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Einleitung

1 Einleitung

Die Tumornekrosefaktor-Superfamilie (TNFSF) umfasst eine Vielzahl von TNF
(Tumornekrosefaktor)-Rezeptoren (TNFR) und TNF-Liganden (TNFL), die ver-
schiedene Funktionen innerhalb des Immunsystems erfillen. Diese pleiotropen
Molekule steuern neben der Proliferation von Zellen, auch deren Differenzie-
rung und kontrollieren sowohl das Zelliiberleben als auch den Zelltod durch
Apoptose (programmierter Zelltod) (Smith et al., 1994). Exprimiert von ver-
schiedenen Zellen des Kdrpers, sind TNFL und TNFR nicht nur primare Media-
toren des Immunsystems, sondern stehen auch in engem Zusammenhang mit
bestimmten pathologischen Vorgdngen im menschlichen Koérper, wie dem sep-
tischen Schock und verschiedenen Autoimmunerkrankungen. Aktuell umfasst
die TNFSF 29 Rezeptoren und 19 Liganden (Tabelle 1, S. 3) (Bodmer et al.,
2002).

1.1 Liganden der TNFSF

Im menschlichen Genom wurden bis heute 18 Gene ermittelt, die fur 19 Ligan-
den der TNFSF kodieren (Bodmer et al., 2002). Charakteristisch fir alle Ligan-
den mit Ausnahme des LTa (Lymphotoxin a), das nur als 16sliches Molekul ex-
primiert wird, ist der Aufbau aus einem intrazellularen N-Terminus, der Trans-
membrandoméane und dem extrazellularen C-Terminus, welcher die TNF-
Homologie Domane (TNF-homology domain, THD) beinhaltet. Die stark kon-
servierte THD umfasst ca. 150 Aminosauren (AS) und zeigt unter den TNFL
eine Sequenzhomologie von 25-30 % (Bodmer et al., 2002). Typischerweise
besteht die THD aus zwei B-Faltblattern, welche die Topologie ahnlich einer
Biskuitrolle (jelly roll) annehmen. Funktionell ist die THD fur die Trimerisierung
und die Rezeptorbindung verantwortlich (Fesik, 2000; Bodmer et al., 2002). Zu-
satzlich befindet sich zwischen der THD und der Transmembrandoméne die
sogenannte stalk-Region, welche Erkennungssequenzen fir verschiedene
Metalloproteasen enthélt. Mithilfe dieser Enzyme entstehen mittels Proteolyse
aus membrangebundenen Liganden l6sliche Varianten (Smith et al., 1994;

Bodmer et al.,, 2002). Losliche TNFL kénnen aber auch durch alternatives
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SpleiRen entstehen (Bodmer et al., 2002). Obwohl beide Ligandenformen, die
membranstandige und die davon abgeleitete 16sliche Variante, ihre korrespon-
dierenden Rezeptoren binden, unterscheiden sie sich haufig in ihrer Bioaktivitat
(Wajant et al., 2001).

Einige Liganden der TNFSF koénnen nur an einen einzigen Rezeptor binden,
wahrend andere TNFL mehrere Rezeptoren binden und aktivieren. So wurde
z.B. gezeigt, dass TNF an Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1 (TNFR1) und
TNFR2 binden kann, sowie dass TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand)
an TRAIL-Rezeptor 1 (TRAILR1), TRAILR2, TRAILR3, TRAILR4 und OPG
(Osteoprotegerin) bindet (Bodmer et al., 2002). Dagegen aktiviert z.B. der TNFL
TWEAK (TNF-related weak inducer of apoptosis) ausschliel3lich Fnl4
(fibroblast growth factor-inducible molecule 14) (Locksley et al., 2001; Wajant et
al., 2005).

1.2 Rezeptoren der TNFSF

Die Rezeptoren der TNFSF sind gro3tenteils Typl-Transmembranproteine mit
charakteristischen homologen Sequenzen, den cysteinreichen Doméanen
(CRD), im extrazellularen N-terminalen Bereich der Molekile (Mallett, Barclay,
1991; Smith et al., 1994; Naismith, Sprang, 1998; Bodmer et al., 2002). Die Re-
zeptoren BAFFR (B-cell-activating factor receptor), BCMA (B-cell maturation
antigen), TACI (transmembrane activator and cyclophilin ligand interactor) und
XEDAR (X-linked ectodermal dysplasia receptor) bilden eine Ausnahme unter
den TNFR, da sie als Typlll-Transmembranproteine exprimiert werden (Bodmer
et al., 2002). Eine CRD, welche ca. 40 AS umfasst, enthalt typischerweise
sechs Cysteinreste an definierten Positionen und wird Uber drei Disulfidbriicken
stabilisiert (Armitage, 1994; Bodmer et al., 2002). Funktionell sind die CRDs
bedeutend fir die Praassemblierung inaktiver ligandenfreier Rezeptorkomplexe,

aber auch fur die Ligandenbindung (Smith et al., 1994).



Einleitung

Tabelle 1: Liganden der TNFSF mit ihren entsprechenden Nicht-Todesrezeptoren
und Todesrezeptoren (Bodmer et al., 2002)

. Nicht-
T
Ligand odesrezeptor/en T T — -
TRAIL TRAILR3, TRAILR4,
TNF-related apoptosis inducing ligand TRAILRL, TRAILR2 OPG
RANKL
Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand QG [RANIX
TWEAK
TNF-related weak inducer of apoptosis Fnl4
UL . TNFR1 TNFR2
Tumor necrosis factor
TL1A
TNF-ligand-related molecule 1 DR3 DeR3
LTa TNFR1 TNFR2, LTBR
Lymphotoxin alpha
LTa1p2
Lymphotoxin alphal/beta2 LTBR
. =y . . HVEM, DcR3
Herpes virus entry mediator ligand
~ CD9S/Fast | CD95 DCR3
Apoptosis-mediating surface antigen Fas ligand
CD40L CD40
B-cell activating molecule
CD30L
Tumor necrosis factor ligand superfamily CD30
member 8
CD27L
Tumor necrosis factor ligand superfamily CD27
member 7
4-1BBL
Tumor necrosis factor ligand superfamily 4-1BB
member 9
OX40L
Tumor necrosis factor ligand superfamily OX40
member 4
GITRL
Glucocorticoid-induced TNF-related ligand GITR
APRIL
A proliferation-inducing ligand UiR{el, (el
BAFF
B-cell-activting factor BAFFR
EDA-A1
Ectodermal dysplasia protein 1 EDAR
EDA-A2 XEDAR

Ectodermal dysplasia protein 2
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Die Anzahl der CRDs variiert unter den TNFR zwischen ein bis sechs CRDs pro
Rezeptor, z.B. besitzt der Rezeptor CD40 vier CRDs (Banner et al., 1993;
Naismith, Sprang, 1998). Zusatzlich befindet sich N-terminal die sogenannte
PLAD (pre-ligand assembly domain), welche ligandenunabhangig die Anord-
nung der Rezeptoren zu trimeren Komplexen vermittelt (Chan et al., 2000).

Aufgrund einer fehlenden enzymatischen Aktivitat vermitteln alle TNFR intrazel-
lulare Signale durch Rekrutierung diverser Adapterproteine. Die Rezeptoren der
TNFSF konnen in drei Untergruppen unterteilt werden: die Gruppe der Todes-
rezeptoren (death receptor, DR), die Kdderrezeptoren (decoy receptor, DcR)
und die TRAF (TNFR-associated factors)-bindenden Rezeptoren. Die Gruppe
der DRs umfasst acht Rezeptoren: CD95 (cluster of differentiation 95), DRS3,
DR6, EDAR (ectodysplasin A receptor), NGFR (nerve growth factor receptor),
TNFR1, TRAILR1 und TRAILR2 (Bodmer et al., 2002; Wajant et al., 2003).
Charakteristisches Kennzeichen der DRs ist die zytoplasmatische Todesdoméa-
ne (death domain, DD), welche durch Rekrutierung von Adapterproteinen die-
sen Rezeptoren erlaubt, Apoptose zu stimulieren (Tartaglia et al., 1993; Nagata,
1997). Die Gruppe der DcRs setzt sich aus DcR3, TRAILR3, TRAILR4 und
OPG zusammen. Es sind losliche oder GPI (Glykosylphosphatidylinositol)-
verankerte Membranproteine, bzw. im Falle des TRAILR4 ein DR mit defekter
Todesdomane, die keine intrazellularen Signale aktivieren, sondern die Aktivitat
anderer TNFR regulieren. Das charakteristische Kennzeichen der TRAF-
bindenden Rezeptoren ist ein homologer zytoplasmatischer Bereich, der in
Wechselwirkung mit den Proteinen der TRAF-Familie steht (Lavrik et al., 2005).
Von einigen Rezeptoren der TNFSF sind l6sliche Varianten nachweisbar, die
entweder durch alternatives Spleil3en transmembrankodierender Exons oder
durch proteolytische Prozessierung generiert werden (Goodwin et al., 1993).
Dazu zahlen: TNFR1, TNFR2, CD27, CD30 sowie CD40 (Gruss, Dower, 1995).
Neben Apoptose stimulieren Rezeptoren der TNFSF auch nicht-apoptotische
Signale; u.a. die Aktivierung des Transkiptionsfaktors NFkB (nuclear factor
kappa B) und den JNK (c-Jun N-terminal kinase)-Signalweg (Locksley et al.,
2001). Die verschiedenen Signalwege werden im Kapitel 1.4 genauer beschrie-

ben.
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1.3 TRAIL und seine Rezeptoren

1.3.1TRAIL

TRAIL (ApoZ2L) ist ein Mitglied der TNFSF und weist eine besonders hohe Se-
guenzhomologie gegenuber CD95L (28 %) auf (Wiley et al., 1995). Die geneti-
sche Information fur TRAIL liegt auf dem Chromosom 3 an Position 3926 (Wiley
et al., 1995; Pitti et al., 1996). Zunachst membrangebunden exprimiert, kann
das Typll-Transmembranprotein mittels proteolytischer Prozessierung in seine
I6sliche Form uberfuhrt werden (Bodmer et al., 2002). Zur Stabilisierung seiner
trimeren Molekilanordnung besitzt der Ligand ein internes Zinkatom, welches
jeweils mit Cystein®° jeder Ligandenuntereinheit verbunden ist (Bodmer et al.,
2000; Hymowitz et al., 2000). Das pleiotrope Zytokin ist an der Regulierung ei-
ner Vielzahl immunologischer Vorgange im Korper beteiligt (Mariani et al.,
1997). Neben Apoptose stimuliert TRAIL auch anti-apoptotische Signalwege,
die u.a. zur NFkB-, p38MAPK (p38 mitogen-activated protein kinase)- und JNK-
Aktivierung fuihren (Falschlehner et al., 2007). TRAIL wird vorwiegend von im-
munologischen Zellen exprimiert, dennoch ist seine mRNA ubiquitér vorzufin-
den, u.a. in Milz, Prostata, Ovarien, Herz, Kolon, Lunge und Leukozyten des
peripheren Blutes (Almasan, Ashkenazi, 2003; Kelley, Ashkenazi, 2004). TRAIL
hat eine grol3e Bedeutung in der Anti-Tumortherapieforschung, da eine Vielzahl
von Tumorzellen eine hohe Sensitivitdt gegeniber seinen zytotoxischen Aktivi-
taten zeigt, wahrend normalen Zellen eine Empfindlichkeit fir TRAIL weitestge-
hend fehlt (Ashkenazi et al., 1999; Walczak et al., 1999).

1.3.2TRAIL-Rezeptoren

Bis heute wurden fiinf Rezeptoren fiir TRAIL charakterisiert: TRAILR1 (DR4)
(Pan et al., 1997b), TRAILR2 (DR5) (Walczak et al., 1997), TRAILR3 (DcR1),
TRAILR4 (DcR2) (Degli-Esposti et al., 1997a) und OPG (Emery et al., 1998)
(Abbildung 1). Die genetische Information fur die funf Rezeptoren liegt auf dem
humanen Chromosom 8 an der Position 8p21-22 (Degli-Esposti et al., 1997b).
Wahrend TRAILR1 und TRAILR2 Uber ihre zytoplasmatischen DDs Apoptose
induzieren, zédhlen TRAILR3, TRAILR4 und OPG zur Gruppe der DcRs. Die
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MRNA flr die Rezeptoren TRAILR1, TRAILR2 und TRAILR4 wird ubiquitar ex-
primiert (Wiley et al., 1995; Pan et al., 1997a; Walczak et al., 1997).

Todesrezeptoren Nicht-Todesrezeptoren

|

b
TRAILR1 TRAILR2 TRAILR3  TRAILR4 OPG

~% P9 9,7

U zytoplasmatischer Bereich

Todesdomane

THD
TNF-Homologie Doméane

. CRD
cysteinreiche Doméne

Abbildung 1: Die TRAIL-Rezeptoren

1.3.2.1 Todesrezeptoren fur TRAIL: TRAILR1 und TRAILR2

Die Todesrezeptoren TRAILR1 und TRAILR2 sind durch die charakteristische
zytoplasmatische Todesdoméane gekennzeichnet, deren Homologie gegenuber
anderen Todesrezeptoren bei 19-28 % liegt (Pan et al., 1997b; Walczak et al.,
1997). Typischerweise setzen sich beide Oberflachenrezeptoren aus dem ext-
razellularen N-Terminus, welcher jeweils zwei CRDs beinhaltet, der Trans-
membrandomane und dem zytoplasmatischen Bereich zusammen (Pan et al.,
1997b; Walczak et al.,, 1997). Im Vergleich zeigen der TRAILR1 und der
TRAILR2 eine Homologie von 85 %, wobei der TRAILR2 im transmembranen
Bereich AS-Sequenzen besitzt, welche dem TRAILR1 fehlen (Walczak et al.,

1997). Von TRAILR2 wurden zwei alternative Splei3varianten nachgewiesen
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(TRICK2a + TRICK2b), deren N-terminale AS-Sequenzen um 29 AS voneinan-

der abweichen (Screaton et al., 1997).

1.3.2.2 Koderrezeptoren fur TRAIL: TRAILR3, TRAILR4 und OPG

Der Koderrezeptor TRAILR3, der aufgrund einer fehlenden intrazellularen Do-
méane auch TRID (TRAIL-receptor without an intracellular domain) genannt wird,
ist Uber GPI in der Zellmembran verankert (Degli-Esposti et al., 1997b).
TRAILR3 ist nicht ubiquitéar im Gewebe vorzufinden, sondern wird hauptsachlich
auf peripheren Blutlymphozyten und der Milz exprimiert (Degli-Esposti et al.,
1997b). Der Mangel einer intrazellularen Domé&ne und die grol3e Sequenzhomo-
logie gegenuber dem TRAILR1 und dem TRAILR2 werfen die Vermutung auf,
dass TRAILR3 durch TRAIL-Bindung die Apoptose reguliert bzw. inhibiert
(Degli-Esposti et al., 1997a).

Der vierte TRAIL-Rezeptor, der Koderrezeptor TRAILR4, kann aufgrund einer
unvollstandigen intrazellularen DD keine apoptoseinduzierenden Signalproteine
rekrutieren (Degli-Esposti et al., 1997a; Schneider et al., 1997). Durch die Ver-
bindung der N-terminalen Domanen von TRAILR4 mit TRAILR2, welche die
erste CRD beider Rezeptoren enthalt, kbnnen sich inaktive Rezeptorkomplexe
bilden, so dass TRAILR4 die TRAIL-vermittelte Apoptose inhibiert (Smulski et
al., 2013).

Der Rezeptor OPG wird neben DcR3 als einziger TNFR in I6slicher Form ex-
primiert (Emery et al., 1998). OPG ist nicht nur ein Kéderrezeptor fur TRAIL,
sondern auch fur RANKL (receptor activator of nuklaer factor-kB ligand, OPGL).
Bindet RANKL an den agonistischen Rezeptor RANK, welcher auf Osteoklasten
exprimiert wird, werden diese aktiviert und infolgedessen die Knochenresorption
gesteigert (Schoppet et al., 2002). OPG steigert daher die Knochendichte durch

Inhibition der Proliferation unreifer Osteoklasten (Simonet et al., 1997).
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1.4 TRAIL-vermittelte intrazellulare Signalwege

Die Mitglieder der TNFSF spielen eine bedeutende Rolle bei der Regulierung
einer Vielzahl immunologischer Vorgange im Korper. Aufgrund der fehlenden
enzymatischen Fahigkeiten der TNFR werden intrazellulare Signale durch Rek-
rutierung verschiedener Adapterproteine vermittelt. Die pleiotropen Liganden
konnen neben Apoptose auch weitere Signalwege einleiten, wie die Aktivierung
von NFkB, JNK und p38MAPK (Wajant et al., 2003). In den folgenden Kapiteln
werden die TRAIL-vermittelte Apoptose und die NFkB-Aktivierung genauer be-

schrieben.

1.4.1TRAIL-vermittelte Apoptose

Grundsatzlich kann zwischen verschiedenen Mechanismen, welche zum Zellun-
tergang fuhren, unterschieden werden: vor allem die Nekrose, der traumatische
Zelltod, sowie die Apoptose, der programmierte Zelltod. Wahrend der Apoptose
schrumpft die Zelle, die DNA wird in Fragmente definierter Gro3e zerlegt und
der Zellinhalt in leicht phagozytierbare apoptotische Vesikel verpackt, welche
von Makrophagen entsorgt werden (Arends et al., 1990). Die Apoptose lauft
entziindungsfrei und schnell ab, wodurch das umliegende Gewebe nicht beein-
trachtigt wird. Im Gegensatz dazu kommt es bei Nekrose, z.B. nach Kontakt mit
Toxinen, zum Anschwellen der Zelle. Diese entleert nach Verlust der Plasma-
membranintegritat ihren Zellinhalt und es kommt zur Entztindung im umliegen-
den Gewebe.

