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Zusammenfassung

Das Ubiquitin-Proteasom-System stellt ein Prinzip des Proteinabbaus dar, dessen
Kernelement eine multikatalytische Threoninprotease, das 20S Proteasom, ist. Dieser
Komplex assembliert mit ein oder zwei 19S5 Regulatorkomplexen zu dem
hochmolekularen 26S bzw. 30S Proteasom sowie mit dem PA28a/p bzw. PA200 Aktivator
zu niedermolekularen Komplexsubtypen. Eine parallele Assoziation von Aktivator und
19S Regulator wird Hybridproteasom genannt. Eine Infektion fithrt im Organismus zu der
Ausschiittung von proinflammatorischen Cytokinen, z. B. Interferon y (IFNy), die mit der
Expression und Inkorporation von katalytisch aktiven Immunountereinheiten eine
weitere Modulation des 20S Proteasoms induziert. Zu den proteasomalen Funktionen
zdhlen die ubiquitinvermittelte Proteindegradation regulatorischer sowie oxidierter
Proteine und eine Epitopgenerierung fiir die MHC-I vermittelte Antigenprasentation. 19S
assoziierte Komplexe bauen ubiquitinierte Substrate ab und regulieren dadurch die
Proteinhomdostase, wobei den einzelnen Komplexsubtypen bislang keine spezifische
Funktion zugeordnet wurde.

In dieser Studie konnte mit der Messung der proteasomalen Degradationseffizienz eines
ubiquitinierten Fusionsproteins gezeigt werden, dass das 30S Proteasom (19S-20S-19S),
eine bessere Degradations- und Deubiquitinierungseffizienz als das 26S Proteasom (20S-
19S) aufweist. Das impliziert die Moglichkeit einer bidirektionalen Degradation, da der
19S Regulator fiir die ubiquitinabhédngige Degradation essentiell ist. Die Inkorporation der
Immunountereinheiten i31/LMP2, if2/MECL-1 und ip5/LMP7 verdndert die
Kombination an Schnittpriferenzen im katalytischen Zentrum und erhoht damit auch die
Degradationseffizienz des Hybridproteasoms im Vergleich zum 26S Proteasom.

Der zeitliche Verlauf einer IFNy Stimulation zeigte, dass die Aktivatoren PA28a/f und
PA200 antagonistisch an das 20S Proteasom assoziieren und niedermolekulare
Komplexsubtypen bilden, sodass in dieser Studie auch zum ersten Mal eine IFNy
abhingige Assoziation des PA200 Monomers an das 20S Proteasom detektiert wurde. Die
allgemeine Bezeichnung von PA200 als proteasomaler Aktivator ist allerdings fraglich, da
gerade bei einer PA280/f Defizienz keine proteasomale Aktivitit gemessen wurde.

In ex vivo Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Defizienz von LMP7 mit der
Assemblierung des Hybridproteasoms 19S5-20S-PA28a/f strukturell kompensiert wird,
wobei die funktionelle Wirksamkeit aber offen bleibt.

In monozytiren Zellen wurden in einem sehr hochmolekularen Komplex mit
proteasomaler Aktivitdt mittels Massenspektrometrie proteasomale Untereinheiten und
viele Komponenten der Proteinbiosynthese detektiert, was fiir eine Assoziation zwischen
Proteasom und Polysomenkomplexen spricht. Eine kotranslationale Degradation kann
auch die Assoziation des detektieren Chaperonins TriC erkldren, wobei dieser Komplex,
der ATP abhidngig Proteine faltet, moglicherweise auch direkt mit dem Proteasom

interagieren konnte, wie elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen.
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1

Einleitung

Der kontrollierte Abbau von Proteinen spielt eine wichtige Rolle im reibungslosen Ablauf

zelluldrer Prozesse. Die dabei freigesetzten Peptidfragmente werden fiir eine metabolische

Verwertung oder eine erneute Proteinbiosynthese zu Aminosiduren abgebaut. Alternativ

kann das Peptidfragment auch fiir die Immunabwehr verwendet werden. In der Zelle

haben sich so zwei verschiedene Strategien entwickelt, um Proteine abzubauen (Rock &

Goldberg, 1999):

Das endosomal-lysosomale System beinhaltet diverse Hydrolasen, die im sauren
Milieu aktiv sind. Neben intra- und extrazelluliren Proteinen werden via Hetero-
bzw. Autophagozytose auch extrazellulire Partikel und intrazellulire Organelle

fiir den Abbau aufgenommen und anschliefiend zersetzt (Ciechanover, 2005a).

Das Proteasom ist eine multikatalytische Protease und kann sowohl im Cytoplasma
als auch im Nukleus wirken. Es ist Hauptbestandteil des Ubiquitin-Proteasom-
Systems (UPS) und bildet durch Interaktion mit verschiedenen Subkomplexen eine
umfangreiche Proteasompopulation aus. Das 26S/30S Proteasom degradiert
ubiquitinierte Proteine. Ein kleiner Teil der dabei generierten Peptidfragmente
kann letztendlich als Epitop auf MHC-I Rezeptoren présentiert werden. Dies dient
der Kommunikation zwischen der Zelle und dem Immunsystem und ermdglicht
einerseits die Toleranz der Zelle im Zellverbund, und andererseits kann die Zelle
im Falle einer Infektion, eines Tumors oder bei der Transplantation von fremdem
Gewebe gezielt beseitigt werden (Rock & Goldberg, 1999; Yewdell, Reits &
Neefjes, 2003; Yewdell & Princiotta, 2012).

Die Autophagozytose wird ebenfalls {iber das Ubiquitin-System reguliert, wodurch beide

Abbauwege niher verkniipft sind, als urspriinglich angenommen wurde (Kriegenburg,

Poulsen, Koch, Kriiger & Hartmann-Petersen, 2011).
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1.1. Proteasomale Substrate

Cytoplasmatische, nukledre sowie membranstindige und ER (endoplasmatisches
Retikulum) residente Proteine werden ihrer spezifischen Halbwertszeit entsprechend
proteasomal degradiert. Weitere Substrate der proteasomalen Degradation sind inkorrekt
synthetisierte Produkte (DRiPs = defective ribosomal products), die eine funktionslose
Form des Genproduktes darstellen (Dolan, Bennink & Yewdell, 2011).

Die Ausschiittung von Interferonen sowie eine virale Infektion bewirken in der Zielzelle
oxidativen Stress und eine erhohte Translationsrate, die bei jedem dritten
neusynthetisierten Protein fehlerhaft verlduft. Die Fehler konnen in der Transkription,
Translation, Splicing, Assemblierung oder Faltung auftreten (Yewdell, Reits & Neefjes,
2003).

Neben zelleigenen Proteinen koénnen auch zellfremde Proteine proteasomal abgebaut
werden. Im Fall einer viralen Infektion kénnen beispielsweise auch virale Hiillproteine,
oder neusynthetisierte virale Proteine, als Substrat des Proteasoms dienen (Warnatsch,
Bergann & Kriiger, 2012). Die dabei fragmentierten Virusproteine kdnnen letztendlich zu
Epitopen prozessiert werden, wobei das Proteasom den korrekten, MHC-I kompatiblen C-
Terminus generiert (Strehl et al., 2008).

