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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das Epstein-Barr-Virus

Das Epstein-Barr-Virus (EBV) ist ein humanes y-Herpesvirus mit einem doppelstrangigen
DNA-Genom von 172 kb. 90-95% der Weltbevolkerung sind mit dem Virus infiziert. Die
natiirlichen Wirtszellen von EBV sind humane B-Lymphozyten. Es konnte gezeigt werden,
dass die Infektion der humanen B-Lymphozyten iiber eine Bindung der viralen Glycoproteine
gp350/220 an das zellulire CD21 erfolgt (Tanner et al., 1987). Zusétzlich konnte eine
Bindung des viralen Glycoproteins gp42 an HLA Typ II Molekiile nachgewiesen werden
(Borza und Hutt-Fletcher, 2002). Die Primirinfektion erfolgt iiber Epithelzellen im Nasen-
und Rachenraum. Eine Infektion im Kindesalter verlduft meist symptomfrei. Bei einer
Primérinfektion im Erwachsenenalter kann es zu einer infektiosen Mononukleose
(Pfeiffersches Driisenfieber) kommen, bei der sich EBV-infizierte Zellen stark vermehren.
Nach einer lytischen Phase, in der Viruspartikel produziert und nach Lyse der infizierten
Zellen freigesetzt werden, erfolgt der Ubergang in die latente Phase. EBV persistiert
lebenslang als Episom in B-Gedéchtniszellen (Rickinson und Kieff, 2001; Thorley-Lawson,
2001). Gesunde latente Triger des Virus zeigen keine Symptome, da das zelluldre
Immunsystem eine unkontrollierte Vermehrung infizierter Zellen verhindert. Ist allerdings
kein voll funktionsfdhiges Immunsystem vorhanden, wie es z.B. bei einer AIDS Erkrankung
oder bei Immunsuppression nach einer Transplantation der Fall ist, kann es zur Entwicklung

von malignen Erkrankungen kommen (Brinkmann und Schulz, 2006).

Aufgrund seiner édtiologischen Assoziation mit verschiedenen humanen malignen
Erkrankungen wurde EBV als karzinogenes Virus (Gruppe 1, WHO International Agency for
Research on Cancer) eingestuft. Es existieren verschiedene EBV-assoziierte B-Zell-
Lymphome. Zu ihnen zdhlen das Burkitt-Lymphom, das Hodgkin-Lymphom sowie
lymphoproliferative Erkrankungen in immunsupprimierten Patienten. Das Burkitt-Lymphom
stellt in Aquatorialafrika und Neuguinea die hiufigste Krebserkrankung bei Kindern dar.
Neben dieser endemischen Form gibt es auch eine sporadische Form, die weltweit bei
Erwachsenen beobachtet wird. Alle Burkitt-Lymphome weisen charakteristische
Chromosomentranslokationen auf. Bei der endemischen Form sind 95% der transformierten

Zellen EBV-positiv, bei der sporadischen Form sind es ca. 20%. Neben den B-Zell-
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Erkrankungen ist EBV auch mit malignen Erkrankungen anderer Zelltypen assoziiert. Zu
thnen zdhlt das T-Zell Non-Hodgkin-Lymphom sowie das Nasopharynxkarzinom, das
epithelialen Ursprungs ist. Hierbei handelt es sich um eine Krankheit, die vor allem in China
sowie Siidostasien weit verbreitet ist (Ubersichtsartikel: Niedobitek et al., 2001; Young und

Rickinson, 2004).

EBV kann B-Lymphozyten auch in vitro infizieren, was zur Transformation der B-Zellen und
zur Etablierung lymphoblastoider Zelllinien, so genannter LCLs (lymphoblastoid cell lines)
filhrt. In LCLs wird eine begrenzte Anzahl von viralen Proteinen, die so genannten latenten
Proteine, exprimiert. Zu diesen Proteinen gehoren die EBV-nukledren Antigene EBNAL, 2,
3A, 3B, 3C und -LP sowie die Latenten Membranproteine LMP1, 2A und 2B. AuBlerdem
werden die beiden kleinen nicht codierenden RNA-Molekiile EBER1 und 2 codiert. Fiir die
Transformation von B-Zellen durch das Virus sind EBNAL, 2, 3A, 3C sowie LMP1 essentiell
(Young et al., 2000; Young und Rickinson, 2004).

1.2 Das Latente Membranprotein 1 (LMP1)

Bei dem Latenten Membranprotein 1 (LMP1) handelt es sich um das primidre Onkogen des
EBV. Mit Hilfe von rekombinantem EBV konnte gezeigt werden, dass LMP1 bei der
Immortalisierung von B-Lymphozyten eine essentielle Rolle spielt (Kaye et al., 1993; Kilger
et al., 1998). LMP1 hat zudem als einziges EBV-Protein das Potential, Nagerfibroblasten in
vitro zu transformieren (Wang et al., 1985). Die ektopische Expression von LMP1 in B-Zellen
bzw. Hautzellen transgener Maiuse fiihrt zur Entwicklung von B-Zelllymphomen bzw.

epithelialer Hyperplasie (Kulwichit et al., 1998; Stevenson et al., 2005; Wilson et al., 1990).

Die Expression von LMP1 hat sowohl mitogene als auch antiapoptotische und antiseneszente
Wirkung, was dieses Protein zu einem potenten Onkogen macht. LMP1 aktiviert die
Expression mitogener Transkriptionsfaktoren wie c-myc und Mitglieder der Jun/AP-1-Familie
(Dirmeier et al., 2005). Uber eine Aktivierung der p38 MAP-Kinase kommt es zur Induktion
der IL-6, IL-8 und IL-10 Produktion durch LMP1 (Eliopoulos et al., 1999b; Vockerodt et al.,
2001). Es konnte auch gezeigt werden, dass die Signaltransduktion von LMPI1 in
transformierten B-Zellen fiir den Ubergang von der Go/G,-Phase zur S-Phase notwendig ist
(Dirmeier et al., 2005; Everly et al., 2004; Kilger et al., 1998). Seine antiapoptotische
Wirkung erreicht LMP1 durch die Aktivierung des NF-«xB Signalweges. So fiihrt die
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Expression von LMP1 zu einer Hochregulierung der Expression antiapoptotischer Proteine
wie Bcl-2, Mcl-1, Bfl-1, A20 und cIAPs (Eliopoulos und Young, 2001). Zusitzlich konnte
auch eine Herunterregulierung der Expression des proapoptotischen Proteins Bax gezeigt
werden (Grimm et al., 2005). Seine antiseneszente Wirkung liegt z.B. in der Inhibierung der
pl6INK4a Expression (Yang et al., 2000). Weiter konnte gezeigt werden, dass LMP1 die

Expression von Telomerase hochregulieren kann (Yang et al., 2004).

LMP1 wird oft mit dem zelluldren Protein CD40 verglichen. Tatséchlich ist LMP1 in der
Lage, CD40 teilweise funktionell zu ersetzen. So konnte gezeigt werden, dass die Expression
von LMP1 in CD40-defizienten Méusen zu einer Induktion der B-Zell-Differenzierung fiihrt.
Auf der molekularen Ebene sind allerdings mehr Gemeinsamkeiten mit dem TNF-Rezeptor 1

vorhanden. Hierauf soll spiter noch nédher eingegangen werden (siche Abschnitte 1.2.2, 1.3.2

und 1.4).

1.2.1 Struktur von LMP1

R
UMY

TRAF-Bindung: PxQxT 204-208

JNK/NF-xB-Aktivierung: 379-384
TRADD-Bindung: Y384

Abb. 1.1: Schematische Darstellung von LMP1

Nihere Erkldrungen: siehe Text.

LMP1 st ein Membranprotein mit 386 Aminosduren und einem scheinbaren
Molekulargewicht von 63 kDa. Es besteht aus einem kurzen cytoplasmatischen N-Terminus

(Aminosduren 1-24), sechs hydrophoben Transmembrandoménen (Aminosduren 25-186)
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sowie einem 200 Aminosduren langen cytoplasmatischen C-Terminus (187-386). In Abb. 1.1

ist LMP1 mit seinen Doménen schematisch dargestellt.

Der hydrophile N-Terminus ist arginin- und prolinreich. Er ist fiir die korrekte Lokalisierung
und Orientierung des Proteins in der Plasmamembran notwendig (Coffin et al., 2001; Izumi et
al., 1994). Uber den N-Terminus kommt es auch zu einem regulierten Abbau von LMP]I.
LMP1 wird dort ubiquitiniert und iiber einen Proteasom-abhéngigen Weg degradiert (Aviel et
al., 2000). Dies ist notwendig, da LMP1 in zu hoher Konzentration in der Zelle zytotoxisch
wirkt (Hammerschmidt et al., 1989).

Die Transmembrandoménen fiihren nach der Expression von LMPI1 zu einer spontanen
Oligomerisierung mehrerer LMP1-Molekiile in der Membran. Diese Zusammenlagerung fiihrt
zur Induktion der Signaltransduktion (Floettmann und Rowe, 1997; Gires et al., 1997). LMP1
verhilt sich wie ein konstitutiv aktives rezeptordhnliches Molekiil. Ein Ligand ist daher fiir
die Aktivierung von LMP1 nicht notwendig. Diese Eigenschaft der LMPI-
Transmembrandominen kann auf andere Rezeptormolekiile iibertragen werden. Hierbei
kommt es ebenfalls zu einer konstitutiv aktiven Signaltransduktion. Die Art der
Signaltransduktion wird durch die Signaldoméne des jeweiligen Rezeptors festgelegt
(Dudziak et al., 2003; Gires et al., 1997). Die Transmembrandoménen spielen auch eine
wichtige Rolle in der Lokalisation von LMP1 in so genannten Lipid Rafts. Hierbei handelt es
sich um Sphingolipid- und Cholesterin-reiche Membrankompartimente, die eine wichtige
Rolle in der Aktivierung verschiedener Signalwege spielen (Simons und Ikonen, 1997;
Simons und Toomre, 2000). Es wurde gezeigt, dass die ersten beiden Transmembrandoménen
fiir eine Lokalisierung von LMP1 in die Lipid Rafts ausreichend sind (Coffin et al., 2003).
FWLY35.4; konnte als hierfiir notwendiges Motiv identifiziert werden (Yasui et al., 2004).
LMP1 weist eine konstitutive Lokalisierung in Lipid Rafts auf, wobei ca. 30% des in der Zelle
vorhandenen LMPI1 dort zu finden sind (Higuchi et al.,, 2001; Kaykas et al., 2001;
Rothenberger et al., 2002). Diese Lokalisierung sowie die Rekrutierung von
Adaptermolekiilen in die Lipid Rafts sind fiir die Aktivierung verschiedener Signalwege durch
LMP1 wichtig (Ardila-Osorio et al., 2005; Kaykas et al., 2001; Lam und Sugden, 2003;
Rothenberger et al., 2002).

Der C-Terminus ist fiir die Bindung von Signaladaptermolekiilen und fiir die Induktion
verschiedener Signalwege zustéindig. Der C-Terminus besteht aus zwei Doménen, den so

genannten C-terminalen Aktivatorregionen CTAR1 (Aminosduren 194-231) und CTAR2
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(Aminosduren 332-386). Es konnte gezeigt werden, dass die CTARSs eine essentielle Rolle bei
der Transformation von B-Zellen spielen. Ein mutiertes Epstein-Barr-Virus, das nur die ersten
231 Aminosduren von LMP1 tréigt, fiihrt zwar zu einer initialen Proliferation von B-Zellen
(Kaye et al., 1999). Es kommt allerdings nicht zu einer Langzeitproliferation (Kaye et al.,
1995). Wihrend CTARI also bereits fiir eine erste Proliferation notwendig ist, spielt CTAR2
eine essentielle Rolle in der Etablierung transformierter B-Zellen (Dirmeier et al., 2003; Izumi
und Kieff, 1997). Auch Experimente mit dem Maxi-EBV System zeigen, dass LMP1 fiir eine
effiziente Transformation essentiell ist (Dirmeier et al., 2003). Im folgenden Abschnitt soll
detaillierter auf die Funktion der CTARs und auf die durch sie induzierten Signalwege

eingegangen werden.

1.2.2 Signalkomplex und Signaltransduktion von LMP1

RARAARARARRARAARARTA ATRAA
ERTEREVE LI

ﬁﬂﬁﬁﬂﬁﬂﬁﬁﬂﬁﬂﬁﬁﬂﬁﬂﬁﬁﬂﬁﬂﬁﬁﬂﬁﬂﬁﬁﬂﬁﬂﬁﬁﬁﬁﬂﬁﬁﬂ
&JKUK&U%UK&U&JMUNU@W UBU&JEU WEYRYULLY

PIP3 PIP3

PDK1 .
—

). ——
7 verschledene
s @ zellulére Effekte

<
<

. RelB @\Ill\l@@(l\I\I\I\I\Illllll\l\wlll\Ill\l\l @I\I\I\I\I\I

NF-xB AP-1 ATF-2

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der durch LMP1 induzierten Signalwege
In der Abbildung sind die wichtigsten Signalwege, die durch LMP1 aktiviert werden, dargestellt. Nihere

Erklarungen: siche Text.
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Im Laufe der letzten Jahre wurden verschiedene Signalwege aufgeklirt, die durch LMP1
aktiviert werden. Aullerdem konnte eine immer groler werdende Anzahl an
Adaptermolekiilen identifiziert werden, die fiir die Vermittlung der Signalweiterleitung von
LMPI in die Zelle verantwortlich sind. In Abb. 1.2 sind die wichtigsten Signalwege sowie die
daran beteiligten Molekiile schematisch dargestellt. Auf die Einzelheiten wird im Folgenden

eingegangen.

Bei der Familie der TRAFs (Tumornekrosefaktor-Rezeptor assoziierte Faktoren) handelt es
sich um Adapterproteine, die eine Interaktion von Membranproteinen mit zelluldren Proteinen
wie z.B. Kinasen vermitteln. Sie spielen daher eine essentielle Rolle in der Signaltransduktion
verschiedener Molekiile. Die Familie der TRAFs besteht aus sieben Mitgliedern (TRAF1 bis
7). TRAF1 bis 6 haben eine konservierte C-terminale Doméine, die fiir die Interaktion mit
Rezeptoren verantwortlich ist. Zusdtzlich wird iiber diese Domédne auch eine Homo- und
Heterodimerisierung vermittelt (Wajant et al., 2001). Bis auf TRAF1 besitzen alle Mitglieder
eine RING-Finger Domine. Es konnte gezeigt werden, dass TRAF2, 5, 6 und 7 iiber diese
RING-Finger Domine als E3 Ubiquitin-Ligasen agieren konnen (Bouwmeester et al., 2004;
Deng et al., 2000; Wajant et al., 2001; Xia und Chen, 2005). Auf TRAF7 wird im Abschnitt

1.5 noch néher eingegangen.

Mitglieder der TRAF-Familie wurden zuerst als Bindepartner von TNF-Rezeptor und CD40
identifiziert (Cheng et al., 1995; Rothe et al., 1994). 1995 wurden TRAF1 und TRAF2 als
direkte Interaktionspartner von LMP1 beschrieben (Mosialos et al., 1995). Inzwischen konnte
gezeigt werden, dass auch TRAF3 und 5 direkt an CTARI binden kdnnen (Devergne et al.,
1996; Mosialos et al., 1995). Als Bindestelle von LMP1 wurde eine Konsensussequenz
identifiziert, die auch bei CD40 fiir die TRAF-Bindung essentiell ist (Devergne et al., 1996).
Hierbei handelt es sich um ein so genanntes PxQxT-Motiv (x steht jeweils fiir eine beliebige
Aminosdure). PQQAT;04208 liegt in CTARI und vermittelt die Bindung der TRAFs. Die
genaue Rolle der einzelnen TRAFs bei der Signaltransduktion von LMP1 ist umstritten und
Gegenstand der aktuellen Forschung. Es konnte die Beteiligung eines weiteren Mitglieds
dieser Familie, nimlich TRAF6, an der Signaltransduktion von LMP1 nachgewiesen werden
(Schultheiss et al., 2001). TRAF6 spielt vor allem bei der Signaltransduktion durch CTAR2
eine essentielle Rolle. Eine direkte Bindung von TRAF6 an CTAR2 konnte bislang nicht
gezeigt werden, hier handelt es sich hochstwahrscheinlich um eine indirekte oder transiente

Interaktion (Schultheiss et al., 2001). Die direkte Bindung von TRAF6 an CDA40 erfolgt {iber
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ein QxPxExxE/F-Konsensusmotiv (Pullen et al., 1999; Pullen et al., 1998). Dieses Motiv ist
im LMP1 Molekiil nicht vorhanden. Im Gegensatz zu CTARI1 hat CTAR2 kein PxQxT-
Motiv.

Mit Hilfe von einem Yeast Two Hybrid Screen konnte das Adaptermolekiill TRADD (TNF-
receptor associated death domain protein) als direkter Bindepartner von CTAR2 identifiziert
werden (Izumi und Kieff, 1997). Wie auch die TRAFs wurde TRADD zuerst als Bindepartner
des TNF-Rezeptor 1 identifiziert (siehe 1.3.2). Im Gegensatz zum TNFR1 bindet TRADD
iiber seinen N-Terminus an LMP1 (Kieser et al., 1999). Es konnte gezeigt werden, dass
Tyr384 von LMP1 fiir diese Bindung essentiell ist (Izumi und Kieff, 1997). Eine intakte
Todesdomine hingegen ist fiir die Bindung von TRADD an LMP1 nicht essentiell. Es konnte
in vitro gezeigt werden, dass eine Mutante mit Punktmutationen in der Todesdoméne

(TRADD»96.2994) an LMP1 binden kann (Kieser et al., 1999).

Neben TRADD konnte RIP1 (Rezeptor-interagierendes Protein) als weiterer direkter
Bindepartner von CTAR?2 identifiziert werden (Izumi et al., 1999). Hierbei handelt es sich um
ein Protein mit einer Todes- sowie einer Kinasedomine. Seine Rolle in der Signaltransduktion
von LMP1 ist noch weites gehend offen. 2006 wurde in einem Yeast Two Hybrid Screen von
Wan et al. BS69 als direkter Bindepartner von LMP1 identifiziert und eine Rolle in der
Aktivierung des JNK1 Signalweges postuliert (Wan et al., 2006).

Durch die Bindung der oben vorgestellten Adaptermolekiile an CTAR1 und CTAR2 von
LMP1 kommt es zu einer Rekrutierung von zelluldren Proteinen. Dies fiihrt zur Aktivierung
von Signalwegen und schlieBlich zur Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren. Zu
thnen gehort NF-xB. Hierbei handelt es sich um eine Gruppe heterodimerer
Transkriptionsfaktoren, die aus Mitgliedern der NF-kB/Rel Familie bestehen. Mitglieder
dieser Familie sind p105/p50, p100/52, RelA, RelB und c-Rel (Bonizzi und Karin, 2004). NF-
kB wird sowohl iiber CTARI als auch itiber CTAR2 aktiviert, allerdings sind jeweils
unterschiedliche Signalwege an der Aktivierung beteiligt. Uber CTAR1 wird der alternative
(nicht-kanonische) NF-kB-Signalweg induziert (Saito et al., 2003). Welche TRAFs hieran
beteiligt sind, ist umstritten. Lange Zeit ging man von einer Beteiligung von TRAF2 aus.
Diese wurde durch Uberexpressionsexperimente sowie Versuchen mit dominant negativem
TRAF2 untersucht (Devergne et al., 1996; Kaye et al., 1996). Durch Untersuchungen in
TRAF2- sowie TRAF3-defizienten Zellen wurde eine Beteiligung von TRAF2 an der
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Induktion des NF-kB Signalweges in Frage gestellt und TRAF3 eine essentielle Rolle
zugesprochen (Xie et al., 2004). Neueste, noch unpublizierte Daten weisen jedoch wieder auf
eine Rolle von TRAF2 hin (Soni et al., 2006). TRAF3 scheint als negativer Regulator der NF-
kB Aktivierung zu fungieren (Yasui et al., 2006). Uber CTAR1 kommt es zur Aktivierung
von NIK (NF-kB induzierende Kinase). NIK phosphoryliert und aktiviert die Kinase IKKa
(I-kB-Kinase o), die wiederum p100 phosphoryliert (Luftig et al., 2004; Wu et al., 2006).
Dies fiihrt zu einer proteolytischen Spaltung von p100 in p52. p52 kann jetzt mit RelB ein
Heterodimer bilden, das in den Nukleus transloziert und die Transkription p52/RelB
abhingiger Gene aktiviert (Bonizzi und Karin, 2004).

Uber CTAR2 wird der klassische (kanonische) NF-kB Signalweg aktiviert. Eine TRADD-
Mutante, der die Todesdomine fehlt, blockiert die Aktivierung von NF-kB durch CTAR2
(Kieser et al., 1999). Dies lieferte erste Hinweise auf eine Beteiligung von TRADD an der
Aktivierung des NF-kB Signalweges. Der endgiiltige Beweis fiir eine Beteiligung von
TRADD konnte mit Hilfe von TRADD-defizienten Zellen durch Frank Schneider aus
unserem Labor erbracht werden (Schneider, 2005). Des Weiteren sind TRAF6, IRAKI,
TAKI1 und IKK (I-xB-Kinase ) an der Aktivierung beteiligt (Luftig et al., 2003; Schultheiss
et al., 2001; Wu et al., 2006). Aktiviertes IKK[ phosphoryliert den Inhibitor I-xBa, was zu
dessen Degradation fiihrt. Dadurch wird das Heterodimer p50/p65 freigesetzt und kann in den
Nukleus translozieren, wo es die Transkription NF-kB abhéngiger Gene aktiviert (Bonizzi

und Karin, 2004).

AusschlieBlich {iber CTAR2 erfolgt die Aktivierung des c-Jun N-terminalen Kinase (JNK,
SAPK) Signalwegs (Kieser et al., 1997). Die Aminosduren 379-384 sind fiir die JNK1/2
Aktivierung notwendig (Kieser et al., 1999). Es wird postuliert, dass BS69 als Adaptorprotein
dient und im JNK Signalweg die Interaktion zwischen LMP1 und TRAF6 vermittelt (Wan et
al., 2006). Die Aktivierung von JNK erfolgt dann wahrscheinlich abhéngig von TRAF3 und 6
sowie TAK1/TAB1 und SEK1 (MKK4) (Kieser et al., 1997; Uemura et al., 2006; Wan et al.,
2004; Xie et al.,, 2004). JNK wird durch Phosphorylierung durch SEKI1 aktiviert. JNK
phosphoryliert und aktiviert darauthin c-Jun. Bei c-Jun handelt es sich um einen Faktor des
dimeren Transkriptionsfaktorkomplexes AP-1. Mit Hilfe von siRNA sowie TRADD-
defizienten Zellen konnte gezeigt werden, dass TRADD an der Aktivierung von JNK1 durch
LMPI nicht beteiligt ist (Schneider, 2005; Wan et al., 2004). Lange Zeit war eine Rolle von
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TRADD bei der INK Aktivierung angenommen worden, da die TRADD-Bindedoméne und

die fiir die INK-Aktivierung notwendige Doméne iiberlappen.

Neben dem NF-«kB und dem JNK Signalweg induziert LMP1 auch noch den p38 MAP-
Kinase Signalweg (Eliopoulos et al., 1999b). TRAF6 und MKK6 wurden als beteiligte
Faktoren in diesem Signalweg nachgewiesen (Schultheiss et al., 2001). Aktiviertes MKK6
phosphoryliert die p38 MAPK, die dann wiederum den Transkriptionsfaktor ATF2
phosphoryliert und damit aktiviert. Zur vollen Aktivierung des p38 MAPK Signalweges ist
eine Kooperation von CTAR1 und CTAR2 notwendig (Schultheiss et al., 2001).

Des Weiteren konnte eine Aktivierung des PI3-K/Akt Signalwegs nachgewiesen werden
(Dawson et al., 2003). p85, die regulatorische Untereinheit der PI13-Kinase (Phosphoinositol
3-Kinase, PI3-K) wurde als Interaktionspartner von CTARI identifiziert. Die Aktivierung von
PI3-K fithrt zur Bildung von PIP; (Phosphatidyinositol-3,4,5-Triphosphat) an der
Plasmamembran. PIP; rekrutiert die Kinase Akt an die Plasmamembran, wo sie durch PDK1

phosphoryliert und aktiviert wird.

1.3 Der Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1 (TNFR1)

Wie bereits beschrieben, sind an der Signaltransduktion von LMP1 Molekiile wie TRADD
und TRAFs beteiligt, die ebenfalls bei der Signaltransduktion von Mitgliedern der TNF-
Rezeptor Familie eine essentielle Rolle spielen. Auf einen Vertreter dieser Familie, den TNF-
Rezeptor 1, soll im Folgenden nédher eingegangen werden. Das Zytokin Tumornekrosefaktor
o (TNFa) vermittelt in der Zelle ein breites Spektrum an Effekten wie
Entziindungsreaktionen, Apoptose und Nekrose. TNFo spielt als proinflammatorisches
Zytokin eine grof3e Rolle bei Regulationsvorgéngen des Immunsystems. TNFa ist aber auch
als Ausloser von Krankheitszustdnden bekannt. Wird es in sehr groBen Mengen ausgeschiittet,
kann dies zu einem septischen Schock und schlieBlich sogar zu Multiorganversagen fiihren
(Aggarwal, 2003; Mannel und Echtenacher, 2000). Die Effekte von TNFa werden durch die
beiden zelluldren Oberflichenrezeptoren Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1 und 2 (TNFRI,
TNFR2) vermittelt.
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1.3.1 Struktur von TNFR1

Ligandenbindung: 1-29

PLAD: 43-195

il
Y

213

ik
YLy

356

Todesdoméne TRADD/RIP-Bindung

441

Abb. 1.3: Schematische Darstellung des TNF-Rezptorl

Nahere Erklarungen: siche Text.

Beim TNFR1 handelt es sich um ein 55 kDa groes Transmembranprotein. Er wird in den
meisten Zelltypen konstitutiv exprimiert. In Abb. 1.3 ist der TNFR1 mit seinen einzelnen
Dominen dargestellt. Der TNFR1 besitzt eine extrazelludre Ligandenbindedoméne sowie vier
extrazellulire cysteinreiche Domidnen, die unter anderem fiir die Ligandenspezifitit
verantwortlich sind (Bodmer et al., 2002). Uber diese auch als pre-ligand-binding assembly
domains (PLAD) bezeichnete Doménen erfolgt bereits eine Trimerisierung des inaktiven
Rezeptors (Chan et al., 2000). Durch die Bindung des Proteins silencer of death domain
(SODD) wird aber eine Aktivierung des Rezeptors ohne Ligandenbindung verhindert (Jiang et
al., 1999). Bindet trimeres TNFa an den Rezeptor, kommt es =zu einer
Konformationsédnderung des bis dahin inaktiven Rezeptors. Diese fiihrt dazu, dass der
Inhibitor SODD von der Todesdoméne des Rezeptors freigesetzt wird. Dadurch werden die
Bindung verschiedener Signalmolekiille und die Aktivierung der Signaltransduktion
ermdglicht. Der TNFR1 besitzt eine intrazellulire Todesdoméne (DD, Aminosduren 356-441)

und gehort damit zur Familie der Todesdoménen-Proteine. Diese Doméne ist fiir die
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Rekrutierung von Adaptermolekiilen sowie die Aktivierung verschiedener Signalwege
verantwortlich. Im Gegensatz zum TNFR1 besitzt der 75 kDa groBe TNFR2 keine
Todesdomine. Uber ein intrazellulires PxQxT-Motiv kann er direkt TRAFs binden. Der

TNFR2 wird vor allem in Zellen des Immunsystems exprimiert (Wajant et al., 2003).

1.3.2 Signalkomplex und Signaltransduktion von TNFR1

Im Folgenden soll ein Uberblick iiber die Signaltransduktion sowie die beteiligten
Signalmolekiile gegeben werden. In Abb. 1.4 sind die wichtigsten Signalwege sowie die daran

beteiligten Molekiile schematisch dargestellt.

/ B2

B

T |
a5
twnnnnl\lu\/\l\:\l\n/\/\/\t\l\l\/\t\/\w/\ru Apoptose

NF-xB AP-1

Procaspase-8( )

«—— (Caspase-8() «——

Abb. 1.4: Schematische Darstellung der durch den TNF-Rezeptor 1 induzierten Signalwege
In der Abbildung sind die wichtigsten Signalwege, die durch TNFRI1 aktiviert werden, dargestellt. Nahere

Erklarungen: siche Text.

Uber seine eigene Todesdomine kann das Adaptermolekiil TRADD an den Rezeptor binden.

TRADD dient dann als Plattform fiir die Bindung weiterer Signalmolekiile wie TRAF1 und
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TRAF2, RIP1 sowie cIAP1/2. Es konnte gezeigt werden, dass RIP1 auch direkt an den
TNFR1 binden kann (Hsu et al., 1996a; Stanger et al., 1995; Zheng et al., 2006). Die Bindung
von RIP1 an TRADD ist allerdings stdrker, daher wurde eine Bindung von RIPI iiber
TRADD an den TNFR1 postuliert (Hsu et al., 1996a). Eine direkte Bindung von TRAF1 und
2 an den TNFR1 konnte nicht gezeigt werden, auch hier wird eine Bindung {iber TRADD
angenommen (Hsu et al., 1996b; Hsu et al., 1995; Rothe et al., 1995). Nach der Stimulierung
des Rezeptors bildet sich ein membranstdndiger Komplex aus TNFR1, TRADD, TRAF2 und
RIP, der auch als Komplex I bezeichnet wird (Micheau und Tschopp, 2003). Dieser Komplex
kann in die Lipid Rafts translozieren und dort den NF-«B Signalweg aktivieren (Legler et al.,
2003). Durch den TNFR1 kommt es zu einer Aktivierung des klassischen (kanonischen) NF-
kB Signalweges (Hsu et al., 1996b; Hsu et al., 1995). Die Aktivierung des NF-kB Signalwegs
ist abhingig von den Lipid Rafts. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass die NF-kB
Aktivierung abhéngig von RIP1, TRAF2/5 sowie von TRADD verlduft (Schneider, 2005;
Ting et al., 1996; Yeh et al., 1997). In TRAF2/5 defizienten Zellen kommt es zu einem
vollstdndigen Defekt in der Aktivierung von NF-kB durch TNFa (Tada et al., 2001). Auch
die essentielle Rolle von RIP1 konnte in RIP1-defizienten Zellen gezeigt werden (Kelliher et
al., 1998). Wahrend TRAF2 fir die Rekrutierung des IKK-Komplexes (IKKa, B, 7)
notwendig ist, ist RIP1 an der Aktivierung des Komplexes beteiligt (Devin et al., 2000). In
Mausen, die defizient fiir die einzelnen Komponenten des IKK-Komplexes sind, konnte die
Bedeutung der einzelnen IKKs fiir die Aktivierung des NF-xB Signalweges durch den
TNFR1 aufgeklédrt werden. IKKy hat eine regulatorische Funktion, wihrend IKKf die Kinase
ist, die I-xBa phosphoryliert (Li et al., 2000; Rudolph et al., 2000; Tanaka et al., 1999). IKKa
spielt in diesem Signalweg nur eine untergeordnete Rolle (Hu et al., 1999). I-xBa hélt das
inaktive p50/p65 Heterodimer durch die Maskierung der nukledren Lokalisationssequenz im
Zytoplasma zuriick. Nach der Phosphorylierung durch IKKPB wird I-kBa degradiert und
p50/p65 kann in den Nukleus translozieren, wo es die Transkription NF-kB abhéngiger Gene

induziert (Bonizzi und Karin, 2004).

Die Aktivierung des JNK1/AP-1 Signalweges durch den TNFRI ist abhéngig von TRAF2
(Lee et al., 1997; Natoli et al., 1997; Reinhard et al., 1997). In MKK7-defizienten Zellen
konnte gezeigt werden, dass MKK?7 die fiir die JNK1 Aktivierung durch TNFa essentielle
Kinase ist. MKK4 ist notwendig fiir eine optimale und anhaltende Aktivierung von JNK1
(Tournier et al., 2001). Die Frage nach der an diesem Signalweg beteiligten MAP3-Kinase

konnte noch nicht abschlieend geklirt werden. Es konnte eine Interaktion von MEKKI1 mit
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TRAF2 nachgewiesen werden (Baud et al., 1999). In MEKK defizienten Zellen konnte auch
eine Rolle dieser Kinase an der JNK1 Aktivierung durch den TNF-Rezeptor 1 nachgewiesen
werden (Xia et al., 2000; Yujiri et al., 2000). Dies scheint allerdings Zelltyp-abhingig zu sein
(Baud und Karin, 2001). Auch fiir ASK1 konnte eine Rolle in der JNK1 Aktivierung durch
den TNF-Rezeptor 1 gezeigt werden (Hoeflich et al., 1999; Nishitoh et al., 1998; Tobiume et
al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass AIP1 mit TRAF2 und ASK1 interagiert und so die
Aktivierung von JNK1 durch TNFa vermittelt (Zhang et al., 2004). Frank Schneider aus
unserer Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die Aktivierung des JINK1/AP-1 Signalweges auch
unabhingig von TRADD erfolgen kann (Schneider, 2005). Neben dem JNKI/AP-1
Signalweg kann der TNFR1 noch den p38-MAPK sowie den ERK1/2 Signalweg induzieren.

Auf diese Signalwege soll hier allerdings nicht genauer eingegangen werden.

Uber seine Todesdomiine kann der TNFR1, wie auch andere Todesrezeptoren, Apoptose
auslosen. Im Fall des TNFR1 wird dieses apoptotische Potential durch die Aktivierung des
NF-kB Signalweges moduliert. Die Induktion der Apoptose verlduft abhéngig von TRADD,
FADD und Caspase 8 (Hsu et al., 1996b; Hsu et al., 1995). Es konnte gezeigt werden, dass
FADD und Caspase 8 nicht direkt an den Rezeptor binden kénnen (Harper et al., 2003).
Stattdessen kommt es zur Ausbildung eines zytoplasmatischen Komplexes (Micheau und
Tschopp, 2003). Wihrend der NF-kB Signalweg relativ schnell, d.h. innerhalb weniger
Minuten, aktiviert wird, erfolgt die Ausbildung dieses Komplexes deutlich langsamer (nach 2-
8 h). Erst nach der Dissoziation von TRADD und TRAF2 vom Rezeptor kommt es zur
Bildung des zytoplasmatischen Komplexes. Dieser, auch als Komplex II bezeichnete
Komplex setzt sich aus TRADD, FADD, TRAF2, Pro-Caspase 8/10 und cIAPs zusammen
(Micheau und Tschopp, 2003). Die Bildung von Komplex II 16st die Aktivierung einer
Caspase-Kaskade aus, an deren Ende die Aktivierung von Caspase 3 steht. Dies fiihrt
letztendlich zur Apoptose der Zelle. Es konnte gezeigt werden, dass TNFa neben
apoptotischem Zelltod auch nicht-apoptotischen programmierten Zelltod, die so genannte
Nekrose, induzieren kann. Die Caspase 8-abhéingige Induktion der Apoptose verlauft iiber die
Molekiile TRADD und FADD. Bei der Induktion des nicht-apoptotischen Zelltodes spielt
TRADD keine Rolle. Hier sind RIP1 sowie die Bildung von Reactive Oxygen Species (ROS)
beteiligt (Zheng et al., 2006).