Der Signalweg der Apoptose soll anhand der TRAIL-Todesrezeptoren erlautert
werden. Nach der Aktivierung der TRAIL-Todesrezeptoren akkumulieren die
zytoplasmatischen DDs der Rezeptoren und initiieren die Rekrutierung des
Adapterproteins FADD (Fas-associated death domain) (Chinnaiyan et al., 1995;
Boldin et al., 1996; Ashkenazi, Dixit, 1998). Das Protein FADD wiederum rekru-
tiert die Initiatorcaspasen-8 und -10 und es entsteht der DISC (death-inducing
signaling complex) (Kischkel et al., 1995; Muzio et al., 1996). Im DISC kommt
es aufgrund der rdumlichen Néhe zur Dimeriseriung von zwei Procaspasen,

welche nach zweistufiger autoproteolytischer Prozessierung katalytisch aktive,
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heterotetramere Molekule bilden, die ins Zytoplasma freigesetzt werden
(Salvesen, Dixit, 1999; Boatright et al., 2003).

Reife Caspase-8 prozessiert und aktiviert im Zytoplasma weitere sogenannte
Effektorcaspasen, z.B. Procaspase-3. Diese Effektorcaspasen spalten im weite-
ren Verlauf der Apoptose verschiedene Proteine, u.a. Laminine und Zytokerati-
ne. Dadurch werden diverse morphologische Veranderungen, welche letztend-
lich zum Zelltod fuhren, eingeleitet (Muzio et al., 1996). Caspase-3 und die ver-
wandte Caspase-7 bauen z.B das Enzym PARP (poly (ADP-ribose) polymerase
1), welches an der DNS (Desoxyribonukleinsaure)-Reparatur und der Transkrip-
tion beteiligt ist, proteolytisch ab, um weitere Reparaturmechanismen auszu-
schalten (Kaufmann et al., 1993). Die beschriebene Signalkaskade kennzeich-
net den extrinsischen Weg der Apoptose (Wajant et al., 2005). Der intrinsische
Signalweg dagegen kann durch verschiedene intrazellulare Stresssituationen,
wie z.B durch UV-Strahlen induzierte DNS-Schaden, aktiviert werden. Zusétz-
lich wird der intrinsische Apoptoseweg nach Caspase-8-abhangiger Spaltung
des pro-apoptotischen Molekils BID (Bcl-2 homology domain 3-interacting do-
main death agonist) zu tBID (truncated BID) aktiviert (Wajant et al., 2005). Das
Protein tBID aktiviert nach Translokation ins Mitochondrium die pro-
apoptotischen Proteine Bak (Bcl-2 antagonist/killer) und Bax (Bcl-2-associated
X protein) (Chipuk et al., 2010). Diese wiederum bewirken die Freisetzung von
Cytochrom C und anderen apoptotischen Signalproteinen wie SMAC/Diablo
(second mitochondria-derived activator of caspase/direct IAP binding protein
with low pl) aus den Mitochondrien (Cory et al., 2003). Cytochrom C, Apaf-1
(apoptotic protease-activating factor-1) und ATP (Adenosintriphosphat) bilden
im Anschluss einen Proteinkomplex, das sogenannte Apoptosom (Kelley, Ash-
kenazi, 2004). Dieser katalytische Komplex bewirkt die Aktivierung der Procas-
pase-9, welche im weiteren Verlauf die Effektorcaspasen-3 und -6 prozessiert,
wodurch der extrinsische mit dem intrinsischen Signalweg gekoppelt ist
(Abbildung 2) (Li et al., 1997).
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Abbildung 2: Die TRAIL-vermittelte Apoptose

Darstellung des extrinsischen und intrinsischen Signalwegs der Apoptose und inhibitorischer
Proteine.
1.4.2 Inhibitorische Proteine der Apoptose

Das apoptotische Signal kann auf verschiedenen Stufen der Signalkaskade
durch inhibitorische Proteine reguliert werden. Ein Inhibitor der Todesrezeptor-

induzierten Caspasekaskade ist das Protein cFLIP (cellular FLICE-like inhibitory
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protein), welches in verschiedenen Spleil3varianten vorliegt (CFLIPLong und
CFLIPshon), die jeweils N-terminal zwei Todes-Effektor-Domanen (death effector
domain, DED) aufweisen (Thome et al., 1997; Irmler et al., 1997). Die Proteine
besitzen eine hohe Sequenzhomologie zur Caspase-8 und konkurrieren mit
dieser um die Bindung an die DEDs von FADD im DISC. So wird die Rekrutie-
rung von Caspase-8 verhindert, bzw. die Bildung inaktiver FLIP-Caspase-8-
Dimere im DISC geférdert, so dass die proteolytische Aktivierung der Procas-
pase-8 verhindert und folglich die Apoptose unterbrochen wird (Irmler et al.,
1997).

Die IAPs umfassen eine weitere Gruppe von anti-apoptotischen Proteinen, dazu
zéhlen u.a. clAP1 (cellular IAP 1), clAP2 und XIAP (X-linked IAP) (Lavrik et al.,
2005). Mittels Anlagerung blockieren die IAPs die katalytischen Zentren von
Caspasen und verhindern die Spaltung zellularer Proteine wahrend der Apopto-
seinduktion (Danial, Korsmeyer, 2004). Die Mitglieder der IAP-Familie sind in
der Lage an aktive Caspasen, Procaspasen sowie Initiator- und
Effektorcaspasen zu binden (Roy et al., 1997). Die IAPs selbst werden durch
pro-apoptotische Proteine, welche im Intermembranraum der Mitochondrien
gespeichert sind, negativ reguliert. Dazu zahlt das Protein SMAC/Diablo.

Die Bcl-2-Familie bildet eine weitere apoptoseregulierende Proteingruppe, wel-
che sich aus 16 Mitgliedern zusammensetzt (Henshall, Engel, 2013). Davon
besitzen funf anti-apoptotische Eigenschaften: Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), Bcl-
X. (Bcl-2-like protein), Bcl-w (Bcl-2-like-2), Mcl1 (myleoid cell leukemia 1) und
Al/Bff-1 (Bcl-2-related gene Al) (Cory et al., 2003). Weitere Mitglieder wie Bak
und Bax vermitteln pro-apoptotische Signale. Charakteristisch fur die anti-
apoptotischen Proteine sind vier Bcl-2-Homologie Doméanen und ein trans-
membraner Bereich, welcher die Molekile beispielweise in der Membran von
Mitochondrien verankert (Chipuk et al., 2010). Bcl-2 und Bcl-X, binden die pro-
apoptotischen Protein Bak und Bax und blockieren den intrinsischen Signalweg
der Apoptose (Abbildung 2, S. 10) (Chipuk et al., 2010).
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1.4.3TRAIL-vermittelte NFkB-, INK- und p38MAPK-Aktivierung

Neben Apoptose kann TRAIL, ebenso wie CD95L und TNF, weitere Signalwege
stimulieren. Diese kdnnen zur Aktivierung von JNK, p38MAPK oder NFkB, wel-
che Proliferation und Zelldifferenzierung induzieren, fihren (Wajant et al., 2003;
Varfolomeev et al., 2005). Durch Aktivierung der NFkB-Transkriptionsfaktoren
werden anti-apoptotische Proteine, wie z.B. cFLIP, XIAP und Bcl-2-X., indu-
ziert, wodurch die Apoptose negativ reguliert wird (van Antwerp et al., 1998).
Dies kann zur Apoptoseresistenz fuhren und damit in klinischer Hinsicht die to-
xische Wirkung von TRAIL beeinflussen (Almasan, Ashkenazi, 2003; Falsch-
lehner et al., 2007).

Neben endogenen Stimuli wie TNFL und Interleukinen kénnen auch exogene
Stimuli wie Bakterien, Viren und UV-Strahlen den NFkB-Signalweg aktivieren.
In inaktiver Form liegen Transkriptionsfaktoren der NFkB-Familie im Zytosol
kovalent gebunden an inhibitorische Proteine der IkB (inhibitor of kappa B)-
Familie vor, welche die NLS (Kernlokalisationssequenz) von NFkB maskieren
(Verma et al., 1995). Werden die Rezeptoren TRAILR1 oder TRAILR2 durch
TRAIL stimuliert, wird wie oben dargelegt das Adapterprotein FADD rekrutiert
und es entsteht zusammen mit Procaspase-8 der DISC, wodurch Apoptose in-
duziert wird. Zusétzlich kann sich aber nach Freisetzung von FADD und Caspa-
se-8 im Zytosol auch ein zweiter Signalkomplex, bestehend aus Caspase-8,
FADD, TRAF2 und der Kinase RIP1 (receptor interacting protein 1), bilden (Pi-
ras et al., 2011). Uber Caspase-8, TRAF2 und FADD werden der JNK- und der
p38MAPK-Signalweg aktiviert (Abbildung 3). RIP1, FADD und Caspase-8 akti-
vieren weiterhin Mitglieder der MAP3K-Familie (mitogen-acitvated protein kina-
se kinase kinase), wie z.B. NIK (NFkB-inducing kinase), MEKK1 (mitogen-
activated protein kinase/ERK kinase kinase 1) oder MEKK2. Diese Kinasen ak-
tivieren im weiteren Verlauf den IKK (IkB kinase)-Komplex (Zandi et al., 1997;
Devin et al., 2000).
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Abbildung 3: TRAIL-vermittelte Aktivierung alternativer Signalwege

Nach Anordnung eines zweiten Signalkomplexes im Zytosol werden NFkB, JNK und p38MAPK
aktiviert.

Die Phosphorylierung von IkB-Proteinen durch den Enzymkomplex IKK I6st
nach Polyubiquitinylierung deren Degradation durch die 26S-Untereinheit des
Proteasoms aus, wodurch letztendlich die NLS von NFkB demaskiert wird (Hel-
ler, Kronke, 1994; Skaug et al., 2009). AnschlieRend transloziert der Transkrip-
tionsfaktor NFKB zum Zellkern und induziert die Transkription verschiedener
Gene, die z.B. fur IL8 (Interleukin 8), TNF und COX2 (Cyclooxygenase 2) kodie-
ren (Beg et al., 1993; Verma et al., 1995).
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1.5 Die Rolle von TRAIL im Immunsystem

Obwohl TRAIL ubiquitar im Gewebe vorzufinden ist, wird der Ligand nur von
Zellen des Immunsystems exprimiert (Kelley, Ashkenazi, 2004). Dabei kommen
dem Liganden verschiedene Aufgaben im Immunsystem zu. TRAIL ist wichtig
fur die zytotoxische Aktivitat von dendritischen Zellen (DZ), naturlichen Killerzel-
len (NK) und CD4" T-Lymphozyten (Takeda et al., 2002). Es konnte gezeigt
werden, dass Makrophagen nach Tumorkontakt verstarkt TRAIL exprimieren
und folglich Apoptose in transformierten Kolonzellen induzieren kénnen
(Herbeuval et al., 2003). Zudem ist TRAIL an der Immunabwehr von Virusinfek-
tionen beteiligt. Verschiedene Interferone induzieren nach Virenkontakt die Ex-
pression von TRAIL und fordern so den Zelluntergang infizierter Zellen
(Almasan, Ashkenazi, 2003). Auch Monozyten vermitteln anti-tumorale Aktivita-
ten Uber die Expression von TRAIL, nachdem sie von verschiedenen Interfero-
nen stimuliert wurden (Griffith et al., 1999).

Eine Vielzahl von Tumoren erlangt durch die Mutation des p53-
Suppressorgens, welches in nicht-transformierten Zellen den Zellzyklus regu-
liert, ein apoptoseresistentes Stadium (Vogelstein et al., 2000). Therapien, ba-
sierend auf Liganden der TNFSF, vermitteln die Apoptose primar p53-
unabhéngig (Kelley, Ashkenazi, 2004). Allerdings kann die TRAIL-induzierte
Apoptose in manchen Fallen durch p53-aktivierende Agenzien verstarkt wer-
den, da der TRAILR2 stark durch p53 induziert wird. Verschiedene Arbeitsgrup-
pen haben in den letzten Jahren die selektive Toxizitat von rekombinantem
TRAIL auf veranderte Zellen in vitro und in vivo verdeutlicht. Losliches TRAIL
induziert z.B. auf einer Vielzahl von Tumorzellen p53-unabhéngig Apoptose,
unterdriickt das Tumorwachstum in xenotransplantierten Mausen und ruft nur
unwesentlich Nebenwirkungen in Affen und Mausen hervor (Ashkenazi et al.,
1999; Walczak et al., 1999). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass |6sli-
ches TRAIL in Mausen, Javaneraffen und Schimpansen in Kombination mit
Chemotherapeutika keine unerwiinschten toxischen Reaktionen auslost (Ash-
kenazi et al., 1999). In weiteren Studien wurde eine Toxizitat von TRAIL gegen-
Uber menschlichen Hepatozyten beobachtet, allerdings waren diese auf hoch-

aggregierte rekombinante TRAIL-Varianten zurickzufiuhren (Lawrence et al.,
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2001; Koschny et al., 2007). In Phase | einer klinischen Studie wurden an ma-
lignen Neubildungen erkrankte Patienten mit rekombinantem loslichem TRAIL
therapiert. Dabei wurden bei in vitro effektiven apoptotischen Dosen von TRAIL
nur maRige Nebeneffekte hervorgerufen (Herbst et al., 2010). Allerdings sind
auch die therapeutischen Effekte eher gering. Letzteres, aber eventuell auch
die gute Vertraglichkeit von I6slichem TRAIL, kdnnten durch den Umstand be-
dingt sein, dass losliches TRAIL, im Gegensatz zu Membran-TRAIL, den
TRAILR2 nur sehr schlecht aktiviert.

1.6 CD40 und sein Ligand CD40L

1.6.1CD40

Der Rezeptor CD40 zahlt zur Gruppe der Nicht-Todesrezeptoren der TNFSF,
seine genetische Information ist auf dem Chromosom 20 im Bereich q11-q13
lokalisiert (Gordon, 1995). Der extrazellulare Bereich des Rezeptors beinhaltet
vier CRDs, wobei nur CRD2 und CRD3 an der Ligandenbindung beteiligt sind
(Naismith et al., 1995; An et al., 2011). Zunadchst membrangebunden exprimiert
ist CD40 nach proteolytischer Prozessierung auch in I6slicher Form vorzufinden
(Bodmer et al.,, 2002). Der Rezeptor ist auf antigenprasentierenden Zellen
(APZ), auf hamatopoetischen Progenitorzellen (CD43"), auf Thymuszellen und
auf Epithelzellen nachweisbar (Alderson et al., 1993; Banchereau et al., 1994;
van Kooten, Banchereau, 1996; Eliopoulos et al., 2000; Vonderheide, 2007).
AulRerdem wird CD40 von fast 100 % malignen B-Zellen und von 75 % epithe-
lialen sowie soliden Tumoren exprimiert (Gordon, 1995; Vonderheide, 2007).
CD40 spielt eine bedeutende Rolle in der T-Zell-abhangigen B-Zell-Aktivierung
und ist notwendig fur die Entwicklung der humoralen und zellularen Immunant-
wort (Grell et al., 1999). Dabei fuhrt die CD40-vermittelte B-Zell-Aktivierung zur
Proliferation, zum Isotypenwechsel, zur Bildung von Keimzentren und zur Ge-

nerierung von Gedachtniszellen (Noelle, 1996).
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1.6.2CD40L

Der CD40L (CD154) zahlt zu den Liganden der TNFSF und wird als Typll-
Transmembranprotein exprimiert (Banchereau et al., 1994). CD40L liegt zell-
oberflachengebunden sowie I6slich vor. Beide Formen sind meist als nicht-
kovalente Homotrimere nachweisbar (Smulski et al., 2013). Exprimiert wird
CD40L Uberwiegend von aktivierten T-Lymphozyten und Thrombozyten, wobei
der Ligand in geringen Mengen auch auf NK, Monozyten und aktivierten CD8"-
Zellen nachweisbar ist (van Kooten, Banchereau, 2000; Vonderheide, 2007).

1.7 CDA40-vermittelte intrazellulare Signalwege

CD40 besitzt, wie alle Rezeptoren der TNFSF, keinerlei enzymatische Aktivitat
und l6st folglich Uber Rekrutierung nachgeschalteter Adapterproteine intrazellu-
lare Signale aus (van Kooten, Banchereau, 1996). Nach ligandenabhangiger
Rezeptoroligomerisierung lagern sich Adapterproteine der TRAF-Familie, wie
z.B. TRAF1, 2, 3, und 6 oder das Enzym JAK3 (Janus Kinase 3) an die zytop-
lasmatische Doméne des CD40 an. Im Folgenden kommt es Uber weitere Sig-
nalproteine und Kinasen zur Aktivierung von NFkB, p38MAPK, JNK und ERK
(extracellular regulated kinase), wodurch die Transkription einer Vielzahl von
Genen induziert wird (Abbildung 4) (Rothe et al., 1995; Noelle, 1996; van
Kooten, Banchereau, 1996; Pullen et al., 1999; Vonderheide, 2007). Nach Akti-
vierung von NFKB kommt es u.a. zur Transkription immunmodulatorischer und

anti-apoptotischer Molekiile.
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Abbildung 4: CD40-vermittelte intrazellulare Signalwege

1.8 Die Rolle von CD40 im Immunsystem

Aufgrund seiner weiten Gewebeverbreitung spielt CD40 sowohl bei der humora-
len, als auch bei der zellularen Immunantwort eine bedeutende Rolle (Vogel,
Noelle, 1998). Die Aktivierung von CD40 auf T-Helferzellen fuhrt zur Stimulie-
rung von APZ und damit zur Stimulierung des adaptiven Immunsystems. CD40-
stimulierte unreife DZ, welche zu den APZ z&hlen, werden zur Proliferation an-
geregt, exprimieren kostimulatorische Molekile und aktivieren vermehrt T-
Zellen (van Kooten, Banchereau, 2000; Smulski et al., 2013). Die aktivierten T-
Zellen wiederum stimulieren mittels CD40L B-Zellen zur Proliferation und Anti-
genprasentation (Schultze, Johnson, 1999). Die Rolle des CD40-CD40L-
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Systems in der humoralen Immunabwehr wird anhand des HIGM (Hyper-lgM-
Syndrom) deutlich (Allen et al., 1993; van Kooten, Banchereau, 2000). Bei Typl
dieses primaren Immundefekts kommt es aufgrund eines Mangels an CD40L
zur fehlenden/reduzierten Stimulierung von B-Zellen, folglich zu einem Mangel
an Immunglobulinen und zu einer damit einhergehenden Immunschwéche. Die
neoplastischen Riesenzellen des Hodgkin-Lymphoms, sogenannte Reed-
Sternberg-Zellen, befinden sich in einem inflammatorischen,
apoptoseresistenten Stadium (Annunziata et al., 2000). Dieses kann in man-
chen Féllen auf eine CD40-vermittelte Aktvierung von NFkB und die damit ein-
hergehende Transkription inflammatorischer Zytokine zurlickgefiihrt werden
(Annunziata et al., 2000). In praklinischen Modellen kann durch die Blockade
von CD40-CD40L-Interaktionen einer Vielzahl von T-Zell-vermittelten Autoim-
munkrankheiten vorgebeugt werden (Vogel, Noelle, 1998).

