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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Während der Reifung von murinen Makrophagen und BMDCs (bone marrow deri-
ved dendritic cells) akkumulieren transient ubiquitinierte Proteine in DALIS (Den-
dritic Cell Aggresome-Like Induced Structures). DALIS beinhalten defekte ribosomale
Proteine (DRiPs - defective ribosomal products), die prozessiert und auf MHCI-Mole-
külen präsentiert werden. Dadurch werden cytotoxische T-Zellen (CTLs - cytotoxic
T-lymphocytes) aktiviert und eine Immunantwort eingeleitet.
In vorliegender Arbeit wurde am Beispiel der Formation von DALIS untersucht,
wie die Aggregat-Bildung in eukaryotische Zellen durch Modulation der Proteo-
stase-Maschinerie beeinflusst wird. Tatsächlich konnte das Chaperon/Co-Chape-
ron-Netzwerk als Regulator der Bildung und des Abbaus von DALIS identifiziert
werden. Co-Chaperone modulieren die Interaktion zwischen Hsc/Hsp70 und dem
Ubiquitin/Proteasomsystem, bzw. dem autophagischenAbbau. Die Chaperon-asso-
ziierte Ubiquitinligase CHIP und das Ubiquitin-ähnliche Protein BAG-1 werden
essentiell für die Bildung von DALIS in murinen Makrophagen und BMDCs benö-
tigt. DesWeiteren kooperiert CHIP mit demAutophagie-assoziierten Co-Chaperon
BAG-3 und demUbiquitin-Adapter p62 und vermittelt den Abbau von DALIS über
Chaperon-vermittelte selektive Autophagie (CASA - chaperone-assisted selective au-
tophagy). Das Co-Chaperon HspBP1 inhibiert CHIP-Aktivität und drosselt auf die-
se Weise die Einschleusung von Peptiden in den Weg der Antigenprozessierung.
Durch die Regulation der DALIS-Formation kontrollieren die Co-Chaperone die
Präsentation von endogenen und viralen Antigenen auf MHCI-Molekülen in mu-
rinen BMDCs.
In vorliegender Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass das Chape-
ron/Co-Chaperon-Netzwerk die transienten Protein-Aggregation in professionel-
len Antigen-präsentierenden Zellen (APC - antigen presenting cell) kontrolliert und
auf dieseWeise die Immunantwort reguliert. ÄhnlicheMechanismen könnten auch
bei der Formation von Aggresomen oder Aggresomen-ähnlichen Aggregaten in
Nicht-Immunzellen eine Rolle spielen.
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2 Einleitung

2 Einleitung

Die Aufrechterhaltung der Protein-Homöostase (Proteostase) in einer lebenden Zel-
le beruht auf einem hoch dynamischenNetzwerk aus Proteinsynthese, -faltung und
-abbau. Dadurch kann sich die Zelle vor schädlichen äußeren Einflüssen schüt-
zen und sich an physiologische Veränderungen anpassen. Eine Fehlregulation in-
nerhalb der Proteostase kann zu zahlreichen Proteinfaltungs- und Aggregationser-
krankungen führen [Balch et al., 2008, Powers et al., 2009].
Molekulare Chaperone spielen eine zentrale Rolle innerhalb des Protein-Netzwerks,
welches die Proteostase vermittelt. Nach der Translation sind sie die ersten Kompo-
nenten, die neu-synthetisierte Proteine binden. Im Zuge der Protein-Qualitätskon-
trolle übernehmen sie eine duale Funktion. Zum einen agieren sie als Faltungs-
helfer indem sie posttranslational Proteine binden und in ihre native Form fal-
ten [Bukau undHorwich, 1998, Frydman, 2001, Young et al., 2004, Hartl und Hayer-
Hartl, 2009]. Zum anderen können sie fehlgefaltete Substrate dem proteasoma-
len Abbau oder dem Abbau über lysosomale Kompartimente zuführen [Massey
et al., 2006, Arndt et al., 2007, Gamerdinger et al., 2009]. Die Aktivität der Chape-
rone wird dabei durch Co-Chaperone reguliert. Auf diese Weise verhindert das
Chaperon/Co-Chaperon-Netzwerk die Aggregation von nicht-nativen Proteinen
und gewährleisten somit das Gleichgewicht der Proteostase innerhalb der Zelle
[Kettern et al., 2010].
Der proteasomale Abbau ist in Antigen-präsentierenden Zellen auch an der Ge-
nerierung von Antigenen beteiligt. Hierbei werden endogene oder virale Proteine
proteasomal prozessiert und zur Zelloberfläche transportiert, wo sie auf MHCI-
Molekülen (major histocompatibility complex) präsentiert werden und cytotoxische
T-Zellen (CTL - cytotoxic T-lymphocytes) aktivieren [Rock und Goldberg, 1999]. Als
Ursprung dieser Peptide werden defekte ribosomale Proteine (DRiPs - defective ri-
bosomal products) diskutiert, die sich im Verlauf der Immunzellreifung transient
in DALIS (Dendritic Cell Aggresome-Like Induced Structures) ansammeln [Lelouard

2



2 Einleitung

et al., 2002]. Bei der Prozessierung der DALIS scheint das Chaperon/Co-Chaperon-
System eine entscheidende regulatorische Rolle zu spielen.

2.1 Molekulare Chaperone in der Proteostase

Die Proteine der Hsp70-Protein-Familie (70 kDa heat shock protein) gehören zu den
am besten beschriebenen Chaperonen. Neben dem konstitutiv exprimierten Hsc70
(70 kDa heat shock cognate) ist das Stress-induzierte Hsp70 einer der Hauptvertreter
dieser Protein-Familie.

Abbildung 2.1: Der ATP-Zyklus von Hsc/Hsp70. Hsc/Hsp70 ist ein Multi-Domänen-
Protein. Nukleotidaustausch an der N-terminalen ATPase-Domäne (ATP) ändert die
Konformation des Chaperons und beeinflusst die Substrataffinität. An die ATPase-
Domäne schließt sich die Peptid-Binde-Domäne an (PBD). C-terminal befindet sich eine
Domäne, die sich bei Substratbindung wie ein Deckel schließt (C).

Hsc/Hsp70 ist ein Multi-Domänen-Protein. N-terminal befindet sich die 44 kDa
große ATPase-Domäne. An diese schließt sich eine 27 kDa große Peptid-Binde-
Domäne (PBD) an. Neu-synthetisierte Proteine exponieren große Bereiche mit hy-
drophoben Aminosäuren, die in der nativen Faltung im Inneren des Proteins ver-
borgenwerden. Diese Bereiche können von der PBD gebundenwerden [Bukau und
Horwich, 1998]. C-terminal folgt eine Domäne aus fünf α-Helices, welche sich bei
Peptid-Bindung wie eine Art Deckel über das gebundene Substrat faltet. Die Sub-
stratbindung wird hierbei über einen Zyklus von ATP-Bindung und -Hydrolyse re-
guliert. In der ATP-gebundenen Form ist die PBD für das Substrat frei zugänglich.
Die Affinität des Chaperons zur Substrat-Bindung ist hierbei jedoch gering. Durch

3



2 Einleitung

ATP-Hydrolyse kommt es zur Konformationsänderung des Chaperons und der C-
terminale Deckel schließt sich über die PBD. Dadurch wird die Bindung zwischen
Hsc/Hsp70 und Substrat stabilisiert. Durch den Austausch von ADP gegen ATP
öffnet sich die PBD und das Substrat wird freigesetzt [Hartl undHayer-Hartl, 2002].
Der Zyklus von Substrat-Bindung und -Freisetzung ermöglicht eine schrittweise
Faltung des Substrats (Abb. 2.1). Neben der Funktion als Faltungshelfer können
Chaperone jedoch auch dafür sorgen, dass Substrate einem der zellulären Protein-
Abbauwege zugeführt werden. Die Chaperonaktivität wird durch Co-Chaperone
reguliert. Sie können das Substrat zur nativen Faltung, zum proteasomalen, oder
zum autophagischen Abbau lenken (Abb. 2.2). In dieser Arbeit steht der Protein-
Abbau im Mittelpunkt, weshalb auf die Hsc/Hsp70-Funktion als Faltungshelfer
nur kurz eingegangen wird.

Abbildung 2.2: Chaperone und Co-Chaperone als Komponenten der Protein-
Qualitätskontrolle. Neu-synthetisierte Proteine neigen zur Aggregation. Chaperone
verhindern die Aggregation und unterstützen die Faltung in die native Konformation
oder führen das Protein dem Abbau zu. Co-Chaperone bestimmen, ob das Chaperon
als Faltungshelfer fungiert, oder den Abbau des Substrats über Autophagie oder das
Proteasom vermittelt.
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2 Einleitung

2.2 Co-Chaperone als Regulatoren der

Chaperon-Aktivität

Die ATPase-Aktivität von Hsp/Hsc70 wird durch Co-Chaperone reguliert, welche
um gemeinsame Bindestellen am Chaperon konkurrieren und so die Substrat-Affi-
nität beeinflussen. Außerdem können einige Co-Chaperone Interaktionen zwischen
demChaperon-Komplex und anderen Protein-Komplexen vermitteln, welche dann
bei der Faltung oder dem Abbau mit dem Chaperon kooperieren (Abb. 2.3).

Abbildung 2.3: Co-Chaperone regulieren die Chaperon-Aktivität in Rich-
tung Protein-Faltung oder -Abbau. In Interaktion mit Hip oder Hop werden
Hsc/Hsp70-Substrate gefaltet. Die Ubiquitinligase CHIP vermittelt die Ubiquiti-
nierung der Chaperon-gebundenen Substrate. In Kooperation mit dem Proteasom-
Kopplungsfaktor BAG-1werden Proteine zum proteasomalen Abbau sortiert, während
HspBP1 als Inhibitor von CHIP die Faltung des Substrats fördert. BAG-3 induziert
den Abbau des Proteins über Autophagie. N - N-Terminus, C - C-Terminus, P -
Peptid-Binde-Domäne von Hsc/Hsp70.
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2 Einleitung

2.2.1 Regulation der Substratfaltung durch Co-Chaperone

Die Faltungsaktivität vonHsc/Hsp70wird unter anderemdurch die Co-Chaperone
Hip (hsp70 interacting protein) und Hop (hsp70/hsp90 organizing protein) der Hsp40-
Familie unterstützt [Frydman und Höhfeld, 1997]. Die Proteine dieser Familie be-
einflussen die Chaperon-Substrat-Affinität durch Erhöhung der ATPase-Aktivität
von Hsc/Hsp70. Außerdem erkennen die Hsp40-Co-Chaperone nicht-native Prote-
ine und leiten sie an Hsp/Hsc70 weiter. Hip bindet hierbei an die ATPase-Domäne
vonHsc/Hsp70wodurch die ADP-gebundene Konformation stabilisiert wird [Höh-
feld et al., 1995]. Hop hingegen fungiert als Kopplungsfaktor zwischen Hsc/Hsp70
und Hsp90 und gewährleistet somit die Substratübertragung von Hsc/Hsp70 auf
Hsp90 [Scheufler et al., 2000].

2.2.2 Chaperone-assisted proteasomal degradation (CAP)

Neben Co-Chaperonen, welche die Faltung des Hsc/Hsp70 gebundenen Peptids
stimulieren, existieren andere Co-Chaperone, welche zumAbbau des Substrats bei-
tragen. Beim Chaperon-vermittelten proteasomalen Abbau (CAP - Chaperon-assisted
proteasomal degradation) wird das Substrat in einer Enzymkaskade mit Ubiquitinres-
ten versehen. Diese fungieren als Abbausignal und werden vom 26S-Proteasom
erkannt, wodurch das Substrat abgebaut wird [Hartmann-Petersen et al., 2003, Fin-
ley et al., 2004, Varshavsky, 2005]. Das 76 Aminosäure große Ubiquitin wird zu-
nächst unter ATP-Verbrauch durch ein Ubiquitin-aktivierendes Enzym (E1) akti-
viert [Haas et al., 1982]. Anschließend wird das aktivierte Ubiquitin auf ein Ubiqui-
tin-konjugierendes Enzym übertragen (E2) und durch eine Ubiquitinligase (E3) ent-
weder direkt vom E2 oder indirekt über das E3-Enzym auf das Substrat übertragen
[Hershko et al., 1983, Pickart, 2004]. Diese Schritte werden mehrfach wiederholt, so
dass eine Ubiquitinkette entsteht. An der Ausbildung der Ubiquitinkette ist mögli-
cherweise eine weitere Enzymgruppe, die als E4 bezeichnet wird, beteiligt [Hoppe,
2005]. Die Ubiquitinkette kann über konservierte Lysinreste (Lys6, Lys11, Lys27,
Lys29, Lys48, Lys63) des Ubiquitins verknüpft werden. Je nach Art und Anzahl
der Verknüpfungen können die Ubiquitinketten unterschiedliche Funktionen aus-
üben [Pickart und Fushman, 2004]. Lys63-verknüpfte Ubiquitinketten spielen z. B.
in der DNA-Reparatur eine Rolle [Hofmann und Pickart, 1999]. Lys48-verknüpfte
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2 Einleitung

Ubiquitinketten mit mehr als vier Lysinen konnten als Signal für den proteasoma-
len Abbau identifiziert werden [Thrower et al., 2000].
Beim Proteasom handelt es sich um einen Multi-Enzym-Komplex, der aus dem ka-
talytischen 20S Kernkomplex und zwei regulatorischen 19S Kappenkomplexen be-
steht. Die Kappenkomplexe sind für die Bindung der Ubiquitinkette am Substrat
verantwortlich. Das Substrat wird entfaltet und in den 20S-Kernkomplex transfe-
riert, wo es abgebaut wird [Baumeister et al., 1998, Pickart und Cohen, 2004].

Abbildung 2.4: Der Chaperon-vermittelte Abbau von Proteinen. Das neu-
synthetisierte Protein wird über die Peptid-Binde-Domäne von Hsc/Hsp70 gebunden.
CHIP interagiert über sein TPR-Motiv mit Hsc/Hsp70, während es mit seiner U-Box-
Domäne an das E2-Enzym (UbcH5) bindet und so das Substrat ubiquitiniert. Über die
Ubiquitinkette wird der gesamte Komplex zum Proteasom sortiert und das gebunde-
ne Substrat abgebaut. TPR - tetratricopeptide repeat, U - U-Box, N - N-Terminus, C - C-
Terminus, P - Peptid-Binde-Domäne von Hsc/Hsp70.

Eines der zentralen Co-Chaperone bei der Regulation der Ubiquitin/Proteasom-
Maschinerie ist die Ubiquitinligase CHIP (carboxyl terminus of hsc70-interacting pro-
tein) [Demand et al., 2001]. Über sein TPR-Motiv (tetratricopeptide repeat) kann CHIP
an das EEVD-Motiv von Hsc/Hsp70 und Hsp90 binden, wodurch die Faltungs-
aktivität der Chaperone gehemmt wird [Ballinger et al., 1999, Connell et al., 2001].
C-terminal befindet sich die für die Ubiquitinligase-Aktivität verantwortliche
U-Box-Domäne des Co-Chaperons [Koegl et al., 1999]. Die U-Box ist strukturell
mit der RING-Finger-Domäne eng verwandt, die in diversen Ubiquitinligasen vor-
kommt [Jackson et al., 2000, Joazeiro undWeissman, 2000, Cyr et al., 2002]. Über die
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U-Box bindet CHIP an Ubiquitin-konjugierende Enzyme der UbcH5-Familie, wo-
durch das Substrat ubiquitiniert wird (Abb. 2.4) [Demand et al., 2001, Jiang et al.,
2001, Murata et al., 2001].

2.2.2.1 Abbau-stimulierende Co-Chaperone

Zu den Co-Chaperonen, die den Abbau von Chaperon-Substraten in Kooperation
mit CHIP fördern, gehört BAG-1 (Bcl-2 associated athanogene-1). Dieses Co-Chaperon
agiert als Kopplungsfaktor zwischen demCHIP/Chaperon-Komplex und demPro-
teasom (Abb. 2.5). BAG-1 zeichnet sich durch eine C-terminale BAG-Domäne aus,
über die es mit dem Chaperon interagieren kann. Über die N-terminal gelegene
ubl-Domäne (ubiquitin like domain) wird die Assoziation mit dem Proteasom ver-
mittelt [Höhfeld und Jentsch, 1997, Lueders et al., 2000, Sondermann et al., 2001].
Zusätzlich ist BAG-1 ein Nukleotidaustauschfaktor für Hsc/Hsp70. Dadurch be-
wirkt das Co-Chaperon eine erhöhte Substratfreisetzung von Hsc/Hsp70 und be-
günstigt damit die Einschleusung des Substrats in den 20S Kernkomplex des Pro-
teasoms [Alberti et al., 2003].

