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1. ZUSAMMENFASSUNG

Die Thematik der vorliegenden Arbeit umfasste verschiedene, bislang noch ungeklarte
Aspekte der MHC-Klasse-I-Antigenprasentation. Im ersten Teil der Arbeit wurde die Frage
untersucht, ob neben neu synthetisierten Proteinen, die bislang als Hauptantigenquelle
gelten, auch mature Proteine in den MHC-I-Antigenprdsentationsweg einflieBen. Dazu
wurde mit Hilfe des ProteoTuner Systems die Stabilitat von zwei Antigenen des Epstein-Barr-
Virus moduliert. Die gezielte Destabilisierung und der dadurch ausgeldste proteasomale
Abbau dieser Proteine fiihrten jedoch nicht zu einer erhéhten MHC-Klasse-I-
Antigenprasentation. Mature Proteine scheinen somit nicht in signifikantem Ausmal$ in den
Prasentationsweg fir MHC-Klasse-l einzumiinden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde untersucht, in welchem Malle die Antigengenerierung
durch die fir das Antigen kodierende mRNA beeinflusst wird. In diesen Untersuchungen
fihrte weder die Destabilisierung der Antigen-mRNA durch das Einfligen eines pramaturen
Stopp-Codons und des dadurch vermutlich ausgelésten nonsense mediated mRNA decay,
noch das Anfligen einer destabilisierenden 3’ untranslatierten Region zu einer verminderten
Antigenprasentation. Dariiber hinaus sprach die effiziente Prdasentation von Antigen auf
MHC-Klasse-I nach Expression gespleiRter und ungespleiRter Antigentranskripte sowie nach
Transfektion in vitro transkribierter Antigen-RNA gegen eine essentielle Rolle von mRNA-
assoziierten Faktoren in der Antigengenerierung. Dass die Antigenprasentation nach
Antigentranslation abhdngig oder unabhédngig von der Cap-Struktur mit dhnlicher Effizienz
erfolgte, lie darauf schlieBen, dass die Antigengenerierung auch nicht durch
unterschiedliche Mechanismen der Translationsinitiation beeinflusst wird.

Da bekanntermaRen einerseits die Antigenprozessierung Proteasom-abhangig erfolgt, und
andererseits Proteine fir den proteasomalen Abbau durch Ubiquitin markiert werden,
wurde abschliefend die Rolle der Ubiquitinylierung in der Antigenprasentation auf MHC-
Klasse-l untersucht. Dazu wurden von den Modellantigenen BZLF1 und MART-1 Mutanten
erstellt, welche keine ubiquitinylierbaren Zielstrukturen mehr enthielten.
Uberraschenderweise hatte dies keinen Einfluss auf die Effizienz der Antigenprisentation.
Dagegen fuhrte die Koexpression einer Ubiquitin-Mutante, welche eine Markierung der
Proteine fiir den proteasomalen Abbau unterband, zu einem deutlichen Riickgang der

Antigenprasentation. Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass der proteasomale Abbau



von Proteinen zur Generierung von antigenen Peptiden Ubiquitin-abhangig erfolgt, die dafur

essentielle Ubiquitinylierung jedoch nicht direkt am Substrat stattfindet.



2. EINLEITUNG

2.1 Das Immunsystem

2.1.1 Das angeborene und das erworbene Immunsystem

Das Immunsystem der Vertebraten besteht aus einer angeborenen und einer erworbenen
oder adaptiven Komponente (Carroll und Prodeus, 1998). Sie unterscheiden sich hinsichtlich
ihrer Spezifitdit gegen Pathogene. Das angeborene Immunsystem erkennt, bindet und
eliminiert eine Vielzahl von Pathogenen unspezifisch und stellt durch das Mitwirken von
Makrophagen, Granulozyten und NK-Zellen eine erste Barriere gegen Pathogene dar
(Liaskou et al., 2012). Das adaptive Immunsystem hingegen umfasst T-Zellen und B-Zellen
und bietet durch deren Mithilfe einen spezifischen Schutz gegen das jeweilige Pathogen und

komplettiert das angeborene Immunsystem.

2.1.2 Das angeborene Immunsystem

Anatomische und physiologische Barrieren zahlen zu der angeborenen Immunabwehr und
stellen einen ersten Schutz gegen Pathogene dar. Dazu gehdren aber auch spezialisierte,
phagozytierende Zellen wie beispielsweise Makrophagen und Granulozyten, aber auch
Entziindungsreaktionen sowie das Komplementsystem (Zhang et al., 2000).

Pathogene besitzen spezielle Oberflachenstrukturen, wodurch sie von kérpereigenen Zellen
unterschieden werden konnen. Diese Strukturen werden als PAMPs (pathogen-associated
molecular pattern; PAMP) bezeichnet (Kumar et al., 2009; Medzhitov, 2007). Sie sind
unverdanderliche Merkmale der Pathogene, die durch Keimbahn-kodierte PRRs (pattern
recognition receptor; PRR), wie zum Beispiel die Toll-artigen-Rezeptoren (Toll-like receptor;
TLR), des Wirts erkannt werden (Kawai und Akira, 2011). Dadurch kdnnen Abwehrreaktionen
auch gegen Pathogene ausgeldst werden, mit denen der Organismus bislang keinen Kontakt
hatte (Akira et al., 2006). Durch das angeborene Immunsystem konnen Infektionen

verhindert, eliminiert oder bis zur Ausbildung einer antigenspezifischen Immunantwort



durch das adaptive Immunsystem eingeddammt werden (Akira et al., 2006; Albiger et al.,

2007).

2.1.3 Das adaptive oder erworbene Immunsystem

Die adaptive Immunantwort beschreibt eine spezifische Abwehrreaktion, die entweder
gegen ein bestimmtes Pathogen oder gegen eine als fremdartig identifizierte Zelle gerichtet
ist. Beispiele hierfir sind Tumorzellen, welche nach Mutation aberrante Proteine
exprimieren und somit Zell-fremde Antigene prdsentieren. Ferner spielt das adaptive
Immunsystem auch bei der Erkennung von kérpereigenen Zellen eine grof3e Rolle. Es kann
zu einer UberschieBenden Immunreaktion gegen korpereigene Gewebe kommen, was dann
als Autoimmunkrankheit bezeichnet wird. Die adaptive Immunantwort wird durch T-
Lymphozyten, die eine Zell-vermittelte Immunitat bewerkstelligen, und durch B-
Lymphozyten, die spezifische Antikorper produzieren, vermittelt. Da T- und B-Lymphozyten
die Fahigkeit haben, zu Gedachtniszellen auszudifferenzieren, kann nach erneutem Kontakt
mit demselben Erreger eine schnelle und erregerspezifische Immunantwort erfolgen (Prlic et
al., 2007). Voraussetzung fir die Induktion einer zellvermittelten Immunreaktion ist die
Aufnahme des Erregers oder dessen Bestandteile durch antigenprasentierende Zellen, die
Spaltung der Erregerproteine in Peptidfragmente, deren Bindung an Molekile des
sogenannten Haupthistokompatibilitatskomplexes (major histocompatibility complex; MHC)

und die Prasentation der Komplexe auf der Zelloberflache.

2.2 T-Lymphozyten

T-Lymphozyten exprimieren sowohl einen T-Zell-Rezeptor als auch einen Korezeptor. Dabei
handelt es sich entweder um einen CD4- oder einen CD8-Korezeptor. Die Art des
Korezeptors bestimmt dabei, welches der beiden MHC-Molekiile, Klasse | oder Klasse I,
gebunden werden kann. Die T-Lymphozyten werden anhand ihres Korezeptors in CD4" oder
CD8" Subpopulationen unterteilt. CD4" T-Zellen erkennen Antigen auf MHC-Klasse-II-
Molekiilen und CD8" T-Zellen auf MHC-Klasse-I-Molekiilen (Rudolph et al., 2006).



2.2.1 CD4'T-Lymphozyten

Aufgrund ihrer supportiven Funktionen werden CD4" T-Zellen auch als T-Helferzellen
bezeichnet. So tragen sie sowohl zur zelluldren als auch zur humoralen Immunabwehr bei.
Des Weiteren spielen sie eine wichtige Rolle bei der Ausbildung des immunologischen
Gedichtnisses. Da CD4" T-Zellen eine Vielzahl von Aufgaben erfiillen und verschiedene
Zytokine sezernieren, werden sie wiederum in weitere Untergruppen unterteilt. Die
wichtigsten Gruppen werden als Tyl und Ty2 bezeichnet. Tyl Zellen tragen wesentlich zur
Abwehr von Viren und intrazelluldren Bakterien bei. Nach Aktivierung der Tyl Zellen kommt
es zur Sezernierung von Chemokinen und Zytokinen wie Interferon-gamma (IFN-y), Tumor-
Nekrose-Faktor-a (TNF-a) und verschiedenen Interleukinen. Diese Botenstoffe wirken auf
weitere Zellen des Immunsystems und steuern immunologische Reaktionen. Beispielsweise
werden Makrophagen chemotaktisch durch sezernierte Chemokine zum Entziindungsherd
gelockt oder T-Zellen durch Freisetzung von Interleukin-2 (IL-2) zur Proliferation angeregt
(Murphy und Stockinger, 2010). T2 Zellen hingegen sind in erster Linie flr die Aktivierung
von B-Zellen verantwortlich. Durch die Bereitstellung zellstandiger Liganden, wie z. B. CD40L,
und die Ausschiittung bestimmter Zytokine, wie IL-4, IL-5 oder IL-13, regulieren sie die
humorale Immunantwort (Del Prete, 1998; Grogan und Locksley, 2002). Dariiber hinaus
existieren noch weitere Subpopulationen an CD4" T-Zellen. Regulatorische T-Zellen (T,eg), die
durch die Zelloberflichenmolekiile CD4 und CD25 sowie durch die Expression des
Transkriptionsfaktors Foxp3 charakterisiert sind, spielen eine wichtige Rolle bei der
Begrenzung  UberschieBender  Immunantworten und der Vermeidung von
Autoimmunreaktionen (Piccirillo et al., 2008; Sakaguchi et al., 2008). Ty17-Zellen sind sowohl
verantwortlich fur die Entstehung entzlindlicher Prozesse, kénnen aber auch zur Entstehung
von Autoimmunerkrankungen beitragen (Afzali et al., 2007; Awasthi und Kuchroo, 2009). Als
Antwort auf Infektionen mit Bakterien und Pilzen, sezernieren Ty17-Zellen die Zytokine IL-21,
IL-22 und natdrlich IL-17, was zu einer Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten fihrt

(Bettelli et al., 2008; Miossec et al., 2009).

2.2.2 CD8' T-Lymphozyten

Einen ebenso bedeutenden Beitrag zur zelluldren Immunitat des adaptiven Immunsystems

leisten CD8" T-Zellen. Wie zuvor erwidhnt erkennen und binden CD8" T-Zellen Peptid-



beladene MHC-Klasse-I-Molekiile auf der Zelloberfliche antigenprisentierender Zellen. CD8"
T-Zellen sind vor allem an der Erkennung und Eliminierung von Tumorzellen und
virusinfizierten Zellen beteiligt. Nach Erkennung der Zielzelle sezernieren sie lytische
Granula, die sowohl eine Perforation der Zielzellmembran als auch Apoptose in der Zielzelle
auslosen (Dustin und Long, 2010; Keefe et al., 2005). Aufgrund der toxischen Wirkungsweise
der CD8" T-Zellen werden diese auch als zytotoxische T-Lymphozyten (cytotoxic T

Lymphocytes; CTL) bezeichnet.

2.3 MHC-Molekiile

Die MHC-Molekiile werden in MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-lI-Molekiile unterteilt
(Zinkernagel und Doherty, 1979). Die zwei Klassen von MHC-Molekilen weisen strukturelle
Unterschiede auf. Beide bestehen aus zwei Ketten, die von Genen kodiert werden, welche
mit Ausnahme von B,-Mikroglobulin hoch polymorph sind, was eine extrem hohe Variabilitat
der MHC-Molekdle in der Bevélkerung erklart. MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-1I-Molekile
unterscheiden sich in erster Linie durch ihre Struktur. Wahrend MHC-Klasse-l aus zwei
heterogenen Ketten besteht, setzt sich das MHC-Klasse-lI-Molekil aus zwei homogenen
Ketten zusammen, die beide in der Plasmamembran verankert sind. Wahrend MHC-Klasse-I-
Molekile auf allen kernhaltigen Zellen des Korpers vorkommen (Rammensee et al., 1993),
werden MHC-Klasse-lI-Molekiile nur auf wenigen Zelltypen, hauptsachlich des

hamatopoetischen Systems, konstitutiv exprimiert.

2.3.1 MHC-Klasse-I-Molekiile

MHC-Klasse-I-Molekile bestehen aus einer schweren a-Kette und dem B,-Mikroglobulin. Die
a-Kette setzt sich aus den drei Domdnen ay, a,, und az zusammen, wobei die az-Domane in
der Plasmamembran verankert ist. Die Domdnen a; und a, bilden zusammen die
Antigenbindetasche aus, in der Peptide von acht bis zehn Aminosdauren gebunden werden

konnen. Die B,-Mikroglobulin-Untereinheit ist nicht-kovalent mit der a-Kette verbunden und



nicht in der Plasmamembran verankert. Im weiteren Gegensatz zur a-Kette ist das fiir die B,-
Mikroglobulinkette kodierende Gen nicht polymorph und liegt nicht im MHC-Locus
(Townsend et al., 1989).

2.3.2 MHC-Klasse-lI-Molekiile

Wie die MHC-Klasse-I-Molekiile bestehen auch MHC-Klasse-lI-Molekiile aus zwei Ketten.
Diese werden ebenfalls als a- und B-Kette bezeichnet und sind Ulber eine nicht-kovalente
Bindung miteinander verbunden. Im Gegensatz zu MHC-Klasse-I-Molekiilen sind beide
Ketten in der Plasmamembran verankert. Zudem bilden beide Ketten zusammen den
peptidbindenden Spalt aus, der im Gegenteil zu MHC-Klasse-I an beiden Enden offen ist und

ein Binden von grofReren Peptidfragmenten ermdglicht.

2.4 Die Antigenprasentation

2.4.1 Die klassischen Antigenprasentationswege

24.1.1 Antigenprasentation auf MHC-Klasse-I-Molekiilen

MHC-Klasse-I-Molekile dienen der Prasentation von Peptiden intrazelluldarer Herkunft. Sie
stammen von zelluldiren oder auch viralen Proteinen ab, die durch einen
Mulitproteinkomplex, dem Proteasom, zu kurzen Peptidfragmenten abgebaut und durch
zytoplasmatische Aminopeptidasen an ihrem N-terminalen Ende weiter prozessiert werden.
Mit Hilfe des in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER) verankerten
Transporters TAP (transporter associated with antigen processing; TAP) werden die Peptide
ATP-abhédngig ins ER befordert (Attaya et al., 1992; Heemels und Ploegh, 1995; Shastri et al.,
2005). Die Synthese von MHC-Klasse-I-Molekiilen erfolgt ins ER und wird durch verschiedene

Chaperone unterstiitzt. Calnexin assistiert bei diesem Prozess und gewadhrleistet eine



korrekte Faltung. AnschlieBend lagert sich die ,-Mikroglobulinkette an die a-Kette an, was
in der Bildung des MHC-I-a-B,-Komplexes resultiert. Dieser 16st sich daraufhin vom
membrangebundenen Calnexin ab. Daraufhin wird der Komplex von Calretikulin gebunden
und zu TAP befordert. Durch Tapasin wird die Interaktion zwischen den MHC-Klasse-I-
Molekiilen und TAP erleichtert. Diese Interaktion sorgt flr eine Beladung der MHC-Klasse-I-
Molekiile mit den durch TAP eingeschleusten Peptiden (Rammensee et al., 1997; Leonhardt
et al., 2005; Chapman und Williams 2009; Panter et al., 2012), die durch die ER-lokalisierte
Aminopeptidase ERAAP (Endoplasmatic reticulum aminopeptidase associated with antigen
processing; ERAAP) weiter N-terminal getrimmt werden (Hammer et al.,, 2006; Lu et al.,
2012; Nagarajan et al., 2012). Durch die Bindung eines Peptids werden die MHC-Klasse-I-
Molekiile stabilisiert und erfahren eine Konformationsanderung. Dadurch 16st sich der MHC-
Klasse-I-Peptid-Komplex vom TAP-Tapasin-Calretikulin-Komplex ab und wird durch
vesikuldren Transport Uber den Golgi-Apparat zur Zelloberflaiche befordert (Pamer und
Cresswell, 1998; Rock und Goldberg, 1999), wo eine Erkennung durch antigenspezifische

CD8" T-Zellen erfolgen kann.
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Abbildung 2.1: Der MHC-Klasse-I-Antigenprasentationsweg
Intrazelluldare Proteine werden durch das Proteasom in Peptide gespalten und durch den
membranstdandigen Transporter TAP ins Endoplasmatische Retikulum beférdert. Dort binden die
Peptide von 8-10 Aminosauren Ldange an neu synthetisierte MHC-Klasse-I-Molekile (MHC-I). Mittels
vesikuldrem Transport gelangen die Peptid-beladenen MHC-Klasse-I-Molekiile tber den Golgi-

Apparat zur Plasmamembran, wo sie von CD8" T-Zellen erkannt werden kénnen.



24.1.2 Antigenprasentation auf MHC-Klasse-llI-Molekiilen

MHC-Klasse-lI-Molekiile prasentieren hauptsachlich Peptide, die von extrazellularen
Proteinen abstammen. Diese gelangen Uber Endozytose in die Zelle und werden im
endolysosomalen Kompartiment gespalten. Ahnlich wie im MHC-Klasse-I-Prasentationsweg
werden auch MHC-Klasse-lI-Molekiile kotranslational ins ER-Lumen synthetisiert. Dort
kommt es zur Bildung eines Heterotrimers, bestehend aus der a- und B-Kette sowie aus der
MHC-Klasse-ll-assoziierten invarianten Kette li. Durch die invariante Kette wird die
Peptidbindetasche blockiert, was eine vorzeitige Peptidbeladung im ER verhindert. Ferner
vermittelt die invariante Kette den Transport des Komplexes aus dem ER Uber den Golgi-
Apparat in das endosomale Kompartiment, wo es zur schrittweisen Degradation der
invarianten Kette durch endosomale Proteasen kommt. Lediglich der als CLIP (class Il
associated invariant chain peptide; CLIP) bezeichnete Abschnitt der invarianten Kette in der
Peptidbindetasche bleibt erhalten. Die Entfernung von CLIP erfolgt in einem als MIIC (MHC Il
compartment) bezeichneten Kompartiment mit Hilfe des nicht klassischen MHC-Klasse-II-
Molekiils HLA-DM (human leucocyte antigen-DM) (Busch et al., 2000; Cresswell, 1996; Vogt
und Kropshofer, 1999) und erméglicht so die Bindung von Peptiden endozytierter Proteine
(Sloan et al., 1995). Die beladenen MHC-Klasse-lI-Molekiile werden daraufhin mit Hilfe von
Vesikeln zur Plasmamembran transportiert, wo sie von CD4" T-Zellen erkannt werden

kénnen.
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Abbildung 2.2: Der MHC-Klasse-ll-Antigenpradsentationsweg
Die ins Lumen des Endoplasmatischen Retikulums synthetisierten MHC-Klasse-II-Molekiile (MHC-II)
assoziieren mit der invarianten Kette li, was eine friihzeitige Beladung mit Peptiden im ER verhindert.
Anschliefend gelangen die MHC-II-li Komplexe Uber den Golgi-Apparat ins MIC (MHC II
compartment), wo der schrittweise Abbau von li bis zu CLIP (class Il associated invariant chain
peptide) erfolgt. Extrazelluldre Proteine gelangen mittels Endozytose in Endosomen, wo es durch
Ansduerung oder durch Fusion mit Lysosomen zur Aktivierung von Proteasen und in der Folge zu
einer Spaltung der aufgenommenen Proteine kommt. Nach Fusion der Endolysosomen mit MIIC
kommt es zur Substitution von CLIP durch Peptide aufgenommener Proteine und anschlieBend zum
Transport der Peptid-beladenen MHC-Klasse-1I-Molekiile zur Zellmembran fiir die Erkennung durch

CD4" T-Zellen (Heath und Carbone, 2001).



2.4.2 Die alternativen Antigenprasentationswege

Neben den klassischen Antigenprasentationswegen wurden in den letzten Jahren auch
alternative Prasentationswege beschrieben, deren Funktionsweise jedoch bislang noch nicht
bis ins Detail aufgeklart wurde.

Uber diese alternativen Antigenprisentationswege werden extrazellulire Antigene auf MHC-
Klasse-l und intrazelluldre Antigene auf MHC-Klasse-ll geladen (Malnati et al.,, 1992;
Mukherjee et al., 2001; Rock et al., 2010).

So konnte nachgewiesen werden, dass eine Subpopulation dendritischer Zellen Peptide
exogener Proteine auf MHC-Klasse-I-Molekiilen prasentieren kann (den Haan et al., 2000;
Savina und Amigorena, 2007). Dieser auch als Kreuzprasentation bezeichnete
Prisentationsweg ist von entscheidender Bedeutung bei der Induktion von CD8" T-
Zellantworten gegen Tumoren oder auch Pathogene, die dendritische Zellen nicht infizieren
(Heath et al., 2004).

Die Prasentation intrazelluldarer Antigene auf MHC-Klasse-Il scheint dagegen in allen bislang
untersuchten MHC-Klasse-ll-positiven Zellen stattzufinden und wird durch Autophagie
vermittelt. Uber Autophagie gelangen intrazellulire Bestandteile ins vesikuldre
Kompartiment, wo die Spaltung in Peptide und deren Beladung auf MHC-Klasse-lI-Molekiile

erfolgt (Nimmerjahn et al., 2003).

2.5 Proteinsynthese

Die Translation der Boten-RNA (messenger-RNA; mRNA) erfolgt an 80S-Ribosomen entweder
im Zytoplasma oder, im Fall von sezernierten oder membranstandigen Proteinen, an der

Membran des ER (Malys und McCarthy, 2011).



2.5.1 mRNA-Translation

Unmittelbar nach oder bereits wahrend der Transkription im Zellkern wird die pra-mRNA
gespleillt und mit einer 7-Methyl-Guanosin-Kappe am 5°-Ende und einer Poly-A-Sequenz am
3’-Ende versehen. Danach wird die mature mRNA aus dem Zellkern ins Zytoplasma
exportiert. Zur |Initiation der Translation wird die 5°-CAP-Struktur von verschiedenen
Translationsinitiationsfaktoren (elFs) gebunden, die zusammen den
Translationsinitiationskomplex bilden (Gingras et al., 1999; Sonenberg und Hinnebusch,
2009). Dieser ist die Basis fir die Bindung der kleinen ribosomalen Untereinheit an die
MRNA. Entsprechend ihrem Sedimentationskoeffizienten werden die kleine und groRe
ribosomale Untereinheit als 40S und 60S bezeichnet. Nach Erkennung eines Start-Codons
bindet auch die groRe 60S Untereinheit, wodurch die Translation der mRNA initiiert und das
kodierte Protein synthetisiert wird (Jackson et al., 2010; Pain, 1996).

Im Gegensatz zur klassischen mRNA, welche nur einen distinkten Leserahmen besitzt und
somit nur flr ein Protein kodiert, kbnnen manche mRNAs, beispielsweise von Viren, auch fir
mehrere Proteine kodieren. In diesem Fall werden einzelne Leserahmen durch eine interne
ribosomale Eintrittsstelle (internal ribosomal entry site; IRES) voneinander getrennt. Diese
IRES-Sequenzen ermdoglichen eine CAP-unabhadngige Translation von stromabwarts

gelegenen offenen Leserahmen (Belsham und Sonenberg, 1996; Gilbert, 2010).

2.5.2 Die Pionier-Runde der Translation

Eine mRNA dient in der Regel mehrmals als Matrize fiir die Proteinsynthese. Die erste Runde
der Translation (pioneer round of translation) wird definiert durch das erste Ribosom,
welches die mRNA vollstdandig ablauft und translatiert. Eine neu-synthetisierte mRNA tragt
bestimmte  Markierungen, wie Dbeispielsweise Proteine, die die Exon-Exon-
Verbindungsstellen (exon junction complex; EJC) markieren (Le Hir et al., 2000a). Die
Translation durch das erste Ribosom fuhrt zur Entfernung dieser Proteine, wodurch die

MRNA den Status einer neu-synthetisierten mRNA verliert (Le Hir et al., 2000b).



2.5.3 Der mRNA-Qualitatskontroll-Mechanismus

Durch Mutationen oder auch durch Fehler wahrend der Transkription kann es zur
Entstehung eines friihzeitigen Stop-Codons (premature termination codon; PTC) kommen,
welches im kodierenden Bereich liegt. Um zu verhindern, dass es dadurch zur Synthese von
trunkierten Proteinen kommt, besitzt die Zelle einen Mechanismus fir die Qualitatskontrolle
der mRNA, der als nonsense mediated mRNA decay (NMD) bezeichnet wird (Maquat, 1995).
Dabei wird die mRNA wdhrend der ersten Runde der Translation durch das erste
translatierende Ribosom auf derartige PTCs hin untersucht. Trifft das Ribosom auf ein PTC,
so kommt es zum Stopp der Translation und zur Degradation der mRNA (Conti und
Izaurralde, 2005; Lejeune et al., 2004; Nicholson und Muhlemann, 2010). Voraussetzung fir
die Aktivierung des NMD-Mechanismus ist die Anwesenheit von Proteinen an den Exon-
Exon-Verbindungsstellen, die nach dem Spleien auf der mRNA verbleiben (Le Hir et al.,
2001). NMD wird in der Regel nur initiiert, wenn das verfrithte Stop-Codon mindestens 50-55

Nukleotide stromaufwarts des letzten EJC liegt (Maquat, 2004; Nagy und Maquat, 1998).

2.6 Die Proteindegradation

In eukaryotischen Zellen erfolgt die Spaltung von Proteinen in Peptide fir die
Antigenprasentation in der Regel entweder durch proteasomalen oder lysosomalen Abbau.
Welchem Abbauweg ein Protein unterliegt, hdngt in erster Linie von seiner Lokalisation ab.
Fir die Prasentation von intrazellularen Antigenen auf MHC-Klasse-I ist der proteasomale

Abbau von entscheidender Bedeutung.

2.6.1 Proteasomale Proteindegradation

Peptide fur die Prasentation auf MHC-Klasse-I werden Uberwiegend durch proteasomalen
Abbau generiert. Der Zusammenhang zwischen Proteasom und MHC-Klasse-I-

Antigenprasentation konnte durch den Einsatz von proteasomalen Inhibitoren gezeigt



werden. Nach Hemmung des Proteasoms war die Antigenprasentation auf MHC-Klasse-|
deutlich vermindert (Rock et al., 1994).

Im Gegensatz zum Lysosom handelt es sich beim Proteasom um kein Zellkompartiment,
sondern einen Multiproteinkomplex bestehend aus zwei Hauptkomponenten. Diese werden
entsprechend ihrer Sedimentationskoeffizienten als 20S-Core-Proteasom und 19S-CAP-
Struktur bezeichnet, wobei die 19S-CAP-Strukturen doppelt vorkommen und das 20S-Core-
Proteasom von beiden Seiten bedecken (Voges et al., 1999). Das 20S-Core-Proteasom ist aus
vier Ringen aufgebaut, welche sich aus sieben weiteren Untereinheiten zusammensetzen.
Durch diese Ringe erhalt das Core-Proteasom eine zylindrische Form. Bei den Untereinheiten
der Ringe handelt es sich entweder um a- oder B-Untereinheiten, wobei die a-
Untereinheiten die beiden duBeren Ringe bilden. Die B-Untereinheiten hingegen bilden die
beiden inneren Ringe und verleihen dem 20S-Core-Proteasom seine katalytische Aktivitat.
Die sieben B-Untereinheiten, welche (ber eine katalytische Aktivitat verfligen, besitzen
unterschiedliche Spezifitaiten (Xie, 2010). Somit kann das Proteasom Proteine mit
unterschiedlicher Spezifitat spalten. Bl spaltet die Proteine nach sauren Aminosduren
(Caspase-dhnliche Aktivitat), B2 nach basischen Aminosduren (Trypsin-dhnliche Aktivitat)
und B5 nach hydrophoben Aminosduren (Chymotrypsin-dhnliche Aktivitdt) (Coux et al.,
1996).

Die 19S-CAP-Strukturen bestehen aus zwei Untereinheiten, die als Base und Lid bezeichnet
werden. Beide Untereinheiten verfiigen Uber regulatorische Funktionen. Wahrend die Lid-
Untereinheit Proteine erkennt und bindet, die fiir den proteasomalen Abbau markiert sind,
ist die Base-Untereinheit daflir zustandig, die aufgenommenen Proteine zu entfalten und in
den Zylinder des 20S-Core-Proteasoms einzufiihren (Strehl et al.,, 2005). Fir den
Entfaltungsprozess ist Energie erforderlich, die durch die Hydrolyse von ATP in der 19S-CAP-
Struktur bereitgestellt wird (Lam et al., 2002).

Nach der proteasomalen Spaltung werden die generierten Peptide entweder direkt oder
nach Prozessierung durch zytoplasmatische Aminopeptidasen mittels TAP ATP-abhdngig ins
ER transportiert. Dort kann eine weitere N-terminale Prozessierung durch die im ER-Lumen

lokalisierte Aminopeptidase ERAAP erfolgen (Saric et al., 2002; Serwold et al., 2002).



2.6.2 Das Immunproteasom

Das immunmodulatorische Zytokin IFN-y wird von aktivierten Tyl Helferzellen, CD8"
zytotoxischen T-Lymphozyten und NK-Zellen produziert. Nach seiner Sekretion bindet IFN-y
an seinen spezifischen Rezeptor auf Zielzellen und induziert die Expression IFN-y-
induzierbarer Gene (Gaczynska et al., 1993; Tanaka, 1994), wozu auch die Untereinheiten
R1i, B2i und R5i des Immunproteasoms gehoren. Nach ihrer Expression werden sie bei der
de-novo Synthese der Proteasomen alternativ zu den konventionellen Untereinheiten B1, 32
und B5 eingebaut. Das dabei entstehende Proteasom wird als Immunproteasom bezeichnet
(Aki et al., 1994; Groettrup et al., 2010). Da diese Untereinheiten katalytische Aktivitat
besitzen, wird durch diese Substitution die proteolytische Spezifitdit modifiziert (Toes et al.,
2001). Das Immunproteasom spaltet praferentiell nach hydrophoben und basischen
Aminosauren (Driscoll et al., 1993). Die so generierten Peptide werden mit hoherer Affinitat
von TAP transportiert und letztlich von MHC-Klasse-I-Molekulen gebunden. Der Nutzen des
Immunproteasoms liegt also darin, optimierte Peptide fir die MHC-Klasse-I-

Antigenprasentation zu generieren (Strehl et al., 2005).

2.6.3 Proteindegradation durch die Tripeptidyl-Aminopeptidase Il (TPPII)

Zusatzlich zur proteasomalen Degradation ist ein Proteinabbau auch durch die Tripeptidyl
Aminopeptidase Il (TPPII) moglich. Bei TPPIl handelt es sich um eine zytoplasmatische
Protease, die sich aus multiplen Untereinheiten zusammensetzt. Die Aktivierung von TPPII
erfolgt autokatalytisch. Die Substrate werden endoproteolytisch nach Lysin-Resten
gespalten, wobei die dabei entstehenden Peptide, wie nach proteasomaler Degradation, fur
die MHC-Klasse-l-Antigenprdsentation verwendet werden (Kloetzel, 2004). Die
Substratspezifitat von TPPIl ist nicht begrenzt auf nur ein bestimmtes Zielprotein. Da die
TPPIl aber nicht wahllos alle Proteine spalten kann und meist die nachfolgende
Prozessierung von proteasomalen Degradationsprodukten lbernimmt, ist sie nicht in der
Lage, die Funktion des Proteasoms in der MHC-Klasse-I-Antigenprasentation zu ersetzen
(Anton und Villasevil, 2008; Rock et al., 2010). Dennoch existieren Antigene, die nicht nur
durch das Proteasom, sondern alternativ auch durch TPPIl generiert werden koénnen

(Herberts et al., 2003; Seifert et al., 2003).



