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Abstrakt

Lysin-verkniipfte K48-Polyubiquitinketten gelten als kanonisches Signal, das Proteine fiir den Ab-
bau durch 26S Proteasomen markiert. Obwohl der iiberwiegende Teil der per MHC Klasse I pri-
sentierten Epitope proteasomal generiert werden, ist nur wenig iiber den Einfluss von Ubiquitinak-
zeptorstellen und -verkniipfungen eines Substrates auf die MHC Klasse I Antigenprozessierung be-
kannt. In diesem Zusammenhang stellt das cancer/testis Antigen NY-ESO-1, das nur ein einziges
Lysin (K124) enthilt, ein ideales Modellantigen zur Untersuchung Ubiquitin-abhéngiger Antigen-
prasentation dar. Durch die Substitution des Lysin 124 mit Arginin entstand ein Lysin-freies NY-
ESO-1 (NY-ESO-1X0), das iiberraschenderweise sogar stirker als das Wildtypprotein polyubiqui-
tiniert wurde. Dennoch blieb die Prisentation des HLA-A*0201 restringierten NY-ESO-1157_165
Epitops, die fiir beide Proteinvarianten durch die katalytisch-aktiven Untereinheiten 2 und 1
des 20S Standardproteasoms sichergestellt und von den Ub-Rezeptoren Rpnl0 und Rpnl3 des
19S Regulators vermittelt wurde, davon unbeeintrichtigt. Die darauthin durchgefiihrte qualitative
Analyse der Ubiquitinierungsprofile demonstrierte fiir NY-ESO-1X0 einen Verlust von K48-Poly-
Ub-Ketten sowie einer kompensatorisch gesteigerten Verkniipfung mit alternativen Ketten (K11,
K29, K33) auf alternativen Akzeptorstellen (C, S und T). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass ein
Fehlen des kanonischen Abbausignals in NY-ESO-1 durch Synthese atypischer Formen der Poly-
ubiquitinierung kompensiert und die MHC Klasse I Antigenprésentation aufrecht erhalten werden

kann.
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Abstract

Lysine-linked K48-polyubiquitin-chains are considered as the canonical signal marking proteins
for degradation via 26S proteasomes. Altough the generation of the majority of the MCH class I
presented epitopes depends on proteasomal activity, little is known regarding the role of ubiquitin-
linkages and -acceptor sites of a given substrate in antigen processing. Addressing this issue, the
cancer/testis antigen NY-ESO-1 provides an ideal target to study ubiquitin-dependent antigen pre-
sentation, because of its single lysine residue K124. Unexpected, the introduction of a K124R
substitution in NY-ESO-1 did not lead to an abrogation but to an increase of polyubiquitination.
Nevertheless the wildtype and the lysine-free protein were equal in their ability to simulate mono-
clonal CD8" T-cells specific for the HLA-A2*0201 restricted NY-ESO-157_165 epitope, whose
generation was driven by the 32 and 1 catalytic subunits of the 20S standard proteasome and
regulated by the activity of the major ubiquitin receptors Rpn10 and Rpn13 of the 19S regulatory
particle. A profound analysis of the polyubiquitination profile exhibited a loss of K48 poly-Ub-
chains in NY-ESO-1X? accompanied by an increase in the assembly of alternative chains (K11,
K29, K33) on alternative acceptor sites (C, S and T). These data clearly demonstrate, that the
absence of the canonical degradation signal in NY-ESO-1 can be compensated by the generation
of atypical forms of ubiquitination, ensuring the sufficient generation of MHC class 1 presented

epitopes.
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1 Einleitung

1.1 Einfiihrung in das Immunsystem von Siugetieren

Das Immunsystem von Sdugetieren stellt ein komplexes Netzwerk aus zelluldren und humora-
len Bestandteilen dar, das dem Korper zum Schutz vor pathogenen Erregern (Bakterien, Viren
und Parasiten), Verletzungen, Fremdkorpern oder malignen Erkrankungen dient. Es gliedert sich
in einen angeborenen und einen adaptiven (erworbenen) Anteil. Die Komponenten der angebore-
nen Immunantwort (Neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten, natiirliche Killerzellen,
Akut-Phase-Proteine, Komplement- und Gerinnungssystem) bilden die erste Linie der Verteidi-
gung. Sie sind durch konservierte Rezeptoren, Erkennungsstrukturen und Mechanismen in der La-
ge die Entziindung zu begrenzen sowie Zellen des adaptiven Immunsystems, wie dendritische Zel-
len , T-Zellen, B-Zellen, zur Ausbildung einer hochspezifischen Immunantwort anzulocken
und zu stimulieren. Im Rahmen einer viralen Infektion werden unter anderem naive CD

Ister of differentiation)8" T-Zellen durch professionell Antigenprisentierende Zellen (APZ), wie

Makrophagen oder B-Zellen geprigt (Priming), um anschlieBend virusinfizierte Zellen zu
eliminieren. Ein wesentliches Merkmal der adaptiven Immunantwort stellt vor diesem Hinter-
grund die Fihigkeit zur Unterscheidung zwischen selbst und nicht-selbst dar. Zu diesem Zweck
ist das T-Zellsystem mit einem sehr vielfdltigen Repertoire an T-Zell Rezeptoren ausge-
stattet (>10'%), die erkrankte Zellen durch einen Komplex aus einem antigenen Peptid (Epitop) und

einem Haupthistokompatibilititskomplex (MHC)) Klasse I Molekiil erkennen (1)).

1.2 Die MHC-Klasse I Antigenprisentation

MHC Klasse I gebundene Epitope sind Peptide mit einer Linge von in der Regel 8-11 Aminosduren
und werden durch die Kreuz- oder die direkte Prisentation generiert. Die Kreuzprisentati-
on beinhaltet die proteasomal abhingige Prozessierung und Prisentation exogen aufgenomme-
ner Antigene durch im Rahmen des Priming naiver [CD8' T-Zellen (1I). Der direkte Weg
(Abbildung (1) stellt die Epitopgenerierung aus endogen gebildeten Proteinen oder Polypeptiden
(auch korpereigenen) dar, die kontinuierlich von fast allen Korperzellen patroullierenden [CDS™*
T-Effektorzellen priasentiert werden (2)). Der iiberwiegende Anteil, der auf diese Weise generierten
Epitope ist von der Aktivitdt des Proteasoms abhingig (3)), das sowohl lineare als auch zusam-
mengesetzte (spliced) Epitope bildet (4). Wihrend circa zwei Drittel der proteasomal generierten
Peptide zu klein fiir die Epitopbindungstasche eines Klasse I Molekiils sind, eignen sich
lediglich 15% (Okta-, Nona- oder Decapeptide) direkt fiir die Prisentation (5)). Die verbleibenden

15% sind N-terminal verlidngert (6) und bediirfen einer zusétzlichen Prozessierung durch Ami-
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Antigenprozessierung Klasse I présentierter
Epitope (eigene Abbildung).

Vesikel

Plasmamembran

nopeptidasen des Cytosols, wie der Tripeptidylpeptidase II (TPPII), Leucinaminopeptidase (LAP)

und Bleomycin Hydrolase (BLMH]) sowie der ER (Endoplasmatisches Retikuluml)-stindigen Ami-

nopeptidasen 1 und 2 (2). Den ATP-abhingigen Transport ins Lumen des [ER realisiert der

TAP (transporter associated with antigen processing)-Transporter, bestehend aus 1 und 2 (7).

Von dort aus werden die Peptide durch den pepride loading complex (MHC Klasse I Molekiil,
[TAPI/2, Tapasin, ERp57 (ER-resident protein 57), Calreticulin) auf ein neusynthetisiertes

Klasse I Molekiil transferiert und gelangen iiber den Golgi-Apparat an die Zelloberflache. Als An-

tigenquelle fiirMHC Klasse I prisentierte Epitope dienen sowohl reife Proteine (Refirees) als auch

DRIiPs (defective ribosomal products)) in unterschiedlicher Quantitit (8, 9). DRiPs sind fehlerhaft,

unvollstindig oder out of frame translatierte bzw. falsch gefaltete Polypeptide sowie solche, die aus
mRNA nicht-kodierender Regionen gebildet werden. Sie wirken in hohen Konzentrationen toxisch

auf die Zelle, weswegen sie rasch polyubiquitiniert und proteasomal abgebaut werden (10).

1.3 Das Proteasom

1.3.1 Funktion und Aufbau des Proteasoms

Die Lebensfihigkeit einer Zelle ist in hohem Maf3e von der Aufrechterhaltung des Gleichgewichts
zwischen Proteinsynthese und -abbau (Proteostase) abhingig. Aus diesem Grund ist es essentiell,
falsch gefaltete, oxidierte, gealterte oder nicht mehr bendtigte Proteine moglichst ziigig zu eli-

minieren. Das wichtigste nicht-lysosomale, ATP-abhéngige Fragmentationssystem intrazelluldrer
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Proteine ist das Ub-Proteasom-System (UPS)) mit der Fihigkeit Proteine zu markieren und effizient
abzubauen (Kapitel [T.4) (11).

Das Proteasom ist ein multikatalytischer Proteinkomplex, der evolutionir hochgradig konserviert
ist und in allen drei Dominen des Lebens (Bakterien, Archaeen und Eukaryoten) nachgewiesen
werden konnte (12). Seine Konzentration kann in Mammaliazellen je nach Gewebeart bis zu 1%
der gesamten Zellproteine betragen (13). Es besteht aus einem zylinderartig geformten 20S Kern-
komplex, an den ein- oder beidseitig unterschiedliche Regulatorproteinkomplexe (RP), wie der
Proteasomaktivator (PA)700 (19S RP), PAR8« 3, PAR8Y, [PAR00, ECM29 (proteasome-associated
[protein ECM29 homologue]) oder der Proteasominhibitor 31 binden konnen [13). Dadurch bil-

den sich verschiedenartige proteasomale Komplexe (Kapitel [1.3.3), die im Cytosol, Zellkern und

in Assoziation mit dem [ERllokalisiert sind (13)).
1.3.2 Das 20S Proteasom

Der zylinderformige 20S Kernkomplex des Proteasoms misst circa 15nm in Lénge und 11nm im
Durchmesser (14). Er setzt sich aus vier Ringen 4 sieben Untereinheit (UE) von 21-30kDa zu-
sammen, woraus sich eine GesamtgroBe von circa 700kDa ergibt (15). Die beiden duBeren und
inneren Ringe eukaryotischer 20S Proteasomen bestehen aus sieben anti-parallel angeordneten o-

(a1-a7) bzw. B (B1-B7), woraus sich die stéchiometrische Komposition ot_781_781_701_7

A B

+IFNo/f
+IFNYy

| |
BA\L‘ B 5| od'

l L
ad P4 Bsi

Abbildung 2: Modell des A 20S Standard- und B Immunoproteasoms (eigene Abbildung, ange-
lehnt an (16)).

ergibt (Abbildung [2). Durch diese Konformation werden drei Kavititen gebildet, zwei Vorkam-
mern zwischen je einem o- und einem (-Ring und eine innere, zentrale Kammer zwischen den
beiden B-Ringen (14).

Die Kristallstrukturanalyse des 20S Proteasoms von Thermoplasma acidophilum zeigte eine zen-
trale Pore im o-Ring mit einem Durchmesser von 13A, die im Ruhezustand sowohl in Archae-

bakterien, als auch in Hefe- und Mammaliazellen versiegelt ist und den Substrateintritt verhindert
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(17, [18| [19). Die Substitution des Asparat 9 der o3{UE] durch Alanin resultierte in einer Kon-
formationsinderung der N-terminalen Polypeptidketten der a{UE] die den Eintritt des Substrats
ermoglicht (17, 20, 21). Diesen Vorgang bezeichnet man als Porendffnung (Gate-Opening) (Kapi-
tel[1.3.3)) und wird in vivo unter anderem durch die Bindung eines erreicht (21).

a- und B-Ringe bilden gemeinsam zwei S0A breite Vorkammern, in denen das Substrat nach
Passieren der zentralen Pore des o-Rings, durch Interaktion mit den a in einem entfalteten
Zustand stabilisiert wird, bevor es die 22A groBe Offnung des B-Rings passiert und in die zentrale
Kavitit (Durchmesser ca. 531&) des 20S Proteasoms gelangt (17, 22). Zwischen - und a-Ringen
existieren 10A breite Offnungen, die den entstandenen Peptiden einen Austritt aus dem 20S Pro-
teasom ermdoglichen konnten (18)).

Das Standardproteasom

Die innere Kavitit zwischen den beiden -Ringen beinhaltet die katalytischen Zentren. In Euka-
ryoten weisen lediglich 1, B2 und B5 ein N-terminales Threonin auf, das wihrend der Assem-
blierung des 20S Proteasoms durch Autoproteolyse freigelegt wird (18, 19, 21, 23). Wihrend der
hydrolytischen Spaltung einer Peptidbindung dient die y-stindige OH-Gruppe als Elektronendo-
nator und vollzieht den nukleophilen Angriff (24). Das Proteasom zéhlt damit zu den N-terminal
nukleophilen Hydrolasen und war die erste Threoninprotease, die entdeckt wurde.

Der Einsatz von fluorogenen Substraten charakterisierte drei katalytisch distinkte Aktivititen des
eukaryotischen 20S Proteasoms, die sich in ihrer Priferenz fiir den N-terminal der Schnittstelle
gelegenenen Aminosédurerest unterscheiden: peptidylglutamyl-peptide hydrolyzing saure
Trypsin-dhnlich (T1) basische [AS|und Chymotrypsin-dhnlich (ChT)) hydrophobe [AS] (23, 26)).
Von einigen Autoren (24, [36) wurden zusitzlich die Fihigkeiten Peptidbindungen nach [AS]| mit
verzweigten Seitenketten, branched chain amino acid preferring (BrAAP) und kleinen, neutra-
len small neutral amino acid preferring zu spalten, beschrieben. Mit Hilfe von
Rontgenstruktur- und Mutatationsanalysen sowie dem Einsatz spezifischer Inhibitoren wurde den
einzelnen [UE| die jeweilige Aktivitit (81—PGPH| f2—Hund B5—IChT)) zugeordnet (Tabelle
(18, 119} 23). Allerdings ist diese Charakterisierung nicht restriktiv, da das Protesaom nach fast al-
len |AS| proteolytisch aktiv ist (24, 27).

Die Erkenntnisse iiber die Struktur der aktiven Zentren fiihrte zur Entwicklung zahlreicher Inhi-
bitoren der proteasomalen Aktivitit, die nicht-kovalent oder kovalent im katalytischen Zentrum
binden konnen. In der Regel ist die Hemmung durch nicht-kovalente Inhibitoren reversibel, wih-
rend die von kovalenten mit einigen Ausnahmen zumeist irreversibel ist (28)). Kovalente Inhibitoren

lassen sich anhand ihrer chemischen Struktur unterteilen und umfassen unter anderem Peptidalde-
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Untereinheit | Gen (Homo Sapiens) | Katalytische Aktivitit

B1 (8,Y) PSMB6 [PGPH/Caspase-ihnlich (Cas), BrAAPI
p1i (LMP2) | PSMB9 ChT]

B2 () PSMB7 ITH

B2i (Mecl-I) | PSMB10 T3

B5 (X) PSMB5

B5i (CMP7) | PSMBS [BrAAPI

Tabelle 1: Katalytische Aktivititen der Standard- und Immunountereinheiten

hyde (z. B. MG132), o’ B’-Epoxyketone (z. B. Epoxomycin, YU-102, PR-893), Boronate (z. B.
Bortezomib) und f3-Lactone/Lactacystin. Peptidaldehyde inhibieren schon bei sehr geringen Kon-
zentrationen (10~°M), unter Bildung eines Hemiacetals mit der y-OH-Gruppe des N-terminalen
Threonins, reversibel die Aktivitdt des Proteasoms sowie die von Cathepsinen and Calpai-
nen. Peptid-o’ B’-Epoxyketone hingegen sind irreversible Inhibitoren, die mit der y-OH- und «-
NH;-Gruppe des N-terminalen Threonins einen Morpholinoring bilden. Aufgrund dieses kataly-
tischen Mechanimus sind Epoxyketone sehr spezifisch fiir das Proteasom, da die katalytischen
Zentren von Cystein- und Serinproteasen keine a-NH;,-Gruppe enthalten. Die Kenntnisse iiber
die Kristallstrukturen der einzelnen Substratbindungskanile ermoglichte daraufhin die Synthese
UE-spezifischer Epoxyketone.

Das Immunoproteasom

Mammaliazellen konnen, unter anderem durch Stimulation mit Interferon (IEN) Typ-I1 (IENlt/B)
oder Typ-II (IENly), z. B. im Rahmen einer Entziindungsreaktion, zur Expression von drei zusitz-

lichen, katalytischen [UE] 1i bzw. LMP2 (low molecular mass protein 2)), 2i bzw. Mecl-1

lticatalytic endopeptidase complex like 1) und B5i bzw. LMP7, angeregt werden (29, 30). Diese

Immuno{UE werden wihrend der de-novo Synthese des Proteasoms anstelle von 81, B2 und 5
bevorzugt eingebaut, wodurch es zur Bildung des Immunoproteasom (IP) kommt. In spezifischen
Zellen des Immunsystems wie[DCs| T- und B-Lymphozyten (3112} 32)), ldsst sich sogar eine kon-
stitutive Expression an [[P|nachweisen. Ob [[P] verglichen mit Standardproteasomen vermehrt
in der Lage sind polyubiquitinierte, geschiddigte und oxidierte Substrate schneller abzubauen (33))
oder nicht (34), ist noch nicht abschlieend geklart.

Katalytische Aktivitiiten Die Anderung des Phinotyps vom[SPlzum [Pl geht mit einer deutlich re-
duzierten PGPHI Aktivitit einher (35,3637, [38)). Obwohl dem[Plim Vergleich zum[SP héufig eine
erhohte und [T Aktivitédt zugesprochen wurde (27,135, 38} 39)), existieren in der Literatur kei-
ne einheitlichen Ergebnisse, die dies belegen (37,36, 40). Zudem sind Studien, in denen [ENly zur
Induktion von [IP| verwendet wurde (27, 37, [38), kritisch zu betrachten, da der [ENly-induzierbare

[PAR8 den Umsatz kleiner fluorogener Peptide durch einen verbesserten Substratein- bzw. -austritt
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modifiziert (41). AuBBerdem wurde fiir das TRP2 (tyrosinase related protein 2)) gezeigt, dass die

Prisentation des[TRP2k¢(_ 363 Epitops vollstindig von der Aktivitit des[PAR8 abhingt, der die Ge-
nerierung des korrekten N-Terminus des antigenen Peptids vermittelt (42)). Daraus wird ersichtlich,
dass trotz hiufiger Nutzung fluorogener Peptidsubstrate zur Messung proteasomaler Aktivititen,
deren Ergebnisse nicht zwangslaufig die Hydrolyserate gegeniiber natiirlich auftretenden Oligo-
oder Polypeptiden widerspiegeln (35). Aus diesem Grund liefern sie keine zuverldssigen Aussa-
gen iiber die Fihigkeiten von [SPlund [P zur Generierung MHC Klasse I prisentierter Epitope.
Epitopgenerierung Das Proteasom determiniert in der Generierung Klasse I priasentierter
Epitope vorwiegend die Bildung des korrekten C-Terminus, wihrend der N-terminale Schnitt deut-
lich unpréziser ist. Aus diesem Grund erzeugt das Proteasom mehrheitlich N-terminal verlidngerter
Vorlduferpeptide (2, [6). Obwohl dem [[Pl im Vergleich zum [SP| nicht eindeutig erhéhte und
[MTd Aktivititen nachgewiesen werden konnten, wird dem [Pl die Fiahigkeit zugesprochen, dass es
effizienter Peptide mit hydrophoben und basischen Ankeraminosiduren am C-Terminus bildet, die
stabiler mit der Bindungstasche von MHC-Klasse I Molekiilen assoziieren (43). In dieser Hinsicht
fillt LMP7 eine besondere Rolle zu, da in 8 5i~/~-Mdusen die Gesamtkonzentration an
Klasse I Molekiilen um 50% reduziert ist (44), was fiir LMPR /- oder [MecI-1I-/ ~-Muse nicht
zutrifft (45, 146). Allerdings ist es epitopabhiingig, ob dessen Bildung durch die Anwesenheit des
verbessert (4, 477)), reduziert (48, 149) oder nicht beeinflusst wird (42, 45)).

In diesem Zusammenhang postulierten Tenzer et al., dass die Generierung bestimmter Peptide le-
diglich einer Proteasomsubpopulation vorbehalten ist (50). Im Gegensatz dazu wiesen Mishto et
al. mittels Massenspektrometrie (MS)) und QME (quantification with minimal effort) nach, dass
sich [SP| und [[P nicht in der Qualitit, sondern lediglich in der Quantitit der Peptidgenerierung un-
terscheiden (51)). [P kommen bevorzugt in reifen[DCs|vor (31) und ihre Expression kann in Tumor-
zellen zytokinvermittelt induziert werden (29} [30). Daher ist es fiir die Aktivierung[CD8™ T-Zellen
im Rahmen des Priming und der Erkennung entarteter Zellen aber mitunter essentiell, dass das je-
weilige Epitop effizient durch das[[Pgeneriert wird, weil dies direkten Einfluss auf die Etablierung
einer adaptiven Immunantwort in vivo nehmen kann. Zum Beispiel verringerte sich im Rahmen
einer Influenza A Virus Infektion in LMP2~/ -, Mecl-1-/~- und Mecl-1~/~/LMP7~/~-
Mausen die Immunogenitit des dominanten PAj;4733 Epitops sowie die Aktivierung PA224233-
spezifischer T-Zellen, aufgrund einer verminderten Prdsentation durch (52). Im Gegensatz
dazu erhohte sich die des subdominanten Epitops (PB1F2¢;_70) bei erhaltener Prisentation in al-
len drei Fillen. Allerdings entscheidet fiir die Ausbildung einer effizienten CD8* T-Zellantwort

nicht allein die Tatsache, ob ein Epitop iiberhaupt, sondern ob eine geniigende Menge pro Zeit-
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einheit gebildet wird. In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass Mecl~/~/LMP7~/~-Miuse
keine suffiziente CD8" T-Zellantwort auf das[[P-abhingige E1B19; 200 Epitop (Listeria Monozy-
togenes) entwickelten, obwohl sich[APZ] von KO- und Wildtypmausen nicht im steady state-Level
antigener Peptide der Oberflache unterschieden, wohl aber in der Kinetik der Epitopgenerierung
(3.

Dariiber hinaus spielt fiir die Immunogenitit eines Epitops auch ein intaktes T-Zell Repertoire
eine Rolle, das durch die Anwesenheit der entscheidend mitbestimmt wird. So war die
Generierung des zweiten dominanten IAV Epitops (NP3gs_374) zwar in allen drei oben genann-
ten KO-Modellen unverindert, seine Immunogenitét hatte allerdings nur in Mecl-1 ~/~ und Mecl-
1=/=/LMP7~/~-Méusen Bestand (52). LMP2~/~-Miuse dagegen wiesen ein so stark defizientes
NP366_374- und PA2>4_233-spezifisches T-Zell-Repertoire auf, dass sich die gesamte Immunodo-
minanzhierarchie zu Gunsten des subdominanten Epitops (PB1F2¢,_79) verschob. Dass solche
Verinderungen allerdings [PHUE} und virusspezifisch sind, zeigte sich in Lymphozyten Chorio-
meningitis Virus (LCMYV)) infizierten LMP2~/~- bzw. LMP7~/~-Miusen, die keinerlei derartige
Veridnderungen aufwiesen (54), MecI-1/~ -Muse hingegen schon (46).

Ferner scheinen auch strukturelle Verdnderungen, die mit dem Einbau der einzelnen Immuno{UE]
einhergehen, Einfluss auf die Schnittpriferenz zu nehmen. Sowohl Wildtyp-, als auch katalytisch
inaktives LMP7 (T1A-Substitution) begiinstigen die Generierung des Hepatitis B core Antigen
(HBcAg)141_151 Epitops, fiir dessen Bildung die Anwesenheit aller drei essentiell ist (47)).

Intermediéirproteasomen

Der Einbau der [P} findet in der de-novo Synthese des 20S Proteasoms nicht vollstdndig statt

(55). DalLMP7 aufgrund seiner hoheren Affinitat zu POMP (proteasome maturation protein)) ge-

geniiber 5 bevorzugt eingebaut wird (15), kann es zur Synthese sogenannter Intermedidrprotea-
somen kommen (56)). In einem natiirlichen Umfeld wurden bislang nur die Kombinationen
B1-B2{LMP7 (LMP7) und CLMP2-B2{LMP7 (LMPR2/7) identifiziert (12, [57). Diese Entdeckung
bestitigt Untersuchungen, die gezeigt haben, dass fiir die effiziente Prozessierung von Pro{LMPR
und Pro{MecI-1| die Anwesenheit des Propeptids von (58) und fiir die Inkorporation von
die Anwesenheit von erforderlich ist (58, 59).

Die und [Td Aktivitiit der beiden natiirlich vorkommenden [[nfP| (CMP/7 und LMPR/7) gleicht in
etwa denen des [[P, wohingegen die PGPHIAktivitit von [LMPR/7- der des [Plund von [LMP/7{IntPl
der des[SPlentspricht (57). In Bezug auf die Generierung antigener Peptide zeigte sich, dass exklu-
siv[LMPR/7{IntP|das MAGE (Melanom-assoziiertes Antigen)-A10,54_26> Epitop generieren (57).
Die Bildung des MAGE}A3,71 279 Epitops hingegen wird lediglich durch LMP/7{IntP|und in ge-
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ringem MaBe auch durch [SP} aber nicht durch LMPR/7{IntP} oder [[P|realisiert. Interessanterweise
wurden Zellen, die ausschlief3lich @] enthielten, im Gegensatz zu Zellen, die auschlieBlich LMPI7-
enthielten, nicht durch MAGEIA3,7,_279 spezifische [CD8" T-Zellen erkannt. Die Analyse
der Immunogenitit von 38 [AV] Epitopen in LMP2~/~, Mecl-1~/~ bzw. Mecl-1~/~/LMP7~/~-
Miusen demonstrierte zudem, dass [[ntPl die Diversitit viraler Epitope vergrofern und entschei-
dendenden Einfluss auf das T-Zell-Repertoire nehmen (60), da sie einen Grofteil der Proteasom-
subpopulationen in reifen darstellen (57).

Unter der Vorstellung, dass bei der Proteasombiogenese 15S préaproteasomale Halbkomplexe (o7
B1-7) gebildet werden, die anschlieBend dimerisieren (13)), wiesen Klare et al. in [ENly-stimulierten
HeLa-Zellen die Existenz asymmetrischer nach, die unter diesen Bedingungen den iiberwie-
genden Teil der 20S Proteasomsubpopulationen darstellten (S5). Sie postulierten, dass unter Re-
spektierung der Assemblierungsregeln fiir die Proteasom-UE, 14 bzw. 8 [[ntP-Subpopulationen

vorstellbar wiren, deren Einfluss auf die Antigenprisentation bislang noch ungeklart ist.
1.3.3 Das 26S Proteasom und der 19S Regulator

Der 20S Kernkomplex kann als funktionelles Enzym allein vorliegen oder an einem bzw. beiden
o-Ringen einen zusitzlichen [RP (19S RP, [PARS, [PAROO, oder Proteasominhibitor 31)
binden. Aus den stochastisch moglichen Kombinationen der verschiedenen Zusammensetzungen
seien lediglich die wichtigsten genannt, zu denen das 26S- (19S RP-20S), das 30S- (19S RP-20S-
19S RP), das [PARS- (PAR8-20S{PARS8) oder Hybridproteasomen (PAR8-20S-19S RP, [PAR00-20S-
19S RP) gehoren (12,[13). Zur Vereinfachung wird im folgenden der Begriff 26S Proteasom sowohl
fiir 19S RP-20S, als auch fiir 19S RP-20S-19S RP Komplexe verwendet (Abbildung 3)).

Das 26S Proteasom ist in der Lage polyubiquitinierte Proteine ATP-abhingig abzubauen (61),
wihrend dem 20S Proteasom eine wichtige Rolle im Abbau oxidierter Proteine zufillt, fiir den
Ubiquitin (Ub) und ATP nach aktuellem Erkenntnisstand nicht erforderlich sind (62). Der Prozess,
an dessen Ende die Proteolyse des Substrates durch die katalytisch, aktiven S{UF| steht, erfordert
die Abfolge der einzelnen Schritte: 1. Bindung des ubiquitinierten Substrates, 2. seine Deubiqui-
tinierung, 3. Gate-opening des a-Rings, 4. Entfaltung und 5. Translokation des Substratproteins.