CD40 vermittelt abhangig von der Zellart und der Umgebung Signale zum Zell-
Uberleben oder zur Induktion des Zelltods (Heath et al., 1993; Eliopoulos et al.,
2000; Vonderheide, 2007). Es wurde gezeigt, dass einige Tumorzelllinien auto-
krine CD40-CD40L-Signalwege nutzen, um eine Resistenz gegeniber TNFL-
vermittelter Apoptose zu erlangen (Voorzanger-Rousselot, Blay, 2004). Auch ist
bekannt, dass mAb (monoklonale Antikorper) fur CD40 agonistische Fahigkei-
ten besitzen kénnen und so die Reifung von DZ zu stimulieren vermégen (Diehl
et al., 1999). Derzeit wird versucht, um den synergistischen Effekt von CD40 zu
nutzen, einerseits toxisch auf Tumorzellen zu wirken und andererseits das Im-
munsystem zu aktivieren. Schon frih konnte in Tiermodellen gezeigt werden,
dass CD40 in vivo die Immunsuppression einiger Tumore aufhebt und T-Zell-
vermittelte anti-tumorale Immunantworten induziert (Schoenberger et al., 1998;
Diehl et al., 1999). Eine weitere Arbeitsgruppe hat gezeigt, dass ein CD40-
spezifisches Antikorperfragment, im Folgenden als scFv (single chain variable
fragment):CD40 bezeichnet, in vivo sowohl in Mausen als auch in Menschen
den Rickgang von Pankreastumoren bewirkt (Beatty et al., 2011). Bis heute
haben verschiedene monoklonale Antikdrper und Antikorperfragmente fir CD40
klinische Studien erreicht: u.a. lucatumumab, dazetuzumab, CP-870,893 und
Chi Lob 7/4 (Vonderheide, 2007; Khubchandani et al., 2009; Bensinger et al.,
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2012). Das antagonistische lucatumumab wurde entwickelt, um die Aktivierung
anti-apoptotischer Signale zu unterdricken. Die Reagenzien CP-870,893,
dazetuzumab und Chi Lob 7/4 dagegen sollen, wie auch in dieser Arbeit beab-
sichtigt, agonistisch wirken und die Immunitdt von Tumoren aufheben
(Vonderheide, 2007).

1.9 Ziel der Arbeit

In friheren Versuchen konnte gezeigt werden, dass die geringe Bioaktivitat 10s-
licher TNFL gegeniber ihren korrespondierenden Rezeptoren durch deren Ver-
ankerung an die Zelloberflache mithilfe einer Zelloberflachenantigen-
erkennenden Antikdrperdomane (scFv) gesteigert werden kann (Samel et al.,
2003; Bremer et al., 2004; Wyzgol et al., 2009). Ziel dieser Arbeit war es daher,
durch Generierung eines CD40-bindenden scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL-
Fusionsproteins die zytotoxische Aktivitat von loslichem TRAIL lokal auf Tumor-
zellen zu begrenzen und gleichzeitig seine Bioaktivitat zu erhéhen.

Zusatzlich sollte ein solches Fusionsprotein auf bifunktionelle Fahigkeiten un-
tersucht werden, d.h. es sollte analysiert werden, ob es Zellen des Immunsys-

tems CD40-abhangig stimuliert.
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2 Materialien

2.1 Chemikalien, Reagenzien, Zellkulturmedien

[3-Mercaptoethanol

Acrylamid (30 %)

Agar

Agarose

APS (Ammoniumpersulfat)
Anti-Flag M2-Affinity Gel
Bromphenolblau
Coomassie-Farbeldsung

CHX (Cycloheximid)

DMSO (Dimethylsulfoxid)

DMEM Medium

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
Flag-Peptid

FCS (Fotales Kalberserum)
Methanol

Milchpulver

Pen/Strep (Penicillin/Streptomycin)(100 x)
Phosphataseinhibitor 11
Proteaseinhibitor-Cocktail
RPMI-1640 Medium
Silbergelmarker

SDS (Sodiumdodecylsulfat)
TEMED (Tetramethylethyldiamin)

Tris
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Sigma, Deisenhofen
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Carl Roth, Karlsruhe

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Sigma, Deisenhofen

Carl Roth, Karlsruhe

PAA, Pasching, Osterreich
J.T. Baker, Leipzig

J.T. Baker, Leipzig

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen

PAA, Pasching, Osterreich
J. T. Baker, Leipzig
Sigma, Deisenhofen

PAA, Pasching, Osterreich
Sigma, Deisenhofen
Roche, Mannheim

PAA, Pasching, Osterreich
Ge Healthcare, Garching
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen

Carl Roth, Karlsruhe
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Trypsin/EDTA-L6sung (10 x)
TWEEN-20
zVAD-fmk

2.2 Antikorper und Antiseren

Anti-Caspase 3 Maus monoklonal

Anti-Caspase 8 Maus monoklonal

Anti-Caspase 9 Kaninchen polyklonal

Anti-FAK (focal adhesion kinase)
Kaninchen monoklonal

Anti-Flag M2 Maus monoklonal
Anti-IL8 (OptEIA ELISA)
Anti-Kaninchen-HRP Kaninchen polyklonal

Anti-Kaninchen-HRP Kaninchen polyklonal
Anti-Maus HRP

Kaninchen polyklonal

Anti-Maus IgG-PE  Ziege polyklonal
Anti-PARP
Anti-RIP

Maus monoklonal

Maus monoklonal

PAA, Pasching, Osterreich
Carl Roth, Karlsruhe
Bachem, Heidelberg

Cell Signaling Technology,
Beverly, USA

Schulze-Osthoff,
Dusseldorf

Cell Signaling Technology,
Beverly, USA

Cell Signaling Technology,
Beverly, USA

Sigma, Deisenhofen
BD Biosciences, Heidelberg

Dako-Cytomation, Glostrup
Danemark

Cell Signaling Technology,
Beverly, USA

Dako-Cytomation, Glostrup
Danemark

Sigma, Deisenhofen
BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

Anti-Tiam1 (T-Zell Lymphom Invasion und Metastasierung 1)

Kaninchen monoklonal

Anti-Tubulin Maus monoklonal
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Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

Dunn Labortechnik, Ansbach
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2.3 Eukaryotische Zellen

Alle verwendeten humanen Zelllinien waren in der Arbeitsgruppe vorhanden.

HEK?293
HelLa/HeLa-CD40
HT1080/HT1080-CD40

2.4 Plasmide

embryonale Nierenzelllinie
Zervixkarzinomzelllinie

Fibroblastenzelllinie
(Fibrosarkom)

Die Expressionsplasmide, die fur die verwendeten Fusionsproteine scFv:CD40-
Flag-TNC-TRAIL, scFv:CD40-Flag-scTRAIL und scFv:CD40-Fc-Flag-GpL ko-
dieren, wurden von den Mitarbeitern der Abteilung fir Molekulare Inneren Medi-

zin des Universitatsklinikum Wirzburg hergestellt und kloniert. Das scFv:CD40-

Flag-TNC-TRAIL-Fusionsprotein wurde eigenstandig in stabil transfizierten und

transient transfizierten HEK293-Zellen produziert.

2.5 Losungen und Puffer
Assay Diluent

Blotpuffer

Coating Buffer
Kristallviolettlésung

Laufpuffer SDS-Page

PBS (phosphate buffered saline)

PBS-TWEEN
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1 xPBS
10 % FCS

25 mM Tris
192 mM Glycin
20 % Methanol
pH 8,3

0,1 M Natriumcarbonat,
pH 9,5

20 % Methanol
0,5 % Kristallviolett

50 mM Tris
380 mM Glycin
4 mM SDS

pH 8,3

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

1 x PBS
0,05 % Tween-20
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PBST-Milch

Probenpuffer SDS-Page 4x

Sammelgelpuffer SDS-Page

Trenngelpuffer SDS-Page

TBS (tris buffered saline)

TBS-TWEEN

2.6 Gerate, Verbrauchsmaterialien

Agfa Curix 60 Entwicklermaschine
Elisa-Reader Lucy 2

EVOS Digital Inverted Microscope
Gelllaufkammern SDS-PAGE
Gelllaufkammern SDS-PAGE
Heizblock

Kryoréhrchen

Odyssey Imager
Neuerbauer-Zahlkammer
Nitrocellulosemembran
Semi-Dry-Blotkammer

Thermo Cellject Pro
Tischzentrifuge 5417C
Ultrazentrifuge Optima-L70
Well-Platten
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1 xPBS
0,05 % Tween-20
5 % Magermilchpulver

10% Glycerin
0,1 M Tris

1 % SDS

0,1 MDTT

pH 8,0
Bromphenolblau

0,5 M Tris
0,015 M SDS
pH 6,8

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

0,02 m Tris
8 % NacCl
pH 7,6

TBS
0,05 % Tween-20

Agfa, Dusseldorf

Anthos Labtec, Krefeld
AMG, Mill Creek, USA
PeqgLab, Erlangen

BioRad, Miinchen
PeqgLab, Erlangen
Greiner, Frickenhausen
LI-COR, Bad Homburg
Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen
Whatman, Dassel

PeqgLab, Erlangen
Electron Corporation
Eppendorf, Hamburg
Beckmann Coulter, Krefeld

Greiner, Frickenhausen
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Wet-Blotkammer

Zellkulturflaschen
Zellkulturpetrischalen
Zellkulturschrank Haereus Cell Safe
Zellschaber

Zentrifuge Rotana 460R
2.7 Kits

OptEIA® IL8-ELISA Kit
PageSilver™ Silver Staining Kit
Pierce® Silver Stain Kit

24

PeqLab, Erlangen
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Haereus, Hanau

SPL Life sciences Inc.,
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3 Methoden

3.1 Arbeiten mit eukaryotischen Zelllinien

3.1.1Kultivierung eukaryotischer Zellen

Alle verwendeten adharenten Zelllinien wurden in RPMI-1640 Zellkulturmedium
mit 10 % hitzeinaktiviertem FCS (30 min, 56 °C) bei 37 °C und 5 % CO; in Zell-
kulturflaschen kultiviert. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen nach
Spulung mit PBS fur wenige Minuten mit Trypsin (0,025 %) und EDTA (10 mM)
inkubiert und abgeldst. Die Zellen wurden im Verhaltnis 1:4 bis 1:10 gesplittet
und im Anschluss wurde mithilfe einer Neuerbauer-Zédhlkammer die Zellzahl
bestimmt und definierte Zellzahlen fur die verschiedenen Experimente einge-

setzt.

3.1.2Konservierung eukaryotischer Zellen

Zur langerfristigen Lagerung einer Zelllinie wurden die Zellen kryokonserviert.
Hierfir wurde das Zellpellet nach dem Ernten in FCS mit 10 % DMSO aufge-

nommen und in einem Kryordéhrchen bei —80 °C gelagert.

3.2 Produktion rekombinanter Proteine

3.2.1Produktion rekombinanter Proteine durch transiente Transfektion
von HEK293-Zellen

Zur Produktion des scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL-Fusionsproteins wurden
HEK293-Zellen in 800 Wl RPMI-1640 mit 10% FCS und 1x Pen/Strep
resuspendiert und zusammen mit 40 ug Plasmid-DNA in Kivetten (4 mm) tber-
fuhrt. Die Elektroporation erfolgte bei 250 V, 1800 uF und maximalem Wider-
stand. Im Anschluss wurden die Zellen Gber Nacht in Zellkulturplatten in 20 ml
RPMI-1640 mit 10 % FCS und 100 ug/ml Penicillin/100 ug/ml Streptomycin
(PAA) im Inkubator kultiviert. Dann wurden die Zellen fur weitere 5-7 Tage in
20ml RPMI-1640 mit 2% FCS und 1x Pen/Strep inkubiert. Nach
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Abzentrifugieren der Uberstande fiir 10 min bei 4000 rpm wurden diese bei 4 °C

gelagert.

3.2.2Produktion rekombinanter Proteine mithilfe stabil transfizierter
HEK?293-Zellen

Mitarbeiter der Abteilung fur Molekulare Innere Medizin des Universitatsklini-
kums Wirzburg klonierten das Expressionsplasmid fur das rekombinante Fusi-
onsprotein scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL und haben es stabil in HEK293-Zellen
transfiziert. Im Anschluss wurde das Protein von mir mithilfe dieser HEK293-
Zellen produziert. Die stabil transfizierten Zellen wurden fir 48 h in 20 ml RPMI-
1640 mit 10 % FCS auf Zellplatten kultiviert. Anschlielend wurden sie fur funf
bis sechs Tage in 20 ml RPMI-1640 mit 2 % FCS weiterkultiviert. Nach Abnah-
me des Zelliberstandes wurden die verbleibenden Zellen durch zehnminitiges
Zentrifugieren bei 4000 rpm entfernt. Die Konzentration des rekombinanten Pro-
teins im Uberstand wurde mittels Western Blot-Analyse durch Vergleich mit ent-

sprechenden Proteinstandards ermittelt.

3.3 Aufreinigung rekombinanter Proteine durch Affinitatschroma-

tographie

Mittels anti-Flag Affinitatschromatographie wurden die rekombinanten Flag-
markierten Konstrukte aus den Zellkulturiberstdnden aufgereinigt. 1 ml des
hierflir verwendeten Anti-Flag M2 Affinity Gels (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)
bindet 600 ug Protein. Anhand dieser Angabe konnte das bendtigte Saulenvo-
lumen des Affinity-Gels bestimmt werden. Die gewaschenen (2x) M2-
Agarosebeads wurden in einer Glassaule gepackt und der zuvor zentrifugierte
Zellkulturiiberstand wurden zusammen mit 0,15 M NaCl aufgetragen. Mit einer
Durchflussrate von 0,5 ml/min wurde der Uberstand bei 4 °C vollstandig tber
die Saule gegeben. AnschlieRend wurde die Saule mit 10-fachem Saulenvolu-
men an TBS gespult, um die nicht gebundenen Proteine zu entfernen. Durch
Kompetition wurden die an das Flag-Peptid gebundenen Proteine mit 100 ug/ml

Flag-Peptid-Lésung in TBS eluiert. Das Eluat enthielt die gereinigte Proteinfrak-
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tion. Das Uberschussige Flag-Peptid wurde mittels Dialyse gegen eine zweimal
erneuerte PBS-LOsung entfernt. Zum Abschluss wurde das gereinigte Protein
steril filtriert und bei —20 °C gelagert. Die Konzentration des aufgereinigten Pro-
teins wurde mittels Western Blot oder Silberfarbung bestimmt.

3.4 Zytotoxizitatsassay

Die zytotoxische Wirkung der Fusionsproteine wurde vergleichend auf WT
(Wildtyp)-Zellen und CDA40-transfizierten Zellen untersucht. Hierfur wurden auf
einer 96-Well-Flachboden-Mikrotiterplatte jeweils 2 x 10* Zellen/Well der adhé-
renten Zelllinien HeLa und HelLa-CD40 oder HT1080 und HT1080-CD40 aus-
geséat und Uber Nacht bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert. Am folgenden Tag wur-
den die Zellen teilweise eine halbe Stunde mit CHX zur Sensitivierung fur die
TRAIL-induzierte Apoptose vorstimuliert. AnschlieRend wurden zu den Zellen
die zytotoxischen Reagenzien entweder in sequentieller Verdiinnung oder in
konstanten Konzentrationen zugegeben. Nach 16 h Inkubation Uber Nacht wur-
de am nachsten Tag das Zelliberleben mittels Kristallviolettfarbung bestimmt.
Hierfur wurde der Uberstand abgeschittet und die Zellen fir 30 min mit 60 pl
Kristallviolettlésung inkubiert. Im Anschluss wurden die Mikrotiterplatten mehr-
mals mit Wasser gewaschen und luftgetrocknet. Nach Zugabe von 150 ul Me-
thanol/Well wurde die Anzahl der lebenden Zellen im ELISA-Reader bei einer

Wellenlange von 595 nm ermittelt.

