie Koimmunoprazipitation
von FADD, TRADD, TRAF2 und RIB* Nur der TNFR1 selbst fehlte. Daraus wurde
das Modell zweier sequentiell arbeitender Signaliexe entwickelt. Demnach bildet
sich zunadchst ein membranassoziierter TNFR1-Kompleder TNFR1, TRADD,
TRAF2 und RIP umfasst, dem FADD und Caspase-8 jedancht angehoren. Dieser
Komplex | induziert zunachst die Aktivierung von RB: Erst im Zytoplasma bildet
sich nach Dissoziation rezeptorassoziierter Konkmexponenten ein zweiter
Signalkomplex aus (Komplex Il), dem Caspase-8 ulDPB, nicht dagegen der TNFR1
angehoren.

Die Dissoziation rezeptorassoziierter Signalkompoere nach TNF-Stimulation konnte
in IP-Versuchen gezeigt werdéhlnsbesondere die Dissoziation von TRADD wird in
dem Modell zweier sequentiell arbeitender Signalglmxe als entscheidend fur die
Bildung des zweiten zytoplasmatischen Komplexes WEDD und Caspase-8
angesehen, da Interaktionen zwischen FADD und TRAD®er Literatur beschrieben
wurden®" 32 Letzteres trifft zwar auch fiir RIP zu, Apoptoségzaich jedoch auch in
RIP defizienten Zelled® 3* Die TRADD-Dissoziation wird méglicherweise durcked
Ubiquitinierung und den proteasomalen Abbau von RNFeingeleitet, der nach
Stimulation von TNFR1 mit TNF beobachtet wufde.

Auch Erkenntnisse Uber die Bedeutung Vignd rafts im TNFR1-Signaling sind mit
dem Modell zweier sequentieller Signalkomplexe wdyar. Lipid rafts spielen fur die
suffiziente Ausbildung eines MB-aktivierenden TNFR1-Signalkomplex auf TNF-
Stimulation hin eine entscheidende Rolle. Die Zetsig dedipid rafts unterbindet die

NFkB-Aktivierung und verstarkt zugleich die TNFR1-véttelte Apoptoseinduktion?



Dies konnte man dem Modell zweier sequentiell aeeier Signalkomplexe
entsprechend damit erklaren, dass die Zerstérundipld rafts die Ausbildung des
NFkB-aktivierenden Komplex | verhindert und dadurch AIBD direkt fur die
Interaktion mit FADD und Caspase-8 zur Verflugurehst

Kirzlich konnten jedoch TNF-R1, FADD und Caspas@é8einer IP gegen TNF
koimmunoprazipitiert werdeff. Entgegen bisheriger Erkenntnisse gelang damit die
Isolierung eines TNF-DISC. Die Erklarung dafir weingbr allem in der schnellen und
transienten Bildung des DISC gesucht. Vormarkierwmyn TNFR1 gefolgt von
schneller Temperaturerhbhung von 4 °C auf 37 °C &Aynchronisation der
Rezeptorinternalisierung wurde als mégliche metbdtk Bedingung zur Detektion des
DISC diskutiert. Auch wurde im Vergleich zu bislgem IP-Versuchen ein anderes
Protokoll zur Zelllyse verwendet.

Die Synchronisation der Rezeptorinternalisieruni deshalb entscheidend sein, da
angenommen wird, dass sich der DISC nicht direkienMembran, sondern erst nach
Rezeptorinternalisierung in Endozytosevesikeln dtildDaftr spricht, dass auch in
magnetisch markierten und aufgereinigten TNFR1-Eptbse-Vesikeln (TNF-
Rezeptosomen) der DISC-Nachweis gelang. In Zelldie, nicht-internalisierbare
Mutanten von TNFR1 (TNFRATRID) exprimieren, konnte in entsprechenden
Versuchen die DISC-Bildung nicht nachgewiesen werd&omit scheint die
Rezeptorinternalisierung Voraussetzung fur die DEIGung und damit auch fur die
TNFR1-induzierte Apoptose zu sein.

Interessanterweise lieRen sich aus TNPRRID-exprimierenden Zellen nach TNF-
Stimulation RIP und TRAF2 isolieren, neben FADD ubdpase-8 fehlte jedoch auch
der Nachweis von TRADB® Wie bereits oben besprochen, wurde damit erstuials
Bedeutung von TRADD fur die NdB-Aktivierung bestritten und ein Modell der
Kompartmentalisation des TNFR1-Signaling vorgespiita Demnach aktiviert ein
membranassoziierter Komplex aus TNFR1, RIP und TRARFB. Fir die
Apoptoseinduktion ist dagegen die Rezeptorintesi@ling Voraussetzung. Nach
Rezeptorinternalisierung binden TRADD, FADD und gase-8 in Endozytosevesikeln
an TNFR1. Etwa 10 min nach TNF-Stimulation kommtzes maximalen TNFR1-
Rezeptosomenbildung, nach ca. 30 min verschmelzse cEndosomen mit Trans-

Golgi-Vesikeln, die nach etwa 60 min schlie3licekdgomal abgebaut werden.



Die Ergebnisse, die zum Modell der Kompartmentabsafihrten, stehen klar im
Gegensatz zu bisherigen Vorstellungen vom TNF-SiigmaErstmals konnte ein TNF-
DISC nachgewiesen werden. Zusatzlich wurde dieeRadin TRADD fur die NkB-
Aktivierung bestritten. Die methodischen Untersdeiedie eine Erfassung der erst
endosomal lokalisierten TRADD-, FADD- und CaspagRee&krutierung erlauben, sollen
die unterschiedlichen Ergebnisse erklaren. Allegdistellt sich hier die Frage, weshalb
bisher in der IP gegen TNF regelmaf3ig die Koimmuapipitation von TRADD
gelang, die von FADD und Caspase-8 dagegen nicht.

1.4 Regulationsmechanismen TNFR1-vermittelter Apogmtseinduktion

Der programmierte Zelltod ist einem komplexen Ratiohssystem u.a. Uber die
NFkB-abhangige Genexpression unterworfen. Antiapogtbé NKB-Zielproteine
sind beispielsweise clAP1 und das nahe verwand&Pzf*> *° Beide sind als
Mitglieder der IAP-Familie (Inhibitor of Apoptosish der Lage, Effektorcaspasen wie
Caspase-3 und Caspase-7 zu binden und zu inhibierf&rIAP1 und clAP2 werden
TRAF2-abhangig in den TNFR1-Komplex rekrutigtt.

Auch cFLIP (celullar FLICE (= Caspase-8) InhibitoBrotein) wird durch NkB
induziert’® ** cFLIP kann FADD binden und wird wie Caspase-8én ®ISC bzw. in
den Komplex Il rekrutiert, wo es die Aktivierungrv€aspase-8 verhindern katfn*?
Beide oben beschriebenen Modelle der TNFR1-veritdtte Apoptose postulieren
zunédchst die Bildung eines membrangebundenemBNdktivierenden Komplexes.
NFkB-abhangige antiapoptotische Proteine wie clAPAP@ und cFlip werden daher
hochreguliert, noch bevor die Induktion der Apoptdeeginnt. Dies erklart, weshalb
TNF zunachst proinflammatorisch wirkt und erst iweter Linie ein Apoptose-
induzierendes Zytokin ist. Die meisten Zellliniemds entsprechend auch vor TNF-
induzierter Apoptose geschitzt. Erst, wenn unsipgehif die Proteinsynthese
(Cycloheximid (CHX)) oder spezifisch die MB-Aktivierung blockiert wird, kommt es
zu TNF-induzierter Apoptos#: *

1.5 Losliches TNF als Spaltprodukt von membranstandem TNF

TNF kommt in zwei verschiedenen bioaktiven Formem, won denen die eine als
membranstandiges TNF (mTNF), die andere als |GsscFNF (STNF) bezeichnet wird.



TNF wird zunachst als Typll-Transmembranprotein {&}J in Form eines stabilen
Homotrimers gebildet. Durch spezifische Spaltungn vonTNF durch die
Metalloprotease TNé Converting Enzyme (TACE) entsteht das I6sliche bivimere
Zytokin sTNF! Sowohl sTNF wie auch mTNF sind in der Lage, TNER1binden und
zu aktivieren. Die bisher besprochenen Daten fUFRN wurden ausschlief3lich fur
STNF ermittelt, nicht jedoch fir mTNF. Insbesonddéedlen bisher Versuche zur
Isolierung von Rezeptorsignalkomplexen an TNFR1hn&timulation mit mTNF.
Solche Versuche erscheinen deshalb hoch interesgaihstrittige Fragen der TNFR1-
Signaltransduktion an die Internalisierung von TNFBeknUpft sind. Sowohl die
TRADD-Rekrutierung als auch die Apoptoseinduktionllen dem Modell der
Kompartmentalisation des TNF-Signaling zur Folge \er TNFR1-Internalisierung
abhangig sein. Da die Internalisierung eines Rezeptach parakriner Bindung eines
membranstandigen Liganden wenig plausibel erscheitdllt sich die Frage, ob
TRADD nach mTNF-Stimulation an TNFR1 rekrutiert @viund auf welche Weise
MTNF Apoptose induziert.

Aullerdem konnen membranstandige Liganden der TNMfliea zusatzlich zur
Rezeptorstimulation auch selbst als Rezeptoren iduenf* Dieser als Reverse
Sgnaling bezeichnete Mechanismus wurde fir mehrere memébamglene Liganden
der TNF-Familie (CD 30L, CD40L, FasL und CD137Lkggt" *® *" *}nsbesondere
fur mTNF wurden jedoch zahlreiche funktionelle Dateei Zell-Zell-Interaktionen im
Immunsystem erhoben. mTNF induziert offensichtliticht nur Apoptose, sondern
erhalt zugleich ein negatives Feedback, welches Wnterdriickung zusatzlicher
|6slicher apoptotischer Faktoren fuhrt. Dieser Matbmus konnte bei der Kontrolle
von Entzindungsvorgangen von Relevanz sein. Zugleidssen auch Vorstellungen
Uber TNF-inaktivierende Pharmaka wilefliximab und Etanercept neu Uberdacht
werden. Diese neutralisieren nicht nur TNF, sondeduzieren auch Genexpression.
Dies wird auch mit einer unter der Verwendung Vaffiximab beobachteten generellen
Anergy gegenuber unspezifischen Entzindungsstiondi sogar der Zelltodinduktion
unter bestimmten pathologischen Voraussetzungen Verbindung gebracHt:
Komplikationen unter dem Einsatz TNF-neutralisiegien Pharmaka sowie die
unterschiedlichen Wirkungen voBtanercept und Infliximab kdnnten mit Reverse
Sgnaling erklart werden.



Auch ist die Rolle von TNFR2 moglicherweise untégétet worden. Zwar binden
sowohl sTNF als auch mTNF an diesen Rezeptor, ed ygdoch nur von mTNF
vollstandig aktiviert® Die bisherige Fokussierung auf die Erforschung wimNF

erklart deshalb, warum vergleichsweise wenig UleFR2 bekannt ist. TNFR2 ist ein
klassischer Vertreter der TRAF-interagierenden RB&men innerhalb der TNFR-
Superfamilie. Er ist in der Lage, TRAF2 direkt zimden, und Uber TRAF2 auch die
antiapoptotischen Proteine aus der IAP-Familie. FUBRAF2 kommt es zur NEB-,

JNK- und p38-MAPK-Aktivierung. Zur TNFR2-Aktiviergn fuhrende Zell-Zell-

Interaktionen sind bisher wenig untersucht und spezifischer Antagonismus an
TNFR2 konnte von klinischer Bedeutung s&n>* Auch die Rolle von TNFR2 im

Reverse Sgnaling muss erst noch definiert werden.

1.6 Der apoptotische Crosstalk von TNFR1 und TNFR2

Obgleich TNFR2 keine DD besitzt, kann er an der dihfuzierten Apoptose beteiligt
sein. So wurde fir einige Zelllinien gezeigt, ddgs selektive Stimulation von TNFR2
mit Hilfe von agonistischen Antikérpern ausreichpoptose zu induziereti.Dabei ist
TNFR2 jedoch nicht in der Lage, direkt die apopicite Caspasekaskade zu aktivieren.
Vielmehr kommt es zur Induktion von endogenem TE|ches dann Apoptose Uber
TNFR1 induziert. Dabei agiert das neu synthetisididF wohl vorwiegend in seiner
membrangebundenen Forth.