Nach der proteasomalen Degradation durchlduft das Peptidfragment eine
Prozessierungskaskade, die zundchst Aminopeptidasen aus dem Cytoplasma umfasst. Diese
trimmen das Fragment mit MHC-I kompatiblem C-Terminus nun auch N-terminal. Das
Fragment gelangt dann mittels TAP-Transporter (transporter associated with antigen
processing) ATP abhingig in das Lumen des endoplasmatischen Retikulums, wo ER
residente Aminopeptidasen das Epitop ebenfalls N-terminal trimmen koénnen. Das
mehrfach getrimmte Epitop, letztlich acht bis elf Aminosduren lang, wird mittels dem
peptide loading complex auf einen MHC-I Rezeptor geladen und nach intrazellulirem
Transport auf der Zelloberfliche prisentiert. Ist das antigene Peptid ein Fragment eines
viralen Proteins konnen entsprechende cytotoxische CD8* T-Lymphozyten das Epitop
iiber ihren spezifischen T-Zell-Rezeptor erkennen. Die T-Zelle initiiert anschliefend die

Apoptose der Antigen-prisentierenden Zelle. Die parallele Sekretion des antiviralen
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Cytokins IFNy stimuliert benachbarte Zellen, die nun antivirale Proteine exprimieren um
einer moglichen Virusinfektion entgegenzuwirken (vgl. Abb. 1-1) (vgl. Abb. 1-1 B und C).
Die IFNy Stimulation fiihrt auflerdem zu oxidativem Stress. Dabei werden reaktive
oxidierende Spezies (ROS) freigesetzt, welche das Peptidgrundgeriist von Proteinen
zerschneiden oder Disulfidbriicken vernetzen kdnnen. Es entstehen oxidierte Proteine,
die leicht zu ALIS (aggresome-like induced structures) aggregieren konnen. Weitere
Oxidationsreaktionen erhéhen die Exposition von hydrophoben Seitenketten und fithren
letztendlich zu einer Proteinaggregation. Diese sogenannten Aggresomen assoziieren mit
Mikrotubulifilamenten und lokalisieren, von einer Hiille aus Vimentin umgeben, am
Centrosom. Diese Aggregate werden per Autophagozytose abgebaut, wohingegen ALIS,
die oxidiert und ubiquitiniert vorliegen, proteasomal abgebaut werden. Die proteasomale
Degradation kann die Zelle somit gezielt von nicht mehr benétigten oder schédlichen
Proteinen befreien (Kriegenburg, Poulsen, Koch, Kriiger & Hartman-Petersen, 2011;
Warnatsch, Bergann & Kriiger, 2012).

Zelleigene Proteine werden iiber den gleichen Weg prozessiert und als Epitop auf der
Zelloberfliche prisentiert. Dabei stellen degradierte DRiPs das natiirliche Reservoir fiir
CD8* T-Zell-Epitope dar (Schubert et al., 2000). Sie 16sen allerdings keine Immunantwort
aus (vgl. Abb. 1-1 A und C).

Da nur etwa 0,1% aller urspriinglich degradierten Fragmente letztendlich als Epitop
fungieren, werden die restlichen Peptide weiter abgebaut. Dabei freigesetzte
Aminosduren werden fiir die erneute Proteinbiosynthese verwendet. Damit stellen
Proteinabbau und —aufbau eng verwobene Prozesse dar und das Proteasom besitzt im

Ablauf der erlernten Immunantwort eine essentielle Funktion (Yewdell, Reits & Neefjes,

2003).
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Abb. 1-1 Die Rolle des Proteasoms. A Das Proteasom ist als zentrales Element dargestellt. Es degradiert ubiquitinierte
Proteine deren Abbaufragmente weiter verwendet werden. B Bei einer Virusinfektion kénnen auch zellfremde
Proteine proteasomal degradiert werden. Das Proteasom entldsst lingere Fragmente mit MHC-I kompatiblen C-Termini.
Cytosolische Aminopeptidasen koénnen des entlassene Fragment N-terminal trimmen. Die Fragmente werden iiber den
TAP Transporter in das ER transportiert und durch ER stindige Aminopeptidasen zum finalen Epitop getrimmt. Nach
der Beladung auf den MHC-I Rezeptor erfolgt der Transport des Epitop/MHC-I Rezeptor-Komplexes iiber den Golgi-
Apparat an die Zellmembran. An der Auflenseite der Zellmembran findet dieser seine endgiiltige Position. Eine
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passende CD8* T-Zelle erkennt iiber ihren T-Zell-Rezeptor das geladene Epitop und kann die Immunantwort einlduten.
C Gleichzeitig wird das Cytokin IFNy sezerniert, welches die Expression von antiviralen Genen induziert und die
Nachbarzelle somit zur Pathogenabwehr riistet. Des Weiteren bewirkt die IFNy Stimulation oxidativen Stress, was auch
die Translationsrate erhoht. Es entstehen DRiPs (defective ribosomal particle). DRiPs werden oxidiert, ubiquitiniert und
anschlieflend degradiert. Sie dienen als natiirliches Reservoir der MHC-I Prisentation bei einer nichtinfizierten Zelle
(erstellt nach Yewdell, Reits & Neefjes, 2003).

1.2. Markierung der proteasomalen Substrate

Der proteasomalen Degradation von Proteinen geht der ATP abhidngige Prozess der
Ubiquitinierung voraus. Diese reversible, enzymatische Reaktionskaskade stellt eine Art
der posttranslationalen Modifikation dar (Komander 2009). Dabei ermdglichen drei
einzelne Schritte die Anlagerung von Ubiquitinketten und alle beteiligten Komponenten
werden unter dem Begriff Ubiquitin-Proteasom-System zusammengefasst. Ubiquitin ist
etwa 8 kDa groff und wird ubiquitir exprimiert. Es markiert Proteine fiir den
proteasomalen Abbau, erleichtert ihren Transport an das Proteasom und stdrkt die
Interaktion zwischen Proteasom und Substrat (Weissman, Shabek & Ciechanover, 2011).

Im ersten Schritt der Ubiquitinierung erfolgt die Aktivierung des globuldren Ubiquitins.
Das Ubiquitin aktivierende Enzym (E1) bindet Ubiquitin iiber eine hochenergetische,
labile Thiolesterverbindung. Im zweiten Schritt wird Ubiquitin auf das Ubiquitin
konjugierende Enzym (E2) iibertragen, wobei es ebenfalls eine Thiolesterverbindung
eingeht. Die zuletzt beteiligte Ubiquitinligase (E3) ist substratspezifisch und kann das
Ubiquitin im Falle einer HECT-Doméne (homologous to E6AP carboxyl terminus) E3-
Ligase zundchst selbst binden und an das Substrat iibertragen. Bindet das E2 allerdings an
eine RING finger-Doméne (really interesting new gene) E3-Ligase, erfolgt der direkte
Transfer seines Ubiquitins an die €éNH:-Gruppe eines Lysinrestes am Substrat. Die
Verkniipfung erfolgt iber den C-Terminus, das Glycin”’ des Ubiquitins, wobei eine stabile
Isopeptidbindung entsteht. Eine Wiederholung dieses Prozesses bewirkt eine Elongation
der Ubiquitinkette. Die spezifische Auswahl der Substrate erfolgt {iber die
Substratbindedoménen der E3-Enzyme, da sich im humanen Genom mehr als 600 E3-
Enzyme finden lassen. Daneben gibt es nur wenige E1-Enzyme und 30 bis 40 E2-Enzyme

(Weissman, Shabek & Ciechanover, 2011).
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Die Verkniipfung zwischen einzelnen Ubiquitinmolekiilen erfolgt iiber die eNH2-Gruppe
des Lysins, wobei Ubiquitin in seiner Aminosduresequenz sieben mogliche
Verkniipfungsstellen aufweist. Die K*® verkniipfte Kette ist bei einer Mindestlinge von
vier Ubiquitinmolekiilen das haufigste Degradationssignal (Komander, 2009; Kravtsova-
Ivantsiv, Sommer & Ciechanover, 2012). Als Signal der proteasomalen Degradation dient
neben der Ubiquitinkette auch eine entfaltete, intrinsische Doméne des abzubauenden
Substrates (Zhao et al., 2009; Liu & Jacobsen, 2012).

