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Einleitung

A Einleitung

Die Geschichte des Tumor Nekrose Faktors (TNF) nahm ihren Anfang bereits vor {iber
einem Jahrhundert mit der Beobachtung des deutschen Arztes P. Bruns, der im Jahr 1888
von einer Tumorregression bei Patienten nach bakterieller Infektion berichtete (Aggarwal,
2003). Mittlerweile listet die Publikationsdatenbank PubMed iiber 50 000 Treffer unter
dem Stichwort TNF und in der Tat hat die Erforschung der zahlreichen TNF-vermittelten
Effekte sowie der zu Grunde liegenden Mechanismen einen enormen Fortschritt erzielt.
Trotzdem werden auch heute noch immer neue Aspekte von TNF entdeckt und
vermutlich miissen noch erheblich mehr Informationen gewonnen werden, um ein volles

Verstiandnis der TNF-Biologie zu erlangen.

1. Zytokine und ihre Rezeptoren

Zytokine sind Proteine, die sowohl von Zellen des angeborenen als auch des erworbenen
Immunsystems sezerniert werden und zahlreiche Funktionen dieser Zellen vermitteln.
Dabei ist ihre Sezernierung ein kurzes und meist selbst limitierendes Ereignis, wobei die
Synthese von Zytokinen fiblicherweise durch eine de novo Transkription der ent-
sprechenden Gene initiiert wird und die resultierenden Proteine dann relativ rasch und nur
fiir einen kurzen Zeitraum aus der Zelle ausgeschleust werden. Beziiglich ihrer Funktion
sind die meisten Zytokine durch einen enormen Pleiotropismus und grofle Redundanz
gekennzeichnet. Das bedeutet, dass sie zum einen auf unterschiedliche Zelltypen wirken
und dadurch verschiedene Effekte auslosen konnen, zum anderen kann aber die distinkte
Wirkung eines bestimmten Zytokines durch andere ersetzt werden. Beide Eigenschaften
erschweren enorm den Einsatz einer Zytokin- oder Antizytokintherapie, denn durch den
Pleiotropismus ist immer mit einer Fiille von Nebeneffekten beim Einsatz oder
Ausschalten eines speziellen Zytokins zu rechnen. Die Redundanz kann andererseits dazu
fiihren, dass das Entfernen eines Zytokins aus dem komplexen Zusammenspiel im
Organismus keine oder kaum Auswirkungen zeigt, weil die Funktionen anderweitig
kompensiert werden konnen. Abgesehen von den beschriebenen Effekten beeinflussen
sich Zytokine sehr stark untereinander, was zu additiven, synergistischen oder sogar

antagonistischen Mechanismen fiithren kann. Thre Wirkung bleibt dabei nicht unbedingt
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auf die ndhere Umgebung der produzierenden Zelle beschridnkt, sondern kann im
Extremfall, meist in biologischen StreBsituationen, endokrinen Charakter aufweisen. Ein
weiteres Charakteristikum der Zytokine ist schlieBlich die Vermittlung ihrer Effekte tiber
spezifische, membranstindige Rezeptoren auf den jeweiligen Zielzellen. Die Bindung an
die jeweiligen Rezeptoren weist dabei sehr hohe Affinititen auf (K4-Werte von 10™° bis
102 M), wodurch schon geringste Zytokinmengen ausreichen, um biologische Effekte

erzielen zu konnen (Abbas, 2000).

Die Zytokinrezeptoren sind alle iiber eine Transmembrandomdne in der
Plasmamembran verankert und bilden mit der Extrazelluldirdoméane die Bindungsstelle fiir
das jeweilige Zytokin. Durch Bindung des Liganden wird typischerweise ein clustern der
Rezeptoren ausgelost, wodurch es zur intrazelluldren Signaltransduktion kommt. Die
Einteilung der Zytokinrezeptoren basiert auf strukturellen Homologien der Extrazellular-
doménen und resultiert in fiinf unterschiedlichen Familien.

Die Rezeptoren, die zur ersten Familie gehoren, werden als Typ I Zytokinrezeptoren
bezeichnet. Sie enthalten extrazellulir mindestens ein Motiv aus zwei konservierten
Cysteinpaaren, sowie proximal zur Membran einen kurzen Sequenzabschnitt aus
Tryptophan-Serin-X-Tryptophan-Serin (WSXWS), wobei X eine beliebige Aminosdure
sein darf. Diese Gruppe an Rezeptoren bindet iliber die genannten, konservierten
Strukturen Zytokine, die sich in 4 a-Helices falten. Die Spezifitét fiir die Bindung eines
bestimmten Zytokins wird dann iiber andere Bereiche der Extrazelluldirdoméne vermittelt.
Prominente Vertreter dieser Gruppe sind die Rezeptoren fiir IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, fiir
GM-CSF und Prolaktin.

Die Gruppe der Typ II Zytokinrezeptoren dhnelt sehr stark der vom Typ I, besitzt aber
nicht die WSXWS-Sequenz. Vertreter dieser Gruppe sind die Rezeptoren fiir IFN-a/p,
IFN-y und IL-10.

Einige Rezeptoren enthalten in ihrer Extrazellulirdomine Immunglobulin (Ig)-Doménen,
weshalb sie zur sogenannten Ig-Superfamilie gerechnet werden. Zu dieser Gruppe zihlt
man sowohl die beiden Rezeptoren von Interleukin 1, als auch die Rezeptoren von M-
CSF und SCF.

Die Rezeptoren fiir Chemokine bilden ebenfalls eine eigenstindige Gruppe, die sich
durch sieben transmembranidre o-Helices auszeichnet, was der Gruppe ihren Namen

»dlebenspdnner gibt. Wie in anderen Bereichen der Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung



Einleitung

diesen Typs, so wird auch bei Bindung der Chemokine an ihre Rezeptoren die
Signaltransduktion iiber G-Proteine vermittelt.

Die fiinfte Gruppe wird schlieBlich von der TNF-Rezeptor-Superfamilie gebildet, die sich
durch konservierte Cystein-reiche Doménen (cystein-rich domains, CRD) auszeichnet.
Nach Aktivierung der Rezeptoren werden verschiedene Adapterproteine rekrutiert, die

Apoptose auslosen oder Genexpression stimulieren (Abbas, 2000, Ibelgaufts, 2004).

2. Die TNF-/TNF-Rezeptor-Superfamilie

Nachdem Lymphotoxin (LT) und der Tumor Nekrose Faktor / Kachektin identifiziert
(Carswell, 1975, Williams, 1968) und darauf folgend ihre ¢cDNAs kloniert wurden
(Aggarwal, 1985, Beutler, 1985, Pennica, 1984), hatte man damit die Prototypen einer
neuen Genfamilie entdeckt, die mittlerweile auf Ligandseite 19 und auf der
korrespondierenden Rezeptorseite 29 Mitglieder umfasst. Dabei interagieren membran-
gebundene sowie l0sliche Liganden mit einem oder mehreren spezifischen Rezeptoren,
die ebenfalls membranstindig oder 16slich sein konnen. Das Ligand-Rezeptor-System
vermittelt unterschiedliche physiologische Effekte, die von Proliferation und
verbessertem Uberleben von Zellen, iiber Zell-Differenzierung bis hin zur Induktion von
Apoptose reichen. Andererseits vermogen einige Mitglieder der TNF-/TNFR-Super-
familie, darunter vor allem TNF, auch die Induktion pathophysiologischer Prozesse wie
septischem Schock, Kachexie, Kanzerogenese und Autoimmunitit (Aggarwal, 2002). Die
iibergeordnete Aufgabe scheint aber in der Koordination des Immunsystems zu liegen, in
dem durch schnelle und potente Induktion von entsprechenden Signalkaskaden die
Proliferation und Protektion der Zellen vermittelt werden kann, die fiir die Reaktion auf

und Elimination von Pathogenen verantwortlich sind (Locksley, 2001).

Die Liganden der TNF-Superfamilie werden, bis auf zwei Ausnahmen (LT, und
TWEAK), als Typ II Transmembranproteine synthetisiert. Sie sind durch diese
Lokalisierung auf der Membran fiir die proteolytischen Enzyme vornehmlich der
Metalloprotease-Klasse zuginglich und einige konnen daher durch Abspaltung der
Ektodomine in ihre 16sliche Form prozessiert werden (Idriss, 2000). Dies geschieht aber
hiufig nur unter nicht physiologischen Bedingungen, was den eigentlich lokalen

Wirkmechanismus der Rezeptor-Ligand-Interaktion unterstreicht. So sind dann auch
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messbare Serumspiegel an 16slichen Liganden haufig mit pathologischen Zustinden
verbunden (Aggarwal, 2003). Biologisch aktiv sind die Liganden der TNF-Superfamilie
als nicht kovalent gebundene Homo- und Heterotrimere, die unabhingig vom jeweiligen
Rezeptor selbstindig assoziieren. Dadurch wird auch auf Rezeptorseite eine
Trimerisierung initiiert oder es kommt zur Konformationséinderung bereits vorgeformter
Rezeptormultimere, wie dies fiir Rezeptoren mit einer pre-ligand-binding assembly
domain (PLAD), darunter beide TNF-Rezeptoren und CD40, gezeigt werden konnte
(Chan, 2000).

Die Mitglieder der TNF-Rezeptor-Superfamilie werden als Typ I Transmembran-
proteine exprimiert und kénnen auf Grund ihrer intrazelluldren Strukturen und den damit
verbundenen Signalkaskaden in drei Gruppen eingeteilt werden. Die bekannteste ist wohl
die Gruppe der Todesrezeptoren (death receptors, DR), die eine 60 bis 80 Aminosiuren
umfassende Domine enthalten, welche als Todesdomine (death domain, DD) bezeichnet
wird (Itoh, 1993, Tartaglia, 1993a) und iiber die nach homophiler Anlagerung weiterer
DD-enthaltender zytosolischer Proteine (z.B. TRADD, FADD oder RIP) proteolytische
Kaspasen aktiviert und programmierter Zelltod (Apoptose) induziert werden kann. Die
prominentesten Vertreter der Todesrezeptoren sind wohl der pSSTNFR/TNFR1/CD120a
und Fas/CD95/Apol, anhand derer urspriinglich auch die Relevanz der DD fiir die
Induktion von Zelltod gezeigt werden konnte.

Die Gruppe der Non-DD-Rezeptoren zeichnet sich durch intrazellulire Sequenz-
homologien aus, an die TNF-Rezeptor assoziierte Faktoren (TNF-receptor associated
factors, TRAFs) binden konnen und die daher als TRAF-Domine bezeichnet werden.
Erstmals beschrieben wurden sie nach Charakterisierung des p75TNFR und seinen
Adaptorproteinen TRAF1 und TRAF2 (Rothe, 1994). Bisher sind sechs solcher TRAF-
Molekiile beschrieben worden, die durch Anlagerung weiterer Proteine unterschiedliche
Effekte auslosen konnen, wohl aber nur in Ausnahmeféllen die direkte Induktion von
Apoptose. Allerdings kann durch Aktivierung der Rezeptoren eine Induktion von
Liganden wie TNF, FasL oder TRAIL verursacht werden, die ihrerseits durch Bindung an
ihren jeweiligen Todesrezeptor Apoptose auslosen konnen (Grell, 1999, Vercammen,
1995).

SchlieBlich beinhaltet die TNFR-Superfamilie die Gruppe der sogenannten Decoy-

Rezeptoren, die auf Grund einer fehlenden Intrazellulirdoméine nicht zur Signal-
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transduktion befdhigt sind. Sie dienen vermutlich dem Abfangen der Liganden und stellen
damit kompetitive Hemmer der korrespondierenden signaling-kompetenten Rezeptoren

dar.

3. TNF und seine Rezeptoren

TNF ist eines der zentralen Zytokine der angeborenen Immunitdt und vermittelt seine
biologische Wirkung iiber zwei Rezeptoren, TNFRI1, der 55 kDa schwer ist und daher
auch als pSSTNFR (CD120a/TNFRSF1A) bezeichnet wird, sowie der etwas schwerere
TNFR2, dessen Molekulargewicht bei 75 kDa liegt und der daher auch unter dem Namen
p75TNFR (CD120b/TNFRSF1B) in die Literatur eingegangen ist.

Eine Ubersicht iiber die Molekiile des TNF-/TNF-Rezeptor System ist in folgender
Abbildung dargestellt.

sol. TNF LTap, LTa, mem.TNF

»

| |
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FADD 8
TRAF 25
TRADD B TRAF 215
Activation of NF-xB/AP-1
Caspases Activation

J |
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Abb. 1: Ubersicht iiber die Molekiile des TNF/TNF-Rezeptor-Systems. Neben TNF
bindet auch LTas an beide TNF-Rezeptoren, das Heterotrimer LTo,3; dagegen nur an
den pSSTNFR. Aus Griinden der besseren Ubersichtlichkeit wurden nicht alle an der
Signaltransduktion beteiligten Proteine in die Abbildung mit aufgenommen.

TRADD: TNF-Rezeptor assoziierte DD; FADD: Fas assoziierte DD; LT: Lymphotoxin



Einleitung

3.1. Tumor Nekrose Faktor

Anhand gentechnisch verdnderter Méuse wird deutlich, welch ambivalente Rolle TNF im
Organismus spielt. So weisen Méduse, die gendefizient fiir TNF sind, Probleme bei der
Kontrolle und Beseitigung mikrobieller Infektionen auf (Marino, 1997). Dies duflert sich
im Human-System durch eine erhohte Anfalligkeit fiir die Reaktivierung von Tuberkulose
wihrend einer Anti-TNF-Therapie (Berg, 2004). Andererseits zeigen Miuse, die transgen
fiir den TNF-Genlokus sind, die Gefahr einer Uberexpression dieses Zytokins in Form
eindeutiger Anzeichen von chronisch entziindlichen Erkrankungen (Butler, 1997). Durch
diese gegenldufigen Effekte wird klar, warum TNF nicht konstitutiv exprimiert wird,

sondern seine Synthese einer starken Regulation unterworfen ist (Aggarwal, 1996).

Das Gen fiir humanes TNF liegt, wie auch das fiir LTa, auf dem kurzen Arm von
Chromosom 6 (Chromosom 17 in der Maus) (Ware, 2005) im Bereich des Haupthisto-
kompatibilitits-Komplexes (MHC). Beide Gene sind ungefahr 3000 Basenpaare lang und
von drei Introns unterbrochen (Nedwin, 1985, Spies, 1989). Ausgehend von einer ca.
1500 bp langen mRNA, wird humanes TNF vor allem von aktivierten Monozyten und
Makrophagen (Higuchi, 1990, Ménnel, 1980) aber auch von zahlreichen anderen Zellen,
zundchst als 26 kDa schweres Transmembranprotein translatiert (memTNF) (Kriegler,
1988), kann aber durch proteolytische Spaltung ebenfalls membranstindiger Metallo-
proteasen in eine l6sliche Form von 17 kDa prozessiert werden (soluble TNF, sTNF). Die
wichtigste, zur ADAM (a disintegrin and metalloproteinase)-Familie gehorende Protease
fiir diesen als shedding bezeichneten Prozess ist TACE (TNF-alpha converting enzyme),
auch unter der Bezeichnung ADAMI17 bekannt (Black, 1997, Moss, 1997). Trotz der
moglichen Uberfiihrung in die 16sliche Form, kann unter physiologischen Bedingungen
praktisch kein TNF im Serum nachgewiesen werden. Dies &andert sich unter
pathophysiologischen Bedingungen, vor allem durch Stimulation mit Lipopolysaccharid
(LPS) oder anderen bakteriellen Produkten, sowie gram-positiven und gram-negativen
Bakterien, dramatisch (Nachweis im nM Bereich) und kann durch die eigene Wirkung
noch weiter verstiarkt werden. So gilt TNF im Zusammenspiel mit anderen Zytokinen als
Schliisselmolekiil bei der Entstehung des septischen Schocks (Mainnel, 2000). Im
Gegensatz zu den tiberschieBenden TNF-Spiegeln in der Sepsis, wird durch eine

langanhaltende Exposition geringerer TNF-Konzentrationen Kachexie vermittelt. Dieses
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vor allem bei Tumorpatienten zu beobachtende, durch starken Gewichtsverlust gekenn-
zeichnete Syndrom, war parallel zur Tumornekrose der erste fiir TNF beschriebene Effekt
und zunichst einem als Kachektin bezeichneten Protein zugeschrieben worden, das sich
durch Aufkldrung der Sequenz aber als identisch mit TNF erwies (Beutler, 1985).
Weitere, mit detektierbaren TNF-Plasmaspiegeln verbundene Erkrankungen sind
bakterielle Meningitis, Rheumatoide Arthritis, Morbus Crohn, Multiple Sklerose, GvHD
(Graft-versus-Host-Disease), TransplantatabstoBungen (Herz, Niere), akutes Lungen- und
Leberversagen, sowie Herzinsuffizienz (NYHA III-IV) und Herzinfarkt (Eigler, 1997).
Interessanterweise fithren schon kleinere Verdnderungen am TNF-Molekiil zur
Entstehung TNF-vermittelter Krankheitsbilder. Exprimiert man beispielsweise gelenk-
spezifisch eine Mutante von TNF, der die Aminosduren 1 bis 12 (A 1-12) fehlen und
damit eine der Schnittstellen fiir TACE, in Miusen, so erkranken die Tiere in Folge dieser
Expression an kaum noch prozessierbarem TNF an Arthritis (Alexopoulou, 1997). Dies
unterstreicht zudem die Rolle von transmembranirem TNF (pro-TNF) als signaling-
kompetentem Liganden, der nicht nur als Vorstufe der 16slichen Variante gesehen werden
kann. Eine zweite Verdnderung am TNF-Molekiil betrifft den Bereich der AU-rich
elements (ARE) der 3’ untranslatierten Region der mRNA, der fiir die relative Instabilitét
des Transkriptes verantwortlich ist (Ruuls, 1999). Interferiert man in Miusen mit diesen
AREs, kommt es zu einer erhohten Stabilitdt und in der Folge zu erhdhten Proteinspiegeln
an TNF in den Fibroblasten. Daraus resultiert die Entstehung klinischer Anzeichen von
Arthrose und Colitis, die interessanter Weise verschwinden, wenn man diese Méause auf
einen p75TNFR-/- Hintergrund riickkreuzt (Kontoyiannis, 1999). Dies deutet wiederum
auf eine wichtige Rolle des p75TNFR in chronisch entziindlichen Erkrankungen hin.

Die fiir die TNF-Superfamilie beschriebene Vermittlung unterschiedlicher Effekte
wie Uberleben, Aktivierung, Differenzierung und programmierter Zelltod, vereinigt sich
im Falle des pleiotropen TNF in einem einzigen Molekiil. Ein dhnlich funktioneller
Antagonismus wie die Induktion von Zelltod und Uberleben, wird innerhalb der TNF-
Superfamilie nur noch fiir den eng verwandten Liganden TRAIL beschrieben (Wajant,
2003). TNF bewirkt in den Zielzellen, abhingig vom jeweiligen Rezeptor (p55- oder
p75TNFR) und anderen Regulationsmechanismen, wie dem physiologischen Zustand der
Zelle, die Aktivierung verschiedener Signalkaskaden. Zu den wichtigsten zdhlen dabei die

Aktivierung der MAP- (mitogen-activated protein) Kinasen p38 und JNK (cJun N-
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terminal kinase), wodurch entweder proinflammatorische oder Proliferations-assoziierte
Gene induziert werden. Des weiteren die Aktivierung von Caspasen, vor allem Caspase 3
und 8, durch die in den Zellen Apoptose ausgelost wird und schlieBlich der NF-kB
Signalweg, liber den anti-apoptotische Schutzgene wie c-IAP (cellular inhibitor of
apoptosis protein) 1 und 2, sowie Mitglieder der Bcl-2 Familie, exprimiert werden, aber
auch proinflammatorische Entziindungsgene. Erwdhnenswert ist noch die systemische
Wirkung von TNF als endogenes Pyrogen, wodurch es unter Entziindungsbedingungen
zur Freisetzung von Prostaglandinen und damit zur Entstehung von Fieber kommt.

Alles in allem wird dadurch die zentrale Rolle von TNF als pleiotropes Zytokin im

Organismus unterstrichen.

3.2. Die TNF-Rezeptoren

Erst einige Jahre nach TNF sind auch seine beiden Rezeptoren, TNFR1/pS5STNFR und
TNFR2/p75TNFR, sowohl fiir den Menschen (Loetscher, 1990, Smith, 1990) als auch fiir
die Maus (Goodwin, 1991, Lewis, 1991) kloniert worden. Sie verfiigen iiber eine
Sequenzhomologie von 28 %, die sich vornehmlich auf die Extrazellulirdomine mit den
jeweils 4 konservierten Cystein-reichen Doméinen (CRD) erstreckt. Die intrazelluldre
Sequenz ist weitgehend unterschiedlich und weist praktisch keine Homologie auf
(MacEwan, 2002). Wie bereits erwidhnt, besitzen beide Rezeptoren in ihrer
Extrazellulirdoméne die sogenannte PLAD und liegen daher schon vor Bindung des
Liganden in der Membran als Homomultimere vor (Chan, 2000). Nach Bindung des
Liganden kommt es dann zur Clusterbildung und damit zur Initialisierung von
entsprechenden Signalkaskaden. Die Affinitdt von TNF zu seinen Rezeptoren variiert
abhingig davon, ob es sich um das losliche 17 kDa oder das transmembrandre 26 kDa
TNF handelt. Experimentell ermittelte Daten zeigen fiir 16sliches TNF eine wesentlich
kleinere Dissoziationskonstante und damit stirkere Bindung fiir den pS5TNFR (K4 = 20
pM) als fiir den p75TNFR (K4~ 300 pM) (Grell, 1995a), wohingegen membranstindiges
TNF affiner fiir den p75TNFR ist (Grell, 1995b). Zur unterschiedlichen Affinitét fiir
sTNF kommt eine deutlich unterschiedliche Kinetik der Bindung, die fiir den pS5TNFR
mit einer Halbwertszeit (t;2) von 33 Minuten und fiir den p75TNFR mit t;, < 2 Minuten
angegeben wird (Grell, 1998b, Krippner-Heidenreich, 2002). Dies fiihrte zur Hypothese,
dass der p75TNFR durch die schnelle Assoziations-/Dissoziations-Kinetik der TNF-
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Bindung den Liganden zunichst festhilt, dadurch seine lokale Konzentration erhéht und
ihn dann an den p5S5TNFR weitergibt. Der Prozess wurde als ligand-passing bezeichnet
(Tartaglia, 1993b) und stiitzt sich auf die Tatsache, dass iiber pSSTNFR ausgeldste
Apoptose in Gegenwart des p75TNFR sehr viel stirker ablauft. Mittlerweile haben sich
aber auch zwei andere, eng miteinander verbundene Mechanismen herauskristallisiert, die
ebenfalls die p75TNFR-abhédngige Verstirkung des pS55TNFR-induzierten Zelltodes
erkldren. Zum einen spielt dabei die Konkurrenz der beiden Rezeptoren um die Bindung
von TRAF?2 eine Rolle, aus der eine Anlagerung der anti-apoptotischen Proteine clAP1
und 2 resultiert (Wajant, 2003). Dariiberhinaus konnte fiir cIAP1 die Initiierung der
Ubiquitinylierung und folgende proteasomale Degradierung von TRAF2 gezeigt werden
(L1, 2002), was wiederum die Konkurrenz um verbleibendes TRAF2 erhoht. Schlielich
fiihrt in einigen Zellen die Aktivierung des p75STNFR zur Induktion von endogenem TNF,
welches wiederum den pSSTNFR aktiviert und daher auch auf die Weise den induzierten
Zelltod verstirkt (Grell, 1999, Vercammen, 1995).

Alles in allem spricht vieles fiir einen starken crosstalk der beiden Rezeptoren und die
frither verbreitete Meinung, TNF vermittle seine Effekte hauptsdchlich iiber den
pSSTNFR, beruht eventuell auf der weitgehenden Verwendung von 16slichem TNF in in
vitro Experimenten, wodurch die Relevanz des p75TNFR unter Umstédnden unterschitzt
wird (Wajant, 2003).

Trotz dieses Zusammenspiels beider Rezeptoren, vermitteln aber beide auch unabhingig
voneinander distinkte Effekte, auf die im Folgenden jeweils kurz eingegangen werden

soll.

3.2.1. Der pS5TNF-Rezeptor

Die wohl augenscheinlichsten Unterschiede zwischen beiden TNF-Rezeptoren sind zum
einen die konstitutive Expression des pSSTNFR auf fast allen Zellen des Organismus und
zum anderen die Existenz einer Todesdomine im carboxyterminalen Abschnitt des
Rezeptors, woriiber die Rekrutierung von Caspasen ermdglicht wird (Boldin, 1995).
Trotzdem kann neben programmiertem Zelltod auch der NF-kB-Signalweg und damit die
Induktion anti-apoptotischer Schutzgene ausgelost werden. Beide Vorgidnge konnen
verschiedenen Kompartimenten der Zelle zugeordnet werden. Wihrend die Aktivierung

von NF-kB ein frithes Ereignis nach Stimulierung des Rezeptors ist und an der Plasma-
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membran stattfindet, erfordert die Caspasen-induzierte Vermittlung von Zelltod die
Internalisierung des Rezeptor-Ligand-Komplexes (Schneider-Brachert, 2004).

Auch im Falle des pSSTNFR verdeutlicht die Phanotypisierung der gendefizienten Maus
die Bedeutung des Rezeptors. Méuse die keinen funktionellen pSSTNFR exprimieren
konnen, erweisen sich als resistent gegeniiber LPS vermitteltem Schock, sind aber in der
Abwehr von Pathogenen beeintrichtigt (Pfeffer, 1993, Rothe, 1993), wie auch in der
Entwicklung der B-Zell-Areale in den sekunddren lymphatischen Organen (Pasparakis,
1997). Dagegen ist die Anlage der Peyerschen Plaques nicht beeintréchtigt. An Hand von
Mutationen in der Extrazellulirdomédne des pSSTNFR, wie sie bei einigen Patienten
nachgewiesen werden konnten und die dazu fiihren, dass der Rezeptor nicht mehr
proteolytisch gespalten werden kann, ldsst sich auch hier die Konsequenz einer
funktionellen Uberexpression des Rezeptors beobachten. Durch den Verlust eines
Regulationsmechanismus der Rezeptor-Ligand-Interaktion kommt es zu Entziindungen
und immer wiederkehrenden Fieberschiiben, eine Erkrankung, die als tumor-necrosis-
factor receptor-associated periodic syndrome bezeichnet wurde (Aksentijevich, 2001).
Anders als beim TNF, sind messbare Serum-Spiegel an 16slichem Rezeptor auch unter
physiologischen Bedingungen normal, die Konzentrationen steigen aber im Zuge
pathologischer Prozesse wie septischem Schock oder Rheuma stark an (Cope, 1992,
Schroder, 1995). In den zahlreichen Signalwegen, die fiir den pSSTNFR beschrieben
wurden, spiegelt sich die Vielzahl der bekannten TNF-Effekte wider. Die fiir TNF
beschriebene Aktivierung des MAPK-Weges, die schon erwédhnte Aktivierung von
Caspasen und damit die Induktion von Zelltod, sowie das Auslosen des klassischen anti-
apoptotischen und pro-inflammatorischen NF-kB-Signalweges, werden iiber den
pSSTNFR vermittelt. Dabei hdangt die Entscheidung iiber Leben und Tod von der Balance
zwischen den beiden kontriren und sich gegenseitig inhibierenden Mechanismen ab. Klar
ist jedoch, dass in vivo die Induktion des NF-kB-Signalweges iiber die der Apoptose

dominiert, anders als bei Fas/CD95, der vor allem Zelltod induziert.

3.2.2. Der p7STNF-Rezeptor

Ein Charakteristikum des p75TNFR ist die starke Reglementierung seiner Expression, die
im Allgemeinen auf Zellen des Immunsystems beschrinkt bleibt und durch pro-
inflammatorische Zytokine, LPS und auch Noxen wie Hypoxie induziert wird (Seitz,

1998). Eine erhohte Expression des Rezeptors lédsst sich beispielsweise bei Patienten mit
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chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (Holtmann, 2002), sowie im entsprechenden
Maus-Modell (Mizoguchi, 2002) und nach Schlaganfall und Herzinfarkt (Semenza, 1998)
nachweisen. Die p75TNFR-/- Maus zeigt dagegen keinen so deutlichen Phinotyp wie die
TNF- und pS5TNFR-gendefizienten Mduse. Es konnte aber eine verringerte Sensitivitét
der T-Lymphozyten gegeniiber TNF-Toxizitdt nachgewiesen werden (Erickson, 1994).
Weiter wird dem Rezeptor eine entscheidende Rolle in der Thymozytenproliferation
(Grell, 1998a), der Differenzierung und Aktivierung von natiirlichen Killerzellen (NK-
Zellen) (Mason, 1995), sowie als kostimulatorisches Molekiil der T-Zell-Aktivierung
zugeschrieben (Aspalter, 2003, Kim, 2004). Obwohl durch das Fehlen -einer
Todesdomine die direkte Induktion von Caspasen-vermitteltem Zelltod nicht plausibel
erscheint, konnte dies fiir T-Lymphozyten gezeigt werden, die durch Antigen-Kontakt
aktiviert wurden. Durch die Rekrutierung von TRAF2 konnte eine Bindung der DD-
haltigen Proteinkinase RIP1 nachgewiesen werden, liber die wiederum die Interaktion mit
FADD und dadurch die Aktivierung von Caspasen vermittelt wird (Pimentel-Muinos,
1999). Es handelt sich bei diesem Proze8 um ein gerichtetes Ausschalten klonal
expandierter Lymphozyten-Populationen und damit einem Mechanismus der adaptiven
Immunantwort, wie iiberhaupt die Rolle des p75TNFR eher diesem Teil des
Immunsystems zuzuordnen ist, im Gegensatz zum pS5S5TNFR, der die angeborene
Immunitdt entscheidend beeinflufft. Die direkte Induktion von Apoptose iiber den
p75TNFR wurde ebenfalls mehrfach beschrieben (Declercq, 1995, Depuydt, 2005, Heller,
1992). Die Rolle des p75TNFR auf humanen CD4"/CD25" regulatorischen T-Zellen, wo
das Protein im Vergleich zu herkommlichen CD4" T-Zellen deutlich hochreguliert ist, ist
bislang vollig unklar (Annunziato, 2002).

Interessanterweise wurde im letzten Jahr zusétzlich zu der von uns entdeckten und in der
vorliegenden Arbeit beschriebenen alternativen Spleiss-Varinate des p75TNFR eine
zweite beschrieben, die fiir eine 16sliche Form des Rezeptors kodiert (Lainez, 2004). Sie
entsteht durch Herausspleissen der Exone 7 und 8, was zum Verlust der Transmembran-
doméne fiihrt und in der Folge auch der Intrazelluldirdoméne, da durch die resultierende
Verschiebung des Leserasters ein vorzeitiger Abbruch der Translation verursacht wird.
Diese Variante des 16slichen p75TNFR wird sezerniert und hat einen Anteil von ca. 45 %
an der Gesamtmenge des detektierbaren 10slichen p75TNF-Rezeptors im Serum von

Patienten mit rheumatoider Arthritis.
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4. 'TNF- und Anti-TNF-Therapie

4.1. TNF-Therapie

Mit der Beschreibung und Erforschung des Tumor Nekrose Faktors ging von Anfang an
die Hoffnung auf eine effektive Tumor-Therapie einher. Ohne die aktive Komponente
seines Bakterienextraktes zu kennen, setzte Willam Coley, ein New Yorker Chirurg und
Pionier der Krebs-Therapie, schon Ende des 19. Jahrhunderts das nach ihm benannte
,Coley’s toxin* bei Patienten ein (Coley, 1893, Coley, 1896). Er l1oste dadurch hohes
Fieber aber in einigen Féllen auch Tumornekrose von Sarkomen, Karzinomen und
Lymphomen aus. Der beschriebene Effekt wird heute zumindest teilweise der durch die
Bakterien-Mixtur verursachten TNF-Freisetzung aus aktivierten Makrophagen zuge-
schrieben. Nach der Entdeckung und Klonierung von TNF in den achtziger Jahren
begannen klinische Experimente mit einer systemischen TNF-Gabe, die in den meisten
Féllen durch eine fehlende Tumor-Reaktion aber hdufig durch schwerste Neben-
wirkungen charakterisiert waren. Mittlerweile wird die TNF-Therapie erfolgreich in der
isolierten Extremitdten-Perfusion (isolated limb perfusion, ILP) eingesetzt (Eggermont,
1997, Lejeune, 2001), die 1998 von der EMEA (European Medicine Evaluation Agency)
fiir Europa zur Behandlung nicht resezierbarer Weichteilsarkome zugelassen wurde.
Durch eine Trennung der Kreisldufe kann in den Extremitéten eine bis zu 200-fach
erhohte TNF-Konzentration im Vergleich zum Korperkreislauf erreicht werden. Der
erzielte anti-tumorale Effekt ist dabei hauptsichlich mit der Wirkung des TNF auf die
Blutgefdle des Tumors assoziiert und weniger mit einem direkten Einflul auf die
Tumorzellen selbst. Die in Tumor-Endothelzellen induzierte Apoptose zerstort aber nicht
nur das Tumor-Gefdfisystem, sondern erzielt auch eine hohere Permeabilitit und damit
bessere Wirksamkeit fiir das coapplizierte Chemotherapeutikum. Vom TNF-induzierten
Zelltod in Endothelzellen sind vor allem die neugebildeten Tumor-Gefiale betroffen,
weniger die normalen Blutgefdlle, wodurch entsprechende Nebenwirkungen ausbleiben.
Die in der ILP nétige Dosierung an loslichem TNF iibersteigt bei weitem die
Konzentration, die nétig wire, um den pSSTNFR abzusittigen. Dies konnte darauf
hindeuten, dass zur Induktion maximaler Effekte in den Tumor-Endothelzellen (im
Speziellen die Induktion von Apoptose) Signaltransduktion tliber beide TNF-Rezeptoren
notig ist (Wajant, 2005).

12
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Neuere Versuche, TNF in der Tumor-Therapie einzusetzen, basieren auf Fusionsproteinen
aus TNF einerseits und einem Antikorper oder natiirlichen Liganden andererseits, iiber
den die Tumorzelle selbst oder Marker des Tumor-Stromas erkannt werden. Auf diese
Weise soll fiir die Wirkung des toxischen TNF Tumor-Selektivitit erreicht werden. Zwar
konnen die vom Antikorper respektive Liganden erkannten Strukturen auch auf anderen
Zellen vorkommen, die Epitopdichte des ausgewéhlten Markers auf Tumorzellen ist aber
um ein Vielfaches groBer, was zu einer Anreicherung von TNF am erwiinschten Wirkort
filhrt. Tumorantigene, auf die bisher mit Antikdrper-basierten TNF-Fusionsproteinen
abgezielt wurde (alle Experimente beschrianken sich bisher auf in vitro Versuche oder
Tiermodelle) sind beispielweise EGFR (epidermal growth factor receptor) (Christ, 2001),
Her2/Neu (Rosenblum, 2000), oder das Melanom-Antigen gp240 (Liu, 2004), in allen

Féllen mit gutem Erfolg und hoher Selektivitét fiir die Zellen des Tumors.

4.2. Anti-TNF-Therapie

Wie bereits erwihnt, sind viele pathologische Zustinde mit erhdhten Serumspiegeln an
TNF verbunden bzw. durch sie verursacht, weshalb grosse Hoffnungen auch in eine Anti-
TNF-Therapie gesetzt wurden. Gerade in der Sepsis (Butty, 2003) und bei Multipler
Sklerose (Schwid, 1999) konnten diese Hoffnungen aber nicht erfiillt werden. Dagegen
wird eine Anti-TNF-Therapie mit grossem Erfolg bei chronischen Entziindungen wie der
Rheumatoiden Arthritis und bei Morbus Crohn eingesetzt. Zwar ist auch fiir
Glukokortikoide, die in beiden Krankheitsbildern zur Therapie eingesetzt werden,
bekannt, dass sie unter anderem die Transkription von TNF beeinflussen, trotzdem gibt es
Patienten, die auf die Standardtherapien nicht mehr ansprechen oder bei denen
Glukokortikoide wegen ihrer erheblichen Nebenwirkungen nicht mehr eingesetzt werden
konnen. In vielen Fillen sprechen diese Patienten gut auf eine gezielte Anti-TNF-
Therapie an. Drei Arzneistoffe stehen dafiir bisher in Europa zur Verfligung: Die beiden
gegen TNF gerichteten Antikorper Infliximab (Remicade®), ein chimérer Antikorper mit
dem konstanten Teil eines humanen IgG1 «, und Adalimumab (Humira®), ein vollstindig
humaner IgG1 Antikorper, der liber die Phage-Display Technologie hergestellt wurde,
sowie Etanercept (Enbrel®), ein Fusionsprotein aus der Extrazellulirdoméne des

p75TNFR und dem Fc-Teil eines humanen IgG1.
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Beide Antikorper, Infliximab und Adalimumab, zeigen das gleiche Wirkprofil, in dem sie
durch potente TNF-Neutralisierung die Freisetzung weiterer pro-inflammatorischer
Zytokine wie IL-1 und IL-8 hemmen, sowie die Expression von endothelialen
Adhésionsmolekiilen und somit das Einwandern von Leukozyten verhindern. Des
weiteren wird die direkte Induktion von Apoptose in T-Zellen als wichtiger Parameter fiir
ihre klinische Effizienz beschrieben (Lugering, 2001, ten Hove, 2002).

Ein grosser Nachteil von Infliximab besteht in dem relativ hohen Anteil an Maus-Sequenz
(25 %), durch die der chimére Antikorper ein hohes immunogenes Potential tragt und in
der Tat zur Bildung von human anti-chimér Antikdrpern (HACA) fiihrt. Klinisch relevant
ist dies einerseits wegen der hohen Rate an Infusions-Reaktionen und andererseits wegen
des Verlustes der Therapie-Effizienz. Durch einen regelmédfigen Therapie-Plan,
Coapplikation von Immunsuppressiva (Azathioprin oder Methotrexat) oder eine
Vorbehandlung mit Hydrocortison, kann die Inzidenz der HACA aber deutlich reduziert
werden. Fiir Adalimumab wurde bei Rheuma-Patienten die Bildung von human anti-
human Antikdrpern (HAHA) beschrieben. Durch die vollstindig humane Sequenz sind
diese Reaktionen aber deutlich seltener und vor allem klinisch weniger bedeutend als die
Bildung der HACA bei Infliximab (Sandborn, 2005).