2.2.2.2 Abbau-inhibierende Co-Chaperone

Abbau-inhibierende Co-Chaperone limitieren die Aktivität des CHIP-vermittelten
Abbaus. Sie geben neu-translatierten Proteinen die Möglichkeit von Chaperonen in
ihre native Form gefaltet zu werden.
Eines dieser Abbau-inhibierenden Co-Chaperone ist der Nukleotidaustauschfaktor
HspBP1 (heat shock protein binding protein 1). HspBP1 bindet an die ATPase-Domäne
von Hsc/Hsp70 und bildet zusammen mit CHIP einen ternären Komplex, wie er
auch für BAG-1, CHIP undHsc/Hsp70 beschrieben ist [Demand et al., 2001]. Durch
diese Bindung werden anscheinend Lysinreste abgeschirmt, bzw. durch die Kon-
formationsänderung des Chaperons so verschoben, dass keine weitere Ubiquiti-
nierung durch den CHIP/E2-Komplex mehr möglich ist [Alberti et al., 2004].
Die einzelnen Co-Chaperone stehen also in Konkurrenz um die Bindungsstelle an
Hsc/Hsp70 und entscheiden so, ob das Hsc/Hsp70-gebundene Substrat dem Ab-
bau zugeführt wird, oder einen weiteren Schritt zur Proteinfaltung eingeht
(Abb. 2.5).
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Abbildung 2.5: Die Regulation des proteasomalen Abbaus durch Co-Chaperone.
BAG-1 bindet mit seiner BAG-Domäne an die ATPase-Domäne von Hsc/Hsp70.
Gleichzeitig bindet es über seine ubl-Domäne an das Proteasom und fungiert so als
Kopplungsfaktor. Durch Nukleotidaustausch induziert es Substratfreisetzung und för-
dert so den proteasomalen Abbau des Substrats. HspBP1 bindet, wie BAG-1, ebenfalls
an die ATPase-Domäne von Hsc/Hsp70. Durch Nukleotidaustausch wird eine Ubiqui-
tinkettenverlängerung verhindert, oder die Konformation des Chaperons so verändert,
dass es nicht mehr zugänglich ist für den CHIP/UbcH5-Komplex. Dadurch verhindert
HspBP1 den proteasomalen Abbau des Substrats. N - N-Terminus, C - C-Terminus, P -
Peptid-Binde-Domäne von Hsc/Hsp70.

2.2.3 Chaperone-assisted selective autophagy (CASA)

Neben CAP ist der Abbau über Autophagie ein weiterer Protein-Abbauweg [Ru-
binsztein, 2006, Eskelinen und Saftig, 2009]. Bei der Autophagie wird cytosolisches
Material mit einer Phagophoren-Isolationsmembran umschlossen, wodurch sich
das sogenannte Autophagosom bildet. Dieses fusioniert mit Lysosomen, in deren
saurem Milieu das eingeschlossene Material abgebaut wird. Diese Art der Auto-
phagiewird auch alsMakroautophagie bezeichnet. Bei derMikroautophagie hinge-
genwird cytosolischesMaterial direkt in eine lysosomaleMembran eingeschlossen.
Autophagie kann unspezifisch ablaufen, z. B. bei Nahrungsknappheit innerhalb
der Zelle, oder aber selektiv erfolgen. Dies geschieht z. B. beim Abbau von Protein-
aggregaten, funktionsuntauglichen Organellen, wie Mitochondrien oder Peroxiso-
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men, oder aufgenommenen Mikroben [Nakagawa et al., 2004, Dunn et al., 2005, Ru-
binsztein, 2006, Todde et al., 2009].
In einigen Fällen ist die oben beschriebene selektive Autophagie Ubiquitin-ab-
hängig [Xie und Klionsky, 2007, Kirkin et al., 2009b]. Über diesen Weg werden so-
wohl polyubiquitinierte Proteine als auch Ubiquitin-Konjugat-enthaltende Aggre-
gate abgebaut [Kirkin et al., 2009a, Clausen et al., 2010]. Ubiquitinketten am Sub-
strat werden von den Adapterproteinen p62 und NBR1 (neighbor of BRCA1 gene 1)
gebunden. Über eine LIR-Domäne (LC3 interacting region) können NBR1 oder p62
wiederum an das Autophagophoren-Protein LC3 binden und das eingeschlossene
Substrat kann autophagisch abgebaut werden [Komatsu et al., 2007, Pankiv et al.,
2007]. Die Rekrutierung der Substrate in Autophagosomen ist dabei von dem Phos-
phatdylinositol-3-Phosphat-interagierendem Protein ALFY (autophagy-linked FYVE
protein) abhängig [Filimonenko et al., 2010].

Abbildung 2.6: Chaperon-vermittelte selektive Autophagie. BAG-3 initiiert zusam-
men mit dem kleinen Hitzeschockprotein HspB8 den autophagischen Abbau des
Hsc/Hsp70-gebundenen Substrats. Durch CHIP-vermittelte Ubiquitinierung kann das
Substrat von p62 gebunden werden. Es bildet sich eine Phagophorenmembran, in
die das Substrat eingeschlossen wird. Nach Verschmelzung mit Lysosomen wird das
Protein abgebaut. N - N-Terminus, C - C-Terminus, P - Peptid-Binde-Domäne von
Hsc/Hsp70.

Kürzlich konnte gezeigt werden, dassmolekulare Chaperone an der Initiierung von
selektiver Autophagie mitwirken. Dies geschieht im Rahmen eines Abbauweges,
der als CASA (chaperone-assisted selective autophagy) beschrieben wurde [Arndt et al.,
2010, Kettern et al., 2010]. Hierbei sind BAG-3, ein Co-Chaperon von Hsc/Hsp70,
und das kleine Hitzeschock-Protein HspB8 von zentraler Bedeutung [Carra et al.,
2008, Gamerdinger et al., 2009, Arndt et al., 2010]. BAG-3 koordiniert die Aktivität
von Hsc/Hsp70 und HspBP8 während des Abbauprozesses des Substrats. Durch
CHIP-vermittelte Ubiquitinierung wird das Substrat anschließend von p62 gebun-
den und der Autophagie zugeführt (Abb. 2.6) [Arndt et al., 2010].
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2.3 Professionell Antigen-präsentierende Zellen

Bereits seit längerer Zeit wurde eine Kooperation von molekularen Chaperonen
mit Protein-Abbausystemen im Zuge der Prozessierung von endogenen und vira-
len Antigenen in professionellen Antigen-präsentierenden Zellen (APCs - antigen
presenting cells) diskutiert [Lelouard et al., 2004]. Bei professionellen APCs handelt
es sich um Immunzellen des adaptiven Immunsystems, die durch die Präsentati-
on von Antigenen auf MHC-Molekülen eine spezifische Immunantwort auslösen
können.

2.3.1 Zelluläre Spezialisierung von APCs - Die Immunzellreifung

Nach einem Immunstimulus reifen Monozyten zu professionellen APCs, wie DCs
(dendritic cells) und Makrophagen, heran und sind in der Lage, T-Zellen zu aktivie-
ren. Die immunkompetentesten APCs sind hierbei DCs [Banchereau und Steinman,
1998]. Bei der Zellreifung auslösenden Stimulierung werden pathogen-spezifische
Strukturen (PAMPs - pathogen-associated molecular patterns) von der DC erkannt
[Medzhitov und Janeway, 2000]. Dabei kann es sich z. B. umden Bakterienzellwand-
Bestandteil Lipopolysaccharid (LPS) handeln, oder um doppelsträngige RNA, wie
sie für viele Viren typisch ist [Winzler et al., 1997, Banchereau et al., 2000]. PAMPs
werden von transmembranen TLRs (toll-like receptors) auf der Zelloberfläche von
DCs und Makrophagen gebunden, was eine NFκB-Signalkaskade auslöst [Muzio
et al., 1998]. In Säugerzellen sind zwölf TLRs beschrieben. TLR4 z. B. wird durch
LPS aktiviert [Beutler, 2000], während doppelsträngige Virus-RNA von TLR7 und
TLR8 erkannt wird [Heil et al., 2004]. Durch die eingeleitete Signalkaskade werden
verschiedene Transkriptionsfaktoren aktiviert. In der Folge können Zelldifferenzie-
rung und -proliferation oder auch Apoptose eingeleitet werden.

2.3.2 Antigenpräsentation in professionellen APCs

Im Zuge der Immunzellreifung präsentieren professionelle APCs Antigene auf ih-
rer Zelloberfläche. Der erste Schritt ist die Aufnahme eines Pathogens oder seiner
Bestandteile. Hierbei kann es sich z. B. um ein Bakterium, oder eine Virusinfektion
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handeln. Durch den Kontakt mit dem Pathogen wird die Reifung der APC ausge-
löst. Im Zuge der Zellreifung wandern die APCs von den peripheren Lymphgewe-
ben in die Lymphknoten ein. Die APC exprimiert vermehrt MHC-Komplexe auf
der Zelloberfläche, auf denen die prozessierten Peptide präsentiert werden. Neben
MHC-Komplexen exprimiert die APC auch costimulatorische Moleküle [Jenkins
et al., 1990]. Diese werden für die vollständige Aktivierung von T-Zellen benötigt
(Abb. 2.7). Es gibt verschiedene Arten von T-Zellen, die unterschiedliche Funktio-
nen erfüllen. CTLs eliminieren die infizierte Zelle, indem sie Apoptose auslösen.
T-Helferzellen hingegen können unter anderem B-Zellen aktivieren, welche darauf-
hin Antikörper produzieren und sezernieren, während T-Gedächtniszellen wichtig
sind um bei zukünftigen Infektionen mit dem gleichen Erreger eine schnellere spe-
zifische Immunantwort zu gewährleisten.

Abbildung 2.7: Die Immunzellreifung. Die Immunzellreifung wird durch eine TLR-
vermittelte Signalkaskade ausgelöst, in Folge derer die Immunzelle in die Lymphkno-
ten einwandert und dort MHC-Komplexe und costimulatorische Moleküle präsentiert.
Diese werden von T-Zellen erkannt, welche dadurch aktiviert werden.

Die Antigenpräsentation findet auf unterschiedlichen MHC-Molekülen statt. Auf
MHCI-Molekülen werden hauptsächlich endogene und virale Antigene präsentiert
[Heemels und Ploegh, 1995, Rock und Goldberg, 1999]. Durch die Präsentation von
Antigenen auf MHCI-Molekülen werden CTLs aktiviert. MHCI-Komplexe kom-
men ubiquitär auf allen somatischen Zellen vor. Aufgrund der Expression costi-
mulatorischer Moleküle sind jedoch nur professionelle APCs in der Lage, CTLs zu
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aktivieren [Trombetta undMellman, 2005]. BeiMHCII-Molekülen stammen die An-
tigene aus den endozytischen Kompartimenten, in denen extrazelluläre Substan-
zen proteolytisch abgebaut werden. Auf MHCII-Molekülen-präsentierte Antigene
werden von CD4+-Zellen erkannt. [Bryant und Ploegh, 2004]. In den letzten Jahren
konnte jedoch gezeigt werden, dass MHCI- undMHCII-Moleküle nicht ausschließ-
lich endo-, bzw. exogene Antigene präsentieren. So können Peptide von exogenen
Proteinen auf MHCI-Molekülen präsentiert werden [Pfeifer et al., 1993, Ackerman
und Cresswell, 2004], während endogene Antigene auch auf MHCII-Molekülen
präsentiert werden können [Nimmerjahn et al., 2003, Paludan et al., 2005].

2.3.3 Die Rolle des Ubiquitin/Proteasom-Systems bei der

Antigenprozessierung

Bei der Reifung von professionellen APCs ist das Ubiquitin/Proteasom-System an
der Generierung von Antigenen zur Präsentation auf MHCI-Molekülen maßgeb-
lich beteiligt [Rock und Goldberg, 1999]. Außerdem liefert es Vorläufer-Peptide,
die anschließend vom Proteasen zu MHCI-Antigenen weiter prozessiert werden
[Rock et al., 2002]. Cytosolische ubiquitinierte Proteine werden proteasomal abge-
baut und über den TAP-Transporter (transporter associated with antigen processing) ins
Endoplasmatische Retikulum (ER) geschleust [Kloetzel, 2001]. Dort werdenMHCI-
Moleküle mit Antigenen beladen und zur CTL-Aktivierung an die Zelloberfläche
transportiert [Vyas et al., 2008] (Abb. 2.8). Als Quelle dieser Antigene werden DRiPs
(defective ribosomal products) diskutiert. Unter DRiPs werden neu-translatierte feh-
lerhafte Proteine zusammengefasst. Hierbei können die Fehler schon auf mRNA
Ebene, oder auch bei der Translation entstehen, wenn Aminosäuren fehlerhaft in
die Peptidkette eingebaut werden. Außerdem können ein zu früher Translations-
abbruch, oder das Fehlen von Aminosäuren dafür sorgen, dass ein Peptid nicht in
die native Konformation gefaltet werden kann. Darüber hinaus können sich Multi-
Domänen-Proteine fehlerhaft zusammensetzen und somit ihre Funktion verlieren
[Yewdell et al., 2001, Princiotta et al., 2003]. Über den Mechanismus der DRiPs-
Prozessierung kann die Zelle ein breites Spektrum des translatierten Proteoms,
sowie auch virale Proteine bei Infektion der Zelle, auf ihrer Oberfläche präsentie-
ren [Yewdell et al., 2001, Trombetta und Mellman, 2005]. Es wird diskutiert, dass
möglicherweise bis zu 30% aller neu-synthetisierten Proteine DRiPs sind [Schu-
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bert et al., 2000], während andere Studien von einem weitaus geringeren Anteil
ausgehen [Vabulas und Hartl, 2005]. Im Verlauf der Immunzellreifung akkumu-
lieren DRiPs und bilden transiente Aggregate, sogenannte DALIS (Dendritic Cell
Aggresome-Like Induced Structures) [Lelouard et al., 2004].

Abbildung 2.8: Antigenprozessierung und -präsentation auf MHCI-Molekülen in
professionellen APCs. Im Verlauf der Immunzellreifung bilden sich DALIS, die über
das Proteasom prozessiert werden. Die Peptide werden über den TAP-Transporter in
das Endoplasmatische Retikulum transloziert, auf MHCI-Moleküle geladen und an
die Zelloberfläche transportiert. Dort werden sie CTLs präsentiert. ER - Endoplasma-
tisches Retikulum, N - N-Terminus, C - C-Terminus, P - Peptid-Binde-Domäne von
Hsc/Hsp70.
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2.3.4 Dendritic Cell Aggresome-Like Induced Structures - DALIS

Lelouard et al. konnten 2002 zeigen, dass humane LCs (Langerhans cells) und muri-
ne DCs als Antwort auf einen inflammatorischen Stimulus Aggregate von ubiquiti-
nierten Proteinen im Cytosol akkumulieren. Im Gegensatz zu Aggresomen und in-
clusion bodies ist die Bildung dieser Strukturen transient [Lelouard et al., 2002]. Des
Weiteren sind sie nicht wie Aggresomen von Vimentin umhüllt und colokalisieren
nicht mit dem Mikrotubuli-organisierenden Zentrum (MTOC) [Kopito, 2000]. Die-
se Strukturen ähneln Aggresomen, die sich in unterschiedlichen Zelltypen bilden,
wenn die Abbausysteme überlastet sind, z. B. aufgrund von Proteasom-Inhibition
oder Überexpression von Aggregations-anfälligen Proteinen. Dementsprechend
werden diese Aggregate Dendritic Cell Aggresome-Like Induced Structures (DALIS)
genannt. Sie bilden sich nach einem Reifungsstimulus, wie z. B. der Zugabe von
LPS. Die Menge der Aggregate steigt im Verlauf von zwölf Stunden an, bevor die
Anzahl wieder abnimmt und nach ca. 48 Stunden keine Aggregate mehr detektier-
bar sind. DALIS bestehen aus neu-synthetisierten Proteinen und ihre Bildung ist
abhängig von einer intakten Translation [Lelouard et al., 2002]. Auch eine Virusin-
fektion mit Influenza A löst Immunzellreifung aus. Währenddessen werden expri-
mierte Viruspeptide in DALIS abgelagert und es kommt zu einer verzögerten An-
tigenpräsentation [Herter et al., 2005]. DALIS werden deshalb als Speicherkompar-
timente für Peptide diskutiert, die als Antigene auf MHCI-Molekülen präsentiert
werden. Auf diese Weise soll gewährleistet werden, dass die DC vollständig ausge-
reift ist, bevor sie CTLs aktiviert [Lelouard et al., 2002, Herter et al., 2005, Fassbender
et al., 2008]. Auch wenn das Vorkommen von DALIS zunächst auf professionelle
APCs beschränkt schien, können auch Nicht-Immunzellen Aggregate ausbilden,
die vergleichbar mit DALIS sind. Sie werden deshalb ALIS (Aggresome-Like Induced
Structures) genannt. Diese bilden sich in verschiedenen Zelltypen in unterschiedli-
chen Stresssituationen. Auch sie dienen vermutlich als eine Art „Kurzzeitspeicher“
für DRiPs bevor sie abgebaut werden [Szeto et al., 2006]. Bei der Prozessierung
von DALIS könnte die Chaperon-Maschinerie involviert sein. Verschiedene Kom-
ponenten, wie z. B. das Co-Chaperon CHIP, sind mit DALIS assoziiert [Lelouard
et al., 2002, Lelouard et al., 2004]. Seifert et al. konnten eine proteasomale Beteiligung
am DALIS-Abbau nachweisen [Seifert et al., 2010]. Hierbei wurde eine modulierte
Form des Proteasoms, das sogenannte Immunoproteasom (I-Proteasom), beschrie-
ben [Yewdell, 2005]. Dieses unterscheidet sich vom „herkömmlichen“ Proteasom in
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der Umstrukturierung einiger Untereinheiten nach Interferon-γ-Induktion [Kloet-
zel, 2001]. Dadurchwird das Proteasomdazu befähigt wesentlich effizienter zu pro-
zessieren [Cerundolo et al., 1995]. Aber auch die Autophagie scheint in der finalen
DALIS-Beseitigung eine wichtige Rolle zu spielen [Szeto et al., 2006].