2.6.4 Ubiquitinylierung

Die proteasomale Degradation von Proteinen dient nicht nur der Antigenprasentation,
sondern ist von zentraler Bedeutung fiir die Proteinhomd&ostase der Zelle. Hierfir ist es
notwendig, dass enorme Mengen an Proteinen zu definierten Zeitpunkten abgebaut werden.
Dazu werden Proteine, die fiir den proteasomalen Abbau vorgesehen sind, mit Ubiquitin
markiert (Glickman und Ciechanover, 2002; Hershko und Ciechanover, 1998). Ubiquitin ist
ein kleines Protein bestehend aus 76 Aminosduren. Die Ubiquitinylierung von Proteinen ist
nicht nur ein Signal fiir deren Abbau, sondern dient auch als Signal fiir Proteintransport oder
Proteintranslokation und ist an der Regulation von Transkription, Signaltransduktion sowie
DNA-Reparaturmechanismen beteiligt (Bergink und Jentsch, 2009; Bianchi und Meier, 2009).
Welche Signale die Ubiquitin-Markierung vermitteln, ist abhdngig von der Art der
Verknlpfung. Ubiquitin-Modifikationen kdnnen beispielsweise in Form von Mono-
Ubiquitinylierung, Multi-Ubiquitinylierung oder Poly-Ubiquitinylierung auftreten (Claessen et
al., 2012). Wird ein Protein an mehreren Stellen mit jeweils nur einem Ubiquitin-Molekiil
modifiziert, spricht man von Multi-Ubiquitinylierung. Kommt es jedoch an einer oder
mehreren Stellen zur Konjugation einer Ubiquitin-Kette, bestehend aus zwei oder mehr
Ubiquitin-Einheiten wird dies als Poly-Ubiquitinylierung bezeichnet. Die Verknipfung der
einzelnen Ubiquitin-Molekile erfolgt durch Bildung einer Isopeptid-Bindung zwischen einer
Lysin-Aminosdure des ersten Ubiquitins mit der C-terminalen Glycin-Aminosaure des
nachfolgenden Ubiquitin-Molekiils. Aus diesem Grund spielt bei Poly-Ubiquitinketten die Art
der Verknilipfung eine entscheidende Rolle fiir das Schicksal des modifizierten Proteins.
Ubiquitin verfligt Gber sieben Lysinreste, die als Basis flir die Verknlipfung mit einem
weiteren Ubiquitin-Molekil fungieren kdnnen. Am besten charakterisiert ist die K48 (Lysin
48) und die K63 (Lysin 63) verknipfte Poly-Ubiquitinylierung. Entscheidend fir den
proteasomalen Abbau ist eine Markierung des Zielproteins mit einer K48-verknipften Poly-
Ubiquitinkette, bestehend aus mindestens vier Ubiquitin-Monomeren (Deshaies und
Joazeiro, 2009; Finley, 2009; Ikeda und Dikic, 2008).

Der Prozess der Ubiquitinylierung wird von drei Enzymen bewerkstelligt: E1, E2 und E3. Das
Ubiquitin-aktivierende Enzym E1 bindet sowohl ein Molekiil Ubiquitin als auch ein Molekl
ATP und katalysiert die Hydrolyse von ATP, was zur Aktivierung des Ubiquitins fihrt. Das
aktivierte Ubiquitin wird anschlieBend auf das Ubiquitin-konjugierende Enzym E2

Ubertragen. Die Ubiquitin-Ligase E3 katalysiert die letzte Reaktion, bei der das Ubiquitin-



Molekil von E2 auf das entsprechende Zielprotein Ubertragen wird. E3 besitzt
Substratspezifitat und bestimmt somit, welches Protein ubiquitinyliert wird. Da ein
bestimmtes E3-Enzym nur ein oder wenige Proteine als Substrat erkennt, existieren ca. 700
verschiedene E3-Ubiquitin-Ligasen, um einen Grol3teil des Proteoms abdecken zu kénnen.
Das erste Ubiquitin wird bei der Reaktion reversibel an Lysine, Cysteine, Serine oder
Threonine im Zielprotein angehangt (Cadwell und Coscoy, 2005; Shimizu et al., 2010; Wang
et al.,, 2007). Daruber hinaus kann die Ubiquitin-Modifikation auch an der N-terminalen
Aminosaure erfolgen (Ciechanover und Ben-Saadon, 2004). Damit eine Poly-Ubiquitinkette
entsteht, die das Protein fir den proteasomalen Abbau markiert, muss dieser Zyklus
mindestens viermal durchlaufen werden, wobei in jedem Zyklus ein Ubiquitin an das bereits

vorhandene angehangt wird.

Mono-Ubiquitin Poly-Ubiquitin
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Abbildung 2.3: Das Ubiquitin-Proteasom-System

Die Konjugation von Ubiquitin an ein Substratprotein fihrt zu dessen proteasomalen Abbau. Das
Ubiquitin-aktivierende Enzym E1 bindet sowohl ein einzelnes Ubiquitin-Molekiil als auch ein Molekil
ATP. Durch Hydrolyse des ATP kommt es zur Aktivierung des Ubiquitins und somit zur Ubertragung

des Ubiquitins von E1 auf das Ubiquitin-konjugierende Enzym E2. E2 interagiert mit dem dritten



Enzym, der Ubiquitin-Ligase E3, wodurch es erneut zur Ubertragung des Ubiquitins kommt. Das E3-
Enzym besitzt Substratspezifitat und ist somit in der Lage, ein bestimmtes Protein mittels Ubiquitin-
Konjugation fir den proteasomalen Abbau zu markieren. Bevor es jedoch zur Degradation kommt,
muss dieser Zyklus mindestes viermal durchlaufen werden, damit eine Poly-Ubiquitinkette entsteht,
die das spezifische Signal fir die Proteindegradation darstellt. Nach erfolgreicher Degradation wird
die Poly-Ubiquitinkette freigesetzt und von deubiquitinylierenden Enzymen erkannt und gebunden.
Diese spalten die Ketten wieder in einzelne Ubiquitin-Molekile, welche erneut in den Zyklus
eintreten und fir Ubiquitin-Modifikationen von weiteren Proteinen zur Verfligung stehen (Deshaies

und Joazeiro, 2009).

2.6.5 Deubiquitinylierung

Die Anzahl verschiedener Ubiquitin-modifizierter Proteine ist in der Zelle konstant und
betragt ungefdhr vier- bis flinftausend (Kim et al., 2011; Wagner et al., 2011). Um diesen
hohen Bedarf an Ubiquitin decken zu kénnen, werden Ubiquitin-Molekiile nach Vollendung
ihrer Aufgabe nicht degradiert, sondern zur Wiederverwendung vom Substrat entfernt.
Enzyme, die diese Aufgabe erfillen, werden als deubiquitinylierende Enzyme (DUBs)
bezeichnet. Sie sorgen dafiir, dass Ubiquitinketten vom Protein abgespalten und die Ketten
in die einzelnen Ubiquitin-Molekile zerlegt werden (Amerik und Hochstrasser, 2004;
Komander et al., 2009). Bislang sind ca. 100 DUBs bekannt, die in finf Klassen eingeteilt
werden: Ubiquitin-spezifische Proteasen (USPs), Ubiquitin-C-terminale Hydrolasen (UCHs),
Machado-Josephs disease protein domain proteases, Ovarian tumor proteases und

JAB1/MPN/Mov34-Metalloproteasen (Reyes-Turcu und Wilkinson, 2009).

2.7 Defekte ribosomale Translationsprodukte - DRiPs

Durch Fehler wahrend der Genexpression entstehen defekte Proteine, die ihre Funktion
nicht ausiben konnen. Fehler wahrend der Transkription flihren beispielsweise zu

Leserastermutationen oder auch zu inkorrektem Spleiflen. Ferner besteht die Méglichkeit,



dass Defekte in der posttranslationalen Modifikation zu einer Missfaltung des Proteins
flihren (Yewdell, 2011; Yewdell et al., 1996).

Diese nicht-funktionalen Proteine werden als defective ribosomal products (DRiPs)
bezeichnet und kdnnen bis zu 30 Prozent aller neu-synthetisierten Proteine ausmachen
(Schubert et al., 2000). DRiPs besitzen eine sehr kurze Halbwertszeit (ti;, < 10 min) und
werden rasch nach ihrer Synthese wieder durch das Proteasom abgebaut (Princiotta et al.,
2003).

Untersuchungen zur Antigenprdsentation, in denen die Proteinsynthese oder die
Proteindegradation durch Zugabe chemischer Inhibitoren blockiert wurde, haben gezeigt,
dass Peptide, die auf MHC-Klasse-I-Molekiilen prasentiert werden, aus der DRiP-Fraktion
stammen.

In einem wegweisenden Experiment von Yewdell und Mitarbeitern wurden die
antigenprdsentierenden Zellen zunachst mit dem Proteasom-Inhibitor MG132 behandelt,
was zu einer Abnahme der Antigenprasentation flhrte, da keine Peptide mehr generiert
wurden (Qian et al., 2006a). AnschlieBend wurde der Inhibitor MG132 wieder entfernt und
zeitgleich der Translations-Inhibitor Cycloheximid (CHX) zugegeben, um eine Neusynthese
von Proteinen zu unterbinden. Durch fortwahrende Messung des
Antigenprasentationsniveaus konnte gezeigt werden, dass nach Reaktivierung des
Proteasoms die Antigenprasentation bereits nach 60 Minuten wieder anstieg. Anhand dieser
Experimente konnte veranschaulicht werden, dass auch nach der Inhibition der Translation
Peptide generiert und prasentiert wurden. Da es innerhalb von 60 Minuten erneut zu einem
Anstieg der Antigenprasentation kam, mussten die in diesem Fall prasentierten Peptide in
kiirzester Zeit generiert worden sein. Um diese Proteine derart schnell abbauen zu kénnen,
mussen diese eine sehr kurze Halbwertszeit aufweisen. Da aber das in den Experimenten
verwendete Modellantigen eine weitaus langere Halbwertszeit besaB, mussten die
prasentierten Peptide von instabilen Translationsprodukten, wie etwa von DRIPs,
abstammen (Apcher et al., 2012; Dolan et al., 2011a; Qian et al., 2006b).

Diesen Ergebnissen zufolge muss die Generierung von Substraten fur die MHC-Klasse-I-
Antigenprasentation unmittelbar mit der Proteinsynthese gekoppelt sein (Cardinaud et al.,

2010; Khan et al., 2001; Reits et al., 2000).



2.8 Fragestellung

Basierend auf den Ergebnissen verschiedener Arbeitsgruppen wird davon ausgegangen, dass
die Hauptquelle von MHC-Klasse-I-Antigenen neu synthestisierte Proteine mit duBerst kurzer
Halbwertszeit sind, welche als DRiPs bezeichnet werden (Qian et al., 2006b; Yewdell et al.,
1996). Ob und inwiefern jedoch auch mature Proteine zur MHC-Klasse-I-Antigenprasentation
beitragen, wurde bislang jedoch nicht im Detail untersucht (Engelhard et al., 2006). Neben
der Translation nimmt auch die proteasomale Degradation eine zentrale Rolle in diesem
Antigenprasentationsweg ein. Aufgrund von Erkenntnissen um den proteasomalen
Proteinabbau und dessen Zusammenspiel mit der Ubiquitinylierung liegt es nahe, dass die
Ubiquitinylierung auch bei der Prozessierung und Prdsentation von Antigenen eine
entscheidende Position einnimmt (Hershko und Ciechanover, 1998; Rock et al., 1994).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher durch den Einsatz von Fusionsproteinen, die in ihrer
Stabilitdit moduliert werden kénnen, der Beitrag maturer Proteine zur MHC-Klasse-I-
Antigenprasentation untersucht werden. Ferner sollte die Generierung von Antigenen naher
charakterisiert werden. Dies beinhaltete die Analyse verschiedener Aspekte der mRNA-
Translation, wie zum Beispiel die mRNA-Stabilitdt, die subzelluldre Lokalisation der
Proteinsynthese und Mechanismen der Translationsinitiation. Zudem sollte die Rolle der
Ubiquitinylierung in der Proteasom-abhdngigen Generierung von MHC-Klasse-I-Antigenen,
durch Verwendung von Mutanten, die keine Ubiquitin-Modifikation erlauben, untersucht
werden. Diese Untersuchungen sollten mehr Aufschluss Uber die Funktionsweise der

Prozessierung von MHC-Klasse-I-Antigenen geben.



3.

MATERIAL

3.1 Zelllinien

Tabelle 3.1: HLA-Genotyp der verwendeten Zelllinien

Linie

HLA-A

HEK293T @ 0201

DG75 0201; 6601
KMH2 1101; 2401
LCL1.11 0201; 6601

LCL-MSC | 2601; 6801

Tabelle 3.2: Spezifitit und Restriktion der verwendeten CD8" T-Zellen

HLA-B

0702
4101, 5001
1501; 5201

1801, 4102

1801; 3502

HLA-Cw HLA-DRB1

0602; 17 0404; 1301
0401: 1202 0401: 1101

1203, 1701 1501; 1303

0701; 0701 1501

HLA-DQB1

0602
0402; 0603
0301, 0505

0602; 0301;

0602; 0603

HLA-DPB1

0401
0201, 0501

0301, 0402

0401

T-Zelllinie Antigen Epitop HLA-Restriktion
M BRLF1 AAj09.118-YVLDHLIVV HLA-A*0201
FL BZLF1 AA;90.197 -RAKFKQLL HLA-B*0801
LG BZLF1 AA;7,131-VQTAAAVVF HLA-B*1501
SJ EBNA1 AA411.420-HPVGEADYF HLA-B*3501
CR EBNA1 AA411.420-HPVGEADYF HLA-B*3501




3.2 Plasmide

Tabelle 3.3: Erstellte Plasmide

Plasmid

Eigenschaft

Tet-Ery-NGFR-PTuner-BRLF1-GFP

Das PTuner-BRLF1-GFP-Fusionsgen wie auch das NGFR-Gen
stehen unter der Kontrolle eines bidirektionalen Tetrazyklin-

regulierbaren Promotors

Tet-Ery-NGFR-PTuner-BRLF1-IRES-GFP

Das PTuner-BRLF1-IRES-GFP-Fusionsgen wie auch das NGFR-

Gen stehen unter der Kontrolle eines bidirektionalen

Tetrazyklin-regulierbaren Promotors

Tet-Ery-NGFR-PTuner-EBNA1-GFP

Das PTuner-EBNA1-GFP-Fusionsgen wie auch das NGFR-Gen
stehen unter der Kontrolle eines bidirektionalen Tetrazyklin-

regulierbaren Promotors

Tet-Ery-NGFR-PTuner-EBNA1AGA-GFP

Das PTuner-EBNA1AGA-GFP-Fusionsgen wie auch das NGFR-

Gen stehen unter der Kontrolle eines bidirektionalen

Tetrazyklin-regulierbaren Promotors

Tet-Ery-NGFR-PTuner-EBNA1AGA-IRES-GFP

Das PTuner-EBNA1AGA-IRES-GFP-Fusionsgen wie auch das
NGFR-Gen stehen unter der Kontrolle eines bidirektionalen

Tetrazyklin-regulierbaren Promotors

pCMV-BZLF1-EHis

Wildtyp-BZLF1 Expressionsplasmid mit C-terminaler Fusion

eines EBNA1- als auch eines Hisg-Etiketts

pCMV-BZLF1+YVL-EHis

C-terminale Fusion des BRLF1-YVL-Epitops an den offenen

Leserahmen von BZLF1

pCMV-BZLF1AIntron

cDNA-Sequenz von BZLF1, enthélt kein Intron und erfordert
daher kein SpleiRen der mRNA

pCMV-BZLF1+PTC

Eingeflihrte Punktmutation bewirkt einen verfrihten

Translationsabbruch

pCMV-BZLF1+PTCAIntron

cDNA-Sequenz von BZLF1+PTC, enthalt keine Introns und

erfordert daher kein SpleiBen der mRNA

pCMV-BZLF1+R-Globin-3"UTR

Fusion des BZLF1-Gens mit der 3'UTR von R-Globin

pCMV-BZLF1+IFN-y-3"UTR

Fusion des BZLF1-Gens mit der 3’UTR von IFN-y

pCMV-BZLF1+R-Aktin-3"UTR

Fusion des BZLF1-Gens mit der 3’"UTR von B-Aktin

pCMV-BZLF1+R-Aktin-3"UTR-mut

Fusion des BZLF1-Gens mit der 3'UTR von R-Aktin; in dem die

ZBP1-Bindedomdne mutiert war

pCMV-BZLF1-IRES-GFP

Die BZLF1- und GFP-Gensequenzen sind durch eine IRES-

Sequenz getrennt

pCMV-GFP-IRES-BZLF1

Die GFP- und BZLF1-Sequenzen sind durch eine IRES-Sequenz

getrennt




pCMV-BNLF2a-His

Wildtyp-BNLF2a Expressionsplasmid mit C-terminaler Fusion

des Hisg-Etiketts

PCMV-BNLF2a+2xGFP

Fusion von BNLF2a mit zwei Molekilen GFP

pCMV-BNLF2a+2xGFP-Nuc

Fusion von BNLF2a mit zwei Molekiilen GFP sowie einem

Kern-Lokalisationssignal

pGEM4Z-BZLF1-A116

Das Wildtyp-BZLF1-Gen steht unter der Kontrolle des T7-

Promotors zur Synthese von in vitro transkribierter RNA

pGEM4Z-BZLF1+PTC-A116

Das BZLF1+PTC-Gen steht unter der Kontrolle des T7-

Promotors zur Synthese von in vitro transkribierter RNA

pGEM4Z-GFP-A116

Das GFP-Gen steht unter der Kontrolle des T7-Promotors zur

Synthese von in vitro transkribierter RNA

pCMV-EBNA1-His

Wiltyp-EBNA1 Expressionsplasmid mit C-terminaler Fusion

des Hisg-Etiketts

pCMV-EBNA1AGA-His

Expressionsplasmid der Deletionsmutante EBNA1AGA mit C-

terminaler Fusion des Hisg-Etiketts

pCMV-BZLF1-AK

Substitution aller Lysine des BZLF1-Genprodukts durch

Arginine

pCMV-BZLF1-AC

Substitution aller Cysteine des BZLF1-Genprodukts durch

Alanine

pCMV-BZLF1AKC

Substitution aller Lysine und Cysteine des BZLF1-

Genprodukts durch Arginine bzw. Alanine

pCMV-BZLF1-AS

Substitution aller Serine des BZLF1-Genprodukts durch

Alanine

pCMV-BZLF1-AT

Substitution aller Threonine des BZLF1-Genprodukts durch

Alanine

pCMV-BZLF1-mut-I+YVL

BZLF1 enthalt aufgrund von Punktmutationen nur noch 19

der urspriinglich 41 CKST-Aminosaduren

pCMV-BZLF1-mut-lI+YVL

BZLF1 enthalt aufgrund von Punktmutationen nur noch 9 der

urspriinglich 41 CKST-Aminosduren

pCMV-BZLF1-mut-IlI+YVL

BZLF1 enthalt aufgrund von Punktmutationen nur noch 3 der

urspriglich 41 CKST-Aminosduren

pCMV-BZLF1-ACKST+YVL

BZLF1 enthalt aufgrund von Punktmutationen keinerlei CKST-

Aminosauren

pCMV-MART1+YVL-EHis

C-terminale Fusion des BRLF1-YVL-Epitops als auch eines
EBNA1- und eines Hisgs-Etiketts an den offenen Leserahmen

von des MART-1-Gens

pCMV-MART1-mut-I+YVL

MART-1 enthélt aufgrund von Punktmutationen nur noch 17

der urspriinglich 23 CKST-Aminosduren




pCMV-MART1-mut-llI+YVL

MART-1 enthélt aufgrund von Punktmutationen nur noch 10

der urspriinglich 23 CKST-Aminosaduren

pCMV-MART1-mut-IlI+YVL

MART-1 enthélt aufgrund von Punktmutationen nur noch 1

der urspriinglich 23 CKST-Aminosaduren

pCMV-MART1-ACKST+YVL

MART-1 enthdlt aufgrund von Punktmutationen keinerlei

CKST-Aminosauren

pCMV-ApoB-BZLF1+YVL-EHis

N-terminale Fusion von Wildtyp-BZLF1 mit der ER-

Signalsequenz von ApolipoproteinB

pCMV-ApoB-BZLF1-ACKST+YVL-EHis

N-terminale Fusion von BZLF1-ACKST mit der ER-

Signalsequenz von ApolipoproteinB

pCMV-ApoB-BZLF1-GFP

N-terminale Fusion von Wildtyp-BZLF1 mit der ER-
Signalsequenz von ApolipoproteinB und C-terminale Fusion

mit GFP

pCMV-ApoB-BZLF1-ACKST-GFP

N-terminale Fusion von BZLF1-ACKST mit der ER-
Signalsequenz von ApolipoproteinB und C-terminale Fusion

mit GFP

pCMV-HRD1

Wildtyp-HRD1

pCMV-dnHRD1

Punktmutation in HRD1 fiihrt zu einem dominant negativen

Effekt nach Expression

pCMV-YVL-Epitop

Expression des BRLF1-Epitops YVLDHLIVV als Minigen

pCMV-VQT-Epitop

Expression des BZLF1-Epitops VQTAAAVVF als Minigen

pCMV-Ubiquitin

Wildtyp-Ubiquitin

pCMV-Ub-K33R

Punktmutation flihrte zur Substitution des Lysins an Position

33 durch ein Arginin

pCMV-Ub-K48R

Punktmutation flihrte zur Substitution des Lysins an Position

48 durch ein Arginin

3.3 Bakterienstamme

In allen Versuchen wurde ausschlielllich der Escherichia coli-Stamm XL1-blue MRF

(Stratagene) verwendet.

3.4 Expressionsplasmide

Siehe Anhang: Vektorkarten




3.5 Antikorper

3.5.1 Primarantikorper

Tabelle 3.4: Primarantikérper

Ungekoppelte Primarantikorper
Spezifitat Wirt Anwendung Firma

anti-BRLF1 Maus Western-Blot Argene
anti-BZLF1 Maus Western-Blot Argene

Hybridomiberstand; zur Verfligung gestellt
anti-EBNA1 Ratte Western-Blot

von Dr. E. Kremmer (HMGU, Miinchen)
anti-GAPDH Maus Western-Blot Millipore

Hybridomiberstand; zur Verfligung gestellt
anti-Hisg Maus Western-Blot

von Dr. E. Kremmer (HMGU, Miinchen)

Hybridomiberstand; zur Verfligung gestellt
anti-NGFR Maus MACS

von Dr. E. Kremmer (HMGU, Miinchen)
anti-Tubulin Kaninchen Western Blot Argene

3.5.2 Sekundarantikérper

Tabelle 3.5: Gekoppelte Sekunddrantikérper

Sekundarantikorper

Spezifitat Wirt Kopplung Firma
anti-Maus-IgG Schaf HRP Amersham
anti-Ratte-1gG + -IgM Ziege HRP Jackson
anti-Kaninchen-IgG Ziege HRP Jackson
anti-Maus-IgG Esel IR Dye800 CW Conjugated Rockland
anti-Ratte-1gG Kaninchen | IR Dye800 CW Conjugated Rockland
anti-Maus-IgG Ziege IgG Micro-Beads Miltenyi Biotec




3.6 Reagenzien

Chemikalien, Reagenzien und Enzyme wurden von den Firmen Becton-Dickinson, BioRad,
Calbiochem, Clontech, Corning, Eppendorf, GE-Healthcare, Greiner, Integra, Invitrogen, LC
Laboratories, MBI-Fermentas, Merck, Millipore, New England Biolabs, Neolab, Nunc, PAA,
Packard Instruments, Perkin EImer, Promega, Qiagen, Roche, Santa Cruz, Sartorius, Sigma-
Aldrich und Stratagene bezogen. Weitere Bezugsquellen sind in den einzelnen

Methodenbeschreibungen aufgefiihrt.

3.7 DNA-modifizierende Enzyme

Alle verwendeten DNA-modifizierenden Enzyme wie Restriktionsenzyme, T4-DNA-Ligase, T4-
DNA-Polymerasen und CIP (calf intestine phosphatase), wurden von den Firmen New

England Biolabs und MBI Fermentas bezogen.

3.8 Medien und Puffer

3.8.1 Zellkulturmedien

Tabelle 3.6: Zellkulturmedien

DMEM-Komplettmedium DMEM
(Dulbecco’s-Modified-Eagle-Medium) = 10 % FCS

2 mM L-Glutamin

1 % Fungizone

50 pg/mL Gentamycin
RPMI1640-Komplettmedium RPMI1640

10 % FCS

2 mM L-Glutamin

1 % Fungizone

50 pg/mL Gentamycin

1 mM Pyruvat

1 % nicht-essentielle Aminosduren



T-Zell-Medium AIM-V
10 % humanes Serum
2 mM L-Glutamin
10 mM Hepes
50 pg/mL Gentamycin
Optional 10 U/ml IL-2

3.8.2 Allgemeine Puffer und Medien

Tabelle 3.7: Allgemeine Puffer und Medien
ELISA-Blockpuffer PBS

1% BSA

5 % Sucrose

0,05 % NaN3
ELISA-Waschpuffer PBS

0,05 % Tween-20
FACS-Puffer PBS

2 % FCS

0,05 % NaN3
Luria-Bertani (LB)-Medium 10 g NacCl

10 g Tryton

5 g Hefe-Extrakt

ad 1L H,0 dest.

autoklaviert

MACS-Puffer PBS

1% BSA

2 mM ETDA
PBS 154 mM NaCl

8 mM Na,HPO,
2 mM KH,PO,
pH 7,4
Reagent Diluent (RD) PBS
1 % BSA
sterilfiltrieren
SOB Medium 20 g Tryton
5 g Hefe-Extrakt



0,5 g NaCl

2,5 mM KCl

10 mM MgCl,
10 mM MgSO,
ad 1L H,0 dest.

autoklaviert
SOC Medium SOB-Medium
0,2 % Glucose
sterilfiltriert
Strip-Puffer 13,1 ml 1 M Zitronensaure
6,6 ml 1 M NaH,PO,
ad 100 ml PBS
pH 3,1
Superbroth Medium 32 g Tryton
20 g Hefe-Extrakt
25 g NaCl
ad 1l H,0 dest.
autoklaviert
TAE 40 mM Tris/HCl pH 7,8

5 mM Natriumacetat

1 mM EDTA
TBS 50 mM Tris
150 mM NacCl
pH 7,4
TE-Puffer 10 mM Tris/HCl pH7,5

1 mM EDTA in H,0



3.9 Gerate

Gerat

Bakterieninkubator

Bestrahlungsanlage Gammacell 40 mit Casium-

137
Biophotometer Plus
Brutschrank

Elektrophoresekammer

Elektroporationsgerat Gene Pulser Il

ELISA-Reader

FACS Calibur
Falcon-Roller
Gefrierschrank -80°C
Gefrierschrank -20°C
Kuhlschrank
Lichtmikroskop Axioskop
LightCycler 2.0
Millipore-Anlage
Netzgerat Power PAC 300
Neubauer-Zahlkammer
Odyssey Infrarot Gerat
pH-Messgerat

Pipetten

Pipettierhilfe
Schittelinkubatoren
Spektrophotometer
Sterilbank
UV-Transilluminator
Vortex Genie 2

Zentrifugen

Hersteller

Heraeus

AECL

Eppendorf

Heraeus; ThermoForma
Invitrogen

BioRad

TECAN Sunrise
Becton-Dickinson
Coulter Electronics Limited
Colora

Liebherr

Liebherr

Zeiss

Roche

Millipore

Bio-Rad

GLW

LI-COR

Knick

Gilson

Integra Biosciences
New Brunswick Scientific
Eppendorf

Bio Flow Technik

UVP Inc.

Bender & Hobein

Eppendorf, Sorvall, Beckman, Hettich



4. METHODEN

4.1 Molekularbiologische Methoden

4.1.1 DNA-Klonierung

Die DNA-Klonierung stellt eine Methode dar, die es erlaubt, ein spezifisches DNA-Fragment
in einen Klonierungsvektor einzufligen. Als bevorzugte Klonierungsvektoren werden dazu
Plasmide verwendet. Bestimmte Sequenzabschnitte der Plasmide, sogenannte multiple
cloning sites (MCS), erlauben ein spezifisches Schneiden und Ligieren des Vektors. Sobald das
DNA-Fragment in den Vektor eingefigt wurde, kann der nun rekombinante
Klonierungsvektor mittels Transformation in Bakterien eingebracht werden. Neben dem
Zielgen enthdlt das rekombinante Plasmid zudem ein Gen, das als Selektionsmarker
verwendet werden kann. Dabei handelt es sich meist um ein Antibiotika-Resistenzgen.
Dieser Marker kann zur Uberpriifung verwendet werden, welche Bakterien erfolgreich mit
dem rekombinanten Vektor transformiert wurden.

Das Aufspalten der Plasmid-DNA und das Herausschneiden des DNA-inserts erfolgt
sequenzspezifisch durch sogenannte Restriktionsendonukleasen. Diese erkennen eine
bestimmte Basenabfolge und spalten die doppelstrangige DNA. Abhdngig vom verwendeten
Restriktionsenzym hinterlasst dieses an den Spaltstellen entweder glatte Enden (blunt ends)
oder Uiberhdngende Enden (sticky ends). Im optimalen Fall sollten der Vektor und das insert
mit demselben Restriktionsenzym gespalten werden, was eine komplementare
Basenpaarung zwischen Vektor und insert ermoglicht und die Verknipfung der beiden
Molekiile erleichtert. Diese Reaktion wird durch das Enzym DNA-Ligase katalysiert. Da das
Plasmid fiir ein Antibiotika-Resistenzgen kodiert, kbnnen Bakterien, die das rekombinante

Plasmid aufgenommen haben, auf Antibiotika-haltigem Agar lberleben und wachsen.

4.1.1.1 Schneiden der DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen spalten DNA sequenzspezifisch. Diese Enzyme erkennen

bevorzugt palindromische Sequenzabfolgen der DNA und katalysieren die Hydrolyse der



Phosphodiesterbindungen beider  DNA-Strange.  Abhdngig vom  verwendeten
Restriktionsenzym entstehen auf beiden Seiten der Spaltstelle entweder glatte DNA-Enden
(blunt ends) oder {iberhdngende DNA-Enden (sticky ends), die im Bereich des Uberhangs
einzelstrangig vorliegen. Der Restriktionsverdau erfolgte gemaR den Herstellerangaben der
verwendeten Enzyme. In aller Regel handelte es sich jedoch um Enzyme, die bei 37°C aktiv

sind. Die Inkubationszeit betrug bei entsprechender Temperatur 1 - 2 Stunden (h).

