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1. Zusammenfassung

Seit mehr als zwei Jahrzehnten ist bekannt, dass nicht nur der Tumor Nekrose Faktor-
a (=TNF-a) sondern auch Lymphotoxin-a (=LTa) in Form von Trimeren an TNFR1 und
TNFR2 binden kann. Durch diese Fahigkeit an beide Rezeptoren zu binden, haben
diese zwei Liganden eine essentielle Rolle in der Entwicklung und dem Verlauf von
Autoimmunerkrankungen. Bereits mit Beginn der 1990er Jahren wurde gezeigt, dass
LTa nicht nur in Form von Homotrimeren vorliegt, sondern auch mit dem verwandten
TNF-Superfamilie Liganden Lymphotoxin B (=LTp) Heterotrimere bilden kann. Hierbei
lagern sich LTa und LTB in Form von LTa2B und LTaB> zusammen. Die initialen
Experimente mit diesen Heterotrimeren zeigten bereits Unterschiede von LTazp und
LTaB2. Wahrend LTaz wie LTa an den TNFR1 bindet, kann LTap> weder an TNFR1
noch TNFR2 binden und interagiert mit einem eigenen Rezeptor namens Lymphotoxin
B Rezeptor (=LTBR). Da bereits zwei Liganden (TNF und LTa) fur TNFR1 und TNFR2
bekannt waren, wurde LTa2p bis heute nicht weiter charakterisiert. LTaB2 hingegen
war lange Zeit der einzige bekannte Ligand fur den LTBR, weshalb die LTaf2-LTRR-

Interaktion ausfihrlich untersucht wurde.

Diese Arbeit fokusiert sich auf die Charakterisierung von LTa2B. Hierfur wurde die
einzige bekannte Eigenschaft aus den 90er Jahren von LTazB namlich die Bindung an
TNFR1 aufgegriffen und um die Rezeptoren TNFR2 und LTBR erweitert. Diese Arbeit
zeigt, dass LTazf nicht nur an den TNFR1, sondern auch an TNFR2 und schwach an
LTBR bindet. Trotz der asymmetrischen Bindestellen kann membrangebundenes
LTazf TNFR1 und TNFR2 nicht nur binden, sondern ist auch in der Lage diese zu
aktivieren. Diese Arbeit gibt erste Einblicke in die Komplexizitéat dieses Heterotrimers
indem gezeigt wird, dass LTa2f sowohl in seiner l6slichen als auch in seiner
membrangebundenen Form den TNFR1 aktivieren kann, wahrend der TNFR2 nur
durch das membranstandige LTaoB aktiviert wird. Aufgrund der aktivierenden
Eigenschaften von membranstandigem LTazB und LTaoB2 auf die murine (=mu)
Panc02-Zelllinie wird ein ersten Ausblick auf mégliche weitergehende Experimente in
mausbasierten Modellen gegeben. Die erzielten Ergebnisse zeigen, dass mit

membranstandigem LTa2B ein neuer TNFR2 Agonist gefunden wurde.



2. Summary

Since more than two decades it is known, that not only the Tumor Necrosis Factor-a
(=FTNF-a) but also lymphotoxin-a (=LTa) bind to TNFR1 and TNFR2. Because of their
ability to interact with both of these two receptors, the two ligands play a crucial role in
the development and persistence of autoimmune diseases. Already at the beginning
of the 1990th, it has been shown that LTa forms homotrimers but is also able to form
heterotrimers with the related TNF-Superfamily ligand lymphotoxin- (=LT). Thereby,
LTa and LTB associate to form LTazp and LTa2. Initial experiments already have
shown differences between LTa2f and LTaf.. While LTa2B can bind to TNFR1 like
LTa, LTaB2 can bind neither to TNFR1 nor to TNFR2 but interacts with its own receptor
called LTBR. Due to the fact that already two ligands (LTa and TNF) for TNFR1 and
TNFR2 were known, LTazB was not further characterized. Since LTap. was the only
known ligand for the LTBR, this LTap2-LTBR interaction was further and intensively

investigated.

This work is focused on LTaz3 and its characterization. For this purpose the initial and
only finding reported for in the 1990th namely the binding to TNFR1 were taken up and
expanded for the interaktion with TNFR2 and LTBR. The results of this work show that
LTa2B can not only bind to TNFR1, but also to TNFR2 and weaker to LTBR. Despite
its asymmetric binding sites, membrane bound LTazp was shown not only to bind, but
also to be able to activate TNFR1 and TNFR2. This work shows that LTa3 can activate
the TNFR1 receptor in its soluble and membrane bound form while TNFR2 can only
be activated by membrane bound LTa2f3. Due to the activating properties of membrane
bound LTazB and LTaB2 on murine (=mu) Panc02 cells a first outlook on further
experiments in mouse based models will be given. These findings show, that

membrane bound LTap is a new TNFR2 agonist.



3. Einleitung

3.1.Die Tumor Nekrose Faktor Superfamilie (=TNFSF)

Die Funktionalitat eines Organismus ist abhangig von einem sensiblen Gleichgewicht
aus aufbauenden und abbauenden Prozessen, welches durch ein komplexes und
stark reguliertes Netzwerk von Interaktionen und Signalkaskaden zustande kommt.
Wird dieses Netzwerk gestort und gerat in ein Ungleichgewicht, kann dies immense
Folgen fur Entwicklungsvorgange, immunregulatorische Prozesse und den Erhalt der
Gewebehomdostase haben oder zur Entwicklung von genetischen Erkrankungen oder
Autoimmunerkrankung fiihren, wie beispielsweise der experimentellen autoimmunen
Enzephalomyelitis (EAE) oder rheumatoide Arthritis (=RA) (*').

Eine wichtiger Baustein in diesem Geflecht sind die Zytokine der TNFSF. Bereits in
den 1960/70ern wurden die ersten Mitglieder dieser Gruppe entdeckt. Hierbei handelte
es sich um den Namensgeber, den Tumor Nekrose Faktor (=TNF) und kurz darauf das
Lymphotoxin-a (=LTa). Damals wurde herausgefunden, dass diese Liganden von
Makrophagen und Lymphozyten produziert werden und zur Lyse von bestimmten
Zelltypen, insbesondere von Tumorzellen fiihren (8°). Untersuchungen der
komplementéren Desoxyribonukleinsauren (=DNS) dieser zwei Proteine wiesen
signifikante Ahnlichkeiten auf, weshalb sie zu einer Superfamilie zusammengefasst
wurden (3%11). Nicht nur Liganden wie LTa und TNF &hneln sich, sondern auch ihre
Rezeptoren. Sie bilden die TNF-Rezeptor-Superfamilie (=TNFRSF) (121°).

3.2.Liganden der TNFSF

Aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften wurden seit der Entdeckung von TNF und
LTa bislang 17 weitere Liganden der TNFSF gefunden (1¢17). Die Liganden der TNFSF
besitzen eine charakteristische C-terminale Domane, welche aufgrund der Ahnlichkeit
zu TNF als TNF-Homologie-Domane (=THD) bezeichnet wird. Sie werden als
Transmembranproteine des Types Il exprimiert und liegen membrangebunden vor.
Diese Liganden kdnnen sich aufgrund ihrer THD zu Trimeren zusammenlagern. Die
THD férdert nicht nur die Trimerisierung, sondern vermittelt auch die Bindung an die
jeweiligen Rezeptoren (*%19). Die Proteine der TNFSF besitzen zwischen der
extrazellularen THD und der Transmembrandomane eine sogenannte ,stalk“-Region,
welche als Ansatzpunkt fur Metalloproteinasen dient. In diesem Bereich kdnnen die
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Transmembran-TNFSF-Liganden durch Proteinasen wie ADAM17 prozessiert
werden, so dass die Liganden auch in |6slicher Form vorliegen kénnen (Abbildung 3.1)
(?°-22), Dies ist fur den Grofteil der TNFSF-Liganden der Fall. Mit LTa ist jedoch auch
eine Ausnahme bekannt. Bei diesem Liganden &hnelt der N-Terminus einem
Signalpeptid. Deshalb findet die Prozessierung von membranstandigem zu léslichem
LTa sehr effizient statt. LTa kann daher nicht oder nur sehr schwer in seiner
membranstandigen Form detektiert werden, wodurch dieses Protein nur als l6slicher
Ligand bekannt ist (*®). Die Zusammenlagerung zu Trimeren wird durch die THD
vermittelt. Deshalb kénnen auch TNFSF-Proteine in ihrer l6slichen Form Trimere
bilden und an ihre jeweiligen Rezeptoren binden. Obwohl sowohl die
membrangebundene, als auch die |8sliche Form der TNFSF-Liganden an TNFRSF-
Rezeptoren binden konnen, konnen die unterschiedlichen Ligandenformen

verschiedene Auswirkungen auf die Rezeptoraktivierung haben.

Extrazellulare
Doméne

Spaltungp STALK __Spaltung

........................................................

Transmembran-
doméne

Intrazellulare
L Domane

Abbildung 3.1: Liganden der TNFSF

Einzelne Ligandenprotomere (blau) kénnen sich zu Trimeren zusammenlagern. Spaltung der
THD von der Transmembrandoméne findet in der ,STALK" Region durch Metalloproteinasen
statt. Ldsliche Ligandenprotomere kénnen auch als Trimere vorliegen.

3.3.Rezeptoren der TNFRSF
Interaktionspartner der Liganden der TNFSF sind die Rezeptoren der TNFRSF (19).
Heutzutage sind 29 verschiedene Rezeptoren der TNFRSF im menschlichen Genom
bekannt. Extrazellular zeichnen sich diese Rezeptoren durch ihre konservierten
cysteinreichen Domanen ,cysteine rich domain“ (=CRD) aus. Hierbei unterscheiden
sich die einzelnen Rezeptoren anhand ihrer Wiederholungen an CRD. Die Rezeptoren
der TNFRSF besitzen 1-4 CRD-Wiederholungen. Eine Ausnahme ist CD30, welches
je nach Publikation 5 oder 6 CRD besitzt (Abbildung 3.2) (362425 Mit Hilfe der CRD-
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Module kdnnen die Rezeptoren an ihre jeweiligen Liganden binden und mit ihnen
interagieren.

extrazellulare Einheit
CRD Modul
bekannte Langen 1 - 6 Wh.

0
o

; ; ; ; ; i E;E é E; E Eéé E;E; E E; E;E; Transmembranbereich

I——] I——l r—l I——l intrazellulare Einheit

DD, Tbs oder nicht vorhanden
BaffR TACI CD27 4-1BB CD30 CD30

BCMA EDAR CD40 (Bodmer et (Nagata et
Fn14 FAS DCR3 al2002) al2005)
GITR DR6
RELT HVEM
TRAILR1 LTBR
TRAILR2 NGFR
TRAILR3 OPG
TRAILR4 OX40
TROY RANK
XEDAR TNFR1

TNFR2
TRAMP

Abbildung 3.2: CRD-Module der TNFRSF

Schema der unterschiedlich langen extrazellularen CRD. Der Grof3teil der TNFR kodieren flr
drei oder vier CRD. Die Rezeptoren sind ihren jeweiligen CRD-Wiederholungen zugeordnet.

Ein Grol3teil dieser Rezeptoren wird in Form von Transmembranproteinen des Types
1 exprimiert, jedoch sind mit den Rezeptoren ,B-cell activating factor receptor®
(=BaffR), ,Transmembrane activator and CAML interactor (=TACI), ,,B-cell maturation
antigen® (=BCMA) und ,X-linked ectodysplasin-A2 receptor® (=XEDAR) auch
Ausnahmen bekannt, welche als Transmembranproteine des Typs 3 vorliegen ().
Transmembranproteine des Types 1 besitzen eine extrazellularen N-Terminus und
einen intrazellularen C-Terminus wahrend die Transmembranproteine des Types 2
kein Signalpeptid besitzen (%*¢). Rezeptoren der TNFRSF sind jedoch nicht nur
membranstandig, sondern koénnen wie ihre Liganden durch proteolytische
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Prozessierung oder alternatives Splei3en auch in l6slicher Form vorliegen.
Ausnahmen sind hierbei die Rezeptoren Osteoprotegerin (=OPG) und ,Decoy
Receptor 3“ (=DcR3), welche aufgrund einer fehlenden Transmembrandomane nur als
l6sliche Rezeptoren vorkommen (1¢). Anhand ihrer intrazellularen Funktion und
Struktur kbnnen die Rezeptoren der TNFRSF in drei Untergruppen unterteilt werden.
Zum Einen die ,Decoy“-Rezeptoren, welche wie OPG oder DcR3 keine
Transmembrandomane und keine intrazellulare Funktionalitat besitzen. Diese kénnen
jedoch als Regulatoren von anderen TNFRSF-Rezeptoren fungieren. Zum Anderen
die Gruppe der Todesrezeptoren, welche durch ihre intrazellulare Protein-Protein-
Interaktionsdomane, die sogenannten Todesdomanen (,death domain® = DD), mit
anderen Proteinen mit einer DD interagieren kénnen. Diese Rezeptoren sind nicht nur
in der Lage den Zelltod zu induzieren, sondern spielen unter anderem auch eine Rolle
in inflammatorischen Prozessen. Der grof3te Teil der TNFRSF bildet jedoch die Gruppe
der TNF Rezeptor assoziierten Faktoren (=TRAF)-interagierenden TNFRSF-
Rezeptoren. Abhéngig vom jeweiligen Rezeptor konnen diese bis zu drei
Bindungsstellen (,TRAF binding site“ = Tbs) flir Adapterproteine der TRAF-Familie
besitzen und zeichnen sich durch ihre prominente Rolle in proinflammatorischen

Signalwegen aus (Abbildung 3.3) (*9).
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< | (|« < [ |« < | ¢ [«Spaltung

QLN

O[op]P THTpspS

l 11 11 1

Todesrezeptoren Decoy-Rezeptoren =~ TRAF-interagierende Gruppe
Rezeptoren
Zelltod <— Regulation—» Inflammation Funktion
Inflammation
CD95 DcR3 BAFFR 0OX40 Mitglieder
DR3 OPG BCMA RANK
DR6 TRAILR3 CD27 RELT
EDAR TRAILR4 CD30 TACI
NGFR CD40 TNFR2
TNFR1 Fn14  TRAILR4
TRAILR1 GITR XEDAR
TRAILR2 HVEM 4-1BB
LTBR
Abbildung 3.3: Untergruppen der TNFR

Rezeptoren sind abhangig von ihrer intrazellularen Domane in Todesrezeptoren mit ihrer
Todesdoméne und den TRAF-interagierenden Rezeptoren mit ihrer Ths unterteilt. Decoy-
Rezeptoren besitzen keine intrazellulare Domane oder liegen nur als l6sliche Rezeptoren vor.
Angriffstellen fir die Prozessierung von membranstandig zu l6slichen Rezeptoren in der Stalk-
Region sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Wahrend Todesrezeptoren mit dem Zelltod und der
Inflammation assoziiert werden, sind die TRAF-interagierenden Rezeptoren kennzeichnend
fur die inflammatorischen Immunantwort. Decoy-Rezeptoren haben eine regulatorische
Funktion inne.

3.4.Aufbau und Interaktion des Liganden/Rezeptoren-Komplex
Die Interaktion zwischen Liganden und Rezeptoren kommt durch den
dreidimensionalen Aufbau der THD-Strukturen der Liganden und der CRD der
Rezeptoren zustande. Die Bindung zwischen Liganden- und Rezeptormolekilen
verlauft nach dem Schlissel-Schloss-Prinzip, welches die Bildung eines

Proteinkomplexes aufgrund von schwachen nicht-kovalenten Wechselwirkungen
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beschreibt. Aufgrund dieser Wechselwirkungen konnen nicht alle Proteine
untereinander Komplexe bilden. Der Aufbau und die Stabilitat der Komplexe sind von
der Tertiarstruktur der einzelnen Proteine abhéngig. Durch ihre dreidimensionale
Struktur/Faltung bilden Proteine Furchen und Taschen aus, wodurch nur die Bindung
von den adequaten Partnern bewerkstelligt werden kann (?7).

Die THD der TNFSF-Liganden bestehen aus 150 Aminosauren, die eine
Sequenzéhnlichkeit von 25-30 % zueinander aufweisen. Die Aminosauresequenzen
der THD bilden zehn [B-Strdnge, wobei sich jeweils fuinf von ihnen zu einem
antiparallelen, Ziehharmonika-ahnlichen (-Faltblatt zusammenlagern. Durch
Ubereinanderlagerung formen diese beiden Faltblatter ein B-Sandwich mit einer ,jelly
roll“-Faltung. Ein Grof3teil der konservierten Aminosauren besteht aus aromatischen
und hydrophoben Aminosauren, welche innerhalb der TNFSF konserviert sind. Reste
dieser Aminosauren bewerkstelligen die Zusammenlagerung der einzelnen
Tertriarstrukturen zu Trimeren, indem die Bindung der einzelnen THD durch die innen
liegenden Faltblatter (A, A, H, C und F) bewerkstelligt wird. Die Aminosauren der
aullen liegenden Faltblatter (Bf, B, D, E und G) sind nicht konserviert und sind fir die
Interaktion mit den CRD der Rezeptoren zustandig (Abbildung 3.4) (16:17:28),

A B

Abbildung 3.4: Aufbau der TNF THD

(A) Schematisch dargestellt sind die exprimierten 3-Faltblatter (dargestellt als Pfeile) der THD
von LTa mit der Reihenfolge A, A', B, B, C, D, E, F, G, H. (B) Die Tertiarstruktur der THD von
LTa zeigt die schematische Zusammenlagerung der B-Faltblatter zu einem [B-Sandwich mit
einer ,jelly roll“-Faltung. Als Grundlage dieser Abbildung diente die Interaktion PO1375 aus der
Datenbank UniProtKB.

Aufgrund dessen, dass sich die auf’en liegenden Faltblatter voneinander

unterscheiden, kann die Bindung an unterschiedliche Rezeptoren gewahrleistet
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werden. Die Zusammenlagerung der THDs fuhrt zu einer Quartarstruktur des Trimers,
welche dem Erscheinungsbild einer umgedrehten Pyramide gleicht. Hierbei bilden die
Kontaktstellen benachbarter THDs Furchen, die als Interaktionsstelle fur bestimmte
CRD eines Rezeptormolekils fungieren. Trimere bilden durch ihren strukturellen
Aufbau somit drei Interaktionsstellen, welche die Bindung von drei Rezeptormolekilen
ermoglichen. Bei Besetzung aller mdglichen Interaktionsstellen fuhrt dies zu einer

Stochiometrie von 3:3 (Ligandenmolekule : Rezeptormolektle) (16:17).

Waéhrend die Liganden strukturell ein relativ einheitliches Erscheinungsbild aufweisen,
ist dies fur ihre Rezeptoren nicht der Fall, da diese sich mit ihren unterschiedlichen
CRD-Wiederholungen stark unterscheiden. Nichstdestotrotz besitzt die Gruppe der
TNFRSF auch strukturelle Gemeinsamkeiten. Einzelne CRD bestehen aus jeweils
zwei unterschiedlichen Modulen. Bis dato konnten die bekannten Module aus
kristallografischen Untersuchungen in A-, B-, C-, D- oder N-Module untergliedert
werden, welche sich in der Lange der Aminoséuresequenz und der daraus
resultierenden Tertiarstruktur unterscheiden (2°-3132), A-Module bestehen aus drei
kurzen B-Strangen, welche durch Disulfidbriicken zwischen den Strangen eine
charakteristische C-Struktur aufweisen. Aminosauresequenzen der B-Module
kodieren flr drei anti-parallele B-Stréange, die durch ihre Disulfidbriicken eine typische
S-Struktur ausbilden. C- und N- Module weisen Ahnlichkeiten mit dem B-Modul auf,
sind innerhalb der TNFRSF jedoch nur selten vertreten und noch nicht ausfuhrlich
untersucht (2°-31). Die unterschiedlichen Aminosauresequenzen fiihren nicht nur zur
Untergliederung in verschiedene Module sondern kénnen auch dazu fuhren, dass die
enthaltenen Disulfidbriicken innerhalb eines Moduls variieren. Hierdurch werden die
Module in die Gruppen eins und zwei unterteilt, wodurch angegeben wird ob das Modul
eine oder zwei Disulfidbriicken besitzt. Die unterschiedliche Anzahl der
Disulfidbriicken hat jedoch keinen Einfluss auf die resultierende Struktur des Moduls.
Am haufigsten vertreten in der Gruppe der TNFRSF sind Kombinationen aus den
Modulen A und B in Form von A1B2 und A2B1 (*9).

Kristallstrukturanalysen unter anderem aus dem Ligand/Rezeptor-Komplexen von
LTa/TNFR1 (Abbildung 3.5), LTaB2/LTBR, ,Cluster of Differentitation“ (=CD)40L/CD40,
OX40L/OX40, ,Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing Ligand®
(FTRAIL)/TRAILR2, ,Receptor Activator of NF-kB“ Ligand (=RANKL)/RANK, ,TNF
ligand 1A* (=TL1A)/DcR3, LIGHT/DcR3, Baff/BaffR, BafffBCMA, ,a proliferation-
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inducing ligand® (=APRIL)/TACI und APRIL/BCMA zeigten, dass jede
Interaktionsstelle der Ligandentrimere durch CRD eines Rezeptormolekiils besetzt

werden (303342,

CRD1
THD CRD2 | .
C
9
g2
CRD3 | £38
CRD4
Abbildung 3.5: Interaktion LTa-TNFR1-Protomere

Dargestellt sind die schematischen Tertriarstrukturen der THD von LTa und der extrazellularen
CRD eines TNFR1-Molekils. Der Interaktionsbereich zwischen der THD und dem
Rezeptormolekdl ist im Bereich der CRD2 und CRD3 angedeutet. Als Grundlage dieser
Abbildung diente die Interaktion P01374 aus der Datenbank SWISSMODEL.EXPASY.

Strukturelle Vergleiche der LTa/TNFR1- und CD40L/CD40-Komplexe konnten zwei
Bereiche identifizieren, in denen die Rezeptoren an die Liganden binden. Ein Bereich
(Bereich A) befindet sich zwischen dem zweiten Modul der CRD zwei und der CRD
drei, welche mit den Strangen D, E und G, sowie den Schleifen C-D, E-F und G-H des
Liganden interagieren. Im zweiten Bereich (Bereich B) interagieren die CRD eins und
das erste Modul der CRD zwei mit dem A’, B'-, E-Strang und den A'-B‘-, D-E-Schleifen
des Liganden (Abbildung 3.6) (16-33).
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Abbildung 3.6: Aufbau und Bindestellen des CD40L-Trimers

(A) Schematisch dargestellt ist die Zusammenlagerung von drei CD40L-Protomeren in den
Farben Schwarz, Blau und Rot mit der Lokalisation der einzelnen B-Faltblétter im ,jelly roll“ —
Sandwich in Form einer Ellipse. (B) Schematische Aufsicht der Kontaktflache zwischen zwei
THDs. Dargestellt in Blau- und Schwarzténen. Bereich A-Interaktionsstellen sind mit griinen
Pfeilen markiert, wahrend schwarze Pfeile die Interaktionsstellen des Bereichs B mit dem
Rezeptormolekil kennzeichnen.

Wahrend Bereich B fir TNFR1 und CD40 stark homolog ist, sind die Bereiche A des
TNFR1 und CD40 unterschiedlich zueinander. Dies zeigt sich insbesondere in der
Verteilung der Kontaktflache mit dem Liganden. Die Interaktion von LTa/TNFR1 weist
eine gleichmaiige Verteilung der Bindung zwischen dem Rezeptormolekil und den
zwei Ligandenmolekilen auf. Fir CD40 wurde jedoch gezeigt, dass die CRD
hauptsachlich nur mit einem der beiden involvierten Ligandenmolekiile interagiert (33).
Auch fur die Paarung Apo2L/TRAILR2 wurden diese Bereiche als Interaktionsflachen
gefunden. Hierbei zeigte sich eine starke Homologie mit dem Bereich B zu den
LTa/TNFR1- und CD40L/CD40-Komplexen (). Fur den Proteinkomplex aus OX40L
und OX40 wurden zusatzlich zu den Kontaktbereichen zwischen der CRD2 und CRD3

auch Kontaktbereiche der CRD1 mit dem Ligandentrimer gefunden (%6).

Ein Grofteil der Kristallstrukturanalysen beschaftigt sich mit TNFL/TNFR-Komplexen
von Rezeptoren mit drei oder vier CRD wie z.B. LTa/TNFR1, LTaB2/LTBR,
CD40L/CD40, OX40L/OX40, TRAIL/TRAILR2 (3033343640) Djese Analysen zeigen
Interaktionsbereiche der Liganden mit den CRD zwei und drei der Rezeptoren so zum
Beispiel bei den Interaktion von RANKL mit RANK und TL1A oder LIGHT mit DcR3
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(323843-45)  Ausnahmen wurden mit den Paarungen CD160/,Herpesvirus entry
mediator” (=HVEM) und ,B- and T-lymphocyte attenuator” (=BTLA)/HVEM aber auch
nachgewiesen. Hier bindet HVEM nur mit seiner CRD1 an die Bindungspartner, die
allerdings nicht zur TNFRSF gehoren (4647). Die Rezeptoren BCMA, BaffR oder TACI
besitzen nur zwischen einer halben und zwei CRDs (324%). Trotz ihrer geringeren
Anzahl an CRD besitzen diese Rezeptoren eine vergleichbare Bindungsaffinitat zu
ihrem Ligand wie andere TNFSF-TNFRSF Paarungen (*348). Die Interaktion zwischen
Ligandentrimer und Rezeptormolekilen hat nicht nur Einfluss auf ihre Konformation,
sondern auch durch ihre intrazellularen Domanen auf die Weiterleitung von Signalen.

Auf diese Signalwege wird im nachsten Kapitel naher eingegangen.