Der 19S RP vereinigt alle genannten Fihigkeiten in einem 19 umfassenden 700kDa groflen

Proteinkomplex. Er setzt sich aus sechs AAA'-ATPasen (ATPases associated with diverse acti-|

vities)), die in Eukaryoten Rpt (regulatory particle triple-A ATPases)) 1-6 genannt werden und 13

nicht-ATPasen (Rpn (regulatory particle non-ATPases) 1-3 und 5-13 sowie Sem1 in Hefen) zusam-
men. Die Struktur des 19S [RP erlaubt eine Gliederung in Deckel (Lid) und Basis (Base) (63). Der
Lid ist aus RpnB-9 und[Rpn|l 1-12 aufgebaut, wihrend die Base aus[Rpnll, 2, 10 und 13 sowie[Rpfl-
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Abbildung 3: Das 26S Proteasom (eigene Abbildung). A Darstellung eines 30S Proteasoms beste-
hend aus einem 20S Kernprotein und zwei 19S [RP} B: Schematische Darstellung eines halben 30S
Proteaoms, unterteilt in 20S, bestehend aus einem ¢- und 3-Ring sowie einem 19S [RP bestehend
aus Basis und Deckel.

a-Ring

198 A
B-Ring

Rpn3, 5-9, 12

6 besteht. Lid und Base kommunizieren iiber verschiedene unter anderem [Rpf3 mit[Rpnf5 und

Rpnb, die coiled-coil Doméne von Rp{B/Rpf mit[Rpn8 sowie die Mpr1-Pad1 N-terminale (MPNJ)-

Doméne von [Rpn|l 1 mit[RpnR2 (63} 164).
Gate-Opening

Sowohl Lid, als auch Base assoziieren iiber die jeweils subkomplexeigenen mit dem 20S

Proteasom. Im Falle des Lid bilden [Rpnp5 und [Rpnb fingerférmige Dominen aus, die mit den

C-Termini von a1 und a2 interagieren. Die AAA™-ATPasen der Base formen einen heterohe-
xameren Ring (Rpf]l-2-6-3-4-5), der sich nach ATP-Bindung auf den heteroheptameren a-Ring
des 20S Kernkomplexes lagert (65} [66). In diesem Zuge interagieren Rpt2, [Rpf3 und [Rpt5 mittels
eines konservierten HbY X-Motives (Hb=hydrophobe X=beliebige[AS]) am C-Terminus in Ta-

schen zwischen zwei o-Untereinheiten (o3/a4, ocl/o2, a5/a6) des 20S Kernproteins (63, [67).
In Thermoplasma acidophilum konnte mittels Kryoelektronenmikroskopie gezeigt werden, dass
dieser Kontakt eine Konformationsédnderung auslost infolgedessen die Pore des ¢-Rings freigeben

(Gate-opening) und der Eintritt entfalteter Substrate in das 20S Proteasom erméoglicht wird (68)).
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Translokation und Entfaltung

Im Gegensatz zum Gate-opening ist fiir die Translokation und Entfaltung des Substrates durch den
19S [RP} die Hydrolyse von ATP notwendig. Aus elektronenmikroskopischen Untersuchungen an
26S Proteasomen in Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) und Mammalia wurde ein Modell
entworfen, in dem sich hydrophobe Schleifen der ringformig in einer Wendeltreppe iiber
dem a-Ring anordnen, mit[RptR in der hochsten und RptB in der niedrigsten Position (63} 169). Die
einzelnen Positionen spiegeln demnach distinkte energetische Zustinde wider, die im Zuge der
ATP-Bindung und -Hydrolyse einzeln durchlaufen werden. Die chemische Energie wird auf diese
Weise in mechanische umgesetzt, was eine Konformationsinderung in den auslost, durch
die das Substrat in die Pore des a-Rings transloziert und entfaltet wird.

Die N-terminalen Doméinen der bilden oberhalb der [ AAA™-ATPaselDomiinen einen zu-
satzlichen N-Ring, aus dem drei Paare an coiled-coil Helices (Rptl/2, Rpt3/6 und [Rpt#/5) heraus-

ragen. Matyskiela et al. entwickelten diese Modellvorstellung weiter, indem sie zeigen konnten,
dass durch Substratbindung der N-Ring um 16A verschoben und um 13° gekippt wird, wihrend
sich gleichzeitig die Wendeltreppenstruktur zu Gunsten eines planen Rings mit zentraler Pore auf-
16st (64). Infolgedessen kommt diese Pore in einer Linie mit der des N-Rings und des gesamten
Zentralkanals des 20S Proteasoms zu liegen. Durch ATP-Hydrolyse und Interaktion der kleinen
mit der groBen |AAAT-ATPaserDomine der jeweils benachbarten [RpHUE] entsteht eine vorwirts-

treibende Kraft, die das Substrat in den zentralen Kanal transloziert und wihrenddessen entfaltet.
Deubiquitinierung

Die Drehung des N-Rings setzt sich iiber die Rpt3{Rptb coiled-coil Helix auf fort und 16st
eine 25° Rotation des gesamten Lid aus (64). Diese Konformationsinderung schiebt das aktive
Zentrum von Rpn|l 1 exakt iiber die Pore des N-Rings und legt es frei. Genau in diesem Moment
ist das ubiquitinierte Substrat zwischen N-Ring und Pore des ¢-Rings (13A) gebunden. Eine Fort-
fiihrung der Translokation mit anschlieBendem Abbau kann, unter Betrachtung der Linge eines
(circa 3OA), nur dann vollzogen werden, wenn die [UbFMolekiile restlos vom Substrat geldst
sind. [Rpn[l1 ist eine MPN}FDoméne tragende Zn**-Metalloprotease und spaltet die Isopeptidbin-
dung zwischen dem proximalen [Ublund der €-NH;-Gruppe des substrateigenen Lysins ohne eine
bestimmte Verkniipfungsart zu favorisieren (70). Sie ist die einzige[UE des 19SRP, fiir die gezeigt
wurde, dass sie die Deubiquitinierung polyubiquitinierter Substrate vermittelt, wodurch sie essen-

tiell fir das Uberleben von Hefezellen ist (71).
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Ubiquitinbindung

Bislang wurden circa 20 [Ublbindende Doménen identifiziert, die in iiber hundert ver-
schiedenen [Ubl-bindenden Proteinen bzw. [UblRezeptoren vertreten sind. [UblRezeptoren
des konnen in intrinsische, die integraler Bestandteil des 19S [RPI sind (Rpn[10, [Rpnil3) und
extrinsische, wie hHR23 (human homologue of Rad25) A/B oder Ubiquilin-2, die als Vermittler

zwischen Substrat und 26S Proteasom ihre Wirkung entfalten, gegliedert werden (63, [72)).

[Rpnl10 beinhaltet eine N-terminal gelegenene von-Willebrand-Faktor A Domine, die im wesentli-
chen fiir die Assoziation mit [RpnP und [Rpnll 1 verantwortlich ist. Die Bindung von [Ubl bzw. [Ub+
like (UBL)-Proteinen, wie FAT10 (HLA-F adjacent transcript 10), SUMO (smalllUbtike modifier)
oder ISG15 (interferon-stimulate gene 15)), entweder als Bestandteil des 19S [RP|(63)) oder als freie
(73), wird durch ein (S_cerevisia€e)) bzw. zwei (Mammalia) flexible [Ubtinteragierende Moti-
ve (UIMs)) vermittelt. Von diesen beiden weist [UIMI-2 eine hohere Affinitit zu [Ub{UBT}-Proteinen

(werden im Weiteren vereinfacht[Ubl genannt) auf (73). In einem [Ub-Dimer liegt die Bindgunsstel-
le fiir Rpn10 in der Interaktionszone der beiden [UbFMolekiile (Ub{Ubtnterface) verborgen und
wird erst durch Bindung an [UIM}2 freigelegt (74). Dabei interagiert [UIM}1 mit dem distalen und
[UIM}2 mit dem proximalen [Rpn[10 als vollstidndiges Protein favorisiert die Bindung von [Ub}
Ketten mit mehr als vier [UbFMolekiilen (Tetra{Ubl)), wobei die Verkniipfungsart der [UbF-Molekiile
keinen Einfluss auf die Affinitit der Bindung zu haben scheint (75, [76)).

[Rpn[13 bindet [Ubl iiber eine Pleckstrin-homologe Domine (PHD), genannt pleckstrin-like recep-
tor for [UB binding (Pru) (77). ist gleichzeitig fiir die Assoziation mit zustiandig und
in freiem Rpnfl3 unzuginglich, wodurch die Bindung von verhindert wird (78). Die Gesamt-
bindungsfliche mit ist besonders grof} (1256/0%2) und bietet neben der Tatsache, dass [Rpn[l3
in einer Di{Ub-Kette speziell mit dem proximalen [UbFMolekiil interagiert, die Erklirung, warum
[Rpn]l3 Mono- mit gleicher Aviditdt wie Di- und Tetra{Ubl erkennt (77). Beziiglich der Art der Ver-
kniipfung wurde bislang lediglich die Bindung von K48-Ketten an Rpn|l3 gezeigt.

Im substratungebundenen Zustand liegen die m von Rpn|10 und Rpn|l3 circa 70-80A vom

aktiven Zentrum der Deubiquitinase (DUB) [Rpn|l1 entfernt, was in etwa der Linge von drei
K48-verkniipften [UbFMolekiilen entspricht. Da [Rpn]l0 und Rpn[13 vor allem mit [AS] des
Interface interagieren, wire eine Tetra{UblKette vonnéten, um die Lange zwischen [Rpn|10/13 und
Rpn[l1 zu tiberbriicken, was mit Beobachtungen iibereinstimmt, die eine Tetra{UbHKette als Min-
destabbausignal charakterisiert haben (79). Allerdings existieren Beispiele, fiir die Ketten von we-
niger als vier [Ub-Molekiilen ein suffizientes Abbausignal darstellen (80), deren Erkennung durch

extrinsische Ub-Rezeptorten vermittelt werden kann.
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Anders als in [S_cerevisiael ist die Anwesenheit von [Rpn[10 und [Rpnf13 in Sdugetieren essentiell.
Der genetische Verlust eines der beiden Rezeptoren wirkt in Madusen bereits in der Embryonal-
(Rpn|10) bzw. erst in der Neonatalperiode (Rpnl13) letal (81, [82). Das Fehlen eines der beiden

Proteine fiihrte in Maushepatozyten zu einer milden, der Verlust beider Proteine zu einer starken

Akkumulation polyubiquitinierter Substrate mit Aktivierung der UPR (unfolded protein respon-|

[s¢). Desweiteren legt eine Untersuchung nahe, dass in 30S Proteasomen Rpn[13, im Gegensatz zu
Rpnl10, lediglich in einem der beiden 19S [RP enthalten ist (83). Zusammen betrachtet suggerie-
ren diese Daten, dass Rpn|l0 und [Rpn|l3 zum Teil verschiedene Rollen ausfiillen. Dabei kann der

Verlust des einen eventuell nur teilweise durch die Funktion des anderen kompensiert werden.

1.4 Das Ubiquitin-System

Die Ubiquitinierung stellt einen streng regulierten ATP-abhingigen Prozess posttranslationaler
Modifikation dar, in dem ein bzw. mehrere [Ub-Molekiile durch das Zusammenspiel spezifischer
Enzyme kovalent mit dem Zielprotein verbunden werden (84). Sie ermoglicht eine Vielzahl an
Protein-Interaktionen und spielt, auBer in der Markierung von Proteinen zum Abbau durch das
26S Proteasom (1)), in zahlreichen weiteren biologischen Prozessen, wie der Regulation der En-
dozytose, des Zellzyklus, von DNA-Reparaturmechanismen oder der Aktivierung von Transkrip-
tionsfaktoren eine gro3e Rolle (85, 186} [87). Eine Fehlfunktion einzelner Komponenten des
spiegelt sich unter anderem im Auftreten von genetisch bedingten Erkrankungen wider (88). Beim
von-Hippel-Lindau (vHL)-Syndrom z. B. fiihrt eine Mutation des VHI}Proteins, einer [Ubl-Protein-
Ligase (E3-Ligase), zum verminderten Abbau des Transkriptionsfaktors Hypoxie-induzierter Fak-
tor (HIE)-1c, wodurch verstirkt angiogene Faktoren wie vascascular endothelial growth fac-
tor (VEGE) und Erythropoetin (EPQ)) sezerniert werden. In der Folge kommt es zum vermehrten

Auftreten retinozerebelldrer Angiome oder Nierenzellkarzinome.
1.4.1 Ubiquitin

Ubiquitin ist ein 76AS langes Protein und wird in humanen Zellen von vier Genen codiert, die
gleichermallen zur Gesamtmenge an in der Zelle beitragen (89)). Es besitzt eine Grole von
8,5kDa und wurde im Cytosol, Nukleus und auf der Zelloberflache von allen Zellen der drei Do-
ménen des Lebens entdeckt (89). Die Struktur des bildet sich aus einer 3,5 fachen o-Helix,
einem fiinfstringigen [-Faltblatt mit zwei parallelen (f-Faltblatt (St)1, [St5) und drei antiparalle-
len Stringen (St2, [St3, [St4). Es enthilt zwei hydrophobe Bereiche, L8/144/V70 und 136/L.71/1.73,
die durch [UBD}-Proteine, und [Ub-Ligasen erkannt und gebunden werden kénnen (90). Zur
Bildung einer Poly{Ub-Kette stehen die €-NH;-Gruppen der sieben Lysine (K6, -11, -27, -29, -33,
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-48, -63) und die a-NH,-Gruppe des N-terminalen Methionins zur Verfiigung (87)).

1.4.2 Die Synthese von Ubiquitinketten

Ubiquitin wird in einer ATP-abhingigen Kaskade durch die Koorperation von drei Enzymen mit
dem Zielprotein verkniipft (Abbildung [)). Der erste Schritt wird durch ein [Ubl-aktivierendes En-
zym katalysiert (91), von denen in eukaryotischen Zellen acht identifiziert wurden
(89). Allerdings vermitteln lediglich zwei, UBA (UBL modifier activating enzyme)) 1 und [UBAD,

die Aktivierung von [Ubl wihrend die restlichen sechs in die Aktivierung von [UBL}Proteinen ein-
gebunden sind. Humanes[UBAIl und[UBAD sind strukturell sehr dhnliche Proteine, die ATP binden
und es zu AMP und Pyrophosphat (PP}) hydrolysieren (92). In diesem Zuge wird [Ub] iiber seine
C-terminale COOH-Gruppe zunichst als hochenergetisches Intermediat E14YP~U? (OBt Adenylat)
gebunden (Reaktion 1) und im néchsten Schritt (Reaktion 2) auf die SH-Gruppe des Cysteins im
zweiten aktiven Zentrums des [E1-Enzyms iibertragen (91, 93). Auf diese Weise wird die durch
ATP-Spaltung entstandene Energie in einer Thioesterbindung (S-Ub) gespeichert. Gleichzeitig er-
folgt die Rekrutierung und Hydrolyse eines zweiten ATP-Molekiils, um ein weiteres [Ubl als Ade-

nylat zu binden (Reaktion 3).

(1) Elsy + ATP +[UB — E14M"~UP + PP}
(2) E14MP=UP 5 Elg_yp + AMP
(3) Els_yp, + ATP — E15MF -Ub 4 PPy

AnschlieBend wird das per Thioester gebundene [Ublin einer Trans-Thiol-Esterifikation auf ein Cy-
stein im aktiven Zentrum eines [Ublkonjugierenden Enzyms (E2-Enzym)) iibertragen, von dem in

humanen Zellen circa 35 Varianten bekannt sind (84}, 189):

@) EIgMP-UP 4 B2 gy — B14MP-UP 4 B2g g,

Dessen aktives Zentrum liegt in einer [Ublkonjugierenden (UBC)-Domine, die eine Lange von 150-
200AS|umspannt. Eine darin enthaltene E2-individuelle o--Helix (Helll) definiert in Kombinantion
mit der Ub fold domain (UED)) von [UBAIl bzw. [UBAb, die E1-E2-Interaktion (94)). Allerdings
stellt die UBC-Doméne auch die Bindungsstelle fiir die dar (95)), weswegen vor Eta-
blierung der E2-E3-Interaktion die Dissoziation des E1- vom notwendig ist (96). Die
rekrutiert das Substrat und bildet mit dem einen Proteinkomplex, der den
Transfer von auf die Akzeptorstelle des Zielproteins oder des vorangegangenen [UblMolekiils
katalysiert (84).

Die mehr als 600 bekannten konnen in zwei grole Familien eingeteilt werden, die in

ihrer Struktur durch die Existenz von entweder einer RING (really interesting new gene))-Finger-
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Ubiquitin-Aktivierung
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Ubiquitin-Konjugation

Ubiquitin-Protein-Ligation

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Synthese einer Poly{Ubl-Kette durch das Zusammen-
wirken von [ET-Enzym| [E2-Enzym|und [E3-Ligase] (eigene Abbildung).

oder einer HECT (homologous to the E6-associated protein carboxyl terminus)-Doméne gekenn-

zeichnet sind (97). Der maBgebliche Unterschied liegt im Mechanismus des [Ub+Transfers auf das
Zielprotein. [HECT] enthalten ein zusitzliches aktives Zentrum mit einem Cystein und
binden in einem Zwischenschritt kovalent iiber einen Thioester (Reaktionen 5a-5¢). [RINGH
FINGER{E3-Ligasen| dagegen iibertragen direkt auf das Substrat (Reaktionen 6a-6b), z. B.
unter Bildung einer Isopeptidbindung mit der e-NH,-Gruppe eines Lysins 97).

FarHECT (5a) E25_yp + Substrat + E3gyy — E25_p,:E3549577%" + AMP
(5b) EZS,Ub:E3S”bStmt - EZSH:E3§ublS]tgm

(5¢) E2¢y: E3§ubl§tl:at — E2¢y + E3Substrat Ub
Fiir RING}Finger{E3-Ligasen; (6a) E2g_, + E33"4579" — E2g_yy,:E3Substrat

(6b) Ezs_Ub:E3Substrat N EzSH + ESSubstrathb

Zur Synthese einer Poly{Ub-Kette wird der beschriebene Zyklus, gegebenenfalls unter Einbezie-
hung eines E4-Enzyms, mehrfach wiederholt. Die folgenden [UbF-Molekiile werden in analoger
Weise iiber ihre C-terminalen COOH-Gruppen an eine der acht [UblAkzeptorstellen des voran-
gehenden gebunden (97). Wihrend die [UbtAkzeptorstelle des Substrates von der jeweiligen
abhingt, wird die Art der[Ubl-Ketten durch das E3- und das determiniert.
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1.4.3 Kanonische Ubiquitinierung

Von den zahlreichen Kombinationen aus [UbtAkzeptorstellen und Ub-Verkniipfungen, stellt eine
homogene Poly{Ub}Kette von mindestens vier [UbFMolekiilen, das wichtigste Signal zur Markie-
rung von Proteinen fiir den Abbau durch das 26S Proteasom dar (79, 187, 98). In einer derartigen
Verkniipfung ist das erste [Ubl iiber eine Isopeptidbindung mit der e-NH,-Gruppe eines Lysins
des Substrates und jedes weitere mit der e-NH;,-Gruppe von K48 im jeweils proximalen ver-
ankert. Sie wird auch als kanonische Ubiquitinierung bezeichnet. Massenspektrometrische Ana-
lysen identifizierten K48-Ketten als die hiufigste Modifikation (52,8%) in HEK293-Zellen (99).
In HeLa-Zellen wurden dagegen gleichmiBige Level an K6-, K11-, K27-, K29-, K48- und K63-
Ketten assoziiert mit 26S Proteasomen gefunden (100). Weiterhin zeigten diese Untersuchungen,
dass eine eingeschrinkte Funktion von 26S Proteasomen nicht zu einer exklusiven Akkumula-
tion von K48-Ketten fiihrt, sondern andere Kettenformen (wie K6, K11 und K29) gleichermallen
oder sogar stédrker betroffen sind (99, (100). Aus diesen Griinden ist es fraglich, ob Lysin-gebundene

K48-Poly-Ub-Ketten als wichtigstes Signal fiir den Abbau durch 26S Proteasomen anzusehen sind.
1.4.4 Atypische (Nicht-kanonische) Ubiquitinierung

Vermutlich liegt die Ursache, dass gerade Lysine die priferierte [Ubl Akzeptorstelle sind, in der
Tatsache begriindet, dass sie bevorzugt an der Oberfliache eines Proteins zu finden und daher fiir
frei zugénglich sind (72). Allerdings ist Lysin nicht die ausschlieBliche Akzeptorstelle
fiir die Polyubiquitinierung eines Substratproteins. Dariiber hinaus dient nicht nur K48, sondern
auch alle anderen Lysine und die N-terminale Aminogruppe des [UbF-Molekiils zur Bildung von
linearen oder verzweigten Poly{Ubl-Ketten. Neben homogenen Poly-Ub-Ketten konnte zudem die
Existenz von heterogenen Ketten aus [UbJund [UBI}Proteinen nachgewiesen werden. Als weiteres,
variables Charakteristikum hat man gefunden, dass auch Ketten mit weniger als vier[Ub-Molekiilen
ein suffizientes Signal proteasomalen Abbaus darstellen konnen (80). Bedenkt man dariiber hinaus,
dass mehrere solcher Modifikationen gleichzeitig auf einem Substrat vorhanden sein kdnnen, gibt
es eine Vielzahl an Kombinationen, von denen bisher nur ein Bruchteil charakterisiert wurde.
Alternative Ubiquitinakzeptorstellen

Cadwell und Coscoy zeigten, dass eine Lysin-freie Form des cytosolischen Teils des HLA
lnes Leukozytenantigen))-B7 Molekiils durch die MIR1 des humanen Karposi-Sarkoma-

Virus suffizient polyubiquitiniert und proteasomal abgebaut wurde (101). Da sich die Poly{Ub-
Ketten mit $-Mercaptoethanol vom Protein 16sen lieBen, schlussfolgerten sie, dass diese iiber eine

Thioesterbindung an SH-Gruppen von Cysteinen an[HLAIB7 gebunden sein miissten.
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Serin und Threonin, die durch Bildung eines Carboxyesters binden, konnten als Akzeptor-
stellen unter anderem auf dem N-terminalen Teil von t-Bid nachgewiesen werden (102). Dessen
proteasomale Fragmentation stellt die Freilassung des C-terminalen Teils von t-Bid sicher und in-
duziert die Apoptose der Zelle.

Die Tatsache, dass in vivo N-terminal acetylierte Substrate nicht durch das abgebaut werden,

filhrte zur Entdeckung, dass die a-NH,-Gruppe des Methionin 1 als [UbFAkzeptorstelle dienen

kann. Ein Beispiel ist der Transkriptionsfaktor MyoD (myoblast determination protein I)), der nach

N-terminaler Ubiquitinierung im Zellkern proteasomal abgebaut wird (103)).

Alternative Ubiquitinverkniipfungen

Die posttranslationale Modifikation von Proteinen mit unterschiedlichen [Ub-Ketten ist mit ver-
schiedenen Funktionen in der Zelle assoziiert. K63-Ketten z. B. spielen eine sehr wichtige Rolle fiir

den nicht-proteasomalen Abbau von Proteinen und bei intrazelluldren Signalkaskaden (85,86, 87)).

Der membranstindige EGFR (endothelial growth factor receptor) z. B. wird tiber Lysine in seiner

Kinasedoméne K63-polyubiquitiniert, was seine Internalisierung und lysosomalen Abbau vermit-

telt (85). Ein anderes Beispiel ist die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFxB

lkappa-light-chain enhancer of activated B-cells)). Die Stimulation durch profinflammatorische Zy-
tokine, wie Interleukin (IC)-1p, aktiviert die TRAF6 (TNF receptor associated factor
), welche IKKYy (inhibitor of NFB kinase 7) und sich selbst K63-polyubiquitiniert. Dadurch

wird eine Signalkaskade ausgelost, die zur Freisetzung und Translokation des p65/pS0 NFxB-
Komplexes in den Zellkern fiihrt (86)). K11-verkniipfte Poly{UbFKetten nehmen eine besondere
Stellung beim Abbau [ERFstéindiger Membranproteine, auch [ERtassociated degradation (ERADI)
genannt sowie in der Regulation des Zellzyklus ein (87). K27- und K29-Ketten konnen die Aggre-
gation von geschidigten Proteinen in Lewy-Korperchen vermitteln, um Neurone vor Zellschidi-
gung zu schiitzen (104)). Dariiber hinaus wurde in vivo neben K48 fiir alle Modifikationen bis auf
K63 gezeigt, dass sie Substrate fiir den proteasomalen Abbau markieren (99, [105), wodurch sie

potentiell Einfluss auf die Bildung Klasse I prisentierter Epitope nehmen konnten.
1.4.5 Ubiquitinierung und MHC Klasse I Antigenprisentation

Die Ubiquitinierung spielt eine groe Rolle im Rahmen immunologischer Reaktionen, unter an-
derem bei der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren durch Stimulationen mit proinflammatori-
schen Zytokinen (86), der Reifung von (31) oder der Generierung Klasse I présentierter
Epitope (106). Obwohl jedoch bekannt ist, dass der Grof3teil der per Klasse I prisentierten
Epitope proteasomaler Aktivitdt unterliegt (3) und polyubiquitinierte Proteine die Hauptquelle der

Substrate fiir das 26S Proteasom darstellen (11), existieren nur wenige Arbeiten, die den Zusam-
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menhang zwischen Ubiquitinierung und der Generierung antigener Peptide untersucht haben.

Der Einfluss der deubiquitinierenden Fihigkeit des 26S Proteasoms wird durch den Einsatz von b-
AP15, einem potenten Inhibitor der UCHLS (Ubl C-terminale Hydrolase L5) und USP14
(Ubkspezifische Protease 14)), deutlich. Er lieB die Prisentation eines [HLAFB35 restringierten

Epitops des BZLF1-Proteins des Epstein-Barr-Virus (EBV)) fast vollstindig verschwinden (107).
In Bezug auf die [Ub-Bindungsfihigkeit wiesen zwei Untersuchungen fiir [Rpn|lO nach, dass fiir

die Generierung und spétere Prisentation des linearen pp65495-503 des humanen Cytomegalievi-

rus (HCMV)) und des spliced GP100 (Glycoprotein 100)47 s5/40-42 Epitops vermittelt (4, [108).

Andere Untersuchungen konzentrierten sich auf die Synthese von [UblKetten. Die Inhibition der
durch MLLN7243 oder nicht-permissive Temperaturen in Zellen, die eine temperatur-
sensitive E1-Mutante exprimierten, offenbarte mannigfaltige Effekte je nach Zelllinie, Antigen,
Art der Applikation (Virusinfektion, natives oder denaturiertes Antigen), HLAIMolekiil und un-
tersuchtem Epitop (106, 109)). Allerdings gestaltete sich deren Interpretation durch den starken
Einfluss auf die zellulire Homoostase besonders schwierig. Ahnlich markante Beeinflussung be-
wirkte der Einsatz einer Lysin-freien[Ub-Mutante, durch den die Polyubiquitinierung der gesamten
Zelle reduziert und die Prisentation eines [ERFstindigen Antigens vermindert wurde, wihrend die
eines cytosolischen unveréindert blieb (110). Der Einsatz von siRNA gegen Hrdl, einer wichtigen
beim Abbau[ER}assoziierter Proteine, stellte einen spezifischeren Ansatz dar und zeigte
eine Reduktion der Prisentation von Epitopen [ER}Fsténdiger Proteine (110).

