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Zusammenfassung

Das Proteasom stellt die zentrale proteolytische Maschinerie des hoch konservierten
Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS) dar. Dieses System ist fiir die Regulation und
Aufrechterhaltung von wesentlichen zelluldren Prozessen, wie z.B. Differenzierung,
Proliferation, Zellzyklus, Gentranskription und Apoptose erforderlich. In dieser Arbeit
sollte untersucht werden, inwiefern die spezifischen Proteasom-Inhibitoren Bortezomib,
Lactacystin und Epoxomicin essentielle Immunfunktionen von aus Monozyten-
generierten humanen DCs und von durch allogene DCs aktivierten humanen CD4" T-
Zellen supprimieren. Dariiber hinaus sollten die Mechanismen der Apoptose-Induktion in
aktivierten CD4" T-Zellen durch den Proteasom-Inhibitor Bortezomib aufgeklirt werden.
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der proteolytischen
Aktivitit des 26S Proteasoms in humanen unreifen DCs (iDCs) und reifen DCs (mDCs)
die Expression wichtiger Zelloberflaichenrezeptoren von DCs supprimiert, Apoptose
induziert und die Maturation von DCs inhibiert. Dieses wurde anhand der verringerten
Expression des Reifungsmarkers CD83 und der Inhibition der nukledren Translokation
von RelA und RelB, beides Transkriptionsfaktoren der nuclear factor-«B (NF-«xB)-
Familie, demonstriert. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine Proteasom-Inhibition
die Makropinozytose und Rezeptor-vermittelte Endozytose von Antigenen einschrankt
und die Synthese von Interleukin (IL)-12p70 und IL-12p40 inhibiert. Als funktionelle
Konsequenz zeigten mDCs, welche eine Proteasom-Inhibition iiberlebten, eine deutlich
supprimierte Kapazitit, allogene CD4" und CD8" T-Zellen und autologe CD4 T-Zellen zu
stimulieren.

Ferner konnte diese Arbeit demonstrieren, dass eine Proteasom-Inhibition in aktivierten
CD4" T-Zellen Apoptose induziert. Aktivierte CD4" T-Zellen, die die Proteasom-
Inhibition {iberlebten, zeigten eine Inhibition der Proliferation durch die Induktion eines
Zellzyklus-Arrests in der G;-Phase. Dieses ging einher mit der Akkumulation des Tumor
Suppressor-Proteins p53, der Cyclin-abhingigen Kinase-Inhibitoren p21VA™/“™"! ynd
p27%"! und einer verminderten Expression von Cyclin A, Cyclin D2 und proliferating cell
nuclear antigen (PCNA), Proteinen, welche bekanntermallen die Transition des Zellzyklus
von der Gi- in die S-Phase steuern. Des Weiteren konnte demonstriert werden, dass
aktivierte CD4" T-Zellen nach Proteasom-Inhibition eine verringerte Expression der mit
einer Aktivierung assoziierten Zelloberfldchenrezeptoren CD25, CD27, CD28, CD120b
und CD134, sowie eine verringerte Produktion der Zytokine Interferon-y (IFN-y), Tumor



Nekrose Faktor-a (TNF-a), IL-2, IL-4 und IL-5 aufweisen. Die Expression von Cyclinen,
CD25, CD40L, CD95L, CTLA-4, IL-2, IL-4, IL-5, IFN-y, TNF-a, Bcl-2, Bel-XL, IAPs
und c-FLIP wird offenbar durch die transkriptionelle Aktivitdt der Transkriptionsfaktoren
nuclear factor of activated T cells (NFAT) und NF-kB vermittelt. In der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Proteasom-Inhibition die Aktivierung und
nukledre Translokation von NFATc2 und die proteasomale Degradation des Inhibitor of
kB-o (IxB-a) Proteins in aktivierten CD4" T-Zellen inhibiert.

Die Proteasom-Inhibition aktivierte den mitochondrialen Apoptoseweg in aktivierten
CD4" T-Zellen. Dieses erfolgte iiber eine Stérung des Gleichgewichts zwischen pro- und
anti-apoptotischen Proteinen an der &uBleren mitochondrialen Membran. Insbesondere
induzierte die Proteasom-Inhibition eine mitochondriale Akkumulation der pro-
apoptotischen BH3-only Proteine PUMA, Noxa, Bim und p53. Dieser Vorgang induzierte
die mitochondriale Translokation von aktivierten pro-apoptotischen Bax-/Bak-
Homodimeren. Im Gegensatz hierzu zeigte ausschlieBlich Mcl-1 eine mitochondriale
Akkumulation der untersuchten anti-apoptotischen Bc/-2-like Proteine. Aktivierte Bax-like
Proteine induzierten eine rasche Freisetzung der intramitochondrialen pro-apoptotischen
Proteine Smac/DIABLO und HtrA2 ins Zytoplasma, wogegen die zytoplasmatische
Translokation von Cytochrom ¢ und AIF erst spiter eintrat. Dariiber hinaus konnte gezeigt
werden, dass Smac/DIABLO und HtrA2 die IAP-vermittelte Inhibition der moderat
proteolytisch-aktiven Caspasen eliminierten. Anhand der Prizipitation proteolytisch-
aktiver Caspase-Untereinheiten konnte eine Zunahme der Caspase-3-Aktivitdt vor einer
Caspase-9-Aktivitits-Steigerung demonstriert werden. Daraus kann geschlossen werden,
dass Caspase-3 im Verlauf einer Proteasom-Inhibition in aktivierten CD4" T-Zellen den
intrinsischen Apoptoseweg initiiert. Caspase-9 fungiert dagegen nur als Apoptose-
Verstérker.

Insgesamt demonstriert die vorliegende Arbeit, dass die proteasomale Aktivitdt fiir
essentielle Funktionen von humanen DCs und aktivierten humanen CD4" T-Zellen
benotigt wird und als ein molekulares Ziel fiir eine Suppression von dysregulierten und

unerwiinschten Immunantworten definiert werden kann.



Summary

The proteasome constitutes the central proteolytic machinery of the highly conserved
ubiquitin-proteasome-system (UPS), required for the maintenance and regulation of basic
cellular processes, including differentiation, proliferation, cell cycling, gene transcription
and apoptosis. The present thesis aimed to investigate the ability of the specific
proteasome inhibitors bortezomib, lactacystin and Epoxomicin to suppress essential
immune functions of human monocyte-derived DCs and activated CD4" T cells. In
addition, the mechanisms of apoptosis induction of activated CD4" T cells by the
proteasome inhibitor bortezomib were elucidated. Inhibition of proteolytic activity of 26S
proteasome in human immature DCs (iDCs) and mature DCs (mDCs) suppresses the
expression of important cell surface receptors of human iDCs and mDCs. Moreover,
proteasome inhibition induces apoptosis and impairs maturation of DCs as shown by
decreased cell-surface expression of CD83 and lack of nuclear translocation of RelA and
RelB, both transcription factors of the nuclear factor-kB (NF-kB) family. Inhibition of
proteasome inhibits macropinocytosis and receptor-mediated endocytosis of antigens in
iDCs, and suppresses the synthesis of interleukin (IL)-12p70 and IL-12p40. As a
functional consequence, the capacity of mDCs surviving proteasome inhibition is
dramatically suppressed with respect to the stimulation of allogeneic CD4" and CD8" T
cells and autologous CD4" T cells.

Moreover the present thesis demonstrates that proteasome inhibition induces apoptosis in
activated CD4" T cells. Activated CD4" T cells surviving proteasome inhibition undergo
inhibition of proliferation as a result of induction of G; phase cell cycle arrest, which is
accompanied by the accumulation of tumor suppressor protein p53, cyclin-dependent
kinase inhibitors p21 VAPl and p275"P! and the disappearance of cyclin A, cyclin D2
and proliferating cell nuclear antigen (PCNA), proteins known to regulate G; to S phase
cell-cycle transitions. Expression of the activation-associated cell surface receptors CD25,
CD27, CD28, CD120b and CD134, as well as production of interferon-y (IFN-y), tumor
necrosis factor-o (TNF-a), IL-2, IL-4, and IL-5 is suppressed in response to proteasome
inhibition in CD4" T cells activated by DCs. Expression of cyclins, CD25, CD40L,
CD95L, CTLA-4, IL-2, IL-4, IL-5, IFN-y, TNF-a, Bcl-2, Bcl-XL, 1APs, and c-FLIP is
known to be mediated by the transcriptional activity of nuclear factor of activated T cells
(NFAT) and NF-«B. The present thesis demonstrates that proteasome inhibition
suppresses activation and nuclear translocation of NFATc2 and causes accumulation of

Inhibitor of kB-a (IkB-0) in activated CD4" T cells.



Proteasome inhibition activates the mitochondrial pathway of apoptosis in activated CD4"
T cells by disrupting the equilibrium of pro- and antiapoptotic proteins at the outer
mitochondrial membrane. In particular, proteasome inhibition provokes mitochondrial
accumulation of the proapoptotic BH3-only proteins PUMA, Noxa, Bim, and p53. This
event induces mitochondrial translocation of activated proapoptotic Bax/Bak homodimers.
In contrast, of all investigated antiapoptotic Bcl-2-like proteins only Mcl-1 shows similar
mitochondrial accumulation. Activated Bax-like proteins induce rapid release of
intramitochondrially located proapoptotic Smac/DIABLO and HtrA2, whereas
cytoplasmic translocation of cytochrome ¢ and AIF is delayed. In addition, it is shown that
cytoplasmic Smac/DIABLO and HtrA2 eliminate IAP-mediated inhibition of partially
activated caspases. The present thesis demonstrates, on the basis of precipitation of
proteolytic active caspase subunits, an increase of caspase-3 activity before caspase-9-
activity is enhanced. Thus, this study suggests that caspase-3 in CD4" T cells in response
to proteasome inhibition initiates the intrinsic apoptosis pathway. In contrast, caspase-9
functions only as an accelerator of apoptosis.

In summary, this thesis shows that proteasomal activity is required for essential functions
of human DCs and activated human CD4" T cells. Thus, inhibition of proteasomal activity
can be defined as a novel molecular strategy for the suppression of deregulated and

unwanted immune responses.
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Einleitung

1 Dendritische Zellen (DCs)

DCs reprisentieren eine &duBlerst heterogene Population professionell Antigen-
prasentierender Zellen, die eine Schnittstelle zwischen dem angeborenen und adaptiven
Immunsystem darstellen. Durch die von ihnen =zahlreich exprimierten Pathogen-
Erkennungs-Rezeptoren (PRR: pathogen recognition receptors) detektieren sie Pathogene
und induzieren und regulieren durch Interaktion mit NK-, B- und T-Zellen eine
angemessene Immunantwort (Banchereau und Steinman, 1998).

DCs patrouillieren im unreifen Stadium im Blutstrom in fast allen Geweben und Organen,
wie Haut, Leber, Schilddriise, Pankreas, Niere und Herz (Hart D, 1997). In Abwesenheit
eines inflammatorischen Signals nehmen sie dort konstitutiv Selbst- und Fremd-Antigene
auf und prisentieren diese in prozessierter Peptidform auf MHC Klasse I und II
Molekiilen. DCs sammeln sich im Rahmen einer inflammatorischen Reaktion am Ort
einer Entziindung, rekrutiert durch die von neutrophilen Granulozyten oder anderen
Immunzellen des Immunsystems ausgeschiitteten Zytokine (McWilliam ef al., 1994).
Nach Aufnahme von pathogenen und kdrpereigenen Antigenen migrieren sie liber die
afferent lymphatischen Systeme in die T-Zell Regionen der sekunddr lymphatischen
Organe wie Lymphknoten und Milz, wo sie entweder eine primére T-Zell-vermittelte
Immunantwort oder aber Toleranz durch Deletion von autoreaktiven T-Zellen vermitteln
(Fossum S, 1988; Randolph et al, 2005; Steinman und Nussenzweig, 2002). Bisher
konnten keine DCs in efferent lymphatischen Gefiflen nachgewiesen werden (Pugh et al.,
1983; Spry et al., 1980). Deshalb geht man davon aus, dass DCs nach Ubermittlung der

Antigene in den Lymphknoten sterben.

1.1  Historischer Uberblick

Im Jahre 1868 beschrieb der deutsche Pathologe Paul Langerhans erstmals Zellen in der
Haut, die er aufgrund ihrer Morphologie mit langen verdstelten, zytoplasmatischen
Auslaufern falschlicherweise als kutane Neurone einstufte. Etwa 100 Jahre spéter
identifizierten Ralph Steinman und Zanvil Cohn (Steinman und Cohn, 1973) eine neue,
morphologisch dhnliche Zellart in sekundidr lymphatischen Organen von Maiausen und
bezeichnete sie wegen ihrer charakteristischen Erscheinungsform als dendritische (griech.
d0evdpoao, = Baum) Zellen (DC). Erst in spéteren Versuchen, in welchen man die DCs als

Antigen-prasentierende Zelle (APZ) in der gemischten Leukozytenreaktion (mixed
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leucocyte reaction, MLR) einsetzte, erkannte man die auBergewohnliche, bisher nicht
gekannte immunostimulatorische Potenz der DCs (Steinman und Witmer, 1978). Jedoch
konnte erst 1985 gezeigt werden, dass die sowohl nach ihrem Entdecker benannten
Langerhans-Zellen (LCs), als auch die von Steinman und Cohn beschriebenen DCs zum
gleichen Immunzelltypus gehoren (Schuler ef al., 1985).

Aufgrund der geringen Zahl zirkulierender DCs (nur etwa 0,1 % der Leukozyten, Fay J,
1998) und der aufwiéndigen Isolationsmethode war es iiber Jahre hinweg schwierig,
Aufschluss iiber die vielseitigen funktionellen und phinotypischen Eigenschaften von
DCs zu erlangen. Seit aber spezielle in vitro Methoden entwickelt wurden, um sowohl aus
hidmatopoetischen CD34" Vorgingerzellen als auch aus peripheren CDI14" Blut-
Monozyten DCs zu generieren, konnte die komplexe Biologie dieser Zellen entschliisselt
werden (Inaba et al., 1992; Romani et al, 1994; Romani et al. 1996). Die DC-
Generierung aus Vorlduferzellen hat durch eine stindige Optimierung der Protokolle
inzwischen eine derartige Effizienz erreicht, dass Immunotherapien mit DCs gegen Krebs,
Autoimmunerkrankungen und in der Transplantationsmedizin bereits Anwendung finden

(Tacken et al., 2007; O’Neill HC, 2006; Lu and Thomson, 2002).

1.2  DC-Subtypen
Man unterscheidet DCs myeloiden und lymphoiden Ursprungs. Das Konzept der

myeloiden und lymphoiden DC-Subtypen basiert auf unterschiedlichen funktionellen
Charakteristika, anatomischer Lokation und Oberflichenmarker-Expression. Alle
Subtypen entstammen einer gemeinsamen hdmatopoetischen CD34" Progenitorzelle
(HPZ). Die HPZ differenziert iiber gemeinsame myeloide Progenitorzellen (GMP) und
gemeinsame lymphoide Progenitorzellen (GLP) in die inzwischen vier bekannten
humanen DC-Subtypen: Aus der myeloiden Linie stammen die monozytiren DCs
(MoDCs), die interstitiellen DCs (IDCs) und die LCs, wogegen die plasmazytoiden DCs
(PDCs) lymphoiden Ursprungs sind. Jeder Subtyp erfiillt seine Funktion in einem anderen
Gewebe: LCs wandern in die Epidermis, widhrend IDCs eher in tieferen Hautschichten zu
finden sind. Dagegen migrieren MoDCs und PDCs im Blutstrom (s. Abb. 1).

Alle DCs sind lineage-negativ, was bedeutet, dass sie keinen typischen Pan-Marker, wie
es fur T-Zellen (CD3), B-Zellen (CD19) oder NK-Zellen (CD16) bekannt ist, exprimieren.
So beobachtet man bei allen myeloiden DCs (IDCs, MoDCs und LCs) eine Expression
von CDla, CDl11c, CD33, CD80, CD86, TLR1-6 und TLR8. Zusétzlich zeigen LCs die
Expression von charakteristischen Molekiilen wie Lag-antigen, E-cadherin und die im

Zytoplasma befindlichen, elektronenmikroskopisch sichtbaren, Birbeck-Granulae
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(Valladeau et al,. 2000). Bei PDCs lymphoiden Ursprungs kann keine Expression von
CDla, CDI1c und CD33 beobachtet werden, jedoch ist eine hohe Expression von CD123
(IL-3-Rezeptor), TLR7, TLR9, BDCA-2 und BDCA-4 vorhanden (Liu YC, 2001). Auch
neigen MoDCs und PDCs im unreifen Zustand (iMoDC und iPDC), im Vergleich zu IDCs
und LCs nur zu eher schwachen Expression von kostimulierenden Molekiilen. Wéhrend

der Differenzierung zu mDCs (MoDCs und PDCs) dndert sich dieses Expressionsmuster

jedoch grundlegend.
x
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Abb. 1: Ontogenese von DCs. Die HPZ im Knochenmark differenzieren entlang myeloiden und
lymphoiden Linien iiber verschiedene Zwischenstufen (gemeinsamer lymphoider Progenitor (GLP),
gemeinsamer myeloider Progenitor (GMP) zu vier DC-Subtypen. Diese unterscheiden sich in ihrer
anatomischen Lokalisation, ihrem Phénotyp und ihrer Funktion. Wéhrend IDCs und LCs in
verschiedenen Bereichen der Haut lokalisiert sind, patroullieren iMoDCs und iPDCs im peripheren
Gewebe und migrieren erst nach Antigen-Aufnahme und Differenzierung zu reifen MoDCs und
PDCs in sekundére lymphoide Organe.

1.3  Antigen-Aufnahme

Die Antigen-priasentierenden und endozytotischen Eigenschaften von DCs sind stark von
threm Differenzierungsstadium abhéngig. Zur effizienten Aufnahme von Antigenen sind
nur unreife DCs befdhigt. Die hochste Antigen-Aufnahme weisen iDCs kurz nach

Detektion des Ausreifungsstimulus auf (Trombetta et al, 2003). Die Aufnahme von
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Antigenen erfolgt iiber Rezeptor-vermittelte Endozytose, Makropinozytose (Sallusto et

al., 1995) und Phagozytose (Reis e Sousa C, 2006).

1.3.1  Rezeptor-vermittelte Endozytose
Durch Rezeptor-vermittelte Endozytose konnen Makromolekiile iiber spezialisierte

Regionen, die so genannten coated pits, aufgenommen werden. Zu den wichtigen
Endozytose-Rezeptoren, die auf iDCs exprimiert werden, gehoren die Fc-Rezeptoren
(FcyRI — II0), die heat shock protein bindenden Rezeptoren und die C-Typ Lektin-
Rezeptoren, wie der Makrophagen-Mannose-Rezeptor (MMR, CD206) und das dendritic
cell-specific ICAM3-grabbing nonintegrin (DC-SIGN, CD209) (Fanger et al., 1996;
Arnold-Schild et al., 1999; Geijtenbeek et al. 2000; Basu et al., 2001).

1.3.2  Makropinozytose
Losliche Antigene werden von iDCs iiber den energieabhidngigen Mechanismus der

Makropinozytose aufgenommen (Norbury et al., 1997; Norbury CC, 2006). Diese
Féahigkeit der Aufnahme grofBler Fliissigkeitsmengen und der darin gelosten Substanzen
iber die Zellmembran geschieht bei iDCs im Gegensatz zu Makrophagen konstitutiv und
wird durch die Expression der Aquaporine 3 und 7 vermittelt (de Baey und Lanzavecchia,

2000).

1.3.3  Phagozytose
Durch Phagozytose nehmen iDCs makromolekulare unldsliche Partikel wie, z. B.

apoptotische oder nekrotische Zellfragmente (Albert et al., 1998; Rubartelli et al., 1997),
Viren (Inaba et al., 1993) oder Bakterien (Rescigno et al. 1999) auf.

Die Eigenschaft der Antigen-Aufnahme geht im Verlauf der Differenzierung zu mDCs
verloren. Das ist einerseits auf die verminderte Expression der zur Antigen-Aufnahme
notwendigen Rezeptoren, als auch auf die Endozytose- und Makropinozytose-Aktivitét

selbst zurtickzufiihren (Sallusto ez al., 1994; West et al., 2000; Garrett et al., 2000).

1.4  Ausreifung von DCs

Die Ausreifung von iDCs zu mDCs beinhaltet Verdnderungen der funktionellen
phénotypischen und strukturellen Eigenschaften. Die DCs transformieren von Antigen-
aufnehmenden zu Antigen-prisentierenden Zellen (APC) mit effektiven T-Zell
stimulatorischen Féhigkeiten. Diese Umwandlung ist, wie bereits beschrieben eng, an die
chemotaktisch-vermittelte Migration von peripherem ins lymphatische Gewebe gebunden

(Dieu et al., 1998). Wihrend iDCs die CC-Chemokin-Rezeptoren (CCR) CCR1, CCR2,



Einleitung 17

CCR4, CCRS5, CCR6, CXCR1 und CXCR4 exprimieren, verringern mDCs die Expression
dieser Rezeptoren und zeigen hauptsdchlich CCR7-Expression (Dieu et al., 1998; Sallusto
et al., 1998; Sallusto et al, 1999). Die Bildung der typischen, namensgebenden
zytoplasmatischen Ausldufer (Dendriten) wird durch drastische Modifikationen des Aktin-
Zytoskeletts verursacht.

Bedingt durch die Anderung der funktionellen Eigenschaften wird die Expression von T-
Zell kostimulatorischen Molekiilen wie CD80, CD86, CD40, CD54, CD58 gesteigert. Die
bisher intrazelluldr in Lysosomen akkumulierten MHC Klasse II Molekiile werden
vermehrt auf die Zelloberfliche transportiert, so dass eine verstirkte Antigenprasentation
zu beobachten ist.

Dariiber hinaus steuern mDCs die T-Zell-Antwort durch die Sekretion von Zytokinen
(z.B.: IL-6, IFN-y, TNF-a und IL-12 fiir MoDC, IFN-a fiir PDC), deren Produktion bei
Kontakt mit mikrobiellen Bestandteilen und CD40 Ligand (CD40L) induziert wird
(Rescigno et al. 1999; Schulz et al., 2000; Cella et al., 1996; Cella et al., 1997b).
Insbesondere die Interferone des Typs I und IL-12 spielen eine bedeutende Rolle in der

Induktion einer T-Zell-Antwort des Typs I (Th1) (Trinchieri und Scott, 1994).

Die Induktion der Ausreifung kann durch verschiedene, so genannte Gefahrensignale
(danger signals) ausgelost werden (Matzinger P, 2002). DCs nehmen diese Signale, bei
denen es sich meist um mikrobielle Fragmente oder um Zytokine handelt, durch
verschiedene Rezeptoren wahr (Guermonprez ef al., 2002).

Die Familie der Toll-like Rezeptoren (TLR) umfasst bisher 10 Mitglieder (Akira S, 2003).
Sie gehoren zu den PRR, die Pathogene anhand von spezifischen Mustern (pathogen-
associated molecular pattern, PAMP) detektieren. Dabei konnen DCs durch die TLRs
zwischen unterschiedlichen mikrobiellen Molekiilen, wie bakteriellen Peptidoglykanen
(TLR2), viraler doppelstrangiger (ds) DNA (TLR3), LPS von gram-negativen Bakterien
(TLR4) oder unmethylierten Cytosine-phosphate Guanine-(CpG) Motiven (TLR9)
differenzieren (Takeuchi O et al, 1999; Kadowaki et al., 2001; Michelsen et al., 2001;
Alexopoulou et al., 2001).

Eine Ausreifung von iDCs zu mDCs kann auch auf indirektem Weg geschehen. Dabei
werden Immunzellen, wie z.B. NK-Zellen oder Monozyten, nach Antigen-Kontakt zur
Zytokin-Produktion stimuliert. Diese Zytokine, wie z.B. TNF-a, IL-1, PGE, oder IFN-y,
induzieren liber von iDCs exprimierten spezifischen Rezeptoren (z.B. TNF-RI und —RII

fiir TNF-a, IL-1R fiir IL-1) einen Reifungsstimulus. Auch wihrend der Interaktion mit T-
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Zellen werden durch die Bindung von CD40L, CD95L und OX40 auf der T-Zell-
Oberfliche mit den von DCs exprimierten spezifischen Oberflaichenrezeptoren

Signalwege aktiviert, die zur Ausreifung der DCs fiihren (Rescigno et al, 2000; Ohshima
etal., 1997).

1.5 Prozessierung und Prisentation von Antigenen
DCs verwenden sowohl MHC-Klasse I (MHC-I)- (Pamer und Cresswell, 1998) als auch

MHC-Klasse II (MHC-II)-Molekiile (Inaba et al., 1998) zur Prasentation von endogen als
auch exogen aufgenommenen und prozessierten Antigenen. Somit kdnnen sie sowohl
CD4" als auch zytotoxische CD8" T-Zell-(CTL-)vermittelte Immunantworten initiieren.

Uber Endosomen aufgenommene Antigene werden durch endosomale Proteasen zu
Oligopeptiden degradiert und auf MHC-II-Molekiilen CD4" T-Zellen prisentiert. Bei
iDCs besitzen diese Peptid-MHC-II-Komplexe (pMHCII) auf der Zelloberfliche nur eine
kurze Halbwertszeit und werden rasch internalisiert. Die Ausreifung von iDCs zu mDCs
fithrt jedoch zu einer Verstirkung der MHC-II-Synthese und pMHCII-Translokation auf
die Zelloberfliche, wo sie einige Tage fiir die Prisentation gegeniiber CD4" T-Zellen
exprimiert werden (Inaba et al., 1997; Cella et al., 1997a). Die MHC-I vermittelte
Préasentation gegeniiber CTL-Zellen ist generell begrenzt auf Antigene, die von endogen-
synthetisierten Proteinen stammen, da in der Regel kein Zugang fiir exogen
aufgenommene lysosomale Antigene zum Ort der Peptid-Beladung von MHC-I-
Molekiilen (ER) vorhanden ist. Dadurch werden nur Virus-infizierte oder entartete Zellen,
wie Tumorzellen, von CTL lysiert. DCs besitzen jedoch die einzigartige Fahigkeit, auch
exogen aufgenommene Antigene auf MHC-I-Molekiilen zu présentieren, was als cross-
presentation (Norbury et al., 1997) bezeichnet wird und eine wichtige Rolle bei der
Bekdmpfung von Tumoren (Huang ef al., 1994) und Viren (Sigal et al., 1999) als auch bei
Toleranz und AbstoBung von transplantatierten Organen spielt (Heath und Carbone,

2001).

1.6  Invitro DC-Differenzierung
Infolge des wachsenden Interesses an DCs wurden in vitro Verfahren zur Generierung von

DCs entwickelt. Dadurch konnten unter anderem auch Informationen iiber die diversen
Differenzierungspfade von DCs gewonnen werden. Hauptsédchlich werden DCs in vitro
aus CD34" Vorlduferzellen oder CD14" Monozyten generiert. Beiden Protokollen liegt ein
Zwei-Stufen-Protokoll zugrunde, nach welchem man die Vorlduferzellen zuerst in iDCs

differenziert und von diesen ausgehend dann die Maturation einleitet.
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Zur Differenzierung von iDCs aus Monozyten verwendet man die Zytokine GM-CSF und
IL-4. Nach der klassischen Methode mit Verwendung von Serum benétigen die
Monozyten eine 5-tdgige Kultur bis zur Differenzierung zu iDCs (Romani et al., 1994). In
einem neueren schnelleren Verfahren wird serumfreies Medium verwendet, wodurch eine
beschleunigte Differenzierung innerhalb von 2 Tagen erreicht wird (Faries et al., 2001).
Die serumfreie Version basiert auf einer Studie von Randolph et al. (1998), die eine
spontane Differenzierung bei Monozyten durch Serum-Entzug beschrieben. Man geht
davon aus, dass dieses Modellsystem einen physiologischen Differenzierungspfad zur
raschen Immunantwort durch Rekrutierung von Blut-Monozyten darstellt.

Die Maturation der iDC kann bei beiden Protokollen durch verschiedene
Inflammationsmediatoren innerhalb von einem (Faries et al., 2001) bzw. zwei (Romani et
al., 1994) Tagen initiiert werden. Zu den Gebrduchlichen gehoéren die Zytokine TNF-a.,
IFN-y, PGE, IL-1, IL-6, der Rezeptorantagonist CD40L und LPS.

Zur in vitro DC-Generierung werden die CD34" Vorliuferzellen entweder aus
Nabelschnurblut oder Knochenmark gewonnen. Diese Zellen differenzieren innerhalb 14-
tagiger Kultur in serumhaltigem Medium in Anwesenheit von GM-CSF und TNF-a zu
zwei autonomen iDC-Zwischenstufen. Wihrend sich CD14"CD1a” iDCs nach Fortsetzung
der Kultur zu DCs mit IDC-Charakter weiterentwickeln, zeigen CD14'CD1a" iDCs nach
Beendigung der GM-CSF/TNF-a-Kultur einen LC-dhnlichen Phénotyp (Caux et al.,
1996).

2 T-Lymphozyten

Ein wichtiger Arm des adaptiven Immunsystems wird von T-Zellen gebildet. Man
unterscheidet zwischen CD4" und CD8" T-Zellen. Wihrend zytotoxische CD8" T-Zellen
z.B. die Aufgabe haben, Virus-infizierte oder entartete Zellen zu eliminieren, regulieren
CD4" T-Zellen zelluldre und humorale Immunantworten (Williams ez al., 1991; Mescher
MF, 1995). T-Zellen spielen dariiber hinaus eine prominente Rolle bei der graft-versus-
host disease (GVHD) und der chronischen und/oder akuten Abstossungsreaktion von

allogenen Organtransplantaten (Rosenberg und Singer, 1992; Alegre et al., 2007).

2.1 Invivo Differenzierung von T-Zellen
Alle T-Zellen stammen von CD34" pluripotenten himatopoietischen Stammzellen aus

dem Knochenmark, welche tiber den Blutstrom in den Thymus wandern. Bereits hier ist
der lineage-spezifische T-Zell-Rezeptor (TZR, CD3) vorhanden, der durch beliebige

Verkniipfungen von Genabschnitten der Keimbahngene die Grundlage der Diversitidt der
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Antigenerkennung darstellt. Diese CD3" Zellen differenzieren iiber Zwischenstadien
(CD4CDS” Doppel-Negativ (DN)) zu CD4'CD8" Doppel-Positiv (DP)-Pri-T-Zellen.
Durch die im Thymus stattfindenden folgenden Selektionsschritte, die man
zusammenfassend als zentrale Toleranz bezeichnet, wird die Funktion des TZR tiberpriift
und eine potentielle Autoimmunitit gegeniiber korpereigenen Proteinen verhindert (Sprent
und Kishimoto, 2002). Dabei werden potentiell autoreaktive (negative Selektion) und
nicht oder schwach reaktive (positive Selektion) T-Zellen deletiert (Zamoyska und Lovatt,
2004). Nach dieser Selektionsphase differenzieren die DP-T-Zellen iiber mehrere
Ubergangsstadien in entweder reife single positive CD4" oder CD8" T-Zellen (Spits H,
2002). Diese CD4" und CD8" T-Zellen nennt man auch naive T-Zellen, da sie noch keinen

Kontakt mit einem Antigen hatten.

2.2 T-Zell Subtypen
Nach Antigen-vermittelter Aktivierung durch APZ, wie z.B. DCs, wird die

Differenzierung der naiven T-Zelle ausgelost. Dadurch entstehen unterschiedliche
Subpopulationen, die man anhand ihrer Effektorfunktion unterscheidet. Bei naiven CD4"
T-Zellen wird eine Differenzierung in Richtung von Thl- oder Th2-Inducer-, Th-17-
Effektor-Zellen oder regulatorische T-Zellen (Treg) induziert, die man nach ihren
funktionellen Eigenschaften und ihren charakteristischen Zytokin-Profilen einteilt. Naive
CD8" T-Zellen entwickeln sich nach Aktivierung entweder zu CTL- oder T-Gedéchtnis-
Zellen.

Thl-Inducer-Zellen (Thl) produzieren Zytokine wie IFN-y, IL-12, IL-2 und TNF-a, die
eng mit der Aktvierung der zelluldren Immunantwort verkniipft sind. Im Gegensatz dazu
initiieren Th2-Inducer-Zellen (Th2) durch die Ausschiittung von IL-4, IL-5, IL-6, IL-10
und TNF-f die humorale Immunantwort, indem sie B-Lymphozyten zur Proliferation und
Antikorperproduktion anregen. Dementsprechend ordnet man Thl Zellen der Abwehr von
intrazellularen Pathogenen und Th2 Zellen der Bekdmpfung von extrazelluldren
Pathogenen zu. Ferner bewirken die Thl Zytokine IFN-y und IL-12 eine Suppression der
Th2 Antwort, wohingegen Zytokine wie IL-4 und IL-10, die dem Th2-Profil entsprechen,
die Thl-Immunantwort hemmen (Seder et al., 1992; Mosmann et al., 1989).

2.3 Interaktion von T-Zellen mit DCs
DCs besitzen unter den APCs die einzigartige Féhigkeit, eine primére spezifische T-Zell

Immunantwort auszuldsen, die sich in der klonalen Expansion eines bestimmten T-

Effektorzelltyps duBert. DCs induzieren die Differenzierung von naiven T-Zellen in Thl-,
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Th2-, Treg-, CTL-Zellen und T-Gedéichtnis-Zellen (Reis e Sousa, 2006; Steinman et al.,
2003). Wie bereits beschrieben, findet die Interaktion zwischen naiver T-Zelle und DC
tiber Zell-Zell-Kontakt in sekundiren lymphatischen Organen (Lymphknoten, Milz) statt.
Die Integrine B1 und B2 und die Zelloberflichenmolekiile CD2, CD50, CD54 und CD58
zdhlen zu den Adhésionsmolekiilen, die den Kontakt von DC und T-Zelle vermitteln (Hart
D, 1997; Moingeon et al., 1989; Steinman RM, 1991). Durch die lang anhaltende
Expression von MHC-Antigen-Komplexen und kostimulierenden Molekiilen bieten DCs
naiven T-Zellen optimale Bedingungen zur Differenzierung in T-Inducer-/Eftektor-Zellen
(Cella et al., 1997a; lezzi G et al., 1998; 1999). Die notwendigen Schritte zur Steuerung
der T-Zell-Immunantwort zu einem bestimmten T-Inducer-/Effektor-Zelltyp finden
innerhalb der immunologischen Synapse statt, einem spezifischen molekularen Komplex,
der sich aus einem zentralen Bereich mit TCRs und pMHC und einem &ulleren
ringformigen Bereich aus Adhdsionsmolekiillen zusammensetzt. Vor allem DCs
reorganisieren ihr Zytoskelett in Richtung der immunologischen Synapse (Al-Alwan et
al., 2003). Innerhalb dieser Struktur werden nun zumindest drei verschiedene Signale
ibermittelt, die die Art und Stirke der T-Zell-Immunantwort steuern (Abb. 2). Die
Bindung des TZRs an passende Antigen-beladene MHC-Molekiile wird als Signal 1
definiert. Damit wird abgesichert, dass nur naive T-Zellen, welche den zum prisentierten
Antigen passenden TZR haben, aktiviert werden. Signal 2 wird durch die
kostimulierenden Molekiile der B7-Familie auf beiden Zellen iibermittelt. Zu den
bekanntesten Molekiilen gehéren CD80 und CD86 (B7-1 und B7-2) auf der DC- und
CD28 auf der T-Zell-Oberfliche. Die Kostimulation induziert die Differenzierung in T-
Inducer-/Effektor-Zelle und bewirkt deren klonale Expansion. Dariiber hinaus kann die
Stiarke und Art der Kostimulation die Deletion von naiven und autoreaktiven T-Zellen und
die Induktion von Tregs verursachen (Krummel et al., 1995; Lenschow et al., 1996;
Walunas et al., 1996; Steinman und Nussenzweig, 2002; Reis e Sousa C, 2006). Das dritte
Signal wird meistens durch Zytokine tibermittelt und gibt den Typ der Immunantwort vor.
Die DC-vermittelte Sekretion von IL-12, IL-18 oder IFN-o veranlasst eine
Differenzierung zu Thl-Zellen, wogegen die Zytokine IL-4 und IL-10 aktivierte T-Zellen
in Th2-Zellen differenzieren ldsst (Okamura et al., 1995, Hilkens ef al., 1997, Rissoan et
al., 1999; Yang et al., 1999). Ferner kann die Polarisation zu Th1- oder Th2-Zellen iiber
den T-Zell-Oberfldchenrezeptor Notch geregelt werden: Eine Interaktion iiber den von

DC- exprimierten Notch-Liganden Delta bewirkt eine Th1l-Immunantwort, wihrend Th2-
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Immunantworten durch die Bindung von Jagged an Notch ausgeldst werden (Amsen D,

2004; Tu et al., 2005).
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Abb. 2: Interaktion von DCs mit CD4" T-Zellen. Zur Differenzierung von naiven CD4" T-Zellen
(Naive Ty cells) in Thl- oder Th2-Zellen sind 3 Signale notwendig. Signal 1 ist das Antigen-
spezifische Signal, welches iiber Bindung des TZR an Antigen-priasentierende MHC II-Molekiile
ibermittelt wird. Die Antigene wurden zuvor iiber pattern recognition receptors (PRR) der DC
erkannt und internalisiert. Signal 2 stellt die Aktivierung von CD28 durch die kostimulierenden
Oberflichenmolekiile CD80 und CD86 dar. Signal 3 induziert die Polarisierung der CD4" T-Zelle in
Thl1 oder Th2-Zellen (nach Kapsenberg M, 2003)

3 DCs und die Kontrolle des Immunsystems

Neben ihrer Rolle in der T-Zell vermittelten Immunitdt beeinflussen DCs auch andere
Immunzellen des adaptiven und angeborenen Immunsystems. So regulieren DCs durch
IL-12, IL-18, IL-15 oder IFN-a-Produktion die Aktivierung von ruhenden Natiirlichen
Killer- (NK-) und Natiirlichen Killer T- (NKT-) Zellen, wodurch eine Thl- und CTL-
vermittelte Immunantwort verstiarkt wird. (Fernandez et al., 1999; Gerosa et al., 2005).
Dariiber hinaus vermitteln DCs die Differenzierung von aktivierten naiven B-Zellen in
Plasmazellen durch die synergistische Sekretion von IL-12 und IL-6/sIL-6ro (Dubois et
al., 1997; 1998). Jedoch besteht die Aufgabe von DCs nicht allein darin,
Immunreaktionen zu initiieren, sondern auch durch Vermittlung von Toleranz
iiberschiissige Immunreaktionen zu verhindern. Dabei integrieren sie unter anderem auch
vielfiltige Signale anderer Immunzellen, die sie liber Zell-Zell-Kontakt oder auf Zytokin-
Ebene erhalten. Beispielsweise modifizieren die von Tregs sezernierten Zytokine IL-10

und TGFB1 funktionell immunogene in tolerogene DCs, ohne jedoch deren Phénotyp zu
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beeinflussen (Strobl und Knapp, 1999; Pestka et al., 2004). Dementsprechend kdnnen
nicht nur iDCs, sondern auch phénotypisch reife DCs mit einem hohem Level an
kostimulierenden Oberflichenmolekiilen tolerogene Eigenschaften durch Elimination und
Inaktivierung von T-Zellen vermitteln (Albert e al., 2001; Menges et al., 2001; Fujii et
al., 2004). Bislang hat sich allerdings noch kein zuverldssiger Marker fiir mDCs gefunden,
der auch in gleichem Malle ihre immunogene Potenz anzeigt. Inzwischen gibt es erste
Ansitze, das klassische Konzept der Einteilung nach ,unreif* und ,reif* durch die
Kombination ihrer Effektor-Funktion zu erneuern (Reis ¢ Sousa C, 2006). Grundsétzlich
lasst sich sagen, dass das Konzept der ,,phénotypisch reifen = immunogenen* DC wohl
obsolet ist und DCs in ihren funktionellen Eigenschaften eine weitaus hohere Plastizitét

besitzen als urspriinglich angenommen.

4 DCs in der klinischen Anwendung
Aufgrund ihrer bedeutenden Rolle in der Kontrolle des Immunsystems und ihrer

Eigenschaft der effizienten T-Zell-Stimulation wird ein zukiinftiger Einsatz von DCs als
klinische Anwendung diskutiert. DCs sind bereits zur Immuntherapie gegen Krebs und
Autoimmunerkrankungen und zur Vermeidung von Abstoungsreaktionen nach
Transplantationen experimentell eingesetzt worden (Schuler ef al., 2003; Gilboa E, 2007;
Tacken et al., 2007).

Dariiber hinaus spielen DCs wegen ihrer Kapazitit, die fremden Antigene des
transplantierten Organs zu présentieren und eine T-Zell vermittelte AbstoBungsreaktion
einzuleiten, in der Transplantation eine zentrale Rolle. (Thomson und Lu, 1999; Fairchild
und Waldmann, 2000; Morelli und Thomson, 2000). Eine der Bestrebungen der aktuellen
Transplantations-Forschung ist die immunotherapeutische Verwendung von genetisch-
manipulierten DCs oder von immunosuppressiven Wirkstoffen zur Inhibition einer T-Zell
vermittelten Immunantwort und zur Induktion von Toleranz gegeniiber fremden
Antigenen (Hackstein und Thomson, 2004; Morelli und Thomson, 2007). Die meisten der
teils beachtlichen und viel versprechenden Erkenntnisse zur Induktion der Transplantat-
Toleranz durch DCs basieren bisher jedoch auf tierexperimentellen oder in vitro

Versuchen.

5 Ubiquitin-Proteasom-System
Das evolutionédr hoch konservierte Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) ist der wichtigste

proteolytische Funktionskomplex im Zytoplasma und Nukleus eukaryotischer Zellen

Glickman und Ciechanover, 2002; Ciechanover A, 2006). Uber 90% aller intrazelluliren
(
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Proteine werden durch das UPS prozessiert, modifiziert, aktiviert, inaktiviert oder
vollstindig abgebaut. Auf diese Weise werden einerseits defekte oder fehlerhaft
synthetisierte Proteine eliminiert, andererseits konnen Funktion, Halbwertszeit und
Umsatz intrazelluldrer Proteine selektiv gesteuert werden (Ciechanover et al., 2000). Vor
allem Proteine zur Regulation essentieller zelluldrer Prozesse, wie prd- und
postembryonale zelluldre Entwicklung, Differenzierung, Proliferation, Zellzyklus,
Apoptose, Gentranskription und Signaltransduktion werden vom UPS durch limitierte
oder vollstindige Proteolyse aktiviert oder inaktiviert (Hershko und Ciechanover, 1998;
Naujokat und Hoffmann, 2002; DeRenzo und Seydoux, 2004; Bowerman und Kurz, 2006;
Naujokat und Saric, 2007). Somit stellt das Ubiquitin-Proteasom-System eine zentrale

intrazelluldre Regulationseinheit dar.

5.1 Historischer Uberblick

Bis etwa Mitte des 20. Jahrhunderts war die vorherrschende Meinung, dass der Korper aus
zwel unterschiedlichen Protein-Formen besteht: den relativ statischen Struktur- und
Funktions-Proteinen und den Energie-liefernden Nahrungsproteinen, die separat
voneinander agieren. Dieses Konzept wurde von Rudolf Schonheimer durch seine
Versuche mit radioaktiv markierten Proteinen in den frithen 40er Jahren des letzten
Jahrhunderts infrage gestellt (Schoenheimer R, 1939). Er konnte erstmals nachweisen,
dass die korpereigenen Funktions- und Strukturproteine aus dietdtischen Komponenten
synthetisiert werden konnen und ein dynamisches Gleichgewicht zwischen Protein-
Synthese und —Degradation besteht. Bevor man jedoch in den 80er Jahren des letzten
Jahrhunderts das UPS als Zellmaschinerie zur Degradierung von Proteinen entdeckte,
dachte man, dass der Proteinabbau in den von de Duve im Jahr 1955 entdeckten
Lysosomen stattfindet (Gianetto und de Duve, 1955). In diesen durch eine Membran vom
Zytoplasma abgetrennten Strukturen befinden sich verschiedene hydrolytische Enzyme,
die exogene Proteine durch Heterophagie und endogene Proteine durch Mikro- bzw.
Makroautophagie verdauen. Eigentlich war das Konzept des lysosomalen Protein-Abbaus
bereits nicht mehr haltbar, als man feststellte, dass die intrazelluldre Proteindegradierung
nicht, wie fiir Proteasen iiblich, exergonisch ablief, sondern metabolische Energie
verlangte, unterschiedliche Proteine auch verschiedene Halbwertszeiten besaflen und
Inhibitoren lysosomaler Proteasen unterschiedliche Effekte auf unterschiedliche
Proteinpopulationen hatten. Trotzdem war die Annahme, dass das Lysosom den Abbau
intrazelluldrer Proteine vermittelt, schliissig. Es war nicht vorstellbar, dass der

Substratabbau der Proteasen ohne den Schutz der lysosomalen Membran frei im Zytosol
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stattfand. So schlug man unterschiedliche Hypothesen vor, um das allméhlich erodierende
Modell des in einer Organelle situierten intrazelluldren Proteinabbaus aufrecht zu erhalten
(Haider und Segal, 1972; Segal ef al., 1974; Dean RT, 1977).

Ein wichtiger Durchbruch fiir die Hypothese des extralysosomalen Proteinabbaus gelang
Rabinovitz und Fisher, die in Kaninchen-Retikulozyten den Abbau von
Aminosdureanaloga enthaltendem Hémoglobin nachweisen konnten. Da Retikulozyten
ausdifferenzierte rote Blutzellen sind, die keine Lysosomen enthalten, hatte man einen
ersten Beweis fiir den nicht lysosomalen Protein-Abbau (Rabinovitz und Fisher, 1964). Im
Jahr 1978 isolierten Aaron Ciechanover und Avram Hershko schlieBlich zwei Fraktionen
aus diesen Kaninchen Retikulozyten und zeigten, dass die Bestandteile aus beiden
Fraktionen fiir den energieabhingigen extralysosomalen Proteinabbau notwendig waren.
Daraus schlossen sie, dass das Protein-Abbau-System aus zwei Komponenten bestand
(Ciechanover et al., 1978). Kurze Zeit spiter wurde die aktive Komponente aus Fraktion I
als ATP-dependent proteolysis factor-1 (APF1) identifiziert und man fand heraus, dass
APF1, dem bereits vorher entdeckten Ubiquitin entsprach, welchem man bislang keine
Funktion hatte zuordnen konnen (Goldstein G, 1974; Hershko et al., 1980; Ciechanover et
al., 1980, Wilkinson et al., 1980). In der Folgezeit wurden die Enzyme bestimmt, welche
in die Reaktionskaskade der Ubiquitin-Konjugation involviert waren: Enzyme-1 (E1), das
Ubiquitin-aktivierende Enzym, E2, das Ubiquitin konjugierende Enzym und E3, die
Ubiquitin-Protein-Ligase (Ciechanover et al., 1982; Hershko et al., 1983). Die bedeutende
Rolle des extralysosomalen Protein-Abbau-Systems fiir grundlegende zelluldre
Funktionen wie den Zellzyklus konnte man erstmals durch Untersuchungen an einer
thermolabilen murinen Zelllinien-Mutante nachweisen (Finley et al, 1984). Die
Identifizierung der nachgeschalteten Protease, dem 26S Proteasom, fand erst im Jahr 1986
durch Hough et al. statt. Dessen Existenz und eine ndhere Charakterisierung wurden fast
zeitgleich von einer weiteren Arbeitsgruppe bestitigt (Waxman et al., 1987).

Mit der Identifizierung aller Bestandteile des UPS fand man in den Folgejahren nun auch
die wichtigen zelluldren Funktionen des Systems heraus. Man konnte zeigen, dass das
UPS im Abbau von beispielsweise Transkriptions-Faktoren, Zellzyklus-Regulatoren,
Tumor-Suppressoren und -Promotoren involviert ist (Scheffner et al., 1990; Glotzer et al.,
1991, Ciechanover et al., 1991). In der Folgezeit konnte auch der strukturelle Autbau des
26S Proteasoms entschliisselt werden.