Tabelle 4.1: Reaktionsansatz fiir den DNA-Verdau mit Restriktionsendonukleasen

DNA 1 pug
10x Puffer 2 ul
Enzym 1 ul
H,0 ad 20 ul
4.1.1.2 Synthese von glatten Enden nach dem Restriktionsverdau

Im Fall, dass glatte DNA-Enden fiir die DNA-Klonierung bendtigt wurden, aber nur geeignete
Spaltstellen fur Enzyme vorhanden waren, die Gberhdngende Enden hinterlieRen, wurden
aus den Uberhingen glatte Enden generiert. Dazu wurden direkt nach dem Verdau der
Plasmid-DNA Desoxynukleotid-Triphosphate (dNTP) und T4 DNA-Polymerase zum
Reaktionsansatz zugegeben. Der Ansatz wurde anschlieBend fur 10 - 15 Minuten (min) bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert, wobei die T4-DNA-Polymerase anhand der dNTPs die
einzelstrangigen Bereiche komplementar auffillte, bis ein glattes Ende der DNA erreicht war.
AulRerdem verfiigt das Enzym ebenso Uber eine Exonuklease-Aktivitat, die dazu fiihrt, dass
einzelstrangige Bereiche der DNA in 3°-5'-Richtung abgebaut werden. Diese Aktivitat wurde
ebenso zur Generierung von glatten Enden benutzt, vorausgesetzt bei den Uberhingen
handelte es sich um 3’-Uberhinge. Dabei wurden diese Uberhinge durch die T4-DNA-
Polymerase soweit abgespalten bis sich wiederum glatte DNA-Enden ergaben. Um zu
verhindern, dass diese enzymatische Aktivitat unspezifisch DNA spaltet, hervorgerufen durch
langere Inkubationszeiten beziehungsweise nach Erschopfung der dNTP-Reserven, war es

erforderlich, das Enzym durch eine Phenol-Chloroform-Extraktion zu inaktivieren.



Tabelle 4.2: Reaktionsansatz zur Synthese von glatten Enden mit T4 DNA-Polymerase

Ansatz Restriktionsverdau 20 ul
dNTP (je 10 mmol) 1l
T4 DNA-Polymerase (5 U/pl) 1l

4.1.1.3 Phenol-Chloroform-Extraktion

Um Enzyme, wie die T4 DNA-Polymerase, zu inaktivieren, oder die DNA von Puffer-
Rickstanden zu reinigen, wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefiihrt. Dazu
wurde direkt nach der Enzymreaktion das aquivalente Volumen eines Phenol/Chloroform-
Gemisches (1:1) zugegeben und der Ansatz gemischt. AnschlieBend wurde der Ansatz fir 20
Min bei 18.000 x g und 4°C zentrifugiert, was zu einer Trennung in eine obere, wassrige und
eine untere, Phenol-haltige Phase fiihrte. Die wassrige Phase wurde vorsichtig abgenommen,
in ein neues Reaktionsgefald tiberfliihrt und mit dem 2,5-fachen Volumen an Ethanol versetzt.
Nach erneuter Zentrifugation unter den gleichen Bedingungen, wurde der DNA-Niederschlag

getrocknet und anschlieBend in Wasser gel6st.

4.1.1.4 Extraktion der DNA-Fragmente aus einem Agarosegel

Um das entsprechende DNA-Fragment aus dem Restriktionsansatz zu isolieren, wurde der
gesamte Ansatz in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Danach wurden die
DNA-Fragmente durch Bestrahlung des Gels mit UV-Licht sichtbar gemacht, die DNA-Bande
der entsprechenden GréRe ausgeschnitten und die DNA daraus aufgereinigt. Zu diesem
Zweck wurde der Restriktionsansatz mit Ladepuffer versetzt und in eine grofRe Tasche eines
Agarosegels geladen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 120 Volt fiir ca. 1 - 2
h. Im Agarosegel war Ethidiumbromid enthalten, das in die DNA interkaliert und unter UV-
Licht fluoresziert. Um eine eventuelle Mutagenese der DNA zu unterbinden, wurde zur
Detektion der Banden langwelliges UV-Licht (Wellenlange A=365 nm) verwendet. Um die
DNA aus dem Gelstlck zu isolieren, wurde der peqGOLD-Gel-Extraktions-Kit der Firma
Peglab verwendet. Nach der Gewichtsbestimmung des ausgeschnittenen Gelstiicks wurde

das aquivalente Volumen an XP2 Binde-Puffer zugesetzt, das Reaktionsgefal} auf 60°C erhitzt



und von Zeit zu Zeit gevortext. Nachdem sich das Gelstiick vollstdandig im Puffer aufgeldst
hatte, wurde die Losung auf spezielle Saulen geladen und fir 1 Minute bei 10.000 x g
zentrifugiert, wobei der Durchlauf verworfen wurde. Durch Zugabe von zweimal je 600 ul
SPW-Waschpuffer und anschliefender Zentrifugation fir 1 Minute bei 10.000 x g wurde die
in der Saulenmatrix gebundene DNA gewaschen. Um die DNA von der Sdule zu eluieren,
wurde die Saule in eines neues Reaktionsgefal’ platziert, 30 ul ddH,0 auf die Saule gegeben
und erneut fiir 1 Minute bei 5.000 x g zentrifugiert.

Daraufhin wurde ein Aliquot der isolierten DNA mit DNA-Ladepuffer versetzt und in einem
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Anhand der Bandengrof3e wurde Uberpriift, ob es
sich um das gewiinschte DNA-Fragment handelte. Zudem konnte durch Vergleich der
Fluoreszenzintensitdit der DNA-Bande mit der Intensitdit der Markerbanden die

Konzentration der isolierten DNA abgeschatzt werden.

4.1.1.5 Ligation

Vektor- und insert-DNA wurden mit Hilfe der T4 DNA-Ligase zu einem neuen rekombinanten
geschlossenen DNA-Ring verbunden. Das Enzym DNA-Ligase katalysiert dabei die Bildung
von Phosphodiesterbindungen zwischen den DNA-Enden von Vektor und insert. Fir diese
Reaktion wurde die Vektor- und insert-DNA im Verhdltnis 1:3 miteinander vermischt und
sowohl T4 DNA-Ligase als auch entsprechender Puffer zugegeben. Die Reaktion erfolgte fir

3 -4 h bei 12°C im Wasserbad.

Tabelle 4.3: Reaktionsansatz der Ligation

Vektor-DNA 2ul
Insert-DNA 6 ul
10x T4 DNA-Ligase Puffer 1l

T4 DNA-Ligase (40 U/ul) 1l



4.1.1.6 Agarosegelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung in einem Agarosegel bietet die Mdglichkeit, DNA-
Fragmente eines Gemisches der Grofle nach aufzutrennen. Dazu wurde die DNA zunachst
mit DNA-Ladepuffer versetzt. Dieser enthielt Glycerin, welches das gesamte Gemisch
beschwert, damit dieses in den Taschen des Agarosegels verbleibt und nicht in den
umgebenden Puffer diffundiert. Zudem war im Ladepuffer Bromphenolblau enthalten,
wodurch der Verlauf der Elektrophorese visuell nachverfolgt werden konnte. Zudem wurde
in eine Tasche des Gels eine Referenzprobe (Marker) bekannter BandengroRen aufgetragen,
anhand deren die GroRBe der DNA-Fragmente bestimmt werden konnte. In allen Versuchen
wurden 1 %-ige Agarosegele verwendet. Zur Herstellung der Gele wurden 4 g Agarose
abgewogen und diese in 400 ml 1 x TAE-Laufpuffer aufgenommen, und das Gemisch in der
Mikrowelle erhitzt, bis sich die Agarose vollstandig aufgeldst hatte. Nachdem die Lésung auf
ca. 50 - 60°C abgekuhlt war, wurde Ethidiumbromid (Endkonzentration 0,2 pg/ml)
zugegeben, vorsichtig gemischt und in die vorbereitete Gel-GielRapparatur gegossen. Nach
dem Erstarren wurde das Gel in 1 x TAE-Puffer tberfihrt. Sowohl die DNA-Proben als auch
der DNA-Marker wurden in die dafiir vorgesehenen Taschen des Gels pipettiert, und
anschlieend eine Spannung von 120 Volt angelegt. DNA ist auf Grund des
Phosphatriickgrates negativ geladen und wandert daher in Richtung des Pluspols, wobei die
Geschwindigkeit invers mit der GroRe der DNA-Fragmente korreliert. Zur Bestimmung der
FragmentgrofRen der DNA musste diese im Gel sichtbar gemacht werden. Dies geschah durch
Bestrahlung mit UV-Licht (Wellenlange A=254 nm). Das im Gel enthaltene Ethidiumbromid
interkaliert in die DNA und fluoresziert nach Anregung mit UV-Licht.
TAE-Puffer:
40 mM Tris/HCl pH 7.8; 5 mM NaAc; 1 mM EDTA

Ladepuffer:
10 mM Tris/HCl pH 7.5; 10 mM EDTA; 0,05 % Bromphenolblau; 10 % Glycerin



4.1.2 Amplifikation von Plasmid-DNA mit Hilfe von Bakterienkulturen

4.1.2.1 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Um eine Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA durchfiihren zu kbnnen, mussten
diese entsprechend vorbereitet werden. Zur Herstellung elektrokompetenter Bakterien
wurden 500 ml SOB-Medium mit 10 ug/ml Tetrazyklin versetzt und mit einer Einzelkolonie
des Bakterienstamms XL1-blue MRF" angeimpft. In einem 2 |-Erlenmeyerkolben wurde die
Kultur solange bei 37°C geschiittelt bis eine ODgyo zwischen 0,5 und 0,7 erreicht war. Die
Kultur wurde fiir 15 min zum Abkuhlen auf Eis gestellt und anschlieBend fir 15 min bei 4.800
x g und 4°C zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 250 ml kalter Glycerin-Losung (10 %
in H,0) resuspendiert. Die Zentrifugation und Resuspendierung wurde nochmals wiederholt
und nach erneuter Zentrifugation das Pellet in 2-4 ml eiskalter 10 %-iger Glycerin-Losung
aufgenommen und Aliquots von je 50 upl in flissigem Stickstoff schockgefroren und

dauerhaft bei -80°C gelagert (Chung et al., 1989).

4.1.2.2 Transformation elektrokompetenter Bakterien mit Plasmid-DNA

Um eine moglichst grofle Ausbeute des rekombinanten Plasmids zu erhalten, wurde dieses
nach der Ligation in Bakterien eingebracht. Die Transformation der Bakterien erfolgte mittels
Elektroporation. Dazu wurden je Transformationsansatz 20 pl der elektrokompetenten XL-1
blue MRF’-Bakterien verwendet. Die Bakterien wurden dazu auf Eis aufgetaut und mit 1 pl
des Ligationsansatzes versetzt, gut gemischt und in eine Elektroporationskiivette (Spaltbreite
0,1 cm) Uberfiihrt. Unverziglich nach der Transformation bei 1,5 kV, 25 uF und 100 Q
wurden die Bakterien in 1 ml SOC-Medium aufgenommen, in ein neues Reaktionsgefald
uberfuhrt und fir 30 min bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Bakterien fir 2
min bei 4.600 x g pelletiert und 700 pl des Uberstandes abgenommen und verworfen. Das
Pellet wurde danach im restlichen Volumen von 300 ul resuspendiert und die
Bakteriensuspension auf LB-Agarplatten, die mit dem entsprechenden Antibiotikum (100
ug/ml Ampicillin bzw. 25 pg/ml Kanamycin) versehen waren, ausplattiert und Gber Nacht bei

37°C im Brutschrank inkubiert.



SOC-Medium:

SOB-Medium; 0,2 % Glucose; sterilfiltriert

4.1.2.3 Isolation kleiner Mengen Plasmid-DNA aus Bakterien

Um sicher zu stellen, dass die auf den Agarplatten selektierten Bakterien tatsachlich das
rekombinante Plasmid trugen, wurden einzelne Kolonien von den Agarplatten abgenommen
und LB-Medium angeimpft. Das LB-Medium enthielt dabei das gleiche Antibiotikum, wie die
Agarplatten zuvor. Nach einer Inkubation Uber Nacht bei 37°C im Schittler wurden die
gewachsenen Bakteriensuspensionen fir eine Plasmidisolation herangezogen. Hierzu wurde
1 ml jeder Bakteriensuspension in ein Reaktionsgefal} Gberflihrt und die Bakterien fur 2 min
bei 4.600 x g abzentrifugiert. Nachdem der Uberstand verworfen worden war, wurde das
Pellet in 100 pul E1-Suspensionspuffer der Firma Genomed resuspendiert und anschlieRend
100 pl E2-Lysepuffer zugegeben und fiir 2 - 3 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 100 pl
E3-Neutralisationspuffer wurde der Ansatz fiir 10 min bei 18.000 x g und 4°C zentrifugiert.
Nach dem Lysieren der Bakterien kam es durch die Zentrifugation zur Sedimentierung der
zelluldren Bestandteile, wobei die Plasmid-DNA im Uberstand geldst blieb. Aus diesem
Grund wurde nach der Zentrifugation der Uberstand abgenommen und in ein neues
Reaktionsgefald tberfiihrt, und zum Fallen der DNA 800 pl Ethanol zugegeben. Die gefallte
DNA wurde anschlieRend durch erneute Zentrifugation bei 18.000 x g fur 20 min bei 4°C
pelletiert. Nachdem der Uberstand vollstindig entfernt worden war, wurde das DNA-Pellet
getrocknet und in 100 pl H,0 aufgenommen.

Sobald die DNA vollstandig in Loésung Gbergegangen war, wurde ein Aliquot entnommen, in
ein neues ReaktionsgefaB Uberfihrt und ein Restriktionsverdau angesetzt. Nach
entsprechender Inkubationszeit wurde dieser mit DNA-Ladepuffer versetzt und in einem
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Das verwendete Restriktionsenzym wurde so
ausgewahlt, dass anhand der Restriktionsfragmente eindeutig festgestellt werden konnte,
ob es sich bei dem in den Bakterien replizierte Plasmid um das rekombinante Plasmid

handelte, welches das gewlinschte insert trug.



Puffer E1:

50 mM Tris/HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNase A
Puffer E2:

200 mM NaOH, 1 % SDS
Puffer E3:

3,1 M Kaliumacetat (pH 5,5)

Tabelle 4.4: Reaktionsansatz des Restriktionsverdaus

Plasmid-DNA 17 ul
10x Puffer 2 ul
Restriktionsenzym 1 ul
4.1.2.4 Isolation groBer Mengen Plasmid-DNA aus Bakterien

Sofern nachgewiesen werden konnte, dass das Plasmid das insert enthielt, wurde eine
positive Bakteriensuspension dazu benutzt, um groBe Mengen des Plasmids herzustellen.
Dazu wurden 400 ml Superbroth-Medium, das zuvor mit dem entsprechenden Antibiotikum
(100 pg/ml Ampicillin bzw. 50 pg/ml Kanamycin) versehen worden war, in einen 2 I-
Erlenmeyerkolben gegeben und mit 300 pl der ausgesuchten, positiven Bakteriensuspension
angeimpft und Gber Nacht im Schittler bei 37°C inkubiert.

Am Tag darauf wurden von der gewachsenen Bakterienkultur 800 pl entnommen, mit 1 ml
32 % Glycin-haltigem Einfriermedium versetzt und bei -20°C eingefroren. Danach wurden die
restlichen Bakterien fiir 10 min bei 4.600 x g pelletiert, der Uberstand verworfen, das
Bakterienpellet in 10 ml E1-Suspensionspuffer der Firma Genomed resuspendiert und in ein
neues Reaktionsgefal Gberfiihrt. Zur Lyse der Bakterien wurde das dquivalente Volumen E2-
Lysepuffer zugegeben. Das im E2-Lysepuffer enthaltene SDS 16st die Bakterienmembran auf,
wahrend das NaOH Proteine, chromosomale DNA und Plasmid-DNA denaturiert. Nach einer
Inkubationszeit von 5 min wurden 10 ml E3-Neutralisationspuffer zugegeben, und der Ansatz
flr 20 min bei 7.000 x g und 4°C abzentrifugiert, was dazu fiihrte, dass die Plasmid-DNA von
den Zellbestandteilen getrennt wurde. Vor dem Beladen der Maxi-Praparationssaule musste
diese mit 20 ml E4-Equilibrierungspuffer equilibriert werden. Danach folgte die Beladung der
Saule mit dem Uberstand, in dem die Plasmid-DNA enthalten war. Nach dem Durchlauf des

Uberstands wurde die Sidule dreimal mit je 20 ml E5-Waschpuffer gewaschen, und



anschliefend die DNA mit 15 ml E6-Elutionspuffer von der Saule eluiert. Zum Fallen der DNA
wurden 10,5 ml Isopropanol zum Eluat hinzugegeben, gemischt und die ausgefallene DNA
durch erneute Zentrifugation fiir 20 min bei 7.000 x g und 4°C pelletiert. Der Uberstand
wurde verworfen, das DNA-Pellet getrocknet und dann in 1 ml TE-Puffer aufgenommen. Zur
Bestimmung der Ausbeute an Plasmid-DNA wurde die DNA-Konzentration im Photometer
(Wellenldange A=260 nm) gemessen. Wie zuvor wurde auch in diesem Fall die Plasmid-DNA
durch eine Restriktionsanalyse Uberprift. Hierzu wurden fiinf verschiedene Ansdtze mit
jeweils unterschiedlichen Restriktionsenzymen verwendet. Das sich dabei ergebende
Restriktionsmuster wurde nach erfolgter elektrophoretischer Auftrennung im Agarosegel

Uberprift. In bestimmten Fallen wurde die DNA zusatzlich durch eine Sequenzanalyse

uberpruft.
Puffer E4:
100 mM Natriumacetat (pH 5,0), 600 mM NacCl, 0,15 % Triton-X-100
Puffer E5:
100 mM Natriumacetat (pH 5,0), 800 mM NacCl
Puffer E6:
100 mM Natriumacetat (pH 5,0), 1500 mM NacCl
TE Puffer:
10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA
4.1.2.5 Sequenzanalyse

Die Analyse der jeweiligen doppelstrangigen DNA-Sequenz erfolgte mittels der cycle-
sequencing Methode. Diese basiert auf der Didesoxymethode nach Sanger, welche auch als
Kettenabbruchmethode bezeichnet wird (Sanger et al., 1977). Die Sequenzanalyse und
deren Auswertung erfolgten durch die Firmen Sequiserve (Vaterstetten) und GATC Biotec

(Konstanz).



4.1.3 Quantitative RealTime-PCR

4.1.3.1 RNA Isolation

Zur Bestimmung der relativen oder absoluten Menge einer spezifischen mRNA wurde eine
quantitative RealTime-PCR durchgefihrt. Fir die Isolation der RNA aus den Zellen wurde der
RNeasy Isolation Kit der Firma Qiagen verwendet. Dazu wurden 3 x 10° Zellen abgeerntet
und mit 600 pl RLT-Lysepuffer, der mit 6 pl B-Mercaptoethanol versetzt worden war, lysiert.
Das Lysat wurde mehrmals mit einer Spritze durch eine kleine Kaniile gezogen. Die dabei
entstehenden Scherkrdfte bewirkten ein Fragmentieren der genomischen DNA, damit diese
anschliefend leichter von RNA abgetrennt werden konnte. AnschlieBend wurden 700 ul
Ethanol zugesetzt, das Gemisch auf eine Saule gegeben, und diese fiir 1 Minute bei 10.000 x
g zentrifugiert. Dabei banden die Nukleinsdauren an die Saulenmatrix. Zellbestandteile, die
nicht mit der Sdulenmatrix interagierten und an diese banden, liefen ungehindert durch die
Saule hindurch und wurden daher als Durchlauffraktion verworfen. Auf die Sdule wurden
dann 50 pl DNasel gegeben und fiir 15 min bei RT inkubiert. Nach dieser Inkubation wurden
700 ul RW1-Puffer auf die Sdule gegeben und erneut fir 1 Minute bei 10.000 x g
zentrifugiert. Danach wurde die Saule zweimal mit je 600 pl RPE-Puffer gewaschen und wie
zuvor jeweils fir 1 Minute bei 10.000 x g zentrifugiert. Zum Trocknen der Sdule wurde diese
nach dem Waschen einmal wiederum fiir 1 Minute bei 10.000 x g zentrifugiert. Um die RNA
von der Saule zu eluieren, wurden 25 ul DEPC-behandeltes H,O auf die Saule gegeben, und
diese flir 1 Minute bei 10.000 x g zentrifugiert. Dieser Schritt wurde einmal wiederholt.

Zur Bestimmung der Ausbeute an Gesamt-RNA wurde die RNA-Konzentration im

Photometer (Wellenldnge A = 230 nm) bestimmt.

4.1.3.2 Reverse Transkription von mRNA zur Synthese von cDNA

Um mRNA in cDNA (complementary DNA) umzuschreiben, wurden 1 ug RNA mit 1 ul Oligo-
dT-primern (Roche) versehen, und der Ansatz mit DEPC-behandeltem H,0 auf 18 ul
aufgefillt und fir 5 min bei 70°C inkubiert, um die RNA zu denaturieren. Anschliefend

wurden die Proben vom Heizblock genommen und sofort fiir 2 - 3 min in Eiswasser gestellt.



Dabei banden die primer an die RNA, wodurch alle in der Probe befindlichen mRNAs spater
revers transkribiert werden konnten. Zu den abgekiihlten Proben wurde dann der fir die
reverse Transkription notige Enzym-Mix des SuperScript |l Reverse Transcriptase Kits
(Invitrogen) hinzugegeben, und die Proben fiir 1 Stunde bei 42°C inkubiert. Um das Enzym zu

inaktivieren wurden die Proben anschlieBend nochmals fiir 15 min auf 70°C erhitzt.

Tabelle 4.5: Ansatz der reversen Transkription

RNA 1ug
Oligo-dT-primer 1l
DEPC-H,0 ad 18 ul
5x First Strand Buffer 5ul
dNTP (je 10 mmol) 1l
DTT (100 mM) 1pl
Reverse Transkriptase (200 U/ul) 1l

4.1.3.3 Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction; PCR) ist eine sich
wiederholende Reaktion, die es gestattet, einen bestimmten Sequenzabschnitt zu
amplifizieren. Dabei werden sequenzspezifische Oligonukleotide (primer) verwendet, die den
zu amplifizierenden Bereich eingrenzen. Zudem werden hitzestabile DNA-Polymerasen, wie
z. B. die Tag-Polymerase des Bakteriums Thermus aquaticus verwendet, die der hohen
Temperatur zur Denaturierung der DNA widerstehen.

Bei der Auswahl der primer musste beachtet werden, dass deren Schmelztemperatur dhnlich
war und mindestens 50°C betrug. Des Weiteren musste darauf geachtet werden, dass die
beiden primer moglichst nur an den jeweiligen Sequenzabschnitt und nicht mit sich selbst

oder miteinander hybridisierten.

Die Schmelztemperatur der primer wurde nach folgender Formel berechnet:

Tw=4x2(G;C) + 2 x 2(A;T)



Tabelle 4.6: Standard PCR-Ansatz

5x PCR-Puffer 20 ul
primer forward (100 uM) 2ul
primer reverse (100 uM) 2 ul
dNTP (je 10 mmol) 2 ul
DNA bzw. cDNA 1pug
Taq-Polymerase (5 U/pul) 2 ul
ddH,0 ad 100 pl

Um ein Verdunsten des PCR-Ansatzes zu unterbinden, wurde der Ansatz mit ca. 50 pl
Mineraldl Uberschichtet. Das jeweilige PCR-Programm richtete sich nach der Lange des
Amplifikats (ca. 1 kb/min) sowie nach der Schmelztemperatur der verwendeten primer. Um
den Erfolg der PCR zu Uberprifen, wurden 5 pl aus dem PCR-Ansatz entnommen, mit 5 pl
DNA-Auftragspuffer versehen und in einem 1 %-igen Agarosegel elektrophoretisch

aufgetrennt.

4.1.3.4 Quantitative RealTime-PCR

Da die konventionelle PCR nur semi-quantitative Ergebnisse liefert, wurde flr eine
quantitative Analyse der mRNA-Transkriptmenge eine quantitative RealTime-PCR (rtPCR)
durchgeflihrt. Dabei kommt es ebenfalls zu einer Amplifikation der eingesetzten DNA durch
eine PCR-Reaktion, allerdings werden die Ergebnisse der Amplifikation in Echtzeit
aufgezeichnet, was die Bezeichnung RealTime-PCR erkldart. Der Einsatz des
Fluoreszenzfarbstoffes SYBR-Green macht es maoglich, die amplifizierte DNA wahrend der
gesamten Reaktion zu detektieren. SYBR-Green bindet nicht sequenzspezifisch in die kleine
Furche der DNA-Doppelhelix und kann mit Licht (Wellenldange A = 530 nm) angeregt werden.
Das vom Farbstoff emittierte Licht wird am Ende eines jeden PCR-Zyklus detektiert und
reprasentiert somit die absolute Menge erhaltener DNA, die mit jedem weiteren PCR-Zyklus
zunimmt.

Die Quantifizierung der Menge an DNA einer Probe erfolgt als absolute Quantifizierung. Um
die Proben untereinander vergleichen zu kdnnen, muss eine relative Quantifizierung
durchgefliihrt werden, wobei die Menge an DNA einer bestimmten Probe im Verhaltnis zur

entsprechenden Standardprobe steht.



Der Idealfall tritt ein, wenn pro Zyklus eine Verdopplung stattfindet (E = 2). E gibt die
Amplifikationseffizienz an, welche sich fiir jede PCR und jedes Gen unterscheidet. Sie ist
beispielsweise abhangig von Faktoren wie der Sequenz, der Lange des PCR-Produktes oder
auch der Reinheit der Nukleinsduren. Um diese Effizienz ermitteln zu kdnnen, wurde fir
jedes amplifizierte Gen einer jeden PCR eine Standardkurve erstellt. Zudem wurde in
direktem Anschluss an die PCR eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, um zu tberpriifen,
ob das Amplifikat intakt war. Dies ist moglich, da doppelstrdangige DNA abhdngig von deren

Sequenz, GC-Gehalt und Lange einen spezifischen Schmelzpunkt aufweist.

Zur Durchfiihrung einer quantitativen RealTime-PCR wurde 1 pl der zuvor synthetisierten
cDNA als template zusammen mit 0,5 uM der entsprechenden primer zu einem Ansatz
bestehend aus dem LightCycler Fast Start DNA Master SYBR Green | Kit (Roche) gegeben. Der
gesamte 20 pl Ansatz wurde anschlieRend in spezielle Glaskapillaren (LightCycler Capillaries
20 ul, Roche) tberfihrt, und diese fiir die PCR und Analyse am LightCycler 2.0 (Roche)
verwendet. Als Kontrolle fiir etwaige Verunreinigungen wurde fiir jedes primer-Paar ein
Ansatz mitgefihrt, der statt der DNA Wasser enthielt. Wie zuvor beschrieben, musste fir
jede Probe eine entsprechende Standardkontrolle mitgefiihrt werden, um eine relative

Quantifizierung zu ermaoglichen.

Tabelle 4.7: PCR-Ansatz fiir die quantitative rtPCR

H,0 14,8 pl
MgCl, (25mM) 1,2 ul
primer forward (100 uM) 0,5 ul
primer reverse (100 uM) 0,5 ul
dNTP (je 10 mmol) 1l

LightCycler Fast Start DNA Master 2 ul
SYBR Green |



4.1.4 Herstellung von in vitro transkribierter RNA

Fir die Synthese von in vitro transkribierter RNA (ivtRNA) wurden spezielle Plasmide
verwendet, die den Promotor des T7 Phagen tragen. Diese Plasmide kodierten zudem fur
das entsprechende Gen, gefolgt von einer 116 Basen langen Abfolge von Adeninen. Das
Plasmid wurde zunachst mit einem direkt nach dem Poly-A-Bereich schneidenden
Restriktionsenzym linearisiert, und die DNA durch eine Phenol-Chloroform-Extraktion
gereinigt. Nach der Messung der DNA-Konzentration wurde 1 pg der linearisierten Plasmid-
DNA direkt in die Reaktion eingesetzt. Fir den gesamten Reaktionsansatz wurde der
mMessage mMachine-Kit (Ambion) verwendet. Der gesamte Ansatz von 20 ul wurde fir 1
Stunde bei 37°C inkubiert. Nachfolgend wurde 1 ul des im Kit enthaltenen Enzyms Turbo-
DNase zugegeben und fiur weitere 15 min bei 37°C inkubiert. Um die transkribierte RNA in
moglichst hoher Konzentration zu erhalten, wurde diese nach der Inkubation durch eine
Phenol-Chloroform-Extraktion und anschlieBender Ethanol-Zugabe gefallt, in 50 ul DEPC-

behandeltem H,0 aufgenommen und die RNA-Konzentration photometrisch gemessen.

Tabelle 4.8: Reaktionsansatz fiir die Herstellung in vitro transkribierter RNA

2x NTP/CAP 10,0 pl
10x Puffer 2,0 ul
Enzym-Mix 2,0 ul
DNA 1ug

ddH,0 ad 20 ul



4.2 Proteinbiochemische Methoden

4.2.1 Herstellung von RIPA-Extrakten

Fir die Herstellung von Zellextrakten wurden die Zellen fiir 5 min bei 500 x g zentrifugiert,
und der Uberstand verworfen. Um restliches Medium zu entfernen, wurden die Zellen in 1
ml PBS aufgenommen und erneut fiir 5 min bei 500 x g pelletiert. Der Uberstand wurde
wiederum vorsichtig abgenommen und die Zellen in 50 pl RIPA-Puffer resuspendiert, dem
unmittelbar vor Verwendung 2 pl eines Proteaseinhibitor-Cocktails (Roche) zugesetzt
worden waren. Der Ansatz wurde fiir 30 min auf Eis inkubiert und danach fir 15 min bei
20.000 x g und 4°C zentrifugiert. Die Proteine wurden im Uberstand geerntet und bis zur
weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.
RIPA-Puffer:
1 % NP40; 0,5% DOC (Deoxycholat); 0,15 M NaCl; 5 mM EDTA; 50 mM Tris pH 8.0; 0,1
% SDS in H,0

4.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine Methode zur Auftrennung von
Proteinen anhand ihrer molekularen Masse. Dazu wurden die Extrakte zundchst mit einem
Drittel Volumen an SDS-PAGE-Ladepuffer versetzt, die Proteine durch Erhitzen fir 5 min bei
95° denaturiert und anschliefend auf das Polyacrylamidgel (PAA-Gel) geladen. Im Ladepuffer
war SDS enthalten, das an die Proteine bindet und ihnen eine negative Ladung verleiht. Die
Denaturierung der Proteine hat den Vorteil, dass deren Sekundar- und Tertidrstrukturen
nicht das Laufverhalten beeinflussen. Die hierbei verwendeten Polyacrylamidgele setzten
sich aus einem Sammel- und einem Trenngel zusammen. Im Sammelgel kommt es zur
Fokussierung der Proteine und im 10,5 %igen Trenngel zu deren elektrophoretischer
Auftrennung. Nach dem Beladen des Gels erfolgte die elektrophoretische Auftrennung fir 1

- 2 h bei 20 mA (Laemmli 1970).



Sammelgel:
2 ml 30 % PAA; 7,5 ml 2 x Tris/SDS pH 6.8; 5,4 ml H,0; 90 pl 10 % APS; 10 ul TEMED
2 x Tris/SDS pH 6.8: 7,56 g Tris-Base; 2,5 ml 20 % SDS pH 6.8; H,0 ad 250 ml|
Trenngel (10,5 %):
7 ml 30 %PAA; 10 ml 2 x Tris/SDS pH 8.8; 2,8 ml H,0; 167 pul 10 % APS; 17 pl TEMED
2 x Tris/SDS pH 8.8: 22,68 g Tris-Base; 2,5 ml 20 % SDS; pH 8.8; H,0 ad 250 ml
Elektrophoresepuffer:
0,025 M Tris-Base; 0,2 M Glycin; 0,1 % SDS in H,0
SDS-PAGE-Ladepuffer:
200 mM Tris/HCl pH 6.8; 8 % SDS; 40 % Glycerin; 400 mM DTT; 0,2 mM EDTA/NaOH
pH 8.0; 0,04 % Bromphenolblau

4.2.3 Western-Transfer

Zur Detektion der im Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine wurden diese aus dem Gel
auf eine PVDF-Membran (Hybond-P; GE Healthcare) lbertragen. Das Gel wurde dazu in eine
Transferkammer gelegt, und die Membran darauf platziert. Die Transferkammer wurde
danach in einen Transfertank gestellt und dieser mit Transferpuffer befillt. Durch das
Anlegen einer Spannung von 120 Volt fir ca. 1 Stunde wurden die Proteine auf Grund ihrer
negativen Ladung zum Pluspol gezogen. Durch die entsprechende Ausrichtung von Gel und
Membran wanderten die Proteine aus dem PAA-Gel auf die PVDF-Membran (Gershoni und
Palade, 1982).