Ein wichtiger Punkt, der bisher nahezu unaddressiert blieb, ist der Effekt der unterschiedlichen
[UbtAkzeptorstellen und Ub-verkniipfungen auf die Pridsentation Klasse I restringierter Epi-
tope. Die Methylierung von 99% aller Lysine in einer denaturierten Form des Ovalbumin redu-
zierte nach exogener Applikation signifikant die Prisentation eines H2-K? restringierten Epitops,
wihrend eine 70-80% Methylierung der des unmethylierten Proteins glich (111). In vivo wurde
gezeigt, dass neben K48- alle Poly-Ub-Ketten bis auf solche, die durch K63 gebildet werden, Sub-
strate fiir den proteasomalen Abbau markieren konnen (99, |105). Dennoch konnte bislang nur K48-
Poly-Ub-Ketten eine indirekte Rolle in der proteasomal abhiingigen Priisentation des[HLAIA*0201
(kurz [HLAFA?2) restringierten Y VL-Epitops eines BZFL-Y VL-GFP (griin fluoreszierendes Prote-|

Fusionsantigens zugeschrieben werden (107). Interessanterweise verminderte der Einsatz einer
[Ub-Mutante (UBF*®R), die an Position 48 ein Arginin anstatt eines Lysins enthielt, nicht nur die
Prasentation des Wildtyp (WT)-Proteins, sondern auch die einer Mutante, auf der keine Polyubi-

quitinierung mehr nachgewiesen werden konnte.
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1.5 Das Tumorantigen NY-ESO-1

Immunogene Tumorantigene umfassen unter anderem Proteinprodukte mutierter Gene, verdnder-

te Glykolipide/-proteine, virale, onkofetale und Differenzierungsantigene sowie abnormal expri-

mierte zelluldre Proteine (z. B. Cancer/Testis Antigene). NY-ESO-1 (New York esophageal squa-|

Imous cell carcinoma-1)) ist ein cytosolisches Protein mit unbekannter Funktion und gehort zu den

cancer/testis-Antigenen. Diese besitzen den grolen Vorteil, dass sie nur in malignen Zellen, nicht
aber in gesundem Gewebe auller frithen Spermatogonien nachgewiesen wurden, die jedoch kei-
ne Klasse I Molekiile auf der Oberfliche exprimieren und auf dieses Weise vor [CD8™ T-
Effektorzellen geschiitzt sind (112). ist zudem von besonderem medizinischen Inter-
esse, da es in einer Reihe unterschiedlicher maligner Entitdten exprimiert wird, unter anderem in
Synovialsarkomen, Ovarialkarzinomen, Melanomen und multiple Myelomen (113). Dabei korre-
liert seine Expression mit der Aggressivitit der Malignome, was sich in einer schlechten Prognose
widerspiegelt und die Notwendigkeit zur Entwicklung effizienter Therapieoptionen unterstreicht.

AuBer des 11mers MLMAQEALAFL, das durch die Translation eines alternativen open rea-
ding frame von NY-ESO-1 gebildet wird (114)), ist das 157-165 Epitop (SLLMWITQC)
das bis dato einzige beschriebene HLA-A2 gebundene Epitop das natiirlicherweise von HLA-
A2" NY-ESO-1" Tumorzellen gebildet wird (113). Allerdings existierten iiber dessen Prozes-
sierungsweg bis zum Zeitpunkt der Anfertigung dieser Arbeit nur wenig Informationen. Chen
et al. publizierten, dass die Préasentation des NY-ESO-1;57_165 Epitops proteasomal unabhéngig
stattfindet (116), wihrend Batchu et al. eine Stabilisierung des reifen Antigens nach proteasoma-
ler Inhibition nachweisen konnten (117). Trotz Expression von NY-ESO-1 mRNA in medulli-
ren Thymusepithelzellen (118)), lassen sich spezifische naive [CD8™ T-Zellen im peripheren Blut
gesunder HLA-A2" Spender detektieren (113), wodurch deren wissenschaftlichen Frage-
stellungen und therapeutischen MaBBnahmen prinzipiell zugédnglich sind. Klinische Studien, die
[NY-ESO-1l57_165 spezifische [TCRImodifizierte T-Zellen zur adoptiven Zell-Terapie von [HLAF
A2" Patienten mit exprimierenden Malignomen verwendeten, zeigten vielverspre-
chende Ergebnisse (119, [120). Dennoch profitierte ein GroBteil der Patienten nicht von der Be-
handlung, wofiir eine Vielzahl an Griinden in Frage kommen - unter anderem eine fehlerhafte
Antigenprozessierung. Aus diesem Grund stellt die Entschliisselung des direkten Weges der zur
Generierung und Présentation des NY-ESO-157_165 Epitops durch MHC Klasse I Molekiile fiihrt,
die Basis fiir das Verstidndnis und die Entwicklung neuer Therapiekonzepte zur Behandlung mali-

gner Erkrankungen dar.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

In Kapitel [1.4.5] wird deutlich, dass die Verkniipfung von Polyubiquitinierung und MHC Klas-
se I Antigenprisentation bislang nur selten Gegenstand immunologischer Forschung war. Zu-
dem ist nur unzureichend charakterisiert, welchen Einfluss die Verwendung unterschiedlicher [Ub-
Akzeptorstellen und Ub-Verkniipfungen eines gegebenen Substrates auf die Prédsentation eines
spezifischen Klasse I gebundenen Epitops nimmt. Um diese Fragestellung konkreter zu un-
tersuchen ohne die biochemischen Eigenschaften des Antigens substantiell zu verdndern, wurde
als Modellantigen ausgewihlt, das den besonderen Vorteil bietet, lediglich ein einzi-
ges Lysin an Position 124 (K124) im gesamten 22kDa groBen Protein (180[AS) zu enthalten. Aus

diesem Grund hat sich die vorliegende Arbeit zum Ziel gesetzt, folgende Fragen zu beantworten:

1. Welchen Stellenwert besitzt K124 in der Generierung des NY-ESO-1;57_165 Epitops?

2. Ist die Prisentation im Kontext eines lysinhaltigen und eines lysinfreien NY-ESO-1-Proteins
(NY-ESO-1%0) als Antigenquelle proteasomal abhiingig? Unterscheiden sich SP, IP und IntP
in der Epitopgenerierung? Welche katalytischen fordern die Bildung des Epitops?

3. Wird die Generierung des NY-ESO-1;57_165 Epitops aus NY-ESO-1 bzw. NY-ESO-1X0
durch die Aktivitit des 26S Proteasoms vermittelt (UbFAbhingigkeit)?

4. Wie unterscheiden sich das quantitative und qualitative Ubiquitinierungsprofil von NY-ESO-
1 und NY-ESO-1%X9? Existieren alternative Ub-Akzeptorstellen aufer K124? Welche Ub-
Verkniipfungen lassen sich auf NY-ESO-1 und NY-ESO-1%X9 nachweisen?

5. Welchen Einfluss nehmen Ub-Akzeptorstellen und Ub-Verkniipfungen auf die Antigenpri-
sentation von [NY-ESO-1] und NY-ESO-TK??
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Losungen und Puffer
Bezeichnung ‘ Hersteller H Bezeichnung ‘ Hersteller
Aceton Merck Acrylamid 4k (30%) AppliChem
Actinomycin D SigmaAldrich || Agar AppliChem
Agarose Serva Bovines Serum Albumin AppliChem
Amidoschwarz 10B Merck Ammoniumchlorid AppliChem
Ammoniumpersulfat Serva Ampicillin Roth
Bacto Trypton AppliChem B-Mercaptoethanol Roth
Borséure Roth Brefeldin A SigmaAldrich
Bromphenolblau (BPB) Roth Calciumchlorid-Dihydrat Merck
Dinatrium-Ethylendiaminte- . Natriumdihydrogenphosphat-
traacetat (EDTA)-Dihydrat AppliChem Dihydrat Roth
N,N-Dimethylformamid (DMF) | SigmaAldrich || Dimethylsulfoxid AppliChem
1,4-Dithiotreitol (DTT)) Roth Essigsiure (HAd) Merck
Ethanol (70%, 100% vergillt) Roth Ethidiumbromid (EtB1) Roth
Glycerol (1,2,3-Propantriol) AppliChem Glycin AppliChem
Hefeextrakt Oxoid LTD. Hygromycin B (50mg/ml) Roth
2-Propanol (99%) Roth Lithiumchlorid Merck
Kaliumacetat (KAd) Merck Kaliumchlorid Merck
Kaliumhydroxid Merck Kanamycin SERVA
Kupfer(II)-Sulfat Merck Kaliumdihydrogenphosphat Merck
Magnesiumchlorid-Hexahydrat Merck Magnesiumsulfat-Heptahydrat Merck
Magermilchpulver AppliChem Manganchlorid-Tetrahydrat Ferak Berlin

. 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yI)
S;T(;%mo)pmp ansulfon- | ;. aAldrich || -2,5-diphenyltetrazolium- SigmaAldrich
bromid (MTT)

Methanol (MeOH) Merck Natriumchlorid AppliChem
Natriumdodecylsulfat (SDS)) AppliChem Natriumhydroxid Roth
Nonoxinol (NP40) AppliChem Rubidiumchlorid SigmaAldrich
Paraformaldehyd (PEAl) SigmaAldrich || Puromycindihydrochlorid PAA
Phosphorséure Merck Poly(hydroxethylmethacrylate) | SigmaAldrich
Salzsdure Merck Saponin Roth
Trichloressigsdure Roth Tris AppliChem
Tween 20 AppliChem Tetramethylethylendiamin Biomol

Tabelle 2: Chemikalien

Alle pH-Werte der im Folgenden aufgelisteten Losungen und Puffer wurden mit HCL (37, 32 oder
25 %-ig) bzw. 10 M NaOH oder KOH eingestellt.

Bezeichnung

‘ Zusammensetzung

Amidoschwarzfarbelsung
Blot-Puffer
DNA-Probenpuffer

enzyme-linked immunosorbent as-

say (ELISA)-Blockpuffer

Amidoschwarz10B 1,62 uM,[HAdJ 1,75 M, 388,44 M
Glycin 1 M,[MeOHI4,9 M, [SDS|21 mM, Tris 0,125 M

[BPBI 2,9 mM, [EDTAI0,5 M, Glycerol 6,84 M, TBE

Fetales Kélberserum (ECS) (10%), Phosphatgepufferte Salzlosung

(PBS)
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Bezeichnung ‘ Zusammensetzung
[ELISAl Waschpuffer Tween 20 0,45 mM
Fixierungspuffer [PEAI0,67 M
[SDSHProbenpuffer BPBI7,2 mM, DTT|50 mM, Glycerol 1,37 M, Tris 62,5 mM
LB-Medium Bacto Trypton 1%, Hefeextrakt 0,5%, NaCl 0,1 M
Lysepuffer MgCl, 10 mM, NaCl 50 mM, [NP40 0,53 mM, Tris 50 mM
WEHI-Puffer DME4,3 M, 0,7M, pH 4,7
MACS Puffer BSAI0,115 mM, [EDTAI2 M, steril filtriert (0,45 um)
§§212,14 M, Na,HPO4 65 mM, KCI 2,7 mM, KH;PO4 1,15 mM,
Permeabilisierungspuffer 1,15 mM, Saponin 0,1%
SDS-Gelelektrophoresepuffer Glycin 0,2 M, 3,5 mM, Tris 25 mM
TST NaCl 0,15 M, Tris 30 mM, Tween20 0,9 mM
TBE Borsidure 90 mM, 2 mM, Tris 90 mM
Tfb1 [KAd 30 mM, RbCl1 0,1 M, CaCl, 10 mM, MnCl, 50 mM, Glycerol
15%, pH 5,8, steril filtriert (0,45 pm)
[MOPS] 0,01 M, CaCl,, RbCl 0,01 M, Glycerol 15%, steril filtriert
Tib2 (0,45 um)

Tabelle 3: Losungen und Puffer
2.1.2 Peptide

Das 9-mer Peptid SLLMWITQC (NY-ESO-1}57_165) wurde von der Peptidsynthese-Core-Facility
des Charité Crossover durch eine Standard-Fmoc (N-(9-fluorenyl)methoxycarbonyl) Methode (0,1
mM) mit Hilfe eines automatischen Syntheseapparates (Applied Biosystems 433A automated syn-
thesiser) hergestellt und per Hochleistungsfliissigkeitschromatographie gereinigt, lyophilisiert und
in gelost (c=10 Z—f). 7-Aminoactinomycin ist ein organisches Peptid und wurde
von der Firma BD erworben.

2.1.3 Antikorper

Monoklonale Maus-Antikorper (AK]), gerichtet gegen die folgenden humanen Proteine, wurden im
Western Blot (WB)) eingesetzt: a6 (MCP20), B1 (MCP421), B2 (MCP165), Rpn|l0 (S5a-18) und
[Ubl (FK2) von Enzo Life Science, B-Actin (C4), Cathepsin D (sc-6486), c-Myc (9E10), CMP7 (A-
12), (E978) und [Rpn|13 (Q31) von Santa Cruz Technologies, 35 (Ab3330) und LMP2
(Ab3328) von Abcam, (JL-8) von TaKaRa Clontech, HA.11 (16B12) von Covance und LC3B
(2775) von Cell Signaling Technology. Der polyklonale Ziegen{AK] gegen (PA5-19146)
wurde von der Firma Thermo Scientific erworben. Polyklonale, sekundire Kaninchen anti-Maus-
und Ziege anti-Kaninchen{AK] von Calbiochem sowie Esel anti-Ziege{AK] von Sigma waren mit
einer Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt.

Zur durchflusszytometrischen Detektion von Zellen wurden die monoklonalen Maus-AK gegen
humanes (HIT8a),[CDKO (5C3),I[CDI83 (HB15¢),[CDB6 (2331) und HLAFDR (G46-6), die mit
Fluoresceinisothiocyanat (EITC) sowie gegen [CDll 1¢ (B-1y6), [CDBO (1.307.4), CXCR4 (12G5),
[HLAFABC (DX17) und [FNly (4S.B3), die mit Phycoerythrin (PE) markiert waren, von BD Phar-
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mingen eingesetzt. Der [PEFgekoppelte, monoklonale AK gegen humanes CCR7{AK]| (DX17, BD)
wurde in Ratten generiert.

Zur magnetischen Zellseparation (MACS]) dienten micro-beads (mit magnetischen Kiigelchen ge-
koppelte [AK]) gegen und [CDI14, zur Immunoprézipitation gegen c-Myc von Miltenyi
Biotec.

2.1.4 Zytokine

Humaner Granulozyten-Monozyten-Kolonie stimulierender Faktor (GM-CSH), I[}-2, [[}4, IT16,
[}7, I+ 12 und Tumornekrosefaktor (TNE)-o (Miltenyi Biotec) sowie Phytohimaglutinin (PHAI)
(SigmaAldrich) wurden zur Generierung monoklonaler[CDB ' T-Effektorzellen verwendet. Huma-
nes [ENly stammte von der Firma BD und Lipopolysaccharid (LPS)) von Sigma.

2.1.5 Inhibitoren

Die Proteasominhibitoren MG-132 und Epoxomycin wurden von Calbiochem sowie PR893 von
der Firma Onyx Pharmaceuticals Inc. erworben. YU-102 war ein freundliches Geschenk von Dr.
Kyung-Bo Kim (Department of Pharmaceutical Sciences, University of Kentucky, Lexington, KY).
Der [DUBFHnhibitor N-Ethylmalemid (NEM)) stammte von SigmaAldrich.

2.1.6 Enzyme

Die Restriktionsenzyme Kpnl, Xhol, Hind-IIT und Dpnl wurden bei Thermo Scientific, AcTEV
(tobacco etch virus)-Protease bei Invitrogen und T4-DNA-Ligase bei New England Biolabs (NEB)

erworben.

2.1.7 siRNA

ON-TARGET-plus SMARTpool Kontroll-siRNA (small interfering RNA]) sowie gegen
[CMPR, CLMPV7, [Rpn]10 bzw. [Rpn]l 3 stammten von der Firma Dharmacon.

2.1.8 Plasmide, Primer und Oligonukleotide

Der Vektor pcDNA3.1 Myc/HIS Version B (Invitrogen, kurz pcDNA3.1 Myc/HIS) wurde zur Klo-
nierung der NY-ESO-T1] Konstrukte verwendet. Die Generierung des pcDNA3.1 MART-1
loma antigen recognized by T cells 1)-Myc/HIS (kurz MART-1), des pcDNA3.1 [HLAIA2 sowie
des pEGFP-N3 (BD Clontech) HAUB"! Konstruktes wurde an anderer Stelle beschrieben
(108, 121)). Andrea Lehmann (Institut fiir Biochemie, Charité) generierte die HA[OBKR/Kx—only_

Konstrukte, in denen alle, 6/7 oder 1/7 Lysine durch Arginin substituiert wurden (Ebstein et
al., unpublizierte Daten).
Die aufgelisteten Primer bzw. Oligonukleotide wurden eigenstindig entworfen und anschlieBend

durch die Firma Biotez synthetisiert. Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme sind als solche gekenn-
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zeichnet und die Sequenzen in 5° zu 3’ Richtung angegeben:

Kpn1{NY-ESO-T| forward (FW)): aaaggtaccatgcaggccgaaggecgggg
NY-ESO-1} Xho reward (RW)): tttctcgagttgcgectetgecctgagggag
pcDNA3.1[NY-ESO-TFMyc/HIS K192R [FWE ggccegeggttcgaacaaagactcatctcaga
pcDNA3.1 [NY-ESO-1Myc/HIS K192R RW! tctgagatgagtctttgttcgaaccgegggce
pcDNA3.1 [NY-ESO-TMyc/HIS K124R [FWL tgccaggggtgcttctgagggagttcactg
pcDNA3.1[NY-ESO-1FMyc/HIS K124R RWE cagtgaactccctcagaageacecctggea
pcDNA3.1 V5/TevINY-ESO-1-Myc/HIS M20V [FW} ggccgeggtaccgtgcaggecgaag
pcDNA3.1 V5/TevINY-ESO-TIMyc/HIS M20V RWE cttcggectgeacggtaccgeggee

HindIII-Short V5/TEVIKpnl in pcDNA3.1 NY-ESO-TFMyc/HIS sense: P-agcttatgattccgaa
ccecgetgetgggcctggatgagaacctgtacttccaaggaggtac

HindIII-Short V5/TEVHKpnl in pcDNA3.1 [NY-ESO-1TFMyc/HIS antisense: P-ctccttggaagt
acaggttctcatccaggcccagecagegggttcggaatcata

* Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase (GAPDH]) [FWL cagacaccatggggaaggtg

GAPDHIRW! cagcagtgagggtctctcte

2.1.9 Laborzubehor und Geriite

Bezeichnung ‘ Hersteller H Bezeichnung Hersteller
100Bp DNA-Marker INEBI 1 kBp DNA-Marker ThermoScientific
8-Kanalpipette 200 pt! Peqlab 10 und 15-Well Kamm | TGC
Avanti J-E Centrifuge Beckmann Coulter Analysewaagen Sartorius
Blotkammer Peqlab Blotpapier VWR
Bechergléser Simax Centrifuge 5417 R Eppendorf
Countess Invitrogen ’fgo Freezing Contai- Nalgene
Elektrophoresekammer Biorad [ELISAlPlatten Greiner
Erlenmeyerkolben Schott, Duran FACS Calibur BD
Gammacell40E (GC40E) MDS Nordion Gastight 1700 50 ul SigmaAldrich
Glasflaschen Schott, Duran Glaspipetten VWR
Glasplatten 100x75 mm TGC HERA Cell 240 Thermo Electron
igkzubatorschuttler Certomat B.Braun Biotech Int. Konische Rohre FALCON

. . - Magnetriihrgerite: .
[MACS Multi Stand Miltenyi Biotec MR 2002. MR 3001K Heidolph
Messbecher VITLAB Messzylinder VITLAB
Nanodrop, NanoVuePlus GE Octo MACS Separator | Miltenyi Biotec
pH-Meter 8F93 inoLab Pipetten Abimed
Pipettenspitzen Sarstedt Pipetus Hirschmann
Polyvinylidenfluorid (PYDE) e Reagenzglas
Membran EMD Milipore 130x15mm Schott Duran
Reagiergefilie Sarstedt Rontgenfilme Carestream
Riihrfische VITLAB Rotanta 460R SigmaAldrich
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Bezeichnung ‘ Hersteller H Bezeichnung ‘ Hersteller
Schalen (20x20x6,5cm) Gerda Sicherheitswerkbank Holten
Stickstoffbehilter KGW Isotherm Spacer (10x8x0,1cm) | TGC
Spectrophotometer Amersham Bioscience || Spectrophotometer Synergy
?(t)rg;nversorgungsgerat EPS Amersham Bioscience || Structurmix Dryer GE
Thermocycler T1 Biometra Thermomix Comfort Eppendorf
Trichter Schott Duran Vortex-2 Genie St::tlﬁc Indu-

Tabelle 4: Laborzubehor und Gerite
2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur
2.2.1.1 Zellkulturmaterialien, -medien und -additive

Folgende Materialien wurden in der Zellkultur verwendet: Abdeckplatte fiir 96-Well Platte (9mm),
Kryogefils 2ml, Zellkulturflaschen (50, 250 und 550ml, kurz Flaschen), Zellkulturplatten (6-, 24-
und 96-Well F/U-Boden, kurz Platten), Zellkulturschalen (6, 10 und 15cm, kurz Schalen) und Pi-
pettenspitzen (1ml, 200u/, 2ul) von Greiner Bio-one, Serologische Pipetten (25, 10 und 5ml),
Sterile Filter (Filtropur BT50 Bottle Top Filter, d=0,45um, 500ml) und Tissue Culture Covers-
lips 13mm von Sarsted sowie Countess Zellzdhlkammer (Invitrogen), Neubauer Zellzihlkammer
(Optik Labor), Pasteurpipetten (Schott, Duran) und Pipetten (1ml1-200u, 200u/-20ul, 20ul-2ul,
2ul-0,5ul, Abimed).

Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM)), Iscove Basal und RPMI 1640 Medium
(Biochrom) wurden 9% (Biochrom), 1% Penicillin/Streptomycin und 1% L-
Glutamin (L-Q, PAA) zugesetzt. CTL (Cytoxische T-Lymphozyten)-Medium enthielt 9% Huma-
nes AB-Serum ,,Off the clot* (Biochrom) anstatt [FCS|und wurde steril filtriert (d=0,45um). 33/2-

Medium ist IBMImit Puromycin (C=2%) und Hygromycin (c=300%). Weitere Substanzen umfas-

sen Opti-Minimal essential medium (OptiMEM, Gibco)), Biocoll und Trypanblau (Biochrom).

2.2.1.2 Zelllinien

HeLa-Zellen sind adhirente Cervixkarzinomzellen, PSG33- mit [HLAFA2 und 33/2-Zellen mit
HLAFA2, LMPR, sowie stabil transfizierte HeLa-Zellen (108} [122). Beide wurden
auf 10cm Schalen oder 6-Well Platten in [BML IBM|mit Puromycin (2%) bzw. 33/2-Medium kulti-
viert. HT1080-Zellen (humane Fibrosarkomzellen), wurden auf 10cm Schalen in DMEM| WEHI-
164 Klon 3 (WEHI)-Zellen (murine Fibrosarkomzellen) (123)) und BLCLs (B-Iymphoblastoid cell]
(124) in 250ml Flaschen mit[RPMIl kultiviert.
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2.2.1.3 Arbeit mit Zellen

Die Arbeit mit Zellen fand unter der Sicherheitswerkbank (MaxiSafe2010, Holten) unter steri-
len Bedingungen statt. Die Zellen wurden im Inkubator bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Adhi-
rente Zellen wurden nach Entfernung des Kulturmediums einmalig mit gewaschen, mittels
(5mM) von der Schale/Platte gelost und in 10ml Kulturmedium aufgenommen. Dar-
auf wurden sie, genauso wie Suspensionszellen, zentrifugiert (258g, 4°C, Smin). Zur Weiterkul-
tivierung wurden die Zellpellets in Kulturmedium resuspendiert und die Zellzahlkonzentrationen
durch eine Firbung toter Zellen mittels Trypanblau in einer Neubauerkammer manuell unter dem
Lichtmikroskop oder durch einen Zihlautomaten bestimmt. AnschlieBend erfolgte die Aussaat in
gewiinschter Konzentration auf/in neue, sterile Platten/Flaschen. Zur Ernte von Zellen wurden die
Zellpellets nicht resuspendiert, sondern mit gewaschen, nochmals zentrifugiert (4°C, 8000g,
2min), in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Zur Kryokonservierung wur-
den die Zellpellets 4 2-10° (T-Zellen), 5-10° (HeLa-, 33/2-, HT1080-, WEHI} und BLCI}Zellen)
oder 1-107 PBMCs (peripheral blood mononuclear cells)) in 1ml (109)AECS] (90%) resus-

pendiert und in KryogefidBen in einem Isopropanol umspiilten Kryocontainer um 1°C/min abge-
kiihlt, um nach 24 Stunde (hl) in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt zu werden. Zum Auftauen wurden
sie rasch bei 37°C erwérmt, in Kulturmedium iiberfiihrt, zentrifugiert (258g, 4°C, Smin) und in

Kultur genommen.
2.2.1.4 Transfektion von Plasmid-DNA und si-RNA

24 bzw. 411g Plasmid-DNA wurde in 2-10% bzw. 3-10° HeLa- oder 33/2-Zellen nach 24-stiindiger
Kultur mittels Lipofectamin 2000 (Invitrogen) und nach Herstellerangaben transfiziert.
Sequentielle Transfektionen erforderten eine analoge Behandlung 24h spiiter. Je 2-10° HeLa-Zellen
wurden in einem Well einer 6-Well Platte fiir 24h kultiviert und anschlieBend mit [SIRNAI gegen
[Rpn[10,[Rpnfl 3 oder[Rpn[10 und[Rpnjl 3 bzw. Kontroll{siRNAImittels X-TremeGene Transfec-
tion Reagent und OptiMEM|nach Angaben des Herstellers behandelt. Experimente mit 33/2-Zellen
und [SIRNA] gegen LMPR und [LMP7 wurden in analoger Weise durchgefiihrt. Transfektionen mit
[HLAFA2 und NY-ESO-TNY-ESO-TK" folgten 72h bzw. 48h spiter.

2.2.2 Immunbiologische Methoden
2.2.2.1 Durchflusszytometrie und FACS

Zur Durchflusszytometrischen Messung wurden die Zellen einmal mit gewaschen und an-
schlieBend mit den jeweiligen [AK] gelost in PBS/1% [BSA| inkubiert (30min, 4°C). Nach drei

weiteren Waschschritten folgte die Analyse der Zellen im Durchflusszytometer (Losungsmittel:
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[PBSV1% BSA). Zu diesem Zweck wurde die Probe iiber einen Mikrokanal angesaugt, sodass je-
de Zelle einzeln durch zwei monochromatische Argon-Laser der Wellenldngen 488 nm und 635
nm analysiert wurde. Jedes Ereignis wird durch die Registrierung von Photonen in den wellen-
lingenspezifischen Kanilen forward scatter (FSC, 488 nml), side scatter sowie
FL-1 (530 nm, z. B. [FITC), FL-2 (585 nm, z. B. [PE), FL-3 (661 nm, z. B. Peridinin Chlorophyll
Protein Komplex (PerCP)) und FL-4 (670 nm, z. B. Allophycocyanin (APC)) definiert. GroRe
bzw. Granularitit der Zellen bestimmen die Beugung (ESC) bzw. Streuung (SSC) des emittierten
Lichts. In allen anderen Kanélen ist die Intensitit proportional zur Konzentration an gebundenem
[AK] dessen gekoppelte Farbstoffe Absorptionsmaxima von 488 nm (FITC, [PE, [PerCP) bzw. 635

nm (APC) aufweisen, sich aber in ihren Emmisionsmaxima unterscheiden. Diesen Teil bezeichnet

man als FACS (fluorescence activated cell scanning). Mit Hilfe des Computerprogramms FlowJo

(Version 10.3) wurden die erhobenen Daten analysiert und die Grafiken erstellt.
2.2.2.2 Peptidbeladung

Die extrazellulire Beladung HLAFA2" HeLa-, 33/2-Zellen oder [DCs| (c=1-1002¢llen) mit c=504¢
Peptid erfolgte iiber 2h bei 4°C.

2.2.2.3 Generierung monoklonaler CD8" T-Effektorzellen

Priaparation Mononuklirer Zellen PBMCs wurden aus den buffy-coats (Deutsches Rotes Kreuz)
gesunder Vollblutspender von Erythrozyten und Serum durch Ficoll vermittelte Dichtegradienten-
zentrifugation (258¢, Raumtemperatur, 30min, ohne Bremse) separiert. Die gewonnenen Zellen
wurden drei mal in (ohne Zusitze) gewaschen und die Expression von [HLAFA2 an der
Zelloberfliche mittels iiberpriift.