In vorliegender Arbeit sollte untersucht werden, ob und auf welche Weise die DA-
LIS-Bildung durch Co-Chaperone der Hsc/Hsp70-Maschinerie reguliert wird. Au-
ßerdem sollten nähere Einblicke in den Abbau von DALIS gewonnen werden. In
diesem Kontext wurde analysiert, inwieweit in diesem Prozess proteasomaler und
autophagischer Abbau beteiligt und reguliert sind. Im Hinblick auf die Speicher-
Funktion der DALIS konnte im Anschluss der Einfluss der regulierten DALIS-
Formation und -Prozessierung auf die Antigenpräsentation auf MHCI-Molekülen
untersucht werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Alle Chemikalien stammen, mit Ausnahme der unten aufgelisteten und gesondert
bezeichneten, von den Firmen Roth, Fischer, Fluka, Serva, Merck oder Sigma:

Chemikalie Firma

DNA-Ladepuffer (6x) Fermentas GmbH
DNA-Standard Fermentas GmbH
dNTPs Roche Diagnostics GmbH
Dulbecco´s Modified Eagle Medium Invitrogen
VLE-Dulbecco´s Modified Eagle Medium GIBCO
ECL Chemilumineszenz Substrat Pierce
Fötales Kälberserum (FCS) GIBCO
Fugene HD Transfektionsreagenz Roche Diagnostics GmbH
Hyperfilm ECL Amersham
L-Glutamin GIBCO
Meerrettich Peroxidase Invitrogen
Optimem Invitrogen
Penicillin-Streptomycin-Mix GIBCO
Proteaseinhibitor-Mix „complete“ Roche Diagnostics GmbH
Proteinstandard Bio-Rad
Pyruvat Invitrogen
Trypsin/EDTA GIBCO
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Alle Polymerasen, RNAsen und Restriktionsenzyme wurden von der Firma Fer-
mentas bezogen. Oligonukleotide stammten von biomers.net.

3.1.2 Antikörper

Folgende primäre Antikörper wurden verwendet:

Antikörper Spezies Firma

20S Kaninchen Biomol
2.4G2 Antikörper für Fc-Blockierung BD Pharmingen
BAG-1 Kaninchen Santa Cruz
BAG-3 Kaninchen Proteintech
BAG-5 Ziege Abcam
CD-8, gekoppelt an magnetische Partikel Miltenyi
CHIP Kaninchen Oncogene
FK2 Maus Biotrend
Hsp70 (SPA812) Kaninchen Stressgen
HspBP1 Kaninchen Delta Biolabs
HspBP1 Maus Transduction
IL-2 Maus eBioscience
MHCI (APC-konjugiert) eBioscience
Ovalbumin Kaninchen Pierce
p62 Meerschwein Progen
γ-Tubulin Maus Sigma
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Als sekundäre Antikörper fürWestern Blots wurden nachfolgend aufgelistete IRDye
800CW-Antikörper der Firma Licor verwendet:

Esel-anti-Kaninchen
Esel-anti-Maus
Ziege-anti-Kaninchen
Ziege-anti-Maus
Ziege-anti-Meerschwein
Ziege-anti-Mensch

Für die Immunfluoreszenzwurde für die Zellkernfärbung (DNA-Färbung) TOTO-3
(Firma Invitrogen) in einer Verdünnung von 1:40000 eingesetzt. Des Weiteren wur-
den folgende Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikörper verwendet:

Antikörper Fluorophor Firma

Esel-anti-Ziege Alexa-488 Invitrogen
Ziege-anti-Maus Alexa-488 Invitrogen
Ziege-anti-Maus Alexa-546 Invitrogen
Ziege-anti-Meerschwein Cy2 Jackson Immuno Research
Ziege-anti-Kaninchen Alexa-546 Invitrogen
Ziege-anti-Kaninchen Alexa-633 Invitrogen

3.1.3 Plasmide

Die konstruierten Plasmide zur Überexpression verschiedener Proteine basieren
auf dem pcDNA3.1 Vektor von Invitrogen und wurden alle in der AG Höhfeld
generiert. Als Kontrolle wurde der GFP-exprimierende Vektor pEGFP-C(1) einge-
setzt.
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pCDNA3.1(+/-): Überexpression von Proteinen in Säugerzellen
(Invitrogen)

pCDNA3.1(+)-chip
pCDNA3.1(+)-hspbp1
pCDNA3.1(-)-bag-1
pCDNA3.1(+)-bag-3
pEGFP-C(1): Expression von EGFP in Säugerzellen (Clontech)

3.1.4 Oligonukleotide

siRNAOligonukleotide wurden mit folgenden Targetsequenzen bei der Firma Qia-
gen bestellt. Die Kontroll-siRNA wurde von der Firma Dharmacon bezogen.

siRNA Targetsequenz

chip_1: CAC ACT TGT GGC AGT GTA CTA
chip_2: CCG GCT CTT CGT GGG CCG CAA
hspbp1_1: CAG AAA GTC CAT GGC AGA CAA
hspbp1_2: CAG GAC CGT GAA GGC GCA CTA
bag-1_1: CCG AGT CAT GTT AAT TGG TGA
bag-1_2: CAG GGA GTT GAC TAG AAG TAA
bag-3_1: CCG TGA TAC ATG AGC AGA ATA
bag-3_2: CCC AGG TCA AGT ACA AGT CTA
Kontrolle: SiGLO Transfektionsindikator
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3.2 Methoden im Umgang mit eukaryontischen Zellen

3.2.1 RAW309 murine Makrophagen-Zelllinie

3.2.1.1 Kultivierung von RAW309-Zellen

Zellkulturmedium: Dulbecco´s Modified Eagle Medium
5% FCS
2 mM Pyrovat
100 IU/ml Penicillin
100 IU/ml Streptomycin

RAW309-Zellen wurden als adhärente Einzelschicht bei 37◦C, 5% CO2 und 95%
Luftfeuchtigkeit im entsprechenden Medium kultiviert. Zur Passage wurde bei ei-
ner Zellkonfluenz von 80-90% das Medium abgenommen. Anschließend wurden
die Zellen abgespült, durch Auf- und Abpipettieren vereinzelt und in vorgewärm-
tes Medium aufgenommen. Ein Aliquot der so erhaltenen Zellsuspension wurde
dann 1:4 bis 1:6 verdünnt und in eine neue Sechs-Loch-Schale überführt.

3.2.1.2 Transfektion mit Fugene HD

Die Transfektion erfolgte unter Verwendung eines kommerziell erhältlichen Trans-
fektionskits (Fugene HD Transfection Reagent, Roche) nach Anleitung des Herstel-
lers. Die Zellen wurden so passagiert, dass sie am Tag der Transfektion zu 50-80%
konfluent waren. Vor Zugabe der Transfektionslösung wurde das Medium gegen
Serum- und Antibiotika-freies Medium gewechselt. Für Transfektionen in Sechs-
Loch-Schalen wurde pro Loch folgender Transfektionsansatz pipettiert:

Plasmid-DNA 2 μg
Fugene HD Transfektionsreagenz 6 μl
→ mit Medium auf ein Endvolumen

100 μl aufnehmen
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Der Ansatz wurde anschließend 10 sek gevortext. Es folgte eine 15-minütige Inku-
bation bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurde die Transfektionslösung auf die
Zellen pipettiert. Nach ca. 8-16 h erfolgte ein erneuter Mediumwechsel gegen Voll-
medium und eine abschließende Inkubation für 24 h. Im Anschluss daran wurde
die Kinetik durch LPS-Zugabe gestartet. Zur Ermittlung der Transfektionseffizienz
diente optional ein Kontrolltransfektionsansatzmit demEGFP-Expressionsplasmid
als Marker.

3.2.2 Infektion von RAW309-Makrophagen mit Adenoviren

Für die Immunfluoreszenz von Ovalbumin in DALIS wurden 5 x 104 RAW309-
Zellen auf ein 12,5 mm Deckglas ausgesät. Die Zellen wurden mit 1 x 105 Virus-
Partikeln/Zelle eines Ovalbumin-exprimierenden Adenovirus (AdOVA) (bereitge-
stellt von Dr. A. Limmer, Universität Bonn) in einem Volumen von 100 μl infiziert.
30 min nach Infektion wurden 250 μl frisches Medium hinzugegeben. Nach 12 h
wurden die Zellen fixiert und gefärbt (Kap. 3.6.1).

3.2.3 Murine dendritische Zellen

3.2.3.1 Isolierung muriner Knochenmarksmonozyten

PBS: 137 mM NaCl
2,7 mM KCl
8 mM Na2HPO4

1,4 mM KH2PO4

pH 7,4
autoklaviert

Die Gewinnung muriner Knochenmarksmonozyten erfolgte durch das Ausspülen
der Ober- und Unterschenkelknochen. Hierzu wurde die Maus auf dem Rücken
liegend mit Nadeln fixiert und die Haut der Hinterbeine entfernt. Durch Entfer-
nen von Muskulatur und Sehnen wurden die Knochen freigelegt und in Höhe der
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Hüftgelenke abgetrennt. Die Knochen wurden in PBS auf Eis gelagert. Das Kno-
chenmark wurde unter sterilen Bedingungen mit PBS ausgespült. Hierzu wurden
Kanülen mit einem Außendurchmesser von 0,4 mm benutzt. Die Zellen wurden
durch Auf- und Abpipettieren vereinzelt, über ein Zellsieb gegeben (Porengröße
40 μm, B & D) und ausplattiert. Die Zellen wurden entweder direkt in Kultur ge-
nommen, oder bei -80◦C eingefroren.

3.2.3.2 Kultivierung von murinen Monozyten und Differenzierung zu

dendritischen Zellen

Zellkulturmedium: VLE Dulbecco´s Modified Eagle Medium
10% FCS
GM-CSF (30% Gesamtvolumen aus Hybridom Zell-
überstand)
100 IU/ml Penicillin
100 IU/ml Streptomycin

Die Differenzierung zu dendritischen Zellen erfolgte durch Zugabe von GM-CSF
aus Hybridomzellüberstand. Nach drei Tagen Kultivierung wurden 50% des Me-
diums abgenommen und bei 1000 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wurde in neues
Kulturmedium aufgenommen und die Zellsuspension auf die verbliebenen Zellen
gegeben. Nach sechs bis sieben Tagen waren im Durchschnitt ca. 80% der Zellen zu
murinen dendritischen Zellen differenziert.

3.2.3.3 Elektroporation von Zellen mit siRNA

Zur transienten Ausschaltung von Genen in Zelllinien und Primärzellen wurden
die Zellen zunächst abgeerntet, in PBS gewaschen und bei 1000 rpm, 10 min ab-
zentrifugiert. Für die Elektroporation von RAW309-Zellen wurden 1 x 106, für die
Elektroporation von Primärzellen 4 x 106 pro Ansatz eingesetzt und nach demWa-
schen in jeweils 100 μl Optimem resuspendiert. Pro Ansatz wurden jeweils 10 μg
siRNA in eine Elektroporationsküvette (Qiagen) vorgelegt und die Zellsuspension
darauf gegeben. Hierbei wurden jeweils zwei unterschiedliche siRNAs pro Ansatz
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gemischt um die Depletionseffizienz zu verstärken. Es folgte eine genau dreiminü-
tige Inkubation bei Raumtemperatur mit anschließender Elektroporation in einem
Bio-RadGene Pulser X cellmit CE module und shock podmit folgenden Einstellungen:

Programm Squarewave
Spannung 1000 V
Anzahl der Pulse 2
Zeitintervall 5 sek
Pulsdauer 0,5 msek
Küvetten Schichtdicke 4 mm

Anschließend wurden die Zellen ausplattiert und bis zur Versuchsdurchführung
bei 37◦C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert.

3.2.3.4 Infektion von murinen dendritischen Zellen mit Adenoviren

Zur Infektion der BMDCs wurde ein rekombinantes Adenovirus verwendet, wel-
ches Gene für Luciferase, Ovalbumin und GFP codiert (AdLOG) (bereitgestellt von
Dr. A. Limmer, Universität Bonn). Zur Kontrolle wurden Zellen mit Adenoviren in-
fiziert, welche nur GFP exprimieren. Hierbei wurden BMDCs am siebten Tag nach
Differenzierung mit siRNA transfiziert (Kap. 3.2.3.3). Da die Expressionslevel der
Zielproteine 24 h nach siRNA Transfektion am geringsten waren, wurde die Infek-
tion zu diesem Zeitpunkt durchgeführt. Dazuwurden ca. 1 x 106 BMDCs pro Sechs-
Loch-Platte in 500 μl Medium ausgesät und mit 10000-15000 Viruspartikeln/Zelle
infiziert. Nach 30-180 min wurden 500 μl frisches Medium hinzugegeben. Nach
12 h Inkubation mit gelegentlichem Schwenken der Platte wurden die Zellen ab-
geschabt und dreimal mit PBS gewaschen. Anschließend wurden die infizierten
Zellen in einen Cytokintest eingesetzt.
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3.2.4 Murine T-Zellen aus Milzzellen

3.2.4.1 Isolierung von murinen Milzzellen

Zur Isolation von murinen Milzzellen für die anschließende Generierung von
T-Zellen wurde zunächst die Milz einer OT-1 Maus entnommen. Die Milz wurde
mit Hilfe eines Spritzenstempels durch ein Zellsieb gedrückt. Das Sieb wurde mit
10 ml PBS gespült, die Zellen durch Auf- und Abpipettieren vereinzelt und bei 1500
rpm, 10 min zentrifugiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Zellen in
3,5 ml RPMI-Medium aufgenommen.

Zellkulturmedium: RPMI 1640 inkl. HEPES
8% FCS
2 mM Glutamin
100 IU/ml Penicillin
100 IU/ml Streptomycin
50 μM 2-Mercaptoethanol

3.2.4.2 Aufreinigung von CD8+-Zellen aus Milzzellen

Wurden für die Gewinnung von CD8+-Zellen (OT-1) RAG-defiziente Mäuse ver-
wendet, welche außer CD8+-Zellen keine weiteren Lymphozyten produzieren kön-
nen, konnte die Aufreinigung mittels Nylon-Filtration erfolgen. Hierbei wurde von
einer 10 ml Spritze der Stempel entfernt und die Spritze mit kleingeschnittener
Nylon-Wolle gefüllt. Diese wurde mit 2% FCS in PBS gespült. Anschließend wurde
die Spritze verschlossen und erneut mit 2% FCS in PBS gefüllt. Durch das Einfül-
len entstandene Luftblasen wurden aus der Spritze herausgepresst. Es folgte ei-
ne 45-minütige Inkubation bei 37◦C. Die FCS/PBS Lösung wurde verworfen und
die Spritze mit 7 ml der Milzzellsuspension gefüllt. Die Zellsuspension fließt dabei
langsam durch die mit Nylon-Wolle-gefüllte Spritze. Sobald die Zellsuspension das
untere Ende der Spritze erreicht hatte, wurde diese zügig verschlossen. Die Spritze
wurde abgedeckt und 60 min bei 37◦C inkubiert. Anschließend wurden die OT-1-
Zellen zweimal mit 10 ml 37◦C warmemMedium eluiert.
Bei der Verwendung von OT-1 Tieren ohne RAG-Defizienz erfolgte die Aufreini-
gung mittels MACS-Sortierung. Hierbei wurde die Milzzellsuspension in 50 ml
MACS-Puffer aufgenommen.
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MACS-Puffer: 1x PBS
1% FCS
2 mM EDTA

Die Zellen wurden bei 1500 rpm, 8◦C 10 min zentrifugiert, anschließend wieder in
MACS-Puffer aufgenommen und über ein Zellsieb gefiltert. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt wurden die Zellen in 20 mlMACS-Puffer aufgenommen, mit
12 μl magnetischer anti-CD8-MACS-beads versetzt und 15 min bei 4◦C inkubiert.
Es wurde ein weiteres Mal gewaschen, die Zellen in 5 ml resuspendiert und mit
Hilfe des Auto-MACS (Miltenyi) die CD8-positiven Zellen selektiert.