Wie oben erlautert, schitzt die Rekrutierung vonAFR und clAP’s vor TNF-
induzierter Apoptose. Dies sind Proteine, die auti NFR2-Signalkomplex gefunden
wurden®® Zusatzlich zur Bildung von endogenem mTNF konreeeigt werden, dass
TNFR2 durch Abzug von TRAF2 (TRAF2-Depletion) ausnd Zytoplasma die
TNFR1-vermittelte Apoptose verstarkt. TNFR2 kompetitiert dabei zum einen mit
TNFR1 um TRAF2 und TRAF2-assoziierte IAP’s, zum emth beschleunigt TNFR2
den clAP1-vermittelten proteasomalen Abbau von TRABamit wird die Kompetition
der beiden Rezeptoren um verbliebene TRAF2-Protaisétzlich verstarkt.
Berucksichtigt man, dass es sich bei dem neu ggbildTNF um mTNF handelt, wird
ersichtlich, dass beide beschriebenen Mechanisman dbr TNFR2-vermittelten
Apoptose zusammenwirken und sich gegenseitig v&estakonnen. Wird namlich
TNFR2 stimuliert, wird TNFR1 durch TRAF2-Depletidir Apoptose sensitiviert und



gleichzeitig die Bildung eines Liganden fir beideezBptoren induziert. mTNF
stimuliert also selbst wieder den TNFR2, verschadsatzlich die Kompetition um
TRAF2 und induziert gleichzeitig den Zelltod tUbenchun sensitivierten TNFR1.

Fur die Bildung des endogenem mMTNF ist die kBFAktivierung tber TNFR2
entscheidend. Da MNB aber auch Uber TNFR1 aktiviert wird, ist die
Apoptoseverstarkung durch  mTNF-Induktion ein Medbiamus beider TNF-
Rezeptoren. Auch bei der selektiven Stimulation V&FR1 wird mTNF induziert.
Anders als TNFR2 bendétigt der TNFR1 zur Apoptosektidn nicht unbedingt die
Bildung von endogenem mTNF, allerdings verstarkesds die TNFR1-induzierte
Apoptose deutlich. Da dies auch bei sTNF-Konzeiatnah festzustellen ist, die zur
Absattigung aller TNFR1-Rezeptoren ausreichen Jtdpier wohl auch die durch mTNF
bedingte Stimulation von TNFR2 und damit wiederum @RAF2-Depletion eine
entscheidende Rolf8.

Initial kann NFB also uber die Induktion von mTNF auch proapoptdti wirken.
Schliel3lich inhibieren aber, wie oben erlautert, kRFabhéangige antiapoptotische
Proteine die Apoptose. Dass es dennoch zur Apogtosamen kann, erklart sich
dadurch, dass aktivierte Caspasen im Rahmen demptégsinduktion zahlreiche
Proteine des NEB-Wegs prozessieren konnen. Dabei kommt es aucBildung von
Proteinfragmenten mit dominant-negativen EigengehafAuf diese Weise kann die
einmal in Gang gekommene Caspasekaskade die guiieghe Signaltransduktion tber
NFkB inhibieren.

Nicht nur TNFR1 und TNFR2 konnen durch InduktiomvaTNF und durch TRAF2-
Depletion die TNFR1-vermittelte Apoptose verstark&och fur andere Liganden von
nicht DD-Rezeptoren aus der TNF-Familie konnte Idgtuktion von mTNF oder die
TRAF2-Depletion gezeigt werden. Wahrend TWEAK (Wdakucer of Apoptosis)
durch Bildung von endogenem mMTNF indirekt Gber TNFRpoptose induziert,
verstarken CD30- und CD40-Ligand durch TRAF2-Daptetdie TNFR1-vermittelte
Zytotoxizitat>> >’

Somit entscheidet der Crosstalk mit Mitgliedern yooht DD-Rezeptoren der TNFR-
Familie mit dariber, ob die Uber TNFR1-vermitteBegnalweiterleitung schlie3lich
zum Zelltod fuhrt oder nicht. In vivo, insbesondé&e geringen Konzentrationen von
TNF, konnte sowohl die Bildung von mTNF wie aucle diamit einhergehende



Stimulation von TNFR2 mit anschlieBender Depletison TRAF2 von grol3er
Bedeutung sein.

1.7 Rezeptorselektive und membranstandige TNF-Varraen

Verstandlich ist, dass zur Untersuchung des apeptmn Crosstalks zwischen TNFR1
und TNFR2 rezeptorspezifische Mutanten von TNF gaidem Nutzen sind. Mit Hilfe
von Mutationsanalysen ist es gelungen, rezeptdtsete Mutanten von TNF,
sogenannte Muteine, zu generieren. Durch den Asstiamon Arginin (Arg, R) an
Position 32 durch Tryptophan (Trp, W) und Serinr(S8) an Position 86 durch
Threonin (Thr, T) erhalt man eine STNF-Doppelmutai®32W-S86T), die TNFR1 mit
einer dem STNF vergleichbaren Affinitat bindet uaktiviert, fir die jedoch eine
TNFR2-Bindung nicht mehr messbar ist.

Tauscht man dagegen Aspartat (Asp, D) an Posidi@gegen Asparagin (Asn, N) aus
und zugleich Alanin (Ala, A) an Position 145 gedgeng (D143N-A145R), resultiert ein
vollstandiger Verlust der Bindung an TNFR1, die iAi&t fir TNFR2 sinkt dagegen
nur um den Faktor fiinf bis zelinWie oben erwahnt, ist STNF an TNFR2 nur wenig
bioaktiv. Folglich kénnen auch l6sliche TNFR2-se¢ile&k Muteine den TNFR2 nicht
adaquat aktivieren und wurden deshalb bisher exyatiell nicht genutzt.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die erstedlfzdminosauren des murinen
|6slichen TNF fur die Rezeptoraktivierung entbetirlsind, dass ihr Verlust jedoch zu
einen fehlenden Spaltbarkeit von mTNF zu sTNF filhBaher sollte es méglich sein,
mit Hilfe von nichtspaltbareA1l-12TNF-Varianten von mTNF die Wirkung von mTNF
zu untersuchen, ohne Gefahr zu laufen, dass ge&dsldeTNF die Validitat der

Experimente in Frage stellt.

1.8 Zielsetzung und Fragestellungen der vorliegendeArbeit

Ziel dieser Arbeit war es, membrangebundene TNEZmite Rezeptorsignalkomplexe
an TNFR1 und TNFR2 zu untersuchen. Deshalb galtuesichst, membranstandige
rezeptorselektive Al-12TNF-Varianten hinsichtlich Rezeptorbindung und
Rezeptorspezifitat zu untersuchen und zu charaktezn. Im Anschluss daran sollte
eine Methode etabliert werden, die es erlaubt, mangebundene TNF-induzierte

Rezeptorsignalkomplexe an TNFR1 und TNFR2 zu isatie
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2. MATERIALIEN

2.1 Chemikalien, Reagenzien, Zellkulturmedien

Acrylamid

APS

Cycloheximid

DMSO

ECL

FCS

M2-Affinity-Gel
Glutathion-Sepharose 4b
Lipofektamine
Penicillin/ Streptomycin
PVDF-Membran
Proteaseinhibitor

RPMI 1640

STNF
Trypsin/EDTA-L6sung
TEMED

TNFR1-Fc

TNFR2-Fc

2.2 Antikorper und Antiseren

Anti-Caspase-8, Maus monoklonal (IgG2a)

Anti-FADD, Maus monoklonal
Anti-Fc-PE, Ziege polyklonal
Anti-GST, Kaninchen polyklonal
Anti-Maus HRP, Kaninchen polyklonal

Anti-Maus-PE, Maus monoklonal

11

Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Amersham, Braunschweig
PAA Lab-GMBH, Linz, Osterreich
Sigma, Deisenhofen
Amersham, Braunschweig
Invitrogen, Karlsruhe
PAA Lab- GMBH, Linz, @&sreich
Amersham, Braunschweig
Roche, Mannheim
PAA Lab GMBH, Linz, Osterreich
Knoll AG, Ludwigshafen
PAA Lab-GMBH, Linz, Osterobi
Sigma, Deisenhofen
Apotech, Genf, Schweiz
Apotech, Genf, Schweiz

Prof. & 0Osthoff, Universitat
Dusseldorf
BD, Heidelberg
Alexis, Griinberg
BD, Heidelberg
Dako-Cytomati@lostrup,
Danemark

Sigma, Deisenhofen



Anti-Kaninchen HRP, Ziege polyklonal

Anti-TNFR1, Maus monoklonal
Anti-TNFR2, Maus monoklonal
Anti-TRADD, Maus monoklonal
Anti-TRAF2, Kaninchen polyklonal

2.3 Zelllinien

CHO
CHO-A1-12TNF

CHO-A1-12TNF32W/86T

CHO-A1-12TNF143N/145R

293
Hela
Hela80
HT1080
KB

NCTC
U937

2.4 Expressionsplasmide

pEYFP

pEFBos-mTNF
PEYFP-mTNF
pPEFBos-TNRA1-12
PEYFP-TNRAL-12
PEYFP-TNFRA1-12 32W/86T
PEYFP-TNFA1-12 143N/145R
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Dako-Cytomatidslostrup,
Danemark
Santa Cruz, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg
BD, Heidelberg
Santa Cruz, Helukslg

ATCC, Rockwill, MD, USA
stabil mit TNE1-12pEYFP
transfizierte CHO
stabil mit TNFL-12
PEYFP32W/86T transfizierte CHO
stabil mit TNE.-12pEYFP
143N/145R transfizierte CHO
ATCC, Rockwill, MD, USA
ATCC, Rockwill, MD, USA
stabil TNFR2 exprimierend
ATCC, Rockwill, MD, USA
Keratinocyten, Dr. M. Kracht, Med.
Hochschule Hannover
ATCC, Rockwill, MD, USA
ATCC, Rockwill, MD, USA



PCR3-GST-Flag-YFP-TNE&1-12
PCR3-GST-Flag-YFP-TN&1-12 32W86T
PCR3-GST-Flag-YFP-TNA&1-12 143N/145R
pPEGFP-hTNFR1

PEYFP-hTRADD

PEGFP-hTRAF2

2.5 Lésungen und Puffer

Blotpuffer 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% (v/v) Mtnol,
pH 8,3

Coating Buffer 100 mM Carbonat, ph 9,5

Laufpuffer (SDS-PAGE) 0,05 M Tris, 0,38 M Glyci®,004 M SDS, pH 8,3

PBA 1 x PBS, 0,025 % BSA

Phosphat gepufferte Saline (PBS) 20 mM Na-Phosphago NaCl, pH 7,2

PBS-T 1 x PBS, 0,05 % Tween-20

PBS-F 1 x PBS, 10% FCS (v/V)

Puffer zur Zelllyse 10 mM KCI, 10 mM HEPES, 0,1 niDTA, 0,1

mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, pH 7,9
Probenpuffer (SDS-PAGE, 2fach) 0,02 M Tris, 0,080EDTA, 0,07 M SDS, 0,04
M DTT, 2,2 M Glycerin, 0,2 % (w/v)
Bromphenolblau, pH 8
Sammelgelpuffer (SDS-PAGE) 0,5 M Tris, 0,015 M SpH,6,8
Trenngelpuffer (SDS-PAGE) 1,5 M Tris, 0,015 M SIp#, 8,8
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3. EXPERIMENTALMETHODEN

3.1 Kultivierung eukaryontischer Zellen

Samtliche verwendete Zelllinien wurden in RPMI 16408edium mit 10 %
hitzeinaktiviertem FCS unter Standardbedingunge® (80, 37 °C) kultiviert. Fir die
Kultur der 293-Zellen nach Elektroporation wurdeniedlin/Streptomycin zugesetzt.
Adharente Zellen wurden durch Inkubation bei 3Mi€Trypsin (0,025 %) und EDTA
(10 mM) far 5 min (10 min fiur Hela-Zellen) abgel6&ie Bestimmung der Zellzahl

erfolgte nach Tryptanblaufarbung in einer Neubalrtkammer.

3.2 Transiente Transfektion mittels Elektroporation

30- 50 x 16293-Zellen wurden zusammen mit der entsprechentiesmiti-DNA in 4
mm Elektroporationskiivetten (PeglLab, Erlangen) emtem Elektroporator (Easyjet
plus Equibio, PeglLab, Erlangen) elektroporiert (2501800 F). Nach zwei Tagen
wurden die Zellen geerntet und erneut elektroporidlach jeder Elektroporation
erfolgte die Aussaat der Zellen in je zwei 15 cmw@eekulturplatten (zuséatzlich in 6-
Well-Zellkulturplatte zur Kontrolle der Transfektiseffizienz im FACS) pro
Elektroporationsgruppe. Bei der Transfektion deFAN12pEYFP-Plasmids wurden
20 ug DNA je Elektroporation (100 % positivim FACSkilder Transfektion der GST-
Flag-YFPA1-12TNF-Mutein-Plasmide 50ag DNA je Elektroporation (80 % positiv im
FACS) eingesetzt. Am Tag nach der zweiten Elektragpan wurden die Zellen fir
Experimente geerntet.

3.3 Transiente Transfektion mittels Lipofektamine

Zur Transfektion von KB- und NCTC-Zellen fur funttielle Essays wurde
Lipofektamine verwendet. Die Transfektion erfolgeérhdurch Liposomen-vermittelten
Gentransfer. Die zu transfizierende DNA wird von lygationischen Lipiden

komplexiert und durch Verschmelzung mit der Zellrbeam oder Uber Endozytose in
die eukayontische Zelle aufgenommen. Durchgefilutden diese Transfektionen im
96-Well, 24-Well und 6-Well-Format je nach bendigiZellzahl den Angaben des
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Herstellers entsprechend. FiUr Kokulturversuche wamirdie Zellen am zweiten Tag
nach Transfektion geerntet.

