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1. Einleitung

1.1 Die allgemeinen Merkmale der TNF-Liganden und der TNF-

Rezeptor-Superfamilie

Das Protein TNF-alpha ist der Prototyp einer Familie von Liganden, die vor allem in
Immunregulations- und Entziindungsgeschehnisse involviert sind. Die Rezeptoren fiir
TNF-alpha und die anderen Mitglieder der TNF-Liganden bilden hierzu eine
korrespondierende Superfamilie von Rezeptoren. Mit Ausnahme von TNF-beta werden
alle TNF-Liganden als Typ-II-Transmembranproteine (extrazellulirer C-Terminus)
produziert, die ein kurzes 10-80 Aminosduren (AS) grof3es, zytoplasmatisches Segment
und eine ca. 140-215 AS lange extrazellulire Region aufweisen.' Generell formen TNF-
Liganden trimere Molekiile.”* Manche TNF-Liganden konnen auch in 18slicher Form
vorkommen. Beide Formen liegen in der Regel zwar als Trimere vor,” sind jedoch nicht
immer gleichwertig in ihren Eigenschaften. So kann zwar l6sliches TNF (sTNF) beide
TNF-Rezeptoren (TNF-R1 und TNF-R2) binden, aktiviert aber bevorzugt TNF-R1,
wihrend membranstindiges TNF beide Rezeptoren aktivieren kann. ” TNF-Rezeptoren
sind Typ-I-Transmembranproteine, die im extrazelluliren Bereich cysteinreiche
Subdoménen aufweisen. Diese Doménen definieren die Zugehorigkeit zur TNF-
Rezeptor-Superfamilie. Neue Studien zeigen, dass sich TNF-Rezeptoren schon zu
trimeren Komplexen auf der Zelloberfliche zusammenlagern, bevor der Ligand
gebunden wird. Fiir die TNF-Rezeptoren Fas, TNF-R1, TNF-R2, TRAIL-R1 und CD40
konnte in der ersten cysteinreichen Doméne eine Region identifiziert werden, die diese
ligandunabhingige Trimerisierung vermittelt. Sie wird ,,Pre-Ligand Assembly Domain*
(PLAD) genannt.g’ K

Die an der Ligandenbindung und der Rezeptorsignalkomplexbildung beteiligten
Proteine haben eine symmetrische Beziehung zueinander. Nach Bindung des Liganden
interagiert der zytoplasmatische Teil des korrespondierenden Rezeptors mit
Adapterproteinen, die die Aktivierung intrazelluldrer Signalwege vermitteln. Die
Signalweitergabe findet dabei durch zwei Hauptklassen zytoplasmatischer
Adapterproteine statt, den TNF-Receptor Associated Factors (TRAFs) und Death-
Domain-Molekiilen (DD-Molekiile). In Sdugetieren wurden bisher 6 TRAFs und eine

Anzahl von Nicht-Rezeptor-Todesdominenproteinen charakterisiert.’



Der jeweilige Adapter fiir die Signalweitergabe wird dadurch selektiert, dass der
Rezeptor entweder eine Todesdoméne (DD) oder ein TRAF-Interagierendes Motiv
(TIM) besitzt. Die DD ist eine ungefihr 60 AS groBe globuldre Struktur aus 6
konservierten o-Helices. Todesdomédnen gibt es im zytoplasmatischen Teil von
Todesrezeptoren (DRs) aber auch in Adapterproteinen. Das TIM ist eine Sequenz von
ca. funf bis sieben AS, die sich in der zytoplasmatischen Doméne von Nicht-
Todesdomidnen-Rezeptoren (NDRs) befindet. In der Subgruppe der DRs fiihrt die
Interaktion mit dem Liganden typischerweise zur Assoziation von Adapterproteinen wie
dem Fas-Assoziierten Death-Domain-Protein (FADD) oder dem TNF-Rezeptorl-
Assoziierten Death-Domain-Protein (TRADD), die schlielich iiber weitere Molekiile
unterschiedliche Wege der Signaltransduktion einschlagen kénnen. Im Fall von Fas
filhrt die homotypische Assoziation der DD von FADD mit der Fas-Todesdoméne zur
Rekrutierung von Procaspase-8 und -10. Dies erfolgt durch homotypische Interaktionen
zwischen Todeseffektordomédnen (DED), die sowohl in FADD, als auch in der
Prodomine dieser Caspasen enthalten sind.’

Seit einigen Jahren ist deutlich geworden, dass Todesdominerezeptoren auch nicht-
apoptotische Signale generieren konnen. TNF-R1 zum Beispiel signalisiert einerseits
iber die Assoziation mit TRADD, das iiber seine Todesdomidne FADD rekrutiert, den
klassischen Weg der Apoptose. Andererseits kann iiber TRADD auch eine Rekrutierung
von TRAF2, TRAF1 und RIP (Receptor-interacting Protein) erfolgen, die tiber den NF-
kB (Nuclear Factor-kappa B)- und JNK- (c-Jun N-terminal Kinase) Signalweg eine

Entziindungsreaktion auslésen konnen. "

1.2 Der CD40-Rezeptor und sein Ligand

1.2.1 Der CD40-Rezeptor

Der humane CD40-Rezeptor ist ein 50 kDa schweres, 277 AS langes
Transmembranglykoprotein, das fiir die Proliferation und Differenzierung von B-Zellen
wichtig ist'"" '* und deren klonale Expansion sowie den Klassenwechsel der von ihnen
gebildeten Immunglobuline reguliert.'” Exprimiert wird der CD40-Rezeptor auf B-
Zellen', Monozyten, basophilen Granulozyten'”, eosinophilen Granulozyten'®,

Endothelzellen”, interdigitierenden dendritischen Zellenlg, Langerhans Zellenlg,



Fibroblasten?’, Keratinozyten®!, Reed-Sternberg-Zellen der Hodgkin Krankheit und
Kaposi-Sarkom-Zellen® %

CD40 weist eine 20 AS lange Signalsequenz, eine 173 AS lange Extrazellulirdoméne,
ein 22 AS langes Transmembransegment sowie eine 62 AS lange zytoplasmatische
Domine auf.'' In seinem extrazelluldren Teil besitzt CD40 cysteinreiche Motive, die
von einer N-terminal-benachbarten und an Serin und Threonin reichen Sequenz
begleitet werden.'* CD40 zihlt zu der Subgruppe der TNF-Rezeptor-Superfamilie, die
direkt mit TRAF-Molekiilen interagieren konnen. Die zytoplasmatische Doméne von
CD40 enthilt zwei verschiedene TRAF-Bindungsstellen. Die Erste liegt zwischen den
AS 231 und 238, die Zweite zwischen den AS 250 und 266. Uber diese Bindungsstellen
ist eine direkte Assoziation von TRAFs moglich. Die zur Membran proximal gelegene
Bindungsstelle interagiert dabei mit TRAF6, wéhrend die distale eine Interaktion mit
TRAF2 und TRAF3 vermittelt.”*?° Die Bindung von TRAFS5 erfolgt indirekt iiber die
Assoziation mit TRAF3 an CD40.” Inwieweit die Interaktion von TRAF1 mit CD40
direkt oder indirekt stattfindet, wird derzeit noch unterschiedlich diskutiert.”’

Am besten untersucht sind fiir CD40 die Signalwege fiir NF-kB und JNK, bei denen
TRAF2 ein unentbehrlicher Mediator ist. In diesem Zusammenhang konnte iiber die
Struktur von TRAF2 und TRAF3, die bei der CD40-Signaltransduktion in lipid rafts
rekrutiert werden, herausgefunden werden, dass der C-terminale Anteil fiir die
Assoziation mit den TIMs benétigt wird. Der N-terminale Teil der TRAF-Molekiile
hingegen, der neben einer Anzahl von Zinkfinger-Motiven einen RING-Finger besitzt,
ist fiir die Signaltransduktion essentiell. Zum Beispiel ist die RING-Finger-Doméne
entscheidend fiir die NF-kB-Aktivierung durch TRAFs.'® Nach Ergebnissen von Brown
et al. resultiert die Interaktion von CD40 mit TRAF2 nicht nur in der Uberfiihrung von
TRAF2 in lipid rafts und der Aktivierung von NF-kB, sondern initiiert anschlieBend
auch den Abbau von TRAF2.*® Essentiell hierfiir ist wiederum die RING-Finger-
Domine des TRAF2, welche eine Ubiquitinierung von TRAF2 vermittelt, so dass es

abschlieBend dem Proteaosom zugefiihrt wird.”®



1.2.2 Der CD40-Ligand

Der humane CD40-Ligand (CD40L), auch bekannt als gp39 oder CD154, ist ein 39 kDa
schweres Typ-II-Transmembranprotein, das urspriinglich auf der Oberfliche von CD4"-
T-Zellen identifiziert wurde. CD40L ist 261 AS lang. Davon bilden 22 AS den
zytoplasmatischen Teil, 24 AS das Transmembransegment und 215 AS den
Extrazellulirteil.”” Zwischen humanem und murinem CD40L finden sich auf
Aminosiureebene 73% Ubereinstimmung und fiir den murinen CD40L konnte eine
Aktivitit auf humanen Zellen gezeigt werden.”® Wie TNF-alpha bildet auch CD40L
Trimere und kann in 15slicher Form vorliegen.’"" ** Nach Ergebnissen von Grassme et
al. ist die Clusterbildung des CD40L eine Voraussetzung fiir die Clusterbildung des
CD40-Rezeptors. Fiir die Clusterbildung des CD40L konnten sie beweisen, dass dies
ein aktiver ASM- (Acid Sphingomyelinase) und p53-abhingiger Prozess ist, der im
Vergleich zu der Clusterbildung des CD40 sehr schnell und kurzlebig sei. Sie schlielen
daraus, dass die Clusterbildung von CD40L die des CD40 nur initiiert, aber nicht fiir
eine Aufrechterhaltung der Signaltransduktion des CD40 nétig ist.”> Es wurde bereits
gezeigt, dass 10sliche dodekamere Formen des CD40L effektiver als seine trimeren
Formen B-Zellen aktivieren. Nach Haswell et al. kann dieser Unterschied in der
Signaltransduktion des CD40 nicht mit der unterschiedlichen Aviditit der Konstrukte
erklart werden, sondern wird vom Ausmal der Clusterbildung reguliert.34

Als Zellen, die CD40L exprimieren, sind bekannt: CD4"- und CD8+-T-Zellen35, B-
Zellen, Mastzellen, basophile Granulozyten®, eosinophile Granulozyten®’, dendritische

Zellen®® Monozyten sowie Natiirliche Killerzellen.™
1.3 Der Fas-Rezeptor und sein Ligand

1.3.1 Der Fas-Rezeptor

Der humane Fas-Rezeptor (Fas), auch bekannt unter Cluster of Differentiation 95
(CD95) oder APO-1 (Apoptosis-1), ist ein 43 kDa schweres, 355 AS Ilanges,

transmembranes Glykoprotein vom Typ 1.*° Sein extrazelluldrer Teil ist 156 AS, das

1, 40
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Transmembransegment 20 AS und der zytoplasmatische Anteil 144 AS lang. m

extrazelluldiren Bereich finden sich drei cysteinreiche Motive, wihrend im
zytoplasmatischen Teil am C-Terminus eine Todesdomine liegt, welche auch bei TNF-

Rezeptor-1 gefunden wurde.*! *?



Die Todesdomine ist ein Protein-Protein-Interaktion-Modul, das sowohl fiir die
Induktion von Apoptose wichtig ist, als auch nicht-apoptotische Signalwege
vermittelt.> ** Auf der Zelloberfliche liegt Fas - wie bereits oben diskutiert - in Form
von praformierten Komplexen vor, deren Todesdoménen durch einen bisher
unbekannten Mechanismus an der Interaktion mit intrazelluldren Adapterproteinen
gehindert werden.* Bei der Aktivierung des Fas-Rezeptors durch 16slichen (sFasL) oder
membranstindigen Fas-Liganden (memFasL) zeigen sich erhebliche Unterschiede.
Wiéhrend memFasL und agonistische Antikorper Fas aktivieren, geschieht dies beim

. e 4 4
natiirlichen sFasL nur nach Quervernetzung.*® ¥

Die nachfolgende Bildung
signalkompetenter Fas-Komplexe ist verbunden mit der Rekrutierung des
zytoplasmatischen Adapterproteins FADD iiber eine homotypische Interaktion der
Todesdominen von Fas und FADD. Diese Assoziation ermdglicht FADD die sekundére
Bindung von Procaspase-8 in den Signalkomplex. Innerhalb des DISC- (Death-inducing
Signaling Complex) genannten CD95-Signalkomplexes wird Procaspase-8 durch
Dimerisierung aktiviert. Die Dimere wiederum werden autoproteolytisch in die fertige
heterotetramere Form des Enzyms Caspase-8 iiberfiihrt und schlielich aus dem Fas
Signalkomplex freigesetzt.”® Fiir den weiteren Signalweg werden zwei Typen von
Zellen unterschieden. In den Zellen des Typ I ist die durch Caspase-8 vermittelte
Aktivierung der Effektorcaspase-3 ausreichend, um die abschlieBenden Schritte der
Apoptose auszulosen, wihrend in den Zellen des Typ II die Aktivierung der
Effektorcaspasen durch Mitglieder der TAP- (Inhibitor of Apoptosis) Proteinfamilie
blockiert wird. Um in diesen Zellen Apoptose zu vermitteln, ist eine Freisetzung
Apoptose-fordernder Proteine aus den Mitochondrien ndétig. Hierbei handelt es sich
insbesondere um Cytochrom C, SMAC/Diablo (Second Mitochondria-derived Activator
of Caspases/Direct IAP Binding Protein with low PI) und HtrA2/Omi (High
temperature requirement Protein A2). Die Freisetzung dieser Proteine kann durch die
Bcl-2-Familienmitglieder Bax und Bak vermittelt werden, welche selbst durch Caspase-
8-gespaltenes Bid (tBid) aktiviert werden.*

Wiéhrend Cytochrom C im Zytoplasma an der Bildung des Apoptosoms zur Aktivierung
von Caspase-9 beteiligt ist, heben SMAC/Diablo und HtrA2/Omi die durch Mitglieder
der IAP-Proteinfamilie verursachte Inhibition der Caspasen auf.* Beide Mechanismen

verstirken den Effekt der urspriinglich DISC-aktivierten Caspase-8.



Hierdurch kommt es letztlich ebenso zu einer Aktivierung der Effektorcaspasen und zur
effizienten Auslosung der Apoptose. Die in Zellen des Typs II bestehende
mitochondriale Signalschleife zur Verstirkung der Caspasenaktivierung ist fiir die
Inhibition durch Bcl2 empfindlich, die daher in diesen Zellen Apoptose vermindern
oder verhindern kann. Diese Moglichkeit besteht in Zellen des Typs I nicht.” Fiir die
nicht-apoptotische Signaliibermittelung von Fas konnte gezeigt werden, dass es zu einer
NF«xB-Aktivierung einerseits iiber eine FADD-RIP-Interaktion, andererseits aber auch
tiber einen FADD-Caspase8-Signalweg kommen kann. Letzterer kann durch FLIPs
(FLICE/Caspase-8-Inhibitory Protein short/long) blockiert werden und auflerdem auch
in einer Aktivierung von ERK (extracellular signal-regulated kinase) oder JNK
weiterfithren.*

Fas-exprimierende Zellen sind: CD34+-Stammzellen50, Fibroblasten40, Natiirliche
Killerzellen®', Keratinozytensz, Hepatozyten53, B-Zellen™* und B-Vorlduferzellen™,
Monozyten, CD4™- und CD8"- T-Zellen’®, eosinophilen Granulozyten’’ und
Thymozyten (hoher Level auf CD4 CD8"-Vorliufern)™. Murines Fas hat eine 50%ige

Ubereinstimmung mit menschlichem Fas und ist 8 Aminoséuren kiirzer.”
1.3.2 Der Fas-Ligand

Der humane Fas-Ligand (FasL) ist ein hochkonserviertes, 40 kDa schweres Typ-II-

Transmembranprotein, das entweder als membransténdiges Protein oder zirkulierendes

Homotrimer vorkommt.®® ¢!