3.5 Bestimmung der IL8-Produktion

Zur Bestimmung der 1L8-Produktion wurden im Vergleich 2 x 10* parentale He-
La-Zellen und CD40-transfizierte HelLa-Zellen sowie parentale und CD40-
transfizierte HT1080-Zellen auf 96-Well-Flachboden-Mikrotiterplatten ausgesat
und Uber Nacht bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert. Am nachsten Tag wurden die
Zellen mit scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL in den angegeben Konzentrationen sti-
muliert. Nach 6 h wurde der Uberstand abgenommen und bei —20 °C gelagert.
Die 96-Well ELISA-Mikrotiterplatten wurde mit dem Capture-Antibody 1:250 in
Coating Buffer (100 mM NaHCOg3; 336 mM Na,COg3; pH 9,5) versehen und tber
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Nacht bei 4 °C gelagert. Am darauffolgenden Tag wurden die Platten nach
mehrmaligem Waschen mit PBS-T fur 1 h bei RT mit 200 pul/Well Biotinylated
Anti-Human IL8-Antikdrper 1:250 in Assay Diluent (PBS; 10 % FCS) geblockt
und mit PBS-T (3 x) gewaschen. AnschlielRend wurden jeweils 100 pul/Well Pro-
ben oder IL8-Standardlésungen aufgetragen und fir 2 h bei RT inkubiert. Es
folgte wiederum Waschen (5x) mit PBS-T. Im Anschluss wurden die
Mikrotiterplatten noch 1 h bei RT mit 100 ul/Well des Working-Detektor Avidin-
horseradish Peroxidase 1:250 in Assay Diluent (PBS; 10 % FCS) versehen und
in PBS-T (7 x) gewaschen. Nach Zugabe von 100 pl/Well des Substrate-Buffer-
Reagent (16,7 mg/ml Buffer:1 mg/ml Substrat) konnte die IL8-Produktion im
ELISA-Reader bei 405 nm bestimmt werden.

3.6 Herstellung von Zelllysaten

Zur Herstellung von Gesamtzelllysaten wurden die adhéarenten Zelllinien in ge-
winschten Mengen auf Zellkulturplatten ausgesét und tber Nacht inkubiert. Am
nachsten Tag wurden die Zellen nach teilweiser Vorstimulation mit CHX mit
scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL in den angegebenen Konzentrationen stimuliert.
Nach 6 h, wenn bei ca. der Halfte der Zellen der Zelltod eingetreten war, wur-
den die Zellen auf Eis mithilfe von Zellschabern geerntet. Nach Spulen mit 4 °C
kaltem PBS wurden die Zellen in Falcons aufgenommen und bei 1200 rpm fur
4 min bei 4 °C zentrifugiert. Im Anschluss wurde das Zellpellet direkt in 4 x
Lysispuffer, der mit Phosphatase- und Proteaseinhibitor-Cocktail versetzt wur-
de, aufgenommen, fir 20 Sekunden sonifiziert und bei 95 °C 5 min aufgekocht.
Vor der Lagerung bei —20 °C wurden die Zelllysate 10 min bei 14000 rpm zentri-
fugiert. Fur die Western Blot-Analyse wurden die Zelllysate mit 4 x Ladepuffer

versetzt und far 5 min bei 95 °C aufgekocht.
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3.7 Western Blot

3.7.1SDS-Page

Durch die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
wurden die Proteine der Zelllysate nach ihrer MolekulgroRe aufgetrennt. Die
hierfir verwendete Trenngellésung (375 mM Tris pH 8,8; 3,75 mM SDS; 0,1 %
APS) wurde mit 12 % Acrylamid versetzt. Die Polymerisation des Acrylamids
wurde durch Zugabe von 0,1 % TEMED gestartet. Das Sammelgel (125 mM
Tris pH 6,8; 3,75 mM SDS; 0,1 % APS mit 6 % Acrylamid und 0,1 % TEMED)
wurde auf das auspolymerisierte Trenngel geschichtet und mit dem gewiinsch-
ten Kamm versehen. Nach Beladung der Gele mit Proben und dem entspre-
chenden Proteinmarker, wurde die Elektrophorese bei 90-120 Volt fir 90 min in
SDS-Laufpuffer (50 mM Tris; 4 mM SDS; 380 mM Glycin; pH 8,3) gestartet.

3.7.2Transfer von Proteinen auf Nitrozellulose

Nach Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE wurden diese mittels Elekt-
rotransfer auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen. Hierfir wurden die
Nitrozellulosemembran und das Whatman-Filterpapier in Blotpuffer (25 mM
Tris; 192 mM Glycin; 20 % Methanol; pH 8,3) getrankt und wie folgt mit dem Gel
in der Blotkammer geschichtet:

Anode -- 2 Blatt Whatman-Filterpapier -- Nitrocellusosemembran -- Gel -- 2 Blatt
Whatman-Filterpapier -- Kathode.

Der Proteintransfer erfolgte entweder in einer senkrechten wet-Blotkammer
(Peqglab, Erlangen) oder in einer horizontalen semi-dry-Blotkammer (PeqglLab,

Erlangen) bei 1,5 mA pro cm? Gelflache fur 90-120 min.

3.7.3Immundetektion

Nach dem Transfer der Proteine auf die Nitrocellulosemembran wurden zu-
nachst die freien unspezifischen Bindungsstellen mit einem Blocking-Puffer
(PBST/TBST; 5 % Milchpulver) fur 1 h auf dem Schuttler geblockt. Anschlie-
Bend wurde die Membran nach Waschen (3 x) mit PBST, bzw. TBST uber
Nacht bei 4 °C in PBST/TBST mit dem proteinspezifischen Primarantikérper
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inkubiert. Am nachsten Tag folgte nach weiteren Waschschritten (3 x 5 min) die
Inkubation mit dem entsprechenden Zweitantikdrper in PBST/TBST fur 1 h bei
RT auf dem Schuttler. Nach erneutem Waschen (3 x) wurde die Membran mit
den zwei Reagenzien des ECL™-Systems im Verhéltnis 1:1 fiir 1 min inkubiert
und im Anschluss in der Dunkelkammer mit einem RoOntgenfilm-Fotoentwickler
(Kodak, Amersham) detektiert. Die Dauer der Belichtungszeit der Membran
wurde abhangig von der Signalstéarke des Antikdrpers gewahlt.

3.8 Silberfarbung

Zur Bestimmung der Konzentration und zum Nachweis der Reinheit wurde das
produzierte Fusionsprotein nach der Aufreinigung mittels SDS-PAGE aufge-
trennt und im Anschluss durch Silberfarbung detektiert. Das Eluat wurde in drei
verschiedenen Konzentrationen zusammen mit einem Proteinstandard auf das
Polyacrylamid-Gel aufgetragen und die darin enthaltenen aufgereinigten Protei-
ne durch Gelelektrophorese aufgetrennt. Es folgte die Benetzung mit den ver-
schiedenen Reagenzien aus dem Pierce® Silver Stain Kit. Alle Schritte liefen
bei RT auf dem Schuttler ab. Nach Waschen (2 x 5 min) in destilliertem Wasser
wurde das Gel zweimal fir 15 min mit einer Fixierlosung (destilliertes Wasser,
30 % Ethanol, 10 % Essigsaure) behandelt. Dann wurde das Gel nach Wa-
schen (2 x) in destilliertes Wasser mit 10 % Ethanol und Waschen (2 x) in des-
tillierten Wasser mit der Sensitizer Working Solution (50 ul Sensitizer, 25 ml
Wasser) 1 min inkubiert und wiederum in destilliertem Wasser (2 x 1 min) ge-
waschen. Anschlieend wurde das Gel fur 30 min mit der Silbernitratidsung
Stain Working Solution (0,5 ml Enhancer, 25 ml Stain) benetzt. Zum Abschluss
erfolgte nach Waschen (2 x) in destilliertem Wasser durch Zugabe der Entwick-
lerlésung fur 2-3 min (0,5 ml Enhancer, 25 ml Developer) die Reduktion der Sil-
berionen zu elementarem Silber. Mit der Stopp-L&sung (destilliertes Wasser,
5 % Essigsaure) wurde nach Farben der Banden die Entwicklungsreaktion ge-
stoppt. Mithilfe von Angaben des Herstellers eines gleichfalls aufgetragenen
Proteinstandards konnte nun durch Intensitatsvergleich die Konzentration des

aufgereinigten Proteins bestimmt werden.
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3.9 Nachweis zytotoxischer Aktivitat am digitalen Lichtmikroskop

Zum Nachweis der zytotoxischen Wirkung von scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL auf
CD40-transfizierten Zellen wurden jeweils 4 x 10° HelLa, HeLa-CD40, HT1080
und HT1080-CD40-Zellen in 6 cm Zellkulturschalen ausgeséat und Uber Nacht
bei 37 °C und 5 % CO; in RPMI-1640 mit 10 % FCS inkubiert. Am folgenden
Tag wurden die Zellen nach teilweiser Vorstimulation mit CHX mit dem Fusi-
onsprotein scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL in den angegebenen Konzentrationen
stimuliert oder blieben unbehandelt. Nach 6 h wurde der zytotoxische Effekt des
Proteins durch Lagerung auf Eis gestoppt und Bilder am digitalen Lichtmikro-
skop (Evos Digital Inverted Microscope, AMG, Mill Creek) in 40-facher Vergro-

Rerung aufgenommen.
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4 Ergebnisse

Wie bereits in 1.5 ausfihrlich dargelegt wurde, konnte bereits in friiheren Arbei-
ten gezeigt werden, dass die geringe Aktivitat I6slicher, trimerer TNFL, u.a. von
TRAIL und CD95L, auf verschiedene Wege gesteigert werden kann. Dazu zah-
len:
1.) die Stabilisierung der trimeren Molekilanordnung Uber kovalente Bin-
dungen (Kammerer et al., 1998; Berg et al., 2007; Wyzgol et al., 2009)
2.) die Oligomerisierung mittels quervernetzender Antikorper (Wajant et al.,
2001; Holler et al., 2003)
3.) die immobilisationsabh&ngige Aktivierung loslicher TNFL mithilfe von
Zelloberflachenantigen-erkennenden Antikdrperdoménen (Wajant et al.,
2001; Samel et al., 2003).
In dieser Arbeit sollte die Bedeutung der stabilisierenden TNC (Tenascin-C)-
Doméne und der CDA40-restringierten Zelloberflachenimmobilisierung fur die
Bioaktivitat des loslichen TRAIL untersucht werden. Dabei war eine wichtige
Voraussetzung, dass TRAIL-Todesrezeptoren durch l6sliches trimeres TRAIL
schlechter aktiviert werden als durch die membranstandige Form des Liganden
(Wajant et al., 2001). CD40 wurde als Zielstruktur fur die artifizielle Zelloberfla-
chenimmobilisierung ausgewahlt, da dieser TNFR auf einigen Tumorzellen sehr

stark exprimiert wird (van Kooten, Banchereau, 1996; Eliopoulos et al., 2000).

4.1 Generierung rekombinanter TRAIL-Fusionsproteine

Bei der Generierung rekombinanter TNFL-Fusionsproteine, insbesondere auch
von TRAIL-Fusionsproteinen, ist ausschlaggebend, dass das Protein die extra-
zellulare Doméane des TNFL umfasst, welche die charakteristische THD bein-
haltet. Die THD vermittelt, wie schon in 1.1 beschrieben, die Molekiltrimerisie-
rung und die Rezeptorbindung (Wiley et al., 1995). AuRerdem verflgten die
verwendeten Konstrukte N-terminal Uber ein Flag-Epitop, welches durch Bin-
dung des Flag-spezifischen Antikdrper M2 nachgewiesen werden kann. Dieser
Flag-tag wurde auch zur Aufreinigung der Proteine mittels Affinitatschromatog-

raphie genutzt. Zudem beinhaltet das Fusionsprotein die TNC-Domane, welche

32



Ergebnisse

durch Ausbildung von Disulfidbriicken die trimere Molekulanordnung stabilisiert
und damit die Bildung missgefalteter, inaktiver Molekiulaggregate verhindert.
Durch Fusionierung von TRAIL mit der scFv-Antikdrperdoméane eines humanen
Immunglobulins, das human CD40-spezifisch ist, sollte die immobilisationsab-
hangige Steigerung der Aktivitat des loslichen TRAIL erzielt werden. Das Prin-
zip dieser rekombinanten Proteine besteht darin, dass durch die Erkennung und
anschlieBende Bindung der CD40-spezifischen Antikérperdomane an den
plasmamembranstéandigen Rezeptor CD40 das l6slich produzierte TRAIL-
Fusionsprotein die Funktion der membranstandigen Ligandenform mimikriert.
Zusammengefasst setzt sich das im Folgenden als scFv:CD40-Flag-TNC-
TRAIL bezeichnete Fusionsprotein aus dem N-terminalen Antikorperfragment
scFv:CD40, dem Flag-Peptid, der TNC-Doméane und dem extrazellularen Be-
reich des humanen TRAIL zusammen (Abbildung 5).

THD
[ 1

Abbildung 5: Schematischer Aufbau des scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL-Fusionsproteins

Einzelne Doméanen des Konstrukts: CD40-spezifisches Einzelketten-Antikdrperfragment
scFv:CD40 (252 AS); Flag-Peptid (DYKDDDDK); TNC (Tenascin-C)-Domane des Huhns (110-
139 AS); THD (TNF-Homologie Doméne) des humanen TRAIL (95-281 AS).

4.2 Produktion und Reinigung des rekombinanten Fusionsproteins
scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL

Ein Expressionsplasmid, kodiert fur das Fusionsprotein scFv:CD40-Flag-TNC-
TRAIL, wurde von Mitarbeitern der Abteilung fir Molekulare Innere Medizin klo-
niert und zur Verfligung gestellt. Das Fusionsprotein wurde nach transienter
Transfektion von HEK293-Zellen mit der entsprechenden Plasmid-DNA in den
Zellkulturiberstand sekretiert. Zusatzlich wurde das Fusionsprotein mittels
stabil-transfizierter HEK293-Zellen gewonnen. Die Ausbeute der Produktion des
Fusionsproteins wurde mittels SDS-Page und anschlieBender Western Blot-

Detektion bestimmt. Dabei wurden Konzentrationen zwischen 1,5 ug/ml bis 2,3
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ug/ml im Zelliberstand erreicht. Die Zelliberstande wurden weiter mittels Affini-
tatschromatographie Uber Agarosesdule aufgereinigt, worauf der Flag-
spezifische Antikorper M2 gekoppelt war. Die Reinheit und die Konzentration
des aufgereinigten Konstrukts wurden im Anschluss mittels Silberfarbung tber-
pruft (Abbildung 6). Letztendlich wurden Konzentrationen von 3,6 pg/ml bis
12 pg/ml an scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL-Fusionsprotein nach der Aufreinigung

gemessen.

scFv:CD40-Flag-

TNC-TRAIL
MW I 1
(kDa) M 100 75 50 (ng)
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Abbildung 6: Analyse des gereinigten scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL-Fusionproteins mit-
tels Silberfarbung

Das Fusionsprotein wurde in HEK293-Zellen produziert, Uber eine M2-Agarosesaule aufgerei-
nigt und anschliel3end durch SDS-Page aufgetrennt. Die Visualisierung erfolgte durch Silberfar-
bung.

Bei der SDS-Page wurde das Fusionsprotein scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL in
drei verschiedenen Mengen aufgetragen (100 ng, 75 ng, 50 ng). Durch die Zu-
sammensetzung aus scFv:CD40, dem Flag-Peptid, der TNC-Doméane und
TRAIL lag das Molekulargewicht bei ca. 53 kDa.
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4.3 Vergleich der Aktivitat von gereinigtem und ungereinigtem
scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL

Nach der Produktion des Fusionsproteins scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL wurde
das Konstrukt groRtenteils mittels Affinititschromatographie aufgereinigt. Es
wurde zunachst tUberpruft, ob das aufgereinigte Protein noch die gleiche zytoto-
xische Aktivitat auf CD40-positiven Zellen zeigt wie der Zelliberstand. Dazu
wurden Zellen parallel mit aufgereinigtem Konstrukt und Zelliberstand inkubiert.
Zusatzlich wurde der Versuch mit und ohne Vorstimulation mit CHX durchge-
fuhrt. CHX inhibiert dabei die Proteinbiosynthese und es werden folglich weni-
ger anti-apoptotische Proteine, wie z.B die der FLIP-Familie synthetisiert. Folg-
lich kommt es zu einer Sensitiverung fur die todesrezeptorvermittelte Apoptose
(Siegmund et al., 2002). Es zeigte sich, dass das TRAIL-Fusionsprotein im Zell-
kulturiiberstand und das aufgereinigte Konstrukt mit derselben Dosis-Wirkungs-
Beziehung Zelltod in HT1080-CD40-Transfektanten auslésen (Abbildung 7).

A) B)
HT1080-CD40 HT1080-CD40
e 1004 * 2 1001 B=
£ <
c 754 c 754
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2 -&  gereinigtes 2 -&  gereinigtes
% 25 Fusionsprotein % 25 Fusionsprotein
N -} ungereinigtes N -0 ungereigntes
Fusionsprotein Fusionsprotein
0 T T O T T T T T
0 10+ 10® 102 10" 10° 10' 102 10° 0 104 10° 102 10" 10° 10" 102
scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL (ng/ml) + CHX scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL (ng/ml)

Abbildung 7: Vergleich der Zytotoxizitdt von aufgereinigtem scFv:CD40-Flag-TNC-
TRAIL-Fusionsprotein mit  Proteintberstand auf  HT1080-CD40-
Transfektanten

Stimulation von CD40-transfizierten HT1080-Zellen in Anwesenheit (A) und Abwesenheit (B)
von CHX (2,5 ug/ml) mit angegebenen Konzentrationen an ungereinigtem und gereinigtem
scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL. Nach 16 h wurde der Anteil der Gberlebenden Zellen durch Kris-
tallviolettfarbung ermittelt.
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In CHX-vorstimulierten Zellen lag der EDso-Wert der Zelltodinduktion bei 10-
100-fach geringeren Konzentrationen an TRAIL-Fusionsprotein. Insgesamt
setzte die apoptotische Antwort bei 0,01 ng/ml ein und erreichte ihr Maximum,
je nach Vorstimulation mit oder ohne CHX, bei 0,1-10 ng/ml. Der Versuch be-
statigte die sensitivierende Wirkung von CHX, mit dessen Hilfe geringere Kon-
zentrationen an Fusionsprotein zur Apoptoseinduktion ausreichend waren. Vor
allem aber konnten mdgliche unerwiinschte Effekte, welche durch andere In-
haltsstoffe des Zellkulturiiberstandes vermittelt werden, ausgeschlossen wer-

den.