3.5. Aktivierung von Rezeptoren der TNFRSF
Nicht gebundene Rezeptormolekile kénnen als Monomere oder auch als Di- oder
Trimere vorliegen. Die Zusammenlagerung von Rezeptorprotomeren kann durch
kovalente Cysteinbriicken oder durch nicht-kovalente Interaktionen spezifischer
Bereiche, welche nicht in die Bindung an den Liganden involviert sind, zustande
kommen (*°). Einer dieser Bereiche ist die sogenannte ,pre-ligand assembly domain®
(=PLAD), die die erste CRD der meisten TNFR umfasst und keinen direkten Einfluss
auf die Bindung von Liganden besitzt (°°). Neben der PLAD sind auch Bereiche in der
Transmembrandoméane oder dem C-terminalen Ende der Rezeptoren bekannt, welche
zur Zusammenlagerung von TNFRSF-Rezeptoren beitragen kénnen (°1°2). Trotz der
Zusammenlagerung von TNFRSF-Rezeptoren zu Trimeren oder Oligomeren fuhrt dies
nicht zur Aktivierung TNFR-assoziierten Signalwege. Hierfur ist die Bindung der
dazugehorigen Ligandentrimere notwendig, wodurch eine Konformationsveranderung
der intrazellularen Bestandteile der Rezeptorenprotomere zustande kommt und/oder
auch der trimere Rezeptorkomplexe stabilisiert wird. Die Bindungsaffinitaten von
TNFSF-Liganden fur TNFRSF-Rezeptoren sind signifikant hoher als die der PLAD-
PLAD-Interaktion, wodurch sich das Gleichgewicht zwischen PLAD-PLAD
Interaktionen und Liganden/Rezeptoren-Komplexen auf die Seite der Rezeptor-

Ligand-Bindung verschiebt (1°:53:54),

Durch die Beschaffenheit ihrer THD formen die Liganden der TNFSF I6sliche, als auch
membranstandige Trimere und kénnen mit hoher Affinitdt mit den Rezeptoren der
TNFRSF interagieren. Die Rezeptoren kdnnen neben der Untergliederung anhand
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ihrer intrazellularen Doméane auch durch ihre Antwort auf die Bindung von
membranstandigen und l6slichen Liganden unterteilt werden (Abbildung 3.7). Zum
Einen die Rezeptoren der Kategorie 1, welche durch die Bindung l6slicher
Ligandentrimere aktiviert werden. Hierzu gehoren u.a. TNFR1, LTBR oder DR3. Zum
Anderen die Rezeptoren der Kategorie 2, welche zwar mit hoher Bindungsaffinitat mit
I6slichen Trimere interagieren, aber kaum aktiviert werden, sondern nur durch die
membransstandige Variante des Liganden. Durch ihre Verankerung in der Membran
zeigen membranstandige Liganden eine verringerte Mobilitdt und kénnen in einer
vergleichsweise hohen Anzahl im Kontaktbereich zweier Zellen vorliegen. Dies hat
eine sekundare Aggregation von Trimeren zur Folge (*°). Diese zweite Gruppe umfasst
den Grol3teil der signalfahigen TNFRSF, wie 4-1BB, CD27, CD40, CD95, ,Fibroblast
growth factor-inducible® (=Fn14), OX40 oder auch den TNFR2. Interessanterweise
konnen diverse TNFSF-Liganden wie u.a. TNF, LTa oder Baff an mehrere Rezeptoren
binden. So binden TNF oder LTa sowohl an TNFR1 als auch an TNFR2, wahrend Baff
mit BaffR, BCMA und TACI interagiert. LTa aktiviert aufgrund seiner loslichen Form
nur den TNFR1, wohingegen TNF, als Membran-TNF, Rezeptoren beider Kategorien
stimulieren kann. TNFR1 kann sowohl durch die l6slichen, als auch durch die
membrangebundenen Trimere aktiviert werden, TNFR2 jedoch nur durch die

membranstandige Form (°°-°7),
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Abbildung 3.7: Aktivierungsschema der TNFR-Kategorien

Ligandenprotomere liegen in der Membran als Monomere vor. Durch Formung von Trimeren
in membransstandiger oder l6slicher Form kommt es zur Interaktion mit Rezeptormolekilen
und deren Aktivierung. Rezeptoren der Kategorie 1 (gelb) wie z.B. TNFR1 kénnen durch
I6sliche, als auch membranstandige Ligandentrimere aktiviert werden. Eine Aktivierung der
Rezeptoren der Kategorie 2 (grin) kann nur durch membranstandige Ligandentrimere
bewerkstelligt werden, jedoch kdnnen losliche Trimere binden und den Rezeptor blockieren.
Sowohl Kategorie 1, als auch Kategorie 2 Rezeptoren enthalten Todesrezeptoren, als auch
TRAF-interagierende Rezeptoren. Die jeweilige intrazelluldre Doméne wurde mittels ,ID*
angedeutet.

Durch zusatzliche natirlich vorkommende N-terminale Bindungsstellen oder
gentechnisch  eingebrachte Membranverankerungsdomanen kénnen |dsliche
Liganden auch in einer membran-assoziierten Form vorliegen und dadurch ihre
Wirkungsweise so verandern, dass sie der natlrlichen aktiven membranstandigen
Ligandenform entsprechen (#°). Dies kann wie bei dem Ligand APRIL durch
Bindungsstellen fiir Proteoglykane (°8°°) oder wie bei CD95L fir Fibronektin (69-61)
zustande kommen. Hierbei werden die l6slichen Liganden an den N-terminalen
Bindungsstellen gebunden und erhalten somit einen ,membranstandigen® Status,

wahrend die C-terminalen THD weiter mit den TNFRSF-Rezeptoren interagieren kann.
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Oligomerisierungen von Trimeren konnen jedoch auch ohne zusatzliche
Bindungsstellen zustande kommen. So wurde fur CD95L gezeigt, dass die

Aggregation an Trimeren auch durch Oxidation stattfinden kann (5462).

Neben der Bindung an die Liganden und der daraus resultierenden
Konformationsanderung der Rezeptormolekiile spielen auch die nachgeschalteten
Proteine der Signalwege eine Rolle. Die sekundare Aggregation von zwei oder
mehrerern Ligandentrimer/Rezeptoren-Komplexen ist notwendig, um eine aktive
Weiterleitung des Signals durch die Sinalkaskade der TNFR der Kategorie zwei zu
gewadhrleisten. Fir diese TNFR ist dies durch die Bindung von membranstandigen
Ligandentrimeren moglich. Rezeptoren der Kategorie eins kdnnen bereits durch
Interaktion mit I6slichen Ligandentrimeren aktiviert werden. Anhand von Vergleichen
von TNFR1 und TNFR2 wurde herausgefunden, dass die STALK-Region fir die vom
Liganden unabhangige lokale Anreicherung der Rezeptormolekile in der Membran
verantwortlich ist. Wahrend sich die TNFR1-Rezeptoren zusammenlagern kénnen und
durch Igsliches TNF aktiviert werden, verhindert der STALK-Bereich des TNFR2 diese
Zusammenlagerung. Deswegen kann der TNFR2 nur durch membranstandiges TNF
aktiviert werden (®%). Aktivierungen von Todesrezeptoren wie TNFR1 oder von TRAF-
interagierenden Rezeptoren wie TNFR2 durch ihre Liganden bewirken die
Signalinduktion des NFkB-Systems (2%:6465),

3.6.Homo- und Heterotrimere
Wegen der konservierten Aminosauren der inneren B-Faltblatter der THD der TNFSL
ist es nicht verwunderlich, dass diese nicht nur Homotrimere, sondern in seltenen
Fallen auch Heterotrimere bilden kénnen. Die Bildung von Heterotrimeren fihrt
aufgrund der aufR3en liegenden B-Faltblatter und der Trimerbildung zwangslaufig zu
einer asymmetrischen Struktur. Wahrend Homotrimere jeweils dreimal dieselbe
Interaktionsflache besitzen, fuhrt die Bildung von Heterotrimeren zu unterschiedlichen
Interaktionsstellen. Da durch die Trimerisierung ein Verhaltnis von 1:2 oder 2:1 von
Ligand A zu Ligand B besteht, bleibt jeweils eine Bindungsstelle des Homotrimers
bestehen. Die Kontaktflachen zwischen Ligand A und Ligand B fuihren jedoch zu zwei

unterschiedlichen heteromeren Interaktionsflachen (Abbildung 3.8) (#0-66-68),
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Abbildung 3.8: Interaktionsflachen von Homo- und Heteromeren

Liganden der TNFSF zeichnen sich durch ihre Trimerbildung durch die THD aus. Bei der
Trimerisierung eines Homotrimers entsteht dreimal dieselbe Interaktionsflache fir jeweils eine
CRD des Rezeptors. Bei der Bildung von Heterotrimeren entstehen aufgrund der Asymmetrie
drei  unterschiedliche Interaktionsflachen. Neben der originalen  homomeren
Interaktionsflachen besitzt sowohl das Heterotrimer A;B;, als auch das Heterotrimer A;B; die
Interaktionsflachen A-B und B-A und somit nur eine bekannte Interaktionsflache fir das
Rezeptormolekal.

Eine solche Bildung von Heterotrimeren wurde bereits in den 1990er Jahren mit den
Liganden Lymphotoxin a und Lymphotoxin 8 gefunden. LTa bindet an den TNFR1 und
TNFR2 wahrend LTB hingegen instabil und funktionell inaktiv ist (67). Durch die
Bildung der Heterotrimere LTazB und LTaf2 kann LTa auch als membranstandiger,
heterotrimerer Ligand wirken (236:69.71)  Der unterschiedliche strukturelle Aufbau der
Heteromere zeigte sich bereits bei den ersten Untersuchungen. Wéhrend eine
Bindung von LTa2f an den TNFR1 nachgewiesen wurde, zeigte LTaB> keinerlei
Interaktion mit TNFR1 oder dem zweiten Interaktionspartner von LTa, dem TNFR2.
Jedoch wurde mit dem LTBR ein eigenstandiger Rezeptor flr das Heterotrimer LTaf32
entdeckt. Da fir lange Zeit LTap: als einziger Ligand fur den LTBR galt, wurde diese
Rezeptor-Ligand-Paarung ausfuhrlich erforscht. Fir LTa2p war dies jedoch nicht der
Fall. In den 90er Jahren waren mit LTa und TNF bereits zwei Liganden fir den TNFR1
(und den TNFR2) bekannt, wodurch die Charakterisierung von LTa2f nicht

weitergefuhrt wurde. Fiur dieses Heterotrimer ist bisher bekannt, dass es an den
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TNFR1 und den LTBR bindet (*°). Jedoch wurde nicht untersucht, ob LTax auch eine
aktivierende Wirkung besitzt.

Mittlerweile wurden weitere stabile Heterotrimere gefunden. So wurde nachgewiesen,
dass Baff mit APRIL oder dem ,TNF-related weak inducer of apoptosis® (=TWEAK)
Trimere bilden kann. So zeigten Roschke und Kollegen 2002, dass Baff mit APRIL
funktionell aktive Heterotrimere bilden kann. Diese konnten unter anderem in Seren
von Patienten mit systemischen immun-basierten rheumatischen Erkrankungen wie
SLE, RA, Reiter's Syndrom detektiert werden (7>7%). Bei diesen Heterotrimeren zeigte
sich, dass das BAA-Heterotrimer (ein Baff- und zwei APRIL-Protomere) an BCMA und
TACI, jedoch nicht an den BaffR bindet. Fur das ABB-Heterotrimer (ein April- und zwei
Baff-Protomere) konnte eine Bindung an BCMA, TACI und eine schwache Bindung an
BaffR nachgewiesen werden (%°).

Fur die Bildung von Baff/ TWEAK-Heterotrimeren reichte bereits eine Mutation (=mut)
im Genom aus. Die Veranderung der Aminoséaure an der Stelle 145 von Arginin zu
Cystein. Diese Aminosaure ist im konservierten Teil der THD lokalisiert, welche fur die
Trimerisierung und die Rezeptorbindung notwendig ist. Durch die Veranderung der
Aminosaure zu Cystein kann TWEAK(mut) eine zusatzliche Disulfidbriicke zu
ahnlichen THD formen. Im Falle von Baff fihrt dies zu einer Verminderung der Baff-

induzierten p100 Prozessierung ("4).

3.7.Das Homotrimer LTa, das Heterotrimer LTaB, und die Interaktion mit
ihren Rezeptoren

In den 90er Jahren wurden die Interaktionen von LTa mit TNFR1 und TNFR2
nachgewiesen. Aufgrund der unter anderem essentiellen Rolle von TNFR1 und TNFR2
bei der Zellproliferation, der Regeneration oder der Inflammation (+2°7>7¢), wurden die
Interaktionen nicht nur von TNF sondern auch von LTa mit diesen Rezeptoren
ausfuhrlich untersucht. Ein Meilenstein der Erforschung der Interaktion von
Rezeptoren und Liganden der TNFSF war die erste Kristallstrukturanalyse eines
solchen Proteinkomplexes in Form von der Bindung zwischen LTa und TNFR1 (3%).
Die daraus gewonnenen Erkenntnisse uber die Quartarstruktur aus LTa und TNFR1
stellten die Grundlage fir den symmetrischen Aufbau des Liganden/Rezeptor-
Komplexes, bei dem drei Rezeptormolekiile an ein Ligandentrimer binden und im Falle

von TNFR1 ihn auch aktivieren kann. LTaf2 besitzt aufgrund des heterotrimeren,
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asymmetrischen Aufbaus keine drei gleichen Interaktionsflachen. 2013 zeigten
Sudhamus und Kollegen, dass LTaB2> an seinen Rezeptor LTRR Uber zwei
Interaktionsflachen gebunden ist und die Bindung von zwei LTBR-Protomeren fir eine
Aktivierung des NFkB-Signalweges ausreicht. Bei diesen zwei aktiven
Interaktionsflachen handelt es sich zum Einen um die homomere bb'-
Interaktionsflache und zum Anderen um die heteromere ab-Interaktionsstelle. Trotz
unterschiedlicher Bindungsaffinitat an die unterschielichen Interaktionsflachen mussen
beide Bindungsflachen belegt sein, um eine Aktivierung starten zu kénnen (49).

3.8.NFkB-System

Transkriptionsfaktoren der NFkB-Familie sind fur die Regulation von Genen zustandig,
die mit physiologischen und pathologischen Prozessen assoziiert sind. Die NFkB-
Familie besteht aus den funf Mitgliedern p50, p52, p65 (RelA), RelB und c-Rel (779),
welche in Form von Homo- und Heterodimeren im Zytosol vorliegen. Um eine stetige
Aktivierung zu verhindern bzw. eine Regulation der Genexpression zu ermdglichen,
interagieren die NFKB Transkriptionsfaktoren mit diversen inhibitorischen kB (=IkB)
Proteinen (IkBa, IkBB, IkB¢) oder liegen in Form von den Vorlauferproteinen p100 oder
p105 vor. Erst durch Degradierung der IkB-Proteine oder durch proteasomale
Prozessierung von pl00 zu p52 oder pl05 zu p50 wird der Transport der
Transkriptionsfaktoren aus dem Zytosol in den Nukleus ermdglicht. Durch die Bindung
der nun aktiven Dimere wird unter anderem die Expression von Interleukinen wie
Interleukin-8 (=IL8), Interleuktin-2 (=IL2) oder auch TNF aktiviert (2°).

Die Aktivierung der NFkB Transkritionsfaktoren kann Gber mehr als 150
unterschiedliche Stimuli wie unter anderem,pathogen-associated molecular patterns®
(=PAMP) oder Rezeptoren der TNFRSF erfolgen, wobei diese durch die variable
Expressionen von Rezeptoren zellabhangig ist (8°%2). Die Regulation der
Transkriptionsfaktoren der NFkB-Familie wird durch zwei Signalwege ermdglicht: den
klassischen NFkB-Signalweg und den alternativen Signalweg. Beim klassischen
Signalweg kommt es zur Phosphorylierung von IkBa durch einen IkB kinasen (IKK)-
Komplex, was die Degradation von IkBa zur Folge hat. Durch den Abbau von IkBa wird
die Kernlokalisationssequenz der dimeren Transkriptionsfaktoren nicht mehr maskiert,
wodurch diese in den Nukleus transportiert werden (%°8%). Im Gegensatz zum
klassischen Signalweg wird die Regulation von NFkB Transkriptionsfaktoren im
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alternativen Signalweg nicht durch die IkBa Degradation, sondern uber die
proteasomale Prozessierung von pl00 erreicht. Hierbei kommt es durch
TRAF2/TRAF3-Degradation/Depletion zur Akkumulation der ,NF-kB-inducing kinase*
(=NIK) und der daraus folgenden Aktivierung von IKKa. Durch diese Aktivierung folgt
die IKKa-vermittelte Phorsphorylierung von pl00 was die Ubiquitinierung und
Prozessierung von p100 zu p52 oder von p105 zu p50 und die Translokalisierung in
den Nukleus zur Folge hat (Abbildung 3.9) (5°83).

klassischer NFkB-Signalweg alternativer NFkB-Signalweg

4 » i
z.B. TNFR1 / \, z.B.CD95 i zB.Fn14
¥ « v
TRADD
G
lTRAFZ, clAP NIK
ke KK <

IKK
K

\ /

Translokalisation in den Nukleus,
Aktivierung der Genexpression

Abbildung 3.9: NFkB -System

Links dargestellt ist der klassische NFkB Signalweg. Rezeptorabhdngig kann dieser durch
diverse intrazellulare Adapterproteine aktiviert werden. Durch Interaktion mit Proteinen wie u.a.
TRAF2 und clAP2 wird der IKK-Komplex rekrutiert. Dieser fiihrt durch Phosporylierung zur
Degradation von IkBa, wodurch die Heterodimere in den Nukleus translozieren und dort die
Genexpression aktivieren kénnen. Auf der rechten Seite ist der alternative NFkB-Signalweg
aufgefuhrt. Durch die Ubiquitinierung von TRAF-Molekilen kommt es zur Akkumulation von
Nik und der Formierung des IKK-Komplexes. Dies hat die Prozessierung von p100 zu p52 zur
Folge und das Dimer kann duch ihre Kernlokalisationssequenz in den Nukelus transportiert
werden und dort die Genexpression aktivieren.
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3.9.Zielsetzung

Seit ihrer Entdeckung in den 90er Jahren wurden TNF, LTa und LTazB ausfuhrlich
hinsichtlich der Interaktion und der Aktivierung ihrer jeweiligen Rezeptoren TNFR1,
TNFR2 und LTBR untersucht. Mit der Erkenntnis, dass LTa mit LT3 die Heterotrimere
LTa2B und LTaB2 formen kann, wurde auch die Bindung von LTazB an den TNFR1
herausgefunden. Trotz diesen ersten Erkenntnissen Uber die Heterotrimere wurden
keine Versuche unternommen LTa23 weiter zu charakterisieren. Aus diesem Grund
war es zum Einen Ziel dieser Arbeit LTa2f hinsichtlich der Bindung der zwei anderen
mit LTa (und LTa/B) assoziierten Rezeptoren TNFR2 und LTBR zu untersuchen. Zum
Anderen lag der Fokus auf der Untersuchung der mdglichen Aktivierung von TNFR1
und TNFR2 durch LTazp.
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4. Material

4.1. Zelllinien
Die Zelllinien HEK293T, HelLa, HeLa-TNFR2, HelLa-TNFR2-TNFR1 knock out* (=K0),
HelLa-RIP3-FADDko, Kym-1, ,Chinese Hamster Ovary® (=CHO), CHO-memTNFA1-
12, Panc02 waren bereits in der Arbeitsgruppe vorhanden.

Die Zelllinie HEK293-Flp-In-Wildtyp (=WT) wurde von der AG Hermanns
(Universitatklinik Wurzburg) bereitgestellt. Die stabilen Transfektanten (HEK-Flp-In-
Leervektor (,empty vector® =EV), HEK-FIp-In-mem(sc)LTazB, HEK-Flp-In-
mem(sc)LTaB2) dieser Zelllinie wurden mittels FRT/Flp-In-System wahrend dieser

Arbeit generiert.

4.2.Fusionsproteine
Fusionsproteine waren bereits in der Arbeitsgruppe vorhanden oder wurden wahrend
dieser Arbeit generiert. Aminosauresequenzen der einzelnen Konstrukte sind im

Anhang Tabelle 9 zusammengefasst.

4.2.1. Verwendete Fusionsproteine - Liganden der TNFSF
Tabelle 1:  Auflistung der verwendeten Liganden mit der Konstruktbezeichnung und

Lokalisation/ Detektion

Ligand | Konstrukt Lokalisation/Detektion
TNF TNFA1-12-Flag-YFP-
pIRESpuro3

LTR LTB-Flag-GpL-pCR3

Membranstandig, Flag Tag

Loslich, Flag-Tag, Gaussia princeps

Luziferase (=GpL)

LTB(full)-pCMV6-XL4 Membranstandig

LTa LTa(sc)-Flag-GpL-pCR3 Loslich, Flag-Tag, GpL
LTa-F Loslich, Flag-Tag
LTa2pB LTa-LTR-LTa-Flag-pCR3 Loslich, Flag-Tag

LTazB-GpL-Flag-pCR3

Ldslich, Flag-Tag, GpL

LTB(mem)-LTa-LTa-
pcDNA5S/FRT

Membranstandig
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LTap:

LTaB2-GpL-Flag-pCR3

Loslich, Flag-Tag, GpL

LTR(mem)-LTa-LTB-
pcDNA5/FRT

Membranstandig

4.2.2. Verwendete Fusionsproteine - Rezeptoren der TNFRSF

Tabelle 2:  Auflistung der verwendeten Rezeptoren mit der Konstruktbezeichnung

und Lokalisation/ Detektion

Rezeptor | Konstrukt Lokalisation/ Detektion

TNFR1 TNFR1(h)-GPI-pCR3 Membranstandig
TNFR1ed-Flag-GpL Loslich, Flag-Tag, GpL

TNFR2 TNFR2-pEGFP-N1 Membranstandig
TNFR2ed(h)-Flag-GpL-pCR3 Loslich, Flag-Tag, GpL

LTBR LTBR(h)-GPI-pCR3 Membranstandig
LTBRed-2xFlag-GpL-pCR3 Loslich, Flag-Tag, GpL

4.2.3. Verwendete Fusionsproteine - Antikoérper

Tabelle 3: Auflistung der verwendete Antikérper mit den Konstruktbezeichnungen der

schweren und leichten Kette

Antikdrper | Konstrukt Konstrukt
Schwere Kette Leichte Kette
(,,heavy chain“ = HC) (,,light chain“ = LC)

TNFR1-Fab | Anti-TNFR1(H398)-Flag-VH- Anti-TNFR1(H398)-F-VL-light-
FAB1(1-108)-pCR3 pCR3

TNFR2 Anti-TNFR2(C4)-HC-hlgG1- Anti-TNFR2(C4)-Flag-LC-light-
pCR3 pCR3

LTBR-Fab Anti-LTBR(BHA-10)-Flag-VH- Anti-LTBR(BHA-10)-F-VL-light-
heavy-FAB1(1-108)-pCR3 pCR3
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4.3.Verbrauchsmaterialien und Laborgerate

Tabelle 4:

Herstellerangabe

Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien und Laborgeréten mit

Allgemein

0,5-10 pl Transferpipette S

Brand, Wertheim

2-20 pl Pipette Transferpipette S

Brand, Wertheim

20-200 pl Pipette Transferpipette S

Brand, Wertheim

100-1000 pl Pipette Transferpipette S

Brand, Wertheim

20-200 pl Multikanal Transferpipette S

Brand, Wertheim

50-1000 pl Multikanalpipette Finnpipette ™

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
(USA)

Autoklavierbeutel

Hartenstein, Wirzburg

BD FACSCalibur

BD Bioscience, San Jose (USA)

BD FACSCelesta

BD Bioscience, San Jose (USA)

Eismaschine AF 124

Scotsman, Mailand, (1)

Durchflusszytometrie (=FACS) Rohrchen

Sarstedt, Numbrecht

Dialyseschlauch ,Viking“, MWCO 15kDa

Carl Roth, Karlsruhe

Gefrierschrank -80°C ,Forma 900 series'

Thermo Fisher Scientific, Waltham
(USA)

Glaspipette

Brand, Wertheim

Intas Gel iX20 Imager

INTAS, Gottingen

Kihlschrank/Gefrierschrank

Liebherr, Kirchdorf an der lller

Multikanal Spitzen

Sarstedt, NUmbrecht

LUmo Luminometer

Anthos Labtec, Siezenheim (AUT)

PHOmMo

Anthos Labtec, Siezenheim (AUT)

Pasteurpipette

Brand, Wertheim

Pipettenspitzen 20 pl

Sarstedt, NUmbrecht

Pipettenspitzen 200 pl

Sarstedt, NUmbrecht

Pipettenspitzen 1000 pl

Sarstedt, NUmbrecht

Pipettus

Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt

Schutzbrille

neolLab, Heidelberg

Vortex 7-2020

neolLab, Heidelberg

Zellschaber 25 cm

Sarstedt, NiUmbrecht
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Zentrifuge Eppendorf 5424

Eppendorf, Hamburg

Zellkultur

Cryo.S, 1 ml

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

EVOS fl Digital Inverted Mikroskop

AMG, Bothell (USA)

Inkubator

Thermo Fisher Scientific, Waltham
(USA)

KNF Mini-Vakuumpumpe und -kompressor

neolLab, Heidelberg

Mikroskop Evos XL

Thermo Fisher Scientific, Waltham
(USA)

Neubauer Zahlkammer

Hartenstein, Wirzburg

Sicherheitswerkbank SterilGARDTM Class |l
Type A2

Baker Company, Sanford (USA)