MACS Zellseparation [CDlI4" und [CDB8™ Zellen wurden in zwei Schritten durch von-
einander getrennt. Zur Isolation [CDI14" Zellen wurden PBMCs mit[CDI14 microbeads in
Puffer inkubiert (15min, 4°C), auf eine mit einem Magneten verbundene LS-Séule (Miltenyi Bio-
tec) gebunden und durch zweimaliges Waschen mit Puffer von[CD|14~ Zellen separiert. In
einem zweiten Schritt wurden[CDB ™ Zellen in analoger Weise aus [CDlI4~ Zellen isoliert.
Entwicklung reifer, dendritischer Zellen[CDIl4" Zellen (Monozyten) differenzierten sich in
[RPMIl unter Einfluss von [[}-4 (c=100%) und (C=SOO%) innerhalb von 5 Tagen zu un-
reifen (31}, 1124). Diese wurden auf eine mit Polyhydroxyethylmethacrylat beschichtete 24-
Well Platte umgesetzt und durch Stimulation mit (C:SOO%) binnen 24h zur Reifung angeregt
(31}, 1124). Zur Verifizierung der erfolgreichen Reifung erfolgte die Bestimmung charakteristischer

Oberflichenmarker mittels
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In vitro Priming CD8" T-Zellen Das Priming naiver [CD8" T-Zellen zu Effektorzellen wurde
durch eine 1-wochige Co-Kultur von[NY-ESO-TJ;57_ 165 beladenen, reifen mit zuvor isolierten
[CDB " T-Zellen desselben Spenders im Verhiltnis 1:1 in[CTL}Medium mit[IT}-6 (c=200%) und [L}-
12 (C:?)On%) bei 37°C erreicht (124).

T-Zell Restimulation Wochentlich erfolgte eine Restimulation mit[NY-ESO-Tlj57_ 165 beladenen
M2 (c=10%) und L7 (c=200%). 1/3 des Mediums wurde alle zwei Tage durch frisches
[CTLFMedium mit [T}2 und [[[}7 ersetzt. Proliferative Aktivitit wurde unter dem Lichtmikroskop
kontrolliert, bei Bedarf reaktive Wells im Verhéltnis 1:1 geteilt und mit frischem [CTL}Medium
(+IL}2 und [L}7) versetzt.

TNF-a-Zytotoxizititstest Zur Identifikation Epitop spezifischer[CD8" T-Effektorzellen, wurden
die geprigten und restimulierten [CDB8 ™ T-Zellpopulationen mit[HLAIA2 ", [NY-ESO-Tl;57_1¢5 be-
ladenen HeLa-Zellen fiir 6h co-kultiviert und zur Produktion von [TNE-o angeregt. WEHIZellen,
auf die TNE-or zytotoxisch wirkt, wurden mit den Uberstinden der Co-Kultur sowie Actinomycin
D (c=2%) und LiCl (c=10%01) fiir 12h bei 37°C inkubiert. Die Differenzierung lebendiger von
toten Zellen gelang durch Farbung mit[MTT] (C:Z,S%'), das zelluldre Reduktasen unter NAD(P)H-
Verbrauch in ein violettes Formazan umwandeln. Der Farbstoff wurde durch Lyse der Zellen mit
WEHI}HPuffer freigesetzt und die Extinktion von Licht der Wellenldnge 570 nm gemessen.
Intrazellulire Zytokinfirbung (ICC) Im[TNE-a-Zytotoxizititstest reaktive T-Zellpopulationen
wurden erneut mit NY-ESO-T};57_165 beladenen PSG33-Zellen in [BMl mit Brefeldin A (c:l%)
fiir 6h co-kultiviert. Brefeldin A ist ein potenter Inhibitor der Exozytose, sodass synthetisiertes
[ENly im [ER] aktivierter T-Zellen verbleibt und an dieser Stelle nachgewiesen werden kann. Nach
der Co-Kultur wurden die Zellen in Fixierungspuffer stabilisiert, durch Inkubation mit saponinhal-
tigem Puffer permeabilisiert und mit [AK] gegen und [FNly gefirbt. Im letzten Schritt wurde
der prozentuale Anteil doppeltpositiver Zellen mittels ermittelt.

T-Zell Klonierung Polyklonale T-Effektorzellpopulationen mit ausreichender Spezifitidt (mind.
3%) wurden kloniert. Zu diesem Zweck wurden durchschnittlich 1 bzw. 0,3 T-Zellen in einem
Well einer 96-Well Platte auf 2-10° bestrahlte PBMCs eines beliebigen Spenders und 2-10* be-
strahlte (zusammen: Feederzellen) in [CTLFMedium mit [J-2 (c=150%) und [PHAI (c=1 %)
fiir 14 Tage zur Proliferation angeregt (124). 1/3 des Mediums wurde nach drei und darauf alle
zwei Tage durch frisches [CTT}Medium (HI[}-2) ersetzt. Proliferativ aktive Wells wurden unter Zu-
gabe frischen[CTLFMediums (+I}-2) 1:1 geteilt. Zwei Wochen nach Beginn der Co-Kultur wurden

Aliquots auf Klonalitét mittels TNEa-Zytotoxizitétstest und [CCluntersucht.
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Expansion monoklonaler T-Zellpopulationen Je 2-10* epitopspezifische, monoklonale [CDS ™"
T-Effektorzellen wurden analog zur T-Zell Klonierung zur Expansion angeregt und behandelt.
Bei ausreichend proliferativer Aktividat wurden die T-Zellen nach sieben Tagen in frischem
Medium (+I[}-2) auf 6-Well Platten mit einer Konzentration von 5-10° Z%lf” sowie 5% iberfiihrt.
14 Tage nach Beginn der Expansion und Ubergang der Zellen in einen Ruhezustand wurden Ali-

quots 4 2-10° Zellen eingefroren.
2.2.2.4 Antigenprisentationsversuch

Die Prisentation des [HLAFA2 restringierten NY-ESO-TJ;57_ 165 Epitops wurde mit Hilfe einer 12-
stiindigen Co-Kultur aus Ziel- und Effektorzellen nachgewiesen. Als Zielzellen dienten pro Well
einer 96-Well Platte 2-10*[HCAFA21 und NY-ESO-TUNY-ESO-TK? transfizierte HeLa- bzw. 33/2-
Zellen, deren Konzentration in einer Verdiinnungsreihe fiinf mal halbiert wurde. Je 2-10* mono-
klonale,[NY-ESO-T} 57_ 165 spezifische[CDB8 ™ T-Zellen fungierten als Effektorzellen, sodass daraus
Effektor:Ziel-Zell (EXT)- Verhéltnisse von 1:1, 2:1, 4:1, 8:1, 16:1 und 32:1 resultierten. Als Negativ-
bzw. Positivkontrolle dienten[HLAFA2" unbeladene oder peptidbeladene HeLa- bzw. 33/2-Zellen.

2.2.2.5 Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Die Konzentration an [FNly im Uberstand der Antigenprisentationsversuche wurde durch einen
Sandwich{ELISAl mit Hilfe des Human [[FNly-ELISA Kit (BD) nach Angaben des Herstellers be-
stimmt. Die einzelnen Schritte umfassten: 1. Bindung des Capture{AKl (ﬁ in [ELISA}FCoating-
puffer), 2. Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit [ELISAlBlockpuffer, 3. Inkubation der
Uberstinde, 4. Bindung des Detektions{AK] zusammen mit Streptavidin-gekoppelter HRPI (je ﬁ)
und 5. Zugabe der ELISAlSubstratlosung (3,3”,5,5” Tetramethylbenzidin (TMBI) und H,0,). TMB]
wird unter Verbrauch von H,O; durch [HRPI zu einem blauen Farbstoff mit einem Absorptionsma-
ximum bei 652 nm oxidiert. Je nach Stirke des Farbsignals wurde die Reaktion nach 5-10min
mittels 1M H3PO4 abgestoppt, wodurch ein Farbwechsel zu gelb mit einem Absorptionsmaximum
bei 450 nm stattfand. Die Extinktion von Licht der Wellenldnge 450 nm wurde mit Hilfe eines
Spectrophotometers gemessen und die Konzentrationen anhand eines [ENly Standards bestimmt.
2.2.2.6 Immunoprizipitation

Myc-markierte Proteine wurden mit Hilfe des ulMACS| c-Myc Isolation Kit (Miltenyi Biotec) iso-
liert. Zu diesem Zweck wurden 2-10° HeLa-Zellen sequentiell mit HA{UBHGEP| oder einer der HA-
[UbHGFPFMutanten und anschlieBend mit pcDNA3.1 Leervektor, NY-ESO-1K° bzw.
transfiziert (siehe 2.2.1.4)). Zur Anreicherung polyubiquitinierter Substrate erfolgte 16h
spéter fiir 6h eine Behandlung mit 10uM MG132. Zellpellets wurden mit 1ml kiteigenem Lysepuf-
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fer sowie NEMI (c=50mM) und MG132 (c=10uM) fiir 30min bei 4°C inkubiert und zentrifugiert
(13.000g, 10min, 4°C). Die Uberstinde wurden in 1ml auf einheitliche Proteinkonzentrationen
eingestellt und je 50u! fiir die Herstellung von Zelllysaten abgezweigt. Smg Gesamtprotein inku-
bierten mit 50ul c-Myc-microbeads fiir 1h bei 4°C. Die Prizipitate wurden auf eine 10u-Séule
(Miltenyi Biotec), die an einem Dauermagneten hing, gebunden und vier mal mit Waschpuffer I
(unter anderem 50mM NaCl) und 2x mit 20 mM Tris/HCI (pH 7,5) behandelt. In einigen Expe-
rimenten wurde die NaCl-Konzentration bis auf 3M erhoht. Abschlieend erfolgte die Denaturie-

rung und Elution der Proteine von der Séule mittels 95°C-heiem, DTTlhaltigem Puffer.
2.2.3 Molekularbiologische Methoden
2.2.3.1 RNA-Isolation und cDNA-Synthese

RNA wurde unter Verwendung des RNA Isolation Kit High Pure (Roche) nach Herstellerangaben
isoliert. Dazu wurden Zellpellets in resuspendiert, mit kiteigenem Puffer lysiert, RNA iiber
eine Nukleinsdure bindende Sdule (High Pure Filter Tubes) isoliert, die Konzentration photome-
trisch ermittelt und die RNA bei -80°C gelagert. Die Isolation von DNA wurde durch Einsatz einer
DNAse verhindert. Die gereinigte RNA wurde mit Hilfe des Transcriptor High Fidelity cDNA

Synthesis Kit (Roche) durch eine reverse Transkriptase in 30min in cDNA umgeschrieben.
2.2.3.2 Polymerase-Ketten-Reaktion und Mutagenese
DNA wurde aus 1/ cDNA und den in angegebenen Primern mit Hilfe des PWO-

SuperYield DNA Polymerase, dNTPack (Roche) amplifiziert. In einem PCR (Polymerase-Ketten-|
[Reaktion))-Block wurden, nach 5-miniitiger Inkubation bei 95°C, 30 Zyklen der folgenden Sequenz

wiederholt: 1. Denaturierung (95°C, Imin) 2. Primerhybridisierung (48°C, 1min) und 3. Elonga-
tion (72°C, 1min). AbschlieBend folgte ein 10-miniitiger Elongationsschritt bei 72°C. Zur Modi-
fikation der Aminosiuresequenz (Mutagenese) von wurden spezifische Primer konzi-
piert, um auf DNA-Ebene die Nukleotidsequenz in gewiinschter Weise zu verindern. Die [PCR]
mit Plasmid-DNA wurde in analoger Weise mit 17 Zyklen bei Einsatz von 10ng DNA, je nach
Primer adédquater Hybridisierungstemperatur und 8min Elongationszeit durchgefiihrt. Ausgangs-
DNA, die schon einmal in Escherichia coli exprimiert wurde, konnte durch einen Verdau
mit Dpnl eliminiert werden. Die [PCR}Produkte wurden mit dem Illustra GFX PCR DNA and Gel
Band Purification Kit (kurz Illustra Kit, GE) gereinigt und in 50/ Elutionspuffer gelost.

2.2.3.3 Klonierung von Plasmid-DNA

2ug Plasmid bzw. 35u/ der amplifizierten und gereinigten DNA-Fragmente wurden durch pas-

sende Restriktionsenzyme fiir 1h bei 37°C verdaut. Die DNA-Fragmente wurden anschlie3end
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mittels Elektrophorese (20min, 180mV, Laufpuffer TBE) in 0,4-2%-igen Agarosegelen mit 0,05%o
der Grofe nach getrennt und durch ultraviolettes Licht der Wellenldnge 210 nm visualisiert.
Die entsprechenden Banden wurden ausgeschnitten und die DNA mit Hilfe des lllustra Kit (GE)
nach Entwicklerangaben isoliert. Oligonukleotide (0:37,5%) wurden in 0,1M NaCl fiir 10min bei
65°C hybridisiert und anschlieBend iiber 3h langsam auf 27°C abgekiihlt. Verdaute und gereinigte
[PCRI-Fragmente bzw. hybridisierte Oligonukleotide wurden mit korrespondierender, verdauter und

gereinigter Vektor-DNA durch T4 DNA-Ligase innerhalb 1h bei Raumtemperatur verkniipft.
2.2.3.4 Herstellung von LB-Agarplatten

LB-Medium wurde wie in[2.1.1{angegeben mit 15g/1 Agar hergestellt und autoklaviert. Nach Ab-
kiihlung auf 55°C und Zugabe des jeweiligen Resistenzantibiotikums (Ampicillin ¢=507%, Kana-
mycin ¢=25%2) wurden je 20ml in eine sterile 10cm Kulturschale pipettiert. Nach Polymerisation

wurden die Platten bei Raumtemperatur getrocknet und anschliefend bei 4°C gelagert.
2.2.3.5 Transformation von Plasmid-DNA in kompetente E.Coli
Kompetente DH5 ¢ [E.Colil Zellen wurden durch eine modifizierte Methode nach (125)) angeziich-

tet. 5 ul des Ligationansatzes bzw. gereinigten [PCRIProduktes der Mutagenese wurden mit 50/
kompetenten [E.Colil fiir 30min bei 4°C inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock fiir 2min bei 42°C,
bevor die Zellen fiir 1h bei 37°C in LB-Medium bei 180 RPM geschiittelt wurden. Nach Abnahme
iiberschiissigen Mediums wurden 50u! transformierte [E.ColilZellen mit einem sterilen Trigals-
kispatel auf einer resistenzantibiotikahaltigen LLB-Agarplatte ausgestrichen. Nach 24h bei 37°C
konnten einzelne Kolonien mit einer sterilen Pipettenspitze aufgenommen und in Sml LB-Medium
mit dem jeweiligen Resistenzantibiotikum fiir 24h bei 37°C und 180 RPM geschiittelt werden.
Iml der Uber-Nacht Kultur wurde mit 400u! sterilem, 80%-igem Glycerol in einem 2ml Glyce-
rolstockgefil3 bei -80°C gelagert.

2.2.3.6 Plasmid-DNA Isolation aus E.Coli

Mini-Priip 2ml einer Uber-Nacht Kultur aus wurden mit Hilfe des QIAprep Spin Miniprep
Kit (QIagen) iiber eine DNA-bindende Saule gereinigt und in 504/ Elutionspuffer gelost.

Maxipriap 250ml antibiotikahaltiges LB-Medium wurde mit reichlich Material eines Glycerol-
stocks tiber 24h bei 37°C und 180 RPM geschiittelt und anschlieBend mit Hilfe des QIAGEN
Plasmid Maxi Kit (Qlagen) tiber eine DNA-bindende Séule gereinigt und in 2004t/ Elutionspuf-
fer gelost. Die Konzentration wurde photometrisch ermittelt und mit kiteigenem Elutionspuffer
auf 1% eingestellt. Die Sequenzierung erfolgte mittels Ketten-Abbruch-Synthese durch die Firma

LGC Genomics (Berlin) mit Hilfe vektorspezifischer Primer.
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2.2.4 Proteinbiochemische Methoden
2.2.4.1 Herstellung von Proteinlysaten

AuBer fiir die [Prdzl wurden Zellpellets in NP40-haltigen Lysepuffer mit 10uM MG132 und 50mM
NEM resuspendiert und die Zellmembranen durch fiinfmaliges Einfrieren (-196°C) und Auftau-
en (37°C) aufgeschlossen. Nach Zentrifugation (13.000g, 20min, 4°C) erfolgte die Abnahme der
proteinhaltigen Uberstinde zur weiteren Analyse. Die Proteinkonzentrationen der Uberstinde wur-
den mit Hilfe des Bicinchoninsdiure (BCA) Protein Assay Kit Pierce TM (Thermo Scientific) an-

hand eines [BSAlStandards mittels Lambert-Beer’schen Gesetzes bestimmit.
2.24.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Polyacrylamidtrenngel (Volumina fiir 2 Gele 4 80x75x1mm): 1. H,O 4,85ml (7,5%)/4ml (10%)/
3,5ml (12%)/2,35ml (15%), 2. Acrylamid (30%-ige Stamml6sung): 2,5ml (7,5%)/3,3ml (10%)/4ml
(12%)/ 5ml (15%), 3. Tris (1,5M) 2,5ml, 4. (10%) 100ul, 5. (10%) 50ul; 6.
Sul

Polyacrylamidsammelgel (4%, Volumina fiir 2 Gele 4 20x75x1mm): 1. H,O 3,05ml, 2. Acrylamid
(30%-ige Stammlosung) 650w/, 3. Tris 0,5M 1,25ml, 4.[SDS| (10%) 50ul, 5.[APSI (10%) 25ul, 6.
5ul

Proteinlysate wurden mit Lyse- und [DTTthaltigem SDS-Probenpuffer auf einheitliche Konzentra-
tionen von 27¢ eingestellt und durch fiinfminiitiges Erhitzen auf 95°C denaturiert. Identische Vo-
lumina wurden in je eine Tasche des Sammelgels pipettiert und die Proteine bei 180V fiir 1-1,5h in

7,5%-, 10%-, 12,5%- oder 15%-igen Gelen aufgetrennt (Laufpuffer: SDSI-Gelelektrophoresepuffer).
2.2.4.3 Western Blot und Proteindetektion

Mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese getrennte Proteine wurden in einer
semi-dry Blotkammer iiber 1h mit 8mA in methanolhaltigem Blotpuffer auf eine Methanol-aktivier-
te[PYDE Membran iibertragen. Zur Kontrolle, dass identische Proteinmengen aufgetragen wurden,
erfolgte eine 10-miniitige Farbung der PYDF Membranen mit Amidoschwarz. Unspezifische Bin-
dungsstellen auf der Membran wurden durch Inkubation in 5% Magermilchlésung fiir 1h
bei Raumtemperatur auf einem Schiittler blockiert. Anschlieend erfolgte die Bindung des Primér-
[AKl in 5% Magermilchlésung fiir 12h bei 4°C. Unspezifisch gebundene [AK] wurden durch 3x
20-miniitiges Waschen mit TST-Puffer entfernt. Anschliefend wurden die Membranen fiir 3h mit
einem sekundiren, [HRP-gekoppelten Anti-F, (Maus/Kaninchen/Ziege) [AK| inkubiert und erneut
3x20min mit TST-Puffer gewaschen. AbschlieBend wurden sie fiir 30 Sekunden in 10ml H;O5-

haltiger Chemolumineszenzlosung (POD) eingelegt und die Signale in einer Filmkassette unter
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Lichtausschluss auf einen Rontgenfilm iibertragen. Die Filme wurden mit Entwickler- und Fixier-

16sung des RP-X-OMAT LO Kit (Carestream) entwickelt.

2.2.4.4 Spaltung von Carboxyestern

Zum Nachweis von [Ub-Molekiilen, die iiber Carboxyester gebunden waren, wurden mittels [Prézl
isolierte Proteine mit S0mM NaOH fiir 30min bei 32°C behandelt. Uber Carboxyester an Proteine
gebundenes Ub 16st sich bei einem pH-Wert von 12 (102). Thioester- sowie Sdureamidbindungen
werden hierdurch nicht hydrolysiert.

2.24.5 Tobacco-Etch-Virus-Protease Verdau

Myc-markierte Proteine wurden wie in [2.2.2.6| beschrieben isoliert. Vor ihrer Elution erfolgte zu-

sdtzlich ein Verdau mit AJTEV}Protease. Dazu wurde jede Sdule mit 35u/ (20U) [TEV}Protease

fiir 2,5h bei 22°C behandelt und die Proben nach zwei Waschschritten in bekannter Weise eluiert.
2.2.5 Physikalische Methoden - Bestrahlung von Zellen

BLCLs wurden mit einer Dosis von 50Gy und PBMCs mit einer Dosis von 30Gy durch eine '37Cs-
Quelle (GC 40E, MDS Nordion) bestrahlt.

2.2.6 Statistische Methoden
Um zu priifen, ob sich zwei Zellpopulationen in der Ausprigung eines Merkmals signifikant unter-
scheiden, wurde mit Hilfe des Computerprogrammes Graph Pad Prism bei normalverteilten Merk-

malen ein ungepaarter t-Test durchgefiihrt. Zum Vergleich mehrerer Zellpopulationen mit einer

Kontrollgruppe kam ein one-way ANOVA zum Einsatz.
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3 Ergebnisse

Die in diesem Kapitel priasentierten Daten basieren auf den Ergebnissen, die Golnik et al. im J
Biol Chem. 2016 Apr 15;291(16):8805-15 (126) publiziert haben. Die Abbildungen sind fiir die
Verfassung dieser Doktorarbeit modifiziert oder erweitert worden. Die Erlaubnis zur Verwendung
der Ergebnisse und Abbildungen ist durch JBC gegeben. Die Darlegung der Ergebnisse folgt im
wesentlichen der Struktur der Veroffentlichung. Auf redundante Zitation der genannten Publikation

wird im Folgenden verzichtet.

3.1 Generierung von NY-ESO-1 kodierender Vektor-DNA
3.1.1 Klonierung von CTAG1B-DNA in pcDNA3.1 Myc/HIS Version B (+)

HeLa-Zellen exprimieren natiirlicherweise NY-ESO-1 nicht und sollten zur Analyse der Ubiquiti-

nierung und MHC Klasse I Antigenprisentation von NY-ESO-1 jeweils transient mit NY-ESO-1

Plasmid-DNA transfiziert werden. Zur Herstellung von CTAGI1B (cancer/testis antigen 1BJ)-DNA,
die fiir das[NY-ESO-1] Protein kodiert, wurde Gesamt-mRNA aus HT1080-Zellen isoliert und mit-
tels reverse Transkriptase (RT){PCRlin cDNA umgeschrieben. Durch eine anschlieBende mit
der DNA-Polymerase des Bakteriums Pyrococcus woesei (PWO) und den in Kapitel [2.1.§] an-
gegebenen Primern (KpnI{NY-ESO-1I[FW] und [NY-ESO-1} Xhol RW) wurde die [CTAGIBIDNA
amplifiziert (Abbildung[5|A). Der KpnI{NY-ESO-[IFW|Primer beinhaltete am 5’-Ende die Schnitt-
stelle 5° G*GTACC 3’ fiir das Restriktionsenzym Kpnl sowie der NY-ESO-TFXhol RW Primer

die Schnittstelle 5> C;TCGAG 3’ fiir das Restriktionsenzym Xhol. Beide Primer enthielten zu-
dem einen 5’ Uberhang (AAA fiir KpnI{NY-ESO-1[FW] bzw. TTT fiir NY-ESO-1} Xhol RW)),
damit die Restriktionsenzyme an die amplifizierten DNA-Fragmente binden konnten. Die ver-
bleibende Sequenz entsprach der korrespondierenden Basensequenz der [CTAGIBFcDNA. Nach
Restriktionsverdau mit Kpnl und Xhol sowie Isolation der Amplifikate wurde die [CTAGIBFDNA
im Bereich des Polylinkers mit dem ebenfalls Kpnl- und Xhol-verdauten und gereinigten pcD-
NA 3.1 Myc/HIS Version B (kurz pcDNA3.1) Vektor ligiert (Abbildung [5B). Die auf diese Weise
gebildete Vektor-DNA wurde in kompetente [E.Coli-Zellen transformiert. Plasmidhaltige Zellen
wurden durch einen Ausstrich auf einer LB-Platte, die das Resistenzantibiotikum Ampicillin ent-
hielt, selektioniert und kloniert. Nach eintidgiger Kultur wurden 20 Klone isoliert, die in einer
Uber-Nacht-Kultur angereichert und deren Plasmid-DNA durch einen Miniprip extrahiert wurden.
Mittels eines Kontrollverdaus mit den Restriktionsenzymen Kpnl und Xhol sowie anschlieBender
Agarose-Gelelektrophorese der Fragmente erfolgte die Kontrolle, welche Klone das[CTAGIBHFGen

enthielten. 17 von 20 zeigten ein Fragment, das seinem Laufverhalten nach zu urteilen, der Grof3e
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Abbildung 5: Klonierung des[CTAGIB-Gens in pcDNA3.1 Myc/HIS Version B (+). A cDNA wur-
de aus mRNA von HT1080-Zellen umgeschrieben. Je 11/ der angegebenen Verdiinnungen wurde
anschlieBend mit KpnI{NY-ESO-1I[FW] und [NY-ESO-1XholI [RW] Primern unter unterschiedli-
chen Bedingungen mittels amplifiziert und die Amplifikate in einem 1%-igen Agarosegel

durch eine Elektrophorese aufgetrennt. B Schematische Darstellung des pcDNA3.1 Myc/HIS Vek-
tors Version B. Die zur Klonierung vorgesehenen Schnittstellen (Kpnl und Xhol) sind zur besseren
Orientierung rot markiert. C [CTAGIBFDNA wurde nach dem Schema aus B in einen pcDNA3.1
Myc/HIS Vektor Version B (+) kloniert, in DH5@-Zellen transformiert und 20 Klone isoliert. Nach
Anreicherung in einer Uber-Nacht-Kultur und anschlieBender Extraktion der Plasmid-DNA mittels
eines Minipridps wurden 2u/ Plasmid-DNA mit je 0,51/ Kpnl und 0,51/ Xhol iiber eine Stunde
bei 37°C verdaut und die Fragmente in einem 1%-igen Agarosegel aufgetrennt. Als Marker wurden
jeweils links ein 1kBp und rechts ein 100Bp Ladder verwendet.

des amplifizierten Kpn[H{CTAGIBFXhol Fragments von errechneten 552 Bp entsprach (Abbildung
5IC). Drei von diesen 17 Klonen wurden sequenziert, der pcDNA3.1 NY-ESO-T}Myc/HIS Klon10

als richtig identifiziert und zur weiteren Verwendung ausgewihlt.
3.1.2 K—R Mutagenese von pcDNA3.1 NY-ESO-1-Myc/HIS
Der Myc-tag des pcDNA3.1 Vektor enthilt die Lysin-haltige Sequenz EQKLISEEDL. Um ei-
ne Lysin-abhiingige Polyubiquitinierung des [NY-ESO-1Myc/HIS Fusionsproteins im Myc-tag
zu verhindern, erfolgte eine K—R Mutagenese mit Hilfe der in [2.1.8] angegebenen pcDNA 3.1
NY-ESO-1TFMyc/HIS K192R [FW] und RW] Primern. Auf diese Weise wurde an Stelle des Lysins
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ein Arginin exprimiert, das aufgrund seiner Nukleophilie nicht mit modifiziert werden kann
(Abbildung [6). Die K—R Modifikation wird durch die alternative Bezeichnung Myc* deutlich
gemacht. Wie in [3.1.1| wurde die amplifizierte Plasmid-DNA in DH5¢-Zellen transfomiert, klo-
niert, gereinigt und ebenfalls drei Klone sequenziert. Der pcDNA 3.1 NY-ESO-TFMycX1928/HIS
Klon 1 bzw. pcDNA 3.1 NY-ESO-1FMyc*/HIS Klon 1 (kurz [NY-ESO-1)) enthielt die richtige Se-
quenz und wurde fiir die weiteren Experimente verwendet. Zur Untersuchung lysin-abhingiger
Ubiquitinerung und MHC Klasse I Antigenprisentation von NY-ESO-1 wurde in analoger Wei-
se pcDNA3.1 [NY-ESO-TIMyc*/HIS Plasmid-DNA mit Hilfe der [NY-ESO-1] K 124R [FW]und RW]
Primer in einer Mutagenese der Gestalt verdndert, dass die Expression des einzigen Lysins an Stelle
124 des [NY-ESO-I}-Proteins durch die eines Arginins substituiert wurde (Abbildung [6). Der iso-
lierte pcDNA3.1 NY-ESO-1X124R_Myc*/HIS Klonl (kurz NY-ESO-TK") wurde ebenfalls mittels

Sequenzierung als richtig bestitigt und fiir die weiteren Experimente verwendet.
3.1.3 N-Terminale Verliingerung der NY-ESO-1-Konstrukte mit V5/TEV

Da der N-Terminus als alternative [Ubt Akzeptorstelle beschrieben wurde (103), war ein Ziel dieser
Arbeit zu untersuchen, ob auch NY-ESO-1 N-terminal ubiquitiniert wird. Zu diesem Zweck sollten
isolierte NY-ESO-1 Proteine in vitro von potentiell N-terminalen[Ub-Ketten getrennt werden. Hier-
fiir wurden Oligonukleotide konfiguriert, welche die Sequenz eines verkiirzten V5*-Tags (IPN-
PLLGLD) fusioniert mit einer TEV}Proteaseschnittstelle (ENLYFQ'G) enthielten. Die natiirliche
Schnittstelle der[TEVHProtease wurde als ENLYFQ¢S beschrieben (127). Diese Sequenz wurde zur
Vermeidung einer zusitzlichen Polyubiquitinierungsstelle modifiziert, indem Serin an Position P1’
durch Glycin substituiert wurde, da die TEV}-Protease gegen ENLYFQ'G ebenfalls eine gute pro-
teolytische Aktivitdt aufweist (127). Die [ASFSequenz des entstandenen N-terminalen Fragments
war demzufolge MIPNPLLGLDENLYFQGGT. Das C-terminale Threonin, als zusitzliche [Ub+
Akzeptorstestelle des VS/TEVHFragments, lag in der Kpnl-Schnittstelle und lief sich aus diesem
Grund nicht vermeiden. Die Primer wurden so konfiguiert, dass die sense Oligonukleotide am 5’-
Ende einen AGCTT und am 3’-Ende einen GGTAC Uberhang gegeniiber den antisense Oligonu-
kleotiden aufwiesen. Die entstandene T-Form der hybridisierten Oligonukleotide korrespondierte
zur Struktur der HindIII- und Kpnl-verdauten und NY-ESO-TK? Plasmid-DNA. Nach
Ligation wurde die Plasmid-DNA in bekannter Weise in kompetente [E.Coli-Zellen transformiert,
kloniert und jeweils drei Klone sequenziert. Um einen alternativen Translationsstart zu verhindern
(Abbildung [7), enthielten die V5/TEV][NY-ESO-I}Konstrukte eine zusitzliche Substitution der
Art, dass an Stelle des urspriinglichen Methonin 1 des[NY-ESO-Il-Proteins (in V5/TEV-NY-ESO-1

an Stelle 20) ein Valin exprimiert wurde (Abbildung[6)). Die Sequenzen der vier entstandenen Kon-
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K124
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R124
|
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Met [IPNPLLGLD‘ENLYFQG] GTMet NY-ESO-1 HIS | COOH VS/TEV-NY-ESO-1 Myc*/HIS
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|
Met {IPNPLLGLD ‘ENLYFQGJ GTVal NY-ESO-1 HIS |COOH V5/TEV-NY-ESO- [M20V. KO Myc*/HIS
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Abbildung 6: Klonierungsschema der einzelnen pcDNA3.1 INY-ESO- I+ Konstrukte. Myc* ist ein
modifizierter Variante des urspriinglichen fags, der anstatt eines Lysins ein Arginin enthilt. V5
(kurz) (IPNPLLGLD) ist eine verkiirzte Form von V5 (GKPIPNPLLGLDST).

strukte pcDNA3.1 VS[TEVINY-ESO-1-Myc*/HIS, pcDNA3.1 VSMTEVINY-ESO-TK-Myc*/HIS,
pcDNA3.1 VSTEVINY-ESO-1?% und pcDNA3.1 V5STEVINY-ESO-1"?V:X0 (kurz V5/TEV
NY-ESO-T, V5/TEVINY-ESO-TF°, V5S/TEVINY-ESO-1%, V5/TEVI[NY-ESO-T"2V-K0) er-

wiesen sich allesamt als korrekt.