Bedingt durch die zentrale und regulative Rolle des UPS deckte man mit der Erforschung
des UPS die Ursache vieler Krankheiten auf, die auf Dysregulationen, Fehlfunktionen
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oder fehlerhaften Komponenten des UPS griindeten (Schwartz und Ciechanover, 1999;
Golab et al., 2004; Ciechanover A, 2006, Reinstein und Ciechanover, 2006).
Beispielsweise resultieren bestimmte Krebsarten entweder auf Stabilisierung von
Onkoproteinen oder der Destabilisierung von Tumor-Suppressoren. Dementsprechend
gibt es auch aus medizinischer Sicht das Bestreben, Therapien zu entwickeln, welche die
Regulation des UPS beeinflussen. Der Proteasom-Inhibitor Velcade® (Wirkstoff
Bortezomib), der im Jahr 2003 (USA) bzw. 2004 (Europa) zur Behandlung des Multiplen
Myeloms zugelassen wurde (Adams J, 2004), stellt einen ersten Schritt zur Bekdmpfung
von Krankheiten dar, die auf Stérungen im UPS basieren.

Aufgrund ihres groflen Beitrags zur Aufschliisselung des Aufbaus und der Funktion des
UPS wurden Aaron Ciechanover, Avram Hershko und Irwin A. Rose im Jahr 2004 mit

dem Nobelpreis fiir Chemie ausgezeichnet.

5.2 Aufbau des UPS

Das UPS kann in zwei funktionelle Untereinheiten unterteilt werden: das Ubiquitin-

System und das 26S Proteasom.

5.2.1  Ubiquitinierung von Proteinen
Das Ubiquitin-System ist flir die Modifikation und Markierung intrazelluldrer Proteine

zustdndig und setzt sich aus Ubiquitin und drei verschiedenen Enzymklassen zusammen:
Ubiquitin-Aktivierungs-Enzyme (E1), Ubiquitin-Konjugations-Enzyme (E2) und
Ubiquitin-Ligasen (E3). Diese drei Enzyme katalysieren in einer mehreren Schritte
umfassenden, sequentiellen, enzymatischen Kaskade eine kovalente Isopeptidbindung von
Ubiquitin an das fiir die proteasomale Proteolyse bestimmte Substratprotein (Ciechanover
et al.,, 1981; Hershko et al., 1981; Ciechanover et al., 1982; Hershko et al., 1983;
Hershko und Ciechanover, 1998).

Im ersten ATP-verbrauchenden Schritt erfolgt eine Aktivierung des 76 Aminoséduren (AS)
langen Ubiquitins durch eine Thiolesterbindung zwischen einem C-terminalen Glycinrest
des Ubiquitins und einem Cysteinrest im aktiven Zentrum von EIl. Im ndchsten Schritt
wird das aktivierte Ubiquitin auf E2, das als Trigerprotein fungiert, transferiert und
abermals iiber eine Thiolesterbindung an einen Cysteinrest des E2 konjugiert. Im letzten
Schritt wird das aktivierte Ubiquitin iiber eine Isopeptidbindung kovalent an einen
Lysinrest des Substrat-Proteins oder am Substrat-Protein konjugierten Ubiquitin
gebunden. Mehrere Zyklen der als Ubiquitinierung bezeichneten Enzymkaskade fiihren zu

einer Markierung des Substrat-Proteins mit Polyubiquitinketten, die als Signal fiir die
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Erkennung und Proteolyse des Substrat-Proteins durch das 26S Proteasom gelten (Pickart
CM, 2001; Pickart und Eddins, 2004).

Das Ubiquitin-System besitzt eine hierarchische Struktur, d.h. ein einzelnes E1 ist fiir die
Aktivierung von Ubiquitin zustdndig und iibertrdgt dieses auf die E2s, von denen bisher
25 bekannt sind. Die spezifische Erkennung und Selektion der zu ubiquitinierenden
Substrat-Proteine erfolgt jedoch durch mehr als 1000 E3s, die unterschiedliche und
multiple Substratspezifitdten inne haben und in drei Gruppen unterteilt werden konnen:
HECT-, RING- und U-box-E3s (Glickman und Ciechanover, 2002; Pickart und Eddins,
2004; Petroski und Deshaies, 2005). Das Ubiquitin-System ist evolutionér konserviert und
in allen eukaryotischen Zellen zu finden (Haas und Siepmann, 1997; Hochstrasser, 2000).
In Prokaryoten ist es nicht vorhanden. Diese besitzen keine genetisch-homologen
Komponenten, jedoch funktionell homologe Systeme des Ubiquitin-Systems (Pickart und
Eddins, 2004; Mogk et al., 2007).

Neben der Polyubiquitinierung von Substrat-Proteinen fiir die proteasomale Degradation
reguliert das Ubiquitin-System durch Monoubiquitinierung von Substrat-Proteinen deren
Transport und Lokalisation in der Zellmembran, in Endosomen, im endozytotischen und
lysosomalen System und im Nukleus, als auch verschiedene DNA-Reparaturmechanismen
(Hoege et al., 2002; Stelter und Ulrich, 2003; Hicke und Dunn, 2003; Mukhopadhyay und
Riezman, 2007).

5.2.2  Das Proteasom
Das eukaryotische 26S Proteasom ist ein 2,5 MDa groBer makromolekularer

multikatalytischer Proteasekomplex, der polyubiquitinierte Substrat-Proteine ATP-
abhéngig proteolytisch prozessiert. Das komplette 26S Proteasom besteht aus
verschiedenen funktionellen Komplexen, Subkomplexen und Untereinheiten und hat einen
Sedimentationskoeffizienten von 26 Svedberg (S), weshalb es auch als 26S Proteasom
bezeichnet wird (Yoshimura et al., 1993; Baumeister et al., 1998; Voges et al., 1999;
Pickart und Cohen, 2004). Es demonstriert einen modularen Aufbau und besteht grob aus
einem 20S katalytischen Kernpartikel (CP) und zwei flankierenden 19S regulatorischen
Partikeln (RP), die jeweils in einen Basis-Subkomplex und einen Deckel-Subkomplex
unterteilt werden (Abb. 3) (DeMartino et al., 1994). Das 20S CP ist eine zylinderformige
Struktur, die aus vier heptamerisch gestapelten Ringen besteht. Jeder der zwei dulleren
Ringe besteht aus sieben genetisch verwandten und strukturell &hnlichen a-
Untereinheiten, welche die zwei inneren, aus dhnlich konservierten B-Untereinheiten

bestehenden Ringe, beidseitig umschlieBen, so dass sich eine Stochiometrie von o;_7f1.7f1-
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7017 ergibt (Voges et al., 1997; Groll et al., 1999). Die beiden Hilften des 20S CP
besitzen eine pseudo-siebenzdhlige Symmetrie, die iiber eine zweizdhlige
Rotationssymetrie zueinander in Beziehung stehen (Kopp et al., 1997; Groll et al., 1997).
In jedem der beiden inneren Ringe sind drei proteolytische Untereinheiten ($1, B2 und B5)
und vier nicht-proteolytische Untereinheiten (B3, B4, B6, B7) lokalisiert (Groll ef al., 1997;
Kopp et al., 1997; Voges et al., 1999). Die katalytisch-aktiven Zentren der proteolytischen
B1-, B2- und B5-Untereinheiten befinden sich im Inneren der zentralen katalytischen
Kammer des 20S CP und enthalten je ein N-terminales Threonin, dessen Hydroxylgruppe
als Nukleophil bei der Hydrolyse der Peptidbindungen des Substratproteins fungiert
(Brannigan et al., 1995; Lowe et al., 1995; Seemiiller et al., 1995; Groll et al., 1997;
Baumeister et al., 1998; Groll und Huber, 2004).

Durch Verwendung verschiedener synthetischer fluorogener Oligo-Peptid-Substrate und
Mutationsanalysen konnte man die proteolytische Aktivititen der Untereinheiten
charakterisieren: B1 spaltet nach sauren AS (caspase-dhnlich), B2 schneidet nach
basischen AS (tryptisch) und B5 spaltet Oligopeptid-Ketten nach hydrophoben AS
(chymotryptisch) (Orlowski et al., 1993; Heinemeyer et al., 1997; Groll et al., 1997; 1999;
Orlowski und Wilk, 2000; Groll et al., 1999; Groll und Huber, 2004). Unter Einflu3 des
Zytokins IFN-y konnen alternative, genetisch-homologe proteolytische B-Untereinheiten,
B1i (LMP2), B2i (MECL1) und B5i (LMP7) exprimiert und statt der f1-, f2- und B5-
Untereinheiten in das neu assemblierte 20S CP inkorporiert werden (Ortiz-Navarrete et
al., 1991; Boes et al., 1994; Fruh et al., 1994; Groettrup et al., 1997; Griffin et al., 1998;
Kriiger et al., 2003). Bedingt durch den Austausch der konstitutiven Untereinheiten durch
die Bi-Untereinheiten, verdndert sich die proteolytische Aktivitit des 20S CP. Insgesamt
steigert sich die chymotryptische Aktivitidt, wahrend die tryptische und die caspase-
dhnliche-Aktivitit abnehmen. Die im Immunoproteasom generierten Antigene weisen eine
hohere Affinitit zu MHC-I Molekiilen auf (Kloetzel PM, 2001; Yewdel und Bennink,
2001). Da das IFN-y induzierte Proteasom einen Anstieg der Antigen-Prisentation
bewirkt, spricht man auch vom Immunoproteasom (Fruh et al, 1994; Ustrell et al., 1995).
Die 20S CPs sind allein nicht in der Lage, gefaltete und polyubiquitinierte Proteine zu
prozessieren und bendtigen hierfiir 19S oder 11S RPs, die an einem der beiden dufleren a-
Ringe des 20S CP binden (Baumeister et al., 1998; Adam GM et al., 1998; Pickart und
Cohen, 2004; Wolf und Hilt, 2004).

Das v-formige 19S RP (PA700) des 26S Proteasoms unterteilt sich in zwei weitere
Subkomplexe: den Deckel und die Basis (Peters et al., 1993; Yoshimura et al., 1993;
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Glickman et al., 1998). Sechs der Untereinheiten des Deckel-Subkomplexes gehdren zu
den ATPasen der AAA Familie und werden als Rpt 1-6 (regulatory particle triple—A
protein) bezeichnet, wogegen die zwei nicht-ATPasen Rpn 1 und 2 (regulatory particle
non-ATPase) genannt werden. Der aus neun Rpn-Untereinheiten (Rpn 3-10, 12, 13)
bestehende Deckel-Subkomplex erkennt, selektioniert und bindet polyubiquitinierte
Substrat-Proteine (Xie und Varshavsky, 2000; Verma et al., 2004), die anschliefend von
der RpnlI-Untereinheit des Deckel-Subkomplexes und assoziierten deubiquitinierenden
Enzymen hydrolytisch deubiquitiniert werden (Chung und Baek, 1999; Verma et al.,
2002; Yao und Cohen, 2002; Guterman und Glickman, 2004). Die Rpt-Untereinheiten des
Basis-Subkomplexes entfalten das Substrat-Protein (Braun ef al, 1999; Navon und
Goldberg, 2001) und ermdglichen durch konformationelle Interaktion mit dem a-Ring des
20S CP dessen Offnung und die Translokation des entfalteten Substrat-Proteins in die
zentrale katalytische Kammer (Kohler et al., 2001; Groll et al., 2000a; Pickart und Cohen,
2004).

Alternativ zum 19S RP kann ein 11S RP, das auch als PA28 bezeichnet wird, an den o-
Ring des 20S CP binden. PA28 existiert in zwei [soformen PA28af und PA28y. PA28a3
werden analog zu den katalytischen Bi-Untereinheiten durch IFN-y induziert und bilden
hetero-oligomere Ringstrukturen aus 7 Untereinheiten (Dubiel et al., 1992; Ma et al.,
1992; Realini et al., 1994; Ahn et al., 1995; Kiihn und Dahlmann, 1996; Kriiger et al.,
2003). Die Bindung des PA28af3 Hetero-Oligomers an das 20S CP verdndert dessen
proteolytische Eigenschaften und fiihrt zu einer gesteigerten proteasomalen Produktion
von Antigen-Peptiden und deren Prisentation auf MHC-I-Molekiilen. Diese Funktionen
sind unabhingig von einer Pridsenz der Bli-, f2i- und B5i-Untereinheiten im 20S CP
(Groettrup et al., 1996; Dick TP et al., 1996; Rechsteiner et al., 2000). PA28y formt
homo-oligomere Ringstrukturen, die analog zu PA28af an den a-Ring des 20S CP
binden konnen. Im Gegensatz zu PA28af3 wird die transkriptionelle Aktivierung des vor
allem im Nukleus vorkommenden PA28y nicht durch IFNy induziert und ist derzeit noch
unbekannt. Vor kurzem konnten diverse Gruppen die funktionelle Rolle von PA28y
entschliisseln. Man konnte zeigen, dass PA28y fiir den Ubiquitin-unabhéingigen Abbau
von Proteinen, wie beispielsweise dem Zellzyklus-Regulator p21VA* ™! " aber auch fiir
die Regulation des Ubiquitin-abhdngigen Abbaus des Tumorsuppressor-Proteins p53
verantwortlich ist (Chen et al., 2007; Li et al., 2007; Zhang Z und Zhang R, 2008) und
somit eine zentrale Funktion in der Regulation des Zellzyklus und der Apoptose hat

(Murata et al., 1999; Barton et al., 2004).
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Im Gegensatz zu den oligomeren PA28 Komplexen ist das 20S CP aktivierende Partikel
PA200 ein einzelnes Polypeptid, dessen Funktion in der DNA-Reparatur und
Stressantwort liegt (Ustrell ez al., 2002). PA28a3, PA28y und PA200 RPs enthalten keine
ATPasen und vermitteln Ubiquitin-unabhéngige proteolytische Funktionen. Aus
Sdugerzellen isolierte Proteasome stellen eine heterogene Population von verschiedenen
Proteasom-Subtypen dar, die aus einem 20S CP und einem oder zwei RP bestehen. Diese
Subtypen konnen anhand ihres modularen Aufbaus in 19S-20S-19S (26S Proteasom),
PA28-20S-PA28, 19S-20S-PA28 (Hybrid-Proteasom), 19S-20S und PA28-20S-
Proteasomen unterteilt werden und weisen eine unterschiedliche subzelluldre Lokalisation

auf (Brooks et al., 2000; Hendil et al., 1998; Tanahashi et al., 2000; Cascio et al., 2002).

r
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Katalytisch
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o
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Regulatorischer = A Deckel Subkomplex
Komplex ) ““
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\_Peptide

Abb. 3: Struktur des 26S Proteasoms. Erliuterungen s. Text (nach Naujokat C and Sari¢ T,
2007)

5.2.2.1 Funktionen des Proteasoms
Das UPS ist ein zentraler, essentieller zellulidrer Bestandteil. Bis heute sind mehrere

hundert Regulationsproteine bekannt, die durch proteasomale Proteolyse abgebaut,

aktiviert oder inaktiviert werden. Dazu zéhlen:

- Zellzyklusregulatoren wie z.B. p21VA"™! Cyclin A, Cyclin D (Blagosklonny et al.,
1996; Yew PR, 2001; Diehl et al., 1997)
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- Transkriptionsfaktoren wie NF-kB (Palombella et al., 1994; Chen et al., 1995; Lin et
al., 1998)

- Signaltransduktionsproteine wie B-Catenin (Aberle et al., 1997; Korink et al., 1997)

- Pro- und anti-apoptotische Proteine wie Bax, Bim, Bid, Bcl-2, cellular inhibitor of
apoptosis-1 (c1AP-1) und X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP) (Li und Dou, 2000;
Ley et al., 2003; Breitschopf et al., 2000; Dimmeler ef al., 1999; Yang et al., 2000)

- Tumorsuppressor- und Onkoproteine wie p53 und p27<"' (Maki et al, 1996;
Catzavelos et al., 1997)

- Zelloberflichenrezeptoren, Membranproteine und nukledre Rezeptoren, wie z.B. die
TZR-{ Untereinheit (Cenciarelli et al., 1992; Hicke L, 1999; Hicke und Dunn, 2003)

- Proteine zur Regulation von Reproduktion, prid- und postembryonaler Entwicklung
und zelluldrer Differenzierung, wie z.B. Cdc26a (Tokumoto T, 1999; Bernardi et al.,
2000; Naujokat und Hoffmann, 2002; Bowerman und Kurz, 2006; Naujokat und Saric,
2007).

Dariiber hinaus reguliert das 26S Proteasom die zelluldre Immunantwort, indem es

mutierte, falsch-synthetisierte und defekte Proteinen zu Antigenen fiir die Prisentation auf

MHC I-Molekiilen prozessiert (Rock et al., 2002; Kloetzel PM 2004; Borissenko L und

Groll M, 2007).

5.2.2.2 Storungen des UPS
Aufgrund der vielseitigen zelluldren Funktionen und Mechanismen, die vom UPS in der

Prozessierung intrazelluldrer Proteine gesteuert werden, iiberrascht es nicht, dass das UPS
eine wichtige Rolle bei zahlreichen biologischen und physiologischen Prozessen spielt
(Hershko und Ciechanover, 1998; Naujokat und Hoffmann, 2002; Bowerman und Kurz,
2006). Aufgrund der enormen Komplexitéit des gesamten Systems ist es zudem plausibel,
dass Dysregulationen, Fehlfunktionen oder fehlerhafte Komponenten des UPS existieren,
was direkt oder indirekt zur Pathogenese und Pathophysiologie zahlreicher Erkrankungen
und Syndrome des Menschen beitrdgt (Chai et al., 1999; Checler et al., 2000; Tanaka et
al.,2001; Ciechanover und Brundin, 2003; Ciechanover und Schwartz, 2004; Ciechanover
A, 2006; Dahlmann B, 2007). Beispielsweise fiilhren Mutationen bestimmter E3s oder
ihrer Substrate zu den seltenen hereditiren Erkrankungen Angelman-Syndrom und Liddle-
Syndrom (Liddle et al., 1963; Angelman H, 1965; Ciechanover und Schwartz, 2004;
Ciecahanover A, 2006). Bei neurodegenerativen Erkrankungen, wie z.B. Morbus
Alzheimer und Morbus Parkinson, spielt das UPS eine indirekte Rolle. Die

zytopathologische Gemeinsamkeit dieser Erkankungen sind intraneuronale Einschliisse
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abnormer Proteinaggregate aus miflgefalteten, toxischen Proteinen oder Bestandteilen des
UPS, die aufgrund ihrer Zytotoxizitit zur neuronalen Dysfunktion und Apoptose fiihren
(Lam et al., 2000; Bence et al., 2001; Tanaka et al., 2001; Verhoef et al. 2002;
Ciechanover und Brundin, 2003; Ciechanover A, 2006).

Es zeigen sich vermehrt Hinweise, dass auch die Pathogenese und Pathophysiologie von
verschiedenen Krebsarten durch proteasomale Fehlfunktionen verursacht werden. Dabei
kommt es vereinfacht dargestellt durch Stabilisierung von Onkoproteinen und
Wachstumsfaktoren und/oder zum erhdhten Abbau von Tumorsuppressorproteinen, pro-
apoptotischen Proteinen und Zellzyklus-inhibierenden Proteinen, die vom UPS inaddquat
prozessiert werden (Naujokat und Hoffmann, 2002; Mani und Gelmann, 2005;
Ciechanover A, 2006). Beispielsweise konnte in Féllen von Lungen-, Kolorektal-,
Brustkarzinomen, Glioblastomen und Lymphomen mehrfach eine gesteigerte

Kip! nachgewiesen werden (Catzavelos et al., 1997,

proteasomale Degradation von p27
Loda et al., 1997; Porter et al., 1997; Piva et al., 1999; Chiarle et al., 2000). Weiterhin
wird das zervikale Karzinom durch Hochrisiko-Typen des Humanen Papilloma-Virus
(HPV) ausgelost. Hierbei kommt es durch eine virale E3 zum erhohten Abbau des
Tumorsuppressor-Proteins pS3 (Scheffner et al., 1990, Hengstermann et al., 2001).

Ferner konnten tierexperimentelle Studien eine betrdchtliche Beteiligung des UPS an der
Pathophysiologie von T-Zell- und NF-kB-vermittelten immunologischen Erkrankungen
und Pathologien, wie Polyarthritis, Psoriasis, Multipler Sklerose und graft-versus-host-

disease (GVHD) aufzeigen (Palombella ef al., 1998; Luo et al., 2001; Zollner et al., 2002,
Sun K et al., 2004; Vodanovic-Jankovic et al., 2006; Mattingly et al., 2007).

5.2.3  Proteasom-Inhibitoren
Die experimentelle Inhibition des UPS ist ein Mittel, um dessen zentrale Rolle in

zahlreichen komplexen zelluliren Regulationsmechanismen zu verstehen. Die meisten
Proteasom-Inhibitoren hemmen selektiv die proteolytischen Untereinheiten des 20S
Proteasoms, ohne andere zelluldre Proteasen zu tangieren. Die folgende Tabelle gibt eine
Ubersicht iiber die bekanntesten und gebriuchlichsten Proteasom-Inhibitoren und ihre
Einteilung in verschiedene Untergruppen. Proteasom-Inhibitoren teilt man grob in zwei

Gruppen: synthetische und biologische Proteasom-Inhibitoren.
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Inhibitor Klasse Wirkstoff Proteasom- | Bindung an Spezifitit und Mechanismus | Referenz
Bindung andere
Proteasen
Synthetische Proteasom-Inhibitoren
Peptid-Aldehyde MG-132 (Z-Leu-Leu-Leu-al) Reversibel Calpain I, Kovalente Bindung mit
PSI (Z-1le-Glu(Ot- Bu)-Ala-Leu-al) Cathepsine katalytischem Threonin Rest Figueiredo-Pereira ME et al. 1994
MG-115(Z-Leu-Leu-nVal-al) der B-Untereinheiten Wilk und Figueiredo-Pereira, 1993
ALLnL Palombella et al., 1994
ALLnM Rock et al., 1994
LLnV
CEP1612
Peptid-Boronate PS-341 (Bortezomib, pyrazylcarbonyl-
Phe-Leu-boronate) Bisher keine Kovalente Bindung mit
MG262 (Z-Leu-Leu-Leu-boronate) bekannt wm:m_v\:moroﬂ 1;.80:5 Rest Adams J et al., 1998
der B-Untereinheiten
PS273 (morpholino-naphthylalanine- Igbal ez al., 1996
Leu-boronate; MNLB)
DFLB (dansyl-Phe-Leu-boronate) McCormack et al., 1997
Peptid-Vinyl Sulfon | NLVS (Nip-LLL-vs) Irreversibel Cathepsine Kovalente Bindung mit Bogyo et al., 1998
Ada-(Ahx) -(Leu) -vinyl sulphon katalytischem Threonin Rest Glas et al., 1998
3 3 L
YLVS (YLLL-vs) der B-Untereinheiten Kessler et al., 2001
Natiirliche Proteasom- Inhibitoren
Peptid epoxyketone Dihydroeponemycin Irreversibel | Cathepsin B Morpholinoring-Bildung mit Hanada et al., 1992
Epoxomicin (schwach) Thr Resten der B- Koguchi et al. 1999
YU101 (Ac-hFLFL-ex) Untereinheiten Sugawara et al., 1990
TMC-86A und B Elofsson et al., 1999
TMC-96
y-Laktam-Thiol-Ester | Lactacystin Irreversibel Cathepsin A, Ester-Verbindung mit Thr von | Omura et al., 1991
(Omuralide) MLN519 Tripeptidyl B5 Fenteany et al., 1994; 1995
Salinosporamide A (NPI-0052) peptidase II Imajoh-Ohmii et al., 1995
Peptid-Makrozykle TMC95A-D reversibel Bisher keine Nicht-kovalente Bindung an Koguchi et al., 1999
bekannt aktive B-Untereinheiten Kohno e al., 2000

Einleitung

Tabelle 1: Ubersicht iiber synthetische und biologische Proteasom-Inhibitoren
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Die in dieser Arbeit verwendeten Proteasom-Inhibitoren sind:

Bortezomib

Bortezomib gehort zu den Borsdure-Derivaten, die ausgehend vom molekularen Aufbau
der Peptidaldehyde entwickelt wurden (Igbal et al, 1996). Borsdure-Derivate sind im
Vergleich zu Peptid-Aldehyden weitaus potentere und selektivere Proteasom-Inhibitoren
und haben durch ihre exzellente Zellpermeabilitit und Wasserloslichkeit den praktischen
Vorteil auch fiir therapeutische Zwecke verwendet werden zu konnen (Lynas et al., 1998).
Die Dipeptid-Borsdure PS-341 (Bortezomib, Velcade®) wurde im Jahr 2003 als erster
Proteasom-Inhibitor zur Behandlung des Multiplen Myeloms (MM) von der Food and
Drug Administration (FDA) und der European Medicines Agency (EMEA) zugelassen
(Adams J ef al., 1999; Richardson et al., 2003; Adams und Kauffman, 2004; Montagut et
al., 2006; Cavo M, 2006). PS-341 zeigt bei guter Vertraglichkeit vielversprechende
Ergebnisse in der Monotherapie oder Kombination mit anderen Zytostatika bei der
Behandlung von rezidivierenden und refraktirem MM. Fiir die Behandlung weiterer
hidmatologischer Neoplasien und solider Tumore befindet sich Bortezomib bereits in
klinischen Studien (Hideshima et al., 2001; Chauhan et al., 2004, O’Connor et al., 2005;
Horton et al., 2006) und die Wirksamkeit bei Kolon-, Lungen-, Pankreas-, Brust-,

Prostata- und Ovarialkrebs und Non-Hodgkin-Lymphomen wird gepriift.
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Abb. 4: Bortezomib (PS-341, Velcade®)

Lactacystin

Lactacystin, ein Metabolit aus Streptomyces lactacystinaeus, fiel erstmals durch seine
Eigenschaft auf, Differenzierung bei der murinen Neuroblastom-Zelllinie Neuro-2a
auszulosen, aber auch durch seine Zellzyklus-arretierende und Apoptose-induzierende-
Wirkung (Omura et al., 1991; Fenteany et al., 1994; Imajoh-Ohmi et al., 1995). Spéter
konnte gezeigt werden, dass Lactacystin das Proteasom irreversibel hemmt (Fenteany et
al., 1995). Der zugrundeliegende Mechanismus wurde im Jahr 1996 aufgeklirt:
Lactacystin wandelt sich in wéssrigen Losungen, also auch unter physiologischen

Bedingungen, in clasto-lactacystin -lactone um und inhibiert die katalytische Aktivitét
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des Proteasoms durch eine kovalente Esterbindung mit den N-terminalen Threonin-Resten
der B5 Proteasom-Untereinheit (Dick LR et al., 1996). Dadurch kommt es zu einer
hochselektiven irreversiblen Hemmung der chymotryptischen und tryptischen
Proteasomaktivitit, wogegen eine nur schwache reversible Inhibition gegeniiber der

PGPH-Aktivitit erreicht wird.

Abb. 5: Struktur von Lactacystin und clasto-lactacystin B-lactone

Epoxomicin

Auf der Suche nach einem anti-neoplastischen Wirkstoff konnte mit den o’,p’-
Expoxyketonen eine weitere natiirliche Proteasom-Inhibitor-Klasse identifiziert werden.
Epoxomicin, ein lineares Peptid aus dem Actinomyzeten-Stamm Nr Q996-17, zeigte eine
spezifische zytotoxische Aktivitit bei murinen und humanen Tumorzellen (Hanada et al.,
1992). Durch Bildung eines hexameren Morpholinorings mit der proteolytisch-aktiven -5
Untereinheit hat Epoxomicin eine weitgehend selektive Spezifitit fiir die chymotryptische
Proteasomaktivitdt, inhibiert aber bei hoheren Konzentrationen auch die tryptische

Aktivitidt (Meng et al., 1999; Groll et al., 2000b).
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Abb. 6: Struktur von Epoxomicin
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6 Apoptose — der programmierte Zelltod

Der Begriff ,,Apoptose™ (griechisch: andéntmoilg - von "apo" = "weg" und "ptosis" =
"Fall", wie das Fallen der Blitter im Herbst) oder auch programmierter Zelltod genannt,
bezeichnet die morphologischen und biochemischen Verdnderungen, die beim
kontrollierten Absterben von Zellen eintreten (Kerr et al., 1972). Im Gegensatz dazu lauft
die Nekrose, der pathologische Untergang der Zelle, nicht in einem genetisch
kontrollierten Vorgang ab und geht mit entziindlichen Prozessen einher.
Charakteristisches Merkmal der Apoptose ist dabei die Aufrechterhaltung der
Zellmembranintegritdt und des osmotischen Gradienten durch Abschniirung von
membranumschlossenen Zellbestandteilen (blebbing), die als apoptotische Korperchen
bezeichnet werden (apoptotic bodies) (Cohen et al, 1993; Abb. 7). Diese werden von
benachbarten Zellen phagozytotiert, damit keine mit Nekrose einhergehenden
entziindlichen Prozesse entstehen (Savill ez al., 1993). Erstes messbares Kennzeichen von
Apoptose ist die Scramblase-vermittelte Translokation von Phosphatidylserinresten an die
Auflenseite der Plasmamembran (Kagan et al., 2000). Dadurch kommt es bedingt durch
Membraninstabilitdt zur Ausstiilpung der Zellmembran (Zeiose). Trotz Kondensation des
Zytoplasmas durch Wasserverlust bleibt die Integritdt der Mitochondrien und anderer
Organellen hierbei noch weitestgehend erhalten. Im Nukleus aggregiert das Chromatin in
der nukledren Peripherie durch Kondensation, und die Desoxyribonukleinsdure (DNA)
wird durch spezielle Endonukleasen (z.B. Caspase-aktivierte Deoxyribonuklease (CAD))
abgebaut. Dieses kann man in der Elektrophorese als charakteristische DNA-Leiter
(Ladder) nachweisen kann (Wyllie et al., 1980). Die DNA-Fragmente wandern im
Endstadium der Apoptose durch Verlust der Zellkernintegritit ins Zytoplasma und
akkumulieren dort. Werden die apoptotischen Korperchen nicht durch Phagozytose
anderer Zellen beseitigt, kommt es zur Lyse, wodurch entziindliche Prozesse im Gewebe
gefordert werden. Diesen Vorgang bezeichnet man auch als ,,sekundédre Nekrose* (Leist
und Nicotera, 1997). Unter normalen physiologischen Bedingungen ist der Zelltod
weitaus komplexer und eine strikte Abtrennung von Apoptose und Nekrose ist kaum
moglich. Deshalb geht man davon aus, dass beide Prozesse miteinander gekoppelt sind
und die Blockade des apoptotischen Signalwegs zum Zelltod tiber den nekrotischen Weg

fiihrt (Vercammen et al., 1998).
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Abb. 7: Ultrastrukturelle Verinderungen
der Apoptose (1-6) und Nekrose (7 und 8)
(1) Normale Zelle

2) Die frithe Apoptose wird durch
Kondensation des nukledren Chromatins und
des Zytoplasmas und der Ausstiilpung der
Plasmamembran gekennzeichnet.

3) Spater bilden nukleédre Fragmente
und Ausstiilpungen apoptotic bodies (4), die
durch benachbarte und phagozytisch-aktive
Zellen endozytiert und (5 und 6) in
Lysosomen degradiert werden.

@) Die Entwicklung der Nekrose ist
mit irreguldrem Verklumpen von
Chromatin, Anschwellen der Organellen und
Zerreiflen der Membranen assoziiert.

®) Die Membranen 16sen sich auf,
aber die Zelle behélt noch ihre Form bis sie
phagozytiert wird.

(Abb. aus Kerr ef al., 1994)

Apoptose ist ein evolutiondr konservierter Prozess, der wihrend der embryonalen
Entwicklung und bei der Aufrechterhaltung der Gewebehomdoostase antagonistisch zur
Zellproliferation eine entscheidende Rolle spielt. Besonderes Interesse findet die
Erforschung der Apoptosemechanismen in der Immunologie, Onkologie, Neurologie und
Entwicklungsbiologie (Vaux und Korsmeyer, 1999). Beispielsweise werden autoreaktive
und unzureichend aktivierte B- und T-Zellen wéhrend der negativen und positiven
Selektion im Thymus durch Apoptose eliminiert. Desweiteren werden iiberschiissig
vorhandene, durch klonale Expansion entstandene Antigen-spezifische T-Zellen nach
abgeschlossener Immunantwort mittels Apoptose beseitigt (Bouillet ef al. 2002; Krammer
PH, 2000).

Fehlregulationen der Apoptose, die zur mangelhaften Entfernung von entarteten oder
autoreaktiven Zellen fiihren, beglinstigen die Entstehung vieler pathologischer Prozesse,
wie Autoimmunerkrankungen oder Krebs. Andererseits ist eine unerwiinschte, verstirkte
Apoptose bei neurodegenerativen Erkrankungen, wie Morbus-Alzheimer oder Morbus-

Parkinson, zu beobachten (Kroemer, 1997; Thompson CB, 1995).

6.1 Caspasen
Fast alle bisher bekannten Apoptosewege werden durch die proteolytische Aktivitit der

Familie der Caspasen exekutiert. Aus der Beschreibung ihrer enzymatischen

Eigenschaften leitet sich ihr Name ab: Caspasen sind Cysteinproteasen mit einem Cystein
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im aktiven Zentrum. Sie spalten ihre Substrate vornehmlich hinter einem Aspartat-Rest
(S1) (Alnemri et al., 1996) und bendétigen eine Erkennungssequenz von 4 AS (S1-4),
wobei an der S3 Position ein unverdndertes Glutamin bevorzugt wird. Somit kann man die
Caspasesubstrat-Spezifitit mit der AS-Sequenz X-Glu(E)-X-Asp(D) umschreiben.
Caspasen liegen in der Zelle als inaktive Procaspasen (Zymogene) vor. Beim Menschen
sind bisher 11 Caspasen bekannt, die man anhand von phylogenetischen und funktionellen

Analysen in drei Untergruppen einteilen kann:
I pro-inflammatorische Caspasen
II pro-apoptotische Initiator-Caspasen

III pro-apoptotische Effektor-Caspasen

Grupps |

CIOH  Caspase-1 (IGE)
COOH  Caspase=d (IGE sl IGH=Z, TX)
COOH  Caspase-S (ICE_-II, TY)

COOH  Caspase-11 (muring)
COOH  Caspase-12

LLOH  Caspase-13

COOH  Caspase-14 (MIGE)
Grupps Il
n, - - B oot cocoooet (FLIGE MACH, Mens)
i, | — B coor  cospases oELaPe, Men)
i, H e M <oOH  Gespase 10 (M)
Grupps Hl
COOH  Caspase-3 (Yama, CPP3Z apopain)
COOH  Caspase-d (Meh2)
COOH  Casgpase-7 (ICE-LAPY, Mchi, ChH-1
[— L
[ oeo
_ Grofle katalytische Unterginheit

_ Kleine katalytische Untersinheit

Abb. 8 Die Familie der Caspasen. Caspase-11, -13 und 14 kommen nur bei Méusen vor (nach
Lavrik ef al., 2005)

Zur Gruppe I gehoren Caspase-1, -4, -5 und -14, die vornehmlich an entziindlichen
Reaktionen und der Zytokin-Reifung beteiligt sind (Thornberry und Lazebnik, 1998;
Strasser et al., 2000). Gruppe II wird durch die proapoptischen Initiator-Caspasen
Caspase-2, -8, -9 und -10 gebildet. Sie sind durch eine lange N-terminale Prodoméne

(CARD = Caspase Rekrutierungs Domédne oder DED = death effector domain)
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gekennzeichnet. Die Aktivierung der Initiator-Caspase-8 und -10 geschieht durch
Interaktion der DED-Doméne mit einem DED-enthaltenden Adapterprotein, wodurch eine
autoproteolytische Prozessierung ausgeldst wird. Dabei lagern sich je 2 kleine und 2 grof3e
Caspase-Untereinheiten zu einem aktiven heterotetrameren Komplex zusammen.
(Boatright et al., 2003). Die Initiator-Caspase des intrinsischen Apoptosewegs, Caspase-9,
zeigt auch ohne Prozessierung bereits als Procaspase katalytische Aktivitit. Hier erfolgt
die Aktivierung durch Interaktion der Caspase-9 CARD-Doméne mit der CARD-Doméne
des Adaptermolekiils Apaf-1 im Apoptosom (Riedl et al., 2004). Die von den pro-
apoptotischen Effektor-Caspasen-3, -6 und -7 gebildete Gruppe III priexistiert als
inaktives Homodimer. Diese Caspasen werden durch Abspaltung ihrer kurzen Prodoméne
an einem spezifischen Asparaginrest von den Initiator-Caspasen aktiviert (Kaufmann und
Hengartner, 2001), wodurch es zur Bildung eines aktiven Heterotetramers aus je 2 kleinen
und 2 grofBen Untereinheiten kommt (Riedl et al., 2001b). Durch die Aktivierung der
Effektor-Caspasen wird eine vielfache Verstirkung des initialen Signals bewirkt. Die
Effektor-Caspasen exekutieren Apoptose durch Spaltung lebenswichtiger Strukturproteine
und Enzyme, wodurch die von Kerr et al. beobachteten charakteristischen

morphologischen Verdnderungen der Zelle zustande kommen.

6.2 Der extrinsische und intrinsische Apoptoseweg
Es existieren unterschiedliche Apoptosewege. Generell differenziert man zwischen

extrinsischem (Rezeptor-vermitteltem) und intrinsischem (mitochondrial-vermitteltem)

Weg der Apoptose (Hengartner M, 2000).

6.2.1  Extrinsischer (Rezeptor-vermittelter-) Apoptoseweg
Im Immunsystem wird Apoptose zumeist durch den extrinsischen Weg iiber sogenannte

Todesrezeptoren auf der Zellmembran ausgelost. Bekanntestes, als erstes und mittlerweile
am besten beschriebenes Beispiel ist der CD95 (Fas/APO-1) Rezeptor (Trauth et al.,
1989; Yonehara et al., 1989; Itoh et al., 1991; Oehm et al., 1992). Er gehort zur stetig
wachsenden TNF-/NGF-Rezeptorfamilie (Locksley ef al., 2001; Bodmer et al., 2002), in
welcher die Todesrezeptoren eine Subfamilie bilden.

Die Aktivierung der Rezeptoren erfolgt durch Trimerisierung nach Bindung eines
zugehorigen Liganden (Dhein et al., 1992; Barnhart et al., 2004). Das Apoptosesignal
wird intrazelluldr tiber Rekrutierung von Adapter-Molekiilen, wie z.B. FADD und
entweder Caspase-8 oder -10, an den zytoplasmatischen Rezeptorteil und durch Bildung

des death inducing signaling complex (DISC) weitergeleitet (Kischkel et al., 1995;
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Kischkel et al., 2001, Boldin et al., 1996). Dessen genaue Zusammensetzung ist vom
Rezeptor- und Zelltyp abhédngig (Scaffidi et al., 1999). Zur DISC-Bildung notwendig ist
die Prisenz eines konservierten zytoplasmatischen Protein-Protein-Interaktionsmotivs, der
Death Domain (DD), im C-terminalen Ende des Todesrezeptor-Adaptermolekiils (Aravind
et al., 1999). Diese stellt neben DED und CARD am N-terminalen Ende der Initiator-
Caspasen die dritte in der Apoptose essentielle homotypische Interaktionsdoméne dar. Es
erfolgt die Rekrutierung und Assoziation von inaktiven Procaspase-8- oder -10-
Monomeren iiber die DED-Doméne an den DISC und die anschlieBende Caspase-
aktivierende autoproteolytische Prozessierung (Muzio et al., 1996).

Die Entstehung eines pro-apoptotischen Caspase-8 Homodimers im DISC kann durch die
Interaktion mit dem Caspase-8-Homolog c-FLIP verhindert werden. Dieses wird in
verschiedenen Spleifl-Varianten exprimiert und interagiert durch seine DED-Doméne
direkt mit Caspase-8 (Irmler et al., 1997; Golks et al., 2005). Procaspase-8 weist als
Heterodimer mit c-FLIP nur eine moderate proteolytische Aktivitdt auf und spaltet c-
FLIP. zu p43-FLIP oder p22-FLIP. Die c-FLIP-Spaltprodukte binden im DISC an
verschiedene Adapterproteine, wie RIP und TRAF, und induzieren die Aktivierung des
NF-«B-Signalwegs (Kataoka und Tschopp, 2004; Golks et al., 2005; Golks et al., 2006).

6.2.2  Intrinsischer (mitochondrialer) Apoptoseweg
Beim intrinsischen Apoptoseweg sind Mitochondrien die zentrale Schaltstelle. Die

physiologische Hauptfunktion der Mitochondrien ist die Generierung von ATP durch
oxidative Phosphorylierung. Dariiber hinaus sind sie am Pyrimidin-, AS-, Him- und
Steroidstoffwechsel beteiligt.

Wirken jedoch unterschiedliche apoptotische Stimuli, wie UV- und vy-Strahlung,
Chemotherapie, Viren, Bakterien, Anoikosis, Zytokin- und Wachstumsfaktor-Entzug auf
Mitochondrien, kann dadurch das mitochondriale Transmembranpotential (A¥.,, MTP)
empfindlich gestoért werden und somit Apoptose initiiert werden.

Das mitochondriale Transmembranpotential (MTP) wird unter normalen physiologischen
Bedingungen durch den Elektronentransport der Atmungskette iiber die innere
mitochondriale Membran aufrechterhalten. Es fungiert als Grundlage fiir die ATP-Bildung
durch die oxidative Phosphorylierung. Bei der Erhaltung des MTP spielen Proteine der
Bcl-2-Familie eine wichtige Rolle (Cory und Adams; 2002). Die Zugehorigkeit wird
durch die Pridsenz von 1 bis 4 der Bcl-2-homologen(BH)-Dominen (BH1-4) gegeben.
Man unterteilt die Bcl-2 Proteine anhand der Anzahl der BH-Doménen und ihrer

Funktionen in 3 Subklassen (Willis et al., 2005):
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a) Pro-apoptotische Proteine, wie z.B. Bik, Bim, Bid, Noxa, PUMA/Bbc3, mit nur einer
BH-Doméne (BH3-only Proteine)

b) Pro-apoptotische Proteine, wie Bax und Bak, mit 2 oder 3 BH-Doménen (Bax-like
Proteine)

¢) Anti-apoptotische Proteine, wie z.B. Bcl-2, Bel-XL, Bel-w, Mcl-1, mit 2 bis 4 BH-

Doménen (Bcl-2-like Proteine)

BCL-2 — ——{TM
BOL-X S — —{ =TM
Anti- BCL-W - M .
apoptotische | Af —_— T — Der2 ke
Bcl-2 Proteine MCL = = ™
BOO L e e e R Y
[ Bax — =™
BOx = = ™ Bax-like
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| BAK ] = =M
bro. BCL-G_ = —
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- BAD ]
Prot
roteine 81K = iy
BID {}
HRK —— T
BIM {1 ™ BH3-only- Proteine
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Abb. 9: Ubersicht iiber die Bcl-2 Familie. Die anti-apoptotischen Familienmitglieder, die
sogenannten Bcl-2-like Proteine, enthalten alle 2 bis 4 BH-Dominen. Die pro-apoptotischen Bcl-2-
Proteine werden in die Bax-like Proteine, welche alle 2 bis 3 BH-Doméinen besitzen, und in die BH3-
only Proteine, die nur die BH3-Doméne enthalten, eingeteilt. Einige Proteine der Bcl-2-Familie
haben zur Membranintegration Transmembran-Doménen (TM) an ihrem C-terminalen Terminus
(nach Strasser A, 2005).

Zusiatzlich besitzen die Proteine der Bcl-2-Familie meist noch eine C-terminale
hydrophobe Transmembran-Doméne, die eine Bindung an die duBere mitochondriale
Membran ermoglicht (Abb. 9). Systematische Studien haben ergeben, dass die BH3-
Doméne eine Ligand-Funktion besitzt, wobei jedes pro-apoptotische BH3-only Protein
durch Interaktion mit einer von den BHI1-3 Dominen geformten Tasche spezifische
Heterodimere mit unterschiedlichen anti-apoptotischen Bcl-2-like Proteinen bilden kann.

Zur antagonistischen Bindung an die anti-apoptotischen Bcl-2-like Proteine ist eine
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vorhergehende Aktivierung der BH3-only Proteine notwendig, wobei jedes dieser Proteine
auf unterschiedliche zelluldre Stressfaktoren reagiert (Karst und Li, 2007).

So unterliegen PUMA wund Noxa der transkriptionellen Regulation durch p53.
Dementsprechend werden sie nach DNA-Schédigung durch y-Strahlung transaktiviert. Die
Expression von PUMA wird jedoch auch bei p53-unabhingigen Stimuli, wie
Glukokortikoiden und Zytokin-Mangel, initiiert (Villunger et al., 2003; Jeffers et al.,
2003; Han et al.,, 2001). Auch Bim wird bei Zytokin-Mangel, UV-Strahlung und
Bortezomib vermittelter-Inhibition aktiviert (Bouillet et al., 1999; Ley et al., 2003). Bid
wiederum dient unter anderem als Apoptose-Verstirker, der die Rezeptor-vermittelte-
Apoptose mit der mitochondrial-induzierten Apoptose verkniipft (Li et al., 1998; Luo et
al., 1998). Das BH3-only protein wird erst durch aktivierte Caspase-8 in die verkiirzte,
»truncated® (t), aktivierte tBid-Form prozessiert (s.0.).

Bisher konnte noch nicht vollstdndig geklart werden, auf welche Weise die Aktivierung
der Bax-like Proteine erfolgt. Es existieren zwei Modelle:

In einem der Modelle werden aktive pro-apoptotische Bax-like Proteine durch anti-
apoptotische Bcl-2-like Proteine iiber Bindung an ihre BH3-Doméne neutralisiert (Willis
et al., 2005). Zytotoxische Stimuli bewirken eine Aktivierung der pro-apoptotischen BH3-
only Proteine, die als Ersatz fiir die Bax-like-Proteine an die Bcl-2-like-Proteine binden
miissen, um eine vollstdndige Aktivierung der Bax-like-Proteine zu gewéhrleisten.

Ein alternatives Modell (Letai et al., 2002) postuliert, dass alle BH3-only Proteine
entweder ,,Aktivatoren” (Activators) oder ,Sensibilisatoren” (Sensitizers) sind.
Aktivatoren wie t-Bid, Bim und PUMA aktivieren Bax/Bak direkt durch Interaktion, was
deren Oligomerisierung bewirkt. Unter normalen Bedingungen sind die Aktivatoren
jedoch durch Bindung an Bcl-2-like Proteine inaktiv. Erst Sensibilitatoren, wie Noxa, Bad
und Bik, konnen durch Aktivierung nach zytotoxischem Stress die von Bcl-2-like
Proteinen gebundenen Aktivatoren 16sen.

Bei beiden Modellen kommt es zur Aktivierung und Homo-Oligomerisierung von Bax-
like Proteinen an der dufleren mitochondrialen Membran. Das verursacht durch einen noch
nicht geklarten Mechanismus die sogenannte Mitochondrial outer membrane
permeabilization (MOMP), das Offnen von Megaporen in der duBeren mitochondrialen
Membran. Zurzeit existieren zwei Modelle, die die Entstehung von MOMP zu erkliren
versuchen. Nach einem Modell wird MOMP durch eine Bax-/Bak-abhingige Offnung von
Kanidlen in der dufBleren mitochondrialen Membran verursacht. Die sogenannte

Permeability Transition Pore (PTP), umfasst mitochondriale Kanéle, die die innere und
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duBere mitochondrialen Membranen umspannen. Sie sind flir den kontrollierten Transport

von Adenin-Nukleotiden oder anderen kleinen Molekiilen verantwortlich. Die

Hauptkomponenten dieses Kanals sind der Voltage dependent anion channel (VDAC) und

der Adenin-Nukleotid-Transporter (ANT). Deren Aktivitdt wird durch Bel-2 und Bcel-XL

reguliert (Hockenbery et al., 1990; Bossy-Wetzel et al., 1998; Tsujimoto Y und Shimizu S

2000; Shimizu ef al., 2000a und b). Man nimmt an, dass die synergistische Wirkung von

Bcl-2-/Bel-XL-Antagonisten  und  die  proteolytische = Caspase-Aktivitit — zur

unkontrollierten permanenten Offnung der PTP notwendig ist (Marzo et al., 1998). Ein

zweites MOMP-Modell basiert auf der Bildung von Poren in der dufleren mitochondrialen

Membran durch Insertion von Bax- bzw. Bak-Oligomeren. Diese Hypothese griindet sich

auf der strukturellen Ahnlichkeit aller Proteine der Bcl-2-Familie mit Poren-formenden

bakteriellen Toxinen (Muchmore et al., 1996). Bei beiden Modellen resultiert die

Perforierung der dufleren mitochondrialen Membran in einem Einstrom von Fliissigkeit

ins Mitochondrium. Die Volumenexpansion bewirkt eine Ruptur der &ulleren

mitochondrialen Membran und damit die zytoplasmatische Freisetzung von ungefahr 30,

teils zytotoxischen intramitochondrialen Proteinen (Cheng et al., 2001; Zamzami und

Kroemer, 2003; van Loo et al., 2000).

