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1.  Einleitung

1.1. Die Familie der Todesdoméanen-Proteine

Die molekularen Funktionen des Adapterproteins TRADD (,,INF-receptor associated
death domain protein“) sind Gegenstand dieser Arbeit. TRADD gehort zur Familie der
Todesdominen-Proteine, die eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion extrinsischer
und intrinsischer Signale in eukaryotischen Zellen spielt. Sie besitzen alle eine so
genannte Todesdomine (death domain=DD), welche ein Protein-Protein Interaktions-
modul bestehend aus einem Biindel von sechs kompakten a-Helices ist (Huang et al.,
1996). Diese Todesdoménen-Proteine konnen iiber ihre Todesdominen direkt
miteinander interagieren und dadurch Oligomere bilden (Ubersichtsartikel: Reed, 2000).
Zur Familie der Todesdoménen-Proteine gehoren viele Rezeptoren der TNF-Rezeptor
Familie und einige Adapterproteine. Die Todesrezeptoren TNF-Rezeptor 1 (TNF-R1)
(siehe Abschnitt 1.3.2.), Fas (Apol), DR3 (Apo2), DR4 (TRAILR1), DR5 (TRAILR?2)
und DR6 besitzen eine intrazellulire, zytoplasmatische Todesdoméne, eine
extrazelluldre N-terminale Ligandenbindungsdoméne (L), zwei bis vier extrazellulére,
cysteinreiche Doménen (EZ) und eine Transmembrandomine (TM), mit der die
Rezeptoren in der Plasmamembran verankert sind (sieche Abb. 1.1). Der p75 NGF-
Rezeptor (p75 nerve growth factor receptor) besitzt eine modifizierte Todesdoméne
(Typ II) und wird deshalb auch dieser Proteinfamilie zugerechnet (Liepinsh er al.,
1997).

Einige zytoplasmatische Adapterproteine, wie z.B. TRADD (siehe Abschnitt 1.2.),
FADD (Mortl), RIP1, RAIDD, MADD, MyD88, IRAK-1 und IRAK-2 interagieren mit
Rezeptoren der TNF-Rezeptor oder der Toll-like-Rezeptor Familie und besitzen
ebenfalls Todesdomédnen, mit denen sie entweder selbst an den Rezeptor binden
und/oder weitere Todesdoménen-Proteine an den Rezeptor rekrutieren konnen (siehe
Abb. 1.1). Einige dieser Todesdoménen-Proteine besitzen weitere funktionelle
Dominen. RIP1, welches iiber TRADD an den TNF-R1 binden soll (Hsu er al., 1996a),
IRAK-1 und IRAK-2 haben zusitzlich eine Kinasedomine, deren Funktionen teilweise
noch unklar sind. FADD, das direkt iiber seine Todesdomine an den Fas-Rezeptor oder
indirekt iiber TRADD an TNF-R1 binden kann, besitzt eine so genannte DED-Doméne

(death-effector-domain), mit der es die Caspasen-8/10 rekrutieren kann. Diese werden
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daraufhin proteolytisch gespalten und aktiviert. FADD stellt das Bindeglied vieler
Todesdominen-Rezeptoren zu apoptotischen Signalwegen in der Zelle dar (Kischkel et
al., 2000; Sprick et al., 2000; Yeh et al., 1998; Zhang et al., 1998). Todesdominen-
Proteine sind jedoch nicht grundsitzlich in die Aktivierung von Caspasen und der

Induktion von Apoptose involviert.

1 213 235 356
s (T —{ EZHEZ HEZH ez —
1 252 272 344
vorR L —(EZHEZHEZH ez — i - -~
1 25 175 190 230
Fas 1__|-_'_|EZHEZHEZ|_@_-_
215 305
TRADD -
3 81 97 181
17 289 583 669
RIP1 —| Kinase -‘571
303 324 1281 1356
{ oo —
MADD LZ 1588
19 102 104 201 212 521
IRAK-1 JJBBH ProisER —— Kinase |7
5 93 95 201 210 503
iRak-2 {JJBBH PRoSER ——  Kinase |—sw
32 108 159 296

MyD88 TOLL

Abb. 1.1: Schematische Darstellung einiger Mitglieder der humanen Todesdominen-
Proteinfamilie. Einige Mitglieder der Todesdoménen-Proteinfamilie werden mit der Anordnung ihrer
Dominen schematisch dargestellt. Die gezeigten Zahlenwerte entsprechen den Aminosduren im Protein.
DD=Death Domain; DED=Death Effector Domain; EZ=Extrazellulire Domine; Kinase=Kinasedomine;
L=Ligandenbindedomaine; LZ=Leucine  Zipper; PRO/SER=Prolin/Serine  reiche = Domine;
TM=Transmembrandomine; TOLL=Toll-IL-1R Doméne. Abbildung modifiziert aus (Reed, 2000).

Einige Toll-like-Rezeptoren sind an der Erkennung von Pathogenen und der
Immunantwort auf Pathogene beteiligt und rekrutieren direkt Todesdoméinen-Proteine

an ihre Signaldominen (Ubersichtsartikel: Akira und Takeda, 2004). Es sind
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mittlerweile elf Mitglieder der Toll-like-Rezeptor Familie bekannt (Ubersichtsartikel:
O'Neill, 2004a; O'Neill, 2004b), die Todesdoménen-Proteine wie z.B. MyD88, IRAK-1
oder IRAK-2 (siehe Abb. 1.1) binden.

1.2. Das Todesdomanen-Protein TRADD

Das humane Adapterprotein TRADD ist ein 34,2 kDa schweres Protein, das aus 312
Aminosduren aufgebaut ist und eine C-terminale Todesdomine (As 215-305) besitzt.
TRADD wurde 1995 im Rahmen eines ,,yeast-two-hybrid-screens* nach direkten
Interaktionspartnern des TNF-Rezeptors 1 kloniert (Hsu et al., 1995). Es wurde gezeigt,
dass TRADD spezifisch mit dem TNF-R1 interagiert und auch mit sich selbst assoziiert.
Der genomische Lokus von TRADD wurde im Chromosom 16 (16q22.1) lokalisiert
(Christian Kaiser und Arnd Kieser nicht publizierte Daten, Scheuerpflug et al., 2001).
Der TRADD Lokus umfasst eine Linge von ca. 5,7 kb, von dem eine 1460 bp lange
mRNA transkribiert wird. TRADD wird in allen untersuchten humanen Geweben in
geringen Mengen exprimiert (Hsu ez al., 1995). TRADD wird eine wichtige Rolle in der
Signaltransduktion des zelluliren TNF-R1 (siehe Abschnitt 1.3.3.) und des viralen
Latenten Membranproteins 1 (LMP1) des Epstein-Bar-Virus (EBV) zugeschrieben
(siehe Abschnitt 1.4.3.). TRADD aktiviert nach Uberexpression den NF-kB Signalweg
und induziert Apoptose in HEK293 Zellen (Hsu et al., 1995). Dieser Typ von Apoptose
kann durch das Kuhpocken-Virusprotein crmA, welches ein Serpin ICE Inhibitor ist
und damit Caspasen inhibiert (Ray et al., 1992), geblockt werden.

Durch Mutationsanalysen von TRADD konnten wichtige Doménen des Proteins kartiert
und bestimmten Funktionen zugeordnet werden (sieche Abb. 1.2). Die 111
carboxyterminalen Aminosduren von TRADD enthalten die Todesdoméne (As 215-
305). Sie sind notwendig und ausreichend fiir die Bindung an den TNF-R1, fiir die
Induktion von Apoptose und fiir die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB (Hsu
et al., 1995). Eine systematische Punktmutagenese der Todesdomine ergab, dass die As
296-299 fiir die Aktivierung von NF-kB und Apoptose essentiell sind (Park und
Baichwal, 1996). Trotz der Mutation der As 296-299 zu Alanin (TRADD»g6.2994) Wurde
in vitro eine Selbstassoziation von TRADD und eine stark reduzierte Bindung an den
TNF-R1 festgestellt. TRADDxg6.2994 funktioniert deshalb nach transienter Expression in
HEK?293 Zellen als eine dominant-negative Mutante, die nach TNFo Stimulierung an

den TNF-R1 binden kann, aber in der Signalweiterleitung zur Aktivierung von NF-xB
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bzw. Apoptose defizient ist (Park und Baichwal, 1996). Die Todesdoméine von TRADD
hat eine hohe Homologie zu den Todesdomidnen von FADD (Boldin et al., 1995b;
Chinnaiyan et al., 1995) und RIP1 (Stanger et al., 1995), die iiber Interaktionen der
Todesdominen an TRADD binden konnen (Hsu ef al., 1996a; Hsu et al., 1996b). In der
TRADDy96299a Mutante konnte eine stark reduzierte Bindung zu RIP1 festgestellt
werden, was die dominant-negative Wirkung teilweise erklidren konnte. Der N-terminale
Anteil von TRADD (As 1 bis 169) ist verantwortlich fiir die Bindung von
Tumornekrosefaktor-Rezeptor assoziierten Faktoren (TRAFs) und fiir die Bindung von
TRADD an LMPI1 (Inoue et al., 2000; Kieser et al., 1999; Wajant et al., 1999; Wajant
et al., 2001). Es wurde iiber Protein-Interaktionsstudien gezeigt, dass TRAF1, TRAF2
und TRAF3 iiber TRADD an den TNF-R1 Komplex binden konnen (Hsu et al., 1996b).
Durch kristallografische Strukturaufklirung konnte eine Bindung zwischen dem N-
Terminus von TRADD und TRAF2 aufgeklirt werden (Park et al., 2000). Uber die
TRAF Molekiile wird die Aktivierung diverser Signalwege des TNF-R1 vermittelt
(siche Abschnitt 1.3.3.).

LMP1, STAT1-a, TRAF1/2/3 TNF-R1, RIP1, FADD, TRADD
Binderegion Binderegion
NES (154-169) NLS (222-289)
1 154 169 194 215 305 312
N Cc

296-299

|

NF-kB,
Apoptose

Abb. 1.2: Schematische Darstellung des TRADD Proteins. Das TRADD Protein besteht aus 312 As
und hat ein Molekulargewicht von 34,2 kDa. Es besitzt eine Todesdoméne (As 215 bis 305), eine
nukledre Exportsequenz (NES; As 154 bis 169) und eine nukledre Lokalisationssequenz (NLS), die im
Bereich der As 222 bis 289 kartiert wurde. Das TRADD Protein kann mit verschiedenen anderen
Proteinen und mit sich selbst direkt interagieren. Fiir die Bindung an den TNF-R1, TRADD, FADD und
RIP1 wurde die Region zwischen den As 215 und 305, die der Todesdoméne entspricht, identifiziert. Fiir
die Bindung von TRAFs und STAT1-a ist der Bereich zwischen As 1 bis 169 essentiell. TRADD kann
iiber seinen N-Terminus (As 1-194) an LMP1 binden (Kieser et al., 1999).
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TRADD kann auBlerdem an Keratin 14 und 18 (K14/18) binden (Inada et al., 2001).
K18 ist eine Hauptkomponente der Intermediirfilamente des Zytoskeletts (Oshima et
al., 1996) und gehort zu einer groBen Familie von Keratinproteinen (Moll et al., 1982).
TRADD kann in vivo an K14/18 binden und wird von dort durch Stimulierung der
Zellen mit hohen TNFa Mengen entlassen. Durch Uberexpression des N-terminalen
Anteils von K18 konnte die durch TNFa induzierte Apoptose geblockt werden. Dies
fiihrte zu der Hypothese, dass die Interaktion zwischen TRADD und KI8 zur
Regulierung TRADD-abhingiger Signalwege beitrigt (Inada et al., 2001).

TRADD spielt aber nicht nur beim Aufbau des TNF-R1 Komplexes eine entscheidende
Rolle, sondern ist auch an Prozessen im Zellkern beteiligt. Es konnte gezeigt werden,
dass TRADD eine nukledre Lokalisationssequenz (NLS) im Bereich der Kernhelices
der Todesdomine (As 222 bis 289) und eine nukledre Exportsequenz (NES) im Bereich
der As 154 bis 163, besitzt (Morgan et al., 2002). TRADD kann in den Zellkern
translozieren und ist dort in nukledren Strukturen, den PML (Promyeloisches
Leukédmieprotein) Nuklearkorperchen, zu finden. Der Export von TRADD ldsst sich
durch Leptomycin B (LMB) blockieren, was einen CRMI1-abhingigen Export von
TRADD aus dem Zellkern vermuten ldsst (Henderson und Eleftheriou, 2000).
Zusammen mit PML kann TRADD im Zellkern iiber seine Todesdomine eine p53-
abhiéngige Apoptose induzieren, die sich durch Bcl-xL inhibieren ldsst und deswegen
wahrscheinlich iiber einen mitochondrialen Signalweg verlduft. Der genaue

Mechanismus dieses Vorgangs ist jedoch noch unklar.

Eine weitere nukledre Funktion von TRADD ist die Interaktion mit STAT1-a und die
dadurch verursachte Beeinflussung der Interferon-y Signaltransduktion (Wesemann et
al., 2004). TRADD transloziert nach IFN-y Stimulierung von Makrophagen unabhéngig
von STATI1-a in den Zellkern und interagiert erst dort mit STAT1-a. In Zellen, in denen
die TRADD Expression durch spezifische siRNAs herunterreguliert wurde, kommt es
zu einer stirkeren und verldngerten Aktivierung des Transkriptionsfaktors STATI1-a
nach IFN-y Stimulierung. TRADD scheint hierbei als Negativregulator eine Rolle zu

spielen.
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1.3. Signaltransduktion durch Tumornekrosefaktor a (TNFa)

1.3.1. Das Zytokin TNFa

Der Name ,,Tumornekrosefaktor* ist historisch begriindet, da die Aktivitit von TNFa
schon seit Mitte des 19. Jahrhunderts mit der Therapie von Krebs in Verbindung
gebracht wurde. Diese Verbindung geht zuriick auf Beobachtungen von Brunes aus dem
Jahr 1868, der feststellte, dass bei einigen seiner Krebspatienten die Tumormasse nach
einer akuten bakteriellen Infektion spontan zuriickging. 1894 beobachtete Colley, dass
zellfreie Bakterienextrakte, die spiter Colley s Toxin genannt wurden, zur Schrumpfung
von Tumoren fiihrten. Um 1944 isolierten Shear und Kollegen einen Faktor aus gram-
negativen Bakterien, den sie Endotoxin oder Lipopolysaccharid (LPS) nannten, der
nach Injektion in Tumorméusen zu einer hdmorrhagischen Nekrose dieser Tumoren
fithrte (Ubersichtsartikel: Aggarwal, 2003; Ashkenazi, 2002). 1962 transferierten
W.O 'Malley und Kollegen Serum von LPS behandelten Méusen in Tumormaiuse, was
zu einer Regression der Tumoren fiithrte (O'Malley et al., 1963). E. Carswell und
Kollegen konnten diese Beobachtung 1975 bestitigen und gaben dem Faktor, der durch
die LPS Behandlung induziert wurde, zum ersten Mal den Namen
,,Jumornekrosefaktor (Carswell et al., 1975). 1984 konnte schlieBlich die cDNA fiir
TNFa und fiir das verwandte Lymphotoxin-a (LT-a) kloniert werden (Browning et al.,
1993; Gray et al., 1984; Pennica et al., 1984). TNFa wird hauptsidchlich von
Makrophagen und Monozyten, aber auch von T- und B-Zellen sowie von Fibroblasten
produziert. Es wird als ein 26 kDa schweres, integrales Membranprotein exprimiert, von
dem durch die Metalloprotease TACE (INF alpha converting enzyme) enzymatisch
eine 17 kDa schwere Untereinheit abgeschnitten und als homotrimeres, 16sliches TNFa
von 51 kDa freigesetzt wird (Black et al., 1997; Kriegler et al., 1988; Tang et al., 1996).
Homotrimeres, 10sliches TNFa hat die Tendenz, bei Konzentrationen unter dem
nanomolaren Bereich in Monomere zu zerfallen und dabei seine biologische Aktivitit

zu verlieren.

In den letzten 15 Jahren wurde es immer deutlicher, dass TNFa eine wichtige Rolle bei
der Regulierung des Immunsystems spielt, vor allem bei der Aktivierung des

Immunsystems durch bakterielle oder virale Infektionen. TNFa ist aber auch an der
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Auspriagung einiger schwerwiegender Krankheiten beim Menschen beteiligt. Es werden
grofe Mengen von loslichem TNFa als Reaktion auf LPS oder andere bakterielle
Komponenten ausgeschiittet, die dann in diesen hohen Konzentrationen zu einem
septischen Schock fiihren kénnen (Mannel und Echtenacher, 2000). Dagegen fiihrt die
Exposition mit geringeren Konzentrationen von TNFa {iber ldangere Zeitriume zu der so
genannten Schwundkrankheit (wasting disease), auch Cachexia genannt, die des
Ofteren bei Krebspatienten auftritt und in Tiermodellen aufgeklirt werden konnte

(Beutler et al., 1985).

TNFa zeigt ein enormes Spektrum an biologischen Aktivititen und die meisten
Zelltypen zeigen zumindest eine gewisse Reaktivitit auf TNFa Stimulierung. TNFa gilt
als der wichtigste proinflammatorische Faktor des Immunsystems, der aber auch ein
optionales, situationsabhingiges Potential zur Induktion von Apoptose hat. Bei einigen
der schwerwiegendsten Autoimmunkrankheiten des Menschen spielt TNFo eine
wichtige Rolle. Rheumatoide Arthritis, Kolitis, systemischer Lupus erythematosus, Typ
II Diabetes, Morbus Crohn, allergisches Asthma, Arteriosklerose und neurodegenerative
Krankheiten, wie z.B. Alzheimer und Multiple Sklerose sind mit einer Deregulation des
TNFa Stoffwechsels assoziiert (Ubersichtsartikel: Aggarwal, 2003). In der heutigen
klinischen Praxis werden schon einige Therapien angewendet, die auf TNFa
neutralisierenden Agenzien basieren (Blam et al., 2001; Taylor et al., 1999). Heutzutage
kann das Zytokin TNFa als rekombinantes, in Bakterien oder Hefezellen exprimiertes
Protein gekauft werden, was zu einer enormen Erhohung der Forschungsaktivititen auf
diesem Gebiet fiihrte. Allein fiir den Suchbegriff ,, TNF*“ findet man in PubMed ca.
50000 Artikel, welches die Wichtigkeit und das hohe Interesse an diesem

Forschungsgebiet widerspiegelt.

1.3.2. Struktureller Aufbau der Tumornekrosefaktor-Rezeptoren 1 und 2

Das pleiotrope Zytokin TNFa kann an zwei unterschiedliche Oberfldchenrezeptoren,
den TNF-Rezeptor 1 (TNF-R1) und TNF-Rezeptor 2 (TNF-R2), binden und iiber diese
beiden Rezeptoren Signalkaskaden in der Zelle auslosen. Der TNF-R1 wird in den
meisten Zelltypen konstitutiv exprimiert. Dagegen ist die Expression des TNF-R2
stiarker reguliert und vor allem in Zellen des Immunsystems von Bedeutung. Die Gene

der beiden TNF-Rezeptoren wurden Anfang der 90iger Jahre von mehreren Gruppen
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parallel identifiziert und kloniert (Baker et al., 1991; Fuchs et al., 1992; Loetscher et al.,
1990; Milatovich et al., 1991; Nophar et al., 1990; Schall et al., 1990). Wihrend der
TNF-R1 durch 16sliches und membranstindiges TNFa stimuliert werden kann, wird der
TNF-R2 in effizienter Weise nur durch membranstdndiges TNFa induziert (Grell et al.,
1995; Grell et al., 1998). Strukturell gibt es wenige Homologien zwischen beiden
Rezeptoren. Beide Rezeptoren haben eine extrazelluldre Ligandenbindungsdomine (L),
vier cysteinreiche, extrazellulire Doménen mit einer Homologie von 28 %, eine
Transmembrandoméne und eine intrazelluldire Domaéne, die keinerlei Gemeinsamkeiten
aufweisen (sieche Abb. 1.3). Uber die cysteinreichen, extrazelluliren Dominen der
beiden TNF-Rezeptoren, die auch PLAD (preligand binding assembly domains)
genannt werden, kommt es zu einer Homotrimerisierung einzelner Rezeptormolekiile,
unabhéngig von einer Ligandenbindung (Chan et al., 2000). Trotzdem bleiben die
trimerisierten Rezeptoren inaktiv, da erst durch die Bindung von TNFa eine
Konformationsidnderung der Rezeptoren verursacht wird. Dies fiihrt beim TNF-R1 zur
Freisetzung des Molekiils SODD (silencer of death domain) (Jiang et al., 1999) und der
Rekrutierung von Signalmolekiilen an die intrazelluliren Doméinen. Wihrend der 55
kDa schwere TNF-R1 eine C-terminale, intrazellulire Todesdomine (As 356 bis 441)
besitzt und deswegen zu der Familie der Todesdominenrezeptoren gerechnet wird (Hsu
et al., 1995; Tartaglia et al., 1993), fehlt diese dem 75 kDa schweren TNF-R2. Der
TNF-R2 besitzt dagegen eine intrazellulire TRAF Bindedoméne (As 346 bis 423) mit
einem PxQxT-Motif, iber das TRAFs direkt an den Rezeptor binden kdonnen. TNF-R2
kann ebenso wie TNFa durch das Enzym TACE in seinem extrazellularen Anteil (bei
As 192) geschnitten werden (Solomon et al., 1999), wodurch die Aktivitit des
Rezeptors reguliert werden kann. Auch die Aktivitit des TNF-R1 kann durch
extrazellulidre Degradation (bei As 171 und 173) des Rezeptors reguliert werden, wobei
in diesem Fall das schneidende Enzym noch nicht bekannt ist. Degradationsresistente
Mutanten des TNF-R1 sind mit dem dominant-rezessiv vererbbaren, auto-
inflammatorischen TRAP-Syndrom (TNF-R1 associated periodic syndrome) assoziiert
(Galon et al., 2000; McDermott et al., 1999). In Abb. 1.3 sind die TNF-Rezeptoren 1

und 2 schematisch dargestellt.
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung der TNF-Rezeptoren 1 und 2. Das trimere Zytokin TNFo bindet
den trimerisierten TNF-R1 tiiber seine Ligandenbindedomine (L). TNF-R1 hat vier cysteinreiche
extrazellulire Domidnen (EZ), gefolgt von einer Transmembrandomidne (TM) und -einer
zytoplasmatischen Todesdomédne (DD). Der trimerisierte TNF-R2, der hauptsidchlich von
membranstindigem TNFa aktiviert wird, hat ebenfalls vier cysteinreiche, extrazellulire Doménen (EZ),
eine Transmembrandoméne (TM) und eine zytoplasmatische TRAF Bindedoméne. PLAD=preligand

assembly domains; TACE=TNF alpha converting enzyme.

1.3.3. Signaltransduktion durch TNF-Rezeptor 1

TNFa induziert nach Bindung an den TNF-R1 oder TNF-R2 eine Vielzahl von
intrazelluldren Signalwegen, die vor allem zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren
AP-1 (Aktivatorprotein 1) und NF-kB (Nukledrer Faktor-xB), sowie von Apoptose

fithren.
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung der wichtigsten TNF-R1-induzierten Signalwege. Erkldarungen

siehe Text.

Durch die Bindung von TNFa an seine Rezeptoren werden ein Reihe von
Signalmolekiilen rekrutiert, die zum Aufbau eines Rezeptorsignalkomplexes beitragen.
Nach Bindung von 16slichem oder membranstindigem TNFa an den TNF-R1 wird das
inhibierende Molekiill SODD (siehe oben) entlassen, und es kommt zur Rekrutierung
von TRADD iiber seine Todesdoménen an die Todesdomine des TNF-R1 (Hsu et al.,
1995). Es wird postuliert, dass TRADD das zentrale Adapterprotein zum Aufbau eines
membranstindigen TNF-R1 Signalkomplexes (Komplex 1) ist und als Plattform zur
Rekrutierung weiterer Signalmolekiile, wie z.B. TRAF1/2/3, RIP1 und cIAP1/2, dient.
Dieses Postulat beruht vor allem auf indirekten Beweisen, die zur Aufstellung eines
solchen Modells fiihrten. Beispielsweise wurde gezeigt, dass RIP1 direkt mit dem TNF-
R1 binden kann (Hsu et al., 1996a; Stanger et al., 1995). Da diese Bindung jedoch
schwicher als an TRADD oder an TRAF1/2/3 ist, wurde behauptet, dass RIP1 iiber
TRADD an den TNF-R1 bindet (Hsu et al., 1996a; Hsu et al., 1996b; Hsu et al., 1995).

Neuere Studien in RIP1-defizienten Zellen ergaben allerdings, dass in Abwesenheit von
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RIP1 wesentlich mehr TRADD und TRAF2 an den TNF-R1 binden kénnen (Devin et
al., 2000). Dies konnte fiir eine kompetitive Bindung von TRADD und RIP1 an den
TNF-R1 sprechen. In ,,yeast-two-hybrid-screens bei denen die direkte Bindung von
TRAF1/2/3 an Mitgliedern der TNF-Rezeptorfamilie untersucht wurde, konnte keine
direkte Bindung von TRAF1/2/3 mit dem TNF-R1 nachgewiesen werden (Rothe et al.,
1995). In Koimmunprézipitationsexperimenten war nur bei Koexpression von TRADD
eine Bindung von TRAF1/2 an den prézipitierten TNF-R1 detektierbar (Hsu et al.,
1996b). Daraus wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass TRAF1/2/3 iiber TRADD an
den TNF-R1 binden.

Es konnte gezeigt werden, dass dieser membranstindige Komplex 1 innerhalb von
Minuten in cholesterin- und sphingolipidreiche Plasmamembran-Mikrodoménen (lipid
rafts) transloziert (Legler et al., 2003). Diese Plasmamembran-Mikrodominen sind
wichtige Plattformen vieler Rezeptoren, um von dort aktiv Signale in die Zelle zu
senden (Ubersichtsartikel: Pierce, 2002; Simons und Toomre, 2000). Nach langerer Zeit
(> 2 h) kommt es zum Aufbau eines zweiten, zytoplasmatischen TNF-R1
Signalkomplexes (Komplex 2), der fiir die Induktion von Apoptose verantwortlich ist

(siehe unten).

TNF-R1 induziert unter anderem die schnelle Aktivierung von NF-kB (sieche Abb. 1.4).
Dafiir ist die Translokation des Komplexes 1 in ,,lipid rafts* essentiell (Legler et al.,
2003). Unter NF-«xB verstetht man eine Gruppe von heterodimeren
Transkriptionsfaktoren, die aus Mitgliedern der NF-kB/Rel Familie zusammengesetzt
sind (Ubersichtsartikel: Bonizzi und Karin, 2004; Karin und Lin, 2002). Urspriinglich
wurde NF-«xB als B-Zell-spezifischer Transkriptionsfaktor, der an die kB Bindestelle im
Enhancer des Ig-k Gens bindet, identifiziert. Kurze Zeit danach wurde allerdings
festgestellt, dass NF-«xB in allen Zellen des Korpers von groer Bedeutung ist. NF-kB
Proteine regulieren die Transkription einer groen Anzahl von Genen, die an
inflammatorischen Prozessen und an der Regulation des Immunsystems beteiligt sind.
In den letzten Jahren wurde immer deutlicher, dass iiber die Aktivierung von NF-kB die
Transkription vieler antiapoptotischer Gene (z.B. cIAPs, c-FLIP, Bcl-2) hochreguliert
wird, was von besonderer Bedeutung in der durch TNF-R1 induzierten Apoptose ist

(siehe unten).
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Bis vor zwei Jahren war nur der klassische (kanonische) Signalweg zur Aktivierung von
NF-«kB bekannt, den der TNF-R1 iiber TRADD, TRAF2/5 und RIP1 induzieren kann
(Devin et al., 2000; Hsu et al., 1996a; Hsu et al., 1996b; Hsu et al., 1995; Kelliher et
al., 1998; Tada et al., 2001). In TRAF2 und in RIP1 defizienten Zellen wurde gezeigt,
dass der IKK-Komplex (I-kB Kinasen a, B, y) iiber TRAF2 an den TNF-R1 rekrutiert
und iiber RIP1 aktiviert wird (Devin et al., 2000; DiDonato et al., 1997; Rothwarf et al.,
1998; Zandi et al., 1997). Es ist vorstellbar, dass RIP1 indirekt iiber MEKK3 den IKK-
Komplex aktiviert, da MEKK3 defiziente Zellen nach TNFa Stimulierung eine stark
reduzierte NF-xB Aktivierung zeigen (Yang et al., 2001).

Durch Aktivierung des IKK-Komplexes kommt es zur Phosphorylierung des NF-xB
Inhibitorproteins I-xBa, welches darauf durch einen SKP1-Cullin-Fbox E3
Ubiquitinligase-Komplex erkannt (Hatakeyama et al, 1999), durch FWDI
polyubiquitiniert und durch das 26S Proteasom abgebaut wird. Alle drei Komponenten
des IKK-Komplexes wurden in Miusen deletiert, wobei deutlich wurde, dass der durch
TNF-R1 induzierte NF-kB Signalweg hauptsichlich abhidngig von IKKy (NEMO) iiber
IKKp verlduft (Li et al., 2000; Li et al., 1999; Rudolph et al., 2000; Tanaka et al.,
1999). Wihrend IKKy nur eine regulatorische Funktion zugeschrieben wird, ist IKKf3
die I-xBa phosphorylierende Kinase. IKKa spielt bei der TNFa induzierten Aktivierung
von NF-kB nur eine untergeordnete Rolle (Hu ef al, 1999). Im nicht induzierten
Zustand hilt das I-kBa Protein den inaktiven NF-kB Komplex (meist p50/p65) im
Zytoplasma zuriick. I-kBa bindet an den dimeren NF-kB Komplex und maskiert damit
die nukledre Lokalisationssequenzen (NLS) in p5S0/p65. Wird I-xBa degradiert, kommt
es zur Translokation des aktiven NF-kB Komplexes in den Zellkern, der Anheftung an
kB Promotorsequenzen und der Transkription NF-kB regulierter Gene. Wihrend die
Aktivierung des NF-kB Signalwegs durch TNFa Stimulierung am TNF-R1 relativ gut
verstanden ist, sind Riickkopplungsmechanismen, die zur Regulation der NF-kB
Antwort beitragen, noch weitgehend unklar (Higuchi und Aggarwal, 1994; Mosselmans
et al., 1988; Schneider-Brachert er al., 2004; Schutze et al., 1999).

TNF-R1 induziert nach TNFa Stimulierung die Proteinkinasen JNK/SAPKI1 und 2, p38
MAPK und ERK, die alle zur Familie der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK)
gehoren. JNK wird durch duale Phosphorylierung an Tyrosin- und Threoninresten

(Tyr185/Thr183) aktiviert, was eine Translokation der Kinasen in den Zellkern zur
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Folge hat. Dort kann JNK durch Phosphorylierung seiner Substrate zur Erhohung der
transkriptionellen Aktivitit von Bestandteilen des AP-1 (activator protein-1)
Komplexes beitragen (Ubersichtsartikel: Chang und Karin, 2001). AP-1 ist ein dimerer
Komplex, der vor allem aus Leucin-Zipper Proteinen (bZIP) der Jun-Familie (c-Jun,
JunB, JunD) und Fos-Familie (c-Fos, FosB, Fra-1, Fra-2) besteht (Ubersichtsartikel:
Karin et al., 1997; Shaulian und Karin, 2002). AP-1 ist maB3geblich an der Regulation
von Zellproliferation, Transformation und Zelltod beteiligt. In TRAF2-defizienten
Zellen konnte gezeigt werden, dass die TNF-R1 induzierte Aktivierung des JNK
Signalwegs iiber einen TRAF2-abhingigen Signalweg verlduft (Natoli et al., 1997,
Reinhard et al., 1997; Yeh et al., 1997). Nachdem postuliert wurde, dass TRAF2 {iiber
TRADD an den TNF-R1 bindet, wurde angenommen, dass TRADD fiir den TNF-
R1/JNK Signalweg essentiell ist. Allerdings wird nach TRADD Uberexpression, was
zur Aktivierung von NF-xB und zur Induktion von Apoptose fiihrt (siche oben), der

JNK Signalweg nicht aktiviert (Liu et al., 1996).

Unterhalb von TRAF2 teilen sich mehrere Signalwege zur Aktivierung der c-jun N-
terminalen Kinasen auf. Es konnte im TNF-R1 Kontext gezeigt werden, dass MKK?7 die
essentielle, JNK phosphorylierende Kinase ist, wiahrend MKK4 (SEK1) notwendig ist,
um eine optimale Aktivierung von JNK zu erreichen (Tournier et al., 2001). Allerdings
wird MKK4 nicht durch TNFo Stimulierung phosphoryliert, was zu der Vorstellung
filhrte, die basale Aktivitit von MKK4 sei ausreichend, um eine optimale JNK
Aktivierung zu erreichen (Moriguchi et al., 1997). Wihrend die Rolle von TRAF2/5
und MKK7 in der TNF-R1 induzierten JNK Aktivierung durch Gen ,,knockout* Studien
eindeutig aufgekldrt werden konnte, ist die Natur und Funktion der zwischen TRAF2
und MKK?7 liegenden MAP3K bis heute noch nicht zufrieden stellend geklart.
Basierend auf einer moglichen Interaktion von MEKK1 und ASK1 mit TRAF2/5 wird
diesen beiden Kinasen eine Rolle in der JNK Aktivierung zugeschrieben (Hoeflich et
al., 1999; Nishitoh et al., 1998; Tobiume et al., 2001; Yujiri et al., 2000). ,,Knockout*
Studien dieser beiden Kinasen zeigten allerdings keine essentielle Rolle von MEKK1
und ASKI1 in diesem Signalweg auf, was durch redundate Funktionen begriindet sein
kann. ASK1 scheint vor allem in der langanhaltenden JNK Aktivierung unter
apoptotischen Bedingung eine Rolle zu spielen (siehe unten). Ein weiterer, von
TRAF2/5-abhingiger TNF-R1 Signalweg zur Aktivierung von ASKI1 verliuft tiber die

Entstehung von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS), die mitochondrialen Ursprungs
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sind (Chandel et al., 2001; Gotoh und Cooper, 1998). Dieser Signalweg, der
offensichtlich nach TNFo Stimulierung aktiviert wird, ist bis heute jedoch sehr wenig
verstanden. Es gibt auch Hinweise, dass Mitglieder der Keimzentren-Kinasenfamilie
(GCKs = germinal center kinases) in der Aktivierung des JNK Signalwegs involviert
sind. Die Gruppe der Typ I GCKs scheint eine Verbindung von TRAF2 zu MEKK1
herzustellen (Diener et al., 1997; Yuasa et al., 1998). Die TNFa-abhédngige Aktivierung
von GCKs verstirkt die Oligomerisierung von MEKKI1, einem Prozess, der fiir sich

alleine zur JNK Aktivierung fithren kann (Chadee et al., 2002).

TNFa fiihrt nach Bindung an den TNF-R1 nicht nur zu einer robusten Aktivierung des
JNK Signalwegs, sondern auch zur Aktivierung der p38 MAPK. Viele Aspekte der JINK
Aktivierung treffen auch bei der Aktivierung von p38 MAPK zu, wie z.B. eine
verlidngerte Aktivierung unter apoptotischen Bedingungen (Ichijo et al., 1997). So sind
auch TRAF2, ASK1 und MEKK1 starke Aktivatoren von p38 MAPK (Carpentier et al.,
1998). Durch eine RIP1 Deletionsmutante, in der die ,,intermedidre Domine‘ von RIP1
fehlt, wurde gezeigt, dass RIP1 essentiell fiir den TRAF2 induzierten p38 MAPK
Signalweg ist (Yuasa et al., 1998). In MKK3 defizienten embryonalen Mausfibroblasten
ist der TNFa induzierte pP38MAPK Signalweg stark beeintrichtigt (Wysk et al., 1999).

Die Aktivierung des ERK1/2 und des PI-3K Signalwegs kann von beiden TNF-
Rezeptoren induziert werden, soll aber an dieser Stelle nicht genauer beschrieben
werden, da sie in der TNF-R1 bzw. TNF-R2 Signaltransduktion nur eine untergeordnete
Rolle spielen. Fiir genauere Informationen wird auf die Ubersichtsartikel von P.W.

Dempsey oder H. Wajant verwiesen (Dempsey et al., 2003; Wajant et al., 2003).

Der TNF-R1 kann, wie andere Todesrezeptoren, iiber seine Todesdomine in
verschiedenen Zelllinien den programmierten Zelltod (Apoptose) induzieren. Im
Gegensatz zu Todesrezeptoren, wie z.B. Fas, TRAIL-R1 oder TRAIL-R2, spielt der
TNF-R1 induzierte Zelltod in vivo eine untergeordnete Rolle gegeniiber der Funktion in
inflammatorischen Prozessen (Ubersichtsartikel: Dempsey et al., 2003; Wajant et al.,
2003). Die schnelle Aktivierung von NF-xB und die damit verbundene Regulation
antiapoptotischer Faktoren dominiert in der Regel iiber dem TNF-R1 induzierten
apoptotischen Signalweg (Van Antwerp et al., 1996; Van Antwerp et al., 1998). Die
TNF-R1 induzierte Apoptose verlduft iiberwiegend iiber einen von TRADD, FADD und
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Caspase-8/10-abhingigen Signalweg (Hsu et al., 1996b; Hsu et al., 1995). Es konnte
gezeigt werden, dass FADD und Caspase-8/10 nicht direkt an den membranstindigen
TNF-R1 Signalkomplex (Komplex 1), der den Rezeptor selbst, TRADD, RIPI,
TRAF2/5 und cIAPs enthilt, rekrutiert werden (Harper et al., 2003; Micheau und
Tschopp, 2003). Es bildet sich ein zytoplasmatischer Komplex 2 aus, indem Teile des
Komplexes 1 vom Rezeptor dissoziieren. Im Zytoplasma werden iiber TRADD das
Todesdoménenprotein FADD und die Procaspasen-8/10 rekrutiert (siche Abb. 1.4). Im
Komplex 2 sind enthalten: TRADD, FADD, TRAF2, RIP1, Procaspase-8 und cIAPs.
Sind nicht geniigend Apoptoseinhibitoren, wie z.B. FLIP;, oder cIAPs, die durch die
schnelle Aktivierung von NF-kB hochreguliert werden, in der Zelle vorhanden, kommt
es zur Aktivierung der Caspasen-8/10. In der Folge wird eine Caspasenkaskade
induziert, bei der am Ende Caspase-3 aktiviert wird, und die Zelle in Apoptose geht

(Micheau und Tschopp, 2003).