Im menschlichen Korper wird FasL als 281 AS langes
Protein synthetisiert. Davon bilden 80 AS die zytoplasmatische Region, 22 AS das
Transmembransegment und 179 AS den Extrazellulirteil.®® FasL wird in Typll-
Pneumozyten, Bronchialepithel62, Monozyten“, Natiirlichen  Killerzellen®* 63,
dendritischen Zellen®®, B-Zellen®’, Makrophagen®, CD4"-und CD8"-Zellen®” und

62. 70 oxprimiert. Proteolytisch gespaltener FasL

Lungen- sowie Kolon-Karzinomzellen
ist ein 70 kDa Homotrimer, das sich aus 26 kDa Monomeren zusammensetzt.’!
Loslicher trimerer FasL interagiert mit trimerisiertem Fas, ist aber nicht in der Lage den
Rezeptor effektiv zu aktivieren. Erst hexamere Formen oder durch Antikdrper
quervernetzter FasL sind fihig, eine Signaltransduktion auszulsen.*® "

Neueste Studien zeigen deutliche Unterschiede in der Moglichkeit des
membranstindigen und des ldslichen FasL hochmolekulare Aggregate mit Fas zu

formen.



Nur der membranstindige FasL ist unabhéngig von dem zytoplasmatischen Anteil des
Fas und trotz der Abwesenheit von FADD oder Caspase-8 in der Lage, supramolekulare
Cluster von hoher Stabilitit mit Fas auszubilden.*® Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass fiir die Bildung der durch 16slichen Fas-Ligand induzierten SPOTS (Signaling
Protein  Oligomeric Transduction ~Structures)” neben lipid rafts auch der
zytoplasmatische Teil von Fas benétigt wird. Fiir die Ausbildung von Fas-Clustern, die
durch membranstindigen FasL induziert werden, sind diese beiden Voraussetzungen

nicht notwendig.*®

1.4 Zielsetzung und Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Ziel dieser Dissertation war es, Fusionsproteine der membranstindigen Formen von
CD40L und FasL zu entwickeln, die sowohl Koimmunoprézipitationen als auch
mikroskopische Untersuchungen zulassen. Die damit zur Verfligung gestellten
Molekiile sollen die Moglichkeit bieten, in weiterfiihrenden Experimenten die
Rezeptorsignalkomplexbildung der ,natiirlichen Formen®™ dieser beiden Liganden
genauer zu untersuchen. Fiir einzelne Liganden der TNF-Familie (TRAIL, TNF)
konnten bereits Unterschiede bei der Rezeptoraktivierung durch die 16sliche und die
membranstindige Form gezeigt werden. Bisher wurde auf dem Gebiet der
Rezeptorsignalkomplex-Forschung fiir FasL. und CD40L iiberwiegend mit den 16slichen
Varianten dieser Liganden gearbeitet. Diese bendtigen zur Rezeptoraktivierung
allerdings eine artifizielle Quervernetzung durch Antikérper oder miissen als
rekombinante Multimere in hohergradig aggregierter Form vorliegen.

Diese Voraussetzungen sind fiir die natiirliche membranstindige Form des Liganden
entbehrlich, weshalb eine Entwicklung entsprechender Fusionsproteine einen Fortschritt

auf diesem Gebiet verspricht.



2. Materialien

2.1 Chemikalien, Reagenzien, Zellkulturmedien

Acrylamid

Agarose L.M.P.

Agarose MEEO Ultra-Qualitat

APS

CIAP

Cycloheximid

DNA-Probenpuffer (6 x Loading Dye Solution)
DMSO
ECL-Western-Blotting-Detection-Reagenz
Ethidiumbromid (500ug/ml)

Expand High Fidelity PCR System

FCS

GeneRuler 1kb DNA Ladder
Glutathion-Sepharose 4b

Hyperfilm ECL

Lipofektamine 2000

Nitrocellulose-Membran

NucleoBond PC 100 (Plasmid DNA-Purification)
NucleoSpin Extract II (PCR clean-up Gel extract)

NEBuffer 2 und 3
Oligonucleotide
Penicillin/Streptomycin
Prestained Protein Marker
Proteaseinhibitor

RPMI 1640

sTNF

TEMED
Trypsin/EDTA-Losung
T4-DNA-Ligase

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Fermentas, St. Leon-Rot

Sigma, Deisenhofen

Fermentas, St. Leon-Rot

Roth, Karlsruhe

Amersham, Braunschweig

Sigma, Deisenhofen

Roche, Penzberg

PAA Lab- GMBH, Linz, Osterreich
Fermentas, St. Leon-Rot
Amersham, Braunschweig
Amersham, Braunschweig
Invitrogen, Karlsruhe

Amersham, Braunschweig
MACHEREY-NAGEL, Diiren
MACHEREY-NAGEL, Diiren
NEB, Frankfurt a. M., Germany
Fermentas, St. Leon-Rot

PAA Lab- GMBH, Linz, Osterreich
NEB, Frankfurt a. M., Germany
Roche, Mannheim

PAA Lab GMBH, Linz, Osterreich
Knoll AG, Ludwigshafen

Sigma, Deisenhofen

PAA Lab- GMBH, Linz, Osterreich

Fermentas, St. Leon-Rot



2.2 Restriktionsenzyme
BamH1, Bgl2, BspEl, EcoR1, Hind3, Xbal
2.3 Antikorper und Antiseren

Anti-A20, Maus monoklonal
Anti-CD40, Maus monoklonal
Anti-CD40L, Maus monoklonal
Anti-cIAP1, Maus monoklonal
Anti-cIAP2, Kaninchen polyklonal
Anti-FasL-PE, monoklonal
Anti-Flag (M2), Maus monoklonal
Anti-GST, Kaninchen polyklonal
Anti-IgG1-PE, monoklonal
Anti-Kaninchen-Ig, ECL-System

Anti-Maus-Ig, ECL-System

Anti-Maus-PE

Anti-TNF (Meager)

Anti-TNFR 1, Maus monoklonal
Anti-TNFR2, Maus monoklonal
Anti-TRAF1, Kaninchen polyklonal
Anti-TRAF2, Maus monoklonal
Anti-TRAF2, Kaninchen polyklonal
Anti-TRAF3-H20, Kaninchen polyklonal
Anti-TRAF3-H248, Kaninchen polyklonal
Anti-TRAFS, Kaninchen polyklonal

NEB, Frankfurt a.M., Deutschland

MIM, Wiirzburg

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

Santa Cruz, Heidelberg
R&D Systems, Wiesbaden
Sigma, Deisenhofen

BD, Heidelberg

R&D Systems, Wiesbaden
Dako-Cytomation, Glostrup,
Déanemark
Dako-Cytomation, Glostrup,
Déanemark

Alexis, Griinberg

MIM, Wiirzburg

Santa Cruz, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg



2.4 Zelllinien
2.4.1 Prokaryontische Zellen

E.coli TOP10 (OneShot Competent E.coli)

E.coli SCS110 (Dam’ - /Dem” - Competent E.coli)

2.4.2 Eukaryontische Zellen

293 (humane embryonale Nierenzellen)
Hela (humane Cervixkarzinomzellen)
HT1080 (humane Fibrosarkomzellen)
HT1080-CD40 (Transfektante)
HT1080-TNFR2 (Transfektante)
NCTC (murine Zellen)

SV80 (humane Fibroblasten)
SV80-CD40 (Transfektante)

2.5 Expressionsplasmide

YFP:

CD40/CD40L:
YFP-CD40L

CD40-CFP
GST-Flag-YFP-CD40L
Fas/FasL:

YFP-FasL

Fas-CFP
GST-Flag-YFP-FasL
TNEF:
GST-Flag-YFP-A1-12TNF
GST-Flag-YFP-A1-12TNF143N/145R

2.6 Primer

GFP-F-EcoR1-Notl, GFP-C1-R1393-Xhol

10

Invitrogen, Karlsruhe

Stratagene, Amsterdam

ATCC, Rockwill, MD, USA
ATCC, Rockwill, MD, USA
ATCC, Rockwill, MD, USA
MIM, Wiirzburg, Deutschland
MIM, Wiirzburg, Deutschland
ATCC, Rockwill, MD, USA
MIM, Wiirzburg, Deutschland
MIM, Wiirzburg, Deutschland

pEYFP-N1

CD40L-pEYFP-N1
CD40-pECFP-N1
GST-Flag-YFP-CD40L-pCR3

FasL-pEYFP-N1
Fas-pECFP-N1
GST-Flag-YFP-FasL-pCR3

GST-Flag-YFP-TNFA1-12pCR3

GST-Flag-YFP-TNFA1-12pCR3
143N/145R

MWG-Biotech AG, Ebersberg



2.7 Losungen und Puffer

Blockpuffer
Blotpuffer

Coating Buffer

Laufpuffer (SDS-PAGE)

PBA

Phosphat gepufferte Saline (PBS)
PBS-F

PBS-T

PBS-T-F-A

Probenpuffer (SDS-PAGE, 2fach)

Puffer zur Zelllyse

Sammelgelpuffer (SDS-PAGE)
TrisBaseAcetatEDTA (TAE)

Trenngelpufter (SDS-PAGE)

5 % Magermilchpulver (w/v) in Wasser

25 mM Tris, 192 mM Glycin,

20% (v/v) Methanol, pH 8,3

100 mM Carbonat, pH 9,5

0,05 M Tris, 0,38 M Glycin, 0,004 M SDS, pH 8,3
1 x PBS, 0,025 % BSA

20 mM Na-Phosphat, 0,7 % NaCl, pH 7,2

1 x PBS, 10% FCS (v/v)

1 x PBS, 0,05 % Tween-20

1 x PBS, 0,5% FCS (v/v), 0,1% Acid

0,02 M Tris, 0,0002 M EDTA, 0,07 M SDS,

0,04 M DTT, 2,2 M Glycerin,

0,2 % (w/v) Bromphenolblau, pH 8

10 mM KCIl, 10 mM HEPES, 0,1 mM EDTA,

0,1 mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, pH 7,9
0,5 M Tris, 0,015 M SDS, pH 6,8

1 x TAE: 2 M Tris, 1 M Essigsiure,

0,1 M EDTA, pH 8,3

1,5 M Tris, 0,015 M SDS, pH 8,8
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3. Methoden
3.1 Arbeitstechniken zur Herstellung von Expressionsvektoren

3.1.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifizierung der YFP-CD40L-cDNA aus dem Vektor pEYFP-CD40L-C1
wurden die Primer GFP-EcoR1-Notl und GFP-C1-R1393-Xhol zusammen mit dem
Expand High Fidelity PCR-System (Roche) verwendet. Die benétigten Oligonucleotide
wurden von Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen. Zunichst wurden die lyophilisierten
Primer entsprechend den Herstellerangaben mit ddH,O auf die angegebene
Konzentration von 0,5 pg/ul eingestellt. Der PCR-Reaktionsansatz wurde nach
Herstellerangaben vorbereitet und im Anschluss bei 6000 U/min zentrifugiert. Nun
wurde die PCR-Reaktion im Peltier Thermal Cycler 200 (MJ Research, Watertown,
Massachusetts USA) durchgefiihrt. Ausgehend von der Anfangsdenaturierung bei 94 °C
fiir 3 min folgten 30 Zyklen mit einer Denaturierung fiir 20 s bei 94 °C, dem Annealing
fiir 45 s bei 52 °C und der Elongation fiir 1 min bei 72 °C. Die GroBle der Fragmente

wurde durch Agarosegelelektrophorese iiberpriift.
3.1.2 Darstellung und Reinigung von DNA

Die elektrophoretische Auftrennung der DNA erfolgte mit 1 % Agarosegelen in 1 x
TAE mit 4 pg/ml Ethidiumbromid in horizontalen Flachgelapparaturen (PeqLab, Model
40-0708 Class II, Erlangen) in 1 x TAE als Laufpuffer bei 10 V/cm Gellidnge (Power
Pack 300, BioRAD, Erlangen). Fiir Analysezwecke wurde einfache Agarose (MEEO
Ultra-Qualitit, Roth), fiir die Gewinnung verdauter DNA zur Ligation Agarose des
Typs Low Melting Point (L.M.P.- Agarose, Invitrogen) verwendet. Die DNA-Proben
wurden mit 6 x DNA-Probenpuffer (6 x Loading Dye Solution, Fermentas, St. Leon-
Rot) versetzt. Zum Langenvergleich wurde der DNA-Marker, Gene Ruler 1kb DNA
Ladder (Fermentas St. Leon-Rot), mit aufgetragen. Die Agarosegele wurden mit Hilfe
der Geldokumentationsanlage Gel Doc 2000 (BioRAD, Erlangen) dokumentiert. Zur
Weiterverwendung aufgetrennte DNA wurde unter UV-Licht aus dem Agarosegel mit
einem Skalpell herausgeschnitten und direkt im Anschluss aufgereinigt. Die
Aufreinigung erfolgte mit dem Nucleo Spin Extract II Kit (MACHERY-NAGEL,
Diiren). Die Elution erfolgte mit 25-50 pul des mitgelieferten Elutionspuftfers NE.
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3.1.3 Restriktion und Ligation von DNA

Im Rahmen dieser Arbeit wurden DNA-Restriktionsverdaue mit den
Restriktionsenzymen BamH1, Bgl2, BspEl, EcoR1, Hind3 und Xbal und den
zugehorigen Puffern (NEB, Frankfurt a. M.) durchgefiihrt. Bei Vektorverdauen wurden
in einem 50 pl Ansatz volumenanteilig 74 % ddH,O, 10 % Puffer, 10 %
Restriktionsenzyme und 1 - 5 pg Vektor (6%) verwendet. Beim Verdau von PCR-
Produkten setzte sich der 50 pl Ansatz volumenanteilig aus 80 % gereinigtem PCR-
Produkt, 10 % Puffer und 10 % Restriktionsenzymen zusammen. Die
Restriktionsansitze wurden fiir 4 h in einem 37 °C Wasserbad inkubiert und danach die
Reaktion bei 4 °C auf Eis beendet. Bei Vektorverdauen erfolgte nach 3,5 h eine Zugabe
von CIAP, um spéter bei der Ligationsreaktion eine Selbstligation des Vektors zu
verhindern. Nach Aufreinigung wurde die verdaute DNA elektrophoretisch in einem
LMA-Gel tiberpriift (siche 3.1.2).

