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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Grundlage fir die Entstehung adaptiver Immunantworten ist die Prasentation von Antigenen auf
MHC-Klasse-I- und  MHC-Klasse-lI-Molekilen.  Die  hierflir  verantwortlichen  Antigen-
Prozessierungswege sind weitgehend aufgeklart, jedoch ist die molekulare Basis der Antigen-
Auswahl noch immer unverstanden. Neuere Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen zeigten,
dass Antigene, die Uiber endogene Prasentationswege auf MHC-Molekiile geladen werden,
vornehmlich von neusynthetisierten und nicht von maturen Proteinen abstammen. Wie und welcher
Teil der neusynthetisierten Translationsprodukte ausgewahlt und in die Antigenprdsentationswege
dirigiert wird und ob biochemische Charakteristika der Antigene die Auswahl beeinflussen, ist noch

ungeklart.

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Postulate und Hypothesen zur Antigen-Auswahl
und -Prasentation untersucht: (1) der Beitrag von Defective Ribosomal Products (DRiP) sowie (2) pra-
MRNA-Translationsprodukten zum Antigenpool und (3) der Einfluss von Antigen-mRNA-Stabilitat.
Desweiteren wurden (4) der Einfluss biochemischer Eigenschaften, sowie GroRRe der Antigene auf die
Prasentation und (5) die Beteiligung verschiedener Autophagie-Komponenten und des mTOR-

Signalwegs in der Antigenprasentation studiert.

Um die DRiP-Hypothese zu liberprifen, wurde die Prdsentation des Modellantigens Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) und der instabilen Variante CFTRAF508 auf MHC-
Klasse-I-Molekilen untersucht. Nach Expression in Zielzellen wurden Antigene aus beiden Proteinen
mit dhnlicher Effizienz prasentiert und die Behandlung mit CFTR-Faltungsmodulatoren, die zu
erhohten Proteinspiegeln filihrte, hatte keinen Einfluss auf die T-Zellerkennung. Fir dieses
Modellantigen konnten somit keine Anhaltspunkte fiir einen Beitrag von DRiP zum Antigenpool

gefunden werden.

Die Bedeutung von pra-mRNA-Translationsprodukten als Antigenquelle wurde durch den Vergleich
der Prasentation von Exon- und Intron-kodierten T-Zellepitopen untersucht. Eine T-Zellerkennung
Intron-kodierter Epitope erfolgte nur nach Mutation der Spleil-Stellen und der dadurch bedingten
Translation von Intronsequenzen. Neben fehlenden Evidenzen fir einen bedeutenden Beitrag von
pra-mRNA-Translationsprodukten zum Antigenpool lieferten diese und weitere Untersuchungen
auch keine Hinweise auf einen Einfluss der Antigenmenge und der Antigen-mRNA-Stabilitdt auf die

Antigenprasentation.




Zusammenfassung

Untersuchungen zur endogenen Prasentation eines Modellantigens auf MHC-Klasse-1I-Molekiilen
ergaben, dass sowohl die Lange des Polypeptids als auch seine Aminosauresequenz einen grofden
Einfluss auf die Autophagie-abhangige Prasentation des Antigens haben. Durch Verwendung
verschiedener chemischer Inhibitoren wurden Hinweise auf eine mTOR-unabhangige Regulation

dieses Prasentationswegs erhalten.
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2. Summary

Basis for the development of adaptive immune response is the presentation of antigens on MHC
class | and Il molecules. While the pathways involved in antigen processing have been extensively
studied, the molecular basis for the selection of antigens still remains unknown. Recent results from
different labs showed that antigens loaded on MHC molecules via endogenous presentation
pathways are mainly derived from newly synthesized and not from mature proteins. How and which
fraction of the newly synthesized translation products is selected and channeled into presentation

pathways and whether biochemical characteristics of antigens influence the selection, is still unclear.

In this study, different theories and hypotheses regarding antigen selection and presentation were
analyzed: (1) the contribution of Defective Ribosomal Products (DRiP) and (2) pre-mRNA translation
products to the antigen pool, (3) the influence of mRNA stability and (4) biochemical properties as
well as size of polypeptides on antigen presentation, and (5) the involvement of different

components of autophagy and of the mTOR signaling pathway in antigen presentation.

In order to examine the DRIiP hypothesis, the presentation of the model antigen Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) and the instable CFTRAF508 variant on MHC class |
molecules was analyzed. Following expression in target cells, antigens from both proteins were
presented with similar efficiency and treatment with CFTR folding modulators, which resulted in
increased protein levels, had no effect on T-cell recognition. Thus, no evidence for a significant

contribution of DRIiP to the antigenic pool was obtained for this model antigen.

The relevance of pre-mRNA translational products in antigen presentation was investigated by
comparing T-cell recognition of epitopes derived from exon sequences to those derived from intron
sequences. T cells recognized intronic epitopes only if the splicing sites were mutated and,
consequently, when intron sequences became part of the open reading frame. Besides challenging
the relevance of pre-mRNA translational products for the antigenic pool, these and additional
experiments also demonstrated that the abundance of the antigenic protein, or the stability of the

antigen mRNA, does not correlate with efficiency of antigen presentation.

Analysis of endogenous presentation of a model antigen on MHC class Il molecules demonstrated
that size and amino acid composition of the antigenic polypeptide has a major effect on autophagy-
dependent antigen presentation. By using different chemical inhibitors, a mTOR-independent

regulation of this antigen presentation pathway was revealed.
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3. Einleitung

3.1 Das Immunsystem: Angeborene und adaptive Immunabwehr

Das Immunsystem schiitzt den Kdrper vor Pathogenen und wird in einen angeborenen und einen

adaptiven Teil unterteilt.

Die angeborene Immunabwehr vermittelt die sofortige, eher unspezifische Immunabwehr,
entwickelt aber kein immunologisches Gedachtnis (Murphy et al.,, 2012). Die angeborene
Immunabwehr umfasst physikalische Barrieren, wie die Haut und Schleimhdute, mechanische
Schutzmechanismen, wie Zilien und enge Zell-Zell-Kontakte, und I&sliche Komponenten, wie
antimikrobielle Enzyme und Peptide sowie das Komplementsystem (Medzhitov and Janeway Jr,
2000, Albiger et al., 2007, Murphy et al., 2012). Das angeborene Immunsystem umfasst Zellen, wie
z.B. Makrophagen, Dendritische Zellen (DC), Granulozyten und Natirliche Killerzellen (NK), die
koérperfremde von korpereigenen Strukturen anhand von gleichbleibenden molekularen Mustern,
sogenannten pathogen-associated molecular patterns (PAMP; Pathogen-assoziierte molekulare
Strukturen), unterscheiden kénnen. Diese molekularen Muster werden mithilfe von evolutionar
konservierten pathogen recognition receptors (PRR; Pathogen-Erkennungs-Rezeptoren) erkannt
(Medzhitov and Janeway Jr, 2000). Zu dieser Gruppe gehoren unter anderem Toll-like receptors
(TLRs; Toll-ahnliche Rezeptoren) und Nucleotide-binding oligomerisation domain protein-like
receptors (NLRs; Nukleotid-bindende Oligomerisationsdomanen-dhnliche Rezeptoren) (Albiger et al.,
2007, Murphy et al., 2012). Durch die verschiedenen Abwehrmechanismen des angeborenen
Immunsystems kdnnen Pathogene eliminiert oder die Infektion eingedammt werden, bis sich eine

spezifische, adaptive Immunantwort ausgebildet hat (Albiger et al., 2007).

Die adaptive Immunabwehr richtet sich spezifisch gegen bestimmte Merkmale von Pathogenen,
sogenannte Antigene (Murphy et al., 2012). Antigenprasentierende Zellen (APC; antigen presenting
cells) prasentieren anderen Zellen Antigene auf ihrer Zelloberflaiche, daher sind sie wichtige
Bestandteile des adaptiven Immunsystem. Essentiell fiir die adaptive Immunitat sind zudem T-Zellen,
die diese Antigene erkennen und die Zell-vermittelte Immunabwehr einleiten, und B-Zellen, die nach
der Erkennung von Antigen spezifische Antikorper produzieren (Prlic et al., 2007). Das adaptive
Immunsystem kann ein immunologisches Gedachtnis ausbilden, das bei einem weiteren Kontakt

eine schnellere und intensivere Reaktion ermdglicht (Prlic et al., 2007).

Lange Zeit wurden angeborene und adaptive Immunabwehr als getrennte Bestandteile der

Immunitat angesehen, mittlerweile ist offensichtlich, dass sie sich gegenseitig beeinflussen. So
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wurde gezeigt, dass das Komplementsystem die Bildung von B-Gedachtniszellen positiv beeinflusst
(Caroll and Prodeus, 1998). Zudem sind DC ein Bindeglied zwischen angeborener und adaptiver

Immunitat und fir beide Arten der Immunantwort essentiell (Waisman et al., 2016).

3.1.1 Zellen des Immunsystems

Leukozyten, die Zellen des Immunsystems, stammen von pluripotenten hdamatopoetischen
Stammzellen ab. Im Knochenmark differenzieren diese zu lymphoiden oder myeloischen
Vorlauferzellen aus, die sich weiter spezialisieren. Aus lymphoiden Vorlauferzellen entstehen T-, B-
und NK-Zellen und aus myeloischen Vorlauferzellen bilden sich Granulozyten, Mastzellenvorlaufer

und Monozyten (Kondo, 2010). DC kénnen von beiden Linien abstammen (Kondo, 2010).

3.1.1.1 B-Zellen

B-Zellen besitzen B-Zell-Rezeptoren (BCR; B cell receptors) auf der Oberfliche. Das sind
membranstdndige Antikorpermolekile, durch die Antigene gebunden werden kénnen (Batista and
Harwood, 2009). B-Zellen kdnnen jedoch Antigene nicht nur erkennen, sondern auch anderen Zellen
prasentieren (Trombetta and Mellman, 2005, Batista and Harwood, 2009). Fragmente von
endogenen und exogenen Proteinen werden auf der Oberflache gezeigt, konnen dort von anderen

Zellen gebunden werden und dadurch eine Immunreaktion auslésen.

3.1.1.2 T-Zellen

T-Zellen besitzen zur Erkennung von Antigenen T-Zell-Rezeptoren (TCR; T cell receptors). Im
Gegensatz zu B-Zellen erkennen T-Zellen nicht ganze Proteine, sondern kurze Peptide, die auf MHC-
Molekiilen prasentiert werden (Rudolph et al., 2006). TCR sind Heterodimere, die zumeist aus einer
o- und einer B-Kette, seltener aus einer y- und einer d-Kette bestehen und im Aufbau den
Immunglobulinen dhneln (Rudolph et al., 2006). CD3-Molekiile sind Ko-Rezeptoren des TCR, bilden

mit diesen zusammen den TCR-Komplex und regulieren die Aktivierung der T-Zellen.

Neben dem TCR-Komplex sind die kostimulatorischen Rezeptoren CD4 oder CD8 fiir die Aktivierung
von T-Zellen erforderlich (Smith-Garvin et al., 2009). Diese Korezeptoren interagieren mit nicht-
variablen Regionen der MHC-Molekiile. T-Zellen werden nach ihrer Expression von CD4- oder CD8-

Korezeptoren klassifiziert.

Neben der Erkennung des Antigens durch den TCR-Komplex wird fiir eine Aktivierung der T-Zelle ein
zweites Signal durch kostimulatorische Rezeptoren bendtigt (Mueller et al.,, 1989). Ein ko-

stimulatorischer Rezeptor ist CD28, der die Liganden CD80 oder CD86 (auch B7-Molekiile genannt)
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auf APC bindet und dadurch ein zusatzliches Signal auslost (Chen and Flies, 2013). Weitere
stimulatorische Rezeptoren sind z.B. ICOS, 4-1BB und OX40, die die Liganden B7-H2, 4-1BBL und
OX40L auf APC binden. Daneben gibt es auch inhibitorische Korezeptoren, wie z.B. CTLA4 und PD1,

die eine Aktvierung unterbinden (Chen and Flies, 2013).

Das alleinige Auftreten eines kostimulatorischen Signals hat keine Aktivierung der T-Zellen zur Folge
und das alleinige Auftreten des antigenspezifischen Signals induziert Anergie in T-Zellen (Murphy et
al., 2012). Ein drittes Signal durch Zytokine wird fiir die Differenzierung zu verschiedenen Effektor T-

Zellen bendtigt (Curtsinger and Mescher, 2010).

CD4" T-Zellen erkennen Antigene, die auf MHC-Klasse-lI-Molekiilen prisentiert werden, und werden
in verschiedene Subtypen unterteilt. Klassischerweise unterscheidet man aufgrund des Zytokin-
Profils und ihrer Funktion zwischen T-Helferzellen Typ 1 (Tyl), T42, Tyl7 sowie follikuldren T-
Helferzellen (Tg) und regulatorischen T-Zellen (Tgeg) (Swain et al., 2012). Zwischen den einzelnen
Untergruppen scheint jedoch eine gewisse Plastizitdt zu bestehen (Zhou et al., 2009, O’Shea and

Paul, 2010).

CD4" T-Zellen haben verschiedene Aufgaben innerhalb des Immunsystems: nach der Erkennung von
Antigen schitten sie Zytokine aus, die eine Entziindungsreaktion einleiten und andere lymphoide
Zellen zum Ort der Infektion bringen (Swain et al., 2012). Dariiber hinaus besitzen CD4" T-Zellen eine

direkte, zytotoxische Wirkung auf infizierte Zellen (Marshall and Swain, 2011).

CD8" T-Zellen erkennen Antigene, die auf MHC-Klasse-I-Molekiilen prdsentiert werden. Sie werden
auch zytotoxische T-Zellen genannt, da sie gezielt infizierte Zellen eliminieren kénnen (Bedoui et al.,
2016). CD8" T-Zellen werden durch CD4" T-Zellen unterstiitzt, indem sie antigenprisentierende
Zellen aktivieren, sodass diese vermehrt kostimulatorische Molekile exprimieren (Laidlaw et al.,
2016). Nach Aktivierung kénnen CD4" und CD8" T-Zellen zu Gedichtniszellen differenzieren,

wodurch bei einer erneuten Infektion eine schnellere Immunreaktion erfolgt (Laidlaw et al., 2016).

3.1.2 MHC-Molekiile

Der Ausdruck MHC leitet sich aus dem Englischen major histocompatibility complex (MHC;
Haupthistokompatibilitdtskomplex) ab und bezeichnet das am starksten polymorphe Gencluster im
Menschen. Dieses Gencluster kodiert fir Membranproteine, die antigene Peptide, sogenannte
Epitope, binden und auf der Zelloberflache prasentieren. Diese Membranproteine werden auch HLA
(Humanes Leukozyten-Antigen) Molekiile, genannt. Im Menschen wird zwischen zwei Klassen von

MHC-Molekilen unterschieden, MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-lI-Molekiile (Zinkernagel and
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Doherty, 1974). Sie unterscheiden sich in ihrem Aufbau und werden von verschiedenen Klassen von

T-Zellen erkannt.

Innerhalb der menschlichen Population sind die fir MHC-Molekile kodierenden Gene &auRerst
polymorph. Die Polymorphismen befinden sich hauptsachlich in der Region, die fir die Epitop-
Bindestellen im spateren MHC-Molekil kodieren, wodurch ein breites Spektrum an Peptiden
prasentiert werden kann (Blum et al.,, 2013). Die Transmembran-Region von MHC-Klasse-I- und

MHC-Klasse-II-Molekilen ist hingegen konserviert.

3.2 Antigenprasentation auf MHC-Klasse-I-Molekiilen

3.2.1 MHC-Molekile der Klasse |

MHC-Klasse-I-Molekiile bestehen aus einer schweren o-Kette und aus dem nicht-kovalent
gebundenem [,-Mikroglobulin (Blum et al., 2013). Die drei Genloci, die im Menschen fir die
schweren Ketten kodieren, heilRen HLA-A, -B und -C (Wright et al., 2004). Jeder Mensch besitzt sechs
Allele fir MHC-Klasse-I-Molekiile. MHC-Klasse-I-Molekiile konnen in der Regel Peptide von einer
Lange von 8-10 Aminosduren binden. Die Bindung erfolgt mithilfe von Anker-Aminosauren und
geladenen Enden. Jedes HLA-Molekil bindet eine spezifische Gruppe von Peptiden, die durch die
Verteilung der Anker-Aminosduren definiert wird (Wright et al., 2004). Da die Bindetaschen von
MHC-Klasse-I-Molekiilen geschlossen sind und daher kein Uberhdngen von Peptiden erlauben, ist die
Lange der gebundenen Peptide determiniert. MHC-Klasse-I-Molekiile werden auf fast allen Zellen

exprimiert, einzige Ausnahme sind rote Blutzellen (Murphy et al., 2012).

3.2.2 Prasentation von Antigenen auf MHC-Klasse-I-Molekiilen

Der klassische Weg der Prasentation von Antigenen auf MHC-Klasse-I-Molekilen ist in Abbildung 1

schematisch dargestellt.

3.2.2.1 Degradation von Proteinen durch den Ubiquitin-Proteasom-Signalweg

Mithilfe des Ubiquitin-Proteasom-Signalwegs (UPS; ubiquitin-proteasome-system) werden
intrazelluldre Proteine abgebaut. Dabei entstehen auch Antigene, die auf MHC-Klasse-I-Molekiilen
prasentiert werden (Rock et al., 1994). Dazu werden zytosolische Proteine mit Ubiquitin markiert,
die ubiquitin-markierten Proteine vom Proteasom gebunden und in Peptide fragmentiert (Rock and

Goldberg, 1999).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Prozessierung und Prdsentation von Antigen auf MHC-Klasse-I-
Molekiilen. Zytosolisches Protein wird mithilfe des Proteasoms und gegebenenfalls anderer zytosolischer
Proteasen in kurze Peptidketten gespalten. Diese werden durch den Antigenprozessierungs-assoziierten
Transporter (TAP) in das Endoplasmatische Retikulum importiert. Dort werden MHC-Klasse-I-Molekiile (MHC I)
mit den Peptiden beladen und iiber das Golgi-Netzwerk an die Zellemembran transportiert, wo sie von CD8" T-
Zellen erkannt werden kénnen.

Das Proteasom ist ein groBer Proteinkomplex, der aus einem katalytischen 20S-Molekil und zwei
regulatorischen 19S-Molekilen besteht. Die regulatorischen 19S-Molekiile bestehen jeweils aus 6
ATPase-Untereinheiten und 10 nicht-ATPase-Untereinheiten und binden an die a-Untereinheiten
des katalytischen Teils des Proteasoms (Blum et al.,, 2013). Sie regulieren die Bindung von
Substraten, sowie die Entfaltung und Weitergabe des Substrats an die 20S-Einheit (Leone et al.,
2013). Die katalytische 20S-Einheit ist zylinderférmig und besteht aus 4 ringférmigen Untereinheiten.
Die 4 Ringe bestehen aus jeweils sieben Untereinheiten, die zwei &uBeren Ringe sind a-
Untereinheiten, die zwei inneren Ringe sind B-Untereinheiten (Rock and Goldberg, 1999). Die
Zusammensetzung der B-Untereinheiten der 20S-Einheit kann in Abhdngigkeit von Interferon y
(IFNy) variieren (Gaczynska et al., 1993, Aki et al., 1994). Diese Variation wird Immunoproteasom
genannt und besitzt eine leicht erhohte Prozessierungsrate (Cascio et al., 2001) und veradndertes

Spaltungsverhalten im Vergleich zum reguldren Proteasom (Leone et al., 2013).

Experimente mit Proteasomen aus Kaninchen zeigten, dass 95 % der durch Proteasomen

hergestellten Fragmente eine Lange von 3-22 Aminosauren haben. Des Weiteren zeigen diese
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Untersuchungen, dass weniger als 15 % der Fragmente die Ideal-Lange von 8-9 Aminosauren haben
und etwa 60 % der Fragmente zu kurz sind, um auf MHC-Klasse-I-Molekilen prasentiert zu werden.

Weitere 15-20 % der Fragmente sind langer als 10 Aminosauren (Kisselev et al., 1999).

Untersuchungen mit Proteasom-Inhibitoren ergaben, dass das Proteasom die einzige Protease ist,
die den korrekten C-Terminus eines Antigens generiert, und es keine weiteren Carboxy-Peptidasen
im Zytosol gibt (Rock et al., 2004). Sofern die Peptid-Fragmente langer sind, als die erforderlichen 8-
10 Aminosduren, bedarf es nach der Fragmentierung durch das Proteasom noch weiterer
Prozessierung des N-Terminus im Zytosol oder Endoplasmatischen Retikulum (ER) (Cascio et al.,
2001, Kloetzel, 2004, Leone et al., 2013). Schatzungen zufolge werden 99 % der Peptide, die durch
das Proteasom produziert werden, abgebaut bevor sie TAP (transporter associated with antigen

processing = Antigenprozessierungs-assoziierter Transporter) binden kénnen (Rock et al., 2004).

3.2.2.2 Weitere Degradation von Proteinen im Zytosol

Die Tripeptidyl Peptidase Il (TPPII) ist eine sich im Zytosol befindliche Protease, die mit der
Prozessierung von auf MHC-Klasse-I-Molekiilen prdsentierten Antigenen in Verbindung gebracht
wird (Rock et al., 2004, Kloetzel, 2004, van Endert, 2011, Rockel et al., 2012). Neben der TPPII gibt es
auch andere Peptidasen im Zytosol (Lévy et al., 2002), die einen Einfluss auf die Generierung von
antigenen Peptiden haben koénnten. Jedoch ist unklar, ob Peptide durch zytosolische oder ER-
lokalisierte Aminoproteasen prozessiert werden und ob die verschiedenen Enzyme redundante

Funktion haben (Rock et al., 2004).

3.2.2.3 Transport der Peptide in das Endoplasmatische Retikulum

Die Peptidketten werden mithilfe des TAP in das Innere des ER transportiert (Androlewicz et al.,
1993, Neefjes et al., 1993). TAP gehort zur Familie der ABC-Transporter, ist ein Heterodimer und
besteht aus den zwei Untereinheiten TAP1 und TAP2. Peptide von 7 bis mehr als 20 Aminosauren
(Koopmann et al.,, 1996, Rock et al., 2004) werden ATP-abhdngig in das ER transportiert. Das
Vorhandensein von TAP ist von groRer Bedeutung flir die Antigenprdsentation; TAP-negative Zellen
exprimieren niedrigere Mengen an MHC-Klasse-I-Molekiilen auf ihrer Oberflache (Spies et al., 1992,
Kelly et al.,, 1992, Paulsson et al., 2001). Jedoch gibt es auch vereinzelte Berichte (ber TAP-
unabhéngige Antigen-Prasentation auf MHC-Klasse-I-Molekiilen (Wei and Cresswell, 1992, Snyder et
al., 1994, Lee et al., 1996). Diese werden darauf zurlickgefiihrt, dass antigene Peptide auf

alternativen Wegen in das ER gelangen (Wright et al., 2004).
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3.2.3 Alternative Wege der Prasentation von Antigenen auf MHC-Klasse-I-

Molekiilen

In DC wurde beobachtet, dass exogene Antigene auf MHC-Klasse-I-Molekiilen prasentiert werden.
Eine solche Prasentation von Antigenen aus exogenen Proteinen auf MHC-Klasse-I-Molekilen wird
als Kreuzprasentation bezeichnet (Norbury, 2016). Nur wenige Zelltypen scheinen zur

Kreuzprasentation befahigt.

3.2.4 Modelle zur Herkunft der auf MHC-Klasse-I-Molekiilen préasentierten

Antigene

Die Herkunft von Peptiden, die auf MHC-Klasse-I-Molekiilen prasentiert werden, ist umstritten.

3.2.4.1 Proteom-Modell

Urspriinglich wurde angenommen, dass die auf MHC-Klasse-I-Molekiilen prasentierten Antigene aus
Abbauprodukten des Proteoms einer Zelle stammen (Townsend et al., 1985, Moore et al., 1988).
Nach diesem Modell werden Proteine durch Abbauprozesse in der Zelle degradiert und gelangen
anschlieRend TAP-abhangig ins ER, wo sie an MHC-Klasse-I-Molekiile binden. In mehreren Fallen
korrelierte jedoch die Menge von Antigenen, die auf MHC-Klasse-I-Molekiilen prasentiert wurden,

nicht mit der Haufigkeit der Ursprungsproteine.

3.2.4.2 Hypothese der Defective Ribosomal Products (DRiP)

Im Jahr 1996 stellten Yewdell et al. die Hypothese der Defective Ribosomal Product (DRiP; Defekte
ribosomale Translationsprodukte) auf. Die Hypothese besagt, dass friihzeitig terminierte oder falsch
gefaltete Polypeptide, die durch die Translation von mRNA im richtigen Leserahmen entstehen, als
Quelle von Antigenen fir die Prasentation auf MHC-Klasse-I-Molekilen dienen. Die Ursache fir die
Entstehung von DRIiP sind zufillig auftretende Fehler wihrend der Proteinsynthese und/oder -

Faltung (Yewdell et al., 1996).

Grundlage der DRiP-Hypothese ist die Beobachtung, dass die Menge der auf MHC-Klasse-I-
Molekilen prdsentierter Antigene nicht mit der Menge oder der Halbwertszeit des antigenen
Proteins korreliert (Yewdell et al., 1996, Yewdell and Nicchitta, 2006). Dartuber hinaus wurde
beobachtet, dass die Inhibition der Proteinsynthese die Prdsentation von Antigenen reduziert.
Wiirden Antigene von maturen Proteinen abstammen, so sollte dies nicht der Fall sein (Qian et al.,

2006b).
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3.2.4.3 Modell der Polypeptide aus der ersten Translationsrunde

Ein weiteres Modell zur Erkldrung des Ursprungs von Antigenen wurde von Apcher et al. aufgestellt.
Sie postulierten, dass bei der ersten Runde der Translation einer mRNA (pioneer round of
translation) Polypeptide, sogenannte PTP (pioneer translation products; Produkte der ersten
Translationsrunde) entstehen, die auf MHC-Klasse-I-Molekilen prasentiert werden (Apcher et al.,,
2011). Dieses Modell basiert auf ihrer Beobachtung, dass das Einfligen von friihzeitigen Stoppkodons
zwar den Abbau der mRNA durch Nonsense mediated decay (NMD, Abbau von Nonsense-
Mutationen tragenden mRNAs) bedingt, aber trotzdem Prasentation von Antigenen weiterhin

stattfand, sofern das Epitop vor dem friihzeitigen Stoppkodon lag (Apcher et al., 2011).

Das Modell der PTP steht nicht im Gegensatz zur DRiP-Hypothese, sondern definiert eine
Untergruppe von DRiP. Das Modell kénnte eine Erklarung fir die beobachtete Abhéngigkeit der
Antigenproduktion von der de-novo Translation bieten (Roscoe et al., 1991, Reits et al., 2000, Khan

et al., 2001).

3.2.4.4 Modell der pra-mRNA-Translationsprodukte

Kirzlich wurde von der gleichen Arbeitsgruppe postuliert, dass Translationsprodukte eines nicht-
kanonischen Translationsprozesses von pra-mRNA im Nukleus die Hauptquelle von Antigenen
darstellen (Apcher et al., 2013). Pr&-mRNA haben noch nicht den SpleiR-Vorgang durchlaufen und

enthalten daher noch Intron-Sequenzen.

Bereits bevor Apcher et al. im Jahr 2013 ihr Model der Translation von pra-mRNA aufstellten, gab es
Berichte Uber die Prasentation intronischer Epitope. Coulie et al. berichteten von einem Epitop, das
von Tumorzellen eines Melanom-Patienten prasentiert und von autologen T-Zellen erkannt wurde
(Coulie et al., 1995). Die Sequenz des Epitops stammte zum Teil aus einem Exon und aus einem
Intron. Innerhalb des Introns befand sich eine Punktmutation, die laut der Autoren die Erkennung
durch T-Zellen bedingte, jedoch nicht das Spleien beeinflusste (Coulie et al., 1995). Auch Guilloux et
al. veroffentlichten Daten, die in Melanomzellen eine Pradsentation eines intronischen Epitops
nachwiesen (Guilloux et al., 1996). In diesem Fall stammte das Epitop ausschlieBlich aus der

intronischen Sequenz, die Translation wurde durch ein internes Startkodon bedingt.

Das Modell der pra-mRNA-Translationsprodukte stellt keine Weiterentwicklung der DRiP-Hypothese
dar, da pra-mRNA nicht als fehlerhafte ribosomale Translationsprodukte angesehen werden kdnnen.
Ebenso konkurriert dieses Modell mit dem Modell der PTP als Quelle von Antigenen, da die nukleare

Translation vor dem SpleiR-Vorgang stattfinden muss und somit eine Verwendung der Produkte der
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ersten Translationsrunde Uberfllissig machen wiirde. Eine parallele Existenz beider Modelle zur
Generierung von antigenen Peptiden ware vorstellbar, jedoch stellte sich die Frage der

Notwendigkeit fir zwei Systeme.

3.3 Antigenprasentation auf MHC-Klasse-lI-Molekiilen

3.3.1 MHC-Molekiile der Klasse Il

MHC-Klasse-lI-Molekile sind Heterodimere, bestehend aus einer a- und einer B-Kette, die durch
nicht-kovalente Bindung verbunden sind (Afridi et al., 2016). Sie binden Peptide, die in ihrer Lange
zwischen 9 und 18 Aminosauren variieren konnen (Blum et al., 2013). Grund dafiir ist die Tatsache,
dass die Bindetasche fiir das Peptid an beiden Seiten offen ist, sodass ein Uberhang von nicht
gebundenen Aminosauren moglich ist (Afridi et al., 2016). Auch Peptide, die von MHC-Klasse-II-
Molekiilen gebunden werden, besitzen Anker-Aminosauren, meist sind es drei bis vier (Unanue et
al., 2016). lhre Verteilung kann variabel innerhalb des Peptids sein, die Positionen sind abh&dngig vom

jeweiligen HLA-Molekiil (Falk et al., 1994, Unanue et al., 2016).

Menschen besitzen auch fiir MHC-Klasse-1I-Molekiile je drei Genloci fir a- und B-Ketten, die als HLA-
DR, -DP und -DQ bezeichnet werden. Der HLA-DR-Locus kann noch ein weiteres Gen fiir eine B-Kette

enthalten (Murphy et al., 2012).

MHC-Klasse-II-Molekiile werden konstitutiv lediglich auf sogenannten professionellen APC, wie z.B.
DC, Makrophagen und B-Zellen exprimiert (Forsyth and Eisenlohr, 2016). In einer Reihe von Zellen

kann die MHC-Klasse-l1I-Molekiil-Expression durch IFNy induziert werden (Reith et al., 2005).

Die beiden Ketten der MHC-Klasse-1I-Molekiile assemblieren im ER und binden dort die Invariante
Kette (li). Das Binden der Invarianten Kette verhindert die Beladung mit antigenen Peptiden im ER
(Blum et al., 2013). Die Invariante Kette, die auch als CD74 bezeichnet wird, besitzt ein spezielles
Motiv flr den Transport des MHC-Klasse-II-Molekil-li-Komplexes durch das Golgi-Netzwerk zu den
spaten Endosomen (Blum et al., 2013). Im spaten Endosom wird die Invariante Kette schrittweise
durch verschiedene Proteasen verdaut, bis lediglich CLIP (class ll-associated invariant chain peptide;
Klasse-ll-assoziiertes Peptid der Invarianten Kette) in der Bindespalte der MHC-Klasse-llI-Molekiile

verbleibt (Riese et al., 1996, Villadangos et al., 1999, Beisner et al., 2013).

CLIP wird mithilfe von HLA-DM entfernt. HLA-DM ist ein weiteres, durch das MHC-Gencluster
kodiertes Heterodimer, das dem MHC-Klasse-lI-Molekil sehr dhnelt (Blum et al., 2013). Nach der

Entfernung von CLIP kdnnen die im spaten Endosom vorhandenen Peptide an das MHC-Klasse-II-
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Molekil binden. HLA-DM entfernt zudem Peptide, die mit einer niedrigen Affinitdt an MHC-Klasse-II-
Molekiile gebunden sind (Blum et al., 2013). In Zellen, die kein HLA-DM besitzen, kommt es zu einer
langsameren Dissoziation von CLIP und auch zur Bindung von Peptiden mit niedriger Affinitat (Blum

et al., 2013, Unanue et al., 2016).

Beladene MHC-Klasse-lI-Molekiile werden gemeinsam mit anderen Bestandteilen des spéaten
Endosoms mithilfe des Vesikeltransportsystems an die Oberflache gebracht (Neefjes et al., 2011).
Der Abbau von MHC-Klasse-1I-Peptidkomplexen auf der Zelloberflache erfolgt mithilfe von Ubiquitin-
Markierungen (Shin et al., 2006, van Niel et al., 2006). Die Aktivierung von DC kann zur Verringerung
der Ubiquitinylierung von MHC-Klasse-lI-Molekilen auf der Zelloberflaiche fiihren, was eine
verlangerte Verweildauer der Molekile auf der Zelloberflaiche bewirkt und somit die

Wahrscheinlichkeit der Antigenerkennung durch T-Zellen erh6ht (Rabenstein et al., 2014).

3.3.2 Prdsentation von Antigenen auf MHC-Klasse-lI-Molekiilen

CD4* T-Zelle

Endozytose
extrazellularer
Proteine

TZeIImembran
\L @ Vesikel
; Endosom ]\

Lysosom Spétes Endosom ER

Phagophor @ .‘ o 7 ‘]
"w- 0
. k MHC Il + Peptld MHC Il MHC Il

zytosolisches Protein

Autophagosom
Autolysosom/Endolysosom

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Prozessierung und Prasentation von Antigenen auf MHC-Klasse-II-
Molekiilen. MHC-Klasse-II-Molekiile (MHC 1l) werden in das Lumen des Endoplasmatischen Retikulum (ER)
synthetisiert, wo sie an die Invariante Kette (li) binden und durch li Gber den Golgi Apparat in Endosomen
dirigiert werden. Dort wird i gespalten, sodass Peptide an MHC-Klasse-lI-Molekiilen binden kdénnen. Diese
Peptide stammen entweder von intrazelluldren Proteinen, die liber den Einschluss in Autophagosomen ins
vesikuldre Kompartiment gelangen, oder von extrazellularen Proteinen, die Gber Endozytose aufgenommen
wurden. In beiden Fallen werden die aufgenommenen Proteine durch lysosomale Proteasen gespalten und die
Spaltprodukte auf MHC-Klasse-II-Molekiile geladen und anschlieRend an die Zelloberflache transportiert. Dort
kann der MHC-Klasse-lI-Molekiil-Peptid-Komplex durch CD4" T-Zellen erkannt werden.
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In Abbildung 2 ist schematisch die Prozessierung von Antigenen und die Beladung von MHC-Klasse-I|-

Molekiilen dargestellt.