3.2.4.3 In-vitro-Cytokintest

Für den Cytokintest wurden 1 x 105 der Virus-infizierten BMDCs (Kap. 3.2.3.4) in
einem Volumen von 100 μl/Loch auf eine 96-Loch-Platte überführt. Aufgereinigte
OT-1 Zellen (Kap. 3.2.4.2) wurden 1:1 oder 2:1 auf die BMDCs gegeben und für
24 h bei 37◦C inkubiert. Anschließend wurden die Überstände abgenommen und
die IL-2-Konzentration per ELISA (Kap. 3.5.7) analysiert.

3.3 Methoden im Umgang mit Mäusen

Bei allen verwendeten Mäusen handelte es sich um Tiere mit einem genetischen
BL6-Hintergrund.

3.3.1 In-vivo-Cytokintest

Den Mäusen wurden jeweils 1 x 106 Viruspartikel intravenös in die Schwanzvene
injiziert. Nach 12 h wurde die Milz entnommen und die Milzzellen isoliert
(Kap.3.2.4.2). Diese wurden im Verhältnis 1:1 oder 1:2 mit OT-1 Zellen für 24 h
bei 37◦C inkubiert. Anschließend wurden die Überstände abgenommen und die
IL-2-Konzentration per ELISA (Kap. 3.5.7) analysiert.
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3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 Plasmidpräparation

3.4.1.1 Plasmid-DNA-Maxipräparation

Zur präparativen Isolierung großer Mengen Plasmid-DNA aus E.coli dienten kom-
merzielle DNA-Isoliersysteme der FirmenQiagen oderMacherey-Nagel. Dabei wur-
de jeweils gemäß den Angaben der Hersteller vorgegangen.

3.4.1.2 Plasmid-DNA-Minipräparation

Für eine Plasmidpräparation in kleinem Maßstab wurden 1,5 ml einer 2 ml Über-
nachtkultur 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Nach Abnahme des Überstands
wurde das Zellpellet in 100 μl Lösung I resuspendiert. Die alkalische Lyse der Bak-
terienzellen erfolgte anschließend durch Zugabe von 200 μl Lösung II und mehr-
maliges Invertieren des Reaktiongefäßes. Zur Fällung von denaturierten Proteinen
und genomischer DNA wurden abschließend 150 μl Lösung III zugefügt. Das Ge-
misch wurde 10 min bei 13000 rpm und 4◦C abzentrifugiert. Durch Zugabe von
Phenol-Chloroform-Lösung gleichen Volumens konnten imAnschluss Proteine aus
dem Überstand extrahiert werden. Nach 2-minütiger Zentrifugation bei 13000 rpm
wurde das Phenol durch Zugabe gleicher Volumina Chloroform aus dem Über-
stand entfernt. Nachdem dem Überstand zwei Volumina Ethanol abs. zugegeben
worden waren, erfolgte die DNA-Fällung bei -20◦C für mindestens 30 min. Die ge-
fällte DNA wurde für 5 min bei 13000 rpm abzentrifugiert und im Anschluss mit
200 μl 70% Ethanol gewaschen. Abschließend wurde das DNA-Pellet getrocknet
und in 30 μl TE-Puffer aufgenommen.
Zur Isolierung von Plasmid-DNA für die Sequenzierung dienten kommerziell er-
hältliche DNA-Isoliersysteme der Firma Qiagen.

Lösung I: 50 mM Glucose
25 mM Tris/HCl, pH 8
10 mM EDTA, pH 8

Lösung II: 0,2 N NaOH
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1% SDS

Lösung III: 60 ml 5 M Kaliumacetat
11,5 ml Eisessig
28,2 ml A. bidest

TE-Puffer: 10 mM Tris/HCl, pH 8
1 mM EDTA

3.4.2 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsäuren

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch bei einer Wellenlänge von
260 nm. Eine Extinktion von 1 bei 260 nm entspricht dabei einer Konzentration von
50 μg/ml für doppelsträngige DNA.

3.4.3 Verdau von DNA mittels Restriktionsendonukleasen

Die Restriktionsenzyme sowie die dazugehörigen Puffer wurden gemäß Herstel-
lerangabe verwendet. Dabei wurden für präparative Restriktionen 1-2 μg DNAmit
2 U der Restriktionsenzyme und der entsprechenden Puffer für bis zu 3 h bei 37◦C
inkubiert.

3.4.4 DNA-Agarosegelelektrophorese

TBE-Laufpuffer: 90 mM Tris-Base
90 mM H3BO3

2,5 mM EDTA
1% Agarose in TBE
Ethidiumbromid

Die Auftrennung geschnittener DNA erfolgte mittels Agarosegelen in Gegenwart
von Ethidiumbromid. Es wurde eine Agarosekonzentration von 1% in TBE ver-
wendet. Dazu wurde die entsprechende Menge Agarose durch Aufkochen in der
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Mikrowelle in TBE-Puffer gelöst. Vor dem Erstarren wurden 2 μl Ethidiumbromid
zu 50 ml flüssiger Agarose gegeben. Die DNA wurde mit Ladepuffer versetzt und
in die Geltaschen aufgetragen. Der Gellauf erfolgte bei 100 V für 30-60 min. Das
DNA-Bandenmuster konnte im Anschluss mittels UV-Licht sichtbar gemacht und
dokumentiert werden (BioRad GelDoc XRS). Zur Größenbestimmung diente ein
Längenstandard (Fermentas).

3.4.5 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen diente der Aufreinigung
von präparativen Restriktions-Ansätzen. Dafür wurde entweder das
„MiniElut GelExtraktion Kit“ (Qiagen) oder das „NucleoSpin Extract Kit“ (Macherey-
-Nagel) gemäß Vorschrift der Hersteller verwendet.

3.4.6 Ligation von DNA

Die Konzentration der einzelnen DNA-Fragmente wurde aufgrund der Intensität
der Gelbanden abgeschätzt. Das Fragment und der Vektor wurden für die Ligation
mindestens im Verhältnis 10:1 eingesetzt. Die Ligation erfolgte mit der T4-DNA-
Ligase im dazugehörigen Puffer (16 h bei 16◦C).

3.4.7 DNA-Sequenzanalyse

Die Sequenzierung klonierter DNA-Konstrukte erfolgte durch die Firma GATC
Biotech AG.

3.5 Proteinbiochemische Techniken

3.5.1 Herstellung von Proteinextrakten

Zur Herstellung von Zellextrakten aus E. coli oder HeLa-Zellen wurden diese zu-
nächst bei 4◦Cund 5000 rpm für 7min pelletiert undmit PBS gewaschen. Die Zellen
wurden in Lysepuffer folgender Zusammensetzung resuspendiert:
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Lysepuffer RIPA: 25 mM Tris pH 8
150 mM NaCl
0,1% SDS
0,5% Natriumdeoxycholat
1% Nonidet P-40
10% Glycerol
2 mM EDTA
1 x „complete“ Proteaseinhibitor

Die Zellsuspension wurde für 30 min auf Eis inkubiert und regelmäßig gevortext.
Sollte im Anschluss ein filter trap durchgeführt werden, wurden die Lysate 6 x
10 sek auf höchster Stufe mit Ultraschall behandelt und die Proteinkonzentration
bestimmt.
Für einen Western Blot wurde das so erhaltene Lysat mit einer entsprechenden
Menge Probenpuffer auf 8 μg/μl aufgenommen.

3.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden die einzelnen Proben zunächst
in H2O vorverdünnt und anschließend 1:50 mit BRADFORD-Lösung verdünnt. Die
Proteinkonzentration konnte danach durch Messung der Absorption bei einer Wel-
lenlänge von 595 nm ermittelt werden. Das dazu verwendete Photometer wur-
de zuvor durch eine IgG-Standard-Verdünnungsreihe (Sigma) geeicht. Alternativ
wurde die Bestimmung per ELISA-reader durchgeführt. Hierzu wurde zunächst ei-
ne Eichreihe mit γ-Globulin in den Konzentrationen zwischen 200 und 0 μg/ml
angesetzt und jeweils 50 μl in einer Dreifachbestimmung auf eine 96-Loch-Platte
gegeben. Die Proben wurden 1:400 verdünnt und jeweils 50 μl in dreifacher Aus-
führung auf die Platte gegeben. Anschließend wurden 200 μl Bradfordreagenz hin-
zupipettiert und die Absorption bei 595 nm in demAuslesegerät ELX-800 der Firma
BioTek Instruments vermessen.
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3.5.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Elektrophoresepuffer: 25 mM Tris-Base
190 mM Glycin
1% SDS

Probenpuffer (4x): 8% SDS
40% Glycerol
240 mM Tris/HCl pH 6,8
0,02% Bromphenolblau
100 mM DTT oder β-Mercaptoethanol (frisch hinzugeben)

Trenngele (Ansatz für zehn Gele):

Gelkonzentration: 7,5% 10% 12,5% 15%

1,5 M Tris pH 8,8 15,2 ml 15,2 ml 15,2 ml 15,2 ml
30% Aa/0,8% BisAa 15,1 ml 20 ml 25,2 ml 30,2 ml
H2O 28,9 ml 24 ml 18,7 ml 13,7 ml
10% SDS 890 μl 890 μl 890 μl 890 μl
10% APS 390 μl 390 μl 390 μl 390 μl
TEMED 38 μl 38 μl 38 μl 38 μl

Sammelgele (Ansatz für fünf Gele):

1 M Tris pH 6,5 2 ml
30% Aa/0,8% BisAa 1,33 ml
H2O 4,41 ml
10% SDS 240 μl
10% APS 80 μl
TEMED 8 μl
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Die Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht erfolgte mittels der
diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese. Der Gellauf wurde bei
einer Stromstärke von 25-30mAdurchgeführt. ZumGrößenvergleich dienten Prote-
in-Marker von BioRad oder Prestained Marker von Fermentas.

3.5.4 Färbung von Polyacrylamidgelen

3.5.4.1 Coomassie-Färbung:

Coomassie-Lösung: 50% Methanol
10% Essigsäure
0,125% Coomassie Brilliant Blue R-250

Entfärbelösung: 50% Methanol
10% Essigsäure

Die Gele wurden für 3 x 10 sec in der Färbelösung aufgekocht und im Anschluss
weitere 5min bei RT oder ohneAufkochen 30min bei RT geschwenkt. Nachdemdie
Färbelösung abgegossen wurde, konnten durchmehrmaliges Schwenken in Entfär-
belösung die Banden sichtbar gemacht werden. Die Gele wurden zur Dokumenta-
tion mit Hilfe eines Licor ODYSSEY IMAGERs bei einer Wellenlänge von 680 nm
eingescannt.

3.5.5 Western Blot

Transferpuffer: 20 mM Tris-Base
144 mM Glycin
20% Methanol
0,01% SDS

TBST-Puffer: 20 mM Tris-Base
137 mM NaCl
0,006% Triton X-100
pH 7,6
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Blockpuffer: 2% Milchpulver in TBST

Die mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (Kap. 3.5.3) aufgetrennten Prote-
ine wurden in einer Tankblot-Apparatur gemäß Herstelleranleitung auf eine Nitro-
zellulosemembran übertragen. Der Transfer erfolgte für 1,5 h bei 300 mA. Im An-
schluss wurde die Membran zur Kontrolle des Transfers sowie zur Detektion der
Proteinbanden und des Markers für kurze Zeit in Ponceau S-Lösung geschwenkt
und der Hintergrund mit A. bidest entfärbt. Für die immunochemische Detektion
von Proteinbanden wurde die Membran zuerst für 30-60 min bei RT blockiert und
dann mit einer 1:1000 Verdünnung des primären Antikörpers in Blockpuffer ü. N.
bei 4◦C auf dem Schüttler inkubiert. Nach drei Waschschritten von je 5 min mit
TBST erfolgte im Anschluss die Inkubation mit einem entsprechenden sekundären
Antikörper. Nach dreimaligem Waschen in TBST folgte die Detektion der Immun-
markierungmittels des Licor ODYSSEY IMAGERs. Im Falle des p62 Primärantikör-
pers wurde der Blot für 1 min in ECL-Lösung inkubiert und die Chemilumineszenz
mit Hilfe eines Hyperfilms detektiert.

3.5.6 Filter trap

Zur filter trap-Analyse wurde eine Dot-Blot-Apparatur der Firma Whatman be-
nutzt. Diese basiert auf einem Vakuum-Blot-System, bei dem Detergenz-unlösliche
Proteine auf eine Membran geblottet werden. Hierzu wurden die Zellen geerntet
und lysiert (Kap. 3.5.1) und mit Ultraschall behandelt (100 %, Stufe 1). Die Pro-
teinkonzentrationen wurden bestimmt (Kap. 3.5.2) und eine SDS-Probe mit einer
Konzentration von 4-10 μg/μl hergestellt. Die Proben wurden auf ein Gel aufgetra-
gen, Coomassie gefärbt (Kap. 3.5.4) und anschließend im Licor ODYSSEY IMAGER
eingescannt und die Bandenstärke quantifiziert. Dies diente der genaueren Bestim-
mung der Proteinkonzentration. 20-50 μg Protein wurden in 500 μl RIPA-Puffer
gelöst und auf die filter trap Apparatur aufgetragen. Nach zweimaligem Waschen
konnte die Nitrozellulosemembran blockiert und ü. N. mit Primärantikörper inku-
biert werden.
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3.5.7 ELISA

Das im Cytokintest (Kap. 3.2.4.3) produzierte Cytokin IL-2 wurde durch einen En-
zyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) nachgewiesen. Hierbei wurde der Pri-
märantikörper 1:500 in Beschichtungspuffer (0,1 M Na2HPO4, pH 8,5) aufgenom-
men und 50 μl/Loch in eine 96-Loch-Platte gegeben, mit Klebefolie abgedichtet
und ü. N. bei 4◦C inkubiert. Am nächsten Tag wurde die Antikörperlösung abge-
nommen und die Platte viermal mit Waschpuffer (0,2% Tween 20 in PBS) gewa-
schen. Anschließend wurde mit 80-100 μl Blockierlösung (1% BSA in PBS) 30-60
min bei RT blockiert. Es folgten erneut vier Waschschritte. Als Referenz für die
später gemessenen Werte wurde eine Standardreihe von IL-2 in den Verdünnun-
gen von 80 ng/ml bis 0,02 ng/ml erstellt und jeweils 50 μl in Dreifachbestim-
mung aufgetragen. Von den zu messenden Proben wurden ebenfalls dreimal 50
μl aufgetragen und ü. N. bei 4◦C inkubiert. Es folgten drei Waschschritte und die
Inkubation mit Sekundärantikörper (1:500 in 50 μl/Loch) für 3 h bei RT. Nach
drei weiteren Waschschritten wurden 0,05% Meerrettich Peroxidase in PBS in die
Platte pipettiert und 30 min bei RT inkubiert. Als Substrat wurden 50 μl 3,3’,5,5’-
Tetramethylbenzidinbase (TMB) zugegeben und die Extinktion bei 650 nm im
ELISA-Auslesegerät (Firma Molecular Devices) gemessen. Die enzymatische Re-
aktion wurde durch die Zugabe von 50 μl 0,18 M H2SO4 abgestoppt und die Ex-
tinktion bei 450 nm gemessen.

3.6 Zellbiologische Methoden

3.6.1 Immunfärbung

Für denmikroskopischenNachweis wurden Zellen auf Deckgläsernmit 12,5-15 mm
Durchmesser in 12- oder 24-Loch-Platten ausgesät. Nach der Maturation mit LPS
wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und mit 4% Paraformaldehyd in
PBS für 20 min bei RT fixiert. Nach drei weiteren Waschschritten wurden die Zel-
len in 3% BSA für 1 h blockiert. Anschließend wurde erneut dreimal gewaschen.
Dazu wurden die Deckgläser nacheinander in drei Gefäße mit PBS getaucht. Die
Inkubation mit Primärantikörper in PBS erfolgte für eine Stunde bei RT in einer
abgedunkelten Feuchtkammer. Nach dreimaligem Waschen folgte die Inkubation
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mit Alexa- oder Cy-gekoppelten Sekundärantikörpern in PBS für 1 h bei RT. An-
schließend wurde wiederholt gewaschen, im letzten Schritt mit A. bidest, und die
Deckgläser mit Mowiol eingedeckelt. Nach einer 24-stündigen Trocknungsphase
konnten die Zellen mit einem Axiovert Laser-Scanning Mikroskop (Zeiss) ausge-
wertet werden.

