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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Klinische Manifestationen der Atherosklerose (z.B. Myokardinfarkt, Schlaganfall) stellen
weltweit die hdufigste Todesursache dar. Die Atherosklerose ist eine chronisch entziindliche
Erkrankung der arteriellen GefdBe an deren Pathogenese u.a. eine Akkumulation von
Makrophagen in der GefdBwand und eine Dysregulation des Ubiquitin-Proteasom-Systems mit
gestorter Proteinhomdostase beteiligt sind. Makrophagen exprimieren als Proteasom-Subtyp
hauptsidchlich Immunoproteasom mit der katalytischen LMP7-Untereinheit. Der LMP7-
Untereinheit werden eine besondere Rolle bei der Elimination beschiddigter Proteine unter
oxidativem Stress, sowie ein Einfluss auf inflammatorische Prozesse zugeordnet. Die
vorliegende Arbeit untersucht daher die Auswirkungen einer LMP7-Defizienz in murinen

Makrophagen auf Atherosklerose-assoziierte Prozesse.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass eine LMP7-Defizienz keinen relevanten Einfluss auf
die Reifung und Polarisation von Makrophagen hat. Eine vermehrte Akkumulation von poly-
ubiquitinierten Proteinen oder ein vermindertes Zelliiberleben unter oxidativem oder
inflammatorischen Stress konnte in den LMP7-defizienten Makrophagen nicht nachgewiesen
werden. Zudem konnte gezeigt werden, dass die Zusammensetzung des 26S Proteasoms in
Makrophagen verdndert ist. In der Messung der proteolytischen Aktivitit der LMP7-defizienten
Makrophagen konnten, hinsichtlich der Chymotrypsin-dhnlichen, Trypsin-&hnlichen, und
Caspase-dhnlichen-Aktivitdt, keine Unterschiede zu LMP7-suffizienten Makrophagen

festgestellt werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass eine Defizienz der LMP7-Untereinheit
keine nachteiligen Auswirkungen auf relevante, mit der Pathogenese der Atherosklerose
assoziierten, Funktionen von Makrophagen hat. Durch den Einbau der B5-Untereinheit in
konstitutives Proteasom und Intermedidrproteasom, bleibt die proteolytische Aktivitdt der
LMP7-defizienten Makrophagen erhalten. Eine von vorausgehenden Studien postulierte
Schliisselrolle der LMP7-Untereinheit fiir die Proteinhomdostase unter oxidativem Stress

konnte im Modell der genetischen LMP7-Defizienz fiir Makrophagen nicht bestitigt werden.
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Abstract

Abstract

Clinical manifestations of atherosclerosis (i.e. myocardial infarction or stroke) are the most
common cause of death worldwide. Atherosclerosis represents a chronic inflammatory disease
of the arterial wall. Its pathogenesis comprises an accumulation of macrophages in the arterial
wall and an impairment of the UPS. Macrophages mainly express immunoproteasome, a
subtype with LMP7 as a catalytic subunit. The LMP7 subunit is involved in the regulation of
inflammatory processes, however, the exact role of the LMP7 subunit is still under
investigation. Recent studies highlighted the importance of the LMP7 subunit for protein
homeostasis under cytokine induced oxidative stress. By using a LMP7 deficient model, the
present work aimed to investigate the impact of LMP7-deficiency on atherosclerosis associated

processes in murine macrophages.

The in vitro maturation and polarization of macrophages was not affected by LMP7-deficiency.
There was no accumulation of poly-ubiquinated proteins or differences in cell viability after
hydrogen peroxide treatment and IFN-y stimulation detectable between LMP7-deficient and
LMP7-sufficient macrophages. LMP7-deficiency in macrophages led to an incorporation of the
corresponding B5 subunit into a pool of proteasomes consisting of constitutive proteasomes and
intermediate proteasomes. However, substrate turnover for chymotrypsin-like, caspase-like and
trypsin-like activity in this pool of proteasomes in LMP7-deficient macrophages was similar to

LMP7-sufficient macrophages.

In conclusion, the results show that LMP7-deficiency in macrophages has no major impact on
important atherosclerosis-related processes. In LMP7-deficient macrophages incorporation of
the corresponding 5 subunit into a pool of constitutive and intermediate proteasoms seems to
preserve proteolytic activity. Taken together, these findings do not support the hypothesis that

LMP7-deficiency alters protein homeostasis in cytokine induced oxidative stress.
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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Die Atherosklerose

1.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

Kardiovaskuldre Erkrankungen (CVD) stellen weltweit die héufigste Todesursache dar.
Insbesondere der akute Myokardinfarkt und der Schlaganfall filhren zu den meisten
Todesfillen, die durch CVD verursacht werden. Jahrlich sterben weltweit ca. 16,7 Millionen
Menschen an CVD.(1, 2) Dies entspricht etwa 30% aller Todesfélle.(3) Diese Zahl wird bis
2030 voraussichtlich auf 23,3 Millionen steigen.(4) Somit werden CVD auch weiterhin die
weltweit hédufigste Todesursache bleiben.(4) Ursdchliche Pathologie der CVD ist die
Atherosklerose. Die Atherosklerose ist ein chronisch entziindlicher Prozess der arteriellen
GefaBwand.(5) Sie verlduft zunéchst klinisch stumm und wird meist erst bei fluiddynamisch
relevanter Einengung des Gefdinnendurchmessers oder im Rahmen eines akuten
Koronarsyndroms symptomatisch. Neben nicht modifizierbaren Risikofaktoren wie z.B. Alter
und Geschlecht konnten fiir die Entwicklung der Atherosklerose folgende modifizierbare
Risikofaktoren nachgewiesen werden: Arterielle Hypertonie, Nikotinabusus, ein erhohter Low-
Density-Lipoprotein (LDL) / High-Density-Lipoprotein (HDL) Quotient, Ubergewicht,
Diabetes Mellitus und Bewegungsmangel.(6) Haufig treten diese modifizierbaren

Risikofaktoren in Kombination auf, wie z.B. beim metabolischen Syndrom.

1.1.2 Die Pathogenese der Atherosklerose

Bereits kurz nach der Einfiihrung des Begriffes ,,Arteriosclerosis® durch Jean Lobstein 1829
wurden Theorien {iber die zugrunde liegenden Pathophysiologien aufgestellt. So postulierte
Rudolf Virchow bereits Mitte des 19. Jahrhunderts, dass die Atherosklerose eine primér
inflammatorische Erkrankung der groen und mittleren Arterien sei. Allerdings hielt sich bis
Ende des 20. Jahrhunderts das Dogma einer passiven Akkumulierung von Lipiden in der
GefaBwand.(7) Dies dnderte sich ab 1977 als Ross et al. die ,,response to injury*“-Hypothese
beschrieben (5, 8, 9), bei der davon ausgegangen wird, dass die Atherosklerose durch eine
Verletzung des vaskuldren Endothels hervorgerufen wird. Mit der, aus der Verletzung
resultierenden, endothelialen Dysfunktion geht ein Barriereverlust einher. Dadurch kdnnen im
Blut zirkulierende Lipoproteine die Intima (Innenschicht der Gefiwand) infiltrieren.
Préadilektionsstellen hierfiir sind insbesondere Aufzweigungen von Arterien, an denen sowohl
der laminare Blutfluss als auch die Durchgingigkeit der elastinhaltigen hydrophoben Lamina
Interna gestort ist. Dies fiithrt zu einer vermehrten Retention von LDL-Partikeln in der Intima

durch die hier freiliegenden Proteoglykane und Kollagene.(10) Die verminderte Produktion von
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Einleitung

Stickstoffmonoxid (NO) durch das dysfunktionale Endothel resultiert in der vermehrten
Bildung von Sauerstoffradikalen auf der subendothelialen Seite, da NO als Radikalfidnger
wirkt.(11) Die reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) reagieren mit dem subendothelial retinierten
LDL und oxidieren es. Oxidiertes LDL bewirkt als inflammatorischer Stimulus u.a. eine
Expression von Leukozytenadhédsions- und -migrationsproteinen durch Endothelzellen (wie
z.B. E-Selectin, Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1), Intercellular Adhesion
Molecule-1 (ICAM-1) und Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1)). Dadurch kommt es
zur vermehrten Infiltration von im Blut zirkulierenden Immunzellen, insbesondere von
Monozyten und T-Lymphozyten. Die eingewanderten Monozyten differenzieren sich aufgrund
inflammatorischer Stimuli und des von Endothelzellen produzierten Macrophage Colony
Stimulating Factor (M-CSF) zu Makrophagen.(12) Dieser Prozess wird durch die zusétzliche
Produktion von M-CSF von bereits ausdifferenzierten Makrophagen amplifiziert. Die
Makrophagen phagozytieren iliber Scavenger-Rezeptoren das oxidierte LDL. Durch die
Akkumulation von phagozytierten LDL-Partikeln werden die Makrophagen zu Schaumzellen.
Dieses frithe Plaquestadium wird als ,,Fatty Streak* bezeichnet.(12) Gehen die Schaumzellen
sowie andere Zellen aufgrund iibermifBiger Cholesterinaufnahme in Apoptose, bleiben
Zelliiberreste und Cholesterinkristalle zurlick. Dadurch kann ein sogenannter nekrotischer Kern
entstehen.(13) Parallel wandern Vascular Smooth Muscle Cells (VSMC) aus der Tunica Media
in die Intima ein. Diese glatten Muskelzellen umschlieBen den nekrotischen Kern und
produzieren extrazelluldre Matrixmolekiile in der Intima, vor allem Kollagen, Fibrinogen und
Elastin. Diese Ummantelung des nekrotischen Kerns aus glatten Muskelzellen und
Extrazellularmatrix wird als fibrose Kappe bezeichnet.(13) Durch von Makrophagen
sezernierte Matrix-Metalloproteasen und der Apoptose von glatten Muskelzellen im
inflammatorischen Milieu der Intima kann es im Verlauf der Atherosklerose zu einer
Ausdiinnung der fibrosen Kappe und somit zu instabilen Plaques kommen. (13) Rupturieren
diese instabilen Plaques kommt es zu einem direkten Kontakt der Intima mit dem GefaB3lumen.
Der Kontakt von Thrombozyten mit dem freiliegenden Kollagen aktiviert die
Gerinnungskaskade, sodass ein Thrombus an der GefdBwand entsteht. Der entstehende
Thrombus fiihrt zum Verschluss einer Arterie mit daraus resultierender Minderperfusion und

Ischamie im Versorgungsgebiet peripher gelegener Stromgebiete.(5, 14)

1.1.3 Makrophagenheterogenitit in der Atherosklerose

Makrophagen spielen eine Schliisselrolle in der Pathogenese der Atherosklerose.(15) Man
unterscheidet bei den Makrophagen verschiedene Subpopulationen.(16) Klassisch aktivierte
M1-Makrophagen und alternativ aktivierte M2-Makrophagen.(17) Die als inflammatorisch

.
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angesehenen MI1-Makrophagen werden z.B. durch Interferon-y (IFN-y) aktiviert, ein
inflammatorisches Zytokin, das in vivo von Thl-Zellen und natiirlichen Killerzellen (NK)
sezerniert wird. Dariiber hinaus erfolgt die Differenzierung zu M1-Makrophagen durch andere
inflammatorische Zytokine wie TNF-a, die Aktivierung von Toll-like-Rezeptoren durch
Lipopolysaccharid (LPS) oder oxidiertes LDL.(12) Aktivierte M1-Makrophagen sezernieren
inflammatorische Zytokine wie z.B. Interleukin-1 und TNF-q, produzieren vermehrt ROS und
besitzen eine erhohte Phagozytosekapazitit.(18) Im Gegensatz dazu unterscheidet man die
alternativ aktivierten Makrophagen (M2-Makrophagen). M2-Makrophagen werden durch anti-
inflammatorische Zytokine, wie z.B. Interleukin-4 (IL-4) aus Th2-Zellen aktiviert und
sezernieren daraufhin Faktoren, die zur Bildung von Extrazelluldrmatrix anregen. M2-
Makrophagen fordern dadurch die Wundheilung. M2-Makrophagen reagieren auf die
Ausschiittung von inflammatorischen Zytokinen wie z.B. LPS und Interleukin-1, indem sie
grofle Mengen an Interleukin-10 sezernieren, ein hochpotentes anti-inflammatorisches Zytokin,

das iiberschieBende Immunreaktionen verhindern kann.(19)

In vivo ist die Polarisation zu verschiedenen Makrophagensubtypen vom Zytokinmilieu der
unmittelbaren Umgebung abhingig.(20) In atherosklerotischen Plaques herrscht ein sich
stindig dnderndes und sehr heterogenes Milieu an Wachstumstaktoren, Zytokinen, Lipiden und
anderen Faktoren, die einen Einfluss auf die Differenzierung von Makrophagen haben kénnen.
Man findet sowohl MI- als auch M2-Subpopulationen in humanen und murinen
atherosklerotischen Plaques.(20) Es konnte gezeigt werden, dass wihrend der Atherogenese
der Gehalt sowohl an M1- als auch an M2-Makrophagen in den Plaques zunimmt. Innerhalb
der Plaques zeigt sich jedoch eine unterschiedliche Verteilung der Subpopulationen. In den
instabilen Plaquebereichen, vor allem an den Schulterregionen von Plaques, lassen sich
vermehrt M1-Makrophagen nachweisen. M2-Makrophagen finden sich hingegen vermehrt in
der Adventitia.(21)

1.2 Das Ubiquitin-Proteasom-System

Der intrazelluldre, selektive Abbau von Proteinen bei Eukaryoten erfolgt durch das Ubiquitin-
Proteasom-System (UPS). Dieses System ist von zentraler Bedeutung fiir die
Proteinhomdostase jeder einzelnen Zelle. So werden nicht nur defekte oder fehlgefaltete
Proteine abgebaut, sondern iiber den Abbau von Transkriptionsfaktoren, Zyklinen und
Membranrezeptoren viele wichtige Prozesse in der Zelle beeinflusst.(22) Das UPS besteht aus
zwel Komponenten: Zundchst wird in der Ubiquitinierungskaskade das Protein durch die

Bindung von Ubiquitin fiir den Abbau markiert. Der Abbau des Proteins findet nachfolgend im

_3-
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Proteasom statt. Das Proteasom kommt in allen eukaryotischen Zellen im Zytosol, Zellkern,
sowie am endoplasmatischen Retikulum vor und macht etwa 1% des Gesamtzellproteins aus,
wobei die Konzentration je nach Zelltyp variiert. Es spaltet die Proteine in kurze Peptide, die

dann von zytoplasmatischen Exopeptidasen hydrolysiert werden.(23)

1.2.1 Die Ubiquitinierung

Die Markierung der Proteine fiir den proteasomalen Abbau erfolgt durch die kovalente Bindung
des Proteins an Ubiquitin (Ub), ein 7,5kD grof3es Molekiil bestehend aus 76 Aminoséduren (AS).
Die Ubiquitinierungskaskade ist ATP-abhéngig und beinhaltet drei Enzyme (E1-E3). Sie fiihrt
zur Bindung einer Polyubiquitinkette (poly-Ub) an das Protein.(24) Im ersten Schritt der
Kaskade wird ein Glycinrest am C-terminalen Ende des Ub durch das Ubiquitin Activating
Enzyme (El) unter ATP-Verbrauch aktiviert und iiber eine Thiol-Ester-Bindung an ein
Cystinrest des E1 gebunden. Im néchsten Schritt wird das Ub auf eines von mehreren Ub-
Triger-Proteinen (Ubiquitin Conjugating Enzyme, E2) iibertragen. Uber das E2 wird das Ub
auf das Substrat, an dem ein spezifische Ubiquitin-Protein-Ligase (E3) gebunden ist,
transferiert. Die E3 katalysiert den letzten Schritt: Die kovalente Bindung des Ub an einen
Lysinrest des Substrats.(22, 25) Die Anheftung weiterer Ub-Molekiile zur Bildung von
Polyubiquitinketten erfolgt nach demselben Prinzip.(26) Die folgende schematische Zeichnung

veranschaulicht die Ubiquitinierungskaskade:

B
@D+ AP AMP + PP,
o
» |

Ubiquitin

-~

Protein

Peptidfragmente

Abb.1: Schematische Ubersicht iiber die Ubiquitinierungskaskade. (modifiziert nach Wilck et al. (27)) ADP —
Adenosin Diphosphat; ATP — Adenosin Triphosphat; AMP — Adenosin Monophosphat; PP — Phosphat; E1 —
Ubiquitin Activating Enzyme; E2 — Ubiquitin Conjugating Enzyme; E3 — Ubiquitin Protein Ligase
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1.2.2 Das Proteasom

Die Hydrolyse der Proteine erfolgt in einem 10x15 nm grolen Proteasomkomplex, bestehend
aus einem tonnenformigen 20S Kern (Core Particle) und einer bzw. zwei verschiedenen
regulatorischen Einheiten (19S Regulatory Particle), die wie ein bzw. zwei Deckel den 20S
Kernkomplex umschlieen. In der Gesamtheit werden 19S Partikel und 20S Kern als 26S
Proteasom bezeichnet. (siche Abb. 2)

Der 20S Kernkomplex setzt sich aus vier aufeinanderliegenden Ringen zusammen. Von diesen
vier Ringen sind die jeweils aulenliegenden identisch und bestehen aus je sieben verschiedenen
a-Untereinheiten (a1-a7). Sie stellen die Eintrittspforte fiir die Proteine bzw. die Austrittspforte
fiir die gespaltenen Peptide dar. Liegt das Proteasom als freier 20S Kernkomplex vor, sind die
a-Ringe verschlossen, um einen unkontrollierten Proteinabbau zu verhindern. Die inneren zwei
Ringe sind ebenfalls identisch und bestehen aus je sieben verschiedenen B-Untereinheiten (f1-
B7). In den B-Ringen befinden sich je drei katalytische Untereinheiten 1, B2, B5, an deren
Innenseite die Hydrolyse der Proteinbindungen erfolgt. Die drei katalytischen Untereinheiten
unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Aktivitdt: Bl besitzt eine Caspase-dhnliche Aktivitit
(schneidet nach sauren Aminoséuren), B2 eine Trypsin-dhnliche Aktivitdt (schneidet nach
basischen Aminosduren), 5 eine Chymotrypsin-dhnliche Aktivitdt (schneidet nach

hydrophoben Aminoséuren). (28)

Um die a-Ringe des 20S Kernkomplexes zu 6ffnen werden die regulatorischen 19S Partikel
(auch als PA700 bezeichnet) bendtigt. Die regulatorischen 19S Partikel setzen sich aus zwei
Teilen zusammen: Einer Klappe (lid) und einer Basis (base). Die Klappe dient vor allem der
Deubiquitinylierung der gebundenen Substrate und dem Recycling des Ubiquitins. Die Basis
bindet iiber Ubiquitinrezeptoren das abzubauende Protein und entfaltet es. Gleichzeitig wird
ATP-abhingig der dulere a-Ring des 20S Kernkomplexes gedftnet, so dass das abzubauende
Protein zu den katalytischen B-Untereinheiten gelangt. (29)

Die nachfolgende Zeichnung veranschaulicht den Aufbau eines 26S Proteasoms:
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Proteasom

Abb. 2: Schematische Zeichnung eines 26S Proteasoms. Modifiziert nach Wilck et al. (27)
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1.2.3 Die Proteasomenheterogenitit und das Immunoproteasom

Der oben beschriebene Aufbau des Proteasoms wird als konstitutives Proteasom oder
Standardproteasom bezeichnet. Neben dem konstitutiven Proteasom gibt es noch weitere
Proteasom-Subtypen, die sich strukturell in der Zusammensetzung ihrer katalytischen [-
Untereinheiten und in ihrer Funktion unterscheiden: das Immunoproteasom, das

Thymoproteasom und das Spermatoproteasom.(30)

Das Immunoproteasom (IP) ist der vorrangig exprimierte Proteasom-Subtyp in Immunzellen,
insbesondere in antigenprisentierenden Zellen.(31) In nicht-immunologischen Zellen kann das
IP durch inflammatorische Zytokine wie IFN-y, TNF-a oder LPS induziert werden und wird
dann anstatt des konstitutiven Proteasom per De-Novo-Synthese gebildet. Die beiden B-Ringe
des 20S Komplexes enthalten die drei katalytischen Untereinheiten LMP2 (B1i), MECL-1 (B21),
und LMP7 (B51) anstelle von B1, B2 und B5. Das katalytische Zentrum der LMP2-Untereinheit
besitzt im Gegensatz zu Pl eine Chymotrypsin-dhnliche Aktivitdt und schneidet nach
hydrophoben AS.(30) Dies ist wichtig fiir die verbesserte Produktion von passenden Epitopen
fiir die Histocampability Complex Class I Molekiile (MHC-I). Diese Epitope werden an den
MHC-I Molekiilen an der Zelloberfldche aller Zellen den zytotoxischen T-Zellen présentiert
und spielen eine wichtige Rolle bei der zelluldren Immunantwort. Das aktive Zentrum der
MECL-1 Untereinheit unterscheidet sich im Gegensatz dazu kaum von dem der P2-

Untereinheit, sodass dessen genaue Funktion noch relativ unklar ist.(30)

Per Rontgen-Kristallstrukturanalyse konnte gezeigt werden, dass das aktive Zentrum der
LMP7-Untereinheit verschiedene strukturelle Unterschiede zur B5-Untereinheit aufweist,
welche die hydrolytischen Eigenschaften beeinflussen.(32) Diese strukturellen Verdnderungen
fiihren zu der optimierten Produktion von Epitopen fiir die MHC-I durch das IP.(32-34) Die
LMP7-Untereinheit scheint dadurch eine Rolle in der Epitop-Produktion bei
Viruserkrankungen zu spielen. Eine LMP7-Defizienz fiihrte in Médusen bei Infektion mit dem
Coxsackie-B3-Virus zu  einer  stirkeren = Herzmuskelschddigung als in  der
Wildtypvergleichsgruppe.(35) Zudem konnte gezeigt werden, dass es bei einer genetischen
Defizienz aller drei immunoproteasomalen Untereinheiten in Mé&usen zu einer erheblich
geringeren Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen nach einer Infektion mit dem

Lymphozytdren-Choriomeningitis-Virus (LCMV) kommt.(36)

Als weitere Funktion des IP, insbesondere der LMP7-Untereinheit, wird die Erhaltung der
Proteinhomoostase der Zelle unter oxidativem Stress diskutiert. Oxidativer Stress fihrt in

Zellen vermehrt zu fehlgefalteten oder durch Oxidation beschéddigten Proteinen, welche in
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Aggregaten, sogenannten Aggresome-like induced structures (ALIS), akkumulieren.(35, 37)
Eine iibermdBige Anhdufung solcher ALIS fiihrt zur Apoptose. Da das IP in nicht-leukozytiren
Zellen durch Zytokine wie IFN-y oder TNF-oa induziert wird, welche gleichzeitig mit
oxidativem Stress einhergehen, wurde angenommen, dass das IP dem konstitutiven Proteasom
im Abbau der defekten Proteine iiberlegen sei. Grundlage dieser Hypothese war eine Studie
von Seiffert et al..(38) Es konnte gezeigt werden, dass es in LMP7-defizienten Fibroblasten
unter IFN-y Stimulation zu einer Akkumulation von poly-ubiquitinierten Proteinen und ALIS,
sowie zu einer vermehrten Apoptose kam, welche in LMP7-suffizienten Fibroblasten nicht
beobachtet werden konnte.(38) Eine nachfolgende Studie aus zwei unabhingigen Laboren
konnte diese Ergebnisse allerdings nicht bestitigen, sodass die Rolle der LMP7-Untereinheit
und des IP bei der Protektion der Zelle gegeniiber oxidativem Stress weiterhin Gegenstand

kontroverser Diskussionen bleibt.(39, 40)

Die LMP7-Untereinheit scheint zudem an der T-Zelldifferenzierung beteiligt zu sein. In
Maiusen mit LMP7-Defizienz oder selektiver medikamentdser LMP7-Inhibition wird die
Differenzierung naiver CD4-Zellen zu inflammatorischen Thl- und Th17-Zellen supprimiert
und die Differenzierung zu anti-inflammatorischen, regulatorischen T-Zellen erhdht.(41) Diese
Ergebnisse gehen einher mit Befunden von Arbeiten, die darauf hinweisen, dass die LMP7-
Untereinheit eine zentrale Rolle bei Autoimmunerkrankungen einnimmt. Durch eine selektive
medikamentdse Inhibition der LMP7-Untereinheit konnte eine Verbesserung von klinischen
Symptomen in murinen Modellen von Autoimmunerkrankungen, wie z.B. rheumatoider
Arthritis, Systemischer Lupus Erythematodes und Hashimoto Thyreoditis, erzielt werden.(42)
In der experimentellen Autoimmunenzephalitis, einem murinen Modell der Multiplen Sklerose,
kam es zu einer Verbesserung der klinischen Scores unter Therapie mit einem spezifischen
LMP7-Inhibitor. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die LMP7-Untereinheit

inflammatorische Immunantworten verstarkt.(43)

1.2.4 Das Ubiquitin-Proteasom-System in der Atherosklerose

Viele Mechanismen in der Pathogenese der Atherosklerose, wie z.B. Inflammation, Apoptose,
Cholesterinstoffwechsel oder Umgang mit oxidativem Stress, werden direkt oder indirekt vom
UPS reguliert.(27) Es wird diskutiert, ob neben der inflammatorischen Komponente zudem die
Beeintrachtigung der Proteinqualitdtskontrolle ein Rolle in der Pathogenese der Atherosklerose
spielt und somit die Atherosklerose Merkmale einer ,,Protein Quality Disease* aufweist.(44)
Argumente fiir diese These geben histologische Untersuchungen von humanen

Thrombendarteriektomie-Préparaten aus der Arteria Carotis, in denen in liber 50% der Félle
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histologisch Amyloidablagerungen in den atherosklerotischen Plaques nachgewiesen werden
konnten.(45) Zudem konnte in Autopsie-basierten Studien gezeigt werden, dass instabile
Plaques aus Infarktgebieten mehr ubiquitinierte Proteine enthielten als Plaques aus infarktfreien
Gebieten, vor allem im Bereich des nekrotischen Kerns und der fibrésen Kappe. Dies fiihrt zur
Annahme, dass die Dysregulation des UPS in der spédten Phase der Atherosklerose zu einer

Destabilisierung und Ruptur von Plaques beitragt.(46)

Dariiber hinaus ist das UPS in die Signalwege potenziell atherogener Zytokine regulatorisch
involviert.(47) Die Signalwege von z.B. V-CAM, [-CAM und MCP-I sind tiber Ubiquitinierung
ihrer Transkriptionsfaktoren der NF-kB Familie direkt vom UPS abhéngig.(47, 48) Ferner sind
die zelluldren anti-oxidativen Abwehrsysteme, wie z.B. die Superoxid-Dismutase 1(SODI)
zum Schutz gegen ROS iiber das UPS reguliert.(49) Zudem konnte in Makrophagen unter
Proteasominhibition mit Bortezomib eine Hochregulation von Transportproteinen
nachgewiesen werden, welche eine wichtige Rolle beim Cholesterin-Efflux aus der Zelle, der

Formation von HDL und somit dem protektiven reversen Cholesterintransport spielen.(50)

In in vivo Versuchen wurde untersucht, welchen Effekt eine medikament6se Inhibition bzw.
genetische Ausschaltung des UPS auf die Atherosklerose hat.(51) In einer Studie mit
Apolipoprotein E (ApoE)-defizienten Méusen, die eine Hochfettdidt erhielten, untersuchten van
Herck et al. den Einfluss von Bortezomib auf die frilhe und fortgeschrittene Phase der
Atherosklerose. Unter Proteasominhibition dnderte sich die Grofle der atherosklerotischen
Plaques nicht, jedoch war im fortgeschrittenen Stadium der Atherosklerose der nekrotische
Kern in den Plaques groBer und instabiler.(52) Konkordant zu diesen Beobachtungen konnten
Wilck et al. in der spdten Phase der Atherosklerose bei LDLR-defizienten Miusen ebenfalls

eine vermehrte Plaqueinstabilitidt unter Proteasominhibition mit Bortezomib zeigen.(53)

Fiir die Friihphase der Atherosklerose konnten Wilck et al. einen positiven Effekt der

Proteasomeninhibition mit Bortezomib zeigen.(54)

Ein Erklarungsansatz fiir die Diskrepanz in den Ergebnissen der o.g. Studien konnten
unterschiedliche Funktionen des UPS in den verschiedenen Phasen (friih versus fortgeschritten)
der Atherosklerose darstellen. In der frithen Phase fiihrt eine Inhibition des UPS zu einem anti-
inflammatorischen Effekt durch eine verminderte Freisetzung atherogener Zytokine wie z.B.
MCP-1 und IL-6. In den fortgeschrittenen Plaques hingegen verstirkt eine medikamentdse

Proteasominhibition eine bestehende Dysregulation des UPS und fiihrt durch eingeschrinkte
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Elimination von geschadigten Proteinen zu einer Destabilisierung der Plaques. Es wurde eine

duale Rolle des UPS in der Atherosklerose postuliert.(27)

1.3 Herleitung der Fragestellung

Wie oben erwidhnt, konnte in Studien gezeigt werden, dass die spezifische medikamentose
Inhibition oder die Defizienz der LMP7-Untereinheit einen giinstigen Einfluss auf entziindliche
Erkrankungen nehmen kann. Der derzeitige Stand der Literatur deutet darauf hin, dass die
LMP7-Untereinheit an der Induktion und am Erhalt inflammatorischer Prozesse beteiligt
ist.(42) Da die Atherosklerose eine chronisch inflammatorische Erkrankung ist, kann

angenommen werden, dass sich eine LMP7-Defizienz protektiv auswirken konnte.

Es wird diskutiert, dass eine LMP7-Defizienz bei Zytokin-induziertem Stress, der im Milieu
des atherosklerotischen Plaque angenommen werden kann, zu einer vermehrten Akkumulation
defekter Proteine sowie zu einer erhohten Apoptose-Neigung fiihrt.(38) Jedoch wurde dies
bisher nur an Fibroblasten untersucht, in denen das Immunoproteasom erst per De-Novo-
Synthese nach entsprechenden Stimuli gebildet werden muss. Makrophagen oder andere
Immunzellen mit konstitutiv hohem Gehalt an IP wurden bisher nicht untersucht. Unter der
Annahme, dass die Dysregulation des UPS an der Pathogenese der Atherosklerose beteiligt ist,

hitte eine LMP7-Defizienz in Makrophagen einen atherogenen Einfluss.

Um den Einfluss der LMP7-Untereinheit auf die Atherosklerose untersuchen zu koénnen, wurde
mittels einer LDLR-defizienten (LDLR”) Maus (einem etabliertem Atherosklerose-
Mausmodell, in dem die Miuse nach Fiitterung einer fetthaltigen Didt atherosklerotische
Plaques entwickeln) und einer LMP7-defizienten (LMP77") Maus ein LMP7-defizientes
Atherosklerose-Mausmodell (LDLR”"LMP77") generiert.

In einem dieser Dissertation begleitenden Projekt wurden LDLR”"LMP7"~ M#use (und LMP7-
suffiziente LDLR” Miuse als Kontrollen) mit einer Hochfett-Diit iiber 6 bzw. 24 Wochen
gefiittert, um frithe und fortgeschrittene Stadien der Atherosklerose hervorzurufen. Nach den
jeweiligen Zeitpunkten wurde die PlaquegrdBe und —komposition zwischen den LDLR”"LMP7-
/~Miusen und LDLR”- M#usen verglichen.