Lange Zeit wurde angenommen, dass nur durch Endozytose oder Phagozytose aufgenommene,
exogene Antigene auf MHC-Klasse-lI-Molekiile prasentiert werden. Mittlerweile konnte vielfach
gezeigt werden, dass auch endogene Proteine via Autophagie in den Prozessierungs- und
Prasentationsweg fliir MHC-Klasse-1I-Molekile gelangen kdnnen (Brazil et al., 1997, Nimmerjahn et

al., 2003, Paludan et al., 2005, Dengjel et al., 2005, Clement et al., 2016).

Verschiedenen Schatzungen zufolge stammen zwischen 20 und 55 % der auf MHC-Klasse-lI-
Molekiilen prasentierten Antigene von endogenen Proteinen (Roche and Furuta, 2015, Stern and
Santambrogio, 2016). In DC, B-Zellen und Epithelzellen konnte ein konstanter, nicht stress-
induzierter Abbau von endogenen Proteinen durch Autophagie nachgewiesen werden (Schmid et al.,

2007).

3.3.2.1 Autophagie

Neben dem Proteasom ist Autophagie der zweite Haupt-Mechanismus fiir den Proteinabbau in
Zellen. Der Prozess des ,Selbst-Verdaus” ist abhangig von Lysosomen, das sind Proteasen-
enthaltende Vesikel mit niedrigem pH-Wert (Levine and Kroemer, 2008, He and Klionsky, 2009,
Minz, 2016). Autophagie ist wichtig fur die Zell-Homo6ostase, da sie zum einen Proteine in ihre
Bestandteile aufspaltet und fiir die Biosynthese wieder zur Verfligung stellt. Zum anderen spielt
Autophagie eine Rolle in der zelluldren Stressantwort, in der Eliminierung von Pathogenen und in der

Bereitstellung von Peptiden fiir Antigenprasentation.

Autophagie ist ein evolutiondr konservierter Prozess, der stark reguliert wird, und bei Dysfunktion zu
Krankheiten wie z.B. Krebs, Neurodegeneration oder Infektionen fiihren kann (Levine and Kroemer,
2008, He and Klionsky, 2009, Choi et al., 2013). Man unterscheidet drei verschiedene Formen der
Autophagie: Makroautophagie, Chaperon-assoziierte Autophagie und Mikroautophagie. Sie
unterscheiden sich darin, auf welchem Weg die Proteine in Lysosomen gelangen (Levine and

Kroemer, 2008).

Makroautophagie

Makroautophagie basiert auf der Ausbildung einer Doppelmembran zu einem Vesikel, dem
Autophagosom, und der anschlieRenden Fusion mit dem Lysosom zum Autolysosom.
Makroautophagie macht den gréRten Teil der autophagosomalen Prozesse in Zellen aus und wird

daher haufig synonym als Autophagie bezeichnet (Levine and Kroemer, 2008). Der autophagosomale
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Abbau von Bakterien wird Xenophagie, von Mitochondrien Mitophagie und von Peroxisomen

Pexophagie genannt (Mizushima et al., 2011).

Makroautophagie wird auf mehreren Ebenen unter anderem durch verschiedene Atg-Proteine

(autophagy-related genes; Autophagie-assoziierte Gene) reguliert (Mizushima et al., 2011).

Die Initiation der Phagophor-Bildung beginnt mithilfe des ULK-Komplexes, der aus einer ULK-
Protease (ULK1 oder ULK2), Atgl3, FIP200 und Atgl01 besteht (Kaur and Debnath, 2015). An der
Doppelmembran, deren Herkunft bisher nicht eindeutig festgestellt werden konnte (Deretic et al.,
2013), aktiviert der ULK-Komplex den Klasse Ill PI3-Kinase-Komplex, bestehend aus Beclinl, Vps15,
Vps34 und AtgldlL (Mizushima et al., 2011). Dies flihrt zur Phosphorylierung von Phosphatidyl-
Inositol in der Membran, welche essentiell fiir die weitere Bindung der Atg-Proteine und die

Elongation der Membran ist (Glick et al., 2010).

Zwei Ubiquitin-dhnliche Konjugationssysteme regulieren die weiteren Schritte der Initiation der
Makroautophagie. Das erste dieser Systeme bedingt die Elongation der Membran und entsteht
durch die Konjugation von Atgl12 an Atg5 mithilfe von Atg7, einem E1-dhnlichen Aktivierungsenzym,
und Atgl0, einem E2-artigen Ubertriger-Molekiil. Sobald Atg12 und Atg5 aneinander gebunden
sind, kénnen Atgl6L-Dimere binden, sodass sich Multimere bilden (Glick et al., 2010).

Im zweiten Regulationsmechanimus wird das Protein LC3 (light chain 3; leichte Kette 3) schrittweise
prozessiert. Hierflir wird LC3 zunachst durch die Protease Atg4 zu LC3-l gespalten. Das E1-adhnlich
Aktivierungsenzym Atg7 Ubertrdgt LC3-l an Atg3, einem E2-artigen Ubertriger-Molekiil. Dieses
konjugiert Phosphatidylethanolamin an LC3-I, dadurch wird es zum LC3-Il (Glick et al., 2010). Der
Atg12-Atg5-Atgl6L-Komplex bedingt das Einfiigen des LC3-Il in die Doppelmembran (Miinz, 2009).

Man unterscheidet zwischen selektiver und nicht-selektiver Makroautophagie. Bei der selektiven
Makroautophagie kommt es im ndchsten Schritt zur Substrat-Erkennung und -Bindung in das sich
bildende Autophagosom. Die Selektivitat wird bedingt durch autophagosomale Adaptermolekiile,
die einerseits ein Substrat mithilfe von spezifischen Bindedomanen und andererseits LC3 mithilfe
von LC3-Interaktionsregionen binden kénnen (Boyle and Randow, 2013, Kaur and Debnath, 2015).
Als autophagosomale Adaptermolekille im Menschen wurden bisher die Proteine
p62/Sequestosomel (Bjgrkgy et al., 2005), NBR1 (Kirkin et al., 2009), Optineurin (Wild et al., 2011),
NDP52 (Thurston et al., 2009) und TAX1BP1 (Verstrepen et al., 2011) beschrieben. Alle bisher
identifizierten Adaptermolekiile kbnnen ubiquitinyliertes Substrat mithilfe verschiedener Ubiquitin-

Binderegionen binden (Boyle and Randow, 2013). NDP52 kann darlber hinaus das bakterielle

15



Einleitung

Strukturprotein Galectin binden und tragt somit zum selektiven Abbau von Bakterien bei (Boyle and

Randow, 2013).

In der nicht-selektiven Makroautophagie werden die Bestandteile des Zytosols, die sich im Umkreis

des sich bildenden Autophagosoms befinden, umschlossen (Levine and Kroemer, 2008).

Nach der Aufnahme von Substrat in Autophagosomen fusionieren diese mit Lysosomen zu
Autolysosomen. Lysosomen besitzen eine einfache Lipidmembran, einen sauren pH-Wert und
enthalten verschiedene Proteasen (Perera and Zoncu, 2016). Bisher wurden etwa 60 Proteasen
identifiziert und es wird angenommen, dass noch einige unbekannt sind (Perera and Zoncu, 2016).
Wahrend einige Proteasen unerldsslich sind fiir die Prozessierung von Antigenen und des teilweisen
Abbaus der Invarianten Kette, scheinen andere Proteasen redundante Funktionen zu haben (Unanue
et al.,, 2016). Die Aktivitdt der Proteasen wird durch den pH-Wert reguliert (Kaminskyy and
Zhivotovsky, 2012).

Autophagolysosomen fusionieren mit Endosomen, wo die entstandenen Peptide an MHC-Klasse-II-

Molekiile binden kénnen (Vyas et al., 2008).

Chaperon-assoziierte Autophagie

Chaperon-assoziierte Autophagie (CMA; chaperone-mediated autophagy) ist eine gerichtete Form
der Autophagie. Dabei werden Proteine anhand einer Signalsequenz gezielt durch das konstitutive
Hsc70 (heat-shock-protein 70) Chaperon erkannt und gebunden (Dice, 1990). Die Signalsequenz ist
ein Peptidpentamer und wird allgemein mit KFERQ bezeichnet, kann aber auch andere Aminosduren

mit dhnlichen Eigenschaften enthalten (Cuervo and Wong, 2014).

Der Chaperon-Substrat-Komplex interagiert mit dem Membranprotein LAMP2a (lysosome-
associated membrane proteine 2a) an der Oberfliche von Lysosomen. Durch die Interaktion
multimerisiert LAMP2a zu einem Translokalisationskomplex. Das Ziel-Protein wird, vermutlich
mithilfe von Hsc70 und Ko-Chaperonen, entfaltet (Cuervo and Wong, 2014) und anschlieRend in das
Lumen des Lysosoms transportiert (Tasset and Cuervo, 2016). Dort kommt es zum Abbau des

Proteins durch lysosomale Proteasen.

Mikroautophagie

Als Mikroautophagie wird der Prozess der Invagination der lysosomalen Membran bezeichnet. Dabei
kommt es zum Ausbilden einer nach innen gestllpten Membran, die sich zu einem Vesikel
abschlieRt. Hierbei werden zytosolische Proteine in das Innere des Lysosoms aufgenommen. Im

Lysosom wird der Vesikel enzymatisch aufgespalten (Mijaljica et al., 2011, Sahu et al., 2011, Li et al.,
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2012). Der Prozess der Mikroautophagie ist bisher nicht gut untersucht und verstanden.
Erkenntnisse Uber Mikroautophagie stammen hauptsachlich aus Untersuchungen in Hefe und bisher

ist unklar, in wieweit Mikroautophagie in humanen Zellen stattfindet (Li et al., 2012).

3.3.2.2 Regulation von Autophagie durch mTOR

Die Proteinkinase mTOR (mammalian target of rapamycin) reguliert Proteinsynthese, Wachstum,
Uberleben und Metabolismus in Zellen (Shor et al., 2009). Die Kinase mTOR kann in zwei
verschiedenen Komplexen vorkommen, mTORC1 und mTORC2, die sich in ihrer Zusammensetzung

und ihren Funktionen unterscheiden (Dowling et al., 2010b, Mizushima et al., 2011).

mMTORC1 beeinflusst Autophagie, Translation, Ribosom-Synthese und Transkription und wird selbst
durch Wachstumsfaktoren, Nahrstoffmangel und Hypoxie reguliert. mTORC2 wird durch
Wachstumsfaktoren reguliert und moduliert das Zytoskelett (Guertin and Sabatini, 2007). mTORC2
aktiviert Akt, diese Kinase wiederum inhibiert TSC1/2, welche negative Regulatoren von Rheb sind,
einem Aktivator von mTORC1. mTORC2 ist mithilfe von Akt daher in der Lage, indirekt mTORC1 zu
aktivieren (Guertin and Sabatini, 2007, O'Farrell et al., 2013).

mTORC1 ist ein Negativ-Regulator der Autophagie und wird auf mehrere Arten reguliert. Zum einen
inhibiert AMPK mTORC1 N&hrstoff-abhdngig durch Phosphorylierung. Zudem aktiviert AMPK TSC1/2,
was zu einer weiteren Inhibition von mTORC1 fuhrt (O'Farrell et al., 2013). Da mTORC1 ein negativer
Regulator von ULK ist (Ganley et al., 2009, Hosokawa et al., 2009, Jung et al., 2009), einem
essentiellen Teil des Initiatorkomplexes der Autophagie, flhrt die Inhibition von mTORC1 zur De-

Repression von ULK und somit zur Initiation von Autophagie (Gallagher et al., 2016).

MTOR wird weiterhin vom Inside-Out Mechanism (von Innen nach AuBen-Mechanismus) in der
lysosomalen Membran reguliert (Zoncu et al., 2011). In Abhangigkeit von der Anwesenheit von
Aminosduren wird mTORC1 an lysosomalen Membranen mithilfe von verschiedenen Proteinen
rekrutiert und aktiviert (Puertollano, 2014, Gallagher et al., 2016). Ist die Menge an Aminosauren im
Lysosom hoch, so befindet sich mTORC1 an der Membran, wo der Komplex aktiviert wird und
seinerseits unter anderem ULK inhibiert. Bei Nahrstoffmangel wird mTORC1 nicht aktiviert, was zur
De-Repression von ULK und somit zur Initiation der Autophagie fihrt. Zusatzlich kommt es zu einer
erhohten Biogenese von Lysosomen und zur verstarkten Ansduerung in Lysosomen (Puertollano,

2014).
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3.4 Fragestellung

Die Prozessierung und Prdsentation von Antigenen ist wichtiger Bestandteil des Immunsystems.
Wahrend Uber die verschiedenen Schritte der Antigenprozessierung und -prasentation relativ viel
bekannt ist, konnte bisher nicht eindeutig geklart werden, woher Antigene stammen, die auf MHC-
Klasse-I-Molekilen prasentiert werden. Daher gibt es verschiedene Modelle, die versuchen, den
Ursprung von Antigenen zu erklaren. In dieser Arbeit sollten zwei aktuelle Theorien zur Quelle von
Antigenen auf ihre Anwendbarkeit in der Prasentation von Modellantigenen auf MHC-Klasse-I-

Molekilen hin untersucht werden.

Im Sinne der DRiP-Hypothese sollte analysiert werden, ob fehlgefaltete Proteine zur Prasentation
von Antigenen beitragen. Hierflir wurde mithilfe des Modellantigens CFTR und der Mutante
CFTRAF508 untersucht, ob diese als Antigene prasentiert werden und ob das Entfernen des

Modellantigens aus dem DRiP-Pool einen Einfluss auf die Antigenprasentation hatte.

Die zweite Theorie zur Quelle von Antigenen, die untersucht werden sollte, war die der nuklearen
Translation von pra-mRNA. Mithilfe des Modellantigens BZLF1 und verschiedenen Mutanten wurde
untersucht, ob Hinweise fir diese Theorie gefunden werden kdnnen. Dariiber hinaus sollte der
Einfluss der Stabilitdt von mRNA auf die Prasentation von Antigenen auf MHC-Klasse-I-Molekiilen

anhand des Modellantigens BZLF1 untersucht werden.

Durch Autophagie werden endogene Proteine abgebaut und Peptide fiir die Prasentation auf MHC-
Klasse-lI-Molekilen generiert. Die Charakteristika, die die Auswahl der Antigene bestimmt, sind
bisher unbekannt. Daher wurden anhand des Modellantigens Neomycin Phosphotransferase Il

(NeoR) untersucht, welche Eigenschaften eine Prasentation auf MHC-Klasse-II-Molekilen férdern.

Der Regulation der Autophagie ist groRteils verstanden, unklar ist jedoch, ob fiir die Generierung von
Antigenen flr die Prasentation auf MHC-Klasse-lI-Molekiilen eine spezifisch regulierte Form der
Autophagie existiert. Dazu wurde zum einen analysiert, welchen Einfluss verschiedene
Komponenten der Autophagie auf die Antigenprdsentation haben. Zum anderen wurde untersucht,

ob der Autophagie-Regulator mTOR einen Einfluss auf das Entstehen von Antigenen hat.

18



4, Material

4.1 Chemikalien

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien

Material

Chemikalie Hersteller
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich
AZD8055 Selleckchem
R-Mercaptopethanol Sigma-Aldrich
Bacto-Agar Invitrogen

Bovines Serum Albumin (BSA) BioFroxx
Bromphenolblau (1 %) Merck
CFTR-F508del Corrector Il Corrda Merck Calbiochem
Chloroform Merck

Chloroquin Sigma-Aldrich
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck
Dithiothreithol (DTT) Invitrogen
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,) Merck
Desoxycholsdure (DOC) Sigma-Aldrich
Doxycyclin Sigma-Aldrich
EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) Merck

Ethanol Merck

Everolimus Selleckchem
Glycerin Applichem Panreac
Glycin Merck

Glucose Merck
Hydrogenperoxid 30 % Roth

Imidazol Applichem Panreac
Isopropanol Merck
Kaliumchlorid (KCI) Roth
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,) Merck
Komposition LB-Broth (Hefeextrakt, Trypton, NaCl) | Sigma-Aldrich
KU-55933 Selleckchem
KU-63794 Selleckchem
Leupeptin Roche Diagnostics
Luminol Santa Cruz Biotechnologies

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Magnesiumsulfat (MgS0,)
Methanol

Natrium-Acetat

Natriumazid (NaNs)
Natriumchlorid (NaCl)
Natrium-Dodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)
Nonidet P-40 (NP-40)
para-Hydroxycoumarinsaure
Phenol

Polyacrylamid (PAA) 30
Polyoxyethylen-Sorbitan Monolaurat (Tween-20)
PP242

Protease Inhibitor Cocktail
Phytohamagglutinin (PHA)
Rapamycin

Applichem Panreac
Applichem Panreac
Sigma-Aldrich
Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Merck

Alfa Aesar

Roth

ICN Biochemical Industries
Sigma-Aldrich

Roth

Roth

Sigma-Aldrich
Selleckchem

Roche Diagnostics
Murex
Selleckchem
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SBI0206965

Schwefelsdure (H,SO.)

Spautinl

Sucrose

Torinl
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tween-20

Vecta-Shield with DAPI

VX-809 (Lumacoftor)

Wortmannin

Selleckchem
Merck

Merck Calbiochem
Merck
Selleckchem

Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Vector Laboratories Inc.
Selleckchem
Selleckchem

Soweit nicht anders angegeben, wurden die Chemikalien in der Qualitat p.A. verwendet. Nicht

weiter angegebene Standard-Chemikalien wurden von den Firmen Merck, Roth oder Sigma-Aldrich

bezogen. Einige zusatzliche Bezugsquellen

4.2 Gerate

Tabelle 2: Verwendete Gerite

werden im Methodenteil angegeben.

Gerat

Hersteller

Agarose-Gelelektrophorese-Gerat
Bestrahlungsanlage
Brutschrank

Eismaschine
ELISA-Lesegerat
ELISA-Waschgerat

FACS Canto

Falcon-Roller
Gefrierschrank -80°C
Gefrierschrank -20°C
Kihlschrank
Konfokalmikroskop
Lichtmikroskop / Axioskop
LightCycler 480 1l
Nanodrop Spektrometer
Neubauer-Zahlkammer
pH-Messgerat
PCR-Machine

Pipetten

Pipettierhilfe, elektrisch
Reinstwasser-Anlage
Schittelinkubator
SDS-Gelelektrophorese-Gerat
Spannungsquellen
Sterilwerkbank
Ultraschall-Wasserbad
Vortexer Genie 2
Zentrifugen

Whatman Horizon 20-25
Gammacell 40 der Firma AECL mit Casium-137 (y-Strahler)
Hera Cell 150

Scotsman

Tecan

Tecan

Becton Dickinson

Coulter Electronics Limited
Colora bzw. Thermo

Liebherr

Liebherr

Leica

Zeiss

Roche

Peglab

Marienfeld

Knick

Perkin Elmer

Eppendorf, VWR, Rainin, Gilson
Integra Biosciences

Millipore

Eppendorf

Hofer

BioRad

Hera Safe

Diagenode

Scientific Industries

Beckman, Eppendorf, Hettich, Sorvall und Thermo
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4.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Vebrauchsmaterialien

Material

Material Hersteller
AIM-V Invitrogen
DMEM Invitrogen

ECL Plus Western Blotting Detection
ELISA-Platten
Enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA) Development System Human IFNy,

GM-CSF

Eppendorf ReagenzgefaRe 0,5/1,5/2 mL

FACS-Rohrchen

Filter 0,22 um

Fotales Kalberserum; FCS
Fungizone, Amphotericin B 250 pg/mL
Gentamycin

Gestopfte Pipettenspitzen
HEPES

Humanes Serum

Interleukin-2

Kryorohrchen

L-Glutamin, 200 mM
Lochplatten

MACS Saulen LS
Natriumpyruvat
Nicht-essentielle Aminosduren (NEAA)
OptiMEM

Pancoll

Parafilm ,M“
Polystyren-Zellkulturschalen
ReaktionsgefaRe (15 und 50 mL)
Rontgenfilm

RPMI 1640

SYBR green QuantiNova
Trypanblau

Zellkulturflaschen
Zellkulturplatten

GE Healthcare
Corning Incorporated
Mabtech

Eppendorf

Micronic, Sarstedt
Millipore

PAA

Gibco

Gibco

ART molecular Bioproducts
Gibco

aus peripherem Blut freiwilliger humaner Spender
Novartis

Nunc

Gibco

Nunc, 4titude

Miltenyi Biotec

Gibco

Gibco

Invitrogen

Pan Biotech

American National Can
BD-Falcon

BD-Falcon

Agfa Healthcare und Amersham GE Healthcare
Invitrogen

Quiagen

Gibco

Greiner-Bio-One

BD-Falcon

4.4 Allgemeine Puffer und Losungen

Tabelle 4: Verwendete Puffer

Puffer enthalt
PBS (Phosphate-buffered saline) 154 mM NaCl
8 mM Na,HPO,
2 mM KH,PO,
pH 7,4
PBS-T PBS
0,05 % Tween-20
TBS (Tris-buffered saline) 50 mM Tris
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150 mM NaCl
TBS-T TBS

0,05 % Tween
TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer) 40 mM Tris

5 mM Acetat
1 mM EDTA
TE-Puffer (Tris-EDTA-Puffer) 10 mM Tris

2 mM EDTA
pH 8,0

4.5 Zellen

4.5.1 Antigen-prasentierende Zelllinien

Zur Herstellung der lymphoblastoiden Zelllinien (LCL) LCL1.11 und GBW3 wurden humane B-Zellen in
vitro mit dem EBV-Stamm B95.8 infiziert. Bei DG75 (EBV-negativ) handelt es sich um eine etablierte
Suspensionszelllinie, die aus einem Burkitt-Lymphom abstammt. Die adharente Zelllinie HEK293T
wurde aus embryonalen Nierenzellen etabliert und enthalt das groRe T-Antigen von SV40. Diese
Zelllinie stammt aus dem Labor von Professor Hoborn der Universitdt GieRen. Das Vorhandensein

des grofRen T-Antigens von SV40 wurde mithilfe von PCR lberpriift.

Tabelle 5: HLA-Typisierung der verwendeten Zelllinien

weitere HLA-
Name HLA-A | HLA-B | HLA-C | HLA-DRB1* | HLA-DQ HLA-DPB1*
DRB Allele
DG75 0201, | 4101, | 0602, | 0404,1301 | A1*0103, 0303 | 0401 3*0101
6601 |[5001 | 1701 B1*0402, 0603 4*0103
GBW3 0101 | 1501, | 0304, | 1101,1301 | A1*0103,0501 | 0401, 0402 | 3*0202
37 0602 B1*0301, 0603
LCL1.11 | 0201, | 1801, | 1203, | 1303,1501 | A1*0102, O5FE | 0301, 0402 | 3*0101
6601 | 4102 | 1701 B1*0301, 0602 5*0101
HEK293T | 0201 | 0702 0602 5*0101

4.5.2 T-Zellen

Es wurden unterschiedliche T-Zellklone bekannter Spezifitit verwendet, die wie beschrieben

etabliert worden waren (Mautner et al., 2004).
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Tabelle 6: Verwendete T-Zellen

HLA-
Name Erkanntes Antigen . Epitop Art
Restriktion
FL #4 CD8" EBV BZLF1 HLA-B*0801 AA190.157-RAKFKQLL- Klon
GB VQT #2 CD8" | EBV BZLF1 HLA-B*1501 AA;17,.131-VQTAAAVVE- | Klon
JM LLW CD8* EBV LMP2A HLA-A*0201 AAzyg 337-LLWTLVVLL- Linie
YVL CD8" EBV BRLF1 HLA-A*0201 AA109.117-YVLDHLIVV- Linie/ Klon
Neomycin HLA- AA16.229
20-4/A4 CD4' Y 216229 Kion
Phosphotransferase Il | DPB1*0301 DRYQDIALATRDIA-

4.5.3 Zellkulturmedien

Alle Zellkulturmedien wurden bei einer Temperatur von 4°C gelagert. Sofern die Medien Serum
enthielten, wurden diese bis zu zwei Wochen nach Anbruch verwendet. Serum wurde bei einer

Temperatur von -20°C gelagert, alle anderen Zusatze den Hersteller-Angaben entsprechend.

Tabelle 7: Verwendete Zellkultur-Reagenzien

Medium enthalt

Einfriermedium 90 % FCS
10 % DMSO

LCL-Medium (RPMI 1640-Komplettmedium) RPMI 1640
10 % FCS

1,25 pg/mL Fungizone (Amphotericin B)
50 ug/mL Gentamycin

2 mM L-Glutamin

1 mM Natriumpyruvat

1 % Nicht-essentielle Aminosduren

Polyethylenimin (PEI) 1mg/mL in Wasser; pH 7,0
DMEM-Medium DMEM
10 % FCS

1,25 pg/mL Fungizone (Amphotericin B)
50 pg/mL Gentamycin

2 mM L-Glutamin

T-Zell-Medium [+/- Interleukin-2 (IL-2)] AIM-V

10 % Humanserum (Hitze-inaktiviert)
1,25 pg/mL Fungizone (Amphotericin B)
2 mM L-Glutamin

10 mM HEPES

optional 10 U/mL IL-2
Waschmedium RPMI 1640-Medium ohne Zusatze
Minimalmedium OptiMEM ohne Zusatze
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4.6 Bakterien

Zur Vermehrung von Plasmiden wurden Escherichia coli K12 Bakterien mit dem entsprechenden
Plasmid transformiert und kultiviert. Die verwendeten Bakterienstamme Escherichia coli XL1-blue
MRF‘ (Stratagene), STBL4 (Life Technologies) und DH10B (Gibco BRL) wurden auf Fest- oder in

Flissigmedium kultiviert.

Tabelle 8: Verwendete Bakterienmedien

Medium enthalt

LB Medium 10 g/L NaCl

10 g/L Trypton

5 g/L Hefe-Extrakt
pH 7,0

LB Agar LB-Medium

20 g/L Bacto-Agar
pH 7,0
Superbroth-Medium 35 g/L Trypton

20 g/L Hefeextrakt
5 g/L NaCl
5mL/L1 N NaOH
SOB-Medium 20 g/L Trypton

5 g/L Hefe-Extrakt
0,5 g/L NacCl

2,5 mM KCl

10 mM MgCl,

10 mM MgSO,
SOC-Medium SOB

0,2 % Glucose
sterilfiltriert (22 um)
Einfriermedium LB-Medium

30 % Glycerin

4.7 Plasmide

Bei Plasmiden, die pCMV in der Bezeichnung tragen, befindet sich das danach folgende Gen unter
der Kontrolle eines CMV-Promotors. Dieses Plasmid enthdlt zudem ein Gen, das eine Ampicillin-
Resistenz vermittelt, und das Gen NeoR. Bei den mit pCMV-s bezeichneten Plasmiden handelt es sich

um eine verkleinerte Version des vorher beschriebenen Plasmids, die das Gen NeoR nicht enthilt.

Bei Plasmiden, die mit pEBOpuro bezeichnet sind, sind das nachfolgende Gen und die

Selektionsmarker NGFR und GFP unter der Kontrolle eines Tetracyclin-induzierbaren, bidirektionalen
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Promotors. Zusatzlich tragen diese Plasmide das Puromycin-Resistenzgen und enthalten die den

plasmidalen Replikationsursprung oriP des Epstein-Barr-Virus (EBV), das den Verbleib des Plasmids

als Episom in EBV-positiven Zellen gewahrleistet.

Tabelle 9: Verwendete Plasmide

Name Eigenschaft Herstellung
pCMV-cyto Leervektor Arbeitsgruppe
pCMV-s-cyto reduzierter Leervektor vorliegende Arbeit

pCMV-BZLF1-EHis
pCMV-BZLF1-2Al-
Ehis
pCMV-BZLF1-2AIAf-
Ehis
pCMV-BZLF1-*2Al-
Ehis
pCMV-BZLF1-Aff2Al-
Ehis

pCMV-BZLF1-2Al-
SPLmut-Ehis
pCMV-BZLF1-2AIAf-
SPLmut-Ehis

pCMV-BZLF1-~M2Al-
SPLmut-Ehis

pCMV-BZLF1-Aff2Al-
SPLmut-Ehis

pCMV-CFTR-cdo-
DDE-YVL-EHis*
pCMV-CFTR-cdo-
DDE-YVL-GFP*
pCMV-CFTR-cdo*
pCMV-CFTR-cdo-
3xYVL-EHis*
pCMV-s-CFTR-cdo-
DDE-YVL-EHis*
pCMV-s-CFTR-cdo-
DDE-YVL-GFP*
pCMV-s-CFTR-cdo-
3xYVL-EHis*
pCMV-CFTR-cdo-
508F-DDE-YVL-EHis*

gDNA von BZLF1 mit EBNA1- und His-Markierung
BZLF1 mit EBNA1- und His-Markierung; LMP2A-Epitop1l
in Intron 1 eingefiigt

BZLF1 mit EBNA1- und His-Markierung; LMP2A-Epitop-I
mit nachfolgender Leserasterverschiebung in Intron 1
BZLF1 mit EBNA1- und His-Markierung; LMP2A-Epitop-I
mit vorangehender Leserasterverschiebung in Intron 1
BZLF1 mit EBNA1- und His-Markierung; LMP2A-Epitop-I
mit zwei vorangehenden Leserasterverschiebungen in
Intron 1

BZLF1 mit EBNA1- und His-Markierung; LMP2A-Epitop-I
in Intron 1 eingefiigt, mit mutierten SpleiR-Sequenzen
BZLF1 mit EBNA1- und His-Markierung; LMP2A-Epitop-I
mit nachfolgender Leserasterverschiebung in Intron 1,
mit mutierten Spleil-Sequenzen

BZLF1 mit EBNA1- und His-Markierung; LMP2A-Epitop-I
mit vorangehender Leserasterverschiebung in Intron 1,
mit mutierten SpleiR-Sequenzen

BZLF1 mit EBNA1- und His-Markierung; LMP2A-Epitop-I
mit zwei vorangehende Leserasterverschiebungen in
Intron 1, mit mutierten SpleiB-Sequenzen
Codon-optimiertes CFTR mit DDE-, YVL-, EBNA1- und
His-Markierung

Codon-optimiertes CFTR mit DDE-, YVL- und GFP-
Markierung

Codon-optimiertes, ohne Markierung
Codon-optimiertes CFTR mit 3 YVL-, sowie EBNA1- und
His-Markierung

Codon-optimiertes CFTR mit DDE-, YVL-, EBNA1- und
His-Markierung

Codon-optimiertes CFTR mit DDE-, YVL- und GFP-
Markierung

Codon-optimiertes CFTR mit 3 YVL-, und jeweils 1
EBNA1- und His-Markierung

Codon-optimiertes CFTR mit AF508 Mutation mit DDE-,
YVL-, EBNA1- und His-Markierung

Arbeitsgruppe
vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit
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pCMV-CFTR-cdo-
508F-DDE-YVL-GFP*
pCMV-CFTR-cdo-
508F*
pCMV-CFTR-cdo-
508F-3xYVL-EHis*
pCMV-s-CFTR-cdo-
508F-DDE-YVL-EHis
pCMV-s-CFTR-cdo-
508F-DDE-YVL-GFP*
pCMV-s-CFTR-cdo-
508F-3xYVL-EHis*
pCMV-HLA-B0801
pCMV-HLA-B1501
pCMV-s-HLA-DPB1-
0301

pCMV-s-NeoR

pCMV-s-NeoRmut

pCMV-s-NeoR-RN

pCMV-s-NeoRmut-
RN

pCMV-s-NeoR-RA
pCMV-s-DRY

pCMV-s-Li+DRY

pCMV-s-
DRY+NeoR(15)
pCMV-s-
DRY+NeoR(30)
pCMV-s-NeoR(55)-
DRY
pCMV-s-DRY+A(15)

pCMV-s-DRY+A(10)

Codon-optimiertes CFTR mit AF508 Mutation mit DDE-,
YVL- und GFP-Markierung

Codon-optimiertes CFTR mit AF508 Mutation, ohne
Markierung

Codon-optimiertes CFTR mit AF508 Mutation mit 3 YVL-
und EBNA1- und His-Markierung

Codon-optimiertes CFTR mit AF508 Mutation mit DDE-,
YVL-, EBNA1- und His-Markierung

Codon-optimiertes CFTR mit AF508 Mutation mit DDE-,
YVL- und GFP-Markierung

Codon-optimiertes CFTR mit AF508 Mutation mit 3 YVL-
und jeweils EBNA1- und His-Markierung

HLA-B0801

HLA-B1501

HLA-DPB1-0301

Neomycin Phosphotransferase Il (NeoR) mit
angefligtem YVL-Epitop, EBNA1-Epitop und sechsfacher
Histidin-Markierung

NeoR mit mutierten CKST-Aminosduren mit angefligtem
YVL-Epitop, EBNA1-Epitop und sechsfacher Histidin-
Markierung

78 AS-grolRes C-Terminales Fragment von NeoR mit
angefligtem YVL-Epitop, EBNA1-Epitop und sechsfacher
Histidin-Markierung

78 AS-grolRes C-Terminales Fragment von NeoR mit
mutierten CKST-Aminosauren mit angefligtem YVL-
Epitop, EBNA1-Epitop und sechsfacher Histidin-
Markierung