Im Falle von Etanercept wird die Halbwertszeit des 16slichen p75TNF-Rezeptors durch
die Bindung an den Fc-Teil eines humanen Antikorpers enorm erhdht und {iber dessen
Dimerisierung dariiber hinaus eine deutliche Affinitits-Steigerung fiir TNF (bis zu 1000-
fach) erzielt. Im Gegensatz zu den beiden spezifischen Antikdrpern bindet das Fusions-
protein nicht nur TNF sondern auch das 16sliche LTa3, wodurch das Wirkprofil aber nicht
verdndert oder erweitert wird. Bisher ist ein Erfolg von Etanercept nur in der
Rheumatoiden Arthritis gesichert, einzelne Studien in Patienten mit aktivem Morbus
Crohn zeigten keine Uberlegenheit von Etanercept in der bei Rheuma eingesetzten,
wirksamen Dosierung gegeniiber Plazebo. Als Ursache wird die im Vergleich zu den
Antikorpern fehlende Induktion von Apoptose in T-Zellen diskutiert. Da aber abweichend
von der etablierten Dosierung in Rheuma-Patienten keine erhéhten Konzentration bei
Morbus Crohn eingesetzt wurden, kann das Therapie-Versagen auch durch eine
Unterdosierung verursacht sein.

In der klinischen Entwicklung befinden sich neben den drei zugelassenen Arzneimitteln
noch weitere Proteine, die auf unterschiedliche Weise eine Hemmung der TNF-Wirkung

erzielen sollen. Im Fall von Onercept handelt es sich um ein rekombinantes humanes
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pSSTNF-Rezeptor-Trimer, dessen Halbwertszeit durch Konjugation mit Polyethylen-
glykol verlangert wird. Nachdem die Pilotstudie erste positive Effekte von Onercept in
Morbus Crohn-Patienten zeigte, konnte in einer darauf folgenden Studie aber keine
Uberlegenheit gegeniiber Plazebo mehr erzielt werden (Sandborn, 2005).

Ein weiterer Ansatzpunkt ist die Gabe von dominant-negativem TNF (DN-TNF), das, als
Monomer verabreicht, zusammen mit endogenem, l16slichen TNF in ein Heterotrimer mit-
einbezogen werden kann und durch die enthaltene Mutation sowohl die Bindung als auch
eine Aktivierung der Rezeptoren unterbindet (Steed, 2003). Erste Versuche im Tiermodell

der Kollagen-induzierten Arthritis lieferten positive Ergebnisse (Puppo, 2005).

Bisher basieren alle zugelassenen und die meisten im Test befindlichen Wirkstoffe
zur Anti-TNF-Therapie auf Proteinen, was eine parenterale Applikation erforderlich
macht. Nach positiven Berichten iiber den Einsatz von Etanercept und Infliximab beim
neuropathischen Schmerz (Karppinen, 2003, Sommer, 2001), entwickelte die Firma
Renovis eine oral verfiigbare Substanz (REN-1654), die die Freisetzung von TNF aus den
Neuroglia und aus Makrophagen hemmt, wodurch die Entziindung und damit der
Schmerz an peripheren Nerven und Nervenwurzeln gehemmt werden soll. Die Substanz
zeigte aber in klinischen Phase II Studien keine Uberlegenheit gegeniiber Plazebo
(http://www.renovis.com/prd ren1654 overview.shtml), so dass auf lange Sicht wohl

keine niedermolekulare Substanz zur Anti-TNF-Therapie verfiigbar sein wird.

Trotz grosser Erfolge und einem mittlerweile breiten Einsatz von TNF-
Inhibitoren, bis Ende 2002 waren insgesamt bereits 350 000 Patienten weltweit mit
iiberwiegend guter Vertrdglichkeit mit Infliximab oder Etanercept behandelt worden
(Roberts, 2004), diirfen die zwar selten auftretenden, aber schweren Nebenwirkungen der
Anti-TNF-Therapie nicht ausser Acht gelassen werden. Hierzu zéhlen Félle bakterieller
Sepsis, opportunistische Infektionen unter anderem mit Listeria monocytogenes,
Histoplasma capsulatum oder Aspergillus fumigatus, sowie die Reaktivierung von
Tuberkulose, die alle gut durch den Mechanismus der TNF-Hemmung erklarbar sind.
Relativ unerwartet war dagegen die Verschlechterung einiger Autoimmunerkrankungen
unter Infliximab oder Etanercept. Bei Patienten mit Multipler Sklerose, bei denen man
eigentlich von einer Verbesserung der Erkrankung ausging, wurde praktisch

ausschlieBlich eine Aktivierung oder Verschlimmerung beobachtet (Enayati, 2005,
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Sicotte, 2001). In einigen Féllen wird dariiber hinaus vom Ausbruch des systemischen
Lupus erythematodes (SLE) oder dhnlicher Krankheitsbilder 6 Wochen bis 14 Monate
nach Beginn der Anti-TNF-Behandlung berichtet (Cairns, 2002, Shakoor, 2002). Dafiir
verantwortlich konnte laut neuerer Publikationen die Fahigkeit von TNF sein, in
autoreaktiven und damit pathogenen T-Zellen selektiv Apoptose zu induzieren (Kodama,
2005, Kollias, 2002). Dieser Effekt wird durch die Therapie mit TNF-Inhibitoren
unterdriickt und es kommt in der Folge zum Ausbruch oder zur Verschlechterung der
jeweiligen Autoimmunerkrankung. In verschiedenen Tiermodellen (unter anderem in
NOD-Miusen, einem Modell fiir Insulin-abhingigen Diabetes mellitus, oder NZB/W-
Mausen, einem Modell fiir SLE) konnte durch eine TNF-Therapie eine deutliche
Verbesserung der Erkrankung erzielt oder sogar der Ausbruch komplett verhindert
werden (Kollias, 2002, McDevitt, 2002). George Kollias und seine Gruppe konnte mit
Hilfe von p55- und p75TNFR gendefizienten sowie Rezeptor-doppel-knockout Méusen
herausfinden, dass beide Rezeptoren gleichermalen in der Lage sind, diese
immunsuppressive Wirkung zu vermitteln. Basierend auf diesen Daten konnte durch eine
gezielte Blockade des pS5TNFR die durch TNF vermittelten pro-inflammatorischen und
gewebeschiddigenden Effekte gehemmt werden, aber gleichzeitig tiber die Wechsel-
wirkung zwischen TNF und dem p75TNFR die positiven immunsuppressiven Funktionen
erhalten bleiben.

Erste Schritte in diese Richtung sind vielleicht mit der Entdeckung gemacht, dass l1sliche
PLAD-Proteine spezifisch die Aktivierung des jeweiligen Rezeptors verhindern, indem
durch kompetitive Hemmung eine Multimerisierung der Rezeptoren {iber ihre endogene

PLAD-Sequenz und damit die Bindung des Liganden unterbunden wird (Deng, 2005).
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B Material und Methoden

1. Material

1.1. Chemikalien und Reagenzien

2-Mercaptoethanol

2'2-Azino-di (3-ethylbenzthiazolinsulfonsdure(6))
(ABTYS)
3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
Diphenyltetrazoliumbromid (MTT)
ABTS Substrat Puffer
Acrylamid-Bisacrylamid Losung
Actinomycin D

Agarose, electrophoresis grade
Ampicillin

[*P] dCTPs, 10 mCi/ml, 3000 Ci/mmol
[o*?P] UTPs, 20 mCi/ml, 800 Ci/mmol
Bovines Serum Albumin (BSA)
Chloroform

Complete EDTA-free tablets

Coomassie Brilliant Blue R 250
Cytofix/CytoPerm

Dapi

Desoxynucleoside Triphosphate Set, PCR Grade
Dimethylsulfoxid (DMSO)
D-Galactosamin

DMEM-Fertigmedium

ECL Losungen A+B

Ethidiumbromid

Ethanol

Fotales Kdlberserum (FCS)

G420 (Geneticin/Neomycin)

Sigma Aldrich, Deisenhofen

Roche Diagnostics, Mannheim

Sigma Aldrich, Deisenhofen

Roche Diagnostics, Mannheim
Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Deisenhofen
GIBCO/Invitrogen, Karlsruhe
Roche Diagnostics, Mannheim
Amersham, Uppsala, S
Amersham, Uppsala, S

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics, Mannheim
Fluka, Buchs, CH

Becton Dickinson, Heidelberg
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Mobitec, Gottingen

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

PAN Biotech, Aidenbach
PAN Biotech, Aidenbach
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Gentamycin

Glycerol, ultra pure

HEPES

Humanes rekombinantes TNF
Hygromycin B

IPTG

LB (Lennox Broth Base)
LPS

Maus-TNF, rekombinant
MobiGlow Mounting Medium
N,N-Dimethylformamid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
N,N-Dimethylformamid
Nuclease free water
Oligo-dT Primer
Paraformaldehyd
PCR-Puffer, 10x conc.
Phenol

Polybrene

Protein G-Sepharose
Puromycin

rotiphorese

Sequenziergel Konzentrat
Sequenziergel Verdiinner

Sequenziergel Puffer-Konzentrat

RPMI 1640-Pulvermedium
SIGMA104

Sucrose

Superfect Transfektionsreagenz
TEMED

Triton X-100

Trypanblau
Trypsin-EDTA-Ldsung

ICN, Meckenheim
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Deisenhofen
BASF, Ludwigshafen
Roche Diagnostics, Mannheim
Biomol, Hamburg

Gibco, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Matthias Grell, Stuttgart
Mobitec, Gottingen

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Promega, Madison, USA
Promega, Madison, USA
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Roche Diagnostics, Mannheim
Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Amersham, Uppsala, S
Sigma Aldrich, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Qiagen, Hilden

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Serva, Heidelberg

Sigma Aldrich, Deisenhofen

Tecnomara, Fernwald

18



Material und Methoden

Tween 20
ULTRAyb Hybridisation Buffer
X-Gal

Fluka, Buchs, CH
Ambion, Austin, USA

Biomol, Hamburg

Alle nicht aufgefiihrten Losungsmittel (p.A.) wurden von der Firma Merck, Darmstadt,

bezogen, die nicht aufgefiihrten Festoffe (p.A.) von Sigma Aldrich, Deisenhofen.

1.2. Verbrauchsmaterial und Geriite

ABI PRISM 7900

Acrodisc Syringe filter (low protein binding)

Begasungsbrutschrank — Cell Safe
BioMax MR Filme
CCD-Kamera, gekiihlt

ELISA Reader
Eppendorfcups (1,5 ml / 2ml)
Eppendorf Thermoblock
Eppendorf Plastik-Pistille
FACS Roéhrchen
FACScan Flow Cytometer
Fluoreszenz-Mikroskop

Zeiss Axiovert S100
Gelelektrophorese-Apparaturen
Gewebekulturschalen

Hypercassette

Hyperfilm ECL

Inkubatoren

Kaniilen

Kryo-Rohrchen

Lab-Tek II Chamber Slide

Laminair Flow HB 2448— Sterilbank

Applied Biosystems, Foster
City, USA

PALL Corporation, MI, USA
Integra Biosciences, Baar, CH
Kodak, Cedex, F

Princeton Instruments,
Trenton, USA

MWG Biotech, Ebersberg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Labor Schubert, Schwandorf
Becton-Dickinson, Heidelberg
Zeiss, Oberkochen

BioRad, Miinchen

Becton Dickinson, Heidelberg
Amersham, Little Chalfont,
GB

Amersham, Uppsala, S
Heraeus, Hanau

Becton Dickinson, Heidelberg
Nunc, Naperville, USA

Nunc, Naperville, USA

Heraeus, Hanau
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MACS Separation Columns 25 LS
Magna Nylon Transfer Membrane

Micro Spin S-200 HR Columns

Mikroskop (Zellkultur)
Mikrotiterplatten
Neubauer Zahlkammer
Nitrocellulosemembran
Nylon Transfer Memebran

Optical Adhesive Covers

PCR-Thermocycler

Polystyrolréhrchen

PVDF-Membran

Spannungsgerit:

Biorad 200/2,0 Constant Voltage

Spritzen (1 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml)

Thermo-Fast 384

UV-Schirm (254 nm und 366 nm)

UV Stratalinker 2400

Waagen: Sartorius R160P
Sartorius L2200S

Whatman Filterpapier

Zellkulturflaschen (70, 250, 750 ml)
Zentrifugen: Beckmann J2-21 M/E Zentrifuge
Beckmann L-70 Ultrazentrifuge

Tischzentrifuge
Zentrifugenrdhrchen (15, 50ml)
Zellsiebe (Cellstrainer)

Miltenyi Biotec, Auburn, USA
Osmonics, Minnetonka, USA
Amersham, Little Chalfont,
GB

Olympus, Hamburg

Falcon, Heidelberg

Brand, Gieflen

Osmonics, Minnetonka, USA
Pall GmbH, Dreieich
Applied Biosystems, Foster
City, USA

Perkin Elmer, Shelton, USA
Falcon, Heidelberg
Millipore, Schwalbach

BioRad, Miinchen

Becton Dickinson, Heidelberg
ABgene, Epsom, GB
Bachhofer, Reutlingen
Stratagene, Cedar Creek, USA
Sartorius, Gottingen
Sartorius, Géttingen
Laborcenter, Niirnberg
Falcon Heidelberg
Beckmann, Miinchen
Beckmann, Miinchen
Eppendorf, Hamburg

Falcon, Heidelberg

Falcon, Heidelberg
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1.3. Kits

ECL-Western Blot Detection Kit
ELISA mTNF

MAXIscript

Mycoplasma detection kit

Oligotex Kit

PCR Purification Kit

Plasmid Maxi/Midi Kit

QIAshredder

Prime-It IT Random Primer Labeling Kit
Reverse Transcription System

RNeasy Kit

RPA III

TOPO-Cloning Kit

Wizard Plus Minipreps DNA Purification Kit

1.4. Molekulargewichtsstandards

DNA-Liangenstandard XIV
SDS-PAGE Molecular Weight Standard
(Broad Range)

1.5. Antikorper

CD8a Micro Beads mouse (Ly-2)
Esel anti-human-IgG F(ab’)2 Fragment PE

Hamster (armenischer) anti-Maus p75TNFR
TR75-8 biotinyliert
TR-32.4 biotinyliert
TR-54.7 gereinigt
Kaninchen anti-human TNFR2 ICD (H202)
Kaninchen anti-Maus TNFR1, agonistisch

Mobitec, Gottingen

R&D Systems, Wiesbaden
Ambion, Austin, USA

Roche Diagnostics, Mannheim
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Stratagene, Cedar Creek, USA
Promega, Madison, USA
Qiagen, Hilden

Ambion, Austin, USA
Invitrogen, Karlsruhe

Promega, Madison, USA

Roche Diagnostics, Mannheim

BioRad, Miinchen

Miltenyi Biotec, Auburn, USA
Jackson ImmunoResearch,

Soham, UK

Pharmingen, BD, Heidelberg
BioLegend, San Diego, USA
BioLegend, San Diego, USA
Santa Cruz, Santa Cruz, USA
HyCult, Caltag, Hamburg
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Maus anti-human c-myc (9E10)

Ratte anti-Maus-TNF (MP6-XT22) APC
Ratte anti-Maus-CD3¢ (2C11)

Ratte anti-Maus-CD28 (35.71)

Ratte anti-Maus Fcy-Rezeptor II/11I (2.4G2)

Ziege anti-Hamster (armenischer) —IgG, biotinyliert

1.6. Enzyme

Superscript 11
Restriktionsenzyme
T4-DNA Ligase

T4-Polynukleotid Kinase

Taq-DNA-Polymerase
TagMan Universal PCR Master Mix

1.7. Oligonukleotide

eigene Herstellung
Becton-Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
eigene Herstellung

BioLegend, San Diego, USA

Invitrogen, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim
New England Biolabs, MA,
USA

New England Biolabs, MA,
USA

Roche Diagnostics, Mannheim
Applied Biosystems, Foster
City, USA

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion (Martinsried)
synthetisiert. Alle sense-Primer fiir die PCR tragen den Zusatz 5°, alle antisense-Primer
tragen den Zusatz 3’°. Bei einer Lange von iiber 30 Basen wurden die Oligonukleotide
HPLC-gereinigt bestellt, um die Kontamination mit unvollstindig synthetisiertem
Material auszuschlieBen. Die Konzentration der bestellten Oligonukleotide betrug immer
100 pmol/ml. In der PCR wurden sie in einer 1:10 Verdiinnung, also mit einer
Konzentration von 10 pmol/ml, verwendet.

Jeder Primer bzw. jede ausgewihlte Sequenz wurde vor Bestellung mit Hilfe des
MegaBLAST-Programmes (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) mit einer Sequenz-
datenbank abgeglichen, um eine moglichst hohe Spezifitit zu gewihrleisten. Die
Schmelztemperatur der Primer wurde nach folgender Formel berechnet:

Tn=4x(G+C)+2x(A+T)
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Oligonukleotid

Sequenz

Nachweis des hicp7STNFR mittels RT-PCR und Southern-Hybridisierung

5’ hicp75TNFR

5 GTCCTATGAGGTCAGTTCAGAGATCCAGACC 3’

3’ hicp75TNFR

5" GGCCCGGCGAGCATTTGCTGCAGCACATC ¥’

5’ hicp75TNFR nested

5> CCAGGTGGTCTGGCTCTAGAGTCTAAACAGG 3’

3’ hicp75TNFR nested

5’ TCATAGTATTCTCTGAGCCGGCATGTGCTCCC 3’

3’ hicp75TNFR-cDNA

5 CTGATGTTTCAGTTCCTGGTCTGGCCACGCCG 3’

5’ hicp75TNFR-Southern

5> GTCCTATGAGGTCAGTTCAGAGATCCAGACC 3’

3’ hicp75TNFR-Southern

5" GGGCCACCATGCTAGGCTGATTTCTTTATAGAG 3’

Ribonuclease Protection Assay

5’ RPA-Sonden 1/2

5> GTCCTATGAGGTCAGTTCAGAGATCC 3’

3’ RPA-Sonde 1

5" TGCACTCGGCCTGTTTAGACTCTAG 3’

3’ RPA-Sonde 2

5 GGCCACCATGCTAGGCTGATTTC 3’

RNA-Interferenz mit pSUPER (die 19 bp der Ziel-mRNA sind fett gedruckt)

5’ pSUPER hicp75TNFR-
Oligonukleotid

5" GATCCCCAGAAATCAGCCTAGCATGGTTCAAGA
GACCATGCTAGGCTGATTTCTTTTTTGGAAA 3°

3’ pSUPER hicp75TNFR-
Oligonukleotid

5> AGCTTTTCCAAAAAAGAAATCAGCCTAGCATGG
TCTCTTGAACCATGCTAGGCTGATTTCTGGG 3°

5’ pSUPER hp75TNFR-
Oligonukleotid

5" GATCCCCAAGTCTTCTGTACCAAGACTTCAAGA
GAGTCTTGGTACAGAAGACTTTTTTTGGAAA 3°

3’ pSUPER hp75TNFR-
Oligonukleotid

5> AGCTTTTCCAAAAAAAGTCTTCTGTACCAAGAC
TCTCTTGAAGTCTTGGTACAGAAGACTTGGG 3°
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Nachweis des micp7STNFR mittels RT-PCR und Southern-Hybridisierung

5> micp75TNFR 5" GAGAAGATGCAAACATTCATGTGGAG 3’

3’ micp75TNFR 5" GATCTGGCACTCGTACCCAGGTTC 3’

5> micp75TNFR-Southern |5> CCTGAGCGGTGCCAACTTTG 3°

3’ micp75TNFR-Southern |5> CACTCCTTCCTCTTCGAGAC 3°

Klonierung der micp-/mp75TNFR-myc-EYFP-Fusionsproteine

5’ EcoRI-micp75TNFR 5" GGGGAATTCGGCTCAGATGTGCTGTGCTAAG 3°

5> EcoRI-mp75TNFR 5 GGGGAATTCATGGCGCCCGCCGCCCTC 3’

3’ BamHI-myc- 5 CGGGATCCCGCAGATCCTCTTCTG 3’
micp-/mp75TNFR

Klonierung der micp-/mp75TNFR-Ig-myc-Fusionsproteine

5’ HindlII-micp75TNFR |5 GCGAAGCTTTGCTGTGCTAAGTGTCCTCCTGG 3’

5’ HindIII-mp75TNFR 5" GCGAAGCTTGTGCCCGCCCAGGTTGTCTTG 3’

3’ BamHI- 5" CGCGGATCCATGCCACCCTTGGTACTTTGTTCA 3°
micp-/mp75TNFR

5’ EcoRI-CD33 SP 5 GCGGAATTCATGCCGCTGCTGCTACTGCTGC 3’

5" CGCCTCGAGTCACAGACGCCTCGAGTCACAGATC
CTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTCTTTACCCGGAG
ACAGGGAGAGGC ¥

3> Xhol-myc-Ig-Teil

1.8. Plasmide

BCMGS-Neo M. Imboden, Bern, CH
(noncleavable transmembrane mTNF)

pcDNA3 Invitrogen, Karlsruhe
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pEYFP-N1 Clontech, BD, Heidelberg
PQCXIP Clontech, BD, Heidelberg
pQCXIP-MCS-pEYFP-N1 W.Schneider, Regensburg
pSUPER R. Agami, Amsterdam, NL
Signal plg R&D Systems, Wiesbaden

1.9. Puffer und Losungen

ACK-Puffer (6x)

Annealing Puffer fiir
pSUPER-Oligonukleotide

Blockierlosung fiir ELISA

Coomassie-Blau-Losung

(filtriert)

Coomassie-Entfarbelosung

Einfriermedium (2x) fiir Zellen

Ethidiumbromid-Stamml&sung

0,155 M NH4Cl
0,1 M KHCO;3
0,1 mM Na-EDTA x 2 H,0

100 mM Kaliumacetat
30 mM HEPES-KOH pH 7,4

2 mM Magnesiumacetat

1 % BSA in PBS

0,25 % Coomassie blue R250 in
40 % Methanol

10 % Essigséure

50 % dem. Wasser

40 % Methanol
10 % Essigséure
50 % dem. Wasser

20 % DMSO
80 % FCS

10 mg/ml Ethidiumbromid in H,O
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FACS-Waschpuffer

Laemmli-Elektrodenpuffer (5x)

LB-Medium (pH 7,3)

MACS-Puffer (entgast)

PBS (pH 7.3)

PBS-T

RIPA-Puffer (modifiziert)

10 % FCS in PBS

120 mM Tris Base
0,95 M Glycin
0,5 % SDS

10 g Bacto-Trypan
5 g Hefe-Extrakt
100 g NaCl

ad 11 Wasser

500 ml PBS
5 ml FCS
2ml 0,5M EDTA

137 mM NacCl

6,5 mM Na,HPO4x H,O
1,5 mM KH,PO4
2,7mM KCI

500 pl Tween 20 in 1 Liter PBS

150 mM NacCl

50 mM Tris-HCI

1 mM EDTA

1 % Triton X-100

1 % NP-40

0,25 % Na-deoxycholat
Complete™ EDTA-free tablet
pH 7.4
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Sammelgel-Trispuffer

SDS-Probenpuffer (2x)

Southern-Blot

Depurinierungs-Puffer

Southern-Blot

Denaturierungs-Puffer

Southern-Blot

Neutralisierungs-Puffer (pH 7,0)

Southern-Blot
Waschpuffer 1

Southern-Blot
Waschpuffer 2

SSC (20x; pH 7,0)

Substratlosung fiir ELISA (AP)

0,5 M Tris-HCl
(pH 6,8)

20 % Glycerin (v/v)

125 mM Tris (pH 6,8)

2 % SDS (w/v)

0,02 % Bromphenolblau (w/v)
2 % B-Mercaptoethanol (v/v)

0,2 N HCl

1,5 M NaCl

0,5 M NaOH

0,5 M Tris base
1,5 M NaCl

2x SSC
0,1 % SDS

0,1x SSC
0,1 % SDS

875 g NaCl
440 g NasCitrat

Wasser ad 5000 g

0,06 % (w/v) SIGMA104 in Substratpuffer
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Substratpuffer fiir ELISA (AP)

TAE-Puffer

TBE-Puffer (50x)

TBS-Puffer

TBS-T-Puffer

Transferpuffer A — Western Blot

Transferpuffer B — Western Blot

Transferpuffer C — Western Blot

9.8 % (v/v) Diethanolamin
24 mM MgCl,
pH 9,8

40 mM Tris-acetat
1 mM EDTA

109 g Tris-Base
55 g Borsédure

40 ml EDTA-Lsg. 0,5 M (pH 8,0)

8 g NaCl
0,2 g KCI
3 g Tris-Base in 1000 ml dem. Wasser

500 pl Tween 20 in 1 Liter TBS-Puffer

0,3 M Tris Base in
10 % Methanol

90 % dem. Wasser
(pH 10,4)

25 mM Tris Base in
10 % Methanol

90 % dem. Wasser
(pH 10,4)

25 mM Tris Base

40 mM e-Amino-n-Capronséure in
10 % Methanol

90 % dem. Wasser

(pH 9.,4)
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Trenngel-Trispuffer 1,5M Tris-HCI

(pH 8.8)
0,1 % Triton X-100 Lésung 0,1 % Triton X-100 in dem. Wasser
Trypanblau-Losung 0,15 % Trypanblau (w/v)

150 mM NacCl

1.10. Zelllinien

Zelllinie Kulturmedium Art des Wachstums
bEnd.3 Maus-Endotheliomzelllinie DMEM; 10 % FCS adhérent
CaCo Humane colorektale DMEM; 10 % FCS adhirent
Adenokarzinom Zelllinie
(epithelial)
CHO Chinesische Hamsterovar- DMEM; 10 % FCS adhérent
Zelllinie
COS-7 Immortalisierte Nieren- DMEM; 10 % FCS adhérent

zelllinie vom afrikanischen

griinen Affen

HEK 293T Humane immortalisierte DMEM; 10 % FCS adhérent

embryonale Nierenzellen
HT29 Humane colorektale DMEM; 10 % FCS adharent

Adenokarzinom Zelllinie

(epithelial)
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HepG 2

Kym-1

L929

NIH 3T3

PUS5-1.8

P815

RAW 264.7

THP-1

Humane Hepatozyten-

Zelllinie (epithelial)

Humane Rhabdomyo-

sarkomzelllinie

Maus-Fibrosarkomzellinie

Maus-Fibrosarkomzellinie

Maus-Makrophagen

Maus-Mastozytomzelllinie

Maus-Makrophagen

Humane periphére Blut-

Monozyten

DMEM; 10 % FCS

RPMI; 10 % FCS

RPMI; 10 % FCS

RPMI; 10 % FCS

DMEM; 10 % FCS

RPMI; 10 % FCS

RPMI; 10 % FCS

RPMI; 10 % FCS

adhérent

adhérent

adhérent

adhérent

in Suspension

adhérent/in Suspension

adhérent

in Suspension

1.11. Tiere

C57BL/6

Charles River, Sulzfeld
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2. Methoden

2.1. Arbeiten mit Bakterien

2.1.1. Verwendete E. coli-Stimme

Fiir alle molekularbiologischen Arbeiten wurden E. coli-Bakterien vom Stamm E. coli
XL-1-Blue verwendet. Bei Gebrauch des TOPO-TA cloning Kits wurde mit dem
zugehorigen TOP10F" E. coli-Stamm gearbeitet.

2.1.2. Kaultivierung von E. coli
Die Anzucht von E. coli erfolgte auf Agarplatten im Brutschrank bzw. als Flissigkultur
im Schiittler (37° C; 220 U/min) in LB-Medium fiir maximal 16 Stunden. Zur Selektion

wurde Ampicillin in einer Konzentration von 200 pg/ml zugegeben.

2.1.3. Herstellung von Dauerkulturen
Eine iiber Nacht frisch angeziichtete E. coli Kultur wurde im Verhéltnis 1:2 mit Glycerin

(60 % v/v) gemischt und in Aliquots von je 500 ul bei —80° C eingefroren.

2.1.4. Herstellung von transformationskompetenten E. coli-Bakterien
Zur Herstellung transformationskompetenter E. colis wurde die Methode aus dem
Lehrbuch ,,Molecular cloning: A laboratory manual® verwendet (Sambrook, 2001). Die

Bakterien wurden in Aliquots von 200 pul bei —80° C eingefroren.

2.1.5. Transformation von E. coli

Die transformationskompetenten Bakterien (200 pl) wurden in der Hand kurz an- und
dann auf Eis vollstindig aufgetaut, bevor die entsprechende Plasmid-DNA (100-200 ng)
zugegeben und vorsichtig durchmischt werden konnte. Nachdem die Bakterien fiir 45
Minuten auf Eis inkubiert wurden, wurden sie exakt 90 Sekunden bei 42° C (Wasserbad
oder Heizblock) einem Hitzeschock unterzogen, wodurch die Aufnahme der angelagerten
DNA ins Bakterium ermoglicht wird. Danach wurden die Bakterien auf Eis abgekiihlt,
mit 600 pl SOC Medium versetzt und 1 Stunde bei 37° C und 220 U/min geschiittelt, um
die Ausbildung der auf dem Plasmid codierten Antibiotikaresistenz zu ermdglichen.
Jeweils 20 pl und 200 pl des Transformationsansatzes wurden dann auf selektiven

Agarplatten (LB-Amp) ausplattiert und iiber Nacht bei 37° C inkubiert. Am folgenden

31



Material und Methoden

Tag wurden einzelne Klone gepickt und in 5 ml selektivem LB-Medium iiber Nacht

geschiittelt (37° C; 220 U/min) und die resultierende Kultur danach analysiert.

2.1.6. Blau-Weil}-Selektion

Eine Blau-Weil3-Selektion auf positive Bakterienkolonien wurde bei Verwendung des
TOPO-TA Cloning-Kits durchgefiihrt. Sie basiert auf dem Prinzip der a-
Komplementation und funktioniert nur bei Plasmiden, die die Sequenz fiir das lac-Z-Gen
enthalten, welches fiir das a-Peptid der B-Galaktosidase kodiert. Organismen, die aul3er
dieser alle anderen Untereinheiten der [-Galaktosidase exprimieren, konnen nach
Aufnahme des Plasmids biologisch aktives Enzym bilden. IPTG (Isopropyl-thio-
galaktosid) dient als Induktor fiir die [-Galaktosidase, wird aber anders als das
chromogene Substrat x-Gal nicht durch sie zersetzt. Solange also die P-Galaktosidase
aktiv ist und ein entsprechendes Substrat, das nach Umsetzung farbig wird, angeboten
bekommt, farben sich die Bakterienkolonien in der entsprechenden Farbe (bei x-Gal
blau). Wurde aber ein DNA-Fragment in die MCS insertiert und dadurch der Leserahmen
des lac-Z-Gens verschoben, kann kein o-Peptid mehr gebildet werden und die
Farbreaktion bleibt aus. Positive Klone erscheinen demzufolge weil und kénnen von den
negativen blauen unterschieden werden.

Zur Blau-Weil3-Selektion wurde auf die Agarplatten vor dem Transformationsansatz
20 ul x-Gal-Losung (20 % x-Gal w/v in N,N-Dimethylformamid) und 10 pl IPTG
(0,1 M) ausplattiert. Nach Inkubation der Platten bei 37° C konnten am folgenden Tag die

weillen Kolonien analysiert werden.

2.2. Arbeiten mit RNA

Alle Arbeiten mit RNA wurden unter Verwendung gestopfter Pipettenspitzen und mit
Latexhandschuhen durchgefiihrt. Wenn nicht anderes angegeben wurde die RNA

wihrend der einzelnen Arbeitsschritte auf Eis aufbewahrt, ansonsten bei —80° C.

2.2.1. Préparation von Gesamt-RNA
Unabhingig von der Art des Ausgangsmaterials (Zellen oder Gewebe), wurde die RNA
zundchst immer mit dem RNeasy Kit isoliert und erst dann eine eventuelle mRNA-

Aufreinigung vorgenommen.
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Bei RNA-Isolierung aus Gewebe, wurde das Material zuerst mechanisch im Eppendorf-
Cup mit einem Eppendorf-Pistill zerkleinert und dann iiber QIAshredder-Saulchen noch
weiter homogenisiert. Zellen wurden ohne vorherige MaBnahme nur iiber die
QIAshredder-Sdulchen zentrifugiert. Die Isolierung selbst erfolgte exakt nach dem im
RNeasy Handbuch aufgefiihrten Spin-Column-Protokoll. Bei cDNA-spezifischen Primern

oder TagMan-Assays wurde auf einen DNase-Verdau verzichtet.

2.2.2. Konzentrationsbestimmung der RNA
Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels Photometer durch Messung der
Absorption bei 260 nm. Die Konzentration berechnet sich wie folgt:
Konzentration = 40 png/ml x Aze x Verdiinnungsfaktor
Die absoluten Werte fiir die Absorption lagen durch geeignete Verdiinnung der RNA

immer zwischen 0,15 und 1,0 und somit im linearen Messbereich des Gerites.

2.2.3. Priparation von mRNA

Die spezielle Aufreinigung der mRNA erfolgte aus Gesamt-RNA, deren Konzentration
zuvor bestimmt wurde, durch Verwendung des Oligotex-Kits.

Auch hier wurde exakt nach dem zum Kit gehdrenden Oligotex mRNA Spin-Column-

Protokoll gearbeitet.

2.3. c¢DNA-Synthese

2.3.1. cDNA-Synthese zum Nachweis des humanen icp7STNFR mittels RT-PCR
Das Umschreiben der Gesamt- bzw. mRNA erfolgte mit Superscript II einer Reversen
Transkriptase des Moloney Murine Leukemia Virus (MMLV-RT), entweder mit

spezifischen oder oligo-dT-Primern nach folgendem Protokoll:

RNA (oder ein entsprechendes Volumen

aus der mRNA-Priparation) 5,0 ug
oligo-dT oder 5 pmol spezifischer Primer 2,0 ul
Nuklease freies Wasser ad 23,5 ul — 10 Minuten 70° C
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RNase-Inhibitor 1,0 ul

DNTP (10 mM) 2,0 ul

DTT 4,0 ul

5x RT-Puffer 8,0 ul

Superscript 11 1,5 ul — 90 Minuten 42° C
— 15 Minuten 70° C

RNase H 1,0 pl — 20 Minuten 37° C

Das resultierende Reaktionsprodukt wurde mit Nuklease freiem Wasser auf 100 pl
aufgefiillt, mit weiteren 100 pl einer 4 M NH4OAc-Losung und 600 pl Ethanol 100 %
versetzt, 20 Minuten bei RT inkubiert und anschlieBend fiir 30 Minuten bei 16 000 g
zentrifugiert. Nach einem Waschschritt mit Ethanol 70 % wurde die ¢cDNA in 20 pl

Nuklease freiem Wasser aufgenommen.

2.3.2. cDNA-Synthese fiir die quantitative Real Time RT-PCR und den Nachweis
des Maus-icp7STNFR
Da in der quantitativen Real Time RT-PCR ribosomale 18S RNA als Referenzgen
verwendet wurde, musste die cDNA unter Verwendung von random-Hexameren
umgeschrieben werden. Dazu wurde das Reverse Transcription System von Promega
verwendet, das mit einer Reversen Transkriptase des Avian Myoblastosis Virus (AMV-
RT) arbeitet. Die cDNA-Synthese erfolgte genau nach Protokoll und unter Verwendung
der mitgelieferten Reagenzien. Die Denaturierung der RNA bei 70° C vor dem Um-
schreibeschritt erfolgte in einem Eppendorf Thermomixer, das Themperaturprogramm der

eigentlichen cDNA-Synthese wurde im PCR-Cycler durchgefiihrt.

2.4. Ribonuclease Protection Assay (RPA)

2.4.1. Generierung der radioaktiv markierten RNA-Sonden

Die in-vitro-Transkription der Sonden, die eine doppelstringige DNA-Vorlage in RNA
umschreibt und dabei radioaktiv-markierte Nukleotide einbaut, wurde mit Hilfe des
MAXIscript Kits von Ambion durchgefiihrt. Als femplate fiir die zundchst per PCR zu
synthetisierende DNA-Vorlage, diente ein pcDNA3 Vektor (laborinterne Nr. 432), der

den humanen icp75TNFR in voller Liange enthielt. Dabei war der 5’ Primer fiir beide
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Sonden identisch, iiber den 3° Primer wurde sowohl ihre Lange festgelegt, als auch der
Promotor fiir die T7 Phagen-RNA-Polymerase an die DNA-Matrize angehingt.

Die PCR zur Gewinnung der DNA-Vorlage fiir die spiteren Sonden wurde nach
folgendem PCR-Protokoll durchgefiihrt:

Plasmid 1 ul

10x Puffer 5ul 2min. 94°C

5’ Primer (10 pM/ml) 5ul 30 Sek. 94°C

3’ Primer (10 pM/ml) Sul 30 Sek. 62°C 35x
dNTPs (10 mM) 1 ul l min. 68°C
Taq-Polymerase 1,25 ul 20 min. 68°C — 4°C oo
Wasser ad 50 pl

Die PCR-Produkte wurden iiber ein Polyacrylamid-Gel (8 % w/v PAA) aufgetrennt, die
entsprechenden Banden ausgeschnitten, die DNA durch passive Diffusion aus dem Gel in
Elutionspuffer (Bestandteil des RPA III Kits) iiberfithrt und durch Zugabe von 3
Volumeneinheiten 100 % Ethanol gefillt. Nach einem Waschschritt mit Ethanol 70 %
wurde die DNA in 50 pl Nuklease freiem Wasser aufgenommen.

Die so gewonnenen Matrizen fiir die beiden hicp75TNFR-spezifischen Sonden konnten
dann in die eigentliche in-vitro-Transkription eingesetzt werden. Als Positivkontrolle fiir
den RPA wurde auch fiir das housekeeping-Gen B-Actin eine Sonde generiert. Die
passende DNA-Matrize ist in Form eines Plasmides (pTRI-Actin-Mouse), welches
ebenfalls den T7 RNA-Polymerase Promotor enthélt, im MAXIscript Kit enthalten und
kann direkt in die in-vitro-Transkription eingesetzt werden.