In Zellen, in denen zusitzlich der TNF-R2 aktiviert wird, kann es zu einer
Amplifikation des apoptotischen Potentials vom TNF-R1 kommen (Chan und Lenardo,
2000; Weiss et al., 1997; Weiss et al., 1998). Es wurden zwei Mechanismen dieser
Amplifikation vorgeschlagen. Zum einen kann durch Rekrutierung grofler Mengen
TRAF2 an den TNF-R2 das zytoplasmatisch verfiigbare TRAF2 fiir die Aktivierung
antiapoptotischer ~ Signalwege am TNF-R1 entzogen werden. Ein weiterer
Mechanismus, durch den TRAF2 dem TNF-R1 entzogen wird, ist die Degradation von
TRAF2. TRAF2 kann durch cIAPI, das eine E3 Ubiquitinaseaktivitit besitzt,
polyubiquitiniert und dem proteasomalen Abbau zugefiihrt werden (Fotin-Mleczek et
al., 2002; Li et al., 2002). Durch den Entzug von TRAF2 aus dem TNF-RI1-
Signalkomplex kommt es zum Zusammenbruch des NF-kB Signalwegs (siehe oben),
der verantwortlich fiir die Regulation von antiapoptotischen Proteinen ist. Dadurch
verlagert sich das Gleichgewicht hin zur Aktivierung der Caspasen-8/10 und der damit

verbundenen Induktion von Apoptose.

Neben der Induktion von Apoptose durch die direkte Aktivierung einer
Caspasenkaskade kommt es auch, abhingig vom Zelltyp, zur Aktivierung des
mitochondrialen Apoptosewegs. Dabei kann durch Caspase-8 das Bcl-2 verwandte,

proapoptotische Protein Bid zu einem Spaltprodukt (tBid) prozessiert werden, welches
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dann iiber einen Bax-Bak-abhingigen Mechanismus zur Ausschiittung von Cytochrom c

aus den Mitochondrien und der Aktivierung des Apoptosoms fiithrt (Luo et al., 1998).

Zudem wird seit liangerem ein JNK-abhingiger Weg zur TNFa induzierten Apoptose
sehr kontrovers diskutiert. Es gibt dltere Berichte, die zeigen, dass die Aktivierung des
JNK Signalwegs durch den TNF-R1 keinen Einfluss auf die Induktion von Apoptose
hat (Liu er al., 1996). In jlingerer Zeit konnte dennoch eine Verbindung des JNK
Signalwegs mit der TNFa induzierten Apoptose aufgezeigt werden (Deng et al., 2003).
Laut dieser Arbeit kommt es durch die Aktivierung von JNK zur Prozessierung von Bid
zu dem Spaltprodukt jBid. jBid transloziert dann zu den Mitochondrien, an denen es die
partielle Freisetzung von Smac/Diablo verursacht, welches dann die Bindung zwischen
TRAF2 und cIAP1 zerstort und somit deren inhibitorischen Effekt auf Caspase-8/10
aufhebt. Bei diesem Mechanismus wird kein Cytochrom c freigesetzt (Deng et al.,
2003). Die JNK-abhidnige Apoptose ist im Vergleich zur schnellen Aktivierung des
Caspasen-abhingigen apoptotischen Signalwegs ein langsamer verlaufender Prozess,
der bei lang anhaltender JNK Aktivierung von Bedeutung ist (Varfolomeev und

Ashkenazi, 2004).

Neben den oben beschriebenen Signalwegen des TNF-R1, die als TRADD abhingig
beschrieben wurden (Ubersichtsartikel: Wajant et al., 2003), konnten eine Anzahl von
Proteinen identifiziert werden, die nicht iiber die Todesdomine an den TNF-R1 binden.
Das Protein FAN (factor associated with neutral sphingomyelinase activation) bindet
an den membranproximalen Anteil der TNF-RI-Signaldomine oberhalb der
Todesdoméine. Uber FAN kann die neutrale Sphingomyelinase (nSMase) aktiviert
werden (Adam-Klages et al., 1996; Kreder et al., 1999). Uber diesen Signalweg kommt
es zur Bildung von Ceramiden, die einen Beitrag zur Caspase-3 Aktivierung leisten
konnen. Die biologische Funktion dieses Signalwegs ist jedoch noch immer unklar
(Bourteele et al., 1998). TRAP2 (p97), eine Komponente des 26S Proteasoms, bindet an
die As 234 bis 308 des TNF-R1 und konnte an der TNFa vermittelten Regulation
proteasomaler Prozesse beteiligt sein (Boldin et al., 1995a; Dunbar et al., 1997;
Tsurumi et al., 1996). Uber einen ,, yeast-two-hybrid-screen“ wurde das Protein MADD
(Rab3-GAP), dessen Todesdomine eine geringe Homologie zur Todesdomine des
TNF-R1 besitzt, als direkt an die Todesdomine des TNF-R1 bindendes Protein
identifiziert (Brown und Howe, 1998; Schievella et al., 1997). Da zahlreiche
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Spleivarianten dieses Proteins in verschiedenen Geweben differentiell exprimiert
werden, wird dieses Gen auch DENN (differentially expressed in normal and neoplastic
cells) genannt (Chow und Lee, 1996). Es konnte gezeigt werden, dass MADD bei
Uberexpression den ERK und JNK Signalweg aktiviert. Jedoch konnte bis heute keine
konkrete Funktion von MADD in der TNF-R1 Signaltransduktion gezeigt werden.

1.4. Das Latente Membranprotein 1 (LMP1) des Epstein-Barr-Virus

1.4.1. LMP1 als Onkogen des Epstein-Barr-Virus

Das Epstein-Barr-Virus (EBV) ist eines der ,.erfolgreichsten* humanen y-Herpesviren,
das iiber 90 % der Weltbevolkerung latent infiziert hat. EBV besitzt ein zirkuldres,
doppelstriangiges DNA Genom von 172 kb Linge. EBV ist eines der wenigen bekannten
humanen DNA-Tumorviren. Es ist essentiell an der Immortalisierung von B-

Lymphozyten beteiligt.

In den meisten Féllen erfolgt die Primérinfektion in den Kinderjahren, in denen sie
symptomfrei verlduft. Kommt der Mensch erst im Erwachsenenalter mit dem Virus in
Kontakt, kann es in ca. 50 % der Fille zu einer schwerwiegenden infektidsen
Mononukleose (Pfeiffersches Driisenfieber) kommen. EBV ist &tiologisch eng mit
einigen malignen Erkrankungen des Menschen assoziiert (Ubersichtsartikel: Niedobitek
et al., 2001). Dazu zdhlen das Burkitt-Lymphom (BL), das vor allem endemisch in
Aquatorialafrika und Papua-Neuguinea als eine hiufige Krebserkrankung im
Kindesalter auftritt (Burkitt et al., 1965). In der westlichen Welt kommt das BL nur
sporadisch vor. Wihrend offensichtlich alle endemischen Fille des BL das EBV Genom
tragen, sind nur ca. 30 % der sporadischen BL Fille EBV positiv (Hummel ez al., 1995;
zur Hausen et al, 1970). Alle Burkitt-Lymphome weisen charakteristische
chromosomale Translokationen, t(8;14), t(8;2) oder t(8;22) auf, bei der das c-myc Gen
unter die transkriptionelle Kontrolle verschiedener Immunglobulin-Gene gerit (Klein,
1979). Dies fiihrt zu einer Uberexpression des Onkogens c-myc. Weitere EBV
assoziierte Erkrankungen sind das Hodgkins-Lymphom, B-Zell-lymphoproliferative
Erkrankungen bei immunsupprimierten Patienten, T-Zell Non-Hodgkins-Lymphome,
Magenkarzinome oder das Nasopharynx-Karzinom (Ubersichtsartikel: Niedobitek et al.,

2001).
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Auch in vitro konnen primére B-Zellen mit EBV infiziert werden, aus denen sich dann
immortalisierte lymphoblastoide Zelllinien, sogenannte LCLs (lymphoblastoid cell
lines) entwickeln lassen (Ubersichtsartikel: Bornkamm und Hammerschmidt, 2001). In
diesen latent mit EBV infizierten LCLs wird nur ein geringer Teil der Virusgene
exprimiert (Young et al., 2000). Die in LCLs exprimierten Gene kodieren fiir die EBV
nukledren Antigene EBNAI, 2, 3A, 3B, 3C und EBNA-LP sowie fiir die drei latenten
Membranproteine LMP1, LMP2A und LMP2B. Zusitzlich konnte die Expression
kleiner, nicht-adenylierter RNAs, EBER1 und EBER2, nachgewiesen werden. Als
essentiell fiir die Immortalisierung der primiren B-Zellen durch EBV wurden EBNAI,

EBNA?2, EBNA3A und EBNA3C und LMP1 identifiziert.

LMP1 ist das primédre Onkogen von EBV. Die konstitutive Expression von LMP1 ist fiir
die Proliferation EBV-immortalisierter B-Lymphozyten essentiell (Kaye et al., 1999;
Kilger et al., 1998). LMPI1 hat aufgrund seiner strukturellen Beschaffenheit und der
damit verbundenen Aktivierung einer Vielzahl von zelluldren Signalwegen (siche
Abschnitt 1.4.2. und 1.4.3.) transformierende Eigenschaften. In vielen B-Zellen, die aus
Patienten mit EBV-assoziierten Erkrankungen isoliert wurden, konnte die Expression
von LMP1 nachgewiesen werden (Nicholls et al., 2004). Die Expression von LMP1 in
Nagerfibroblasten fiihrt zur Ausbildung charakteristischer Merkmale transformierter
Zellen, wie dem Verlust der Kontaktinhibition, Wachstum wunter geringen
Serumkonzentrationen und spindelformiger Zellmorphologie (Baichwal und Sugden,
1988; Wang et al., 1985). Transgene Miuse, die LMP1 ektopisch in ihren B-Zellen
exprimieren, entwickeln B-Zelllymphome (Kulwichit ez al., 1998). Dies bestitigt das
onkogene Potential von LMPI1 in einem in vivo Modellsystem. Allerdings ist LMP1

alleine nicht in der Lage menschliche Zellen zu transformieren.

Die onkogenen Effekte von LMP1 sind auf Induktion antiapoptotischer, antiseneszenter
und mitogener Signale in der Zelle zuriickzufiihren. Es konnte gezeigt werden, dass
LMPI1 die Expression antiapoptotischer Gene wie Bcl-2, A20, Mcl-1 und Bfl-1
induziert (D'Souza et al., 2000; Henderson et al., 1991; Laherty et al., 1992; Rowe et
al., 1994; Wang et al., 1996b) und die Expression proapoptotischer Gene wie Bax
unterdriickt (Grimm et al., 2004). LMP1 induziert auBerdem die Expression mitogener
Faktoren, wie die Zytokine IL-6, IL-8 und IL-10 (Eliopoulos et al., 1997; Nakagomi et

al., 1994; Vockerodt et al., 2001) oder mitogener Transkriptionsfaktoren wie c-myc und
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Mitglieder der Jun/AP-1 Familie (Dirmeier et al., 2005). Zusitzlich kann LMP1 die
durch Seneszenz verursachte Expression von pl6INK4a unterdriicken (Yang et al.,

2000) und die Expression von Telomerase induzieren (Yang et al., 2004).

In ruhenden B-Zellen vermittelt LMP1 den Ubergang von der Gy¢/G;-Phase in den
Zellzyklus (Kilger et al., 1998; Peng und Lundgren, 1992). Untersuchungen in
epithelialen Zelllinien zeigten, dass die Expression von LMPl zu einer
morphologischen Transformation und zum Block der Zelldifferenzierung fiihrt (Dawson
et al., 1990; Fahraeus et al., 1990). Es konnte gezeigt werden, dass in Epithelzellen
durch LMP1 die Expression des epidermalen Wachstums-Faktor-Rezeptor (epidermal
growth factor receptor; EGFR) (Miller et al., 1997) und der Matrix Metalloprotease
MMP-9 (Takeshita et al., 1999; Yoshizaki et al., 1998; Yoshizaki et al., 1999) induziert
wird. Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass LMP1 ein multifunktionelles und
potentes Onkogen darstellt. Die Aufklarung LMP1 induzierter Signalwege trigt zum
Verstindnis EBV-assoziierter Tumorerkrankungen bei und ist ein wesentlicher

Bestandteil dieser Doktorarbeit.

1.4.2. Struktureller Aufbau von LMP1

LMP1 ist ein Transmembranprotein mit einem scheinbaren Molekulargewicht von ca.
63 kDa, bestehend aus einem zytoplasmatischen, hydrophilen N-Terminus (As 1 bis
24), sechs hydrophoben Transmembrandoménen (As 25 bis 186) und einem ebenfalls
zytoplasmatischen C-Terminus (As 187 bis 386), der fiir die Induktion von
Signaltransduktion verantwortlich ist (Eliopoulos und Young, 2001; Liebowitz et al.,

1986) (siche Abb. 1.5).

Der N-Terminus von LMP1 ist fiir die korrekte Insertion in die Plasmamembran und fiir
Interaktionen mit dem Zytoskelett notwendig (Coffin et al., 2001; Izumi et al., 1994;
Liebowitz et al., 1987). Da LMP1 physiologisch bei zu hoher Expression zytotoxische
bzw. zytostatische Wirkungen auf die Zelle hat (Floettmann et al., 1996;
Hammerschmidt et al., 1989), muss LMP1 reguliert abgebaut werden. Der N-Terminus
von LMP1 wird ubiquitiniert und somit kann LMP1 mit einer Halbwertszeit zwischen
1,5 bis 7 Stunden dem Abbau durch das Proteasom zugefiihrt werden (Aviel et al.,

2000; Baichwal und Sugden, 1987; Mann und Thorley-Lawson, 1987; Martin und
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Sugden, 1991). Der N-Terminus und die Transmembrandoménen sind fiir die
zytotoxische Wirkung von LMP1 verantwortlich, wobei aber der zugrunde liegende

Mechanismus noch nicht vollstindig verstanden ist (Kaykas und Sugden, 2000).

PM

186

TRAF-Bindemotiv
CTAR 1 (PQQAT 204-208)

(194-231)

JAK Bindemotiv
(Box 1 275-280 und 302-307)

CTAR3
(275-330)
(Box 2 320-330)
CTAR 2
(332-386) NF-kB / JNK-Aktivierungsdoméne

(379-384)
TRADD Binderegion
386 (G (384-386)

Abb. 1.5: Schematische Darstellung des strukturellen Aufbaus von LMP1. Das LMP1 Molekiil
besteht aus einem kurzen N-Terminus (24 As), sechs Transmembrandominen (161 As) und einem C-
Terminus (200 As). Der C-Terminus umfasst drei C-terminale Aktivierungsregionen (CTARI, 2, 3), iiber
die Signalmolekiile an LMP1 binden und Signale in die Zelle weiterleiten konnen. Die genannten Zahlen

geben die Aminosdurepositionen im Molekiil an. C=C-Terminus; N=N-Terminus; PM=Plasmamembran.

Die Transmembrandominen von LMP1 verursachen eine spontane Zusammenlagerung
(Autoaggregation) der LMP1 Molekiile in der Zellmembran. Diese Oligomerisierung ist
notwendige und hinreichende Voraussetzung fiir die Induktion von Signaltransduktion
durch die Signaldomine von LMP1. LMP1 benétigt keinen Liganden, es ist ein
konstitutiv aktives, rezeptordhnliches Molekiil (Floettmann und Rowe, 1997; Gires et
al., 1997; Liebowitz et al., 1986). Erst kiirzlich konnte ein Zusammenhang zwischen
den LMP1 Transmembrandominen aus dem EBV-Stamm B95.8, der iiblicherweise als
wwildtyp* EBV-Stamm bezeichnet wird und dem zytotoxischen Potential von LMP1
hergestellt werden (Nitta et al., 2004; Nitta et al., 2003). Nitta und Kollegen konnten
zeigen, dass die Zytotoxizitit, verursacht durch die Uberexpression von B95.8-LMP1,

durch Mutation zweier Aminosiduren in der Transmembrandomine, wie sie in LMP1
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Varianten aus Nasopharynx-Karzinomen (CAO-LMP1) vorkommt (Hu et al., 1991),

verloren geht.

Der C-Terminus von LMP1 umfasst zwei funktionale Doménen, die sogenannten C-
terminalen Aktivierungsregionen 1 und 2 (CTARI und CTAR2) (siehe Abb. 1.5). Diese
beiden Regionen konnten durch Mutationsanalysen funktional kartiert (Huen et al.,
1995; Izumi et al., 1997) und spiter der Induktion verschiedener Signalwege zugeordnet
werden (sieche Abschnitt 1.4.3.). Ein Virus, das nur die ersten 231 As des LMPI1
Molekiils exprimiert, ist in der Lage eine initiale Immortalisierung von B-Zellen zu
erreichen, wobei die Aminosduren 194 bis 231 (CTARI1) hierfiir essentiell sind. Fiir ein
Auswachsen der immortalisierten B-Zellklone iiber einen ldngeren Zeitraum ist die
CTAR2 Domine (As 332 bis 386) von LMP1 notwendig (Izumi et al., 1997; Kaye et
al., 1999; Kaye et al., 1995). Diese Tatsache ist wahrscheinlich durch die differentielle
Aktivierung von Signalwegen durch die beiden CTAR-Domaénen zu erkldren. Es konnte
noch eine weitere Region im C-Terminus identifiziert werden, die als CTAR3
bezeichnet wird. Diese Region besteht aus drei Janus Kinase (JAK) Bindemotiven (2x
Box 1 und 1x Box 2), die in Analogie zu CTARI und 2 als CTAR3 (As 275 bis 330)
zusammengefasst wurden (Gires et al., 1999). In dieser Region kann JAK3 an LMPI
binden, durch Autophosphorylierung aktiviert werden und daraufhin den STAT (signal
transducers and activators of transcription) Signalweg induzieren. Eine biologische
Funktion des JAK3/STAT Signalwegs im Kontext von LMP1 konnte jedoch bis heute
nicht gezeigt werden (Izumi et al., 1999a). Durch intensive molekularbiologische
Forschung konnten diverse Bindungspartner des C-terminalen Anteils von LMPI1
gefunden und eine Reihe LMP1 induzierter Signalwege aufgeklirt werden, deren

genauere Betrachtung in Abschnitt 1.4.3. erfolgt.

1.4.3. Signaltransduktion durch LMP1

In den letzten 15 Jahren konnten groBe Fortschritte in der Aufkldrung LMP1 induzierter
Signalwege gemacht werden. Mittlerweile ist klar, dass LMP1 in der Lage ist, eine
Vielzahl von zelluldren Signalwegen zu aktivieren, die fiir das transformierende und
onkogene Potential von LMP1 verantwortlich sind. Aufgrund der LMP1 bindenden
Signalmolekiile und der von LMP1 aktivierten Signalwege ist eine offensichtliche

Parallele zu Rezeptoren der TNF-Rezeptor Familie, vor allem zu CD40 und zum TNF-
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R1, zu erkennen. Im Folgenden soll der aktuelle Wissensstand iiber die wichtigsten
Signalwege von LMP1 und den beteiligten Komponenten an der Signaltransduktion von

LMP1 beschrieben werden.

Abb. 1.6: Schematische Darstellung der wichtigsten LMP1 induzierten Signalwege. Erkldrungen

siehe Text. Gestrichelte Pfeile: Signalmediatoren noch nicht bekannt.

Der erste Schritt bei der Aufklirung molekularer Mechanismen der LMPI1
Signaltransduktion war die Beobachtung, dass LMP1 den Transkriptionsfaktor NF-xB
aktiviert (Hammarskjold und Simurda, 1992). Eine Analyse von interagierenden
Proteinen mit LMP1 hat gezeigt, dass Mitglieder der TRAF Familie (tumor-necrosis-
factor-receptor associated factors) mit dem C-Terminus von LMP1 assoziieren konnen
(Mosialos et al., 1995). Die TRAF-Molekiile (derzeit TRAF 1 bis 7) wurden
urspriinglich als Komponenten der Signaltransduktion von Mitgliedern der
Tumornekrosefaktor-Rezeptor Familie wie z.B. TNF-R1, TNF-R2, CD40 und CD30
und der Interleukin-Rezeptor 1 (IL-1) Familie beschrieben (sieche Abschnitte 1.2. und
1.3.) (Ubersichtsartikel: Bishop, 2004; Wajant et al., 2001). Die Bindung von TRAFI,
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2, 3 und 5 an CD40 wird durch eine Konsensussequenz, das PxQxT-Motiv (As 250 bis
254), vermittelt (Aizawa et al., 1997; Boucher et al., 1997; Pullen et al., 1999). Die
Aminosduren zwischen P, Q und T, ausgedriickt durch x, kdnnen beliebig sein. TRAF6
bindet an CD40 nicht iiber das PxQxT-Motif, sondern iiber das Motiv QxPxExxE/F (As
231 bis 238) (Ishida et al., 1996; Pullen et al., 1999). LMP1 besitzt in seiner CTAR1 ein
mit CD40 vergleichbares PxQxT-Motiv (As 204-208). Es konnte die direkte Bindung
von TRAFI, 2, 3, und 5 iiber dieses Sequenzmotif an LMP1 nachgewiesen werden
(Brodeur et al., 1997; Devergne et al., 1996; Mosialos et al., 1995; Sandberg et al.,
1997). Bis vor Kurzem glaubte man, dass TRAF2 bei der Aktivierung von NF-kB durch
CTARI eine essentielle Rolle spielt (Devergne et al., 1996; Kaye et al., 1996). Neuere
Studien in TRAF2 bzw. TRAF3 defizienten Zellen zeigten aber, dass TRAF3 und nicht
TRAF2 essentiell fiir die Aktivierung des nicht-kanonischen (alternativen) NF-xB
Signalwegs durch CTARI ist (Luftig et al., 2004; Xie et al., 2004). CTAR1 aktiviert
den alternativen NF-kB Signalweg ausschlieBlich iiber TRAF3, NIK (NF-kB inducing
kinase) und IKKa, unabhingig von IKKf und IKKYy (Eliopoulos et al., 2003; Luftig et
al., 2004). Dabei kommt es zur proteolytischen Prozessierung des Vorldufermolekiils
pl00 zu p52 (NF-kB2) (Bonizzi und Karin, 2004). Dieses kann mit RelB einen
heterodimeren Komplex bilden, in den Zellkern translozieren und dort die Transkription

p52/RelB-abhingiger Gene aktivieren (siche Abb. 1.6).

Ein PxQxT-Motif fehlt in der CTAR2 Doméne von LMP1. Die Bindung von TRAFs an
die CTAR2 wurde wie bei dem TNF-R1 (sieche Abschnitt 1.3.3.) indirekt iiber das
TRADD Molekiile postuliert, jedoch experimentell nie direkt nachgewiesen (Brodeur et
al., 1997; Devergne et al., 1996; Izumi und Kieff, 1997). TRADD bindet iiber seinen N-
Terminus an LMP1 (siehe Abb. 1.6) und nicht wie an den TNF-R1 {iiber seine
Todesdomine (sieche Abb. 1.4) (Kieser e al., 1999). Eine TRADD Mutante, der die
Todesdomine fehlt, kann effizient den CTAR2/NF-kB Signalweg blockieren (Kieser ef
al., 1999). Dies gibt einen Hinweis darauf, dass TRADD in der Induktion des
CTAR2/NF-kB Signalwegs involviert ist. Ein wirklicher Beweis hierfiir fehlt aber bis
heute und soll im Rahmen dieser Doktorarbeit erbracht werden. Durch Untersuchungen
des CTAR2/NF-kB Signalwegs uv.a. in Zelllinien, die fiir verschiedene Signalmolekiile
defizient sind, konnten unterhalb von TRADD die Molekiile TRAF6, IRAK1, TAK1
und IKKp als essentielle Bestandteile des kanonischen CTAR2/NF-kB Signalwegs
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identifiziert werden (Luftig et al., 2003; Schultheiss et al., 2001; Wan et al., 2004)
(siche Abb. 1.6.).

Ein zweiter wichtiger durch LMP1 induzierter Signalweg, der ausschlie3lich von einer
sogenannten JNK-Aktivierungsregion (JAR, As 379 bis 384) innerhalb von CTAR2
aktiviert wird, ist der c-jun N-terminale Kinase (JNK) Signalweg (Kieser et al., 1997).
Die Mutation des PxQxT Motivs in CTAR1 hat demnach keinen Einfluss auf die
Aktivierung des JNK Signalwegs. Die Aktivierung von JNK1/2 durch LMP1 verlduft
abhidngig von TRAF3/6 iiber die Kinase TAKI, die JNK-Kinase SEK1 (MKK4) und
fiihrt zur Phosphorylierung von c-jun durch JNK, einem Bestandteil des AP-1
Transkriptionsfaktor-Komplexes (siehe Abb. 1.6 und Abschnitt 1.3.3.) (Kieser et al.,
1997; Wan et al., 2004; Xie und Bishop, 2004). LMP1 induziert AP-1-abhiingige
Transkription (Kieser et al., 1997), wobei die biologische Funktion der AP-1
Aktivierung im Kontext von LMP1 bis heute experimentell nicht charakterisiert werden
konnte. Da die JNK-Aktivierungsregion mit der TRADD-Binderegion von LMP1 (As
384 bis 386) iiberlappt (Eliopoulos et al., 1999; Floettmann und Rowe, 1997; Izumi und
Kieff, 1997; Kieser et al., 1999), stellte sich die Frage, ob TRADD an der Induktion des
JNK Signalwegs beteiligt ist. Diese Frage kann erschopfend nur durch ein TRADD
defizientes Zellsystem beantwortet werden. Ein solches fehlte bis heute und sollte
deshalb im Rahmen dieser Doktorarbeit hergestellt werden. Ein weiteres Signalmolekiil,
das direkt die CTAR2 von LMP1 bindet, ist die Rezeptor-interagierende Kinase 1
(RIP1) (Izumi et al., 1999b), deren Funktion in der LMP1 Signaltransduktion bis heute

unklar ist.

Ein dritter Signalweg, der durch LMP1 induziert wird, ist der p38 MAPK Signalweg
(Eliopoulos et al., 1999; Vockerodt et al., 2001). CTARI und CTAR?2 kooperieren bei
der Aktivierung des p38 MAPK Signalwegs. Es konnte gezeigt werden, dass dieser
Signalweg durch TRAF6 und MKK6 vermittelt wird (Schultheiss e al., 2001) (sieche
Abb. 1.6). Eine biologische Funktion des LMP1/p38 MAPK Signalwegs ist in Burkitt-
Lymphom Zellen die Induktion von Interleukin-6/8/10 (Eliopoulos et al., 1999;
Vockerodt et al., 2001). Weitere biologische Funktionen dieses Signalwegs sind nicht
bekannt.

1999 konnte von Gires und Kollegen eine dritte Aktivierungsregion im C-Terminus von

LMP1 aufgekldart werden (siehe Abb. 1.5), iiber die durch Autophosphorylierung von
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JAK3 der STAT Signalweg induziert werden kann (Gires et al., 1999). Die Aktivierung
dieses Signalwegs ist ein sehr frithes Ereignis nach Expression von LMPI1. Der JAK-
STAT Signalweg ist in einigen zelluldren Regulationsmechanismen wie der Regulation
der Zellproliferation (Leonard und O'Shea, 1998; Macchi et al., 1995; Russell et al.,
1995) oder der Inhibition von Apoptose (Catlett-Falcone et al., 1999) involviert.
Obwohl der JAK-STAT Signalweg in transformierten lymphoblastoiden Zelllinien aktiv
ist, konnte keine Relevanz bei der Transformation von B-Lymphozyten festgestellt

werden (Izumi et al., 1999a).

LMP1 wird funktional oft mit Mitgliedern der TNF-Rezeptor Familie, wie dem TNF-R1
und CD40, verglichen. Hinsichtlich der biologischen Effekte LMPI1 vermittelter
Signaltransduktion d@hnelt LMP1 stiarker CD40 (Gires et al., 1997; Kilger et al., 1998;
Lam und Sugden, 2003; Uchida et al., 1999). In transgenen Méusen konnte aber gezeigt
werden, dass LMP1 Signaltransduktion die CD40 Signaltransduktion nicht ersetzen
kann (Panagopoulos et al., 2004). Auf molekularer Ebene sind jedoch mehr
Gemeinsamkeiten mit dem TNF-R1 zu erkennen (Izumi et al., 1999b; Izumi und Kieff,
1997, Kieser et al., 1999). LMP1 bindet sowohl TRADD als auch RIP1, was fiir CD40
nicht bekannt ist. Um ein besseres Verstindnis der molekularen und biologischen
Zusammenhinge der LMPI1 Signaltransduktion zu erlangen, bedarf es weiterer,
intensiver molekularbiologischer Forschung. Einen Beitrag zu diesem Verstindnis soll

diese Doktorarbeit leisten.
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1.5. Aufgabenstellung

Ein Schliisselmolekiil zum Verstindnis der Signaltransduktion des zelluldren TNF-R1
und des viralen Onkogens LMPI ist das Adapterprotein TRADD. Die Rolle von
TRADD in der Signaltransduktion des TNF-R1 und LMP1 steht im zentralen Interesse

dieser Doktorarbeit.

Wihrend angenommen wird, dass TRADD als Plattform zum Aufbau des TNF-R1
Signalkomplexes dient und essentiell fiir die Aktivierung aller wichtigen Signalwege
des TNF-RI ist, ist die Rolle von TRADD in der Signaltransduktion von LMP1
vollkommen unklar. Alle heutigen Erkenntnisse iiber die Rolle von TRADD in der
Signaltransduktion des TNF-R1 und von LMP1 wurden entweder durch die Anwendung
dominant-negativer TRADD Mutanten, der Uberexpression von TRADD oder durch
Interaktionstudien von TRADD mit dem TNF-R1 bzw. LMP1 gewonnen. Einige
Ergebnisse dieser Experimente und die daraus getroffenen Schlussfolgerungen sind

widerspriichlich und werfen eine Reihe neuer Fragen auf.

Das einzig zuverldssige System zur Kldarung der Rolle von TRADD in der
Signaltransduktion des TNF-R1 und LMPI ist ein TRADD-defizientes Zellsystem.
Wihrend heutzutage fiir praktisch alle Signalmolekiile der TNF-R1 bzw. LMPI1
Signaltransduktion schon ,,knockout“ Zelllinien oder Mausmodelle existieren, fehlt ein
solches gerade fiir TRADD, das zentrale Signalmolekiile beider Signalkomplexe. In der
Vergangenheit wurde bereits versucht, ein TRADD-defizientes Mausmodell zu
etablieren, was aber an der sehr frithen Letalitit der homozygot TRADD-defizienten

Embryonen scheiterte.

Das Ziel dieser Doktorarbeit war es daher, in einer humanen B-Zelllinie beide TRADD
Allele durch homologe Rekombination zu deletieren und dadurch eine TRADD-
defiziente B-Zelllinie zu etablieren. In diesen TRADD-defizienten B-Zellen sollte dann
die Rolle von TRADD in der Signaltransduktion von TNF-R1 und LMP1 untersucht
werden. Zusitzlich sollten biochemische Fragestellungen iiber die Zusammensetzung
des TNF-R1 und LMPI1 Signalkomplexes in Abwesenheit von TRADD beantwortet

werden.
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2. Material

2.1. Antikorper

Primirantikorper

o-Actin (I-19); Ziege, polyklonal
o-CD40 (C-20); Kaninchen, polyklonal
a-Flag (M2); Maus, monoklonal

o-HA (3F10); Ratte, monoklonal

o-HA (12CAS5); Maus; monoklonal
ao-I-kBa (C-21); Kaninchen, monoklonal
o-JNK1 (C17); Kaninchen, polyklonal
o-JNK2 (FL); Kaninchen, polyklonal

o-LMP1 (CS1-4); Maus, Mischung aus vier monoklonalen Ak

o-TNFR1 (H-5); Maus, monoclonal
o-TRADD; Maus, monoklonal
o-TRAF2 (C-20); Kaninchen, polyklonal

Phosphospezifische Primirantikoper

Santa Cruz Biotech.

Santa Cruz Biotech.

Stratagene, Sigma
Roche
Roche

Santa Cruz Biotech.

Santa Cruz Biotech.

Santa Cruz Biotech.

Dako

Santa Cruz Biotech.

Transduktion Lab.

Santa Cruz Biotech.

Alle verwendeten phosphospezifischen Antikorper sind polyklonale Antikorper aus

Kaninchen.

o-Phospho-I-kBa (Ser32)
o-Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182)
o-Phospho-SAPK/INK (Thr183/Tyr185)

Sekundirantikorper

o-Maus IgG; Meerrettich-Peroxidase gekoppelt; Ziege
o-Kaninchen IgG; Meerrettich-Peroxidase gekoppelt; Ziege

o-Kaninchen IgG; Meerrettich-Peroxidase gekoppelt; Ziege

Cell Signaling (NEB)
Cell Signaling (NEB)
Cell Signaling (NEB)

Promega

Promega

Cell Signaling (NEB)
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o-Kaninchen IgG; Meerrettich-Peroxidase gekoppelt; Ziege Dianova

a-Ziege 1gG; Meerrettich-Peroxidase gekoppelt; Esel Jackson Laboratories/
Dianova

2.2. Plasmide

Alle Plasmide wurden mit dem Jetstar-Maxiprédparationssystem prépariert.

Plasmidbezeichnung

pRKS

pcDNA3.1

pHEBO-URA

RPCIP704M111012

pACYC184.1012.4

pSV-HA-LMP1

pSV-HA-caoLMP1

Beschreibung

Expressionsvektor mit CMV-Promotor/Enhancer
(Schall et al., 1990)

Expressionsvektor mit SV40-Promotor/Enhancer
(Invitrogen)

Expressionsvektor mit SV40-Promotor/Enhancer,
(Sugden et al., 1985) (Julia Neugebauer und Arnd
Kieser)

pCYPAC2-Vektor, isoliert aus der humanen
Blutzellbank RPCI 1, 3-5 (RZPD, Pieter de Jong),
der den gesamten humanen TRADD Lokus enthilt
(Birgit Kohlstall und Arnd Kieser)

Plasmid pACYC184, in den der gesamte humane
TRADD Lokus aus RPCIP704M111012 iiber
EcoRI kloniert wurde (Christian Kaiser und Arnd
Kieser)

LMP1 Wildtyp (As 6-386) aus dem EBV-Stamm
B95.8 mit N-terminalem Héidmagglutinin-Epitop
(HA-Epitop) in pHEBO-Expressionsvektor; SV40-
Promotor/ Enhancer (Kieser et al., 1997)

basierend auf pSV-HA-LMP1; die Transmembran-
doménen von B95.8-LMP1 wurden durch die
Transmembrandoménen von cao-LMP1 (Hu et al.,

1991) ersetzt (Helmut Kutz und Arnd Kieser)
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pSV-HA-LMP1A194-386

pSV-HA-LMP1(PQT>AAA)

pSV-HA-LMP1(Y384G)

pSV-HA-caoLMP1(Y384QG)

pSV-HA-LMP1
(PQT>AAA/Y384G)

pSV-HA-LMP1A371

pSV-HA-caoLMP1A371

pSV-LMP1-CD40

pSV-HA-LMPI-TNFR1

LMP1 Mutante, bei der die gesamte zyto-
plasmatische Signaldoméine von LMPI1 deletiert
wurde, in pHEBO Vektor; SV40-Promotor/
Enhancer (Kieser et al., 1999)

LMP1 Mutante, bei der im PxQxT Motif der
TRAF-Interaktionsdoméne in CTARI die As
Prosos, Glnyos und Thrppg jeweils zu Ala (AXAxA)
mutiert wurden; SV40-Promotor/ Enhancer (Kieser
etal., 1999)

LMP1 Mutante Y384G, in der das Tyrosin 384 in
CTAR2 zu Glycin mutiert wurde; SV40-
Promotor/Enhancer (Kieser et al., 1999)
pSV-HA-caoLMP1 mit Y384G (Helmut Kutz und
Arnd Kieser)

LMP1 Mutante PQT>AAA und Y384G in pHEBO
Vektor; SV40-Promotor/ Enhancer (Kieser et al.,
1999)

B95.8 LMPI1 ohne As 371-386 der CTAR2-
Domiéne in pHEBO-Expressionsvektor; SV40-
Promotor/ Enhancer (Nicola Liefold und Arnd
Kieser)

pSV-HA-caoLMP1 mit A371 Deletion (Helmut
Kutz und Arnd Kieser)

chimires Fusionsprotein zwischen den
Transmembrandoménen von LMP1 (As 1-190) und
der zytoplasmatischen Signaldomine (As 223-280)
des CD40 Rezeptors in pHEBO Vektor; SV40-
Promotor/Enhancer (Gires et al., 1997)

chiméres Fusionsprotein zwischen den
Transmembrandoménen von B95.8-LMP1 (As 6-
190) und der zytoplasmatischen Signaldomine (As
206-426) des TNF-Rezeptors 1 in pHEBO Vektor
mit N-terminalem HA-Epitop; SV40-Promotor/

Enhancer (Ferdinand Reicheneder und Arnd
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pSV-HA-caoLMP1-TNFR1

pRKS5-TRAF2 wt

pEGFP-C1

pRK5-myc-hTRADD

pRKS-myc-hTRADD(1-194)

pRKS-myc-hTRADD(194-312)

pRKS5-myc-TRADD796.2994

pGL3-hTRADD-luc

pRK5-HA-JNK 1

Kieser) (Dudziak et al., 2003; Schneider und
Kieser, 2004)

basierend auf pSV-HA-LMP1-TNFR1, bei dem die
Transmembrandominen von B95.8-LMP1 durch
die Transmembrandoménen von cao-LMP1 (Hu et
al., 1991) ersetzt wurden (Helmut Kutz und Arnd
Kieser)

TRAF2 (As 1-501) in Expressionsvektor pRKS;
CMYV Promotor/Enhancer (David Templeton)
modifizierter =~ Expressionsvektor  fir ~ EGFP
(enhanced green fluorescence protein) mit
Neomycin Phosphotransferasegen (Cormack et al.,
1996) (Clontech)

humanes TRADD mit N-terminalem myc-Epitop
in pRKS (Hsu ez al., 1995)

dominant-negative TRADD Mutante (As 1-194),
bei der die Todesdomine deletiert wurde, mit N-
terminalem myc-Epitop in pRKS (Kieser et al.,
1999)

TRADD Mutante (As194-312), bei der der N-
terminale Bereich deletiert wurde, mit N-
terminalem myc-Epitop in pRKS (Kieser et al.,
1999)

TRADD Mutante, bei der die As 296-299 in
Alanin mutiert wurden, mit N-terminalem myc-
Epitop in pRKS (Kieser et al., 1999)
TRADD-Promotor Luziferasekonstrukt, bei dem
der Bereich von Position -390 bis +3214 des
humanen TRADD Lokus mit dem Luziferasegen
verkniipft wurde, in pGL3 Basisvektor (Arnd
Kieser)

c-jun N-terminale Kinase 1 mit N-terminalem HA-
Epitop in pRKS; CMV-Promotor/Enhancer (Ute
Schultheiss)
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pcDNA3-Flag-IKKf3

pCMV-I—KBOC32/36A

pcDNA3.1-p35

p1891

p2282

pGEX-2T

pGEX2T-hTNFR1

pGST-c-jun

pGST-I-xBa

p1768 (3xxB-Luc)

PGK-BGal

I-kBa Kinase B (IKKP) mit N-terminalem Flag-
Epitop in Expressionsvektor pcDNA3 (Jun-Hsiang
Lin, Philadelphia)

I-xBo,, mutiert in As 32 und 36 zu Alanin, in
Expressionsvektor pPCMV (Traenckner et al., 1995)
Bakulovirus Protein  p35 in pcDNA3.1(+)
(Seshagiri und Miller, 1997b)

pBS185 Expressionsvektor fiir Cre Rekombinase-
gen mit CMV-Promotor/Enhancer (Sauer und
Henderson, 1990)

Gentargeting-Vektor mit Hygromycin B Phospho-
transferase, EGFP und Thymidinkinase in einem
pUC18 Derivat (Feederle et al., 2004)

bakterielles Expressionsplasmid fiir die Glutathion-
S-Transferase (GST) mit fac-Promotor fiir
chemische Induktion, MCS (Amersham
Pharmacia)

GST  fusioniert —mit der intrazelluldren
Signaldomine des humanen TNF-Rezeptor 1 (As
206-426) (Arnd Kieser)

GST fusioniert mit der Transaktivierungsdoméne
von c-jun

GST fusioniert mit I-kBa in einem bakteriellen

Expressionsplasmid (Stephan Ludwig)

Luziferase-Reportergenkonstrukt mit minimalem
fos Promoter und drei NF-xB Bindestellen (Bill
Sugden, Madison, USA)
Galaktosidase-Reportergenkonstrukt

unter Kontrolle eines Phosphoglyceratkinase-

promotors (PGK) (Stefan Wagener)
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2.3. Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden bei der Firma Metabion (Miinchen)

synthetisiert. Die Sequenzen sind in 5°— 3~ Richtung angegeben.
Oligonukleotide fiir die Klonierung der TRADD-Gentargeting Vektoren
AK153/0Oligol TRADD-ko

GGGGGGCTCGAGACATGTGCTTCTACCGTTCGTATAGCATACATTATACGAA
GTTATCTCTTGCGGCCGCACGACTGCCGAAGAGCGATATCATTCCATA

AK154/0ligo2 TRADD-ko
GGGGGGCCTGCAGGTTAATTAAGATCGGCCGGCCCGAGATACCGTTCGTAT
AATGTATGCTATACGAAGTTATGGAATGATATCGCTCTTCGGCAGTCGTGC

FS36 GGGGGGGGCCGGCCGGACCTGCTTTGGAGATCAGCCTC
FS37 GGGGGGGTTAATTAAGTGGTGGCTTATGCCTGTAACCTC

RT-PCR Primer

GAPDH 5 Primer GCACCACCAACTGCTTAGCACC

GAPDH 3 Primer GTCTGAGTGTGGCAGGGACTC

FS46/TNFR Isense’ ATTTGCTGTACCAAGTGCCACAAAGGAACC
FS47/TNFR1anti' GTCGATTTCCCACAAACAATGGAGTAGAGC
FS48/TNFR2sense’ GAATACTATGACCAGACAGCTCAGATGTGC
FS49/TNFR2anti' TATCCGTGGATGAAGTCGTGTTGGAGAACG

!iibernommen aus (Aggarwal et al., 1999)

Sequenzierprimer

CMV promotor” CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG
SV40Profor” GCCCCTAACTCCGCCGCCCATCC
SP6* CGATTTAGGTGACACTATAG

T7? TAATACGACTCACTATAGGG

EGFP-Cfor’ AGCACCCAGTCCGCCCTGAGC
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EGFP-Nrev’ CGTCGCCGTCCAGCTC

2 Standardsequenzierprimer der Firma Sequiserve (Miinchen)

FS15/Sequiprimer 2282del.+P2 GACACCCTCATCAGTGCCAAC
FS50/p2282/Hyg-GFP 5'von Hyg CAGCTCTTGTTCGGTCGGC

FS51/p2282/Hyg-GFP in Hyg GACCGATTCCTTGCGGTCCG
FS52/HSV-TK Anfang GATTGCCCGACATTATCGTCG
FS53/HSV-TK Mitte CCACACAACACCGCCTCGACC
FS54/HSV-TK Ende CCTGCTGCAACTTACCTCCGG
siRNA Oligonukleotide

Die TRADD-spezifischen siRNA Oligonukleotide wurden von der Firma Qiagen
(Hilden) synthetisiert.