56 AS-grolRes C-Terminales Fragment von NeoR

14 AS-groRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem
Methionin

Invariante Kette fusioniert an 14 AS-groRes DRY-Epitop
von NeoR

14 AS-groRRes DRY-Epitop und zusatzlich 15 AS aus NeoR
mit vorangestelltem Methionin

14 AS-groRes DRY-Epitop und zusatzlich 30 AS aus NeoR
mit vorangestelltem Methionin

70 AS-grolRes Fragment von NeoR mit vorangestelltem
Methionin

14 AS-groRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem
Methionin fusioniert an 15 Alanine

14 AS-groRRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem
Methionin fusioniert an 10 Alanine

vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
Arbeitsgruppe
Arbeitsgruppe
vorliegende Arbeit
Arbeitsgruppe
Masterarbeit von

Kati Bohm

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit
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pCMV-s-DRY+A(5)

pCMV-s-A(15)+DRY

pCMV-s-A(10)+DRY

pCMV-s-A(5)+DRY

pCMV-s-DRY+E(15)

pCMV-s-E(15)+DRY

pCMV-s-
DRY+E(15)H(6)

pCMV-s-DRY+F(15)
pCMV-s-DRY+G(15)
pCMV-s-DRY+G(10)
pCMV-s-DRY+G(5)

pCMV-s-G(15)+DRY
pCMV-s-G(10)+DRY
pCMV-5-G(5)+DRY

pCMV-s-DRY+GE(15)

pCMV-s-DRY+GF(15)

pCMV-s-DRY+GS(15)

pCMV-s-
DRY+GQ(15)
pCMV-s-
DRY+GR(15)
pCMV-s-DRY+H(15)

pCMV-s-DRY+L(15)

14 AS-groRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem
Methionin fusioniert an 5 Alanine

15 Alanine mit vorangestelltem Methionin fusioniert an
das 14 AS-grofSe DRY-Epitop von NeoR

10 Alanine mit vorangestelltem Methionin fusioniert an
das 14 AS-groRe DRY-Epitop von NeoR

5 Alanine mit vorangestelltem Methionin fusioniert an
das 14 AS-grolRe DRY-Epitop von NeoR

14 AS-groRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem
Methionin fusioniert an 15 Asparaginsauren

15 Asparaginsduren mit vorangestelltem Methionin
fusioniert an das 14 AS-grofSe DRY-Epitop von NeoR

14 AS-groRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem
Asparaginsauren fusioniert an 15 Valine und sechs
Histidine

14 AS-groRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem
Methionin fusioniert an 15 Phenylalanine

14 AS-groRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem
Methionin fusioniert an 15 Glycine

14 AS-groRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem
Methionin fusioniert an 10 Glycine

14 AS-groRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem

Methionin fusioniert an 5 Glycine
15 Glycine mit vorangestelltem Methionin fusioniert an

das 14 AS-grolRe DRY-Epitop von NeoR
10 Glycine mit vorangestelltem Methionin fusioniert an

das 14 AS-grolRe DRY-Epitop von NeoR
5 Glycine mit vorangestelltem Methionin fusioniert an

das 14 AS-grolRe DRY-Epitop von NeoR
14 AS-groRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem

Methionin fusioniert an die Aminosaurenabfolge

GEGGGGEGGGGEGGG
14 AS-groRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem

Methionin fusioniert an die Aminosaurenabfolge
GFGGGGFGGGGFGGG
14 AS-groRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem

Methionin fusioniert an die Aminosaurenabfolge
14 AS-groRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem

Methionin fusioniert an die Aminosaurenabfolge
14 AS-groRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem

Methionin fusioniert an die Aminosaurenabfolge
14 AS-groRRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem

Methionin fusioniert an 15 Histidine
14 AS-groRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem

Methionin fusioniert an 15 Leucine

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit
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pCMV-s-DRY+L(10)
pCMV-s-DRY+L(5)
pCMV-s-L(15)+DRY
pCMV-s-L(10)+DRY
pCMV-s-L(5)+DRY
pCMV-s-DRY+Q(15)
pCMV-s-Q(15)+DRY
pCMV-s-DRY+R(15)
pCMV-s-DRY+R(10)
pCMV-s-DRY+R(5)
pCMV-s-R(15)+DRY
pCMV-s-R(10)+DRY
pCMV-s-R(5)+DRY
pCMV-s-DRY+5(15)
pCMV-s-DRY+5(10)
pCMV-s-DRY+S(5)
pCMV-s-5(15)+DRY
pCMV-s-5(10)+DRY
pCMV-s-5(5)+DRY
pCMV-s-DRY+V(15)
pCMV-s-DRY+V(10)
pCMV-s-DRY+V(5)
pCMV-s-V(15)+DRY

pCMV-s-V(10)+DRY

14 AS-grolRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem
Methionin fusioniert an 10 Leucine

14 AS-groRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem
Methionin fusioniert an 5 Leucine

15 Leucine mit vorangestelltem Methionin fusioniert an
das 14 AS-grof3e DRY-Epitop von NeoR

10 Leucine mit vorangestelltem Methionin fusioniert an
das 14 AS-groRe DRY-Epitop von NeoR

5 Leucine mit vorangestelltem Methionin fusioniert an
das 14 AS-grof3e DRY-Epitop von NeoR

14 AS-groRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem
Methionin fusioniert an 15 Glutamine

15 Glutamine mit vorangestelltem Methionin fusioniert

an das 14 AS-grolRe DRY-Epitop von NeoR
14 AS-groRRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem

Methionin fusioniert an 15 Arginine

14 AS-groRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem
Methionin fusioniert an 10 Arginine

14 AS-groRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem
Methionin fusioniert an 5 Arginine

15 Arginine mit vorangestelltem Methionin fusioniert
an das 14 AS-grol3e DRY-Epitop von NeoR

10 Arginine mit vorangestelltem Methionin fusioniert
an das 14 AS-grolRe DRY-Epitop von NeoR

5 Arginine mit vorangestelltem Methionin fusioniert an
das 14 AS-groRe DRY-Epitop von NeoR

14 AS-groRRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem
Methionin fusioniert an 15 Serine

14 AS-groRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem
Methionin fusioniert an 10 Serine

14 AS-groRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem
Methionin fusioniert an 5 Serine

15 Serine mit vorangestelltem Methionin fusioniert an
das 14 AS-grolRe DRY-Epitop von NeoR

10 Serine mit vorangestelltem Methionin fusioniert an
das 14 AS-grolRe DRY-Epitop von NeoR

5 Serine mit vorangestelltem Methionin fusioniert an
das 14 AS-grolRe DRY-Epitop von NeoR

14 AS-groRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem
Methionin fusioniert an 15 Valine

14 AS-grofRRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem
Methionin fusioniert an 10 Valine

14 AS-groRRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem
Methionin fusioniert an 5 Valine

15 Valine mit vorangestelltem Methionin fusioniert an
das 14 AS-groRRe DRY-Epitop von NeoR

10 Valine mit vorangestelltem Methionin fusioniert an

das 14 AS-groRe DRY-Epitop von NeoR

vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

28




Material

pCMV-s-V(5)+DRY

pCMV-s-
DRY+V(15)H(6)

pCMV-BZLF1+IFN-y-
3"UTR-EHis
pCMV-BZLF1+IFN-y-
3'UTR-ARE1+2mut-
EHis
pCMV-BZLF1+B-
Globin-3"UTR-EHis
pEBOpuro-BZLF1-
EHis-Tet-NGFR-GFP

pEBOpuro-
BZLF1+IFN-y-3"UTR-
EHis-Tet-NGFR-GFP
pEBOpuro-
BZLF1+IFN-y-3"UTR-
ARE1+2mut-EHis-
Tet-NGFR-GFP
pEBOpuro-BZLF1+pB-
Globin-3"UTR-EHis-
Tet-NGFR-GFP
pEBOpuro-NeoRGFP

5 Valine mit vorangestelltem Methionin fusioniert an

das 14 AS-grolRe DRY-Epitop von NeoR
14 AS-groRes DRY-Epitop von NeoR mit vorangestelltem

Methionin fusioniert an 15 Valine gefolgt von sechs
Histidinen

BZLF1 mit EBNA1- und His-Markierung sowie IFNy-
3'UTR

BZLF1 mit mutierter IFNy-3'UTR und EBNA1- und His-
Markierung

BZLF1 mit EBNA1- und His-Markierung sowie 3-Globin-
3’UTR

BZLF1 mit EBNA1-His-Markierung und NGFR und GFP
unter Tetracyclin-abhangigem Promotor; Puromycin-
Resistenz und EBNA1-Expression

BZLF1 mit IFNg-3’UTR und EBNA1-His-Markierung und
NGFR und GFP unter Tetracyclin-abhangigem Promotor;
Puromycin-Resistenz und EBNA1-Expression

BZLF1 mit mutierten AU-reichen Elementen (ARE) in
IFNg-3’UTR und EBNA1-His-Markierung und NGFR und
GFP unter Tetracyclin-abhangigem Promotor;
Puromycin-Resistenz und EBNA1-Expression

BZLF1 mit B-Globin-3’UTR und EBNA1-His-Markierung
und NGFR und GFP unter Tetracyclin-abhangigem
Promotor; Puromycin-Resistenz und EBNA1-Expression
NeoR-GFP Fusionsprotein und NGFR unter Tetracyclin-
abhangigem Promotor; Puromycin-Resistenz und
EBNA1-Expression

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

Dissertation von
B. M. Fiebiger
vorliegende Arbeit

Dissertation von
B. M. Fiebiger
vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

*Die Sequenz fur das Kodon-optimierte CFTR wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Rosenecker (Dr.

von Haunersches Kinderspital, Ludwig Maximilians Universitat, Miinchen) zur Verfligung gestellt.

4.8

Immunologische Reagenzien

Tabelle 10: Verwendete immunologische Reagenzien

Reagenz

enthalt

ELISA-Farbel6sung

ELISA-Blockpuffer

ELISA-Waschpuffer/ PBS-T

PBS

1 % BSA

5 % Sucrose

0,05 % NaNjs;

PBS

0,05 % Tween-20

50 % TMB Substrate Reagent A (BD)
50 % TMB Substrate Reagent B (BD)
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ELISA-Stopplosung
FACS-Waschpuffer

MACS-Puffer

Reagent diluent (RD-Puffer)

SDS-Ladepuffer

2 M H,S0,
PBS

2 % FCS

0,05 % NaN;
PBS

0,5 % BSA

2 mM EDTA
pH 7,2

PBS

1 % BSA
sterilfiltriert
0,15 M Tris pH 6,8
30 % Glycerin
0,03 % SDS

0,03 % B-Mercaptoethanol

Bromphenolblau

4.8.1

Antikorper

Antikorper wurden nach Herstellerangaben in 1-3 % Western-Blot-Waschpuffer gelost.

4.8.1.1 Primarantikorper

Tabelle 11: Verwendete Primarantikorper

Erkanntes Antigen | Wirt Isotyp Anwendung | Bezugsquelle

6xHistidin Maus I1gG WB Antikorper-Facility HMGU
a-Tubulin Kaninchen IgG WB Abcam

BZLF1 Ziege IgG WB Santa Cruz Biotechnologies
CFTR Maus IgG WB Prof. Dr. Rosenecker
EBNA1 Ratte IgG WB Antikorper-Facility HMGU
GAPDH Maus IgG WB Millipore

GFP Ratte 1gG2 WB Antikorper-Facility HMGU
NGFR Maus IgG MACS Antikorper-Facility HMGU

4.8.1.2 Sekundarantikérper

Tabelle 12: Verwendete Sekundarantikorper

Antikorper Wirt Bezugsquelle gekoppelt an
anti-Maus Schaf Amersham Peroxidase
anti-Maus Ziege Miltenyi Biotec magnetische Kugeln
anti-Ziege Esel Santa Cruz Biotechnologies Peroxidase
anti-Kaninchen Ziege Jackson Peroxidase
anti-Ratte Ziege Jackson Peroxidase
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4.9 Proteinbiochemische Reagenzien

Tabelle 13: Verwendete Proteinbiochemische Reagenzien

Medium

8,0 % Polyacrylamid (PAA) Trenngel

Block-Puffer

ECL-L6ésung A

Elutions-Puffer

RIPA-Puffer

enthilt

8,0 % PAA

50 % 2 x Tris/SDS pH 8,8 (0,19 M Tris; 0,2 % SDS; H,0)
0,085 % APS

0,085 % TEMED

PBS
5 % Magermilchpulver

H,0
0,1 M Tris/HCl pH 8.6
0,056 mM Luminol

Harnstoff-Lysepuffer
0,5 M Imidazol
pH 7,5

1% NP40

0,5 % DOC

0,1 % SDS

0,15 M NacCl

5mM EDTA

50 mM Tris pH 8,0

1 % Protease Inhibitor Cocktail
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0,1 % SDS
SDS-Gel-Ladepuffer 0,2 M Tris/HCl pH 6,8

8 % SDS

40 % Glycerin

0,4 M DTT

0,2 mM EDTA/NaOH pH 8,0
0,4 % Bromphenolblau

Western-Blot-Transferpuffer 25 mM Tris
0,2 M Glycin
20 % Methanol

Western-Blot-Waschpuffer PBS

1 % Magermilchpulver

4.10 Autophagie- und mTOR-Inhibitoren

In dieser Arbeit wurden die Autophagie-Inhibitoren SBI0206965, 3-Methyladenin (3MA), KU55933
und Spautinl, die Inhibitoren lysosomaler Proteasen Chloroquin und Leupeptin, und die mTOR-

Inhibitoren Rapamycin, Everolimus, PP242, Torinl, AZD8055 und KU63794 verwendet.

Die Initiation der Phagophor-Bildung wird durch SBI0206965 (Egan et al., 2015), das den ULK-
Komplex inhibiert, oder durch 3MA (Seglen and Gordon, 1982), KU55933 (Hickson et al., 2004) oder
Spautinl (Liu et al., 2011), die alle negativ auf den Vps34-Komplex wirken, inhibiert. Leupeptin
inhibiert lysosomale Proteasen (Aoyagi et al., 1969), was zu einer Akkumulation von Autolysosomen
flhrt (Eskelinen, 2005). Chloroquin dagegen wirkt der Ansduerung des Lysosoms und somit der
Wirksamkeit einiger lysosomaler Enzyme entgegen (Steinman et al., 1983, Macintyre and Cutler,
1988). Die Wirkstoffe Torinl (Thoreen et al., 2009), PP242 (Feldman et al., 2009), KU63794 (Garcia-
Martinez et al., 2009) und AZD8055 (Chresta et al., 2010) inhibieren beide mTOR-Komplexe,
wahrend Rapamycin (Edwards and Wandless, 2007) und Everolimus (Sedrani et al., 1998) nur

MTORC1 inhibieren.
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5. Methoden

5.1 Molekularbiologische Methoden

5.1.1 DNA-Klonierung

DNA-Klonierung ist die Aneinanderreihung verschiedener Methoden, die zum Ziel hat, eine
bestimmte DNA-Sequenz in ein Plasmid einzufligen. Als Vektoren dienen zumeist Plasmide, auf
denen sich sogenannte Multiple cloning sites (MCS, Ansammlung von Restriktionsenzym-
Schnittstellen) befinden. Diese MCS erlauben das spezifische Schneiden der DNA mithilfe von
Restriktionsenzymen und das Einfligen der gewiinschten DNA an dieser Stelle. Die einzufiigende
DNA muss entsprechend passend geschnitten werden, damit ein Einfligen und SchlieBen der Liicke,

eine Ligation, mithilfe des Enzyms Ligase erfolgen kann.

5.1.1.1 Vervielfiltigung von DNA-Sequenzen mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase chain reaction, PCR) ist eine Methode, bei der mithilfe

eines sich sequenziell wiederholenden Zyklus gezielt DNA-Sequenzen vervielfiltigt werden.

Um eine bestimmte DNA-Sequenz zu amplifizieren, missen zumindest die duReren Bereiche der
Basenabfolge bekannt sein. Zu beiden bekannten Enden der Sequenz werden komplementére
Oligonukleotide hergestellt, sogenannte Primer. Im ersten Schritt der PCR wird doppelstrangige DNA
durch Erhitzung auf etwas weniger als 100°C denaturiert und somit einzelstrdngig gemacht. Die
komplementaren Primer kénnen sich dann im zweiten Schritt bei Temperaturen zwischen 55°C und
70°C durch komplementdre Basenpaarung an die Zielsequenz anlagern, wobei jeder Primer eine
ideale Anlagerungs-Temperatur, die sogenannte Schmelz-Temperatur, besitzt. In einem dritten
Schritt wird bei 72°C mithilfe einer thermostabilen DNA Polymerase der zwischen den
Oligonukleotiden gelegene Abschnitt mit Nukleotiden komplementdr zur Matrizen-Sequenz
aufgefillt. Diese drei Schritte werden in der Regel 30- bis 40-mal wiederholt und bei jedem Schritt

verdoppelt sich idealerweise jede einzelstrangige DNA.

Die Schmelztemperatur (Tm) wurde fir alle Oligonukleotide mithilfe der folgenden Formel

Tm=4x ZG;C+2x ZA;T

Die Komponenten eines 100 pL Reaktionsansatzes wurden nach der Tabelle zusammen gemischt:

berechnet:
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Tabelle 14: PCR-Ansatz

5x Reaktionspuffer 100 pL
Oligonukleotide sense (100 uM) 2L
Oligonukleotide anti-sense (100 uM) | 2 pL
dNTPs (je 10 mM) 2 uL

DNA bzw. cDNA 0,01 ug
DMSO 5 pL
Phusion Polymerase 1ul

H,O ad 100 pL

Um ein Verdampfen der Flissigkeit im Laufe der Reaktion zu verhindern, wurde der Reaktionsansatz
mit einem Tropfen Mineraldl lberschichtet. Nach Ablauf der Zyklen wurde der gesamte Ansatz in

einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.

5.1.1.2 Schneiden von DNA mit Restriktionsenzymen

Restriktionsenzyme sind Endonukleasen, die aus Bakterien stammen und DNA an oder in der Nahe
von spezifischen Erkennungssequenzen schneiden. Dabei entstehen entweder glatte Enden der DNA
(blunt ends) oder DNA-Uberhinge (sticky ends). Die Restriktionsenzyme erkennen eine spezifische

Sequenz, die zumeist 4-8 Basenpaare lang ist.

Fur das Schneiden von DNA wurden folgende Komponenten zu einem 20 ulL- bzw. 100 pL-Ansatz

zusammen gemischt:

Tabelle 15: Restriktionsenzym-Verdau

20 plL Ansatz 100 plL Ansatz
10x Reaktionspuffer (enzymabhangig) | 2 uL 10 uL
DNA 1pg 10 pg
Enzym 10U 50U
H,0 ad 20 uL ad 100 uL

Der Restriktionsenzym-Ansatz wurde fiir 90 Minuten bei der fiir das Enzym optimalen Temperatur

inkubiert.

Um bei spateren Ligationen eine Re-Ligation des Ursprungsplasmids zu verhindern, wurden mithilfe
der calf intestinal phosphatase (CIP) die 5’ Uberhinge des Vektors dephosphoryliert. Hierzu wurden
einem 37°C-Restriktionsenzym-Ansatz 30 Minuten vor Ende der Inkubationszeit 50 U CIP

hinzugefigt.
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5.1.1.3 Phenol-Chloroform-Extraktion und Ethanol Fillung

Da Restriktionsenzyme verschiedene Puffer fir ein optimales Schneiden der DNA bendtigen, war das
Wechseln von Puffern und Entfernen von Enzymen ein notwendiger Zwischenschritt. Dies wurde

mithilfe einer Phenol-Chloroform-Ethanol-Fallung erreicht.

Der Restriktionsansatz wurde mit 1,5-facher Menge Phenol und 1,5-facher Menge Chloroform
vermengt und bei 4°C und 18.000 x g fiir 10 Minuten zentrifugiert. Die obere, wassrige Phase wurde
vorsichtig abgenommen und mit der 5-fachen Menge reinem Ethanol erneut bei 4°C und 18.000 x g

fir 15 Minuten zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde anschliefend getrocknet und in Wasser gelost.

5.1.1.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Das Zusammenfiigen von mit Restriktionsenzymen geschnittenen DNA-Sequenzen erfolgte mithilfe
der T4-Ligase. Dieses Enzym schlieft ATP-abhangig und Sequenz-unspezifisch Licken zwischen

Nukleotiden durch die Bildung von Phosphodiesterbindungen.

Die Mengen an Insert und Vektor-Fragment wurden grob anhand der DNA-Bandenintensitat in
einem Agarosegels abgeschatzt und im Verhéltnis 3:1 verwendet. Zum Ligations-Ansatz wurden
neben der DNA 1/10 Volumen 10x Ligase-Puffer und 4 U Ligase zugeflgt und dieser entweder fir 4

Stunden bei Raumtemperatur (RT) oder Gber Nacht bei 16°C inkubiert.

5.1.2 Elektrophorese von DNA in Agarosegelen

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer GroRe erfolgte durch Elektrophorese in
Agarosegelen. Zur Sichtbarmachung der Fragmente wurde dem Agaroselgel Ethidiumbromid
zugefiigt, welches die Eigenschaften besitzt, sich in doppelstriangige DNA einzulagern und unter UV-

Licht sichtbar zu machen.

Die Agarose wurde in einer Konzentration von 1 % in TAE-Puffer durch Erhitzen gel6st. Nach
Abkiihlen auf etwa 40 °C wurden 0,005 % Ethidiumbromid hinzugegeben und die Losung in die
Gelvorrichtung gegossen. Nach dem Erstarren wurde das Gel in die Laufapparatur mit TAE-Puffer als
Laufpuffer gegeben und die mit Ladepuffer versetzten Proben aufgetragen. Die elektrophoretische
Auftrennung erfolgte bei 100-120 V fiir ca. eine Stunde. Die DNA-Banden wurden mithilfe eines UV-
Transilluminators bei 312 nm Wellenldange detektiert und die GroéBe der DNA-Fragmente durch

Vergleich mit einem 1 kb-GroRenstandard (New England Biolabs) festgestellt.
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5.1.3 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Die DNA-Banden wurden mithilfe des Gel-Extraktionskits peqGOLD (Peqlab) aus Agarosegelen
isoliert. Hierfir wurden die entsprechenden Banden unter langwelligem UV-Licht (365 nm)
ausgeschnitten, im gleichen Volumen Bindepuffer bei 56°C gel6st und auf die Saule aufgetragen.
Durch Zentrifugation bei 18.000 x g fiir eine Minute lief die Losung durch die Saule und die DNA
konnte an die Matrix binden. Durch zweimaliges Auftragen von Waschpuffer und anschlieBender
Zentrifugation bei 18.000 x g fiir eine Minute wurde die Sdule gewaschen und anschlieBend bei
gleichen Bedingungen trocken zentrifugiert. Das Losen der DNA erfolgte auf die gleiche Weise,

hierfir wurde jedoch Wasser auf die Saule aufgetragen.

5.1.4 Sequenzanalyse

Sofern ein neues Plasmid hergestellt wurde, wurde die Richtigkeit der Sequenz mithilfe der Sanger-
Sequenzierung bei GATC Biotech (Konstanz) liberpriift. Die erhaltene Sequenz wurde mithilfe der

Programme Chromas Lite, Clone Manager Version 9 und der Internetfunktion BLASTN analysiert.

5.1.5 Quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion

Die Analyse von mRNA in Zellen erfolgte mithilfe der quantitativen Real-Time (Echtzeit) Polymerase-
Kettenreaktion. Hierflir wurde aus Zelllysat RNA extrahiert, in cDONA umgeschrieben und mithilfe von

definierten Oligonukleotiden vervielfaltigt.

5.1.5.1 RNA Extraktion

Die Extraktion der RNA erfolgte mithilfe des Kits RNeasy (Qiagen). Hierfir wurden Zellen zunachst in
PBS gewaschen, mithilfe des Lysepuffers und 1 % P-Mercaptoethanol lysiert und die DNA
mechanisch durch das Hochziehen durch eine 26G Kaniile in eine Spritze gebrochen. Nach Zugabe
von 70 %-igem Ethanol wurde die Probe auf eine Saule geladen und diese bei 8000 x g fiir 15 Sek.
zentrifugiert. Nach einem Waschschritt mit 350 uL RW1-Puffer wurden 10 U DNAse | (Roche) in
Reaktionspuffer auf die Saule aufgetragen und bei RT fir 30 Minuten inkubiert. Anschliefend
erfolgte ein erneuter Waschschritt mit RW1. Danach folgten zwei weitere Waschschritte mit 600 pL
RPE-Puffer und das Trocknen durch Zentrifugation bei 10000 x g. Zuletzt wurde die RNA mithilfe von

Wasser von der Saule gelost und die Menge an enthaltener RNA photometrisch bestimmt.

5.1.5.2 Reverse Transkription

Die reverse Transkription der mRNA in cDNA erfolgte mithilfe des SuperScript Il Reverse

Transcriptase Kits (Invitrogen). Um lediglich mRNA zu transkribieren, wurden Oligo-d(T).s-Nukleotide
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(Roche) verwendet. Hierfir wurden 1 pug RNA mit 0,16 nM Oligo-dT-Oligonukleotiden in einem
Gesamtvolumen von 18 plL bei 70°C fir 5 Minuten denaturiert und anschliefend auf Eis gehalten.

Dann wurde der Reaktionsmix nach folgendem Schema zusammen gemischt:

Tabelle 16: Enzymmix reverse Transkription

Menge pro Ansatz
5x First Strand Buffer (Enzympuffer) | 5 puL

dNTPs (je 10 mM) 1L
DTT (100 mM) 1ul
Reverse Transkriptase (200 U/uL) 1pL

Der Enzymmix wurde zur denaturierten RNA gegeben und das Gemisch bei 42°C fiir eine Stunde
inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Inaktivierung der Reversen Transkriptase bei 70°C fir 15

Minuten.

5.1.5.3 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion

Die quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) wurde im LightCycler 480 Il (Roche) mit dem Kit

QuantiNova SYBR Green von Qiagen durchgefihrt.

Zunachst wurde fur die Vervielfdltigung des Zielgens und der Referenzgene HMBS, HPRT1 und
YWHAZ Standardkurven erstellt, um die Bindungseffizienz der Oligonukleotide zu ermitteln. Die

Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 17 dargestellt.

Tabelle 17: Sequenzen der Oligonukleotide fiir Zielgen und Referenzgene in der qPCR

Gen Sequenz

BZLF1 sense GGCCAAGTTTAAGCAACTGCT
BZLF1 anti-sense GATCCTCGTGTAAAACATCTG
HMBS sense CTGAAAGGGCCTTCCTGAG
HMBS anti-sense CAGACTCCTCCAGTCAGGTACA
HPRT1 sense TGACCTTGATTTATTTTGCATACC
HPRT1 anti-sense CGAGCAAGACGTTCAGTCCT
YWHAZ sense CGAGATCCAGGGACAGAGTC
YWHAZ anti-sense AGCTCATTTTTATCCATGACTGG

Hierfir wurde eine Mischung der verschiedener cDNAs verwendet und zehnfach in Wasser
verdlinnt, dies entsprach der 1x cDNA-Mischung. Diese cDNA-Mischung wurde nochmals 1:10, 1:100
und 1:1000 verdiinnt. Fir die zu analysierenden Gene wurden Mastermixe nach folgendem Schema

vorbereitet:
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Tabelle 18: Mastermix fiir ein Gen in der gPCR

Menge pro Ansatz

SYBR green QuantiNova Mastermix 10 pL

Oligonukleotide sense (100 puM) 0,14 pL
Oligonukleotide anti-sense (100 uM) 0,14 pL
Wasser ad 15 pL

Fir jede der Verdiinnungen (insgesamt vier) und jeden Mastermix wurden 3 Locher einer weiRen 96-
Loch Platte (Framestar LC480/96 von 4titude) mit 15 pL des Mastermixes befillt. Dann wurden je 5
pL der Verdiinnungen der cDNA hinzu pipettiert. Zusdtzlich gab es jeweils eine Negativkontrolle, in
die keine cDNA, sondern Wasser zum Mastermix gegeben wurde. Als Programm wurde eine 2-

stufige PCR laut Herstellerangaben eingegeben:

Die Schritte 2 und 3 wurden 35-mal wiederholt. Die Analyse der Ergebnisse wurde mithilfe des
Begleitprogramms LightCycler SW 1.5.1.62SP3 von Roche durchgefiihrt. Die Standardkurve wurde
errechnet und die Steigung des Graphen sollte moglichst nahe am Wert 2 liegen. War dies der Fall

wurde die Messung der Proben vorgenommen.

Tabelle 19: qPCR-Programm im Lightcycler

Schritt Zeit Temperatur Messung
Initiale Denaturierung 2 Min. 95°C -
Denaturierung 5 Sek. 95°C -
Kombination aus Anlagerung und
. 10 Sek. 60°C am Ende
Verlangerung
Finale Analyse der Schmelzkurve alle in 1°C Schritten | bei jedem Schritt

Fir jedes Gen waren je 4 Locher fir den Kalibrator vorgesehen, dies entsprach der 1:10-Verdiinnung
des cDNA-Mixes. Flr jede Probe wurden zumindest Duplikate angesetzt. Als Negativkontrollen
dienten Wasser statt cDNA und RNA, die nicht revers transkribiert worden war. Der Mastermix fur

jedes der Gene wurde nach

Tabelle 18 angesetzt. Die zu untersuchende cDNA wurde zehnfach in Wasser verdiinnt und je 5 pL
verwendet. Die Vervielfaltigung der cDNA erfolgte laut dem Programm in Tabelle 19. Die Analyse der
Daten erfolgte erneut mit dem Programm LightCycler SW 1.5.1.62SP3 (Roche) in der Funktion
Advanced Relative Quantification (Fortgeschrittene Relative Quantifizierung) mit Normalisierung

zum Kalibrator.
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5.2 Mikrobiologische Methoden

5.2.1 Vervielfiltigung von Plasmid-DNA in Bakterien

Plasmide kénnen in Bakterien eingebracht und durch diese vervielfaltigt werden. Dabei macht man

sich zunutze, dass Bakterien bei einer Zellteilung die enthaltenen Plasmide kopieren.

5.2.1.1 Herstellung elektrokompetenter Bakterien zur Transformation

Um eine erfolgreiche Transformation der Bakterien zu erwirken, wurden diese zuvor

elektrokompetent gemacht.

Die Bakterien wurden zunachst aus einer Einzelkultur in 500 mL SOB-Medium angeimpft und bis zum
Erreichen einer optischen Dichte von 0,5 - 0,7 (bei einer Wellenlange von 600 nm) bei 37 °C aerob
kultiviert. Die Bakterien wurden auf Eis abgekiihlt und anschliefend bei 4.800 x g und 4°C
sedimentiert. Das Pellet wurde in 10 % Glycerin in Wasser resuspendiert, erneut zentrifugiert und
anschliefend in 2 - 4 mL 10 % Glycerin geldst. Die Bakterien wurden aliquotiert, in flissigem

Stickstoff schockgefroren und schliefSlich bei -80°C bis zur Verwendung gelagert.

5.2.1.2 Transformation von elektrokompetenten Bakterien

Die Transformation der Bakterien erfolgte durch Elektroporation mit dem Gerat Gene Pulser I
(BioRad). Hierfiir wurde 1 pL der Ligation oder 1 ug Plasmid mit 20 plL elektrokompetenten Bakterien
gemischt, in eine gekiihlte Kilivette mit einer Spaltbreite von 0,1 cm gegeben und sofort bei 1.500 V,
25 pF und 100 Q elektroporiert. Die Bakterien wurden sofort in vorgewdarmtes SOC-Medium
aufgenommen und 30 Minuten bei 37°C aerob kultiviert. AnschlieBend wurden die Bakterien bei
4.500 x g pelletiert, in 100 puL SOC-Medium geldst und auf LB-Agarplatten mit Ampicillin ausgebracht.
Die Platten wurden bei 37°C Uber Nacht inkubiert und am folgenden Tag Einzelkolonien zum

Animpfen von Flissigkulturen verwendet.

5.2.1.3 Isolation von kleinen DNA-Mengen

Um die Richtigkeit des Plasmids zu UGberprifen, wurde DNA aus kleinen Mengen Bakterien isoliert

und mithilfe eines Restriktionsverdaus Uberpriift.

Die Praparation der DNA erfolgte mithilfe des Jetstar 2.0 Kits (Genomed). Hierfiir wurden einzelne
Bakterienkolonien in 4 mL LB-Medium mit Ampicillin bei 37°C und Schitteln iber Nacht inkubiert.
Nach der Pelletierung von 1 mL Kultur bei 4500 x g fiir fiinf Minuten wurde der Uberstand verworfen

und das Pellet in 100 uL Puffer E1 resuspendiert. AnschlieBend wurden die Bakterien mit 100 plL
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Lysispuffer (E2) versetzt und die Reaktion mit der gleichen Menge Neutralisierungspuffer (E3)
gestoppt. AnschlieBend wurde das Gemisch bei 4°C und 18.000 x g fir 20 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde mit der vierfachen Menge Ethanol (100 %) gut vermengt und die DNA fiir 20
Minuten bei 4°C und 18.000 x g gefillt. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet bei

Raumtemperatur getrocknet und anschlieBend in Wasser resuspendiert.

5.2.1.4 Vervielfdltigung von groRen Mengen DNA

Zur Gewinnung grofRerer Mengen Plasmid wurde eine Maxi-Praparation durchgefiihrt, ebenfalls
mithilfe des Jetstar 2.0 Kits. Eine Kolonie eines Vereinzelungsausstrichs einer positiven Mini-
Praparation wurde in Superbroth-Medium mit 100 ug/ml Ampicillin gegeben und Uber Nacht bei
37°C aerob kultiviert. Die Kultur wurde am Folgetag 15 Minuten bei 4500 x g und 4°C zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 10 mL Puffer E1 resuspendiert und anschlieBend
hiervon ein Aliquotmit der 1,25-fachen Menge Glycerin-LB-Medium vermengt und flr spatere

Verwendung weggefroren.