Die Ligationen verdauter DNA-Fragmente und -Vektoren wurden mit 2 U T4-DNA-
Ligase (Fermentas, St. Leon-Rot) und dem mitgelieferten Puffer (10 x Puffer: 400 mM
Tris-HCI, 100 mM MgCl,, 100 mM DTT, 5 mM ATP, pH 7,8) nach Anleitung in einem
Gesamtvolumen von 20 pl durchgefiihrt. Das molare Verhiltnis von Insert zu Vektor
war dabei ca. 10:1. Die Inkubationsdauer betrug bei Raumtemperatur (RT) mindestens

4 h. Der Ligationsansatz wurde danach direkt fiir die Transformation verwendet.
3.1.4 Transformation in kompetente Zellen

3.14.1 Transformation in TOP10 E.coli (One Shot, Invitrogen)

Die Transformation erfolgte nach dem Standardprotokoll des Herstellers.
3.14.2 Transformation in Dam "-/ Dcem ™ - E. coli SCS110 (Stratagene)

Zur Vorbereitung wurde zunichst ein 14 ml-Rundboden-Falconrdhrchen (BD) auf Eis
vorgekiihlt und SOC Medium auf 42 °C erhitzt. In das vorgekiihlte Falconrohrchen
wurden nun 100 pl der auf Eis aufgetauten kompetenten Zellen aliquotiert und 1,7 pl
des im Kit mitgelieferten f-Mercaptoethanol hinzugegeben. Anschlieend erfolgte eine
Inkubation der Zellen fiir 10 min auf Eis, wobei die Zellen alle 2 min leicht geschiittelt

wurden.
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Die zu transformierende DNA wurde in einer Konzentration zwischen 0,1-50 ng/ul
zugegeben und fir 30 min auf Eis mit den Zellen inkubiert. Der nachfolgende
Hitzschock bei 42 °C wurde fiir 45 s im Wasserbad durchgefiihrt, die Zellen danach
wieder fiir 2 Min bei 4 °C auf Eis inkubiert. SchlieBlich wurden die Zellen nach Zugabe
von 900 pl SOC Medium fiir 1 h in einem 37 °C-Schiittler bei 225 U/min verwahrt. Von
diesem Ansatz wurden je 200 pl entnommen, auf antibiotikahaltige Agarplatten
ausplattiert und bei 37 °C iiber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag wurden von diesen

Platten Kolonien entnommen.
3.1.5 Plasmidpraparation

Um den Erfolg einer Klonierung zu iberpriifen, wurde eine Plasmidisolierung im
kleinen Mafstab (Miniprep) durchgefiihrt. Dazu wurden aus einer Fliissigkultur
transformierter Bakterien 1,5 ml entnommen und in 2 ml Eppendorf-Gefaf3e tiberfiihrt.
Zur Isolierung wurden Losungen des Plasmid-DNA-Purification-Kits (NucleoBond PC
100 MACHEREY-NAGEL) verwendet.

Nach Abzentrifugieren fiir 2 min bei 14000 U/min wurde der Uberstand verworfen und
anschlieBend das Bakterienpellet mit 100 ul von Puffer S1 versetzt und mit Pipettensog
durchmischt. Dem Zufiigen von 100 pl Puffer S2 schloss sich eine Inkubation von 5
min an. Danach wurden 100 pl auf 4 °C gekiihlte Puffer S3 hinzugegeben und der
gesamte Ansatz durch Vortexen vermischt. Nach 10 min Zentrifugation bei 14000
U/min wurde der Uberstand in neue Eppendorf-GefiBe iiberfiihrt. AnschlieBend wurde
eine phenolische Chloroform-Extraktion durchgefiihrt. 90 pl eines 1:1 Phenol-
Chloroform-Gemisches wurden in jedes Eppendorf-Gefdl hinzugegeben. Durch
Mischung mittels Vortex konnten die Verunreinigungen in die Phenolphase und
Interphase tiberfiihrt werden. Nach Abzentrifugieren fiir 2 min bei 14000 U/min wurde
der Uberstand ohne sichtbare Kontamination durch die Phenolphase in neue Eppendorf-
Gefdlle tiberfiihrt und diesen 500 pl Isopropanol zur Prizipitation der DNA hinzugefiigt.
Die Pelletierung der DNA erfolgte durch Zentrifugation fiir 5 min bei 4000 U/min. An
die Entfernung der 500 pl Isopropanol schloss sich nun die Reinigung der DNA-Pellets
mit 500 pl 70 %igem Ethanol an. Danach wurde erneut bei 14000 U/min abzentrifugiert
und die Pellets getrocknet. AbschlieBend wurde die DNA in 24 pl ddH,O gelost.
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Die Plasmidpréiparation von grofleren Plasmidmengen fiir den Einsatz in transienten
Transfektionen wurde mit dem Plasmid-DNA-Purification-Kit (NucleoBond PC 100
MACHEREY-NAGEL) durchgefiihrt.

Es erfolgte zundchst die Anzucht einer Kolonie in 100 ml LB-Medium, das je nach
Resistenz des Plasmids Ampicillin- oder Kanamycin-haltig war, bei 37 °C {iber Nacht
im Schiittelinkubator. Im Anschluss wurde das Bakterienpellet durch 15 min
Zentrifugation bei 6000 U/min und 4 °C in einer Kiihlzentrifuge gewonnen. Das Pellet
wurde in 4 ml RNAse-haltigem Puffer S1 zur Zelllyse resuspendiert und nachfolgend
mit 4 ml Puffer S2 versetzt, um im alkalischen Milieu zunichst die gesamte zellulédre
DNA zu denaturieren. Dieser Ansatz wurde einige Male invertiert und ca. 3 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Zur Neutralisation des basischen PH-Wertes der Losung, zur
Fillung der enthaltenen Proteine sowie der genomischen DNA und zur Uberfiihrung der
Plasmid-DNA in seine natiirliche Form, schloss sich eine Zugabe von Kaliumacetat-
haltigem Puffer S3 (4 °C) an. Erneut wurde invertiert, fiir 5 min bei 4 °C auf Eis
inkubiert und abschliefend fiir 25 min bei 12000 U/min und 4 °C zentrifugiert.
Wihrendessen wurden die im Kit mitgelieferten Sédulen mit 2,5 ml Puffer N2
equilibriert, um danach die Suspension durch Filterpapier hindurch auftragen zu
konnen. Die in den Sdulen an Anionenaustauschharze gebundene Plasmid-DNA wurde
danach mit 10 ml Puffer N3 gewaschen und anschlieBend mit 5 ml Puffer N5 in neue
Zentrifugationsrohrchen eluiert. Die nachfolgende Prizipitation der DNA wurde durch
Zugabe von 3,5 ml Isopropanol erreicht und ein Pellet durch Zentrifugation bei 15000
U/min und 4 °C gewonnen. Nach Verwerfen des Isopropanols wurde das Waschen mit
70 %igem Ethanol in Eppendorf-Gefdlen von 2 ml Fassungsvermdgen vollzogen.
Danach erfolgte fiir 10 min bei 14000 U/min und RT ein erneutes Abzentrifugieren.
Nach Verwerfen des Ethanoliiberstands wurde das DNA-Pellet bei RT fiir 5-10 min
getrocknet und danach in ddH,O gelost. Die Konzentrationsbestimmung der so
gewonnenen Plasmid-DNA wurde mit dem Gene Quant Pro (Amersham Biotec,
Schweden) durchgefiihrt. Zudem wurde die DNA-Integritdt in einem Agarosegel
tiberpriift.
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3.2 Arbeitsmethoden im Rahmen der Zellkultur
3.2.1 Kaultivierung eukaryontischer Zellen

Sdmtliche verwendete Zelllinien wurden in RPMI 1640 Medium mit 10 %
hitzeinaktiviertem FCS unter Standardbedingungen (5 % CO,, 37 °C) kultiviert. Fiir die
GST-pull-down-Assays wurde den 293-Zellen nach Elektroporation Penicillin/
Streptomycin zur Kultur zugesetzt. Adhédrente Zellen wurden durch Inkubation bei 37
°C mit Trypsin (0,025 %) und EDTA (10 mM) fiir 5 min (10 min fiir Hela-Zellen)
abgelost. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte nach Tryptanblaufirbung in einer

Neubauer-Zahlkammer.
3.2.2 Einfrieren bei - 80 °C und Wiederauftauen von Zellen

Um tber ldngere Zeitrdume geniigend Zellen der verwendeten Zelllinien vorrdtig zu
haben, wurden regelmiBig aliquotierte Zellen bei -80 °C eingefroren. Hierfilir wurde das
durch Zentrifugation gewonnene Zellpellet in FCS mit 10 % DMSO resuspendiert und
jeweils 1-2 ml davon in Cryo-Rohrchen (Greiner Labortechnik) pipettiert. Die R6hrchen
wurden ohne Verzogerung in eine Einfrierbox iiberfiihrt und in einen -80 °C-Eisschrank
gebracht. Zum Auftauen wurden die Rohrchen kurz im 37 °C Wasserbad unter sterilen
Bedingungen erwirmt. AnschlieBend erfolgte die Uberfiihrung in 50 ml fassende
Falconrdhrchen und die Versorgung mit frischem RMPI 1640 Medium mit 10 % FCS
unter der Sterilbank. Nach Abzentrifugieren und Erneuern des Mediums wurden die

Zellen in Zellkulturflaschen zur Expansion iiberfiihrt.
3.2.3 Transiente Transfektion mittels Elektroporation
3.2.3.1 Elektroporation fiir Interleukin-8-ELISAs

Fiir Interleukin-8-ELISAs wurden jeweils 50 x 10° 293-Zellen zusammen mit der
entsprechenden Plasmid-DNA in Elektroporationskiivetten (PeqLab, Erlangen) mit dem
Elektroporator (Easyjet plus Equibio, PeqLab, Erlangen) elektroporiert (250 V, 1800 F).
Nach zwei Tagen wurden die Zellen geerntet und erneut elektroporiert.

Nach jeder Elektroporation erfolgte die Aussaat der Zellen in je zwei
Gewebekulturplatten (@ 15 cm) pro Elektroporationsgruppe (zusitzlich in eine 6-Well-
Zellkulturplatte zur Kontrolle der Transfektionseffizienz im FACS). Pro

Elektroporationsvorgang wurden jeweils 80 ng DNA eingesetzt.
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3.2.3.2 Elektroporation fiir GST-pull-down-Assays

Die Durchfiihrung der Transfektion fiir die GST-pull-down-Assays erfolgte wie bereits
unter 3.2.3.1 beschrieben. Es wurden lediglich unterschiedliche Mengen an DNA fiir
das CD40-Konstrukt und andere Kontrollplasmide verwendet. Bei der Transfektion des
GST-Flag-YFP-CD40L-pCR3 Plasmids wurden 80 pg DNA je Elektroporation
eingesetzt (38-80 % positiv im FACS). Fiir die Transfektion der Kontrollgruppen
wurden 80 pg DNA je Elektroporation des TNF-Rezeptor2-spezifischen GST-Flag-
YFP-AI1-12TNF-Mutein-Plasmides eingesetzt (38-80 % positiv im FACS). Bei
Kombination mit pEYFP-mCD40L-N1 wurden hiervon 20 pg und 60 pg des TNFR2-
Muteins pro Elektroporation verwendet. Am Tag nach der zweiten Elektroporation

wurden die Zellen fiir die Experimente geerntet.
3.2.4 Transiente Transfektion mittels Lipofektamine 2000

Zur Transfektion von 293- und NCTC-Zellen fiir funktionelle Assays wurde auch
Lipofektamine 2000 verwendet. Die Transfektion erfolgt hier durch einen Liposomen-
vermittelten Gentransfer. Die zu transfizierende DNA wird dabei von polykationischen
Lipiden komplexiert und durch Verschmelzung mit der Zellmembran oder {iiber
Endozytose in die eukaryontische Zelle aufgenommen. Durchgefiihrt wurden diese
Transfektionen je nach bendtigter Zellzahl im 96-Well, 24-Well und 6-Well-Format
entsprechend den Angaben des Herstellers. Fiir Kokulturversuche wurden die Zellen am

zweiten Tag nach Transfektion geerntet.
3.2.5 Durchflusszytometrie

Fluoreszierende Zellen wurden mit Hilfe der Durchflusszytometrie untersucht. Die
Fluoreszenz kann hierbei entweder von einer vorher durchgefiihrten Farbung stammen
oder durch die Expression eines fluoreszierenden Proteins erreicht werden, dessen DNA
vorher durch Transfektion in die Zelle eingefiihrt wurde. Die Fluoreszenzfarbstoffe
werden durch einen Laserstrahl im ,Fluorescence Activatet Cell Sorter (FACS)

angeregt und emittieren anschlieend Licht einer charakteristischen Wellenlénge.
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Das FACS-Gerdt (BDCalibur, BD, Heidelberg) detektiert dabei die Wellenldnge
entsprechend entweder auf dem Fluoreszenzkanal 1 (FL1-H) fiir YFP und GFP oder
dem Fluoreszenzkanal 2 (FL2-H) fiir Phycoerythrin. Ausgewertet wurden die FACS-
Daten mit der Cell-Quest-Software fiir Apple-Macintosh.

3.2.5.1 Uberpriifung der Transfektionseffizienz

YFP-exprimierende Zellen wurden in einer Konzentration von ca. 1 x 10%ml in PBS

aufgenommen und mit Hilfe der Durchflusszytometrie im FL1-H analysiert.
3.2.5.2 Antikorperfarbungen zur FACS-Analyse von 293-Zellen

Zur Gegenfarbung der mit den GST-Konstrukten fiir FasL. und CD40L transfizierten
NCTCs wurden entweder direkt mit PE-markierte Antikdrper oder unmarkierte
Antikorper gegen den betreffenden Liganden verwendet. Die Unmarkierten wurden
anschlieBend noch mit einem PE-markierten Zweitantikdrper inkubiert. Es wurden pro
Ansatz 300.000 aliquotierte Zellen abzentrifugiert. Diese wurden zwei bis drei Mal in
jeweils 1 ml PBS gewaschen und schlieBlich in 100 pl PBS fiir 1 h auf Eis mit 5 pg/ml
Erstantikorper inkubiert. AnschlieBend wurde erneut drei Mal in 1 ml PBS gewaschen
und in 400 pl PBS zur FACS-Analyse resuspendiert. Bei benétigtem Zweitantikdrper
wurde nach dem letzten Waschen in PBS eine Inkubation fiir 45 min mit 1 pg/ml des
Antikorpers auf Eis vorgenommen. Danach erfolgte erneut drei Mal Waschen in 1 ml

PBS und Resuspension in 400 pl PBS.
3.2.6 Messung der Interleukin-8-Induktion im ELISA
3.2.6.1 Kokultur

Zur Kokultur wurden 2-3 x 10 Zielzellen sowie 3 x 10* transfizierte Effektorzellen pro
Well in 96-Well-Flachbodenplatten ausgesit. 6 h nach Beginn der Kokultur wurde der
Uberstand zur Messung im IL-8-ELISA abgenommen, in eine neue 96-Well-
Flachbodenplatte {tberfiihrt und bis zur Analyse am nidchsten Tag bei -20 °C
eingefroren. In Kokulturen, bei denen mit FasL-transfizierte Effektorzellen verwendet
wurden, wurde N-benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-fluoromethyl-keton (z-VAD-fmk) in
Konzentration von 10nM zugesetzt, um die Induktion von Apoptose in den

Rezeptorzellen zu verhindern.
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Alle Zellen wurden in RMPI 1640 Medium mit 10 % FCS unter Standardbedingungen
im Inkubatorschrank kultiviert. Als Zielzellen dienten HT1080-Zellen (humane
Fibrosarkomzellen) vom Wildtyp, die Fas- und TNF-Rezeptoren exprimieren, sowie die
stabilen Transfektanten HT1080-CD40 und HT1080-TNFR2, die zusétzlich CD40 oder
entsprechend TNFR-2 bilden. 293-Zellen (humane embryonale Nierenzellen) wurden

als Effektorzellen verwendet (Transfektion durch Elektroporation, siehe 3.2.3.1).
3.2.6.2 Detektion

Am Vortag der Durchfiihrung des IL-8-ELISA wurde die benétigte Anzahl von ELISA
-Platten mit 50 ul/Well einer IL-8-Antikorperlosung (o-IL8 1:250 in Coating-Puffer)
versehen und tiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach drei Mal Waschen der Platten mit

