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1. ABKURZUNGEN

o- Anti-

Ak Antikorper

AP-1 (activation protein 1) Transkriptionsfaktor

AS Aminosaure

ATAR (another TRAF associated receptor) ein weiterer TRAF-assoziierter
Rezeptor

ATCC (American Tissue Culture Collection) amerikanische Gewebekultur
Sammlung

BAFF B-Cell Activation Factor from the Tumor Necrosis Factor (TNF)
Family

BHK (baby hamster kidney cells) Nierenzellen von Hamsterbabies

BSA Bovines Serum Albumin

CD (cluster of differentiation) Differenzierungsantigen

CD40L CD40-Ligand

cDNA (complementary desoxy ribonucleic acid) komplementare Desoxy-
ribonukleinsaure

clAP1,2 (cellular inhibitor of apoptosis protein 1, 2) zellulares Apoptose-
hemmendes Protein 1, 2

DD Todesdomane

DMEM Dulbecco's modifiziertes Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA (desoxy ribonucleic acid) Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

DTT Dithiothreitol

EBV Epstein-Barr-Virus

ELISA "enzyme linked immunosorbent assay"

ERK durch extrazellulare Signale regulierte Kinase

FADD (Fas associated death domain) Fas-assoziierte Todesdomane

FCS (fetal calf serum) fotales Kalberserum

FDC follikular dendritische Zellen

GAPDH Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

GITR Glucocorticoid Induced Tumor Necrosis Factor Receptor Family
Related Gene

HVEM (herpes virus entry mediator) TNF/NGF Rezeptor

IxB (Inhibitor of NF-xB) NF-xB-hemmendes Molekll
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ICAM-1 Interzellulares Adhasionsmolekul 1

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

IRAK IL-1 Rezeptor-assoziierte Kinase

I-TRAF TRAF-interagierendes Protein

1ZD Intrazellulardomane

JNK c-jun-N-terminale Kinase

kDa Kilodalton

LMP1 latentes Infektionsmembranprotein 1

LTa Lymphotoxin-alpha

LTBR Lymphotoxin-beta-Rezeptor

mAKk monoklonaler Antikorper

mCD40L membranstandiger CD40-Ligand

MCS Multicloningsite

mRNA (messenger RNA) Boten RNA

mut mutiert

NEMO NF-xB essential modulator

NF-«B (nuclear factor k B) Transkriptionsfaktor

NGF (nerve growth factor) Nervenwachstumsfaktor
NIK NF-kB-induzierende Kinase

NK naturliche Killerzellen

p75TNFR p75 Tumor-Nekrose-Faktor Rezeptor

pAK polyklonales Antiserum

PBL periphere Blutleukozyten

PBS phosphatgepufferte Kochsalzldésung

R Rezeptor

RANK (receptor activator of NF-xB) TNF/NGF Rezeptor
RIP1, 2 Rezeptor-interagierendes Protein 1, 2

RNA (ribonucleic acid) Ribonukleinsaure

rom Umdrehungen pro Minute

RT-PCR reverse Transkriptase - Polymerase Kettenreaktion
ThO, 1, 2 T-Helfer 0, 1, 2 —Zellen

™ Transmembrandomane

TMB 3,3',5,5’-Tetramethylbenzidin

TNF Tumornekrosefaktor
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TNFR-SF Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor-Superfamilie

TRADD (TNF receptor associated death domain) TNF-Rezeptor-assoziierte
Todesdomane

TRAF Tumornekrosefakor-Rezeptor-assoziierter-Faktor

TRIP TRAF-integrierendes Protein

U (unit) Einheit

VCAM vaskulares Zell-Adhasionsmolekdil

wit Wildtyp
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2. ZUSAMMENFASSUNG

Eine funktionierende Immunantwort hangt von der erfolgreichen Kommunikation
zwischen den Zellen des Immunsystems ab. Dies wird durch das grof3e Netzwerk der
Zytokine, die durch hochspezifische Rezeptoren auf ihre Zielzellen Einfluss nehmen,
erreicht. Zwei Gen-Familien von besonderer Bedeutung sind die Tumor-Nekrose-
Faktor-Ligand- und die TNF-Rezeptor-Superfamilie (TNFL-SF und TNFR-SF).
Mitglieder der TNFR-SF aktivieren ihre intrazellularen Signalwege durch zwei
zytoplasmatische Adaptermolekulklassen, die ,Death Domain“ (DD)-Proteine und die
TNF-Rezeptor-assoziierten-Proteine (TRAFs). Werden Mitglieder der TNFR-SF
durch Zytokine oder ihre spezifischen Liganden aktiviert, tragen sie im Rahmen von
Entzindungsreaktionen zu gesteigerter Genexpression bei und fuhren Uber die
Aktivierung intrazellularer Signalwege zu programmiertem Zelltod. Beides erfolgt
Uber die Aktivierung intrazellularer Signalkaskaden, die entweder zur nukledren
Translokation des Transkriptionsfaktors NF-«B beitragen oder intrazellulare
Proteasen aktivieren, die die Zelle zerstoren. Bekannt war, dass NF-xB durch die
Bindung von TRAF2, -5 und -6 an die Signaldomanen der Mitglieder der TNFR-SF
aktiviert wird. Erst kurzlich erkannte man, dass zwei verschiedene NF-kB-Signale
existieren, die auch Uber zwei verschiedene Signalwege induziert werden. Jeder
Signalweg resultiert in der nuklearen Translokation zweier verschiedener Rel-
Dimere, dem klassischen NF-xB (p50/RelA) und dem alternativen NF-xB (p52/RelB).

Wie die groRe Gruppe der TNFR-SF, Uber eine beschrankte Anzahl von
Adaptermolekulen und intrazellularen Signalwegen eine grof3e Zahl unterschiedlicher
biologischer Funktionen kontrolliert, wird bis heute nicht ausreichend verstanden.
Eine nahe liegende Vermutung ist, dass unterschiedliche Kombinationen der
verschiedenen Adaptermolekule fur verschiedene Signalfunktionen kodieren. Die
Bestimmung der Rekrutierungsmuster dieser Adapterproteine ist deshalb ein
entscheidender  Schritt zum  besseren  molekularen  Versténdnis  der
Signaltransduktion durch Mitglieder der TNFR-SF.

Die folgende Arbeit konzentriert sich auf die TRAF-Rekrutierungsmuster der 12
Mitglieder der TNFR-SF ohne Todesdomane (p75TNFR, LTBR, RANK, HVEM,
CD40, CD30, CD27, 4-1BB, GITR, BCMA, OX40 und TACI). Untersuchungen zu
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TRAF-TNFR-SF-Interaktionen wurden bis dato zumeist unter In-vitro-Bedingungen
durchgefuhrt. Die wenigen Studien, die die TRAF-Rekrutierung in intakten Zellen
untersuchten, fihrten zu widersprichlichen Ergebnissen. Dieses Projekt basiert auf
einem neu entwickelten Testsystem, das die TNFR-SF-TRAF-Bindung nach
Komplexbildung in der intakten Zelle misst. Aullerdem ermoglichte dieses
Testsystem zum ersten Mal, die TRAF-Rekrutierung unterschiedlicher Rezeptoren
direkt und quantitativ miteinander zu vergleichen. Die Rekrutierungsanalyse zeigte,
dass alle Rezeptoren alle TRAFs rekrutieren und sich nur in der Quantitat der TRAF-
Bindung unterscheiden.

In einem Versuch, die Funktion einzelner TRAFs aufzuzeigen, wurde die NF-«xB-
Signalaktivitat von 12 Mitgliedern der TNFR-SF verglichen. Gezielte Struktur-
Funktions-Analysen am Beispiel von CD40 und seiner Mutanten mit definierten
TRAF-Rekrutierungsmustern zeigten, dass CD40 Uber TRAF6 nur den klassischen
NF-kB-Signalweg aktiviert. Uber TRAF2/5 aktiviert CD40 sowohl den klassischen als
auch den alternativen Signalweg. Wir beobachteten auflerdem, dass TRAF3
spezifisch die NF-kB-Aktivierung Uber TRAF2/5 hemmt. Dieser TRAF3-Effekt war
von einer intakten Zink-Finger-Domane im TRAF3-Molekul abhangig und lasst sich
deshalb nicht mit kompetitiver Verdrangung von TRAF2 von der gemeinsamen
Rezeptorbindestelle erklaren. Paradoxerweise fuhrte die Suppression des mittels
TRAF2/5 induzierten NF-xB durch TRAF3 zu einer gesteigerten transkriptorischen
Aktivitat des TRAF6-abhangigen klassischen NF-kB Uber CD40. Die regulatorische
Funktion von TRAF3 im NF-kB-Signalweg ist nicht auf CD40 beschrankt. Nach den
hier erhobenen Daten aktivieren alle 12 getesteten Mitglieder der TNFR-SF den
alternativen NF-kB-Signalweg. TRAF3 blockierte oder hemmte diese Signalaktivitat

in allen untersuchten Fallen.
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3. EINLEITUNG

3.1. Mitglieder der TNFR-SF

3.1.1. Bedeutung der TNFR-SF fir den Organismus

Eine optimale Immunantwort wird durch die fehlerfreie Erganzung aus angeborener
und erworbener Immunitat garantiert. Das Immunsystem als eines der komplexesten
Organsysteme reguliert dies Uber eine Vielzahl von Zell-Zell-Kontakten. Dieser
Vorgang wird durch zahlreiche |0sliche Zytokine und zellstandige Liganden
gesteuert, die Uber hochspezifische Rezeptoren mit ihren Zielzellen interagieren.
Uber die Rezeptor-Ligand-Bindung der unterschiedlichen Zellen des Immunsystems
werden Entzindungsreaktionen gesteuert, die die Differenzierung und die
Proliferation der Zellen regulieren, sowie das Zelltodprogramm (Apoptose) ausldsen.
Von besonderer Bedeutung sind in diesem Zusammenhang die TNFL-SF und die
TNFR-SF.

Kommt es zu einer fehlerhaften Interaktion von Ligand und Rezeptor, kann dies zu
einer Uberschielenden bzw. einer insuffizienten Immunantwort fihren. Rezeptor-
Ligand-Fehlregulationen werden derzeit in der Medizin als pathophysiologische
Grundlage fur bestimmte Krankheiten diskutiert. Zu einer Minderfunktion des
Immunsystems kommt es z.B. im Rahmen des Hyper-IgM-Syndroms. Diesem liegt
eine Mutation in der Aminosauresequenz des CD40-Liganden zugrunde (Graf et al.,
1992; Allen et al., 1993; Aruffo et al., 1993). Die Patienten leiden aufgrund fehlender
IgG-Produktion unter einer insuffizienten humoralen Immunantwort. lhre B-Zellen
produzieren fast ausschlieBlich Antikdrper des Isotyps IgM und sind nicht in der
Lage, den Klassenwechsel zu vollziehen. Der RANK-Ligand reguliert tGber seinen
Rezeptor RANK die Differenzierung und Aktivierung von Osteoklasten (Lacey et al.,
1998; Yasuda et al.,, 1998). Ist die Rezeptor-Ligand-Interaktion bzw. der distale
Signaltransduktionsweg des RANK-Rezeptors gestort, resultiert dies in dem
Krankheitsbild einer schweren Osteopetrose (Lomaga et al., 1999). Dagegen fluhrt
die Uberexpression von BAFF zu einer (berschieRenden Funktion des
Immunsystems. Die Mause entwickeln ein lupusahnliches Syndrom, das sich in
Hypergammaglobulinamie, der Produktion von Antikdrpern gegen DNA, sowie einer

Autoimmunnephritis aul3ert (Gross et al., 2000; Khare et al., 2000; Mackay et al.,
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1999; Siegel et al., 2000). Ein weiterer Rezeptor der TNFR-SF ist BCMA. Dieser
wurde erstmals als Produkt der Translokation t(4:16) in T-Zell-Lymphomen entdeckt
(Madry et al., 1998). Diese Translokation flhrt zu einer Proliferation von T-Zellen und
resultiert in einer durch das Immunsystem nicht mehr regulierbaren Gberschie3enden
Reaktion.

Diese Beispiele demonstrieren, dass eine gestorte Rezeptor-Ligand-Interaktion Uber
eine Minder- bzw. Uberfunktion der Immunantwort bestimmte Krankheitsbilder
auslosen kann. Der TNFR-SF und ihren Signaltransduktionsmechanismen kommt
dabei eine bedeutende Rolle in der zielgerichteten und funktionsfahigen
Immunantwort des Organismus zu. Welche Molekile jedoch an den
unterschiedlichen Signalkaskaden beteilig sind und wie sie diese beeinflussen,
konnte noch nicht erschopfend gezeigt werden. Von einem detaillierten Verstandnis
der einzelnen Schritte innerhalb der Signalkaskaden der Rezeptoren, die die intakte

Funktionsfahigkeit des Organismus garantieren, ist man noch weit entfernt.

3.1.2. Struktur und Funktion der TNFR-SF

Die Zellrezeptoren der TNFR-SF lassen sich aufgrund ihrer Signalmechanismen zwei
Untergruppen zuordnen. Eine Gruppe besteht aus Apoptose-induzierenden
Rezeptoren, wie z.B. p55TNFR (CD120a), Fas (CD95) und TRAIL. Sie besitzen eine
konservierte Struktureinheit, die so genannte ,Death Domain® in ihrer Signaldomane,
die als Bindestelle fur die Adaptermolekile ,TNF-receptor-associated-Death-Domain®
(TRADD), ,Fas-associated-Death-Domain“ (FADD), ,Receptor interacting protein
(RIP) associated ICH-1/ CED-3-homologus protein with a death domain® (RAIDD)
und , Caspase and RIP adaptor with death domain® (CRADD) fungieren. Diese
Proteine besitzen keine eigene Enzymaktivitat oder klassische
Phosphorylierungsstellen, sondern dienen der Rekrutierung weiterer Signalproteine,
wie zum Beispiel der ,Caspase 8“. Caspasen sind Cysteinproteasen vom Typ des
»interleukin-1B-konvertierenden Enzyms (ICE) “ (Boldin et al., 1996). Die ,Caspase 8*
aktiviert weitere Caspasen durch proteolytische Spaltung und initiiert Gber diesen
Mechanismus programmierten Zelltod.

Eine zweite Gruppe von Mitgliedern der TNFR-SF aktiviert ihren

Signaltransduktionsweg Uber die Rekrutierung so genannter TNF-Rezeptor-
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assoziierter Faktoren (TRAFs). Derzeit sind 14 Mitglieder der TNFR-SF bekannt,
welche direkt mit TRAFs interagieren. Mit Ausnahme des Rezeptors BCMA handelt
es sich in allen Fallen um Klasse-I-Transmembranproteine. Sie zeichnen sich zum
einen durch zysteinreiche Strukturhomologien in ihren Extrazellulardomanen sowie
durch bestimmte konservierte TRAF-Bindungsstellen in ihren Intrazellulardomanen
aus. lhre Namen sind CD40 (Stamenkovic et al., 1989), p75TNFR (Rothe et al.,
1994), CD30 (Gedrich et al., 1996), CD27 (Akiba et al., 1998), LTBR (Nakano et al.,
1996), RANK (Anderson et al., 1997), 4-1BB (Garni-Wagner et al., 1996), OX40
(Arch and Thompson, 1998), HVEM (Marsters et al., 1997; Hsu et al., 1997), GITR
(Gurney et al., 1999; Kwon et al., 1999), BCMA (Hatzoglou et al., 2000), TACI (Xia et
al., 2000), TROY (Kojima et al., 2000) und BAFF-R (Thompson et al., 2001).

CD30
ik
p7STNFR
: CD120b
YA ox4 cpao Ak LTSR § RANK
GITR o CD27 _ TR?
TROY TACI AITR & @ ) ¢
BAFFR
BCMA

Abbildung 1: Mitglieder der TRAF-bindenden TNFR-SF. TROY, Receptor of B-Cell Activation
Factor from the Tumor Necrosis Factor (TNF) Family (BAFFR), B-Cell-Maturation-Antigen (BCMA),
Transmembrane Activator Calcium Modulator and Cyclophilin  Ligand Interactor (TACI),
Glucocorticoid-Induced Tumor Necrosis Factor Receptor Family-Related Gene (GITR), CD137 (4-
1BB), CD27, OX40, CD30, CD40, Herpesvirus-Entry-Mediator (HVEM), Lymphotoxin-B-Receptor
(LTBR.), p75-TNFR, Receptor Activator of NF-kB (RANK).
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Diese Rezeptoren rekrutieren eine Vielfalt von Adaptermolekulen, die bis dato noch

nicht erschopfend untersucht wurden. Ein gemeinsames Set von Proteinen, die so

genannten TRAFs, werden jedoch von allen gezeigten Mitgliedern der TNFR-SF

gebunden.
Rezeptor | Expression Funktion Referenz
BAFFR B-Zellen Uberleben transitorischer B-Zellen, (Waldschmidt and Noelle, 2001)
verstarkt die humorale Immunitat
BCMA Reife B-Zellen Unbekannt (Waldschmidt and Noelle, 2001)
TACI Reife B-Zellen Unterstitzt die Th1-Antwort, (Waldschmidt and Noelle, 2001)
negative Regulation der B-Zell-Antwort
GITR PBL Inhibition T-Zell-Rezeptor-vermittelter (Gurney et al., 1999)
Knochenmark, Milz, Apoptose
Thymus
4-1BB Aktivierte T-Zellen T-Zell-abhangige Immunantwort (Jang et al., 1998; Arch and
HIV-Replikation Thompson, 1998)
Antitumoraktivitat
CD27 Periphere T-Zellen, T-T-Zell- und T-B-Zell-Interaktion (Gravestein et al., 1998)
B-Zellen und NK-Zellen
0OX40 Aktivierte T-Zellen, Kostimmulation von T-Zellen, (Kawamata et al., 1998)
HTLV-I-infizierte Zellen Proliferation und Differenzierung von
B-Zellen
CD30 Gedachtnis T-Lympho- Proliferation oder Apoptose peripherer (Ansieau et al., 1996)
zyten, virustransformierte T-Lymphozyten
T- oder B-Lympohzyten, Induziert Expression von
Oberflachenantigen Adhasionsmolekiilen und Zytokinen
der Hodgkin-Zelle
CD40 Hamatopoetische Zellen Adhasion, (Kuhne et al., 1997)
Proliferation und Induktion des Isotypswitch
HVEM PBLs, Milz Lymphozytenaktivierung, (Marsters et al., 1997)
Herpesvirus-Einschleusung wahrend der
Infektion
LTBR. Lymphoide Zellen Entwicklung und Proliferation sekundaren (Force et al., 2000)
Lymphgewebes
p75-TNFR | Lymphoide Zellen Proliferation von NK-, B-, reifer T-Zellen (Rothe et al., 1994)
GM-CSF-Sekretion von T-Lymphozyten
RANK Dendritische Zellen, Aktivierung der DC-Funktion tUber BcL-X, (Darnay et al., 1998; Galibert et
aktivierte T-Zellen Osteoklastendifferenzierung al., 1998)

Tabelle 1: Expression und Funktion TRAF-bindender Mitglieder der TNFR-SF: Die Mitglieder der

TNFR-SF sind auf einer Vielzahl von Zellen des Immunsystems exprimiert und tragen spezifisch zu

einer gerichteten Immunantwort bei.
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3.2. TRAFs
3.2.1. Erstbeschreibung der TRAFs

Obwohl der TNFR-SF mit den TRAFs nur ein limitiertes Repertoire von
Adaptermolekulen zur Anknipfung an intrazellulare Signalkaskaden zur Verfligung
steht, beeinflussen sie eine groRe Zahl verschiedener biologischer Funktionen.
Variation in der TRAF-Rekrutierung ist die wahrscheinlichste Erklarung fur dieses
Phanomen. Derzeit sind sechs verschiedene TRAFs bekannt. TRAF1 konnte als
45kD-Protein im Komplex mit dem p75TNFR koprazipitiert (Rothe et al., 1994)
werden. Die gleiche Arbeitsgruppe entdeckte mit Hilfe des ,Yeast-Two-Hybrid-
System® (YTH) die direkte Interaktion von TRAF2 mit der intrazytoplasmatischen
Domane des p75TNFR. TRAF3, auch unter dem Namen CAPI oder CRAF1 bekannt,
wurde zum ersten Mal als CD40-bindendes Protein im YTH-System entdeckt (Hu et
al.,, 1994). TRAF4, ursprunglich CART1 genannt, wurde auf der Suche nach
mammakarzinomspezifischen Genen entdeckt (Regnier et al., 1995). TRAF5 wurde
als LTPR-bindendes Protein mittels PCR gefunden, wobei hierfur
Oligonukleotidprimer benutzt wurden, die den konservierten Aminosauremotiven der
TRAF-Domane des TRAF1, -2 und -3 entsprachen (Nakano et al., 1996).
Unabhangig davon wurde TRAF5 auch als CD40-bindendes Protein beschrieben
(Nakano et al., 1996). TRAF6 wurde ursprunglich als signalvermittelndes Molekul fur
die CD40- und IL1-Rezeptor-induzierte (Cao et al., 1996) Aktivierung von NF-kB
(Ishida et al., 1996b) beschrieben.
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3.2.2. Struktur und Funktion der TRAFs

TRAF1 | I |
TRAF2 [ [T TTTT T

o ~20% - ~15% |g—— ~60% —p]
TRAF3 [ I T T T T T T I

Zn Ring Zn Finger '“ﬁ‘gﬂ;‘ TRAF-N TRAF-C

TRAF4 (A T T T T T T T T
TRAF5 [ W [T 1T 1T T T T .
TRAF6 | | EEEEEE 0000000 1

Abbildung 2: Schematische Darstellung der TRAF-Proteine. TRAF-Proteine besitzen einen hoch
konservierten C-Terminus fiir die Bindung an Rezeptoren oder die Interaktion mit anderen TRAFs. Der N-
Terminus ist weniger konserviert. Er besteht aus Zink- bzw. Zink-Ring-Fingern, die vermutlich fur die funktionelle
Aktivitat der TRAFs kodieren.