Transferpuffer:

14 g Glycin; 4,5 g Tris; 300 ml Methanol; ad 1,5 | H,0

4.2.4 Immundetektion der transferierten Proteine

Nach der Proteinlbertragung auf die Membran wurde diese fir 1 Stunde in Blockpuffer
inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran in Primarantikdrper-Lésung gegeben und Uber
Nacht bei 4°C auf einem Falcon-Roller inkubiert. Um ungebundene Primarantikérper zu
entfernen, wurde die Membran am Tag darauf dreimal fur 10 min mit Waschpuffer

gewaschen. Danach wurde die Membran unter standigem Schitteln fir 1 Stunde in einer



Sekundadrantikérper-Losung inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten wurde die
Membran fir 5 min in ECL-Plus-Detektionslésung (GE Healthcare) inkubiert. Da der
Sekundarantikoérper mit dem Enzym HRP (horseraddish-peroxidase) gekoppelt war, konnte
das zugegebene Substrat metabolisiert werden, was zu einer Lumineszenz-Emmision fihrte.
Diese Reaktion und somit die auf der Membran gebundenen Proteine konnten durch
Auflegen eines Rontgenfilms und anschlieRender Autoradiographie nachgewiesen werden.
Blockpuffer:
5 % Magermilchpulver in PBS
Waschpuffer:
3 % Magermilchpulver in PBS
Primarantikorper-Losung:
Primarantikorper in 3 % Magermilchpulver in PBS
Sekundarantikérper-Losung:

Sekundarantikorper in 3 % Magermilchpulver in PBS

4.2.5 Quantifizierung der Proteinmenge

Um eine Quantifizierung der im Gel aufgetrennten Proteinmengen durchzufiihren, wurden
die Proteine, wie unter 4.2.4 beschrieben, auf eine Membran (ibertragen. Allerdings wurde
hierbei eine Hybond-C-Nitrozellulosemembran verwendet. Nach dem Transfer wurde die
Membran ebenfalls fiir 1 Stunde in Blockpuffer und Gber Nacht in Primarantikérper-Losung
inkubiert. Danach wurde die Membran wiederum dreimal mit Waschpuffer gewaschen und
fir 1 Stunde in IRDye800CW-gekoppelter Esel-anti-Maus-IgG-Sekundarantikérper-Lésung
inkubiert. Der ungebundene Sekundarantikdrper wurde durch dreimaliges Waschen mit TBS-
T-Waschpuffer entfernt, bevor die Proteinmengen mit Hilfe des Odyssey-Infrarot-Gerats (Li-
COR) quantitativ bestimmt wurden.
Blockpuffer:
5 % Magermilchpulver in PBS
Waschpuffer:
3 % Magermilchpulver in PBS
TBS-T Waschpuffer:
0,05 % Tween20 in TBS



Primarantikorper-Losung:
Primarantikorper in 3 % Magermilchpulver in PBS
Sekundarantikérper-Losung:

Sekunddarantikorper in 3 % Magermilchpulver in PBS

4.2.6 Coomassie-Farbung

Um Proteine direkt im Polyacrylamidgel sichtbar zu machen, wurden Zellextrakte, wie unter
4.2.2 und 4.2.3 beschrieben, hergestellt und diese in einem PAA-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt. AnschlieRend wurde das Gel fiir 10 min in H,O gewaschen und Uber Nacht in
Coomassie-Farbeldsung inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Farbelésung abgenommen,
und das gefarbte Gel in H,O geschwenkt, bis dieses so weit entfarbt war, dass die Banden

deutlich sichtbar waren.

4.2.7 Massenspektrometrie

Fir eine Analyse von Proteinen mittels massenspektrometrischer Verfahren, wurden
HEK293T-Zellen mit den entsprechenden Expressionsplasmiden transfiziert und fiir 48 h
kultiviert. 6 h bevor die Zellen geerntet wurden, wurde der Proteasom-Inhibitor MG132 (10
UM) zugesetzt, um mogliche Ubiquitin-Modifikationen zu stabilisieren. AnschlieBend wurden
die Zellen geerntet und fir 5 min bei 500 x g pelletiert. Um die Zellen zu lysieren, wurden
diese in Harnstoff-Lysepuffer aufgenommen, der ebenfalls mit MG132 (10 uM) versetzt
worden war. Um die Zellfragmente von den Proteinen zu trennen, wurden die lysierten
Zellen fir 15 min bei 5.000 x g abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues
ReaktionsgefaR Uberfiihrt. Da die Proteine C-terminal mit einem Histding (Hisg) -Etikett
fusioniert waren, war es moglich die Proteine mit Hilfe von Nickel-NTA-beads zu isolieren, da
die Ni-NTA-beads mit hoher Affinitat von dem Hisg-Etikett gebunden werden. Aus diesem
Grund wurden zum Uberstand 300 pl Nickel-NTA-beads zugegeben und die Proteine lber
Nacht bei 4°C auf dem Falcon-Roller inkubiert. Am folgenden Tag wurden die an den Ni-NTA-
beads gebundenen Proteine durch Zentrifugation, fiir 10 min bei 4.500 x g, vom Uberstand

getrennt, in 300 pl SDS-Ladepuffer aufgenommen und fiir 5 min bei 95°C aufgekocht.



Beim Erhitzen der Proteine |6sen sich diese von den Ni-NTA-beads ab. Anschliefend wurden
die Proteine mit den enthaltenen Ni-NTA-beads auf ein SDS-PAA-Gel aufgetragen und
elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Anlegen der Spannung kam es zum Einlaufen der
Proteine ins Gel, wahrend die Ni-NTA-beads in den Taschen des Gels zurlickblieben. Nach
erfolgter Elektrophorese wurden die Proteine im Gel mit Coomassie-Farbelésung angefarbt,
die Banden entsprechender Groe ausgeschnitten und in H,O aufgenommen. Die
massenspektrometrische  Analyse wurde mit Hilfe eines LTQ Orbitrap XL-

Massenspektrometers durchgefiihrt und die Daten mit der Software Scaffold ausgewertet.

4.3 Zellbiologische Methoden

4.3.1 Bestimmung der Zellzahl

Um die Anzahl an lebenden Zellen in einer Kultur zu bestimmen, wurden 10 ul der
Zellsuspension entnommen und mit 10 pl Trypanblau-Losung vermischt. 10 ul dieser
Mischung wurden in eine Neubauer-Zdahlkammer eingebracht und unter dem Lichtmikroskop
die Anzahl der Zellen bestimmt. Die Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen
erfolgte durch eine Blaufarbung der toten Zellen, da das Trypanblau durch die beschadigte
Zellmembran toter Zellen eindringen konnte und diese blau anfarbte. Die Neubauer-
Zahlkammer besteht aus vier GroRquadraten, die jeweils wiederum in 16 kleine Quadrate
unterteilt sind. Ausgezahlt wurden dabei alle vier GroBquadrate, und daraus der Mittelwert

errechnet.

Berechnung der Gesamtzellzahl:

Mittelwert pro GroRquadrat x 2 (da Verdiinnung 1:1 mit Trypanblau) x 10*

(Volumen der Zdhlkammer) x Volumen der gesamten Zellsuspension



4.3.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren von Zellen wurden 1 x 10’ Zellen verwendet, die zuvor fir 5 min bei 460 x g
abzentrifugiert worden waren. AnschlieBend wurden die Zellen in 2 ml Einfriermedium
aufgenommen und in ein Kryoréhrchen uberfihrt. Das im Einfriermedium enthaltene
Dimethylsulfoxid (DMSO) verhindert die Bildung von Eiskristallen, die die Zellmembran
schadigen. Das Einfrieren von Zellen sollte langsam erfolgen. Aus diesem Grund wurden die
Kryoréhrchen mit mehreren Lagen Zellstoff umwickelt und bei -80° C gelagert. Nach zwei bis
drei Tagen wurden die Kryoréhrchen zur dauerhaften Lagerung in Tanks mit fllissigem

Stickstoff Gberfuhrt.

Das Auftauen von gefrorenen Zellen erfolgte im Wasserbad bei 37° C, wobei die Zellen sofort
nach ihrem Auftauen im jeweiligen Kulturmedium aufgenommen wurden. Die Zellen wurden
anschliefend abzentrifugiert, erneut in Medium aufgenommen und in Kulturflaschen
ausgebracht.

Einfriermedium:

Dimethylsulfoxid 10 %; FCS 90 %

4.3.3 Kultivierung humaner Zellen

Adharent wachsende Zelllinien

Die Kultivierung der verwendeten humanen, embryonalen Nierenzelllinie HEK293T erfolgte
in Kulturschalen in DMEM-Komplettmedium. Durch Trypsin-Behandlung wurden die Zellen
vom Boden der Kulturschale abgelost, in ein Spitzbodenréhrchen Uberfihrt und
anschlieBend fiir 5 min bei 460 x g sedimentiert. Der Uberstand wurde abgenommen, die
Zellen in DMEM-Komplettmedium aufgenommen und im Verhaltnis 1:10 erneut in einer

Kulturschale ausgebracht.

Suspensionszelllinien

Die Zelllinien LCL1.11, LCL-MSC und DG75 sind Suspensionszelllinien, die in RPMI1640-
Komplettmedium kultiviert wurden. Je nach Zelldichte und Wachstumsgeschwindigkeit

wurden die Zellen alle vier Tage durch Mediumwechsel im Verhaltnis 1:2 bis 1:10 verdiinnt.



4.3.4 Kultivierung von etablierten T-Zelllinien

Die verwendeten T-Zelllinien wurden in T-Zell-Medium mit 10 U/ml IL-2 und 10 pg/ml
Ciprofloxacin in 24-Lochplatten kultiviert. Die T-Zellen wurden im 14-Tages-Zyklus stimuliert.
Zur Stimulation der T-Zellen wurden bestrahlte (80 Gray), autologe LCL als
antigenprdsentierende Zellen verwendet, die 2 h vor Bestrahlung mit dem jeweiligen Peptid
(2 pg/ml) beladen worden waren. Nach Bestrahlung wurden die Zellen mindestens dreimal
mit RPMI1640-Medium gewaschen, um ungebundene Peptide zu entfernen und eine
Verschleppung des Peptids zu unterbinden. Fiir die Stimulation wurden pro Loch einer 24-
Lochplatte 1 x 10° T-Zellen zusammen mit 5 x 10> peptidbeladenen und bestrahlten LCL
ausgebracht. Am Tag nach der Stimulation sowie alle drei Tage wurden pro Loch 10 U/ml IL-2
zugesetzt.

T-Zellstimulationsmedium:

T-Zellmedium; 10 U/ml IL-2; 10 pg/ml Ciprofloxacin

4.3.5 Transfektion von adharenten Zellen mit Polyethylenimin

Die Transfektion von HEK293T-Zellen erfolgte bei einer 70 - 80 %igen Konfluenz der Zellen.
Zur Herstellung des Transfektionsmix wurde OPTIMEM (Invitrogen) mit der zu
transfizierenden Plasmid-DNA versetzt und anschliefend Polyethylenimin (PEl) zugegeben.
Das Gemisch wurde fiir 15 min bei RT inkubiert und danach im entsprechenden Volumen
DMEM-Komplettmedium aufgenommen. Nach Entfernung des Kulturmediums wurde der
Transfektionsmix vorsichtig, ohne die Zellen vom Boden der Kulturschale abzuspiilen, auf die
Zellen pipettiert. 8 h nach der Transfektion wurde der Transfektionsmix von den Zellen

entfernt und durch DMEM-Komplettmedium ersetzt.

Tabelle 4.9: Transfektions-Mix (Volumenangabe pro Loch einer 6-Loch Platte)

OPTIMEM (Invitrogen) 250 pl
Plasmid-DNA 7,5 ug
PEI (1 mg/ml in H,O pH 7.0) 11,25 ul

DMEM-Komplettmedium 5ml



4.3.6 Transfektion von Suspensionszellen mittels Elektroporation

Da die hochsten Transfektionsraten mit Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase erzielt
wurden, wurden die Zellen am Tag vor der Transfektion 1:1 gesplittet. Pro Transfektion
wurden 1 x 10’ Zellen verwendet. Diese wurden fir 5 min bei 460 x g pelletiert, der
Uberstand verworfen, mit 10 ml RPMI1640-Medium gewaschen und erneut zentrifugiert.
AnschlieBend wurden die Zellen in 10 ml OPTIMEM (Invitrogen) resuspendiert und nochmals
fir 5 min bei 460 x g sedimentiert. Nachfolgend wurden die Zellen in 300 ul OPTIMEM
aufgenommen, und die Zellsuspension in eine Elektroporationskiivette (Spaltbreite 0,4 cm)
uberfihrt. Dazu wurden 20 pg der entsprechenden Plasmid-DNA hinzu pipettiert und die
Zellen mit 230 Volt und 975 uF elektroporiert. Nach dem Elektroschock wurden die Zellen
unmittelbar in 1 ml FCS aufgenommen und in 10 ml RPMI1640-Komplettmedium Uberfihrt
(Baum et al., 1994).

Zur Transfektion von ivtRNA wurden ebenfalls 1 x 10’ Zellen verwendet, die entsprechend
der obigen Beschreibung vorbereitet wurden. Zur Transfektion wurden diese allerdings in
200 pl OPTIMEM aufgenommen, in eine Elektroporationskiivette Gberfihrt und mit 10 pg
RNA versehen. Die Zellen wurden dann bei 300 Volt und 150 uF elektroporiert (Blirdek et al.,
2010).

4.3.7 Auswaschen von Peptiden aus MHC-Klasse-I-Molekiilen

Um bereits auf der Zelloberflache pradsentierte Peptide aus MHC-Klasse-I-Molekiilen
auszuwaschen, wurden die Zellen abgeerntet und fiir 5 min bei 460 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, und die Zellen im &quivalenten Volumen Strip-Puffer
aufgenommen, sofort auf Eis gestellt und fir 5 min inkubiert. AnschlieRend wurden die
Zellen dreimal mit RPMI1640-Medium gewaschen, um jegliche Reste des sauren Puffers zu
entfernen. Danach wurden die Zellen wieder in RPMI1640-Komplettmedium aufgenommen.

Strip-Puffer:
0,131 M Zitronensaure; 0,066 M NaH,POg4; pH 3,1



4.3.8 Magnetische Zellseparation

Mittels magnetischer Zellseparation (magnetic cell separation; MACS) kdnnen Populationen
aus einem heterogenen Zellgemisch isoliert und somit angereichert werden. Durch die
Expression des Rezeptors fiir Nervenwachstumsfaktoren (NGFR) auf der Zelloberflache
unterschieden sich transfizierte von nicht-transfizierten Zellen. Durch Verwendung eines
anti-NGFR-Primadrantikérpers sowie eines spezifischen Sekundarantikdrpers, der mit
Eisenpartikeln gekoppelt war, war es moglich, die beiden Zellpopulationen magnetisch
voneinander zu trennen.

Dazu wurden die Zellen 48 h nach Transfektion abgeerntet und durch Zentrifugation fir 5
min bei 460 x g pelletiert. Zum Waschen der Zellen wurden diese zweimal in 30 ml RPMI1640
resuspendiert und zentrifugiert. Nachfolgend wurden sie in 500 ul RPMI1640 aufgenommen,
100 pl des anti-NGFR-Primarantikorpers zugegeben und fir 15 min auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurde zu der Zellsuspension 10 ml MACS-Puffer zugesetzt und die Zellen fur 5
min bei 460 x g zentrifugiert. Die Zellen wurden dann in 160 pl MACS-Puffer resuspendiert,
mit 40 pl Ziege-anti-Maus IgG MicroBeads (Miltenyi) versetzt und nochmals fiir 20 min auf
Eis inkubiert. Nach der Inkubation wurden, wie zuvor, 10 ml MACS-Puffer zugegeben, und
die Zellen abzentrifugiert. Das Pellet wurde danach in 500 ul MACS-Puffer aufgenommen
und auf die zuvor mit 4 ml MACS-Puffer equilibrierte, im MACS-Stander befindliche Saule
geladen. Nachdem die Zellsuspension durch die Sdule gelaufen war, wurde diese durch
Zugabe von jeweils 3 ml MACS-Puffer dreimal gewaschen. Der Durchlauf wurde dabei als
Negativfraktion aufgefangen. Zur Elution der in der Sdule gebundenen Positivfraktion wurde
die Sdule aus dem MACS-Stander entnommen, in ein neues ReaktionsgefaR gestellt und
zweimal mit je 5 ml MACS-Puffer eluiert, wobei die zweiten 5 ml mit einem zu den Saulen
passenden Pistill durchgedriickt wurden. Sowohl die Positiv- als auch die Negativfraktion
wurde anschlieBend fiir 5 min bei 460 x g abzentrifugiert und einmal mit RPMI1640-Medium
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation fiir 5 min bei 460 x g wurden die Zellen in
RPMI1640-Komplettmedium aufgenommen und entsprechend der Ausbeute entweder in
einem Loch einer 24-Loch-Platte oder in einer kleinen Zellkulturflasche ausgebracht.

MACS-Puffer:
0,5 % BSA; 2 mM ETDA in PBS; sterilfiltriert



4.3.9 Durchflusszytometrie

Die Untersuchung und Analyse von bestimmten Merkmalen oder Oberflachenmolekiilen von
Zellen erfolgte mittels Durchflusszytometrie durch die Messung der Fluoreszenzintensitat in
einem FACS-Gerat (FACS Calibur; Becton-Dickinson). Fir diese Untersuchungen war es
erforderlich, die Oberflaichenstrukturen mittels Fluoreszenz-gekoppelter Antikérper
anzufarben. Eine Analyse der GFP-Expression von Zellen hingegen konnte ohne
Antikorperfarbung durchgefiihrt werden.

Zur Farbung wurden tiblicherweise 1 - 2 x 10° Zellen verwendet. Diese wurden fiir 5 min bei
460 x g zentrifugiert und in FACS-Puffer gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurden
die Zellen in 100 pl Antikérper-Lésung (1:50 in FACS-Puffer) aufgenommen und fiir 30 min
auf Eis im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation wurde der ungebundene Antikdrper durch
dreimaliges Waschen entfernt und die Zellen in 200 pl FACS-Puffer aufgenommen, welcher
mit Propidiumjodid (Endkonzentration 1 pg/ml) versetzt war. Propidiumjodid ermdoglicht
eine Detektion von toten Zellen, da es durch die pordse Zellmembran apoptotischer Zellen
ins Zellinnere dringen und in die DNA interkalieren kann. Die Auswertung der Ergebnisse
erfolgte mit Hilfe der FlowJo-Software.

FACS-Puffer:
2 % FCS in PBS; 0,05 % NaN3;

4.3.10 Enzyme-linked immunosorbant assay

Mittels eines ELISA-Tests (enzyme-linked immunosorbant assay) wurde die Konzentration an
sezernierten Zytokinen als MaR fiir die Antigenerkennung durch T-Zellen bestimmt. Zu
diesem Zweck wurden antigenprdsentierende Zellen mit antigenspezifischen T-Zellen fiir 16
h kokultiviert, und anschlielend die Konzentration an freigesetzten IFN-y oder GM-CSF im
Uberstand ermittelt. Dazu wurden 96-Loch ELISA-Platten (Corning) verwendet. Jedes Loch
wurde mit 100 pl Capture-Antikorper (1:180 in PBS) befillt und tiber Nacht bei RT inkubiert.
Die Platten wurden am nachsten Tag dreimal mit ELISA-Waschpuffer gewaschen und
anschliefend pro Loch 300 ul Blockpuffer zugegeben. Die Platten wurden fiir 1 Stunde bei RT
inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen der Platten wurden pro Loch 100 ul des

jeweiligen Zellkulturiiberstandes zugegeben wund fir weitere 2 h inkubiert. Der



Zellkulturiberstand wurde nach der Inkubation durch drei weitere Waschschritte entfernt
und 100 pl/Loch Detection-Antikorper zugeben und erneut fir 2 h bei RT inkubiert. Darauf
folgte wieder ein dreimaliges Waschen der Platten. Danach wurden 100 pl/Loch des
Streptavidin-HRP-Antikorpers (1:200 in Reagent Diluent) zuzugeben und fir 20 min
inkubiert. Zuletzt wurde die Platte erneut dreimal gewaschen, um abschlieRend 100 pl/Loch
einer Farbelosung zuzugeben. Die Farbereaktion wurde nach ca. 5 min, abhangig von der
Blaufarbung des Substrates, durch Zugabe von 50 ul Stopp-Losung beendet. Die Farbung
wurde dann umgehend bei 450 nm am ELISA-reader (Tecan) gemessen.
ELISA-Blockpuffer:
PBS; 1 % BSA; 5 % Sucrose; 0,05 % NaN3
ELISA-Waschpuffer:
PBS; 0,05 % Tween-20
Reagent Diluent:
PBS; 1 % BSA; sterilfiltriert
Farbel6sung:
BD OptEIA Substrat Reagenz A und B (Mischverhaltnis 1:1)
Stopplosung:
2N H,S0,4

4.3.11 Fluoreszenzmikroskopie

Um die subzellulare Lokalisation von Proteinen zu untersuchen, wurden HEK-293T-Zellen mit
Plasmiden transfiziert, die fur Fusionsproteine kodierten, bestehend aus dem Zielprotein
und entweder dem griin fluoreszierenden Protein GFP, oder des rot fluoreszierenden
Proteins dsRED. Zu diesem Zweck wurden Deckglaser in 6-Lochplatten gelegt, und die Zellen
darauf ausgebracht. Sobald eine Konfluenz der Zellen von ca. 70 - 80 % erreicht war, wurden
diese mittels Polyethylenimin transfiziert. 24 h spater wurden die Deckglaschen mit den
transfizierten Zellen entnommen und auf Objekttrager gelegt. Zum Einbetten der Zellen
wurde DAPI-haltiges Vectashield-Einbettmedium (Vector Laboratories Inc.) verwendet. Um
die Praparate zu konservieren, wurde durch Verwendung von Klarlack das Deckglas auf dem
Objektrager fixiert. Sowohl die Detektion als auch die Aufnahmen der Fluoreszenzsignale

wurden mit einem OMX V2-Mikroskop durchgefihrt.



5. Ergebnisse

5.1 Die Rolle maturer Proteine bei der MHC-Klasse-I-restringierten

Antigenprasentation

5.1.1 Expression von Modellantigenen mit modulierbarer Destabilisierungs-

domane

Um eine gezielte Modulation der Stabilitdt von Modellantigenen zu ermdglichen, wurde das
von der Firma Clontech vertriebene ProteoTuner System verwendet. Dieses besteht aus zwei
Komponenten, dem Plasmid pPTuner und dem Reagenz Shieldl. Das pPTuner Plasmid
kodiert fir eine Destabilisierungsdomane (Malnati et al., 1992), welche auf dem Protein
FKBP12 basiert. Eine eingefiihrte Mutation, welche die Aminosduresubstitution L106P zur
Folge hat, fihrt zum raschen proteasomalen Abbau des Proteins. Durch Fusion dieser
Domane an ein Zielprotein wird die Instabilitat auf das komplette Fusionsprotein tibertragen,
wodurch dieses Uber das Proteasom abgebaut wird. Die Substanz Shieldl, die zweite
Komponente des ProteoTuner Systems, bindet an die Destabilisierungsdomane und bewirkt
eine Stabilisierung und einen Schutz vor proteasomaler Degradation. Shieldl ist
membrangangig und kann direkt zum Zellkulturmedium zugegeben und bei Bedarf durch
Waschen der Zellen wieder entfernt werden (Banaszynski et al., 2006; Banaszynski et al.,
2008) (Abb. 5.1 A).

Fir eine Untersuchung der Rolle maturer Proteine in der MHC-Klasse-I-Antigenprasentation
wurden die EBV-Proteine BRLF1, EBNA1 sowie die Deletionsmutante EBNA1AGA verwendet.
Die Mutante EBNA1AGA basiert auf der Deletion einer zentral liegenden, repetitiven
Sequenz bestehend aus einer Abfolge von Glycinen und Alaninen (GA). Da dieser repetitive
Bereich die Proteinstabilitdt und die Translationseffizienz beeinflusst (Daskalogianni et al.,
2008; Levitskaya et al., 1995; Levitskaya et al., 1997; Yin et al., 2003), wurde diese Mutante
als mogliche instabilere Variante von EBNA1 verwendet. Um geeignete Modellantigene, die
sich in ihrer Stabilitdt modulieren lassen, zu identifizieren, wurden die offenen Leserahmen
(open reading frame; ORF) der drei Kandidatengene an die Destabilisierungsdomane

fusioniert.



Des Weiteren wurde das fiir GFP kodierende Gen, entweder direkt oder getrennt durch eine
IRES-Sequenz an die Kandidatenantigene angefiigt. Somit entstanden Expressionskonstrukte

fur DD-Antigen-GFP und DD-Antigen-IRES-GFP.

Die Fusionsgene wurden in den pRTS1-Vektor unter die Kontrolle eines Tetrazyklin-
regulierbaren Promotors (Tet-Promotor) kloniert, was eine gezielte An- und Abschaltung der
Genexpression erlaubt (Bornkamm et al., 2005). Ebenfalls unter die Kontrolle des
bidirektionalen, Tetrazyklin-regulierbaren Promotors wurde eine biologisch inaktive,
trunkierte Form des Nervenwachstumsfaktorrezeptors (nerve growth factor receptor; NGFR)
eingebracht, was eine Anreicherung der transfizierten Zellen mittels magnetischer
Zellseparation mit Hilfe eines NGFR-spezifischen Antikdrpers ermoglichte. Da der pRTS1-
Vektor zudem den plasmidalen Replikationsursprung oriP des Epstein-Barr-Virus tragt,

replizieren die Plasmide episomal in den transfizierten Zellen (Abb. 5.1 B).
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Abbildung 5.1: Schematische Darstellung der Wirkungsweise des ProteoTuner Systems
und der verwendeten Expressionskonstrukte
(A) Die Destabilisierungsdoméane (DD) Ubertragt, nach deren Fusion an ein Zielprotein, ihre
Instabilitdt auf das gesamte Fusionsprotein, wodurch dieses rasch durch das Proteasom

abgebaut wird. Die zellmembrangdngige Substanz Shieldl bindet an die



Destabilisierungsdomane, bewirkt ihre Stabilisierung und bewahrt das Fusionsprotein vor
proteasomaler Degradation (verdandert nach Clontech Laboratories, Inc.). (B) Das aus
Destabilisierungsdomane, Antigen und GFP bestehende Fusionskonstrukt stand ebenso wie
eine trunkierte Variante des Nervenwachstumsfaktorrezeptors (NGFR) unter der Kontrolle
eines bidirektionalen Tetrazyklin-regulierbaren Promotors (Tet-Promotor). Durch Zugabe des
Tetrazyklin-Derivats Doxyzyklin konnte die Genexpression angeschaltet und bei Bedarf durch

Waschen der Zellen wieder abgeschaltet werden.

5.1.2 Modulation der Proteinstabilitat mit Hilfe von Shield1

Um zu untersuchen, ob bzw. welche der verwendeten EBV-Proteine sich durch das
ProteoTuner System in ihrer Stabilitat beeinflussen lassen, wurden die Proteinstabilitdten
sowohl in unbehandelten, wie auch in Shield1l-behandelten Zellen, mittels FACS und
Western-Blot untersucht. Hierzu wurden die stabil transfizierten Zelllinien LCL1.11-BR [DD-
BRLF1-GFP], LCL-MSC-E1 [DD-EBNA1-GFP] und LCL-MSC-E1AGA [DD-EBNA1AGA-GFP]
verwendet, wobei die Zelllinie LCL1.11 mit dem DD-BRLF1-GFP-Plasmid und die Zelllinie LCL-
MSC entweder mit dem DD-EBNA1-GFP-, oder mit dem DD-EBNA1AGA-GFP-Plasmid stabil
transfiziert worden war.

Um die Genexpression zu induzieren, wurden die Zellen mit 1 ug/ml Doxyzyklin und 0,5 uM
Shield1 behandelt. Nach 24 h Inkubationszeit wurden die Zellen in zwei Fraktionen aufgeteilt
und mit bzw. ohne Shield1 weiterkultiviert. Die Zellen wurden 4 bzw. 24 h spater geerntet,
und die Proteinmengen mittels Durchflusszytometrie und Western-Blot untersucht. Die
durchflusszytometrische Analyse beinhaltete sowohl die Messung der Anzahl GFP-positiver
Zellen als auch die Messung der mittleren Fluoreszenzintensitdt (mean fluorescence
intensity; MFI). In den EBNA1AGA- und BRLF1-Transfektanten war sowohl der Prozentsatz an
GFP-positiven Zellen als auch die Fluoreszenzintensitat in unbehandelten Zellen im Vergleich
zu Shield1-behandelten Zellen nach 4 und 24 h deutlich vermindert. Im Fall von Wildtyp-
EBNA1 konnten hingegen keine Unterschiede festgestellt werden (Abb. 5.2 A - C).

Zusatzlich wurden Zellextrakte hergestellt und die Menge an BRLF1- und EBNA1-Protein im
Western-Blot durch Verwendung eines BRLF1- beziehungsweise EBNA1l-spezifischen
Antikorpers ermittelt. Ein GAPDH-spezifischer Antikérper wurde zur Kontrolle der geladenen

Lysatmengen, beziehungsweise zur Normalisierung der gemessenen Proteinmengen



verwendet. Die Detektion erfolgte zum einen mit Hilfe eines Fluorophor-gekoppelten
Sekundarantikorpers, dessen emittiertes Fluoreszenzsignal am Odyssey Infrared Imager (Li-
COR) gemessen wurde. Zum anderen wurden die Proteinmengen mittels eines
konventionellen Western-Blots analysiert. In allen drei experimentellen Ansatzen konnte
eine deutliche Modulierbarkeit der Stabilitdt der BRLF1- und EBNA1AGA-Fusionproteine
nachgewiesen werden. Wildtyp-EBNA1 hingegen wurde durch die Fusion an DD nicht
destabilisiert. Auf Grund dessen wurden BRLF1 und EBNA1AGA als potentielle Kandidaten-
Antigene ausgewahlt (Abb. 5.2 D).
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Abbildung 5.2: Untersuchung der Proteinstabilitdat der Fusionsproteine
Die mit den DD-BRLF1-GFP-, DD-EBNA1-GFP-, oder DD-EBNA1AGA-GFP-Expressionsplasmiden
stabil transfizierten Zelllinien wurden gleichzeitig mit 1 pug/ml Doxyzyklin und 0,5 uM Shield1
flir 24 h behandelt. AnschlieBend wurden die Substanzen ausgewaschen, die Zellen in zwei
Fraktionen unterteilt und in An- bzw. Abwesenheit von 0,5 uM Shield1 weiterkultiviert. Nach
0, 4 und 24 h wurden die Zellen geerntet und analysiert. (A) FACS-Analyse des prozentualen
Anteils GFP-positiver Zellen in Relation zum Zeitpunkt 0 h (0 h = 100 %). (B) Mittlere
Fluoreszenzintensitdit (MFI) der transfizierten Zellen. (C) Zur Quantifizierung der
Proteinmengen wurden Zelllysate hergestellt, und diese in einem SDS-PAA-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieBend auf eine Nitrozellulosemembran lbertragen.
Die Detektion der Proteine erfolgte durch Verwendung von BRLF1-, EBNA1l- und GAPDH-
spezifischen Primarantikdorpern sowie Fluoreszenz-gekoppelten Sekundarantikérpern. Das
Fluoreszenzsignal wurde am Odyssey Infrared Imager (Li-COR) quantifiziert. Die
Proteinmengen wurden auf die jeweilige GAPDH-Ladekontrolle normalisiert. (D) Die
Proteinmengen und -gréBen wurden zudem anhand eines konventionellen Western-Blots
analysiert. Hier erfolgte die Detektion der Proteine durch Verwendung von anti-BRLF1-, anti-
EBNA1- bzw. anti-GAPDH-Antikérpern und HRP-gekoppelten Sekundarantikorpern.
Reprasentativ dargestellt ist jeweils eines von drei unabhangig voneinander durchgefiihrten

Experimenten.