3.6.2 FACS

Mindestens 1 x 105 Zellen pro Ansatz wurden mit FACS Puffer (1% FCS in PBS)
gewaschen (1500 rpm, 10 min) und in 100 μl resuspendiert. Fc Rezeptoren wurden
mit einer 1:200 Verdünnung des Fc Antikörpers 20 min bei RT blockiert. Anschlie-
ßend wurden die Zellen 15 min in einer 1:200 Verdünnung des APC-konjugierten
MHCI-Antikörpers inkubiert. Als Kontrolle wurden ungefärbte Zellen eingesetzt.
Nach einemweiterenWaschschritt wurde die Fluoreszenz mit einem BD LSRII flow
cytometer bestimmt.
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4 Ergebnisse

4.1 Transiente Aggregation ubiquitinierter Proteine -

DALIS

Zur Untersuchung der DALIS sollte zunächst ein geeignetes Modellsystem eta-
bliert werden. Der DALIS-Nachweis erfolgte hierbei mit Hilfe eines α-Ubiquitin-
Antikörpers (FK2). Dieser detektiert mono- und polyubiquitinierte Proteine, jedoch
kein freies Ubiquitin. Da DALIS zuerst in humanen LCs (Langerhans cells) entdeckt
wurden [Lelouard et al., 2002], sollten zunächst LCs aus Hautproben isoliert wer-
den (Kooperation AG Nowak, Universität Bonn). Hierbei war jedoch die Ausbeute
an LCs zu gering, um damit biochemische und histologische Versuche durchführen
zu können. Des Weiteren wurden Monozyten aus humanen Blutkonserven isoliert
und durch die Cytokine IL-4 und GM-CSF zu DCs (dendritic cells) differenziert. Al-
lerdings konnten in diesem Zelltyp mittels des FK2-Antikörpers weder im mikro-
skopischen Nachweis (Abb. 4.1 A), noch mit Hilfe eines Vakuum-Blot-Systems (fil-
ter trap) DALIS detektiert werden (Abb. 4.1 B). Dies könnte entweder daran liegen,
dass durch den Vorgang der Präparation die transiente Aggregat-Bildung schon
vor der Differenzierung zu DCs stattgefunden hat, oder dass humane DCs zwar
Aggregate bilden, die darin enthaltenen Proteine jedoch nicht ubiquitiniert und da-
her mit dem FK2-Antikörper nicht nachweisbar sind.

Zur Untersuchung der DALIS-Bildung wurde die murine Makrophagen-ähnliche
Zelllinie RAW309 gewählt, da diese wie humane LCs und murine BMDCs (bone
marrow dendritic cells) auf einen inflammatorischen Stimulus hin Aggregate aus-
bildet, welche dieselben Eigenschaften wie DALIS aufweisen. In Abb. 4.2 A ist
die transiente Erscheinung der Aggregate im zeitlichen Verlauf mit Hilfe des FK2-
Antikörpers mikroskopisch dargestellt. DALIS erscheinen ca. vier bis acht Stunden
nach LPS-Stimulierung, erreichen ihre maximale Größe und Anzahl nach zwölf
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Abbildung 4.1: Aus Monozyten generierte humane DCs zeigen keine DALIS nach
LPS-Induktion. (A) Immunfluoreszenz von humanen DCs. Aus Monozyten generierte
DCs blieben unbehandelt (- LPS) oder wurden mit 5 μg LPS stimuliert (+ LPS) und mit
dem FK2-Antikörper angefärbt. Der Zellkern wurde mit TOTO-3 gefärbt. Größenmar-
ker: 10 μm. (B) filter trap-Analyse von humanen DCs. Die Zellen blieben unbehandelt,
oder wurden mit angegebenen Mengen LPS stimuliert. Nach 12 h Inkubation wurden
die Zellen mit detergenzhaltigem Puffer lysiert und 50 μg Protein durch eine Nitro-
zellulosemembran filtriert. Detergenz-unlösliche Ubiquitin-Konjugate konnten mittels
des FK2-Antikörpers nicht nachgewiesen werden.

bis 16 Stunden, bevor ihre Anzahl wieder geringer wird und sie nach 48 Stun-
den nicht mehr detektierbar sind. Um auszuschließen, dass die Verminderung der
DALIS-Anzahl zu späten Zeitpunkten durch die Aufteilung auf Tochterzellen im
Zuge der Zellteilung zurückzuführen ist, wurden die DALIS-enthaltenden Zellen
im Verlauf der Kinetik gezählt. Da die Anzahl der Zellen, die DALIS enthalten
mit Zunahme der DALIS zu Beginn der Kinetik steigt und mit der Verringerung
der DALIS-Anzahl zu späteren Zeitpunkten sinkt, kann eine zellteilungsbedingte
Verringerung der DALIS-Anzahl ausgeschlossen werden (Abb. 4.2 B). Zusätzlich
zum mikroskopischen Nachweis wurde zum biochemischen Nachweis der DALIS
eine filter trap-Analyse durchgeführt (Abb. 4.2 C). RAW309-Makrophagen wurden
zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach LPS-Stimulierung geerntet, aufgeschlossen
(Kap. 3.5.1) und das Lysat im filter trap durch eine Nitrozellulosemembran filtriert
(Kap. 3.5.6). Mittels des FK2-Antikörpers konnten Detergenz-unlösliche Bestand-
teile anschließend detektiert werden.
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Abbildung 4.2: Transiente Bildung von DALIS in Immunzellen. (A) Immun-
fluoreszenz der DALIS. RAW309 bzw. BMDCs wurden mit LPS stimuliert und
Ubiquitin-Konjugate mit dem FK2-Antikörper immunhistochemisch nachgewiesen.
Größenmarker: 10 μm. (B) Quantifizierung der DALIS aus (A). Die Diagramme zei-
gen die durchschnittliche DALIS-Anzahl pro Zelle zu angegebenen Zeitpunkten sowie
die prozentuale Anzahl der DALIS-positiven Zellen. (C) filter trap-Analyse der DA-
LIS. RAW309-Zellen wurden mit LPS stimuliert. Nach Lyse der Zellen mit detergenz-
haltigem Puffer zu den angegebenen Zeitpunkten wurden 50 μg Protein durch eine
Nitrozellulosemembran filtriert und Detergenz-unlösliche Bestandteile (ub-Konjugate)
mittels FK2-Antikörper nachgewiesen.
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4.2 Co-Chaperone der Hsc/Hsp70-Maschinerie und

Komponenten der Abbauwege colokalisieren mit

DALIS

UmdiemolekularenHintergründe der transienten DALIS-Formation näher zu cha-
rakterisieren, wurden Colokalisationsstudien vonKomponenten des Ubiquitin/Pro-
teasom-Systems bzw. des autophagischen Abbauweges mit DALIS durchgeführt
(Kap. 3.6.1). Hierbei wurden RAW309-Makrophagenmit LPS stimuliert, zu angege-
benen Zeitpunkten fixiert, DALIS mit FK2-Antikörper angefärbt und jeweils stress-
induziertes Hsp70, die Co-Chaperone CHIP, BAG-1, BAG-3, HspBP1 sowie der
Ubiquitinadapter p62 und der Autophagosomenmarker LC3 gefärbt. Während so-
wohl Hsp70 und die mit Hsp70 assoziierte Ubiquitinligase CHIP als auch das Ab-
bau-stimulierende Co-Chaperon BAG-1 mit DALIS colokalisieren, war das CHIP-
inhibierende Co-Chaperon HspBP1 nicht mit DALIS assoziiert. Das Autophagie-
einleitende Co-Chaperon BAG-3 sowie p62 und LC3 zeigten ebenfalls eine Colo-
kalisation mit DALIS (Abb. 4.3 A). Die BAG-Domäne-Proteine BAG-1 und BAG-3
zeigten in ihrer Colokalisation mit DALIS eine unterschiedliche Kinetik. Im Gegen-
satz zu BAG-1, welches während des gesamten Zeitraums der DALIS-Kinetik in
ca. 60 bis 70% der Aggregate vorzufinden ist, colokalisiert BAG-3 zu Beginn der
Kinetik nur mit ca. 40% der DALIS, während es zu späteren Zeitpunkten in fast
allen DALIS vorliegt. Dieselbe Kinetik ist für den Autophagosomenmarker LC3
zu beobachten (Abb. 4.3 B). Offensichtlich findet eine selektive Rekrutierung von
Autophagie-vermittelden Komponenten in die DALIS statt, die eine Rolle in der
Entfernung der DALIS spielen könnten.

4.2.1 Virus-exprimierte Proteine colokalisieren mit DALIS

Es wurde postuliert, dass endogene und virale Antigene, die auf MHCI-Molekülen
auf der Zelloberfläche präsentiert werden, in DALIS aggregieren bevor sie pro-
teasomal prozessiert werden [Lelouard et al., 2002]. Um dies nachzuweisen, wur-
den RAW309-Zellen mit einem Ovalbumin-exprimierenden Adeno-Virus in-
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Abbildung 4.3: Colokalisation von Komponenten der Proteostase mit DALIS.
(A) RAW309-Zellen wurden für zwölf oder 24 h mit LPS stimuliert und anschlie-
ßend mit Antikörpern gegen die entsprechenden Proteostase-Komponenten und mit
FK2-Antikörper gegen ubiquitinierte Proteine (ub-Konj.) gefärbt. Größenmaßstab ent-
spricht 5 μm. (B) Quantifizierung der Colokalisation. DALIS wurden zu angegebenen
Zeitpunkten nach LPS-Stimulierung gezählt und der Anteil der mit BAG-1, BAG-3
und LC3 colokalisierenden Aggregate prozentual aufgetragen. Fehlerbalken zeigen
die Standardabweichung der Mittelwerte von drei unabhängigen Experimenten.
(C) RAW309-Zellen wurden mit Ovalbumin-codierendem Adeno-Virus infiziert und
mit LPS stimuliert. Nach 12 h wurden die Zellen fixiert und mit FK2-Antikörper (ub-
Konj.) bzw. Ovalbumin-Antikörper (α-OVA) gefärbt. Größenmaßstab entspricht 5 μm.
(D) RAW309-Zellen wurden für 12 h mit AdOVA infiziert und mit LPS stimuliert. Kon-
trollzellen blieben unbehandelt oder wurden nur mit LPS stimuliert. Die Zellen wur-
den in detergenzhaltigem Puffer aufgeschlossen und 50 μg Gesamtprotein wurden auf
einen filter trap gegeben. DALIS wurden mit FK2-Antikörper (ub-Konj.) und Ovalbu-
min mit α-OVA-Antikörper detektiert.
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fiziert (Kap. 3.2.2). Zwölf Stunden nach Induktion der Immunzellreifung durch LPS
konnte das Protein sowohl in der Immunfluoreszenz, als auch im biochemischen
Nachweis mit Hilfe des filter traps in DALIS detektiert werden (Abb. 4.3 C und D).
Somit konnte gezeigt werden, dass virale Peptide zunächst in DALIS abgelagert
werden, bevor sie zur Präsentation auf MHCI-Molekülen weiter prozessiert wer-
den.

4.3 Regulation der Hsc/Hsp70-Maschinerie während

der Immunzellreifung

Um nähere Informationen über den Einfluss der Proteostase-Komponenten auf die
DALIS-Formation zu erhalten, wurden RAW309-Makrophagen mit LPS stimuliert,
zu angegebenen Zeitpunkten geerntet und lysiert (Kap. 3.5.1). Die Zell-Extrakte
wurden hinsichtlich einer veränderten Expression der Proteostase-Komponenten
mittels Western Blot analysiert (Kap. 3.5.5). In Abb. 4.4 sind die Expressionsle-
vel der zu untersuchenden Komponenten dargestellt. Mittels des FK2-Antikörpers
wurden die Ubiquitin-Konjugate im Verlauf der Immunzellreifung detektiert. Die-
se entsprechen quantitativ dem in Abb. 4.2 dargestellten kinetischen Verlauf der
DALIS-Bildung. Während die CHIP-Level den gesamten Reifungsprozess über
nicht reguliert sind, steigt das HspBP1-Level in der initialen Phase der DALIS-
Bildung bis zu einem Maximum nach acht bis zwölf Stunden an und sinkt in der
anschließenden Abbauphase der DALIS wieder ab. BAG-1- und BAG-3-Level so-
wie die Level des Ubiquitinadapters p62 steigen im Verlauf der Zellreifung an.
Sie erreichen ihr maximales Level nach 24 Stunden, zu einem Zeitpunkt, an dem
DALIS schon wieder abgebaut werden. Das Expressionslevel des stressinduzierten
Chaperons Hsp70 steigt zu späten Zeitpunkten der Immunzellreifung stark an und
ist nach 48 Stunden maximal, während das konstitutiv exprimierte Hsc70 nicht re-
guliert ist.
Der Anstieg des HspBP1-Levels zu Beginn der Immunzellreifung deutet auf ei-
ne regulatorische Funktion der CHIP-vermittelten Ubiquitinierung hin, während
Abbau-assoziierte Komponenten wie BAG-1, BAG3 und LC3 zum Ende der Zell-
reifung bei der DALIS-Beseitigung zum Tragen kommen könnten. Das Absinken
von BAG-3- und p62-Leveln nach 48 Stunden LPS-Stimulierung könnte auf den
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gleichzeitigen Abbau der Proteine über Autophagie zurückzuführen sein.

Abbildung 4.4: Regulation der Abbau-Komponenten während der Immunzellrei-
fung. (A)Western Blot Analyse der Expressionslevel der Komponenten der Hsc/Hsp70
Co-Chaperon-Maschinerie. RAW309-Makrophagen wurden für angegebene Zeitwerte
mit LPS stimuliert und jeweils 80 μg Gesamtprotein auf einen Western Blot aufgetra-
gen. Die Komponenten der Chaperon-Maschinerie wurden mit entsprechenden Anti-
körpern detektiert. (B) Quantifizierung der in (A) gezeigten Proteinbanden. Fehlerbal-
ken zeigen die Standardabweichung der Mittelwerte von mindestens drei unabhängi-
gen Experimenten.
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4.4 Co-Chaperone regulieren die DALIS-Bildung

Zu Beginn sollte der Einfluss einer Überexpression der Co-Chaperone auf die DALIS-
Formation getestet werden. Ursprünglich wurden DALIS in DCs beschrieben. Da
sich aus Knochenmark isolierte BMDCs jedoch nicht transfizieren lassen, ohne durch
den Transfektionsvorgang eine Reifung der Zellen hervorzurufen, wurden die Über-
expressionsexperimente mit RAW309-Makrophagen durchgeführt. Zellen wurden
transient mit pCDNA3.1(+)-chip, pCDNA3.1(+)-hspbp1, pCDNA3.1(-)bag-1 bzw.
pCDNA3.1(+)-bag-3 und als Kontrolle mit pCDNA3.1(+)-Leervektor transfiziert
(Kap. 3.2.1.2). Nach 24 Stunden, zum Zeitpunkt der maximalen Überexpression,
wurde mit LPS stimuliert. Nach weiteren zwölf Stunden Inkubation wurden die
Zellen geerntet, aufgeschlossen (Kap. 3.5.1) und das Lysat im filter trap analysiert
(Kap. 3.5.6). In Abbildung 4.5 A ist die Überexpression der Co-Chaperone im Wes-
tern Blot dargestellt. In Abbildung 4.5 B ist erkennbar, dass die Überexpression der
Ubiquitinligase CHIP eine verstärkte DALIS-Bildung im Vergleich zur Kontrolle
zur Folge hat, ebenso die Überexpression des CHIP-Stimulators BAG-1. Die Über-
expression des CHIP-Inhibitors HspBP1 setzt die DaLIS-Bildung um fast 50% herab
und auch die Überexpression von BAG-3 resultiert in einer verminderten Bildung
von DALIS.

43



4 Ergebnisse

Abbildung 4.5: Die Überexpression von CHIP, HspBP1, BAG-1 bzw. BAG-3 beein-
flusst die Formation von DALIS in RAW309-Makrophagen. (A) RAW309-Zellen wur-
den transient mit pCDNA3.1(+)-Leervektor, pCDNA3.1(+)-chip, pCDNA3.1(+)-hspbp1,
pCDNA3.1(-)-bag-1 bzw. pCDNA3.1(+)-bag-3 transfiziert und die Überexpression des
jeweiligen Co-Chaperons mit entsprechenden Antikörpern im Western Blot nachge-
wiesen. (B) RAW309-Zellen wurden wie oben transfiziert und nach 24 h für 12 h mit
LPS stimuliert (+ LPS). Nach Lyse der Zellen wurden 50 μg Protein auf einen filter
trap aufgetragen und ubiquitinierte Konjugate mit FK2-Antikörper detektiert. Im Dia-
gramm ist die Quantifizierung des FK2-Signals nach Überexpression des jeweiligen Co-
Chaperons dargestellt. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der Mittelwerte
aus mindestens drei unabhängigen Experimenten.