Die TRAF-Rekrutierung an die Intrazellulardomane der Mitglieder der TNFR-SF wird
durch Ligandbindung und Trimerisierung der Rezeptoren induziert. Da alle
Rezeptoren der TNFR-SF durch agonistische Antikérper, jedoch nicht durch
monovalente F(ab)-Fragmente dieser Antikorper (Clark and Ledbetter, 1986;
Engelmann et al., 1990; Paulie et al., 1989), aktiviert werden konnen, wurde
postuliert, dass die Rezeptortrimerisierung bzw. —aggregation den wesentlichen
Aktivierungsmechanismus der TNFR-SF darstellt. Gezeigt wurde dies erstmals an
der Kristallstruktur des Komplexes von Lymphotoxin o (LTa) und TNFRI (Bazzoni
and Beutler, 1996; Banner et al.,, 1993). Die Trimerisierung wird als notwendige
Bedingung fur die TRAF-Rekrutierung angesehen.

Alle TRAFs zeichnen sich durch eine TRAF-C- und eine TRAF-N-Doméane aus. Die
TRAF-C-Domane ist genetisch zu 60% konserviert, wohingegen die TRAF-N-
Abschnitte nur zu 15% uUbereinstimmen. Die TRAF-C-Domane vermittelt die
Interaktion zwischen den TRAF-Monomeren, die Bindung von TRAFs an den

Rezeptor, sowie an andere Signalmolekile wie ,NF-kB inducing Kinase“ (NIK) oder I-
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TRAF/TANK. Uber die TRAF-C-Domane wird auch die direkte Bindung von TRAF1,
TRAF2, TRAF3 und TRAF6 an den Rezeptor vermittelt, wohingegen TRAF4 und
TRAF5 nur indirekt gebunden werden. Zusatzlich zu den konservierten TRAF-
Domanen besitzen TRAF2, -3, -4, -5 und -6 einen Zink-Ring-Finger und bis zu sechs
Zink-Finger-Motive. Sie sind N-terminal lokalisiert und dienen als DNA-Protein- oder
Protein-Protein-Interaktionsstellen. Neuere Arbeiten postulieren, dass die TRAFs im
Bereich ihrer Ring-Finger auch Ubiquitinaseaktivitaten besitzen (Brown et al., 2002).
Diese sind fur die rezeptorinduzierte Ubiquitinierung der TRAFs verantwortlich.
Dieser Prozess fuhrt zu Proteasom-vermittelter Degradierung und reguliert so die
Funktion TRAF-abhangiger Signalkaskaden (Bishop, 2004). Anders als die anderen
TRAFs besitzt TRAF1 lediglich einen Zink-Finger. TRAF3 und TRAFS besitzen
aullerdem ein Isoleuzin-Zipper-Motiv, das diese beiden Proteine zur
Heteromerisierung befahigt. Daraus ergibt sich die Maglichkeit der indirekten
Rekrutierung von TRAF5 an einen Rezeptor, dem eine direkte Bindungsstelle fur
diesen Faktor fehlt. Ebenso bilden TRAF1 und TRAF2 Uber ihre TRAF-Doméne
Hetero- und Homooligomere. Zur Homooligomerisierung sind alle sechs TRAFs
befahigt (Pullen et al., 1998). Die N-terminalen Strukturen der TRAFs sind in
geringerem Malle konserviert. Es entspricht der gangigen Meinung, dass diese
Bereiche verschiedene Signalmolekile binden und dadurch rezeptorspezifische

Funktionen vermitteln.

3.2.3. Bindungsmotive fuir TRAFs innerhalb der Rezeptorsequenz

Auler fur TRAF4 konnten sowohl Uber Mutationsanalysen als auch Uber
Kristallstrukturanalysen definierte Bindemotive fur die TRAF-Molekule an den
Mitgliedern der TNFR-SF identifiziert werden. Fur die TRAF1-, TRAF2- und TRAF3-
Bindungsstelle wurde in Mutationsanalysen das Konsensusmotiv PxQx(T/S/D) im
LMP1, CD30, CD40 und CD27 (Devergne et al., 1996; Franken et al., 1996; Aizawa
et al., 1997; Boucher et al., 1997; Brodeur et al., 1997; Akiba et al., 1998; Gedrich et
al., 1996; Pullen et al., 1998; Sandberg et al., 1997), sowie die SXEE-Sequenz des
p75TNFR und des CD30-Rezeptors (Rothe et al., 1994; Boucher et al., 1997) und
das QEE-Motiv der Rezeptoren 4-1BB und OX40 (Ye et al., 1999; Arch et al., 1998)

identifiziert.
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Kristallanalysen der TRAF-Domane des humanen TRAF2 mit Peptiden der
Rezeptoren CD40, CD30, OX40, 4-1BB und dem EBV-Onkoprotein LMP1 ergaben
die Motive (P/S/AIT)X(Q/E)E und PxQxxD fir die TRAF2-Bindung (Ye et al., 1999).
Es konnte aullerdem gezeigt werden, dass die Peptidsequenzen wie ExGKE und
VxxSxXEE TRAF-Rekrutierung vermitteln konnen. TRAF6-Bindung wird durch das
Aminosauresequenzmotiv. QxPxEx mit den N-terminal angrenzenden basischen
Aminosauren und den sauren C-terminalen Aminosauren vermittelt. An den CD40-
Rezeptor wird TRAF6 Uber die Peptidsequenz QEPQEINF (AA 211-218) rekrutiert
(Pullen et al., 1998). Die genannten Bindemotive werden in allen TRAF-bindenden

Rezeptoren gefunden.

3.2.4. TRAF-vermittelte Signaltransduktionswege

TRAFs waren bislang als Adaptermolekiile ohne eigene Signalaktivitat beschrieben.
Nach Ligand-induzierter Stimulation der Rezeptoren und Interaktion mit ihrem
Rezeptor verknupfen sie diesen mit unterschiedlichen, aber fur jeden Rezeptor
spezifischen Signalkaskaden. Diese werden Uber bestimmte Proteasen (z.B.
Caspasen), Phospholipasen (z.B. Phospholipase A2) oder Proteinkinasen (z.B.
MAPK) aktiviert. Neueste Untersuchungen lassen vermuten, dass die TRAFs
Ubiquitinaseaktivitat besitzen. Wie Brown et al. beschreiben, sind sie in der Lage,

ihre eigene rezeptorinduzierte Degradierung zu regulieren (Brown et al., 2002).

Ein bedeutender Signalweg, der - neben einer Vielzahl von anderen Liganden und
Zytokinen - von allen TRAF-bindenden Mitgliedern der TNFR-SF aktiviert wird,
besteht in der Translokation des Transkriptionsfaktors NF-kB. An der Induktion der
NF-kB-Translokation in den Zellkern sind proximal die Adaptorproteine TRAF2, -5
und -6 beteiligt. Uber die Bindung der TRAFs an den Rezeptor kdnnen zwei NF-kxB—

Signalwege aktiviert werden. Uber einen klassischen Signalweg werden die NF-xB—

Komponenten RelA und p50 in den Nukleus transloziert. Die Aktivierung des
klassischen Signalwegs erfolgt Uber inflammatorische Zytokine, Viren, Toll-like-
Rezeptoren (TL-Rs) und Pathogenkontakt. Uber diese Kaskade wird die

Transkription verschiedenster entzindungsférdernder Zytokine, Chemokine und
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Adhasionsmolekule reguliert. Der klassische Signalweg ist fur die Bekampfung von
EntzGndungsreaktionen und somit fur die angeborene Immunitat bedeutend.

Der alternative Signalweg hingegen induziert den Ubertritt der NF-kB—Molekiile p52
und RelB in den Zellkern (Karin and Ben-Neriah, 2000). Uber diese Kaskade wird die
Differenzierung und Proliferation der Lymphorgane sowie der daran beteiligten Zellen
reguliert. Die erworbene Immunantwort ist somit sehr stark von diesem Signalweg
abhangig (Bonizzi and Karin, 2004). Ein zusatzlicher antiapoptotischer Effekt von NF-
kB beeinflusst den Zell-Zyklus und greift in viele Aspekte der Onkogenese ein. Zum
Beispiel konnte NF-kB als Produkt des Onkoproteins BCR-ABL aus Zelllinien, die
von Patienten mit myeloischer Leukamie stammten, als essentielle Komponente der
onkogenen Aktivitat nachgewiesen werden (Reuther et al., 1998).

In unstimulierten Zellen befindet sich NF-xB im Zytoplasma und ist dort an das
inhibitorische Protein ,Inhibitor of NF-xB“ (IxB) gebunden. Durch Stimulation werden
N-terminale Serine des IkB durch den IkB-Kinase-(IKK)-Komplex phosphoryliert
(Israel, 2000). Dieser besteht aus drei Komponenten, der IKKa, der IKKB und einer
regulatorischen Einheit, die IKKy oder auch NEMO genannt wird (Viatour et al., 2005;
Israel, 2000). Die Phosphorylierung des IkBa flhrt zu seiner Degradierung. Das aus
dem IKK-Komplex geloste NF-kB kann nun in den Nukleus translozieren und dort
uber die Bindung an spezifische Promotoren die Transkription verschiedener Gene
aktivieren.

Als ein Bindeglied zwischen den an den Rezeptor gebundenen TRAF-Molekulen und
der Aktivierung von NF-xB gilt die ,NF-xB inducing Kinase“ (NIK). Diese wurde
erstmals als TRAF2-gebundenes Signalprotein isoliert (Malinin et al., 1997). NIK
phosphoryliert besonders effektiv die IKKa-Einheit des IKK-Komplexes (Senftleben et
al., 2001). IKKa ist wiederum an der Aktivierung des alternativen NF-kB-Signalwegs
beteiligt und flhrt zur nuklearen Translokation von p52/RelB-Heteromeren (Ling et
al., 1998). NIK interagiert Uber ein bekanntes Konsensusmotiv mit TRAF1, -2, -3, -5
und -6 (Song et al., 1997). Die Bindung an TRAF4 wurde in diesem Zusammenhang

nicht untersucht.

Im Gegensatz zu NIK binden TRAFs auch an viele unterschiedliche intrazellulare
Molekule, die inhibitorisch auf die NF-kB-Aktivierung wirken. Das ,inhibitor of
apoptosis“-Protein (clAP), das ,TRAF and TNF receptor associated protein“ (TTRAP)
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(Pype et al., 2000) und A20 (Opipari et al., 1990) gehéren zu dieser Gruppe
zytoplasmatischer Proteine. Es konnte gezeigt werden, dass clAP direkt Caspasen
hemmt und auf diesem Weg Apoptose regulieren kann. A20 ist ein effektiver Inhibitor
von TRAF- bzw. MAP-Kinasen-vermittelter NF-kB-Aktivierung (Zetoune et al., 2001;
Hess et al., 1998). Fur TTRAP wird postuliert, dass es der Gruppe der Mg2+/Mn2+-
abhangigen Phosphodiesterasen angehort und Uber seine Endonukleaseaktivitat

Einfluss auf den Signalweg nimmt (Rodrigues-Lima et al., 2001).

Uber die Bindung an Molekile mit Todesdomane, wie zum Beispiel TRADD, kdnnen
TRAFs an Rezeptoren binden, die direkt mit Proteinen mit einem Death-Domain-
Motiv interagieren. Andererseits binden sie auch an Rezeptoren ohne Death-
Domain-Motiv und induzieren Uber diese unter anderem NF-kB. Auf diese Weise
konnen TRAFs als Schaltelement zwischen Apoptose-induzierenden und
antiapoptotischen Effekten der Mitglieder der TNFR-SF fungieren.

Neben der Interaktion der TRAFs mit den oben genannten korpereigenen Proteinen
wurden auch Interaktionen der TRAFs mit viralen Proteinen wie z.B. LMP
nachgewiesen (Mosialos et al., 1995). Dieses Molekul wird von dem Epstein-Barr-
Virus kodiert und ist mit der Entstehung von Burkitt-Lymphomen, sowie Karzinomen
des Nasopharynxbereiches assoziiert. Das Protein LMP1 bindet z.B. an TRAF1, -2,
-3 und -5 (Xie et al., 2004; Bishop, 2004). Kaye et al. zeigten, dass LMP1
transformierende Wirkung besitzt und somit entscheidende Prozesse in der
Onkogenese steuert. Diese Beobachtungen legen nahe, dass TRAF-vermittelte
Signale auch an der Regulation der Zellproliferation beteiligt sind (Kaye et al., 1993;
Kaye et al., 1995).

Neben der NFkB-Aktivierung regulieren die TRAFs die Aktivitat weiterer Kinasen und
Transkriptionsfaktoren. TRAF2 und TRAF6 vermitteln z.B. die Aktivierung der c-JUN-
N-terminalen Kinase (JNK) und beeinflussen auf diesem Wege die transkriptorische
Aktivitat von AP-1 (Chung et al.,, 2002). TRAF6 aktiviert auRerdem die ,Extra-
Cellular-Signal-Regulated-Kinase“ (ERK) (Kashiwada et al., 1998). Die Funktion von
TRAF1, TRAF3 und TRAF4 hingegen ist in diesem Zusammenhang noch nicht

ausfuhrlich untersucht.
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3.2.5. TRAF-knock out‘-Experimente und ihre Bedeutung fur den lebensfahigen

Organismus

Die Bedeutung einzelner TRAFs fur den Organismus in seiner Gesamtheit wurde mit
Geninaktivierungsexperimenten untersucht. TRAF2-, TRAF3- und TRAF6-Defizienz
fuhrte zu erhdhter postnatalen Sterblichkeit (Lomaga et al., 1999; Naito et al., 1999;
Xu et al., 1996; Yeh et al., 1997). TRAF3-defiziente Mause weisen zusatzlich eine
progressive Hypoglykamie, sowie eine Depletion peripherer, weil3er Blutzellen auf
und versterben am Tag 10 nach Geburt (Xu et al., 1996). Mause, denen das TRAF6-
Gen fehlt, litten bei Geburt aulerdem unter schwerer Osteopetrose. Als Ursache
wurde eine fehlende Differenzierung und Aktivierung der Osteoklasten gezeigt. Die
Inaktivierung des TRAF5-Gens beeintrachtigte die Lebensfahigkeit der Mause nicht,
bestatigte aber die Beteiligung dieses Adapterproteins am NF-kB-Signalweg von
CD40 und CD27 (Nakano et al., 1999). Alle bisherigen Studien zeigen, dass TRAF-
Proteine von essentieller Bedeutung fur die Entwicklung und Funktionsfahigkeit des
erwachsenen Organismus sind. Aufgrund der grof3en Anzahl von Rezeptoren, fur
deren Signalweg sie eine Rolle spielen, ist dies nicht Gberraschend. Die Inaktivierung
eines TRAF-Gens beeintrachtigt somit immer die Funktion mehrerer Rezeptoren.
Ruckschlisse auf die biologische Rolle eines bestimmten TRAFs fur die
Signaltransduktion eines Mitgliedes der TNFR-SF auf der Basis von Gen-
Inaktivierungsexperimenten sind somit nur bedingt moglich.

Ein alternativer Ansatzpunkt, die Bedeutung der einzelnen TRAFs zu verstehen, ist
es, die Variationen in der TRAF-Rekrutierung an den Rezeptoren aufzuzeigen und

dartber auf die Rezeptorfunktion zu schlie3en.
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4. ZIELSETZUNG

Bis jetzt wurde die TRAF-Rekrutierung nur fur einzelne Rezeptoren untersucht.
Dabei wurden Methoden verwandt, die keine vergleichende Messung der TRAF-
Bindung erlaubten. Ein systematischer Vergleich des Rekrutierungsverhaltens TRAF-

bindender Rezeptoren wurde deshalb noch nicht durchgeflhrt.
Ziel dieser Arbeit war es,
1. eine Testmethode zu entwickeln, die es erlaubt, die Signaldomanen aller
TRAF-rekrutierenden Mitglieder der TNFR-SF hinsichtlich ihrer TRAF-

Rekrutierungsfahigkeit miteinander zu vergleichen,

2. eine systematische und zumindest semiquantitative Definition der TRAF-

Rekrutierungsmuster an Signaldomanen der TNFR-SF vorzunehmen,

3. die In-vitro-Korrelation der Rekrutierungsmuster zur Signalaktivitat der

untersuchten Rezeptoren am Beispiel von NF-xB zu bestimmen.
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5. MATERIAL UND METHODEN

5.1. Reagenzien

Die Reagenzien wurden, soweit nicht anders aufgefihrt, von der Firma Merck,

Darmstadt bezogen.

5.1.1. Zellen und Zellkulturmaterial

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 2 zusammengestellt.