Die restliche Zell-Suspension wurde mit 10 mL Lysispuffer (E2) lysiert und anschlieRend mit der
gleichen Menge Neutralisierungspuffer (E3) versetzt. Nach kraftigem Mischen wurde die Probe bei
4500 x g und 4°C fir 30 Minuten zentrifugiert. Wahrenddessen wurde eine Saule mit
Equilibrierungspuffer (E4) vorbereitet, und der fliissige Uberstand der Probe nach der Zentrifugation
durch Gaze gefiltert auf diese Sadule Gberfihrt. Nach dem Durchfluss der Probe durch die Saule
wurde diese dreimal mit jeweils 20 mL Waschpuffer (E5) gewaschen und anschlieRend die DNA
mithilfe des Elutionspuffers (E6, 15 mL) von der S&ule eluiert. Das Eluat wurde mit 10,5 mL
Isopropanol (100 %) versetzt und fiir 30 Minuten bei 4°C und 4500 x g zentrifugiert. Im Anschluss
wurde der Uberstand verworfen, dass resultierende Pellet bei Raumtemperatur getrocknet, in 0,5
bzw. 1,0 mL TE-Puffer resuspendiert und bei 4°C gelagert. AnschlieRend wurde ein Kontrollverdau

mit Restriktionsenzymen angesetzt.

5.3 Zellbiologische Methoden

5.3.1 Allgemeine Anmerkung zu zellbiologischen Methoden

Zur Vermeidung von Kontaminationen der Zellkulturen wurde mit diesen unter
Sicherheitswerkbanken gearbeitet. Dabei wurden ausnahmslos sterile oder autoklavierte

Materialien und Loésungen verwendet.
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5.3.2 Kultivierung humaner Zellen

Alle humanen Zellen wurden in einem Zellkultur-Inkubationsschrank bei 37°C und 5 % CO, kultiviert.
Die Handhabung der Zellen erfolgte innerhalb von Steril-Werkbanken unter Einhaltung aseptischer

Bedingungen.

5.3.2.1 Kultivierung von etablierten Zelllinien

Sofern nicht anders angegeben, wurden Suspensions-Zelllinien in LCL-Medium in Zellkulturflaschen
kultiviert. Je nach Zelldichte wurden die Zellkulturen in regelmaRigen Zeitabstdnden von drei bis vier
Tagen im Verhaltnis von 1:2 bis 1:10 (Zellsuspension zu frischem Medium) geteilt. Die adharente
Zelllinie HEK293T wurde in DMEM-Medium in Zellkulturschalen kultiviert. Diese Kultur wurde
ebenfalls alle drei bis vier Tage nach Ablésen von den Kulturschalen mithilfe von 0,05 % Trypsin im

Verhaltnis 1:10 geteilt.

5.3.3 Kultivierung und Stimulation von etablierten T-Zellen

Die verwendeten T-Zellen wurden in T-Zellmedium in 24-Loch Platten kultiviert. In einem 14-tagigen
Rhythmus wurden die T-Zellen stimuliert, dabei wurden fiir T-Zelllinien und T-Zellklone verschieden
Stimulationsarten verwendet. In der Zeit zwischen den Stimulationen wurden die T-Zellen

entsprechend der Zelldichte in einem Verhaltnis von 1:1 geteilt.

5.3.3.1 PHA-Stimulation

Das Mitogen Phytohamagglutinin (PHA) ist ein Lektin pflanzlichen Ursprungs, welches die
Proliferation von T-Zellen anregt. In Kombination mit APC wurde PHA zur Stimulation von T-
Zellklonen eingesetzt.

Jeweils 10° T-Zellen wurden im Verhiltnis 1:1 mit humanen feeder-Zellen und 2:1 mit APC in T-
Zellstimulationsmedium [IL-2 (10 U/mL) und PHA (250 ng/mL)] restimuliert. Als feeder-Zellen dienten
bestrahlte (40 Gray) mononukledre Zellen des peripheren Bluts (peripheral blood mononuclear cells,
PBMC), die aus Blut von mindestens zwei verschiedenen humanen Spendern gewonnen wurden. Als
APC wurden Protein- oder Peptid-beladene LCL verwendet. Die Beladung mit spezifischem Protein
(500 ng/mL) erfolgte durch eine 16-stiindige, die Peptid-Beladung (2 pug/mL) durch eine zweistiindige
Inkubation. Vor der Stimulation wurden die APC mit 80 Gray bestrahlt und dreimal gewaschen, um
eine Verschleppung von Proteinen oder Peptiden zu vermeiden. Nach 3-4 Tagen wurde das Medium

durch frisches T-Zell-Medium mit 10 U/mL Interleukin-2 (IL-2) ersetzt.
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5.3.3.2 Protein- und Peptid-Stimulation

T-Zelllinien wurden mithilfe von Peptid- oder Protein-beladenen APC und IL-2 stimuliert. Auch hier
erfolgte eine Beladung der APC fiir 16 bzw. 2 Stunden und anschliefende Bestrahlung mit 80 Gray.
Nach dreimaligem Waschen wurden je 10° T-Zellen im Verhéltnis von 2:1 mit APC in T-Zellmedium
aufgenommen, jedoch ohne Zugabe von IL-2. Dies (10 U/ml) wurde erst am Folgetag der Stimulation

zu den T-Zellen zugegeben.

5.3.4 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10 puL einer homogenen Zellkultur mit der gleichen Menge
Trypanblau (0,4 %) vermengt und die Halfte der Mischung in eine Neubauer-Zahlkammer
aufgetragen. Trypanblau gelangt lediglich durch beschadigte Membranen in das Innere von Zellen
und dient daher der Unterscheidung von toten und lebenden Zellen. Eine Neubauer-Zahlkammer
besitzt vier GroBquadrate, die jeweils in 16 kleinere Einheiten unterteilt sind. Unter dem
Lichtmikroskop wurde die Zellzahl in diesen vier GroRquadraten bei 10-facher VergroRerung
bestimmt.

Der Mittelwert (MW) dieser Zdhlung wurde zur Bestimmung der Gesamtzellzahl verwendet: MW
Zellzahl in GroRquadrat x Faktor 2 (Trypanblau-Verdiinnung) x 10* (Eichung Zdhlkammer) x Volumen

(mL) der Zellsuspension.

5.3.5 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurde zunichst die Zellzahl bestimmt und jeweils 10’ Zellen zentrifugiert. Das Pellet
wurde in 1,8 mL Einfriermedium gel6st und in ein Kryoréhrchen Uberfiihrt. Die Rohrchen wurden
mehrfach mit Zellstoff umwickelt und bei -80°C eingefroren. Nach zwei bis drei Tagen wurden die

Rohrchen zur dauerhaften Lagerung in fllssigen Stickstoff Gberfiihrt.

Nach dem zligigen Auftauen bei 37°C wurden die Zellen sofort in Waschmedium aufgenommen und
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10 mL Medium aufgenommen und in einer Zellkulturflasche

ausgebracht. T-Zellen wurden direkt stimuliert.

5.3.6 Zellseparation mittels Ficoll-Dichtegradienten

Ficoll (Pancoll; Pan Biotech) ist ein synthetisch hergestelltes Polysaccharid aus Saccharose und
Epichlorhydrin, das zur Separation von Zellen mittels Dichtegradienten-Zentrifugation verwendet
wird. Die Zellseparation mit Ficoll wurde, neben der Isolierung von peripheren mononukledren

Zellen (PBMC) aus Vollblut, auch zur Trennung lebender Zellen von toten Zellen eingesetzt.
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Es wurden ca. 10’ Zellen aus der Kultur in 10 mL Medium gesammelt und mit 3 mL Ficoll oder aber
30 mL Vollblut mit 10 mL Ficoll unterschichtet. Dann erfolgte eine Zentrifugation bei 750 x g fiir 30
Minuten ohne Zentrifugenbremse. AnschlieRend wurden die Zellen mehrfach gewaschen und sofort

weiter verwendet.

5.3.7 Transfektion von Zellen

Das Einbringen von DNA in Zellen erfolgte in der vorliegenden Arbeit mittels Elektroporation oder

durch Lipofektion.

5.3.7.1 Elektroporation von Suspensionszelllinien

Pro Transfektionsansatz wurden 5x10° Zellen gesammelt, zunadchst in Waschmedium und
anschlieRend in Minimalmedium gewaschen. Die zu verwendende DNA wurde in einem
Reaktionsgefal vorgelegt und gegebenenfalls gemischt, die maximale DNA Menge betrug 30 ug pro
Transfektion. Die Zellen fur einen Transfektionsansatz wurden in 300 uL OptiMEM aufgenommen
und mit der vorgelegten DNA vermischt. Die Zellen wurden in eine 0,4 cm Kivette lberfiihrt, in dem
Gerat Gene Pulser Il (BioRad) einem Elektropuls von 260 V und 975 uF ausgesetzt und unverziglich
in 5 mL vorgewarmten LCL-Medium aufgenommen. Nach 24 Stunden erfolgte die Analyse der

transfizierten Zellen.

5.3.7.2 Chemische Transfektion von adharenten Zellen

Die adhérente Zelllinie HEK293T wurden mithilfe des Liposomenbildners Polyethylenimin (PEI)
transfiziert. Hierfir wurden die Zellen am Vortrag so gesplittet, dass sie zum Zeitpunkt der
Transfektion etwa 70 % Konfluenz erreicht hatten, das entspricht einer ungefahren Zellzahl von 1,5 x

10° Zellen in einer 6-Loch-Platte.

Pro Transfektion von Zellen in einer Vertiefung einer 6-Loch-Platte wurden 10 pug DNA in 1 mL
Minimalmedium gel6st. AnschlieBend wurden 11,25 pl PEI (100ug/pl) zugegeben, das Gemisch fur
15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend in 5 mL DMEM-Medium
aufgenommen. Dieses Gemisch wurde fir 24 Stunden auf die HEK293T Zellen gegeben und

anschlieRend durch Kulturmedium ersetzt.

5.3.8 Etablierung stabiler Zelllinien

Um stabil transfizierte Zelllinien zu erhalten, wurden zwei bis drei Tage nach Transfektion eine
magnetische Zellseparation NGFR-positiver Zellen durchgefiihrt. Die verwendeten Plasmide

enthielten den plasmidalen Replikationsursprung oriP von EBV sowie die kodierende Sequenz des
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EBV-Proteins EBNA1, wodurch der Verbleib der Plasmide in den Zellen als Episom gewahrleistet
wurde. Dariber hinaus wurde regelmaRig auf den Verbleib des Plasmids in den Zellen durch die
Zugabe von Puromycin (0,3 - 1 pug/mL) selektioniert. Die Expression des gewiinschten Gens konnte
durch Zugabe des Promotor-aktivierenden Molekils Doxycyclin (100-400 ng/mL) induziert werden.

Diese Induktion wurde standardisiert bei einer Zelldichte von 2x10° Zellen/mL durchgefihrt.

5.3.9 T-Zell-Assay

Die Prasentation von Antigenen wurde mithilfe von T-Zell-Assays untersucht. Die APC wurden
entweder transfiziert oder exogen mit Protein beladen und dann mit Antigen-spezifischen T-Zellen
ko-kultiviert. Sofern T-Zellen ein Antigen auf den APC erkennen, werden Zytokine ausgeschiittet, die

im Uberstand mithilfe von enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) nachgewiesen wurden.

Zur Analyse der T-Zell-Erkennung wurden in einer 96-Loch Platte pro Loch 10° Antigen-
prasentierende Zellen vorgelegt und 5x10* T-Zellen zugesetzt. T-Zellen und Antigen-prasentierende
Zellen wurden fiir 16 Stunden inkubiert und anschlieBend wurde der Uberstand dieser Ko-Kultur

weiter verwendet.

5.3.10 Analyse der Zytokinausschiittung von T-Zellen mittels ELISA

Die Analyse von T-Zellen hinsichtlich Zytokin-Ausschittung nach Antigen-Erkennung erfolgte durch
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Die Zytokine Interferon-gamma (IFN-y) und
Granulozyten-Makrophagen-Colonie-stimulierender Faktor (GM-CSF) wurden mithilfe von Mabtech-
Kits laut Herstellerangaben untersucht.

Es wurden 96-Loch ELISA-Platten (Corning) mit 100 ul/Loch spezifischem Capture-Antikorper
(1:1000 in PBS) liber Nacht bei RT beschichtet. Nach dreimaligem Waschen mit ELISA-Waschpuffer
wurden die Lécher mit je 300 ul Blockpuffer fiir eine Stunde inkubiert, um unspezifische Bindungen
zu verhindern, und anschlieRend erneut dreimal gewaschen. Dann wurden 100 plL des Uberstands
einer Ko-Kultur in die Locher UberfUhrt und fir zwei Stunden bei RT inkubiert. Nach erneutem
Waschen wurden 100 pl/Loch spezifischer Detektions-Antikdrper (1:2000 verdiinnt in RD-Puffer)
hinzugegeben und fiir zwei Stunden bei RT inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden die Ansatze
mit 100 ulL Streptavidin-gekoppelter Peroxidase (1:1000 verdiinnt in RD-Puffer) versetzt und fir eine
Stunde in Dunkelheit bei RT inkubiert. Schlieflich wurde nach einem erneuten Waschschritt 100
uL/Loch ELISA-Farbel6sung zugesetzt und die Reaktion nach 2-10 Minuten mit je 50 plL ELISA-

Stopplosung abgestoppt. Die Quantifizierung erfolgte im ELISA-Lesegerat (Tecan) bei 450 nm und
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620 nm Referenzwellenlange. Als VergleichsgroRe diente jeweils das rekombinante Zytokin in einer

Verdinnungsreihe.

5.4 Immunologische Methoden

5.4.1 Durchflusszytometrie

Die Analyse von GFP-exprimierenden Zellen erfolgte durchflusszytometrisch (fluorescence-activated
cell sorting, FACS). Die Messung erfolgte am FACS-Canto mit Hilfe des Programms Diva (BD), die

Auswertung aller Ergebnisse mit Hilfe des Programms FlowJo (Tree Star).

5.4.1.1 Analyse GFP-exprimierender Zellen

GFP-exprimierende Zellen wurden zweimal in FACS-Puffer gewaschen (500 x g; 5 Minuten), in ein
FACS-Rohrchen Uberfiihrt und im FACS-Canto-Gerat analysiert. Die Population der lebenden
Lymphozyten wurde mittels Vorwadrts- und Seitwarts-Streulicht ausgewahlt. Von diesen Zellen
wurden der Anteil an GFP-positiven Zellen und die mediane Fluoreszenz-Intensitat (MFI) der GFP-

positiven Zellen bestimmt.

5.4.2 Konfokalmikroskopie

Die Lokalisation von GFP-markierten Proteinen innerhalb von Zellen wurde mithilfe von konfokaler

Mikroskopie durchgefiihrt.

Die adharent wachsende Zelllinie HEK293T wurde auf glasernen Deckglaschen kultiviert und mithilfe
von Polyethylenimin transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit PBS gewaschen und in
einem Tropfen DAPI-haltigem Einbettungsmedium Vecta-SHIELD (Vector Laboratories) auf einen
Objekttrager eingebettet. Die Rander des Deckglaschens wurden mit Klarlack umschlossen, um ein
Austrocknen der Zellen zu verhindern. Die Zellen wurden unverziiglich dunkel gelagert und unter
dem Mikroskop Leica TCS SP5II untersucht. Die Zellen wurden in einer Fokusebende jeweils im
Durchlicht-, GFP- und DAPI-Kanal fotografiert. Die Analyse der Bilder erfolgte mithilfe des
Programms Image). Es wurde eine gleichmaRige Anpassung von Helligkeit und Kontrast
vorgenommen. Hierbei wurde das Maximum aller Bilder im GFP-Kanal von 255 auf 100 und im DAPI-

Kanal von 255 auf 150 verschoben.
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5.4.3 Magnetische Zellseparation

Zur spezifischen Isolation von Zellpopulationen aus einem Zellgemisch wurde die magnetische
Zellseparation (magnetic activated cell separation; MACS) mit dem System der Firma Miltenyi Biotec
durchgefiihrt und nach Herstellerangaben verfahren.

Zur Positivselektion von NGFR" Zellen wurden diese gezahlt und anschlieBend in eiskaltem MACS-
Puffer gewaschen. Das Zellpellet wurde in 200 pL Maus aNGFR-Antikorper pro 10’ Zellen geldst und
fur 15 Minuten auf Eis inkubiert. Dann wurden die Zellen gewaschen, das Pellet in 100 uL MACS-
Puffer und 50 pl magnetischer Kigelchen, die an aMaus-lgG-Antikorper gekoppelt waren, pro 10’
Zellen geldst und erneut fir 15 Minuten auf Eis inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden die
Zellen in 500 puL MACS-Puffer resuspendiert. Eine MACS-Saule der GroRe LS wurde am Magneten
befestigt und mit 3 mL kaltem MACS-Puffer equilibriert. Auf diese Saule wurden die Zellen gegeben
und nach Durchlauf dreimal mit je 3 mL kaltem MACS-Puffer gewaschen, um nicht gebundene Zellen
zu entfernen. AnschlieBend wurde die Sdule vom Magneten entfernt und die darin enthaltenen
Zellen zweimal mit je 5 mL MACS-Puffer aus der Saule eluiert. Beim letzten Durchgang wurde der

Puffer mithilfe eines Pistills durch die Saule gedriickt. Die selektierten NGFR" Zellen wurden gezihlt,

gewaschen und direkt weiter verwendet.

5.5 Proteinbiochemische Methoden

5.5.1 Herstellung von RIPA-Extrakten

Zur Herstellung von Zellextrakten wurden die Zellen gezihlt und 1x10’ Zellen zweimal in PBS
gewaschen. Nach Zentrifugation fiir fiinf Minuten bei 500 x g wurde der Uberstand sorgfiltig
entfernt und das Pellet auf Eis mit 100 uL RIPA-Puffer fiir zehn Minuten lysiert. Der Uberstand wurde
nach erneuter Zentrifugation bei 20.000 x g bei 4°C fur 15 Minuten abgenommen und bis zu

weiteren Analysen bei -20°C gelagert.

5.5.2 Herstellung von Zelllysaten mit Harnstoff-Lysepuffer

Eine andere Methode zur Herstellung von Zellextrakten ist die Lyse mithilfe von Harnstoff-Puffer.
Hierfiir wurden die Zellen ebenfalls gezéhlt und zweimal in PBS gewaschen. Der Uberstand wurde
sorgfaltig entfernt und 1x10” Zellen in 100 pL Harnstoff-Lysispuffer gelost. Da das Lysat durch die
enthaltene DNA noch sehr zadhfllssig war, wurden die Lysate im Anschluss mithilfe von Ultraschall
weiter aufgebrochen. Hierflir wurde das Gerat Biorupter (Diagenode) verwendet. Die Proben

wurden in 1,5 ml-ReagenzgefdlRen in das Gerat eingespannt, das Wasserbad mit Eiswasser gefllt
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und die Proben bei voller Leistung fiir 5 bis 15 Zyklen jeweils 30 Sek. sonifiziert und anschlieRend 30

Sek. gekiihlt. Das Lysat wurde dann bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

5.5.3 Proteinaufreinigung mithilfe der 6xHistidin-Markierung

Zur Anreicherung von Histidin-Etikett-tragenden Proteinen aus mit Harnstoff-Puffer lysierten Zellen
wurden diese mithilfe von Nickel-markierten Agarose-Kiigelchen (Qiagen) aus dem gesamten
Zellextrakt isoliert. Das Lysat einer 6-Loch-Platte wurde hierfiir mit 30 pL der Nickel-markierten
Kigelchen Uber Nacht bei 4°C invertierend inkubiert und nach 24 Stunden bei 10.000 x g
zentrifugiert, mit Harnstoff-Lysispuffer gewaschen, erneut zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Dann wurden die Kiigelchen mit 30 plL Elutionspuffer resuspendiert, erneut zentrifugiert
und der Uberstand gesammelt. Diese Elution erfolgte noch zwei weitere Male. Dann wurden die

Uberstinde vereinigt und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

5.5.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Separation von Proteinen erfolgte elektrophoretisch anhand ihrer molekularen GrofR3e in einer
Polyacrylamid-Gel-Matrix nach Laemmli (1970).

Die Proteinproben wurden mit SDS-Ladepuffer versetzt und bei 95°C oder 55°C hitzedenaturiert. Die
Polyacrylamid-Konzentration der verwendeten Trenngele betrug 8 %, 10 % oder 14 %, die der
Sammelgele 4 %. Als GroRRenvergleich diente der Proteinmarker Page Ruler Prestained Protein
Ladder (Fermentas). An das Gel wurde fir 2-3 Stunden ein Strom von 120 V angelegt, anschlieBend

erfolgte ein Western-Blot-Transfer mit Analyse.

5.5.5 Western-Transfer

Der elektrophoretische Transfer der Proteine aus dem SDS-Polyacrylamid-Gel auf eine aktivierte
Polyvinylidenfluorid-Transfer-Membran (PVDF, Whatman) erfolgte nach der , Nassblot-Methode“ in
einer Apparatur von Hoefer (Warwickshire, UK) in Transferpuffer bei einer Stromstarke von 0,3 A fiir
zwei Stunden und 4°C. AnschlieBend wurde die Membran fiir die Immundetektion von Protein

verwendet.

5.5.6 Dot-Blot

Das Aufbringen von Proteinextrakten auf eine PVDF-Membran erfolgte durch die Dot-Blot-Methode.
Hierfir wurden die aufgereinigten Proteinextrakte auf die aktivierte Membran aufgetropft. Nach der

Trocknung der Tropfen wurden die Proteine mithilfe von Immundetektion nachgewiesen.
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5.5.7 Immundetektion von Proteinen

Der spezifische Nachweis von Proteinen erfolgte durch Immundetektion auf der Membran. Dazu
wurde die Membran fiir eine Stunde in Block-Puffer inkubiert und danach tber Nacht bei 4°C mit
Primarantikorper in WB-Waschpuffer rollend inkubiert. Am Folgetag wurde die Membran in WB-
Waschpuffer gewaschen und fir zwei Stunden mit einem Peroxidase-gekoppelten
Sekundarantikorper in WB-Waschpuffer bei RT auf einem Roller inkubiert. Die Detektion erfolgte
mithilfe einer selbst hergestellten oder kommerziell erhaltlichen ECL-Losung (GE-Healthcare) auf
einem Rontgenfilm (CEA Medical X-Ray Screen Film Blue Sensitive von Agfa Healthcare oder High
Performance Chemiluminescence Film von Amersham GE Healthcare). Die Expositionszeit des Films
wurde je nach Intensitat des Signals variiert. Entwickelt wurde der Film maschinell mithilfe des
Gerats Optimax (Typon). Die Filme wurde anschliefend eingescannt und mithilfe des Programms
Imagel) im schwarz-weiRR-Kanal analysiert. Die Quantifizierung von Proteinmengen erfolgte immer in

Bezug auf eine unbehandelte Kontrolle und normalisiert auf die Ladekontrolle.
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6. Ergebnisse

6.1 Der Einfluss von Defective Ribosomal Products auf die Prasentation

von Modellantigenen

Woher Antigene stammen, die auf MHC-Klasse-I-Molekiilen prasentiert werden, ist nach wie vor
ungeklart. Im Folgenden wurde untersucht, ob die DRiP-Hypothese mithilfe eines endogen

exprimierten Modellantigens bestatigt werden kann.

6.1.1 Transiente Expression eines Modellantigens

Die Ursache von Cystischer Fibrose (CF) sind Mutationen im Gen des Chlorid-lonenkanals Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Receptor (CFTR) (Rommens et al., 1989). Das CFTR-Gen
kodiert fur ein aus ca. 1500 Aminosauren bestehendes Protein, das normalerweise in der Membran
von Epithelzellen vorkommt (Elborn, 2016). Die haufigste Mutation in Europa ist das Fehlen der
Aminosaure Phenylalanin an Position 508 (CFTRAF508) (Kopito, 1999). Diese Mutation fuhrt dazu,
dass das Protein nicht die richtige dreidimensionale Struktur erreicht und daher ein GroRteil des
Proteins sofort durch den Ubiquitin-Proteasom-Signalweg abgebaut wird (Lukacs et al., 1994, Ward
et al, 1995, Jensen et al, 1995). Sowohl Translokation und Faltung im ER als auch die
Ubiquitinylierung von CFTR scheinen kotranslational zu erfolgen(Sato et al., 1998, Kim and Skach,
2012). Wahrend das Wildtyp-CFTR (CFTRwt) zu 50 % sofort abgebaut wird, werden ca. 99 % des
CFTRAF508 (CFTRmut) sofort degradiert (Sato et al., 1998). Der sofortige Abbau durch fehlerhafte
Faltung des Proteins nach der Synthese macht CFTRmut per Definition zu einem DRiP. Daher wurde
CFTR als Modellantigen fiir die Untersuchung der Prasentation eines Antigens im Zusammenhang

mit der DRiP-Hypothese ausgewahlt.

Die Kodon-optimierten Sequenzen von CFTRwt und CFTRmut wurden jeweils in ein
Expressionsplasmid unter die Kontrolle des friihen CMV-Promotors kloniert. An das C-terminale
Ende der kodierenden Sequenz wurde die Sequenz des aus dem EBV-Protein BRLF1 stammenden
YVLDHLIVV-Epitop, im Folgenden YVL genannt, angefiigt. Das YVL-Epitop wird auf dem MHC-Klasse |
Molekiil HLA-A*0201 prasentiert. Darliber hinaus wurde fir die Detektion der CFTR-Proteine eine
aus dem EBV-Protein EBNA1 stammende, 11 Aminosduren lange Sequenz als Marker angefiigt. Zur
Detektion und Lokalisation von CFTRwt bzw. CFTRmut wurde ein weiteres Expressionsplasmid
hergestellt, das zusatzlich carboxyterminal die Sequenz von GFP enthielt und dadurch fir ein

CFTRwt-GFP bzw. CFTRmut-GFP Fusionsprotein kodierte.
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6.1.2 Expression und Lokalisation der Fusionsproteine CFTRwt-GFP und

CFTRmut-GFP

Die Expression und Lokalisation von CFTRwt bzw. CFTRmut wurde zunachst mithilfe von konfokaler
Mikroskopie untersucht.

Durchlicht DAPI GFP

Abbildung 3: CFTRwt-GFP und CFTRmut-GFP Fusionsproteine werden exprimiert und sind in der Membran
lokalisiert. Auf Deckglaschen wachsende HEK293T Zellen wurden mit je 10 pg Expressionsplasmid fiir die

Leervektor

Mart1l-GFP

CFTRwt-GFP

CFTRmut-GFP

angegebenen Fusionsproteine mithilfe von PEI transfiziert, nach 24 Stunden in eine DAPI-haltige Losung
eingebettet und unter dem Mikroskop analysiert. Mart1-GFP diente als Kontrolle flir ein membranstandiges
Protein. Jede Reihe zeigt den gleichen Bildausschnitt im Durchlicht, im DAPI-Kanal und im GFP-Kanal (v.l.n.r).
Es handelt sich jeweils um eine Einzelaufnahme in der gleichen Fokusebene. Die eingezeichneten Balken
reprasentieren jeweils eine GroRRe von 10 um.
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Hierfir wurden die GFP-Fusionsproteine in HEK293T-Zellen exprimiert und nach 24 Stunden
analysiert. Als Kontrollen dienten ein Leervektor und das Membran-standige Fusionsprotein Mart1-
GFP. Die Zellen wurden vor der Analyse mit DAPI-haltigem Medium eingebettet, wodurch die

Zellkerne angefarbt wurden.

In Abbildung 3 sind beispielhaft konfokalmikroskopische Aufnahmen der Zellen dargestellt. Sowohl
in den mit CFTRwt-GFP als auch mit CFTRmut-GFP transfizierten Zellen gab es deutliche GFP-Signale,
eine Expression der Fusionsproteine wurde hiermit nachgewiesen. Die Verteilung der CFTR-GFP-
Proteine dhnelte der Verteilung von Martl-GFP, was auf eine Lokalisation in der Zellmembran

hinwies.

6.1.3 Prdsentation des an CFTRwt bzw. CFTRmut fusionierten YVL-Epitops auf
MHC-Klasse-I-Molekiilen

Um die Prasentation des angefligten YVL-Epitops auf HLA-A*0201 zu untersuchen, wurden DG75
Zellen, die dieses HLA-Allel exprimieren, mit CFTRwt, CFTRmut, oder den jeweiligen GFP-
Fusionsplasmiden transfiziert und nach 24 Stunden mit YVL-spezifischen CD8" T-Zellen fiir 16
Stunden ko-kultiviert. Nach Aktivierung durch Antigenerkennung schiitten T-Zellen Zytokine, wie z.B.
IFNy, aus, welches quantifiziert wurde und als Indikator fiir die Prasentation der Antigene diente
(Abbildung 4A). Als Negativkontrolle dienten untransfizierte Zellen, als Positivkontrolle wurden mit

YVL-Peptid beladene APC verwendet.

Die T-Zellen erkannten sowohl APC, die mit CFTRwt und CFTRwt-GFP, als auch mit CFTRmut und
CFTRmut-GFP transfiziert worden waren, jedoch nicht untransfizierte APC. Somit dienten sowohl
CFTRwt als auch CFTRmut als Antigenquelle. Die Intensitat der T-Zell-Aktivierung durch CFTRwt-
transfizierte APC war dabei etwa genauso stark, wie die Aktivierung durch CFTRmut-transfizierte
APC. Um einen moglichen Sattigungseffekt durch zu groRe Mengen an transfizierter Plasmid-DNA
auszuschlieRen, wurden diese Experimente unter Verwendung von jeweils 3 pug CFTRwt- oder
CFTRmut-Plasmiden wiederholt (Daten nicht gezeigt). Auch unter diesen Bedingungen wurden

dhnliche Ergebnisse erhalten.

Um zu untersuchen, ob die Prozessierung von YVL-markiertem CFTRwt und CFTRmut abhangig von
TAP war (Abbildung 4B), wurden die APC zusétzlich zu den CFTR-Plasmiden mit einem Plasmid
transfiziert, das fur das EBV-Protein BNLF2a kodierte. BNLF2a ist ein beschriebener Inhibitor der
TAP-Funktion und verhindert dadurch die Prasentation von Antigenen auf MHC-Klasse-I-Molekilen

(Horst et al., 2009). Durch die Ko-Transfektion von BNLF2a mit CFTRwt und CFTRmut wurde jeweils
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die Prasentation der YVL-Epitope stark reduziert. Dies zeigte, dass die YVL-Epitope aus CFTRwt und
CFTRmut TAP-abhangig auf MHC-Klasse-I-Molekilen prasentiert wurden. Auch hier wurden mit
jeweils 3 ug CFTRwt oder CFTRmut transfizierter Plasmid-DNA die gleichen Ergebnisse erzielt (Daten

nicht gezeigt).
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Abbildung 4: CFTRwt und CFTRmut werden TAP-anhdngig auf MHC-Klasse-I-Molekiilen prasentiert. (A) DG75
Zellen wurden mit je 10 pug der angegebenen Expressionsplasmide fiir CFTRwt bzw. CFTRmut transfiziert und
nach 24 Stunden mit T-Zellen fiir 16 Stunden ko-kultiviert. AnschlieBend wurde mittels ELISA die IFNy-
Konzentration im Kulturiiberstand bestimmt. (B) Zusatzlich zu den CFTRwt- /CFTRmut-Plasmiden wurden
DG75-Zellen mit gleicher Menge eines Expressionsplasmids flir BNLF2a oder eines Leervektors transfiziert. Als
Negativkontrolle (neg. Kontrolle) dienten untransfizierte APC, als Positivkontrolle (pos. Kontrolle) dienten
untransfizierte APC, die mit Peptid beladen worden waren. Diese Versuche wurden dreimal wiederholt.
Gezeigt werden die reprdsentativen Ergebnisse eines Einzelversuchs. Die Standardabweichungen waren das
Ergebnis von Dreifach-Bestimmungen.

6.1.4 Die Faltungsmodulatoren beeinflussen die Expression der Modellproteine

Da die Ursache fur die CF die fehlerhafte Faltung des CFTR-Proteins ist, wurden niedermolekulare
Stoffe entwickelt, die die Faltung von verschiedenen mutierten CFTR-Proteinen modulieren. Fir
CFTRmut stehen einige solcher Molekiile zur Verfligung, die klinisch vielversprechendsten scheinen
VX-809 und Corr4a zu sein (Lukacs and Verkman, 2012). Das Molekil VX-809, auch Lumacaftor
genannt, befindet sich zurzeit in verschiedenen klinischen Studien in Phase 3 und soll die Faltung
wahrend der Prozessierung im ER unterstiitzen (Van Goor et al., 2011). Dagegen soll Corr4a durch
indirekte Interaktion Transport, Glykosylierung und Membranexpression von CFTRmut erhdhen
(Pedemonte et al., 2005, Wang et al., 2007). Als wirksame Konzentrationen fiir in vitro-Versuche
werden fir VX-809 0,1-3 uM (Van Goor et al., 2011) und fiir Corrda 5-30 uM angegeben (Wang et al.,
2007, Pedemonte et al., 2010).
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Um den Einfluss von VX-809 und Corrda auf die Expression von CFTRwt-GFP oder CFTRmut-GFP zu
untersuchen, wurden DG75-Zellen mit je 10 ug CFTRwt-GFP bzw. CFTRmut-GFP transfiziert und mit
verschiedenen Konzentrationen VX-809 oder Corrda fiir 24 Stunden behandelt. AnschlieBend
wurden die Zellen durchflusszytometrisch analysiert (Abbildung 5). Da der Faltungsmodulator Corrda
bereits ab Konzentrationen von 1 puM eine Toxizitdt aufwies, wurden geringere als die in der

Literatur angegebenen optimalen Konzentrationen verwendet.
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Abbildung 5: Einfluss der Faltungsmodulatoren VX-809 und Corrda auf die CFTRwt-GFP- und CFTRmut-GFP-
Proteinmengen. DG75-Zellen wurden mit 10 ug CFTRwt-GFP- oder CFTRmut-GFP-Plasmid transfiziert und mit
jeweils 10; 1; 0,1; 0,01 und 0,001 uM VX-809 oder Corr4a, beides in DMSO gel6st, fur 24 Stunden inkubiert und
anschlieBend durchflusszytometrisch analysiert. Unbehandelte Zellen und Zellen, die mit den &quivalenten
maximalen Mengen an DMSO behandelt worden waren, dienten dem Vergleich. Als Negativkontrolle (neg.
Kontrolle) dienten mit Leervektor transfizierte und als Positivkontrolle (pos. Kontrolle) Mart1-GFP-transfizierte
Zellen. In (A) und (D) ist der Anteil an lebenden Zellen, in (B) und (E) der prozentuale Anteil an GFP-positiven
Zellen unter den lebenden Zellen und in (C) und (F) die Mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der GFP-positiven
Zellen gezeigt. Diese Untersuchungen wurden fiinfmal durchgefiihrt. Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis.
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Diese Untersuchungen ergaben, dass VX-809 keine toxische Wirkung auf die transfizierten Zellen
hatte, da der Anteil lebender Zellen, verglichen mit Zellen, die nicht mit VX-809 behandelt wurden,
unveradndert war (Abbildung 5A). Dagegen stieg der Anteil an GFP-positiven Zellen in lebenden,
CFTRwt- und CFTRmut-exprimierenden Zellen (Abbildung 5B) im Vergleich zu Zellen, die mit der
dquivalenten Menge des Losungsmittels DMSO behandelt worden waren, leicht an. Ebenso stieg die
MFI der CFTRwt und CFTRmut exprimierenden Zellen (Abbildung 5C), dieser Effekt wurde jedoch
auch durch das Lésungsmittel DMSO alleine bewirkt, wenngleich nicht so stark. VX-809 bewirkte
demnach eine geringfligige Steigerung der Expression von CFTRwt-GFP und CFTRmut-GFP in DG75-

Zellen.