FS/siRNA1 (20uM), Sequenz aus (Wan et al., 2004)

DNA Zielsequenz AACTGGCTGAGCTGGAGGATG
RNA-Duplex Sequenz sense r(CUGGCUGAGCUGGAGGAUG)A(TT)
RNA-Duplex Sequenz antisense r(CAUCCUCCAGCUCAGCCAG)I(TT)

Kontroll-siRNA, Alexa Fluor 488-gekoppelt (20uM), (Qiagen)

Ziel Sequenz AATTCTCCGAACGTGTCACGT
RNA-Duplex Sequenz sense r(UUCUCCGAACGUGUCACGU)dTdT
RNA-Duplex Sequenz antisense ~ r(ACGUGACACGUUCGGAGAA)dATdT

Kontroll-siRNA (20uM), (Qiagen)

Ziel Sequenz AATTCTCCGAACGTGTCACGT
RNA-Duplex Sequenz sense r(UUCUCCGAACGUGUCACGU)dTdT
RNA-Duplex Sequenz antisense ~ r(ACGUGACACGUUCGGAGAA)ITAT
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2.4. Humane Zelllinien

Akata

BJAB

BL2

BL70

DG75

Jurkat

Raji

HEK?293

HeLa

DG75 Zelllinien

humane, EBV-negative Burkitt-Lymphom Zelllinie
(Shimizu et al., 1994)

humane, EBV-negative Burkitt-Lymphom Zelllinie
(Clements et al., 1975)

humane, EBV-negative Burkitt-Lymphom Zelllinie
(Emanuel et al., 1986)

humane, EBV-negative Burkitt-Lymphom Zelllinie
(Lenoir et al., 1985)

humane, EBV-negative Burkitt-Lymphom Zelllinie
(Ben-Bassat et al., 1977)

humane T-Zell-Leukdmie Zelllinie

(Schneider et al., 1977)

humane, EBV-positive Burkitt-Lymphom Zelllinie
(Pulvertaft und Humble, 1962)

humane, embryonale Nierenepithel Zelllinie, die durch
Expression der Ela und E1b Gene des Adenovirus Typ5
transformiert wurde (Graham et al., 1977)

humane Zervixkarzinom Zelllinie

(Scherer et al., 1953)

Die im folgenden aufgefiihrten DG75 Zelllinien wurden im Rahmen dieser Doktorarbeit

hergestellt.

DG75 Klon 4.53

DG75 Klon 4.53.2

DG75 Klon 4.53.2.9

DG75 Klon mit heterozygotem TRADD"" Lokus vor Cre-
Rekombination

DG75 Klon mit heterozygotem TRADD™" Lokus nach
Cre-Rekombination, entstanden aus Klon 4.53

DG75 Klon mit homozygotem TRADD ™~ Lokus vor Cre-

Rekombination, entstanden aus Klon 4.53.2
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DG75 Klon 9.3

DGT75 Klon 4.53.2.12

DG75 Klon 12.2

DG75 Klon 12.3

DG75 Klon 12.7

DG75 Klon 12.9

2.5. Bakterien

E.coli DH5o

E. coli DH10B

DG75 Klon mit homozygotem TRADD ™ Lokus nach Cre-
Rekombination, entstanden aus Klon 4.53.2.9

DG75 Klon mit homozygotem TRADD ™" Lokus vor Cre-
Rekombination, entstanden aus Klon 4.53.2

DG75 Klon mit homozygotem TRADD ™~ Lokus nach Cre-
Rekombination, entstanden aus Klon 4.53.2.12

DG75 Klon mit homozygotem TRADD ™~ Lokus nach Cre-
Rekombination, entstanden aus Klon 4.53.2.12

DG75 Klon mit homozygotem TRADD ™" Lokus nach Cre-
Rekombination, entstanden aus Klon 4.53.2.12

DG75 Klon mit homozygotem TRADD™" Lokus nach Cre-

Rekombination, entstanden aus Klon 4.53.2.12

F-,  F80lacZAM15, A(lacZYA-argF), U169, recAl,
endAl, hsdR17, (rk-, mk+), phoA, supE44, thi-1,
gyrA96, relAl (Hanahan, 1983)

F-, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), ®80dlacZAMI15,
AlacX74, deoR, recAl, endAl, araD139, A(ara, leu)7697,
galU, galK, A-, rspsL, nup6 (Life Technologies)

2.6. Chemikalien, Enzyme, Gerate und Reagenzien

Alle verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden, wenn nicht gesondert

aufgefiihrt, von Sigma Chemie (Miinchen) oder Merck-Eurolab GmbH bezogen.

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

ECL-Westernblotting Reagenzien, Hybond-C-Nitrozellulosemembran fiir Westernblot,

Hybond-N+-Nylonmembran

fir ~ Southern-Blot,  YP-ATP  (3000Ci/mmol),

GammaBind®Plus Sepharose, Glutathion-Sepharose®4B, Monolaurat (Tween-20),

Rontgenfilme Hybond Hyperfilm fiir ECL und Autoradiographie

Beckman, Palo Alto, USA
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J25 Zentrifuge mit JA-10 und JA-25.50 Rotor, Coulter Particle Counter Z1
(Partikelzidhlgerit)

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Plastik-Reagenzgefdle (Falcon) 15 und 50ml, Zellkulturflaschen, 96-Loch-, 48-Loch-,
24-Loch-,6-Loch-Platten, Zellschaber, FACSCalibur

Berthold GmbH & Co, Wildbad 1

Microlumat LB96P

Biocat GmbH, Heidelberg

Actinomycin D (10mM), Cy5 gekoppeltes Annexin V Apoptosis Detection Kit,
Caspase-Family Inhibitor (z-VAD-fmk), Cycloheximide (100mM)
BioRad, Miinchen

Genepulser 1II, Elektroporationskiivetten, ,, Prestained SDS-Page Standards Low
Range“ und ,, Kaleidoskop “

Branson, USA

Digitaler Sonifikator (Model 250-D)

Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA

Bacto-Agar, Hefeextrakt, Trypton

Eppendorf Geritebau, Hamburg

Kiihlzentrifuge 5415R, 1,5ml und 2ml Plastikreaktionsgefifle, BioPhotometer,
Heizblock, Thermomixer compact

Fuji PhotoFilm Co., Ltd. Japan

Phospholmager Fujix Bioimaging Analyser System (BAS-1000)

Genomed, Bad Oeynhausen

Maxi-Priparations-Kit fiir Plasmidpriparationen (Jetstar)

Gibco BLR, Life Technologies, Eggenstein

Amphotericin B (Fungizone), Fotales Kilberserum, L-Glutamin, Natrium-Pyruvat,
Optimem I, Penicillin, Streptomycin, Trypsin-EDTA (1x), Zellkulturmedium RPMI
1640 und DMEM

Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, USA

Mighty Small IT Gel Elektrophorese Einheit

Invitrogen Life Technologies, Paisley, UK
DNAzol® Reagent, Lipofectamine™2000, 1kb DNA Standard, TA-Cloning-Kit,

SuperScript™III RNase H Reverse Transkriptase,
Kendro Laboratory Products GmbH, Langenselbold
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Heraeus Zentrifuge, Multifuge 3 L-R
Nunc Gmbh, Wiesbaden

Cryotubes 3ml, Impfosen, Plastikpetrischalen, Zellkulturflaschen, Zellkulturschalen
New-England-Biolabs, Schwalbach

Restriktionsenzyme, Vent-DNA-Polymerase, 100bp DNA Standard, “Lambda-DNA-
BstEII Digest Standard”

Qiagen, Hilden

DNA-Gelextraktions Kit, PCR-Reinigungskit, RNAesy RNA Extraktionskit, HPP
siRNA Oligonukleotide FS/siRNA1 und Kontroll-siRNA Oligonukleotide

Roche Diagonistics GmbH, Mannheim
Adenosin-5"-triphosphat (ATP), desoxy Nucleotidtriphosphat-Mix (dNTPS) PCR

Grade, alkalische Schrimpsphosphatase, alkalische Kilberphosphatase, Complete
EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, humanes TNFo, Highprime Mix, Luziferin,
Ribonuclease H

Roth, Karlsruhe

Roti-Block®

Stratagene, Heidelberg

Stratalinker, UV Bestrahlungsgerit
Tropix, Massachusetts, USA

Galacton™-Plus, Emerald™-Losung

Zeiss, Oberkochen

Axiovert 200 Fluoreszenzmikroskop mit hochauflosender Digital-Videokamera

(Hamamats)
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3. Methoden

3.1. Bakterienkultur

3.1.1. Vermehrung und Aufbewahrung von Bakterienkulturen

Bakterien wurden als Suspensionskultur in LB-Medium oder auf LB-Agar-Platten
kultiviert. Bei Selektion auf Antibiotikaresistenz wurde dem LB-Medium das
entsprechende Antibiotikum zugegeben. Ampicillinresistente Klone wurden mit 100
pg/ml  Ampicillin  und kanamycinresistente Klone mit 30 pg/ml Kanamycin
selektioniert. Zur Lagerung von Bakterien iiber lingere Zeitrdume wurde den iiber

Nacht gewachsenen Kulturen 15 % Glyzerin zugesetzt und die Kultur bei —80°C

eingefroren.
LB-Medium: 1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 0,5 % (w/v) NaCl
LB-Agar-Platten: 15 g Bacto-Agar ad 1 1 LB-Medium

3.1.2. Herstellung und  Transformation chemisch  kompetenter
E.coli Bakterien

Die Herstellung transformationskompetenter E.coli Stimme DH5a und DH10B erfolgte
nach dem Protokoll von Hanahan (Hanahan, 1983). Zu einem Aliquot (200 ul) dieser
Bakterien wurden ganze Ligationsansitze bzw. ca. 10 pg Plasmid-DNA und 7 ul
DMSO pipettiert und fiir zwei Minuten bei 42°C in einem Thermoheizblock inkubiert.
Die transformierten Ligationsansidtze wurden daraufhin in 5 ml SOC-Medium fiir 30
min bei 37°C kultiviert. Nach Sedimentation wurden die Bakterien in ca. 200 ul
verbleibendem SOC-Medium resuspendiert und mit einem Glasspatel auf LB-
Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C

kultiviert.

Die kommerziell erhéltlichen, transformationskompetenten Bakterien TOP10 und

INFoF” der Firma Invitrogen wurden nach dem Protokoll des Herstellers transformiert.
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TEB-Puffer: 10 mM K-Mes (pH 6,2), 50 mM CaCl,, 45 mM MnCl,,
100 mM RbCl

SOB-Medium : 2 % Bacto-Trypton, 0,5 % Bacto-Hefeextrakt, 2,5 mM KCI, 10 mM
NaCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO,

SOC-Medium : SOB-Medium mit 0,2 % (w/v) Glucose

3.2. Zellkultur

3.2.1. Zellkulturbedingungen

Alle humanen Zelllinien wurden in einem Inkubator bei 37°C und einer 5 %igen CO,
Atmosphire kultiviert. Dem Kulturmedium RPMI 1640 wurden 10 % fotales Kilber-
serum (FKS), I mM L-Glutamin, 50 pg/ml Streptomycin, 50 IE/ml Penicillin, 1 UG/ml
Amphotericin B (Fungizone) und 1 mM Natriumpyruvat zugegeben (RPMI
Vollmedium). DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) wurden 10 % fotales
Kilberserum, 1 mM L-Glutamin, 50 pg/ml Streptomycin, 50 IE/ml Penicillin und 1
UG/ml Amphotericin B (Fungizone) zugegeben (DMEM Vollmedium).

3.2.1.1. Adhirent wachsende Zelllinien

Die humane Zervixkarzinom-Zelllinie HeLLa wurde in DMEM Vollmedium kultiviert.
Alle zwei bis drei Tage wurden die Zellen 1:10 verdiinnt und in neuen Kulturgefifen
ausgesit. Die humane embryonale Nierenepithel-Zelllinie HEK293 wurde in RPMI
Vollmedium kultiviert. Die Verdiinnung der dicht gewachsenen Kultur erfolgte analog

zu den Hela Zellen.

3.2.1.2. Suspensionszelllinien

Die Zelllinien BL2, BJAB, DG75, Jurkat und Raji wurden in RPMI Vollmedium
kultiviert. Alle drei bis vier Tage wurden die Zellen zwischen 1:2 und 1:10 in frischem

Kulturmedium verdiinnt.
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3.2.1.3. Bestimmung der Zellzahl in Kultur

Zur Bestimmung der Zellzahl im Kulturmedium, wurde ein Partikelzédhler
(CoulterCounter™ Z1) verwendet. HelLa Zellen wurden bei einem Ausschluss-
durchmesser von 8 nm und alle Suspensionszelllinien bei einem Ausschlussdurchmesser
von 5 nm gezihlt. Dazu wurden jeweils 100 ul der Zellsuspension in 10 ml isotonen
,,CoulterCounter* Puffer gegeben und gut gemischt. Das Messgerit gibt bei Einstellung
des Faktors 100 die Zellzahl pro Milliliter an.

3.2.2. Aufbewahrung von Zellen (iber ldngere Zeitrdume

Um Zellen iiber lingere Zeitraume aufzubewahren, wurden 1-2x 107 Zellen in 1,5 ml
Einfriermedium (DMEM oder RPMI mit 25 % FKS und 7,5 % DMSO) bei —80°C
eingefroren. Um eine langsame Abkiihlung zu gewdhrleisten, wurden die

Zellsuspensionen in 2 ml Cryotubes (Nunc-Crytube™) transferiert und in einem

speziellen Einfriercontainer (Nalgene™Cryo 1°C Freezing Container), der Isopropanol
enthilt, bei —80°C eingefroren. Der verwendete Einfriercontainer gewdhrleistet eine
Abkiihlgeschwindigkeit von —1°C pro Minute. Zellen, die zur Langzeitlagerung
bestimmt waren, wurden spdtestens nach 1 bis 2 Wochen von -80°C in fliissigen
Stickstoff iiberfiihrt. Das Auftauen eingefrorener Zellen wurde in einem 37°C warmen

Wasserbad durchgefiihrt.

3.2.3. Elektroporation humaner Zelllinien

Die humanen Burkitt-Lymphom Zelllinien BL2, BJAB und DG75 und die humane T-
Zell-Leukdmie Zelllinie Jurkat wurden mittels Elektroporation transfiziert. Dazu
wurden die Zellen (5x 10° bis 1x 10’ Zellen) in 250 ul Vollmedium mit 10 bis 20 pg
Plasmid-DNA in einem 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefidl gemischt und fiir ca. 10 min
inkubiert. Darauthin wurde der Mix aus Zellen und Plasmid-DNA mit einer 1000 ul
Gilson Pipette vorsichtig und ohne Schaumbildung gemischt und anschlielend in eine 4
mm Elektroporationskiivette (Biorad, Peqlab) iiberfiihrt. Um den Einfluss der
Materialeigenschaften der Kiivetten auf die Transfektionseffizienz und Uberlebensrate
der Zellen zu minimieren, wurde fiir transiente Transfektionen fiir jeden Ansatz dieselbe

Elektroporationskiivette verwendet. Zwischen den einzelnen Transfektionsansitzen
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wurde die Kiivette mit Wasser ausgespiilt. Bei Transfektionen zur Etablierung stabiler
Zelllinien oder zur Herstellung von 7TRADD™~ Klonen wurden sterile
Elektroporationskiivetten verwendet. Dadurch sollten Kontaminationen der Kulturen
mit Bakterien oder Pilzen verhindert werden. DG75 Zellen wurden, wenn nicht anders
aufgefiihrt, bei 240 V und 975 pF, BJAB und Jurkat Zellen bei 180 V und 975 pF im
Biorad Genepulser II elektroporiert. Nach der elektrischen Entladung wurden sofort 400
ul FKS in die Elektroporationskiivette pipettiert und der gesamte Ansatz in 5 ml

Vollmedium in eine 6-Loch-Platte tiberfiihrt und im Brutschrank bei 37°C kultiviert.

3.2.4. Transfektion von siRNA Oligonukleotiden in HeLa Zellen

Um TRADD-spezifische siRNA bzw. Kontroll-siRNA Oligonukleotide in HeLLa Zellen
zu transfizieren, mussten zuvor die Transfektionsbedingungen optimiert werden. Dazu
wurden zweil Transfektionsreagenzien, RNAifect (Qiagen) und Lipofectamine2000™
(Invitrogen), getestet. Um eine moglichst hohe Transfektionseffizienz zu erreichen,
wurde in einer Reihe von Transfektionen das beste Verhiltnis zwischen siRNA
Konzentration, Volumen des Transfektionsreagenzes und Anzahl an transfizierten
Zellen ermittelt. Dafiir wurden Alexa-Fluor 488 gekoppelte siRNA Oligonukleotide
(sieche Abschnitt 2.3.) transfiziert, bei denen man die Transfektionseffizienz direkt unter
dem Fluoreszenzmikroskop iiberpriifen kann (siehe Abschnitt 4.5.1.). Es wurde ein
optimiertes Transfektionsprotokoll erstellt, mit dem wie im folgenden beschrieben,

TRADD-spezifische siRNA Oligonukleotide in HeLLa Zellen transfiziert wurden.

Um eine maximale Reduktion der TRADD Proteinexpression fiir die in Abschnitt 4.5.
beschriebenen Experimente zu erreichen, wurden TRADD-spezifische siRNA
Oligonukleotide zweimal an aufeinander folgenden Tagen mit Lipofectamine2000™
(Invitrogen) in HeLa Zellen transfiziert. 48 h nach der zweiten Transfektion wurden die

weiteren Experimente durchgefiihrt.

Zur Transfektion von siRNA Oligonukleotiden in HeLLa Zellen wurden die Zellen zwei
Tage vor der ersten Transfektion in 6-Loch-Platten (1 bis 2x 10° Zellen pro Loch)
ausgesit. Die Zellen brauchen ausreichend Zeit, um gut an der Oberfliche der
Kulturgefde zu adhirieren. Dies verhindert ein Ablosen und Absterben der Zellen

wihrend der Behandlung mit der Transfektionsreagenz. Zur Transfektion wurden
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jeweils 96 ul Optimem I Medium (Invitrogen) mit 4 ul Lipofectamine2000™ und 85 pl
Optimem I mit 15 pl siRNA Losung (20 uM) in FACS Rohrchen (Becton Dickinson)
gemischt. Die Losungen wurden nach 5 min vereinigt und fiir 20 min bei RT zur
Bildung eines siRNA-Liposomenkomplexes inkubiert. Nach Komplexbildung wurden 2
ml Optimem I Medium zugegeben, und die Losung vorsichtig auf die Zellen, die zuvor
einmal mit PBS gewaschen wurden, getropft. Die Zellen wurden fiir vier Stunden im
Brutschrank bei 37°C mit dem Transfektionsgemisch inkubiert. Danach wurde das
Transfektionsgemisch abgenommen, durch 2 ml frisches DMEM Vollmedium ersetzt
und die Zellen im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO, Atmosphire kultiviert. Dieselbe
Prozedur wurde nach 24 Stunden wiederholt. Nach weiteren 24 Stunden wurden die
transfizierten Zellen mit Trypsin-EDTA (1x) von den 6-Loch-Platten abgel6st und in
die entsprechenden KulturgefiBBe (24-Loch- oder 6-Loch-Platten) in der fiir die
folgenden Experimente benotigten Zelldichte neu ausgesidt. Nach weiteren 24 Stunden

wurden TNFa Stimulationsexperimente durchgefiihrt.

3.2.5. Durchflusszytometrie (FACS-Analysen)

Zur Differenzierung zwischen toten und lebenden Zellen in transienten Zelltod-
experimenten (siche Abschnitt 4.2. und 4.4.3.) wurden die transfizierten B- oder T-
Zellen geerntet, sedimentiert (1200 Upm, 5 min, 20°C), einmal in PBS gewaschen und
in 1 ml PBS mit 3 % FKS und 0,5 pg Propidiumiodid (PI) resuspendiert (Belloc et al.,
1994). Die Zellen wurden nach 5 min an einem FACSCalibur (Becton Dickinson) fiir 1
min bei mittlerer Durchflussgeschwindigkeit (entspricht hier einem analysierten
Volumen von 44 ul) auf GFP Expression (Kanal FL1) und PI Firbung (Kanal FL3)
analysiert. Es wurden sowohl lebende als auch tote Zellen im FACS gemessen und
gespeichert. Dabei wurde zum Ausschluss kleiner subzelluldrer Fragmente eine
Ausschlussgrenze im ,,forward scatter von 108 in einer 1024 Kanalskala eingestellt.
Es ist entscheidend, dass innerhalb des Experimentes alle Einstellungen am FACS Geriit

beibehalten werden.

Zur Analyse apoptotischer HelLa Zellen nach TNFa Stimulierung (siehe Abschnitt
4.5.3.) wurden die Zellen von der Kulturplatte mit Hilfe von Trypsin abgelost, einmal in
PBS gewaschen und in 300 pl Annexin V-Testpuffer mit 3 ul Cy5 gekoppeltem
Annexin V (Biocat, Heidelberg) und 0,5 pg/ml PI resuspendiert. Nach 5 min Inkubation
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im Dunklen wurden die Annexin V und PI gefirbten Zellen an einem FACSCalibur
(siehe oben) auf Annexin V positive und PI negative Zellen (AnnexinV+/PI- Zellen)
analysiert. Die Auswertung der Daten wurde mit dem Programm Cellquest Pro™ der

Firma BD Biosciences Pharmingen durchgefiihrt.

3.3. DNA-Arbeitstechniken

3.3.1. Plasmid-Schnellaufreinigung

Die Plasmidpréparation erfolgte nach einer modifizierten ,,Boiling Method*“ von Holmes
(Holmes und Quigley, 1981). 1,5 ml einer Bakterien-Ubernachtkultur wurden in einem
1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefi sedimentiert (30 sec., 13000 g, RT). Die Uberstinde
wurden quantitativ abdekantiert und das Zellsediment in 250 pul M-Sted Lysepuffer mit
7 ul Lysozymldsung (10 mg/ml) resuspendiert. Nach 5 min Inkubation bei RT wurden
zur Denaturierung der bakteriellen, genomischen DNA die Reaktionsgefif3e fiir 2 min in
ein Sandbad mit 100°C gesteckt. Danach wurden die Ansitze fiir 5 min auf Eis
abgekiihlt und fiir 15 min bei 13000 g abzentrifugiert. Die Uberstinde enthielten die

gewiinschte Plasmid-DNA, die zur Restriktionsverdauung verwendet werden konnte.

M-Sted Lysepuffer: 0,5 % Triton X-100, 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 5 % (w/v) Sucrose,
25 mM EDTA (pH 8,0)

3.3.2. Préaparative Plasmidaufreinigung

Die priparative Plasmidaufreinigung im Maxi-MalBstab erfolgte mit Hilfe von DNA-

Adsorptionssidulen entsprechend den Angaben des Herstellers (Genomed, Qiagen).

3.3.3. Sonstige DNA-Arbeitstechniken

Die Anwendung gingiger DNA-Arbeitstechniken, wie z.B. enzymatische
Restriktionsanalyse, Auftrennung und Gewinnung von DNA-Fragmenten aus
Agarosegelen, Phenolextraktion, Ethanolprizipitation, Konzentrationsbestimmung im
Spektralphotometer, Dephosphorylierung und Phosphorylierung von DNA-Enden mit
alkalischer Phosphatase bzw. Polynukleotidkinase, Ligierung freier DNA-Enden, etc.
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erfolgte in enger Anlehnung an Standardprotokolle (Sambrook et al., 1989). Spezielle
DNA-Arbeitstechniken, die fiir die Erzeugung der TRADD ™~ Zelllinien angewandt und

zum Teil optimiert wurden, werden gesondert in Abschnitt 3.6. aufgefiihrt.

3.4. RNA-Arbeitstechniken

3.4.1. Isolierung gesamtzellularer RNA

Die Isolierung von RNA aus Zellkulturzellen erfolgte mit dem ,,RNeasy Mini Kit* der
Firma Qiagen. Alle Puffer und Losungen sind Bestandteil des Kits. Die Prédparation

erfolgte nach Anleitung des Herstellers.

3.4.2. Reverse Transkription zellularer RNA

Von der isolierten gesamtzelluliren RNA (sieche Abschnitt 3.4.1.) wurde 1 pg zur
reversen Transkription (RT-Reaktion) in komplementire DNA (cDNA) verwendet. Die
RT-Reaktion wurde mit der Superscript III RNase H Reverse Transcriptase

(Invitrogen) nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt.
Um den TNF-R1 und TNF-R2 Status in den Kandidatenzelllinien zu bestimmen, wurde
mit der cDNA aus der reversen Transkription (siehe oben) eine PCR mit TNF-R1- und

TNF-R2-spezifischen Primern (sieche Abschnitt 2.3.) durchgefiihrt.

Folgendes PCR Programm wurde angewendet:

Ix 5 min 95°C
45 sec 95°C

32x 45 sec 55°C
1 min 72°

1x 10 min 72°C
0 4°C
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3.5. Protein-Arbeitstechniken

3.5.1. Immunoblot-Analyse

Je nach experimentellem Ansatz wurden ca. 1x 10° bis 1x 10’ Zellen in entsprechenden
Mengen TBST-Lysepuffer mit Protease- und Phosphataseinhibitoren fiir 15 min auf Eis
lysiert. Die unloslichen Zellbestandteile wurden durch Zentrifugation (10 min, 13000 g,
4°C) abgetrennt. Die losliche Fraktion wurde in ein frisches 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefidl3 iiberfithrt. Zur Denaturierung der Proteine wurden die Lysate im
Verhiltnis 1:4 mit 4x Laemmli-Puffer versetzt und fiir 5 min bei 95°C erhitzt.
Anschlieend wurden die Proteine durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) bet 35 mA auf 12,5 %igen SDS-Gelen nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt. Als Molekulargewichtsstandard dienten ,,prestained molecular weight
standards“ der Firmen Sigma oder Biorad. Nach der elektrophoretischen Auftrennung
wurden die Proteine mit Hilfe eines fliissigen Elektrotransfer-Verfahrens aus dem Gel
auf eine Hybond-ECL-Nitrozellulosemembran (Amersham Pharmacia) transferiert. Der
Transfer erfolgte in einem Transferpuffer bei 100 V fiir 36 min. Nach dem Transfer
wurden die Membranen fiir ca. 1 h in TBS mit 5 % (w/v) Magermilch und 0,02 % (w/v)
Natriumazid oder bei der Verwendung phosphospezifischer Antikorper in Roti-Block®
(Carl Roth) geschwenkt. Dies dient zur Absittigung unspezifischer Proteinbindestellen.
AnschlieBend wurden die Membranen iiber Nacht bei 4°C in TBS mit 5 % w/v
Magermilchpulver und 0,02 % (w/v) Natriumazid mit den primédren Antikorpern in
entsprechender Verdiinnung (meist 1:1000) inkubiert. Phosphospezifische Antikorper
wurden in Roti-Block® inkubiert. Nach Inkubation iiber Nacht wurden die Membranen
dreimal mit TBS und 1 % Tween-20 gewaschen und danach fiir 1 h mit
Sekundirantikorper (Verdiinnung 1:3000) inkubiert. Da die Sekundérantikorper mit
Meerrettich-Peroxidase gekoppelt sind, darf in dem Inkubationspuffer (TBS mit 5 %
w/v Magermilchpulver) kein Natriumazid sein, da Natriumazid die Meerrettich-
Peroxidase inaktiviert. Danach wurden die Membranen dreimal fiir 10 min mit TBS und
1 % Tween-20 gewaschen, fiinfmal kurz mit deionisierten Wasser gespiilt und mit

Verstarker-Chemolumineszenz (ECL, Amersham Pharmacia) entwickelt.

Um die Membranen mit einem weiteren Primirantikérper zu firben, wurden alle

gebundenen Antikorper wieder entfernt. Dies erfolgte durch Inkubation der Membran in
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50 ml eines ,,Stripping-Puffers* bei ca. 65°C. Nach dreimaligem Waschen der Membran
in TBS und 1 % Tween-20 und erneutem Blocken der Membran konnten die

Immunoblots erneut mit einem anderen Primérantikorper inkubiert werden.

TBS: 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1| mM EDTA
TBST-Lysepuffer: 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA (pH 8,0),
1 % Triton X-100

Protease- und Phosphataseinhibitoren wurden immer frisch zugeben:
I mM PMSF, 0,5 mM B-Glyzerophosphat, 0,5 mM Natriumortho-
vanadat, 0,5 mM Natriumfluorid, 0,5 mM Natriummolybdat

Laemmli-Puffer (4x): 100 mM Tris-HCI (pH 6,8), 4 % SDS, 20 % Glyzerin, 0,2 % (w/v)
Bromphenolblau; 0,1 M DTT (frisch zugeben)
Sammelgel-Mix (400 ml): 307 ml H,O, 60 ml 30 % Polyacryamid, 25 ml 2 M Tris-HCl

(pH 6,8), 4 ml 10 % (w/v) SDS, 4 ml 0,5 M EDTA
pro Gel: 2 ml Sammelgel-Mix + 28 ul APS + 8 ul TEMED

12,5 % SDS-Trenngel (100 m): 41 ml H,0O, 41,6 ml 30 % Polyacrylamid, 16,6 ml 2 M Tris-HCI (pH
8,9), 666 ul 0,5 M EDTA + 530 ul APS, 50 ul TEMED

Einlegelosung fiir SDS-Gele: 83,3 ml 2 M Tris-HCI (pH 8,9), 3,3 ml 0,5 M EDTA, 413,4 ml H,O
SDS-Laufpuffer (1x): 30 g Tris, 144 g Glyzin, 100 ml SDS (10 %); ad 1 1 H,O
Transferpuffer (10x): 30 g Tris-OH, 95 g Glyzin; ad 1 1 H,O

Waschlosung: 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1 % Tween-20
Blocklsung: 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl,

5 % (w/v) Magermilchpulver
Stripping-Puffer: 125 mM Tris-HCl (pH 6,8), 10 % (w/v) SDS, 10 mM DTT

3.5.2. Immunkomplex-Kinaseversuch

Die Methode wurde adaptiert von Kieser (Kieser, 2001) und wie im Folgenden

beschrieben durchgefiihrt.

3.5.2.1. Immobilisierung von a-HA-Epitop Antikorpern an Protein G-Sepharose

Kiigelchen

Protein G-Sepharose Kiigelchen (80 pl, Amersham Pharmacia) in Ethanol wurden
dreimal in TBS gewaschen. 200 ug o-HA Antikorper 3F10 (Roche) wurden in 500 pl
PBS mit 4 % (w/v) Saccharose und 0,02 % (w/v) Natriumazid gelost. Nach Zugabe des
gelosten Antikorpers zu der Protein G-Sepharose wurde der Ansatz fiir 2 h bei 4°C

gedreht. Nachdem die Antikdrper an die Protein G-Sepharose Kiigelchen
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(GammaBind®, Amersham Pharmacia) gebunden hatten, wurden sie prézipitiert (1 min,
4°C, 13000 g), dreimal mit TBST-Lysepuffer gewaschen und in 1,2 ml PBS mit 4 %
(w/v) Saccharose und 0,02 % (w/v) Natriumazid aufgenommen. Die so immobilisierten

Antikorper konnen fiir mehrere Monate bei 4°C gelagert werden.

3.5.2.2. Immunprazipitation von HA- oder Flag- fusionierten Proteinen aus

Zelllysaten

Fiir Inmunkomplex-Kinaseversuche wurden je Ansatz 5x 10° Zellen transient mittels
Elektroporation transfiziert (siehe Abschnitt 3.2.3.). Nach ca. 20 h Inkubation wurden
die Zellen in 400 ul TBST-Puffer lysiert und klare Zelllysate durch Zentrifugation
(20 min, 13000 g, 4°C) hergestellt. Da viele LMP1-Derivate durch ihre Lokalisation in
der Zellmembran nach der Zelllyse und Prizipitation im Sediment zu finden sind,
konnen diese nur noch teilweise in den klaren Zelllysaten nachgewiesen werden.
Deshalb wurden zum Nachweis der Proteinexpression transfizierter Gene vor der
Zelllyse ca. 10 % der Zellen direkt in 1x Laemmli-Puffer fiir 5 min bei 95°C erhitzt. Zur
Immunprizipitation der HA- bzw. Flag-fusionierten Kinasen wurden die klaren
Zelllysate tiber Nacht bei 4°C mit 20 ul a-HA 3F10 Antikorper gekoppelten Protein G-
Sepharose Kiigelchen (siehe oben) bzw. in Gegenwart von 5 ul GammaBind®
Sepharose Kiigelchen und 4 ug ungekoppeltem Anti-Flag (M2) Antikorper gedreht. Die
Immunprizipitate wurden je zweimal mit TBST-Lysepuffer und Kinasereaktionspuffer

gewaschen und auf ein Volumen von ca. 30 ul in Kinasereaktionspuffer eingestellt.

Zur Bestimmung der Kinaseaktivitdt wurde im Anschluss eine in vitro Inmunkomplex-
Kinasereaktion mit radioktivem 7—32P—ATP durchgefiihrt. Die relative Kinaseaktivitit
der untersuchten Kinasen wurde anhand der Substratphosphorylierung bestimmt, da
durch die Enzymaktivitit der Kinase das radioaktive 'y—3zPh0sphat des in den
Reaktionsansitzen enthaltenen Y—”P—ATP auf ein Substrat tibertragen wird. Fiir JNK1
Kinasereaktionen wurde als Substrat die in E.coli exprimierte, mit Glutathion-S-
Transferase (GST) fusionierte Transaktivierungsdomine von c-jun (GST-c-jun)
verwendet (siehe Abschnitt 2.2.). Fir IKKP Kinasereaktionen wurde in E.coli
exprimiertes, GST fusioniertes [-kBo (GST-I-kBa) verwendet (Expression und
Aufreinigung der Substrate in E.coli, sieche Abschnitt 3.5.3.). Zum Starten der

Kinasereaktion wurde der immunprizipitierten Kinase ein Reaktionsmix aus 10 ul
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Kinasereaktionspuffer mit 5uCi -’P-ATP (3000Ci/mmol) und ca. 2pg GST-
fusioniertem Substrat zugegeben und fiir 30 min bei 30°C inkubiert. Die
Kinasereaktionen wurden durch Zugabe von 12 ul 4x Laemmli-Puffer und sofortiges
Erhitzen auf 95°C fiir 5 min gestoppt. Nach Auftrennung der Proteine auf einem
12,5 %igen SDS-Gel und Tranfer auf eine Hybond-ECL-Membran wurden die
radioaktiven Membranen autoradiographiert und mit Hilfe eines Fuji BAS 1000

Phosphoimagers quantifiziert.