5.1.3 Verifizierung der mRNA-Stabilitdt der Fusionskonstrukte

In den oben geschilderten Experimenten war nicht auszuschlieBen, dass zur
Gesamtproteinmenge nach Auswaschen von Doxyzyklin neben den bereits synthetisierten
Proteinen auch Proteine beitrugen, die erst nach Abschalten der Genexpression de novo von
stabiler Rest-mRNA translatiert worden waren. Im Folgenden sollte deshalb untersucht
werden, ob nach Auswaschen von Doxyzyklin noch signifikante Mengen an Fusions-mRNA
nachzuweisen waren. Dazu wurde die Genexpression wieder durch Zugabe von 1 pg/ml
Doxyzyklin fir 24 h induziert, dann die Transkription durch Auswaschen gestoppt, und die
Zellen 0, 4 und 24 h spater geerntet. AnschlieRend wurde die RNA isoliert, die mRNA in cDNA
umgeschrieben, und eine quantitative RealTime-PCR durchgefiihrt. Die mRNA-Menge aller
drei Fusionskonstrukte war nach 4 h auf ungefdhr ein Drittel reduziert, und nach 24 h kaum

noch nachweisbar. Die nach Transkriptionsende nachgewiesene mRNA-Menge korrellierte



somit im Verlauf nicht mit der Menge des korrespondierenden, rekombinanten Antigens.
Dieses Ergebnis sprach gegen einen signifikanten Einflul von de novo Translation auf die
Gesamtproteinmenge nach Auswaschen von Doxyzyklin und fir einen nahezu

ausschlieBlichen Einflul der Proteinstabilitat (Abb. 5.3).
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Abbildung 5.3: Untersuchung der Stabilitidt der DD-Antigen-GFP mRNAs
Die Expression der Fusionsgene wurde durch Zugabe von 1 pg/ml Doxyzyklin fiir 24 h
induziert. Danach wurden die Zellen dreimal gewaschen, die RNA zu den angegebenen
Zeitpunkten aus den Zellen isoliert, und die mRNA in cDNA umgeschrieben. Die Bestimmung
der cDNA-Mengen erfolgte mittels quantitativer RealTime-PCR durch Verwendung von
Oligonukleotiden spezifisch fiir GFP bzw. das housekeeping-Gen CyclophilinB. Die Berechnung
der relativen mRNA-Mengen jeder Probe erfolgte durch Normalisierung der detektierten
Fusions-cDNA-Mengen auf die entsprechenden Mengen von CyclophilinB. Reprasentativ
dargestellt ist eines von drei unabhdngig voneinander durchgefiihrten Experimenten. Fir
jeden Zeitpunkt dargestellt ist der Mittelwert sowie die aus der Dreifachbestimmung

errechnete Standardabweichung.

5.1.4 Antigenspezifische T-Zellerkennung der Transfektanten in Abhangigkeit

von Intensitat und Dauer der rekombinanten Proteinexpression

In den folgenden Experimenten sollte der EinfluB von Intensitdit und Dauer der
rekombinanten Proteinexpression auf die Erkennung der Modellantigene durch
antigenspezifische CD8" T-Zellen, und damit indirekt ihr EinfluR auf die Effizienz der

Antigenprasentation gemessen werden.



Um zundchst zuverldssige Positivkontrollen zu etablieren, wurden die parentalen Zelllinien
LCL1.11 und LCL-MSC mit unterschiedlichen Konzentrationen an BRLF1- bzw. EBNA1-Peptid
beladen. Nach einer Inkubationszeit von 2 h wurden die peptidbeladenen Zellen sorgfaltig
gewaschen, um ungebundenes Peptid zu entfernen. Die gewaschenen Zellen wurden
anschlieRend fiir 16 h mit BRLF1- bzw. EBNA1-spezifischen CD8" T-Zellen kokultiviert. Die
Antigenerkennung fihrt zur Aktivierung der T-Zellen, die darauf mit der Produktion und
Sezernierung von Zytokinen wie GM-CSF und IFN-y reagierten. Abhdngig von der
verwendeten T-Zelllinie variierte das vorzugsweise sezernierte Zytokin. Proportional zur
Antigenerkennung wurde im Fall der BRLF1-spezifischen T-Zelllinie IFN-y und im Fall der
EBNA1-spezifischen T-Zelllinie GM-CSF sezerniert. Ab einer Peptidkonzentration von

wenigstens 10 nM kam es in beiden Fallen zu einer messbaren Zytokinsekretion.
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Abbildung 5.4: Spezifitdt und Sensitivitdt der verwendeten T-Zelllinien
LCL1.11 und LCL-MSC wurden mit steigenden Konzentrationen des von den jeweiligen T-Zellen
erkannten BRLF1- bzw. EBNA1-Peptids beladen. Nach 2 h Inkubation wurde ungebundenes
Peptid ausgewaschen und die peptidbeladenen Zellen mit antigenspezifischen CD8" T-Zellen
kokultiviert. Die von den T-Zellen sezernierte Menge an IFN-y beziehungsweise GM-CSF,
wurde mittels ELISA gemessen. Dargestellt sind die aus drei unabhdngig voneinander

durchgefiihrten Experimenten berechneten Mittelwerte und Standardabweichungen.

Mit Hilfe von Kokulturexperimenten und antigenspezifischer Western-Blot-Analysen sollte
anschlieRend untersucht werden, ob die stabil transfizierten LCL1.11 bzw. LCL-MSC-Zellen

nach Induktion der rekombinanten Proteinexpression durch die antigenspezifischen CD8" T-



Zellen erkannt werden. In diesem Zusammenhang stellte sich die Frage, ob die Erkennung
mit der Dosis des zugegebenen Doxyzyklins und diese mit dem Expressionsniveau der
rekombinanten Antigene korreliert. Zu diesem Zweck wurden die Transfektanten zunachst
jeweils fir 36 h mit 30, 100, 300 und 1000 ng/ml Doxyzyklin behandelt. AnschlieRend wurde
ein Teil der Zellen Uber Nacht mit BRLF1- bzw. EBNA1-spezifischen T-Zellen kokultiviert.
AuBerdem dienten die Zellen fir die Aufarbeitung von Proteinextrakten, um die Menge des
rekombinanten Antigens mittels Western-Blot zu bestimmen. Mit steigender Doxyzyklin-
Konzentration nahm sowohl die Antigenexpression als auch die Zytokinsekretion durch die T-
Zellen zu (Abb. 5 A - B). Dieses Ergebnis liel} darauf schlieBen, dass die T-Zellerkennung direkt
von der Menge verfligbaren Antigens abhangig war.

Um herauszufinden, wann die antigenprasentierenden Zellen friihestens nach Induktion der
Genexpression durch die T-Zellen erkannt wurden, wurde die T-Zellerkennung auch in
Abhangigkeit von der Induktionsdauer untersucht. Zu diesem Zweck wurden die Zellen
erneut mit 1000 ng/ml Doxyzyklin behandelt, und nach unterschiedlichen Zeitpunkten die T-
Zellen zugegeben. Fir beide Zelllinien ergab sich eine Abhangigkeit der T-Zellerkennung von
der Induktionsdauer. Diese war bereits nach 6 h detektierbar und stieg mit zunehmender

Induktionsdauer kontinuierlich an (Abb. 5 C).
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Abbildung 5.5: Die T-Zellerkennung der Transfektanten erfolgt
Doxyzyklindosis- und zeitabhangig
(A) Die stabilen DD-BRLF1-GFP und DD-EBNA1AGA-GFP Transfektanten wurden fir 36 h mit
steigenden Konzentrationen an Doxyzyklin behandelt und anschlieRend die Zytokinsekretion
der T-Zellen mittels ELISA bestimmt. (B) Western-Blot-Analyse der Antigenexpression in den
Doxyzyklin-behandelten Zellen. Durch Einsatz von anti-BRLF1-, anti-EBNA1- und anti-GAPDH-
spezifischen Antikérpern konnte das Expressionsniveau der Doxyzyklin-induzierten
rekominanten Proteine im Vergleich mit dem Expressionsniveau des housekeeping-Proteins
GAPDH dargestellt werden. (C) Die Genexpression in den DD-BRLF1-GFP- und DD-EBNA1AGA-
GFP-Transfektanten wurde durch Zugabe von 1 pg/ml Doxyzyklin induziert, wobei die
Induktionszeit zwischen 6 und 44 h lag. Unmittelbar am Ende der Induktionszeit wurden die
antigenspezifischen T-Zellen zugegeben, und die T-Zellaktivierung mittels Zytokin-ELISA
bestimmt. Reprdsentativ dargestellt ist jeweils eines von drei unabhangig voneinander
durchgefiihrten  Experimenten. Die  Standardabweichungen ergaben sich  aus

Dreifachbestimmungen im ELISA.



5.1.5 Reduktion der MHC-Klasse-I-Expression durch Strip-Behandlung

Fir die weiteren Experimente war es wichtig, das Niveau der MHC-Klasse-I-
Antigenprasentation zu einem bestimmten Zeitpunkt auf ein Referenzniveau auszurichten,
um nachfolgend die Antigenprasentation detektieren zu koénnen, welche aus einer
entsprechenden Behandlung der Zellen resultierten sollte. Aus diesem Grund sollte gepruft
werden, ob sich die Peptide der eigenen Transfektanten ohne ViabilitdtseinbulRen effizient
durch Puffer mit niedrigem pH aus MHC-Klasse-I-Bindetaschen, wie vorbeschrieben, eluieren
lassen (Lee et al., 2004; Mackay et al., 2009). Zu diesem Zweck wurden die beiden stabil
transfizierten Zelllinien LCL1.11-BR und LCL-MSC-E1AGA fur 24 h mit 1 pg/ml Doxyzyklin
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Strip-Puffer behandelt, direkt nach der
Behandlung erneut in Anwesenheit von 1 pug/ml Doxyzyklin fir 6 h kultiviert und die Zellen
mittels FACS und ELISA analysiert. Die Strip-Behandlung bewirkte nicht nur eine Abnahme
der T-Zellerkennung (Abb. 5.6 B), sondern auch der MHC-Klasse-I-Expression der Strip-
behandelten Zellen im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Abb. 5.6 A). Aufgrund des
Entfernens der Peptide aus den Antigenbindungstaschen der MHC-Klasse-I-Molekiile kam es
vermutlich zu deren Destabilisierung und Internalisierung. Die Re-Induktion der
Genexpression flr 6 h fuhrte jedoch wieder zu einem Anstieg der MHC-Klasse-I-Expression
und der T-Zellerkennung. Die Strip-Behandlung wirkte sich somit nicht negativ auf die

Viabilitat der Zellen aus.



5. Ergebnisse
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Abbildung 5.6: Reduktion der MHC-Klasse-I-Expression und des
Antigenprasentationsniveaus durch Strip-Behandlung
Die stabilen Transfektanten LCL1.11-BR und LCL-MSC-E1AGA wurden fiir 24 h mit 1 pg/ml
Doxyzyklin behandelt (Induziert) und anschlieRend fiir 5 min bei 4°C in PBS oder MHC-I-Strip-
Puffer inkubiert. Nachfolgend wurden die Zellen in PBS gewaschen und ein Teil der Zellen fir
weitere 6 h mit 1 ug/ml Doxyzyklin weiter kultiviert (Re-Induziert). (A) Die induzierten Zellen
wurden entweder mit einem Phycoerythrin-gekoppelten HLA-Klasse-I-spezifischen Antikorper
oder einem Isotyp-spezifischen Kontroll-Antikdrper gefarbt und durchflusszytometrisch
analysiert (B). Alle Fraktionen wurden direkt nach dem Waschen bzw. nach erneuter Re-
Induktion mit antigenspezifischen CD8" T-Zellen kokultiviert und die T-Zellaktivierung mittels
Zytokin-ELISA gemessen. Gezeigt ist eines von drei unabhdngig voneinander durchgefiihrten

Experimenten mit vergleichbaren Ergebnissen.



5.1.6 Mature Proteine tragen nicht zur MHC-Klasse-I-Antigenprasentation bei

In den folgenden Experimenten sollte der Beitrag maturer Proteine zur MHC-Klasse-I-
Antigenprasentation untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden die rekombinanten
Fusionsproteine DD-BRLF1-GFP bzw. DD-EBNA1AGA-GFP zundchst durch Doxyzyklinzugabe
unter Shield1-Schutz in den Transfektanten induziert, die Proteinneosynthese dann
gestoppt, die MHC-Klasse-I-Molekile gestrippt und schlieBlich geprift, wie sich ein
anschliefender Entzug von Shieldl auf das Expressionsniveau der maturen rekombinanten
Proteine und auf die T-Zellerkennung auswirkte. Der Entzug von Shieldl resultierte
erwartungsgemal im Abbau des maturen rekombinanten Proteins, nicht aber in einer
signifikanten T-Zellerkennung, so dass mature Proteine offensichtlich nicht wesentlich zur
Antigenprasentation an CD8" T-Zellen beigetragen hatten (Abb. 5.6., jeweils erster bis vierter
Ansatz von rechts).

Dieses Ergebnis wurde durch verschiedene Kontrollen verifiziert: In ganzlich unbehandelten
Transfektanten fand sich erwartungsgemald weder rekombinantes Protein, noch wurden die
Transfektanten von den antigenspezifischen CD8" T-Zellen erkannt (Abb 5.6, jeweils erster
Ansatz von links). Nach Induktion der Proteinsynthese durch Doxyzyklin unter Shield1-
Schutz, zeigte sich erwartungsgemaR eine signifikante Menge rekombinanten Proteins und
eine gute T-Zellerkennung (Abb. 5.6., jeweils zweiter Ansatz von links). Wenn zusétzlich die
MHC-Klasse-I-Moleklle gestrippt wurden, ging die T-Zellerkennung verloren, das
rekombinante Protein blieb jedoch geschiitzt (Abb. 5.6., jeweils dritter Ansatz von links). Als
nach der Strip-Behandlung durch Zugabe von Doxyzyklin wieder neu synthetisiertes
rekombinantes Protein verfligbar war, war erneut eine Antigenerkennung erkennbar (Abb.
5.6. A, jeweils vierter Ansatz von links). Wurde die rekombinante Proteinsynthese zwar
durch Doxyzyklin-Zugabe induziert, aber gleichzeitig durch Zugabe des Translations-
Inhibitors Cycloheximid (CHX) blockiert, fand sich erwartungsgemaR weder rekombinantes
Protein noch eine T-Zellerkennung (Abb. 5.6., jeweils flinfter Ansatz von links). Wurde der
proteosomale Abbau von Doxyzyklin-induziertem rekombinantem Protein durch Zugabe des
Proteasom-Inhibitors MG132 blockiert, resultierte dies zwar in einer Akkumulation des
rekombinanten Proteins, fiihrte jedoch nicht zu einer T-Zellerkennung (Abb. 5.6., jeweils

sechster Ansatz von links).



A DD-BRLF1-GFP DD-EBNA1AGA-GFP

1600 M @ MHC-I Strip 600 W @ MHC- Strip
1400 [ + MHCH Strip [ + MHC Strip

400

300

IFN-y [pg/ml]
GM-CSF  [pg/ml]

200

1200
1000
800
600
400

0- =1 0 ~ ~

i R 2 L 0 & RS RS

&> S 6 & &

. b ) )

= N Y o O
g & S S > S & & ~ ~
F &S FFIITITSE §& &4 S S
S I < A N e Y T ¥ O N >
N A * ‘ * S 0§ & % . %
N S N N
+ Doxyzyklin - Doxyzyklin + Doxyzyklin - Doxyzyklin
6h 6h 24h 6h 6h 24h
B 6h 6h 24h 6h 6h 24h
) & ~ S ~ ~ ) & ~ S ~
o . S 3 & S > S
°w & e G“’W LS &0’ E Q’N F &S
&S £ F 8 3 S &5 5 s

DD-BRLF1-GFP ”...- G - e~ 06KD2 DD-EBNA1AGA-GFP “*-“'" | —88kDa

Abbildung 5.7: Ein verstidrkter Abbau maturer Proteine resultiert nicht in einer
vermehrten MHC-Klasse-l-Antigenprisentation an CD8 T-Zellen
Alle hellgrau dargestellten stabilen Transfektanten LCL1.11-BR und LCL-MSC-E1AGA wurden
mit 1 pg/ml Doxyzyklin und 0,5 uM Shieldl fir 36 h und anschlieRend fur 5 min mit Strip-
Puffer (MHC-I-Strip) behandelt. In einem Teil dieser Zellen wurde die Antigenexpression
anschlieRend durch Zugabe von 1 pg/ml Doxyzyklin fir 6 h in An- oder Abwesenheit des
Translations-Inhibitors Cycloheximid (CHX) oder des Proteasom-Inhibitors MG132 re-induziert.
Ein anderer Teil der Zellen wurde ohne erneute Doxyzyklin-Zugabe fiir 6 oder 24 h in An- und
Abwesenheit von Shield1l weiterkultiviert. (A) Die verschiedenen Zellfraktionen wurden mit
antigenspezifischen CD8" T-Zellen kokultiviert und die T-Zellaktivierung mittels Zytokin-ELISA
gemessen. Die Standardabweichungen ergaben sich aus Dreifachbestimmungen im ELISA. (B)
Von den verschiedenen Zellfraktionen wurden Zelllysate hergestellt und mittels Western-Blot
und BRLF1-, EBNA1- oder GAPDH-spezifischer Antikorper die spezifischen Proteinmengen
bestimmt. GAPDH diente als Ladekontrolle. Reprasentativ dargestellt ist jeweils eines von drei

unabhéangig voneinander durchgefiihrten Experimenten mit gleichen Ergebnissen.



5.1.7 Die Prasentation von EBNA1 auf MHC-Klasse-l ist abhdngig von

proteasomaler Prozessierung

Die im Vergleich zu EBNA1AGA fehlende Destabilisierung von Wildtyp-EBNA1 durch DD
bestatigte den bereits mehrfach beschriebenen, stabilisierenden Effekt des GA-repeats, der
einen proteasomalen Abbau des Proteins verhindert (Daskalogianni et al., 2008; Levitskaya
et al, 1997). Dennoch wurden aus verschiedenen EBV-infizierten Personen EBNA1-
spezifische CD8" T-Zellen isoliert, von denen in manchen Publikationen auch gezeigt wurde,
dass sie EBV-infizierte B-Zellen erkennen (Lee et al., 2004; Tsang und Miinz, 2011). Somit
stellte sich die Frage, wie Epitope von EBNA1 generiert werden. Aufgrund der hohen
Stabilitdit von maturem EBNA1 erschien eine enge Kopplung von Proteinsynthese und
Antigenprasentation als wahrscheinlich.

Um dies zu Uberprifen, wurden DG75-Zellen mit EBNA1 beziehungsweise EBNA1AGA sowie
HLA-B*3501 Expressionsplasmiden transfiziert. Am folgenden Tag wurden die
Antigenprasentation und die Proteinexpression der Transfektanten analysiert. In den EBNA1-
Transfektanten wurden deutlich geringere Mengen des rekombinanten Proteins als in den
EBNA1AGA-Transfektanten nachgewiesen (Abb. 5.8 A), so dass der fehlende stabilisierende
Einfluss des GA-repeats in den EBNA1AGA-Transfektanten offensichtlich durch den
vorbeschriebenen, negativen Effekt auf die Translationseffizienz kompensiert wurde (Apcher
et al., 2010; Apcher et al., 2009; Cardinaud et al., 2010; Tellam et al., 2007). Nach Kokultur
der beiden Transfektanten mit EBNA1-spezifischen CD8" T-Zellen konnten im Zytokin-ELISA
allerdings keine gravierenden Unterschiede detektiert werden (Abb. 5.8 B), was darauf
hinwies, dass das AusmaR der Pradsentation des untersuchten EBNA1-Epitops an CD8" T-
Zellen nicht mit der Proteinmenge korrelierte.

Um zu klaren, ob die Prozessierung von EBNA1 aufgrund des GA-repeats tatsachlich
Proteasom-unabhangig erfolgte, wurden DG75-Zellen entweder mit dem EBNA1- oder dem
EBNA1AGA-Expressionsplasmid transfiziert, und die Antigenprdsentation an CD8" T-Zellen
nach Zugabe des Proteasom-Inhibitors MG132 untersucht. Zudem wurden alle Zellen mit
zwei weiteren Plasmiden kotransfiziert, die zum einen fiir das Restriktionselement HLA-
B*3501 und zum anderen fiir das YVL-Epitop von BRLF1 kodierten. Die Prasentation des
Minigen-kodierten YVL-Epitops auf MHC-Klasse-l gilt als Proteasom-unabhdngig und wird
somit nicht durch die MG132-Behandlung beeintrachtigt (Wolf und Princiotta, 2011). Die

Zellen wurden 24 h nach Transfektion in zwei Fraktionen unterteilt und in An- oder



Abwesenheit des Proteasom-Inhibitors MG132 fiir 6 h weiterkultiviert. AnschlieBend wurden
die Zellen mit 0,25 % PFA fixiert und mit EBNA1- bzw. YVL-Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen
kokultiviert. Die Hemmung des Proteasoms flhrte Uberraschenderweise sowohl in den
EBNA1AGA- als auch in den EBNA1l-Transfektanten zu einer Reduktion der
Antigenprasentation (Abb. 5.8 C). Diese Abnahme war nicht auf unspezifische, toxische
Effekte des Inhibitors zurilickzufiihren, denn die Prdsentation des YVL-Epitops, das keine
proteosomale Prozessierung bendtigte, war nach MG132-Behandlung unverdndert. Die
Ergebnisse wiesen darauf hin, dass EBNA1 Translations-assoziiert und Proteasom-abhéangig
auf MHC-Klasse-l prasentiert wird. Folglich ist der GA-repeat nicht in der Lage, den
proteasomalen Abbau neu synthetisierter Proteine zu verhindern, womodglich weil die

hierflr notwendige Sekundarstruktur noch nicht ausgebildet wurde.
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Abbildung 5.8: Vergleich der MHC-Klasse-I-restringierten Antigenprasentation von Wildtyp-
EBNA1 und EBNA1AGA in Abhédngigkeit von Proteinexpressionsniveau und
Aktivitdt des Proteasoms
DG75-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fiir EBNA1 bzw. EBNA1AGA sowie jeweils

Expressionsplasmiden fir das Restriktionselement HLA-B*3501 und das YVL-Epitop von BRLF1



kotransfiziert. (A) Die Mengen an EBNA1- und EBNA1AGA-Protein wurden 30 h nach
Transfektion mit Hilfe eines EBNA1-spezifischen Antikorpers im Western-Blot gemessen. Das
housekeeping-Protein GAPDH diente als Ladekontrolle. (B) 24 h nach Transfektion wurden
EBNA1-spezifische CD8" T-Zellen zugesetzt, und nach weiteren 20 h die T-Zellerkennung
mittels  Zytokin-ELISA  bestimmt. Die Standardabweichungen ergaben sich aus
Dreifachbestimmungen im ELISA. (C) Die transfizierten Zellen wurden 24 h nach Transfektion
in zwei Fraktionen geteilt und jeweils eine Fraktion fiir 6 h mit dem Proteasom-Inhibitor
MG132 behandelt oder unbehandelt weiterkultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen mit
0,25 % Paraformaldehyd fixiert und Gber Nacht mit EBNA1- bzw. BRLF1-YVL-spezifischen T-
Zellen kokultiviert. Die T-Zellaktivierung wurde mittels Zytokin-ELISA bestimmt. Alle
dargestellten Experimente wurden mindestens dreimal unabhdngig voneinander

durchgefihrt, wobei jeweils eines dieser Experimente reprasentativ gezeigt ist.

5.2 Einfluss der Antigen-mRNA auf die MHC-Klasse-I-restringierte

Antigenprasentation

5.2.1 Die Stabilitat der Antigen-mRNA hat keinen Einfluss auf die Effizienz der

Antigengenerierung

Die nachgewiesene Kopplung der Antigenprdasentation an die Antigensynthese lies
vermuten, dass eine hohe Stabilitdit der Antigen-mRNA moglicherweise Uber mehrere
Translationszyklen zu erhdhten Antigenspiegeln und eventuell dariber hinaus zu einer
verbesserten MHC-Klasse-I-restringierten Antigenprasentation fiihren sollte. Jedoch zeigten
neuere Untersuchungen von Apcher und Kollegen (Apcher et al., 2011), dass eine
Destabilisierung der Antigen-mRNA nicht in einer verminderten Antigenprdsentationsrate
resultiert. Daraus leiteten die Autoren die Hypothese ab, dass Antigene wahrend der ersten
Runde der Translation generiert werden. Die erste Translationsrunde zeichnet sich
gegenliber weiteren Runden dadurch aus, dass exon-junction-Komplexe (exon junction
complex; EIC), die wahrend des SpleiRens auf der mRNA deponiert worden waren, zum

Zwecke der Translation entfernt werden. Man kénnte demnach postulieren, dass dieser



Unterschied fiir die Generierung von Antigenen von Bedeutung ist. Da allerdings viele virale
Antigene von ungespleiBten mRNAs abstammen, misste man fir diese Antigene andere
Gesetze der Antigengenerierung annehmen.

In der eigenen Arbeit sollte anhand des viralen Antigens BZLF1 untersucht werden, ob
Translationsprodukte gespleilRter versus ungespleilSter Transkripte unterschiedlich effizient
prasentiert werden. Dariiber hinaus sollte getestet werden, inwieweit sich die Stabilitat von
viralen mRNAs auf die Antigenprasentation auswirkt. Um die BZLF1-mRNA-Stabilitdt zu
modifizieren, wurde ein pramatures Stopp-Codon (premature termination codon; PTC) am
Ende des zweiten Exons im insgesamt drei Exons umfassenden BZLF1-Gen eingefihrt.
Dadurch  sollte wadhrend der ersten Runde der Translation der mRNA-
Qualitatskontrollmechansimus NMD (nonsense mediated mRNA decay;, NMD) aktiviert
werden, der zu einem raschen Abbau der mRNA fiihrt (Conti und lzaurralde, 2005) (Abb.

5.9).

EBNA1-Etikett VQT-Epitop Prédmatures Stopp- RAK-Epitop

Exon 1 Intron 1 Exon 2 Intron 2 Exon 3

Abbildung 5.9: Schematische Darstellung der mRNA des Modellantigens BZLF1
In das drei Exons umfassende BZLF1-Gen wurde eine Punktmutation im zweiten Exon
eingefihrt, wodurch ein Stopp-Codon entstand. Dieses pramature Stopp-Codon (PTC) sollte
wahrend der ersten Runde der Translation zur Aktivierung des mRNA-
Qualitatskontrollmechanismus nonsense mediated mRNA decay fiihren und im Abbau der
mMRNA resultieren. VQT und RAK kennzeichnen T-Zell-Epitope, gegen die BZLF1-spezifische T-

Zellen zur Verfligung standen.

Um zu verifizieren, dass das PTC den NMD-Mechanismus aktivierte, wurden DG75-Zellen
entweder mit einem fur Wildtyp-BZLF1 kodierenden Plasmid oder mit dem BZLF1+PTC-
Expressionsplasmid transfiziert. Die Kultivierung der transfizierten Zellen erfolgte fir 24 h,
wobei jeweils eine Fraktion beider Transfektanten fir die letzten 6 h zusatzlich mit
Cycloheximid (CHX) behandelt wurde. Danach wurden die Zellen geerntet und die RNA

isoliert. Nach reverser Transkription wurde mittels quantitativer RealTime-PCR untersucht,



ob sich die Stabilitat der mRNA durch die Prasenz des PTC verdandert hatte. Im Gegensatz zur
Wildtyp-BZLF1-mRNA war die Menge der PTC-tragenden mRNA kaum detektierbar. Die
Inhibition der Translation mittels CHX flihrte aber zu einer deutlichen Stabilisierung der
mRNA, was auf einen translationsassoziierten Abbau, vermutlich Uber den NMD-
Mechanismus, hinwies (Abb. 5.10 A). Zudem wurde deutlich mehr Wildtyp- als trunkiertes
Translationsprodukt in den Zellen detektiert, was als weiterer Hinweis auf eine verminderte
Stabilitat der mutierten mRNA gewertet werden konnte.

Um die Auswirkung der mRNA-Stabilitat auf die Antigenprasentation zu untersuchen,
wurden zwei CD8" T-Zelllinien verwendet, die die Epitope RAK und VQT in BZLF1 erkannten.
Wahrend das VQT-Epitop vor dem PTC lokalisiert war und von beiden BZLF1-Varianten
exprimiert werden sollte, befand sich das RAK-Epitop hinter dem PTC. Wie erwartet
erkannten die RAK-Epitop-spezifischen T-Zellen nur das Wildtyp-Protein, aber nicht das
trunkierte BZLF1 (Abb. 5.10 C). Dagegen erkannten die VQT-Epitop-spezifischen CD8" T-
Zellen beide BZLF1-Transfektanten mit dhnlicher Effizienz. Diese Ergebnisse deuteten darauf
hin, dass die Stabilitdat der mRNA keinen Einfluss auf die Antigenprdsentation hatte und
unterstitzten die von Apcher und Kollegen (Apcher et al., 2011) postulierte Hypothese, dass

die gesamte Menge an Antigen wahrend der ersten Runde der Translation generiert wird.
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Abbildung 5.10: Die Antigengenerierung erfolgt vermutlich wihrend
der ersten Runde der Translation
(A) DG75-Zellen wurden transient mit Expressionsplasmiden fiir Wildtyp-BZLF1 oder der
BZLF1+PTC-Mutante transfiziert. Am folgenden Tag wurden die Zellen fiir 6 h mit dem
Translations-Inhibitor Cycloheximid (CHX) behandelt oder unbehandelt weiterkultiviert,
anschlieBend die RNA isoliert und diese in cDNA umgeschrieben. Die BZLF1-cDNA-Mengen
wurden mittels quantitativer RealTime-PCR analysiert (linke Bildhalfte). Die mRNA des
housekeeping-Gens CyclophilinB diente dabei zur Normalisierung der Transkriptmengen. Die
entsprechenden PCR-Produkte wurden zudem in einem Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt (rechte Bildhilfte). (B) Aus den transfizierten DG75-Zellen wurden Zelllysate
hergestellt, und die Proteinmengen von Wildtyp-BZLF1 (36 kDa) und der BZLF1+PTC-Mutante
(25kDa) im Western-Blot bestimmt. Da beide rekombinanten Proteine ein N-terminales

EBNA1-Etikett trugen, war es moglich, die Proteine mit Hilfe eines EBNA1-spezifischen

Antikorpers zu detektieren. Als Ladekontrole wurde das housekeeeping-Protein o-Tubulin mit



einem o-Tubulin-spezifischen Antikorper detektiert. (C) DG75-Zellen wurden transient mit
Expressionsplasmiden fir Wildtyp-BZLF1 oder der BZLF1+PTC-Mutante, zusammen mit den
Restriktionsmolekiilen HLA-B*0801 und HLA-B*1501 kotransfiziert. 24 h spater wurden die
Zellen mit den BZLF1-VQT- und BZLF1-RAK-spezifischen CD8" T-Zellen kokultiviert und die
Zielzellerkennung mittels Zytokin-ELISA bestimmt. Da das PTC vor dem RAK-Epitop eingefiihrt
worden war, wurden Zellen, die das trunkierte BZLF1 exprimierten, von den RAK-spezifischen
T-Zellen nicht erkannt. Reprdsentativ dargestellt ist jeweils eines von drei unabhangig
voneinander durchgefiihrten Experimenten. Die Standardabweichungen ergaben sich aus

Dreifachbestimmungen im ELISA.