Erst kiirzlich wurde gezeigt, dass auch eine Monoubiquitinierug als Degradationssignal
ausreicht, sofern es sich um ein kleines Protein mit bis zu 150 Aminosiuren handelt.
Grofiere Proteine sind in monoubiquitinierter Form stabil und konnen erst nach einer
Polyubiquitinierung proteasomal degradiert werden (Shabek et al., 2012). Daneben zihlen
u.a. auch die Multimonoubiquitinierung sowie verzweigte Ubiquitinketten und K%, K,
K?” und K¢ verkniipfte Ketten (in absteigender Hiufigkeit) und K* und K% als
Degradationssignal. Diese Varianz an Degradationssignalen kann mit der unzdhligen
Menge an proteasomalen Substraten begriindet sein und eine Hierarchie im Proteinabbau
ermoglichen, die den Transport an das Proteasom, die Deubiquitinierung und die

Degradation umfassen kann (Kravtsova-Ivantsiv, Sommer & Ciechanover, 2012).

1.3. Intrazelluldrer Pool an proteasomalen Komplexen

Das zentrale Element des Proteasoms wird 20S core Komplex genannt. Um seine Funktion
zu erhalten, muss es mit dem 19S5 regulatorischen Komplex, oder den
Aktivatorkomplexen, PA28 oder PA200, assoziieren. Diese 6ffnen einerseits den Zugang
und selektieren andererseits Substrate.

Cascio et al. konnten 2002 mittels Elektronenmikroskopie diverse proteasomale

Komplexe, teilweise artifiziell assembliert, darstellen (vgl. Abb. 1-2).
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30S 265 205
“

195-205-195 195-20S 20S5-PA28a PA280-205-PA28a 195-205-PA28a

Abb. 1-2 Proteasomentypen. Cryo-Elektronenmikroskop-Aufnahmen von proteasomalen Komplexen, welche mit dem
19S Regulator und dem homoheptameren PA28a-Aktivator assoziiert sind. 20S und 26S Komplexe wurden aus
Kaninchenmilz isoliert; murine PA28a-Homoheptamere wurden in E.coli rekombinant exprimiert und mit isoliertem
26S zu Hybridproteasomen rekonstituiert. Ob endogene 20S-PA28 Komplexe einfach oder zweifach assoziiert sind,
konnte so nicht gekldrt werden (modifiziert nach Cascio et al., 2002).

Am 20S core Komplexes weisen zwei a-Ringe nach aufien, was den Regulatoren und
Aktivatoren die ein- oder beidseitige Assoziation mit dem 20S Proteasom ermdoglicht. In
Bezug auf den 19S regulatorischen Komplex entstehen damit 19S-20S bzw. 19S-20S-19S,
die auch als 26S bzw. 30S Komplex bezeichnet werden und ubiquitinierte Proteine
abbauen (Peters et al., 1995).

Analog dazu vermag auch der PA28 Aktivator an einen oder beide a-Ringe zu binden um
20S-PA28 bzw. PA28-20S-PA28 Komplexe zu bilden (Dubiel et al., 1992). Die Aktivitt ist
bei in vitro-Analysen auf den Verdau kurzer, ungefalteter Peptide limitiert, wobei die
physiologische Funktion bislang nicht geklirt werden konnte. Eine Interaktion zwischen
PA28 mit dem 26S Proteasom wird als sogenanntes Hybridproteasom (PA28-20S-19S)
bezeichnet (Hendil et al.,, 1998). Es handelt sich dabei um Komplexe mit PA28a/B
Heteroheptameren oder homoheptamerem PA28y. Das Hybridproteasom PA280/B-20S-
19S zeigt den gleichen fluorogenen Substratumsatz wie das 26S Proteasom, sowie eine
dhnliche Degradation des Ubiquitin-unabhéngigen Substrates ODC (ornithin
decarboxylase), sodass diesem proteasomalen Subtyp bislang keine spezifische
physiologische Rolle zugeschrieben werden konnte. Ein Einfluss auf die Schnittpriaferenz
oder die verbesserte Austrittsmoglichkeit von restringierten Fragmenten wird diskutiert
(Hendil et al., 1998; Tanahashi et al., 2000; Kopp, Dahlmann und Kiihn, 2001). PA200
kann ebenfalls ein- oder beidseitig an den 20S core Komplex binden (Hoffman et al,,
1992). Eine Interaktion zwischen PA200 und 26S Proteasom bildet eine weitere Form des
Hybridproteasoms, die an DNA-Doppelstrangbriiche rekrutiert werden kann, wenn diese

durch ionisierende Strahlung kiinstlich induziert wurden (Blickwedehl et al., 2008).
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Generell gibt es Hinweise auf einen Einfluss von PA200 bei der 20S-Assemblierung, der
Regulation der genomischen Stabilitit oder der Spermatogenese, wobei seine Funktion auf

Seiteneffekte limitiert sein kann (Stadtmueller & Hill, 2011).

Bislang werden in der Literatur die hochmolekularen proteasomalen Komplexe 268,
Hybrid und 30S unter dem Begriff ,26S Proteasom® zusammengefasst. Eine
Differenzierung in einzelne Komplexsubtypen bleibt meistens aus. Da die vorliegende
Arbeit strukturelle und funktionelle Unterschiede der einzelnen Komplexsubtypen
charakterisieren sollte, erfolgt die Einfithrung einer Nomenklatur, die im Folgenden

verwendet wird:

niedermolekulare proteasomale hochmolekulare proteasomale Komplexe
Komplexe
Aktivator assoziiertes 20S Proteasom 26S/Hybridproteasom 30S Proteasom
PA280/B-20S 19S-20S 19S-20S-19S
PA28y-20S PA200-Hybrid
PA200-20S PA28a/B-Hybrid

Tabelle 1-1 Einteilung und Nomenklatur der proteasomalen Komplexe.

1.4. Aufbau und Funktion des 20S Proteasoms

Das 20S Proteasom ist das katalytische Element des Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS)
und schneidet Polypeptidketten (Rock & Goldberg, 1999).

Diese Form des Abbaus ist in der Evolution fest verankert. Er ldsst sich in Archiden,
Eubakterien und Eukaryoten nachweisen. Allen gemein ist das 20S core Proteasom,
welches das proteasomale Grundgeriist bildet: die zylindrische Struktur besteht aus vier
heptameren Ringen, wobei die dufieren o-Untereinheiten die inneren -Untereinheiten

flankieren.
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Das Proteasom aus Archden und Eubakterien weist eine siebenfache Symmetrie auf, da
identische o- bzw. B-Untereinheiten im heptameren Ring assemblieren, wobei die
proteolytische Aktivitit durch die Untereinheiten des [-Rings vermittelt wird.
Eukaryonten exprimieren dagegen sieben homologe aber unterschiedliche Untereinheiten
ol — a7 bzw. B1 — B7, die im heptameren Ring individuelle Positionen besetzen (vgl. Abb.

1-3) (Goldberg, 2007; Stadtmueller & Hill, 2011).

Abb. 1-3 Das 20S Proteasom vier heteroheptamere Ringe aus sieben verschiedenen o-Untereinheiten (griin) bzw.
sieben verschiedenen B-Untereinheiten (blau) assemblieren zu einem 20S core Komplex. Die proteolytisch aktiven
Untereinheiten 1, B2 und B5 sind rot markiert (modifiziert nach Kloetzel, 2001).

Die katalytische Aktivitit ist bei Eukaryonten auf drei der sieben B-Untereinheiten
limitiert. 1, B2 und B5 zdhlen zu den N-terminalen Threonin-Hydrolasen. Dieser
Proteasentyp wurde spiter als die Serin- oder Cysteinproteasen entdeckt und weist ein N-
terminales Threonin (Thrl) auf. Die Hydroxygruppe der Threonin-Seitenkette attackiert
ein freies N-terminales Amin (NH2-) am Substrat und initiiert damit die hydrolytische
Spaltung der Peptidbindung (Rock & Goldberg, 1999; Groll & Clausen, 2003; Ciechanover
2005b; Stadtmueller & Hill, 2011).