3.2 Expression der NY-ESO-1-Konstrukte in HelLa-Zellen

Die Konstrukte NY-ESO-1°, VS/TEVINY-ESO-T| VSMTEVINY-ESO-TK, V5/TEVI
NY-ESO-T"?" und V5TEVINY-ESO-11"?%V:X0 wurden in HeLa-Zellen transfiziert und ihre Funk-
tionsfahigkeit mittels und analysiert. Wie in Abbildung [7] gezeigt, werden alle

Konstrukte in HeLa-Zellen exprimiert. Wie angenommen, fiihrte die Transfektion von V5/TEVI
und V5/TEVINY-ESO-TK? zur Bildung von zwei Proteinen unterschiedlicher GroBe.

Interessanterweise liuft das kleinere Protein auf derselben Hohe wie[NY-ESO-11bzw. NY-ESO-TK?
und ist nach Substitution des ehemaligen Methionin 1 des[NY-ESO-TImit Valin (M20V) nicht mehr

nachweisbar. Das GroBere bewegt sich dagegen auf der gleichen Hohe wie V5/TEVINY-ESO-1112%V
bzw. V5ITEVINY-ESO-1M2V:K0 [ diesem Fall ist es daher sehr wahrscheinlich, dass zusitzlich

zum M1 des V5ATEV] Tags als alternativer Translationsstart das urspriingliche Methionin an Stelle

1 des INY-ESO-1| Proteins diente. Zum Nachweis N-terminaler Ubiquitinierung wurden aus die-
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Abbildung 7: Expression der verschiedenenNY-ESO- I} Konstrukte. HeLa-Zellen wurden nach 24-
stiindiger Kultur mit den unterschiedlichen NY-ESO-T}Konstrukten transfiziert, deren Expression
mittels und (Anti-V5 und Anti-Myc) iiberpriift wurde. B-Actin diente als Lade-
kontrolle. Dargestellt ist ein reprisentatives von drei unabhéngigen Experimenten.

sem Grund, statt V5/TEVIINY-ESO-1] und V5S/TEVINY-ESO-TX?, auschlieBlich die Konstrukte
VS5/TEVINY-ESO-T"?% und V5/TEVINY-ESO-TM?%V:K0 verwendet. Ebenfalls gut zu erkennen
ist, dass die K124R Mutation im Falle von NY-ESO-1K° und V5/TEVINY-ESO-1"20V:K0 pjcht
zu einer Stabilisierung des reifen Proteins fiihrt. Die steady-state Level der reifen Proteine blieben

demzufolge durch das Fehlen des einzigen Lysins unbeeintrichtigt.

3.3 Generierung eines NY-ESO-1,57_1¢5 spezifischen CD8" T-Effektorzell-

klons
3.3.1 Analyse der Differenzierungsmarker dendritischer Zellen

Zur Analyse der Priasentation des HLA-A2 restringierten NY-ESO-157_1¢5 Epitops sollten mono-
klonale NY-ESO-1;57_165 spezifische CD8" T-Effektorzellen aus naiven CD8*" T-Zellen in vitro
mit Hilfe reifer[DCs|geprimed und expandiert werden. Zu diesem Zweck wurden PBMCs aus buffy-
coats von sechs gesunden Vollblutspendern mittels Ficoll-vermittelter Dichtegradientenzentrifuga-
tion isoliert und auf die Expression des Klasse I Molekiils HLAIFA2 an der Zelloberfliche
mittels untersucht. PBMCs eines [HLAIA2 positiven Spenders wurden zur Isolation CD14*
und CD8"-Zellen verwendet. CD14-Zellen wurden, wie in beschrieben, zu unreifen
differenziert. Durch 24-stiindige Stimulation mit reifen (31, [124) und exprimieren ver-
stirkt Klasse I und II sowie co-stimulatorische Molekiile, wie [CDX0, [CDRO (B7.1), [CD83
und [CDB6 (B7.2) (311 128)).

Um die Reifung von zu iiberpriifen, wurde die Expression spezifischer Oberflichenmolekiile
mittels [FACSF Analyse untersucht. Zu diesem Zweck diente eine Reihe fluoreszenzfarbstoffgekop-
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pelter [AK] sowie das organische Peptid konnten aufgrund ihres charakteristischen
Spektrums im dotplot identifiziert werden. Thr prozentualer Anteil lag zwischen 11,7%
und 44,5%. Zur Unterscheidung lebendiger von toten Zellen erfolgte eine Farbung mit
(129). Die weitere Analyse schloss nur[7-AAD|negative (lebendige) Zellen ein.

Sowohl nicht-stimulierte (unreife , als auch stimulierte Zellen (reife exprimierten den
charakteristischen Differenzierungsmarker [CDIl I¢ (Abbildung [§A und B). Die Konzentration an
Klasse I Molekiilen an der Zelloberfliche nahm im Verlauf der Reifung lediglich leicht zu
(Abbildung [[C und I), wihrend sich die Expression an Klasse II Molekiilen reifer[DCs|kaum

von unreifen unterschied (Abbildung BD). Allerdings lieBen sich mehr co-stimulatorische Mole-
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Abbildung 8: Oberfliichenprofil unreifer und reifer gﬂ Unstimulierte (rot) und 24h mit[[CPS] sti-
mulierte Zellen (griin) einer 5-tigigen Kultur [CDI14T-Zellen mit und [[}H4 wurden mit-
tels geeigneter fluoreszenzfarbstoffgekoppelter [AK| markiert und per Durchflusszytometrie analy-
siert. A-H zeigen Histogramm-overlays ausgewihlter Firbungen einzelner Oberflichenmolekiile
von unstimulierten (rot) und stimulierten (griin) Zellen. I und J Geometrisches Mittel der Fluo-
reszenzintensitdt ausgewihlter Farbungen einzelner Oberflichenmolekiile im Vergleich zu nicht
geféarbten Zellen.

kiile nachweisen. Erstens zeigte sich eine erhthte Konzentration an CD80 und CD86 (Abbildung
BE. F, I und J), die als Liganden von [CDR8 fiir das Priming naiver T-Zellen essentiell sind (128).
Zweitens war auch die Expression von[CD83, einem Markerprotein reifer[DCs|, das fiir die Lang-
lebigkeit [CDR* T-Effektorzellen unabdingbar ist (130), verstirkt (Abbildung ). Als drittes lief3
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sich auch eine erhohte Signalintensitit fiir [CDHO registrieren (Abbildung [8G und J), einem Rezep-
tor fiir[CDAOL (CD4 " T-Helfer Zellen), dessen Aktivierung die Biosynthese von[CDRO, [CD86 und
M+12 in stimuliert und sie dadurch als Mediator fiir die Aktivierung [CD8" T-Zellen durch
[CDA4+ T-Helferzellen wirken ldsst (128)).

Wihrend ihrer Reifung synthetisieren verstirkt Chemokinrezeptoren, unter anderem CCR7
und CXCR4, um fiir das Priming naiver T-Zellen in die Lymphknoten zu migrieren (131). CCR7
ist ein Rezeptor fiir die Chemokine CCL19 und CCL21, die von Endothelzellen hochendothelialer
Venolen und Stromazellen der T-Zellzonen des Lymphknotens gebildet werden. Allerdings zeig-
ten nach Stimulation mit keine hoheren CCR7-Konzentrationen auf der Zelloberflache
(Abbildung ). Im Gegensatz dazu lieB sich eine verstirkte Expression von CXCR4 detektieren
(Abbildung [§H und I).

Zusammenfassend wiesen [LPStstimulierte Zellen im Vergleich zu nicht-stimulierten lediglich in
einigen Differenzierungsmarkern (vor allem Co-stimulatorische Molekiile und CXCR4) einen Rei-
fungsprozess auf. Eine vorzeitige Aktivierung bote eine mogliche Erklidrung fiir die geringen Un-

terschiede. Nichtsdestotrotz wurden die reifen[DCs|zum Priming naiver[CD8 " T-Zellen verwendet.
3.3.2 Bestimmung der Spezifitiit polyklonaler CD8* T-Effektorzellpopulationen
96 Polyklonale [CD8* T-Zellpopulationen, die durch NY-ESO-1};57_165 peptidbeladene ge-

priagt und restimuliert wurden, sollten im néchsten Schritt auf ihre Reaktivitdt gegeniiber dem
NY-ESO-1157_165 Epitop untersucht werden. Zu diesem Zweck erfolgte eine Co-Kultur mit [ HLAF
A2" NY-ESO-1;57_1¢5 peptidbeladenen HeLa-Zellen. Die Konzentration an sezerniertem [TNF-o
wurde durch einen TNF-a-Zytotoxizititstest ermittelt. Die Effizienz der Transfektion von HLAF
A2 betrug 79,4% (Abbildung A und B). Eine deutliche [TNF-a-Produktion war lediglich in 3
der 96 Wells zu registrieren (Abbildung [9(C), die anschlieBend in einer auf den prozentualen
Anteil NY-ESO-T}57_165 spezifischer T-Zellen analysiert wurden. In 2 der 3 polyklonalen Popu-
lationen war eine Reaktivitit von 3,5% (F3) bzw. 9,54% (D8) nachweisbar, wohingegen [CD8 " T-
Zellen aus B12 in diesem Experiment nicht durch[NY-ESO-1}57_ 165 peptidbeladene HeLa-Zellen
zur Produktion von [[ENly angeregt werden konnten (Abbildung [9F-K). Auch in der Negativkon-
trolle lieBen sich in allen 3 Populationen (F3, D8 und B12) doppeltpositive Zellen nachweisen
(Abbildung [0 F-H). Diese Beobachtung ldsst sich auf die Erkennung nicht-untersuchter HLAFA2-
gebundener Epitope oder Epitope, die durch andere Klasse I Molekiile prisentiert werden,

zuriickfiihren.
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Abbildung 9: TNF-a-Zytotoxizitdtstest, [CO und polyklonaler T-Effektorzellpopulationen.
Polyklonale T-Effektorzellen wurden mit [HLAFA2" [NY-ESO-Tl57_165 peptidbeladenen HeLa-
Zellen fiir 8h co-kultiviert und die Uberstinde mittels TNF-o-Zytotoxizititstest auf den Gehalt
an [TNF-o sowie reaktive Wells mittels [CC| und auf ihren Anteil epitopspezifischer T-
Zellen analysiert. In A ist der dotplot von [HLAFA? transfizierten HeLa-Zellen dar-
gestellt, in B der overlay der FL1-H (FITC{HLA}A2)-Histogramme der in A markierten unge-
fiarbten (orange) bzw. [HLALA?2 gefiirbten (blau) Zellen. C TNF--Zytotoxizititstest der einzelnen
T-Effektorzellpopulationen. D zeigt den dotplot der Co-Kultur mit entstprechender Mar-
kierung fiir Lymphozyten und E den FL1-H/FL2-H dotplot der in D markierten ungefirbten Po-
pulation. F-H Doppelfirbung mittels [FITC und PE-gekoppelter [AK] gegen bzw [ENly nach
Co-Kultur mit unbeladenen bzw. I-K[NY-ESO-Tl;57_ 165 peptidbeladenen HeLa-Zellen.

3.3.3 ICC und FACS-Analyse des CD8" T-Effektorzellklons RG39

Polyklonale [CDR" T-Effektorzellen aus D8 (Abbildung Eb und J) wurden in einer Einzelzell-
klonierung (0,3 Zellen/Well) auf Feederzellen mit [[}2 und [PHAI zwei Wochen zur Expansion
angeregt und anschlieBend mittels und auf Klonalitdt untersucht. Stabil mit [HLAF
A2 transfizierte HeLa-Zellen (PSG33-Zellen) wurden vor Peptidbeladung und Co-Kultur auf die

Expression von [HLAFA2 untersucht. Circa 99% der Zellen exprimierten das gewiinschte [MHC]
Klasse I Molekiil (Abbildung [I0JA und B). Die Firbung der gewonnenen RG5, RG39 und FE9
T-Zellpopulationen mit [FITCt und [PEFgekoppelten [AK] gegen bzw. [ENly zeigte nach Co-
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Abbildung 10: [CQ und [EACS-Analyse ausgewdihlter [CD8™ T-Effektorzellpopulationen der Ein-
zelzellklonierung. Polyklonale T-Effektorzellen aus D8 wurden in einer Einzelzellklonierung mit
Feederzellen iiber zwei Wochen co-kultiviert. AnschlieBend erfolgte eine 8-stiindige Co-Kultur mit
unbeladenen oder [NY-ESO-1l57_165 peptidbeladenen PSG33-Zellen unter Einfluss von Brefeldin
A mit[[CClund [FACSFAnalyse. In A ist der FSC/SSC dotplot unbeladener PSG-33 Zellen und in B
der FL1-H (FITC{HLALIA2)-Histogramm overlay der in A markierten Subpopulation ungefirbter
(orange) und gefirbter (blau) Zellen dargestellt. C (ohne Peptid) und G (mit Peptid) zeigen die
ESCISSC dotplots der Co-Kulturen mit Markierungen fiir Lymphozyten, D-F (ohne Peptid) und
G-I (mit Peptid) die FL1-H (EITCHCDR)/FL2-H (PEHIFNYy) dotplots der in A und E markierten
Zellen ausgewdhlter T-Zellpopulationen.

Kultur mit unbeladenen PSG33-Zellen lediglich 2,67%, 1,91% bzw. 1,77% doppeltpositive aller
CD8"-Zellen (Abbildung —F). Wiihrend die Stimulation mit [NY-ESO-1};57_1¢5 peptidbelade-
nen PSG33-Zellen im Falle von RG5 zum Nachweis von lediglich 6,27% doppeltpositiven Zellen
fiihrte (Abbildung [10H), lieBen sich fiir RG39 T-Zellen nach Co-Kultur in der [CD8* Population
77,2% doppeltpositive Zellen nachweisen (Abbildung ). Allerdings blieben 23% der [CD8" T-
Zellen weiterhin [ENly-negativ, die aber lediglich den linken Rand der Verteilungskurve der [EN}y-
Histogramma abbilden. Im Gegensatz dazu reagierten nur 37,83% der [CDR8+ FE9 T-Zellen auf
Epitopstimulation mit einer Zunahme der [ENly-Produktion, wihrend 60,4% weiterhin [ENly nega-

tiv gefidrbt wurden, wie es fiir eine bi- bzw. triklonale Population charakteristisch ist (Abbildung
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[IO)). Entscheidend fiir die Klonalitit der RG39 T-Zellen ist an dieser Stelle, dass sich die gesam-
te [CDB™* Population zu stirkeren Fluoreszenzintensititen im FL2-H (PEHIENly)-Kanal verschob
(Abbildung und I). Dariiber hinaus bestitigte die Sequenzierung des mittels RACE-
durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. rer. nat. Gerald Willimsky (Institut fiir Immunologie,
Charité-Universititsmedizin Berlin), die im Rahmen der Klonierung des [TCR] fiir eine in vivo
Charakterisierung durchgefiihrt wurde, die Monoklonalitit der RG39 T-Zellen. Zur Auswertung
der folgenden Antigenprisentationsexperimente wurden ausschlieBlich NY-ESO-Tl;57_ 165 spezifi-
sche, monoklonale [CD8*T RG39 T-Zellen verwendet.

3.4 Prozessierung des NY-ESO-1,57_,¢5 Epitops
3.4.1 Bedeutung des Lysins K124 von NY-ESO-1

Polyubiquitinierung zum Abbau durch das 26S Proteasom designierter Proteine stellt den ersten
Schritt der Antigenprozessierung eines Grofteils Klasse I préisentierter Peptide dar. Daraus
leitete sich die Frage ab, ob der einzige Lysinrest (K124) des Proteins als priferier-
te [Ub-Akzeptorstelle Einfluss auf die Prisentation des [HLAIFA?2 restringierten NY-ESO-T57_ 165
Epitops nimmt. Zu diesem Zweck wurden HeLa-Zellen sequentiell mit[HLAFA2 sowie NY-ESO-I]
oder NY=ESO-TK? transfiziert und 24h spiter mit NY-ESO-1};57_ 165 spezifischen, monoklonalen
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Abbildung 11: Priisentation des [HLAFA2 restringierten [NY-ESO-1}57_165 Epitops in Abhiingig-
keit von K124. HLALA2T HeLa-Zellen, die entweder oder [NY-ESO-TK exprimier-
ten, wurden fiir 8h mit[NY-ESO-T}57_165 spezifischen, monoklonalen [CDB " T-Effektorzellen co-
kultiviert. Optional erfolgte eine Transfektion mit HA{UB’ 24h vor der Transfektion mit
HLAFA2 und oder NY-ESO-TK?. Als Negativ- bzw. Positivkontrolle dienten unbela-
dene oder NY-ESO-T};57_165 peptidbeladene [HLAFA2™ HeLa-Zellen. A Konzentration an [FNly
der Uberstiinde des Antigenprisentationsexperimentes in Abhingigkeit verschiedener [EXT] Ver-
hiltnisse. Dargestellt sind die Mittelwerte (n=2) mit den jeweiligen Standardabweichung als
Fehlerbalken eines repréisentativen von drei unabhingigen Experimenten. B Die gleichmiBige Ex-
pression der Konstrukte wurde mittels RTHPCRlauf mRNA Ebene und mittels auf Proteinebene
verifiziert. Als Ladekontrolle diente die Menge an mRNA oder 3-Actin Protein.
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RG39 T-Zellen fiir 8h co-kultiviert. Die Analyse der Uberstinde auf ihren Gehalt an [FNly mittels
[ELISAldemonstrierte, dass es in der Prisentation des untersuchten Epitops keinen Unterschied gab,
ungeachtet der Tatsache, ob die Zellen das[WT} oder das Lysin-freie Protein exprimierten (Abbil-
dung ). Eine zusitzliche Stimulation der Zellen mit HA{UBM jeweils 24h vor Trans-
fektion mit [HLAFA2 und bzw. NY-ESO-TK?, erbrachte keinen zusitzlichen Effekt.
Sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene wurden beide Konstrukte unter den untersuchten
Bedingungen gleichmiBig exprimiert (Abbildung [ITB). Um weiterhin auszuschlieBen, dass RG39
T-Zellen im Zuge der Expansion ihre Spezifitit verloren haben, wurden zusétzlich unbeladene und
NY-ESO-1157_1¢5 Epitop-beladene HLA-A2" HeLa-Zellen mit RG39 T-Zellen co-kultiviert. Die-
se zeigten keine bzw. eine deutlich stirkere Aktivierung als durch Transfektion mit NY-ESO-1

bzw. NY-ESO-1X9 erreicht werden konnte (Abbildung 11A).
3.4.2 Beteiligung des lysosomalen Kompartments

NY-ESO-1 und NY-ESO-1X? unterschieden sich nicht in der Fihigkeit, RG39 T-Zellen zur Syn-
these von IFNY zu stimulieren. Zudem wurde in fritheren Arbeiten bei Einsatz des proteasomalen
Inhibitors Lactacystin kein Effekt auf die Priasentation des NY-ESO-1,57_1¢5 Epitops beobachtet
(116). Aus diesem Grund stellte sich zunichst die Frage, ob das [NY-ESO-1};57_165 Epitop iiber
einen alternativen Prozessierungsweg gebildet wird. Lysosomal generierte Peptide dienen in erster
Linie der Beladung von Klasse II Molekiilen. Allerdings existieren Untersuchungen, die vor
allem im Kontext einer viralen Infektion darlegen, dass MHC Klasse I Molekiile mit Peptiden be-
laden werden konnen, die durch lysosomale Prozessierung autophagozytierter Proteine entstande-
nen sind (132). Um die proteolytische Aktivitit der Lysosomen zu reduzieren, wurden [HCAFA2™
HeLa-Zellen, die entweder [NY-ESO-Tloder[NY-ESO-TK* exprimierten, fiir 24h mit NH,4Cl behan-
delt, wodurch der fiir die Aktivitidten der Cathepsine essentiell saure pH-Wert neutralisiert wurde
(133). Die erfolgreiche Inhibition des lysosomalen Kompartments wurde durch die Akkumulation
der Pria-Proform von Cathepsin D, einer wichtigen lysosomalen Protease sowie deren verminder-
ter Prozessierung zur reifen Form deutlich (Abbildung [I2B). In einer entsprechenden Co-Kultur
mit RG39 T-Zellen konnte eine vergleichbare Produktion an [ENly beobachtet werden egal, ob die
Zellen NH4Cl ausgesetzt worden waren oder nicht (Abbildung[I2JA). Diese Beobachtung galt so-
wohl fiir[NY=ESO-1] als auch fiirNY-ESO-TK". Gleichzeitig zeigte sich durch die Behandlung mit
NH,4CI ebenfalls keine Verinderung im steady state Level des reifen Proteins.
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Abbildung 12: FEinfluss des lysosomalen Kompartments auf die Prdsentation des

INY-ESO-1i57_ 165 Epitops. AHLAFA2T HeLa-Zellen, die entweder[NY-ESO-T]oder NY-ESO-1K"
exprimierten, wurden mit 30mM NH,4Cl fiir 24h behandelt und anschlieBend mit RG39 T-Zellen
fiir 8h co-kultiviert. Die Uberstinde wurden mittels [ELISAl auf ihre [FNly-Konzentration analy-
siert. Dargestellt sind die Mittelwerte (n=2) mit SD der E:T Ratio 1:1 eines reprisentativen von
drei unabhingigen Experimenten. B Die Expression von B-Actin und Cathepsin D
wurde mittels SDS-PAGE und aus Zelllysaten kontrolliert.

3.4.3 Einfluss der katalytisch aktiven Untereinheiten des Standardproteasoms

Da eine lysosomale Beteiligung an der Prozessierung des NY-ESO-T;57_165 Epitops nicht nach-
gewiesen werden konnte, sollte im nichsten Schritt der Einfluss des 20S Proteasoms auf die An-
tigenprisentation untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden [HLAFA2- und bzw.
NY-ESO-1K -transfizierte HeLa-Zellen fiir 2h mit PR893(125nM), YU-102 (500nM), Epoxomi-
cin (250nM), PR893 (125nM)/YU-102 (500nM) oder YU-102 (500nM)/Epoxomicin (250nM) be-
handelt. PR893 ist ein spezifischer Inhibitor fiir die chymotryptische Aktivitdt von 85 (134) und
YU-102 hemmt in niedrigen Konzentrationen (500nM) sehr selektiv die PGPH} Aktivitit von 1
(135)). Epoxomicin hingegen inhibiert bei 15nM lediglich die [ChT+Aktivitit von 5, jedoch in ho-
heren Konzentrationen (250nM) ebenfalls die [T Aktivitdt von 2 (136). Die kovalente Bindung
der Inhibitoren an ihre jeweilige Standarduntereinheit, die sich in einem langsameren Laufverhal-
ten des Proteins in der[SDS-PAGE] widerspiegelte, wurde anhand der Positionséinderung der Bande
in Richtung groBerer Molekulargewichte deutlich. Die idealen Inhibitorkonzentrationen wurden in
Titrationsversuchen ermittelt (Ebstein et al., unveroffentlichte Daten).