Kinasereaktionspuffer: 20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM MgCl,, 20 mM NacCl, 1 uM DTT,
2 uM ATP

3.5.3. Expression von GST-Fusionsproteinen in E.coli

Am Vortag der Proteinpréaparation wurde eine 100 ml Vorkultur (LB-Medium mit 100
png/ml Ampicillin) der entsprechenden Glutathion-S-Transferase (GST)-Fusionsprotein
(GST-c-jun, GST-I-kBa, GST-TNR1, GST) exprimierenden Bakterien angesetzt. Am
folgenden Tag wurden 400 ml LB-Medium mit 8 ml der Vorkultur angeimpft und bis zu
einer ODgop von ca. 0,6 bis 0,8 bei 37°C geschiittelt. Bei Erreichen der richtigen
Bakteriendichte wurde die Proteinexpression mit 400 ul 0,2 M IPTG induziert, und die
Bakterien bei 30°C fiir vier bis fiinf Stunden geschiittelt. Daraufthin wurde die
Bakterienkultur zentrifugiert (3000 Upm, 10 min, 4°C) und das Zellsediment in 10 ml
PBST-Lysepuffer mit einer Spatelspitze Lysozym aufgenommen. Das Zelllysat wurde
fir 5 min auf Eis gestellt und darauthin dreimal fiir 15 sec sonifiziert, zentrifugiert
(19000 Upm, 10 min, 4°C) und der Uberstand abgenommen. Zur Aufreinigung der
GST-Fusionsproteine wurde das Zelllysat iiber Nacht mit gewaschenen Glutathion-
Sepharose 4B Kiigelchen (siehe Anleitung des Herstellers, Amersham Pharmacia)
inkubiert, am nédchsten Tag dreimal mit PBST-Lysepuffer gewaschen und dreimal mit je

250 pl Elutionspuffer eluiert. Die drei Eluate wurden vereinigt.

Elutionspuffer: 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 % Triton-X 100, 10 mM Glutathion
PBST-Lysepuffer: PBS + 1 % Triton-X100, 0,01 M DTT (Frisch zugeben)
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3.5.4. GST-Koprazipitationsversuche

Um mit der Signaldoméne von TNF-R1 interagierende Proteine nachzuweisen, wurden
Koprizipitationen mit GST-TNFR1 durchgefiihrt. Das GST-TNFR1 Fusionsprotein,
eine Fusion zwischen der zytoplasmatischen Signaldomine des TNF-R1 und GST,
wurde wie in Abschnitt 3.5.3. beschrieben in E.coli exprimiert und an Glutathion-
Sepharose 4B Kiigelchen (Amersham Pharmacia) gebunden. Das immobilisierte GST
bzw. GST-TNFR1 wurde iiber Nacht mit klaren RIPA Zelllysaten von je 1x 10® DG75
wt bzw. DG75 TRADD ™~ Zellen inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Kiigelchen
sedimentiert (1 min, 13000 g, 4°C) und je dreimal in RIPA-Lysepuffer und PBS
gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Kiigelchen erneut sedimentiert,
auf ein Gesamtvolumen von ca. 30 ul in PBS eingestellt und mit 12 pl 4x
Laemmlipuffer fiir 5 min bei 95°C erhitzt. Die an die Signaldoméne des TNF-R1 bzw.
GST gebundenen Proteine wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, und es wurden
Immunoblot Analysen mit TRADD- und TRAF2-spezifischen Antikdrpern
durchgefiihrt (sieche Abschnitt 4.6.1.).

RIPA-Lysepuffer: 1 % (w/v) NP40, 0,5 % (w/v) DOC, 0,1 % (w/v) SDS, 0,15 M NaCl,
5 mM EDTA (pH 8,0), 50 mM Tris-HCI (pH 8,0)

3.5.5. Isolierung , lipid raft”“ assoziierter Proteine

Zur Isolierung von mit ,lipid rafts* assoziierten Proteinen aus DG75 Zellen wurden die
entsprechenden Konstrukte (siche Abschnitt 4.6.2.) in 1x 10’ Zellen mittels
Elektroporation transfiziert und die Zellen 24 h nach Transfektion geerntet, einmal in
PBS gewaschen und in 380 pul TXNE-Lysepuffer lysiert. Die Zelllysate wurden durch
mehrmaliges auf- und abpipettieren homogenisiert und 30 min auf Eis inkubiert. Nach
Inkubation auf Eis wurden die Lysate nochmals homogenisiert und mit 520 pl
Optiprep™ (Progen) und Proteaseinhibitoren (Complete-Mini Proteaseinhibitoren-
cocktail-EDTA frei; 1 Tablette auf 10 ml Optiprep™; Roche) gemischt. Die Mischung
wurde auf den Boden eines 10x60 mm Zentrifugen-Rohrchens (PA, thinwall, 4,4 ml,
Drol Laborgerite) gegeben und vorsichtig mit 2,5 ml 30 % Optiprep™ in TXNE-
Lysepuffer und danach mit 0,6 ml TXNE-Lysepuffer iiberschichtet. Die Ansitze
wurden daraufthin in einem SW 60 Ti Beckman Rotor bei 160000 g (entspricht
39000 Upm) und 4°C fiir 4 h ultrazentrifugiert. Die ,./ipid rafts* sind an der oberen



Methoden 58

Interphase als weille Flocken sichtbar. Nach der Zentrifugation wurden von oben acht
Fraktionen von je 500 pl abgenommen. In Fraktion 2 befinden sich die mit ,, lipid rafts“
assoziierten Proteine. Je 1 pl der Fraktionen wurde auf eine Hybond ECL
Nitrozellulosemembran getropft und mit der HRP-gekoppelten Choleratoxin
Untereinheit B (CTB-HRP; Sigma) zum Nachweis der Raftfraktion iiber Nacht
inkubiert. Der Rest der Fraktionen wurde mit 167 pl 4x Laemmlipuffer bei 95°C fiir 5
min erhitzt. Die Lysate wurden anschlieend fiir den Nachweis entsprechender Proteine
auf einem 12,5 % SDS-PAGE aufgetrennt. (Diese Experimente wurden in

Kollaboration mit Cinthia Brisefio aus unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrt.)

TXNE-Lysepuffer: 25 mM Tris-HCI (pH 7,4), 150 mM NaCl, 5 mM EDTA,
0,5 % Triton X-100, Complete-Mini Proteaseinhibitoren-cocktail-
EDTA frei

3.5.6. Luziferase-Reportergen Versuche

Um eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB nachzuweisen, wurden DG75wt
und DG75 TRADD ™~ Zellen mit Expressionsvektoren fiir LMP1 und LMP1-TNFR1
zusammen mit einem Luziferase-Reportergenkonstrukt (3xkB-Luc) und einem [3-
Galaktosidase-Reportergenkonstrukt (PGK-B-Gal) transfiziert. In dem Plasmid 3xkB-
Luc steht das Luziferasegen (Gliihwiirmchenluziferase) unter Kontrolle eines
minimalen c-fos-Promoters, der drei NF-«kB Bindestellen enthdlt. Das J-
Galaktosidasegen steht unter Kontrolle eines Phosphoglyceratkinase (PGK) Promoters,
der nicht durch NF-xB Signale beeinflusst wird und somit als Transfektionskontrolle
zur Standardisierung diente. Vierundzwanzig Stunden nach Transfektion wurden die
Zellen geerntet, einmal in kaltem PBS gewaschen und in 150 pl Extraktionspuffer
resuspendiert. Die Suspensionen wurden umgehend bei —80°C fiir 30 min tiefgefroren,
auf Eis wieder aufgetaut und die Zelltriimmer durch Zentrifugation abgetrennt (13000 g,
10 min, 4°C). Der Nachweis der Luziferaseaktivitit und der P-Galaktosidaseaktivitit
erfolgte in entsprechendem Testpuffer unter Verwendung eines Injektor-Luminometers
(Microlumat LB96P). Zur Messung der Luziferaseaktivitit wurden 10 ul des Lysates in
150 pl Luziferase-Testpuffer verdiinnt. Im Luminometer wurde durch automatische
Injektion von 50 ul Luziferin nach 10 Sekunden Inkubationszeit die Lichtemission
gemessen. Die Auswertung erfolgte durch das Programm EG&G Berthold Winglow.

Zur Standardisierung wurde zusitzlich die B-Galaktosidaseaktivitdt bestimmt. Dazu
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wurden 5 pl Zelllysat in 75 ul Galacton-Plus™-Losung als chemolumineszentes [3-
Galaktosidasesubstrat verdiinnt und fiir 30 min inkubiert. Danach erfolgte die Messung
im Luminometer nach automatischer Zugabe von 50 ul Emerald™-Losung. Die
Emerald-Losung dient als Chemolumineszenz-Verstirker, damit auch kleinste Mengen
an B-Galaktosidaseaktivitdt gemessen werden konnen. Die Werte der Luziferaseaktivitit
wurden auf die Werte der B-Galaktosidaseaktivitit bezogen. Diese normalisierten Werte

konnten dann direkt in den unterschiedlichen Ansétzen verglichen werden.

Extraktionspuffer: 100 mM K,HPO, (pH 7,8), 100 mM KH,PO,, 1 mM DTT,
1 % Triton X-100
Luziferase-Testpuffer: 25 mM Glyzylglyzin (pH 7.8), 15 mM MgSOy4 5 mM ATP
Luziferin: Stocklosung: 50 mg d-Luziferin (Roche) gelost in 17,85 ml

0,5 M Tris-HCI (pH 7.5),

Endkonzentration: Stocklosung 1:10 mit H,O verdiinnt

Galacton-Plus™-[6sung: 50 ul 0,01M MgCl,, 500 pl 1 M Na;PO, (pH 8,0), 50 ul Galacton-
Plus™ (Tropix) auf 4,4 ml H,O
Emerald™-Puffer: 1 ml 1 M NaOH, 500 pl Emerald™-Losung (Tropix) auf 3,5 ml H,O

(vor Licht schiitzen!)

3.6. Spezielle Techniken fir das Gentargeting in humanen
B-Zellen (,somatischer knockout”)

3.6.1. Transfektion der TRADD-Gentargeting Vektoren in humane B-Zellen

Die Vektoren pTRADDko.1 und pTRADDko.2 wurden vor der Transfektion in die B-
Zellen (DG75, BJAB, BL2) mit dem Restriktionsenzym BstEII linearisiert. BstEII
besitzt eine einzelne Schnittstelle im Riickgrat beider Vektoren, ohne dass essentielle
Komponenten der Vektoren zerschnitten werden. Durch die Linearisierung des Vektors
wird die Frequenz der homologen Rekombination erhoht. Die linearisierten Vektoren
wurden mit Phenol-Chloroform gereinigt, mit Ethanol gefdllt und in H,O geldst. Zur
Transfektion der DNA in die Zellen wurde die Elektroporation mit einem
GenePulserlI™ der Firma Biorad bei 180 V und 975 pF durchgefiihrt. Es wurden je
Transfektion 1x 10’ Zellen mit 20 pg linearisierter Vektor-DNA elektroporiert.
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3.6.2. Selektion

Bei ortsspezifischer, homologer Rekombination der Gentargeting-Vektoren im TRADD
Lokus der transfizierten Zellen enthalten diese Zellen ein Gen fiir GFP und ein Gen fiir
die Hygromycin B Phosphotransferase. Das HSV-Thymidinkinasegen, das im Riickgrat
der Gentargeting-Vektoren sitzt, bleibt nur bei ortsunspezifischer Integration der
gesamten Vektoren in das Genom der Zellen erhalten. Um Zellklone mit korrekt
homolog rekombinierten TRADD Lokus zu erhalten, wurde auf GFP exprimierende,

Ganciclovir und Hygromycin B resistente Zellen selektioniert.

Nach Elektroporation wurden die Zellen fiir zwei Tage in einem geringen Volumen (ca.
10 ml) RPMI Vollmedium bei 5 % CO, Atmosphédre im 37°C Brutschrank inkubiert.
Am dritten Tag nach der Transfektion wurden die Zellen in verschiedenen Zellzahlen in
96-Loch-Platten ausplattiert. Es wurden Platten mit 0,5x 10%, 1x 10%, 2x 10* bzw. 4x 10*
lebenden Zellen (limitierte Verdiinnung) in 200 pl konditioniertem Medium pro 96-
Loch ausgesit. Diesem speziellen, konditionierten Medium (50 % frisches RPMI
Vollmedium + 50 % frischer, klarer Zellkulturiiberstand einer exponentiell wachsenden
B-Zellkultur der jeweiligen, zu selektionierenden B-Zelllinie; Rezept nach Michael
Pawlita) wurden 400 pug/ml Hygromycin B und 10 uM Ganciclovir zugesetzt. Das
konditionierte Medium verringert den oxidativen Stress, dem die Zellen in geringer
Zellzahl unter Selektion ausgesetzt sind. AuBerdem liefert es zelltypspezifische
Wachstumsfaktoren und Zytokine, die von den Zellen selbst in das Medium abgegeben
wurden. Da die Zellen wéhrend der Selektionsphase nicht mehr gefiittert wurden,
mufBten die ausgesiten 96-Loch-Platten in Frischhaltefolie eingewickelt werden, um so
ein Verdunsten des Mediums zu verhindern. Nach ca. 3 bis 4 Wochen wurden die 96-
Loch-Platten auf auswachsende Einzelzellklone unter dem Fluoreszenzmikroskop
gepriift. Derart selektionierte Einzelzellklone wurden zuerst auf 48-Loch-Platten und
schlieBlich auf 24-Loch-Platten expandiert, wenn eine Vertiefung der 96-Loch-Platte zu
60 bis 80 % bewachsen war. Bei einer Konfluenz von etwa 60 bis 80 % in der 24-Loch-
Platte wurden ca. 2/3 der Zellen entnommen, und genomische DNA fiir die Southern-
Blot Analyse pripariert (sieche Abschnitt 3.6.3.). Die restlichen Zellen wurden bis zum

Ergebnis der Southern-Blot Analyse weiter in 24-Loch-Platten kultiviert.
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3.6.3. Isolierung genomischer DNA aus selektionierten Einzelzellklonen

Zur Gewinnung genomischer DNA aus selektionierten Einzelzellklonen wurde zu
Beginn ein ES-Lysepuffer verwendet. Da die Qualitét der genomischen DNA, die durch
Verwendung des ES-Lysepuffers gewonnen wurde, schlechter Qualitit war, wurde nach
etwa der Hilfte der TRADD-Gentargeting Prozedur im weiteren Verlauf zur Isolierung
der genomischen DNA das Reagenz DNAzol™ (Invitrogen) verwendet. Bet DNAzol™
handelt es sich um eine neuartige Guanidinsalz-Losung, mit der spezifisch genomische
DNA aus Zellen oder Geweben prizipitiert werden kann. Die Anwendung erfolgte nach
dem Protokol des Herstellers. Durch die Verwendung von DNAzol™ konnte
genomische DNA in wesentlich besserer Qualitit als mit dem ES-Lysepuffer gewonnen
werden. Dies spielte speziell bei EcoRI eine entscheidende Rolle, mit dem die

genomische DNA anschliefend fiir die Southern-Blot Analyse verdaut wurde.

ES-Lysepuffer: 10 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM EDTA (pH 8,0),
0,5 % (w/v) Sacrosyl, RNase A (100 mg/ml, 1:1000 eingesetzt)

3.6.4. Southern-Blot Analyse

Genomische DNA wurde mit je 1 upl hochkonzentriertem EcoRI (50 Units/ul)
Restriktionsenzym verdaut. Dies wurde in 100 pl Ansidtzen unter Verwendung des
EcoRI-spezifischen Restriktionsenzympuffers der Firma MBI Fermentas durchgefiihrt.
Die verdaute genomische DNA wurde auf einem 0,7 %igen Agarosegel in 1x TAE
Puffer bei 60 V iiber Nacht elektrophoretisch aufgetrennt. Am néchsten Tag wurde der
DNA-Marker (Lambda DNA-BstEII digest, New England Biolabs) mit Tinte markiert,
und die mit Ethidiumbromid sichtbare DNA im Gel mit einer Polaroidkamera
fotografiert. Um Strangbriiche in die DNA einzufiihren, wurde das Agarosegel fiir
30 min in 0,25 M HCI geschiittelt, danach kurz in H,O gewaschen und fiir 1 h in
Denatpuffer denaturiert. AnschlieBend wurde die aufgetrennte, denaturierte genomische
DNA durch Kapillartransfer fiir ca. 2 h auf eine Hybond N+ Nylonmembran
(Amersham Pharmacia) transferiert (Southern, 1975). Die Nylonmembran wurde
daraufhin kurz in 2x SSC geschwenkt und fiir 1 h in Hybridisierungspuffer nach Church
(Churchpuffer) (Church und Gilbert, 1984) bei 65°C in einer Hybridisierungsflasche
priahybridisiert. Dem Hybridisierungspuffer wurde zuvor 100 ul denaturierte

Lachsspermien-DNA (S min, 95°C, 0,94 mg/ml; Sigma) zugegeben. Die
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Lachsspermien-DNA diente zur Absittigung unspezifischer DNA Bindestellen auf der
Membran. Darauthin wurde die spezifische, radioaktiv markierte Probe (sieche Abschnitt
3.6.5.) zugegeben und iiber Nacht bei 65°C hybridisiert. Am folgenden Tag wurde die
Membran einmal 15 min in Waschpuffer 1 und zweimal 15 min in Waschpuffer 2

gewaschen, getrocknet und bei -80°C autoradiographiert.

Denatpuffer: 1,5 M Na(Cl, 0,5 M NaOH
Churchpuffer: 1 % (w/v) BSA, 400 mM Na,HPO,, 100 mM NaH,PO,,
7 % (w/v) SDS, 1 mM EDTA (pH 8,0)
1x TAE Puffer: 40 mM Tris-HCI (pH 8,0), 5 mM NaAc, | mM EDTA (pH 8,0)
2x SSC: 300 mM NaCl, 30 mM Natriumcitrat
Waschpuffer 1: 2x SSC, 0,1 % SDS
Waschpuffer 2: 0,2x SSC, 0,1 % SDS

3.6.5. Radioaktive Markierung von DNA

Die zur Detektion spezifischer Restriktionsfragmente in der Southern-Blot Analyse aus
Abschnitt 3.6.4. verwendete externe Probe 1 (SP1) und die interne Probe 2 (SP2)
wurden zuvor aus pACYCI184.1012.4 bzw. aus pEGFP-C1 mittels Restriktions-
verdauung isoliert (siche Abschnitt 2.2. und 3.3.3.). SP1 ist ein 835 bp langes Fragment
des TRADD Lokus (Pos. +10198 bis +11033), welches mit Nhel und EcoRI aus
pACYC184.1012.4 geschnitten wurde. SP2 besteht aus einem Teil des GFP Gens und
wurde mit Nhel und BsrGI aus pEGFP-C1 geschnitten und isoliert. Fiir die radioaktive
Markierung einzelstringiger DNA Fragmente wurde die Methode nach Feinberg und
Vogelstein (Feinberg und Vogelstein, 1983) verwendet. Dabei werden Hexanukleotide
zufilliger Sequenz an hitzedenaturierte, einzelstringige DNA gebunden, die als Primer
fiir die Elongation mit Hilfe der Polymeraseaktivitit des Klenow-Fragments dienen. Die
Markierung von ca. 50 ng DNA wurde mit Hilfe des ,,High Prime DNA Labeling Kit“
der Firma Roche nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die nicht eingebauten
radioaktiven Nukleotide wurden iiber eine Sephadex-G-50 Sidule (Nick Column,
Amersham Pharmacia) abgetrennt. Nach kurzer Hitzedenaturierung (5 min. bei 95°C,
S min. auf Eis) wurde die radioaktive Probe direkt in die Hybridisierungslosung

gegeben.
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3.6.6. Cre-Rekombinase Reaktion in DG75 Zellen

Nach der erfolgreichen homologen Rekombination der TRADD-Gentargeting Vektoren
im ersten bzw. zweiten TRADD Allel, miissen die mit loxP Sequenzen flankierten
Selektionsmarker, die Hygromycin B Phospotransferase und GFP, aus dem Genom der
Zellen entfernt werden. Dies wurde durch die transiente Expression der Cre-
Rekombinase und darauf folgende Einzelzellklonierung erreicht. Um Cre transient zu
exprimieren, wurden 10 pg des Cre-Expressionsplasmids p1891 in je 1x 10’ Zellen des
entsprechenden Klons mittels Elektroporation transfiziert. Zwei Tage nach Transfektion
wurden 1, 10, 100 und 1000 Zellen pro 96 Loch in 200 ul RPMI Vollmedium mit PTB
(Brielmeier et al., 1998) ohne Selektionsreagenzien ausgesit. Fiir jede Verdiinnng
wurden drei Platten ausgesit. Nach 3 bis 4 Wochen wurden die 96-Loch-Platten auf
auswachsende, nicht griin fluoreszierende Einzelzellklone gepriift. Auswachsende
Klone wurden darauthin auf 24-Loch-Platten expandiert und mit Zellen dieser Klone

Southern-Blot Analysen mit der Probe SP1 durchgefiihrt.

PTB: Endkonzentration im Medium: 1 mM Natriumpyruvat, 50 uM o-
Thiolglycerol, 20 nM BCS (Bathocuproindisulfonic disodium salt)
(Brielmeier et al., 1998)
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4. Ergebnisse

4.1. Vorbereitende Arbeiten zur Auswahl einer geeigneten
Zelllinie fur das somatische Gentargeting des humanen
TRADD Gens

Das Ziel dieser Doktorarbeit bestand in der Herstellung einer TRADD-defizienten
(TRADD_/ ) humanen B-Zelllinie mit Hilfe von homologer Rekombination, um die
Rolle von TRADD in der Signaltransduktion des zelluliren TNF-R1 und des viralen
LMP1 zu untersuchen. FEine humane B-Zelle ist ein geeignetes und relevantes
Modellsystem zur Untersuchung der Signaltransduktion von TNF-R1 und LMP1, da in
den meisten B-Zelllinien der TNF-R1 exprimiert wird und die humane B-Zelle das
natiirliche Kompartiment der LMP1 Expression darstellt (Lam und Sugden, 2003;
Wajant et al., 2003). Zunidchst musste eine geeignete Zelllinie gefunden werden, die

bestimmte Kriterien erfiillen musste.

Ein wichtiges Kriterium, das die Kandidatenzelllinie erfiillen sollte, ist ein diploider
TRADD Genotyp. Bei der Herstellung einer ,, knockout“ Maus, muss nur das erste Allel
mittels homologer Rekombination in ES-Zellen der Maus targetiert werden (Capecchi,
1989b). Das Zweite Allel wird durch Kreuzung der heterozygoten Miuse entfernt. Im
Gegensatz dazu, muss bei einem ,,knockout* in einer somatischen Zelllinie jedes Allel
einzeln durch homologe Rekombination eines Gentargeting-Vektors im Lokus des zu
deletierenden Gens entfernt werden muss (Sedivy und Dutriaux, 1999).Viele etablierte
Zelllinien besitzen einen partiell polyploiden Genotyp. Mehr als zwei Allele eines Gens
aus einer Zelle zu entfernen, wire sehr zeitaufwendig. Um eine B-Zelllinie mit
diploiden Genotyp des TRADD Gens zu finden, wurden FISH-Analysen (fluorescence
in situ hybridization) in einigen Kandidatenzelllinien mit einer TRADD-spezifischen

Sonde durchgefiihrt (sieche Abschnitt 4.1.1.).

Zweitens sollte die verwendete B-Zelllinie EBV negativ sein, um eine endogene LMP1
Expression in den Zellen auszuschlieBen. Dies konnte sonst bei spiteren
Untersuchungen der LMP1 Signalwege durch transiente Expression von LMP1 bzw.
LMP1 Mutanten einen storenden FEinfluss auf die Experimente haben. Aus diesem

Grund wurden alle EBV positiven B-Zelllinien fiir dieses Vorhaben ausgeschlossen.
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Drittens sollten die B-Zellen nach Moglichkeit vor allem den TNF-R1 und nicht TNF-
R2 exprimieren, um bei der Stimulierung der Zellen mit TNFa auftretende
Mischsignale, verursacht durch TNF-R1 und TNF-R2 prinzipiell auszuschlieBen (siehe
Abschnitt 1.3.3.). Aus diesem Grund wurde der TNF-R1 und TNF-R2 Status in den
Kandidatenzelllinien mittels RT-PCR Analysen untersucht (siehe Abschnitt 4.1.2.).

4.1.1. FISH-Analyse zur Bestimmung des TRADD Genotyps in
Kandidatenzelllinien

Die meisten im Labor verwendeten Zelllinien wurden aus transformierten bzw.
immortalisierten Zellen generiert und haben oft einen polyploiden Genotyp (siehe

http://www.dsmz.de/). Zudem sind sie genetisch oft instabil.

Um eine fiir das TRADD Gen diploide B-Zelllinie zu finden, wurden einige géngige
EBV-negative B-Zelllinien mittels FISH-Analyse auf ihren TRADD Genotyp
untersucht. Fiir die in situ Hybridisierung wurde als Sonde das gesamte Plasmid
RPCIP704M111012 (siehe Abschnitt 2.2.) eingesetzt. In diesem Plasmid ist ein ca. 140
kb langes, genomisches Fragment mit dem gesamten humanen TRADD Lokus
enthalten. Die FISH-Analysen wurden in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Schoch, Labor
fir Leukdmiediagnostik, III. Med. Klinik des Universititsklinikums GroBhadern der
LMU Miinchen, durchgefiihrt. Untersucht wurden die B-Zelllinien BJAB, DG75 und
Akata. Als Kontrollen dienten zusitzlich die humane T-Zelllinie Jurkat und die
humanen Epithelzelllinien HEK293 und HeLa. In Abb. 4.1 sind exemplarisch einzelne
Zellen der untersuchten Zelllinien in der Interphase als mikroskopische Aufnahmen der

FISH-Analyse dargestellt.
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Jurkat

Abb. 4.1: TRADD Karyotyp verschiedener Zelllinen in der FISH-Analyse. (A) BJAB Zellen wurden
in der Interphase mit einer TRADD-spezifischen Sonde hybridisiert und zeigten zwei Fluoreszenzsignale
fir TRADD. (B) DG75 zeigen zwei Fluoreszenzsignale fiir TRADD. (C) Die abgebildete Akata Zelle
zeigt zwei Fluoreszenzsignale fiir TRADD. Es sind allerdings nicht alle Akata Zellen diploid fiir TRADD
(siche Tab. 4.1). (D) In Jurkat Zellen sind zwei oder vier Fluoreszenzsignale fiir TRADD ersichtlich.
(E) HEK293 zeigen zwei, drei oder vier Fluoreszenzsignale fiir TRADD. (F) HeLa Zellen zeigen zwei,

drei oder vier Fluoreszenzsignale fiir TRADD.

In den analysierten Zelllinien wurde eine reprédsentative Anzahl von Zellen auf die
Anzahl von TRADD-spezifischen Fluoreszenzsignalen in der FISH-Analyse ausgezéhlt.

Eine Zusammenfassung der quantitativen Analyse ist in Tab. 4.1 aufgefiihrt.

Nach Auswertung der getesteten Zelllinien in der FISH-Analyse wurden zwei B-
Zelllinien (BJAB und DG75) mit einem diploiden TRADD Genotyp identifiziert (siche
Abb. 4.1 und Tab. 4.1). Diese Zelllinien wiirden sich aus genetischer Sicht fiir ein
TRADD-Gentargeting eignen. Hierzu kam noch eine dritte, in der FISH-Analyse nicht
mehr getestete Kandidatenzelllinie, die EBV-negative Burkitt-Lymphom Zelllinie BL2.
Diese wurde nach den hier beschriebenen vorbereitenden Arbeiten als geeignet fiir ein
somatisches Gentargeting publiziert (Faili et al, 2002). Alle anderen getesteten
Zelllinien (Akata, Jurkat, HEK293, Hela) besitzen einen polyploiden TRADD Genotyp

und kamen deshalb fiir dieses Vorhaben zunichst nicht in Frage.
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Zelllinie Interphasesignale fiir den TRADD Genlokus

1 2 3 4
BJAB 0 50 0 0
DG75 4) 68 0 0
Akata 0 23 2 5
Jurkat 0 45 0 35
HEK 293 0 14 89 3
HelLa 0 14 88 6

Tab. 4.1: Quantitative Auswertung der FISH-Analysen fiir TRADD in den getesteten Zelllinien. Bei
der FISH-Analyse der genannten Zelllinien wurden die entsprechenden Zellen beziiglich ihrer Anzahl an
TRADD-spezifischen Interphasesignalen pro Zelle ausgewertet. Es wurden in den getesteten Zelllinien
entweder 1, 2, 3 oder 4 Fluoreszenzsignale fiir den TRADD Lokus detektiert. Jedes Fluoreszenzsignal
entspricht einem TRADD Allel. Bei den in DG75 detektierten einzelnen Fluoreszenzsignal pro Zelle

konnte das zweite TRADD Allel moglicherweise nicht sichtbar gewesen sein.

4.1.2. Untersuchung der Expression von TNF-Rezeptor 1 und 2 in den

Kandidatenzelllinien

Da nach Herstellung der TRADD-defizienten B-Zelllinie die Signaltransduktion des
TNF-R1 untersucht werden sollte, musste der Rezeptorstatus fiir die beiden TNF-
Rezeptoren in den Kandidatenzelllinien bekannt sein. Es sollte moglichst eine Zelllinie
gefunden werden, die hauptsédchlich den TNF-R1 exprimiert. Dies sollte gewéhrleisten,
dass bei der Stimulierung des TNF-R1 mit TNFa keine durch den TNF-R2 verursachten
Mischsignale auftreten (siehe Abschnitt 1.3.3.).

Zur Untersuchung der TNF-R1 und TNF-R2 Expression wurde als Methode die RT-
PCR-Reaktion gewihlt (siehe Abschnitt 2.3. und 3.4.2.).
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Abb. 4.2: RT-PCR Analysen der TNF-R1 und TNF-R2 Expression in den Kandidatenzelllinien. Die
Expression des TNF-R1 und TNF-R2 wurde auf mRNA Ebene untersucht. Die Zelllinien HEK293 und
Jurkat wurden ebenfalls als Kontrollzelllinien mit untersucht. Aus der gesamtzelluliren RNA der
genannten Zelllinien wurde mit der Superscript III™ Reversen Transkriptase (RT) komplementire DNA
(cDNA) hergestellt. Daraufhin wurden aus der komplementidren DNA genspezifische Abschnitte mittels
PCR amplifiziert und in einem 1,5 % Agarosegel der Grofle nach aufgetrennt. GAPDH diente als
Kontrolle fiir die RT-Reaktion. Zur spezifischen Analyse der TNF-R1 Expression wurden die Primer
FS46/47 und fiir die TNF-R2 Expression die Primer FS48/49 verwendet (siehe Abschnitt 2.3.). Als
weitere Kontrollen wurden in Spur 6 die RT-Reaktion ohne RT durchgefiihrt und in Spur 7 eine

Wasserkontrolle fiir die PCR Reaktion verwendet.

Die RT-PCR Analyse ergab, dass alle drei Kandidatenzelllinien (BJAB, DG75 und
BL2) den TNF-R1 exprimieren. Der TNF-R2 wird in BJAB Zellen nur sehr schwach
exprimiert, wihrend in DG75 und BL2 Zellen eine relativ hohe Expression des TNF-R2
erkennbar ist. Dieses Ergebnis bestitigt, dass in lymphoiden Zellen meist beide TNF-
Rezeptoren exprimiert werden (Wajant er al., 2003). Aufgrund dieser Befunde war
BJAB die bevorzugte B-Zelllinie fiir das somatische TRADD-Gentargeting. Aber auch

DG75 und BL2 wurden weiterhin fiir dieses Vorhaben in Betracht gezogen.



Ergebnisse 69

4.2. Entwicklung einer neuen Methode zur Analyse von Zelltod
nach transienter Transfektion Apoptose induzierender Gene in
B- und T-Zellen

4.2.1. Prinzip der Methode

Ein wichtiger Bestandteil dieser Doktorarbeit war die Aufkldrung von apoptotischen
Signalwegen des TNF-R1 in TRADD ™~ B-Zellen. Da es hierzu experimentell notwendig
war, das apoptotische Potenzial von transient exprimierten Proteinen in den
hergestellten TRADD™~ B-Zellen zu untersuchen, wurde die im folgenden beschriebene

Methode etabliert.

Zur Untersuchung der Funktion potenziell apoptotischer Proteine in B-Zellen ist die
transiente Expression dieser Proteine die Methode der Wahl, da die stabile
Uberexpression dieser Proteine in den meisten Fillen nicht moglich ist. Fiir die
Transfektion der zu untersuchenden Gene in B-Zellen ist die Elektroporation die einzig
effektive und gleichzeitig kostengiinstige Methode. Die Elektroporation selbst
verursacht jedoch eine sehr hohe Zelltodrate (in BJAB Zellen bis zu 90 % bei 240 V
und 975 uF; siehe Abb. 4.3). Dagegen ist die Transfektionseffizienz meist sehr gering.
Bei BJAB Zellen liegt sie bei ca. 5 %, bezogen auf die urspriinglich ins Experiment
eingebrachte Anzahl an Zellen. Eine Konsequenz hieraus ist, dass in einer
elektroporierten Zellpopulation die durch das transfizierte Gen verursachte Apoptose,
durch den Zelltod iiberlagert wird, der durch die Elektroporation verursacht wurde.
Beides kann experimentell nicht durch die Anwendung standardméfBiger Methoden zur
Quantifizierung von Apoptose, wie z.B. der Annexin V Firbung (Koopman et al., 1994;
Vermes et al., 1995) oder dem TUNEL-Test (Gavrieli et al., 1992; Gorczyca et al.,

1993), unterschieden werden.

Die Koexpression von GFP (green fluorescent protein) mit dem zu untersuchenden Gen
wiirde eine Identifizierung der transfizierten Zellen moglich machen. Es wurden schon
durchflusszytometrische Methoden zur Quantifizierung von Apoptose in Lymphozyten
beschrieben, bei denen die Koexpression von GFP verwendet wurde, um die Analyse

im Durchflusszytometer auf erfolgreich transfizierte Zellen zu beschrianken. In praktisch
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allen beschriebenen Fillen wurde jedoch erst nach bereits erfolgter GFP Expression
Apoptose durch externe Stimuli induziert. Wie z.B. durch Stimulierung des zellulidren
Fas-Rezeptors mit agonistischen Antikorpern oder dem Fas-Liganden, (Holler et al.,
2000; Strebel et al., 2001; Vezina et al., 2001). Nach Stimulation wurden die GFP

positiven Zellen durch Standard-Apoptosemethoden untersucht.

Im Gegensatz dazu wird in transienten Transfektionen die gleichzeitig einsetzende
Expression des transfizierten apoptoseinduzierenden Gens einen Grofiteil der
erfolgreich  transfizierten Zellen toten, bevor diese den Kkotransfizierten
Fluoreszenzmarker (GFP) exprimieren konnen. Deshalb sind nach Farbung der
Transfektionsansitze mit Propidiumiodid (PI) kaum GFP positive und PI positive
(GFP+/PI+) Zellen detektierbar (sieche Abb. 4.5). Die Konsequenz hieraus ist, dass
Zellen, in denen Zelltod durch das zu untersuchende Gen induziert wurde, nicht durch
die Analyse von GFP positiven Zellen auf Merkmale der Apoptose untersucht werden

koOnnen.

Um dennoch die durch ein transient transfiziertes Gen induzierte Apoptose
durchflusszytometrisch bestimmen zu konnen, wurde hier ein neuer Ansatz gewéhlt.
Die durch das transient transfizierte Gen induzierte Zelltodrate wurde bestimmt als die
Abnahme lebender griiner Zellen (GFP+/PI-) im Testansatz gegeniiber einem parallel
mit Leervektor und GFP transfizierten Referenzansatz. Hierzu wurde in jedem Ansatz
eine identische Anzahl von Zellen mit Expressionsvektoren fiir GFP und dem zu
untersuchenden apoptotischen Gen (Testansatz) bzw. mit GFP und Leervektor
(Referenzansatz) elektroporiert (sieche Abschnitt 3.23.). Sofort nach der Transfektion
wurden alle Ansdtze vollstindig in ein gleiches Volumen RPMI Vollmedium
transferiert. Dadurch waren alle Ansidtze direkt miteinander vergleichbar, und ein
bestimmtes Volumen der Kultur entsprach einer bestimmten Anzahl der urspriinglich in
das Experiment eingebrachten Zellen. Die einzelnen Ansdtze wurden 24 h nach der
Transfektion mit Propidiumiodid (PI) gefarbt und durchflusszytometrisch auf GFP und
PI analysiert (sieche Abschnitt 3.2.5. und Tab. 4.2). Abhingig vom apoptotischen
Potenzial des transfizierten Gens hatte dieses Protein bereits einen Teil der transfizierten
Zellen getotet, bevor GFP exprimiert werden konnte. Einige dieser Zellen waren zum
Zeitpunkt der durchflusszytometrischen Analyse bereits vollstindig desintegriert und

nicht mehr als Zellen detektierbar. Durch den Vergleich der Anzahl GFP+/PI- Zellen in
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einem normalisierten Volumen des Testansatzes mit der Anzahl GFP+/PI- Zellen im
gleichen Volumen des Referenzansatzes war dadurch die Anzahl dieser bereits
desintegrierten Zellen indirekt bestimmbar. Unter der Annahme, dass die
Transfektionseffizienz und die durch die Elektroporation verursachte Zelltodrate in
allen Ansidtze gleich ist, stellt die Abnahme an GFP+/PI- Zellen pro normalisiertem
Ansatzvolumen im Testansatz gegeniiber dem Referenzansatz eine direktes Mal fiir die
durch das transfizierte Gen verursachte Zelltodrate dar. Der hohe Hintergrund an toten

Zellen, verursacht durch die Elektroporation, wird dabei ausgeblendet.

Status Kriterien
GFP-/PI- Lebende und nicht transfizierte Zellen
GFP+/PI- Lebende und transfizierte Zellen
GFP+/PI+ Transfizierte und noch als Zellen detektierbare, tote Zellen
GFP-/PI+ Nichttransfizierte und noch als Zellen detektierbare, tote Zellen
zerstort Nur indirekt detektierbare, zerstorte Zellen

Tab. 4.2: Kriterien nach GFP und PI Status fiir die FACS-Analyse.

Die einzelnen Schritte zur Etablierung der Methode und deren Funktionsbeweis werden

im Folgenden beschrieben.