Ab einer Konzentration von 1 uM zeigte der Faltungsmodulator Corrd4a dagegen eine deutliche
toxische Wirkung. Der Anteil lebender Zellen (siehe Abbildung 5D) war im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle deutlich reduziert. Corrda bewirkte keinen Anstieg der GFP-positiven
Zellen, weder in CFTRwt- noch in CFTRmut-exprimierenden Zellen (Abbildung 5E). Lediglich die MFI
stieg durch die Zugabe Corrda in den beiden héchsten Konzentrationen in CFTRmut-exprimierenden
Zellen an. Doch auch dieser Effekt wurde bereits durch DMSO mit der dquivalenten Menge der
hochsten Konzentration alleine bewirkt (Abbildung 5F). Ein stabilisierender Effekt auf CFTRmut

konnte durch Corr4a daher nicht festgestellt werden.

Ahnliche Ergebnisse wurden nach Transfektion geringerer Mengen an Expressionsplasmid erhalten
(Daten nicht gezeigt), wodurch fehlende Effekte der Faltungshelfer durch massive Uberexpression

von CFTRwt und CFTRmut ausgeschlossen werden konnten.

Die Wirkung der Faltungsmodulatoren VX-809 und Corrda auf die Proteinmengen wurde zusatzlich
auch mittels Immundetektion analysiert. Dazu wurden HEK293T-Zellen mit CFTRwt- oder CFTRmut-
Plasmid transfiziert, fir 24 Stunden mit VX-809 oder Corrda in verschiedenen Konzentrationen
behandelt und die Mengen an rekombinantem CFTR-Protein danach jeweils mittels Westernblot
analysiert. Hierfir wurden der CFTR-spezifische Antikdrper 596 und ein Antikbrper gegen das

EBNA1-Epitop verwendet, welches an die Sequenz von CFTRwt und CFTRmut angefiigt worden war.

Abhdngig vom Glykosylierungsgrad der CFTR-Proteine koénnen im Westernblot drei Banden
detektiert werden. Die unglykosylierte Form, Bande A, weist im PAA-Gel eine GroRe von 130 kDA,
die teilweise glykosylierte Form, Bande B, eine GroRe von 150 kDA auf. Die vollstandig glykosylierte
Form von CFTRwt, Bande C, ist etwa 160 kDA groRR (Cheng et al., 1990, Farinha et al., 2004). Das

CFTRmut-Protein weist im Vergleich zum CFTRwt-Protein eine Reduktion der Menge der C-Bande auf
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(van Meegen et al., 2013). Der zur Detektion verwendete Antikdrper 596 erkennt sowohl CFTRmut

als auch CFTRwt-Protein (van Meegen et al., 2013).

In Abbildung 6 sind die Ergebnisse der Immundetektion (A und C) und deren Quantifizierung (B und
D) dargestellt. Mithilfe des CFTR-Antikorpers 596 wurden drei distinkte Banden in Lysaten der
transfizierten, aber nicht in denen der untransfizierten Zellen detektiert, allerdings von gréRerer als
der erwarteten GroRRe. Durch die Behandlung mit VX-809 und Corr4a kam es konzentrationsabhangig

zu einem Anstieg der Signale.
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Abbildung 6: Die VX-809- und Corr4a-Behandlung transfizierter Zellen fiihrt zu erhohten CFTRwt- und
CFTRmut-Proteinspiegeln.HEK293T-Zellen wurden jeweils mit 3 pg CFTRwt- oder CFTRmut-Plasmiden
transfiziert, anschlieBend wurden die Zellen entweder unbehandelt weiterkultiviert (unbeh.), oder mit 10; 0,1
oder 0,01 uM VX-809 oder Corrda, oder mit der jeweils hochsten dquivalenten Menge an DMSO behandelt. Die
Zellen wurden nach 24 Stunden mit RIPA-Puffer lysiert, die Zelllysate elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine
PVDF-Membran Ubertragen und die Proteine mit Antikorpern detektiert. In (A) und (C) sind die Detektion der
Proteine CFTRwt und CFTRmut durch den spezifischen CFTR-Antikorper 596 dargestellt. Die Referenzbande
basiert auf einer unspezifischen Bindung des CFTR-Antikdrpers 596 an ein Protein im Zellextrakt und wurde als
Ladekontrolle verwendet. In (B) und (D) ist die Quantifizierung dargestellt. Die jeweiligen Signale nach
Inkubation mit dem CFTR-Antikérper wurden auf die Referenzbanden bezogen und anschlieBend normalisiert
auf die Probe der unbehandelten Zellen. Als negative Kontrolle dienten die Zelllysate der untransfizierten
HEK293T-Zellen (erste Spur in A und C). Dieser Versuch wurde dreimal durchgefiihrt. Gezeigt sind
reprasentative Ergebnisse.

Die Quantifizierung der Signale fiir alle drei CFTRwt- und CFTRmut-Banden wurden

zusammengefasst, relativ zur Referenzbande gesetzt und auf das Signal des Extrakts von
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unbehandelten, das jeweilige CFTR-Protein exprimierenden Zellen normalisiert (Abbildung 6B). Die
Faltungsmodulatoren VX-809 und Corr4a hatten einen Dosis-abhangigen positiven Effekt auf die
CFTRwt-Proteinmengen, was den zuvor beschriebenen Beobachtungen entsprach und damit zu
erklaren ist, dass bei der Synthese von CFTRwt etwa zur Halfte fehlgefaltetes Protein entsteht
(Lukacs et al., 1994, Ward and Kopito, 1994). Die Quantifizierung der Proteinmengen von CFTRmut
geschah auf die gleiche Weise (Abbildung 6D) und zeigte ebenso einen Dosis-abhdngigen positiven
Effekt der Faltungsmodulatoren. Da an die CFTRwt- und CFTRmut-Sequenzen jeweils ein EBNA1-
Marker angefligt worden war, wurde der Nachweis mithilfe eines anti-EBNA1-Antikorpers
durchgefiihrt. Dabei kam es zu einer schwéacheren Detektion der gleichen Banden als mit dem

spezifischen Antikorper 596 (Daten nicht gezeigt).

Diese Untersuchungen zeigten, dass die beiden Faltungsmodulatoren VX-809 und Corrda

Konzentrations-abhangig einen positiven Effekt auf die CFTR- und CFTRmut Proteinmengen hatten.

6.1.5 Die Faltungsmodulatoren haben keinen Einfluss auf die Prasentation der

fusionierten Epitope

Im Folgenden wurde ein moglicher Effekt der Faltungsmodulatoren auf die Antigenprasentation
untersucht. Dazu wurden DG75-Zellen mit je 3 ug CFTRwt- oder CFTRmut-Plasmid transfiziert und
anschliefend fir 24 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen VX-809 oder Corrda inkubiert. Als
Vergleichsansatze dienten erneut unbehandelte Zellen bzw. mit 1 % oder 0,01 % DMSO behandelte
Zellen. Die APC wurden anschlieBend mit YVL-spezifischen CD8" T-Zellen fiir 16 Stunden ko-kultviert

und danach die IFNy-Konzentration im Kulturiiberstand bestimmt (Abbildung 7A und B).

Die Behandlung der Zellen mit Faltungsmodulatoren fiihrte zu keiner signifikanten Reduktion der T-
Zell-Erkennung, sodass insgesamt kein Effekt der Faltungsmodulatoren auf die Antigenprasentation
festgestellt werden konnte. Ahnliche Ergebnisse wurden nach Transfektion von 10 ug CFTR-

Plasmiden erhalten (Daten nicht gezeigt).

Um auszuschlieRen, dass die Faltungsmodulatoren die Antigenprasentation unspezifisch verstarkten
und dieser Effekt eine mogliche Abnahme der Prasentation des Modellantigens tUberdeckte, wurden
DG75-Zellen mit Expressionsplasmiden fir das LLW-Epitop transfiziert und vor Zugabe der LLW-
spezifischen CD8" T-Zellen wie oben beschrieben mit den Faltungshelfern behandelt (Daten nicht
gezeigt). Ahnlich wie bei CFTR-transfizierten Zellen bewirkte die Zugabe von 1 % DMSO einen
leichten Anstieg in der T-Zell-Erkennung, ebenso die Behandlung mit der héchsten Konzentration an

VX-809, was wahrscheinlich auf das enthaltene DMSO zuriickzufiihren war. Eine allgemeine
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Verstarkung der Antigenprasentation durch die Faltungsmodulatoren wurde jedoch nicht

beobachtet.
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Abbildung 7: Die Faltungsmodulatoren VX-809 und Corr4a haben keinen Effekt auf die Antigenprasentation.
DG75-Zellen wurden mit je 3 pg CFTRwt- oder CFTRmut-Plasmid transfiziert und anschlieRend mit steigenden
Mengen (10; 1; 0,1; 0,01 und 0,001 pM) an VX-809 (A) oder Corrda (B) behandelt oder unbehandelt (unbeh.)
belassen, oder mit der Hochstmenge an Losungsmittel (DMSO) fiir 24 h inkubiert. Am nachsten Tag wurden die
APC fiir 16 Stunden mit YVL-spezifischen CD8" T-Zellen ko-kultiviert und anschlieRend die Mengen des T-Zell-
Aktivierungsmarkers IFNy im Uberstand mithilfe eines ELISA quantifiziert. Als Negativkontrollen (neg.
Kontrolle) dienten untransfizierte Zellen und als Positivkontrollen (pos. Kontrolle) untransfizierte Zellen, die
mit YVL-Peptid beladen worden waren. Die Quantifizierung der T-Zell-Erkennung erfolgte durch die Messung
der IFNy-Menge im Uberstand der Ko-Kultur mithilfe von ELISA. Diese Versuche wurden viermal wiederholt.

Dargestellt ist das reprasentative Ergebnis eines Versuches, die Standardabweichungen ergaben sich aus
Dreifach-Bestimmungen.

Diese Ergebnisse lieferten somit keine Hinweise auf eine Rolle von DRiP in der Prasentation von CFTR
und sprachen gegen einen unmittelbaren Zusammenhang zwischen der Stabilitat neusynthetisierter

Proteine und der Antigenprasentation.

6.2 Die Bedeutung der pra-mRNA als mogliche Antigenquelle

Die Untersuchungen mit dem Modellantigen CFTR und seiner Mutante lieferten keine Hinweise auf
eine Allgemeingiiltigkeit der DRiP-Hypothese. Daher sollte im Folgenden die Bedeutung von

Translationsprodukten als Antigenquelle untersucht werden, die von pra-mRNA abstammen.

6.2.1 Expressionssystem zur Untersuchung des Einflusses von pra-mRNA

Fir die Untersuchung des Einflusses von pra-mRNA auf die Antigenprasentation wurde BZLF1, ein
aus EBV-stammendes Transaktivator-Protein, als Modellantigen verwendet. BZLF1 ist ein
immundominantes Antigen der Virus-spezifischen CD8" T-Zellantwort. Fiir diese Untersuchungen
standen zwei BZLF1-spezifische CD8" T-Zellklone zur Verfiigung, die die T-Zell-Epitope VQTAAAVVF in
Exon 1 (im Folgenden VQT genannt) und RAKFKQLL in Exon 2 (im Folgenden RAK genannt) erkennen.

Das BZLF1-Gen besteht aus 3 Exons und 2 Introns. Die genomische DNA-Sequenz von BZLF1 wurde
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auf unterschiedliche Weise verandert, in Abbildung 8 sind die fiir BZLF1 kodierenden Sequenzen und
die eingeflihrten Veranderungen graphisch dargestellt. In die Sequenz des ersten Introns wurde in
den Mutanten 1-8 (M1-M8) das T-Zell-Epitop LLWTLVVLL (im Folgenden LLW genannt) eingefiigt.
Dieses Epitop stammt aus dem EBV-Protein LMP2A. LLW-spezifische CD8" T-Zellen waren in der
Arbeitsgruppe ebenfalls vorhanden. Die kombinatorische Analyse der Prasentation aller drei Epitope
durch T-Zellen ermdglichte es, den Beitrag von pra-mRNA-Translationsprodukten zum Antigenpool

zu ermitteln.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des BZLF1 Gens und der eingefiihrten Veranderungen.Das BZLF1-Gen
besteht aus drei Exons und zwei Introns (BZ-wt). Die T-Zellepitope VQT (grin hinterlegt) und RAK (blau
hinterlegt) befinden sich in Exon 1 und Exon 2. Das aus LMP2A stammende Epitop LLW (rot hinterlegt) wurde
bei den Mutanten M1-M8 in das erste Intron eingefligt. Der Pfeilkopf markiert die Deletion einzelner Basen.
Dadurch entstandene Verschiebungen in den Leserastern sind zusatzlich mit einem roten Strich
gekennzeichnet. Wegen der vorgeschalteten Einzelbasen-Deletionen kommt es nicht zur Translation des LLW-
Epitops in M6 und M8 (mit XXX und einem rosa Hintergrund angezeigt) bzw. des RAK-Epitops in M6, M7 und
M8 (mit XXX und einem hellblauen Hintergrund angezeigt). Die erwarteten Genprodukte sind grau hinterlegt.

In M1 befindet sich LLW im gleichen Leserahmen wie Exon 1 und 2, in M2, M3 und M4 wurde das
Leseraster durch Deletionen verschoben. In M2 wurde die Deletion vor LLW eingefligt, sodass sich

LLW nicht mehr im gleichen Leserahmen wie VQT befand. Durch diese Deletion konnte allerdings
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LLW ausgehend von einem in Intron 1 gelegenen Startkodon translatiert werden. Deshalb wurde in
M4 eine zweite Deletion vor LLW eingefiihrt, sodass das vor LLW liegende, interne Startkodon nicht
mehr zur Translation von LLW fiihren konnte. In M3 lag die Deletion hinter LLW, sodass sich LLW mit

VQT, aber nicht mit RAK im gleichen Leseraster befand.

Die Mutanten M5-M8 entsprachen M1-M4, jedoch wurden hier zusatzlich zu den bisher
beschriebenen Verdanderungen die SpleiR-Sequenzen mutiert, sodass Intron 1 nicht mehr heraus
gespleillit und daher Teil der mRNA wurde. Diese Verdanderung erfolgte in allen vier Konstrukten auf
die gleiche Weise: in SpleiR-Donor-Sequenz (GTA zu TCA) und SpleiR-Akzeptor-Sequenz (GAG zu

CAA) wurden jeweils Punktmutationen eingefihrt.

Durch diese Splei-Sequenz-Mutationen kam es bei M6, M7, M8 in Kombination mit den
Leserasterverschiebungen zur Entstehung von Stoppkodons innerhalb des zweiten Exons. Durch die
Verschiebung des Leserahmens in M6 befand sich die kodierende Sequenz fir das LLW-Epitop in
einem anderen Leserahmen als das Epitop VQT, besal} aber ein alternatives AUG-Initiationskodon.
Die Sequenz M8 dagegen enthielt durch das Einfligen der zweiten Leserahmenverschiebung kein
weiteres AUG-Intiationskodon und das Epitop LLW befand sich nicht im gleichen Leserahmen wie

das VQT-Epitop.

6.2.2 Die SpleiBmutationen reduzieren die Proteinexpression

Der Nachweis der Proteinexpression der verschiedenen BZLF1-Konstrukte erfolgte nach transienter
Transfektion der Konstrukte in DG75- oder HEK293T-Zellen mittels Western-Blot (Abbildung 9). Zur

Detektion der BZLF1-Proteine wurde ein N-terminal bindender Antikérper verwendet.

Abbildung 9: Der Nachweis der
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25 - Proteine mithilfe eines N-terminal
bindenden BZLF1-spezifischen
35 oo0® ~ o e osiniy
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In beiden Zelllinien konnten BZLF1-Wildtyp (BZ-wt) und M1-M4 nachgewiesen werden. Die Proteine
M5-M8 konnten in DG75-Zellen jedoch kaum (M5) bzw. nicht (M6, M7 und M8) detektiert werden.
Allerdings gelang der Nachweis dieser Proteine in HEK293T-Zellen, vermutlich aufgrund der héheren
Transfektionseffizienz. Im Falle von M5 wurde eine Proteinbande mit einem groReren
Molekulargewicht als BZ-wt detektiert, da durch die Mutation der Splei3-Sequenzen auch Intron 1
translatiert wurde. Bei M6, M7 und M8 kam es zur schwachen, jedoch nachweisbaren Expression

von kleineren Proteinen, da hier Teile von Exon 2 und 3 fehlten.

6.2.3 Die SpleiBmutationen beeinflussen die mRNA-Menge

Parallel zur Proteinexpression wurden auch die mRNA-Mengen von BZ-wt und den Varianten M1-M8
in transfizierten Zellen untersucht, um zu Uberprifen, ob die Mutationen einen Einfluss auf die

mRNA Stabilitat hatten.

Hierfir wurde 24 Stunden nach Transfektion von DG75-Zellen die RNA isoliert, mithilfe von Oligo-dT-
Primern die mRNA revers transkribiert und die BZLF1-Transkriptmengen relativ zu den
Transkriptmengen der Referenzgene HMBS, HPRT1 und YWHAZ mithilfe von gPCR bestimmt und auf
die Mengen der mRNA von BZwt normalisiert. Die Oligonukleotide fiir die gPCR waren

komplementar zu Sequenzen in Exon 2 und Exon 3 von BZLF1.

2.0+

relative BZLF 1-mRNA-Mengen,
normalisiert

M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7
M8

3
N
o0

neg. Kontrolle

Abbildung 10: Die relativen BZLF1-Transkriptmengen werden durch die eingefiihrten Mutationen beeinflusst.
DG75-Zellen wurden mit den angegebenen Plasmiden transfiziert. Als Negativkontrollen (neg. Kontrolle)
dienten untransfizierte Zellen. Nach 24 Stunden wurde die RNA extrahiert, die mRNA mithilfe von Oligo-dT-
Primern revers transkribiert und anschliefend mit spezifischen BZLF1-Olikonukleotiden in der quantitativen
real-time PCR vervielfdltigt. Die Mengen der BZLF1-mRNA wurden in Relation zur mRNA der Referenzgene
HMBS, YWHAZ und HPRT1 gesetzt. Zusatzlich wurden die jeweiligen mRNA-Mengen auf die Menge der BZwt-
mRNA normalisiert. Diese Quantifizierung erfolgte in vier unabhdngigen Versuchen, dargestellt ist ein
reprasentatives Ergebnis.

Wie in Abbildung 10 gezeigt, wurden etwa doppelt bis dreifach so viele BZLF1-Transkripte in mit BZ-

wt, M1, M2 oder M3 transfizierten Zellen detektiert, wie in Zellen, die mit den M4- bis M8-
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Expressionskonstrukten transfiziert worden waren. Wieso die Transkriptmengen variierten, ist
momentan noch unklar. Eine mogliche Erklarung fur die geringeren mRNA Spiegel von M6-M8
kénnte in der Generierung eines Stoppkodons in Exon 2 durch die eingefiihrte
Leserasterverschiebung und den dadurch zu erwartenden Nonsense-mediated decay (Brogna and

Wen, 2009) der mRNAs liegen.

6.2.4 Pra-mRNA:s stellen keine effiziente Quelle fiir Antigene dar

Um festzustellen, ob pra-mRNAs als Quelle fiir Antigene dienen kdnnen, wurden DG75-Zellen mit
den verschiedenen BZLF1-Konstrukten sowie den restringierenden HLA-Molekdilen transfiziert. Nach
24 Stunden wurden die APC entweder mit RAK-, LLW-, oder VQT-spezifischen CD8" T-Zellen fiir 16
Stunden ko-kultiviert und danach die IFNy-Konzentration im Kulturiberstand bestimmt. Die
Erkennung durch VQT-spezifische T-Zellen wurde zur Normalisierung der Erkennung durch RAK-
spezifische und LLW-spezifische T-Zellen verwendet, da das VQT-Epitop in allen verwendeten DNA-
Konstrukten vorhanden war. Somit wurden mogliche Schwankungen in der Transfektionseffizienz
ausgeglichen. Die Quantifizierung der VQT-Erkennung ist in Abbildung 11A und die Ergebnisse der
Normalisierung sind in Abbildung 11B dargestellt.

Die Erkennung der verschiedenen Transfektanten durch VQT-spezifische CD8" T-Zellen korrelierte

dabei weder mit den Protein- noch den mRNA-Mengen.

Die RAK-spezifischen T-Zellen erkannten mit BZ-wt, M1, M2, M3, M4 und M5 transfizierte, aber nicht
mit M6, M7 oder M8 transfizierte Zielzellen. Eine Prasentation des RAK-Epitops erfolgte also nur,
wenn die SpleiR-Sequenzen nicht mutiert waren (BZ-wt, M1-4), oder wenn nach Mutation der

SpleiR-Sequenzen der Leserahmen gewahrt wurde (M5).

Dagegen erkannten die LLW-spezifischen T-Zellen nur APC, die mit M5, M6, M7 oder M8 transfiziert
worden waren. Die APC prasentierten folglich nur dann das LLW-Epitop, wenn die SpleiR-Sequenzen
mutiert waren. Laut der pra-mRNA-Theorie miisste ebenso eine Prasentation des LLW-Epitops in den
Ubrigen Mutanten erfolgen, dies war aber nicht der Fall. Diese Ergebnisse deuteten daher nicht

darauf hin, dass die pra-mRNA eine bedeutende Quelle flr Antigene darstellt.

Im Vergleich zu M5, M6 und M7 war die Prasentation des LLW-Epitops nach Transfektion von M8
sehr gering. In M6 und M8 befindet sich das LLW-Epitop nicht im gleichen Leserahmen wie das VQT-

Epitop und beide Konstrukte unterscheiden sich nur in der Deletion einer Base vor dem LLW-Epitop.

Die deutlich bessere Erkennung von M6 im Vergleich zu M8 beruht vermutlich auf dem AUG-

Intiationskodon vor dem LLW-Epitop in M6. Durch die zusatzliche eingefiihrte Deletion in M8 kommt
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es zwischen diesem Initiationskodon und dem LLW-Epitop zu einer Leserasterverschiebung. Im Falle
von M8 wurde die Translation von LLW vermutlich an einem weiter 5 gelegenen und womadglich

weniger effizienten Startkodon initiiert.
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Abbildung 11: Intron-kodierte T-Zellepitope werden nicht effizient auf MHC-Klasse-l-Molekiilen prasentiert.
DG75-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fir HLA-BO801 und HLA-B1501 sowie BZ-wt, M1, M2, M3, M4,
M5, M6, M7 oder M8 ko-transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit verschiedenen CD8" T-Zellen fiir
16 Stunden ko-kultiviert. Die Menge an IFNy in den Uberstanden der Ko-Kulturen wurden mithilfe von ELISA
quantifiziert. Die Erkennung durch die VQT-spezifischen CD8" T-Zellen ist in (A) dargestellt. Die Signale von RAK-
spezifischen CD8" T-Zellen und LLW-spezifischen CD8" T-Zellen wurden jeweils auf die Signale der VQT-
spezifischen CD8" T-Zellen relativiert (B). Als Positivkontrolle (Peptid) dienten Peptid-beladene DG75-Zellen, die
nur mit den HLA-Molekilen transfiziert worden waren. Als Negativkontrolle (neg. Kontrolle) dienten mit HLA-
Molekdilen transfizierte DG75-Zellen, dargestellt ist diese nur in (A). Die Versuche wurden mindestens dreimal
durchgefiihrt.Gezeigt sind die reprasentativen Ergebnisse eines Einzelversuchs. Die Standardabweichungen
beruhen auf Doppel-Bestimmungen.
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6.3 Der Einfluss der 3’ untranslatierten Regionen auf die Prasentation von

Modellantigenen

Neben der fehlenden Korrelation der Antigenprasentation mit der Proteinmenge lieferten die
Versuche zur Rolle der pra-mRNA auch keine Hinweise auf eine Korrelation der Antigenpradsentation

mit der Transkriptmenge.

6.3.1 Modulation der mRNA-Stabilitdt durch unterschiedliche 3’ untranslatierte

Regionen

Um den Einfluss der mRNA-Stabilitdat auf die Prasentation von BZLF1 zu untersuchen, ohne
Modifikationen im kodierenden Bereich einzufiihren, wurde an die genomische Sequenz von BZLF1
die 3’untranslatierten Regionen (3‘UTR) von IFNy und B-Globin angefiigt, fiir die destabilisierende
bzw. stabilisierende Eigenschaften auf die jeweilige mRNA beschrieben wurden (Yu and Russell,

2001, Mavropoulos et al., 2005, Jiang et al., 2006).

Die 3‘UTR vieler mRNAs enthalten sogenannte AU-reiche Elemente (ARE), die sowohl die Stabilitat
als auch die Effizienz der mRNA Translation beeinflussen konnen (Anderson, 2010). Fiir die IFNy
3‘UTR ist beschrieben, dass das Enzym GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase) durch
das Binden bestimmter ARE die Translation der IFNy mRNA negativ beeinflusst (Nagy and Rigby,
1995, Chang et al., 2013). In der IFNy-3‘UTR sind zwei ARE beschrieben (Villarino et al., 2011). Zur
Untersuchung des Einflusses der Bindung von ARE in der IFNy-3‘UTR auf die Prdsentation von

Antigenen wurden diese mutiert (AREm).

Die Expression dieser Konstrukte erfolgte nach transienter oder stabiler Transfektion von Zielzellen.
Die hierfiir verwendeten Expressionsplasmide sind in Abbildung 12A und B, die verwendeten 3‘UTR
sind in Abbildung 12C dargestellt. Im Gegensatz zu transient transfizierten Zellen erméglichte die
konditionale Expression der BZLF1-Varianten in stabilen Transfektanten eine genaue Untersuchung

der Stabilitat der mRNA nach Abschaltung der Expression.

Grundlage fir die Induzierbarkeit ist ein Tetracyclin-abhangiger Promotor (Tet-Promotor), der durch
Zugabe von Tetracyclin oder dessen Derivat Doxycyclin eingeschaltet und durch Auswaschen wieder
abgeschaltet werden kann. Der Promotor ist bidirektional und aktiviert gleichzeitig die auf beiden
Seiten des Promotors liegenden Gene, zum einen BZLF1 mit den verschiedenen 3‘UTR und zum
anderen das Membranprotein NGFR und das Indikatorprotein GFP, die von einer bi-cistronischen

RNA translatiert werden. Der plasmidale Replikationsursprung oriP sowie EBNAl1 von EBV
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gewadhrleisten den Verbleib des Plasmids in transfizierten Zellen als Episom, ein Puromycin-

Resistenzgen ermdglicht die Selektion transfizierter Zellen.

A
CMV-Promotor BZLF1 A A
Exonl Intron1 Exon2 Intron2 Exon3 FUTR
B
GFP NGFR Tet-Promotor BZLF1
e YA A
J [ J
Exonl Intron1 Exon2 Intron2 Exon3 FUTR

FUTR Struktur

HZLF1-wt AAAAAAA...

B-Globin | 132bp |ansasa.

IFNy ‘ 583 bp |M.AMAA.

IFNvAREm l:.:. 583 bp |AAMAM

Abbildung 12: Schematische Darstellung der BZLF1-Expressionskonstrukte und der verschiedenen 3‘UTRs.
Das BZLF1-Gen besteht aus drei Exons und zwei Introns. Unmittelbar an das letzte Exon wurden die
verschiedenen 3‘UTR angefiigt. In den flr die transiente Transfektion verwendeten Plasmiden (A) befanden
sich die verschiedenen BZLF1-Varianten unter der Kontrolle des konstitutiv aktiven CMV immediate early
Promotors. Fir die konditionale Expression der BZLF1-Varianten in stabil transfizierten Zelllinien wurden die
verwendeten Konstrukte unter die Kontrolle des Tetracyclin-induzierbaren, bi-direktionalen (Tet) Promotors (B)
gestellt. Die Struktur der angefligten 3‘UTR BZLF1-wt, B-Globin, IFNy und IFNYAREm ist in (C) schematisch
dargestellt. Unterhalb aller vier 3‘UTR folgte eine BGH-Poly-A-Sequenz, die flr die Polyadenylierung der RNA
sorgte. Die in der IFNy-3‘UTR eingefiihrten Mutationen in den AU-reichen Elementen (AREm) sind rot
gekennzeichnet.

6.3.2 Der Einfluss der unterschiedlichen 3’UTR auf die Prasentation des

Modellantigens

Der Einfluss von verschiedenen 3‘UTR auf die Prasentation des Modellantigens wurde zundchst nach
transienter Transfektion von DG75-Zellen untersucht. Neben den verschiedenen BZLF1-Konstrukten
wurden zwei verschiedene Konstrukte ko-transfiziert. Eines kodierte fir das Restriktionsmolekiil
HLA-B*0801. Ein zweites diente der Normalisierung der Transfektionseffizienz und kodierte fir das
aus LMP2A stammende und auf HLA-A*0201 prasentierte T-Zellepitop LLW. Die Erkennung des LLW-
Epitops durch spezifische CD8" T-Zellen wurde als Surrogat fiir die Effizienz der Transfektion

verwendet.

Wahrend die Prasentation des Kontrollepitops kaum variierte, wurde die Effizienz der Prasentation

des BZLF1-RAK Epitops von der angefligten 3‘UTR beeinflusst (Abbildung 13A). Die auf die
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Transfektionskontrolle normalisierten Werte fiir die Prasentation von RAK (Abbildung 13B) zeigten

eine deutliche Abnahme in der T-Zellerkennung nach der Transfektion des Konstrukts mit der IFNy-

3‘UTR.
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Abbildung 13: Die Prasentation des RAK-Epitops variiert in Abhingigkeit von der 3‘UTR. DG75-Zellen wurden
mit Expressionskonstrukten fir HLA-B*0801, LLW-Epitop und die BZLF1-Varianten mit den unterschiedlichen
3’UTRs (BZ-wt, BZ-B-Globin, BZ-IFNy, BZ-IFNYAREm) ko-transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit
verschiedenen T-Zellen fiir 16 Stunden ko-kultiviert. (A) Die Menge an GM-CSF in den Uberstanden der Ko-
Kulturen wurden mithilfe von ELISA quantifiziert. Als Positivkontrollen (pos. Kontrolle) dienten Zellen, die nur
mit dem Expressionskonstrukt fiir das restringierende HLA-Molekiil B*0801 transfiziert und mit RAK-Peptid
beladen worden waren. (B) Die Erkennung durch die RAK-spezifischen T-Zellen wurde mithilfe der
Transfektionskontrolle (LLW-spezifische T-Zellen) normalisiert. Diese Versuche wurden dreimal wiederholt,
gezeigt werden die reprdsentativen Ergebnisse eines Einzelversuchs. Die Standardabweichungen waren das
Ergebnis von Doppel-Bestimmungen.

Parallel dazu wurde die Antigenprasentation der stabil transfizierten Zelllinien untersucht. Hierflr
wurden die Zellen mit verschiedenen Mengen Doxycyclin behandelt. Nach 24 Stunden wurde das
Doxycyclin durch Waschen entfernt und die Zellen mit den VQT-spezifischen CD8" T-Zellen ko-
kultiviert. Die Erkennung durch die T-Zellen ist in Abbildung 14A dargestellt. Die Erkennung und
somit die Prasentation des BZLF1-Antigens korrelierte mit der fiir die Induktion verwendeten Menge

an Doxycyclin. Die Intensitdt der Antigenprdsentation variierte jedoch von Zelllinie zu Zelllinie.

Da diese Zelllinien unabhdngig voneinander etabliert worden waren, waren Unterschiede im
proportionalen Anteil und in der Induzierbarkeit der transfizierten Zellen moglich. Deshalb wurde
parallel zur Antigenprasentation die Induzierbarkeit der Zelllinien anhand des GFP-Signals

durchflusszytometrisch bestimmt (Abbildung 14B).