In-vitro-Transkription:

DNA-Matrize / pTRI-Actin-Mouse 2 ul/ 1 pl

10x Transkriptions-Puffer 2 ul
10 mM ATP/CTP/GTP 3ul
[o**P] UTP (20 mCi/ml) 5ul
T7-RNA-Polymerase 2 ul
Nuklease freies Wasser ad20ul — 1hbei37°C
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2.4.2. Reinigung der radioaktiven Sonden

Um zu garantieren, dass die Sonden im RPA in voller Linge eingesetzt werden, miissen
sie iiber ein denaturierendes Polyacrylamid-Gel gereinigt werden. Dazu wurde ein Gel
mit einem PAA-Anteil von 10 % (w/v) und einem Harnstoff-Gehalt von 50 % (w/v)

hergestellt:

Sequenziergel Konzentrat (25 % PAA) 18 ml
Sequenziergel Verdiinnungs-Lsg. 27 ml
Sequenziergel Puffer-Konzentrat (10x) 4,5 ml
APS 360 ul
TEMED 54 ul

Die elektrophoretische Auftrennung in 1x TBE-Puffer wurde gestoppt, als das
Bromphenolblau des Laufpuffers das Ende des Gels erreicht hatte. Eine der beiden
Glasplatten wurde entfernt und das Gel mit der verbleibenden Glasplatte in
Frischhaltefolie verpackt. Durch Auflegen eines Rontgenfilmes auf die nur mit Folie
bedeckte Seite des Gels fiir 1-2 Minuten und Entwicklung des Films, wurden die Sonden
sichtbar gemacht und konnten aus dem Gel mit einem Skalpell ausgeschnitten werden. Da
die Wiedergewinnung von Nukleinsduren aus Polyacrylamid-Gelen effektiver wird, je
grofler die Oberfliche des Gelstiickes ist, wurden die ausgeschnittenen Fragmente
zunichst durch die Kaniile einer 10 ml Spritze gepresst, bevor sie liber Nacht in 350 pl
Elutionspuffer (im Kit enthalten) auf einem Thermomixer bei RT inkubiert wurden.
Durch Zugabe von 1050 pl Ethanol 100 % konnten die Sonden ausgefillt und
aufkonzentriert werden. Das Endvolumen nach einem zusétzlichen Waschschritt mit

Ethanol 70 % betrug 50 pl (in Nuklease freiem Wasser).

2.4.3. Hybridisierung von RNA und Sonde

Von den aufgereinigten Sonden wurden je 5 pl mit mRNA aus stimulierten THP-1 Zellen
gemischt. Die RNA wurde zunédchst als Gesamt-RNA isoliert und anschlieBend daraus
iiber den Oligotex Kit mRNA gereinigt. Je Hybridisierung wurde auf diese Weise mRNA
entprechend 50 pg Gesamt-RNA eingesetzt. Fiir jede Sonde wurden zusitzlich zwei
minus-mRNA Kontrollen angesetzt, denen anstelle der RNA aus THP-1 Zellen RNA aus
Hefe in gleicher Konzentration zugesetzt wurde. Eine der beiden Kontrollen erhielt wie

die eigentliche Probe RNasen, somit sollte auf dem spéteren Gel in dieser Spur nichts
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mehr zu detektieren sein, die einzelstrdngige Sonde sollte komplett durch die Enzyme
verdaut werden. Der zweiten minus-mRNA Kontrolle wurde kein Enzym zugefiigt. Im
Gel bildet diese Probe die Lange der reinen Sonde ab.

Vor der eigentlichen Hybridisierung wurde die mRNA mit der jeweiligen Sonde zunichst
coprézipitiert. Zu diesem Zweck wurden die Proben auf eine Konzentration von 0,5 M
Ammoniumacetat eingestellt und mit 2,5 Volumeneinheiten Ethanol 100 % versetzt. Die
Prézipitation erfolgte bei —20° C fiir 15 Minuten und anschlieende Zentrifugation fiir 15
Minuten bei 4° C auf hochster Geschwindigkeit (16 000 g). Die luftgetrockneten Pellets
wurden in 10 pl Hybridisierungspuffer aufgenommen, bei 95° C fiir 4 Minuten de-
naturiert und iiber Nacht bei 42° C inkubiert. In dieser Zeit sollten die Sonden an die
jeweils komplementire mRNA binden und dadurch doppelstringige Sequenzbereiche

entstehen.

2.44. Verdau und Aufarbeitung der Proben

Zu jeder der hybridisierten Proben, auBer zu jeweils einer der beiden minus-mRNA
Kontrollen, wurden 150 pl einer 1:100 Verdiinnung von Digestion III Puffer und einer
Mischung aus RNase A und RNase T1 gegeben, um einzelstringige RNA abzubauen. Die
minus-mRNA Kontrollen, die nicht mit Enzym versetzt wurden, erhielten statt dessen
reinen Digestion III Puffer. Der RNase-Verdau wurde bei 37° C fiir 30 Minuten
durchgefiihrt. Durch Zugabe von 225 pl RNase Inactivation/Precipitation III Losung und
75 pl Ethanol 100 % wurde die Reaktion abgestoppt und die verbleibenden RNA-
Fragmente durch eine Inkubation von 15 Minuten bei —20° C prézipitiert. Nach 15-
miniitiger Zentrifugation auf voller Geschwindigkeit (16 000 g) wurde der Uberstand
abgenommen und die Pellets in 10 pl Gel Loading Puffer II resuspendiert. Bevor die
Proben vollstindig auf ein denaturierendes PAA-Gel aufgetragen werden konnten,
wurden sie fiir 3 Minuten bei 95° C denaturiert. Von der minus-mRNA Kontrolle ohne
RNase-Verdau wurde nur 1 pl, aufgefiillt auf 10 pl mit Gel Loading Puffer II, fiir das Gel
verwendet, da diese Probe die reine Sonde enthilt und die Gefahr besteht, dass bei zu

grofler Menge im Gel die anderen Banden iiberstrahlt werden.

2.4.5. Auftrennung der Proben iiber ein Polyacrylamid-Gel

Fiir das Analysen-Gel wurde wieder ein PAA-Gehalt von 10 % gewdhlt. Das Gel wurde
nach dem Protokoll von Kapitel B 2.4.2. zubereitet. Unmittelbar vor Auftragung der
Proben wurden die Taschen durch Spiilen mit 1x TBE Puffer gereinigt. Die
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elektrophoretische Auftrennung wurde gestoppt, als das Bromphenolblau des Laufpuffers
das Ende des Gels erreicht hatte. Nachdem wieder eine der beiden Glasplatten entfernt
und das Gel zusammen mit der zweiten Glasplatte in Frischhaltefolie verpackt worden
war, wurde ein Rontgenfilm aufgelegt und die Filmkassette fiir eine Stunde bei —80° C

gelagert. Nach Entwicklung des Films konnten die einzelnen Banden analysiert werden.

2.5. RNA-Interferenz

2.5.1. Theoretische Grundlagen

Nachdem bekannt wurde, dass doppelstringige RNAs in Zellen unter bestimmten
Umstidnden eine Sequenz-spezifische Degradierung komplementirer mRNA auslosen
kénnen, wurden verschiedenste Ansdtze entwickelt, dieses Phdnomen molekularbio-
logisch nutzbar zu machen. Neben der Transfektion von in vitro synthetisierten,
doppelstrangigen short interfering RNAs (siRNAs) hat sich die Vektor-basierte endogene
Synthese sogenannter short hairpin RNAs (kurze Haarnadelschlaufe; shRNAs)
durchgesetzt.

In der vorliegenden Arbeit sollte die RN A-Interferenz mit Hilfe dieser shRNAs vermittelt
werden, die ausgehend von einem entsprechenden Vektor direkt in Vektor-transfizierten
Zellen synthetisiert werden. Dazu wurde der von Brummelkamp et al. (Brummelkamp,
2002) publizierte pSUPER-Vektor (SUPpression of Endogenous RNA) verwendet.
Ausgehend vom Plasmid wird dabei unter Verwendung des H1 RNA-Polymerase
Promotors ein spezifisches, in pSUPER kloniertes Oligonukleotid in der Zelle als RNA
synthetisiert. Dieses Oligonukleotid ist so konstruiert, dass es 19 spezifische Basen der zu
degradierenden mRNA in sense Orientierung enthélt, die sich, durch 9 Basen getrennt, in
antisense Orientierung wiederholen. Die 9 Basen, die als Abstandshalter fungieren, bilden
auf RNA-Ebene die Schlaufe, nachdem sich die sense und antisense orientierten RNA-
Abschnitte gepaart haben.

Da der Original-pSUPER-Vektor nur eine Ampicillin-Resistenz zur Selektion transfor-
mierter E.coli Bakterien beinhaltet, wurden die entscheidenden Teile von pSUPER (H1
RNA-Poymerase Promotor und Multiple Cloning Site) in einen pcDNA3 Vektor kloniert,
der durch die enthaltene Neomycin-Resistenz zusétzlich eine Selektion transfizierter

Zellen erlaubt.
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2.5.2. Auswahl der Sequenz

Fiir die Konstruktion der shRNAs gelten prinzipiell dieselben Regeln wie fiir siRNAs. Da
diese aber schon als fertige Konstrukte in die Zellen transfiziert werden, miissen bei
shRNAs dariiber hinaus noch weitere Einschrinkungen beachtet werden. Die Erfinder des
pSUPER-Vektors haben fiir die Sequenzauswahl des 19 Basen umfassenden Oligo-
nukleotides folgende Richtlinien vorgegeben:

e Die 19 Basen sollen auf mRNA-Ebene 5’ von zwei Adeninen flankiert sein.

e 3’ wire eine Flankierung von zwei Thymidinen wiinschenswert, aber nicht
erforderlich.

e Die ausgewihlten 19 Basen sollten in der kodierenden Region der mRNA liegen
und zwar mehr als 100 Basen vom Start- bzw. Endpunkt der Translation entfernt.

e Der GC-Gehalt der 19 Basen sollte iiber 30 % betragen.

e Speziell fiir Vektor-basierte RNAi-Systeme: die 19 Basen diirfen keine vier oder
mehr aufeinander folgende Thymidine oder Adenine aufweisen, weil dies fiir die
RNA-Polymerase als Endpunkt der Transkription gesehen wird und zu einem
vorzeitigen Abbruch der shRNA-Synthese fiihren wiirde.

e Speziell fir den humanen icp75TNFR: es muss eine Unterscheidung vom

p75TNFR gewiéhrleistet sein, sowie eine Diskriminierung von der Alu-Sequenz.

2.5.3. Klonierung der Konstrukte

Ebenfalls von den Erfindern des pSUPER-Vektors vorgegeben ist die Sequenz, die in den
Vektor zu klonieren ist und in die lediglich die 19 spezifischen Basen in sense und
antisense Orientierung einzusetzen sind. Fiir das resultierende Oligonukleotid muss des
weiteren ein Gegenstrang konstruiert werden, durch den nach Paarung der komplemen-
tiren Abschnitte am 5’ Ende ein Uberhang entsteht, der zu einer BglII-Schnittstelle passt
und am 3’ Ende ein Uberhang, der zu einer HindIII-Schnittstelle passt. Somit konnen die
annealten Oligonukleotide direkt in den entsprechend verdauten pSUPER-Vektor einge-
setzt werden.

Daraus ergibt sich folgendes Protokoll:

e Annealing der Oligonukleotide:

5’ Oligonukleotid (3 pg/ul) I ul
3’ Oligonukleotid (3 pg/ul) 1 pl
Annealing-Puffer 48 ul
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— 4 min 95° C
— 10 min 70° C

— langsam auf 4° C abkiihlen

Phosphorylierung der annealten Oligonukleotide:

annealte Oligonukleotide 2 ul
T4-Ligase Puffer I ul
T4-Polynukleotid Kinase 1 ul
Nuklease freies Wasser 6 ul
— 30 min 37° C

— 10 min 70° C

Ligation in pSUPER:

annealte, phosphorylierte

Oligonukleotide 2 ul
T4 DNA-Ligase Puffer 1 ul
verdauter pPSUPER-Vektor ca. 400 ng
T4 DNA-Ligase I ul
Nuklease freies Wasser ad 10 pl

— 1 Stunde RT

Vom Ligationsansatz wurden 5 pl in E. coli transformiert, die Bakterien auf LB-Amp-

Platten ausplattiert, Kolonien gepickt und mit den resultierenden Kulturen eine Plasmid-

Praparation durchgefiihrt. Zur Kontrolle der Plasmide wurde ein EcoRI/HindIII-Verdau

durchgefiihrt und die entstandenen Fragmente auf einem Agarosgel analysiert. Positive

Klone sollten ein Fragment von 300 bp, negative eines von 240 bp ergeben.

2.6. Arbeiten mit DNA

2.6.1. Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Mini Prep:

Midi Prep:
Maxi Prep:

Kulturvolumen 2-5 ml

Kulturvolumen 100 ml

Kulturvolumen 200 ml

Kit, Promega

Wizard Plus Minipreps DNA Purification

Plasmid Purification Kit Midi, Qiagen
Plasmid Purification Kit Maxi, Qiagen
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Die Isolierung erfolgte nach der jeweiligen Arbeitsanweisung.

2.6.2. Analytische und praparative Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten unterschiedlicher Linge
erfolgte in Agarose-Gelen der Konzentration 1-1,5 % (w/v). Dazu wurde Agarose in
1x TAE-Puffer aufgekocht, in den Gelschlitten gegossen und ein passender Kamm zur
Ausbildung der Probentaschen an der Gelapparatur befestigt. Um eine vollstindige Aus-
polymerisierung der Agarose zu gewihrleisten, wurden die Gele fiir mind. 30 Minuten bei
RT inkubiert, nach dem Auskiihlen mit 1x TAE-Puffer {iberschichtet und die mit
Laufpuffer im Verhiltnis 1:5 vermischten Proben in die entstandenen Geltaschen
pipettiert. Die Auftrennung der Fragmente erfolgte bei einer elektrischen Spannung von
5-10 V/ecm. Zur Analyse der DNA-Fragmente wurde das Gel nach ca. 15-miniitiger
Inkubation in einem Ethidiumbromid-Bad auf einem UV-Schirm der Anregungswellen-
lange 254 nm betrachtet und photographiert. Die Auftragung eines entsprechenden DNA-
Standards (DNA-Molekulargewichtsstandard XIV) ermoglichte die Bestimmung der
Fragment-Langen. Um bei einer préparativen Elektrophorese Strangbriiche der DNA zu
vermeiden, wurde ldngerwelliges UV-Licht (366 nm) zur Detektion verwendet. Die
gewiinschten Banden wurden mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und die

DNA mit Hilfe des Qiagen Gelextrationskits wieder aus dem Gel isoliert.

2.6.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur Klonierung

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurden unter Verwendung spezifischer
Primer DNA-Fragmente von Plasmiden amplifiziert und gegebenenfalls gleichzeitig mit
Schnittstellen fiir Restriktions-Endonukleasen versehen. Die PCR-Reaktionen wurden in
einem Volumen von 50 ul mit folgender Zusammensetzung und unter Verwendung des

folgenden Temperatur-Programms durchgefiihrt:

Plasmid ca. 10 ng
10x Puffer Sul
5’ Primer (10 pmol/ml) S5ul
3’ Primer (10 pmol/ml) Sul
dNTPs (10 mM) 1 ul
Taq-DNA-Polymerase 1,25 ul
Nuklase freies Wasser ad 50 ul
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5 min. 94° C

30 Sek. 94° C

30 Sek. Ty der Primer — 3 bis 4° C 35x

je nach Fragment-Lénge 72° C

7 min. 72°C —> 4°Coo

Die jeweilige PCR-Reaktion wurde iiber ein Agarose-Gel aufgetrennt und analysiert bzw.
entsprechende Banden aus dem Gel ausgeschnitten und iiber einen Gelextraktions-Kit

aufgereinigt.

2.6.4. Southern Blot

Agarose-Gele die geblottet werden sollten, wurden zunichst mit Ethidiumbromid geféarbt
und mit einem nebenliegenden Lineal photographiert. So kann iiber die Skala des Lineals
der Abstand zwischen den Geltaschen und den Banden des DNA-Standards festgehalten
werden, um spéter Banden auf dem Autoradiogramm einer bestimmten Fragmentldnge
zuordnen zu konnen. AnschlieBend wurde das Gel mit Depurinierungs-Puffer bedeckt und
20 Minuten bei RT auf einem Schiittler inkubiert. Es folgte eine 20-miniitige Inkubation
auf dem Schiittler in Denaturierungs-Puffer und schlieBlich in Neutralisierungs-Puffer.
Das so behandelte Agarose-Gel wurde dann auf drei mit 20x SSC-Puffer getriankte
Whatman-Papiere gelegt, die auf einer Glasplatte liegend am oberen und unteren Enden
in ein 20x SSC-Puffer-Reservoir eintauchen. Auf das Gel wurde eine zurecht geschnittene
Nylon-Transfermembran gelegt und die Rénder mit Klarsichtfolie abgedeckt, um zu
verhindern, dass SSC-Puffer aus dem Reservoir an der Membran vorbei gesaugt werden
kann. Auf die abgedeckte Membran wurden drei weitere, in SSC-Puffer getrinkte
Whatman-Papiere gelegt und die Transfer-Vorrichtung schlieBlich mit einem Stapel
Zellstoff-Tiicher abgeschlossen, die durch ihre Saugkraft den Puffer-Stom aus dem
Reservoir am Gel und der Membran vorbei verursachen. Dabei wird die im Gel
enthaltene DNA auf die Membran transferiert, wo sie reversibel gebunden wird. Um
einen moglichst effektiven Pufferfluss zu gewéhrleisten, wurde der Zellstoff-Papierstapel
beschwert und die Apparatur iiber Nacht bei RT inkubiert. Anderentags wurden die
Geltaschen mit Bleistift auf der Membran eingezeichnet und die DNA mittels UV-Licht
auf der Membran fixiert (UV-crosslinking).
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Zur Hybridisierung wurde die Membran mit der DNA-Seite nach innen in eine
Hybridisierungsflasche gegeben und je nach GroBe der Membran mit 6-10 ml
ULTRAhyb-L6sung eine Stunde bei 55° C im Hybridisierungsofen prahybridisiert. In der
Zwischenzeit konnte die Sonde radioaktiv markiert werden (s. Kapitel B 2.6.5.). Nach
Abschluss der Prihybridisierung wurde die radioaktive Sonde zur Prihybridisierungs-
Losung in die Flasche pipettiert und die Hybridisierung iiber Nacht bei 55°C
durchgefiihrt. Am nichsten Tag wurde die Sonde abgegossen und die Flasche zunichst
zweimal mit wenig Southern-Blot Waschpuffer 1 gespiilt. Es folgte ein Waschschritt in
ca. 200 ml Waschpuffer 1 fiir 30 Minuten bei 55° C , sowie ein weiterer in Waschpuffer 2
unter den selben Bedingungen. Danach wurde die Temperatur im Hybridisierungsofen auf
65° C erhoht und ein letzter Waschschritt in wieder 200 ml Waschpuffer 2 durchgefiihrt.
Die gewaschene Membran wurde in Klarsichtfolie verpackt, in eine Filmkassette gelegt,
ein Rontgenfilm aufgelegt (Kodak BioMax MR) und die Kassette bis zur Entwicklung
des Films bei —80° C gelagert.

2.6.5. Radioaktive Markierung von DNA-Sonden
Die radioaktive Markierung von DNA erfolgte mit dem Prime-It® II Random Primer
Labeling Kit von Stratagene.

Dazu wurde folgender Reaktionsansatz pipettiert:

unmarkierte DNA-Sonde ca. 25 ng

Random Primer 10 pul

Nuklease freies Wasser ad34pul — 5min95°C
dCTP Puffer 10 pl

[o**P] dCTPs 5l

Exo(-) Klenow lul — 1 Stunde 37°C

Die radioaktiv-markierte DNA wurde dann iiber Micro Spin S-200 HR Sidulchen
zentrifugiert, um nicht eingebaute radioaktive Nukleotide zu entfernen. Bevor die
gereinigte Sonde zur Hybridisierung verwendet werden konnte, wurde sie fiir 5 Minuten

bei 95° C denaturiert.

2.6.6. Spaltung von DNA durch Restriktionsenzyme
Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen der Firmen Roche konnten DNA-Fragmente,

die entsprechende Schnittstellen enthielten, verdaut werden. Die Reaktion wurde in
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Volumina von 20 bis 50 pl mit ca. 1 pg Plasmid-DNA bzw. PCR-Produkt angesetzt.
Nach Zugabe des vom Enzym vorgegebenen Puffers und 10 Einheiten der jeweiligen
Restriktionsendonuklease, wurde der Ansatz zwischen einer Stunde und iiber Nacht bei
der optimalen Reaktionstemperatur (meist 37° C) inkubiert. Die verdauten Fragmente
wurden anschlieBend in einem Agarose-Gel analysiert und gereingt (Gelextraktion oder

PCR-Purification-Kit).

2.6.7. Ligation von DNA-Fragmenten

Ligationen wurden in einem Volumen von 20 pl durchgefiihrt, wobei das DNA-insert im
Verhiltnis zum linearisierten Plasmid im Uberschuss vorhanden war (ca. 5:1). Der Ansatz
enthielt neben dem Ligationspuffer eine Einheit einer T4-DNA-Ligase (New England
Biolabs) und wurde entweder eine Stunde bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 16° C

inkubiert und anschlielend in E. coli transformiert.

2.6.8. Sequenzierung von Plasmid-DNA

Zur DNA-Sequenzierungen wurde der ABI Prism BigDye™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit verwendet, sowie entweder der ABI310 Genetic
Analyzer oder der ABI Prism 3100-Avant Genetic Analyzer des Instituts fiir Pathologie
der Universitidt Regensburg. Abhingig vom jeweiligen Plasmid wurden unterschiedliche
Primer fiir die Sequenzreaktion verwendet, von deren Schmelztemperatur die Wahl des
Temperatur-Programms abhing. Bei einem hohen GC-Gehalt der Primer oder einer
problematischen Sekundarstruktur des Templates wurden der Reaktion 5 % (v/v) DMSO
beigefiigt, sowie die Elongations-Temperatur und damit die Geschwindigkeit der DNA-
Polymerase erniedrigt, um ein Abfallen des Enzyms an eventuell gebildeten Schlaufen
des templates zu verhindern.

Fiir die Zusammensetzung der Sequenzreaktion ergibt sich demnach:

DNA 700 ng
Primer (30 pmol/ml) 2 ul
BigDye™ Terminator Sequencing Kit 8 ul
[ DMSO 1 pl]
Nuklase freies Wasser ad 20 pl

Die Sequenzreaktion wurde durch Zugabe von 2 ul 3 M Natrium-Acetat-Losung pH 4,6
und 44 pl Ethanol 100 % 15 Minuten bei RT im Dunkeln gefillt und anschlieBend fiir 30
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Minuten bei 16 000 g abzentrifugiert. Das resultierende Pellet wurde mit 500 ul Ethanol
70 % (v/v) gewaschen, in der Vakuum-Zentrifuge getrocknet und in 12 pl High Dye
Formamid aufgenommen. Nach einer 5-miniitigen Inkubation bei 95° C und 10 Minuten

auf Eis konnten die Proben im Sequenzer analysiert werden.

2.6.9. Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA
Die Konzentration von DNA in einer Losung wurde anhand der optischen Dichte bei
260 nm bestimmt. Dabei gilt folgender Zusammenhang;:

Konzentration = 50 pug/ml x ODys x Verdiinnungsfaktor

2.7. PCR zum Nachweis des humanen und des Maus-icp7STNFR

2.7.1. Nachweis des humanen icp7STNFR mittels RT-PCR

Fiir den Nachweis des humanen icp75TNFR wurde neben einer ersten PCR-Runde
zusitzlich eine zweite, mit weiter innenliegenden Primern (nested) durchgefiihrte PCR
etabliert. Nach Préparation der RNA, entweder als Gesamt-RNA oder als mRNA (s.
Kapitel B 2.2.) und Synthese der cDNA (s. Kapitel B 2.3.1.) wurde zunichst die erste RT-
PCR mit folgender Zusammensetzung und folgendem PCR-Programm durchgefiihrt:

cDNA 5,0 ul

10x Puffer 2,0 ul Smin  96°C

5’ Primer (10 pM/ml) 2,0 ul 30 Sek. 96° C

3’ Primer (10 pM/ml) 2,0 pl 30 Sek. 66°C 45x
dNTPs (10 mM) 0,4 pl 3min 68°C
Taqg-Polymerase 0,5 ul 30min 68°C — 4°C o
DMSO 1,0 pl

Wasser ad 20 pl

Nach erfolgter Polymerase-Kettenreaktion wurde je Reaktionsansatz 1 pl Produkt
entnommen und in die nested PCR eingesetzt, die nach folgendem Protokoll und

Temperatur-Programm durchgefiihrt wurde:
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PCR-Produkt 1,0 ul

10x Puffer 2,0 ul Smin  96°C

5’ Primer (10 pM/ml) 2,0 pl 30 Sek. 96°C

3’ Primer (10 pM/ml) 2,0 ul 30 Sek. 66°C 45x
dNTPs (10 mM) 0,4 ul 3min 68°C
Taq-Polymerase 0,5 ul 30min 68°C — 4°C oo
DMSO 1,0 ul

Wasser ad 20 pl

Beide PCR-Reaktionen wurden auf einem 1,5 %-igen (w/v) Agarose-Gel aufgetrennt, das
Gel mit Ethidiumbromid gefdrbt, photographiert und danach auf eine Membran
transferiert, um eine Hybridisierung mit einer spezifischen, radioaktiven Sonde durchzu-
fiihren (Southern Blot, s. Kapitel B 2.6.4.).

Fiir alle eingesetzten cDNAs die nicht spezifisch umgeschrieben wurden, wurde
zusitzlich eine RT-PCR fiir das housekeeping-Gen B-Actin durchgefiihrt, um Qualitdt und

Quantitdt der jeweiligen cDNA-Priparation zu iiberpriifen.

2.7.2. Nachweis des Maus-icp7STNFR mittels RT-PCR
Die RT-PCR fiir den Nachweis des micp75TNFR wurde nach folgendem Protokoll
durchgefiihrt:

cDNA 5 bis 20 pl

10x Puffer 5ul Smin  94°C

5’ Primer (10 pM/ml) 5ul 30 Sek. 94°C

3’ Primer (10 pM/ml) 5ul 30 Sek. 65°C 45x
dNTPs (10 mM) 1 ul 45 Sek. 72°C
Tag-Polymerase 1,25 ul 7min  72°C - 4°Cw
Wasser ad 50 pul

Nachdem sich auch der Nachweis in der Maus als schwierig erwies, wurden verschiedene
cDNA-Mengen in die RT-PCR eingesetzt, mit einer Hochstmenge von 20 ul cDNA/50 pl
Gesamtvolumen. Analog zum Humansystem wurde nach der RT-PCR ein Southern Blot

durchgefiihrt.
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Fiir alle eingesetzten cDNAs wurde zusitzlich eine RT-PCR fiir das housekeeping-Gen 3-
Actin durchgefiihrt, um Qualitit und Quantitit der jeweiligen cDNA zu {iberpriifen.

2.7.3. Quantitative Real Time RT-PCR

Neben dem Einbau von SYBR-Green in doppelstraingige DNA wihrend einer PCR-
Reaktion kann die quantitative Real Time RT-PCR auch mit sogenannten TagMan-
Sonden durchgefiihrt werden, die am 5° Ende mit einem Fluoreszenzfarbstoff, dem
Reporterfarbstoff und 3’ mit einem Quencher gekoppelt sind. Sowohl beide Primer als
auch die Sonde binden an die cDNA, somit wird eine nachtriagliche Hybridisierung, wie
sie beim Southern Blot durchgefiihrt wird, iiberfliissig und die PCR im Vergleich zur
Verwendung von SYBR-Green deutlich spezifischer. Solange sich der Fluoreszenz-
farbstoff der Sonde in rdumlicher Ndihe zum Quencher befindet (dies ist der Fall, wenn
die Sonde entweder frei oder gebunden als intaktes Molekiil vorliegt), kann das Real Time
PCR-Gerédt keine Fluoreszenzsignale detektieren. Die Fluoreszenz Emission des
Reporterfarbstoffes wird durch FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) auf den
Quencher iibertragen. Wenn aber die Taq-Polymerase beginnt, den 5’ Primer zu
verldngern, wird im Zuge dieses Prozesses die Sonde durch die 5’-3’-Exonuklease-
Aktivitdt des Enzyms abgebaut und dadurch der fluoreszierende Farbstoff abgespalten.
Folglich ist kein effektives Quenchen mehr mdglich und die Optik des PCR-Gerétes kann
ein Ansteigen des Fluoreszenzsignals detektieren, das direkt proportional zur Menge des
entstehenden PCR-Produktes ist.

Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Primer und Sonden wurden als ,,Assay by
Design® von Applied Biosystems bezogen. Die TagMan-Sonden waren dabei 5° FAM-
markiert (6-Carboxyfluorescein) und 3’ mit einem nicht fluoreszierenden Quencher
versehen. Die emittierte Fluoreszenz von FAM wird bei 518 nm gemessen. Alle PCR-
Reaktionen wurden unabhingig vom verwendeten Assay in der gleichen Zusammen-

setzung pipettiert und laufen mit dem selben Temperaturprogramm:

cDNA (1:5 verdiinnt) Sul

“Assay by Design” 1 ul 2min  50°C

(Primer und Sonde) 10 min 95°C

TagMan Universal PCR 10 pl 15 Sek. 95°C
Mastermix I min 60°C } 45
Nuklease freies Wasser ad 20 pl
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Nach Abschluss der PCR wurde fiir jeden Assay der Schwellenwert (threshold) so gelegt,
dass er die PCR-Kurven, die sich aus der Auftragung der Anzahl an Zyklen gegen die
Fluoreszenz ergeben, in der logarithmischen Phase der Amplifikation schneidet. Dadurch
wird am Schnittpunkt der resultierenden Kurve mit dem Schwellenwert der sogenannte
threshold Cycle (Ci-Wert) festgelegt, also der Zyklus der PCR, in dem die Fluoreszenz
des Reporterfarbstoffes den festgelegten threshold tiberschritten hat. Durch Vergleich der
Ci-Werte innerhalb eines Laufes, kann eine relative Quantifizierung vorgenommen
werden, da ein hoherer Ci-Wert im Vergleich zu einem niedrigeren bedeutet, dass eine
starkere Amplifikation der cDNA notig war, um das selbe Fluoreszenz-Niveau zu
erreichen und damit weniger cDNA in der Ausgangspriparation vorhanden gewesen sein
muss. Dies bedeutet letztendlich, dass die mRNA in der entsprechenden Probe weniger
stark exprimiert wurde. Legt man beim Vergleich der Expression eines bestimmten Gens
in unterschiedlichen cDNAs eine Kalibrator-Probe fest, so wird deren enthaltene cDNA-
Menge als 1 festgelegt und die der anderen Proben relativ dazu >1, wenn eine stirkere
Expression vorliegt und <1, wenn sie geringer ist. Da alle PCR-Reaktionen als Triplikate
pipettiert werden, ergibt sich aus der Standardabweichung der berechneten relativen
Mengen vom Mittelwert, ein MalBl fiir die Pipettiergenauigkeit. Die Methode der
Normalisierung jeder Probe zunédchst auf das mitgefiihrte Referenzgen (in der
vorliegenden Arbeit ribosomale 18S RNA), wodurch Unterschiede in der eingesetzten
Gesamt-RNA-Menge kompensiert werden, und anschlieBend auf eine festgelegte
Kalibrator-Probe, wird als AAC-Methode bezeichnet und konnte direkt am Real Time
PCR-Geriét mit der entsprechenden Software (SDS 2.1 von Applied Biosystems) durch-
gefiihrt werden.

2.8. Proteinchemische Methoden

2.8.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht,
erfolgte auf SDS-Polyacrylamid-Gelen, bestehend aus Sammel- und Trenngel, (Ldmmli,
1970). Zwischen zwei Glasplatten wurde in den durch einen Spacer entstehenden Raum
zuerst das Trenngel gegossen und mit Butanol iiberschichtet, um eine moglichst glatte
Grenzfliche zum Sammelgel zu erreichen. Nachdem das Gel auspolymerisiert war, wurde

die Butanol-Phase entfernt, das Sammelgel auf das Trenngel gegossen und je nach
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Probenanzahl und -volumen ein passender Kamm eingefiigt. Nachdem auch das Trenngel
vollstindig auspolymerisiert war, wurden die Proben in die Taschen geladen und die
elektrophoretische Auftrennung gestartet. Sobald der mitgefiihrte Blaumarker das Ende
des Gels erreicht hatte, wurden die aufgetrennten Protein-Fraktionen aus dem Gel auf eine
PVDF-Membran transferiert (s. Kapitel B 2.8.3. Western Blot).

Die verwendeten Gele setzten sich im Einzelnen aus folgenden Komponenten zusammen:

Sammelgel 3%  Trenngel 8%  Trenngel 12%

Acrylamid/Bisacrylamid- 0,5 ml 4,0 ml 6,0 ml
Stammlésung (30 %)

1,5M Tris (pH 6,8) 0,38 ml e e
1.SMTris(pHS88) e 3,8 ml 3,8ml
10 % SDS-Losung 30 ul 150 pl 150 pl
10 % APS-Losung 30 pl 150 pl 150 pl
TEMED 3ul 9 ul 6 ul
Demin. Wasser 2,1 ml 7,0 ml 5,0 ml

2.8.2. Coomassie-Firbung

Die Féarbung beruht auf reversibler Anlagerung des Farbstoffs Coomassie-brilliant-blue®
an die Aminogruppen der Proteine. Membranen wurden zunédchst fiir 5 bis 10 Sekunden
in Férbelosung gelegt und anschlieBend in Entfiarbelosung gewaschen, bis der
Hintergrund entfarbt und die Proteinbanden deutlich sichtbar waren. Die Empfindlichkeit

der Methode liegt bei 200-400 ng pro Proteinbande

2.8.3. Western Blot

Zur Detektion der im SDS-PAGE aufgetrennten Proteine, wurden diese auf eine PVDF-
Membran transferiert (Western Blot; Towbin, 1979). Dazu wurden jeweils drei Whatman-
Papierstiicke in GelgroBe mit den Transferpuffern A, B und C getrinkt (Zusammen-
setzung s. Kapitel B 1.9. Puffer und Losungen). Dann wurde ein Sandwich aus je drei
Whatman-Papieren mit Puffer A und B auf die Anodenplatte der Blot-Apparatur gelegt.
Die PVDF-Membran wurde mit Methanol befeuchtet, in Puffer B gespiilt und als nichste
Schicht auf die Whatman-Papiere gelegt. AnschlieBend wurde das Gel, welches zuvor 15
Minuten in Transferpuffer B inkubiert wurde, aufgelegt und mit drei Lagen Whatman-

Papier Puffer C bedeckt. Die Apparatur wurde mit der Kathodenplatte geschlossen. Der
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Proteintransfer erfolgte durch Anlegen einer elektrischen Spannung fiir 1 h bei einer

Stromdichte von 0,8 mA/cm?.

2.8.4. Detektion membrangebundener Proteine durch Antikorper

Nach dem Proteintransfer wurde die Membran in TBS-T mit 1 % (w/v) Magermilch-
pulver, oder bei Verwendung biotinylierter Antikdrper mit 1 % (w/v) BSA, iiber Nacht
blockiert. Am nichsten Tag wurden die auf die PVDF-Membran geblotteten Proteine mit
Hilfe spezifischer Antikorper detektiert. Dies geschah unter Verwendung eines mit
Meerrettichperoxidase  (horseraddish — peroxidase, HRP) markierten Sekundir-
Antikorpers.

Die Inkubationszeit betrug fiir jeden Antikdrper jeweils 1 Stunde, gefolgt von drei 5-
miniitigen Waschschritten in TBS-Tween. Einzig vor der Detektion wurde die Membran
in Tensid-freiem TBS gewaschen. Der eigentliche Nachweis beruht auf einer Chemo-
lumineszenz-Reaktion (ECL), die durch die HRP-katalysierte Oxidation eines Substrats
(Luminol) hervorgerufen wird. Diese Lichtemission kann anschlieBend auf einem
Rontgenfilm (Hyperfilm-ECL) sichtbar gemacht werden. Die Detektion des HRP-
gekoppelten Antikorpers erfolgte mit dem ECL-Western-Blot-System (MobiGlow). Die

Dauer der Filmexposition variierte zwischen 15 Sekunden und 10 min.

2.8.5. RIPA-Lyse

Am Vortag der Lyse wurden 4 x 10° Zellen in eine 10 cm Schale ausgesit, am folgenden
Tag nach zweimaligem Waschen mit PBS mit 1 ml kaltem RIPA-Lyse-Puffer versetzt
und mit Hilfe eines Zellschabers in den Puffer iiberfithrt. Nach einer 15-miniitigen
Inkubation auf Eis und mehrmaligem vortexen, wurden alle nicht 16slichen Bestandteile
(z.B. DNA) 5 Minuten bei 16 000 g abzentrifugiert. Der Uberstand (Total-Lysat) kann bei

—20° C tiber einige Monate hin aufbewahrt oder sofort analysiert werden.

2.8.6. Immunoprizipitation

Die Immunoprézipitation ermdglicht das Isolieren von Proteinen und assoziierter
Proteinkomplexe aus Total-Lysat durch spezifische Antikorper, dient aber auch der
Konzentrierung einer bestimmten Protein-Fraktion, wodurch auf diese Weise das
Aquivalent eines kompletten Total-Lysats im SDS-PAGE aufgetrennt und analysiert
werden kann. Der fiir die Prézipitation verwendete Antikorper spielt hier eine zentrale

Rolle, da er sowohl das Antigen als auch Protein A oder G zu binden vermag. Im
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preclearing wurden zunédchst 20 ul Protein G-Sepharose zu 1 ml Total-Lysat gegeben und
fiir mind. 3 Stunden bei 4° C auf einem Rotor inkubiert. Nach dem Zentrifugieren
(16 000 g; 5 min) waren somit alle an die G-Sepharose unspezisch bindenden Komponen-
ten aus dem Lysat entfernt und der Uberstand wurde bei 4° C iiber Nacht mit 2 bis 10 pg
antigenspezifischem IgG-Antkorper inkubiert. Die gebildeten Immunkomplexe wurden
iiber eine 1-stiindige Rotation bei 4° C an 20 ul Protein G-Sepharose gebunden und durch
Zentrifugation abgetrennt. Das Pellet wurde nach dreimaligem Waschen mit PBS im
4-fach reduzierenden Laémmli-Puffer aufgenommen, 5 Minuten bei 95° C aufgekocht,
erneut zentrifugiert, um die Protein G-Sepharose von der Protein-Fraktion abzutrennen

und mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert.