Die vorliegende Arbeit ist Teil dieses Projektes und untersucht den Einfluss der LMP7-
Defizienz auf Atherosklerose-relevante Faktoren auf zellulidrer Ebene. Ziel dieser Dissertation

ist daher die Charakterisierung der Auswirkungen der LMP7-Defizienz auf Makrophagen.
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Im Rahmen dieser Dissertation sollen dabei folgende Fragen beantwortet werden:

Welchen Einfluss hat die Defizienz der LMP7-Untereinheit auf:

e die Reifung und Polarisation der Makrophagen?

e den Umgang der Makrophagen mit oxidativem Stress und anderen Atherosklerose-
relevanten Stimuli?

e die Zusammensetzung des 26S Proteasoms und die proteolytische Aktivitit des UPS in

den Makrophagen?
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2 Material und Methoden

2.1 Gerite und Reagenzien

2.1.1 Gerite

Tabelle 1: Gerite

Geriite

Material und Methoden

Hersteller

Sicherheitswerkbank Tecnoflow
Inkubationsschrank Function line
Zentrifuge Megafuge 3.0R
Lichtmikroskop DMIL
Wasserbad SW-20c
Kiihlzentrifugen

Vortexer

Durchflusszytometer CyAn ADP
Heizblock

PCR Cycler

RTq-PCR Cycler

Blotter Multiphor I1

Netzgerat

Chemilumineszenz-System Fusion Solo

Fluoreszenzreader Spectramax GeminiEM

Integra Biosciences
Heraeus Instruments
Thermo Scientific

Leica

Julabo

Eppendorf 5415R
Vortexmixer neoLab
DAKO Cytomation
Biometra

Applied Biosystems 7300
Eppendorf Thermocycler Gradient
Pharmacia

Biometra

Vilbert

Molecular Devices
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2.1.2 Allgemeine Materialien

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Material und Methoden

Materialen Hersteller
96-Well Platte (schwarz) Greiner
Bakterienschalen (10 cm) Greiner
Chromatografiepapier GE Healthcare
Eppendorfgefilie Eppendorf

Fertiggele NuPAGE 3-8%
Flowcytometerrohrchen
Pipettenspitzen (10 pl, 200 pl, 1000 pl)
PVDF Membran

Spritze Microlance 3 (23 G; steril)

Sterile Einmalpipetten

(1 ml, 5ml, 10 ml, 25 ml)

Sterile Vacuumfilter (500 ml)

Zellfilter (40 pm)

Zellkulturflaschen (T75)

Zellkulturplatten (6-, 24-, 96-Well)
Zentrifugalfilterréhrchen Microcon 100 kD
Zentrifugenréhrchen (50 ml; 15 ml)

Zellschaber

Gibco Life Technologies
Falcon

Sarstedt

Millipore

BD Biosciences

Falcon

Nalge Nunc International
BD Biosciences

Falcon

Falcon

Multipore

BD Biosciences

Sarstedt
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2.1.3 Reagenzien

Tabelle 3: Reagenzien

Material und Methoden

Reagenzien Hersteller
Ammoniumpersulfat Sigma
-Mercaptoethanol Sigma
Ethanol J.T. Baker
Dithiothreitol (DTT) Sigma
Fetales Kdlberserum (FCS) Biochrom AG
Fluorogenes Proteasomsubstrat Suc-LLVY-MCA Bachem
Isofluran Forene Abbott AG
Steriles PBS (ohne Mg?", Ca*") PAA Laboratories
Penicillin/Streptomycin (P/S) Biochrom AG
TEMED Sigma
Amido Black Staining Solution Sigma

2.14 Zellkulturmedium

Tabelle 4: Zusammensetzung Zellkulturmedium
Medium Zusitze Hersteller
RPMI Medium /640 FCS (10%; 7,5%; 1%) Gibco Life Technologies

(+L-Glutamin) P/S (1%)
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2.1.5 Puffer

Tabelle 5: Puffer

Puffer

Material und Methoden

Zusitze

Western Blot

5x SDS Probenpufter

Anodenpuffer I

Anodenpuffer I1

Kathodenpuffer

Waschpuffer

Amidoblack-Entfarbungspuffer

1,5M Tris HCL pH 6,8
20% SDS
B-Mercaptoethanol

1% Bromphenolblau
30% Glycerol

36,3 g Tris

200 ml Methanol

ad 1 1 H20 gest

3,03 g Tris

200 ml Methanol

ad 1 1 H2O dest

5,2 g Aminohexansédure
0,1 g SDS

200 ml Methanol

ad 1 1 H2O dest
Rotiblock

PBS

125 ml Isopropanol
50 ml Essigsdure

Ad 500 ml HZO dest
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Material und Methoden

Puffer Zusatze
Stripping Puffer 100 mM B-Mercaptoethanol
2% SDS
62,5 mM Tris pH 6,7
TBE Puffer 900 mM Tris
900 mM Borat
25 mM EDTA
Entwicklungspuffer Natives Gel 25 ul DTT

2x268S Puffer

100 pl SLLVY mM

50 ul ATP 100 mM

450 mM Tris-HCI pH 7,8 (37°C) 8,2 (RT)
90 mM KCl

15 mM MgAc x 4 H,O

15 mM MgCl; x 6 H.O
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2.1.6 Kits

Tabelle 6: Kits

Material und Methoden

Kit Reagenzien Hersteller
BCA Proteinvermessungskit Pierce AG
RNAeasy Kit Quiagen

Reverse Transkriptase Kit DNAse (2 U/ul) Invitrogen

Hexamere (0,5 pg/ul)
5x-PCR Puffer

DTT (0,1 M)

RNAse Inhibitor (40 U/ul)
dNTP (10 mM)

MMLYV (200 U/ul)

2.1.7 Zytokine

Tabelle 7: Zytokine

Zytokin Hersteller
Interferon y Biomol
IL-4 PromoKine
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2.1.8 Antikorper

2.1.8.1 Durchflusszytometrie

Tabelle 8: Antikorper Durchflusszytometrie

Material und Methoden

Zielantigen Farbstoff Hersteller
CD 45 APC BioLegend
CD 115 PE BioLegend
CD 11b V450 BD Horizon
Gr-1 PB BioLegend
F4/80 PE Abcam
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2.1.8.2 Western Blot

Tabelle 9: Primir- und Sekundérantikérper

Material und Methoden

Priméarantikorper

Zielantigen Verdiinnung in Rotiblock Hersteller

Ubiquitin 1:1000 Dako

B5 1:1000 Abcam

B1 1:2000 Abcam

B2 1:2000 Abcam

LMP7 1:20000 AG Voigt Institut fiir
Biochemie

LMP2 1:2000 Abcam

MECL-1 1:1000 AG Dahlmann Institut fiir
Biochemie

o4 1:10000 AG Voigt Institut fiir
Biochemie

GAPDH 1:1000 Santa Cruz

Actin 1:5000 AG Voigt Institut fiir
Biochemie

Sekundirantikorper

Anti-rabbit HRP 1:5000 Santa Cruz

Anti-chicken HRP 1:5000 Santa Cruz
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Material und Methoden

2.2 Zellkultur

2.2.1 Herstellung 1.929 Medium

L929 Zellen sind adhdrent wachsende murine Fibroblasten, die den Wachstumsfaktor M-CSF
produzieren, der fiir die Differenzierung von Monozyten zu reifen Makrophagen bendotigt
wird.(55) Um M-CSF zu erhalten, wurden L929 Zellen nach folgendem Schema kultiviert und die

Medium-Uberstinde gesammelt:

Tag 0: 1,2x10° Zellen wurden in einer T-75 Zellkulturflasche mit 50 ml Medium (RPMI 1640 mit
7,5% FCS, 1% P/S) ausplattiert. Um zwei Liter L929 Medium zu gewinnen, wurden je 40 Flaschen

angesetzt.

Tag 7: Der Medium-Uberstand wurde abgenommen und mit Hilfe eines sterilen Vakuumfilters

filtriert und bei -80°C gelagert.

Die adhdrenten Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen. Es erfolgte die Zugabe von 1 ml
Trypsin und Inkubation bei 37°C iiber fiinf Minuten. Die Enzymaktivitidt des Trypsins wurde mit
3 ml Medium gestoppt und die Zellen abgenommen. Die Zellen wurden in einer Neubauer-

Zahlkammer gezdhlt und erneut wie an Tag 0 ausplattiert.

Tag 14: Der Medium-Uberstand wurde erneut abgenommen, mit einem sterilen Vakuumfilter
filtriert und bei -80°C gelagert. Fiir die Zellkultivierung der Bone Marrow Derived Macrophages
(BMDM) wurde Medium von Tag 7 und Tag 14 im Verhéltnis 1:1 verwendet: Im folgenden L929

Medium genannt.

2.2.2 Isolation der Bone Marrow Derived Macrophages (BMDM)

Zur Isolation der Bone Marrow Derived Macrophages (BMDM) wurden jeweils 2 Méuse pro
Genotyp nach einer Anésthesie mit Isofluran per Genickbruch geopfert. Die Méuse wurden mit
Ethanol eingespriiht und vertikal auf Hohe des Bauchnabels aufgeschnitten. Die Hiiftgelenke
wurden freiprépariert und der Femurkopf aus der Hiiftpfanne disloziert. Nach Entfernen von Fell
und Muskeln, wurden Knie-, sowie Sprunggelenk disloziert, sodass Femur und Tibia einzeln und
freiprépariert vorlagen. Die Knochen wurden fiir 30 Sekunden in Ethanol desinfiziert, einmal mit
sterilem PBS gewaschen und auf Eis in sterilem PBS bis zur Zellgewinnung gelagert. Alle weiteren
Schritte der Zellgewinnung wurden zur Vermeidung von Kontaminationen unter einer keimarmen
Sicherheitswerkbank mit laminarer Luftstromung durchgefiihrt. Unter der Sicherheitswerkbank
wurden die Knochen noch einmal 30 Sekunden in Ethanol desinfiziert und zweimal mit sterilem

PBS gewaschen. Zur Gewinnung des Knochenmarkes wurden die Knochen jeweils an den
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Epiphysen mit sterilem Besteck aufgeschnitten und die Diaphyse mit einer Spritze, gefiillt mit 5
ml RPMI Medium, iiber eine 23G Kaniile ausgespiilt. Die Zellsuspension wurde in 50 ml Falcon
Rohrchen gesammelt. Pro Genotyp konnten etwa 40 ml Zellsuspension gewonnen werden. Diese
wurde drei Minuten bei 1200 Umdrehungen pro Minute (U/min) zentrifugiert, der Uberstand
wurde abgesaugt und das Zellpellet in 5 ml RPMI Medium resuspendiert. Die Zellsuspension
wurde durch ein 40 um Zellsieb filtriert, welches anschlieBend mit 5 ml RPMI Medium gespiilt
wurde. Danach wurde die gefilterte Zellsuspension zentrifugiert (drei Minuten; 1200 U/min),
abgesaugt und erneut in 5 ml RPMI Medium resuspendiert. Dieser Waschschritt erfolgte zweimal.
Nun wurden 40 pl fiir die Zellzéhlung unter dem Lichtmikroskop abgenommen. Die Zellzihlung
wurde mit einer Neubauer-Zdhlkammer durchgefiihrt. Die Zellsuspension wurde anschlieSend
zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und je nach ermittelter Zellzahl mit Medium (10% FCS;
10% L.929 Medium; 1% P/S) so resuspendiert, dass sich eine Zellzahl von 5x10° Zellen pro 10 cm

Petrischale ergab.

2.2.3 Zellkultur von Bone Marrow Derived Macrophages (BMDM)

Tag 0: Die Zellen wurden mit einer Gesamtzahl von 5 x 10° Zellen in 11 ml Medium in
Petrischalen (10 cm Durchmesser) ausplattiert und bei 37°C und 5% CO; im Brutschrank
inkubiert. Da sich auf den Petrischalen aus dem Pool der Knochenmarkszellen im Wesentlichen

nur die Makrophagen anheften, dient die Adhdrenz als ein Selektionsfaktor.

Tag 4: Das Medium wurde abgesaugt und mit 11 ml frischen Medium (10% FCS; 10% L1929
Medium; 1% P/S) erneuert.

Tag 6: Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Um die Zellen
zu losen wurden diese mit einem Zellschaber vorsichtig abgeschabt. Die so entstandene
Zellsuspension wurde abpipettiert und in Falcon Réhrchen gesammelt. Die Zellsuspension wurde
zentrifugiert (drei Minuten, 1200 U/min), der Uberstand abgesaugt und anschlieBend in 5 ml
Vollmedium resuspendiert. Dann wurden 40 pl entnommen, um in einer Neubauer Zdhlkammer
die Zellen zu quantifizieren. Danach wurden die Zellen auf die gewiinschte Zellzahl gebracht und
in Bakterienschalen (10 cm) ausgesét. Alle an Tag 7 adhérenten Zellen in den Bakterienschalen

wurden als BMDM betrachtet.
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2.2.4 Makrophagenpolarisation

Die BMDM wurden an Tag 6 abgeldst und mit einer Zellzahl von je 6x10° Zellen pro well auf eine
6-well-Platte in 2 ml Vollmedium plus L.929 ausplattiert. An Tag 7 wurden die BMDM mit den
jeweiligen Zytokinen behandelt (Abb.3). Um eine Polarisation der naiven BMDM zu MI-
Makrophagen auszulosen wurden diese mit 100 U/ml IFN-y behandelt. Fiir einen Polarisation zu
M2-Makrophagen wurden 5 U/ml IL-4 verwendet. Nach 6 Stunden Zytokin-Behandlung wurde
das Medium abgenommen und bei -80°C gelagert, sowie die Zellen mit PBS gewaschen und die

Proteine und die RNA isoliert.

K [FN-y IL-4

OO0
OOC

LDLRLMP7--

Abb. 3: Versuchsaufbau zur Polarisation der BMDM. K, Kontrolle; IFN-y, Interferon gamma; IL-4, Interleukin 4

2.2.5 Untersuchungen zur Zellviabilitit

Die ausdifferenzierten BMDM wurden an Tag 6 abgeldst und mit einer Zellzahl von 5x10° auf
Petrischalen (35mm Durchmesser) in 2 ml Vollmedium (10%FCS) + L929 ausplattiert. An Tag
7 erfolgte ein Wechsel des Mediums auf serumarmes Medium (1% FCS). Dann wurde
Stickstoffperoxid (H207) in verschiedenen Konzentrationen fiir eine Stunde hinzugegeben.
Nach einer Stunde wurde das Medium abgesaugt. Es folgte ein zweimaliger Waschschritt mit
sterilem PBS. Nach erneuter Hinzugabe von 1 ml Vollmedium wurden die Zellen abgelost,
suspendiert und in einer Fuchs-Rosenthal-Zdhlkammer gezéhlt. Als vitale Zellen galten Zellen,
die makroskopisch eine intakte Membran aufwiesen. Es erfolgten pro Konzentration vier

Zdhlungen mit anschlieBender Bildung eines Mittelwertes.
2.3 Proteinspezifische Biochemische Methoden

2.3.1 Denaturierende Proteinextraktion
Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen. PBS wurde abgesaugt und je nach Zellzahl 20-

50 pl kalter Proteinlysepuffer hinzugegeben. AnschlieBend wurden die Zellen mit einem
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Zellschaber abgeschabt, die Zellsuspension in ein 0,5 ml Eppendorfgefdl3 pipettiert und fiir 20
Minuten auf Eis gelagert. Es folgte eine Zentrifugation bei 15000 U/min fiir 15 Minuten und 4°C.

2.3.2 Native Proteinextraktion

Die Zellen wurden zweimal mit 4°C kaltem PBS gewaschen. PBS wurde abgesaugt und
anschliefend je nach Zellzahl 30-120 pl kaltes H>Ogest. hinzugegeben. Die Zellen wurden unter
Kiihlung mit einem Zellschaber abgelost und die Zellsuspension in ein Eppendorfgetal pipettiert,
welches sofort in fliissigen Stickstoff eingefroren wurde. Die Zell-Lyse erfolgte durch

mehrmaliges schnelles Einfrieren und Auftauen in fliissigem Stickstoff.