Jede Untereinheit besitzt dabei eine spezifische Schnittpriferenz wodurch das Substrat
mittels drei verschiedener hydrolytischer Aktivititen an diversen Positionen seiner
Aminosduresequenz geschnitten wird. So kénnen 1, 2 und B5 hinter sauren, basischen
bzw. grofien hydrophoben Aminosiuren schneiden und damit die sogenannte
caspasedhnliche, die trypsindhnliche bzw. die chymotrypsindhnliche Aktivitdt vermitteln
(Goldberg, 2007; Stadtmueller & Hill, 2011).

Eine evolutiondre Veridnderung der hoéheren Eukaryoten stellt die Induktion von

speziellen, hydrolytisch aktiven Immunountereinheiten dar, die die Ausbildung einer
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proteasomalen Isoform, dem sogenannten Immunoproteasom (i20S), zur Folge hat. Die
Assemblierung des Immunoproteasoms erfolgt u.a. nach einer IFNy Stimulation und weist
die alternativen Untereinheiten i1 (LMP2), i2 (MECL-1) und iB5 (LMP7) auf (vgl. Abb.
1-4) (Aki et al., 1994; Groettrup, 1996a).

c20S Proteasom i20S Proteasom

Abb. 1-4 Das i20S Proteasom Durch IFNy-Stimulation wird bei der Neuassemblierung des 20S core Komplex der
Einbau der alternativen Untereinheiten if1, i32 und iB5 (gelb) initiiert (modifiziert nach Kloetzel, 2001).

Unter Bedingungen wie Inflammation und Infektion wird das antivirale und
proinflammatorische Cytokin IFNy u.a. von CD4* T-Helferzellen oder CD8* cytotoxischen
T-Lymphozyten ausgeschiittet und bindet auf der Zielzelle an heterodimere IFNy
Rezeptoren. Dieses Signal fithrt zu der intrazelluliren Aktivierung des
Transkriptionsfaktors STAT1, der die Transkription und Translation von diversen IFNy
sensiblen Genen induziert (Sadler & Williams, 2008). Wihrend der Neuassemblierung
orchestriert das Chaperon POMP (proteasome maturating protein) die Rekrutierung und
Verkniipfung der konstitutiven sowie induzierbaren p-Untereinheiten. Die
Immunountereinheit i}5 zeigt dabei eine hohere Affinitdt zu POMP als 5, wodurch die
Assemblierungskinetik des Immunoproteasoms der Kinetik der Assemblierung des 20S
core Komplexes iiberlegen ist (Heink et al., 2005).

Das Immunoproteasom weist im Vergleich zum Standardproteasom Konformations-
dnderungen im Substrat-bindenden Bereich auf, wodurch sich beispielsweise die Spaltung
nach hydrophoben Aminosduren erhoht sowie die nach sauren Aminosduren vermindert,
da if1 préferiert nach einer hydrophoben Aminoséure schneidet (Huber et al., 2012).
Werden nicht alle Immunountereinheiten in den 20S core Komplex eingebaut, spricht
man von dem intermedidren 20S core Komplex, bzw. mixed type 20S (m20S) (Dahlmann

et al.,, 2000). Die Immunountereinheit i5 kann beispielsweise auch in einen 20S core
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Komplex inkoporiert werden, der die konstitutiven Untereinheiten B1 und P2 trigt
(Kloetzel, 2004; Goldberg, 2007; Borissenko & Groll, 2007; Stadtmueller & Hill, 2011).

Neben dem Typ II Interferon IFNy induzieren die Typ I Interferone IFNa und IFNf oder
auch TNFa die Expression der alternativen Untereinheiten (Sadler & Williams, 2008).

Exklusiv fiir Thymusgewebe existiert eine weitere alternative Untereinheit zu 85, das
thymusspezifische 351 Protein. Es wird vermutet, dass der Einbau dieser Untereinheit das
Schnittverhalten nach hydrophoben Aminosiuren minimiert und gleichzeitig Peptide
generiert, die eine geringere Affinitit zu MHC-Klasse I Molekiilen aufweisen. Es wird mit
den Immunountereinheiten if1 und iB2 in den B-Ring eingebaut (Murata et al., 2007).

Die katalytisch aktiven Untereinheiten, sowie B6 und B7 werden als Propeptid
translatiert; vor dem Einbau in den neuassemblierten 20S core Komplex wird der N-
Terminus autokatalytisch abgespalten und exponiert das reaktive N-terminale Threonin
(Rock & Goldberg, 1999; Bar-Nun & Glickman, 2011). Die katalytisch aktiven N-Termini
lokalisieren im Zentrum des 20S core Komplexes und ragen in das Innere der
fassdhnlichen Struktur. Freies 20S ist selbstinhibiert, da der Zugang zu den
hydrolysierenden Untereinheiten auf zweierlei Weisen unterbunden ist. Einerseits
beschrankt die enge, ringférmige Assoziation der o-Untereinheiten den Eintritt in das
Innere des Proteasoms, da die gebildete Pore einen Durchmesser von lediglich 13 A misst.
Der Zugang von gefalteten Proteinen ist dadurch nicht moéglich; es bedarf der vorherigen
Entfaltung des abzubauenden Substrats. Des Weiteren wird der Zugang durch die N-
Termini der o-Untereinheiten verschlossen, was dem steten Eintritt von Polypeptiden
entgegen wirkt. Die elongierten 35 Aminosduren der N-Termini, die die Konformation
einer o-Helix einnehmen, ragen in die Pore und blockieren diese. Erst die Anlagerung
proteasomaler Aktivatoren und deren Interaktion mit dem o-Ring induziert eine
Konformationsinderung der N-terminalen o-Helices womit der Zugang ins katalytische
Zentrum des 20S Proteasoms frei wird. Die Konformationsinderung betrifft vier a-
Untereinheiten (a.2/a3/04/05). Sie nehmen die kompaktere Konformation der drei, stets
unverinderten o-Untereinheiten (ol/a6/a7) ein (Whitby et al., 2000; Stadtmueller &

Hill, 2011; Saeki & Tanaka, 2007).
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Da der Austausch der alternativen Immunountereinheiten zu keiner veridnderten
Positionierung der o-Untereinheiten fiihrt, kann die Rotation der a-Untereinheiten das

c20S und i20S Proteasom gleichermafien 6ffnen (Huber et al., 2012).

1.5. Proteasomale Regulatoren und Aktivatoren

Als proteasomale Assoziationspartner sind bislang drei unterschiedliche regulatorische
und aktivierende Komponenten bekannt. Sie sind jeweils eigenstindige Komplexe,
erreichen allerdings nur in Kombination mit dem 20S Proteasom ihre Funktion. Des

Weiteren kommen sie fiir die Selektion von Substraten in Betracht.

1.5.1. Der proteasomale Aktivator PA28a/f3

Das Cytokin IFNy bewirkt nicht nur die Expression der proteasomalen
Immunountereinheiten i1, iB2 und if5, sondern auch die erhohte Expression von
PA28a- und PA28B-Untereinheiten (Ahn et al.,, 1996). Beide dimerisieren und bilden
einen heteroheptameren Ring, den PA28a/B-Aktivator (Realini et al.,, 1994). Die
Homologie der beiden Untereinheiten spiegelt sich auch in PA28y wider. Diese dritte
Isoform wird konstitutiv exprimiert, ist im Kern lokalisiert und assembliert zu
homoheptameren Ringen (Rechsteiner & Hill, 2005).

Die Isoformen werden in fast allen Gewebetypen hoherer Eukaryonten exprimiert.
PA28a und PA28 sind in Immunzellen hochabundant, in Gehirngewebe dahingegen
kaum exprimiert. PA28y wird im Gegensatz dazu in Gehirngewebe relativ stark
exprimiert, zeigt aber keinen Bezug zu Infektion und Inflammation (Rechsteiner & Hill,
2005).