Sowohl die alleinige Behandlung von [HLAFA2" HeLa-Zellen, die oder NY-ESO-TK?
exprimierten, mit PR893, als auch der zusitzliche Einsatz von PR893 zu YU-102 zeigte im Ver-
gleich zur jeweiligen Kontrolle (DMSO bzw. YU-102 allein) keinen Effekt auf die Prédsentation
des [HLALIA2 restringierten [NY-ESO-1};57_ 165 Epitops (Abbildung und D). Gleichzeitig war
eine langsamere Laufgeschwindigkeit ausschlieBlich der B5-Untereinheit im Immunoblot (IB) zu

beobachten (Abbildung und B), was die Wirksamkeit und Spezifitit des 5-Inhibitors unter-



Ergebnisse 53
* *
A NY-ESO-1-Myc*/HIS NY-ESO-1K0-Myc*/HIS
+ - - - - - DMSO + - - - - - DMSO
- + - - + - PR893 (125nM) -+ - - PR893 (125 nM)
- + - 4 +  YU-102 (500 nM) -+ - +  YU-102 (500 nM)
-+ -+ Epoxomicin (250 nM) -+ Epoxomicin (250 nM)
26 - =™ ™ =| Betal 2% —lme™ ™= | Betal
26 = e - - Beta2 (kurze Exposition) 26 = - P - Beta2 (kurze Exposition)
26 —| = e an " o @P|  Beta2 (lange Exposition) 26 —jum e e g ™= | Beta2 (lange Exposition)
26 | - e Betas (kurze Exposition) 26 —|w- " o == www= | BetaS (kurze Exposition)
20 7| unSl on " e@®®| BetaS (lange Exposition) 26 " | qn WP gn " gpee | Betas (lange Exposition)
17 | e anananeas| NY-ESO-1 | e B NY-ESO-1
43 - - - - -—-— - p-actin 43 —| == o - - - B-actin
Fk ok ok
C I x I D ! *k !
! ok 1 f * T
.= 1 T 1
sk ke
- 1 |
ns ns
120 9 — Hk ok 120 9 —
T 1 & *k
= 100 - = 100 -
E F ok '_E' 80 I 1
= 80 A — E
2 60 A 4 601
= 5 i
5 40 - £ w0
£ 20 X 04
0 - 0-
DMSO + = DMSO +
PR893 - + - - + PR893 - £ - - +
YU-102 - - + - + + YU-102 - - + - +
Epoxomicin - - - + - + Epoxomicin - - - + - +

Abbildung 13: Einfluss der proteasomalen [UE B1, B2 und BS5 auf die Prozessierung des
INY-ESO-1li57_165 Epitops. [HLAFA2" HeLa-Zellen, die entweder (A und C)
oder NY-ESO-TK (B und D) exprimierten, wurden mit den Proteasominhibitoren PR893
(125nM), YU-102 (500nM), Epoxomicin (250nM), PR893(125nM)/YU-102 (500nM) oder YU-
102 (500nM)/Epoxomicin (250nM) fiir 2h behandelt und anschlieBend mit RG39 T-Zellen fiir 8h
co-kultiviert. A und B Zelllysate der behandelten und unbehandelten HeLLa-Zellen wurden mittels
und[[Blauf die Expression von[NY-ESO-1], 3-Actin sowie der proteasomalen Unterein-
heiten 81, 2 und B5 untersucht. C und D Die Uberstinde der Co-Kultur wurden mittels [ELISA]
auf ihre [ENly-Konzentration analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte von Duplikaten mit
der[EXTI Ratio 1:1 aus einem représentativen von drei unabhingigen Experimenten (****<0,0001,
*%<0,001, ** p<0,01; * p<0,05; nachgewiesen mittels one-way ANOVA).

strich. Im Gegensatz dazu fiihrte der Einsatz von YU-102 nicht nur zu einer verdanderten Position
der Bande fiir 1 im [[Blin Richtung eines htheren Molekulargewichtes (Abbildung und B),
sondern auch zu einer substantiellen, jedoch nicht vollstindigen Reduktion der Antigenprésen-
tation (Abbildung [I3[C und D). Diese Beobachtung galt fiir das[WT} und das Lysin-freie Protein.
Wurden die Zellen mit Epoxomicin behandelt, verringerte sich die gemessene Antigenprisentation
auf 30% bzw. 22% (NY-ESO-1K?) im Vergleich zu [DMSO}behandelten Zellen. Die
Wirksamkeit von Epoxomicin bildete sich in der Groenzunahme der 35- und 2-Bande im Kon-

trollblot ab (Abbildung und B). Eine langsamere Laufgeschwindigkeit von 1, 2 und 85 in
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der SDS-PAGE! nach kompletter Inhibition aller katalytischen Untereinheiten unter Verwendung
von Epoxomicin und YU-102 war begleitet von einer drastischen Reduktion der [ENfy-Produktion
von 80% (NY-ESO-T)) bzw. 100% (NY-ESO-1K?), was den Einfluss des 20S Proteasoms auf die

Epitopgenerierung unterstreicht.
3.4.4 Die Prozessierung durch das Immunoproteasom

Um zu iiberpriifen, welche Rolle das[[Plin der Prozessierung des NY-ESO-Tl;57_ 165 Epitops spielt,
wurden 33/2-Zellen mit SIRNA| fiir LMPR2, LMP7, LMPRALMP7 oder KontrollsiRNA] behandelt
und nach Transfektion mit NY-ESO-1] oder NY-ESO-TK° fiir 8h mit RG39 Zellen co-kultiviert.

Der knock-down von [LMPI7 alleine zeigte fiir beide Proteinvarianten keinen Effekt auf die An-
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Abbildung 14: Beteiligung des IP an der INY-ESO-157_165 Epitopgenerierung. A, B, C und D
33/2-Zellen, wurden mit Kontroll SIRNA] SIRNAl gegen LMPR, [LMPI7 oder LMPRALMPY fiir zwei
Tage behandelt und anschlieBend mit oder NY-ESO-TK transfiziert. Die Co-Kultur
mit RG39 T-Zellen fand fiir 8h statt und die Uberstinde wurden mittels [ELISA] auf ihren [FNly-
Gehalt analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte (n=2) mit eines reprisentativen von drei
unabhingigen Experimenten (**** p<0,0001, *** p<0,001, ** p<0,01; * p<0,05; nachgewiesen
fiir A und B mittels one-way ANOVA und fiir C und D mittels unabhéingigem t-Test). E Die Wirk-
samkeit der [SIRNAI wurde mittels und [B] gegen LMPR, MecI-1} LMP7, B1, B2 und
B5 kontrolliert. diente als Transfektions- und f3-Actin als Ladekontrolle.
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tigenprisentation (Abbildung [[4]A und B). Er wurde begleitet von einer verminderten Detektion
von im [[B] bei gleichzeitig verstirkter Expression der korrespondierenden Standardunter-
einheit B5 (Abbildung [I4E). Interessanterweise blieb der Einbau von und unter
diesen Bedingungen unverindert. Im Gegensatz dazu verbesserte sich sowohl fiir als
auch[NY-ESO-TK? die Antigenprisentation signifikant durch den Einsatz von SIRNA] gegen LMPR
(Abbildung[T4)A und B), als auch gegen und (Abbildung[T4[C und D), verglichen mit
der jeweiligen Kontrolle (1x bzw. 2x Kontroll{siRNA)). Der inhibierende Effekt von gegen
richtete sich nicht nur auf die Translation von [LMPR, sondern auch auf die von MecI-Tlund
fiihrte zu einem vermehrten Einbau der Standarduntereinheiten §1 und 32 (Abbildung [14E). Die
Anwendung von gegen [LMP2 und [LMPF7 resultierte in einer Komposition der katalytisch
aktiven Untereinheiten, die typisch fiir das [SP| ist, mit der Expression von 1, 2 und 35 sowie
einer parallel verminderten Biosynthese von LMPR, Mecl-1lund LMPI7 (Abbildung [I4E). Demzu-
folge wiesen [SPlund [LMPI7-IntP gegeniiber IP eine verbesserte Generierung des NY-ESO-1157_1¢65

Epitops auf.

3.4.5 Einfluss der Ubiquitinrezeptoren Rpn/10 und [Rpn|13
Die Ergebnisse aus [3.4.3| und [3.4.4] verdeutlichen, dass die Prisentation des [NY-ESO-1li57_165

Epitops direkt von der Aktivitdt des 20S Proteasoms abhingig war, obwohl sich kein Unterschied
zwischen [WTF und Lysin-freiem Protein detektieren lieB. Aus diesem Grund sollte im néchsten
Schritt untersucht werden, ob die Antigenprisentation durch die[UblRezeptoren [Rpn|10 und Rpn[13
des 26S Proteasoms beeinflusst wird. Zu diesem Zweck wurden HelLa-Zellen fiir drei Tage mit
[SIRNA] gegen [Rpnl1 0, [Rpnll 3, [Rpn|l 0/Rpnl1 3 oder Kontroll{siRNA] behandelt und anschlieBend mit
[HLAFA2 sowie einem der beiden Varianten transfiziert.

Die Prisentation des NY-ESO-1l57_1¢5 Epitops war, ungeachtet der Tatsache welches der beiden
Proteine die Zellen exprimierten, vollstindig von der Anwesenheit des [UbFRezeptors
[Rpn]l0 abhingig (Abbildung [I5A und B). Lediglich eine leichte, jedoch signifikante Reduktion
der Antigenprisentation war fiir beide Proteinvarianten bei Verwendung von gegen Rpnll3
zu beobachten (Abbildung[I5]A und B), obwohl Rpn|l3 Protein im [[BInicht mehr nachweisbar war
(Abbildung[I5C). Der Doppel-knock-kdown von Rpn|10 und Rpn|l 3 zeigte fiir beide Proteinvarian-

ten eine substantielle Inhibition der Antigenprisentation. Interessanterweise war diese zwar stiarker
als bei Einsatz von [siRNA] gegen [Rpn]l 3 allein, erreichte jedoch nicht den Effekt des Einzel-knock-
down von Rpnl0 (Abbildung [I5]A und B). Dies erscheint unter dem Gesichtspunkt logisch, dass
durch die Behandlung mit [sIRNAI gegen [Rpn|10 und [Rpn|13, zwar kein [Rpn[l3-, aber immer noch
[Rpn]10-Protein im [Bl detektiert wurde (Abbildung [I5(C).
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Abbildung 15: Einfluss der [UD-Rezeptoren [Rpnl)lO und [Rpnll3 auf die Prisentation des NY-
ESO-1157_165 Epitops. HeLa-Zellen wurden iiber drei Tage mit gegen Rpnl10, Rpnl3,
[Rpn/10/Rpn[l3 oder Kontroll{siRNA] behandelt. A und B Die Auswirkung auf die Antigenprisen-
tation wurde mittels einer 8-stiindigen Co-Kultur mit RG39 T-Zellen und anschlieBendem [ELISAl
der Uberstinde auf [ENly-Konzentration ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte (n=2) mit[SDlei-
nes reprasentativen von drei unabhéngigen Experimenten (**** p<0,0001*** p<0,001; ** p<0,01;
* p<0,05; nachgewiesen mittels one-way ANOVA). C Die Wirksamkeit der [sIRNA] erfolgte mittels
und [WBI gegen Rpn|10 und Rpnll 3. B-Actin diente als Ladekontrolle.

3.4.6 Modifikation durch unterschiedliche Polyubiquitinketten

Da die Prisentation des NY-ESO-1l57_1¢5 Epitops nicht nur absolut proteasomal, sondern auch
vollstindig von der Anwesenheit des [UbF-Rezeptors [Rpn|lO des 19S RP abhiéngig war, stellte sich
die Frage, ob bestimmte Arten von Poly{Ub-Ketten die Bildung des antigenen Peptids begiinstigen.
Zu diesem Zweck diente eine Reihe von HA{UBHGFP}Konstrukten, in denen jeweils eines von sie-
ben oder alle Lysine durch Arginine substituiert wurden. Die entstandenen Konstrukte erhielten die
Bezeichnungen HA{UBXOR-, HAJUBK !X~ HAJUBK?7R-, HAJUBK?°R-, HAUBK33R- HA [OBK48R-
und HAJUBKO3R IGFP (HA {UDF*RIGFP) sowie HA{UDBK? (Ebstein et al., unversffentliche Daten).
HelLa-Zellen wurden daraufhin mit HAJUBY? -, HAIUBX?IGEP oder einem der sieben HAJUBKR-
Mutanten sowie 48h spiter mit [HLAFA2 und oder NY-ESO-TK" transfiziert. Der
Einfluss auf die Antigenprisentation wurde in einer 8-stiindigen Co-Kultur mit RG39 T-Zellen
evaluiert und die gleichmiBige Expression der HA{UBHGFPIKonstrukte durch einen IB gegen
kontrolliert. Die Analyse der Uberstinde mittels ELISAl auf die Konzentration an [FNly zeigte fiir
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Abbildung 16: Einfluss unterschiedlicher [UD-Ketten auf die Prisentation des NY-ESO-1157_1¢5

Epitops. HeLa-Zellen wurden sequentiell mit HAJUB?-, HAJUDK- oder einem der HAJUDF*R-
[GFP-Konstrukte sowie [HLAFA2 und [NY-ESO-T] oder NY-ESO1X? transfiziert. A und B Der Ein-
fluss der einzelnen [UbFMutanten auf die Antigenprisentation wurde mit Hilfe einer 8-stiindigen
Co-Kultur mit RG39 T-Zellen sowie Analyse der Uberstinde auf ihre [ENly-Konzentration mit-
tels [ELISA] ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte (n=2) mit SD der [FNly-Konzentrationen
im Vergleich zur Kontrolle (HA{UBY! des [E:T} Verhiltnisses 1:1 eines reprdsentativen von
zwei unabhingigen Experimenten. C und D Zelllysate der einzelnen Experimente wurden mittels
und auf die Expression von Myc, und B-Actin untersucht.

beide Proteinvarianten eine leichte, jedoch nicht signifikante Verbesserung der Antigenprésentati-
on bei Fehlen von K11-, K29- und K33- sowie eine leichte, ebenfalls nicht signifikante Reduktion
bei Fehlen von K6-Poly{UbB-Ketten im Vergleich zu HA{UB transfizierten Zellen (Abbil-
dung[I6JA und B). Nahezu keine Unterschiede beziiglich der [ENly-Produktion lieBen sich hingegen
bei Einsatz von HA{UBK?7R- und JUBK®3R IGFP detektieren. Die Verwendung der K48R Mutante
zeigte fiir beide Proteinvarianten eine Reduktion der Prisentation des [NY-ESO-T}57_1¢5 Epitops
(um 22% fiir NY-ESO-Tlund um 20% fiir [NY-ESO-1K). Jedoch war gleichzeitig ein deutlich ver-
minderter Nachweis reifer Proteine im anti-Myc [[Bl bei gleichméBiger Expression der
Ladekontrolle (8-Actin) im Vergleich zu HA{UB transfizierten Zellen zu beobachten (Ab-
bildung und D). Uberraschenderweise vermochte nicht einmal die Lysin-freie [Jb-Mutante,
HA{UBK?IGFP, deren Wirkung auf die Polyubiquitinierung von bzw. aller Zellprote-
ine an anderer Stelle untersucht wurde (Abbildung [21)), die Présentation des NY-ESO-1};57_ 165
Epitops signifikant zu reduzieren (Abbildung[I6/A und B).
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3.5 Ubiquitinierungsprofil der NY-ESO-1 Proteine
3.5.1 Gesamtpolyubiquitinierungsprofile von NY-ESO-1 und NY-ESO-1X°

Aus der Beobachtung, dass die Prisentation des[NY-ESO-1};57_1¢5 Epitops durch die Abwesenheit
von [Rpn|l0 drastisch reduziert wurde, liel sich schlussfolgern, dass sowohl als auch
[NY-ESO-TK° [Ublabhiingig durch das 26S Proteasom abgebaut wurden. In diesem Zusammen-
hang sollte der Einfluss des einzigen Lysinrestes auf das Polyubiquitinierungsprofil von[NY-ESO-1]
ermittelt werden. Hierfiir wurden HeLa-Zellen sequentiell mit HAJ{UB"’ und pcDNA3.1,
NY-ESO-1K? oder MART-1 transfiziert. Zur Anreicherung von Poly{UbF-Konjugaten
erfolgte 16h nach der zweiten Transfektion fiir 6h eine Behandlung mit 10uM MG132 oder DMSO
als Kontrolle. Myc-markierte Proteine wurden in einer [PrdZ isoliert und mittels und
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Abbildung 17: Einfluss der KI24R Substitution auf das Gesamtubiquitinierungsprofil von
A HA{UBY'IGFPHransfizierte HeLa-Zellen, die entweder pcDNA3.1,
[NY-ESO-TK° oder exprimierten, wurden fiir 6h mit 10uM MG132 behandelt und Myc-
markierte Proteine durch eine gegen Myc isoliert. Zum Nachweis polyubiquitinierter Sub-
strate wurden die Eluate durch (7,5%-iges Gel) aufgetrennt und im mit einem
[AKl gegen HA detektiert. Als Kontrolle gleicher Mengen an prizipitierten Proteinen diente der [BI
gegen Myc, als Transfektionskontrolle die gleichméBige Expression von im Lysat sowie f3-
Actin als Ladekontrolle. Dargestellt ist ein repridsentatives von drei unabhéngigen Experimenten. B
Das gleiche Experiment wurde in analoger Weise durchgefiihrt und wihrend der Reinigung auf der
10M Séule mit 5S0mM oder 3M NaCl gewaschen. * Markieren unspezifische Banden, die ebenfalls
nach Isolation Myc-markierter Proteine von pcDNA3.1 transfizierten HeLa-Zellen (Negativkon-
trolle) auftauchen. Dargestellt ist ein reprisentatives von zwei unabhédngigen Experimenten.
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analysiert.

Beide Proteinvarianten hoben sich in ihrem Gesamtpolyubiquitinierungsprofil lediglich nach pro-
teasomaler Inhibition durch MG132 deutlich von der Negativkontrolle (pcDNA3.1 Leervektor)
ab, wihrend sich nach Behandlung mit keine Unterschiede detektieren lieBen (Abbildung
[I7A). Die Lysin-freie Variante von war unter diesen Bedingungen im Vergleich zum
[WTlProtein sogar stirker ubiquitiniert, was sich in der vergleichsweise stirkere Bindung von HA-
[AK] an Myc-prizipitierte Substrate widerspiegelte. Dieser Unterschied war nur detektierbar, wenn
die Zellen mit MG132 behandelt worden waren, um proteasomalen Abbau zu hemmen.

Um auszuschlieBen, dass die Polyubiquitinierung nicht-kovalent an gebundener Pro-
teine mit der von interferieren konnte, wurde der gleiche Versuch unter stringenteren
Waschbedingungen im Verlauf der [Praz] durchgefiihrt. Dafiir wurde die NaCl-Konzentration wéh-
rend der Reinigung auf der 10u Sdule im Waschpuffer 1 auf 3M erhoht, damit potentiell nicht-
kovalent an gebundene Proteine geldst wiirden. Somit nahm das Poly{Ubl-Signal auch
unter verschirften im Vergleich zu Standardwaschbedingungen nicht ab (Abbildung[I7B). Es ldsst
sich also schlussfolgern, dass die im [[Bl detektierte Polyubiquitinierung der von ent-

sprach.
3.5.2 Qualitative Unterschiede der Ubiquitinierung

Serin- und Threonin-gebundene Ubiquitinierung

Aufgrund der Tatsache, dass die Lysin-freie Form von stiarker polyubiquitiniert wur-
de als das Wildtypprotein (Abbildung [[7]A), blieb zu kldren, ob alternative Akzeptorstellen zur
Verkniipfung von Poly{UbFKetten in NY-ESO-TK? verwendet wurden. Zur Identifizierung Serin-
bzw. Threonin gebundener [UbFKonjugate wurden Myc-markierte Proteine aus sequentiell mit HA-
[Un! und pcDNA3.1, NY-ESO-TK? oder MART-1 transfizierten HeLa-Zellen,
die einer 6-stiindigen Behandlung mit 10uM MG132 ausgesetzt worden waren, durch eine[[Prdzlin
bekannter Weise isoliert. Nach Reinigung der Prézipitate wurde iiber Carboxyester-gebundenes
durch eine Behandlung mit 50mM Natronlauge aus seiner Bindung gelost. Die Analyse der Eluate
mittels und [B] unter Nutzung eines [AK] gegen HA zeigte sowohl fiir als
auch fiir [NY-ESO-TFK" eine deutlich verringerte Menge an gebundenem HA-{UD| (Abbildun).
Dieses Ergebnis wies auf Serin/Threonin-gebundene Poly{Ubl-Ketten hin. Gleichzeitig blieben die
quantitativen Verhiéltnisse der Polyubiquitinierung aus Abbildung |17|auch durch die Behandlung
mit NaOH stabil.

In diesem Experiment kam auch ein[UbHAKI(FK2) zum Einsatz, der lediglich K29-, K48- und K63-

verkniipfte[Ub-Ketten erkennt. Dieser offenbarte deutlich mehr NaOH-resistente[Ub-Konjugate auf
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Abbildung 18: Serin- und Threonin-gebundene [Ub Konjugate. A HelLa-Zellen wurden sequenti-
ell mit HA{OBV! und pcDNA3.1, NY-ESO-TK? oder MART-1l transfiziert und
Myc-markierte Proteine mittels einer isoliert. Zur Spaltung Carboxyester-gebundener Poly-
[UblKetten wurden die an die Sdule gebundenen Proteine gewaschen, eluiert und anschliefend
mit 50mM NaOH-Lo6sung behandelt sowie unter Nutzung dquimolarer Mengen an HCI neutra-
lisiert. Der Nachweis polyubiquitinierter Substrate gelang durch Auftrennung der Eluate mittels
und [[B] mit [AK] gegen HA und [Ubl (FK2). Als Kontrolle gleicher Mengen an prizipi-
tierten Proteinen diente der[Blgegen Myc. B Die Transfektion gleicher Mengen an HA{UB!"? IGFP|
wurden durch Analyse der Zelllysate mittels und gegen und B-Actin sicher-
gestellt. Dargestellt ist ein reprisentatives von drei unabhingigen Experimenten.

NY-ESO-TK? als auf dem Wildtypprotein (Abbildung ). Nach Behandlung mit NaOH zeigten
NY-ESO-1, NY-ESO-1%9 und [MART-1 ein leicht verzogertes Laufverhalten in der
wie es fiir andere Proteine nach analoger Behandlung bereits beobachtet worden war (137).
N-terminale Ubiquitinierung

Um zu untersuchen, ob die -NH, Gruppe des N-terminalen Methionins eine mogliche [Ub Akzep-
torstelle darstellt, wurden die bzw. NY-ESO-TK?-Konstrukte N-terminal mit V5/TEV]
verldangert (3.1.3). Sie enthielten, auler einem Threonin distal der [TEV}Schnittstelle exakt vor
dem ehemaligen Methionin 1 des Proteins, keine zusitzlichen Polyubiquitinierungs-
stellen. HeLa-Zellen wurden daraufhin sequentiell mit HAJUBY’ und pcDNA3.1, V5/TEVI
NY-ESO-T"?" | V5[TEVINY-ESO-1"?%:K0 oder MART-1l transfiziert und zur Anreicherung von
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Abbildung 19: NY-ESO-1 und INY-ESO-1F° werden nicht N-terminal ubiquitiniert. In A ist das
Prinzip des Experimentes dargestellt. 2-10® HeLa-Zellen wurden 24h kultiviert und sequentiell mit

HAUDV! und V5/TEVINY-ESO-1M2V | V5/TEVINY-ESO-1120V:K0 oder transfi-
ziert. Myc-markierte Proteine wurden in bekannter Weise durch eine [[Prdzisoliert. Zur Separation
des N-terminalen Fragments wurden die prizipitierten Proteine wéhrend der Reinigung auf der
10u Séule fiir 150min mit 20U [TEVI-Protease oder 35ul [TEVI-Protease-Puffer (Negativkontrolle)
behandelt und anschliefend intensiv gewaschen. Nach Elution wurden die Probe zum Nachweis
polyubiquitinierter Substrate mittels[SDS-PAGE und WBI (AK]| gegen HA) analysiert. Als Kontrol-
le gleicher Mengen an prizipitierten Proteinen diente der [[B] gegen Myc sowie als Kontrolle der
erfolgreichen proteolytischen Spaltung der [Bl gegen V5. C Die Transfektion gleicher Mengen an
HA OBV’ wurde durch Analyse der Zelllysate mittels und [WBI gegen und
B-Actin tiberpriift. Dargestellt ist ein reprisentatives von drei unabhingigen Experimenten.

[UbFKonjugaten 16h nach der zweiten Transfektion fiir 6h mit 10uM MG132 behandelt. Myc-
markierte Proteine wurden in bekannter Weise durch eine [Prdazlisoliert, jedoch erfolgte vor Elution
der Prézipitate von der 10M Siule bei 21°C eine 2,5-stiindige Behandlung mit 20U [TEV}Protease
zur Separation potentiell N-terminal verkniipfter [Ubl-Ketten. Wie in Abbildung[I9B gezeigt, fiihrte
der Verdau mit [TEV}Protease nicht zu einer Abnahme der Polyubiquitinierung. Gleichzeitig ver-
schwand im anti-Myc [[Blnach[TEV}-Proteaseverdau die Bande auf Hohe von V5/TEVHNY-ESO-T+
bzw. VSITEV] NY-ESO-TK-Myc/HIS fast vollstindig. Sie wurde durch das Erscheinen einer
Bande mit niedrigerem Molekulargewicht ersetzt, welche die prozessierten GTINY-ESO-1"2% -
Myc/HIS bzw. GT-NY-ESO-1M20V:K0_Myc/HIS Proteine darstellte. Der Anti-Myc/[IBlvon MART-]]
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blieb, wie zu erwarten, unveriandert, was die Spezifitit derTEVIProtease unterstrich. Des Weiteren
war in behandelten Proben im Gegensatz zu unbehandelten im [[Bl gegen V5 keine Bande auf Ho-
he von VS/TEVINY-ESO-1"?°Y Myc/HIS und V5/TEVINY-ESO-1"2V-X0_Myc/HIS mehr nach-
weisbar. Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass tatsdchlich der N-Terminale VS/TEV}Tag
bis auf die Aminosduren G und T von getrennt wurde. Aus beiden Kontrollergebnis-
sen lieBsich ableiten, dass eine sehr effiziente proteolytische Spaltung durch die [TEV}Protease
stattgefunden hat.

Verkniipfung mit unterschiedlichen Polyubiquitinketten

Obwohl die Prisentation des[NY-ESO-T}57_ 165 Epitops nicht durch die Anwesenheit des einzigen
Lysinrestes des Proteins beeinflusst wurde, hing dessen Prozessierung dennoch voll-
standig von der Funktion des 26S Proteasoms und des [UblRezeptors [Rpn[l0 des 19S RP ab. Im
quantitativen Vergleich der beiden Proteine lieB3 sich sogar eine verstirkte Gesamtpolyubiquitinie-
rung von [NY-ESO-TK? gegeniiber dem [WT}Protein nachweisen. Ebenfalls dienten beiden Protei-
nen Serine und Threonine, aber nicht der N-Terminus als Akzeptorstelle fiir Poly{Ubl-Ketten. Der
Einsatz eines (FK?2), der ausschlieBlich K29-, K48- und K63-verkniipfte Poly{Ub-Ketten
detektiert, verdeutlichte, dass [NY-ESO-TK" mehr NaOH-resistente Poly{Ub-Konjugate genannter
Verkniipfungen enthielt als das [WTlProtein (Abbildung [I§]A). Diese Beobachtung warf die Fra-
ge auf, ob sich beide Proteine grundsitzlich durch die Verkniipfung mit verschiedenen [Ubl-Ketten
voneinander unterschieden.

Um den Sachverhalt niher zu untersuchen, kam ein Reihe an HA{UbHGFPlKonstrukten zum Ein-
satz, bei denen im [Ub-Protein jeweils alle bis auf eins oder alle sieben Lysine durch Arginine
ersetzt worden waren. Die entstanden Konstrukte wurden HA{UBKOy. HAJOBK!lonly. HA-
[ORK27only_ HAJOBK290nty_ HAIOBK330mty -, HAIOREK480nly_ HAJORKO30nly (HAJOBK>—onty._
sowie HA{UDKCIGFPl bezeichnet (Ebstein et. al, unverdffentlichte Daten). HeLa-Zellen wur-
den daraufhin sequentiell mit HA OB HA-{UBXY{GFPloder einem der siecben HA{UBK* "y
[GFP!Konstrukte und [NY-ESO-T| bzw. NY-ESO-TK" transfiziert. Als Negativkontrolle dienten zu-
dem pcDNA3.1 Leervektor transfizierte Zellen, die entweder HAJUBY - oder HA{UBKOIGFP] ex-
primierten. Zur Anreicherung von Poly{UblKonjugaten erfolgte 16h nach der zweiten Transfekti-
on eine 6-stiindige Behandlung mit 10uM MG132. Myc-markierte Proteine wurden in bekannter
Weise durch eine [PriZisoliert und die Eluate mittels und [WB] analysiert.

In Zellen, die pcDNA3.1 und HA{UBY! bzw. HA{UBKYIGFP] exprimierten, lieBen sich kei-
ne polyubiquitinierten Substrate detektieren (Abbildung [20A und B). Im Gegensatz dazu zeigte
die Verwendung von HA OB in Zellen, die mit oder NY-ESO-TK? transfiziert
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Abbildung 20: und INY-ESO-TK® werden durch [UB-Konjugate unterschiedlicher Ver-
kniipfungen charakterisiert. HeLa-Zellen wurden sequentiell mit HA{UBY’ oder einem von

acht HA{UOBM* [GFP-Konstrukten sowie A [NY-ESO-1] oder B [NY-ESO-TK? transfiziert und an-
schlieBend fiir 6h mit 10uM MG132 behandelt. Als Negativkontrolle dienten jeweils HAJUB" -

oder HAJUBKY{GFP| transfizierte HeLa-Zellen allein. Myc-markierte Proteine wurden durch
eine in bekannter Weise isoliert und die Eluate mittels [SDS-PAGE] (7,5%-iges Gel) und

(AKl gegen HA und Myc) untersucht. Zur Kontrolle gleicher Mengen an transfiziertem
HAOBK—oly/KO/WT JGFP| wurden Zelllysate mittels und (WBI gegen und B-
Actin untersucht. Zur besseren Darstellung wurden densitometrisch die optischen Dichten der je-
weiligen HA{UD-Signale gegen die optischen Dichten der Myc-Bande von (C) und

NY-ESO-TX? (D) normalisiert. Dargestellt ist ein reprisentatives von drei unabhingigen Experi-

menten.

worden waren, verglichen mit HAJUBX?IGFP eine deutlich stirkere Polyubiquitinierung Myc-
prizipierter Substrate, wie am intensiveren Signal im Anti-HA Blot erkennbar ist.