2.3.3 Proteinvermessung

Die Proteinvermessung erfolgte mit einem ,,BCA Protein Assay Kit“. Dazu wurden jeweils 20 pl
H2Ou4est zu 5 pl Proteinprobe gegeben und gevortext. AnschlieBend wurden je 10 pl zu vermessende
Probe pro well in Doppelwerten auf eine 96-well Platte pipettiert. Dann wurden 200 pl eines BCA-
Gemisches (Verhiltnis Losung A zu Losung B: 50:1) pro well hinzugegeben und die Platte bei
37°C fiir 30 Minuten inkubiert. Die Optische Dichte wurde mit einem Reader photometrisch bei
570 nm gemessen. Als Kontrolle diente der mit H>Ogest verdiinnte Lysepuffer oder bei den nativen

Proteinen HOgest.

2.3.4 Western Blot

Das Prinzip des Western Blots beruht auf einer Auftrennung der Proteine ihrer GréBe nach mit
Hilfe eines Polyacrylamidgels in einem elektrischen Feld (SDS-PAGE). Die aufgetrennten
Proteine werden auf eine Membran {ibertragen (Blotting), auf der sie mit spezifischen Erst- und

ZweitantikOrpern mittels Chemielumineszenz sichtbar gemacht werden konnen.

2.3.4.1 SDS-PAGE

Die diskontinuierliche SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamid Gel
Electrophoresis) dient zur Auftrennung der Proteine im Gel, entsprechend ihrer MolekiilgroB3e,
mit Hilfe eines elektrischen Feldes. Die Gele der SDS-PAGE enthalten Acrylamid. Acrylamid
polymerisiert durch die Zugabe des Radikals Ammoniumpersulfat (APS) und
Tetramethylethylendiamin (TEMED), dem Katalysator der Reaktion, aus und bildet ein pordses
Gel, durch das die Proteine entlang eines elektrischen Feldes wandern. Mit zunehmender
MolekiilgroBe wandern die Proteine langsamer durch das Gel. Die Porengréfe des Gels sinkt
mit Zunahme des Acrylamidgehalts. Fiir die Versuche dieser Dissertation wurden 10% Trenn-
und 3,9% Sammelgele verwendet. Die genaue Zusammensetzung der Gele sind der folgenden

Tabelle zu entnehmen.
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Tabelle 10: Western Blot Gele

Sammelgel Trenngel

1,25 ml Sammelgelpuffer pH 6,8 1,875 ml 4x Trenngelpuffer pH 8,8
0,65 ml Acrylamid 2,5 ml Acrylamid

3,05 ml H20 3,1 ml HoO

25 ul APS 25 ul APS

5 ul TEMED 5 ul TEMED

Das Probevolumen (15 pl) fiir die SDS-PAGE setzte sich aus 10 pg Proben-Protein, 3 ul 5x SDS-
Probenpuffer und 2 pul H2Ogest Zusammen. Die Proben wurden fiir fiinf Minuten bei 95°C in einem
Heizblock erhitzt. Durch die Denaturierung wurden Tertidr- sowie Sekundirstrukturen des
Proteins zerstort, das im SDS-Probenpuffer enthaltene B-Mercaptoethanol zerstorte zusétzlich
Disulfidbriickenbindungen. Die Proben wurden kurz zentrifugiert und in die Taschen des
Sammelgels pipettiert. In die duBersten Taschen wurde ein Marker zur Einschédtzung des
Molekulargewichtes der Proteine gegeben. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei 120 Volt

und einer Laufzeit von 90 Minuten.

2.3.4.2 Blotting
Der Transfer der Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF Membran) erfolgte nach
der diskontinuierlichen semitrockenen Methode mit unterschiedlichen Puffern. Einen Uberblick

iiber den Aufbau der Blotkammer gibt die folgende Abbildung.

@ Kathode

9x Chromatografiepapier
in Kathodenpuffer

Gel
Membran

3x Chromatografiepapier
in Anodenpuffer ||

6x Chromatografiepapier
in Anodenpuffer |

@ Anode

Abb. 4: Schematischer Aufbau der Blotkammer.

e
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Die PVDF Membran wurde vorher durch Behandlung mit Methanol aktiviert und das Gel in
Anodenpuffer I dquilibriert. Geblottet wurde fiir 90 Minuten bei 120 Volt. Um den erfolgreichen
Transfer der Proteine auf die Membran nachzuweisen, wurde die Membran nach dem Blotten mit
reversibel bindenden Ponceau-S gefarbt. Der Farbstoff wurde anschlieBend durch Waschen mit

Rotiblock entfernt.

2.3.4.3 Detektion der Proteine

Die Inkubation mit dem in Rotiblock verdiinnten Primarantikorper erfolgte tiber Nacht auf einem
Schiittler. Nach einem Waschschritt von mindestens viermal 8 Minuten in Rotiblock, wurde der je
nach Primérantikorper passende Sekundirantikorper auf die Membran gegeben. AnschlieBend
wurde die Membran erneut viermal 8 Minuten mit Rotiblock gewaschen. Zur Visualisierung der
gesuchten Proteine wird eine Chemilumineszenz-Reaktion benutzt. Dabei wird Luminol von der
am Sekundérantikdrper gebundenen Meerrettichperoxidase oxidiert und in eine lumineszierende
Form umgewandelt. Die Intensitit dieser Lumineszenz wurde in einer digitalen

Dunkelfotokammer gemessen und ausgewertet.

2.3.4.4 Stripping

Um die Membranen erneut mit einem spezifischen Antikdrper behandeln zu kénnen, z.B. fiir eine
Ladekontrolle, miissen die vorher verwendeten Antikorper zunédchst entfernt werden. Dazu wurden
die Membranen 30 Minuten bei 50°C in einem Stripping Puffer inkubiert und danach viermal 8

Minuten in Rotiblock gewaschen.

2.3.5 Native PAGE

Um aus den nativen Proteinen das Proteasom zu extrahieren wurden die gewonnenen Proteine
entsprechend ihrer MolekiilgroBe im elektrischen Feld aufgetrennt. Da diese Auftrennung langer
dauert als die herkommliche SDS-PAGE und durch den Stromfluss Wirme entsteht, welche die
Proteine denaturiert, erfolgte die Auftrennung des nativen Proteins im Eisbad in einem Kiihlraum.
Die Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 120 Volt und einer Laufzeit von vier Stunden.
Das Gel wurde aus den Kammern genommen und in einem Entwicklungspuffer fiir 30 Minuten
inkubiert. Der Entwicklungspuffer enthélt Adenosin-Triphosphat (ATP), sowie SLLVY, ein
Substrat des Proteasoms, welches nach seinem proteasomalen Abbau einen fluoreszierenden
Farbstoff abgibt. Nach 30 Minuten wurde das Gel auf eine UV-Lampe gelegt. Die nun sichtbar
fluoreszierenden Banden, welche das 26S Proteasom enthalten, wurden ausgeschnitten und zur

Weiterverarbeitung in Eppendorfgefaen gelagert.
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2.3.5.1 Proteinextraktion aus Polyacrylamid Gel und weitere Verarbeitung

Die ausgeschnittenen Gelbanden, welche das 26S Proteasom enthalten, wurden in einem
Eppendorfgefd mit Hilfe eines Skalpells zerkleinert. Dann wurde je 60 ul Laemmli-Probenpuffer
+ Glycin hinzugegeben und dieser Ansatz bei 4°C iiber Nacht gelagert. Der Ansatz wurde in ein
Zentrifugalfilterrdhrchen gegeben und fiir 30 Minuten bei 14000 U/min zentrifugiert. Das Protein-
Lysat wurde abgenommen und eingefroren. AnschlieBend wurde das Rohrchen ein weiteres Mal
zentrifugiert und das restliche Lysat abgenommen. Das extrahierte 26S Proteasom wurde fiir
Western Blots verwendet. Bei dieser Methode ist nach der Extraktion aus den ausgeschnittenen
Gelabschnitten keine exakte Bestimmung der Proteinkonzentration mehr moglich. Um zu
gewihrleisten, dass im finalen Western Blot anndhernd gleiche Mengen Protein in den
Proteinproben von BMDM aus LDLR” und LDLR”"LMP7”~ Miusen aufgetragen wurden, wurde
aus dem gewonnen Protein beider Genotypen die Detektion einer a-4 Proteasom-Untereinheit
mittels Western Blot durchgefiihrt. Die a-4 Western Blots wurden densitometrisch mittels der im
Fusion Solo integrierten Software zur Densitometrie ausgewertet und dadurch das
Mengenverhéltnis der Proteasomen zwischen den Extrakten beider Genotypen bestimmt. Anhand
der ermittelten Mengenverhiltnisse wurden die Proteinmengen auf den finalen Western Blots

aufgetragen. Die a-4-Untereinheit diente als Ladekontrolle.

2.3.6 Messung der Proteasomaktivitit

Zur Bestimmung des Substratumsatzes der Proteasomen wurden kiinstliche, fluorogene Peptid-
Substrate verwendet. Durch den Abbau der Peptide durch das Proteasom wird ein fluoreszierendes
Spaltprodukt frei. Die Menge des Spaltproduktes und somit auch die gemessene Fluoreszenz ist
proportional zur Proteasomaktivitét. Fiir die Messung wurden je Probe 30 pug natives Protein ad
60 pul HoOgest. gebracht und auf eine 96-well-Platte pipettiert. Die Messung jeder Probe erfolgte in
Dreifachwerten, d.h. es wurden 20 pl des Proteingemisches pro well pipettiert. Pro well wurden
100 pl Mastermix (siehe Tabelle 10) hinzugegeben und die Platte lichtgeschiitzt bei 37°C fiir 30
Minuten inkubiert. Die Fluoreszenz wurde mit Hilfe eines Fluoreszenzreaders gemessen. Als

Kontrolle wurde H2Ogest. verwendet.
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Tabelle 11: Versuchsansatz zur Messung der Schnittaktivitit

Mastermixansatz pro well

60 ul 2x26S Puffer
23,3 ul H0

0,22 ul 0,5 M DTT
6 ul 100 mM ATP

10 ul 2 mM SLVVY-AMC zur Messung der Chymotrypsin-dhnlichen Aktivitat
10ul 2 mM BzVGR-AMC zur Messung der Trypsin-dhnlichen Aktivitét
10ul 2 mM ZLLE-AMC zur Messung der Caspase-dhnlichen Aktivitat

0,2 ul Phosphokreatin-Kinase

0,5 pul Phosphokreatin

2.3.7 Densitometrische Auswertung der Western Blots

Die densitometrische Auswertung der Western Blots erfolgte mit Hilfe der ImageJ Software
Version 1.50b. Zunichst wurde mit Hilfe des Programms ein Plot der Ladekontrollen erstellt.
Nach Abzug der Artefakte und der Hintergrundintensitidt wurde die Intensitdt der einzelnen
Ladekontrollen als Flache unter der Kurve berechnet. Die absoluten Werte der einzelnen
Banden wurden nachfolgend mit einem Kontrollwert innerhalb der Gruppe ins Verhéltnis
gesetzt. So erhélt man die relative Dichte jeder Bande bezogen auf den Kontrollwert in Prozent.
Die Vermessung und die Berechnung der Verhéltnisse der Proteinbanden erfolgten nach
demselben Prinzip. Um die relative Dichte jeder Proteinbande normalisiert auf ihre jeweilige

Ladekontrolle zu ermitteln, wurde das Verhéltnis aus den errechneten Werten gebildet.
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2.4 Methoden zur Quantifizierung von messenger-Ribonukleinsiuren

(mRNA)

2.4.1 RNA Isolierung

Die RNA Isolierung erfolgte mit dem RNAeasy Kit von Qiagen nach dem Protokoll des
Herstellers. Auf die mit PBS gewaschenen BMDM wurden 350 pl des Qiagen Lyse-Puffers
gegeben, welcher vorher mit jeweils 10 pl/ml B-Mercaptoethanol versetzt worden war. Die
Zellen wurden mit einem Zellschaber von der Platte abgelost und die Zellsuspension in die
Aufbereitungssidule gegeben. Nach der Zugabe von Ethanol wurde die RNA mehrmals mit den
Waschpuffern des Qiagen Kits gewaschen und zentrifugiert. Die gereinigte RNA wurde in 30
pl H2Ogest gelost und die Konzentration mit Hilfe des Nanodrop 2000 gemessen.

2.4.2 Komplementire Desoxyribonukleinsidure (cDNA) -Erststrangsynthese

Zur cDNA-Erststrangsynthese wurde eine MMLYV (Moloney Murine Leukemia Virus) Reverse
Transkriptase der Firma Invitrogen benutzt. Die Reverse Transkriptase wird benutzt um einen
zur RNA komplementiren DNA-Strang zu erstellen, um diesen in der Real-Time-Polymerase-
Kettenreaktion (Real-Time-PCR) zu vervielfdltigen. Es wurden jeweils 500 ng der zuvor
isolierten RNA verwendet und mit HoOgest. Zu einem Volumen von 9 pl aufgefiillt. Die

Herstellung erfolgte in drei Schritten (siehe Tabelle 11):

Tabelle 12: Ubersicht zur cDNA-Erststrangsynthese

Schritt Reagenz Cycler-Einstellung
DNA Abbau 0,5 ul DNAse 15 min 37°C; 5 min 95°C
Anlagerung unspezifischer Primer 2 pl Hexamere 10 min 70°C; 5 min RT
Umschreiben von RNA zu cDNA 4 ul 5x PCR-Puffer 60 min 37°C

2ul DTT

0,5 ul RNAse Inhibitor
1 ul NTP

1 pl MMLV

Nach der Herstellung der cDNA-Erststringe wurden diese bis zur Verwendung in der Realtime

PCR bei -20°C gelagert.
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2.4.3 Quantitative Real Time PCR (TagMan®)

Die quantitative Real Time PCR mit TagMan Sonden ermdglicht die Quantifizierung der
mRNA {iiber eine Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) mit fluoreszierenden Sonden, welche in
jedem vollstindigen PCR-Zyklus abgespalten werden und somit iiber eine Fluoreszenzmessung
Riickschliisse auf den mRNA-Gehalt in den gewonnenen Proben geben. Das Prinzip der PCR
beruht auf einer exponentiellen Vervielfaltigung der DNA-Stringe mittels DNA-Polymerase.
Hierbei gibt es 3 Phasen: 1.) Die Denaturierung der cDNA bei 95°C iiber 5 Minuten zur
Auftrennung der Doppelstringe. 2.) Die Hybridisierung der Primer, an denen die DNA-
Polymerase ansetzen kann. 3.) Die Polymerisation durch die DNA-Polymerase. Bei der Real-
Time-PCR kommen spezielle Primer zum Einsatz, die am 5°-Ende einen fluoreszierenden
Farbstoff tragen. Dieser wird durch einen sog. Quencher, welcher am 3‘-Ende des Primers sitzt,
unterdriickt. Nach der Anlagerung der Primer setzt nun die DNA-Polymerase am 5‘-Ende des
Primers an und schneidet durch ihre 5°-3‘-Exonukleaseaktivitit den fluoreszierenden Farbstoff
ab. Durch die rdumliche Trennung vom Quencher wird die Fluoreszenz nicht mehr unterdriickt
und wird am Ende eines jeden Zyklus gemessen. Ubersteigt nach einem Zyklus die Fluoreszenz
erstmals signifikant die Hintergrundfluoreszenz, spricht man vom Ct-Wert (Cycle Threshold).
Die Ct-Werte werden gemessen und in Relation zu einem Housekeeping Gen gesetzt. Als
Negativkontrolle diente eine Non Template Control (NTC) mit H2Ouqest. anstelle von cDNA. Als
Housekeeping Gen wurde RLP19 verwendet. Die Auswertung erfolgte mit der 2"*2““Methode.