4.4 Bedeutung der Bindung der scFv:CD40-Domane an zellstandi-
ges CD40 fur die Aktivitat des TRAIL-Fusionsproteins

Losliches TRAIL bindet und aktiviert seine beiden korrespondieren Todesrezep-
toren, TRAILR1 und TRAILR2, schwécher als membrangebundes TRAIL (Wa-
jant et al., 2001; El-Mesery et al., 2013). Die antikdrpervermittelte Zelloberfla-
chenbindung kann zu stérker aktiven TNF-Ligandenvarianten fihren (Samel et
al., 2003; Bremer et al., 2004; Berg et al., 2007). Allerdings war nicht Klar, in-
wieweit die mogliche Bindung der scFv:CD40-Doméane an zellstandiges CD40
die Aktivitat des Fusionsproteins scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL steigern kann.

4.4.1 Blockade des CD40-Rezeptors vermindert die Aktivitat von
scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL

Um die Bedeutung der durch die Einzelketten-Antikorperfragment-Domane
moglichen Bindung an CDA40 fir die Aktivitat des TRAIL-Fusionsproteins zu er-
mitteln, wurden CD40-exprimierende Tumorzellen mit dem Konstrukt
scFv:CD40-Fc-Flag-GpL vorbehandelt und so die Zugéanglichkeit des CD40-
Oberflachenrezeptors blockiert. Das Fusionsprotein scFv:CD40-Fc-Flag-GpL
selbst vermittelt keinerlei apoptotische Signale auf den verwendeten HT1080-
und HelLa-CD40-Transfektanten. Generiert und produziert wurde das
scFv:CD40-Fc-Flag-GpL-Fusionsprotein von Mitarbeitern der Abteilung fir Mo-
lekulare Innere Medizin. Die C-terminale Gaussia princeps Luziferase (GpL)

des Fusionsproteins wurde in anderen Projekten/Versuchen zur sensitiven De-
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tektion des Molekils verwendet, war aber fir die hier dargelegten Experimente
nicht weiter relevant. Zusatzlich enthielt das Konstrukt neben der CD40-
spezifischen scFv-Antikorperdoméne und dem Flag-Peptid die Fc-Domane,
welche mit Hilfe von Disulfidbriicken zwei scFv:CD40-Domanen kovalent ver-
bindet (Abbildung 8).

[ scrvcon IO e )

Abbildung 8: Schematischer Aufbau des scFv:CD40-Fc-Flag-GpL-Fusionsproteins

Einzelne Doménen des Konstrukts: scFv:CD40 (CDA40-spezifisches Einzelketten-
Antikorperfragment) (252 AS); Fc-Doméane des humanen Immunoglobulins G1 (222-447 AS);
Flag-Peptid (DYKDDDDK); GpL (Gaussia princeps Luziferase) (18-185 AS).

In diesem Versuch sollte das Konstrukt ausschlie3lich zur Blockierung der
CD40-Oberflachenrezeptoren genutzt werden. Nach Aussaat der CD40-
exprimierenden Zellen wurde die Hélfte dieser am nachsten Tag mit 500 ng/mi
oder 1000 ng/ml scFv:CD40-Fc-Flag-GpL fur 30 min vorinkubiert, der Rest blieb
unbehandelt. Nach Inkubation der unbehandelten und vorbehandelten Zellen
mit scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL in verschiedenen Konzentrationen, wurde die
zytotoxische Wirkung des TRAIL-Fusionsproteins durch Kristallviolettfarbung
ermittelt. Nach Vorinkubation der Zellen mit scFv:CD40-Fc-Flag-GpL wurde ei-
ne verminderte zytotoxische Wirkung des scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL-
Fusionsproteins, je nach Konzentration und Zellart, um 5-40 % ermittelt
(Abbildung 9).
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Abbildung 9: Blockade des CD40-Oberflacherezeptors vermindert die apoptotische
Wirkung von scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL-Fusionsprotein auf CD40-
exprimierenden Zellen

CDA40-positive HT1080- und HeLa-Zellen wurden mit scFv:CD40-Fc-Flag-Gpl (A: 1000 ng/ml, B:
500 ng/ml) 30 min vorstimuliert (weil3e Balken) oder blieben unbehandelt (schwarze Balken).
Anschlielend wurden sie mit den angegebenen Mengen an scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL inku-
biert. Die Uberlebenden Zellen wurden nach 16 h mittels Kristallviolettfarbung quantifiziert.

Dabei war die Konzentration von scFv:CD40-Fc-Flag-GpL weniger ausschlag-
gebend als die Konzentration des scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL-Konstrukts. Bei
unbehandelten Zellen wurde die EDsp bei einer TRAIL-Ligandenkonzentration
von 5 ng/ml (HT1080-CD40) oder 25 ng/ml (HeLa-CD40) erreicht. Im Gegen-
satz dazu uUberlebten in mit scFv:CD40-Fc-Flag-GpL vorinkubierten CDA40-
positiven HT1080-CD40-Zellen bei 25 ng/ml scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL 80 %
der Zellen und bei geringeren Konzentrationen des TRAIL-Fusionproteins war
kaum ein vermindertes Uberleben nachweisbar. Der in unbehandelten CD40-

transzifierten HelLa-Zellen ermittelte EDso-Wert (5 ng/ml) konnte nach Vorbe-
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handlung mit scFv:CD40-Fc-Flag-GpL erst bei 5-fach hoheren Fusionsprotein-
konzentrationen erreicht werden. Die Immobilisierung des Fusionsproteins tber
die Antikorper-Antigen-Wechselwirkung zwischen den Zellen und dem Kon-
strukt war offensichtlich von grol3er Bedeutung fir die zytotoxische Aktivitat der
TRAIL-Doméane des TRAIL-Fusionsproteins. Zwar war Flag-TNC-TRAIL bereits
aktiv, allerdings konnte mithilfe der Zelloberflachenimmobilisierung die Aktivitat
von TRAIL gegenuber den Rezeptoren TRAILR1 und TRAILR2 gesteigert wer-
den. Insgesamt war die toxische Wirkung von TRAIL im Vergleich auf den
menschlichen Zervixkarzinomzellen (HelLa) starker als auf den humanen Fibro-
sarkom-Tumorzellen (HT1080).

4.4.2In CD40-exprimierenden, nicht aber in CD40-negativen Zellen, indu-
ziert scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL dosisabhéangig Apoptose

Siegmund und Kollegen haben schon 2002 gezeigt, dass TRAIL nach vermin-
derter Synthese anti-apoptotischer Proteine effizienter Apoptose in Tumorzellen
induziert (Siegmund et al., 2002). In diesem Versuch sollte getestet werden, ob
der Proteinbiosyntheseinhibitor CHX durch Blockade der Neusynthese Caspa-
se-inhibierender Proteine, wie z.B. cFLIP, das apoptotische Signal von
scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL verstarken kann. Um dies zu ermitteln, wurden
CD40-negative und CD40-transifizierte Tumorzellen mit und ohne CHX-
Vorbehandlung mit dem scFv:CD40-TRAIL-Konstrukt stimuliert.

Insgesamt zeigte das TRAIL-Fusionsprotein fast ausschliel3lich auf CD40-

transfizierten Zellen zytotoxische Aktivitat (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Zytotoxischer Effekt des scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL-Fusionsproteins auf
CD40-negativen und CD40-exprimierenden HT1080- und HelLa-Zellen

Zunachst wurden die Zellen Gber Nacht in 96-Well Platten kultiviert. Am nachsten Tag folgte die
Stimulierung der verschiedenen Zellen in Abwesenheit oder Anwesenheit von 2,5 pg/ml CHX
mit steigenden Konzentrationen von scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL. Die Zellvitalitat wurde nach
16 h mittels Kristallviolettfarbung bestimmt.

In Anwesenheit von CHX wurde zwar eine schwache Apoptoseinduktion auf
parentalen Tumorzellen bei hohen Konzentrationen von 100-1000 ng/ml des
TRAIL-Fusionsproteins beobachtet. Im Gegensatz dazu wurde bei CD40-
positiven Zellen nach CHX-Behandlung schon bei 10 ng/ml Zellsterben mittels
Kristallviolettfarbung bestimmt. So lag der EDso-Wert bei den HT1080- und
HeLa-CD40-Transfektanten ohne CHX bei 5-10 ng/ml. Auf CHX-vorstimulierten
CD40-positiven Zellen konnten hingegen 10-100-fach niedrigere Werte ermittelt
werden. Dies zeigte, dass die Zytotoxizitat dieses Proteins dosisabhangig war,
wobei die nétige Proteinkonzentration mittels sensitivierendem CHX gesenkt

werden konnte.
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4.5 scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL aktiviert den NFkB-Signalweg

TRAIL aktiviert neben der Apoptose auch nicht-apoptotische Signalwege (Ash-
kenazi et al., 1999; Wajant et al., 2000). Ein Beispiel hierfur ist die Aktivierung
des inflammatorischen Transkriptionsfaktors NFkB, der u.a. die Produktion des
Zytokins IL8 induziert, welches als Entzindungsmediator u.a. fur die Chemota-
xis von neutrophilen Granulozyten verantwortlich ist (Baggiolini, Clark-Lewis,
1992). Genauso wirkt auch das CD40-CD40L-System stimulierend auf inflam-
matorische Signalwege, wie den NFkB-Signalweg (Schonbeck, Libby, 2001).
Vor allem maligne Zellen nutzen dieses Ligand-Rezeptor-Paar um anti-
apoptotische Signale und Zytokine zu aktivieren (Voorzanger-Rousselot, Blay,
2004).

Um zu untersuchen, ob in CD40-exprimierenden HT1080- und HelLa-Zellen IL8
durch TRAIL induziert wird, inwieweit dabei die CD40-vermittelte Immobilisie-
rung diesen Effekt verstarkt und ob die scFv:CD40-Doméane agonistische Aktivi-
taten besitzt, wurden CD40-negative Zellen im Vergleich mit CDA40-
transfizierten Zelllinien mit scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL stimuliert und anschlie-
Bend das produzierte IL8 in den Zelliberstanden mittels ELISA bestimmt. Es
konnte in CD40-positiven Zellen eine bis zu 8-fach gesteigerte IL8-Synthese
beobachtet werden (Abbildung 11).
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Abbildung 11: scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL aktiviert neben der Apoptose inflammatori-
sche Signale in CD40-exprimierenden Tumorzellen

Im Vergleich wurden parentale HT1080-Zellen und CD40-transfizierte HT1080-Zellen, sowie
parentale HeLa-Zellen und CD40-transfizierte HeLa-Zellen in Abwesenheit (A) und Anwesen-
heit (B) von zZVAD-fmk mit den angegebenen Konzentrationen von scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL
stimuliert. Nach 12 h wurde die Menge des produzierten I1L8 mittels ELISA bestimmt.

Zusatzlich wurde derselbe Versuch nach 30-minitiger Vorstimulation mit zVAD-
fmk (N-benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-fluormethyl-Keton) durchgefiihrt. Hierbei
diente zZVAD-fmk als Caspaseinhibitor und sollte gegebenenfalls eine Uberlage-
rung der TRAIL-vermittelten Apoptoseinduktion mit der IL8-Synthese verhin-
dern. Die ELISA-Messung zeigte, dass in zZVAD-fmk-behandelten Zellen ahnli-
che Konzentrationen von IL8 produziert wurden. Es wurden Abweichungen von
maximal 2 ng/ml bei gleicher Konzentration des TRAIL-Fusionsproteins ermit-

telt. Insgesamt konnten IL8-Konzetrationen in CD40-positiven Zellen von bis zu
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bis zu 8 ng/ml (HT1080-CD40) und 6 ng/ml (HeLa-CD40) in Abhangigkeit von
der TRAIL-Fusionsprotein-Konzentration gemessen werden.

AulRerdem zeigte der Versuch, dass zwar sowohl in den parentalen Zellen als
auch in den CD40-Transfektanten eine konstitutive IL8-Produktion nachweisbar
war sowie, dass das TRAIL-Fusionsprotein aber nur in den CD40-
Transfektanten signifikant die basale IL8-Produktion gesteigert hat. Insgesamt
wurde in den HelLa-Zellen ein geringerer IL8-Gehalt als in HT1080-Zellen nach
Stimulation mit gleichen Mengen des TRAIL-Konstrukts gemessen.

Anhand dieses Versuchs konnte nicht eindeutig ermittelt werden, ob die in-
flammatorischen Signale durch TRAIL-vermittelte Stimulation der TRAIL-
Todesrezeptoren oder durch die Aktivierung von CD40 durch die scFv:CD40-
Doméne des Fusionsproteins induziert wurden. Allerdings wurde bereits friher
gezeigt, dass der NFkB-Signalweg in TRAIL-stimulierten HelLa-Zellen nur nach
CHX-Sensitivierung und Inhibition der Apoptose effizient aktiviert wird (Wajant
et al., 2000). Die Ergebnisse zeigten, dass sowohl mit als auch ohne zVAD-
Behandlung ahnliche hohe IL8-Mengen induziert wurden. Offensichtlich besitzt
die scFv:CD40-Doméne agonistische Aktivitat. Dies zeigt, dass es sich bei
scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL somit um ein bifunktionelles Fusionsprotein han-
delt.

4.6 Visualisierung morphologischer Merkmale der Apoptose in
scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL stimulierten CD40-exprimierenden

Tumorzellen

Im Weiteren wurden Zellen, in denen scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL Zelltod indu-
zierte, im Mikroskop nach charakteristischen apoptotischen Merkmalen unter-
sucht. Nach Aktivierung der Todesrezeptoren wird Uber eine intrazellulare Sig-
nalkaskade die Apoptose eingeleitet. Im Gegensatz dazu spricht man von Nek-
rose, wenn Zellen nach Schadigung durch exogene Noxen unkontrolliert Ab-
sterben. Dabei unterscheidet sich die Apoptose durch bestimmte morphologi-
sche Kennzeichen von der Nekrose. Dazu zéhlen: Verringerung des Zellvolu-
mens, Chromatinkondensation, Fragmentierung der DNA in Bruchstiicke defi-

nierter Lange und Abschnurung apoptotischer Korperchen (Arends et al., 1990).
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Anhand dieser Merkmale kann mikroskopisch die Art des Zelluntergangs diffe-
renziert werden. Um den Zelluntergang nach scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL-
Stimulierung zu ermitteln, wurden die Zellen im Mikroskop untersucht. Hierzu
wurden die verschiedenen Zellen in 6 cm Petrischalen ausgesat und nach un-

terschiedlicher Stimulation am Lichtmikroskop fotografiert (Abbildung 12).

HT1080 HT1080-CD40

- 200 ng/ml = 200 ng/ml

Hela HelLa-CD40

- 120 ng/ml o 120 ng/ml

pad

B

(@) . . .

Abbildung 12: CD40-restringierte Aktivierung der TRAIL-Todesrezeptoren ist anhand
charakteristischer apoptotischer Merkmale erkennbar

Jeweils 4 x 10° CD40-negative sowie CD40-transfizierte HeLa- und HT1080-Zellen wurden in
6 cm Petrischalen Uber Nacht ausgesat. Am nachsten Tag wurden die Zellen nach Vorstimula-
tion mit 2,5 pyg/ml CHX oder unbehandelt mit den angegeben Konzentrationen an scFv:CD40-
Flag-TNC-TRAIL stimuliert oder blieben unbehandelt (-). Nach 6 h wurden digitale Bilder am
Lichtmikroskop mit 40-facher VergroRerung aufgenommen.

Der Versuch zeigte deutlich, dass losliches scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL bei
Konzentrationen zwischen 120 und 200 ng/ml weder in unbehandelten noch in

CHX-stimulierten parentalen, CD40-negativen Tumorzellen, sichtbar apoptoti-
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sche Signale vermittelt hat. Folglich erwiesen sich CD40-negative Zellen als
resistent gegenuber scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL. Im Gegensatz dazu wurde
bei CD40-exprimierenden Zellen ohne und mit erfolgter CHX-Vorstimulation der
programmierte Zelltod induziert. Deutlich erkennbar war der Abbau der Zellen
zu charakteristischen apoptotischen Vesikeln, welche DNA-Fragmente und

Zellmembranbestandteile enthielten.

4.7 scFv:CD40-Flag-scTRAIL aktiviert immobilisationsabhéangig die
Apoptose

Die Stabilitat l6slicher TNFL kann nicht nur durch die Fusion mit einer
Trimerisierungsdomane, wie z.B. der aus Tenascin-C, die in scFv:CD40-Flag-
TNC-TRAIL verwendet wurde, gesteigert werden. Friihere Arbeiten haben auch
gezeigt, dass sc (single chain)-TRAIL Molekile, welche (ber drei durch
Peptidlinker verknipfte extrazellulare Doménen des TRAIL verfiigen, funktionell
und gut aktiv sind (Schneider et al., 2010). Im Weiteren sollte Uberpruft werden,
ob ein scFvCD40-Flag-scTRAIL-Fusionsprotein ahnliche zytotoxische CD40-
restringierte Aktivitdten auf CD40-exprimierenden Zellen zeigt, wie das
scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL-Konstrukt. Hierfir wurde das Fusionsprotein
scFv:CD40-Flag-scTRAIL generiert (Abbildung 13).

Abbildung 13: Schematischer Aufbau des Fusionsproteins scFv:CD40-Flag-scTRAIL

Einzelne Doméanen des scFv:CD40-Flag-scTRAIL-Konstrukts: scFv:CD40 (CD40-spezifisches
Einzelketten-Antikérperfragment) (252 AS); Flag-Peptid (DYKDDDDK); sc-Kassette mit drei
hintereinander geschalteten THD des humanen TRAIL (95-281 AS).