3.4 Ermittlung der TNFR1-vermittelten  Zytotoxizitat im

Kristallviolett-Zytotoxizitats-Assay

3.4.1 Aussaat und Stimulation

20 x 16 Hela80-Zellen wurden ein Tag vor Stimulation inee#6-Well-Platte ausgesét.
Es erfolgte eine Vorstimulation an TNFR2 (@/ml Flag-TNF143N/145R in 5@l
Medium/Well) tber 6 h, welches entweder mit mAk ¥2ug/ml) quervernetzt, oder
zusammen mit dem mAk 80M2 (fug/ml) eingesetzt wurde. Darauf wurde in
Gegenwart von fug/ml CHX mit sSTNF oder Flag-TNF32W/86T in Funferstien
titriert. Zuvor wurde das Medium in allen Gruppeawgchselt, das Endvolumen betrug
in jeder Gruppe 12QI Medium/Well. Aufgrund des Medienwechsels wurdedier
vorstimulierten Gruppe Flag-TNF143N/145R und devgigs verwendete mAK erneut,
in der kostimulierten Gruppe erstmalig zugesetzé Stimulation an TNFR1 erfolgte
uber Nacht fur eine Dauer von 12- 16 h.

3.4.2 Farbung

Der Uberstand der stimulierten Zellen wurde vereorfind die Zellen 15 min bei RT
mit 100 pl Kristallviolettlosung (0,5 % Kiristallviolett, 28 Methanol) inkubiert. Die
Farbelésung wurde mit Wasser abgesplult und didePéat der Luft getrocknet. Die
getrockneten Platten wurden im ELISA-Reader (Anthaosy 2) bei 570 nm analysiert.

3.5 Durchflusszytometrie

Fluoreszierende Zellen kbnnen mit Hilfe der Durakfizytometrie untersucht werden.
Die Fluoreszenz kann hierbei entweder von einehetordurchgefiihrten Féarbung
herrihren oder durch die Expression eines Fluonggzeteins, das durch Transfektion
in die Zelle eingefuhrt wurde, erreicht werden. Blaoreszenzfarbstoffe werden durch
einen Laserstrahl im ,Fluorescence Activatet Calitidg“ (FACS)-Gerat (BDCalibur,

BD, Heidelberg) angeregt und emittieren anschlideicht einer charakteristischen
Wellenlange, welches der Wellenlange entsprechehdegler auf FL1-H (YFP, GFP)
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oder FL2-H (PE) detektiert wird. Ausgewertet wurdie FACS-Daten mit der Cell
Quest-Software fur Apple-Macintosh.

3.5.1 Uberpriufung der Transfektionseffizienz

GFP- oder YFP-exprimierende Zellen wurden in ekenzentration von 1 x £ml in

PBS aufgenommen und mit Hilfe der Durchflusszytameetuf FL1-H analysiert.

3.5.2 FACS-Farbung zur selektiven Bindung loslicheLiganden an Hela-Zellen

Hela- bzw. Hela80-Zellen (1 x I0wurden in eine Ldsung mit M2 (jug/ml)-
quervernetztem Flag-TNF, Flag-TNF32W/86T oder H&ig-143N/145R (je ug/ml
in 100 ul Medium) aufgenommen. Die Zellen wurden fur 1 h4éC in der 96-Well-
Rundbodenplatte mit dem Uberstand inkubiert. Naehntaligem Waschen mit PBA
wurden die Zellen mit anti-Maus-PE fur 1 h bei 4tkubiert. Nach erneutem

dreimaligem Waschen erfolgte der Nachweis in deccbilusszytometrie.

3.5.3 FACS-Farbung zur selektiven Bindung an TNFRXc und TNFR2-Fc

Zellen wurden wie oben beschrieben entweder mittgi®fektamine oder mittels
Elektroporation mit entsprechenden mTNF-Variantandfiziert. AnschlielRend wurden
sie mit FACS-Puffer gewaschen und zu je 0,5 & Zéllen pro Gruppe in 96-Well-
Rundbodenplatten ausgeséat. TNFR1-Fc bzw. TNFR2devin einer Konzentration
von 4 pg/ml in einem Volumen von 5@l fiar 30 min bei 4 °C eingesetzt. Nach
dreimaligem Waschen wurde anti-Fc-PE@/ml) in 50 pl FACS-Puffer eingesetzt.

Der Bindungsnachweis erfolgte nach dreimaligem Wessén der FACS-Analyse.

3.6 Messung der IL8-Induktion im ELISA

3.6.1 Transfektion und Kokultur

In Monokulturexperimenten (Abb. 7) wurden 2 x*Zellen/Well im 96-Well-Format
mittels Lipofektamine transfiziert. Am zweiten Tagch Transfektion erfolgte nach
Medienwechsel und sechsstiindiger Stimulation digetdnchung des Uberstands im
IL8-ELISA.

In Kokulturexperimenten (Abb. 8- 10) wurden 3 x*1Bielzellen sowie 2 x 10

transfizierte Effektorzellen in 96-Well-Flachbodéaten ausgeséat. 6 h nach Beginn der
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Kokultur wurde der Uberstand zur Messung im IL8-§EAI abgenommen. In dem
Versuch zur vergleichenden Kinetik der IL8-Induktiolurch sTNF undA1-12TNF

(Abb. 11) wurde die Kokultur mit nur 3 % FCS im Mewch durchgefihrt. Der erste
Messwert wurde nach 3 h abgenommen (Zellen adhéredtdann fiinfmal taglich alle
2 h. Das Experiment wurde im 6-Well-Format durckigef. Pro Entnahmezeitpunkt
wurden 40ul Uberstand zur Analyse im IL8-ELISA entnommen, eltfieses Volumen

durch neues Medium zu ersetzen.

3.6.2 Detektion

Ein Tag vor Durchfiihrung des IL8-ELISA wurde dienbégte Anzahl von ELISA-
Platten mit 50ul/Well einer IL8-Antikdrperlésung o-IL8 1:250 in Coating-Puffer)
versehen und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nacimtikgem Waschen der Platten mit
200 yl PBS-T/Well wurden die Platten 1 h mit 2Q0 PBS-F/Well geblockt. Nach
erneutem dreimaligem Waschen wurden die ProbendueidStandardkonzentrationen
IL8 (1,5 ng, 1 ng, 0,5 ng) sowie Medium + 10 % F&l®in fur 2 h aufgetragen. Nach
funfmaligem Waschen wurden die Platten fur 1 h &titul/Well einer Losung aus
biotinyliertem IL8-Antikorper und Streptavidin-HRfeweils 1:250 in PBS-F) bei RT
inkubiert. Anschlieend wurden die Platten ernegebenmal gewaschen und 100
ul/Well Substrat (1 mg/ml ABTS in ABTS-Puffer) dazgeben. Die Messung erfolgte
nach kurzer Inkubationszeit vor Eintritt der Sattig der eintretenden Farbreaktion im
ELISA-Reader (Anthos Lucy 2) bei 405 nm. Samtli&reikorper sowie Streptavidin-
HRP und rekombinantes IL8 wurden dem OptEIA hum&8rLISA-Kit (Pharmingen,

San Diego, USA) entnommen.

3.7 Messung der sTNF-Produktion im TNF-ELISA

3.7.1 Transfektion und Kokultur

10 x 1¢ NCTC-Zellen wurden im 24-Well-Format mittels Ligédamine mit pEYFP
bzw. verschiedenen mTNF-Expressionsplasmiden ganhsiansfiziert. Am 2.Tag nach
Transfektion wurde der Uberstand gewechselt undspdter abgenommen. Wahrend
ein Teil des Uberstands nur bei 13 X 10min zentrifugiert wurde, wurde ein anderer

zusatzlich bei 100 x £0U/min ultrazentrifugiert.
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3.7.2 Detektion

Fur den TNF-ELISA bendétigte Antikorper sowie Staeptlin-HRP und rekombinantes
humanes TNF wurden dem OptEIA humanTNF-ELISA-Kih&FAningen, San Diego,
USA) entnommen. Das Protokoll zur Durchfihrung dENF-ELISA entspricht
ansonsten dem des IL8-ELISA.

3.8 GST-Fishing von Rezeptorkomplexen nachA1-12TNF-Stimulation

3.8.1 Kokultur und Herstellung der Gesamtzelllysatdir GST-Fishing

Die Rezeptorkomplexe nachl-12TNF-Stimulation wurden mittels GST-Fishing
isoliert. Die mit verschiedenen GB8I-12TNF-Muteinen transfizierten 293-Zellen (20-
40 x 10) wurden fiir definierte Zeitraume (siehe entspradeeAbbildungen) mit der
zu stimulierenden Zielzelle (40 x A@ur adharente (Hela80), etwa 120 x°Ifdr
Suspensionszellen (U937) bei hoher Zelldichte @0-x 16/ml) in vorgewarmten
Medium kokultiviert. Die ersten 2 min der Kokulterfolgte im 37 °C-Wasserbad im
Falcon. AnschlieRend wurden die Zellen in 3 cm-Gekelturschalen uberfihrt und
im Inkubator unter Standardbedingungen weiterkigtty Nach Zentrifugation wurde
das Zellpellet mit Lysispuffer (Puffer fur Zelllysé % NP40, Proteaseinhibitor) in 1,8
ml fur 25 min lysiert. Das Lysat wurde bei 13 ¢ 1@min fur 10 min zentrifugiert und
anschlieBend der Uberstand fur das GST-Fishing eraet. Fur die Zeitpunkte 0 min
erfolgte eine getrennte Lyse der Effektor- (trazisfte 293-Zellen) und der Zielzellen
in je 0,9 ml Lysispuffer und ein Mischen der Zedllye nach Abzentrifugation.

3.8.2 GST-Fishing der Signalkomplexe

Der Uberstand fuir GST-Fishing wurde mit 280Glutathion-Sepharose bei 4 °C lber
Nacht gerollt. Die Beads wurden durch Kurzzentmfiign (10 sek, 1 x T0U/min)
zurickgewonnen und anschliel3end zweimal mit Wadtdgp(Puffer fur Zelllyse mit
0,2 % NP40), zweimal mit PBS gewaschen. WahrendVWaschschritte wurde die
Suspension je dreimal aufgeschittelt. Nach detdetKurzzentrifugation wurden die
Beads 5 min bei 94 °C mit Probepuffer aufgekochd anschlieliend im Westernblot

analysiert. Alle Schritte erfolgten auf Eis, zefutgiert wurde bei 4 °C.
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3.9 Western-Blot

3.9.1 SDS-PAGE

Die Proteinproben wurden in einem SDS-Polyacrya@®eéd- aufgetrennt. Zur

Herstellung des Trenngels wurde eine Trenngellosuargendet (10, 12 oder 13,5 %
Polyacrylamid in 374 mM Tris, 3,75 mM SDS pH 8,8¢ren Polymerisation durch die
Zugabe von APS und TEMED (Endkonzentration je 0)lg&startet wurde. Nach der
Polymerisation wurde das Trenngel mit Sammelgéb(Bolyacryamid in 123 mM Tris,

3,75 mM SDS pH 6,8, APS 0,1 % (v/v), TEMED 0,1 %}y tberschichtet, der Kamm
vor Auspolymerisation eingesetzt. Die Proben wurdenProbepuffer versetzt und 5

min bei 95 °C aufgekocht. Nach Kammentfernung warsie auf das Gel aufgetragen.

3.9.2 Elektrotransfer von Proteinen auf PVDF-Membran

Der Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membrarolgé in einer horizontalen
Blotkammer (PaqlLab). Die Membran wurde nach Equéien in 100 % Methanol in
Blotpuffer getrankt und gemeinsam mit dem Gel vakgtf in die Blotkammer gelegt:
Anode/ Whatman-Papier/ PVDF-Membran/ Gel/ Whatmapi®¥/ Kathode. Das
Blotten erfolgte je nach Proteingrol3e 1,5 bis 2 i Raumtemperatur und einer
Stromstarke von 1,5 mA je éselflache.