Zelllinie Quelle

HEK293T Humane embryonale Nierenepithelzellen (freundlich Uberlassen von

Dr. D. Wallach, Weizmann Institute of Science)

BHK Babyhamster Nierenzellen (ATCC CRL 6281)
BHKcpaoL Stabil mit CD40-Ligand-transfizierte BHK-Zellen
BHKcp27L Stabil mit CD27-Ligand-transfizierte BHK-Zellen
CHO TNF CHO transfiziert mit unsezernierbarem TNF

H9 HTLV-1-transformierte T-Zelle einer T-Zell-Leukémie
LCS Humane embryonale Lungenfibroblasten

Ramos Humane Burkitt-Lymphomzelllinie (ATCC CRL 1596)
C8166 HTLV-1-transformierte T-Zelllinie

Tabelle 2: Liste der verwendeten Zelllinien

Das Zellkulturmedium Dulbecco’s MEM Glutamax | Medium (Gibco BRL) enthielt 5%
hitzeinaktiviertes fotales Kalberserum (Biochrom, Berlin), 100U/ml Penicillin,

0,1'mg/ml Streptomycin (Boehringer Ingelheim) und 1mM Natrium-Pyruvat (Gibco
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BRL). Das Kulturmedium der transfizierten Zelllinien BHKw, BHKcp4o, und BHKcp27L
wurde zusatzlich mit 200pg/ml Geneticin G418 (Invitrogen) versetzt. Alle Zellen

wurden in einer H,O gesattigten Atmosphéare bei 37 °C und 8% CO, kultiviert.

5.1.2. Puffer

HeBS:
16,49/l NaCl, 11,9g/| HEPES, 0,21g/l Na-HPO,: pH 7,05

Hochsalzpuffer DEAE:
50mM Tris-HCI, 1mM EDTA, 1M NaCl pH 8,

TFBI-Medium:
30mM KOAc, 50mM MnCl,, 100mM KCI, 10mM CacCl,, 15% Glycerin (v/v)

TFBII-Medium:
10mM Na-MOPS, 75mM CaCl,, 10mM KCI, 15% Glycerin, (pH 7.0)

Blockpuffer fur ELISA:
PBS/0,05% Tween/1% BSA/NaN;

Lysepuffer flr Rekrutierungs-ELISA:
1% Triton X, ca. 100KIU Aprotinin/ml, 0.16mM Pefablock, 0,1% NaAzid,
1% BSA in PBS

Citratpuffer:
0,1M Zitronensaure, 196mM Na,HPO, 2H,0 und 0,006% (v/v) H,O,

Substratpuffer fir Reporterassay:
25mM Gilycylglycin pH7,8, 60mMDTT, 10mM MgSO4, 1mM ATP und
35uM Luziferin (P.J.K Industrievertretung HandelMarketing GmbH, Kleinblittersdorf)
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Lysepuffer fur Reporterassay:
25mM Gilycylglycin pH7,8, 10mM MgSO4, 0,5% Triton X 100 und 1%BSA

PufferA fur Kernextrakte:
10mM Hepes (pH 7.6)
15mM KCI

2mM MgCl,

0.1mM EDTA

Puffer C fur Kernextrakte:
25mM Hepes (pH 7.6)
50mM KCI

0.1mM EDTA (pH 8.0)
10% Glycerol

1mM DTT

0.1M PMSF in Isopropanol
100KIU Aprotinin/ml



Julia Hauer

Seite 24

Material und Methoden

5.1.3. Antikorper

Monoklonale Antikorper

Bezeichnung

Quelle

Maus-1gG,-anti-humanes-CD40 aus ~ G28.5 ATCC HB 9110
Kulturiberstanden des G28.5

Hybridoms gereinigt

Maus-lgG+-antiXpress aXpress Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Maus-1gG,-anti-denaturiertes- 2-28 im Labor vorhanden
humanes-IL-4, Isotypkontrolle

Maus-anti-myc (9E10) M a-myc ATCC

Kulturiberstand

Maus-lgG+-anti-humanes-CD40 aus  RO1 Im Labor vorhanden
Kulturiberstéanden des RO1

Hybridoms gereinigt

Maus-lgM-anti-humanes-CD27 M-T272 Im Labor vorhanden
Biotinyliertes Maus-IgG1-anti-CD27 M-T271 bio Im Labor vorhanden
Maus-IgG-anti-p75TNFR #41 o TBPII#41 Im Labor vorhanden
Maus-IgG+-anti-NF-xB p52 Maop52 Upstate Biotechnology,
cat. #05-361 Lake Placid
Maus-lgG+-anti-NF-kB RelA MaoRelA Santa Cruz Biotechnology,
cat. #8008 Inc. California
Maus-1gG+-anti-3 Aktin MaAktin SIGMA

cat. A-5441
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Polyklonale Antikorper

Bezeichnung

Quelle

Kaninchen-anti-TRAF1 KaTRAF1 Santa Cruz Biotechnology,
(G-20 SC-983) Inc. California
Kaninchen-anti-TRAF2 KoaTRAF2 Santa Cruz Biotechnology,
(H-249 SC-7187) Inc. California
Kaninchen-anti-TRAF3 KoaTRAF3 BD Biosciences, Heidelberg
(H-206 SC-949)

Kaninchen-anti-TRAF5 KaTRAF5 Santa Cruz Biotechnology,
(H-257 SC-7220) Inc. California
Kaninchen-anti-TRAF6 KoaTRAF6 Santa Cruz Biotechnology,
(H-274 SC-7221) Inc. California
Kaninchen-anti-p75TNFR KaTBPII Im Labor vorhanden
Kaninchen-anti-NF-xB p50 (H-119 Kap50 Santa Cruz Biotechnology,
SC-7178) Inc. California
Kaninchen-anti-CD40 (EZD) KaCD40 Im Labor vorhanden
Kaninchen-anti-NF-xB RelB (C-19 KaRelB Santa Cruz Biotechnology,

SC-226)

Inc. California

Polyklonale Detektionsantikorper

Bezeichnung

Quelle

Peroxidase-markiertes-Kaninchen-

anti-Mausimmunglobulin Antiserum

P260

DAKO GmbH, Hamburg

Peroxidase-markiertes-ZiegelgG- GaK Dianova, Hamburg
anti-Kaninchenimmunglobulin

Antiserum

Peroxidase-markiertes-ZiegelgG- GoRIgG(H+L) Dianova, Hamburg
anti-Kaninchen-IgG (H+L) Antiserum

Peroxidase-markiertes-ZiegelgG- GaM Dianova, Hamburg
anti-Maus IgG Antiserum

Peroxidase-markiertes-ZiegelgG- GaKFab Dianova, Hamburg

anti-Kaninchen-lgG (FAB) Antiserum

Tabelle 3: Verwendetet Antikorper
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5.1.4. Primer und cDNA-Klone

Alle Primer wurden mit Hilfe des kommerziell erhaltlichen Computerprogramms Oligo
2.0 (National Biosciences Incorporation, Plymouth, MN, USA) ausgewahlt und von
der Firma Metabion, Martinsried hergestellt.

Die Mutationsprimer fur die Insertion der Mlul-Schnittstelle in die CD40-cDNA wurden
uber die Firma MWG Biotech, Ebersberg bezogen.

Die IMAGE-cDNA-Klone der getesteten Rezeptoren wurden von der Firma UK

HGMP Resource centre, Hinxton, Cambridge bezogen.

Rezeptor cDNA Primer
IMAGE-Klone
CD27TM I: 1241134 MLUI5’AAA-CGC-GTT-CGC-ATC-CTT-GTG-ATC-TTC-TC3%
CD271zZD (3122-g23) MLUIS’AAA-CGC-GTA-TAT-AGA-TCA-AAC-AAA-GGA-GAA-A%
SALI5’GCG-CAG-TCG-ACT-GGG-CTC-CTG3’
LTRTM I: 740737 MLUIS’AAA-CGC-GTA-ACC-ATG-CTG-ATG-CTG-GCC-G3
LTBIZD (1819-f02) MLUI5’AAA-CGC-GTT-TCT-CTC-TGC-AGG-AAA-CTG-GGAY
SALISTGT-GCC-CCC-CTT-CGT-CGA-CCT-TTT-C3’
OX40TM I: 2389923 MLUIS’AAA-CGC-GTT-GCC-GCC-ATC-CTG-GGC-CT3’
0X401zD (5936-b04) MLUI5S’AAA-CGC-GTG-AGG-CTG-CCC-CCC-GAT-GC3’
XHO5'CTC-CGG-GCT-CGA-GCC-TGG-C¥
BCMATM I: 1130845 MLUIS' TCA-GTG-AAA-GGA-CGC-GTT-GCG-ATT-CTC-TGG-AC3
BCMAIZD (2835-d14) MLUIS’CTA-AGG-AAA-CGC-GTC-TCT-GAA-CCA-TTA-AAG-GA3Z’
KPN5'CTA-ACA-TAA-AGA-GGT-ACC-ACA-GTT-AGA-GG3’
CD30TM LC5 MLUIS’AAA-CGC-GTG-AAG-CCC-GTT-CTG-GAT-GCA3’
CD301zD MLUIS’AAA-CGC-GTC-TGC-AGG-AAG-CGA-ATT-CGG-C3’

SAL5’CAA-CCT-CGG-TGT-CGA-CAG-TGC-CAT3’

HVEMTM  TT stim.T-Zellen MLUIS’AAA-CGC-GTG-GTA-TGG-TGG-TTT-CTC-TCA-GG3’
HVEMIZD MLUIS’AAA-CGC-GTG-CCA-AGG-GGT-GAT-GTA-GTC-AAG-G3
SALS'TTC-AGC-AGT-CGA-CAC-TCC-AGG-TA3’

RANKTM C8166 MLUIS’AAA-CGC-GTG-CCC-GGT-TTA-ATA-ATT-CTG-CTT3’
RANKIZD MLUIS’AAA-CGC-GTA-AAA-GGG-AAA-GCA-CTC-ACA-GCZ’
1520 S5'GAG-CCT-CCC-ATC-AGC-CCC-ATC-C3
1305 5 CAA-AAA-GAG-GTG-GAC-AGT-GGC-C¥
Sal5’GCT-GGG-GTC-GAC-GCT-GCG-GTG-CTGY

TACITM RAMOS MLUI5S’AAA-CGC-GTC-ACG-CTG-GGG-CTC-TGC-CTG-T3’

TACIIZD MLUIS’AAA-CGC-GTG-GAT-CCC-TGC-TCC-TGC-CAG-CCC-C3’
SAL5’GAC-TCA-GAG-TGC-GTC-GAC-CTC-CTG-CT3’

4-1BBTM H9 MLUIS’AAA-CGC-GTG-CAG-ATC-ATC-TCC-TTC-TTT-CTT-G3

4-1BBIZD MLUIS’AAA-CGC-GTT-GTT-AAA-CGG-GGC-AGA-AAG-A3’

XHOS5'GGG-GGA-ATC-TCG-AGT-ATT-ATG-TAG-G3’



Julia Hauer Seite 27 Material und Methoden

Rezeptor cDNA Primer
IMAGE-Klone

GITRTM  TT stim T-Zellen MLUIS’AAA-CGC-GTA-GAG-CCG-CTT-GGG-TGG-CTG-AC3’
GITRIZD 1:2 449786 MLUIS'CAG-CTG-AGG-AGA-CGC-GTC-ATG-TGG-CCC-CG3
(6091-p11) KPNISCTG-CGG-TCG-GTA-CCC-CCG-GAG-GAZ’

P75 TNFRTM Plasmid im MLUIS’AAA-CGC-GTC-GAC-TTC-GCT-CTT-CCA-GTT-GG3’

P75TNFRIZD Labor MLUIS’AAA-CGC-GTC-TTG-TGC-CTG-CAG-AGA-GAA-GCC-A3
vorhanden SAL5'GCT-GCG-GCT-GTC-GAC-GGC-ACT-AGA-G3’

CD40TM cDNA MLUIS'GTG-GTC-CCC-AGG-ATC-GGC-TGA-GAG-CCC-TGG-TGG3’

CD401ZD MLUIS'CTG-GTC-TTT-ATC-AAA-AAG-GTG-GCC-AAG-AAG-CCA-
ACC-AAT-AAG-G3

Tabelle 4: Verwendete cDNA- und IMAGE-Klone sowie PCR-Primer

RT-PCR
cDNA Quelle

RAMOQOS, LC5, TT Freundlich tUberlassen durch Frau Christine Federle, Labor
stim. T-Zelllinie, H9 Prof. Dr. Rieber
RNA Quelle

C8166 Freundlich tUberlassen durch Frau Christine Federle, Labor
Prof. Dr. Rieber

5.2. Methoden

5.2.1. Klonierung der Hybridrezeptoren

5.2.1.1. cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese erfolgte mit SuperscriptT'\’I Il RnaseH Reverse Transkriptase
(200U/ul) (Gibco) nach Vorschrift des Herstellers. 5ug RNA wurden mit 1yl 10mM
dNTP (Pharmacia) und 0,1ul verdinnte 10x ,random hexamer® Primer (Boehringer
Mannheim, Mannheim) umgeschrieben. Die entstandene cDNA wurde mit H,O auf

200ul Endvolumen aufgefullt und bei —20°C gelagert.
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5.2.1.2. Praparative PCR

Jede PCR-Reaktion wurde in 0,5ml ReaktionsgefalRen (Eppendorf, Hamburg) in
einem UNO40-Thermocycler mit
durchgefuhrt:

5ul verdinnte cDNA bzw. 10ng Plasmid der IMAGEklone, jeweils 125ng 5’- und 3’-
Primer, 5yl ANTP (2mM) (Pharmacia), 3ul 10xPuffer mit 15mM MgCl, (Boehringer

Mannheim), 1U pfu DNA-Polymerase (Stratagen), H,O ad 30ul und 30ul Mineraldl

(Biometra, Gottingen) folgendem Ansatz

(Sigma).
PCR- CD27, LTBR, GITR, 0X40
Programm: HVEM, TACI, BCMA,
p75TNFR, 4-1BB
CD30, RANK
Denaturieren 95°C, 2min
Denaturieren 95°C, 40s
Primerbindung X °C, 40s 55°C 50 °C 57°C
Zyklenzahl 10  Zyklenzahl 10  Zyklenzahl 10
Synthese 72°C, 80s
Denaturieren 95°C, 40s
Primerbindung X°C, 80s 58 °C 54 °C 60 °C
Zyklenzahl 15  Zyklenzahl 25  Zyklenzahl 25
Synthese 72°C, 40s
Synthese 72°C, 2min
Die PCR-Produkte wurden phenolisiert, gefallt, mit den spezifischen

Restriktionsendonukleasen (10U) (Abb.3) (Boehringer Mannheim) verdaut und

anschlielend gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die PCR-Produkte mit einer Lange
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uber 300bp (bzw. unter 300 bp) wurden im 1,5% (bzw.3%) Agarosegel (Pharmacia)
mit 5ug/ml Ethidiumbromid gelelektrophoretisch aufgetrennt. Im Anschluss wurden

sie mit Hilfe von DEAE-Zellulose praparativ isoliert.

5.2.1.3. Praparative Isolierung von DNA mittels DEAE-Zellulose nach

gelelektrophoretischer Auftrennung

Zur Aktivierung wurde die DEAE-Zellulose (NA 45, Schleicher & Schuell, Dassel) in
geeignete, ca. 0,5cm breite Streifen geschnitten, danach fir 10 min in 10mM
NaEDTA pH 8, 5 min in 0,5M NaOH getrankt und daraufhin mehrmals mit H,O
gewaschen. Die Lagerung erfolgte bei 4°C in 0,1mM NaEDTA. Zur DNA-Isolierung
wurde das Agarosegel nach der Gelelektrophorese auf der anodalen Seite des zu
isolierenden DNA-Fragmentes geschlitzt, und in den Spalt ein Streifen der aktivierten
DEAE-Zellulose platziert. Die DNA wurde ca. 5 min bei 100V weiter
elektrophoretisch aufgetrennt, um die Bindung der DNA an die Membran zu
ermoglichen. Der DNA-haltige Zellulosestreifen wurde aus dem Gel
herausgenommen, und die DNA wurde in 500ul Hochsalzpuffer bei 65°C 30 min
eluiert, nach Standardprotokoll (Sambrook 1989) mit Isopropanol gefallt und
gewaschen. Die Quantifizierung des PCR-Produkts erfolgte mit Hilfe eines DNA-
Standards im 3% bzw 1.5% Agarosegel.
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5.2.1.4. Ligation der cDNA der Hybridrezeptoren in einen Expressionsvektor

Q C
= o
(=) =1
XhoI Sall Kenl a @
41BB TACI BCMA N 2
OX40 CD30 GITR
RANK g I\Q\I
LTIR [ L
TACI 3 =
P75TNFR [a] (=]
coz7 8] O
HVEM \ /\ /
Rezeptor 1ZD|TM| CD40 EZD IE

Hind ITI

N
E dG-CSF 3UTR | }(‘ hEF1alpha Promoter )Wry
. pEGFPBOSASMCS

Abbildung 3: Klonierungskarte der Hybridrezeptoren. Dargestellt ist der Vektor
pEGFPBosASMCS, in den die Rezeptorhybridsequenz einligiert wurde. Es sind die
Rezeptorkonstrukte CD40TMRezeptorlZD und CD40EZDRezeptorTM beschrieben.

Zur Klonierung der Hybridrezeptoren wurde der eukaryontische Expressionsvektor
pEFBosASMCS benutzt. Dieser Vektor ist ein Derivat des urspringlichen pEFBos-
Vekors, in den weitere Enzymschnittstellen mit Hilfe eines Nhel-Xbal-Fragmentes
des kommerziell erhaltlichen pEGFP-N1-Plasmids eingefigt wurden. Die
CD40EZDRezeptorTM-Hybride wurden aus der Extrazellulardomane des CD40-
Rezeptors (CD40EZD) mit der jeweiligen Rezeptor-Transmembran- (TM) und der
Rezeptor-Intrazellulardoméane (1ZD) zusammenkloniert. Die Klonierung erfolgte an
einer Mlul-Schnittstelle in der CD40-Sequenz am Ubergang der CD40-
Extrazellulardomane zur CD40-Transmembrandomane. Die MIlul-Schnittstelle in der
CD40-cDNA wurde durch PCR-vermittelte Mutagenese mit dem ,QuikChange™ Site-
Directed Mutagenesis Kit* von Stratagene eingefigt. Hieraus resultierte eine

Mutation von Asparaginsaure (D) zu Glutaminsaure an Position 190 der CD40-cDNA.
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Die CD40TMRezeptorlZD-Hybride wurden aus der Extrazellular- und der
Transmembrandomane des CD40 mit der Intrazellulardomane des Rezeptors von
Interesse zusammenkloniert. Die Klonierung erfolgte an einer nach der
Transmembrandomane des CD40 eingefugten Mlul-Schnittstelle.

AnschlieBend wurden die durch PCR generierten cDNA-Fragmente, die fur den
Transmembran- und den intrazytoplasmatischen Bereich der Rezeptoren kodieren,
zusammen mit der fur die Extrazellulardomane von CD40 kodierenden cDNA
(Xbal/Mlul) in den pEGFPBosASMCS einkloniert. Die Restriktionsschnittstellen in
den cDNA-Fragmenten fur die entsprechenden Rezeptoren wurden durch PCR-
vermittelte Mutagenese geschaffen (Abb.3). Dabei wurde darauf geachtet, dass kein
Aminosaureaustausch erfolgte. Alle Konstrukte wurden durch Sequenzierung

Uberprift.