Zellkultur Microplatte, 96 Well, PS, F-Boden | Greiner Bio-One GmbH,

(Kaminform) Transp., CELLSTAR® Frickenhausen

Zellkultur Microplatte, 96 Well, PS, F-Boden | Greiner Bio-One GmbH,

(Kaminform) Transp., MICROLON®, Frickenhausen

high binding

Zellkultur Microplatte, 96 Well, PS, F-Boden | Greiner Bio-One GmbH,

(Kaminform), Schwarz, Fluotrac, Med. | Frickenhausen

Binding

Zellkultur Microplatte, 96 Well, PS, U-Boden | Greiner Bio-One GmbH,

Transp., CELLSTAR® Frickenhausen

Zellkultur Multiwellplatte, 6 Well, PS, Transp., | Greiner Bio-One GmbH,

CELLSTAR® Frickenhausen

Zellkultur Schale, PS, 100/20 mm, Nocken, | Greiner Bio-One GmbH,

CELLSTAR® Frickenhausen

Zellkultur Schale, PS, 145/20 mm, Nocken, | Greiner Bio-One GmbH,

CELLSTAR® Frickenhausen

Zellkulturflasche grof3 550 ml, 175 cm? Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Zellkulturflasche mittel 250 ml, 75 cm?2 Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen
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Klonierung

Biometra Personal Thermocycler

Analytik, Jena

Consort Electrophoresis Netzgerat E835

Sigma Aldrich, Darmstadt

Digitaler Blockheizer 91-D1100

Peqlab, Erlangen

Eluator™ Vacuum Elution Device

Promega, Fitchburg (USA)

Festwinkelrotor JA-14

Beckman Coulter, Krefeld

Festwinkelrotor JA-25.50

Beckman Coulter, Krefeld

GeneQuant™ pro RNA/DNA Calculator

GE Healthcare Life Science,
Freiburg

Mikro-Kulvette 108.002-QS

Hellma, Millheim

Orbital Inkubator SI500

Stuart Equipment, Staffordshire (UK)

PerfectBlue  Horizontale  Minigelsystem

Model 40-0911

Peqglab, Erlangen

UV-Kontaktlampe Chroma 43

Vetter GmbH, Wiesloch

Vacuum manifold, Patent D 342955

Promega, Fitchburg (USA)

WOB-L Press/Vac Dry Pump 2 2522Z-02

Welch, llmenau

Zentrifuge J2-HS

Beckman Coulter, Krefeld

Western Blot

Blotkammer grof3e Gele

PeqgLab, Erlangen

Blotkammer kleine Gele

PeqgLab, Erlangen

Dri-Block DB3

Techne, Staffordshire (GB)

Giel3station kleine Gele

Biorad, Minchen

Hyperfilm ECL

GE Healthcare, Garching

Laufkammer groRRe Gele 2

PeqgLab, Erlangen

LI-COR Odyssey

LI-COR Biosciences GmbH, Lincoln
(USA)

Mini Protean Tetra Cell

BioRad, Miinchen
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Nitrozellulosemembran

Whatman, Dassel

pH-Meter

HANNA instruments, Kehl am Rhein

Power Supply EPS 301

GE Healthcare, Garching

Rontgenbildentwicklermaschine

Agfa, Dusseldorf

Sonifizierer UP100H

Hielscher, Wanaque (USA)

Whatmanpapier

Hartenstein, Wirzburg

Wippschiittler

Hartenstein, Wirzburg

HPLC

MAbPac™ SEC-1

Thermo Fisher Scientific, Waltham
(USA)

Ultimate 3000

Dionex, Sunnyvale (USA)

Ultimate 3000 automated fraction collector

Dionex, Sunnyvale (USA)

4.4.Puffer und Losungen

Tabelle 5:  Auflistung der verwendeten Puffer und Lésungen mit deren Rezeptur
Puffer/ Losungen Rezeptur
.Lysogeny broth“ (=LB)-Agar 10 g/l NaCl

10 g/l Pepton
5 g/l Hefeextrakt
15 g/l Agar-Agar

(=PBS-T)

.,Phosphate Buffered Saline-Tween” | PBS + 0,05 % (v/v) Tween-20

2,2'-Azino-di(3-ethylbenzthiazolin-6-
sulfonsaure) (=ABTS)-Losung

16,25 g/l ABTS-Puffer
1 g/l ABTS-Substrat

Assay Diluent

,Phosphate Buffered Saline” (=PBS)
10 % (v/v) Fetal Calf Serum (=FCS)

Blotpuffer

0,025
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (=Tris)
0,0192 M Glycin

20 % (v/v) Methanol

M

ECL Losung 1

0,1 M Tris-HCI (pH 8,6)
0,25 mg/ml Luminol
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ECL LOsung 2

Dimethylsulfoxid (=DMSO)

1,1 mg/ml para-Hydro-Xycoumaric-Acid

ECL-L6sung 3

Wasserstoffperoxid 30 %

Einfriermedium

FCS
10 % (v/v) DMSO

IL8 ELISA Coating Buffer

0,1 M Carbonat
pH 9,5

Kristallviolettlésung

1 % Ethanol
0,25 % Kristallviolett

Lammli Puffer (4x)

0,25 M Tris

8 % (w/v) Sodium dodecyl sulfate (=SDS)

40 % (viv) Glycerol
20 % (v/v) 2-Mercaptoethanol
0,004 % (w/v) Bromphenolblau

Laufpuffer 0,05 M Tris
0,38 M Glycin
0,004 M SDS
pH 8.3

LB-Medium 50 g/l NaCl

50 g/l Pepton
25 g/l Hefeextrakt

MCP-1(mu) ELISA Coating Buffer

0,2 M Natriumphosphat, pH 6.5
12,49 g/l NazHPO4
15,47 g/l NaH2POg4

Milch (0,05)/TBS-T

,1ris Buffered Saline” (=TBS)
0,05 % (v/v) Tween-20 (=T)
5 % (w/v) Magermilch

PBS 0,02 M Natriumphosphat
0,7 % (w/v) NaCl
pH 7,2

S1-Puffer 50 mM Tris-HCI
10 mM EDTA

100 pg/ml RNAse A
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pH 8,0

S2-Puffer 200 mM NaOH

1 % SDS
S3-Puffer 2,8 M Kaliumacetat pH 5,1
Sammelgelpuffer 0,5 M Tris

0,015 M SDS

pH 6,8
TBS 0,02 M Tris

0,8 % (w/v) NacCl

pH 7,6
TBS-T TBS + 0,05 % (v/v) Tween-20
Toxizitatsmix 5 pg/ml CHX

1 pg/ml Puromycin

200 ng/ml TNF

200 ng/ml Flag-Fc-CD95L
200 ng/ml Flag-TWEAK
0,01 % Natrium Azid

(=TAE)

Trenngelpuffer 1,5M Tris
0,015 M SDS
pH 8,8

Tris-EDTA-Elektrophoresepuffer 4,84 g/l Tris

1,142 ml/l Essigséaure
2 ml/l 0,5M EDTA (pH 8.0)

4.5., Fluorescence-activated cell sorting” (=FACS)-/ Western Blot (=WB)-

Antikdrper
Tabelle 6:

Auflistung der verwendeten Antikdrper mit Angaben zum Wirt, Hersteller,

Artikelnummer und Anwendung

Antigen Wirt Hersteller Artikelnr. | Anwendung
Caspase-8 Maus Enzo Life Sciences | ADI-AAM- | WB
Germany 118-E
Caspase-9 Kaninchen | Cell Signaling MA | 9502S WB
(USA)
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Flag-M2 Maus Sigma-Aldrich, F3165 WB
St. Louis (USA)

Hamster lgG- | Maus Santa Cruz | Sc-3754 FACS

Phycoerythrin Biotechnology,

(=PE) Santa Cruz, CA
(USA)

Human lgG1- | Human Miltenyi Biotec, | 130-113- | FACS

Allophycocyanin Auburn (USA) 446

(=APC)

Kaninchen-HRP Ziege Cell Signaling #7074 WB
Cambridge (GB)

LTBR Maus R&D Systems, | MAB6291 | WB
Minneapolis (USA)

LTBR(mu)-APC Human Miltenyi Biotec, | 130-106- | FACS
Auburn (USA) 637

LTBR-PE Maus R&D Systems, | FAB629P | FACS
Minneapolis (USA)

Maus I1gG, PE- | Ziege Sigma-Aldrich, P9670 FACS

labeled Deutschland

Maus IRDye 800 Ziege LI-COR Biosciences | 926-32210 | WB
GmbH, Lincoln
(USA)

Maus-Horseradish | Kaninchen | Dako P0260 wB

peroxidase (HRP) Glostrup (DK)

Maus-HRP Pferd Cell Signaling #7076 WB
Cambridge (GB)

PARP Maus BD Biosciences NJ | 551025 wB
(USA)

pRIPK1 Kaninchen | Cell Signaling MA | 65746S WB
(USA)

RIPK1 Maus BD Biosciences NJ | 610459 wB

(USA)
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TNFa, PE-labeled Maus Thermo Fisher | #12-7349- | FACS
Scientific, MA (USA) | 82

TNF-R1 Kaninchen | Cell Signaling # 3736 WB
Cambridge (GB)

TNFR1(mu)-PE Hamster Santa Cruz | sc-12746 | FACS
Biotechnology,
Santa Cruz, CA
(USA)

TNFR1-PE Maus R&D Systems, | FAB225P | FACS
Minneapolis (USA)

TNF-R2 Kaninchen | Cell Signaling # 3727 WB
Cambridge (GB)

TNFR2(mu)-PE Hamster Santa Cruz | sc-12750 | FACS
Biotechnology,
Santa Cruz, CA
(USA)

TNFR2-PE Maus R&D Systems, | FAB226P | FACS
Minneapolis (USA)

TNFB (=L Ta) Maus Santa Cruz | sc-28345 | FACS, WB
Biotechnology,
Santa Cruz, CA
(USA)

B-Aktin Maus Sigma-Aldrich, A1978 WB

Deutschland

4.6.Chemikalien, Reagenzien und anwendungsfertige Kits

Tabelle 7:

Herstellerangaben

Auflistung der verwendeten Chemikalien, Reagenzien und Kits mit

Chemikalie

Hersteller

»,Roswell Park Memorial Institute “ (=RPMI)
1640 Medium

PAA, Pasching

ABTS

Roche, Mannheim

ABTS Puffer

Roche, Mannheim
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Agar-Agar

Roth, Karlsruhe

Ammoniumpersulfat (=APS)

AppliChem, Darmstadt

Anti-Flag M2 Agarose

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Bromphenolblau

Merck, Darmstadt

Coelenterazin

Carl Roth, Karlsruhe

CS&T Research Beads

BD Bioscience, San Jose (USA)

Cycloheximid (=CHX)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Dimethylsulfoxid (=DMSOQO)

Carl Roth, Karlsruhe

Di-Natriumhydrogenphosphat
(Na2HPO4)

AppliChem, Darmstadt

Dulbecco’s PBS

PAA, Pasching

Entwickler Agfa, Mortsel
Essigsaure Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Etanercept Geschenk von Prof. Tony (Innere Medizin

I, UKW)

Ethanol (EtOH)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Carl Roth, Karlsruhe

FACS Clean BD Bioscience, San Jose (USA)
FACS Flow BD Bioscience, San Jose (USA)
FACS Rinse BD Bioscience, San Jose (USA)
Fixierer Agfa, Mortsel

Foétales Bovines Serum (FBS)

PAA, Pasching

GeneRuler 1 kb DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

Glycerol Carl Roth, Karlsruhe
Glycin AppliChem, Darmstadt
Hefeextrakt Carl Roth, Karlsruhe
Hygromicin Merck, Darmstadt

Intas Gel iX20 Imager

INTAS, Gottingen

Isopropanol

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Kaliumacetat

Carl Roth, Karlsruhe

KOD Hot Start DNA Polymerase

Merck, Darmstadt

Kristallviolett

Carl Roth, Karlsruhe

Luminol

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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Magermilchpulver

AppliChem, Darmstadt

Methanol (MetOH)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

N,N,N,N‘-Tetramethyldiamin (=TEMED)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Natriumazid (Na-Azid)

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid (NaCl)

AppliChem, Darmstadt

Natrium-dihydrogenphosphat (NaH2PO4)

AppliChem, Darmstadt

Natriumhydroxid (NaOH)

Carl Roth, Karlsruhe

N-benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp
(=zVAD)

Bachem, Heidelberg

Necrostatin-1

Enzo Life Science, Lorrach

NucleoSpin™ Gel and PCR Clean-up Kit

Macherey-Nagel

OptEIA™ Human Interleukin 8 (=IL8) -
ELISA Kit

BD Biosciences, Heidelberg

OptEIA™ Mouse ,monocyte chemotactic
protein-1” (=MCP-1) ELISA Kit

BD Biosciences, Heidelberg

Para-Hydro-Xycoumaricacid

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Penicillin/Streptomycin

PAA, Pasching, Osterreich

Pepton

Carl Roth, Karlsruhe

Pierce™ Silver Stain Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Polyethylenimine (PEI)

Polysciences Europe GmbH, Eppelheim

Proteingelmarker (11-250 kDa)

New England Biolabs, Frankfurt

PureYield™ Plasmid Midiprep Kit

Promega, Fitchburg (USA)

Quick CIP

New England Biolabs, Frankfurt

Rapid DNA Ligation Kit

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

Restriktionsenzyme

New England Biolab, Frankfurt

RNAse A

Invitrogen/Thermo  Fisher  Scientific,

Darmstadt

Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)

Carl Roth, Karlsruhe

Salzsaure, rauchend 37 %

Carl Roth, Karlsruhe

Sodium dodecyl sulfate (=SDS)

Carl Roth, Karlsruhe

TNF (rekombinant, human)

Geschenk von Daniela Mannel
Stuttgart)

(Uni

Tris

Carl Roth, Karlsruhe
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Trypsin

PAA, Pasching

Tween-20

Carl Roth, Karlsruhe

Wasserstoffperoxid (30 %)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Zeocin™

Thermo Fisher Scientific, Waltham,(USA

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

4.7.Software

Tabelle 8:  Auflistung der verwendeten Computersoftware

Chromeleon 7

CorelDRAW X4

FACSDiva

FlowJow

GraphPad PRISM 5

Microsoft Office Excel 2007

Microsoft Office Word 2007

Odyssey V3.0

WinMDI
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5. Methoden

5.1.Klonierung
Generierung der fur die Fusionsproteine kodierenden Plasmide wurden mittels
gangigen Klonierungsmethoden wie PCR, Restriktionsverdau und Ligation
durchgefuhrt. Durch Transfektion von kompetenten Zellen und einer anschlie3enden
Selektion durch die integrierte Antibiotikaresistenz wurden positive Einzelklone
generiert. Anschlieend wurden die selektionierten Plasmide in E.coli produziert,
isoliert und durch Sequenzierung auf ihre Richtigkeit Uberprift. Genauer Aufbau der

kodierenden Bereiche sind im Anhang 9.1 aufgelistet.

5.2. Zellkultur

Zellen der Zelllinien HEK293T, HelLa, HeLa-TNFR2-TNFR1ko, HeLa-RIP3-FADD«ko
und Kym-1 wurden in RPMI 1640 mit 10 % FCS unter Standardbedingungen (5 % CO:
und 37°C) in Zellkulturflaschen kultiviert. Zellen der Zelllinie HEK293-Flp-In-WT,
HEK293-Flp-In-EV, HEK293-FIp-In-mem(sc)LTa2B, HEK293-Flp-In-mem(sc)LTap:
und Panc02 wurden in DMEM mit 10 % FCS und Standardbedingungen kultiviert. Zur
Passagierung oder der Verwendung fur Experimente wurden adharente Zellen mit
Trypsin (2 ml bei 75 cm2und 3 ml bei 175 cm? Flaschen) gelost und in frischem Medium
resuspendiert. Zur Passagierung oder weiteren Kultivierung wurden 10-20 % der
Zellen in der Flasche belassen. Fur die Verwendung in Experimenten wurde die
Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer bestimmt und entsprechend der
durchgefiihrten Experimente ausgesat. Zur Kryokonservierung wurden Zellen bei 1200
rpm fur 4 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Zellpellet in Einfriermedium (10 %
DMSO in FCS) resuspendiert und bei -80°C gelagert.

5.2.1. Transfektion, Produktion und Aufreinigung von Fusionsproteinen
Um die Expression von membranstidndigen oder loslichen Fusionsproteinen wie
Liganden, Rezeptoren oder Antikdrpern zu erreichen, wurden HEK293T-Zellen mit
dem chemischen Transfektionsreagenz Polyethylenimin (=PEI) und 12ug Plasmid-
DNA transfiziert.
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Hierfir wurden HEK293T-Zellen auf 200 mm Zellkulturplatten ausgesat und bei
Erreichen einer 80-90 % Konfluenz weiterverwendet. Fur die Transfektion wurde das
Medium auf den Platten durch 15 ml RPMI 1640 Medium mit 1 %
Penicillin/Streptomycin (=Pen/Strep) ersetzt. Anschlieend wurden 2 ml von RPMI
1640 Medium, 1 % Pen/Strep mit 36 pl einer 1 mg/ml PEI-L6sung und 12 pg von dem
kodierenden Plasmid des gewlnschten Konstrukts versetzt, durch vortexen gemischt
und fur 10 min bei Raumtemperatur (=RT) inkubiert. Die PEI-Plasmid-Losung wurde
anschlielend auf die Zellen getropft.

Fur Bindungsstudien wurden die Zellen innerhalb der nachsten zwei Tage verwendet.
Fur die Produktion von loslichen Liganden, Rezeptoren oder Antikorpern wurde das
FCS freie Medium nach einem Tag Inkubation durch 17 ml von RPMI 1640 Medium
mit 2 % FCS und 1 % Pen/Strep ausgetauscht. Nach einer Inkubationszeit von 5-7
Tagen wurden die Uberstande gesammelt und durch Zentrifugieren fir 10 min bei
4600 ,rounds per minute“ (=rpm) von etwaigen Zellen und Schwebstoffen befreit. Die
Konzentration an Proteinen oder Antikérpern konnte via Gaussia princeps Luziferase

Aktivitdtsmessung und/oder Western Blot Analyse bestimmt werden.

Um die eigenen IL8-Signale oder nicht gewollte Proteine aus den Protein-Uberstanden
zu verringern bzw. zu entfernen, wurden die Liganden und Antikorper, welche in
ELISA- und HPLC-Versuchen verwendet wurden, mit Hilfe der Anti-Flag-

Affinitatschromatographie nach Kucka et al. 2021 (3%) aufgereinigt.

Hierfr wurde anti-Flag-M2-Agarose auf eine Saule beladen und mit TBS gewaschen.
Die Agarose wurde anschlieBend mit einem Verhdaltnis von ~ 1 mg der zu
aufreinigenden Zellkulturiiberstande zu 1 ml an Agarose beladen. Durch eine geringe
Tropfgeschwindigkeit wurde eine Bindung der Proteine anhand ihrer FLAG-Sequenz
an die Agarose ermdglicht. AnschlieRend wurden diese mit TBS gewaschen, um nicht
gebundene Proteine zu entfernen. Durch Hinzufiigen von 100 pg/ml FLAG-Peptid in
TBS wurden die Fusionsproteine von der Agarose geldst und konnten in Fraktionen
von 500- 700 pl eluiert werden. AnschlieRend wurde die Agarose ein weiteres Mal mit
TBS gewaschen und bei -20°C in einer Lésung aus 50 % Glycerol in TBS und 0,02 %
Natriumazid gelagert. Zur Entfernung des FLAG-Peptids in den Eluaten wurden diese
mindestens Uber Nacht gegen PBS dialysiert und fir die Weiterverwendung
sterilfiltiert. Die Konzentrationsbestimmung, sowie die Reinheitstuiberprifung erfolgte
Uber Western Blot Analyse und Silbergel-Farbung.
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5.2.2. Generierung stabiler Zelllinien
HEK293-Flp-In Zellen wurden in DMEM 10 % FCS und 100 ng/ml Zeocin kultiviert, um

die Zellen auf die benétigte Zeocinresistenz (=Zeocin®) zu selektieren.

Fur die Generierung von stabilen Zelllinien wurden Zeocin®R positive HEK293-Flp-In
Zellen in 100 mm Zellkulturplatten ausgesét und bei 60-70 % Konfluenz verwendet.
Die Zellen wurden mit dem halben Ansatz einer Transfektion wie in Kapitel 5.2.1 und
einem Verhaltnis der Plasmide von 1:1 (3 pug des gewuinschten Konstruktes mit
Hygromycinresistenz + 3 pg des Rekombinaseplasmids) transfiziert und tUber Nacht
inkubiert. Fur die Generierung von einer Negativkontrolle wurden Zellen nur mit 3 ug
des Rekombinaseplasmids transfiziert. Am folgenden Tag wurde ein Teil der
transfizierten Zellen auf die Expression des gewtnschten Konstrukts via FACS
getestet und bei einem positiven Ergebnis mit Hygromycin selektiert. Hierflir wurde
DMEM 10 % FCS mit 75 pg/ml Hygromycin versetzt und fir einen Zeitraum von 3-4
Wochen alle 2-3 Tage gewechselt. Nach vollstindigem Sterbens der Negativkontrolle,
wurden die HygromycinR positiven Zellen auf die Expression und Reinheit der Zelllinie
via FACS untersucht und gegebenenfalls durch Generierung von Einzelklonen

weiterselektiert.

5.3.Bindungsstudien

5.3.1. Punktbindungsstudien
Fur die Ermittlung der Bindung der LTap-Heterotrimere an unterschiedliche
Rezeptoren wurden die Protomere von LTa und LTBR-GpL ko-exprimiert, sodass die
jeweiligen Homo- als auch Heterotrimere als Uberstand gebildet wurde. Durch die
Konjugation der GpL-Doméane an LTB konnten nur die Trimere durch die

Bindungsstudie untersucht werden, die mindestens ein LTB-Protomer besal3en.

Um Herauszufinden, an welche Rezeptoren die LTa und LTB-GpL Homo- als auch
Heterotrimere binden, wurden HEK293T-Zellen mittels PEI-Transfektion (s. Kapitel
5.2.1) mit den gewiinschten Rezeptoren transfiziert oder Zelllinien verwendet, die

bereits die gewlinschten Rezeptoren exprimierten.

Fur die Bindungsstudien wurden die jeweiligen Zellen geerntet und mit einer Zellzahl

von 0,5 — 1,5x10°8 Zellen/Tube in Eppendorf Tubes Uberflihrt. Daraufhin wurden die
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Zellen mit blockierenden Antikorpern oder Liganden mit einer Konzentration von 10
pg/ml in Triplikaten fur 30 min bei 5 % CO2 und 37°C vorinkubiert. AnschlielRend wurde
den Ansétzen eine konstante Menge an LTa + LTB-GpL -Uberstand hinzugegeben um
eine Endkonzentration (=Endkonz.) von 20 ng/ml zu erreichen. Darauf folgend wurden
die Ansatze fur 1 h bei 5 % CO2 und 37°C inkubiert. Ein Ansatz ohne Hinzugabe des
GpL-enthaltenden Uberstandes diente zur Bestimmung des Hintergrundsignals der
Zellen. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen dreimal mit eiskaltem PBS
gewaschen um ungebundene Antikdrper, sowie ungebundene Liganden zu entfernen.
Hierfur wurden die Zellen bei 14000 rpm fur 1-2 min zentrifugiert und in 1 ml eiskaltem
PBS resuspendiert. Auf die Waschschritte folgend wurden die Zellen in 50 pl RPMI
1640 Medium mit 0,5 % FCS und 1 % Pen/Strep aufgenommen und auf eine schwarze
96-Well-Platte transferiert. Zur Bestimmung der Gaussia princeps Luziferase Aktivitat
mittels der enzymatischen Luziferasereaktion wurde jeweils 25 pl einer 1,5 uM
Coelenterazin (in PBS)-LAosung zu den Zellen gegeben und die Lumineszenz sofort

anhand eines LUMO Luminometers mit einer Verweildauer von 1 s pro Well gemessen.

HEK293T-Zellen wurden mit unterschiedlichen Verhaltnissen von membranstandigem
LTB und I6slichen LTa kotransfiziert und mit I6slichen GpL-konjugierten Ektodoméanen
von TNFR1, TNFR2 und LTBR getestet. Bei diesem Ansatz von Punktbindungsstudien
wurden Zellen mit einer Zellzahl von 0,5 — 1,5x10°% Zellen/Tube in jeweils zwei
Ansatzen in Triplikaten auf Eppendorf Tubes aufgeteilt. Zu den Zellen von Ansatz eins
wurde jeweils ein konstanter Uberschuss an rekombinanten humanen TNF (20 pg/ml)
hinzugegeben und fur 30 min bei 5 % CO2 und 37°C vorinkubiert. Ansatz zwei wurde
hingegen nur Medium hinzugefigt. AnschlieBend wurden beiden Anséatzen mit einer
konstanten Menge an den l6slichen GpL-konjugierten Ektodomanen stimuliert
(Endkonz. 500 ng/ml) und fir 1 h bei 5 % CO2 und 37°C inkubiert. Daraufhin wurde mit

diesen Bindungsstudien wie oben bereits beschrieben weiterverfahren.

Die graphische, als auch statistische Auswertung der Rohdaten wurde mittels Excel,
GraphPad PRISM5 und CorelDRAW X4 durchgefihrt.

5.3.2. Gleichgewichtsbindungsstudien
Zur Untersuchung durch Gleichgewichtsbindungsstudien wurden HEK293T-Zellen via
PEI-Transfektion mit den membranstdndigen Liganden oder Rezeptor transfiziert (s.

Kapitel 5.2.1, Tabelle 1, Tabelle 2) oder stabil exprimierende Zellen verwendet. Fur
-42 -



jede Gleichgewichtsstudie wurden jeweils 10 Eppendorf Tubes mit 1x10° Zellen/Tube
versetzt, die zum Einen den Rezeptor bzw. Liganden von Interesse exprimierten (totale
Bindung) und zum Anderen den Rezeptor bzw. Liganden nicht exprimierten
(unspezifische Bindung). Beide Anséatze wurden anschliel3end mit derselben Titration
des GpL-konjugierten Liganden oder GpL-konjugierten loslichen Rezeptors fur 1 h bei
5 % CO2 und 37°C inkubiert. Um ungebundenen Liganden oder Rezeptoren zu
entfernen, wurden die Ansatze, wie in Kapitel 5.3.1 beschrieben, gewaschen und
gemessen. Fur die Bestimmung der spezifischen Bindung wurden die gemessenen

Werte der unspezifischen Bindung von der totalen Bindung subtrahiert.