Um vermeintliche Sattigungseffekte, bedingt durch eventuell zu hohe Konzentrationen der
verwendeten Plasmid-DNA, auszuschlielen, wurde eine Titration der entsprechenden
Plasmid-DNA durchgefiihrt. Dabei wurden DG75-Zellen mit jeweils 0,1 ug, 1,0 ug und 10,0
pug des Wildtyp-BZLF1-Plasmids oder der BZLF1+PTC-Mutante transient transfiziert.
AnschlieBend wurde die Prasentation des VQT-Epitops beider rekombinanten Proteine
anhand der Erkennung durch VQT-spezifische CD8" T-Zellen im Zytokin-ELISA gemessen.
Konzentrationsabhangig kam es nach Transfektion beider Plasmide zu einem Anstieg der T-
Zellerkennung. Ein DNA-Sattigungseffekt konnte somit als Ursache fir die in Abbildung 5.10.

prasentierten Ergebnisse ausgeschlossen werden (Abb. 5.11).
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Abbildung 5.11: Positive Korrelation der VQT-spezifischen T-Zellerkennung mit der DNA-
Konzentration der beiden BZLF1 -Expressionsplasmide
DG75-Zellen wurden mit steigenden Mengen an Wildtyp-BZLF1 und BZLF1+PTC-

Expressionsplasmid zusammen mit dem Restriktionsmolekll HLA-B*1501 kotransfiziert und 24



h spater mit VQT-spezifischen CD8" T-Zellen kokultiviert. Die Erkennung der transfizierten
Zellen durch VQT-spezifische T-Zellen wurde mittels Zytokin-ELISA bestimmt. Eines von drei

unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten ist reprasentativ dargestellt

5.2.2 Destabilisierende Elemente in der 3 untranslatierten Region der BZLF1-

mRNA zeigen keinen Einfluss auf die Effizienz der Antigenprasentation

Wie auch in den Untersuchungen von Apcher und Kollegen (Apcher et al., 2011) wurde in
den oben beschriebenen Experimenten die Stabilitat der Antigen-mRNA durch die
Einflhrung eines PTC und den dadurch vermutlich ausgelésten NMD moduliert. Eine
Abhangigkeit der Antigenprdasentation von der mRNA-Stabilitat konnte in diesen
Untersuchungen jedoch nicht ganzlich ausgeschlossen werden. Womaéglich verbesserte die
Trunkierung des antigenen Proteins dessen Prozessierung und Uberdeckte so mdogliche
Effekte der mRNA-Stabilitdt auf die Antigenprasentation. Deshalb sollte in nachfolgenden
Experimenten der Einfluss der mRNA-Stabilitat anhand von mRNA-Varianten untersucht
werden, die den gleichen offenen Leserahmen enthielten.

Dazu wurde die 3’UTR (untranslated region; UTR) von IFN-y oder B-Globin an den offenen
Leserahmen von BZLF1 angefiigt. Die 3'UTR der IFN-y-mRNA beeinflusst deren Stabilitat
negativ (Mavropoulos et al., 2005; Nagy et al., 1994), wahrend die 3’"UTR von R-Globin eine
héhere Stabilitdit und Halbwertszeit der mRNA vermittelt und deshalb als Kontrolle diente
(Yu und Russell, 2001). Mit diesen beiden Konstrukten wurden DG75-Zellen transient
transfiziert und die Menge an spezifischen Transkripten in den Zellen 24 h spater mittels
quantitativer RealTime-PCR bestimmt. Wie erwartet fihrte das Anfligen der IFN-y-3"UTR zu
einer drastischen Abnahme der Transkriptmenge, die vermutlich auf eine Destabilisierung
des Transkripts zuriickzufiihren war. Uberraschenderweise bedingte allerdings auch das
Anflgen der 3’"UTR von B-Globin, verglichen mit der BZLF1-Wildtyp-mRNA, eine Reduktion
der Transkriptmenge (Abb. 5.12 A). Die Griinde fir diese unerwartete Abnahme sind bislang
nicht bekannt. Die BZLF1-Proteinmengen in den transfizierten Zellen korrelierten mit den
jeweiligen BZLF1-mRNA-Mengen (Abb. 5.12 B).

Um zu testen, ob sich die Unterschiede der Antigen-mRNA-Mengen auch in einer
unterschiedlich effizienten Antigenprdsentation widerspiegelten, wurden DG75-Zellen 24 h

nach Transfektion mit BZLF1-spezifischen T-Zellen kokultiviert und mittels Zytokin-ELISA die



T-Zellerkennung gemessen. Wie in Abbildung 5.12 gezeigt, wurden die mit den
unterschiedlichen Expressionskonstrukten transfizierten Zielzellen dhnlich gut von den T-
Zellen erkannt. Die Effizienz der Antigengenerierung wurde somit nicht durch ein
destabilisierendes Element in der 3’'UTR der mRNA beeinflusst. Auch diese Experimente
bestatigten die Hypothese, dass die Antigene wahrend der ersten Runde der Translation

generiert werden.
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Abbildung 5.12: Das Anfiigen einer destabilisierenden 3’UTR an die BZLF1-mRNA
beeintrachtigt nicht die Prasentation von BZLF1 auf MHC-Klasse-I
DG75-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fir BZLF1 ohne 3'UTR (wtBZLF1) sowie BZLF1
mit 3'UTR von IFN-y (BZLF1+IFN-y-3’UTR) bzw. R-Globin (BZLF1+R-Globin-3’UTR) transient
transfiziert. (A) 24 h nach Transfektion wurde die RNA isoliert, die mRNA in cDNA
umgeschrieben und mittels quantitativer RealTime-PCR die BZLF1-mRNA-Mengen bestimmt.
Die Normalisierung der BZLF1-mRNA-Mengen erfolgte durch Berechnung der relativen mRNA-

Menge in Bezug auf die mRNA des housekeeping-Gens CyclophilinB. (B) Durch den Einsatz



eines BZLF1-spezifischen Antikorpers wurde die Expression der rekombinanten Proteine im
Western-Blot untersucht. a-Tubulin diente hierbei als Ladekontrolle. (C) Die Effizienz der
Antigenprasentation wurde indirekt iber die Aktivierung der VQT-spezifischen CD8" T-Zellen
im Zytokin-ELISA gemessen. In diesem Fall wurden die Zellen zuséatzlich mit dem
Restriktionsmolekiil HLA-B*1501 kotransfiziert. Reprasentativ dargestellt ist jeweils eines von
mindestens drei unabhadngig voneinander durchgefiihrten  Experimenten. Die

Standardabweichungen ergaben sich aus Dreifachbestimmungen im ELISA.

5.2.3 Die Antigengenerierung setzt kein SpleiBen der mRNA voraus

Eine Generierung der Antigene wahrend der ersten Runde der Translation setzt eine
Markierung und zelluldre Erkennung neu hergestellter mRNA voraus, beispielsweise durch
die Anwesenheit EJC (Le Hir et al.,, 2000b). Um die Bedeutung der EJCs fir die
Antigengenerierung zu untersuchen, wurden Expressionsvektoren erstellt, die anstelle der
genomischen Sequenzen von Wildtyp-BZLF1 und BZLF1+PTC die cDNA-Sequenz enthielten
und diese in DG75-Zellen transfiziert. Durch die fehlenden Introns in der cDNA sollten keine
EJCs auf der mRNA deponiert werden, da kein SpleiRen der mRNA erforderlich ist. Zielzellen,
die mit dem BZLF1-cDNA- bzw. dem genomischen BZLF1-Expressionskonstrukt transfiziert
worden waren, wurden hnlich gut von den BZLF1-spezifischen CD8" T-Zellen erkannt (Abb.
5.13). Die Antigengenerierung schien demnach nicht ein Markieren der mRNA mit EJC und

SpleilRen vorauszusetzen.
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Abbildung 5.13: Die Antigengenerierung gespleiflter und ungespleiBter mRNA

GM-CSF [pg/ml]
GM-CSF [pg/ml

erfolgt mit vergleichbarer Effizienz
DG75-Zellen wurden mit BZLF1-Expressionsplasmiden transfiziert, die entweder die
genomische (wtBZLF1) oder die cDNA-Sequenz (BZLF1AIntron) von BZLF1 trugen. Zudem
wurden auch entsprechende Expressionsplasmide der PTC-tragenden BZLF1-Konstrukte
(BZLF1+PTC und BZLF1+PTCAlntron) transfiziert. Alle Ansdtze wurde zusédtzlich mit den
Restriktionsmolekilen HLA-B*0801 und HLA-B*1501 kotransfiziert. Nach Kokultur mit BZLF1-
VQT- und BZLF1-RAK-spezifischen CD8" T-Zellen wurde ein Zytokin-ELISA durchgefiihrt, um die
T-Zellaktivierung zu messen. Eines von drei unabhangig voneinander durchgefiihrten
Experimenten ist reprdsentativ gezeigt. Die Standardabweichungen ergaben sich aus

Dreifachbestimmungen im ELISA.

5.2.4 Die Bedeutung mRNA-assoziierter Faktoren in der Antigengenerierung

Neben Proteinen und Proteinkomplexen, die die Spleifdstellen markieren, ist die aus dem
Zellkern exportierte mRNA mit weiteren nukledren Proteinen assoziiert, welche mit der
MRNA-Prozessierung oder auch deren Export aus dem Zellkern ins Zytoplasma
zusammenhangen (Cole und Scarcelli, 2006; Cullen, 2003; Kohler und Hurt, 2007). Um die
Rolle dieser Faktoren in der Generierung von Antigenen zu analysieren, wurde ivtRNA flr
BZLF1, die frei von assoziierten Proteinen ist, in Zellen transfiziert und die Erkennung durch
BZLF1-spezifische T-Zellen analysiert. Um die Effizienz der Transfektion zu Gberprifen, wurde
6 und 24 h nach Transfektion die RNA aus den transfizierten Zellen wieder isoliert und
mittels quantitativer RealTime-PCR analysiert. Wie zu erwarten, nahm in den Zellen die

Menge an BZLF1-ivtRNA wesentlich schneller ab, als die Menge an BZLF1-mRNA nach



Transfektion eines BZLF1-Expressionsplasmids. In letzterem Fall kam es bis zum Verlust des
Plasmids zu einer standigen Neusynthese des BZLF1-Transkripts. Allerdings waren etwa 6 h
nach Transfektion die RNA-Mengen dhnlich (Abb. 5.14 A). Aus diesem Grund wurden zu
diesem Zeitpunkt die transfizierten Zellen mit BZLF1-spezifischen CD8" T-Zellen {iber Nacht
kokultiviert und dann deren Aktivierung im Zytokin-ELISA gemessen. Das Ausmal} der T-
Zellerkennung war unter beiden Bedingungen vergleichbar (Abb. 5.14 B). Nukledre Faktoren,

die mit der mRNA assoziiert sind, sind somit flir die Antigengenerierung nicht notwendig.
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Abbildung 5.14: Antigene, die nach Transfektion von in vitro transkribierter BZLF1-RNA
translatiert werden, werden effizient an BZLF1-spezifische CD8" T-Zellen prisentiert
KMH2-Zellen wurden mit je 10 ug der Expressionsplasmide mit genomischer (BZLF1) oder
cDNA-Sequenz von BZLF1 (BZLF1 Alntron) oder mit 10 ug in vitro transkribierter (ivt) BZLF1-
RNA und, als Kontrolle, ivtGFP-RNA transfiziert. (A) 6 und 24 h nach Transfektion wurde die
RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und mit Hilfe quantitativer RealTime-PCR die RNA-
Menge zu beiden Zeitpunkten gemessen. Die mRNA des housekeeping-Gens CyclophilinB
diente der Normalisierung fiir die Berechnung der relativen RNA-Mengen. Dargestellt ist die
prozentuale Abnahme der RNA-Menge zwischen Zeitpunkt 6 und 24 h (6 h = 100 %). (B) 6 h
nach Transfektion wurden die Zellen mit BZLF1-spezifischen T-Zellen Gber Nacht kokultiviert
und mittels Zytokin-ELISA die jeweilige T-Zellerkennung ermittelt. Dargestellt ist jeweils eines
von drei unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die Standardabweichungen ergaben sich

aus Dreifachbestimmungen im ELISA.



5.2.5 Die Antigengenerierung erfolgt nach CAP-abhdngiger und CAP-

unabhangiger mRNA-Translation

Da die Antigengenerierung bekanntlich gekoppelt mit der Proteinsynthese erfolgt, stellte
sich die Frage, ob dies in direktem Zusammenhang mit unterschiedlichen Formen der
Translationsinitiation steht. Die klassische Translationsinitiation in eukaryotischen Zellen
erfolgt am 5’-Ende der mRNA an der sogenannten 5’-CAP-Struktur. Diese schitzt einerseits
die mRNA vor Degradation und vermittelt andererseits die Interaktion mit
Translationsinitiationsfaktoren, wodurch die Proteinsynthese eingeleitet wird. Im Gegensatz
dazu kann es auch zur CAP-unabhdngigen Translationsinitiation an sogenannten internen
ribosomalen Eintrittsstellen (IRES) kommen. Diese Sequenzbereiche bewirken eine
spezifische Faltung der mRNA, was eine Bindung der mRNA an Ribosomen unabhangig von
Initiationsfaktoren ermaoglicht (Galkin et al., 2007). Um zu untersuchen, ob beide Formen der
Translationsinitiation  zur  Antigengenerierung  beitragen, wurden die beiden
Expressionsplasmide BZLF1-IRES-GFP und GFP-IRES-BZLF1 erstellt und transient in Zielzellen
transfiziert. Obwohl das Proteinexpressionsniveau nach CAP-abhangiger Translation
wesentlich héher war als nach CAP-unabhangiger Einleitung der Proteinsynthese (Abb. 5.15
A), konnten keine Unterschiede in der Effizienz der Antigenprasentation detektiert werden
(Abb. 5.15 B). Dies lieR darauf schlieBen, dass beide Formen der Translationsinitiation zur
Antigengenerierung fiuhren und dass Unterschiede in der Translationseffizienz keinen

Einfluss auf die Antigenprdsentation auf MHC-Klasse-I haben.
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Abbildung 5.15: Generierung von Antigen durch CAP-vermittelte und
CAP-unabhidngige Translationsinitiation
DG75-Zellen wurden mit BZLF1-, BZLF1-IRES-GFP-, bzw. GFP-IRES-BZLF1-Expressionsplasmiden
wie auch dem Restriktionsmolekil HLA-B*1501 transient kotransfiziert. (A) Die Expression des
BZLF1-Proteins wurde mit Hilfe eines Western-Blots analysiert. Die Detektion der Proteine
erfolgte mit Hilfe eines an den C-Terminus von BZLF1 angefligten Hisg-Etiketts und eines
Etikett-spezifischen Antikdrpers. a-Tubulin diente als Ladekontrolle. (B) Die unterschiedlichen
Transfektanten wurden mit antigenspezifischen CD8" T-Zellen Uber Nacht kokultiviert und
anschlieBend die T-Zellaktivierung im Zytokin-ELISA gemessen. Reprasentativ dargestellt ist
jeweils eines von drei unabhidngig voneinander durchgefiihrten Experimenten. Die

Standardabweichungen ergaben sich aus Dreifachbestimmungen im ELISA.



5.3 Die Rolle der Ubiquitinylierung in der MHC-Klasse-I-

restringierten Antigenprasentation

5.3.1 Die Prasentation von BZLF1 und MART-1 auf MHC-Klasse-I erfolgt

Proteasom-abhangig

In den letzten Jahren konnte in zahlreichen Veroffentlichungen gezeigt werden, dass der
proteasomale Abbau von Proteinen (ber eine reversible Ubiquitin-abhangige Modifikation
des Substratproteins erfolgt (Goldberg et al., 2002; Mo et al., 1999; Rock et al., 2010; Rock et
al., 1994; Sijts und Kloetzel, 2011). Da die proteasomale Degradation eine essentielle Rolle in
der Antigenprozessierung einnimmt (Guillaume et al., 2012; Lu et al., 2012), lag es nahe
anzunehmen, dass auch die Ubiquitinylierung fir die Prasentation von Antigenen auf MHC-
Klasse-l essentiell ist. Diese Hypothese sollte anhand von zwei Modellantigenen, dem
viralen Protein BZLF1 und dem zelluldren Protein MART-1, gepriift werden.

Zunachst sollte getestet werden, ob BZLF1 und MART-1 proteasomal degradiert werden. Zu
diesem Zweck wurden Expressionsplasmide fiir die Fusionsproteine BZLF1-GFP und MART-1-
GFP hergestellt und diese in DG75-Zellen transfiziert. 16 h nach Transfektion wurden die
Zellen fur 6 h mit 10 uM des Proteasom-Inhibitors MG132 behandelt und anschlieBend die
Grunfluoreszenz durchflusszytometrisch analysiert. Beide Fusionsproteine wurden durch

Inhibition des Proteasoms stabilisiert (Abb. 5.16).
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Abbildung 5.16: Proteasom-abhdngige Stabilitdt der Fusionsproteine
BZLF1-GFP- bzw. MART-1-GFP
DG75-Zellen wurden mit den Expressionsplasmiden fir BZLF1-GFP und MART-1-GFP
transfiziert. 16 h nach Transfektion wurden die Zellen auf zwei Fraktionen aufgeteilt, die
jeweils fir weitere 6 h in An- oder Abwesenheit des Proteasom-Inhibitors MG132
weiterkultiviert wurden. AnschlieBend wurde die GFP-abhangige Griinfluoreszenz aller vier
Zellfraktionen mittels Durchflusszytometrie analysiert. Dargestellt ist jeweils der prozentuale
Anteil GFP-positiver Zellen eines repradsentativen Experiments. Fiir jedes rekombinante
Protein wurde das Ergebnis dreier unabhangiger Experimente, mit und ohne MG132, inklusive
Standardabweichungen zusammengefal3t (rechte Grafiken). Die statistische Signifikanz wurde

durch Verwendung des ungepaarten t-Tests berechnet (*** p-Wert < 0,001).

Im zweiten Schritt sollte untersucht werden, ob der proteasomale Abbau fir die
Prasentation der rekombinanten Antigene an CD8" T-Zellen erforderlich war. Da zum
Zeitpunkt dieser Experimente keine MART-1-, aber BRLF1-spezifische CD8" T-Zellen
verfligbar waren, wurde das YVL-Epitop des viralen Antigens BRLF1 C-terminal an den
offenen Leserahmen von MART-1 fusioniert (MART-1-YVL) (Abb. 5.17 A). Die anschlieBende
Transfektion des MART-1-YVL- bzw. des BZLF1-Expressionsplamids in DG75-Zellen erfolgte

jeweils zusammen mit einem Minigen-Kontrollplasmid. Das mit MART-1-YVL koexprimierte



Minigen kodierte fur das VQT-Epitop von BZLF1, und das mit BZLF1 koexprimierte Minigen
far das YVL-Epitop von BRLF1. Peptide dieser kurzen Lange werden Proteasom-unabhangig
auf MHC-Klasse-| prasentiert (Wolf und Princiotta, 2011). 24 h nach Kotransfektion wurden
die Zellen fur 6 h in An- oder Abwesenheit des Proteasom-Inhibitors MG132 weiterkultiviert,
dann mit 0,25 % Paraformaldehyd fixiert und schliefllich Gber Nacht mit BRLF1-YVL- oder
BZLF1-VQT-spezifischen CD8" T-Zellen koinkubiert. Im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrollen war in MG132-behandelten Zellen die Prasentation der Epitope aus den
Volllangenproteinen deutlich reduziert, was auf eine entscheidende Rolle des Proteasoms in
der Prasentation dieser Antigene auf MHC-Klasse-l hinwies. Dagegen war die Prdsentation
der Minigen-kodierten Epitope nicht durch die Inhibition des Proteasoms beeintrachtigt
(Abb. 5.17 B). Durch die Minigen-Kontrollen wurden somit unspezifische, toxische Effekte
des Proteasom-Inhibitors als Ursache fir die verminderte Prdsentation der

Vollldngenantigene ausgeschlossen.
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Abbildung 5.17: BZLF1- und MART-1-YVL werden Proteasom-abhangig prasentiert

(A) Schematische Darstellung der offenen Leserahmen von BZLF1 und MART-1-YVL. Durch

Fusion des YVL-Epitops von BRLF1 an das C-terminale Ende von MART-1 konnte die

Antigenprasentation mit YVL-spezifischen T-Zellen getestet werden. (B) DG75-Zellen wurden

mit BZLF1 oder MART-1-YVL kodierenden Expressionsplasmiden zusammen mit dem

Restriktionsmolekdl

HLA-B*1501 kotransfiziert. Zudem wurden die Zellen mit Plasmiden

kotransfiziert, die ein Minigen trugen. Das Minigen kodierte jeweils fiir ein Epitop, das nicht



im Vollangenprotein enthalten war (YVL im Falle von BZLF1 und VQT im Falle von MART-1-
YVL). Die Transfektanten wurden am folgenden Tag in An- oder Abwesenheit von 10 uM
MG132 flr 6 h kultiviert, danach mit 0,25 % Paraformaldehyd fixiert, anschlieRend entweder
mit BRLF1-YVL- oder BZLF1-VQT-spezifischen T-Zellen kokultiviert und die Antigenerkennung
mittels Zytokin-ELISA gemessen. Reprasentativ dargestellt ist jeweils eines von drei
unabhéangig voneinander durchgefiihrten Experimenten. Die Standardabweichungen ergaben
sich aus Dreifachbestimmungen im ELISA. Die statistische Signifikanz wurde durch

Verwendung des ungepaarten t-Tests berechnet (***p-Wert < 0.001).

5.3.2 Die Mutation ubiquitinylierbarer Aminosauren in den Antigenen

beeintrachtigt nicht die Prasentation auf MHC-Klasse-I

Da Proteine, die dem proteasomalen Abbau zugefiihrt werden sollen, mit Ubiquitin markiert
werden (Husnjak und Dikic, 2012), stellte sich angesichts der Bedeutung des proteasomalen
Abbaus fir die MHC-Klasse-I-Antigenprdsentation die Frage, ob die Generierung von
Antigenen ebenfalls Ubiquitin-vermittelt erfolgt. In letzter Zeit mehren sich die Hinweise
darauf, dass eine Ubiquitin-Konjugation nicht nur an Lysinen (K), sondern auch an den
Aminosauren Cystein (C), Serin (S) und Threonin (T) erfolgen kann (Shimizu et al., 2010). Aus
diesem Grund wurden funf BZLF1-Mutanten erstellt, in denen entweder alle K zu Argininen
(R), beziehungsweise alle C, S oder T zu Alaninen (A) mutiert waren. AulRerdem wurde eine
Mutante generiert, in welcher sowohl alle K als auch alle C mutiert waren. Die
entsprechenden Expressionsplasmide wurden in DG75-Zellen transfiziert und die
Transfektanten nach 24 h mit BZLF1-VQT- bzw. BZLF1-RAK-Epitop spezifischen CD8" T-Zellen
kokultiviert. Abgesehen vom Verlust der T-Zellerkennung durch die Mutation von
Aminosduren in den T-Zell-Epitopen, wurden alle Mutanten ahnlich effizient von den T-
Zellen erkannt (Abb. 5.18 A). In Western-Blot-Analysen wurden keine Unterschiede im
Proteinexpressionsniveau festgestellt (Abb. 5.18 B). Deshalb deuteten die Ergebnisse darauf
hin, dass die Prozessierung der Antigene entweder unabhangig von Ubiquitin erfolgte oder
dass eine Konjugation mit Ubiquitin wahlweise an den verschiedenen Aminosauren erfolgen

konnte.



IFN-y [pg/ml]

BZLF1-Antigenprisentation [VQT Epitop] BZLF1-Antigenprasentation [RAK-Epitop]

2200 7001
2000 600 1
1800 =
1600 £ 5007
1400 E 400-
1200 "
1000 & 3001
800 '
500 3 2001
400 100
200
0 N % o o ¢ & & o o
":(\‘29 é/é &\bb Q\§~ \Vd Q\éj @Y o & & Q\vc &
R SR R S R R g J SR COE CAF R VU
DG75
neg wt ac K ACK S AT
BZLF T — . — >
Tubuiin, R S 5. 0:

Abbildung 5.18: Die Mutation von potentiell ubiquitinylierbaren Aminosauren
beeintrachtigt nicht die Antigenprasentation
DG75-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fir Wildtyp-BZLF1 oder den Mutanten
BZLF1AC, BZLF1AK, BZLF1ACK, BZLF1AS und BZLF1AT transfiziert. In diesen BZLF1-Mutanten
waren die potentiell ubiquitinylierbaren Aminosauren Cystein (AC), Serin (AS), Threonin (AT)
sowie Cystein und Lysin (ACK) zu Alanin (A) bzw. Lysin (AK) zu Arginin (R) mutiert. Zudem
wurden die Restriktionsmolekiile HLA-B*0801 und HLA-B*1501 kotransfiziert. (A) 24 h spéater
wurden zu den Transfektanten BZLF1-VQT- oder BZLF1-RAK-spezifische T-Zellen zugegeben
und die T-Zellerkennung mittels Zytokin-ELISA bestimmt. Reprasentativ dargestellt ist jeweils
eines von drei unabhdngig voneinander durchgefiihrten Experimenten. Die
Standardabweichungen ergaben sich aus Dreifachbestimmungen im ELISA. (B) Die BZLF1-
Proteinexpression der Transfektanten wurde mittels Western-Blot verglichen. Dazu wurde ein
anti-Hisg-Antikorper verwendet, der das His-Etikett am C-Terminus aller BZLF1-Varianten
erkannte. Der Nachweis von a-Tubulin erfolgte durch einen anti-a-Tubulin-Antikérper und

diente als Ladekontrolle.



5.3.3 Fiir die Antigenprasentation sind keine ubiquitinylierbaren Amino-

sauren im Antigen notwendig

Um zu Uberprifen, ob eine Redundanz in der Verwendung der potentiellen
Ubiquitinylierungsstellen existierte und ob fiir die Antigenprasentation eine Mindestanzahl
an ubiquitinylierbaren Aminosaduren erforderlich war, wurden weitere Mutanten generiert,
in denen C, K, S und T in BZLF1 und MART-1 sukzessive zu A oder R mutiert wurden. Die
Vollmutanten BZLF1-ACKST bzw. MART-1-ACKST enthielten keinerlei C, K, S oder T mehr.
Uberdies wurde das BRLF1-YVL-Epitop, das selbst keine ubiquitinylierbaren Aminosiuren
enthielt, an die offenen Leserahmen dieser Mutanten fusioniert, um die mit den
eingefliihrten Mutationen verbundene Zerstérung der T-Zell-Epitope zu kompensieren.
Zudem wurde ein Hisg-Etikett am C-Terminus angefligt, um die verschiedenen Proteine mit
einem Hisg-spezifischen Antikorper detektieren zu kénnen (Abb. 5.19 A). Mit diesen
Expressionsplasmiden wurden DG75-Zellen transfiziert und nach 24 h die YVL-spezifischen
CD8" T-Zellen zugegeben. Die T-Zellerkennung wurde durch die Mutationen nicht beeinflusst
(Abb. 5.19 B). Zugleich konnten in der Untersuchung der Proteinmengen im Western-Blot
keine signifikanten Unterschiede detektiert werden, was darauf hinwies, dass die veranderte
Aminosaduresequenz nicht zu EinbuRRen in der Effizienz der Proteinsynthese gefiihrt hatte
(Abb. 5.19 C).

Um Sattigungseffekte durch hohe transfizierte DNA-Mengen bei den T-Zell-Analysen der
Transfektanten auszuschliefen, wurden DG75-Zellen in zusatzlichen Experimenten mit
steigenden Mengen des Wildtyp-BZLF1-, oder des BZLF1-ACKST-Expressionsplasmids
transfiziert. Dabei zeigte sich eine DNA-konzentrationsabhdngige dhnliche T-Zellerkennung
beider Transfektanten, was fiir eine gleichermallen effiziente Antigengenerierung in beiden

Transfektanten und gegen Sattigungseffekte sprach (Abb. 5.19 D).
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Abbildung 5.19: Das Fehlen ubiquitinylierbarer Aminosduren in BZLF1 und MART-1
beeintrachtigt nicht die MHC-Klasse-I-restringierte Antigenprasentation
(A) Schematische Darstellung der generierten BZLF1- und MART-1-Mutanten. Gezeigt sind die
Positionen aller Cysteine (C), Lysine (K), Serine (S) und Threonine (T) in BZLF1 und MART-1, die

in jeweils vier Schritten komplett zu Alanin (A), bzw. im Fall von K zu Arginin (R) mutiert



wurden. Die offenen Leserahmen aller BZLF1- und MART-1-Varianten wurden C-terminal mit
dem BRLF1-YVL-Epitop fusioniert und mit einem Hisg-Etikett versehen. (B) DG75-Zellen
wurden mit den BZLF1- oder MART-1-Expressionsplasmiden transfiziert, nach 24 h mit den
YVL-spezifischen CD8" T-Zellen kokultiviert und die Antigenerkennung mittels Zytokin-ELISA
bestimmt. Die Standardabweichungen ergaben sich aus Dreifachbestimmungen im ELISA. (C)
Nach Herstellung von Zelllysaten der transfizierten Zellen wurde die Expression der
verschiedenen Proteine mit Hilfe eines anti-Hisg-Antikdrpers im Western-Blot untersucht. a-
Tubulin fungierte als Ladekontrolle. (D) DG75-Zellen wurden mit steigenden Mengen an
BZFL1- bzw. BZLF1-ACKST-Expressionsplasmid transfiziert. Nach Kokultur mit YVL-spezifischen
CD8" T-Zellen wurde die T-Zellerkennung mittels Zytokin-ELISA bestimmt. Reprisentativ

dargestellt ist jeweils eines von drei unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten.

5.3.4 Massenspektrometrische Analysen lieferten keinen Hinweis auf eine N-

terminale Ubiquitinylierung von BZLF1

Zusatzlich zu den beschriebenen Aminosduren innerhalb eines Proteins kann eine Ubiquitin-
Konjugation auch am N-Terminus von Proteinen erfolgen (Ciechanover und Ben-Saadon,
2004). Um zu untersuchen, ob moglicherweise die N-terminale Ubiquitinylierung fir die
Antigenprozessierung von Bedeutung war, sollte eine massenspektrometrische
Charakterisierung des Ubiquitinylierungs-Status von Wildtyp-BZLF1 sowie, als Kontrolle, fiir
interne Ubiquitinylierungen der BZLF1-ACKST-Mutante unternommen werden. Um maogliche
Ubiquitin-Konjugate anzureichern, wurden die rekombinanten Proteine mit C-terminalem
Hise-Etikett in HEK293T-Zellen in Anwesenheit des proteasomalen Inhibitors MG132
exprimiert und mit Hilfe von Nickel-NTA-beads aufgereinigt. Nach elektrophoretischer
Auftrennung in einem SDS-Polyacrylamidgel wurden die Proteine mit einer Coomassie-
Losung angefarbt, die Banden der entsprechenden GrofRen aus dem Gel ausgeschnitten und
die Exzidate massenspektrometrisch analysiert. Diese Untersuchungen wurden in
Zusammenarbeit mit Frau Dr. Juliane Merl der Technologieplattform Proteomics des
Helmholtz Zentrum Miinchen durchgefihrt.