2.9. Zellbiologische Methoden

2.9.1. Zellkulturbedingungen

Alle zellbiologischen Arbeiten wurden unter Verwendung steriler Reagenzien in einer
Sterilbank (Laminair Flow) durchgefiihrt. Die verwendeten Zelllinien bzw. Primair-
kulturen wurden in Zellkulturflaschen mit dem in Kapitel 1.10. angegebenen Medium bei
37° C, 5 % CO,-Gehalt und 95 % Luftfeuchtigkeit in einem Begasungsbrutschrank (Cell
Safe) kultiviert. Abhdngig von der jeweiligen Linie wurden die Zellkulturen dreimal
wochentlich im Verhiltnis 1:5 oder zweimal wochentlich im Verhéltnis 1:10 geteilt.
Musste ein Medienwechsel oder Waschschritt vorgenommen werden, wurden die Zellen
in sterile Falcon-Rrohrchen iiberfithrt, 5 Minuten bei ca. 300 g zentrifugiert und

anschlieBend das Zellpellet in der entsprechenden Losung resuspendiert.

2.9.2. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zellen, die langfristig in fliissigem Stickstoft gelagert werden sollten, wurden zunichst
bei 300 g pelletiert und in einer Konzentration von ca. 1x10° Zellen/ml in kaltem
Einfriermedium (50 % RPMI 1640; 40 % FCS; 10 % Dimethylsulfoxid) resuspendiert.
Anschliefend wurden Aliquots von 1,8 ml in Kryordhrchen gefiillt, bei —80° C tiefge-
froren und nach einigen Tagen in fliissigen Stickstoff {iberfiihrt.

Sollten tiefgefrorene Zellen erneut in Kultur genommen werden, wurde die
Zellsuspension aufgetaut, moglichst rasch in 10 ml kaltem Medium gewaschen,

zentrifugiert und in frisches Kulturmedium tiberfiihrt.
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2.9.3. Bestimmung der Lebend-Zellzahl

Sollten Zellen in einer definierten Zellzahl in die entsprechenden Kulturgefdlle eingesit
werden, wurde mittels Trypanblau-Ausschluitest die Anzahl der lebenden Zellen mit
Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Dazu wurde eine geeignete Verdiinnung
(meist 1:10) aus Zellsuspension und Trypanblaulosung hergestellt und in einer Neubauer-
Zahlkammer die Zahl an lebenden, also nicht durch Trypanblauldsung angefarbten Zellen
mikroskopisch ermittelt. Dabei wurden alle 4 groBen Quadrate a 16 Kleinquadrate
ausgezdhlt und daraus ein Mittelwert fiir 16 Kleinquadrate gebildet.

Die Zellkonzentration wurde wie folgt berechnet:

MW der Zellzahl in 16 Kleinquadraten x Verdiinnungsfaktor = Zellzahl x 10* / ml

2.9.4. Mycoplasmentest

In regelméBigen Abstinden wurden sdmtliche Zelllinien mit Hilfe einer DAPI-Farbung
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Nicht-kontaminierte Zellen zeigen nur eine
Kernfiarbung wohingegen eine Kontamination mit Mykoplasmen durch eine starke DAPI-

Farbung (Mykoplasmen-DNA) auch aulerhalb des Kerns ersichtlich ist.

2.9.5. TNF-induzierter Zytotoxizitits-Test

Der TNF-induzierte Zytotoxizitits-Test wurde in einer 96-Loch-Platte durchgefiihrt. Um
einen konfluenten Zellrasen zu erhalten, wurden 2 x 10 L929-Zellen oder die gleiche
Anzahl an entsprechend gentechnisch verdnderten 1.929-Zellen pro Loch in einem
Volumen von 100 pl ausgesét und iiber Nacht unter den iiblichen Bedingungen fiir L929-
Zellen inkubiert. Am nichsten Tag wurde das Medium abgesaugt und rekombinantes
humanes oder Maus-TNF in einer log2-Verdiinnung iiber die lange Reihe der 96-Loch-
Platte titriert, wobei das erste Loch eine empirisch ermittelte, absolut toxische Menge und
das letzte iiberhaupt kein TNF enthielt (100 %- und 0 %-Wert). Die Randlocher der Platte
enthielten keine Zellen, wurden ansonsten jedoch genau wie der Rest der Platte behandelt
(Mediumkontrolle). Zu den 100 pul TNF-enthaltenden Mediums wurden anschlieBend
100 pul Actinomycin D-haltiges Medium der Konzentration 4 pg/ml gegeben, um die
Proteinbiosynthese zu blockieren und die Platte dann fiir weitere 24 Stunden inkubiert.
Zur Bestimmung des Anteils an lebenden Zellen wurden dem Kulturmedium 10 pl einer
MTT-Stammlosung zugesetzt und die Plattte fiir 4 Stunden in den Inkubator gegeben.
MTT wird ausschlieBlich von stoffwechselaktiven Zellen aufgenommen und in deren

Mitochondrien oxidativ umgesetzt, was zur Bildung eines blauen Farbstoffes fiihrt. Die
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Entstehung dieser blauen Formazan-Kristalle verhilt sich demnach direkt proportional zur
Viabilitdt der in der Kultur enthaltenen Zellen. Die Farbstoft-Kristalle wurden durch
Zugabe von 70 pl einer 20 %-igen (w/v) SDS-Losung aufgelost und gleichzeitig die
Reaktion durch eine SDS-vermittelte, komplette Lyse der Zellen abgestoppt. Die optische
Dichte des Reaktionsprodukts wurde bei 540 nm vermessen. Die Viabilitdt wurde wie
folgt berechnet:

Viabilitit im Loch y [%] = 100 % X (Ay — Amediumkontrolte) / (A100 %-Wert — AMediumkontrolle)
Der Zytotoxizitits-Test mit dem agonistischen Antikorper gegen mpSSTNFR erfolgte

analog. In allen Fillen wurden jeweils Duplikate pipettiert.

2.9.6. TNF-Zytotoxizitits-Hemmtest mit l6slichem humanen oder Maus-TNF

4 x 10° Zellen, deren Uberstand auf hemmende Aktivitdt untersucht werden sollte,
wurden tiber Nacht in eine 10 cm Schale (Volumen 10 ml) ausgesét, am nachsten Tag der
Uberstand gesammelt und eventuell vorhandene Zellen bzw. Zellbestandteile abzentrifu-
giert. Der TNF-Zytotoxizitits-Hemmassay wurde an [L929-Zellen analog dem TNF-
induzierten Zytotoxizitits-Test durchgefiihrt, allerdings wurde sowohl die TNF- als auch
die Actinomycin D-Losung im konditionierten Medium hergestellt, um eine zu starke

Verdiinnung des im Uberstand gesammelten Proteins zu verhindern.

2.9.7. TNF-Zytotoxizitits-Hemmtest mit transmembraniarem TNF

Auch fiir diese Art des TNF-Zytotoxizitits-Hemmtests wurden 4 x 10° Zellen, deren
Uberstand auf hemmende Aktivitit untersucht werden sollte, {iber Nacht in eine 10 cm
Schale (Volumen 10 ml) ausgesit und am nichsten Tag der Uberstand gesammelt. Zur
Induktion des Zelltodes mussten L.929-Zellen, die mit einer nicht proteolytisch spaltbaren
Mutante von Maus-TNF transduziert worden waren, mit Paraformaldehyd fixiert werden,
da der Einsatz lebender Zellen zum einen eine Kontamination des Tests mit 16slichem
TNF der transduzierten Zellen verursachen wiirde und zum anderen die Detektion der
Viabilitit mittels MTT stark beeintrichtigen wiirde. Zur Fixierung wurden 8 x 10°
transduzierte 1.929-Zellen zunédchst mit PBS gewaschen, auf dem Vortexer mit 1,5 ml
Cytofix/Cytoperm Reagenz versetzt und 20 Minuten bei 4° C inkubiert. Anschlieend
erfolgten 5 Waschschritte mit jeweils 15 ml PBS/10 % FCS, um eine vollstindige
Elimination des Fixatives aus der Pridparation zu gewihrleisten. Die fixierten Zellen
wurden schlieBlich in 400 ul des gesammelten Zellkultur-Uberstandes aufgenommen und

je 200 pl davon zur Doppelbestimmung in die ersten wells einer 96-Loch-Platte, die
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bereits eine konfluente Schicht an Wildtyp-1L929-Zellen enthielt, pipettiert. Analog dem
l16slichen TNF wurden auch die fixierten Zellen in log2-Schritten iiber die lange Seite
einer 96-Loch-Platte verdiinnt. AbschlieBend wurde dem Test in Zellkultur-Uberstand
geldstes Actinomycin D in einer Konzentration von 4 ng/ml zugefiigt und anderentags die

Viabilitit der Zellen mittels MTT und SDS detektiert

2.9.8. Transfektion mit Hilfe kathionischer Liposomen

Um Zellen transient mit Plasmid-DNA zu transfizieren, wurden 2 x 10° Zellen pro Kultur
in eine 6-Loch-Platte ausgesét und iiber Nacht inkubiert. 2 pg DNA wurden in 100 pl
serumfreiem Medium verdiinnt, mit 10 pl Superfect-Reagenz (Qiagen) versetzt, gemischt
und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit konnten sich Aggregate aus
DNA und den in Superfect enthaltenen kathionischen Liposomen bilden. AnschlieSend
wurden die DNA-Superfect-Aggregate mit 600 pl Serum- und Antibiotikum-haltigen
Medium vermischt und auf die vorher mit PBS gewaschenen Zellen gegeben. Nach 2 bis
3-stiindiger Inkubation wurde das Superfect-Reagenz wieder von den Zellen
abgenommen, diese dreimal mit PBS gewaschen und mit frischem Medium aufgefiillt. 24
bis 48 Stunden nach der Transfektion konnte mit transienter Proteinexpression gerechnet
werden. Sollte die Transfektion stabil erfolgen, so wurden die Zellen 24 Stunden nach der
Transfektion im Verhiltnis 1:2 in eine kleine Zellkulturflasche gesplittet und mit dem
entsprechenden Selektions-Antibiotikum versehen. Als Kontrolle fiir die Selektion
wurden auch nicht transfizierte Zellen mit Antibiotikum versehen und der Selektions-

druck solange aufrecht erhalten, bis alle Zellen der Kontrolle abgestorben waren.

2.9.9. Transfektion mittels Calcium-Phosphat-Priizipitation

Diese Methode wurde zur Gewinnung der micp-/p75TNFR-Ig-Fusionsproteine
angewandt. Dazu wurden 4 x 10° HEK-Zellen in eine 10 cm Schale ausgesit und iiber
Nacht inkubiert. Am ndchsten Tag wurde eine Stunde vor Transfektion das Medium
gewechselt, um optimale pH-Bedingungen zu gewihrleisten. Fiir die Transfektion selbst
wurden 10 pg des entsprechenden Vektors mit sterilem, Nuklease-freiem Wasser auf
450 pl aufgefiillt, die DNA-Losung dann mit 50 pl einer 2,5 M Ca3(PO4),-Losung
versetzt und diese Mischung auf dem Vortexer in der Sterilbank in 500 pl 2x HEPES-
Puffer langsam eingetropft. Dieser Mix wurde dann ziigig auf die 10 ml Zellkultur-
medium der HEK-Zellen verteilt, fiir 5 Stunden unter den iiblichen Bedingungen fiir

HEK-Zellen inkubiert und anschlieBend das Medium gegen frisches ausgetauscht.

54



Material und Methoden

48 Stunden nach Transfektion konnte mit einer ausreichenden Protein-Menge im

Uberstand der Zellen gerechnet werden.

2.9.10. Retrovirale Transduktion

Auch diese Methode wurde verwendet, um Zelllinien zu generieren, die ein gewiinschtes
Protein stabil exprimieren. Gerade bei L929-Zellen hatte sich gezeigt, dass iiber eine
langere Passage, negative Klone, die dennoch resistent gegen das Selektionsantibiotikum
sind, in der Kultur hochwachsen, wenn die Transfektion mittels kathionischer Liposomen
durchgefiihrt wurde. Deshalb wurden speziell L929-Zellen bevorzugt mittels retroviralem
Gentransfer transduziert. Hierfiir wurden 4 x 10° HEK-Zellen (Produzenten-Zelllinie) in
eine 10 cm Schale ausgesédt und iiber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag wurden die
Zellen unter Verwendung der Calcium-Phosphat-Prazipitation (s. Kapitel B 2.7.9.) mit
30 ug des proviralen Vektors, der das Zielgen enthélt, und 30 pg des Vektors fiir die
Adenovirusproteine transient transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion der Produzenten-
Zelllinie konnte mit einer ausreichenden Anzahl an Viren im Uberstand der HEK-Zellen
gerechnet werden. Die so entstehenden Viren sind nicht mehr replikationsfahig, tragen
aber die Information des Zielgens als RNA sowie eine Antibiotika-Resistenz (im Falle
des verwendeten pQCXIP-Vektors eine Puromycin-Resistenz). Der Virus-haltige
Uberstand wurde abgenommen, mit Polybrene (Endkonzentration 8 pg/ml) versetzt und
durch eine low-protein-binding-Membran (PALL) filtriert. Der nun von Schwebstoffen
und Zellfragmenten befreite Uberstand wurde 1:2 mit frischem Polybrene-haltigem
Medium verdiinnt, um die Néahrstoffdichte des iiber 48 h auf den HEK-Zellen
verbliebenen Mediums wieder zu erhdhen. Der infektidse HEK-Uberstand wurde auf Eis
gelagert und tliber den Tag verteilt in 2-3 Portionen auf die Zielzellen gegeben. Die Viren
erkennen bestimmte Oberflichenmolekiile der Zielzellen, fusionieren in Anwesenheit des
Tensids Polybrene leicht mit diesen, schreiben die RNA, die fiir die Produktion von
Virus-Partikeln wichtig ist zusammen mit der RNA des Zielgens mittels viruseigener
reverser Transkriptase in DNA um und integrieren diese dann stabil ins Wirtsgenom. Das
Ernten von Virus-haltigem Uberstand und Infizieren der Zielzellen kann nach 24 Stunden
noch einmal wiederholt werden. 48 Stunden nach der Transduktion kann mit der
Expression des gewiinschten Proteins gerechnet werden. Die Selektion der Zielzellen
erfolgt in Abhingigkeit der transduzierten Resistenz und der Art der Zielzelle.

Da in der vorliegenden Arbeit nur Maus-Zelllinien transduziert wurden, konnte mit einem

ecotrophen Plasmid unter S1-Bedingungen gearbeitet werden.
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2.9.11. Durchflusszytometrie

Alle durchflusszytometrischen Messungen wurden auf einem FACScan Flow Cytometer
der Firma Becton Dickinson durchgefiihrt, als Listmode-Dateien gespeichert und die
Auswertung in WinMDI 2.8 vorgenommen. Als Fluoreszenzfarbstoffe dienten FITC-,
PE- und APC-Farbstoffe sowie EYFP. Auflerdem wurden die Zellen kurz vor der
Messung mit Propidium-lodid (PI), einem DNA-Farbstoff versetzt, um PI-positive und
damit tote Zellen ausschlieBen zu kénnen.

Fiir die Belegung der verschiedenen Kanéle des FACScan Durchflusszytometers ergibt

sich demnach:

1. Forward Scatter (FSC) Zellform/Zellgrofe

2. Sideward Scatter (SSC) Granularitét

3. Fluoreszenzkanal 1 (F11-H) FITC- und EYFP-Fluoreszenzintensitit
4. Fluoreszenzkanal 2 (F12-H) PE-Fluoreszenzintensitét

5. Fluoreszenzkanal 3 (F13-H) PI- Fluoreszenzintensitit

6. Fluoreszenzkanal 4 (F14-H) APC-Fluoreszenzintensitit

Alle Parameter wurden bei der Auswertung logarithmisch aufgetragen.

Zur durchflusszytometrischen Untersuchung wurden die Zellen mit PBS/FCS (2 % v/v)
gewaschen, auf FACS-Réhrchen verteilt (ca. 1 bis 0,5 x 10° Zellen), bei 300 g pelletiert
und der Uberstand vorsichtig abgenommen. AnschlieBend erfolgte ein Blockierungs-
schritt, durch den unspezifische Bindungen der Antikorper verringert werden sollten. Im
Falle der primiren CD8" T-Zellen erfolgte der Block fiir 20 Minuten und in 50 ul
Volumen mit einem spezifischen Antikorper gegen die Fcy-Rezeptoren II und III in
PBS/10 % FCS, im Falle der L929-Zellen nur in PBS/10 % FCS. Die Antikdrper wurden
dann in weiteren 50 ul PBS/10 % FCS zugegeben, womit das Reaktionsvolumen fiir die
Féarbung 100 pl betrug. Nach Inkubation fiir 30 min auf Eis wurden die Zellen pelletiert,
der Anitkorper-haltige Uberstand abgenommen, die Zellen in 4 ml PBS/2 % FCS
resuspendiert und bei 300 g wiederum pelletiert. Bei nicht direkt Fluoreszenz-markierten
Antikorpern erfolgte eine 30-miniitige zweite Inkubation mit einem Sekunddrantikorper,
der ebenfalls durch einen Waschschritt wieder entfernt wurde. Im Falle des Hamster anti-
Maus p75TNFR Klon TR-54.7, der nur gereinigt aber nicht biotinyliert ist, wurde eine
Dreifachfarbung durchgefiihrt. Im ersten Schritt wurden die Zellen dabei mit dem
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genannten Antikorper inkubiert, im zweiten Schritt mit einem biotinylierten Ziege anti-
Hamster Antikorper und schlielich mit Streptavidin-APC geférbt.

Alle Inkubationen wurden auf Eis und soweit farbstoffmarkierte Antikorper beteiligt
waren, unter Vermeidung direkter Lichteinstrahlung durchgefiihrt. Kurz vor der Messung
wurden die Proben mit PI-Losung versehen, um eine Unterscheidung zwischen lebenden
und toten Zellen zu ermdglichen. Die Zellen, die EYFP positiv waren, konnten ohne
weitere Behandlung direkt im FI-1 detektiert werden.

Da fiir die durchflusszytometrische Analyse der icp-/p75TNFR-Ig-Fusionsproteine nur
Zellkulturiiberstand fiir die Bindung an TNF-exprimierende Zellen zur Verfligung stand,
wurden die Zellen fiir mind. 1 Stunde bei 4° C in 1 ml Fusionsprotein-haltigem Medium
auf einem Rotor inkubiert, um eine moglichst effektive und vollstindige Bindung
zwischen der micp-/p75TNFR-Extrazellulirdomidne und dem transmembrandren TNF der

L929-Zellen zu gewéhrleisten.

2.9.12. MACS-Reinigung

Zur Anreicherung von primdren CD8" T-Zellen aus 3 Maus-Milzen wurde zunichst
anhaftendes Bindegewebe entfernt, das Organ dann auf einer Seite aufgeschnitten und die
Zellen anschlieBend vorsichtig mit einer Pinzette aus der Organhiille ausgestrichen. Die
Gewebestlicke wurden durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren mdglichst in eine
Einzelzellsuspension {berfilhrt und diese durch Filtration {ber ein Zellsieb
(Maschenweite 40 um) von {ibrig gebliebenen, groleren Aggregaten befreit. Nach einem
Waschschritt in RPMI-Medium/10 % FCS (v/v) wurden die Zellen in 1 ml Medium auf-
genommen und die enthaltenen Erythrozyten durch hypotone Lyse mittels ACK-Puffer
(5 ml; 4 min) entfernt. Nach Abstoppen der Lyse mit 45 ml RPMI-Medium/10 % FCS
und einem weiteren Waschschritt wurden die Zellen erneut tiber ein Zellsieb filtriert, um
bei der Lyse entstandene Prézipitate zu entfernen. AnschlieBend wurden die Zellen
gezihlt, pelletiert und pro 1 x 10* Zellen 900 pl PBS/10 % FCS und 100 pl CDS8a
MicroBeads zugegeben. Die Inkubation mit den Magnet-gekoppelten Beads erfolgte fiir
20 Minuten auf Eis. Die Zellen wurden dann in 50 ml MACS-Puffer gewaschen, erneut
filtriert, pelletiert und moglichst Luftblasen-frei in 3 ml MACS-Puffer resuspendiert. Die
Aufreinigung der CD8" und daher mit magnetischen beads versehenen T-Zellen erfolgte
durch Bindung an eine im magnetischen Feld befindliche MACS Separations-Saule, die
vorher mit MACS-Puffer equilibriert wurde. In drei1 Waschschritten a 3 ml MACS-Puffer

wurden so viele CD§’, unspezifisch haftende Zellen wie moglich von der Saule gespiilt.
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Nachdem die MACS-Séule aus dem Magnetfeld entfernt worden war, konnte die CD8"-
Fraktion eluiert, mit PBS/10 % FCS rekonstituiert und gezéhlt werden. Die Reanalyse
erfolgte mittels Durchflusszytometrie.

Zur in vitro Stimulierung der CD8" T-Zellen wurde eine Zellkonzentration von 1 x 10°
Zellen/ml und eine Antikorper-Konzentration von 10 pg/ml 16slichem anti-CD28 ein-
gestellt. Die Zellen wurden auf einer 24-Loch-Platte, die iiber Nacht bei 4° C mit
10 pg/ml anti-CD3 Antikorper beschichtet worden war, mit je 1 ml pro Kultur ausgesit
und fiir 48 Stunden inkubiert, bevor erneut eine durchflusszytometrische Analyse vorge-

nommen und die RNA isoliert werden konnte (Kim, 2001).

2.10. ELISA

2.10.1. ELISA zum Nachweis der micp-/p7STNFR-Ig-Fusionsproteine

Zum Nachweis der Fusionsproteine im Uberstand transduzierter HEK-Zellen, wurde ein
sogenannter Sandwich-ELISA etabliert, bei dem eine Mikrotiterplatte mit einem Capture-
Antikorper beschichtet wird, an den das nachzuweisende Protein spezifisch binden kann.
Der Nachweis erfolgt liber einen zweiten, spezifischen Antikorper, der als Detektions-
Antikorper bezeichnet wird. Da es fiir die Extrazellulirdomdne des micp75TNFR nur
einen spezifischen Antikorper gibt, wurde die 3’ gelegene c-myc-Markierung des
Fusionsproteins zur Bindung an die Platte verwendet.

Im Einzelnen wurde zunéchst der Maus anti-human c-myc Antikdrper (9E10) in PBS auf
eine Konzentration von 5 pg/ml verdiinnt, eine ELISA-Platte mit dieser Antikorper-
Verdiinnung (100 pl/well) tiber Nacht bei 4° C beschichtet und, nachdem die Platte mit
TBS-T gewaschen worden war, diese fiir zwei Stunden mit TBS/1 % (w/v) BSA
blockiert. Nach erneutem Waschen wurden die Fusionsprotein-haltigen Uberstinde auf
die Platte pipettiert und iiber Nacht bei 4° C inkubiert. Es folgten drei Waschschritte mit
TBS-T und eine 2-stiindige Inkubation mit dem biotinylierten Hamster anti-Maus
p7STNFR Antikorper, Klon TR-32.4, in einer Konzentration von 5 pg/ml. Nicht
gebundener Antikdrper wurde wieder in drei Waschschritten mit TBS-T entfernt und die
Platte mit einer 1:200 Verdiinnung des Streptavidin-HRP aus den R&D-Systems ELISA-
Kits fiir 20 Minuten inkubiert. Auch iiberschiissiges bzw. nur unspezifisch gebundenes
Streptavidin-HRP wurde in drei Waschschritten wieder von der Platte entfernt. Die
Detektion erfolgte schlieBlich durch Zugabe von ABTS in ABTS-Puffer, welches durch

die Peroxidase in ein griines Produkt umgesetzt wird. Die Konzentration des entstandenen
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Produktes und damit auch die Konzentration an nachzuweisendem Protein konnte durch
Messung der Absorption bei 405 nm bestimmt werden. Da es flir die Fusionsproteine
keinen Standard bekannter Proteinmenge gibt, konnte die Auswertung nur in relativen

Mengen erfolgen.

2.10.2. ELISA fiir den Nachweis von mTNF

Um zu iiberpriifen, ob die mit einer nicht proteolytisch spaltbaren Mutante von mTNF
transduzierten 1.929-Zellen tatsdichlich kein 16sliches TNF in den Uberstand abgeben,
wurde ein ELISA auf mTNF durchgefiihrt. Dies geschah mit Hilfe eines ELISA-Kits von
R&D-Systems unter Einhaltung des zum Kit gehdrenden Protokolls. Fiir die Gewinnung
des Zellkultur-Uberstandes wurden 5 x 10° Zellen in einer 10 cm Schale ausgesit
(Volumen 10 ml) und fiir 24 Stunden inkubiert. Um Zellen bzw. Zellbestandteile zu
entfernen, wurde der Uberstand zuerst zentrifugiert bevor er auf die ELISA-Platte
aufgetragen wurde.

Das AusmaBl der Umsetzung von ABTS wurde durch Messung der Absorption bei
405 nm bestimmt und mit Hilfe des mitgefiihrten Standards bzw. der Standardgerade in

Proteinmenge umgerechnet.

2.11. Fluoreszenzmikroskopie

2.11.1. Verwendete Filtersiitze

Einstellung Anregung Emission Detektion von
FITC 480 +/- 15 nm BP 535 +/- 20 nm BP EYFP
DAPI 360 +/- 20 nm BP 460 +/- 25 nm BP Dapi

2.11.2. Herstellung der Fixierlosung (Paraformaldehyd 4 %)

Da eine Alkoholfixierung fiir GFP-Analoga nicht geeignet ist, wurden die zu
untersuchenden Zellen mit einer 4 %-igen Paraformaldehydldsung fixiert.

Dazu wurden 30 ml demineralisiertes Wasser auf 65° C erhitzt und nach Zugabe von 2 g
Paraformaldehyd tropfenweise mit 10 N NaOH versetzt, bis eine sichtbare Kliarung ein-
getreten war. Nach Zugabe von 16,6 ml 3x PBS wurde die Losung auf Raumtemperatur
abgekiihlt und der pH-Wert auf 7,4 eingestellt. Dann wurde mit demineralisiertem Wasser

auf 50 ml aufgefiillt, die Losung aliquotiert und bei -20° C eingefroren.
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2.11.3. Immunhistochemische Firbungen

Die Methode verwendet eigentlich Fluorophor-gekoppelte Antikorper, mit deren Hilfe
Proteine oder Zellbestandteile durch Immunmarkierung unter dem Fluoreszenzmikroskop
sichtbar gemacht werden konnen. Da im Falle des micp75TNFR das Protein an EYFP
fusioniert exprimiert wurde, war eine Farbung mit spezifischen Antikérpern nicht nétig.
Die Zellen konnten theoretisch ohne weitere Fiarbung direkt unter dem Mikroskop
betrachtet werden. Zur besseren Bestimmung lebender Zellen und um eine genauere
Lokalisierung der Rezeptoren vornehmen zu konnen, wurde der Zellkern aber mit Dapi
angefarbt.

Im Einzelnen wurden dazu 5 bis 8 x 10° adhirente Zellen pro Kammer auf einen Four-
Chamber-Cover-Slide ausgesit und iiber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag wurden die
Zellen mit PBS gewaschen und mit einer 4 %-igen Paraformaldehydlésung (250 pl pro
Kammer) fiir 15 Minuten fixiert. Um eine intrazelluldre Farbung zu erzielen, mussten die
Zellen anschliefend durch eine fiinfminiitige Inkubation mit einer 0,1 %-igen Triton-
X-100-Losung permeabilisiert werden. Nachdem die Zellen sorgfiltig mit PBS ge-
waschen worden waren, wurden sie fiir eine Stunde mit PBS/1 % BSA blockiert.
AnschliefBend erfolgte die Kernfirbung durch Inkubation mit einer Dapi-Losung
(Verdiinnung der Stammlosung in PBS 1:100) fiir 15 Minuten. Nach einem letzten
Waschschritt wurden die Kammern vom Objekttrager abgehebelt und das Préparat wurde
unter Verwendung des MobiGlow-Mounting-Mediums mit einem Deckglas versehen. Der

Objekttrager wurde im Dunkeln bei 4° C auftbewahrt.

2.12. Tierexperimente

2.12.1. Tierhaltung
Alle verwendeten Tiere waren entsprechend der Haltungsvorschriften untergebracht,
hatten einen 12 Stunden Hell-Dunkel Rhythmus und erhielten die speziesspezifische

Standarddidt und Leitungswasser ad libitum.

2.12.2. D-Galactosamin-/LPS-induzierter Hepatotoxizitits-Test

Der D-Galactosamin-/LPS-induzierte Hepatotoxizitits-Test ist ein in vivo TNF-Test, bei
dem durch exogene Gabe eigentlich subletaler Dosen von LPS endogenes TNF freigesetzt
wird. Durch die gleichzeitige Applikation des Transkriptions-Hemmers D-Galactosamin

(DGalN) wird eine Aktivierung von NF-kB und damit die Expression anti-apoptotischer
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Schutzgene unterbunden. Besonders die stoffwechselaktiven Hepatozyten sind von der
TNF-Toxizitit betroffen und so sterben die Méuse ungefihr 5 Stunden nach der
kombinierten Gabe von LPS und DGalN, wiéhrend die Verabreichung der Einzel-
substanzen nicht zum Tod der Tiere fiihrt. Die Applikation erfolgte sowohl fiir
DGalN/LPS als auch fiir die Einzelsubstanzen durch intra peritoneale Injektion.

Im Einzelnen wurden den Mausen folgende Mengen injiziert:

100 ul PBS pro 20 g Maus

1 ug LPS in 200 pl PBS pro 20 g Maus

14 mg DGalN in 200 pl PBS pro 20 g Maus

100 ng LPS / 14 mg DGalN in 200 ul PBS pro 20 g Maus

Nach Applikation der Reagenzien wurden die Méuse iiber ca. 5 Stunden beobachtet und
die Lebern entnommen, sobald es der DGalN/LPS-behandelten Maus sichtbar schlechter
ging. Die RNA-Isolierung erfolgte mit dem RNeasy Kit von Qiagen.
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C Ergebnisse

Bei Untersuchungen zur Regulation des Typ II TNF-Rezeptors (p75STNFR) wurde sowohl
im Maus-, als auch im Human-System eine neue Isoform dieses Rezeptors nachgewiesen,
welche durch Benutzen eines weiter 5’ liegenden Transkriptionsstartpunktes und
anschlieBendes alternatives Spleissen entsteht (Seitz, 2001). Erste Sequenzanalysen und
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zeigten, dass die neue Isoform im Gegensatz zum
p75TNFR nicht iiber ein Signalpeptid direkt auf die Zellmembran gebracht werden kann,
sondern intrazelluldr verbleibt, weshalb sie als intracellular (ic)p75STNFR bezeichnet
wurde. Ndhere Untersuchungen zum humanen icp75TNFR (hicp7STNFR) haben weiter
gezeigt, dass Zellen, welche diese TNF-Rezeptor-Isoform exprimieren, vor TNF-
induzierter Zytotoxizitdt geschiitzt sind (Seitz, 2001). Dies legt den Schluss nahe, dass
Zellen, die sowohl TNF produzieren, als auch den icp75TNFR tragen, zum einen von
einer Aktivierung durch exogenes TNF unabhingig werden und sich zum anderen iiber
diese Isoform eventuell vor dem von ihr selbst produzierten toxischen TNF schiitzen
konnen. Durch diesen autarken Uberlebensmechanismus konnte somit auf zellulirer
Ebene eine Entziindung chronifizieren, ohne von therapeutischen MafBlnahmen die
ausserhalb der Zelle ablaufen, beeinflussbar zu sein.

Deshalb sollte im Rahmen dieser Arbeit die genaue Regulation des humanen icp75STNFR
mittels Quantifizierung auf RNA-Ebene untersucht werden, um dadurch Riickschliisse auf
die genaue Funktion und Bedeutung des hicp75TNFR ziehen zu kénnen und so Hinweise

auf mogliche therapeutisch sinnvolle Interventionsstrategien zu erhalten.

1. Nachweis, Quantifizierung und funktioneller knock down
des humanen icp7STNFR

1.1. Nachweis mittels RT-PCR und Southern-Hybridisierung

Nachdem der humane icp75TNFR entdeckt und aus der mRNA von THP-1 Zellen, einer
monozytdren Tumorzelllinie, kloniert worden war, wurde der Nachweis flir die neue
Isoform auch in verschiedenen anderen Tumorzelllinien gefiihrt (Seitz, 2001). Allerdings
war schon zum damaligen Zeitpunkt auffillig, dass in allen untersuchten Priparationen,

die positiv fiir das entsprechende Transkript waren, selbst nach Stimulierung, nur sehr
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wenig mRNA exprimiert wird, denn ein positiver Nachweis gelang ausschlielich durch
auf die RT-PCR folgende spezifische Southern-Hybridisierung. Deshalb sollte zunédchst
versucht werden, die Sensitivitdt der RT-PCR Methodik dahingehend zu verbessern, dass
ein Nachweis bereits ohne Hybridisierung gefiihrt werden kann. Von entscheidender
Bedeutung ist hierbei die richtige Auswahl von Primern und Sonden, da die Homologie
zum hp75TNFR sehr groB ist und die fiir den hicp75STNFR spezifische Sequenz auf das
alternative Exon la beschrinkt bleibt (Abb. 2). Die hohe Sequenziibereinstimmung
zwischen den beiden Isoformen macht auf der anderen Seite auch deutlich, warum die
Untersuchungen zur Regulation auf RNA-Ebene erfolgen miissen, denn spezifische

Antikorper fiir die neue Isoform sind nicht verfiigbar.

TsH 5P ED ™ D

mRNA | ™
hp75TNFR

Bxon

mRNA Il
hicp75TNFR

ED ™ D

Abb. 2: Genlokus und Entstehung der mRNA beider p7STNFR-Isoformen. Im Falle
der hicp75STNFR-mRNA wird an Stelle des Exon 1 (gelb), welches beim hp75TNFR fiir
ein Signalpeptid kodiert, das alternative Exon la (rot) an die Exone 2-10 gespleisst.
Damit wird deutlich, dass sich die fiir den hicp75TNFR spezifische Sequenz auf das
alternative Exon la inklusive der 5° untranslatierten Region (5’UTR) beschrinkt.

TS: Transkriptionsstart; SP: Signalpeptid; ED: Extrazellulirdoméne; TM: Transmembran-
doméne; ID: Intrazelluldirdoméne; UTR: Untranslatierte Region

Zur Verbesserung des bisherigen Protokolls wurden verschiedene Vorgehensweisen, die
RNA-Aufarbeitung und den Schritt des Umschreibens von RNA in ¢cDNA betreffend,
getestet. Ausserdem wurde zusitzlich zur ersten, eine zweite RT-PCR mit weiter innen
liegenden Primern (nested PCR) etabliert, mit deren Hilfe sich die Sensitivitidt des

Nachweises noch einmal deutlich verbessern lassen sollte (Abb. 3).
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RNA- mRHNA- cDNA-Synthese RT-PCR
Isolierung d Aufreinigung e {spezifisch vs. oligo-dT) - 1. Runde
Agarose- Southern- Hybridisierung mit
gel - Blot - spezifischer Sonde
RT-PCR | 7
Produkte y
nested PCR Agarose- Southern- Hybridisierung mit
{2 Runde) B gel - Blot - spezifischer Sonde

Abb. 3: Vorgehensweise beim Nachweis des humanen icp75TNFR. Optional zum
Umschreiben der kompletten RNA, wurde eine zusitzliche mRNA-Reinigung getestet.
Die cDNA-Synthese erfolgte entweder durch oligo-dT- oder einen fiir hp75-/hicp75TNFR
spezifischen Primer. Beide RT-PCR-Reaktionen (sowohl die erste RT-PCR als auch die
nested PCR) wurden iiber ein Agarose-Gel aufgetrennt, geblottet und die Membran mit
einer radioaktiv markierten, spezifischen Sonde fiir hicp75TNFR hybridisiert.

Auch durch die zusidtzliche mRNA-Reinigung und Einfilhren eines spezifischen
Umschreibeschrittes in cDNA, gelang es nicht, das Transkript fiir hicp7STNFR bereits
nach der ersten RT-PCR auf dem Agarose-Gel zu detektieren. Der Nachweis nur geringer
Transkript-Mengen scheint also nicht protokollbedingt zu sein (Abb. 4). Nach Transfer
des Gels auf eine Membran und anschlieBender Hybridisierung mit einer spezifischen
Sonde, konnte das Transkript fiir den hicp7STNFR aber in stimulierten THP-1 Zellen
nachgewiesen werden (Abb. 4A). Folgerichtig zeigte sich eine Bande flir hicp7STNFR

nach der nested PCR dann bereits auf dem Agarose-Gel (Abb. 4B).
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Abb. 4: Nachweis des hicp7STNFR in THP-1 Zellen. Agarose-Gel und Southern-Blot
aus der ersten RT-PCR-Runde (A) und aus der nested PCR (B). Obwohl das Umschreiben
in cDNA mit spezifischen Primern erfolgte und aus der Gesamt-RNA noch speziell die
mRNA aufgereinigt wurde, zeigt sich im Agarose-Gel keine Bande fiir hicp75STNFR nach
der ersten RT-PCR (erwartete Fragmentgrofle: 361 bp). Der Nachweis ist aber nach
spezifischer Hybridisierung positiv. Das Fragment der nested PCR ist auf Grund der
weiter innen liegenden Primer etwas kleiner (300 bp) und bereits im Gel deutlich
erkennbar.

Die Stimulation der THP-1 Zellen erfolgte mit einer LPS-Konzentration von 10 pg/ml fiir
12 Stunden unter den fiir diese Zelllinie iiblichen Zellkultur-Bedingungen.

Nach diesem Protokoll gelang es weiterhin hicp7STNFR in Kym1-Zellen, einer Rhabdo-
myosarkom-Zelllinie, die fiir ihre hohe Expression von mp75TNFR bekannt ist,
nachzuweisen. Durch die geringe Expression der hicp7STNFR-mRNA, die sich an der

Nachweisgrenze der PCR-/Southern-Methodik bewegt, war es aber sehr schwer, stabil

reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen.
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1.2. Nachweis des hicp7STNFR mittels Ribonuclease Protection Assay
(RPA)

Um auszuschlieBen, dass der Nachweis sehr geringer Transkriptmengen nicht durch die
PCR-Methodik (Lage der Primer, PCR-Programm) bzw. den damit verbundenen Schritten
bei der Aufarbeitung der RNA verursacht ist, sollte versucht werden, den hicp75STNFR
noch zusétzlich durch ein anderes Nachweisverfahren zu detektieren. Nachdem das Um-
schreiben in cDNA durch in der RNA enthaltene Sekundérstrukturen immer ein kritischer
Schritt ist, schien der Ansatz eines Ribonuclease Protection Assays (RPA), bei dem die
entsprechende RNA direkt nachgewiesen wird, als weitere Vorgehensweise geeignet,
auch wenn die Sensitivitit einer PCR mit den darin enthaltenen Amplifikationsschritten,
normalerweise von einem RPA nicht erreicht werden kann (Wang, 1999). Zudem
beinhaltet der RPA nicht nur die Moglichkeit eines mRNA-Nachweises; liber einen
Intensitétsvergleich der entsprechenden Banden auf dem resultierenden Autoradiogramm
kann zusétzlich eine Quantifizierung vorgenommen werden, solange die verwendete
Sonde in molarem Uberschuss zur Ziel-RNA eingesetzt wird.