2.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie erlaubt es Zellen anhand ihrer Grée und ihrer Granularitidt zu

differenzieren und quantifizieren. Die Zellen passieren in einem laminaren Fluss, einzeln

nacheinander, eine Messkammer und werden von einem Laser bestrahlt. Es wird das vorwiérts

(FSC) sowie seitwirts gestreute Licht (SSC) gemessen. Anhand des vorwirts gestreuten Lichts

wird die Grof3e der passierenden Zellen, anhand des seitwirts gestreuten Lichts die Granularitét

gemessen. Dariiber hinaus ist es moglich mit fluoreszierenden Antikorpern Oberflachenstrukturen

anzufarben, um die Zellen zu charakterisieren. Die auf den Oberflachenstrukturen gebundenen

Antikorper absorbieren das Licht des Lasers und werden dadurch angeregt Licht in einer

definierten, langeren Wellenldnge als die des Lasers zu emittieren. Die Intensitdt des emittierten

Lichtes wird gemessen und so eine Aussage iiber die vorhandenen Oberflachenstrukturen

getroffen.

-29 .



Material und Methoden

Fiir die Charakterisierung der Oberflachenstrukturen der BMDM wurden Antikdrper verwendet,

die an folgende Farbstoffe gekoppelt waren:

Tabelle 13: Ubersicht Farbstoffe der Durchflusszytometrie

Farbstoff Abkiirzung Absorption Emission max.
Allophycocyanin APC 633 nm 680 nm
Pacific Blue PB 401 nm 452 nm
Phycoerythrin PE 488 nm 575 nm
BD Horizon V450 404 nm 452 nm

Zur Charakterisierung der BMDM wurden diese aus den Zellkulturschalen mit einem Zellschaber
abgelost. Die Zellen wurden in Medium (10% FCS) resuspendiert und je 75 ul dieser Suspension
zu dem jeweiligen Antikorpermix pipettiert. Der Ansatz wurde 15 Minuten lichtgeschiitzt auf Eis
inkubiert und dann jeweils 500 pul kaltes PBS hinzugegeben, um die Reaktion des Antikorpers

abzustoppen. Als Kontrolle wurde eine ungefarbte Zellsuspension beider Genotypen verwendet.
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2.6 Statistik

Die statistischen Analysen erfolgten mittels GraphPad Prism Software (Version 7).
Abweichungen um den Mittelwert wurden prinzipiell als Standardfehler (SEM) angegeben. Zur
Uberpriifung einer Normalverteilung wurde der Shapiro-Wilk Test angewandt. Mittels F-Test
wurde iiberpriift, ob die Varianzen normalverteilter Variablen gleichméBig oder ungleichméBig
verteilt waren. Der ungepaarte T-Test wurde fiir normalverteilte Variablen mit gleichverteilten
Varianzen benutzt, der Welch-Test fiir ungleiche Varianzen. Fiir nicht normalverteilte
Variablen wurde der Mann-Whitney-U Test verwendet. Eine two way analysis of variance
(ANOVA) gefolgt von einem Sidak-Mehrfachvergleichstest wurde durchgefiihrt fiir
Experimente mit multiplen unabhidngigen Faktoren zwischen Genotypen. Ein p-Wert von <

0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss der LMP7-Defizienz auf die Reifung von Makrophagen
Um zu tiberpriifen, ob die LMP7-Defizienz einen Einfluss auf die Reifung von Makrophagen

hat, wurden BMDM mittels Durchflusszytometrie charakterisiert. Dabei wurden folgende
Antikorper verwendet: CD45 als Oberflichenmarker fiir Leukozyten, CDI1b als
Oberflachenmarker fiir Leukozyten myeloischen Ursprungs (vor allem Makrophagen und
Monozyten) und F4/80 als Oberflichenmarker fiir maturierte BMDM. Die isolierten BMDM
wurden am Tag 7 mit den drei Antikdrpern einzeln (Abb. 5), sowie in Kombination (Abb. 6)
inkubiert und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass am Tag
7 durchschnittlich 86,5% der Zellen aus LDLR”- Miusen und 89,5% der Zellen aus LDLR™
LMP7 Miusen positiv fiir alle 3 kombinierten Antikdrper waren. In 2 unabhingigen

Experimenten bestand kein Unterschied zwischen BMDM aus LDLR”" und LDLR"LMP7"

Maéusen.
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Abb. 5: Einfluss der LMP7-Defizienz auf die Reifung von murinen BMDM - Charakterisierung anhand von
Einzelfarbungen von Oberflaichenmarkern in der Durchflusszytometrie. Ergebnisse der Durchflusszytometrie
an einem reprasentativen Beispiel aus n=2 Experimenten. Einzelfarbungen mit fluoreszierenden Antikérpern fir die
Oberflachenmarker CD45, F4/80 und CD11b. Farbungen von BMDM aus LDLR"- Mausen (blau) und LDLRLMP7-
- Mausen (griin) im Vergleich zur ungefarbten, gemischten Kontrolle (rot). A) Einzelfarbung der BMDM mit CD45
als ubiquitaren Leukozytenmarker. B) Einzelfarbung der BMDM mit F4/80 als Oberflachenmarker fiir maturierte
BMDM. C) Einzelfarbung der BMDM mit CD11b als Oberflachenmarker fiir Makrophagen.

-32-



Ergebnisse

A) 6 © 10 " 2104
(a] R13 by
O O
192 4 Eml (;:)103_
0 || @ >
B 128 2 102 102
o s
3 ) <)
64 L q0Me 10"
& o
0 ; = 100 RT R 3100 | . '
0 64 128 192 256 100 107 102 103 100 10" 102 10°
FSC Log. Fluoreszenz CD11b Log. Fluoreszenz F4/80
256 1047 RE 01047 R0
B 0 10 2
) 3 R13 E
192 g0 O 10
& 1287 g‘fo 3102
k (o]
64 & 10" = 101 20.10%
0 g 1002 - g .| "
: J400 ; ;
0 64 128 192 256 100 10" 10 10° 1% 100 102 10°
FSC Log. Fluoreszenz CD11b Log. Fluoreszenz F4/80

Abb. 6: Einfluss der LMP7-Defizienz auf die Reifung von murinen BMDM - Charakterisierung anhand von
Kombinationsfarbungen von Oberflichenmarkern in der Durchflusszytometrie.

A) Obere Reihe BMDM aus LDLR"- Mausen, B) Untere Reihe: BMDM aus LDLRLMP7-- Mausen. Links: R1 zeigt
die nach Zellablésung intakten Makrophagen. Mitte: R6 zeigt CD45 und CD11b positive Zellen aus R1. Rechts:
R10 zeigt CD11b und F4/80 positive Makrophagen aus R6. R6 zeigt somit Makrophagen mit Expression aller drei
Oberflachenmarker. Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied in der Expression der Oberflachenmarker
zwischen den BMDM aus LDLR” Mausen und aus LDLR/LMP7-- Mausen festgestellt werden.
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3.2 Einfluss der LMP7-Defizienz auf die Makrophagenpolarisation

Um den Einfluss der LMP7-Defizienz auf die Polarisation von BMDM in Richtung des M1-
und M2-Makrophagen-Phinotyps zu untersuchen, wurden naive BMDM von LDLR” und
LDLR"LMP7” Miusen am Tag 7 nach ihrer Ausplattierung fiir 6 Stunden mit IFN-y (fiir die
M1-Polarisierung) oder IL-4 (fiir die M2-Polarisierung) behandelt.

Mittels Real-Time-PCR wurde die Genexpression von M1- (TNF-o und MCP-1) und M2-
(Arginase-1) Makrophagenmarkern untersucht. Die n-fache Expression der mRNA wurde in
Bezug zur jeweiligen unbehandelten Kontrolle des gleichen Genotyps berechnet. Nach
Behandlung mit IFN-y stieg die Expression von TNF-a und MCP-1 sowohl in BMDM aus
LDLR”'LMP7”-Miusen als auch in BMDM aus LDLR”"Miusen deutlich an. IFN-y induzierte
somit eine M1-Polarisation in beiden Genotypen. IL-4 induzierte in BMDM beider Genotypen
eine gesteigerte Expression von Arginase-1, entsprechend eines M2-Phénotyps. Zwischen
BMDM aus LDLRLMP7”" Mausen und BMDM aus LMP7-suffizienten LDLR”" Méusen
konnte kein signifikanter Unterschied in der Héhe der Expression von TNF-a, MCP oder
Arginase-1 gezeigt werden. Es konnte lediglich ein leichter Trend zu einer niedrigeren
Expression der M1- und M2-Makrophagenmarker in BMDM aus LDLR"LMP7”- Miusen im
Vergleich zu LMP7-suffizienten BMDM aus LDLR”- M#usen beobachtet werden.
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Abb. 7: Einfluss der LMP7-Defizienz auf die Polarisation von murinen BMDM. Relative Expression der mRNA
fir M1-Makrophagenmarker A) Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) B) Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP-
1) und M2-Makrophagenmarker C) Arginase-1 nach 6 Stunden Behandlung der BMDM mit Interferon-gamma (IFN-
y) und Interleukin-4 (IL-4) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle des jeweiligen Genotyps. Ergebnisse aus 4
unabhéngigen Experimenten. Die Diagramme zeigen Mittelwerte + Standardfehler. Die Auswertung erfolgte mit der
2-4ACt Methode. Housekeeping Gen: RLP19.
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3.3 Einfluss der LMP7-Defizienz auf den Umgang von Makrophagen mit

oxidativem Stress

3.3.1 Zelliiberleben von LMP7-defizienten BMDM unter oxidativem Stress

Um zu untersuchen, ob die LMP7-Defizienz Auswirkungen auf das Zelliiberleben von
Makrophagen unter oxidativem Stress hat, wurden BMDM aus LDLR”- M#usen und LDLR”
LMP77- Miausen fiir eine Stunde mit unterschiedlichen Konzentrationen Wasserstoffperoxid
(H20,) behandelt und anschlieBend in einer Zellzdhlkammer gezéhlt. Als Referenzwert diente

die unbehandelte Kontrolle des jeweiligen Genotyps. (Abb. 8)

BMDM beider Genotypen wiesen eine hohe Toleranz gegeniiber oxidativem Stress auf (Abb.
9). Selbst bei einer hohen H>O-Konzentration (500 uM) konnten bis zu 80% des
Referenzwertes an vitalen Zellen nachgewiesen werden. Es konnte kein signifikanter
Unterschied im Uberleben der Makrophagen zwischen BMDM aus LDLR”- Miusen und den
BMDM aus LDLR"LMP7”-M#usen festgestellt werden.
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Abb. 8: Einfluss der LMP7-Defizienz auf das Uberleben muriner BMDM unter Behandlung mit steigenden
H202-Konzentrationen. Gezeigt wird das Uberleben der BMDM nach einstiindiger H202-Behandlung in Prozent
bezogen auf den Wert der unbehandelten Kontrolle fiir BMDM aus LDLR” M&usen und aus LDLR”LMP7--Mausen.
Das Diagramm zeigt Mittelwerte + Standardfehler; n=4 Experimenten
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3.3.2 Evaluation einer Akkumulation von poly-ubiquitinierten Proteinen in LMP7-
defizienten BMDM
Um zu untersuchen, ob die Stimulation mit IFN-y in Makrophagen zu einer vermehrten
Akkumulation von poly-ubiquitinierten Proteinen fiihrt, wurden BMDM iiber mehrere Stunden
(8h, 16h und 24h) mit IFN-y (100 U/ml) behandelt. AnschlieBend wurde das Lysat der BMDM
auf eine vermehrte Anhdufung poly-ubiquitinierter Proteine mittels Western Blot untersucht.
Als Positivkontrolle fiir die Akkumulation poly-ubiquitinierter Proteine wurde eine mit dem
Proteasominhibitor Bortezomib (5 ng/ml) behandelte Probe von beiden Genotypen verwendet.

(Abb. 9)

In den Western Blots konnte keine signifikante Anhdufung poly-ubiquitinierter Proteine unter
IFN-y Stimulation detektiert werden. Ferner konnte kein Unterschied zwischen den BMDM aus
LDLR"LMP7” Miusen und aus LDLR”" Miusen gezeigt werden. Eine Akkumulation von
poly-ubiquitinierten Proteinen zeigten hingegen beide Genotypen bei einer Proteasominhibition

unter Bortezomib.
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Abb. 9: Einfluss der LMP7-Defizienz auf die Akkumulation poly-ubiquitinierter Proteine in murinen BMDM
unter IFN-y Stimulation. A) Gezeigt wird das Auflaufen poly-ubiquitinierter Proteine im Gesamtprotein von BMDM
unter IFN-y Stimulation im Vergleich zwischen BMDM aus LDLR"- und aus LDLR”-LMP7-- Mausen. BMDM beider
Genotypen, die mit Bortezomib (5 ng/ml) behandelt wurden, dienten als Positivkontrolle. Reprasentativer Western
Blot aus n=4. B) Amido-Black Farbung als Ladekontrolle fiir den obigen Western Blot. C) Densitometrische
Auswertung der anti-ubiquitinin Western Blots. Diagramm zeigt Mittelwerte + Standardfehler, n=4. n.s., nicht
signifikant.
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Als Ausloser von starkem oxidativen Stress wurde, analog zu den Experimenten in 3.3.1, H,O»
verwendet. Es wurde untersucht, ob es unter einstiindiger Behandlung mit H>O: in
verschiedenen Dosen zu einer Akkumulation von poly-ubiquitinierten Proteinen kommt. Hier
konnte mit steigender Dosis lediglich eine geringe Akkumulation von poly-ubiquitinierten
Proteinen nachgewiesen werden, die sich zwischen den Genotypen nicht wesentlich unterschied

(Abb. 10).
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Abb. 10: Einfluss der LMP7-Defizienz auf die Anhdufung poly-ubiquitinierter Proteine in murinen BMDM
unter einstiindiger Behandlung mit H202. A) Detektion poly-ubiqutinierter Proteine unter steigenden H20:
Konzentrationen im Gesamtprotein von BMDM aus LDLR” und aus LDLR""LMP7-- Mausen mittels Western Blot.
Mit steigender H202 Konzentration kam es zu einer geringgradigen Akkumulation poly-ubiquitinierter Proteine in
beiden Genotypen. B) Ladekontrolle des Western Blots mit GAPDH. Reprasentativer Western Blot aus n=3
Experimenten C) Densitometrische Auswertung der anti-Ubiquitin Western Blots. Diagramm zeigt Mittelwerte +
Standardfehler. n = 3 Experimente. n.s., nicht signifikant.
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3.4 Die Zusammensetzung des 20S Kernkomplexes in LMP7-defizienten

Makrophagen

Die folgenden Experimente hatten zum Ziel die Zusammensetzung des Proteasoms in BMDM

von LDLR”LMP7” MAusen zu untersuchen.