4.2.2. Optimierung der Elektroporationsbedingungen

Zunichst mussten die Elektroporationsbedingungen beziiglich der Parameter Spannung
(V) und Kapazitit (uF) am Elektroporator fiir BJAB Zellen optimiert werden. Es sollten
Parameter gefunden werden, die ein moglichst gutes Verhiltnis zwischen erfolgreich
transfizierten und durch die Elektroporation gettteten Zellen ergeben. Zur Entwicklung
dieser Methode wurden BJAB Zellen verwendet, da BJAB Zellen schon des Ofteren fiir
Apoptosestudien verwendet wurden und hier fiir das TRADD-Gentargeting eingesetzt
werden sollten (Chinnaiyan et al., 1995; Graves et al., 1998). Dafiir wurden, wie in

Abschnitt 3.2.3. beschrieben, 3x 10° BJAB Zellen mit jeweils 1 ug pEGFP-C1 bei
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verschiedenen Spannungen und 975 uF in einem Gene Pulser II (Biorad) elektroporiert.
Die Gesamtmenge an DNA wurde auf 15 pg mit Lachsspermien-DNA angeglichen. 24
h nach der Transfektion wurden die Zellen nach den in Tab. 4.2 aufgefiihrten
Parametern analysiert (verwendete FACS Profile sieche Abb. 4.5). Wie in Abb. 4.3 zu
erkennen ist, verursacht die Elektroporation selbst eine sehr hohe Zelltodrate

(angegeben als ,,zerstort” und PI+), die mit steigender Spannung stark zunimmt.
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Abb. 4.3: Optimierung der Elektroporationsbedingungen fiir BJAB Zellen. 3x 10° BJAB Zellen
wurden mit je 1 pg pEGFP-CI1 und 14 pg inerter Lachsspermien-DNA bei 975 pF und den angegebenen
Voltzahlen elektroporiert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen geerntet, mit 0,5 ug/ml PI geférbt
und eine FACS-Analyse wie in Abschnitt 3.2.5. beschrieben durchgefiihrt. Bei dieser Art der Analyse ist
es auch moglich, die Anzahl der zerstorten, im FACS nicht mehr detektierbaren Zellen zu quantifizieren
(angeben als ,,zerstort™). Es wurden durchweg weniger als 0,17 % GFP+/PI+ Zellen detektiert, weshalb
diese Zellen in der Grafik nicht sichtbar sind. Die Prozentangaben der einzelnen Subpopulationen wurde

auf die urspriinglich ins Experiment eingesetzte Zellzahl bezogen.

Das beste Verhiltnis zwischen der Anzahl an transfizierten, lebenden Zellen (GFP+/PI-)
und toten Zellen wurde fiir die Elektroporationsbedingungen bei 180 V und 975 pF
ermittelt. Im Laufe dieser Arbeit wurden alle weiteren Elektroporationen von BJAB

Zellen mit diesen Einstellungen durchgefiihrt.
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4.2.3. Analyse der zeitabhdngigen Expression von GFP nach

Elektroporation

Der nichste Parameter, der getestet wurde, war der optimale Zeitpunkt fiir die
Durchfithrung der FACS-Analyse nach Elektroporation. Zum Zeitpunkt der
Zelltodanalyse sollte die GFP Expression in allen Zellen ihr Maximum erreicht haben,
um alle apoptotischen Ereignisse zu analysieren. Eine zeitabhiingige Analyse der GFP
Expression nach Elektroporation in BJAB Zellen ist in Abb. 4.4 gezeigt. Der
prozentuale Anteil an GFP-exprimierenden, lebenden Zellen (GFP+/P1-) nimmt bis zu

24 h nach Transfektion zu und erreicht ab dort ein Plateau.

% GFP+/Pl- Zellen

0 4 6 8 24 36 48

Zeit nach Transfektion [h]

Abb. 4.4: Zeitabhéngige Expression von GFP in BJAB Zellen nach Elektroporation. BIJAB Zellen
wurden mit 3 pug pEGFP-C1 und 12 pg inerter Lachsspermien-DNA elektroporiert. Nach den
angegebenen Zeitrdumen wurden die Zellen mit PI gefarbt und die Anzahl der GFP+/PI- Zellen wurde
mittels FACS-Analyse bestimmt. Die GFP+/PI- Zellen sind in Prozent bezogen auf die Anzahl der

lebenden Zellen angegeben.

Da 24 h nach Transfektion die volle GFP Expression in den Zellen erfolgt war, wurden

alle weiteren Zelltodanalysen 24 h nach Elektroporation durchgefiihrt.

4.2.4. Analyse von Zelltod nach transienter Expression von TRADD

Da bekannt ist, dass die Uberexpression von TRADD stark Apoptose induziert (Hsu et
al., 1995), wurden zur Demonstration der Funktionalitit der neu entwickelten Methode

BJAB Zellen transient mit dem Expressionsvektor pRKS5-myc-hTRADD transfiziert.
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Die Abbildung 4.5A zeigt die Datenerhebung wihrend der FACS-Analyse exemplarisch
fiir ein Experiment. Die Einstellungen am FACS und die Einteilung der Regionen 1
(RT) und 2 (R2) (sieche GFP und PI Histogramme) miissen innerhalb eines Experimentes
beibehalten werden. Der massiv negative Einfluss der Elektroporationsprozedur auf die
Zellviabilitiat wird in der FSC vs. SSC Grafik und dem PI Histogramm im Vergleich
zwischen den transfizierten Ansédtzen und den nichttransfizierten BJAB Zellen sichtbar
(sieche Abb. 4.5A). Es wurde in einer Subpopulation eine deutliche,
elektroporationsbedingte Verschiebung auf der FSC-Achse und eine deutliche Zunahme
von PI+ Zellen im Histogramm beobachtet, was in beiden Fillen den durch die

Elektroporation verursachten Zelltod widerspiegelt.

Vergleicht man nun den mit TRADD transfizierten Ansatz mit der Leervektorkontrolle
in der FSC vs. SSC Grafik bzw. im PI Histogramm, kann man keine deutliche Abnahme
von GFP+/PI- Zellen in dem mit TRADD transfizierten Ansatz erkennen. Bei
Betrachtung des GFP Histogramms ist eine deutliche Abnahme der Anzahl an GFP-
positiven Zellen zu erkennen. Dies zeigt, dass die transfizierten Zellen durch die
Expression von TRADD getotet wurden, bevor sie ausreichend GFP exprimieren
konnten, oder dass apoptotische Zellen, die GFP exprimierten, am Zeitpunkt der
Messung schon zerstort waren und so nicht mehr als Zellen detektierbar waren. Die
Zugabe des Caspaseinhibitors z-VAD-fmk ins Kulturmedium der Zellen verhindert das
Absterben der mit TRADD transfizierten Zellen (siehe Abb. 4.5A und 4.7A). Dies zeigt,
dass es sich bei dem beobachteten Zelltod nach Uberexpression von TRADD um eine

Caspase-abhédngige Apoptose handelt.

Die vierte Spalte der Abb. 4.5A zeigt eine Grafik, bei der die GFP+ gegen die PI+
Zellen dargestellt werden. Die vier Quadranten innerhalb der Grafik wurden durch die
Regionen R1 und R2 aus den GFP bzw. PI Histogrammen festgelegt, mit denen GFP+
(R1) und PI- (R2) Zellen definiert wurden. Der prozentuale Anteil an Zellen in den
einzelnen Quadranten in Bezug auf die urspriinglich in das Experiment eingesetzten
Zellen wird in Abb. 4.5B angegeben. Wie zu erwarten war, wurden sehr wenige
GFP+/PI+ Zellen detektiert (< 0,14 %). Die Anzahl an GFP+/PI- Zellen (oberer, linker

Quadrant) spiegelt direkt die erfolgreich transfizierten, iiberlebenden Zellen wieder.
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Abb. 4.5: FACS-Profile und Einteilung der Regionen R1 und R2 fiir die Analyse von TRADD
induziertem Zelltod. (A) Wie aufgefiihrt wurden 3x 10° BJAB Zellen mit 1 ug pEGFP-C1, 9 ug inerter
Lachsspermien-DNA und 5 pg pRK5-myc-TRADD bzw. 5 ug pRKS Leervektor elektroporiert. Um die
Aktivitdt von Caspasen zu inhibieren, wurden die Zellen in einem Ansatz direkt nach Elektroporation in
Gegenwart von 2 uM z-VAD-fmk kultiviert (unterste Reihe). 24 h nach Elektroporation wurden die
Zellen mit 0,5 pg/ml PI gefiarbt und die durchflusszytometrische Analyse durchgefiihrt. Die
Datenerhebung in der FACS-Analyse dauerte bei jedem Ansatz 1 min, was einem Probenvolumen von
44 ul entprach. Die erste Spalte zeigt FACS-Profile, bei denen die Zellen auf FSC vs. SSC analysiert
wurden. Die zweite und dritte Spalte zeigen Histogramme fiir die Expression von GFP und fiir die
Féarbung der Zellen mit PI. Die Spalte vier zeigt FACS-Profile, bei denen GFP vs. PI aufgetragen wurde.
Die vier Quadranten innerhalb der FACS-Grafik wurden iiber R1 und R2 definiert. Die eingestellten
Parameter wurden bei allen Experimenten beibehalten. (B) Angegeben sind die prozentualen Anteile der
Zellzahlen in den vier Quadranten aus der GFP vs. PI Grafik (siehe Abb. 4.5A) bezogen auf die
urspriinglich in das Experiment eingebrachten Zellen. Der prozentuale Anteil an GFP+/PI- Zellen im

Probenvolumen entspricht der Uberlebensrate der erfolgreich transfizierten Zellen.
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Um den Einfluss der transfizierten TRADD Menge auf das Uberleben erfolgreich
transfizierter Zellen zu untersuchen, wurden die angegebenen Mengen an pRKS5-myc-
hTRADD (1 bis 14 pg) Expressionsvektoren zusammen mit 1 ug pEGFP-C1 in BJAB
Zellen transfiziert (sieche Abb. 4.6). Als Referenzansatz wurde der Leervektor pRKS
eingesetzt. Die Anzahl an GFP+/PI- Zellen im pRKS Ansatz wurde als 100 %
Uberlebensrate definiert. Fiir alle weiteren Ansitze im Experiment wurde die
Uberlebensrate relativ zum pRKS5 Ansatz ausgedriickt. Als Zelltodrate kann die
Differenz der Uberlebensraten zwischen dem Referenzansatz und dem jeweiligen

Testansatz berechnet werden.
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Abb. 4.6: Induktion von Zelltod mit steigenden Mengen transfiziertem TRADD Expressionsvektor
in BJAB Zellen. (A) 3x 10° BJAB Zellen wurden mit den angegebenen Mengen pRKS5-myc-hTRADD
und 1 pug pEGFP-C1 elektroporiert. Die Menge an transfizierter DNA wurde mit pRKS Leervektor auf 15
pg angeglichen. Der pRKS Referenzansatz wurde mit 14 pg pRKS und 1 ug pEGFP-C1 transfiziert. 24 h
nach Elektroporation wurden die Zellen mit 0,5 pg/ml PI gefdarbt und die durchflusszytometrische
Analyse wie in Abschnitt 3.2.5. beschrieben durchgefiihrt. Die Datenerhebung erfolgte fiir 1 min bei
mittlerer Durchflussgeschwindigkeit, was einem gemessenen Probenvolumen von 44 ul entsprach. Die
Anzahl an GFP+/PI- Zellen im pRKS5 Referenzansatz wurde als 100 % Uberlebensrate transfizierter
Zellen definiert. Die Uberlebensraten aller weiteren Ansitze beziehen sich auf den pRKS5 Referenzansatz
(Student’s T-Test, ** p< 0,08). (B) TRADD Proteinexpression. 3x 10° BJAB Zellen wurden wie in
(4.6A) beschrieben transfiziert und in Medium ohne (obere Tafel) bzw. mit 2 uM z-VAD-fmk (untere
Tafel) kultiviert. Die Zellen wurden 24 h nach Transfektion in TBST-Lysepuffer lysiert, und eine
Immunoblot-Analyse mit einem TRADD-spezifischen Antikorper (Transduction Laboratories)

durchgefiihrt. Banden fiir exogenes (exog.) und endogenes (endog.) TRADD werden angezeigt.
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Es ist eine deutliche Korrelation zwischen der Menge an transfizierten TRADD
Expressionsvektoren und der Zelltodrate transfizierter Zellen zu erkennen. 1 pug pRKS-
myc-hTRADD verursachte eine Zelltodrate von ca. 19 %. Mit steigender Menge
transfiziertem TRADD nimmt die Zelltodrate bis auf 83 % bei 14 pg pRKS5-myc-
hTRADD zu. In Abb. 4.6B erkennt man, dass ab 5 bis 8 ug transfiziertem pRK5-myc-
hTRADD ein Plateau der TRADD Proteinexpression erreicht war, das sich in der
Zelltodrate widerspiegelte (siehe Abb. 4.6A). Durch Zugabe des Pan-Caspaseninhibitors
z-VAD-fmk ins Kulturmedium der transfizierten Zellen konnte eine deutlich hohere
TRADD Proteinexpression erreicht werden (siehe Abb. 4.6B). Dies zeigt deutlich, dass
die Uberexpression von TRADD in BJAB Zellen zur Apoptose der Zellen fiihrt.

Anhand des in Abb. 4.6 gezeigten Experimentes wird die Funktionalitdt der Methode

demonstriert. Die Anwendung dieser Methode liefert sofort quantitative Daten.

4.2.5. TRADD-induzierte Apoptose ist abhdngig von Caspasen

Zuletzt musste bewiesen werden, dass es sich bei dem durch TRADD Uberexpression
verursachten Zelltod tatsdchlich um Apoptose und nicht z.B. um Nekrose oder eine
andere Art von Zelltod handelt. Diese verschiedenen Arten von Zelltod kénnen durch
die neue Methode zunichst nicht unterschieden werden. Es ist bekannt, dass TNF-R1
Apoptose iiber einen TRADD, FADD und Caspase-abhiingigen Signalweg induziert
(sieche Abschnitt 1.3.3.). Wenn TRADD nach transienter Transfektion apoptotischen
Zelltod verursacht, dann sollte diese Apoptose durch den Pan-Caspaseinhibitor z-VAD-
fmk zu blocken sein (Slee et al., 1996). Um unspezifische Effekte der TRADD
Expression auszuschlieBen, wurde zusitzlich eine TRADD Mutante (TRADD296.2994)
transfiziert, bei der die As 296 bis 299 zu Alanin mutiert wurden. Diese TRADD
Mutante ist nicht in der Lage, den NF-xB Signalweg oder Apoptose zu induzieren (Park
und Baichwal, 1996). Zur Aktivierung TNF-R1-spezifischer Signalwege wurde das
chimire LMPI-TNFR1 Fusionsprotein (genaue Beschreibung siehe Abschnitte 2.2. und
4.4.1.) transfiziert, das konstitutiv TNF-R1 Signale erzeugt (Dudziak et al., 2003). Es
wurden jeweils 5 pg der genannten Konstrukte zusammen mit 1 pg pEGFP-C1 in BJAB
Zellen elektroporiert und die Zelltodanalyse nach 24 h wie oben beschrieben

durchgefiihrt (Abb. 4.7A).
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Abb. 4.7: Die transiente Expression von TRADD und dem chiméiren Fusionsprotein LMP1-TNFR1
verursacht eine durch Caspasen vermittelte Apoptose in BJAB und Jurkat Zellen. BJAB und Jurkat
Zellen wurden mit jeweils 5 pug der genannten Konstrukte zusammen mit 1 pg pEGFP-C1 und 9 pg
inerter Lachsspermien DNA bei 180 V und 975 pF elektroporiert. Bei den angegebenen Ansitzen
wurden die Zellen direkt nach Elektroporation in Kulturmedium mit 2 uM z-VAD-fmk kultiviert. 24 h
nach Elektroporation wurden die Zellen mit 0,5 pg/ml PI gefiarbt und die Zelltodanalyse, wie in Abschnitt
3.2.5. beschrieben, durchgefiihrt. (A) Zelltodexperiment in BJAB Zellen. Der durch TRADD und LMP1-
TNFR1 verursachte Zelltod konnte durch Zugabe des Pan-Caspaseinhibitors z-VAD-fmk ins
Kulturmedium revertiert werden. Wie erwartet induzierte die inaktive TRADD,g5,994 Mutante keine
Apoptose. (B) Zelltodexperiment in Jurkat T-Zellen. TRADD und LMP1-TNFR1 induzieren auch in
Jurkat Zellen Apoptose (Student’s T-Test, **p<0,02).

Die Expression von TRADD wie auch von LMPI1-TNFRI1 verursachte bei den
eingesetzten DNA Mengen eine Zelltodrate von 48 bzw. 43 %. Durch die Zugabe von 2
uM z-VAD-fmk in das Kulturmedium der Zellen konnte der zytotoxische Effekt der
TRADD bzw. LMPI-TNFR1 Expression fast vollstindig inhibiert werden. Dieses
Ergebnis zeigt deutlich, dass die Reduktion der Uberlebensrate sowohl bei TRADD
Uberexpression als auch bei LMP1-TNFR1 Expression auf einen Caspase-abhiingigen
Zelltod, d.h. auf Apoptose, zuriickzufiihren ist. Wie erwartet, hatte transient
exprimiertes TRADD 042904 keinen Effekt auf die Uberlebensrate der Zellen. Dies zeigt
deutlich die Spezifitit dieser Methode auf. Um die Methode in einem zweiten

Zellsystem zu testen, wurden Jurkat T-Zellen, wie fiir BJAB Zellen beschrieben, mit
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den in Abb. 4.7B aufgefiihrten Konstrukten elektroporiert und auf Zelltod analysiert. In
Jurkat Zellen zeigte die transiente Uberexpression von TRADD (Zelltodrate ca. 60 %)
und LMP1-TNFR1 (Zelltodrate ca. 60 bis 70 %) dhnliche Effekte wie in BJAB Zellen.

Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass die hier beschriebene neue Methode (Schneider
und Kieser, 2004) ein hilfreiches Werkzeug zur Erforschung von Apoptose
induzierenden Genen in Lymphozyten darstellt. Sie ist vor allem in B- und T-Zellen gut
anwendbar, die meist fiir die Untersuchung Apoptose induzierenden Gene durch
transiente Transfektionen schwer zuginglich sind. Diese Methode hat viele Vorteile. Es
ist moglich mit dieser Methode die Effekte einzelner Gene, Kombinationen aus
mehreren Genen, Genmutationen oder den Einfluss von Genfragmenten auf das
Uberleben von Lymphozyten zu studieren. Die hier beschrieben Zelltodmethode 1ost
das allgemeine Problem der transienten Transfektion von Lymphozyten, mit dem hohen
Hintergrund an  elektroporationsbedingtem  Zelltod und der  geringen
Transfektionseffizienz. Diese Methode ermoglicht auBerdem die gleichzeitige
Untersuchung vieler Parallelansitze, ist zu dem Kosten sparend und liefert sofort
quantitative Daten. Im weiteren Verlauf dieser Doktorarbeit wird diese neue Methode

Anwendung finden (siehe Abschnitt 4.4.3.).



Ergebnisse 80

4.3. Somatisches Gentargeting des TRADD Gens in humanen
B-Lymphozyten

4.3.1. Die TRADD-Gentargeting Strategie

Aufgrund der Ergebnisse aus der FISH-Analyse (siehe Abschnitt 4.1.1.) und der TNF-
R1 und TNF-R2 Genexpressionsstudien (siche Abschnitt 4.1.2.) wurden die Burkitt-
Lymphom-Zelllinien BJAB und DG75 als Kandidatenzelllinien fiir das somatische
TRADD-Gentargeting ausgewdihlt. Die EBV-negative Burkitt-Lymphom-Zelllinie BL2
wurde nachtréglich in die TRADD-Gentargeting Experimente mit einbezogen, da diese
in der Literatur kurz nach Beendigung der vorbereitenden Arbeiten als geeignete

Zelllinie fiir ein somatisches Gentargeting beschrieben wurde (Faili et al., 2002).

Das Vorgehen bei einem somatisches Gentargeting in einer humanen Zelllinie
unterscheidet sich prinzipiell von dem bei der Herstellung einer homozygoten
knockout“ Maus (Ubersichtsartikel: Capecchi, 1989a; Capecchi, 1989b). Beim
somatischen Gentargeting in einer Zelllinie muss jedes einzelne Allel des zu
deletierenden Gens separat durch homologe Rekombination mit einem Gentargeting-
Vektor entfernt werden (Ubersichtsartikel: Sedivy und Dutriaux, 1999). Zum
Gentargeting der beiden Allele des TRADD Gens wurde die im Folgenden beschriebene
Strategie gewihlt.

Um beide TRADD Allele separat aus einer Zelle der Kandidatenzelllinien zu entfernen,
wurden zwei TRADD-Gentargeting Vektoren (pTRADDko.l1 und pTRADDko.2)
konstruiert, die unterschiedliche TRADD-Deletionskassetten enthalten. Diese TRADD-
Deletionskassetten dienen zur homologen Rekombination mit den endogenen TRADD
Loci. Beide Konstrukte bestehen jeweils aus einem 5° TRADD-homologen Arm, aus
einem 3° TRADD-homologen Arm und aus einer mit loxP Sequenzen flankierten
Hygromycin B Phosphotransferase-GFP Kassette zur Positivselektion (siche Abb. 4.8
und 4.9). Im Riickgrat der Vektoren wurde zur zusitzlichen Negativselektion ein HSV-

Thymidinkinasegen integriert, dass nicht Bestandteil der TRADD-Deletionskassetten ist.



Ergebnisse 81

-390 +3214 EcoRI 7863 +10194
loxP71 loxP66
Intron 1
i ) /

PriHSV-TkpA{/ pA [Hyg-R |SV40 /f—
— TRADD-
Sk2 Gentargeting Vektor 1
>< (pPTRADDKo.1)

EcoRI ATG stop EcoRI
{E2 E3E4 [E5 sP1

Intron 1 . TRADD Lokus
*, wild
-2663 Poa F+3218 +5678%, +11033 (wildtyp)
Intron 1 k h
1pelHSV-ThjpA //—4:'} PA [Hyg-R |SV40 /f—
TRADD-
, .
AN +7744  Gentargeting Vektor 2
i / (pTRADDko.2)
., f"’!':
EcoRI EcoRI
"\\\ ..‘r.!'
Exon 1 s, }_:"'

Intron 1

TRADD ,,knockout* Lokus
nach Cre-Rekombination

Nicht-funktionelle loxP Sequenz

Abb. 4.8: Schematische Darstellung der TRADD-Gentargeting Strategie. Gezeigt werden die beiden
TRADD-Gentargeting Vektoren pTRADDko.1 und pTRADDko.2 oberhalb und unterhalb des TRADD
wildtyp Lokus. Die gestrichelten Linien mit den Uberkreuzungen zeigen die Bereiche der TRADD-
Gentargeting Vektoren, die mit dem endogenen TRADD Lokus homolog rekombinieren konnen. Ganz
unten ist der zweite homolog rekombinierte TRADD Lokus nach Cre-vermittelter Entfernung der Hyg-
GFP-Kassette dargestellt. Es bleiben nicht-funktionelle loxP Sequenzen im Genom zuriick. Alle
Positionsangaben in der Abbildung beziehen sich immer auf den Transkriptionsstart des endogenen

TRADD Gens, dem die Position +1 zugeordnet wurde.

Wihrend der 5” homologe Arm in beiden Gentargeting-Vektoren identisch ist, sind die
3” homologen Arme der beiden Gentargeting-Vektoren unterschiedlich (siehe unten).
Die 5" homologe TRADD Sequenz entspricht dem Bereich von Position -390 bis +3214
im TRADD Lokus und umfasst den Promotorbereich des TRADD Gens, Exon 1, Intron
1 und einen Teil des Exons 2, der bis kurz vor dem ATG Translationsstart (Position
+3218) des offenen Leserahmens von TRADD reicht (siche Abb. 4.8 und 4.9). Die
Positionsangaben beziehen sich immer relativ zur ersten Base des Exons 1 im TRADD

Gen, der die Position +1 zugeordnet wurde (Arnd Kieser). Im pTRADDko.1 wurde eine
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weiter aulen liegende 3° homologe TRADD Sequenz gewihlt, die im Bereich von
Position +7863 bis +10194 mit dem TRADD Lokus homolog rekombinieren kann.
Damit erfolgt bei der homologen Rekombination von pTRADDko.l mit dem ersten
TRADD Allel eine Deletion des TRADD Gens zwischen den Positionen +3214 und
+7863. Fiir den Vektor pTRADDko.2 wurde eine weiter innen liegende 3” homologe
Sequenz gewdhlt, die mit den Postionen +5473 bis +7744 des TRADD Lokus homolog
rekombinieren kann. Da diese Sequenz im ersten Allel bereits deletiert wurde, kann
pTRADDKko.2 nur mit dem zweiten TRADD Allel homolog rekombinieren. Damit wird
eine Rekombination von pTRADDKko.2 mit dem ersten, bereits erfolgreich deletierten

TRADD Allel vermieden.

Zwischen den beiden TRADD homologen Sequenzen wurde eine von modifizierten
loxP Sequenzen (loxP71 und loxP66) flankierte Kassette mit einem Hygromycin B
Phosphotransferasegen (Hyg) und dem griinen Fluoreszenzprotein (GFP) integriert, um
auf Integration der TRADD-Deletionskassetten im Genom der Zellen zu selektieren. Bei
dieser Strategie stehen die Selektionsmarker Hyg und GFP unter Kontrolle eines
eigenen SV40 bzw. CMV Promotors. Die loxP71 und loxP66 Sequenzen dienen der
spateren, Cre vermittelten Entfernung der Selektionsmarker aus dem Genom der Zellen.
Sie sind in den auBen liegenden invertierten, sich wiederholenden Sequenzen mutiert
(Albert et al., 1995), so dass sie zwar als Substrat fiir die Cre Rekombinase dienen, aber
nach Cre-Rekombination keine funktionelle loxP Sequenz im Genom hinterlassen
(siehe Abschnitt 3.6.6.). Dies soll eine weitere Verwendung des loxP/Cre-Systems zur
genetischen Manipulation dieser Zellen ermdglichen, ohne dass es bei wiederholten Cre

Reaktionen zu Translokationen im Genom der Zellen kommt.

Um gegen ortsunspezifische Integrationsereignisse der gesamten Gentargeting-
Vektoren mit Ganciclovir zu selektionieren, wurde zusitzlich in das Riickrat der
TRADD-Gentargeting  Vektoren eine  Expressionskassette  fiir das HSV-
Thymidinkinasegen (HSV-TK) integriert. Das HSV-Thymidinkinasegen stammt vom
Herpes-Simplex-Virus und kodiert fiir eine Thymidinkinase, die das Purinanalogon
Ganciclovir monophosphoryliert. Das monophosphorylierte Ganciclovir wird dann von
zelluldren Enzymen in ein Triphosphat umgewandelt. In dieser Form kann es in die
replizierende DNA der Zellen eingebaut werden und fiihrt dort zu einem Strangabbruch

wihrend der DNA Replikation, was den Tod der Zelle zur Folge hat. Bei
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ortsspezifischer, homologer Rekombination der TRADD-Deletionskassetten sollte das
Thymidinkinasegen nicht im Genom der Zellen enthalten sein, so dass diese Zellen

gegen eine Ganciclovir Behandlung resistent sind.

4.3.2. Klonierung der TRADD-Gentargeting Vektoren pTRADDko.1
und pTRADDko.2

Bevor mit der Klonierung der TRADD-Gentargeting Vektoren begonnen werden
konnte, wurde der gesamte humane TRADD Lokus aus einer Blutzellbank isoliert
(RPCIP704M111012) und ein EcoRI Fragment des TRADD Lokus in den Vektor
pACYC184 (pACYC184.1012.4) subkloniert (Christian Kaiser und Arnd Kieser).
pACYC184.1012.4 enthilt somit den gesamtem TRADD Genlokus von Position -2669
(EcoRI) bis +11033 (EcoRI). Dabei zeigte sich, dass das humane TRADD Gen, nicht
wie fiir die Maus beschrieben vier, sondern fiinf Exons besitzt. Das erste Exon bleibt
untranslatiert und der offene Leserahmen des TRADD Gens beginnt im Exon 2 an
Position +3218 (sieche Abb. 4.8). Die Klonierung der TRADD-Gentargeting Vektoren
wurde wie folgt beschrieben durchgefithrt. In Abb. 4.9. sind die einzelnen
Klonierungsschritte und der Aufbau der beiden TRADD-Gentargeting Vektoren

schematisch dargestellt.

A.
Notl Sapl
5" \—{Fiyg—ER— 3
5’homologe TRADD Sequenz 3’homologe TRADD Sequenzen 1 (auBen)
Ncol Ncol Aflll Nhel
5,-‘ 3 3, 5, E ;3,
2. Klonierungsschritt : :
3. Klonierungsschritt g 4. Klonierungsschritt
pTRADDko.1
Xhol t Sbfl
\ Pcil Notl Sapl Fsel Pacl/
ﬁ/ HSV-TK D> ‘ ‘ - /;/ Amp' }— 3’
onP71 loxP66 X

., yd 4. Klonierungsschritt
™, pTRADDKo.2
1.Klonierungsschritt
(Polylinker) 5 ¢ L 37
Fsel Pacl

3’homologe TRADD Sequenzen 2 (innen)
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pTRADDKo.1
15295 bp

Exon 1 hTRADD

p15A Origin der DNA Replikation
\ / loxP71 loxP66 BstEll

5’homologer Arm TRADD 3’homologer Arm TRADD
(aussen)
| | | | | | | | | | | | | | | |
0 1K 2K 3K 4K 5K 6K 7K 8K 9K 10K 11K 12K 13K 14K 15K
C.
pTRADDko.2
15271 bp
Exon 1 hTRADD Exon 5 hTRADD

p15A Origin der DNA Replikation
\ / loxP71 on% / BstEll
5’homologer Arm TRADD 3’homologer Arm TRADD
(innen)

| | | | | | | | | | | | | | | |
0 1K 2K 3K 4K 5K 6K 7K 8K 9K 10K 11K 12K 13K 14K 15K

Abb. 4.9: Schematische Darstellung der Klonierung (A) und der hergestellten TRADD-
Gentargeting Vektoren pTRADDko.1 (B) und pTRADDko.2 (C). Die Vektoren pTRADDko.1 und
pTRADDKko.2  enthalten  Expressionskassetten fiir die Selektionsmarker ~Hygromycin B
Phosphotransferase (Hyg), das griine Fluoreszenzprotein (GFP) und die Herpes-Simplex-Virus
Thymidinkinase (HSV-TK). Die Hyg- und GFP-Kassette ist von zwei modifizierten loxP Sequenzen
(loxP71 und loxP66) flankiert. Der 5” homologe Arm von TRADD ist in beiden Vektoren identisch und
umfasst den Promotorbereich des TRADD Gens, Exon 1, Intron 1 und einen Teil des Exons 2, der bis zum
ATG des TRADD OREFs reicht (von Position -390 bis +3214 des TRADD Lokus). Der 3" homologe Arm
von TRADD ist in den beiden Vektoren unterschiedlich. In pTRADDko.l wurde ein weiter auflen
liegender Bereich des TRADD Lokus (Position +7863 bis +10194) verwendet (Erkldarung siehe Text). In
pTRADDKko.2 wurde der 3” Arm weiter innen gewéhlt. Er enthilt noch ein kurzes Stiick von Exon 5 des
TRADD Gens (Position +5473 bis +7744). Die aufgefiihrte BstEIIl Restriktionsschnittstelle wurde zur
Linearisierung der Vektoren vor der Transfektion verwendet. In (B) und (C) sind die Vektoren in ihrer

durch BstEII linearisierten Form dargestellt.



Ergebnisse 85

Erster Klonierungsschritt:

Als Riickgrat zur Klonierung der TRADD-Gentargeting Vektoren wurde aus dem
Vektor p2282 (siehe Abschnitt 2.2.) mit den Restriktionsenzymen Xhol und Sbfl ein
Fragment von 5751 bp geschnitten und isoliert. Es enthilt die zur Vektorreplikation in
E.coli notwendigen Sequenzen (pI5A origin of DNA replication), ein
Ampicillinresistenzgen (f-lactamase) und das HSV-Thymidinkinasegen (HSV-TK). In
dieses Fragment wurde ein DNA-Polylinker eingesetzt, der alle notwendigen
Restriktionsschnittstellen und zwei modifizierte loxP Sequenzen (loxP71 und loxP66)
enthdlt. Dieser Polylinker wurde aus zwei synthetischen DNA-Oligonukleotiden
(AK153 und AK154, Sequenzen siehe Abschnitt 2.3.) hergestellt. Dazu wurden die
beiden Oligonukleotide, die in ithrem 3” Bereich iiber 30 Basenpaare iiberlappen,
hybridisiert und mit Hilfe von Tag-Polymerase aufgefiillt. Der DNA-Polylinker wurde
zunichst in den Vektor pCRII (Invitrogen) iiber eine TA-Klonierung nach Mal3gabe des
Herstellers kloniert und sequenziert (SP6 Primer). Von dort wurde der Polylinker iiber
die Restriktionsschnittstellen Xhol und Sbfl in das 5751bp lange Fragment aus p2282
eingefiigt. Die Xhol Schnittstelle geht dabei verloren. Der entstandene Vektor wurde

pUC18-Tk/AK153-154 genannt.

Zweiter Klonierungsschritt:

In den Vektor pUC18-Tk/AK153-154 wurden nun zwei Expressionskassetten fiir das
Hygromycinresistenzgen (Hyg) und fiir das Gen des griinen Fluoreszenzproteins (GFP)
iiber die Restriktionsschnittstellen Notl und Sapl eingefiigt. Die Hygromycin und GFP
Kassette wurde komplett iiber Notl und Sapl aus dem Vektor p2282 (sieche oben)
entnommen. Dieser Vektor wurde pUC18-Tk/Hyg-GFP genannt.

Dritter Klonierungsschritt:

In den Vektor pUC18-Tk/Hyg-GFP wurde die 5° homologe TRADD Sequenz iiber die
Restriktionsschnittstelle Pcil eingefiigt. Dazu wurde aus dem Vektor pGL3-hTRADD-
luc (Arnd Kieser) ein 3614 bp langes Fragment (Position -390 bis +3214 des TRADD

Lokus) durch das Restriktionsenzym Ncol ausgeschnitten und isoliert. Dieses Fragment
wurde in die Pcil Schnittstelle des Vektors pUC18-Tk/Hyg-GFP kloniert. Dies war
moglich, da Pcil und Ncol kompatible kohesive Enden haben. Sowohl die Pcil als auch
die Ncol Schnittstelle gehen bei der Ligation verloren. Dieser Vektor wurde pUC18-
Tk/5’-Hyg-GFP genannt.



Ergebnisse 86

Vierter Klonierungsschritt :

a) TRADD-Gentargeting Vektor 1

Um den ersten TRADD-Gentargeting Vektor fertigzustellen, musste der aullen liegende
3" homologe Arm von TRADD eingefiigt werden. Dazu wurde aus dem Vektor
pACY184.1012.4 ein 2335 bp langes Fragment iiber AfIIl und Nhel (Position +7863 bis
+10194 des TRADD Gens) ausgeschnitten, die Enden mittels Klenow-Reakion geglittet
und iiber Pacl (Enden geglittet mittels T4 DNA Polymerasereaktion) in pUC18-Tk/5 -
Hyg-GFP kloniert. Der hiermit fertiggestellte erste TRADD-Gentargeting Vektor wurde
pTRADDKo.1 genannt (Abb. 4.9 B.).

b) TRADD-Gentargeting Vektor 2

Fiir die Herstellung des zweiten TRADD-Gentargeting Vektors wurde ein weiter innen
liegender 3° homologer Bereich des TRADD Gens (Position +5473 bis +7744 des
TRADD Gens) mittels PCR aus pACYC184.1012.4 mit den Primern FS36/FS37
amplifiziert. Die notwendigen Fsel und Pacl Schnittstellen wurden mit den Primern
addiert. Das PCR Produkt wurde zunichst in den Vektor pCRII (Invitrogen) subkloniert
und von dort {iber Fsel und Pacl in pUC18-Tk/5"-Hyg-GFP umkloniert. Dieser zweite
TRADD-Gentargeting Vektor wurde pTRADDKo.2 genannt (Abb. 4.9 C.).

4.3.3. Herstellung = TRADD-defizienter = B-Zellen durch  homologe
Rekombination

Nach Klonierung der beiden TRADD-Gentargeting Vektoren konnte mit dem TRADD-
Gentargeting in humanen B-Zellen begonnen werden. Unter Anwendung der in
Abschnitt 3.6. beschriebenen Methoden wurden TRADD-Gentargeting Experimente in
den Zelllinien DG75, BJAB und BL2 durchgefiihrt.

Nach der Transfektion von BJAB Zellen mit pTRADDko.1 und anschlieBender
Selektion konnten ca. 200 Hygromycin- und Ganciclovir-resistente, sowie GFP
exprimierende FEinzelzellklone isoliert werden, von denen jedoch nicht ein einziger
einen homolog rekombinierten TRADD Lokus aufwies (siehe Tab. 4.3). Der TRADD-
Gentargeting Vektor integrierte damit offensichtlich ortsunspezifisch im Genom der

Zellen, unter Verlust der Ganciclovir-Expressionskassette. Offensichtlich unterstiitzen



Ergebnisse 87

BJAB Zellen die homologe Rekombination nur unzureichend. BL2 Zellen konnten
iiberhaupt nicht mit pTRADDko.1 transfiziert werden. Es waren keine GFP-
exprimierenden Zellen zu erkennen und es wuchsen nach Hygromycin-Selektion keine
Klone aus. Ein Grund dafiir konnte die Grée des Vektors gewesen sein, da der deutlich
kleinere Expressionsvektor pEGFP-C1 (ca. 4,7 kb) erfolgreich transfiziert werden

konnte.