Der Anteil an GFP-positiven Zellen variierte zwischen den verschiedenen Zelllinien, korrelierte aber

mit der T-Zellerkennung. Da Antigenprdsentation und GFP-Expression nicht miteinander verrechnet
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werden konnten, konnten in diesem stabilen Zellsystem keine Aussagen zu Unterschieden in der

Antigenprasentation gemacht werden.
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Abbildung 14: Antigenprasentation und GFP-Signal korrelieren mit der Doxycyclin-Induktion der stabil
transfizierten Zelllinien.Die mit BZ-wt-, BZ-B-Globin-, BZ-IFNy- und BZ-IFNYAREm-3‘UTR stabil transfizierten
Zelllinien wurden nicht (-) oder mit 100, 200, 300 und 400 ng/ml Doxycyclin fir 24 Stunden behandelt und
anschlieBend gewaschen. (A) Ein Teil der Zellen wurde mit VQT-spezifischen CD8" T-Zellen fiir 16 Stunden ko-
kultiviert. Die Menge des von den T-Zellen ausgeschitteten IFNy wurde mithilfe eines ELISA bestimmt. Die
Standardabweichungen ergaben sich aus Dreifach-Bestimmungen. (B) Ein anderer Teil der induzierten Zellen
wurde durchflusszytometrisch untersucht. Dargestellt ist der Anteil GFP-positiver Zellen. Die parallelen
Untersuchungen beider Parameter wurden jeweils dreimal durchgefiihrt, dargestellt ist das Ergebnis eines
reprasentativen Versuchs.

6.3.3 Der Einfluss der 3’UTR auf die Protein-Expressionslevel

Da nach transienter Transfektion die Antigenprasentation in Abhangigkeit von den angefligten 3‘'UTR
variierte, wurde untersucht, ob auch die Proteinexpression unterschiedlich war. Wie zuvor wurden
DG75-Zellen mit den verschiedenen Plasmiden transfiziert. Ebenso wurden die stabilen GBW3-
Zelllinien mit Doxycyclin induziert und die Zellen jeweils nach 24 Stunden lysiert. Mittels Western-
Blot-Analysen wurden die Mengen an BZLF1, a-Tubulin (Abbildung 15A) und GFP (Daten nicht

gezeigt) bestimmt.
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Sowohl in den transient wie auch in den stabil transfizierten Zellen bewirkte BZ-B-Globin-3‘UTR eine
hohere Proteinexpression als die drei anderen 3‘UTR (Abbildung 15A und Daten nicht gezeigt), was
besonders nach Normalisierung der Signale auf die Ladekontrolle o-Tubulin mithilfe des
Bildbearbeitungsprogramms Imagel sichtbar wurde (Abbildung 15B und C). BZ-IFNy-3‘UTR fihrte
nicht zu niedrigeren BZLF1-Proteinmengen, obgleich die Prasentation des RAK-Epitops in den
transient transfizierten Zellen verringert war. Die durch die 3’UTR bedingten Unterschiede in den

BZLF1-Expressionsniveaus korrelierten somit nicht mit der Antigenprasentation.
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Abbildung 15: Die BZLF1 Proteinexpression in Abhdngigkeit von den 3‘ UTRs. (A) DG75 Zellen wurden mit den
vier verschiedenen BZLF1-3‘UTR-Plasmiden (BZ-wt, BZ-B-Globin, BZ-IFNy, BZ-IFNYAREm) transfiziert und die
Zellen 24 Stunden spater lysiert. Die Zelllysate wurden elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Membran
Ubertragen und mit BZLF1-spezifischen (BZLF1) bzw. a-Tubulin-spezifischen (a-Tubulin) Antikérpern inkubiert.
(B) Die Intensitat der Signale wurde mithilfe des Bildbearbeitungsprogramms Imagel quantifiziert. Das BZLF1-
Signal wurde auf das Signal der Ladekontrolle a-Tubulin bezogen und auf das Signal der BZLF1-Wildtyp (BZwt)-
Probe normalisiert. In (C) wurden stabil transfizierte GBW3-Zellen fiir 24 Stunden mit jeweils 200 ng/mL
Doxycyclin induziert und anschlieRend lysiert. Nach elektrophoretischer Auftrennung wurden BZLF1, GFP und
a-Tubulin mittels spezifischer Antikérper in den Lysaten nachgewiesen. Dargestellt ist die Quantifizierung der
Mengen an BZLF1-Protein bezogen auf a-Tubulin und GFP und normalisiert auf die BZwt-Probe. (A) und (B)
wurden dreimal und (C) zweimal durchgefihrt. Gezeigt sind reprasentative Ergebnisse.

6.3.4 Die Stabilitdt der mRNA ist abhangig von der 3’UTR

SchlieBlich wurde der Einfluss der verschiedenen 3‘UTR auf die Stabilitdt der mRNA bestimmt, indem
die mRNA-Mengen in den vier GBW3-Zelllinien zu verschiedenen Zeitpunkten nach Induktion
analysiert wurden. Hierfiir wurden die Zellen fiir 24 Stunden mit Doxycyclin induziert, anschliefend
gewaschen und zum Zeitpunkt 0, 8 und 24 Stunden geerntet. Nach reverser Transkription wurde die
Menge an BZLF1-mRNA, GFP-mRNA, und mRNA der drei Referenzgene HMBS, YWHAZ und HPRT1

durch gPCR bestimmt.
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Abbildung 16A zeigt die Menge an BZLF1- und GFP-mRNA relativ zur mRNA-Menge der
Referenzgene. Aufgrund unterschiedlicher Transfektionsraten variierte die Menge der BZLF1-mRNA
und der GFP-mRNA zwischen den GBW3-Zelllinien deutlich. Deshalb wurde die Menge der BZLF1-
mRNA in Relation zur Menge der GFP-mRNA gesetzt. Um die Stabilitdit der mRNA zu analysieren,
wurde zuséatzlich die mRNA-Menge jeder Zelllinie auf die Menge zum Zeitpunkt der Induktion (O

Stunden) normalisiert (siehe Abbildung 16B).
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Abbildung 16: Die 3’UTRs beeinflussen die Stabilitdt der BZLF1 mRNAs. Die mit den verschiedenen BZLF1-
Konstrukten stabil transfizierten GBW3-Zellen wurden fiir 24 Stunden mit je 200 ng/mL Doxycyclin induziert,
dann wurde das Doxycyclin ausgewaschen und zu den Zeitpunkten 0, 8 und 24 Stunden nach Induktion Proben
entnommen. Die RNA dieser Proben wurde extrahiert, mithilfe von Oligo-dT-Nukleotiden revers transkribiert
und die cDNA mittels gPCR quantifiziert. (A) zeigt die Abundanz der BZLF1-mRNA und GFP-mRNA relativ zu den
Referenzgenen. In (B) wurde die Menge der BZLF1-mRNA auf die Menge der GFP-mRNA bezogen und auf den
Zeitpunkt 0 Stunden normalisiert. Die Bestimmung der mRNA-Mengen fiir die Zeitpunkte 0, 8 Stunden nach
Induktion wurde insgesamt dreimal durchgefiihrt, einmal davon wurde zusatzlich der Zeitpunkt 24 Stunden
nach Induktion bestimmt.

Die Menge der mRNA von BZ-B-Globin-3‘UTR unterschied sich 8 und 24 Stunden nach der Induktion
nicht von der Menge der BZ-wt-mRNA, in beiden Fallen war diese stabiler als die GFP-mRNA. Im
Gegensatz dazu war die Menge der mRNA von BZ-IFNy-3‘UTR 8 und 24 Stunden nach Induktion

relativ zur Menge der GFP-mRNA geringer. Bezogen darauf war die Menge der mRNA mit mutierter
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BZ-IFNy-3‘UTR 24 Stunden nach Induktion deutlich erhéht. Im Vergleich zur unmutierten BZ-IFNy-
3‘UTR stabilisierte folglich die Mutation der ARE in der BZ-IFNYAREmM-3‘UTR die mRNA.

Diese Unterschiede in der Stabilitdt der mRNAs korrelierten nur scheinbar mit der unterschiedlichen
Prasentation der Antigene nach transienter Transfektion der verschiedenen 3’UTR-Konstrukte. Die
geringere Antigenprdsentation nach Expression von BZ-IFNy-3‘UTR korrelierte zwar mit der
geringeren Stabilitdt der mRNA. Dagegen war die T-Zellerkennung von BZ-wt und BZ-IFNYAREm-
3‘UTR transfizierter Zellen nahezu identisch, obwohl die BZ-IFNYAREm-3‘UTR mRNA eine deutlich
geringere Stabilitat aufwies. Die Ergebnisse zeigen daher, dass die Antigenprasentation nicht strikt
von der Abundanz der mRNA abhangig sein konnte, sondern mit der 3‘UTR der mRNA im

Zusammenhang stand.

6.4 Untersuchung des Einflusses von flankierenden Sequenzen auf die
Antigenprasentation eines Modellantigens auf MHC-Klasse-II-

Molekiilen

In vorangegangenen Untersuchungen der Arbeitsgruppe wurden Parallelen in der Prasentation von
intrazelluldaren Antigenen auf MHC-Klasse-lI- und MHC-Klasse-lI-Molekilen festgestellt. In beiden
Fallen werden hauptsachlich neusynthetisierte Antigene prasentiert und in beiden Fallen wird die
Prasentation durch Polyubiquitinylierung gesteuert, wobei die Ubiquitinylierung nicht am Antigen
selbst erfolgt (Pfister, 2012, Fiebiger, 2013). Deshalb wurde postuliert, dass Antigene, die endogen
auf MHC-Klasse-I- oder MHC-Klasse-lI-Molekiilen prasentiert werden, von einem Adaptermolekdl

gebunden werden, welches die Ubiquitin-abhangige Prasentation vermittelt.

Damit Antigene von diesem hypothetischen Adapterprotein gebunden werden kdnnen, sollten sie
eine gewisse Lange und bestimmte biochemische Eigenschaften aufweisen. Um die Hypothese des
Adapterproteins zu testen, wurde im Folgenden untersucht, ob Antigene eine bestimmte Lange oder
Aminosaure-Sequenz besitzen missen, um effizient auf MHC-Klasse-lI-Molekiilen prasentiert zu

werden.
6.4.1 Endogene Expression von modifizierten und verkiirzten NeoR-Proteinen
und deren Auswirkungen auf die MHC-Klasse-Il Prasentation

Fir diese Untersuchungen wurde das aus Bakterien stammende Protein Neomycin-

Phosphotransferase Il (NeoR) als Modellantigen verwendet. Nach Expression von NeoR in APC wird
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das Epitop mit der Sequenz DRYQDIALATRDIA (DRY) auf HLA-DPB1*0301 prasentiert, was mit Hilfe

von DRY-spezifische CD4" T-Zellen (iberpriift werden konnte.

Um zu untersuchen, ob die Prdsentation des Antigens durch Verdnderungen am Protein beeinflusst
werden, wurden APC mit verschiedenen NeoR-Varianten transfiziert und nach 24 Stunden mit den

DRY-spezifischen CD4" T-Zellen ko-kultiviert.

— [DRYQDIALATRDIA | |- NeoR 291AS
— |DRYQDIALAARDIA| — NeoRACKST 291AS
IMDRYQDIALATRDIA] |- DRY+62 AS NeoR 77AS
IMDRYQDIALAARDIA| |— DRY+62 AS NeoRACKST 77AS

M DRYQDIALATRDIA | —— DRY+41 ASNeoR 56 AS
IM[DRYQDIALATRDIA | ——— DRY+30 AS NeoR 45 AS
IM[DRYQDIALATRDIA| ~ |———— DRY+15 ASNeoR 30AS

IM| DRYQDIALATRDIA|—————— DRY 15AS
———{invariante Kette M|DRYQDIALATRDIA|——  li+DRY 100 AS

[kFERQ M|DRYQDIALATRDIA|———— KFERQ+DRY 25AS

| 3xKFERQ M|DRYQDIALATRDIA|—— — 3xKFERQ+DRY 37AS

Abbildung 17: Schematische Darstellung der verschiedenen NeoR-Konstrukte. Die Sequenzen sind mit dem
Ein-Buchstaben-Code fiir Aminosduren beschriftet. Das DRYQDIALATRDIA-Epitop (DRY), das auf HLA-
DPB1*0301 prasentiert wird, ist blau hinterlegt. Die Lange der Sequenz in Aminosduren (AS) ist jeweils rechts
neben dem Konstrukt angegeben. ACKST beschreibt die Mutation der gesamten Sequenz, bei der alle
ubiquitinylierbaren Aminosauren (C = Cystein, K = Lysin, S = Serin und T = Threonin) zu Argininen oder Alaninen
mutiert waren. Alle Leserahmen beginnen mit dem Initiationskodon Methionin (M). Der Name der Konstrukte
beschreibt, wie viele Aminosduren an welche Position der NeoR-Sequenz angefiigt wurden. Mit |i ist die
Invariante Kette annotiert. KFERQ ist die Erkennungssequenz fiir die Chaperon-assistierte Autophagie, 3x
KFERQ ist die dreifache Wiederholung dieser Sequenz.

Die verwendeten NeoR-Varianten sind in Abbildung 17 und die Quantifizierung der Aktivierung der
T-Zellen in Abbildung 18 dargestellt. NeoR besteht aus 291 Aminosduren. Die endogene Expression
des Volllangenproteins fihrte zu einer Prasentation des DRY-Epitops auf den APC. In der Mutante
NeoRACKST waren die ubiquitinylierbaren Aminosauren Cystein (C), Lysin (K), Serin (S) und Threonin
(T) gegen Alanine oder Arginine ausgetauscht, dies betraf auch eine Aminosaure innerhalb des DRY-
Epitops. Dieser Aminosdureaustausch fiihrte zu einer verstarkten Erkennung des Epitops durch die T-
Zellen (Daten nicht gezeigt) und deshalb auch zu einer deutlich besseren Erkennung NeoRACKST

transfizierter Zielzellen.
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NeoR
NeoRACKST
DRY+62AS NeoR
DRY+62AS NeoRACKST
DRY+41AS NeoR
DRY+30AS NeoR
DRY+15AS NeoR
DRY

li+DRY
KFERQ+DRY
3xKFERQ+DRY

neg. Kontrolle

pos.Kontrolle

T T T
0 500 1000 1500
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Abbildung 18: Die Linge der kodierenden Sequenzen hat einen Einfluss auf die Prasentation des DRY-
Epitops. DG75 wurden mit jeweils 10 ug des fiir das HLA-Molekil DPB1*0301 kodierenden Plasmids und 10 pg
eines fiir die NeoR-Varianten kodierenden Plasmids transfiziert und nach 24 Stunden mit DRY-spezifischen CD4’
T-Zellen fur 16 Stunden ko-kultiviert. Die Menge an ausgeschiittetem GM-CSF wurde anschlieRend mithilfe
eines ELISA gemessen. Als Negativkontrolle (neg. Kontrolle) dienten mit Leervektor transfizierte Zellen, als
Positivkontrolle (pos. Kontrolle) dienten mit HLA-DPB1*0301 transfizierte Zellen, die mit dem DRY-Peptid
beladen worden waren. Diese Untersuchungen wurden fiir jedes Konstrukt mindestens flinfmal durchgefiihrt.
Dargestellt ist ein reprdsentatives Ergebnis. Die Standardabweichung ergab sich aus Doppelbestimmungen.

Das Konstrukt DRY+62AS NeoR war eine verkirzte Version von NeoR und bestand aus dem DRY-
Epitop und der 62 Aminosduren langen, C-terminalen NeoR-Sequenz. Auch von diesem Konstrukt
gab es eine entsprechende ACKST-Mutante. Die Expression der verklirzten Variante von NeoR
steigerte die Prasentation von DRY deutlich im Vergleich zum Volllangenprotein und dariber hinaus
wurde die ACKST-Mutante nochmals deutlich besser von den T-Zellen erkannt. Eine weitere
Verkirzung der NeoR-Sequenz auf 41, 30, oder 15 zusatzliche Aminosauren fiihrte jedoch zu einer

kontinuierlichen Verringerung der T-Zellerkennung.

Zellen, die mit dem DRY-Epitop ohne jegliche flankierenden Sequenzen transfiziert worden waren,
wurden von den T-Zellen nicht erkannt. Wurde das DRY-Epitop jedoch durch Fusion an die Invariante
Kette (li) ins vesikuldre Kompartiment dirigiert, so kam es zu einer sehr starken Erkennung durch die

T-Zellen.

Laut einer Beschreibung von Zhou et al. werden intrazelluldre Peptide (iber LAMP2a in Lysosomen
transportiert und effizient auf MHC-Klasse-lI-Molekiile beladen (Zhou et al., 2005). Um eine
Beteiligung dieses Prdsentationswegs naher zu untersuchen, wurde das die Chaperon-assistierte
Autophagie vermittelnde Erkennungsmotiv KFERQ einmal oder dreimal N-terminal an das DRY-

Epitop angefligt. Diese Modifikationen fiihrten jedoch auch nicht zu einer Erkennung der
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transfizierten Zellen durch die T-Zellen. Die Chaperon-assistierte Autophagie schien somit fiir die

Prasentation des DRY Epitops unbedeutend zu sein.

6.4.2 Repetitive flankierende Regionen beeinflussen die Prasentation des DRY-
Epitops auf MHC-Klasse-llI-Molekiilen bei endogener Expression
Die Ergebnisse der Transfektion von verschiedenen NeoR-Konstrukten implizierten einen Einfluss der

Lange der flankierenden Sequenzen auf die Prdsentation des Antigens. Deshalb wurde eine Reihe

von verschiedenen Konstrukten hergestellt, wie in Abbildung 19 schematisch dargestellt.

{MDRYQDIALATRDIA] DRY 15AS
IM[DRYQDIALATRDIA| ~ 15AS | ———— DRY+15AS 30AS
IMDRYQDIALATRDIA] 10As |————— DRY+10AS 25AS
[MDRYQDIALATRDIA] 545 | DRY+5AS 20AS
{m[DRYQDIALATRDIA|  15As | 6H |— DRY+15AS-His 36AS
—M  15AS  M[DRYQDIALATRDIA] 15AS+DRY 31AS
——m 10AS M|DRYQDIALATRDIA | 10AS+DRY 26AS
———M5ASM|DRYQDIALATRDIA| 5AS+DRY 21AS

Abbildung 19: Schematische Darstellung der an das DRY-Epitop angefiigten flankierenden Sequenzen. Die
Sequenzen sind mit dem Ein-Buchstaben-Code fiir Aminos&uren beschriftet. Blau hinterlegt ist die Sequenz des
DRYQDIALATRDIA-Epitops (DRY), das auf HLA-DPB1*0301 préasentiert wird. Die Linge der Sequenz in
Aminosduren (AS) ist jeweils rechts neben dem Konstrukt angegeben. Alle Leserahmen beginnen mit dem
Initiationskodon Methionin (M). Der Name der Konstrukte beschreibt, wie viele Aminosauren (AS) vor oder
nach dem DRY-Epitop angefligt wurden.

Jeweils beginnend mit dem Initiationskodon Methionin wurden vor oder nach dem DRY-Epitop 5, 10,
oder 15 Aminosauren lange flankierende Sequenzen angefiigt. Die Aminosauren Alanin (A), Arginin
(R), Glutamin (Q), Glutaminsaure (E), Glycin (G), Histidin (H), Leucin (L), Phenylalanin (F), Serin (S)
und Valin (V) wurden einzeln untersucht. Bei einigen der Aminosduren wurde zudem eine
Kombination von 3 gleichen Aminosduren mit je 12 Glycinen (G) untersucht. Um eine gezielte

Proteinaufreinigung durchfilhren zu kdénnen, wurde an ausgewahlte DRY+15AS-Konstrukte eine

Markierung, bestehend aus 6 Histidinen (DRY+15AS-His), angefiigt.

Jeweils 10 pg der entsprechenden Konstrukte wurden mit 10 ug des fir das HLA-Molekdl
DPB1*0301 kodierenden Plasmids in DG75 und LCL (Daten nicht gezeigt) transfiziert und nach 24
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Stunden die Antigenprisentation mithilfe der DRY-spezifischen CD4" T-Zellen untersucht (Abbildung
20).

DRY
DRY+V(15)
DRY+V(10)
DRY+V(5)
V(15)+DRY
V(10)+DRY
V(5)+DRY Abbildung 20: Kurze flankierende
DRY+L(15) Regionen konnen die Prasentation
Dgg;';ﬂg; des DRY-Epitops modulieren. DG75
L(15)+DRY wurden mit jeweils 10 pg des fur das
DRY+S(15) HLA-Molekiil DPB1*0301 kodierenden
DRY+5(10) Plasmids und 10 pg eines fiur die DRY-
DRY+S(5) A . .
S(15)+DRY Varianten  kodierenden  Plasmids
transfiziert und nach 24 Stunden mit
DRY+A(15) o + N
DRY+A(10) DRY-spezifischen CD4" T-Zellen fir 16
AI(31R5\)(:I§\I(R5\3 Stunden ko-kultiviert. AnschlieRend
wurde die GM-CSF-Konzentration im
Bstggg; Uberstand bestimmt. Als
DRY+G(5) Negativkontrolle  (neg.  Kontrolle)
DRY+GS(15) dienten mit Leervektor transfizierte
gs}(:ggqg) Zellen, als Positivkontrolle (pos.
DRY+GFE15; Kontrolle) dienten mit HLA-
g‘;}q’gﬁ;g@ DPB1*0301 transfizierte Zellen, die
mit dem DRY-Peptid beladen worden
DRY+E(15)

waren. Diese Untersuchungen wurden
DRY+H(15) fir jedes Konstrukt mindestens
Bsﬁ\éﬂgg::z finfmal durchgefiihrt. Dargestellt ist
ein reprasentatives Ergebnis. Die

852;%@ Standardabweichung ergab sich aus

Dreifach-Bestimmungen.
DRY+F(15)

DRY+R(15)
R(15)+DRY

neg.Kontrolle
pos. Kontrolle

0 500 1000 1500
GM-CSF [pg/ml]

Durch das C-terminale Anfligen einer 15 Aminosauren langen Abfolge an Valin, Leucin, Histidin,
Glutamin, Phenylalanin und Arginin kam es im Vergleich zum DRY-Epitop alleine zu einer sehr
starken und durch Glycin, Serin und Alanin zu einer deutlichen Erh6hung der T-Zellerkennung. Das
Anflgen von 15 Glutaminsdure-Resten hinter das Epitop steigerte die Antigenprdsentation nicht.
Durch die Verkirzung der angefiigten Kette auf 5 Aminosauren nahm der verstarkende Effekt auf die
Antigenprasentation bei Valin, Leucin und Serin wieder ab, bei Alanin und Glycin hingegen zu. Die

Ubrigen Aminosduren wurden nicht entsprechend getestet.

Das Anflgen von flankierenden Sequenzen am N-Terminus des DRY-Epitops fiihrte zu dhnlichen

Ergebnissen, allerdings waren die Effekte auf die Antigenprasentation in der Regel weniger
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ausgepragt, und eine Verkiirzung auf 5 Aminosauren fiihrte im Falle von Valin zu einer Zunahme in
der T-Zellerkennung. Ob dieser Effekt auch bei anderen Aminosauren auftritt, miissen weitere

Untersuchungen zeigen.

Die C-terminale Kombination verschiedener Aminosdauren mit Glycin wirkte sich auf die T-
Zellerkennung in dhnlicher Weise aus, wie die Addition der einzelnen Komponenten vermuten lieR.
Lediglich im Fall von Phenylalanin fihrte die Kombination mit Glycin zu einer unverhaltnismaRig

starken Abnahme der T-Zellerkennung.

Das zusatzliche Anfligen von sechs C-terminalen Histidinen bewirkte eine Verstarkung der

Antigenprasentation in beiden untersuchten Konstrukten (Valin und Glutaminsaure).

Um mogliche Unterschiede im Einfluss der verschiedenen Aminosaduren auf die Antigenprasentation
besser zu erfassen, wurden ausgesuchte Plasmid-Konstrukte in steigender Konzentration zusammen
mit dem fiir das passende HLA-Molekiil kodierenden Plasmid transfiziert und nach 24 Stunden mit

den DRY-spezifischen CD4" T-Zellen fiir 16 Stunden ko-kultiviert (Abbildung 21).

1000

500+

GM-CSF [pg/ml]

el el el @ —— @ . @ . . .- -

DRY+V(15) DRY+L(15) DRY+S(15) DRY+A(15) DRY+G(15) DRY+H(15) DRY+E(15)- DRY+Q(15) DRY+F(15) DRY+R(15)
His

neg. Kontrolle
pos. Kontrolle

Abbildung 21: Die Prasentation der DRY-Konstrukte korreliert mit der transfizierten DNA-Menge. DG75-
Zellen wurden mit jeweils 10 pg des fur das HLA-Molekiil DPB1*0301 kodierenden Plasmids und steigenden
Mengen (1, 3 oder 10 pg) eines fir die DRY-Varianten kodierenden Plasmids transfiziert und nach 24 Stunden
mit DRY-spezifischen CD4" T-Zellen fiir 16 Stunden ko-kultiviert. AnschlieRend wurde die GM-CSF Konzentration
im Kulturiberstand bestimmt. Als Negativkontrolle (neg. Kontrolle) dienten mit Leervektor transfizierte Zellen,
als Positivkontrolle (pos. Kontrolle) dienten Zellen, die nur mit dem fiir das HLA-Molekil kodierenden Plasmid
transfiziert und danach mit dem DRY-Peptid beladen worden waren. Diese Untersuchung wurde unter meiner
Planung und Anleitung von der Forschungspraktikantin Frau Fabienne Grdbnitz einmal durchgefihrt. Die
Standardabweichung ergab sich aus Dreifach-Bestimmungen.

Wahrend bei den Konstrukten DRY+A(15), DRY+H(15) und DRY+E(15)-His eine von der transfizierten
Plasmidmenge abhangige Erhohung des T-Zellsignals beobachtet wurde, konnte bei den DRY+V(15),
DRY+L(15), DRY+Q(15) und DRY+F(15) Konstrukten mit steigenden Plasmidmengen keine weitere
Erhohung der T-Zellerkennung erzielt werden. Vermutlich wurde in diesen Fallen bereits mit der

niedrigsten Plasmidmenge eine maximale Zytokinausschiittung der T-Zellen erreicht. Demnach

unterschieden sich verschiedene Aminosduren in ihrer Antigenprasentation-férdernden Wirkung
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mindestens 10-fach. Ob auch funktionelle Unterschiede zwischen den Aminosauren Valin, Leucin,
Glutamin und Phenylalanin bestanden, konnte in diesen Versuchen nicht beantwortet werden.
Kirzlich durchgefiihrte Experimente weisen jedoch auch auf graduelle Unterschiede in der

Stimulation der Antigenprasentation durch diese Aminosauren hin (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend wiesen diese Ergebnisse darauf hin, dass fir die Pradsentation endogen
exprimierter Antigene auf MHC-Klasse-lI-Molekiilen eine Mindestlange notwendig ist, und, dass die
Effizienz der Prasentation durch die Aminosauresequenz in den flankierenden Regionen beeinflusst

wird.

Um die Expression der verschiedenen Konstrukte zu Uberprifen, wurden die Plasmide NeoR-His,
NeoRACKST-His, DRY+V(15)-His, DRY+E(15)-His und DRY+H(15) in HEK293T-Zellen transfiziert. Nach
24 Stunden wurden die Zellen mit Harnstoff-Puffer lysiert und die Proteine aus den Zelllysaten
mithilfe der Histidin-Markierung isoliert. Die aufgereinigten Proteine wurden auf eine
Nitrozellulosemembran aufgetragen und mithilfe eines Hisg-spezifischen Antikérpers detektiert

(Abbildung 22).

. NeoR-His

Abbildung 22: Nachweis der Expression von NeoR Konstrukten

‘ NeoRACKST-His mittels Dot-Blot. HEK293T-Zellen wurden mit jeweils 10 pg
NeoR-His, NeoRACKST-His, DRY+V(15)-His, DRY+E(15)-His und

E DRY+V(15)-His DRY+H(15) Plasmiden transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die
Zellen mit Harnstoff-Puffer lysiert, die Proteine Uber Nickel-

Agarose-Kiigelchen aufgereinigt und jeweils 10 ul des Eluats auf

DRY+E(15)-His eine Membran aufgetragen. Als Negativkontrolle diente der
Elutionspuffer. Der Nachweis der Proteine erfolgte mit Hisg-
spezifischem Antikorper. Dieser Versuch wurde zweimal

DRY+H(15
(15) unabhangig voneinander durchgefiihrt.

Elutionspuffer

Dadurch konnten NeoR-His, NeoRACKST-His und DRY+V(15)-His nachgewiesen werden, fiir
DRY+E(15)-His und DRY+H(15) konnte jedoch kein Signal detektiert werden. Dies war

bemerkenswert, da die Expression dieser Konstrukte in APC zu einer T-Zellerkennung geflihrt hatte.
6.4.3 Die flankierenden Sequenzen beeinflussen die Prdsentation von DRY-
Epitopen auch bei exogener Beladung von APC

Die Menge der exprimierten Proteine war offensichtlich fir die Immundetektion im Dot-Blot nicht in

jedem Fall ausreichend. Daher wurden im Folgenden die Konstrukte in HEK293T-Zellen exprimiert,
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die Zellen nach 24 Stunden lysiert, LCL1.11 mit steigenden Mengen dieses Lysats beladen und

anschlieBend mit DRY-spezifischen CD4" T-Zellen fiir 16 Stunden ko-kultiviert.

NeoR
NeoRACKST
DRY+62AS NeoR
DRY+62AS NeoRACKST
DRY+41AS NeoR
DRY+30AS NeoR
DRY+15AS NeoR
DRY

55AS NeoR+DRY
li+DRY
KFERQ+DRY

3xKFERQ+DRY = 3y
= 0,3yl

== 0,03l
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Abbildung 23: Erkennung exogen beladener NeoR-
Konstrukte durch DRY-spezifische T-Zellen. HEK293T-
Zellen wurden mit jeweils 10 pg eines fir die DRY-
Varianten kodierenden Plasmids transfiziert und nach
24 Stunden mit Harnstoff-Puffer lysiert. Steigende
Mengen (0,03; 0,3 und 3 pl) des Lysats wurden auf
LCL1.11 geladen, diese mit DRY-spezifischen CD4" T-
Zellen fur 16 Stunden ko-kultiviert und anschlieBend die
Menge des von den T-Zellen ausgeschitteten GM-CSF
bestimmt. LCL1.11, die mit dem Lysat untransfizierter
HEK293T-Zellen beladen worden waren, dienten als
Negativkontrolle (untransf.). (A) zeigt die Erkennung
der APC, die mit Lysat von modifizierten und verkirzten
NeoR-Konstrukten exprimierenden Zellen beladen
worden waren. (B) und (C) zeigt die Erkennung von
APC, die mit Lysat von Zellen beladen worden waren,
die Konstrukte mit repetitiven flankierenden Regionen
vor oder hinter dem DRY-Epitop exprimierten. Diese
Untersuchung wurde fiir jedes Expressionsplasmid
mindestens dreimal durchgefiihrt. Gezeigt ist das
reprasentative Ergebnis eines Versuches.
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In Abbildung 23 sind die Ergebnisse dargestellt. Die exogene Beladung mit Lysat von Zellen, die mit
den Konstrukten NeoR, NeoRACKST, DRY+62AS-NeoR, DRY+62AS-NeoRACKST, DRY+41AS-NeoR und
li+DRY (Abbildung 23A) transfiziert worden waren, fiihrte -dhnlich wie nach endogener Expression-
zu einer starken Erkennung durch die DRY-spezifischen CD4" T-Zellen. Aber auch Lysat von HEK293T-
Zellen, die mit DRY+15AS NeoR, DRY+30AS NeoR, 55AS NeoR+DRY, KFERQ+DRY oder 3xKFERQ+DRY
transfiziert worden waren, wurde von den T-Zellen erkannt. Dies war nach endogener Expression
nur teilweise oder gar nicht der Fall. Somit wurden diese Konstrukte zwar exprimiert, aber nicht
endogen prasentiert. Im Gegensatz dazu wurden DRY+G(5), DRY+V(5), V(5)+DRY und DRY+L(5) nach
endogener Expression, aber nicht nach exogener Beladung auf APC von den T-Zellen erkannt

(Abbildung 23B und C).

Bei den Konstrukten DRY, DRY+GF(15), GS(15)+DRY, A(15)+DRY und S(15)+DRY konnte die
Prasentation des Epitops weder nach endogener Expression, noch nach exogener Beladung der APC
nachgewiesen werden. Somit konnte bei diesen Konstrukten nicht festgestellt werden, ob lediglich
die Prasentation nicht stattfand oder insgesamt kein Protein vorhanden war. Zusammenfassend
zeigten diese Versuche zur T-Zellerkennung verschiedener NeoR-Konstrukte, dass die Effizienz der
endogenen Prasentation nicht mit der Expression/Stabilitat der Polypeptide korrelierte, sondern
vermutlich auf einer unterschiedlich effizienten Aufnahme in den endogenen Pradsentationsweg

beruhte.

6.5 Einfluss des autophagosomalen Abbaus auf die Prasentation eines

Modellantigens auf MHC-Klasse-lI-Molekiilen

Die endogene Prasentation von Antigenen auf MHC-Klasse-lI-Molekiilen erfolgt liber Autophagie
(Stern and Santambrogio, 2016). Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe lieferten Hinweise
darauf, dass neusynthetisierte Antigene in diesen Prasentationsweg einmiinden, wahrend mature
Proteine, die iber Autophagie abgebaut werden, nicht zum Antigenpool beitragen (Riedel, 2007).
Diese Ergebnisse implizieren, dass Autophagie-vermittelte zellulare Homoostase und

Antigenprasentation unterschiedlich reguliert sind.