200 ul PBS-T/Well wurden die Platten fiir 1 h mit 200 pul PBS-F/Well geblockt. Die
Proben, drei Standardkonzentrationen IL-8 (0,2 ng, 0,1 ng, 0,05 ng) sowie Medium mit
10 % FCS wurden nach erneutem Waschen (drei Mal) fiir 2 h aufgetragen. Nach fiinf
Mal Waschen wurden die Platten fiir 1 h mit 50 ul/Well einer Losung aus biotinyliertem
IL-8-Antikorper und Streptavidin-HRP (jeweils 1:250 in PBS-F) bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurden die Platten erneut sieben Mal gewaschen und 100 pl/Well an
Substrat (1 mg/ml 2,2-Azino-di-3-ethylenbenzthiaolinsulfonsédure in ABTS-Puffer)
dazugegeben. Die Messung erfolgte nach kurzer Inkubationszeit vor Eintritt der
Séttigung der eintretenden Farbreaktion im ELISA-Reader (Anthos Lucy 2) bei 405 nm.
Samtliche Antikorper sowie Streptavidin-HRP und rekombinantes IL-8 wurden dem

OptEIA humanIL-8-ELISA-Kit (Pharmingen, San Diego, USA) entnommen.
3.2.7 Western-Blot
3.2.7.1 SDS-PAGE

Die Proteinproben wurden in einem SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Zur
Herstellung des Trenngels wurde eine Trenngellosung verwendet (10 %, 12 % oder 13,5
% Polyacrylamid in 374 mM Tris, 3,75 mM SDS, pH 8,8), deren Polymerisation durch
die Zugabe von APS und TEMED (Endkonzentration je 0,1 %) gestartet wurde. Zur
Glattung der Oberflache erfolgte fiir die Zeit der Polymerisation des Trenngels eine

Uberschichtung mit Isopropanol (70 %).
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Nach der Polymerisation wurde der Isopropanol abgegossen und das verbliebene
Trenngel mit Sammelgel (6 % Polyacrylamid in 123 mM Tris, 3,75 mM SDS pH 6,8,
APS 0,1 % (v/v), TEMED 0,1 % (v/v)) iberschichtet und der Kamm vor
Auspolymerisation eingesetzt. Die Proben wurden mit Probenpuffer versetzt und 5 min
bei 95 °C aufgekocht. Als Proteinmarker wurde Prestained Protein Marker (NEB)

verwendet.
3.2.7.2 Elektrotransfer der Proteine auf Nitrocellulose-Membranen

Der Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran erfolgte in einer
horizontalen Blotkammer (PeqLab). Die Membran wurde in Blotpuffer getrdnkt und
gemeinsam mit dem Gel folgendermallen in die Blotkammer gelegt:

Anode/ Whatman-Papier/Nitrocellulose-Membran/ Gel/ Whatman-Papier/ Kathode.

Das Blotten erfolgte je nach ProteingroBe fiir 1,5-2 h bei RT und einer Stromstérke von

1,5 mA je cm® Gelfliche.
3.2.7.3 Immunofirbung von Westernblots

Alle nachfolgend beschriebenen Schritte wurden auf einem Schiittler durchgefiihrt: Zur
Absittigung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Nitrocellulose-Membran
entweder liber Nacht bei 4 °C oder fiir 1,5-2 h bei RT in Blockpuffer geschwenkt. Nach
drei Mal kurzem Waschen in PBS-T erfolgte die Inkubation mit dem Primérantikérper
in PBS-T iiber Nacht bei 4 °C oder 1,5-2 h bei RT. Nach erneutem Waschen fiir jeweils
15 min und drei Mal wurde die Membran mit dem Peroxidase-konjugierten
Sekundirantikdrper in PBS-T fiir 1 h inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran
erneut fiir 1,5 h in regelmidBig gewechseltem PBS-T gewaschen und die

Nachweisreaktion unter Verwendung des ECL-Systems (Amersham) durchgefiihrt.
3.2.74 Peroxidasenachweis mittels ECL

Die gebundenen Antikdrper-Peroxidase-Konjugate wurden in der Dunkelkammer mit
dem ECL-System nachgewiesen. Bei der durch das Enzym Peroxidase katalysierten
Reaktion wird Licht erzeugt, welches einen Rontgenfilm belichtet. Die mitgelieferten
Losungen wurden zu gleichen Teilen gemischt und die Membran fiir 1 min in dem
Gemisch inkubiert. AnschlieBend erfolgten unterschiedlich lange Belichtungen (1-30

min) eines Rontgenfilms (Hyperfilm ECL, Amersham) in einer lichtdichten Kassette.
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3.2.8 GST-Fishing von Rezeptorsignalkomplexen
3.2.8.1  Vorstimulation der Rezeptorzellen mit sSTNF

Fiir den in dieser Arbeit in Abbildung 10 gezeigten GST-pull-down-Assay wurden als
Rezeptorzellen nur SV80-CD40-Zellen verwendet. Ein Teil davon wurde fiir 7 h mit
16slichem TNF (sTNF) in einer Konzentration von 20 ng/ml in 1640 RMPI mit 10 %

FCS zur Vorstimulation inkubiert.
3.2.8.2 Kokultur und Herstellung der Gesamtzelllysate fiir GST-Fishing

Die Rezeptorkomplexe wurden mittels GST-Fishing isoliert.

Dabei bindet die im Konstrukt vorhandene Glutathion-S-Transferase-Doméne an
Glutathion-Sepharose-Beads, so dass die Liganden und ihr gebundener Rezeptor
zusammen mit weiteren assoziierten Proteinen als Signalkomplex aus dem Zelllysat in

den Beads angereichert und durch Zentrifugation gewonnen werden kdnnen.

Die mit den Konstrukten GST-Flag-YFP-CD40L und GST-Flag-YFP-A1-12TNFR2-
Mutein/YFP-CD40L transfizierten 293 Zellen (15 x 10° wurden fiir definierte
Zeitrdume mit den zu stimulierenden Zielzellen (30 x 10° adhérente SV80- oder SV80-
CD40-Zellen) bei hoher Zelldichte (45 x 10%ml) in vorgewdrmtem Medium
kokultiviert. Die ersten 2 min der Kokultur erfolgten im 37 °C-Wasserbad im 15 ml-
Falconrohrchen. AnschlieBend wurden die Zellen in Gewebekulturschalen (@ 3 cm)
tiberfiilhrt und im Inkubator unter Standardbedingungen weiterkultiviert. Nach
Zentrifugation wurde das Zellpellet mit Lysispuffer (Puffer fiir Zelllyse, 1 % NP40,
Proteaseinhibitor) in 1,6 ml fiir 25 min auf Eis bei 4 °C lysiert. Der Uberstand wurde bei
13 x 10° U/min fiir 10 min zentrifugiert. AnschlieBend wurden 1,4 ml des Uberstandes
fiir das GST-Fishing verwendet und der Rest bei -20 °C aufbewahrt. Fiir den Zeitpunkt
0 min erfolgte eine getrennte Lyse der Effektor- (transfizierte 293-Zellen) und der
Zielzellen (SV80-Zelltypen) in je 0,8 ml Lysispuffer. Nach Abzentrifugation wurden je
0,7 ml der Zelllysate vermischt und in diesem Fall jeweils 0,1 ml Restlysat getrennt im

bei -20 °C verwahrt.
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3.2.83 GST-Fishing der Signalkomplexe

Der Uberstand fiir GST-Fishing wurde mit 250 pl Glutathion-Sepharose-Beads bei 4 °C
iiber Nacht auf einer Rollapparatur inkubiert. Die Beads wurden durch
Kurzzentrifugation (10 s, 1x 10* U/min) zuriickgewonnen und anschlieBend zwei Mal
mit Waschpuffer (Puffer fiir Zelllyse mit 0,2 % NP40), sowie zwei Mal mit PBS
gewaschen. Nach der letzten Kurzzentrifugation wurden die Beads 5 min bei 94 °C mit
Probepuffer aufgekocht und bei -20 °C eingefroren oder direkt im Westernblot
analysiert. Alle Schritte erfolgten auf Eis, zentrifugiert wurde bei 4 °C.

3.2.9 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie
3.2.9.1 Transfektion, Kokultur und Fixierung der Zellen

Als Rezeptorzellen wurden Wildtyp-Hela-Zellen verwendet und mit CD40-pECFP-N1
beziehungsweise Fas-pECFP-N1 mittels Elektroporation transfiziert. Als Ligandzellen
wurden entweder 293-Zellen oder Hela-Zellen vom Wildtyp verwendet. Diese wurden
entweder mit CD40L-pEYFP-N1 bezichungsweise mit FasL-pEYFP-N1 oder mit den
GST-Konstrukten von FasL beziehungsweise CD40L durch Elektroporation transfiziert.
Fir 3-5 Millionen Zellen wurden jeweils 10-16 pg DNA eingesetzt. In einer
quadratischen Zellkulturplatte (Sterilin, UK), die in 25 Kammern unterteilt ist, wurden
deren innere neun Unterteilungen mit abgeflammten 18 mm-Deckgldschen ausgelegt. In
diesen neun Kammern erfolgte die Zellaussaat. Sowohl die Rezeptorzellen mit den
CFP-Konstrukten als auch die Ligandzellen mit den YFP-Konstrukten wurden einzeln
oder als Kokultur ausgesit. Alle Zellen wurden in RMPI 1640 mit 10 % FCS und 1 %
Penicillin/Streptomycin unter Standardbedingungen im Inkubatorschrank fiir 45 min
gehalten. Pro Gruppe wurden fiir jede Zellart ca. 250.000 Zellen eingesetzt. Bei den
FasL-Konstrukten wurde z-VAD-fimk in einer Verdiinnung von 10 nM zugesetzt. Einen
Tag nach Zellaussaat wurde eine der mit CD40-pECFP-N1 transfizierten Gruppen, die
nicht kokultiviert wurden, mit M2-vorvernetztem Flag-markiertem 16slichem CD40L
(Flag-sCD40L) inkubiert. Die Vorinkubation von M2 und Flag-sCD40L erfolgte fiir 10
min bei RT, die Inkubation der Zellen mit vernetztem Flag-sCD40L fiir 45 min im
Inkubatorschrank unter Standardbedingungen. Es wurde M2 in einer Konzentration von

1 pg/ml und Flag-sCD40L in einer Konzentration von 400 ng/ml verwendet.
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AbschlieBend wurden die Deckglischen mit den adhérierten Zellen aus der
Zellkulturplatte entnommen und einer Fixierung fir ca. 10 min mit 3 %
Paraformaldehyd in PBS unterzogen. Nach kurzem Waschen in ddH,O erfolgte die
Einbettung in 20 pl Fluoromount G auf einem Objekttriger, um die kokultivierten

Zellen dauerhaft fiir die Mikroskopie stabil zu machen.
3.2.9.2  Mikroskopische Analyse der Rezeptor-Ligand-Interaktion

Fiir die mikroskopische Betrachtung der Zellen wurde ein invertiertes konfokales
Fluoreszenzmikroskop DM IRBE (Leica) mit einem 63-fachen Objektiv verwendet. Zur
Auswertung diente die Software TCS SL (Leica, Version 2.5.1227).

Zur Betrachtung der Zellen, welche das CFP-Konstrukt exprimieren, wurde eine
Anregung durch Licht einer Wellenlénge von 456 nm und eine Messung im Spektrum
von 470 nm bis 500 nm vorgenommen.

Fiir Zellen, die das YFP-Konstrukt exprimierten, wurden zur Darstellung bei 514 nm
Wellenldnge angeregt und im Bereich von 600 nm bis 700 nm gemessen.

Fiir beide Kanéle konnte festgestellt werden, dass die anhand des fluoreszierenden
Proteins kanalspezifisch zugeordneten Zellen nur in eben diesem Kanal, nicht aber im
anderen, sichtbar sind. Als Kriterium fiir die Nachbarschaft zweier Zellen wurde
definiert, dass der Abstand zwischen ihnen nicht mehr als einen Kerndurchmesser

(ca. 2 um) betragen diirfe.

23



4. Ergebnisse

4.1 Klonierung der Fusionsproteine GST-Flag-YFP-CD40L-pCR3 und
GST-Flag-YFP-FasL-pCR3

4.1.1 Zielsetzung der Klonierung

Mit dem Ziel FasL und CD40L hinsichtlich ihrer Funktion als membranstindige
Liganden ausfiihrlich biochemisch untersuchen zu konnen, sollten zu Beginn in der
Arbeit Expressionsvektoren fiir diese Proteine hergestellt werden. Um biochemische
Arbeiten zu erleichtern, wurde der jeweilige Ligand mit diversen Doméanen kombiniert.
So sollten die Fusionsproteine spéter eine Glutathion-S-Transferase-Doméne (GST)
enthalten, die fiir Pull-down-Assays zur Untersuchung von Signalkomplexen genutzt
werden kann, ein Flag-Epitop (Flag), um die Detektion des Proteins in Westernblots zu
erleichtern und, um durch FACS die Transfektionseffizienz der Expressionsvektoren
priifen zu konnen, sollte aulerdem ein Yellow-Fluorescent-Protein (YFP) als Domine

enthalten sein.
4.1.2 Klonierung des Expressionsvektors GST-Flag-YFP-CD40L-pCR3

Fiir die Erstellung des Konstrukts GST-Flag-YFP-CD40L-pCR3 wurden die aus dem
Labor zur Verfiigung gestellten und schon charakterisierten Plasmide GST-Flag-FasL-
pCR3 und pEYFP-CD40L-C1 genutzt. Aus dem Plasmid pEYFP-CD40L-C1 wurde
durch PCR mit den Primern GFP-EcoR1-Notl und GFP-C1-R1393-Xho1 das Fragment
YFP-CD40L, welches eine Linge von ca. 1500 bp aufweist, gewonnen. Nachfolgend
wurden der Vektor GST-Flag-FasL-pCR3 und das Fragment YFP-CD40L mit den
Restriktionsenzymen EcoR1 / Xbal verdaut. Dadurch wurde im Vektor GST-Flag-
FasL-pCR3 der FasL entfernt (Abb. 1) und das PCR-Produkt fiir die Ligation
vorbereitet. Nach Reinigung und Untersuchung des Vektorgeriistes GST-Flag-pCR3
und des PCR-Fragments YFP-CD40L in einem Agarosegel wurde die Ligation
durchgefiihrt (Abb. 1). AbschlieBend erfolgte eine Transformation in kompetente E. coli
und die Anzucht von Einzelklonen in Flissigkulturen. Um positive Klone zu
identifizieren, wurden DNA-Minipreps hergestellt, welche einem BamH1 - Verdau
unterzogen wurden, der als Ergebnis das Fragment YFP-CD40L (ca. 1500 bp) aus dem

Vektor freisetzte.
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Vektor GST-Flag-FasL-pCR3 Amplicon aus dem Vektor pEYFP-CD40L-C1

EcoR1 Xbatl Bgl2
- — G oL
Hind3 BamH1 BamH1 EcoR1 BspE1 Hind3 [Xbat

} ¢

EcoR1 / Xba1 - Verdau des Vektors GST-Flag-FasL-pCR3 und des Amplicons YFP-CD40L

N .