Der heteroheptamere PA28c/f Komplex besteht aus drei PA28a—und vier PA28j3-
Untereinheiten und bildet quartdrstrukturell einen ,hohlen Kegel® (vgl. Abb. 1-5)

(Knowlton et al., 1997).
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Abb. 1-5 Der PA28a Komplex. A In der Tertiarstruktur von PA28a erkennt man vier o-Helices (mit blau, griin, gelb
und lila unterschiedlich koloriert). Die roten Segmente stellen Interaktionsdomanen zum proteasomalen o-Ring dar und
bestehen aus dem C-Terminus und dem Loop zwischen a-Helix zwei und drei. Die vier a-Helices des Monomers sind
iiber hydrophobe Wechselwirkungen miteinander verbunden. B Sieben Untereinheiten assemblieren, iiber hydrophobe
und polare Bindungen assoziiert, zu einem Homoheptamer. Ein heteroheptamerer Komplex aus PA28a- und PA28f3-
Untereinheiten ist in seiner Struktur und Funktion sehr dhnlich (modifiziert nach Knowlton et al., 1997).

Mit einer Porengréfe von 20-30 A im Durchmesser bildet der PA280/f Komplex eine
deutlich grofiere Pore als der proteasomale o-Ring, der durch die Anlagerung des
Aktivators ATP-unabhingig gedffnet wird (Kisselev et al., 2002; Stadtmueller & Hill,
2011). Studien an Trypanosoma brucer konnten zeigen, dass die C-Termini von PA26,
einem Homolog zu PA28, ebenfalls in Bindetaschen zwischen den einzelnen
proteasomalen o-Untereinheiten binden und ihre beschriebene Konformationsinderung
am o-Ring bewirken. Da PA26- und PA28-Komplexe den 20S core Komplex auch
speziesunabhdngig aktivieren konnen, sind die Bindungen zwischen ihren C-Termini und
den proteasomalen Taschen im a-Ring eher schwach (Whitby et al., 2000).

Funktionell gesehen induziert der PA28a/B Komplex die Offnung der proteasomalen Pore
und kann so die Substratzugianglichkeit ins Innere des Proteasoms erhéhen. Da PA28a/p
Komplexe auch beidseitig am 20S Proteasom binden kénnen, wird neben dem Einlass der
Substrate auch die Freisetzung der Fragmente erleichtert (Stohwasser et al., 2000). Des
Weiteren kann die durch die Assoziation induzierte Konformationsinderung der
proteasomalen o-Untereinheiten auch auf die B-Untereinheiten iibertragen werden. Das

Polypeptid kann somit stirker an das aktive Zentrum einzelner -Untereinheiten binden
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und wird so auch parallel durch mehrere Untereinheiten geschnitten, was vor allem bei
Peptiden mit einem N- und C-terminal flankiertem Epitop nétig ist (Dick et al., 1996;
Stohwasser et al., 2000): ein Peptid wird im nichtassoziierten 20S Proteasom zunéachst nur
einmal geschnitten. Nach dem Schnitt diffundiert es von dem aktiven Zentrum einer f3-
Untereinheit zu einem weiteren aktiven Zentrum, um erneut geschnitten zu werden. Die
Assoziation von PA280/B ermdglicht einen sofortigen koordinierten Doppelschnitt
(coordinated double cleavage mechanism).

Viele Studien konnten zeigen, dass PA28a/f einen positiven Einfluss auf die proteasomale
Epitopgenerierung fiir MHC-I Rezeptoren haben kann (zusammengefasst in Sijts &
Kloetzel, 2011). Beispielsweise wird in diversen Melanomzellen das Fragment TRP23c0-36,
ein Epitop von TRP2 (¢yrosinase related protein 2), in Abhingigkeit von einer PA280/f3
Assoziation generiert (Sun et al., 2002). Textoris-Taube et al. stellten fest, dass dabei die
N-terminal flankierende Sequenz dieses Epitops die essentielle Rolle von PA28a/B
bedingt (Textoris-Taube et al., 2007). Der positive Effekt von PA280a/ lasst sich allerdings
nicht auf alle Peptide iibertragen, da die Generierung des Fragments TRP22ss-206

beispielsweise keine Korrelation zu einer PA28a/p Assoziation aufweist (Sun et al., 2002).

Da eine Infektion oder eine IFNy Stimulation neben den Komponenten des PA28a/B
Aktivators auch die Immunountereinheiten induziert, untersuchten de Graaf et al. den
Einfluss beider Faktoren auf die Antigenprisentation. Sie zeigen, dass die Addition von
PA280/B an das c20S oder i20S Proteasom in vitro keine neuen spezifischen Schnitte
initiiert, sondern die Generierung von MHC-I Epitopen bei beiden Isoformen
gleichermafien verstirkt (de Graaf et al, 2011). Am Beispiel des Coxsackievirus B3
Proteins VP2 konnte die Assoziation von PA28a/f ebenfalls bei beiden
Proteasomisoformen eine Steigerung der Epitop- und Precursergenerierung detektieren
(Dissertation Sandra Jdkel, 2009). Oftmals zeigt das Immunoproteasom eine schnellere
Generierung oder die Generierung grofierer Mengen an potentiellen Epitopen als das
konstitutive 20S Proteasom, welches aber grundsitzlich auch potentielle Epitope

generieren kann (zusammengefasst in Sijts & Kloetzel, 2011).
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Jedes Proteinsubstrat scheint einen individuellen Ablauf der Epitopprozessierung zu
benodtigen, sodass nur die proteolytische Plasizitit, durch die verschiedenen
proteasomalen Isoformen und eine mogliche PA28a/f Assoziation gewdhrleistet, eine

erfolgreiche Immunantwort ermoglicht.

1.5.2. Der proteasomale Aktivator PA200

PA200 wird ebenfalls als Aktivator des 20S core Komplexes bezeichnet, auch wenn die
aktivierende Funktion umstritten ist (Hoffman et al., 1992; Lehmann et al., 2008). Dieser
proteasomale Komplexpartner ist ein Monomer, besitzt ein Molekulargewicht von
200 kDa und lokalisiert hauptsichlich im Nukleus. Die Tertidrstruktur wird aus 32
spulendhnlichen Superhelices aus jeweils ca. 50 Aminosduren, den sogenannten HEAT-
Doménen (Huntingtin - elongation factor 3 -PR65/A subunit of PP2A - lipid kinase TOR),
gebildet. Evolutionidr gesehen ist PA200 zu 20% zwischen Hefe (Homolog: Blm10) und
Saugetieren konserviert (Savulescu & Glickman, 2011). Da sowohl PA200 als auch Blm10
die HEAT-Dominen aufweisen und maturiertes 20S binden, vermutet man, dass beide
eine dhnliche strukturelle und biochemische Funktion aufweisen (Iwanczyk et al., 2006).
Die a-Helices der HEAT-Doménen bilden eine flexible ,Kuppel®, die trotz des grofien
Volumens eine vergleichbar kleine Pore bildet und lediglich den Zutritt von Peptiden
erlaubt. Zur Offnung des proteasomalen o-Rings bindet das C-terminale YYX-Motiv von
PA200 in die Tasche zwischen a5 und o6 und bewirkt demnach keine direkte
Konformationsinderung der vier a-Untereinheiten (vgl. Abb. 1-6) (Dange et al., 2011).
Eine vollstindige Offnung der proteasomalen Pore, wie der PA28a/B Komplex oder der
19S Regulator es vermoégen, kann die Anlagerung von PA200 im Vergleich nicht
bewirken. Diese interagieren aufgrund ihres polymeren Aufbaus iiber mehrere C-Termini
mit den proteasomalen a-Untereinheiten. Der umsatzsteigernde Effekt der Interaktion
zwischen dem c20S Proteasom und PA200 ist deshalb auf die Erhchung der f1- und p2-
Schnittpriaferenz und den Verdau von Peptiden limitiert (Blickwedehl et al., 2008;

Stadtmueller & Hill, 2011; Dange et al.,, 2011). Hefestudien konnten aufzeigen, dass



Einleitung 21

Blm10-20S die Peptidhydrolyse im Vergleich zu freiem 20S Proteasom erhoht. Der
Komplex Blm10-20S-Blm10 scheint die Hydrolyse allerdings zu unterdriicken (Lehmann
et al., 2008).