Die Ermittlung der spezifischen Bindung wurde mit Excel durchgefihrt. Anhand der
Analyse-Software GraphPad PRISM5 konnte die statistische Auswertung berechnet
werden. Fur die anschlieRende graphische Aufarbeitung wurde CorelDRAW X4

verwendet.

5.4.Kokulturassays

5.4.1. IL8- und MCP-1-Expression
Fur die Kokulturassays zur Uberprufung der IL8- oder MCP-1(mu)- Expression wurden
2,5 - 5x10* Zellen/Well der HeLa-, HeLa-TNFR2- und HeLa-TNFR2-TNFR1ko— oder
Panc02-Zellen in 96-Well-Platten ausgesat. Am nachsten Tag wurde das verbrauchte
Medium mit frischem RPMI 1640 10 % FCS Medium ersetzt und 2,5 — 5x10* Zellen
der Zelllinien von Interesse (CHO, CHO-memTNFA1-12, HEK293-Flp-In-EV, HEK293-
Flp-In-mem(sc)LTazB,  HEK293-Flp-In-mem(sc)LTaB2)  hinzugegeben.  Nach
Inkubation bei 5 % CO, und 37°C liber Nacht wurden die Uberstande abgenommen
und anhand des ,Enzyme-linked immunosorbent assay“ (=ELISA) (Kapitel 5.5) auf die

Expression von IL8 getestet.

5.4.2. Zytotoxizitat
Zur Untersuchung der Aktivierung von Apoptose oder Nekroptose durch die Zellen von
Interesse wurden Kym-1- und HelLa-RIP3-FADDko- Zellen (2x10* Zellen/Well) in 96-
Well Platten ausgeséat. Am nachsten Tag wurde das verbrauchte Medium durch
frisches RPMI 1640 10 % FCS Medium welches mit zVAD (20 pM), CHX (2,5 pug/ml)
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oder Necrostatin-1 (=Nec-1) (90 uM) versetzt wurde, ersetzt. Nach einer Vorinkubation
von 30 min bei 5 % CO2 und 37°C wurden die Zellen von Interesse (CHO, CHO-
memTNFA1-12, HEK293-FlIp-In-EV, HEK293-FIp-In-mem(sc)LTa2B, HEK293-FIp-In-
mem(sc)LTaB2) im Verhaltnis von 1:1 hinzugegeben und tber Nacht bei 37°C und 5
% CO2 kokultiviert. Als Positivkontrolle fiur das Sterben der Zellen, wurden Zellen der
jeweiligen Zelllinie mit einem Toxizitatsmix inkubiert. Nach Inkubation wurde der
Uberstand mit den abgestorbenen Zellen verworfen und die verbliebenden lebenden
adharenten Zellen durch 70 pl/Well Kristallviolettibsung fir 20 min angefarbt.
AnschlieBend wurden die Wells mit destiliertem Wasser gewaschen um
Uberschissige Kristallviolettldsung zu entfernen. Nach Trocknung der Platten wurden
diese bei 595nm anhand des PhOMO Photometers gemessen. Auswertung der
gewonnenen Daten wurde per Excel sowie der Analyse-Software GraphPad PRISM5
fur die statistische Auswertung durchgefuhrt. Die graphische Aufarbeitung wurde
anhand der Software CoreIDRAW X4 bewerkstelligt.

5.5.,,Enzyme-linked Immunosorbent assay“ (=ELISA)

Zur Detektierung der IL8- oder MCP-1(mu)-Expression von Zelliberstanden aus
Kokulturassays (Kapitel 5.4) wurden die ELISA-Kits von OptEIA laut
Herstellerangaben verwendet. Eine erhohte IL8- oder MCP-1(mu)-Konzentration
zeigte sich anhand eines starkeren Farbumschlags des ABTS-Substrats der
,horseradish peroxidase“ (=Meerretichperoxidase). Dieser Farbumschlag wurde bei
einer Optischen Dichte (OD) von 405nm anhand des PhOMO Photometers gemessen.
Auswertungen der Rohdaten und graphische Aufarbeitung wurden anhand von Excel,
GraphPad PRISM5 und CorelDRAW X4 durchgefihrt.

5.6.Herstellung von Totalzelllysaten
Fur die Untersuchung von Totalzelllysaten wurden Kym-1, sowie HeLa-RIP3-FADDko-
Zellen mit 2x10° Zellen/Well in 6-Well-Platten ausgesat. Am nachsten Tag wurde das
verbrauchte RPMI 1640 10 % FCS Medium erneuert und mit CHO-, CHO-memTNFA1-
12-, HEK293-Flp-In-EV-, HEK293-Flp-In-mem(sc)LTazp-, HEK293-Flp-In-
mem(sc)LTaB2-Zellen in einem Verhaltnis von 1:1 versetzt. Nach 8 h Inkubationszeit
und der optischen Detektion eines anfangenden Zellsterbens wurden die Zellen in 2

ml Eppendorf Tubes gesammelt und mit PBS gewaschen. Anschliel3end wurde das
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Zellpellet, abh&ngig von der GroRe, mit 4x Lammli-Puffer versetzt. Durch Sonifikation
und anschlieliendem ,Aufkochens® fur 5 min bei 95°C wurden die Proteine freigesetzt
und denaturiert. Anhand von Western Blot Analysen mit spezifischen Antikorpern
wurden die Stimulationsanséatze auf das Vorhandensein von RIP1, phosphoylierten
RIP1, Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (=PARP) oder den ,Cysteinyl aspartat specific
proteinase” (=Caspasen) 8 und 9 untersucht. Die Detektierung von -Aktin diente
hierbei als Ladekontrolle.

5.7.Gelelektrophorese

5.7.1. ,,Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis”
(=SDS-PAGE)

Zur Detektion und Konzentrationsbestimmung von ldslichen Antikdrpern, Liganden

und Rezeptoren wurden Proben der Zellkulturiberstdnde anhand der SDS-PAGE

nach ihrer Gro3e aufgetrennt und anschlielBend durch Western Blot oder Silbergel-

Farbung visualisiert.

Hierfir wurden SDS-Polyacrylamid-Gele bestehend aus Trenngel und Sammelgel
verwendet. Zunachst wurde das 12 % Acrylamid enthaltene Trenngel gegossen. Durch
Schichtung von Isopropanol auf das noch nicht polymerisierte Trenngel wurden
etwaige Luftblasen entfernt und eine gerade Trennlinie erreicht. Nach dem Temed-
induzierten Auspolymerisierens des Trenngels wurde das Isopropanol entfernt und das
Sammelgel mit einem Acrylamidanteil von 6 % Uber das Trenngel geschichtet. Um das
Auftragen von Proben zu ermdglichen wurde vor dem Polymerisieren des Sammelgels
ein Kamm eingesetzt welcher Probentaschen bildete, die ein Beladen von maximal 20
Proben mit einem jeweiligen Volumen von bis zu 30 pl ermdéglichte. Nach Aushartung
des Sammelgels wurde die Laufapparatur mit Laufpuffer beflllt. Anschlie3end wurden
Proben der Fusionsprotein-enthaltenden Uberstande mit 4x Lammli-Puffer versetzt.
Zur Auftrennung der Proteine wurden diese bei 95°C fur 5 min denaturiert und bei
14000 rpm fur 1 min zentrifugiert und gesammelt. Daraufhin wurden die Taschen des
Gels mit den Proben beladen. Fir die Konzentrations- und GroRRenbestimmung
wurden zusatzliche Proben mit einer bekannten Konzentration, sowie einem

Molekulargewichtsstandard aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung der

-45 -



Proteine erfolgte innerhalb des Sammelgels bei 90 V und im Trenngel bei 120-130V

fur eine Gesamtdauer von ca. 90 min.

5.7.2. Western-Blot
FUr die Detektion der aufgetrennten Proteine, wurden diese nach dem ,Sandwich-
Prinzip“ in einer Nass-Blotkammer auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Bei
diesem Prinzip wurden die Nitrozellulosemembran und die Lagen aus Whatman-
Filterpapier in Blotpuffer getrankt. AnschlieBend wurde das Trenngel mit den
aufgetrennten Proteinen (s. Kapitel 5.7.1) auf die nasse Nitrozellulosemembran gelegt
und von jeweils zwei Lagen von getranktem Whatman-Papier umschlossen. Das
entstandene ,Sandwich® wurde so in die Nass-Blotkammer gespannt, dass die
Proteine beim Wandern von der Anode zur Kathode auf die Nitrozellulosemembran
gelangen. Dies fuhrt zu der folgenden Reihenfolge: Anode, zwei Lagen Whatman-
Filterpapier, Nitrozellulosemembran, Gel, zwei Lagen Whatman-Filterpapier, Kathode.

Der Proteintransfer erfolgte innerhalb von 2,5 h bei konstanten 400maA.

Nach erfolgreichem Transfer der Proteine auf die Nitrozellulosemembran, wurde diese
fur 0,5 -1 hin 5 % Milch in PBST oder TBST bei Raumtemperatur geschwenkt um
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Im Anschluss wurde die
Nitrozellulosemembran 3 x 5 min mit PBST oder TBST gewaschen, um tberschiissige
Milch zu entfernen. Fur die Detektion von Proteinen mittels ihrer FLAG-Sequenz,
wurde die Nitrozellulosemembran Gber Nacht bei 4°C mit dem Primarantikdrper anti-
FLAG (M2) inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Nitrozellulosemembran wiederum
dreimal fir 5 min mit PBST oder TBST gewaschen und anschlieBend fur 1 h im
Sekundarantikdrper fiur die Detektion via LI-COR bei Raumtemperatur geschwenkt.
Durch dreimaliges Waschen mit PBST oder TBST fir 5 min, wurden Uberschissige
Antikdrper entfernt und die Proteine mittels LI-COR detektiert. Fir die Detektion von
Proteinen ohne FLAG-Sequenz oder Totalzelllysaten wurden Primarantikorper
spezifisch fur die Proteine von Interesse und den dazugehdrigen Sekundarantikdrper
verwendet (Tabelle 6). HRP-gebundene Sekundarantikérper wurden mittels

»-Enhanced Chemiluminescence” (=ECL)-Systems (5.7.3) detektiert.
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5.7.3. ,,Enhanced Chemiluminescence® (=ECL)-Detektion

Fur die Detektion via des ECL-Systems wurden die Membranen in der ECL-
Entwicklungslésung (bestehend aus 8 ml ECL-L6sung 1, 800 pl ECL-L6sung 2 und 2,4
pl ECL-L6ésung 3) fur 1 min bei RT inkubiert. Das Signal der gebundenen
Meerrettichperoxidase wurde mittels Rontgenfilmen detektiert. Die Belichtungszeit des
Rontgenfilmes wurde durch die Signalstarke und -intensitat bestimmt. AnschlieRend
wurde die belichteten Filme anhand der Entwicklermaschine entwickelt. Fur die
graphische Darstellung der Ergebnisse wurden die entwickelten Filme gescannt und
mittels CoreIDRAW X4 veranschaulicht.

5.7.4. Silbergel
Zur Uberprifung der Reinheit und Konzentrationsbestimmung von aufgereinigten
Proteinen oder Fraktionen der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie wurden
Proben dieser via SDS-PAGE (s. Kapitel 5.7.1) aufgetrennt und im Anschluss anhand

des Pierce™ Silver Stain Kit nach Herstellerangaben entwickelt.

5.8. Durchflusszytometrie (“Fluorescence-activated cell sorting” =FACS)

In dieser Arbeit verwendete Zelllinien wurden mit Hilfe der Durchflusszytometrie auf
ihre Expression der fur diese Arbeit relevanten TNF-Liganden und -Rezeptoren
untersucht. Hierfur wurden jeweils 1x10° Zellen mit dem jeweiligen PE-konjugierten
Antikérpern  und den entsprechenden Isotypkontrollen (Tabelle 6) nach
Herstellerangaben fir 1 h bei 4°C inkubiert. Durch Zentrifugieren bei 1200 rpm fur 4
min und anschlieRender Resuspension in frischem PBS wurden tberschiissige, nicht
gebundene Antikorper entfernt. Flr die Durchflusszytometrieanalyse wurde die Zellen
in 100-200 pl PBS in FACS Roéhrchen transferiert.

Fur die Detektion und Charakterisierung der in dieser Arbeit generierten stabilen
Zelllinien (HEK293-FlIp-In-mem(sc)LTa2B, HEK293-Flp-In-mem(sc)LTaB2) wurde ein
unkonjugierter Primarantikorper gegen LTa verwendet. Hierflr wurden die Zellen, wie
bereits oben beschrieben angefarbt und gewaschen. Fiur die Detektion mittels
Durchflusszytometrie wurden diese Zellen anschlieRend mit einem isotypspezifischen
PE-konjugierten Sekundarantikdrper ftr 1 h bei 4°C nach Herstellerangaben inkubiert.
Fur die Messung wurden die Zellen wiederum von tberschissigem Antikorper befreit
und in 100-200 ul PBS resuspendiert. Um eine unspezifische Bindung des Antikorpers

_47-



zu erkennen, wurden Kontrollzellen (HEK293-Flp-In-EV) ohne LTa-Expression

verwendet.

FACS-Analysen wurden mittels BD FACSCelesta und BD FACSCalibur durchgefiihrt
und anhand der Software FlowJow oder WinMDI analysiert und durch die Software

Corel veranschaulicht.

5.9.Hochleistungsfllissigkeitschromatographie (,,high performance liquid
chromatography* =HPLC)

Zur Uberprufung und Auftrennung der s(sc)LTa2b-Trimere wurden Proben des

aufgereinigten Fusionsproteins (250 pl) mit Hilfe von Tengyu Zhang auf eine

MAbPac™ SEC-1 GroRenausschlusschromatographie-HPLC-Saule geladen, mittels

einer Flussrate von 760 pl/min von PBS pH 7,2 eluiert und in Fraktionen aufgefangen.

AnschlieRend wurden die Ausschlage mit einem Standard bekannter Proteingrof3en

verglichen um diese als aggregierte- und ,reine” Trimere bestimmen zu kénnen.

Einzelne Fraktionen wurden danach per Silbergelfarbung tGberprift und die Fraktionen
der Aggregate oder der ,reinen® Trimere gepoolt. Zur Veranschaulichung der Reinheit
wurden Proben (Aggregate 15 ul; ,reine” Trimere 250 pl) dieser Pools ein weiteres Mall
auf die HPLC geladen. Als Negativkontrolle und der Uberprifung von

Hintergrundausschlagen wurden 250 pl PBS aufgetragen.
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6. Ergebnisse

6.1. Heterotrimere aus loslichem LTa und I6slichem LT (sLTp) interagieren
mit TNFR1, TNFR2 und LTBR

Seit den 90ern ist bekannt, dass LTa an TNFR1 und TNFR2 bindet, wahrend LT3 nur
in Form von LTa2B mit TNFR1 interagiert und LTaB2 eine Bindung an LTBR vorweist
(?®. Im Gegensatz zu LTa und LTaB2, wurde LTa2p seit diesen initalen Studien nicht
mehr untersucht. Um die Eigenschaften von LTazp und LTap2> zu verifizieren und
weiterfihrend zu charakterisieren, wurden l6sliches LTa und mit einer Gaussia
princeps Luziferase (=GpL)-fusioniertes, l6sliches LTR (=GpL-sLTB) in HEK293T-
Zellen koexprimiert. Hierfur wurden HEK293T-Zellen mit Plasmiden transfiziert, welche
fur diese Liganden kodieren. Durch die Verknupfung der Liganden an eine FLAG-
Sequenz, kénnen bei spateren Untersuchungen, die Konzentration und Expression
von LTa und GpL-sLTp bestimmt werden. Um eine mdglichst gleichmaliige Expression
der, fur LTa und LT kodierenden, Plasmide zu ermoglichen, wurden die Zellen mit
einem Verhdltnis von 1:1 der Plasmide transfiziert. Dies sollte die Produktion und
Bildung sowohl von LTa-, LTaxB-, LTaB2- und LTB-Trimeren (Abbildung 6.1)

ermdglichen.
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LTa, GpL-sLTa,8 GpL-sLTaB, GpL-sLTB,

1511

LTa GpL-sLTpB

stabil instabil

GpL neg. GpL pos.

Abbildung 6.1: Schema Homo- und Heterotrimere von Lymphotoxin a und I6slichem
GpL-Lymphotoxin-g.

Die Protomere von LTa (gelb) und LT (griin) kénnen sich zu Homotrimeren in Form von LTas
und LTBs zusammenlagern. Desweiteren ist eine Zusammenlagerung in Form von
Heterotrimeren mit dem Verhéltnis 1:2 und 2:1 von LTa zu LTB méglich, wodurch LTaB- und
L TafB>-Heterotrimere entstehen. Browning und Kollegen (1996) zeigten bereits, dass reine
LTBs-Homotrimere instabil sind. Durch die Fusionierung an eine GpL-Domaéne sind Trimere
mit min. einem LTB-Protomer anhand der Luziferase sehr sensitiv mittels
Lumineszenzmessung detektierbar.

Anhand des FLAG-Tags, mit denen GpL-sLTB und LTa versehen waren, konnte
untersucht werden, inwiefern die GpL-sLTp- und LTa-Molekile von den transient
transfizierten Zellen exprimiert wurden. Durch Western Blot Analysen mit einem
spezifischen anti-FLAG-Primarantikorpers, wurde sowohl die Expression der
einzelnen Protomere (LTa und GpL-sLTB), als auch die Koexpression der beiden
Protomere durch Kotransfektion der kodierenden Plasmide detektiert (Abbildung
6.2A). Browning und Kollegen (¢°) zeigten, dass reine sLTRs-Trimere hoch instabil sind.
Da die Analyse der GpL-sLTB-Transfektion zeigte, dass dieses Molekil effizient
gebildet wurde, wurde dennoch verfiziert, ob diese, wie LTaB2 (5%) an den LTBR
binden konnen. Hiefir wurden HEK293T-Zellen, mit einem Leervektor oder einem
Plasmid transient transfiziert, welches fir eine Variante des LTBR kodiert, in welcher

die extrazellulare Domane des LTBR an einen Glycosylphosphatidylinositol (=GPI)-
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Anker fusioniert wurde. Durch den GPI-Anker wurde der Rezeptor stabiler an der
AulRenseite der Plasmamembran der Zellen verankert. Anschlie3end wurden diese
Zellen auf die Fahigkeit untersucht, GpL-sLTBs zu binden. Hierbei zeigte sich, dass
GpL-sLTBz alleine nicht an den LTBRR-GPI band, wahrend eine Bindung von
Heterotrimeren mit LTa einfach nachgewiesen werden konnte. Anhand dessen kann
davon ausgegangen werden, dass obwohl sLT[ alleine durchaus gut exprimiert und
sezerniert wird, dieses nicht als Bindungspartner fur den LTBR-GPI fungiert. Erst nach
Vorhandensein des LTa-Protomers durch die Koexpression, konnte eine Bindung an
den LTBR-GPI beobachtet werden (Abbildung 6.2B). Diese Beobachtung korreliert gut

mit der Annahme, dass LT alleine keine funktionsfahigen Homotrimere bildet.

Dadurch, dass das zur Transfektion verwendete LTa-Konstrukt keine GpL-Domaéane
enthalt verfugt auch das daraus resultierende LTaz Uber keine GpL-Domane. Letzteres
kann deshalb in Luminszenz basierten Bindungsstudien nicht detektiert werden. Da
desweiteren GpL-LTp nicht an den LTBR-GPI bindet, muss eine mittels GpL-Aktivtéat
detektierte Bindung von Uberstand von LTa/GpL-sLTP transfizierten Zellen auf der
Interaktion der Heterotrimeren GpL-sLTa2f- oder GpL-sLTaB2-Molekile mit dem stark

uberexprimierten LTBR-GPI zurlickzuftihren sein.

Durch diese Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass nur GpL-sLTa2f und GpL-
sLTaB2> bei einer Koexpression von GpL-sLTB und LTa als mdgliche aktive
Bindungspartner in Bindungsstudien detektiert werden. Inwieweit diese Heterotrimere
auch an die Rezeptoren von LTa, namlich TNFR1 und TNFR2 zu binden vermag,

wurde nun im Weiteren untersucht.
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Abbildung 6.2: sLTB wird gebildet, bindet aber nicht an LTBR.

(A) HEK293T-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fiir LTa, GpL-sLTf und LTa oder nur
fur GpL-sLTB transfiziert. Die Zelliiberst&dnde wurden nach einer Woche gesammelt und mittels
Western Blot Analyse mit dem anti-FLAG-Antikdrper M2 untersucht. (B) Die GpL-sLTg-
enthaltenen Zelliibersténde, wurden mittels Bindungsstudie auf ihre Bindung an den LTBR
untersucht. HEK293T-Zellen wurden transient mit einem Leervektor (,empty vector“= EV) oder
einem Expressionsplasmid fiir LTBR-GPI transfiziert. Diese Zellen wurden am nachsten Tag
fur 1 h mit Zelluberstand (Flag-Protein-Konz. 1 pug/ml) von GpL-sLTB oder LTa+GpL-sLTf
transfizierten Zellen inkubiert. AnschlieBend wurde die Bindung der Liganden durch Messung
der GpL-Aktivitat gemessen.

Fur die Untersuchungen der Bindung der GpL-fusionierten heterotrimeren Liganden
an TNFR1, TNFR2 und LTBR wurden HEK293T-Zellen mit Expressionsplasmiden fur
diese Rezeptoren transient transfiziert, da diese Zelllinie die Rezeptoren selbst nicht
oder nur minimal endogen exprimiert. Des Weiteren wurden HEK293T-Zellen mit
einem leeren Vektorplasmid (,empty vector® = EV) transfiziert, um diese residuelle
endogene Expression zusammen mit der unspezifischen Bindung der Liganden zu
bestimmen. Bindungsstudien mit diesen Rezeptor-transfizierten Zellen mit dem
Zelliberstand der Koexpression von LTa und GpL-sLTB wiesen eine spezifische
Bindung an TNFR1, TNFR2 und LTBR auf, zeigten jedoch keine Bindung an den
Leervektor. Durch Blockierung von TNFR1, TNFR2 und LTBR konnten die
spezifischen Bindungen weiterfiihrend untersucht und bestéatigt werden. Hierfir
wurden l6sliches humanes TNF, ein spezifischer Antikdrper gegen TNFR2 (anti-
TNFR2) sowie Antikoérperfragmente in Form von Fragment antigen binding (=Fab)-
Domaénen von IgG-Antikérpern, welche TNFR1 und LTBR erkennen (anti-TNFR1-Fab
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und anti-LTBR-Fab) verwendet. Hierbei zeigte sich, dass I6sliches TNF, sowie anti-
TNFR1-Fab, die Bindung der GpL-fusionierten Heterotrimere an TNFRI1-
exprimierende Zellen blockiert, wahrend anti-TNFR2 und anti-LTBR-Fab keinerlei
Auswirkungen auf diese Bindung hatten. Ahnliches zeigte sich bei der Bindung der
heterotrimeren Mischung mit TNFR2-exprimierenden Zellen. Durch l6sliches TNF,
sowie anti-TNFR2 konnte die Bindung von den Heterotrimeren verhindert werden,
wéahrend anti-LTBR-Fab und anti-TNFR1-Fab keinen Einfluss auf die Bindung
besal3en. Hinsichtlich der Bindung von den GpL-fusionierten Heterotrimeren an LTRR-
exprimierenden Zellen, konnte weder l6sliches TNF noch die spezifischen
Antikorper/Antikorperfragmente fir TNFR1 (anti-TNFR1-Fab) und TNFR2 (anti-
TNFR2), die Rezeptorbindung inhibieren. Im Gegensatz zu den Bindungenstudien mit
TNFR1- und TNFR2-exprimierenden Zellen hatte die Blockade mit anti-LTBR-Fab bei
den LTPRR-exprimierenden Zellen eine Reduzierung der zellassoziierten

Luziferaseaktivitat zur Folge (Abbildung 6.3).
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Abbildung 6.3: Bindungsféahigkeit von Ubersténden LTa + GpL-sLTB kotransfizierter
Zellen an transient TNFR1, TNFR2 und LTBR transfizierten HEK293T-

Zellen.

Um die spezifische Rezeptorbindung von koexprimierten LTa und GpL-sL TS zu kldren, wurden
HEK293T-Zellen mit einem Leervektor oder Expressionsplasmiden, welche fir TNFR1-GPI,
TNFR2-GFP oder LTBR-GPI kodieren, transient transfiziert. Diese Zellen wurden mit 10 pg/ml
humanen TNF, oder Antikbrpern bzw. Antikbrperfragmenten gegen TNFR1, TNFR2 oder LTBR
fir 30 min vorinkubiert. AnschlieRend wurden diese Ansatze mit dem Uberstand (20 ng/ml
Flag-Proteine) von L Ta und GpL-sL T koexprimierenden Zellen stimuliert und die gebundenen
Heterotrimere durch ihre GpL-Aktivitat quantifiziert (RLU (=,Relative Light Units*“)).

Da fur LTap2 nur eine Bindung an LTBR und nicht an TNFR1 oder TNFR2 bekannt ist
(?®), kann aus diesen Befunden geschlossen werden, dass sowohl GpL-sLTaBz, als
auch GpL-sLTazB in dem Uberstand vorhanden waren und dass GpL-sLTazf an
TNFR1 und TNFR2 bindet. Hierdurch konnten die bekannten Eigenschaften von
sLTa2B und sLTap: hinsichtlich ihrer Bindung an TNFR1 und LTBR bestatigt werden
(?®). Des Weiteren legten die Ergebnisse nahe, dass sLTa2f nicht nur an TNFR1,

sondern auch an TNFR2 binden kann.