In Zellen, in denen neben dem TNFRI1 zusétzlich auch der TNFR2 durch TNFa stimuliert

wird, kommt es zu einer Verstirkung des apoptotischen Potentials des TNFR1 (Chan und
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Lenardo, 2000; Wajant et al., 2003; Weiss et al., 1998). Der TNFR2 kann iiber sein PxQxT-
Motiv groflere Mengen an TRAF2 rekrutieren. Dies fiihrt zu einer Verringerung der freien
TRAF2-Menge im Zytoplasma. Eine Verringerung der TRAF2-Menge kann auch iiber einen
Abbau von TRAF2 nach einer Polyubiquitinierung durch cIAP1 entstehen (Fotin-Mleczek et
al., 2002; Li et al., 2002). Beide Mechanismen haben zur Folge, dass nicht mehr geniigend
TRAF?2 fiir die Aktivierung des antiapoptotischen NF-kB Signalweges durch den TNFR1 zur
Verfiigung steht. Dies fiihrt zu einer Verschiebung des Gleichgewichts hin zu einer

Aktivierung von Caspasen und damit des apoptotischen Signalweges.

1.4 Gemeinsamkeiten und Unterschiede von LMP1 und TNFR1

TRADD
TRADD
NF-xB, JNK1, p38 MAPK NF-xB, JNK1, p38 MAPK
Transformation, Uberleben Inflammation, Apoptose, Nekrose

Abb. 1.5: Schematische Darstellung der Signalkomplexe von LMP1 und TNFR1
In der Abbildung sind die Signalkomplexe mit den beteiligten Signalmolekiilen sowie die biologischen

Phénotypen der Signaltransduktion dargestellt. Ndhere Erklarungen: siche Text.
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Vergleicht man den Aufbau der Signalkomplexe und die aktivierten Signalwege des viralen
LMP1 und des zelluliren TNFR1, fallen viele Gemeinsamkeiten, aber auch Unterschiede auf.
Wie in Abbildung 1.5 zu sehen, sind Molekiile wie TRADD, RIP1 und TRAFs am Aufbau
beider Signalkomplexe beteiligt. Auch bei den aktivierten Signalwegen gibt es deutliche
Uberschneidungen. LMP1 aktiviert unter anderem den NF-kB, den JNK1/AP-1 sowie den
p38 MAPK Signalweg (Eliopoulos et al., 1999b; Kaye et al., 1996; Kieser et al., 1997; Luftig
et al., 2003; Saito et al., 2003). Auch durch den TNFR1 kommt es zu einer Aktivierung dieser
drei Signalwege (Carpentier et al., 1998; Hsu et al., 1995; Legler et al., 2003; Natoli et al.,
1997).

Allerdings gibt es auch Unterschiede zwischen LMP1 und dem TNFRI1. Es konnte gezeigt
werden, dass RIP1 eine essentielle Rolle bei der Aktivierung des NF-kB Signalweges durch
den TNFRI1 spielt, indem es den IKK-Komplex aktiviert (Kelliher et al., 1998). Neueste
Daten zeigen auch eine Beteiligung von RIP1 an der Induktion von Nekrose durch den
TNFR1 (Zheng et al., 2006). Im Fall von LMP1 konnte zwar eine Bindung von RIP1 gezeigt
werden. Im Gegensatz zum TNFR1 ist RIP1 allerdings an der Aktivierung des NF-xB
Signalweges durch LMP1 nicht beteiligt (Izumi et al., 1999). Die Rolle von RIP1 in der
Signaltransduktion von LMP1 ist unklar.

Auch in Bezug auf die TRAFs werden Unterschiede in der Signaltransduktion von LMP1 und
TNFR1 deutlich. TRAF2 ist essentiell fiir die Aktivierung des INK1/AP-1 Signalweges durch
den TNFRI1 (Lee et al., 1997; Natoli et al., 1997). Auch bei der Aktivierung des NF-kB
Signalweges ist TRAF2 beteiligt, hier fithrt der gleichzeitige knockout von TRAF2 und
TRAFS zu einem Defekt in der Aktivierung dieses Signalweges durch den TNFR1 (Tada et
al., 2001). Wie in Abschnitt 1.2.2 beschrieben, ist die Rolle von TRAF2 in der Aktivierung
von NF-kB durch LMP1 umstritten. Bei der Aktivierung von JNK1 durch LMP1 spielt
TRAF2 keine Rolle, hier konnte gezeigt werden, dass TRAF3 und TRAF6 essentiell sind
(Kieser et al., 1999; Wan et al., 2004; Xie et al., 2004). Auch bei der Aktivierung des NF-kB
Signalweges konnte eine essentielle Rolle von TRAF6 nachgewiesen werden (Luftig et al.,

2003; Schultheiss et al., 2001).

An der Aktivierung des INK1/AP-1 Signalweges durch den TNFR1 spielen kleine G-Proteine
aus der p21 Rho-Familie eine Rolle. In HEK293 Zellen konnte eine Beteiligung von Cdc42,

welches zu dieser Familie gehort, nachgewiesen werden (Coso et al., 1995; Kieser et al.,
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1999). Mit Hilfe von Clostridium difficile Toxin B, einem Inhibitor dieser kleinen G-Proteine,
sowie mit Hilfe von dominant-negativen Mutanten konnte gezeigt werden, dass diese Proteine

in der Signaltransduktion von LMP1 keine Rolle spielen (Kieser et al., 1999).

Auch auf der Ebene des biologischen Phénotyps der Signaltransduktion unterscheiden sich
LMP1 und der TNFR1 grundlegend. Wie bereits beschrieben, gehort der TNFR1 zu der
Familie der Todesrezeptoren und ist ein Protein mit apoptotischem Potential. Im Gegensatz
dazu handelt es sich bei LMP1 um ein Protein mit transformierenden und anti-apoptotischen

Eigenschaften.

Da TRADD sowohl in der Signaltransduktion von LMP1 als auch vom TNFRI eine wichtige
Rolle spielt (sieche Abschnitt 1.2.2 bzw. 1.3.2), soll dieses Protein im Folgenden etwas niher
betrachtet werden. TRADD ist ein 34,2 kDa schweres Adapterprotein. Es besitzt eine
Todesdomine (death domain, DD) und gehort daher, wie auch der TNFR1, zur Familie der
Todesdominenproteine. Nach Uberexpression in HEK293 Zellen aktiviert TRADD den
Transkriptionsfaktor NF-kB und induziert Apoptose (Hsu et al., 1995). In Abbildung 1.6 ist

TRADD mit seinen Doméanen schematisch dargestellt.

Todesdomane
1 215 305 312
N N | TRADD
TRAF-Bindung: 1-169 NF-kB-Aktivierung,
LMP1-Bindung Apoptose: 296-299

Abb. 1.6: Schematische Darstellung von TRADD
TRADD besteht aus zwei Domédnen. Die N-terminale Doméine bindet an LMP1 und TRAF2, die C-terminale

Todesdoméne bindet an andere Todesdoménenproteine wie TNF-Rezeptor 1, FADD und RIP1.

TRADD besitzt eine C-terminale Todesdomine, die die Bindung an die Todesdominen

anderer Proteine wie den TNF-Rezeptor 1, FADD oder MADD vermittelt. Es konnte gezeigt
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werden, dass die Aminosduren 296-299, die in der Todesdomine liegen, fiir die Aktivierung
des NF-kB Signalweges und die Induktion von Apoptose essentiell sind (Park und Baichwal,
1996). Die Bindung einer TRADDj96.2994 Mutante an den TNFR1 ist stark eingeschriankt
(Park und Baichwal, 1996). Am N-Terminus besitzt TRADD eine TRAF-Bindedoméne. Es
wurde gezeigt, dass TRAF1, TRAF2 und TRAF3 an TRADD binden kénnen (Inoue et al.,
2000; Wajant et al., 1999; Wajant et al., 2001). Die Struktur der TRADD-TRAF2 Interaktion
konnte kristallographisch aufgeklart werden (Park et al., 2000). Neben Mitgliedern der
TRAF-Familie bindet TRADD {iber seinen N-Terminus auch an LMP1 (Kieser et al., 1999).

Wie in den Abschnitten 1.2.2 und 1.3.2 beschrieben, spielt TRADD sowohl in der
Signaltransduktion von LMP1 als auch vom TNFR1 eine wichtige Rolle. Beim TNFR1 dient
TRADD als Plattform fiir den Aufbau des Signalkomplexes. Frank Schneider aus unserer
Arbeitsgruppe konnte mit Hilfe von homologer Rekombination einen somatischen Knockout
von TRADD in der Burkitt-Lymphom Zelllinie DG75 durchfiihren. Mit Hilfe dieser Zellen
konnte gezeigt werden, dass TRADD fiir die Induktion des NF-kB Signalweges durch LMP1
und TNFRI1 essentiell ist. Aulerdem ist TRADD fiir die Induktion von Apoptose durch den
TNFR1 notwendig. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass TRADD bei der Aktivierung des
JNKI1 Signalwegs durch LMP1 und auch durch den TNFRI1 keine Rolle spielt (Schneider,
2005).

Die Interaktion zwischen TRADD und dem TNFR1 wird iiber die jeweiligen Todesdoménen
der beiden Proteine vermittelt. LMP1 besitzt im Gegensatz zum TNFR1 keine Todesdoméne.
Trotzdem konnte eine direkte Bindung von TRADD an LMP1 gezeigt werden (Izumi und
Kieff, 1997). Die Bindung erfolgt iiber den N-Terminus von TRADD an den C-Terminus von
LMPI1 (Kieser et al., 1999). Damit unterscheiden sich der Typ der TRADD Bindung sowie die
TRADD-Bindedominen von LMP1 und TNFR1 grundlegend.

1.5 Der TNFR assoziierte Faktor 7 (TRAF7)

Bei der TRAF-Familie handelt es sich um Adaptermolekiile, die in der Signaltransduktion
unterschiedlicher Rezeptoren und Molekiile eine essentielle Rolle spielen. In Abschnitt 1.2.2
und 1.3.2 wurde bereits ndher auf die Rolle von TRAFs in der Signaltransduktion von LMP1
und vom TNFR1 eingegangen. Urspriinglich wurden TRAF1 und 2 als Adaptermolekiile in
der Signaltransduktion des TNF-Rezeptors identifiziert (Rothe et al., 1994). Inzwischen ist
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auch eine Beteiligung von TRAFs an der Signaltransduktion von CD40, LMP1 sowie Toll-
like Rezeptoren (TLR) und IL-1 Rezeptor beschrieben worden (Cao et al., 1996; Cheng et al.,
1995; Ishida et al., 1996; Mosialos et al., 1995; Wajant et al., 2001). 2004 wurde parallel in
zwel Publikationen TRAF7 als ein neues Mitglied der bis dahin sechs Mitglieder
umfassenden TRAF-Familie beschrieben (Bouwmeester et al., 2004; Xu et al., 2004). Xu et
al. konnten TRAF7 iiber einen Sequenzvergleich in einer Datenbank identifizieren. TRAF7
besitzt eine RING-Finger sowie eine Zink-Finger Doméne, die homolog zu den
entsprechenden Dominen von TRAF2-6 sind. TRAF7 weist allerdings nicht die typische C-
terminale TRAF-Doméne auf. Bouwmeester et al. konnten TRAF7 iiber einen
systembiologischen Ansatz identifizieren. Dort konnte eine Interaktion von TRAF7 mit
MEKK3, das an der Aktivierung des NF-kB Signalweges durch TNFa beteiligt ist,

nachgewiesen werden.

1 125 160 221 287 383 670
N = TRAF7
RING Zn finger CcC WD40 Wiederholungen

Abb. 1.7: Schematische Darstellung von TRAF7

Néhere Erklarungen: siehe Text.

Bei TRAF7 handelt es sich um ein 670 Aminoséuren grof3es Protein mit einer RING-Finger
Doméne (As 125-160) und einer Zink-Finger Domine (As 221-287). Der C-Terminus besteht
aus sieben WD40 Wiederholungen (As 383-670) (Abb. 1.7). TRAF7 ist ein stark
konserviertes Protein mit 97% bzw. 92% Sequenzhomologie zu dem Protein aus Maus bzw.

Xenopus.

Es ist bekannt, dass TRAFs mit Mitgliedern der MAP3-Kinase Familie interagieren. So
konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass TRAF2 mit MEKK1/3 sowie ASKI1 interagiert
(Baud et al., 1999; Nishitoh et al., 1998; Yang et al., 2001). TRAF6 kann mit TAKI1
interagieren (Ninomiya-Tsuji et al., 1999). TRAF7 interagiert spezifisch mit MEKK3. In
HeLa Zellen konnte eine Kolokalisierung der beiden Proteine in Vesikel-dhnlichen Strukturen

gezeigt werden (Bouwmeester et al., 2004). Hierzu sind die WD40 Wiederholungen sowohl
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notwendig als auch ausreichend. TRAF7 verstarkt die Autophosphorylierung von MEKK3
sowie die Aktivierung von JNK1 und p38 durch MEKK3. Auch hierfiir sind die WD40

Wiederholungen notwendig.

Anders als die anderen TRAFs ist TRAF7 in der Lage, Caspase-abhingige Apoptose zu
induzieren. Fiir diese apoptotische Aktivitit ist die RING-Finger Domine wichtig. Allerdings
ist auch eine Mutante, in der diese Doméne deletiert wurde, in der Lage Apoptose zu
induzieren, wenn auch in abgeschwéchter Form. Die Induktion der Apoptose konnte durch

den Caspase Inhibitor crmA inhibiert werden (Xu et al., 2004).

TRAF7 zeigt sich im Immunblot als mehrere hochmolekulare Banden. Es konnte gezeigt
werden, dass TRAF7 ubiquitiniert und durch MEKK3 phosphoryliert werden kann
(Bouwmeester et al., 2004). Es konnte gezeigt werden, dass eine Mutante, bei der der C-
Terminus deletiert wurde, ebenfalls durch MEKK3 phosphoryliert wird (Bouwmeester et al.,
2004). Dies deutet auf eine Lage der Hauptphosphorylierungsstelle im N-Terminus. MEKK3
induziert auch die Ubiquitinierung von TRAF7. Zusitzlich konnte auch eine Auto-
Ubiquitinierung von TRAF7 beobachtet werden, bei der TRAF7 selber als E3-Ubiquitin-

Ligase fungieren (Bouwmeester et al., 2004). Hierzu ist die RING-Finger Doméne wichtig.

Bei MEKK3 handelt es sich um die MAP3K, die notwendig fiir die Induktion von NF-xB
durch TNFa ist. Eine Uberexpression von MEKK3 und TRAF?7 fiihrt zu einer synergistischen
Aktivierung des JNK1 sowie des NF-kB Signalweges. Eine Herunterregulierung der TRAF7-
Expression durch siRNA inhibiert die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB durch
TNFa (Bouwmeester et al., 2004). Es wurde gezeigt, dass TRAF7 Homodimere bilden kann.
Hierzu ist die Zink-Finger Doméne notwendig. Neben der Bildung von Homodimeren ist
TRAF7 auch in der Lage Heterodimere mit TRAF6 zu bilden (Yoshida et al., 2005). Eine
Beteiligung von TRAF7 an der Signaltransduktion durch den Toll-like Rezeptor 2 konnte
bereits nachgewiesen werden (Yoshida et al., 2005). Die Interaktion mit TRAF6 und die
Regulation von NF-xB und JNKI1 lief3 eine Beteiligung von TRAF7 an der Signaltransduktion
durch LMP1 mdglich erscheinen.
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1.6 Aufgabenstellung

Wie in Abschnitt 1.4 beschrieben, weisen das virale Protein LMP1 und der zelluldre TNFR1
Gemeinsamkeiten in ihrer Signaltransduktion auf. Allerdings induzieren beide Proteine
unterschiedliche biologische Phidnotypen. Wéahrend LMP1 transformierende Eigenschaften
aufweist, induziert der TNFR1 neben dem NF-kB Signalweg vor allem Apoptose und
Nekrose. TRADD ist das zentrale Adaptermolekiil im Signalkomplex des TNF-Rezeptor 1
und spielt auch in der Signaltransduktion von LMP1 eine wichtige Rolle. Die Bindung von
TRADD an LMPI bzw. an den TNFR1 wird durch zwei strukturell stark unterschiedliche
Bereiche innerhalb der Signaldoménen beider Molekiile vermittelt. Zusédtzlich ist bekannt,
dass TRADD iiber unterschiedliche Dominen an LMP1 und an den TNFRI bindet. Der
unterschiedliche Typ der Bindung von TRADD an LMPI und an TNFR1 koénnte der
Schliissel zum Verstédndnis der unterschiedlichen Phianotypen der Signaltransduktion sein. Es
ist moglich, dass die TRADD-Bindestelle selbst den Phianotyp der Signaltransduktion festlegt.

Es ist aber auch denkbar, dass dafiir der Rezeptorkontext verantwortlich ist.

Ziel dieser Doktorarbeit war es, diese Frage mit Hilfe von ,,Domain-Swapping“-Experimenten
zu beantworten. Hierzu sollten die TRADD-Bindestellen von LMP1 und TNFRI1
gegeneinander ausgetauscht werden. Dies sollte sowohl im Kontext des konstitutiv aktiven
LMPI1-TNFR1 als auch im Kontext des Wildtyp TNFR1 durchgefiihrt werden. Die so
entstandenen Chiméren sollten dann auf ihr Potential hin untersucht werden, TRADD zu
rekrutieren und Signalwege zu induzieren. Um die molekularen Grundlagen fiir die
unterschiedlichen biologischen Effekte der Signaltransduktion von LMP1 und TNFRI
aufzukldren, sollte die Beteiligung verschiedener Adapterproteine an der jeweiligen
Signaltransduktion untersucht werden. AuBerdem sollte das apoptotische Potential der
verschiedenen Proteine und Signaldoménen analysiert werden. Auf diese Weise sollte
aufgeklédrt werden, ob der Typ der TRADD-Bindestelle selbst oder der Rezeptorkontext fiir

den aus der Signaltransduktion resultierenden Phénotyp verantwortlich ist.

Ein weiteres Ziel dieser Doktorarbeit war es, eine mogliche Beteiligung von TRAF7 an der
Signaltransduktion von LMP1 zu untersuchen. Hierfiir sollte humanes TRAF7 zunéchst
kloniert und ein Expressionsvektor etabliert werden. Fiir die weitere Analyse sollten
Expressionsvektoren fiir verschiedene Deletionsmutanten von TRAF7 sowie fiir ein

Fusionsprotein aus mRFP und TRAF7 kloniert werden. Aullerdem sollte unter Verwendung
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von TRAF7-spezifischer siRNA die Beteiligung von TRAF7 an der Signaltransduktion von

LMP1 untersucht werden.



Material

2 Material

2.1 Antikorper

Primérantikorper

a-Actin (I-19); Ziege, polyklonal

a-ERK2 (D-2), Maus, monoklonal

a-Flag (M2); Maus, monoklonal

a-HA (12CA5); Maus, monoklonal

a-HA (3F10); Ratte, monoklonal

a-JNK1 (C-17); Kaninchen, polyklonal

o-LMP1 (CS 1-4); Maus, Mischung aus
vier monoklonalen Antikérpern

o-TNFR1 (H-5); Maus, monoklonal

o-TRADD; Maus, polyklonal

a-TRADD (H-278), Kaninchen, polyklonal

a-TRAF2 (C-20); Kaninchen, polyklonal

o-TRAF6

Phosphospezifische Primérantikorper

a-Phospho-JNK1
a-Phospho-IkBa
o-Phospho-Threonin
o-Phospho-Tyrosin

Sekundirantikorper

a-Maus IgG, Merettich-Peroxidase gekoppelt

a-Kaninchen IgG, Merettich-Peroxidase gekoppelt

a-Ratte IgG, Merettich-Peroxidase gekoppelt

Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Stratagene, Sigma

Roche

Roche

Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Dako

Santa Cruz Biotechnology, Inc.
BD Transduction Laboratories

Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Santa Cruz Biotechnology, Inc.

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

Cell Signaling (NEB)/ Promega
Cell Signaling (NEB)/ Promega

22



a-Maus IgG, Cy™5-gekoppelt
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Jackson ImmunoResearch

(subclasses 1, 2a, 2b, 3; Fc (gamma) Frag)

2.2 Plasmide

Plasmidbezeichnung

pRKS

pcDNA3.1

pCR2.1

pCMV-HA-LMP1

pCMV-HA-LMP1A194-386

pCMV-HA-LMP 1 PQT—HAAA

pCMV-HA-LMP1-TNFR1

pCMV-HA-LMPI1-TNFRIADD

Beschreibung

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

Expressionsvektor mit SV40-Promotor/Enhancer
(Invitrogen)

Vektor fiir die TA-Subclonierung von PCR-Produkten
(Invitrogen)

LMP1 Wildtyp (As 6-386) aus dem EBV-Stamm, B95.8
mit N-terminalem Hédmagglutinin-Epitop (HA-Epitop) in
pHEBO-Expressionsvektor; CMV-Promotor  (Arnd
Kieser)

LMP1 Mutante, bei der die zytoplasmatische
Signaldomine von LMPI1 deletiert wurde, in pHEBO
Vektor; CMV-Promotor (Arnd Kieser)

LMP1 Mutante, bei der im PxQxT Motiv der TRAF-
Interaktionsdoméne in CTAR1 die As Prozo4, Gln2o6 und
Thr2os jeweils zu Ala (AXxAxA) mutiert wurden; CMV-
Promotor (Arnd Kieser)

chiméres Fusionsprotein zwischen den
Transmembrandoméinen von B95.8-LMP1 (As 6-190)
und der zytoplasmatischen Signaldoméne (As 206-426)
des TNF-Rezeptors 1 in pHEBO Vektor mit N-
terminalem HA-Epitop; CMV-Promotor (Ferdinand
Reicheneder und Arnd Kieser) (Dudziak et al., 2003;
Schneider und Kieser, 2004)

LMP1-TNFR1 Mutante, bei der die Todesdomine
deletiert wurde in pHEBO-Expressionsvektor; CMV-
Promotor (Nicola Liefold und Arnd Kieser)



pCMV-HA-LMP1-TNFR1
ADD-CTAR?2

pCMV-HA-LMP1A371

pCMV-HA-LMP1A371-DD

pRK-TRAF2(87-501)

pcDNA3.1-TRAF6

pEGFP-C1

pRK5-myc-hTRADD

pRK5 —l’nyc—TRADDz%-zggA

pRKS5-HA-JNK1

pcDNA3.1-p35

pcDNA3-CrmA
pGST-c-Jun

kB-CONA-Luc
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LMP1-TNFR1 Mutante, bei der die Todesdoméne durch
die As 370-386 von LMP1 ersetzt wurde in pHEBO-
Expressionsvektor; CMV-Promotor (Nicola Liefold und
Arnd Kieser)

B95.8 LMPI1 ohne As 371-386 der CTAR2-Doméne in
pHEBO-Expressionsvektor; CMV-Promotor (Nicola
Liefold und Arnd Kieser)

LMP1 Mutante, bei der die As 371-386 durch die
Todesdomine des TNFR1 (As 358-455) ersetzt wurde;
CMV-Promotor (Nicola Liefold und Arnd Kieser)
dominant negative TRAF2 Mutante (As 87-501), bei der
der RING-Finger deletiert wurde (Rothe et al., 1995)
TRAF6 in Expressionsvektor pcDNA3.1 (Schultheiss et
al., 2001)

modifizierter Expressionsvektor fir EGFP (enhanced
green  fluorescence  protein) mit  Neomycin
Phosphotransferasegen (Cormack et al., 1996) (Clontech)
humanes TRADD mit N-terminalem myc-Epitop in
pRKS (Hsu et al., 1995)

TRADD Mutante, bei der die As 296-299 zu Alanin
mutiert wurden, mit N-terminalem myc-Epitop in pRKS
(Kieser et al., 1999)

c-Jun N-terminale Kinase 1 mit N-terminalem HA-
Epitop (wird nur durch 3F10 und nicht durch 12CAS
erkannt) in pRKS; CMV-Promotor (Ute Schultheiss)
Bakulovirus Protein p35 in pcDNA3.1(+)(Seshagiri und
Miller, 1997)

CrmA in pcDNA3 (Hartmut Engelmann)

GST fusioniert mit der Transaktivierungsdomdne von c-
Jun

Luziferase-Reportergenkonstrukt mit minimalem
Conalbumin Promotor und drei NF-xB Bindestellen
(Arenzana-Seisdedos et al., 1993; Floettmann und Rowe,

1997)



p1768 (3xxB-Luc)

PGK-BGal

pCMV-RL

SRD-MEKK1

pRKS5-mRFP-TRAF7

pRK5-mRFP-TRAF7(283-670)
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Luziferase-Reportergenkonstrukt mit minimalem fos
Promotor und drei NF-«xB Bindestellen (Bill Sugden,
Madison, USA)

Galaktosidase-Reportergenkonstrukt  unter  Kontrolle
eines Phosphoglyceratkinasepromotors (PGK) (Stefan
Wagener)

Renilla Luziferase unter der Kontrolle eines CMV-
Promotors (Brzozka et al., 2006) (Promega)

C-terminales 687 As langes Fragment von MKKI;
kinaseaktiv; SRo-Promotor (S.Hirai, Yokohama City
Univ., Japan)

TRAF7 mit N-terminalem mRFP in pRKS, CMV-
Promotor (Sascha Allwein und Arnd Kieser)
TRAF7-Mutante mit N-terminalem mRFP in pRKS,
CMV-Promotor (Sascha Allwein und Arnd Kieser)

Die folgenden Plasmide wurden im Rahmen dieser Doktorarbeit kloniert.

Plasmidbezeichnung

pHEBO-URA

pHEBO-TNFR1
pHEBO-TNFRIADD

pHEBO-TNFRI1-CTAR2

pRKS-TNFRI1

pRKS-TNFRIADD

pRKS5-TNFRI-CTAR2

Beschreibung

Expressionsvektor mit CMV-Promotor (Sugden et al.,
1985)

humaner TNF-Rezeptor 1 in pHEBO; CMV-Promotor
humaner TNF-Rezeptor 1, bei dem die Todesdoméne
deletiert wurde, in pHEBO; CMV-Promotor

humaner TNF-Rezeptor 1, bei dem die Todesdoméne
durch die As 370-386 von LMPI1 ersetzt wurden, in
pHEBO; CMV-Promotor

humaner TNF-Rezeptor 1 in pRKS; CMV-Promotor
humaner TNF-Rezeptor 1, bei dem die Todesdoméne
deletiert wurde, in pRKS; CMV-Promotor

humaner TNF-Rezeptor 1, bei dem die Todesdoméne
durch die As 370-386 von LMPI1 ersetzt wurden, in
pRKS; CMV-Promotor



pRKS5-Flag-TRAF7

pRKS5-HA-TRAF7

pRKS5-Flag-TRAF7(162-670)

pRK5-Flag-TRAF7(1-383)

pRK5-Flag-TRAF7(162-383)

2.3 Oligonukleotide
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humanes TRAF7 mit N-terminalem Flag-Epitop in
pRKS; CMV-Promotor/Enhancer

humanes TRAF7 mit N-terminalem HA-Epitop in pRKS;
CMV-Promotor/Enhancer

TRAF7-Mutante (162-670), bei der der RING-Finger
deletiert wurde, in pRKS; CMV-Promotor/Enhancer
TRAF7-Mutante  (1-383), bei der die WD40
Wiederholungen deletiert wurden, in pRKS5; CMV-
Promotor/Enhancer

TRAF7-Mutante (162-383), bei der der RING-Finger
und die WD40 Wiederholungen deletiert wurden, in
pRKS; CMV-Promotor/Enhancer

Die in dieser Doktorarbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion

(Miinchen) synthetisiert. Die DNA-Sequenzen sind in 5’3" Orientierung angegeben.

Primer fiir die Klonierung von pHEBO-TNFR1, pHEBO-TNFR1ADD und pHEBO-

TNFRIADD-CTAR2:

AKI171: GGG GGA GCT CGT TTA GTG AAC CGT CAG ATC TAA TAC GAC
TCA CTA TAG GGC TTA AGC CAC CAT GGG CCT CTC CAC CGT GCC
TGA C

AK172: GGT GAA GCC TGG AGT GGG ACT GAA GC

Primer fiir die Klonierung von pRKS5-TNFR1, pRKS5-TNFR1ADD und pRKS5-TNFR1ADD-

CTAR2:
JN33: GGG GGG ATC GAT ACC ATG GGC CTC TCC ACC GTG CCT GAC
IN34: CCC CCC GAA TTC CTC GAG CTA TCA CTT AAG CGT CGC GGG GTC

ATC
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JN35: CCC CCC GAA TTC CTC GAG TCA TTA GTC ATA GTA GCT TAG CTG
AAC

IN36: GGG GGG AGA TCT CTT CTT GCA CAG TGG ACC

IN37: GGG GGG CTC GAG CTA TCA TCT GAG AAG ACT GGG CGC G

Primer fiir die Klonierung von TRAF7 sowie Deletionsmutanten:

IN23: ATG AGC TCA GGC AAG AGT GCC CGC
IN24: TTA GCA AGT CCA AAC CTT CAC AGT
IN25: GGG GGG ATC GAT ACC ATG GAC TAC AAA GAC GAT GAC GAC

AAG ATG AGC TCA GGC AAG AGT GCC CGC

IN26: GGG GGG ATC GAT ACC ATG GAA TAT CCT TAT GAC GTT CCT GAC
TAT GCC ATG AGC TCA GGC AAG AGT GCC CGC

IN27: CCC CCC GAATTC CTT AAG TTA GCA AGT CCA AAC CTT CAC AG

JN31: GGG GGG ATC GAT ACC ATG GAC TAC AAA GAC GAT GAC GAC
AAG CCC GTG GAC AAC GTC AAA CTG ACC

IN32: CCC CCCGAATTC CTT AAG TTA CTG AGG GTC GTA GGA GCC TAG

Primer fur die RT-PCR zum Nachweis von TRAF7 mRNA:

TRAF7-RTfowl: GGG AAC CAG GAC ACT TAC GA
TRAF7-RTrevl: GCC CTC CAG TGT CTT CTG AC

Primer fur die RT-PCR zum Nachweis von GAPDH mRNA:

GAPDH 5°Primer: GCA CCA CCA ACT GCT TAG CACC
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GAPDH 3’Primer: GTC TGA GTG TGG CAG GGA CTC

2.4 Bakterien

E.coli DH5a F-, lacl-, recAl, endAl, hsdR17, A(lacZYA-argF), U169,
F80dlacZAM15, supE44, thi-1, gyrA96, relA1 (Hanahan, 1983)

2.5 Zelllinien

HEK?293 humane embryonale Nierenepithel Zelllinie, transformiert durch
Expression der Adenovirus TypS5 Proteine Ela und Elb
(Graham et al., 1977)

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

TNFR1/27 Maus Fibroblasten Zelllinie mit jeweils homozygoter Deletion
von TNFR1 und 2 (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt
von Prof. Minnel, Regensburg), (Schneider-Brachert et al.,
2004)

HeLa humane Zervixkarzinom Zelllinie (Scherer et al., 1953)

TRAF6™ embryonale Maus Fibroblasten Zelllinie aus TRAF6-defizienten

Maiusen (Lomaga et al., 1999)

2.6 Chemikalien, Enzyme, Gerate und Reagenzien

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle verwendeten Chemikalien und Reagenzien von

Sigma Chemie (Miinchen) oder Merck-Eurolab GmbH bezogen.
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Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

ECL-Westernblotting Reagenzien, Hybond-C-Nitrozellulosemembran fiir Westernblot,
132P-ATP (3000 Ci/mmol), GammaBind-Plus Sepharose, Glutathion-Sepharose, Monolaurat
(Tween-20), Rontgenfilme Hybond Hyperfilm fiir ECL und Autoradiographie

AppliChem, Darmstadt
Magermilchpulver (nonfat dried milk powder)

Beckman, Palo Alto, USA
Material 44, J25 Zentrifuge mit JA-10 und JA-25.50 Rotor, Coulter Particle Counter Z1
(Partikelzdhlgerit)

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Plastik-Reagenzgefille (Falcon) 15 und 50 ml, Zellkulturflaschen, 96-Loch-, 48-Loch-,
24-Loch-,6-Loch-Platten, Zellschaber, FACSCalibur

Berthold GmbH & Co, Wildbad 1
Microlumat LB96P

Biocat GmbH, Heidelberg
Caspase-Family Inhibitor (z-VAD-fmk), Cycloheximide (100 mM)

BioRad, Miinchen
Genepulser II, Elektroporationskiivetten, ,,Prestained SDS-Page Standards Low Range** und
,-Kaleidoskop* ,,Bio-Spin® Disposable Chromatography Columns* (Catalog 732-6008)

Branson, USA
Digitaler Sonifikator (Model 250-D)

Dharmacon Inc., Rockford, USA
DharmaFECT1, TRAF7-spezifische siRNA (siGENOME SMARTpool)

Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA
Bacto-Agar, Hefeextrakt, Trypton

Drol, Reichertshausen
PA-Ultrazentrifugationsrohrchen, diinnwandig, 11x60 mm; 4,4 ml

Eppendorf Geratebau, Hamburg
Kiihlzentrifuge 5415R, 1,5 ml und 2 ml Plastikreaktionsgefdf3e, BioPhotometer, Heizblock,
Thermomixer compact

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Restriktionsenzyme, Taq-Polymerase

Fuji PhotoFilm Co., Ltd. Japan
Phospholmager Fujix Bioimaging Analyser System (BAS-1000)

Genomed, Bad Oeynhausen
Maxi-Préparations-Kit fiir Plasmidprédparationen (Jetstar)
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Gibco BLR, Life Technologies, Eggenstein

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

Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, USA
Mighty Small II Gel Elektrophorese Einheit

Invitrogen Life Technologies, Paisley, UK
Lipofectamine™2000, 1 kb DNA Standard, TA-Cloning-Kit, SuperScript™III RNase H-
Reverse Transkriptase

Kendro Laboratory Products GmbH, Langenselbold
Heraeus Zentrifuge, Multifuge 3 L-R

Nunc Gmbh, Wiesbaden
Cryotubes 3 ml, Impf6sen, Plastikpetrischalen, Zellkulturflaschen, Zellkulturschalen

New-England-Biolabs, Schwalbach
Restriktionsenzyme, Vent-DNA-Polymerase, 100 bp DNA Standard

Pierce Perbio Science, Rockford, USA
Dimethylpimelimidat-2HCI (DMP), ECL Western Blotting Substrate

Progen Biotechnik GmbH, Heidelberg
OptiPrep™

Promega Corporation, Madison, USA
Dual-Luciferase® Reporter Assay System

Qiagen, Hilden
DNA-Gelextraktions Kit, PCR-Reinigungskit, RNAesy RNA Extraktionskit, QIAshredder,
PolyFect®

Roche Diagonistics GmbH, Mannheim

Adenosin-5’-triphosphat (ATP), desoxy Nucleotidtriphosphat-Mix (AINTPs) PCR Grade,
alkalische Schrimpsphosphatase, alkalische Kélberphosphatase, Complete EDTA-free
Protease Inhibitor Cocktail, humanes TNFa, Luziferin, Ribonuclease H

Roth, Karlsruhe

Roti-Block®

Stratagene, Heidelberg
Flag-Antikorper (M2)

Tropix, Massachusetts, USA
Galacton™-Plus, Emerald™-Losung

Zeiss, Oberkochen
Axiovert 200 Fluoreszenzmikroskop mit hochaufléosender Digital-Videokamera (Hamamats)
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3 Methoden

3.1 Bakterienkultur

3.1.1 Vermehrung und Aufbewahrung

Bakterien wurden entweder als Suspensionskulturen in LB-Medium oder auf LB-Agar-Platten
kultiviert. Zur Selektion Ampicillin-resistenter Bakterien wurde dem Medium Ampicillin in
einer Endkonzentration von 100 pg/ml zugesetzt. Fiir die Langzeitlagerung von Bakterien

wurden dicht gewachsene Kulturen mit 15 % Glyzerin versetzt und bei -80°C eingefroren.