Diese kann man in drei funktionelle Gruppen einteilen:

a) Nukleasen und Proteasen, wie EndoG und AIF die durch Caspase-unabhéngige
Mechanismen Apoptose ausldsen (Susin ef al., 1999; Li et al., 2001)

b) Caspase-Aktivatoren, wie Cytochrom ¢, das dariiber hinaus ein essentieller
Bestandteil der Atmungskette ist (Li et al., 1997)

c) Second mitochondria-derived activator of caspase/Direct IAP binding protein with a
low plI (Smac/DIABLO) und die Serin-Protease Omi stress-regulated
endoprotease/high temperature requirement protein A2 (Omi/HtrA2) (HtrA2),
die die Inhibition von Caspasen durch die Inhibitor of Apoptosis Protein (1AP)-

Familie antagonisieren (Vaux und Silke, 2003).

Der intrinsische Apoptoseweg initiiert die mitochondriale Freisetzung von Cytochrom c,
welches unter ATP-Verbrauch die Oligomerisierung von Apaf-1 induziert (Zou et al.,
1999). Dieses bindet als Adapterprotein liber eine CARD-Interaktionsdoméne an
Procaspase-9 und aktiviert diese unter Bildung eines etwa 700 kDa grof3en
Multiproteinkomplexes, den man auch als Apoptosom bezeichnet (Hu et al., 1999). Zur

Aktivierung benétigt Caspase-9 somit keine weitere Prozessierung. Sie ist bereits als
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unprozessierte dimere Procaspase-9 proteolytisch-aktiv (Riedl et al., 2004; Sun et al.,
2004).

Ahnlich wie beim extrinsischen Apoptoseweg kommt es anschlieBend zur Aktivierung
von nachgeschalteten Effektor-Caspasen (Caspase-3, -7, -6) durch Caspase-9.

Die proteolyitsche Aktivitit der Caspasen wird beim intrinsischen Apoptoseweg durch die
Familie der IAPs reguliert. Ein Caspase-inhibitorischer Effekt von cIAP-1, cIAP-2 und
XIAP, den wichtigsten IAP-Mitgliedern, konnte fiir Caspase-3, -7 und -9 nachgewiesen
werden, wahrend [APs keine Inhibition von Caspase-6 oder -8 induzieren (Deveraux und
Reed, 1999; Salvesen und Duckett, 2000; Deveraux et al., 1997; 1998; Roy et al., 1997).
Die Inhibition der Caspase-Aktivitit durch IAPs wird durch zwei unterschiedliche
Mechanismen bewirkt: Einerseits hemmen sie die Caspase-Aktivitit durch direkte
Interaktion mit Caspasen, andererseits agieren sie als E3-Ubiquitin-Ligasen, die Caspasen
ubiquitinieren, so dass diese durch das 26S Proteasom degradiert werden (Li et al., 2002;
Yang et al., 2000; Suzuki et al., 2001a; Huang ef al., 2000).

Im Fall eines starken apoptotischen Stimulus existieren mit Smac/DIABLO (Du et al.,
2000; Verhagen et al., 2000) und HtrA2 (Hegde et al., 2002; Martins et al., 2002; Suzuki
et al., 2001c; Verhagen et al, 2002) zwei Proteine, die die Caspase-inhibitorische
Wirkung der IAPs antagonisieren. Die zwei intramitochondrialen Proteine translozieren
nach MOMP mit anderen pro-apoptotischen Proteinen, wie z.B. Cytochrom ¢, in das
Zytoplasma, um direkt mit den IAPs zu interagieren und deren Caspase-inhibitorische

Wirkung zu neutralisieren.

7 Fragestellung

Das 26S Proteasom stellt die zentrale proteolytische Maschinerie des hoch konservierten
Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS) dar. Dieses System ist fiir die Regulation und
Aufrechterhaltung von wesentlichen zelluliren Prozessen, wie z.B. Differenzierung,
Proliferation, Zellzyklus, Gentranskription und Apoptose erforderlich. Durch Verwendung
von selektiven und spezifischen Inhibitoren des 26S Proteasoms konnte veranschaulicht
werden, dass die Inhibition des Proteasoms vorzugsweise in schnell proliferierenden und
neoplastischen Zellen Apoptose induziert. Dieser Effekt ebnete den Weg von Proteasom-
Inhibitoren, wie z.B. Bortezomib, in die Krebstherapie. In Folge von funktionellen
Analogien zwischen neoplastischen Zellen und aktivierten Immunzellen ist jedoch auch
eine Applikation von Proteasom-Inhibitoren in der Behandlung von dysregulierten
Immunantworten denkbar. Sowohl neoplastische als auch aktivierte T-Zellen weisen eine

akzelerierte Zellzyklus-Progression, eine gesteigerte Mitose-Rate und eine klonogene
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Proliferation auf. Dariiber hinaus zeigen DCs und aktivierte T-Zellen analog zu
neoplastischen Zellen eine erhohte Protein- und Zytokin-Expression, eine verstirkte
Aktivitdit von NF-kB und einen gesteigerten Stoffwechsel. DCs und T-Zellen stellen
Schliisselzellen des Immunsystems dar. Dysregulierte Immunantworten, wie bei
TransplantatabstoBungen und Autoimmunerkrankungen, werden durch DCs initiiert und
durch T-Zellen exekutiert. Anhand von Langzeit-Studien mit transplantierten Patienten
konnte gezeigt werden, dass Standard-Immunsuppressiva, wie Cyclosporine A, das
Lymphom-Risiko erhohen (Opelz und Henderson, 1993; Stewart ef al., 1995; Opelz und
Déhler, 2004). Deshalb wird nach alternativen immunsuppressiven Therapien gesucht.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Effekt von Bortezomib als synthetischer und
Epoxomicin und Lactacystin als biologische Proteasom-Inhibitoren auf humane, aus
Monozyten generierte DCs und aktivierte CD4" T-Zellen untersucht werden. Dabei
umfasste die experimentelle Konzeption insbesondere die Analyse der Modulation von
funktionellen und zum Teil essentiellen Eigenschaften der beiden Immunzelltypen. Dazu
gehoren z.B. endozytotische Aktivitit und stimulatorische Kapazitit bei DCs, Produktion
von inflammatorischen Zytokinen fiir aktivierte CD4" T-Zellen sowie Apoptose,
Aktivierung des NF-kB/Rel- und NFAT-Systems und Expression von relevanten
Oberflachenrezeptoren bei beiden Immunzelltypen. Dariiber hinaus sollten die
Mechanismen der Apoptose-Induktion durch Proteasom-Inhibitoren bei aktivierten CD4"
T-Zellen charakterisiert werden, um einen sicheren therapeutischen Einsatz von
Proteasom-Inhibitoren in Aussicht zu stellen.

Insgesamt sollten in der vorliegenden Arbeit die Effekte und Mechanismen nach
Proteasom-Inhibition in aktivierten Immunzellen charakterisiert werden. Dieses soll
dariiber hinaus die Moglichkeit eréffnen, das 26S Proteasom als ein molekulares Ziel fiir
die Therapie von Autoimmunerkrankungen und Transplantatabstoungen definieren und

nutzen zu konnen.
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Material und Methoden

1 Material

1.1  Haufig verwendete Puffer

PBS (w/o Ca"/Mg") PBS (pH 7.,4) (Gibco-Invitrogen, Karlsruhe)

PBS/BSA: PBS (pH 7,4)
0,1% (w/v) BSA (Sigma-Aldrich, Miinchen)

Nicoletti-Puffer 0,1%(w/v) Natriumcitrat (Roth, Karlsruhe)
0,1% (w/v) Triton X-100 (Merck, Darmstadt)
50 pg/ml Propidiumiodid (Sigma)

2X SDS-Probenputffer: 250 mM Tris/HCI (pH 6,8) (Roth)
4% (w/v) SDS (Serva, Heidelberg)
20% (v/v) Glycerin (Roth)
0,02% (w/v) Bromphenolblau (Sigma)
400 mM DTT (Sigma)

4X SDS-Probenpuffer: (wie 2X SDS-Probenpuffer nur zweifache
Menge SDS und Bromphenolblau)

Laufpuffer (Gelelektroph.): 25 mM Tris
200 mM Glycin (Roth)
ad 2 | mit aqua dest
0,1% (w/v) SDS zufligen

10x Transferpuffer: 25 mM Tris
(Western Blot) 200 mM Glycin
ad 2 1 mit aqua dest
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blocking-Puffer PBS (pH 7.4)
5% (w/v) BSA
0,1% (v/v) TWEEN® (Roth)

RIPA-Puffer: 50 mM Tris/HCI (pH 7,5)
150 mM NaCl (Merck)
1% (v/v) Nonidet p40 (Merck)
0,5% (w/v) Natrium deoxycholat (Sigma)
0,1% (w/v) SDS
1 Tab Complete Mini Protease-Inhibitoren
(Roche, Penzberg)

IP-Lyse-Puffer: wie RIPA-Puffer nur ohne SDS und Protease-

Inhibitoren

Zyto-Puffer: 250 mM Saccharose (Roth)
20 mM HEPES (pH 7,4) (Roth)
5 mM MgCl, (Roth)
10 mM KCI (Roth)
1 mM EDTA (Sigma)
0,025% Digitonin (w/v) (Sigma)
1 Tab Complete Mini Protease-Inhibitoren

Mito-Puffer: 25 mM Tris/HCI (pH 7,2)
150 mM NacCl
2% CHAPS (w/v) (Sigma)

stripping-Puffer: 62,5 mM Tris/HCI (pH 6,8)
2% (w/v) SDS
100 mM 2-Mercapoethanol (Merck)
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Homogenisierungs-Puffer:

50 mM Tris/HCI (pH 7,4)

1 mM DTT

5 mM MgCl,

2 mM ATP (Amersham, Freiburg)
250 mM Saccharose

Weitere Losungen sind in den entsprechenden Abschnitten aufgefiihrt.

1.2 Nihrmedien

FCS-freies Kulturmedium (KM):

2%-FCS-KM:

10%-FCS-KM:

MLC-Medium

RPMI 1640 (Gibco-Invitrogen)

100 IU/ml Penicillin (Gibco-Invitrogen)

100 pg/ml Streptomycin (Gibco-Invitrogen)

2 mM L-Glutamin (Sigma-Aldrich, Miinchen)

FCS-freies KM (siehe oben)
+ 2% (v/v) FCS-500 (Promocell, Heidelberg)

FCS-freies KM (siche oben)
+ 10% (v/v) FCS-500

Medium 199 (Gibco-Invitrogen)

40 mM HEPES

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

10% (v/v) humanes Serum von Blutgruppe

AB"-Spendern

FCS und AB-Serum wurden vor der Zugabe durch 30 min Inkubation in 56 °C warmem

Wasser inaktiviert.
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1.3  Antikorper

Alle verwendeten Antikorper sind gegen menschliche Proteine gerichtet.

1.3.1  Antikorper fiir Durchflusszytometrie
Antigen Name (Klon) Isotyp Konjugation Hersteller
CD3 (TZR) SK7 Ms IgGl FITC BD Pharmingen
CD4 SK3 Ms IgGl R-PE BD Pharmingen
CD8 SK1 Ms IgGl R-PE BD Pharmingen
CDl11c B-ly6 Ms IgGl PE BD Pharmingen
CD14 (LPS-Rezeptor) MEM-18 Ms IgGl FITC AL-immunotools
CD25 (IL-2-Rezeptor a-UE) M-A251 Ms IgGl APC BD Pharmingen
CD27 M-T271 Ms IgG1 FITC BD Pharmingen
CD28 KOLT-2 Ms IgG1 FITC AL-Immunotools
CD36 (platelet glycoprotein IV) vCc7 Ms 1gG1 FITC AL-immunotools
CD38 (ADP-ribosyl cyclase) HIT2 Ms IgGl PE AL-immunotools
CD40 (TNF-R type V) 5C3 Ms IgGl1 FITC BD Pharmingen
CD54 ICAM-1) 15.2 Ms 1gG1 FITC AL-immunotools
CD69 (activation inducer molecule) | FN50 Ms IgGl PE BD Pharmingen
CD80 (B7-1) L307.4 Ms IgGl PE BD Pharmingen
CD83 HB15e Ms IgGl PE BD Pharmingen
CD86 (B7-2) 2331 (FUN-1) | Ms IgGl FITC BD Pharmingen
CD95 (FAS/APO-1) FAS 19 Ms IgG1 FITC AL-immunotools
CD120b (TNF-R type II) MR2-1 Ms IgGl PE Serotec
CD123 (IL-3Ra-UE) 9F5 Ms 1gGl PE BD Pharmingen
CD134 (0X40) ACT35 Ms IgGl1 PE BD Pharmingen
CD152 (CTLA-4) BNI3 Ms IgG2a PE BD Pharmingen
CD178 (FAS-/APO-1-L) Alf-2.1a Ms IgGl FITC Ancell, MN, USA
CD206 (MR) 19.2 Ms IgGl PE BD Pharmingen
CD209 (DC-SIGN) DCN46 Ms IgG2b FITC BD Pharmingen
HLA-DR 1ES Ms IgG1 FITC AL-immunotools
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1.3.2  Antikorper fiir Western Blot

Antigen (Klon) Isotyp Hersteller

B-Aktin (AC-15) Maus monoklonal IgG Sigma

AIF (E-1) Maus monoklonal IgG Santa Cruz,
Heidelberg (SC)

Bak (G-23) Kaninchen polyklonal IgG SC

Bax (N-20) Kaninchen polyklonal IgG SC

Bcl-2 (N-19) Kaninchen polyklonal IgG SC

Bel-xg1, (S-18) Kaninchen polyklonal IgG SC

B1 (MCP421) Maus monoklonal IgG Biomol

B1i/LMP 2 (LMP2-13) | Maus monoklonal IgG Biomol

B2 Maus monoklonal IgG Biomol

B2/B2i (MECL-1) Kaninchen polyklonal IgG Biomol

B5 Kaninchen polyklonal IgG Biomol

B5I/LMP 7 (LMP7-1) Maus monoklonal IgG Biomol

Bid (FL-195) Kaninchen polyklonal IgG SC

Bim (H-191) Kaninchen polyklonal IgG SC

Caspase 3 Kaninchen polyklonal IgG Cell Signaling

Caspase 7p20 (B-5) Maus monoklonal IgG SC

Caspase 8 (1C12) Maus monoklonal IgG Cell Signaling

Caspase 8 (90A992) Maus monoklonal IgG SC

Caspase 9 Kaninchen polyklonal IgG Cell Signaling

Caspase 9p10 (F-7) Maus monoklonal IgG Cell Signaling

CD 206 (C-20) Ziege polyklonal IgG SC

c-IAP-1 ( H-83) Kaninchen polyklonal IgG SC

c-IAP-2 ( H-85) Kaninchen polyklonal IgG SC

Cyclin A (H-432) Kaninchen polyklonal IgG SC

Cyclin D2 (C-17) Kaninchen polyklonal IgG SC

Cytochrome ¢ (7HS8) Maus monoklonal IgG SC

COX 1V Kaninchen polyklonal IgG Cell Signaling

c¢-FLIPg,, (G 11) Maus monoklonal IgG SC

HLA-DR (Bra22) Maus monoklonal IgG SC

HPK1 Kaninchen polyklonal IgG Cell Signaling

HtrA2 (1B3) Maus monoklonal IgG SC

ICAD (FL-331) Kaninchen polyklonal IgG SC

IxBo (H-4) Maus monoklonal IgG SC

ILP (XIAP, A-7) Maus monoklonal IgG SC

Lamin A/C (H-110) Kaninchen polyklonal 1gG SC

Mcl-1 (22) Maus monoklonal IgG SC

NFAT c2 (4G6-GS) Maus monoklonal IgG SC

Noxa (114C307) Maus monoklonal IgG SC

p21 (C-19) Kaninchen polyklonal IgG SC

p27 (F-8) Maus monoklonal IgG SC

p53 (DO-1) Maus monoklonal IgG SC

PARP (H-250) Kaninchen polyklonal IgG SC

PCNA (FL-261) Kaninchen polyklonal IgG SC

PUMA o/B (FL-193) Kaninchen polyklonal IgG SC

RelA/NF-xBp65 (F-6) Maus monoklonal IgG SC

RelB (N-17) Ziege polyklonal IgG SC

Smac (FL-239) Kaninchen polyklonal IgG SC
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1.4  Geriite

Gerit Hersteller
Brutschrank Hera cell 240 Heraeus
Durchflusszytometer FACSscan Becton Dickinson
Durchflusszytometer FACScalibur
Gefrierschrinke -20 °C Sanyo

-80 °C Liebherr
Heizbad Memmert
Heizblock Thermomixer Eppendorf
Mikroskop Zeiss
Minigelelektrophoresekammer Mini- Bio-Rad
Protean III
Netzgerit Bio-Rad
pH-Meter MP225 Mettler-Toledo
Spektrofluoreszenzgerit Tecan
Sterilarbeitsplatz Sterigard Hood Baker company
Zentrifugen Mikro 22R Hettich

Rotanta P
Rotixa 50
2 Methoden

2.1  Zellbiologische Methoden

2.1.1  Gewinnung von humanen Monozyten und T-Zellen
Alle Arbeiten zur Isolation und Kultivierung primérer Zellen erfordern sterile

Bedingungen, um Kontaminationen mit Bakterien, Hefen oder Pilzen zu vermeiden. Sie
wurden daher in Zellkulturlabors an speziellen Sterilarbeitspldtzen durchgefiihrt. Die
Zellkultur erfolgte stets im Brutschrank (Heraeus) bei konstanten Bedingungen (37 °C,
5% COy).

2.1.11 Isolation CD14 positiver Monozyten mittels Adhéirenz
Fiir die Isolation von humanen Monozyten wurden je nach weiterer Verwendung zwei

unterschiedliche Methoden verwendet. Die klassische Adhédrenzmethode wurde
verwendet, wenn die Zellen spater mittels Durchflusszytometrie analysiert wurden. Hierzu
wurden zuerst mononukleédre Zellen durch Dichtegradient-Zentrifugation (Tripodi et al.,
1971) aus dem Vollblut gesunder Spender gewonnen. Das mit 25000 IU des
Gerinnungshemmers Heparin-Natrium (Braun, Melsungen) versetzte Blut wurde mit
RPMI 1640 (Invitrogen) im Verhiltnis 1:2 verdiinnt. 20 ml Ficoll-Hypaque
(Lymphodex®, InnoTrain, Kronberg/Taunus) wurden jeweils mit 30 ml dieses Gemisches

in einem Polypropylen-Réhrchen (50 ml, Greiner-bio-one, Frickenhausen) vorsichtig
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tiberschichtet. AnschlieBend wurde zentrifugiert (2500 rpm/20 min/20°C/ohne Bremse).
Die Leukozyten wurden abgenommen, zweimal in warmem PBS gewaschen (je 1000
rpm/8 min/ 20°C/ Bremse auf Stufe 6) und in mindestens 100 ml 2% FCS KM
resuspendiert. Um eine Anreicherung von Monozyten zu erlangen, wurden die
Leukozyten in sterile Gewebekulturplatten (Nunc, Wiesbaden) verteilt und fiir 2 h im
Brutschrank bei 37° C inkubiert. Der Uberstand wurde verworfen, wihrend die
adhdrenten Monozyten mit warmem PBS vorsichtig abgespiilt und mit FCS-freiem KM

weiter kultiviert wurden.

2.1.1.2 Isolation CD14" Monozyten mittels negativer Isolation
Wenn die folgenden Analysen eine hochreine homogene Zellpopulation verlangten, wie

es beispielsweise bei Western Blot, ELISA oder bei der Bestimmung der Proteasom-
Aktivitit der Fall ist, wurden die Monozyten mit Hilfe eines immunomagnetischen bead-
basierten negativen Isolations-Kits von Dynal (Dynal-Invitrogen, Karlsruhe) gemaf3 den
Herstellerangaben isoliert. Das auf Ficoll-Hypaque {iberschichtete RPMI1640-Blut
Gemisch wurde vor der Abnahme der Leukozyten zweimal zentrifugiert (160 g /20 min/
20°C/ keine Bremse und 350 g/20 min/ 20°C/ keine Bremse). Nach dem ersten
Zentrifugationsschritt wurden 20 ml des Uberstandes, der hauptsichlich Thrombozyten
enthdlt, abgenommen. Nach dem zweiten Zentrifugationsschritt wurde die vorliegende
Leukozyten-Fraktion in ein frisches, steriles Rohrchen tiberfiihrt. Die Zellen wurden
danach dreimal mit eiskaltem PBS/BSA gewaschen (einmal: 400 g/8 min/ 4°C/ Bremse
Stufe 7 und zweimal: 225 g/8 min/ 4°C/ Bremse Stufe 7) und auf eine Konzentration von
1 x 10* Zellen/ml in PBS/BSA eingestellt. Hierzu wurden 200 pl/1 x 10° Zellen des
Blocking-Reagenz und die gleiche Menge des Antikorpermixes hinzugefiigt. Das
Blocking-Reagenz enthielt y-Globulin, welches die Fc-Rezeptoren der Monozyten
neutralisiert und so eine mdgliche unspezifische Bindung von Antikdrpern verhindert. Der
Antikorpermix enthielt Ms-Antikdrper gegen humane CD2-, CD7-, CD16- (spezifisch fiir
CDl6a- und CDIl16b-), CDI19-, CD56- und CD235a- (Glycophorin A-)
Oberfldachenrezeptoren, die somit an alle nicht-CD14 positiven Zellen binden. Nach einer
Inkubationszeit von 20 min bei 4 °C wurden die Zellen mit PBS/BSA gewaschen (einmal:
300 g/8 min/ 4°C/ Bremse Stufe 7), in 5 ml PBS/BSA resuspendiert und mit 1 ml/1 x 10°
Zellen gewaschenen Dynabeads versehen. Dynabeads sind magnetische beads
(Durchmesser 4,5 pm) aus Polystyrol, die mit einem monoklonalen humanen anti-Ms
Antikorper beschichtet sind und somit eine starke Affinitit zu Ms-IgG-basierten
Antikorpern haben. Diese Mischung wurde 20 min bei 4°C auf dem Rollenschiittler
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inkubiert und anschlieBend zur Zerstérung von Antikorper-Dynabead-Rosetten mehrmals
auf- und abpipettiert. Das Rohrchen wurde nachfolgend fiir mindestens 2 min in eine
Magnetvorrichtung (Dynal) gestellt. Danach wurde der Uberstand mit den isolierten
CD14" Monozyten in ein frisches Rohrchen pipettiert und die Zellen durch Zentrifugation
(300 g/8 min/ 4°C/ Bremse Stufe 7) pelletiert.

Die Reinheit der Monozyten wurde mit Hilfe durchflusszytometrischer Analyse von

charakteristischen Zelloberfldchenproteinen kontrolliert (Abb. 10).
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Abb 10: Durchflusszytometrische Kurzcharakterisierung von Monozyten. Nach der negativen
Isolation der Monozyten mittels immunomagnetischer beads wurde die Reinheit der Zellen
durchflusszytometrisch bestimmt. Dazu wurde der Anteil der Zellen mit typischer Lokalisation von
Monozyten im FSC/SSC im Vgl zu anderen Zellen (A) und die Expression des charakteristischen
Monozyten-Oberflichenproteins CD14 der in (A) eingegrenzten Zellen bestimmt (B). Zur Anfirbung
der Zellen wurde der monoklonale Antikorper (mAk) anti-CD14 (MEM-18) verwendet. Die linke
Kurve im Diagramm B zeigt die Isotyp-Kontrolle. Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment von
zehn unabhéngigen Experimenten

2.1.1.3  Isolation von CD4"- und CD8" T-Zellen mittels negativer Isolation
Um reine Populationen von CD4'- und CDS8" T-Zellen zu erhalten, verwendet man mit

der auf immunomagnetischen beads basierten negativen Isolation (Dynal) das gleiche
Verfahren wie zur Isolation der Monozyten (s. 2.1.1.2). Aufgrund dessen unterscheidet
sich das Protokoll nur an wenigen vernachldssigbaren Stellen.

Die Reinheit der CD4" und CD8" T-Zellen wurde mit Hilfe durchflusszytometrischer
Analyse von charakteristischen Zelloberflachenproteinen kontrolliert (Abb. 11).
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Abb. 11: Durchflusszytometrische Charakterisierung von CD4 und CD8" T-Zellen. Nach der
negativen Isolation der T-Zellen mittels immunomagnetischer Beads wurde die Reinheit der Zellen
durchflusszytometrisch bestimmt. Dazu wurde die Expression von den charakteristischen gegeniiber
den nicht exprimierten CD4'- und CD8'- T-Zell-Oberflichenproteinen bestimmt. Die Zellen wurden
mit den spezifischen mAk anti-CD3 (SK7), anti-CD4 (SK3) und anti-CD8 (SK1) angefarbt und ohne
Verwendung eines gates durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt ist je ein reprisentatives
Experiment von zehn unabhéngigen Experimenten.

2.1.2  Generierung dendritischer Zellen (DC)
Die Methode der Ausreifung von Monozyten zu unreifen und reifen DCs (iDC und mDC)

beruht auf einer von Faries et al. beschriebenen Methode (Faries et al., 2001). Das dort
beschriebene Verfahren hat gegeniiber dem klassischen 7 Tage umfassenden Protokoll zur
Generierung von mDCs (Romani et al. 1997) den Vorteil, dass man innerhalb von 3
Tagen bereits ausdifferenzierte mDCs zur Verfligung hat. Dazu wurden die frisch
isolierten Monozyten mit FCS-freiem-KM gelost und auf eine Zellkonzentration von 0,5 -
1 x 10° Zellen/ml eingestellt. Um eine Differenzierung der Monozyten zu iDCs zu
induzieren wurden zusdtzlich 50 ng/ml GM-CSF und 100 ng/ml IL-4 (beides von AL-
Immunotools) hinzugefiigt. Die Zellen wurden fiir die ndchsten zwei Tage im Brutschrank
kultiviert. Zu der nun folgenden Generierung von mDCs aus iDCs wurden zwei
verschiedene Methoden angewandt. Zum einen wurden die iDCs fiir 24 h mit 50 ng/ml

GM-CSF, 10 ng/ml TNF-a (AL-Immunotools) und 1000 IU/ml IFN-y (AL-Immunotools)
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inkubiert, wobei fiir die letzten 18 h zusétzlich 1 pg/ml CD40L (AL-Immunotools)
hinzugegeben wurde. Fiir die Messung von RelA und RelB sowie zur Aktivierung der T
Zellen wurden die iDCs zur Ausreifung fiir 24 h mit 100 ng/ml LPS (Sigma) und 1000
IU/ml IFN-y inkubiert.
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Abb. 12: Durchflusszytometrische Charakterisierung von mDCs. Nach Generierung der mDCs
wurde der Reifegrad der Zellen anhand der Expression charakteristischer Oberfldchenproteine ermittelt.
Dazu wurden die Zellen mit den spezifischen Fluoreszenzfarbstoff-markierten mAk anti-CD14 (MEM-
18), anti-CD40 (5C3), anti-CD80 (L307.4), anti-CD83 (HB15e) und anti-CD86 (2331 (FUN-1))
angefarbt und die Expression unter Verwendung eines DC-spezifischen gates durchflusszytometrisch
bestimmt. Die weifle Flache unter der Kurve symbolisiert die jeweilige Isotyp-Kontrolle. Dargestellt ist
ein reprisentatives Experiment von zehn unabhéngigen Experimenten

2.1.3  Allogene und autologe T-Zell-Stimulation
Zur Untersuchung der Beeinflussung der Proteasom-Inhibition auf funktionelle

Eigenschaften von DCs, wurde die Fahigkeit von mDCs zur Aktivierung von allogenen
CD4"- und CDS8'- und autologen CD4'-T-Zellen bestimmt. Die Aktivierung wurde
anhand der T-Zell-Proliferation gemessen, die sich wiederum proportional zur DNA-
Synthese verhilt. Der Einbau von Tritium-markierten Deoxythymidin ([*H-]Thymdin) in
neu synthetisierte DNA ermoglichte die Bestimmung der Zellproliferation. Fiir die
autologe Stimulation wurden DCs und T-Zellen aus dem Blut des gleichen Spenders, bei
der allogenen Stimulation DCs und T-Zellen aus dem Blut von zwei HLA-nicht
identischen Spendern generiert bzw. isoliert. Um eine Aktivierung von autologen T-Zellen
zu gewdhrleisten, miissen mDCs ein Fremd-Antigen priasentieren. Dazu wurden die Zellen
am zweiten Tag der Differenzierung von Monozyten zu iDCs mit 100 pg/ml Ovalbumin
(Sigma) versetzt. Die endozytotisch aktiven iDCs nehmen das Ovalbumin auf und

prozessieren es zu Antigen-Peptiden. Ausgereifte DCs préisentieren diese Peptide dann
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CD4" T-Zellen auf MHC Klasse II-Molekiilen. Die mDCs wurden nach AbschluB der
Differenzierung mit unterschiedlichen Konzentrationen der Proteasom-Inhibitoren fiir 24
h in 10% FCS KM kultiviert. Nach Ernten der Zellen mittels Zellschaber, ausgiebigem
Waschen mit warmem PBS (1700 rpm/8 min/20°C/Bremse Stufe 7) und Resuspension in
10% FCS KM, wurde die Anzahl nicht apoptotischer mDCs durch Trypanblau-Farbung in
einer Neubauer-Zahlkammer lichtmikroskopisch bestimmt. Bevor DCs und T-Zellen fiir 5
Tage im Brutschrank kokultiviert wurden, musste die Zahl der Zellen eingestellt werden.
Dabei wurden die T-Zellen nach Isolation auf konstant 2,25 x 10° Zellen/ml in 10% FCS-
KM eingestellt und die Anzahl der mDCs so variiert, dass unterschiedliche DC-/T-Zell-
Verhiltnisse entstanden. Von beiden Zellsuspensionen wurden jeweils 100 pl in eine 96-
well Platte pipettiert. Fiir die letzten 16 h der Kokultur wurden 5 uCi/ml [*’H-]Thymdin
hinzugefiigt. Danach wurden die Zellen mit einem Zellernter (Inotech, Wohlen, Schweiz)
auf Glasfiberfilter (Dunn, Asbach) abgesaugt und der Einbau von [*H-]Thymdin mit

einem B-Zidhler (Inotech, Wohlen) gemessen.

2.2 Aktivierung von CD4" T-Zellen

Die Auswirkungen der Proteasom-Inhibition auf funktionelle und phénotypische
Eigenschaften von Immunzellen wurden auch an ruhenden und aktivierten CD4" T-Zellen
untersucht. Des Weiteren wurde die Art der Apoptose-Induktion bei aktivierten von
CD4'- Zellen analysiert. Die Aktivierung der CD4" T-Zellen erfolgte dazu analog, wie in
Kapitel 2.1.3 beschrieben, durch allogene Kokultur mit mDCs in 24 bzw. 96 well-Platten
(Endvolumen 1 ml bzw. Endvolumen 200 pl, beide Greiner) in einem fixen DC-/T-Zell-
Verhiltnis von 1:10. Diesmal erfolgte jedoch keine Vorbehandlung der DCs mit
Proteasom-Inhibitoren. Stattdessen wurden die Inhibitoren 24 h vor Beendigung der
Kokultur, also vom vierten auf den fiinften Tag, zur Kokultur hinzugefiigt. Naive, ruhende
T-Zellen wurden direkt nach der Isolation mit den Proteasom-Inhibitoren in 10% FCS KM

inkubiert.

23 Proteasom-Inhibitoren
Als Solvent fur die Proteasom-Inhibitoren wurde stets DMSO verwendet. Nach Auflosen

und Aliquotierung der Inhibitoren wurden diese bei -20°C gelagert. Es wurde darauf
geachtet, dass die Konzentration des leicht toxischen DMSO 1% Endkonzentration in der
Zellkultur nicht tiberschritt. Die Inkubationszeit betrug maximal 24 h.

Zur Analyse der Translokation von RelA und RelB bei DCs wurden die Inhibitoren 1 h

vor Zugabe der Reifungsstimuli hinzugefiigt.
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Zur Bestimmung der Caspase-abhingigen CD4" T-Zell-Apoptose wurden die Zellen 1 h
vor Bortezomib-Zugabe mit dem Pan-Caspase-Inhibitor ZVAD-fmk (Bachem, Weil am
Rhein) inkubiert. Zur Bestimmung der ROS-abhingigen CD4" T-Zell-Apoptose wurden
die Zellen 2 h vor Bortezomib-Zugabe mit 1 mM des ROS-Féngers N-Acetylcystein
(NAC) oder mit 100 nM des NADH Dehydrogenase (Komplex I)-Inhibitors inkubiert.

2.4  Durchflusszytometrie
Fir durchflusszytometrische Analysen wurde entweder ein FACScan oder ein

FACScalibur (beide BD Biosciences) verwendet. Um die Geréte fliir Mehrfarbenanalysen
einzustellen (Kompensation), wurde fiir jeden verwendeten Fluoreszenzfarbstoff ein
Kontrollansatz gemessen, bei dem ein stark exprimiertes Zelloberflaichenprotein (z.B.
CD3 auf T Zellen, CD14 auf Monozyten, CD86 auf DCs) mit einer anders gefirbten
Isotypkontrolle verglichen wurde. Mit diesem Verfahren wurde die Farbkompensation

eingestellt.

2.4.1 Zelloberflichenprotein-Analyse
Zur Analyse von Zelloberflichenproteinen wurden stets direkt gefirbte Antikorper

benutzt. Dazu wurden die Zellen (je nach Ansatz 1 x 10° bis 1 x 10° Zellen) mit PBS
gewaschen (1300 rpm/8 min/ 20°C/ Bremse Stufe 2) und in PBS resuspendiert. Pro
FACS-Rohrchen (Greiner-Bio one, Frickenhausen) wurden 200 pl der Suspension
verwendet und die empfohlene Menge (5 — 20 pl) des entsprechenden Antikdrpers
hinzugefiigt. Der Ansatz wurde dann fiir 30 min im Dunkeln bei RT inkubiert und die
Zellen anschliefend mit 2 ml PBS sedimentiert (1300 rpm/8 min/ RT/ Bremse Stufe 2).
Die Zellen wurden abermals in 200 pl PBS resuspendiert und sofort im

Durchflusszytometer gemessen.

2.4.2  Apoptose-Analyse

Bei der durchflusszytometrischen Bestimmung der Apoptose von T-Zellen wurde die
Bindung von FITC-markiertem Annexin V an der Zelloberfliche sowie die Inkorporation
von Propidiumiodid (PI) in die DNA bestimmt. Wenn Zellen in Apoptose gehen, ist die
Translokation von Phosphatidylserin von der inneren auf die duBlere Seite der
Zellmemembran ein frithzeitiges Ereignis (Flip-Flop-Mechanismus). Dies kann durch
Fluoreszenzfarbstoff-markiertes Annexin V, das an Phosphatidylserin bindet, gemessen
werden kann (Vermes et al., 1995). Wéhrend der Nekrose bilden sich Locher in der
Zellmembran, so dass Annexin V an Phosphatidylserin auf der Innenseite der

Zellmembran binden und keine Unterscheidung zwischen frither Apoptose und spéter
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Nekrose moglich ist. Deshalb wird die FITC-Annexin V Markierung mit einer PI-Farbung
kombiniert. PI kann nur in Zellen mit durchlidssiger Membran, also nekrotische Zellen,
eindringen und dort mit der DNA interkalieren. Auf diese Weise kann man apoptotische
(Annexin V'/PI" und Annexin V'/PI") von nekrotischen Zellen (Annexin V7/PI)
unterscheiden.

Zur Apoptose-Analyse wurden pro Ansatz 1 x 10° bis 1 x 10° Zellen mit PBS gewaschen
(1300 rpm/8 min/ RT/ Bremse Stufe 2), in 200 pl 1X Binding buffer (BD biosciences)
resuspendiert und auf FACS-RoOhrchen verteilt. AnschlieBend wurden jeweils 5 pl
Annexin V-FITC (BD Biosciences) und 10 pl PI-Losung (1 mg/ml Endkonzentration,
Sigma) hinzugefiigt und der Ansatz fiir 15 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Danach
erfolgte die durchflusszytometrische Analyse.

Um eine moglichst spezifische Bestimmung der Apoptose von Monozyten und DCs zu
gewihrleisten, war es erforderlich, andere in der Kultur vorkommende Zelltypen von der
Messung auszuschlieen. Deshalb wurden die Zellen vor dem Apoptose-Ansatz mit einem
PE-markierten Antikorper gegen das auf Monozyten und DCs stark exprimierte CD11c
angefarbt. Erst danach wurde zur Analyse der Apoptose die Gegenfarbung mit FITC-
markiertem Annexin V durchgefiihrt. Die zusétzliche Farbung mit PI zur Differenzierung
von Apoptose und Nekrose wurde bei der DC-Apoptose-Analyse wegen sich gegenseitig
storender Fluroreszenzen von PE mit PI vermieden. In die Auswertung der Daten wurden
durch Verwendung einer regate-Prozedur nur CD11c" Zellen einbezogen.

Mit folgender Formel nach Dhein et al. (2002) wurde die spezifische Apoptose (sA) fiir
die Apoptose-Analyse von CD4" T-Zellen bestimmit:

SA(%)=100x Az = Ac.
100-— 4

— e

Ag = Annexin/PI" Zellen bzw. Annexin'/11c" (Experiment)

Ac = Annexin/PI" Zellen Annexin'/11c” (Kontrolle)

2.4.3  Zellzyklus-Analyse

Zur Analyse des Zellzyklus von aktivierten und mit Proteasom-Inhibitoren behandelten
CD4" T-Zellen wurde eine Methode von Nicoletti ef al. (1991) verwendet. Hierbei wird
der intrazellulire DNA-Gehalt nach Permeabilisierung der Zellmembran mit einem

hypotonen Puffer und Anfarbung der DNA mit Propidiumiodid durchflusszytometrisch
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bestimmt. Anhand von charakteristischen Histogrammen kann man die verschiedenen
Zellzyklus-Phasen unterscheiden.

Dazu wurden 1 x 10° Zellen mit PBS gewaschen (1300 rpm/8 min/ RT/ Bremse Stufe 2),
400 pl Nicoletti-Losung hinzugefiigt, die FACS-Rohrchen gevortext und fiir 30 min bei
4°C im Dunkeln belassen. Der hypotone Puffer rupturiert die Zellmembran, nicht aber die
Kernmembran, PI gelangt in den Kern, wo es mit der DNA interkalieren kann. Diese
DNA-Anfirbung kann durchflusszytometrisch nachgewiesen werden. Bei apoptotischen
Zellen ist die DNA durch Nukleasen bereits in kleine Fragmente gespalten. Diese
erscheinen im Histogramm als flacher hypodiploider Peak (sub-G1-Phase) vor dem leicht
unterscheidbaren diploiden G1-Peak (2n) und G2-Peak (4n). Zwischen G1- und G2-Peak
liegt die S-Phase (>2n), in der die DNA-Synthese stattfindet (Abb. 13).

Zellzahl

sub-G,

-

2n  4n

v

DNA Gehalt
Abb. 13: Zellzyklus-Analyse nach Nicoletti ef al. (1991). Erliuterungen s. Text.

2.4.4  Analyse von Endozytose und Makropinozytose
Zur Untersuchung des Effekts von Proteasom-Inhibitoren auf Rezeptor-vermittelte

Endozytose und Makropinozytose von iDCs wurden die Zellen 24 h mit verschiedenen
Konzentrationen Bortezomib oder DMSO als Kontrolle inkubiert. Danach wurden die
Zellen ausgiebig in warmem PBS (1700 rpm/8 min/20°C/Bremse Stufe 7) gewaschen und
in 10% FCS KM resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit 1 mg/ml FITC-
markiertem Dextran oder Lucifer Yellow (LY) fiir 30 oder 60 min bei 4°C im
Kiihlschrank oder 37°C im Brutschrank inkubiert. Bevor die iDCs durchflusszytometrisch
analysiert wurden, mussten die Zellen in FACS-Rohrchen {iberfiihrt und intensiv mit

kaltem PBS gewaschen (1300 rpm/8 min/ RT/ Bremse Stufe 2) werden.
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2.5  Wright-Farbung

Die Eosin-Methylenblau-Farbung nach Wright erlaubt eine Differenzierung zwischen
DNA und Zytoplasma der Zelle und wurde zur mikroskopischen Analyse der
Morphologie von aktivierten CD4" T-Zellen nach Proteasom-Inhibition verwendet. Dabei
verbindet sich der anionische Farbstoff Eosin mit positiv geladenen Bestandteilen, wie
z.B. zytoplasmatischen Proteinen, was ihnen eine rosa bis rote Farbe verleiht. Dagegen
interagiert der basische Farbstoff Methylenblau mit negativ geladenen Bestandteilen in
den Zellen wie z.B. DNA und Ribosomen und gibt ithnen eine blaue bis violette Farbe.
Aktivierte CD4" T-Zellen wurden auf Objekttrigern (OT) ausgestrichen, luftgetrocknet
und anschlieBend mit Methanol fixiert. Die OTs wurden anschlieend fiir zwei min in
Wright-Stain-Losung (6 g Wright-Stain in 3,8 1 99% Methanol) und danach fiir fiinf min
in modifiziertem Wright-Puffer (0,4% Wright-Stain-Losung in Pufferlosung nach Weise,
pH 6,8) inkubiert. Nachfolgend wurden die OTs fiir etwa 1 min in Aqua dest. gespiilt,
luftgetrocknet und schlieBlich mikroskopisch analysiert.

2.6  T-Zell Proliferationsanalyse
Als MaB3 der T-Zellproliferation wurde die DNA-Synthese anhand des Einbaus von

Tritium-Thymidin ([’H]-Thymidin, Amersham) gemessen. Fiir den Versuch wurden
aktivierte T Zellen in 96 Loch Platten, zu welchen die Proteasom-Inhibitoren bzw. das
gleiche Volumen an DMSO als Kontrolle hinzugefiigt wurden, verwendet. Nach 6 h
Inkubationszeit wurden die Zellen durch Zugabe von 20 ul einer [’H]-Thymidin-HBSS-
Losung (Endkonzentration 5 nCi/ml) gepulst und die Kokultur fiir weitere 18 h inkubiert.
Die Messung der [*H]-Thymidin-Inkooperation erfolgte analog wie in Kapitel 2.1.3

beschrieben.

2.7 ELISA aus mDCs

Zur quantitativen Bestimmung der Zytokine aus mDC-Kulturiiberstinden wurde das
ELISA Verfahren verwendet. mDCs wurden fiir 24 h mit Proteasom-Inhibitoren bzw.
DMSO behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet und die Zellkulturiiberstéinde
durch Zentrifugation gewonnen. Die Durchfiihrung der IL-12p70 und IL-12p40 ELISAs
richtete sich nach den Herstellerangaben (R&D Systems, Wiesbaden).

2.8 ELISA,  Proliferation und Oberflichenrezeptoren aus
Restimulations-T-Zell-Kultur

Da auch DCs einige der von T-Zellen produzierten Zytokine, wie beispielsweise TNF-a,

IFN-y, IL-4 und IL-10, in den Zelliiberstand sezernieren, verfilscht eine Analyse der
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Zytokine direkt aus dem Uberstand der DC/T-Zell Kokultur die Ergebnisse. Um dieses zu
verhindern, wurden die T-Zellen nach Inkubation mit 1 nM, 5 nM oder 10 nM Bortezomib
bzw. DMSO Kontrolle aus der 24-Loch-Platte entfernt, mit PBS gewaschen und die
Anzahl nicht apoptotischer Zellen nach Trypanblau-Farbung durch Auszdhlen in der
Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Dabei wurde auch festgestellt, dass die Zahl der noch
vorhandenen DCs vernachlidssigbar ist. Die T-Zellen wurden in 10% FCS KM
resuspendiert, so dass die Zellzahl 5 x 10° Zellen/ml in jedem Ansatz betrug. Von dieser
Zellsuspension wurden jeweils 0,5 ml in eine 24 Loch Platte verteilt und mit 0,5 ml der
folgenden Suspensionen im Brutschrank inkubiert:

1. 0,25 x 10*DCs/ml in 10% KM vom gleichen Spender wie in der initialen Kokultur

2. 0,25 x 10*DCs/ml in 10% KM von einem anderen allogenen Spender

3. 3,9 pg/ml (in MLC-Medium) pokeweed (wiss.: Phytolacca americana)-Mitogen

(PWM), (Sigma).

Nach 24 h Inkubation wurden die Zellkulturiiberstinde in ein Eppendorf-Réhrchen
pipettiert, abzentrifugiert (10000 g/10 min/4°C/Bremse Stufe 9) und der resultierende
Uberstand abermals in ein frisches Eppendorf-Réhrchen iiberfiihrt. Die Uberstinde
wurden bis zur ELISA-Analyse bei -20°C gelagert.

Die Bestimmung der Zytokine wurde mit ELISA-Kits von R&D (Wiesbaden; IL-2, IL-2
sRa, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, TNF-a, TGF-B2) und Hycult biotechnology (Uden,
Niederlande; IFN-y) nach Angaben der Hersteller durchgefiihrt.

Zuséatzlich wurden auch Proliferations- und Zelloberflichenrezeptoren-Ansitze in 96-
bzw. 24-well Platten der T-Zell-Restimulations-Kokultur angesetzt, wobei einerseits der
Einbau von *H-Thymidin in die DNA innerhalb 24 h als auch die Verinderung der

Oberflachenrezeptoren durchflusszytometrisch bestimmt wurden (s. 2.4.1und 2.4.3).

3 Proteinchemische Methoden
3.1 Herstellung von Zelllysaten

3.1.1  Herstellung von Ganzzelllysaten
Die Zellen wurden entweder per Zellschaber (DCs) von der Gewebekulturschale oder

durch mehrmaliges Pipettieren (T-Zellen) geerntet und mit kaltem PBS zweimal
gewaschen (1700 rpm/8 min/20°C/Bremse Stufe 7). Die entstandenen Pellets wurden
anschlieBend mit RIPA-Puffer resuspendiert und durch Vortexen bzw. wiederholtes

Pipettieren lysiert. Nach Inkubation auf Eis fiir 30 min wurden der nicht lysierte
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Zelldebris und die Nuklei durch Zentrifugation (10000 g/10 min/4°C/Bremse Stufe 9)
pelletiert und der dem Ganzzelllysat entsprechende Uberstand in ein frisches Eppendorf-

Tube Uberfiihrt.

3.1.2  Nukleus- und Zytoplasma-Extraktion
Zur Extraktion von nukledren- und zytoplasmatischen Proteinen wurden die Zellen, wie

oben beschrieben, geerntet und der NE-PER® Extraktionskit von Pierce (Bonn)

entsprechend den Herstellerangaben verwendet.

3.1.3  Mitochondrien- und Zytoplasma-Extraktion
Die Extraktion von mitochondrialen und zytoplasmatischen Proteinen wurde nach der

Methode von Nencioni et al. (2005) durchgefiihrt: 5 x 10° Zellen wurden in 100 pl
Zytoplasma-Puffer lysiert und fiir 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde das Lysat
zentrifugiert (1000 g/2 min/4°C/Bremse Stufe 9) und der Uberstand als Zytoplasma-
Fraktion in ein frisches Eppendorf-Tube {iberfiihrt. Das iibriggebliebene Pellet wurde in
Mito-Puffer durch 1 miniitiges Vortexen auf hochster Stufe erneut lysiert, abzentrifugiert
(10000 g/2 min/4°C/Bremse Stufe 9) und der entstandene Uberstand als Mitochondrien-
Fraktion in ein frisches Eppendorf-Tube iiberfiihrt. Beide Fraktionen wurden entweder

gleich im Western Blot verwendet oder zum Lagern bei -80°C eingefroren.