In Tab. 4.3 ist eine zusammenfassende Auflistung der selektionierten und in der

Southern-Blot Analyse getesteten Klone der Zelllinien DG75, BJAB und BL2

dargestellt.
Zelllinie DG75 BJAB BL2
Getestete, Getestete, Getestete,
GFP-positive,  Erfolgreiche = GFP-positive,  Erfolgreiche = GFP-positive,  Erfolgreiche
Hyg- und Integration Hyg- und Integration Hyg- und Integration
Ganciclovir- im TRADD Ganciclovir- im TRADD Ganciclovir- im TRADD
resistente Lokus resistente Lokus resistente Lokus
Zellklone Zellklone Zellklone
TRADD-
Gentargeting, 145 2 204 0 k.K. 0
erstes Allel
Erste Cre-
Rekombination 27 27 0 0 0 0
TRADD-
Gentargeting, 108 2 0 0 0 0
zweites Allel
Zweite Cre- 10 7 0 0 0 0

Rekombination

Tab. 4.3: Statistik der im Southern-Blot getesteten Einzelzellklone fiir die Zelllinien DG75, BJAB
und BL2. Aus 145 selektionierten DG75 Klonen konnten in der ersten TRADD-Gentargeting Runde zwei
TRADD-heterozygote Klone (TRADD™") identifiziert werden. In diesen zwei Klonen wurde transient Cre
exprimiert und auf GFP negative Klone selektioniert. Alle 27 getesteten GFP-negativen Klone waren fiir
die Cre-Rekombination positiv. In der zweiten TRADD-Gentargeting Runde wurden 108 DG75 Klone
getestet, in denen 2 homozygote, TRADD-defiziente Klone identifiziert wurden. In diesen beiden
Zellklonen wurde erneut Cre transient exprimiert und daraus sieben homozygote, TRADD-defiziente
Klone (TRADD™) generiert. Bei dem Versuch, in BJAB Zellen TRADD zu deletieren, wurden 204
selektionierte Klone im Southern-Blot auf ortsspezifische Integration der TRADD-Deletionskassette des
pTRADDEko.1 im TRADD Lokus getestet und dabei kein einziger positiver Klon gefunden. In BL2 war es
nicht moglich, GFP-positive, Hygromycin- und Ganciclovir-resistente Klone zu selektionieren.

k.K.= keine Klone.
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Dagegen konnten in der Zelllinie DG75 TRADD-defiziente Zellklone generiert werden
(siehe Abb. 4.10, 4.11 und Tab. 4.3). Nach Transfektion von pTRADDko.1 in DG75
Zellen und folgender Selektion wurden 145 Hygromycin-resistente und GFP-
exprimierende Klone isoliert und im Southern-Blot auf homologe Rekombination der
TRADD-Deletionskassette im ersten TRADD Allel getestet. Hierfiir und fiir alle
folgenden Southern-Blot Analysen wurde die externe Southern-Blot Probe SP1 (siehe
Abb. 4.8) verwendet. Es wurden zwei erfolgreich homolog rekombinierte DG75
TRADD™" Klone identifiziert (DG75 cl.4.53 und cl.4.56). Durch transiente Expression
der Cre Rekombinase in Zellen der Klone DG75 cl.4.53 und cl.4.56 wurden die
Selektionsmarker Hyg und GFP entfernt. Es entstanden nach Einzelzellklonierung die
DG75 TRADD™ cl. 4.53.2 und cl. 4.56.20 (cl.4.56 und c1.4.56.20 sind in Abb. 4.10
nicht gezeigt). Zur Entfernung des zweiten TRADD Allels wurden nur Zellen des
TRADD-heterozygoten Klons DG75 cl.4.53.2 mit pTRADDko.2 transfiziert. Nach
Selektion konnten 108 Klone isoliert und im Southern-Blot auf homologe
Rekombination im zweiten TRADD Allel getestet werden. Dabei wurden zwei
homozygote DG75 TRADD™~ Klone identifiziert (DG75 ¢1.4.53.2.9 und cl.4.53.2.12).
In diesen beiden DG75 TRADD "~ Klonen wurde erneut transient die Cre Rekombinase
exprimiert und nach Einzelzellklonierung die TRADD™" Klone DG75 ¢1.9.3 und cl.9.4
aus DG75 ¢l.4.53.2.9 und die Klone DG75 cl.12.2, cl.12.3, cl.12.5, ¢l.12.7 und cl.12.9
aus DG75 cl.4.53.2.12 isoliert (siche Abb. 4.10). Die Zellen der fertig hergestellten
DG75 TRADD”" Klone haben keine Selektionsmarker und keine funktionellen loxP
Sequenzen mehr im Genom. Zusitzlich wurden die Zwischenstufen bei der Herstellung
der TRADD-defizienten DG75 Klone im Southern-Blot mit der internen Southern-Blot
Probe SP2 (siehe Abb. 4.8) auf mehrmalige Integration der TRADD-Gentargeting
Vektoren ins Genom der Zellen getestet. Dabei wurde keine mehrmalige Integration der

Gentargeting-Vektoren im Genom der Zellen festgestellt (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4.10: Southern-Blot Analyse des TRADD-Gentargetings in DG75 Zellen. Die Southern-Blot
Analyse wurde wie in Abschnitt 3.6.4. beschrieben durchgefiihrt. Dafiir wurde die aus den aufgefiihrten
DG?75 Klonen isolierte genomische DNA mit EcoRI verdaut. Der endogene TRADD Lokus ergibt bei der
radioaktiven Southern-Blot Analyse ein spezifisches Signal bei 13701 bp. Die ortsspezifische Integration
von pTRADDko.1 im TRADD Lokus wird durch ein Signal bei 4595 bp angezeigt (DG75 cl. 4.53). Nach
Cre-vermittelter Entfernung der Hyg- und GFP-Kassetten verdndert sich das zweite Signal fiir den
targetierten TRADD Lokus auf 9373 bp (DG75 cl4.53.2). Die Integration des zweiten Vektors
pTRADDko.2 im zweiten TRADD Allel ergibt ein spezifisches, zusitzliches Signal bei 6913 bp (DG75
cl.4.53.2.9 und cl.4.53.2.12). Die TRADD wildtyp Bande bei 13701 bp ist dann nicht mehr detektierbar.
Aus dem Klon 4.53.2.9 wurden die Klone 9.3 und 9.4, und aus 4.53.2.12 wurden die Klone 12.2, 12.3,
12.5, 12.7 und 12.9 durch Cre-vermittelte Entfernung der Hyg- und GFP-Kassette generiert. Dies wird
durch die beiden spezifischen Banden bei 11463 bp und 9373 bp im Southern-Blot angezeigt. Der
TRADD Genotyp und die Cre-Rekombination sind unterhalb des Southern-Blots angezeigt. Die Pfeile

iiber der Abbildung verdeutlichen den Stammbaum der Zellklone.

Zusitzlich zur genetischen Verifikation der homozygoten DG75 TRADD™~ Zellen
wurde die TRADD Proteinexpression in den hergestellten DG75 Klonen durch
Immunoblot-Analyse getestet. In den heterozygoten DG75 TRADD™" Klonen cl.4.53
und cl.4.53.2 ist die TRADD Proteinexpression im Vergleich zu DG75wt um ca. 50 %
reduziert. In den homozygoten DG75 TRADD™ Klonen ¢1.9.3 und cl.12.2 ist kein
TRADD Protein mehr nachweisbar (sieche Abb. 4.11).
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Abb. 4.11: TRADD Proteinexpression in DG75wt, DG75 TRADD*" und DG75 TRADD™" Klonen.
Es wurden Imunoblot-Analysen der Klone DG75wt, DG75 cl.4.53, DG75 cl.4.53.2, DG75 cl.9.3 und
DG75 «cl.12.2 (sieche Abb. 4.10) mit einem TRADD-spezifischen, monoklonalen Antikorper
(Transduction  Laboratories) durchgefiihrt. Als Ladekontrolle wurden von der gleichen
Nitrozellulosemembran die TRADD Antikorper entfernt (siche Abschnitt 3.5.1.) und diese Membran

nochmals mit einem fiir Aktin spezifischen Antikorper (I-19) gefirbt.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnten damit erstmalig durch das oben beschriebene
Verfahren mehrere TRADD-defiziente DG75 Klone hergestellt werden. Alle
Zwischenstufen und die finalen DG75 TRADD”~ Klone wurden genetisch durch
Southern-Blot Analysen und auf Proteinebene durch Immunoblot-Analysen auf ihren
jeweiligen TRADD Genotyp hin untersucht und verifiziert. Diese hergestellten TRADD-
defizienten DG75 Zellen stellen das erste TRADD , knockout* Zellsystem dar, in dem
die Rolle von TRADD in der Signaltransduktion des zelluliren TNF-R1 und des viralen

LMP1 nun untersucht werden konnte.

4.3.4. Morphologie und Viabilitdt der hergestellten TRADD-defizienten
DG75 Klone

Die hergestellten Zwischenstufen und finalen DG75 TRADD-/- Klone wurden
morphologisch unter einem Fluoreszenz-Mikroskop (Zeiss Axiovert 200) untersucht. Es
konnten keine phinotypischen Unterschiede zu den DG75wt Zellen festgestellt werden

(Daten nicht gezeigt).
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Um die Proliferationsrate der hergestellten DG75 Klone im Vergleich zu DG75wt
Zellen zu untersuchen, wurden Wachstumskurven der DG75 Klone iiber fiinf Tage

erstellt (siehe Abb. 4.12).

35000
30000 /’
25000 —e—DG75 wt (TRADD +/+)
-m—cl. 4.53 (TRADD +/-)
£ 20000 ——cl. 4.53.2 (TRADD +/)
N —¢cl. 4.53.2.9 (TRADD --)
Q
N 15000 —— | =%-¢l.9.3 (TRADD --)
/K —e—cl. 4.53.2.12 (TRADD --)
10000 ¢l.12.2 (TRADD -/-)

5000

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
Tag0 Tag1 Tag2 Tag3 Tag4d Tag5

Abb. 4.12: Proliferationsraten der DG75wt, DG75 TRADD* und DG75 TRADD ™~ Klone. Am Tag
0 wurden je 2000 Zellen der genannten DG75 Zellklone in Triplets in 96-Loch-Platten ausgesit. Die
Zellen wurden mit Hilfe eines Coulter Counters an den jeweiligen Tagen gezidhlt. Die aufgefiihrten

Zellzahlen entsprechen der Gesamtzellzahl pro 96-Loch.

Die Zellteilungsraten der generierten DG75 Klonen weisen gewisse Unterschiede im
Vergleich zu DG75wt Zellen auf. Abb. 4.12 zeigt Wachstumskurven {iiber fiinf Tage fiir
die genannten Zellklone. Die heterozygoten DG75 TRADD™" Klone cl. 4.53 und
c1.4.53.2 und die homozygoten TRADD ™~ Klone c1.4.53.2.9 und c1.4.53.2.12 haben eine
nahezu gleiche Zellteilungsrate wie DG75wt Zellen. Dies zeigt deutlich, dass das
Fehlen von TRADD in diesen Zellen keinen Einfluss auf den Zellmetabolismus hat. Die
homozygoten, rekombinierten DG75 TRADD ™~ Klone ¢1.9.3 und cl.12.2 haben bei
geringerer Zelldichte eine niedrigere Zellteilungsrate als DG75wt Zellen. Bei dichterer
Zellkultur wachsen auch diese Zellen nahezu gleich schnell wie DG75wt Zellen.
Deshalb wurden die Zellen der Klone DG75 ¢l.9.3 und cl.12.2 immer in einer
ausreichenden Dichte, aber nicht zu dicht kultiviert. Die geringere Zellteilungsrate der
Klone DG75 ¢1.9.3 und cl.12.2 kann nicht auf das Fehlen von TRADD zuriickgefiihrt
werden, da die homozygoten TRADD-defizienten Klone DG75 cl. 4.53.2.9 und
cl.4.53.2.12 ein normale Zellteilungsrate aufweisen. Die Unterschiede im
Wachstumsverhalten der Klone DG75 ¢l.9.3 und cl.12.2 sind wahrscheinlich auf

klonale Effekte zuriickzufiihren.
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4.4. Charakterisierung der Signaltransduktion von TNF-Rezeptor 1
und LMP1 in DG75 TRADD** und DG75 TRADD™ Zellen

Nachdem die DG75 TRADD ™" Zelllinien hergestellt und charakterisiert wurden (siche
Abschnitt 4.3.), konnte nun mit der Untersuchung der TRADD-abhingigen
Signaltransduktion des zelluliren TNF-R1 und des viralen LMP1 begonnen werden.
Wie in den Abschnitten 1.3.3. und 1.4.3. im Detail beschrieben, induzieren TNF-R1 und
LMP1 eine Reihe von zelluldren Signalwegen. Die wichtigsten dieser Signalwege, der
NF-xB, der JNKI1 und der apoptotische Signalweg, wurden im Folgenden in
Abhingigkeit von TRADD genauer untersucht. Die Daten aller im Folgenden gezeigten
Experimente wurden in DG75wt (DG75 TRADD"") und DG75 cl.12.2 (DG75
TRADD™") Zellen erhoben und in Zellen des Klons DG75 ¢l.9.3 (DG75 TRADD™)

bestétigt.

4.4.1. TNF-Rezeptor 1 und LMP1 aktivieren den klassischen NF-kB
Signalweg tiber TRADD

Wihrend der TNF-R1 nur den klassischen (kanonischen) NF-kB Signalweg aktivieren
kann (siehe Abschnitt 1.3.3.), ist LMP1 in der Lage, sowohl den klassischen als auch
den alternativen (nicht-kanonischen) Signalweg zur Aktivierung von NF-kB zu
induzieren (siehe Abschnitt 1.4.3.). Erst kiirzlich wurde gezeigt, dass LMP1 iiber seine
CTAR2 Domine spezifisch den klassischen und iiber seine CTAR1 Doméne spezifisch
den alternativen NF-kB Signalweg aktiviert (Luftig et al., 2003; Luftig et al., 2004).

Um die gesamte durch LMP1 und TNF-R1 induzierte, transkriptionelle Aktivierung von
NF-kB zu erfassen, wurden als erstes NF-«kB Luziferase-Reportergen Experimente in
DG75 TRADD"" (DG75wt) und DG75 TRADD™~ Zellen durchgefiihrt. Bei diesen
Experimenten wird nicht zwischen dem klassischen und alternativen NF-kB Signalweg
unterschieden. Dazu wurden DG75 TRADD™ und DG75 TRADD ™~ Zellen mit dem
Leervektor pHEBO-URA als Basiswert, Expressionsvektoren fiir LMP1 und fiir das
chimire Fusionsprotein LMPI1-TNFR1, zusammen mit dem NF-xB Luziferase-
Reportergenkonstrukt  3xxkB-Luc und einem PGK-B-gal-Reportergenkonstrukt
transfiziert (sieche Abb. 4.13). Bei dem LMP1-TNFR1 Fusionsprotein wurden die LMP1

Transmembrandomidnen mit der Signaldomdne des TNF-R1 fusioniert. Dieses
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Konstrukt hat das gleiche Potential zur Autoaggregation in der Plasmamembran wie
LMP1 und aktiviert dadurch konstitutiv und spezifisch TNF-R1 Signalwege iiber seinen
TNF-R1 Anteil (Dudziak er al., 2003; Schneider und Kieser, 2004). Durch die
Verwendung von LMPI-TNFR1 wird damit ein Mischsignal mit TNF-R2
ausgeschlossen. Da nur geringe Mengen der Expressionsvektoren fiir die genannten
Konstrukte transfiziert wurden, wurde auf die Koexpression des in Abschnitt 4.4.2.
verwendeten, antiapoptotischen p35 Proteins verzichtet. 24 h nach Transfektion wurde
die durch die NF-kB Aktivierung induzierte Luziferasemenge gemessen (siche
Abschnitt 3.5.6.). Da DG75 Zellen bereits eine sehr hohe endogene NF-kB Aktivitit
besitzen, konnten im Vergleich zur Leervektorkontrolle pHEBO-URA insgesamt nur
schwache Induktionen durch LMP1 bzw. LMPI1-TNFR1 erreicht werden, die aber

trotzdem aussagekraftig waren.
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Abb. 4.13: NF-kB Luziferase-Reportergen Experimente. Jeweils 5x 10° DG75 TRADD** und DG75
TRADD™" Zellen wurden mit je 2 ug Leervektor oder Expressionsplasmiden fiir LMP1 bzw. LMPI-
TNFRI1, 2 ug p1768 (3xxkB-Luc) und 4 pg PGK-BGal elektroporiert. 24 h nach Elektroporation wurde die
Luziferaseaktivitit bestimmt (sieche Abschnitt 3.5.6.). Die Luziferasewerte wurden auf die PGal-

Expression in den Zellen normalisiert. Die Werte sind Mittelwerte aus drei unabhidngigen Experimenten.

Bei der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB durch LMP1 konnte zwischen
DG75 TRADD™* und DG75 TRADD ™" Zellen kein signifikanter Unterschied festgestellt
werden (siehe Abb. 4.13). Dies konnte dadurch erklart werden, dass LMP1 unabhingig
von TRADD iiber CTARI1 die transkriptionelle Aktivitit des NF-kB
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Reportergenkonstrukts erhohen kann. Bei diesem Ergebnis ist es nicht moglich, eine
Aussage iiber die Notwendigkeit von TRADD im CTAR2 Signalweg zutreffen.
Dagegen induzierte die Expression des Fusionsproteins LMP1-TNFR1 in DG75
TRADD"” Zellen die NF-kB-abhiingige Transkription um den Faktor zwei bis drei, was
in DG75 TRADD ™~ Zellen nicht der Fall war. Dieses Ergebnis zeigt, dass TRADD in
der Aktivierung von NF-kB durch den TNF-R1 eine essentielle Rolle spielt.

Da die Ergebnisse der NF-kB Luziferase-Reportergen Experimente fiir LMP1 keine
eindeutigen Aussagen zulieBen und um die Ergebnisse fiir den TNF-R1 zu bestitigen,
wurde eine zweite Methode zur Untersuchung des NF-kB Signalwegs angewendet.
Diese erlaubte eine differenziertere Untersuchung der Aktivierung des klassischen NF-
kB Signalwegs von LMP1 und TNF-R1. Hierzu wurden IKKf (I-xBa Kinase )
Immunkomplex-Kinaseversuche durchgefiihrt, um eine Aktivierung von IKKp direkt
nachzuweisen (siehe Abb. 4.14). Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung des
klassischen NF-kB Signalwegs durch LMP1 und TNF-R1 spezifisch iiber IKK[ verlduft
(Luftig et al., 2003; Zandi et al., 1997). Die Aktivierung der IKK durch LMP1 bzw.
LMPI-TNFR1 Expression ist daher ein direktes Ma@ fiir die Induktion des klassischen
NF-«B Signalwegs.

In diesen Experimenten wurden cao-LMP1 Konstrukte transfiziert, auBer bei LMP1-
CD40 (siehe Abschnitt 2.2.). Dies sollte zusitzlich potentielle zytotoxische Effekte
vermeiden, die durch die B95.8-LMPI1 Transmembrandominen ausgelost werden
konnten (siehe Abschnitt 1.4.2.). Es wurde auch bei diesen Experimenten auf die
Koexpression des antiapoptotischen p35 Proteins verzichtet, da dieses selbst bei
Uberexpression Einfluss auf die Aktivierung von NF-kB haben kann (Shiraki et al.,
2002) und dadurch die hohe NF-kB Hintergrundaktivitit in DG75 Zellen noch weiter
erhohen konnte. In diesem Experiment wurden 2 pg der Expressionsvektoren fiir cao-
LMP1(Y384G), cao-LMP1, cao-LMPI-TNFR1 und LMP1-CD40 zusammen mit 4 ug
einer Flag-Epitop fusionierten IKKpB in jeweils 5x 10° DG75 TRADD™” bzw. DG75
TRADD™~ Zellen transfiziert. Als Negativkontrolle wurde cao-LMPI1(Y384G)
verwendet, das den IKKB/NF-kB Signalweg nicht mehr aktivieren kann. Als weitere
Kontrolle wurde der Expressionsvektor fiir das LMP1-CD40 Fusionsprotein transfiziert,
bei dem die LMP1 Transmembrandoménen mit der CD40 Signaldoméne fusioniert sind

(Gires et al., 1997). Dieses Fusionsprotein induziert konstitutiv CD40 Signale in der
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Zelle, die TRADD-unabhingig sein sollten. 20 h nach Transfektion wurde Flag-IKKf3
mit dem Flag-spezifischen Antikorper M2 (Stratagene) immunprizipitiert und
anschlieend in vitro Kinasereaktionen mit dem Substrat GST-I-kBa durchgefiihrt
(siehe Abschnitt 3.5.2.). Der Grad der Phosphorylierung von GST-I-kBa ist ein direktes
Mal} fiir die Aktivierung des IKKP/NF-kB Signalwegs durch die exprimierten

Konstrukte.
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Abb. 4.14: Die Aktivierung des IKKp/NF-kB Signalwegs durch LMP1 und TNF-R1 ist abhiingig
von TRADD. DG75 TRADD”* und DG75 TRADD™" Zellen wurden mit je 1 pug Expressionsvektor der
oben genannten Konstrukte und 5 ug pcDNA3-Flag-IKKf elektroporiert. Die transfizierte Gesamtmenge
an DNA wurde mit Lachsspermien-DNA auf 15 pg angeglichen. 20 h nach Transfektion wurden IKKf
Immunkomplex-Kinaseversuche (sieche Abschnitt 3.5.2.) durchgefiihrt. Die Aktivitit der prézipitierten
IKKB wurde durch in vitro Phosphorylierung des Substrats GST-I-kBa nachgewiesen. Die Menge an
immunprézipitierter IKK wurde durch Immunoblot-Analyse mit dem Flag-spezifischen Antikdrper M2
dargestellt. Die Expression der transfizierten cao-LMP1 Konstrukte wurde durch Immunoblot-Analyse
mit dem HA-spezifischen Antikdrper 12CAS und die Expression des LMP1-CD40 Konstrukts mit einem
CD40 Antikorper (C-20), der spezifisch die zytoplasmatische Signaldomidne von CD40 erkennt,

nachgewiesen. n.s.= nicht spezifisches Signal.
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Wie in Abb. 4.14 gezeigt, aktivieren LMP1 (2,2-fach), LMPI-TNFR1 (1,9-fach) und
LMP1-CD40 (2,5-fach) nach transienter Expression in DG75 TRADD"” Zellen den
klassischen NF-kB Signalweg. Wihrend LMP1-CD40 auch in DG75 TRADD ™" Zellen
IKKp aktiviert (2,3-fach), liegt die Aktivierung von IKKp in DG75 TRADD ™~ Zellen
sowohl durch LMP1 (1,2-fach) als auch durch LMP1-TNFR1 (0,9-fach) nahezu auf
dem Basalwert von LMP1(Y384G). Diese Ergebnisse zeigen erstmals eindeutig, dass
TRADD fiir die Aktivierung des IKKB/NF-kB Signalwegs sowohl von LMP1 als auch
von TNF-R1 essentiell ist.

Die IKKB Immunkomplex-Kinaseversuche zeigten, dass die Signaldoméne des LMP1-
TNFR1 den IKKB/ NF-kB Signalweg nur in Abhingigkeit von TRADD aktivieren
kann. Um die Rolle von TRADD bei der TNF-R1 induzierten NF-«B Aktivierung auch
im endogenen TNF-Rezeptorkontext zu zeigen, wurden DG75 TRADD””* und DG75
TRADD ™" Zellen fiir 0, 5, 10 und 20 Minuten mit 50 ng/ml humanem TNFa stimuliert
und die Phosphorylierung von I-«xBa durch Immunoblot-Analyse mit einem
phosphospezifischen I-kBa Antikorper untersucht (siehe Abb. 4.15). Um die hohe
endogene NF-kB Aktivitit in den DG75 Zellen zu senken, wurde den Zellen vor TNFa
Stimulierung fiir zwei Stunden das fotale Kélberserum entzogen. Bei lingerem Entzug
des Serums sterben DG75 Zellen ab. Trotz Entzug des Serums ist die basale

Phosphorylierung von I-kBa immer noch relativ hoch (siehe Abb. 4.15).
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Abb. 4.15: TRADD ist notwendig fiir die TNFa-induzierte Aktivierung des NF-kB Signalwegs in
DG75 Zellen. DG75 TRADD™* und DG75 TRADD™~ Zellen wurde fiir 0, 5, 10 oder 20 Minuten mit 50
ng/ml humanem TNFo (Roche) stimuliert. Es wurden klare Zelllysate hergestellt und Immunoblot-
Analysen mit einem phosphospezifischen I-kBa Antikoérper (Cell Signaling), einem monoklonalen
TRADD Antikorper (Transduction Laboratories) und einem aktinspezifischen Antikorper (I-19)
durchgefiihrt.
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Durch Stimulierung mit 16slichem TNFa fiir die genannten Zeitraume ist in DG75
TRADD™ Zellen eine Zunahme der Phosphorylierung von I-kBa zu erkennen. DG75
Zellen zeigen im Allgemeinen eine geringe Sensibilitit fiir die Stimulierung mit TNFa.
Der Grund fiir diese Beobachtung ist momentan unklar. DG75 Zellen exprimieren
sowohl den TNF-R1 als auch den TNF-R2 (sieche Abb. 4.2). Da 16sliches TNFa vor
allem den TNF-R1 und nicht den TNF-R2 stimuliert, kann davon ausgegangen werden,
dass die sichtbare Phosphorylierung von I-kBa spezifisch vom TNF-R1 induziert
wurde. In DG75 TRADD™~ Zellen bleibt die Phosphorylierung von I-kBo auf dem
Basallevel unstimulierter Zellen. Dieses Ergebnis stiitzt zusétzlich die Erkenntnisse aus
den zuvor beschriebenen Experimenten. TRADD ist fiir die Aktivierung des klassischen

NF-kB Signalwegs durch den TNF-R1 essentiell.

4.4.2. TNF-Rezeptor 1 und LMP1 aktivieren JNK1 unabhédngig von TRADD

Ein weiterer wichtiger Signalweg, der sowohl von TNF-R1 als auch von LMP1 aktiviert
wird, ist der JNK1 Signalweg (siehe Abschnitt 1.3.3. und 1.4.3.). In TRAF2-defizienten
Zellen konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung des JNK1 Signalwegs von TNF-R1
iiber TRAF2 verlduft (Hsu et al., 1996b; Lee et al., 1997; Natoli et al., 1997; Reinhard
et al., 1997; Yeh et al., 1997). Da TRAF2 direkt mit TRADD, jedoch nicht mit dem
TNF-RI interagieren kann, wurde postuliert, dass TRAF2 iiber TRADD an den TNF-R1
bindet (Hsu et al., 1996b; Park et al., 2000; Rothe et al., 1995). Dies konnte allerdings
bis heute nur in Uberexpressionsstudien bestitigt werden (Hsu et al., 1996b). So wurde
angenommen, dass die Aktivierung von JNK1 durch TNF-R1 iiber TRADD und
TRAF2 verlduft. Somit wurde hier erwartet, dass TNF-R1 den JNKI-Signalweg in
DG75 TRADD ™" Zellen nicht mehr aktivieren kann.

Die Aktivierung des JNKI Signalwegs durch LMP1 erfolgt iiber eine JNK-
Aktivierungsregion (JAR), die zwischen den As 379 bis 384 der CTAR2 lokalisiert ist.
Diese Region iiberlappt mit der TRADD Binderegion (As 384 bis 386) von LMP1
(Kieser et al., 1999). Nach wie vor ist vollig unklar, ob TRADD an der Aktivierung von
JNKT1 durch LMP1 beteiligt ist. Die Mutante LMP1(Y384G), in der das Tyrosin 384 in
der CTAR2 von LMP1 zu Glycin mutiert ist, verliert die Bindung von TRADD an
LMP1 und die LMPI-induzierte Aktivierung des JNKI1 Signalwegs (Kieser et al.,
1999). Dennoch fehlte bis heute ein direkter Beweis fiir eine Rolle von TRADD bei der
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Aktivierung des JNK Signalwegs durch LMPI aufgrund des Fehlens eines TRADD ™~

Zellsystems.

Um diese offenen Fragen in der TNF-R1 und LMP1 Signaltransduktion zu beantworten,
wurden in DG75wt und DG75 TRADD™ Zellen transiente JNKI-Immunkomplex-
Kinaseexperimente durchgefiihrt. Dafiir wurden Expressionsvektoren fiir die im
Folgenden beschriebenen Konstrukte von LMP1 zusammen mit Expressionsvektoren
fiir eine HA-Epitop fusionierte JNK1 (HA-JNK1) und dem Baculovirusprotein p35 in
die genannten Zelllinien transfiziert. Das antiapoptotische p35 Protein wurde
koexprimiert, um eventuelle apoptotische Signalwege, vor allem von LMP1-TNFR1, zu
inhibieren (Seshagiri und Miller, 1997a). Als Kontrollen zur Bestimmung der basalen
JNKI1 Aktivitit wurden Expressionsvektoren fiir die LMP1 Mutanten LMP1(Y384G)
und LMP1A194-386 transfiziert (siche Abschnitt 2.2.). Beide LMP1 Mutanten sind
nicht mehr in der Lage, JNK1 zu aktivieren (Kieser et al., 1999). Als weitere Kontrolle
wurden Expressionsvektoren fiir das chimdre LMPI1-CD40 Fusionsprotein (siche
Abschnitt 4.4.1.) transfiziert. Zur Untersuchung der LMP1 bzw. TNF-R1 induzierten
Aktivierung des JNK1 Signalwegs wurden Expressionsvektoren fiir LMP1 bzw. fiir das
LMPI1-TNFR1 Fusionsprotein transfiziert (siehe Abschnitt 4.4.1.). Auch hier konnte
durch die Verwendung von LMPI1-TNFR1 eine Erzeugung von Mischsignalen mit

TNF-R2 ausgeschlossen werden.

20 h nach Transfektion wurden die Zellen geerntet und HA-JNKI1 Immunkomplex-
Kinaseversuche durchgefiihrt. Dabei wurde HA-JNKI1 mit dem HA-spezifischen
Antikorper 3F10 (Roche) immunprizipitiert und in vitro das Substrat GST-c-jun
phosphoryliert (sieche Abb. 4.16). Die Phosphorylierung von GST-c-jun ist ein direktes
MaB fiir die JNK1 Aktivierung durch die exprimierten Konstrukte.

Wie in Abb. 4.16 gezeigt, konnen die Mutanten LMP1(Y384G) und LMP1A194-386
den JNKI1 Signalweg nicht aktivieren. Wie zu erwarten war, aktiviert die Expression
des LMP1-CD40 Fusionsproteins in Abwesenheit von TRADD den JNKI1 Signalweg.
Ebenso ist LMP1 in der Lage, TRADD-unabhiéngig den JNK1 Signalweg zu aktivieren.
Dieses Ergebnis beweist erstmals, dass TRADD nicht fiir die Aktivierung des JNK1
Signalwegs durch LMP1 benétigt wird.



Ergebnisse 99

Erstaunlicherweise wird durch die Expression des LMP1-TNFR1 Fusionsproteins auch
in DG75 TRADD™" Zellen (3,7-fache Induktion) der INK1 Signalweg in Gleicherweise
wie in DG75 TRADD™” Zellen (3,6-fache Induktion) aktiviert. Dieses Ergebnis war
unerwartet, da es das bis heute giiltige Modell der TNF-R1 Signaltransduktion in Frage
stellt, in dem die JNK1 Aktivierung durch den TNF-R1 iiber TRADD und TRAF2
verlduft (Aggarwal, 2003; Chen und Goeddel, 2002; Wajant et al., 2003).
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Abb. 4.16: TNF-R1 und LMP1 aktivieren JNK1 unabhiingig von TRADD. DG75 TRADD"* und
DG75 TRADD™" Zellen wurden mit 5 pg der Expressionsvektoren fiir die oben aufgefiihrten LMP1-
Konstrukte, 3 ug HA-JNK1 und 2 pug p35 transfiziert. Die transfizierte Gesamtmenge an DNA wurde mit
Lachsspermien-DNA auf 15 pg angeglichen. 20 h nach Elektroporation wurden in vitro HA-JNKI
Immunkomplex-Kinaseversuche durchgefiihrt. Die Aktivitdt des prizipitierten HA-JNK1 wurde durch
Autoradiografie des radioaktiv phosphorylierten Substrats GST-c-jun nachgewiesen. Die Mengen an
immunprézipierter HA-JNK1 (IP) wurde mit einem JNK1 (C-17) spezifischen Antikdrper im Immunoblot
nachgewiesen. Die Expression der HA-LMP1 Konstrukte wurde in Ganzzelllysaten mit dem HA-
spezifischen monoklonalen Antikorper 12CAS5 (Roche) nachgewiesen. Die Expression von LMP1-CD40
wurde mit einem CD40 Antikorper (C-20) nachgewiesen, der spezifisch die zytoplasmatische

Signaldoméne von CD40 erkennt.
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An dieser Stelle stellte sich nun die Frage, wie TNF-R1 durch einen TRADD-
unabhiingigen, aber TRAF2-abhingigen Signalweg JNK1 aktiviert. Kann TRAF2 ohne
TRADD mit dem TNF-R1 interagieren? Diese Frage wird im weiteren Verlauf dieser

Doktorarbeit adressiert werden (siche Abschnitt 4.6.).

4.4.3. TNF-Rezeptor 1 induziert Apoptose tiber TRADD

Nachdem die Rolle von TRADD in der TNF-R1- und LMPI-induzierten Aktivierung
von NF-xB und JNKI1 gekldrt werden konnte, war nun die Rolle von TRADD im
apoptotischen Signalweg des TNF-R1 von Interesse. Dieser Signalweg wurde als ein
TRADD-, FADD- und Caspasen-abhingiger Signalweg beschrieben (siehe Abschnitt
1.3.3)).

Als erstes wurde versucht, in DG75 Zellen durch TNFo Stimulierung Apoptose zu
induzieren. Trotz Zugabe von Cycloheximid ins Kulturmedium der Zellen, welches die
Expression NF-kB-regulierter, antiapoptotischer Proteine inhibiert, konnte in DG75
Zellen keine Apoptose induziert werden (Daten nicht gezeigt). Eine mogliche Erkldrung
dafiir konnte die geringe Caspase-8 Proteinmenge (Daten nicht gezeigt) oder das Fehlen

von Bax sein, dessen Gen in DG75 Zellen mutiert ist (Brimmell et al., 1998).

Um die Rolle von TRADD bei der Aktivierung des apoptotischen Signalwegs von TNF-
R1 in DG75 Zellen zu charakterisieren, wurde daher die in Abschnitt 4.2. beschriebene
Methode herangezogen, mit der Apoptose nach transienter Transfektion Apoptose
induzierender Gene nachgewiesen werden kann. Dazu wurden wie in Abb. 4.17
aufgefiihrt, jeweils 10 pg pHEBO-URA Leervektor, bzw. Expressionsvektoren fiir cao-
LMPI und cao-LMP1-TNFR1 zusammen mit 1 ug pEGFP-CI und 3 pg pCMV-I-
kB03236a in DG75 TRADD™ und DG75 TRADD ™" Zellen transfiziert. Die cao-LMP1
Konstrukte wurden gewihlt, um einen Beitrag der Transmembrandominen von LMP1
zum detektierten Zelltod auszuschlieBen. Die Expression von GFP dient, wie in
Abschnitt 4.2. beschrieben, der Detektion erfolgreich transfizierter Zellen in der FACS-
Analyse. [-kB0i3p/36a ist eine dominant-negative I-kBa Mutante (sieche Abschnitt 2.2.),
die spezifisch den TNF-R1 induzierten, klassischen NF-xB Signalweg inhibiert.
Dadurch kommt es bei TNF-R1 Aktivitidt nicht zur Expression NF-kB-induzierter,

antiapoptotischer Faktoren, wie z.B. der von cIAPs, XIAP oder bcl-2 (Traenckner et al.,



Ergebnisse 101

1995). Es wurde fiir viele Zelllinien beschrieben, dass TNF-R1 Apoptose nur bei
gleichzeitiger Inhibition des NF-kB Signalwegs induzieren kann (Beg und Baltimore,
1996; Van Antwerp et al., 1996; Van Antwerp et al., 1998; Wang et al., 1996a; Wang et
al., 1998).
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Abb. 4.17: TNF-R1 induziert Apoptose iiber einen TRADD-abhiingigen Signalweg. DG75 TRADD"”
und DG75 TRADD™~ Zellen wurden mit je 10 pg pHEBO-URA, pSV-HA-caoLMP1 oder pSV-HA-
caoLMP1-TNFR1 zusammen mit 1 pg pEGFP-C1 und 3 pg pCMV-I-kBoi3364 transfiziert. Die
Gesamtmenge an DNA wurde mit inerter Lachsspermien-DNA auf 15 pg angeglichen. 24 h nach
Transfektion wurde der durch die Expression der Konstrukte verursachte Zelltod mit der in Abschnitt 4.2.
beschriebenen Methode im FACS quantifiziert. Die relative Anzahl an GFP+/PI- Zellen ist ein Maf fiir
die Uberlebensrate. Die Anzahl an GFP+/PI- Zellen im Leervektor-Ansatz wurde auf eine Uberlebensrate
von 100 % gesetzt. Alle weiteren Ansitze wurden auf die entsprechenden Leervektor-Ansétze bezogen.

(Student’s T-Test, *** p< 0,004).

Die Anzahl an GFP+/PI- Zellen in den mit Leervektoren transfizierten Ansédtzen wurde
als Uberlebensrate von 100 % definiert (siche Abschnitt 4.2.). Die Anzahl an GFP+/PI-
Zellen in den mit Expressionsvektoren fiir cao-LMP1 bzw. cao-LMPI-TNFRI1

transfizierten Ansitzen wurde auf die Uberlebensrate des Leervektor-Ansatzes bezogen.

Die Expression von cao-LMPI-TNFRI fiihrte in DG75 TRADD™ Zellen zu einer
Zelltodrate von ca. 50 bis 60 % (siehe Abb. 4.17). Dieser Effekt, der durch die TNF-R1
Signaldomine des Fusionsproteins induzierten Signale, ging in DG75 TRADD ™~ Zellen

verloren. Die Expression von cao-LMP1 erhohte sogar die Uberlebensrate der
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transfizierten Zellen, sowohl in DG75 TRADD"* als auch in DG75 TRADD ™~ Zellen.
Dies konnte auf proliferative Signale des cao-LMP1 zuriickzufiihren sein. B95.8-LMP1
filhrt dagegen bei Uberexpression in DG75 Zellen zu zytotoxischen oder zytostatischen

Effekten (Daten nicht gezeigt).

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen, dass TRADD fiir die Induktion von
Apoptose durch den TNF-R1 notwendig ist. Damit wird das heute giiltige Modell der
TNF-R1-vermittelten Apoptose gestiitzt.

4.5. Charakterisierung der Rolle von TRADD in der TNF-Rezeptor 1
Signaltransduktion mit Hilfe von TRADD-siRNA in HelLa Zellen

Durch die Etablierung TRADD-defizienter DG75 Zellen konnten im Rahmen dieser
Doktorarbeit neue Erkenntnisse iiber die Rolle von TRADD in der Signaliibertragung
durch den TNF-R1 und durch LMP1 gewonnen werden. Da sich DG75 Zellen jedoch
nur unzureichend mit TNFo stimulieren lieen (siehe Abschnitt 4.4.1.), wurden die
bisherigen Ergebnisse im Bereich von TNF-R1 Signaltransduktion groBtenteils durch
Anwendung des chimédren LMP1-TNFR1 Fusionsproteins gewonnen. Hierbei handelt es
sich zwar um ein etabliertes System, das aber trotzdem als artifiziell bezeichnet werden
muss. Daher war es von grofler Bedeutung, die gewonnen Ergebnisse aus den TRADD-
defizienten DG75 Zellen mit dem endogenen TNF-R1 in einem anderen Zellsystem zu

verifizieren.

Da keine zweite TRADD-defiziente Zelllinie zur Verfiigung steht, wurde zusitzlich die
siRNA Technologie (Ubersichtsartikel: Meister und Tuschl, 2004) zur spezifischen
Reduktion der TRADD Expression in HelLa Zellen angewendet. HelLa Zellen
exprimieren nur TNF-R1, nicht TNF-R2 und lassen sich sehr gut mit TNFa stimulieren
(Jupp et al., 2001; Weiss et al., 1997). Deswegen wurden diese Zellen in der
Vergangenheit des Ofteren zur Untersuchung von TNF-R1 Signalwegen verwendet

(Deng et al., 2003; Liu et al., 1996; McFarlane et al., 2002; Wang et al., 2000).
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4.5.1. Optimierung der Transfektion von siRNA Oligonukleotiden in
HeLa Zellen

Vor Beginn der eigentlichen TNFo Stimulationsexperimente musste die Transfektion
der siRNA Oligonukleotide optimiert werden. Dazu wurden unspezifische, mit Alexa-
Fluor 488 gekoppelte siRNA Oligonukleotide (siehe Abschnitt 2.3.) mit zwei
verschiedenen Transfektionsreagenzien (RNAifect, Lipofectamine2000™) in HeLa
Zellen transfiziert. Es wurde in einer Reihe von Transfektionen versucht, das optimale
Verhiltnis zwischen siRNA Oligonukleotidmenge, Menge an Transfektionsreagenz und

Zelldichte der zu transfizierenden Zellen zu ermitteln (Daten nicht gezeigt).