Um nun die Interaktion von sLTa2f mit den Rezeptoren TNFR1 und TNFR2 weiter zu
untersuchen und die Limitationen der transienten Transfektion (starke Uberexpression,
Heterogenitat der Expression) ausschlie3en zu kénnen, wurden Bindungsstudien mit
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Zellinien durchgefuhrt, welche sowohl TNFR1 und TNFR2 endogen exprimieren.
Hierfur wurden Kym-1-, sowie HeLa-TNFR2-Zelllinien ausgewahlt. In diesen Zellinien
wird TNFR1 in geringem Maf3e und TNFR2 in hohen Mal3e endogen exprimiert. Dies
ist ersichtlich durch das Verhéltnis von TNFR1- und TNFR2-Rezeptoren der zwei
Zelllinien. Wahrend ein Verhaltnis von 1:10 bis 1:30 von TNFR1 zu TNFR2 in Kym-1-
Zellen vorliegt (8), exprimieren die HeLa-TNFR2-Zellen diese Rezeptoren in einem
Verhaltnis von ~ 1:25 (8). Anhand von FACS-Analysen konnte die Expression von
TNFR1 und TNFR2 bestatigt werden. Verglichen zu der Isotypkontrolle wiesen hierbei
sowohl Kym-1-Zellen, als auch HelLa-TNFR2-Zellen eine Erhohung der
Fluoreszenzintensitat fur die Anfarbung der TNFR1- und TNFR2-Rezeptoren auf. Die
Analyse bezuglich der LTBR- Expression zeigte nur eine geringe Bindung des
Antikdrpers gegen den LTBR, was sich in der geringen Fluoreszenz widerspiegelt.
Anhand des geringen Unterschiedes zwischen der Isotypkontrolle und dem LTBR-
spezifischen Antikdrpers kann davon ausgegangen werden, dass dieser Rezeptor

nicht oder nur marginal in diesen Zellen exprimiert wird (Abbildung 6.4).
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Abbildung 6.4: Expressionsanalyse von TNFR1, TNFR2 und LTBR in HeLa-TNFR2 und
Kym-1.

HelLa-TNFR2- und Kym-1-Zellen wurden fiir 1 h bei 4°C mit den PE-fusionierten Antikbrpern
gegen TNFR1, TNFR2 und LTBR oder deren Isotypkontrolle inkubiert und anschlieBend auf
die Bindung des Antikdrpers und der dementsprechenden Rezeptorexpression mittels
Durchflusszytometrie untersucht.

Bindungsstudien mit diesen Zelllinien zeigten, dass Uberstande von heterotrimeren
GpL-fusionierten sLTaxB- und sLTaB2-Trimeren exprimierenden Zellen sowohl an die
HeLa-TNFR2-, als auch an die Kym-1-Zellen stark binden. Wahrend die Blockierung
des TNFR2 durch einen TNFR2-spezifischen Antikdrper sowohl in HeLa-TNFR2, als

auch in Kym-1-Zellen zu einer sichtbaren Reduzierung der Bindung fihrt, konnte beim
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Blockieren des TNFR1 bei beiden Zelllinien nur ein marginaler Unterschied zwischen
blockiertem und nicht-blockiertem Bedingungen detektiert werden (Abbildung 6.5).
Dies kann auf die niedrige endogene Expression von TNFR1 und TNFR2
zurickgefuhrt werden. Da TNFR1 und TNFR2 dieselben Liganden teilen kann die
hohere Expression von TNFR2 die Bindung bzw. Blockierung des Liganden und
dessen Luziferasesignals an TNFR1 tberlagern. Bereits die FACS Analysen zeigten,
dass der LTBR nur im geringen Male detektiert werden konnte (Abbildung 6.4). Das
Blockieren dieses Rezeptors durch ein LTBR-spezifisches Antikdrperfragment fuhrte
zu einer Reduzierung des Luziferasesignals in HeLa-TNFR2-Zellen. Fur Kym-1-Zellen
wurde fur die Blockierung des LTBRs kein Unterschied zwischen blockiertem und
nicht-blockiertem Rezeptor detektiert (Abbildung 6.5).
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Abbildung 6.5: Bindungsféhigkeit von LTa + GpL-sLTB Heterotrimeren an endogen

exprimierte Rezeptoren.

HeLa-TNFR2- und Kym-1-Zellen wurden mit spezifischen Antikérpern oder
Antikdrperfragmenten gegen TNFR1, TNFR2 oder LTBR fiir 30 min vorinkubiert. AnschlieRend
wurden diese Ansétze mit 10 ng/ml eines LTa und GpL-sLTB Koexpressionstiberstandes fiir
1 h bei 37°C und 5 % CO; stimuliert. Die gebundenen GpL-sL T enthaltenen Trimere wurden
anschlief3end Uber ihre GpL-Aktivitat quantifiziert.
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6.2. Heterotrimere aus loslichem LTa und membranstandigem LTB (memLTp)
interagieren mit TNFR1, TNFR2 und LTBR und aktivieren TNFR2

In seiner naturlich vorkommenden Form liegt LT hauptsachlich als membranstandiger
Ligand vor, wahrend LTa nur als losliche Form vorkommt (?36669.71)  Bei einer
Koexpression dieser beiden Liganden kann es jedoch sowohl zu der Bildung von
LTazB-, als auch von LTaB2-Heterotrimeren kommen. Um nun diese Heterotrimere zu
untersuchen,  wurden HEK293T-Zellen mit  Expressionsplasmiden  fir
membranstandiges LTB (memLTp) und I6slichem LTa kotransfiziert, so dass diese
Zellen sowohl I6sliche LTas-Trimere, als auch membranstandige LTazp- und LTapo-
Heterotrimere und membranstandige LTR3-Trimere exprimieren konnten. Da bereits
gezeigt wurde, dass LTRs-Trimere hoch instabil und inaktiv sind (¢®7%) kann davon
ausgegangen werden, dass diese nur in einer inaktiven Form vorliegen (Abbildung
6.6).

Homo-/Heterotrimer

............................. LT
I { | i LTa memLTp
stabil instabil
Abbildung 6.6: Schema Homo- und Heterotrimere von Lymphotoxin a und

membranstandigen Lymphotoxin (.

Die Protomere von LTa (gelb) und LT (griin) kbnnen sich zu Homotrimeren in Form von LTas
und memLTRBs; zusammenlagern. Desweiteren ist eine Zusammenlagerung in Form von
Heterotrimeren mit dem Verhéltnis 1:2 und 2:1 von LTa zu LT méglich, wodurch memLTa3-
und memLTafz-Heterotrimere entstehen. Durch die Instabilitat/Inaktivitdt von memLTs
Trimeren, liegen nur memLTazB- und memLTaB.-Heterotrimere als membranstandige aktive
Trimere vor.
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Um die Bildung von membranstandigen Heterotrimeren zu untersuchen, wurden
unterschiedliche Verhéltnisse der Expressionsplasmide fir LTa und memLT@ zur
Transfektion verwendet. Wie Browning und Kollegen (2366:69) bereits zeigten, liegt LTa
alleine nicht als membranstandiges Protein vor. Interessanterweise zeigten die FACS
Analysen, dass bei Erhohung des Verhaltnisses von LTa zu memLTf zu Gunsten von
memLTf, sich das Signal und somit die Anzahl der gebundenen LTa Moleklle ab
einem Verhaltnis von 1:1 nicht sichtbar verandert (Abbildung 6.7). Eine Erhéhung des
memLTp-Anteils bei der Transfektion lasst vermuten, dass dies auch mit einer
erhohten Expression dieses Molekils einhergeht. Anhand der gleichbleibenden
Fluoreszenzintensitat bei Erhdhung des memLTB-Anteils und der Senkung von LTa
kann davon ausgegangen werden, dass LTa hier als Grofteil in Form von memLTaf32
vorliegt. Aufgrund des gleichbleibenden Fluoreszenzssignals der Zellen, welche mit
einem EV oder nur mit einem fur memLTB-kodierenden Plasmid transfiziert wurden,
lasst sich schlussfolgern, dass das Fluoreszenzssignal auschlief3lich durch das an

membranstandiges LTp assoziierte LTa zustande kam.
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Abbildung 6.7: Detektion von memLTB-gebundenem LTa

HEK293T-Zellen wurden mit unterschiedlichen Verhéltnissen von LTa und memLTp
kodierenden Plasmiden kotransfiziert und anschliel3end, mit Hilfe eines anti-LTa Antikérpers
und dem passenden PE-versehenden Sekundarantikbrper, auf das Vorhandensein von
membrangebundenen LTa hin, untersucht. Als Kontrollen wurden HEK293T-Zellen mit einem
Leervektor, sowie nur mit dem Plasmid fiir LTa oder (mem)LT transfiziert.

Die transfizierten Zellen wurden daraufhin auf ihre Bindungsvermdgen fir TNFR1,
TNFR2 und LTBR untersucht. Hierfir wurden Fusionsproteine aus den extrazellularen
Domanen (=,extracellular domain“ (ed)) von TNFR1, TNFR2 oder LTBR (TNFR1ed,
TNFR2ed und LTPRed) und der GpL-Doméane verwendet. Fir TNFR1led-GpL,
TNFR2ed-GpL und LTBRed-GpL konnte weder fur die Leervektorzellen, noch fir die
Zellen mit 100 % LTa- oder 100 % memLTB-Expression eine spezifische Bindung
beobachtet werden. Dies ist in Einklang mit den bereits genannten Erkenntnissen,
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dass LTa nur I6slich vorliegt und reine memLTB-Trimere hoch instabil und/oder inaktiv
sind (5®71). Eine deutliche Bindung der drei Rezeptoren wurde ab einem Verhéaltnis von
1:1 von LTa zu memLTR detektiert. Hierbei konnte eine steigende Bindung bei der
Erhdhung des memLTpB-Anteils beobachtet werden. Die Bindungen von TNFR1led-
GpL und TNFR2ed-GpL konnten durch das Hinzufiigen eines Uberschusses an
I6slichem TNF blockiert werden. Im Gegensatz hierzu fuhrte die Zugabe eines
Uberschuss an loslichem TNF zu keiner Verringerung des GpL-Signals bei der
Bindung von LTBRed-GpL (Abbildung 6.8).
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Abbildung 6.8: Membrangebundene Heterotrimere von LTa und memLTB binden
sowohl an LTBR, als auch an TNFR1 und TNFR2.

Zur Untersuchung der membrangebundenen LTaB-Trimere wurden HEK293T-Zellen in den
angegebenen Verhaltnissen mit Plasmiden, die fur L Ta bzw. memLTg kodieren, kotransfiziert
und anschlieBend auf ihre Fahigkeit TNFR1led-, TNFR2ed- und LTBRed-GpL zu binden
untersucht. Ein Teil der Zellen wurden mit 20 pg/ml humanen TNF fiir 30 min vorinkubiert.
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Diese Ergebnisse bestatigen zum Einen die bereits publizierte Interaktion von
membranstandigen LTaB2-Trimeren mit LTBR (%), zum Anderen belegen sie eine
Interaktion von LTaB-Heterotrimeren mit TNFR1 und TNFR2. Da LTa-Homotrimere
nicht als membransténdiger Ligand vorliegen und der TNFR1- und TNFR2 kein LTaf32
binden, muss es sich um das membranstandige Heteromer LTazB handeln, das
TNFR1led-GpL und TNFR2ed-GpL bindet. Aufgrund der Koexpression von
membranstandigem LT und I6slichen LTa koénnen losliche LTa-Trimere oder
membranstandige LTa2B- oder LTaBz-Trimere entstehen. Hierbei wurde nicht
untersucht, inwiefern die Bildung von memLTaf2-Trimeren gegentber der Bildung von
memLTazB-Trimeren bevorzugt wird bzw. in welchem Verhéltnis die zwei
heterotrimeren Varianten zueinander und im Vergleich zu l6slichen LTa-Trimeren

vorliegen.

Um die rezeptoraktivierende Wirkung dieser membranstandigen Heterotrimere auf die
einzelnen Rezeptoren zu untersuchen, wurden fur die folgende Experimente Zelllinien
verwendet, die entweder nur TNFR1 (HeLa-Zellen), nur TNFR2 (HeLa-TNFR2-
TNFR1ko-Zellen) oder TNFR1 und TNFR2 (HeLa-TNFR2-Zellen) stabil endogen

exprimieren (Abbildung 6.9).
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Abbildung 6.9: Expression von TNFR1, TNFR2 und LTBR in verschiedenen Hela-

Varianten.

HelLa-, HeLa-TNFR2, HeLa-TNFR2-TNFR1ko-Zellen wurden beziiglich der Expression von
TNFR1, TNFR2 und LTBR mittels Western Blot Analysen und spezifischen Antikdrpern gegen
TNFR1, TNFR2 und LTBR untersucht. Hierfir wurden Lysate aus jeweils 1x10° Zellen der
Zelllinien hergestellt. Als Ladekontrolle wurde (-Aktin der Lysate detektiert. ns = nicht

spezifische Banden
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Die Aktivierung von TNFR1, TNFR2 und LTBR in den verschiedenen HelLa-Zelllinien
wurde mittels der induzierbaren IL8-Produktion als Folge der Aktivierung des NFkB-
Signalwegs  untersucht.  Hierfir wurden  HEK293T-Zellen, welche mit
Expressionsplasmiden fur LTa und memLTp in einem Verhaltnis von 1:1 oder einem
Leervektor transfiziert wurden (Abbildung 6.10A), mit den HeLa-Zelllinien kokultiviert
und die IL8-Induktion analysiert. Membranstadndiges TNF-exprimierende HEK293T-
Zellen dienten hierbei sowohl als Positivkontrolle als auch zur Vergleichsmdglichkeit
der aktivierenden Wirkung von membranstandigen TNF zu der Koexpression von LTa
und memLTp. Analysen der IL8-Expression der transfizierten HEK293T-Zellen alleine
zeigten, im Vergleich untereinander als auch im Vergleich mit den unbehandelten
Zielzellen, keine Unterschiede in der IL8-Expression. Eine Erhéhung der Produktion
konnte bei der Kokultivierung von HelLa, HeLa-TNFR2, sowie HeLa-TNFR2-TNFR1ko
mit den mit membranstandigem TNF (memTNF) transient exprimierenden HEK293T-
Zellen, als auch mit Transfektanten mit Koexpression von memLT( mit LTa beobachtet
werden. Dies zeigte, dass die Koexpression von LTa und memLTf nicht nur Liganden
bildet, die TNFR1 und TNFR2 binden sondern auch stimulieren (Abbildung 6.10B).
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Abbildung 6.10: Koexpression von membransténdigem LT und I6slichem LTa fiihrt zur

Bildung von Heterotrimeren, die die IL8-Produktion in HelLa, Hela-
TNFR2 und HeLa-TNFR2-TNFR1ko stimulieren

(A) HEK293T-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fiir membranstandiges TNF,
membransténdiges LTS + Il6slichem LTa oder einem Leervektor transient transfiziert und
anhand der FACS-Analyse auf die Expression von TNF und membrangebundenem LTa
untersucht. Hierfir wurden Zellen mit einem PE-markierten Antikérpern gegen TNFa oder
einem unmarktierten Primarantikdrper gegen LTa in Kombination mit einem PE-markierten
Sekundarantikorper fur 1 h bei 4°C gefarbt. Die transfizierten Leervektorzellen dienten hierbei
als negative Kontrolle. (B) HeLa, HeLa-TNFR2 und HelLa-TNFR2-TNFR1ko-Zellen wurden in
96-Well-Platten mit 2x10* Zellen/Well ausgesat. Am nachsten Tag wurden 2x10* Zellen/Well
der transfizierten Zellen hinzugegeben. Zur Kontrolle wurden die transfizierten Zellen ohne
Effektorzellen untersucht. Nach Stimulation Uber Nacht wurde die IL8-Expression der
Kokulturen, sowie der einzelnen Zellen mittels IL8-ELISA detektiert und mit der Software
PRISMA analysiert. *** p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns, nicht signifikant

6.3.Mem(sc)LTa,B Heterotrimere aktivieren TNFR1 und TNFR2

Um nun die einzelnen membranstandigen LTa2B- und LTaf2-Heterotrimere ndher auf
ihre Wirkungsweise und Funktion untersuchen zu kénnen, wurden membranstandige
durch eine Aminosaurekette (,single-chain“(sc)-Konstrukte) kodierte Varianten dieser

Molekule generiert. Hierfir wurde ein membranstandiges LTB-Molekil mit zwei LTa-

-64 -



Molekllen oder einem LTa-Molekll und einem l6slichen LTB-Molekil anhand von

Linkersequenzen aneinander fusioniert (Abbildung 6.11).
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Abbildung 6.11: Schema mem(sc)LTa.3, mem(sc)LTaB; und memTNF.

Die THD von léslichem LTa und I6slichem LTS wurden mit Hilfe von Linkersequenzen an ein
LTB-Molekdl inklusive dessen Transmembrandoméane (=TM) fusioniert. Fir mem(sc)LTa(
wurden hierfiir zwei LTa Molekiile an ein memLTg fusioniert, wéhrend fiir mem(sc)LTa-
zunéchst eine THD von LTa, gefolgt von einer THD von LT, an ein memLTg fusioniert wurde.
Anhand der Linker kommt es zu einer intramolekularen Zusammenlagerung zu mem(sc)LTa (3
oder mem(sc)LTaB.,. MemTNF hingegen besteht aus einzelnen membranstandigen
Molekdlen.

Mit Hilfe dieser membranstandigen single-chain Konstrukte konnten nun die reinen
Heterotrimere untersucht werden, da keine Koexpression der LTa- und LTB-Liganden
notig war und nur das Vorhandensein der jeweiligen einzelnen Heterotrimere
gewdhrleistet werden konnte. Um die Funktionalitit der membranstandigen
Heterotrimere mem(sc)LTazf und mem(sc)LTapz naher zu untersuchen, wurden
hierfir stabil exprimierende Zelllinien anhand des Flp-In/FRT Systems generiert.
Zusatzlich zu den Heteromer-exprimierenden Zellen, wurden Kontrollzellen mittels

Transfektion eines Leervektors generiert.

Durchflusszytometrische Analysen der generierten Zelllinien mit einem spezifischen
anti-LTa-Antikorper zeigten bereits erste Unterschiede der zwei membranstandigen
Heteromerzelllinien mem(sc)LTa2B und mem(sc)LTaB2 auf. (Abbildung 6.12). LTas
kommt in seiner natlurlichen Form nicht als membranstandiges Trimer vor, jedoch

interagieren sowohl LTaz als auch TNF mit den Rezeptoren TNFR1 und TNFR2. Aus
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diesem Grund konnen, anstelle von membranstandigem LTas-Zellen,
membranstandige TNF-Zellen als Kontrolle verwendet werden. Fur die
Untersuchungen der stabil exprimierenden HEK293-Flp-In-mem(sc)LTa2B- und
HEK293-Flp-In-mem(sc)LTaB2-Zellen wurden auch stabil exprimierende memTNF-
Zellen verwendet. Hierfur wurde die bereits publizierte CHO-memTNFA1-12—Zelllinie
(°®) als Positivkontrolle fiir die Experimente ausgesucht und mit deren Negativkontrolle,

in Form von CHO-Zellen, in die Analysen integriert (Abbildung 6.12).
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Abbildung 6.12: Stabile Expression von mem(sc)LTaz8, mem(sc)LTaB, in HEK293-FlIp-

In-Zellen, sowie memTNF in CHO-Zellen.

Stabil exprimierende mem(sc)LTa,3, mem(sc)LTaB. oder EV-Zellen (HEK293-FlIp-In), sowie
stabil exprimierende memTNF Zellen (CHO-memTNFA1-12), als auch ihre Kontrollzellen
(CHO), wurden auf ihre Expression der jeweiligen membranstandigen Liganden via FACS
untersucht. Hierfir wurden die exprimierenden Zellen und deren Kontrollzellen mit den
spezifischen Antikdrpern fir 1 h bei 4°C inkubiert und anschlielend auf die gebundenen
Antikdrper mittels Durchflusszytometrie tberprift.

Die stabil exprimierenden HEK293-Flp-In-Zelllinien fir mem(sc)LTazf und
mem(sc)LTaB2, sowie den stabilen memTNF-exprimierenden CHO-memTNFA1-12-
Zellen, wurden zunéchst auf ihre Funktionalitéat hinsichtlich der Bindung an TNFR1,
TNFR2 und LTBR untersucht. TNFR1ed-GpL und TNFR2ed-GpL wiesen eine starke
Bindung an memTNF-exprimierende Zellen (CHO-memTNFA1-12) auf. Eine
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spezifische Bindung von LTBRed-GpL an memTNF konnte nicht detektiert werden. Fur
mem(sc)LTaB2-Zellen konnte hingegen nur eine spezifische Bindung mit LTBRed-GpL
detektiert werden. Interessanterweise banden mem(sc)LTazB-Zellen nicht nur
spezifisch TNFRled-, sowie TNFR2ed-GpL, sondern auch LTBRRed-GpL auf
(Abbildung 6.13).
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Abbildung 6.13: mem(sc)LTa. bindet LTBR, sowie TNFR1 und TNFR2.

Stabil exprimierende mem(sc)LTazB8, mem(sc)LTaB. und memTNF-Zellen, sowie deren
Kontrollzellen wurden auf ihre Bindungsfahigkeit fir LTBRed-, TNFR1led-, TNFR2ed-GpL
untersucht. Hierfir wurden 1x10° Zellen pro Konzentrationswert fiir 1 h bei 37°C mit den
entsprechenden Zelliberstanden inkubiert. AnschlieBend wurde die Gaussia princeps
Luziferaseaktivitdt der gebundenden loslichen Rezeptoren bestimmt und die spezifische
Bindung mittels der Software GraphPad Prism5 und der Funktion ,Nonlinear regression (curve
fit)“ berechnet. Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment von finf voneinander
unabhangigen Experimenten.

-67 -



Aufgrund der Bindungsfahigkeit von mem(sc)LTa28 an TNFR1, TNFR2 und LTBR lag
das Interesse der mdglichen aktivierenden Wirkung dieser Rezeptoren besonders im
Fokus. Anhand von Kokulturexperimenten mit TNFR1-exprimierenden HelLa-Zellen,
TNFR1- und TNFR2-exprimierenden HelLa-TNFR2-Zellen, sowie nur TNFR2-
exprimierenden HelLa-TNFR2-TNFR1ko-Zellen konnte die spezifische Wirkung von
mem(sc)LTazp auf TNFR1 und TNFR2 untersucht werden.

Die unterschiedlichen HEK293-FlIp-In-Zelllinien wiesen ohne die Zielzellen eine
marginale IL8-Expression auf. Diese marginale IL8-Expression zeigt sich auch bei der
Kokultivierung von HEK293-FlIp-In-EV-Zellen mit HeLa-, HeLa-TNFR2- oder Hela-
TNFR2-TNFR1ko-Zellen. Bei den Kokulturexperimenten mit HEK293-Flp-In-
mem(sc)LTazp-Zellen wiesen sowohl HeLa, HeLa-TNFR2, als auch HeLa-TNFR2-
TNFR1ko-Zellen eine signifikante Erhthung des IL8-Signals auf. Durch diese
Ergebnisse konnte zum Einen sichergestellt werden, dass eine Erhéhung der IL8-
Expression aufgrund der Aktivierung der Zielzellen und nicht Gber die stabil
exprimierenden Zellen zustande kam, zum Anderen konnte eine Aktivierung der
TNFR1- und TNFR2-Signalkaskaden durch mem(sc)LTa23 festgestellt werden. Der
marginale Anstieg von IL8 nach Stimulation mit mem(sc)LTaB2, lasst sich auf die
Aktivierung der endogen exprimierten LTB-Rezeptoren (Abbildung 6.4) in Hela-,
HelLa-TNFR2- und HeLa-TNFR2-TNFR1ko-Zellen zurlckfuhren (Abbildung 6.14).
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Abbildung 6.14: mem(sc)LTaxB aktiviert TNFR1 und TNFR2.

HelLa, HeLa-TNFR2 und HelLa-TNFR2-TNFR1lko-Zellen wurden mit stabil exprimierenden
mem(sc)LTazB, und mem(sc)LTaB.-Zellen, sowie Kontrollzellen fir 18 h bei 37°C in einem
Verhaltnis von 1:1 stimuliert und sowohl die IL8-Produktion der unstimulierten, als auch der
stimulierten Zellen mittels IL8-ELISAs bestimmt und anhand der Software PRISM analysiert.
Statistische Analysen wurden mit der Funktion 1lway ANOVA durchgefiihrt. Dargestellt sind
die Ergebnisse von drei voneinander unabhangigen Experimenten. *** p < 0,001; ** p < 0,01;
* p < 0,1; ns nicht-signifikant

Um die aktivierende Funktion des membranstandigen Heteromers mem(sc)LTa2p
weiter zu untersuchen und zu bestatigen, wurden die einzelnen Rezeptoren mit
spezifischen Antikdrper blockiert. Um zu gewahrleisten, dass diese spezifischen
Antikdrper keine aktivierende Wirkung auf die HEK293-FIp-In-Zellen haben, wurden
auch HEK293-FIp-In-WT-Zellen mit diesen spezifischen Antikérpern inkubiert.
Stimulation mit humanen rekombinanten TNF hatte eine hohe IL8-Expression zu
Folge. Ein spezifischer Antikorper gegen TNFR2 bzw. spezifische Antikdrperfragmente

gegen TNFR1, und LTBR (anti-TNFR1-Fab, anti-TNFR2, anti- LTBR-Fab) zeigten im
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Gegensatz dazu auch bei hohen Konzentrationen keine IL8-Induktion (Abbildung
6.15). Hierdurch konnte gewahrleistet werden, dass die zum Blockieren von TNFR1,
TNFR2, sowie LTBR verwendeten Antikorper/Antikdrperfragmente selbst zu keiner
IL8-Induktion in HEK293-FIp-In-Zellen fuhren und diese als Ausgangszelllinie fur die
stabilen Zellen in Experimenten mit blockierenden Antikdrpern verwendet werden
konnen. Durch diese Ergebnisse konnte zudem sichergestellt werden, dass die
detektierten Signale auf die jeweils anderen Zellen des Kokulturexperiments

zuruckzufuhren sind.
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Abbildung 6.15: Charakterisierung von HEK293-FIp-In-Zellen.