Wie schon bei den Primern in der PCR, ist auch beim RPA die Lage der Sonde, welche
radioaktiv markiert und komplementir zur Ziel-RNA ist, entscheidend, um spezifisch den
hicp75TNFR nachweisen zu kénnen und eine Kreuzreaktivitit des Assays mit dem
hp75TNFR auszuschlieen. Dariiber hinaus ist beim Design der Sonden zu beachten, dass
sie nicht zu lange gewdhlt werden sollten, da sonst eine Auftrennung der Fragmente im
Polyacrylamid-Gel nicht mehr gewihrleistet werden kann. Des weiteren gilt, dass ldngere
Sonden mehr radioaktiv markierte Nukleotide inkorporieren und den Ribonuclease
Protection Assay deshalb sensitiver machen. Aus diesem Grund wurden fiir den Nachweis
des hicp75TNFR parallel zwei Sonden entworfen, aus denen ein geschiitztes Fragment

von 70 bp respektive 224 bp resultiert (Abb. 5).
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SUTR ATAGTCCTAT GAGGTCAGTT CAGAGATCCA GACCCAGGTE GTCTGGCTCT AGAGTCTALL Sonde 1

UTR CAGGCCHAGT GCAGTGGCTC ACACCTATAZ TCCCAGCACC TTGGGAGGCC AGAGGCGHGL Sonde 2

SUTR AGATCACTTG AGGGTGGRAL FAACACGTGA GUTCAGGAGT TCHAGACCAG CCTGGRACAAC

Exon1a RATGGCGAAAC CCCATCTCTA TAAAGALATC AGCCTAGCAT GGTGGCCCHA GCCTGTAGTC
Exon1a CCAGCTACTC GGGHAGGCTGLE G ———INTRON——-

Exon2 GTGGCATTITA CACCCTACGC CCCGGAGCCC GGGAGCACAT GCCGGCTCAG AGAATACTAT

Abb. 5: Lage der beiden Sonden fiir den Ribonuclease Protection Assay. Die kiirzere
Sonde 1 schiitzt ein Fragment von 70 bp, die lingere Sonde 2 ein Fragment von 224 bp.
In beiden Fillen hybridisieren die Sonden ausschlieBlich mit der mRNA-Sequenz des
alternativen Exon la bzw. der 5’UTR, und sind damit spezifisch fiir den humanen
icp75TNFR.

Entscheidend beim RPA ist die Verwendung der radioaktiv markierten Sonde in voller
Liange, da sonst iiber die Bestimmung der FragmentgroBe keine Aussage tiber die Identitét
des geschiitzten Fragmentes getroffen werden kann. Deshalb miissen die Sonden vor
Hybridisierung mit der RNA zunéchst iiber ein Polyacrylamid-Gel gereinigt werden
(Abb. 6A). Nach Hybridisieren von RNA und Sonde, Verdau der nicht doppelstrangigen
RNA mit einzelstrangspezifischen RNasen, Auftrennung der Fragmente iiber ein weiteres
Polyacrylamid-Gel und Auflegen eines Rontgenfilms, sollte man die entsprechenden
Banden im Autoradiogramm detektieren kdnnen. Um einen Anhaltspunkt fiir die GroB3e
der Fragmente zu erhalten, wurde neben den aus Ziel-RNA und Sonde hybridisierten
Fragmenten auch die reinen Sonden auf dem Gel mitgefiihrt.

Da im Falle des Nachweises fiir den hicp7STNFR das geschiitzte Fragment nur um einige
wenige Basenpaare im Vergleich zur reinen Sonde verkiirzt ist, miissten beide Banden im
Gel auf gleicher Hohe laufen. Anders bei der Positivkontrolle B-Actin: hier weist die
Sonde eine Linge von 304 bp auf, das resultierende Fragment besitzt aber nur noch eine

Lange von 245 bp. Diese Diskrepanz muss im Gel deutlich erkennbar sein.
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Abb. 6: RPA mit RNA aus stimulierten THP-1 Zellen. Die Sonden wurden vor Einsatz
in den RPA iiber ein denaturierendes PAA-Gel aufgetrennt und aufgereinigt (A). Das
Autoradiogramm der hybridisierten Fragmente (B) zeigt fiir B-Actin ein geschiitztes
Fragment (Spur 1), das deutlich kleiner ist als die reine Sonde (Spur 3). In der Spur der
minus-mRNA-Kontrolle dagegen (Spur 2) ist praktisch kein Signal erkennbar, die
einzelstringige Sonde wurde komplett durch die RNasen verdaut. Im Falle des
hicp75TNFR miisste aus der Hybridisierung von mRNA und Sonde jeweils ein Fragment
resultieren (Spur 5 und 8), das im Gel genau auf gleicher Hohe zur reinen Sonde (Spur 7
und 10) lauft. Dies ist aber fiir beide Sonden deutlich nicht der Fall. In Spur 6 und 9 ist
wieder die minus-RNA-Kontrolle aufgetragen. Dass hier, anders als bei der minus-RNA-
Kontrolle in Spur 2, ein Signal erkennbar ist, liegt vermutlich an der Verwendung zu
geringer Mengen an RNasen.

Mit Hilfe der Positivkontrolle pB-Actin wird deutlich, dass der RPA methodisch
erfolgreich durchgefiihrt werden konnte, zu erkennen an der Bande fiir die reine Sonde
(Abb. 6, Spur 3) und dem resultierenden, um 59 bp verkiirzten geschiitzten Fragment
(Abb. 6, Spur 1). Im Falle des hicp75STNFR ist aber bei keiner der beiden Sonden die
entsprechende Bande, die hier auf gleicher Hohe zur Sonde laufen miisste, zu erkennen
(Abb. 6, Spur 5 und 8). Der RPA scheint also fiir den Nachweis des hicp75STNFR zu
wenig sensitiv zu sein. Demnach ist eine Amplifikation der mRNA, wie sie durch eine

Polymerase-Kettenreaktion erfolgt, wohl unabdingbar.
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1.3. Nachweis und Quantifizierung des hicp7STNFR mittels Real Time
RT-PCR

Nachdem mit der herkdmmlichen RT-PCR/Southern-Methodik der humane icp75TNFR
in THP-1 Zellen erst nach vorheriger Stimulierung der Zellen mit LPS nachgewiesen
werden konnte (Abb. 4), ein Hinweis auf die Regulation des Gens, und die Assays fiir
eine quantitative Real Time RT-PCR unabhdngig von der bisher verwendeten RT-PCR
neu etabliert werden konnen und miissen, sollte schlieBlich versucht werden, eine
Quantifizierung des humanen icp75TNFR auf mRNA-Ebene vorzunehmen. Um eine
moglichst hohe Spezifitidt der Methode zu gewdhrleisten, sollte der Nachweis nicht tliber
den Einbau von SYBR-Green, sondern iiber die Verwendung sogenannter TaqMan-
Sonden erfolgen, welche zusétzlich zu den in der PCR verwendeten Primern spezifisch an

die Sequenz des nachzuweisenden Transkriptes hybridisieren miissen.

1.3.1. Auswahl von Primern und Sonde fiir die quantitative Real Time PCR

Wie schon bei den beiden vorherigen Nachweisverfahren, so entscheidet auch in diesem
Fall die Lage von Primern und Sonde entscheidend iiber den Erfolg der Methodik mit.
Néhere Sequenzanalysen zum alternativen Exon la des humanen icp75STNFR hatten in
der Zwischenzeit gezeigt, dass dieses Exon aus einem sogenannten Alu-Element hervor-
gegangen ist, welches im Laufe der Evolution iiber schrittweise Mutationen exonisiert
wurde (Singer, 2004). Da Alu-Sequenzen als die am héufigst vorkommenden repetitiven
DNA-Einheiten gelten und mit bis zu einer Million Kopien wenigstens 20 % des
menschlichen Genoms ausmachen (Mighell, 1997), war es fiir die Etablierung der
quantitativen Real Time PCR nicht nur wichtig, eine Diskriminierung der beiden
p75TNFR-Isoformen zu erreichen, sondern durch eine ausreichende Spezifitit des Assays
auch eine Unterscheidung von Alu-Element und Exon la Sequenz zu gewahrleisten.
Durch einen Vergleich der beiden Sequenzen ((Singer, 2004) und (Abb. 7)) wird zum
einen deutlich, wie iliber die Jahrmillionen die Exonisierung dieses zur AluJo-Familie
gehorenden Elementes vor sich ging, zum anderen werden so mdgliche Sequenz-
unterschiede deutlich, die fiir das Design eines spezifischen Assays genutzt werden
konnen. Im Falle des hicp7STNFR sollte nun mdglichst sowohl ein Exongrenzen-
iiberspannender und damit cDNA spezifischer, als auch ein vom Alu-Element

diskriminierender Assay gewihlt werden. Da aber bei der Verwendung einer TagMan-
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Sonde die beiden Primer {iblicherweise nur einen sehr kurzen DNA-Bereich eingrenzen,
war es nicht moglich, beide Anforderungen in einem Assay zu vereinen. Daher wurden
parallel zwei Ansétze entwickelt, wobei einmal keine cDNA-Spezifitit erreicht werden
konnte, dafiir wurde die spezifische 7 bp-Deletion im Exon la als Unterscheidungs-
moglichkeit zur Alu-Sequenz mit in den Assay inkorporiert (Abb. 7A; Assay 1). Zum
anderen wurde keiner der Unterschiede zwischen Alu-Element und Exon la mit
eingeschlossen, die Spezifitit muss hier liber die Kombination aus ,,Alu-Primer* (5’
Primer) und ,,Exon 2-Pimer* (3’ Primer) zu Stande kommen (Abb. 7B; Assay 2). Da die
Amplifikation sehr kurzer Sequenzabschnitte (< 150 bp), wie sie in der TagMan-Sonden
basierten Real Time PCR durchgefiihrt wird, eine hohe Effizienz der PCR-Reaktion

gewihrleistet, sollte diese Vorgehensweise wenn moglich beibehalten werden.

A Assay 1
5' Primer Sonde
Exon1a -ATGHCGARA CCCCATC|TCT ATAAAGAA-- —---—- ATCAG CCTAGCATGG T:GC|CCGAGH
AluJo -ATRECGAGA CCCCGTCTCT ACWE\TTAG CCGGGCGTGEE TGGECGCGCGT
Sonde 3 Primer
Exon 1a [EEGTAGICE. [AGCTACTCGG GAGGITGAG- —- AGG ——————————
AluJo CTGTAGTCCC AGCTACTCGG GAGGCTGAG- —-BOBGGAGG ——————————

Exon2 GTGGCATTTA CACCCTACGC CCCGGAGCCC GGEGAGCACAT GCCGGCTCAG AGAATACTAT
AluJo _____ __ o Ll

B Assay 2
5°-
Exon 1a -ATGHCGARA CCCCATCTCT ATARAGARL- —---- TCAG CCTAGCATGG TGGCUCGAGC
AluJo -ATAECGAGA CCCCGTCTCT ACARAARATA C TTAG CCGGGCGTGG TGGCGCGCGC
Primer Sonde
Exon1a [CTGTAGTCCC AGCTACTCGG GAGGGIGAG- -- AGG ——————————
AluJo CTGTAGTCCC AGCTACTCGG GAGGCTGAG- —-FAGGAGG —————————-
Sonde 3 Primer

Exon? [CICCCATTIANG.CCCTACGC CCCGGAGCCC GGGAGCACAT GCCGGCTCAG |AGAATACTAT
Audo - _________ L

Abb. 7: Exonisierung des Alu-Elementes und Lage der beiden TagMan-Assays. Die
Mutation eines ATA zu einem ATG (Entstehung eines Startpunktes fiir Protein-
biosynthese), eine 7 bp-Deletion (Verschiebung des Leserasters) und die Mutation von
GC nach GT (Entstehung einer funktionellen splice-site), fiihrte zur Exonisierung des
Alu-Elementes (siehe jeweils roter Kasten). Fiir beide TagMan-Assays ist jeweils die
Lage der Primer und der Sonde im Vergleich zum Alu-Jo Element gezeigt.

70



Ergebnisse

1.3.2. Nachweis des humanen icp7STNFR mit den spezifischen TagMan-Assays

Anhand der RNA einer mit hicp7STNFR-cDNA transfizierten Zelllinie konnte gezeigt
werden, dass beide Assays zuverldssig das entsprechende Transkript detektieren, ohne
dabei gleichzeitig hp7STNFR nachzuweisen. Allerdings wurde sehr schnell deutlich, dass
gerade beim Nachweis so gering exprimierter mRNAs wie der des hicp7STNFR, nicht-
cDNA-spezifische Assays, wie der hier als Assay 1 bezeichnete, die Gefahr bergen, einen
positiven Nachweis auf RNA zuriickzufiihren, obwohl er von genomischer DNA
verursacht ist. Da die DNase Behandlung wéhrend der RNA-Isolierung oft nicht
vollsténdig ablduft bzw. RNAs aus Primirzellen, welche nicht unbegrenzt zur Verfiigung
stehen, oft nicht zusitzlichen Verdauschritten ausgesetzt werden konnen, bewegt man
sich bei der (noch) enthaltenen genomischen DNA genau an der Nachweisgrenze der Real
Time PCR Methodik, wo aber auch die mRNA fiir hicp75STNFR zu erwarten ist. Daher
wurden die Untersuchungen verschiedener Zelllinien und Primérzellen in der Folge dieser

Erkenntnis praktisch ausschlieBlich mit dem cDNA-spezifischen Assay 2 durchgefiihrt.

Zelllinie f Primarzellen Behandlung Nachweis
THP-1 ++ LP=Stimulierung (3h, Bh, 8k, 12h) negativ
Frimare Maonozyten +£ LR (12R) und +- THF (12h) negativ
Frirnare Makrophagen hed ativ
Thymus negativ
Milz negativ
Darmbiopsien (von gesunden hed ativ
und Marbus Crohn Patienten)

HT24 +£ LPS (dh und 10h) negativ
CalCol negativ
Hepi52 negativ

Tab. 1: Nachweis des hicp7STNFR in verschiedenen Zelllinien und Primirzellen. In
keiner der untersuchten Proben konnte die entsprechende mRNA nachgewiesen werden.
Der Nachweis fiir das mituntersuchte Referenzgen 18S rRNA war jeweils positiv und
damit die Qualitdt der RNA-Priparation in Ordnung. Die Stimulierung mit LPS erfolgte
jeweils mit einer Konzentration von 10 pg/ml fiir den angegebenen Zeitraum. Fiir die
Stimulierung mit rekombinantem humanen TNF wurde eine Konzentration von 10 ng/ml
verwendet.
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Trotz eines spezifischen Assays, der weder hp75TNFR noch Alu-Sequenzen detektiert,
gelang es nicht, den humanen icp75TNFR in den unterschiedlichsten Préparationen
nachzuweisen (Tab. 1). Auch ein Erhohen der cDNA-Menge von den iiblichen 50 ng pro
PCR-Reaktion auf 250 ng fiihrte zu keinem positiven Nachweis.

1.4. Funktioneller knock down des humanen icp7STNFR durch RNA-

Interferenz

Zusétzlich zur Quantifizierung sollte parallel versucht werden, iiber ein spezifisches
Ausschalten des hicp75TNFR weitere Einsicht in die Bedeutung dieser neuen p75TNFR-
Isoform zu erlangen. Zu diesem Zweck wurde die Methode der RNA-Interferenz gewéhlt,
mit deren Hilfe man ohne Verwendung der recht aufwindigen knock-out-Technologie, die
eine homologe Rekombination erfordert, relativ schnell eine Reduktion der Ziel-mRNA
um circa 90-95 % erreichen kann. Da durch direkte Transfektion der so genannten short
interfering RNAs (siRNAs), welche antisense zur Ziel-mRNA sind und damit die
Degradierung des entsprechenden Transkriptes verursachen, immer nur transiente Effekte
erzielt werden konnen, wurde fiir den knock down des humanen icp75TNFR die 2002
publizierte (Brummelkamp, 2002), Vektor-gestiitzte RNAi-Methode gewéhlt. Hier
werden liber ein spezielles, von den Erfindern als pSUPER (SUPpression of Endogenous
RNA) bezeichnetes Plasmid, welches stabil in die gewiinschten Zielzellen transfiziert
werden kann, direkt in der jeweiligen Zelle die entsprechenden siRNAs generiert. Da sich
diese durch die spezielle Anordnung aus sense-Sequenz, Platzhalter-Sequenz und
antisense-Sequenz in Form einer Schlaufe (loop) falten, werden sie auch als short hairpin

RNA (shRNA) bezeichnet.

1.4.1. Auswahl der fiir hicp7STNFR spezifischen shRNA und Klonierung des
RNAi-vermittelnden Vektors

Bereits Studien mit direkt transfizierten siRNAs hatten gezeigt, dass nicht jede

ausgewdhlte Sequenz in der Lage ist, eine Degradierung der Ziel-mRNA herbeizufiihren.

Da im Falle der Vektor-basierten RNA-Interferenz ausgehend vom transfizierten Vektor-

Konstrukt die entsprechenden siRNAs erst direkt in der Zelle durch eine RNA-

Polymerase synthetisiert werden miissen, kommen weitere Einschriankungen bei der

Auswahl der 19 Basen umfassenden, geeigneten Sequenz hinzu. Zu guter Letzt muss auch
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hier wieder die deutliche Unterscheidung zwischen Alu-Sequenz und Exon la des
hicp75TNFR erzielt werden. Unter Beriicksichtigung dieser Vorgaben, wurde ein
geeigneter Sequenz-Abschnitt gewdhlt, welcher ausschlieBlich hicp75TNFR-mRNA
degradieren sollte (Abb. 8) und als Kontrolle ein weiterer, in Exon 3 gelegener, welcher

fiir beide Isoformen gleichermallen passend ist.

icp75TNFR spez. shRNA
| —— |

Exon1a -ATEHCGAAR CCCCATCTCT ATAAEGAA ——————— ATCAG CCTAGCATGG |TGGCCCGAGT
AluJo -ATRGCGAGA CCCCGTCTCT ACAAAAAAEE_EEEEEPTTAG CCGGEGCGETGGE TGGCGCECGC
Exon 1la CTGTAGTCCC AGCTACTCGG GAGGCTGAG- —-- AGG ——————————
AluJo CTGTAGTCCC AGCTACTCGGE GAGGCTGAG- —— GGAGG ——————————

Exon 2 GTGGCATTTA CACCCTACGC CCCGGAGCCC GGGAGCACAT GCCGGCTCAG AGAATACTAT

Abb. 8: Lage der fiir hicp7STNFR spezifischen shRNA. Da die aus der 19 bp
umfassenden Sequenz entstehenden shRNAs unter Umstdnden ein oder zwei nicht
passende Basen tolerieren, musste fiir ausreichende Spezifitidt eine Sequenz gewdhlt
werden, die einen deutlichen Unterschied zum Alu-Element gewéhrleistet. Daher wurde
die Region um die 7 bp-Deletion gewdhlt.

Die ausgewihlte 19 bp-Sequenz in sense Orientierung wird dann zusammen mit der
Sequenz, welche spdter die Schlaufe bildet und der 19 bp-Sequenz in antisense
Orientierung als Oligonukleotid synthetisiert und mit dem passenden Gegenstrang
hybridisiert. Dadurch entstehen an beiden Enden des resultierenden Doppelstranges
Uberhiinge, die 5° eine Bgl II und 3’ eine Hind III Schnittstelle bilden und so eine
Klonierung in den entsprechend verdauten pSUPER-Vektor ermdglichen. Nachteil des
Original-Plasmides von Brummelkamp et al. ist aber eine fehlende Antibiotika-Resistenz
zur Selektion transfizierter Zellen. Deshalb wurde die Multiple Cloning Site (MCS) des
Vektors und die Region, die den H1-RNA Promotor enthilt, iiber Restriktionsenzym-
Schnittstellen in einen pcDNA3 Vektor umkloniert (Abb. 9). Somit konnte nach
Transfektion dieses neuen Plasmides mit Neomycin auf positive Klone selektioniert

werden.
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K.

Abb. 9: Klonierung des neuen pSUPER-Vektors. Uber Pvu II und EcoR V (beides
blunt Schnittstellen) sowie BamH I und dazu passend Bgl II konnte der Teil des
pSUPER-Vektors, der die Multiple Cloning Site (MCS) und den H1-RNA-Promotor
enthdlt, in pcDNA3 eingesetzt werden. Durch diese Umklonierung wurde die
urspriingliche Bgl II Schnittstelle in pcDNA3 zerstort und die Hind III Schnittstelle
entfernt. Somit kann Bgl II und Hind III aus der MCS des pSUPER-Vektors nach wie vor
zur Klonierung der shRNA-generierenden Oligonukleotide verwendet werden.

Auf diese Weise entstanden die folgenden drei Vektorkonstrukte: pSUPERneupicp75TNFR,
spezifisch fiir den hicp75TNFR, pSUPERneun,7s5tnrr, der beide Isoformen gleichermalien

degradieren konnen sollte und pSUPERneugonirolle, mit einem irrelevanten Oligonukleotid.

1.4.2. Einsatz der hicp- und p75TNFR spezifischen shRNAs in der Quantitativen
Real Time RT-PCR
Um zu testen, ob die ausgewihlten Oligonukleotide in der Lage sind, die Ziel-mRNA zu
degradieren, wurden Zellen, die fiir hicp7STNFR-cDNA positiv sind, zusétzlich mit
jeweils einem der drei klonierten Vektoren stabil transfiziert. Nach Isolierung der RNA
aus der jeweils entstandenen Zelllinie und Umschreiben in cDNA, wurde eine
Quantitative Real Time PCR mit dem in Abb. 6 gezeigten Assay 2 durchgefiihrt. Die
beiden Vektoren pSUPERneuicp7stner und pSUPERneuyy75tner sollten nach Transfektion
in der Lage sein, die mRNA fiir hicp75TNFR zu degradieren oder zumindest das Niveau

an mRNA gegeniiber dem der pSUPERneugniole-transfizierten Zellen abzusenken.
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Abb. 10: Quantitative Real Time PCR mit den pSUPERneu-Vektor-transfizierten
Zellen. Der pSUPERneuy;cp75nFr bzw. die daraus entstehende shRNA ist offenbar nicht
in der Lage, die mRNA fiir hicp7STNFR zu degradieren. Der pSUPERneuy7ster scheint
zumindest zu einer geringfiigigen Reduktion des RNA-Niveaus zu fiihren. Alle PCR-
Reaktionen wurden in Triplikaten pipettiert und daraus die Standardabweichung

berechnet. Die relative Expression der hicp75STNFR mRNA wurde iiber die AAC:-
Methode ermittelt.

Mit beiden Vektor-Konstrukten konnte keine eindeutige Degradierung der hicp75TNFR-
mRNA erzielt werden (Abb. 10). Allerdings scheint zumindest die nicht fiir den
hicp75STNFR  spezifische shRNA (pSUPERneuny7stnrr) €ine gewisse Reduktion der

Transkriptmenge zu verursachen.

1.4.3. Einsatz der hicp- und p75TNFR-spezifischen shRNAs in der Durchfluss-
zytometrie
Nachdem es Berichte gibt, denen zu Folge zwar die mRNA Menge nach erfolgter RNA-
Interferenz unbeeinflusst bleibt, es aber trotzdem zu einer Herunterregulierung des
Proteinniveaus kommt (Hannon, 2004), wurde zusitzlich zur RT-PCR eine
durchflusszytometrische Analyse der mit den Vektorkonstrukten transfizierten Zellen
durchgefiihrt. Da gezeigt werden konnte, dass der hicp75STNFR in transduzierten Zellen
zu einem nicht unerheblichen Teil auch auf die Zellmembran gebracht wird (Scheriibl,
2005), sollte es moglich sein, durch eine Oberflichenfarbung des hicp75TNFR, eine

Abnahme in der Proteinmenge zu detektieren.
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Abb. 11: Durchflusszytometrische Untersuchung der mit den pSUPERneu-Vektoren
transfizierten Zellen. [.929-Zellen, die zundchst stabil mit hicp75TNFR-cDNA
transfiziert wurden, erhielten in einem zweiten Schritt die entsprechenden pSUPERneu-
Konstrukte. Um sicher zu stellen, dass nicht die Transfektion der Vektoren alleine schon
zu einer Abnahme der Proteinmenge fiihrt, wurden untransfizierte Zellen mit untersucht.

Der graue, gefiillte Peak links im Histogramm stellt jeweils die Autofluoreszenz von
L929-Zellen dar.

Allein der pSUPERneu-Vektor mit dem in Exon 3 gelegenen und damit fiir hicp7STNFR
nicht spezifischen Oligonukleotid, reduziert die Proteinmenge an hicpTNFR zu einem
gewissen Grad (Abb. 11, blaue Kurve). Das spezifische Oligonukleotid (Abb. 11, rote
Kurve) vermag dagegen keine Reduktion herbei zu fithren. Damit bestétigten sich die
Ergebnisse aus der Real Time RT-PCR.

Da ohnehin eine Quantifizierung der nativen hicp7STNFR-mRNA nicht gelungen war
und fiir die Auswahl eines neuen spezifischen Oligonukleotides kaum Alternativen
bleiben, wurde der Ansatz des funktionellen knock downs von hicp7STNFR nicht weiter
verfolgt.

Parallel zur Isoform des p75TNFR im humanen System war damals auch in der
Maus eine dhnliche Variante entdeckt und kloniert worden. Gerade das Vorkommen einer
solchen Isoform in zwei verschiedenen Spezies schien ein Hinweis auf ihre biologische
Relevanz zu sein. Da sich die Untersuchungen im Humansystem nicht zuletzt wegen der
Alu-Problematik sehr schwierig gestalteten, sollte versucht werden, mit dem
vermeintlichen Schritt zuriick in die Maus, Niheres iiber die neue Isoform heraus zu

finden.
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2. Nachweis, Quantifizierung und Charakterisierung des
icp7STNFR in der Maus

Anders als im humanen System, ist die Isoform des p75TNFR in der Maus nicht iiber
Insertion eines repetitiven DNA-Elementes in den Genlokus entstanden. Im Falle des
Maus-icp75STNFR (micp75TNFR) wird, wieder ausgehend vom weiter 5° gelegenen,
alternativen Transkriptionsstart II, eine untranslatierte Sequenz direkt an Exon 2 des
p75TNFR gespleisst. Zum Start der Proteinbiosynthese kann ein ATG in Exon 2 genutzt
werden, welches sich im richtigen Leseraster befindet. Damit ist das resultierende Protein

gegeniiber dem des mp75TNFR um 26 Aminosduren verkiirzt (Abb. 12).

mRNAI
mp75TNFR
Exon TS 10
-~

mRNA Il
micp75TNFR

. I 3'UTR
ED ™ 1D

Abb. 12: Genlokus und Entstehung der mRNA beider p7STNFR-Isoformen. Anstelle
von Exon 1 des mp75TNFR (gelb), welches auch im Maus-System fiir ein Signalpeptid
kodiert, wird im Falle des micp75TNFR ausgehend von Transkriptionsstart II eine
Sequenz an Exon 2 gespleisst, die zu keinem Teil in Protein translatiert wird. Der Start
der Proteinbiosynthese geht von einem ATG aus, welches innerhalb des Exon 2 liegt.
Damit kann der micp75TNFR auf Proteinebene nicht vom mp75TNFR unterschieden
werden.

TS: Transkriptionsstart; SP: Signalpeptid; ED: Extrazellulirdoméne; TM: Transmembran-
doméne; ID: Intrazellulirdoméne; UTR: Untranslatierte Region
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2.1. Nachweis des micp7STNFR mittels RT-PCR und anschlieBender
Southern Hybridisierung

Um einen spezifischen RT-PCR-Nachweis fiir den icp75TNFR in der Maus zu etablieren,
muss auch hier wieder auf die Lage von Primern und Sonde fiir die Southern
Hybridisierung geachtet werden. Zumindest der 5’ Primer muss in die 5 untranslatierte
Region gelegt werden, da der librige Teil der mRNA mit der des mp75TNFR identisch ist
(Abb. 13).

TS

ED ™ 1D
mRNA I L.I . H
micp75TNFR 5 UTR 3 UTR

ATG
TSI
flur micp75TNFR spezifisch
T,.68 °C T,.68 °C
5° Primer —= — 3 Primer —  379bp-Produkt
Sonde —

Abb. 13: Lage von Primern und Sonde fiir die micp7STNFR-RT-PCR. T,, bezeichnet
die Schmelztemperatur der Primer.

Mit Hilfe der gezeigten Primer und der Sonde wurden verschiedene Tumorzelllinien und
Primédrzellen unter unterschiedlichen Stimulierungsbedingungen auf Expression des

micp75TNFR untersucht.

2.1.1. Nachweis des micp7STNFR in Tumorzelllinien

Wie schon im Humansystem, galt das Interesse auch beim micp75TNFR zundchst mono-
zytiren Zelllinien (RAW 264.7 und PUS5-1.8), da sie sowohl Triger des mp75TNFR als
auch Produzenten des Liganden TNF (Maus-TNF; mTNF) sind. Dariiber hinaus wurden
L929-Zellen, eine Fibrosarkom-Zelllinie, und bEND?3, eine Endothel-Zelllinie, in die

Untersuchungen mit einbezogen. Auf diese Weise gelang ein Nachweis sowohl in
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RAW 264.7- sowie in PU5-1.8-Zellen, in letzteren aber wieder nur im Southern Blot und

nach lingerem Auflegen des Rontgenfilms auf die Membran (Abb. 14).
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Abb. 14: Nachweis des micp7STNFR in Tumorzelllinien mittels RT-PCR und
Southern Hybridisierung. Das Gel enthélt zwei unabhingig voneinander generierte
RNA-Préparationen von RAW-Zellen. Dabei ist zu erkennen, dass eine der beiden
(rechts) deutlich positiv fiir micp7STNFR-mRNA ist, wahrend in der zweiten weder im
Gel noch im Southern-Blot das entsprechende Transkript nachgewiesen werden konnte.
In PUS5-1.8 konnte zunéchst nur eine wesentlich zu grofle Bande detektiert werden (ca.
700 bp), nach lingerem Auflegen des Rontgenfilms auf die Southern-Blot-Membran
konnte dann aber zusétzlich auch die Bande auf richtiger Hohe detektiert werden, die mit
einem roten Pfeil gekennzeichnet wurde.

Bei weiteren Untersuchungen bestétigte sich der Nachweis in RAW 264.7-Zellen,

allerdings meist in wesentlich geringerer Menge als im gezeigten Agarose-Gel und damit
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ebenfalls ausschlieBlich durch Southern-Hybridisierung detektierbar. Der Nachweis in
PUS5-1.8-Zellen gelang abhédngig von der jeweiligen RNA-Pridparation nur unzuverlissig.
Durch Ausschneiden und Klonieren der im Agarose-Gel sichtbaren und mit der Southern-
Sonde spezifisch hybridisierenden Bande von ca. 700 bp, konnte die Sequenz dieses
PCR-Produktes ermittelt werden. Es handelt sich um eine noch nicht vollstindig
prozessierte mMRNA und damit wohl um eine Kernverunreinigung, bei der ausgehend von
TS II ein Transkript entstanden ist, bei dem Exon 1 des mp75TNFR noch nicht
herausgespleisst worden ist, das ansonsten aber dem Transkript des hicp75STNFR
entspricht. Daher auch die spezifische Hybridisierung im Southern-Blot. Diese pra-
mRNA kann theoretisch als Vorstufe des micp75TNFR gesehen werden, da durch
entsprechendes Spleissen die richtige mRNA noch generiert werden kann. Dies ist aber
genauso fiir den mp75TNFR moglich.

RNA-Préparationen aus L929-Zellen, sowie bEND3-Zellen blieben negativ flir den
micp75TNFR. Zusitzlich zu den gezeigten Zelllinien wurde des Weiteren P815, eine
Mastozytom-Zelllinie, untersucht, in der die mRNA fiir den micp75TNFR aber ebenfalls

nicht nachgewiesen werden konnte.

2.1.2. Nachweis des micp7STNFR nach Induktion D-Galaktosamin-/LPS-
vermittelter Hepatotoxizit:it
Neben Tumorzelllinien sollte auch ein Nachweis des micp75TNFR fiir Primérzellen
gefiihrt werden. Aufbauend auf der Hypothese, dass der micp75TNFR eventuell mit dem
Schutz vor TNF-vermittelter Zytotoxizitidt in Zusammenhang steht, schien ein in vivo
TNF-Test als Verfahren geeignet, die Expression des Rezeptors zu stimulieren. Da eine
intraperitoneale Gabe von LPS bei Miusen auch im D-Galactosamin (DGalN)/LPS
induzierten Lebertoxizitéts-Test zu liberschieBenden TNF-, IL-6 und IL-12-Spiegeln fiihrt
(Zhou, 2005) und durch die transkriptionshemmende Wirkung des DGalN vor allem
stoffwechselintensive Organe wie die Leber von der toxischen TNF-Wirkung betroffen
sind, wurden Mause mit einer Kombination aus LPS und DGalN behandelt, die Lebern
entnommen und daraus RNA isoliert. Als Kontrollen fiir die RT-PCR dienten nur mit
PBS-, LPS-, oder DGalN/PBS behandelte Mause. Bei einer biologischen Relevanz des
icp75TNFR im Rahmen eines intrazelluldren Schutzmechanismus, sollte eine verstérkte
Expression dieser mp75TNFR-Isoform unter den gegebenen Bedingungen zu beobachten

sein.
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Abb. 15: Nachweis des micp7STNFR nach DGalN-/LPS-vermittelter Hepato-
toxizitit. C57/Bl6-Mause wurden entweder mit den Einzelsubstanzen oder einer
Kombination daraus behandelt (i.p.-Applikation), die Miuse iiber einen Zeitraum von
finf Stunden beobachtet und die Lebern entnommen, als bei der LPS-/DGalN-
behandelten Maus sichtbare Zeichen der Leberschidigung zu beobachten waren. Da in
diesem Fall keine Positivkontrolle in der RT-PCR mit eingeschlossen war, wurde die
GroBe der im Southern Blot sichtbaren Bande iiber ein neben das Agarosgel gelegtes
Lineal bestimmt.

Nach kombinierter Gabe von LPS und D-Galaktosamin kann der mcip75TNFR in der
Leber so behandelter Miuse im Southern Blot nachgewiesen werden, wihrend die
Kontroll-Behandlungen zu keinem positiven Ergebnis fiihren (Abb. 15). Direkt auf dem

Agarose-Gel war das Transkript aber nicht nachweisbar.

2.1.3. Nachweis des micp7STNFR in primiren CD8" T-Zellen

In der Literatur wird dem p75TNFR in den letzten Jahren vermehrt eine Rolle in der T-
Zell-Kostimulierung zugewiesen (Aspalter, 2003, Kim, 2001, Kim, 2004). Um eine
potentielle Bedeutung des micp75TNFR in dieser Funktion zu untersuchen, wurden aus
Milzen von C57BL/6 Maéiusen mittels magnetvermittelter Zellsortierung (MACS)
zundchst CD8" T-Zellen gewonnen, fiir die eine kostimulatorische Rolle des p7STNFR
beschrieben wurde (Kim, 2004). Durch Reanalyse der sortierten Zellen in der
Durchfusszytometrie konnte eine Anreicherung der CD8" T-Zell-Population auf ca. 80 %
detektiert werden (Abb. 16A). Die durchflusszytometrische Analyse nach 48 stiindiger
Stimulation der CD8" T-Zellen mittels anti-CD3-/anti-CD28-Antikorpern zeigt die
gesteigerte Expression des mp75TNFR auf Protein-Ebene (Abb. 16B).
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Abb. 16: Reanalyse der sortierten CD8" T-Zellen und Oberflichenexpression des
mp75TNFR nach Stimulation. (A) zeigt die Reanalyse der sortierten Zellen in der
Durchflusszytometrie im Vergleich zur unsortierten Milz-Praparation. Zusétzlich wurde
durchflusszytometrisch die Regulation des mp75TNFR auf Proteinebene untersucht (B),
um den Erfolg der durchgefiihrten Stimulierung zu kontrollieren. Diese erfolgte mit
10 pg/ml eines anti-CD3 Ak (plate bound) und 10 pg/ml eines 16slichen anti-CD28 Ak.
Der graue, gefiillte Peak links im Histogramm stammt von CD8" T-Zellen aus einer
p75TNFR-/- Maus, die genau wie die Zellen der Wildtyp-Maus behandelt wurden.

Aus einem Teil der so erhaltenen Population wurde dann sofort RNA isoliert, der andere
Teil wurde zuvor noch fiir 48 h mit anti-CD3-/anti-CD28-Antikdrpern stimuliert. Da die
p75TNFR-/- Maus durch Insertion einer Neomycin-Kassette in Exon 1 generiert worden
ist (Erickson, 1994), sollte sie theoretisch in der Lage sein, das Transkript fiir

micp75TNFR zu exprimieren. Deshalb wurden auch Zellen der p75TNFR gendefizienten

MaAuse mit untersucht.
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Abb. 17: Nachweis des micp75TNF in primiren CD8" T-Zellen. Aufier bei den
unstimulierten Zellen aus der p75TNFR -/- Maus hybridisiert keine der vielen Banden aus
dem Agarose-Gel mit der spezifischen Sonde.

Gendefiziente Maus: p75TNFR-/-; Wildtyp-Maus: C57BL/6
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CDS" T-Zellen aus nicht gentechnisch verdnderten Mausen (C57BL/6) exprimieren den
micp75TNFR auch auf Stimulierung hin nicht (Abb. 17). Ein Nachweis gelang nur in den
nicht stimulierten Zellen der p75TNFR knock out Maus.

2.2. Nachweis und Quantifizierung des micp7STNFR mittels Real
Time RT-PCR

Nachdem der micp75TNFR mit normaler RT-PCR und Southern Hybridisierung
nachgewiesen werden konnte, sollte auch im Maus-System versucht werden, iiber eine
Quantifizierung der Transkriptmenge nédheren Einblick in die Bedeutung der neu

entdeckten Isoform zu erlangen.

2.2.1. Auswahl von Primern und Sonde fiir die Quantitative Real Time RT-PCR

Um einen Vergleich mit der Regulation des mp75TNFR anstellen zu konnen, wurde fiir
beide Isoformen ein Assay fiir die Quantitative Real Time RT-PCR entwickelt. Auch hier
wurde wieder mit TagMan-Sonden an Stelle von SYBR-Green-Einbau gearbeitet, so

sollte eine mdglichst hohe Spezifitdt der Assays (Abb. 18) gewihrleistet werden.