LB-Medium: 1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 0,5 % NaCl
LB-Agar-Platten: 15 g Bacto-Agar ad 1 | LB-Medium

3.1.2 Herstellung und Transformation chemisch kompetenter E.coli

Die Herstellung chemisch kompetenter DHS5a erfolgte nach einem Protokoll von Hanahan
(Hanahan, 1983). Eine Bakterienkultur (100 ml) mit einer Dichte von etwa 0,6 OD wurde fiir
20 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen pelletiert (5 min, 4000 g, 4°C) und
das Pellet in 5 ml TSS-Medium resuspendiert. Nach dem Aliquotieren der Zellen wurden

diese in fliissigem N, eingefroren und anschlieend bei -80°C gelagert.

Fiir die Transformation wurden die Bakterien auf Eis aufgetaut. Je 100 ul Zellen pro Ansatz
wurden mit der DNA gemischt und anschliefend 30 min auf Eis inkubiert. Anschlieend
wurden die Zellen fiir 45 sec bei 42°C inkubiert und 1 ml LB-Medium zugegeben. Nach einer
30 miniitigen Inkubation im Schiittler bei 37°C wurden die Zellen auf Selektionsplatten

ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

TSS-Medium: 85 % LB-Medium, 10 % PEGu4g0, 5 % DMSO, 50 mM MgCl,
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3.2 Zellkultur

3.2.1 Zellkulturbedingungen

Alle Zelllinien wurden bei 37°C unter einer Atmosphire von 5 % CO: in einem Inkubator
kultiviert. Die Kulturmedium RPMI 1640 und DMEM (Dulbecco‘s modified Eagle medium)
wurden mit 10 % Kalberserum, 1 mM L-Glutamin, 50 pg/ml Streptomycin, 50 IE/ml

Penicillin sowie 1 UG/ml Amphotericin B (Fungizone) versetzt.

3.2.1.1 Adhéarente Zelllinien

Die adhirent wachsenden Zelllinien HEK293 und Mausfibroblasten (TRAF6”, TNFR1/27)
wurden in RPMI 1640 kultiviert und alle drei Tage 1:4 bis 1:10 verdiinnt. Die Zelllinie HeLa
wurde in DMEM kultiviert und alle drei Tage 1:6 verdiinnt. Zum Abldsen der Zellen wurde
eine Trypsin-EDTA-Losung verwendet, die auf die Zellen gegeben wurde. Nach einer
Inkubationszeit wurden die Zellen abgelost und auf eine neue Platte mit frischem Medium

uberfihrt.

3.2.1.2 Suspensionszelllinien

Die Suspensionszelllinien BJAB, DG75 und Jurkat wurden in RPMI 1640 kultiviert und alle

drei Tage 1:4 bis 1:10 mit frischem Medium verdiinnt.

3.2.2 Aufbewahrung von Zellen

Zur Langzeitlagerung von Zellen wurden 1x10” Zellen in 1ml Einfriermedium (Medium mit
25 % Kailberserum und 7,5 % DMSO) aufgenommen und in spezielle Cryotubes iiberfiihrt.
Das Einfrieren erfolgte bei -80°C in einem mit 2-Propanol gefiillten Einfrierbehélter, der ein
langsames und gleichméBiges Herunterkiihlen der Zellen gewéhrleistet. Zur lidngeren

Lagerung wurden die Zellen nach dem Einfrieren in fliissigen Stickstoff tiberfiihrt.

3.2.3 Transfektion von Zelllinien

3.2.3.1 Lipofektion

Alle adhdrent wachsenden Zelllinien wurden mit Hilfe von Lipiden transfiziert. Am Tag vor
der Transfektion wurden die Zellen auf 6-Loch-Platten oder, falls angegeben, auf 10 cm-

Platten ausgesit, so dass sie am Tag der Transfektion ca. 70 % konfluent waren. Fiir die
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Transfektion in 6-Loch-Platten wurde die angegebene Menge DNA in 100 ul Medium ohne
Zusitze verdiinnt und mit 2 pl Polyfect pro pg DNA, das ebenfalls in 100 ul Medium
verdiinnt wurde, gemischt. Fiir die Transfektion in 10 cm-Platten wurden 2,5 ul Polyfect pro
ug DNA sowie jeweils 200 ul Medium verwendet. Nach einer 15 miniitigen Inkubation, in
der sich der DNA-Lipid-Transfektionskomplex bildet, wurde der Transfektionsansatz auf die
Zellen gegeben und diese iiber Nacht inkubiert.

3.2.3.2 Transfektion mittels Elektroporation

Die Suspensionszelllinie BJAB wurden mittels Elektroporation transfiziert. Jeweils 3x10° bis
1x107 Zellen wurden in 250 pl Medium aufgenommen und mit 14-20 ug DNA gemischt.
Nach einer zehnminiitigen Inkubation wurden die Zellen in eine 4 mm
Elektroporationskiivette iiberfiihrt. Die Elektroporation erfolgte bei 220 Volt und 975 pF.
Sofort nach der Transfektion wurden 400 pl Kélberserum zum Transfektionsansatz gegeben
und die Zellen in 3-4 ml Medium {iberfithrt und tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Fiir die
Elektroporation der Mausfibroblastenzelllinie TNFR1/2”" wurden die Zellen mit Trypsin von
der Platte abgeldst und dann wie oben beschrieben weiter verfahren. Pro Transfektionsansatz
wurden 1x10” Zellen verwendet. Die Elektroporation erfolgte wie angegeben bei 240V oder
250 V und 975 pF. Nach der Elektroporation wurden die Zellen auf 10 cm Zellkulturplatten
ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.2.3.3 Transfektion von siRNA Oligonukleotiden

Am Tag vor der Transfektion wurden die Zellen auf 24-Loch oder 6-Loch Platten ausgesét, so
dass sie am Tag der Transfektion etwa 70 % konfluent waren. Zellen, die an mehreren Tagen
hintereinander transfeziert wurden, wurden so ausgesdt, dass sie am Tag der ersten
Transfektion etwa 30% konfluent waren. Die Transfektion erfolgte nach den Angaben des
Herstellers (Dharmacon, Inc.). Die entsprechende Menge der siRNA-Oligos (100 nM
Endkonzentration) und des Transfektionsreagenz DharmaFECT1 wurde jeweils in Medium
ohne Zusitze verdiinnt. Pro Transfektionsansatz einer 6-Loch-Platte wurden 100 pl 2 uM
siRNA-Oligos und 4 pl DharmaFECT jeweils mit Medium auf 200 pl aufgefiillt, fiir die
Transfektion in 24-Loch-Platten wurden 25 pl 2 uM siRNA-Oligos und 1 pl DharmaFECT
verwendet. Hier betrug das Endvolumen jeweils 50 pl. Die Ansdtze mit den siRNA-Oligos
und mit DharmaFECT wurden erst getrennt fiir 5 min inkubiert. AnschlieBend wurden die
beiden Ansdtze gemischt und weitere 20 min inkubiert. Die Komplexbildung wurde durch

Zugabe von Medium mit 10 % FKS ohne sonstige Zusétze abgestoppt (1,6 ml fiir 6-Loch-
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Platten bzw. 400 pl fiir 24-Loch-Platten). Die Zellen wurden einmal mit Medium mit 10 %
FKS ohne sonstige Zusétze gewaschen. Dann wurde der Transfektionsansatz auf die Zellen

gegeben und diese fiir die angegebene Zeit inkubiert.

3.2.4 Durchflusszytometrie (FACS) zur Bestimmung von

Proteinexpression auf der Zelloberflache

Transient transfizierte Zellen wurden mit Versen von der Platte abgeldst und einmal in FACS-
Puffer gewaschen. Danach wurden die Zellen in 50 ul FACS-Puffer aufgenommen und nach
Zugabe von 1,5 pul (200 pg/ml) des Primdrantikérpers bzw. des Isotyp-Kontrollantikorpers fiir
30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal gewaschen, in 50 pl
Puffer aufgenommen und nach Zugabe von 1 pul Sekundérantikorper (Cy5-gekoppelt) 30 min
im Dunklen und auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut gewaschen und dann im
FACSCalibur (Becton Dickinson) durchflusszytometrisch analysiert. Bei den transienten
Transfektionen wurde jeweils ein GFP-Expressionsvektor co-transfiziert, um nur die
transfizierten Zellen untersuchen zu kénnen. Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem

Analyseprogramm Cellquest Pro™ (BD Biosciences Pharmingen).

FACS-Puffer: PBS, 3 % fotales Kélberserum (FKS)

3.2.5 Zelltod-Analyse

Die Analyse von Zelltod in BJAB-Zellen nach transienter Transfektion wurde wie
beschrieben durchgefiihrt (Schneider und Kieser, 2004). 3x10° Zellen wurden mit den
angegebenen Expressionsplasmiden sowie pEGFP-C1 cotransfiziert. 24 h nach der
Transfektion wurden die Zellen gewaschen und mit Propidiumiodid (PI) gefédrbt. Die Analyse
der Zellen erfolgte mittels Durchflusszytometrie in einem FACSCalibur (Becton Dickinson).
Die Auswertung der Daten wurde mit dem Analyseprogramm Cellquest Pro™ (BD

Biosciences Pharmingen) durchgefiihrt.
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3.3 DNA-Arbeitstechniken

3.3.1 Plasmid-Schnellaufreinigung

Die Plasmid-Schnellaufreinigung im Mini-Mafstab erfolgte in Anlehnung an ein Protokoll
von Holmes (Holmes und Quigley, 1981). 1,5 ml einer UN-Kultur wurde abzentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und das Pellet in 350 pl M-Sted-Puffer geldst. AnschlieBend wurden
25 pl Lysozym (10 mg/ml) zugegeben und die Proben sofort fiir 1 min auf 100°C erhitzt.
Danach wurden die Ansitze fiir 15 min bei 13200 g abzentrifugiert. Aus dem Uberstand
wurde anschlieBend die Plasmid-DNA durch Zugabe von 280 pl Isopropanol und einen
Zentrifugationsschritt (20 min, 13200 g, 4°C) gefillt und in 25 pl TE-Puffer mit RNAse (25

pg/ml) aufgenommen.

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

TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), | mM EDTA (pH 8,0)

3.3.2 Préaparative Plasmidaufreinigung

Die préparative Plasmidaufreinigung im Maxi-MaBstab erfolgte mit Hilfe spezieller Sdulen

nach den Angaben des Herstellers (Genomed, Qiagen).

3.3.3 Sonstige DNA-Arbeitstechniken

Die Durchfiihrung gingiger DNA-Arbeitstechniken, wie z.B. Verdau durch
Restriktionsenzyme, Auftrennung von DNA-Fragmenten mit Hilfe von Agarosegelen,
Aufreinigung von DNA-Fragmenten, Phenolextraktion, Ethanolprézipitation,
Konzentrationsbestimmung im Spektralphotometer, Dephosphorylierung und
Phosphorylierung von DNA-Enden mit alkalischer Phosphatase bzw. Polynukleotidkinase,
Ligierung freier DNA-Enden, etc. erfolgte in Anlehnung an Standardprotokolle (Sambrook
und Russell, 2001).
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3.4 RNA-Arbeitstechniken

3.4.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen

Fiir die Isolierung von RNA aus Zellen wurde der ,,RNeasy Mini Kit* (Qiagen) nach den

Angaben des Herstellers verwendet.

3.4.2 Reverse Transkription und RT-PCR

Fiir die reverse Transkription von mRNA in ¢cDNA wurde die SuperScript'™ II Reverse
Transkriptase von Invitrogen nach den Angaben des Herstellers verwendet. Es wurden jeweils
5-10 pl Gesamt-RNA verwendet. Um nur mRNA in DNA umzuschreiben, wurden Oligo
(dT)12-13 Primer verwendet. Von der auf diese Weise erhaltenen cDNA wurden 2 ul als
Matrize in die PCR-Reaktion eingesetzt. Es wurden folgender PCR-Ansatz sowie folgendes

PCR-Pogramm verwendet:

PCR-Ansatz:

Sul 10x Taqg-Puffer
3ul MgCl, (25 mM)
1 ul dNTPs (25 mM)
1 ul Primer 1
I ul Primer 2
2l cDNA

0,4 ul Taq-Polymerase

add 50 pl dd H,O

PCR-Programm:

5 min 95°C 1 Zyklus
45 sec 95°C

45 sec 58°C 25 Zyklen
1 min 72°C

10 min 72°C 1 Zyklus
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3.5 Klonierungen

3.5.1 Klonierung von pHEBO-hTNFR1, pHEBO-hTNFR1ADD und pHEBO-
hTNFR1ADD-CTAR2

Fiir die Klonierung von pHEBO-TNFR1 wurde der N-terminale Anteil des TNFR1 mittels
PCR amplifiziert. Mit diesem Fragment wurde dann der LMP1-Anteil von pCMV-HA-
LMP1-TNFRI1 ersetzt. Die Amplifizierung des N-Terminus des TNFR1 erfolgte mit Vent-
Polymerase (New England Biolabs). Als Matrize diente TR60 pAD. Der 5’-Primer AK171
enthielt eine Bindestelle fir den T7-Primer fiir die Sequenzierung, eine AflII-Schnittstelle
sowie eine Kozak-Sequenz. Aullerdem wurde iiber den Primer eine Sacl-Schnittstelle fiir die
Klonierung des PCR-Fragmentes in den Vektor eingefiigt. Uber den 3’-Primer AK172 wurde
ebenfalls eine Schnittstelle (HindIII) fiir die nachfolgende Klonierung eingefiigt. Es wurden

folgender PCR-Ansatz sowie folgendes PCR-Pogramm verwendet:

PCR-Ansatz:

10 ul 10x Thermopol Puffer
2l dNTPs (25 mM)
I ul Primer AK171 (100 pmol/ul)
I ul Primer AK172 (100 pmol/ul)

20 ng Matrize TR60 pAD
2 ul Vent-Polymerase

add 100 pl dd H,O

PCR-Programm:

5 min 95°C 1 Zyklus
1 min 95°C

1 min 58°C 33 Zyklen
1 min 72°C

10 min 72°C 1 Zyklus

Das so erhaltene PCR-Fragment wurde aufgereinigt und iiber die Sacl- sowie die HindIII-
Schnittstelle in den Vektor pPCMV-HA-LMP1-TNFR1 eingesetzt.
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Fiir die Klonierung von pHEBO-TNFR1ADD sowie pHEBO-TNFR1ADD-CTAR2 wurde ein
BamHI/HindIlI-Fragment aus pCMV-HA-LMP1-TNFRIADD bzw. pCMV-HA-LMPI-
TNFR1ADD-CTAR?2 herausgeschnitten und in pHEBO-TNFRI1 eingesetzt. Die Vektorkarten
sind im Anhang gezeigt.

3.5.2 Klonierung von pHEBO-URA

Aus dem Vektor pHEBO-TNFR1 wurde die codierende Sequenz fiir den TNF-Rezeptor mit
AfIIl und Sfil herausgeschnitten. AnschlieBend wurde die Schnittstelle mit der T4 DNA

Polymerase aufgefiillt und der Vektor durch eine ,,Blunt End*“-Ligation geschlossen.

3.5.3 Klonierung von pRK5-TNFR1, pRK5-TNFR1ADD und pRK5-TNFR1-
CTAR2

Fiir die Klonierung von pRK5-TNFR1ADD sowie pRK5-TNFR1-CTAR2 wurde jeweils der
offene Leserahmen mittels PCR amplifiziert. Als Matrize wurden pHEBO-TNFR1ADD bzw.
pHEBO-TNFR1-CTAR2 und als Primer JN33/IN34 (fir pRKS-TNFRIADD) bzw.
JN33/JN35 (pRKS5-TNFR1-CTAR2) verwendet. Es wurden folgender PCR-Ansatz sowie

folgendes PCR-Pogramm verwendet:

PCR-Ansatz:
10 pl 10x Thermopol Puffer
2ul dNTPs (25 mM)
1 ul Primer JN33 (100 pmol/pl)
1l Primer JN34 bzw. JN35 (100 pmol/ul)
50 ng Matrize
2 ul Vent-Polymerase

add 100 pl dd H,0
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PCR-Programm:

5 min 95°C 1 Zyklus
1 min 95°C

1 min 57°C 30 Zyklen
3 min 72°C

10 min 72°C 1 Zyklus

AnschlieBend wurden die PCR-Fragmente aufgereinigt und via Clal/EcoRI in den Vektor
pRKS5-Flag-TRAF1 kloniert. Fiir die Klonierung von pRKS5-TNFR1 wurde die Todesdoméne
(DD) mittels PCR amplifiziert. Als Matrize wurde pHEBO-TNFR1 und als Primer JN36
sowie JN37 verwendet. PCR-Ansatz und PCR-Programm waren so wie oben angegeben. Das
PCR-Fragment wurde aufgereinigt und iiber die Xhol- bzw. Bglll-Schnittstelle in pRKS5-
TNFR1ADD eingesetzt. Die Vektorkarten sind im Anhang gezeigt.

3.5.4 Klonierung von TRAF7 aus einer cDNA; Klonierung verschiedener
Deletionsmutanten

Der ORF von TRAF7 wurde aus einer cDNA aus HEK293 Zellen amplifiziert und in den
Vektor pCR2.1 subkloniert. Fiir die Amplifikation von TRAF7 aus HEK293 ¢cDNA wurden
die Primer JN23 und JN24 sowie der folgende PCR-Ansatz und das folgende PCR-Programm
verwendet. Die Isolierung von mRNA sowie das Umschreiben in cDNA erfolgte wie in 3.4.1

und 3.4.2 beschrieben.

PCR-Ansatz:

10 pl 10x Thermopol Puffer
2 ul dNTPs (25 mM)
1 ul Primer JN23 (100 pmol/pl)
1 ul Primer JN24 (100 pmol/pl)
2 ul cDNA

0,6 ul Vent-Polymerase

1,4 ul Tag-Polymerase

add 100 pl dd H,O



PCR-Programm:

5 min

45 sec

1 min

3 min

10 min
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95°C 1 Zyklus
95°C

55°C 30 Zyklen
72°C

72°C 1 Zyklus

Anschliefend wurde TRAF7 mittels PCR amplifiziert und tber Clal/EcoRI in den

Expressionsvektor pRKS eingesetzt. Die 5’-Primer enthielten eine Clal-Schnittstelle sowie ein

Flag-Epitop (JN25) oder ein HA-Epitop (JN26) um TRAF7 spiter im Immunblot nachweisen

zu konnen. Der 3’-Primer JN27 enthielt eine EcoRI-Schnittstelle.

PCR-Ansatz:

10 ul

2l

I ul

I ul

20 ng

1 ul

add 100 pl

PCR-Programm:

5 min

1 min

1 min

3 min

10 min

10x Thermopol Puffer

dNTPs (25 mM)

Primer JN25 bzw. JN26 (100 pmol/ul)
Primer JN27 (100 pmol/ul)

Matrize PCR2.1-TRAF7

Vent-Polymerase

dd H,O
95°C 1 Zyklus
95°C
57°C 30 Zyklen
72°C
72°C 1 Zyklus



Methoden 41

Die Deletionsmutanten TRAF7 (162-670), TRAF7 (1-383) sowie TRAF7 (162-383) wurden
auf dieselbe Weise mit folgenden Primern kloniert und enthalten alle ein N-terminales Flag-

Epitop:

TRAF7 (162-670):  IN31/JN27
TRAF7 (1-383):  JN25/JN32
TRAF7 (162-383):  IN31/JN32

Die Vektorkarten sind im Anhang gezeigt.

3.6 Protein-Arbeitstechniken

3.6.1 Immunblot-Analyse

Je nach Versuch wurden 1x10° bis 1x10” Zellen in einem entsprechenden Lysepuffer auf Eis
lysiert. Durch Zentrifugation (10 min, 13000 g, 4°C) wurden die unldslichen Zellbestandteile
abgetrennt. Je nach Versuch wurden nur der Uberstand oder auch das Pellet mit Laemmli-
Puffer versetzt und fiir 5 min auf 95°C erhitzt. AnschlieBend wurden die Proben mittels SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. Hierfiir wurden Gele mit einem 12,5 %igem
Trenngel verwendet. AnschlieBend wurden die Proteine mittels Elektrotransfers auf eine
Hybond-ECL-Nitrozellulosemembran transferiert. Um eine spétere unspezifische Bindung
des Antikdrpers an die Membran zu verhindern, wurde die Membran fiir 1 h in TBS mit 5 %
Magermilchpulver inkubiert. Bei einer Verwendung von phosphospezifischen Antikérpern
erfolgte diese Inkubation in Roti-Block®. Anschliefend wurde die Membran iiber Nacht bei
4°C mit dem entsprechenden Primédrantikorper in TBS mit 5 % Magermilchpulver (w/v) und
0,02 % Natriumazid (w/v) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Membran mit TBS mit
1 % Tween-20 (v/v) wurde sie fir 1 h bei Raumtemperatur mit einem mit
Merettichperoxidase gekoppeltem Sekundérantikdrper in TBS mit 5 % Magermilchpulver
(w/v) inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen wurde die Membran unter

Verwendung von ECL-Reagenz entwickelt.

TBS: 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl,
1 mM EDTA (pH 8,0)



Laemmli-Puffer (4x):

Sammelgel-Mix (400 ml):

12.5 % SDS-Trenngel (100 ml):

Finlegelosung fiir SDS-Gele:

SDS-Laufpuffer (1x):

Transferpuffer (10x):

Waschpuffer:

Blocklésung:
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100 mM Tris-HCI (pH 6,8), 4 % SDS (w/v), 20 %
Glyzerin, 0,2 % Bromphenolblau (w/v), 0,1 M DTT
(frisch zugeben oder Puffer nach der Zugabe bei -20°C
lagern)

307 ml H,O, 60 ml 30 % Polyacrylamid, 25 ml 2 M Tris-
HCI (pH 6,8), 4 ml 10 % (w/v) SDS, 4 ml 0,5 M EDTA

41 ml H;O, 41,6 ml 30 % Polyacrylamid, 16,6 ml 2 M
Tris-HCI (pHS,9), 666 ul 0,5 M EDTA, 530 ul APS,

50 ul TEMED

83,3 ml 2 M Tris-HCI (pH 8,9), 3,3 ml 0,5 M EDTA,
413,4 ml H,O

30 g Tris, 144 g Glyzin, 100 ml SDS (10 %); ad 1  H,O

30 g Tris-OH, 95 g Glyzin; ad 1 1 H,O

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

20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NacCl,
5 % (w/v) Magermilchpulver

3.6.2 Immunkomplex-Kinaseversuch

Die Durchfithrung erfolgte nach einem Protokoll von Kieser und wird im Folgenden kurz

beschrieben (Kieser, 2001).

Antikorper gegen das HA-Epitop (3F10) wurde an Protein G-Sepharose gebunden. Dazu

wurden 300 ul Protein G-Sepharose Kiigelchen (GammaBind®, Amersham Pharmacia)

dreimal mit TBS gewaschen, mit 1 mg gelostem 3F10 Antikorper versetzt und mit PBS mit 4
% (w/v) Saccharose und 0,02 % (w/v) auf 1,5 ml aufgefiillt. AnschlieBend wurde der Ansatz
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iiber Nacht bei 4°C auf einem Uberkopfschiittler inkubiert. Danach wurden die Kiigelchen
dreimal mit TBS/T-Lysepuffer gewaschen und dann in 500 pl PBS mit 4% (w/v) Saccharose
und 0,02% (w/v) aufgenommen. Eine Lagerung der Kiigelchen bei 4°C ist fiir mehrere
Monate moglich. Fiir Kinaseversuche in TNFR1/27 Zellen erfolgte die Immunprizipitation
mit Protein G-Sepharose Kiigelchen mit kovalent gebundenem 3F10 Antikorper. Dazu wurde
der Antikorper wie oben beschrieben iiber Nacht mit den Kiigelchen inkubiert. Das daran

anschlieBende Protokoll fiir die kovalente Kopplung wird in Abschnitt 3.6.4 beschrieben.

Zellen wurden mit den zu untersuchenden Expressionsvektoren sowie mit pRK5-HA-JNK1
transfiziert. Nach 20-24 h Inkubation wurden die Zellen in 450 pl TBS/T-Lysepuffer
aufgenommen und auf Eis lysiert. Durch einen Zentrifugationsschritt (10 min, 16000 upm,
4°C) wurden alle unloslichen Zellfragmente abgetrennt. Um die Expression der transfizierten
Konstrukte im Immunblot nachweisen zu kénnen, wurde ein Aliquot der klaren Zelllysate
abgenommen, mit Laemmli-Puffer versetzt und 5 min bei 95°C inkubiert. Der Rest des klaren
Zelllysats wurde tiber Nacht mit 20 pul 3F10-gekoppelten Protein G-Sepharose bei 4°C in
einem Uberkopfschiittler inkubiert. AnschlieBend wurde die Protein G-Sepharose zweimal
mit Lysepuffer und zweimal mit Kinasereaktionspuffer gewaschen und das Volumen mit

Kinasereaktionspuffer auf 30 pl eingestellt.

Um die Aktivitdt der Kinase zu bestimmen, wurde anschlieBend eine in vitro Immunkomplex-
Kinasereaktion durchgefiihrt. Hierzu wurde die Kinasereaktion durch Zugabe von 10 ml
Reaktionsmix gestartet. Dieser Mix enthielt pro Ansatz 2 pg Substrat (GST-c-Jun) sowie 10
uCi y-*P-ATP (3000 Ci/mmol). Die Kinasereaktion wurde fiir 30 min bei 28°C durchgefiihrt.
Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch Zugabe von 15 ul 4x-Laemmli-Puffer und
anschliefendes Erhitzen fiir 5 min auf 95°C. Das radioaktiv phosphorylierte Substrat wurde
dann iber ein SDS-Gel aufgetrennt, auf einen Membran transferiert und mittels
Autoradiographie nachgewiesen. Eine Quantifizierung erfolgte mit Hilfe eines Fuji Bass 1000

Phosphoimagers.
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TBS/T-Lysepuffer: 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 15 OmM NaCl, 1 mM EDTA
(pH 8,0),

Protease- und Phosphataseinhibitoren (immer frisch
dazugegeben):

1 mM PMSF; 0,5 mM B-Glyzerophosphat, 0,5 mM
Natriumorthovanadat, 0,5 mM Natriumfluorid, 0,5 mM

Natriummolybdat

Kinasereaktionspuffer: 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 10mM MgCl,, 20mM NaCl,
1 uM DTT, 2 uM ATP

3.6.3 Luziferase-Reportergenversuche

Dieser Versuch wurde dazu verwendet, eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB zu
analysieren. Hierzu wurden zwei verschiedene Systeme eingesetzt. Zellen wurden mit den zu
untersuchenden Expressionsvektoren sowie einem Reporterplasmid transfiziert. Als
Reporterplasmid diente entweder das Plasmid 3xxB-Luc oder das Reporterplasmid «B-
CONA-Luc. Das Plasmid 3xxB-Luc trigt das Luziferasegen unter der Kontrolle eines
minimalen c-fos-Promotors, der drei Bindestellen fiir den Transkriptionsfaktor NF-kB enthilt.
Das Plasmid kB-CONA-Luc trigt das Luziferasegen unter der Kontrolle eines minimalen
Conalbumin Promotors und ebenfalls drei NF-«kB Bindestellen. Als interner Standard diente
entweder das Plasmid PGK-BGal oder das Plasmid pCMV-RL. Das Plasmid PGK-BGal tragt
das B-Galaktosidasegen unter der Kontrolle eines Phosphoglyzeratkinase-Promotors. pPCMV-
RL codiert fiir das Renilla Luziferasegen unter der Kontrolle des konstitutiv aktiven CMV-

Promotors.

20-24h nach der Transfektion wurden die Zellen einmal mit kaltem PBS gewaschen und
anschliefend in 150ul Extraktionspuffer aufgenommen. Das Aufschlieen der Zellen erfolgte
durch FEinfrieren der Zellen bei -80°C fiir 30 min. AnschlieBend wurden durch einen
Zentrifugationsschritt (10 min, 16000 upm, 4°C) die unldslichen Zellbestandteile abgetrennt.
Die Messung der Luziferase- sowie der Galaktosidase-Aktivitit erfolgte mit Hilfe eines
Injektor-Luminometers. Zur Bestimmung der Luziferaseaktivitdt wurden 10 pul Lysat mit 150

pl Luziferase-Testpuffer gemischt. Die Zugabe von 50 pl Luziferin erfolgte automatisch
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durch das Luminometer. 10 sec nach der Zugabe wurde die Lichtemission gemessen. Fiir die
Messung der Galaktosidaseaktivitit wurden 5 ul Lysat mit 75 pl Galacton-Plus™-Losung
gemischt und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zugabe von 50 pl Emerald-Losung
erfolgte automatisch durch den Injektor des Luminometers. Die Auswertung der Messung

erfolgte durch das Programm EG&G Berthold Winglow.

Extraktionspuffer: 100 mM K,;HPO4 (pH 7,8), 100 mM KH,PO4, 1 mM DTT,
1 % Triton X-100

Luziferase-Testpuffer: 25 mM Glyzylglyzin (pH 7,8), 15 mM MgSO4, 5 mM ATP

Luziferin: Stocklosung: 50 mg d-Luziferin (Roche) gelost in 17,85 ml

0,5 M Tris-HCI (pH 7,5);

Endkonzentration: Stockldsung 1:10 mit H,O verdiinnt

Galacton-Plus™-Lésung: 50 pl 0,01 M MgCl,, 500 pul 1 M Naz;PO4 (pH 8,0), 50 nl
Galacton-Plus™ (Tropix) auf 4,4 ml H,O

Emerald™-Puffer: 1 ml 1 M NaOH, 500 ul Emerald™-Losung (Tropix) auf 3,5 ml
H,O

In den Versuchen, in denen das Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega)

verwendet wurde, wurde nach den Angaben des Herstellers verfahren.

3.6.4 Co-Immunpréazipitation

Pro Ansatz wurden fiinf 10 cm-Schalen HEK293 Zellen mit Hilfe von Lipofektion
transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen direkt auf der Platte in je 750 pl Puffer lysiert
und die fiinf Ansétze vereint. Durch Zentrifugation (10 min, 13000 g, 4°C) wurden die
unloslichen Zellbestanteile abgetrennt und klare Lysate hergestellt, die anschlieBend noch
iiber ein Sdulchen (Bio-Spin® Disposable Chromatography Column, Biorad) gefiltert wurden.
Die Immunprézipitation erfolgte mit 37,5 ul Protein A-Sepharose Kiigelchen, an die kovalent

der Antikorper 12CAS gegen das HA-Epitop gekoppelt war.

Die kovalente Kopplung des Antikorpers erfolgt an Protein A-Sepharose Kiigelchen mit Hilfe
von Dimethylpimelimidat (DMP). 2 mg des Antikorpers (12CAS5) wurden mit 1 ml zuvor in



Methoden 46

PBS A&quilibrierter Kiigelchen gemischt und unter Drehen fiir 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend folgten zwei Waschschritte mit je 10 ml 0,2 M Natriumborat. Danach
wurden die Kiigelchen in 10 ml 0,2 M Natriumborat aufgenommen und es erfolgte die Zugabe
von 20 mM DMP (als Pulver). Nach einem 30 miniitigen Inkubationsschritt bei
Raumtemperatur wurde die Reaktion durch zweimaliges Waschen mit 0,2 M Ethanolamin
und anschlieendes zweistiindiges Inkubieren mit 0,2 M Ethanolamin bei Raumtemperatur
abgestoppt. Nach weiterem zweimaligen Waschen und Aufnehmen in 1 ml PBS mit 0,02 %
(w/v) Natriumazid konnten die Kiigelchen fiir langere Zeit bei 4°C gelagert werden.

Fir die Immunprizipitation wurden die Proben {iiber Nacht bei 4°C auf einem
Uberkopfschiittler inkubiert. Nach zweimaligem Waschen der Kiigelchen mit Lysepuffer
wurden die Proben mit Laemmli-Puffer versetzt, 5 min bei 95°C inkubiert und anschlieSend

die Proteine mit Hilfe von Immunblot analysiert.