BIm10

BiIm10

C-Terminus \

oS
N-Terminus |

Abb. 1-6 Die Interaktion zwischen dem proteasomalen a-Ring (grau) und dem Blm10 Aktivator (blau). Die letzten drei
Aminoséduren des Blm10-C-Terminus (exponierter Arm in blau) binden in die Tasche der proteasomalen Untereinheiten
a5 und 06. Die dadurch ausgeldste Rotation des a5 N-Terminus in Richtung von Blm10 (exponierte Arm in grau)
bewirkt eine partielle Offnung der proteasomalen Pore und erméglicht den Eintritt kleiner Substrate (modifiziert nach
Savalescu & Glickman, 2011).

Ustrell et al. konnten in HeLa Zellen durch Immunfluoreszenz zeigen, dass PA200 zu
grofien Teilen im Kern lokalisiert, da PA200 im Cytoplasma nur minimal nachgewiesen
wurde; eine Fraktionierung zeigte kein PA200 im Cytoplasma (Ustrell et al., 2002). In der
humanen Monozyten-dhnlichen Zelllinie U937 Zellen konnte PA200 zu gleichen Teilen

im Zellkern und im Nukleus detektiert werden (Fabre et al., 2013).
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1.5.3. Der 19S regulatorische Komplex

Strukturelle Analysen konnten diesem ATP-abhdngigen Aktivator bislang 18
verschiedene Untereinheiten zuordnen, die zu zwei Subkomplexen, base und Iid,
assemblieren. Sechs ATPasen (Rptl-Rpt6 = regulatory particle ATPases) und 12
Untereinheiten ohne ATPase-Funktion (Rpnl-Rpn3; Rpn5-Rpnl3 ; regulatory particle
non ATPases) ergeben ein Molekulargewicht von 700 kDa und sind fiir den ubiquitin-
vermittelten Substratabbau essentiell. Die wichtigsten Funktionen des regulatorischen
Partikels sind das Offnen der proteasomalen Pore sowie das Binden der Ubiquitinkette mit
anschlieffendem Deubiquitinieren, Entfalten und Translozieren des Proteinsubstrates.
Diese Schritte sind (mit Ausnahme des Bindens der polyUb-Ketten) ATP-abhingig,
wodurch Offnen, Entfalten und Translokation von den ATPasen bewerkstelligt wird (Bar-
Nun & Glickman, 2011).

Die ATPasen werden aufgrund ihrer C-terminalen AAA-Domidne der AAA*
Proteinfamilie (A7Pases associated to a variety of cellular activites) zugeordnet. Wird
ATP gebunden oder hydrolysiert, verdndern sie ihre Konformation, wodurch
mechanische Kraft entsteht, die wiederum fiir die Konformationsinderung anderer
Proteine genutzt werden kann. Das ist mit der Funktion eines Chaperons vergleichbar
(Bar-Nun & Glickman, 2011). Rptl — Rpt6, die ATPasen des regulatorischen Partikels,
assoziieren zu einem Hexamer, in dem jede einzelne Untereinheit eine feste Position
besetzt (vgl. Abb. 1-7) (Tomko & Hochstrasser, 2011). Strukturbiochemisch gesehen
bilden die ATPasen, basierend auf AAA-Domédnen und N-Termini, zwei Pseudoringe aus.
Die AAA-Dominen verkniipfen sich zu einem hexameren Pseudoring, der dem 20S core
Komplex zugewandt ist. Die N-Termini bilden einen weiteren Pseudo-Ring, allerdings
mit dreifacher Symmetrie, da stets zwei N-terminale Abschnitte dimerisieren, wodurch

ein Trimer resultiert (vgl. Abb. 1-7 und Abb. 1-8) (Lasker et al., 2012).
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Abb. 1-7 Interaktionen der 19S Untereinheiten. Die beiden nicht-ATPasen Rpnl und Rpn2 sind die grofiten
Untereinheiten des 19S Regulators und verkniipfen /id mit base. Die ATPasen bilden die Grundstruktur der base und
assemblieren zu einem hexameren Ring, wobei stets zwei ATPasen am N-Terminus dimerisieren (Rpt1/Rpt2, Rpt3/Rpt6,
Rpt4/Rpt5). Rpt2, Rpt3 und Rpt5 kénnen iiber ihren C-Terminus (HbYX-Motiv) an den proteasomalen a-Ring binden
und die Offnung der proteasomalen Pore induzieren. Rpn2 bindet das Ubiquitin-bindende Protein Rpn13 und viele
Untereinheiten des /id. Die nicht-ATPasen des /id sind hufeisenférmig angeordnet und besitzen PCI-Doménen, welche
die Struktur festigen. Die nicht-ATPasen sind bis auf Rpnll kaum charakterisiert. Rpnll besitzt, wie das Ubiquitin-
Transport Protein Uspl14/Ubp6, eine deubiquitinierende Funktion. Rpnll dimerisiert mit Rpn8 und assoziiert so mit
Rpn10, Rpn3, Rpn9 und Rpn5. Es wird moglicherweise durch das Heterodimer Rpt3/Rpt6 aktiviert (erstellt nach Lasker
et al.,, 2012; Lander et al., 2012).

Die dimerisierten N-Termini der ATPasen Rptl/Rpt2 und Rpt3/Rpt6 konnen mit Rpnl
und Rpn2 weitere Untereinheiten der base binden. Diese beiden nicht-ATPasen bilden
ebenfalls ein Dimer und binden diverse Untereinheiten aus beiden Subkomplexen sowie
externe Ubiquitinrezeptoren (u.a. Usp14/Ubp6 an Rpnl), die polyUb-Substrate an das
Proteasom transportieren (vgl. Abb. 1-4). Die Ubiquitinkette des Substrates kann auf
Rpnl10 und Rpnl3 iibertragen werden, die ebenfalls dem basalen Subkomplex zugeordnet
werden und unterschiedliche Ubiquitin-Binde-Doménen aufweisen, die jedoch die

gleiche Affinitit besitzen (Peth et al., 2010; Lander et al., 2012). Der N-Terminus von
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Rpnl0 weist eine UIM-Domine (Ubiquitin-interacting motif’) auf und es ist umstritten,
ob dieses Ubiquitin-bindende Protein mit Rpnl assoziiert ist (Lasker et al., 2012). Der N-
Terminus von Rpn13 bindet iiber die Pru-Doméne (Pleckstrin-like receptor for ubiquitin)
an K*-verkniipftes Diubiquitin und ist parallel mit Rpn2 assoziiert (Husnjak et al., 2008;
Lasker et al., 2012). Die ATPase Rpt5 ist als Einzige der sechs ATPasen in der Lage,
polymere Ubiquitinketten zu binden, sofern die ATP-Hydrolyse nicht blockiert ist (Lam
et al., 2002).

Der /id Subkomplex wird aus weiteren nicht-ATPasen (Rpn3, Rpn5-Rpn9, Rpnll und
Rpn12) gebildet und urspriinglich nahm man an, dass der /id wie ein Deckel am ATPase-
Ring verankert ist. Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass die nicht-ATPasen vielmehr
zu einem flankierenden Rahmen assemblieren, wodurch die Untereinheiten Rpn5 und
Rpn6 auch direkt mit proteasomalen a-Untereinheiten interagieren kénnen (vgl. Abb. 1-
8) (Lander et al., 2012; Lasker et al., 2012).