Zusatzlich beinhaltet das Konstrukt N-terminal wiederum die CD40-spezifische
scFv-Antikorperdoméane und einen Flag-tag. In Losung lagern sich die drei
durch Peptidlinker verknipften TRAIL-Subdomanen der scTRAIL-Doméane zu

einem intramolekularen Trimer zusammen, das mit einer einzelnen CD40-
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Bindungsdomane  verknupft ist. Das scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL-
Fusionsprotein liegt im Gegensatz dazu, aufgrund der intrinsischen
Trimerisierungseigenschaften von TRAIL und der TNC-Domane, in Losung als
stabilisiertes trimeres Molekul vor, welches drei CD40-bindende Antikorper-
fragmente besitzt (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Vergleich der trimeren Anordnung von scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL (A) mit
scFv:CD40-Flag-scTRAIL (B)

Im Folgenden wurde untersucht, ob sich der unterschiedliche Aufbau der bei-
den Konstrukte auf die CD40-restringierte toxische Aktivitat von TRAIL auswirkt.
Um dies zu testen wurden CD40-exprimierende und CD40-negativen Zellen mit
steigenden Konzentrationen scFv:CD40-Flag-scTRAIL stimuliert. Es zeigte sich,
dass sowohl auf CD40-Transfektanten als auch auf den parentalen HT1080-
Zellen, in Abhangigkeit von der scFv:CD40-Flag-scTRAIL-Konzentration, Apop-
tose induziert wurde (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Zytotoxische Aktivitat des scFv:CD40-Flag-scTRAIL-Fusionsproteins auf
CD40-negativen und CD40-transfizierten HT1080-Zellen

Nach Kultivierung der verschiedenen Transfektanten Gber Nacht in 96-Well Platten, wurden
diese am nachsten Tag mit steigenden Konzentrationen von scFv:CD40-Flag-scTRAIL in An-
wesenheit von CHX (2,5 ug/ml) stimuliert. Der Anteil der Gberlebenden Zellen wurde nach 16 h
durch Kristallviolettfarbung ermittelt.

In parentalen HT1080-Zellen stellte sich die EDsg bei 1-10 ng/ml ein. Auf den
HT1080-CD40-Zellen war der toxische Effekt bis zu 1000-fach starker. Bei einer
Konzentration von 0,01 ng/ml des scTRAIL-Fusionsproteins konnte ein einheit-
liches Zellsterben der CD40-positiven Zellen ermittelt werden. Dieses Resultat
zeigte, dass das scTRAIL-Fusionsprotein, genau wie die TNC-TRAIL-Variante,
in Abhangigkeit von der Zelloberflachenimmobilisierung mittels der scFv:CD40-
Doméane auf HT1080-CD40-Zellen ein hohes apoptotisches Potenzial erzielte.
Insgesamt wiesen scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL und scFv:CD40-Flag-scTRAIL
bei gleichen Konzentrationen annahernd identische apoptotische Aktivitaten auf
den Tumorzellen auf.

Somit zeigte sich, dass beide Konstrukte zur selektiven CD40-restringierten

Induktion der Apoptose geeignet sind.
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4.8 Detektion charakteristischer Caspasesubstrate

Die Todesrezeptoren TRAILR1 und TRAILR2 vermitteln Uber die
Caspasekaskade den programmierten Zelltod. In diesen Prozess sind diverse
Caspasen, wie beispielweise die Initiatorcaspasen-8 und -9 und die
Effektorcaspasen-3 und -7 involviert, die wahrend der Effektorphase verschie-
dene Proteine spalten. Zu charakteristischen Caspasesubstraten zahlen u.a.
PARP, Tiaml und Fak. Das Enzym PARP, ein typisches Spaltprodukt der Cas-
pase-3, ist nach dem Abbau nicht mehr fahig, DNA-Reparaturen zu katalysie-
ren. Durch Spaltung des Proteins Tiam1 kann im weiteren Verlauf die Genex-
pression bestimmter immunregulatorischer Gene unterbunden werden (Michiels
et al., 1997). Zusatzlich werden durch die Caspase-3-vermittelte Spaltung des
Proteins Fak, welches in zellulare Adhasion involviert ist, weitere apoptotische
Signale ausgesendet (Levkau et al., 1998).

Um zu Uberprifen, ob nach TRAIL-Fusionsprotein-induzierter Apoptose die
charakteristische Prozessierung verschiedener Caspasen und Caspasesubstra-
te nachgewiesen werden kann, wurden zunachst Gesamtzelllysate von un-
behandelten CD40-negativen HT1080- und HelLa-Zellen, sowie von un-
behandelten CD40-positiven HT1080- und Hela-Zellen angefertigt. Zudem
wurden noch jeweils Zelllysate von parentalen und CD40-positiven HT1080-
und Hela-Zellen hergestellt, die mit oder ohne Vorstimulation mit 2,5 ug/mi
CHX, mit 120/200 ng/ml scFv:CD40-TRAIL-Fusionsprotein stimuliert wurden.
Nach Auftrennung der Proben durch SDS-Page wurden diese mittels Western
Blot bezuglich der Prozessierung der genannten Caspasen und Substraten
analysiert. Die charakteristischen Caspasen und Spaltprodukte des program-
mierten Zelltods konnten nur in Proben behandelter und unbehandelter CD40-
exprimierender Zellen nach Stimulation mit scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL detek-
tiert werden (Abbildung 16).
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Abbildung 16: scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL induziert die Prozessierung von Caspasen
und Caspasesubstraten in CD40-exprimierenden Zellen

Parentale und CD40-transfizierte HT1080- sowie parentale und CD40-transfizierte HeLa-Zellen
wurden fir 6 h in Abwesenheit und Anwesenheit von 2,5 yg/ml CHX mit 200 ng/ml (HT1080)
und 120 ng/ml (HelLa) scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL inkubiert. Anschlieend wurden Gesamt-
zelllysate angefertigt und im Western Blot auf die Prozessierung der dargestellten Proteine hin
untersucht. Tubulin diente als Ladekontrolle.

Dementsprechend induzierte das TRAIL-Fusionsprotein nur nach Bindung an
CD40 Zelloberflachenmolekile effizient Apoptose, was sich mit den Befunden
der Vitalitatsassays deckte. Mithilfe der Detektion der spezifischen Spaltproduk-
te konnte zudem die Induktion des programmierten Zelltods tber den DISC und
die folgende Caspasekaskade nachgewiesen werden. Dies beruht auf der Tat-
sache, dass die Procaspase-8 im TRAIL-vermittelten DISC zur
Effektorcaspase-8 (p43/p41l) prozessiert wird. Auerdem war die Detektion der
charakteristischen Enzyme ein Beleg fir die Uber die Todesrezeptoren
TRAILR1- und TRAILR2-vermittelte Apoptose.

Diese Ergebnisse bestétigten wiederum deutlich die CD40-restringierte Aktivie-

rung der TRAIL-Todesrezeptoren durch das rekombinante Fusionsprotein
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scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL auf CD40-exprimierenden Tumorzellen. Somit
konnte dieses Konstrukts kinftig zur selektiven Apoptoseinduktion auf antigen-
positiven (CD40) Zellen genutzt werden.
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5 Diskussion

Der Ligand TRAIL nimmt einen besonderen Stellenwert in der Entwicklung neu-
er Therapien fur maligne Neoplasien ein, da er selektiv auf verschiedenen ent-
arteten Zellen Apoptose induziert, ohne offensichtlich toxische Aktivitaten ge-
genuber gesunden Zellen zu zeigen (Ashkenazi et al., 1999; Walczak et al.,
1999). Allerdings ist dabei zu beachten, dass einige Liganden der TNFSF nach
Prozessierung in ihre losliche Form zwar haufig ihren korrespondierenden
Rezeptortyp bzw. Rezeptortypen binden, diesen/diese aber nicht effizient akti-
vieren (Wajant et al., 2013). Dieses Phanomen betrifft auch TRAIL (Wajant et
al., 2001). Durch gentechnische Verbindung von Iéslichen TNFL mit einem ein-
fachen variablen Antikérperfragment, welches an ein tumorspezifisches Zielan-
tigen bindet, kann deren Bioaktivitat durch Bindung an das entsprechende Anti-
gen gesteigert und zuséatzlich ihre toxische Aktivitat lokal begrenzt werden (Wa-
jant et al., 2001; Samel et al., 2003; Bremer et al., 2004; Bremer et al., 2005;
Assohou-Luty et al., 2006). In dieser Arbeit wurde der Effekt der durch Zellober-
flachenimmobilisierung-vermittelten Aktivierung von l6slichem TRAIL mittels
eines TRAIL-Fusionsproteins mit einer CDA40-spezifischen scFv-Doméne

(scFv:CD40) auf Tumorzellen untersucht.

5.1 scFv:CD40-TRAIL aktiviert CD40-restringiert die Todesrezepto-
ren TRAILR1 und TRAILR2

Zu Beginn wurde das Fusionsprotein scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL generiert.
Neben der THD des humanen TRAIL umfasst das Konstrukt die TNC-Doméne,
welche zur Stabilisierung der trimeren Molektlanordnung dient und dem Mole-
kil TNC entnommen wurde (Kammerer et al., 1998). Dabei geht man davon
aus, dass kovalente Bindungen (Disulfidbrticken) zwischen den TNC-Doméanen
des trimeren TNFL-Fusionsproteins die Dissoziation des Molekdls in seine inak-
tiven und leicht denaturierenden Monomere verhindern und das Fusionsprotein
somit stabiler wird (Berg et al., 2007). Das Flag-Peptid diente in dieser Arbeit

ausschlieBlich zur Aufreinigung des Proteins. N-terminal wurde das Konstrukt
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mit einer fur humanes CD40 spezifischen scFv-Domane fusioniert. Schon zuvor
wurde eine gesteigerte Aktivitat |6slicher TNFL mittels artifizieller Zelloberfla-
chenimmobilisierung beschrieben (Wajant et al., 2001; Samel et al., 2003; Bre-
mer et al., 2004; Assohou-Luty et al., 2006). Es ist bekannt, dass monoklonale
Antikorper entweder agonistische, neutrale oder antagonistische Eigenschaften
gegenuber den Rezeptoren der TNFSF besitzen (Bremer et al.,, 2005;
Vonderheide, Glennie, 2013). Demnach war ein weiterer Aspekt dieser Arbeit
ein Fusionsprotein mit bifunktionellen Aktivitdten zu generieren. Tatséchlich
wurde bereits ein TRAIL-Fusionsprotein mit einem antagonistischen mAb fur
den Rezeptor EGFR (epidermal growth factor receptor) beschrieben (Bremer et
al., 2005). Durch die Blockade des Antigens wurde die Aktivierung der TRAIL-
Todesrezeptoren mit der Inhibition des anti-apoptotischen Proteins cFLIP, ver-
bunden, das durch den EGFR induziert wird (Bremer et al., 2005). Zusétzlich
wurde die Bioaktivitat von loslichem TRAIL durch Uberfihrung in eine artifizielle
membransténdige Form gesteigert und auf EGFR-positive Zellen beschrankt
(Bremer et al., 2005).

CD40 ist nicht ausschlie3lich mit Tumorstromagewebe assoziiert, allerdings ist
seine gesteigerte Expression auf Tumorzellen nachweisbar (Voorzanger-
Rousselot, Blay, 2004). Die Generierung des Fusionsproteins scFv:CD40-Flag-
TNC-TRAIL zielte daher auf die CD40-restringierte Steigerung der Apoptosein-
duktion mit der Minimierung unerwinschter Nebeneffekte ab. Zusatzlich kommt
dem Oberflachenrezeptor CD40 eine grol3e Bedeutung in der Aktivierung des
Immunsystems zu. Verschiedene Arbeiten haben anti-tumorale Aktivitdten des
CD40-CD40L-Systems in klinischen Versuchen verdeutlicht. In der Vergangen-
heit konnte gezeigt werden, dass ein CD40-mAb (CP-870,893) das Immunsys-
tem durch Aktivierung von DZ stimuliert (Carpenter et al.,, 2009). Zu den ge-
winschten Effekten zahlen folglich Stimulierung der DZ zur Proliferation, Pra-
sentation tumorassoziierter Antigene an CTL (zytotoxische T-Lymphozyten) und
Aktivierung von B-Zellen, um somit insgesamt das herunterregulierte Immun-
system im Tumorgewebe anzuregen (Vonderheide, Glennie, 2013).
Erwartungsgemaf konnte in dieser Arbeit die schwache Bioaktivitat des l6sli-

chen TRAIL gegenuber seinen korrespondierenden Todesrezeptoren, TRAILR1
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und TRAILR2, durch Generierung einer artifiziellen Membranstandigkeit deut-
lich gesteigert werden. Die Analyse der toxischen Wirkung von produziertem
Zellkulturtiiberstand, als auch von aufgereinigtem Fusionsprotein, zeigte, dass
scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL auf CD40-exprimierenden im Vergleich zu CD40-
negativen Zellen deutlich nachweisbar Apoptose induzierte. Dartber hinaus
bestéatigten weitere Zytotoxizitatsassays den signifikanten aktivitatssteigernden
Effekt der Immobilisierung an CD40.

Frihere Studien haben gezeigt, dass durch Herunterregulation der cFLIP-
Expression Zellen fir die TRAIL-vermittelte Apoptose sensitiviert werden
(Siegmund et al., 2002). Das Protein cFLIPs bindet hierbei normalerweise im
DISC an Procaspase-8 und verhindert deren Aktivierung und Freisetzung ins
Zytosol (Irmler et al., 1997; Thome et al., 1997). Mittels CHX-Vorstimulierung
konnte die Proteinbiosynthese der Zellen gehemmt werden und folglich der in-
trazellulare Spiegel an inhibierenden Proteinen gesenkt werden. Erwartungs-
gemal konnte in dieser Arbeit auf diese Weise die benotigte Konzentration an
scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL fir die EDso gesenkt werden (um den Faktor 10-
100). Ein alternativer Ansatz ware mithilfe von NFkB-Inhibitoren, wie z.B. SN50,
die Transkription anti-apoptotischer Proteine, wie Bcl-2, XIAP und eben vor al-
lem FLIP, herunterzuregulieren und gleichzeitig die Produktion pro-
apoptotischer Proteine, wie Bak und Bax, zu steigern, um somit Zellen fir
Apoptose zu sensitivieren (Mitsiades et al., 2002). Mithilfe von Kombinations-
therapien wéare es moglich, einerseits auch in apoptoseresistenten Zellen die
TRAIL-vermittelte Apoptose zu erzielen und andererseits die Konzentration Kli-
nisch effektiver Dosen zu reduzieren.

Bedeutend fur diese Arbeit war, dass die Zellen ausschlie3lich durch Todesre-
zeptor-vermittelte Apoptose zugrunde gehen. Um dies zu Uberprifen wurden
die stimulierten Zellen auf charakteristische morphologische und zellulare
Kennzeichen des programmierten Zelltods hin untersucht. Mithilfe eines Mikro-
skops erfolgte der morphologische Nachweis der Art des Zelluntergangs. Er-
wartungsgemald und in Korrelation mit den vorhergegangenen Ergebnissen
konnte das Apoptosekdrperchen, ein morphologisches Kennzeichen der Apop-

tose, in dieser Arbeit ausschliellich in CD40-positiven Zellen detektiert werden.
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Daher Uberraschte es nicht, dass auch im Western Blot alle charakteristischen
Spaltprodukte der Apoptose, wie z.B. die Caspase-8-Prozessierung, aus-
schliel3lich in CD40-exprimierenden Zellen nachgewiesen wurden.

CD40-positive Zelle

CD40-negative Zelle

A RN
[eoso® DeO( 0600d 6000800 0]
Zelloberflachen-
/ antigen CD40
scFv:CD40
TRAIL
TRAILR1/
TRAILR2

Procaspase-8
FADD

o ——— — —
- ——————

inaktive Rezeptoren

supramolekularer Cluster

|

Caspase-8

¢

Apoptos

Abbildung 17: CDA40-restringierte Aktivierung der TRAIL-Todesrezeptoren

Nach CD40-scFv:CD40-Interaktion interagieren die an TRAIL-gebundenen TRAIL-Rezeptoren
miteinander. Es bilden sich supramolekulare Cluster, in denen es zur Caspase-8-Reifung
kommt und somit auch zur Apoptoseinduktion.

Insgesamt, Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der Zytotoxizitatsassays,
wurde das Prinzip der zelloberflachenvermittelten Immobilisierung des TRAIL-

Fusionsproteins bestatigt (Abbildung 17). Zusammenfassend konnte festgestellt
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werden, dass das Fusionsprotein scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL in Abhangigkeit
von scFv:CD40-CD40-Wechselwirkungen lokal begrenzt die TRAIL-
Todesrezeptoren effektiv aktiviert.