3.2  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung der Proteine wurden diskontinuierliche SDS-PA-Gele benutzt. Diese
setzen sich aus einem 4% Acrylamid-Sammelgel und 7,5% oder 12% Acrylamid-
Trenngelen zusammen und wurden von der Firma BioRad bezogen. Die Bestimmung der
Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe des RC DC-Proteinassays von BioRad nach der
Methode von Lowry (Lowry et al. 1951) gemall den Angaben des Herstellers. Vor dem
Auftragen der Zelllysate auf das Gel wurden sie mit 4X SDS-Probenpuffer (1X
Endkonzentration) versetzt und fiir 5 min bei 95°C denaturiert (Eppendorf Thermomixer
5436). Zur spiteren molekularen Grofenbestimmung der Banden wurde ein vorgeférbter
GroBenstandard (broad-range, BioRad, Miinchen) hinzupipettiert. Die Auftrennung der
Proteine erfolgte bei 100 V fiir 2 h.

3.2.1 In situ trapping von proteolytisch-aktiven Caspasen
Zur Detektion und Analyse proteolytisch-aktiver Caspasen wurden Caspase-Aktivitits-

Blots entwickelt. Hierzu wurde der biotinylierte Peptid-basierte Pan-Caspase-Inhibitor
ZVAD-fmk (bVAD, Sigma) verwendet. bVAD bindet kovalent und irreversibel an das

Cystein des aktiven Zentrums von Caspasen und markiert die proteolytisch-aktiven
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Caspase-Untereinheiten (Ekert et al., 1999). AnschlieBend wurden die proteolytisch-
aktiven Caspase-Fragmente durch Verwendung von Streptavidin-beschichteten
Sepharose®-beads prizipitiert. Hierzu wurden je 2 x 107 aktivierte CD4" T Zellen nach
der Behandlung mit Proteasom-Inhibitoren bzw. DMSO-Kontrolle fiir 1 h mit 20 uM
bVAD im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet, zweimal mit
PBS gewaschen (1700 rpm/8 min/20°C/Bremse Stufe 7) und in 500 pl IP-Lysepuffer,
supplementiert mit 20 pM bVAD, durch mehrmaliges Pipettieren lysiert. Nach einer
Inkubationszeit von 30 min auf Eis wurden unldsliche Zellbestandteile abzentrifugiert
(10000 g/10 min/4°C/Bremse Stufe 9) und der Uberstand in ein frisches Eppendorf-Tube
iiberfiihrt. Um unspezifische Bindungen an Sepharose® zu verhindern, wurde das Lysat
mit 40 ul gewaschenen Sepharose® 4B beads (Sigma) fiir 1 h bei 4°C unter stindigem
Schiitteln inkubiert. Das Lysat wurde dann abzentrifugiert (10000 g/10 min/4°C/Bremse
Stufe 9) und der Uberstand in ein frisches Eppendorf-Tube iiberfiihrt. Dabei wurden 50 ul
als “Input” in ein frisches Rohrchen iiberfiihrt und bei -20°C eingefroren. Nachdem die
Lysate auf die Proteinkonzentration der Probe mit der niedrigsten Proteinkonzentration
eingestellt waren, wurden zu jeder Probe 40 pl gewaschene Streptavidin-beschichtete
Sepharose”-beads (Zymed-Invitrogen) hinzugefiigt. AnschlieBend wurden die Eppendorf-
Tubes unter standigem Schiitteln bei 4°C {liber Nacht inkubiert. Am nichsten Tag wurden
die Streptavidin-beschichteten Sepharose®-beads zweimal mit kaltem IP-Lysepuffer ohne
Protease-Inhibitoren und zweimal mit kaltem PBS gewaschen (10000 g/30 s/4°C/Bremse
Stufe 9). Die Sepharose®-Streptavidin-Bindung wurden durch Zugabe von 80 pl 2X SDS-
Probenpuffer und Erhitzen auf 95°C fiir 10 min geldst. Die nach kurzem Anzentrifugieren
im Uberstand vorhandenen bVAD markierten Proteine wurden sogleich auf ein SDS-Gel

aufgetragen.

3.2.2 Western Blot
Zum Transfer der Proteine aus dem Gel auf eine Membran wurde das Mini Trans-Blot®™

cell Gerit von BioRad nach dem wet-Transfer-Prinzip verwendet. Dazu wurde entweder
eine Nitrocellulose- oder eine zuvor fiir 20 Sekunden mit Methanol aktivierte und in
Transferpuffer dquilibrierte PVDF-Membran (Hybond-LFP, Amersham) auf das Gel
gelegt und dann zusammen mit je zwei Transferpuffer-befeuchtete Supportpads und
Filterpapieren in eine Gelhalter-Kassette eingespannt. Die Kassette wurde dann im Trans-
Blot-Modul eingesetzt und in den mit Transferpuffer gefiillten Tank gestellt. Die
Immobilisierung der Proteine auf der Membran erfolgte dann entweder 16 h liber Nacht

bei konstant 90 mA oder fur 1 h bei konstant 240 mA. Nach dem Blot wurden die
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unspezifischen Bindungsstellen der Membranen durch 1 h Inkubation in blocking-Pufter

blockiert.

3.2.2.1 Detektion gebundener Proteine
Zur Detektion der Proteine wurden die spezifischen Antikorper entweder in 5%

Magermilch/PBS/0,1% TWEEN® oder 5% blocking-Puffer verdiinnt und die Membran
unter Schiitteln entweder fiir 2 h bei RT oder bei 4°C iiber Nacht inkubiert. Um nicht
gebundene Antikdrper zu entfernen, wurden die Membranen nach der Inkubationszeit
dreimal intensiv fiir 10 min mit PBS/TWEEN® gewaschen. AnschlieBend wurden die
Membranen fiir 1 h bei RT mit Peroxidase gekoppelten Sekundirantikérpern in 5%
Magermilch/PBS/0,1% TWEEN® unter Schiitteln inkubiert, erneut dreimal intensiv
gewaschen und abschliefend zur Entfernung des bei der Detektion storenden TWEEN® in
PBS gelagert. Die geblotteten Polypeptide wurden iiber einen ECL-Detektion-Kit (Super
West Femto detection kit, Pierce oder ECL Plus, Amersham) nach Angaben des
Herstellers und ECL-sensitive Rontgenfilme (Hyperfilm ECL, Amersham) in einer
Entwicklermaschine (Agfa Gevamatic 60) sichtbar gemacht.

Sollte bei einer bereits verwendeten Membran eine weitere Immundetektion durchgefiihrt
werden, wurden zuvor die gebundenen Primédr- und Sekundérantikorper wieder abgeldst.
Dazu wurde die Membran 30 min bei 50°C in stripping-Puffer unter gelegentlichem
Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran griindlich mit PBS/TWEEN®
gewaschen und nach erneuter Blockierung mit blocking-Puffer den bereits beschriebenen

Inkubations- und Waschschritten unterzogen.

3.2.3  Bestimmung des inhibitorischen Profils der Proteasom-Inhibitoren
durch Affinititsmarkierung der proteolytisch-aktiven Proteasom-
Untereinheiten

Zur Bestimmung des inhibitorischen Profils und der geeigneten Konzentrationen der
Proteasom-Inhibitoren wurde die Methode der Affinitdtsmarkierung nach Kessler et al.
verwendet (2001). Dabei markiert die Aktivitits-basierte Sonde Ada-Lys(biotinyl)-

(Ahx)3-(Leu)3-vinyl-sulphon, analog zur Affinititsmarkierung von proteolytisch-aktiven

Caspase-Untereinheiten mit bioALVS (Kapitel 3.2.1) die katalytisch-aktiven Proteasom-
Untereinheiten.

5 x 10° Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen der Proteasom-Inhibitoren
fiir 1 h im Brutschrank inkubiert. Zur anschlieBenden Lyse der Zellen wurde die bead
smashing-Technik verwendet: etwa 5 x 10° Zellen/ml wurden dreimal in eiskaltem PBS

gewaschen (1000 g/5 min/4°C/Bremse Stufe 9) und der Uberstand abgenommen. Zu dem
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entstandenen Pellet wurde das gleiche Volumen an Glaskiigelchen (> 106 pum, Siure-
gewaschen, Sigma) und das doppelte Volumen an Homogenisierungs-Puffer hinzugefiigt.
Danach wurden die Zellen zur Lyse auf hochster Stufe fiir 1 min gevortext. Glaskiigelchen
und Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation (10000 g/5 min/4°C/Bremse Stufe 9)
entfernt. Um restliche intakte Zellen und Nuklei vom Lysat abzutrennen, wurde das
entstehende Homogenat ein zweites Mal zentrifugiert (10000 g/20 min/4°C/Bremse Stufe
9). Nachdem die Zelllysate auf 25 pg Protein/Ansatz eingestellt waren, wurden 3 ug der
bioALVS hinzugefiigt und die Proben fiir 2 h bei 37°C im Thermomixer inkubiert.
Danach wurde zu jeder Probe 4X Probenpuffer (1X Endkonzentration) hinzugefiigt, die
Proben fiir 5 min bei 95°C denaturiert und weiter verfahren wie in Kapitel 3.2 (SDS-
PAGE) und 3.2.2 (Western Blot) beschrieben. Zur Detektion der Biotin-markierten
proteolytisch-aktiven Proteasom-Untereinheiten wurden die Membranen fiir 1 h mit
1:5000 Streptavidin-HRP (Zymed-Invitrogen, Karlsruhe) oder mit Vectastain in Blocking-
Puffer unter Schiitteln inkubiert, danach intensiv mit PBS/TWEEN® und abschlieBend mit
PBS gewaschen. Die geblotteten und markierten Polypeptide wurden mittels Super Signal
West Pico (Pierce) oder ECL-Plus (GE Healthcare, Miinchen) nach Angaben des
Herstellers, wie in Kapitel 3.2.2.1 beschrieben, detektiert.

3.2.4  Densitometrische Analyse
Wenn angegeben, wurde die Software Imagel] (Version 1.37, http://rsb.info.nih.gov/ij/)

zur Quantifizierung der Signalintensitidten von Western Blots verwendet.

3.3 Statistik

Alle Experimente wurden, wenn nicht anders beschrieben, mindestens dreimal mit Zellen
von mindestens drei verschiedenen Spendern wiederholt. Die Ergebnisse wurden als
Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) von mindestens drei reprisentativen
Messungen dargestellt oder es wurden reprisentative Einzelexperimente gezeigt, die als
solche in den Abbildungen gekennzeichnet sind. Die Datenanalyse erfolgte iiber den
Student’s t-Test mit Hilfe der Excel® Software (Microsoft, UnterschleiBheim). Die

Differenz von Werten mit p < 0,05 wurde als statistisch signifikant beurteilt.
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Ergebnisse

1  Suppression essentieller Immunfunktionen von DCs durch
Proteasom-Inhibition

1.1 Bestimmung des inhibitorischen Profils der Proteasom-
Inhibitoren in mDCs
Zur Bestimmung des inhibitorischen Profils der eingesetzten Proteasom-Inhibitoren

Bortezomib, LC und EPM bei mDCs wurde die Methode der Affinitdtsmarkierung nach
Kessler et al. (Kessler et al, 2001) verwendet. Diese hat gegeniiber der hiufig
verwendeten Aktivitdtsanalyse mit spezifischen fluorogenen Peptid-Substraten den
Vorteil, zwischen der katalytischen Aktivitdt der konstitutiven und den durch IFN-y
induzierten Immunoproteasom-Untereinheiten differenzieren zu konnen. Des Weiteren
erlaubt die Affinitdtsmarkierung eine spezifische Zuordnung der Inhibitorwirkung zu
einzelnen, katalytisch-aktiven B-Untereinheiten. Die verwendete biotinylierte Aktivitats-
basierte Sonde bioALVS wurde speziell fiir die Affinitdtsmarkierung entwickelt. Sie
visualisiert zu gleichen Teilen die katalytische Aktivitdt aller konstitutiven und
immunoproteasomalen P-Untereinheiten. Fiir die Untersuchung des Wirkungsspektrums
der Proteasom-Inhibitoren wurden aus Monozyten generierte und mit LPS und IFN-y

ausgereifte mDCs verwendet.
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Abb. 14: Bestimmung des inhibitorischen Profils von Bortezomib (Bor) (A), EPM (B) und LC
(C) in mDCs durch Affinititsmarkierung. Mit LPS/IFN-y ausgereifte mDCs wurden 1 h mit den
angegebenen Konzentrationen der Proteasom-Inhibitoren oder DMSO vorinkubiert. Nach Zelllyse
wurden die katalytisch-aktiven konstitutiven und immunoproteasomalen p-Untereinheiten mit der
spezifischen Affinitidtssonde bioALVS markiert. Die katalytisch-aktiven Proteasom-Untereinheiten
wurden dann mit 12% SDS-PA-Gelen aufgetrennt und im Western Blot mit Streptavidin-HRP
sichtbar gemacht. Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment von Zellen eines Blutspenders aus
einer Serie von vier unabhingigen Experimenten.

Es konnten drei Signale detektiert werden, die man anhand ihres Molekulargewichts den
katalytisch-aktiven Proteasom-Untereinheiten zuordnen konnte (Abb. 14). Dabei zeigte
sich, dass LC (Abb. 14C) und EPM (Abb. 14B) eine Abnahme der Intensitit aller Signale
bewirkten. Im Gegensatz dazu verringerte die Inkubation mit klinisch relevanten Dosen
von Bortezomib vor allem die Intensitdt des untersten Signals (Abb. 14A). Dieses ist mit
der Aktivitat der B5-, B5i-, B1- und Bli-Untereinheiten gleichzusetzen (Papandreou ef al.,
2004). Das Ergebnis war im Einklang mit anderen Studien, die fiir die beiden biologischen

Inhibitoren LC und EPM eine Hemmung aller drei katalytischen Proteasom-Aktivititen
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und flir Bortezomib eine Inhibition der katalytischen Aktivitdt der B5- und p1-
Untereinheiten beschreiben (Fenteany et al., 1995; Meng et al., 1999; Berkers et al.,
2005).

Im Folgenden sollte analysiert werden, inwiefern sich die Inhibition des Proteasoms durch
Bortezomib, LC und EPM auf phénotypische und funktionelle Eigenschaften von DCs

auswirkten.

1.2  Einfluss der proteasomalen Aktivitit auf die Expression von
relevanten DC-Oberflichenrezeptoren

1.2.1  Funktion der untersuchten Oberfliichenrezeptoren
In den verschiedenen Stadien ihrer Entwicklung zeigen DCs eine charakteristische

Expression von Zelloberflichenproteinen, die sie fiir ihre vielfdltigen Aufgaben im
Immunsystem, wie beispielsweise Endozytose von Makromolekiilen, Stimulation von T-
Zellen und Prisentation von Antigenen, bendtigen (Banchereau et al., 2000). Um den
Effekt der unterschiedlich wirkenden Proteasom-Inhibitoren auf den Phanotyp der DCs zu
bestimmen, wurde die Expression dieser spezifischen Oberflachenproteine bei
verschiedenen DC-Differenzierungsstadien nach Inkubation mit unterschiedlichen
Konzentrationen der Proteasom-Inhibitoren in der Durchflusszytometrie bestimmt.

In vivo stellen DCs eine heterogene Population von Zellen unterschiedlicher
hidmatopoietischer Herkunft dar und sind somit lineage negativ. Monozyten und die
daraus generierten DCs kann man jedoch anhand ihres myeloiden Ursprungs durch die
starke Expression des 2-Integrins CD11c unterscheiden. Um eine korrekte Analyse der
Zelloberflichenmarker von DCs zu gewéhrleisten, wurden Lymphozyten von der
Messung durch Verwendung eines CDI11c” gate (Abb. 15) ausgeschlossen. Dariiber
hinaus wurden nur vitale Zellen, die anhand ihrer Lage im FSC/SSC identifiziert wurden,
fiir die Messung beriicksichtigt. Nur die im gate befindlichen Zellen wurden fiir die

Expressions-Analyse der Zelloberflachenproteine verwendet.



Ergebnisse 69

1023
1023

CDl11c" gate
>

S5C-Height
S5C-Height

Gates R1

o e -
0 1023 0 1023
FSC-Height FSC-Height

Abb. 15: CD11c¢" gate. Um andere Zelltypen von der durchflusszytometrischen Analyse der
Oberflachen-Rezeptoren auszuschliessen, wurde ein DC-spezifisches gate verwendet (rechts). Um
dieses zu gewdhrleisten, wurden die Zellen (links) mit dem anti-CD11c (B-ly6) mAk angefarbt und
CDI11c" DCs durch eine regate-Prozedur identifiziert (rechts). Anhand der Lage im FSC/SSC wurde
eine vitale und homogene DC-Population fiir die Daten-Analyse beriicksichtigt (rechts). Dargestellt
ist ein représentativer dot blot von sechs unabhingigen Experimenten.

Bei der Untersuchung von Zellen, die vom monozytiren Stadium zu iDC differenzieren,
wurden die Proteasom-Inhibitoren an Tag 2 des DC-Generierungsprotokolls zur Zellkultur
gegeben.

Die kostimulierenden Molekiile CD80 und CD86 (B7-1 und B7-2) werden von
Monozyten schwach exprimiert. Wahrend der Differenzierung zu mDCs iiber das Stadium
der iDCs wird die Expression dieser Oberflichenmolekiile gesteigert. Beide
Oberflachenmolekiile konnen an T-Zellen entweder durch Interaktion mit CD28 oder mit
CTLA-4 binden. Nach Bindung von naiven T-Zellen an DCs iiber den TZR stellt die
CD28-Kostimulation das essentielle zweite Signal dar, welches zur Initiierung der T-Zell-
Proliferation und Zytokin-Produktion notwendig ist (Lindsten et al., 1989; Lenschow et
al., 1996).

Das Zelloberflichenmolekiil CD40 ist ein Mitglied der TNF-R-Familie. Es wird nur
schwach von iDCs, jedoch stark von mDCs exprimiert. Es wird zur Kostimulation und
Interaktion mit T-Zellen durch CD40L benétigt. Die Bindung verursacht aber nicht nur
eine Aktivierung von T-Zellen, sondern regt DCs zusétzlich zur erhdhten CD86- und
CD80-Expression und IL-12-Produktion an und induziert somit eine verstarkte Th1-Zll-
Antwort (Caux et al., 1994; McLellan et al., 1996).

Die beiden C-Typ-Lektine CD206 (MMR) und CD209 (DC-SIGN) werden fiir die
Rezeptor-vermittelte Endozytose von Makromolekiilen bendtigt. Ferner vermittelt DC-
SIGN durch Stabilisierung von DC/T-Zell Kontaktzonen die Adhdsion mit T-Zellen
(Geijtenbeek et al., 2000), wogegen das MHC II-Molekiil HLA-DR zur Prisentation von

endozytierten und prozessierten Antigenpeptiden gegeniiber CD4" T-Zellen notwendig ist.



Ergebnisse 70

CD83, ein Glykoprotein der Ig-Superfamilie, wird iberwiegend von mDCs exprimiert und
ist dort ein Marker fiir den Grad der Reife von DCs (Zhou und Tedder, 1995). Das von
DCs CD83
stimulatorischen Kapazitit von DCs (Scholler et al., 2002; Cao et al., 2005; Prechtel et
al., 2007a und 2007b)

exprimierte membrangebundene vermittelt eine

Verstirkung  der
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Abb. 16:

Inhibition der Expression von charakteristischen DC-Oberflichenrezeptoren
wihrend der Differenzierung von Monozyt zu iDC. Wihrend der Differenzierung von Monozyten
zu iDCs wurden die Zellen fiir 24 h mit Bortezomib (Bor) (A), EPM (B) und LC (C) in den
angegebenen  Konzentrationen inkubiert.  AnschlieBend wurde die Expression der
Zelloberflachenproteine durchflusszytometrisch gemessen. Dargestellt ist die mittlere Fluoreszenz-
Intensitdt (MFI) + SEM von drei unabhingigen Experimenten durchgefiihrt als Triplett. * p < 0,036;
**p <0,007 (gepaarter Student t-Test) gegeniiber der DMSO-Kontrolle.

Eine 24 h Inkubation der Zellen mit den Proteasom-Inhibitoren Bortezomib (Abb. 16A),
EPM (Abb. 16B) und LC (Abb. 16C) wihrend der Differenzierung von Monozyt zu iDC
bewirkte eine konzentrationsabhéngige und teils signifikant verringerte Expression von
CD40 und HLA-DR. Dagegen war der supprimierende Einfluss auf die Expression von
CD86 schwicher ausgepriagt. Am stirksten war die Wirkung der Proteasom-Inhibition
durch Bortezomib, EPM und LC auf den Endozytose-Rezeptor MMR, dessen Expression
mit signifikant (p < 0,035) und bei Inkubation mit EPM fast vollstindig supprimiert

wurde.
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1.2.1.2 Differenzierung von iDC zu mDC
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Abb. 17: Inhibition der Expression von charakteristischen DC-Oberflichenrezeptoren
wihrend der Differenzierung von iDC zu mDC. Wihrend der Differenzierung von iDCs zu mDCs
wurden die Zellen fiir 24 h mit Bortezomib (Bor) (A), EPM (B) und LC (C) in den angegebenen
Konzentrationen inkubiert. AnschlieBend wurde die Expression der Zelloberflichenproteine
durchflusszytometrisch gemessen. Dargestellt ist die mittlere Fluoreszenz-Intensitat (MFI) + SEM
von drei unabhingigen Experimenten durchgefiihrt als Triplett. * p < 0,023; ** p < 0,009 (gepaarter
Student t-Test) gegeniiber der DMSO-Kontrolle.

Wihrend der Differenzierung von iDC zu mDC vergroBert sich das Spektrum an
charakteristischen DC-Oberflichenmolekiilen. Deshalb wurde die Analyse der Effekte der
Proteasom-Inhibition auf weitere Zelloberflachenproteine ausgedehnt. Es zeigte sich ein
mit der Untersuchung aus Kapitel 1.2.1.1 vergleichbares Ergebnis. Die Suppression der
Expression von CD80, CD86, CD209 und HLA-DR war bei allen eingesetzten Proteasom-
Inhibitoren etwa gleich stark. Auch in dieser Phase der Differenzierung zeigten sich die
deutlichsten Effekte bei der Expression von CD40 und CD206. Bei diesen

Oberflachenrezeptoren konnte eine signifikante Inhibition der Expression demonstriert

werden (Abb. 17).
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Abb. 18: Inhibition der Expression des DC-Reifungsmarkers CD83 durch Proteasom-
Inhibition. Wahrend der Differenzierung von iDCs zu mDCs wurden die Zellen fiir 24 h mit
Bortezomib (Bor), EPM und LC in den angegebenen Konzentrationen inkubiert. Anschlieend
wurde die Expression von CDS83 durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt ist die mittlere
Fluoreszenz-Intensitdt (MFI) = SEM von drei unabhédngigen Experimenten, durchgefiihrt als Triplett.

Anhand der Expression von CD83 konnte der Einfluss der Proteasom-Inhibition auf die
Reifung von DCs bestimmt werden. Es konnte demonstriert werden, dass Proteasom-

Inhibition eine verringerte CD83-Expression verursachte (Abb. 18).
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Abb. 19: Inhibition der Expression von charakteristischen DC-Oberflichenrezeptoren auf
mDCs. mDCs wurden fiir 24 h mit Bortezomib (Bor) (A), EPM (B) und LC (C) in den angegebenen
Konzentrationen inkubiert. AnschlieBend wurde die Expression der Zelloberflichenproteine
durchflusszytometrisch gemessen. Dargestellt ist die mittlere Fluoreszenz-Intensitat (MFI) + SEM
von drei unabhéngigen Experimenten, durchgefiihrt als Triplett. * p < 0,042; ** p < 0,009 (gepaarter
Student t-Test) gegeniiber der DMSO-Kontrolle.
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Bei der Proteasom-Inhibition in mDCs fiir 24 h konnten analoge Ergebnisse zu den in
Kapitel 1.2.1.1 und 1.2.1.2 dargestellten beobachtet werden. Auch bei diesem
Versuchsansatz zeigte sich eine teils hochsignifikant verminderte Expression von allen
untersuchten Oberfldchenrezeptoren, insbesondere von CD86 und HLA-DR. Auffallend
war jedoch der im Vergleich zu den vorausgegangenen Untersuchungen nicht so deutlich
ausgeprigte inhibitorische Effekt auf die Expression von CD40 (Abb. 19).

Ziel der durchgefiihrten Versuche war, einen potentiellen zukiinftigen therapeutischen
Einsatz von Proteasom-Inhibitoren als Immunsuppressivum zu untersuchen. Da der
reversible Proteasom-Inhibitor Bortezomib bei der Therapie von verschiedenen
Krebsarten bereits etabliert ist und dort eine gute Vertraglichkeit demonstriert, hat er von
den drei verwendeten Proteasom-Inhibitoren die besten Chancen, auch als
Immumsuppressivum eingesetzt zu werden (San Miguel et al., 2006). Auch demonstrierte
Bortezomib in den vorangegangenen Versuchen trotz unterschiedlichen inhibitorischen
Profils eine mit LC und EPM vergleichbare Wirkung. Deshalb wurde entschieden, die

folgenden Analysen nur noch mit diesem Proteasom-Inhibitor durchzufiihren.

1.2.2  Intrazellulire Analyse der MMR- und HLA-DR-Expression im Western

Blot
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Abb. 20: Inhibition der intrazelluliren Expression von MMR und HLA-DR durch Bortezomib
(Bor). Zellen wurden fiir 24 h mit den angegebenen Konzentrationen von Bor inkubiert und
anschlieBend lysiert. Die Ganzzelllysate wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und der Western blot
mit Hilfe von anti-HLA-DR (Bra22) und anti-CD206 (C-20) entwickelt. Dazu wurden verwendet:
(A) Zellen wihrend der Differenzierung von Monozyten zu iDCs, (B) Zellen wéhrend der
Differenzierung von iDCs zu mDCs, (C) mDCs. Als Ladekontrolle wurde anti-B-Aktin (AC-15)
verwendet. Dargestellt ist je ein reprisentatives Experiment aus einer Serie von drei unabhingigen
Experimenten.

Die vorausgegangenen Versuche analysierten die Expression von Molekiilen, die sich auf
der Zelloberfliche befinden. Da die gemessene Verminderung der Expression der

Oberfldichenmolekiile beispielsweise auch auf einer Hemmung des Golgi-Apparates bzw.
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einem verstarkten Abbau der Oberflichenproteine basieren kann, wurde die intrazellulare
Proteinexpression der entsprechenden Molekiile im Western Blot durchgefiihrt. Um eine
hochstmogliche Reinheit der DCs zu gewihrleisten, wurden fiir diesen Versuchsansatz
durch negative Isolation gewonnene Monozyten zur Generierung von mDCs verwendet.
Es zeigte sich, dass eine 24 h Inkubation mit 1 bzw. 10 nM Bortezomib die intrazellulédre
Expression der von DCs exprimierten funktionellen Oberflachenproteine MMR (CD206)
und HLA-DR &dhnlich supprimierte, wie schon durchflusszytometrisch bestimmt (Abb.
20).

1.3 Effekt von Proteasom-Inhibitoren auf die nukleire Translokation
von RelA und RelB

Die Entwicklung, Maturation und das Uberleben von DCs ist eng mit der Expression und
nukledren Translokation der Transkriptionsfaktoren RelA und RelB verkniipft (Ardeshna
et al., 2000; Ouaaz et al., 2002; Li und Verma, 2002). Beide Proteine gehdren zur Familie
der NF-xB-Transkriptionsfaktoren, welche aus RelA (p65), RelB, c-Rel, NF-kB1 (p50 mit
seiner Vorstufe p105) und NF-«B2 (p52 mit seiner Vorstufe p100) bestehen (Siebenlist et
al., 1994; Verma et al., 1995). Die verschiedenen Mitglieder kdnnen eine Vielzahl von
Homo- und Heterodimere bilden. RelA und c-Rel sind im Zytoplasma mit den
inhibitorischen IkB-Proteinen (IxkB-o, IxB-f und IkB-¢) komplexiert. Bei Aktivierung von
NF-xB im klassischen Signalweg fiihren extrazelluldre Signale von diversen Rezeptoren
zur Phosphorylierung, Polyubiquitinierung und zu proteasomalem Abbau von IkB,
wodurch RelA und c-Rel freigesetzt werden (Karin und Ben-Neriah, 2000). Im Gegensatz
zu RelA und c-Rel ist RelB nicht an IkBs gebunden, sondern wird durch p100 im
Zytoplasma sequestriert. Hierbei ist eine Aktivierung des alternativen NF-xB-Signalwegs
notwendig, um eine Proteasom-vermittelte Prozessierung von p100 zu p52 hervorzurufen,
wodurch die Translokation von RelB/p52-Dimeren ausgelost wird (Solan et al., 2002).
Durch Bindung an kB-Stellen der DNA im Nukleus aktivieren RelA, c-Rel und RelB
verschiedene Gene, die fiir immunologische Funktionen, Uberleben und Differenzierung
der DCs essentiell sind (Hayden und Ghosh, 2004).

Um zu untersuchen, inwieweit eine Proteasom-Inhibition die Translokation von RelA und
RelB bei iDCs wihrend der Differenzierung zu mDCs beeintriachtigt, wurde eine Western
Blot-Analyse von nukledren und zytoplasmatischen Fraktionen durchgefiihrt. Zur
Ausreifung wurden die iDCs mit den potenten Reifungsstimuli und NF-kB-Aktivatoren

LPS und IFN-y stimuliert (Vieira et al., 2000; Nencioni et al., 2006a).
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Abb. 21: Inhibition der nukleiren Translokation und Akkumulation von RelB und RelA durch
Bortezomib (Bor). iDCs wurden fiir 1 h mit 10 nM Bortezomib (Bor) vorinkubiert. AnschlieBend
wurde die Maturation der iDCs durch Zugabe von LPS und IFN-y induziert und die Zellen nach den
angegebenen Inkubationszeiten geerntet. Nukledre und zytoplasmatische Fraktionen wurden
generiert, mit SDS-PAGE aufgetrennt und die Quantitdt von RelA und RelB in den einzelnen
Fraktionen im Western Blot ermittelt. Dazu wurden anti-NF-kBp65 (F-6) (RelA), anti-RelB (N-17)
und als Ladekontrolle anti-B-Aktin (AC-15) verwendet. Dargestellt ist ein reprédsentatives
Experiment aus einer Serie von drei unabhingigen Experimenten.

Die Analyse von zytoplasmatischen und nukledren Fraktionen zeigte, dass Bortezomib
keinen Einfluss auf die zytoplasmatische Expression von RelA und RelB hat, jedoch die
nukledre Translokation von RelA deutlich und von RelB schwach inhibiert und dadurch

vermutlich einen supprimierenden Effekt auf die Maturation der DCs ausiibt (Abb. 21).

1.4  Analyse der Apoptose-Induktion durch Bortezomib

Durch den Einsatz von Proteasom-Inhibitoren konnten die essentiellen Funktionen des
Proteasoms im Zellzyklus und bei der Apoptose identifiziert werden. Es ist bekannt, dass
hauptsdchlich schnell proliferierende und neoplastische Zellen sensitiv gegeniiber
Proteasom-Inhibition sind, wogegen ruhende oder ausdifferenzierte Zellen nur eine
geringe Empfindlichkeit aufweisen (Chen C et al., 2000; Naujokat und Hoffmann, 2002).

Deshalb wurde untersucht, ob eine Proteasom-Inhibition durch Bortezomib in Monozyten
und differenzierten DCs Apoptose induziert. Dazu wurden frisch isolierte Monozyten,
iDCs und mDCs fiir 24 h mit Bortezomib bzw. DMSO inkubiert. Danach wurde die

Apoptose durch Messung der Annexin V'/11¢” Zellen bestimmt.
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Abb. 22: Induktion von Apoptose in DCs durch Bortezomib (Bor). Monozyten (A), iDCs (B)
und mDCs (C) wurden fiir 24 h mit den angegebenen Konzentrationen Bortezomib (Bor) inkubiert.
Die Bestimmung von Apoptose erfolgte durchflusszytometrisch. Dazu wurden, wie in Material und
Methoden beschrieben, durch Verwendung einer regate-Prozedur nur CD11c” Zellen einbezogen
und deren Annexin V-Bindung bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte = SEM von vier
unabhingigen Experimenten durchgefiihrt als Triplett. ** p < 0,006; *** p < 0,001 (gepaarter
Student t-Test) gegeniiber der DMSO-Kontrolle.

Wihrend DMSO eine geringe Apoptose bei allen Zelltypen ausloste, induzierte
Bortezomib nur in iDCs und mDCs (Abb. 22B und Abb. 22C), nicht aber in
undifferenzierten Monozyten (Abb. 22A), eine im Vergleich zum Kontrollansatz
gesteigerte Apoptose. Es konnte eine konzentrationsabhéngige Steigerung der Apoptose
und ein signifikanter Unterschied zu DMSO festgestellt werden. mDCs reagierteten am
suszeptibelsten auf Proteasom-Inhibition und zeigten den groBten Anteil

AnnexinV'/CD11c¢" Zellen.
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1.5 Einfluss der Proteasom-Inhibition auf die Rezeptor-vermittelte
Endozytose

Eine der wichtigsten Aufgaben, die iDCs im Immunsystem erfiillen, ist die Uberwachung
ihrer Umgebung hinsichtlich der Pridsenz von pathogenen Organismen. Wihrend der
Migration im peripheren Gewebe nehmen sie lber spezifische Endozytose- und
Makropinozytose-Rezeptoren kontinuierlich Antigene auf, welche sie dann nach
Differenzierung zu mDCs T-Zellen présentieren. Da die Proteasom-Inhibition auch unter
anderem eine verminderte Expression des Endozytose-Rezeptors MMR bei DCs
verursachte, wurde nun analysiert, inwiefern daraus auch eine eingeschrinkte Endozytose
resultiert. Zur Analyse der Endozytose wurde 40 kDa grofles FITC-markiertes Dextran
verwendet, welches durch Rezeptor-vermittelte Aufnahme iiber den MMR in die Zelle
aufgenommen wird. Der Fluoreszenzfarbstoff Lucifer yellow (LY) wird iiber in der
Zellmembran lokalisierte Wasserkanidle, sogenannte Aquaporine, aufgenommen. LY
wurde zur Analyse der Makropinozytose verwendet und ist wie FITC-Dextran nach
Aufnahme in die Zelle durchflusszytometrisch nachweisbar. Fiir den Versuch wurden
iDCs fiir 24 h mit 1 nM, 5 nM und 10 nM Bortezomib oder DMSO inkubiert und

anschlieend deren endo- und makropinozytotische Aktivitdt bestimmit.
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Abb. 23: Inhibition der Rezeptor-vermittelten Endozytose und Makropinozytose von iDCs durch
Bortezomib (Bor). iDCs wurden fiir 24 h mit den angegebenen Konzentrationen Bortezomib inkubiert.
Anschliefend wurde die Féhigkeit zur Aufnahme von FITC-Dextran (A) und LY (B) zu den
angegebenen Zeitpunkten, wie in Material und Methoden beschrieben, durchflusszytometrisch
bestimmt. Die Analyse der Rezeptor-vermittelten Endozytose und Makropinozytose wurde durch
Messung der MFI unter Verwendung einer CD11c" regate-Prozedur, wie in Abb. 15 beschrieben,
durchgefiihrt. Dargestellt ist der Mittelwert =+ SEM von vier unabhéngigen Experimenten, die als
Triplett durchgefiihrt wurden. * p < 0,033; ** p < 0,01 (gepaarter Student t-Test) gegeniiber der DMSO-
Kontrolle.

Eine Inkubation mit Bortezomib zeigte eine deutliche und konzentrationsabhingige

Abnahme der Rezeptor-vermittelten FITC-Dextran-Aufnahme in die Zelle (Abb. 23A).
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Dieses Ergebnis korreliert somit mit der bereits zuvor gemessenen stark verminderten
MMR-Expression nach Proteasom-Inhibition. Auch die Inkoporation von LY wurde

supprimiert (Abb. 23B).

1.6 IL-12 Produktion in mDCs bei Proteasom-Inhibition

Das Thl-induzierende, heterodimere, bioaktive IL-12p70 besteht aus den zwei
unterschiedlich groen Untereinheiten p40 und p35 (Wolf et al., 1991). Wihrend p35 von
mDCs konstitutiv exprimiert wird, unterliegt die Expression von p40 der Induktion durch
Signalwege, die z.B. nach LPS und CpG-Stimulation aktiviert werden (Schoenhaut et al.,
1992). Die Untereinheit p40 antagonisiert als Homodimer die Wirkung des IL-12p70
Heterodimers, bildet aber auch mit anderen Zytokin-Untereinheiten neue heterodimere
Zytokine, wie beispielsweise IL-23 (Mattner et al., 1993; Heinzel et al., 1997; Oppmann
et al., 2000).

Reife DCs gelten als Hauptproduzenten sowohl des bioaktiven IL-12p70 als auch des
antagonistisch wirkenden IL-12(p40), (Macatonia et al., 1995). Zur Beurteilung des
Effekts auf T-Zellen ist eine Ermittlung des IL-12p70-/IL-12p40-Produktion-Quotienten
notwendig (Luft et al., 1995).

Zur Untersuchung des Einflusses der Proteasom-Inhibition auf die IL-12 Sekretion
wurden iDCs wihrend der Differenzierung zu mDCs mit Bortezomib inkubiert. Die
Sekretion von IL-12p70 und IL-12p40 wurde ermittelt und der IL-12p70/p40 Quotient

berechnet.
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Abb. 24: Inhibition der IL-12-Produktion von DCs durch Bortezomib (Bor). (A) Die Produktion
von agonistischem (bioaktivem) IL-12p70, (B) und von IL-12p40 wurde quantitativ bestimmt und
das Verhiltnis 1L-12p70/p40 (C) berechnet. Dazu wurden DCs fiir 24 h mit den angegebenen
Konzentrationen Bortezomib wihrend der Differenzierung von iDCs zu mDCs inkubiert und die
Menge an IL-12p70 und IL-12p40 im Zellkulturiiberstand durch ELISA ermittelt. Dargestellt ist der
Mittelwert + SEM von vier unabhéngigen Experimenten, die als Triplett durchgefiihrt wurden.

Bereits niedrige Konzentrationen von Bortezomib hatten einen ausgepriagten Einfluss auf
die IL-12p70- und IL-12p40-Produktion wihrend der Differenzierung von iDCs zu mDCs
(Abb. 24A und 24B). Die supprimierende Wirkung erhohte sich mit steigender
Bortezomib-Konzentration nur geringfligig. Daraus resultierte fiir alle eingesetzten
Bortezomib-Konzentrationen ein stark reduziertes IL-12p70/p40 Verhiltnis (Abb. 24C).
Aus diesen Ergebnissen konnte geschlossen werden, dass das Proteasom in Signalwege

involviert ist, welche die Expression und Sekretion von IL-12 regulieren.

1.7  Untersuchung der T-Zell-Aktivierungs-Eigenschaften von mDCs
nach Proteasom-Inhibiton durch Bortezomib
Die physiologische Funktion von mDCs besteht unter anderem in der Induktion einer T-

Zell-vermittelten Immunantwort. Dabei werden fremde, von den DCs aufgenommene und
prozessierte Antigene MHC I- und II-Molekiilen an naiven CD4" oder CD8" T-Zellen in
sekundiren lymphatischen Organen prisentiert. Die T-Zellen erkennen mit dem TZR das

fremde Antigen und werden iiber Zell-Zell-Kontakt von den mDCs aktiviert. Abhéngig
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von den von DCs sezernierten Zytokinen differenzieren die T-Zellen im Falle von CD4'-
Zellen entweder in Thl- oder Th2-Zellen, Th17-Effektorzelle oder Tregs. Naive CDS§'-
Zellen spezialisieren sich zu zytotoxischen T-Zellen. Diese primédre Immunreaktion kann
auch in einem in vitro-Modell simuliert werden, indem vorher Antigen-gepulste DCs und
T-Zellen vom selben Blutspender kokultiviert werden. Antigen-spezifische T-Zellen
erkennen das von mDCs auf MHC-Molekiilen présentierte Fremd-Antigen und reagieren
durch Aktivierung, die eine klonale Expansion der T-Zelle zur Folge hat.

Bei der allogenen Stimulation stammen die beiden Zelltypen in der Kokultur von
unterschiedlichen Spendern. Die naiven T-Zellen reagieren hier nicht auf ein présentiertes
Antigen, sondern auf vorhandene humane Leukozytenantigen (HLA)-Divergenzen.

In den vorhergehenden Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Inhibition des
Proteasoms durch Bortezomib vielseitige Auswirkungen auf die fiir Aktivierung von T-
Zellen essentiellen Faktoren hat. Deshalb sollte nun untersucht werden, inwiefern dadurch

die Kapazitit zur Stimulation von T-Zellen beeintrachtigt ist.
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Abb. 25: Inhibition der mDC-vermittelten allogenen T-Zell-Stimulation durch Bortezomib
(Bor). Stimulation von (A) allogenen CD4" T-Zellen und (B) allogenen CD8" T-Zellen durch mDCs
nach 24 h Inkubation der mDCs mit den angegebenen Konzentrationen Bortezomib. Nur vitale
Zellen wurden ausgezéhlt und fiir die T-Zell-Stimulation verwendet. Die Stimulationen wurden mit
den DC:T-Zell Verhiltnissen von 1:10, 1:20, 1:50 und 1:100 durchgefiihrt. Dargestellt ist der
Mittelwert = SEM von sieben (CD4" T-Zellen) bzw. fiinf (CD8" T-Zellen) unabhingigen
Experimenten, die in sechsfachen Ansdtzen durchgefiihrt wurden. * p < 0,048; ** p < 0,009
(gepaarter Student t-Test) gegeniiber der DMSO-Kontrolle.

Bei der allogenen Stimulation von CD4"- und CD8"-T-Zellen zeigte sich, dass bereits eine
24 h Inkubation mit der niedrigsten Bortezomib-Konzentration ausreichte, um die

stimulatorische Kapazitit der mDCs in statistisch relevantem Malle zu beeintrdchtigen.
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Eine Steigerung der Bortezomib-Konzentration resultierte in einer annidhernd kompletten

Inhibition der DC-vermittelten T-Zell-Aktivierung (Abb. 25A und 12B).
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Abb. 26: Inhibition der mDC-vermittelten autologen CD4" T-Zell-Stimulation durch
Bortezomib (Bor). Stimulation von autologen CD4" T-Zellen durch mDCs nach 24 h Inkubation der
mDCs mit den angegebenen Konzentrationen Bortezomib. DCs wurden wiahrend der
Differenzierung zu iDCs mit OVA gepulst, wie in Material und Methoden beschrieben. Nur vitale
Zellen wurden ausgezéhlt und fiir die T-Zell-Stimulation verwendet. Die Stimulationen wurden mit
den DC:T-Zell Verhiltnissen von 1:10, 1:20 und 1:50 durchgefiihrt. Dargestellt ist der Mittelwert +
SEM von fiinf unabhéngigen Experimenten, die in sechsfachen Ansdtzen durchgefiihrt wurden. * p <
0,039; ** p < 0,01 (gepaarter Student t-Test) gegeniiber der DMSO-Kontrolle.

Im Gegensatz zur allogenen Stimulation verursachte die Proteasom-Inhibition mit 1 nM
Bortezomib nur eine geringfiigig verminderte Fihigkeit zur Stimulation von autologen
CD4" T-Zellen. Allerdings konnte auch hier eine deutliche Suppression der
stimulatorischen Kapazitit durch Inkubation mit 5 nM und 10 nM Bortezomib beobachtet

werden (Abb. 26).

Insgesamt demonstrierten die durchgefiihrten Versuche die zentrale Rolle des Proteasoms
in der Regulation von essentiellen phédnotypischen und funktionellen Eigenschaften von
DCs. Die Inhibition der proteasomalen Aktivitit durch verschiedene Proteasom-
Inhibitoren induziert Apoptose bei differenzierten DCs, supprimiert die Expression von
relevanten Oberflichenmolekiilen in allen Differenzierungsstadien, verhindert die
nukledre Translokation von RelA und RelB, vermindert die Rezeptor-vermittelte
Endozytose und Makropinozytose von iDCs und verursacht eine deutliche Verringerung

der Kapazitét zur Induktion einer priméren T-Zell-vermittelten Immunantwort.
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2 Suppression essentieller Inmunfunktionen von CD4" T-
Zellen durch Proteasom-Inhibition
Um ein vollstindigeres Bild der Effekte von Proteasom-Inhibition auf zwei der

wichtigsten Zelltypen des Immunsystems zu erhalten, wurden Untersuchungen in naiven

und aktivierten CD4 " T-Zellen durchgefiihrt.

2.1  Reinheit der CD4" T-Zellen

Die Untersuchungen von CD4  T-Zellen mittels Western Blot-Analyse setzt eine
mdglichst reine Zellpopulation voraus. Die fiir die Versuche eingesetzten CD4 " T-Zellen
wurden jedoch auf physiologische Art durch Kokultur mit mDCs aktiviert, und eine
potentielle Verfialschung der Ergebnisse war moglich. Um eine korrekte Beurteilung der
Western Blot-Analysen zu gewéhrleisten, musste somit {iberpriift werden, wie hoch der
Anteil an DCs zum Zeitpunkt der Versuchsansétze war. DCs exprimieren, wie bereits in
Kapitel 1.2.1.2 gezeigt, das charakteristische C-Typ-Lektin DC-SIGN. Zur Ermittlung des
Verhiltnisses an DC-SIGN'-/CD4"-Zellen wurde die Expression der beiden
Oberflachenproteine nach 5 Tagen Kokultur durchflusszytometrisch bestimmt. Es zeigte
sich, dass weniger als 0,5% der Zellen DC-SIGN" waren, wogegen mehr als 93% der T-
Zellen den Rezeptor CD4 exprimierten. Fiir die korrekte Auswertung der Western Blot-
Ergebnisse stellten DCs mit weniger als 1% der Zellen somit eine vernachlédssigbare

Zellpopulation dar (Abb. 27).
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Abb. 27: Reinheit der aktivierten CD4" T-Zellen. Darstellung der Reinheit der CD4" T-Zell-
Population anhand des Verhiltnisses DC-SIGN'-/CD4"-Zellen. Die Expression der
Oberflichenrezeptoren CD4 und DC-SIGN wurde nach 5 Tagen Kokultur von CD4" T-Zellen mit
mDCs durchflusszytometrisch bestimmt. Dazu wurden die mAk anti-CD4 (SK3) und anti-DC-SIGN
(DCN46) mAks verwendet. Dargestellt ist ein reprisentatives Experiment aus einer Serie von zehn
unabhéngigen Experimenten.
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2.2  Bestimmung des inhibitorischen Profils der Proteasom-
Inhibitoren in aktivierten T-Zellen
Zur Bestimmung der inhibitorischen Profile der eingesetzten Proteasom-Inhibitoren

Bortezomib, LC und EPM in aktivierten CD4" T-Zellen wurde die gleiche Methode wie
bereits fiir mDCs verwendet (Kapitel 1.1).

Es ist bislang nicht bekannt, ob und in welchem Mafle Immunoproteasom-Untereinheiten
in den auf physiologische Weise mit mDCs aktivierten CD4" T-Zellen exprimiert werden
(Macagno et al., 1999; Kloetzel et al., 2004). Deshalb wurde die Expression der
katalytisch-aktiven konstitutiven und Immunoproteasom B-Untereinheiten durch Western

Blot-Analyse ermittelt.

Aktivierte T-Zellen
B1 B1i p2 B2i BS BSi

B-Pro-Form
‘ — ‘ ‘-‘4 ‘ g-Untereinheit

Abb. 28: Expression von konstitutiven und Immunoproteasom-Untereinheiten in aktivierten
CD4" T-Zellen. CD4" T-Zellen wurden durch 5-tigige Kokultur mit allogenen mDCs aktiviert und
anschliessend lysiert. Die Ganzzelllysate wurden mit 12% SDS-PA-Gelen aufgetrennt und der
Western Blot mit Hilfe von anti-f1 (MCP421), anti-Bli (LMP2-13), anti-B2, anti-p2i (MECL-1),
anti-B5 und anti-B5i (LMP7-1) Antikorpern entwickelt. Dargestellt ist ein reprédsentatives
Experiment aus einer Serie von zehn unabhéngigen Experimenten.