3.9.3 Immunofarbung von Westernblots

Alle nachfolgend beschriebenen Schritte wurdenesném Schuttler durchgefuhrt: Zur
Absattigung unspezifischer Bindungsstellen wurde @&VDF-Membran zunachst
entweder Uber Nacht bei 4 °C oder fur 1,5- 2 h Bd@i in Blockpuffer (5 %
Magermilchpulver (w/v) in Wasser) geschwenkt. Diekubation mit dem
Primarantikdrper in PBS-T erfolgte nach dreimaligévaschen in PBS-T Uber Nacht
bei 4°C oder 1,5-2 h bei RT. Nach erneutem Wasalhen Membran wurde die
Membran mit dem Peroxidase-konjugierten Sekundéd@per in PBS-T fir 1 h
inkubiert. AnschlieRend wurde die Membran erneu®ftr in regelméaRig gewechseltem
PBS-T gewaschen und die Nachweisreaktion unter ¥edwng des ECL-Systems
(Amersham) durchgefinhrt.
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3.9.4 Peroxidasenachweis mittels ECL

Gebundene Antikorper-Peroxidase-Konjugate wurdeden Dunkelkammer mit dem
ECL-System nachgewiesen. Bei der von der Peroxi#tataysierten Reaktion wird
Licht erzeugt, welches einen Rontgenfilm belichtBie mitgelieferten Losungen
wurden zu gleichen Teilen gemischt und die Memkitanl min mit dem Gemisch
inkubiert. AnschlieRend erfolgten verschieden lalgdichtungen (1- 30 min) eines

Rontgenfilms in einer lichtdichten Kassette.
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4.ERGEBNISSE

4.1 Charakterisierung loslicher Flag-TNF-Muteine

4.1.1 Charakterisierung der Rezeptorspezifitat [0sther Flag-TNF-Muteine

Die Wirkung von sTNF ist weit besser erforscht dis von mTNF. Dennoch sind

bisher keine TNFR2-spezifischen bioaktiven Mutanten sTNF naher charakterisiert
worden. Diese sind jedoch von grofRer experimemtdRelevanz, will man den

Crosstalk der TNF-Rezeptoren, insbesondere dieit8egsing flir Apoptose durch

TNFR2-Stimulation, untersuchen. Dies war bishermitrHilfe agonistischer Ak gegen

TNFR2 moglich.

Zwar hat man selektiv TNFR2-bindende Mutanten VONFS generiert, diese kdnnen
jedoch wie sTNF selbst den TNFR2 nicht adaquatigké’®. Daher wurden fir die

vorliegende Arbeit Flag-getaggte Varianten der beken l6slichen TNFR-spezifischen
TNF-Mutanten kloniert, die im Folgenden als FlagFFNuteine bezeichnet werden.
Mit Hilfe des Flag-spezifischen mAk M2 lassen sidiese quervernetzen. Es wurde
erhofft, dass quervernetztes Flag-TNF sowie desEBIFR2-spezifisches Mutein

ahnlich wie mTNF an TNFR2 bioaktiv ist. Diese Haffig stitzt sich auf analoge
Erkenntnisse Uber l6slichen FasL, welcher nach @ueetzung Aahnlich wie

membrangebundener FasL am Rezeptor bioakfi% iabb. 1 zeigt eine schematische

Darstellung dieser Flag-TNF-Muteine, die in dieAdseit naher charakterisiert wurden.
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Abb.1: Schematische Darstellung der I6slichen FlagNF-Muteine

Wahrend der membrangebundene Vorlaufer von sTNFN@T233 Aminosauren (As) besitzt,
handelt es sich bei STNF um ein Protein von 157Egscheidend fiir die Spaltung von mTNF zu
STNF sind die weif3 gekennzeichneten As 1-12 ddi@&n TNF. Der Flag-Tag ist ein Peptid aus
acht As, welcher die Quervernetzung mittels M2 qgiiotit. Die schwarzen Balken markieren die
Mutationen, die zur Selektivitat fur TNFR1 bzw. TRE fuhren. Im Falle von Flag-TNF32W/86T
wurde Arg32 durch Trp sowie Ser86 durch Thr ausgefat, im Falle von Flag-TNF143N/145R
dagegen Aspl43 durch Asn sowie Alal45 durch Argetets TM bezeichnet die
Transmembrandoméne von mTNF.

Zunachst wurde die rezeptorselektive Bindung dagHINF-Muteine geprift. Abb. 2
zeigt die differentielle Bindung der Flag-TNF-Mutei an TNFR1 und TNFR2 auf
Hela- und Hela80-Zellen. Wahrend Hela-Zellen augslich den TNFR1 exprimieren,
exprimieren Hela80-Zellen zusatzlich den TNFR2gFI&F bindet starker an Hela80
als an parentale Hela, die nur TNFR1 exprimierdas[@ntspricht den Erwartungen, da
Flag-TNF an beide Rezeptoren binden kann. Einerschieedliche Bindung an Hela-
und Hela80-Zellen wurde fur das TNFR1-selektivegFI&F-Mutein nicht beobachtet.

Es besitzt seinen Mutationen entsprechend nurhahe Affinitat fir TNFR1, da dieser
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in beiden Zellen gleichermal3en exprimiert wird.@agensatz dazu bindet das TNFR2-
selektive Flag-TNF-Mutein nur an TNFR2-exprimierer€ellen. Die erwartete TNFR-
Selektivitat der Flag-TNF-Muteine bestatigte siom4.

A) Hela B) Hela80
= =
© ©
N 1]
O o
N N
o Flag-TNF143N/145F o )H' | Flag-TNF143N/145F
% Flag-TNF32W/86T % Flag-TNF32W/86T
D: Bl | - e D: e — —
Flag-TNF Flag-TNF
Anti-Maus-PE Anti-Maus-PE
— | |
1¢° 10° 10" 1c° 10° 10"

Relative Fluoreszenzintensitat Relative Fluoreszenzintensitat

Abb.2 Differentielle Bindung von Flag-getaggten TNFMutanten an TNFR1 und TNFR2 auf
Hela- und Hela 80-Zellen

Hela (A) bzw. Hela80 (B)- Zellen wurden mit quemetztem Flag-TNF (Schwarz-durchsichtiges
Histogramm), Flag-TNF32W/86T (hellgraues Histogranuaer Flag-TNF143N/145R (dunkelgraues
Histogramm) sowie anschlieend mit anti-Maus-PHiliidrt. Als Kontrolle dienten Hela- bzw.
Hela80-Zellen, die nur mit anti-Maus-PE (schwardetogramm) inkubiert wurden. Hela-Zellen
exprimieren nur TNFR1, Hela80-Zellen zusatzlich R

4.1.2 Charakterisierung der Funktionalitat I6sliche Flag-TNF-Muteine

Uber die Funktionalitat der I6slichen Flag-TNF-Muote am Rezeptor machen die
FACS-Daten keine Aussage. Es wurden daher Zytatéisassays durchgefihrt, um
insbesondere den Nutzen einer M2-vermittelten areetzung zur Aktivierung des
TNFR2-spezifischen Flag-TNF-Muteins an TNFR2 zu f@mi Dabei wurde die
Erkenntnis ausgenutzt, dass Vor- bzw. Kostimulatidas TNFR2, z.B. mit
agonistischen Ak, die TNFR1-vermittelte Zytotoxiitverstarkt™ >3 Eine ahnliche
Verstarkung des sTNF-induzierten Zelltods wurde hautir eine Vor- bzw.
Kostimulation an TNFR2 mittels quervernetztem FlagF143N/145R fur den Fall

erwartet, dass das quervernetzte l0sliche TNFR2Hspshe Mutein den Rezeptor
aktivieren kann.
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Abb. 3 Stimulation des TNFR2 verstarkt die TNFR1-vemittelte Zytotoxizitat

Die Kurve der wei3en Quadrate zeigt in Gegenwant@blX die Zytotoxizitat von sTNF in 3A)
bzw. Flag-TNF32W/86T in 3B). In der Kurve der schzen Rauten wurde zuvor TNFR2
kostimuliert, in der Kurve der weifl3en Dreiecke zuvdIFR2 vor- und kostimuliert. Die
Vorstimulation erfolgte mit Flag-TNF143N/145R, weés in 3A) mittels M2 quervernetzt, in 3B)
zusammen mit dem mAk 80M2 eingesetzt wurde. DakiZetleben wurde nach 12- 16 h mittels
Kristallviolettfarbung ermittelt.

In der Tat verstdrken TNFR2-Ko- und Vorstimulatiolirch quervernetztes Flag-
TNF143N/145R (Abb. 3A), nicht jedoch Flag-TNF143KBR bzw. M2 allein (Daten
nicht gezeigt), die TNFR1-vermittelte Zytotoxizitat

Neben der Aktivierung von Flag-TNF143N/145R durcB-Mermittelte Quervernetzung
besteht die Mdglichkeit, die Bioaktivitat des Mutgiam Rezeptor durch den Einsatz
des mAk 80M2 zu steigern. Fur diesen mAk gegen TAlk&hnte gezeigt werden, dass
er selbst keine intrinsische Aktivitdt am Rezeptoesitzt, jedoch auf bisher
unverstandenem Weg in der Lage ist, die Aktivititt TNF an TNFR2 zu erhoh&h*®
So verwundert es nicht, dass TNFR2 Vor- bzw. Kosltation mittels Flag-
TNF143N/145R in Gegenwart des mAk 80M2 ebenfalls d&NFR1-vermittelten
Zelltod verstarkt (Abb. 3B). In diesem Versuch waizlir Induktion des Zelltods tber
TNFR1 anstelle von sTNF das TNFR1-spezifische Muté&lag-TNF32W/86T
verwendet. Damit konnte eine zusatzliche Kostimoatdurch sSTNF an TNFR2 in
Gegenwart des mAk 80M2 ausgeschlossen werden. Pdr 80M2 allein verstarkt
nicht die TNFR1-vermittelte Zytotoxizitat (Datencht gezeigt). Eine zusétzlich M2-
vermittelte Quervernetzung des Flag-TNF143N/145RGegenwart des mAk 80M2
(Kombination der Effekte in 3A) und 3B) brachteneiVorteile (Daten nicht gezeigt).
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Damit steht mit dem durch Quervernetzung oder deimsaEz des mAk 80M2
aktivierten Flag-TNF143N/145R ein effektives Mittelr Verfligung, den TNFR2
selektiv zu stimulieren und so den Crosstalk deF-Rézeptoren naher zu beleuchten.
Neben der Funktionalitait von Flag-TNF143N/145R Kenrzugleich auch die
Funktionalitdt des Flag-TNF32W/86T gezeigt werd&tag-TNF32W/86T induziert
erwartungsgemald den Zelltod Gber TNFR1.

4.2 Charakterisierung membrangebundenenl-12TNF-Muteine

4.2.1 DieAl-12-Mutation schitzt vor mTNF-Spaltung

Will man mTNF-induzierte TNFR-Signalkomplexe unteken, bedarf es mTNF-
Varianten, die nicht zu l6slichem TNF prozessiegtaen, also solcher, denen die ersten
12 Aminosauren des l6slichen TNF fehléi{12TNF)>® Nur so kann man Storeffekte
durch die Bildung sTNF-induzierter Rezeptorkomplexsschlie3en. Um eine effektive
Isolierung der rezeptorassoziierten Signalkomplex@glich zu machen, wurde eine
nichtspaltbareA1-12TNF-Variante mit einem Glutathion-S-Transferd&&ST)- und
einem Flag-Tag verwendet. Damit sollte die Isolgyu mTNF-induzierter
Rezeptorkomplexe mittels Glutathion-Sepharose @b M2-Affinity-Gels mdglich
werden. Weiterhin gilt es zur getrennten Untersughwer TNF-Rezeptoren, die
Kenntnisse Uber Mutationen zur Rezeptorselektivigdperimentell zu nutzen.
Genetische Fusion mit YFP erlaubt zusatzlich dienfaehe Kontrolle der
Transfektionseffizienz der GST-Flag-YR-12TNF-Muteine in der
Durchflusszytometrie bei Expression in eukaryomist Zellen. Abb. 4 zeigt
schematisch mTNF-Varianten, welche die gefordeBaenschaften besitzen und im
Rahmen dieser Arbeit ndher charakterisiert wurden.
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Abb.4 Schematische Darstellung der membrangebundefNF-Liganden
Entscheidend fir die Spaltung von mTNF zu sTNF sliedveil3 gekennzeichneten As 1-12 des
Ioslichen TNF. Daher sollteh1-12TNF-Muteine, welchen die As 1-12 fehlen, vor 8paltung zu
STNF geschiitzt sein. YFP ist eine gelbgriin fluaegende Sequenz, die sich im FACS einfach
nachweisen lasst. Flag- und GST-Tag dienen deefsolg membrangebundener mTNF-induzierter
Signalkomplexe aus einem Gesamtzelllysat. GSTins2@ kD groRRes Protein, dessen Isolierung
mittels Glutathion-Sepharose mdglich ist.
Zunachst galt es, die Inhibition der Spaltung A&r12TNF-Varianten zu sTNF zu
kontrollieren. Dazu wurden Zellen mit den entspesaten A1-12TNF-Varianten
transfiziert. Der Zelluberstand dieser Zellen wuedschlieR3end ultrazentrifugiert, um
ihn vollstandig von Membranbestandteilen und damit mTNF zu befreien. Darauf

erfolgte die Untersuchung des Uberstands auf sTIéF.direkte Vergleich der YFP-
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TNF-Varianten, die sich nur in dé&1-12-Mutation unterscheiden, zeigt, dass YHR-
12TNF vor der Spaltung zu sTNF geschutzt ist (Apb.5
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YFP mMTNF Al1-12 GST- GST- GST-
TNF Flag- Flag- Flag-
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12TNF 12TNF 12TNF
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Keine Ultrazentrifugation
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12TNF 12TNF 12TNF

32W/86T 143N/145R

Ultrazentrifugation

Abb. 5: Die A1-12-Mutation schitzt vor A1-12TNF-Spaltung

NCTC-Zellen wurden mit YFP bzw. den oben genanm@iNF-Varianten transfiziert. Am 2.Tag
nach Transfektion wurde der Uberstand gewechsédl6um spéter zur Untersuchung auf STNF
abgenommen. Die eine Halfte (Abb. 5A) des Uberstamarde direkt, die andere (Abb. 5B) erst nach
Ultrazentrifugation auf STNF im TNF-ELISA untersdch
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Somit eignen siclA1-12TNF-Konstrukte zur Untersuchung von mTNF-Efégktohne
dass gebildetes sTNF die Validitat der ExperimentErage stellen kénnte. Fur GST-
Flag-YFPA1-12TNF war gleichfalls kein STNF im Uberstand naelsbar.