5.2 Ein alternatives TRAIL-Konstrukt besitzt immobilisationsab-

hé&ngig zytotoxische Fahigkeiten

Es wurden bisher verschiedene Méglichkeiten in der Literatur beschrieben, mit
deren Hilfe die trimere Anordnung von TNFL stabilisiert werden kann. Wie
schon zuvor dargestellt stabilisiert die TNC-Domane die trimere Anordnung der
Liganden Uber kovalente Bindungen (Kammerer et al., 1998). Es konnte auch
gezeigt werden, dass durch sekundére Oligomerisierung Uber den Flag-
spezifischen Antikdrper M2 einige l6sliche TNFL, wie z.B. CD95L und CD27L,
eine hohere Aktivitat zeigen (Wyzgol et al., 2009; Wajant et al., 2013). Ein wei-
terer Ansatz besteht darin drei extrazellulare Bereiche eines Liganden der
TNFSF, welche jeweils die charakteristische THD beinhalten, aneinander zu
reihen, um ein sogenanntes sc-Konstrukt zu generieren (Krippner-Heidenreich
et al., 2008). Diese drei THD organisieren sich in Lésung intramolekular trimer
und sind fahig ihren korrespondierenden Rezeptor zu binden. Das hier generier-
te scFv:CD40-Flag-scTRAIL-Fusionsprotein verfugte, im Gegensatz zur TNC-
Variante, in trimerer Anordnung Uber eine anstelle von drei Antigenbindungs-
stellen. Um zu prifen, ob die Anzahl der CD40-Bindungsstellen im Molekdl ei-
nen Effekt auf die Aktivitat des an CD40-immobilisierten TRAIL-Fusionsproteins
hat, wurden parentale und CD40-transfizierte HT1080-Zellen mit den beiden
Fusionsproteinen scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL und scFv:CD40-Flag-scTRAIL
stimuliert. Es zeigte sich, dass beide Konstrukte auf CD40-exprimierenden Zel-
len Apoptose induzieren. Dieses Ergebnis verdeutlichte, dass verschiedene
Anséatze beim Aufbau von TRAIL-Konstrukten zur gewinschten antigenabhéan-

gigen Aktivitatssteigerung fuhren.
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5.3 Perspektive des mAb CD40 in der Anti-Tumor-Forschung

Agonistische CD40-Antikorper eroffnen in der Tumortherapie Moglichkeiten die
zytotoxische Wirkung rekombinanter TNFL durch Stimulierung des Immunsys-
tems zu steigern (Vonderheide, Glennie, 2013). Es konnte gezeigt werden,
dass CD40-Antikorper in Mausen durch CD40-vermittelte Aktivierung von APZ
zytotoxische T-Lymphozyten aktivieren und folglich das Tumorwachstum ge-
hemmt wird (Li, Ravetch, 2011). Weitere Studien haben gezeigt, dass CD40-
spezifische Antikoérper sehr effektiv anti-tumorale Antworten verstarken, vor al-
lem bei lymphoiden malignen Erkrankungen (Advani et al., 2009; Vonderheide,
Glennie, 2013). Parallel zu dieser Arbeit konnte in unserer Arbeitsgruppe ge-
zeigt werden, dass scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL oder eine trimersierte
scFv:CD40-Doméne DZ-Reifung/Aktivierung stimulieren (El-Mesery et al.,
2013). Folglich sollte tiber CD40-scFv:CD40-Wechselwirkungen das Immunsys-
tem hochreguliert und somit neben der TRAIL-Todesrezeptorstimulation ein
zweites anti-tumorales Wirksystem durch das Fusionsprotein aktiviert werden.

Allerdings besteht bei der CD40-Aktivierung auch die Gefahr, dass das Immun-
system zu stark stimuliert wird und es zu unerwiinschten Nebenwirkungen, wie
dem Cytokine release-Syndrom kommt, welches z.B. von Fieber und Hypotonie
begleitet wird (Vonderheide, 2007). Zusatzlich ist zu beachten, dass CD40 auf
einigen Zellen auch anti-apoptotische Signale zur Proliferation aussendet. So-
mit ist die T-Zell-abhangige Aktivierung des Immunsystems zu anti-tumoralen

Signalen nicht auf allen malignen Zellen anwendbar.
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5.4 Einschrankungen der Anwendung von scFv:CD40 und TRAIL in
der Krebs-Therapie

Mitglieder der TNFSF vermitteln neben Apoptose auch Signale, welche zur Dif-
ferenzierung, zur Proliferation, zum Zelliberleben und sogar zu entzindlichen
Prozessen fiuhren (Aggarwal, 2000). Frihere Arbeiten haben gezeigt, dass
TRAIL neben Apoptose weitere Signale, wie den NFkB-, den JNK- und den
p38MAPK-Signalweg induziert (Wajant et al., 2003; Varfolomeev et al., 2005).
Auch CD40 vermittelt Gber die Proteine der TRAF-Familie die NFkB-Aktivierung
(Rothe et al., 1995). Infolgedessen werden anti-apoptotische und inflammatori-
sche Proteine vermehrt exprimiert, wodurch zum Teil das Tumorwachstum ge-
steigert wird. Zu diesen inflammatorischen Stoffen zahlt u.a. das Chemokin IL8,
welches zur Akkumulation neutrophiler Granulozyten und zur Plasmaexsudation
fuhrt (Baggiolini, Clark-Lewis, 1992). Diese unerwinschten Nebeneffekte kon-
nen zu entzindlichen Immunantworten bis hin zum septischen Schock und zu
einer gesteigerten TRAIL-Resistenz der Zellen fuhren. Auch in dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass das rekombinante Fusionsprotein scFv:CD40-
Flag-TNC-TRAIL verstarkt nach Aktivierung des klassischen NFkB-Signalwegs
die IL8-Produktion in Tumorzellen anregt. Bemerkenswerterweise war die Kon-
zentration an produziertem IL8 in Versuchen mit und ohne Apoptoseinhibition
gleich hoch. In CD40-positiven Tumorzellen konnte die IL8-Konzentration nach
scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL-Stimulierung um das 6 bis 8-fache gesteigert wer-
den. Dies lasst die Vermutung zu, dass die NFkB-Aktivierung auf der Bindung
der scFv:CD40-Doméane an den Oberflachenrezeptor CD40 vermittelt wurde.
Diese Annahme beruht auch darauf, dass TRAIL in HeLa-Zellen ausschlief3lich
nach CHX-Sensitivierung und Apoptoseinhibition den Transkriptionsfaktor NFkB
aktiviert (Wajant et al., 2000). Klinisch muss daher moéglicherweise berticksich-
tigt werden, dass Mitglieder der TNFSF auch anti-apoptotische Signale vermit-
teln und somit zum Teil das Immunsystem zu stark hochregulieren.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die geringe Aktivitat von Islichem
TRAIL mithilfe der artifiziellen Membranstandigkeit gesteigert werden kann und
gleichzeitig unerwinschte Nebeneffekte minimiert werden kdnnen. Zusatzlich

besitzt das generierte Konstrukt stimulatorische Effekte auf Zellen des Immun-
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systems. Auf diese Weise wird, unabhangig vom zytotoxischen Mechanismus,
das Immunsystem hochreguliert und zu anti-tumoralen Aktivitaten stimuliert.
Das scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL-Fusionsprotein kdnnte klinisch zur Therapie
CD40-exprimierender Tumoren angewendet werden, um zwei unabhé&ngige,
potenziell synergistische Mechanismen zu vereinen: die TRAIL-vermittelte
Apoptoseinduktion und die CD40-restringierten Hochregulation des Immunsys-

tems.
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6 Zusammenfassung

Der Ligand TRAIL wurde 1997 aufgrund seiner hohen Sequenzhomolgie ge-
genuber dem TNFL CD95L entdeckt (28 %). Allerdings besitzt TRAIL, anders
als die Liganden CD95L und TNF, die bemerkenswerte Eigenschaft vor allem in
veranderten Zellen Apoptose zu induzieren, wahrend gesunde Zellen davor
bewahrt werden. Die TRAIL-induzierte Apoptose wird durch die
apoptoseinduzierenden Todesrezeptoren TRAILR1 und TRAILR2 vermittelt.
Allerdings bindet und aktiviert 16sliches TRAIL hauptséchlich den Todesrezeptor
TRAILR1, wahrend membrangebundes TRAIL sowohl TRAILR1 als auch
TRAILR2 gut aktiviert. In den letzten Jahren wurden verschiedene Methoden
entwickelt, um die Bioaktivitat loslicher TNFL zu steigern. Hierzu z&ahlen z.B.:
Stabilisierung der trimeren Molekilanordnung tber die TNC-Domane, Oligome-
risierung des Flag-getaggten Liganden mithilfe des monoklonalen Antikorpers
M2, sowie Generierung einer artifiziellen, antigenabhangigen Membranstandig-
keit. In dieser Arbeit wurde der Oberflachenrezeptor CD40 zur Immobilisierung
des generierten Fusionsproteins scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL genutzt. In ver-
schieden Experimenten konnten mit scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL in CD40-
exprimierenden Zellen starke Apoptoseinduktion ermittelt werden. Charakteris-
tische Kennzeichen und Spaltprodukte der Apoptose konnten ausschlieflich in
CD40-positiven Tumorzellen detektiert werden. Dabei wurde in allen Versuchen
die fur die Apoptoseinduktion benotigte Konzentration des Konstrukts mithilfe
des Proteinsyntheseinhibitors CHX um das 10- bis 100-fache verringert. Es
konnte auch gezeigt werden, dass in CD40-positiven Zellen, nach Stimulation
mit scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL, nicht-apoptotische Signalwege verstarkt akti-
viert werden. Dies war auf die agonistische Aktivitdt des monoklonalen Antikor-
perfragments scFv:CD40 zurtickzufuhren. Die Antikdrperdomane war folglich
nicht nur zur effizienten Aktivierung der TRAIL-Todesrezeptoren mittels Immobi-
lisierung fahig, sondern konnte zusatzlich zur Stimulation des Immunsystems
genutzt werden. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass der Iosliche,

schwach aktive Ligand TRAIL mittels Oberflachenimmobilisierung Gber Antigen-
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Antikorper-Wechselwirkungen in einen hochaktiven Liganden mit lokal begrenz-
ter Toxizitat uberfuhrt werden kann.

Mithilfe dieses Fusionsproteins ist es somit moglich die selektive Toxizitat von
TRAIL durch Steigerung seiner Aktivitat effizient zu nutzen. Zusatzlich kann
durch die Antigenbindung der Wirkungsbereich weiter eingegrenzt werden
(CD40-positive Tumoren), wodurch unerwiinschte Nebenwirkungen reduziert
oder sogar ausgeschaltet werden kénnen. Das in Tumoren oft heruntergefahre-
ne Immunsystem kann CD40-abhangig stimuliert werden, um somit auch Tu-
morzellen in apoptoseresistenten Stadien zu eliminieren. Basierend auf diesen
Ergebnissen kdnnen in der Zukunft weitere Studien zur Therapie von TRAIL-

resistenten, CD40-exprimierenden Tumoren fortgefuhrt werden.
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8 Anhang

8.1 Abkurzungsverzeichnis

°C

il
Al/Bff-1
AS
Apaf-1
APS
APZ
ATP
B-Zelle
BAFFR
Bak
Bax
Bcl-2
Bcl-w
Bel-X,
BCMA
BID
BSA
bzw.
C-Terminus
ca.
Caspase
CD
CD27
CD30
CD40
CD40L

positiv

Grad Celsius

Mikro (millionster Teil, 10°)
Bcl-2-related gene Al

Aminosaure

apoptotic protease-activating factor-1
Ammoniumpersulfat
antigenprasentierende Zelle
Adenosintriphosphat

bone marrow-Zelle, B-Lymphozyt
B-cell-activating factor receptor
Bcl-2 agonist/killer
Bcl-2-associated X protein

B-cell lymphoma 2

Bcl-2-like-2

Bcl-2-like protein 1

B-cell maturation antigen

Bhd 3-interacting domain death agonist
Bovines Serumalbumin
beziehungsweise
Carboxy-Terminus

circa

cysteinyl aspertat specific protease
cluster of differentiation

Tp55, TNFRSF7

TNFRSF8

TNFRSF5

CD40-Ligand, CD154
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CD95
CD95L
cFLIPys
CHX
clAP
cm?
CO,
COX2
CRD
CTL
DcR
DD
DED
DISC
DMSO
DNS
DR
DTT
DZ
EDAR
EDTA
EGFR
ELISA
ERK
FADD
Fak
Fc
FCS
FLICE
FLIP
Fnl4

Fas, TNFRSF6, Apol

CD95-Ligand

cellular FLICE-like inhibitory protein long/short
Cycloheximid

cellular inhibitor of apoptosis protein
Quadratzentimeter

Kohlenstoffdioxid

Cyclooxygenase 2

cysteinreiche Domane

zytotoxische T-Lymphozyt

decoy receptor, Koderrezeptor

death domain, Todesdoméne

death effector domain, Todes-Effektor-Doméane
death inducing signaling complex
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsédure

death receptor, Todesrezeptor

Dithiothreitol

dendritische Zelle

ectodysplasin A receptor
Ethylendiamintetraessigsaure

epidermal growth factor receptor
enzyme-linked immunosorbent assay
extracellular regulated kinase
Fas-associated death domain

focal adhesion kinase

crystallisable fragment

fotales Kalberserum

FADD-like Interleukin-1B3-converting enzyme
FLICE-like inhibitory protein

fibroblast growth factor-inducible molecule 14

gramm
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mADb
MAP3K
Mcl1
MEKK
min
MRNA
MW

NFkB
ng
NGFR
NHL
NIK

Glykosylphosphatidinylinositol
Gaussia princeps Luziferase
Stunde

Hyper-lgM-Syndrom

horse radish peroxidase
inhibitor of kappa B

inhibitor of apoptosis protein
Immunoglobulin

IkB kinase

Interleukin

Janus Kinase 3

c-Jun N-terminal kinase
Kilodalton

Liter

Lymphotoxin alpha
Lymphotoxin beta

milli (tausendster teil, 107°)
molar (Mol/Liter)

Milliampere

monoklonaler Antikérper
mitogen-activated protein kinase kinase kinase
myleoid cell leukemia 1
mitogen-activated protein kinase/ERK kinase kinase
Minute/n
Boten-Ribonukleinsaure
molecular weight

Nano (milliardster Teil, 10°®)
nuclear factor kappa B
Nanogramm

nerve growth factor receptor
Non-Hodgkin-Lymphom

NfkB-inducing kinase
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NK

NLS

nm

nt
N-Terminus
OPG
P38MAPK
PAGE
PARP
PBS

PE
Pen/Strep
pH

PLAD
RANK
RANKL
RIP1

rpm

RT

sckv
SDS

SMAC/Diablo

STRAIL
T-Zelle
TACI
tBID
TBS
TEMED
THD
Tiaml
TL1
TNC

naturliche Killerzellen
Kernlokalisationssequenz
Nanometer

Nukleotid

Amino-Terminus

Osteoprotegerin

p38 mitogen-activated protein kinase
Polyacrylamidgelelektrophorese
poly (ADP-ribose) polymerase 1
phosphate buffered saline
Phycoerythrin
Penicillin/Streptomycin

potentia hydrogenii

pre-ligand assembly domain
receptor activator of nuclear factor-kB
receptor activator of nuclear factor-kB ligand, OPGL
receptor interacting protein 1
rounds/revolutions per minute
Raumtemperatur

single chain variable fragment
Natriumdodecylsulfat

second mitochondria-derived activator of caspase/
direct IAP binding protein with low pl

soluble/léslicher TRAIL

Thymus Zelle, T-Lymphozyt

transmembrane activator and cyclophilin ligand interactor
truncated BID

tris buffered Saline

Tetramethylendiamin

TNF homology domain

T-Zell Lymphom Invasion und Metastasierung 1
TNF-ligand-related molecule 1

Tenascin-C
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TNF
TNFL
TNFR
TRADD
TRAF
TRAIL
TRAILR
TRID
TRIS
TWEAK
u.a
UV-Strahlen
\Y

WT
XEDAR
XIAP
z.B.
zVAD

Tumornekrosefaktor, tumor necrosis factor
Tumornekrosefaktor-Ligand
Tumornekrosefaktor-Rezeptor
TNF-receptor-associated death domain
TNF-receptor associated factor

TNF-related apoptosis-inducing ligand, Apo2L
TNF-related apoptosis-inducing receptor
TRAIL-receptor without an intracellular domain, TRAILR3
Tris (hydroxymethyl)-aminomethan
TNF-related weak inducer of apoptosis

unter anderem

ultraviolette Strahlung

Volt

Wildtyp

X-linked ectodermal dyplasia receptor
X-linked IAP

zum Beispiel

N-benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-fluormethyl-Keton
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8.3 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Liganden der TNFSF mit ihren entsprechenden Nicht-

Todesrezeptoren und Todesrezeptoren (Bodmer et al.,

2002)

8.4 DNA-und Aminosauresequenzen der Fusionsproteine

8.4.1scFv:CD40-Flag-TNC-TRAIL

nt aa
Signalpeptid 1-77 1-26
scFv:CD40-Antik6rperfragment 83-815 29-272
Flag-Epitop 822-845 | 275-282
TNC-Trimerisierungsdoméane (aa 100-139) 846-944 | 283-315
extrazellulare Doméne des humanen TRAIL 978-1438 | 327-514
1 atg aac ttc ggg ttc agc ttg att ttc ctg gtc ctg gtg ctg aag ggc gtg cag tgc
1 M N F G F S L I F L \% L v L K G v 0 c
57 gag gtg aag ctg gtg cca cgc gga tct gac atc gtg atg act cag aac cca ctg tct
20 E v K L v P R G S D I v M T Q N P L S
114 ctg cct gtg tct ctg ggg gat gag gct agc att tct tgec cgec tca tct cag tca ctg
39 L P v S L G D E A S I S c R S S Q S L
171 gag aac tcc aat ggc aac acc ttc ctg aat tgg ttt ttc cag aaa ccc gcc cag tca
58 E N S N G N T F L N W F F Q K P G Q S
228 cct cag ctg ctc atc tac cga gtg agc aat cgg ttt agc gga gtg ccc gat cga ttc
77 P Q L L I Y R v S N R F S G v P D R F
285 tct ggc ttc gga tct ggg acc gac ttt acc ctg aaa atc tca cga gtg gag gcc gag
96 S G S G S G T D F T L K I S R v E A E
342 gat ctg gga gtg tac ttc tgt ctc cag gtc aca cat gtg cct tac aca ttt ggc ggc
115 D L G v Y F c L Q v T H v P Y T F G G
399 gga aca act ctc gaa atc aaa gga ggc gga ggc tcc gcc gga ggc gga tct ggc gga
134 G T T L E I K G G G G S G G G G S G G
456 ggc gga agt gat atc cag ctc cag cag tct ggc cct gga ctc gtc aaa cca tct cag
153 G G S D I Q L Q Q S G P G L v K P S Q
513 agc ctg tct ctc acc tgt tct gtc acc gga tac tcc atc acc acc aac tac aac tgg
172 S L S L T c S v T G Y S I T T N Y N W
570 aat tgg att cgg cag ttt cct ggg aac aaa ctc gaa tgg atg gga tac atc cga tac
191 N W I R Q F P G N K L E W M G Y I R Y
627 gac ggc act agt gaa tac acc cca tct ctc aaa aat cgg gtg tcc att acc cgg gac
210 D G T S E Y T P S L K N R v S I T R D
684 act tct atg aac cag ttc ttt ctc cga ctc acc tct gtg aca cct gag gat acc gcc
229 T S M N Q F F L R L T S v T P E D T A
741 aca tac tac tgt gct aga ctg gac tac tgg ggg cag gga aca ctg gtg acc gtg tca
248 T Y Y C A R L D Y W G Q G T L v T v S
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Anhang