Es stellte sich heraus, dass sowohl die konstitutiven katalytisch-aktiven Untereinheiten B1,
B2 und B5 als auch die Immunoproteasom-Untereinheiten Bli, 21 und B5i von den
aktivierten T-Zellen exprimiert werden (Abb. 28). Aufgrund dessen erfasste die Analyse
des Wirkungsspektrums der Proteasom-Inhibitoren die inhibitorischen Effekte auf die
konstitutiven und Immunoproteasom-Untereinheiten.

Bei mit DMSO behandelten aktivierten CD4" T-Zellen konnten, analog zu den DCs in
Kapitel 1.1, drei Signale detektiert werden, die anhand ihres unterschiedlichen
Molekulargewichts den katalytisch-aktiven Proteasom-Untereinheiten zugeordnet werden
konnten. Die zwei oberen Signale mit dem Molekulargewicht von 30 bzw. 28 kDa stellten
die Untereinheiten B2 bzw. B2i dar. Das untere Signal entsprach den konstitutiven
Untereinheiten B1 und 5, sowie deren immunoproteasomalen Homologen B1i und B5i.
Durch Inkubation mit steigenden Konzentrationen Bortezomib konnte eine spezifische
Verringerung des unteren Signals festgestellt werden (Abb. 29A). Dieses Ergebnis ist

konsistent mit Ergebnissen in anderen Zelltypen und demonstriert die selektive und
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spezifische Wirkung von Bortezomib auf die katalytische Aktivitdt der Untereinheiten (1
und B5 bzw. Bli und B5i in T-Zellen (Berkers et al., 2005; Kraus et al., 2007). Die p2-
Aktivitdit wurde dagegen von steigenden Bortezomib-Konzentrationen nur geringfligig
inhibiert. EPM inhibierte dagegen ab einer Konzentration von 50 nM alle katalytisch-
aktiven proteasomalen Untereinheiten, bevorzugt jedoch die f2 und B2i Untereinheit
(Abb. 29B). LC zeigte bereits bei der niedrigsten verwendeten Konzentration eine

gleichméfig starke Inhibition aller katalytisch-aktiven proteasomalen Untereinheiten

(Abb. 29C).
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Abb. 29: Bestimmung des inhibitorischen Profils von Bortezomib (Bor) (A), EPM (B) und LC
(C) in aktivierten CD4" T-Zellen durch Affinititsmarkierung. Naive CD4" T-Zellen wurden
durch 4-tdgige Kokultur mit allogenen mDCs aktiviert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 1 h mit
Bortezomib (Bor), EPM, LC und DMSO in den angegebenen Konzentrationen inkubiert. Nach
Zelllyse wurden die proteolytisch-aktiven konstitutiven und Immunoproteasom-Untereinheiten mit
der spezifischen Affinitdtssonde bioALVS markiert. Die Kkatalytisch-aktiven Proteasom-
Untereinheiten wurden dann mit 12% SDS-PA-Gelen aufgetrennt und in einem anschlieBenden
Western Blot mit Streptavidin-HRP sichtbar gemacht. Dargestellt ist ein reprisentatives Experiment
aus einer Serie von vier unabhidngigen Experimenten.
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2.3  Akkumulation mono- und polyubiquitinierter Proteine bei
Proteasom-Inhibition
Eine Funktion des 26S Proteasoms ist die Degradation von nicht nur defekten, falsch-

synthetisierten oder mutierten Proteinen, sondern auch von Proteinen, die wesentliche
zelluldre Prozesse wie z.B. Differenzierung, Proliferation und Apoptose der Zelle steuern
(Hershko und Ciechanover, 1998; Naujokat und Hoffmann, 2002; DeRenzo und Seydoux,
2004; Bowerman und Kurz, 2006; Naujokat und Saric, 2007). Damit das Proteasom die zu
degradierenden Proteine erkennt, werden diese durch Mono- und Polyubiquitin-Ketten
markiert. Eine funktionelle Konsequenz der Inhibition der Protein-Degradation ist die
Akkumulation polyubiquitinierter Proteine (Princiotta et al., 2001). Um den Anteil
ubiquitinierter Proteine nach 24 h Proteasom-Inhibition zu ermitteln, wurden mono- und
polyubiquitinierte Proteine in aktivierten CD4" T-Zellen durch Western Blot mit einem
spezifischen Antikorper (Klon FK2) detektiert (Fujimoro M et al., 1994). Dazu wurden
die Proteasom-Inhibitoren in Konzentrationen verwendet, die nachweislich einen
deutlichen Effekt auf die katalytische Aktivitit der Proteasom-Untereinheiten hatten
(s.Abb. 29). AnschlieBend konnte die Zunahme der ubiquitinierten Proteine der

Proteasom-Inhibitor-Ansédtze gegeniiber der Kontrolle kalkuliert werden.

Aktivierte T-Zellen

Bor EPM LC

DMSO | 1onm | 50nM | 5um

Ub-
Proteine

Abb. 30: Inhibition der Degradation ubiquitinierter Proteinen durch Proteasom-Inhibitoren.
Naive CD4" T-Zellen wurden durch 4-tigige Kokultur mit allogenen mDCs aktiviert. AnschlieBend
wurden die Zellen fiir 24 h mit Bortezomib (Bor), EPM, LC und DMSO in den angegebenen
Konzentrationen inkubiert. Danach wurden Ganzzelllysate generiert, diese mit 7,5% SDS-PA-Gelen
aufgetrennt und im Western Blot mit einem Ak, der gegen mono- und polyubiquitinierte Konjugate
gerichtet ist (Klon FK2), analysiert. Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment aus einer Serie
von vier unabhingigen Experimenten.
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. Mittelwert der Kehrwert
Mittelwert der . e des
Ansatz . ..... | Bandenintensitit .
Bandenintensitat . Mittelwerts
in [%] . ro
in [%]
DMSO 159.694 100 100
10 nM Bor 115.613 72,4 138,1
50 nM EPM | 85.819 53,7 186,1
SuMLC 80.708 50,5 197.9

Tabelle 2: Analyse der Bandenintensitéiten aus Abb. 30 mit der ImageJ software

Die Inkubation von CD4" T-Zellen mit den drei Proteasom-Inhibitoren bewirkte eine
deutliche Zunahme von mono- und polyubiquitinierten Proteinen im Vergleich zur
DMSO-Kontrolle (Abb. 30). Die Lange der Signale vermittelte einen ersten Hinweis auf
die Stirke der Inhibition. Dariiber hinaus wurde die Signalintensitdt mittels Imagel
software (Version 1.37, http://rsb.info.nih.gov/ij/) analysiert. Dadurch konnte fiir
Bortezomib eine 38%ige, fiir EPM eine 85%ige und fiir LC eine 98%ige Steigerung an
mono- und polyubiquitinierten Proteinen im Vergleich zum Kontrollansatz festgestellt

werden.

2.4  Proteasom-Inhibition supprimiert die Proliferation von

aktivierten CD4" T-Zellen
Nach Aktivierung von T-Zellen durch DCs findet die klonale Expansion des Antigen-

spezifischen T-Zell Klons statt. Anhand der Bestimmung der Proliferationsrate kann die
Intensitit einer Immunantwort festgestellt werden. Um zu untersuchen, inwiefern die
Inhibition des Proteasoms einen Einfluss auf die Proliferation von aktivierten CD4" T-
Zellen hatte, wurde der Einbau von [’H]-Thymidin gemessen. Die radioaktiv markierte
Nukleinsdure wird wihrend der S-Phase des Zellzyklus in die DNA der proliferierenden
CD4" T-Zellen eingebaut und kann als MaB fiir die Proliferation mit Hilfe eines P-
Counters bestimmt werden.

Die Proteasom-Inhibitoren wurden bei der Untersuchung der Rolle des Proteasoms auf die
Proliferation der aktivierten CD4" T-Zellen am vierten Tag der Kokultur fiir weitere 24 h
hinzugefiigt. Es zeigte sich bereits bei der jeweils niedrigsten verwendeten Konzentration
der Proteasom-Inhibitoren eine signifikante Abnahme der Proliferationsrate (p < 0,002)
um fast die Hilfte der urspriinglichen Proliferation des Kontrollansatzes. Die Steigerung
der Konzentration der Proteasom-Inhibitoren bewirkte eine anndhernd komplette

Suppression der Proliferation (Abb. 31).



Ergebnisse 87

80000 -
70000 ~
60000 -
50000 -
40000 -
30000 ~
20000 -
10000 -

[*H]-Thymidin Aufnahme [cpm]

soa |

OSNd I

WulpJtog [i— =

us||9z-1 ¥ad
INU G 10g

INu 0} Jog
INU 0L INd3
INU 0S Nd3
INU 001 INd3T
Al L o1

[ K-Ko}|
wrd oL 91

Abb. 31: Inhibition der Proliferation von aktivierten CD4" T-Zellen durch Proteasom-
Inhibition. Naive CD4" T-Zellen wurden durch 4-tigige Kokultur mit allogenen mDCs aktiviert.
AnschlieBend wurden die Zellen fiir 24 h mit Bortezomib (Bor), EPM, LC und DMSO in den
angegebenen Konzentrationen inkubiert und der Einbau von radioaktivem [*H-]Thymidin bestimmt
wie in Material und Methoden beschrieben. Dargestellt ist der Mittelwert £+ SEM von sechs
unabhingigen Experimenten, die in sechsfachen Ansdtzen durchgefiihrt wurden. * p < 0,002
(gepaarter Student t-Test) gegeniiber der DMSO-Kontrolle.

2.5  Proteasom-Inhibition induziert Apoptose in aktivierten CD4" T-
Zellen

In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass eine Inhibition des Proteasoms Apoptose
in aktivierten T-Zellen induziert (Wang X et al., 1998; Blanco et al., 2006). Die zuvor
bestimmte supprimierte Proliferation kénnte somit auch ein Indiz fiir eine erhohte
Apoptose sein.

Um zu untersuchen, ob die verminderte Proliferation bei aktivierten CD4" T-Zellen nach
Proteasom-Inhibition auf einer Induktion von Apoptose beruhte, wurden sowohl
mikroskopische als auch durchflusszytometrische Analysen durchgefiihrt.

Eine lichtmikroskopische Untersuchung nach Wright-Féarbung sollte zeigen, ob die fiir 24
h mit Proteasom-Inhibitoren inkubierten aktivierten CD4" T-Zellen die fiir die Apoptose

charakteristischen morphologischen Verdnderungen aufwiesen.
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EPM 50 nM

Abb. 32 Morphologische Verinderungen nach Proteasom-Inhibition. Naive CD4" T-Zellen
wurden durch 4-tigige Kokultur mit allogenen mDCs aktiviert. AnschlieBend wurden Zellen fiir 24 h
mit Bortezomib (Bor), EPM, LC und DMSO in den angegebenen Konzentrationen inkubiert. Danach
wurden die Zellen auf Objekttriger ausgestrichen, mit Eosin-Methylenblau nach Wright angeférbt
und lichtmikroskopisch (Vergrolerung 160x) analysiert. Pfeile weisen beispielhaft auf Zellen mit
charakteristischen Kennzeichen der Apoptose hin. Dargestellt ist ein reprdsentatives Experiment von
Zellen eines Blutspenders aus einer Serie von vier unabhéngigen Experimenten.
Bei Zellen, die mit Bortezomib (Abb. 32B), LC (Abb. 32C) und EPM (Abb. 32D)
inkubiert worden waren, konnten deutliche morphologische Verdnderungen beobachtet
werden. Es zeigten sich Membranausstiilpungen, erste Anzeichen von apoptotic bodies
und Nukleusfragmentierungen (Abb. 32, Pfeile). Dagegen wiesen die Zellen des
Kontrollansatzes runde und intakte Zellmembranen und Nuklei auf (Abb. 32A).
Um den genauen Anteil an apoptotischen Zellen zu bestimmen, wurde der Anteil
AnnexinV'/PI'-Zellen nach 24 h Inkubation mit unterschiedlichen Konzentrationen
Bortezomib, LC und EPM durchflusszytometrisch bestimmt. Zusitzlich wurden auch
ruhende CD4" T-Zellen in den Versuchsansatz einbezogen. AnschlieBend wurde die

spezifische Apoptose berechnet, um nur den durch Proteasom-Inhibition verursachten

Effekt zu zeigen.
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Abb. 33: Induktion von Apoptose in aktivierten CD4" T-Zellen durch Proteasom-Inhibition.
Naive CD4" T-Zellen wurden durch 4-tigige Kokultur mit allogenen mDCs aktiviert. AnschlieBend
wurden die aktivierten (akt) und naive CD4" T-Zellen fiir 24 h mit Bortezomib (Bor), EPM, LC und
DMSO in den angegebenen Konzentrationen inkubiert. Danach wurde der Anteil Annexin V'/PI'-
Zellen durchflusszytometrisch bestimmt und die sA ermittelt, wie in Material und Methoden
beschrieben. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM von sechs unabhidngigen Experimenten
durchgefiihrt als Triplett. * p < 0,001 (gepaarter Student t-Test) gegeniiber der DMSO-Kontrolle.

Wie Abb. 33 verdeutlicht, wurde eine konzentrationsabhdngige Zunahme der sA bei
aktivierten CD4" T-Zellen durch Inkubation mit Bortezomib, LC und EPM festgestellt. Im
Gegensatz zu EPM, dass bei allen Konzentrationen eine signifikante Steigerung der sA
verursachte, induzierten Bortezomib und LC erst ab Konzentrationen von 5 nM bzw. 5
uM eine im Vergleich zur Kontrolle statistisch relevante Apoptose. Auch zeigten die mit
EPM-inkubierten aktivierten T-Zellen mit 90% sA die stdrkste Apoptoserate von allen
verwendeten Proteasom-Inhibitoren. Interessanterweise war bei ruhenden, mit EPM
inkubierten CD4" T-Zellen mit etwa 80% sA eine #hnlich hohe Suszeptibilitit zu
beobachten wie bei EPM-inkubierten, aktivierten T-Zellen. Ein vergleichbares Ergebnis
war bei Inkubation der ruhenden CD4" T-Zellen mit Bortezomib bzw. LC nicht
festzustellen. Hier zeigte sich bei ruhenden CD4" T-Zellen eine mit maximal 23%
(Bortezomib) bzw. 13% (LC) sA im Vergleich zu den aktivierten CD4  T-Zellen
(Bortezomib: 53%, LC: 62%) nur schwache Apoptose-Induktion. Die zuvor bestimmte,
deutlich verminderte Proliferation der aktivierten CD4" T-Zellen konnte nur teilweise
einer Apoptose-Induktion zugeschrieben werden. Daher musste die Proteasom-Inhibition

zusdtzliche zytostatische Effekte induzieren.
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2.6 Induktion von G-1-Arrest durch Proteasom-Inhibition bei
aktivierten CD4" T-Zellen

Das UPS ist durch die temporale Kontrolle der Degradation von Cyclinen, Cyclin-
abhingigen Kinasen (cyclin-dependent-kinase, CDK) und ihren Inhibitoren (z.B.
pZIWAF”CIPI, p27Kip ") maBgeblich an der Regulation des Zellzyklus beteiligt.
Infolgedessen kann die Inhibition des Proteasoms bei proliferierenden Zellen je nach
Zelltyp und Zellstatus auch in Zellzyklus-Arrest oder Apoptose resultieren (Drexler HCA,
1997; Koepp et al., 1999; Yew PR, 2001; Reed SI, 2003). Der Zellzyklus-Arrest wird
unter anderem auch durch die transkriptionelle Aktivitdt des Tumorsuppressor Proteins
p53 reguliert. p53 induziert die Transkription des Cyclin-abhéngigen Kinase-Inhibitors
(cyclin-dependent kinase inhibitor, CKI) p21™V*F“! Dariiber hinaus wird p21WVAFV/CIP!
genauso wie p27<"!

(Li X et al, 2007; Chen et al, 2007). Eine Akkumulation der negativen

, ein weiterer CKI, durch Degradation durch das Proteasom reguliert

Zellzyklusregulatoren p21VAFVI"! ynd p27%P! resultiert in einem Arrest in der G1- oder
G2/M-Phase des Zellzyklus (El-Deiry et al., 1994; Kudo et al., 2000; Chen und Lin,
2004). Ferner verhindert p21VA*/“""! dqurch Interaktion mit dem hochkonservierten p53-
regulierten protein proliferating cell nuclear antigen (PCNA) die DNA-Synthese und
somit den Eintritt in die S-Phase (Shivakumar et al., 1994; Waga et al., 1994; Luo et al.,
1995; Gartel und Tyner, 2002). PCNA ist ein Prozessivitéts-Faktor der DNA-Polymerase-
0 und —¢, der fiir den Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus essentiell ist.

Auch die Cycline A und D sind wesentliche Faktoren fiir die Progression des Zellzyklus.
Wihrend Cyclin A den Beginn der Mitose in der S-Phase initiiert, ist Cyclin D fiir die
Progression des Zellzyklus von der G- in die S-Phase zustindig (Bastians et al., 1999;
Diehl et al., 1997).

Da die beobachtete Abnahme in der Proliferation bei den aktivierten Proteasom-
inhibierten CD4" T-Zellen neben der Apoptose-Induktion auch durch einen Arrest im
Zellzyklus erklirt werden konnte, wurde eine Zellzyklus-Analyse dieser Zellen mit Hilfe
der durchflusszytometrischen Bestimmung des DNA-Gehaltes nach Nicoletti (Nicoletti et
al., 1991) durchgefiihrt (s. Material und Methoden 2.4.3).
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Abb. 34: Analyse des Zellzyklus nach Nicoletti. Naive CD4" T-Zellen wurden durch 4-tigige
Kokultur mit allogenen mDCs aktiviert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 24 h mit Bortezomib
(Bor), EPM, LC und DMSO in den angegebenen Konzentrationen inkubiert. Danach wurde der
DNA-Gehalt der Zellen durchflusszytometrisch analysiert, wie in Material und Methoden
beschrieben. Dargestellt ist ein reprisentatives Experiment aus einer Serie von sechs unabhingigen
Experimenten.

Im einem reprisentativen Experiment (Abb. 34) zeigte der Kontrollansatz (A) einen hohen
Anteil an Zellen in der G;-Phase (72%), wihrend sich deutlich weniger Zellen in G,/M-
und S-Phase befanden (16% und 11%). Die Inhibition des Proteasoms durch Bortezomib
(B) und LC (C) bewirkte eine Zunahme der Zellen in sub-G; und G;-Phase, wéihrend sich
der Anteil von Zellen in S- und G,/M-Phase reduzierte. Dagegen induzierte die Inhibition
des Proteasoms mit EPM (D) eine Abnahme der Zellen in G-, S- und G/M-Phase und
nur die sub-G;-Phase verzeichnete eine auffillige Zunahme. Nach mehrfacher
Wiederholung des Experiments wurde die Art des Zellzyklus-Arrestes ermittelt.

Dafiir wurde jeweils das Verhiltnis der G-, S- und G,/M-Phase-Zellen mit allen sich im

Zellzyklus befindenden Zellen berechnet, Zellen in sub-G;-Phase wurden ignoriert. Es
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konnte bei Bortezomib- und LC-inkubierten aktivierten T-Zellen im Vergleich zum
Kontrollansatz eine signifikante Zunahme der Zellen in G;-Phase festgestellt werden
(Abb. 35). Daraus konnte geschlossen werden, dass die Proteasom-Inhibition mit LC und
Bortezomib einen Zellzyklus-Arrest in der G;-Phase induzierte. Dagegen bewirkte die
Inkubation der aktivierten T-Zellen mit EPM weder einen G- noch einen G,/M-Arrest.

Aufgrund der im Vergleich zu Bor und LC untypischen Effekte von EPM bei Apoptose-

und Zellzyklus-Analyse, wurden die folgenden Versuche nur mit LC und Bortezomib
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Abb. 35: Induktion von Zellzyklus-Arrest in der G,-Phase des Zellzyklus. Das Diagramm zeigt
den durch Zellzyklus-Analyse ermittelten prozentualen Anteil aktivierter CD4" T-Zellen in der G-
Phase des Zellzyklus nach 24 h Inkubation mit DMSO, 10 nM Bortezomib (Bor), 50 nM EPM und 5
pM LC. Dargestellt ist der Mittelwert = SEM von sechs unabhingigen Experimenten durchgefiihrt
als Triplett. * p < 0,001 (gepaarter Student t-Test) gegeniiber der DMSO-Kontrolle.

Die starke Abnahme der Proliferation bei mit Bortezomib und LC inkubierten aktivierten
CD4" T-Zellen beruhte folglich teilweise auf der Induktion von Apoptose, sowie auf
einem Arrest in der G;-Phase des Zellzyklus.

Es konnte bereits in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass die Inhibition des
Proteasoms bei schnell proliferierenden Tumorzellen, die nicht p53-defizient oder p53-
mutiert sind, eine Akkumulation von verschiedenen Zellzyklusregulatoren und p53
verursacht, was einen Zellzyklus-Arrest in der G;-Phase oder auch Apoptose induziert
(El-Deiry et al., 1994; Chen F et al., 2000). Daher sollten die Proteine, welche einen G-
Arrest in aktivierten CD4" T-Zellen nach Bortezomib-Inkubation induzierten, identifiziert
werden. Dazu wurden die Zellen fiir unterschiedliche Zeiten mit Bortezomib inkubiert und
die Priasenz von bekannten Protein-Substraten des Proteasoms, deren Akkumulation durch

Proteasom-Inhibition mit der Induktion von G;-Zellzyklus-Arrest assoziiert ist, im
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Western Blot analysiert (Rao et al., 1999; Yew PR, 2001; Naujokat und Hoffmann, 2002;
Chen und Lin, 2004).

Naive Aktivierte T-Zellen
T- |DMSO Bortezomib 10 nM
Zellen [24h [ 1h J4h] 8h [16h ] 24h
PolyUb
p53
MeonoUb
p53 p53
L p53
p21WAF1J’CIF‘1
pzTKIFH
PCNA
Zyklin A
Zyklin D2
B-Aktin

Abb. 36: Western Blot-Analyse von Zellzyklusregulatoren. Naive CD4" T-Zellen wurden durch
4-tagige Kokultur mit allogenen mDCs aktiviert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 24 h mit 10
nM Bortezomib oder DMSO inkubiert. Frisch isolierte naive CD4" T-Zellen wurden dem
Versuchsansatz als Negativ-Kontrolle hinzugefligt. Aus allen Zellen wurden Ganzzelllysate
generiert. Diese wurdenmit 12% SDS-PA-Gelen aufgetrennt und der Western Blot mit Hilfe von
anti-p53 (DO-1), anti-p21 (C-19), anti-p27 (F-8), anti-PCNA (FL-261), anti-Cyclin A (H-432) und
anti-Cyclin D2 (C-17) entwickelt. Als Ladekontrolle wurde anti-B-Aktin (AC-15) verwendet.
Dargestellt ist je ein reprisentatives Experiment aus einer Serie von drei unabhingigen
Experimenten.

Das Tumor-Suppressor-Protein p53 wurde bereits in aktivierten CD4" T-Zellen exprimiert
und demonstrierte bereits ab 1 h Proteasom-Inhibition eine sukzessive Zunahme der
Signalintensitét. Zusétzlich zu der p53-Akkumulation konnte man auch eine Zunahme von
Signalen mit hoherem Molekulargewicht als p53 beobachten, die mono- und
polyubiquitiniertem p53 (MonoUb, PolyUb) entsprachen (Marchenko et al., 2007a). Ein
Signal fiir den CKI p21™*""“*! konnte erst nach 4 h Bortezomib-Inkubation beobachtet
werden. Bei ldngerer Bortezomib-Inkubation konnte, wie fiir p53, eine kontinuierliche
Zunahme der Signalintensitdt festgestellt werden. Erst nach 16 h Proteasom-Inhibition

konnte der CKI p27Kip " nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu den negativen Zellzyklus-
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Regulatoren demonstrierten die positiven Zellzyklus-Regulatoren PCNA, Cyclin A und
Cyclin D2 eine kontinuierliche Abnahme der Signalintensitit. Die Cyclin D2-
Expressionsabnahme korrelierte negativ mit der Zunahme an p53, wihrend eine Abnahme
der Signalintensitit von Cyclin A und PCNA erst nach 16 h beobachtet werden konnte
(Abb. 36). Insgesamt konnte durch die Analyse von wichtigen Zellzyklus-Regulatoren
und p53 gezeigt werden, dass der Bortezomib-vermittelte Zellzyklus-Arrest in der G-

Phase offenbar auf einer Akkumulation von negativen Zellzyklus-Regulatoren beruht.

2.7  Supprimierte Expression von funktionellen T-Zell
Oberflichenmolekiilen durch Proteasom-Inhibition
Um weitere Konsequenzen der Proteasom-Inhibition zu ermitteln, wurde die Expression

von essentiellen T-Zell-Oberflichenmolekiilen analysiert.

Die Interaktion von CD80 oder CD86 auf DCs mit CD28 auf T-Zellen ist essentiell zur
Aktivierung, zum Uberleben und zur anhaltenden Proliferation von Antigen-spezifischen
T-Zellen (Lucas et al., 1995; Boise et al., 1995; Noel et al., 1996; Zhou et al., 2002).
Wihrend CD28 bereits auf naiven CD4  T-Zellen exprimiert wird, kommt CDI34
(0X40), ein Mitglied der TNF-R-Familie, vor allem auf aktivierten CD4" T-Zellen
(Weinberg et al., 1998) vor und bewirkt nach Stimulation durch OX40L eine verstédrkte
und verldngerte Zytokin-Produktion und Proliferation. CD27, CD95 und TNF-RII sind
weitere Mitglieder der TNF-R-Familie, die auf aktivierten T-Zellen exprimiert werden
(Borst et al., 1989; Ware et al., 1991; Leithauser et al., 1993). CD27 ist beteiligt an der
Expansion von T-Zellen nach Aktivierung durch CD28 (Arens et al., 2001; Hendriks et
al., 2003). TNF-RII bindet die Zytokine TNF-a und LTa und leitet pro- und anti-
apoptotische sowie Proliferations-fordernde Signale ins Zellinnere weiter (Kim und Teh,
2001; Bodmer et al., 2002). CD95 (Fas/APO-1) gehort als einziges der untersuchten
Oberflachenmolekiile zur Todesrezeptoren-Untergruppe der TNF-R-Familie (Bhardwaj
und Aggarwal, 2003). Die Bindung seines Liganden CD95L (CD178/APO1-L/FasL), der
vor allem auf aktivierten T-, B- und NK-Zellen exprimiert wird (Yu et al., 1999),
induziert die Bildung des Death-inducing signaling complexes (DISC), welcher pro- aber
auch anti-apoptotische, zellaktivierende Signale vermittelt (Kischkel et al., 1995).

Die Aktivierung von T-Zellen fiihrt zur raschen autokrinen und parakrinen Produktion
von IL-2 und zur Expression der IL-2 Rezeptor-a-Untereinheit (CD25). CD25 bildet
gemeinsam mit der IL-2 Rezeptor-f- und -y-Untereinheit den hoch affinen IL-2-Rezeptor.

Die Bindung von IL-2 an seinen Rezeptor initiiert Proliferation und Differenzierung und
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ist somit essentiell fiir T-Zellen (Nelson et al., 1994; Hughes and Pober, 1996). Aufgrund
dessen gilt CD25 auch als charakteristischer T-Zell-Aktivierungsmarker.

Die Expression von CD25, CD28, CD27, TNF-RII, OX40 und CD95 wurde nach 24 h
Inkubation mit Bortezomib und LC durchflusszytometrisch bestimmt. Die Analyse von
ausschlieBlich vitalen Zellen wurde durch Einsatz eines T-Zell-spezifischen gate, das

anhand der Lage der T-Zellen im FSC/SSC gesetzt wird, gewéhrleistet.

A B C
400 80 80 mDMSO
EBor 10 nM
300 60 60 mLCsum
E * *
= 200 40
* *
100 20
0 0
CD25 CD28 CD27
D E F
WDMSO
60 60 120 EBor 10 nM
WLC5pM
*
.40 40 80
e
s *
20 20 * * 40
0 0 0
0X40 (CD134) TNF-R2 (CD120b) CD95 (FAS)

Abb. 37: Suppression von Aktivierungs-assoziierten T-Zell-Oberflichenrezeptoren durch
Proteasom-Inhibition. Naive CD4" T-Zellen wurden durch 4-tigige Kokultur mit allogenen mDCs
aktiviert. Anschlieend wurden die Zellen fiir 24 h mit Bortezomib (Bor), LC oder DMSO in den
angegebenen Konzentrationen inkubiert. Nachfolgend wurde die Expression der Zell-
Oberflachenproteine CD25 (A), CD28 (B), CD27 (C), CD120b (D), CD134 (E) und CD95 (F)
durchflusszytometrisch gemessen. Dargestellt ist die mittlere Fluoreszenz-Intensitat (MFI) + SEM
von fiinf unabhéngigen Experimenten, durchgefiihrt als Triplett. * p < 0,048 (gepaarter Student t-
Test) gegeniiber der DMSO-Kontrolle.

Die Inhibition des Proteasoms durch Bortezomib und LC hatte einen deutlichen Einfluss
auf die Expression der untersuchten Oberflichenrezeptoren von aktivierten CD4" T-
Zellen. Besonders stark war der supprimierende Effekt auf die IL-2 Rezeptor-a-Kette
(CD25) (Abb. 37A) und TNF-RII (Abb. 37E). Aber auch bei CD28 (Abb. 37B) und CD27
(Abb. 37C) konnte eine statistisch relevante und im Vergleich zur Kontrolle deutlich
geringere Expression demonstriert werden. Bei der Expression von OX40 (Abb. 37D) und
CD95 (Abb. 37F) wiesen nur mit Bortezomib inhibierte Zellen eine signifikant verringerte
Expression auf, wdhrend die Abnahme der Expression durch LC etwas schwécher
ausgepragt war. Die erhaltenen Ergebnisse gaben einen weiteren Hinweis auf die Ursache

der durch Proteasom-Inhibition verminderten Proliferation.
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2.8 Analyse von  Bortezomib-inkubierten  aktivierten  und
restimulierten CD4" T-Zellen

2.8.1  Proliferation
In den vorausgegangenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass Proteasom-inhibierte

aktivierte CD4" T-Zellen eine stark verminderte Proliferation aufwiesen. Diese resultierte
aus Apoptose-Induktion, Zellzyklusarrest und supprimierter Expression von essentiellen
T-Zell-Oberflachenproteinen. Eine Restimulation der T-Zellen sollte nun iiberpriifen,
inwiefern die nach Proteasom-Inhibition iiberlebenden Zellen noch zu einer
Immunantwort fahig waren. Die Restimulationstechnik ist eine etablierte Methode, die
eine in vivo stattfindende repetitive T-Zell-Stimulation mit einem gleichen oder
wechselnden Antigen simuliert und der quantitativen Beurteilung einer T-Zellfunktion
oder —dysfunktion dient (Jonuleit et al., 2000; Di Nicola et al., 2002). Um einen ersten
Uberblick iiber die Effekte der Proteasom-Inhibition auf die T-Zellen zu bekommen,
wurde zuerst die Proliferation analysiert. Dazu wurden aktivierte CD4" T-Zellen fiir 24 h
mit unterschiedlichen Konzentrationen Bortezomib inkubiert und die vitalen Zellen

danach in einem neuen Kulturansatz fur 24 h mit:

1. mDCs vom gleichen allogenen DC-Spender restimuliert (Ansatz 1).
2. mDCs von einem anderen allogenen DC-Spender restimuliert (Ansatz 2).

3. dem Mitogen PWM restimuliert (Ansatz 3).

Folgend wurde die Proliferationsrate, wie bereits in Kapitel 2.4 beschrieben, bestimmt.
Bei allen 3 Restimulations-Ansitzen konnte eine signifikante Abnahme der Proliferation
festgestellt werden (Abb. 38). Daraus konnte geschlossen werden, dass die Inhibition des
Proteasoms wéhrend der priméren Kokultur einen supprimierenden Effekt auf
1. den bereits aktivierten CD4" T-Zell-Klon in Ansatz 1 und 3 hatte. (Restimulation
mit dem gleichen allogenen DC-Spender und Restimulation mit PWM).
2. die ruhenden T-Zellen in Ansatz 2 und 3 hatte.

(Restimulation mit anderem allogenen DC-Spender und Restimulation mit PWM).
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Abb. 38: Inhibition der Proliferation von aktivierten und restimulierten CD4" T-Zellen durch
Proteasom-Inhibition. Naive CD4" T-Zellen wurden durch 4-tigige Kokultur mit allogenen mDCs
aktiviert. Die Zellen wurden fiir 24 h mit DMSO oder den angegebenen Konzentrationen Bortezomib
(Bor) inkubiert und anschliefend mit den gleichen allogenen mDCs wie in der initialen Aktivierung,
mit mDCs von einem anderen allogenen DC-Spender wie in der initialen Aktivierung oder mit PWM
fiir weitere 24 h restimuliert. Danach wurde der Einbau von radioaktivem [°H-]Thymidin bestimmt,
wie in Material und Methoden beschrieben. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM von sechs
unabhéngigen Experimenten, die in sechsfachen Ansitzen durchgefiihrt wurden. * p < 0,03
(gepaarter Student t-Test) gegeniiber der DMSO-Kontrolle.

2.8.2  Zytokin-Produktion
CD4" T-Zellen differenzieren nach Antigen-vermittelter Aktivierung in unterschiedliche

Helferzelltypen. Anhand des von ihnen produzierten Zytokin-Profils ordnet man sie in
Thl- oder Th2-Zellen ein (Mosmann et al., 1989). Dabei sind IL-12, IFN-y, IL-2 und
TNF-a sezernierende Thl-Zellen fiir die Regulation der zelluldren Immunantworten
zustandig, wogegen Th2-Zellen durch Ausschiittung von IL-4 und IL-5 humorale
Immunantworten fordern. Insbesondere das Zytokin IL-2 aktiviert durch Bindung an
seinen hochaffinen Rezeptor Signalwege, die zur Proliferation fiihren. Deshalb sollte
tiberpriift werden, ob eine durch Bortezomib verursachte Abnahme der Zytokin-
Produktion zu der verringerten Proliferation beitrug. Dazu wurde vorgegangen, wie zuvor
in Kapitel 2.8.1 beschrieben. Allerdings wurden die aktivierten T-Zellen vor
Restimulation statt mit drei unterschiedlichen Konzentrationen nur mit 10 nM Bortezomib
inkubiert. AnschlieBend wurde die Konzentration der Zytokine im Kulturiiberstand durch
ELISA ermittelt.

Auch Zellkulturiiberstinde von aktivierten, nicht-restimulierten CD4" T-Zellen wurden
analysiert. Diese Messungen ergaben jedoch bei hohen Bortezomib-Konzentrationen

oftmals eine erhohte Zytokin-Konzentration im Vergleich zum Kontrollansatz. Die
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Ursache lag vermutlich in der Apoptose-Induktion durch Bortezomib (2.5), die zur
unspezifischen Ausschiittung von Zytokinen durch Lyse der T-Zellen fiihrt. Auch in
anderen Studien wurde dieser Effekt bereits beobachtet (Blanco et al., 2006).

Die durch mDCs aktivierten und restimulierten CD4" T-Zellen produzierten sowohl
Zytokine, die dem Th1-Zelltyp (IL-2, TNF-a und IFN-y), als auch dem Th2-Zelltyp (IL-4
und IL-5) zuzuordnen sind (Mosmann et al., 1989). Dariiber hinaus wurde noch die

Menge der 16slichen IL-2 Rezeptor-o.-Untereinheit (IL-2sRa) bestimmt.

(A) Restimuliert mit gleichen allogenen mDCs (Ansatz 1)
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Abb. 39: Hemmung der Produktion von spezifischen T-Zell-Zytokinen durch Proteasom-
Inhibition bei aktivierten und restimulierten CD4" T-Zellen. Naive CD4" T-Zellen wurden durch
4-tagige Kokultur mit allogenen mDCs aktiviert. Nachfolgend wurden die Zellen fiir 24 h mit 10 nM
Bortezomib (Bor) oder DMSO inkubiert und anschlieBend mit den gleichen allogenen mDCs wie in
der initialen Aktivierung (A), mit mDCs von einem anderen allogenen DC-Spender wie in der
initialen Aktivierung (B) oder mit PWM (C) fiir weitere 24 h restimuliert. AnschlieBend wurde die
Konzentration von IL-2, IL-2sRa, TNF-a, IFN-y, IL-4 und IL-5 im Zellkulturiiberstand mit Hilfe
von ELISA, wie in Material und Methoden beschrieben, bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert +
SEM von fiinf unabhéngigen Experimenten durchgefiihrt als Triplett. * p < 0,05 (gepaarter Student t-
Test) gegeniiber der DMSO-Kontrolle.
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Die mit DMSO-inkubierten aktivierten CD4" T-Zellen des Kontrollansatzes
demonstrierten nach Restimulation die charakteristische Zytokin-Produktion von Thl-
Zellen: Wihrend eine hohe Sekretion von IL-2, TNF-a und IFN-y beobachtet werden
konnte, war die Sekretion von Zytokinen des Th2-Zelltyps, wie IL-4 und IL-5, eher
schwach ausgeprigt (Abb. 39). Das lag vermutlich an den zur T-Zell-Aktivierung
verwendeten, mit LPS und IFN-y ausgereiften mDCs (Macatonia ef al., 1995).

In allen drei Restimulations-Ansidtzen konnte eine signifikante Abnahme (p < 0,05) der
Zytokin-Produktion durch Bortezomib im Vergleich zum Kontrollansatz ermittelt werden.
Infolgedessen konnte nicht nur eine supprimierte Produktion von Zytokinen des Thl-,
sondern auch des Th2-Typs beobachtet werden. Durch die geringere Abnahme der
Zytokin-Produktion von CD4" T-Zellen aus Ansatz 2 (Abb. 39B) im Vergleich zu CD4"
T-Zellen aus Ansatz 1 (Abb. 39A) konnte geschlossen werden, dass der Effekt von

Bortezomib auf aktivierte T-Zellen grofer war als auf ruhende.

2.8.3  Oberflichenproteine
Die Stirke der T-Zell-Aktivierung und -Proliferation korreliert mit der Zytokin-

Produktion und der Expression des jeweiligen Zytokin-Rezeptors. Die zuvor
nachgewiesene eingeschriankte Produktion von Zytokinen, insbesondere von IL-2, lieferte
damit eine Erkldrung fiir die deutliche Abnahme der Proliferation bei Bortezomib-
inkubierten restimulierten CD4" T-Zellen. Um jedoch den zugrunde liegenden
Mechanismus vollstindig zu analysieren, war eine Bestimmung der IL-2-Rezeptor-
Expression bei den restimulierten T-Zellen notwendig. Ferner wurde auch die Expression
von weiteren, fiir die T-Zell Kostimulation essentiellen Oberflichenmolekiilen ermittelt.
Dazu wurde vorgegangen, wie in Kapitel 2.8.1 beschrieben. Jedoch wurden die Zellen
nach Restimulation mit PBS gewaschen und anschlieend, wie in Kapitel 2.7 beschrieben,

die Expression von CD25, CD28, 0X40 und CD95 durchflusszytometrisch analysiert.
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Abb. 40: Suppression der Expression von Oberflichenrezeptoren bei aktivierten und
restimulierten CD4" T-Zellen. Naive CD4" T-Zellen wurden durch 4-tigige Kokultur mit
allogenen mDCs aktiviert. Nachfolgend wurden die Zellen fiir 24 h mit 10 nM Bortezomib (Bor)
oder DMSO inkubiert und anschlieBend mit den gleichen allogenen mDCs wie in der initialen
Aktivierung, mDCs von einem anderen allogenen DC-Spender wie in der initialen Aktivierung oder
PWM fiir weitere 24 h restimuliert. AnschlieBend wurde die Expression der Zelloberflichenproteine
CD25 (A), CD28 (B), CD134 (C) und CD95 (D) durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt ist
die mittlere Fluoreszenz-Intensitit (MFI) + SEM von vier unabhéngigen Experimenten durchgefiihrt
als Triplett. * p < 0,035 (gepaarter Student t-Test) gegeniiber der DMSO-Kontrolle.

Es zeigte sich, dass alle mit Bortezomib-inkubierten Restimulations-Ansétze eine im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle eingeschrankte Expression der untersuchten
Oberflichenrezeptoren aufwiesen. Dabei konnte eine besonders deutliche, statistisch-
relevante Suppression der Expression der IL-2 Rezeptor-a-Kette (CD25) (Abb. 40A) und
der kostimulierenden Molekiile CD28 (Abb. 40B) und CD134 (Abb. 40C) beobachtet
werden. Die Analyse der CD95 Expression (Abb. 40D) demonstrierte nur einen
geringfiigigen Unterschied zwischen dem Kontroll- und dem Bortezomib-Ansatz und
erwies sich nur fiir die Restimulation mit mDCs des gleichen allogenen Spenders als
signifikant unterschiedlich. Daraus konnte geschlossen werden, dass die Proteasom-
Inhibition durch Bortezomib, analog zur Untersuchung der Proliferation und der Zytokin-
Produktion, einen hemmenden Effekt auf sowohl ruhende, als auch bereits aktivierte T-

Zellen hatte.
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Zusammengefasst demonstrierte die Analyse von restimulierten T-Zellen, dass
Bortezomib auch einen supprimierenden Effekt auf die nach Proteasom-Inhibition
iiberlebenden Zellen hatte. Im Einzelnen konnte eine stark verminderte Proliferation bei
Bortezomib-inkubierten aktivierten und restimulierten T-Zellen nachgewiesen werden.
Diese konnte zumindest teilweise durch die supprimierte Expression von fiir die IL-2
Bindung und Kostimulation wichtigen Oberflachenproteinen erklidrt werden. Eine weitere
Begriindung hierfiir konnte durch den Nachweis der verminderten Produktion von fiir die

Aktivierung und Proliferation essentiellen Zytokinen gegeben werden.

2.9  Proteasom-Inhibition verhindert die Aktivierung von NF-kB und
die Translokation von NFATc2 in den Nukleus
Die Familie der NFAT-Transkriptionsfaktoren ist fiir die korrekte Funktion von T-Zellen

wesentlich (Rao et al., 1997; Schuh et al, 1998). Wahrend die Aktivitit von NFAT
sowohl fiir immunogene und tolerogene T-Zell Immunantworten verantwortlich ist,
regulieren die Transkriptionsfaktoren der NF-kB-Familie, die sowohl iiber TZR- als auch
durch Kostimulation aktiviert werden, nur immunogene T-Zell-Funktionen (Sundstedt et
al., 1996; Masuda et al., 1998; Kane et al., 2002).

Um zu tiiberpriifen, inwiefern eine Suppression der nukledren Translokation von NFAT
durch Inhibition des Proteasoms erfolgte, wurden nukledre und zytoplasmatische Extrakte
von Bortezomib-inkubierten aktivierten CD4" T-Zellen im Western Blot auf die
Anwesenheit von NFATc2, eines der Hauptmitglieder der NFAT-Familie in reifen T-
Zellen, analysiert (Macian F, 2005).
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Abb. 41: Suppression der nukleiren Translokation und zytoplasmatischen Abundanz von
NFATc¢2 durch Bortezomib. CD4" T-Zellen wurden durch 5-tigige Kokultur mit allogenen mDCs
aktiviert und fiir die angegebenen Zeiten mit 10 nM Bortezomib oder DMSO inkubiert.
AnschlieBend wurden nukledre und zytoplasmatische Fraktionen generiert, mit SDS-PAGE
aufgetrennt und die Quantitdt von NFATc2 in den einzelnen Fraktionen im Western Blot mit anti-
NFATc2 (4G6-GS) ermittelt. Als Ladekontrolle wurde anti-B-Aktin  (AC-15) fir die
zytoplasmatische und anti-Lamin A/C fiir die nukledre Fraktion verwendet. Dargestellt ist ein
reprasentatives Experiment aus einer Serie von drei unabhédngigen Experimenten.

Es konnte eine sukzessive Abnahme der nukledren Translokation und der
zytoplasmatischen Abundanz von NFATc2 beobachtet werden (Abb. 41). Dadurch konnte
demonstriert werden, dass die proteasomale Aktivitdt fiir die Aktivierung und nukledre
Lokalisation von NFATc2 bei aktivierten T-Zellen erforderlich war.

Um zu untersuchen, ob die Proteasom-Inhibition die Degradation von IkB-a verhindert
und somit einen direkten Einfluss auf die Aktivierung des Transkriptions-Faktors NF-xB
hat, wurden aktivierte CD4" T-Zellen behandelt, wie bei der Analyse von
Zellzyklusregulatoren (Kapitel 2.6) beschrieben und die Expression von IkB-a im

Western Blot analysiert.



Ergebnisse 103

Naive Aktivierte T-Zellen
T- [DMSO Bortezomib 10 nM
Zellen [24h | 1h | 4h [8h[16h | 24h

IkBa - ——— —

AR i o it i - e 5

Abb. 42: Inhibition der IxBa-Degradation durch Bortezomib. Naive CD4" T-Zellen wurden
durch 4-tagige Kokultur mit allogenen mDCs aktiviert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 24 h mit
10 nM Bortezomib oder DMSO inkubiert. Frisch isolierte naive CD4" T-Zellen wurden dem
Versuchsansatz als Negativ-Kontrolle hinzugefligt. Aus allen Zellen wurden Ganzzelllysate
generiert, diese mit 12% SDS-PA-Gelen aufgetrennt und der Western Blot mit Hilfe von anti-IxBa
(H-4) entwickelt. Anti-B-Aktin (AC-15) diente als Ladekontrolle. Dargestellt ist ein représentatives
Experiment aus einer Serie von vier unabhéingigen Experimenten.

Aktivierte CD4" T-Zellen exprimieren nur geringfiigig mehr IxBa als unstimulierte CD4"
T-Zellen. Die Inkubation mit Bortezomib bewirkte eine Akkumulation von IkB-a, die auf
die Inhibition der proteasomalen Degradation zuriickzufithren ist (Abb. 42). Damit
verursachte die Proteasom-Inhibition eine Blockierung des NF-kB-Signalwegs in
aktivierten T-Zellen, wodurch vermutlich die verminderte Proliferation und Zytokin-
Produktion und die Blockierung von NF-kB-abhingigen anti-apoptotischen Mechanismen
ausgelost wurden. Zusammenfassend konnte hiermit ein proteasomaler Einfluss auf fiir T-

Zell-Funktionen essentielle Transkriptionsfaktoren identifiziert werden.

3 Mechanismen der Apoptose-Induktion in aktivierten CD4"
T-Zellen durch Bortezomib

In den vorangegangenen Experimenten konnten die Auswirkungen der Proteasom-
Inhibition auf funktionelle und phinotypische Eigenschaften von aktivierten CD4" T-
Zellen dargestellt werden. AnschlieBend sollte nun der Mechanismus der Apoptose-
Induktion bei Bortezomib-inkubierten aktivierten CD4" T-Zellen aufgeklirt werden, da
bisherige Publikationen diesen Aspekt nur unzureichend analysiert hatten (Blanco et al.,

2006).

3.1  Untersuchung des Spaltungszustands von Caspasen
Ein Hinweis auf die Aktivitit von Caspasen, den Exekutoren der Apoptose, liefert ihr

Grad der Prozessierung. Deshalb sollte in einem ersten Schritt der Prozessierungsgrad von

Caspase-8, -9, -3 und -7 analysiert werden, um den durch Bortezomib-induzierten
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Apoptoseweg bei aktivierten CD4" T-Zellen niher untersuchen zu konnen. Dazu wurden

aktivierte CD4" T-Zellen fiir unterschiedliche Zeiten mit 10 nM Bortezomib inkubiert und

die Expression der Initiator-Caspasen-8 und -9 sowie der Effektor-Caspasen-3 und -7 im

Western Blot analysiert. Dabei dienten Ganzzellysate aus naiven, unbehandelten CD4" T-

Zellen als Negativ-Kontrolle.
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Abb. 43: Induktion der Caspase-Prozessierung durch Bortezomib. Naive CD4" T-Zellen wurden
durch 4-tagige Kokultur mit allogenen mDCs aktiviert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 24 h mit
10 nM Bortezomib oder DMSO inkubiert. Frisch isolierte naive CD4" T-Zellen wurden dem
Versuchsansatz als Negativ-Kontrolle hinzugefligt. Aus allen Zellen wurden Ganzzelllysate
hergestellt, diese mit 12% SDS-PA-Gelen aufgetrennt und im Western Blot analysiert. Hierzu
wurden anti-Caspase-8 (1C12), anti-Caspase-9, anti-Caspase-7p20 (B-5) und anti-Caspase-3
verwendet. Als Ladekontrolle diente anti-B-Aktin (AC-15). Dargestellt ist ein reprédsentatives
Experiment aus einer Serie von fiinf unabhidngigen Experimenten. Die Asteriske stellen
unspezifische kreuzreaktive Proteine dar.