Erwartungsgemall wurden bei Wildtyp-BZLF1, nicht aber bei der Vollmutante, Ubiquitin-
Konjugationen innerhalb des Proteins detektiert. Eine N-terminale Ubiquitinylierung wurde

jedoch bei keinem der untersuchten Proteine gefunden. Zusammenfassend zeigten diese
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Ergebnisse, dass die BZLF1-ACKST-Mutante keine Ubiquitin-Konjugationen aufwies und somit
ihre Prasentation auf MHC-Klasse-I unabhangig von einer direkten Ubiquitinylierung des

Substratproteins erfolgte (Abb. 5.20).
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Abbildung 5.20: Massenspektrometrische Analyse von Wildtyp-BZLF1 und BZLF1-ACKST
HEK293T-Zellen wurden entweder mit Widtyp-BZLF1- oder BZLF1-ACKST-Expressionsplasmid
transfiziert. 42 h nach Transfektion wurde der Proteasom-Inhibitor MG132 zugesetzt und die
Zellen fur weitere 6 h kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Harnstoff-Lysepuffer, der
ebenfalls mit MG132 versetzt war, lysiert, und die BZLF1-Proteine lber deren C-terminales
Hisc-Etikett mit Nickel-NTA-beads isoliert. Die Proteine wurden elektrophoretisch in einem
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, im Gel anschlieBend mit Coomassie-Losung angefarbt und
die Proteinbanden der entsprechenden GroéRe ausgeschnitten. Die ekzidierten Proteine
wurden massenspektrometrisch sowohl auf interne als auch auf N-terminale Ubiquitin-
Modifikationen hin analysiert. (A) Aminosduresequenz von Wildtyp-BZLF1 und BZLF1-ACKST.
Die massenspektrometrisch analysierten N-terminalen bzw. internen Peptide sind farblich
gekennzeichnet (blau bzw. gelb). (B) Massenspektrogramm der analysierten N-terminalen
Peptide beider BZLF1-Proteine. (C) Massenspektrogramm jeweils eines reprasentativen
internen Peptids beider BZLF1-Proteine. Die Ubiquitinylierung des im Wildtyp-BZLF1
vorhandenen Lysins konnte im entsprechenden Peptid der Vollmutante wegen dessen

Mutation in ein Arginin nicht detektiert werden.

5.3.5 Expression von BZLF1 im Endoplasmatischen Retikulum iiber eine

Fusion mit der Signalsequenz von Apolipoprotein B

Wadhrend die eigenen Ergebnisse keinen Hinweis auf eine essentielle Rolle der
Ubiquitinylierung bei der Prdsentation von zytoplasmatischen Antigenen auf MHC-Klasse-I
lieferten, wurde kiirzlich beschrieben, dass die Prasentation von Antigenen, die primar im ER
lokalisiert sind mit deren Ubiquitinylierung durch die E3-Ubiquitin-Ligase HRD1 korrelierte
(Huang et al., 2011). Proteine im ER, die beispielsweise aufgrund unkorrekter Faltung dem
ERAD-Qualitatskontroll-Mechanismus (endoplasmic reticulum associated degradation; ERAD)
unterliegen, werden ins Zytoplasma retransloziert (Hirsch et al., 2009; Kikkert et al., 2004;
Rubenstein et al., 2012; Vembar und Brodsky, 2008). HRD1 ubiquitinyliert die
entsprechenden Substratproteine wahrend des Retranslokationsprozesses und fiihrt sie
dadurch dem sofortigen proteasomalen Abbau zu. Sollte die HRD1-vermittelte
Ubiquitinylierung eine Voraussetzung fiir die Prasentation von ER-Antigenen darstellen, so
wirde dies auf unterschiedliche Prasentationswege flir Antigene in unterschiedlichen

subzellularen Kompartimenten hinweisen.



Um den Beitrag der HRD1-vermittelten Ubiquitinylierung auf die Prozessierung von ER-
Antigenen zu untersuchen, wurden sowohl Wildtyp-BZLF1 als auch die Vollmutante BZLF1-
ACKST N-terminal mit einer Signalsequenz versehen, welche eine Translation ins ER
vermittelte. Die Signalsequenz von Apolipoprotein B (ApoB) wurde ausgewahlt, weil sie
keinerlei C, K, S oder T enthielt und somit keine Konjugationsstellen fiir Ubiquitin aufwies.
Um die subzelluldre Lokalisation der rekombinanten Proteine im ER zu Uberprifen, wurden
C-terminale Fusionen mit GFP erstellt. Die entsprechenden Expressionsvektoren wurden in
HEK293T-Zellen transfiziert, und die Lokalisation der Proteine mittels
Fluoreszenzmikroskopie anhand der GFP-Expression bestimmt. Als Kontrolle wurde ein ER-
dsRED-Expressionsplasmid kotransfiziert, das anstelle der ER-Signalsequenz des ApoB fiir die
ER-Signalsequenz von Immunglobulin G (IgG), und anstelle des GFP fir das rot
fluoreszierende Protein (dsRED) kodierte. Das ER-dsRED-Plasmid basierte auf einem
kommerziell erhdltlichen Vektor zur Targetierung des ER. Durch Detektion der
Fluoreszenzsignale und deren Uberlagerung konnte bestitigt werden, dass die GFP-
gekoppelten ApoB-Fusionsproteine, ebenso wie das dsRED-Kontrollprotein, ER-lokalisiert

und somit im ER exprimiert worden waren (Abb. 5.21).
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Abbildung 5.21: Die ApoB-Signalsequenz vermittelte eine Lokalisation der
BZLF1-Fusionsproteine im Endoplasmatischen Retikulum
HEK293T-Zellen wurden mit dem ER-dsRED-Plasmid sowie entweder mit dem
Expressionsvektor fiir GFP (links), BZLF1-GFP (zweites von links), ApoB-BZLF1-GFP (zweites von
rechts) oder ApoB-BZLF1-ACKST-GFP (rechts) kotransfiziert und die subzellulare Lokalisation
mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Dabei dienten die Expressionsplasmide fiir GFP
(Zytoplasma und Nukleus), BZLF1-GFP (Nukleus) und ER-dsRED (Endoplasmatisches Retikulum,
ER) als Kontrollen fiir unterschiedliche subzellulire Kompartimente. Durch Uberlagerung der
Grinfluoreszenz der ApoB-GFP-Fusionsproteine mit der Rotfluoreszenz der ER-dsRED-
Kontrollproteine konnte eine Kolokalisation im ER nachgewiesen werden. (Die
Fluoreszenzmikroskopische Dokumentation wurde freundlicherweise durchgefiihrt von Dr.

Rainer Kaufmann; Micron Advanced Bioimaging Unit; University of Oxford).



5.3.6 Die HRD1-vermittelte Ubiquitinylierung ist erforderlich fiir den Protein-

abbau, nicht jedoch fiir die Antigenprasentation auf MHC-Klasse-I

Um die vorbeschriebene Rolle der HRD1-vermittelten Ubiquitinylierung auf den
proteasomalen Abbau von ERAD-Substraten zu dokumentieren, wurden DG75-Zellen mit
Expressionsplasmiden fir die ER-Antigene ApoB-BZLF1 oder ApoB-BZLF1-ACKST mit
Expressionsplasmiden fiir Wildtyp-HRD1 oder dessen dominant-negativer Variante dnHRD1
(Nadav et al., 2003) bzw. Leervektor kotransfiziert. Am nachsten Tag wurde die BZLF1-
Proteinexpression mittels Western-Blot untersucht. Wahrend ApoB-BZLF1 bei Koexpression
von dnHRD1 deutlich akkumulierte, wurde dieser Effekt bei der nicht ubiquitinylierbaren
Mutante ApoB-BZLF1-ACKST nicht beobachtet. Eine vermehrte Verfiigbarkeit von Wildtyp-
HRD1 hatte auf keine der beiden BZLF1-Proteine einen wesentlichen Effekt. Der
stabilisierende Effekt von dnHRD1 bzw. der neutrale Effekt von Wildtyp-HRD1 auf ApoB-
BZLF1-GFP wurde auch beobachtet, wenn das Expressionsniveau Uber die GFP-Fluoreszenz
durchflusszytometrisch analysiert wurde. Die mittlere Fluoreszenzintensitdt war bei
Koexpression von dnHRD1 deutlich héher als bei Koexpression von Wildtyp-HRD1. Diese
Ergebnisse wiesen darauf hin, dass das artifizielle ER-Protein ApoB-BZLF1 ein ERAD-Substrat
darstellte, welches durch HRD1 ubiquitinyliert und, vermutlich nach Retranslokation ins
Zytoplasma, proteasomal degradiert wurde (Abb 5.22 A und B). Um den Beitrag der
Ubiquitinylierung zur MHC-Klasse-I-restringierten Prasentation von ER-lokalisiertem BZLF1-
YVL-Fusionsprotein zu untersuchen, wurden die transient transfizierten Zellen mit YVL-
spezifischen CD8" T-Zellen kokultiviert. Die YVL-Fusionsproteine ApoB-BZLF1 und ApoB-
BZLF1-ACKST wurden gleichermalRen effizient von den YVL-spezifischen T-Zellen erkannt.
Bemerkenswerterweise wurde die T-Zellerkennung jedoch im Falle beider Fusionsproteine
weder durch koexprimiertes Wildtyp-HRD1, noch durch koexprimiertes dnHRD1 gestort
(Abb. 5.22 C).

Die HRD1-vermittelte Ubiquitinylierung hatte somit zwar Einfluss auf die Stabilitat ER-
lokalisierter Proteine, nicht aber auf deren MHC-Klasse-I-restringierte Prisentation an CD8"

T-Zellen.



S <
2
A & AN S B ApoB-BZLF1-GFP

< N
Q & & &g\ 100
Leervektor
anti»BZLFl| ApoB—BZLFll - -‘l—nma 801 = HRD1
© == dnHRD1
anti-HiS| ApoB»BZLF1| £ 604
: —— B
' 5
anti-His ApoB-BZLFl-ACKSTl — — _.|—36kDa 207
) 0
anti-a-Tub a-Tubulin —52kDa 10° 10
C BZLF1-Antigenprasentation [YVL-Epitop]
ApoB-BZLF1 ApoB-BZLF1-ACKST
16004
1400+ = T L
= 1200
£
& 10004
2
> 800
Z 600
4004
2004
0 S S N N < N N
e <0 Q Q o QO Q
«‘)Q & & &28\ AQ:L\ & ;2‘%
©) > & > &
3 & &

Abbildung 5.22: Die Antigenprasentation auf MHC-Klasse-I erfolgt unabhdngig von einer
HRD1-vermittelten Ubiquitinylierung der ER-Proteine
DG75-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fiir YVL-Hisg-gekoppletes ApoB-BZLF1 oder
ApoB-BZLF1-ACKST transfiziert und mit Leervektor, Wildtyp-HRD1-, oder dnHRDI1-
Expressionsplasmiden kotransfiziert. (A) 24 h nach Transfektion wurden die Zellen geerntet
und die Proteinexpression mittels Western-Blot analysiert. Durch Einsatz eines Hisg-
spezifischen Antikorpers konnten die Hisg-Etikett-tragenden BZLF1-Proteine detektiert
werden. Zum Nachweis von Wildtyp-BZLF1 wurde alternativ ein BZLF1-spezifischer Antikorper
eingesetzt. Das housekeeping-Protein a-Tubulin fungierte als Ladekontrolle. (B) DG75-Zellen
wurden mit dem ApoB-BZLF1-GFP Expressionsplasmid und Leervektor, HRD1- oder dnHRD1-
Expressionsplasmid kotransfiziert. 24 h nach Transfektion wurde die GFP-Fluoreszenzintensitat
der transfizierten Zellen durchflusszytometrisch gemessen. Gezeigt ist ausschlieflich die
Fluoreszenzintensitat der GFP-positiven Zellen, da nicht die gesamte Zellpopulation transfiziert
worden war. (C) Die in (A) beschriebenen Zellen wurden mit YVL-spezifischen CD8" T-Zellen
kokultiviert, und die T-Zellerkennung der YVL-etikettierten rekombinanten Proteine mittels
Zytokin-ELISA bestimmt. Eines von drei unabhangig durchgefiihrten Experimenten ist jeweils
reprasentativ gezeigt. Die Standardabweichungen ergaben sich aus Dreifachbestimmungen im

ELISA.



5.3.7 Eine Inhibition der Poly-Ubiquitinylierung durch Mutation von Lysin48

im Ubiquitin fiihrt zu einer verminderten Antigenprasentation

Die eigenen Ergebnisse zum fehlenden Einfluss der Ubiquitinylierung auf die MHC-Klasse-I-
restringierte Antigenprasentation standen auf den ersten Blick in Widerspruch zu
Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen (Ebstein et al., 2012; Huang et al., 2011). In der eigenen
Arbeit war allerdings bislang nur der Einfluss von Mutationen der Ubiquitinylierungstellen im
Substratprotein (Kapitel 5.3.3) und der Einfluss der HRD1-vermittelten Ubiquitinylierung
(Kapitel 5.3.6) auf die Antigenpradsentation untersucht worden. In den publizierten Arbeiten
waren dagegen Mutanten von Ubiquitin selbst verwendet worden. Diese Ubiquitin-
Mutanten enthielten keine Lysine mehr und konnten deshalb keine Ubiquitinketten mehr
bilden. Damit wurden alle zellularen Prozesse unterdriickt, die eine Poly-Ubiquitinylierung
erforderten.

Im Folgenden sollte deshalb gepriift werden, ob eine Inhibition der Poly-Ubiquitinylierung
auch die Prasentation der eigenen Modellantigene unterdriickte. Dazu wurden
Expressionsplasmide fur Wildtyp-Ubiquitin sowie fiir zwei verschiedene Ubiquitin-Mutanten
konstruiert, in denen entweder das K an Position 33 (Ub-K33R) oder das K an Position 48
(Ub-K48R) durch R ersetzt worden war. Das K48 im Ubiquitin gilt als essentiell fir die Bildung
von mehrgliedrigen Ubiquitinketten (Poly-Ubiquitine) und fir den Poly-Ubiquitin-
vermittelten proteosomalen Abbau von Substratproteinen. In diesen Kettenmolekiilen sind
die einzelnen Ubiquitin-Molekiile Gber eine Bindung ihres K48 an das C-terminale Glycin (G)
des benachbarten Ubiquitins miteinander verkniipft (Mallette und Richard, 2012; Marx et
al., 2010; Pickart, 1997). Die Expression der Ub-K48R-Mutante sollte somit eine K48-
verknupfte Poly-Ubiquitinylierung wie auch den proteasomalen Proteinabbau verhindern
und, im Falle eines Einflusses der Poly-Ubiquitinylierung auf die MHC-Klasse-I-restringierte
Antigenprasentation, diese hemmen. K33 kann ebenfalls zur Bildung von Poly-
Ubiquitinketten genutzt werden, allerdings wurde die Poly-Ubiquitinylierung tber K33
bislang nicht mit dem proteasomalen Proteinabbau oder der Antigenprozessierung in
Zusammenhang gebracht; sie spielt moglicherweise eine Rolle bei der Modifikation von
Kinasen (Huang et al., 2010). Die Mutante Ub-K33R diente daher als Kontrolle.

Die Expressionsplasmide fir die verschiedenen Ubiquitin-Proteine wurden transient in
DG75-Zellen transfiziert. Im Gegensatz zu den bisherigen Experimenten, die auf einer

einmaligen Transfektion beruhten, wurden die Zellen in diesem Fall zweimal elektroporiert.



Bei der ersten Transfektion wurden lediglich die Ubiquitin-Expressionsplasmide verwendet,
bevor am folgenden Tag das Wildtyp-BZLF1- oder das BZLF1-ACKST-Expressionsplasmid
zusammen mit der jeweiligen Ubiquitin-Variante kotransfiziert wurde. Dadurch sollte ein
moglichst hohes Expressionsniveau der eingebrachten Ubiquitin-Proteine erreicht und somit
die Konkurrenz mit endogenem Wildtyp-Ubiquitin um Substrat zugunsten der Ubiquitin-
Mutanten verschoben werden. Weitere 24 h spater wurden die Zellen mit
antigenspezifischen T-Zellen kokultiviert und die T-Zellaktivierung mittels Zytokin-ELISA
bestimmt. Die Koexpression der Ub-K48R-Mutante fiihrte im Vergleich zu Wildtyp-Ubiquitin
oder Ub-K33R-Mutante zu einer deutlich verminderten T-Zellerkennung sowohl von Wildtyp-
BZLF1 als auch von BZLF1-ACKST. Um unspezifische Effekte der Ub-K48R-Mutante
auszuschlieBen, wurden die verwendeten DG75-Zellen zusatzlich mit einem
Expressionsplasmid fir das YVL-Epitop kotransfiziert. Die Erkennung dieser transfizierten
Zellen durch YVL-spezifische T-Zellen war durch die Expression der Ub-K48R-Mutante nicht
beeintrachtigt. Diese Ergebnisse legten nahe, dass die K48-verknlipfte, nicht aber die K33-
verknupfte Poly-Ubiquitinylierung fiir eine effiziente Antigenprasentation auf MHC-Klasse-|
notwendig ist.

In Zusammenschau aller Ergebnisse zur Ubiquitinylierung kann demnach postuliert werden,
dass die Ubiquitinylierung des Antigenmolekiils zwar den proteasomalen Proteinabbau
vermittelt, nicht aber die Prasentation des Antigens auf MHC-Klasse-| beeinflusst. Dagegen
hat die Generierung von Poly-Ubiquitinketten tber K48 durchaus einen Einfluss auf beide
Prozesse. Allerdings findet die Poly-Ubiquitinylierung, die offensichtlich fir die
Antigengenerierung relevant ist, nicht am Antigen selbst, sondern an anderen fir die

Antigenprasentation relevanten Proteinen statt.
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Abbildung 5.23: Die Ubiquitin-Mutante Ub-K48R inhibiert die
MHC-Klasse-I-restringierte Prasentation von BZLF1
DG75-Zellen wurden mit den Expressionsplasmiden fiir Wildtyp-Ubiquitin (wtUb), Ub-K33R
oder Ub-K48R transient transfiziert. 24 h spater wurden die Zellen erneut mit dem jeweiligen
Ubiquitin-Plasmid sowie Expressionsplasmiden fir BZLF1 bzw. BZLF1-ACKST und dem YVL-
Epitop bzw. VQT-Epitop (Minigen) kotransfiziert. Des Weiteren wurden alle Zellen zusatzlich
mit dem Restriktionsmolekiil HLA-B*1501 kotransfiziert. Weitere 24 h nach der zweiten
Transfektion wurden die Zellen entweder mit YVL- oder VQT-spezifischen CD8" T-Zellen
kokultiviert und die Erkennung von Antigen bzw. von Minigen-kodiertem Epitop im Zytokin-
ELISA bestimmt. Eines von drei unabhangig durchgefiihrten Experimenten ist jeweils
reprasentativ dargestellt. Die Standardabweichungen ergaben sich aus Dreifachbestimmungen
im ELISA. Statistische Signifikanz wurde durch Verwendung des ungepaarten t-Tests berechnet
(*p-Wert < 0.01; ***p-Wert < 0.001). (A) Prasentation von Wildtyp-BZLF1 mit VQT-
spezifischen T-Zellen (oben) bzw. des kotransfizierten, Minigen-kodierten YVL-Epitps mit YVL-
spezifischen T-Zellen (unten). (B) Prasentation der YVL-etikettierten Vollmutante BZLF1-ACKST
mit YVL-spezifischen T-Zellen (oben) bzw. des kotransfizierten, Minigen-kodierten VQT-Epitops

mit VQT-spezifischen T-Zellen (unten).



6. Diskussion

Die Prasentation von Antigenen auf MHC-Klasse-I-Molekiilen ist von entscheidender
Bedeutung fir die Erkennung und Bekdampfung von Tumoren und Virusinfektionen (Apcher
et al., 2009; Snyder et al., 2003). Obwohl die mechanistischen Grundlagen groRteils
aufgeklart wurden, sind wichtige Aspekte und Details des MHC-Klasse-I-
Antigenprasentationswegs noch unverstanden (Hansen und Bouvier, 2009). So gelten zwar
DRiPs als Hauptantigenquelle, allerdings ist noch unklar, ob bzw. in welchem Ausmal3 auch
mature Proteine zum Antigenpool beitragen (Yewdell und Nicchitta, 2006; Yewdell et al.,
2003). Obwohl eine enge Kopplung von Antigenprasentation und -translation als gesichert
gilt, ist noch ungeklart, inwieweit Eigenschaften und Charakteristika der Antigen-mRNA
diesen Prozess beeinflussen. Offene Fragen bestehen auch hinsichtlich der
Antigenprozessierung. Zwar werden fast alle bislang untersuchten Antigene durch das
Proteasom generiert; wie sie flr den proteasomalen Abbau markiert und dem Proteasom
zugefuhrt werden, ist aber ebenfalls noch unklar (Qian et al., 2006b; Yewdell, 2002). Ziel der
vorliegenden Arbeit war deshalb eine genauere Charakterisierung der MHC-Klasse-I-

Antigengenerierung.

6.1 Mature Proteine dienen nicht als Substrat fiir die Antigen-

prasentation auf MHC-Klasse-I

Die Modulation der Stabilitat viraler Modellproteine

Fir eine Untersuchung des Beitrags maturer Proteine zur Antigenprdsentation auf MHC-
Klasse-1 wurde nach Proteinen gesucht, deren Stabilitat mit Hilfe des ProteoTuner Systems
moduliert werden konnte. Zudem kamen nur solche Proteine in Frage, gegen die spezifische
CD8" T-Zellen zur Verfiigung standen. Dabei handelte es sich um die viralen Kandidaten-
Proteine BRLF1 und EBNA1l sowie die Mutante EBNA1AGA, die durch die Deletion des

internen GA-repeats (GAr) generiert wurde. Diese, aus einer Abfolge von mehr als 200



Glycinen (G) und Alaninen (A) bestehende Sequenz, nimmt eine aus R-Faltblattstrukturen
bestehende Konformation an, welche vermutlich den proteasomalen Abbau von EBNA1
inhibiert (Daskalogianni et al., 2008).

Wahrend BRLF1 und EBNA1AGA durch die Fusion mit der FKBP-L106P-Domane effizient
destabilisiert und durch Verwendung des synthetischen Liganden Shield1 dieser Instabilitat
erfolgreich entgegengewirkt werden konnte, war die Stabilitdt von EBNA1 nicht modulierbar.
Somit lieRen sich neben den bereits beschriebenen Modellproteinen wie dem
gelbfluoreszierenden Protein YFP (yellow fluorescent protein; YFP) (Banaszynski et al., 2006),

auch ausgewadbhlte virale Proteine in ihrer Stabilitdt durch DD und Shield1 modulieren.

Mature Proteine tragen nicht zur Antigenprasentation auf MHC-Klasse-I bei

Momentan geht man davon aus, dass hauptsdchlich DRiPs, neusynthetisierte Polypeptide
mit dullerst kurzer Halbwertszeit, als Substrate fiir die Antigenprasentation fungieren.
Dadurch wird eine rasche Prdsentation von Antigenen unabhangig von der Stabilitdt des
maturen Proteins gewadhrleistet (Yewdell et al., 1996). Aber auch mature Proteine selbst
scheinen in den Antigenprasentationsweg auf MHC-Klasse-l einzumiinden. So wurden
Peptide aus MHC-Klasse-I-Molekiilen eluiert, die sekunddre Modifikationen trugen
(Engelhard et al., 2006). Dabei handelte es sich u. a. um Glykosyl- und Phosphatgruppen,
welche vermutlich erst nach Erreichen der nativen Konformation an das jeweilige Protein
angefligt wurden, denn eine posttranslationale Modifikation von bereits degradierten
Peptidfragmenten ist zwar theoretisch denkbar, konnte bislang aber nicht nachgewiesen
werden.

Dariiber hinaus wurde kiirzlich mit Hilfe von selbst-spleifenden Proteinen gezeigt, dass
Antigene, welche ausschlieBlich durch Proteinspleillen entstehen, ebenfalls auf MHC-Klasse-
I-Molekilen prasentiert werden (Farfan-Arribas et al., 2012). Da diese Form der
Proteinprozessierung ebenfalls nur nach Erreichen der nativen Konformation erfolgen kann,
mussten die prasentierten Peptide von maturen Proteinen abstammen. Diese wurden
ahnlich effizient auf MHC-Klasse-I prasentiert wie Epitope, die nur in ungespleiRten
Polypeptiden vorhanden sind und somit wahrscheinlich der DRiP-Fraktion angehdorten.

In den eigenen Untersuchungen konnte kein signifikanter Beitrag maturer Proteine zur

Antigenprasentation nachgewiesen werden. Zumindest lag der Beitrag maturer Proteine



unter der Detektionsgrenze, was deren immunologische Relevanz zumindest in Frage stellt.
Dagegen fiihrte in Untersuchungen von Dolan und Kollegen (Dolan et al., 2011b) der
induzierte, proteasomale Abbau einer durch Shieldl angereicherten Fraktion maturer
Proteine zu einem leichten Anstieg der Antigenprasentation (Dolan et al., 2011b; Dolan et
al., 2012). Der Beitrag maturer Proteine zur Antigenprasentation war zwar deutlich niedriger
als der von DRiPs, dennoch stellte sich dadurch die Frage, worauf diese unterschiedlichen
Ergebnisse zurlickzufiihren sind. Moglicherweise resultieren diese aus einer unterschiedlich
hohen Antigenexpression oder aus unterschiedlichen experimentellen Herangehensweisen.
So wurde in den eigenen Untersuchungen ein konditionales Expressionssystem verwendet,
das eine Abschaltung der Antigentranskription und somit eine Untersuchung der
Antigenprasentation unabhdngig von der Antigensynthese gestattete. Dagegen wurde bei
Dolan und Kollegen die Antigentranskription von einem konstitutiv aktiven Promotor
getrieben und eine Prasentation neu synthetisierten Antigens durch Verwendung des
Translations-Inhibitors CHX verhindert (Dolan et al., 2011b; Dolan et al., 2012). Cycloheximid
inhibiert allerdings nicht nur die Synthese von Antigen, sondern auch von Proteinen, die an
der Antigenprdsentation beteiligt sind, wie z. B. MHC-Molekile. Daruber hinaus werden
durch die CHX-Behandlung auch Gene induziert (Ishihara et al., 1984; Maroteaux et al.,
1983). Inwiefern diese Effekte zu den unterschiedlichen Ergebnissen in der
Antigenprasentation beitragen, ist noch ungeklart. Zudem besteht die Mdoglichkeit, dass
unterschiedliche Antigene durch unterschiedliche Mechanismen und Prozessierungswege
generiert und prasentiert werden. Dies kdnnte auch die aufgezeigten Unterschiede des
Beitrags maturer Proteine zur MHC-Klasse-I-Antigenprasentation erklaren.

In welchem AusmalR DRIiPs versus mature Proteine zur Antigenprdsentation beitragen, kann
somit noch nicht abschlieBend bewertet werden. Die Beantwortung dieser Frage besitzt aber
nicht nur immunologische, sondern auch therapeutische Relevanz. So zielen einige
immuntherapeutische Ansdtze auf eine gezielte Targetierung von Genen ab, die in Tumoren
Uberexprimiert sind. Im Falle des Tumorsuppressors p53 fliihren manche tumorspezifischen
Mutationen zu einer verlangerten Halbwertszeit und damit zu einer Akkumulation des
Proteins in den Tumorzellen (Brosh und Rotter, 2009). Durch die Gabe chemischer
Inhibitoren kann mutiertes p53 destabilisiert und dem proteasomalen Abbau zugefiihrt
werden (Wang et al., 2011). Wiirde dieser induzierte Abbau von maturem, mutierten p53 in

Tumorzellen in einer verstarkten Prdsentation von p53-Peptiden auf MHC-Klasse-I



resultieren, so kénnte durch die gleichzeitige Gabe von p53-spezifischen CD8" T-Zellen eine
praferentielle Erkennung und Zerstérung von Tumorzellen erreicht werden (Vermeij et al.,

2011).

Der GA-repeat verhindert nicht die Prasentation von EBNA1 auf MHC-Klasse-I

Fir einen bedeutenden Beitrag maturer Proteine zum Antigenpool kdnnte auch die Tatsache
gewertet werden, dass manche viralen Proteine sich einem proteasomalen Abbau entziehen.
Dazu zdhlen beispielsweise das LANA-1-Protein des Humanen Herpesvirus 8 oder EBNA1 des
EBV (Dantuma et al., 2002; Kwun et al., 2011; Kwun et al., 2007). In EBNA1 ist hierfiir der
GAr verantwortlich. Zudem inhibiert die fir den GAr kodierende RNA-Sequenz die eigene
Translation (Tellam et al., 2012; Yin et al., 2003). Deshalb sollten die beiden EBNA1-Proteine,
Wildtyp-EBNA1 und die EBNA1AGA-Deletionsmutante, dazu verwendet werden, die
Antigenprasentation unter den Aspekten einer verminderten Proteinsynthese und eines
blockierten proteasomalen Abbaus zu untersuchen. In transfizierten Zellen wurde
EBNA1AGA auf Proteinebene deutlich hoéher exprimiert als Wildtyp-EBNA1, was den
beschriebenen, inhibitorischen Effekt auf die Translation zu bestdtigen scheint.
Unerwarteterweise wurden aber sowohl EBNA1- als auch EBNA1AGA-transfizierte Zellen
dhnlich effizient von den EBNA1-spezifischen CD8" T-Zellen erkannt. Experimente mit einem
Proteasom-Inhibitior verdeutlichten, dass die Generierung des EBNA1-Epitops Proteasom-
abhangig erfolgte. Die Inhibition des proteasomalen Abbaus durch den GAr wirkte sich somit
nicht auf die Antigengenerierung aus. Moglicherweise stammten die prasentierten Peptide
von DRiPs, deren Abbau nicht durch den GAr inhibiert werden konnte. Da in den eigenen
Versuchen auch kein Beitrag von maturem EBNA1AGA zum Antigenpool nachgewiesen
werden konnte, stellt sich die Frage nach der immunologischen Bedeutung des GAr, die
bislang in der Verhinderung des proteasomalen Abbaus und dadurch in der Inhibition der
Prasentation auf MHC-Klasse-l gesehen wurde. Die erhobenen Daten dagegen legen eher
einen indirekten Effekt auf die Antigenprdsentation nahe: Indem der GAr matures EBNA1 vor
dem proteasomalen Abbau schitzt und dem Protein dadurch eine lange Lebensdauer
verleiht, wird der Bedarf an Proteinnachschub gering gehalten. Dies sollte in einer geringen
Neusyntheserate resultieren und damit in einer verminderten Antigengenerierung, wodurch

infizierte Zellen womoglich einer Immunerkennung entgehen.



6.2 Einfluss der Antigen-kodierenden mRNA auf die MHC-Klasse-I-

restringierte Antigenprasentation

Generierung von Antigen wahrend der ersten Runde der mRNA-Translation

In einer Reihe von Untersuchungen, einschlieflich den eigenen, wurde ein enger
Zusammenhang zwischen Antigentranslation und -prasentation beobachtet (Dolan et al.,
2010a; Dolan et al., 2010b; Qian et al., 2006b). Eine neuere Studie ergab zudem, dass die
Antigengenerierung wadhrend der ersten Runde der Translation erfolgt, noch vor einer
moglichen Aktivierung des mRNA-Qualitatskontroll-Mechanismus NMD und dem dadurch
ausgelosten Abbau der mRNA (Apcher et al., 2011). Dabei wurde postuliert, dass
moglicherweise EJC nicht nur fir die Aktivierung des NMD verantwortlich sind, sondern auch
der Markierung untranslatierter mRNA dienen. Demnach wiirden EJC eine Unterscheidung
zwischen neuen und bereits translatierten mRNA-Molekilen ermoglichen und damit die
Steuerung der Antigengenerierung in der ersten Translationsrunde vermitteln (Apcher et al.,
2011). Um diese Hypothese zu Uberpriifen, wurde in der vorliegenden Arbeit ein dhnlicher
experimenteller Ansatz verfolgt. Wie die Ergebnisse in Abbildung 5.10 zeigten, erfolgte die
Antigengenerierung und -prdsentation der Modellantigene BZLF1 und BZLF1+PTC mit
vergleichbarer Effizienz und unabhdngig von der mRNA-Menge. Da die PTC-tragende BZLF1-
MRNA vermutlich den NMD-Mechanismus induzierte, resultierte dies im Abbau der
entsprechenden mRNA und somit in einer wesentlich niedrigeren mRNA-Menge. Dieser
Rickgang fluhrte jedoch nicht zu EinbulRen in der Antigenprdsentation, was ebenfalls fir eine
Antigensynthese wahrend der ersten Runde der Translation sprach.