4.2.2 Die membranstandigemA1-12TNF-Muteine interagieren selektiv mit TNFR1
und TNFR2

Die Rezeptorselektivitat der verschiedenen membgadggen A1-12TNF-Muteine
wurde anhand ihrer Interaktion mit TNFR1-Fc und ReH-c bestimmt. Abb. 6 zeigt,
dass YFPAL-12TNF- und GST-Flag-YFR1-12TNF-exprimierende  Zellen
erwartungsgemal sowohl léslichen TNFR1-Fc als alRR2-Fc binden. Wahrend
GST-Flag-YFPA1-12TNF32W/86T-exprimierende  Zellen nur mit TNFRA-F
interagieren, binden GST-Flag-YRR-12TNF143N/145R-exprimierende Zellen nur
TNFR2-Fc. Somit gelang eindeutig der Nachweis deszdptorselektivitat der
verschiedenen mTNF-Muteine bei Expression in eukaigchen Zellen.

Nahezu alle YFP-positiven, transfizierten Zellere¢g sind auf den oberen und unteren
rechten Quadrant in Abb. 6 verteilt) binden zudieibrer jeweiligen Selektivitat
entsprechend an TNF-Rezeptoren (befinden sich ieneolvechter Quadrant in Abb. 6).
Die Transfektionseffizienz fir GST-Flag-YRR-12TNF-Varianten war jedoch
deutlich schlechter (Anteil der Zellen im obererdumteren rechten Quadranten etwa
20 %) als fur YFPAL-12TNF (Anteil der Zellen im oberen und unteremchiten

Quadranten etwa 90 %).
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Abb.6: Rezeptorselektivitat derAl-12TNFVarianten im FACS

293-Zellen wurden mit den oben benanm@nl2TNF-Varianten transfiziert. Als Kontrolle diemnt
untransfizierte Zellen. Nach 2 Tagen wurden didefefjeerntet. Wéhrend ein Teil der Zellen nur mit
anti-Fc-PE inkubiert wurde, wurde ein anderer mifFR1-Fc bzw. TNFR2-Fc und erst danach mit
anti-Fc-PE inkubiert. Der Bindungsnachweis erfolgte in Barchflusszytometrie auf FI-H.

4.2 .3A1-12TNF induziert wie sTNF IL8

Rezeptorbindung ist nicht notwendigerweise gleisetzen mit Aktivitdt am Rezeptor.
Daher wurde die Funktionalitat dé&v1-12TNF-Varianten durch Messung ihrer IL8-
Induktion gepruft. Die Regulation der IL8-Expressibndet sowohl auf Ebenen der
Modulation der mRNA-Stabilitat als auch auf trarigkoneller Ebene staff Neben
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des JNK-Signalwegs und des p38-MAPK-Signalwegsltspia. NFKB eine zentrale
Rolle bei der Regulation der IL8-Expression. IL8 damit ein geeignetes Zielgen zur
Untersuchung TNF-induzierter Genexpression, instds@ zur Untersuchung TNF-
induzierter NKB-Aktivierung. Die Bestimmung der IL8-Induktion rad-asL- und
STNF-Stimulation korreliert gut mit der FasL- undINd=-induzierten NKB-
Aktivierung ®® Somit sollte auch die Bestimmung der IL8-InduktioachA1-12TNF-
Stimulation Ruckschlisse auf die RB-Aktivierung durchA1-12TNF-Varianten und

somit auf deren Aktivitat am Rezeptor erlauben.
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_ 2] _ 2]
E E
2 2
o o
=1 =1

=B 0N =HEm

YFP YFP+  A1-12 GST- YFP  YFP+ Al-12 GST-
STNF TNF Flag- STNF TNF  Flag-

YFP- YFP-

Al1-12 Al1-12

TNF TNF

Abb. 7: IL8 Induktion durch A1-12TNF in KB-Zellen
KB-(A) oder HT1080-(B) Zellen wurden der Beschriftuentsprechend transfiziert. Am 2.Tag nach

Transfektion wurde das Medium gewechselt. STNFn@@nl) wurde dort, wo angezeigt, zur
Stimulation eingesetzt. Nach 6 h wurde das Medibgeaommen und im ELISA auf IL8 untersucht.

Wie erwartet induzierte nichtspaltbas-12TNF wie sTNF IL8 in KB- und HT1080-
Zellen (Abb. 7). Eine vergleichende quantitativeuBeilung derA1-12TNF- und der
STNF-vermittelten IL8-Induktion war hier nicht mdgi, da eine Konzentration des
membranstandigeld1-12TNF nicht angegeben werden konnte. Die gerendéB-
Induktion durch GST-Flag-YFR1-12TNF im Vergleich zuA1-12TNF kann auf die

schlechtere Expression desselben in der trangbnietelle zuriickgeftihrt werden (siehe

Abb. 6).
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Eine autokrine IL8-Induktion durch nichtspaltbai@sF lield sich in Abb. 7 nicht von
einer parakrinen unterscheiden. Verwendet man dsgege nicht-humane Zelllinie
zur Transfektion mit der entsprechend&i-12TNF-Variante (Effektorzelle) und
stimuliert mit dieser in Kokultur eine humane Zeik (Zielzelle), so sollte eine
ausschlie3lich parakrine Aktivierung humaner TNFRz&®oren gesichert sein. Der
Beginn der Kokultur von Effektor- und Zielzelllinikann dann als Beginn der
Stimulation der humanen Zielzelllinie definiert wden. Abb. 9 zeigt die IL8-Induktion

durch die rezeptorselektiven YFR-12TNF-Varianten nach diesem Modell.
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Abb. 8: IL 8-Induktion in HT1080-Zellen durch A1-12TNF-Muteine

Murine NCTC-Zellen wurden der Beschriftung entspesad transfiziert. Am 2.Tag nach
Transfektion wurde sie geerntet. Ein Teil der Zelleurde, wie in A) dargestellt, allein
weiterkultiviert, der andere Teil (B) mit HT1080{&m kokultiviert. Weitere Gruppen bildeten
HT1080-Zellen allein, von denen eine UntergruppesfiNF (10 ng/ml) stimuliert wurde. Diese
HT1080-Gruppen sind sowohl in A) als auch in B)gdstellt. 6 h nach Beginn der Kokultur bzw.
Stimulation mit STNF wurde das Medium abgenommethiomELISA auf humanes IL8 untersucht.
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Wie erwartet wurde keine IL8-Induktion durch autakr Stimulation der transfizierten
NCTC (Maus)- Zellen gemessen (Abb. 8A). Es wurdesallie3lich das durch
parakrine Stimulation induzierte IL8 der humanenlB80-Zellen detektiert (Abb. 8B).
Sowohl YFPAL1-12TNF als auch das entsprechende TNFR1-selekigein
induzierten IL8 in einer mit STNF vergleichbarendGenordnung. Da HT1080-Zellen
keinen TNFR2 exprimieren, konnte uber die Funkiitdiades TNFR2-spezifischen
Muteins hier keine Aussage gemacht werden. AudkBrZellen (Daten nicht gezeigt)
und fur die GST-Flag-YFA1-12TNF-Muteine lieBen sich diese Ergebnisse
reproduzieren (Abb. 9).
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12 TNF 32W/86T 143N/145R

NCTC + HT1080 HT1080

Abb. 9: IL 8-Induktion in HT1080-Zellen durch GST-Flag-YFP-A1-12TNF-Muteine

Der Versuchsaufbau entspricht dem in Abb.8, auf dier Abb. 8A entsprechende Darstellung wurde
verzichtet, da es auch hier ausschlief3lich zurkpexen induzierten IL8-Produktion kam.

Im Vergleich zu parentalem mTNF wurde durch GSTgH&PA1-12TNF weniger
IL8 induziert. Dies kann wiederum auf die geringer&xpressionsrate in der
Effektorzelle zurtickgefuhrt werden (siehe Abb. BjJie die murinen NCTC-Zellen
eigneten sich auch die stalill-12TNF-exprimierenden CHO (Hamster)-Zellen als
Effektorzellen, da auch sie erwartungsgemal keirseluRtion von humanem IL8
zeigten (Abb. 10).
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Abb. 10: Il 8-Induktion in HT1080-Zellen durch A1-12TNFexprimierende CHO-Zellen
CHO-Zellen sowie deren Transfektanten, die stadnsehieden@&l1l-12TNF-Varianten exprimieren,
wurden als Effektorzellen eingesetzt. Die Methodisgricht der in Abb. 8.
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4.2.4 Die Kinetik der A1-12TNF- und der sTNF-induzierten IL8-Induktion
unterscheiden sich nicht
Um die Kinetik der A1-12TNF- und der sTNF-induzierten IL8-Induktion zu

untersuchen, wurde die kumulative IL8-Induktion iitheei Tage (Abb. 11) untersucht.
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Abb. 11: Vergleichende Untersuchung der Kinetik de?A1-12TNF- und sTNF-induzierten IL8-
Produktion

CHO-A1-12TNF-Zellen in Kokultur mit HT1080-Zellen (Besidftung: A1-12TNF) wurden mit CHO-
Zellen in Kokultur mit HT1080-Zellen unter sTNF-Stilation (10 ng/ml, Beschriftung: sSTNF)
verglichen. Kontrollgruppen bildeten CHO und CHXD-12TNF allein (beide unter der mit CHO-
markierten Kurve zusammengefasst) sowie CHO in Kakumit HT1080 (Beschriftung: HT1080).
Alle 2 h wurde finfmal am Tag tber drei Tage Medalbgenommen.

In diesem Experiment zeigte sich, dass sich dieetiinder durch sTNF- undl-
12TNF-induzierten 1L8-Produktion Uber drei Tagehtianterscheidet. Auf3erdem war
sowohl flr sTNF als auch fik1-12TNF am dritten Tag die IL8-Produktion geséattigt
der Kurvenverlauf zeigte keinen Anstieg mehr. Ddimdi auf, dass auch die absolute
Konzentration des gemessenen IL8 am dritten Taadtiigung ahnlich hoch war.
Damit besteht offensichtlich auch kein quantitatikénterschied zwischen dekl-
12TNF- und der sTNF-induzierten IL8-Produktion.
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4.3 UntersuchungAl1-12TNF-induzierter Rezeptorsignalkomplexe

4.3.1 GST-Flag-YFPA1-12TNF-Muteine lassen sich effizient durch GST-Flang

und Flag-IP isolieren

Um die TNFR-Signalkomplexe aufl-12TNF-Stimulation untersuchen zu kdnnen,
missen diese aus einem Gesamtzelllysat von Effekéxprimiert A1-12TNF) und
Zielzelle (exprimiert TNFR1 und TNFR2) isoliert vden. Sowohl das GST-Fishing als
auch die Flag-IP ermdglichten die Isolierung derT&ag-YFPAL-12TNF-Muteine
(Abb. 12). Bereits nach alleinigem GST-Fishing natimmKonzentration der GST-Flag-
YFP-AL1-12TNF-Muteine im Gesamtzelllysat der Kokulturertark ab. Nach
sequentieller Durchfiihrung von GST-Fishing und ARgvar das jeweilige GST-Flag-
YFP-A1-12TNF-Mutein im Gesamtzelllysat nicht mehr nactsbar.