Ergebnisse 105

Die Aktivitit von Caspase-8 kann man anhand der Spaltung der unprozessierten
Procaspase-8 (55 kDa) in Caspase-8p43/p41- und Caspase-8pl2-Untereinheiten
abschitzen. Die auf physiologische Weise aktivierten CD4" T-Zellen exprimierten sowohl
Procaspase-8 als auch die durch Abspaltung der Prodoméne entstandene Caspase-
8p43/p41. Die durch die zweite Spaltung entstandene p18-Form, die zur Bildung eines
pro-apoptotisch-aktiven Caspase-8 Heterotetramers notwendig ist (Scaffidi et al., 1997;
Krueger et al., 2001), wurde erst durch lange Exposition des Filmes bei 24 h Inkubation
mit Bortezomib sichtbar. Bei nicht-aktivierten T-Zellen konnte nur Procaspase-8
detektiert werden.

Aktivierte CD4" T-Zellen exprimierten hauptsichlich Procaspase-9 (MW 46 kDa). Des
Weiteren konnte die durch Caspase-3 generierte Caspase-9p37 detektiert werden (Slee et
al., 1999; Denault et al, 2007). Die Proteasom-Inhibition bewirkte eine rasche
Signalzunahme von p37. Das durch Autoprozessierung entstandene p35 Fragment
(Srinivasula et al., 1998; Denault et al., 2007) zeigte dagegen nur eine leichte Verstirkung
des Signals, wihrend das Signal der Procaspase-9 (p46) sich nicht verdnderte. Bei nicht-
aktivierten CD4"-T-Zellen konnte nur Procaspase-9 nachgewiesen werden.

In aktivierten CD4" T-Zellen konnten sowohl Procaspase-7 (MW 35 kDa) als auch
proteolytisch-aktive Caspase-7p20 detektiert werden. Nicht aktivierte CD4  T-Zellen
exprimierten ausschlieflich die unprozessierte Procaspase-7. Die Hemmung des
Proteasoms verursachte eine geringfiigige Zunahme des Caspase-7p20-Signals.

In aktiven, proliferierenden CD4" T-Zellen konnte sowohl die unprozessierte Procaspase-
3 (MW 32 kDa) als auch die prozessierte proteolytisch leicht aktive Caspase-3p20
detektiert werden. Bereits kurz nach Zugabe von Bortezomib konnte eine Zunahme der
Signalintensitit der bereits proteolytisch-aktiven Caspase-3p19 beobachtet werden. Mit
zunehmender Inkubationsdauer wurde Caspase-3p19 in die proteolytisch voll aktive, reife
Caspase-3pl7 weiter prozessiert. Dagegen konnte eine leichte Abnahme der
Signalintensitit von Procaspase-3 und Caspase-3p20- beobachtet werden. Nicht-aktivierte
T-Zellen exprimierten unprozessierte, proteolytisch inaktive Procaspase-3.
Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass Caspasen in aktivierten CD4" T-Zellen
bereits in ihrer prozessierten Form vorliegen. Dagegen zeigten nicht-aktivierte CD4" T-
Zellen nur die Expression der jeweiligen Procaspase-Form. Die Proteasom-Inhibition
bewirkte eine rasche Autoprozessierung von proteolytisch schwach aktiver Caspase-3p20
in die aktiven pl19- und pl7-Untereinheiten. Dagegen konnte bei proteolytisch-aktiver

Caspase-7p20 nur eine schwache Signalzunahme beobachtet werden. Die Zunahme des
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Caspase-9p37-Signals innerhalb 1 h nach Proteasom-Inhibition wurde vermutlich durch
eine Steigerung der Caspase-3-Aktivitit generiert. Dagegen verstirkte sich das durch

Autoprozessierung entstehende Caspase-9p35-Signal erst nach 4 h Proteasom-Inhibition.

3.2  Untersuchung des Spaltungszustands von Caspase-Substrat-
Proteinen
Die proteolytische Aktivitidt von Caspasen ldsst sich, wie bereits erwdhnt, nur begrenzt

anhand ihrer prozessierten Form ablesen. So kdnnen Mitglieder der IAP-Familie, wie z.B.
clAP-1, cIAP-2 und XIAP mit prozessierten Caspasen-3, -7 und -9 wechselwirken und
deren Aktivitdt vollstindig hemmen (Riedl et al., 2001a; Suzuki ef al., 2001b; Shi ef al.,
2002). Um die vorhandene Caspase-Aktivitit besser beurteilen zu konnen, wurde der
Spaltungszustand der charakteristischen Caspase-3-, -7- und -8-Substratproteine PARP, c-
FLIP, ICAD, HPK1 und Bid im Western Blot analysiert (Abb. 44).

Das DNA-Reparaturenzym Poly-(ADP)-Ribose-Polymerase-1 (PARP) wird wihrend der
Apoptose sowohl von Caspase-3 als auch Caspase-7 gespalten (Tewari et al., 1995;
Germain et al., 1999). Bei nicht-aktivierten CD4" T-Zellen konnte ungespaltenes PARP
(116 kDa) detektiert werden, wogegen bei aktivierten CD4" T-Zellen die Anwesenheit
von gespaltenem (85 kDa) PARP zu beobachten war. Die Zugabe von Bortezomib
bewirkte in aktivierten T-Zellen bereits nach 1 h die Abnahme von intakter PARP und
eine Zunahme des 85 kDa Spaltproduktes.

Die Inaktivierung des nukledren ICAD/DFF45 durch Caspase-3-vermittelte proteolytische
Spaltung verursacht die Freisetzung der aktiven Endonuklease CAD/DFF40, welche
genomische DNA fragmentiert (Liu et al., 1997). In aktivierten CD4" T-Zellen wurde die
ICAD-L- gegeniiber der ICAD-S-Isoform auf hoherem Niveau exprimiert. Die Inkubation
der Zellen mit Bortezomib hatte keinen Einfluss auf die Expression beider Spleil3-
Varianten. Dennoch war eine Zunahme eines Spaltprodukts mit 28 kDa MW festzustellen.
Dieses entspricht dem nach Caspase-3 Spaltung am Asp''’ entstehenden C-terminalen
ICAD-L Fragment. Es konnte eine Verstidrkung der Signalintensitit dieses Spaltprodukts
bereits nach 1 h Proteasom-Inhibition detektiert werden.

Die Hamatopoietische Progenitor Kinasel (HPK1) moduliert die Sensitivitit von
aktivierten T-Zellen gegeniiber Aktivierungs-induziertem Zelltod (AICD) durch
Regulation von NF-kB-Signalwegen (Arnold et al., 2001). HPK1 wird nach Aktivierung
von T-Zellen tiber den TZR durch schwach-aktive Caspase-3 in die N-terminale Kinase-

Doméne (HPK1-N) und die C-terminale regulatorische-Doméne (HPK1-C) gespalten.
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Der HPK1-Western-Blot wurde mit einem Antikorper durchgefiihrt, der die N-terminale-
Kinase-Domine erkennt, so dass sowohl die ungespaltene HPK1 (MW 97 kDa) als auch
HPK -N detektiert wurden. Nicht aktivierte CD4 " T-Zellen exprimierten deutlich weniger
ungespaltene HPK1 als aktivierte CD4" T-Zellen. Bei aktivierten T-Zellen konnte dariiber
hinaus die prozessierte HPKI1-N detektiert werden. Das deutete auf eine gering
vorhandene Caspase-3-Aktivitit bereits in aktivierten, nicht-apoptotischen CD4" T-Zellen
hin. Die Proteasom-Inhibition durch Bortezomib bewirkte sowohl eine Abnahme des
HPK1-Signals als auch eine kontinuierliche Zunahme der HPK1-N Signalintensitt.
Proteolytische Caspase-8 Aktivitdit wird durch verschiedene Splei-Varianten des
Caspase-8-Homologs c-FLIP moduliert. Diese weist als Heterodimer mit c-FLIP nur eine
moderate proteolytische Aktivitdt auf und spaltet c-FLIP. zu p43-FLIP oder p22-FLIP.
Aktivierte CD4" T-Zellen exprimierten c-FLIP; c-FLIPs und p43-FLIP, wogegen bei
unstimulierten CD4" T-Zellen nur ¢c-FLIP; beobachtet werden konnte. Die Inkubation mit
Bortezomib induzierte eine Zunahme aller c-FLIP-Splei3- und Spalt-Varianten. Zusitzlich
konnte mit c-FLIPr und p22-FLIP nach 16 h Proteasom-Inhibition eine weitere c-FLIP-
SpleiB-Form detektiert werden (Djerbi et al., 2001; Golks et al., 2005).

Das BH3-only Protein Bid befindet sich im inaktiven Zustand im Zytoplasma. Die aktive
truncated (t)Bid Form wird durch Caspase-8-vermittelte proteolytische Spaltung generiert.
Diese transloziert zu den Mitochondrien und agiert dort durch Interaktion mit Bax-like-
Proteinen als Apoptose-Aktivator und Verstarker der Rezeptor-vermittelten Apoptose (Li
etal., 1998; Luo et al., 1998; Gross et al., 1999).

Bid wurde sowohl in naiven als auch in aktivierten CD4" T-Zellen nur in der
ungespaltenen Form exprimiert. Durch Inhibition des Proteasoms konnte -eine
Anreicherung von Bid beobachtet werden.

Insgesamt zeigte sich in aktivierten, nicht-apoptotischen CD4" T-Zellen eine selektive
Spaltung von Caspase-3-, -7- und -8-Substraten. Durch Inkubation mit dem Proteasom-
Inhibitor Bortezomib verstirkte sich die Caspase-3- und -7-Aktivitét, sichtbar an der
Zunahme der PARP-, ICAD- und HPK1-Spaltprodukte. Die Akkumulation der c-FLIP-
SpleiB3- und Spalt-Produkte und von Bid war dagegen wohl eher auf die Inhibition der
proteasomalen Degradation zuriickzufiihren (Kim et al., 2002; Perez und White, 2003;
Breitschopf et al., 2000).
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Abb. 44: Bortezomib verstirkt Spaltung von spezifischen Caspase-Substraten Naive CD4" T-
Zellen wurden durch 4-tdgige Kokultur mit allogenen mDCs aktiviert. AnschlieBend wurden die
Zellen fiir 24 h mit 10 nM Bortezomib oder DMSO inkubiert. Frisch isolierte naive CD4" T-Zellen
wurden dem Versuchsansatz als Negativ-Kontrolle hinzugefiigt. Nachfolgend wurden die Zellen
lysiert, die Proteinlysate mit 12% SDS-PA-Gelen aufgetrennt und der Western Blot mit Hilfe von
anti-PARP (H-250), anti-ICAD (FL-331), anti-HPK1, anti-c-FLIPg;. (G 11) und anti-Bid (FL-195)
entwickelt. Anti-B-Aktin (AC-15) diente als Ladekontrolle. Dargestellt sind jeweils drei
reprasentative Western Blots aus einer Serie von mindestens vier unabhidngigen Experimenten. Der
Asterisk stellt unspezifische kreuzreaktive Proteine dar.
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3.3 Identifizierung aktiver Caspasen durch in situ trapping mittels
bVAD-fmk

In den vorausgegangenen Versuchen konnte demonstriert werden, dass aktivierte CD4" T-
Zellen prozessierte Caspase-3, -7, -8 und -9 haben. Durch Analyse von Caspase-
Substratproteinen konnte vor allem eine Steigerung der Caspase-3- und -7-Aktivitit nach
Proteasom-Inhibition nachgewiesen werden. Die Abschitzung der Caspase-Aktivitit
anhand des Prozessierunggrads und von charakteristischen Caspase-Proteinsubstraten
bietet allerdings nur einen eingeschriankten Hinweis auf ihre proteolytische Aktivitit. So
ist beispielsweise unprozessierte Procaspase-8 nach Heterodimerisierung mit c-FLIPL
proteolytisch-aktiv (Muzio et al., 1998; Micheau et al., 2002; Chang et al., 2003). Auch
Procaspase-9 gilt nach Dimerisierung im Apoptosome als proteolytisch-aktiv (Riedl et al.,
2004; Sun et al., 2004).

Zur Detektion und Analyse proteolytisch-aktiver Caspasen wurden Caspase-Aktivitits-
Blots entwickelt. Hierzu wurden proteolytisch-aktive Caspase-Untereinheiten mit dem
biotinylierten Peptid-basierten Pan-Caspase-Inhibitor ZVAD-fmk (bVAD) markiert und
anschlieBend prazipitiert. Im anschlieBenden Western Blot erfolgte die Identifizierung der
prazipitierten proteolytisch-aktiven Caspasen durch Verwendung spezifischer Antikorper,
da eine einfache Markierung zur Unterscheidung der zahlreichen Caspase-Untereinheiten
gleichen Molekulargewichts nicht ausreicht.

Fir den Versuchsansatz wurde eine insgesamt kiirzere Inkubationsspanne mit mehr
Zeitpunkten gewdhlt, da es von besonderem Interesse war, welche der Caspasen zuerst
eine erhohte Aktivitit aufzeigte und somit fiir die Aktivierung der anderen Caspasen
verantwortlich war. Auch war noch unklar, welcher Apoptoseweg durch Bortezomib-
Inkubation bei aktivierten CD4" T-Zellen induziert wurde. Als Negativ-Kontrolle wurden
die Zellen zusitzlich vor der Zugabe von 10 nM Bortezomib mit 100 uM des nicht-
biotinyliertem ZVAD-fmk inkubiert.
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Abb. 45: Steigerung der proteolytischen Caspase-Aktivitit durch Bortezomib. Je 2 x 10’
aktivierte CD4" T-Zellen wurden fiir die angegebenen Zeiten mit 10 nM Bortezomib oder DMSO
inkubiert, bzw. mit 100 uM ZVAD-fmk (ZVAD) vorinkubiert und anschlieBend mit 10 nM
Bortezomib versetzt. Nachfolgend wurde 20 pM bVAD fiir 1 h hinzugefiigt, die Zellen danach
lysiert und mit Streptavidin-HRP beads tiber Nacht prizipitiert. Die Prizipitate wurden dann in 12%
SDS-PA Gelen aufgetrennt und im Western Blot entwickelt. Hierzu wurden anti-Caspase-8
(90A992), anti-Caspase-9 und anti-Caspase-3 verwendet. Als Ladekontrolle diente anti-B-Aktin
(AC-15). Dargestellt ist ein reprisentatives Experiment aus einer Serie von drei unabhingigen
Experimenten. Der Asterisk stellt unspezifische kreuzreaktive Proteine dar.

Die Western Blots aus dem Input bestétigten das Ergebnis der Caspasen-Analyse mit

Ganzzelllysaten (Kapitel 3.2). Caspase-3, -8 und -9 konnten bereits bei aktivierten, nicht

Proteasom-inhibierten CD4" T-Zellen in prozessierter Form detektiert werden (Abb. 45).

Im Einzelnen exprimierten aktivierte CD4  T-Zellen Caspase-3p20, wihrend fiir

Procaspase-3 und dem Caspase-3p19-Fragment nur schwache Signale festgestellt werden

konnten. Bortezomib induzierte innerhalb von 1 h die Autoprozessierung von Caspase-
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3p20 in die p19- und p17-Fragmente der reifen Caspase-3. Caspase-9 wurde im Input der
aktivierten CD4" T-Zellen iiberwiegend als Procaspase vorgefunden. AuBerdem konnte
noch das durch Caspase-3-Aktivitit generierte Caspase-9p37-Fragment und durch
Autoprozessierung entstandene Caspase-9p35-Fragment identifiziert werden. Die
Inkubation mit Bortezomib bewirkte eine deutliche Signalverstirkung von Caspase-9p37,
wogegen Caspase-9p35 kaum Signalverdnderungen zeigte.

Caspase-8 konnte im Input hauptséchlich als Procaspase detektiert werden. Zusitzlich
zeigten sich die prozessierten Caspase-8p43/p41-Isoformen. Die Inkubation mit
Bortezomib bewirkte kaum sichtbare Signalverdnderungen.

In den bVAD-Aktivitits-Blots von aktivierten CD4" T-Zellen konnte nur prozessierte
Caspase-3p20 identifiziert werden. Die Zugabe von Bortezomib resultierte im raschen
Fortsetzen der Prozessierung in Caspase-3pl9 und pl7 bereits nach 1 h Proteasom-
Inhibition und somit in der Verstdarkung der proteolytischen Caspase-3 Aktivitit.
Caspase-9 konnte in den Aktivitits-Blots in der unprozessierten Procaspase-Form mit dem
Molekulargewicht 46 kDa nachgewiesen werden. Dieses Signal war bereits in den
aktivierten CD4" T-Zellen zu beobachten. Die Apoptose-Induktion durch Bortezomib
bewirkte eine Verstirkung des Signals nach 3 h Proteasom-Inhibition, gleichbedeutend
mit der Erh6hung der Caspase-9-Aktivitét. Die proteolytische Caspase-9-Aktivitit erhohte
sich somit erst nach der Zunahme der Caspase-3-Aktivitit. In den Aktivitits-Blots
konnten prozessierte Caspase-9p37 und p35 nicht nachgewiesen werden.

Caspase-8 zeigte in den Aktivitits-Blots, trotz Verwendung von unterschiedlichen
Antikorpern, nur duBerst schwache Signale, die wéhrend der Analysezeit kaum
Verdnderungen aufzeigten. Die erhaltenen Signale entsprachen einem Molekulargewicht
der kleinen Caspase-8p12-Untereinheit.

Die Priinkubation mit 100 uM des Pan-Caspase-Inhibitors ZVAD-fmk hemmte die
Prozessierung von Caspase-3 und -9 im Input und in den Aktivitdts-Blots. Dariiber hinaus
konnte in den Aktivitits-Blots durch die Anwesenheit von ZVAD-fmk eine
Signalabnahme von Caspase-3 und -9 im Vergleich zur DMSO-Kontrolle nachgewiesen
werden. Diese Signalabschwéichung ist gleichbedeutend mit der Inhibition der
proteolytischen Caspase-Aktivitit durch ZVAD-fmk.

Die Aktivitits-Blots zeigten, dass Caspase-3, -8 und -9 in aktivierten CD4" T-Zellen
proteolytisch-aktiv sind. Dariiber hinaus konnte eine rasche Zunahme der Caspase-3- und

Caspase-9-Aktivitdt durch Bortezomib nachgewiesen werden.
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3.4  Der Pan-Caspase-Inhibitor ZVAD-fmk verringert Bortezomib-
vermittelte Apoptose, Proliferationsabnahme und CD25-
Expressionsabnahme

In den vorherigen Versuchen konnte demonstriert werden, dass aktivierte, nicht-
apoptotische CD4"-T Zellen prozessierte und proteolytisch-aktive Caspasen-3, -7, -8 und -
9 besitzen. Durch Inhibition des Proteasoms konnte eine Zunahme der Prozessierung und
der Aktivitit von Caspase-3, -7 und -9 innerhalb kurzer Zeit beobachtet werden. Mit Hilfe
des synthetischen Peptid-basierten Pan-Caspase-Inhibitors ZVAD-fmk (Dolle ef al., 1994)
sollte nun iiberpriift werden, ob die Bortezomib-vermittelte Apoptose-Induktion (Kapitel
2.5), Inhibition der Proliferation (Kapitel 2.4) und Suppression der CD25-Expression
(Kapitel 2.7) bei aktivierten CD4" T-Zellen Caspase-abhingig war. Dazu wurden
aktivierte CD4" T-Zellen mit 100 pM ZVAD-fmk fiir 1 h vorinkubiert und anschlieBend
10 nM Bortezomib fiir weitere 24 h hinzugefiigt. Danach wurde der Anteil Annexin
V'/PI" Zellen bestimmt und die spezifische Apoptose ermittelt.

Die Vorinkubation mit ZVAD-fmk bewirkte eine signifikante Verringerung der
Bortezomib-induzierten Apoptose. Es konnte eine Abnahme der sA von 40% auf 11%

beobachtet werden.

60 -
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Abb. 46: Inhibition der Bortezomib-induzierten Apoptose durch ZVAD-fmk. Naive CD4" T-
Zellen wurden durch 4-tdgige Kokultur mit allogenen mDCs aktiviert. AnschlieBend wurden die
Zellen fir 1 h mit 100 pM ZVAD-fmk oder DMSO vorinkubiert und nachfolgend mit 10 nM
Bortezomib (Bor) fiir weitere 24 h inkubiert. Danach wurde die spezifische Apoptose ermittelt, wie
in Material und Methoden beschrieben. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM von sechs
unabhéngigen, im Triplett durchgefiihrten Experimenten. * p < 0,002 (gepaarter Student t-Test)
gegeniiber Bortezomib-Ansatz.

Wie bereits in Kapitel 2.4 gezeigt werden konnte, bewirkte die Proteasom-Inhibition
durch Bortezomib eine Abnahme der Proliferation von aktivierten CD4" T-Zellen (Abb.
46). Diese war einerseits auf die Induktion von Apoptose und andererseits auf einen
Arrest in der G;-Phase des Zellzyklus zuriickzufiihren. Im Folgenden sollte untersucht

werde, inwiefern die Inhibition der Caspase-Aktivitit die Bortezomib-induzierte
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Hemmung der Proliferation beeinflusste. Dazu wurde vorgegangen, wie bereits in Kapitel
2.4 beschrieben. Da Caspasen bei aktivierten T-Zellen jedoch auch zur Proliferation
notwendig sind (Alam et al, 1999; Kennedy et al., 1999; Falk et al., 2005), musste
zusitzlich der Effekt von ZVAD-fmk auf die Proliferationsrate von aktivierten CD4" T-
Zellen analysiert werden. Deshalb wurde parallel zur ZVAD-fmk/10 nM Bortezomib-
Versuchsreihe auch ein Ansatz ausschlieBlich mit ZVAD-fmk vorgesehen. AnschlieSend

wurde der prozentuale Anteil der Proliferation zur jeweiligen Kontrolle ermittelt.
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Abb. 47: Inhibition der Bortezomib induzierten Abnahme der Proliferation durch ZVAD-fmk
(ZVAD). Naive CD4" T-Zellen wurden durch 4-tigige Kokultur mit allogenen mDCs aktiviert.
AnschlieBend wurden die Zellen fir 1 h mit 100 uM ZVAD-fmk oder DMSO vorinkubiert und
nachfolgend mit 10 nM Bortezomib (Bor) oder DMSO fiir weitere 24 h inkubiert. Nachfolgend
wurde der Einbau von radioaktivem [*H-]Thymidin bestimmt und der prozentuale Anteil gegeniiber
der jeweiligen Kontrolle ermittelt. Dargestellt ist der Mittelwert £ SEM von sechs unabhéngigen
Experimenten, die in sechsfachen Ansdtzen durchgefiihrt wurden. * p < 0,003; ** p < 0,001
(gepaarter Student t-Test) gegeniiber der jeweiligen-Kontrolle.

Die Inhibition der Caspasen bei aktivierten CD4" T-Zellen durch ZVAD-fimk bewirkte
eine signifikante Verminderung der Proliferation auf 77% der Ausgangsproliferation. Die
Inkubation mit Bortezomib verringerte die Proliferation in statistisch relevantem Malle auf
17% des Kontrollansatzes. In Anwesenheit von ZVAD-fmk konnte die Bortezomib-
vermittelte Suppression der Proliferation signifikant auf 50% des ZVAD-Kontrollansatzes
reduziert werden (Abb. 47). So konnte demonstriert werden, dass eine proteolytische
Caspase-Aktivitdt fiir einen Teil der Bortezomib-induzierten Proliferations-Inhibition
verantwortlich war.

Die Analyse des Einflusses von Caspasen bei der Bortezomib-induzierten Inhibition der
CD25-Expression wurde wie in Kapitel 2.7 durchgefiihrt. Da eine proteolytische Caspase-
Aktivitéit bei aktivierten T-Zellen auch zur Expression von CD25 notwendig ist (Falk et
al., 2005), wurde analysiert, ob die Inkubation mit ZVAD-fmk die Expression von CD25
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beeinflusst. Deshalb wurde parallel zur ZVAD-fmk/10 nM Bortezomib-Versuchsreihe ein
Ansatz mit ZVAD-fmk vorgesehen. Tatsdchlich bewirkte die 24 h Inkubation mit ZVAD-
fmk eine Abnahme der CD25-Expression von 301 MFI auf 185 MFI. Dies entsprach einer
Ausgangsexpression von 61,3%. Dagegen verursachte die Proteasom-Inhibition durch 10
nM Bortezomib eine Verringerung der CD25-Expression auf 127 MFI. Dieser Wert
entsprach 42% der urspriinglichen Expression. In Anwesenheit von ZVAD-fmk bewirkte
Bortezomib eine Abnahme der CD25 Expression auf 107 MFI. Die CD25 Expression
entsprach damit nur 35,3% der Ausgangsexpression. Verglich man jedoch den ZVAD-
fmk/Bortezomib-Ansatz mit dem eigentlichen Kontrollansatz ZVAD-fmk, betrug die
CD25 Expression noch 57,6%. Daraus folgt, dass die CD25-Expression bei aktivierten
CD4" T-Zellen abhingig von der Caspase-Aktivitit ist. Dariiber hinaus konnte die durch
Bortezomib verursachte Abnahme der CD25-Expression durch Hemmung der Caspase-

Aktivitit antagonisiert werden (Abb. 48).
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Abb. 48: Antagonisierung der Bortezomib-induzierten Abnahme der CD25 Expression durch
ZVAD-fmk (ZVAD). Naive CD4" T-Zellen wurden durch 4-tigige Kokultur mit allogenen mDCs
aktiviert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 1 h mit 100 pM ZVAD-fmk oder DMSO vorinkubiert
und nachfolgend mit 10 nM Bortezomib (Bor) oder DMSO fiir weitere 24 h inkubiert. Nachfolgend
wurde die Expression des Zelloberflichenproteins CD25 durchflusszytometrisch gemessen.
Dargestellt ist die mittlere Fluoreszenz-Intensitit (MFI) £ SEM von sechs unabhéngigen, im Triplett
durchgefiihrten Experimenten.
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3.5 Expressions-Analyse natiirlicher Caspase-Inhibitoren
In den vorausgegangenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass Caspasen in aktivierten

CD4" T-Zellen eine moderate proteolytische Aktivitit haben. Diese ist fiir essentielle
Funktionen, wie z.B. T-Zell-Proliferation und Expression von IL-2Ra (CD25),
notwendig, wie auch vorausgegangene Studien bereits nachweisen konnten (Alam et al.,
1999; Kennedy et al., 1999; Falk et al., 2005). Daraus konnte geschlossen werden, dass
die Aktivitdt von Caspasen in den aktivierten T-Zellen, insbesondere die Caspase-3-
Aktivitit, einer zentralen Regulation unterliegt. Dadurch wird das Uberschreiten eines
gewissen apoptotischen Schwellenwerts verhindert. Die Inhibition des Proteasoms durch
Bortezomib bei aktivierten T-Zellen verursachte eine Zerstorung dieses regulativen
Mechanismus und eine Aktivierung der pro-apoptotischen proteolytischen Caspase-
Aktivitit.

Die Proteine der IAP-Familie sind Antagonisten der Caspase-Funktion und stellen damit
potentielle Kandidaten fiir die Regulation der Caspase-Aktivitit dar. IAPs antagonisieren
vor allem die Initiator-Caspase-9 und die Effektor-Caspasen-3 und -7 (Deveraux und
Reed, 1999). Dariiber hinaus haben einige IAPs, z.B. cIAP-1, cIAP-2 und XIAP, wie E3-
Ubiquitin-Ligasen, RING-Finger Dominen. Dadurch konnen sie Caspasen als ihre
Interaktionspartner zum Zweck des proteasomalen Abbaus ubiquitinieren (Li ef al., 2002;
Huang et al., 2001; Suzuki et al., 2001a).

Eine Western-Blot-Analyse der wichtigsten Mitglieder der IAP-Familie sollte zeigen, ob
Bortezomib einen hemmenden Einfluss auf deren Expression hat. Dazu wurden aktivierte
CD4" T-Zellen fiir unterschiedliche Zeiten mit Bortezomib inkubiert, Ganzzelllysate
hergestellt und eine Western Blot-Analyse von cIAP-1, cIAP-2 und XIAP durchgefiihrt.
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Abb. 49: Expressions-Analyse der IAP-Proteine. Naive CD4" T-Zellen wurden durch 4-tigige
Kokultur mit allogenen mDCs aktiviert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 24 h mit 10 nM
Bortezomib oder DMSO inkubiert. Frisch isolierte naive CD4" T-Zellen wurden dem
Versuchsansatz als Negativ-Kontrolle hinzugefiigt. Nachfolgend wurden die Zellen lysiert, die
Proteinlysate mit 12% SDS-PA-Gelen aufgetrennt und im Western Blot analysiert. Dazu wurde anti-
c-IAP-1 (H-83), anti-c-IAP-2 (H-85) und anti-ILP (XIAP, A-7) verwendet. Anti-B-Aktin (AC-15)
diente als Ladekontrolle. Dargestellt ist je ein repridsentatives Experiment aus einer Serie von drei
unabhéngigen Experimenten.

XIAP wurde in unstimulierten und aktivierten CD4" T-Zellen auf etwa gleich hohem
Niveau exprimiert. Dariiber hinaus konnten noch Signale mit einem hdheren oder
niedrigeren Molekulargewicht XIAP detektiert werden,
ubiquitiniertem (Ub-XIAP) bzw. Spalt-

als die wahrscheinlich
oder Degradationsprodukten von XIAP
entsprachen (Yang und Du, 2004). Bortezomib verursachte eine deutliche Akkumulation
von Ub-XIAP. Auch bei den XIAP-Spalt- und Degradationsprodukten konnte eine
Steigerung der Signalintensitét festgestellt werden (Abb. 49).

cIAP-1 und cIAP-2 demonstrierten in aktivierten im Vergleich zu ruhenden T-Zellen eine
gesteigerte Expression. Im Gegensatz zu XIAP konnte bei cIAP-1 und cIAP-2 eine rasche
Signalabnahme nach Zugabe von Bortezomib beobachtet werden. Auch bei cIAP-1
zeigten sich Signale entsprechend einem grofleren Molekulargewicht als demjenigen von
clAP-1, die vermutlich ubiquitiniertes cIAP-1 (Ub-cIAP-1) darstellten. Bei kurzer

Proteasom-Inhibition von 1 h und 4 h konnte eine Verstirkung von Ub-cIAP-1 beobachtet

werden. Nach 8 h war Ub-cIAP-1 jedoch nicht mehr detektierbar. Durch die Verringerung
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der cIAP-1-, cIAP-2- und XIAP-Expression konnte eine Ursache fiir die durch

Bortezomib verursachte Verstirkung der Caspase-Aktivitit nachgewiesen werden.

3.6  Untersuchung der Translokation intramitochondrialer pro-
apoptotischer Proteine
Die Abnahme der Expression von cIAP-1 und cIAP-2 erklérte die auf den Aktivitits-Blots

beobachtete Zunahme der proteolytischen Caspase-3 und -9 Aktivitdt. Mit Second
mitochondria-derived activator of caspasel direct IAP binding protein with a low pl
(Smac/DIABLO) und high temperature requirement protein A2/Omi stress-regulated
endoprotease (HtrA2) existieren zwei intramitochondriale Proteine, die nach
zytoplasmatischer Translokation eine indirekte Caspase-Aktivierung durch Inaktivierung
der IAPs verursachen. Smac/DIABLO und HtrA2 antagonisieren die IAP-vermittelte
Caspase-Hemmung (Chai et al., 2000; Srinivasula et al., 2000; Hegde et al., 2002;
Martins et al., 2002). Die Abnahme der cIAP-1 und cIAP-2-Signale konnte auch auf der
Spaltung durch die proteolytische Aktivitdit der mitochondrialen Serin-Protease
HtrA2/Omi basieren (Srinivasula et al., 2003; Yang et al., 2003).

Dariiber hinaus demonstrierten die Aktivitits-Blots auch eine Zunahme der Caspase-9-
Aktivitdat. Zur Aktivierung von Caspase-9 ist die zytoplasmatische Translokation von
intramitochondrialem Cytochrom ¢ notwendig.

Das Flavoprotein AIF ist ein weiteres pro-apoptotisches, intramitochondriales Protein, das
jedoch im Gegensatz zu Smac/DIABLO und Cytochrom ¢ Caspase-unabhingige
Apoptose induziert (Susin et al., 1999; Joza et al., 2001).

Die Untersuchung von zytoplasmatischen und mitochondrialen Fraktionen von
Bortezomib-inkubierten, aktivierten CD4"  T-Zellen sollte zeigen, ob eine
zytoplasmatische Translokation von intramitochondrialen pro-apoptotischen Proteinen
stattgefunden hatte. Dazu wurden aktivierte CD4" T-Zellen fiir unterschiedliche Zeiten
mit 10 nM Bortezomib inkubiert und danach zytoplasmatische und mitochondriale
Fraktionen angefertigt. AnschlieBend wurde die Abundanz der intramitochondrialen
Proteine Smac/DIABLO, HtrA2, Cytochrom ¢ und AIF in den verschiedenen Fraktionen

mit Hilfe von Western Blots analysiert.
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Abb. 50: Freisetzung von intramitochondrialen pro-apoptotischen Proteinen durch
Bortezomib (Bor). CD4" T-Zellen wurden durch 4-tigige Kokultur mit allogenen mDCs aktiviert
und fiir die angegebenen Zeiten mit 10 nM Bortezomib (Bor) oder DMSO (D) inkubiert.
Anschliefend wurden mitochondriale und zytoplasmatische Fraktionen generiert, mit SDS-PAGE
aufgetrennt und die Quantitdt von Smac/DIABLO (Smac), Cytochrom ¢, AIF und HtrA2 in den
einzelnen Fraktionen im Western Blot analysiert. Dazu wurden anti-Smac (FL-239), anti-Cytochrom
¢ (7HS), anti-AIF (E-1) und anti-HtrA2 (1B3) verwendet. Als Ladekontrolle wurden anti-B-Aktin
(AC-15) fiir die zytoplasmatische und anti-COX IV fiir die mitochondriale Fraktion verwendet.
Dargestellt ist ein reprédsentatives Experiment aus einer Serie von drei unabhingigen Experimenten.

Bortezomib bewirkte nach 4 h Inkubation eine Freisetzung von Smac/DIABLO aus den
Mitochondrien ins Zytoplasma. Im Gegensatz dazu konnte zytoplasmatisches Cytochrom
c erst nach 16 h Proteasom-Inhibition beobachtet werden. AIF zeigte eine &hnliche
Dynamik wie Cytochrom c und translozierte erst nach 16 h ins Zytoplasma.

Eine zytoplasmatische Translokation der Serin-Protease HtrA2 in das Zytoplasma konnte
nach 8 h nachgewiesen werden und lag zeitlich damit zwischen der Freisetzung von
Smac/DIABLO und Cytochrom ¢ bzw. AIF (Abb. 50).

Durch die Freisetzung von Smac/DIABLO und HtrA2 aus den Mitochondrien ins
Zytoplasma konnte die rasche Inaktivierung der Caspase-inhibierenden Wirkung von
XIAP, cIAP-1 und cIAP-2 erkliart werden. Dadurch kommt es zur Zunahme der Caspase-
3- und -7-Aktivitét, welche man bei der Untersuchung der Caspase-Substrat-Proteine und
anhand der Aktivitits-Blots feststellen konnte. Die in Kapitel 1.1 gezeigte Abnahme von
cIAP-1 und cIAP-2 liel sich somit durch HtrA2-vermittelte proteolytische Spaltung

erkldren. Da die Cytochrom c- im Vergleich zur Smac/DIABLO-Freisetzung aus den
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Mitochondrien verzogert stattfand, konnte damit auch eine Ursache fiir die im Vergleich

zur Caspase-3 verspitete Aktivitdtszunahme von Caspase-9 gefunden werden.

3.7 Untersuchung von MOMP-induzierenden Bax-like-Proteinen bei
Bortezomib-inkubierten aktivierten CD4" T-Zellen

Der Efflux von apoptogenen Proteinen wie Cytochrom ¢, Smac/DIABLO und HtrA2 ist
nur nach Zerstorung der mitochondrialen Membranintegritit und anschlieBender
Mitochondrial outer membrane permeabilization (MOMP) moglich. Zur Induktion dieses
Effektes ist die Aktivierung von Bax oder Bak, beides Mitglieder der pro-apoptotischen
Bax-like-Proteine, notwendig (Antonsson et al., 2001). Um zu untersuchen, inwiefern
Bortezomib eine Aktivierung und mitochondriale Translokation von Bax und Bak
verursacht hatte, wurde die Priasenz der beiden pro-apoptotischen Proteine in den gleichen
zytoplasmatischen und mitochondrialen Fraktionen wie in Kapitel 3.6 mittels Western
Blot analysiert.

Bax und Bak konnten im Zytoplasma und in Mitochondrien von aktivierten CD4" T-
Zellen sowohl in ihrer monomeren als auch dimeren, aktivierten Form detektiert werden.
Nach Zugabe von 10 nM Bortezomib war in beiden Fraktionen eine rapide Zunahme der
Signalintensitit von Bax-Monomeren und -Dimeren festzustellen, die sich mit Dauer der
Proteasom-Inhibition geringfiigig verstérkte.

Auch fiir Bak konnte eine Aktivierung durch Dimerisierung und anschlieBend eine

Translokation an die Mitochondrien nachgewiesen werden (Abb. 51).
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Abb. 51: Aktivierung und mitochondriale Translokation von Bax und Bak durch Bortezomib
(Bor). CD4" T-Zellen wurden durch 4-tigige Kokultur mit allogenen mDCs aktiviert und fiir die
angegebenen Zeiten mit 10 nM Bortezomib (Bor) oder DMSO (D) inkubiert. AnschlieBend wurden
mitochondriale und zytoplasmatische Fraktionen hergestellt, mit SDS-PAGE aufgetrennt und die
Quantitit von Bax und Bak in den einzelnen Fraktionen im Western Blot ermittelt. Dazu wurden
anti-Bak (G-23) und anti-Bax (N-20) verwendet. Als Ladekontrolle wurden anti-B-Aktin (AC-15) fiir
die zytoplasmatische und anti-COX IV fiir die mitochondriale Fraktion verwendet. Dargestellt ist ein
reprisentatives Experiment aus einer Serie von drei unabhéngigen Experimenten. Der Asterisk stellt
unspezifische kreuzreaktive Proteine dar.

3.8  Untersuchung der Beteiligung von ROS-Produktion bei der
Bortezomib-induzierten Apoptose in aktivierten CD4" T-Zellen
Die durch mitochondriale Bax-/Bak-Translokation induzierte MOMP und daraus

resultierende Freisetzung von pro-apoptotischen intramitochondrialen Proteinen wie
Smac/DIABLO, HtrA2, Cytochrom ¢ und AIF geht oftmals mit der gesteigerten
Produktion von reaktiven Sauerstoff-Spezies (reactive oxygen species, ROS) einher
(Kroemer G et al., 2007). Erhohte zytoplasmatische ROS-Konzentrationen konnen direkt
die Oxidierung von Lipiden, Proteinen und Nukleinsduren verursachen und dadurch
MOMP, in einem positiven Feedback weiter verstirken (Marchetti P et al., 1997).
Zahlreiche Studien belegen dariiber hinaus, dass die ROS-Produktion einer der multiplen
Mechanismen der Apoptose-Induktion durch Bortezomib darstellt (Ling et al., 2003;
Fribley et al., 2004; Perez-Galan et al., 2006). Um zu untersuchen, ob die Produktion von

ROS zur Bortezomib-induzierten Apoptose von aktivierten CD4" T-Zellen beitrigt,
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wurden die Zellen mit Rotenon (Rot) und N-Acetylcystein (NAC) fiir 2 h pridinkubiert und
anschliefend 10 nM Bortezomib fiir weitere 24 h hinzugefiigt. Danach wurde der Anteil
Annexin V'/PI" Zellen bestimmt und die spezifische Apoptose ermittelt.

Rot blockiert die Ubiquinone-Bindungsstelle der NADH-Dehydrogenase (Komplex 1) in
der mitochondrialen Atmungskette. und ist somit ein Inhibitor der im Intermembranraum
befindlichen Atmungskette (Lambert AJ und Brand MD, 2004). Komplex I gilt dabei als
Hauptproduzent von mitochondrialem ROS (de Vries S, 1986; Turrens et al., 1980;
Orrenius et al., 2007).

NAC stimuliert als Vorstufe von reduziertem Glutathion, einem intrazelluldren
Antioxidans, die zelluldre Glutathion-Produktion, wirkt aber auch direkt als ROS-Fanger
(Meister und Anderson, 1983; Villagrasa et al., 1997; Sadowska et al., 2006)

Die Vorinkubation mit Rot und NAC reduzierte die Bortezomib-induzierte Apoptose
signifikant (Abb. 52). Dabei zeigte sich, dass Rot mit 23,7% sA die Apoptose nicht ganz
so deutlich hemmte wie NAC, welches die Bortezomib-induzierte Apoptose von 40,7%
auf 18,4% sA verringern konnte. Wie bereits in 3.4 bewirkte die Vorinkubation mit dem
Pan-Caspase-Inhibitor ZVAD-fmk einen im Vergleich zu Rot und NAC noch stirkeren
anti-apoptotischen Effekt. Daraus kann geschlossen werden, dass die Bortezomib-
induzierte Apoptose durch die Produktion von mitochondrialen ROS verstirkt wird.
Ausserdem konnte Komplex I der Atmungskette als einer der ROS-Produzenten

identifiziert werden.
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Abb. 52: Inhibition der Bortezomib-induzierten Apoptose durch ZVAD-fmk. Naive CD4" T-
Zellen wurden durch 4-tdgige Kokultur mit allogenen mDCs aktiviert. AnschlieBend wurden die
Zellen fiir 2 h mit 500 nM Rotenon (Rot), 1 mM N-Acetylcystein (NAC), 100 pM ZVAD-fmk
(ZVAD) oder DMSO vorinkubiert und nachfolgend mit 10 nM Bortezomib (Bor) fiir weitere 24 h
inkubiert. Danach wurde die spezifische Apoptose ermittelt, wie in Material und Methoden
beschrieben. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM von vier unabhéngigen, im Triplett durchgefiihrten
Experimenten. * p < 0,048 (gepaarter Student t-Test) gegeniiber Bortezomib-Ansatz.
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3.9  Untersuchung von pro-apoptotischen BH3-only- und anti-
apoptotischen Bcl-2-like-Proteinen bei Bortezomib-inkubierten,
aktivierten CD4" T-Zellen

Die Konformationsianderung von Bax und Bak wird durch die pro-apoptotische Aktivitét
der BH3-only Proteine induziert. Diese werden durch spezifische zelluldre Stressfaktoren
aktiviert und translozieren anschlieBend an die duflere mitochondriale Membran, um auf
noch nicht gekldrte Weise die anti-apoptotischen Bcl-2-like-Proteine zu neutralisieren und
die Bax-like-Proteine zu aktivieren (Huang und Strasser, 2000; Cheng et al., 2001; Karst
und Li, 2007).

Aufgrund der nachgewiesenen Translokation von Bax- und Bak-Dimeren an die duBBere
mitochondriale Membran sollte nun untersucht werden, welche BH3-only Proteine fiir die
Aktivierung und Freisetzung von Bax und Bak verantwortlich sind. Dafiir wurde die
Prisenz der BH3-only Proteine Bid, PUMA, Bim und Noxa in zytoplasmatischen und
mitochondrialen Fraktionen ermittelt.

Bortezomib verursachte eine Zunahme von zytoplasmatischem Bid bei aktivierten CD4"
T-Zellen, wogegen in der mitochondrialen Fraktion kein Bid detektiert werden konnte
(Abb. 53). Somit konnte das Ergebnis aus der Analyse von Ganzzelllysaten (s. 1.1)
bestétigt werden.

PUMA konnte dagegen nur in mitochondrialen Fraktionen nachgewiesen werden. Die
Inhibition des Proteasoms bewirkte eine sukzessive Akkumulation des BH3-only Proteins.
Auch Bim konnte, wie bereits beschrieben, mit seinen drei bekannten Splei3-Varianten
Bimgr, Bimp und Bimg nur in der mitochondrialen Fraktion detektiert werden (Zhu et al.,
2004). Bimg zeigte, wie bereits beschrieben, die stdrkste Expression der Isoformen
(O’Reilly et al., 2000). Die Zugabe von Bortezomib bewirkte eine deutliche Anreicherung
von Bim, insbesondere der beiden kleinen Isoformen Bim; und Bims.

Noxa wird, wie PUMA, nach genotoxischem Stress durch p53 induziert (Oda et al., 2000;
Nakano ef al., 2001). Nach 8 h Proteasom-Inhibition konnte das BH3-only Protein sowohl
in zytoplasmatischen als auch in mitochondrialen Fraktionen nachgewiesen werden und
zeigte in der Folge eine rasche Akkumulation.

Die Aktivierung von Bax-like Proteinen durch BH3-only Proteine wird durch
antagonistische Interaktion mit den anti-apoptotischen Bcl-2-like Proteinen, wie z.B. Bcl-
2, Bcl-XL und Mcl-1 verhindert. Dabei konnen sich nur bestimmte Heterodimere bilden
(Chen et al., 2005; Kim et al., 2006; Letai et al., 2002). Da eine gesteigerte Expression

von Noxa, PUMA und allen drei Bim-Isoformen an der mitochondrialen Membran
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beobachtet werden konnte, sollte nun gleichermassen eine Analyse der wichtigsten
Mitglieder der anti-apoptotischen Bcl-2-like Proteine Bcl-2, Bel-XL und Mcl-1 erfolgen.
Bcl-XL konnte sowohl im Zytoplasma als auch an den Mitochondrien nachgewiesen
werden. Bortezomib verursachte innerhalb von 1 h eine Anreicherung von
mitochondrialem Bcl-XL. AnschlieBend konnte keine Verdnderung der Signalintensitit
mehr festgestellt werden. Im Gegensatz dazu reicherte sich zytoplasmatisches Bcl-XL
kontinuierlich an.

Mcl-1 und Bcl-2 konnten nur in der mitochondrialen Fraktion lokalisiert werden.
Wihrend eine stetige Akkumulation von mitochondrialem Mcl-1 beobachtet wurde, war
die Abundanz von Bcl-2 nach Bortezomib-Inkubation unveréndert.

Dem Tumorsuppressor Protein p53 wird in aktuellen Publikationen durch
Antagonisierung der anti-apoptotischen Bc/-2-like Proteine eine apoptogene Funktion
direkt an der mitochondrialen Membran zugeschrieben (Marchenko et al., 2000). In nicht
fraktionierten Lysaten von aktivierten, mit Bortezomib inkubierten CD4" T-Zellen konnte
bereits eine deutliche Akkumulation von p53 und ubiquitiniertem p53 festgestellt werden
(Kapitel 2.6). Deshalb war es von Interesse, ob nun auch mitochondriales p53 detektiert
werden konnte. Tatséchlich verursachte Bortezomib eine sukzessive p53-Akkumulation in
mitochondrialen und zytoplasmatischen Fraktionen. Wiahrend sich jedoch in der
mitochondrialen Fraktion neben p53 selbst nach langer Filmexposition keine zusitzlichen
Signale zeigten, konnten in der zytoplasmatischen Fraktion mit Dauer der Inkubation
Signale mit einem hdheren Molekulargewicht als p53 beobachtet werden, die analog zu
den Western Blots mit Ganzelllysaten (Kapitel 2.6) auf ubiquitiniertes p53 schlie3en

lieBen.
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Abb. 53: Analyse von pro-

und anti-apoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie in

zytoplasmatischen und mitochondrialen Fraktionen mit Bortezomib-inkubierten aktivierten
CD4" T-Zellen. CD4" T-Zellen wurden durch 4-tigige Kokultur mit allogenen mDCs aktiviert und
fiir die angegebenen Zeiten mit 10 nM Bortezomib (Bor) oder DMSO (D) inkubiert. AnschlieBend
wurden mitochondriale und zytoplasmatische Fraktionen generiert, mit SDS-PAGE aufgetrennt und
die Abundanz von Bid, PUMA, Bim, Noxa, Mcl-1, Bcl-2, Bel-XL und p53 in den einzelnen
Fraktionen im Western Blot ermittelt. Dazu wurden anti-Bid (FL-195)), anti-PUMA o/p (FL-193),
anti-Bim (H-191), anti-Noxa (114C307), anti-Mcl-1 (22), anti-Bcl-2 (N-19), anti-Bcl-xs, (S-18) und
anti-p53  (DO-1) verwendet. Als Ladekontrolle wurden anti-B-Aktin (AC-15) fiir die
zytoplasmatische und anti-COX IV fiir die mitochondriale Fraktion verwendet. Dargestellt ist ein
repréasentatives Experiment aus einer Serie von drei unabhédngigen Experimenten.