GCTCCAGGCA CAAGGGCGGGE AGCCACCGCT GCCCCTATGG CGCCCGCCGC
CGAGGTCCGT GITCCCGCCT TCGGTGGCGA CGGGGATACC GCGGGCGGCG
5 Primer
mp75- CCTCTGGGTC GCGCTGGTCT TCGAACTGCA GCTGTGGGCC ACCGGGCACA)
TNFR GGAGACCCAG CGCGACCAGA AGCTTGACGT CGACACCCGG TGGCCCGTGT Exon 1

Sonde

CECECNCCACC GGG~ CACCCT ACARACCGGA ACCTGGGTAC

GTCACGGGCE GGTCCAACAG AACTGTGGGA TGTTTGGCCT TGGACCCAT
3 Primer

Exon 1

Exon 2

-——TCTCTTC CCCACCACTG GAAGGGTGTC TCGAAGAGGA AGGAGTGATA
———AGAGAAG GGGTGGTGAC CTTCCCACAGS AGCTTCTCCT TCCTCACTAT
. $° Primer
mICp75- GAAGCTCATT CATTCCCGGA AGAGATGCTIG GAGAAAGAGG CCCAGAGATG
TNFR CTTCGAGTAA GTAAGGGECCT TGTGETACGAC CTCTTTCTCC GGGTCTCTAC
Sonde
ccrBCCRATCRACAGEITGET C TTGACACCCT ACARACCGGA ACCTGGGTAC
GGTCCCTTAC TGTCCAACAG AACTGTGGGA TGTTTGGCOT TGGACCCATG

3 Primer
Abb. 18: Lage von Primern und Sonde fiir die Quantitative Real Time RT-PCR. Fiir
beide Isoformen befindet sich der 3’ Primer in Exon 2. Wichtig flir die Spezifitit des

micp75TNFR-Assays ist der 5° Primer, der in die 5’ untranslatierte Region gelegt werden
muss, sowie die Exon-iibergreifende Sonde.

5 UTR

5UTR

Exon 2
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2.2.2. Nachweis in Tumorzelllinien

Da der Nachweis von micp75TNFR am stabilsten in RAW 264.7-Zellen gelang, war ein
positiver Nachweis mittels Real Time RT-PCR hier am vielversprechendsten. Aber auch
die anderen, bereits in der herkdmmlichen RT-PCR eingesetzten Zelllinien, wurden mit
den entwickelten Assays getestet.

Anhand des Nachweises und der Quantifizierung des mp75TNFR (Abb. 19) konnte
verfolgt werden, ob eventuell die Expression der beiden mp75TNFR-Isoformen parallel

reguliert wird.
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Abb. 19: Regulation des mp75TNFR.
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Leider gestaltete sich auch in der Maus die Detektion des icp7STNFR in der Real Time
RT-PCR schwierig. Es gelang zwar ein Nachweis fiir RAW 264.7- und PUS5-1.8-Zellen,
in denen auch der p75TNFR durch Stimulierung hochreguliert wird (Abb. 19), aber die
Transkript-Mengen befanden sich am Rande der Nachweisgrenze, weshalb die Einzel-
werte der in Triplikaten pipettierten PCR-Reaktionen so stark streuten, dass eine richtige
Quantifizierung nicht moglich war. Wie schon in der normalen RT-PCR, so war auch hier

ein positiver Nachweis stark von der jeweiligen RNA-Priparation abhédngig.

2.2.3. Nachweis nach Induktion D-Galaktosamin-/LPS-vermittelter Hepatotoxizitit
Auch die bereits in der herkommlichen RT-PCR eingesetzten cDNAs, die nach Induktion
der DGalN-/LPS-vermittelten Hepatotoxizitdt gewonnen wurden, sollten in der Real Time

RT-PCR ceingesetzt und untersucht werden, wieder parallel zur Expression des

mp75TNFR (Abb. 20).

n-fache Expression
o
1

-1 - T
0 : : -

PBS LPS DGalHPES DGaMHLPS

Abb. 20: Regulation des mp75TNFR nach Induktion DGalN-/LPS-vermittelter
Hepatotoxizitit. C57BL/6 Maiusen wurden entweder die Einzelsubstanzen oder
Kombinationen daraus i.p. appliziert, die Tiere {iber fiinf Stunden beobachtet und die
Lebern entnommen, als bei der LPS-/DGalN-behandelten Maus sichtbare Zeichen der
Leberschidigung zu beobachten waren. Die PCR-Reaktionen wurden in Triplikaten
pipettiert und daraus die Standardabweichung berechnet. Die relative Expression der
hp75TNFR mRNA wurde iiber die AAC-Methode berechnet.

Zwar lieB3 sich in der herkémmlichen RT-PCR das Transkript fiir den micp75TNFR nach
Gabe von DGaIN und LPS stabil und reproduzierbar nachweisen, allerdings war die
mRNA nur nach Southern Hybridisierung detektierbar (Abb. 15). Fiir die Real Time RT-

PCR war dies wiederum zu wenig fiir einen Nachweis. Offenbar geht die Regulation des
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micp75TNFR hier nicht mit der des mp75TNFR einher, da im Falle der alleinigen LPS-
Gabe letztere Isoform bis fast zum 5-fachen hochreguliert wird (Abb. 20), ohne dass in
der RT-PCR, egal ob herkdmmlich oder quantitativ, der micp75STNFR nachgewiesen

werden konnte.

2.2.4. Nachweis in primiiren CD8" T-Zellen

Zu guter Letzt sollte auch die Expression des micp75TNFR in den bereits untersuchten
CD8" T-Zellen untersucht werden, erneut parallel zur Expression des mp7STNFR. Die
mRNA fiir micp75TNFR konnte zwar in der aus den Wildtyp-Mé&usen stammenden RNA-
Préaparation nachgewiesen werden, aber wiederum an der Nachweisgrenze der Methodik,
was sich in stark streuenden Triplikaten der PCR-Reaktion duflerte und damit nicht aus-
wertbar war. Die Expression des mp75TNFR war auf RNA-Ebene nach 48-stlindiger
Stimulierung gegentiiber den unstimulierten Zellen nicht erhoht, obwohl auf Proteinebene

zu diesem Zeitpunkt eine deutliche Zunahme des Rezeptors zu beobachten war (Abb. 16).

2.3. Charakterisierung des micp7STNFR

Nachdem sich eine Quantifizierung des icp75TNFR auch im Maus-System als schwierig
erwies, das Transkript aber, wenn auch meist in dullerst geringer Menge, nachweisbar
war, sollte versucht werden, iiber eine nihere Charakterisierung der neuen Isoform

weiteren Einblick in ihre Bedeutung und Funktion zu erlangen.

2.3.1. Klonierung von Fusionsproteinen aus EYFP und den mp75TNFR-Isoformen
mit humaner c-myc-Markierung
Fiir eine ndhere Charakterisierung des micp75STNFR war es nétig, Zelllinien zu
generieren, die die neue Isoform exprimieren. Um die Detektion des Rezeptors in
verschiedenen Analysenmethoden zu vereinfachen, wurde das 3’ Ende der cDNA mit
einer humanen c-myc-Markierung versehen. Dieser aus 10 Aminosiuren bestehende Teil
des Proto-Onkogens befindet sich nach Translation am C-Terminus des Proteins und kann
mit spezifischen Antikdrpern nachgewiesen werden. Auch die C-terminale Fusion von
EYFP an den Rezeptor dient der erleichterten Detektion, vor allem in fluoreszenz-
basierten Verfahren. Um eine moglichst stabile Expression des micp75TNFR zu

gewahrleisten, sollten die entsprechenden Zelllinien durch retroviralen Gentransfer
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generiert werden. Demnach erfolgte die Klonierung in den proviralen Vektor pQCXIP,
der von der Arbeitsgruppe Schneider / Institut fiir Mikrobiologie dahingehend modifiziert
wurde, dass die enthaltene Multiple Cloning Site (MCS) gegen die von pEYFP-NI,
inklusive der Sequenz fiir EYFP, ausgetauscht wurde. Kloniert man nun eine cDNA im
richtigen Leseraster in diesen Vektor, so entsteht ein Fusionsprotein, welches C-terminal
aus EYFP besteht. Da die cDNAs fiir beide Rezeptor-Isoformen bereits in pcDNA3
enthalten vorhanden waren, konnten iiber geeignete Primer die jeweiligen
Restriktionsenzym-Schnittstellen, sowie zusétzlich iiber den 3’ Primer die humane c-myc-
Markierung eingefiigt und das resultierende PCR-Produkt dann in den proviralen Vektor

kloniert werden (Abb. 21).

ECD ™ ICD c-myc
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Abb. 21: Klonierung beider mp75TNFR-Isoformen als EYFP-Fusionsproteine mit
humaner c-myc-Markierung. Nachdem die jeweiligen Restriktions-Schnittstellen,
sowie 3’ die humane c-myc-Markierung, {iber entsprechende Primer angefligt wurden,
erfolgt die Klonierung in den proviralen Vektor. Dabei wird im richtigen Leseraster
EYFP an den C-Terminus angehangt.

SP: Signalpeptid; ECD: Extrazellulirdoméne; TM: Transmembrandoméne; ICD: Intra-
zellulardoméne;

Nach viralem Gentransfer der klonierten Vektoren in Tumor-Zellen und anschlieender
Selektion mit Puromycin, fiir das der provirale Vektor eine Resistenz beinhaltet, erhilt
man Zelllinien, die stabil die jeweilige mp75TNFR-Isoform als Fusionsprotein mit EYFP

exprimieren, was in der Durchfluszytometrie direkt als positives Signal im Fluoreszenz-

kanal 1 detektierbar war (Abb. 22). Als Kontrolle dienten fiir alle durchgefiihrten
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Experimente mit leerem Vektor transduzierte Zellen, die einzig EYFP als zusitzlich

transduziertes Protein produzieren.

A

E77

mmm micp7 5TNFR
= Mp75TNFR

Zellzahl

10° 10" 102 10° 10

EYFP

Abb. 22: Durchflusszytometrische Untersuchung von mit mp75-/micp7STNFR-myc-
EYFP transduzierten 1.929-Zellen. Beide Zelllinien sind jeweils fiir die transduzierte

Isoform positiv. Der graue Peak links stellt die Autofluoreszenz von nicht transduzierten
L929-Zellen dar.

2.3.2. Biochemische Charakterisierung des micp7STNFR

Die Proteingréfle des mp75TNFR ist hinldnglich bekannt, sie fiihrte ja zur Namensgebung
des auch als Typ II TNFR bekannten Proteins. Da aber dem icp75TNFR in der Maus die
ersten 26 Aminosduren von Exon 2 fehlen, sollte diese Diskrepanz im Vergleich zum
mp75TNFR mittels Immunprézipitation bestdtigt werden, auch um eine eventuell
verdnderte Glykosylierung der neuen Isoform aufzuzeigen. Das Proto-Onkogen c-myc
mit seinen 10 Aminosduren ist in Bezug auf die resultierende Proteingrofe nicht weiter zu
beachten. Allerdings fiigt EYFP den beiden p75TNFR-Isoformen jeweils rund 30
zusitzliche kDa bei, was bei der GroBenbestimmung beriicksichtigt werden muss.

Fiir die Immunprézipitation wurde aus 1.929-Zellen, die jeweils mit einer der beiden
Isoformen transduziert worden sind, zundchst ein Totallysat zubereitet. Zu diesem Lysat
wurde ein gegen die c-myc-Markierung gerichteter Antikorper gegeben und dieser dann
nach ausreichender Inkubationszeit mitsamt der jeweils daran gebundenen mp75TNFR-
Isoform durch Zugabe von Protein G-Sepharose prézipitiert. Nach Auftrennung der so
gewonnenen Fraktionen im SDS-PAGE und Transfer auf eine Membran, konnten die
beiden Isoformen mit einem spezifischen Antikorper detektiert werden. Da die

Intrazellulir-Doménen beider Rezeptoren jeweils identisch ist, bot sich die Verwendung
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eines Antikorpers gegen intrazelluldre Epitope an. Zudem kann durch die Verwendung
von gegen den C-Terminus gerichteten Antikorpern sicher gestellt werden, dass die

Rezeptoren in voller Lidnge und nicht im gesheddeten Zustand dargestellt werden.
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Abb. 23: Immunprizipitation beider mp75TNFR-Isoformen. Aus 1.929-Zellen, die
mit der jeweiligen Isoform des mp75TNFR, oder dem nur EYFP-enthaltenden Vektor
tranduziert worden waren, wurde ein Totallysat zubereitet, eine Immunprézipitation
durchgefiihrt und die prézipitierten Immunkomplexe im SDS-PAGE aufgetrennt. Die
spezifische Detektion erfolgte mittels Western Blot.

Prizipitations-Ak: Maus anti-c-Myc (9E10); Detektions-Ak: polyklonaler Kaninchen
anti-hp75TNFR-ICD (kreuzreagierend mit mp75TNFR-ICD)

In der Immunprizipitation resultiert die Verkiirzung von Exon 2 des micp75TNFR in
einem um ca. 20 kDa verringerten Molekulargewicht (Abb. 23). Durch das C-terminale
EYFP zeigt der mp75TNFR ein deutlich hoheres apparentes Molekulargewicht, als dies
fiir den endogenen Rezeptor der Fall wire, der mit 75 bis 80 kDa in der Literatur
beschrieben wird. Auch der micp75STNFR wird durch den Anhang des EYFP
entsprechend schwerer, wie bereits erwdhnt, bleibt aber die Differenz, die sich durch das

verkiirzte Exon 2 ergibt, erhalten.

2.3.3. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung des micp7STNFR

Aufgrund des fehlenden Signalpeptides war auch die neu entdeckte Isoform des
p75TNFR in der Maus als intrazelluldr bezeichnet worden. Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen sollten dies bestdtigen. Da beide Rezeptoren als Fusionsproteine mit EYFP
exprimiert werden, ist nach Fixierung der Zellen kein weiteres Anfarben mit Antikdrpern

notig; EYFP kann direkt fluoreszenzmikroskopisch detektiert werden.

89



Ergebnisse

micp75TNFR mp75TNFR

Abb. 24: Flureszenzmikroskopische Aufnahme beider mp75TNFR-Isoformen. Fiir
die  Fluoreszenzmikroskopie ~wurden NIH3T3-Zellen mit den TNFR-EYFP-
Fusionsproteinen transduziert und mit Puromycin selektioniert. Der mit DAPI gefarbte
Kern erscheint blau. Dem EYFP ist hier eine griine Fluoreszenzfarbe zugeordnet worden.
Beim mp75TNFR ist deutlich eine Fiarbung der gesamten Zellmembran zu erkennen,
wohingegen sich die Fluoreszenz beim micp75TNFR auf eine Region in Kernndhe
beschriankt (Abb. 24). Er wird also nicht wie der mp75TNFR, der im Gegensatz zum
micp75TNFR mit Exon 1 ein Signalpeptid enthélt, direkt auf die Membran gebracht,

sondern verbleibt hauptséchlich intrazelluldr in einem perinukledren Bereich.

2.3.4. Untersuchung zur Membranexpression des micp7STNFR

Da bereits flir den humanen icp75TNFR gezeigt werden konnte, dass der Rezeptor trotz
fehlender Membranfarbung im Fluoreszenzmikroskop sehr wohl zu einem gewissen Teil
auf die Zelloberfliche gebracht wird, sollte auch im Maus-System eine eventuelle
Membranstindigkeit des icp75STNFR untersucht werden. Dazu wurden die mit
micp75TNFR stabil transduzierten L929-Zellen mit einem gegen den mp75TNFR
gerichteten Antikorper gefarbt und in der Durchflusszytometrie untersucht.

Um auszuschlieBen, dass eine unterschiedliche Transduktionseffizienz der beiden
Zelllinien fiir ihre jeweilige Rezeptor-Isoform in das Ausmal der Oberflachenexpression
mit eingeht, wurde zunédchst im Density-Plot tiber Fluoreszenzkanal 1 fiir beide Zelllinien

eine Region gleicher EYFP-Fluoreszenzintensitét festgelegt (Abb. 25A).
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Abb. 25: Membranexpression des micp75STNFR. Density-Blot zur Eingrenzung beider
Zellpopulationen auf gleiche EYFP-Expression (A) und Histogramm zur Bestimmung der
Epitopdichte der jeweiligen p7STNFR-Isoform auf der Zellmembran (B). Beide L929-
Zelllinien, die jeweils eine der beiden mp75TNFR-Isoformen exprimieren, wurden
zunichst mit einem gegen die Extrazellulirdoméne gerichteten, biotinylierten Antikorper
inkubiert. Die Fiarbung erfolgte mit Streptavidin-APC, welches spezifisch an das Biotin
des Primédrantikorpers bindet. Der graue Peak links im Histogramm bildet die Fluoreszenz
der EYFP-exprimierenden Kontroll-Zellen ab, die ebenfalls mit dem gegen mp75TNFR
gerichteten Antikorper und Streptavidin APC geféarbt wurden.

Im Histogramm der auf gleiche EYFP-Expression eingegrenzten Populationen konnte fiir
beide Isoformen eine Membranexpression detektiert werden, diese fiel aber fiir den
micp75TNFR deutlich schwicher aus als fiir den mp75TNFR (Abb. 25B). Auch der
icp75STNFR in der Maus wird also zu einem gewissen Teil auf die Zellmembran von

transduzierten Zellen gebracht.

2.3.5. Untersuchungen zur Prozessierung von loslichem mcip7STNFR

Fiir den p75TNFR ist bekannt, dass er durch Metalloproteasen aus der ADAM-Familie,
hier ist vor allem ADAM 17/TACE (TNF-Alpha Converting Enzyme) zu nennen, von der
Membran abgeschnitten und in loslicher Form ins Serum abgegeben wird (Wallach,
1991). Da fiir den micp75TNFR Membranexpression gezeigt werden konnte, ist
theoretisch auch eine Prozessierung dieser Isoform in seine ldsliche Variante moglich.

Zur Klirung dieser Frage sollte der Zellkultur-Uberstand von micp75TNFR-
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transduzierten Zellen im ELISA untersucht werden. Da ein direktes Binden der potentiell
im Uberstand vorhandenen 15slichen Rezeptoren in eine ELISA-Platte, mit
anschlieBender spezifischer Detektion durch einen Antikorper, nur unspezifische Bindung
zeigte, musste ein Sandwich-ELISA entwickelt werden, bei dem ein geeignetes
Antikorper-Paar Verwendung findet. Hier erfolgt nicht nur die Detektion, sondern schon
die Bindung an die Platte spezifisch. Fiir den mp75TNFR sind drei verschiedene
monoklonale Antikdrper kommerziell erhiltlich, die gegen die Extrazellulirdoméne des
Rezeptors gerichtet sind. Da bislang nur fiir Klon TR-32.4 gezeigt werden konnte, dass
auch der micp75TNFR noch erkannt wird (s. Abb. 25B), immerhin fehlen 26 Amino-
sduren von Exon 2, und bei keinem der Antikorper das von ihm erkannte Epitop bekannt
ist, mussten zunédchst die beiden verbleibenden Klone auf Erkennung des micp75TNFR

hin untersucht werden.

micp75TNFR

mp75TNFR

Zellzahl

anti-mp75TNFR-APC

Abb. 26: Test der drei gegen mp75TNFR gerichteten Antikorper auf
Kreuzreaktivitit mit dem micp75TNFR. Bei Klon TR-32.4 (A) und Klon TR75-89 (B)
handelt es sich jeweils um einen biotinylierten Antikorper, die mit Streptavidin-APC als
Sekundérantikorper detektiert wurden. Klon TR-54.7 (C) ist dagegen nicht biotinyliert,
daher musste eine dreistufige Farbung durchgefiihrt werden. Als Sekundérantikorper
diente hier zunichst ein biotinylierter anti-armenischer Hamster Ak, der im 3. Schritt mit
Streptavidin-APC gefarbt wurde. Der graue Peak links im Histogramm stellt jeweils
L929-Zellen dar, die nur mit Streptavidin-APC geférbt wurden.

Alle drei Antikorper erkennen den mp75TNFR auf mp75TNFR-transduzierten L929-
Zellen (Abb. 26A bis C, blaue Kurve). Auf L929-Zellen, die mit dem micp75TNFR
transduziert wurden, kann aber nur Klon TR-32.4 (Abb. 26A, rote Linie) den Rezeptor
nachweisen. Die beiden anderen Klone TR75-89 und TR-54.7 (Abb. 26B und C, rote
Linie) erkennen das Protein dagegen nicht mehr.

Da nur einer der drei monoklonalen Antikorper gegen die mp75TFNR-Extrazellulér-

domidne demnach auch den micp75TNFR erkannte, stand kein spezifisches Antikorper-
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Paar fiir die Etablierung eines Sandwich-ELISAs oder einer Immunprizipitation zur
Verfligung. Ein herkommlicher Western Blot ohne vorherige Antikorper-gestiitzte
Konzentrierung der loslichen Rezeptoren, wie dies bei einer Immunprézipitation der Fall
wiire, zeigte, dass die in Zellkultur-Uberstinden enthaltene Epitopmenge zu gering fiir
eine Detektion ist. Selbst 16slicher mp75TNFR konnte auf diese Art und Weise nicht
nachgewiesen werden.

Da ein direkter Nachweis von 16slichem micp75TNFR mit den zur Verfligung stehenden
Antikorpern nicht moglich war, blieb die Option eines indirekten Nachweises iiber den
Einsatz der Zellkultur-Uberstiinde im TNF-induzierten Zytotoxizitits-Test. Dazu werden
L929-Zellen mit abnehmender Konzentration an Maus-TNF (mTNF) in einer 96-
Lochplatte inkubiert und so iiber Aktivierung des endogenen mpS5S5TNFR der L929-
Zellen Zelltod induziert. Geschieht dies in Gegenwart von ldslichem mp75TNFR, wird
das toxische mTNF bereits im Uberstand gebunden und der mp55TNFR kann nicht mehr
im selben AusmaB aktiviert werden. Dies fiihrt zu einem verbesserten Uberleben der
Zellen, die mit Idslichem Rezeptor im Uberstand inkubiert werden. Sollte auch
micp75TNFR in seine 16sliche Form tiberfiihrt werden, muss im Zytotoxizitéts-Test ein

Schutz der L929-Zellen erkennbar sein.
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Abb. 27: mTNF-induzierter Zytotoxizitits-Test mit konditioniertem Medium. Die in
eine 96-Lochplatte ausgesédten L929-Zellen wurden mit dem jeweiligen konditionierten
Medium inkubiert, welches im 1. well mTNF in einer Konzentration von 10 ng/ml
enthielt. Durch eine log 2-Verdiinnungsreihe wurde die Konzentration je well jeweils um
die Hélfte reduziert. Zur Verstirkung des induzierten Zelltodes wurde Actinomycin D in
einer Endkonzentration von 2 pg/ml zugegeben.
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Auch {iiber diesen indirekten Nachweis gelang es nicht, die Prozessierung von
micp75TNFR in seine 16sliche Form nachzuweisen. Wahrend 16slicher mp75TNFR im
Uberstand zu verbessertem Uberleben der 1.929-Zellen im Test fiihrt, verhalten sich
1.929-Zellen, die mit Uberstinden von L929-EYFP- respektive 1.929-micp75TNFR-
exprimierenden Zellen inkubiert wurden, praktisch gleich (Abb. 27).

Unter Umstidnden ist die niedrige Konzentration des im Vergleich zum mp75TNFR doch
in wesentlich geringerem Umfang auf der Membran lokalisierten micp7STNFR dafiir

verantwortlich.

2.3.6. Rolle des micp75STNFR im TNF-induzierten Zytotoxizitiats-Test

Nicht nur loslicher p7STNFR vermittelt im TNF-induzierten Zytotoxizitits-Test einen
Schutz vor Zelltod, auch der auf der Zellmembran lokalisierte p75STNFR ist dazu in der
Lage. Deshalb sollte dies auch fiir micp75TNFR untersucht werden. Dazu wurden die mit
der jeweiligen mp75TNFR-Isoform transduzierten [L.929-Zellen in eine 96-Lochplatte
gesit. Als Kontrolle dienen wieder 1.929-Zellen, die ausschlieBlich EYFP als zusitzlich
transduziertes Protein exprimieren. Die Induktion des Zelltodes erfolgt erneut iiber
mTNF, welches in absteigenden Konzentrationen in die Platte titriert wurde. Da
Actinomycin D als Inhibitor von Proteinbiosynthese zwar einerseits gebraucht wird, um
die Induktion des Zelltodes zu verstirken und zu beschleunigen, aber andererseits fiir
anti-apoptotische Signale, wie sie eventuell vom micp75TNFR induziert werden konnten,
aktive Proteinbiosynthese erforderlich ist (Karin, 2002), wurde Actinomycin D einmal
sofort und einmal mit einer Wartezeit von einer Stunde zugegeben. Da die Induktion von
NF-kB und die damit verbundenen Signalwege relativ schnelle Ereignisse darstellen,
sollte durch die verzogerte Zugabe ein potentieller Schutzmechanismus aufgebaut werden

konnen, bevor die Proteinbiosynthese durch das Actinomycin D unterbunden wird.
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Abb. 28: Rolle des micp7STNFR im mTNF-vermittelten Zytotoxizitats-Test.
Unabhéngig davon, ob Actinomycin D sofort (A) oder mit einer Wartezeit von einer
Stunde zugegeben wurde (B), vermittelt mp75TNFR einen deutlichen Schutz vor dem
durch mTNF induzierten Zelltod. Die Zellen, die mit micp75TNFR transduziert wurden,
verhalten sich dagegen in beiden Fillen wie die Kontrollzellen (L929-YFP).

Der mp75TNFR ist also in der Lage, unabhingig von der Induktion anti-apoptotischer
Signale, einen Schutz vor mTNF-induzierter Zytotoxizitdt zu vermitteln, wéhrend der
micp75TNFR dies nicht vermag. Im Falle der sofortigen Zugabe von Actinomycin D
(Abb. 28A) kann dieser Effekt nicht auf Aktivierung des Rezeptors und damit
verbundener Induktion anti-apoptotischer Signale beruhen, sondern muss vielmehr durch

ein Wegfangen des Liganden mTNF verursacht sein, der damit in geringerem Ausmal fiir
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die Bindung an den mp55TNFR zur Verfiigung steht, {iber dessen Aktivierung aber der
im Test beobachtete Zelltod induziert wird. Dies zeigt sich in der Tatsache, dass ein
derartiger Schutz verloren geht, sobald das Zytotoxizitat-vermittelnde Agens nicht mehr
von mp75TNFR gebunden und damit abgefangen werden kann, wie dies bei humanem
TNF (hTNF) (Abb. 29A) oder einem agonistischen Antikorper gegen den mpS5TNFR
(Abb. 29B) der Fall ist.
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Abb. 29: TNF-induzierter Zytotoxizitits-Test. Als toxisches Agens wurde in (A)
humanes TNF (50 ng/ml im 1. well) und in (B) ein agonistischer Antikorper gegen den
mpS55TNFR (2 pg/ml im 1. well) verwendet. Actinomycin D wurde in einer
Endkonzentration von 2 pg/ml zugesetzt.

Einmal mehr stellt sich die Frage, ob der fiir micp75TNFR nicht vorhandene Schutzeffekt
durch eine zu geringe Expression des Rezeptors auf der Zelloberfliche verursacht ist,
oder ob die Fiahigkeit der Ligandbindung durch die Trunkierung von Exon 2 sogar

génzlich verloren gegangen ist.

2.3.7. Untersuchungen zur Ligandbindung des micp7STNFR

Da der micp75TNFR nur in geringem Umfang auf der Zellmembran exprimiert wird und
die Prozessierung in seine 16sliche Form nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden konnte,
ist die Frage der Ligandbindung mit dem bisher verwendeten Rezeptorkonstrukt nicht zu
beantworten. Deshalb wurde ein Fusionsprotein aus der Extrazellulirdomine des
micp75TNFR und dem Fc-Teil eines humanen IgG entwickelt, welches, im richtigen
Leseraster zum Signalpeptid von CD33 kloniert, direkt in den Uberstand von
transfizierten Zellen sezerniert wird. Zum besseren Nachweis des Fusionsproteins wurde

3’ wieder eine humane c-myc-Markierung angehéngt (Abb. 30).
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Abb. 30: Klonierung der Fusionsproteine aus mp75-/micp7STNFR-Extrazellulir-
doméine und dem Fc-Teil eines humanen IgG. Der Vektor Signal plg beinhaltet bereits
das Signalpeptid von CD33 und den Fc-Teil des humanen IgG. Beides wird nach
Klonierung der jeweiligen Extrazellulirdoméne im richtigen Leseraster direkt an das 5’
bzw. an das 3’ Ende angehingt. Uber eine PCR mit den entsprechenden Primern auf
diesen so entstandenen Vektor werden wiederum die richtigen Restriktionsenzym-
Schnittstellen und 3’ zusétzlich die Sequenz fiir das humane c-myc angehédngt. Um sich
die Moglichkeit des viralen Gentransfers der Konstrukte offen zu halten, wurden die
Fusionsproteine dann in den proviralen Vektor pQCXIP-Xhol kloniert (A). Das
resultierende Protein in dimerisierter Form ist schematisch in (B) gezeigt.

Zum Nachweis der Fusionsproteine wurde ein ELISA sowie eine Immunprézipitation (IP)
entwickelt. Uber die Kombination aus einem gegen die c-myc-Markierung gerichteten

und dem die mp75-/micp75TNFR-Extrazellulirdoméine erkennenden Antikorper, ist
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damit ein spezifischer Nachweis beider Proteine mdglich, die jeweils durch transiente
Transfektion in HEK-Zellen exprimiert wurden. Um auch das Kontroll-Protein, alleiniger
Fc-Teil mit c-myc-Markierung, welches nicht vom mp75-/micp75TNFR spezifischen
Antikorper erkannt wird, abbilden zu konnen, wurde bei der IP im ersten Schritt an Stelle
eines Antikorpers nur Protein G-Sepharose zur Konzentrierung der Proteine aus dem
HEK-Uberstand verwendet. Zum Nachweis des Kontroll-Proteins auf der Western-Blot-

Membran konnte dann der anti-c-myc-Antikorper verwendet werden.
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Abb. 31: Nachweis der Fusionsproteine im ELISA und mittels Immunprizipitation
(IP). Im ELISA (A) wurde ein anti-c-myc-Antikdrper als Capture-Ak und ein filir micp-
/mp75TNFR spezifischer Ak (Klon TR-32.4) zur Detektion eingesetzt. Fiir die IP wurde
zur Aufkonzentrierung der Proteine in (B) ein fiir micp-/mp75TNFR spezifischer Ak und
in (C) nur Protein G-Sepharose verwendet, um auch das Kontroll-Protein préizipitieren zu
konnen. Zur Detektion wurde in beiden Fillen der anti-c-myc-Ak (9E10) verwendet. Da
fir den ELISA kein Standard (Fusionsprotein mit bekannter Proteinkonzentration)
existiert, konnen nur relative Mengen angegeben werden.
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Durch den Nachweis der Fusionsproteine in der Immunprézipitation wird wieder der
Unterschied im Molekulargewicht der beiden Isoformen deutlich. Beide Proteine weisen
ein Molekulargewicht von ungefdhr 80-85 kDa auf, wobei dasjenige mit der Extra-
zellulirdoméne des micp75TNFR durch die Trunkierung von Exon 2 geringfiigig leichter
ist (Abb. 31B). Eine Prazipitation, die ohne Antikdrper nur mit Protein G-Sepharose
durchgefiihrt wurde, ist offensichtlich nicht fiir alle Ig-Konstrukte gleichermal3en
geeignet. Das mp75TNFR-Ig-Konstrukt entging auf diese Weise dem Nachweis, obwohl
es im ELISA (Abb. 31A) und nach vorheriger Prizipitation mit einem spezifischen Anti-
korper in der IP gut detektierbar war. Jedoch zeigt sich die Vorgehensweise geeignet, um
das Kontrollprotein abbilden zu konnen, dessen Molekulargewicht deutlich kleiner als 50

kDa ist und das bereits auf der Coomassie-gefarbten Membran sichtbar war (Abb. 31C).

2.3.7.1. Bindung des micp7STNFR an losliches TNF
Die so gewonnenen und getesteten Uberstinde wurden im TNF-induzierten Zyto-
toxizitdts-Hemmtest eingesetzt. Ist der micp75TNFR noch in der Lage, an seinen
Liganden mTNF zu binden, dann wird auch hier wieder das toxische Agens mTNF bereits
im Uberstand vom Fusionsprotein gebunden und steht damit in geringerem Ausmaf zur
Aktivierung des mpS5TNFR zur Verfiigung. Dies sollte sich in einem Schutz der im Test
verwendeten 1.929-Zellen #uBern, der nicht auftritt, wenn sich im Uberstand nur das

Kontroll-Protein befindet.
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Abb. 32: Bindung von mp75-/micp7STNFR an losliches mTNF (smTNF). Zur
Induktion des Zelltodes wurde wieder mTNF in einer Konzentration von 10 ng/ml im 1.
well eingesetzt, sowie Actinomycin D in einer Endkonzentration von 2 pg/ml.
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Anhand des mp75TNFR-Fusionsproteins wird deutlich, dass die Bindung des mTNF an
die Extrazellulirdoméine seines Rezeptors tatsdchlich zu einem Schutz im TNF-
vermittelten Zytotoxizitits-Hemmtest fiihrt (Abb. 32v). Beim Fusionsprotein welches die
Extrazellulirdomine des micp75TNFR tragt (Abb. 32¢), ist dies aber nicht zu
beobachten. Zum Beweis fiir die Spezifitit der Bindung zwischen mTNF und dem
mp75TNFR-Ig-Konstrukt wurde derselbe Test unter Verwendung von humanem TNF
wiederholt, welches zwar an den mp55TNFR binden und damit Zelltod auslésen kann,

jedoch nicht mehr vom mp75TNFR erkannt wird (s. a. Abb. 29A).
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Abb. 33: Bindung von mp75-/micp75STNFR an losliches humanes TNF (shTNF).
Losliches hTNF wurde in einer Konzentration von 50 ng/ml im 1. well eingesetzt,
Actinomycin D in einer Endkonzentration von 2 pg/ml.
Mit der Unfédhigkeit zur Bindung des hTNF an das mp75TNFR-Fusionsprotein ging der
Schutz im Zytotoxizitdts-Test verloren (Abb. 33v). Da humanes TNF an keines der im

Uberstand befindlichen Ig-Konstrukte binden kann, verhalten sich demnach alle Proben

im Test gleich (Abb. 33).

2.3.7.2. Bindung des micp7STNFR an membranstindiges TNF
Da fiir den p75TNFR bekannt ist, dass Signaltransduktion primér iiber membranstindiges
TNF vermittelt wird (Grell, 1995b) sollte untersucht werden, ob der micp75TNFR
eventuell spezifisch an diese Form des Liganden bindet. Dazu mussten Zellen generiert
werden, die mTNF auf ihrer Zelloberfldche exprimieren (memTNF), aber moglichst nicht
durch shedding in die 16sliche Form iiberfiihren und in den Uberstand abgeben. Dazu

wurde eine Mutante des endogenen mTNF verwendet, bei der durch gezielte Punkt-
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mutationen alle drei derzeit bekannten Schnittstellen fiir die proteolytisch aktiven
Enzyme, die TNF von der Membran abschneiden (hier ist vor allem TACE zu nennen),
inaktiviert wurden (Mueller, 1999). Allerdings kann trotzdem ein gewisser Anteil des
auch als nonsecretable memTNF bezeichneten Proteins an der Zellmembran in die
16sliche Form prozessiert werden, was sich im ELISA, der mit den Kulturiiberstainden der

memTNF-transduzierten Zellen durchgefiihrt wurde, zeigte (Abb. 34B).
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Abb. 34: Charakterisierung der memTNF-transduzierten 1.929-Zellen. (A) Die
transduzierten L929-Zellen zeigen eine positive Membran-Fiarbung auf mTNF in der
Durchflusszytometrie. Der graue gefiillte Peak stellt Wildtyp-L929-Zellen dar, die
ebenfalls mit dem anti-mTNF Ak gefarbt wurden. Im ELISA (B) zeigt sich, dass trotz
Mutation der drei bekannten Schnittstellen eine Prozessierung der TNF-Mutante in seine
16sliche Form zu einem gewissen Grad moglich ist. Als Kontrolle dienen zum einen
L929-Zellen, die als Maus-Fibroblasten kein TNF exprimieren und zum anderen
RAW 264.7-Zellen, Maus-Monozyten, fiir die eine relativ hohe TNF-Produktion bekannt
ist. Fiir die im ELISA untersuchten Uberstinde wurden jeweils 1 x 107 Zellen in eine
10 cm-Schale ausgesdt und die Zellen in 10 ml Medium fiir 24 h inkubiert.

Wie schon bei der Untersuchung zur Ligandbindung von 16slichem TNF, wurde auch
beim membrandren TNF der TNF-induzierte Zytotoxizitits-Hemmtest verwendet. Da die
mit memTNF transduzierten 1.929-Zellen aber in relativ groBem Umfang 16sliches TNF
in den Uberstand abgeben und den Test dadurch verfilschen wiirden, konnte der Zelltod
nicht durch lebende memTNF-transduzierte Zellen ausgelost werden. Daher wurde ein
Zytotoxizitits-Test entwickelt, bei dem fixierte transduzierte Zellen als toxisches Agens
zum Einsatz kommen. Zur Etablierung des Verfahrens und um auszuschlieBen, dass das
Fixativ alleine schon Zelltod vermittelt, wurde der Test zunédchst parallel mit fixierten
transduzierten und fixierten Wildtyp-L929-Zellen durchgefiihrt (Abb. 35A), bevor wieder

die Fusionsproteine in Form von konditioniertem Medium zugefiigt wurden (Abb. 35B).
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Abb. 35: Bindung von mp75-/micp7STNFR an membranstindiges TNF. Zur
Etablierung der Methode (A) wurden transduzierte und Wildtyp-L929-Zellen fixiert,
gewaschen und in einer Konzentration von 4 x 10° Zellen/ml im 1. well eingesetzt. Die
Endkonzentration an Actinomycin D betrug wieder 2 pg/ml. In (B) wurden die fixierten
memTNF-L929-Zellen in Fusionsprotein-haltigem Medium in gleicher Konzentration wie
in (A) zugegeben und der Test analog durchgefiihrt.