Der Plasmidvektor pEGFPBosASMCS wurde mit den Restriktionsenzymen Xbal und
Sall nach Vorschrift geschnitten und, um eine Vektorreligation zu vermeiden, mit 1pl
alkalischer Phosphatase 1U/ul (Boehringer Mannheim) dephosphoryliert. In zwei
Ansatzen wurden einmal 100ng und einmal 20ng geschnittenes und gereinigtes
Rezeptor-PCR-Fragment mit jeweils 20ng verdautem und dephosphoryliertem
Vektor, 1ul 10x Ligasepuffer (Roche), 1U T4 DNA-Ligase (Roche) und H,O ad 10yl
fur 24 Stunden bei 16°C ligiert. Das verwendete CD40-Plasmid sowie die CD40-
Mutanten CD401.222, CD40g235n, CD4071245n , CD407aqE2630E274 UNd CD401.245 Waren
bereits im Labor vorhanden und standen zur Verfugung. Sie wurden durch PCR-
vermittelte Mutagenese generiert und nach dem bekannten Protokoll in den Vektor
pEFBos einkloniert. Eine graphische Darstellung der mutierten CD40-Konstrukte
findet sich auf Seite 58.

Ebenso war die cDNA des p75TNF-Rezeptors bereits im Labor vorhanden.

Der Rezeptor CD27 (IMAGE 1241134 (3122-g23)) wurde als Xbal/Xhol-Fragment
aus dem Klonierungsvektor pBSIISK+ in den Xbal/Sall-verdauten und
dephosphorylierten Expressionsvektor pEGFPBosASMCS einkloniert.

Ebenfalls zur Verfugung standen die Molekile TRAF1, -2, -3, -5, -6 und
ATRAF3(324-567). ATRAF3(324-567) ist eine dominant negative Mutante des
TRAF3 Molekuls (Abb. 12). Alle TRAFs wurden in voller Lange in den pCDNAS3-
Vektor (Invitrogen) einkloniert. Die ATRAF3-Mutante wurde in den Vektor pCDNAS3.1
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einkloniert. Die TRAF4-cDNA aus dem IMAGE-Klon 2005824 wurde als Bglll-
Fragment in den, mit der Restriktionsendonuklease BamHI| geschnittenen und
dephosphorylierten Vektor pCDNA3 einkloniert. Alle Plasmide wurden durch
Sequenzierung Uberpruft.

5.2.1.5. Herstellung transformationskompetenter Bakterien

Escherichia coli DH5a Bakterien wurden in 500ml TYM-Medium (2% Bacto-Trypton,
0,5% Hefeextrakt, 1M NaCl, 10mM MgSQ, ) im Bakterienschuttler bei 37°C bis zu
einer optischen Dichte von 0,5 bei A 550 nm kultiviert. Zur Kompetenzinduktion
wurden die Bakterien auf Eis abgekuhlt, mit 2800 g bei 4°C fur 15 min zentrifugiert
(Sorvall RC-5B Zentrifuge, Du Pont Instruments, Bad Homburg) und in 100ml
eiskaltem, steril filtriertem TFB1-Medium vorsichtig resuspendiert. Nach 10-minuGtiger
Inkubation wurden die Bakterien wiederum abzentrifugiert und in 20ml eiskaltem
TFB2-Medium resuspendiert. Diese Suspension wurde aliquotiert und bei -80°C bis

zur weiteren Verwendung gelagert (Dagert Ehrlich 1979).

5.2.1.6. Transformation

100ul kompetente DH5a-Bakterien wurden mit 10yl Ligationsansatz fur 30 min auf
Eis inkubiert. Nach einem 1-2-minltigen Hitzeschock von 42°C wurde das Gemisch
wieder auf Eis gestellt und mit 1-2ml LB-Medium verdinnt. Die Bakterien wurden
eine Stunde lang bei 37°C im Bakterienschittler kultiviert und anschlieRend auf
ampicillinhaltige LB-Agarplatten ausplattiert. Von jeweils 10 Einzelkolonien wurde die
Plasmid-DNA isoliert.

5.2.1.7. Schnellpraparation und Uberpriifung der Plasmid-DNA

Die Schnellpraparation von Plasmid-DNA erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen
Lyse (Engelbrecht 1991). Vor der Fallung der DNA wurde eine zusatzliche

Phenolextraktion durchgefihrt. Mittels Restriktionsverdau und anschlieRender
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Sequenzierung (MWG Biotech, Ebersberg) wurde die Insertion der Rezeptor-DNA

und deren Sequenz verifiziert.

5.2.1.8. GroRansatz zur Isolierung von Plasmid-DNA

Zur Isolierung und Reinigung von groReren Mengen Plasmid-DNA wurde, nach einer
in den ,Current Protocols in Molecular Biology“ beschriebenen Methode, das Prinzip
der alkalischen Lyse mit anschlielRender PEG-Prazipitation verwendet (Heilig et al.,

1998). Zusatzlich wurden die Plasmide mittels HPLC aufgereinigt.

5.2.2. Zellkultur

5.2.2.1. Herstellung stabiler CD27-Ligand-Transfektanten

Die fur CD27Ligand kodierende cDNA (IMAGE-Klon 2958657) wurde mit den
Restriktionsenzymen Smal und Nhel aus dem Vektor pOTB7 herausgeschnitten und
in den Vektor pEFBosASMCS (Xbal/Smal) ligiert.

Fiur die Transfektion wurden BHKu-Zellen (ATCC) am Vortag ausgesat (10°
Zellen/90mm Platte). 10ug der mit ApalLl linearisierten CD27L-pEFBosASMCS-DNA
und 1ug des HINDIll-verdauten pTCF-Vektors, der flir das Geniticinresistenzgen
codiert, wurden mit 100ul Optimem und 2ul DMRIE-C (Invitrogen) verdunnt und fur
30 min im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Nach Hinzufigen von weiteren 4ml
Optimem wurde die DNA-L6sung auf den mediumfreien Zellrasen pipettiert. Nach 4-6
Stunden wurde das Medium gewechselt und nach zwei Tagen wurden die
transfizierten Zellen mit 1000ug/ml Geneticin G418 (Invitrogen) selektioniert. Die
Expression wurde mit einem anti-CD27-Ligand-Antikdrper (Pharmigen) mittels

Immunfluoreszenz (im FACS) nachgewiesen.
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5.2.2.2. Ca-Phosphat-Transfektion in 293T-Zellen

3x10° Zellen wurden am Vortag in 6-Loch-Zellkulturplatten in 2ml des verwendeten
Zellkulturmediums ausgesat und Uber Nacht bei 37°C und 8% CO, Atmosphare
kultiviert. Die TRAF- und die Rezeptor-kodierenden Plasmide wurden im Verhaltnis
von 4ug:1ug in 225ul H,O mit 25ul 2,5M CaCl, gemischt. Nach kurzer Inkubation bei
37°C wurden unter Schutteln 250ul HeBS hinzugefligt. Nach erneuter 5-mindtiger
Inkubation im Wasserbad wurde die Mischung auf die Zellen getropft. Ein

Mediumwechsel erfolgte nach 6 Stunden.

5.2.2.3. Lyse

Die Lyse erfolgte aufgrund des Expressionsmaximums der Proteine nach ca. 30
Stunden. Die semiadharenten Zellen wurden von den Zellkulturplatten abgelést und
in 1,5ml EppendorfgefaRen bei 2600rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, die Zellen in PBS gewaschen und auf Eis fur 30min in 180pl Lysepuffer
lysiert. Nach 10-minltigem Zentrifugieren bei 3500rpm wurden die Ubersténde bei —
80°C aufbewahrt.

5.2.3. TRAF-Rekrutierungs-ELISA

5.2.3.1. Rekrutierungs-ELISA

Eine ELISA-Mikrotiterplatte (Maxisorb von Greiner) wurde mit 5ug/ml monoklonalem
Antikoérper gegen die CD40-Extrazellulardomane in Coatingpuffer Gber Nacht bei 4°C
inkubiert.  AnschlieBend wurden die nicht gebundenen Proteine mit
PBS/0,05% Tween entfernt und noch freie unspezifische Bindungsstellen mit
PBS/0,05% Tween BSA/NaNj; blockiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS/Tween
wurde die Platte mit je 50ul der Probenverdinnungen beschickt. Der gebundene
Rezeptor-TRAF-Komplex wurde mit den oben genannten Anti-TRAF-Antikérpern
bzw. Anti-Tag-Antikérpern und anschlieRend mit dem entsprechenden Peroxidase-

gekoppelten Immunglobulin nachgewiesen. Eine schematische Darstellung des
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Sandwich-ELISAs ist in Abbildung 4 zu sehen. Als Substrat der Peroxidase dienten
1mg in DMSO gelostes TMB (Fluka, Buchs, Schweiz) und 2ul HyO, in 10ml
Substratpuffer. Nach 2-5 min wurde die Farbreaktion mit 1M H,SO, gestoppt und die
Absorption mit einem ELISA-Reader (SLT, Crailsheim) bei der Wellenlange von
450 nm gemessen. Die Menge des durch die Peroxidase umgesetzten
Farbsubstrates entsprach der Menge des im Lysat vorhandenen Rezeptor-TRAF-

Komplexes.

anti TRAF

cpaoezo
anti CD40
(EZD)

Abbildung 4: Schematische Darstellung des TRAF-Nachweises an den Hybridrezeptoren im
ELISA. Der Festphasenantikdrper ist ein monoklonaler Antikdrper, der gegen die Extrazellulardoméane
des CD40-Rezeptors gerichtet ist. Der Nachweisantikérper erkennt das TRAF von Interesse, das an
die unterschiedlichen Intrazellulardomanen gebunden ist. Der mit Peroxidase markierte Antikorper

dient als Nachweis der TRAF-Rezeptor-Interaktion.

Um die Variationen innerhalb der verschiedenen Ansatze zu eliminieren wurden
Standard-Extrakte fur jede CD40/TRAF-Kombination hergestellt. Die Konzentration
des CD40/TRAF-Komplexes in diesen Standards wurde als 1000U/ml definiert. Die
Rekrutierung der unterschiedlichen TRAFs an die Rezeptoren ist ausschliellich von
der CD40-Expression abhangig, da die TRAFs stets im Uberschuss vorhanden sind.
Pilotexperimente mit unterschiedlichen Plasmidmengen zeigten, dass, solange die
TRAFs in einem genitigenden Uberschuss exprimiert wurden, das Ergebnis des
Rekrutierungs-ELISAs nur noch von der CD40-Expression abhangig war. Daher
wurde ein 4:1 UberschuBl des TRAF-Plasmids zur Rezeptor-cDNA benutzt. Um
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systematische Fehler, Zellverluste, Pipettierungenauigkeiten und unterschiedliche
Transfektionseffizienzen auszugleichen, wurde zusatzlich die CD40-Konzentration in
jedem Lysat bestimmt. Die Normierung wurde entsprechend der dargestellten Formel
durchgefuhrt.

Formel:

CD40-TRAF-Komplex (arb. Units/ml)

= CD40-TRAF-Komplex pro CD40 (arb. Units/ng)
CD40-Konzentration (ng/ml)

Zudem wurden TRAF-Rekrutierungsergebnisse relativ zur entsprechenden
CD40WT-TRAF-Rekrutierung dargestellt. Die TRAF-Bindung an CD40wr entspricht
stets 100%.

5.2.3.2. Bestimmung der CD40-Expression im ELISA

Fir die Bestimmung der CD40-Gesamtexpression wurde analog zu den oben
beschriebenen ELISAs als Festphasenantikorper der anti-CD40-mAk RO1
verwendet. Als Nachweisantikorper diente ein polyklonales Kaninchen-
Immunglobulin gegen die I6sliche Extrazellulardomane des CD40-(sCD40) Molekadls.
Das mit Peroxidase konjugierte Ziege-anti-Kaninchen-Antiserum wurde verwendet,

um den ELISA zu entwickeln. Als Standard diente HPLC-gereinigtes I6sliches CD40.

5.2.4. Reporter-Assay zur Detektion von NF-xB

Das verwendete Reporterkonstrukt entstammt dem ICAM-1-Promoter. Der ICAM-1-
Promoter kann von TRAF-bindenden Rezeptoren aktiviert werden (Jahnke and
Johnson, 1994; Jahnke et al., 1995). Die NF-kB-responsible Promotersequenz
enthalt zwei NF-kB-Bindungsstellen. Die Abhangigkeit der Transkription des
Luziferase-Gens von den NF-kB-Bindungsstellen wurde mit Hilfe von

Punktmutationen bestatigt (Daten nicht gezeigt).
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HEK293T-Zellen wurden in Flachbodenmikrotiterplatten in einer Dichte von 5000
Zellen pro Kavitat in 100yl DMEM mit 20mM HEPES ausgesét. Nach Uber-Nacht-
Kultivierung bei 37°C in einer 8% CO»-Atmosphare wurden die Zellen mit einem
DNA-Plasmid-Mix transfiziert. Diese Mischung enthielt 180ng/Loch des
Luziferasereportergenes plC277AAP2pGL3Enh (Jahnke and Johnson, 1994; Jahnke
et al., 1995) und verschiedene Mengen (20-0,6ng/Loch) CD40-, CD27-, p75TNFR-
oder CD40-Hybridrezeptoren-DNA. Die Unterschiede in der DNA-Menge wurden mit
leerem pEFBos-Vektor ausgeglichen. Die Transfektion wurde so durchgeflhrt wie
frher beschrieben. Die Plasmid-cDNA/CaCL,-Lésung wurde mit vorgewarmtem
HEPES-buffered-saline (HeBS) gemischt und anschlieBend fur 20 min bei 37°C
inkubiert. Die Prazipitate wurden in Medium verdinnt und auf die Zellen pipettiert.
Die Zellen wurden weitere 18 Stunden bei 37°C und 8% CO,-Atmosphare inkubiert
und anschliefend mit in Formaldehyd fixierten BHKcpso-, BHKcp271-, CHO-TNF-
oder BHKneo-Zellen stimuliert. Drei Stunden spater wurden die Zellen in 100l
Lysepuffer lysiert. 50ul von jedem Lysat wurden sofort auf 96-Loch-
Lumineszenzplatten Ubertragen und mit 100yl Luziferasesubstrat gemischt. Die
Platten wurden im Victor™ —1420 MULTILABLE COUNTER analysiert.

Um die Luziferaseaktivitat pro Rezeptor bestimmen zu kdnnen, wurde ebenfalls von

jedem Lysat die CD40-Expression bestimmt.

Die dargestellten Titrationskurven der NF-kB-Aktivierung der getesteten Rezeptoren
zeigen relative Lichteinheiten (RLE) korrespondierend zur Expression des Rezeptors
von Interesse.

Die Balkendiagramme in den Kotransfektionsexperimenten mit 6ng TRAF-Plasmid
und 10ng Rezeptorplasmid wurden ebenfalls mit den CD40-Werten normiert. Es

handelt sich hierbei um Dreifachwerte.



Julia Hauer Seite 38 Material und Methoden

5.2.5. Herstellung von Kernextrakten

2x10°-Zellen (293T) wurden in 6-Loch-Platten ausgesat und iber Nacht kultiviert. Sie
wurden gemal dem oben genannten Protokoll mit 0.2ug Rezeptorplasmid, 2ug
TRAF und 2pg leerem Vektor transfiziert.

Nach 28 Stunden wurden die Zellen abgeldst, 2 mal mit PBS gewaschen und die
Kernextrakte nach der Methode von Fessele et al gewonnen (Fessele et al., 2001).
Fir alle Schritte wurden nur eiskalte Puffer verwendet und sie fanden auf Eis statt.
Die Zellen wurden zuerst mit 100ul Puffer A 5 min auf Eis inkubiert. Anschliel3end
wurden sie mit 100pl Puffer A + 0.2% NP40 10 min auf Eis lysiert. Die Zellkerne
wurden bei 1800 rpm und 4°C fur 5 min in der Hettich-Zentrifuge sedimentiert, in
100ul Puffer C gewaschen und in 100ul Puffer C + 0.4M NaCl far 30 min auf Eis
lysiert.

Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurde das Kernextrakt gewonnen und bei

-80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

5.2.6. SDS-Polyacrylamidgel und Western-Blot-Analysen

Die elektrophoretische Auftrennung der Kernextrakte (10ug Protein) erfolgt mit einem
8%igen SDS-Polyacrylamidgel nach Laemmli (Laemmli 1970) in einer Mini-Protean-
[I-2D-Kammer (Bio-Rad Laboratories, Richmond, Kalifornien) unter reduzierenden
Bedingungen. Fur die Western-Blot-Analysen wurden die im Gel aufgetrennten
Proteine mit der "Semidry"-Blot-Methode (Gallagher 1991) auf eine PVDF-Membran
(Boehringer Mannheim) geblottet. Dies erfolgte in einer LKB 2117-Multiphorll-
Elektrophorese-Kammer (Pharmacia LKB, Freiburg) mit 192mM Glycin, 25mM Tris
pH 9,2, 0,02% SDS und 10% Methanol. Zur Kontrolle der Blotting-Effizienz wurde
das Gel mit Coomassie blue Reagenz gefarbt (Sasse und Gallagher 1991). Die
Membran wurde mindestens 1 Stunde in 2.5% Magermilchpulver in PBS und 0,5%

NaN; blockiert und anschlieRend mit dem spezifischen p52- bzw. dem p50-
Antikorper uber Nacht eine Stunde inkubiert (ap50 Ak: 1:10000 verdunnt mit 1%
Magermilch in PBS/NaNs; ap52 Ak: 4ug/ml in 1% Magermilch in PBS/NaN3; aRelA
Ak: 1:1000 in 1% Magermilch in PBS/NaNs. aRelB Ak: 1:500 in 1% Magermilch in
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PBS/NaN3). Nach vier 5-minutigen Waschschritten in PBS/Tween wurden die
Membranen fur 4 Stunden mit Peroxidase-markierten Kaninchen-anti-
Mausimmunglobulin-Antikbrpern bzw. Ziege-anti-Kaninchen-Antikérpern in einer
Verdinnung von 1:4000 bzw. 1:20000 in 1% MM/PBS inkubiert. Die Membran wurde
erneut 6-8 mal fur 5 min in PBS/Tween gespult und mit dem Supersignal West Pico
Reagenz (Perbio) auf X- Ray 90 Filmen (Linhardt, Minchen) entwickelt.
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6. ERGEBNISSE

6.1. Strategie

Das Testsystem, das in unserem Labor fir die Detektion der TRAF-Rekrutierung an
die Signaldomanen der Mitglieder der TNFR-SF entwickelt wurde, beruht auf dem
ELISA-Prinzip. Ziel dieser Studie war es, dieses System derart zu modifizieren, dass
ein Vergleich der Rezeptorsignaldomanen hinsichtlich TRAF-Rekrutierung und NF-
kB-Aktivierung moglich wurde. Die Rezeptorsignaldomane sollte die einzige
molekulare Variable in diesem System darstellen. Durch Verwendung des gleichen
Festphasen- bzw. des gleichen Nachweisantikdrpers war es madglich, Variabilitaten in
der Affinitat durch unterschiedliche Antikdrperkombinationen auszuschliel3en. Dies
ermoglichte es, die TRAF-Rekrutierung aller Rezeptoren fur ein bestimmtes TRAF
mit einer Antikdrperkombination zu detektieren. Aulerdem lieferte das Testsystem
zumindest semiquantitative Daten fur die Rekrutierung eines bestimmten TRAFs. Der
direkte und quantitative Vergleich der Rekrutierung unterschiedlicher TRAFs ist in
diesem Testsystem nicht moglich, da sich nicht nur die Signaldomanen, sondern
auch die Nachweisantikorper in ihrer Affinitat zu den TRAFs unterscheiden und somit

nicht vergleichbare Rekrutierungsdaten liefern.
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Abbildung 5: ELISA-Testsystem zur Detektion der TRAF-Rekrutierung an Rezeptoren: Abb. A:
Schematische Darstellung eines ELISAs zur vergleichenden Messung der TRAF-Rekrutierung an
verschiedene TNF-Rezeptoren. Die Verwendung von Rezeptorhybriden erlaubt die Messung der
TRAF-Rekrutierung verschiedener Rezeptorsignaldomanen mit der gleichen Antikdrperkombination.
Dies ermdglicht den Vergleich der TRAF-Rekrutierung verschiedener Rezeptoren. Abb. B zeigt die
Sensitivitat des Testsystems fir die TRAF-Rekrutierung der verschiedenen TRAFs an die Rezeptoren.
Beispielhaft wird CD40y (®) im Vergleich zu CD40.53 (Q), der Negativkontrolle ohne Signaldomane,
dargestellt. Gezeigt ist die optische Dichte (OD), abhangig der Rezeptor-TRAF-Konzentration.