798
267

855
286

912
305

969
324

1026
343

1083
362

1140
381

1197
400

1254
419

1311
438

1368
457

1425
476

1482
495

1439
514

tct

gct

tcc

acc

aaa

gga

tgt

gag

ggt

tct

ggc

999

gaa

CCcC

tgt

ctg

ttc

cta

gcg

gta

acc

gct

tcc

tct

gcc

tcc

gag

gga

cca

ctc

gga

tcc

gac

cgg

acc

gat

atc

gag

att

tac

aag

cag

tct

aaa

gac

ggt

aca

gac

ctg

acc

gtt

gat

ctg

gga

caa

gac

agc

ggt

gaa

gat

aga

999

aag

aaa

ctg

tct

caa

gat

gag

ggc

caa

atc gcc

gag ctg

ggc cgc

aat att

gtg

aga

gaa

aga

ggt

cct

cag

aga

gta

gca

gct

cac

ata

act

ggg acc

aga

gga

aga

agc

aac

aca

ttg

tct

tct

cca

aac

tcc

aag

aat

gaa

aag

gct

ctg ggc

cgc

aaa

ata

aac

tcc

tgg

gaa

tca

tca

299

agt

999

cat

tca

ttc

ctg

agc

aac ttg

cac

ttg

aag

aat

ggt

gaa

ctg

gtc

atc

cat

gaa

aaa

999

Lttt

tac

tac

atc

tat tcc

caa

aca

tac

ttt

cga

ttt

cag

gag

gaa

ata

aaa

gaa

aac

aca

aag

aac

gac

daa caa

atg

gtc

caa

tat

att

tac

aaa

tac

aca

agt

tat

cct

gac

cct

ata

ttg

ttg

atg aaa

agt

gct

aga

aat

agt

tgt

tgg

tct

aaa

gat

gca

gaa

tat

gga

ctc

tat

tcc

atc tat

caa

999

gga

ata

ttt

gag

ctt

aag

gaa

aat

gac

aga

att

ttt

gtt

tct

gta

aca aat

gag

cac

ttg

ata

gac

atg

gac

cat

gaa

gcc

agt

ttt

ttc

999

ggc

ttt

tta

gtt ggc

tta

E

A

77

S

F

F

G

A

F

L

v G



Anhang

8.4.2scFv:CD40-Fc-Flag-GpL

nt aa
Signalpeptid 1-77 1-26
scFv:CD40-Antikérperfragment 83-815 29-272
Fc-Domane des humanen Immunglobulin 1 821-1499 275-500
Flag-Epitop 1506-1529 503-510
Gaussia princeps Luziferase 1536-2039 513-680
% a;g aiivc t;c ggGg t‘;c agsc t‘ig atIt tth ctLg g?/c ctLg gtvg ct;g ai}g gch gz;g czg tgcc

57 gag gtg aag ctg gtg cca cgc gga tct gac atc gtg atg act cag aac cca ctg tct
20 E \% K L 1% P R D G S I v M T Q N P L S

114 ctg cct gtg tct ctg ggg gat gag gct agec att tct tgec cge tca tct cag tca ctg
39 L P v S L G D E A S I S C R S S Q S L

171 gag aac tcc aat ggc aac acc ttc ctg aat tgg ttt ttc cag aaa ccc gecc cag tca
58 E N S N G N T F L N W F F Q K P G Q S

228 cct cag ctg ctc atc tac cga gtg agc aat cgg ttt agc gga gtg ccc gat cga ttc
77 P Q L L I Y R v S N R F S G v P D R F

285 tect ggc ttc gga tct ggg acc gac ttt acc ctg aaa atc tca cga gtg gag gcc gag
96 S G S G S G T D F T L K I S R v E A E

342 gat ctg gga gtg tac ttc tgt ctc cag gtc aca cat gtg cct tac aca ttt ggc gg
115 D L G v Y F Cc L Q v T H v P Y T F G G

399 gga aca act ctc gaa atc aaa gga ggc gga ggc tcc ggc gga ggc gga tct ggc gga
134 G T T L E I K G G G G S G G G G S G G

456 ggc ggg agt gat atc cag ctc cag cag tct ggc cct gga ctc gtc aaa cca tct cag
153 G G S D I Q L Q Q S G P G L v K P S Q

513 agc ctg tct ctc acc tgt tct gtc acc gga tac tcc atc acc acc tac aac tgg aat
172 S L S L T c S v T G Y S I T T N Y N W

570 tgg att att cgg cag ttt cct ggg aac aaa ctc gaa tgg atg gga tac atc cga tac
191 N W I R Q F P G N K L E W M G Y I R Y

627 gac ggc act agt gaa tac acc cca tct ctc aaa aat cgg gtg tcc att acc cgg gac
210 D G T S E Y T P S L K N R v S I T R D

684 act tct atg aac cag ttc ttt ctc cga ctc acc tct gtg aca cct gag gat acc gcc
229 T S M N Q F F L R L T S v T P E D T A

741 aca tac tac tgt gct aga ctg gac tac tgg ggg cag gga aca ctg gtg acc gtg tca
248 T X Y C A R L D Y W G Q G T L v T v S

798 tct gect tcec acc aaa gga gga tcc aaa act cac aca tgc cca ccg tgc cca gca cct
267 S A S T K G G S K T H T c p p c P A p

855 gaa ctc ctg ggg gga ccg tca gtc ttc ctc ttc ccc cca aaa ccc aag gac acc ctc
286 E L L G G p S v F L F P P K P K D T L

912 atg atc tcc cgg acc cct gag gtc aca tgc gtg gtg gtg gac gtg agc cac gaa gac
305 M I S R T p E v T C v v v D v S H E D

969 cct gag gtc aag ttc aac tgg tac gtg gac ggc gtg gag gtg cat aat gcc aag aca
324 P E v K F N w Y v D G v E v H N A K T
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Anhang

1026
343

1083
362

1140
381

1197
400

1254
419

1311
438

1368
457

1425
476

1482
495

1539
14

1596
533

1653
552

1710
571

1767
590

1824
609

1881
628

1938
647

1995
666

aag

ctg

ctc

cag

acc

999

ttc

ttc

tcc

cCca

ccg

cac

cca

gtc

tgc

cag

ttc

tca

ctg

acc

cgg

cag

gcc

tac

ctg

ccg

ctc

tgc

tct

gag

gag

gac

ccc

acc

gtc

gag

tac

tcc

ccg

aat

gag

tgg

atc

ctg

aaa

aac

agc

gtg

ggt

aat

cag

ctg

gag

cce

ggc

aac

aag

atg

aaa

gag

tac

aat

aaa

cca

ttc

tac

ctc

cat

gaa

gat

aac

ggc

acc

tcc

tat

aag

acc

gag

tcc

ttc

agc

aag

atc

cgg

cce

acc

gtg

gct

gat

aac

acg

gag

tcc

gat

agce

acg

gac

ctg

tac

atc

tac

tac

aaa

gag

gac

cct

aag

cac

aaa

gtg

cgt

aag

gcc

ctg

atc

ccce

agce

aac

gac

gct

gtg

tgc

aaa

acc

gcc

gtg

agg

cac

gat

gtg

gtc

aag

999

aag

gtg

ttg

tgg

tac

gac

gca

agc

gtc

cag

aac

gag

gac

cag

acg

gat

tcc

gtc

tcc

ccce

cag

tgg

ttc

cag

cag

aaa

aat

ctc

aac

cga

gtc

gag

gac

999

aag

ctc

ttt

acc

aaa

gaa

agc

agc

gcc

aac

age

gag

gct

gt

gcc

cca

ctg

aat

ttc

gtc

ctc

aaa

acc

acc

gac

ctc

gat

gcc

gat

c99

gga

aaa

ctg

cct

ggc

aaa

aaa

ctg

CCC

ctg

gaa

gtg

ctg

aaa

gag

atg

gag

gcc

aac

gct

aga

aaa

gct

ggc

tgt

act

aga

gga

tgt

ctc

atc

tgc

ctg

tcc

cac

atc

aag

tgt

acc

cca

aaa

atg

aaa

aaa

ttc

atc

cct

ggc

€99

tgt

cac

aca

tac

gag

ggc

gac

aag

gaa

tct

gct

cag

ggc

gga

atc

gga

gag

gct

att

gtg

gat

att

cct

gaa

att

cct

gga

ttc

aag

gac

ctg

gag

cct

atg

gaa

cag

ttt

atc

gcc

cag

gtg

gac

ctc

tgt

gtc

gat

tgt

aca

act

ggc

tgc

ctg

aaa

999

ctg

gcc

aat

gtc

cag

tgt

agt

gac

ctg

ctg

aaa

aaa

tgg

ctg

CCC

cag

aga

tgt

gcc

act

ttc

gcc

tct

aaa

att

cag

ggc

cag

gtc

gac

aaa

atc

aaa

ggc

gct

gga

gga

gac

K

I

Q

G

Q

v

D

K

I

K
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Anhang

8.4.3scFv:CD40-Flag-scTRAIL

nt aa
Signalpeptid 1-77 1-26
SscFv:CD40-Antik6rperfragment 83-815 29-272
Flag-Epitop 822-845 | 275-282

extrazellulare Doméne des humanen TRAIL 861-1421 288-475
extrazellulare Doméne des humanen TRAIL 1467-2027 490-676
extrazellulare Doméne des humanen TRAIL 2073-2633 | 692-878

1 atg aac ttc ggg ttc agc ttg att ttc ctg gtc ctg gtg ctg aag ggc gtg cag tgc

57 gag gtg aag ctg gtg cca cgc gac gga tct atc gtg atg act cag aac cca ctg tct
20 E \% K L 1% P R D G S I v M T Q N P L S

114 ctg cct gtg tct ctg ggg gat gag gct agec att tct tgec cgec tca tct cag tca ctg
39 L P v S L G D E A S I S C R S S Q S L

171 gag aac tcc aat ggc aac acc ttc ctg aat tgg ttt ttc cag aaa ccc gecc cag tca
58 E N S N G N T F L N W F F Q K P G Q S

228 cct cag ctg ctc atc tac cga gtg agc aat cgg ttt agc gga gtg ccc gat cga ttc
77 P Q L L I Y R v S N R F S G v P D R F

285 tect ggc ttc gga tct ggg acc gac ttt acc ctg aaa atc tca cga gtg gag gcc gag
96 S G S G S G T D F T L K I S R v E A E

342 gat ctg gga gtg tac ttc tgt ctc cag gtc aca cat gtg cct tac aca ttt ggc ggc
115 D L G v Y F Cc L Q v T H v P Y T F G G

399 gga aca act ctc gaa atc aaa gga ggc gga ggc tcc cgg ggc gga ggc tct ggc gga
134 G T T L E I K G G G G S G G G G S G G

456 ggc ggg agt gat atc cag ctc cag cag tct ggc cct gga ctc gtc aaa cca tct cag
153 G G S D I Q L Q Q S G P G L v K P S Q

513 agc ctg tct ctc acc tgt tct gtc acc gga tac tcc atc acc acc aac tac aac tgg
172 S L S L T c S v T G Y S I T T N Y N W

570 aat tgg att cgg cag ttt cct ggg aac aaa ctc gaa tgg atg gga tac atc cga tac
191 N W I R Q F P G

627 gac ggc act agt gaa tac acc cca tct ctc aaa aat cgg gtg tcc att acc cgg gac
210 D G T S E Y T P S L K N R v S I T R D

684 act tct atg aac cag ttc ttt ctc cga ctc acc tct gtg aca cct gag gat acc gcc
229 T S M N Q F F L R L T S v T P E D T A

741 aca tac tac tgt gct aga ctg gac tac tgg ggg cag gga aca ctg gtg acc gtg tca
248 T Y Y C A R L D Y W G Q G T L v T v S

798 tct gect tcc acc aaa gga gga tcc gat tac aaa gac gat gac gat aaa gaa ttc acg
267 S A S T K G G S D Y K D D D D K E F T

855 cgt gga acc tct gag gga aac att tct aca gtt caa gaa aag caa caa aat att tct
286 R G T S E E T I S T v Q E K o] o] N I S

912 ccc cta gtg aga gaa aga ggt cct cag aga gta gca gct cac ata act ggg acc aga
305 P L v R E R G P Q R v A A H I T G T R
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Anhang

969
324

1026
343

1083
362

1140
381

1197
400

1254
419

1311
438

1368
457

1425
476

1482
495

1539
14

1596
533

1653
552

1710
571

1767
590

1824
609

1881
628

1938
647

1995
666

2052
685

2109
704

2166
723

2223
742

2280
761

2337
780

2394
799

gga

aga

agc

aac

aca

ttg

tct

tct

cca

aac

tcc

aag

aat

gaa

aag

gct

ctg

ggc cgc

aaa

ata

aac

tcc

tgg

gaa

tca

tca

agg

agt

999

cat

tca

ttc

ctg

agc

aac

ttg cac

ttg

agg

aat

ggt

gaa

ctg

gtc

atc

cat

gaa

aaa

999

ttt

tac

tac

atc

tat

tcc caa

aca

tac

ttt

cga

ttt

cag

gag

gaa

ata

aaa

gaa

aac

aca

aag

aac

gac

aaa

caa atg

gtc

caa

tat

att

tac

aaa

tac

aca

agt

tat

cct

gac

cct

ata

ttg

ttg

atg

aaa agt

gct

aga

aat

agt

tgt

tgg

tct

aaa

gat

gca

gaa

tat

gga

ctc

tat

tcc

atc

tat caa

999

gga

ata

ttt

gag

ctt

aag

gaa

aat

gac

aga

att

ttt

gtt

tct

gta

aca

aat gag

cac

ttg

ata

gac

atg

gac

cat

gaa

gcc

agt

ttt

ttc

999

ggc

ttt

tta

gtt

ggc ggt

ggc

att

ggt

tct

tct

aca

ggt

gtt

ggc

caa

ggt

gaa

tct

aag

ggt

caa

ggc

caa

ggt

aat

tct

att

ggt

tct

ggc

CCC

gga

cta

acc

tct

gag

gga acc

gtg

aga

gaa

aga ggt

cct

cag

aga

gta

gca

gct

cac

ata

act

999

acc

aga

gga

aga

agc

aac

aca

ttg tct

tct

cCa

aac

tcc

aag

aat

gaa

aag

gct

ctg

ggc

cgc

aaa

ata

aac

tcc

tgg

gaa tca

tca

aag

agt

999

cat

tca

ttc

ctg

agc

aac

ttg

cac

ttg

aag

aat

ggt

gaa

ctg gtc

atc

cat

gaa

aaa

999

ttt

tac

tac

atc

tat

tcc

caa

aca

tac

ttt

cga

ttt

cag gag

gaa

ata

aaa

gaa

aac

aca

aag

aac

gac

aaa

caa

atg

gtc

caa

tat

att

tac

aaa tac

aca

agt

tat

cct

gac

cct

ata

ttg

ttg

atg

aaa

agt

gct

aga

aat

agt

tgt

tgg tct

aaa

gat

gca

gaa

tat

gga

ctc

tat

tcc

atc

tat

caa

999

gga

ata

ttt

gag

ctt aag

gaa

aat

gac

aga

att

ttt

gtt

tct

gta

aca

aat

gag

cac

ttg

ata

gac

atg

gac cat

gaa

gcc

agt

ttt

ttc

999

gcc

ttt

tta

gtt

ggc

ggt

caa

ggc

caa

ggt

aat

tct

att

ggt

tct

ggc

CCC

gga

cta

acc

tct

gag

gga

ggt

acc

ggc

att

ggt

tct

tct

aca

ggt

gtt

ggc

caa

ggt tct

gaa aag

gtg

aga

gaa

aga

ggt

cct

cag

aga

gta

gca

gct cac

ata

act

999

acc

aga

gga

aga

agc

aac

aca

ttg

tct

tct

cca

aac

tcc

aag

aat gaa

aag

gct

ctg

ggc

cgc

aaa

ata

aac

tcc

tgg

gaa

tca

tca

aag

agt

999

cat

tca ttc

ctg

agc

aac

ttg

cac

ttg

agg

aat

ggt

gaa

ctg

gtc

atc

cat

gaa

aaa

999

ttt tac

tac

atc

tat

tcc

caa

aca

tac

ttt

cga

ttt

cag

gag

gaa

ata

aaa

gaa

aac

aca aag

aac

gac

aaa

caa

atg

gtc

caa

tat

att

tac

aaa

tac

aca

agt

tat

cct

gac

cct ata

N
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Anhang

2451 ttg ttg

818

2508 tat tcc

837

2565 tct gta

856

2622 ttt tta

875

atg aaa agt gct aga aat agt tgt tgg tct aaa gat gca gaa tat gga ctc
L L M K S A R N S C W S K D A E Y G L
atc tat caa ggg gga ata ttt gag ctt aag gaa aat gac aga att ttt gtt
Y S I Y Q G G I F E L K E N D R I F Y
aca aat gag cac ttg ata gac atg gac cat gaa gcc agt ttt ttc ggg ggc
S v T N E H L I D M D H E A S F F G A
gtt ggc tga cca tcg act
F L 4 G - P S I
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