Die Ergebnisse der biochemischen Analyse werden durch die der Immunfluores-
zenz bestätigt (Abb. 4.6). Die mit dem jeweiligen Co-Chaperon transfizierten Zel-
len wurden nach 24 Stunden Überexpression für zwölf Stunden mit LPS stimuliert
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und die Anzahl der DALIS pro Zelle ausgezählt. In den initialen Schritten der Im-
munzellreifung scheinen BAG-1 und HspBP1 die DALIS-Bildung gegensätzlich zu
beeinflussen, während BAG-3 zum Ende der Immunzellreifung als Autophagie-
einleitendes Co-Chaperon an der DALIS-Beseitigung beteiligt sein könnte.

Abbildung 4.6: Die Überexpression von CHIP, HspBP1, BAG-1 bzw. BAG-3
beeinflusst die DALIS-Menge. Immunfluoreszenz von transfizierten RAW309-
Makrophagen nach 24 h Überexpression der angegebenen Co-Chaperone und 12 h Sti-
mulierung mit LPS. Die Graphik zeigt die Quantifizierung der ausgezählten DALIS.
Die Anzahl der DALIS der Kontrollzellen wurde gleich eins gesetzt. Fehlerbalken zei-
gen die Standardabweichung der Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten.
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4.4.1 CHIP und BAG-1 sind essentiell für die DALIS-Bildung

Um den Einfluss der Komponenten der Proteostase auf die Regulation der DALIS-
Bildung näher zu charakterisieren, wurden Depletionen der Co-Chaperone in
RAW309-Makrophagen und in BMDCs durchgeführt. Dabei wurden die Zellen mit
siRNA gegen die einzelnen Co-Chaperone elektroporiert (Kap. 3.2.3.3) und zum
Zeitpunkt der maximalen Depletion des entsprechenden Proteins mit LPS stimu-
liert. Als Kontrolle wurden Zellen mit Fluoreszenz-gekoppelter siRNA elektropo-
riert. Die Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten abgeerntet und nach
Lyse (Kap. 3.5.1) im filter trap analysiert (Kap. 3.5.6). Außerdem wurden die deple-
tierten Zellen mikroskopisch ausgewertet (Kap. 3.6.1). Eine Depletion von CHIP
und BAG-1 führte zu einer stark herabgesetzten Bildung von DALIS sowohl in
RAW309-Makrophagen als auch in BMDCs (Abb. 4.7). Die Ergebnisse der bioche-
mischen Analyse konnten bei der Auswertung der Immunfluoreszenzen bestätigt
werden (Abb. 4.8). Aufgrund dessen könnte CHIP die essentielle Ubiquitinligase
sein, die in der ersten Phase der Immunzellreifung für die Ubiquitinierung der
DRiPs verantwortlich ist. Allerdings scheint die initiale Sortierung der ubiquiti-
nierten Substrate durch BAG-1 ebenfalls wesentlich für die Bildung der DALIS zu
sein.
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Abbildung 4.7: Depletion von CHIP, HspBP1 bzw. BAG-1 beeinflusst die Forma-
tion von DALIS. Zellen wurden mit siRNA elektroporiert und mit LPS stimuliert.
Nach Lyse der Zellen wurden 50 μg Protein auf einen filter trap aufgetragen, mit
FK2-Antikörper gefärbt und das Antikörpersignal quantifiziert. Fehlerbalken zeigen
die Standardabweichung der Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten. Wes-
tern Blot: Nachweis der Depletion mit CHIP-, HspBp1-, bzw. BAG-1-Antikörper. (A)
RAW309-Makrophagen. (B) BMDCs.
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Abbildung 4.8: Regulation der DALIS-Menge nach Depletion von CHIP, HspBP1
bzw. BAG-1. Zellen wurden mit siRNA elektroporiert und 12 h mit LPS stimuliert und
DALIS mit FK2-Antikörper angefärbt. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung
aus drei unabhängigen Experimenten. (A) RAW309-Makrophagen. (B) BMDCs.

4.4.2 HspBP1 kontrolliert die CHIP-Aktivität während der

Aggregat-Bildung

Die Verminderung der HspBP1-Konzentration durch siRNA-vermittelte Depletion
hat eine verstärkte der Bildung von DALIS zur Folge (Abb. 4.7). In der einleitenden
Phase der Immunzellreifung steigt die HspBP1-Expression an (Abb. 4.4). Als Inhi-
bitor von CHIP verringert HspBP1 die Ubiquitinligase-Aktivität von CHIP. Wird
diese regulatorische Funktion von HspBP1 ausgeschaltet, so könnte es zu einer
verstärkten Ubiquitinierung der translatierten Proteine durch CHIP kommen. Die
Ergebnisse einer Auszählung von DALIS in Zellen mit dem jeweilig depletierten
Co-Chaperon im Vergleich zur DALIS-Anzahl in Kontrollzellen korreliert mit den
biochemischen Analysen (Abb. 4.8). Es zeigt sich ein Anstieg der DALIS-Menge in
Zellen mit HspBP1-Depletion.

Zur weiteren Verifizierung der Rolle von HspBP1 bei der DALIS-Formation stan-
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den Zellen einer homo- und heterozygoten hspbp1-knockout-Maus zur Verfügung.
Es wurden Monozyten aus dem Knochenmark der Mäuse isoliert und zu BMDCs
differenziert (Kap. 3.2.3.1). Ähnlich wie in den RNAi Versuchen war im filter trap
eine vermehrte Bildung von DALIS in hspbp1−/−-Zellen zu erkennen (Abb. 4.9 A).
In der mikroskopischen Auswertung wurde die Anzahl von DALIS in DALIS-ent-
haltenden Zellen quantifiziert. Die Anzahl der DALIS in hspbp1+/−-Zellen ist ver-
gleichbar mit der in Zellen der Wildtyp-Maus (nicht dargestellt), so dass BMDCs
der hspbp1+/−-Maus als Referenz gewählt wurden. Wie in Abb. 4.9 B dargestellt,
enthalten die Zellen der hspbp1−/−-Maus ca. 30% mehr DALIS als die der hetero-
zygoten Kontrollmaus.

Abbildung 4.9: BMDCs aus der hspbp1−/−-Maus bilden verstärkt DALIS. (A)
BMDCs aus hspbp1−/−-Mäusen und hspbp1+/−-Kontrollmäusen wurden mit LPS sti-
muliert. Zu angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen geerntet, lysiert und auf
einen filter trap aufgetragen. Die Diagramme stellen die Quantifizierung des FK2-
Signals von drei unabhängigen Experimenten dar. (B) Immunfluoreszenz der DALIS
in Zellen der hspbp1+/−- und hspbp1−/−-Maus mit Quantifizierung der ausgezählten
Aggregate. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der Mittelwerte aus drei un-
abhängigen Experimenten.
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4.4.3 BAG-3 zeigt keinen Einfluss auf die DALIS-Formation

Die DALIS-Formation war bei BAG-3-Überexpression vermindert (Abb. 4.5). Dies
könnte eventuell auf einen verstärkten Autophagie-induzierten Abbau der Aggre-
gate zurückgeführt werden. Deshalb sollte untersucht werden, ob DALIS bei De-
pletion von BAG-3 ineffizienter abgebaut werden und die Ablagerung von ubiqui-
tinierten Proteinen in DALIS stabilisiert wird. Eine Depletion von BAG-3 hat in
RAW309-Makrophagen keine signifikante Änderung der DALIS-Bildung zur Folge
(Abb. 4.10). BAG-3 könnte an der Beseitigung der Aggregate beteiligt sein (Abb. 4.5),
trotzdem scheint es für den Abbau von DALIS nicht essentiell benötigt zu werden.

Abbildung 4.10: BAG-3 hat keinen Einfluss auf die Bildung von DALIS. RAW309-
Zellen wurden mit siRNA elektroporiert und mit LPS stimuliert. Nach Lyse der Zellen
wurden 50 μg Protein durch einen filter trap filtriert und mit FK2-Antikörper gefärbt.
Western Blot: Nachweis der Depletion mit BAG-3-Antikörper. Das Diagramm zeigt die
Quantifizierung eines repräsentativen Experiments.
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4.5 Auswirkungen der regulierten

DALIS-Prozessierung auf die Antigenpräsentation

Da DALIS als Speicher für Peptide diskutiert werden, die als Antigene auf MHCI-
Molekülen präsentiert werden [Lelouard et al., 2002], sollte untersucht werden, ob
die Co-Chaperone die Antigenprozessierung beeinflussen. Dafür wurden BMDCs
mit siRNAs gegen CHIP, HspBP1 und BAG-1 transfiziert (Kap. 3.2.3.3) und an-
schließend mit einem rekombinanten Adeno-Virus infiziert (Kap. 3.2.3.4). Dieses
Virus codiert das Gen für das Protein Ovalbumin (AdOVA, bzw. AdLOG). Eine
Infektion der Zellen mit diesem Virus führt zu einer Reifung der DCs. Dadurch
werden Viruspeptide zur Präsentation auf MHCI-Molekülen an der DC-Oberfläche
über das Proteasom prozessiert. Hierbei konnte virus-codiertes Ovalbumin als Mo-
dellprotein eingeführt werden (Abb. 4.3C undD). Bei einer Präsentation aufMHCI-
Molekülen erkennen spezielle cytotoxische T-Zellen (OT-1) ein kurzes Peptid
(SIINFEKL) des präsentierten Ovalbumins, was zu einer Aktivierung der T-Zellen
führt. In Folge dessen sezernieren die OT-1-Zellen Cytokine, unter anderem IL-2,
und lösen so eine Immunreaktion aus. Durch die Messung der ausgeschütteten
IL-2-Menge können Rückschlüsse auf die Menge an präsentiertem Antigen gezo-
gen werden. In einem Cytokintest (Kap. 3.2.4.3) wurde der Einfluss der Co-Cha-
perone auf die Antigenpräsentation untersucht. Die Depletion von CHIP führte zu
einer um fast die Hälfte reduzierten IL-2-Sekretion im Vergleich zur Kontrolle, wo-
hingegen eine Depletion von HspBP1 eine um 70% erhöhte Cytokinausschüttung
zur Folge hatte. Die Ausschaltung von BAG-1 bewirkt eine noch geringere Cyto-
kinausschüttung als die von CHIP. Hier wurde nur noch knapp 20% der in der
Kontrolle sekretierten IL-2-Menge detektiert. (Abb. 4.11A, rechtes Diagramm). Da-
bei wird dieMenge an exprimiertenMHCI-Molekülen auf der Zelloberfläche durch
die Depletion nicht verändert (4.11 A, linkes Diagramm).

Der Einfluss einer vollständigen HspBP1-Depletion konnte in vivo untersucht wer-
den. Hierzuwurden hspbp1−/−-, hspbp1+/−- und hspbp1-+/+-Mäuse intravenösmit
rekombinantem Influenza-Virus (A PR/8/43) infiziert, welches das Peptid
SIINFEKL exprimiert. Zwölf Stunden nach Infektion wurde den infizierten Mäusen
die Milz entnommen und Milzzellen präpariert. Diese wurden anschließend für 24
Stunden mit OT-1-Zellen inkubiert und die IL-2-Sekretion der T-Zellen gemessen.
Abb. 4.11 B zeigt, dass Zellen der hspbp1-+/+-Maus eine ähnliche IL-2-Sekretion
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aufweisen, wie die der hspbp1+/−-Maus. Die Zellen der hspbp1−/−-Maus hingegen
zeigen eine mehr als vierfach erhöhte Cytokinausschüttung. Die Komponenten des
Hsc/Hsp70 Co-Chaperon-Netzwerks scheinen demnach durch die Regulation der
Antigenprozessierung auch die Antigenpräsentation zu beeinflussen.

Abbildung 4.11: Das Hsc/Hsp70 Co-Chaperon-Netzwerk kontrolliert die Antigen-
präsentation. (A) Mit CHIP-, HspBP1-, oder BAG-1-siRNA-depletierte BMDCs wur-
den mit einem Adeno-Virus (AdLOG) infiziert und mit LPS stimuliert. Nach 12 h
wurden MHCI-Moleküle auf der Zelloberfläche per FACS quantifiziert (linkes Dia-
gramm). Die Fluoreszenz der Kontrollzellen wurde gleich eins gesetzt. Fehlerbalken
zeigen die Standardabweichung der Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimen-
ten. Zur Quantifizierung der Antigenpräsentation wurden BMDCs wie o. g. behan-
delt und anschließend mit der gleichen Menge OT-1-Zellen für 24 h cokultiviert. Als
Kontrolle wurde ein Adeno-Virus, das GFP codiert, eingesetzt (AdGFP). Die Men-
ge der OT-1-vermittelten IL-2-Sekretion wurde als Maß für die Antigenpräsentation
auf MHCI-Komplexen genommen. Die IL-2-Sekretionsrate der mit Kontroll-siRNA-
elektroporierten Zellen wurde gleich eins gesetzt (rechtes Diagramm). Fehlerbalken
zeigen die Standardabweichung der Mittelwerte von drei unabhängigen Experimen-
ten. (B) hspbp1+/+-, hspbp1+/−- und hspbp1−/−-Mäuse wurden mit rekombinantem In-
fluenzavirus (A PR/8/43), welches das Ovalbuminpeptid SIINFEKL codiert, intrave-
nös infiziert. 12 h später wurde den Versuchstieren die Milz entnommen und Milzzel-
len isoliert. Diese wurden für 24 h mit OT-1-Zellen inkubiert und die IL-2-Sekretion
als Maß für die Antigenpräsentation auf MHCI-Molekülen bestimmt. Die Werte der
hspbp1+/+-Zellen wurden gleich eins gesetzt. Fehlerbalken zeigen die Standardabwei-
chung der Mittelwerte von drei unabhängigen Experimenten. Sterne stellen die Signi-
fikanz von p < 0,05 laut student’s t-test dar.
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In der vorliegenden Arbeit konnte ein Chaperon/Co-Chaperon-Netzwerk iden-
tifiziert werden, welches die Prozessierung von Antigenen in professionell Anti-
gen-präsentierenden Zellen (APC - antigen presenting cells) reguliert. Dabei werden
im ersten Schritt fehlerhafte Translationsprodukte (DRiPs - defective ribosomal pro-
ducts) von Hsc/Hsp70 gebunden. Dadurch erhält das Co-Chaperon CHIP offen-
sichtlich Zugang zum Chaperon-gebundenen Substrat und ubiquitiniert dieses. Ei-
ne Depletion von CHIP führt zu einer starken Reduzierung der Ablagerung von
DRiPs in DALIS. Das Co-Chaperon BAG-1 scheint ebenfalls essentiell für die Bil-
dung von DALIS zu sein und könnte auch eine Rolle beim Abbau der Aggrega-
te übernehmen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Aktivität von CHIP in
APCs durch den CHIP-Inhibitor HspBP1 kontrolliert wird (Abb. 4.7). Durch Über-
expressions- und Depletionsanalysen konnte zum ersten Mal die Regulation von
DALIS-Bildung und -Abbau durch Co-Chaperone näher charakterisiert werden. Es
konnte gezeigt werden, dass die Hsc/Hsp70-Maschinerie die transiente Formation
von DALIS während der Immunzellreifung reguliert und so die Antigenpräsenta-
tion und die Immunantwort von professionellen Antigen-präsentierenden Zellen
kontrolliert.

5.1 CHIP ubiquitiniert die in DALIS akkumulierten

Proteine

Proteine, bei denen eine Faltung in ihre native Konformation nicht möglich ist, wer-
den im Rahmen der Protein-Qualitätskontrolle dem Hsc/Hsp70-abhängigen Ab-
bau über das Proteasom zugeführt. Auch ein großer Anteil der DRiPs wird auf die-
se Weise abgebaut [Qian et al., 2006]. Eine Schlüsselrolle innerhalb des Chaperon-
vermittelten proteasomalen Abbaus übernimmt die Ubiquitinligase CHIP. Durch
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CHIP wird die Chaperon-Aktivität von der Protein-Faltung zum Abbau gelenkt
[Ballinger et al., 1999]. Durch die Bindung an Hsc/Hsp70 können DRiPs für die
Ubiquitinierung durch CHIP zugänglich gemacht werden. Eine Assoziation von
CHIP an DALIS wurde schon vor einigen Jahren durch Colokalisations-Analysen
nachgewiesen [Lelouard et al., 2004]. Jedoch konnte CHIP im Rahmen vorliegender
Arbeit erstmals als zentrale Ubiquitinligase für die Ubiquitinierung der in DALIS
akkumulierten DRiPs identifiziert werden. Nach Depletion von CHIP konnten mit
Hilfe des FK2-Antikörpers im filter trap nur noch geringfügig DALIS nachgewie-
sen werden (Abb. 4.7). Im Maus-Modell zeigt eine CHIP-Defizienz unter normalen
Wachstumsbedingungen keinen Phänotyp [Dai et al., 2003], weshalb die Vermu-
tung nahe liegt, dass zusätzliche Chaperon-assoziierte Ubiquitinligasen, wie z. B.
Parkin, die fehlende E3-Aktivität von CHIP ausgleichen. Deshalb war es erstaun-
lich, dass eine Depletion von CHIP einen somassiven Effekt auf die DALIS-Bildung
hat und die fehlende CHIP-Aktivität offensichtlich nicht durch weitere Ubiquitin-
ligasen kompensiert werden kann. CHIP-vermittelte Ubiquitinierung ist demnach
essentiell um DRiPs in den Weg der proteasomalen Antigenprozessierung einzu-
schleusen (Abb. 5.1). Die verstärkte Bildung von DALIS nach CHIP-Überexpres-
sion unterstützt die Theorie, wonach CHIP als zentrale Ubiquitinligase an der Ab-
lagerung von DRiPs in DALIS beteiligt ist (Abb. 4.5).