Um das Ziel einer vergleichbaren TRAF-Rezeptorbindung zu erreichen, wurden
Hybridrezeptoren aus der CD40-Extrazellulardomane und der Signaldomane des
Rezeptors von Interesse kloniert (Abb.3).

Von jedem Rezeptor wurden jeweils zwei Rezeptorvarianten generiert. Die erste
Rezeptorvariante enthielt die Extrazellular- (EZD) und die Transmembrandomane
(TM) des CD40-Rezeptors sowie die Signaldomane des Rezeptors (IZD) von
Interesse. Flr den zweiten Rezeptor wurde die CD40-EZD mit der TM und der 1ZD
des Rezeptors von Interesse fusioniert. Hiermit sollte spater der Einfluss der TM auf

die TRAF-Rekrutierung und die Signalaktivitat des Rezeptors erfasst werden.
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Abbildung 6: Modell der Hybridrezeptoren. CD40,r-Rezeptor; Hybridrezeptor mit CD40wr
Transmembrandomane; Hybridrezeptor mit Transmembrandoméne des Rezeptors von Interesse;

Wildtyprezeptor von Interesse.

6.2. Kontrollen

Die Funktionsfahigkeit und Vergleichbarkeit der Hybridrezeptoren mit der
Wildtypsituation wurde beispielhaft fir den p75TNFR und fur CD27 getestet. Es sollte
sichergestellt werden, dass die TRAF-Rekrutierung wie auch die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-xB durch die Hybridrezeptoren der Aktivitat ihrer
Wildtyprezeptoren entspricht. Sowohl die TRAF-Rekrutierung als auch die NF-«xB-
Aktivitat wurde fur beide Rezeptorchimaren im Vergleich zu ihrem intakten

Wildtyprezeptor getestet.

6.2.1. Rekrutierungsvergleich von Hybridrezeptoren und korrespondierendem

Wildtyprezeptor

Die vergleichende TRAF-Rekrutierung ist in Tabelle 5 dargestellt. Ein quantitativer
Vergleich der TRAF-Rekrutierung an die Wildtyprezeptoren war hier aufgrund
unterschiedlicher Extrazellulardomanen der Rezeptoren nicht moglich. Es wurden
unterschiedliche Festphasenantikorper verwendet, die aufgrund unterschiedlicher

Affinitadten zu ihren Rezeptoren den quantitativen Vergleich der TRAF-Rekrutierung
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in diesem Testsystem nicht erlauben. Allerdings stimmten die Wildtyprezeptoren mit
ihren Hybridrezeptoren in der vorhandenen bzw. fehlenden Bindung der getesteten
TRAFs Uberein.

Rezeptor TRAF1 TRAF2 TRAF3 TRAF5 TRAF6
CD27 + + T T 5
CD40EZDCD27TM + + + + N
CD40TMCD27IZD + + + + N
p75TNFR + + + T T
CD40EZDp75TM + + + + +
CD40TMp751ZD + + + + +

Tabelle 5: Vergleichende TRAF-Rekrutierung von Wildtyprezeptor und Hybridrezeptoren:
Vergleich der TRAF1-, TRAF2-, TRAF3-, TRAF5- und TRAF6-Rekrutierung an den Wildtyprezeptor
und die generierten Varianten der CD40-Hybridrezeptoren, beispielhaft dargestellt fir CD27 und
p75TNFR. (+ : detektierbare Bindung; -: nicht detektierbare Bindung).

6.2.2. Vergleich der NF-kB-Aktivierung von Hybridrezeptoren und Wildtyprezeptor

In  Ubereinstimmung mit den TRAF-Rekrutierungsdaten zeigten die
Wildtyprezeptoren eine mit ihren Hybridrezeptoren vergleichbare NF-kB-
Signalaktivitat (Abb.7). Die Wildtyprezeptoren wurden in diesen Experimenten mit
ihren spezifischen Liganden, membran-TNFa und CD27-Ligand, stimuliert.
Hybridrezeptoren wurden mit dem membranstandigen CD40-Liganden stimuliert.
Nach Transfektion der HEK293T-Zellen mit 20ng Expressionsplasmid erreichten
CD27 und seine Hybridrezeptoren ein Maximum von ca. 250000 RLE (Abb.7). Der
p75TNFR und seine Chimaren erreichten unter vergleichbaren
Expressionsbedingungen ein entsprechendes NF-kB-Niveau von 250000 RLE.
Allerdings zeigten alle drei Rezeptoren im Rahmen der Testvariabilitat die gleiche
NF-kB-Signalaktivitat (Abb.7). Hiermit wurde gezeigt, dass die Hybride und ihr
Wildtyprezeptor in der NF-xB-Aktivitat korrelieren.
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Abbildung 7: Vergleichende Darstellung der NFkB-Aktivierung von Wildtyprezeptor und

Hybridrezeptoren: Darstellung der NFxB-Aktivitdt von CD27 (A), p75-TNFR (B) und der
korrespondierenden Rezeptorhybride.

6.2.3. Einfluss der Transmembrandomane auf die TRAF-Rekrutierung

Um den Einfluss der TM auf die TRAF-Rekrutierung zu erfassen, wurden fur jede
Signaldomane von Interesse, wie in Abbildung 6 dargestellt, zwei Rezeptorhybride
hinsichtlich ihrer TRAF-Bindung getestet. Das eine Hybrid enthielt die TM des CD40-
Rezeptors, das andere die des Rezeptors von Interesse. Die TRAF-Rekrutierung
wurde mit dem ELISA-Testsystem in Abbildung 4 gemessen. Zur besseren
Vergleichbarkeit wurde CD40yy als Standard in den Experimenten mitgefuhrt. Die
Rekrutierung des jeweils untersuchten TRAFs an CD40wr wurde 100% gesetzt. Die
TRAF-Rekrutierung der getesteten Rezeptoren ist jeweils relativ zur CD40-TRAF-
Rekrutierung dargestellt. Nach den hier erhaltenen Daten konnte kein Einfluss der
TM auf das Rekrutierungsverhalten der jeweiligen Zytoplasmadomanen festgestellt
werden. CD40EZDp75TNFRTM oder CD40TMp75TNFRIZD zeigten fast identische
TRAF-Rekrutierungswerte fir alle getesteten TRAFs (Abb.8).
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Abbildung 8: Vergleich der TRAF-Rekrutierung an die Hybridrezeptoren: TRAF1-, TRAF2-,
TRAF3-, TRAF5- und TRAF6-Rekrutierung an die Rezeptorvarianten CD40EZDp75TNFRTM und
CD40TMp75TNFRIZD. Die TRAF-Rekrutierung ist dargestellt in % und zwar relativ zu der
korrespondierenden CD40-TRAF-Rekrutierung.

6.2.4 Einfluss der Transmembrandomane auf die Aktivierung von NF-«B

Wie bereits aufgrund der Rekrutierungsdaten zu erwarten war, beeinflusste die
Transmembrandomane die NF-kB-Aktivierung nicht. Beide Hybride induzieren im

Rahmen der Testvariabilitat ahnlich hohe NF-kB-Signale (Abb. 7).

Da aufgrund dieser Ergebnisse ein Einfluss der TM auf Rekrutierungs- oder
Signalverhalten der Rezeptoren sehr unwahrscheinlich war, wurden in allen weiteren
Experimenten nur noch die Hybridrezeptoren getestet, die die TM des Rezeptors von

Interesse beinhalten.
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6.3. TRAF-Rekrutierung an die Rezeptoren der TNFR-SF

6.3.1. Vorteile des verwendeten Transfektionssystems

Wie in Material und Methoden beschrieben, wurden TRAF und Rezeptor in
HEK293T-Zellen kotransfiziert. Der wesentliche Vorteil dieser Methode liegt darin,
dass die TRAF-Rezeptor-Komplexbildung in einer intakten Zelle also bei intakter
Zellarchitektur stattfindet. Wie in vorausgehenden Analysen mit CD40 bereits gezeigt
wurde, ist das zellulare Umfeld fur die Rekrutierung der TRAFs sehr viel effizienter
als eine Komplexbildung unter In-vitro-Bedingungen. Dies konnte in dem in

Abbildung 9 schematisch dargestellten Experiment nachgewiesen werden.
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Abbildung 9: Vergleich der TRAF-Rekrutierung unter In-vivo- und In-vitro-Bedingungen. Abb. A
zeigt die Transfektion von Rezeptor und TRAF in getrennten Zellen mit anschlieBender
Komplexbildung In-vitro. Die TRAF1- und die TRAF2-Bindung an CD40 ist nur schwach bei niedriger
Verdlinnung des Zelllysats nachweisbar. Die TRAF-Rekrutierung ist dargestellt als optische Dichte
(OD) zur Verdinnung des Zellysates des CD40-Rezeptors (gefiillter Kreis) zur Negativkontrolle
CD40,.2, (leerer Kreis). Abb. B zeigt die Kotransfektion von Rezeptor und TRAF in einer Zelle und
die effiziente TRAF-Rezeptor-Komplex-Bindung rechts.
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6.3.2 Ergebnisse der TRAF-Rekrutierungsstudie

Die folgenden Rekrutierungsergebnisse der Rezeptoren sind jeweils fir ein
getestetes TRAF-Molekll miteinander vergleichbar, da fur die Rekrutierung eines
TRAFs an die unterschiedlichen Signaldomanen dieselbe Antikorperkombination
verwendet wurde (Abb.7).

AuRerdem konnte erstmals eine valide Quantifizierung der TRAF-Rekrutierung an die
getesteten Rezeptoren vorgenommen werden, da alle Daten in Relation zur
entsprechenden CD40wr-TRAF-Rekrutierung angegeben sind. Der Vergleich der
TRAF-Rekrutierung an die Rezeptoren im Bezug auf die TRAF-Rekrutierung des
CD40 ermdglicht eine Einschatzung der quantitativen Rekrutierungsunterschiede
innerhalb der getesteten Rezeptorgruppe. Die TRAF-Rekrutierung an CD40 ist in
diesem System stets auf 1 gesetzt. Die TRAF-Bindung an eine CD40-Mutante ohne

Signaldomane (CD401.222) wurde in diesem Test als Negativkontrolle verwendet.
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Abbildung 10: TRAF-Rekrutierungsmuster der Mitglieder der TNFR-SF

Zur vergleichenden Bestimmung der TRAF-Rekrutierungsmuster wurden TM und IZD der indizierten
Rezeptoren an die Extrazellulardomane von CD40 fusioniert. Die Rezeptorhybride wurden in
HEK293T-Zellen mit dem jeweiligen TRAF von Interesse kotransfiziert. DreiRig Stunden nach
Transfektion wurden die Zellen lysiert und die TRAF-Rekrutierung wurde gemessen. Dargestellt ist die
TRAF1-, TRAF2-, TRAF3-, TRAF5- und TRAF6-Rekrutierung an die Mitglieder der getesteten TNFR-
SF in logarithmischer Skalierung. Die TRAF-Rekrutierung an den CD40-Rezeptor wurde mit 1
gleichgesetzt und dient als Referenz. Die TRAF-Rekrutierung an die getesteten Rezeptoren ist jeweils
in Relation (x-fach) zur Rekrutierung an CD40y: dargestellt. Die Mutante CD404.,,, zeigt das
unspezifische Hintergrundsignal des ELISA-Tests. Graue Balken zeigen die bereits bekannte TRAF-
Bindung an die Rezeptoren (Dempsey et al., 2003). Schwarze Balken zeigen TRAF-Interaktionen, die

in dieser Arbeit zum ersten Mal beschrieben werden. Die Rezeptoren sind nach ihrer relativen TRAF6-

Bindung geordnet.

Die hier durchgefihrte TRAF-Rekrutierungsanalyse zeigte, dass TRAF-
Rekrutierungsmuster unvollstandig erfasst waren (Bradley and Pober, 2001; Inoue et
al., 2000). Deutlich wird dies am LTBR, der nicht nur, wie bisher angenommen,
TRAF2, -3 und -5 bindet (Dempsey et al., 2003), sondern auch betrachtliche Mengen
an TRAF1, -2 und -6 rekrutiert (Abb.10). Analoge Befunde ergaben sich fur den
p75TNFR. Besonders auffallig war die Fahigkeit fast aller Rezeptoren TRAF6 zu
binden, was bis dato nur fir CD40 und RANK (Galibert et al., 1998) beschrieben war.
Eine signifikant hohere TRAF6-Bindung als der Referenzrezeptor zeigten die
Rezeptoren LTBR, CD30, TACI, p75TNFR, BCMA, HVEM und RANK mit einer 3- bis
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3000-fach starkeren Bindungskapazitat als CD40. Als sehr schwache ,TRAFG6-
Binder* erwiesen sich GITR und OX40 mit einer 10-fach niedrigeren
Bindungskapazitat als CD40. Im Gegensatz zu 4-1BB und CD27 liegt ihre TRAF6-
Rekrutierungskapazitat allerdings noch deutlich tber dem unspezifischen Signal der
Negativkontrolle (CD401.222).

Diese Rekrutierungsstudie zeigt, dass jeder der untersuchten Rezeptoren jedes
TRAF rekrutieren kann. An der Nachweisgrenze unseres Testsystems, jedoch im
Vergleich zur Negativkontrolle immer noch deutlich detektierbar, war die TRAF3-
Rekrutierung von OX40.

Die Rezeptoren zeigten bis zu 10000-fache Unterschiede in ihrer TRAF-
Bindungskapazitat fur ein gegebenes TRAF. Am besten wird dies an der TRAF6-
Bindung deutlich, die vom Referenzrezeptor CD40 ausgehend von 0.1-fach bei
4-1BB bis zu 3000-fach bei RANK variiert. (Abb.10).

Aufgrund des hier angewandten Testprinzips war nur der Vergleich der
unterschiedlichen Rezeptoren hinsichtlich der Rekrutierung des gleichen TRAFs
mdglich. Die Rekrutierung unterschiedlicher TRAFs wurde mit verschiedenen,
unterschiedlich affinen anti-TRAF-Antikbrpern nachgewiesen. Somit ist ein
quantitativer Vergleich der Rezeptoren hinsichtlich der Rekrutierung eines TRAFs nur

innerhalb, nicht aber zwischen den unterschiedlichen TRAFs zulassig.

6.3.2.1. TRAF2-Rekrutierung

LTBR und p75TNFR waren die beiden Rezeptoren mit der starksten TRAF2-
Bindungskapazitat. Sie zeigten mehr als 50-fach starkere Rekrutierung fur dieses
TRAF als CD40, gefolgt von RANK und HVEM, beides Rezeptoren, die TRAF2
ungefahr 10- bis 20-mal besser binden als CD40wy. Fur CD30 konnte eine 3-fach
starkere Rekrutierung gezeigt werden als fur CD40wr. CD27 und 4-1BB zeigten die
schwachste Assoziation mit TRAF2. Die beiden Rezeptoren OX40 und GITR banden
TRAF2 gleich gut, aber dennoch niedriger als CD40ywr. BCMA zeigte eine TRAF2-
Bindung ahnlich der von CD40wt (Abb.10)
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6.3.2.2. TRAF5-Rekrutierung

Im Vergleich der TRAF5-Bindung an die getesteten Rezeptoren stellte sich heraus,
dass die TRAF-bindenden Rezeptoren RANK, LTBR, HVEM und CD30 zwischen
100- und 800-fach starker TRAFS5 rekrutierten als der Referenzrezeptor CDA40.
p75TNFR assoziierte etwa 20-mal besser mit TRAF5 als CD40yr. Eine fast dreifach
erhohte TRAF5-Bindung konnten wir fur die intrazytoplasmatische Domane von
CD27 nachweisen. BCMA und 4-1BB rekrutierten TRAFS gleich stark wie CD40wr,
wohingegen TACI, OX40 und GITR als schwache ,TRAF5-Binder identifiziert

wurden. |hre Bindungskapazitat betrug weniger als 30% des Referenzrezeptors.

6.3.2.3. TRAF6-Rekrutierung

Die groften Unterschiede innerhalb der TRAF-bindenden Rezeptoren wurden fur die
TRAF6-Rekrutierung gefunden. RANK rekrutierte dieses TRAF etwa 3000-mal
besser als CD40, gefolgt von HVEM mit einer 80-fach und BCMA mit einer 40-fach
starkeren TRAF6-Bindung. Auch p75TNFR, TACI und CD30 banden TRAF6 um eine
Groflenordnung besser als CD40. Die TRAF6-Rekrutierung des LTBR betrug das
Dreifache der Rekrutierung von CD40wr. Sehr niedrige TRAF6-Rekrutierung wurde
fur GITR, OX40, 4-1BB und CD27 gefunden.

6.3.2.4. TRAF1-Rekrutierung

Verglichen mit den anderen hier getesteten Rezeptoren war die TRAF1-Rekrutierung
des Referenzrezeptors CD40wt sehr schwach. Mit Ausnahme von OX40 zeigten alle
anderen getesteten Rezeptoren eine deutlich starkere TRAF1-Bindung. CD30
interagierte 200-mal besser mit TRAF1 als CD40wr. RANK zeigte eine 100-fach
starkere Interaktion. LTBR, HVEM und p75TNFR wiesen eine mehr als 20-fach
hohere Bindungskapazitat fur TRAF1 auf. TACI und 4-1BB zeigten eine 2- bis 5-
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fache Steigerung der TRAF1-Bindung, wohingegen BCMA, TACI, GITR und CD27
eine ahnliche TRAF1-Bindung wie CD40y zeigten.

6.3.2.5. TRAF3-Rekrutierung

Unter allen getesteten TRAFs in dieser Studie war TRAF3 der Faktor mit der
geringsten Rekrutierungsvariabilitat. HVEM, BCMA, p75TNFR, TACI, GITR und
CD27 zeigten gegentber CD40 eine etwa 2-fach héhere TRAF3-Rekrutierung. Die
starkste TRAF3-Rekrutierung wurde fur RANK (23-fach), CD30 (5-fach) und LTBR
(4-fach) gefunden. GITR, 4-1BB und CD27 zeigten leicht reduzierte TRAF3-Spiegel
zwischen 60% und 80% von CD40wt. OX40 war der einzige Rezeptor mit nahezu

undetektierbarer TRAF3-Bindung, die jedoch noch deutlich Uber der Negativkontrolle
lag.