EcoR1 Xbai Bgl2
gl GST | Flag. —|l YFP
Hind3 BamH1 BamH1 EcoR1 BspE1 IHind3 !Xbai
+ +

N r'4

Ligation des Vektorgeriistes GST-Flag-pCR3 mit dem Amplicon YFP-CD40L
zum Vektor GST-Flag-YFP-CD40L-pCR3

:

ca. 1500 bp Fragment (YFP-CD40L)
durch BamH1- oder EcoR1 / Xbal-
Verdau
BamH1 Bgl2 BamH1
- e | I — |
Hind3 EcoR1 BspE1 IHind3 [Xbal

spezifisches Fragment von ca.1700 bp durch
eine interne Hind3-Schnittstelle im CD40L

(D40L-Freisetzung
durch BspE1 / Xbai
- Verdau

Abbildung 1: Klonierung des Expressionsvektors GST-Flag-YFP-CD40L-pCR3

Durch den EcoR1 / Xbal - Verdau wird der FasL aus dem Vektor GST-Flag-FasL-pCR3 entfernt und das
PCR-Produkt YFP-CD4O0L fiir die Ligation vorbereitet. Die anschlieBende Ligation des Vektorgeriistes
GST-Flag-pCR3 mit dem Amplicon fiihrt zur Bildung des Expressionsvektor GST-Flag-YFP-CD40L-
pCR3, der anhand seiner im CD40L liegenden Hind3 - Schnittstelle charakterisiert werden kann.
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Um die korrekte Klonierung des Expressionsvektors GST-Flag-YFP-CD40L-pCR3
weiter zu verifizieren, wurden mehrere Restriktionsverdaue durchgefiihrt. Hierbei ergab
sich fiir den schon in der Klonierung verwendeten EcoR1 - Verdau die erwartete
Linearisierung. Die Verwendung von Xbal alleine fiihrte jedoch zu keinem Verdau
(Abb. 2A, Bahnen 2 und 3). Beim BamH]1 - Verdau trat das in Abbildung 1 dargestellte
Fragment von 1500 bp auf, welches aus YFP und CD40L besteht. Das ca. 1700 bp
grole Fragment im Hind3 - Verdau bestitigte eine im CD40L vorhandene interne
Hind3 - Schnittstelle. Aus dem Ursprungsvektor GST-Flag-FasL-pCR3 wurde eine
weitere Hind3 - Schnittstelle vor der GST-Domine mitgebracht (Abb. 2A, Bahnen 4
und 5). Neben dem Xbal - Verdau zeigte auch der EcoR1 / Xbal - Verdau nur eine
Linearisierung (Abb. 2A, Bahn 6). Dies entspricht der Angabe der Firma Clontech, die
fiir den bei der PCR verwendeten pEYFP-C1-Vektor eine Dam-Methylierung der Xbal
- Schnittstelle angibt. Fiir die Klonierung von GST-Flag-YFP-CD40L-pCR3 ergab sich
jedoch deshalb kein Problem mit einer methylierten Xbal - Schnittstelle, da das
Fragment YFP-CD40L nicht durch Restriktionsverdau, sondern mittels PCR aus dem
pEYFP-C1-Vektor gewonnen wurde und der Expressionsvektor GST-Flag-pCR3 keine
methylierte Xbal - Schnittstelle aufwies. Die Methylierung erfolgte nach der
Transformation in kompetente Bakterien und zeigte sich erst dann in den Verdau-
Experimenten. Der Hind3 / Xbal - Verdau fiihrte daher zu einem analogen Ergebnis wie
der Hind3 - Verdau, einem 1700 bp-Fragment. Der BamH1 / BspEl - Verdau ergab
zwei Fragmente von je 750 bp. Es handelt sich hierbei um die durch eine BspEl -
Schnittstelle getrennten Doménen fiir CD40L und YFP (Abb. 2A, Bahn 7). Ein Bgl2 -
Verdau des Vektors fiihrte zu einer Linearisierung. Ursdchlich dafiir ist eine
Schnittstelle der Multi-Cloning-Site (MCS) aus dem zur Klonierung verwendeten
pEYFP-C1-Vektor, der sich nach Herstellerangaben hinter der BspEl - Schnittstelle
befindet (Abb. 2B, Bahn 4). Durch einen BamH1 / Hind3 - Verdau wurden 3 Fragmente
erzielt: Es handelt sich dabei um ein 1150 bp-Fragment bestehend aus YFP und einem
Grofiteil des CD40L, um ein 550 bp-Fragment aus der GST-Domine und dem Flag-
Epitop, sowie ein 300 bp grofes Fragment, welches einen Teil des CD40L darstellt
(Abb. 2B, Bahn 5). Der Verdau mit Bgl2 / Hind3 erbrachte ein 1300 bp-Fragment
bestehend aus den Doménen fiir GST, YFP und dem Flag-Epitop sowie ein 400 bp-
Fragment, das dem CD40L entspricht (Abb. 2B, Bahn 6).
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1. unverdaut:

2. EcoR1:

3. Xbal:

4. BamH1:

5. Hind3:

6. EcoR1/Xbal:

7. BamH1/BspE1l:

8. Hind3/Xbal:
1. unverdaut:
2. BamH1:

3. Hind3:

4. Bgl2:

5. BamH1/Hind3:

6. Bgl2/Hind3:

1. unverdaut:

2. EcoR1/Xbal:
3. Notl/Xbal:
4. Bgl2/Xbal:

5. Xbal:

supercoiled DNA
Linearisierung
supercoiled DNA
1500 bp-Fragment
1700 bp-Fragment
Linearisierung
750bp-Fragmente
1700 bp-Fragment
supercoiled DNA
1500 bp-Fragment
1700 bp-Fragment
Linearisierung
1150 bp-Fragment
550 bp-Fragment

350 bp-Fragment

1300 bp-Fragment
400 bp-Fragment

supercoiled DNA

1500 bp-Fragment

1600 bp-Fragment
750 bp-Fragment

Linearisierung

Abbildung 2: Kontrollverdaue von GST-Flag-YFP-CD40L-pCR3

A und B: Verdaue des Vektors bei methylierter Xbal - Schnittstelle

Unter A zeigt der Xbal - Verdau in Bahn 2 die supercoiled Form des Vektors. Der EcoR1 / Xbal -
Verdau setzt nicht das 1500 bp - Fragment YFP-CD40L frei. Es zeigt sich eine Linearisierung

C: Verdaue des Vektors nach der Transformation in Dam™ -/ Dem' - E. coli:

Der Xbal - Verdau fiihrt zur Linearisierung des Vektors (Bahn 5), der EcoR1 / Xbal - Verdau setzt das
1500 bp - Fragment YFP-CD40L frei (Bahn 2).

27



4.1.3 Klonierung des Expressionsvektors GST-Flag-YFP-FasL-pCR3

Um die Dam-methylierte Xbal - Schnittstelle des Konstrukts GST-Flag-YFP-CD40L-
pCR3 fiir die Umklonierung des Vektors in GST-Flag-YFP-FasL-pCR3 nutzen zu
konnen, wurde der Expressionsvektor GST-Flag-YFP-CD40L-pCR3 in Dam’-/Dem'- E.
coli (SCS110) transformiert. Die Demethylierung der Xbal - Schnittstelle wurde durch
mehrere Xbal - Verdaue des Vektors GST-Flag-YFP-CD40L-pCR3 iiberpriift. Ein
alleiniger Xbal - Verdau ergab nun eine Linearisierung (Abb. 2C, Bahn 5). Die
Kombination von EcoR1 / Xbal erzeugte das erwartete 1500 bp-Fragment, bestehend
aus YFP und CD40L (Abb. 2C, Bahn 2). Eine Bgl2 / Xbal - Kombination schnitt
CDA40L aus dem Expressionsvektor als ein 750 bp-Fragment heraus (Abb. 2C, Bahn 4).
Durch den nun moéglichen BspEl / Xbal - Verdau konnte der CD40L aus dem Vektor
GST-Flag-YFP-CD40L-pCR3 entfernt werden (Abb. 3).

Zur Bereitstellung des FasL fiir die Umklonierung in das GST-Flag-YFP-pCR3-
Vektorgeriist wurde ein vorhandener und bereits charakterisierter pEYFP-FasL-Cl1-
Vektor ebenfalls mit BspEl / Xbal verdaut. Zuvor war auch dieser Vektor in Dam™ /
Dcm' - E. coli liberfiihrt worden, um das Methylierungsproblem der Xbal - Schnittstelle
zu umgehen. Nach Aufreinigung beider Fragmente im Agarosegel erfolgte die Ligation
von FasL und GST-Flag-YFP-pCR3 zum Vektor GST-Flag-YFP-FasL-pCR3 (Abb. 3).
Der Transformation in kompetente E. coli und der Mini-Préparation zur
Plasmidgewinnung folgte abschlieBend zur Erfolgskontrolle der Umklonierung ein

BamH1 - Verdau, der das Fragment YFP-FasL freisetzte (Abb. 4).
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Vektor GST-Flag-YFP-CD40L-pCR3 Vektor pEYFP-FasL-C1

+ +
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BspE1 / Xbal - Verdau
des Vektors GST-Flag-YFP-CD40L-pCR3 und des Vektors pEYFP-FasL-C1

Bgl2 BspET1 Xbai
a0, — I
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BamH1 BamH1 BspE1+ Hind Il }'{ba1+
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S

Ligation des Vektorgeriistes GST-Flag-YFP-pCR3 mit dem Insert FasL
zum Vektor GST-Flag-YFP-FasL-pCR3

| Hind3 - Verdau: Freisetzung eines
ca. 1300 bp Fragments: GST-Flag-YFP

BamH1 BspE1| |Hind3 Xba1
(ol GsT | Foo [/NG —]
Hind3 EcoR1 Bgl2! IEcoR1 BamH1

Bam H1 / EcoR1 - Verdau:
Getrennte Freisetzung der YFP-
Doméne und des FasL als Fragment
von je ca. 750 bp

Abbildung 3: Klonierung des Expressionsvektors GST-Flag-YFP-FasL-pCR3

Zuerst wurde ein BspEl / Xbal - Verdau des Vektors GST-Flag-YFP-CD40L-pCR3 zur Entfernung des
CDA40L durchgefiihrt. Anschlieend erfolgte die Ligation des Vektorfragments GST-Flag-YFP-pCR3 und
des Fragments FasL, das aus einem Cl1-Vektorgeriist durch einen BspEl / Xbal - Verdau gewonnen
wurde. Der neue Expressionsvektor weist keine interne Hind3 - Schnittstelle auf. Aus der MCS des
Vektors pEYFP-FasL-C1 wurden die neuen Restriktionsschnittstellen Bg/2, Hind3 und EcoR1 eingefiihrt.

29



Zur genauen Charakterisierung des neuen Konstruktes wurden mehrere
Restriktionsverdaue von GST-Flag-YFP-CD40L-pCR3 und GST-Flag-YFP-FasL-pCR3
durchgefiihrt und gegeniibergestellt. Fiir die Erlduterungen zum Konstrukt GST-Flag-
YFP-CD40L-pCR3 sei auf dessen Analyse unter 4.1.2 in dieser Arbeit verwiesen.
Durch den BspEl / Xbal - Verdau des pEYFP-FasL-C1-Vektors wurden entsprechend
der soweit bekannten Struktur des kommerziellen C1-Vektors (Clontech) aus dessen
MCS mehrere Restriktionsschnittstellen in das Endkonstrukt GST-Flag-YFP-FasL-
pCR3 eingefiihrt. Die neuen Restriktionsschnittstellen folgen nach der BspEl -
Schnittstelle in folgender Reihenfolge Bgl2, Hind3, EcoR1. Sie befinden sich zwischen
der Doméne fiir YFP und der fiir FasL (Abb. 3). Da die FasL-cDNA keine interne
Hind3 - Schnittstelle aufweist, fiihrte der Hind3 -Verdau hier zu einem 1300 bp-
Fragment. Durch die Lage der im Vergleich zum Vektor GST-Flag-YFP-CD40L-pCR3
neu eingebrachten Hind3 - Schnittstelle in der MCS zwischen YFP und dem FasL ergab
auch der BamH1 / Hind3 - Verdau ein zum CD40L-Expressionsvektor deutlich
unterschiedliches Bild. Es entstanden hier zwei Fragmente von 750 bp Linge, die den
voneinander getrennten Dominen fiir YFP und FasL entsprechen (Abb. 4B, Bahnen 2
und 3 in Vergleich zu Abb. 4A, Bahnen 2 und 3).

Im Gegensatz zum Bgl2 / Hind3 - Verdau des GST-Flag-YFP-CD40L-pCR3 findet sich
fiir den FasL-Expressionsvektor nur ein 1300 bp-Fragment aus GST-Flag-YFP (Abb.
4B, Bahn 4). Durch die neu eingefiihrte EcoR1 - Schnittstelle in der MCS zwischen
YFP und FasL ergab der BamH1 / EcoR1 - Verdau eine getrennte Freisetzung von YFP
und FasL als Fragmente von je ca. 750 bp (Abb. 4B, Bahn 5).
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A: Analyse GST-Flag-YFP- CD 40L-pCR3 Neben dem linearisierten Vektor werden

folgende Fragmente erzeugt:

1. BamH1: 1500 bp-Fragment

2. Hind3: 1700 bp-Fragment

3. BamH1/Hind3: 1150 bp-Fragment
550 bp-Fragment
300 bp-Fragment

4. Bgl2/Hind3: 1300 bp-Fragment
400 bp-Fragment

5. BamH1/EcoR1: 1500bp-Fragment

B: Analyse GST-Flag-YFP-FasL-pCR3 1. BamH1: 1500 bp-Fragment
2. Hind3: 1300 bp-Fragment
3. BamH1/Hind3: 2x 750 bp-Fragment
4. Bgl2/Hind3: 1300 bp-Fragment

5. BamH1/EcoR1: 2x 750-bp-Fragment

Abbildung 4: Gegeniiberstellung von GST-Flag-YFP-CD40L-pCR3
und GST-Flag-YFP-FasL-pCR3

Der durch Umklonierung entstandene Expressionsvektor GST-Flag-YFP-FasL-pCR3 weist keine interne
Hind3 - Schnittstelle auf. Aus der MCS des Cl-Vektors pEYFP-FasL-Cl werden die neuen
Restriktionsschnittstellen Bgl2, Hind3 und EcoR1 eingefiihrt. Hierdurch ergeben sich erhebliche
Unterschiede im Restriktionsverdau. Besonders deutlich wird dies in den Bahnen 2 und 3 unter A bzw. B.
Der Hind3 - Verdau in Bahn 2A erzeugt aus dem Vektor GST-Flag-YFP-CD40L-pCR3 ein Fragment von
1700 bp, das aus GST-Flag-YFP und einem Teil des CD40L besteht. Im Vektor GST-Flag-YFP-FasL-
pCR3 wir hingegen nur GST-Flag-YFP als ca. 1300 bp grofles Fragment freigesetzt (Bahn 2B). Der
BamH]1 / Hind3 - Verdau des Vektors GST-Flag-YFP-CD40L-pCR3 in Bahn 3A erzielte drei Fragmente:
Es handelt sich dabei um ein 1150 bp-Fragment bestehend aus YFP und einem Grofteil des CD40L, um
ein 550 bp-Fragment aus der GST-Doméne und dem Flag-Epitop sowie einem 300 bp groflen Fragment,
welches einen Teil des CD40L darstellt. Der gleiche Verdau fiihrt in Bahn 3B beim Vektor GST-Flag-
YFP-FasL-pCR3 zur Bildung zweier getrennter 750 bp - Fragmente: Der YFP-Doméne und dem CD40-
Liganden.
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4.2 Charakterisierung der GST-Fusionsproteine des CD40L und FasL

4.2.1 Expressionsanalyse von GST-Flag-YFP-CD40L und GST-Flag-YFP-
FasL durch Untersuchungen im FACS

Zur Uberpriifung der Transfektionseffizienz enthalten die beiden Fusionsproteine eine
YFP-Doméne, die in erfolgreich transfizierten Zellen im FACS als Fluoreszenz
nachgewiesen werden kann. Allerdings belegt die Expression der YFP-Doméne nicht,
dass auch der Ligand durch die Zelle korrekt auf der Zelloberflache exprimiert wird.
Um dies zu tiberpriifen, wurde eine immunologische Féarbung mit ligandenspezifischen
PE-markierten Antikdrpern durchgefiihrt. Als Referenz fiir die Eigenfluoreszenz der
Zellen dienten untransfizierte NCTCs (Abb. 5A). Mit dem Konstrukt GST-Flag-YFP-
CDA40L transfizierte NCTCs zeigten bei 28 % der Zellen eine Fluoreszenz im Kanal
FL1-H (Abb. 5B, Position 1). Die Farbung mit dem CD40L-spezifischen Antikorper
erbrachte eine deutlich sichtbare zusétzliche indirekte Fluoreszenz auf YFP-bildenden
Zellen durch Phycoerythrin-markierte Zweitantikorper, visualisiert auf FL2-H (Abb.
5B, Position 2). Die Farbung mit dem isotypengleichen Kontrollantikdrper Anti-IgG1-
PE fiihrte zu keiner zusitzlichen Fluoreszenz im Kanal FL2-H. Es blieb bei der
Fluoreszenz des Fusionsproteins im Kanal FL1-H (Abb. 5B, Position 3).