YFP  GST-Flag-YFP- GST-Flag-YFP- GST-Flag-YFP

A1-12TNF Al-12TNF A1-12TNF A1-12TNF
32\8/B 143N/145R
Vor GST-Fishing + + + +
Nach GST-Fishing + + + +
Nach Flag-IP + + + +
— —— <GST

Abb. 12: IP mit hoher Effizienz

293 Zellen wurden der Beschriftung entsprechentsfiziert und am zweiten Tag nach Transfektion
far 20 min mit U937-Zellen kokultiviert. Gesamtdg#lat vor GST-Fishing, nach GST-Fishing und
nach Fac-IP wurden in WB auf GST untersuc

4.3.2 Aus den mit GST-Flag-YFPA1-12TNF-Muteinen stimulierten Zielzellen

lassen sich rezeptorassoznerte Proteine k0|mmunoaz|p|t|eren

Mit Hilfe des GST-Fishings lieBen sich mit GST-FEBP-AL-12TNF TNFR1,
TRADD und TRAF2 koimmunoprazipitieren (Abb. 13 uAbdb. 14). Die verwendeten

' In Analogie zur Immunoprazipitation wird im Folgken im Zusammenhang mit der
im GST-Fishing erfolgten Isolierung von Rezeptansigomponenten nach GST-TNF-

Stimulation auch von Koimmunoprazipitation gespeath
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Effektorzellen (293-Zellen) besitzen selbst in ggem MalRe TNFR1 (FACS-Daten
nicht gezeigt), so dass es auch ohne Kokultur rert Zielzelle zu einer gewissen
Koimmunoprazipitation von TNFR1 kam (Abb. 13). TRBDund TRAF2 wurden
dagegen ausschlieBlich aus der Zielzelle koimmuampitiert. Damit wurden
uberwiegend Rezeptorsignalkomplexe nach parak@tienulation mit mTNF isoliert.
Die verwendeten Zielzellen (U937 in Abb. 13, HelaB0Abb. 14) besitzen sowohl
TNFR1 als auch TNFR2, so dass es sich bei den r8it-Hag-YFPAL1-12TNF
koimmunoprazipitierten Proteinen um die summieKemponenten eines TNFR1- und
TNFR2-Signalkomplex handelt.

In der FACS-Analyse wurde die selektive Bindung @&8T-Flag-YFPA1-12TNF-
Muteine an TNFR1-Fc und TNFR2-Fc gezeigt (siehe .A®b Mit Hilfe des GST-
Fishings lieRen sich nun aus den mit den entspnelgme GST-Flag-YFRAL-12TNF-
Muteinen stimulierten Zielzellen die membrangebunate Rezeptorsignalkomplexe an
TNFR1 und TNFR2 getrennt isolieren (Abb. 13 und Ab#). Mit GST-Flag-YFFRA1-
12TNF32W/86T gelang die selektive Isolierung desmimeangebundenen TNFR1-
Signalkomplexes. TNFR1, TRADD und TRAF2 wurden koionoprazipitiert.
Allerdings zeigte sich eine deutlich geringere &énz im Vergleich zu parentalem
GST-Flag-YFPA1-12TNF.

YFP-  GST-Flag-YFP GST-&-YFP GST-Flag-YFP
A1-12TNF  A1-12TNF A1-12TNF  A1-12TNF
32W/86T 143N/145R

U937 + + + +

= =2 s = B B <cst
- . & 5| < nere
= ‘

ey

| < TRADD

T . ,_.I < TRAF2

Abb. 13: Muteinspezifische Immunopréazipitation

293 Zellen wurden der Beschriftung entsprechentsfrziert und dort, wo mit + angezeigt, 20 min
mit U937 kokultiviert. Nach Isolierung der GST-Faissproteine mittels Glutathion-Sepharose
wurden die Proben im WB unter Verwendung von AkereGST, TNFR1, TRADD und TRAF2
analysiert.
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Abb. 14: Muteinspezifische Immunopréazipitation

293 Zellen wurden mit GST-Flag-YR®E-12TNF (1) bzw. den davon abgeleiteten TNFR1-b@y.

TNFR2 (3)-spezifischen Muteinen transfiziert und kela80 fur 10 min kokultiviert. Nach

Isolierung der GST-Fusinosproteine mittels GlumthSepharose wurden die Proben im WB unter

Verwendung von Ak gegen GST, TNFR1, TNFR2, TRADRI UiRAF2 analysiert.
Nach Stimulation mit GST-Flag-YFR1-12TNF143N/145R lie3 sich der
membrangebundene Rezeptorsignalkomplex an TNFREtselsolieren. Sowohl der
TNFR2 (Abb. 14) als auch TRAF2 (Abb. 13 wund Abb. ) 14vurden
koimmunoprazipitiert. Die Signale fur TNFR2 und TRAwaren nur wenig schwacher
als bei Stimulation mit parentalem GST-Flag-YEP-12TNF. TRADD war wie
erwartet nicht an TNFR2 nachweisbar. Damit war dadektive Isolierung von
Rezeptorsignalkomplexen an TNFR1 und TNFR2 nachm@stion mit
membrangebundenen TNF-Muteinen gelungen. Zuglewinte gezeigt werden, dass
TRADD genauso wie TRAF2 im TNFR1-Signalkomplex ngeiesen werden kann,

nicht jedoch FADD und Caspase-8 (Daten nicht gegeig

4.3.3 Die TNFR1-TRADD-Assoziation zeigt im membrangbundenen

Rezeptorsignalkomplex eine charakteristische Kineki

Der direkte Nachweis von TRADD im membrangebundeRezeptorsignalkomplex
wurde im Modell der Kompartmentalisation der TNp&iltransduktion zumindest fur
sTNF in Frage gestefff Um die TNFR1-TRADD-Assoziation an der Membran méhe
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zu beleuchten, wurde daher der zeitliche Verlauf n vomit mTNF
koimmunoprazipitiertem TNFR1 und TRADD in U937-#ll untersucht (Abb. 15).
Die Menge an mit GST-Flag-YFR1-12TNF koimmunopréazipitiertem TNFR1,
TRADD und TRAF2 zum jeweiligen Zeitpunkt konnte rriilfe eines GFP- bzw. YFP-
Standards definierter Konzentration abgeschatztlever Aus 20 x 10U937-Zellen
wurden nahezu konstant etwa 8 ng TNFR1 immunopitéip Erst nach einer Stunde
zeigte sich eine leichte Abnahme des Signals fUFRN

YFP- GST-Flag-YFP-  GFP (YFP)-
A1-12TNF A1-12TNF Protein (ng)

t(mn) 0 5 20 60 0 5 200 6

- -
H:-.:‘ <GST

| | |‘-‘§|<TNFR1
|
|

- T
I | & & ﬂM<TRAF2
Abb. 15: Zeitreihe

293-Zellen wurden der Beschriftung entsprechenusfiziert und mit U937 fur den angegebenen
Zeitraum kokultiviert. Der Zeitpunkt O min steht filie getrennte Lyse von U937- und 293-Zellen mit
anschlieBendem Mischen der Lysate. Nach GST-Fiskimgen die GST-Beads im WB auf GST,
TNFR1, TRADD und TRAF2 untersucht. Zur Quantifiziag der koimmunoprazipitierten Proteine
wurden TNFR1-GFP, TRADD-YFP und TRAF2-GFP defindedKonzentration aufgetragen.

Im Gegensatz dazu wurde TRADD mit etwa 3 ng /200% W937 maximal zum
Zeitpunkt 5 min mit mTNF koimmunoprazipitiert. Bésenach 20 min zeigte sich eine
deutliche Abnahme des TRADD-Signals. Wahrend abl® Signal fur TNFR1 nahezu
konstant blieb, wurde bereits nach 20 min deutlickeniger TRADD
koimmunoprazipitiert. Daraus kann gefolgert werddasgs die Assoziation von TRADD
an TNFR1 mit der Zeit abnimmt. Auch TRAF2 wurde miTNF erneut aus U937
koimmunoprazipitiert. TRAF2 kann dabei aber sowabt dem membrangebundenen
TNFR1- als auch TNFR2-Signalkomplex stammen. Aux 20 U937-Zellen wurden

an den beiden TNF-Rezeptoren gemeinsam etwa 15A¢ 2 Roimmunoprazipitiert.
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5. DISKUSSION

5.1 Charakterisierung loslicher Flag-TNF-Muteine

Punktmutationen in sTNF, welche zur TNFR1- bzw. R2Fselektiven Bindung des
Zytokins fiihren, sind bereits seit langerem bek&hribennoch wurde bisher zur
Untersuchung des TNFR-Crosstalks, insbesondere Medulation der TNFR1-
Signaltransduktion durch TNFR2-Stimulation, aus&filich auf agonistische
Antikorper zurickgegriffen, um TNFR2 selektiv zanatlieren. Dies liegt vor allem
darin begrindet, dass mMTNF der Hauptaktivator vdiFrR2 ist und damit TNFR2-
selektives sTNF den TNFR2 nicht adaquat aktivid@m?° Erkenntnisse fiir 16slichen
Flag-getaggten FasL, der nach M2-vermittelter Qereretzung ahnlich wie mFasL Fas
aktiviert®® wurden analog auf sTNF ubertragen und fiihrten Klomierung von
rezeptorselektiven Flag-TNF-Muteinen. In dieser éirbwurden diese Flag-TNF-
Muteine hinsichtlich ihrer rezeptorselektiven Bindu an die von Hela-Zellen
exprimierten TNF-Rezeptoren gepruft. Es konnte ewwmgsgemal gezeigt werden,
dass Flag-TNF32W/86T selektiv an den TNFR1, Flag=IABN/145R selektiv an den
TNFR2 und das parentale Flag-TNF an beide TNF-Rerep bindet (Abb. 2). Von
Interesse war nun, ob das TNFR2-selektive Flag-Mujaervernetzt auch wirklich den
TNFR2 aktiviert. Dieser Nachweis gelang in Zytowtédtsassays. Durch Experimente
zur Modulation der TNFR1-Signaltransduktion durcitNFR2-Stimulation mittels
agonistischer, gegen TNFR2 gerichtete Antikdrpebékannt, dass TNFR2-Vor- bzw.
Kostimulation die TNFR1-vermittelte Zytotoxizitaterstark® °° Das durch M2-
vermittelte Quervernetzung aktivierte Flag-TNF14B8&6R war ebenfalls in der Lage,
die TNFR1-vermittelte Zytotoxizitdt zu verstarkeAbp. 3A). Auch mit Hilfe eines
Antikorpers, welcher in der Lage ist, die STNF-Winky auf TNFR2 zu erhohéh,*°
konnte die Flag-TNF143N/145R-induzierte  Verstarkun@NFR1-vermittelter
Zytotoxizitat nachgewiesen werden (Abb. 3B). Dastght mit Flag-TNF143N/145R
nun ein direkt von sTNF abgeleiteter Ligand alseAiative zu agonistischen Ak gegen
TNFR2 zur Verfigung, mit dem die Untersuchung dedMation TNFR1-vermittelter
Signaltransduktion durch selektive TNFR2-Stimulatindglich ist.
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5.2 Charakterisierung membrangebundeneul-12TNF-Muteine

Proinflammatorischen  Signalwege () und auch die apoptotische
Signaltransduktion nach Stimulation mit STNF sineg@nstand intensiver Forschufiig.
24 30 yergleichsweise geringe Beriicksichtigung fand distie Untersuchung dieser
Signalvorgange fir mTNF, dem membrangebundenenaufat von sTNF. Deshalb
war es ein Hauptanliegen dieser Arbeit, verschiedemlNF-Varianten naher zu
charakterisieren, die in spateren Experimenten essfdere die Isolierung und
Untersuchung von Rezeptorkomplexen nach StimulatiaimTNF ermdglichen sollen.
Bei den charakterisierten mTNF-Varianten handeltsehy um GST-Flag-YFR1-
12TNF und dessen rezeptorselektive Muteine (Abb.Rly murinesA1-12TNF ist
bekannt, dass es am murinen TNFR1 bioaktiv ist.edsichls mMTNF ohneAl-12-
Mutation wird es jedoch nicht durch die spezifisdPmtease TACE zum l6slichen
Zytokin sTNF prozessiert. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sielse
Erkenntnis auf humanes YREFL-12TNF und auch auf die davon abgeleiteten GST-
Flag-YFPA1-12TNF-Muteine erweitern lasst (Abb.5). Nach Exsien von YFPAL-
12TNF in eukaryontischen Zellen liel3 sich deuthebniger sSTNF im Zelliberstand
nachweisen als bei Transfektion von parentalem WHAMRF. Beide mTNF-Varianten
wurden zu je 90 % in der transfizierten Zelllinigpemiert (Daten nicht gezeigt). Fur
GST-Flag-YFPA1-12TNF-Varianten lie3 sich bei zugleich geringeiipression (40
%) Uberhaupt kein sTNF nachwiesen. Damit ist fiesdi mTNF-Varianten eine
wichtige Voraussetzung zur validen Untersuchung mamNF-Effekten in Abgrenzung
zu sTNF-Effekten erfullt. Transfiziert makl-12TNF oder GST-Flag-YFBR1-12TNF
in eukaryontische Zellen, besteht im Unterschied Zransfektion von parentalem
MTNF nicht die Gefahr, dass es zu sSTNF prozessigitd. Damit kann
membrangebundenes TNF unabhéngig von sTNF untensectien.

Auch die rezeptorselektive Bindung der genanntei-Bl8g-YFPA1-12TNF-Muteine
wurde geprift. Es konnte gezeigt werden, dass esnGST-Flag-YFRAL-12TNF
sowohl TNFR1-Fc als auch TNFR2-Fc bindet. Im Gegenslazu bindet GST-Flag-
YFP-AL-12TNF32W/86T nur TNFR1-Fc, GST-Flag-YPR-12TNF143N/145R nur
TNFR2-Fc (Abb.6). Dabei fiel eine hohe Selektivitdr GST-Flag-YFRAL-12TNF-

Muteine auf, zugleich aber auch ein gegentber YRP-Verminderte Expressionsrate

40



(20 % anstatt von 90 %). Daraus wurde fur Trangdekih mit GST-Flag-YFR1-
12TNF-Varianten der Schluss gezogen, die Menge tandfe GST-Flag-YFRA1-
12TNF-Muteine kodierender DNA zu erhdhen und bsreihmal transfizierte Zellen
ein zweites Mal zu elektroporieren. Damit konnte Eixpressionsrate fir diese TNF-
Varianten auf bis zu 80 % gesteigert werden (Datehnt gezeigt).