Somit belegte die Analyse von mitochondrialen und zytoplasmatischen Fraktionen von

mit Bortezomib-inkubierten aktivierten CD4" T-Zellen eine Akkumulation von pro-
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apoptotischen BH3-only-Proteinen (PUMA, Noxa, Bim) und p53 an der duBeren
mitochondrialen Membran. Da keine ausreichende Neutralisation der pro-apoptotischen
Proteine durch die anti-apoptotischen Bcl-2-like Proteine Bcl-2, Bcl-XL und Mcl-1
stattfindet, resultiert daraus die Aktivierung der Bax-like-Proteine. Bax und Bak
oligomerisieren und integrieren in die duflere mitochondriale Membran, wodurch MOMP
verursacht und pro-apoptotische intramitochondriale Proteine, wie Smac/DIABLO,

HtrA2, Cytochrom c und AIF ins Zytoplasma translozieren.
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Diskussion

Das UPS mit dem darin integrierten 26S Proteasom reguliert durch Proteolyse fast aller
zelluldren Proteine solch unterschiedliche und essentielle Prozesse wie Zellentwicklung,
Zelldifferenzierung, Proliferation, Zellzyklus, Apoptose, Gentranskription,
Signaltransduktion, Seneszenz, Entziindungs- und Stress-Antwort (Hershko und
Ciechanover, 1998; Naujokat und Hoffmann, 2002; DeRenzo und Seydoux, 2004;
Bowerman und Kurz, 2006; Naujokat und Saric, 2007). Die Verwendung von selektiven
synthetischen und biologischen Inhibitoren der proteolytischen Aktivititen des 26S
Proteasoms, der zentralen proteolytischen Komponente des UPS, haben dazu beigetragen,
die essentiellen Funktionen zu erkennen und fiir medizinische Zwecke zu nutzen (Groll
und Huber, 2004; Gaczynska und Osmulski, 2005). Insbesondere die Entdeckung, dass die
Inhibition des Proteasoms hauptsdchlich in neoplastischen und schnell proliferierenden
Zellen Apoptose induziert, hat den Weg fiir Proteasom-Inhibitoren wie Bortezomib in die
Krebstherapie geebnet (Shinohara et al., 1996; Drexler HCA, 1997; Lopes et al., 1997,
Drexler et al., 2000; Naujokat et al., 2000; Qiu et al., 2000; Adams und Kauffman 2004;
Voorhees und Orlowski, 2006).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt der potenten biologischen und synthetischen
Proteasom-Inhibitoren EPM, LC und Bortezomib auf essentielle funktionelle und
phinotypische Eigenschaften von humanen DCs und von aktivierten CD4" T-Zellen
untersucht. Des Weiteren wurde der Mechanismus der Apoptose-Induktion durch

Proteasom-Inhibition in aktivierten CD4" T-Zellen charakterisiert.

1  Beurteilung der Methoden

DCs konnen generell aus Vorlduferzellen des Blutes, des Knochenmarks oder des
Nabelschnurblutes generiert oder direkt aus Blut und peripherem Gewebe isoliert werden.
Da DCs im peripheren Blut jedoch nur etwa 1% der PBMCs ausmachen, ist die direkte
Isolation problematisch und fiihrt nur zu einer geringen Zellausbeute. Deshalb wird die in
vitro Generierung von DCs aus Vorlauferzellen fiir die meisten klinischen und
experimentellen Fragestellungen bevorzugt (Maraskovsky et al., 1996; Shurin et al., 1997,
Pulendran ef al., 1998).

Die in dieser Arbeit verwendeten DCs wurden in Anlehnung eines von Faries et al.
entwickelten Protokolls aus CDI14" Monozyten generiert (Faries et al, 2001).

Abweichend vom klassischen, 5-tdgigen Protokoll bendtigen die Monozyten durch
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Kultivierung im serumfreien Medium nur zwei Tage, bis sie das unreife DC-Stadium
erreicht haben (Romani et al., 1994). Die folgende Differenzierung zu phéinotypisch und
funktionell reifen DCs wird durch die eintégige Inkubation der iDCs in einem Cocktail
von Maturationsinduktoren wie TNF-a, IFN-y und CD40L oder LPS und IFN-y
gewahrleistet (Sallusto ef al., 1994; Caux et al., 1994; Zhou und Tedder, 1996; Cella et
al., 1996; Jonuleit et al, 1997). Die serumfreie Variante wird durch in vivo
Beobachtungen von Randolph er al (1998) gestiitzt, welcher eine spontane
Differenzierung von DCs aus, ins periphere Gewebe einwandernden Monozyten
beschrieb. Dabei geht der Differenzierungsstimulus durch den vom Blutserum
abweichenden Protein- und Elektrolyt-Gehalt der interstitiellen Fliissigkeit aus. Daraus
lasst sich schliefen, dass wohl bestimmte, bisher noch unbekannte Komponenten des
Serums die Differenzierung von DC-Vorlduferzellen inhibieren (Faries et al., 2001; Koski
et al., 2001; Randolph et al., 2005). Eine aktuelle Studie stiitzt die Beobachtungen von
Randolph et al, dass Monozyten unter physiologischen Bedingungen in DCs
differenzieren (Léon et al., 2004).

Die immunphénotypischen und funktionellen Untersuchungen demonstrieren, dass die in
dieser Arbeit verwendeten DCs vergleichbare FEigenschaften mit jenen anderer
Publikationen hatten. Beide Differenzierungsstadien zeigten den charakteristischen
Immunphénotyp:

iDC: CD83", CD14"", CD11c", CD40", CD80", CD86", MHC-II"

mDC: CD83", CD14", CD40"", CD11c", CD80"", CD86"", MHC-II .

Dariiber hinaus konnte bei iDCs eine hohe endozytotische Kapazitit nachgewiesen
werden, die im Zuge der Ausreifung zu mDCs stark vermindert wurde (Daten nicht
gezeigt). Dagegen produzierten die mDCs das zur Induktion von Thl-Immunantworten
notwendige biologisch-aktive IL-12p70 und waren in der Lage, allogene und autologe
CD4" und CD8" T-Zellen zu aktivieren. Die durch die Ausreifungsstimuli LPS und IFN-y
aktivierten mDCs wiesen bei spiteren Untersuchungen eine noch hohere stimulatorische
Kapazitit auf. Daher wurden sie auch zur physiologischen Aktivierung der CD4" T-Zellen
bei der Untersuchung des Einflusses von Proteasom-Inhibitoren auf CD4" T-Zellen
verwendet. Aufgrund der im Vergleich zur klassischen Methode kiirzeren
Kultivierungsdauer, bei vergleichbar resultierenden DC-Eigenschaften, bot das
modifizierte DC-Generierungsprotokoll einen praktischen Vorteil und war zur

Untersuchung von humanen DCs geeignet.
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Durch Messung der proteolytischen Proteasom-Aktivitdt mit fluorogenen Peptidsubstraten
erhilt man drei unterschiedliche Spaltungsneigungen, die chymotryptische-, tryptische-
und caspase-dhnliche Aktivitit genannt werden. Diese konnen den katalytisch-aktiven
Untereinheiten B5, B2 und B1 zugeordnet werden (Orlowski et al., 1993; Kisselev et al.,
1999; Groll et al., 1999). Nach Stimulation mit IFN-y wird die Produktion von
Immunoproteasomen induziert, in welchen die konstitutiven proteolytisch-aktiven
Untereinheiten 1, B2 und B5 durch die Immunoproteasom-Untereinheiten Bli, f2i und
B5i ersetzt werden, die nun vorzugsweise eine andere Substratspezifitit aufweisen (Fruh et
al., 1994).

Zur Bestimmung des inhibitorischen Profils der einzelnen Proteasom-Inhibitoren wurde
die Methode der Affinitdtsmarkierung mit einer Aktivitits-basierten Sonde nach Kessler
et al. (2001) verwendet. Diese hat gegeniiber der gewohnlich verwendeten Methode mit
fluorogenen Peptidsubstraten den Vorteil, eine Differenzierung zwischen proteolytischer
Aktivitdat der konstitutiven und der Immunoproteasom-Untereinheiten zu ermdglichen.
Dagegen kann bei der Bestimmung mit fluorogenen Peptidsubstraten nur ungenau
zwischen chymotryptischer, tryptischer und caspase-dhnlicher Peptidase-Aktivitét
unterschieden werden. Damit konnte zum ersten Mal die Aktivitdt der katalytisch-aktiven
Proteasom-Untereinheiten in humanen mDCs und humanen aktivierten CD4" T-Zellen
demonstriert und die inhibitorische Wirkung von Bortezomib, LC und EPM auf diese
gezeigt werden (Berges ef al., 2008). In der vorliegenden Arbeit konnte sowohl die
inhibitorische =~ Wirkung der Proteasom-Inhibitoren auf die katalytisch-aktiven
konstitutiven als auch Immunoproteasom-Untereinheiten aufgezeigt werden, denn mDCs
exprimieren die Immunoproteasom-Untereinheiten konstitutiv (Kloetzel PM, 2004;
Macagno et al., 1999). AuBlerdem wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression von
Bli, P2i und PB5i in aktivierten CD4" T-Zellen nachgewiesen. Insgesamt konnte eine
Bestitigung der Ergebnisse von Studien erhalten werden, die bereits die Methode der
Affinitdtsmarkierung in primdren Monozyten, akuten und chronischen Leukimiezellen
und diversen transformierten Zelllinien angewendet hatten. Demnach inhibierte
Bortezomib in klinisch relevanten Dosen (Papandreou et al, 2004) die konstitutiven
Untereinheiten B5 und B1 sowie deren homologe Immunoproteasom-Untereinheiten B5i
und Bli, wogegen EPM und LC eine anndhernd gleichmdfige Hemmung auf alle
katalytisch-aktiven Untereinheiten ausiibten (DCs: Abb. 14, CD4" T-Zellen: Abb. 29)
(Berkers et al., 2005; Kraus et al., 2007; Das et al., 2007). Damit inhibierten alle

verwendeten Proteasom-Inhibitoren auch die chymotryptische Aktivitit. Diese gilt als
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physiologisch wichtigste der drei existierenden katalytischen Proteasom-Aktivititen
(Kisselev et al., 2006). Im Fall von Bortezomib konnte in dieser Arbeit eine zusitzliche
inhibitorische Wirkung auf die B1- und Bli- Untereinheit und damit auf die caspase-
dhnliche Aktivitdt demonstriert werden. Damit konnten Studien widerlegt werden, die das
Wirkungsspektrum von Bortezomib mittels Bestimmung des Umsatzes fluorogener
Peptidsubstrate einzig auf die chymotryptische Peptidase-Aktivitdt restrigiert hatten
(Adams J et al., 1998; Adams J et al., 1999).

2  Dendritische Zellen

2.1  Effekte auf die Expression von DC-Oberflichenmolekiilen

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Bortezomib, LC und EPM trotz
des unterschiedlichen Wirkungsspektrums auf die proteolytisch-aktiven Proteasom-
Untereinheiten einen vergleichbaren supprimierenden Effekt auf die Expression der fiir
die Funktion der einzelnen DC-Differenzierungs-Stadien essentiellen Oberfldchenproteine
haben (Abb. 16-Abb. 19).

Im Einzelnen bewirkte die Inhibition des Proteasoms wéhrend der Differenzierung von
Monozyten zu i1DCs, wéhrend der Differenzierung von iDCs zu mDCs und bei
ausgereiften mDCs eine verringerte Expression des MHC-II-Molekiils HLA-DR, der
kostimulierenden Oberflachenmolekiile CD40 und CD86 und des C-Typ-Lektins CD206
(MMR). Dariiber hinaus konnte eine verminderte Expression des kostimulierenden
Molekiils CD80 und des C-Typ-Lektins CD209 (DC-SIGN) durch Inkubation mit
Bortezomib, LC und EPM wihrend der Differenzierung von iDCs zu mDCs und in
ausgereiften DCs beobachtet werden. Wéhrend der Differenzierung von iDCs zu mDCs
konnte zusdtzlich eine abgeschwichte Expression des fiir mDCs charakteristischen
Oberfldchenmolekiils CD83 beobachtet werden (Zhou und Tedder, 1996; Lechman et al.,
2002). Durch weiterfiihrende Untersuchung der intrazelluldren Expression von HLA-DR
und CD206 in allen DC-Differenzierungsstadien wurde der suppressive Effekt der
Proteasom-Inhibition auf die Expression der Oberflichenmolekiile verdeutlicht (Abb. 20).
Da die Inkubation mit Bortezomib den gleichen Effekt auf die DC-Phinotypen hatte wie
die Inhibition mit LC und EPM, konnte dadurch abermals die prominente Stellung der
chymotryptischen, zumindest gegeniiber der tryptischen Aktivitit betont werden. Diese
These wird durch eine Studie bestitigt, die durch Verwendung des unspezifischen Peptid-
Aldehyd-Proteasom-Inhibitors PSI dhnliche Effekte auf die Expression von CD86 und
HLA-DR demonstrierte (Yoshimura ef al., 2001).
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2.2 Effekt von Proteasom-Inhibitoren auf die nukleire Translokation
von RelA und RelB

Die post-translationale zytosolische Induktion und nukledre Translokation der
Transkriptionsfaktoren RelA (p65) und RelB, Mitglieder der NF-kB-Familie, ist von
entscheidender Bedeutung fiir die Entwicklung von DCs und fiir die Differenzierung zu
mDCs mit hoher T-Zell-stimulatorischer Kapazitidt (Neumann et al., 2000; Ardeshna et
al., 2000; Ouaaz et al., 2002; Li und Verma, 2002; Platzer et al., 2004). Wéahrend RelA
das Uberleben der DCs steuert, ist RelB essentiell fiir die Differenzierung zu
funktionellen, T-Zell-aktvierenden mDCs. Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass ein
siRNA vermittelter RelB-knockout potentiell tolerogene DCs generiert (Li ef al., 2007).
Davor konnten Studien mit knockout Méusen belegen, dass die Differenzierung von DCs
mit der Expression von RelB assoziiert ist (Burkly et al., 1995).

RelA kann mit NF-xB1(p50) Heterodimere bilden, die durch die inhibitorisch wirkenden
IxB-Proteine (IxB-a, [kB-p und IxkB-y) im Zytoplasma gehalten werden. Dagegen ist RelB
mit der NF-xB2(p52)-Vorstufe p100 im Zytoplasma komplexiert. RelA und RelB werden
durch unterschiedliche Signalwege aktiviert, die das Proteasom zur Ubiquitin-vermittelten
Degradation der IkBs bzw. Prozessierung von pl00 zu p52 bendtigen. Durch den
proteasomalen Abbau wird die nukledre Translokation von RelA/p50 und RelB/p52
ermOglicht (Solan et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass
die Inhibition des Proteasoms zwar nicht die zytoplasmatische Induktion von RelA und
RelB, aber die durch LPS und IFN-y ausgeldste nukledre Translokation verhinderte (Abb.
21). Der zugrunde liegende Mechanismus ist ein bereits bekannter Effekt, der durch eine
verminderte Degradation von IkB-Proteinen bzw. Prozessierung von pl00 durch
Inhibition des Proteasoms verursacht wird. Zusétzliche oder indirekte Effekte, die durch
die Bortezomib-vermittelte Inhibition des Proteasoms ausgelost werden, welche zur
Supprimierung der nukledren Translokation von RelA und RelB fiihren, konnen jedoch
nicht ausgeschlossen werden. Da RelB mit mDCs assoziiert ist und RelA und RelB auch
als Transkriptions-Aktivatoren von CD40, CD80, CD86, MHC-II-Molekiile und CD83
gelten, konnte somit eine Ursache fiir die reduzierte Expression dieser
Oberfldchenproteine und die damit einhergehende beeintrachtigte Differenzierung zu
mDCs gefunden werden (Clark et al., 1999; Ardeshna et al., 2000). Des Weiteren konnten
Ergebnisse einer Studie, die dhnliche Effekte von Bortezomib auf die phidnotypischen
Eigenschaften von DCs und die Aktivierung von RelB wihrend der Differenzierung zu

mDCs beschreibt, komplettiert werden (Nencioni et al., 2006a).
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2.3  Induktion von Apoptose in DCs

Ein Effekt der Inhibition des Proteasoms bei proliferierenden und neoplastischen, nicht
jedoch bei ruhenden und ausdifferenzierten Zellen, ist die Induktion von Apoptose (Chen
C et al, 2000; Naujokat und Hoffmann, 2002). Es konnte gezeigt werden, dass
Bortezomib, LC und EPM bei nicht-proliferierenden iDCs und mDCs sowie
ausdifferenzierten mDCs, aber nicht bei differenzierten Monozyten, Apoptose induzieren
(Abb. 22). Ein Teil der Apoptose wird vermutlich durch die Proteasom-Inhibition-
vermittelte Hemmung der NF-kB-Aktivierung ausgelost, da das Uberleben von
differenzierenden DCs von einer NF-kB-vermittelten Expression anti-apoptotischer
Proteine abhingig ist (Ouaaz et al., 2002). Die vorliegenden Ergebnisse ergénzen eine
kiirzlich verdffentlichte Studie, die bei iDCs nach Inkubation mit Bortezomib eine

Induktion von Apoptose zeigte (Nencioni et al., 2006b).

2.4  Suppression funktioneller Eigenschaften von DCs
Rezeptor-vermittelte  Endozytose und Makropinozytose repridsentieren  basale

Eigenschaften von iDCs, mit deren Hilfe sie das periphere Gewebe stindig auf die
Prisenz von fremden Antigenen iiberwachen. Nur dadurch wird die MHC-vermittelte
Antigenprésentation und Initiierung T-Zell-spezifischer Immunantworten gewéhrleistet
(Sallusto et al., 1995; de Baey und Lanzavecchia, 2000). In dieser Arbeit konnte anhand
der verminderten Aufnahme von FITC-Dextran und LY gezeigt werden, dass die
Inhibition des Proteasoms diese bedeutenden funktionellen Eigenschaften inhibiert. Dieses
wurde durch die verminderte Aufnahme von FITC-Dextran und LY veranschaulicht (Abb.
32). Eine mogliche Ursache liegt in der supprimierten Expression der fiir die Rezeptor-
vermittelte Endozytose und Makropinozytose notwendigen Rezeptoren. Dieser
Proteasom-Inhibition-induzierte Effekt konnte im Fall der Endozytose-Rezeptoren MMR
und DC-SIGN gezeigt werden. Dadurch konnten Ergebnisse einer kiirzlich
verdffentlichten Studie komplettiert werden, die einen &hnlichen Effekt von Bortezomib
auf die Aufnahme von FITC-Dextran durch iDCs beschrieb (Nencioni et al., 2006a). Eine
Suppression von Makropinozytose in DCs konnte jedoch bislang nur bei Verwendung
immunsuppressiver Substanzen wie mTOR-, Calcineurin-, Proteinkinase C- und HMG-
CoA-Reduktase Inhibitoren wie Antithymozytenglobulin demonstriert werden (Hackstein
et al., 2002; Woltman et al., 2004; Sarkar et al., 2005; Ghittoni et al., 2006; Naujokat et
al., 2007). Dieses ldsst vermuten, dass die Suppression von Makropinozytose in DCs ein

Effekt ist, der generell von immunsuppressiven Substanzen induziert wird.
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Die von mDCs produzierten Zytokine verweisen auf die immunstimulatorische Kapazitit
und stellen, neben dem prisentierten Antigen und den kostimulierenden
Oberflachenmolekiilen, das dritte Signal bei der Interaktion mit T-Zellen dar. Dieses
entscheidet liber die Art der Immunantwort. Dabei 16st die Sekretion von bioaktiven IL-
12p70 Heterodimeren bei CD4" T-Zellen eine Differenzierung in Thl-Zellen aus
(Banchereau und Steinman; 1998; Rissoan et al., 1999; Reis e Sousa C, 2006). In dieser
Arbeit konnte eine Bortezomib-vermittelte Suppression der Produktion von IL-12p70
Heterodimeren und antagonistisch wirkenden IL-12p40 Homodimeren nachgewiesen
werden. Dadurch verminderte sich das IL-12p70/p40 Verhiltnis, welches das funktionelle
Potenzial der IL-12-Synthese widerspiegelt (Abb. 24) (Luft et al., 2002). Eine mogliche
Ursache hierfiir liegt in dem durch Proteasom-Inhibition inaktivierten NF-kB-Signalweg,
der fiir die Regulation der IL-12-Produktion in DCs verantwortlich ist (Trinchieri G, 2003;
Gautier et al., 2005).

Die Ergebnisse erginzen eine Studie, die einen vergleichbaren Effekt auf die IL-12-
Sekretion bei mit Bortezomib inkubierten DCs zeigt, ohne jedoch zwischen der
Produktion von IL-12p70 und IL-12p40 zu unterscheiden (Nencioni ef al., 2006a).

Durch Analyse der immunstimulatorischen Eigenschaften konnten die zuvor durch die
Proteasom-Inhibiton verursachten inhibitorischen Effekte in humanen DCs beurteilt
werden. Es konnte nachgewiesen werden, dass mit Bortezomib behandelte mDCs eine
deutlich verringerte Kapazitit zur Initiation einer klonalen Expansion von allogenen CD4"
und CD8" T-Zellen und autologen CD4" T-Zellen haben (Abb. 25, Abb. 26). Dieser
Defekt wird wahrscheinlich hauptsédchlich durch die verminderte Expression der
kostimulierenden Molekiile CD80, CD86, CD40 und des fiir die Antigen-Prdsentation
benotigten MHC-II-Molekiils HLA-DR induziert. Ferner trigt auch die bei Inhibition des
Proteasoms reduzierte Produktion des bioaktiven IL-12p70 und das daraus resultierende,
verminderte IL-12p70/p40-Verhiltnis zur eingeschriankten Aktivierung der T-Zellen bei.
Damit konnten Ergebnisse von zwei unabhéngigen Studien vervollstindigt werden, die
dhnliche Effekte fiir PSI- und Bortezomib-behandelte humane DCs beschrieben. In diesen
Studien wurden jedoch weder allogene CD4" und CD8" T-Zellen noch autologe CD4" T-
Zellen zur Stimulation verwendet (Nencioni et al., 2006a; Yoshimura et al., 2001).
Zusammengefasst zeigt die vorliegende Arbeit eine bedeutende Rolle des Proteasoms bei
der Regulation von essentiellen phianotypischen und funktionellen Eigenschaften humaner
DCs. Diese multiplen Effekte werden vermutlich durch die Hemmung der nukleédren

Translokation von RelA und RelB nach Proteasom-Inhibition induziert. Durch die
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Verwendung von Bortezomib, eines Proteasom-Inhibitors, der vor allem die proteolytisch-
aktiven Untereinheiten B5 und B1 sowie deren immunoproteasomalen Homologe hemmit,
konnte die dominante Rolle der chymotryptischen Aktivitit, im Vergleich zur tryptischen

Aktivitit des Proteasoms, hervorgehoben werden.

3 CD4" T-Zellen

Der positive Effekt von Proteasom-Inhibitoren auf dysregulierte T-Zell-vermittelte
Immunantworten, die zur Pathogenese von Polyarthritis, Psoriasis, AbstoBung allogener
Transplantate und GVHD beitragen, konnte in diversen Studien mit Nagern demonstriert
werden (Palombella et al., 1998; Luo et al., 2001; Zollner et al., 2002; Sun K et al., 2004).
Bisher konnte der zugrunde liegende molekulare Mechanismus jedoch nicht aufgedeckt
werden. Um eine Erkldrung fiir diese Phdnomene zu finden, wurden die Proteasom-
Inhibition-vermittelten Effekte und Mechanismen in humanen CD4" T-Zellen untersucht.
Diese gelten, neben den DCs, als wichtigste Schliisselzellen zur Initiierung, Steuerung,
Kontrolle, Modulation und Aufrechterhaltung einer spezifischen, Antigen-abhéngigen
Immunantwort (Frasca et al., 1998; Mills und Cambier, 2003; Castellino und Germain,
2006).

In dieser Arbeit wurden humane CD4" T-Zellen verwendet, die durch Kokultur mit
allogenen humanen mDCs in vitro aktiviert wurden. Dieses in vitro Modell ist mit
physiologischen Verhiltnissen vergleichbar, die bei Initiierung einer Immunantwort in
sekundéren lymphatischen Organen vorliegen. Die auf diese Weise aktivierten T-Zellen
zeigten nach S5-tdgiger Kokultur mit mDCs eine hohe Expression der T-Zell-
Aktivierungsmarker CD25 und HLA-DR. Zusétzlich war die Proliferationsrate weitaus
hoher als bei durch Mitogen- oder Anti-CD3-Stimulation aktivierten CD4" T-Zellen
(Daten nicht gezeigt). Dariiber hinaus konnten auch prozessierte Caspasen und
Caspaseaktivitidt nachgewiesen werden, was ein Zeichen fiir aktivierte, proliferierende T-
Zellen ist, wie auch in vivo Beobachtungen belegen (Abb. 45). Bei unstimulierten T-Zell-
Linien, wie Jurkat oder MOLT-4, die oftmals als T-Zell-Modellsystem dienen, ist dieser
Indikator fiir eine intakte T-Zell-Aktivierung jedoch nicht nachzuweisen (Wilhelm et al.,
1998; Miossec et al., 1998; Kennedy et al., 1999; Alam et al., 1999). Aufgrund dessen
stellten die in dieser Arbeit verwendeten Zellen ein ideales Modellsystem zur Analyse der

durch Proteasom-Inhibition induzierten Effekte in aktivierten T-Zellen dar.
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3.1  Effekte auf Proliferation und Induktion von Apoptose
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Inhibition des Proteasoms eine

deutliche Verminderung der Proliferation von aktivierten humanen CD4" T-Zellen
induziert (Abb. 31).

Da das Ausmal} der Proteasom-Inhibition auf die Proliferation sehr hoch war, sollten
weitere Untersuchungen die Ursachen dieses Effekts aufkldren. Die Analyse von
Apoptose demonstrierte, dass ein Teil der nachgewiesenen verminderten Proliferation
durch Apoptose-Induktion verursacht wurde. Dementsprechend konnte die Inhibition der
Apoptose-exekutierenden Caspasen durch den Pan-Caspase-Inhibitor ZVAD-fmk die
urspriingliche Proliferation bei mit Bortezomib-inkubierten aktivierten CD4" T-Zellen
zum Teil regenerieren (Abb. 48). Ferner konnte gezeigt werden, dass aktivierte im
Vergleich zu ruhenden CD4" T-Zellen eine hohere Empfindlichkeit gegeniiber Proteasom-
Inhibition haben. Diese Ergebnisse sind im Einklang mit Ergebnissen aus Studien in
aktivierten T-Zellen. Diese beschriinkten sich jedoch auf die Analyse von CD3" T-Zellen
oder PBMCs, die entweder in einem artifiziellen System der MLR, durch anti-CD3 und
anti-CD28 oder durch PHA aktiviert worden waren (Wang X et al., 1998; Naujokat et al.,
2003; Blanco et al., 2006). Dagegen weicht die geringe Apoptose-Induktion in ruhenden
CD4" T-Zellen in dieser Arbeit von den Ergebnissen von Blanco ez al. (2006) ab. Hierbei
sind die Ursachen in der Verwendung von unterschiedlichen Zelltypen und
Analysemethoden zu vermuten. Dagegen konnte auch Wang X et al. (1998) eine leichte
Apoptosesuszeptibilitdt durch LC-vermittelte Proteasom-Inhibition in ruhenden T-Zellen
beobachten. Fiir die in dieser Arbeit beobachtete annidhernd gleich hohe Apoptose-
Induktion bei mit EPM inkubierten ruhenden und aktivierten CD4" T-Zellen konnte
allerdings keine Erkldrung gefunden werden. Diese liegt eventuell in dem durch Bildung
eines Morpholinorings einzigartigen Inhibitionsmechanismus des Proteasom-Inhibitors

(Kisselev et al., 2006).

3.2  Effekt auf den Zellzyklus

Die Apoptose-Induktion durch Proteasom-Inhibition in proliferierenden Zellen wird zum
Teil tiber die Akkumulation des Proteasom-Substrats p53 vermittelt (Maki et al., 1996). Je
nach Zelltyp und Zellstatus resultiert die Inhibition des Proteasoms in Sdugetierzellen
neben pS53-vermittelter Apoptose auch in einem p53-abhidngigen Gj-Zellzyklus-Arrest
(Sherwood et al., 1993; Dietrich et al., 1996; Machiels et al., 1997; Drexler HCA, 1997,
Lopes et al., 1997; Orlowski RZ, 1999; Chen F et al., 2000; Drexler et al., 2000). Dieser

Effekt konnte auch bei Bortezomib- und LC-Proteasom-Inhibition iiberlebenden,
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aktivierten CD4" T-Zellen festgestellt werden. Dagegen war bei den mit EPM-
behandelten aktivierten CD4" T-Zellen kein Arrest in einer Zellzyklus-Phase zu
demonstrieren (Abb. 34, Abb. 35). Diese unerwarteten Ergebnisse lassen sich durch eine
erhohte Empfindlichkeit gegeniiber Apoptose-Induktion, vorzugsweise von Zellen in der
Gi-Phase des Zellzyklus, erklaren. Vermutlich arretieren EPM-inkubierte aktivierte CD4"
T-Zellen kurzzeitig auch in der G;-Phase des Zellzyklus. Jedoch 16st EPM als einziger der
verwendeten Proteasom-Inhibitoren in dieser Zellzyklusphase wahrscheinlich verstéirkt
Apoptose aus. Ein derartiges Phidnomen konnte bereits in HL60 Leukimiezellen
beobachtet werden (Drexler HCA, 1997).

Eine ndhere Untersuchung des Apoptose- und Zellzyklus-Arrest-Mechanismus bei mit
Bortezomib-inkubierten aktivierten CD4" T-Zellen demonstrierte eine starke
Akkumulation von p53, einhergehend mit der Akkumulation der CKlIs p21YVAFV“"*! ynd
p275P! (Abb. 36). Diese beiden negativen Zellzyklus-Regulatoren werden durch die
transkriptionelle Aktivitit von p53 induziert (El-Deiry et al., 1994; Waldmann et al.,
1995). Dariiber hinaus wird die Akkumulation von p21VA*"“""! ynd p27°""'auch durch die
Inhibition des Proteasoms verursacht. Die beiden CKIs werden im fortschreitenden
Zellzyklus in der G;- und der frilhen S-Phase des Zellzyklus durch das Proteasom
degradiert (Luo et al., 1995; Pagano et al., 1995; Sutterliity et al., 1999; Yew PR, 2001;
Naujokat und Hoffmann, 2002; Chen ef al., 2007; Li et al., 2007). Eine Akkumulation von
p2 1 WAFVEIPL ynd p275P! fithrt demzufolge zur Inhibition der Proliferation und zum
Zellzyklus-Arrest in der G;-Phase (Kudo et al., 2000; Chen und Lin, 2004).

Die Untersuchung von weiteren Zellzyklus-Regulatoren in den mit Bortezomib-
inkubierten aktivierten CD4" T-Zellen zeigte eine deutliche Abnahme der Expression von
Cyclin A und Cyclin D2 (Abb. 36). Beide werden fiir den Eintritt von der G- in die S-
Phase und die Progression durch die S-Phase des Zellzyklus benétigt. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass eine Verminderung der Expression der beiden Cycline in aktivierten
T-Zellen mit Zellzyklus-Arrest in der G;-Phase des Zellzyklus assoziiert ist (Kirkham et
al., 1998; Ma et al., 2005). Da die Regulation dieser Cycline der proteasomalen
Degradation unterliegt, wire eine Akkumulation der beiden Cycline durch Bortezomib zu
erwarten gewesen (Yew PR, 2001; Naujokat und Hoffmann, 2002). Jedoch konnte in
verschiedenen Studien eine Arretierung von Zellen in der Gi-Phase des Zellzyklus (Stack
und Newport, 1997; Finkielstein et al., 2002) oder eine Verstirkung des apoptotischen
Stimulus (Mazumder et al., 2002) durch Caspase-3-vermittelte Cyclin A-, D- und E-

Spaltung beobachtet werden. Da auch in dieser Arbeit in den mit Bortezomib-inkubierten
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CD4" T-Zellen eine Verstirkung von proteolytisch-aktiver Caspase-3 nachgewiesen
werden konnte, 1a6t sich das ungewohnliche Ergebnis durch eine Caspase-3-vermittelte
Spaltung/Degradation von Cyclin A und D2 erkldren. Des Weiteren konnte die in der
vorliegenden Arbeit demonstrierte, durch Proteasom-Inhibition verursachte Hemmung der
nukledren NFATc2-Translokation zur verminderten Expression der Cycline in aktivierten
CD4" T-Zellen beitragen (Caetano et al., 2002).

Bei der Untersuchung des Effekts von Bortezomib auf Zellzyklus-Regulatoren konnte
auch eine Abnahme der PCNA-Expression festgestellt werden (Abb. 36). PCNA ist ein
Prozessivitits-Faktor der DNA-Polymerase-d und —¢, der fiir den Eintritt in die S-Phase
des Zellzyklus essentiell ist (Kurki et al., 1987; Jaskulski et al., 1988). Die Konkurrenz

- WAF1/CIPI
zwischen p21

und diversen DNA-Replikationsfaktoren, wie beispielsweise Cyclin
A und D um die Interaktion mit PCNA, reguliert auf zelluldrer Ebene die Progression des
Zellzyklus in der S-Phase (Xiong et al., 1992; 1993; Loor et al., 1997). Da eine starke
Induktion und Stabilisierung von p53 eine verminderte Expression von PCNA auf mRNA-
und Proteinebene verursacht (Yamaguchi et al., 1994; Shivakumar et al., 1995), ist die
beobachtete Abnahme von PCNA bei Bortezomib-inkubierten aktivierten CD4" T-Zellen
eine direkte Konsequenz der zuvor gezeigten, durch Proteasom-Inhibition verursachten
Stabilisierung und Akkumulation von p53. AuBlerdem konnte in verschiedenen Studien
gezeigt werden, dass eine p53-vermittelte p21"*"“""I_Anreicherung zur verminderten
Expression von PCNA und zum Zellzyklus-Arrest in der G;-Phase des Zellzyklus fiihrt
(Waga et al., 1994; Gehen et al, 2007). Somit wird der Gj-Zellzyklus-Arrest in
aktivierten, mit Bortezomib-inkubierten CD4" T-Zellen durch eine komplexe

Wechselwirkung von p53, p21™AFVCPL po7KPL - Cyelin A, Cyclin D2 und PCNA

verursacht.

3.3 Effekte auf die Expression von Oberflichenrezeptoren und
Zytokin-Produktion

In der vorliegenden Arbeit konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass die Expression von
mit Aktivierung-assoziierten T-Zell Oberflichenmolekiilen, wie CD25 (IL-2Ra), den
TNF-R-Mitgliedern CD28, CD134 (0X40), CD120b (TNR-RII) und CD95 (Fas/APO1)
bei Proteasom-Inhibition iiberlebenden CD4" T-Zellen deutlich supprimiert ist (Abb. 37).

Die anschlieBende Untersuchung von Bortezomib iiberlebenden aktivierten CD4" T-
Zellen anhand unterschiedlicher Restimulationsansétze deckte weitere Defekte in den fiir
die Inducer-Funktion der T-Zellen essentiellen Eigenschaften auf. Es konnte gezeigt

werden, dass eine Bortezomib-Inkubation iiberlebende und restimulierte CD4" T-Zellen
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eine verminderte Proliferation und Expression von mit T-Zell-Aktivierung assoziierten
Zelloberflachenmolekiilen, wie CD25 (IL-2Ra), den TNF-R-Mitgliedern CD28, CD134
(0X40), CD120b (TNR-RII) und CD95 (Fas/APO1) aufwiesen (Abb. 38, Abb. 40).
Ferner demonstrierten die Proteasom-inhibierten restimulierten CD4" T-Zellen eine
supprimierte Produktion der fiir die Zellfunktion essentiellen Zytokine IL-2, IL-2sRa, IL-
4, IL-5, IFN-y, TNF-a (Abb. 39) (Mosmann et al., 1989). Die verschiedenen
Restimulations-Ansidtze konnten unter anderem auch demonstrieren, dass nicht nur
aktivierte, die Proteasom-Inhibition iiberlebende CD4" T-Zellen (Ansatz 1 und 3), sondern
auch nach primérer Stimulation ruhende T-Zellen (Ansatz 2 und 3) in ihren funktionellen
Eigenschaften supprimiert waren. Diese Ergebnisse iiberraschten, denn bislang galt das
Paradigma, dass nur aktivierte, proliferierende Zellen eine Suszeptibilidt gegeniiber
Inhibition des Proteasoms aufweisen (Drexler HCA, 1997; Naujokat und Hoffmann, 2002;
Adams J., 2002). Der zugrunde liegende Mechanismus muss in zukiinftigen Studien noch
aufgeklart werden. Auch widersprechen die Resultate einer anderen Studie, die nur eine
unerhebliche Suppression der Aktivierung bei restimulierten und in der initialen
Stimulation ruhenden CD3" T-Zellen beobachten konnte. Diese Zellen wurden jedoch
anstatt mit allogenen DCs wie in der vorliegenden Arbeit, mit allogenen T-Lymphozyten
restimuliert (Blanco et al., 2006).

Die durch verminderte Produktion von IL-2 und Expression von IL-2R eingeschrinkte
Aktivierung des IL-2/IL-2R-Signalwegs trdgt wohl betrichtlich zur verminderten
Proliferation bei Proteasom-inhibierten aktivierten und restimulierten CD4" T-Zellen bei,
da dieser Signalweg die Expression von Zellzyklus-regulierenden Proteinen, wie p27Kip !
Cyclin D2, PCNA und E2F, kontrolliert (Shipman-Appasamy et al., 1990; Modiano et al.,
1994; Nourse et al., 1994; Appleman et al., 2000). Auch die verminderte Produktion von
IFN-y und IL-4 basiert wahrscheinlich auf einem inhibierten IL-2/IL-2R-Signalweg
(Seder et al., 1994; Malek et al., 2001).

34 Effekte auf NFAT und IkB-a

Die Expression von Genen, die fiir die Aktivierung, Zytokin-Produktion, Proliferation und
das Uberleben von T-Zellen essentiell sind, wie beispielsweise Cycline, CD25, CD40L,
CD95L, CTLA-4, IL-2, IL-4, IL-5, IFN-y, TNF-a, Bcl-2, Bel-XL, IAPs und c-FLIP,
werden hauptsdchlich von der transkriptionellen Aktivitdt der NFAT- und NF-xB-
Proteinfamilie gesteuert (Boise et al., 1995; Chu et al., 1997; Rao et al., 1997; Schuh et
al., 1998; Strehlik et al., 1998; Caetano et al., 2002; Karin und Lin, 2002; Serfling et al.,
2004). Die bei ruhenden Zellen im Zytoplasma vorliegenden NFAT-
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Transkriptionsfaktoren werden durch die Calcium- und Calmodulin-abhidngige Serin-
/Threonin-Phosphatase Calcineurin aktiviert. Calcineurin induziert die nukleédre
Translokation von NFAT durch Dephosphorylierung von NFAT. In der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass die nukledre Translokation von NFATc2, eines der
Hauptmitglieder der NFAT-Familie (Macian et al., 2005), bei aktivierten CD4" T-Zellen
durch Bortezomib-vermittelte Proteasom-Inhibition innerhalb kurzer Zeit inhibiert wird
(Abb. 41). Daraus kann geschlossen werden, dass die proteasomale Aktivitit zur
Inititerung von Signalen notwendig ist, die zur Calcineurin-Aktivierung und
anschlieBender nukledren Translokation von NFAT fiihren. Eine kiirzlich veroffentlichte
Studie weist auf eine derartige Regulation der Calcineurin-Aktivitdt durch proteasomale
Degradation eines spezifischen Calcineurin-Inhibitors hin (Kishi et al, 2007). Der
zugrundeliegende Mechanismus fiir die verringerte nukledire NFAT-Translokation durch
Proteasom-Inhibition muss allerdings in zukiinftigen Studien noch aufgeklért werden.

Weitlaufig bekannt und akzeptiert ist eine derartige Proteasom-abhéngige Regulation fiir
den Transkriptionsfaktor NF-kB. Wihrend die transkriptionelle Aktivitit von NFAT
hauptséchlich iiber den TZR gesteuert wird, findet dessen Aktivierung sowohl {iber den
TZR als auch iiber kostimulierende Molekiile der TNF-R-Familie, wie beispielsweise
CD28, 0X40, TNF-RI und TNF-RII, statt (Kane et al., 2002). Dabei ist c-Rel fiir T-
Zellen, dhnlich wie RelB fiir DCs, fiir intakte Effektorzellfunktionen, wie z.B. IL-2-
Produktion und Proliferation essentiell. Dies zeigten auch Studien mit c-Rel-defizienten
Maiusen (Kontgen et al., 1995; Zhou et al., 2003). NF-kB-Dimere, wie c-Rel/p50 und
RelA/p50, werden durch inhibitorische Proteine der IkB-Familie im Zytoplasma gehalten.
Bei Aktivierung des kanonischen NF-kB-Signalwegs werden diese proteasomal abgebaut,
so dass c-Rel/p50 und RelA/p50 in den Nukleus translozieren und an ihre Zielgene binden
konnen. In der vorliegenden Arbeit konnte in Proteasom-inhibierten aktivierten CD4" T-
Zellen anhand der Akkumulation von IkB-a die Hemmung des kanonischen NF-kB-
Signalwegs nachgewiesen werden (Abb. 42). Dadurch konnte eine Studie ergéinzt werden,
die ein vergleichbares Ergebnis, d.h. eine Inhibition der NF-kB-Aktivierung durch
Proteasom-Inhibition in PHA-aktivierten CD3" T-Zellen, zeigte (Blanco et al., 2006).

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass kostimulierende Signale essentiell fiir
die Aktivierung des NF-kB-Signalwegs in T-Zellen sind (Hsu ef al., 1996; Ashkenazi und
Dixit, 1998; Zhou et al, 2002; Croft M, 2003). Somit wird eine zusitzliche
Abschwichung des NF-xkB-Signals in Proteasom-inhibierten, aktivierten CD4" T-Zellen

durch verringerte Expression von kostimulierenden Zelloberflachenproteinen, wie CD28,
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TNF-RII, OX40 und CD27 und der supprimierten Produktion des TNF-RI- und TNF-RII-
Liganden TNF-a verursacht.

3.5 Anti-apoptotische Funktionen proteolytisch-aktiver Caspasen in
aktivierten CD4" T Zellen

Caspasen haben neben ihrer Rolle in der Apoptose-Exekution und der Reifung von
Zytokinen eine wichtige Funktion in der Proliferation und Differenzierung von
bestimmten Zelltypen, insbesondere von T-Zellen (Elkon KB, 1999; Los et al., 2001;
Budd RC, 2002; Algeciras-Schimnich et al., 2002; Boissonnas et al., 2002). Diese Daten
wurden durch in vivo Studien an Menschen und Méusen bestitigt, die demonstrieren
konnten, dass eine Caspase-8 Defizienz zur Immunodefizienz durch Mangel an
funktionellen T-Zellen (Mensch), B-Lymphozyten und NK-Zellen (Maus) fiihrt (Chung et
al., 2002; Salmena et al., 2003). In in vitro-Versuchen mit humanen homozygoten
Caspase-8-defizienten B-Zellen zeigte sich, dass diese nicht nur in ihrer Proliferation,
sondern auch in der NF-kB-Aktivierung eingeschrinkt sind (Su ef al., 2005). Wie weitere
Studien zeigten, sind insbesondere T-Zellen auf eine geringfiigig aktive Caspase-8 zur
Proliferation und Aktivierung von NF-kB {iiber Todesrezeptoren wie Fas/APO-1,
TRAIL/APO-2 und TNF-RI angewiesen (Varfolomeev et al., 2005; Dohrman et al., 2005;
Jun et al., 2005). Derweil sind weitere Studien publiziert worden, die die wichtigen
Funktionen von Caspasen in anti-apoptotischen Prozessen, wie Differenzierung, NF-xB-
Aktivierung und Uberleben in unterschiedlichen Zelltypen, wie B-Zellen, Keratinozyten,
Erythroblasten, Osteoblasten und Spermatozoen bestétigen konnten (Los et al., 2001;
Thome und Tschopp, 2001; Budd RC, 2002).

Aus diesem Grund wurden zusétzlich zur Analyse des Bortezomib-vermittelten Apoptose-
Mechanismus in aktivierten CD4" T-Zellen die vorhandene Caspase-Aktivitit und deren
Regulation ermittelt. Diese Ergebnisse erlauben eine Differenzierung zwischen pro- und
anti-apoptotischer Caspase-Aktivitit.

In den mit allogenen mDCs aktivierten CD4" T-Zellen konnten prozessierte Caspase-
3p20, -7p20, -8p43/41 und -9p37/p35 detektiert werden (Abb. 43). Eine Aktivititsanalyse
mittels bVAD-Prézipitation und anschliefendem Western Blot demonstrierte, dass bereits
in nicht Proteasom-inhibierten, durch mDCs aktivierten CD4" T-Zellen Caspase-3, -8 und
-9 proteolytisch-aktiv sind (Abb. 45). Zusétzlich konnte durch Verwendung von ZVAD-
fmk gezeigt werden, dass eine Caspase-Aktivitit essentiell fiir die Proliferation und die
Expression des T-Zell-Aktivierungsmarkers CD25 ist (Abb. 47, Abb. 48). Diese

Ergebnisse sind konsistent mit Daten von anderen Studien, welche mittels Caspase-
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Inhibitoren demonstrierten, dass eine moderate Caspase-Aktivitit zur Aktivierung,
Differenzierung, Proliferation und IL-2-Produktion von humanen und murinen T-Zellen
benotigt wird (Miossec et al., 1997; Wilhelm et al.,1998; Alam et al., 1999; Kennedy et
al., 1999; Falk et al., 2004; Misra et al., 2005; Sehra et al., 2005). Ferner wurde in einigen
Studien parallel zum Auftreten von Caspase3p20 eine moderate Caspase-3-Aktivitit in
aktivierten, vitalen T-Zellen beschrieben (Miossec et al., 1997; Posmantur et al., 1999;
Alam et al., 1999; Misra et al., 2005). In diesen Studien konnte noch nicht geklért werden,
welche Signalwege die Prozessierung von Caspase-3 zu Caspase-3p20 induzieren. Man
nimmt jedoch an, dass es nach Aktivierung der T-Zellen iiber den TZR zur Trimerisierung
von Todesrezeptoren, wie beispielsweise CD95 oder TNF-RI kommt, wodurch die
intrazelluldre Bildung des DISC induziert wird (Kischkel et al., 1995). Nachfolgend wird
Caspase-8, durch Rekrutierung an den DISC, aktiviert. Schlieflich prozessiert aktive
Caspase-8 die durch TZR-Stimulation verstirkt exprimierte Caspase-3 in die leicht aktive
Caspase-3-p20. In der vorliegenden Arbeit wurde Caspase-8 wahrscheinlich iiber DISC-
Bildung am CD95- oder TNF-RI-Rezeptor aktiviert. AnschlieBend aktivierte sie Caspase-
3 durch Spaltung der Pro-Caspase-3 in die leicht aktive Caspase-3p20 (Boissonas et al.,
2002; Lakhani und Flavell, 2003; Sabbagh et al., 2004).