Lysepuffer: 50 mM HEPES pH 7,5; 0,1 % NP40; 250 mM NaCl; 5 mM EDTA;
Complete Mini Proteaseinhibitorcocktail EDTA frei (nach den Angaben
des Herstellers)

3.6.5 Isolierung Lipid Raft assoziierter Proteine

HEK293 Zellen wurden in 10 cm Schalen transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die
Zellen einmal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden pro Ansatz 4x10° Zellen in 380 pl
TNXE-Lysepuffer lysiert. Nach 30 miniitiger Inkubation auf Eis wurde das Lysat mit 520 ul
Optiprep'™ (Progen) gemischt und diese Mischung auf den Boden eines PA-
Ultrazentrifugationsrohrchens (11x60 mm) gegeben. AnschlieBend wurde das Lysat erst mit
2,5 ml 30 % Optiprep™ in TXNE-Lysepuffer und dann mit 0,6 ml TXNE-Lysepuffer
iberschichtet. Danach erfolgte ein Ultrazentrifugationschritt (160 000 g, 4 h, 4°C) in einem
SW 60 Ti Beckman Rotor. Zur Analyse wurden von oben nach unten 8 Fraktionen mit je 500
pl entnommen. Die Lipid Rafts waren als weille Flocken in der zweiten Fraktion sichtbar.
Zum Nachweis der Lipid Rafts wurde je 1 pl auf Hybond ECL-Nitrozellulosemembran
getropft und diese liber Nacht mit HRP-gekoppelter Choleratoxin Untereinheit B (Sigma)
inkubiert. Dies dient zum Nachweis des Raft-Markers GM1. Der Rest der Fraktionen wurde
jeweils mit 167 ul 4xLaemmli-Puffer versetzt und fiir 5 min bei 95°C inkubiert. Die Analyse

erfolgte mittels Immunblot.
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TXNE-Lysepuffer: 25 mM Tris-HCI (pH 7,4), 150 mM NaCl, 5 mM EDTA,
0,5 % Triton-X100,
Complete Mini Proteaseinhibitorcocktail EDTA frei (nach den

Angaben des Herstellers)
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4 Ergebnisse

4.1 ,Domain Swapping“ der TRADD-Bindestellen von LMP1 und
TNFR1

TRADD ist ein zentrales Adaptermolekiil in der Signaltransduktion des TNFRI und von
LMP1. Wie in der Einleitung beschrieben, haben LMP1 und der TNFRI noch weitere
Gemeinsamkeiten. Bei beiden Molekiilen spielen Proteine wie Mitglieder der TRAF-Familie
und RIP1 eine Rolle in der Signaltransduktion. Zudem aktivieren beide Molekiile den NF-xB
Signalweg, den JNK1/AP-1 Signalweg sowie den p38 MAPK Signalweg. Betrachtet man
allerdings die biologischen Effekte der Signaltransduktion, zeigen sich gravierende
Unterschiede. Widhrend das virale LMP1 transformierende und sogar antiapoptotische
Eigenschaften besitzt, induziert der TNFR1 nach Stimulierung in bestimmten Situationen

neben dem NF-«B Signalweg auch Apoptose und Nekrose.

Die unterschiedliche Art der Bindung von TRADD an LMP1 bzw. an den TNFRI1 diente als
erster Anhaltspunkt fiir eine Analyse der Griinde fiir den unterschiedlichen Phénotyp der
Signaltransduktion im Rahmen dieser Doktorarbeit. Um aufzukldren, ob die TRADD-
Bindestelle selbst oder der Rezeptorkontext fiir den Phénotyp der Signaltransduktion
verantwortlich ist, wurden in Zusammenarbeit mit Nicola Liefold (Liefold, 2003) die beiden
TRADD-Bindestellen von LMP1 und dem TNFRI1 in einem ,,Domain-Swapping“-Experiment
ausgetauscht. Im Fall des TNFR1 konnte bereits die Todesdomine als TRADD-Bindestelle
identifiziert werden, im Fall von LMP1 war die genaue Domine, die fiir eine TRADD-
Bindung ausreichend ist, nicht bekannt (Hsu et al., 1995). Es konnte gezeigt werden, dass
TRADD an den C-Terminus von LMPI1 bindet (Kieser et al., 1999). Tyr384 ist fiir die
Bindung von TRADD an LMP1 essentiell. AuBBerdem ist Tyr384 auch notwendig fiir die
Aktivierung des JNK1 Signalwegs sowie des klassischen IKK/NF-xB Signalwegs (Izumi und
Kieff, 1997; Kieser et al., 1999; Saito et al., 2003). Es konnte bereits gezeigt werden, dass die
Aminosduren 378-386 fiir die Aktivierung des JNK1 Signalwegs notwendig sind (Eliopoulos
et al., 1999a; Kieser et al., 1999). Aullerdem ist bekannt, dass die Aminosduren 379-384 fiir
die TRADD-abhéngige Aktivierung des NF-kB Signalwegs notwendig sind (Floettmann und
Rowe, 1997). Fiir das ,,Domain Swapping“-Experiment wurde dieser Bereich auf die

Aminoséuren 370-386, d.h. die C-terminalen 17 Aminosiuren, ausgeweitet.
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Abb. 4.1: ,,Domain Swapping“ im LMP1-TNFR1 Kontext

CTAR? beinhaltet die TRADD-Bindedoméne von LMP1; es wurden die Aminoséuren 370-386 als putative
TRADD-Bindedoméne ausgewihlt. Die Todesdomidne von HA-LMP1-TNFR1 umfasst die TRADD-
Bindedoméne. Die Todesdoméine und die Aminosduren 370-386 von CTAR2, und damit die beiden TRADD-
Bindedoménen, wurden ausgetauscht. Die so entstandenen Konstrukte werden als HA-LMP1-DD sowie HA-
LMPI-TNFRI1-CTAR?2 bezeichnet. Als Negativkontrollen wurden die beiden Konstrukte HA-LMP1A371 und
HA-LMPI1-TNFR1ADD kloniert. Alle Konstrukte tragen ein Hidmagglutinin-Epitop, das an den N-Terminus

fusioniert wurde.
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Die potentielle TRADD-Bindestelle von LMP1 wurde auf LMP1-TNFRI1 transferiert, indem
die Todesdoméne ersetzt wurde. Bet LMP1-TNFR1 handelt es sich um eine Chimére aus der
Transmembrandoméne von LMP1 und der Signaldoméne des TNFR1, die konstitutiv aktiv
und TNFo-unabhéngig TNF-Rezeptor 1 Signaltransduktion induziert. Die Aktivierung der
Signaltransduktion erfolgt iliber die Autoaggregation der LMPI-Transmembrandoménen.
Durch den zytosolischen Teil des TNFR1 wird die Art der Signaltransduktion festgelegt
(Dudziak et al., 2003; Schneider und Kieser, 2004). Im Gegenzug wurde die Todesdoméne
des TNFR1 auf LMP1 iibertragen und ersetzt dort die C-terminalen 16 Aminosduren. In
Abbildung 4.1 sind die so entstandenen Fusionsproteine schematisch dargestellt. Als
Negativkontrollen wurden die beiden Konstrukte LMP1-TNFR1ADD und LMP1A371
kloniert. Beiden Proteinen fehlt die TRADD-Bindestelle, daher konnen sie keine TRADD-
abhingige Signaltransduktion mehr induzieren. Die Fusionskonstrukte wurden von Nicola

Liefold (Liefold, 2003) kloniert.
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Abb. 4.2: Expression der klonierten Konstrukte in HEK293 Zellen

HEK293 Zellen wurden in 6-Loch Platten mit jeweils 2,5 ug der angegebenen Expressionsplasmide (basierend
auf pCMV-HA) sowie mit 0,5 pg des p35 Expressionsplasmids pcDNA3.1-p35 transfiziert. 24 h nach der
Transfektion wurden die Zellen in Lidmmli-Puffer aufgenommen und die Ganzzelllysate mittels Immunblot
analysiert. Der Nachweis der Konstrukte erfolgte mit dem Antikérper 12CAS (Roche), der das HA-Epitop am N-

Terminus der Konstrukte erkennt. Die entsprechenden Banden sind mit Sternchen markiert.
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Alle LMPI1- und LMP1-TNFR1-Fusionsproteine tragen zur Nachweisbarkeit der Expression
im Immunblot ein N-terminales Hadmagglutinin (HA)-Epitop. Wie in Abb. 4.2 zu sehen,
wurden alle Konstrukte nach transienter Expression in HEK293 Zellen in vergleichbaren
Mengen exprimiert. Bei LMP1-TNFR1, LMPI-TNFRI1ADD sowie LMP1-TNFR1-CTAR2
konnte das Auftreten von hochmolekularen Banden neben den Banden auf der erwarteten

Hohe beobachtet werden. Woher diese Banden kommen, konnte nicht aufgeklirt werden.

Obwohl das Konstrukt HA-LMP1-DD exprimiert wurde, war es nicht in der Lage, den
JNK1/AP-1 Signalweg zu induzieren (Liefold, 2003). Bei der Analyse des NF-«xB
Signalweges zeigte sich eine Aktivierung in derselben Groéfenordnung wie bei HA-
LMP1A371. Da der NF-xB Signalweg mit Hilfe von Reportergenversuchen analysiert wurde,
konnte hier nicht zwischen kanonischem und nicht-kanonischem NF-xB Signalweg
unterschieden werden. Wie bereits in der Einleitung beschrieben, kann LMP1 sowohl iiber
CTARI den nicht-kanonischen NF-kB Signalweg als auch iiber CTAR2 den kanonischen NF-
kB Signalweg aktivieren. Die Tatsache, dass das Konstrukt HA-LMP1A371 den NF-«xB
Signalweg genau so stark aktivieren konnte, wie das Konstrukt HA-LMP1-DD, sprach fiir
eine Aktivierung, die nicht durch die Todesdoméne, sondern durch CTARI1 vermittelt wurde.
Diese Annahme konnte durch die Verwendung eines HA-LMP1-DD Konstruktes, bei dem
zusitzlich das PQT-Motiv in CTAR1 mutiert wurde, bestétigt werden. Die Mutation des
PQT-Motivs fiihrt dazu, dass CTAR1 keine TRAFs mehr binden kann und deshalb auch keine
Signaltransduktion mehr aktivieren kann. Das entsprechendes Konstrukt mit einer mutierten
CTARI1 Doméne (HA-LMP1pgr—,aaa-DD) induzierte keine Aktivitit des NF-kB Signalweges
(Liefold, 2003; Daten nicht gezeigt). Zusdtzlich konnte gezeigt werden, dass die
Todesdomine im LMP1 Kontext keine Apoptose induzieren konnte (Liefold, 2003; Daten
nicht gezeigt). Es musste also davon ausgegangen werden, dass die Todesdoméne des TNFR1
im LMP1-Kontext nicht funktionell ist. Aus diesem Grund wurden mit LMP1-DD keine
weiteren Experimente durchgefiihrt. Im Folgenden wurde daher die LMP1-TRADD-
Bindedomidne im TNFRI1 Kontext, d.h. das Konstrukt LMPI1-TNFR1-CTAR2, néher

untersucht und charakterisiert.
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4.2 Die Aminosauren 370-386 von LMP1 umfassen die vollstandige
TRADD Bindedoméne

4.2.1 Co-Immunpréazipitation

Es konnte gezeigt werden, dass sich die Bindung von TRADD an LMPI1 von der an den
TNFR1 grundlegend unterscheidet. Im Fall des TNFR1 kommt es zu einer Todesdoménen-
Todesdominen-Interaktion mit TRADD, wie sie von vielen Mitgliedern der
Todesdomianenfamilie bekannt ist (Cleveland und Ihle, 1995; Reed, 2000). Mit Hilfe von
GST-Pulldown-Experimenten konnte die Bindung von TRADD an LMP1 aufgeklért werden.
TRADD bindet an CTAR2 von LMP1 {iber seinen N-Terminus (Kieser et al., 1999). Tyr384
von LMP1 ist fiir diese Bindung essentiell. In vivo wurde die Bindung von TRADD an LMP1

noch nicht genauer untersucht.

Bei den fiir das ,,Domain-Swapping“-Experiment ausgewéhlten Aminosduren 370-386 von
LMP1 handelt es sich um die putative TRADD-Bindedomidne. Ob diese Aminosduren
tatsdchlich ausreichend sind, um TRADD zu binden, musste zunichst experimentell
nachgewiesen werden. Mit Hilfe von Co-Immunprézipitationen sollte daher gezeigt werden,
ob die Aminosduren 370-386 von CTAR2 in der Lage sind, TRADD zu binden. Hierzu
wurden HEK293 Zellen mit Expressionsvektoren fiir HA-LMP1 oder HA-LMPI1-TNFR1-
CTAR2 sowie myc-TRADD Wildtyp transfiziert. Uber ihr HA-Epitop wurden dann HA-
LMP1 und HA-LMPI1-TNFR1-CTAR2 immunprizipitiert. Als Negativkontrolle wurde HA-
LMPI-TNFR1ADD verwendet. Dieses Konstrukt kann ebenfalls iiber sein HA-Epitop
prazipitiert werden. Mittels eines TRADD spezifischen Antikorpers wurde die Co-
Prézipitation von TRADD untersucht.

In Abb. 4.3 ist zu sehen, dass die Konstrukte HA-LMP1, HA-LMP1-TNFR1ADD und HA-
LMPI1-TNFR1-CTAR2 in vergleichbaren Mengen iiber ihr N-terminales HA-Epitop
prazipitiert wurden. AuBlerdem konnte gezeigt werden, dass TRADD sowohl zusammen mit
HA-LMP1 als auch zusammen mit HA-LMP1-TNFRI1-CTAR2 coprazipitiert wurde. Wie
erwartet konnte also eine Bindung von TRADD an HA-LMP1 nachgewiesen werden. Durch
die Bindung von TRADD an HA-LMPI1-TNFR1-CTAR2 konnten die Aminosduren 370-386
von CTAR?2 als ausreichende TRADD-Bindestelle von LMP1 identifiziert werden. CTAR2
rekrutierte sowohl im LMP1 als auch im TNFR1 Kontext eine vergleichbare Menge an

TRADD. Die 17 C-terminalen Aminosduren von CTAR2 umfassen also die komplette,
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funktionelle TRADD-Bindestelle von LMP1. Im Kontrollansatz mit HA-LMP1-TNFR1ADD
zeigt sich nur eine sehr schwache Co-prizipitation von TRADD, die im Bereich des

unspezifischen Hintergrundsignals des Leervektors liegt.
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Abb. 4.3: Aa 370-386 von LMP1 umfassen die vollstindige TRADD-Bindedoméne

Pro Ansatz wurden fiinf 10 cm-Schalen HEK293-Zellen mit folgenden DNA-Mengen transfiziert: 3,5 pg
Leervektor, pPCMV-HA-LMP1, pCMV-HA-LMP1-TNFR1 bzw. pCMV-HA-LMP1-TNFR1-CTAR?2; zusitzlich
0,5 ng pRKS-myc-TRADD sowie 1,5 ug pCDNA3.1-p35. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen, wie in
Abschnitt 3.6.4 beschrieben, lysiert. Die Immunpréizipitation wurde mit 37,5 pl Protein A Sepharose Kiigelchen,
an die kovalent der Antikdrper 12CAS gekoppelt wurde (Abschnitt 3.6.4), durchgefiihrt. Der Nachweis der
Proteine erfolgte durch Immunblot mit dem HA-spezifischen Antikérper 12CAS (Roche) bzw. einem TRADD-

spezifischen Antikdrper (BD Transduction Laboratories). Die HA-Konstrukte sind mit Sternchen markiert.

Wie bereits beschrieben, bindet TRADD mit unterschiedlichen Doménen an LMP1 bzw. an
den TNF-Rezeptor 1. Bei der Mutante TRADD,96.2994 Wurden die Aminosduren 296-299, die
in der Todesdoméne liegen, gegen Alanine ausgetauscht. Durch diese Mutation in der

Todesdomine kann keine Todesdomanen-Todesdominen-Interaktion mehr stattfinden. Es
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konnte gezeigt werden, dass TRADD,g6.2994 nur stark eingeschrinkt an den TNFR1 bindet
(Park und Baichwal, 1996). Da die Bindung von TRADD an LMPI nicht iiber die
Todesdomine vermittelt wird, sollte diese Mutation keinen Einfluss auf diese Bindung haben.
In Pull-down-Experimenten konnte bereits gezeigt werden, dass die Bindung an GST-LMP1
durch diese Mutation nicht beeintriachtigt wird (Kieser et al., 1999). Nun soll die Bindung von
TRADD>g6.2994 an LMP1 in einem Zellsystem untersucht werden. Des Weiteren sollte
untersucht werden, ob auch HA-LMP1-TNFR1-CTAR2 diese TRADD-Mutanten binden
kann. Dies wurde wiederum mittels transienter Transfektion und anschlieender
Immunprézipitation analysiert. Die Durchfiihrung des Experiments erfolgte analog zu dem

Experiment mit Wildtyp-TRADD.
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Abb. 4.4: TRADDgs.2904 bindet an Aa370-386 von LMP1

Der Versuch wurde wie in Abb. 4.3 beschrieben, mit folgenden Anderungen durchgefiihrt. Anstelle von pRKS5-
myc-TRADD wurden die Zellen mit pRKS5-myc-TRADD,g6.2994 cotransfiziert. Zum Nachweis von TRADD
wurde folgender Antikérper verwendet: Antikérper H-278 von Santa Cruz Biotechnology, Inc. Die HA-

Konstrukte sind mit Sternchen markiert.
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Bei der Analyse der TRADD-Expression im Uberstand fiel eine unspezifische Bande auf, die
in Abb. 4.3 nicht zu sehen war. Dies lag an der Verwendung unterschiedlicher Antikorper fiir
den Nachweis von TRADD in den beiden Experimenten. Wie in Abb. 4.4 zu sehen ist, wurde
TRADDj96.2994 zusammen mit LMP1 {iber das HA-Epitop co-prézipitiert. Dies bestétigt die
Daten aus den Pull-down Experimenten in vivo. Es konnte auch eine Co-Prézipitation mit
LMP1-TNFR1-CTAR2 nachgewiesen werden. Durch die Negativkontrolle LMPI-
TNFR1ADD wird die TRADD-Mutante nicht co-prézipitiert. Es konnte also gezeigt werden,
dass TRADD»96.2994 in Vivo an LMP1 und an LMP1-TNFR1-CTAR?2 bindet. Hiermit konnte
bestitigt werden, dass die Aminosduren 370-386 von CTAR2 die vollstindige TRADD-
Bindedoméne von LMP1 umfassen und dass diese Doméne auch im LMP1-TNFR1-Kontext
TRADD bindet. Weiter konnte hiermit gezeigt werden, dass der Typ der Bindung von
TRADD an LMP1-TNFR1-CTAR2 dem von TRADD an LMP1 und nicht dem von TRADD
an den TNFR1 entspricht. Bei der Interaktion zwischen TRADD und den Aminosduren 370-
386 von LMPI1 handelt es sich also um einen Bindungstyp, der sich grundlegend von der
Bindung von TRADD an Todesdoménenproteine unterscheidet. Sowohl die Bindestelle selber

als auch die Art der TRADD-Bindung sind unterschiedlich.

4.2.2 Rekrutierung von TRADD in Lipid Rafts

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, ist ein Teil des zelluliren LMP1 Proteins
konstitutiv in Lipid Rafts lokalisiert (Higuchi et al., 2001; Kaykas et al., 2001; Rothenberger
et al., 2002). AuBBerdem gibt es Hinweise darauf, dass LMPI1 in der Lage ist, verschiedene
Adaptermolekiile in die Lipid Rafts zu rekrutieren (Ardila-Osorio et al., 2005; Lam und
Sugden, 2003; Rothenberger et al., 2002). In Bezug auf TRADD konnte bis jetzt allerdings in
der Literatur keine Rekrutierung durch LMPI1 in die Lipid Rafts nachgewiesen werden
(Higuchi et al., 2001; Rothenberger et al., 2002; Xie und Bishop, 2004). Bei der Aktivierung
der Signaltransduktion durch LMP1 spielen Lipid Rafts wahrscheinlich ebenfalls eine
wichtige Rolle (Kaykas et al., 2001; Rothenberger et al., 2002). Fiir den TNFR1 konnte
gezeigt werden, dass dieser nach Stimulierung durch TNFa in Lipid Rafts lokalisiert (Doan
et al.,, 2004; Legler et al., 2003). Diese Lokalisierung spielt eine wichtige Rolle in der
Aktivierung von TNFR1 Signalwegen (Doan et al., 2004; Legler et al., 2003). Der Einfluss
der Lipid Rafts auf die Induktion von Signalwegen ist zelltypabhidngig (Muppidi et al., 2004).
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Durch Cinthia Brisefio aus unserer Arbeitsgruppe konnte allerdings, im Gegensatz zu den
veroffentlichten Daten, gezeigt werden, dass es durch die Expression von LMP1 zu einer
Rekrutierung von TRADD in die Lipid Rafts kommt (Brisefio Franke, 2006). Daher stellte
sich nun die Frage, ob die Aminosduren 370-386 von LMP1 nicht nur ausreichend fiir die
Bindung von TRADD sind, sondern auch fiir eine Raft-Lokalisierung von TRADD. In
Zusammenarbeit mit Cinthia Brisefio sollte untersucht werden, ob die Aminosiduren 370-386

von CTAR2 im LMP1-TNFR1 Kontext in der Lage sind, TRADD in die Lipid Rafts zu

rekrutieren.
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Abb. 4.5: Die Aminosauren 370-386 von CTAR2 vermitteln die TRADD Rekrutierung in Lipid Rafts
HEK?293 Zellen wurden in 10 cm Schalen mit 3,5 pug der angegebenen Expressionsvektoren (pbCMV-HA-LMPI1,
pCMV-HA-LMP1-TNFR1, pCMV-HA-LMP1-TNFR1ADD, pCMV-HA-LMP1-TNFR1-CTAR2) sowie 0,5 pg
pRKS5-TRADD und 0,5 pg pcDNA3.1-p35 cotransfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden Lipid Rafts isoliert
(siehe 3.6.5) und mit Hilfe von Immunblot analysiert. Lipid Rafts konnten in Fraktion 2 durch den Nachweis von
GM1 mittels HRP-gekoppelter Cholera-Toxin Untereinheit B im Dot Blot nachgewiesen werden. Der Nachweis
der LMP1-Konstrukte erfolgte mit dem a-HA-Antikdrper 12CAS, der Nachweis von TRADD mit dem TRADD-
spezifischen Antikdrper H-278 (Santa Cruz Biotechnology, Inc).

Hierzu wurden HEK293 Zellen mit Expressionsvektoren fiir die HA-LMP1- und HA-LMP1-
TNFR1-Konstrukte transfiziert. Zusédtzlich wurden die Zellen noch mit einem TRADD-
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Expressionsplasmid transfiziert, da endogenes TRADD in HEK293 Zellen nur schwer
nachgewiesen werden konnte. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen in Triton-
haltigem Puffer lysiert und die Lipid Rafts mit Hilfe von Gradienten-Ultrazentrifugation
isoliert (sieche Abschnitt 3.6.5). Nach der Zentrifugation wurden acht Fraktionen
abgenommen, die Lipid Rafts befanden sich in Fraktion 2. In den Fraktionen 3-8 befanden

sich zytosolische und andere Proteine, die nicht mit den Lipid Rafts assoziiert sind.

In Abb. 4.5 ist zu schen, dass HA-LMP1 und HA-LMPI-TNFR1 in den Lipid Rafts
lokalisiert waren. Zusétzlich war eine Verteilung tiber die Nicht-Raft-Fraktionen (Fraktion 3-
8) zu beobachten. HA-LMP1-TNFRIADD und HA-LMPI1-TNFR1-CTAR2 zeigten eine
vergleichbare Verteilung. Sie waren ebenfalls in Fraktion 2 lokalisiert, aber auch iiber die
anderen Fraktionen verteilt. Ektopisch exprimiertes TRADD konnte nur in den Fraktionen 7
und 8 nachgewiesen werden. Erst durch die Coexpression von HA-LMP1 oder HA-LMP1-
TNFR1 wurde TRADD in die Lipid Rafts rekrutiert. Auch HA-LMP1-TNFR1-CTAR2 war
in der Lage, TRADD in die Lipid Rafts zu rekrutieren. Durch Expression der
Negativkontrolle HA-LMP1-TNFRIADD wurde die Lokalisierung von TRADD in den
Fraktionen 7 und 8 nicht beeinflusst. Es konnte hiermit gezeigt werden, dass das Konstrukt
HA-LMPI-TNFR1-CTAR2 in der Lage ist, genau wie HA-LMP1 und HA-LMP1-TNFRI,
TRADD in die Lipid Rafts zu rekrutieren. Die Aminosduren 370-386 von LMP1 sind also fiir
eine Raft-Lokalisierung von TRADD ausreichend.

Durch die Rekrutierung von TRADD in die Lipid Rafts sowie die Co-Immunprizipitation
(Abschnitt 4.2.1) konnte gezeigt werden, dass die Aminosduren 370-386 von CTAR2 die
vollstindige TRADD-Bindestelle umfassen. Es handelt sich bei diesen Aminosduren um eine
eigenstindige Doméne, die auch im LMP1-TNFR1 Kontext in der Lage ist, sowohl TRADD

zu binden als auch ausreichend fiir die Rekrutierung von TRADD in die Lipid Rafts ist.
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4.3 Charakterisierung der Signaltransduktion von LMP1-TNFR1-
CTAR2

4.3.1 Aminosauren 370-386 von LMP1 sind im LMP1-TNFR1 Kontext

ausreichend fur die Aktivierung von Signalwegen

In Zusammenarbeit mit Nicola Liefold sollte nun die Induktion bestimmter Signalwege durch
LMPI-TNFR1-CTAR2 untersucht werden (Liefold, 2003). Es konnte im Rahmen dieser
Doktorarbeit gezeigt werden, dass die Aminosduren 370-386 von CTAR2 die vollstindige
TRADD-Bindedomine darstellen (siehe 4.2). Nun sollte untersucht werden, ob diese
Aminosduren auch ausreichen, die TRADD-abhdngige Signaltransduktion zu aktivieren.
Mittels einer TRADD defizienten Zelllinie wurde gezeigt, dass die Aktivierung des NF-kB
Signalweges durch CTAR2 abhingig von TRADD ist. Zusidtzlich konnte bereits gezeigt
werden, dass die Aminosiduren 379-384 fiir die Aktivierung des NF-kB Signalwegs

notwendig sind (Floettmann und Rowe, 1997).

HA-LMP1A194-386
HA-LMP1-TNFR1
HA-LMP1-TNFR1ADD
HA-LMP1-TNFR1-CTAR2
HA-LMP1pqgrsana

HA-LMP1
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Abb. 4.6: Die Aminosiduren 370-386 von CTAR2 sind ausreichend, um den NF-«B Signalweg zu

NF-xB Aktivitat (fache Induktion)

induzieren

HEK?293 Zellen wurden mit 1,5 pg der angegebenen Expressionsplasmide transfiziert. 10 ng eines NF-kB-
Luziferase Reportergenplasmides (3xkB-Luc), 50 ng eines f-Gal Reportergenplasmides sowie 0,5 pg des p35
Expressionsplasmides pcDNA3.1-p35 wurden cotransfiziert. Die Messung der NF-kB Aktivierung wurde wie in

Abschnitt 3.6.3 beschrieben durchgefiihrt. Die Werte sind Mittelwerte aus drei unabhéngigen Experimenten.
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Mit Reportergenversuchen sollte nun die Frage beantwortet werden, ob die Aminoséuren 370-
386 von CTAR2 ausreichend sind, auch im LMP1-TNFR1-Kontext den NF-kB Signalweg zu
induzieren. HEK293 wurden transient mit Expressionsplasmiden fiir die verschiedenen HA-
LMP1 und HA-LMPI1-TNFR1 Konstrukte transfiziert. Zusdtzlich wurden die Zellen mit
einem NF-kB Reportergenplasmid cotransfiziert. Zur Standardisierung diente ein B-Gal
Reportergenplasmid, das das [-Galaktosidasegen unter der Kontrolle eines

Phosphoglyzeratkinase (PGK) Promotors tréigt.

Wie in Abb. 4.6 zu sehen ist, fithrte die Uberexpression von HA-LMP1 und HA-LMP1-
TNFR1 zu einer 17- bzw. 6,9-fachen Induktion des NF-kB Signalwegs. HA-LMP1-TNFR1-
CTAR?2 induzierte ebenfalls den NF-kB Signalweg. Die Negativkontrollen HA-LMP1A194-
386 sowie HA-LMPI1-TNFRIADD konnten den Signalweg nicht induzieren. Die 5,7-fache
und damit deutlich geringere Induktion durch HA-LMP1-TNFR1-CTAR2 im Vergleich zu
HA-LMP1 erklért sich durch die Abwesenheit von CTAR1 im Konstrukt HA-LMP1-TNFR1-
CTAR2. Durch HA-LMP1 wurde der Signalweg sowohl iiber CTARI als auch iiber CTAR2
induziert. Um nur den Beitrag von CTAR2 analysieren zu koénnen, wurde das Konstrukt
Konstrukt HA-LMP1pgr—.aaa verwendet, das eine Mutation in CTARI1 trdgt und daher
Signalwege nur tiber CTAR2 aktivieren kann. Durch das Konstrukt HA-LMP1pgr—aaa kam
es zu einer 6,5-fachen Induktion, die vergleichbar mit der durch HA-LMPI1-TNFR1-CTAR2
war. Es konnte daher gezeigt werden, dass die Aminosduren 370-386 von CTAR2 im LMP1-
TNFR1 Kontext ihre volle Aktivitit besitzen. Diese Doméne stellt also nicht nur die
vollstindige TRADD-Bindedoméne dar, sondern ist auch in der Lage, TRADD-abhéngige
Signaltransduktion zu aktivieren. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Aminosduren 370-
386 von LMPI1 als eigenstindige Domidne auch im LMPI1-TNFRI1 Kontext voll
funktionsfdhig sind und den NF-xB Signalweg im Vergleich zum LMP1 Kontext in vollen

Umfang aktivieren konnen.

Es wurde gezeigt, dass die Aktivierung des JNK1/AP-1 Signalweges durch LMP1 TRADD-
unabhédngig ist (Schneider, 2005). Allerdings liegt die JNK-Aktivierungsregion von LMP1
(Aminosduren 379-384) innerhalb der auf LMP1-TNFRI1 iibertragenen Doméne (Eliopoulos
et al., 1999a). Um die volle Funktionalitit zu gewéhrleisten und um die Domédne ndher zu
charakterisieren, sollte untersucht werden, ob diese Domine auch ausreichend ist, den
JNK1/AP-1 Signalweg zu aktivieren. Die Aktivierung des Signalweges wurde mittels eines in

vitro JNK1 Immunkomplex-Kinaseversuchs untersucht. HEK293 Zellen wurden mit
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Expressionsplasmiden fiir die verschiedenen HA-LMP1 und HA-LMP1-TNFR1 Konstrukte
transfiziert. Zusitzlich wurden sie mit einem Expressionsplasmid fiir HA-JNK1 cotransfiziert.
HA-JNK1 wurde immunprézipitiert und damit dann in vitro GST-c-Jun phosphoryliert. Die
Phosphorylierung des Substrats mit **P wurde mittels Autoradiographie untersucht. Zur
Verhinderung von apoptotischen Vorgingen wurden die Zellen mit dem Caspaseinhibitor Z-
VAD-FMK behandelt sowie mit einem Expressionsplasmid fiir das antiapoptotische Protein

Bcl2 cotransfiziert.

LMP1A194-386
LMP1-TNFR1
LMP1-TNFR1A DD
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Abb. 4.7: Die Aminosauren 370-386 von CTAR?2 sind ausreichend, um den JNK1 Signalweg zu induzieren
HEK?293 Zellen wurden mit 1,5 pg der angegebenen Expressionsplasmide sowie 1 pg pRKS-HA-JNK1 und 0,5
pg pRKS-bcel2 cotransfiziert. Zusitzlich wurden die Zellen mit dem Pan-Caspase Inhibitor Z-VAD-FMK in einer
Endkonzentration von 10 uM behandelt. 24 h nach der Transfektion wurde ein in vitro-Kinaseversuch (siehe
Abschnitt 3.6.2) durchgefiihrt. In vitro phosphoryliertes GST-c-Jun wurde durch Autoradiographie
nachgewiesen. Als Transfektions- und Ladekontrolle wurde auf derselben Membran das prizipitierte HA-JNK1
mit dem JNK1-spezifischen Antikorper C-17 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) nachgewiesen.

Wie in Abb. 4.7 zu sehen, fiihrte die ektopische Expression von HA-LMP1 und HA-LMP1-
TNFR1 zu einer Phosphorylierung von GST-c-Jun durch prézipitierte HA-JNK1 in der in
vitro Kinasereaktion. Dies zeigte eine Aktivierung des JNKI1/AP-1 Signalweges. Die
Expression von HA-LMP1-TNFR1-CTAR?2 fiihrte ebenfalls zu einer Aktivierung von JNKI1.
Die Negativkontrollen HA-LMP1A194-386 sowie HA-LMPI1-TNFRIADD konnten den
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Signalweg nicht induzieren. Die Aminosduren 370-386 von CTAR2 sind also im LMP1-
TNFR1 Kontext ausreichend, um neben dem NF-kB Signalweg auch den JNKI1/AP-1
Signalweg zu aktivieren. Auch hier zeigten sich die Aminosduren 370-386 von LMP1 als
eigenstindige Domine, die ausreichend ist, um im LMP1-TNFR1 Kontext Signaltransduktion

zu aktivieren.

Die Aminosduren 370-386 von CTAR2 sind also auch im LMP1-TNFR1-Kontext in der
Lage, TRADD zu rekrutieren und Signalwege zu induzieren. Diese Ergebnisse lassen
allerdings noch keine direkten Riickschliisse dariiber zu, ob zusammen mit der TRADD
Bindedoméne von LMP1 auch die spezifischen Eigenschaften dieser Domine in Bezug auf
Signaltransduktion sowie in Bezug auf den dadurch induzierten biologischen Phénotyp mit
iibertragen werden. Dies wiirde bedeuten, dass diese Eigenschaften intrinsisch in der Doméne
festgelegt sind. Denkbar wire allerdings auch, dass kein Transfer stattfindet, sondern die
Entscheidung iiber Zelltod oder Uberleben durch den Rezeptorkontext getroffen wird. Um
diese Fragestellung zu bearbeiten, sollten im Rahmen dieser Doktorarbeit sowohl die
molekularen Charakteristika der Signaltransduktion als auch die Induktion von Apoptose

durch die Aminosduren 370-386 von LMP1 im LMP1-TNFR1 Kontext untersucht werden.