5.3 Vergleich sTNF- undal-12TNF-induzierter IL8-Induktion

In der komplexen Regulation der IL8-Expression lgpiensbesondere der JNK-, p38-
MAPK- und der NKkB-Signalweg eine zentrale Rolle. IL8 eignet siclsiddb als
Zielgen zur Untersuchung TNF-induzierter Genexpoes¥ Aus diesem Grund wurden
A1-12TNF und sTNF vergleichend auf IL8-Induktion ensucht, um so diA1-12TNF-
induzierte Genexpression beurteilen zu kénnen.KB+ und HT1080-Zellen, die mit
den diversen mTNF-Expressionsplasmiden transfiziaren, konnte gezeigt werden,
dass nichtspaltbaresl-12TNF wie sTNF in der Lage ist, IL8 zu induziergbb.7).
Die A1-12-Mutation scheint in humanem TNF keinen Eirdlaf die Funktionalitat
des membranstandigen Liganden am Rezeptor zu h&ues.herabgesetzte Affinitat
gegeniiber dem Wildtyp, wie fir murinA4-12TNF beschriebet?, kann daher - falls
vorhanden - fur humandsl-12TNF nicht von grundsatzlicher funktioneller Betung
sein.

In diesen Experimenten konnte jedoch nicht zwisakieer autokrinen und parakrinen
IL8-Induktion unterschieden werden. Auch ein Zeitkil an dem die Stimulation an
TNFR1 beginnt, konnte nicht definiert werden. Ddishavurden zusatzlich
Kokulturexperimente durchgefuhrt, in denen eindhnitumane Zelllinie (NCTC oder
CHO), die selbst kein humanes IL 8 freisetzen kamum, Transfektion mit den
verschiedenen mTNF-Varianten verwendet wurde. Degifh der Kokultur der
transfizierten Zellen mit humanen KB- oder HT108€l&n (Abb. 8- 10) konnte dann
als Startzeitpunkt einer parakrinen, mTNF-indueertiL8-Produktion tUber TNFR1
definiert werden. In diesen Experimenten konnte Id&Induktion Gber TNFR1 fur
MTNF,A1-12TNF, YFPA1-12TNF und fir GST-Flag-YFR1-12TNF gezeigt werden.
Fur GST-Flag-YFRAL-12TNF fiel eine geringere IL8-Induktion im Verglh zu
MTNF auf. GST-Flag-YFRA1-12TNF wurde jedoch, wie oben erwahnt, in den

transfizierten Zellen schlechter exprimiert, sosdass diesen funktionellen Daten nicht
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auf eine geringere Rezeptoraktivierung geschlosgemden kann. Auch das TNFR1-
selektive Mutein von GST-Flag-YFRL-12TNF war in der Lage, IL8 zu induzieren.
Der direkte Vergleich von GST-Flag-YRFE-12TNF mit seiner TNFR1-spezifischen
Variante deutet allerdings bei gleicher Expressiaheine geringere Rezeptoraktivitat
des Muteins hin. Dazu passen auch die weiter umgeprochenen Ergebnisse der GST-
Fishing-Experimente (Abb. 13 und Abb. 14).

Um Gemeinsamkeiten und Unterschiede einer sTNF- eindr mTNF-induzierten
Genexpression aufdecken zu kdnnen, wurden auclKidietik der A1-12TNF- und
STNF-provozierten IL8-Induktion miteinander vergien (Abb. 11). Dabei konnten
keine Unterschiede in der IL8-Produktionsrate (dver Tage festgestellt werden. Daher
kann aus den durchgefiuihrten Experimenten geschlogeeden, dass mTNF genauso
effektiv wie STNF Uber TNFR1 proinflammatorischeyi@le vermittelt. Nicht nur die
kinetischen, auch die quantitativen Eigenschafdreimen ahnlich zu sein. Inwieweit
jedoch die Konzentration von eingesetztem sTNFd@s Ergebnis eine Rolle spielt,
wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. Mtgrweise werden Unterschiede
zwischen mTNF und sTNF erst sichtbar, wenn sTNFiedrigerer (< 10 ng/ml)
Konzentration eingesetzt wird. Wahrend namlich mTkiastant exprimiert werden
sollte, kobnnte sTNF bei geringerer Konzentratioh eher Zeit verbraucht und seine IL8-
Induktion entsprechend abnehmen. Offen bleibt aliehFrage, ob die Mechanismen
der TNFR1-Aktivierung identisch sind. Fir sTNF werdyezeigt, dass es auf
Ligandenbindung zur verstarkten Rekrutierung vonFRN und rezeptorassoziierter
Proteine des NéB-aktivierenden membrangebundenen Signalkomplekpial rafts
kommt. Interferenz mitlipid rafts unterbindet die NEKB-Aktivierung, TNFR1-
vermittelte Apoptose wird verstarkt.Gleiches sollte nun auch fir mTNF untersucht
werden.

In den Versuchen zur Untersuchung der IL8-Induktwurden in der vorliegenden
Arbeit Zellen verwendet, die keinen TNFR2 expriraier Daher konnte stets selektiv
die TNFR1-vermittelte IL8-Induktion untersucht werd JNK-, p38-MAPK- und
NFkB-Aktivierung sind jedoch auch fiir TNFR2 bekahmeshalb kénnten funktionelle
Versuche zur IL8-Induktion Gber TNFR2 unter Verwend der TNFR2-selektiven
nichtspaltbaren mTNF-Varianten in Kokultur mit TNERxprimierenden Zellen
gleichfalls von Interesse sein. Zum einen kénntaitldie quantitative Bedeutung der
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proinflammatorischen Signaltransduktion tber TNRRZellen mit beiden Rezeptoren
bei mTNF-Stimulation abgeschéatzt werden. Zum andkémnte untersucht werden, ob
sich der Crosstalk bei gleichzeitiger Aktivierungider TNF-Rezeptoren qualitativ oder

quantitativ auf die NkB-Aktivierung auswirkt.

5.4 Isolierung membrangebundener TNFR-Signalkomplex

Die GST-Flag-YFPA1-12TNF-Muteine konnen aufgrund der oben diskudiert
Charakterisierung als nichtspaltbare membrangelmendéENF-Muteine bezeichnet
werden. lhre Funktionalitdt an TNFR1 konnte mitiéés IL8-Bestimmungen bewiesen
werden. Wahrend parentales GST-Flag-YFR12TNF an TNFR1 und TNFR2 bindet,
sind GST-Flag-YFRAL-12TNF32W/86T und GST-Flag-YFRE-12TNF143N/145R
TNFR1- bzw. TNFR2-selektiv. Die Expression dieseuen TNF-Varianten konnte
anhand des YFP-Nachweis leicht im FACS gepruft eerd

Mit Hilfe dieser mTNF-Muteine war es moéglich, mligeGST-Fishing die gebildeten
TNFR-Signalkomplexe aus dem Gesamtzelllysat mTidRgtfizierter 293-Zellen und
stimulierter U937-Zellen zu isolieren (Abb. 12). AUGST-Flag-YFRAL-12TNF-
stimulierten U937- und Hela80-Zellen gelang die idoiunoprazipitation von TNFR1,
TNFR2, TRADD und TRAF2 (Abb. 13 und Abb. 14). Sorwaewiesen, dass eine
Isolierung der summierten Signalkomplexe an TNFRd INFR2 moglich geworden
war. TNFR1 wurde zwar in geringen Mengen auch @ 2Z&llen isoliert (Abb. 13),
der Hauptanteil insbesondere der rezeptorassaid?roteine TRADD und TRAF2
kam jedoch aus der Zielzelle. Damit kann dieses ulakexperiment als ein
Experiment zur Isolierung von Rezeptorsignalkometexiach vorwiegend parakriner
Stimulation einer Zielzelllinie bezeichnet werdéim eine rein parakrine Stimulation
zu gewabhrleisten, mussten analog zu den funktiendtixperimenten zur IL8-Induktion
Effektorzellen ohne Expression humaner TNF-Rezepteingesetzt werden.

Unter Einsatz der rezeptorselektiven Varianten @&T-Flag-YFPA1-12TNF konnten
aus den Zelllinien, die sowohl TNFR1 als auch TNF&&rimieren, die beiden
Rezeptorsignalkomplexe getrennt isoliert werden. t MGST-Flag-YFPAL-
12TNF32W/86T gelang die Koimmunoprazipitation voiFR1, TRADD und TRAF2
(Abb. 13 und Abb. 14). Die Selektivitat fur TNFRSt allerdings mit einer verringerten

Effizienz bei der Isolierung von TNFR1 verbundera @ie Expression des Muteins in
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293-Zellen der des parentalen GST-Flag-YFR12TNF entsprach (siehe GST in Abb.
13 und Abb. 14 sowie FACS-Daten Abb. 6), muss &né éerabgesetzte Affinitat des
TNFR1-selektiven Muteins geschlossen werden. Auh wergleichsweise geringe
Menge an koimmunoprazipitiertem TRADD sowie die Ktionellen Daten zur 1L8-
Induktion sprechen fur diese Vermutung.

Mit GST-Flag-YFPA1-12TNF143N/145R war es dagegen mdglich, vergleveise
grofe Mengen an TNFR2 zu isolieren. Wie erwartetde&ulrRADD nicht an TNFR2
rekrutiert, TRAF2 dagegen schon. Die TRAF2-Rekrutig spricht zugleich dafir,
dass GST-Flag-YFR1-12TNF143N/145R eine TNFR2-vermittelte Aktivierung
intrazellularer Signalwege auslost.

Interessant war bei der selektiven Isolierung degneédkomplexes an TNFR1
insbesondere der eindeutige Nachweis von TRADD TIRAF2 an TNFR1, wahrend
FADD und Caspase-8 nicht koimmunoprazipitiert werdennten. Die funktionellen
Daten im TNF-ELISA zeigten (siehe Abb. 5), dads12TNF nicht zu sSTNF gespalten
wird. Weiterhin ist aus der schematischen Darstegllder GST-Flag-YFR1-12TNF-
Muteine (Abb. 4) ersichtlich, dass nur membrangelemes TNF im GST-Fishing
isoliert werden kann. Kommt es namlich trdtz-12-Mutation zur mTNF-Spaltung,
werden mit der GST-Sequenz lediglich die intrazater Domane und die
Transmembrandomane von mTNF isoliert. Setzt maausrdass ein unprozessierter
Rezeptor nach parakriner Stimulation durch einenmbranstéandig exprimierten
Liganden nicht internalisiert werden kann, so bmdeRADD und TRAF2 an den
TNFR1, ohne dass Rezeptorinternalisierung Voramsegtsein konnte.

Bisher galt TRADD entsprechend auch als Plattfati|m,eine Rekrutierung von TRAF2
und RIP vermittelt und daher essentiell fur die RIFvermittelte NKB-Aktivierung
ist.?! 2% Allerdings fehlten dafiir entsprechende Beweiseimbesondere mit TRADD-
defizienten Zellen erbracht werden konnten. In Expenten mit Mutanten von
TNFR1, die sich durch eine fehlende Internalisigriauszeichnen, konnte kirzlich
keine TRADD-, wohl aber eine TRAF2- und RIP-Relkeuting an TNFR1 gezeigt
werden?® Die Bindung von TRADD an TNFR1 im membrangebunded&FR1-
Komplex nach sTNF-Stimulation wurde damit bezweifebtattdessen wurde eine
TRADD-Rekrutierung erst nach Rezeptorinternaligigru postuliert. Da NkB

unabhangig von der Rezeptorendozytose aktiviertd,wivurde so erstmals auch die
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Bedeutung von TRADD flr die NdB-Aktivierung in Frage gestellt. In den in dieser
Arbeit durchgefuhrten Versuchen zur Isolierung meabgebundener TNFR1-
Signalkomplexe hatte man entsprechend keine TRARRHRierung erwartet, da sich
hier ein nicht internalisierbarer Ligand-Rezeptonkdex ausbildet. Wie erlautert,
wurde TRADD jedoch genauso wie TRAF2 an TNFR1 koumoprazipitiert. Daher

muss zumindest fir mTNF eine von der Rezeptoriateierung unabhangige

TRADD-Rekrutierung maglich sein.