3.4.1 mRNA Expression proteasomaler Untereinheiten in LMP7-defizienten
Makrophagen

Um zu untersuchen welche Gene fiir proteasomale Untereinheiten in den BMDM aus LDLR™

LMP7”- Miusen exprimiert werden, wurde die mRNA aus nativen BMDM aus LDLR”"LMP7-

 und aus LDLR™" Miusen isoliert und mittels Real-Time-PCR quantifiziert. Die n-fache

Expression der mRNA aus LMP7-defizienten BMDM wurde in Bezug zur LMP7-suffizienten

Kontrolle ermittelt. Es wurden die konstitutiven (B1, 2 und B5) und immunoproteasomalen

(LMP2, MECL-1 und LMP7) katalytischen Untereinheiten bestimmt. (Abb. 11)
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Abb. 11: Einfluss der LMP7-Defizienz auf die mRNA-Expression proteasomaler Untereinheiten in murinen
BMDM. Gezeigt wird die relative Expression der mRNA flir die proteasomalen Untereinheiten 1, 2, 5, LMP2,
MECL-1 und LMP7 in BMDM aus LDLR*LMP7-- M&usen im Vergleich zur deren Expression in BMDM aus LDLR"
Mausen. Alle Unterschiede zwischen den Genotypen waren statistisch nicht signifikant. Ergebnisse der Real-Time-
PCR aus 3 unabhangigen Versuchen. Die Diagramme zeigen Mittelwerte + Standardfehler. Die Auswertung erfolgte
mittels der 2-22Ct Methode. Housekeeping Gen: RLP19. n.s. = nicht signifikant

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (auBler fir LMP7) zwischen der mRNA-
Expression der konstitutiven Untereinheiten oder der Untereinheiten des IP zwischen den
beiden Genotypen. Es konnte keine signifikante kompensatorische Uberexpression des Gens

fiir die konstitutive B5-Untereinheit in LMP7-defizienten BMDM nachgewiesen werden.
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3.4.2 Konfiguration des 26S Proteasoms in LMP7-defizienten Makrophagen

Um nachzuweisen, welche proteasomalen Untereinheiten in LMP7-defizienten BMDM
translatiert werden, wurden Western Blots aus dem Gesamtprotein der BMDM angefertigt.
Zudem wurde geschaut, ob eine Stimulation mit IFN-y Auswirkungen auf die Expression der
proteasomalen Untereinheiten hat. Zum Nachweis einer Inkorporation der translatierten

Untereinheiten in das 26S Proteasom wurde eine Nativ-PAGE durchgefiihrt. (Abb. 12)
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Abb. 12: Einfluss der LMP7-Defizienz auf die Zusammensetzung des Proteasoms in murinen BMDM.
Western Blot proteasomaler Untereinheiten im Gesamtprotein aus BMDM basal und nach IFN-y Stimulation (linke
Spalte) und im isolierten 26S Proteasom (Native-PAGE, rechte Spalte) von BMDM aus LDLR"- und LDLR*LMP7--
Mausen A) Expression konstitutiver proteasomaler Untereinheiten beider Genotypen. Links: Detektion im
Gesamtprotein vor und nach IFN-y Stimulation. Rechts: Detektion im 26S Proteasom. B) Expression der
immunoproteasomalen Untereinheiten LMP7, LMP2 (Pfeil) und MECL-1 (Pfeil). C) Ladekontrolle. Links: B-Actin.
Rechts: proteasomale a-4 Untereinheit.
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Im Gesamtproteinlysat LMP7-suffizienter BMDM aus LDLR”" Miusen konnten basal, sowie
nach IFN-y Stimulation alle konstitutiven und immunoproteasomalen Untereinheiten
nachgewiesen werden. Im Gesamtprotein von LMP7-defizienten BMDM aus LDLR”"LMP7”"
Maiusen wurden alle konstitutiven proteasomalen Untereinheiten basal und nach IFN-y
Stimulation detektiert. Die Bande der konstitutiven 5 Untereinheit erschien im Vergleich zu
LMP7-suffizienten BMDM aus LDLR”" Méiusen dichter. Wihrend die LMP7-Untereinheit
erwartungsgemif im Gesamtprotein der BMDM aus LDLR"LMP7”~ Miusen nicht detektiert
werden konnte, lief3 sich die LMP2 Untereinheit sowohl basal als auch nach IFN-y Stimulation
nachweisen. Im Vergleich zum Gesamtprotein der LMP7-suffizienten BMDM aus LDLR™
Maiusen waren die Banden schwécher und es lieBen sich pro-Formen des LMP2 nachweisen.
Die MECL-1 Untereinheit lieB sich im Gesamtprotein aus LMP7-defizienten BMDM aus
LDLR"LMP7”- Miusen nicht nachweisen.

In der Native-PAGE wurden die nativen Proteine der BMDM mittels Gelelektrophorese ohne
vorhergehende Denaturierung in einem Gel aufgetrennt. Die Banden des 26S Proteasoms
wurden mit Hilfe eines fluoreszierenden Substrats (SLVVY-AMC) sichtbar gemacht und aus
dem Gel isoliert. Die Detektion der proteasomalen Untereinheiten in den isolierten 26S

Proteinen erfolgte anschlieBend mittels Western Blot.

Im per Nativ-PAGE isolierten 26S Proteasom der BMDM aus LDLR”- Miusen konnten B1, B2,
sowie die drei immunoproteasomalen Untereinheiten detektiert werden. Im 26S Proteasom von
BMDM aus LDLR”"LMP7”- Mausen wurden alle konstitutiven Untereinheiten nachgewiesen.
Zudem konnte die immunoproteasomale Untereinheit LMP2 detektiert werden. Die MECL-1-
und LMP7-Untereinheit waren wie im Gesamtprotein von BMDM aus LDLR”"LMP7”- Miusen
nicht detektierbar.

-43 -



Ergebnisse

3.5 Einfluss der LMP7-Defizienz auf die proteolytische Aktivitit von

Makrophagen
Um zu untersuchen, ob die LMP7-Defizienz im Proteasom von BMDM aus LDLR”"LMP7"
Miusen die proteolytische Aktivitdit bzw. den Substratumsatz verdndert, wurden
Proteasomaktivititsassays (PAA) durchgefiihrt. Bei dieser Methode wurden fiir die drei
katalytischen, proteasomalen Untereinheiten (Chymotrypsin-dhnliche-, Trypsin-dhnliche-, und
Caspase-dhnliche-Aktivitit) jeweils spezifische Substrate verwendet. Durch die Verarbeitung
durch das Proteasom kommt es zur Fluoreszenz der Substrate, welche photometrisch gemessen
werden kann. Die vermessenen Gesamtproteasom-Extrakte stammten aus nativen Protein-
Lysaten von unbehandelten BMDM aus LDLR”LMP7”- und LDLR”" Mé#usen. Es konnten
keine signifikanten Unterschiede im Substratumsatz fiir die Chymotrypsin-, Trypsin- und
Caspase-idhnliche Aktivitit zwischen den beiden Genotypen nachgewiesen werden. Uber die
Aktivitét der katalytischen Zentren einzelner Proteasom-Subtypen kann mit diesem Experiment
jedoch keine Aussage getroffen werden, da in diesem Ansatz die proteolytische Aktivitit des

Gesamt-Zelllysats untersucht wurde.
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Abb. 13: Einfluss der LMP7-Defizienz auf die proteolytische Aktivitidt des Proteasoms in murinen BMDM.
Gemessen wurde der Umsatz des jeweiligen Substrates (SLVVY-AMC, BzVGR-AMC, ZLLE-AMC) als relative
fluoreszierende Einheiten (RFU) mit Hilfe eines Fluoreszenzreaders. A) Chymotrypsin-ahnliche (B5/LMP7), B) die
Trypsin-ahnliche (B1/LMP2) und C) die Caspase-ahnliche Aktivitat (32/MECL-1) des Gesamt-Zelllysats von BMDM
aus LDLR” und aus LDLR”LMP77- Mausen. Die Diagramme zeigen Mittelwerte + Standardfehler, n=4
Experimenten. n.s.= p > 0,05.
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4 Diskussion

Ein Ziel der vorliegenden Dissertation war die Charakterisierung der Auswirkungen einer
LMP7-Defizienz auf den Phianotyp und die funktionellen Eigenschaften von Makrophagen. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass eine LMP7-Defizienz weder relevanten Einfluss auf die
Reifung und Polarisierung von BMDM hat, noch die Proteinhomdostase unter oxidativen Stress
beeintrichtigt. Eine vermehrte Akkumulation von poly-ubiquitinierten Proteinen oder ein
vermindertes Zelliiberleben unter oxidativem und inflammatorischen Stress konnte in den
LMP7-defizienten BMDM nicht nachgewiesen werden. Zudem war es ein Ziel der
vorliegenden Arbeit die Auswirkungen einer LMP7-Defizienz in BMDM auf die
Zusammensetzung des 26S Proteasoms und die proteolytische Aktivitdt zu untersuchen. Es
konnte gezeigt werden, dass die Zusammensetzung des 26S Proteasoms durch die LMP7-
Defizienz beeinflusst wird (u.a. Bildung von Intermedidrproteasomen), jedoch die

gesamtproteolytische Aktivitit dadurch nicht verdndert ist.

Nachfolgend werden die Ergebnisse dieser Arbeit erdrtert und im Kontext der bisher

publizierten Literatur diskutiert.

4.1 LMP7-defizientes Mausmodell und LMP7-defiziente Makrophagen

4.1.1 Besonderheiten des LMP7-defizienten Mausmodells

Die Bewertung und Diskussion der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit miissen im Kontext des
gewihlten Modells erfolgen. Fiir die Induktion einer Atherosklerose der Méuse dieses Projektes
wurde die LDLR”" Maus gewihlt. Um den Einfluss der LMP7-Defizienz auf die Atherosklerose
zu untersuchen, wurde die LDLR”* Maus mit einer LMP7”- Maus gekreuzt. Als Kontrollgruppe
dienten LMP7-sufiziente LDLR-defiziente Wurfgeschwister. Das hat den Vorteil, dass die
Kontrollgruppe bis auf die LMP7-Defizienz den gleichen genetischen Hintergrund besitzt. Ein
solches Vorgehen wird empfohlen um genetische und epigenetische Unterschiede zwischen
verschiedenen Mausstimmen auszuschlieBen.(56) Dies muss beim Vergleich der Ergebnisse
mit Befunden von in der Diskussion zitierten Studien mit LMP7-defizienten Mausmodellen
anderer Arbeitsgruppen beriicksichtigt werden, da in vielen Studien keine Wurfgeschwister,
sondern ein erworbener Mausstamm als Kontrollgruppe gewéhlt wurde. GleichermaBBen muss
berticksichtigt werden, dass die Defizienz des LDLR einen Einfluss auf die Ergebnisse haben
kann und den Vergleich mit anderen Studien zur LMP7-Defizienz erschwert. In der Literatur

ist jedoch keine Wechselwirkung einer LDLR-Defizienz mit dem UPS beschrieben.
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4.1.2 Besonderheiten der LMP7-defizienten BMDM
Makrophagen sind fiir die Pathogenese der Atherosklerose von zentraler Bedeutung und stellen

die vorrangigen Immunzellen in atherosklerotischen Plaques dar.(12, 57)

Murine Makrophagen konnen flir Experimente auf verschiedene Arten gewonnen werden:
Alveolar-Makrophagen werden primir in vivo aus der Lunge gewonnen und sind damit
wiéhrend ihrer Reifung einem nicht kontrollierbaren Zytokinmillieu ausgesetzt. Peritoneal-
Makrophagen werden in vivo aus dem Peritoneum gewonnen, nachdem zuvor durch Einspritzen
von LPS oder anderen Substanzen eine Peritonitis verursacht wurde. Diese Makrophagen
stammen demnach aus einem massiv inflammatorischen Milieu. Die in dieser Arbeit
verwendeten Makrophagen sind murine ,,Bone Marrow Derived Macrophages®. Hierbei
werden Monozyten aus dem Knochenmark von Mausen isoliert und mit Hilfe des
Wachstumsfaktors M-CSF zu Makrophagen maturiert. M-CSF wird in atherosklerotischen
Plaques von Endothelzellen sezerniert und die aus dem Blut eingewanderten Monozyten
differenzieren sich unter diesem Stimulus im Gewebe zu Makrophagen.(12, 58) Die Methode
der BMDM ist in wissenschaftlichen Experimenten etabliert und bietet den Vorteil, dass man
mit M-CSF einen Stimulus verwendet, der auch in der Atherosklerose eine Rolle spielt.(58, 59)
In dieser Arbeit konnte die Reifung der aus dem Knochenmark gewonnen Vorlduferzellen zu
BMDM durch einen hohen Anteil an gleichzeitiger Expression von CD11b und CD F4/80
bestitigt werden. F4/80 ist ein geeigneter Marker fiir reife Makrophagen, da er sich bis auf
wenige Ausnahmen (metallophile Makrophagen in der Milz) auf allen Makrophagen-Subtypen
nachweisen lisst. In Monozyten hingegen wird F4/80 nur gering exprimiert.(60) CD11b ist ein
Integrin und kommt auf allen Leukozyten myeloischen Ursprungs vor. Dieses
Oberflachenmolekiil ist wichtig fiir eine Bindung an Adhésionsmolekiile wie ICAM-1 und
somit ein wichtiger Teil der transendothelialen Migration.(61) Die in dieser Arbeit verwendeten
BMDM bieten demnach aufgrund ihres Stimulus zur Maturierung und ihrer, durch
Oberflaichenmarker nachgewiesenen Eigenschaften, ein hinreichend geeignetes Modell im
Hinblick auf die Fragestellung unter dem Aspekt der Atherosklerose. Im Vergleich der
Ergebnisse anderer Studien muss jedoch der Bias unterschiedlicher Makrophagen-Modelle
(BMDM vs. Alveolar-Makrophagen vs. Peritoneal-Makrophagen) und Stimuli (M-CSF vs.
LPS) beriicksichtigt werden.
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4.2 Auswirkungen einer LMP7-Defizienz auf die Funktion von

Makrophagen

4.2.1 Auswirkung der LMP7-Defizienz auf die BMDM Reifung

Transkriptionsfaktoren der NF-kB Familie spielen eine Rolle bei der Entwicklung von
Makrophagen und Dendritischen Zellen (DC).(62) Da das IP an der Regulation von NF-xB
beteiligt ist(47), konnte sich die LMP7-Defizienz auf die Reifung von BMDM auswirken. Fiir
von Monozyten abstammende Dendritische Zellen konnten Naujokat et al., Subklewe et al.,
sowie Zinser et al. zeigen, dass eine medikamentdse Proteasominhibition mit Bortezomib zu
einer verminderten Expression wichtiger Oberflachenmolekiile sowie zu einer Einschriankung
wichtiger Funktionen wie der Endozytose fiihrt und somit die Reifung negativ beeinflusst.(63-
65) Naujokat et al. konnten zudem zeigen, dass in DC die medikamentdse Proteasominhibition
vor allem zu einer geringeren Chymotrypsin-dhnlichen Aktivitdt fiihrt.(63) In dieser
Dissertation konnte kein signifikanter Unterschied in der Expression der Oberflachenmolekiile
zwischen den BMDM aus LDLR” und aus LDLR”"LMP7”- Miusen nachgewiesen werden.
Daraus lésst sich schlussfolgern, dass die Reifung der LMP7-defizienten Monozyten zu BMDM
nicht beeintrachtigt ist. Dies wird bestdtigt durch die Beobachtung, dass an Tag 7 der in vitro-
Reifung auch in der Zellzahl keine Unterschiede zwischen den BMDM aus LDLR"LMP7”

und aus LDLR” M#usen festgestellt werden konnten.