NCTCs, die mit dem Konstrukt GST-Flag-YFP-FasL transfiziert wurden, zeigten im
Kanal FL1-H eine Fluoreszenz bei ca. 25 % der Zellen. (Abb. 5C, Position 1).

Eine deutliche zusitzliche Fluoreszenz im Kanal FL2-H von ca. 50 % konnte wiederum
nur bei der Farbung mit dem spezifischen, direkt markierten Antikdrper, Anti-FasL-PE,
erzielt werden (Abb. 5C, Position 2), nicht aber bei Zellen, die mit dem direkt
markierten Kontrollantikérper Anti-TNFR2-PE gefarbt wurden. Die Fluoreszenz gleicht
den transfizierten Zellen ohne Antikorperfarbung (Abb. 5C, Position 3).

Fiir beide Liganden konnte folglich ein spezifischer Nachweis ihrer Expression an der

Zelloberflache erbracht werden.
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Abbildung 5: Zusitzliche Fluoreszenz durch spezifische Antikorperfirbung von CD40L u. FasL

A:

B1:

B2:

B3:

ClI:

C2:

C3:

Untransfizierte NCTCs zur Festlegung der Eigenfluorezenz.

GST-Flag-YFP-CD40L transfizierte NCTCs ohne Antikorperfarbung

zeigten die YFP-Fluoreszenz des Fusionsproteins.

GST-Flag-YFP-CD40L transfizierte NCTCs, inkubiert mit Anti - CD40L / Anti - Mouse - PE,
zeigten eine zusitzliche Fluoreszenz von PE.

GST-Flag-YFP-CD4O0L transfizierte NCTCs, inkubiert mit Anti - IGG1 / Anti - Mouse - PE,
zeigten keine zusétzliche Fluoreszenz von PE

GST-Flag-YFP-FasL transfizierte NCTCs ohne Antikorperfarbung

zeigten die YFP-Fluoreszenz des Fusionsproteins.

GST-Flag-YFP-FasL transfizierte NCTCs, inkubiert mit Anti - FasL - PE,
zeigten eine zusétzliche Fluoreszenz von PE.

GST-Flag-YFP-FasL transfizierte NCTCs, inkubiert mit Anti - TNFR2 - PE,
zeigten keine zusétzliche Fluoreszenz von PE.
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4.2.2 Membranstindiger CD40L und FasL induzieren Interleukin-8

Im Folgenden ging es um den Nachweis einer funktionellen Aktivitdt der GST-
Fusionsproteine beider Liganden, wofiir der Nachweis einer IL-8-Induktion geeignet
erschien. Eine zentrale Rolle bei der Regulation der IL-8-Expression spielt NFxB.
Interleukin-8 ist damit ein geeignetes Zielgen zum Nachweis einer durch Mitglieder der
TNF-Rezeptor-Superfamilie (TNFR, CD40, Fas) vermittelten NFxB-abhingigen
Genexpression.

Fiir die Transfektion mit den GST-Fusionsproteinen wurden zum einen humane 293-
Zellen, zum anderen murine NCTCs verwendet, um die Funktionalitit der Liganden
auch in Zellarten unterschiedlicher Spezies zu testen. Als Rezeptorzellen dienten
verschiedene HT1080-Zelltypen, die mit den Ligandzellen fiir 6 h kokultiviert wurden.
Die Wildtypform von HT1080 exprimiert sowohl Fas als auch TNFR1. Die weiteren
HT1080-Zelltypen sind zusitzlich entweder mit TNFR2 oder CD40 stabil transfiziert.
Neben den zu untersuchenden Konstrukten GST-Flag-YFP-CD40L-pCR3 und GST-
Flag-YFP-FasL-pCR3 wurde als Positivkontrolle das im Aufbau analoge Konstrukt
GST-Flag-YFP-A1-12TNF-pCR3 sowie als Negativkontrolle pEYFP-N1 bei der
Transfektion von 293-Zellen bzw. NCTCs eingesetzt. Hierbei zeigte sich, dass alle
GST-TNF-Ligand-Fusionsproteine im Vergleich zur Negativkontrolle eine signifikante
IL-8-Induktion in ihren rezeptorspezifischen HT1080-Zelltypen hervorriefen. Das GST-
FasL-Fusionsprotein zeigte vor allem in HT1080-Wildtypzellen, aber auch in den
TNFR2-Transfektanten eine starke IL-8-Induktion. Den Erwartungen entsprechend war
die IL-8-Induktion durch das GST-CD40L-Fusionsprotein in der CD40-Transfektante
der HT1080-Zellen ausgepragt, blieb aber in den Wildtyp-Zellen und der TNFR2-
Transfektante vergleichbar zur Negativkontrolle. Das als Positivkontrolle eingesetzte
Konstrukt GST-Flag-YFP-A1-12TNF-pCR3 induzierte in der TNFR2-Mutante der
HT1080-Zellen die stirkste IL-8-Produktion. Fiir alle verwendeten GST-Konstrukte
wurden sowohl nach Transfektion in 293-Zellen als auch nach Transfektion in NCTCs
(Daten nicht gezeigt) dhnliche Ergebnisse erzielt. Fiir beide Konstrukte konnte eine
rezeptorspezifische deutliche Bioaktivitit in Form einer IL-8-Induktion nachgewiesen
werden (Abb. 6). Die erfolgreiche Expression funktional aktiver Liganden war in

murinen und humanen Zellarten moglich.
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Abbildung 6: IL-8-Induktion in HT1080-Zelltypen durch GST-Flag-YFP-Konstrukte

293-Zellen wurden mit den angegebenen Expressionsplasmiden transfiziert und mit den angegebenen
HT1080-Zelltypen unter Standardbedingungen kokultiviert. 6 h nach Beginn der Kokultur wurde das
Medium abgenommen und im ELISA auf humanes IL-8 untersucht. Die Transfektionseffizienz fiir die
GST-Fusionsproteine wurde im FACS gemessen. Alle GST-Konstrukte zeigten eine &hnliche

Transfektionseffizienz: GST-Flag-YFP-FasL-pCR3 45,08 %, GST-Flag-YFP-CD40L-pCR3 38,10 %,
GST-Flag-YFP-A1-12TNF-pCR3 40,55 %, pEYFP-N1 87,25 %.
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4.3 Analyse CD40L-induzierter Rezeptorsignalkomplexe

4.3.1 GST-Flag-YFP-CD40L lisst sich effektiv durch GST-Fishing isolieren

Um Rezeptorsignalkomplexe von CD40L und CD40 untersuchen zu konnen, ist es
notwendig diese aus einem Gesamtzelllysat von Effektor- (CD40L) und Zielzellen
(CD40) effektiv zu isolieren. Hierfiir wurde die im Fusionsprotein des CD40L
vorhandene Glutathion-S-Transferase-Domédne genutzt. Durch die Bindung der
Gluthation-S-Transferase an Sepharose-Beads konnte der Ligand zusammen mit dem
Rezeptor und nachgeschalteten Signalproteinen als Signalkomplex durch Zentrifugation
aus Kokulturlysaten gewonnen werden. Nach diesem als GST-Fishing bezeichneten
Anreicherungsprozess nahm die Konzentration der GST-Fusionsproteine im
Gesamtzelllysat der Kokulturen stark ab (Abb. 7). Es lieB8 sich also eine deutliche
Anreicherung der Rezeptorsignalkomplexe aus den Lysaten in die Glutathion-
Sepharose-Beads erreichen. Dies spricht fiir eine gute Bindung der Konstrukte iiber ihre

GST-Domane.

GST-Flag-YFP- GST-Flag-YFP

CD40L -A1-12-TNF 143N/145R
Vor GST-Fishing + +
Nach GST-Fishing + +

0-GST == | —— ! S <= unspezifisch
: ' <@ GST-Protein

Abbildung 7: GST-Fishing von GST-Flag-YFP-CD40L und

GST-Flag-YFP-A1-12-TNF143N/145R

293-Zellen wurden der Beschriftung entsprechend transfiziert und fiir 30 min mit SV80-CD40-Zellen
unter Standardbedingungen kokultiviert. Die Gesamtzelllysate vor GST-Fishing und nach GST-
Fishing (Uberstand der Beads) wurden im Westernblot anschlieBend unter Verwendung von
Antikorpern gegen GST untersucht. Es ist eine deutliche Abnahme im Gesamtzelllysat nach GST-
Fishing erkennbar.
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4.3.2 In GST-Flag-YFP-CD40L stimulierten Zielzellen interagiert TRAF2
mit CD40

Um die Aktivierung von CD40 durch GST-Flag-YFP-CD40L zu zeigen, war es ein
weiteres Ziel, das direkt an den aktivierten CD40-Rezeptor bindende Signalmolekiil
TRAF2 im GST-Fishing nachzuweisen. Wie man dem 0-Wert fiir die Kokultur von
SV80-CD40-Zellen mit 293-Zellen, die das Fusionsprotein GST-Flag-YFP-CD40L
exprimieren, entnehmen kann, ist ein schwacher Nachweis von TRAF2 bereits hier im
Rezeptorsignalkomplex moglich. Nach der 30 min dauernden Kokultur der gleichen
Zellen-Konstellation, kann TRAF2 durch GST-Fishing deutlich stirker im CD40-
Signalkomplex nachgewiesen werden. Erwartungsgemdll gelang dies nicht bei einer
Kokultur mit CD40-negativen SV80-Rezeptorzellen. Um zu beweisen, dass die
Aktivierung des CD40 ausschlieBlich durch CD40L und nicht durch andere
Komponenten des GST-Fusionsproteins verursacht wird, wurde als Kontrolle ein
Molekiil gleichartigen Aufbaus eingesetzt, bei dem nur der TNF-Ligand den
Unterschied darstellt. Auch in dieser zweiten Kontroll-Kokultur, bei welcher 293-Zellen
das Fusionsprotein GST-Flag-YFP-A1-12-TNF 143N/145R als Liganden produzieren,

konnte kein TRAF2 im Immuno-Westernblot prazipitiert werden.

GST-Flag-YFP-CD40L GST-Flag-YFP-A1-12-TNF
143N/145R
t in min 0 30 0 30 0 30 0 30
SV80-CD40 + + + +
SV80 + + + +
o (|~ — — —
0-TRAF2 == s

Abbildung 8: Nachweis von TRAF2 im Rezeptorsignalkomplex des CD40L

293-Zellen wurden mit GST-Flag-YFP-CD40L bzw. mit GST-Flag-YFP-A1-12TNF
143N/145R transfiziert und mit SV80- bzw. SV80-CD40-Zellen fiir 30 min unter
Standardbedingungen kokultiviert. Bei den 0-Werten fand eine getrennte Lyse der Zellen und
anschlieBendes Vermischen zum Gesamtzelllysat statt. Nach Isolierung der GST-
Fusionsproteine durch GST-Fishing wurden die Prizipitate im Westernblot unter Verwendung
von Antikérpern gegen GST und TRAF?2 analysiert.
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4.3.3 TRAF?2 assoziiert transient mit dem membrangebundenen
CD40-Signalkomplex

In den nachfolgenden Experimenten wurden die 293-Zellen der Kontrolle sowohl mit
dem Fusionsprotein GST-Flag-YFP-A1-12-TNF 143N/145R als auch mit CD40L-YFP
transfiziert, um zu unterstreichen, dass es sich bei dem Nachweis von Molekiilen des
Signalweges ausschlielich um solche handelt, die durch das GST-Fishing des
Rezeptor-Ligand-Komplexes gewonnen wurden. Im folgenden Experiment sollte die
Kinetik der TRAF2-CD40-Assoziation durch die Methode des GST-pull-down-Assays
untersucht werden. Wie schon in Abbildung 8 gezeigt, rekrutiert TRAF2 in
unstimulierten SV80-CD40-Zellen nur gering an CD40 und kann durch GST-Fishing
mit dem Rezeptor-Ligand-Komplex gewonnen werden. Durch eine Kokultur fiir 30 min
mit dem Fusionsprotein GST-Flag-YFP-CD40L wurde eine deutliche Steigerung von
TRAF2 im Rezeptorsignalkomplex erreicht. Eine Reduktion von TRAF2 im
Rezeptorsignalkomplex, die in etwa dem Zeitpunkt 0 entsprach, zeigte sich jedoch nach
einer Kokultur fiir 90 min. Abbildung 9 kann man daher entnehmen, dass CD40 und
TRAF2 nach GST-Flag-YFP-CD40L-Stimulation transient interagieren. Ein Versuch,
die zeitabhéngige Entwicklung des Rezeptors im Komplex mit GST-Flag-YFP-CD40L
durch eine Detektion mit Anti-hCD40 aufzuzeigen, gelang nicht. Es konnte daher nicht
geklart werden, ob sich die zeitliche Verdnderung von TRAF2 im
Rezeptorsignalkomplex mit einer Losung des Rezeptors vom GST-Flag-YFP-CD40L
erkldren lésst.

GST-Flag-YFP-CD40L GST-Flag-YFP-A1-12-TNF
143N/145R und CD40L-YFP

t in min 0 30 920 0 30 920

0-GST == e G — . . . .

0-TRAF2 == P —

Abbildung 9: Zeitlicher Verlauf der Interaktion von TRAF2 und CD40

293-Zellen wurden der Beschriftung entsprechend transfiziert und mit SV80-CD40-Zellen fiir den
angegebenen Zeitraum unter Standardbedingungen kokultiviert. Der Zeitpunkt 0 min steht fiir die
jeweils getrennte Lyse von SV80-CD40- und 293-Zellen mit anschlieBendem Mischen der Lysate.
Nach GST-Fishing wurden die GST-Beads im Westernblot auf GST und TRAF2 untersucht.
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4.3.4 Vorstimulation der Rezeptorzellen mit sTNF fiihrt zu einer

Verringerung von TRAF2 im Rezeptorsignalkomplex

Im nachfolgenden Experiment wurde die Entwicklung von TRAF2 im
Rezeptorsignalkomplex nach Vorstimulation mit 16slichem TNF (sTNF) untersucht.
Dabei zeigte sich, dass die CD40-TRAF2-Assoziation sowohl fiir den 0-Wert als auch
fiir die 30 Minuten dauernde Kokultur geringer ausfillt, wenn vorher mit sTNF
stimuliert wurde. Aufgrund der GleichmiBigkeit der GST-Banden kann man davon
ausgehen, dass die Verringerung von TRAF2 im Rezeptorsignalkomplex nicht auf eine
unterschiedliche Effektivitit des GST-Fishings zuriickzufiihren ist, sondern durch die
Stimulation mit STNF verursacht sein muss. Ferner hat die Vorstimulation mit STNF

offensichtlich auch einen Einfluss auf die TRAF2-Menge in den unstimulierten

Rezeptorzellen.
GST-Flag-YFP-CD40L
t in min 0 30 0 30
SV80-CD40 + +
SV80-CD40 + +
+ sTNF

wosT = | G G | .

a-TRAF2 =P [ N H &

Abbildung 10: TRAF2 - Entwicklung im Rezeptorsignalkomplex nach
Vorstimulation der Rezeptorzellen mit sSTNF

293-Zellen wurden mit GST-Flag-YFP-CD40L transfiziert. Diese wurden danach
mit SV80-CD40-Zellen bzw. SV80-CD40-Zellen, die fiir 7 h mit STNF in einer
Konzentration von 20 ng/ml vorstimuliert wurden, fir 30 min unter
Standardbedingungen kokultiviert. Bei den 0-Werten fand eine getrennte Lyse der
Zellen und anschliefendes Vermischen zum Gesamtzelllysat statt. Nach Isolierung
der GST-Fusionsproteine durch GST-Fishing wurden die Proben im Westernblot
unter Verwendung von Antikorpern gegen GST und TRAF2 analysiert.
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4.4 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

4.4.1 Zielsetzung der mikroskopischen Untersuchungen

Neuere Studien haben gezeigt, dass viele TNF-Rezeptoren nur vollstindig aktiviert
werden, wenn es nach der Bindung des Liganden auch zur Bildung héher-molekularer
Rezeptor-Ligand-Strukturen kommt, die in der Literatur als Cluster oder SPOTS
bezeichnet werden. Diese Strukturen konnen mit mikroskopischen Methoden untersucht
werden (Vgl. Henkler, F. et al. 2005).