Durchlicht, Alexa-Fluor 488 ,
VergréBerung 100x VergréBerung 100x

Abb. 4.18: Uberpriifung der Transfektionseffizienz von Alexa-Fluor 488-gekoppelten siRNA
Oligonukleotiden. Um die Transfektionseffizienz der siRNA Oligonukleotide fiir die folgenden
Experimente zu optimieren und zu tiberpriifen, wurden unspezifische Alexa-Fluor 488 gekoppelte siRNA
Oligonukleotide mit Lipofectamine2000™ in HeLa Zellen transfiziert (siche Abschnitte 2.3. und 3.2.4.).
Die transfizierten Zellen zeigten unter dem Fluoreszenzmikroskop eine griine Fluoreszenz. Die Zellen
wurden bei 100-facher VergroBerung fotografiert. Die Abbildung der griin fluoreszierenden Zellen wurde

nachtréiglich mit dem Programm Openlab (Improvision) eingefirbt.

Die Transfektionseffizienz konnte bei der Transfektion von Alexa-Fluor 488-
gekoppelten siRNA Oligonukleotiden direkt am Fluoreszenzmikroskop tiberpriift
werden. Es konnte schlieBlich ein optimiertes Transfektionsprotokoll erstellt werden,
bei dem die siRNA Oligonukleotide mit Lipofectamine2000™ nach dem in Abschnitt

3.2.4. detailliert beschriebenen Protokoll transfiziert wurden. Lipofectamine2000™
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zeigte zwar eine etwas hohere Zytotoxizitit als RNAifect, dafiir aber eine wesentlich
hohere Transfektionseffizienz. In Abb. 4.18 sind mikroskopische Aufnahmen von HelLa
Zellen gezeigt, die nach diesem optimierten Transfektionsprotokoll mit Alexa-Fluor
488-gekoppelten siRNA Oligonukleotiden transfiziert wurden. Es konnte eine

Transfektionseffizienz von annidhernd 100 % ermittelt werden.

Um eine maximale Reduktion der TRADD Proteinmenge in HelLa Zellen zu erreichen,
mussten HeLa Zellen mit den TRADD-spezifischen siRNA Oligonukleotiden
FS/siRNA1 zweimal an aufeinander folgenden Tagen mit Lipofectamine2000™
transfiziert werden. Nach der zweiten Transfektion wurden die Zellen weitere 48 h
kultiviert, bis die im Folgenden beschriebenen TNFo Stimulationsexperimente
durchgefiihrt wurden. Der Grund fiir diese Vorgehensweise war die offensichtlich lange
Halbwertszeit des TRADD Proteins. Erst nach zweifacher Transfektion der HeLa Zellen
mit den TRADD-spezifischen siRNA Oligonukleotiden und weiteren 48 Stunden in
Kultur war die erwiinschte Reduktion der TRADD Expression erreicht (siehe Abschnitt
4.5.2.). Alle weiteren Transfektionen von siRNA Oligonukleotiden wurden mit
Lipofectamine2000™ nach dem in Abschnitt 3.2.4. beschriebenen Protokoll

durchgefiihrt.

4.5.2. Die Rolle von TRADD in TNF-Rezeptor 1 Signalwegen in
HelLa Zellen

Um die Rolle von TRADD in TNF-R1 Signalwegen zu untersuchen, wurden nach dem
oben beschriebenen Protokoll parallel unspezifische und TRADD-spezifische siRNA
Oligonukleotide in Hela Zellen transfiziert. Der Ansatz mit den transfizierten
unspezifischen siRNA Oligonukleotiden diente als Kontrolle, um mogliche

Nebeneffekte der siRNA Transfektion zu erfassen.

Jeweils 48 h nach der zweiten siRNA Transfektion wurde den Zellen fiir 3 h das fétale
Kilberserum (FKS) im Kulturmedium entzogen. Dies diente zur Reduktion von
Hintergrundsignalen, die durch Bestandteile des FKS, wie z.B. Zytokinen oder
Wachstumsfaktoren, verursacht werden. Darauthin wurden die Zellen fiir die jeweiligen
Zeitspannen in serumfreiem Kulturmedium mit 20 ng/ml humanem TNFo stimuliert

(siche Abb. 4.19 und 4.20). Die Zellen wurden umgehend in TBST-Lysepuffer lysiert
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und die TNFa induzierten Signalwege mittels Immunoblot-Analysen untersucht. Die
TRADD Proteinexpression konnte durch Transfektion TRADD-spezifischer siRNA
Oligonukleotiden in HeLa Zellen um ca. 90 % reduziert werden. Die Aktivierung des
JNK1/2 und NF-kB Signalwegs wurde jeweils mit phosphospezifischen Antikdrpern
gegen p-JNK1/2 und p- I-kBa untersucht (siehe Abb. 4.19 und 4.20).

Wie in Abb. 4.19 gezeigt, ist bei der Phosphorylierung und Degradierung von I-kBa,
Erkennungszeichen fiir die Aktivierung des klassischen NF-xB Signalwegs, eine leichte
Reduktion in der Gegenwart von TRADD-siRNA zu erkennen. Der Signalweg ist
allerdings nicht vollstindig geblockt. Die Degradation des I-kBa Proteins, eine Folge
der Phosphorylierung (sieche Abschnitt 1.3.3.), scheint bei reduzierter TRADD
Proteinmenge in den Zellen etwas langsamer zu verlaufen, ist aber dennoch
nachweisbar. Dies deutet auf eine reduzierte Aktivierung des NF-kB Signalwegs hin.
Da die Aktivierung des NF-xB Signalwegs nur schwach inhibiert wurde, war
anzunehmen, dass die geringe in den HelLa Zellen verbliebene TRADD Proteinmenge
ausreichend war, um diesen Signalweg durch TNF-R1 noch zu aktivieren. Da in vielen
Fillen eine sehr geringe Anzahl von Signalmolekiilen in der Zelle ausreichend ist, um

Signaltransduktion zu vermitteln, ist dieses Ergebnis nicht ungewohnlich.

Die TNFo-induzierte Phosphorylierung von JNK1/2 und damit dessen Aktivierung ist
bei stark reduzierter TRADD Proteinmenge nahezu identisch mit den Kontrollansitzen,
die eine normale TRADD Expression zeigen (siche Abb. 4.19). Die Erkldrungs-
moglichkeit, dass der Grad der Reduktion der TRADD Expression prinzipiell zu gering
ist, um TNF-R1 Signaltransduktion zu inhibieren, scheidet aus, da unter gleichen
Bedingungen die Aktivierung von Apoptose durch TRADD-siRNA inhibiert werden
konnte (siehe Abschnitt 4.5.3.). Die in diesen Experimenten erhaltenen Ergebnisse
stiitzen die Ergebnisse aus den DG75 TRADD™~ Zellen (sieche Abschnitt 4.4.1. und
4.4.2).
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Abb. 4.19: TNF-R1 induzierte Signalwege in HeLa Zellen bei reduzierter TRADD Expression
durch TRADD-siRNA. HelLa Zellen wurden mit Kontroll- oder TRADD-siRNA Oligonukleotiden
zweimal innerhalb von 24 h transfiziert und 48 h nach der zweiten Transfektion (sieche Abschnitt 3.2.4.)
fir 0, 5, 10 und 20 min mit 20 ng/ml humanem TNFa stimuliert. Die stimulierten HeLa Zellen wurden
daraufthin in TBST-Lysepuffer lysiert und Immunoblot-Analysen durchgefiihrt. Es wurden die durch
TNFa induzierten TNF-R1 Signalwege zu I-xBa und JNK1/2 mit phosphospezifischen Antikorpern
untersucht. Nach Inkubation der Immunoblots mit den phosphospezifischen Antikdrpern wurden die
Antikorper mit einem speziellen ,,Stripping-Puffer” wieder entfernt (siehe Abschnitt 3.5.1.) und die
Membranen erneut mit Antikdrpern gegen die jeweiligen unphosphorylierten Proteine I-kBo und JNK1/2
(Mischung aus JNK1 (C-17) und JNK2 (FL) Antikorper) inkubiert. Die TRADD Proteinmenge wurde mit
einem monoklonalen TRADD Antikorper (Transduction Laboratories) nachgewiesen. Zur Ladekontrolle
wurde zusitzlich der zuvor mit TRADD-Antikorper inkubierte Immunoblot mit einem aktinspezifischen

Antikorper (I-19) behandelt.

In der Signaltransduktion von Rezeptoren, wie z.B. der des TNF-R1, konnen die
einzelnen induzierten Signalwege nicht als lineare und isolierte Vorgéinge betrachtet
werden. Es gibt Vernetzungen zwischen Signalwegen wund Riickkopplungs-
mechanismen, die in komplexer Weise die biologische Antwort auf bestimmte Stimuli
regulieren. In fritheren Arbeiten wurde demonstriert, dass NF-kB auf indirektem Weg
durch Regulation von Zielgenen die Aktivierung von JNK inhibieren kann (De Smaele

et al.,2001; Papa et al., 2004; Tang et al., 2001).
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Es stellte sich nun die Frage, ob die verminderte NF-«kB Aktivierung nach TNFa
Stimulierung der HeLa Zellen, verursacht durch den TRADD , knock-down*,
ausreichend war, um einen Einfluss auf die JNK Aktivierung zu haben. Da Vorginge,
die durch Neusynthese von Proteinen reguliert werden, eine gewisse Verzogerung in
ihrer Wirkung haben, wurde iiberpriift, ob bei ldngerer TNFo Stimulierung ein
Unterschied in der JNK Phosphorylierung zwischen Kontroll- und TRADD-siRNA
transfizierten Zellen zu erkennen ist. HeLa Zellen wurden mit Kontroll- und TRADD-
siRNA Oligonukleotiden transfiziert und fiir 0, 5, 10, 20, 30 und 60 Minuten mit 20
ng/ml TNFa stimuliert (siche Abb. 4.20).
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Abb. 4.20: Eine verminderte TRADD Proteinmenge fiihrt zu einer verlingerten JNK
Aktivierungskinetik nach TNFa Stimulierung. HelLa Zellen wurden mit Kontroll- oder TRADD-
siRNA Oligonukleotiden zweimal innerhalb von 24 h transfiziert und 48 h nach der zweiten Transfektion
(sieche Abschnitt 3.2.4.) fiir 0, 5, 10, 20, 30 und 60 min mit 20 ng/ml humanem TNFa stimuliert. Die
Aktivierung der jeweiligen TNFa induzierten Signalwege wurde mit phosphospezifischen Antikérpern im
Immunoblot untersucht. Die phosphospezifischen Antikorper wurden von den Immunoblots entfernt
(siche Abschnitt 3.5.1.) und dieselben Blots erneut mit Primirantikorpern gegen die jeweils

unphosphorylierten Proteine gefirbt.

Wie in Abb. 4.20 zu erkennen ist, verlduft die Phosphorylierung von JNK1/2 in den
ersten 20 min in Kontroll- und TRADD-siRNA transfizierten Zellen vergleichbar. Nach
30 min ist in den Kontrollansitzen eine deutliche Abnahme der JNKI1/2

Phosphorylierung zu erkennen. In TRADD , knock-down* Ansitzen ist die JNK1/2
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Phosphorylierung nach 30 min TNFa Stimulierung dagegen immer noch auf dem
gleichen Niveau wie nach 20 Minuten. Erst nach 60 min Stimulierung ist der JNK
Signalweg wieder fast abgeschaltet. Dies zeigt, dass das Aktivierungsniveau von
JNK1/2 bei stark reduzierten TRADD Mengen gleich hoch ist wie in den Kontroll-
ansdtzen, jedoch eine verdnderte Kinetik aufweist. Dies konnte auf eine reduzierte

Transkription NF-kB regulierter Gene zuriickzufiihren sein.

4.5.3. Die Rolle von TRADD in der Apoptoseinduktion durch den
endogenen TNF-Rezeptor 1 in HeLa Zellen

Bei der Untersuchung des TNF-R1 induzierten JNK1/2 und NF-xB Signalwegs in
TRADD-siRNA transfizierten HelLa Zellen konnten die Ergebnisse aus den DG75
TRADD™" Zellen im Prinzip bestitigt werden. Der TNF-R1 induzierte JNK1/2
Signalweg wird durch eine stark reduzierte TRADD Expression nicht beeintrachtigt.
Die Aktivierung des NF-kB Signalwegs konnte durch Reduktion der TRADD
Expression zwar nur teilweise inhibiert werden, ein Effekt war aber trotzdem sichtbar.
Moglicherweise sind sehr geringe Mengen an TRADD-Protein in der Zelle ausreichend,

um den NF-kB Signalweg zu aktivieren.

Es stellte sich nun die Frage, ob die Reduktion der TRADD Expression in TRADD-
siRNA transfizierten HelLa Zellen ausreichend ist, um den apoptotischen Signalweg des
TNF-R1 zu blockieren. Dafiir wurden wie 1im Folgenden beschrieben
Apoptoseexperimente mit TNFa Stimulierung von mit Kontroll- und TRADD-siRNA
transfizierten HelLa Zellen durchgefiihrt (siehe Abb. 4.21 und 4.22).

Um in HeLa Zellen mit TNFa Stimulierung Apoptose zu induzieren, muss gleichzeitig
die Expression NF-kB-regulierter, antiapoptotischer Gene, wie z.B. cIAPs, XIAP, A20,
cFLIP, TRAF1, TRAF2 oder auch Proteine der bcl-2 Familie (Chu er al., 1997;
Grumont et al., 1999; Micheau et al., 2001; Shu et al., 1996; Wang et al., 1998; Zong et
al., 1999) unterbunden werden. FEine Maoglichkeit, die Expression dieser
antiapoptotischen Proteine zu verhindern, ist die Zugabe des Peptidyltransferase-
inhibitors Cycloheximid (CHX) zum Kulturmedium der Zellen (Deng et al., 2003;
Miura et al., 1995; Sun et al., 2003). Cycloheximid (0,5 pg/ml) wurde in den

bezeichneten Ansidtzen 1 h vor TNFa Stimulierung zugegeben. Als Kontrolle, dass es
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sich bei dem beobachteten Zelltod wirklich um Apoptose handelt, wurden in einem
Ansatz Kontroll- und TRADD-siRNA transfizierte Zellen 1 h vor und wéhrend der
TNFo Stimulierung mit 2 uM des Pancaspase-Inhibitors z-VAD-fmk (Biocat) inkubiert.

TNFa /CHX /
z-VAD-fmk

Kontrolle TNFa TNFo /CHX CHX

Kontroll-
siRNA

Abb. 4.21: Das apoptotische Potential des TNF-Rezeptors 1 ist abhéingig von der TRADD
Proteinmenge. Kontroll- und TRADD-siRNA transfizierte HeLa Zellen wurden fiir 4 h mit 20 ng/ml
humanem TNFo stimuliert. 1 h zuvor wurde in den bezeichneten Ansitzen 0,5 pg/ml Cycloheximid
(CHX) bzw. 2 uM z-VAD-fmk in das Kulturmedium zugegeben. Die Zellen wurden an einem Zeiss
Axiovert 200 bei 100-facher VergroBBerung im Durchlicht fotografiert. Die in der Abbildung eingefiigten

Pfeile markieren einige der apoptotischen Zellen.

Die in Abb. 4.21 gezeigten Ansdtze von mit Kontroll- und TRADD-siRNA
transfizierten HelLa Zellen wurden fiir 4 h mit 20 ng/ml humanem TNFa stimuliert und
darauthin am Mikroskop mit 100-facher Vergroerung fotografiert. Es ist deutlich zu
erkennen, dass die TNFo Stimulierung ohne zusitzliche Zugabe von CHX weder in den
Kontrollansdtzen noch in TRADD-siRNA transfizierten Zellen Apoptose induzierte.
Viele der Kontroll-siRNA transfizierten Zellen, die zusitzlich mit CHX behandelt
wurden, zeigen nach 4 h TNFa Stimulierung einen apoptotischen Phénotyp (ein Teil der
apoptotischen Zellen sind mit Pfeilen markiert). In den TRADD-siRNA transfizierten
Zellen sind bei gleicher Behandlung kaum apoptotische Zellen zu erkennen. Dies zeigt
deutlich, dass man durch Reduktion der TRADD Expression das apoptotische Potential
des TNF-R1 fast vollstindig inhibieren kann. In den Ansidtzen mit z-VAD-fmk sind
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kaum apoptotische Zellen zu erkennen, was beweist, dass es sich bei dem durch TNFa

Stimulierung induzierten Zelltod um Apoptose handelt.

Zur Quantifizierung der Anzahl apoptotischer Zellen wurden die mit Kontroll- und
TRADD-siRNA transfizierten HeLLa Zellen wie oben beschrieben fiir 4 bzw. 8 h mit 20
ng/ml TNFoa stimuliert, anschlieBend mit Cy5-gekoppelten Annexin V und
Propidiumiodid (PI) gefidrbt (siehe Abschnitt 3.2.5.) und durchflusszytometrisch
quantifiziert. Annexin V erkennt spezifisch Phosphatidylserin auf der Oberfldache
apoptotischer Zellen (Darzynkiewicz et al., 1997; Koopman et al., 1994; Vermes et al.,
1995). Die Exposition von Phosphatidylserin auf der Oberfliche der Plasmamembran
von Zellen gilt als das erste und eindeutigste Merkmal von Apoptose. Durch die PI
Farbung kann zwischen toten bzw. spétapoptotischen Zellen (AnnexinV+/Pl+) und
frithapoptotischen Zellen (AnnexinV+/PI-) unterschieden werden (Belloc et al., 1994;
Martin et al., 1995).

Wie in Abb. 4.22A zu erkennen ist, waren nach 4 h TNFa Stimulierung und
gleichzeitiger CHX Inkubation in den Kontroll-siRNA Ansidtzen zwischen 30 bis 35 %
AnnexinV+/PI- Zellen detektierbar. Wurde in den Zellen die TRADD Proteinexpression
mittels TRADD-siRNA reduziert (sieche 4.22C), so war dieser apoptotische Effekt der
TNFa Stimulierung fast vollstdndig inhibiert (Student’s T-Test, *** p< 0,004). Dieser
induzierte Zelltod liel sich durch z-VAD-fmk vollstindig blocken. Dies beweist

eindeutig, dass es sich hier um Apoptose handelt.

Nach 8 h (sieche Abb. 4.22B) waren auch in den nur mit TNFa stimulierten Kontroll-
siRNA Ansitzen ca. 32 % apoptotische Zellen im Vergleich zu ca. 18 % in den
TRADD-siRNA Ansidtzen detektierbar (Student’s T-Test, ** p< 0,02). Bei TNFa
Stimulierung und gleichzeitiger CHX Behandlung nimmt die Anzahl apoptotischer
Zellen dramatisch zu. In den Kontroll-siRNA Ansédtzen waren zwischen 80 bis 85 % der
gemessenen Zellen AnnexinV+/PI-. Interessanterweise war nun auch in den TRADD-
siRNA Ansidtzen mit TNFo Stimulierung eine erhohte Anzahl an apoptotischen Zellen
detektierbar (ca. 45 bis 48 %). Dennoch ist ein eindeutiger Unterschied in der Anzahl
apoptotischer Zellen zwischen Kontroll- und TRADD-siRNA transfizierten Zellen

erkennbar.
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Abb. 4.22: Die TRADD Proteinmenge determiniert das apoptotische Potential von TNF-R1 in HeLa
Zellen. Mit Kontroll- und TRADD-siRNA transfizierte HeLLa Zellen wurden fiir 4 (A) bzw. 8 (B) h in
Gegenwart der genannten Inhibitoren mit 20 ng/ml humanem TNFa stimuliert. Nach 4 bzw. 8 h wurden
die Zellen mit Cy5 gekoppeltem Annexin V und 0,5 ug/ml Propidiumiodid (PI) gefarbt. Die Anzahl
AnnexinV+/PI- Zellen wurde an einem FACSCalibur (Becton Dickinson) durchflusszytometrisch
bestimmt. (A) Prozentualer Anteil von AnnexinV+/PI- Kontroll- und TRADD-siRNA transfizierten HeLLa
Zellen nach 4 h TNFa Stimulierung. (B) Prozentualer Anteil von AnnexinV+/PI- Kontroll- und TRADD-
siRNA transfizierten HelLa Zellen nach 8 h TNFa Stimulierung. (C) Immunoblot der TRADD- und
Aktin-Proteinexpression in Kontroll- und TRADD-siRNA HeLa Zellen aus den Experimenten von Abb.
4.22A und B. Student T-Test, ** p< 0,02 und *** p< 0,004.
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Die zeitlich verzogerte Apoptose in TRADD-siRNA transfizierten Zellen konnte
moglicherweise auf TRADD-unabhiingige, alternative Signalwege des TNF-RI1
zuriickzufithren sein, die Apoptose induzieren konnen. Der Kandidat wire hier der
JNK-Signalweg, der einen alternativen Apoptosesignalweg iiber Smac/Diablo
induzieren kann (Deng et al., 2003) (sieche Abschnitt 1.3.3.). Nachdem hier gezeigt
werden konnte, dass der JNK-Signalweg des TNF-R1 unabhingig von TRADD
verlduft, war dieser Signalweg ein potentieller Kandidat fiir die Induktion von Apoptose
durch den TNF-R1 unabhiéngig von TRADD. In Experimenten, in denen zusitzlich zu
den oben beschriebenen Ansitzen der JNK-Inhibitor SP600125 eingesetzt wurde,
konnte die Langzeitapoptose in TRADD-siRNA transfizierten Zellen geringfiigig, aber

erkennbar inhibiert werden (Daten nicht gezeigt).

4.6. Untersuchungen zur Rolle von TRADD im TNF-Rezeptor 1
Signalkomplex

4.6.1. TRAF2 interagiert unabhdngig von TRADD mit dem TNF-Rezeptor 1
Signalkomplex

In Rahmen dieser Doktorarbeit konnte in TRADD-defizienten DG75 Zellen (sieche Abb.
4.16) und in HeLa Zellen mit stark reduzierter TRADD Expression (siche Abb. 4.19
und 4.20) gezeigt werden, dass der TNF-R1 den JNK1/2 Signalweg unabhiingig von
TRADD aktiviert. In TRAF2-defizienten Mausmodellen wurde demonstriert, dass der
JNK1/2 Signalweg von TNF-R1 iiber TRAF2 verlaufen muss (Natoli et al., 1997,
Reinhard et al., 1997). Es stellte sich nun die Frage, welches Molekiil die Verbindung
vom TNF-R1 zum JNK1/2 Signalweg aufbaut. Nach dem heute giiltigen Modell bindet
TRAF2 iiber TRADD an den TNF-R1 (Chen und Goeddel, 2002; Hsu et al., 1996b;
Park et al., 2000).

Die im Verlaufe dieser Doktorarbeit erarbeiteten Daten implizieren jedoch, dass
TRADD fiir die Interaktion von TRAF2 mit dem TNF-R1 nicht zwingend benétigt
wird. Es musste also geklidrt werden, ob TRAF2 tatsdchlich ohne TRADD mit dem
TNF-R1 Komplex interagieren kann. Aus diesem Grund wurden GST-TNFRI1

Koprizipitationsversuche durchgefiihrt. Das in diesen Experimenten verwendete GST-
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TNFRI1 ist ein Fusionsprotein bestehend aus der Glutathion-S-Transferase (GST) und
der intrazelluldren Signaldoméne des humanen TNF-Rezeptors 1 (sieche Abschnitt 2.2.).
GST und GST-TNFR1 wurden in E.coli exprimiert, aufgereinigt und an Glutathion-
Sepharose-Kiigelchen gekoppelt (sieche Abschnitt 3.5.3.).

GST-TNFR1 GST

DG75 TRADD**
DG75 TRADD~-
| DG75 TRADD**
DG75 TRADD-

! o
IB: o-TRAF2 -* - © . |—52.4KkDa
* 3 351kpa
IB: o-TRADD
-— — 35.1kDa

Abb. 4.23: TRAF2 kann mit dem TNF-R1 Signalkomplex in Abwesenheit von TRADD
interagieren. Klare Zelllysate aus je 8x 10’ DG75 TRADD"” bzw. DG75 TRADD ™" Zellen wurden iiber
Nacht mit an Glutathion-Sepharose-Kiigelchen immobilisiertem GST bzw. GST-TNFR1 bei 4°C
inkubiert. Am folgenden Tag wurden gebundene Proteine prizipitiert und nach ihrem Molekulargewicht
mit Hilfe von SDS-PAGE aufgetrennt. Es wurden Immunoblot-Analysen mit TRADD- (Transduction
Laboratories) und TRAF2- (C-20; Santa Cruz Biotech) spezifischen Antikoérpern durchgefiihrt.

Immobilisiertes GST bzw. GST-TNFR1 wurde mit klaren Zelllysaten von DG75
TRADD"” bzw. DG75 TRADD™~ Zellen iiber Nacht inkubiert und gebundene bzw.
interagierende Proteine koprizipitiert. Die Proteine in den Prézipitaten wurden durch
SDS-PAGE nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. AnschlieBend wurden
Immunoblot-Analysen mit TRADD- und TRAF2-spezifischen Antikdrpern
durchgefiihrt. Wie in Abb. 4.23 zu sehen, konnte in den GST Kontrollansitzen weder
TRADD noch TRAF2 nachgewiesen werden. Bei der Prézipitation mit dem GST-
TNFR1 Fusionsprotein konnten in DG75 TRADD"” Zelllysaten erwartungsgemal
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TRADD und TRAF2 als mit der TNF-R1 Signaldoméne interagierende Proteine
detektiert werden. In DG75 TRADD™~ Zelllysaten konnte TRAF2 trotz Abwesenheit
von TRADD in den Priézipitaten nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis gab einen
ersten Hinweis darauf, dass TRAF2 mit dem TNF-R1 Komplex tatsédchlich auch ohne
TRADD interagieren kann. Um diesen Sachverhalt zu klidren, mussten weitere

Experimente zur Untersuchung des TNF-R1 Signalkomplexes durchgefiihrt werden.

4.6.2. TRAF2 wird von TNF-Rezeptor 1 in Abwesenheit von TRADD
in ,lipid rafts” rekrutiert

Um mit einer zweiten Methode die Ergebnisse der GST Koprizipitationsversuche zu
verifizieren, wurden ,,lipid raft” Rekrutierungsexperimente durchgefiihrt. Es konnte
gezeigt werden, dass der TNF-R1 nach dessen Aktivierung durch TNFa (Cottin et al.,
2002; Doan et al., 2004; Legler et al., 2003) und LMP1 konstitutiv (Ardila-Osorio et
al., 2005; Brown et al., 2001; Kaykas et al., 2001; Rothenberger et al., 2002) in
Cholesterin- und Sphingolipid-reichen Mikrodoménen der Plasmamembran, genannt
Wlipid rafts* (Ubersichtsartikel: Pierce, 2002; Simons und Toomre, 2000), lokalisiert
sind. Diese Plasmamembran-Mikrodoménen dienen als Plattform fiir den TNF-R1 wie
auch fiir LMP1, um von dort aus aktiv Signale in der Zelle zu setzen. TNF-R1 rekrutiert
nach seiner Aktivierung u.a. die Signalmolekiile TRADD und TRAF2 in ,, lipid rafts*
(Legler et al., 2003).

An dieser Stelle sollte deshalb gekliart werden, ob die TNF-R1 Signaldomine des
LMP1-TNFR1 Fusionsproteins in der Lage ist, in DG75 TRADD”~ Zellen das
Signalmolekiil TRAF2 in ,lipid rafts®“ zu rekrutieren. Um diese Frage zu kliren,
wurden die Konstrukte pHEBO-URA (Leervektor), pSV-HA-
LMP1(PQT>AAA/Y384G) und pSV-HA-LMPI1 als Kontrollen und pSV-HA-LMP1-
TNFR1 jeweils zusammen mit pRKS5-TRAF2wt in DG75 TRADD"” und DG75
TRADD™~ Zellen transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden ,lipid rafts* isoliert
(siehe Abschnitt 3.5.5.). Diese Experimente wurden in Kollaboration mit Cinthia

Briseno aus unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrt.
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DG75 TRADD** DG75 TRADD™-
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Abb. 4.24: TRAF2 wird von TNF-R1 unabhiingig von TRADD in ,lipid rafts* rekrutiert. Es wurden
jeweils 5 ng Expressionsvektoren fiir die genannten Konstrukte zusammen mit je 3 pg Expressions-
plasmiden fiir TRAF2 und p35 in je 1x 10’ DG75 TRADD** oder DG75 TRADD™" Zellen mittels
Elektroporation transfiziert. Die Gesamtmenge an transfizierter DNA wurde mit Lachsspermien-DNA auf
15 pg aufgefiillt. 24 Stunden nach Transfektion wurden, wie in Abschnitt 3.5.5. beschrieben, ,,lipid rafts “
pripariert. Die Proteine in den acht gewonnen Fraktionen wurden durch SDS-PAGE nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt und es wurden zum Nachweis von TRAF2 in ,,lipid rafts“ Immunoblot-
Analysen mit einem TRAF2-spezifischen Antikorper (C-20) durchgefiihrt. Zum Nachweis der
transfizierten Konstrukte wurden Immunoblot-Analysen mit dem HA-spezifischen Antikorper 12CAS
bzw. dem LMP1-spezifischen Antikorper CS1-4 durchgefithrt. GM1 wurde mit der HRP gekoppelten

Cholera Toxin Untereinheit B nachgewiesen. R=,,Raft* Fraktion; L=16sliche Fraktionen

24 h nach Transfektion der oben genannten Konstrukte in DG75 TRADD”” und DG75
TRADD™" Zellen wurden die Zellen in einem speziellen TXNE-Lysepuffer lysiert, und
die Zelllysate mittels Gradienten-Ultrazentrifugation in acht Fraktionen aufgeteilt (sieche
Abschnitt 3.5.5.). In Fraktion 2 sind die mit ,,lipid rafts*“ (R) assoziierten Proteine und

in den Fraktionen 3 bis 8 16sliche (L), d.h. nicht mit ,,lipid rafts* assoziierte Proteine
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enthalten (siche Abb. 4.24). Der Leervektor pHEBO-URA wurde als Negativkontrolle
transfiziert. Die Doppelmutante LMP1(PQT>AAA/Y384G) kann keine TRAFs oder
TRADD mehr binden (Kieser et al., 1999) und dient als Kontrolle fiir die LMP1
Transmembrandoménen, die auch in LMPI-TNFR1 enthalten sind. Der
Expressionsvektor fiir LMP1 wurde als Postivkontrolle transfiziert, da bekannt ist, dass
LMP1 unter anderem TRAF2 in ,lipid rafts* rekrutieren kann (Rothenberger et al.,
2002).

Betrachtet man in Abb. 4.24 die Fraktionen 2 in den DG75 TRADD™ und
DG75 TRADD™~  Zellen, so sind in dem pHEBO-URA und dem
LMP1(PQT>AAA/Y384G) Ansatz sehr schwache TRAF2 Signale zu erkennen. Dieser
Hintergrund ldsst sich dadurch erkldaren, dass TRAF2 konstitutiv in ,lipid rafts* mit
Caveolin-1 assoziiert ist (Cao et al., 2002). LMP1 kann TRAF2 in gro3en Mengen in
DG75 TRADD™* und DG75 TRADD™" Zellen in ,, lipid rafts “ rekrutieren. Auch LMP1-
TNFR1 rekrutiert TRAF2 wunabhingig von TRADD, in gleichen Mengen in
DG75 TRADD"* und DG75 TRADD ™" Zellen in die ,, lipid rafts“.

Dieses Ergebnis zeigt deutlich, dass TRAF2 ohne TRADD mit dem TNF-R1 Komplex
interagieren und damit wahrscheinlich auch Signale des Rezeptors weiterleiten kann.
Diese Erkenntnisse unterstiitzten die Ergebnisse der  GST-TNFRI1
Koprizipitationsexperimente und konnten die TNF-R1 induzierte JNK1/2 Aktivierung
in Abwesenheit von TRADD erkldren. Wie die Interaktion von TRAF2 mit dm TNF-R1
verlduft, ist an dieser Stelle noch nicht geklidrt und bedarf weiterer intensiver Studien
des TNF-R1 Komplexes. Da TRAF2 aber nicht direkt mit dem TNF-R1 interagieren
kann (Rothe et al., 1995), muss ein anderes, eventuell noch unbekanntes Molekiil diese

Interaktion vermitteln.
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5. Diskussion

Das Adapterprotein TRADD spielt eine zentrale Rolle in der Signaltransduktion des
zellularen TNF-R1 und des viralen LMPI. Im Gegensatz zur Situation am TNF-R1
bindet TRADD an LMPI1 nicht iiber seine Todesdomine, sondern iiber seinen N-
terminalen Bereich (siehe Einleitung). Betrachtet man die Zusammensetzung der TNF-
R1 und LMPI Signalkomplexe und der von diesen beiden Membranproteinen
aktivierten Signalwege, sind ganz offensichtlich viele Gemeinsamkeiten zu erkennen.
Dennoch ist die biologische Funktion dieser beiden Membranproteine zum Teil sehr
unterschiedlich. Wihrend der TNF-R1 mafBgeblich an der Regulation inflammatorischer
Prozesse beteiligt ist (Mannel und Echtenacher, 2000) und in bestimmten Situationen
die Zelle in den programmierten Zelltod treiben kann (Ubersichtsartikel: Aggarwal,
2003; Chen und Goeddel, 2002; Wajant et al., 2003), ist LMP1 essentiell an der
Immortalisierung von B-Lymphozyten durch das Epstein-Barr Virus beteiligt. LMP1 ist
ein virales Onkogen, das die Expression mitogener Faktoren induziert und gleichzeitig
Apoptose und Seneszenz inhibiert (sieche Abschnitt 1.4.1.). Die Aufkldrung der
Signaltransduktion dieser beiden Membranproteine auf molekularer Ebene steht seit
vielen Jahren im Zentrum intensiver Forschung. Trotz groBter Anstrengungen in der
Untersuchung TNF-R1- und LMPI-induzierter Signalwege und intensiver klinischer
Erforschung TNF-R1 und LMP1 bzw. EBV-assoziierter Erkrankungen des Menschen,
ist das Verstindnis der molekularen Zusammenhinge in diesen beiden komplexen

Systemen immer noch sehr unvollstdndig.

Das Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war es, die Rolle von TRADD in der
Signaltransduktion des zelluliren TNF-R1 und des viralen LMP1 zu kldren. Da das
einzig wirklich zuverldssige System zur Kldrung der TRADD Proteinfunktion in der
TNF-R1 bzw. LMP1 Signaltransduktion ein TRADD ,,knockout“ Zellsystem ist, wurde
im Rahmen dieser Doktorarbeit erstmals eine TRADD-defiziente humane B-Zelllinie
hergestellt, und in dieser Zelllinie die Signaltransduktion des TNF-R1 und LMPI1

untersucht.

5.1. Die Herstellung einer TRADD-defizienten humanen B-Zelllinie

Ein wesentlicher Teil dieser Doktorarbeit bestand in der Herstellung einer TRADD ™~

humanen B-Zelllinie (siehe Abschnitt 4.3.). Obwohl heutzutage das Gentargeting in
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embryonalen Stammzellen der Maus (ES-Zellen) und die darauf folgende Herstellung
von , knockout“ Maiusen eine etablierte Methode ist (Ubersichtsartikel: Capecchi,
1989b; Muller, 1999), haben wir uns fiir einen somatischen TRADD , knockout* in
einer etablierten humanen B-Zelllinie entschieden. Die humane B-Zelle stellt ein
geeignetes Modellsystem zur Untersuchung der Signaltransduktion von TNF-R1 bzw.
LMP1 dar. Durch die leichte Kultivierbarkeit der B-Zellen in Zellkultur war aullerdem
gewihrleistet, dass immer eine ausreichend grole Anzahl von Zellen fiir biochemische

Experimente verfiigbar war.

In der Vergangenheit wurde schon versucht ein ,,knockout “ Mausmodell fiir TRADD zu
etablieren, was aber an der frithen Letalitit der TRADD ™~ Embryonen scheiterte
(Mitteilung von D.V. Goeddel). Diese Embryonen starben bereits vor dem Tag 3 der
Embryonalentwicklung, so dass aus diesen Embryonen keine TRADD™" Zelllinie
etabliert werden konnte. Dies zeigt deutlich, dass TRADD essentiell an der
Embryonalentwicklung der Miuse beteiligt ist. Da TRADD in der Regulation
apoptotischer Signalwege von einigen Todesrezeptoren (z.B. TNF-R1, DR3, DR6)
involviert ist (Ubersichtsartikel: Aggarwal, 2003), wire es moglich, dass TRADD ™~
Embryonen einen Defekt in der Regulation von Apoptose in der Gewebe- und
Organentwicklung haben. Allerdings ist bis heute noch nicht geklirt, welche Rolle
TRADD in der Embryogenese der Maus spielt. In unserem Ansatz war anzunehmen,
dass eine etablierte, schon differenzierte B-Zelllinie auch ohne TRADD in Kultur
iiberleben kann und somit ein Erfolg bei der Herstellung einer TRADD ™~ B-Zelllinie
gewihrleistet war. Nach dem heutigen Wissensstand ist TRADD an keinen
lebensnotwendigen Vorgédngen des Zellmetabolismus in Zellkulturzellen beteiligt. Dies
konnte in dieser Arbeit bestitigt werden, da die homozygot TRADD-defizienten DG75
Zellen vor der zweiten Cre-Rekombination das gleiche Wachstumsverhalten aufzeigten
wie DG75wt Zellen. Die Beobachtung, dass DG75 TRADD ™~ Klone nach der zweiten
Cre-Rekombination bei geringer Zelldichte langsamer wachsen als DG75wt bzw. DG75
TRADD™~ Zellen vor Cre-Rekombination, kann nicht auf das Fehlen von TRADD
zuriickgefiihrt werden, sondern ist wahrscheinlich auf klonale Effekte zuriickzufiihren

(siehe Abschnitt 4.3.5.).

Um fiir dieses Vorhaben eine geeignete Kandidatenzelllinie zu finden, wurden einige

gingige Zelllinien auf ihren TRADD Genotyp mittels FISH-Analyse untersucht (siche
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Abschnitt 4.1.). Es wurden drei humane B-Zelllinien (DG75, BJAB, BL2) als
Kandidatenzelllinien fiir einen somatischen TRADD ,, knockout*“ ausgewihlt. In diesen
drei B-Zelllinien wurden, wie in Abschnitt 4.3. beschrieben, parallel TRADD-

Gentargetingexperimente durchgefiihrt.