Griinde fiir die Diskrepanz der Ergebnisse dieser Dissertation mit den o.g. Studien kdnnen
mehrere Faktoren sein. Zum einen handelt es sich bei DC um einen anderen Zelltyp als in der
vorliegenden Arbeit, zum anderen wurde bei den o.g. Studien die gesamte proteasomale (d.h.
konstitutive und immunoproteasomale) Aktivitdt medikamentds mit einem Inhibitor gehemmt,
wihrend die BMDM dieser Dissertation eine genetische Defizienz der LMP7 Untereinheit
aufweisen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen demnach, dass die Reifung der
BMDM nicht von einer LMP7-Defizienz beeinflusst wird. Inwiefern die Reifung der BMDM
von der Chymotrypsin-dhnlichen Aktivitdt abhédngt, kann in der vorliegenden Arbeit nicht
geklart werden. Um dies zu beantworten miisste die durch den Einbau der f5-Untereinheit in
das 26S Proteasom verbleibende Chymotrypsin-ahnliche Aktivitit in den BMDM aus LDLR™

LMP77-Mausen medikamentds durch einen B5-spezifischen Inhibitor blockiert werden.
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4.2.2 Auswirkungen der LMP7-Defizienz auf die Makrophagenpolarisation

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine LMP7-Defizienz in BMDM aus
LDLR"LMP7” Miusen keinen Einfluss auf die Transkription von genetischen Markern der
M1- und M2-Makrophagen im Vergleich zu LMP7-suffizienten BMDM aus LDLR”- Miusen
hat. Zum Teil iibereinstimmende Ergebnisse hinsichtlich der M1-Polarisation zeigten sich in
einer Studie von S. Chen et al..(66) In dieser Studie wurden LMP7-defiziente Alveolar-
Makrophagen mit LPS und IFN-y zu M1-Makrophagen und mit IL-4 zu M2-Makrophagen
polarisiert und die Expression von u.a. TNF-a und Arginase-1 gemessen. In Ubereinstimmung
zu den vorliegenden Ergebnissen konnte kein signifikanter Unterschied in der mRNA-
Expression von TNF-a gemessen werden. Die Expression von Arginase-1 und weiteren M2-
Markern war in Alveolar-Makrophagen mit LMP7-Defizienz im Vergleich zur Kontrollgruppe
bei S. Chen et al. jedoch signifikant erhoht. Zudem fiihrte eine Behandlung von LMP7-
suffizienten Makrophagen mit einem LMP7-spezifischen Inhibitor zu einer vermehrten M2-
Polarisation. Die Autoren schlussfolgerten, dass die LMP7-Untereinheit einen hemmenden
Einfluss auf die M2-Polarisation von Alveolar-Makrophagen hat und eine medikamentose
Inhibition der LMP7-Untereinheit durch eine vermehrte M?2-Polarisation zu anti-
inflammatorischen Effekten fiihren kann.(66) Der Diskrepanz zu dem vorliegenden Ergebnis
konnten mehrere Faktoren zugrunde liegen. Obwohl als Stimulus zur M2-Polarisation in beiden
Arbeiten IL-4 in gleicher Konzentration verwendet wurde, unterschieden sich die
Inkubationszeiten dieser Dissertation mit denen von S. Chen et al. (6h versus 24h). Eine zeitlich
spatere Hochregulation der Expression von Arginase-1 wire mdglich, um dies auszuschlieBen
wiren weitere Experimente mit Zeitkinetiken (6h, 12h und 24h) nétig. Dariiber hinaus konnten
die Unterschiede in dem untersuchten Maus- und Makrophagen-Modell (BMDM vs. Alveolar-
Makrophagen) begriindet sein. Das in der vorliegenden Arbeit untersuchte Mausmodell besitzt
mit der LDLR-Defizienz einen anderen genetischen Hintergrund als das von S. Chen et al.
verwendete Mausmodell. Zudem wurden als Kontrollgruppe bei S. Chen et al. keine

Wurfgeschwister, sondern ein kommerziell erworbener C57BL/6] Mausstamm verwendet.

Weitere Hinweise auf die Frage, ob das Immunoproteasom bzw. die LMP7-Untereinheit einen
Einfluss auf die Polarisation von Makrophagen hat, geben die Studien von Reis et al., die den
Einfluss des Immunoproteasoms auf durch LPS ausgeloste Signalkaskaden in murinen
Makrophagen untersucht haben.(67, 68) LPS induziert in Makrophagen Signalkaskaden, die
eine Ausschiittung von inflammatorischen Zytokinen wie TNF-a, IFN-y, IL-1, IL-6, VCAM-1
etc. induzieren, d.h. zu einer M1-Polarisation fiihren. Reis et al. untersuchten, inwiefern sich

eine medikamentdse Inhibition durch Lactacystin, einem Proteasominhibitor mit primérer
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Inhibition der Chymotrypsin-dhnlichen Aktivitét, auf die Genexpression der LPS-abhéngigen
Signalwege auswirkt. Obwohl >90% der LPS-abhingigen Gene durch Lactacystin inhibiert
wurden, war die Expression des inflammatorischen Mediators TNF-a kaum verdndert.(68) Im
Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen wurde in dieser Studie eine kommerziell
erworbene murine Makrophagen-Zelllinie verwendet und mit LPS als starkem
inflammatorischen Stimulus gearbeitet, der zudem in der Pathogenese der Atherosklerose keine
Bedeutung hat. Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse, sowie die Studien von S. Chen et al.
und Reis et al. weisen unter Verwendung verschiedener Modelle darauf hin, dass die TNF-a
Produktion von Makrophagen nach IFN-y oder LPS Stimulation nicht vom Immunoproteasom

bzw. der LMP7-Untereinheit abhdngig zu sein scheint.

4.3 Effekt der LMP7-Defizienz auf den Umgang der Makrophagen mit

oxidativem Stress

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine LMP7-Defizienz in BMDM aus
LDLR”"LMP77- Mausen weder zu einer vermehrten Akkumulation von poly-ubiquitinierten
Proteinen unter IFN-y und H,O; Stimulation, noch zu einem verminderten Zelliiberleben unter
H>0O> Exposition fiihrt. Diese Ergebnisse tragen zu einer kontrovers diskutierten Debatte {iber
die Bedeutung des Immunoproteasoms fiir die Proteinhomdostase der Zelle unter Zytokin-
induziertem oxidativen Stress bei. Seiffert et al. hatten berichtet, dass es in LMP7-defizienten
murinen Fibroblasten unter IFN-y Stimulation zu einer vermehrten Anhdufung von poly-
ubiquitinierten Proteinen kam. Zudem kam es unter LPS Stimulation in Leberzellen LMP7-
defizienter Méuse zu einer Akkumulation von poly-ubiquitinierten Proteinen. Zusétzlich wurde
gezeigt, dass diese defekten Proteine in LMP7-defizienten Fibroblasten zu Aggresome-like
induced structures (ALIS) akkumulieren und diese Zellen vermehrt zur Apoptose neigen.
Konsekutiv fiihre eine LMP7-Defizienz bei Méusen dadurch zu einer Verschlechterung
inflammatorischer Erkrankungen wie Autoimmunenzephalitis und Virusmyokarditis.(35, 38)
Nathan et al. hingegen konnten diese Ergebnisse jedoch bei dhnlichem Versuchsaufbau in zwei
unabhdngigen Laboren nicht bestétigen.(39). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit tragen zu
dieser Diskussion bei, indem die von Seiffert et al. beobachteten Auswirkungen einer LMP7-
Defizienz nicht in Makrophagen nachgewiesen werden konnten. Wie in Kapitel 3.1.1. gezeigt,
kommt es in LMP7-defizienten BMDM selbst unter hohen Dosen von H>O» zu keiner
Einschrinkung des Uberlebens gegeniiber der LMP7-suffizienten Kontrollgruppe. Ahnliche
Ergebnisse hinsichtlich der Viabilitdt bei LMP7-Defizienz zeigen Studien von Chen et al., die
bei LMP7-defizienten Alveolar-Makrophagen mittels Water soluble Tetrazolium salt cell
viability assay (WST) basal keine verminderte Viabilitidt im Vergleich zur LMP7-suffizienten
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Kontrollgruppe nachweisen konnten.(69) Dariiber hinaus kam es bei Kirschner et al. in LMP7-
defizienten BMDM nach Pneumokokken-Exposition nicht zu signifikant erhdhter
apoptotischer Aktivitit im Vergleich zur LMP7-suffizienten Kontrollgruppe, wahrenddessen es
bei medikamentdser Proteasominhibition in beiden Gruppen zur vermehrten Apoptose
kam.(70) In Zusammenschau der in vitro Ergebnisse der o.g. Studien und den Ergebnissen
dieser Dissertation (verschiedene Modelle, verschiedene Makrophagentypen, unterschiedlich
untersuchte Apoptose- bzw. Viabilititsmarker) ist ein vermindertes Uberleben bei LMP7-
defizienten Makrophagen unter inflammatorischen Stimuli nicht nachzuweisen. Im
begleitenden in vivo Atherosklerosemodell dieser Dissertation konnten keine Unterschiede im
Makrophagen-Gehalt und der Fliache des nekrotischen Kerns atherosklerotischer Plaques
zwischen LDLR”"LMP7”-Miusen und LDLR” Miusen gefunden werden.(71) Dies unterstiitzt
die Schlussfolgerung aus den in vitro Versuchen, dass eine LMP7-Defizienz keine

viabilitdtsmindernde Wirkung auf Makrophagen besitzt.

Die Ergebnisse aus Kapitel 3.3.2 und 3.2.1 zeigen eine mogliche Erklarung fiir einen fehlenden
Nachweis einer verminderten Viabilitit der LMP7-defizienten BMDM. Im Gegensatz zu den
bei Seiffert et al. untersuchten LMP7-defizienten Fibroblasten, kam es in BMDM aus LDLR ™
LMP77- Miausen weder unter Stimulation mit IFN-y noch unter Exposition von H>O» zu einer
aggravierten Akkumulation von poly-ubiquitinierten Proteinen im Vergleich zur LMP7-
suffizienten Kontrollgruppe. Eine Storung der Proteinhomoostase unter Zellstress mit
nachfolgend verminderter Zellviabilitdt lag demnach nicht vor. Diese in vitro Ergebnisse sind
mit den in vivo Ergebnissen der begleitenden Atherosklerose-Progressionsstudie vereinbar.
Hier konnte kein erhdhter Ubiquitin-Gehalt in den atherosklerotischen Plaques von LDLR™
LMP77-Mausen im Vergleich LDLR”*Mausen nachgewiesen werden.(71) Im Hinblick auf den
inflammatorischen Aspekt der Atherosklerose und der Hypothese, dass das UPS in der
Atherosklerose dysfunktional ist (27, 44), wire im Falle einer Einschrinkung der
Proteinhomoostase in LMP7-defizienten Makrophagen ein erhohter Ubiquitin-Gehalt in den

atherosklerotischen Plaques von LDLR”"LMP7”- Miusen zu erwarten gewesen.

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nicht auf eine gestorte

Proteinhomoostase in LMP7-defizienten Makrophagen hin.
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44 Zusammensetzung des 20S Proteasoms bei LMP7-Defizienz in

Makrophagen
In der vorliegenden Arbeit wurde die Inkorporation der B5-Untereinheit anstelle der LMP7-
Untereinheit im 26S Proteasom von BMDM aus LDLR”LMP7”- Miusen nachgewiesen. Es
konnte gezeigt werden, dass in den LMP7-defizienten BMDM konstitutives Proteasom sowie
eine Intermedidrproteasom-Form, bestehend aus konstitutiven Untereinheiten und der
immunoproteasomalen Untereinheit LMP2, vorliegen. Da alle untersuchten Funktionen der
LMP7-defizienten BMDM in dieser Arbeit gleichwertig zu den BMDM aus LDLR”- Miusen
waren, ist anzunehmen, dass diese 5-haltigen Proteasomen das Fehlen der LMP7-Untereinheit

kompensieren konnen.

4.4.1 Transkription der proteasomalen Untereinheiten

Interessanterweise konnten keine signifikanten Unterschiede in der mRNA-Expression der
einzelnen proteasomalen Untereinheiten (Ausnahme LMP7) zwischen den beiden Genotypen
festgestellt werden. Daraus ldsst sich schlieen, dass die basale Regulation der Proteasom-

Zusammensetzung von BMDM nicht auf Transkriptionsebene stattfindet.

Diese Ergebnisse sind libereinstimmend zu Joeris et al.(72), die die Expression von mRNA der
Untereinheiten 1, 2, LMP2 und MECL-1 in Lebergewebe von LMP7-defizienten und
C57BI6/N Miusen basal sowie nach Infektion mit Listeria monocytogenes verglichen haben.
Basal konnten keine Unterschiede in der Expression von mRNA der Untereinheiten zwischen
LMP7-defizienten und -suffizienten murinen Leberzellen festgestellt werden. Bei Lebergewebe
handelt es sich mehrheitlich um nicht-immunologische Zellen, in denen nach einem
inflammatorischen Stimulus das Immunoproteasom per De-Novo-Synthese gebildet wird.
Passend dazu lieB sich nach Infektion mit Listeria monocytogenes eine Hochregulation der
mRNA der immunoproteasomalen Untereinheiten LMP2 und MECL-1 nachweisen. Jedoch gab
es keinen Unterschied zwischen den LMP7-defizienten und LMP7-suffizienten Leberzellen,
obwohl analog zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit im Gesamtproteinlysat des
Lebergewebes LMP7-defizienter Mause LMP2- und MECL-1-Untereinheiten vermindert
nachzuweisen waren.(72) Daraus folgt, dass bei Joeris et al. in Zellen des Leberparenchyms,
iibereinstimmend mit den Ergebnissen in BMDM, die finale Regulation der Proteasom-

Zusammensetzung nicht auf Transkriptionsebene stattfindet.
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4.4.2 Translation und Assemblierung der katalytischen Untereinheiten

Aus den Ergebnissen zur Transkription ldsst sich schlieBen, dass in LMP7-defizienten BMDM
basal die mRNA aller katalytischen Untereinheiten (auBer LMP7) zunéichst transkribiert wird.
Die tatsdchliche Proteasomkonfiguration entscheidet sich demnach erst bei der Translation oder
der Assemblierung der translatierten Untereinheiten zum Proteasom. In der vorliegenden Arbeit
konnten sowohl im Gesamtprotein als auch im 26S Proteasom der BMDM aus LDLR"LMP7
- Miusen alle konstitutiven proteasomalen Untereinheiten und die immunoproteasomale
Untereinheit LMP2 nachgewiesen werden. Dies ldsst darauf schlieBen, dass es sich bei den
Proteasomen in LMP7-defizienten BMDM um konstitutives Proteasom und um
Intermediérproteasom (mit der Stochiometrie f5-LMP2-B2) handelt. Dariiber hinaus war im
Gesamtprotein LMP7-defizienter BMDM eine Akkumulation der Vorstufe der LMP2-
Untereinheit nachzuweisen, was darauf hinweist, dass die LMP2-Untereinheit in die
Intermedidrproteasomen LMP7-defizienter BMDM nicht so effektiv eingebaut wird wie in die
Immunoproteasomen LMP7-suffizienter BMDM. Trotz eingeschrinkter Aussagen zur
Quantitét der exprimierten Untereinheiten in Western Blots, legt die deutlichere Detektion der
B5-Untereinheit im Gesamtprotein LMP7-defizienter BMDM die Annahme nahe, dass diese
Untereinheit  kompensatorisch  vermehrt in das  konstitutive  Proteasom  und

Intermedidproteasom LMP7-defizienter Makrophagen eingebaut wird.

Ubereinstimmende Daten zu diesen Ergebnissen finden sich bei Kirschner et al..(70) Die
Autoren konnten im Gesamtprotein LMP7-defizienter BMDM die konstitutiven proteasomalen
Untereinheiten und die immunoproteasomalen Untereinheiten LMP2 sowie marginal MECL-1
nachweisen. Analog zu dieser Dissertation kam es bei Kirschner et al. zum verminderten
Einbau der LMP2-Untereinheit bei gleichzeitig vermehrtem Einbau der konstitutiven B5-
Untereinheit in aufgereinigte 20S Proteasomen LMP7-defizienter BMDM. Die MECL-1-
Untereinheit konnte im Gegensatz zur vorliegenden Dissertation marginal nachgewiesen

werden.(70)

Weitere iibereinstimmende Ergebnisse zur Proteasomkonfiguration bei LMP7-defizienten
Makrophagen zeigen Bitzer et al..(73) Die Autoren konnten im Gesamtprotein LMP7-
defizienter Peritoneal-Makrophagen, in Ubereinstimmung mit den vorliegenden Ergebnissen,
die LMP2-Untereinheit mit einer begleitenden Akkumulation der LMP2-Vorstufe nachweisen.
Gleichzeitig kam es kompensatorisch zu einer erhdhten Expression der B5-Untereinheit.(73)
Diese Daten stiitzen die aktuellen Ergebnisse und weisen darauf hin, dass die in BMDM

gezeigten Ergebnisse auch auf andere murine Makrophagen-Modelle tibertragbar sind.
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Lange galt das Dogma, die LMP7-Untereinheit werde bei der Assemblierung fiir einen Einbau
der LMP2- und MECL-1-Untereinheiten benétigt.(74) Es wurde angenommen, dass bei der
Assemblierung des Immunoproteasoms die Vorform pro-LMP7 benétigt wird um LMP2 und
MECL-1 enthaltende B-Ringe zusammenzufiigen. Die Vorform Pro-B5 hingegen beschriankt
den Einbau auf B-Ringe, welche ausschlieBlich die konstitutiven Untereinheiten f1 und (2
enthalten, selbst wenn die LMP7-Untereinheit fehlt.(74, 75) Die Ergebnisse der o.g. Studien
und der Nachweis eines Intermediirproteasoms in den BMDM aus LDLR”"LMP7"~ Miusen in
der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass es ebenfalls zu einem Einbau der LMP2- und
MECL-1-Untereinheiten kommen kann, wenn die LMP7-Untereinheit fehlt und ausschliefllich
die B5-Untereinheit vorhanden ist. Daraus ldsst sich schlieBen, dass die LMP7- und BS5-
Untereinheiten beide zur Inkorporation der LMP2- und MECL-1-Untereinheiten in der Lage
sind. Die vermehrte Detektion von LMP2-Vorstufen bei LMP7-Defizienz weist jedoch auf eine
hohere Affinitit der LMP7-Untereinheit zur Assemblierung von B-Ringen, die LMP2- und
MECL-1-Untereinheiten enthalten, hin.