Es stellt sich die Frage, warum die ubiquitinierten DRiPs nicht abgebaut werden
und akkumulieren. Eine mögliche Erklärung wäre eine transiente Inhibition des
Proteasoms. Eventuell übersteigt die Anzahl der für den Abbau bestimmten Prote-
ine die Prozessierungsrate des Proteasoms. In HEK293-Zellen resultiert eine Über-
lastung des Proteasoms in einer Ablagerung der Proteine in Aggresomen [Johnston
et al., 1998]. Daraus könnte man schließen, dass auch die Ablagerung von DRiPs in
DALIS auf eine Überlastung des Proteasoms zurückzuführen ist.
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5.2 Der CHIP-Inhibitor HspBP1 reguliert die

DALIS-Formation

Die Co-Chaperone scheinen eine große Rolle in den ersten Schritten der Antigen-
prozessierung zu spielen, denn nicht nur CHIP, sondern auch BAG-1 und HspBP1
beeinflussen massiv die DALIS-Formation. Es konnte gezeigt werden, dass BAG-1
und HspBP1 in Nicht-Immunzellen gegensätzlich auf die CHIP-Aktivität wirken.
BAG-1 wurde als Stimulator des proteasomalen Abbaus beschrieben, während
HspBP1 CHIP-vermittelten Abbau inhibiert. Durch Bindung an Hsc/Hsp70 könn-
te HspBP1 eine Konformationsänderung des Chaperons herbeiführen, so dass das
gebundene Substrat gegen die CHIP-vermittelte Ubiquitinierung abgeschirmt wird
[Alberti und Höhfeld, 2002, Alberti et al., 2004]. Im Rahmen vorliegender Arbeit
wurde der Einfluss von HspBP1 auf die CHIP-Aktivität im Hinblick auf die Forma-
tion von DALIS näher untersucht. Depletion von HspBP1 führt zu einer erhöhten
DALIS-Bildung sowohl bei transienter siRNA-vermittelter Depletion als auch bei
Analysen von hspbp1−/−-BMDCs (Abb. 4.7 - 4.9). Hingegen wird bei Überexpres-
sion von HspBP1 die DALIS-Bildung fast vollständig unterdrückt (Abb. 4.5). Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass HspBP1 auch in Immunzellen regulatorisch auf
die Ubiquitinligase-Aktivität von CHIP wirkt.
Im Verlauf der Immunzellreifung steigen HspBP1-Level in den ersten zwölf Stun-
den, dem Zeitpunkt der maximalen DALIS-Formation, stark an (Abb. 4.4). HspBP1
könnte in dieser initialen Phase der Immunzellreifung die Ubiquitinligase-Aktivität
von CHIP limitieren. Dadurch könnte gewährleistet werden, dass während der Ak-
kumulation von DALIS nicht zu viele Chaperon-gebundene Substrate in Richtung
der Ablagerung in Aggregate dirigiert werden. In späten Phasen der Immunzell-
reifung sinken HspBP1-Level wieder. Die Aufhebung der CHIP-Inhibition wür-
de dann die weitere Ubiquitinierung von Chaperon-gebundenen Substraten durch
CHIP ermöglichen, die daraufhin abgebaut werden könnten (Abb. 5.1).
In Hirn-Zellen kommt neben HspBP1 auch das CHIP-inhibierende Co-Chaperon
BAG-2 vor. BAG-2 assoziiert mit der Chaperon-Maschinerie indem es, wie BAG-1,
an die ATPase-Domäne von Hsc/Hsp70 bindet. Dadurch wird die Kooperation
zwischen CHIP und dem E2-Enzym sterisch behindert, so dass die CHIP-vermit-
telte Ubiquitinierung des Substrats unterbunden wird [Arndt et al., 2005, Dai et al.,
2005]. Sowohl BAG-2 als auch HspBP1 werden gewebsspezifisch und in unter-
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schiedlichen Zelltypen exprimiert und es wird vermutet, dass sie sich in ihrer inhi-
bitorischen Funktion gegenseitig ersetzen können. In murinen Hoden-Zellen konn-
te kein BAG-2 nachgewiesen werden, was in einemDefekt der Hoden-Entwicklung
der hspbp1−/−-Maus resultiert [C. Rogon, persönliche Korrespondenz]. Deshalb
wurde untersucht, ob BAG-2 in den Immunzellen kompensatorisch auf dieHspBP1-
Depletion wirken könnte. In BMDCs konnte BAG-2 jedoch nicht nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt). Dies erklärt den massiven Effekt der HspBP1-De-
fizienz in Immunzellen. Der Verlust von HspBP1 kann nicht durch das funktionell
verwandte BAG-2 kompensiert werden.

5.3 Der Einfluss von BAG-1 auf die Formation von

DALIS

Auch das BAG-Domänen-Protein BAG-1 zeigt einenmassiven Einfluss auf die DAL-
IS-Formation. Die Depletion von BAG-1 führt zu einer fast vollständigen Unter-
drückung der DALIS-Bildung (Abb. 4.7), während bei einer Überexpression ver-
mehrt DALIS gebildet werden. Diese Beobachtung war zunächst unerwartet, da
BAG-1 bisher ausschließlich als Stimulator des proteasomalen Abbaus galt. In die-
ser Funktion sollte eine Depletion von BAG-1 jedoch zu einer Ansammlung von
Ubiquitin-Konjugaten führen und eine Überexpression eine verminderte Bildung
von DALIS, und nicht das Gegenteil bewirken. Die Daten vorliegender Arbeit deu-
ten insofern auf eine Proteasomen-unabhängige Funktion von BAG-1 bei der Ab-
lagerung von Ubiquitin-Konjugaten in DALIS hin. Hierbei könnte die ubl-Domäne
von BAG-1 eine entscheidende Rolle spielen. Interessanterweise existieren andere
Proteine, die ebenfalls sowohl Funktionen am Proteasom als auch bei der Aggregat-
Bildung übernehmen. Das ubl-Protein PLIC-1 (protein linking IAP to the cytoskeleton)
z. B. kann, wie BAG-1, über seine ubl-Domäne mit der S5α-Untereinheit des Pro-
teasoms interagieren und Proteine zum proteasomalen Abbau sortieren. Es kann
aber auch andere Proteine mit Ubiquitin-interagierendem Motiv binden. In Ko-
operation mit EPS15 (epidermal growth factor substrate 15), einer Komponente des
endozytischen Weges, ist PLIC-1 essentiell an der Ablagerung ubiquitinierter Pro-
teine in Aggresomen beteiligt [Walters et al., 2002, Regan-Klapisz et al., 2005, Heir
et al., 2006]. Dadurch wird der ubl-Domäne von PLIC-1 eine duale Funktion zuge-
schrieben. Normalerweise sortiert PLIC-1 in Interaktion mit der S5α-Untereinheit

57



5 Diskussion

des Proteasoms ubiquitinierte Proteine zum Abbau. Ist das Proteasom jedoch bei
Aggregation überlastet, induziert PLIC-1 zusammenmit EPS15 die Ablagerung der
ubiquitinierten Proteine in Aggresomen [Heir et al., 2006]. Auch BAG-1 könnte eine
solche duale Funktion während der Immunzellreifung zugeschrieben werden. Bei
transienter Proteasom-Inhibition in der frühen Phase der Immunzellreifung könnte
BAG-1 in Kooperation mit einem noch unbekannten Interaktionspartner die Abla-
gerung der DRiPs in DALIS vermitteln (Abb. 5.2). Diese Interaktionspartner sollten
durch weiterführende Bindestudien in der Zukunft identifiziert werden.

Abbildung 5.2: Die Rolle von BAG-1 bei der DALIS-Bildung. BAG-1 könnte über die
ubl-Domäne (ubl) an das Ubiquitin-interagierende Motiv (UIM) eines noch unbekann-
ten Interaktionspartners (?) binden und als Sortierungsfaktor ubiquitinierte Proteine in
DALIS ablagern, wenn das Proteasom überlastet ist. BAG - BAG-Domäne von BAG-1.

In späten Phasen der Immunzellreifung, wenn die Funktion des Proteasomswieder
hergestellt ist, könnten Chaperon-gebundene Substrate wieder BAG-1-vermittelt
dem proteasomalen Abbau zugeführt werden (Abb. 5.1).
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5.4 Die Rolle von BAG-3 beim autophagischem Abbau

von DALIS

Es existieren Hinweise darauf, dass DALIS über lysosomale Abbauwege besei-
tigt werden. Eine durch LPS über die TLR4-Signalkaskade stimulierte Immunzell-
reifung induziert in RAW264-Makrophagen Autophagie [Xu et al., 2008] und erst
kürzlich konnte gezeigt werden, dass DALIS in RAW264-Makrophagen nach LPS-
Stimulierung p62-abhängig autophagisch abgebaut werden [Fujita et al., 2011]. Zu
späten Zeitpunkten der Immunzellreifung, etwa 24 Stunden nach LPS-Stimulie-
rung, steigen BAG-3- und p62-Level stark an (Abb. 4.4). Die Vermutung liegt da-
her nahe, dass die Aggregate Ubiquitin-abhängig durch CASA abgebaut werden
können (Abb. 5.3). BAG-3 kann in Kooperation mit dem Ubiquitinadapter p62 den
Einschluss ubiquitinierter Substrate in eine Phagophoren-Isolationsmembran ver-
mitteln, wodurch lysosomaler Abbau der Substrate eingeleitet wird [Gamerdinger
et al., 2009, Arndt et al., 2010]. Weitere Evidenz für die Bedeutung von CASA bei der
Beseitigung von DALIS ergibt sich aufgrund der Colokalisation von BAG-3, p62 so-
wie des Autophagosomenmarkers LC3 mit DALIS (Abb. 4.3).

Abbildung 5.3: BAG-3 könnte am Abbau der DALIS beteiligt sein. Ansteigende
BAG-3-Level in den letzten Stunden der Immunzellreifung deuten auf eine Beteiligung
von BAG-3 beim autophagischen Abbau der DALIS hin. BAG-3 vermittelt die Interak-
tion des ubiquitinierten Substrats mit p62 und initiiert so den Abbau über Autophagie.

Überexpressionsexperimente unterstützen die Theorie, dass CASA in die DALIS-
Beseitigung involviert ist. RAW309-Makrophagen, in denen BAG-3 überexprimiert
wurde, zeigen eine geringere DALIS-Bildung im Vergleich zu Kontrollzellen
(Abb. 4.5). Durch die Hochregulation von BAG-3 in der initialen Phase der Immun-
zellreifung werden DRiPS vermutlich schon frühzeitig über CASA abgebaut und
somit eine Ablagerung in DALIS verhindert. Dass BAG-3 eine Rolle im Abbau von
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aggregierenden Proteinen spielt, konnte am Beispiel von Htt43Q gezeigt werden.
Htt43Q ist eine pathogene Form des Huntingtin, welche durch einen ausgedehn-
ten PolyQ-Bereich charakterisiert ist. Dies macht das Protein aggregationsanfällig.
Die Ausbildung zellulärer Htt43Q-Aggregate löst die neurodegenerative Krankheit
Chorea Huntington aus. Es ist beschrieben, dass eine Überexpression von BAG-3
Autophagie verstärkt und damit den Abbau von Htt43Q in HEK293- und COS-1-
Zellen induziert. Eine Depletion von BAG-3 resultiert hingegen in einer ineffizien-
ten Beseitigung von Htt43Q-Aggregaten [Carra et al., 2008].
Beim selektiven autophagischen Abbau kooperiert BAG-3 mit dem kleinen Hitze-
schock-Protein HspB8 [Arndt et al., 2010]. In neuronalen Zellen wird HspB8 bei
Aggregation von mutierter Superoxid Dismutase (SOD1) hochreguliert. Dadurch
wird der autophagische Abbau der Aggregate induziert [Crippa et al., 2010]. Es ist
daher vorstellbar, dass kleine Hitzeschock-Proteine auch beim Abbau der DALIS
von Bedeutung sind.
Es wurde überprüft, ob Depletion von BAG-3 Auswirkungen auf die Formation
von DALIS hat. Bei Depletion von BAG-3 könnte der Abbau über CASA nicht mehr
korrekt eingeleitet und DALIS daher nur noch ineffizient abgebaut werden. Tat-
sächlich ist bei einer Depletion von BAG-3 jedoch kein verringerter DALIS-Abbau
zu beobachten (Abb. 4.10). Eine mögliche Erklärung für diesen überraschenden Be-
fund beruht auf Ergebnissen zur Regulation von BAG-3 in neuronalen Zellen. Hier-
bei wurde beschrieben, dass durch Depletion von BAG-3 die Expression von BAG-1
induziert wird [Gamerdinger et al., 2009]. Ein Ausfall des autophagischen Abbau-
weges führt also offensichtlich zu einer Induktion des proteasomalen Abbaus. Ein
derartiger kompensatorischer Mechanismus könnte in der Abbauphase der Im-
munzellreifung dazu beitragen, dass bei Depletion von BAG-3 vermehrt Proteine
BAG-1-vermittelt proteasomal abgebaut werden und deshalb keine Akkumulation
von DALIS erkennbar ist. In diesem Zusammenhang wirken die BAG-Domäne-
Proteine als hochregulierbare „molekulare Schalter“. Während BAG-3 einen Ab-
bau über CASA fördert, lenkt BAG-1 den CHIP/Chaperon-Komplex zum Abbau
des Substrats über CAP (Abb. 5.4).
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Abbildung 5.4: Die Co-Chaperone BAG-1 und BAG-3 könnten den Chaperon-
vermittelten selektiven Abbau regulieren. Der Chaperon-vermittelte selektive Abbau
wird durch die Bindung von CHIP an den C-Terminus von Hsc/Hsp70 initiiert. Die
Co-Chaperone BAG-1 und BAG-3 binden parallel zu CHIP an die N-terminale ATPase-
Domäne von Hsc/Hsp70 (N). Es ist vorstellbar, dass BAG-3 in der Endphase der Im-
munzellreifung unter Zusammenwirken des Autophagieadapters p62 den Abbau über
CASA einleitet, während BAG-1 die Sortierung des Substrats zum Proteasom vermit-
telt.

5.4.1 Chaperon-vermittelte Autophagie - CMA

(Chaperone-mediated autophagy)

Neben CASA ist die Chaperon-vermittelte Autophagie (CMA - chaperone-mediated
autophagy) ein weiterer Abbauweg über das lysosomale Kompartiment. Im Gegen-
satz zu CASA wird bei dieser Art des Abbaus das Substrat direkt über die Lysoso-
menmembran ins Innere des Kompartiments geschleust, ohne dass zuvor eine Pha-
gophorenmembran zum Substrateinschluss gebildet wurde [Dice, 2007]. Die Sub-
strate besitzen ein KFERQ-Motiv, das von Hsc/Hsp70 erkannt und direkt gebun-
den wird [Chiang und Dice, 1988, Chiang et al., 1989]. Hsc/Hsp70 wiederum bin-
det das lysosomaleMembranprotein LAMP-2A, das daraufhin zusammenmit zwei
weiteren LAMP-2-Isoformen einen Translokase-Kanal bildet über den das Substrat
in das Lysosom eingeschleust wird [Kaushik et al., 2006, Bandyopadhyay et al.,
2008]. Ob CMA, ähnlich wie CASA, über Co-Chaperone reguliert wird, ist noch
nicht untersucht worden. Bisher konnte gezeigt werden, dass der Hsp70/Hsp90-
KopplungsfaktorHop sowie die Co-Chaperone BAG-1 undHipmit derHsc/Hsp70-
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Maschinerie am Lysosom interagieren [Agarraberes und Dice, 2001].