Um ndhere Erkenntnisse Uber die Autophagie-vermittelte Antigenprdsentation und die daran
beteiligten Komponenten zu erhalten, wurden mittels chemischen Inhibitoren verschiedene
Autophagie-assoziierte Molekiile gehemmt und deren Wirkung auf die Prasentation des

Modellantigens NeoR untersucht.
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Die wichtigsten Bestandteile des autophagosomalen Abbaus (blau) und eines Teils des mTOR-
Signalwegs (griin) sind in Abbildung 24 schematisch dargestellt. Fiir die Inhibition der einzelnen
Bestandteile standen verschiedene Wirkstoffe zur Verfligung. Die Wirkweise der Inhibitoren ist im

Abschnitt 4.10 beschrieben.
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Abbildung 24: Schematische Darstellung der Makroautophagie (blau) und Teilen des mTOR-Signalwegs
(griin). Der ULK-Komplex reguliert gemeinsam mit dem Vps34-Kinase-Komplex die Initiation der Autophagie,
der Bildung des Phagophors. Atg-Molekiile bedingen das weitere Fortschreiten der Membranbildung und den
Einschluss von ubiquitinylierten Proteinen mithilfe von Adaptermolekiilen in das Autophagosom. Durch die
Fusion mit Lysosomen kommt es zur Spaltung der enthaltenen Proteine im Autolysosom. Der Abbau von
Proteinen kann in verschiedenen Stadien der Autophagie mithilfe von Autophagie-Inhibitoren SBI0206965,
3MA, Spautinl, KU55933, Leupeptin und Chloroquin gehemmt werden. Der Komplex mTORC1, welcher
Nahrstoff-abhangig durch AMPK reguliert wird, ist ein negativer Regulator des ULK-Komplexes. Die Inhibitoren
Rapamycin und Everolimus wirken nur auf mTORC1, die Inhibitoren Torinl, PP242, KU63794 und AZD8055
wirken auf mTORC1 und mTORC2. Veradndert nach (Cell Signalling Technology, 2014, Yang et al., 2011, Dowling
et al., 2010b)
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6.5.1 Autophagie-Inhibitoren fiihren zu einer Akkumulation des Modellantigens

NeoR-GFP

Fir diese Untersuchungen wurde die stabile Zelllinie LCL1.11-NeoR-GFP etabliert, die nach Induktion
mit Doxycyclin ein NeoR-GFP Fusionsprotein exprimierte. Das NeoR-GFP Fusionsprotein wird Uber
Autophagie abgebaut (Nimmerjahn et al., 2003) und ist allgemein anerkanntes Indikatorprotein fiir
die Untersuchung von Autophagie (Klionsky et al., 2008). Drei Stunden nach Anschalten der NeoR-
GFP-Expression wurde die Zelllinie fliir 24 Stunden mit verschiedenen Inhibitoren inkubiert und

anschlieRend untersucht.

Zunachst wurde der Einfluss der Inhibitoren KU55933, Spautinl, Chloroquin, 3MA, Leupeptin und
SBI0206965 auf den autophagosomalen Abbau von NeoR-GFP durchflusszytometrisch untersucht.
Eine wirksame Inhibition des autophagosomalen Abbaus sollte zu einer Zunahme der GFP-positiven

Zellen und/oder des Fluoreszenzsignals fihren. Die Ergebnisse sind in Abbildung 25 dargestellt.

Der Anteil lebender Zellen (Abbildung 25A und D) schwankte in beiden Experimenten um den Wert
von 60 %. Mit Ausnahme hoher Konzentrationen an SBI0206965 wies keiner der Inhibitoren toxische

Effekte auf.

Durch die Inkubation mit KU55933 und Spautinl kam es zu einer konzentrationsabhdngigen
Reduktion der GFP-positiven Zellen (Abbildung 25B) und auch durch 3MA war die Menge GFP-
positiver Zellen insgesamt reduziert (Abbildung 25E). Gleichzeitig stieg die mittlere Intensitdt der
Fluoreszenz (MFI) dieser Zellen durch die Behandlung mit 3MA stark an (Abbildung 25F). Dies
bedeutete, dass sich durch die Behandlung mit 3MA in den GFP-positiven Zellen eine groRRere Menge
NeoR-GFP Fusionsprotein ansammelte. Den gleichen Effekt bewirkten KU55933, Choroquin und
SBI0206965 in den jeweils hochsten Konzentrationen (Abbildung 25C und F).

Durch die Zugabe von Leupeptin konnte keine Verdnderung des Anteils GFP-positiver Zellen oder
deren MFI festgestellt werden. Der Inhibitor Spautinl bewirkte neben der Reduktion der GFP-
positiven Zellen eine Reduktion der MFI GFP-positiver Zellen, sodass nicht von einer inhibitorischen

Kapazitat auf den autophagosomalen Abbau von NeoR-GFP ausgegangen werden kann.
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Abbildung 25: Einige Inhibitoren der Autophagie steigern den Anteil oder die Fluoreszenzintensitit NeoR-
GFP-positiver Zellen. LCL1.11-NeoR-GFP Zellen wurden mit 200 ng/mL Doxycyclin fur 3 Stunden behandelt,
anschlieBend die angegebenen Inhibitoren fir 24 Stunden hinzugegeben und die Zellen danach
durchflusszytometrisch analysiert. Induzierte, nicht mit Inhibitor-behandelte Zellen (ohne Inhib.) dienten als
Referenz. Die verwendeten Inhibitoren waren KU55933 (0,1; 1 und 10 puM), Spautinl (10; 100; 1000 nM),
Chloroquin (1; 10; 100 uM), 3MA (7,5 und 10 mM), Leupeptin (1; 10; 100 uM) und SBI0206965 (10; 100; 1000
nM). (A) und (D) zeigen die Anzahl lebender Zellen nach 24 stiindiger Behandlung, (B) und (E) den
prozentualen Anteil GFP-positiver Zellen der lebenden Zellen. (C) und (F) zeigen die mittlere Fluoreszenz-
Intensitat (MFI) der GFP-positiven Zellen. Diese Untersuchungen wurden fir jeden Inhibitor mindestens
dreimal durchgefiihrt. Gezeigt ist ein reprdsentatives Ergebnis.

Um zu Uberpriifen, ob die Behandlung mit 3MA, KU55933, SBI0206965 und Chloroquin auch zu
niedrigeren NeoR-GFP-Proteinspiegeln fihrte, wurden Zelllysate erstellt und mittels Western-Blot

untersucht (Abbildung 26). Entgegen der durchflusszytometrischen Resultate kam es durch die
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Behandlung mit 3MA, KU55933 und SBI0206965 konzentrationsabhangig zu einer Abnahme des
GFP-Signals.  Chloroquin  dagegen bewirkte auch in diesen Experimenten einen

konzentrationsabhangigen Anstieg der NeoR-GFP-Proteinmenge.
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Abbildung 26: Einfluss der Autophagie-Inhibitoren auf die NeoR-GFP-Proteinspiegel. LCL1.11-NeoR-GFP-
Zellen wurden fir 3 Stunden mit 200 ng/mL Doxycyclin behandelt. Ein Teil der Zellen wurde anschlieRend ohne
Inhibitorzugabe weiterkultiviert (unbeh.), die restlichen Zellen wurden mit den Inhibitoren KU55933 (0,1; 1
und 10 pM), SBI0206965 (10; 100; 1000 nM), 3MA (7,5 mM) oder Chloroquin (1; 10; 100 uM) inkubiert und
nach 24 Stunden in RIPA-Puffer lysiert. Die Zellextrakte wurden in einem 10,5 %-igem PAA-Gel aufgetrennt und
auf eine Membran (ibertragen. In (A) und (C) wurde NeoR-GFP mithilfe eines GFP-spezifischen Antikorpers
detektiert. Ein anti-GAPDH Antikorper diente der Ladekontrolle. In (B) und (D) sind die Quantifizierungen der
NeoR-GFP-Proteinmengen, bezogen auf die Ladekontrolle GAPDH und normalisiert auf die unbehandelte
Kontrolle, mithilfe des Bildverarbeitungsprogramms Imagel dargestellt. Gezeigt wird ein reprasentatives
Ergebnis von jeweils zwei Experimenten.

6.5.2 Autophagie-Inhibitoren reduzieren die Prasentation des Modellantigens

NeoR-GFP

Um den Einfluss der Autophagie-Inhibitoren auf die Prasentation des NeoR-Epitops auf MHC-Klasse-
[I-Molekilen zu untersuchen, wurden LCL1.11-NeoR-GFP Zellen mit Doxycyclin inkubiert und fur 24
Stunden mit den Inhibitoren behandelt. Nach Auswaschen der Inhibitoren wurden die Zellen mit
NeoR-Epitop-spezifischen CD4" T-Zellen ko-kultiviert und nach 16 Stunden die Menge an GM-CSF im
Kultur-Uberstand bestimmt (Abbildung 27).

Diese Untersuchungen wurden nach 200 ng/ml (Abbildung 27A) und 100 ng/ml Doxycyclin-
Behandlung (Abbildung 27B) durchgefiihrt, um auch schwache Effekte der Inhibitoren detektieren zu

kénnen, die bei zu hoher Expression des Antigens womaoglich unerkannt geblieben waren.
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Abbildung 27: Autophagie-Inhibitoren verringern die Prdsentation von NeoR-GFP auf MHC-Klasse-lI-
Molekiilen. LCL1.11-NeoR-GFP Zellen wurden fiir insgesamt 27 Stunden mit 200 ng/mL (A) oder 100 ng/mL (B)
Doxycyclin inkubiert. Drei Stunden nach Doxycyclin-Zugabe wurden die Zellen zusatzlich mit den Inhibitoren
KU55933 (0,1; 1 und 10 uM), Spautinl (10; 100; 1000 nM), Chloroquin (1; 10; 100 uM), 3MA (7,5 mM),
Leupeptin (1; 10; 100 uM) und SBI0206965 (10; 100; 1000 nM) fir 24 Stunden inkubiert, oder blieben
unbehandelt (ohne Inhib.). AnschlieRend wurden die Zellen gewaschen, fiir 16 Stunden mit NeoR-spezifischen
CD4" T-Zellen ko-kultiviert und danach die Menge an GM-CSF im Uberstand bestimmt. Als Negativkontrolle
dienten LCL1.11-NeoR-GFP ohne Doxycyclin-Zugabe (unbeh.), als Positivkontrolle unbehandelte APC, die mit
dem DRY-Peptid (Peptid) beladen worden waren. Die Untersuchungen mit 200 ng/ml Doxycyclin wurden
mindestens dreimal mit dhnlichem Ergebnis durchgefiihrt, die Ergebnisse der Induktion mit 100 ng/ml basieren
auf einem einzelnen Versuch. Die Standardabweichungen ergaben sich aus Dreifach-Bestimmungen.

Wahrend Spautinl und SBI0206965 keinen Effekt auf die Antigenprasentation hatten, kam es nach
Behandlung mit 3MA, KU55933, Chloroquin und Leupeptin jeweils in der hochsten verwendeten
Konzentration zu einer deutlichen Reduktion der T-Zellerkennung. Diese Effekte waren bei

niedrigerer Doxycyclin-Konzentration noch deutlicher ausgepragt.
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6.5.3

NeoR-GFP

Ergebnisse

Einfluss von mTOR-Inhibitoren auf die Expression des Modellantigens

Da die Prasentation von NeoR-GFP auf MHC-Klasse-lI-Molekiilen Autophagie-abhangig erfolgte und

Autophagie durch mTOR negativ reguliert wird, sollte eine Inhibition von mTOR zu einem

gesteigerten autophagosomalen Abbau von NeoR-GFP fiihren, sofern der Abbau mTOR-bedingt ist.

Um dies zu untersuchen, wurden LCL1.11-NeoR-GFP Zellen erneut mit Doxycyclin und verschiedenen

mMTOR-Inhibitoren fir 24 Stunden behandelt und danach durchflusszytometrisch untersucht

(Abbildung 28).
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Abbildung 28: Einige mTOR-
Inhibitoren verringern den
Anteil oder die
Fluoreszenzintensitit NeoR-
GFP-positiver Zellen. LCL1.11-
NeoR-GFP  Zellen  wurden
entweder unbehandelt
belassen (ohne Ind.) oder mit
200 ng/mL Doxycyclin fir 27
Stunden und mit steigenden
Mengen der angegebenen
Inhibitoren fir die letzten 24
Stunden behandelt.
AnschlieBend  wurden  die
Zellen  durchflusszyometrisch
analysiert. Induzierte, nicht mit
Inhibitor-behandelte Zellen
(ohne Inhib.) dienten als
Referenz. Die verwendeten
Inhibitoren waren Everolimus
(0,1; 1; 10 nM), Rapamycin
(0,1; 1; 10 nM), PP242 (10;
100; 1000 nM), Torinl (10;
100; 1000 nM), AZD8055 (10;
100; 1000 pM) und KU63794
(1; 10; 100 nM). (A) zeigt die
Anzahl lebender Zellen nach
27-stlindiger Doxycyclin-
Induktion und (B) zeigt den
prozentualen  Anteil  GFP-
positiver Zellen an den
lebenden Zellen. In (C) ist die
mittlere Fluoreszenz-Intensitat
(MFI) der GFP-positiven Zellen
dargestellt. Diese
Untersuchungen wurden fir
jeden Inhibitor mindestens
dreimal durchgefiihrt. Gezeigt
ist ein reprdasentatives
Ergebnis.
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Der Anteil lebender Zellen (Abbildung 28A) lag bei etwa 60 %. Der Anteil der GFP-positiven Zellen
(Abbildung 28B) und somit der Effekt auf den autophagosomalen Abbau des Fusionsproteins NeoR-
GFP war durch die Zugabe von Torinl und PP242 konzentrationsabhangig deutlich reduziert. Nach
Everolimus-Behandlung kam es zu einer leichten Abnahme des GFP-Signals. Die Behandlung mit

Rapamycin, AZD8055 und KU63794 fiihrte zu keiner Veranderung des Anteils GFP-positiver Zellen.

In Ubereinstimmung mit der deutlichen Reduktion des Anteils GFP-positiver Zellen durch Torin1 und
PP242 war auch die MFI deutlich reduziert (Abbildung 28C). Somit war neben dem Anteil NeoR-GFP-
positiver Zellen auch das Expressionsniveau in den NeoR-GFP-positiven Zellen geringer. Everolimus,

Rapamycin, KU63794 und AZD8055 hatten keinen oder nur einen geringfligigen Effekt auf die MFI.
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Abbildung 29: NeoR-GFP-Proteinspiegel sind nach Behandlung mit mTOR-Inhibitoren erniedrigt. LCL1.11-
NeoR-GFP-Zellen wurden fir insgesamt 27 h Stunden mit 200 ng/mL Doxycyclin behandelt. Fir die letzten 24
h wurden die Zellen zusatzlich mit den Inhibitoren PP242 (10; 100; 1000 nM), Torinl (10; 100; 1000 nM) und
3MA (7,5 mM) behandelt oder blieben unbehandelt (unbeh.). AnschlieBend wurden die Zellen lysiert, und
mittels Western-Blot analysiert. In (A) wurde NeoR-GFP mithilfe eines GFP-spezifischen Antikorpers
nachgewiesen. GAPDH diente als Ladekontrolle. (B) zeigt die Quantifizierung der Ergebnisse mithilfe des
Bildverarbeitungsprogramms Imagel. Die Signale fir NeoR-GFP wurden auf die jeweiligen Signale der
Ladekontrolle GAPDH bezogen und auf die unbehandelte Kontrolle normalisiert. Gezeigt ist ein
reprasentatives von zwei durchgefiihrten Experimenten.
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Die deutlich reduzierenden Effekte von Torinl und PP242 auf die NeoR-GFP Proteinmengen wurden
mittels Western-Bot Uberprift (Abbildung 29). Auch hier war die konzentrationsabhiangige
Reduktion des NeoR-GFP-Signals durch PP242 und Torinl im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
deutlich sichtbar (Abbildung 29A). Dieser Effekt war auch nach Quantifizierung der Signale
(Abbildung 29B) mithilfe des Bildbearbeitungsprogramms Imagel erkennbar.

Demnach wurde der autophagosomale Abbau des NeoR-GFP-Fusionsproteins durch mTOR reguliert.
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6.5.4 Die Inhibition von mTOR fiihrt zu keiner gesteigerten Prasentation des

Modellantigens NeoR-GFP auf MHC-Klasse-lI-Molekiilen

Im Folgenden wurde untersucht, ob der gesteigerte Abbau von NeoR-GFP nach mTOR-Inhibition
einen Einfluss auf die Autophagie-abhiangige Prasentation des NeoR-Epitops auf MHC-Klasse-II-
Molekilen hatte. Analog zu den vorherigen Untersuchungen wurden dazu Doxycyclin und Inhibitor-
behandelte LCL1.11-NeoR-GFP-Zellen mit NeoR-spezifischen CD4" T-Zellen fiir 16 Stunden ko-

kultiviert und deren Aktivierung quantifiziert (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Die Prasentation von NeoR-GFP auf MHC-Klasse-lI-Molekiilen wird durch Inhibition von mTOR
nicht verstarkt. LCL1.11-NeoR-GFP-Zellen wurden fur 27 Stunden mit 200 ng/mL (A) Doxycyclin behandelt.
Wahrend der letzten 24 h Inkubation wurden Everolimus (0,1; 1; 10 nM), Rapamycin (0,1; 1; 10 nM), PP242 (10;
100; 1000 nM), Torinl (10; 100; 1000 nM), AZD8055 (10; 100; 1000 pM) und KU63794 (1; 10; 100 nM)
zugesetzt, oder die Zellen mit keinem Inhibitor unbehandelt (unbeh.). AnschlieRend wurden NeoR-spezifische
CD4" T-Zellen fir 16 Stunden zugesetzt und danach die Menge an GM-CSF im Kulturiiberstand bestimmt. Als
Negativkontrolle dienten LCL1.11-NeoR-GFP Zellen ohne Doxycyclin-Behandlung (ohne Ind.) und als
Positivkontrolle unbehandelte APC, die mit dem Peptid des NeoR-Epitops (Peptid) beladen worden waren.
Dieser Versuch wurde dreimal durchgefiihrt. Dargestellt ist ein repradsentatives Ergebnis. Die
Standardabweichungen ergaben sich aus Dreifach-Bestimmungen.

Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle war die Prdsentation des NeoR-Epitops durch Torinl und
PP242 deutlich und durch Everolimus und Rapamycin geringfligiger reduziert. Bis auf den Inhibitor
Rapamycin war dieser Effekt konzentrationsabhingig. Weder AZD8055 noch KU63794 schienen
einen Effekt auf die Antigenprdsentation zu haben. Dieser Versuch wurde ebenso nach einer

Behandlung mit 100 ng/mL Doxycyclin durchgefiihrt und kam zu ahnlichen Ergebnissen.

Die Reduktion in der Antigenprasentation nach Behandlung mit einigen mTOR-Inhibitoren steht im
Widerspruch zu dem zuvor beobachteten gesteigerten autophagosomalen Abbau des
Modellantigens. Dem durch mTOR gesteuerten autophagosomalen Abbau von NeoR-GFP und der
Autophagie-vermittelten Prasentation des NeoR-Epitops auf MHC-Klasse-lI-Molekiilen kdnnten

demnach zwei unterschiedliche Prozesse zugrunde liegen.
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7. Diskussion

Voraussetzung fir die Entstehung von adaptiven Immunantworten ist die Prdsentation von
Antigenen auf MHC-Molekiilen. Ein genauere Charakterisierung der daran beteiligten Komponenten
und der zugrundeliegenden Mechanismen filhrt zu einem verbesserten Verstandnis
immunologischer Zusammenhange und eroéffnet neue therapeutische Ansatzpunkte, etwa in der T-

Zelltherapie oder der Impfstoffentwicklung.

7.1 Woher stammen Antigene, die auf MHC-Klasse-I-Molekiilen

prasentiert werden?

Antigene, die auf MHC-Klasse-I-Molekillen prasentiert werden, stammen hauptsachlich von
neusynthetisierten Proteinen ab (Reits et al., 2000, Schubert, 2000, Khan et al., 2001, Cardinaud et
al., 2010). Wie der vergleichsweise kleine Prozentsatz aller neu hergestellten Proteine in den
Antigenprasentationsweg eingeschleust wird und wie die Abbauprodukte ausgedienter, maturer
Proteine davon ausgeschlossen werden, ist noch unklar. In den letzten Jahren wurden diverse
Modelle entwickelt, die Erklarungsversuche fiir diesen Sachverhalt anbieten. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden die Beitrdge von DRiP und von pra-mRNA-Translationsprodukten zum Antigenpool
und der Einfluss der Antigen-mRNA Stabilitat auf die Prasentation von Modellantigenen auf MHC-

Klasse-I-Molekilen untersucht.
7.1.1 CFTR und die DRiP-Hypothese

7.1.1.1 Die Prasentation von CFTR folgt nicht den Vorhersagen der DRiP-Hypothese

In T-Zellerkennungsversuchen wurden APC, die CFTRwt oder die instabile Mutante CFTRmut
exprimierten, ahnlich gut erkannt. Und obwohl die Faltungshelfer zu hoheren Proteinspiegeln
fihrten, hatten sie keinen Einfluss auf die Antigenprasentation. Diese Ergebnisse stehen im
Widerspruch zur DRiP-Hypothese, wonach die ibermaRige Fehlfaltung der Mutante zu mehr DRiP
und damit zu einer erhohten Antigenprasentation fihren misste, was durch die

Faltungsmodulatoren zumindest teilweise wieder riickgangig gemacht werden sollte.

Da auch nur etwa 50% der neusynthetisierten Wildtyp CFTR-Molekille eine funktionale
Konformation erreichen (Lukacs et al., 1994, Ward and Kopito, 1994), war ein Anstieg der
Proteinmenge nach Behandlung mit Faltungsmodulatoren nicht Gberraschend. Eine Erklarung fir die
gleich starke Erkennung von mit CFTRwt und CFTRmut transfizierten Zellen liefert die hohe Rate an

sofort nach Synthese wieder abgebauten CFTR-Molekiilen jedoch nicht. Sollte es in beiden Fallen zu
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einer Art Sattigung des DRiP-Pools und somit der Antigenprasentation gekommen sein, so diirfte die
Reduktion der transfizierten Plasmid-Menge nicht mit dem beobachteten Riickgang an T-
Zellerkennung einhergehen. Dies war aber genauso der Fall, wie die fehlende Reduktion der

Prasentation nach Behandlung mit den Faltungsmodulatoren.

Die DRiP-Hypothese wurde als theoretische Uberlegung zur Erklarung der Diskrepanz zwischen
Antigenprasentation auf MHC-Klasse-I-Molekiilen und der Menge oder Halbwertszeit von antigenen
Proteinen etabliert (Yewdell et al., 1996). AnschlieBend wurde versucht, diese Uberlegung mit
Beweisen zu untermauern. Obwohl es Hinweise fir die DRiP-Hypothese gibt, gestaltet sich der
Nachweis von DRIP als Quelle fiir Antigene als schwierig. Zum einen, weil unklar ist, wie zwischen
maturem Protein und DRiP unterschieden wird, und zum anderen, weil eine Definition von DRIP, die

auf bestimmte Eigenschaften der Polypeptide eingeht, fehlt (Yewdell, 2005, Dolan et al., 2011).

Um die DRiP-Hypothese zu unterstiitzen, quantifizierten Qian et al. den Proteinabbau und fanden
heraus, dass etwa ein Drittel der Proteine kurz nach Ihrer Synthese abgebaut wurden (Qian et al.,
2006a). Diese Proteine werden rapidly degraded proteins (RDP; schnell abgebaute Proteine) genannt
und besitzen eine Halbwertszeit von etwa 10 Minuten (Qian et al., 2006a). In einem weiteren
Experiment zeigten Qian et al., dass DRiP aus dem Pool von RDP entstehen (Qian et al., 2006b):
mithilfe von Proteasom- und Translationsinhibitoren zeigten sie, dass es nur dann zur Generierung
von Antigenen bei Translationsinhibition kommen konnte, wenn zuvor der Pool der RDP durch
Proteasom-Inhibition angereichert worden war. Durch die kurze Zeitspanne zwischen Inhibition und
Antigenprasentation und dem konstanten Proteinlevel folgerten sie, dass die Antigene aus RDP
stammen mussten. Kritiker dieser Publikationen halten die Untersuchungen fiir wenig beweiskraftig,
da ihrer Meinung nach Inhibitoren weitreichende Effekte auf viele verschiedene Ablaufe in Zellen

haben kdénnen (Rock et al., 2014).

Neben dem Fehlen eines eindeutigen Beweises sprechen auch andere Arbeiten gegen DRIP als
alleinige Quelle von Antigenen. Das Auftreten von Epitopen, die posttranslationale Modifikationen
tragen (Haurum et al., 1999, Yagiie et al., 2000, Zarling et al., 2000, Hanada et al., 2004),
widerspricht der DRiP-Hypothese, da diese Epitope aus maturen Proteinen stammen. Und Dolan et
al. zeigten, dass die Prdsentation eines Modellantigens auf MHC-Klasse-I-Molekiilen unabhangig
davon erfolgte, ob das Protein durch Zugabe eines chemischen Liganden wahrend der Synthese

stabilisiert wurde oder nicht (Dolan et al., 2012).

Dass die gezeigten Experimente zum CFTR die DRiP-Hypothese nicht bestatigten, kénnte zum einen

bedeuten, dass fehlgefaltete und umgehend abgebaute CFTR-Proteine keine DRiP darstellen, oder,
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dass nur eine Untergruppe an Antigenen den Regeln der DRiP-Hypothese unterliegt. CFTR ist ein
Membranprotein, das ins Lumen des ER synthetisiert wird. Womaoglich gelten fiir ER-translatierte
Proteine andere GesetzmaRigkeiten als fiir zytoplasmatische Proteine. Ohne eine genauere

Charakterisierung von DRiP kann diese Hypothese weder bestatigt noch widerlegt werden.

7.1.1.2 Die Auswahl von DRIiP fiir die Antigenprasentation

Sollten DRIP die wichtigste Antigenquelle darstellen, so stellt sich die Frage, wie in der Zelle selektiv
zwischen Abbauprodukten von DRiP und nicht-DRiP unterschieden wird. Eine Losung kdnnte eine
direkte, physische Verbindung von Ribosomen zu Proteasom oder Proteasom zu TAP sein. In der
Weiterentwicklung dieses Gedankens postulierten Yewdell und Nichitta, dass spezielle
Immunribosomen die Translation von mRNA zu DRiP bedingen konnten (Yewdell and Nicchitta,
2006). Wahrend bisher keine Anhaltspunkte fiir das Vorhandensein von Immunribosomen gefunden
wurden (Neefjes et al., 2011), gibt es Hinweise auf einen Chaperonkomplex, der eine Verbindung
zwischen Ribosomen und proteasomalen Abbau herstellt (Minami et al.,, 2010, Kawahara et al.,

2013, Antdn and Yewdell, 2014).

So weisen mehrere Publikationen auf die Bindung neusynthetisierter Proteine durch einen
Chaperonkomplex um das Protein Bagb hin. Minami et al. konnten im Zuge der Untersuchung des
sofortigen Abbau des hydrophoben Peptids CL1 nach seiner Synthese mithilfe von
Massenspektrometrie zeigen, dass das Chaperon Bagb an CL1 bindet (Minami et al., 2010). Dartiber
hinaus bedingte der knockdown von Bag6 eine Akkumulierung von CL1 (Minami et al., 2010).
Mithilfe von Ko-Immunprazipitationen stellten sie fest, dass Bag6 die Ubiquitinylierung und den
sofortigen proteasomalen Abbau dieses instabilen Proteins vermittelt und auch andere
neusynthetisierte, polyubiquitinylierte Proteine bindet (Minami et al., 2010). Weitere
Untersuchungen zeigten, dass Bagb sowohl mit dem Proteasom und Immunproteasom (Minami et
al., 2010) als auch mit Ribosomen (Hessa et al., 2011) assoziiert zu sein scheint.

Passend zu dieser Hypothese stellten Huang et al. einen Zusammenhang zwischen der
Hydrophobizitdt eines Proteins und der Prasentation von Antigenen fest. Sie stellten mithilfe von
zytosolischen Modellproteinen mit und ohne Transmembran-Domaéane fest, dass Proteine mit
hydrophoben Bereichen schneller abgebaut und enthaltene Epitope vermehrt auf MHC-Klasse-I-

Molekiilen prasentiert werden (Huang et al., 2011).

Falls Bagb6 tatsachlich an Auswahl und Abbau von Antigenen beteiligt ist, konnte es das
entscheidende oder eines der postulierten Adaptermolekiile darstellen, die die indirekte

Ubiquitinylierung von Antigenen erméglichen (Fiebiger, 2013).
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Minami et al. stellten zudem eine Verbindung zur Antigenprasentation her, indem sie zeigten, dass
ein Bagb knockdown zu einer Reduktion der MHC-Klasse-I-Molekiile auf der Oberflache fihrte
(Minami et al., 2010). Eine kirzlich veroffentlichte Studie dagegen zeigte in einem &hnlichen
Experiment, dass der Bagb knockdown keinen Einfluss auf die MHC-Klasse-I-Molekiile auf der
Oberflache hatte (Bitzer et al., 2016). Zudem schien der knockdown bei einer LCMV-Infektion keinen

Einfluss auf die Erkennung durch CD8" T-Zellen zu haben (Bitzer et al., 2016).

Scheinbar steht die Chaperon-Funktion von Bag6 bei der Degradierung von neu-synthetisierten
Proteinen mit hydrophoben Domdnen in Verbindung. Allerdings ist durch die gegensatzlichen
Feststellungen unklar, welche Rolle Bagb in der Antigenprasentation spielt. Zudem ist fraglich, ob
dies ein universeller Mechanismus zur Auswahl von Antigenen ist. Weitere Untersuchungen des
Einflusses des Chaperonkomplexes um Bag6 auf den Abbau von Proteinen und der Prasentation von

Antigenen sind daher notwendig.

7.1.2 Nukledre Translation von pra-mRNA

Die Hypothese der pra-mRNA als Quelle von Antigenen, die auf MHC-Klasse-I-Molekilen prasentiert
werden, basiert auf der Beobachtung von nukledrer Translation durch mehrerer Arbeitsgruppen
(Iborra et al., 2001, Iborra et al., 20044, lborra et al., 2004b, Gunasekera et al., 2004, Dolan et al.,
2010, David et al., 2012). Kritiker dieser Veroffentlichungen bemangeln die ungeniigende
Eindeutigkeit der Ergebnisse wegen fehlender Kontrollen und fehlendem Ausschluss von
Kontaminationen (Dahlberg et al., 2003, Nathanson et al., 2003, Dahlberg and Lund, 2012). Daher

gelten diese Ergebnisse nach wie vor als umstritten.

In ihrer Veroffentlichung schlieBen Apcher et al. indirekt auf das Auftreten von nukledrer
Translation, indem sie Intron-Sequenzen mithilfe von RNA-FISH (RNA-Fluoreszenz-in-situ
Hybridisierung) im Nukleus detektierten und die Menge der mRNA in Nukleus und Zytoplasma
mithilfe von RT-PCR (reverser Transkriptions-PCR) verglichen (Apcher et al., 2013). Gemeinsam mit
dem Nachweis dariiber, dass T-Zellen Antigene erkannten, die durch intronische Sequenzen kodiert
wurden, schlossen sie daraus, dass es zur nukledren Translation der pra-mRNA kam. Diese
Schlussfolgerung untermauerten sie durch RNA-FISH-Analysen, bei denen keine Signale fir
Intronsequenzen im Zytosol erhalten wurden, und durch einen Vergleich der ProteingréRen,

allerdings nicht fiir alle verwendeten Konstrukte.

Der Vorgang des SpleiRens ist neben den Donor- und Akzeptor-Sequenzen ebenso abhadngig von der
Verzweigungsstelle und einer Pyrimidin-reichen Sequenz vor der Akzeptor-Sequenz (Black, 2003)

und kann durch das Einfligen von Sequenzen beeinflusst werden. Ob dies in der Veroffentlichung
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von Apcher et al. der Fall war, kann zumindest nicht ausgeschlossen werden. Da zwischen
Proteinmenge und Antigenprasentation kein unmittelbarer Zusammenhang besteht, erscheint der
Beweis des Auftretens von Spleillen durch Proteinnachweis mittels Western-Blot nicht ausreichend.
Der weitere Nachweis durch RNA-FISH ist ebenfalls kein eindeutiger Beweis, da diese Methode eine
geringe Sensitivitat aufweist (Raj et al., 2008). Ein Nachweis des SpleiRens mithilfe von qPCR wurde
leider nicht durchgefiihrt. Somit kann ein unvollstandiges SpleiRen und die Translation dieser mRNA

im Zytoplasma nicht ausgeschlossen werden.

7.1.2.1 Die pra-mRNA des Modellantigens BZLF1 ist keine Quelle von Epitopen, die auf

MHC-Klasse-I-Molekiilen prasentiert werden

In der hier vorgelegten Arbeit wurde das Spleifen zuséatzlich zur Proteinanalyse durch die
gleichzeitige Untersuchung der T-Zellerkennung von Epitopen nachgewiesen, die sich vor, in oder

hinter der zu spleiBenden Sequenz befanden.

Die Prasentation des RAK-Epitops war trotz Mutation der Intron-Sequenz unverandert, was darauf
hindeutete, dass intronische Sequenzen vor der Herstellung antigenischer Peptide entfernt wurden.
Denn sonst hatten die eingefligten Mutationen eine Leserasterverschiebung von RAK, bezogen auf
das Initiationskodon, bedingt und somit eine Herstellung und Prasentation des Epitops verhindert.
Das Einflihren von Mutationen und die dadurch bedingte Verschiebung des offenen Leserasters
verhinderte jedoch nur dann die Prdsentation von RAK, wenn die Splei-Sequenzen verandert
waren. Dagegen wurde das LLW-Epitop nur dann prasentiert, wenn die SpleiR-Sequenzen des
Introns mutiert und somit Teil der kodierenden Sequenz wurden. Translationsprodukte von pra-

mMRNA stellen im Falle des Modellantigens BZLF1 somit keine signifikante Quelle fiir Antigene dar.