Funktionell sind die nicht-ATPasen kaum charakterisiert. Eine Ausnahme stellt die
Metalloisopeptidase Rpnll dar, die mit Rpn8 ein Heterodimer bildet. Rpnll ist ein
deubiquitinierendes Enzym (DUB) und besitzt ein JAMM-Motiv (Jabl/Padl/MPN
metalloenzyme), welches polymere Ubiquitinketten deassembliert. Sein aktives Zentrum
umfasst eine Sequenz aus Glutamat, Histidin und Aspartat, wobei letztere Aminosduren
ein Zn?-Ilon binden (Verma et al., 2002). Dieses DUB ist direkt iiber der proteasomalen
Pore lokalisiert und wird mdglicherweise von Rpt3/Rpt6 aktiviert. Die Rolle von Rpn8
konnte bislang nicht ermittelt werden (Lasker et al., 2012; Lander et al., 2012).

In humanen Zellen konnten zwei weitere DUBs des 19S Regulators identifiziert werden,
die allerdings nur proteasomal assoziiert vorliegen; sie werden nicht als integriert
bezeichnet (Liu & Jacobsen, 2012). Uspl4 gehort zu der Familie der ubiquitin specific
proteases;, UCH37 ist ein Vertreter von insgesamt vier ubigiuitin c-terminal hydrolases.
Die essentielle Funktion dieser beiden assoziierten DUBs wurde durch den kombinierten
knock down oder durch die parallele Inhibition von Uspl4/Ubp6 und UCH37
unterstrichen. Beide Modulationen fithren zu einer Anreicherung von ubiquitinierten
Proteinen, was einer dysfunktionalen Proteindegradation entspricht (Liu & Jacobsen

2012).
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Untereinheiten des
lid-Subkomplexes

Rpt1 - Rpt6
N-Ring

Rpn1

Rpt1 - Rpt6
AAA-Ring

Abb. 1-8 Der 19S-20S-Komplex. Lokalisation des /[id (gelb) und der base (blau) im 26S Holoenzym. Separat
hervorgehoben sind der ATPase Doppelring mit sechsfacher Symmetrie des AAA-Rings und den drei Dimeren des N-
Rings. Rpnl bindet an Rptl/Rpt2. Rpn2 bindet an Rpt3/Rpt6 (Interaktion in der Abbildung nicht gezeigt). Die /id-
Untereinheiten, in einer hufeisenférmigen Struktur assoziiert, flankieren die Rpt-Untereinheiten. Rpn5 und Rpn6
bilden ,Finger” und binden an al bzw. a2 (modifiziert nach Lander et al., 2012).

Ubiquitinvermittelte proteasomale Degradation

Das Offnen der proteasomalen Pore ist der Schliisselprozess im Abbau von
Proteinsubstraten und bedarf der Interaktion zwischen dem ATPase-Hexamer und dem
proteasomalen o-Heptamer. Die C-terminalen HbYX-Motive dreier ATPasen binden
ATP-abhingig an den proteasomalen o-Ring (vgl. Abb. 1-7) (Lander et al., 2012). Rpt2
und Rpt3 interagieren sehr spezifisch mit der Tasche aus a3/a4 und al/a2, wobei Rpt5
eher unspezifisch in die Tasche von a5/06 oder a6/a7 bindet. Rpt2 und Rpt5 bewirken
dabei die bereits in Kapitel 1.4. beschriebene Konformationsinderung der proteasomalen
Untereinheiten von a2 - a5 (Stadtmueller & Hill, 2011; Lander et al., 2012). Rpt3 scheint
fir die Porenoffnung nicht essentiell zu sein, unterstiitzt dafiir allerdings die 26S
Holokomplex-Assemblierung (Kumar et al., 2010). Die so induzierte Offnung der

proteasomalen Pore entspricht einer ,Semiaktivierung®, da entfaltete Substrate den o-
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Ring noch nicht passieren konnen (Bech-Otschir et al., 2009). Peth et al. konnten zeigen,
dass eine Aktivierung der ATPasen durch Uspl4/Ubp6 und UCH37 ebenfalls zur
Porenoffnung beitrdgt. Essentiell dabei ist die Bindung des ubiquitinierten Substrates an
die externen DUBs (Peth et al., 2013).

Usp14/Ubp6 ist multifunktional, da es, neben der Bindung und Deubiquitinierung von
Ubiquitinketten, das markierte Substrat auch an das Proteasom transferiert. Auch andere
Transportproteine  iibertragen die  Ubiquitinkette des Substrates an die
Ubiquitinrezeptoren Rpnl0 und Rpnl3 (Peth et al., 2009). Diese beiden Untereinheiten
sind im 19S Regulator so lokalisiert, dass ihre Distanz zu Rpnll der Linge einer
Triubiquitinkette entspricht. Wahrend das ubiquitinierte Substrat nun im 19S Regulator
aufgespannt ist, vermdgen die externen DUBs Usp14/Ubp6 oder UCH37 die polyUb Kette
zu trimmen oder das integrierte DUB Rpnll spaltet die polyUb Kette komplett ab (vgl.
Abb. 1-9). Die assoziierten DUBs konnen dabei durch das Trimmen der Ubiquitinkette
eine regulierende Funktion besitzen, die sich positiv oder negativ auf die Degradation
auswirkt (Weissman, Shabek & Ciechanover 2011; Liu & Jacobsen 2012). Rpn11 schneidet
als Isopeptidase stets zwischen zwei Ubiquitinmolekiilen, was erkldrt, warum die
Substrate mindestens tetraubiquitiniert vorliegen miissen, damit das Protein abgebaut
wird. Die Distanz zwischen den Ubiquitinrezeptoren Rpnl10/Rpnl3 und der Pore des
ATPase-Hexamers betrigt 70-80 A, was die minimale GréRe eines Proteinsubstrates von

20 Aminosiuren (etwa 70 A lang) erkliren kann (Lander et al., 2012; Shabek et al., 2012).
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Rpn1

AAA-Ring

al-of

Abb. 1-9 19S regulatorischer Partikel mit Ubs-Substrat. Transportproteine (z.B. Usp14/Ubp6) binden polyUb-Substrate
und transportieren diese zum Proteasom. Das Substrat wird an Rpn10 und Rpn13 iibergeben. Rpnll deubiquitiniert das

Substrat, wobei Usp14/Ubp6 und Uch37 parallel die polyUb-Kette trimmen. Fiir grofe Proteine sind mindestens vier
Ub-Molekiile fiir den erfolgreichen Abbau nétig, was méglicherweise durch den Abstand von 70-80A zwischen Rpnll
und RpnlO bzw. Rpnl3 erklirt werden kann. Mindestens 40-45 Aminosduren des Substrates miissen entfaltet sein,
damit das Substrat an den AAA-Ring binden kann und aktiv ins Innere des Proteasoms transloziert wird (Modell des
zeitgleichen Bindens und Deubiquitinieren; modifiziert nach Lander et al., 2012).

In Bezug auf die anschlieffende Substratentfaltung und -translokation werden mehrere
Modelle diskutiert. Eine Entfaltung konnte durch die N-terminalen coiled-coil Doménen
von Rptl bis Rpt6 bewirkt werden. Sie besitzen Ahnlichkeiten zu einem Chaperon und
konnten die Entfaltung iiber ihre intrinsische Aktivitit ermoglichen (Braun et al., 1999;
Bar-Nun & Glickman, 2011).

Die grofite Akzeptanz findet allerdings die Annahme, dass die Entfaltung durch die
Translokation angetrieben wird. Dafiir muss zunichst die ,Initiationssequenz®, eine kurze,
entfaltete Peptidsequenz, an die ATPasen binden. Die mechanische Kraft, aus der ATP-
Bindung und ATP-Hydrolyse resultierend, zieht das Substrat in das Innere des
Proteasoms. Die enge Translokationspore bewirkt die Auflosung der Tertidrstrukturen
und die Entfaltung der restlichen Aminosduresequenz des Substrates (Prakash &
Matouschek, 2004). Die Translokation der entfalteten Polypeptidkette wird vermutlich
iiber aromatisch-hydrophobe Loops bewerkstelligt, die in der Peptidsequenz der
einzelnen Rpt-Untereinheiten vorkommen und in die Pore des ATPase-Hexamers ragen.