6.4. Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-«B

Nach der Erfassung der TRAF-Rekrutierungsmuster der getesteten Rezeptoren
stellte sich die Frage, ob die TRAF-Rekrutierungsmuster mit den Signalaktivitaten
der untersuchten Rezeptoren korrelieren. Deshalb wurden im nachsten Schritt weiter
distal in der Signalkaskade gelegene funktionelle Unterschiede der getesteten
Rezeptoren untersucht.

Untersucht wurde NF-«B, ein Transkriptionsfaktor, den alle getesteten Mitglieder der
TNFR-SF aktivieren. NF-xB wird im Zytoplasma durch Phosphorylierung seiner
Inhibitoren aktiviert und in den Zellkern transloziert. NF-xB reguliert wichtige Gene,
die fur die angeborene und erworbene Immunitadt von Bedeutung sind und eine
gerichtete Immunantwort moglich machen (Bonizzi and Karin, 2004; Li and Verma,
2002). NF-xB konnte persistierend bei chronisch entzindlichen Erkrankungen
nachgewiesen werden (Neurath et al., 1996; Rogler et al., 1998). Dieser

Transkriptionsfaktor spielt auRerdem eine bedeutende Rolle fur die Entstehung
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maligner Erkrankungen (Karin et al., 2002; Karin and Greten, 2005) und die viral

induzierte Tumorgenese (Mosialos, 1997).

6.4.1. Das Reportersystem

Zur Messung der NF-kB-Signalaktivitat wurde hier ein Reporterassay benutzt. Das
verwendete Reporterkonstrukt ist unter ,Material und Methoden* auf Seite 36
beschrieben.

Mit diesem System war es maoglich, die Signalaktivitat der verschiedenen Rezeptoren
zu testen. Die unterschiedliche Signalaktivtat wird von den verschiedenen
Intrazellulardomanen reguliert. Diese ist von der Rezeptorexpression auf den Zellen
abhangig. Die Luziferaseaktivitdt, gemessen in ,relativen Lichteinheiten® (RLE),
wurde somit in Relation zur Expression des getesteten CD40-Rezeptorhybrids
gesetzt. Die Expression des CD40-Hybrids wurde im ELISA bestimmt. Damit wird ein
Vergleich der getesteten Rezeptoren bezlglich ihres NF-kB-Signalpotenzials
mdglich. Als Negativkontrolle wurde erneut die bereits bekannte CD40-Mutante
CD40+.222 verwendet, welche die unspezifische Signalaktivitat des Systems zeigt.

Da dieses System nur die durch Bindung der Transkriptionsfaktoren induzierte
Luziferaseaktivitat messen kann, ist eine Trennung des NF-kB-Signals in eine
alternative und eine klassische Komponente nicht moglich. Es wird somit ein
Mischsignal aus den Faktoren p50, RelA, p52 und RelB dargestellt. Die
Translokation der Einzelkomponenten in den Nukleus und die Unterscheidung
zwischen klassischem und alternativem Signalweg ist in diesem System nicht

moglich.

6.4.2. Aktivierung von NF-xB durch alle getesteten Rezeptoren

Jeder der getesteten Rezeptoren aktivierte die NF-kB-abhangige Genexpression.
Allerdings stellten sich enorme Unterschiede in der Signalstarke heraus. Es konnten
in den Expressionsspiegeln, die fur die NF-kB-Aktivierung notwendig waren,

erhebliche Unterschiede gemessen werden. RANK z.B. induzierte detektierbare NF-
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kB-Translokation ~von  100x10°RLE  bereits bei 200-fach  niedrigeren
Expressionsspiegeln als 4-1BB oder CD27. Eine detailliertere Analyse unserer

Ergebnisse machte es madglich die untersuchten Rezeptoren drei Gruppen

zuzuordnen.
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Abbildung 11: NF-xB-Aktiverung durch TRAF-bindende Rezeptoren Rezeptorhybride bestehend
aus CD40-EZD sowie aus TM- und Signaldomanen der bezeichneten Rezeptoren wurden transient in
HEK293T-Zellen transfiziert. Sechs Stunden nach Transfektion wurden die Rezeptorhybride mit
CD40L stimuliert. Drei Stunden spater erfolgte die Lyse der Zellen und die Messung der
Luziferaseaktivtat. Um vergleichbare Werte fir jedes Rezeptorhybrid zu erhalten, wurden die
Ergebnisse auf der Basis der Rezeptorexpression dargestellt. Die Rezeptorexpression wurde durch
Messung der Rezeptorkonzentration im Zelllysat mit einem CD40-ELISA (siehe Material und
Methoden) bestimmt.

6.4.3. Rezeptoren mit starker TRAF2-, TRAFS5- und TRAF6-Bindung

RANK, CD30 und LTBR zeigten die starkste NF-kB-Signalaktivitat. Schon bei
niedrigen Rezeptorkonzentrationen erreichten diese Rezeptoren eine Aktivitat von 50
bis 100x10° RLE. Der p75TNFR induzierte bei niedriger Rezeptorexpression ein NF-
«B-Signal von 30x10°RLE (Abb.11). Alle anderen Rezeptoren zeigten ein signifikant
niedrigeres Signalpotenzial von weniger als 30x10° RLE bei der gleichen
Rezeptorexpression. Wurden die Rezeptoren RANK, p75TNFR und LTBR bei hohen
Expressionsspiegeln getestet, so stagnierte das NF-kB-Signal. RANK und LTBR

erreichten ihr Maximalsignal bereits bei einer Rezeptorexpression von 2ng/ml und
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zeigten mit steigender Expression unveranderte bis leicht reduzierte NF-«xB-
Aktivierung. CD30 und p75TNFR erreichten ihre maximale NF-xB-Aktivierung

hingegen erst bei einer Expression von 40-100ng/ml.

6.4.4. Rezeptoren mit starker TRAF6-Bindung

Bei naherer Betrachtung der TRAF-rekrutierenden Rezeptoren mit niedriger NF-«kB-
Translokationsaktivitat konnten zwei Gruppen gebildet werden.

Fur die Rezeptoren TACI, BCMA und CD40 war eine mindestens 100-fach hdhere
Rezeptorexpression notwendig, damit sie die gleiche NF-kB-Aktivierung erreichten
wie die Rezeptoren der ersten Gruppe bei einer Expression von 0.1ng/ml. HVEM
erreichte lediglich eine maximale Aktivitat von ca. 80x10° RLE und zeigte bei einer
Rezeptorexpression von Uber 20ng/ml bereits stagnierende NF-xB-Aktivitat. Die drei
erstgenannten Rezeptoren dieser Gruppe zeigten ein hohes Maximalsignal von Uber
200x10° RLE bei hoher Rezeptorexpression von 100ng/ml (Abb. 11).

6.4.5. Rezeptoren mit schwacher TRAF-Bindung

Das schwachste NF-kB-Signalpotential wiesen CD27, GITR, 4-1BB und OX40 auf
(Abb.11). CD27 und 4-1BB bendtigten eine 100-fach hohere Rezeptorexpression, um
ein RANK-equivalentes NF-kB-Signal zu erzeugen. GITR und OX40 erreichten sogar
nur ein Maximalsignal von knapp 50x10° RLE. Alle Rezeptoren dieser Gruppe
zeigten ein sehr niedriges Maximalsignal von 50-100x10° RLE trotz einer
Rezeptorexpression von 100ng/ml. CD27 und 4-1BB zeichneten sich in dieser

Rezeptorgruppe durch ein etwas hoheres NF-kB-Aktivierungspotenzial aus.

Zusammenfassend konnten die Rezeptoren nach ihrer NF-xB-Aktivitat in drei
Gruppen eingeteilt werden. Die erste Gruppe zeigte hohe NF-kB-Aktivitat bei
niedriger Rezeptorexpression. Die Rezeptoren dieser Gruppe waren ohne Ausnahme
starke ,TRAF2-, TRAF5- und TRAFG6-Binder* (Abb.11). In der zweiten Gruppe

zeigten die Rezeptoren ein hohes NF-kB-Maximalsignal, bendtigten jedoch ein
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hdheres Expressionsniveau flur dieses Signal. Diese Rezeptoren rekrutierten TRAF6
auf relativ hohem Niveau (Abb.11). Die dritte Rezeptorgruppe wies die geringste NF-
kB-Aktivitat auf und dies korrelierte mit dem Bindungsvermogen fur TRAF2, 5 und 6,

das ebenfalls niedrig war.

6.5. TRAF3 als regulatorisches Element im NF-xB-Signalweg

Nachdem bekannt war, dass TRAF2, -5 und -6 die Translokation von NF-kB in den
Nukleus férdern und die Korrelation zu den Rekrutierungsmustern gezeigt wurde,
interessierte  der Einfluss von TRAF1 und TRAF3 auf den NF-«xB-
Signaltransduktionsweg. Die Funktion dieser beiden TRAFs ist bis dato weitgehend
ungeklart. Geninaktivierungsexperimente in der Maus demonstrierten, dass TRAF3
eine bedeutende Rolle bei der Vermittlung von CD40-Signalen in B-Zellen spielt
(Cheng et al., 1995) und eine lebenswichtige Funktion flr Vertebraten hat (Xu et al.,
1996). Aus diesem Grund stand die Funktion dieses TRAFs im Vordergrund der

folgenden Experimente.

6.5.1. Zielsetzung des Experiments

Die Untersuchung des TRAF3-Einflusses auf die Aktivierung von NF-«kB erfolgte in
Zellen mit physiologischer und mit hoher TRAF3-Expression sowie in Zellen mit
hohen Expressionspiegeln der dominant negativen Mutanten von TRAF3 (DN
TRAF3).

ATRAF3 (324-567)

Abbildung 12: Modell der TRAF3-Struktur und ihrer dominant negativen Form (A TRAF3).
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Dominant negative Mutanten von TRAF3 kdnnen Uber ihre intakte TRAF-C-Domane
an den Rezeptor binden oder mit anderen Proteinen interagieren. Sie besitzen N-
terminal jedoch keine funktionellen Ring- und Zink-Finger mehr. Ohne funktionelle
Aktivitat konnen sie keine distal gelegenen Signalwege aktivieren. Die Experimente
mit DNTRAF3-Mutanten wurden ausgewahlt, um den Einfluss von TRAF3 auf den
NF-«B-Signalweg naher 2zu charakterisieren. Die TRAF3-Deletionsmutante
ATRAF3(324-567) besitzt keinen intakten Isoleuzinzipper. Uber dieses Motiv kdnnte
TRAF3 mit TRAF5 Heteromere bilden (Pullen et al., 1998).

Dieses Experiment sollte zeigen, ob TRAF3 Uber einen dominant negativen Effekt in
die Signalkaskade eingreift, was mit einer kompetitiven Bindungshemmung anderer
TRAF-Molekile direkt am Rezeptor gleichzusetzen ware, oder ob TRAF3 eigene
Signalaktivitat besitzt. Auch Uber den Einfluss der TRAF3/TRAF5-Heteromerbildung

bei der Aktivierung von NF-kB sollte dieses Experiment Aufschluss geben.

6.5.2. NF-kB-Suppression durch TRAF3

Aufgrund des NF-kB-Signalverhaltens in Zellen mit hoher TRAF3-Expression liel3en
sich die getesteten Rezeptoren zwei Gruppen zuordnen. Das NF-kB-Signal der einen
Rezeptorgruppe liel3 sich durch hohe TRAF3-Spiegel reduzieren, wohingegen die
DN-Mutante keinen Effekt auf das NF-xB-Signal der Rezeptoren zeigte. Rezeptoren
der zweiten Gruppe liel3en sich weder durch TRAF3 noch durch DNTRAF3 in ihrem
NF-kB-Signal beeinflussen. Das in Abbildung 13 gezeigte Experiment wurde bei

einer konstanten Rezeptorexpression durchgefuhrt.
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Abbildung 13: Beeinflussung der NF-xB-Signaltransduktion durch TRAF3. Die NF-«B-
Signalaktivitat ist fur die gezeigten Rezeptoren bei einer Rezeptorexpression von 10ng/ml dargestellit.
Weille Balken zeigen die Luziferaseaktivitdt bei normaler TRAF-Expression (pCDNA 3.1). Schwarze
Balken zeigen die NF-kB-Aktivitat nach Expressison in Zellen mit hoher TRAF3-Expression. Grau
zeigt die NF-xB—Aktivitat in Zellen, die DNTRAF3 exprimieren. CD404.,2,, als nicht signalisierender
Vektor ist die Negativkontrolle des Systems.

Den starksten hemmenden Effekt hatte TRAF3 auf CD27, 4-1BB und GITR.
Allerdings war auch bei LTBR, HVEM und OX40 eine deutliche Hemmung durch
hohe zellulare TRAF3-Spiegel zu beobachten.

Keine Anderung der NF-kB-Signalaktivitdit nach TRAF3 Uberexpression zeigten
CD40, CD30, TACI, BCMA und p75TNFR. RANK bildete unter den hier getesteten
Rezeptoren eine Ausnahme. In Zellen mit hoher TRAF3-Expression wies er als
einziger Rezeptor eine erhdhte Signalaktivitat auf.

Verglichen mit der NF-xB-Aktivitat der Rezeptoren in Zellen mit normaler TRAF-

Expression zeigten die DNTRAF3-Mutanten keinen Effekt auf das NF-kB-Signal der
Rezeptoren.

6.5.3. Regulierung von TRAF2-, TRAF5- und TRAF6-abhangiger NF-kB-Aktivierung
durch TRAF3

Diese Ergebnisse legten nahe, dass TRAF3 auf die NF-kB-Translokation uber

TRAF2/5 eine negativ regulatorische Funktion ausubt. Es fiel auf, dass alle
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Rezeptoren, die sich in ihrer NF-kB-Aktivitat durch TRAF3 reduzieren liel3en,
niedrige TRAF6-Bindungskapazitat aufwiesen (Abb.13), wahrend sich Rezeptoren
mit mittlerer TRAF6-Rekrutierung nicht beeinflussen lieien und solche mit hoher
TRAF6-Rekrutierung sogar eine verstarkte NF-xB-Aktivierung zeigten. Da die
Rezeptoren allerdings hinsichtlich ihrer NF-xB-Aktivierung dber die TRAF-
Rekrutierung nur Mischbilder darstellen, sollte diese TRAF3-Wirkung in einem
eindeutigen Modellsystem Uberprift werden. Inwieweit sich hohe zellulare TRAF3-
Spiegel regulierend auf das TRAF2/5- bzw. das TRAFG6-vermittelte NF-xB-Signal
auswirken, musste dasselbe Experiment mit CD40-Mutanten, die definierte Ausfalle

in ihren TRAF-Bindungsstellen aufweisen, zeigen.

6.6. TRAF3 als regulatorisches Element des NF-kB-Signalwegs im CD40-Modell

Die vorangegangenen Experimente zeigten, dass TRAF3 regulierend in den NF-«xB-
Signalweg eingreift. Der NF-kB-Signalweg wird, wie oben beschrieben, uUber die
Bindung von TRAF2, -5 und -6 an die Mitglieder der TNFR-SF induziert und teilt sich
in einen klassischen und einen alternativen Signalweg auf (Bonizzi and Karin, 2004).
Die Bindung der NF-kB-induzierenden TRAFs an die unterschiedlichen Mitglieder der
TNFR-SF ist in der Literatur sowohl am Kristallmolekil (McWhirter et al., 1999) sowie
in Mutationsanalysen (Pullen et al., 1998) beschrieben. Folgende Experimente sollen
den Angriffspunkt des TRAF3 im NF-kB-Signalweg beleuchten. Wie in Abbildung 13
gezeigt, hatte das DNTRAF3 keine Auswirkung auf den NF-kB-Signalweg der
getesteten Rezeptoren. Somit ist eine kompetitive Hemmung um Bindungsstellen am
Rezeptor, Uber den TRAF3 diesen Signalweg inhibiert, unwahrscheinlich.
Insbesondere interessierte daher, ob durch TRAF3 der alternative oder der
klassische Signalweg beeinflusst wird. Dies sollte ein Experiment mit CDA40-

Mutanten, die definierte Ausfalle in ihren TRAF-Bindungsstellen besitzen, zeigen.
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6.6.1. TRAF-Bindung an CD40-Mutanten

Aus friheren Studien an CD40 standen dem Labor Rezeptor-Mutanten zur
Verfligung, die definierte Ausfalle in ihrem TRAF-Rekrutierungsmuster aufwiesen.
Die Deletionsmutante CD40+.,45 bindet ausschlieRlich TRAF6. CD40g2354 besitzt eine
definierte Punktmutation in der TRAF6-Bindungsstelle. Sie weist einen Ausfall in der
TRAF6-Bindung auf und rekrutiet nur noch TRAF2, -3 und -5. In der
Rezeptormutante CD40+2544 ist das Bindungsmotiv fur TRAF2, -3 und -5 mutiert. lhr
TRAF-Rekrutierungsmuster wird von TRAF6 dominiert.

Die Negativkontrolle unserer Testsysteme CD401.22, ist eine CD40-Mutante ohne

Intrazellulardomane. Sie bindet keines der funf getesteten TRAFs.
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Abbildung 14: Aminosauresequenz mit TRAF1-, TRAF2-, TRAF3-, TRAF5- und TRAF6-
Rekrutierung der getesteten CD40-Mutanten

(A) Aminosauresequenz der CD40y intrazytoplasmatischen Domane: Die Bindemotive von TRAF6
bzw. TRAF2, -3, -5 sind unterstrichen.

(B) Rekrutierung von TRAF2, -3, -5 und -6 an die CD40-Mutanten: Die Daten sind relativ zur
korrespondierenden TRAF-Rekrutierung des CD40y dargestellt.
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6.6.2. Regulation der NF-kB-Aktivitat durch TRAF3 im CD40-Modell

In dem folgenden Experiment wurden nun die Rezeptoren CD40g2354, der nur eine
Bindungstelle fur TRAF2, -3 und -5 aufweist, CD40r1254a mit dominierender TRAF6-
Bindung und CD404.245 mit ausschliel3licher TRAF6-Bindung in Zellen mit hohen
TRAF3-Spiegeln auf ihnre NF-xB-Aktivitat getestet.
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Abbildung 15: CD40-Mutanten mit definierten TRAF2/5 (T254A, 1-245) bzw. TRAF6 (E235A)
Rekrutierungsdefizite werden durch TRAF3 im NF-xB-Signal verstarkt bzw. gemindert. NF-«xB-
Aktivitdt der getesteten Rezeptoren ist dargestellt als Luziferaseaktivitat relativ zu der CD40+-
Aktivitat. CD40.,x, ist die Negativkontrolle des Systems. Der weile Balken stellt die Luziferaseaktivitat
unter normaler TRAF-Expression dar (pCDNA 3.1). Schwarz ist die NF-kB -Aktivitat mit TRAF3-

Uberexpression. Der graue Balken stellt die NF-xB-Aktivitdt nach Uberexpression der DN-Mutanten
von TRAF3 dar.