Fiir die neu entwickelten GST-Fusionsproteine sollte nachfolgend geklirt werden, ob
und welche Art von Rezeptorsignalkomplexen gebildet werden. Dazu wurden
Kokulturen von Hela-Zellen angesetzt, die die Ligand-Fusionsproteine oder die
entsprechenden Rezeptoren auf ihrer Oberfldche exprimierten. Das Detektionsmuster
der Rezeptoren wurde in unterschiedlichen Kokulturen und in Kontrollzellen
verglichen, die mit loslichem, quervernetztem Liganden stimuliert wurden. Die Frage
ob wild-type Liganden und abgeleitete GST-Fusionsproteine dhnliche Aktivititen
aufweisen, ist von Bedeutung, da ein Einfluss der eingefilhrten Domédnen auf die

Interaktion von Ligand und Rezeptor nicht ausgeschlossen werden kann.

4.4.2 Analysen der Expression von CD40L-YFP und CD40-CFP in Hela-
Zellen des Wildtyps

In Hela-Zellen, die CD40L-YFP exprimieren, ist durch die YFP-Markierung die
Verteilung des Liganden in der Zelle im Fluoreszenzmikroskop erkennbar. Es ldsst sich
hierbei eine homogene Verteilung iiber die Zelle feststellen (Abb. 11A, 2. Spalte). Die
Expression von CD40-CFP zeigt in Hela-Zellen ebenso eine gleichmifige Verteilung
(Abb. 11A, 2. Spalte). Durch Stimulation der CD40-CFP exprimierenden Hela-Zellen
mit M2-quervernetztem Flag-sCD40L kann jedoch eine Umverteilung des Rezeptors in
supramolekulare Cluster an der Zellmembran induziert werden (Abb. 11A, 3. Spalte).
Die Kokultur von CD40L-YFP und CD40-CFP exprimierenden Hela-Zellen zeigt
analog eine Kolokalisation der transfizierten Molekiile in Cluster im Bereich der
Zellkontakte auf transfizierten Zellen. Es handelt sich hierbei offenbar um
Rezeptorsignalcluster, die durch den membranstéindigen CD40L induziert wurden

(Abb. 11B, 3. Spalte). Diese CD40L-CD40-Cluster wurden in allen Zellpaaren
gefunden, bei denen eine CD40L-YFP-Zelle einer CD40-CFP-Zelle benachbart war.
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A
1. CD40L-YFP 2. CD40-CFP 3. CD40-CFP mit
Flag-sCD40L+M2

B:
1. CD40L-YFP 2. CD40-CFP 3. Overlay

Abbildung 11:
A: Hela-Zellen (wt) mit CD40L-YFP, CD40-CFP oder CD40-CFP mit Flag-sCD40L+M2.

Hela-Zellen wurden entweder mit CD40L-YFP (1. Spalte) oder CD40-CFP (2. Spalte) transfiziert
und unter Standardbedingungen fiir 45 min kultiviert. Es zeigt sich eine gleichmifBige Verteilung von
Ligand bzw. Rezeptor in der Zelle. In der dritten Spalte sieht man CD40-CFP transfizierte Hela-
Zellen, die mit M2 - quervernetztem Flag-sCD40L (400 ng/ml) fiir 45 min stimuliert wurden.

Es erfolgt eine Umverteilung des Rezeptors in die Zellmembran (weille Pfeile).

B: Clusterbildung bei der Interaktion von CD40L-YFP mit CD40-CFP in Kokulturen

Hela-Zellen wurden entweder mit CD40L-YFP oder CD40-CFP transfiziert und dann fiir 45 min
unter Standardbedingungen kokultiviert. Dabei kommt es zur Ausbildung deutlich sichtbarer
Rezeptorsignalcluster, die durch den CD40L induziert werden (weifle Pfeile).
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4.4.3 Analyse der Interaktion von GST-Flag-YFP-CD40L mit CD40-CFP
in Kokulturen von Hela-Zellen des Wildtyps

Hela-Zellen, die mit dem Konstrukt GST-Flag-YFP-CD40L transfiziert wurden, zeigten
im Gegensatz zur homogen Verteilung des CD40L-YFP (siehe Abbildung 11A) eine
deutliche Aggregation des Liganden innerhalb vieler der transfizierten Zellen. Dies
spricht fiir die Ausbildung von Eigenstrukturen des Fusionsproteins GST-Flag-YFP-
CD40L, da Hela-Zellen kein CD40 exprimieren (Abb. 12).

Abbildung 12: Signifikante Ausbildung von Eigenstrukturen des GST-Flag-YFP-CD40L

Dargestellt sind Hela-Zellen des Wildtyps die mit GST-Flag-YFP-CD40L transfiziert wurden.
Der Ligand liegt ungleichmédfig in der Zelle verteilt vor. Er bildet so genannte Eigenstrukturen
(weiBle Pfeile) im Gegensatz zum YFP-CD40L-Konstrukt, das eine homogene Verteilung zeigt
(Vgl. Abb. 11, 1. Spalte).

Hela-Zellen, die mit dem Konstrukt GST-Flag-YFP-CD40L transfiziert wurden, zeigten
in Kokultur mit CD40-CFP exprimierenden Hela-Zellen zwar die Aggregate des
Fusionsproteins (Abb. 13, 1. Spalte), diese kolokalisierten jedoch nicht mit CD40-CFP,
der weiterhin eine homogene Verteilung tiber die Zelle aufwies (Abb. 13, 2. Spalte). Es
handelt sich folglich nicht um CD40L-CD40-Signalcluster, sondern um die bereits
beschriebenen Eigenstrukturen des GST-Flag-YFP-CD40L-Fusionsproteins. In keiner
der Kokulturen wurden CD40L-CD40-Signalcluster gefunden. Exemplarisch sind in
Abbildung 13 drei Zellpaare dargestellt, in denen jeweils trotz ausreichender
Nachbarschaft keine Rezeptorsignalcluster gefunden werden konnten. Deutlich ist dies

im Overlay (Abb. 13, 3. Spalte) zu erkennen.
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1. GST-Flag-YFP-CD40L 2. CD40-CFP 3. Overlay

Abbildung 13: GST-Flag-YFP-CD40L erzeugt keine mikroskopisch sichtbaren

Rezeptorcluster von CD40-CFP

Hela-Zellen wurden entsprechend der Beschriftung entweder mit GST-Flag-YFP-CD40L oder CD40-
CFP transfiziert und dann fiir 45 min unter Standardbedingungen kokultiviert.

In der ersten Spalte erkennt man deutlich die Aggregation von GST-Flag-YFP-CD40L innerhalb der
Zelle (1. Spalte, weille Pfeile). Diese Strukturen finden sich nicht in der Rezeptorzelle wieder. Auch
bleibt die Verteilung des Rezeptors gleichmiBig (2. Spalte). Im Overlay von Ligand- und Rezeptorzelle
sind keine Kolokalisationen von CD40L und CD40 zu beobachten (3. Spalte). Somit handelt es sich bei
den Aggregaten des Liganden um die schon bei den Einzeltransfektionen beschriebenen
Eigenstrukturen.
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4.4.4 Analyse der Interaktion von GST-Flag-YFP-FasL (293-Zellen) und
Fas-CFP (Hela-Zellen des Wildtyps) in Kokultur

Im Gegensatz zum Konstrukt GST-Flag-YFP-CD40L konnte bei dem analog
aufgebauten Konstrukt GST-Flag-YFP-FasL eine Induktion von Rezeptorclustern
beobachtet werden. In Abbildung 14 werden exemplarisch drei Rezeptor-Ligand-
Zellpaare dargestellt, welche reprisentativ die in diesem Kokultur-Experiment
beobachtete Clusterbildung zeigen sollen. Deutlich wird anhand der in den beiden ersten
Abbildungsspalten dargestellten Zellen, dass es sich um keine Koexpression innerhalb
einer Zelle handelt. Die YFP-exprimierende Ligandzelle zeigt lediglich die gemeinsame
Clusterstrukur im CFP-Kanal des Mikroskops (Abb. 14, 2. Spalte). Umgekehrt findet
sich im YFP-Kanal auch nur der Clusteranteil der CFP-exprimiernden Rezeptorzelle
(Abb. 14, 1. Spalte). Wie man dem Overlay-Bild in der dritten Spalte der ersten Reihe
entnehmen kann, bilden die Ligandzellen die Clusterstruktur auch mit mehr als einer
Rezeptorzelle gleichzeitig aus (weille Pfeile).

Diese Clusterbildung wurde auch bei Koexpression von GST-Flag-YFP-FasL und Fas-
CFP innerhalb einzelner Zellen beobachtet. AuBerdem wurde dieser mikroskopische
Nachweis von Rezeptor-Ligand-Signalinteraktion erneut bei der Kokultur von FasL-
YFP-transfizierten 293-Zellen mit Fas-CFP-transfizierten Hela-Zellen vom Wildtyp
festgestellt (unpublizierte Daten von Dr. Frank Henkler PhD, nicht dargestellt).
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1.GST-Flag-YFP-FasL 2. Fas-CFP 3. Overlay

Abbildung 14: Clusterbildung bei der Interaktion von GST-Flag-YFP-FasL mit Fas-CFP

293-Zellen wurden mit GST-Flag-YFP-FasL transfiziert und unter Standardbedingungen mit Fas-
CFP transfizierten Hela-Zellen vom Wildtyp fiir 45 min kokultiviert. Die erste Spalte zeigt den YFP-
Kanal, die zweite Spalte den CFP-Kanal im Mikroskop.

Die gemeinsamen Signalkomplexstrukturen der Ligand- und der Rezeptorzelle sind jeweils in beiden
Kanilen des Mikroskops sichtbar, sie kolokalisieren folglich. In der dritten Spalte wurden jeweils die
beiden Bilder der ersten und der zweiten Spalte einer Reihe fusioniert. Dadurch werden die beiden
gemeinsamen Strukturen der Rezeptor- und der Ligandzelle deutlicher sichtbar gemacht (weille
Pfeile). GST-Flag-YFP-FasL ist in der Lage Rezeptorsignalkomplexe mit Fas-CFP zu bilden.
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5. Diskussion

5.1 Die Molekiilstruktur der Fusionsproteine von CD40L und FasL

Wie bereits eingangs in der Zielsetzung formuliert, sollten im Rahmen dieser Arbeit
membranstindige Formen des CD40L und des FasL hergestellt werden, die eine
genauere Untersuchung der durch sie induzierten Rezeptorsignalkomplexe ermdglichen.
Zu diesem Zweck wurden Fusionsproteine der Liganden hergestellt, die es gestatten, die
Rezeptor-Ligand-Interaktion in funktionellen Assays, durch Immunoprizipitationen und
Mikroskopie zu analysieren.

In den FACS-Analysen konnte nicht nur eine korrekte Expression der YFP-Doméne,
sondern auch die Lokalisation der Liganden an der Zelloberfliche nachgewiesen werden
(Abb. 5). In Kokultur-Assays konnte die Funktionalitit der GST-Fusionsproteine durch
die selektive Induktion von IL-8 in CD40- bzw. Fas-exprimierenden Zellen
nachgewiesen werden. Die Funktionstiichtigkeit der GST-Doméne wurde in den Pull-
down-Assays gezeigt. So wurde zum Beispiel einerseits eine Anreicherung von
Rezeptorkomplexen aus den Lysaten erzielt (Abb. 7), andererseits gelang auch der
Nachweis von TRAF2, einem CD40-bindenden Adapterprotein, in diesem Komplex
(Abb. 8). Die korrekte Funktion des Flag-Epitop wurde gleichfalls in
Immunopréazipitationen demonstriert. In mikroskopischen Untersuchungen konnte die
Interaktion der GST-Fusionsproteine mit dem korrespondierenden Rezeptor an der

Zelloberflache analysiert werden (Abb. 11-14).

5.1.1 Unterschiede der membranstindigen Form zu den loslichen

Varianten verschiedener TNF-Liganden

Die Liganden der TNF-Superfamilie werden zunichst als membranstindige Proteine
exprimiert. Durch Metalloproteasen konnen sie jedoch auch in 16sliche trimere Formen

 Wihrend membranstindige Formen der TNF-Liganden ihre

prozessiert werden.”
korrespondieren Rezeptoren aktivieren konnen, trifft das nicht fiir alle 16slichen
Varianten zu, obwohl sie ebenfalls zu Bindung an den Rezeptor fahig sind.

Beispielsweise kann sTNF den TNFR1 stimulieren, aber den TNFR2 nur unzureichend
aktivieren.® Ein dhnliches Verhalten konnte fiir den ,,TNF-Related Apoptosis-Inducing

Ligand*“ (TRAIL) gezeigt werden.
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Die natiirlich vorkommende 16sliche Variante von TRAIL kann zwar wie die
membranstindige Form TRAILR1 aktivieren, den TRAILR2 hingegen nicht.”

Hier ist eine artifizielle, sekundire Quervernetzung durch Antikorper erforderlich, um
eine dem membranstindigen TRAIL vergleichbare Aktivierung zu induzieren.””

Fiir den FasL konnte eine stirkere Einschrinkung des natiirlich prozessierten geldsten
Liganden nachgewiesen werden. Trotz Bindung an den Rezeptor fehlt ihm fast jegliche
Signalfdhigkeit, so dass er auch als Antagonist der membranstindigen Form des FasL
wirken kann.*® Wie schon am Beispiel fiir TRAIL beschrieben, konnen trimere 16sliche
TNF-Liganden durch sekunddre Multimerisierung in aktive Formen iiberfiihrt werden.
Gentechnisch hergestellte Hexamere oder hohergradig aggregierte Varianten des
16slichen FasL sind hochpotente Agonisten. Ahnliche Effekte konnen durch eine
sekundire Quervernetzung des 16slichen Liganden mit Antikorpern erzielt werden.”'
Die reduzierte Signalfdhigkeit des gentechnisch hergestellten, 10slichen trimeren
CD40L kann ebenso durch Multimerisierung verbessert werden.**

Auch wenn durch Herstellung artifiziell multimerisierter Liganden oder durch
sekundire, Antikorper-vermittelte Quervernetzung die Aktivitdt einiger TNF-Liganden
verbessert oder erst ermoglicht wird, bleiben doch erhebliche Unterschiede zu den
natiirlichen Prozessen der Rezeptor-Ligand-Interaktion bestehen. In der Natur findet die
Rezeptoraktivierung durch die Interaktion mit membranstindigen Liganden statt. Bisher
wurden aber liberwiegend die oben beschriebenen artifiziellen Reagenzien verwendet,
um die Signaltransduktion der TNF-Rezeptoren zu untersuchen. Die Identifikation
moglicher Unterschiede in der Signaltransduktion zwischen 16slichen Agonisten und

membranstidndigen Liganden ist ein Gegenstand der aktuellen Forschung geworden.