Fiir beide Proteinvarianten lieBen sich unter Einsatz von HAIUBK!lonly HAUBK?27only_ HA-
[OpK29only. HAJOBK339y - und HAJOBKO30nly eine mit der Kontrolle (HA{UBY"IGFP) ver-
gleichbare Polyubiquitierung Myc-prizipitierter Substrate detektieren (Abbildung 20A und B).
Dartiiber hinaus konnten fiir das Lysin-haltige und Lysin-freie Protein keine polyubiquitinierten
Substrate nachgewiesen werden, wenn die Zellen mit HAOBK60" transfiziert worden wa-

ren. Durch densitometrische Analyse der [Ubl-Signale lieB sich des Weiteren zeigen, dass NY-
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Abbildung 21: HeLa-Zellen wurden sequentiell mit HA{UD"/{GFP oder HA{UBK?IGFPl und

pcDNA3.1, NY-ESO-1K? oder transfiziert. A Zelllysate wurden mittels
und [WBJ auf die Expression von HA-markierten Polyubiquitinkonjugaten sowie Myc,
und B-Actin untersucht. Dargestellt ist ein repridsentatives von drei unabhingigen Experi-
menten. B 16h nach der zweiten Transfektion wurden die Zellen zur Anreicherung von Polyubi-
quitinkonjugaten zusétzlich fiir 6h mit 10uM MG132 behandelt und Myc-markierte Proteine in
einer [Prdz in bekannter Weise isoliert. Die Eluate sowie Zelllysate wurden mittels
und WBImit den jeweilig angegebenen [AK|untersucht. Dargestellt ist ein reprisentatives von zwei
unabhiéngigen Experimenten.

ESO-1X0 im Vergleich zum [WT}Protein durch eine verstirkte Verkniipfung mit HAJUBK! 1oty
HA{OBK?%"Y- und HA{OBK33omy charakterisiert war (Abbildung und D). Allerdings
lag der entscheidende Unterschied zwischen beiden Proteinen darin, dass unter Einsatz von HA-
[OBK48only  lediglich fiir nicht jedoch fiir NY-ESO-TK", ein mit der Kontrolle (HA-
[Ub)"IGFP) vergleichbares [Ub-Signal detektiert wurde (Abbildung und B). Der Verlust an
K48-Poly{Ub-Ketten des Lysin-freien Proteins war besonders in der densitometrischen Auswer-
tung der Daten deutlich (Abbildung 20C und D). Diese Ergebnisse legten nahe, dass ohne das
Lysin 124 eine K48-Polyubiquitinierung von nicht moglich war, was auf die Prasenta-
tion des NY-ESO-1};57_ 165 Epitops allerdings keinen Einfluss nahm (Abbildung [TT]und [16).

Das Fehlen aller Lysine im [Ub-Proteins verhindert die Bildung von K6-, Kl11-, K27-,
K29-, K33-, K48- und K63-verkniipfter Poly{Ub-Ketten sowie deren Verzweigungen. Genau wie
das Zielprotein besitzt [Ub| eine freie NH;-Gruppe am N-terminalen Methionin, die ebenfalls, wie
die e-stidndigen NH,-Gruppe der sieben Lysine, zur Ubiquitinierung verwendet werden kann (103)).

Auf diese Weise entstehen sogenannte lineare Ketten, die sich durch eine N-zu-C-Verkniipfung der
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einzelnen[UbF-Molekiile untereinander auszeichnen. Sie sind ihrerseits in der Lage, Proteine fiir den
proteasomalen Abbau zu markieren (1035).

Abbildung [16] verdeutlicht, dass durch den Einsatz eines [Ub-Molekiils, in dem alle sieben Lysine
durch Arginine ersetzt worden waren, die Priasentation des NY-ESO-1l;57_1¢5 Epitops unbeein-
flusst blieb. Um zu untersuchen, ob die Uberexpression von HAJUBK?IGFPl einen Einfluss auf die
Polyubiquitinierung der gesamten Zellproteine und das steady-state Level von bzw.
[NY-ESO-1K° nahm, wurden HeLa-Zellen sequentiell mit HA{UB!" - oder {UBK°{GFPlsowie pcD-
NA3.1, NY-ESO-1° bzw. transfiziert.

Die Analyse der Zelllysate mittels und [WBI zeigte, dass es durch Einsatz von HA-
[UBbKOIGFP weder fiir[NY-ESO-1Inoch fiir[NY=-ESO-1K? zu einer Akkumulation des reifen Proteins
kam (Abbildung 2T]A). Diese Beobachtung deckte sich mit den Ergebnissen aus Abbildung [I6]C
und D sowie der durch HA{UBK?IGFP| ebenfalls unverinderten Antigenprisentation (Abbildung
[I6)A und B). In gleichem MafBe blieb auch das steady-state Level des reifen MART-1l Proteins von
der Uberexpression mit HAJUBK?IGFP| unbeeinflusst. Dessen ungeachtet reduzierte sich die HA-
Polyubiquitinierung der gesamten Zellproteine durch den Einsatz der Lysin-freien [Ub-Mutante
eindrucksvoll, erkennbar am deutlich schwicheren [Ubl-Signal im HAIBI (Abbildung 2T]A).

Um nachzuweisen, dass[NY-ESO-1]bzw. NY-ESO-1K* ebenfalls von dieser Verinderung betroffen
waren, wurde der gleiche Versuch mit einer zusétzlichen Inhibition proteasomaler Aktivitdt mit-
tels 6-stiindiger Behandlung mit 10uM MG132 durchgefiihrt, um den Abbau polyubiquitinierter
Substrate zu unterdriicken. Myc-markierte Proteine wurden in bekannter Weise durch eine
isoliert und die Eluate mittels und analysiert. Durch den Einsatz von HA{UBK?-
wurde sowohl in Zellen, die als auch in Zellen, die NY-ESO-TK* exprimierten,
deutlich weniger polyubiquitinierte Substrate detektiert, was sich in Abbildung [20| bereits andeu-
tete.

Zusammenfassend lédsst sich feststellen, dass das lysinfreie Ubiquitinkonstrukt die Bildung von
HA-Poly{UbHKetten auf allen Zellproteinen sowie auf NY-ESO-1 unterdriickte. Allerdings ver-
blieb auch in diesen Zellen fiir NY-ESO-1 und NY-ESO-1XY ein residuales HA-Signal sichtbar,
das sich deutlich von der Negativkontrolle (pcDNA3.1) abhob (Abbildungen und B sowie

2IB).
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4 Diskussion

4.1 Diskussion ausgewéihlter Methoden
4.1.1 Analyse der Ubiquitinierungsprofile isolierter NY-ESO-1 Proteine

Zur Untersuchung des Ubiquitinierungsprofils eines spezifischen Proteins mit besonderem Augen-
merk auf Gesamtpolyubiquitinierung, Akzeptorstellen, homogene (UbHUD) oder heterogene Ver-
kniipfungen (UbFUBL) in linearer oder verzweigter Form stehen unterschiedliche Moglichkeiten
zur Verfiigung.

Experimentelles Design Unter physiologischen Bedingungen liegt nur ein Bruchteil aller Protei-
ne in ubiquitinierter Form vor (138},[139), wodurch der Nachweis eines[Ubl-modifizierten Substrates
ohne geeignete Methoden zur Signalverstiarkung kaum moglich ist. Um den Anteil verfiigbarer[Ub-
Molekiile in der Zelle zu erhohen, diente die Uberexpression eines N-terminal HA-markierten [Ub-
Fusionsproteins (108). Das Fusionsprotein wird intrazelluldr durch UCH-vermittelte Spal-
tung freigesetzt, wodurch die Transfektion mittels [Bl gegen kontrolliert werden kann (138)).
Gleichzeitig reduziert die Uberexpression die Biosynthese des endogenen [Ubl sehr stark (110), so-
dass der Nachweis von ubiquitinierten Substraten stets mit Hilfe des deutlich sensitiveren HA{AK]
erfolgte. Durch diese Verfahrensweise bleibt ein kleiner Anteil an Modifikationen mit endoge-
nen [UblProteinen unerkannt. Allerdings betreffen Verinderungen, die auf diese Weise entstehen,
immer beide Proteinvarianten, sodass Unterschiede zwischen NY-ESO-1K° und seinem Lysin-
haltigen Pendant im Anti-HA [Blnicht auf die Markierung mit endogenem [Ub] zuriickgefiihrt wer-
den konnen. Zudem zeigte die Verwendung des (FK2), der sowohl Mono- als auch Poly-
ubiquitinierung erkennt, unter nicht reduzierenden Bedingungen keinen Unterschied im Vergleich
zum Anti-HA [BI (Abbildung [T§A).

Zur selektiven Untersuchung der Modifikationen von C-terminal Myc-markierten Pro-
teinen erfolgte die Anreicherung mittels einer gegen Myc-gerichteten [Prazl Zusitzlich wurden
HA{UBHGFP und [NY-ESO-TINY-ESO-TK? exprimierende Zellen mit 10uM MG132 zur Inhibi-
tion der proteasomalen Aktivitit behandelt, um den Abbau polyubiquitinierter Substrate zu ver-
langsamen. Der hemmende Effekt von MG132 in der verwendeten Konzentration (10uM) auf die
Aktivitdt lysosomaler Cysteinproteasen und Calpaine (28) spielte fiir die Charakterisierung des
Ubiquitinierungsprofils von und [NY-ESO-TK? keine Rolle. Die Abhingigkeit der Pri-
sentation des[NY-ESO-Tl;57_1¢5 Epitops von der proteasomalen Aktivitit wurde genau aus diesem

Grund mit Hilfe proteasomspezifischer o’ B’-Epoxyketoninhibitoren nachgewiesen.
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Ub-Akzeptorstellen [NY-ESO-TIlbietet den Vorteil, dass es lediglich ein einziges Lysin im gesam-
ten Protein enthélt. Deshalb stellte die molekularbiologische K—R Substitution mit anschlieBender
Analyse Myc-prizipitierter Substrate mittels und [B] gegen HA{UD) eine sehr zielge-
richtete und effiziente Methode zur Detektion Lysin-gebundener Ubiquitinierung dar. Da beide
Aminosduren Seitenketten mit basischen Eigenschaften enthalten, ist davon auszugehen, dass die
biochemischen Eigenschaften des Proteins weitgehend erhalten blieben.

Serin- und Threonin-verankerte Ubiquitinierung lief sich, aufgrund der Labilitit der Carboxyester-
bindung gegeniiber basischen pH-Werten, sehr einfach durch die Behandlung Myc-prizipitierter
Substrate mit 5S0mM NaOH nachweisen. Eine Behandlung mit 600mM [DTT] bote die Moglich-
keit zur Identifizierung von Cystein-gebundenem Ub (101). Auf diese Art und Weise lédsst sich
zwar keine Informationen iiber die Position der modifizierten [AS| erhalten, allerdings bestdnde
die Moglichkeit, dass mehr als eine Akzeptorstelle der 28 Serine, Threonine und Cysteine des
[NY-ESO-1Myc/HIS Fusionsproteins zur Ubiquitinierung verwendet werden. Bedenkt man die
moglichen Kombinationen, so wiren im Falle von einer bzw. 27 alternativen [Ubl Akzeptorstelle
28 verschiedene Konstrukte notwendig, im Falle von 2 bzw. 26 (228) = (%2) =378, im Falle von 3
bzw. 25 (%) = (53) = 3276 usw. Im Falle von 14 wiiren sogar () = 40.116.600 Plasmide notig,
um die Akzeptorstellen molekulargenetisch exakt zu charakterisieren.

Die Detektion N-terminaler Ubiquitinierung durch Fusion eines 6-fachen Myc-Tags (103) stellt
einen alternativen Ansatz dar und bote zudem die Moglichkeit den Einflusses N-terminaler Ubi-
quitinierung auf die Antigenprozessierung in cellulo zu analysieren. In diesem Zusammenhang
wurde bereits gezeigt, dass die N-terminale Markierung von [MyoD| mit 6x Myc dessen Abbau in
vitro und in vivo verlangsamt statt beschleunigt (103)). Allerdings bestiinde fiir wei-
terhin die Gefahr, dass die 30 zusitzlichen potentiellen Ub-Akzeptorstellen (6xK, 24xS/T) das
Ergebnis beeinflussen. Aus diesem Grund nahmen wir von dieser Methode Abstand.

Einen alternativen Ansatz zur Charakterisierung der [Ub-Akzeptorstellen stellt die Analyse gerei-
nigter NY-ESO-T] Substrate mittels [MS|dar (139). Bottom-up [MS] analysiert Peptide, die durch den
Verdau mit z. B. Trypsin (proteolytische Aktivitidt C-Terminal von Arginin und nicht-modifiziertem
Lysin) oder einer anderen Protease entstehen. Da die drei unmittelbar C-terminal gelegenen
des [Ub-Proteins R-G-G sind, entstehen durch den proteolytischen Prozess mit Trypsin, aus ubi-
quitinierten Proteinen Peptide mit einem Diglycyl-Rest. Deren Anderung des Masse/Ladungsver-
hiltnisses im Vergleich zu unmodifizierten Peptiden ist massenspektrometrisch detektierbar. Aller-

dings ldsst sich durch Standard{MS} Verfahren eine Modifikation mit[Ublnicht von einer mit [SGT3|

oder NEDDS (neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated ) unterscheiden
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(139), wodurch eine differenzierte Markierung (z. B. mit stabilen Isotopen) notwendig geworden
wire. Dariiber hinaus besalen die am Institut fiir Biochemie im Zeitraum der Arbeit verfiigba-
ren ESI- und MALDI-Massenspektrometer keine ausreichende Sensitivitit zur Unterscheidung
Diglycyl-modifizierter von unmodifizierten Peptiden, sodass die Gerite die Durchfiihrung der be-
schriebenen Experimente nicht gewihrleisteten.

Polyubiquitinketten Zur Identifikation der mit verkniipften Poly{Ub-Ketten wurde
N-terminal HA-markiertes [Ubl in dem alle oder 6/7 Lysine durch Arginine substitutiert wurden,
in HeLa-Zellen iiberexprimiert und Myc-prizipitierte Substrate mittels und [[B] gegen
HA analysiert. Im Vergleich dazu eignet sich als sensitivere und physiologischere Alternative,
da es die zelluldare Homdoostase unberiihrt ldsst. Allerdings ist fiir die Beantwortung dieser Frage-
stellung eine top-down[MSl Analyse vonnéten (Sensitivitdtsproblem siehe oben).

Im Gegensatz dazu existierten bereits Erfahrungen mit den einzelnen HA-JUBM* Konstruk-
ten (Ebstein et al., unverdffentlichte Daten). Aus diesem Grund stellte die Identifizierung der [Ub-
Verkniipfungen auf mittels Co-Transfektion der HAJUBK " sowie einem der
Konstrukte eine sehr zielgerichtete Vorgehensweise im Rahmen dieser Arbeit dar. Da-
ritber hinaus erlaubte die Verwendung der HA{UBF*®JGFP| Konstrukte die Bestimmung des Ein-
flusses einzelner [UbtKetten auf die Priasentation des NY-ESO-1l57_¢5 Epitops.

4.1.2 Auswertung der Antigenpriasentationsexperimente

Zur Auswertung der Antigenprisentationsexperimente stehen prinzipiell direkte und indirekte Ver-
fahren zur Verfiigung. Eine direkte Analyse umfasst die Detektion des Epitop:MHC Klasse I Kom-
plexes mittels eines[AKl z. B. 25D1.16 fiir H2-K?:SIINFEKL (106)). Fiir NY-ESO-T}57_ 165 HLAF
A2 Komplexe ist bisher kein kommerzieller[AKlerhiltlich. Die Generierung eines spezifischen[AK]
hitte den Rahmen dieser Arbeit tiberschritten.

Die indirekte Variante beinhaltet unter anderem die Detektion der Effektorfunktion[CD8 T-Zellen
(Lyse der Zielzellen, z. B. durch Cr-release assay) oder der Antigen-induzierten Zytokinfreiset-
zung Epitop-spezifischer [CD8 " T-Effektorzellen. Zum Nachweis sezernierter Zytokine wie [FNly
eignen sich vor allem ezyme-linked immunospot (ELISPOT), und
und sind im Vergleich zum [ELISA] deutlich sensitiver in der Detektion zytokinpositi-
ver Zellen und verhindern den Konsum der produzierten Botenstoffe durch die analysierten Zellen
selbst, wodurch Messfehler moglichst reduziert werden. Der stellt im Gegensatz zum
[ELISA] allerdings ein eher qualitatives Verfahren dar und eignet sich vorwiegend zur Detektion
der Frequenz epitopspezifischer T-Zellen (140). Seine Aussagekraft fiir die Quantifizierung der

gebildeten Zytokine einer monoklonalen[CD8 ™ T-Effektorzellpopulation ist jedoch eingeschriinkt,
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weswegen er fiir die Auswertung der in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente nicht zur An-
wendung kam. Die Analyse verschiedener [E:T+Verhiltnisse (1:1, 2:1, 4:1, 8:1, 16:1, 32:1) bei un-
terschiedlichen experimentellen Bedingungen fiihrt rasch zu einer groBen Anzahl an auszuwerten-
den Proben (>100), wodurch sich eine Analyse mittels nicht effizient gestalten wiirde.
Da in den durchgefiihrten Antigenprisentationsexperimenten die Analyse der Gesamtkonzentra-
tion an sezerniertem [[FNly fiir die Auswertung ausreichend sensitiv war, wurde der als
Methode der Wahl festgelegt.

4.1.3 Statistische Methoden

Die [ENly-Produktion einer einzelnen T-Zelle einer monoklonalen T-Zellpopulation (wie RG39 T-
Zellen) ausgelost durch TCRIMHC:Epitop-Interaktion, strebt bei einer hinreichend groBen Anzahl
an gemessenen Ereignissen aufgrund deren biologischen Eigenschaften einer Normalverteilung
entgegen (141). In jedem Antigenprisentationsexperiment wurden 20.000 [CD8™ RG39 T-Zellen
eingesetzt, die eine ausreichend grofle Population der Grundgesamtheit darstellen, wodurch die
Normalverteilung widergespiegelt wird. Daraus ergibt sich, dass die Summen der [ENly-Konzen-
trationen beliebiger Populationen aus 20.000 RG39 T-Zellen ebenfalls normalverteilt sind. Aus
diesem Grund ist die Anwendung eines ungepaarten t-Tests bzw. des one-way ANOVA fiir normal-
verteilte Daten zum Vergleich der Mittelwerte der Summen der [ENly-Konzentrationen von RG39
T-Effektorzellen zwischen stimulierter und Kontrollgruppe zuldssig. Die t-Verteilung beriicksich-
tigt sogar bei kleinen Stichproben, die Anzahl der Replikate bei der geometrischen Ermittlung
der Uberschreitungswahrscheinlichkeit (p), sodass die Ergebnisse, trotz eingeschriinkter Giite, mit
ausreichend grof3er Sicherheit als signifikant zu beurteilen sind, wenn p kleiner als 0,05 ist. Bei
mehr als zwei zu analysierenden Gruppen ist die Anwendung des one-way ANOVA dem t-Test

vorzuziehen, da sich ansonsten der Fehler erster Art multipliziert.

4.2 Diskussion der Ergebnisse
4.2.1 Unterschiede der Ubiquitinierungsprofile von NY-ESO-1 und NY-ESO-1X°

Gesamtpolyubiquitinierungsprofil

Die Substitution der theoretischen Hauptubiquitinierungsstelle - des einzigen Lysins von NY-ESO-
-1 fithrte, anders als es fiir eine Reihe anderer Proteinen beschrieben worden ist, nicht zu einem
reduziertem (101, 103} 137), sondern zu einem verstirkten Nachweis polyubiquitinierter Substrate
(Abbildung[I7). Diese liefen sich jedoch lediglich durch den Einsatz von MG132 anreichern, was
am ehesten der Inhibition der proteasomalen Aktivitit zugesprochen werden kann.

Eine Erklirung fiir den vermehrten Nachweis ubiquitinierter Substrate von [NY-ESO-TK? im Ver-
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gleich zu wire, dass nicht jedes einzelne Protein verstirkt polyubiquitiniert wird, son-
dern lediglich der relative Anteil modifizierter Proteine erhoht ist. Allerdings zeigten sich kei-
ne Unterschiede im steady-state Level von und [NY-ESO-TK°. Daher ist nicht anzu-
nehmen, dass die K124R Mutation einen verlangsamten Abbau des Proteins oder eine biochemi-
sche Instabilitit zur Folge hat, wodurch NY-ESO-TK* anfilliger fiir die Modifikation mit [UB) ist.
Ein Nachweis lingerer Poly{Ubl-Ketten ist ebenfalls zu bezweifeln, weil sich die stirkeren HA-
[UbtSignale gleichmiBig iiber alle Molekulargewichte erstreckten und nicht auf hochmolekulare
Substrate beschriankt waren (Abbildung [[7]A). Des Weiteren konnte ausgeschlossen werden, dass
nicht-kovalent an [NY-ESO-1" gebundene Proteine mit der Detektion ubiquitinierter Substrate in-
terferieren, da eine intensive Behandlung mit NaCl-Konzentrationen (3M), bei denen selbst [AK]
aus ihrer Bindung gelost werden konnen (142), die Gesamtpolyubiqutinierungsprofile der beiden
Proteine nicht verdnderten (Abbildung[I7B).

[UbFAkzeptorstellen von Die Ursache fiir die stirkere Polyubiquitinierung von NY-
ESO-1%0 im Vergleich zu NY-ESO-1 lag den vorliegenden Ergebnissen zufolge in der Verwendung
Lysin-unabhéngiger [Ubt Akzeptorstellen. Beide Proteinvarianten enthielten zwar kein N-Terminal
gebundenes Poly-Ub (Abbildung [19), stattdessen wurden unter anderem Serine und Threonine
als [Ubl Akzeptorstellen verwendet (Abbildung [I8). Die in dieser Arbeit verwendete Methode lie-
fert zwar keine Information dariiber, wieviele der 23 Serine und Threonine ubiquitiniert vorlagen,
allerdings erscheint eine erhdhte Anzahl an ubiquitinierten [AS]| als Grund fiir die verstirkte Poly-
ubiquitinierung von [NY=ESO-TK? unwahrscheinlich, da die Unterschiede im Gesamtpolyubiqui-
tinierungsprofil zwischen Lysin-haltigem und -freiem Protein auch nach Behandlung mit NaOH
nachgewiesen werden konnten (Abbildung [T§]A). Deutlich wahrscheinlicher ist hingegen eine zu-
sitzlich priferierte Ubiquitinierung der fiinf Cysteine in[NY-ESO-1K?, da die Verwendung des[Ub-
[AK] (FK2) auf dem Lysin-freien Protein deutlich mehr NaOH-resistente [UbF-Konjugate nachwies
als auf dem Lysin-haltigen Protein (Abbildung[I8A). Unter Beriicksichtigung, dass beide Proteine
nicht N-terminal ubiquitiniert werden, verbleiben, fiir die durch FK2 erkannten K29- K48- und
K63-Ketten, lediglich Cysteine als verfiigbare [UB- Akzeptorstellen auf NY-ESO-1I°.
Polyubiquitinketten auf NY-ESO-1 Ein weiterer entscheidender Unterschied der beiden Prote-
invarianten bestand den vorliegenden Ergebnissen zufolge in dem Verlust von K48-verkniipften
Poly{UbHKetten auf NY-ESO-1X0, deren Akzeptorstelle in NY-ESO-1 mit groBer Sicherheit durch
das Lysin an Position 124 reprisentiert wird (Abbildung und B). Aus diesem Grund werden
die NaOH-resistenten Poly-Ub-Konjugate auf NY-ESO-1X?, die durch Einsatz des (FK2)
aufgedeckt wurden (Abbildung [I§JA), durch K29- und K63-Ketten widergespiegelt, die sich auf
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beiden Proteinen nachweisen lieen (Abbildung 20/A und B).

Ein Wechsel der Akzeptorstellen K29- und K63-verkniipfter Poly{Ub+Ketten von Serinen/Threo-
ninen zu Cysteinen wiirde diese Beobachtung erklédren. Allerdings demonstrierte die densitometri-
sche Analyse der Poly{UbFSignale beider Proteine eine verstirkte Verkniipfung von NY-ESO-1%9
mit K11-, K29- und K33-Ketten (Abbildung 20[C und D). Daher ist dem verstirkten Nachweis
NaOH-stabiler [Ub-Konjugate auf [NY-ESO-TK° (Abbildung ) am ehesten eine gesteigerte Bil-
dung Cystein-gebundener K29-Ketten zuzuschreiben. Vor diesem Hintergrund kann auch der ver-
mehrten Bildung von K11- und K33-Ketten die Nutzung zusitzlicher Akzeptorstellen (wie Cystei-
ne) zu Grunde liegen.

Beide Proteine zeichnen sich demzufolge durch alternative Poly-Ub-Ketten (K11, K27, K29, K33,
K63), gebunden an alternativen Ub-Akzeptorstellen (C, S, T) aus. Zudem ist der Verlust an Lysin-
verankerten K48-Ketten auf [NY-ESO-TK? mit einer verstirkten Verkniipfung von K11-, K29- und
K33-Ketten gekennzeichnet, von denen K29-Ketten iiber Cysteine mit NY-ESO-1%X9 verbunden
sind. Die Analyse der Ubiquitinierungsprofile beider Proteine mittels bote die

Moglichkeit, die Aussagen iiber die Akzeptorstellen spezifischer Kettenarten zu prizisieren.
4.2.2 Prozessierung des NY-ESO-1,57_1¢5 Epitops

B2 und B1 als treibende Kraft der Epitopgenerierung

Die vorliegende Arbeit hatte sich zum Ziel gesetzt, nicht nur die [UblAkzeptorstellen und Ub-
Verkniipfungen auf zu charakterisieren, sondern ebenfalls deren Einfluss auf die Pri-
sentation des [NY-ESO-T};57_165 Epitops zu untersuchen. Die Substitution des einzigen Lysins
durch Arginin zeigte keinen Einfluss auf die Prisentation des [HLAFA2™ restringierten NY-ESO-
-1157_165 Epitops. Weil die Ubiquitinierung als Voraussetzung fiir den Abbau eines gegebenen
Substrates durch das 26S Proteasom gilt, stellte sich die Frage, inwieweit die direkte Présentation
des[NY-ESO-Tl;57_165 Epitops proteasomaler Prozessierung unterlag.

In diesem Zusammenhang existieren in der Literatur kontroverse Ergebnisse (116, [117). Chen et
al. beobachteten auch nach proteasomaler Inhibition mit Lactacystin eine Aktivierung NY-ESO-
-1157_165 spezifischer [CDR' T-Zellen (116). Im Gegensatz dazu wiesen Batchu et. al (117) eine
verldangerte Halbwertszeit des reifen NY-ESO-1lin Protein-transduzierten[DCs|bei eingeschriankter
proteasomaler Aktivitdt durch das Peptidaldehyd N-acetyl-L-leucyl-L-norleucinal (LLNL) nach.
In der vorliegenden Arbeit zeigte sich nach Hemmung der Aktivitét aller katalytisch-aktiven
des 20S Standardproteaoms eine drastische Reduktion (80% fiir und 100% fiir NY-
-ESO-1%9) der Antigenprisentation (Abbildung und D). Diesen unterschiedlichen Ergebnis-

sen kann unter anderem die Verwendung verschiedener Zielzellen (.45- und .174-Melanomzellen



Diskussion 72

(116), (117), HeLa-Zellen) bzw. eine unterschiedliche Art der Antigenapplikation (virale
Transduktion (116), Proteintransduktion (117), Transfektion von Plasmid-DNA) zu Grunde lie-
gen. Diesbeziiglich wurde erst kiirzlich gezeigt, dass die Anforderungen der Prozessierung bei
sich unterscheidender Antigenquelle in den gleichen Zielzellen bzw. gleicher Antigenquelle in
unterschiedlichen Zielzellen stark differieren konnen (106). Ferner nutzten Chen et al. (116) zur
Hemmung der proteasomalen Aktivitit exprimierender Melanomzellen 1uM Lactacy-
stin, das in genannter Konzentration lediglich die Aktivitit (85, [LMPI7, LMPR) vollstindig
inhibiert (136)). Da sich die Aktivitit von 85 negativ auf die Generierung ihres Kontrollepitops
Mlsg_¢6 (Influenza A Virus) auswirkte (143)), ist es denkbar, dass ein Effekt von 1 und 32 auf
die Generierung des[NY-ESO-1};57_165 Epitops nicht erfasst wurde.