4.5 Auswirkungen einer LMP7-Defizienz auf die proteolytische Aktivitit

der Proteasomen in Makrophagen
Eine mogliche Erkliarung fiir die fehlenden Auswirkungen einer LMP7-Defizienz auf die
untersuchten Funktionen der BMDM findet sich in den Ergebnissen der Untersuchung der
proteolytischen Aktivitdt. Im Aktivititsassay zeigt sich fiir alle drei katalytischen Aktivititen
(Chymotrypsin-dhnliche, Trypsin-dhnliche und Caspase-dhnliche Aktivitét) kein signifikanter
Unterschied zwischen den Lysaten von LMP7-defizienten und -suffzienten BMDM (Abb. 13).
Bei der Interpretation dieser Ergebnisse muss jedoch bedacht werden, dass diese Messung die
gesamte proteolytische Aktivitit der BMDM widerspiegelt. So wird nicht die Aktivitét eines
einzelnen Proteasom-Subtyps bestimmt, sondern die gemessene Aktivitdt basiert auf allen
Proteasom-Komplexen der Zellen (20S, 26S, 20S-PA28, Intermedidrproteasom). Diese
Ergebnisse sind damit nicht mit Messungen von isolierten, aufgereinigten Proteasomen

vergleichbar.

Diese Einschrankung muss bei der Betrachtung und dem Vergleich der Ergebnisse mit anderen
Messungen proteolytischer Aktivitdten von Proteasom-Subtypen und deren Kinetik in der
Literatur beriicksichtigt werden. In einer Arbeit von Gaczynska et al.(76) wurde die LMP7-
bzw. LMP2-Untereinheit durch Transfektion von ¢cDNA in humanen HeLa Zellen (welche
kaum Immunoproteasom besitzen) iiberexprimiert. Die Uberexpression der LMP7-Untereinheit

fiihrte zu einem 36%igen Anstieg der maximalen Umsatzgeschwindigkeit (Vmax) in der
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Verarbeitung von Suc-VLLY-AMC (Substrat der Chymotrypsin-dhnlichen Aktivitdt). Anhand
dieser Ergebnisse schlossen die Autoren auf eine erhohte Chymotrypsin-dhnliche Aktivitit der
LMP7-Untereinheit. Im Gegensatz dazu zeigten Raule et al.(77), dass das konstitutive
Proteasom (isoliertes 26S Proteasom aus Muskelgewebe) gegeniiber dem Immunoproteasom
(isoliertes 26S Proteasom aus Milzgewebe) in Ratten eine hohere Vmax und eine niedrigere
Michaelis-Konstante (Kn-Wert) in der Verarbeitung des Substrats der Chymotrypsin-dhnlichen
Aktivitdt besitzt. Das wiirde auf eine hohere Chymotrypsin-dhnliche Aktivitdt der konstitutiven
Untereinheit B5 schlieBen lassen. Dies konnte in weiteren Arbeiten, in denen eine hdhere
Chymotrypsin-dhnliche Aktivitdit in Thymus, Milzzellen sowie in BMDM aus LMP7-
defizienten Méusen gegeniiber LMP7-suffizienten Zellen gezeigt wurde, bestitigt werden. (70,
78) Die Messungen der letzteren beiden Arbeiten beziehen sich jedoch auf isoliertes,
aufgereinigtes 20S Proteasom. Somit lassen sich die bisherigen Arbeiten nur bedingt mit den

Befunden dieser Arbeit vergleichen.

Die LMP7-Defizienz fiihrt in BMDM zu keinem signifikanten Unterschied im Substratumsatz
der Gesamt-Proteasom-Komplexe. Eine mogliche Erkldrung hierfiir wére, dass die LMP7-

Defizienz durch den vermehrten Einbau der B5-Untereinheit funktionell kompensiert wird.

4.6 Fazit

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass eine Defizienz der LMP7-Untereinheit
keine nachteiligen Auswirkungen auf relevante, mit der Pathogenese der Atherosklerose
assoziierten, Funktionen von Makrophagen hat. Die LMP7-Defizienz hatte keinen Einfluss auf
die Reifung oder die Polarisation von Makrophagen. Dies wére hinsichtlich der
inflammatorischen Genese der Atherosklerose von Bedeutung gewesen, da die Polarisation von
Gewebsmakrophagen den Verlauf der Atherosklerose beeinflussen kann.(79) Weiterhin konnte
nachgewiesen werden, dass eine LMP7-Defizienz bei Vorliegen von oxidativem Stress weder
zu einer Akkumulation von poly-ubiquitinierten Proteinen, noch zu einem verminderten
Zelliiberleben in Makrophagen fiihrt. Ubereinstimmend dazu kam es in der begleitenden
Atherosklerose-Progressionsstudie in LDLR"LMP7”- Méusen zu keiner Verinderung der
Plaquegrofe und -komposition (Makrophagen-Gehalt, Ubiquitin-Gehalt der Plaquezellen,
GroBe des nekrotischen Kerns).(71) In der Zusammenschau ergeben die in vitro und in vivo
Befunde keinen Hinweis auf eine gestorte Proteinhomdostase von Makrophagen mit LMP7-
Defizienz. Diese Ergebnisse tragen zur aktuellen Debatte iiber den Stellenwert der LMP7-

Untereinheit beim Erhalt der Proteinhomdostase unter Zytokin-induziertem, oxidativen Stress
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sowie bei der Pathogenese inflammatorischer Erkrankungen bei.(38-40) In der vorliegenden
Arbeit zeigte sich, dass die LMP7-Defizienz von Makrophagen mit der Bildung veridnderter
Proteasom-Subtypen einhergeht. Trotz des Einbaus der B5-Untereinheit anstelle der LMP7-
Untereinheit in Proteasomen LMP7-defizienter Makrophagen konnte keine verdnderte
proteolytische Aktivitdt der Zellen nachgewiesen werden. Dies konnte eine Erklarung fiir den
Erhalt der Proteinhomdostase und den Erhalt der potenziell Atherosklerose-relevanten

Funktionen in LMP7-defizienten Makrophagen darstellen.

Ausgehend von diesen Daten ergeben sich neue Perspektiven zur weiteren Erforschung der
Rolle des Immunoproteasoms bzw. der LMP7-Untereinheit auf die Funktion in Makrophagen
und deren Auswirkungen auf die Pathogenese der Atherosklerose. Die vorliegende Arbeit zeigt
beim Vorliegen einer LMP7-Defizienz in Makrophagen trotz verdnderter Proteasom-Subtypen
einen Erhalt der Chymotrypsin-&hnlichen Aktivitdt. Dies stellt eine Besonderheit des Modells
der genetischen LMP7-Defizienz dar. Ubereinstimmende Ergebnisse liefern Studien von Basler
et al., die die inflammatorische Rolle der LMP7-Untereinheit in Autoimmunerkrankungen
untersucht haben.(43) Die Autoren konnten zeigen, dass Inhibition und Defizienz der LMP7-
Untereinheit unterschiedliche Auswirkungen auf die Ausbildung einer murinen
Autoimmunenzephalitis (EAE) haben. In LMP7-suffizienten Mausen beeinflusste eine
medikamentose LMP7-Inhibition den Krankheitsverlauf einer EAE positiv. Fiir Méduse mit
genetischer LMP7-Defizienz konnte gezeigt werden, dass die, durch den Einbau der B5-
Untereinheit erhaltene, Chymotrypsin-dhnliche Aktivitdt die inflammatorischen Prozesse
unterhdlt. Erst mit einer medikamentdsen B5-Inhibition konnte der Krankheitsverlauf bei

LMP7-Defizienz positiv beeinflusst werden.

Bei der EAE handelt es sich, dhnlich der Atherosklerose, um ein inflammatorisches Geschehen,
in deren Pathogenese Immunzellen eine tragende Rolle einnehmen. Verkniipft man die
Ergebnisse von Basler et al., sowie die vorliegende Arbeit mit den Erkenntnissen bisheriger
Studien zur Auswirkung einer Proteasominhibition in der Atherosklerose (52-54), ergeben sich
angesichts der Entwicklung neuer spezifischer Proteasomeninhibitoren neue Perspektiven fiir

weitere Studien, die nachfolgend erldutert werden sollen.

4.7 Zukiinftige Studien mit LMP7-selektiven Proteasominhibitoren
Fiir das UPS wurde eine duale Rolle in der Pathogenese der Atherosklerose postuliert.(27)

Dementsprechend kamen Studien zur Auswirkung einer Proteasominhibition in der
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Atherosklerose zu unterschiedlichen Ergebnissen. Wihrend fiir die frithen Stadien der
Atherosklerose ein protektiver Effekt durch eine Proteasominhibition mit Bortezomib gezeigt
werden konnte(54), wurden in fortgeschrittenen atherosklerotischen Plaques unter Bortezomib-
Therapie Marker einer vermehrten Plaque-Instabilitdt beobachtet.(52, 53) Im Gegensatz zu
Bortezomib, welches gleichermallen die Chymotrypsin-dhnliche Aktivitidt der LMP7- und B5-
Untereinheit hemmt, besitzen neuere Proteasominhibitoren wie ONX 0914 eine 20-40fach
hohere Selektivitét fiir die LMP7-Untereinheit als fiir die f5-Untereinheit. In Immunzellen, in
denen vorrangig Immunoproteasom exprimiert wird, kam es unter ONX 0914 zu einer nahezu
kompletten Inhibition der LMP7 Untereinheit, ohne Beeintrdchtigung der Aktivitdat der LMP2-
und MECL-1-Untereinheiten. Dariiber hinaus konnte, im Gegensatz zu einer unselektiven
Proteasominhibition, keine Akkumulation von poly-ubiquitinierten Proteinen nachgewiesen

werden.(80)

Fiir eine Anwendung von ONX 0914 in einem Atherosklerose-Modell ergében sich im Hinblick
auf Makrophagen demnach Vorteile: Durch die LMP7-Selektivitit wird nur die Chymotrypsin-
dhnliche Aktivitit in Immunzellen gehemmt. Andere Zelltypen, in denen vorrangig
konstitutives Proteasom exprimiert wird, sind nicht betroffen. Dies fiihrt zu erheblich weniger
zytotoxischen Nebenwirkungen als bei einer unspezifischen Proteasominhibition wie z.B. mit
Bortezomib. Zudem fiihrt eine Proteasominhibition mit Bortezomib wie in der vorliegenden
Arbeit gezeigt, in BMDM zu einer Einschrankung der Proteinhomoostase. (Vgl. Abb. 10)
Durch den Erhalt der Proteinhomgostase in Makrophagen und den Wegfall der zytotoxischen
Nebenwirkungen auf andere Zelltypen, konnte sich seine LMP7-selektive Inhibition mit ONX
0914 positiv auf eine Plaque-Stabilisierung auswirken. Gleichzeitig konnten mogliche
inflammatorische Eigenschaften der Chymotrypsin-dhnlichen Aktivitit in Makrophagen durch
die LMP7-Selektivitit von ONX 0914 besser untersucht werden, als im Modell einer
genetischen LMP7-Defizienz. Die in der vorliegenden Arbeit gezeigte Kompensation der
genetischen LMP7-Defizienz durch verdnderte Proteasom-Zusammensetzung (Adaptation
durch kompensatorischen Einbau der B5 Untereinheit) und damit einhergehender erhaltener
Chymotrypsin-dhnlicher Aktivitdt, kann durch die akuten Effekte einer LMP7-selektiven

Inhibition nicht stattfinden.

Daraus ergeben sich Entwiirfe fiir weitere Experimente, um den Einfluss der LMP7-

Untereinheit auf Atherosklerose-assoziierte Funktionen von Makrophagen zu untersuchen.

Um genauer zu untersuchen welche Funktionen der Makrophagen direkt von der LMP7-

Untereinheit abhdngen, miisste ein Studiendesign vier Gruppen beinhalten. Als
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Kontrollgruppen werden BMDM aus LDLR”LMP7”- Miusen, sowie LMP7-suffiziente
BMDM aus LDLR”" Miusen verwendet. Die erste Interventionsgruppe besteht aus BMDM aus
LDLR” Miusen, welche mit ONX 0914 behandelt werden. Die zweite Interventionsgruppe
besteht aus BMDM aus LDLR7LMP77~ Miusen, welche mit einem P5-selektiven
Proteasominhibitor behandelt werden. Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten
Experimente mit BMDM miissten an den vier Gruppen wiederholt werden. Bei den
Experimenten der Makrophagen-Polarisation sollte zusétzlich eine Zeitkinetik wie in Kapitel
4.2.2 erldutert erfolgen. Zusidtzlich sollte an diesen vier Studienarmen eine in vivo
Atherosklerose Progressionsstudie analog zu Hewing et al. durchgefiihrt werden.(71) Fiir die
Dosierung von ONX 0914 bzw. dem B5-selektiven Proteasominhibor PR-825 fiir die in vitro
Experimente der BMDM kdnnten initial analog zu Muchamel et al. (100nM) gewéhlt werden.
(80) Fiir die in vivo Studie sollten die Miuse der Interventionsgruppen dreimal wdchentlich
eine intraperitoneale Injektion der Inhibitoren in Dosierungen von 10mg/kg Korpergewicht fiir

ONX 0914 und 2mg/kg Korpergewicht fiir PR-825 erhalten.(43)
Einen Uberblick iiber ein mdgliches Studiendesign gibt Abbildung 14.

Atherosklerose Progressionsstudie

-
-

Kontroligruppen

Unbehandelt - unbehandelt
«— L~ — » BMDM — »

3x woéchentlich LDLR

intraperitoneal
NaCl
Unbehandelt - unbehandelt
«—— [ NP —» BMDM ———  »
Vergleich der Gruppen 3); woch;enthc? LDLR*LMPT+ Wiederholung der .
hinsichtlich intrapeniones Experimente dieser Arbeit
Herzfrequenz, Matd hinsichtlich Maturierung,
Blutdruck, Polarisation, Zellviabilitat
Plaquelokalisation, - Interventionsgruppen und Umgang mit
gréfke und —komposition oxidativen Stress
Analog zu Hewing et al. ONX 0914
10mg/kg LDLR* 100nM
3x wochentlich
intraperitoneal
PR-825 PR-825
«— @ — »BVDM ——
2mgl/kg 100nM

- 1
3x wochentlich LDLRLMPY

intraperitoneal

Abb. 14: Mogliches Studiendesign zur weiteren Erforschung der Rolle der LMP7 Untereinheit auf die
Pathogenese der Atherosklerose in vivo und in vitro.
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