Als erstes sollte die Beteiligung bestimmter Adaptermolekiile an der Signaltransduktion von
LMP1-TNFR1-CTAR?2 analysiert werden. Mitglieder der TRAF-Familie sind sowohl an der
Signaltransduktion von LMP1 als auch vom TNFR1 beteiligt. Allerdings spielen bei der
Aktivierung der Signale jeweils unterschiedliche Mitglieder dieser Familie eine wichtige
Rolle. TRAF2 ist an der Induktion des JNK1/AP-1 Signalweges durch den TNFR1 beteiligt
(Natoli et al., 1997). Bei der Aktivierung von JNK1 durch LMP1 spielt TRAF2 hingegen
keine Rolle. TRAF6 ist fiir die Aktivierung des JNK1/AP-1 und des NF-xB Signalweges
durch LMP1 notwendig, an der Signaltransduktion des TNFRI1 ist es hingegen nicht beteiligt
(Lomaga et al., 1999; Luftig et al., 2003; Schultheiss et al., 2001; Wan et al., 2004). Daher
wurden TRAF2 und TRAF6 als Kandidaten fiir eine ndhere Untersuchung der molekularen
Charakteristika der Signaltransduktion ausgewéhlt. Damit sollte analysiert werden, ob diese
LMP1-typischen Merkmale der Signaltransduktion zusammen mit den Aminosduren 370-386

von LMP1 auf den TNFR1-Kontext libertragen werden.
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4.3.2 Die TRAF2-Unabhangigkeit der JNK1 Induktion wird zusammen mit
den Aminosauren 370-386 von LMP1 ubertragen
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Abb. 4.8: INK1 wird durch CTAR2 unabhéngig von TRAF2 induziert

HEK293 Zellen wurden mit 0,5 pg der angegebenen Expressionsplasmide sowie 1 pg pRK5-HA-JNK1 und 0,5
pg eines p35 Expressionsplasmids transfiziert. Die dominant-negative Mutante TRAF2 (87-501) wurde in den
entsprechenden Ansétzen cotransfiziert. 24 h nach der Transfektion wurde ein in vitro Immunkomplex-
Kinaseversuch (siche Abschnitt 3.6.2) durchgefiihrt. In vitro phosphoryliertes GST-c-Jun wurde durch
Autoradiographie nachgewiesen. Als Transfektions- und Ladekontrolle wurde auf derselben Membran das
prazipitierte HA-JNK1 mit dem JNKI1-spezifischen Antikorper C-17 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.)
nachgewiesen. Die Quantifizierung der GST-c-Jun-Phosphorylierung erfolgte mittels Phosphoimager. Der
Nachweis der Expression von TRAF2 (87-501) erfolgte mittels eines polyklonalen TRAF2-Antikorpers (C-20,

Santa Cruz Biotechnology, Inc.).

Wie bereits beschrieben, ist TRAF2 fiir die Aktivierung des JNK1/AP-1 Signalweges durch
den TNFRI1 notwendig, jedoch nicht fiir die durch LMP1 (Natoli et al., 1997; Xie et al.,
2004). Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde eine dominant-negative TRAF2-Mutante

(TRAF2(87-501); TRAF2dn) verwendet, um die Beteilung von TRAF2 an der
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Signaltransduktion zu untersuchen. Bei TRAF2(87-501) wurde der N-terminale RING-Finger
deletiert. Es konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression dieser Mutante die Aktivierung
des INK1/AP-1 Signalweges durch den TNFRI1 inhibiert, jedoch nicht durch LMP1 (Hsu et
al., 1996b; Kieser et al., 1999).

HEK293 Zellen wurden transient mit Expressionsplasmiden fiir die verschiedenen LMP1 und
LMP1-TNFR1 Konstrukte sowie fiir TRAF2dn cotransfiziert. 24 h nach der Transfektion
wurde ein in vitro-Kinaseversuch durchgefiihrt und der Einfluss von TRAF2dn auf die

Signaltransduktion untersucht.

Wie erwartet hat die Coexpression von TRAF2dn keinen Einfluss auf die JNKI1/AP-1-
Induktion durch HA-LMP1 (Abb. 4.8). Hingegen fiihrt die Coexpression von TRAF2dn zu
einer deutlich reduzierten JNK1/AP-1-Aktivierung durch HA-LMP1-TNFR1. Die Stirke der
Aktivierung von JNKI1/AP-1 durch HA-LMPI-TNFR1-CTAR2 wird durch die
Cotransfektion von TRAF2dn nicht beeinflusst. Die durch die Aminosduren 370-386 von
LMP1 induzierte JNK1/AP-1-Aktivierung ist also sowohl im LMPI1- als auch im LMPI1-
TNFR1-Kontext TRAF2-unabhéngig. Diese Unabhéngigkeit der JNK1 Aktivierung von
TRAF2 wurde also zusammen mit den Aminosduren 370-386 von LMP1 auf LMP1-TNFR1

iibertragen.

4.3.3 Die TRAF6-Abhangigkeit der JNK1 und der NF-«xB Induktion wird

zusammen mit den Aminosauren 370-386 von LMP1 Ubertragen

TRAFG6 ist an der Aktivierung des NF-kB Signalweges durch LMP1 beteiligt (Luftig et al.,
2003; Schultheiss et al., 2001). Zu Beginn dieser Doktorarbeit wurde aufgrund von Versuchen
mit dominant negativem TRAF6 angenommen, dass TRAF6 an der Induktion des JNK1
Signalweges durch LMP1 mdglicherweise nicht beteiligt ist (Schultheiss et al., 2001).
Dennoch sollte auch anhand dieses Faktors untersucht werden, ob bestimmte Merkmale der
LMP1-Signaltransduktion zusammen mit den Aminosduren 370-386 auf LMPI-TNFRI
iibertragen werden. Es ist bekannt, dass die Signaltransduktion des TNFR1 unabhédngig von
TRAF6 verlduft (Lomaga et al., 1999; Wan et al., 2004). Um zu untersuchen, ob die TRAF6-
Abhingigkeit der Signaltransduktion von LMP1 zusammen mit den Aminosduren 370-386
auf LMP1-TNFR1 {ibertragen wird, wurde die Abhdngigkeit der JNKI1- bzw. NF-xB-
Induktion durch LMP1-TNFR1-CTAR2 von TRAF6 untersucht. Hierzu wurden TRAF6-

defiziente Zellen verwendet (Lomaga et al., 1999).
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Die Aktivierung des JNK1/AP-1 Signalwegs wurde mittels eines in vitro Immunkomplex-
Kinaseversuchs untersucht. TRAF6” Mausfibroblasten wurden mit Expressionsplasmiden fiir
die entsprechenden LMP1 und LMPI-TNFR1 Konstrukte transfiziert. Um die Abhédngigkeit
der Signaltransduktion von TRAF6 zu untersuchen, wurde TRAF6 in den entsprechenden

Ansétzen ektopisch exprimiert.
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Abb. 4.9: INK1 wird durch CTAR2 abhé&ngig von TRAF6 induziert

TRAF6 defiziente Mausfibroblasten wurden in 10 cm-Platten mit 2 pg der angegebenen Expressionsplasmide, 2
pg pRKS5-HA-JNK1 und 1 pg eines pcDNA3.1-p35 transfiziert. 1 pg TRAF6-Expressionsplasmid wurde in den
entsprechenden Ansétzen cotransfiziert. 24 h nach der Transfektion wurde ein in vitro Immunkomplex-
Kinaseversuch (siche Abschnitt 3.6.2) durchgefiihrt. In vitro phosphoryliertes GST-c-Jun wurde durch
Autoradiographie nachgewiesen. Als Transfektions- und Ladekontrolle wurde auf derselben Membran das
préazipitierte HA-JNK1 mit dem JNKI-spezifischen Antikdrper C-17 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.)

nachgewiesen. Die Quantifizierung der GST-c-Jun-Phosphorylierung erfolgte mittels Phosphoimager.

Wie in Abbildung 4.9 zu sehen, fiihrte die ektopische Expression von TRAF6 alleine nicht zu
einer Induktion des JNK1/AP-1 Signalweges. Aulerdem konnte gezeigt werden, dass HA-
LMP1 ohne TRAF6 nicht in der Lage war, JNK1 zu induzieren. Erst eine Coexpression von
TRAF6 fiihrte zur Induktion des Signalweges. Dies zeigte, im Gegensatz zu den Versuchen
mit dominant negativem TRAF6, deutlich eine Beteiligung von TRAF6 an der Aktivierung
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des JNK1/AP-1 Signalweges durch LMP1. Inzwischen konnte auch von Wan et al. gezeigt
werden, dass TRAF6 an der JNK1 Induktion durch LMPI beteiligt ist (Wan et al., 2004).
Auch HA-LMP1-TNFR1-CTAR2 induzierte ohne TRAF6 den JNK1 Signalweg nicht. Genau
wie bei HA-LMP1 fiihrte ebenso hier erst die Coexpression von TRAF6 zu einer deutlichen
Induktion der JNK1 Aktivitdt. Die Stirke der Aktivierung von JNKI durch HA-LMPI-
TNFRI1-CTAR?2 in Gegenwart von TRAF6 entsprach der durch HA-LMP1 in Gegenwart von
TRAF6. Das Kontrollkonstrukt HA-LMP1-TNFR1ADD zeigte auch nach Coexpression von
TRAF6 nur eine sehr geringe Induktion des JNK1 Signalweges. Die Aminosduren 370-386
zeigten also auch im LMPI1-TNFRI1-Kontext eine Abhéngigkeit von TRAF6 bei der
Aktivierung von JNK1. Hier zeigte sich, wie auch schon im Abschnitt 4.3.2, dass der Typ der
Signaltransduktion der Aminosduren 370-386 von CTAR2 zu JNK1 vom Rezeptorkontext
unabhdngig und immer LMP1 spezifisch ist.

AnschlieBend wurde die Abhidngigkeit der NF-kB Induktion von TRAF6 untersucht. Es
wurde gezeigt, dass TRAF6 in der Aktivierung des NF-xB Signalweges durch CTAR2 von
LMP1 eine Rolle spielt (Luftig et al., 2003; Schultheiss et al., 2001). Der NF-kB Signalweg
wurde mit Hilfe eines Reportergenversuchs in TRAF6-defizienten Zellen analysiert. Hierzu
wurden die Zellen mit Expressionsplasmiden fiir die verschiedenen LMP1 und LMP1-TNFR1
Konstrukte transfiziert. Zusétzlich wurde das Reportergenkonstrukt 3xxB-Luc cotransfiziert.
Durch Coexpression von ektopischem TRAF6 wurde die Abhédngigkeit der Signaltransduktion
von TRAF6 analysiert.

Wie in Abb. 4.10 zu sehen, fiihrte die ektopische Expression von TRAF6 zu einer Induktion
des NF-kB-Signalweges (7,3-fach). Auch HA-LMP1 alleine war in der Lage den NF-xB
Signalweg schwach zu induzieren, hier konnte eine 3,4-fache Induktion beobachtet werden.
Diese Induktion wird wahrscheinlich iiber CTARI1 vermittelt, da dieser Signalweg TRAF6-
unabhéngig verlduft. Durch die Coexpression von HA-LMP1 und TRAF6 kam es zu einer 19-
fachen Induktion des Signalweges. Dieser Wert lag deutlich iiber dem Wert, der sich durch
eine Addition der Werte von TRAF6 und HA-LMPI1 ergibt. Dadurch bestitigte sich die
TRAF6-Abhingigkeit der Induktion des NF-kB Signalweges durch LMPI1 {iber CTAR2.
Durch die Expression von HA-LMP1-TNFR1 wurde der NF-kB Signalweg ebenfalls aktiviert
(7,8-fach), eine Steigerung durch TRAF6-Coexpression liber einen additiven Effekt hinaus
konnte jedoch nicht beobachtet werden. Die Aktivierung des NF-kB Signalweges durch HA-
LMPI-TNFR1 ist damit also, wie erwartet, TRAF6-unabhéngig.
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Abb. 4.10: NF-xB wird durch CTAR2 abhéngig von TRAF6 induziert

TRAF6 defiziente Mausfibroblasten wurden mit 1,5 pg der angegebenen Expressionsplasmide, 0,9 pg eines
TRAF6 Expressionsplasmides bzw. des Leervektors, 0,5 pg eines p35 Expressionsplasmides, 50 ng eines NF-
kB-Luziferase Reportergenplasmides (3xxB-Luc) sowie 200 ng eines -Gal Reportergenplasmides transfiziert.
Die Messung der NF-kB Aktivierung wurde wie in Abschnitt 3.6.3 beschrieben durchgefiihrt. Die Werte sind

Mittelwerte aus vier unabhéngigen Experimenten. Student T-Test * p<0,06

Das Kontrollkonstrukt HA-LMP1-TNFR1ADD induzierte den NF-kB Signalweg nicht. Die
Aktivierung von NF-kB nach Coexpression von TRAF6 war allein auf TRAF6
zuriickzufiihren, da sie vergleichbar mit der Aktivierung durch TRAF6 in der Leervektor-
Kontrolle (pHEBO) war. HA-LMP1-TNFR1-CTAR?2 alleine war nicht in der Lage, NF-xB zu
induzieren, da weder CTAR1 noch die Todesdomine enthalten sind, die NF-xB TRAF6-
unabhéngig induzieren. Erst nach Coexpression von TRAF6 konnte eine 15,9-fache Induktion
beobachtet werden. Die Induktion des NF-xB Signalweges durch HA-LMP1-TNFR1-CTAR2
ist also ebenfalls TRAF6 abhingig. Es konnte somit gezeigt werden, dass die Induktion des
NF-xB Signalweges sowohl durch HA-LMP1 als auch durch HA-LMP1-TNFR1-CTAR2
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abhingig von TRAF®6 ist. Dies bedeutet, dass die Aminosduren 370-386 von LMP1 den NF-
kB Signalweg TRAF6-abhingig induzieren. Dies ist unabhingig vom Rezeptorkontext und
wird zusammen mit den Aminosduren 370-386 von LMP1 auf LMP1-TNFR1 {ibertragen.

Die Experimente in den TRAF6-defizienten Zellen konnten die Ergebnisse aus Abschnitt
4.3.2. bestitigten. Die durch die Aminosduren 370-386 von LMP1 induzierte
Signaltransduktion ist unabhingig vom Rezeptorkontext TRAF2-unabhéngig sowie TRAF6-
abhédngig. Die Signaltransduktion dieser Doméne entspricht also auch im LMPI-TNFR1
Kontext der Signaltransduktion im LMP1 Kontext in Bezug auf molekulare Charakteristika.
Hiermit konnte erstmals nachgewiesen werden, dass der Typ der Signaltransduktion nicht
vom Rezeptorkontext abhingt. Vielmehr wird er intrinsisch durch die TRADD-Bindedoméne
festgelegt und kann zusammen mit den Aminosduren 370-386 auf LMP1-TNFRI1 iibertragen

werden.

4.4 Analyse des apoptotischen Potenzials von CTAR2 und der
Todesdoméne

Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte gezeigt werden, dass die Aminoséuren 370-386 von
LMP1 ausreichend sind, um im LMP1-TNFR1-Kontext den JNK1/AP-1 sowie den NF-«xB
Signalweg zu aktivieren. Dabei wird die LMP1-spezifische Signaltransduktion durch diese
Domine festgelegt und auch zusammen mit dieser Domédne auf LMP1-TNFRI transferiert.
Der Typ der Signaltransduktion ist also unabhéngig vom Rezeptorkontext. Nun stellte sich die
Frage, ob durch diese Doméne auch der durch die Signaltransduktion induzierte biologische
Phénotyp festgelegt wird oder ob er vom Rezeptorkontext abhdngig ist. Es sollte daher
untersucht werden, ob die Aminosduren 370-386 von LMP1 im LMPI1-TNFR1-Kontext
Apoptose induzieren konnen oder ob sie einen LMP1-Phéanotyp zeigen und keine Apoptose

induzieren.

Um das apoptotische Potential der konstitutiv aktiven Fusionskonstrukte zu analysieren,
wurde eine speziell von Frank Schneider in unserem Labor entwickelte Methode zur Analyse
von Zelltod nach transienter Transfektion von Lymphozyten verwendet (Schneider und
Kieser, 2004). Hierbei werden Zellen mit Expressionsplasmiden fiir die zu untersuchenden
Proteine sowie fiir GFP cotransfiziert. Im Kontrollansatz werden die Zellen mit einem

Leervektor oder einem anderen Kontrollplasmid sowie mit einem GFP-Expressionsplasmid
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transfiziert. Zur Unterscheidung von lebenden und toten Zellen werden die Zellen mit
Propidiumiodid (PI) angefdrbt. Die Analyse erfolgt mittels Durchflusszytometrie. Hierbei
wird eine festgelegte Zeit und damit ein definiertes Analysevolumen gemessen. Dadurch wird
die Anzahl der griinen iiberlebenden Zellen in diesem Volumen bestimmt. Die Differenz
zwischen der Anzahl der griinen iiberlebenden Zellen im zu untersuchenden Ansatz und im
Kontrollansatz spiegelt die apoptotischen Zellen wieder. So ldsst sich dann das apoptotische
Potential der exprimierten Proteine bestimmen. Dieses Experiment wurde in Zusammenarbeit

mit Nicola Liefold und Frank Schneider durchgefiihrt (Liefold, 2003).

LMP1A194-386
LMP1 wt
LMP1-TNFR1
LMP1-TNFR1-CTAR2

Uberlebensrate

H

100 %

50 %

0%

Abb. 4.11: Die Aminosauren 370-386 von CTAR?2 sind funktional, aber induzieren keine Apoptose im
LMP1-TNFR1-Kontext

3x10° BJAB-Zellen pro Ansatz wurden mit 13 ug pCMV-HA-LMP1A194-386, pCMV-HA-LMP1, pCMV-HA-
LMPI-TNFR1 oder pCMV-HA-LMP1-TNFR1-CTAR2 sowie jeweils 1 pug pEGFP transfiziert. Die Zellen
wurden mittels Elektroporation bei 220 V und 975 pF transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen
mit Propidiumiodid (PI) gefarbt, im Durchflusszytometer analysiert und die Anzahl der griinen iiberlebenden
Zellen (GFP+/PI-) aufgetragen. Es wurden zwei unabhéngige Experimente mit jeweils drei Messungen

durchgefiihrt und die Mittelwerte gebildet.
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Wie beschrieben, wurde die Differenz zwischen der Anzahl der iiberlebenden griinen Zellen
im jeweiligen Ansatz und der Anzahl der iiberlebenden griinen Zellen im Kontrollansatz als
Malfstab fiir die Induktion von Zelltod verwendet (Abb. 4.11). Die Anzahl der iiberlebenden
griinen Zellen im Kontrollansatz, in dem HA-LMP1A194-386 exprimiert wurde, wurde auf
100 % gesetzt. Die Expression von HA-LMP1 fiihrte im Vergleich mit der Kontrolle sogar zu
einer etwas hoheren Anzahl an griinen Zellen, was auf einen proliferativen Effekt der LMP1
Expression schlieen lasst. Durch die Expression von HA-LMP1-TNFR1 kam es zu einer um
50 % reduzierten Anzahl an griinen Zellen. Die Expression von HA-LMP1-TNFR1-CTAR2
hatte keinen Einfluss auf die Anzahl der griinen Zellen, sie betrug 100 %. Wie erwartet fiihrte
die Expression von HA-LMP1 nicht zum Zelltod. Die verminderte Anzahl der iiberlebenden
griinen Zellen nach Uberexpression von HA-LMP1-TNFR1 zeigte deutlich das apoptotische
Potential dieses Konstrukts. Dass es sich bei den Zelltodvorgangen, die durch LMP1-TNFR1
induziert werden, tatsdchlich um Apoptose handelte, konnte durch den Einsatz des
Caspaseinhibitors Z-VAD-FMK nachgewiesen werden. So wurde gezeigt werden, dass der
durch die Expression von LMPI-TNFRI induzierte Zelltod durch Zugabe dieses
Caspaseinhibitors verhindert werden konnte (Schneider und Kieser, 2004). Obwohl gezeigt
werden konnte (siche Abschnitt 4.3.1), dass die Aminosduren 370-386 im LMPI1-TNFR1-
Kontext funktionell sind, zeigte sich hier keine Verminderung der iiberlebenden griinen
Zellen. Das bedeutet, dass das Konstrukt LMP1-TNFR1-CTAR2 keinen Zelltod induziert.
Auch der biologische Phédnotyp der durch die Signaltransduktion induziert wird, wird also

durch die Doméne selber und nicht durch den Rezeptorkontext festgelegt.

4.5 ,Domain Swapping” im TNFR1 Wildtypkontext

In den Abschnitten 4.1 bis 4.4 wurden die Aminoséuren 370-386 von LMP1 im Kontext von
LMP1-TNFRI1, also einem konstitutiv aktivem TNFR1 Fusionsprotein, ndher charakterisiert.
Hierbei erfolgte die Aktivierung der Signaltransduktion durch die spontane Oligomerisierung
der LMP1-Transmembrandoménen (Gires et al., 1997). Es konnte gezeigt werden, dass die
Transmembrandominen von LMP1 nur fiir die Aktivierung, aber nicht fiir die Spezifitdt der
Signaltransduktion verantwortlich sind. Ein dariiber hinaus gehender Einfluss der
Transmembrandoménen auf die Signaltransduktion ist nicht belegt. Um einen direkten
Einfluss auf die Signaltransduktion von LMPI-TNFRI1-CTAR2 vollstindig ausschlieBen zu
konnen, sollten ,,Domain Swapping*“-Experimente nun auch im Kontext von TNFR1 Wildtyp

durchgefiihrt werden.
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Im Gegensatz zu LMP1 erfolgt die Aktivierung des TNFRI1 iiber eine Bindung des Liganden
TNFo an den schon im inaktiven Zustand trimerisierten Rezeptor. Nun sollte die Frage
beantwortet werden, ob die Aminosduren 370-386 von CTAR2 als eigenstdndige Doméne
auch {iber eine Trimerisierung aktiviert werden konnen, oder ob dazu die LMPI1-
Transmembrandominen und eine Oligomerisierung notwendig sind. Um diese Frage zu
beantworten, wurde die Todesdomine des Wildtyp-TNFR1 durch die Aminosduren 370-386
von LMP1 ersetzt. Als Kontrolle wurde das Konstrukt TNFR1ADD kloniert, indem die
Todesdomine deletiert wurde. Die Klonierung ist im Abschnitt 3.5.1 genauer beschrieben. In

Abb. 4.12 sind die Konstrukte schematisch dargestellt.

LMP1 wt

AR RAR AR
yw YguLy

HA

CTAR2
L MP1 TRADD- TNFR1-CTAR2 TNFR1ADD

Bindestelle
As 370-386

TNFR1 wt

Todesdomaéane

Abb. 4.12: ,,Domain Swapping® im TNFR1-Kontext
Die Todesdoméne des TNF-Rezeptor 1 Wildtyps wurde durch die Aminoséuren 370-386 von LMP1 ersetzt. Das
so entstandene Konstrukt wird als TNFR1-CTAR?2 bezeichnet. Das Konstrukt TNFR1ADD trégt keine TRADD-

Bindedoméne und dient als Negativkontrolle.
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4.5.1 Untersuchungen in HEK293 Zellen

4.5.1.1 Expression

71

Nach der Klonierung der Konstrukte pHEBO-TNFR1, pHEBO-TNFRI1ADD und pHEBO-

TNFR1-CTAR2 wurde untersucht ob die entsprechenden Proteine exprimiert werden und

durch einen Antikdrper nachgewiesen werden kdnnen.
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Abb. 4.13 Expression in HEK293 Zellen

HEK293 Zellen wurden mit 2,5 pg der angegebenen Konstrukte sowie 0,5 pg pcDNA3.1-p35 cotransfiziert. 24 h

nach der Transfektion wurde die Expression der Konstrukte, wie in Abschnitt 3.6.1 beschrieben, analysiert. Zum

Nachweis der Konstrukte wurde der TNFR1-Antikorper H-5 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) verwendet.

Wie in Abb. 4.13 zu sehen ist, werden alle drei Konstrukte in HEK293 Zellen exprimiert.
Wihrend der TNFR1 sich sowohl im Uberstand als auch im Triton-X100-unldslichen Pellet
befindet, kénnen TNFRIADD und TNFR1-CTAR2 nur im Uberstand gut nachgewiesen

werden. Da die Proteine kein zusétzliches Epitop fiir einen Antikdrper tragen, erfolgte der

Nachweis im Immunblot durch einen TNFRI1-spezifischen Antikorper (H-5, Santa Cruz

Biotechnology, Inc.). Dieser Antikorper ist spezifisch flir die extrazellulire Doméne des

TNFRI.
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45.1.2 TNFR1ADD zeigt einen dominant negativen Effekt auf die
Stimulierung des endogenen TNFR1

Als nidchstes wurden die Konstrukte auf ihr Potential hin untersucht, Signalwege zu
induzieren. In HEK293 Zellen wurden Reportergen-Versuche durchgefiihrt, um die
Aktivierung des NF-kB Signalweges zu analysieren. Es erfolgte eine Stimulierung der
Rezeptorkonstrukte mit TNFo.. Es konnte gezeigt werden, dass HEK293 Zellen endogen nur
den TNFR1 aber nicht den TNFR2 exprimieren (Chandel et al., 2001; McFarlane et al., 2002;
Schneider, 2005). Daher kann ausgeschlossen werden, dass durch die TNFo-Stimulierung

auch der TNFR2 aktiviert wird, was zu Mischsignalen fithren wiirde.
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Abb. 4.14: TNFR1ADD hat einen dominant negativen Effekt auf die Stimulierung des endogenen TNFR1
durch TNFa

HEK293 Zellen wurden mit 2 pug der angegebenen Expressionsplasmide transfiziert. 10 ng eines NF-«xB-
Luziferase Reportergenplasmides (3xkB-Luc), 50 ng eines B-Gal Reportergenplasmides sowie 0,5 pg eines p35
Expressionsplasmides wurden cotransfiziert. 10 h nach der Transfektion wurden die Zellen wie angegeben fiir
weitere 20 h mit 10 ng/ml TNFa stimuliert. Die Messung der NF-kB Aktivierung wurde wie in Abschnitt 3.6.3

beschrieben durchgefiihrt. Die Werte sind Mittelwerte aus zwei unabhédngigen Transfektionen.
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Wie in Abbildung 4.14 zu sehen ist, fiihrte die Stimulierung mit TNFo ohne die ektopische
Expression eines Rezeptorkonstrukts zu einer 10,7-fachen Induktion des NF-xB Signalweges.
Dieser Effekt entstand durch die Stimulierung des endogenen TNFRI1, der wie bereits
beschrieben, in HEK293 Zellen exprimiert wird. Die ektopische Expression von TNFRI
fiihrte bereits ohne TNFa-Stimulierung zu einer 31,0-fachen Induktion des NF-«B
Signalweges. Wurden die Zellen nach der Expression des TNFR1 zusétzlich noch mit TNFa
stimuliert, konnte keine weitere Aktivierung des Signalweges erreicht werden (27,7-fach). Da
der NF-«xB Signalweg durch die Expression von TNFR1 schon sehr stark aktiviert wurde, war
wahrscheinlich eine weitere Stimulierung nicht mehr moglich. Die Frage, ob der TNFR1 auch
wirklich auf der Zelloberflache exprimiert wird, wird in Abschnitt 4.5.2.1 ndher adressiert.
Die Expression der Negativkontrolle TNFR1ADD fiihrte nicht zu einer Aktivierung des
Signalweges. Wurden Zellen, die TNFRIADD exprimieren, mit TNFo stimuliert, kam es
nicht zu einer Aktivierung des NF-kB Signalweges. Es war also auch keine Stimulierung des
endogenen Rezeptors zu beobachten, wie dies bei der Transfektion mit dem Leervektor der
Fall war. TNFRIADD hatte also einen dominant-negativen Effekt auf die Stimulierung des
endogenen Rezeptors. Die ektopische Expression von TNFRI-CTAR2 fiihrte zu einer
Aktivierung des NF-xB Signalweges (8,5-fach). Im Fall der Expression von TNFR1-CTAR2
mit zusdtzlicher TNFa-Stimulierung kam es ebenfalls zu einer Aktivierung des Signalweges
(8,4-fach). Allerdings war die Aktivierung nicht so stark, wie man sie im Fall einer Addition
der konstitutiven Aktivitit von TNFRI-CTAR2 und der Stimulierung des endogenen
Rezeptors erwarten wiirde. Auch hier scheint es also zu Interferenzen zwischen TNFRI1-

CTAR2 und dem endogenen Rezeptor zu kommen.

Die Aktivierung des NF-kB Signalweges durch die Expression von TNFR1-CTAR?2 zeigte,
dass die Aminoséduren 370-386 von LMP1 auch im Kontext des Wildtyp-TNFR1 ausreichend
sind, um diesen Signalweg zu induzieren. Dies bestétigte, dass es sich bei den Aminosduren
370-386 von LMP1 um eine eigenstindige Domine handelt, die sowohl im LMP1-TNFR1
sowie auch im TNFR1 Kontext funktional ist. Allerdings zeigte sich auch, dass das Konstrukt
TNFR1ADD einen dominant negativ Effekt auf die Stimulierung des endogenen Rezeptors
durch TNFo hatte und es auch im Fall von TNFR1-CTAR2 zu Interferenzen mit dem
endogenen Rezeptor kam. Es war also anzunehmen, dass es in der Zelle zu Heterokomplexen

aus den ektopisch exprimierten Rezeptorkonstrukten und dem endogenen Rezeptor kam.



Ergebnisse 74

Daher war es nétig, die Signaltransduktion der WT-Konstrukte in einer Zelllinie zu

untersuchen, die keinen endogenen TNF-Rezeptor exprimiert.

4.5.2 Untersuchungen in TNFR1/2" Zellen

Um die Aktivierung der Signaltransduktion durch TNFRI-CTAR2 ohne eine
Wechselwirkung mit dem endogenen TNF-Rezeptor untersuchen zu konnen, sollte eine
Zelllinie verwendet werden, die keinen endogenen TNF-Rezeptor exprimiert. Da die meisten
im Labor verwendeten Zelllinien vor allem den TNFRI1 endogen exprimieren (Schneider,
2005), ist in diesen Zelllinien eine Untersuchung der Signaltransduktion durch TNFRI-
CTAR2 nach Stimulierung mit TNFa nicht mdglich. Daher wurden weitere Experimente in

einer TNFR1 und 2 defiziente Mausfibroblasten-Zelllinie durchgefiihrt.

4.5.2.1 Expression und Membranlokalisierung

Beim Einsatz der bisher verwendeten pHEBO-Vektoren in TNFR1/27" Zellen konnte keine
Expression der TNFRI1-Konstrukte nachgewiesen werden. Ebenso gelang ist nicht,
verschiedenste andere Proteine zu exprimieren, die in demselben Vektor vorlagen (Daten
nicht gezeigt). Es konnte schlieBlich empirisch gezeigt werden, dass der Expressionsvektor
pRKS fiir die Expression verschiedener Proteine in diesen Zellen geeignet ist (Daten nicht

gezeigt). Daher wurden die drei Konstrukte in den Expressionsvektor pRKS umkloniert.

Durch eine Nutzung des Vektors pRKS als Expressionsvektor war es moglich, die drei
Proteine TNFR1, TNFRIADD sowie TNFR1-CTAR2 in der TNFR1/2 defizienten
Mausfibroblasten-Zelllinie zu exprimieren (Abb. 4.15). Am Anfang der Versuche mit
TNFR1/27" Zellen wurden die Zellen, wie alle anderen adhirenten Zelllinien auch, mit Hilfe
von Lipofektion transfiziert. Im Verlauf der weiteren Versuche zeigte sich allerdings bei der
Transfektion durch Elektroporation eine deutlich hohere Effizienz, die bei etwa 45 % lag.
Daher wurde ab diesem Zeitpunkt die Methode der Elektroporation zur Transfektion
verwendet. Der Nachweis der TNFR 1-Konstrukte erfolgte mittels eines TNFR1-spezifischen
Antikorpers (H5) im Immunblot.
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Abb. 4.15 Expression in TNFR1/2 defizienten Mausfibroblasten

1x10” Zellen wurden mit 3 ug der angegebenen Expressionsplasmide, 2 ug pRKS-HA-JNK1 und 2 pg eines
Expressionsplasmids fiir p35 elektroporiert. Die Gesamt-DNA-Menge wurde mit Lachsspermien-DNA auf 20 ug
aufgefiillt. Die Transfektion der Zellen erfolgte durch Elektroporation mit 250 V und 975 pF. 24 h nach der
Transfektion wurde die Expression der Konstrukte, wie in Abschnitt 3.6.1 beschrieben, analysiert. Zum

Nachweis der Konstrukte wurde der TNFR1-Antikérper H-5 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) verwendet.

Das Verteilungsmuster der einzelnen Konstrukte in Uberstand und Pellet unterschied sich
etwas von dem Muster, das in HEK293 beobachtet wurde (siche Abb. 4.13). In Abb. 4.15 war
zu sehen, dass der TNFR1 nur im Triton-X100 unloslichen Pellet nachgewiesen werden
konnte. TNFR1ADD sowie TNFR1-CTAR2 konnten sowohl im Uberstand als auch im Pellet

detektiert werden.

In HEK293 Zellen konnte keine Stimulierung des TNFR1 durch TNFa gezeigt werden (siche
Abb. 4.14). Wie bereits angesprochen, konnte ein méglicher Grund sein, dass der Rezeptor
nicht auf der Zelloberfliche exprimiert wurde. Als nichster Schritt sollte daher geklart
werden, ob die Rezeptorkonstrukte auf der Zelloberfliche von TNFR1/2" Zellen exprimiert

werden.
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Abb. 4.16: TNFR1-CTAR2 und TNFR1ADD werden auf der Zelloberflache exprimiert

TNFR1/2 defiziente Mausfibroblasten wurden mit 1,5 ug der angegebenen Expressionsvektoren, 1 pg eines
GFP-Expressionsvektor sowie 0,5 ug eines p35-Expressionsvektors mittels Lipofektion transfiziert. 24 h nach
der Transfektion wurden die Zellen wie in Abschnitt 3.2.4 beschrieben geférbt. Als Primérantikdrper wurde der
o-TNFR1-Antikdrper H-5 verwendet, als Isotypkontrolle der o-ERK2-Antikdrper D-2 (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.). Als Sekundirantikorper wurde ein Cy™S5-konjugierter o-Maus-Antikérper verwendet
(Jackson ImmunoResearch). In der ersten sowie dritten Spalte sind FACS-Profile gezeigt, in denen SSC gegen
FSC aufgetragen wurde. Die dort markierten Zellen stellten die Population der iiberlebenden Zellen dar. Von den

Zellen dieser Population wurde dann jeweils in der zweiten und vierten Spalte GFP gegen Cy™S5 aufgetragen.

Um die Lokalisierung der Konstrukte auf der Zelloberfliche analysieren zu konnen, wurde ein
Antikorper (HS, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) verwendet, der ein Epitop in der
extrazelluliren Domine des TNFR1 erkennt. Zur Detektion diente ein Cy'“'5-konjugierter
Sekundérantikdrper. Nach dem Férben der Zellen (siche Abschnitt 3.2.5) wurden sie mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Um auch in diesem Experiment keinen Hintergrund durch
endogenen Rezeptor zu bekommen, wurden die TNFR1/2-defizienten Mausfibroblasten

verwendet. Die Zellen wurden mit Expressionsvektoren fiir die verschiedenen Konstrukte

pRK5-TNFR1ADD

pRK5-TNFR1-CTAR2
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bzw. pRKS5-Leervektor als Kontrolle transfiziert. Zusitzlich wurden die Zellen mit pEGFP-C1
transfiziert. Als Isotypkontrolle wurde anstelle des spezifischen a-TNFR1-Antikorpers der

Antikorper o—ERK2 verwendet.