HEK293-Flp-In-WT-Zellen (5x10* Zellen/Well) wurden mit spezifischen Antikdrpern bzw.
Antikérperfragmenten (Fab) fiir TNFR1, TNFR2 und LTBR, sowie einer Positivkontrolle
(TNF(h)) fur 18 h bei 37°C inkubiert, anschlielend auf ihre IL8-Produktion mittels ELISA
untersucht und mit Hilfe der Software GraphPad Prism5 analysiert. Aufgrund der geringen IL8-
Produktion Uberlagern sich die Kurven fir anti-TNFR1-Fab, anti-TNFR2 und anti-L TBR-Fab,
wodurch sie schlecht unterschieden werden kénnen. Dargestellt ist ein reprasentatives
Experiment von zwei voneinander unabhangigen durchgefiihrten Experimenten.

Die blockierenden Antikérper bzw. Antikdrperfragmente wurden dann in
Kokulturexperimenten von HelLa-TNFR2-TNFR1ko-Zellen mit HEK293-Flp-In-
mem(sc)LTazB-Zellen, sowie deren Kontrollzellen zum Blockieren von TNFR1, TNFR2
und LTBR verwendet. Durch die Blockade der einzelnen Rezeptoren konnte die

aktivierende Wirkung von mem(sc)LTaz3 auf den TNFR2 untersucht werden.

Die spezifischen Antikdrper bzw. Antikdrperfragmente fur TNFR1, TNFR2 und LTBR

zeigten keine aktivierende Wirkung auf HeLa-TNFR2-TNFR1ko-Zellen besitzen. Durch
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die Vorversuche mit HEK-Flp-In-Zellen und dem spezfischen Antikorper bzw. den
spezifischen Antikorperfragmenten konnte auch eine IL8-Induktion in HEK-FIp-In-
Zellen ausgeschlossen werden. Hierdurch ist eine Erh6hung des IL8-Signals auf die
Sekretion von IL8 durch die Effektorzelllinie HeLa-TNFR2-TNFR1ko zuriickzufiihren
und nicht auf die HEK293-FIp-In-Zellen. Anti-TNFR1-Fab, anti-TNFR2 und anti-LTBR-
Fab wiesen erwartungsgemald auch in Kokulturen von HeLa-TNFR2-TNFR1ko-Zellen
mit den Kontrollzellen HEK293-FlIp-In-EV keine IL8-Induktion auf.

Im Gegensatz hierzu konnte eine hohes IL8-Signal in Kokulturen mit HEK293-FIp-In-
mem(sc)LTazf und HelLa-TNFR2-TNFR1ko-Zellen erzielt werden. Die Kokulturen
zeigten bei Blockade des TNFR2-Rezeptors eine signifikante Reduzierung der IL8-
Induktion, jedoch nicht bei Blockade des TNFR1- oder des LTPR-Rezeptors
(Abbildung 6.16). Hierdurch konnte eine aktivierende Wirkung von mem(sc)LTa2f auf
den TNFR2 nachgewiesen werden.
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Abbildung 6.16: Mem(sc)LTa.f3 aktiviert TNFR2.

Zur genauen Bestimmung der Interaktionspartner von stabil exprimierenden HEK293-Flp-In-
mem(sc)LTa,B-Zellen wurden HelLa-TNFR2-TNFR1ko-Zellen (5x10* Zellen/Well) mit
spezifischen Antikorpern fiir TNFR1, TNFR2 und LTBR (10 ug/ml) fiir 30 min bei 37°C
vorinkubiert und anschlieBend mit mem(sc)LTa.B exprimierenden Zellen oder den
Kontrollzellen (EV) im Verhéltnis 1:1 fir 18 h stimuliert. Anschliel3end wurde die IL8-Induktion
mittels IL8-ELISA bestimmt und mit der Software PRISM analysiert. Statistische Analysen
wurden mit der Funktion 1way ANOVA durchgefihrt. Dargestellt sind die Ergebnisse von drei
voneinander unabhéngigen Experimenten. *** p < 0,001; ** p < 0,01; * p < 0,1; ns nicht-
signifikant

-71-



Die hohe IL8-Expression nach Stimulation mit mem(sc)LTa2B exprimierenden Zellen
weist auf die Initiierung des NFkB-Signalwegs hin, welcher durch TNFR1 als auch
TNFR2 aktiviert werden kann. Mit Hilfe von Kokulturen aus Kym-1- und HelLa-RIP3-
FADDko-Zellen mit den stabil exprimierenden memTNF-, mem(sc)LTa>p- und
mem(sc)LTaB2-Zelllinien wurden die membranstandigen Liganden hinsichtlich der
Auslésung von Nekroptose und Apoptose untersucht.

Kym-1-Zellen wurden mit HEK-Flp-In-mem(sc)LTazB-Zellen kokultiviert, um eine
maogliche apoptotische Wirkung von mem(sc)LTazpB zu untersuchen. Bei der Kym-1-
Zelllinie haben sowohl die Aktivierung von TNFR1, als auch von TNFR2 die
Induzierung der Apoptose zur Folge. TNFR1 gehort zur TNFRSF-Subgruppe der
Todesrezeptoren, welche eine Todesdoméne besitzen und Apoptose sowie
Nekroptose initiieren kénnen (1°8°). TNFR2 hingegen gehort zur TNFRSF-Subgruppe
der TRAF-interagierenden Rezeptoren, welche keine DD besitzen. Diese Gruppe
zeichnet sich dadurch aus, dass sie Bindestellen fur Mitglieder der TRAF-Familie
besitzen, die Signalwege aktivieren, die zur Aktivierung von NFkB-
Transktiptionsfaktoren und diversen Kinasen fiihren (°°%%), Aufgrund der fehlenden DD
kann der TNFR2, im Gegensatz zum TNFR1, nicht direkt Apoptose oder Nekroptose
einleiten. Jedoch hat die Aktivierung des TNFR2 die Expression von TNF zur Folge,
welches wiederum zur Aktivierung des TNFR1 fuhrt (2°8%). Anhand von
Kokulturexperimenten konnte gezeigt werden, dass Stimulation mit CHO-memTNFA1-
12- und HEK293-Flp-In-mem(sc)LTa2B-Zellen die Apoptose in Kym-1-Zellen einleiten
kann. Durch die Hinzugabe von CHX, welches Zellen fur Apoptose sensibilisert, konnte
diese Wirkung noch verstarkt werden. Mit Hilfe des Pancaspase-Inhibitors zVAD

konnte diese Induzierung der Apoptose unterbunden werden (Abbildung 6.17).
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Abbildung 6.17: Membransténdiges TNF sowie mem(sc)LTa.f3 fiihrt zur Apoptose in
Kym-1 Zellen.

Kym-1 Zellen wurden in 96-Well Platten ausgesat (2x10* Zellen/Well) und am nachsten Tag
mit CHX (2,5 pg/ml), zZVAD (20 puM) oder CHX und zVAD fir 30 min vorinkubiert. Anschliel3end
wurden 2x10* Zellen der Zelllinien CHO, CHO-memTNFA1-12, HEK293-Flp-In-EV, sowie
HEK293-Flp-In-mem(sc)LTazB und -mem(sc)LTaB. hinzugegeben. Nach Kultivierung tber
Nacht bei 37°C und 5 % CO; wurde Kokulturen sowie eine Sterblichkeitskontrolle (Tox)
verglichen und mikroskopisch dokumentiert. Gezeigt sind reprasentative Bilder aus drei
voneinander unabhéngig durchgefuihrten Experimenten. VergréRerung 40x.

-73-



Um die mikroskopisch ersichtlichen Ergebnisse zu verifizieren, wurden die Zellvitalitat,
zusatzlich zu der optischen Beurteilung, anhand von Farbung mit Kristallviolett (°2)
untersucht. Hierbei nehmen die Zellen den Kiristallviolettfarbstoff auf, welcher nicht
mehr ausgewaschen werden kann. Wahrend die lebendigen Zellen weiterhin adh&rent
vorliegen, werden die toten Zellen durch Waschen entfernt. Hierdurch werden nur die
vitalen Zellen bei spektralphotometrischen Messungen detektiert. Kokulturen von
CHO-memTNFA1-12- und HEK293-Flp-In-mem(sc)LTazB-Zellen zeigten eine
signifikante Induzierung der Apoptose wahrend die unstimulierten Zellen, sowie die
Kokulturen mit Kontrollzellen, als auch HEK293-Flp-In-mem(sc)LTaB2-Zellen keine
apoptotische Wirkung aufwiesen. Die Hinzugaben von CHX flhrten zu einer starkeren
apoptotischen Antwort auf die Interaktion mit memTNF und mem(sc)LTa2f, jedoch
nicht auf die Interaktion mit mem(sc)LTaB2. Die Verwendung von zZVAD konnte diese
Initiierung der Apoptose sowohl bei Kym-1- Zellen, als auch bei CHX-sensitivierten
Kym-1-Zellen unterbinden (Abbildung 6.18).
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Abbildung 6.18: Aktivierung von Apoptose durch mem(sc)LTaz3 in Kym-1.

Kym-1-Zellen (5x10* Zellen/Well) wurden mit stabil exprimierenden memTNF (CHO-
memTNFA1-12), HEK293-Flp-In-mem(sc)LTa,8 und -mem(sc)LTaB., sowie deren
Kontrollzellen im Verhaltnis 1:1 flr 18 h bei 37° stimuliert. Die Zellen wurden wie angegeben
mit zVAD (20 uM), CHX (2,5 pg/ml) oder CHX + zVAD fir 30 min vorbehandelt. Mittels
Kristallviolettfarbung der lebenden Zellen wurden die Sterblichkeitsrate der einzelnen
Kokulturen bestimmt. Statistische Auswertungen wurden mithilfe der Software PRISMA
durchgefiihrt. Hierbei wurde die Funktion ANOVA mit dem Bonferroni-Vergleich von den
mdglichen Paarkombination verwendet. Dargestellt sind die Ergebnisse von sechs
voneinander unabhangigen Experimenten.*** p < 0,001; ** p < 0,01; * p < 0,1; ns nicht-
signifikant

Des Weiteren konnte die Apoptoseinduktion durch memTNF und mem(sc)LTazf3
anhand von Western Blot Analysen bewiesen werden. In der apoptotischen
Signalkaskade spielen Caspasen eine essentielle Rolle in der Signalweitergabe (°3°4),
welche bei Initierung der Apoptose vermehrt prozessiert und somit aktiviert werden.
Zusatzlich zur erhéhten Spaltung von Caspasen, kommt es bei der Apoptose auch zur
enzymatischen Spaltung der PARP, welche eine Rolle in der DNA-Reparatur spielt

und als Marker der Apoptose zahlt (*°). Die Stimulationen von Kym-1-Zellen mit
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memTNF und mem(sc)LTazB exprimierenden Zellen zeigte eine erhdhte
Prozessierung der Caspasen 8 und 9 und eine verstarkte Spaltung von PARP
verglichen mit dem unstimulierten Ansatz oder den Kokulturansatzen mit Kontroll- und
mem(sc)LTaB2-Zellen (Abbildung 6.19).
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Abbildung 6.19: mem(sc)LTa.f3 induziert die apoptotische Signalkaskade.

Kym-1-Zellen (1x108 Zellen/Well) wurden in 6-Well-Platten ausgesat und am nachsten Tag mit
CHX (2,5 ug/ml) und stabil memTNF, mem(sc)LTa.B und mem(sc)LTaB, exprimierenden
Zellen im Verhaltnis von 1:1 fir 8 h stimuliert, anschlieRend lysiert und anhand von Western
Blots auf die angegebenen Proteine analysiert. Beta-Aktin diente hierbei als Ladekontrolle.
Dargestellt sind reprasentativen Ergebnisse aus zwei voneinander unabhangigen
Experimenten.

Es wurde bereits gezeigt, dass HeLa-RIP3-FADDko-Zellen eine hohe nekroptotische

Antwort nach TNFR1-Aktivierung aufweisen (°). Durch Kokultivierung dieser Zellen
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mit stabil exprimierenden CHO-memTNFA1-12-, HEK293-Flp-In-mem(sc)LTa2p3- und
HEK293-Flp-In-mem(sc)LTaB2-Zellen, sowie den dazugehorigen Kontrollzellen wurde
die nekroptotische Wirkung der membranstéandigen Liganden auf HeLa-RIP3-FADDko-
Zellen untersucht.

Anhand der visuellen Untersuchung konnte beobachtet werden, dass der unstimulierte
Ansatz und die mit den Kontrollzellen stimulierten Zellen kein Zellsterben aufwiesen.
Durch die bereits gezeigte nicht vorhandene Bindung von mem(sc)LTaB2 an TNFR1
und TNFR2 wiesen diese Kokulturen, wie zu erwarten, auch kein Zellsterben auf. Die
Stimulation mit memTNF und mem(sc)LTazB hingegen fuhrte zu einem deutlich
sichtbaren Absterben der HelLa-RIP3-FADDko-Zellen. Zur Untersuchung und
Verifizierung, dass es sich hierbei um Nekroptose handelt, wurde zu den Kokulturen
zum Einen der Pancaspase-Inhibitors zZVAD hinzugefligt, welcher Apoptose verhindert
und Nekroptose fordert und zum Anderen Nec-1, einem RIPK1 Inhibitor (°7), welcher
die Aktivierung von RIPK1 verhindert und somit die Nekroptose unterbindet. Das
mem(sc)LTazB induzierte Zellsterben wurde durch zVAD-Hinzugabe nicht inhibiert,
durch Hinzugabe von Nec-1 hingegen konnte die Zellen gerettet werden (Abbildung
6.20).

-77-



TOX

Nec-1+ zVAD

CHO

CHO-

HEK293-Flp-In- -
EV

HEK293-Flp-In-
mem(sc)LTaz

HEK293-Flp-In-
mem(sc)LTafz

Abbildung 6.20: Membransténdiges TNF sowie mem(sc)L Tazg induzieren in HeLa-RIP3-
FADD«ko- Zellen Nekroptose

HelLa-RIP3-FADDko-Zellen wurden in 96-Well Platten ausgesat (5x10* Zellen/Well) und am
nachsten Tag mit Nec-1 (90 uM), zVAD (20 uM) oder Nec-1 und zVAD fir 30 min vorinkubiert.
AnschlieBend wurden 5x10* Zellen der Zelllinien CHO, CHO-memTNFA1-12, HEK293-Flp-In-
EV, sowie -mem(sc)LTa.B und -mem(sc)LTaB. hinzugegeben. Nach Kultivierung tber Nacht
bei 37°C und 5 % CO; wurde die einzelnen Ansatze mit der Sterblichkeitskontrolle (Tox)
verglichen und mikroskopisch dokumentiert. Gezeigt sind reprasentative Bilder aus drei
voneinander unabhéngig durchgefuihrten Experimenten. Vergrol3erung 40x.
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Durch Kristallviolettfarbung der verbleibenden Zellen konnte anschliel3end gezeigt
werden, dass die Kokultivierung mit CHO-memTNFA1-12-Zellen, als auch HEK293-
Flp-In-mem(sc)LTazB- Zellen zu einer signifikanten Reduzierung der Vitalitat fahrt,
welche durch die Hinzugabe von zVAD nicht verhindert werden konnte. Hierdurch
konnte gezeigt werden, dass CHO-memTNFA1-12- und HEK293-Flp-In-
mem(sc)LTazB-Zellen keine Apoptose in HeLa-RIP3-FADDko-Zellen einleiten. Das
Absterben der Zielzellen konnte jedoch durch die Hinzugabe von Nec-1 verhindert
werden, was belegt, dass das Sterben der Zellen durch Nekroptose erfolgte (Abbildung
6.21).
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ildung 6.21: em(sc)L Taof induziert Nekroptose in HelL a- - ko-Zellen.
Abbild 6.21 M LT duziert Nekropt HelLa-RIP3-FADDko-Zell

HeLa-RIP3-FADDko-Zellen (5x10* Zellen/Well) wurden mit stabil exprimierenden memTNF
(CHO-memTNFA1-12), sowie HEK293-FIp-In-mem(sc)LTa.B und -mem(sc)LTaB, und deren
Kontrollzellen im Verhéltnis von 1:1 fur 18 h stimuliert. Anhand von Vorinkubation (30 min) mit
Necrostatin-1 (Nec-1; 90 uM), zZVAD (20 uM) oder Nec-1 + zVAD wurde die Aktivierung der
nekroptotischen Signalwege durch die Kokulturzellen untersucht. Mittels Kristallviolettfarbung
der Zellen wurden die Sterblichkeitsrate der einzelenen Kokulturen bestimmt. Die statistische
Auswertung erfolgte mithilfe der Software PRISMA. Hierbei wurde die Funktion ANOVA mit
dem Bonferroni-Vergleich von den maglichen Paarkombination verwendet. Dargestellt sind die
Ergebnisse von funf voneinander unabhangigen Experimenten. *** p < 0,001; * p < 0,01; *p
< 0,1; ns nicht-signifikant
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Des Weiteren wurde die Phosphorylierung von RIPK1 an der Aminosdure S166
untersucht, welches ein Kennzeichen fir die nekroptotische Signalkaskade darstellt
(96:98.99) Wie zu erwarten wies die Stimulation mit memTNF und mem(sc)LTa2p eine
starke Phosphorylierung von RIPK1 auf, wahrend die Kontrollzellen im Vergleich zu
den unstimulierten HelLa-RIP3-FADDko-Zellen keine entsprechende RIPK1-
Phosophorylierung aufwiesen (Abbildung 6.22).

Flp-In-HEK293-control
Flp-In-HEK293-mem(sc)LTaz3
Flp-In-HEK293-mem(sc)LTaf-

CHO-memTNFA1-12

CHO
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Abbildung 6.22: Mem(sc)LTaxf3 induziert die Phosphorylierung von RIP in HelLa-RIP3-
FADD«ko-Zellen.

1x10% HelLa-RIP3-FADDko-Zellen wurden in 6-Well-Platten ausgesat und am nachsten Tag
mit zZVAD (20 uM) und stabil memTNF, mem(sc)LTa3 und mem(sc)LTaB, exprimierenden
Zellen im Verhaltnis von 1:1 fir 8 h stimuliert, anschliel3end lysiert und anhand von Western
Blots auf die angegebenen Proteine analysiert. §-Aktin diente hierbei als Ladekontrolle.
Dargestellt sind die reprasentativen Ergebnisse aus zwei voneinander unabhangigen
Experimenten.

TNF inhibierende Medikamente finden bereits breit im Gesundheitswesen ihren
Einsatz. Neben Infliximab, Adalimumab, Certolizumab pegol oder Golimumab ist
Etanercept momentan flir die Behandlung von rheumatischer Arthritis zugelassen.
Dieses Medikament ist ein Fusionsprotein der Ektodoméane von TNFR2 und dem Fc-
Anteil des IgG1-Antikorpers (1°9-192), Im Gegensatz zu den anderen zugelassenen

Medikamenten, welche spezifisch gegen l6sliches, als auch membranstandiges, TNF

-80-



wirken, ist bei Etanercept auch eine spezifische inhibitorische Wirkung von LTa
bekannt (1°%). Anhand dessen, dass bereits gezeigt werden konnten, dass
mem(sc)LTazp sowohl die Rezeptoren TNFR1 und TNFR2 mit TNF, als auch mit LTa
teilt, liegt es nahe, dass Etanercept auch die Wirkung von mem(sc)LTazf inhibieren
kann. Um dies zu untersuchen, wurden HelLa- und HeLa-TNFR2-TNFR1ko-Zellen mit
I6slichem rekombinanten humanen TNF, LTa, den HEK293-Flp-In-EV- Zellen, sowie
den stabil exprimierenden mem(sc)LTazB-Zellen in An- und Abwesenheit von
unterschiedlichen Konzentrationen von Etanercept stimuliert/kokultiviert und die 1L8-
Produktion untersucht (Abbildung 6.23). Hierbei zeigte sich, dass Etanercept wie
bereits bekannt, an TNF und LTa bindet und somit die Aktivierung des TNFR1 in HelLa-
Zellen, als auch die Aktivierung des TNFR2 in HelLa-TNFR2-TNFR1ko-Zellen
verhindert. Die Kokultivierung mit den Kontrollzellen (EV) oder der unterschiedlichen
Etanerceptkonzentrationen zeigten keinen Einfluss auf die Zielzellen HeLa oder HelL a-
TNFR2-TNFR1ko. Bei der Kokultivierung ohne Hinzugabe von Etanercept mit
mem(sc)LTazp-Zellen zeigte sich eine starke IL8-Induktion in HeLa-Zellen, sowie in
HelLa-TNFR2-TNFR1ko-Zellen. Steigende Konzentrationen an Etanercept sowohl in
Hela, als auch in HeLa-TNFR2-TNFR1ko-Zellen fuhrte zu einer Verringerung der IL8-
Produktion und belegt somit eine inhibitorische Wirkung von Etanercept auch auf

mem(sc)LTazp.
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Abbildung 6.23: LTa, TNF und mem(sc)LTaz8 werden durch Etanercept inhibiert.

HeLa- und HeLa-TNFR2-TNFR1ko-Zellen (5x10* Zellen/Well) wurden mit unterschiedlichen
Konzentrationen an Etanercept vorinkubiert und anschlie@end mit ldslichem humanem
rekombinanten TNF (50 ng/ml), I6éslichem LTa (560 ng/ml), den HEK293-Flp-In-EV
Kontrollzellen oder mem(sc)LTa-f3 — Zellen im Verhéaltnis von 1:1 fur 18 h bei 37°C stimuliert.
Die IL8-Produktion wurde anschlieend anhand eines IL8-ELISAs untersucht und mittels der
Software PRISM analysiert. Dargestellt sind die reprdsentativen Ergebnisse von drei
voneinander unabhangigen Experimenten.
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6.4. Mem(sc)LTa,B, sowie mem(sc)LTap, aktivieren MCP-1 (monocyte

chemoattractant protein-1)-Expression in murinen Zellen

Aufgrund der wichtigen Rolle von TNFR1 und TNFR2 in der Entwicklung von u.a.
Immunerkrankungen, ist die Charakterisierungen von LTazB bezlglich dieser
Rezeptoren ein mdglicher essentieller Bestandteil in der Entwicklung von
Therapiemoglichkeiten. Um in Zukunft eine tiefergehende Charakterisierung in
praklinischen Modellen zu ermdglichen, wurde mem(sc)LTa2B hinsichtlich ihrer
Eigenschaften auf murine Zellen untersucht. Da bereits fur LTaB2> herausgefunden
wurde, dass dieses sowohl membranstandig als auch I6slich vorliegen kann, stellte
sich desweiteren die Frage, inwieweit sich die Funktionalitat von l6slichem zu

membranstandigem LTa2 unterscheidet.

Bereits anhand der durchgefuhrten Experimente konnte gezeigt werden, dass
mem(sc)LTazp an die humanen Rezeptoren TNFR1, TNFR2 und LTBR binden kann.
Dadurch kommt es zur TNFR1- und TNFR2-Aktivierung, insbesondere Apoptose,
Nekroptose und induzierten IL8- Expression. Hierdurch konnte bewiesen werden, dass
mem(sc)LTazB ein neuer Agonist von TNFR2 ist. Um zu untersuchen, ob humanes
LTazB in mausbasierten Modell einsetzbar ist, wurde die murine Duktales
Pankreaskarzinomzelllinie Panc02 (%) fur erste Experimente verwendet. Diese
Zelllinie exprimiert neben murinen TNFR1 und TNFR2 (*°°) auch den murinen LTBR
endogen (%) (Abbildung 6.24).
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Abbildung 6.24: Expression von TNFR1, TNFR2 und LTBR in murinen Panc02

Panc02-Zellen wurden fir 1 h bei 4°C mit PE-markierten Antikdrpern gegen den murinen
TNFR1 (TNFR1(mu)) und murinen TNFR2 (TNFR2(mu)), einem APC-markierten Antikorper
gegen den murinen LTBR (LTBR(mu)) oder entsprechenden Isotypkontrollen inkubiert und
anschliel3end mittels Durchflusszytometrie untersucht.

Fur die Untersuchung der funktionellen Eigenschaften der humanen mem(sc)LTa-
Konstrukte auf murine Zellen, wurden Panc02-Zellen mit den stabil exprimierenden
HEK293-Flp-In-mem(sc)LTa2B, -mem(sc)LTaB2 und deren Kontrollzellen (EV)
kokultiviert und anschliel3end auf Expression von murinem MCP-1 untersucht. MCP-1
gehort zu der Familie der CC-Chemokine und ist ein Schltisselchemokin welches die
Migration und Infiltration von Monozyten und Makrophagen reguliert (3°7). Anhand der
MCP-1-Expression der Panc02-Zellen konnte eine aktivierende Wirkung von
mem(sc)LTazB, als auch von mem(sc)LTaf2 detektiert werden. Sowohl die Erhéhung
der Zellzahl von mem(sc)LTa2p3, als auch mem(sc)LTaf2 fuhrte zu einer Erhéhung der
MCP-1-Konzentration (Abbildung 6.25). Durch die nicht vorhandene MCP-1-Induktion
in den Kokulturen mit den HEK293-FIp-In-EV-Zellen konnte gezeigt werden, dass die
MCP-1 Induktion auf die Interaktion der Panc02-Zellen mit mem(sc)LTazB- und
mem(sc)LTaB2-Zellen zuriickzufiihren ist und nicht aufgrund der Kokultivierung der

beiden Zelltypen per se zustande kam.

Hierdurch konnte gezeigt werden, dass mem(sc)LTaf-Konstrukte auch in murinen

Modellen einsetzbar sind und diese weiterfilhrende Experimente ermdglichen.
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Abbildung 6.25: Mem(sc)LTa»8 sowie mem(sc)LTaf; aktivieren MCP-1 in Panc02.