7.1.2.2 Verwendung von internen und alternativen Initiationskodons

Das Entfernen eines Nukleotids vor dem LLW-Epitop in der intronischen Sequenz mit mutierten
SpleiR-Sequenzen fiihrte zu einer einfachen Leserasterverschiebung in Konstrukt M6. Diese
Verschiebung allein jedoch flhrte nicht zur Elimination der Antigenprasentation des LLW-Epitops. Da
sich stromaufwarts unweit vor dem LLW-Epitop ein weiteres AUG-Kodon befand, ist zu vermuten,
dass die Prasentation des LLW-Epitops auf eine interne Translationsinitiation, sogenannte leaky
Initiation, zurlckzufihren war. Aktuelle Analysen ergaben, dass etwa 20-30 % der
Translationsinitiations-Ereignisse durch leaky Translationsinitiation entstehen (Lee et al., 2012, Wan
and Qian, 2014). Zudem gibt es auch sogenannte kryptische Antigene, die durch die Translation
endogener und viraler mRNA (Starck and Shastri, 2016) auBerhalb des Leserahmens entstehen und

etwa 10 % der prasentierten Antigene auf MHC-Klasse-I-Molekilen ausmachen (Laumont et al.,
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2016). Beschrieben sind neben den alternativen Initiationskodons die Prasentation von kryptischen
Transkripten aus UTR (Uenaka et al., 1994) und aus Intronsequenzen (Coulie et al., 1995, Guilloux et

al., 1996, Robbins et al., 1997).

Das Einfligen einer zweiten Leserasterverschiebung in Konstrukt M8 und das dadurch bedingte
Entfernen des AUG-Initiationskodons sollte das Auftreten einer internen Translation verhindern.
Trotzdem kam es zu einer geringfiigigen Prdsentation des Antigens LLW. Die Uberpriifung der
kodierenden Sequenz ergab, dass zum einen die erste Aminosdure des LLW-Epitops durch das
alternative Initiationskodon CUG kodiert wurde und zum anderen 37 Aminosduren vor dem LLW-
Epitop ebenfalls ein CUG Kodon lag. Neben dem klassischen Initiationskodon AUG kann die
Translation einer Sequenz auch durch alternative Initiationskodons wie CUG, GUG, ACG eingeleitet
werden (Mehdi et al., 1990). Das CUG-Kodon ist dabei, nach dem AUG-Kodon, das zweithaufigste
Initiationskodon (Lee et al.,, 2012). Verschiedene Veroffentlichungen beschrieben, dass die
Prasentation von Antigenen auf MHC-Klasse-I-Molekiilen auf einer Nutzung des alternativen CUG
Translations-Initiationskodons beruht (Malarkannan et al., 1999, Starck et al., 2008, Apcher et al.,
2011).

Die Translationsinitiation am CUG-Kodon unterscheidet sich von der kanonischen
Translationsinitiation dadurch, dass diese anstelle von elF2 vom Ko-Faktor elF2A abhéngig ist (Starck
et al., 2012). Schwab et al. zeigten, dass durch die Phosphorylierung von elF2 eine verstarkte CUG-
initiierte und verringerte AUG-initiierte Translation stattfindet (Schwab et al., 2004). Da unter
Stressbedingungen, wie z.B. Virusinfektionen, der Faktor elF2 inaktiv ist (Kim et al., 2011), scheint die
Nutzung des alternativen Faktors elF2A ein Mechanismus zur Umgehung dieser Einschrankung der

Translation zu sein.

Die Prasentation des LLW-Epitops nach Expression der Konstrukte M6 und M8 schienen auf
alternativen Translationsinitiations-Ereignissen zu basieren. Ob dieser alternative Mechanismus der
Translationsinitiation womoglich durch die von Yewdell et al. postulierten Immunoribosomen

erfolgt, miissen weitere Untersuchungen zeigen.

7.1.3 Der Einfluss der mRNA-Menge auf die Antigenprasentation

Die Untersuchungen zur Antigenprasentation von BZLF1-Konstrukten mit Mutationen in der Intron-
Sequenz zeigten, dass die Prasentation der natirlichen BZLF1-Epitope VQT, RAK und des ins Intron
eingefligten Epitops LLW weder mit der mRNA-Menge noch mit der Protein-Menge korrelierte.
Bereits Apcher et al. hatten gezeigt, dass die Reduktion der Antigen-mRNA-Menge durch das

Einfligen eines friihzeitigen Stoppkodons, das den Abbau der mRNA lber NMD bewirkte, nicht mit
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einer verringerten Antigenprasentation einhergeht (Apcher et al., 2011). Auf Basis dieser Ergebnisse
postulierten sie, dass PTP die Quelle von prasentierten Antigenen seien (Apcher et al.,, 2011).
Allerdings untersuchten Apcher et al. nicht direkt die Stabilitat der mRNA, sondern lediglich die
Proteinmengen. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass auch die Stabilitdt der mRNA keinen

signifikanten Einfluss auf die Antigenpradsentation hat.

Dieses Ergebnis wurde in einem zweiten experimentellen Ansatz bestatigt. Dazu wurde die
Prasentation des VQT-Epitops und parallel dazu die Abundanz einer mRNA mit verschiedenen 3‘UTR
untersucht. Zwar war die Prasentation durch das Konstrukt mit der BZ-IFNy-3‘UTR vermindert und
die mRNA Stabilitat deutlich geringer als bei den anderen getesteten Konstrukten. Dagegen war die
Stabilitdat der BZ-IFNYAREm-3‘UTR  mRNA ebenfalls geringer, jedoch entsprach die
Antigenprasentation dieses Konstrukts gleichzeitig der Prdsentation des BZ-wt-Konstrukts. Das
machte deutlich, dass die mRNA-Menge nicht ursachlich fiir die reduzierte Antigenprasentation sein
konnte. Da beschrieben ist, dass zelluldre Proteine mit der 3‘UTR der BZ-IFNy-mRNA interagieren
(Nagy and Rigby, 1995, Chang et al.,, 2013), kann davon ausgegangen werden, dass die
Translationseffizienz der mRNA negativ beeinflusst wurde. Zumal die Antigenprasentation mit der
Translation korreliert (Schubert, 2000, Reits et al., 2000, Khan et al., 2001, Cardinaud et al., 2010),
erklart eine Verringerung der Translationseffizienz durch die BZ-IFNy-3‘UTR eine geringere

Antigenprasentation trotz ahnlicher mMRNA-Mengen wie beim IFNYAREm-Konstrukt.

Die Ergebnisse deuten zusammenfassend darauf hin, dass nicht die Menge oder Stabilitdt der mRNA,
sondern die Verfligbarkeit der mRNA fiir die Translation entscheidend fir die Antigenprasentation
ist. Ob dabei PTP maRgeblich fir die Antigenprasentation verantwortlich sind, wie von Apcher et al.
postuliert, kann nicht abschlieBend bewertet werden (Apcher et al., 2011). Hierfir sind weitere
Untersuchungen notwendig, etwa unter Einsatz eines RNA-Biosensors (Halstead et al., 2015). Damit
kdnnen untranslatierte und translatierte mRNA farblich unterschiedlich markiert werden. Bei
zusatzlicher Verwendung einer weiteren Farbstoffmarkierung lieen sich womdoglich Lokalisation

und gegebenenfalls NMD-Abbau parallel zur Antigenprasentation untersuchen.

7.2 Antigenprasentation auf MHC-Klasse-lI-Molekiilen

Im Gegensatz zum MHC-Klasse-I-Prasentationsweg sind Ablauf und Bestandteile der Prozessierung
von Antigenen, die auf MHC-Klasse-lI-Molekilen prasentiert werden, nicht vollstandig verstanden
und Gegenstand aktueller Forschung. Dass die Prasentation von intrazelluldren Antigenen auf MHC-
Klasse-1I-Molekiilen Uber Autophagie erfolgt, gilt mittlerweile als gesichert (Miinz, 2009). Wie die

Aufnahme der Antigene in Autophagosomen erfolgt und ob es sich hierbei um die gleiche Form von
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Autophagie handelt, die fir die Aufrechterhaltung der zellularen Homdostase verantwortlich ist,
oder um eine speziell regulierte Subform, ist bisher unklar. Ziel dieser Arbeit war es deshalb,
Charakteristika von Antigenen zu definieren, die die Aufnahme in Autophagosomen fordern, und die
Bedeutung  verschiedener  Autophagie-Komponenten, einschlieflich mTOR, in der

Antigenprasentation zu untersuchen.

7.2.1 Die Prasentation eines endogen exprimierten Epitops auf MHC-Klasse-lI-

Molekiilen wird durch die flankierende Sequenzen beeinflusst

Die endogene Expression des DRY-Epitops, wie auch weiterer untersuchter CD4" T-Zellepitope
(Daten nicht gezeigt), fihrte nicht zu einer detektierbaren Prasentation auf MHC-Klasse-lI-
Molekilen. Dies wies darauf hin, dass endogen exprimierte Antigene eine Mindestlange aufweisen
miussen, um effizient prasentiert zu werden. Durch das Anfligen unterschiedlich langer, repetitiver
Aminosaureketten konnte in Abhangigkeit von Lange und Art der Aminosdure eine effiziente

Prasentation erreicht werden.

Fir diese modulierenden Effekte der flankierenden Sequenzen gibt es mindestens drei mogliche
Erklarungen. Erstens konnten die flankierenden Sequenzen die Bindung des Peptids an MHC-Klasse-
[I-Molekiile (Nelson et al., 1993, Nelson et al., 1994, Lovitch et al., 2006) oder des T-Zellrezeptors an
den MHC-Klasse-IlI/Peptid-Komplex (Carson et al., 1997, Arnold et al., 2002, Conant and Swanborg,
2003, Cole et al.,, 2012) verstdarken. Zweitens konnten sie die Aufnahme der Polypeptide in
Autophagosomen befdrdern. Und drittens kénnten die flankierenden Sequenzen die Halbwertszeit

der Epitope verlangern, indem sie sie vor Abbau schiitzen.

Verschiedene Veroffentlichungen zeigen, dass flankierende Sequenzen von T-Zellepitopen die
Bindung an MHC-Klasse-llI-Molekiile stabilisieren und die Erkennung durch T-Zellen beeinflussen

kénnen (Carson et al., 1997, Arnold et al., 2002, Conant and Swanborg, 2003, Cole et al., 2012).

Die Prasentation des DRY-Epitops wurde durch das Anfiigen von basischen Aminosauren (Histidin
und Arginin) verstarkt. Dieser Effekt kénnte darauf beruhen, dass basische, C-terminal flankierende
Sequenzen die Erkennung von Antigenen durch CD4" T-Zellen erhéhen (Cole et al., 2012). Dagegen
spricht jedoch, dass auch nicht-basische Aminosduren, wie z.B. Valin, Leucin und Glutamin die
Prasentation verstarkten. Diese Ergebnisse stehen nicht in Einklang mit der Beobachtung von Cole et
al., ebenso wie die Tatsache, dass diese Effekte auch nach N-terminaler Verlangerung beobachtet
wurden und mit der Lange der C-terminalen Sequenzen weiter zunahmen. Somit beruhen diese
prasentationsverstarkenden Effekte der verschiedenen Aminosduren entweder auf mehreren

unterschiedlichen oder einem anderen gemeinsamen Mechanismus.
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Ob das Anfligen der verschiedenen flankierenden Sequenzen direkt zu einer besseren T-
Zellerkennung fiihrt, lieBe sich durch exogene Beladung von Zielzellen durch entsprechende Peptide
Uberprifen. Diese Versuche sollten auch zur Klarung der Frage dienen, ob eine Prozessierung der
Polypeptide fir eine T-Zellerkennung notwendig ist. Da Peptide, die auf MHC-Klasse-II-Molekiilen
prasentiert werden, unterschiedliche Langen aufweisen kdnnen, ist noch unklar, ob die Prasentation
der Polypeptide von deren Prozessierung abhangt. Untersuchungen mit exogen Peptid-beladenen,

fixierten APC sollte diese Frage beantworten.

Wahrscheinlicher als ein direkter Einfluss der flankierenden Sequenzen auf die T-Zellerkennung
erscheint deshalb, dass die angefiigten Aminosduren einen Einfluss auf die Stabilitdt und/oder die
Aufnahme der Polypeptide in Autophagosomen haben. Unter allen getesteten férderten besonders
die hydrophoben Aminosauren Valin, Leucin und Phenylalanin die Prasentation des DRY-Epitops.
Grundsatzlich kénnten hydrophobe Aminosduren das Inserieren eines Peptids in eine Membran
bedingen und somit zu einer verstarkten Aufnahme ins Autophagosom beitragen. Andererseits flihrt
die Exposition hydrophober Domanen an neusynthetisierten Proteinen zur Erkennung durch
Chaperone, die bei der korrekten Faltung des Proteins assistieren. Solch hydrophobe Abschnitte
konnten auch als Andockstelle fiir Proteine dienen, die eine aktive Aufnahme der Antigene in
Autophagosomen vermitteln. Der Einfluss von Hydrophobzitat auf die Prasentation des DRY-Epitops
sollte durch die Untersuchung weiterer hydrophober Aminosauren wie lIsoleucin, Tryptophan,

Methionin und Prolin getestet werden.

Im Vergleich zu Konstrukten, bei denen an das DRY-Epitop die gleichlange Wildtyp-Sequenz angefiigt
worden war, zeigten Konstrukte deren flankierende Sequenzen aus Wiederholungen einer einzelnen
Aminosaure bestanden, eine verstarkte Antigenprdsentation. Diese Erkenntnis konnte fir die

Herstellung von Vakzinen von Bedeutung sein.

Ein Einfluss der flankierenden Sequenzen auf die Stabilitdt der Polypeptide und damit auf eine
langere Verfligbarkeit fur die Prasentation auf MHC-Klasse-lI-Molekiilen kann nicht ausgeschlossen
werden. Dies erscheint aber als eher unwahrscheinlich, da die Prasentation nach exogener Beladung
von APC mit Zelllysat, welches Polypeptide enthielt, die nicht effizient endogen prasentiert wurden,
moglich war. Und, weil es zu einer effizienten Prasentation von Polypeptiden kam, die nicht im Dot-

Blot nachgewiesen werden konnten.
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7.2.2 NeoR wird nicht durch Chaperon-assoziierte Autophagie in den

Antigenprasentationsweg eingeschleust

Obwohl synthetisch hergestelltes DRY-Peptid nach exogener Beladung auf APC sehr gut von den T-
Zellen erkannt wurde, wurde nach endogener Expression keine Prasentation beobachtet. Dies steht
im klaren Widerspruch zu Experimenten von Zhou et al., die eine Prasentation von transfizierten
Peptiden Gber CMA beschrieben hatten (Zhou et al., 2005). Demnach werden Peptide von einem
Hsc70-Komplex gebunden und tiber LAMP2a in Lysosomen transportiert und dort auf MHC-Klasse-II-
Molekile geladen. Hierfir ist ein dem Pentapeptid KFERQ biochemisch analoges Erkennungsmotiv
notwendig, das in etwa 30% aller zytoplasmatischen Proteine vorkommt (Dice, 1990). Um zu
untersuchen, ob intrazelluldre Peptide in diesen Prasentationsweg dirigiert werden kénnen und wie
effizient die Prasentation der Antigene auf MHC-Klasse-lI-Molekilen im Vergleich zur
Makroautophagie-vermittelten Prasentation erfolgt, wurde die KFERQ-Signalsequenz an das DRY-

Epitop angefiigt und in Zellen exprimiert.

Nach endogener Expression kam es durch diese Konstrukte zu keiner Prasentation des Antigens,
auch nicht nach Anfligen der trimerisierten Signalsequenz KFERQ. Eine Expression der Peptide wurde
durch die T-Zellerkennung von APC nachgewiesen, die exogen mit Extrakten transfizierter Zellen

beladen worden waren.

Diese Ergebnisse sprechen gegen eine CMA-vermittelte Prasentation des DRY-Epitops. Bisher wurde
lediglich fir wenige Antigene eine Abhangigkeit der Prasentation von CMA gezeigt. Daher ist fraglich,
welchen Stellenwert CMA in der Generierung von Antigenen fir die Prasentation auf MHC-Klasse-II-

Molekilen einnimmt.

7.2.3 Der Einfluss von Autophagie und mTOR auf die Antigenprasentation

Neuere Ergebnisse der Arbeitsgruppe weisen darauf hin, dass, dhnlich wie bei der Prdsentation von
Antigenen auf MHC-Klasse-I-Molekilen, auch bei der endogenen Prasentation von Antigenen auf
MHC-Klasse-II-Molekiilen vorrangig neusynthetisierte Proteine die Antigenquelle darstellen.
Ebenfalls analog zur MHC-Klasse-I-Prasentation stellt sich somit die Frage, wie diese gezielt in der
Autophagie-abhangigen Prasentationsweg eingeschleust, bzw. die Uber Autophagie abgebauten
maturen Proteine davon ausgeschlossen werden. Eine Moglichkeit der Erklarung bestiinde darin,
dass eine separat regulierte, spezialisierte Subform der Autophagie fir die Antigenprasentation
verantwortlich ist. Deshalb wurde mithilfe chemischer Inhibitoren eine Beteiligung verschiedener

Komponenten der Autophagie am Abbau des Modellantigens untersucht. Allgemein kénnen bei der
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Verwendung von Inhibitoren unspezifische Wirkungen nicht ausgeschlossen werden. Um diese zu

minimieren, wurden in dieser Arbeit mehrere verschiedene Inhibitoren untersucht.

Die beiden Komplexe ULK-FIP200-Atg101-Atgl3 und Vps34-p150-Beclinl-Atgl4L aktivieren die
Initiation der Autophagie. Der Einfluss von ULK wurde mithilfe des Inhibitors SBI0206965 und der
Einfluss des Vps34-Komplexes auf die Generierung von Antigenen wurde mithilfe der Inhibitoren
3MA, KU55933 und Spautinl untersucht. Der Effekt des Lysosoms auf die Herstellung von Antigenen
wurde durch die Inhibition mit Chloroquin und Leupeptin analysiert. SchlieBlich wurde der Einfluss
von mTOR auf den Abbau des Modellantigens NeoR untersucht, hierfir wurden die Inhibitoren

Rapamycin, Everolimus, PP242, Torin1, AZD8055 und KU63794 verwendet.

7.2.3.1 Der Einfluss des ULK-Komplexes auf die Antigenprasentation

SBI0206965 bedingte eine Akkumulation des NeoR-GFP-Fusionsproteins, aber nur eine leichte
Reduktion der Antigenprasentation. Da SBI0206965 ULK1, jedoch nur in geringem Mae ULK2
inhibiert (Egan et al., 2015), und beide Proteine redundante Funktionen in der Regulation der
Autophagie haben (Kundu et al., 2008, Cheong et al., 2011), war die Inhibition von ULK1 womoglich
nicht ausreichend, den autophagosomalen Abbau fiir die Generierung von Antigenen zu
unterbinden. Auf der anderen Seite wies die Akkumulation von NeoR-GFP unter Inhibitorbehandlung
auf eine wirksame Inhibition der Autophagie hin. Die gleichzeitig fehlende Auswirkung auf die
Antigenprasentation impliziert, dass entweder das Nachweisverfahren nicht sensitiv genug war oder
der autophagosomale Abbau von griin fluoreszierendem und demnach maturem Protein von der

Antigenprasentation entkoppelt ist.

Flr letzteres sprechen Daten, die zeigen, dass ULK1 und -2 die Initiation der Autophagie nicht alleine
regulieren. Obwohl ULK1 und ULK2 Doppel-knockout-Mause kurz nach der Geburt sterben (Cheong
et al., 2011), was auf eine essentielle Funktion dieser Proteasen hinweist, gibt es widersprichliche
Ergebnisse zu einer zur Rolle von ULK1 in der Initiation der Autophagie (Wong et al., 2013). Eine
Ammoniak-induzierte Form der Autophagie wurde in verschiedenen Publikationen als ULK1- und

ULK2-unabhangig (Cheong et al., 2011) oder aber als ULK1-abhéngig beschrieben (Eng et al., 2010).

7.2.3.2 Der Einfluss des Vps34-Komplexes auf die Antigenprasentation

Entscheidend fiir die Assemblierung des Vps34-Komplexes ist die Phosphorylierung von Beclinl. Die
Regulation des aus mehreren Komponenten bestehenden Vps34-Komplexes erfolgt durch eine
Vielzahl verschiedener Ubiquitinylierungen oder Phosphorylierungen. Zudem kénnen verschiedene

Proteine an den Komplex binden und seine Aktivitat regulieren: Die Bindung von Atgl4L an den
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Vps34-Komplex induziert Autophagie, wahrend die Bindung von Rubicon via UVRAG Autophagie
reduziert (Matsunaga et al.,, 2009, Zhong et al.,, 2009). Daneben wurden noch einige weitere
Interaktionspartner beschrieben (Liang et al., 2006, Wirth et al., 2013), auf die hier nicht niher
eingegangen werden soll. Kiirzlich wurde das Beclinl-Homolog Beclin2 identifiziert, welches ebenso
Autophagie zu regulieren scheint (He et al., 2013). Ob Beclin2 fiir die Funktion von Beclinl

kompensieren kann, ist jedoch unklar.

Der relativ neue Inhibitor Spautinl soll zwei Ubiquitin-spezifische Peptidasen negativ regulieren, die
normalerweise durch das Entfernen der Ubiquitin-Markierung den proteasomalen Abbau von
Beclinl verhindern (Liu et al., 2011). Durch den Inhibitor sollte es daher zum gesteigerten Abbau von
Beclinl kommen, was zu einer reduzierten Autophagie-Induktion fiihren sollte. Eine Publikation legt
nahe, dass fur die Wirkung des Inhibitors Nahrstoff-Mangelbedingungen herrschen miissen (Liu et

al., 2011).

Unter den Bedingungen dieser Arbeit hatte Spautinl keine Wirkung auf den Abbau des
Modellproteins und nur bei geringer Induktionsstdrke war eine konzentrationsabhangige Reduktion
der Antigenprasentation sichtbar. Da unter den hier gewdahlten experimentellen Bedingungen kein
Nahstoffmangel vorherrschte, waren auch keine dramatischen Effekte auf die Antigenprasentation
zu erwarten. Andererseits filhren Nahrstoffmangelbedingungen zu keiner verstarkten endogenen
Antigenprasentation (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse lassen sich wiederum in zwei
Richtungen interpretieren: Entweder ist Spautinl kein sonderlich effizienter Inhibitor der

Autophagie, oder die Spautinl inhibierbare Autophagie spielt keine Rolle in der Antigenprasentation.

Die Verwendung von 3MA fiihrte zur Reduktion des prozentualen Anteils an GFP-positiven Zellen.
Gleichzeitig kam es jedoch zu einer Akkumulierung des NeoR-GFP-Fusionsproteins in den GFP-
positiven Zellen. Zudem zeigten Western-Blot Analysen, dass die Menge des Fusionsproteins im
Vergleich zur Kontrolle reduziert war.

3MA ist ein Inhibitor, der konzentrationsabhangig auf alle Klassen der PI3-Kinasen wirkt (Miller et al.,
2010, Wu et al., 2010) und eine Zytotoxizitdt aufweist, die unabhangig von der Autophagie-
inhibierenden Wirkung ist (Hou et al.,, 2012). Wu et al. stellten bei der Untersuchung der
Wirkungsweise von 3MA fest, dass dieser Inhibitor eine duale Wirkung hat: Zum einen inhibiert 3MA
durch Nahrstoffmangel induzierte Autophagie und zum anderen fiihrt eine langfristige Behandlung
von Zellen zu einer verstarkten Nahrstoff-unabhangigen Autophagie-Rate (Wu et al., 2010).

Ob der verringerte Anteil GFP-positiver Zellen und die verringerte Menge Fusionsprotein auf den

dualen Effekt von 3MA oder auf die Toxizitat zurlickzufihren war, wie der reduzierte Anteil lebender
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Zellen suggeriert, war nicht eindeutig festzustellen. Passend zur Akkumulierung des GFP-
Fusionsproteins durch die 24-stiindige Behandlung mit 3MA war die Antigenprasentation reduziert,
was darauf hinwies, dass der Abbau des Modellantigens fiir die Antigenprasentation vom Vps34-

Komplex abhdngig war.

Der Autophagie-Inhibitor KU55933 inhibiert spezifisch Klasse lll-, jedoch nicht Klasse I-PI3-Kinasen
(Farkas et al., 2011). Ahnlich wie nach Behandlung der Zielzellen mit 3MA war die T-Zellerkennung
nach Behandlung mit KU55933 reduziert, ebenso war der Gesamtanteil an GFP-positiven Zellen
verringert und die Griinfluoreszenz GFP-positiver Zellen erhéht. Zudem war die NeoR-GFP-Menge
nach Behandlung mit der hochsten Konzentration an KU55933 reduziert. Die Wirkung von KU55933

und 3MA auf die Zellen war somit identisch.

Die Tatsache, dass zwei von drei Inhibitoren der Vps34-Kinase einen negativen Einfluss auf die
Antigenprasentation hatten, weist darauf hin, dass dieser Komplex an der autophagosomalen

Generierung von Antigenen beteiligt ist.

7.2.3.3 Der Einfluss des Lysosoms auf die Antigenprasentation

Die Bedeutung lysosomaler Proteasen fiir die Autophagie-assoziierte Antigenprasentation ist
hinlanglich dokumentiert (Honey and Rudensky, 2003, Delamarre et al., 2005, van Kasteren and
Overkleeft, 2014). Die Inhibition der lysosomalen Funktion durch Chloroquin und Leupeptin diente in
diesen Experimenten als Positivkontrolle und zeigte die erwartete reduzierende Wirkung auf die
Antigenprdsentation. Die Behandlung fiihrte jedoch zu keinem deutlichen Anstieg GFP-positiver
Zellen und nur Chloroquin bedingte eine Akkumulation des GFP-Signals in diesen Zellen. In der
Proteinanalyse zeigte sich, dass Chloroquin zu einer leichten Akkumulierung der Proteinmengen
flhrte. Diese Ergebnisse kénnten darauf begriindet sein, dass die Inhibitoren auf verschiedene
Weise nur teilweise den lysosomalen Abbau verhindern. Chloroquin verhindert die Ansduerung der
Lysosomen, wdhrend Leupeptin Serin- und Cystein-Proteasen inhibiert. Nicht alle Proteasen
bendtigen die Ansduerung des Lysosoms flr ihre Funktion (Kaminskyy and Zhivotovsky, 2012, Turk et
al., 2012), und Asparagin-Proteasen in Lysosomen konnten fir den teilweise Abbau des
Fusionsproteins nach Leupeptin-Behandlung verantwortlich sein. Da die Fluoreszenzintensitdt von
GFP pH-abhéangig ist, konnte nach Verwendung von Leupeptin der niedrige pH daflir verantwortlich
sein, dass das GFP-Signal nicht mehr detektiert wurde, obgleich es zu einer Protein-Akkumulation
kam (Kneen et al., 1998).

Die Ergebnisse zeigen also, dass Lysosomen sowohl fiir die Generierung von Antigenen als auch fir

den Abbau von maturen Proteinen zur Erhaltung der Zellhomdostase essentiell sind.
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7.2.3.4 Der Einfluss von mTOR auf die Antigenprdsentation

Autophagie kann unter Mangelbedingungen durch mTOR reguliert werden. Die Regulation von
MTORC1 selbst erfolgt zum einen (iber die Phosphorylierung durch den Aminosauren-Sensor AMPK,
wodurch mTORC1 gehemmt wird. Zum anderen wird mTOR durch einen Komplex in der lysosomalen
Membran reguliert, welcher unter Mangelbedingungen mTOR nicht aktiviert. Dieser
Rickkopplungsmechanismus sorgt dafiir, dass der ULK-Komplex nicht durch mTOR inhibiert und

Autophagie verstarkt induziert wird.

In dieser Arbeit gelang eine negative Regulation von mTOR durch die verschiedenen Inhibitoren auf
unterschiedlich effiziente Weise. Es wurden Inhibitoren verwendet, die lediglich mTORC1 inhibieren,
und auch Inhibitoren, die auf mTORC1 und mTORC2 wirken. Da mTORC2 ein positiver Regulator von

mTORCL1 ist, sollte die Inhibition beider Komplexe zu einer Wirkungsverstarkung fihren.

Die beiden Inhibitoren KU63794 und AZD8055, die auf beide mTORC-Komplexe wirken sollen,

zeigten eine geringe bzw. keine Wirkung auf den NeoR-GFP-Abbau oder auf die Antigenprasentation.

Torinl und PP242, die ebenfalls beide mTORC-Komplexe inhibieren, bewirkten eine deutliche
Abnahme der NeoR-GFP-Proteinmengen. Rapamycin und Everolimus dagegen, die lediglich mTORC1
inhibieren, wiesen keine oder nur eine gering verstarkende Wirkung auf den Proteinabbau auf. Diese
Beobachtungen sind deckungsgleich mit Veroffentlichungen zur Wirkung von Rapamycin, Torinl und
PP242, die besagen, dass mTOR nur teilweise durch Rapamycin (Shor et al., 2009) und sehr viel
umfangreicher durch Torinl oder PP242 inhibiert wird (Thoreen et al., 2009, Feldman et al., 2009).

Analog zum Inside-Out-Mechanismus des Proteinkomplexes in der lysosomalen Membran aktivieren
Torinl und PP242, im Gegensatz zu Rapamycin, auch die Aktivitdt von Lysosomen (Zhou et al., 2013)
und tragen, neben der De-Repression des ULK-Komplexes, dadurch zusatzlich zu einer erhéhten
Autophagierate bei. Die Beobachtung, dass Torinl und PP242 den autophagosomalen Abbau bei

weitem am starksten induzierten, war somit im Einklang mit dieser Publikation.

Torinl, PP242 und Rapamycin wird zudem ein mTOR-abhdngiger, negativer Einfluss auf die
Proteinsynthese zugeschrieben (Shor et al., 2009, Thoreen et al., 2009, Dowling et al., 2010a). Dieser
Einfluss scheint jedoch ebenfalls starker durch Torinl und PP242 auszufallen als durch Rapamycin
(Thoreen et al., 2009, Feldman et al., 2009). Inwiefern dieser Nebeneffekt einen Einfluss auf die

Untersuchung der Antigenprasentation gehabt haben kdnnte, ist noch unklar.
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7.2.3.5 Die Regulation der Antigenprasentation auf MHC-Klasse-lI-Molekiilen erfolgt

mTOR unabhéngig

Wenn mTOR durch die Negativregulation der Autophagie einen Einfluss auf die Generierung von
Antigenen hatte, so ware eine gesteigerte Antigenprasentation durch die Inhibition von mTOR zu
erwarten gewesen. Die in dieser Arbeit vorgelegten Daten zeigen, dass die mTOR-bedingte Induktion
der Autophagie durch Torinl, PP242 und Everolimus zwar den Abbau des Modellproteins

beschleunigt, es jedoch zu keiner gleichzeitigen Verstarkung der Antigenprasentation kommt.

Diese Ergebnisse passen zu der Feststellung von Schmidt et al., dass in APC ein konstanter Fluss von
Autophagie herrscht, der nicht durch Nahrstoffmangel induziert wird (Schmid et al., 2007). Zudem
gibt es eine Vielzahl an Veroffentlichungen, die eine Induktion von Autophagie durch verschiedene
Komponenten unabhdngig von mTOR beschreiben (Sarkar et al., 2005, Yamamoto et al., 2006,

Grotemeier et al., 2010, Tan et al., 2012).

Im Gegensatz zur Inhibition von mTOR hatte eine Inhibition der Autophagie sehr wohl eine
reduzierende Wirkung auf die Antigenprdsentation. Das zeigt zum einen, dass Autophagie an der
Antigenprasentation beteiligt ist, und zum anderen, dass mTOR lediglich einer von mehreren
Regulatoren der Autophagie ist. Durch die Feststellung, dass Autophagie essentiell fir die
Antigenprasentation auf MHC-Klasse-II-Molekilen ist, mTOR jedoch nicht, stellt sich die Frage, wie

die Autophagie-assoziierte Antigenprasentation reguliert wird.
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8. Ausblick

Da weder pra-mRNA-Translationsprodukte zum Antigenpool beitrugen, noch die Antigenmenge oder
die Stabilitat der neusynthetisierten Proteine und der Antigen-mRNA Einfluss auf die Effizienz der
Antigenprasentation hatten, konnten Untersuchungen zu den biochemischen Eigenschaften der

Antigene neue Einblicke in die Antigenauswahl liefern.

Die endogen auf MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-lI-Molekiilen prasentierten Antigene weisen
mehrere Gemeinsamkeiten auf, z.B. die Kopplung an Translation oder die Abhangigkeit von
indirekten Ubiquitin-Signalen. Dariiber hinaus kénnten weitere Ubereinstimmungen bestehen, z.B.
hinsichtlich der Mindestlange der Antigene. So werden zwar endogen exprimierte T-Zellepitope sehr
effizient auf MHC-Klasse-I-Molekiilen prasentiert, C-terminal verlangerte Epitope jedoch nur, wenn
sie eine Mindestlange Uiberschreiten. Diese Beobachtungen sprechen fiir ein gezieltes Erkennen und
Einschleusen der Antigene in den Prisentationsweg. Uber den massenspektrometrischen Nachweis
von Proteinen, die an Polypeptide binden, die diese Langenanforderung unter- bzw. Uberschreiten,

kénnten neue Hinweise zur Antigenauswahl erhalten werden.

Um den Einfluss flankierender Sequenzen auf die endogene Prasentation von Antigenen auf MHC-
Klasse-1I-Molekilen genauer zu charakterisieren, sollten diese Analysen mit weiteren Aminosauren
durchgefiihrt und um andere Aminosaurekombinationen ergdnzt werden. Letztere sollten Aufschluss
dariiber geben, ob diese Effekte auf einem oder verschiedenen Wirkmechanismen beruhen. Mit
Hilfe entsprechender synthetischer Peptide kdnnte unterschieden werden, ob die flankierenden
Sequenzen die Bindung an MHC-Molekile bzw. TCR, das Einbringen der Antigene in den
autophagosomalen Prasentationsweg und/oder deren Prozessierung fordern. Aufgrund moglicher
unspezifischer Effekte chemischer Inhibitoren sollten die Untersuchungen zur Beteiligung
verschiedener Komponenten und Signalwege an der Autophagie-vermittelten Antigenpradsentation
durch genetische Ansatze ergdnzt werden. Mittels knockout einzelner oder mehrerer Gene, z.B. mit
Hilfe der CRISPR/Cas9- Technologie, kann die Rolle einzelner Autophagie Gene in der
Antigenprasentation verifiziert und damit zu einem besseren Verstandnis dieses Prasentationsweges

beigetragen werden.
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