Wie in Abb. 4.16 zu sehen, konnte eine Expression von TNFR1-CTAR2 und TNFR1ADD auf

der Zelloberfliche nachgewiesen werden. Bei den Zellen, die positiv fir GFP und Cy'™5

waren, konnte eine Korrelation zwischen der Intensitdt des GFP-Signals und des Cy™5-
Signals beobachtet werden. Dies bedeutet, dass die Menge der GFP-Expression proportional
zu der Menge der exprimierten TNFR1-Konstrukte war. Allerdings konnte auch eine GFP-
positive Population beobachtet werden, die Cy'“5-negativ war und daher kein TNFRI-
Konstrukt auf der Oberfliche exprimiert. Der TNFR1 Wildtyp konnte nicht auf der
Oberflache nachgewiesen werden. Ein moglicher Grund dafiir war, dass nur die lebenden
Zellen nach GFP und Cy™5 aufgetragen wurden, da die sterbenden und toten Zellen eine
hohe Eigenfluoreszenz in dem Kanal aufwiesen, in dem auch die Cy'™5 Fluoreszenz
analysiert wurde. Die Uberexpression des TNFR1 Wildtyp konnte dazu gefiihrt haben, dass es
in den transfizierten Zellen zur Induktion von Zelltod gekommen ist. Ein Hinweis darauf ist
auch die Tatsache, dass im TNFR1-Ansatz deutlich weniger und schwicher GFP-positive

Zellen vorhanden waren. Auf diese Beobachtung soll zu einem spéteren Zeitpunkt noch

genauer eingegangen werden.

Es konnte also gezeigt werden, dass TNFR1, TNFRIADD und TNFR1-CTAR2 bei
Verwendung von pRKS5 als Expressionsvektor in TNFR1/2” Zellen exprimiert werden
konnen. Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass TNFR1IADD und TNFR1-CTAR2 auf der
Zelloberflache exprimiert werden. Diese Konstrukte und die TNER1/27 Zellen stellen also
ein System dar, in dem nun die Signaltransduktion der verschiedenen Rezeptorkonstrukte

ndher charakterisiert werden kann.

4.5.2.2 Aminosauren 370-386 von LMP1 sind im TNFR1-Kontext
ausreichend fur die Aktivierung von Signalwegen

In den TNFR1/2”" Zellen sollte nun die Induktion der Signaltransduktion nach Expression der
TNFR1-Konstrukte untersucht werden. Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB

wurde mit Hilfe von Reportergenversuchen analysiert.
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Abb. 4.17: Die Aminosduren 370-386 von CTAR2 sind ausreichend, um im TNFR1-WT Kontext den NF-
kB Signalweg zu induzieren

1x10” TNFR1/2" Zellen wurden mit 3 pg der angegebenen Expressionsplasmide, 3 ug des Reportergenplasmids
kB-CONA-Luc und 2 pg pCMV-RL transfiziert. Die Gesamt-DNA-Menge wurde mit Lachsspermien-DNA auf
20 pg aufgefiillt. Die Transfektion der Zellen erfolgte durch Elektroporation mit 250 V und 975 pF. Die
Messung der Luziferaseaktivitit erfolgte mit Hilfe des Dual-Luciferase® Reporter Assay Systems (Promega).

Die Werte sind Mittelwerte aus zwei unabhéngigen Experimenten mit je zwei unabhingigen Transfektionen.

Wie in Abbildung 4.17 zu sehen ist, fithrte die Expression von TNFRI1-CTAR2 in TNFR1/2-
defizienten Mausfibroblasten im Vergleich zum Leervektor sowie zu TNFR1ADD zu einer
3,4-fachen Induktion des NF-kB Signalweges. Diese Induktion ergab sich alleine durch die
Uberexpression des Konstruktes ohne weitere TNFo Stimulierung. Die messbare NF-kB
Aktivitdt nach Expression des TNFRI1 lag deutlich unter der des pRKS5 Leervektor und
TNFRIADD. Es war zu beobachten, dass die Expression des TNFR1 zu einer stark
verringerten Aktivitdt des Kontrollreportergens pCMV-RL fiihrte (Daten nicht gezeigt). Es
war anzunehmen, dass es durch die Expression des TNFR1 nicht nur zu einer stark
verringerten Aktivitit des Kontrollreportergens kam, sondern auch zu einer stark verringerten

Aktivitit des NF-kB Reportergens. Obwohl bei allen Werten eine Standardisierung mittels
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der internen Kontrolle pPCMV-RL durchgefiihrt wurde, war im Fall des TNFR1 die Aktivitét
des Kontrollreportergens so gering, dass eine Standardisierung nicht zu einem sinnvollen
Ergebnis fiihrte. Daher konnte in diesem Versuch iiber die Aktivierung des NF-xB
Signalweges durch die Expression von TNFR1 keine Aussage getroffen werden. Wie auch
schon bei der Abb. 4.16 ist es mdglich, dass es auch hier durch die ektopische Expression des
TNFR1 zur Induktion von Zelltod kam. Dies wiirde den starken Einbruch in der Aktivitit der
Reportergene erkliren. Bevor der Einfluss einer Stimulierung der Konstrukte mit TNFa
untersucht werden kann, muss ein Expressionslevel fiir den TNFR1 gefunden werden, bei
dem es nicht zu konstitutiver Aktivitdt und Induktion von Zelltod kommt. Dies war leider im

Rahmen dieser Doktorarbeit aus zeitlichen Griinden nicht méglich.

Es konnte gezeigt werden, dass die Aminosduren 370-386 von LMP1 im TNFR1 Kontext
ausreichend sind, um den NF-«B Signalweg zu induzieren. Dabei konnte ohne TNFa
Stimulierung eine konstitutive Aktivitit beobachtet werden, die alleine durch die ektopische
Expression von TNFR1-CTAR2 vermittelt wurde. Diese Induktion verlduft unabhingig von
der Expression eines endogenen TNFR1 Wildtyps. AnschlieBend sollte untersucht werden, ob
die Aminosduren 370-386 von LMP1 wie im LMPI1-TNFR1-Kontext auch im TNFRI1-
Kontext ausreichend sind, um den JNK1/AP-1 Signalweg zu induzieren. Die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors AP-1 wurde wiederum mit Hilfe eines transienten JNKI-

Immunkomplex-Kinaseversuchs untersucht.

Wie in Abbildung 4.18 zu sehen ist, fithrte die Expression von TNFR1ADD nur zu einer sehr
geringen Aktivierung des JNK1 Signalweges. Es kam kaum zu einer c-Jun-Phosphorylierung.
Wie in der Expressionskontrolle von JNK1 zu sehen, bewirkt die Expression des TNFR1 eine
sehr stark verminderte Expression von JNK1. Auch hier zeigte sich, wie auch schon bei der
Untersuchung des NF-kB Signalweges, dass die ektopische Expression des TNFR1 wohl
zytotoxisch wirkte und die transfizierten Zellen zum Zeitpunkt des Experiments bereits
gestorben waren. Dies war eine mogliche Ursache dafiir, dass die Expression des TNFR1
nicht zur c-Jun-Phosphorylierung fiihrte. Durch die ektopische Expression von TNFRI1-
CTAR2 kam es zu einer 5,4-fachen Induktion des JNKI1/AP-1-Signalweges. Als
Positivkontrolle wurde MEKK1 gewdhlt, welches in HEK293 Zellen zu einer sehr starken
Aktivierung des JNK1 Signalweges fiihrt (Daten nicht gezeigt). Wurden die Zellen nach der
Expression der Rezeptorkonstrukte noch mit TNFo stimuliert, konnte keine weitere

Stimulierung des JNK1 Signalweges erreicht werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4.18: Die Aminosauren 370-386 von CTAR2 sind ausreichend um im TNFR1-WT Kontext den JNK1
Signalweg zu induzieren

1x10” Zellen wurden mit 3 pg der angegebenen Expressionsplasmide, 2 pug pRK5-HA-JNK1 und 2 pg eines
Expressionsplasmids fiir p35 transfiziert. Die Gesamt-DNA-Menge wurde mit Lachsspermien-DNA auf 20 pg
aufgefiillt. Die Transfektion der Zellen erfolgte durch Elektroporation mit 250 V und 975 pF. 24 h nach der
Transfektion wurde ein in vitro-Immunkomplex-Kinaseversuch (siche Abschnitt 3.6.2) durchgefiihrt. Fiir die
Immunprézipitation wurden Protein G-Sepharose Kiigelchen mit kovalent gebundenem 3F10 Antikorper
verwendet. In vitro phosphoryliertes GST-c-Jun wurde durch Autoradiographie nachgewiesen. Als
Transfektions- und Ladekontrolle wurde auf derselben Membran das prazipitierte HA-JNK1 mit dem JNKI1-
spezifischen Antikorper C-17 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) nachgewiesen. Die Quantifizierung der GST-c-
Jun-Phosphorylierung erfolgte mittels Phosphoimager.

Die Aminosduren 370-386 von LMP1 bilden also eine eigenstindige Signaldoméne und sind
auch im TNFR1-Wildtyp Kontext ausreichend, um den JNK1 Signalweg zu induzieren. Auch
diese Aktivierung ist unabhédngig von einem endogenen TNFRI1. Hiermit konnten die

Ergebnisse, die im LMP1-TNFR1-Kontext gewonnen wurden, bestitigt und erweitert werden.
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4.5.2.3 Induktion von Zelltod

Die Beobachtungen im NF-kB-Reportergenversuch sowie im JNKI-Immunkomplex-
Kinaseversuch wiesen darauf hin, dass die ektopische Expression von TNFRI1 fiir die
TNFR1/27" Zellen toxisch ist. Im Reportergenversuch fiihrte die Uberexpression von TNFR1
zu einem  sehr deutlichen  Einbruch in der  Aktivitit des  internen
Kontrollreportergenkonstruktes pCMV-RL. Im JNKI-Kinaseversuch fiihrte sie zu einem
Einbruch der JNK1-Expression. Der Einfluss der Expression von TNFRI1 soll nun ndher
analysiert und quantifiziert werden. AuBlerdem soll der Einfluss von TNFR1-CTAR?2 auf die
Zellviabilitit untersucht werden, nachdem gezeigt werden konnte, dass dieses Konstrukt den
NF-kB- und den JNKI-Signalweg aktiviert. Hierzu wurden TNFR1/2” Zellen mit den
entsprechenden Expressionsplasmiden sowie einem GFP-Expressionsplasmid cotransfiziert.
Die Expression von GFP wurde mit Hilfe von Durchflusszytometrie analysiert. Nach
Cotransfektion der Zellen mit einem GFP-Expressionsplasmid und pRKS5-Leervektor betrug
die Anzahl der GFP-positiven Zellen etwa 45 %, was die Transfektionseffizienz
widerspiegelte. Durch Cotransfektion mit einem TNFR1-Expressionsplasmid sank die Anzahl
der GFP-positiven Zellen auf 30 %. Die Cotransfektion mit dem Kontrollplasmid pRKS-
TNFR1ADD hatte keinen negativen Einfluss auf die Anzahl der GFP-positiven Zellen. Auch
die Coexpression von TNFRI-CTAR2 fiihrte nicht zu einer Reduktion der Anzahl GFP-
positiver Zellen. Auf die Anzahl der Zellen mit starker GFP-Expression (R3) hat die
Coexpression vom TNFR1 einen noch deutlicheren Einfluss. Hier sinkt die Anzahl der stark
GFP-positiven Zellen um den Faktor 10 von etwa 15 % auf 1,4 %. Auch hier zeigt sich kein
Einfluss einer Coexpression von TNFRI1-CTAR2 (Abb. 4.19). Es konnte durch diesen
Versuch bestétigt werden, dass die ektopische Expression von TNFRI1 eine zytotoxische
Wirkung auf die TNFR1/2-defizienten Zellen hat. Dies ist wahrscheinlich die Erkladrung
dafiir, dass die Expression des TNFR1 nicht zu einer Induktion des NF-xB- und des JNK1-
Signalweges flihrte. In Abschnitt 4.4 konnte gezeigt werden, dass die Expression des
konstitutiv aktiven LMP1-TNFR1 Apoptose induziert. AuBlerdem ist bekannt, dass der
TNFR1 Apoptose und Nekrose induzieren kann (Zheng et al., 2006). Daher ist anzunehmen,
dass es sich bei der zytotoxischen Wirkung der ektopischen Expression des TNFR1 ebenfalls
um apoptotische sowie eventuell nekrotische Vorgénge handelt. Die Expression von TNFR1-
CTAR2 fiihrte nicht zu einer Reduktion der GFP-Expression. Allerdings fiihrte die
Expression derselben Menge nach ebenfalls 24 h zu einer Induktion des NF-xB und des JNK1
Signalweges. Daraus konnte geschlossen werden, dass TNFR1-CTAR2 funktional ist, aber

keinen Zelltod induziert.
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Abb. 4.19: Die Expression von TNFR1 fiihrt zu einer stark verringerten Anzahl an GFP-positiven Zellen

1x10” Zellen wurden mit 3 upg der angegebenen Expressionsplasmide sowie 3 pug eines GFP-
Expressionsplasmids elektroporiert. Die Gesamt-DNA-Menge wurde mit Lachsspermien-DNA auf 20 pg
aufgefiillt. Die Transfektion der Zellen erfolgte durch Elektroporation mit 240 V und 975 pF. Die Anzahl der
GFP-positiven Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Gesamtanzahl der GFP-positiven
Zellen wurde durch R1 festgelegt, die der stark GFP-positiven Zellen durch R3. Das FACS-Profil zeigt eine von
drei unabhingigen Transfektionen. Als Kontrolle dienten Zellen, die nur mit Lachsspermien-DNA transfiziert

wurden und daher kein GFP exprimierten.

Die TRADD-Bindedoméne von LMP1 wurde in Domain Swapping-Experimenten auf LMP1-
TNFR1 und TNFRI1 iibertragen. Es konnte gezeigt werden, dass die Aminosduren 370-386
von LMP1 eine eigenstindige Doméne bilden, die ausreichend ist, um den NF-kB und den
JNK1 Signalweg zu induzieren. Dies konnte sowohl im LMP1-TNFR1-Kontext als auch im
TNFR1-WT-Kontext nachgewiesen werden. Unabhédngig vom Rezeptorkontext zeigt diese
Domine eine LMPI-spezifische Signaltransduktion in Bezug auf Beteiligung von
Adaptermolekiilen und in Bezug auf Induktion von Apoptose. Die TRADD-Bindestelle von
LMP1 triagt also selbst intrinsisch die Art der Signaltransduktion in sich und legt den
biologischen Phénotyp, der durch diese Signaltransduktion induziert wird, fest. Der
Rezeptorkontext spielt dabei keine Rolle, der LMP1-spezifische Typ der Signaltransduktion

wird zusammen mit den Aminosduren 370-386 von LMP1 {ibertragen.

4.6 TRAF7

Die Familie der TRAFs (TNF-receptor associated factor) umfasst sieben Mitglieder (TRAF1
bis 7). Wie in der Einleitung beschrieben, spielen sie unter anderem eine Rolle in der
Signaltransduktion des TNFR sowie von LMP1 und CD40. 2004 wurde TRAF7 erstmals
beschrieben (Bouwmeester et al., 2004; Xu et al., 2004). Im Rahmen dieser Doktorarbeit

sollte TRAF7 niaher untersucht werden.

4.6.1 Expression von TRAF7

Xu et al. konnten eine TRAF7-Expression in allen von ihnen untersuchten menschlichen
Geweben wie zum Beispiel Herz, Skelettmuskulatur, Niere und Leber zeigen (Xu et al.,
2004). Dies spricht bereits fiir eine ubiquitire Expression von TRAF7. Die Expression von
TRAF7 in verschiedenen in unserem Labor verwendeten Zelllinien sollte nun untersucht
werden. Hierzu wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit eine RT-PCR verwendet, um TRAF7

auf der mRNA-Ebene nachweisen zu konnen.
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Abb. 4.20: TRAF7 wird in allen untersuchten Zelllinien exprimiert

Die Genexpression von TRAF7 wurde auf mRNA Ebene untersucht. Aus HeLa, HEK293, DG75 und Jurkat
Zellen wurde RNA isoliert und mit Reverser Transkriptase in cDNA umgeschriecben. TRAF7-mRNA wurde
durch PCR mit spezifischen Primern nachgewiesen. Als Kontrolle dienten spezifische Primer fiir den Nachweis

von GAPDH-mRNA.

Aus den Zelllinien HelLa, HEK293, DG75 und Jurkat wurde RNA isoliert, diese in cDNA
umgeschrieben und TRAF7 in einer PCR-Reaktion durch spezifische Primer nachgewiesen.
Als Kontrolle dienten Primer, die spezifisch fiir GAPDH sind. Es konnte gezeigt werden, dass
TRAF7 in allen untersuchten Zelllinien vorhanden ist und in vergleichbaren Mengen

exprimiert wird (Abb. 4.20).

4.6.2 Klonierung von TRAF7 und Deletionsmutanten

4.6.2.1 Klonierung von TRAF7 aus einer HEK293 cDNA

Um die Funktion eines Proteins ndher zu untersuchen, ist es von groBem Nutzen das Protein
in Zellen exprimieren zu konnen. Da kein TRAF7-Expressionsvektor erhéltlich war, sollte
TRAF7 aus einer cDNA kloniert werden. Wie in Abschnitt 3.5.4 genauer beschrieben, wurde
der offene Leserahmen fiir TRAF7 aus einer HEK293 ¢cDNA mit Hilfe von PCR amplifiziert.
Dieses PCR-Produkt wurde nach Subklonierung in den Vektor pCRII.1 (TA-Klonierung) in
den Expressionsvektor pRKS umkloniert. Zur besseren Nachweisbarkeit des Proteins wurde

ein N-terminales Flag- bzw. Hadmagglutinin-Epitop fusioniert.
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4.6.2.2 Klonierung von TRAF7-Deletionsmutanten

Wie bereits in der Einleitung (siche 1.5) beschrieben, ist TRAF7 aus einzelnen Doménen
aufgebaut. TRAF7 besteht aus einer RING-Finger Doméne, einer Zink-Finger Doméne, einer
Coiled-Coil (CC) Doméine sowie einer Doméne mit sieben WD40 Wiederholungen. Zum Teil
konnten diesen Dominen bereits einzelne Funktionen zugeordnet werden, zum Teil ist die
Bedeutung der Domédnen noch nicht bekannt. Um die Funktionen der einzelnen Doménen
ndher untersuchen zu konnen, wurden im Rahmen dieser Doktorarbeit verschiedene

Deletionsmutanten kloniert.

1 125 160 221 287 383 670
RING Zn finger CcC WD40 Wiederholungen

TRAF7

TRAF7(162-670)

TRAF7(1-383)

TRAF7(162-383)

Abb. 4.21: Schematische Darstellung der TRAF7-Deletionsmutanten
TRAF7 besteht aus vier Doménen, der RING-Finger Doméne, der Zink-Finger Doméne, der Coiled-Coil

Doméne (CC) und sieben WD40 Wiederholungen. Die einzelnen Mutanten sind im Text néher beschrieben.

In Abb. 4.21 sind die einzelnen Deletionsmutanten schematisch dargestellt. Es wurden jeweils
einzelne Doménen deletiert, um dann Riickschliisse auf die Funktion der einzelnen Doménen
ziechen zu konnen. Bei der Mutante TRAF7(162-670) wurde der N-terminale RING-Finger
deletiert. Im Fall von TRAF2 und TRAF6 wurden Mutanten, bei denen der RING-Finger
deletiert wurde, als dominant negative Mutanten verwendet (Rothe et al., 1995; Schultheiss et
al., 2001). Diese dominant negativen Mutanten haben die Eigenschaft, dass sie zwar noch mit
den bekannten TRAF-bindenden Proteinen interagieren konnen, aber es nicht zu einer
Weiterleitung von Signalen kommt (Arch et al., 1998; Inoue et al., 2000). Bei der Mutante
TRAF7(1-383) fehlen die C-terminalen WD40 Wiederholungen. Da TRAF7 das einzige
Mitglied der TRAF-Familie ist, in dem WD40 Wiederholungen vorhanden sind, sollte auch



Ergebnisse 86

diese Domine deletiert werden, um ihre Funktion ndher untersuchen zu kénnen. Die Mutante
TRAF7(162-383) besteht nur aus dem Zink-Finger und der CC-Domine, der RING-Finger
und die WD40 Wiederholungen fehlen. Alle Mutanten tragen zum Nachweis im Immunblot

ein N-terminales Flag-Epitop.

4.6.3 Expression von TRAF7 und Mutanten

Als néichstes sollte untersucht werden, ob TRAF7 und die TRAF7-Mutanten nach der
Transfektion der klonierten Expressionsvektoren in Zelllinien exprimiert werden. Die
Expression der Konstrukte erfolgte in HEK293 sowie in HeLa Zellen. Bis zum Ende dieser
Arbeit war kein kommerzieller Antikorper erhiltlich, der endogenes TRAF7 im Immunblot
nachweisen konnte. In Zusammenarbeit mit Elisabeth Kremmer sollte daher ein monoklonaler
TRAF7-spezifischer Antikorper in Ratten generiert werden. Erste Antikorper waren zwar in
der Lage, iiberexprimiertes TRAF7 Protein zu erkennen. Bis zum Abschluss dieser Arbeit
gelang es allerdings nicht, einen Antikdrper zu generieren, der auch das endogene Protein
erkannte. Daher erfolgte der Nachweis von TRAF7 und der TRAF7-Mutanten mittels eines
spezifischen Antikorpers gegen das N-terminale Flag- bzw. HA-Epitop.

In Abb. 4.22 (A) ist die Expression von TRAF7 zu sehen. Der Nachweis des Proteins erfolgte
mittels eines Flag- bzw. HA-spezifischen Antikorpers. In Abb. 4.22 (B) ist die Expression der
TRAF7-Deletionsmutanten gezeigt. Es ist zu sehen, dass alle Konstrukte exprimiert und {iber
ihr N-terminales Epitop nachgewiesen werden konnten. TRAF7 und TRAF7(162-670) sind
im Immunblot vor allem als hochmolekulare Banden zu sehen. Dieses Verhalten von TRAF7
wurde bereits in der Literatur beschrieben. Dort konnte auch gezeigt werden, dass es sich bei
den hochmolekularen Banden um stark modifizierte Formen handelt. Als Modifikationen
wurden Ubiquitinierung und Phosphorylierung nachgewiesen (Bouwmeester et al., 2004). Im
Laufe dieser Doktorarbeit wurden Variationen im Mengenverhdltnis zwischen der
hochmolekularen Form und der Form, die auf Hohe des theoretischen Molekulargewichts (ca.
67 kDa) lauft, beobachtet. Griinde fiir diese Variationen konnten nicht ermittelt werden.
TRAF7(1-383) wies eine sehr starke Expression auf und trat im Immunblot als Doppelbande
auf. Im Vergleich dazu wurde TRAF7(162-383) deutlich schwicher exprimiert. Es lief in der
SDS-PAGE als Einzelbande auf der erwarteten Hohe und ist daher wohl nicht modifiziert.
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Abb. 4.22: Expression von TRAF7 und Mutanten

(A) HEK293 Zellen wurden mit 3 pg pRKS, pRK5-Flag-TRAF7 oder pRK5-HA-TRAF7 transfiziert. 24 h nach
der Transfektion wurden die Zellen lysiert und die Proteinexpression im Uberstand mittels Immunblot analysiert.
Der Nachweis der Proteine erfolgte durch einen Flag-spezifischen Antikorper (M2, Stratagene) und den HA-
spezifischen Antikorper 12CAS5S (Roche).

(B) HeLa Zellen wurden mit 1 pg pRKS, pRKS5-Flag-TRAF7, pRKS5-Flag-TRAF7(162-670), pRKS5-Flag-
TRAF7(1-383) oder pRKS-Flag-TRAF7(162-383) transfiziert. Zusitzlich wurden sie noch mit 1 pg eines crmA-
Expressionsplasmides und 1 pug pRKS transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert und die
Proteinexpression im Uberstand mittels Immunblot analysiert. Der Nachweis der Proteine erfolgte durch einen

Flag-spezifischen Antikdrper (M2, Stratagene).

4.6.4 Phosphorylierung von TRAF7(1-383)
Wie in Abb. 4.22 (B) zu sehen, tritt TRAF7(1-383) im Immunblot als Doppelbande auf. Es

konnte bereits gezeigt werden, dass TRAF7 ein Phosphoprotein darstellt (Bouwmeester et al.,
2004). Daher sollte untersucht werden, ob eine Phosphorylierung der Grund fiir die
Doppelbande ist. Die TRAF7-Mutanten wurden in HEK293 und in HeLa Zellen exprimiert
und iiber das Flag-Epitop immunprézipitiert. Die Analyse der Phosphorylierung erfolgte

mittels eines Phospho-Threonin-spezifischen Antikorpers.
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Abb. 4.23: TRAF7(1-383) tragt eine Threonin-Phosphorylierung

HEK293 und HeLa Zellen wurden mit 1 pg pRKS, pRKS5-Flag-TRAF7, pRK5-Flag-TRAF7(162-670), pRKS5-
Flag-TRAF7(1-383) oder pRKS5-Flag-TRAF7(162-383) transfiziert. Zusétzlich wurden sie noch mit 1 pg eines
crmA-Expressionsplasmids und 1 pg pRKS transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen in
Lysepuffer (TBS, 1% Triton-X100) lysiert und die TRAF7-Proteine iiber das Flag-Epitop mit 2 pl Antikorper
(Antikorper M2, Stratagene) und 6,5 pl Protein G-Sepharose Kiigelchen (GammaBind®, Amersham Pharmacia)
immunprézipitiert. Der Nachweis der préazipitierten Proteine erfolgte im Immunblot mit einem Flag-spezifischen
Antikdrper (M2, Stratagene), der Nachweis der Phosphorylierung erfolgte mit einem Phospho-Threonin-
spezifischen Antikdrper (Cell Signaling).

In Abb. 4.23 ist die Immunprazipitation der TRAF7-Konstrukte zu sehen.
Immunprézipitiertes TRAF7 war als einzelne Bande im Immunblot zu sehen. Es war aufgrund
der GroBe anzunehmen, dass es sich hierbei um eine nicht modifizierte Form handelt. Die
hochmolekularen Formen, die im Immunblot beobachtet wurden (siche Abb. 4.22), konnten

nicht prézipitiert werden. Dasselbe galt fiir TRAF7(162-670). Die Mutante TRAF7(1-383)
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wurde im Vergleich zum Wildtyp in groBeren Mengen préazipitiert. Bei dieser Mutante konnte
aber auch eine deutlich stiarkere Expression als beim Wildtyp beobachtet werden (siche Abb.
4.22). Im Immunblot konnte eine Doppelbande beobachtet werden. Beide Formen dieser
Doppelbande konnten gut prézipitiert werden. TRAF7(162-383) wurde nur in geringeren
Mengen prézipitiert. Bei dieser Mutante wurde aber auch eine geringere Expression

beobachtet, was dieses Ergebnis erklidren konnte.

Mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers gegen Phospho-Threonin wurde die
Phosphorylierung der einzelnen TRAF7-Konstrukte analysiert. Im Fall von TRAF7(1-383)
konnte die obere Bande der Doppelbande als phosphorylierte Form identifiziert werden. Bei
TRAF7 wt und den restlichen Mutanten konnte keine Phosphorylierung detektiert werden.
Bei der Phosphorylierung von TRAF7(1-383) handelte es sich um eine Threonin-
Phosphorylierung. Um zu bestdtigen, dass es sich um Phospho-Threonin handelt, wurde der
Immunblot mit einem Phospho-Tyrosin-spezifischen Antikorper wiederholt. Hierbei konnte

keinerlei Phosphorylierung nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Ein Ziel dieser Doktorarbeit war es, TRAF7 naher zu charakterisieren und seine Rolle in der
Signaltransduktion von LMP1 zu untersuchen. Um eventuell Hinweise auf eine Interaktion
von LMP1 und TRAF7 zu erhalten, sollte untersucht werden, ob die Coexpression von LMP1
einen Einfluss auf die Phosphorylierung von TRAF7(1-383) hat. Zusitzlich wurde auch ein
moglicher Einfluss der Coexpression von LMPI1-TNFR1 analysiert. Die Analyse der

Phosphorylierung erfolgte wie oben beschrieben.

Wie in Abbildung 4.24 zu sehen ist, hatte die Coexpression von LMP1 oder von LMP1-
TNFR1 keinerlei Einfluss auf die Phosphorylierung von TRAF7(1-383). Die TRAF7 Mutante
konnte in allen Ansdtzen etwa in gleicher Menge immunprézipitiert werden. Der Nachweis
der Phosphorylierung erfolgte, wie schon in Abb. 4.23, mit Hilfe eines Phospho-Threonin
spezifischen Antikorpers. Die Menge der phosphorylierten Form von TRAF7(1-383) in den
Ansitzen, in denen LMP1 oder LMP1-TNFR1 coexprimiert wurden, ist vergleichbar mit der

Menge in dem Ansatz, in dem der pHEBO-Leervektor cotransfiziert wurde.
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Abb. 4.24: Die Phosphorylierung von TRAF7(1-383) wird durch die Coexpression von LMP1 oder LMP1-
TNFR1 nicht beeinflusst

HEK293 wurden mit 1 pg pCMV-HA-LMP1, pCMV-HA-LMP1-TNFR1 oder einem Leervektor transfiziert.
Zusitzlich wurden sie noch mit 1 pg pRKS5-Flag-TRAF7(1-383) oder dem Leervektor pRKS sowie mit 1 pg
eines crmA-Expressionsplasmids transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen in Lysepuffer (TBS,
1% Triton-X100) lysiert und TRAF7(1-383) iiber das Flag-Epitop mit 2 pl Antikdrper (Antikorper M2,
Stratagene) und 6,5 pl Protein G-Sepharose Kiigelchen (GammaBind®, Amersham Pharmacia)
immunprézipitiert. Der Nachweis der prézipitierten Proteine erfolgte im Immunblot mit einem Flag-spezifischen
Antikodrper (M2, Stratagene), der Nachweis der Phosphorylierung erfolgte mit einem Phospho-Threonin-
spezifischen Antikdrper (Cell Signaling).

4.6.5 Zelllokalisierung von TRAF7

Um TRAF7 im Fluoreszenzmikroskop nachweisen zu konnen, wurden TRAF7 und die

Deletionsmutante TRAF7(283-670) mit einem N-terminalen mRFP (red fluorescence protein)
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fusioniert. Mit Hilfe dieser Konstrukte wurde die Verteilung von TRAF7 in der Zelle

analysiert.

MRFP-TRAF7 wt MRFP-TRAF7 (283-670)

Abb. 4.25: TRAF7 ist in vesikuléren Strukturen lokalisiert
HelLa Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fiir mRFP-TRAF7 und mRFP-TRAF7(283-670) transfiziert. Die
transfizierten Zellen zeigten unter dem Fluoreszenzmikroskop eine rote Fluoreszenz. Die Abbildung wurde

nachtriglich mit dem Programm Openlab (Improvision) eingefarbt.

Wie in Abb. 4.25 zu sehen ist, war TRAF7 in vesikuldren Strukturen lokalisiert, wihrend bei
TRAF7(283-670) eine gleichméBige zytosolische Verteilung beobachtet werden konnte.
Diese Lokalisierung in vesikuldren Strukturen wurde auch von Bouwmeester et al.

beschrieben (Bouwmeester et al., 2004).

AuBerdem konnten im Fall von mRFP-TRAF7 viele apoptotische Zellen beobachtet werden.
Dieser Effekt zeigte sich auch deutlich bei der Generierung stabiler Zellen. In einer Kultur,
die aus einem mRFP-TRAF7 positiven Einzelklon entstanden war, konnten nach etwa 14
Tagen fast keine mRFP positiven Zellen mehr nachgewiesen werden. Dies konnte auch durch

Selektionsdruck nicht verhindert werden (Daten nicht gezeigt).
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4.6.6 Herunterregulierung von TRAF7 durch siRNA

Um eine Beteiligung von TRAF7 an verschiedenen Signalwegen untersuchen zu kdnnen,
sollte ein System zur Herunterregulierung der TRAF7-Expression etabliert werden. Dies soll
mit Hilfe einer Mischung aus vier sequenzoptimierten siRNA-Oligos (Dharmacon, Inc.)

erreicht werden.

100 nM siRNA
100 nM siRNA

Abb. 4.26: Die Expression von TRAF7 wird durch spezifische siRNA herunterreguliert

HeLa Zellen wurden in 24-Loch Platten in zwei verschiedenen Zelldichten mit 100 nM TRAF7-spezifischer
siRNA wie in Abschnitt 3.2.3.3 beschrieben transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurde RNA isoliert und die
TRAF7 mRNA durch RT-PCR nachgewiesen. Als Kontrolle wurde die GAPDH mRNA-Expression untersucht.
Jeder Ansatz wurde als Duplikat ausgefiihrt.

Auf dem mRNA-Level konnte eine sehr gute Herunterregulierung erreicht werden. In der RT-
PCR war 48 h nach der Transfektion keine TRAF7 mRNA mehr detektierbar (Abb. 4.26). Da,
wie bereits erwdhnt, kein TRAF7-spezifischer Antikorper erhiltlich war, konnte die

Herunterregulierung der Expression auf Proteinebene nicht verifiziert werden.

4.6.7 Die Rolle von TRAF7 in der Aktivierung von JNK1 durch LMP1
Mit Hilfe von TRAF7 siRNA (siehe Abschnitt 4.6.6) sollte nun eine mdgliche Beteiligung

von TRAF7 an der Signaltransduktion von LMP1 untersucht werden. Hierzu wurden HeLa
Zellen zweimal im Abstand von 24 h mit siRNA transfiziert. Nach weiteren 24 h wurden die

Zellen mit Expressionsplasmiden fiir LMP1 und HA-JNK1 transfiziert und die Aktivierung
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von JNK1 durch LMP1 mittels in vitro Immunkomplex-Kinaseversuch analysiert. Als

Kontrolle diente eine unspezifische siRNA.
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Abb. 4.27: TRAF7 spielt eine Rolle in der Aktivierung von JNK1 durch LMP1

HeLa Zellen wurden in 6-Loch Platten zweimal im Abstand von 24 h mit TRAF7-spezifischer siRNA oder mit
unspezifischer Kontroll-siRNA transfiziert (siche Abschnitt 3.2.3.3). 24 h nach der zweiten Transfektion wurden
die Zellen mit 1ug Expressionsplasmid fir LMP1A194-386, LMP1 oder MEKK1 sowie mit 1 pg pRK5-HA-
JNK1, 0,5 pg pcDNA3.1-p35 und 0,5 pg pEGFP-C1 transfiziert (siche Abschnitt 3.2.3.1). 24 h nach dieser
Transfektion wurde ein in vitro-Immunkomplex-Kinaseversuch (siche Abschnitt 3.6.2) durchgefiihrt. In vitro
phosphoryliertes GST-c-Jun wurde durch Autoradiographie nachgewiesen. Als Transfektions- und Ladekontrolle
wurde auf derselben Membran das prézipitierte HA-JNK1 mit dem JNK1-spezifischen Antikérper C-17 (Santa
Cruz Biotechnology, Inc.) nachgewiesen. Die Quantifizierung der GST-c-Jun-Phosphorylierung erfolgte mittels
Phosphoimager. Die Expression von LMP1 wurde mit dem LMP1-spezifischen Antikdrper CS 1-4 (Dako)

nachgewiesen. LMP1 sowie eine Abbaubande sind mit Sternchen markiert.