5.5 DALIS - ein Speicherkompartiment für Antigene?

Weshalb findet in Immunzellen eine transiente Aggregation ubiquitinierter Protei-
ne statt (Abb. 4.2)? In der aktuellen Literatur werden DALIS als Speicherkompar-
timente diskutiert, die für eine Verzögerung der Präsentation von endogenen und
viralen Antigenen auf MHCI-Molekülen sorgen und auf diese Weise sicherstellen,
dass DCs erst dann virale Antigene präsentieren, wenn sie die Lymphknoten er-
reicht haben [Lelouard et al., 2002, Herter et al., 2005]. Außerdem findet auch die
Expression costimulatorischer Moleküle, wie CD80 und CD86, erst einige Stunden
nach Beginn der Immunzellreifung statt. Diese werden im Verlauf der Immunzell-
reifung exprimiert und vermitteln als zweites Signal, neben der Präsentation von
Fremd-Antigenen, die Aktivierung von CTLs [Jenkins et al., 1990]. Sie werden ca.
sechs bis acht Stunden nach Beginn der Immunzellreifung exprimiert [Muraille
et al., 2002] und erreichen ihre maximale Expression nach etwa 18 Stunden. Auch
die Expression vonMHCI-Molekülen ist nach ca. 24 Stundenmaximal [Herter et al.,
2005]. Durch diese Verzögerung wird verhindert, dass eine unreife DC Viruspepti-
de, jedoch keine costimulatorischen Moleküle präsentiert, da dies Selbsttoleranz
auslösen kann [Schoenberger et al., 1998, Mahnke et al., 2002]. Selbsttoleranz ist bei
der Präsentation von körpereigenen Antigenen von enormer Wichtigkeit, da CTLs
diese Antigene erkennen und die DC aufgrund dessen nicht eliminieren. Bei einer
virusinfizierten APC würde die Induktion von Selbsttoleranz jedoch dazu führen,
dass im Verlauf der Immunantwort keine CTLs aktiviert werden und Pathogen-
befallenen Zellen nicht eliminiert werden [Steinman et al., 2000]. Eine Verzögerung
der Antigenpräsentation bis zur Expression der costimulatorischen Moleküle wür-
de demnach eine optimale Aktivierung von CTLs ermöglichen und die Induktion
von Selbsttoleranz verhindern.
Die verzögerte Expression der costimulatorischen Moleküle könnte auch erklären,
wieso eine optimale Aktivierung von CTLs (cytotoxic T-lymphocytes) nur in einem
definierten Zeitraum der Immunzellreifung stattfindet: DCs, die acht Stunden ge-
reift wurden, zeigen eine stärkere T-Zell-Antwort als ungereifte, oder 48 Stunden
gereifte DCs [Camporeale et al., 2003]. Es wäre jedoch vorstellbar, dass DCs, die
länger als acht Stunden gereift sind, eine noch stärkere T-Zell-Antwort auslösen.
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Cella et al. haben herausgefunden, dass zehn Stunden gereifte BMDCs eine um das
Zehnfache erhöhte Antigenpräsentation aufweisen, als fünf Stunden gereifte [Cella
et al., 1999]. Herter et al. konnten nachweisen, dass BMDCs erst nach zwölf Stun-
den die Antigenpräsentationsrate aufweisen, die EL-4-Kontrollzellen schon vier
Stunden nach Influenza-Infektion präsentieren [Herter et al., 2005]. Dies deutet auf
eine erhöhte CTL-Aktivierung zwischen zwölf und 24 Stunden nach Induktion
der Immunzellreifung hin. Abbau-stimulierende Co-Chaperonen werden zu die-
sen Zeitpunkten der Immunzellreifung hochreguliert, was eine erhöhte Antigen-
prozessierung und eine daraus resultierende verstärkte Immunantwort zur Folge
haben könnte (Abb. 4.4 und Abb. 5.1).
Eine Verzögerung der Antigenpräsentation kann außerdem der frühzeitigen CTL-
vermittelten Abtötung der DC entgegenwirken. Unreife DCs laufen Gefahr, bei
frühzeitiger Aktivierung von CTLs durch diese eliminiert zu werden. Diese CTL-
vermittelte Eliminierung der DC verhindert der Serinprotease-Inhibitor 6 (SPI-6)
[Bots et al., 2005]. Die Expression von SPI-6 wird jedoch erst acht bis 16 Stunden
nach Interferon-α-induzierter Zellreifung hochreguliert [Dauer et al., 2006, Stout-
Delgado et al., 2007]. Die Speicherung der Antigene in DALIS könnte der DC dem-
nach die vollständige Ausreifung ermöglichen, was eine optimal Aktivierung von
CTLs gewährleistet (Abb. 5.5).

Abbildung 5.5: Durch die Speicherung von Antigenen in DALIS könnte eine opti-
male Aktivierung von CTLs gewährleistet werden. DALIS-Größe und -Anzahl sind
etwa zwölf Stunden nach Beginn der Immunzellreifung maximal. In den folgenden
Stunden bildet die Zelle maximalen Schutz vor frühzeitiger Eliminierung durch SPI-6-
Expression aus und weist eine maximale Anzahl von costimulatorischen und MHCI-
Molekülen auf ihrer Oberfläche auf.
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5.6 Co-Chaperone regulieren Antigenprozessierung

und -präsentation auf MHCI-Molekülen

In vorliegender Arbeit wurde analysiert, ob die Regulation der proteasomalenDAL-
IS-Prozessierung durch CHIP, BAG1 bzw.HspBP1 auch die Präsentation aufMHCI-
Molekülen beeinflusst. Tatsächlich hat siRNA-vermittelte Depletion von CHIP,
BAG-1 bzw. HspBP1 einen signifikanten Effekt auf die Präsentation von endogen-
exprimierten Antigenen auf MHCI-Molekülen. Dies spiegelt die Beobachtungen
der Einflüsse der Depletionen auf die Bildung von DALIS wider (Abb. 4.7). Deple-
tion von CHIP bzw. BAG-1 resultierte in einer verminderten Antigenpräsentation
(Abb. 4.11). Im Gegensatz dazu führt die Depletion von HspBP1 zu einer erhöhten
Formation von DALIS und einer gesteigertenMHCI-Antigenpräsentation (Abb. 4.7
und Abb. 4.8). Da die Menge an MHCI-Molekülen nach Depletion der Co-Chape-
rone stabil ist (Abb. 4.11, linker Graph), können die unterschiedlichen Präsenta-
tionslevel auf die intrazelluläre Co-chaperon-regulierte Antigenprozessierung zu-
rückgeführt werden und eineModulation aufgrund von unterschiedlich starker Ex-
pression derMHCI-Molekülen kann ausgeschlossen werden. In vivo-Präsentations-
studien mit BMDCs aus hspbp1−/−-Mäusen bestätigen den beobachteten Effekt der
siRNA-vermittelten HspBP1-Depletion (Abb. 4.9). Diese Ergebnisse belegen eine
regulatorische Rolle von HspBP1 bei der Antigenpräsentation. Indem sie die Bil-
dung und den Abbau von DALIS in professionellen APCs regulieren, kontrollieren
Co-Chaperone die Antigenpräsentationwährend der Immunzellreifung (Abb. 5.1).

5.7 Transiente Aggregat-Formation in

Nicht-Immunzellen

Wie bereits erwähnt, bilden auchNicht-Immunzellen nach verschiedenen physiolo-
gischen Stimuli oder aufgrund von nicht-physiologischen Einflüssen transient ubi-
quitinierte Aggregate [Szeto et al., 2006, Kaganovich et al., 2008]. In HeLa-Zellen
z. B. führt Proteasom-Inhibition zur Ablagerung von Proteinen in zwei verschiede-
nen Arten von Aggregaten. Ubiquitinierte Proteine werden dabei in juxtanukleären
Aggregaten (JUNQ - juxtanuclear quality control compartment) abgelagert. Eine An-
häufung von Proteasomen und Komponenten der Protein-Qualitätskontrolle deu-
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tet darauf hin, dass in diesen Bereichen sowohl Protein-Abbau, als auch -Faltung
stattfindet [Kaganovich et al., 2008]. In murinen Fibroblasten werden bei Interferon-
γ-induziertem oxidativen Stress ALIS (Aggresome-Like Induced Structures) gebildet
[Seifert et al., 2010]. Oxidativer Stress induziert zusammenmit Proteasom-Inhibition
die Expression von Komponenten der Proteostase-Maschinerie, wie z. B. Hsp70,
CHIP, und BAG-3 [Dikshit und Jana, 2007, Jacobs und Marnett, 2009] und CHIP-
defiziente Mäuse sind anfälliger für die Folgen von oxidativem Stress, als Kontroll-
Mäuse ohne CHIP-Defizienz [Min et al., 2008].
In HeLa-Zellen wird dem BAG-1 strukturell ähnlichem BAG-6 eine Rolle bei der
Bildung von Aggresomen bei Proteasom-Inhibition sowie beim Abbau von Puro-
mycin-induzierten DRiPs zugewiesen [Minami et al., 2010]. BAG-6 besitzt eben-
falls eineN-terminale ubl-Domäne und eine C-terminale BAG-Domäne.Wie BAG-1
kann BAG-6 über die BAG-Domäne Hsc/Hsp70 binden und fungiert als negati-
ver Regulator der Faltungsaktivität von Hsc/Hsp70 [Thress et al., 2001]. Es wurde
nachgewiesen, dass BAG-6 für die Bildung von Aggresomen erforderlich ist. Au-
ßerdem liegt BAG-6 mit DRiPs assoziiert vor und scheint in den Abbau von DRiPs
involviert zu sein [Minami et al., 2010]. Es ist demnach vorstellbar, dass BAG-1 und
BAG-6 funktionelle Ähnlichkeit bei der Formation von Aggregaten zugeschrieben
werden kann.
Der Chaperon-vermittelte Prozess der Bildung und des Abbaus von DALIS in Im-
munzellen könnte demnach einen generellenMechanismus darstellen, der die Protein-
Aggregation unter verschiedenen physiologischen Bedingungen kontrolliert.

5.8 Ausblick

In zukünftigen Untersuchungen könnte das Netzwerk an Regulatoren, welche die
Formation von DALIS oder ALIS kontrollieren, weiter spezifiziert werden. Neben
der Analyse, ob weitere Abbau-stimulierende oder -inhibierende Co-Chaperone in
die DALIS-Formation involviert sind (vgl. Kap. 5.2 und 5.3), könnte auch der Ein-
fluss von kleinen Hitzeschock-Proteinen näher untersucht werden. Bei der Agg-
regation von JUNQ-Proteinen konnte eine Assoziation mit Hsp104 nachgewiesen
werden [Kaganovich et al., 2008]. Hsp104 ist z. B. in die Resolubilisierung von agg-
regierter Luciferase involviert [Parsell et al., 1994] und könnte eine Rolle in der Dis-
saggregation der Aggregate spielen. Es wird spekuliert, ob Hsp104 die aggregierten
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Proteine löslich hält um Proteine dem Abbau, oder der Faltung zukommen zu las-
sen [Kaganovich et al., 2008]. Es sollte geklärt werden, ob Hsp104 auch mit DALIS
assoziiert vorliegt und in der letzten Phase der Immunzellreifung die Beseitigung
der Aggregate ermöglicht. Des Weiteren wäre es vielversprechend, den Einfluss
vonHsp110 auf die DALIS-Formation zu untersuchen. Hsp110 ist ein Co-Chaperon
und Nukleotidaustauschfaktor von Hsp70 [Dragovic et al., 2006]. Es interagiert mit
der mutierten Form von SOD1 und supprimiert die Aggregation [Wang et al., 2009].
Deshalb ist es vorstellbar, dass Hsp110 auch die Hsp70-Aktivität während der Im-
munzellreifung regulieren könnte und dies Auswirkungen auf die Aggregation
von DALIS hat.
Des Weiteren könnte der Einfluss von proteasomalem und autophagischem Abbau
bei der Beseitigung von DALIS näher analysiert werden. In BMDCs führt die Inhi-
bition des Proteasoms zu einer erhöhten Formation von DALIS [Lelouard et al.,
2002]. Aber auch die Inhibition des lysosomalen Abbaus durch 3-Methyladenin
(3-MA) führt zu einer verstärkten ALIS-Bildung [Szeto et al., 2006]. Es könnte nä-
her charakterisiert werden, auf welche Weise die einzelnen Abbauwege in die For-
mation von DALIS/ALIS und die Antigenpräsentation auf MHCI-Komplexen in-
volviert sind. Dass die Regulation der proteasomalen Aktivität einen Einfluss auf
die Antigenpräsentation auf MHCI-Komplexe hat, konnten Dolan et al. zeigen. Bei
der Inhibition des Proteasoms nach einer Influenza-Virusinfektion in DCs präsen-
tieren diese weniger Viruspeptid auf MHCI-Molekülen, als Zellen mit funktions-
tüchtigem Proteasom [Dolan et al., 2010]. Welchen Einfluss der Abbau über CA-
SA auf die Antigenpräsentation hat, ist noch nicht erforscht (Abb. 5.1). Es konnte
jedoch kürzlich gezeigt werden, dass Autophagie die MHCI-Präsentation stimu-
lieren kann [Münz, 2010]. Es ist demnach vorstellbar, dass die BAG-3- und p62-
vermittelte Beseitigung von DALIS über CASA an der Antigenpräsentation betei-
ligt ist.
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Abkürzungsverzeichnis

3MA E-Methyladenin
◦C Grad Celsius
A. bidest Doppelt destilliertes Wasser Aqua bidestillata)
Abb. Abbildung
AdLOG Adenovirus, das Luciferase, Ovalbumin-Peptid und GFP co-

diert
ADP Adenosindiphosphat
AdOVA Adenovirus, das Ovalbumin codiert
ALIS Aggresome-Like Induced Structures
APC Antigen presenting cell
APS Amoniumperoxidisulfat
ATP Adenosintriphophat
BAG Bcl-2 associated athanogene
BMDC Bone marrow derived dendritic cell
BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)
bzw. beziehungsweise
CHIP carboxyl terminus of hsc70-interacting protein
C-terminal carboxyterminal
C-Terminus Carboxylterminus
DALIS Dendritic Cell Aggresome-Like Induced Structures
DNA Desoxyribonukleinsäure (Desoxyribonucleicacid)
DRiPs Defective ribosomal proteins
EDTA Di-Natriumsalz der Ethylendiamintetraessigsäure
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
EPS15 epidermal growth factor substrate 15
et. al. et aliter
FCS Fötales Rinderkälberserum (fetal calf serum)
g Gramm
GFP green fluorescence protein
h Stunde/n (hora)
HCl Salzsäure (hydrogen chloride)
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HEPES N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N’-[2-Ethansulfonsäure]
Hsc70 70 kDA heat shock cognate
HSJ1 Heat shock protein J1
Hsp70 70 kDA heat shock protein
Hsp90 90 kDA heat shock protein
HspBP1 Heat shock protein binding protein 1
Kap. Kapitel
kDA Kilodalton
l Liter
LB-Medium Luria-Bertani-Medium
LC3 Light Chain 3
LIR LC3 interacting region
LPS Lipopolysaccharid
Lys Lysin
m Meter
M Molar
mA Milliampere
3-MA 3-Methyladenin
μg Mikrogramm
MHC Major Histocompatibility Complex
min Minute
ml Milliliter
μl Mikroliter
mm Millimeter
mRNA messenger RNA
msek Millisekunde/n
N-terminal aminoterminal
N-Terminus Aminoterminus
NBR1 neighbor of BRCA1 gene 1
p.a. pro analysis
PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PAMPs Pathogen-Associated Molecular Patterns
PBD Peptid-Binde-Domäne
pH Potentia hydrogenia
PLIC-1 protein linking IAP to the cytoskeleton
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PolyQ Poly-Glutamin
RING really interesting new gene
RNA Ribonukleinsäure (Ribonucleicacid)
rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
RNA RNA-Interferenz
RT Raumtemperatur
SDS Natriumdodecysulfat (sodium dodecy sulfate)
sek Sekunde/n
siRNA small interfering ribonucleic acid
Tab. Tabelle
TBST Tris-Puffer (tris-bufferd saline) mit Triton x-100 versetzt
TE Tris-EDTA
TEMED N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin
TLR Toll-Like Receptors
TMB Tetramethylbenzidinbase
TPR Tetratricopeptide repeat
Tris Tris-(hydroxymethyl-)aminoethan
Tween 20 Polyoxyethylensorbitan-Monolaurat
U Mengeneinheut für Restriktionsenzyme (units)
ubl Uniquitin-ähnliche Domäne (ubiquitin like domain)
UbcH5 Ubiquitin-conjugating enzyme E2D 2
UIM Ubiquitin-interagierendes Motiv
ü. N. über Nacht
V Volt
vgl. vergleiche
WT Wildtyp
z. B. zum Beispiel
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