Panc02-Zellen wurden in 96-Well-Platten mit 2x10*-Zellen/Well ausgesat. Am nachsten Tag
wurden diese mit HEK293-FIp-In-EV, -mem(sc)LTa> und -mem(sc)LTa>8 im Verhéltnis von
1:1 fur 18 h kokultiviert. AnschlieRend wurde die MCP-1-Expression mittels eines MCP-1-
ELISAs bestimmt. Statistische Auswertungen wurden mittels der Software PRISM
durchgefuhrt. Hierbei wurde die Funktion ANOVA mit dem Bonferroni-Vergleich von den
mdglichen Paarkombinationen verwendet. Dargestellt sind die Ergebnisse von funf
voneinander unabhangigen Experimenten.** p < 0,01; * p < 0,1; ns nicht-signifikant

6.5.Losliches (sc)LTazB (=s(sc)LTaf) aktiviert TNFR1 und TNFR2

vergleichsweise wie TNF

Wie bereits fir LTa und TNF bekannt ist, binden beide Liganden mit hoher Affinitat
sowohl an TNFR1 als auch an TNFR2 (®3), jedoch wird nur der TNFR1 durch losliches
TNF oder LTa aktiviert, wahrend TNFR2 inaktiv bleibt (1°8). Wie bereits gezeigt, kann
mem(sc)LTa2f an TNFR1 und TNFR2 binden und diese aktivieren. Um nun zu
untersuchen, ob diese Heterotrimere auch in ihrer |I6slichen Form aktiv sind, wurden
I8sliche ,single-chain“-Konstrukte von LTazB und zum Vergleich mit den anderen
beiden LTa-enthaltenen Trimeren, auch von LTa und LTaB2 generiert. Durch die
Fusionierung mit einem GpL-Tag kénnen diese ldslichen Konstrukte auch auf ihre

Fahigkeit an die Rezeptoren zu binden, untersucht werden (Abbildung 6.26).
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Abbildung 6.26: Schema einzelkettige (single chain = sc) I6sliche LTaB- Konstrukte

Lésliche (sc)LTaB-Varianten wurden durch Fusionierung der I6slichen LTB extrazellularen
(=ed) Doméne und von I6slichen LTa ohne dessen Signalsequenz generiert. Hierfiir wurden
drei LTa Protomere zu (sc)LTa, zwei LTa Protomere mit einem LTBed Protomere zu (sc)LTa
und ein LTa Protomer mit zwei LTBed-Protomeren zu (sc)LTaf. durch Linkersequenzen
miteinander verknipft. Fir die Untersuchung anhand Bindungsstudien, wurden die (sc)-
Konstrukte an ihrem N-Terminus mit einer Gaussia princeps Luziferase fusioniert. Durch die
Linkersequenzen lagern sich die Protomere zu den gewiinschten Homo- bzw. Heterotrimeren
zusammen.

Die mit GpL-fusionierten loslichen (sc)-Trimere (soluble = s(sc)) wurden zunachst
anhand von Bindungsstudien untersucht (Abbildung 6.27). Wie bereits anhand der
membranstandigen Trimere herausgefunden, konnte auch fur GpL-s(sc)LTaB2 nur
eine Bindung an LTBR beobachtet werden, wahrend GpL-s(sc)LTas und GpL-
s(sc)LTazB sowohl an TNFR1, als auch TNFR2 banden. Zuséatzlich konnte fir GpL-
s(sc)LTa2PB, wie bereits fir die membranstandige Varianten, eine Bindung an LTBR
festgestellt werden. Anhand der Bindungsstudie konnte des weiteren sowohl fur die
Bindung an TNFR1-GPI, als auch fur die Bindung and TNFR2-GFP eine verstarkte
Bindung von GpL-s(sc)LTa2B zu GpL-s(sc)LTas detektiert werden. Diese Beobachtung
lasst darauf schlie3en, dass GpL-s(sc)LTazB und GpL-s(sc)LTas unterschiedlich an
die gemeinsamen Rezeptoren binden. Es ist zu erkennen, dass mehr von den GpL-
s(sc)LTazB-Trimeren von den Rezeptoren gebunden werden kdnnen. Dies lasst
vermuten, dass ein GpL-s(sc)LTazB-Trimer nicht die Interaktion mit drei

Rezeptormolekilen bendtigt um eine Bindung einzugehen.
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Abbildung 6.27: Bindungseigenschaften von GpL-s(sc)LTas, -s(sc)LTazB, -s(sc)L TaB; an

transient TNFR1-, LTBR-GPI und TNFR2-GFP exprimierende Zellen.

Transient transfizierte HEK293T-Zellen fiur EV, TNFR1-GPIl, TNFR2-GFP und LTBR-GPI
wurden fir 1 h bei 37°C mit Zelliberstanden von GpL-s(sc)LTas, GpL-s(sc)LTazB, GpL-
s(sc)LTaf; inkubiert. Nach Entfernen von Uberschissigen Liganden durch waschen mit PBS,
wurde die Gaussia princeps Luziferaseaktivitat der gebundenen Liganden gemessen und
deren spezifische Bindung miteinander verglichen.

Fur 16sliche s(sc)LTa2f und s(sc)LTaB2 Molekile stellt sich hierbei die Frage, inwieweit
eine Uber Trimerisierung hinausgehende Oligomerisierung vorliegt und inwiefern diese

Oligomerisierung zu ,homotrimeren“ Domanen fihren kann.

Vor allem fir TNFRSF-Rezeptoren, die nur durch membranstandige Trimere aktiviert
werden, so wie im Fall von TNFR2 (198), ist es interessant zu untersuchen, inwiefern

s(sc)LTa2B, als reiner Trimer oder aggregierter Oligomer vorliegt und dieses
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Auswirkungen auf die Aktivierungsfahigkeit der Rezeptoren TNFR1 und TNFR2 hat.
Hierfur wurde anhand einer praparativen Gelfiltration aufgereinigtes s(sc)LTa2f auf
das Vorhandensein von Oligomeren und Trimeren untersucht (Abbildung 6.28).
Anhand der Gelfiltration konnte eine starke Bildung an Oligomeren beobachtet werden.
Zum Einen liegt hierdurch der Grolteil der s(sc)LTazB-Trimere als membranstandig-
imitierende Form vor, zum Anderen kann hierdurch nicht ausgeschlossen werden,
dass sich reine Homotrimere-Bindungsstellen bilden. Um nun erste Eindricke Uber die
Wirkungsweise einzelner s(sc)LTaz Trimeren zu untersuchen, wurden die Fraktionen
der Oligomere und der reinen Trimere gesammelt. Nach Uberpriifung der Reinheit
beziglich Trimeren und Oligomeren (Abbildung 6.28) wurden diese auf ihre
Funktionalitat getestet (Abbildung 6.29).
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Abbildung 6.28: HPLC Graphen von s(sc)LTap.

Aufgereinigtes lésliches (sc)LTazf (soluble = s(sc)L TazP) liegt sowohl als aggregierte Trimere,
als auch einzelne Trimere in Zelliberstanden vor. Durch Auftragung des aufgereinigten
Proteins konnten aggregierte Trimere und reine , Trimere® in Fraktionen aufgetrennt und in
Pools zusammengefiihrt werden. Uberzahlige Ausschlage bei der HPLC-Analyse sind sowohl
auf das zum Aufreinigen verwendete Flag-Peptid, als auch auf PBS zuriickzufiihren und
wurden als Hintergrundsignal behandelt. Dargestellt ist eine reprasentative Aufreinigung von
zwei voneinander unabhangigen Aufreinigungen. Technische Hilfe bei der Bedienung der
HPLC wurde durch Tengyu Zhang bereitgestellt.
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Sowohl aggregierte als auch monomere s(sc)LTazB-,Trimere* wurden auf ihre
aktivierende Wirkung von TNFR1 und TNFR2 durch Stimulation von HeLa und HeLa-
TNFR2-TNFR1ko-Zellen und der resultierenden IL8 Expression untersucht. Sowohl
die aggregierten s(sc)LTazB-Trimere, als auch die monomeren ,Trimere® zeigten eine
vergleichbare TNFR1-Aktivierung der HeLa-Zellen. Interessanterweise war dies nicht
der Fall bei HeLa-TNFR2-TNFR1ko-Zellen. Hier konnte beobachtet werden, dass nur
die Oligomere von s(sc)LTazp eine aktivierende Wirkung auf den TNFR2 besalien, die
Stimulation mit den reinen ,Trimeren® zeigte eine stark verringerte bzw. eine marginale
Wirkung auf den TNFR2 (Abbildung 6.29). Dies zeigt, dass zur Aktivierung von TNFR2
durch LTa2B, dieses als membranstandig bzw. aggregierte und somit
membranstandig-imitierende Trimere vorliegen mussen. Desweiteren zeigt sich
hierbei bereits, dass s(sc)LTazB-Trimere in ihrer Wirkungsweise eher vergleichbar mit

der Funktionalitat von TNF als der Funktionalitat von LTa sind.
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Abbildung 6.29: s(sc)L TayB-Oligomeren kénnen TNFR2 aktivieren.

IL8-ELISA von s(sc)LTazB Oligomeren und Trimeren. Zur Untersuchung der Aktivitdt von
l6slichen (sc)LTazB Trimeren und den membransténdig-imitierenden aggregierten Oligomeren
auf TNFR1 und TNFR2, wurden HelLa und HelLa-TNFR2-TNFR1lko mit aggregierten
s(sc)LTazB als auch mit s(sc)L TazB Trimeren fiir 18 h bei 37°C stimuliert und daraufhin auf ihre
IL8-Produktion untersucht. Dargestellt ist ein reprasentatives Beispiel von finf voneinander
unabhangigen Experimenten.
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7. Diskussion

Der Tumor Nekrose Faktor nimmt eine Schlisselrolle unter den proinflammatorischen
und immunregulatorischen Zytokinen ein. Uber die Bindung an seine zwei Rezeptoren,
TNFR1 und TNFR2, kann TNF entweder den Zelltod und die Inflammation einleiten
oder zur Zellproliferation und dem Zelliberleben beitragen aber auch anti-
inflamatorisch wirken. Aufgrund seines weiten Spektrums an Aufgaben fuhrt die
Dysregulation von TNF unter anderem zur Entwicklung von Autoimmunerkrankungen.
Dies ist auch der Grund weshalb die Interaktion von TNF-TNFR1 und TNF-TNFR2 ein

wichtiger Ansatzpunkt fir die Entwicklung von Therapiemdglichkeiten darstellt.

Neben TNF kann auch das TNF-Homolog LTa, auch als TNF bezeichnet, TNFR1 und
TNFR2 binden. Forschungsergebnisse zeigten bereits, dass LTa ein ahnliches
Potential zur Aktivierung von TNFR1 besitzt wie I6sliches TNF (1%9). LTa kann auch
LTap2-Heteromere bilden, die den LTBR aktivieren, der fur die Bildung von lymphoiden
Organen wichtig ist. Dadurch ist es nicht verwunderlich, dass LTa eine zentrale Rolle
in der Inflammation, der Abwehr von Pathogenen oder bei der Entwicklung der EAE
und der RA inne hat. Die initialen Studien zu LTa zeigten, dass auch das LTa.B-
Heterotrimer an den TNFR1 binden kann. Jedoch wurde nicht getestet, ob dieses
Heterotrimer ebenfalls die Fahigkeit hat TNFR1 zu aktivieren und auch andere
Eigenschaften von LTa, wie z.B. die Bindung von TNFR2, aufweist. Diese

Charakteristiken wurden in dieser Arbeit untersucht.

7.1.Bindung von LTa,f an TNFR1, TNFR2 und LTBR im Vergleich zu LTa,

Homotrimere besitzen durch ihren symmetrischen Aufbau dreimal denselben
Interaktionsbereich fiir Rezeptoren. Hierbei bindet ein Rezeptormolekil an jeden
Interaktionsbereich des Ligandentrimers, wodurch es zu einem Ligand-Rezeptor-
Komplex aus drei Ligandenmolekilen und drei Rezeptormolekilen kommt. Seit den
90er Jahren ist bereits bekannt, dass LTa an die Rezeptoren TNFR1 und TNFR2
bindet. Es wurde herausgefunden, dass LTB-Homotrimere instabil und funktionell
inaktiv vorliegt (¢°7°). Die Inaktivitat des LTB-Homotrimers konnte in dieser Arbeit
bestatigt werden (Abbildung 6.2B). Aufgrund der Instabilitat bzw. Inaktivitat des LT[3-
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Homotrimers wurde nach einem Liganden fir den LTBR gesucht. Hierbei wurde
festgestellt, dass die THD der LTa- und LTB-Molekile miteinander gemischte Trimere,
sogenannte Heterotrimere, bilden kdnnen. Bei diesen Heterotrimeren lagern sich
entweder zwei LTa-Protomere und ein LTB-Protomer (LTa2B) zusammen oder aber
umgekehrt ein LTa-Protomer mit zwei LTB-Protomeren (LTaf2). Innerhalb dieser
Konstellationen kommt es zu einer Asymmetrie wodurch die Heterotrimere drei
unterschiedliche Rezeptorinteraktionsstellen aufweisen. Die zwei verschiedenen
Homotrimere LTazB und LTap2 besitzen entweder die homomere Bindungsstelle aa’
(LTazB) oder BB (LTaB2) und jeweils die heteromeren Bindungsstellen a3 und Ba
(Abbildung 7.1).

Im Vergleich mit LTa-Homotrimeren bindet LTapz nicht an TNFR1 und TNFR2,
wohingegen fur LTazp eine starke Bindung an diese Rezeptoren detektiert wurde
(Abbildung 6.13). Wahrend LToB2 und LTa keine Ubereinstimmende
Rezeptorinteraktionsstelle haben, unterscheiden sich die Heterotrimere LTa2f und
LTaB2 nur in ihrer homomeren Bindungsstelle. Aufgrund dessen, dass LTaf2 nicht an
den TNFR1 und TNFR2 bindet, kann davon ausgegangen werden, dass fur die
Bindung an TNFR1 und TNFR2 die homomere Bindungsstelle aa‘ zur Interaktion

praferiert wird und notwendig ist (Abbildung 7.1).

Bezuglich der Bindung von Liganden und Rezeptoren der TNFRSF wird seit den 90er
Jahren angenommen, dass sie sich in einem Verhaltnis von 3:3 (Ligandenmolekiile :
Rezeptormolekiile) zusammenlagern (1**). So wurde herausgefunden, dass bei den
LTa/TNFR1- und TRAIL/TRAILR2-Paarungen die Bindung von einem
Rezeptormolekll sehr stabil und hoch affin ist. Fir das zweite und dritte gebundene
Rezeptormolekil ist dies jedoch nicht mehr der Fall. Je mehr Interaktionsstellen
besetzt sind, desto niedriger affin wird die Bindung des néachsten Rezeptormolekils
und desto schneller dissoziiert dieses wieder (}19111), Es sind jedoch bereits mehrere
Liganden-Rezeptoren-Paarungen bekannt, bei denen dieses 3:3 Verhdltnis nicht
zutrifft. So wurde flir CD40L/CD40 und LIGHT/LTBR gezeigt, dass jeweils nur zwei
Rezeptormolekile an ein Ligandentrimer binden (3311?), wahrend die dritte
Interaktionsstelle des Ligandentrimers nicht besetzt wird. Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen, dass mehr LTaxB-Trimere durch TNFR2 und TNFR1 gebunden werden
kénnen, verglichen mit LTa (Abbildung 6.27). Dies lasst darauf schlieRen, dass fur

LTa2B bereits die Bindung von einem Rezeptormolekil an die Interaktionsstelle aa’

-92-



ausreicht, um eine stabile Bindung zu erzielen. Da LTap2 nicht an TNFR1 und TNFR2
bindet, kann davon ausgegangen werden, dass auch LTazB nicht Uber die beiden
heteromeren Interaktionsstellen (af und Ba) eine Bindung mit TNFR1 und TNFR2
eingeht. Man kann desweiteren schlussfolgern, dass in diesem Fall die Stochiometrie
im Verhéltnis von 3:1 (Ligandenmolekil : Rezeptormolekil) geniigt, um eine

Aktivierung zu ermagglichen.

Neben der Bindung von LTaz an TNFR1 und TNFR2 konnte auch eine Bindung an
den LTBR beobachtet werden. Untersuchungen der Bindung von sc-Konstrukten von
LTaB2 an LTBR und Strukturanalysen der Interaktionskomplexe zeigten bereits, dass
fur die Interaktion von LTaB> mit dem LTPR zwei der drei unterschiedlichen
Interaktionsoberflachen verantwortlich sind. Zum Einen binden LTBR-Molekile an die
homomere Interaktionsstelle BB und zum Anderen an die ap-Interaktionsstelle.
Mutationen in einer der beiden Interaktionsstellen kdnnen die Bindungsfahigkeit
mindern. Fehlen beide Interaktionsstellen zeigt sich keine Bindung. Bei diesen
Untersuchungen stellte sich heraus, dass LTBR-Moleklle mit einer geringen Affinitat
an die BR‘-Interaktionsstelle binden, aber mit einer hohen Affinitat mit der LTa-LT(-
Interaktionsstelle interagieren. Fur LTaf2 wurde bereits gezeigt, dass die Stdrung von
einer der beiden aktiven Interaktionsstellen zur Inaktivierung der Signaltransduktion
des NFkB-Signalweges fuhrt (4°). Aufgrund dieser Ergebnisse ist es nicht
verwunderlich, dass LTa2f an den LTBR binden kann, da dieses Heterotrimer
dieselben af und Ba-Interaktionsbereiche wie LTap2 besitzt. Fir die Aktivierung des
NFkB-Signalweges Uber den LTBR ist eine Dimerisierung durch Bindung an die af-
und BR‘-Interaktionsstelle des Liganden notwendig. Es lasst sich schlussfolgern, dass
LTa2B an den LTBR binden, ihn jedoch aufgrund der fehlenden BR‘-Interaktionsstelle
nicht aktivieren kann (Abbildung 7.1).

Analysen aus den 90er Jahren zeigten bereits, dass bei der Bildung von LTB-LTa-
Heterotrimeren die Bildung des LTaB2 Heterotrimers praferiert wird und LTaB als
Minderheit vorliegt (?38°). Da LTazB an den LTBR bindet, ihn héchstwahrscheinlich
jedoch nicht aktivieren kann, ist es interessant herauszufinden, ob dieses Heteromer

auch bei der Regulation der LTBR-Aktivierung eine Rolle spielt.
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Bindung  Bindung Bindung  Bindung Bindung Bindung  Bindung Bindung Bindung
TNFR1 TNFR2 TNFR1 TNFR2 LTBR an Bp* an B’ an ap an Bp'
an aa' an aa’ ana'p und ap
Aktivierung Aktivierung LTBR Aktivierung LTBR Aktivierung
Abbildung 7.1: Schema der Interaktion zwischen LTa, LTazB, LTaB;, LTB mit ihren
Rezeptoren.

Das Schema zeigt die mdglichen Trimerisierungen von LTa (gelb)- und membranstandigen
LT (griin)-Protomeren mit ihren Interaktionsstellen. Dargestellt sind die méglichen Bindungen
der membransténdigen Rezeptormolekiile von TNFR1 (hellgrau), TNFR2 (grau) und LTBR
(dunkelgrau) und deren Notwendigkeit zur Rezeptoraktivierung. Weil3e Rezeptormolekiile
verdeutlichen nicht besetzte Interaktionsstellen. Erkenntnisse dieser Dissertation sind durch
schwarze Umrandung hervorgehoben.

7.1. Aktivierung von TNFR1 und TNFR2 durch LTa,f3

TNFR1 und TNFR2 sind Vertreter der zwei groReren Untergruppen der TNFRSF.
TNFR1 besitzt eine Todesdomane und gehdrt zur Untergruppe der Todesrezeptoren.
Diese besitzen aufgrund ihrer konservierten Todesdoméane die Fahigkeit Zelltod-
assoziierte Signalwege zu aktivieren. TNFR2 hingegen zahlt zu der Untergruppe der
TRAF-interagierenden TNFRSF Rezeptoren. Aufgrund der fehlenden Todesdoméne
kann TNFR2 nicht direkt die Zelltod-assoziierten Signalwege aktivieren. Indirekt kann
dies dennoch geschehen, da eine TNFR2-Aktivierung zur Stimulation des NFkB-

Signalwegs und der Aktivierung von diversen Kinasen fuhrt. Dies kann zur Folge
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haben, dass TNF produziert wird, wodurch es zur Aktivierung des TNFR1 und
schlieBlich zur Stimulation von Zelltod-assoziierten Signalwegen kommt (°7:89),

Neben ihren unterschiedlichen Aktivitaten haben TNFR1 und TNFR2 auch
unterschiedliche Aktivierungsmechanismen durch ihre Liganden. Studien zeigten,
dass TNF sowohl als membranstandiger, als auch als l6slicher Ligand an seine
Rezeptoren TNFR1 und TNFR2 bindet (3*+#9). Trotz der hohen Bindungsaffinitat von
I6slichem und membranstandigem TNF fur TNFR1 und TNFR2, konnte jedoch nur
membranstandiges TNF den TNFR2 robust aktivieren, wahrend sowohl I6sliches als
auch membranstandiges TNF in der Lage sind den TNFR1 zu aktivieren (*°). Es zeigte
sich, dass zur Aktivierung von TNFR2 ein sekundares Aggregieren des ldslichen
Liganden notwendig ist (*°). Diese Arbeit konnte zum Einen darlegen, dass LTaf nicht
nur ein Agonist fir TNFR1 und TNFR2 ist, sondern lieferte zum Anderen erste
Hinweise darauf, dass dieser Ligand zur Aktivierung von TNFR2 membrangebunden
vorliegen muss, wohingegen TNFR1 auch durch I6sliches LTazf3 aktiviert werden kann
(Abbildung 6.29). Dies steht im Einklang mit der Funktionsweise und der Aktivierung
von TNFR1 und TNFR2 durch TNF.

Neben TNF und LTazp bindet auch LTa an TNFR1 und TNFR2. Im Gegensatz zu TNF
konnte dieser Ligand bis dato nur als Iéslicher Ligand nachgewiesen werden. LTa
verhalt sich wie losliches TNF, wodurch es nur bei Bindung an den TNFR1 zu einer
starken Aktivierung von Signalwegen kommt. TNFR2 kann aufgrund seiner
Aktivierungseigenschaften nicht durch I6sliches LTa aktiviert werden. Im Vergleich
dazu liegt LTazB, durch die Zusammenlagerung von zwei Protomeren des I6slichen
LTas mit einem membranstandigen LTBR-Protomer, membrangebunden vor. Hierdurch
verhalt sich LTaz3 wie membranstandiges TNF. Dies ermdglicht die Aktivierung von
TNFR1 und TNFR2. Diese Arbeit konnte zeigen, dass LTa nicht nur bei der Aktivierung
des TNFR1 eine Rolle spielt, sondern auch in Form von LTa2f bei der Aktivierung des
TNFR2-Rezeptors.

In 2010 wiesen Young und Kollegen nach, dass LTaB2 nicht nur membranstandig,
sondern auch in loslicher Form vorliegen kann. Wie TNF und andere
Transmembranproteine, wird LTap2 hier durch die Metalloproteinase ADAM17 aktiv
von der Membran gespalten (???). Da sowohl LTaB: als auch LTazB durch das LTB-
Protomer an die Membran gebunden werden, ist es durchaus vorstellbar, dass auch
LTa2B durch Spaltung in I16slicher Form vorliegen kann. In dieser Arbeit konnte gezeigt
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werden, dass l6sliches LTazf den TNFR2 nicht aktivieren kann. Hier ware es
interessant zu untersuchen inwieweit natlrlich vorkommendes LTazB als I6slicher
Ligand vorliegt und ob l6sliches LTazB eine inhibierende Wirkung auf die TNFR2-
Aktivierung durch TNF einnehmen kann.

Interessanterweise konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass membranstandiges
LTa2B an den TNFR1 und den TNFR2 binden und diese aktivieren kann. Der Vergleich
mit LTap: lieferte das Ergebnis, dass hierfur die Bindung an ein Rezeptormolekil und
eine Stochiometrie von 3:1 (Ligandenmolekiil : Rezeptormolekul) ausreicht. Jedoch ist
bereits bekannt, dass fir die meisten TNFRSF-Aktivierungen eine Trimerisierung der
Rezeptormolekile notwendig ist (*°). Dies lasst schlussfolgern, dass die
LTa2B/TNFR2-Paarung eine komplexere Siganlaktivierung aufweist im Vergleich zur
TNF/TNFR2-Paarung.

TNFR1 und TNFR2 spielen eine Hauptrolle in der Regulation der erworbenen und
adaptiven Immunantwort und sind essentieller Teil in der Entwicklung und dem Verlauf
von Autoimmunerkrankungen (?%113). Aus diesem Grund sind diese Rezeptoren von
groBem Interesse bei der Entwicklung von inhibitorischen als auch aktivierenden
Medikamenten. Die Ergbenisse dieser Arbeit geben Hinweise darauf, dass bei
Untersuchungen von TNFR1- oder TNFR2-assoziierten Signalwegen oder mit TNFR1-
oder TNFR2-assoziierten Erkrankungen im Hinblick auf die Entwicklung von
Behandlungsformen nicht nur die Auswirkungen von TNF- oder LTa-Stimulationen
betrachtet werden durfen, sondern auch die Funktion von LTazB mit einbezogen

werden muss.