Wie in Abbildung 4.27 zu sehen ist, fiihrte die Expression von LMP1 in Zellen, die vorher mit
Kontroll-siRNA transfiziert wurden, zu einer 8,2-fachen Induktion von JNKI1. In Zellen, die
vorher mit TRAF7-siRNA transfiziert wurden, fiihrte die Expression von LMP1 nur zu einer
2,8-fachen Induktion von JNK1. Bei der Induktion von JNK1 durch LMP1A194-386 kam es
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durch die Transfektion mit TRAF7-siRNA auch zu einer Reduktion der JNK1 Aktivierung.
Allerdings war diese Reduktion deutlich schwécher als die bei LMP1. Auch auf die Induktion
der JNK1 Aktivitdt durch MEKKI1 hatte die Transfektion mit TRAF7-spezifischer siRNA
kaum einen Einfluss. Es zeigte sich, dass TRAF7 bei der Induktion des JNK1 Signalweges
durch LMP1 eine Rolle spielen konnte. Damit konnte im Rahmen dieser Doktorarbeit TRAF7
als moglicher neuer Faktor in der Signaltransduktion von LMP1 identifiziert werden. Eine
eingehende Untersuchung der Rolle von TRAF7 in der Signaltransduktion von LMP1 war aus
Zeitgrinden im Rahmen dieser Doktorarbeit nicht mdglich. Diese Untersuchung sollte der

Gegenstand weiterer Arbeiten sein.
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5 Diskussion

Bei TRADD handelt es sich um das zentrale Adaptermolekiil im Signalkomplex von TNFR1
und es spielt auch eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion von LMP1. Auch dariiber
hinaus gibt es Gemeinsamkeiten von LMP1 und TNFR1. Bei beiden Molekiilen gehoren
neben TRADD auch RIP1 und Mitglieder der TRAF-Familie zu den Bestandteilen des
Signalkomplexes (Devergne et al., 1996; Hsu et al., 1996b; Hsu et al., 1995; Izumi et al.,
1999; Izumi und Kieff, 1997; Mosialos et al., 1995; Zheng et al., 2006). Auch in Bezug auf
die aktivierten Signalwege gibt es Ubereinstimmungen. Das virale Protein LMP1 induziert
eine konstitutive Aktivierung des NF-kB, des JNK1 sowie des p38 MAPK Signalweges
(Eliopoulos et al., 1999b; Kieser et al., 1997; Luftig et al., 2004; Saito et al., 2003; Schultheiss
et al., 2001; Wu et al., 2006). Der zellulire TNFR1 fiihrt nach Stimulierung durch seinen
Liganden TNFa ebenfalls zu einer Aktivierung des NF-kB, des JNK1 und des p38 MAPK
Signalweges (Legler et al., 2003; Natoli et al., 1997). Es konnte gezeigt werden, dass TRADD
fiir die Aktivierung des NF-kB Signalweges durch LMP1 und durch den TNFR1 essentiell ist
(Schneider, 2005). Neben diesen Gemeinsamkeiten gibt es aber auch Unterschiede. Der
Hauptunterschied liegt im biologischen Phénotyp, der durch die beiden Molekiile induziert
wird. Wie in der Einleitung beschrieben, handelt es sich bei LMP1 um ein transformierendes
und antiapoptotisches Protein (Eliopoulos und Young, 2001). LMP1 ist essentiell flir die
Immortalisierung von B-Lymphozyten durch EBV (Kilger et al., 1998). AuBlerdem ist es in
der Lage, Nagerfibroblasten in Kultur zu transformieren (Wang et al., 1985). Nach
Stimulierung des TNFR1 kann es neben der Induktion des NF-kB Signalweges auch zur
Induktion einer Caspase-Kaskade und zur Aktivierung von Apoptose kommen. Zuséitzlich
konnte auch die Aktivierung von nicht-apoptotischem Zelltod (z.B. Nekrose) gezeigt werden

(Zheng et al., 2006).

Einen ersten Anhaltspunkt fiir die molekulare Basis dieses unterschiedlichen Phénotyps stellte
die Art der TRADD-Bindung an die beiden Proteine dar. TRADD bindet mit seinem N-
Terminus an den C-Terminus von LMP1, das keine Todesdomine besitzt (Kieser et al., 1999).
Im Gegensatz dazu erfolgt die Bindung an den TNFRI iiber eine Todesdoménen-
Todesdominen-Interaktion, wie sie bei vielen Mitgliedern dieser Familie beobachtet wird
(Hsu et al.,, 1995; Reed, 2000). TRADD bindet also an zwei strukturell vollstindig
verschiedene Doménen. Auch auf der Seite von TRADD sind jeweils unterschiedliche

Doménen fiir die Bindung verantwortlich. Die zentrale Fragestellung dieser Arbeit war nun,
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ob die Art der Bindung und der Bindestelle oder der Rezeptorkontext den biologischen
Phénotyp der TRADD-abhédngigen Signaltransduktion bestimmt.

5.1 Domain Swapping im LMP1-TNFR1-Kontext

5.1.1 Die Todesdomane im LMP1-Kontext

In den beschriebenen Domain Swapping Experimenten (siche Abschnitt 4.1) wurde nicht nur
die TRADD-Bindestelle von LMP1 auf den TNFR1 {ibertragen, sondern im Gegenzug auch
die Todesdoméne des TNFR1 auf LMPI. Die 16 C-terminalen Aminosduren von LMP1
wurden durch die Todesdoméne ersetzt. Das Konstrukt LMP1-DD befand sich im Gegensatz
zum Kontrollkonstrukt LMP1A371 nach der Zelllyse mit einem Triton-X100-haltigen Puffer
fast ausschlieBlich in der unldslichen Fraktion (Liefold, 2003). Bei der Untersuchung der
Signaltransduktion zeigte sich, dass das Konstrukt LMP1-DD nicht in der Lage war, den
JNK1/AP1 Signalweg zu aktivieren. In NF-kB Reportergenversuchen konnte zwar eine
Aktivierung des Signalweges durch LMP1-DD beobachtet werden. Allerdings konnte diese
Aktivitit auf die funktionelle CTAR1 Domine zuriickgefiihrt werden, die in diesem
Konstrukt vorhanden ist. Durch die Mutante LMP1pgr—aaa-DD, bei der CTAR1 mutiert ist,
kam es nicht zu einer Aktivierung des NF-kB Signalweges. Ebenso kam es durch LMP1-DD
nicht zur Induktion von Zelltod (Daten nicht gezeigt; Liefold, 2003).

Eine mogliche Erkldrung fiir die fehlende Funktionalitit der Todesdoméne im LMP1 Kontext
konnte die unterschiedliche Art der Aktivierung von LMP1 und TNFR1 sein. Wahrend LMP1
iiber eine Oligomerisierung konstitutiv aktiviert wird, ist der TNFR1 in der trimeren Form
aktiv und wird durch die Bindung seines Liganden TNFo aktiviert. Die Aktivitdt des
Konstruktes LMP1-TNFR1 zeigt allerdings deutlich, dass die Aktivierung der Todesdoméne
auch iiber eine Oligomerisierung erfolgen kann (Dudziak et al., 2003). Dies ist also als Grund
fiir die fehlende Funktionalitit nicht anzunehmen. Ebenso kann ausgeschlossen werden, dass
LMP1-DD insgesamt nicht funktional ist, da dieses Konstrukt, wie bereits beschrieben, in der
Lage ist, iiber CTAR1 den NF-kB Signalweg zu induzieren. Auch eine inhibitorische
Wirkung von CTAR1 auf die Todesdomine konnte der Grund fiir die fehlende Funktionalitit
sein. Es konnte gezeigt werden, dass iiber CTAR1 der NF-«xB Signalweg induziert wird
(Luftig et al., 2004; Saito et al., 2003). Durch den Transkriptionsfaktor NF-xB kommt es zur

Aktivierung von antiapoptotischen Genen, wie zum Beispiel c-iaps, c-flip und bcl-2 (Mattson
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und Meffert, 2006; Micheau et al., 2001). Es konnte damit iiber CTAR1 zu einer Inhibierung
der Todesdomédne kommen. Das konnte auch eine mogliche Erkldarung dafiir darstellen,
warum die Signaltransduktion von LMP1 nicht zur Induktion von Zelltod fiihrt. Auch in dem
Fall konnte es sein, dass es durch die Aktivierung des NF-kB Signalweges liber CTAR1 zu
einer Inhibierung von apoptotischen Vorgingen kommt. Bei LMP1-DD spricht allerdings
gegen eine inhibitorische Wirkung von CTARI auf die Todesdoméne, dass Mutationen in der
TRAF-Bindedomidne von CTARI1 (PxQxT) zwar zu einer nicht-funktionellen CTARI1
Domine fiithren, aber es durch LMPIlpgr—.aaa-DD ebenfalls nicht zur Aktivierung von
Signaltransduktionswegen und zur Induktion von Apoptose kommt. Da bei LMP1pgr_aaa-
DD durch CTARI1 keine TRAF-abhidngige Signaltransduktion stattfinden kann, ist eine
inhibitorische Wirkung von CTAR1 auf die Todesdoméne iiber TRAFs ausgeschlossen. Es ist
jedoch nicht vollig auszuschlieBen, dass eine inhibitorische Funktion nicht iiber die TRAF-

Bindestelle von CTAR1 vermittelt wird, sondern {iber eine andere Doméne.

Cottin el al. konnten mit der Hilfe von Deletionsmutanten zeigen, dass die Todesdoméne fiir
eine Lokalisierung des TNFRI1 in den Lipid Raft notwendig ist. Hierfiir ist eine korrekte
Faltung der Todesdoméne notwendig (Cottin et al., 2002). Die Irp (lymphoproliferative)
Punktmutation in der Todesdoméne verhindert eine korrekte Faltung dieser Domine und
gleichzeitig auch eine Raft Lokalisierung. Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass die Raft
Lokalisierung der unterschiedlichen Mutanten auch die Féhigkeit widerspiegelt, Apoptose zu
induzieren (Cottin et al., 2002). Die Lokalisierung von LMP1-DD in der Triton X100-
unloslichen Fraktion konnte einen Hinweis auf eine korrekte Faltung der Todesdoméne im
LMP1-Kontext geben. Ob die Todesdomédne im LMP1-Kontext auch ausreichend fiir eine
Lokalisierung des Konstruktes in Lipid Rafts ist, wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit nicht
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Todesdomine ausreichend ist, um den TNFR2
in Lipid Rafts zu rekrutieren (Cottin et al., 2002). Ob die Todesdomine im TNFR2 Kontext
auch fiir die Induktion von Apoptose ausreichend ist, wurde nicht untersucht. Offensichtlich
ist die Todesdoméne nicht in der Lage, als eigenstindige Domédne im LMPI1-Kontext die

Aktivierung von Signalwegen sowie die Induktion von Apoptose zu vermitteln.

5.1.2 Charakterisierung der TRADD-Bindedoméne von LMP1

Um die Frage zu beantworten, was den biologischen Phinotyp bestimmt, wurden die

TRADD-Bindestellen von LMP1 und des konstitutiv aktiven LMP1-TNFR1 in einem Domain
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Swapping Experiment ausgetauscht. Im Fall von LMP1-TNFR1 war die Todesdoméne des
Rezeptorkonstruktes als TRADD-Bindedoméine bekannt. Im Fall von LMP1 konnte der C-
Terminus von LMP1 als Bindedoméne identifiziert werden (Kieser et al., 1999). Aullerdem
war bekannt, dass Tyr384 fiir die Bindung von TRADD essentiell ist. Die genaue, fiir eine
TRADD-Bindung ausreichende Domine war allerdings nicht bekannt. Fiir das Domain
Swapping Experiment wurden die 17 C-terminalen Aminosduren (Aminosduren 370-386) von

LMP1 ausgewdhlt (siehe Abschnitt 4.1).

Durch Immunprézipitationen konnte erstmals gezeigt werden, dass die ausgewihlten
Aminosduren 370-386 tatsdchlich die vollstindige Domine darstellen, die fiir eine TRADD-
Bindung nicht nur notwendig, sondern auch ausreichend ist (siche Abschnitt 4.2.1). Um zu
untersuchen, auf welche Art die Aminosauren 370-386 von LMP1 an TRADD binden, wurde
die Mutante TRADD,96.2994 verwendet. Sie hat eine mutierte Todesdoméne und ihre Bindung
an den TNFR1 ist stark beeintrachtigt (Park und Baichwal, 1996). Dass die Bindung an LMP1
durch diese Mutation nicht beeintrichtigt wird, konnte bereits in vitro in Pull-Down
Experimenten gezeigt werden (Kieser et al., 1999). Durch Immunprézipitationen konnte diese
Bindung jetzt auch in vivo nachgewiesen werden. Auch an die Aminosduren 370-386 von
LMPI1 im LMPI-TNFR1-Kontext konnte eine Bindung der TRADD-Mutante nachgewiesen
werden. Dadurch wurde bestitigt, dass es sich bei dieser Domédne um eine neuartige TRADD-
Bindestelle handelt, die sich stark von der des TNFR1 unterscheidet. Es konnte erstmals
gezeigt werden, dass die Aminosduren 370-386 von LMP1 eine eigenstindige Domine
darstellen, die auch im LMP1-TNFR1 Kontext ausreichend ist, um TRADD zu binden. Durch
Untersuchungen mit der Mutante TRADDy96.2994 konnte nachgewiesen werden, dass es sich
bei der Bindung von TRADD an die Aminosduren 370-386 von CTAR2 im LMP1-TNFRI1-
Kontext um eine Interaktion handelt, die vom Typ her der Interaktion von TRADD mit LMP1

entspricht.

Die Ergebnisse aus der Immunpréizipitation sollten durch Lipid Raft Analysen bestitigt und
erweitert werden (siche Abschnitt 4.2.2). Bislang konnte in der Literatur keine Rekrutierung
von TRADD in die Lipid Rafts nachgewiesen werden (Higuchi et al., 2001; Rothenberger et
al., 2002; Xie und Bishop, 2004). Cinthia Brisefio aus unserem Labor konnte allerdings
zeigen, dass TRADD durch LMP1 in die Lipid Rafts rekrutiert wird und dass diese
Rekrutierung von den letzten 16 Aminoséuren von LMP1 abhéngt (Brisefio Franke, 2006).

Bei der Methode zur Isolierung von Lipid Rafts, die in unserem Labor von Cinthia Brisefio
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etabliert werden konnte, wurden ein Lysepuffer mit 0,5 % Triton sowie ein Fraktionierung in
8 Fraktionen verwendet. Aulerdem wurde TRADD in den verwendeten HEK293 Zellen
liberexprimiert. Rothenberger et al. verwendeten 1 % Triton in ihrem Lysepuffer
(Rothenberger et al., 2002). Es ist moglich, dass aufgrund der hoheren Triton-Konzentration
TRADD bereits aus dem LMP1 Signalkomplex herausgelost wurde und daher nicht mehr
nachgewiesen werden konnte. Higuchi et al. verwendeten einen Lysepuffer mit nur 0,2 %
Triton. Allerdings wird TRADD in den verwendeten LCLs endogen nur sehr schwach
exprimiert und es erfolgte auch keine zusétzliche ektopische Expression von TRADD. Daher
ist es denkbar, dass die Menge an TRADD, die in die Lipid Raft Fraktion lokalisiert war,
unterhalb der Nachweisgrenze lag. Dieser Effekt konnte durch die in dieser Arbeit erfolgte

Fraktionierung in 12 Fraktionen noch verstérkt worden sein (Higuchi et al., 2001).

Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte in Zusammenarbeit mit Cinthia Brisefio gezeigt
werden, dass flir die Raft-Rekrutierung von TRADD die Aminosduren 370-386 von LMPI
nicht nur notwendig sondern auch ausreichend sind. Damit wurden die Ergebnisse der
Immunprézipitation bestitigt und erweitert. Bei den Aminoséuren 370-386 von LMP1 handelt
es sich um eine eigenstindige Doméne, die auch im LMP1-TNFR1 Kontext ausreichend fiir

eine TRADD-Bindung sowie eine Rekrutierung von TRADD in Lipid Rafts ist.

Es ist bekannt, dass die Lipid Raft Lokalisierung von LMP1 wichtig fiir die Rekrutierung von
Adaptermolekiilen ist (Ardila-Osorio et al., 2005; Kaykas et al., 2001; Lam und Sugden,
2003; Rothenberger et al., 2002). Die Tatsache, dass LMP1-TNFR1-CTAR2 in den Rafts
lokalisiert ist und TRADD dorthin rekrutiert, gab bereits einen ersten Hinweis auf eine

Funktionalitdt von LMP1-TNFR1-CTAR2.

5.1.3 Aktivierung der Signaltransduktion durch LMP1-TNFR1-CTAR2

In dieser Doktorarbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die Aminosduren 370-386 von
CTAR2 die vollstindige TRADD-Bindedoméne von LMP1 umfassen. Nun sollte untersucht
werden, ob diese Domiéne auch in der Lage ist, im LMP1-TNFR1-Kontext Signaltransduktion
zu induzieren. Da bekannt war, dass die Aktivierung des klassischen NF-«kB Signalweges
durch LMP1 TRADD-abhingig ist, wurde zuerst der NF-kB Signalweg analysiert (Schneider,
2005). Mit Hilfe von Reportergenversuchen konnte gezeigt werden, dass die Aminosduren

370-386 ausreichend sind, um den NF-kB Signalweg zu induzieren (siehe Abschnitt 4.3.1).
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Die Expression von LMPI1-TNFR1-CTAR2 fiihrte zu einer 5,7-fachen Induktion des
Signalweges. Die Expression von LMP1 fiihrte zu einer 17-fachen Induktion des
Signalweges. Allerdings kann LMP1 den NF-kB Signalweg sowohl iiber CTARI als auch
iiber CTAR2 aktivieren. Uber CTAR1 wird der alternative Weg aktiviert (Saito et al., 2003).
Diese Aktivierung verlduft iiber NIK und IKKa (Luftig et al., 2004). Im Gegensatz dazu
aktiviert CTAR2 den klassischen (kanonischen) Weg unter Beteiligung von TRAF6, IRAK1,
TAK1 und IKKf (Luftig et al., 2003; Schultheiss et al., 2001). Durch die Verwendung des
Reportergens 3xkB-Luc konnte nicht zwischen den beiden Signalwegen unterschieden
werden, sie fithren beide zu einer Aktivierung des Reportergens. Daher war anzunehmen, dass
sich die 17-fache Induktion aus einem Beitrag von CTARI1 und einem Beitrag von CTR2
zusammensetzt. Um herauszufinden, wie stark die Aktivierung nur iiber CTAR?2 ist, wurde
die Mutante LMP1pgr_aaa verwendet. Durch die Mutation der TRAF-Bindestelle in CTAR1
kann diese Mutante den NF-kB Signalweg nur iiber CTAR2 induzieren. Die Induktion des
NF-kB Signalweges durch LMPlpgraaa lag bei 6,5-fach und damit in derselben
GroBenordnung wie die Induktion durch LMP1-TNFR1-CTAR?2 (5,7-fach). Es konnte daher
erstmals gezeigt werden, dass die Aminosduren 370-386 von LMP1 auch im LMP1-TNFR1
Kontext ausreichend sind, um den NF-kB Signalweg iiber CTAR2 in vollem Umfang zu

aktivieren.

Erst kiirzlich konnte in unserem Labor und durch andere nachgewiesen werden, dass die
Induktion des JNK1/AP-1 Signalweges durch LMP1 und durch den TNFR1 unabhédngig von
TRADD verlduft (Schneider, 2005; Wan et al., 2004). Allerdings ist auffillig, dass sich die
TRADD-Bindedomidne (Aminosduren 370-386) und die JNKI1-Aktivierungsdoméne
(Aminosduren 379-384) von LMPI iiberschneiden (Eliopoulos et al., 1999a). Auch aus
diesem Grund ging man lange Zeit von einer Beteiligung von TRADD an der JNKI-
Aktivierung aus. Erst mit Hilfe von TRADD-defizienten Zellen konnte das Gegenteil
endgiiltig nachgewiesen werden (Schneider, 2005). Es sollte nun untersucht werden, ob die
Aminosduren 370-386 von LMP1 im LMPI-TNFR1-Kontext neben dem NF-kB Signalweg
auch den JNK1/AP-1 Signalweg induzieren konnen (siche Abschnitt 4.3.1). Mittels eines in
vitro Immunkomplex-Kinaseversuchs wurde gezeigt, dass die Aminosduren 370-386 von
LMPI1 ausreichend sind, auch im LMP1-TNFR1-Kontext den JNK1 Signalweg zu aktivieren.
Da dieser Signalweg nur iiber CTAR2 induziert wird, kann man die Induktionsniveaus durch
LMP1 und durch LMPI-TNFR1-CTAR2 direkt miteinander vergleichen. Es zeigt sich, dass
die Aminosduren 370-386 von LMP1 im LMPI-TNFRI1 Kontext in vollem Umfang den
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Signalweg induzieren konnen. Die Aminosduren 370-386 von LMP1 konnten also als eine
eigenstindige Domine charakterisiert werden, die auch im LMP1-TNFR1 Kontext nicht fiir
eine TRADD-Bindung und Rekrutierung ausreichend ist, sondern auch fiir die Induktion des
NF-kB und des JNK1 Signalweges. Die Aktivierung der Signalwege durch diese Doméne im
Vergleich zur Aktivierung der Signalwege durch CTAR2 im LMP1 Kontext erfolgt in voller
Stirke.

Es wurde bereits gezeigt, dass die C-terminale Signaldoméne von LMP1 in der Lage ist,
Signalwege zu induzieren, wenn sie mit der Transmembrandoméne von anderen Rezeptoren
fusioniert wird. FEin Fusionskonstrukt aus extrazelluliren Doméne und der
Transmembrandomédne von CD40 sowie der intrazelluliren Doméne von LMP1 induziert
nach Stimulierung mit einem agonistischen Antikérper Signalwege wie JNK, p38 MAPK und
NF-xB (Xie et al., 2004). Ein weiteres System, in dem die Signaltransduktion der
intrazelluldiren Doméne von LMP1 untersucht wurde, bestand aus dem Fusionskonstrukt
NGF-R:LMP1, das mit der Hilfe von Antikdrpern quervernetzt wurde (Gires et al., 1997).
Auch hier war die Quervernetzung durch Antikérper ausreichend, um die Signaltransduktion
durch den intrazelluldren Teil von LMP1 zu aktivieren. So wurden unter anderem der JNK
Signalweg, der p38 MAPK Signalweg sowie der NF-kB Signalweg induziert (Dirmeier et al.,
2005). Auch ein Fusionskonstrukt aus der extrazelluliren Domidne sowie der
Transmembrandoméne von Ratten CD2 und der gesamten intrazelluldiren Doméne von LMP1
bzw. nur CTAR2 wurde analysiert. Nach einer Quervernetzung der Rezeptormolekiile mittels
Antikorper kam es zu einer Aktivierung des NF-kB Signalweges (Floettmann und Rowe,

1997).

Es wurde also in verschiedenen Verdffentlichungen gezeigt, dass die gesamte intrazelluldre
Doméne von LMP1 bzw. CTAR2 als Fusion mit den Transmembrandoménen verschiedener
Rezeptoren in der Lage ist, Signalwege zu induzieren. In diese Doktorarbeit konnte jetzt
erstmals gezeigt werden, dass dafiir auch die Aminosduren 370-386 von LMP1, d.h. also nur

die c-terminalen 17 Aminosduren, ausreichend sind.

5.1.4 Untersuchung der beteiligten Adaptermolekile

Im Abschnitt 4.3.1 wurde gezeigt, dass die Aminosduren 370-386 von LMP1 ausreichend
sind, um im LMPI1-TNFR1-Kontext den NF-kB und den JNKI1 Signalweg zu induzieren.
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Allerdings konnen sowohl LMP1 als auch der TNFR1 diese Signalwege aktivieren. Daher
beantwortet dies noch nicht die Frage, ob die TRADD-Bindedoméne selber intrinsisch oder
der Rezeptorkontext den Phénotyp der Signaltransduktion festlegen. Zwar konnen beide
Proteine die Signalwege induzieren, allerdings sind daran jeweils unterschiedliche
Adaptermolekiile beteiligt (sieche Abschnitt 1.4). Daher wurde nun analysiert, welche
Adaptermolekiile an der Signaltransduktion durch LMP1-TNFR1-CTAR?2 beteiligt sind. Die
Ergebnisse sollten Schlussfolgerungen zulassen, ob zusammen mit den Aminosduren 370-386
von LMP1 auch die spezifische Signaltransduktion iibertragen wird oder ob dies durch den

Rezeptorkontext festgelegt wird.

Die Beteiligung von TRAF2 an der Signaltransduktion wurde mit Hilfe einer dominant-
negativen TRAF2-Mutante, bei der der RING-Finger deletiert wurde, untersucht (siche
Abschnitt 4.3.2). Im Gegensatz zu LMP1, wo TRAF2 keine Rolle bei der INK1 Aktivierung
spielt, ist fiir den TNFR1 bekannt, dass die Aktivierung des JNK1 Signalweges abhéngig von
TRAF2 ist (Kieser et al., 1999; Natoli et al., 1997). Wie erwartet wurde die Aktivierung von
JNKI1 durch das konstitutiv aktive LMP1-TNFR1 durch die Coexpression von TRAF2dn
herunterreguliert. Auf die Aktivierung des JNKI1 Signalweges durch LMP1 und LMPI-
TNFR1-CTAR2 hatte die Coexpression von TRAF2dn keinen Einfluss. Dadurch konnte
gezeigt werden, dass die Aktivierung des JNK1 Signalweges durch die Aminosduren 370-386
von LMP1 unabhingig von TRAF2 verlduft. Dies trifft wie erwartet fiir den LMP1-Kontext
zu, aber auch fiir den LMPI-TNFR1-Kontext. Hierdurch konnte gezeigt werden, dass
zusammen mit den Aminosduren 370-386 von LMP1 die TRAF2-Abhangigkeit der JNK1-
Aktivierung auf den LMP1-TNFR1 Kontext iibertragen wurde.

Als néchstes wurde mit TRAF6 ein Faktor ausgewihlt, der in der Signaltransduktion von
LMP1 eine wichtige Rolle spielt. Fiir die Aktivierung des NF-kB Signalweges liber CTAR2
konnte eine Beteiligung von TRAF6 gezeigt werden (Luftig et al., 2003; Schultheiss et al.,
2001). In Bezug auf JNK1 war die Beteiligung von TRAF6 an der Signaltransduktion von
LMPI1 zu Beginn dieser Doktorarbeit unklar. Versuche mit dominant-negativem TRAF6
ergaben, dass TRAF6 an der Aktivierung des JNKI1 Signalweges nicht beteiligt ist
(Schultheiss et al., 2001). In dieser Doktorarbeit konnte mit Hilfe von TRAF6-defizienten
Zellen gezeigt werden, dass TRAF6 fiir die Induktion des JNK1/AP-1 Signalweges essentiell
ist. Inzwischen konnte auch durch Wan und Kollegen die TRAF6-Abhéngigkeit der JNK1-
Aktivierung durch LMP1 nachgewiesen werden (Wan et al., 2004).
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Bei Schultheiss et al. wurde TRAF6(300-524) als dominant negative Mutante fiir die Analyse
der Beteiligung von TRAF6 an verschiedenen Signalwegen verwendet (Schultheiss et al.,
2001). Bei dieser Mutante ist der N-terminale RING-Finger deletiert. Bei dieser Doméne
handelt es sich um eine Doméane mit Ubiquitin Ligase Aktivitit. Fiir die Aktivierung des NF-
kB Signalweges ist diese Doméne notwendig (Deng et al., 2000; Wang et al., 2001). Ebenso
konnte eine Funktion dieser Doméne bei der Aktivierung des p38 MAPK Signalweges gezeigt
werden (Wang et al., 2001). Es ist allerdings moglich, dass diese Doméne fiir die Aktivierung
von JNK1 durch LMP1 nicht essentiell ist, sondern dies iiber andere Doménen von TRAF6
vermittelt wird. Dies wiirde erkldren, warum man bei der Verwendung von TRAF6(300-524)
keinen Effekt auf die JNK1 Aktivierung durch LMP1 sieht, bei der Verwendung einer
TRAF6™" Zelllinie aber schon.

Auch fiir andere Mitglieder der TRAF-Familie gab es falsche Annahmen iiber ihre Rolle in
der Aktivierung verschiedener Signalwege durch LMPI1. So wurde lange Zeit davon
ausgegangen, dass TRAF3 an der Aktivierung des JNKI1 Signalweges durch LMP1 nicht
beteiligt ist. Diese Annahme beruhte auf Versuchen mit {iberexprimiertem TRAF3
(Eliopoulos et al., 2003). Mit Hilfe von TRAF3-defizienten Zellen konnte allerdings
inzwischen die Beteiligung von TRAF3 an der Aktivierung von JNK1 durch LMP1 gezeigt
werden (Xie et al., 2004).

Bei der Untersuchung des JNKI Signalweges in TRAF6” Zellen konnte in dieser
Doktorarbeit gezeigt werden, dass die Aktivierung von JNK1 durch die Aminosduren 370-386
von LMP1 TRAF6-abhingig ist (siche Abschnitt 4.3.3). Diese Bedeutung von TRAF6 fiir den
JNKI1 Signalweg ist unabhingig vom Rezeptorkontext. Die Expression von LMP1 oder
LMPI-TNFR1-CTAR2 alleine oder TRAF6 alleine war nicht ausreichend fiir eine
Aktivierung von JNKI1. Erst nach der Coexpression von LMP1 bzw. LMP1-TNFR1-CTAR2
und TRAF6 kam es zu einer Aktivierung des Signalweges. Hierdurch konnte gezeigt werden,
dass die Aminosduren 370-386 von LMP1 bei der JNK1 Aktivierung nicht nur in Bezug auf
TRAF?2 sondern auch in Bezug auf TRAF6 einen LMP1-Phénotyp zeigen.

Auch bei der Analyse des NF-kB Signalweges in TRAF6” Zellen konnte gezeigt werden,
dass die Aktivierung durch die Aminosduren 370-386 von LMP1 TRAF6-abhingig ist (siche
Abschnitt 4.3.3). Dies trifft, wie schon beim JNKI1 Signalweg, unabhingig vom



Diskussion 104

Rezeptorkontext fiir LMP1 und fiir LMP1-TNFR1-CTAR2 zu. Nach Uberexpression von
TRAF6 alleine wurde eine 7,3-fache Induktion der NF-kB Aktivitidt beobachtet. Dies riihrt
wahrscheinlich von einer Oligomerisierung des iiberexprimierten TRAF6 iiber seine C-
terminale TRAF-Doméne her, die zur konstitutiven Aktivierung von NF-kB fithren kann
(Baud et al., 1999). Auch die Expression von LMP1 alleine fiihrte zu einer 3,4-fachen
Induktion von NF-kB. Es ist anzunehmen, dass diese Induktion durch CTAR1 vermittelt wird,
da iiber CTARI der alternative NF-xB Signalweg aktiviert wird, der unabhiangig von TRAF6
ist (Saito et al., 2003). Durch die Coexpression von LMP1 und TRAF6 kam es zu einer 19,1-
fachen Induktion von NF-kB. Dieser Wert liegt deutlich iiber einem Wert, der sich durch
Addition der Induktionen durch die beiden Proteine alleine ergeben wiirde. Dieser
Synergismus zeigt die TRAF6-Abhédngigkeit der NF-«xB Induktion durch LMP1. Fiir LMP1-
TNFR1-CTAR2 konnte ebenfalls eine TRAF6-Abhéngigkeit beobachtet werden. LMP1-
TNFR1 zeigte wie erwartet keine Abhingigkeit von TRAF6 bei der Induktion des NF-xB

Signalweges.

Es konnte im Rahmen dieser Doktorarbeit erstmals gezeigt werden, dass die Festlegung der
fiir die Art der Signaltransduktion typischen Charakteristika auf molekularer Ebene durch die
TRADD Bindestelle von LMP1 erfolgt (siche Abschnitt 4.3.2 und 4.3.3). Dies ist intrinsisch
in den Aminoséduren 370-386 von LMP1 festgelegt und wird auch mit ihnen zusammen auf

einen anderen Rezeptorkontext iibertragen.

5.1.5 Analyse der biologischen Effekte

Wie bereits beschrieben, kommt es durch die Signaltransduktion von LMP1 und dem TNFR1
zur Induktion von vollkommen unterschiedlichen Effekten in der Zelle. Wiahrend LMP1
transformierende Eigenschaften besitzt, kann der TNFR1 Apoptose induzieren. Nachdem in
dieser Doktorarbeit gezeigt werden konnte, dass zusammen mit den Aminosduren 370-386 die
LMP1-spezifische Signaltransduktion auf LMPI1-TNFR1 iibertragen wurde, sollte nun
untersucht werden, wie sich diese Doméne in Bezug auf die indizierten biologischen Effekte
verhidlt. Durch die Analyse des apoptotischen Potentials der verschiedenen Konstrukte sollte
herausgefunden werden, ob die TRADD-Bindestelle auch intrinsisch den biologischen
Phénotyp der Signaltransduktion festlegt. Es konnte beobachtet werden, dass LMP1-TNFRI1-
CTAR?2 keinen Zelltod induziert (siche Abschnitt 4.4). Zusammen mit der Beobachtung, dass
die Aminoséduren 370-386 von LMP1 auch im LMP1-TNFR1-Kontext den JNK1 sowie den
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NF-kB Signalweg in vollem Umfang induzieren koénnen, lisst sich daraus schlieen, dass der
LMP1 Phénotyp zusammen mit den Aminosduren 370-386 auf LMP1-TNFR1 {ibertragen

wurde.