Der Einsatz von PR893 (isolierte Hemmung von 35) zeigte in HeLa-Zellen, in denen durch In-
hibitortitrationsexperimente nur die Existenz von nachgewiesen werden konnten (Ebstein
et al., unveroffentlichte Daten), keinen Hinweis auf eine Beteiligung von 85 an der Antigenpro-
zessierung (Abbildung und D). Im Gegensatz dazu ldsst die substantielle Reduktion (ca. 55%
bzw. 40%) der [ENly-Produktion [NY-ESO-1l57_165 spezifischer T-Zellen durch Einsatz von YU-
102 darauf schlieBen, dass 1 die Bildung des antigenen Peptids begiinstigt. Da 35 keinen Einfluss
auf die Generierung des Epitops nimmt, liegt der Hemmung der Antigenprésentation durch 250nM
Epoxomicin (2, B5) eine verminderte katalytische Aktivitit von B2 zu Grunde. Diese Schlussfol-
gerung wird zusitzlich durch eine signifikante Reduktion der Prisentation des [NY-ESO-Tl;57_165
Epitops bei Einsatz von Epoxomicin und YU-102 (81, B2, B5) im Vergleich zur Inhibition mit
PR893 und YU-102 (B1, B5) unterstrichen (Abbildung und D). Dementsprechend sind 2
und B1 die entscheidenden Krifte in der Generierung des NY-ESO-1;57_1¢5 Epitops bzw. eines
relevanten Vorliuferpeptids aus NY-ESO-1 und NY-ESO-1%9.

Die Beteiligung unterschiedlicher Proteasomsubpopulationen

Das [P gilt dem [SP| als iiberlegen in Bezug auf die Fihigkeit zur Bildung Klasse 1 gebun-
dener Epitope (43, 44). Allerdings existiert eine Reihe von Untersuchungen, die diese Ansicht fiir
definierte Epitope in Frage stellt (45) 48} 49| |57). Dariiber hinaus lassen Veroffentlichungen, in
denen [[P-knock-out (KQ)-Miuse verwendet wurden, um die Effizienz in der Epitopgenerierung
zwischen [P und [SP| zu vergleichen (52, 54)), die Komposition der entstandenen Subpopulationen
in hiufig unbeachtet. Ferner wurde gezeigt, dass in artifiziellen Systemen Assemblierungsre-
geln nicht ausnahmslos greifen (40) und dass zum Teil Standard- und Immunoproteasom in
der Generierung einzelner Epitope iiberlegen sind (S7) sowie die Diversitét an antigenen Peptiden

vergroBern (60). Zudem stellen sie einen Grofteil (bis zu 40%) der Proteaomsubpopulationen in
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reifen dar (57), wodurch ihre Bedeutung fiir das Priming naiver CD8" T-Zellen unterstrichen
wird. Aus diesen Griinden ist eine genaue Differenzierung der Subpopulationen erforderlich, um
die katalytischen und strukturellen Effekte der einzelnen auf die Generierung eines spezifi-
schen Epitops zu beurteilen. Da die Prozessierung der Katalytischen S{UE]erst im finalen Schritt
der 20S Proteasomassemblierung (Dimerisierung von zwei 15S a/f-Komplexen) stattfindet (13),
war die Analyse der proteasomalen Subpopulationen mittels[SDS-PAGE|und [[Bleine adiquate Me-
thode zur Beantwortung der Fragestellungen dieser Arbeit.

Die Behandlung von 33/2-Zellen mit [SIRNAI gegen [LMP7 demonstrierte eine verminderte Bio-
synthese von 35i mit einem parallel verstiirkten Einbau von 85 (Abbildung [I4E). Daraus resul-
tierte eine Konformation des 20S Proteasoms, bestehend aus 5, LMP2 und die den As-
semblierungsregeln widerspricht (38, 59)), allerdings bereits in Hepatozyten und Milzzellen von
[CMP7—/~-Miusen nachgewiesen wurde (40). Ergebnisse einer édlteren Untersuchung bestitigend
(116), stand diese Proteasomsubpopulation dem [P beziiglich der Aktivierung [NY-ESO-Tl;57_ 165
spezifischer T-Zellen in keiner Weise nach (Abbildung und B). Deshalb erscheint ein struk-
tureller Effekt von [LMPI7, wie fiir die Generierung des HBcAgi41_151 Epitops beschrieben (47),
eher unwahrscheinlich. Da die katalytische Aktivitit von B5 nicht zur Epitopgenerierung beitrigt,
ist eine Beteiligung der Aktivitdt von[LMPI7 ebenfalls nicht zu erwarten.

Der knock-down von [LMPR verminderte gleichfalls den Einbau von [Mecl-1] mit parallel verstéirk-
ter Expression von 1 und 2 (Abbildung [14E). Daraus ergab sich die fiir das natiirlich vor-
kommende [LMP/7-IntP typische Konfiguration (57) sowie nach Behandlung mit gegen
[CMPR2 und [LMPY77 die des[SP|(Abbildung[I4E). In beiden Fillen lie sich eine stirkere Aktivierung
[NY-ESO-Tl57_165 spezifischer T-Zellen im Vergleich zu Kontroll-siRNA detektieren (Abbildung
[I4A-D). Demnach sind [SP|und [LMP/7-IntP! hinsichtlich der Fihigkeit das NY-ESO-1,57_1¢5 Epi-
top zu generieren dem [Pl iiberlegen. NY-ESO-1};57_165 gehort damit wie MART-15¢_35 (48) und
GP10040_42/47-52 (49) zu einer wachsenden Familie von Peptiden, deren Generierung durch das
[Pireduziert wird. Gleichzeitig ist es neben MAGEA3,71 279 (57) ein weiteres Epitop, dessen Bil-
dung durch [LMP7-IntP vermittelt wird.

Als Ursache der Ergebnisse kommen strukturelle oder katalytische Effekte in Frage, die entweder
durch die Abwesenheit von [LMP2 bzw. MecI-1] oder durch die Anwesenheit von 31 bzw. 32 her-
vorgerufen werden. Da der Einbau von [Mecl-1l nicht vollstindig stattfindet (55) und die Substrat-
bindungskanile von[MeclI-Tlund 2 nahezu identisch sind (144), ist die verbesserte Antigenpriisen-
tation kaum auf den Einbau von 2 statt[Mecl-1l zuriickzufithren. Demnach ist der Austausch von

LMP2 mit 1, das eine besondere Rolle bei der Bildung des[NY-ESO-1};57_1¢5 Epitops spielt (Ab-
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bildung[13]C und D), fiir die verstérkte [ENly-Produktion von RG39 T-Zellen nach Behandlung von
33/2-Zellen mit[sIRNA| gegen LMPR bzw. LMPRALMPI7 verantwortlich (Abbildung[I4A-D). Diese
Beobachtungen stehen zum Teil im Widerspruch zu bereits veroffentlichten Ergebnissen (116)), die
der Abwesenheit von LMPR keinen Effekt auf die Priasentation von NY-ESO-1457_165 zuschrie-
ben, obwohl der damals beobachtete Effekt zwischen [LMP2~/~ und [WT}Zellen mit den Daten
der vorliegenden Arbeit vergleichbar ist. Um katalytische von strukturellen Effekten zu differen-
zieren, konnen Experimente Auskunft geben, in denen die Aktivititen von [LMPR bzw. in
33/2-Zellen (z. B. mit YU-102 und LU-102) gehemmt werden oder katalytisch inaktives [LMPR2
bzw. verwendet wird (nach (47)).

Der Einfluss der Ubiquitinierung auf die Antigenprisentation

Inwiefern die posttranslationale Modifikation mit [Ub, ganz besonders in Bezug auf Akzeptor-
stellen und Verkniipfungen, Einfluss auf die Prozessierung eines Antigens nimmt, wird stark von
der priasentierenden Zelle und der intrazelluldren Lokalisation des potentiellen Antigens bestimmt
((106! [110) und Kapitel [I.4.5).

Die Priisentation des [NY-ESO-1l;57_165 Epitops hiingt nahezu vollstindig von der Aktivitit des
20S Proteasoms ab (Abbildung . Obwohl [NY-ESO-TK? ein stirkeres Gesamtpolyubiquitinie-
rungsprofil als das Wildtypprotein aufwies (Abbildung [I7), lieB sich durch Substitution des ein-
zigen Lysins im gesamten Protein mit Arginin keine Veridnderung in der Prédsentation
des HLAFA?2 restringierten NY-ESO-Tl;57_ 165 Epitops detektieren (Abbildung [TT)). Trotzdem ge-
lang es, eine [Ublabhingige Priisentation durch Verminderung der Biosynthese der [Ub-Rezeptoren
[Rpn[10 bzw. Rpn|l3 des 19S [RP mittels zu belegen (Abbildung [15)). Fiir beide
Varianten reduzierte sich dabei die Aktivierung epitopspezifischer T-Zellen um 100% (siRpn[10)
bzw. 50% (siRpn|13). Der Doppel-knock-down von[Rpn[10 und Rpn|l 3 entpuppte sich als nicht glei-
chermalen potent wie der von [Rpn|10 allein, was sich auf die unvollstindige Herrunterregulierung
von[Rpn[10 zuriickfiihren ldsst. Diese Beobachtungen weisen auf eine Bestitigung der Asymmetrie
eines 30S Proteasoms beziiglich der Verteilung der beiden internen [UbFRezeptoren auf die zwei
19S hin (83)), die sich folglich in ihrer Funktionsweise unterschieden. Wihrend ein 19S [RPIsei-
ne volle Wirkung nur dann entfalten wiirde, wenn beide Rezeptoren gleichzeitig vorliegen, gentigte
dem anderen allein die Anwesenheit von Rpn|l0. Allerdings triige jeder 50% zur Gesamtfunktion
bei. Zusammengefasst suggerieren diese Ergebnisse eine Art Hierarchie in der biologischen Be-
deutung der beiden [Ub-Rezeptoren des 19S [RP, wie sie durch die deutlich vorzeitige Letalitit von
10*/ ~- (Embryonalperiode) im Vergleich zu 13*/ ~-Miusen (Neonatalperiode) bereits an-
gedeutet wurde (81, 182).
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Neben pp65495-503 @) und GP10047_57/40-4> (108) gehort damit NY-ESO-T}57_165 zu einer
Gruppe von Klasse I Epitopen, deren Prisentation durch die Aktivitit von Rpn|l0 vermittelt
wird. Dariiber hinaus weisen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, als bis dato einzige, eben-
falls Rpn[l3 eine besondere Stellung in der Présentation Klasse I gebundener Epitope zu.
Die klinische Bedeutung unserer Erkenntnisse fiir die Anti-Tumor-Therapie wird durch eine Studie
hervorgehoben, die den Effekt eines [Rpn|l 3-spezifischen Inhibitors (RA190) in Ovarialkarzinom-
tragenden Miusen untersuchte (145). Zum einen demonstrierten die Autoren in dieser Veroffent-
lichung einen direkt cytotoxischen Einfluss von RA190 auf Tumorzellen. Zum anderen zeigten
sie, dass RA190 die inhibierende Wirkung von auf Anti-Tumord{CDB* T-Effektorzellen
minimiert. In diesem Kontext kdnnte sich die 50%-ige Inhibition der Antigenprisentation des ova-
riellen Tumorantigens durchaus als vorteilhaft erweisen, da durch die Behandlung mit
RA190 die Erkennung von Karzinomzellen durch[CD8™ T-Effektorzellen erhalten bliebe.
Obwohl NY-ESO-1 und NY-ESO-1X? [Ublabhingig durch 26S Proteasomen abgebaut werden,
schlugen sich die quantitativ und qualitativ unterschiedlichen Ubiquitinierungsprofile (Abbildung
[18 und [20) nicht in einer verdnderten Antigenprisentation nieder (Abbildung [IT). Die effi-
ziente Epitopgenerierung wird demzufolge bei Abwesenheit von K48-Poly{Ubl-Ketten durch al-
ternative Verkniipfungen vermittelt. Deren wurde Erkennung bislang lediglich fiir Rpn[10 in vitro,
nicht jedoch, wie in der vorliegenden Arbeit, in cellulo, geschweige denn fiir Rpn[l3 beschrieben
(75,176 77).

Von solch alternativen Ketten lieBen sich auf NY-ESO-1%0 alle bis auf K6-Ketten detektieren
(Abbildung 20B), wobei K11, K27 und K29 im Vergleich zum WT-Protein sogar noch stirker
vertreten waren (Abbildung 20[C und D). Zu bemerken ist, dass all diese Ketten bei Einsatz von
MG132 detektiert wurden, was ihr Potenzial unterstreicht, NY-ESO-1 Proteine zum Abbau durch
26S Proteasomen zu markieren. Fiir all diese Ketten ausgenommen K63, die vor allem Protei-
ne zum lysosomalen Abbau markieren und bei intrazelulldren Signalkaskaden eine Rolle spielen
(85}, 186), konnte gezeigt werden, dass sie in vivo Substrate fiir den proteasomalen Abbau markie-
ren (99). Zudem wurde in HeLa-Zellen nach proteasomaler Inhibition eine Akkumulation solch
alternativer [Ub-Ketten gebunden an 26S Proteasomen nachgewiesen (100). Allerdings sind K11-
Verkniipfungen vor allem fiir die Vermittlung des proteasomalen Abbaus [ERFstindiger Proteine
verantwortlich (87), wohingegen NY-ESO-1 im Cytosol lokalisiert ist (113). Aus diesem Grund
ist die erhaltene Préisentation des NY-ESO-1,57_165 Epitops bei Abwesenheit Lysin-gebundener
K48-Ketten vor allem der Erkennung Serin-, Threonin- bzw. Cystein-gebundener K27-, K29- bzw.

K33-Ketten zuzusprechen.
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Unterstrichen wird diese Schlussfolgerung durch die Beobachtung, dass die Abwesenheit von
K48-Poly{Ubl-Ketten, durch Uberexpression einer HA{UBK*®RIGFP| Mutante, nicht nur in NY-
ESO-1X9_ sondern auch in[NY-ESO-Tlexprimierenden HeLa-Zellen keine signifikante Reduktion
der Antigenprisentation zur Folge hatte (Abbildung [I6)). Zwar widersprechen sich diese Beob-
achtungen mit einer bereits verdffentlichten Untersuchung, die K48-Ketten eine indirekte (nicht
Antigen-gebundene) Wirkung in der Generierung MHC Klasse I priasentierter Epitope bescheinigt
107). Allerdings liegt die Ursache dafiir vermutlich in einem verdnderten steady-state Level des
reifen Antigens. Im Fall von NY-ESO-1 bzw. NY-ESO-1X? erklirt der verminderte Nachweis des
reifen Proteins im Kontrollblot anschaulich die um 20% verminderte Reduktion der Aktivierung
epitopspezifischer T-Zellen (Abbildung [I6C und D), den Fiebiger et al. in ihrer Veroffentlichung
nicht abgebildet haben (107).

Interessanterweise zeigte auch die Uberexpression weiterer HAJUBK® IGFPFMutanten keinen Ef-
fekt auf die Prisentation von NY-ESO-1Ilj57_165 (Abbildung [I6]A und B), obwohl das Lysin-freie
durch die vermehrte Verkniipfung mit K11-, K29- und K33-Ketten charakterisiert ist
(Abbildung[20D). Wie zuvor dargelegt konnen unterschiedliche Signale den Abbau des Substrates
durch 26S Proteasomen vermitteln (99, (105, [100). Aus diesem Grund erscheint es plausibel, dass
der Verlust eines Signals durch den eines anderen kompensiert wird, um die zelluldren Funktionen
aufrecht zu erhalten.

Wie bereits fiir eine cytosolische Variante des Nukleoproteins (IAV)) gezeigt werden konnte (110),
war nicht einmal eine Lysin-freie [Jb-Mutante (HAJUBX?{GFP) in der Lage, die Prisentation von
NY-ESO-1;57_165 signifikant zu reduzieren (Abbildung [I6]A und B). Dennoch verdeutlichte die
Charakterisierung dieser Mutante eine tiefgreifende Reduktion des HA-Ubiquitinierungsprofils al-
ler Proteine in HeLa-Zellen sowie von isoliertem und [NY=ESO-TK" (Abbildung [21)).
Frithere Untersuchungen zeigten zudem, dass eine virale Transduktion von HA{UBK?IGFP| die
Expression des endogenen unterdriickt (L10). Sie bedienten sich des FK1{AK], der nur Poly-
und keine Monoubquitinierung erkennt, sodass ein Nachweis von UbX® verhindert wurde. Des-
sen ungeachtet bleibt nicht ausgeschlossen, dass eine verstirkte Biosynthese von zelleigenem
den Funktionsverlust von HA{UBK?{GFP|in HeLa-Zellen kompensiert und die Antigenprisentati-
on sicherstellt, da auch eine Poly{UblM-Kette aus endogenem [Ubl mit jeweils einem HA{UBKY{GFP|
Molekiil am Ende den verbleibenden Nachweis an HA{Ubl Myc-prizipitierter Substrate erkliren
wiirde (Abbildung ). Andererseits besteht nach Transfektion von HA{UBX?IGFP| weiterhin
die Moglichkeit der (mehrfachen) Monoubiquitinierung, zur Bildung C-zu-N verkniipfter linea-

rer Poly{Ub}Ketten sowie zur Modifikation mit [UBL}Proteinen. Fiir alle Varianten wurde bereits
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gezeigt, dass sie den Abbau spezifischer Substrate durch das 26S Proteasom vermitteln kénnen
(80, 105, [108). Der Abbau monoubiquitinierter Substrate ist offenbar ein deutlich hiufigeres Er-
eignis als bisher angenommen. Eine kiirzlich vertffentliche Studie legt nahe, dass bis zu 40% der
zelluldren Proteine (vor allem kleine) in Mammalia und 20% in monoubiquitinab-
hingig durch 26S Proteasomen abgebaut werden (146). Dariiber hinaus konnte gezeigt werden,
dass der proteasomale Abbau von monoubiquitiniertem Pax-3 durch hHR23B vermittelt wird (80),
dem bei Versuchen in Miusen eine Rolle in der Prisentation des H2-K¢ restringierten [GEPboo_20s
Epitops zugewiesen wurde (147). Fiir die Modifikation mit FAT10, dem einzigen [UBL}Protein,
das nach heutigem Erkenntnisstand Proteine fiir den Abbau durch 26S Proteasomen markieren
kann, wurde gezeigt, dass sie die Prdsentation des HLA-A2 restringierten pp65495_509 Epitops
vermittelt (10S)). Somit ist es moglich, dass die Antigenprisentation von NY-ESO-1;57_1¢5 nach

bKO

Uberexpression von HA-UbXY-GFP durch eine der drei diskutierten Modifikationsformen aufrecht

erhalten wird.
4.2.3 Relevanz der identifzierten Ubiquitinierungsprofile

Lange existierte eine intensiv gefiihrte Diskussion iiber die Hauptquelle der Antigene MHC Klasse
I prisentierter Peptide. Wihrend die eine Hypothese neu-synthetisierte Polypeptide, die aus ver-
schiedenen Griinden nicht die native Form des Proteins erreichen (sog. [DRiPk), als Hauptquelle
der Antigenprésentation ansah (8)), machte eine zweite reife Proteine (sog. retirees) dafiir verant-
wortlich (9). Da fiir jede Theorie Beispiele existieren, die belegen, dass beide Antigenquellen zur
Generierung Klasse I prisentierter Peptide beitragen, wird deutlich, dass dies keine konkur-
rierenden, sondern sich ergdnzende Theorien darstellen.

Unter[DRiPk werden unter anderem fehlerhaft-synthetisierte, falsch-gefaltete und frithzeitig termi-
nierte Polypeptide subsumiert, von denen im Falle von ein Teil durch Isolierung mittels
des C-terminal gelegenen Myc-fag nicht erfasst wurde. Dieser Punkt ist von entscheidender Be-
deutung, da NY-ESO-1 als potentielle Antigene zur Priisentation des NY-ESO-1157_1¢5 bei-
tragen konnen. Gleichzeitig kommt eine groBe Menge antigener [DRIPs, wie Polypeptide, die aus
defekter bzw. alternativ-gesplicter mRNA oder aus alternativen[ORH translatiert werden (siehe Ka-
pitel[1.5), als Quelle fiir die Prasentation des [NY-ESO-Tl;57_ 65 Epitops nach[NY-ESO-}-Plasmid-
DNA-Transfektion gar nicht in Frage. Letztlich liegt das [HLAFA2 restringierte NY-ESO-Th57_165
Epitop am C-terminalen Ende des 180/AS|langen Proteins. Aus diesem Grund muss die Translati-
on nahezu vollstindig ablaufen, damit das Epitop liberhaupt synthetisiert wird. Demzufolge bleibt
aus dem antigenen [DRiP-Reservoir lediglich ein kleiner Teil frithzeitig terminierter Polypeptide,

von mindestens 165 und maximal 198AS|Lénge, welche durch die verwendete Isolierungsmethode
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standig translatierten | NY-ESO- I| Proteinen.

nicht erfasst wurden und gleichzeitig eine Rolle fiir die Antigenprésentation spielen konnten. N-
terminal Myc/HIS-markiertes wiirde dieses Problem umgehen, allerdings bliebe frag-
lich, ob diese Struktur des Fusionsproteins eine mdgliche N-terminale Ubiquitinierung a priori
ausgeschlossen hitte (103).

Ungeachtet der Tatsache, ob oder Retirees zur Generierung des [HLAIA?2 re-
stringierten Epitops rekrutiert werden, schlieBt die in der vorliegenden Arbeit verwendete Metho-
de zur Identifzierung des Ubiquitinierungsprofil von und (NY-ESO-TK? den grofBten
Teil der antigen wirksamen Substrate ein, wodurch die bislang gezogenen Schlussfolgerungen
Bestand haben. Demzufolge lassen sich keine Unterschiede in den Anforderungen, die Lysin-
freies und Wildtypprotein an die einzelnen Komponenten der Antigenprozessierungsmachinerie in
HeLa-Zellen stellen, identifizieren (Abbildung[22). Bei Abwesenheit des kanonischen Ub-Signals
(Lysin-verkniipfte K48-Polyubiquitinierung, siche [I.4.3)) existieren biologische Kompensations-
mechanismen (Verkniipfung alternativer Poly-Ub-Ketten an alternativen Akzeptorstellen), um die
zelluldre Homoostase aufrechtzuerhalten und die MHC Klasse I Antigenprisentation sicherzu-
stellen. Gleichzeitig bleibt zu bemerken, dass diese Schlussfolgerungen lediglich fiir HeLa-Zellen
nach Plasmid-DNA Transfektion gelten. Eine Verallgemeinerung bedarf der Ausweitung der Ex-

perimente auf andere Zell- und Antigenapplikationssysteme sowie einer Charakterisierung in vivo.
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4.3 Ausblick

Ein wichtiges Ziel immunbasierter Anti-Tumor-Therapie ist die Identifizierung eines universellen
Zielantigens, das unabhidngig vom Rezipienten mit Hilfe eines allgemein verfiigbaren Effektor-
instruments wie Vakzinierungen, Antikorper, [CDU ™ oder [CDB™ T-Zellen, CAR (Chimeric
Antigen Receptor) T-Zellen oder TRUCKS (CAR T cells redirected for universal cytokine killing)
die AbstoBung der malignen Tumorzellen vermitteln kann.

Erstens sollte die Expression des geeigneten Antigens auf den Tumor beschrinkt sein, um starke
Nebenwirkungen der Therapie moglichst zu vermeiden. Zweitens ist die Verbreitung auf eine Viel-
zahl an malignen Entitdten vorteilhaft, um verschiedene Krebserkrankungen mit derselben Thera-
pie behandeln zu konnen. Drittens ist die Immunogenitét des Antigens entscheidend fiir die Ausbil-
dung einer adaptiven Immunantwort und den Erfolg einer immunbasierten Anti-Tumor-Therapie.
In dieser Hinsicht ist das cancer/testis Antigen ein vielversprechendes Ziel, da sei-
ne Expression lediglich auf Tumorzellen und immunologisch privilegiertes Gewebe beschrinkt
ist (L13) (siehe Kapitel [I.5). Dariiber hinaus ist es mit steigender Aggressivitit des Malignoms
in einer Reihe unterschiedlicher maligner Entitdten zu finden, z. B. in Synovialsarkomen (80%),
Ovarialkarzinomen (40%), Melanomen (30-40%) und multiplen Myelomen (30%) (113). Zudem
lieB sich in 40-50% HLA-A2" Patienten mit NY-ESO-1 exprimierenden Malignomen die spontane
Entwicklung von NY-ESO-1157_1¢5 spezifischen CD8" T-Effektorzellen detektieren (148), deren
fiir die adoptive Zelltherapie von besonderer Bedeutung sind.

Der therapeutische Einsatz Epitop-spezifischer CD8" T-Zellen ist allerdings auf den [HLAlHa-
plotyp des Patienten beschrinkt. Dahingehend eignet sich besonders gut, da das 157-
165 Epitop auf [HLAFA2 restringiert ist, was mit ca. 29% das hiufigste HLA-A Allel in der eu-
ropdischen Bevolkerung darstellt (149). Klinische Studien, die auf der Verwendung von
modifizierten [NY-ESO-Tl;57_165 spezifischen T-Zellen beruhten, beobachteten in [HLAFA2' Pa-
tienten mit NY-ESO-1 exprimierenden multiplen Myelomen (119), Synovialsarkomen oder Me-
lanomen (120) klinische Ansprechraten in bis zu 50% der Fille. Allerdings zeigte die Behand-
lung eines Grofteils der Patienten keine messbaren Effekte. Ursachen dafiir konnen unter anderem
[HLA}F bzw. Antigen-Verlust, die immunsuppressive Wirkung von MDSCs der Tumorumgebung
oder eine unzureichende Affinitét des sein. Diesbeziiglich stellt der TCR des RG39 T-Zell
Klons ein sehr vielversprechendes Instrument dar, da eine suffiziente Aktivierung sogar durch
9-10~ 19’”7"1 Epitopkonzentration erreicht werden konnte (4) und eine in vivo Charakterisierung an-
gestrebt ist. Dennoch stellt die Basis einer effizienten Erkennung und Abstoung von Tumorzellen

durch NY-ESO-1157_165 spezifische [CDB" T-Zellen eine genaue Kenntnis der Anforderungen an
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die Antigenprozessierungsmachinerie des immunogenen Tumorantigens dar. Im Falle von [HLA}
A2" Patienten mit[NY-ESO-II" multiplem Myelom, die mittels einer adoptiven Zell-Therapie mit
INY-ESO-TJ;57_165 spezifischen CD8" T-Zellen behandelt werden, ist es essentiell zu wissen, dass
die Klasse I Prasentation des Epitops proteasomaler Aktivitit unterliegt, da Proteasominhibi-
toren wie Bortezomib und Carfilzomib eine wichtige Therapiesédule im fortgeschrittenem Stadium
bilden.

Ein alternativer Ansatz ist die Stimulation einer adaptiven Immunantwort mit Aktivierung Antigen-
spezifischer [CDR' T-Zellen durch Vakzinierung mit Tumorantigen-kodierender mRNA-transfi-
zierten Eine Studie aus 2008 (150) konnte zeigen, dass die Transfektion von
kodierender mRNA zu einer stiirkeren [CDR™' T-Zell-Antwort fiihrte als MART-1+kodierende mR-
NA allein. Erkenntnisse iiber den Einfluss einer bestimmten Form der Ubiqutinierung auf die An-
tigenprésentation Klasse I restringierter Epitope bieten die Moglichkeit, neue therapeutische
Ansatzpunkte zu identifizieren, in dem [E3-Ligasen| die spezifische Polyubiquitinierungsarten ver-
mitteln, in ihrer Aktivitdt gefordert oder gehemmt werden. Dariiber hinaus konnten zukiinftige
Studien dieser Art mit als Zielantigen das Priming langlebiger[CDR' T-Effektorzellen
durch Inhibition der Aktivitdt von LMPR eventuell verbessern.

Obwohl die vorliegende Arbeit einen groBen Teil des Prozessierungsweges des[NY-ESO-1li57_ 165
Epitops in cellulo entschliisseln konnte, bedarf es der Bestidtigung und Vertiefung der Ergebnis-
se in unterschiedlichen Zelllinien, Organismen und experimentellen Designs, um die gewonnenen

Erkenntnisse zur Konzipierung einer effizienten Anti-Tumor-Therapie in der Klinik anzuwenden.
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