Der CD40-Rezeptor liel® sich, wie aus dem vorherigen Experiment zu erwarten war,
nicht durch TRAF3-Uberexpression beeinflussen. Diejenige CD40-Mutante, die
lediglich TRAF2, -3 und -5 rekrutiert (E235A) konnte nach Uberexpression von
TRAF3 in ihrer NF-xB-Aktivitat weitgehend reduziert werden. Diejenige Mutante, die
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von der TRAF6-Bindung dominiert wird (T254A), wurde in ihrer NF-kB-Translokation
leicht erhdht. Die Mutante CD404.245, welche ausschlie3lich TRAF6 bindet, zeigte in
Zellen mit hoher TRAF3-Expression ein signifikant erhdhtes NF-kB-Potential. Die
DN-Mutante von TRAF3 zeigte, wie in dem vorherigen Experiment dargestellt, keinen
Effekt auf das NF-xB-Aktivierungspotential der Rezeptoren. Als Kontrolle wurde die

NF-kB-Aktivierung in Zellen mit physiologischen TRAF-Spiegeln getestet (Abb.15).

Dieses Experiment zeigte, dass TRAF3 das von TRAF2/5 vermittelte NF-xB-Signal
reduziert. Es zeigte sich auch, dass Rezeptoren mit besserer TRAF6-Bindung
geringer auf den hemmenden Effekt von TRAF3 ansprachen. Rezeptoren, deren
TRAF-Rekrutierungsmuster von TRAF6 dominiert waren, zeigten in Gegenwart

hoher zellularer TRAF3-Spiegel sogar erhdhte NF-kB-Signale.

6.7. Aktivierung von NF-kxB Uber TRAF2 trotz starker TRAF6-Bindung

Trotz hoher TRAF6-Bindefahigkeit zeigten HVEM und LTBR als einzige Rezeptoren
in Zellen mit hohen TRAF3-Spiegeln verringerte NF-kB-Signalaktivitat. Dies war
Uberraschend, da die Experimente mit den CD40-Mutanten eine deutliche
Reduzierbarkeit des NF-kB-Signals nur bei dominierender TRAF2/5-Bindung zeigten.
In unserem System wurde jedoch nur die potenziell mogliche TRAF-Rekrutierung
gemessen. Es wurde nicht bericksichtigt, welche TRAFs rekrutiert wurden und in
welcher Menge sie auch tatsachlich von den unterschiedlichen Rezeptoren flur die
Aktivierung bestimmter Signalwege benutzt wurden. Inwieweit HVEM und LTBR
tatsachlich iber TRAF2 NF-«xB aktivieren, wurde im folgenden Experiment gezeigt.
Hierfur sollte eine genauere Analyse der NF-xB-Aktivierung durch die Rezeptoren in
Zellen mit hoher Konzentration von DNTRAF2 erfolgen. DNTRAF2 verhalt sich
analog zu DNTRAF3. Dieses Protein besitzt zwar Bindungseigenschaften wie das
Wildtyp-TRAF2, vermittelt jedoch keine Signalaktivitat mehr.
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Abbildung 16: Dominant negatives TRAF2 supprimiert das NF-xB-Signal von LTR und HVEM.
NF-kB-Aktivitat ist dargestellt als Luziferaseaktivitat relativ zu den getesteten Rezeptoren. CD40 2,
ist die Negativkontrolle des Systems. Der weilRe Balken stellt die Luziferaseaktivitat unter normaler
TRAF-Expression dar (pCDNA 3.1). Schwarz ist die NF-kB—Aktivitat nach Uberexpression von

dominant negativem TRAF2.

In diesem Experiment konnte die Aktivitdt von CD40wr, einem Rezeptor, der sein
Signal sowohl Uber TRAF2 als auch uber TRAF6 generiert, in seiner NF-kB-
Translokation um ca. 50% reduziert wurden. Derjenige Rezeptor mit fast
ausschlieBlicher TRAF2-, TRAF3- und TRAF5-Bindung (CD40g23sa) konnte mit
DNTRAF2 fast bis auf die Signalaktivitat der Negativkontrolle (CD40+.22;) reduziert
werden. Je starker die NF-kB-Aktivierung Uber die TRAF6-Bindung generiert wurde,
desto weniger beeinflusste DNTRAF2 den Rezeptor in seiner Signalaktivitat
(CD407254a, CD401.245). So konnte auch RANK mit dominierender TRAF6-Bindung
durch DNTRAF2 nicht negativ beeinflusst werden. Im Gegensatz dazu konnten
HVEM und LTBR wie der Rezeptor CD40g2354 mit DNTRAF2 in ihrer NF-kB-Aktivitat
fast bis auf das Hintergrundsignal des Testsystems reduziert werden. Dieses
Experiment zeigt, dass die Rezeptoren HVEM und LTBR trotz hoher TRAFG6-
Bindungsfahigkeit ihr NF-kB-Signal hauptsachlich Uber TRAF2 generieren und
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deshalb auch in Zellen mit hoher TRAF3-Expression in ihrem Signal supprimiert

werden konnten.

6.8. Regulation der p50-, p52-, RelA- und RelB-Translokation durch TRAF3

Wie unter 6.4 im Reporterassay gezeigt, lasst sich ein Rezeptor wie CD40, der
TRAF2/5 aber auch TRAF6 bindet, durch TRAF3 in der Induktion seines
Reportergens nicht beeinflussen. CD40g2354, €in TRAF6-defizienter Rezeptor, wird
allerdings in Anwesenheit von TRAF3 ganzlich in seiner NF-kB-Aktivitat supprimiert.
CD404.245 ein Rezeptor, der nur TRAF6 bindet, wird von einer hohen TRAF3-

Expression in seiner induzierten Luziferaseaktivitat nicht beeinflusst.

In den gezeigten Experimenten konnte im Reporterassay jedoch nur die durch die
Gesamtheit der NF-kB-Komponenten induzierte Aktivitat des Reportergens gezeigt
werden. Von Interesse war aber, welchen Einfluss TRAF3 auf die beiden
unterschiedlichen NF-kB-Signalwege ausubt. Bonizzi und Karin et al. zeigen die
Bedeutung des klassischen Signalwegs fur die angeborene Immunantwort. Dieser ist
IKKy-abhangig und fuhrt zur Translokation von p50/RelA in den Zellkern (Bonizzi and
Karin, 2004). Der alternative Signalweg reguliert verschiedene Aspekte der
erworbenen Immunantwort und bendtigt die Funktion der IKKa. Seine Aktivierung
fuhrt zur nukleadren Translokation von p52/RelB (Senftleben et al., 2001). Das
folgende Experiment zeigt, inwieweit die Aktivierung des klassischen Signalwegs
uber p50/RelA bzw. die des alternativen Signalwegs Uber p52/RelB mit dem
Rekrutierungsverhalten der TRAFs an die Rezeptoren korreliert.

Dass die p52- und p50-Translokation durch TRAF3 beeinflusst wird, konnte im
folgenden Experiment anhand von Kernextrakten und Western-blotting-Analysen

gezeigt werden.
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6.8.1. Translokation von p50 und p52 uUber die unterschiedlichenTRAFs

Abbildung 17: TRAF-induzierte p52- und p50-Translokation HEK293T-Zellen wurden mit
Expressionsplasmiden flir TRAF1-6 transfiziert. 28 Stunden nach Transfektion wurden Kernextrakte,
wie in Material und Methoden beschrieben bereitet. Zehn Mikrogramm Protein von jedem Extrakt

wurden wie unter Material und Methoden beschrieben, im Westernblot analysiert.

Im Westernblot zeigten Zellen mit einer hohen TRAF2- oder TRAF5-Expression ein
starkes p52-Signal und somit eine deutliche Aktivierung des alternativen
Signalweges. Hingegen zeigten TRAF1, TRAF3, TRAF4 und TRAF6 keine
Translokation fur p52 in den Zellkern.

Die Translokation von p50, der Komponente des klassischen Signalweges hingegen
konnte eindeutig bei Expression von TRAF2, TRAFS5 und TRAF6 gezeigt werden. Fur
TRAF1, TRAF3 und TRAF4 konnte keine Translokation von p50 in den Zellkern

gezeigt werden.
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6.8.2. Inhibition der TRAF2/5-induzierten Aktivierung des NF-kB-Signalwegs durch
TRAF3 im CD40-Modell
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Abbildung 18: TRAF3 inhibiert NF-xB-Aktivierung lber TRAF2/5 aber nicht iliber TRAF®6.
HEK293T-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fir CD40 oder den beschriebenen Mutanten
(CD40+.205, CD40g235n, CD407245n , CD407aqe2630E274 UNd CD404.45) zusammen mit TRAF3WT (A),
ATRAF3 (B) oder einem Kontrollplasmid (A und B) transfiziert. Die Zellen wurden 26 Stunden nach
Transfektion abgeldst und Kernextrakte wurden wie beschrieben hergestellt (Pullen et al., 1999b). Um
die GleichmaRigkeit der Ladung des Gels zu beurteilen wurde Aktin mit anti-Aktin-Antikbrpern
nachgewiesen. FUnf Mikrogramm Protein eines jeden Extrakts wurden im Westernblot hinsichtlich der
NF-kB-Komponenten p52, RelB, p50 und RelA analysiert. Die p100 Degradierung wurde in der

Zytoplasmafraktion desselben Experiments gemessen. CD40- oder CD40mut-Expression wurde
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ebenfalls in der Zytoplasmafraktion der Kernextrakte bestimmt und ist als Prozentangabe zu dem

Kontrollexperiment mit CD40y dargestellt.

Wie in Abbildung 18 gezeigt, reduzierte die Inaktivierung der TRAF2/3/5-
Bindungsstelle, wie fur die CD40-Mutanten CD40+1254a und CD404.,45 gezeigt, die
Translokation des p52/RelB-Komplexes. Dies korrelierte mit reduzierter oder
fehlender p100-Prozessierung im Zytoplasma. Eine Inaktivierung der TRAFG6-
Bindungsstelle hatte andererseits keinen Effekt auf die CD40-induzierte nukleare
Translokation von p52 oder die zytoplasmatische p100-Prozessierung. Die
Translokation der p50/RelA-Heteromere schien sowohl durch TRAF6 als auch durch
TRAF2/5 aktiviert zu werden. Weder eine Mutation in der TRAF6-Bindungsstelle,
noch das Fehlen der TRAF2/5-Bindung verhinderte komplett die Translokation des
p50/RelA-Komplexes in den Zellkern.

Eine Betrachtung des CD40-induzierten NF-kB-Signals in Zellen mit hoher TRAF3-
Expression ergab, dass TRAF3 die nukleare Translokation von p52 und RelB
inhibiert. Diese Reduktion war fir CD40 inkomplett. Eine komplette Suppression
konnte fir die CD40-Mutante E235A, die ausschliel3lich TRAF2, -3 und -5 bindet
gezeigt werden. Dabei inhibierte TRAF3 sowohl die von CD40g23sa-vermittelte
Translokation von p52/RelB als auch die von p50/RelA. Dieses Experiment zeigte
somit aullerdem, dass TRAF2/5 sowohl den alternativen als auch den klassischen
NF-kB-Signalweg aktiviert. TRAF3 inhibiert als negativ regulatorisches Element
sowohl den alternativen als auch den von TRAF2/5 abhangigen klassischen
Signalweg. TRAFG6 induziert dagegen nach Bindung an CD40 ausschlieRlich den
klassischen Signalweg.

Die Spezifitat dieses TRAF3-Effekts auf den TRAF2/5-bindungsabhangigen
Signalweg zeigte sich anhand der CD404.45-Mutante, die ausschlieldlich TRAF6
bindet. Diese Mutante konnte keine p100-Degradierung im Zytoplasma oder
p52/RelB-Translokation in den Zellkern induzieren. Dennoch vermittelte CD404.24s,
wenn auch auf niedrigerem Niveau als CD40wr, die Translokation von p50/RelA in
den Zellkern. Dieses NF-kB-Signal wurde nicht vom TRAF3-Expressionsniveau in
der Zelle beeinflusst. Dies demonstriert, dass TRAF3 das TRAF6-induzierte NF-kB-

Signal nicht beeinflusst.
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6.8.3. Regulation der NF-kB-Aktivitat der Mitglieder der TNFR-SF durch TRAF3 auf

den alternativen Signalweg

Geninaktivierungsexperimente zeigen, dass TRAF3 wichtig fir das Uberleben des
erwachsenen Organismus ist. Daher waren wir daran interessiert herauszufinden, ob
und in wie weit die regulatorische Funktion des TRAF3 auf den alternativen NF-«kB-

Signalweg auf CD40 beschrankt ist.
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Abbildung 19: TRAF3 inhibiert die Aktivierung des alternativen NF-xB-Signalwegs der TNFR-
SF. Zu sehen ist die nukledre Translokation von p52 der verschiedenen Mitglieder der TNFR-SF in
HEK293T-Zellen bei physiologischer und hoher TRAF3-Expression. Transfektionen wurden
durchgefiihrt, wie oben beschrieben. Die Rezeptorexpression wurde in vorherigen Experimenten an
eine mittlere p52-Signalintensitdt angeglichen. Die Menge des eingesetzten Rezeptor-
Expressionsplasmids, die in diesem Experiment verwendet wurden, und die resultierende
Rezeptorexpression sind erkennbar. Die Rezeptorexpression wurde in der Zytoplasmafraktion der

Kernextrakte bestimmt, die fir die Detektion von nukledrem p52 verwendet wurden.

Ubereinstimmend mit den Rekrutierungsdaten aktivierten alle 12 getesteten
Rezeptoren den alternativen NF-kB-Signalweg. Wie in Abb.19 gezeigt, signalisierten
sie Uber die Translokation von p52. Die Aktivitat des alternativen Signalwegs
korrelierte annahernd mit der TRAF5-Rekrutierung (Abb.19). RANK zeigte das
starkste Signal, wobei eine Expression von 4000 Rezeptoren/Zelle ausreichte, um
ein p52-Signal zu detektieren. Ein ahnlich starkes Signal konnte fur den LTBR
gezeigt werden. Fur CD30 und p75TNFR war eine 10-15-fach hdhere
Rezeptorexpression notwendig. Eine weitere 5-fach héhere Expression war nétig, um
fur die Rezeptoren BCMA, HVEM, CD40, TACI und 4-1BB eine messbare p52-
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Translokation zu erzielen. Die hchste Rezeptorexpression von ca. 10%/Zellen war fiir
CD27, GITR und OX40 notwendig. Als Nachstes testeten wir das NF-kB-Signal in
Zellen mit hoher TRAF3-Expression. Wie erwartet, war der alternative Signalweg in
Zellen mit hoher TRAF3-Expression in allen Fallen vollstdndig unterdrickt. Die
einzige Ausnahme bildete RANK, der das starkste Signal zeigte, bei dem nur eine

Reduktion des NF-kB-Signals erreicht wurde.
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7. DISKUSSION

7.1. Vergleich des ELISA-Systems mit etablierten Methoden

In dieser Studie wurde ein neu etabliertes ELISA-Testsystem zur Messung der
TRAF-Rekrutierung an die unterschiedlichen Mitglieder der TNFR-SF verwendet.
Bereits bekannte TRAF-Rekrutierung konnte bestatigt werden (Dempsey et al., 2003;
Bradley and Pober, 2001; Inoue et al., 2000). AulRerdem gelang es, bisher
unbekannte TRAF-Bindungsmuster aufzuzeigen. Zum Beispiel liel® sich eindeutig
nachweisen, dass der p75TNFR neben TRAF1, -2 und -5 auch TRAF3 und TRAF6
bindet. Fur den LTBR konnte neben den bereits bekannten TRAF-Interaktionen
TRAF1- und TRAF6-Bindung demonstriert werden (Abb. 10).

Wahrscheinlichste Erklarung fur die von der Literatur abweichenden Befunde ist eine
uberlegene Sensitivitat, des hier flr die TRAF-Rekrutierung benutzten Messsystems.
Wahrend in fruheren Studien Testsysteme bevorzugt wurden, bei denen eine
Interaktion zwischen TRAF und der Rezeptorsignaldomane unter reinen In-vitro-
Bedingungen stattfindet, wurde in dieser Arbeit darauf geachtet, dass die Rezeptor-
TRAF-Interaktionen in einer intakten Zelle stattfinden. Damit stehen alle bendétigten
Kofaktoren fur die TRAF-Rezeptor-Bindung zur Verfigung und es ist sichergestellt,
dass die TRAF-Rekrutierung in den korrekten Zellkompartimenten stattfindet. Die
hier prasentierten Befunde belegen eindeutig, dass es in der intakten Zelle zu einer
effizienteren Rezeptor-TRAF-Bindung kommt. Daraus resultiert eine Uberlegene

Sensitivitat des Messsystems.

Die bisherigen Erkenntnisse zu TRAF-TNFR-SF-Interaktionen beruhen fast
ausschlieBlich auf In-vitro-Experimenten. Hier wurden zum einen GST-
Fusionsproteine verwendet, und TRAF und Rezeptor wurden in getrennten Zellen
exprimiert. Die anschlieRende Komplexbildung erfolgte im Reagenzglas (Abb.9). Der
Einfluss von Kofaktoren oder zellularer Kompartimente auf die TRAF-TNFR-SF-
Interaktion wird dabei nicht berucksichtigt. Andere Arbeitsgruppen benutzen das
YTH-System, um die Interaktion zwischen TRAF-Proteinen und Mitgliedern der
TNFR-SF nachzuweisen (Ansieau et al., 1996; Arch and Thompson, 1998; Gedrich
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et al., 1996; Hsu et al., 1997; Jang et al., 1998; Rothe et al., 1995; Xia et al., 2000).
Vorraussetzung fur die Funktion dieses Systems ist die Kernganigkeit beider
Bindungspartner. Um dies zu gewahrleisten, mussen sowohl TRAF als auch der
Rezeptor von Interesse als Fusionsprotein mit adaquaten DNA-Binde- bzw.
Transaktivierungsdomanen exprimiert werden. Zusatzlich ist in den meisten Fallen
auch die EinfUhrung einer Kerntranslokationssequenz vonndten. Die daraus
resultierenden Strukturveranderungen an den Bindedomanen der einzelnen Proteine
sind nur schwer einschatzbar. Dazu kommt noch, dass Hefezellen als Eukaryonten
menschlichen Zellen zwar sehr ahnlich sind, aber trotzdem keine Garantie gegeben
ist, dass die molekulare Ausstattung so konserviert ist, dass TRAF-TNFR-SF-
Interaktionen auch tatsachlich stattfinden kénnen. Aufgrund dieser Nachteile ist das

YTH-System ausgesprochen anfallig fur Fehlinterpretationen.

Wiederum andere Gruppen verwendeten fir den Rekrutierungsnachweis Proteine
verschiedener Spezies. So wurde zum Beispiel das TRAF-Rekrutierungsmuster des
humanen OX40-Rezeptors mit murinen TRAF1-, TRAF2- und TRAF5-Proteinen
bestimmt (Kawamata et al., 1998), obwohl Speziesspezifitaten bei TRAF-TNFR-SF-

Interaktionen nicht auszuschlie3en sind (Bishop, 2004; Ahonen et al., 2002).

Die hier prasentierten Daten zeigen, dass die Expression von TRAFs und Mitgliedern
der TNFR-SF in einer Zelle zu einer effizienteren Komplexbildung fuhrt und die
Messung der TRAF-TNFR-SF-Interaktion sowohl Uber direkte als auch Uber indirekte
Bindung erlaubt.