5.5 Die Rolle von TRADD im membrangebundenen TNFR1-
Signalkomplex

Um dieses Ergebnis zu bekraftigen, wurde die Kingéir TRADD-Bindung an TNFR1
naher untersucht (Abb. 15). Zunéachst soll das $itjmarNFR1 diskutiert werden. Zu
allen Zeitpunkten zeigte sich ein weitgehend kamtsta Signal fur TNFR1, erst nach 1
h lie3 sich eine leichte Abnahme feststellen. Dacliveis von TNFR1 zum Zeitpunkt
0 min kann zum Teil durch die autokrine Stimulattoansfizierter 293-Zellen (siehe
Abb. 13) erklart werden. Zusatzlich ist auch diend@ing von GST-Flag-YFR1-
12TNF an TNF-Rezeptoren nach Zelllyse im gemisck@esamtzelllysat von Effektor-
und Zielzelle denkbar. Fir sSTNF ist eine TNFR1-Bing auch noch nach Zelllyse in
IP-Versuchen beledf. Die leichte Abnahme von koimmunoprazipitiertem RIFnach

1 h kdnnte auf einen Abbau von TNF-Rezeptoren aufté&ung membrangebundener
Rezeptorsignalkomplexe hindeuten. Diese Annahmed wdurch die fur sTNF
beobachtete TNF-induzierte Ubiquitinierung und gesteasomalen Abbau von TNFR1
gestiitz®* Durch die parakrine Stimulation mittels eines imr dZellmembran
exprimierten Liganden kann eine Rezeptorinterreisig des unprozessierten
Rezeptors als Ursache der Abnahme ausgeschlossdenve

Im Unterschied zu dem nahezu konstanten SignalTRiIFR1 wird das Signal fur
koimmunoprazipitiertes TRADD bereits nach 20 mikesnbar schwéacher. Dies deckt
sich mit Versuchen nach Stimulation mit sSTNF. DaNEdinduzierte Ubiquitinierung
und proteasomaler Abbau von TRADD nicht beobachterden, deutet die im
Vergleich zu TNFR1 friher einsetzende TRADD-Abnahaué eine Dissoziation von
TRADD von TNFR1 hir’* Somit bindet TRADD wohl nach mTNF-Stimulation im
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membrangebundenen TNFR1-Signalkomplex und dissbzigch etwa 20 min vom

Rezeptor.

5.6 Die TNFR1-vermittelte Apoptoseinduktion

Zur Apoptoseinduktion tUber TNFR1 gibt es gegenwartiwei unterschiedliche
Modelle, das Modell der Kompartmentalisation und ddodell zweier sequentiell
arbeitender Signalkomplex&.?* Beide Modelle basieren auf Daten, die ausschtibfli
fur sSTNF erhoben wurden und sollten daher auf Bidtigkeit fir mTNF gepruft
werden. Einigkeit besteht in beiden Modellen darfidass sich nach sTNF-Bindung an
TNFR1 zuné&chst ein NdB-aktivierender, d.h. antiapoptotischer, membrapasster
Rezeptorsignalkomplex ausbildet. Damit unterschieisieh der TNFR1-induzierte
programmierte Zelltod entscheidend von dem Fas-AIIR1- und TRAILR2-
vermittelten. Die Apoptoseinduktion durch die zategenannten Rezeptoren ist durch
die direkte membranassoziierte DISC-Bildung gekeiglmet. FADD und Caspase-8
werden direkt an den Rezeptor rekrutfért® 2 Der membranassozierte Komplex ist
fur diese Rezeptoren damit zun&chst ein proapsptogr und erst in zweiter Linie ein
proinfammatorischer.  Deshalb muss die Apoptose zWwintersuchung
proinflammatorischer Signalwege fiir FasL und TR&lmeist inhibiert werdef?

Auch die Erkenntnis, dass die ApoptoseinduktiorsTiNF-stimulierten Zellen durch
Zerstorung defipid rafts verstarkt, in FasL-stimulierten dagegen inhibigntd, passt
zu den mechanistischen Unterschieden der Signstitdation Uber die Rezeptoren
dieser beiden Zytokin®. Geht man davon aus, dass in beiden Fallen dutefrfénenz
mit rafts lipid die Bildung des membrangebundenen Rezeptorsignaliecxes
verhindert wird, kann sich in FasL-stimulierten I[8al der membrangebundene DISC
nicht mehr bilden. Die Apoptose wird daher inhihiém sSTNF-stimulierten Zellen kann
sich dagegen der membrangebundeneBN&ktivierende Rezeptorsignalkomplex nicht
mehr bilden. Die NEkB-Aktivierung nimmt also ab und - durch Wegfall der
antiapoptotischen Genexpression UbekBIF die Apoptoseinduktion zu.

Trotz fehlender direkter membranassoziierter Bimgdwam TNFR1 sind FADD und
Caspase-8 notwendig fur die TNFR1-vermittelte Apsptnduktion. Dennoch ergaben
sich Schwierigkeiten bei dem Versuch des direkteachweises dieser Proteine an
TNFR1. Das hat zur Vorstellung geftihrt, dass sich BISC an TNFR1 erst nach
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Endozytose des Rezeptors bildet (Modell der Konmpamtalisationf® In noch
radikalerer Konsequenz wurde das Modell zweier eeteill arbeitender
Signalkomplexe postulieff. Demnach bildet sich tberhaupt kein DISC im engeren
Sinne aus. Vielmehr induziert ein zweiter Signalkter die Apoptose, der sich erst im
Zytoplasma ausbildet. In diesem ist TNFR1 selbshinmehr nachweisbar. H6chstens
eine TRADD-vermittelte, schwache transiente unchdisnicht nachweisbare Bindung
von FADD und Caspase-8 an TNFR1 wird in diesem Mdde mdglich gehalten. Die
bisherige Untersuchung der Signalkomplexe nach m$hiaulation in dieser Arbeit
hat gezeigt, dass nach mTNF-Stimulation TRADD im mhbeangebunden
Signalkomplex nachzuweisen war, nicht jedoch FADID Caspase-8. Somit kann auch
nach mTNF-Stimulation eine direkte membrangebundeieC-Bildung an TNFR1
bereits ausgeschlossen werden. Aussagen Uber &AdD-vermittelte, transiente
DISC-Bildung unter proapoptotischen Bedingungerawyén die in dieser Arbeit
erhobenen Daten jedoch nicht. Ein DISC ist moghaleése nur unter bestimmten
methodischen Gegebenheiten nachzuweisen. Darlibentekd Experimente unter
proapoptotischen Bedingungen und unter Optimierdeg GST-Fishing-Protokolls
Klarheit bringen. Untersuchungen nach CHX-Sensitivig fiir Apoptos® genauso
wie nach Vorstimulation an TNFR2 mit dem im Rahnaezser Arbeit getesteten Flag-
TNF143N/145R koénnten hier hilfreich sein. Da mawvataausgehen kann, dass der
unprozessierte TNFR1 auf mTNF-Stimulation hin nigmternalisiert werden kann,
erscheint nach der bisherigen Datenlage das Matkil Kompartmentalisation fir
MTNF wenig einleuchtend. Gegen dieses Modell spricisbesondere auch der
Nachweis von TRADD an TNFR1, der bei fehlender nmiisierung dem Modell
entsprechend nicht mdglich sein sollte. Die Untelnsing der TRADD-Kinetik deutet
zudem auf eine Dissoziation von TRADD vom Rezeptdrder Zeit hin. Ein Modell,
ahnlich dem zweier sequentieller Signalkomplexed@m TRADD die Bindung zu
FADD und Caspase-8 durch Dissoziation vom membiaunggenen Signalkomplex
vermittelt, kdnnte fur mTNF daher eher Geltung mabe
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6. ZUSAMMENFASSUNG

TNF wird zunachst als Typll-Transmembranprotein [WR) gebildet und erst
anschlieBend durch spezifische Spaltung durch digtalbprotease TACE zum
l6slichen Zytokin STNF prozessiert. Da mTNF deeialige Hauptaktivator des TNFR2
ist und sich bisherige Untersuchungen zum TNF-Siggaweitgehend auf sTNF
konzentrierten, ist vergleichsweise wenig Uber TRRRrmittelte Signaltransduktion
bekannt.

An TNFR1 sind dagegen beide TNF-Varianten bioakfnatz intensiver Untersuchung
des TNFR1-Signaling sind jedoch auch hier vielegEranoch unbeantwortet. Derzeit
existieren deshalb zum TNFR1-Signaling zwei versdéne Modellvorstellungen
nebeneinander.

Im ersten Modell, dem Modell der Kompartmentalisati bindet TRADD erst nach
Rezeptorinternalisierung an TNFR1, genauso wie FADDd Caspase-8. Die
Rezeptorinternalisierung nach Ligandenbindung lgigr daher als Voraussetzung fur
die TRADD-Rekrutierung und fur die Apoptoseinduktio

Im zweiten Modell, dem Modell zweier sequentiebeitender Signalkomplexe, bindet
TRADD dagegen bereits im membrangebundenen Sigmglex an TNFRL.
Anschlie3end dissoziiert TRADD vom Rezeptor, um Ziytoplasma einen zweiten,
apoptoseinduzierenden Komplex mit FADD und Casi@&zseformen.

Um mehr Uber TNFR2 zu erfahren und um das TNFRh&biigg besser zu verstehen,
wurden in dieser Arbeit die Signaltransduktion whiel Geninduktion tber TNFR1 und
TNFR2 nach Stimulation mit mTNF untersucht. Zielrvea letztlich, eine Methode zu
etablieren, die es erlaubt, membrangebundene TNRRd- TNFR2-Signalkomplexe
getrennt zu isolieren.

Dazu wurden zunachst nicht zu sTNF spaltbare TNFRAv. TNFR2-spezifische
MTNF-Varianten mit GST-Tag hinsichtlich Rezeptorhing und Rezeptoraktivierung
naher charakterisiert. Die selektive Bindung dieasdiNF-Varianten an TNFR1 bzw.
TNFR2 konnte gezeigt werden. Auch der Nachweis Fuaktionalitat in Versuchen
zur IL8-Induktion war mdglich. Mit Hilfe der TNFR4pezifischen mTNF-Variante
gelang im GST-Fishing die Koimmunoprazipitation VONFR1, TRADD und TRAF2

und damit die Isolierung des membrangebundenenatkigmplexes des TNFR1. Mit

48



Hilfe einer TNFR2-spezifischen Variante konnten epgn TNFR2 und TRAF2
koimmunoprazipitiert werden, TRADD dagegen nichonft lieRen sich mit den
rezeptorspezifischen Varianten von mTNF die Rezsgnalkomplexe des TNFR1 und
TNFR2 getrennt isolieren. Interessant war dabeibessendere die TRADD-
Rekrutierung an TNFR1 im membrangebundenen TNFRfheBiomplex. Da die
Internalisierung von TNFR1 nach mTNF-Stimulatiorhwer vorstellbar ist, bindet
TRADD offensichtlich an TNFR1, ohne dass eine Rem@mernalisierung
Voraussetzung ware. Damit erscheint das Modellkagnpartmentalisation zumindest
fur mTNF wenig plausibel. Dagegen sind die bisherTNF erhobenen Daten mit
einer TRADD-Dissoziation vom Rezeptor vereinbar,shab ein Modell zweier
sequentiell arbeitender Signalkomplexe durchaus diic mTNF Gultigkeit besitzen

kdnnte.
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7.ABKURZUNGEN

Abb. Abbildung

ABTS 2,2°-Azino-di-3-ethylenbenzthiaolinsulfonséu
Ak Antikorper

Ala Alanin

APS Ammonium-Persulfat

Arg Arginin

Asn Asparagin

Asp Aspartat

°C Grad Celcius

Caspase Cysteinyl Aspartat-spezifische Protease
cFLIP cellular Flip

CHX Cycloheximid

DD Death Domain

DISC Death-inducing Signaling complex
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxy-Ribonucleic Acid

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamin-Tetra-Essigsaure

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
FACS Fluorescence Activated Cell Sorting
FasL Fas-Ligand

FCS Fetal Calf Serum

FADD Fas-Associated DD Protein

FLICE FADD-Like ICE

FLIP FLICE-Inhibitory Protein

GFP Green Fluorescent Protein

GST Gluthation-S-Transferase

h Stunde

HEPES 2-[4-(2Hydroxyethyl)-1-piperazino]-Etharfsakéaure
IAP Inhibitor of apoptosis
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ICE Interleukin-1beta-Converting Enzyme

IKK IkB Kinase Komplex

kB Inhibitor of NF«B

JNK c-Jun N-terminal Kinase

M molar (Mol/Liter)

mA Milliampere

mAK monoklonaler Antikérper

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase
min Minute

nm Nanometer

NFkB Nuclear Factor kappaB

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS Phosphate Buffered Saline

PE Phycoerythrin

PLAD Pre-Ligand Association Domain
RIP Receptor-Interacting Protein
RNA Ribonucleic Acid

RT Raumtemperatur

SDS Sodiumdodecylsulfat

sek Sekunden

Ser Serin

TACE TNFa Converting Enzyme
TEMED N,N,N",N -Tetramethylendiamin
Thr Threonin

TNF Tumor Necrosis Factor

TNFR TNF-Rezeptor

TRAF TNF-Receptor Associated Factor
TRAIL TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand
TRAILR TRAIL-Rezeptor

TRIS Trishydroxymethylaminomethan
Trp Tryptophan

U/min Umdrehungen/Minute
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