Als ein Beispiel fiir Unterschiede im Verhalten der 16slichen und der membranstandigen
Form eines TNF-Liganden gegeniiber seinem Rezeptor wird die Internalisierung des
Rezeptor-Signalkomplexes angefiihrt. Hierzu konnten Chen et al. 2006 zeigen, dass
sowohl agonistische Ak gegen CD40 als auch loslicher trimerer CD40L eine ziigige
Rezeptorinternalisierung induzieren. Der membranstdndige CD40L ruft hingegen eine
Clusterbildung des Rezeptors an der Zelloberfliche hervor und es konnte keine

vergleichbare Internalisierung gefunden werden.”
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Bei der weiteren Untersuchung intrazelluldrer Signalwege zeigten sich deutliche
Unterschiede in der Rekrutierung der mit CD40 interagierenden Proteine TRAF2 und 6.
In den Rezeptorzellen konnte iiberdies nur die membranstéindige Form des CD40L eine
Induktion von Interleukin-8 und ICAM-1 bewirken.”” Dieses Ergebnis deckt sich mit
der Beobachtung von Baccam et al., die anhand von B-Zellen demonstrierten, dass nur
die membranstdndige Form von CD40L in der Lage ist eine Interleukin-6-Produktion zu
induzieren. Losliche trimere Varianten oder agonistische Antikorper waren nicht dazu
fahig.”!

Neben der Moglichkeit einer unterschiedlichen Internalisierung durch 16sliche Liganden
und membranstindige Liganden, steht auch eine unterschiedliche Befdhigung der
diversen Ligandformen bei der Induktion von héhermolekularen Rezeptorclustern im
Zentrum der aktuellen Forschung.

Fiir den FasL fanden Henkler et al. 2005 heraus, dass nur der membransténdige Ligand
unabhingig vom cytoplasmatischen Teil des Rezeptors und unabhéngig von Caspase-8
und FADD die Fahigkeit besitzt, supramolekulare Cluster von hoher Stabilitit mit Fas
auszubilden.* Fiir die Stimulation des Fas-Rezeptors durch spezifische Antikorper oder
kiinstlich aggregierten 16slichen FasL wurde hingegen eine Abhingigkeit von Caspase-8
und FADD fiir die Ausbildung von Signalclustern gezeigt. Im zeitlichen Verlauf findet
bei diesen beiden Fas-Aktivatoren eine anschlieBende Aktinfilament-abhéngige
Rezeptorinternalisierung statt.”” Ein derartiger Prozess der Internalisierung ist fiir die
Interaktion mit dem membranstindigen FasL schwer vorstellbar und kann durch
zukiinftige Experimente mit den durch diese Arbeit zur Verfiigung gestellten,

membranstindigen Fusionsproteinen untersucht werden.

5.2 TRAF2 im memCD40L- induzierten Rezeptorsignalkomplex von
CD40/CD40L

5.2.1 Die Kinetik der Assoziation von CD40 und TRAF2

In Abbildung 8 ist ersichtlich, dass TRAF2 auch ohne vorherige Stimulation durch den
membranstindigen CD40L mittels GST-Fishing angereichert und im Westernblot durch
spezifische Antikorper nachgewiesen werden kann. Dies konnte zum einen durch die
nachtrégliche Bindung von CD40 und TRAF2 an den CD40L durch das Vermischen der

vorher getrennt lysierten Ligand- und Rezeptorzellen zur Herstellung der 0-Wert-
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Proben verursacht sein. Eine andere Erkldrung wire, dass TRAF2 bereits konstitutiv
ohne Stimulation durch memCD40L an CD40 bindet. Bekannt ist, dass eine konstitutive
Bildung von TRAF2 bis 6 in verschiedenen Zellen erfolgt.” Inwieweit eine Bindung
von TRAF2 an CD40 schon vor der Aktivierung des Rezeptors erfolgt, miisste durch
weitere Untersuchungen geklart werden. Dieses Bindungsverhalten kann hier nicht
eindeutig von einer methodischen Ursache abgegrenzt werden. Nach Brown et al. ist
TRAF2 eine Ubiquitinligase, die selbst polyubiquitiniert und durch das Proteasom
abgebaut werden kann. Dieser Mechanismus reguliert mdglicherweise die
Signaltransduktion von CD40.*® Fiir die in Abbildung 9 dargestellte transiente
Interaktion von TRAF2 mit dem Rezeptorsignalkomplex aus CD40/CD40L kénnte man
daher annehmen, dass die selbst induzierte Degradation die Abnahme von TRAF2 im
Signalkomplex nach 90 Minuten Kokultur erklédrt. Auch eine zeitabhidngige Losung des
Rezeptors von seinem Liganden konnte als Erkldrung herangezogen werden und miisste
durch den spezifischen Nachweis des CD40-Rezeptors im Signalkomplex

ausgeschlossen werden.
5.2.2 Regulation der TRAF2-CD40-Interaktion

In der Regulation der CD40-Signaltransduktion spielt ferner die Interaktion von TRAF1
mit TRAF2 eine groB3e Rolle. So konnte bisher gezeigt werden, dass TRAF1 an TRAF2
bindet und dadurch die Bindung von TRAF2 an CD40 beecintrichtigt. Dies fiihrt
beispielsweise zu verringerter NFkB-Aktivierung {iber CD40. In diesem
Zusammenhang wurde ein Modell vorgeschlagen, dass eine Regulation der CD40-
Signalvermittlung durch differentielle Interaktion mit unterschiedlichen TRAF2-
TRAF1-Komplexen vorsieht.

Insbesondere bei Vorliegen einer verstirkten Expression von TRAF1, zum Beispiel
nach einer TNF-Stimulation, konnte eine vermehrte Ausbildung von TRAF2-TRAF1-
Heterotrimeren beobachtet werden. Das Modell geht bei liberwiegend aus TRAF1
bestehenden Trimeren von einer geringeren Affinitit zum CD40-Rezeptor aus, so dass

kein stabiler Signalkomplex mit CD40 gebildet werden kann.’
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Abbildung 15: TRAF1-abhiingige Regulation der CD40-Signaltransduktion

Vgl. Figur 2F bei Fotin-Mleczek M. et al. in J. Biol. Chem. 2004:
Homotrimere von TRAF2 und heterotrimere Komplexe von TRAF2 mit TRAF1 fiithren
zu unterschiedlicher Signaltransduktion des CD40-Rezeptors.

In Abbildung 10 zeigen mit sTNF vorstimulierte SV80-CD40-Zellen eine reduzierte
TRAF2-Bindung an CD40 im Vergleich zu Rezeptorzellen, die keine Vorstimulation
erhielten. Als Erkldarung konnte das von Fotin-Mleczek M. et al. vorgeschlagene Modell
herangezogen werden. Die durch Vorstimulation mit sTNF iiber den NFkB-Signalweg
induzierte TRAF1-Expression wére demnach fiir die quantitative Abnahme der Bindung
von TRAF2 an den CD40/CD40L-Signalkomplex verantwortlich. Im Zusammenhang
mit der Regulation der TRAF2-vermittelten CD40-Signaltransduktion wurde 1996 auch
dem Protein A20 zusammen mit TRAF1 eine regulative Funktion zugewiesen. A20
wird ebenfalls NFkB-abhéngig induziert. Durch seine N-terminale Doméne kann es mit
TRAF2 und TRAFI interagieren. Seine C-terminale Doméne inhibiert schlielich die
NF«B-Aktivierung. ”’
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5.3 FasL- und CD40L-induzierte Rezeptorsignalcluster

Der mikroskopische Vergleich der durch 16sliche und membranstindige TNF-Liganden
induzierten Signalkomplexe ist Gegenstand der aktuellen Forschung. In Abbildung 11 A
und 11 B ist deutlich erkennbar, dass sowohl M2-quervernetzter Flag-markierter
16slicher CD40L als auch YFP-Fusionsproteine des membranstindigen CD40L in
Kokulturen eine Clusterbildung des CD40-Rezeptors induzieren konnen, was in der
Literatur mit der Aktivierung des Rezeptors gleichgesetzt wird.”> Das GST-
Fusionsprotein des membranstindigen CD40L konnte wider den Erwartungen jedoch
keine mikroskopisch sichtbaren Rezeptorsignalcluster induzieren, obwohl in den
vorausgegangenen Experimenten sowohl die korrekte Expression des Liganden an der
Zelloberfliache als auch seine funktionale Aktivitit durch CD40-vermittelte Interleukin-
8-Induktion und den Nachweis von TRAF2 im Signalkomplex gezeigt werden konnten.
Eine mogliche Erkldrung konnte eine geringere Expression des GST-Fusionsproteins an
der Zelloberfliche sein, so dass es zur Bildung mikroskopisch nicht sichtbarer
Mikrocluster kommt. Zum anderen wire auch ein vollstindiges Ausbleiben der
Clusterbildung denkbar, welches durch die Einfiihrung der GST- und Flag-Dominen
verursacht wiirde. Demnach wiirde die VergroBerung des zytoplasmatischen Anteiles
des CD40L zu einer sterischen Behinderung der Bildung von Ligandclustern fiihren,
welche konsekutiv eine Clusterbildung des Rezeptors verhindert. Aus der Literatur ist
bekannt, dass eine vorausgehende Clusterbildung des Liganden fiir das anschlieende
Rezeptorclustering notig ist.>> Das GST-Fusionsprotein von CD40L wire folglich in der
Lage trotz ausbleibender Rezeptorclusterbildung eine TRAF2-Rekrutierung an den
Rezeptor und eine NFkB-abhingige Genexpression von IL-8 zu induzieren. Das im
Aufbau analoge GST-Fusionsprotein des FasL war hingegen in der Lage
hochmolekulare Rezeptorsignalcluster zu induzieren (Abb. 14). Obwohl ein analog
aufgebautes Fusionsprotein Signalcluster erzeugt, kann man nicht mit Sicherheit
ausschliefen, dass die eingefiihrten Domidnen GST und Flag moglicherweise die
Clusterbildung bei CD40L verhindern. Die in Abbildung 11 gezeigten YFP-
Fusionsproteine des CD40L, von denen sich das GST-Fusionsprotein des CD40L
ableitet, waren zu einer sichtbaren Rezeptorclusterbildung fahig. Es bleibt daher in
nachfolgenden Experimenten zu kldren, warum das GST-Fusionsprotein des CD40L

keine mikroskopisch sichtbare CD40-Aggregation erlaubt.
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6. Zusammenfassung

TNF-Liganden liegen primir in membranstindiger Form mit trimerer Struktur vor und
die meisten von ihnen konnen sekunddr durch Metalloproteasen in 16sliche trimere
Liganden prozessiert werden. Wahrend membranstdndige Formen der TNF-Liganden
thre korrespondierenden Rezeptoren aktivieren konnen, sind die 16slichen Varianten
einzelner TNF-Liganden unterschiedlich aktiv beziehungsweise inaktiv an den
korrespondierenden Rezeptoren, obwohl sie ebenfalls zur Bindung in der Lage sind.
Dies konnte bereits in Studien fiir TNF und TRAIL gezeigt werden. Die Unterschiede
zwischen 16slichen Varianten und der membranstéindigen Form des Liganden betreffen
sowohl die Rezeptorselektivitdt als auch den Aktivierungsgrad am Rezeptor bis hin zu
volliger Inaktivitit der 16slichen Form. Unterschiede finden sich jedoch nicht nur
hinsichtlich der Aktivitit, sondern auch in der Interaktion des Liganden mit dem
Rezeptor. Fiir die membranstindige und die 16sliche Form von FasL konnten
Unterschiede in der Notwendigkeit intrazelluldrer Signalmolekiile bei der Ausbildung
Ligand-induzierter Rezeptorsignalcluster gezeigt werden. Fiir die 16sliche und
membranstindige Form des CD40L werden eine unterschiedliche
Rezeptorinternalisierung und eine unterschiedliche Rekrutierung von TRAF-Molekiilen
angenommen. Bisherige Arbeiten zur Untersuchung der Rezeptor-Ligand-Interaktion
stiitzen sich meist auf l9sliche Varianten von TNF-Liganden, die durch artifizielle
Multimerisierung oder Ak-induzierte Quervernetzung sekundér aktiviert werden
miissen. Um fiir die Untersuchung der Rezeptor-Ligand-Interaktion in Zukunft
realititsndhere Bedingungen zu schaffen, sollten im Rahmen dieser Arbeit
multifunktionelle Fusionsproteine des membranstdndigen FasL und CD40L hergestellt
und charakterisiert werden. Die Fusionsproteine wurden im Rahmen der Klonierung so
konstruiert, dass von der aminoterminalen Seite beginnend eine GST-Doméne, ein Flag-
Tag, ein YFP-Tag und abschliefend die vollstindige membranstindige Form des
Liganden (FasL oder CD40L) aneinander gefiigt wurden. In FACS-Analysen konnte
sowohl die Funktion des YFP-Tag als auch die korrekte Expression des Liganden an der
Zelloberfliche durch spezifische Antikorperfirbung nachgewiesen werden. Die

funktionelle Aktivitdt der Liganden wurde durch IL-8-Induktion gezeigt, die eine

52



Aktivierung des NFkB-Signalweges durch die GST-Fusionsproteine des
membranstindigen FasL und des membranstdndigen CD40L beweist.

Im Rahmen von Immunoprizipitationen wurde die Mdglichkeit der Detektion der
Fusionsproteine iiber ihr Flag-Tag getestet. Fiir das in GST-pull-down-Assays genauer
untersuchte membranstindige GST-Flag-YFP-CD40L-Fusionsprotein gelang eine
Koimmunoprizipitation mit dem im Rezeptorkomplex gebundenen TRAF2. Fiir dieses
in der Signaltransduktion des CD40 entscheidende Molekiil konnte seine transiente
Interaktion mit dem Rezeptorsignalkomplex sowie eine Verdnderung in der Assoziation
an den Rezeptor durch TNF-abhingige TRAFI1-Induktion gezeigt werden. Im
Zusammenhang der mit der Rezeptoraktivierung oftmals gleichgesetzten Bildung von
Rezeptorsignalclustern durch den entsprechenden TNF-Liganden war die Beobachtung
interessant, dass das Konstrukt GST-Flag-YFP-CD40L im Gegensatz zum analog
konstruierten GST-Flag-YFP-FasL nicht in der Lage war, Signalcluster des
korrespondierenden Rezeptors zu erzeugen, aber dennoch fdhig war, eine
Rezeptoraktivierung zu bewirken. Hinsichtlich der Untersuchung von Unterschieden in
der Rezeptor-Ligand-Interaktion von 16slichen und membranstindigen Formen sind fiir
FasL und CD40L noch viele Fragen offen, die beispielsweise auch die Stabilitdt von
Rezeptorsignalclustern betreffen. Die in dieser Arbeit erzeugten und charakterisierten
multifunktionellen Fusionsproteine sollten helfen, neue Erkenntnisse beziiglich der

molekularen Grundlagen der Rezeptor-Ligand-Interaktion zu erzielen.
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7. Abkiirzungen

Abb.
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