In einem zusatzlichen Vergleich von Zellen, die mit Plasmiden transfiziert worden waren, die
entweder die cDNA oder die genomische Sequenz von BZLF1 trugen, wurden jedoch keine
Unterschiede in der Erkennung durch CD8" T-Zellen detektiert. Dies deutete darauf hin, dass
Antigene mit dhnlicher Effizienz aus gespleiter und ungespleiBter mRNA generiert werden

und stellte die Bedeutung von EJC fir die Antigengenerierung in Frage.



Der Beitrag nukledrer Faktoren zur Antigengenerierung

Da mRNAs neben EJCs auch mit anderen nukledren Faktoren assoziiert sein kdnnen (Cole
und Scarcelli, 2006; Cullen, 2003; Kohler und Hurt, 2007), wurde eine mogliche Relevanz
dieser Faktoren fiir die Generierung von Antigenen untersucht. Dazu wurden Zielzellen
entweder mit DNA oder in ivtRNA transfiziert, die jeweils fiir das gleiche Modellantigen
kodierten. Die transfizierten Zielzellen wurden in beiden Fallen von den Modellantigen-
spezifischen CD8" T-Zellen erkannt. Da die ivtRNA durch den Herstellungsprozess frei von
Proteinen war, scheinen mMRNA assoziierte, nukledare Faktoren nicht fir die
Antigengenerierung notwendig zu sein. Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass
ein Teil der ivtRNA im Rahmen der Transfektion in den Zellkern gelangte und dort nukleare
Faktoren band, die die anschlieBende Antigengenerierung im Zytoplasma steuerten. Auch
bleibt unbeantwortet, ob die Antigengenerierung in beiden Fadllen mit dhnlicher Effizienz
erfolgte. Zwar wurden die Zellen sechs Stunden nach Transfektion mit dhnlicher Effizienz von
den antigenspezifischen T-Zellen erkannt, doch wurden die Transfektanten zu diesem
Zeitpunkt nicht fixiert. Dadurch kam es wahrend der Kokultur mit den T-Zellen zu einer
fortwahrenden Transkription und Translation des Antigens in den Plasmid-transfizierten
Zellen. In den ivtRNA-transfizierten Zellen dagegen kam es zu einer rapiden Abnahme der
RNA-Menge Uber die Zeit, was vermutlich mit einer abnehmenden Neusynthese des
Antigens einherging. Aussagen zur Effizienz der Antigengenerierung kénnen deshalb nicht
getroffen werden. Dennoch sprechen die ahnlichen RNA-Mengen zum Zeitpunkt der T-
Zellzugabe und die daraus resultierende, dhnlich effiziente T-Zellerkennung gegen eine
essentielle Rolle von nukledaren Faktoren in der Antigengenerierung. Sollte sich diese
Annahme in weiteren Untersuchungen bestdtigen, so missten neue Mechanismen oder
Modifikationen fiir die Detektion untranslatierter mRNAs postuliert werden, um das Modell
der Antigengenerierung in der ersten Translationsrunde zu stiitzen.

Bislang basierte dieses Modell auf Untersuchungen mit Modellantigenen, in denen durch die
Einfihrung eines PTC und den dadurch vermutlich ausgelésten NMD die mRNA-Stabilitat
moduliert worden war. Eine Unabhadngigkeit der Antigenprdsentation von der mRNA-
Stabilitdat und damit einer Antigengenerierung wahrend der wiederholten Translation einer
MRNA konnte in diesen Untersuchungen jedoch nicht ganzlich ausgeschlossen werden.
Womaoglich verbesserte die Trunkierung des Antigens durch die Einfliihrung des PTC dessen

Prozessierung und Uberdeckte so mogliche Effekte der mRNA-Stabilitat auf die



Antigenprasentation. Deshalb wurde in nachfolgenden Experimenten der Einfluss der mRNA-
Stabilitdat mit Hilfe von mRNA-Varianten untersucht, die den gleichen offenen Leserahmen
enthielten.

Durch Verwendung der 3"UTR der IFNy-mRNA konnte die Stabilitat der BZLF1-mRNA deutlich
verringert werden. Dies resultierte zwar in einem niedrigen mRNA-Spiegel und in einer
reduzierten Proteinexpression, hatte aber keinen mindernden Einfluss auf die MHC-Klasse-I-
Antigenprasentation. Diese Experimente lieferten somit einen weiteren Hinweis darauf, dass
die mRNA-Halbwertszeit keinen Einfluss auf die Effizienz der Antigengenerierung hat.
Angesichts dieser Unabhangigkeit der Antigengenerierung von der mRNA-Stabilitat sowie
den fehlenden Hinweisen auf eine Markierung von neuen mRNAs fir die Detektion der
ersten Translationsrunde, wurde nach alternativen Erklarungsmodellen gesucht. Die bislang
erhaltenen Ergebnisse standen auch in Einklang mit einem Modell, demnach neue mRNAs
noch im Zellkern oder unmittelbar nach Austritt aus dem Zellkern ihre erste Translation
erfahren, und diese Genprodukte in den Antigenprdsentationsweg eingeschleust werden.
Um Hinweise auf eine mogliche, lokal begrenzte Antigengenerierung zu erhalten, wurden
erganzende Versuche durchgefiihrt (Daten nicht gezeigt). Dazu wurde die 3’UTR von R-Aktin
an BZLF1 angefligt. An diese 3’UTR bindet das nukledre Protein ZBP1 und verhindert die
Translation der mRNA. ZBP1 wird in der Zellperipherie phosphoryliert, wodurch es von der
MRNA dissoziiert und die Translation erlaubt (Farina et al., 2003; Katz et al., 2012; Kislauskis
et al.,, 1997; Stohr und Huttelmaier, 2012). Das Anfligen der R-Aktin-3’UTR an die BZLF1-
MRNA hatte jedoch keinen Einfluss auf die T-Zellerkennung. Da jedoch nicht Uberpruft
werden konnte, ob das Anfiigen der 3’UTR tatsachlich zu einer Translation in der
Zellperipherie flhrte, war dieses negative Ergebnis nicht aussagekraftig. Auch die
Untersuchung einer moglicherweise bereits im Zellkern stattfindenden Antigengenerierung,
wie von Yewdell und Kollegen (David et al., 2012; Dolan et al., 2011a) postuliert, lieferte
keine schlissigen Ergebnisse. Da im Zellkern alle notigen Komponenten der mRNA-
Translation vorliegen, ware es durchaus denkbar, dass Antigene nicht nur im Zytoplasma,
sondern auch im Zellkern synthetisiert und direkt ins ER transportiert werden (Dahlberg und
Lund, 2012; Dolan et al., 2010b; Gunasekera et al., 2004; Iborra et al., 2001; Iborra et al.,
2004).

Zwar fuhrte, wie erwartet, die Koexpression des viralen TAP-Inhibitors BNLF2a (Horst et al.,

2009; Parcej und Tampe, 2010) zusammen mit BZLF1 zu einem signifikanten Einbruch der



BZLF1-Prasentation. Jedoch war die BZLF1-Prasentation in einem dhnlichen Ausmal
inhibiert, wenn eine durch das Anfligen von zwei GFP-Molekiilen zytoplasmatisch lokalisierte
BNLF2a-Variante (BNLF2a-GFP-GFP) oder eine durch zusatzliches Anfligen eines nukledren
Lokalisationssignals (NLS) in den Zellkern dirigierte Variante (BNLF2a-GFP-GFP-NLS)
koexprimiert wurden (Daten nicht gezeigt). Das Anfligen von zwei Molekiilen GFP resultierte
in einer GrolRe des Fusionsproteins, die eine passive Diffusion in bzw. aus dem Zellkern
unterbinden sollte. Diese Beobachtungen sprachen fiir einen Transport von Peptiden durch
TAP aus dem Zellkern und aus dem Zytoplasma direkt ins ER. In diesen Experimenten wurde
zwar die korrekte, subzelluldre Lokalisation der BNLF2a-Fusionsproteine
fluoreszenzmikroskopisch  bestatigt, allerdings muss in zukiinftigen Experimenten
ausgeschlossen werden, dass die Uberexpression dieser TAP-Inhibitoren nicht auch zu einer

Inhibition von TAP im jeweils anderen Kompartiment flhrte.

Aufgrund der direkten Korrelation zwischen Antigentranslation und -prasentation stellte sich
zudem die Frage, ob die Mechanismen der Translationsinitiation mit der Antigensynthese in
Zusammenhang stehen. Die Initiation der Translation kann in eukaryotischen Zellen CAP-
abhangig (Kong und Lasko, 2012) oder CAP-unabhangig an sogenannten IRES-Sequenzen
erfolgen (Komar und Hatzoglou, 2011). Indem diese Sequenzbereiche eine spezielle Faltung
einnehmen, ermoglichen sie ein CAP-unabhdngiges Binden der Ribosomen und somit die
Initiation der Translation (Jang et al., 1990). Die zwei Konstrukte BZLF1-IRES-GFP und GFP-
IRES-BZLF1 ermoglichten die Messung und den Vergleich der BZLF1-Antigenprasentation
nach CAP-abhangiger und IRES-vermittelter, CAP-unabhangiger Translationsinitiation. Wie in
zahlreichen Publikationen beschrieben, erfolgt bei bicistronischen mRNAs die CAP-
vermittelte Proteinsynthese des ersten offenen Leserahmens weitaus effizienter als die des
zweiten, welcher IRES-vermittelt translatiert wird (Mardanova et al., 2008; Mizuguchi et al.,
2000). Jedoch konnte keine Korrelation zwischen den verschiedenen Formen der
Translationsinitiation und Antigengenerierung detektiert werden. Im Gegensatz dazu
konnten Apcher und Kollegen zeigen, dass unterschiedliche Translationsinitiations-
Mechanismen existieren, die entweder zur Produktion von Volllangenproteinen oder von
antigenen Substraten fiihren (Apcher et al., 2011). Im Gegensatz zur Translation von
Volllangenproteinen war die Generierung von Antigen zwar ebenfalls abhdngig vom

eukaryotischen Initiationsfaktor 4G, aber unabhdngig von elF4E, was die Autoren auf



unterschiedliche Translationsinitiations-Mechanismen schlieBen lie (Apcher et al.,, 2011).
Ob es sich dabei um einen neuen, der Antigengenerierung dienenden
Initiationsmechanismus oder einen CAP-unabhdngigen, durch ein bislang nicht identifiziertes
IRES-Element in der mRNA des artifiziellen  Modellantigens  verursachten

Initiationsmechanismus handelte, blieb ungeklart.

Zusammenfassend bestdtigten diese Ergebnisse, dass die Generierung von MHC-Klasse-I-
Antigenen translationsabhdngig, aber unabhdngig von der subzellularen Lokalisation oder
spezifischen, bekannten Mechanismen der Translationsinitiation erfolgt und vermutlich
wahrend der ersten Runde der Translation stattfindet. Da allerdings keine Evidenzen fiir eine
Markierung neu transkribierter mRNAs erhalten wurden, stellt sich die Frage, tiber welche
Mechanismen die erste Runde der Translation markiert bzw. detektiert wird. Statt EJC oder
anderer nukledrer Faktoren ware auch eine Markierung der mRNA durch das translatierende
Ribosom als ,bereits abgelesen” denkbar. Als alternatives Modell ware auch eine
Antigentranslation an spezialisierten Ribosomen mdoglich. Voraussetzung hierflir ware
allerdings, dass die bekannten Mechanismen zur Regulation der mRNA-Stabilitat,
einschlielllich NMD und 3’UTR, dort auller Kraft gesetzt sind. So kénnten kurzlebige mRNAs
oder mRNAs mit PTC fur mehrere Translationsrunden als Matrize dienen. Eine weitere
Voraussetzung hierflir ware, dass nur ein kleiner Prozentsatz der mRNA eines Gens an diesen
Ribosomen translatiert wird, damit er bei der Messung der Halbwertszeit der mRNA nicht ins
Gewicht fallt. Berechnungen zur bendtigten Menge an Translationsprodukt fir die
Antigenprasentation auf MHC-Klasse-l ergaben, dass bereits weniger als 1 % aller neu
synthetisieren Polypeptide ausreichen wirden, um alle MHC-Klasse-I-Molekiile zu beladen
(Princiotta et al., 2003). Derartige spezialisierte Ribosomen, die fiir die Synthese von Antigen
verantwortlich sind und oft als ,Immunoribosomen” in der Literatur diskutiert werden

(Yewdell, 2007), konnten bislang jedoch nicht identifiziert werden.



6.3 Die Rolle der Ubiquitinylierung in der MHC-Klasse-I-Antigen-

prozessierung

Effiziente Antigenprasentation trotz Mutation ubiquitinylierbarer Amino-

sauren im Antigen

Da der proteasomale Proteinabbau eine zentrale Komponente im Antigenprasentationsweg
auf MHC-Klasse-I darstellt, liegt die Vermutung nahe, dass auch die mit dem proteasomalen
Abbau in Zusammenhang stehende K48-verknlpfte Poly-Ubiquitinylierung zur
Antigengenerierung beitragt. Zudem gibt es direkte Hinweise fiir ein Mitwirken des
Ubiquitinsystems im Antigenprasentationsweg auf MHC-Klasse-1. So erfolgt beispielsweise
die Internalisierung von MHC-Klasse-I-Molekilen von der Zelloberflache auf Ubiquitin-
abhdngige Weise (Boname et al., 2010; Duncan et al., 2010; Goto et al., 2010).

Um die Rolle und die Bedeutung der Ubiquitinylierung in der Antigenprasentation auf MHC-
Klasse-l zu untersuchen, wurden das virale Protein BZLF1 wie auch das zelluldre Protein
MART-1 als Modellantigene verwendet. Beide Antigene wurden Proteasom-abhangig auf
MHC-Klasse-l prasentiert, was eine Untersuchung der Rolle von Ubiquitin in der
Antigenprozessierung gestattete.

Da eine Kopplung mit Ubiquitin nicht nur an K, sondern auch an C, S und T erfolgen kann
(Shimizu et al., 2010), sollte untersucht werden, ob im Kontext der Antigenprozessierung
eine Ubiquitinylierung bestimmter Aminosduren essentiell ist. Zu diesem Zweck wurden
verschiedene BZLF1-Mutanten hergestellt, die keine C, K, S oder T mehr besaRen. Bei keiner
der Mutanten war jedoch die Antigenprdsentation vermindert, was auf eine modgliche

Redundanz in der Verwendung dieser Aminosauren als Ubiquitinakzeptoren hindeutete.

Die Antigenprasentation setzt keine Ubiquitinylierung des Antigens voraus

Um zum einen eine mogliche Redundanz in der Verwendung von C, K, S und T als
Ubiquitinylierungsstellen zu untersuchen, und zum andern Hinweise auf eine erforderliche
Mindestanzahl an ubiquitinylierbarer Zielstrukturen zu erhalten, wurden sukzessive alle

CKST-Aminosauren gegen R oder A ausgetauscht. In der jeweiligen Vollmutante von BZLF1



und MART-1 waren keinerlei ubiquitinylierbare Aminosauren innerhalb des Proteins mehr
vorhanden. Die Abnahme der Anzahl der CKST-Aminosauren in den Modellantigenen hatte
erneut keine Auswirkung auf die Effizienz der Antigenprasentation. Dadurch konnte sowohl
eine Redundanz in der Verwendung ubiquitinylierbarer Aminosduren, als auch eine
notwendige Mindestanzahl an ubiquitinylierbaren Aminosaduren fir die Antigengenerierung
ausgeschlossen werden. Da auch bei Verwendung der jeweiligen BZLF1- und MART-1-
Vollmutanten eine mit dem Wildtyp vergleichbare Antigenprdsentation detektiert wurde,
erfolgte die  Antigenprozessierung entweder Ubiquitin-unabhdngig oder die
Ubiquitinylierung erfolgte nicht direkt am Substrat. Auch konnte nicht ausgeschlossen
werden, dass eine Ubiquitinylierung am N-Terminus erfolgte und diese den proteasomalen
Abbau vermittelte.

Um diese Moglichkeiten zu untersuchen, wurden im Fall von BZLF1 sowohl das Wildtyp-
Protein, als auch die Vollmutante mittels massenspektrometrischer Analyse auf mogliche
Ubiquitin-Konjugationen hin untersucht. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass das
Wildtyp-Protein an verschiedenen Stellen ubiquitinyliert war, wohingegen die BZLF1-
Vollmutante keine Ubiquitin-Seitenketten aufwies. Interessanterweise wurde in keinem der
Proteine eine Ubiquitinylierung am N-Terminus detektiert, was darauf hinweist, dass im Falle
der BZLF1-Vollmutante eine effiziente Generierung und Prdsentation von Antigenen auf
MHC-Klasse-I-Molekilen erfolgte, ohne dass eine Ubiquitinylierung vorlag.

Diese Erkenntnisse standen im scheinbaren Widerspruch zur bislang vorherrschenden
Meinung, dass Antigene fiir die MHC-Klasse-I-Prasentation durch das Ubiquitin-Proteasom-
System generiert werden (Goldberg et al., 2002; Rock und Goldberg, 1999; Townsend et al.,
1988), sind aber in Einklang mit dlteren Untersuchungen, die an einer Zelllinie mit einer
temperatursensitiven Mutante des Ubiquitin-aktivierenden Enzyms E1 erhoben wurden (Cox
et al., 1995). Nach Inaktivierung des Enzyms bei erhdhter Temperatur war die
Antigenprasentation verstarkt. Die Antigengenerierung erfolgte folglich Ubiquitin-
unabhangig (Dolan et al., 2011a; Dolan et al., 2011b; Qian et al., 2006a; Qian et al., 2006b).
Allerdings wurde in dieser Veroffentlichung nicht Gberprift, ob die E1-Enzymaktivitat bei der
verwendeten Temperatur komplett inhibiert war oder noch Restaktivitat aufwies, und ob die

untersuchten Antigene Proteasom-abhdngig prozessiert wurden.



Die Ubiquitinylierung ist notwendig fiir die Antigenprasentation, erfolgt
jedoch nicht am Antigen selbst

Ein direkter Zusammenhang zwischen Ubiquitinylierung und Antigenprasentation auf MHC-
Klasse-l wurde durch Versuche nahegelegt, in denen zusatzlich zum Antigen auch eine
Ubiquitin-Mutante mittels Transduktion in die Zielzellen eingebracht wurde, in der alle
sieben K zu R mutiert waren (Ebstein et al., 2012; Huang et al., 2011). Dadurch sollte die
Ausbildung von Poly-Ubiquitinketten gehemmt werden. Die Expression dieser Mutante
fUhrte in der Tat zu einem signifikanten Riickgang der Antigenprasentation auf MHC-Klasse-I.
Jedoch konnte keine direkte Beteiligung der Poly-Ubiquitinketten an der
Antigenprozessierung nachgewiesen werden. Da durch Ubiquitinylierung diverse zelluldre
Prozesse gesteuert werden, blieb ungeklart, welche fiir die Antigengenerierung relevanten
Prozesse durch die Ubiquitinylierung gesteuert wurden. Denkbar ware zum Beispiel, dass der
Transport oder die Internalisierung von MHC-Klasse-I-Molekilen betroffen war (Boname et
al., 2010; Goto et al., 2010). Aus diesem Grund wurde ein ahnlicher Versuchsansatz mit der
Mutante Ub-K48R durchgefiihrt, welche keine K48-verknlpfte Poly-Ubiquitinylierung mehr
gestatten und somit die proteasomale Degradation verhindern sollte. Die Koexpression der
Ub-K33R-Mutante fiihrte im Vergleich zu Wildtyp-Ubiquitin und der Ub-K33R-Mutante zu
einem deutlichen Rickgang der T-Zellerkennung. Da die Prasentation eines Minigen-
kodierten T-Zell-Epitops nicht durch Ub-K48R beeintrachtigt wurde, inhibierte die Ub-K48R-
Mutante die Antigenprasentation, nicht aber spdtere Prozesse, wie beispielsweise den
Antigentransport. Dass die Prdsentation der BZLF1-Vollmutante ebenfalls durch Ub-K48R
inhibiert wurde, schloss eine direkte Ubiquitinylierung des Antigens aus. Diese Ergebnisse
konnten durch die Ubiquitinylierung eines Adaptermolekdils erklart werden, welches die neu
synthetisierten Antigene bindet. Demnach wiirde das Adaptermolekiil eine Plattform fir die
K48-verkniipfte Poly-Ubiquitinylierung bieten und das Antigen direkt nach seiner Synthese
zum Proteasom beférdern. Dieses Modell wiirde darliber hinaus eine moégliche Erklarung
dafiir bieten, wie beispielsweise sehr kleine Proteine, die eventuell keine ubiquitinylierbaren
Aminosduren enthalten, ebenfalls effizient zur Antigengenerierung genutzt werden kdnnen.
Da es in den Arbeiten von Schwab und Kollegen sowie Starck und Kollegen nach der
Translationsinitiation an alternativen Start-Codons zur Synthese von kiirzeren kryptischen

Proteinen gekommen war und diese ebenfalls effizient fir die MHC-Klasse-I-Prasentation



verwendet wurden (Schwab et al., 2003; Starck et al., 2008), besteht die Mdoglichkeit, dass
manche dieser kryptischen Proteine aufgrund ihrer geringen Grof3e keine ubiquitinylierbaren
Aminosauren mehr besitzen. Allerdings wurde in diesem Zusammenhang nicht untersucht,
ob die Prasentation dieser Proteine Proteasom-abhangig erfolgt war, oder ob die geringe
GroRe keinen proteasomalen Proteinabbau mehr erforderlich machte.

Auch wirde das Modell eines Adaptermolekils eine Erklarung fiir die Prasentation
unterschiedlicher Antigene von vielen verschiedenen Pathogenen bieten. Die
Ubiquitinylierung von Proteinen erfolgt durch E3-Ligasen, von denen im Menschen etwa 600
verschiedene existieren (Deshaies und Joazeiro, 2009; Husnjak und Dikic, 2012). Viele davon
sind spezifisch fiir ein bestimmtes Substrat, beispielsweise wird p53 durch MDM2
ubiquitinyliert (Hu et al., 2012). Diese 600 E3-Ligasen kénnen vermutlich nicht das gesamte
Proteom aller Pathogene spezifisch abdecken. Da aber Antigene verschiedener Pathogene
erfolgreich auf MHC-Klasse-I prasentiert werden, ware zu fordern, dass entweder E3-Ligasen
mit degeneriertem Substraterkennungsmotiv existieren, wie etwa fir HRD1 und ERAD-
Substrate gezeigt. Oder die Ubiquitinylierung erfolgt an Adaptermolekilen. Dadurch ware
die Spezifitat der E3-Ubiquitin-Ligase(n) auf ein Protein oder eine Proteingruppe beschrankt.
Im letzteren Fall stellt sich aber erneut die Frage, wie diese hypothetischen Adapterproteine
viele verschiedene Proteine binden kénnen. Einen Hinweis hierauf kdnnten moglicherweise
die Versuche mit EBNA1 liefern. Matures EBNA1 ist extrem stabil und konnte auch durch die
Fusion mit DD nicht destabilisiert werden. Eigene FACS-Analysen farbstoffmarkierter,
konditional EBNA1-GFP exprimierender Transfektanten ergaben, dass nach Abschaltung der
Expression die Menge an EBNA1-GFP in den Zellen nur durch die Zellteilung abnimmt (Daten
nicht gezeigt). Vermutlich verhindert der GAr den proteasomalen Abbau von EBNA1 sehr
effizient. Dennoch werden Peptide von EBNA1 translationsassoziiert generiert und auf MHC-
Klasse-I prasentiert. Dies kénnte darauf hinweisen, dass die Antigengenerierung erfolgt,
bevor das neu synthetisierte Protein, respektive der GAr, seine native Faltblattstruktur
angenommen hat, die mit dem Schutz vor proteasomalem Abbau in Zusammenhang steht
(Levitskaya et al., 1997). Dies wiederum kdnnte bedeuten, dass die Adapterproteine neu
synthetisierte Proteine binden, welche die native Konformation noch nicht erreicht haben.
Die korrekte Faltung neu synthetisierter Proteine wird durch Chaperone, wie beispielsweise
Hitzeschockproteine, unterstitzt. Es ware maoglich, dass solche Chaperone die Funktion von

Adapterproteinen lbernehmen. So konnte ein bestimmter Teil dieser Proteine



ubiquitinyliert, und das gebundene Substrat dem Proteasom zur Antigengenerierung
zugefiihrt werden. Denkbar ware auch, dass die chaperone das Protein dem proteasomalen
Abbau zufiihren, falls die Faltung misslingt, wie in der DRiP-Hypothese postuliert (Yewdell,
2011; Yewdell et al.,, 1996). Um zukinftig diese Moglichkeiten zu Uberprifen, sind
Untersuchungen  mit  chemischen Inhibitoren  sowie  knock-down-Experimente

entsprechender Kandidatenproteine geplant.

Die Prozessierung von Antigen im ER erfolgt HRD1 unabhangig

Entgegen den eigenen Beobachtungen, dass die Antigenprozessierung keine direkte
Ubiquitinylierung des Substrat-Proteins erfordert, wurde von Huang und Kollegen eine
direkte Korrelation zwischen HRD1-vermittelter Ubiquitinylierung und der MHC-Klasse-I-
Antigenprasentation postuliert (Huang et al., 2011). Die siRNA-vermittelte Inhibition der
HRD1-Expression flihrte in deren Experimenten zu einer signifikanten Reduktion der
Antigenprasentation von ERAD-Substraten (Huang et al., 2011). Diese Proteine werden durch
die E3-Ubiquitin-Ligase HRD1 ubiquitinyliert, anschlieend durch das Proteasom abgebaut
und auf MHC-Klasse-I-Molekiilen prasentiert (Wiertz et al., 1996; Kikkert et al., 2004). In der
eigenen Arbeit sollte deshalb untersucht werden, ob Proteine, welche im ER lokalisiert sind,
eventuell anderen Gesetzen der Antigenprozessierung unterliegen als zytoplasmatisch oder
im Zellkern lokalisierte, was den Widerspruch der eigenen und der fremden Daten erkldaren
kdnnte.

Dazu wurden die Modellantigene Wildtyp-BZLF1 bzw. BZLF1-ACKST durch Fusion mit der ER-
Signalsequenz von ApoB ins ER dirigiert. Um den Einfluss von HRD1 zu testen, wurden die
Proteine zusammen mit der E3-Ubiquitin-Ligase HRD1 oder der dominant-negativen Form
dnHRD1 (Nadav et al., 2003) koexprimiert. Wahrend die Proteinmenge von ApoB-BZLF1 nach
Koexpression von dnHRD1 signifikant anstieg, war das Expressionsniveau der ApoB-BZLF1-
ACKST Mutante unverandert. Dies wies auf einen durch HRD1-vermittelten Abbau von ApoB-
BZLF1 hin, der im Fall der Vollmutante aufgrund fehlender ubiquitinylierbarer Aminosauren
nicht stattfand und deshalb das Expressionsniveau nicht beeinflusste.

Die Antigenprasentation beider BZLF1-Proteine wurde jedoch weder durch HRD1 noch
dnHRD1 beeintrachtigt. Die HRD1-vermittelte Ubiquitinylierung scheint somit allein die

konventionelle Proteindegradation zu regulieren, nicht aber die Generierung von Antigen.



Diese Erkenntnisse wiesen auf eine ahnliche Antigenprozessierung hin, gleichwohl in
welchem subzellularen Kompartiment die Substrat-Proteine exprimiert werden. In diesem
Zusammenhang blieb ungeklart, ob die Antigenprozessierung erst nach Rickkehr der
Proteine aus dem ER ins Zytoplasma erfolgte oder ob Antigen durch Translation im
Zytoplasma, z. B. an ,Immunoribosomen®, generiert und direkt in den Prasentationsweg
eingeschleust wurde.

Fiir das tumorassoziierte Antigen Tyrosinase war beschrieben worden, dass CD8" T-Zellen
aus einem Melanompatienten ein modifiziertes Epitop auf Tumorzellen erkennen, das statt
Asparagin (N) die Aminosdure Asparaginsdure (D) enthalt (Skipper et al., 1996). Diese
Umwandlung basiert wahrscheinlich auf einer Desaminierung, wie sie bei der enzymatischen
Spaltung einer N-Glykosylbindung auftritt (Altrich-VanLith et al., 2006; Ostankovitch et al.,
2009). Da N-glykosidische Bindungen im ER ausgebildet werden, erfolgte die
Antigengenerierung vermutlich erst nach Translation ins ER und Retranslokation aus dem ER
ins Zytoplasma. Somit scheint ein Prasentationsweg zu existieren, der nicht unmittelbar mit
der Antigentranslation assoziiert ist. Ob diese, durch die Retranslokation entfalteten
Proteine, ebenfalls von einem hypothetischen Adaptorprotein gebunden werden und so in
den gleichen Prasentationsweg gelangen wie zytoplasmatische/nukledre Antigene oder ob
alternative Prasentationswege flr Proteine im ER existieren, missen zukiinftige

Untersuchungen zeigen.



7. Ausblick

Aus den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen zur Antigenquelle und zu den
Mechanismen, welche die Generierung dieser Antigene steuern, ergeben sich weitere
Fragen, deren Beantwortung zu einem umfassenderen Verstandnis des
Antigenprasentationswegs auf MHC-Klasse-I beitragen kann.

Obwohl keine Hinweise auf einen Beitrag maturer Proteine zum Antigenpool erhalten
wurden, blieb die Detektion von Peptiden auf MHC-Klasse-I-Molekilen mit sekunddren
Modifikationen mechanistisch ungeklart. Ob mature Proteine in einem geringen, in den
eigenen Versuchen nicht detektierten Ausmal} in den Antigenprasentationsweg gelangen
oder ob unterschiedliche Antigene unterschiedliche Prasentationswege benutzen, miissen
zuklnftige Untersuchungen zeigen.

Die enge Korrelation von Translation und Antigengenerierung, womaoglich bereits wahrend
der ersten Translationsrunde, warf die Frage auf, wie die Translationsmaschinerie noch
untranslatierte mRNAs detektiert. Auch ist bislang ungeklart, ob generell alle oder nur
bestimmte Genprodukte der ersten Translationsrunde abgebaut werden, und wie sie in den
Antigenprasentationsweg gelangen.

Der Nachweis einer wichtigen, aber indirekten Funktion des Ubiquitin-Proteasom-Systems in
der Antigenprozessierung impliziert die Existenz eines oder mehrerer Adapterproteine, die
neu synthetisierte Proteine binden und sie Ubiquitin-abhangig dem Proteasom zufiihren.
Von der molekularen Identifikation dieser postulierten Brickenproteine wird erwartet, dass
sie zur Klarung von Identitdt und Regulation der Ubiquitin-Ubertragenden E3-Ligase beitragt
und letztlich die Beantwortung der Frage ermdglicht, ob alle Antigene fir die Prasentation
auf MHC-Klasse-l Ubiquitin-abhangig oder manche auch Ubiquitin-unabhédngig generiert

werden.
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