Anhand des Etablierungsversuches (Abb. 35A) konnte gezeigt werden, dass nur fixierte
L929-Zellen, die mit memTNF transduziert worden sind, konzentrationsabhiangig Zelltod
von L929-Zellen induzieren (Abb. 35A¢). Fixierte Wildtyp-L929-Zellen dagegen verhal-
ten sich gegeniiber den ausgesidten [.929-Zellen in Bezug auf das Zellwachstum
indifferent (Abb. 35A¢). Der mp75TNFR zeigte auch gegeniiber memTNF-induzierter
Zytotoxizitidt einen fast vollstindigen Schutz, wohingegen der micp75TNFR diesen

Effekt kaum vermittelt (Abb. 35B). Allerdings scheint im Vergleich zum Kontroll-Protein
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trotzdem ein gewisser Vorteil zu existieren, wenn auch nicht mit dem des mp75TNFR-Ig
vergleichbar. Um die Bindung des micp75TNFR-Ig-Konstruktes an membrandres mTNF
genauer zu untersuchen, wurden alle drei Fusionsproteine zusétzlich in der Durchfluss-
zytometrie analysiert. Fiir den Fall, dass tatsdchlich eine Bindung an das von den
transduzierten L.929-Zellen exprimierte memTNF erfolgt, sollte eine Farbung der Zellen
auf humanes IgG und damit den Fc-Teil des Fusionsproteins positiv sein. Als Kontrolle
fiir eventuell vorhandene unspezifische Bindungen, wurden Wildtyp-L929-Zellen in den
Test mit einbezogen. Da diese als Maus-Fibroblasten kein TNF exprimieren, darf auch

keine Bindung der Fusionsproteine an die Zellen nachweisbar sein.
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Abb. 36: Durchflusszytometrische Analyse der Fusionsproteine. Beide Fusions-
proteine binden an mit memTNF transduzierte L.929-Zellen (rote und blaue Kurve); das
Kontroll-Protein (schwarze Kurve) weist keine Bindung auf (A). Allerdings bindet das
micp75TNFR-Ig auch an Wildtyp-L929-Zellen und damit unspezifisch (B). Der graue
gefiillte Peak ist jeweils die Autofluoreszenz von L929-Zellen.

Zwar bindet der micp75TNFR an L929-Zellen, die auf ihrer Zellmembran memTNF
exprimieren (Abb. 36A, rote Kurve), allerdings erfolgt eine Bindung auch an Wildtyp-
L929-Zellen (Abb. 36B, rote Kurve) und damit vermutlich unspezifisch. Auch fiir
membrandres TNF scheint der micp75TNFR also seine Bindungsfahigkeit verloren zu
haben.

Durch eine durchflusszytometrische Analyse diverser anderer Zelllinien unterschiedlicher
Spezies nach Inkubation mit dem micp75TNFR-Ig-Fusionsprotein, sollte gekladrt werden,
ob die an Wildtyp-L929-Zellen beobachtete Bindung spezifisch fiir ein anderes Epitop
speziell dieser Zelllinie ist, oder ob aus der Trunkierung des N-Terminus generell ein

unspezifisches Anhaften des Proteins resultiert.
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Abb. 37: Bindung der micp-/p75TNFR-Ig-Fusionsproteine an Zelllinien unterschied-
licher Spezies. Die Fusionsproteine wurden mit RAW 264.7- (A), HEK- (B), COS-7- (C)
und CHO- (D) Zellen inkubiert und anschlieend der Fc-Teil mit einem anti-human IgG
Antikorper gefarbt. Die Extrazellulirdomdne des mp75TNFR bindet dabei in keiner der
vier Fille an eine der Zelllinien, wohingegen im Falle des micp75TNFR eine Bindung
unabhingig von der Spezies der Zellen zu beobachten ist.

Fiir alle Zelllinien wurden jeweils 1 x 10° Zellen in 1 ml des jeweiligen Uberstandes fiir
1 h bei 4° C auf einem Rotor inkubiert und die Zellen dann gewaschen, bevor der anti-
human IgG PE Ak zugegeben wurde.

Da das micp75TNFR-Ig-Fusionsprotein nicht nur an die Maus-Zelllinie RAW 264.7
(Abb. 37A, rote Kurve) bindet, sondern auch an humane HEK-Zellen (Abb. 37B, rote
Kurve) und die Primaten-Zelllinie COS-7 (Abb. 37C, rote Kurve), kann nicht von der
spezifischen Bindung der micp75TNFR-Extrazellulirdoméne an ein bestimmtes Epitop

auf L.929- oder anderen Maus-Zelllinien ausgegangen werden.
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D Diskussion

TNF vermittelt als pleiotropes, proinflammatorisches Zytokin eine Reihe unter-
schiedlichster Effekte in verschiedenen Zelltypen iiber die Aktivierung von zwei
membranstidndigen Rezeptoren, dem pSSTNFR (Typ I TNFR) und dem p75TNFR (Typ II
TNFR). Dabei werden so gegensitzliche Effekte wie Induktion von Zelltod und
Expression anti-apoptotischer Gene ausgeldst. Beide Rezeptoren sind und waren
Gegenstand intensivster Forschung, wobei der pSSTNFR sicher besser verstanden ist,
weil er iiber eine so genannte Todesdoméne (death domain, DD) aktiv Zelltod auslésen
kann und dadurch lange Zeit im Fokus der Wissenschaft stand.

Der p75TNFR dagegen ist weit weniger gut charakterisiert und anders als der pSSTNFR
nicht konstitutiv exprimiert, sondern auf Zellen des Immunsystems beschriankt und streng
reguliert. Uber Anlagerung zahlreicher Adapterproteine kann er, wie auch der pSSTNFR,
durch eine Aktivierung von NF-kB anti-apoptotische Signale auslésen. Aber auch eine
Verstarkung der durch pS5TNFR ausgelosten Apoptose wird diskutiert, wofiir
unterschiedliche Mechanismen vorgeschlagen werden. Sogar eine direkte Induktion von
Zelltod, die auf wenige, distinkte Zelltypen beschriankt zu sein scheint, wird beschrieben
(Depuydt, 2005, Pimentel-Muinos, 1999). Aufgrund dieser komplexen Mechanistik und
der bereits erwdhnten starken Regulation des p75TNFR, erscheint die Existenz einer
Isoform durchaus plausibel, zumal fiir zahlreiche Rezeptoren aus der TNFR-Superfamilie
Spleiss-Varianten bekannt sind, die unter anderem zur Entstehung ldslicher Varianten
filhren. Fiir den p75TNFR wurde so ein alternativ gespleisstes Protein erst kiirzlich
beschrieben (Lainez, 2004).

Fir die in unserem Labor entdeckte intrazellulire Isoform, es handelt sich hier im
strengen Sinn nicht um eine alternative Spleissvariante, weil zwei distinkte Transkrip-
tionsstartpunkte benutzt werden, spricht, dass sie zum einen parallel in zwei
unterschiedlichen Spezies gefunden wurde (Human- und Maus-System) und zum anderen
im Human-System eine interessante evolutive Entstehung vorweist (Singer, 2004), die
einen auf dieser Isoform liegenden Selektionsdruck vermuten 14B8t. Da TNF und, in den
letzten Jahren vermehrt, der p75STNFR immer mehr mit der Entstehung verschiedener
Erkrankungen in Zusammenhang gebracht wird, konnte die Erforschung einer solchen

Isoform von entscheidender Bedeutung sein.
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1. Nachweis des humanen icp7STNFR

1.1. Nachweis mittels RT-PCR

Nachdem sich der Nachweis des icp7STNFR im Human-System bereits nach der
Entdeckung und Klonierung der Isoform als schwierig erwiesen hatte, wurde zunéchst die
RT-PCR Methodik in Hinblick auf ihre Sensitivitdt verbessert. Obwohl die Polymerase-
Kettenreaktion bei weitem die sensitivste aller Methoden zum Nachweis von Nuklein-
sduren ist, kann ihre Effizienz und damit die Nachweisgrenze durch Optimierung
einzelner Schritte durchaus noch weiter verbessert werden. Weicht beispielsweise diese
Effektivitdt der PCR um nur 5 % nach unten ab, resultiert dadurch nach 40 Zyklen eine
um 275 % geringere Menge an PCR-Produkt (Ding, 2004).

Bei einer so schwach exprimierten RNA wie der des hicp75TNFR, ist neben der
Effektivitit der PCR aber auch die Qualitdt der cDNA entscheidend, weil der Verlust
einzelner Transkripte bereits zu einem negativen Nachweis fithren kann. Da oligo-dT
Primer die cDNA-Synthese immer am 4uBersten 3° Ende der mRNA initiieren (Poly-A"-
Schwanz), sich der 5° RT-PCR-Primer (vorwérts Primer) fiir den spezifischen Nachweis
des hicp75TNFR aber im 5’ gelegenen, alternativen Exon la befinden muss (s. Abb. 2),
lauft man Gefahr, diesen entscheidenden Teil der mRNA-Sequenz im Umschreibeschritt
zu verlieren. Durch Einfithrung eines in Exon 3 gelegenen, spezifischen Primers konnte
zum einen sicher gestellt werden, dass bei der cDNA-Erststrang-Synthese Kopien
entstehen, die das 5’ Ende der mRNA erreichen und damit die Bindungsstelle fiir den 5’
RT-PCR-Primer erhalten bleibt. Zum anderen kann mit einer genspezifischen Initiierung
der cDNA-Synthese eine deutlich gesteigerte Effektivitidt gegeniiber oligo-dT Primern
erreicht werden. Lekanne Deprez et al. konnten anhand eines Vergleiches unterschiedlich
gewonnener cDNAs in der quantitativen Real Time RT-PCR zeigen, dass das PCR-
Produkt fiir GAPDH nach spezifischem Umschreiben 4,5 Zyklen frither einen
festgelegten Schwellenwert iiberschreitet, als nach oligo-dT initiierter cDNA-Synthese
und damit in deutlich hoherem AusmaB in der cDNA représentiert war (Lekanne Deprez,
2002).

Da mRNA an der Gesamtheit der isolierten RNA (mRNA, tRNA, rRNA) nur einen Anteil
von ungefdhr 1-5 % aufweist, wurde zusétzlich zur verdnderten cDNA-Synthese eine

Reinigung der mRNA vor dem Umschreiben eingefiihrt. Diese Mallnahme empfiehlt sich
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vor allem fiir gering exprimierte Transkripte, die in einer komplexen Mischung
verschiedenster RNA-Spezies sonst leicht verloren gehen kénnen.

Trotz der ergriffenen Maflnahmen und zusétzlich neu gewidhlten Primern fiir die PCR, die
in ihren Schmelzpunkten optimal aufeinander abgestimmt wurden, zeigte sich aber kein
verbesserter Nachweis flir den humanen icp75TNFR. Nach wie vor war eine Southern-
Hybridisierung zur Detektion erforderlich (s. Abb. 4). Die nested PCR brachte zwar den
Erfolg des direkten Nachweises auf dem Agarose-Gel, realistischerweise muss aber
immer mit einer Kreuz-Kontamination der einzelnen Proben gerechnet werden, da die
PCR-fubes nach der ersten PCR-Runde noch einmal gedffnet werden miissen. Deshalb
musste auch bei Durchfiihrung einer 2. PCR-Runde auf die Verwendung einer Positiv-
kontrolle (mMRNA aus mit hicp75STNFR-cDNA transfizierten Zellen) verzichtet werden.
Aber selbst die Etablierung der nested PCR fiihrte nicht zwangsldufig in jedem Versuch
zu einem positiven Resultat. Dies kann im Endeffekt nur mit einer so geringen Expression
des hicp75TNFR erkldrt werden, die dazu fiihrt, dass zwar in manchen Féllen eine
ausreichende Anzahl Kopien im verwendeten cDNA-Volumen enthalten war, in anderen
Fillen aber nicht.

Nach der intensiven Untersuchung des alternativen Exon la und der Erkenntnis, dass es
sich dabei um ein exonisiertes Alu-Element handelt, wurden die 5° Primer der RT-PCR
und der nested PCR noch einmal auf ihre Homologie zu dieser repetitiven DNA-Einheit
untersucht und festgestellt, dass diese in beiden Féllen dulerst hoch ist. Aus den ,,Primer-
Wolken im Agarose-Gel, die nicht verbrauchte Molekiile reprédsentieren, und der
Abwesenheit von ,,Geisterbanden®, also PCR-Produkten falscher GroBe, die durch
unspezifisches Binden der Primer und folgende Amplifikation entstehen, kann aber
geschlossen werden, dass fiir die eigentliche PCR-Reaktion geniigend Primer-Molekiile
zur Verfiigung gestanden haben miissen. Selbst wenn ein gewisser Anteil der 5’ Primer an
andere in der cDNA enthaltenen Alu-Sequenzen bindet und damit abgefangen wird, so
werden diese offensichtlich nicht amplifiziert, weshalb die Primer in einem Konzentra-

tionsbereich gehalten werden, in dem sie nach wie vor in molarem Uberschuss vorliegen.

1.2. Nachweis mittels Ribonuclease Protection Assay

Zwar ist wie bereits erwédhnt die Polymerase-Kettenreaktion die sensitivste Methode zum

Nachweis von Nukleinsduren, zumal wenn sie mit einer Southern-Hybridisierung
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gekoppelt ist, dennoch kann durch Fehler vor allem bei der Auswahl der Primer und des
PCR-Programmes ein positiver Nachweis ausbleiben. Daher wurde nach erfolglosen
Optimierungsversuchen der RT-PCR ein Ribonuclease Protection Assay entwickelt. Ein
Vorteil gegeniiber der PCR Reaktion ist die Moglichkeit zum Einsatz sehr groer RNA-
Mengen, da die Hybridisierung mit der radioaktiv markierten Sonde nicht wie beim
Northern Blot auf einer Membran erfolgt, sondern in einer fliissigen Matrix stattfindet.
Damit kann die eingesetzte Menge an RNA bis auf 100 pg erhdht werden. Zum anderen
wird die mRNA direkt, ohne vorheriges Umschreiben in ¢cDNA, nachgewiesen. Die
Gefahr der cDNA-Synthese, obwohl bereits fiir die RT-PCR optimiert, liegt immer in
eventuell vorhandenen Sekundirstrukturen der RNA, die von der Reversen Transkriptase
(RT) nicht aufgelost werden konnen und damit zwangsldufig zum Abbruch des
synthetisierten Stranges fiihren. Bereits drei G-C Basenpaare reichen fiir eine Schlaufe
von 4, 5 oder 6 Nukleotiden aus. Bei A-U Basenpaaren werden zwar mehrere zum
Ausbilden einer solchen Schlaufe gebraucht, dennoch liegt ungefihr die Hélfte einer
durchschnittlichen mRNA mit gepaarten Nukleotiden vor (Onoa, 2004). Die Reverse
Transkriptase des Moloney Murine Leukemia Virus (MMLV-RT), die fiir die cDNA-
Synthese verwendet wurde, besitzt zwar eine relativ niedrige Fehler-Rate, sie arbeitet aber
bei Temperaturen iiber 42° C nicht mehr effektiv. Bei dieser Temperatur ist sie aber
andererseits kaum in der Lage, signifikante Sekundéarstrukturen aufzuschmelzen. Hohere
Temperaturen bergen dagegen immer das Risiko einer Metallionen-induzierten Hydrolyse
der RNA, so dass die cDNA-Synthese immer einen Kompromiss darstellt. Zudem konnte
gezeigt werden, dass die Effizienz der MMLV-RT, mit der gerade seltene mRNAs
umgeschrieben werden, signifikant und zwar um mehr als das Dreifache geringer ist, als
bei moderat oder hiufig exprimierten templates (Bustin, 2004). Damit konnten gerade
durch die cDNA-Synthese die wenigen Transkripte an hicp7STNFR noch weiter
dezimiert werden.

Leider konnte mit Hilfe des RPA und damit dem direkten Nachweis der mRNA aber kein
Erfolg erzielt werden. Auch hier muss nachtraglich wieder die Alu-Problematik beachtet
werden. Da die Sonde wieder das spezifische, alternative Exon 1a umfassen muss, anders
als die relativ kurzen PCR-Primer aber einen Sequenzbereich von wenigstens 70 Basen
abdeckt, kann eine hohe Ubereinstimmung mit der Alu-Sequenz nicht verhindert werden.
Die Einzelstrang-spezifischen RNasen verdauen aber bereits bei einem mismatch von

einem einzigen Basenpaar. In der Folge werden also, egal mit welcher Sonde, immer
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Fragmente auf dem Autoradiogramm erscheinen, die durch die Alu-Sequenz verursacht
sind. Zwar sollten sie deutlich kleiner sein als das Fragment, welches aus der Sonde und
dem Transkript des hicp75TNFR entsteht, trotzdem bleibt die Gefahr einer Verwechslung
bestehen, da Polyacrylamid-Gele wie das im Versuch verwendete, erst GroBen-
unterschiede von ungefahr 20 Nukleotiden auflésen konnen. Somit kann der RPA fiir den
Nachweis des hicp75TNFR nicht als optimale Methode gewertet werden.

Der entscheidende Punkt des Misserfolges ist aber wohl die deutlich geringere Sensitivitét
des RPA im Vergleich zur PCR, die selbst durch den Einsatz relativ hoher RNA-Mengen
nicht wieder kompensiert werden kann. Direkte Vergleiche der beiden Methoden weisen
fiir die RT-PCR eine Nachweisgrenze von ca. 10-100 Kopien aus, wéhrend fiir den RPA
ca. 100 000 Kopien bendtigt werden (Rottman, 2002).

1.3. Nachweis mittels quantitativer Real Time RT-PCR

Nachdem also eine Amplifikation fiir den Nachweis des hicp75STNFR erforderlich ist und
Assays fiir die quantitative Real Time RT-PCR ohnehin unabhingig von den
Bedingungen der herkdmmlichen RT-PCR neu etabliert werden miissen, sollte schlieBlich
die Moglichkeit des Nachweises in der quantitativen Real Time RT-PCR ausgeschopft
werden. Dazu wurden zwei Sets an Primern und TagMan-Sonden entwickelt, diesmal
unter Beriicksichtigung der Homologie zwischen Alu- und Exon 1a-Sequenz.

Die Verwendung einer TagMan-Sonde und damit eines dritten genspezifischen Primers
erhoht die Sensitivitit gegeniiber dem Einbau von SYBR-Green, bei dem nur die
Interkalation eines fluoreszierenden Farbstoffes in doppelstringige DNA gemessen wird,
deutlich und ersetzt zudem die nach der herkdmmlichen RT-PCR durchgefiihrte
Southern-Hybridisierung. Damit verbunden ist allerdings der Wechsel von einer
radioaktiven hin zu einer fluoreszenz-basierten Detektion. Radioaktive, vor allem mit
o**P-dNTP markierte Oligonukloetide erreichen hichste Sensitivitit und erlauben den
Nachweis von bis zu 10 fg der Ziel-DNA. Auch die Verbesserung der Filmemulsionen
sowie die Verwendung von Verstirkerfolien (intensifying screens), die den Teil der
emittierten P-Strahlung, der den Rontgenfilm ohne Anregung von Kristallen passiert,
zundchst absorbieren, dann in Form von Licht wieder abgeben und so das Signal
verstiarken, haben diese Sensitivitidt in den letzten Jahren nochmals weiter verbessert

(Osborn, 2000). Dies gilt aber ebenso fiir Fluoreszenz-basierte Systeme, denen in vielen
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Ubersichtsartikel eine dhnliche oder gleichwertige Sensitivitit bescheinigt wird, wenn sie
innerhalb der gleichen Methode (z.B. Southern-Hybridisierung) verglichen werden
(Chevrier, 1993, Sambrook, 2001, Viale, 1992). In einer Arbeit von Ryschkewitsch et al.
wurde ein direkter Vergleich zwischen einer RT-PCR/Southern-Hybridisierung und einer
auf TagMan-Sonden basierenden quantitativen Real Time RT-PCR vorgenommen und
dabei eine dquivalente Sensitivitdit beider Methoden festgestellt, bei einem
Detektionslimit von jeweils 10 Kopien (Ryschkewitsch, 2004). Bei Kopienzahlen unter
10 konnte die Real Time PCR Methode zwar zum Teil keinen Nachweis mehr erbringen,
wohingegen auf dem Autoradiogramm des Southern Blots eine schwache Bande
detektierbar war. Im vorliegenden Fall werden aber die verschiedenen Primer sowie das
unterschiedliche Protokoll als mogliche Ursache genannt. Somit kann also nicht von
vornherein von einer Unterlegenheit der Real Time PCR in puncto Sensitivitit
ausgegangen werden.

Beide entwickelten Assays wurden getestet und erkannten die mitgefiihrte Positiv-
kontrolle, eine aus hicp75TNFR-transfizierten Zellen gewonnene cDNA. Wie bereits
angedeutet ergaben sich aber mit dem nicht cDNA-spezifischen Assay (s. Abb. 7;
Assay 1) erhebliche Probleme hinsichtlich des Nachweises von genomischer DNA. Die
Gruppe um S. A. Bustin konnte zeigen, dass nach RNA-Isolierung mit dem RNeasy Kit
von Qiagen, der auch fiir die auf hicp75TNFR zu untersuchenden Proben fiir die
quantitative Real Time RT-PCR verwendet wurde und von dem die Firma behauptet, er
erlaube die Gewinnung praktisch DNA-freier Préiparationen, 20-50 % der isolierten
Nukleinsduren aus genomischer DNA bestehen (Bustin, 2002). So erklért sich auch der
deutlich positive Nachweis des hicp75STNFR in nicht DNase-verdauten Proben, der durch
eine cDNA-Synthese ohne Reverse Transkriptase (minus-RT-Kontrolle) unverdndert
hoch blieb. Demnach ist eine DNase-Behandlung vor Anwendung eines nicht cDNA-
spezifischen Assays unabdingbar, birgt aber durch die zusitzlichen Schritte wieder die
Gefahr der RNA-Degradierung. Ausserdem muss die vollige Inaktivierung der DNase vor
der RT-PCR sicher gestellt werden, da sonst das in der Reaktion entstehende PCR-
Produkt sofort wieder durch das verbliebene Enzym verdaut wiirde. Dariiber hinaus
riskiert man bei niedrig konzentrierten Proben, die nicht ohne weiteres neu gewonnen
werden konnen, immer den Verlust wertvollen Materials. Nachdem der cDNA-
spezifische Assay 2 die Positivkontrolle ebenso gut erkannte wie Assay 1 wurde in der

Folge praktisch ausschlieBlich mit ersterem gearbeitet.
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Trotz zahlreicher untersuchter Proben blieb aber ein positiver Nachweis in der
quantitativen Real Time RT-PCR aus. Eine Untersuchung der Primer- und Sonden-
Sequenz auf bekannte Single Nukleotide Polymorphisms (SNPs) lieferte keine dieser
Mutationen im Bereich der Bindungsstellen. Somit konnte ausgeschlossen werden, dass
zwar die Positivkontrolle erkannt wird, der Assay aber fiir endogenen hicp7STNFR nicht
funktionsféhig ist.

Nachdem sich auch in der quantitativen RT-PCR so enorme Schwierigkeiten beim
Nachweis ergeben hatten, wurde zur Sicherheit noch ein dritter Assay entworfen, der in
der Lage der Primer vollstandig mit Assay 2 tibereinstimmt, bei dem die Sonde aber nicht
iiber der Exon-Grenze (Exon 1a/ Exon 2) liegt, sondern sich komplett in Exon 2 befindet.
Die negativen Ergebnisse in der Real Time RT-PCR blieben aber unveridndert.

Da fiir die Normalisierung der hicp75TNFR-Transkriptmenge ribosomale 18S RNA als
Referenz-Gen verwendet werden sollte, musste die cDNA-Synthese von einer
spezifischen auf eine durch random-Hexamere initiierte Reaktion umgestellt werden.
Dadurch sollte aber die Qualitit der cDNA, auch im Hinblick auf die enthaltenen

5’ Enden unverindert hoch sein.

2. Funktioneller knock down des hicp7STNFR mittels RNAI

Das spezifische Ausschalten bestimmter zelluldrer Strukturen und die Beobachtung eines
eventuell damit verbundenen Phénotyps, ist in vielen Féllen ein wichtiger Schritt in der
Charakterisierung von neu entdeckten Proteinen und tridgt oftmals zur Zuweisung
distinkter Funktionen bei. Dies hitte auch beim hicp7STNFR den entscheidenden
Hinweis auf seine biologische Relevanz erbringen konnen, weshalb gerade dieser
funktionelle knock down des Rezeptors als essenziell wichtiges Experiment gewertet
werden konnte.

Bereits seit tiber 30 Jahren ist bekannt, dass lange doppelstraingige RNA (dsRNA) in
Saugerzellen das angeborene Immunsystem stimuliert und unter anderem antivirale,
Interferon-abhingige Mechanismen auslost (Hannon, 2004). In der Folge kommt es zur
Aktivierung dsRNA-abhédngiger Proteinkinasen (PKR), die eine Sequenz-unabhéngige
Zerstorung von RNAs und damit verbunden eine generalisierte Suppression von
Proteinbiosynthese auslosen (Williams, 1997). Nachdem man heraus gefunden hatte, dass

dsRNAs aber auch eine genspezifische Antwort ausldosen konnen (Hannon, 2002), wurde
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versucht, die Immunantwort weg von dem unspezifischen Abwehrmechanismus hin zur
spezifischen RNA-Interferenz (RNA1) zu verschieben. Als sich dSRNAs als hédufig nicht
sehr effektiv in dieser Hinsicht erwiesen und ab einer Lénge von ca. 30 bp eben
zwangsldufig den antiviralen Interferon-pathway induzieren (Elbashir, 2001), kamen die
sogenannten short interfering RNAs (siRNAs) zum Einsatz, die im Hinblick auf die
spezifische mRNA Degradierung wesentlich potenter sind. Mit der Entschliisselung des
intrazelluldiren Mechanismus, der der RNA-Interferenz zu Grunde liegt, hatte sich
herausgestellt, dass ldngere Stlicke an doppelstrangiger RNA im Cytoplasma von der zur
RNase III-Familie gehorenden Nuklease Dicer, ohnehin in kleinere Stiicke von ungeféhr
22 Nukleotiden prozessiert werden. Diese eben als siRNAs bezeichneten Stiicke werden
wiederum in den RNA-induzierten silencing-Komplex RISC aufgenommen, wodurch
komplementire mRNA erkannt und daraufhin degradiert wird (Hammond, 2000, Zamore,
2000). In den meisten Organismen gibt es auch endogene Strukturen, die die RNAi-
Kaskade auslosen konnen. Es handelt sich um sogenannte microRNAs (miRNAs), die im
Nukleus ausgehend von nicht kodierenden RNAs zunéchst als lange Primértranskripte
entstehen (pre-miRNAs) und sich auf Grund ihrer Struktur an manchen Stellen zu einer
meist nicht ganz perfekt gepaarten Haarnadelschlaufe (hairpin loop) falten. Diese loop-
Strukturen werden noch im Kern von einer weiteren zur RNase III-Familie gehdrenden
Nuklease namens Drosha von der restlichen Sequenz abgeschnitten und ins Cytoplasma
ausgeschleust, wo sie als doppelstringige RNAs wieder erst von Dicer geschnitten und
dann in den RSIC-Komplex aufgenommen werden (Lund, 2004). Eben diesen endogenen
Mechanismus, der bei Pflanzen genauso zu finden ist wie in tierischen Organismen,
nahmen sich gleich mehrere Wissenschaftler zum Vorbild, um ausgehend von Vektoren,
die einen RNA-Polymerase II oder III Promotor enthalten, direkt in der Zelle solche
Haarnadelstrukturen, short hairpin RNAs (shRNAs), zu synthetisieren (Brummelkamp,
2002, Paddison, 2004, Rubinson, 2003, Zeng, 2002). Dabei ist die Art des Vektors relativ
frei wihlbar und so kann durch die Verwendung proviraler Vektoren die entsprechende
shRNA bzw. deren Vorstufe auch iiber retro- oder sogar lentiviralen Gentransfer in die
Zielzellen gebracht werden. Dies ist besonders wichtig, wenn es sich dabei um
Primérzellen handelt, die mit herkdmmlichen Transfektionsmethoden nicht transfizierbar
sind und damit auch keine chemisch synthetisierten siRNAs aufnehmen wiirden. Um die
Option des viralen Gentransfers offen zu halten, vor allem im Hinblick auf die

Untersuchung von primédren Monozyten bzw. Makrophagen, die der Hypothese zu Folge

112



Diskussion

Haupttrager des icp75STNFR sein konnten, wurde in der vorliegenden Arbeit diese
Vektor-gestiitzte shRNA-Methode verwendet. Allerdings zundchst nicht mit einem
proviralen Vektor, sondern mit einem neu klonierten, auf dem pSUPER-Vektor
basierenden Plasmid, liber das die Selektion transfizierter Zellen ermdglicht wurde
(s. Abb. 9).

Weit wichtiger als das Plasmid selbst ist aber die Auswahl einer geeigneten, zur Ziel-
mRNA komplementéren Sequenz, die die gezielte RNA-Interferenz auslost und im Falle
der pSUPER-basierten Methode 19 Basenpaare umfassen muss. Idealerweise sollte sie ca.
100 bp in 3° Richtung vom Startpunkt der Transkription entfernt sein. Um eine
Diskriminierung gegeniiber dem hp75TNFR zu erzielen, blieb fiir die Wahl des 19 bp-
Oligonukleotides auch hier wieder ausschlieBlich Exon la, welches aber nur aus 81 bp
besteht. Damit konnte diese Regel im Falle des hicp75STNFR nicht eingehalten werden.
Dariiber hinaus mufite zusitzlich eine mdoglichst gute Abgrenzung zum Alu-Element
erreicht werden, weshalb der Bereich, der um die 7 bp Deletion liegt, gewéhlt wurde,
denn Unterschiede in nur einzelnen Nukleotiden reichen fiir eine moglichst hohe
Spezifitit der resultierenden shRNA nicht aus. Weil die 19 bp-umfassende Sequenz in der
mRNA am 5’ Ende von zwei Adeninen flankiert werden muss, blieben fiir ihre Auswahl
praktisch kaum alternative Moglichkeiten. Die Bedingung zweier flankierender
Thymidine am 3’ Ende, die zwar weit weniger entscheidend ist, als die flankierenden
Adenine, aber einen besseren Erfolg des gewihlten Olignukloetides gewihrleisten, konnte
durch die vorgegebenen Einschrankungen nicht erfiillt werden. Des weiteren muss darauf
geachtet werden, dass die Sequenz keine vier aufeinander folgenden Adenine oder
Thymidine aufweist, weil dies zu einer vorzeitigen Termination des Transkriptes und
damit der shRNA fiihren wiirde.

Eventuell war die zwangsldufige Missachtung einiger der vorgegebenen Regeln schon
ausschlaggebend fiir den Misserfolg der konstruierten sShRNA.

Da die Menge an siRNAs, die es braucht, um eine Reduktion des mRNA-Niveaus auf
50 % zu erreichen, mit 500 pM relativ niedrig angegeben wird und die L929-Zellen stabil
mit dem pSUPERneu Vektoren transfiziert wurden, scheint eine zu geringe intrazelluldre
Konzentration an shRNA als Ursache kaum wahrscheinlich.

Hinsichtlich der RNA-Polymerase Promotoren gibt es mittlerweile eine Tendenz hin zur
Verwendung des RNA Polymerase III U6 Promotors, fiir den in pSUPER verwendeten

H1 Promotor zeigte sich aber in parallel durchgefiihrten Experimenten eine gleichwertige
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Effizienz (Paddison, 2004). Auch die Verwendung eines anderen Promotors hitte also am
Ergebnis der durchgefiihrten RN A-Interferenz nichts geéndert.

Vergleichende Studien mit shRNAs unterschiedlicher Liange (19 vs. 29 bp) weisen der
lingeren Variante einen deutlich groBeren Erfolg zu. Da aber auch hier dieselben
Einschridnkungen bei der Sequenz-Auswahl gelten, ist es mehr als fraglich, ob auf diese
Weise ein Erfolg im Falle des hicp75TNFR hitte erzielt werden konnen (Mittal, 2004).
Durch immer genauere Einblicke in die Mechanistik der RNA-Interferenz kristallisiert
sich heraus, dass die Aufnahme des richtigen, also des in antisense zur Ziel-mRNA
orientierten, Stranges der shRNA in den RISC-Komplex, einen zentralen Punkt darstellt.
Nur so kann spezifisch die Ziel-mRNA komplementéir an den RISC-Komplex gebunden
und damit degradiert werden. Durch Verwendung verschiedenster siRNAs und
strukturellem Vergleich derjenigen, die besonders potent ihr jeweiliges target erkannten
und damit ausschalteten, fand man heraus, dass immer der Strang der shRNA ausgewdhlt
wird, dessen 5’ Ende thermodynamisch instabiler, also weniger stark an seinen
Gegenstrang gepaart ist (Schwarz, 2003). Auf diese Weise ldsst sich relativ gut die
Aufnahme des antisense-Stranges in den RISC-Komplex und damit der Erfolg der
ausgewdhlten Sequenz steuern. Diese funktionelle Asymmetrie der beiden RNA-Strénge
(sense und antisense) findet man auch bei den endogenen miRNAs wieder, weshalb sie
auch auf das Design von shRNAs anwendbar ist. Im Falle des spezifischen Konstruktes
fiir den hicp75TNFR ist das 5’ Ende des antisense Stranges liber G/C an den Gegenstrang
gepaart, das 5’ Ende des sense Stranges dagegen iliber A/T, wodurch diese Bindung
deutlich thermodynamisch instabiler ist. Dies wiirde aber in einer Priaferenz des sense
Stranges resultieren und konnte damit den Misserfolg des ausgewihlten Oligonukleotides
weiter begriinden.

In Bezug auf den GC-Gehalt der Sequenz, fiir den zum Teil < 50 % gefordert wird, und
die Entfernung vom Startkodon, die laut anderer Publikationen mehr als 75 Nukleotide
betragen soll und damit geringer angegeben ist, als bei der pSUPER-Methode, gibt es
noch weitere abweichende Auffassungen (Mittal, 2004), die aber, zumindest was die
Entfernung vom ATG betrifft, beim hicp7STNFR nicht eingehalten werden konnen, will
man die spezifische Unterscheidung von der Alu-Sequenz nicht aufgeben.

Da zusitzlich der Nachweis des endogenen Transkriptes ohnehin nicht stabil gelungen

war, wurde die Strategie der RNA-Interferenz nicht weiter verfolgt.
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3. Die Rolle von Alu-Elementen in der Entstehung neuer
Gene

Alu-Elemente gehoren mit einer geschitzten Kopienzahl von 500 000 bis 1 Million zu
den am hiufigst vorkommenden repetitiven DNA Einheiten des menschlichen Genoms
und reprisentieren ca. 10 % der humanen nukledren DNA (Batzer, 1990). Sie weisen
immer eine Linge von ca. 300 Basenpaaren auf und zdhlen damit zu den sogenannten
short interspersed repeats (SINE). Auf Grund des groBen Erfolges mit dem sich Alu-
Elemente iiber die Jahrmillionen im Genom von Primaten durch einen als
Retrotransposition bezeichneten Mechanismus kopiert und verankert haben, herrscht eine
angeregte Diskussion dariiber, ob es sich bei Alu-SINEs um eine intrazelluldre Plage
handelt, der sich der Organismus nicht erwehren kann, oder ob sie wegen ihrer
gelegentlich positiven Effekte auf die Evolution toleriert werden (Batzer, 2002). Tatsache
ist, dass Alu-Elemente zwar vermehrt in genreichen Strukturen zu finden sind, dort aber
seltener in Protein-kodierenden Bereichen, sondern vor allem zwischen einzelnen Genen,
in Introns und in 5’ sowie 3’ untranslatierten Regionen (Bailey, 1993). Diese
Unterreprisentation in Protein-kodierenden Exonen ist sehr wahrscheinlich die Folge
eines starken Selektionsdruckes, da eine Verdnderung bzw. Zerstérung wichtiger Proteine
einen klareren evolutiven Nachteil mit sich bringen wiirde. Dennoch berichtet eine 2001
durchgefiihrte Studie, dass sich in 4 % aller humaner Gene repetitive Einheiten in den
Protein-kodierenden Bereichen befinden und dass ein Drittel davon Alu-Elemente sind
(Nekrutenko, 2001). Unter der Annahme von ca. 30 000 Genen im humanen Genom
sollten also rund 400 von ihnen Alu-Elemente in den Protein-kodierenden Bereichen
enthalten (Sorek, 2002). Diese Insertionen zeichnen dann auch in einigen Féllen fiir
genetisch bedingte Erkrankungen, wie beispielsweise dem Alport Syndrom, bei dem ein
fir Kollagen Typ IV kodierendes Gen betroffen ist (Knebelmann, 1995), oder der
Zerstorung des richtigen Leserasters von Faktor IX, die mit Himophilie B assoziiert ist
(Vidaud, 1993), verantwortlich. Es gibt aber auch seltene Berichte in denen Alu-Elemente
tatsdchlich positive Funktionen tibernommen bzw. bestehende Funktionen ergidnzt haben.
Nur die alternative Spleissvariante des Bcl-rambo B Proteins, die ein zum Teil aus Alu-
Sequenz bestehendes Exon beinhaltet, vermittelt zum Beispiel Etoposid- und Taxol-
induzierten Zelltod (Y1, 2003). Auch fiir den humanen decay-acceleration Faktor (DAF)
ist eine alternative Spleissvariante beschrieben, die ein Alu-SINE enthilt, und sich vom

herkdmmlichen DAF durch einen hydrophilen C-Terminus unterscheidet. Dadurch wird

115



Diskussion

die Migration des Faktors in die Zellmembran verhindert und es kommt auf diese Weise
zu einer anderen Lokalisierung des Proteins (Caras, 1987). Entscheidend fiir alle diese
Fille, in denen sich Alu-enthaltende Exone entweder als indifferent oder sogar als
vorteilhaft zeigen, scheint die Tatsache zu sein, dass es sich stets um alternativ
verwendete Exone handelt und somit das urspriingliche Protein erhalten bleibt. In der Tat
konnten Rotem Sorek und Kollegen zeigen, dass sich mehr als 5 % aller alternativ
gespleisster Exone von Alu-Elementen ableiten und dass die meisten, wenn nicht alle
Alu-enthaltenden Exone eben alternativ gespleisst werden (Sorek, 2002). Zudem konnten
sie fur die meisten der Alu-Spleissvarianten zeigen, dass sie nur in ca. einem Fiinftel aller
mRNA-Transkripte eines Gens zu finden sind und damit eher moderat bis sehr schwach
exprimiert werden. Es muss also auch hier ein hoher Selektionsdruck existieren, der
verhindert, dass ein alternatives, Alu-enthaltendes Exon in ein konstitutives umgewandelt
wird und dadurch die herkdémmliche und funktionelle Variante des Proteins zerstort. Fiir
die Umwandlung eines stillen oder alternativ gespleissten Alu-Elementes in ein
konstitutives bedarf es aber in vielen Fillen nur einer einzigen Punktmutation. Beim
bereits erwdhnten Alport Syndrom fiihrte beispielweise eine Punktmutation in Intron 5
des COL4A3-Gens dazu, dass ein bis dato stilles Alu-Element konstitutiv gespleisst wird
und damit die entsprechende Erkrankung auslost. Gerade das relativ hdufige Auftreten
von Punktmutationen und damit die potentielle Entstehung neuer Spleiss-sites kann den
Umfang der Alu-Exonisierungen gut erkliren. Den Daten von Sorek und Kollegen
zufolge sind es dann auch Alu-Elemente der Subfamilie J und damit der dltesten aller fiinf
Subfamilien, die durch Anhdufung von Mutationen nur noch zu 86 % mit ihrer
Ursprungssequenz iibereinstimmen und verglichen mit ihrer Verteilung im Genom
iibermdfig oft exonisiert wurden. Damit konnte die Héufigkeit, mit der gerade éltere Alu-
Sequenzen in Exonen auftauchen, darin begriindet sein, dass im Laufe der Zeit eben die
erforderlichen Substitutionen haben statt finden konnen.