7.2.LTazB- und LTaB,-Studien in mausbasierten Modellen

Rheumatische Arthritis oder multiple Sklerose sind Erkrankungen bei denen die
TNFR1- und TNFR2-gesteuerten Signalwege eine wichtige Rolle spielen. Aus diesem
Grund ist es wichtig und hdchst interessant die jeweilige Beteiligung von TNF, LTa und
LTa2B dabei zu untersuchen. Allerdings ist die nahere Erforschung der
unterschiedlichen Beteiligung von diesen Liganden mit Hilfe von in vivo Experimenten
oder in der Pathobiologie schwierig. Insbesondere die nahere Untersuchung von

LTazp stellt eine Herausforderung dar, da es zum heutigen Stand der Forschung keine
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bekannten Antikorper gibt, die es erlauben endogen exprimiertes LTa, LTa2f und
LTaB2 voneinander zu unterscheiden. Bekannte Antikorper gegen LTa detektieren
sowohl LTa als auch LTazB und LTaB2, wahrend ein Antikbrper gegen LT sowonhl
LTa2B als auch LTaB2 markiert. Um LTazp endogen zu exprimieren sind sowohl LTa
als auch LTB notwendig, wodurch es notgedrungen zu einer Bildung von LTa23- und
LTaB2-Heterotrimeren kommt. Bis dato ist nur LTaB2 mit seiner Bindung und Wirkung
mit dem LTBR ausfuhrlich erforscht. Forschungsergebnisse von Crowe et al. und
Browning et al. zeigten, dass es bei der Expression von LTa und LT zu einer starkeren
Bildung von LTaB2 kommt, wohingegen LTazB nur als Minderheit vorliegt (238°86). Bis
dato wurde nicht untersucht, ob unterschiedliche Konditionen das Verhaltnis der
LTaB2/LTazB-Bildung verandern und somit die Bildung von LTazB begunstigt werden
kann. Aufgrund dessen, dass eine Veranderung und/oder das Ausschalten von LTa
oder LTB automatisch auch die Biologie sowohl des LTa2B-, als auch des LTapo-
Heteromers beeinflusst, kdnnen in vivo-Studien von LTazB nicht durch das direkte
Ausschalten der LTa- oder LTBR-Expression erreicht werden. Deshalb sind nur indirekte
in vivo-Studien der Wirkungsweise und Aktivierung von membranstandigem LTazf3
mittels TNFR2 durchfihrbar und zwar Utber Knock-out-Experimente. Unter dem
Aspekt, dass LTa keine aktivierende Wirkung auf den TNFR2 hat, kdnnen
vergleichende in vivo-Experimente in Form von TNF-Knock-out-Mausen mit TNF-
TNFR2-Doppelknock-out-Mausen zur indirekten Untersuchung der
membranstandigen LTaxB-Wirkung herangezogen werden. Um solche Experimente
durchfihren zu kdnnen, muss zunéchst erlautert werden, inwieweit sich das murine
LTazB in seinem Bindungs- und Aktivierungsverhalten analog zum humanen LTazp

verhalt.

Humanes und murines LTa und LT zeigen eine hohe Homologie zueinander. Fir
humanes LTa und LTB, sowie murines LTa, betragt die Ubereinstimmung der
humanen mit dem murinen Liganden = 70 %. Bei murinen LT liegt eine Homologie
von 60 % zu der humanen Variante vor. Dies kommt aufgrund einer verlangerten stalk-
Region zustande, welche keine Rolle bei der Bindung an den jeweiligen Rezeptor
spielt. Eine Homologie von Uber 60 % ist auch beim Vergleich von murinen und
humanen TNFR1 (64 %) bzw. TNFR2 (62 %) zu beobachten (s. Anhang 9.2). Zur
Charakterisierung von murinem LTap wurde bereits 1997 die Bindung von murinem
LTap sowohl an den humanen, als auch an den murinen TNFR1 gezeigt. Experimente

mit den humanen und murinen LTBR wiesen jedoch unterschiedliche
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Bindungsaffinitdten des murinen LTaBs auf. Fur den humanen LTBR konnte eine
niedrige Affinitat und fur den murinen LTBR eine hohe Affinitdt nachgewiesen werden
(69).

In dieser Arbeit wurde bereits gezeigt, dass die humanen mem(sc)LTazB- und
mem(sc)LTaB2-Liganden die Produktion von MCP-1 in der murinen Zelllinie Panc02
aktivieren konnen. Aufgrund der Ahnlichkeit der humanen und murinen Liganden liegt
die Vermutung nahe, dass nicht nur murine LTap-Konstrukte an die humanen und
murinen Rezeptoren binden kdnnen, sondern dass auch die humanen sc-Konstrukte
an den jeweiligen murinen Rezeptoren binden und diesen aktivieren kdnnen. Um dies
zu verifizieren sind weitere Experimente notwendig, in denen die einzelnen mdglichen
Rezeptoren blockiert werden, um somit eine spezifische Aktivierung durch humanes

mem(sc)LTazp oder humanes mem(sc)LTaf2 nachzuweisen.

Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass LTazp nicht
nur TNFR1, sondern auch TNFR2 und LTBR binden kann. Sowohl Iésliches, als auch
membransstandiges LTa3 aktiviert den TNFR1, wohingegen dieses Heterotrimer fur
die Aktivierung des TNFR2 membranstandig vorliegen muss. Diese Arbeit zeigt, dass
mit LTaxB ein neuer Agonist fur TNFR2 gefunden wurde, wodurch die LTa/LTB-
Biologie noch komplexer wird. Die Ergebnisse dieser Dissertation liefern den ersten
Ansatzpunkt fur weitergehende Erforschungen der komplexen Signalaktivierung durch
LTa und LTB.
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9. Anhang

9.1. Aminosaurensequenzen

Tabelle 9:
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9.2.Vergleiche von humanen und murinen TNFL und TNFR

Aminosauresequenzen entstammen der Datenbank Uniprot vom 03.04.2021

9.2.1.LTa

Homologie: LTa (mu) (P09225) (70 %), LTa (h) (P01374)

Schwarz markiert: Murine Ubereinstimmung
Blau markiert: Humane Ubereinstimmung
Rot markiert: keine Ubereinstimmung

LTa (mu) MTLLGRLHLL
LT« (h) MTPPERLFLP
LT (mu) LKPAAHLVGY
LT« (h) LKPAAHLIGD
LTo (mu) SPRAIPTPIY
LT« (h) SPKATSSPLY
LTa (mu) LSTHTDGISH
LT« (h) LSTHTDGIPH
9.2.2.LTB

Homologie: LTB (mu)

RVLGTPPVFEFL
RVCGTTLHLL

PSKONSLLWR
PSKONSLLWR

LAHEVQLFESS
LAHEVQLEFESS

LHESPSSVEF
LVLSPSTVEF

LGLLLALPL-
LLGLLLVLLP

ASTDRAFLRH
ANTDRAFLQD

QYPFHVPLLS
QYPFHVPLLS

GAFAL
GAFAL

202
205

(60 %) (P41155), LTP (h) (Q06643)

Schwarz markiert: Murine Ubereinstimmung
Blau markiert: Humane Ubereinstimmung
Rot markiert: keine Ubereinstimmung

LTB (mu)
LTB (h)

LTP (mu)
LTB (h)

LT (mu)
LTB (h)

LT (mu)
LTB (h)

LTP (mu)
LT (h)

LTP (mu)
LTB (h)

MGTRGLOGLG
MGALGLEGRG

SGAQAQKRLD
PGAQAQQGL-

WMTILSPAAD

SGAQFSPTHG
SGTQFSDAEG

PELLLEGAET
PELLLEGAET

KTFFGAVMVG
KTFFGAVMVG

GRPQGRGCLL
GRLQOGRGSLL

DSKPSCILPS

LALPQDGVYY
LALPQODGLYY

VTPVVDPI--
VTPVLDPARR

306
244

LAVAGATSLV
LAVAGATSLV

PSSLSETPDP

GAQGLSGVRF
GAQGLPGVGL

GFSLSNNSLL
GFSLSNNSLL

AQKSVYPGLQ
SQKMVYPGLQ

TLLLAVPITV
TLLLAVPITV

RLHPQRSNAS

(71 %)

——SAARTAHP
TPSAAQTARQ

IPTSGLYFVY
VPTSGIYFVY

GPWVRSMYQG
EPWLHSMYHG

(76 %)

LAVLALVPQD
LAVLALVPQD

RNLASTSQGP

LPOKHLTHGI
HPKMHLAHST

SQVVEFSGESC
SQVVFEFSGKAY

AVFLLSKGDQ
AAFQLTOQGDQ

QGRRVEKIIG
QGGLVTETAD

VAQSSREASA

PKGEPETDLN
PEEEPETDLS

LYCHVGYRGR
LYCLVGYRGR

-GYGSLWYTS
QGYGPLWYTS

PELPAAHLIG
PGLPAAHLIG

TPP-AGRSRA
APPGGGDPQG

VGFGGLAQLR
VGEFGGLVQLR

AWMSGQGLSW
APLKGQGLGW

RSLTLRSALY
RSVTLRSSLY

SGERVYVNIS
RGERVYVNIS

EASQEEAFLR
ETTKEQAFLT

RAGGAYGRGS
RAGGAYGPGT

HPDMVDYRRG
HPDMVDFARG

57
60

117
120

177
180

60
60

120
69

180
114

239
174

296
234
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9.2.3. TNFR1

Homologie:

TNFR1 (mu) (P25118)

Schwarz markiert: Murine Ubereinstimmung
Blau markiert: Humane Ubereinstimmung
Rot markiert: keine Ubereinstimmung

TNFR1 (mu) MGLPTVPGLL LSLVLLALLM

TNFR1 (h)

TNFR1 (mu)
TNFR1 (h)

TNFR1 (mu)
TNFR1 (h)

TNFR1 (mu)
TNFR1 (h)

TNFR1 (mu)
TNFR1 (h)

TNFR1 (mu)
TNFR1 (h)

TNFR1 (mu)
TNFR1 (h)

TNFR1 (mu)
TNFR1 (h)

MGLSTVPDLL

KCHKGTYLVS
KCHKGTYLYN

KDTVCGCKEN
RDTVCGCRKN

PCSHCKKNEE
SCSNCKKSLE

RPEVYSIICR
KSKLYSIVCG

SPIFGPSNWH
TPGDCP---N

AILYAVVDGV
ATLYAVVENV

TLEVVGLVLS
TLELLGRVLR

9.2.4. TNFR2
Homologie: TNFR2 (mu) (P25119) (62 %), TNFR2 (h) (P20333)

LPLVLLELLV

DCPSPGRDTV
DCPGPGQDTD

QFORYLSETH
QYRHYWSENL

CMKLCLPPPL
CTKLCL-PQI

DPVPVKE-EK
KSTPEKEGEL

FMPPVSEVV-
FAAPRREVAP

PPARWKEEFMR
PPLRWKEFVR

KMNLAGCLEN
DMDLLGCLED

GIHPSGVTGL
GIYPSGVIGL

CRECEKGTET
CRECESGSEFET

FQCVDCSPCFE
FOCEFNCSLCL

ANVTNPQODSG
ENVKGTEDSG

AGKPLTP-AP
EGTTTKPLAP

PTQGADPLLY
PYQGADPILA

FMGLSEHEIE
RLGLSDHEID

ILEALRNPA
IEEALCGPA

Schwarz markiert: Murine Ubereinstimmung
Blau markiert: Humane Ubereinstimmung
Rot markiert: keine Ubereinstimmung

TNFR2 (mu)
TNFR2 (h)

TNFR2 (mu)
TNFR2 (h)

TNFR2 (mu)
TNFR2 (h)

TNFR2 (mu)
TNFR2 (h)

TNFR2 (mu)
TNFR2 (h)

TNFR2 (mu)
TNFR2 (h)

TNFR2 (mu)
TNFR2 (h)

TNFR2 (mu)
TNFR2 (h)

MAPAALWVAL
MAPVAVWAAL

GQYVKHFCNK
GOQHAKVFCTK

CEAGRYCALK
CRPGWYCALS

CRPHRICSIL
CRPHQICNVV

-—ILTSLGST
TSFLLPMGPS

AKVPHVPDEK
AKVPHLPADK

GFQEARASSR
GAGEARASTG

KDEQVPFSQE
KDEQVPFESKE

VFELQLWATG
AVGLELWAAA

TSDTVCADCE
TSDTVCDSCE

THSGSCROCM
KQEG-CRLCA

AIPGNASTDA
ATPGNASMDA

PITEQSTKGG
PPAEGST-GD

SODAVGLEQQ
ARGTQGPEQQ

ISDSSHGSHG
SSDSSPGGHG

ECPSQSPCET
ECAFRSQLET

HTVPAQVVLT
HALPAQVAFT

ASMYTQVWNOQ
DSTYTQLWNW

RLSKCGPGFG
PLRKCRPGFG

VCAPESPTLS
VCTSTSPTRS

ISLPIGLIVG
FALPVGLIVG

HLLTTAPSSS
HLLITAPSSS

THVNVTCIVN
TQVNVTCIVN

TETL--QSHE
PETLLGSTEE

(64 %), TNFRI1 (h) (P19438)

VPSLGDREKR
VPHLGDREKR

ASONYLROCL
ASENHLRHCL

NGTVTIPCKE
NGTVHLSCQE

TAVLLPLVIL
TTVLLPLVIF

SPAFSPTSGFE
NPSFSPTPGF

ESLCSVPAPT
TALASDPIPN

RLEMQNGRCL
RLELONGRCL

445
445

PYKPEPGYEC
PYAPEPGSTC

FRTCLSCSSS
VPECLSCGSR

VASSRAPNGN
VARPGTETSD

ATIPRTLYVSQ
MAPGAVHLPQ

VTSLGLLMLG
VTALGLLIIG

SSSLESSASA
SSSLESSASA

VCSSSDHSSQ
VCSSSDHSSQ

KPLPLGVPDM
KPLPLGVPDA

(64 %)

DSLCPQGKYV
DSVCPQGKYI

SCKTCRKEMS
SCSKCRKEMG

TONTVCNCHA
KONTVCTCHA

LGLCLLSFIF
FGLCLLSLLF

NPTLGFSTPG
TPTLGESPVP

SVOKWEDSAH
PLOKWEDSAH

REAQYSMLEA
REAQYSMLAT

(62 %)

QISQEYYDRK
RL-REYYDQT

CTTDQVEIRA
CSSDQVETQA

VLCKACAPGT
VVCKPCAPGT

PEPTRSQPLD
PVSTRSQHTQ

LVNCIILVQR
VVNCVIMTQV

GDRRAPPGGH
LDRRAPTRNQ

CSSQASATVG
CSSQASSTMG

461
461

GMKPS
GMKPS

HSKNNSICCT
HPONNSICCT

QVEISPCOAD
QVEISSCTVD

GFFLRESECV
GFFLRENECV

ISLMCRYPRW
IGLMYRYQRW

FSSPVSSTPI
SSTEFTSSSTY

—-PORPDNADL
KPQSLDTDDP

WRRRTPRHED
WRRRTPRREA

AQMCCAKCPP
AQMCCSKCSP

CTKOONRVCA
CTREQNRICT

FSDTTSSTDV
FSNTTSSTDI

QEPGPSQTPS
PTPEPSTAPS

KKKPSCLQRD
KKKPLCLOQRE

POARVMAEAQ
POAPGV-EAS

DPDAKPSASP
DTDSSPSESP

60
60

120
120

180
180

240
239

298
299

356
356

416
416

60
59

120
119

180
178

240
238

298
297

358
356

418
416
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9.2.5. LTBR

Homologie:

LTBR (mu) (P50284) (67 %), LTPR(h) (P36941)

Schwarz markiert: Murine Ubereinstimmung
Blau markiert: Humane Ubereinstimmung
Rot markiert: keine Ubereinstimmung

LTBR (mu)
LTPR (h)

LTBR (mu)
LTPR (h)

LTBR (mu)
LTPR (h)

LTBR (mu)
LTPR (h)

LTBR (mu)
LTPR (h)

LTPBR (mu)
LTBR (h)

LTPBR (mu)
LTBR (h)

LTPBR (mu)
LTBR (h)

MRLPRASSPC
MLLPWATSAP

RCPPGEEFVFA
RCPPGTYVSA

KAECRCQPGM
KTQCRCQPGM

SSPRARCQPH
SSPSARCQPH

LETTVLACAW
LLATVESCIW

GDLSPSPAGP
GDVSPVSTGL

GNIYIYNGPV
GNIYIYNGPV

G 411
G 419

GLAWGPLLLG
GLAWGPLVLG

VCSRSQDTVC
KCSRIRDTVC

SCVYLDNECV
FCAAWALECT

TRCEIQGLVE
TRCENQGLVE

MRHPSLCRKL
KSHPSLCRKL

PTAPSLEEVV
PAAPVLEAGV

LGGTRGPGDP
LGGPPGPGDL

LSGLLVASQP
LEFGLLAASQP

KTCPHNSYNE
ATCAENSYNE

HCEEERLVLC
HC--ELLSDC

AAPGTSYSDT
AAPGTAQSDT

GTLLKRHPEG
GSLLKRRPQG

LOQQSPLVOA
PQQOQSPLDLT

PAPPEPPYPT
PATPEPPYPI

QLVPPYRIEN
QAVPPYASEN

HWNHLSTCQL
HWNYLTICQL

QOPGTEAEVTD
PPGTEAELKD

ICKNPPEP--
TCKNPLEPLP

EESPPCPA--
EGPNPVAGSW

RELEAEPGEH
REPQLEPGEQ

PEEGAPGPSE
PEEGDPGPPG

(68 %)

QTCWDQDKEY
QTCRDQEKEY

CRPCDIVLGF
CRPCDPVMGL

EIMDTDVNCV
EVGKGNNHCV

----GAMLLL
PEMSGTMLML

--PRADPHFP
EPPKAHPYFEP

GQVAHGANGI
SQVAHGTNGI

LSTPYQEDGK
LSTPHQEDGK

YEPMHDVCCS
YEPQHRICCS

EEVAPCTSDR
EETIAPCTSKR

PCKPGHFONT
PCKAGHFONT

ATLLSLVLFL
AVLLPLAFFL

DLAEPLLPMS
DLVQPLLPIS

HVTGGSVTVT
HVTGGSMTIT

AWHLAETETL
AWHLAETEHC

60
60

120
120

180
178

234
238

290
298

350
358

410
418
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(mem)
°C

M

Hg

pl

pm
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A

AB
ABTS
ADAM17
AG

APC
anti-LTa
anti-LTBR-Fab
anti-TNFR1-Fab
APS

AS

Baff
BaffR
BTLA
Bzw.
Casp. 8
Casp. 9
Caspase
CD
CD40

Prozent

»full length” = vollstandige (Lange)
human

membranstandig

Grad Celsius

micro

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

Mikromolar

Ampere

Antikorper
2,2"-Azino-di(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure)
»a disintegrin and metalloprotease 17¢
Arbeitsgruppe

Allophycocyanin

Antikérper gegen Lymphotoxin alpha
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Aminosaure

,B-cell activating factor”

,B-cell activating factor receptor”

,B- and T-lymphocyte attenuator*
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Caspase 8

Caspase 9

,Cysteinyl aspartat specific proteinase”
,Cluster of differentiation”

,Cluster of differentiation” 40
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CD95

CHO
CHO-memTNFA1-12
CHX

ClAP1/2

CO2

CRD

Crisp cas

Da
DcR3
DD
DMEM
DMSO
DNA

DNS
DR5
EAE
ECL
ed
ELISA
Endkonz.
et al.
etc.
EV
Fab
FACS

FADD
FBS
Fc

Ligand des CD40-Rezeptors

,Cluster of differentiation 95”

,Chinese Hamster Ovary”-Zelllinie
membranstandiges TNF-exprimierende CHO-Zellen
Cycloheximid

»Cellular inhibitor of apoptosis protein 1 /2"
Kohlenstoffdioxid

,Cysteine rich domain”

,Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
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,death receptor” 5 = Todesrezeptor 5
Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis
»=Enhanced Chemiluminescence”
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»Enzyme-linked immunsorbent assay”
Endkonzentration

Let alii; et aliae; et alia”
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.empty vector” = Leervektor

,fragment antigen binding” = Antikdrperfragment

,Fluorescence Activated Cell Sorting“ =
Durchflusszytometrie

,Fas-associated protein with death domain”
Fotales Bovines Serum (=FCS)

,Fragment crystallizable“ = Teil des Antikdrpers
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FCS
FLAG
Flp-In/FRT

Fnl4

g
GFP

GPI

GpL
GpL-s(sc)LTazB
GpL-s(sc)LTas
GpL-s(sc)LTap:
h

H20

H20:2

HC

HCI

HPLC

HRP
HVEM
IgG
lgG1
IKK

IL

IL8
IkB

kDa
KO
Konz.
kRLU

,Fetal Calf Serum” = Fotales Bovines Serum (FBS)
Polypeptid Protein-Tag (DYKDDDDK)

System zum Genom-Editing bestehend aus der
Flippase (=Flp) und der FRT-Zielsequenz

.Fibroblast growth factor-inducible”
Gramm

~green fluorescent protein” = grun fluoreszierendes
Protein

Glycosylphosphatidylinositol

Gaussia princeps Luziferase

GpL-fusioniertes losliches LTa-LTa-LTR
GpL-fusioniertes losliches LTo-LTa-LTa
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»hour® = Stunde(n)

Wasserstoffhydroxid = Wasser
Wasserstoffperoxid

.heavy chain” = schwere Kette eines Antikorpers
Chlorwasserstoff, Salzsaure

»high performance liquid chromatography“ =
Hochleistungsflissigkeitschromatographie

,Horseradish peroxidase”
.Herpesvirus entry mediator®
Immunglobulin G
Immunglobulin G1

»Inhibitor of NFkB kinase”
Interleukin

Interleukin 8

»inhibitor of kB”

Kilo

Kilodalton

,knock-out* = Ausschalten eines Gens
Konzentration

,relative light units“ x 1000
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log
LTa
LTazB
LTap

LTap:

LTB

LTBR
LTBRed-GpL

LTBR-GPI

m

M

M2

mA

MCP-1
Mem(sc)LTazB
Mem(sc)LTap2

memLTazp

memLTap:

memLTp
memTNF
mg

min

mi

mM

mol

mu

MW

Liter

,light chain“ = leichte Kette eines Antikorpers
logarithmisch

Lymphotoxin alpha

Lymphotoxin a2

Mischung aus Lymphotoxin a2 und Lymphotoxin

ap2

Lymphotoxin af2
Lymphotoxin 3
Lymphotoxin 3 Rezeptor

GpL-fusionierte extrazellulare Doméane des
Lymphotoxin B Rezeptors

GPI-fusionierter Lymphotoxin 3 Rezeptor
mili

Molaritat (Mol/Liter)

anti-Flag mAB

Miliampere

monocyte chemoattractant protein-1
membransténdiges LTB-LTa-LTa
membranstandiges LTBR-LTa-LTp

membranstandiges Lymphotoxin a2 aus memLTf
und LTa

membranstandiges Lymphotoxin a2 aus memLTf
und LTa

membranstandiges Lymphotoxin 8
membranstandiges TNF
Miligramm

Minute(n)

Mililiter

Milimolar

Stoffmenge

murin

,Molecular weight*

Anzahl/Wiederholungen
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n nano

NaCl Natriumchlorid

Nec-1 Necrostatin-1

NFkB »nuclear factor ,kappa-light-chain-enhancer‘ of
activated B-cells®

ng/ml nanogramm pro mililiter

nm Nanometer

ns nicht spezifisch

oD »optical densitiy“ = optische Dichte

OPG Osteoprotegerin

p phosphoryliert

PARP Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase

PBS ,Phosphate Buffered Saline”

PCR .Polymerase chain reaction” = Polymerase-
Kettenreaktion

PE Phycoerythrin

PEI Polyethylenimin

Pen/Strep Penicillin/Streptomycin

pH ,Pondus Hydrogenii/ potential Hydrogenii*

PLAD .pre-ligand assembly domain”

pRIP phosphoryliertes RIP1

R Resistenz

RA Rheumatoide Arthritis

RANK .Receptor Activator of NF-kB”

RIP1 .receptor-interacting protein 1”

RLU Lrelative light units® = relative Lichteinheiten

rpm ,rounds per minute”

RPMI1640 ,Roswell Park Memorial Institute” (=RPMI)

RT Raumtemperatur

S ,Soluble” = Loslich

s(sc)LTazpB l6sliches LTa-LTa-LTR

S166 Serin an Position 166 eines Molekdls

Sav-HRP ,Streptavidin-horseradish peroxidase conjugate”
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SDS
SDS-PAGE

sLTazB

sLTas
sLTap:

spez.
T

TBS
TEMED
THD
TL1A
™
TNC
TNF
TNFR1

TNFR1ed-GpL

TNFR1-GPI
TNFR2

TNFR2ed-GpL

TNFR2-GFP
TNFRSF
TNFSF
TNF-a
TNFB

Tox

TRADD
TRAF
TRAIL

Tris

,single-chain“ = einzelkettig
»~>0dium dodecyl sulfate”

»o0dium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis”

|6sliches Lymphotoxin a2 aus l6slichem LTa und
|6slichem LTR

|6sliches Lymphotoxin a

|6sliches Lymphotoxin a2 aus léslichem LTa und
|6slichem LT

Spezifisch

Tween-20

»11is Buffered Saline”
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

» 1 NF homology domain®

»TNF ligand 1A®

Transmembrandomane

Tenascin-C

Tumor Nekrose Faktor

Tumor Nekrose Faktor Rezeptor 1

GpL-fusionierte extrazellulare Doméane des TNFR1
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Tumor Nekrose Faktor Rezeptor 2
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GFP-fusionierter TNFR2

Tumor Nekrose Faktor Rezeptor Superfamilie
Tumor Nekrose Faktor Superfamilie

Tumor Nekrose Faktor a

Tumor Nekrose Faktor 3

Toxizitat

»,TNFR1 associated death domain protein”

TNF Rezeptor-assoziierter Faktor

,umor Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing
Ligand®

Tris(hydroxmethyl)aminomethan
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TWEAK
Tween
Ub

uv

viv
Vs
wiv
wB
WT
YFP
zVAD

~JTNF-like weak inducer of apoptosis”
Polyoxyethylen-sorbitan-monolaurate
Ubiquitin

Ultraviolett

Volt

,wvolume/volume percent’

Versus

,weight/volume percent’

Western Blot

Wildtyp, wildtypisch

,Yellow fluorescent protein”

N-benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp
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