Im Zuge der schwachen proteolytischen Caspase-Aktivitit kommt es zur selektiven
Spaltung von Caspase-Substraten, wie PARP, ICAD und HPKI durch Caspase-3
(und/oder -7) und c-FLIP durch Caspase-8 (Abb. 44). Konsistent mit anderen Studien
wurde jedoch nur ein geringer Anteil des jeweiligen Caspase-Substrats in prozessierter
Form vorgefunden (Wilhelm ef al., 1998; Posmantur et al., 1999; Alam et al., 1999; Misra
et al., 2005).

Die proteolytische Aktivitdt von Caspasen wird durch die inhibitorische Wirkung von
Proteinen der IAP-Familie und c-FLIP kontrolliert (Irmler et al., 1997; Deveraux und
Reed, 1999; Salvesen und Duckett, 2000). In anderen Studien konnte gezeigt werden, dass
die Prasenz der Caspase-3p20-Untereinheit in aktivierten T-Zellen ein Indiz fiir die
Inhibition von Caspase-3 durch XIAP ist (Sun et al., 2002; Aouad et al., 2004). In den
aktivierten CD4" T-Zellen der vorliegenden Arbeit konnte eine Induktion bzw. eine
deutliche Steigerung der Expression von cIAP-1, cIAP-2 und c-FLIPs und eine
unmerkliche Verstarkung der XIAP-Expression durch die T-Zell-Aktivierung ermittelt
werden (Abb. 44, Abb. 49). Diese wird wohl durch die simultane Aktivierung des NF-kB-
Signalwegs iiber den TZR und die kostimulierenden Molekiile, wie beispielsweise CD28

und TNF-RII, verursacht (Strehlik ef al., 1998). Interessanterweise sind einige der IAP-
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Mitglieder, darunter auch cIAP-1, cIAP-2 und XIAP, RING-Finger-Motiv enthaltende E3
Ubiquitin-Ligasen. Dadurch sind sie in der Lage, sich selbst und ihre Bindungspartner zu
ubiquitinieren, was die proteasomale Degradation zur Folge hat (Huang et al., 2000; Yang
et al., 2000; Suzuki et al., 2001la; Li et al, 2002; Vaux und Silke, 2003). Die
proteolytische Aktivitdt der in aktivierten CD4  T-Zellen detektierten Caspasen wird
somit nicht nur durch inhibitorische Bindung von XIAP, sondern wahrscheinlich auch
tiber Ubiquitin-vermittelte proteasomale Degradation reguliert. Um trotz proteasomaler
Degradation einen addquaten gleichméBigen Caspase-3—Spiegel aufrecht zu erhalten, ist
die Caspase-3-Expression in T-Zellen nach Aktivierung iiber den TZR erhoht (Sabbagh et
al., 2004).

Die Aktivitdt von Caspase-8 wird durch c-FLIP moduliert. Multiple SpleiB3-Varianten von
c-FLIP wurden beschrieben, von denen jedoch bisher nur c-FLIPs, c-FLIP. und c-FLIPg
auf Proteinebene nachgewiesen werden konnten (Irmler ef al., 1997; Scaffidi et al., 1999;
Golks et al., 2005). Nach Bildung des DISC konnen alle drei iiber die, auch bei Caspase-8
vorkommenden, DED-Doménen kompetitiv an das DISC-Adapterprotein binden. Dadurch
wird die Dimerisierung von Caspase-8 und damit die Caspase-8-Aktivierung verhindert
(Kirchhoff et al., 2000). Die aktivierten CD4" T-Zellen exprimieren c-FLIP;, c-FLIPg und
p43-FLIP. Da bei ruhenden T-Zellen nur c-FLIP, detektiert werden konnte, wird die
Expression von c-FLIPg erst durch T-Zell-Aktivierung induziert, wie eine andere Studie
bereits belegen konnte (Golks et al., 2005). Dagegen handelt es sich bei p43-FLIP, dem
eine prominente Rolle in der NF-kB-Aktivierung zugeschrieben wird, um ein c-FLIP;-
Spaltprodukt, welches nach Heterodimerisierung mit Pro-Caspase-8 am DISC durch die
proteolytische Aktivitdt von Pro-Caspase-8 entsteht (Scaffidi et al., 1999; Kataoka und
Tschopp, 2004; Golks et al., 2006).

In der vorliegenden Arbeit antagonisiert das exprimierte c-FLIP; s vermutlich eine pro-
apoptotische, proteolytische Aktivitit von Caspase-8. Die schwache Caspase-8-Aktivitit,
ersichtlich an der Prdsenz von p43-FLIP und der Caspase-8pl2-Untereinheit im
Aktivitats-Blot, wurde wahrscheinlich zur Aktivierung des NF-kB-Signalwegs und somit
fiir anti-apoptotische Prozesse wie Proliferation und Uberleben der Zelle genutzt. Diese
Ergebnisse sind im Einklang mit einer anderen Studie, die bei nicht-apoptotischen,
aktivierten murinen CD4" T-Zellen eine schwache Caspase-8-Aktivitit durch Detektion
von p43-FLIP aufzeigen konnte (Misra et al., 2005). Bid wird bei bestimmten Zelltypen,
die man als Typ II-Zellen bezeichnet, nach Stimulation des Rezeptor-, insbesondere des

Todesrezeptor-vermittelten Apoptosewegs durch Caspase-8-Aktivitit in tBid gespalten
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und aktiviert anschlieBend den mitochondrialen Apoptoseweg (Gross et al., 1999). Diese
Amplification loop (Verstarkungsschleife) des Todesrezeptor-vermittelten Apoptosewegs
wird bendtigt, um Apoptose trotz unzureichender DISC-Bildung und einhergehender
schwacher Caspase-8-Aktivitit, zu induzieren. Dagegen gehoren T-Zellen zu den Typ I-
Zellen und bilden nach Todesrezeptor-Stimulation ausreichend DISC, um eine Caspase-8-
vermittelte Prozessierung von nachgeschalteten Caspasen, wie Caspase-3, zu bewirken
(Scaffidi et al., 1998; Lavriks et al., 2005). Diese Theorie konnte mit der Detektion von
ungespaltenem Bid in der vorliegenden Arbeit bestétigt werden (Abb. 44, Abb. 53).

Insgesamt konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass Caspase-3, -7, -8 und -9
in mit allogenen mDCs aktivierten CD4" T-Zellen bereits in ihrer prozessierten Form
existierten. Die Caspasen demonstrierten auch moderate, nicht-apoptotische
proteolytische  Aktivitit, die anhand der selektiven Spaltung von Caspase-
Proteinsubstraten, wie PARP, HPK1, ICAD und c-FLIP, und Aktivitits-Blots durch
bV AD-Prézipitation beobachtet wurde. Dariiber hinaus konnte demonstriert werden, dass
die Caspase-Aktivitit zur Proliferation und Expression des IL-2Ra-Rezeptors bei
aktivierten CD4" bendtigt wurde. Die Aktivitit der Caspasen wurde durch die verstirkte
Expression der Caspase-Antagonisten cIAP-1, cIAP-2, XIAP und c-FLIP unterhalb eines

nicht-apoptotischen Schwellenwertes gehalten.

3.6 Apoptose-Mechanismus nach Proteasom-Inhibition bei
aktivierten CD4" T-Zellen

In verschiedenen Studien mit immortalisierten Tumorzelllinien konnten multiple
molekulare Mechanismen fiir die Proteasom-Inhibition-induzierte Apoptose dargestellt
werden (Adams J, 2004; Chauhan et al., 2005; Fenell et al., 2007). Es konnte demonstriert
werden, dass die Inhibition des Proteasoms meist die Induktion von intrinsischen
Apoptosewegen verursacht (Yu J et al., 2003; Dewson et al., 2003; Chauhan et al., 2003;
Fribley et al., 2004; Nawrocki et al., 2004; Nencioni et al., 2005; Perez-Galan et al.,
2006). Dabei kommt es zur Storung des empfindlichen Gleichgewichts pro- und anti-
apoptotischer Proteine an der duBleren mitochondrialen Membran und anschlieBend zur
Zerstorung der mitochondrialen Membranintegritdt. Durch das daraus resultierende
MOMP werden intramitochondriale pro-apoptotische Proteine, wie z.B. Cytochrom c,
freigesetzt, die die Initiator-Caspase-9 aktivieren. Anschliefend werden die im Signalweg
nachgeschalteten Effektor-Caspasen-3 und -7 aktiviert und die Zelle geht in Apoptose.
Seltener und nur bei bestimmten Zelltypen aktiviert Proteasom-Inhibition durch

Bortezomib auch den Rezeptor-vermittelten Apoptoseweg (Nikrad et al., 2005). Oftmals
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ist eine stringente Trennung der induzierten Apoptose-Mechanismen jedoch nicht
moglich, da die verschiedenen Signalwege auf molekularer Ebene eng miteinander
verkniipft sind. Ferner ist zu beachten, dass der Apoptose-Mechanismus vom jeweiligen
Proteasom-Inhibitor, vom Zelltyp und — vom Differenzierungsstadium abhingt. Deshalb
ist eine exakte Analyse des jeweiligen Apoptose-Mechanismus vor dem Hintergrund einer
sicheren therapeutischen Anwendung von Proteasom-Inhibitoren relevant.

In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal der Apoptose-Mechanismus fiir in
physiologischer Weise aktivierte, humane CD4" T-Zellen gezeigt werden. Es konnte
demonstriert werden, dass die Inhibition des Proteasoms durch Bortezomib den

intrinsischen Apoptoseweg aktiviert.

3.6.1 Induktion des mitochondrialen Apoptosewegs
Der mitochondriale Apoptoseweg wird durch ein fein abgestimmtes Gleichgewicht von

pro-apoptotischen (Bax, Bak, Bim, Bid, PUMA, Noxa usw.) und anti-apoptotischen (Bcl-
2, Mcl-1, Bcl-XL usw.) Proteinen der Bcl-2-Familie an der duBleren mitochondrialen
Membran reguliert (Cory und Adams; 2002).

Die Proteasom-Inhibition bei aktivierten CD4" T-Zellen durch Bortezomib bewirkte eine
Akkumulation von pro-apoptotischen Bax-like (Bax und Bak) und BH3-only (Noxa,
PUMA, Bim) Proteinen sowie p53 an der dulleren mitochondrialen Membran (Abb. 51,
Abb. 53). Dagegen konnte keine ausreichende neutralisierende Anreicherung von Bax-
like- und BH3-only-antagonisierenden Bcl-2-like Proteinen (Bcl-2, Bel-XL und Mcl-1)
nachgewiesen werden. Im Einzelnen konnte eine mitochondriale Anreicherung der durch
p53 auf transkriptioneller Ebene induzierten pro-apoptotischen BH3-only Proteine Noxa
und PUMA demonstriert werden (Oda et al., 2000; Nakano et al., 2001; Concannon et al.,
2007). Dagegen ist die Akkumulation von allen Bim-SpleiB3-Varianten (Bimgr, Bimg, und
Bimg) an den Mitochondrien, von welchen Bimg als apoptogenste Isoform gilt (O’Connor
et al., 1998), vermutlich auf die Inhibition der proteasomalen Degradation zuriickzufiihren
(Ley et al. 2003; Tan et al., 2005). Von den untersuchten anti-apoptotischen Bc/-2-like
Proteinen zeigte nur Mcl-1, dessen Abundanz ebenfalls der proteasomalen Regulation
unterliegt, eine anndhernd gleichwertige mitochondriale Akkumulation (Derouet et al.,
2004; Nencioni et al., 2005). In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass allein Mcl-
1 neutralisierende Heterodimere mit Noxa bilden kann und dadurch dessen Aktivierung
von Bax-like-Proteinen unterbindet (Chen et al., 2005; Adams und Cooper, 2007). Im
Gegensatz zu Mcl-1 zeigten die anderen, in der vorliegenden Arbeit analysierten Bcl-2-

like Proteine nur eine moderate (Bcl-XL) bzw. keine Anreicherung (Bcl-2) an der dufleren
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mitochondrialen Membran. Dieser Effekt beruht mit groer Wahrscheinlichkeit auf der
Bortezomib-vermittelten Blockade des NF-kB-Signalwegs, der die Transkription von Bcl-
2 und Bcl-XL reguliert (Chen und Greene, 2004). In der vorliegenden Arbeit tragen Bim
und PUMA vermutlich zum groflen Teil zur Stérung des Gleichgewichts von pro- und
anti-apoptotischen Proteinen an der dufleren mitochondrialen Membran bei. Eine
vorherige Aktivierung von Bim ist hierfiir nicht notwendig, da das BH3-only Protein in T-
Zellen konstitutiv mit Bcl-2 oder Bcel-XL assoziiert ist (Zhu et al., 2004). Die in dieser
Arbeit demonstrierten Ergebnisse unterstreichen damit die essentielle Funktion der beiden
BH3-only Proteine bei der Apoptose-Induktion in aktivierten T-Zellen (Bouillet et al.,
1999; Hildeman et al., 2002; Erlacher et al., 2006)

3.6.2  Rolle von p53 bei der mitochondrialen Apoptose-Induktion durch
Proteasom-Inhibition in aktivierten CD4" T-Zellen

p53 hat durch Induktion der Transkription pro-apoptotischer Proteine, wie Noxa, PUMA
und Bax und als Repressor der Bcl-2- und Bel-XL-Transkription, einhergehend mit seiner
Funktion als Tumorsuppressor, einen indirekten Einfluss auf die mitochondrial outer
membrane permeabilization (MOMP) (Miyashita et al., 1994; Miyashita und Reed, 1995;
Bartke et al., 2001; Vousden und Lu, 2002)

In neueren Studien konnte jedoch auch ein direkter pro-apoptotischer Effekt von p53 an
der dulleren mitochondrialen Membran gezeigt werden. Demnach transloziert
monoubiquitiniertes p53 an die duflere mitochondriale Membran und interagiert dort mit
den anti-apoptotischen Proteinen Bcl-XL und Bcel-2 (Mihara et al., 2003; Chipuk et al.,
2004). Dadurch konnen mit Bel-XL und Bcel-2 interagierende BH3-only und Bax-like
Proteine dissoziieren und ihre pro-apoptische Wirkung entfalten (Marchenko et al., 2000;
2007a; 2007b).

In dieser Arbeit konnte eine Bortezomib-vermittelte Anreicherung von mono- und
polyubiquitiniertem zytoplasmatischem p53 in aktivierten CD4" T-Zellen nachgewiesen
werden (Abb. 53). Dagegen akkumulierte nur deubiquitiniertes p53 an der dufleren
mitochondrialen Membran. Dadurch konnten Studien bestitigt werden, die nach
Apoptose-Induktion eine Translokation von monoubiquitiniertem zytoplasmatischem p53
an die dulBere mitochondriale Membran beobachtet hatten (Marchenko et al., 2007a).
Monoubiquitiniertes p53 wird anschlieBend von einer spezifischen Deubiquitilase an der
dufBeren mitochondrialen Membran deubiquitiniert. Auch in der vorliegenden Arbeit
konnte nur nicht-ubiquitiniertes mitochondriales p53 nachgewiesen werden, welches die

apoptogene, Bcl-2- und Bcl-XL-antagonisierende Form darstellt (Marchenko et al., 2007).
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AnschlieBend konnte in dieser Arbeit die Aktivierung von Bax und Bak anhand ihrer
Homodimerisierung und mitochondrialen Translokation nachgewiesen werden (Abb. 51).
Trotz zahlreicher Studien konnte bisher nicht aufgekldrt werden, ob die Bax-/Bak-
Aktivierung nur durch BH3-only Protein-vermittelte Antagonisierung der anti-
apoptotischen Bcl-2-like-Proteine oder durch direkte Interaktion mit pro-apoptotischen
BH3-only-Proteinen induziert wird. Diese Fragestellung ist weiterhin Mittelpunkt
kontroverser Diskussionen und konnte auch in der vorliegenden Arbeit nicht geldst
werden (Letai ef al., 2002; Youle R, 2007; Willis et al., 2007). Eine Studie konnte jedoch
demonstrieren, dass eine Neutralisierung der anti-apoptotischen Bcl-2-like- durch die
BH3-only Proteine nicht ausreicht, um bei Abwesenheit von funktionellen Bax-like-
Proteinen Apoptose zu induzieren (Zong et al., 2001). Deshalb kann nur vermutet werden,
dass die Aktivierung der Bax-like-Proteine, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt, durch
einen koordinierten p53-induzierten Mechanismus verursacht wurde, der die
synergistische Kooperation der pro-apoptotischen BH3-only Proteine Bim, PUMA und
Noxa und des Tumorsuppressors p53 umfasst. Eine zusétzliche Potenzierung des pro-
apoptotischen Effekts wurde vermutlich durch eine Inhibition der Proteasom-vermittelten

Bax-Degradation verursacht (Chang et al., 1998; Li und Dou, 2000; Liu et al., 2008).

3.6.3  Freisetzung pro-apoptotischer mitochondrialer Proteine durch
Proteasom-Inhibition in aktivierten CD4" T-Zellen

Durch die Induktion von MOMP durch Bax-like-Proteine werden pro-apoptotische
Proteine, wie Cytochrom ¢, Smac/DIABLO, HtrA2 und AIF, aus dem
intramitochondrialen Raum ins Zytoplasma freigesetzt (Saelens et al., 2004). In der
vorliegenden Arbeit wurde die zytoplasmatische Translokation von Smac/DIABLO und
HtrA2 vor jener von Cytochrom ¢ und AIF detektiert (Abb. 50). Das Ergebnis bestitigt
Studien, welche eine unterschiedliche Kinetik der Freisetzung von intramitochondrialen
Proteinen aus den Mitochondrien postulieren (Adrain et al., 2001; Chauhan et al., 2001;
Arnoult ef al., 2003a; Henderson et al., 2005 Uren et al., 2005). Man geht davon aus, dass
die intramitochondrialen Proteine durch verschiedene Mechanismen aus den
Mitochondrien freigesetzt werden und dass die proteolytische Aktivitit von Caspasen eine
wichtige Rolle dabei spielt (Marzo et al., 1998). So konnte demonstriert werden, dass der
Caspase-Inhibitor ZVAD-fmk in Zellen, in welchen Bax-/Bak-vermittelte Apoptose
induziert wurde, zwar die Funktion der Elektronentransportkette aufrecht erhilt oder die
Freisetzung von pro-apoptotischen intramitochondrialen Proteinen, wie z.B.

Smac/DIABLO und HtrA2 verhindert, jedoch nicht die Cytochrom ¢ Freisetzung inhibiert
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(Adrain et al., 2001; Arnoult et al., 2003a). Deshalb vermutet man, dass eine Caspase-
vermittelte Proteolyse von definierten zytosolischen oder mitochondrialen Komponenten
entscheidend zur unterschiedlichen Kinetik der zytoplasmatischen Translokation von
Smac/DIABLO und HtrA2 beitrdgt (Ricci et al., 2003; Ricci et al., 2004; Breckenridge
und Xue, 2004; Belizario et al., 2007).

Eine mogliche Erkldrung fiir die verzogerte Cytochrom c- und AIF-Freisetzung stellt
deren Bindung an der inneren mitochondrialen Membran dar, wogegen Smac/DIABLO
und HtrA2 grofitenteils frei im mitochondrialen Membranzwischenraum gelost sind (Uren
et al., 2005; Otera et al., 2005). Cytochrome ¢ interagiert dabei iiber elektrostatische
Interaktionen mit Cardiolipin, einem azidischen Phospholipid, an der inneren
mitochondrialen Membran (Vik et al., 1983; Tuominen et al., 2002). Diese Bindung wird
gewohnlich wihrend der Apoptose durch Cytochrom c-katalysierte Peroxidation von
Cardiolipin zerstort, so dass Cytochrom ¢ in das Zytoplasma translozieren kann (Garcia
Fernandez et al., 2002; Iverson und Orrenius, 2004). Cytochrom c¢ benétigt zur
Peroxidation aber die mitochondriale Produktion von reaktiven Sauerstoff-Spezies
(reactive oxygen species, ROS) (Kagan et al., 2005). Deshalb wird vermutet, dass bei
nicht ausreichender ROS-Produktion zwar MOMP ausgelost wird und im
Membranzwischenraum geldste Proteine, wie Smac/DIABLO und HtrA2, ins Zytoplasma
translozieren konnen, die Dissoziation und zytoplasmatische Freisetzung von Cytochrom
c aber verzogert stattfindet.

Auch scheint die Translokation von Cytochrom ¢ eng mit der mitochondrialen Teilung
wihrend der Bax-/Bak-vermittelten Apoptose assoziiert zu sein. Die mitochondriale
Teilung wird unter anderem durch die zytosolische GTPase Dynamin-related protein 1
(Drpl) reguliert (Youle und Karbowski, 2005). Mehrere Studien konnten zeigen, dass eine
Inhibition der mitochondrialen Teilung durch eine verringerte Drp1-Expression wihrend
Bax-/Bak-vermittelter Apoptose-Induktion, zur selektiven Smac/DIABLO-/HtrA2-
Freisetzung fiihrt. Daraus wurde geschlossen, dass die verringerte Expression von Drpl
eine Stabilisierung der Cardiolipin-Cytochrom c-Interaktion bewirkt, so dass Cytochrom ¢
eine lingere Peroxidationsphase zur Dissoziation von Cardiolipin bendtigt (Parone ef al.,
2006; Ghavami et al., 2008).

In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass durch einen ROS-Fénger
und einen Inhibitor von ROS-Produzenten in der mitochondrialen Atmungskette, die
Bortezomib induzierte Apoptose in aktivierten CD4" T-Zellen deutlich verringert wird

(Abb. 52). Ferner belegen zahlreiche weitere Studien eine Produktion von ROS als einer
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der multiplen Mechanismen der Apoptose-Induktion durch Bortezomib (Ling et al., 2003;
Fribley et al., 2004; Perez-Galan et al., 2006). Deshalb kann eine verzdgerte Freisetzung
von Cytochrom ¢ durch ungeniigende ROS-Generierung ausgeschlossen werden. Des
Weiteren ist eine Abnahme der Drpl-Expression bei Bortezomib-inhibierten aktivierten
CD4" T-Zellen eher unwahrscheinlich, da Drp1 der Regulation durch das UPS unterliegt
(Yonashiro et al., 2006).

Im Gegensatz zu Cytochrom c¢ ist AIF mit seinem N-terminalen Ende in der inneren
mitochondrialen Membran fest integriert. In Folge eines MOMP-induzierenden
apoptotischen Reizes wird AIF offenbar durch eine noch unbekannte zytoplasmatische
Protease an der N-terminalen Verankerung gespalten, so dass eine zytoplasmatische
Translokation des abgespaltenen AIF ermoglicht wird (Otera et al., 2005). Verschiedene
Studien konnten sowohl einen Caspase-abhidngigen (Arnoult et al., 2003a; 2003b) als
auch einen Caspase-unabhingigen (Dumont et al., 2000; Cregan et al., 2002; Yu C et al.,
2003; Uren et al., 2005) Mechanismus der zytoplasmatischen Translokation von AIF
demonstrieren. Die Regulation der AIF-Translokation scheint dabei abhdngig vom
Apoptose-induzierenden Stimulus und dem Zelltyp zu sein (Cregan et al., 2004). Es
konnte jedoch demonstriert werden, dass Bortezomib in humanen Leukémiezellen eine
Caspase-unabhingige Freisetzung von AIF mit Hilfe von ROS-Produktion induziert (Yu
et al.,2004).

In der vorliegenden Arbeit verursachte Bortezomib eine Aktivierung der Bax-like
Proteine. Dariiber hinaus zeigten aktivierte CD4" T-Zellen eine moderate proteolytische
Caspase-Aktivitit. Diese Beobachtungen bestirken die Vermutung, dass die rasche und
selektive zytoplasmatische Translokation der frei im intramitochondrialen Raum geldsten
Smac/DIABLO und HtrA2 durch spezifische mitochondriale Membran-Kanéle erfolgte.
Diese wurden vermutlich durch die Zerstorung des Gleichgewichts pro- und anti-
apoptotischer Proteine der Bcl-2-Familie und der vorhandenen Caspase-, vor allem der
Caspase-3-Aktivitit, gedffnet. Im Gegensatz dazu fand die Dissoziation der mit der
inneren mitochondrialen Membran assoziierten bzw. in die innere mitochondriale
Membran integrierten Proteine Cytochrom ¢ und AIF vermutlich erst im spdteren Verlauf
der Apoptose statt.

In zukiinftigen Studien sollte gekldrt werden, ob die unterschiedliche Kinetik der
zytoplasmatischen Translokation der intramitochondrialen Proteine nach Bortezomib-
vermittelter Apoptose-Induktion in aktivierten CD4" T-Zellen abhingig von Caspase-
Aktivitdt und ROS-Produktion ist.
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Der prominente Unterschied zwischen der zytoplasmatischen Abundanz von
Smac/DIABLO und Cytochrom ¢ bzw. AIF wurde durch die Proteasom-Inhibition
wahrscheinlich noch potenziert. Denn Smac/DIABLO gehdrt neben Caspase-3, -7 und -9
auch zu den Zielproteinen der intrinsischen E3-Aktivitit der IAPs und wird tiber das UPS
reguliert (Yang und Du, 2004). Die Proteasom-Inhibition verursachte somit vermutlich

eine Akkumulation von zytolasmatischem Smac/DIABLO.

3.6.4  Antagonisierung von IAPs durch zytoplasmatisches Smac/DIABLO
nach Proteasom-Inhibition

Die beiden mitochondrialen Proteine Smac/DIABLO und HtrA2 induzieren Apoptose,
indem sie die Caspase-antagonisierende Wirkung der I[APs auf vielfiltige Weise
unterbinden. Diverse Studien konnten zeigen, dass freigesetztes Smac/DIABLO und
HtrA2 in vitro liber eine kurze N-terminale AS-Sequenz mit den IAPs interagieren, den
IAP-Caspase-Komplex voneinander trennen und dadurch den inhibitorischen Effekt auf
die Caspasen aufheben kann (Chai et al., 2000; Srinivasula et al., 2001; Hegde et al.,
2002; Martins et al., 2002).

In der vorliegenden Arbeit verursachte Bortezomib eine kontinuierliche Abnahme von
cIAP-1 und cIAP-2 bei aktivierten CD4" T-Zellen (Abb. 49). Diese ist vermutlich auf die
proteolytische Aktivitdt der zytoplasmatischen Serin-Protease HtrA2 zuriickzufiihren.
HtrA2 demonstrierte eine &hnlich rasche zytoplasmatische Translokation wie
Smac/DIABLO (Abb. 50). Ferner spaltet HtrA2 durch ihre intrinsische proteolytische
Aktivitit die Caspase-inhibierenden IAPs (Srinivasula ef al., 2002; Yang et al., 2003;
Verhagen et al., 2003). Allerdings ldsst sich auch eine Smac/DIABLO-vermittelte
proteasomale Degradation von cIAP-1 und cIAP-2 trotz Proteasom-Inhibition nicht ganz
ausschlieBen (Yang und Du, 2004), da Bortezomib das Proteasom reversibel hemmt.
Auflerdem weisen verschiedene Studien und die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass
die katalytischen Untereinheiten B2 und B2i von der inhibitorischen Wirkung durch
Bortezomib nicht beeinflusst werden und damit eine residuale Proteasom-Aktivitit trotz
Proteasom-Inhibition vorhanden ist (Berkers et al., 2005; Kraus et al., 2007). Auch die
Inhibition der NF-kB-abhiangigen Transkription der IAPs tragt offenbar zur verminderten
cIAP-1- und cIAP-2-Expression bei (Liston ef al., 1996; Chu et al., 1997; Wang C et al.,
1998).

Im Gegensatz zu cIAP-1 und cIAP-2 blieb die Expression von XIAP konstant und es
konnte eine Anreicherung von ubiquitiniertem XIAP beobachtet werden, die vermutlich

auf Hemmung der proteasomalen Degradation zurilickzufiihren ist (Abb. 49). Obwohl kein
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direkter Nachweis erbracht wurde, kann vermutet werden, dass Smac/DIABLO auch die
intrinsische E3-Aktivitit der E3s reprimierte. Diese ist fiir die Funktion der [APs essentiell
(Creagh et al., 2004).

Die Ergebnisse sind analog zu Studien, die eine Degradation von cIAP-1 und cIAP-2
durch Verwendung von synthetischen Smac/DIABLO-Imitaten demonstrieren. Auch dort
konnte die Abnahme von cIAP-1 (Vince et al., 2007) bzw. cIAP-1 und -2 (Varfolomeev et

al., 2007) trotz Proteasom-Inhibition nicht komplett inhibiert werden.

3.6.5  Aktivierung von Caspasen durch freigesetzte pro-apoptotische
intramitochondriale Proteine

Die in dieser Arbeit festgestellte Abnahme von cIAP-1 und cIAP-2 sowie die
Antagonisierung von cIAP-1, cIAP-2 und XIAP durch Smac/DIABLO- und HtrA2-
Freisetzung bewirkte eine indirekte Aktivierung der Caspasen. Zusdtzlich verhinderte die
Smac/DIABLO-vermittelte Repression der E3-Ligase-Aktivitit von cIAP-1, cIAP-2 und
XIAP die proteasomale Degradation der Caspasen.

Dadurch kam es zur raschen Autoprozessierung von proteolytisch leicht aktiver Caspase-
3p20 in die reife Caspase-3pl7. Interessanterweise konnte in der vorliegenden Arbeit eine
Zunahme der Caspase-9- erst nach der Zunahme der Caspase-3-Aktivitit beobachtet
werden (Abb. 43, Abb. 45). Die Umkehrung der Caspase-Kaskade-Abfolge ldsst sich
jedoch durch die verzogerte Cytochrom c-Freisetzung aus den Mitochondrien begriinden
(Abb. 50). Deren Anwesenheit ist neben Apaf-1 und dATP zur Bildung des Caspase-9-
aktivierenden Apoptosoms notwendig (Zou et al., 1999; Hu et al., 1999). Es kann
vermutet werden, dass die zytoplasmatische Cytochrom c-Konzentration unterhalb der
Detektionsgrenze im Western Blot lag, so dass die Detektion von Cytochrom c erst nach
Zunahme der Caspase-9-Aktivitit nachgewiesen werden konnte.

Nach den vorliegenden Ergebnissen scheint Caspase-9 in Bortezomib-inkubierten
aktivierten CD4" T-Zellen die Funktion eines ,,Apoptose-Beschleunigers® zu haben, der
der Aktivierung der Effektor-Caspase-3 nachgeschaltet ist. Dieses Ergebnis deckt sich mit
anderen Studien, die einen &dhnlichen alternativen Cytochrom c¢- und Caspase-9-
unabhéngigen, jedoch Bcl-2-Familie-abhéngigen Apoptoseweg insbesondere in
Lymphozyten nachweisen konnten (Marsden et al., 2002; Ekert et al., 2004; Hao et al.,
2005). Dieser inverse Caspase-Aktivierungsweg ist fiir die Induktion von Apoptose durch
Proteasom-Inhibitoren bereits in einer anderen Studie beschrieben worden. Darin konnte
demonstriert werden, dass Proteasom-Inhibitoren, im Gegensatz zu vielen anderen

zytotoxischen Wirkstoffen, Apoptose in Caspase-9-defizienten Tumorzellen induzieren.
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Dabei wurde Smac/DIABLO als der essentielle Effektor-Caspase-aktivierende Faktor
identifiziert (Henderson et al., 2005).

Die in der vorliegenden Arbeit demonstrierte rasche Prozessierung von Procaspase-9 in
Caspase-9p37 durch proteolytisch-aktive Caspase-3 stellt einen positiven feedback-
Mechanismus dar, der die Caspase-Kaskade verstirkt. Durch die Caspase-9-Spaltung wird
ein [AP-Binding-Motiv (IBM) zerstort, welches der Caspase-Inhibitor XIAP zur
Interaktion mit und zur Inhibition von Caspase-9 benétigt (Slee ef al., 1999; Denault et
al., 2007).

Es ist allerdings zu vermuten, dass die Bortezomib-induzierte Apoptose bei aktivierten
CD4" T-Zellen nicht vollstindig von Caspasen exekutiert wird. Die Inhibition der
Caspasen durch ZVAD-fmk bewirkte zwar eine signifikante Verringerung der Apoptose,
jedoch konnte diese nicht vollstindig blockiert werden. Ein potentieller Kandidat fiir die
Induktion von Caspase-unabhingiger Apoptose ist das intramitochondriale Flavoprotein
AIF. Dieses transloziert nach MOMP iiber das Zytoplasma in den Nukleus, wo es durch
noch unbekannte Mechanismen Chromatin kondensiert und DNA- fragmentiert (Susin et
al., 1999; Joza et al., 2001). In der vorliegenden Arbeit konnte demonstriert werden, dass
mitochondriales AIF nach Inhibition des Proteasoms durch Bortezomib mit einer
dhnlichen Kinetik wie Cytochrom c¢ ins Zytoplasma transloziert (Abb. 50). Eine Studie in
humanen Leukdmiezellen konnte demonstrieren, dass die zytoplasmatische Translokation
von AIF bei Bortezomib-induzierter Apoptose Caspase-unabhingig ist und auf die
Produktion von ROS angewiesen ist (Yu et al., 2004). Deshalb kann man annehmen, dass

AIF zur beobachteten Caspase-unabhingigen Apoptose beitragt.

3.6.6  Spaltung von Caspase-Substraten
Wihrend der Induktion von Apoptose konnte eine rasche und selektive Spaltung von

charakteristischen Caspase-3- und -7-Proteinsubstraten, wie z.B. PARP und ICAD,
detektiert werden. Dagegen zeigte sich keine Spaltung von Bid, welches in Typ II-Zellen
durch proteolytische Caspase-8-Aktivitit prozessiert wird (Abb. 44).

In der vorliegenden Arbeit konnte unter anderem auch eine sukzessive Expressions-
Abnahme von HPKI1 durch verstirkte Spaltung in die N-terminale Kinase-Domine
nachgewiesen werden. In anderen Studien konnte gezeigt werden, dass HPKI1 die
Sensitivitdt von aktivierten T-Zellen gegeniiber AICD durch Aktivierung bzw. Inhibition
von NF-kB-Signalwegen moduliert (Arnold et al., 2001; Brenner et al., 2005). Dabei
konnte festgestellt werden, dass eine Uberschreitung einer definierten Caspase-3-

Aktivitits-Schwelle die HPK1-Spaltung in die C-terminale regulatorische HPK1-Doméne
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fordert. Dieses HPKI1-C-Fragment supprimiert anti-apoptotische, NF-kB-abhingige
Signalwege, wihrend es den mitochondrialen Apoptoseweg, durch Antagonisierung von
anti-apoptotischen Bcl-2-like Proteinen, aktiviert (Brenner et al., 2007). Daraus kann
geschlossen werden, dass eine Proteasom-Inhibition in aktivierten CD4" T-Zellen eine
Erhohung der Caspase-3-Aktivitdt bewirkt, welche das initial anti-apoptotische NF-xB-
aktivierende Signal der HPKI durch Spaltung in ein pro-apoptotisches NF-«kB

supprimierendes Signal modifiziert.

3.7 Modell der Bortezomib-vermittelten Apoptose
Im nachfolgenden, zum Teil hypothetischen Modell sind die multiplen und komplexen,

durch Bortezomib-induzierten ~Apoptosewege in aktivierten CD4 T-Zellen
zusammengefasst. Die Proteasom-Inhibition durch Bortezomib induziert eine
Akkumulation von pro-apoptotischen BH3-only Proteinen und p53 an der &uBeren
mitochondrialen Membran. Die Inhibition des NF-kB-Signalwegs durch die Proteasom-
Inhibition verhindert simultan eine Neutralisierung der pro-apoptischen Proteine durch
anti-apoptotische Bcl-2-like Proteine. Dadurch werden Bax-like Proteine aktiviert, die in
die &dullere mitochondriale Membran integrieren und/oder mit mitochondrialen
Membrankanélen (PTP) interagieren. Die synergistische Wirkung der Bax-like Proteine,
der durch Bortezomib-induzierten ROS und der in aktivierten CD4" T-Zellen bereits
proteolytisch leicht aktiven Caspasen auf die d&ullere mitochondriale Membran 16st MOMP
aus. Es kommt zur selektiven zytoplasmatischen Translokation von im mitochondrialen
Membranzwischenraum gelosten Smac/DIABLO und HtrA2 durch mitochondriale Poren.
Diese antagonisieren die Caspase-Inhibition durch die IAPs. Gleichzeitig inhibiert
Bortezomib die TAP-vermittelte proteasomale Degradation der Caspasen, so dass eine
rasche Autoprozessierung und damit einhergehende Aktivititssteigerung von Caspase-
3p20 in die reife Caspase-3pl7 induziert wird. Folgend wird die Aktivierung von
Caspase-9, durch Caspase-3-vermittelter Zerstorung eines IBM und dem verzogert ins
Zytoplasma freigesetztem Cytochrom c, induziert. Caspase-9 fungiert bei der Bortezomib-
induzierten Apoptose in aktivierten CD4" T-Zellen nur als Apoptose-Verstirker. Reife
Caspase-3pl7 prozessiert nicht nur Caspase-9, sondern spaltet selektiv auch
charakteristische Proteinsubstrate, wie HPK1, PARP und ICAD, die wiederum durch
Inhibition des NF-kB-Signalwegs bzw. Degradation der DNA zur Amplifikation des

Apoptosesignals beitragen.
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Abb 54 Modell des potentiellen Apoptose-Mechanismus bei aktivierten CD4" T-Zellen durch
Bortezomib (Bor). Bor inhibiert das Proteasom und induziert dadurch multiple und komplexe pro-
apoptotische Signalwege (p53, Bim, ROS), wogegen anti-apoptotische Signalwege (NFxB, Bcl-2,
IAP) direkt oder indirekt supprimiert werden. Weitere Erlduterungen s. Text (Diskussion 3.7).

4 Klinische Relevanz

Bisher wurden die Effekte von Proteasom-Inhibitoren fast ausschliesslich in neoplastisch
transformierten Zellen untersucht und beschrieben. Diese sind aufgrund eines raschen
Wachstums besonders suszeptibel gegeniiber einer Apoptose-Induktion durch Proteasom-
Inhibition (Drexler HCA, 1997; Naujokat und Hoffmann, 2002; Adams J., 2002).

Aufgrund des einzigartigen Wirkmechanismus wurde Bortezomib als erster Wirkstoff
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seiner Klasse zur Therapie des Multiplen Myeloms zugelassen. Inzwischen wird
Bortezomib auch bei der Behandlung von weiteren Krebserkrankungen, wie z.B.
Mantelzelllymphome, follikuldiren Lymphomen, T-Zell-Lymphomen und Kolon-,
Bronchial-, Pankreas-, Mamma- und Prostatakarzinomen, eingesetzt (Voorhees und
Orlowski, 2006). Da die Inhibition des Proteasoms in Tumorzellen weitaus stérkere
Effekte (z.B. Zellzyklus-Arrest und Apoptose) induziert als in nicht transformierten
Zellen, zeigt der therapeutische Einsatz von Bortezomib geringe allgemeine
Nebenwirkungen in Patienten (San Miguel et al., 2006; 2008).

Das Wirkungsprinzip von Bortezomib schliefit eine therapeutische Verwendung auch als
Immunsuppressivum nicht aus. In Folge einer funktionellen Analogie zwischen
neoplastischen Zellen und aktivierten Immunzellen, wie T-Zellen und DCs, kdnnen auch
dysregulierte Immunantworten durch Proteasom-Inhibitoren supprimiert werden. Denn
sowohl neoplastische als auch aktivierte T-Zellen weisen im Vergleich zu reguléren,
nicht-transformierten Zellen bzw. ruhenden T-Zellen eine akzelerierte Zellzyklus-
Progression, eine gesteigerte Mitose-Rate und eine klonogene Proliferation auf. Ferner
zeigen DCs und aktivierte T-Zellen analog zu neoplastischen Zellen eine erhéhte Protein-
und Zytokin-Expression, eine verstirkte Aktivitit von NF-xB und einen gesteigerten
Stoffwechsel. Aktuelle in vitro-Studien bestitigen diese Hypothese. Darin konnte eine
selektive Depletion von alloreaktiven T-Zellen bei gleichzeitiger Abnahme von Thl-
Zytokinen durch Bortezomib demonstriert werden (Blanco et al., 2006; Berges et al.,
2008). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Bortezomib bei
physiologisch-aktivierten CD4" T-Zellen einen Zellzyklus-Arrest und Apoptose induziert
und essentielle Funktionen, wie Proliferation und Zytokin-Produktion, supprimiert.
Dariiber hinaus konnte hier demonstriert werden, dass durch die Suppression essentieller
DC-Funktionen die Aktivierung von T-Zell-vermittelten Immunantworten bereits in ihrer
Initiations-Phase gehemmt wird. Die hier erhaltenen Ergebnisse sind somit im Einklang
mit anderen Studien, die einen &hnlichen Effekt von Bortezomib in DCs beschreiben
konnten (Nencioni ef al., 2006a und b).

Die immunsuppressive Wirkung von Proteasom-Inhibitoren konnte auch im Mausmodell
beobachtet werden. So wird eine akute GVHD unter Erhaltung des graft-versus-tumor-
Effekts nach Knochenmarkstransplantation durch systemische Applikation von
Bortezomib verhindert (Sun K et al., 2004). Dagegen konnten zahlreiche Studien
demonstrieren, dass die Verwendung von Standard-Immunsuppressivas wie Cyclosporine

A, das Risiko, an Lymphomen zu erkranken, erhdht (Opelz und Henderson, 1993; Stewart
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et al., 1995; Opelz und Dohler, 2004). Damit zeigt die Proteasom-Inhibition in
tierexperimentellen Studien deutliche Vorteile gegeniiber der immunosuppressiven
Standardtherapie nach Transplantationen. Auch die Verwendung von Bortezomib bei der
Therapie von Autoimmunerkrankungen wird durch Studien mit Polyarthritis- und
Psoriasis-Mausmodellen gestiitzt (Palombella ef al., 1998; Zollner ef al., 2002).

Insgesamt konnte die vorliegende Arbeit immunmodulatorische Effekte durch Proteasom-
Inhibition bei funktionellen und phénotypischen Eigenschaften von zwei der wichtigsten
Zellen des Immunsystems demonstrieren. Im Einklang mit anderen Studien wird deshalb
eine Evaluation der Anwendung von Bortezomib als zukiinftiges Immunsuppressivum zur
Therapie von Autoimmunerkrankungen, GVHD und zur Suppression von
Abstossungsreaktionen nach Organtransplantation im Menschen empfohlen (Mattingly et

al., 2007).
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AbKkiirzungen
Abb. Abbildung
AICD Engl.: Activation induced cell death
AIF Engl.: Apoptosis-inducing factor
AMC 7-Amino-4-methylkumarin
ANT Engl.: Adenin-Nukleotid-Transporter
APC Allophycocyanin
APF1 Engl.: ATP-dependent proteolysis factor-1
AS Aminoséure
ATP Adenosintriphosphat
Bak Engl.: Bcl-2 homologous antagonist/killer
Bax Engl.: Bcl-2 associated X protein
Bcl-2 Engl.: B cell lymphoma-2 gene
BH Bcl-2 Homologie
Bid Engl.: BH3-interacting-domain death agonist
Bik Engl.: Bcl-2 interacting killer
Bim Engl.: Bcl-2-interacting mediator of cell death
bioALVS Ada—Lys(biotinyl)-(Ahx)3-(Leu) 3-Vinyl sulphon
Boc-LLR t-butoxycarbonyl -Leu-Arg-Arg
Bor Bortezomib
BSA Rinderserumalbumin (engl. Bovine serum albumine)
CAD Caspase-aktivierte Deoxyribonuklease
CARD Caspase Rekrutierungs Doméne
CCR CC-Chemokine-Rezeptor
CD40L CD 40-Ligand
Cdc Engl.: cell division cycle
c-FLIP Engl.: cellular FLICE-inhibitory protein
CKI Engl. cyclin-dependent kinase inhibitor
CP Engl.: core particle
CpG Cytosin-phosphate Guanine
CTL Cytotoxische T-Zelle
Da Dalton
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DCs Engl.: dendritic cells
DD Engl.: death domain
DED Engl.: death effector domain
DIABLO Engl.: direct IAP binding protein with a low pl
DISC Engl.: death inducing signalling complex
DN Doppel-Negativ
DNA Engl.: desoxyribonucleic acid
DP Doppel-Positiv
DTT Dithiothreitol
ECL Engl.: enhanced chemoluminescence
ELISA Engl.: enzyme-linked immunosorbent assay
EMEA Engl.: European Medicines Agency
EPM Epoxomicin
Fa Firma
FADD Engl.: Fas-associated death domain-containing protein
FDS Engl.: Ferderal drug administration
FCS Engl.: fetal calf serum
FITC Fluorescein-Isothiocyanat
FSC/SSC Engl.: forward scatter, sideward scatter
GLP Gemeinsame lymphoide Progenitorzellen
GM-CSF Engl. granulocytemacrophage colony stimulating factor
GMP Gemeinsame myeloide Progenitorzellen
GVHD Engl.: graft versus host disease
h Engl.: hour/hours (Stunde/Stunden)
HBSS Engl.: Hanks balanced salt solution
HECT Engl.: homologous to E6-associated protein C terminus
HLA humanes Leukozytenantigen
HPV Humanes Papilloma Virus
HRP Engl.: horseradish peroxidase
HtrA2 Engl.: high temperature requirement A2
IAP Engl.: inhibitor of apoptosis protein
iDC immature/unreife DC
IDC Interstitielle DC
IL Interleukin
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IFN-y Interferon-gamma
KM Kulturmedium
L Ligand
LC Lactacystin
LCs Engl.: Langerhans cells
LMP Engl.: low molecular weight protein
LPS Lipopolysaccharid
LY Lucifer Yellow
mAk monoklonale Antikorper
MAPK Mitogen-assoziierte Protein Kinase
Mcl-1 Engl.: myeloid-cell leukaemia sequence 1
mDC mature/reife DC
MECL Engl.: multicatalytic endopeptidase complex like-1
MFI Engl.: mean fluorescence intensity
MHC-I Engl.: Major Histocompatibility complex class I molecule
MHC-II Engl.: Major Histocompatibility complex class Il molecule
MM Multiples Myelom
MOMP Engl.: mitochondrial outer membran permeabilization
MM Multiples Myelom
MMR Makrophagen-Mannose Rezeptor
MoDC Monozytire DC
Ms Maus
MTP Mitochondriales Transmembran Potential
NAC N-Acetylcystein
NF«xB Engl.: nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B cells
NIK Engl.: NFxB inducing kinase
NK Natiirliche Killerzellen
PA28 Proteasom Aktivator 28 kDa
PAGE Polyacrylamid Gelelektrophorese
PARP Poly-(ADP)-Ribose-Polymerase-1
PBMC Engl.: Peripheral blood mononuclear cells
PDC Plasmazytoide DC
PE Phycoerythrin
PGE Prostglandin E
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PI Propidiumiodid
PRR Engl.: pattern recognition receptor
PTP Engl.: permeability transition pore
PUMA Engl.: p53-upregulatedmodulator of apoptosis
PVDF Polyvinylidenfluorid
PWM pokeweed-Mitogen
R Rezeptor
RING Engl.: really interesting new gene
RIP Engl.: receptor-interacting-protein
RIPA Engl. radio immunoprecipitation assay
ROS Engl.: reactive oxygen species
Rot Rotenon
RP Engl.: regulatory particle
Rpn Engl.: regulatory particle non-ATPase
Rpt Engl.: regulatory particle triple—A protein
S Svedberg
SDS Sodiumdodecylsulfat
SEM Engl.: standard error of mean
Smac Engl.: second mitochondria activator of caspases
TGF Engl.: transforming growth factor
TLR Engl.: toll-like receptor
TNF-a Tumornekrosefaktor alpha
TRAF Engl.: TNF-a-receptor-associated factor
TZR T-Zell-Rezeptor
Ub Ubiquitin
UE Untereinheit
UPS Ubiquitin-Proteasom-System
VDAC Engl.: voltage-dependent anion channel
XIAP Engl.: X-chromosome-linked inhibitor of apoptosis protein
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