Dieser Ansatz hat jedoch auch Nachteile. Unspezifische Bindung aufgrund zu starker
Uberexpression der Bindungspartner konnte zum Beispiel zu falsch positiven
Ergebnissen fuhren. Kontrollexperimente mit Rezeptormutanten zeigten jedoch, dass
zum Beispiel die Mutation einzelner Aminosauren ausreichte, um die Bindung
bestimmter TRAFs komplett zu blockieren (Daten nicht verdffentlicht). Dies ware bei
unspezifischen Protein-Protein-Interaktionen nicht zu erwarten und bestatigt, dass es
sich bei den gezeigten TRAF-Rezeptor-Interaktionen mit hoher Sicherheit nicht um

Artefakte der Uberexpression handelt.
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7.2. Bestatigung die Funktionalitat der Hybridrezeptoren durch Kontrollexperimente

Die vergleichende TRAF-Bindungsanalyse wurde hier mit Rezeptorhybriden
durchgefuhrt. Die funktionelle Vergleichbarkeit der verwendeten Hybride mit den
jeweiligen Wildtyprezeptoren wurde bereits friher demonstriert (Hess et al., 1995). In
dieser Arbeit wurde daruber hinaus anhand von CD27 und p75TNFR gezeigt, dass
sich die Hybridrezeptoren sowohl hinsichtlich TRAF-Rekrutierung (Abb.8) als auch im
Bezug auf NF-kB-Aktivierung wie die jeweiligen Wildtyprezeptoren verhalten.
Einflusse einer veranderten TM-Domane auf die Funktion des Hybridrezeptors, wie
sie zum Beispiel von Weiner et al demonstriert wurden, konnten ebenfalls durch den
Vergleich der CD40TMRezeptorlZD- mit den CD40EZDRezeptorTM-Hybriden
ausgeschlossen werden (Abb.7/8) (Weiner et al., 1989).

Die Kontrollexperimente mit p75TNFR und CD27 zeigten auch, dass die Ligand-
Rezeptor-Interaktion in der TNFR-SF sehr ahnlichen molekularen Grundgesetzen
folgt. Die hier gezeigten Experimente wiesen nach, dass es flr die Funktion der
Signaldomane keinen Unterschied macht, ob der Rezeptor mit der EZD des
Wildtyprezeptors versehen war und von dem korrespondierenden Liganden stimuliert
wurde, oder ob es sich um einen Hybridrezeptor handelte, dessen CDA40-
Extrazellulardomane mit CD40-Liganden stimuliert wurde.

Damit scheint weder die TRAF-Rekrutierung an die Signaldomanen der
unterschiedlichen Rezeptoren noch deren Fahigkeit, NF-xB zu induzieren, davon
abzuhangen, Uber welche EZD-Ligandkombination der TNFR-SF bzw. der TNFL-SF
die Aktivierung erfolgt. Die Aktivierung der Signaldomanen der unterschiedlichen
Rezeptoren scheint somit nicht von der Stimulation durch unterschiedliche Liganden

oder Zytokine abzuhangen.

7.3. Quantitative Unterschiede in der Rezeptor-TRAF-Rekrutierung

Aufgrund der unterschiedlichen Funktionen (Tab.1) der hier untersuchten Rezeptoren
war zu erwarten, dass sich die TRAF-Rekrutierungsmuster einzelner Rezeptoren
deutlich voneinander unterscheiden. Paradoxerweise ist dies nach den hier
erhobenen Befunden nicht der Fall. Jeder untersuchte Rezeptor hatte die Fahigkeit,

jedes TRAF zu binden. Allerdings ergaben sich enorme quantitative Unterschiede
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von bis zu 5 logarithmischen Grélkenordnungen. Besonders deutlich wurde dies z.B.
fur den Rezeptor RANK, welcher 30000-fach mehr TRAF6 bindet als der CD27-
Rezeptor (Abb.10).

Die unterschiedlich starke Bindung der TRAFs an den Rezeptor kann von der Anzahl
der vorhandenen Bindungsstellen abhangen. Es sind aber auch unterschiedliche
Bindungsmotive mit unterschiedlichen AS-Sequenzen flir ein und dasselbe TRAF
beschrieben, die unterschiedliche Affinitaten fur die einzelnen TRAFs besitzen.
Daraus konnte eine starkere bzw. schwachere Bindung resultieren. Ebenfalls kdnnte
eine direkte oder indirekte Bindung des einen TRAFs an die Rezeptoren Einfluss auf
die Bindungsstarke eines anderen TRAFs nehmen. Um dies zu unterscheiden,
musste das bestehende Testsystem jedoch modifiziert und weiter ausgearbeitet

werden.

Quantitative Unterschiede bei der TRAF-Rekrutierung kénnten die unterschiedlichen
biologischen Funktionen der Mitglieder der TNFR-SF erklaren. Es ist aber
unwahrscheinlich, dass diese Rekrutierungsunterschiede alleine fur die Aktivierung
unterschiedlicher Signalkaskaden und unterschiedlicher Zellfunktionen wie z.B.
Proliferation, Differenzierung oder Apoptose verantwortlich sind. Vielmehr ist die
Zelle neben der TRAF-Rekrutierung auch von der Aktivierung durch eine
ligandtragende Zelle abhangig, sowie von der Ausstattung und Menge der in den
unterschiedlichen Zellen zur Verfugung stehenden TRAFs. Eine solche
unterschiedliche Ausstattung der Zellen mit TRAFs kann zu Veranderungen der
Zellsignale fuhren. So zeigten Yeh et al. z.B. dass in TRAF2-defizienten Zellen ein
Signal, das normalerweise NF-kB-Translokation hervorruft, zu Apoptose fihrt (Yeh et
al., 1997).

7.4. NF-xB-Aktivierung Uber TRAF2, TRAF5 und TRAF6

Die Signalaktivitat der Rezeptoren wurde hier am Beispiel des Transkriptionsfaktors
NF-kB untersucht. Rothe et al. beschrieben erstmals vor 10 Jahren, dass CD40 den
NF-«B-Signalweg aktiviert (Rothe et al., 1995). Mit der Isolierung der TRAF-Proteine
zeigte sich, dass TRAF2, -5 und -6 an dieser Signalaktivitat partizipieren (Ishida et
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al., 1996a; Ishida et al., 1996b; Rothe et al., 1995). Dennoch ist es trotz
ausgedehnter Struktur-Funktions-Analysen auch weiterhin unklar, wie das
Zusammenspiel der drei TRAFs funktioniert, um NF-«xB zu aktivieren (Devergne et
al., 1996; McWhirter et al., 1999; Ni et al., 2000; Park et al., 1999; Pullen et al.,
1999a). Paradoxerweise hatte die isolierte Elimination der TRAF6 oder der
TRAF2/3/5-Bindungsstelle geringen oder gar keinen Effekt auf das NF-xB-Signal von
CD40. Dies fuhrte zu der Spekulation, dass CD40 zusatzliche TRAF-unabhangige
Mechanismen benutzt, um diesen Transkriptionsfaktor zu aktivieren (Devergne et al.,
1996).

Es ist bekannt, dass TRAF2, -5 und -6 die Fahigkeit besitzen, NF-«xB zu aktivieren.
Im Hinblick auf die hier gezeigten Rekrutierungsergebnisse, dass alle Rezeptoren
TRAF2, -5 und -6 binden konnen, war es nicht Uberraschend, dass in unseren
Experimenten alle getesteten Rezeptoren NF-«xB induzierten. Damit konnte das NF-
kB-Signalpotenzial der Rezeptoren weder einem einzelnen TRAF noch einer
bestimmten TRAF-Kombination zugeordnet werden. Allein die Erwartung, dass
Rezeptoren mit starker TRAF2-, TRAFS5- und TRAFG6-Bindung Uber ein hohes NF-«kB-
Signalpotenzial verfigen, bestatigte sich. Rezeptoren mit hoher TRAF-
Bindekapazitat aktivierten NF-kB schon bei einer sehr geringen Rezeptorexpression
(Abb.11). Eine detailliertere Analyse der TRAF-Rekrutierung und der NF-«xB-
Signalaktivitat der Rezeptoren zeigte Feinheiten auf. So scheint z.B. die NF-kB-
Signalstarke von der Rekrutierung bestimmter TRAFs abhangig zu sein.
Dementsprechend konnte fur alle Rezeptoren mit hohem NF-kB-Signalpotential auch
eine starke TRAF5-Bindung nachgewiesen werden. RANK, CD30, p75TNFR und
LTBR wiesen eine hohe TRAF2/5-Bindungskapazitat auf und induzierten schon bei
niedriger Expression ein deutlich nachweisbares NF-kB-Signal. Neben TRAFS
rekrutierten sie auch TRAF6 erheblich besser als der Referenzrezeptor CD40wr.
TACI und BCMA sind dagegen durch hohe TRAFG6-, jedoch eine niedrige TRAF2/5-
Bindung charakterisiert. Bei TACI und BCMA konnte eine hohe NF-kB-Induktion nur

bei hohen Expressionsspiegeln beobachtet werden.

Eine mogliche Interpretation des Vergleichs der Rekrutierungsdaten mit den

Signalstarken der Rezeptoren ist, dass TRAF2 ein qualitatives Basissignal induziert
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und TRAFS die Signalamplitude festlegt. Das Signalmaximum kénnte von TRAF6
abhangen. Geht man davon aus, dass der Reporterassay nur klassisches NF-xB
misst, ware ein alternativer Mechanismus, dass TRAF2/5 ein sehr schnelles, von p50
dominiertes NF-kB-Signal aktiviert. TRAF6 induziert hingegen ein hohes, jedoch
verzogertes NF-kB Signal mit Uberwiegender RelA-Komponente. Welche Bedeutung
TRAF2, -5 und -6 auf den Signalweg wirklich haben, kann mit dem hier verwendeten
Reporterassay, der lediglich das Transkriptionsprodukt der unterschiedlichen NF-xB-

Komponenten misst, nicht gezeigt werden.

Mit der Entdeckung, dass neben dem klassischen auch noch ein zweiter,
sogenannter alternativer NF-kB-Signalweg existiert, wurde deutlich, dass die NF-kB-
Aktivierung durch Mitglieder der TNFR-SF erneut untersucht werden musste, da die
bis dato verwendeten Reportertestsysteme nicht in der Lage sind, zwischen den
einzelnen Komponenten des alternativen (p52/RelB) bzw. des klassischen

Signalwegs (p50/RelA) zu differenzieren.

7.5. TRAF3 als regulatorisches Molekul im NF-kB-Signalweg

Coope et al. waren die ersten, die zeigten, dass CD40 sowohl den alternativen als
auch den klassischen Signalweg aktiviert (Coope et al., 2002). Diese Studie lieferte
erste Beweise daflr, dass TRAF2-Rekrutierung und TRAF2-Funktion fur die CD40-
induzierte Aktivierung des alternativen NF-kB-Signalwegs von Bedeutung sind. Die
hier gezeigten Daten unterstitzen und erganzen diese Beobachtung. Zwei CD40-
Mutanten, die nur TRAFG6 rekrutierten (CD40+.245 und CD407aqeqe), waren nicht mehr
in der Lage, den alternativen Signalweg zu aktivieren. Eine CD40-Mutante
(CD40g235n), die nur Uber TRAF2, -3 und -5 signalisiert, aktivierte andererseits den
alternativen Signalweg und unerwarteterweise auch den klassischen NF-kB-
Signalweg (Abb.18). Ein Vergleich dieser Mutanten im Reporterassay bestatigte die
Beobachtungen friherer Studien. Weder das Fehlen der TRAF6- noch das der
TRAF2/3/5-Bindungsstelle hatte bedeutenden Effekt auf die Fahigkeit von CD40, die
Transkription eines NF-kB-responsiblen Reportergens zu aktivieren (Abb.15).

Dennoch unterstutzen die hier gezeigten Daten nicht die Hypothese, dass der CD40-
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Rezeptor TRAF-unabhangige NF-xB-Signalmechanismen nutzt. Die Translokation
der NF-kB-Heteromere in den Zellkern hangt eindeutig von intakten TRAF-
Bindungsstellen ab. Ihre Eliminierung fuhrt zu dem erwarteten Funktionsverlust des
jeweiligen NF-xB-Signalwegs (Abb.18). Ein Antagonismus zwischen TRAFG6- und
TRAF2/5-generiertem NF-kB-Signal auf Transkriptionsebene wirde erklaren, warum
TRAF-Rekrutierungsdefekte  nicht mit den  Ergebnissen des  NF-kB-
Reportergenexperiments  Ubereinstimmen. Beobachtungen mit dem LTBR
unterstutzen diese Moglichkeit. Es wurde gezeigt, dass die Inaktivierung der Kinase
IKKa zu erhéhter NF-kB-Signalaktivitat des LTBR Uber den klassischen Signalweg
fuhrt (Leo et al., 1999). Eine ahnliche Beobachtung wurde in dieser Studie gemacht.
Die Blockade des TRAF2/5-induzierten Signals Uber den alternativen Signalweg
resultierte in einer erhdhten Expression eines NF-kB-aktivierten Reportergens uber
den TRAFG6-abhangigen klassischen Signalweg. Die molekulare Grundlage dieses
Phanomens ist unklar und es werden weitere Studien ndétig sein, um dies zu
verstehen. Ein informativer Ansatz in dieser Hinsicht ware zum Beispiel die
Verwendung von NF-kB-Reportergenkonstrukten, die spezifisch auf p50/RelA oder

p52/RelB ansprechen.

Verschiedene Studien zeigten negativ regulatorische Effekte von TRAF3 auf das NF-
kB-Signal der Rezeptoren LTBR (Dejardin et al., 2002), OX40 (Force et al., 2000),
BAFF (Takaori-Kondo et al., 2000), LMP (Hostager and Bishop, 1999; Cheng et al.,
1995) und CD40 (Xu and Shu, 2002). Fur p75TNFR existierten unterschiedliche
Ergebnisse abhangig von den verwendeten Zelllinien, die zum Beispiel positiv und

negativ regulatorische Effekte von TRAF3 postulieren (Rothe et al., 1995).

Die hier durchgeflihrten Experimente mit CD40-Mutanten zeigen, dass Rezeptoren,
die NF-xB ausschlielflich Uber TRAF2/5 aktivieren, durch TRAF3 in ihrer
Signalaktivitat inhibiert werden, wahrend Rezeptoren, die NF-kB-Translokation Uber
TRAFG6 induzieren, nicht beeinflusst bzw. in ihrer Aktivitat verstarkt werden (Abb.18).
Dies stutzt die Hypothese, dass TRAF3 als Regulator zwischen alternativem,
TRAF2/5-abhanigem und klassischem, TRAF6-abhanigem NF-xB dient. Wie hier
gezeigt, kann der suppressive Effekt von TRAF3 auf das von CD40w induzierte NF-

kB-Signal im Reporterassay nicht nachgewiesen werden, da dieser Test nicht
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zwischen den unterschiedlichen NF-kB-Komponenten differenzieren kann. Erst die
detaillierte Analyse der NF-kB-Heteromere im Zellkern nach einer CD40-Aktivierung
zeigte, dass das CD40-induzierte NF-xB-Signal, das von TRAF2/5 ausgeht, das Ziel
der regulatorischen Funktion von TRAF3 ist. Experimente mit einer CD40-Mutante,

die nicht Uber TRAF6 signalisieren kann, bestatigten diese Befunde.

Frihere Studien flhrten diese Befunde der NF-kxB-Hemmung durch TRAF3 auf
kompetitive Hemmung zurlick. TRAF3 sollte nach dieser Theorie mit TRAF2 oder
TRAF5 um die Bindungsstelle am CD40-Molekull konkurrieren (Rothe et al., 1995;
Hostager and Bishop, 1999; Cheng et al., 1995; Takaori-Kondo et al., 2000; Xu and
Shu, 2002). Mit Hilfe von TRAF3-Deletionsmutanten war es mdglich zu zeigen, dass
die inhibitorische Wirkung von TRAF3 nicht das Ergebnis einer Konkurrenz von
TRAF3 bzw. TRAF2/5 um die Bindungsstelle ist, sondern dass ein intakter N-
Terminus im TRAF3-Molekll notwendig ist. Der C-Terminus des TRAF3-Molekdls,
der die Bindung an den Rezeptor vermittelt, war nicht ausschlaggebend in diesen
Experimenten. Die Verwendung einer TRAF3-Deletionsmutante, die keinen intakten
N-Terminus und somit keine funktionsfahigen Zink-Finger beinhaltet, zeigte keinen
inhibitorischen Effekt auf das NF-kB-Signal mehr. Diese Beobachtung wird durch
eine Studie von Takaori-Kondo et al. unterstitzt, die als erste postulierten, dass die
Zink-Finger im TRAF3-Molekll fiar die Inhibition, OX40-generierten NF-xBs
ausschlaggebend sind (Takaori-Kondo et al., 2000).

Ein Uber TRAF2/5 generiertes NF-kB-Signal bendtigt die Kinase NIK (Haxhinasto et
al., 2002). NIK ist damit das wahrscheinlichste Ziel des suppressiven Effekts von
TRAF3 auf die NF-kB-Aktivierung. In der Tat konnte die TRAF3-Bindung an NIK
gezeigt werden (Song et al.,, 1997). Eine neuere Studie postuliert, dass diese
Interaktion zur Ubiquitinierung und zur Degradierung von NIK fuhrt (Xie et al., 2004).
Weitere Beobachtungen anderer Kollegen unterstutzen diese elegante Erklarung des
TRAF3-Effekts nicht.

Takaori et al. zeigen, dass auch TRAF3-Mutanten, die keine Bindungsstelle fiur die
NIK-Interaktion besitzen, immer noch in der Lage sind, die NF-xB-Aktivierung uber

OX40 zu supprimieren (Takaori-Kondo et al., 2000). Ihre Experimente weisen darauf
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hin, dass TRAF2 der wahrscheinlichere Angriffspunkt von TRAF3 ist (Force et al.,
2000). Die Beobachtung von Ardila-Osorio et al., dass die TRAF-Degradierung in
verschiedenen zellularen Kompartimenten von einander abweicht, tragt zu weiteren
Unklarheiten bei (Ardila-Osorio et al.,, 2005; Liao et al., 2004). Weitere Studien
werden notig sein, um eine zufriedenstellende Erklarung fur die gegensatzlichen
Beobachtungen zu finden und den Mechanismus zu erklaren, Uber den TRAF3 das
TRAF2/5-vermittelte NF-kB-Signal hemmt.

Hinsichtlich des letalen Ausgangs der Inaktivierung des TRAF3-Gens war es wichtig
zu wissen, inwieweit die hier beschriebene TRAF3-Funktion weitere Bedeutung fur
den Signalweg der anderen Mitglieder der TNFR-SF besitzt. Wie hier gezeigt wird,
unterstitzen unsere Ergebnisse die Vorstellung, dass es die Funktion von TRAF3 ist,
den alternativen Signalweg zu blockieren und den NF-kB-Komplex, der in den
Nukleus transloziert wird, in Richtung der p50/RelA-Konstellation zu verschieben. In
wieweit der Verlust eines Faktors wie TRAF3, der in die NF-kB-Kaskade eingreift,
letale Konsequenzen hat, kann im Moment nicht gezeigt werden. Wenn man jedoch
die Bedeutung von NF-kB flr das Uberleben bedenkt, ist es nicht unwahrscheinlich,
dass die Unfahigkeit, ein angemessenes NF-kB-Signal zum richtigen Zeitpunkt zu
generieren, letale Folgen haben kann, insbesondere wenn eine gesamte

Rezeptorfamilie betroffen ist.
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