In den Zelllinien BJAB und BL2 konnten aus den in Abschnitt 4.3.4. genannten
Griinden keine heterozygoten TRADD™™ Klone generiert werden. Es konnten zwar
GFP-exprimierende und Hyg-resistente BJAB Klone selektioniert werden, die aber alle
nicht homolog rekombiniert waren. Es ist allgemein von somatischen Siugetierzellen
bekannt, dass in ihnen die Frequenz der nicht-homologen Rekombination um Potenzen
hoher ist als die Frequenz der homologen Rekombination (Ubersichtsartikel: Sedivy
und Dutriaux, 1999). Aus diesem Grund wurden bis heute nur selten somatische
Sdugetierzellen fiir ein Gentargeting verwendet. Die hohe Frequenz der homologen
Rekombination in Maus ES-Zellen (Gardner und Brook, 1997) oder in der
Hiihnchenzelllinie DT40 (Buerstedde und Takeda, 1991) wird auf die hohe Expression
von Proteinen der RAD Familie (z.B. RADS51, RADS52, RAD54) zuriickgefiihrt. RAD
Proteine sind unter anderem an DNA-Reparaturmechanismen beteiligt, bei denen die
homologe Rekombination eine wichtige Rolle spielt. Aus diesem Grunde wurde hier
versucht, zusitzlich zur Transfektion der Gentargeting-Vektoren in BJAB Zellen das
RAD54B Protein zu exprimieren. RADS54B soll die Frequenz der homologen
Rekombination in Sdugetierzellen deutlich erhhen (Miyagawa et al., 2002). Aber auch
in diesen Ansitzen konnten keine TRADD™~ BJAB Klone generiert werden. Die
Expression von RAD54B in BJAB Zellen fiihrte zum Tod der transfizierten Zellen, so

dass kein einziger GFP-exprimierender Klon auswuchs.

SchlieBlich konnte im Rahmen dieser Doktorarbeit zum ersten Mal eine TRADD-
defiziente B-Zelllinien (DG75 TRADD™ ) etabliert werden (siehe Abschnitt 4.3.). Die
Frequenz der homologen Rekombination in DG75 Zellen war fiir eine etablierte humane
Zelllinien relativ hoch (ca. ein homolog rekombinierter Klon aus 50 selektionierten und
im Southern-Blot getesteten Klonen). Warum die homologe Rekombination in DG75
Zellen funktioniert und in BJAB bzw. BL2 nicht funktioniert hat, ist bis heute unklar.
Ein Grund dafiir konnte der hohe Expressionslevel des RADS1 Proteins in DG75 Zellen

sein (personliche Mitteilung Maren Mireau).
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Durch die Verwendung von modifizierten loxP Sequenzen (1oxP66/71) (Albert et al.,
1995) war es moglich, nach jedem einzelnen TRADD-Gentargetingschritt die beiden
Selektionsmarker Hyg und GFP mittels Cre-Rekombinasereaktion aus dem Genom der
DGT75 Zellen zu entfernen. Durch die Besonderheit der modifizierten loxP Sequenzen
bleibt keine funktionale loxP Sequenz im Genom der Zellen zuriick, wie es bei den
klassischen loxP Sequenzen der Fall wire. Dies hat den Vorteil, dass man in diesen
Zellen sowohl die gleichen Selektionsmarker als auch das Cre/loxP-System problemlos

erneut fiir weitere genetische Manipulationen verwenden kann.

Nachdem heute fiir nahezu alle Signalmolekiile der TNF-R1 bzw. LMPI1
Signaltransduktion ein ,,knockout“ Modell dieser Signalmolekiile existiert, war es nun
hier zum ersten Mal gelungen, ein TRADD ™~ Zellsystem zu etablieren, in dem die
Signaltransduktion des zelluliren TNF-R1 und des viralen Onkogens LMP1 in
Abwesenheit von TRADD studiert werden konnte.

5.2. Die Rolle von TRADD in der Signaltransduktion des
TNF-Rezeptors 1

Ein wichtiges Ziel dieser Doktorarbeit war die Charakterisierung der Rolle von TRADD
in der TNF-R1 Signaltransduktion in den hergestellten DG75 TRADD ™" Zellen. Da sich
DG75 Zellen nur unzureichend mit TNFa stimulieren lieBen, wurde zur Analyse der
TNF-R1 Signalwege in DG75 TRADD"* und DG75 TRADD ™" Zellen hauptsiichlich das
chimidre Fusionsprotein LMP1-TNFR1 verwendet. Durch die Fusion der TNF-RI1
Signaldomine mit den Transmembrandominen des LMPI1 hat dieses Molekiil die
Eigenschaft, nach transienter Expression konstitutiv-aktiv TNF-R1 Signaltransduktion
in der Zelle zu induzieren (Dudziak er al., 2003; Schneider und Kieser, 2004).
Mischsignale von TNF-R1 und TNF-R2 konnen dadurch zudem ausgeschlossen

werden.

In NF-xB Luziferase-Reportergen Experimenten und in IKKB Immunkomplex-
Kinaseversuchen konnte durch transiente Expression von LMPI1-TNFR1 gezeigt
werden, dass TRADD fiir die Aktivierung des klassischen NF-kB Signalwegs durch die
Signaldomine des TNF-R1 notwendig ist (siche Abb. 4.13 und 4.14). Diese Resultate
konnten durch TNFa Stimulierung der DG75 TRADD”? und DG75 TRADD ™~ Zellen
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bestitigt werden (sieche Abb. 4.15). Zum ersten Mal konnte in einem TRADD-
defizienten Zellsystem das heute giiltige Modell der TNF-R1-induzierten NF-kB
Aktivierung direkt bestitigt werden (Chen und Goeddel, 2002). Die Tatsache, dass die
Uberexpression von TRADD bzw. der Todesdomiine von TRADD in HEK293 Zellen
zur Aktivierung von NF-xB fiihrte (Hsu et al.,, 1995), konnte durch eine
Oligomerisierung der iiberexprimierten Proteine mit endogenem Wildtyp TRADD oder
anderen Signalmediatoren, wie z.B. RIP1 und/oder TRAF2/5, erkldrt werden. Die
transiente Expression von TRADD bzw. TRADD Mutanten fiihrte hier nicht zur
Erhéhung der NF-kB Aktivitit in DG75 TRADD ™"~ Zellen. Dies konnte jedoch durch
die schon sehr hohe endogene NF-kB Aktivitit in DG75 Zellen begriindet sein.

Bei der Charakterisierung des Signalwegs von TNF-R1 zu JNK1 in DG75 TRADD ™~
Zellen wurde unerwartet festgestellt, dass die Aktivierung von JNKI1 durch die
Signaldomine des TNF-R1 unabhingig von TRADD ist (sieche Abb. 4.16). Dieses
Ergebnis stellt die bisherige Vorstellung der TNF-R1 vermittelten JNK1 Aktivierung
stark in Frage. Es wiirde allerdings die Feststellung erkldren, dass TRADD bei
Uberexpression, im Gegensatz zu NF-xB oder Apoptose, kein JNK1 aktiviert (Liu et
al., 1996). Experimente, bei denen die TNFa-induzierte JNK1 Aktivierung partiell
durch die dominant-negative TRADD(1-194) Mutante inhibiert werden konnte (Kieser
et al., 1999), miissen heute in Anbetracht der neuen Ergebnisse dieser Arbeit etwas
anders interpretiert werden. Da die TRAF2-TRADD Interaktion stdrker als die von
TRADD mit TNF-R1 ist (Park et al., 2000), konnte es sein, dass die Uberexpression
dieser TRADD Mutante zu einem Abfangen von endogenem TRAF2 und somit indirekt
zur Inhibition der TNF-R1-induzierten JNK1 Aktivierung fiihrt. Dieses Beispiel zeigt,
dass Ergebnisse die durch Uberexpression von dominant-negativen Mutanten gewonnen
werden, mit Vorsicht interpretiert werden miissen und stellt in besonderem Malle die

Qualitét eines genetischen ,, knockout“ Modellsystems heraus.

Es stellte sich jetzt die Frage, wie der TRAF2-abhiingige JNK1 Signalweg durch TNF-
R1 ohne TRADD aktiviert werden kann (sieche Modell der TNF-R1 Signaltransduktion
in Abb. 1.4). TRAF2 ist essentiell fiir die TNF-R1-induzierte JNK1 Aktivierung (Natoli
et al., 1997; Reinhard et al., 1997). Eine Erkldrung hierfiir erbrachten GST-TNFR1
Koprizipitationsversuche und ,,lipid raft” Rekrutierungsexperimente, die im Rahmen

dieser Doktorarbeit in DG75 TRADD™* und DG75 TRADD™~ Zellen durchgefiihrt
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wurden (siehe Abschnitt 4.6.). In diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass
TRAF2 unabhingig von TRADD mit der TNF-R1 Signaldomine interagieren kann
(sieche Abb. 4.23) und ohne TRADD durch die TNF-R1 Signaldoméne in,,lipid rafts*“
rekrutiert wird (sieche Abb. 4.24). TRAF2 kann allerdings nicht direkt mit der
Signaldomine des TNF-R1 interagieren. Dies wurde in Koimmunprizipitations-
experimenten und in ,,yeast-two-hybrid-screens“ eindeutig nachgewiesen (Hsu et al.,
1996b; Rothe et al., 1995). Da eine vollstindige Todesdoméne des TNF-R1 fiir die JNK
Aktivierung notwendig ist (Adam-Klages et al, 1996), muss ein anderes
Adapterprotein, welches mit der Todesdomine des TNF-R1 interagiert, die Verbindung
zwischen dem TNF-R1 und TRAF2 herstellen. Zwei potentielle Kandidaten hierfiir
wiren RIP1 und MADD (sieche Abschnitt 1.3.3.).

Fiir RIP1 wurde gezeigt, dass es direkt mit der Todesdomédne des TNF-R1 interagieren
kann (Hsu et al., 1996a; Stanger et al., 1995). Da die Interaktion zwischen RIP1 und
dem TNF-R1 allerdings schwécher als zwischen RIP1 und TRADD ist, wurde
postuliert, dass RIP1 iiber TRADD an den TNF-R1 rekrutiert wird. Bis heute wurde
darauf die direkte RIPI-TNF-R1 Interaktion und deren mogliche funktionelle
Konsequenzen in der Literatur vollig ignoriert. Die Rolle von RIP1 im TNF-R1/JNK1
Signalweg wird zudem sehr kontrovers diskutiert. In einer &lteren Arbeit wurde in
RIPI”" Mausfibroblasten gezeigt, dass RIP1 nicht essentiell an der Aktivierung von
JNKI1 durch den TNF-R1 beteiligt ist (Kelliher et al., 1998). Dagegen wurde in zwei
neueren Arbeiten in RIPI~~ Mausfibroblasten eine RIP1-abhingige JNK1 Aktivierung
durch den TNF-R1 demonstriert (Devin et al., 2003; Wan et al., 2004). Ein weiteres
Indiz fiir eine Beteiligung von RIP1 im JNKI1 Signalweg ist die Beobachtung, dass die
Uberexpression von RIP1 zur Aktivierung von JNKI1 fiihrt (Liu et al., 1996). An dieser

Stelle sind also noch einige Fragen offen, die in Zukunft adressiert werden.

Ein zweites Protein, das direkt mit der Todesdomédne von TNF-R1 interagieren kann, ist
das Todesdoménenprotein MADD (siehe Abb. 1.1.). Diese Interaktion wurde in einem
, yeast-two-hybrid-screen” demonstriert (Schievella et al., 1997). MADD besitzt
ebenfalls eine carboxyterminale Todesdomine, die essentiell fiir die Interaktion mit der
Todesdomine des TNF-R1 ist. Da MADD bei Uberexpression den ERK und JNK
Signalweg aktiviert, wurde eine Rolle von MADD in der TNF-R1-abhingigen JNK

Aktivierung bereits diskutiert. Dies konnte allerdings bis heute experimentell nicht
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verifiziert werden. Ob MADD der Mediator zwischen dem TNF-R1 und TRAF2 ist und
somit fiir die TNF-R1-induzierte JNK1 Aktivierung verantwortlich ist, soll in Zukunft

untersucht werden.

Des Weiteren konnte im Rahmen dieser Doktorarbeit bewiesen werden, dass TRADD
fir die TNF-R1-induzierte Apoptose notwendig ist. Da sich in DG75 Zellen durch
TNFo Stimulierung keine Apoptose induzieren liel, wurde die Untersuchung des
apoptotischen TNF-R1 Signalwegs ebenfalls durch die transiente Expression des
chimidren LMP1-TNFR1 Fusionsproteins durchgefiihrt (siehe Abschnitt 4.4.3.). Zur
Quantifizierung des Zelltods nach transienter Expression des LMP1-TNFR1 in DG75
Zellen musste zuvor eine Methode, die den Anforderungen dieser Fragestellung gerecht
wurde, entwickelt werden (siehe Abschnitt 4.2.). Diese Methode ermoglicht die
Quantifizierung von Zelltod nach transienter Transfektion apoptotischer Gene in B- und
T-Lymphozyten (Schneider und Kieser, 2004). Um die Rolle von TRADD in der
LMP1-TNFR1-induzierten Apoptose zu untersuchen, wurde diese Methode angewendet
(sieche Abb. 4.17). Die Ergebnisse dieser Experimente zeigen deutlich, dass TRADD
essentiell fiir die TNF-R1-vermittelte Apoptose ist und stiitzen damit das bisherige
Modell der TNF-R1-induzierten Apoptose (Ubersichtsartikel: Chen und Goeddel,
2002).

Die in DG75 TRADD™~ Zellen gewonnen Erkenntnisse iiber die Rolle von TRADD in
der Signaltransduktion des TNF-R1 konnten zusitzlich in TRADD ,, knockdown“ HeLa
Zellen im endogenen TNF-R1 Kontext verifiziert werden (siehe Abschnitt 4.5.). In
HeLa Zellen wurde die TRADD Proteinexpression durch TRADD-spezifische siRNA
Oligonukleotide stark reduziert. Durch TNFa Stimulationsexperimente konnte gezeigt
werden, dass die TNF-R1-vermittelte Aktivierung des JNK1/2 Signalwegs nicht durch
eine reduzierte TRADD Expression in den Zellen beeintréachtigt wird (siehe Abb. 4.19).
Die Aktivierung des NF-kB Signalwegs konnte in diesen Experimenten nur leicht
reduziert werden. Offensichtlich ist die geringere, in den Zellen verbleibende TRADD
Proteinmenge ausreichend, um diesen Signalweg nach TNFa Stimulierung zu
induzieren. Bei lingerer TNFo Stimulierung (iiber 20 min) kommt es in HeLa TRADD
, knockdown* Zellen zu einer verlangerten Aktivierung des JNK1/2 Signalwegs (siehe
Abb. 4.20). Dies konnte auf eine reduzierte Transkription von NF-«kB-regulierten
Genen, wie z.B. Gadd45p oder XIAP, zuriickzufiihren sein. Die NF-«xB-abhingige
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Expression dieser Proteine fiihrt zu einer negativen Regulation des TNF-R1/JNK1/2
Signalwegs (Papa et al., 2004; Tang et al., 2001). Dies wiirde bedeuten, dass durch die
reduzierte TRADD Proteinexpression das Gleichgewicht in der komplexen
Signalregulation des TNF-R1 zugunsten des JNKI1/2 Signalwegs verschoben ist.
Welche biologischen Konsequenzen eine solche Verschiebung des Gleichgewichts am
TNF-R1 haben kann, ist noch nicht vollstindig verstanden. Erste Hinweise auf solche
Konsequenzen ergab jedoch die Betrachtung des TNF-R1 Apoptose-Signalwegs (siehe

unten).

In Apoptoseexperimenten, die mit TNFa Stimulierung in HeLa TRADD ,, knockdown *
Zellen durchgefiihrt wurden (siehe Abschnitt 4.5.3.), konnte ein klarer Zusammenhang
zwischen dem apoptotischen Potential des TNF-R1 und der TRADD Proteinmenge in
den Zellen aufgezeigt werden (siehe Abb. 4.21 und 4.22). Bei stark reduzierter TRADD
Proteinmenge gehen Hela Zellen nach TNFa Stimulierung deutlich weniger und
langsamer in Apoptose (siche Abb. 4.22A und B). Dennoch konnte die Apoptose nach
lingerer TNFo Stimulierung nicht vollstindig durch einen TRADD , knockdown “
geblockt werden (siehe Abb. 4.22B). Dies konnte daran liegen, dass die geringe
TRADD Proteinmenge in den Zellen ausreichend fiir eine zeitlich verzogerte und
abgeschwichte Apoptose nach TNFa Stimulierung ist. Diese Beobachtung wiirde den
Daten von Aggarwal und Kollegen entsprechen, die eine Korrelation zwischen der
TNF-R1 bzw. TRADD Proteinmenge und dem apoptotischen Potential von TNFa in
Lymphozyten von jungen und ilteren Menschen aufzeigen konnten (Aggarwal et al.,
1999). In dieser Arbeit wird deutlich, dass Lymphozyten von édlteren Menschen eine
hohere TNF-R1 und TRADD Proteinexpression haben und dadurch verstirkt nach
TNFa Stimulierung in Apoptose gehen.

Eine zweite Moglichkeit, die diese Beobachtung erkldren konnte, wire die Beteiligung
des JNK1/2 Signalwegs an der Induktion von Apoptose. Die Beteiligung des JNK-
Signalwegs an der TNF-R1-induzierten Apoptose wird in der Literatur sehr kontrovers
diskutiert (Deng et al., 2003; Karin et al., 1997; Liu et al., 1996; Varfolomeev und
Ashkenazi, 2004). Trotzdem konnte in einer neueren Arbeit von Deng und Kollegen ein
klarer Zusammenhang zwischen dem TNF-R1-induzierten JNK-Signalweg und der von
TNF-R1-induzierten Apoptose aufgezeigt werden (Deng et al., 2003). Da im Rahmen
dieser Doktorarbeit gezeigt werden konnte, dass der JNK1/2 Signalweg des TNF-R1
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unabhingig von TRADD verlduft, machte es Sinn, sich diesen Zusammenhang genauer
anzusehen. Durch gleichzeitige TNFa Stimulierung und Inkubation der mit TRADD-
siRNA transfizierten HelLa Zellen mit dem JNK-Inhibitor SP600125 konnte die
langsamer verlaufende Apoptose in diesen Zellen etwas, jedoch nicht vollstindig,
geblockt werden (Daten nicht gezeigt). Da die Effekte des JNK-Inhibitors in den
einzelnen Experimenten sehr heterogen waren, kann zum jetzigen Zeitpunkt keine
endgiiltige Aussage iiber einen Zusammenhang des JNK-Signalwegs mit einer
moglichen Langzeitapoptose verursacht durch den TNF-R1, gemacht werden. Diese
Experimente gaben allerdings einen ersten Hinweis darauf, dass in einer TRADD
, knockdown *“ Situation der verlidngert induzierte JNK1/2 Signalweg einen Einfluss auf
die TNFa-induzierte Apoptose haben kann. In DG75 TRADD ™ Zellen konnte jedoch
nach 24 h keine Apoptose durch TNF-R1 induziert werden. Dies wiirde bedeuten, dass
eine mogliche Beteiligung des JNKI1/2 Signalwegs an der TNF-R1-induzierten
Apoptose doch indirekt iiber einen TRADD-abhéngigen Mechanismus verlaufen wiirde.
Dies wurde bereits von Deng und Kollegen diskutiert (Deng et al., 2003). Es bedarf an

dieser Stelle weiterer Untersuchungen, um diesen Sachverhalt vollstindig zu kldren.

Betrachtet man die neu gewonnen Erkenntnisse dieser Arbeit, ergibt sich ein vollig
neues Bild der TNF-R1 Signaltransduktion (sieche Abb. 5.1). Es ist deutlich geworden,
dass TRADD nicht das zentrale Molekiil zum Autbau eines TNF-R1 Signalkomplexes
sein kann. Die Untersuchungen dieser Doktorarbeit sprechen fiir eine Dualitidt am TNF-
R1, durch die TRADD-abhingige (NF-kxB und Apoptose) und TRADD-unabhingige
(JNK1/2) Signalwege induziert werden.

5.3. Die Rolle von TRADD in der Signaltransduktion von LMP1

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde in den hergestellten DG75 TRADD™~ Zellen
auch die Signaltransduktion von LMP1 untersucht. Hierbei wurde die LMP1-induzierte

Aktivierung des klassischen NF-xB Signalwegs und die Aktivierung von JNK1 studiert.

Der klassische NF-kB Signalweg wird ausschlieBlich von der CTAR2 Domine des
LMP1 Molekiils, an die TRADD iiber seinen N-Terminus bindet, aktiviert (Kieser et
al., 1999; Luftig et al., 2003). Da in der Vergangenheit ein TRADD-defizientes
Zellsystem fehlte, konnte die Rolle von TRADD in dem LMP1-induzierten klassischen



Diskussion 126

NF-«B Signalweg nur durch dominant-negative TRADD Mutanten untersucht werden
(Kieser et al., 1999). Hierbei zeigte sich, dass sich die LMPI-induzierte NF-xB
Aktivierung durch Koexpression von TRADD(1-194) blocken lédsst, was zu dem
Schluss fiihrte, das TRADD essentiell in diesem Signalweg sein muss. Um die gesamte
NF-xB Aktivierung durch LMP1 zu erfassen, wurden im Rahmen dieser Arbeit als
erstes in DG75 TRADD™* und DG75 TRADD ™~ Zellen NF-xB Luziferasereportergen-
Versuche mit transient exprimiertem LMP1 durchgefiihrt (sieche Abb. 4.13). Es konnte
bei diesen Experimenten kein Unterschied in der Aktivierung von NF-kB in den beiden
Zelllinien festgestellt werden. Ein moglicher Grund fiir dieses Ergebnis konnte darin
liegen, dass LMP1 sowohl iiber seine CTARI1 als auch iiber CTAR2 den
Transkriptionsfaktor NF-kB aktivieren kann und damit sich diese beiden Signalwege
tiberlagern. Obwohl gezeigt wurde, dass etwa 70 % der gesamten NF-kB Aktivierung
durch CTAR2 und nur etwa 30 % von CTARI induziert werden (Huen et al., 1995;
Mitchell und Sugden, 1995), konnte dies in diesen Experimenten nicht differenziert
werden. Moglicherweise ldsst die hohe endogene NF-kB Aktivitit in DG75 Zellen
keine Differenzierung der verschiedenen NF-kB Signalwege in diesem experimentellen

Ansatz zu.

Da die NF-xB Luziferasereportergen-Versuche keine Aussage iiber die Rolle von
TRADD in diesem Signalweg zulieBen, wurden zusédtzlich, um spezifisch die CTAR2-
induzierte NF-kB Aktivierung zu untersuchen, in vitro IKKB-Immunkomplex-
Kinaseversuche durchgefiihrt (siehe Abschnitt 4.4.1.). Es wurde fiir diese Experimente
IKKp als Zielmolekiil gewihlt, da in neueren Arbeiten gezeigt werden konnte, dass die
NF-«kB Aktivierung von der CTAR?2 spezifisch iiber IKK verlduft (Luftig et al., 2003).
IKKa spielt in diesem Signalweg nur eine untergeordnete Rolle (siehe Abschnitt 1.4.3.).
Die Ergebnisse der in dieser Arbeit durchgefithrten IKKp-Immunkomplex-
Kinaseversuche zeigen deutlich, dass TRADD fiir die LMP1-induzierte Aktivierung der
IKKp notwendig ist (siche Abb. 4.14). Damit konnte zum ersten mal bewiesen werden,
dass TRADD tatsidchlich an der Aktivierung des klassischen NF-kB Signalwegs durch
LMPI beteiligt ist. Dies bestitigt die bisherige Vorstellung der CTAR2-vermittelten
NF-kB Aktivierung (siche Modell der LMP1 Signaltransduktion in Abb. 1.6). Die
Beobachtung, dass dieser Signalweg durch die TRADD(1-194) Mutante geblockt
werden kann, ldsst vermuten, dass der N-Terminus von TRADD zwar fiir die Bindung

an LMP1 benétigt wird, aber der C-terminale Teil von TRADD mit seiner
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Todesdomine notwendig fiir die Aktivierung des klassischen NF-kB Signalwegs ist.
Welcher Signalmediator die Verbindung vom an LMP1 gebundenen TRADD hin zu
TRAF6/IRAK-1 und damit zu IKK herstellt, ist noch nicht geklért. Es konnte bis heute
noch keine direkte Bindung eines Signalmolekiils an das an LMP1 gebundene TRADD

nachgewiesen werden.

Ein zweiter interessanter Signalweg, der exklusiv von CTAR?2 aktiviert wird, ist der
JNK1 Signalweg. In frilheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die JNK-
Aktivierungsregion (As 379 bis 384) von LMP1 mit der TRADD-Binderegion (As 384
bis 386) von LMP1 {iiberlappt (Izumi und Kieff, 1997; Kieser et al., 1999; Kieser et al.,
1997). Es stellte sich nun die Frage, ob TRADD an der Aktivierung von JNKI1 durch
LMP1 beteiligt ist. Um diese Frage zu kliren wurden in DG75 TRADD”” und DG75
TRADD™" Zellen in vitro JNKI1-Immunkomplex-Kinaseexperimente mit transient
exprimiertem LMP1 durchgefiihrt (siche Abschnitt 4.4.2.). Bei diesen Experimenten
wurde deutlich, dass die JNKI1 Aktivierung durch LMPI1 unabhéngig von TRADD
verlduft. Dieses Ergebnis erklirt die Feststellung, dass dominant-negatives TRADD(1-
194) nicht den LMP1/INK1 Signalweg, wie es im NF-«kB Signalweg der Fall ist,
blockiert (Kieser et al., 1999). Obwohl bei LMP1 Mutanten, die in den As 384 bzw. 384
und 385 mutiert wurden, sowohl die Bindung von TRADD an LMP1 als auch die JNK
Aktivierung verloren geht (Izumi und Kieff, 1997; Kieser et al., 1999), spielt TRADD
keine Rolle in diesem Signalweg. Es stellt sich nun die Frage, welches Signalmolekiil
die Verbindung von LMPI1 zum JNKI1 Signalweg aufbaut. In neueren Arbeiten wurde
berichtet, dass nicht TRAF2 sondern TRAF3 und TRAF6 essentiell fiir diesen
Signalweg sind (Kieser et al., 1999; Wan et al., 2004; Xie et al., 2004). Bis heute
konnte jedoch noch keine direkte Interaktion von TRAF3 bzw. TRAF6 mit der CTAR2
Domine von LMPI1 nachgewiesen werden. Da CTAR2 kein Konsensusmotif zur
Bindung von TRAF6 (QxPxExxE/F) besitzt (siche Abschnitt 1.4.3.), ist eine direkte
Bindung von TRAF6 an CTAR2 sehr unwahrscheinlich. Es existiert allerdings ein
PxQxS-Motif (As 379 bis 383) in CTAR2, welches dem TRAF-Bindemotif PxQxT sehr
dhnlich ist (siehe Abschnitt 1.4.3.) und eine direkte Bindung von TRAF3 an CTAR2
vermitteln konnte. Die Kldrung der Frage, welches Molekiil die direkte Verbindung
zwischen LMPI1 und dem JNKI1 Signalweg aufbaut, wird Bestandteil zukiinftiger

Forschung sein, bei der die DG75 TRADD ™" Zelllinie von groBem Nutzen sein wird.
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In Zukunft soll auerdem die Rolle von TRADD bei der Aktivierung des p38 MAPK
und des JAK-STAT Signalwegs durch LMP1 in DG75 TRADD ™"~ Zellen untersucht
werden. Da eine Interaktion von TRADD mit STATI1 gezeigt werden konnte (Wang et
al., 2000; Wesemann et al., 2004), ist es auch vorstellbar, dass die Bindung von
TRADD an LMP1 nicht nur zur Signalweiterleitung und der Aktivierung des NF-xB
Signalwegs notwendig ist, sondern auch regulatorische Funktionen bei Signalwegen wie
dem JAK-STAT Signalweg hat. Diese Fragen konnen zukiinftig in dem etablierten
TRADD-defizienten DG75 Zellsystem bearbeitet werden.

5.4. Vergleichende Betrachtung der Rolle von TRADD in der
Signaltransduktion von TNF-Rezeptor 1 und LMP1

Durch intensive Erforschung der LMPI-induzierten Signalwege und des LMPI1
Signalkomplexes konnten in den letzten Jahren viele Gemeinsamkeiten zwischen LMP1
und Rezeptoren der TNF-Rezeptor Familie aufgezeigt werden. Funktionell ist LMP1
dem CD40-Rezeptor sehr dhnlich. Deshalb wird LMP1 auch als das virale Analogon
von CD40 bezeichnet (Ubersichtsartikel: Lam und Sugden, 2003). Es gibt aber
offensichtlich Eigenschaften von LMPI, die einen Vergleich mit dem zelluldren TNF-
R1 nahe legen (sieche Abschnitt 1.3. und 1.4.). LMP1 bindet z.B. die mit TNF-R1
interagierenden Molekiile TRADD und RIP1 (Izumi et al., 1999b; Izumi und Kieff,
1997; Kieser et al., 1999), die keine Rolle in der Signaltransduktion von CD40 spielen.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit war es durch die Herstellung der DG75 TRADD ™~
Zelllinie zum ersten Mal moglich, eine vergleichende Studie der TNF-R1 und LMP1
Signaltransduktion abhingig von TRADD durchzufiihren. Es wurden vergleichend der
NF-«B, JNKI1 und apoptotische Signalweg von TNF-R1 und von LMPI1 untersucht
(siehe Abschnitt 4.4.). Dabei konnte festgestellt werden, dass sowohl von TNF-R1 als
von LMP1 der klassische NF-kB Signalweg itiber TRADD aktiviert wird (siehe
Abb.4.14). Bei der Aktivierung des JNK1 Signalwegs spielt TRADD weder beim TNF-
R1 noch bei LMPI1 eine Rolle (sieche Abb. 4.16). Diese Befunde zeigen deutlich, dass
LMP1 das zelluldire TRADD zur Induktion der gleichen Transkriptionsfaktoren wie der
TNF-R1 verwendet. Jedoch verlaufen die Signalwege unterhalb von TNF-R1 und
LMP1 unterschiedlich. Wihrend die Induktion von JNK1 durch TNF-R1 {iiber einen
TRAF2- und p21 Rho-dhnliche GTPasen-abhingigen Signalweg verlduft, sind TRAF3
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und TRAF6, die beim TNF-R1 keine Rolle spielen, essentiell in der LMP1-induzierten
JNKI1 Aktivierung (Kieser et al., 1999; Natoli et al., 1997; Reinhard et al., 1997; Xie et
al., 2004). Eine Ausnahme ist die Induktion des apoptotischen Signalwegs durch den
TNF-R1. Wihrend TRADD fiir die Aktivierung des apoptotischen Signalwegs durch
den TNF-R1 essentiell ist, kann LMP1 diesen Signalweg trotz Bindung von TRADD
nicht aktivieren (sieche Abb. 4.17). Die Art der Bindung von TRADD an den TNF-R1
bzw. LMP1 scheint entscheidend fiir das apoptotische Potential dieser beiden
Membranproteine zu sein. Eine mogliche Erkldrung hierfiir konnte sein, dass gerade
durch die Art der Bindung von TRADD an LMP1 die Ausbildung eines apoptotischen
Signalkomplexes mit FADD und Procaspase-8/10, analog dem Komplex 2 des TNF-R1
(Micheau und Tschopp, 2003), verhindert wird. Diese offenen Fragen miissen dringend
in der Zukunft adressiert werden, um ein noch besseres Verstidndnis der Regulation am

TNF-R1 und LMP1 zu bekommen.

Unter Einbeziehung der in dieser Doktorarbeit gewonnen neuen Ergebnisse lidsst sich
das in Abb. 5.1 dargestellte, neue Modell der TNF-R1 und LMP1 Signaltransduktion

aufstellen.
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Abb. 5.1: Neues Modell der TNF-Rezeptor 1 und LMP1 Signaltransduktion. Der zellulire TNF-R1
aktiviert den klassischen NF-kB sowie den apoptotischen Signalweg iiber TRADD. Die Induktion des
JNK1 Signalwegs ist TRADD-unabhiinig. TRAF2 kann ohne TRADD mit dem TNF-R1 interagieren. Das
virale LMP1 aktiviert den klassischen NF-kB Signalweg tiber TRADD. Der JNK1 Signalweg verlduft wie
auch beim TNF-R1 unabhingig von TRADD.
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Welche Konsequenzen diese neuen Erkenntnisse auf zukiinftige Forschungsarbeiten
und Entwicklungen haben wird, ist noch nicht abzusehen. Da aber gerade der TNF-R1
und auch zum Teil LMP1 im Mittelpunkt intensiver biomedizinscher Forschung und
Entwicklung stehen, miissen diese neuen Erkenntnisse in die Planung zukiinftiger

Forschungsarbeiten einbezogen werden.



Zusammenfassung 131

6. Zusammenfassung

Das Adapterprotein TRADD spielt eine zentrale Rolle in der Signaltransduktion des
zelluldren TNF-Rezeptors 1 (TNF-R1) und des Latenten Membranproteins 1 (LMP1)
vom Epstein-Barr-Virus. Im Gegensatz zur Situation am TNF-R1 bindet TRADD an
LMP1 nicht iiber seine Todesdomine, sondern iiber seinen N-terminalen Bereich.
Betrachtet man die Zusammensetzung der TNF-R1 und LMP1 Signalkomplexe und der
von diesen beiden Membranproteinen aktivierten Signalwege, sind ganz offensichtlich
viele Gemeinsamkeiten zu erkennen. Dennoch ist die biologische Funktion dieser
beiden Membranproteine zum Teil sehr unterschiedlich. Wihrend der TNF-R1
malgeblich an der Regulation inflammatorischer Prozesse beteiligt ist und in
bestimmten Situationen die Zelle in den programmierten Zelltod (Apoptose) treiben
kann, ist LMP1 essentiell an der Immortalisierung von B-Lymphozyten durch das
Epstein-Barr-Virus beteiligt. LMP1 ist ein virales Onkogen, das die Expression
mitogener Faktoren induziert und gleichzeitig Apoptose und Seneszenz inhibiert. Die
Aufkldrung der Signaltransduktion dieser beiden Membranproteine auf molekularer

Ebene steht seit vielen Jahren im Zentrum intensiver Forschung.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle von TRADD in der
Signaltransduktion von TNF-R1 und LMP1 zu kldaren. Da das einzig wirklich
zuverldssige System zur Untersuchung der TRADD Proteinfunktionen ein TRADD
»knockout* Zellsystem ist, wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit erstmals ein TRADD-
defizientes Zellsystem mittels homologer Rekombination in humanen B-Lymphozyten

(DG75) hergestellt.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Signaltransduktion von TNF-R1 und LMPI in
DG75 TRADD”” und DG75 TRADD™~ Zellen untersucht. Dabei konnte erstmals
gezeigt werden, dass TRADD fiir die Aktivierung des klassischen NF-«xB Signalwegs
sowohl durch die TNF-R1 Signaldomine als auch durch LMP1 notwendig ist.
Zusitzlich konnte durch die Entwicklung einer neuen, auf FACS-basierenden Methode
zur Zelltodanalyse nach transienter Transfektion apoptotischer Gene, in DG75
TRADD™" Zellen nachgewiesen werden, dass TRADD an der Induktion von Apoptose
durch TNF-R1 essentiell beteiligt ist. Diese beiden Ergebnisse stiitzen das derzeitige
Modell der TNF-R1 bzw. LMP1 Signaltransduktion.
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Dagegen konnte im Rahmen dieser Doktorarbeit festgestellt werden, dass TRADD
weder fiir die Aktivierung des JNK1 Signalwegs durch die TNF-R1 Signaldoméne noch
durch LMP1 bendétigt wird. Im Fall von TNF-R1 stellt dieses Ergebnis das bis heute
giiltige Modell der TNF-R1 Signaltransduktion in Frage und zeigt, dass TRADD nicht
das zentrale Adapterprotein zur Induktion aller wichtigen TNF-R1 Signalwege sein
kann. Diese Ergebnisse konnten durch Experimente mit TRADD-siRNA in HeLa Zellen

bestitigt werden.

Abschliefend konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass TRAF2 unabhingig
von TRADD mit dem TNF-R1 interagieren kann und von der TNF-R1 Signaldoméne in
Abwesenheit von TRADD in ,,lipid rafts“ rekrutiert wird. Da TRAF2 fiir die TNF-R1-
vermittelte JNK1 Aktivierung essentiell ist, konnte dies eine Erkldrung fiir die TRADD-
unabhingige Induktion des JNK1 Signalwegs durch TNF-R1 sein. Welches Molekiil die
Bindung von TRAF2 an TNF-R1 vermittelt, ist noch unklar und wird in Zukunft
experimentell adressiert werden. Hierfiir stellen die DG75 TRADD™" Zellen ein

wertvolles experimentelles System dar.
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7. Abkirzungen
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HRP horse redish peroxidase

ICE Interleukin-1 beta converting enzyme

IFN-y Interferon-y

1I-xB Inhibitor von NF-«xB

IKK I-xB Kinase

1L Interleukin

IRAK-1 interleukin-1-receptor associated kinase-1

IRAK-2 interleukin-1-receptor associated kinase-2

JAK3 Janus Kinase 3

JNK c-Jun N-terminale Kinase

kb Kilobasenpaar(e)

kDa Kilodalton

1 Liter

LB Luria-Bertani

LCL lymphoblastoide Zelllinie (lymphoblastoid cell line)

LMP1 Latentes Membranprotein 1

mA Milliampere

MADD Mitogen aktivierendes Todesdomainen Protein (mitogen activating
death domain protein)

ml Milliliter

MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase

min Minute

mRNA Boten-RNA (messenger RNA)

MyDS88 myeloid differentiation primary response gene 88

NES Nukledre Exportsequenz

NIK NF-kB induzierende Kinase

NLS Nukledre Lokalisationssequenz

PAGE Polyacrylamidgel-Elektrophorese

PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung

PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)

PML Promyelozytisches Leukemie Protein

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

RIP1 Rezeptor-interagierendes Protein 1

RNA Ribonucleinsidure

RNAIi RNA interference

RT Raumtemperatur

S. siche

SAPK stress activated protein kinase

SDS Natriumdodecylsulfat

siRNA short interfering RNA

SSC sideward scatter

STAT Signaltransduktions-aktivierter Transkriptionsfaktor

SV40 Simian Virus 40
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Tab. Tabelle

TEMED N, N, N’, N"-Tetramethylendiamin

TNFa Tumornekrosefaktor a

TNF-R1 Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1

TNF-R2 Tumornekrosefaktor-Rezeptor 2

TRADD TNF-Rezeptor 1 assoziiertes Todesdoménen Protein
TRAF TNF-Rezeptor assoziierter Faktor

Tris Tri-Hydroxymethyl-Aminomethan

TUNEL TdT-dependent dUPT-biotin nick end labeling assay
tRNA Transfer-RNA

u.a. unter anderem

Upm Umdrehungen pro Minute

uv Ultraviolett

A" Volt

Vol. Volumen

VS. Versus

w/v weight/volume

z.B. zum Beispiel
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