In Bezug auf die Bedeutung des humanen icp75TNFR kann nur spekuliert werden. Die
von Silke Singer beschriebenen schrittweisen Mutationen, die zur Exonisierung des Alu-
Elementes gefiihrt haben, konnen leicht einen gerichteten Prozess vermuten lassen
(Singer, 2004). Die Literatur iiber Alu-enthaltende Exone legt aber auch den Schluss
nahe, dass solche Exone toleriert werden, solange die herkoémmliche Variante des
Proteins, in unserem Fall der p75TNFR, unbeeinflusst bleibt. Da das dem hicp75TNFR

zugrunde liegende Alu-Element der Familie Jo zugerechnet wird, zeigen sich auch hier
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zahlreiche Mutationen und Deletionen gegeniiber der Konsensus-Sequenz, die durchaus
auch zufillig in der Form entstanden sein konnen. Die reduzierte Haufigkeit mit der die
Alu-Varianten in der Gesamtmenge der Transkripte reprisentiert sind, zeigt sich im Falle
des hicp75TNFR besonders deutlich. Hinzu kommt, dass es sich in diesem Fall ja nicht
unbedingt um alternative Spleissvarianten handelt, denn fiir den hicp75STNFR muss in
jedem Falle Transkriptionsstart II (TS II) verwendet werden, wohingegen fiir den
hp75TNFR auch Transkriptionsstart I (TS I) genutzt werden kann und wird. Die
Transkriptmenge fiir hicp7STNFR héngt also primédr gar nicht vom Vorgang des
Spleissens, sondern vielmehr von der Verwendung des entsprechenden Transkriptions-
startpunktes ab. Mdglich ist daher natiirlich auch, dass das Szenario, in dem die Zelle von
TS I auf TS II umschaltet, von uns nicht erfasst wurde. So ist fiir den insulin-like growth
Faktor I (IGF-I) in der Maus bekannt, dass zwei unterschiedliche Promotoren existieren,
von denen einer die Verwendung von Exon 1 und der andere die von Exon 2 initiiert, die
beide fiir unterschiedliche Leader-Sequenzen kodieren und der mRNA verschiedene 5’
UTRs anfiigen. Die Spezifitit mit der solche Varianten in den diversen Zellen
vorkommen koénnen, zeigt sich in diesem Beispiel darin, dass in Makrophagen
ausschlieBlich eines der beiden moglichen Transkripte, ndmlich dasjenige, welches Exon
1 enthélt, zu finden ist (Adamo, 1991, Arkins, 1993). So kann eine sehr spezifische
Regulierung durch die Wahl der experimentellen Vorgehensweise auch im Verborgenen
bleiben.

Als biologische Relevanz des hicp75STNFR bleibt die Moglichkeit eines intrazelluldren
Speichers an funktionellem p75TNFR, in dem préaformiertes Rezeptorprotein in Form des
icp7STNFR von der Membran zuriickgehalten und damit proteolytischen Prozessen
(Rezeptor-shedding) entzogen wird. Dies wurde bereits von Christoph Scheriibl in seiner
Dissertation zur Charakterisierung des humanen icp75TNFR diskutiert (Scheriibl, 2004)
und scheint durchaus plausibel, da durch verschiedene Stimuli die Zellmembran
vorlibergehend an TNF-Rezeptoren verarmt und durch ein intrazelluldres Depot der
Grundzustand schneller wieder hergestellt werden konnte. Ein dhnlicher Mechanismus ist
fiir den pS5TNFR bekannt (Wang, 2003).

Alle diese moglichen Funktionen setzen aber die Expression deutlicher Proteinmenge an
hicp75TNFR voraus, was mit der gemessen Transkriptmenge kaum in Einklang zu

bringen ist.
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In letzter Konsequenz wird sich eine neue, fiir den hicp75TNFR spezifische Funktion,

vielleicht erst in den nichsten Jahrmillionen der Evolution manifestieren.

4. Nachweis des icp7STNFR in der Maus

Nachdem der Zugriff auf Informationen des murinen und humanen Genoms in immer
groBBerem Umfang moglich ist, zeigen Sequenzvergleiche, dass wohl fast 99 % der Gene
in der Maus Homologien zum Menschen aufweisen und umgekehrt (Waterston, 2002).
Circa 74 % der konstitutiv und 61 % der alternativ gespleissten Gene sind einer anderen
Studie zufolge in der Maus konserviert (Thanaraj, 2003). Mihaela Zavolan und Kollegen
fanden schliefllich heraus, dass interessanterweise bei rund der Hilfte aller in ihrer Studie
untersuchten Spleissvarianten der Maus alternative Transkriptionsstart- bzw. -endpunkte
zur alternativen Verwendung von initialen bzw. terminalen Exonen und damit zur
Entstehung neuer Proteinvarianten fithren (Zavolan, 2003). All das bestitigt sich am
Beispiel des icp75TNFR, der speziesiibergreifend im humanen und im Maus-System
gefunden wurde, und unterstreicht noch einmal die Wahrscheinlichkeit einer wichtigen
biologischen Funktion.

Da fiir den icp75TNFR sowohl die Mboglichkeit einer parallel zum p75TNFR
verlaufenden, als auch einer gegenldufigen Regulation besteht, wurden in der quanti-
tativen Real Time RT-PCR beide Isoformen untersucht. Nachdem sich mittlerweile ganz
klar herausgestellt hat, dass die klassischen housekeeping-Gene B-Actin und GAPDH
unter verschiedensten Bedingungen signifikant reguliert werden (Bustin, 2002), wurde
ribosomale 18S RNA (18S rRNA) als Referenzgen fiir die Quantifizierung verwendet, fiir
die bis dato weder eine regulierte Expression noch interindividuelle Schwankungen
berichtet wurden. Da ribosomale RNA nicht iiber einen Poly-A"-Schwanz verfiigt, muss
die cDNA-Synthese mit random-Hexameren initiiert werden. Da diese an mehreren
Stellen eines Transkriptes die Reverse Transkription anstoB3en, entsteht pro RNA-Molekiil
in der Regel mehr als nur ein cDNA-Transkript, weshalb diese Methode zu den hochsten
cDNA-Ausbeuten fiihrt. Ein Verlust schwach exprimierter mRNAs muss also nicht
befiirchtet werden.

Der Nachweis des icp75STNFR in der Maus gelang vergleichsweise leichter und stabiler in
der herkdmmlichen RT-PCR, blieb allerdings zunichst auf die monozytiren Tumor-

Zelllinien RAW 264.7 und PU5-1.8 beschriankt. Dabei darf nicht auBBer Acht gelassen
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werden, dass zumindest fiir PU5-1.8 im Endeffekt 20 ul cDNA pro 50 ul PCR Reaktion
eingesetzt werden mussten, was umgerechnet der Verwendung von cDNA aus ca.
200 000 Zellen entspricht. Bei einer Detektion an der Nachweisgrenze, die bei der RT-
PCR/Southern-Methodik bei 5-10 Kopien je Reaktion liegt, bedeutet dies trotz des
positiven Nachweises eine extrem geringe Expression des micp75TNFR in der
entsprechenden Zelllinie. Hierin konnte auch die vergleichsweise schlechtere Sensitivitit
der TagMan-PCR begriindet sein, bei der mit einem Gesamtvolumen der PCR-Reaktion
von 20 pl bei weitem nicht die in der herkdmmlichen RT-PCR eingesetzten cDNA-
Mengen verwendet wurden. Die hohe Empfindlichkeit der RT-PCR-/Southern-Methode
bestitigt sich auch noch einmal in der Tatsache, dass ein Transkript nachgewiesen werden
konnte, das sowohl Exon 1, als auch die alternative 5° UTR noch enthielt, bei dem es sich
also auf Grund des noch unvollstindigen Spleissvorganges um eine Kernverunreinigung
handeln muss.

Anhand des Nachweises von micp75TNFR-mRNA ldsst sich trotz vorhandener
Sensitivitit, einzelne Transkripte zu detektieren, sehr gut verdeutlichen, dass die
quanitative Real Time RT-PCR, wie wohl auch vergleichbare Methoden, an der
Nachweisgrenze keine quantitativen Ergebnisse mehr liefern kann (Bustin, 2004). Beim
Vergleich der Triplikate einer PCR-Reaktion zeigen sich massive Schwankungen der
gemessenen Ct-Werte, die teilweise flir ein und dieselbe cDNA eine Regulation um das 8-
fache ergeben. Diese Beobachtung ldsst sich mit dem sogenannten ,,Monte Carlo* Effekt
erkldren, der die Limitierung der PCR-Amplifikation beschreibt, templates die liber einen
gewissen Grenzwert hinaus verdiinnt vorliegen, in der richtigen Menge im Endprodukt zu
reprasentieren. Dieses Phdnomen griindet sich in der Tatsache, dass fiir jedes Transkript
eine gewisse Wahrscheinlichkeit besteht, mit der es amplifiziert wird oder in der Reaktion
verloren geht. Treten dadurch verursachte Unterschiede der Amplifikation in einer frithen
Phase der PCR-Reaktion auf, resultiert daraus eine erhebliche Variation in der
Konzentration des Endproduktes. Eine mogliche Erkldarung ist das Binden der Primer an
die Matrize, das in jedem PCR-Zyklus als ein zufilliger Vorgang betrachtet werden muss.
Geringste Unterschiede darin, ob sich die Primer anlagern konnten oder nicht, resultieren
in erheblichen Variationen der Amplifikations-Effizienz (Karrer, 1995). Verdeutlicht wird
dies dariiber hinaus in der Tatsache, dass eine Verdopplung des cDNA-Volumens in

vielen Fillen keinen um 1 verringerten Ct-Wert beim Nachweis des hicp75STNFR ergab.

119



Diskussion

Demnach kann auf Grund der geringen Expression nicht davon ausgegangen werden, dass
sich mit dem Volumen zwangsldufig auch die Anzahl der Transkripte verdoppelt.

Anhand der Untersuchung von C57BL/6-Midusen im D-Galaktosamin (DGalN)/LPS
induzierten Hepatotoxizitits-Test ldsst sich erkennen, dass eine Regulation des
icp75STNFR wohl kaum mit der des mp75TNFR einhergeht. Durch die alleinige Gabe von
LPS steigt die Transkriptmenge fiir mp75TNFR bis auf das Fiinffache des Ursprungs-
niveaus an (s. Abb. 20), trotzdem kann die mRNA fiir micp75TNFR nicht nachgewiesen
werden. Die zundchst vermutete spezifische Expression von micp75TNFR nach
kombinierter Gabe von DGalN und LPS (s. Abb. 15) erweist sich bei genauerer
Betrachtung der Methode als Trugschluss. Um in den Hepatozyten iiber LPS und in der
Folge TNF Hepatotoxizitit und damit Zelltod induzieren zu konnen, braucht es eine
transkriptionelle Blockade der entsprechenden Zellen (Leist, 1994), weil sonst iiber die
Aktivierung von NF-xB die Transkription von anti-apoptotischen Schutz-Genen initiiert
wiirde (Schumann, 1999). Dies bestitigt sich in Mausmodellen, die gendefizient fiir RelA
oder andere entscheidende Komponenten des TNF-induzierten NF-kB-Signalweges sind
und auf Grund dieser Deletionen bereits im Embryonalstadium oder kurz nach der Geburt
an fulminantem TNF-abhingigem Leberversagen sterben (Beg, 1995, Bonnard, 2000,
Rudolph, 2000). Somit ergibt sich fir die {ber den pS5TNFR induzierte
Signaltransduktion in vivo und in vitro eine Dominanz der NF-kB-Aktivierung iiber die
Induktion von Zelltod, die nur durch entsprechende Inhibierung aufgebrochen werden
kann. Die erforderliche transkriptionelle Blockade wird iiber die Gabe von DGalN
induziert und besteht praktisch unmittelbar ab dem Zeitpunkt der Injektion (Leist, 1995).
Die Spezifitit fiir Hepatozyten resultiert dabei aus der Verstoffwechslung der Substanz in
den Zellen der Leber und eine dadurch verursachte, selektive Depletion der Uridin-
Nukleotide vor Ort (Bradham, 1998). Die dadurch verursachte Inhibition der
Transkription ldsst sich am Beispiel der mp75TNFR-Expression verdeutlichen, die wie
bereits erwdhnt durch alleinige Gabe von LPS auf das Fiinffache ansteigt, durch die
zusitzliche transkriptionelle Blockade des DGalN aber im Vergleich zum
Ausgangsniveau (PBS-behandelte Maus) praktisch unverdndert bleibt (s. Abb. 20).
Deshalb kann konsequenterweise nicht von einer spezifischen Expression des
micp75TNFR im TNF-induzierten Hepatotoxizitits-Modell gesprochen werden. Warum
reproduzierbar immer nur in der DGalN/LPS behandelten Maus der Nachweis des

micp75TNFR gelang bleibt spekulativ. Eventuell kommt es durch die massive Zerstorung
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der Hepatozyten und damit der ganzen Leber zur Detektion von Transkripten, die
ansonsten dem Nachweis entgehen wiirden. Versuche aus unserer Arbeitsgruppe mit
hicp75TNFR-transgenen Méusen im DGalN/LPS induzierten Hepatotoxizitits-Test,
zeigten jedenfalls keinen Vorteil der transgenen gegeniiber den Wildtyp-Tieren
(unveroffentlichte Daten).

Bei den primdren CD8" T-Zellen ist wohl der Zeitpunkt der anti-CD3/anti-CD28-
Stimulierung fiir die Regulation auf RNA-Ebene zu spit gewéhlt. Edward Kim konnte in
einer Stimulierungs-Kinetik zeigen, dass die maximale Expression an mp75TNFR auf
Proteinebene erst nach 48 h auf der Zellmembran detektiert werden kann, und das obwohl
zu diesem Zeitpunkt schon vermehrt die proteolytische Abspaltung des Rezeptors und
damit die Prozessierung in seine losliche Form statt gefunden hat (Kim, 2001). Die
Regulation auf RNA-Ebene scheint zu diesem Zeitpunkt aber bereits abgeschlossen zu
sein. Ein positiver Nachweis des micp75TNFR gelang in diesem Szenario aber ohnehin
nur in den unstimulierten CD8" T-Zellen der p7STNFR-gendefizienten Miuse, bei denen
Exon 1 durch Insertion einer Neomycin-Kassette zerstort wurde (Erickson, 1994).
Demnach kann sehr wohl ein Transkript generiert werden, das an Stelle von Exon 1 eine
alternative 5 UTR verwendet. Dies konnte als Versuch der Zelle gedeutet werden, den
Verlust eines funktionellen Rezeptors zu kompensieren, erscheint aber unter Betrachtung

der nicht mehr vorhandenen Fihigkeit zur Ligandbindung wenig plausibel.

5. Charakterisierung des micp7STNFR

In der Immunprézipitation kann man relativ gut den Unterschied beider mp75TNFR-
Isoformen hinsichtlich ihres Molekulargewichtes erkennen (s. Abb. 23). Die beim
micp75TNFR fehlenden 26 Aminosduren aus Exon 2 spiegeln sich im SDS-PAGE in
einer Differenz von ca. 20 kDa wider. Zwar liegt der errechnete Wert fiir die fehlende
Aminosiure-Sequenz bei nur 6,2 kDa, durch Anderungen in der Struktur des Proteins
oder eine eventuell verdnderte Glykosylierung, konnen aber leicht grofere als die
kalkulierten Unterschiede verursacht werden. So betrigt das errechnete Molekulargewicht
fiir die 439 Aminosduren des p75TNFR auch nur 45 kDa, im SDS-PAGE zeigt sich aber
ein apparentes Molekulargewicht von 75 kDa, woher ja auch der Name des Rezeptors
rihrt. Diese Diskrepanz kann nicht allein durch die Glykosylierung des Proteins

verursacht sein, denn durch Entfernung der Zucker reduziert sich das Gewicht nur um
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4 kDa. Man erklart sich die Beobachtung vielmehr mit einer speziellen Tertidrstruktur des
reduzierten Proteins, die durch das verwendete SDS und die Bedingungen im PAGE-Gel
verursacht wird (Kohno, 1990). Bei der zweiten, deutlich kleineren Bande des
mp75TNFR, handelt es sich vermutlich um eine noch nicht vollstindig glykosylierte
Vorstufe des Proteins, die auf Grund der verdnderten Struktur ein anderes Laufverhalten

aufweist.

In der Fluoreszenzmikroskopie zeigt sich das gleiche Bild wie schon im
Humansystem. Wihrend fiir den mp75TNFR eine deutliche Membranfarbung zu
erkennen ist, verbleibt der micp75TNFR praktisch ausschlieBlich intrazelluldr in einem

perinukledren Bereich, bei dem es sich sehr wahrscheinlich um den Golgi-Apparat

handelt (s. Abb. 24).

Weil schon beim humanen icp75TNFR gezeigt werden konnte, dass mit der
wesentlich  sensitiveren Methode der Durchflusszytometrie trotz  dhnlicher
mikroskopischer Aufnahmen, eine gewisse Membranexpression detektierbar war
(Schertibl, 2005), wurde diese Untersuchung auch beim micp75TNFR durchgefiihrt, mit
gleichem Resultat. Auch in der Maus kann die als intrazelluldr bezeichnete Variante zu
einem gewissen Teil auf der Oberfldche transduzierter Zellen nachgewiesen werden
(s. Abb. 25). Zwar fehlt ihr mit Exon 1 das Signalpeptid, das den p75TNFR direkt auf die
Zellmembran bringt, aber auch fiir andere Proteine, darunter Beispiele aus der Gruppe der
TNF-Rezeptoren, denen eine solche leader Sequenz fehlt, ist eine membranstindige
Expression beschrieben worden. Diese verlduft zwar nicht in einem aktiven, gerichteten
Prozess, das Protein kann aber iiber die vorhandene Transmembrandomine in der
Plasmamembran verankert werden (Bodmer, 2002). Der qualitative Unterschied im
Transport der jeweiligen Isoform zur Membran manifestiert sich folgerichtig in der
Quantitét in der einerseits der mp75- und andererseits der micp75TNFR auf der Membran
bzw. im Zytoplasma der Zelle detektierbar ist.

Zwar konnte die Prozessierung des micp75TNFR in seine losliche Form auf Grund
methodischer Unzuldnglichkeiten nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden, aber durch die
zumindest teilweise membranstindige Lokalisierung des Rezeptors ist die Moglichkeit
zur proteolytischen Abspaltung dieser Membranfraktion mehr als wahrscheinlich. Fiir die

zur ADAM-Familie gehorende Metalloprotease TACE ist zum einen bekannt, dass sie in
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grolem Umfang fiir die Abspaltung des mp75TNFR von der Zellmembran verantwortlich
ist, zum anderen kennt man mittlerweile die fiir das Enzym entscheidende Doméne um
Valin 114, in der das Ziel-Protein geschnitten wird (Hooper, 1997). Da beide
mp75TNFR-Isoformen in diesem Bereich vollkommen identisch sind und ein Teil des
micp75TNFR durch die Lokalisierung auf der Membran fiir TACE zugénglich gemacht
wird, wire die Existenz eines l6slichen micp75TNFR nur logische Konsequenz, wenn
auch das Ausmal3 der Prozessierung auf Grund der hohen intrazelluliren Retention
deutlich geringer sein diirfte als fiir den mp75TNFR. Daher konnte bei einem fehlenden
Effekt des Uberstandes von micp75TNFR-transduzierten Zellen im TNF-induzierten
Zytotoxizitats-Hemmtest (s. Abb. 27) nicht per se von verlorengegangener Ligandbin-
dung oder fehlendem shedding-Mechanismus ausgegangen werden, sondern musste auch
die vermutlich deutlich geringere Konzentration an 16slichem Rezeptor als Ursache in

Erwégung gezogen werden.

Um die Rolle des intrazellulir und membranstindig exprimierten Anteils an
micp75TNFR in Bezug auf TNF-vermittelte Zytotoxizitit zu untersuchen, wurde der Test
an Stelle des konditioniertem Mediums noch einmal mit micp- bzw. mp75TNFR
transduzierten Zellen im Vergleich zu einer nur EYFP-produzierenden Kontrollzelllinie
durchgefiihrt. Um die Moglichkeit der Induktion von NF-kB und dadurch die Expression
anti-apoptotischer Schutzgene iiber den micp- bzw. mp75TNFR zu gewéhrleisten, wurde
neben der sofortigen Zugabe des RNA-Polymerase Inhibitors Actinomycin D, das zur
Verstirkung und Beschleunigung des im Test induzierten Zelltodes benétigt wird, die
Substanz zusdtzlich mit einer Verzogerung von einer Stunde beigefiigt (s. Abb. 28).
Unabhingig von der Aktivierung des jeweiligen Rezeptors muss ein Schutz vor der
induzierten Zytotoxizitit zumindest durch das Wegfangen bzw. Binden von mTNF an die
jeweilige mp75TNFR-Isoformen vermittelt werden, weil dadurch eine Aktivierung des
endogenen mpSSTNFR der L929-Zellen und damit die Induktion des Zelltodes stark
abgeschwicht werden miisste. Ein solcher Effekt konnte aber nur fiir den mp75TNFR
beobachtet werden, micp75TNFR-transduzierte Zellen verhalten sich wie die Kontroll-
Zelllinie. Fiir den mp75TNFR besteht der Schutz unabhingig von einer Expression
NF-kB-induzierter ~Schutz-Proteine, was mit der kompetitiven Hemmung der
mpS55TNFR-Aktivierung durch ein Uberangebot an mp75TNFR-Epitopen und dem damit

einhergehenden verstirkten Abfangen des toxischen Agens erkliart werden kann. Dieser
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kompetitive Hemm-Mechanismus bestétigt sich noch einmal durch die Verwendung von
humanem TNF bzw. einem agonistischem Antikorper gegen den mpS5TNFR. Beide
Agentien aktivieren zwar den mpS5TNFR und induzieren dadurch Zelltod, keine der
beiden bindet aber an den mp75TNFR. Somit muss der mpS5TNFR nicht mit anderen
Proteinen auf der Zellmembran um seinen Liganden bzw. den Antikorper konkurrieren.
Fiir den micp75TNFR stellt sich erneut die Frage, ob die zu geringe Oberfldchen-
expression flir den fehlenden Effekt verantwortlich ist, oder ob die neue Isoform
tatsdchlich die Fahigkeit zur Ligandbindung und damit zum Abfangen des mTNF im

Zytotoxizitits-Test verloren hat.

Zur Untersuchung der Ligandbindung des micp75TNFR wurde ein Fusionsprotein
aus der Extrazellulirdomédne des Rezeptors und dem Fc-Teil eines humanen IgG
generiert. Da das entstehende Protein N-terminal das Signalpeptid von CD33 enthilt, wird
es schnell und zielgerichtet durch das Trans-Golgi-Netzwerk transportiert und in den
Uberstand der exprimierenden Zellen abgegeben. Somit kann von vorne herein eine im
Vergleich zum mp75TNFR verringerte Konzentration an Rezeptor-Extrazelluldrdoméne
im Uberstand verhindert und bei Bindung des Liganden an den Rezeptor, ein dquivalenter
Effekt des micp75STNFR erwartet werden. Zudem wird iiber die Expression als
Fusionsprotein eine Dimerisierung des Rezeptors iiber die Ausbildung von
Disulfidbriicken zwischen zwei IgG-Teilen verursacht. Da die Affinitit von TNF zu den
16slichen Rezeptoren verglichen mit den membranintegrierten auf Grund fehlender
Cluster-Bildung deutlich niedriger ist, gewihrleistet die Dimerisierung der
Fusionsproteine zusdtzlich eine ausreichend stabile Bindung des Liganden an den
Rezeptor (Wajant, 2003). Dieser Effekt wird schlieBlich auch in Etanercept, einem IgG-
Fusionsprotein mit humaner p7STNFR-ECD, erfolgreich in der Therapie verschiedenster
chronischer Entziindungen umgesetzt. Da fiir den p75TNFR gezeigt werden konnte, dass
fiir seine Aktivierung weniger l0sliches als vielmehr membranstindiges 26 kDa TNF
verantwortlich ist (Grell, 1995b), wurde die Bindung beider Varianten an den
micp75STNFR untersucht. Fiir den pS55TNFR dagegen besteht laut Literatur keine
Préferenz fiir eine der beiden Ligand-Formen, einige Quellen weisen ihm eine hohere
Affinitdt zu loslichem TNF zu (Wajant, 2003). In jedem Fall kénnen beide Ligand-
Formen in L929-Zellen Zelltod induzieren und folglich im Zytotoxizitits-Hemmtest

eingesetzt werden. Fiir die membranstindige Form des mTNF geschah dies in Form
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fixierter Zellen (s. Abb. 35A), um eine Kontamination des Assays mit loslichem mTNF
zu verhindern. Die Fusionsproteine wurden dem Test als kompetitive Inhibitoren zugefiigt
und sollten nach erfolgter Bindung an die jeweilige mTNF-Variante, zu einem deutlichen
Schutz der L929-Zellen fiihren. In beiden Fallen (s. Abb. 32 und Abb. 35) konnte dies fiir
den mp75TNFR gezeigt werden. Dass es sich um eine spezifische Ligand-Rezeptor-
Interaktion handelt, zeigt der Zytotoxizitits-Hemmtest mit humanem TNF (s. Abb. 33), in
dem ein mp75TNFR-Fusionsprotein keinen Vorteil bringt. Obwohl TNF speziesiiber-
greifend stark konserviert ist, bindet das humane TNF nur ausreichend gut an den Maus-
pSSTNFR, aber nicht mehr an den Maus-p75TNFR. Diese Spezies-Spezifitit konnte darin
begriindet sein, dass zwischen humanem und Maus-pS5TNFR wesentlich stdrkere
Homologien bestehen als dies beim p75TNFR beider Spezies der Fall ist (Lewis, 1991).
Leider blieb auch hier ein Effekt des micp75TNFR aus, womit unumstoBlich der Verlust
der Ligandbindungsfihigkeit fiir die neue Isoform des mp75TNFR konstatiert werden
muss. Der im memTNF-induzierten Zytotoxizitits-Hemmtest beobachtete, geringfligige
Schutz durch Zugabe des micp75TNFR-Fusionsproteins, entlarvt sich in der Durchfluss-
zytometrie als unspezifische Bindung und einer damit einhergehenden sterischen
Hinderung des memTNF auf den fixierten L929-Zellen durch anhaftendes Fusionsprotein.
Dies fiihrt zu einer nicht mehr ganz optimalen Bindung des memTNF an den mpS5TNFR
und folglich zu einer weniger potenten Induktion des Zelltodes in den L929-Zellen,
detektierbar als leichte Rechtsverschiebung der Kurve (s. Abb. 35). Da das micp75TNFR-
Fusionsprotein nicht nur auf Zelllinien der Maus (L929- und RAW 264.7-Zellen) sondern
auch auf den humanen HEK-Zellen und der Primaten-Zelllinie COS-7 bindet, handelt es
sich nicht um eine spezifische Bindung an ein bestimmtes Protein der Maus, sondern
tatsdchlich um ein vollig unspezifisches Anhaften.

Auch die Ligandbindung von 16slichem LToas an den micp75STNFR wurde mit Hilfe des
Fusionsproteins untersucht. Mit dem zur Verfiigung stehenden rekombinanten Protein der
Firma R&D-Systems konnte aber im Test selbst die Bindung an den mp75TNFR nicht
gezeigt werden. Deshalb kann zu einer Bindung dieses Liganden an den micp75TNFR

keine Aussage getroffen werden.
Betrachtet man die Aminosduresequenz des micp75TNFR, so stellt man fest, dass

durch die Verkiirzung von Exon 2 ein Teil der ersten Cystein-rich Domain (CRD1) fehlt.
Die Ligand-Bindungstasche fiir TNF, wird aber hauptséchlich von der CRD2 und CRD3
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gebildet, somit sollten die fehlenden 26 AS die Ligandbindung eigentlich nicht weiter
beeintrachtigen (Banner, 1993). Francis Chan und Kollegen berichteten 2000 von einer
konservierten Region in der Extrazellulirdoméne beider humaner TNF-Rezeptoren, die
eine Ligand-unabhidngige Homotri- oder sogar -multimerisierung der Rezeptoren
verursacht und daher als pre-ligand-binding assembly domain (PLAD) bezeichnet wurde
(Chan, 2000). Obwohl die PLAD von dem Bereich, in dem der Ligand tatsdchlich mit
dem Rezeptor in Kontakt tritt, vllig unabhéngig ist, ist sie fiir die Bindung von TNF an
den Rezeptor essentiell. Eine Deletionsmutante des humanen p75TNFR, bei der die
Aminosduren +10 bis +54 fehlen, kann trotz erhaltener iibergeordneter Struktur der
Extrazellulirdomine kein TNF mehr binden. Eine Ubertragung dieser Ergebnisse aus
dem humanen ins Maus-System ist auf Grund der hohen Homologien im TNF-/TNFR-
System zuldssig und kdnnte damit den Verlust der Ligandbindung erkléren. Zwar fehlt im
Vergleich zu der von Chan et al. zunichst verwendeten Mutante ein wesentlich kiirzeres
Stiick von Exon 2, die Gruppe konnte aber weiter zeigen, dass eine spezifische Mutation
der Aminosduren 19 und 20 bereits ausreichend ist, um eine Elimination der
Bindungsfahigkeit zu verursachen. Somit wiirden auch die fehlenden 26 Aminosduren des
micp75TNFR massiv mit der Ausbildung der PLAD interferieren und daraus der Verlust

der Ligandbindung resultieren.

Damit stellt sich einmal mehr die Frage nach der biologischen Relevanz des
icp7STNFR in der Maus. Die Schaffung eines intrazelluliren und damit vor
proteolytischer Spaltung geschiitzten Speichers an funktionellen p75TNFR-Molekiilen
scheidet durch den Verlust der Aktivierbarkeit des Rezeptors aus.

Fir IL-6 ist eine alternative Spleissvarinate beschrieben worden, die durch
Herausspleissen von Exon 4 (IL-6A4) entsteht und zwar noch an den IL-6aR, aber nicht
mehr an den IL-6BR binden kann, wodurch die Formierung eines funktionellen IL-6-
Rezeptorkomplexes, der normalerweise in Form eines Heterohexameres gebildet wird,
unterbunden ist. Damit geht gleichzeitig der Verlust von Signaltransduktion einher, der
diese Variante des IL-6 zu einem kompetitiven Antagonisten des herkommlichen
Zytokins macht. Auffillig ist hier die mittels RT-PCR nachgewiesene, duflerst geringe
Expression der IL-6A4-Variante im Vergleich zum herkémmlichen IL-6, wie dies in
dhnlicher Weise beim micp75TNFR beobachtet werden kann. Erst ndhere Untersuchun-

gen werden kldren, ob im Falle von IL-6 eine Verschiebung des Verhéltnisses beider
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alternativer Spleissvarianten von unterschiedlichen Wachstumsfaktoren oder einem
unterschiedlichen Stand der Zelldifferenzierung abhéngig ist (Bihl, 2002). Des weiteren
wurden auch fiir die Zytokine IL-2 (Denesyuk, 1998, Ketzinel, 1999) und IL-4 (Atamas,
1996, Denesyuk, 1998, Zav'yalov, 1997) alternativ gespleisste Varianten beschrieben, die
fiir Proteine mit kompetitiv antagonistischer Wirkung kodieren. Fiir die Spleissvariante
des IL-4 wurde beispielsweise eine Hemmung der 1L-4 vermittelten T-Zell Aktivierung
beschrieben.

Denkbar wire auch fiir den micp75TNFR eine solche kompetitiv antagonistische
Funktion, die aber wieder an die Existenz signifikanter Proteinmengen gebunden wire,
was, wie schon im Human-System, mit den Ergebnissen aus der herkdmmlichen und der
quantitativen RT-PCR nicht in Einklang zu bringen ist. Eventuell findet die Expression
des icp75STNFR nur unter sehr spezifischen Umstinden statt, die von den in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Bedingungen nicht erfasst wurden.

Eine abschlieBende Klarung dieser Frage kann vielleicht letztendlich nur iiber die
Generierung einer icp75TNFR-gendefizienten Maus und deren Phénotypisierung erzielt

werden.
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Zusammenfassung

E Zusammenfassung

Sowohl im humanen als auch im Maus-System war in unserem Labor eine intrazellulér
lokalisierte Isoform des p75TNFR entdeckt worden, die durch Verwendung eines weiter
5’ gelegenen alternativen Promotors und anschlieBendem alternativen Spleissen generiert
wird (Seitz, 2001). Dadurch entsteht im Falle des humanen icp75TNFR ein Protein, das
an Stelle von Exon 1 ein alternatives Exon 1a enthélt, welches durch Exonisierung eines
Alu-Elementes entstanden ist (Singer, 2004). In der Maus wird dagegen alternativ zu
Exon 1 eine untranslatierte Region direkt an Exon 2 gespleisst, von dem ein im richtigen
Leseraster gelegenes ATG als Startpunkt der Proteinbiosynthese verwendet werden kann.
Somit verkiirzt sich das Protein N-terminal um 26 Aminoséuren.

Durch Untersuchungen zur Regulation und dem spezifischen knock down zunichst des
humanen icp75TNFR, sollte ein ndherer Einblick in die Funktion der neuen Isoform
erzielt werden. Nachdem sich dies wegen der geringen Expression des Rezeptors als
duBerst schwierig darstellte, wurde der icp75STNFR im Maus-System in die

Untersuchungen mit einbezogen.

Im Human-System konnte durch Optimierung der RT-PCR und anschlie3ender
spezifischer Hybridisierung zwar der Nachweis fiir den humanen icp75TNFR
reproduzierbar gefiihrt werden, es handelt sich aber in allen untersuchten Zelllinien und
Primédrzellen um eine sehr geringe Expression. Zudem wird die spezifische Detektion der
Isoform zusétzlich durch die hohe Homologie zur AluJo-Sequenz erschwert, die in hoher
Kopienzahl in den RNA-Préparationen repréisentiert ist.

Der Ribonuclease Protection Assay erwies sich als Methode zum Nachweis fiir den
hicp75TNFR auf Grund fehlender Amplifikations-Schritte als zu wenig sensitiv und auf
Grund der hohen Ubereinstimmung zwischen Exon la- und Alu-Sequenz als nicht
geeignet.

Mittels quantitativer Real Time RT-PCR, obwohl per se nicht weniger sensitiv als eine
herkdmmliche RT-PCR-/Southern-Methode, konnte im Falle des hicp7STNFR ebenfalls
kein Transkript fiir diese Isoform detektiert werden, was noch einmal die geringe

Expression unterstreicht.
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Zusammenfassung

Der funktionelle knock down des hicp75TNFR, der mittels RNA-Interferenz vermittelt
werden sollte, konnte wegen der starken Einschrankungen, wieder bedingt durch die hohe
Ubereinstimmung zwischen einerseits dem hp75TNFR und andererseits dem Alu-

Element, ebenfalls nicht erfolgreich durchgefiihrt werden.

Im Maus-System, wo die Entstehung der intrazelluldren Variante des p75STNFR
nicht durch Insertion eines repetitiven DNA-Elementes in den p75TNFR-Genlokus
verursacht ist, konnte ebenfalls nur eine geringe Expression des icp7STNFR detektiert
werden, die mRNA war aber reproduzierbar in einigen Zellen mittels RT-PCR-/Southern-
Hybridisierung nachweisbar.

Im Gegensatz zum humanen System gelang in der Maus auch in der quantitativen Real
Time RT-PCR ein positiver Nachweis fiir den icp75TNFR, allerdings geschah dies am
Rande der Nachweisgrenze, womit wegen der groBBen Schwankungen einzelner PCR-
Reaktionen keine quantitativen Aussagen getroffen werden konnten.

Die biochemische Charakterisierung des micp75TNFR zeigte, dass die fehlenden 26
Aminosduren aus Exon 2 in einem um ca. 20 kDa verringertem Molekulargewicht
resultieren. Die Lokalisierung des micp75TNFR ist vorwiegend intrazelluldr, wie im
Human-System konnte ein gewisser Teil des Rezeptors dennoch auf der Zellmembran
detektiert werden. Dadurch ist eine Prozessierung des micp75TNFR in seine 16sliche
Form zwar mehr als wahrscheinlich, auf Grund methodischer Unzuldnglichkeiten aber
nicht zweifelsfrei nachweisbar.

Die funktionelle Charakterisierung des micp7STNFR mittels TNF-induziertem
Zytotoxizitits-Test zeigte keinen Schutzeffekt der neuen Isoform vor dem durch den
pSSTNFR ausgelosten Zelltod, obwohl dies fiir den humanen icp75TNFR, durch
Abfangen des toxischen TNF und dadurch verursachte kompetitive Hemmung des
Todesrezeptors (pSSTNFR), nachgewiesen werden konnte.

In Untersuchungen zur Ligandbindung der neuen p75TNFR-Isoform konnte schlielich
gezeigt werden, dass weder 16sliches noch transmembrandres Maus-TNF an den
micp75TNFR bindet und er damit nicht aktiviert werden kann. Dies erklirt auch den
fehlenden Schutz im TNF-Zytotoxizitéts-Test.

Vor allem unter Beriicksichtigung der geringen Expression des micp75TNFR ist die
Zuweisung einer biologischen Bedeutung schwierig und vielleicht nur iiber die Gene-

rierung einer icp75STNFR-gendefizienten Maus und deren Phénotypisierung moglich.
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