Fiir die transformierenden Eigenschaften von LMP1 sind sowohl CTARI als auch CTAR2
notwendig (Cahir McFarland et al., 1999; Dirmeier et al., 2003; Kaye et al., 1999). Wihrend
CTAR1 fiir die Initilerung der Proliferation notwendig ist, spielt CTAR2 bei der
Langzeitproliferation eine entscheidende Rolle (Izumi und Kieff, 1997; Kaye et al., 1995).
Aus diesem Grund war es nicht moglich, LMP1-TNFR1-CTAR?2 auch auf den Aspekt hin zu
analysieren, ob der transformierende Effekt der Signaltransduktion von LMP1 zusammen mit
den Aminosduren 370-386 auf LMP1-TNFRI1 iibertragen wird. Bei LMP1-TNFR1-CTAR2
fehlt CTAR1, welches, wie oben beschrieben, fiir eine erste Proliferation notwendig ist. Daher
konnte bei der Analyse des biologischen Phédnotyps, der durch LMP1-TNFR1-CTAR2
induziert wird, nur die Induktion von Zelltod aber nicht die von Proliferation oder

Transformation untersucht werden.

5.2 Domain Swapping im TNFR1-Kontext

Die Ergebnisse aus den Domain Swapping Experimenten im LMP1-TNFR1-Kontext sollten
zusitzlich im TNFR1-Kontext bestitigt werden, um einen direkten Einfluss der LMP1-
Transmembrandoménen iiber die Aktivierung der Signaltransduktion hinaus ausschlieen zu
konnen. Zusétzlich sollte mit diesen Experimenten ein weiterer wichtiger Aspekt beleuchtet
werden. Ein wichtiger Unterschied zwischen LMP1-TNFR1 und TNFRI liegt in der Art der
Aktivierung. Wéhrend LMPI1-TNFR1 {iber die LMPI1-Transmembrandoménen spontan
oligomerisiert und dadurch konstitutiv aktiviert wird, braucht der TNFR1 die Bindung des
Liganden TNFa fiir eine Aktivierung (Floettmann und Rowe, 1997; Gires et al., 1997). Daher
handelt es sich beim TNFR1 um eine transiente Aktivierung der Signaltransduktion. Der
Einfluss der Art der Aktivierung sollte durch Domain Swapping Experimente im TNFR1
Wildtyp Kontext analysiert werden. Hierzu wurde die Todesdomine des TNFR1 durch die
Aminosduren 370-386 von LMP1 ersetzt (siche Abschnitt 4.5).

5.2.1 Untersuchungen in HEK293 Zellen

Wie bereits beschrieben, ist in HEK293 der TNF-Rezeptor 2 nicht endogen exprimiert.
Allerdings exprimieren diese Zellen endogen den TNF-Rezeptor 1 (Chandel et al., 2001;
McFarlane et al., 2002; Schneider, 2005).
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Bei der Expression der Konstrukte TNFR1, TNFR1ADD sowie TNFR1-CTAR?2 fiel auf, dass
sich TNFRIADD sowie TNFR1-CTAR2 nach der Zelllyse nur im Triton-X100 16slichen
Uberstand befanden, wihrend der TNFR1 sowohl im Uberstand als auch im Pellet
nachgewiesen werden konnte. Es konnte bereits gezeigt werden, dass Konstrukte, die eine
Todesdomine enthalten, bevorzugt im Pellet sind (Liefold, 2003). AuBlerdem konnte gezeigt

werden, dass die Todesdoméne eine wichtige Rolle bei der Lokalisierung des TNFRI1 in den

Lipid Rafts spielt (Cottin et al., 2002).

Bei der Analyse der Induktion des NF-kB Signalweges durch TNFRI1-CTAR2 in HEK293
Zellen konnten Wechselwirkungen zwischen dem endogenen TNFRI und den
tiberexprimierten Rezeptorkonstrukten beobachtet werden (sieche Abschnitt 4.5.1.2). Das
Kontrollkonstrukt TNFRIADD zeigte einen dominant-negativen Effekt in Bezug auf die
Aktivierung des NF-kB Signalweges durch eine Stimulierung des endogenen Rezeptors mit
TNFa. Eine Aktivierung des NF-xB Signalweges durch TNFR1-CTAR2 konnte zwar
beobachtet werden, allerdings musste davon ausgegangen werden, dass es auch hier zur
Bildung von Heterokomplexen aus dem endogenen Rezeptor und TNFR1-CTAR2 kommt.
Nach Uberexpression von TNFR1-CTAR2 und zusitzlicher Stimulierung mit TNFa. zeigte
sich ndmlich nicht, wie erwartet, eine Addition der beiden Effekte, sondern nur eine geringere
Stimulierung. Dies konnte auf eine Interaktion zwischen dem endogenen Rezeptor und
TNFR1-CTAR2 zuriickzufiihren sein. Beim TNFR1 kommt es bereits ohne die Bindung des
Liganden TNFa zu einer Trimerisierung. Ob es im Falle einer Uberexpression von TNFR1 zu
einer Trimerisierung oder zur Bildung von groBeren Komplexen kommt, ist unklar. Die
Trimerisierung wird normalerweise liber die so genannten pre-ligand assembly domains
(PLADs) vermittelt (Chan et al., 2000). Die PLADs liegen im extrazelluldren Teil des TNFR1
und sind daher auch in den Konstrukten TNFRIADD und TNFR1-CTAR?2 enthalten. Es ist
also vorstellbar, dass es tiiber eine Assoziation dieser Doméne zur Bildung von
Heterokomplexen kommt. Eventuell bindet TNFo zwar an einen Heterokomplex aus
endogenem TNFR1 und TNFRIADD, da die Ligandenbindestelle ja in beiden
Rezeptorkonstrukten vorhanden ist. Nach der Bindung des Liganden kommt es dann
allerdings nicht zu einer Aktivierung von Signalwegen. Es ist anzunehmen, dass nur ein
trimerisierter TNFR1 oder aber ein groerer TNFR1-Komplex in der Lage ist, iiber seine
Todesdomine Signalwege zu induzieren, aber nicht ein Komplex aus TNFR1 und

TNFR1ADD. Durch die ektopische Expression von TNFRI1-CTAR2 kam es zwar zu einer



Diskussion 107

Aktivierung des NF-kB Signalweges, allerdings konnte auch hier keine weitere Stimulierung
durch TNFa erreicht werden. Auch im Fall von TNFR1-CTAR?2 ist es wahrscheinlich, dass
ein Heterokomplex aus endogenem TNFRI und ektopisch exprimiertem TNFR1-CTAR2
nicht durch TNFa stimuliert werden kann. Aufgrund der Uberexpression von TNFR1-CTAR2
ist es anzunehmen, dass dieses Konstrukt in groBerer Anzahl vorliegt als der endogene
Rezeptor. Daher bilden sich wohl neben Heterokomplexen aus beiden Rezeptormolekiilen
auch Komplexe, die nur aus TNFR1-CTAR2 bestehen. Ob die konstitutive Aktivitit von

solchen Komplexen ausgeht, ist unklar.

Es fiel in diesem Experiment auf, dass die Uberexpression von TNFR1 und TNFR1-CTAR2
bereits ohne eine Stimulierung mit TNFa zu einer Aktivierung des NF-xB Signalweges
fiihrte. Besonders im Falle des TNFR1 wurde deutlich, dass eine weitere Aktivierung {iber das
bereits konstitutiv vorhandene Niveau hinaus durch eine Stimulierung nicht erreicht werden
konnte. Denkbar ist, dass der Signalweg durch die Uberexpression bereits so stark aktiviert
wurde, dass eine weitere Aktivierung nicht mehr moglich war. Dafiir spricht das sehr hohe
Induktionsniveau (31-fach), welches z.B. deutlich hoher lag, als das, das durch die
Stimulierung des endogenen Rezeptors erreicht wurde (10,7-fach). Auch in anderen
Publikationen wurde beobachtet, dass eine Uberexpression des TNFR1 ohne Stimulierung
durch TNFa zur Induktion von Signalwegen sowie zur Induktion von Zelltod fiihrt (Cottin et

al., 2002; Jiang et al., 1999).

5.2.2 Untersuchungen in TNFR1/2” Zellen

Aufgrund der in Abschnitt 5.2.1 beschriebenen Interaktion der iiberexprimierten
Rezeptorkonstrukte mit dem endogenen Rezeptor war es notwendig, diese Domain Swapping
Experiment in einer Zelllinie durchzufiihren, die keinen endogenen TNF-Rezeptor 1
exprimiert. Zusétzlich zum TNFR1 wird durch TNFa auch der TNFR2 stimuliert. Wie bereits
in der FEinleitung beschrieben, kommt es durch die Stimulierung des TNFR2 zu einer
Verstarkung des apoptotischen Potentials von TNFR1. Dies konnte in Zellen, die den TNFR2
exprimieren, einen storenden Einfluss auf die Stimulierung der ektopisch exprimierten
Konstrukte haben. Aus diesen Griinden wurde eine TNFR1/2 defiziente Mausfibroblasten-
Zelllinie gewihlt (sieche Abschnitt 4.5.2) (Schneider-Brachert et al., 2004).
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Da es nicht moglich war, den pHEBO-Expressionsvektor in dieser Zelllinie zu verwenden,
mussten die Rezeptorkonstrukte in den pRKS-Expressionsvektor umkloniert werden. Die
Griinde fiir die mangelnde Expression der Konstrukte bei einer Verwendung des pHEBO-
Expressionsvektors blieben bis heute unklar. Da beide Expressionsvektoren einen CMV-
Promotor tragen, kann dies als Grund ausgeschlossen werden (Schall et al., 1990; Sugden et
al., 1985). Durch die Verwendung des Expressionsvektors pRKS konnten die
Rezeptorkonstrukte in den TNFR1/2-defizienten Zellen exprimiert werden. Dabei fiel auf,
dass das Expressionsmuster sich etwas von dem in HEK293 Zellen unterschied. Wahrend
TNFR1ADD und TNFR1-CTAR2 sowohl im Uberstand als auch im Triton-X100 unldslichen
Pellet nachgewiesen werden konnten, wurde der TNFR1 nur im Pellet detektiert. Auch hier
bestitigten sich die Beobachtungen, dass Rezeptorkonstrukte mit Todesdoméne bevorzugt im

Pellet zu finden sind (Liefold, 2003).

Wie in Abschnitt 5.2.1 beschrieben, konnte keine Stimulierung der Rezeptorkonstrukte durch
TNFa erreicht werden. Dort wurden auch bereits einige mogliche Griinde diskutiert. Moglich
war aber auch, dass die Rezeptorkonstrukte nicht auf der Zelloberflache exprimiert wurden
und daher nicht stimuliert werden konnten. Mittels FACS-Analysen konnte die Expression
von TNFR1-CTAR2 und TNFR1ADD auf der Zelloberfliche gezeigt werden (siche Abschnitt
4.5.2.1). Da die FACS-Analyse nach transienter Transfektion durchgefiihrt wurde, wurden die
Zellen zusétzlich zu Expressionsplasmiden fiir die Rezeptorkonstrukte auch noch mit einem
GFP-Expressionsplasmid transfiziert. Dabei fiel auf, dass nicht alle GFP-positiven Zellen
auch Cy™S5 positiv waren. Ein moglicher Grund dafiir ist, dass der TNFRI1 internalisiert
werden kann. So wurde gezeigt, dass die Stimulierung des TNFR1 mit TNFa innerhalb
weniger Minuten zu Endozytose iliber Clathrin-coated Vesikel sowie iliber Caveolen fiihrt
(D'Alessio et al., 2005; Jones et al., 1999; Schneider-Brachert et al., 2004). Als Domine, die
fiir diese Internalisierung notwendig ist, wurden die Aminosduren 205-214 identifiziert. Diese
Aminosduren liegen direkt distal zur Transmembrandomédne und sind daher in den
Konstrukten TNFR1ADD und TNFR1-CTAR?2 ebenfalls enthalten (Schneider-Brachert et al.,
2004). Es wurde bis jetzt nicht untersucht, ob auch die Aktivierung des TNFR1 nur durch
Uberexpression zu einer Internalisierung fiihrt oder ob hierzu die Stimulierung mit TNFa
ausreichend ist. Allerdings wurde gezeigt, dass TNFR1ADD nach Stimulierung internalisiert
wird, obwohl dieses Konstrukt keine Signaldomidne mehr trigt (Schneider-Brachert et al.,
2004). Daher ldsst alleine die Aktivierung eines Rezeptorkonstrukts noch keine direkten

Riickschliisse auf Internalisierungsvorginge zu. Moglicherweise ist also die Internalisierung
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des Rezeptors der Grund, weshalb er nicht mehr in allen Zellen auf der Zelloberfldche
nachgewiesen werden konnte. Im Fall des TNFR1 Wildtyp bewirkt wohl auch noch ein
anderer Effekt, dass keine Expression des Rezeptors auf der Zelloberfliche nachgewiesen
werden konnte. Es wurde beobachtet, dass es durch die ektopische Expression von TNFR1 in
TNFR1/2 defizienten Zellen zur Induktion von Zelltod kommt. Bei der Untersuchung der
Oberfldchenexpression wurde nur die Population der lebenden Zellen untersucht. Daher ist es
anzunehmen, dass die Zellen, die den TNFR1 exprimieren, gar nicht mit in die Analyse
miteinbezogen wurden. Hierfiir spricht auch die deutlich geringere und schwéchere GFP-

Expression in den Ansétzen, in denen GFF und TNFR1 coexprimiert wurden.

Wie bereits beschrieben (siehe Abschnitt 4.5.1.2) wurde in HEK293 Zellen ein dominant
negativer Effekt von TNFR1ADD auf die Stimulierung des endogenen TNFR1 durch TNFa
beobachtet. Und auch bei der Expression von TNFR1-CTAR2 konnte von der Bildung von
Heterokomplexen ausgegangen werden. Auch diese Ergebnisse wiesen bereits daraufthin, dass
sich TNFR1ADD und TNFR1-CTAR2 zumindest in Assoziation mit dem endogenen TNFR1
auf der Zelloberfldche befinden.

Bei der Untersuchung der Signaltransduktion in TNFR1/27 Zellen konnte gezeigt werden,
dass die Aminosduren 370-386 von LMPI1 als eigenstindige Domine auch im TNFRI1-
Kontext ausreichen, um den NF-kB und den JNKI1/AP-1 Signalweg zu aktivieren. Die
Konstrukte zeigten durch die Uberexpression eine konstitutive Aktivitit ohne eine
Stimulierung mit TNFa. Die Bildung von Mischkomplexen mit einem endogenen Rezeptor
und damit eine eventuelle Aktivierung von Signalwegen durch die Todesdomédne konnte in
dieser Zelllinie ausgeschlossen werden. Damit konnten die Ergebnisse im LMP1-TNFRI1-

Kontext bestitigt und erweitert werden.

Bereits bei der Untersuchung der Oberflichenexpression der Konstrukte fiel auf, dass die
Uberexpression vom TNFR1 wohl eine zytotoxische Wirkung auf die Zelle hat. Auch bei der
Analyse des NF-«B Signalweges konnte beobachtet werden, dass nach Coexpression von
TNFR1 die Renilla-Aktivitét, die als interner Standard diente, drastisch einbrach. Im JNK1
Immunkomplex-Kinaseversuch kam es zu einer stark verringerten Menge von JNK1 durch die
Coexpression von TNFRI1. Diese Beobachtungen fiihrten zu der Annahme, dass die
Uberexpression von TNFR1 zum Zelltod fiihrte. Dieser Effekt sollte durch die Coexpression

von GFP nidher analysiert und quantifiziert werden. Durch die Coexpression von TNFR1 kam
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es zu einer deutlichen Abnahme der GFP-positiven Zellen. Diese Abnahme zeigte sich in der
Population der stark GFP-positiven Zellen besonders deutlich. Die Uberexpression des
TNFRI1 fiihrt zu dessen Aktivierung, was dann zum Zelltod fiihrt. Die deutlichen Effekte auf
die stark GFP-positive Population sind dadurch zu erkldren, dass diese Zellen wohl auch den
TNFR1 stark exprimiert haben, was zum Zelltod fiihrte. Auch fiir HeLa Zellen fiihrte die
Uberexpression von TNFR1 bereits ohne weitere Stimulierung durch TNFo zur Induktion

von Apoptose (Cottin et al., 2002).

Die Signaltransduktion des TNFR1 kann sowohl zu Apoptose als auch zu Nekrose fiihren
(Zheng et al., 2006). Welche Art von Zelltod durch die Uberexpression von TNFRI in
TNFR1/27 Zellen induziert wird, ist unklar und sollte weiter analysiert werden. Ein direkter
Nachweis von Apoptose kann zum Beispiel durch den Einsatz von Annexin V erfolgen (van
Engeland et al., 1998). Hierbei handelt es sich um einen Marker fiir friihe Apoptose. Bei
lebenden Zellen befindet sich das Phospholipid Phosphatidylserin auf der Innenseite der
Zellmembran. Wéhrend der Apoptose kommt es zu einem frithen Zeitpunkt zu einer
Translokation von Phosphatidylserin auf die AuBlenseite der Zellmembran. Dort kann es dann
mittels Annexin V nachgewiesen werden (van Engeland et al., 1998; Vermes et al., 1995). Da
es sich um einen frithen Marker fiir Apoptose handelt, erfolgt eine Analyse meist etwa 2-5
Stunden nach der Induktion der Apoptose (Roulston et al., 1998; Zhu et al., 1998). Bei Zellen,
bei denen die Apoptose weiter fortgeschritten ist, wird die Zellmembran durchldssig fiir
Propidiumiodid. Somit konnen diese Zellen dann nicht mehr von nekrotischen Zellen
unterschieden werden, da bei nekrotischen Zellen ein Eindringen von Annexin V in die Zelle
und ein Erkennen von Phosphatidylserin auf der Innenseite der Membran erfolgen kann. Bei
den Experimenten, die im Rahmen dieser Doktorarbeit durchgefiihrt wurden, erfolgte die
Induktion von Zelltod durch die transiente Expression der Rezeptorkonstrukte. Daher konnte
kein eindeutiger Zeitpunkt fiir eine Messung festgelegt werden, da die Expression erst einige
Stunden nach der Transfektion der Zellen beginnt und dann kontinuierlich ansteigt. Man muss
auch davon ausgehen, dass die transfizierten Zellen unter anderem auf Grund von
unterschiedlichen Expressionslevels sich bei der Induktion von Apoptose nicht vollstindig
synchron verhalten. Aus diesen Griinden konnte kein verlédsslicher Nachweis von Apoptose

durch Annexin V Férbung erfolgen.

Die Uberexpression von TNFR1-CTAR? fiihrt nicht zum Zelltod. In Zusammenhang mit der

Tatsache, dass dieses Konstrukt Signaltransduktion induzieren kann, zeigt sich auch hier, dass
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der LMP1-Phénotyp zusammen mit den Aminosduren 370-386 auf den TNFRI1 iibertragen

wurde.

Es ist unbekannt, welche Art von Komplexen sich durch die Uberexpression von TNFR1 und
TNFR1-CTAR2 bildet. Denkbar ist zum einen eine Trimerisierung. Wahrscheinlicher ist
jedoch eine Oligomerisierung, die eher eine mit LMP1 vergleichbare Art der Aktivierung
bewirken wiirde. Daher konnte aus den Uberexpressionsdaten nicht geschlossen werden, ob
eine Trimerisierung und Stimulierung mit TNFa fiir die Aktivitit der Aminosduren 370-386
von LMP1 im TNFRI1-Kontext ausreicht. Es gibt bereits Hinweise darauf, dass die
Signaldomdne von LMP1 nicht durch eine Trimerisierung aktiviert werden kann. So konnten
Kaykas et al. zeigen, dass die Fusion der LMP1-Signaldoméne an die Transmembrandoméne
von CD40 und eine Trimerisierung nach Stimulierung mit CD40 Ligand fiir eine Aktivierung
nicht ausreichend ist (Kaykas et al., 2001). Um zu entscheiden ob im Fall von TNFR1-
CTAR?2 eine Trimerisierung fiir die Aktivierung ausreichend ist, ist ein Expressionslevel des
Konstruktes notwendig, das nicht zu einer konstitutiven Aktivierung der Signaltransduktion
fiihrt. AuBerdem ist es auch notwendig, das Kontrollkonstrukt TNFRI1 so gering zu
exprimieren, dass es nicht zu einer konstitutiven Aktivierung und zum Zelltod kommt. Nach
dem Austitrieren der entsprechenden Mengen von TNFR1 und TNFR1-CTAR2 kénnte dann
die Aktivierung der Signaltransduktion durch Stimulierung mit TNFo untersucht werden. Aus
Zeitgriinden konnte im Rahmen dieser Doktorarbeit die fiir weitere Untersuchungen geeignete

Menge von TNFR1 und TNFR1-CTAR?2 leider nicht mehr ermittelt werden.

Durch die Domain Swapping Experimente im TNFR1-Kontext konnten die Erkenntnisse, die
im LMP1-TNFR1-Kontext gewonnen wurden, bestétigt werden. Bei den Aminosduren 370-
386 von LMPI handelt es sich um eine Doméne, die intrinsisch den Phénotyp der
Signaltransduktion festlegt. Es konnte gezeigt werden, dass das virale LMP1 das zelluldre
pro-apoptotische TRADD-Molekiil in einer anderen Art und Weise verwendet als der TNFRI.
Wihrend iiber TRADD im zelluldren Kontext auch Apoptose induziert wird, nutzt EBV

dieses Signalmolekiil zur Zelltransformation.

5.3 TRAF7

Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollte auch TRAF7 nédher charakterisiert werden und seine

Rolle in der Signaltransduktion von LMP1 untersucht werden. Es konnte gezeigt werden, dass
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TRAF7 in allen untersuchten Zelllinien exprimiert wird. Auch von Xu et al. wurde gezeigt,
dass es sich bei TRAF7 um ein ubiquitir exprimiertes Protein handelt. Sie konnten TRAF7 in

allen von ihnen untersuchten Geweben nachweisen (Xu et al., 2004).

5.3.1 Klonierung von TRAF7 und Deletionsmutanten

Da kein Expressionsvektor fiir TRAF7 erhéltlich war, wurde TRAF7 im Rahmen dieser
Doktorarbeit aus einer HEK293 cDNA kloniert. Zusétzlich wurden noch verschiedene
Deletionsmutanten kloniert, um die Funktionen der einzelnen Doménen untersuchen zu
konnen (siehe Abschnitt 4.6.2). Da kein funktionierender TRAF7-spezifischer Antikorper
erhéltlich ist, wurden alle TRAF7-Proteine mit einem N-terminalen Flag- bzw. HA-Epitop
versehen. In Zusammenarbeit mit Elisabeth Kremmer sollte ein monoklonaler TRAF7-
spezifischer Rattenantikorper generiert werden. Leider fiihrte dies bis zum Abschluss dieser
Doktorarbeit nicht zur Generierung eines a-TRAF7 Antikorpers, der auch endogenes TRAF7

verlésslich und spezifisch erkennt.

5.3.2 Phosphorylierung von TRAF7(1-383)

Bei der Expression der TRAF7-Mutanten und der Analyse im Immunblot fiel auf, dass
TRAF7(1-383) als Doppelbande auftritt. Da gezeigt werden konnte, dass TRAF7
phosphoryliert ist, war es nahe liegend, eine Phosphorylierung als Grund fiir die Doppelbande
anzunehmen. Mit einem Phospho-Threonin-spezifischen Antikorper gelang es, eine
Phosphorylierung von TRAF7(1-383) nachzuweisen (siche Abschnitt 4.6.4). Da bereits
gezeigt werden konnte, dass TRAF7 durch MEKK3 phosphoryliert werden kann und es sich
bei MEKK3 um eine Serin-/Threonin-Kinase handelt, ist moglich, dass die Phosphorylierung
von TRAF7(1-383) durch MEKK3 erfolgte. Ein weiterer Hinweis auf eine Phosphorylierung
durch MEKK3 ist die Tatsache, dass Bouwmeester et al. eine Phosphorylierung der Mutante
TRAF7(1-416) durch MEKK3 zeigen konnten (Bouwmeester et al., 2004). Sowohl bei
TRAF7(1-383) als auch bei TRAF7(1-416) wurden die C-terminalen WD40 Wiederholungen
deletiert.

Bei den WD40 Wiederholungen handelt es sich um eine konservierte Protein-Protein-
Interaktionsdoméne, die in allen Eukaryonten vorhanden sind (Lambright et al., 1996). Diese
Domine, die auch als p-Transducin-Wiederholungen bezeichnet werden, weilit eine

propellerartige Struktur auf. Proteine mit WD40 Wiederholungen spielen bei einer Vielzahl
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von verschiedenen zelluliren Prozessen eine Rolle, wobei die Funktion der jeweiligen
Proteine nicht durch die WD40 Wiederholungen sondern durch andere Doménen festgelegt
wird (Denisenko et al., 1998; Smith et al., 1999). Beispiele fiir Proteine mit WD40
Wiederholungen sind die Kinase LRRK2 (Leucine-rich repeat kinase 2), die p-Untereinheit
von heterotrimeren G-Proteinen oder auch Komponenten von Histonmethylierungs-
Komplexen (Higa et al., 2006; Lambright et al., 1996; Li und Beal, 2005). Es konnte gezeigt
werden, dass die WD40 Wiederholungen von TRAF7 notwendig fiir eine Interaktion mit
MEKK3 sind (Bouwmeester et al., 2004; Xu et al., 2004). Daher stellt sich die Frage, wie die
Mutanten TRAF7(1-416) und TRAF7(1-383), die aufgrund ihrer fehlenden WD40 Doméne
nicht mehr mit MEKK3 interagieren konnen, durch MEKK3 phosphoryliert werden konnen.
Moglich ist eine transiente Interaktion, die mit Hilfe von Immunprézipitationen nicht gezeigt
werden kann, aber fiir eine Phosphorylierung ausreichend ist. Eine weitere Moglichkeit wére,
dass neben MEKK3 auch noch eine oder mehrere weitere Kinasen in der Lage sind, TRAF7
zu phosphorylieren. Mdglicherweise wird diese Kinase im TRAF7 Wildtyp durch die WD40
Wiederholungen inhibiert. In anderen Fillen konnte eine Rekrutierung von inhibitorischen
Proteinen durch die WD40 Wiederholungen beobachtet werden. So wird fiir LRRK2 die
Bindung von inhibitorischen Proteinen iiber die WD40 Wiederholungen postuliert (Li und
Beal, 2005). Im Fall von TRAF7 konnten bereits einige Interaktionspartner identifiziert
werden, unter ihnen TRAF6 sowie c-Myb. Wihrend fiir c-Myb eine Bindung an TRAF7 iiber
die WD40 Wiederholungen gezeigt werden konnte, ist dies fiir die Bindung an TRAF6 noch
unklar (Morita et al., 2005; Yoshida et al., 2005). Allerdings konnten bislang keine
Wechselwirkungen mit Proteinen identifiziert werden, die das Phosphorylierungsmuster von
TRAF7(1-383) erkldren. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde auch der Einfluss von LMP1
sowie LMP1-TNFR1 auf die Phosphorylierung von TRAF7(1-383) untersucht. Hier konnte
gezeigt werden, dass es durch die Expression von LMP1 nicht zu einer Verdnderung der

Phosphorylierung von TRAF7(1-383) kommt.

Bouwmeester et al. konnten eine Phosphorylierung des TRAF7 Wildtyps durch MEKK3
nachweisen (Bouwmeester et al., 2004). Im Rahmen dieser Doktorarbeit gelang es nicht, eine
Phosphorylierung des TRAF7 Wildtyps zu zeigen. Moglich sind technische Griinde, die
bewirkten, dass eine eventuell vorhandene Phosphorylierung des TRAF7 Wildtyps nicht
nachgewiesen werden konnte. Von TRAF7 Wildtyp wurden geringere Mengen
immunprézipitiert als von TRAF7(1-383). AuBlerdem ist auch nur eine Bande sichtbar,

obwohl gezeigt werden konnte, dass TRAF7 mehrere Banden bildet und starke
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Modifikationen tragt (siche Abb. 4.19). Es ist mdglich, dass bestimmte modifizierte Formen,
zum Beispiel aus sterischen Griinden, nicht durch den Flag-spezifischen Antikorper

prézipitiert wurden.

Ein nichster Schritt wére es jetzt, die genaue Stelle der Phosphorylierung herauszufinden.
Dies konnte mit Hilfe von Massenspektrometrie geschehen. Durch gezielte Mutation der
Phosphorylierungsstelle konnten Hinweise auf die Funktion der Phosphorylierung gewonnen

werden.

5.3.3 Lokalisierung von TRAF7 in der Zelle

Um die Verteilung und Lokalisation von TRAF7 in der Zelle beobachten zu kénnen, wurde
TRAF7 sowie eine Mutante N-terminal mit mRFP fusioniert (siche Abschnitt 4.6.5). Bei der
Expression von mRFP-TRAF7 wurden vesikuldre Strukturen beobachtet, wie sie auch bereits
in der Literatur beschrieben sind (Bouwmeester et al., 2004). In dieser Doktorarbeit wurde die
Mutante mRFP-TRAF7(283-670) generiert und exprimiert. Hierfiir wurden der N-terminale
RING-Finger sowie der Zink-Finger deletiert. Diese Mutante zeigt im Gegensatz zum
Wildtyp eine gleichméBige zytosolische Verteilung. Auch bei Bouwmeester et al. wurde die
Verteilung von verschiedenen Mutanten untersucht. Sie konnten zeigen, dass TRAF7(217-
670) und TRAF7(1-416) eine mit dem Wildtyp vergleichbare vesikuldre Verteilung
aufwiesen. Bei TRAF7(1-199) und TRAF7(417-670) hingegen konnte dies nicht beobachtet
werden. Daraus schlossen sie, dass der mittlere Teil von TRAF7, der den Zink-Finger und die
Coiled-coil-Domine enthélt, fiir eine Lokalisierung in vesikuldre Strukturen notwendig ist.
Dass die RING-Finger Doméne nicht notwendig ist, konnten Bouwmeester et al. mit Hilfe der
Mutante TRAF7(217-670) zeigen. Hier ist nur der RING-Finger deletiert und es zeigt sich
eine Lokalisation wie beim Wildtyp (Bouwmeester et al., 2004). In dieser Doktorarbeit konnte
gezeigt werden, dass die Mutante TRAF7(283-670) nicht in vesikuldren Strukturen lokalisiert
ist. Aus den verdffentlichten Daten und den Ergebnissen im Rahmen dieser Doktorarbeit
konnte geschlossen werden, dass nur der Zink-Finger fiir eine Lokalisierung von TRAF7 in

vesikuldren Strukturen notwendig ist.

5.3.4 Beteiligung von TRAF7 an der Signaltransduktion von LMP1

Um die Beteiligung von TRAF7 an der Signaltransduktion von LMP1 zu untersuchen, wurde

die Expression von TRAF7 mit Hilfe von TRAF7-spezifischer siRNA herunterreguliert (siche
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Abschnitt 4.6.6). Die gleiche sequenzoptimierte siRNA wurde bereits bei der Untersuchung
der Signaltransduktion des Toll-like Rezeptor 2 verwendet (Yoshida et al., 2005). Mittels RT-
PCR konnte eine sehr gute Herunterregulierung der TRAF7-Genexpression auf der mRNA
Ebene nachgewiesen werden. Durch den Einsatz dieser siRNA konnte gezeigt werden, dass
TRAF7 an der Aktivierung des JNK1 Signalweges durch LMP1 beteiligt ist (siche Abschnitt
4.6.7). An welcher Stelle TRAF7 im JNK1 Signalweg involviert ist, konnte im Rahmen dieser

Arbeit nicht mehr untersucht werden und muss Bestandteil zukiinftiger Analysen sein.
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6 Zusammenfassung

TRADD spielt als Adaptermolekiil eine zentrale Rolle in der Signaltransduktion von LMP1
und TNF-Rezeptor 1. Wéhrend es allerdings durch den TNFR1 neben der Aktivierung
verschiedener Signalwege auch zur Induktion von Apoptose und Nekrose kommt, handelt es
sich bei LMP1 um ein Protein mit transformierendem Potential. Bei den jeweiligen TRADD-
Bindestellen von LMP1 und TNFRI1 handelt es sich um zwei strukturell vollkommen
unterschiedliche Doménen. Und auch auf der Seite von TRADD wird die Bindung iiber zwei
verschiedene Domidnen vermittelt. Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollte die Frage
beantwortet werden, ob die TRADD-Bindestelle intrinsisch die biologischen Effekte der

Signaltransduktion bestimmt oder ob diese durch den Rezeptorkontext festgelegt werden.

Zur Beantwortung dieser Frage wurde in einem Domain Swapping Experiment die TRADD-
Bindestelle des konstitutiv aktiven LMP1-TNFR1 sowie des TNFR1 gegen die putative
TRADD-Bindestelle von LMP1 ausgetauscht. Es konnte erstmals gezeigt werden, dass die
Aminosduren 370-386 die vollstindige TRADD-Bindestelle von LMP1 umfassen. Weiter
konnte gezeigt werden, dass diese Aminosduren im LMP1-TNFR1- sowie im TNFR1-Kontext
ausreichend sind, um den NF-kB und den JNK1 Signalweg zu aktivieren. Die Aktivierung des
JNK1 Signalweges durch LMP1-TNFR1-CTAR2 verlduft unabhéngig von TRAF2 und
abhingig von TRAF6 und auch die Aktivierung des NF-«kB Signalweges durch dieses
Rezeptorkonstrukt verlauft TRAF6-abhingig. Damit konnte gezeigt werden, dass die LMP1-
spezifischen Charakteristika der Signaltransduktion durch die TRADD-Bindestelle festgelegt
und mit ihr zusammen iibertragen werden. Obwohl die Aminosduren 370-386 von LMP1
funktionell sind, sind sie auch im LMP1-TNFR1 sowie im TNFR1 Kontext nicht in der Lage
Apoptose zu induzieren. Damit konnte im Rahmen dieser Doktorarbeit gezeigt werden, dass
die Aminosduren 370-386 von LMP1 intrinsisch und unabhédngig vom Rezeptorkontext den

nicht-apoptotischen Phénotyp der Signaltransduktion festlegen.

AuBlerdem wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit die Beteiligung von TRAF7 an der
Signaltransduktion von LMP1 untersucht. Dazu wurde TRAF7 aus einer cDNA kloniert.
Zusitzlich wurden verschiedene Deletionsmutanten sowie Fusionen mit dem fluoreszierenden
Protein mRFP hergestellt. Es konnte eine Threonin-Phosphorylierung von TRAF7(1-383)
nachgewiesen werden. Mittels Fluoreszenzmikroskopie konnte eine Lokalisierung von

TRAF7 in vesikuldren Strukturen beobachtet werden. Eine Mutante, der der RING- sowie der
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Zink-Finger fehlen, zeigte hingegen eine gleichméfige zytosolische Verteilung. AuBlerdem
konnte in dieser Doktorarbeit mit Hilfe von spezifischer siRNA gezeigt werden, dass TRAF7
an der Aktivierung des JNK1 Signalweges durch LMP1 beteiligt ist.



Abkiirzungen

7 Abkirzungen
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