Sie binden die entfaltete Substratsequenz und ziehen das Substrat in Richtung
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proteasomaler Porendffnung, was durch die Konformationsinderung bei der ATP-
Hydrolyse katalysiert wird. Da die ATP-Hydrolyse neben einer entfalteten Domidne des
abzubauenden Substrates auch von der gebundenen, wihrenddessen getrimmten
Ubiquitinkette abhdngig ist, wird ein unniitzer ATP-Verbrauch vermieden (Peth et al.,
2013).

Die ATP-Hydrolyse ermdglicht nun die Translokation der entfalteten Substrate in das
Innere der proteasomalen Kammer, wo die Aktivitit der katalytischen Untereinheiten 1,
B2 und B5 durch polyubiquitinierte Substrate um den Faktor zwei gesteigert wird. Dies
entspricht einer allosterischen Stimulation, da die Substrate ihre eigene Degradation
regulieren. Parallel dazu trdgt die Bindung polyubiquitinierter Substrate auch zur
26S/30S-Komplexstabilitit bei (Bech-Otschir et al., 2009; Li & DeMartino 2009; Peth et al.
2013).



Einleitung 29

1.6. Zielsetzung der Arbeit

Inflammation und Infektion modulieren das Ubiquitin-Proteasom-System, wodurch die
Assemblierung und die Funktion von proteasomalen Komplexen verdndert werden kann.
Auch unter unstimulierten Bedingungen ist eine Diversitit in der Proteasompopulation zu
erkennen, welche unter energiedkonomischen Aspekten multiple Funktionen erwarten
lasst, ein Fakt, der noch nicht vollstindig analysiert wurde. Die Hauptfunktion stellt die
Ubiquitin-vermittelte ~ Proteindegradation = der  19S  Regulator  assoziierten
Proteasomkomplexe dar, die in der Literatur als ,26S Proteasom® zusammengefasst
werden.

In der vorliegenden Arbeit sollten deshalb die strukturellen und funktionellen
Unterschiede sowie die Relevanz der existierenden Heterogenitit von
Proteasomkomplexen analysiert werden. Der Fokus lag dabei auf der Diskriminierung des
26S Proteasoms, Hybridproteasoms und 30S Proteasoms.

Durch in vitro Studien mit murinen Zelllinien, bei denen eine IFNy Stimulation eine
Infektion simuliert, sowie durch ex vivo Analysen mit Milz- und Herzgewebe aus C57Bl/6

(WT), LMP2”- und LMP77 Miusen sollten folgende Fragestellungen geklart werden:

e Assemblieren unterschiedliche Zelllinien oder Gewebetypen heterogene

Proteasompopulationen?

o Beeinflusst eine IFNy Stimulation die Assoziation von proteasomalen Regulatoren
und Aktivatoren an den 20S core Komplex und wirkt sich ein Fehlen spezifischer
Immunountereinheiten auf die Assoziation von proteasomalen Regulatoren und

Aktivatoren aus?

e Weisen die 19S Regulator assoziierten Proteasomtypen 26S, Hybrid und 30S
disktinkte oder {iiberschneidende Funktionen in der Ubiquitin-vermittelten

Proteindegradation auf?
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2 Material und Methoden

2.1. Gerite und Chemikalien

Die hochreinen Laborchemikalien wurden von AppliChem, Roth, Serva, Sigma Aldrich
oder VWR International bezogen. Verbrauchsmaterialien aus Plastik stammten von
Greiner, Falcon und Sarstedt.

Geriit Hersteller

Beckman Optima™ - L
Electrophoretic Power Supply

Beckman Coulter
Amersham Biosciences

Gradient Master IP 107 Biocomp

Hera cell 240 Heraeus

SW 40 Rotor Beckman Coulter
Synergy™ HT Microplate Reader BioTek
Thermocycler Biometra
Thermomixer comfort Eppendorf
Versadoc Imaging System Biorad
Zentrifuge 5417R Eppendorf

Tab. 2-1 verwendete Gerite

Zellkulturreagenzien

Substanz Hersteller

DMEM Biochrom AG

Claycomb Medium Sigma Aldrich

FCS 05328 Biochrom AG

FCS F2442 Sigma-Aldrich
Fibronektin Sigma-Aldrich

Difco™ Gelatin BD

L-Glutamin PAA Laboratories GmbH
Interferon y , murin Roche

ISCOVE Biochrom AG
Lipofectamin 2000 Invitrogen

MG132 VWR International
Norepinephrin Sigma Aldrich

OptiMEM Gibco

Penicillin / Streptomycin PAA Laboratories GmbH
1x Trypsin PAA Laboratories GmbH

Tab. 2-2 verwendete Reagenzien fiir die Zellkultur




Material und Methoden

31

sonstige Reagenzien

Substanz oder Material Hersteller

Acrylamid 4K 30% 37,5:1

Amicon® Ultra Ultracel® — 30K
Ampicillin

ANTI-FLAG ® M1 Agarose Affinity Gel
ATP

ATPyS

BCA™ Protein Assay

Bio-Spin ® Disposable Chromatography Colums
B-Mercaptoethanol

BzVGR-amc

Complete® mini

DTT

EcI™ Prime Western Blotting Detection
Kanamycin

Monoclonal Anti-HA Agarose Conjugate Clone HA-7
NativPAGE™ Novex® 3-12% Bis-Tris-Gel
NEM

PageRuler Prestained Protein Ladder
PVDF-Membran

Qiagen® Plasmid Maxi Kit

RPX-OMAT Fixierlésung

SucLLVY-amc

TEMED

Whatman Papier

Ultra Clear™

X-OMAT Rontgenfilme

X-OMAT EX Il Entwicklerlosung

AppliChem
Millipore

Roth
Sigma-Aldrich
AppliChem
Jena Biosciences
Pierce

BioRad
AppliChem
Bachem

Roche

Roth
Amersham Biosciences
Roth
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Sigma Aldrich
Fermentas
Millipore
Qiagen

Kodak

Bachem

Biomol

GE Healthcare
Beckman Coulter
Kodak

Kodak

Tab. 2-3 sonstige, verwendete Reagenzien
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2.2. Zellbiologische Methoden

2.2.1. Zellkultur

Zellllinien und Kulturmedien

Bezeichnung Zelltyp Kulturmedium

C4 murine Fibroblasten ISCOVE 10% FCS
Herkunft: Ulrich Koszinowski

Raw 264.7 murine Makrophagen (Monocyt) ISCOVE 10% FCS
Herkunft: ATCC

HL-1 murine Kardiomyozyten Claycomb 10% FCS
Herkunft: William C. Claycomb

PA28 - MEF PA28a - PA28B" ISCOVE 20% FCS

murine embryonale Fibroblasten
Herkunft: Alice Sijts

NIH 3T3 Murine embryonale Fibroblasten DMEM 10% FCS
Herkunft: Charité

Tab. 2-4 kultivierte Zelllinien.

ISCOVE-Medium 1% Penicillin/Streptomycin ; 1% L-Glutamin ; 10% bzw.
20% FCS 0532S

DMEM-Medium 1% Penicillin/Streptomycin ; 1% L-Glutamin ; 10% FCS
0532S

Claycomb-Medium 1% Penicillin/Streptomycin ; 1% L-Glutamin ;

0.1mM Norepinephrin ; 10% FCS F2442 (Sigma Aldrich)

Ca? Mg? freies Medium 140mM NaCl ; 2.7mM KCI ; 8mM Na:HPO+12H20 ;
1.5mM K2HPOs4 ; 80 uM EDTA ; 0,5% Phenolrot ;
sterilfiltriert

Die adhirenten Zellen wurden in sterilen Zellkulturschalen bei 37°C und 5% CO:
kultiviert. Erreichte der Zellrasen eine Konfluenz von etwa 90% wurden die Zellen mit
erwarmtem Ca?* Mg* freiem Medium abgeldst und ihrer Wachstumsrate entsprechend in
eine neue Zellkulturschale umgesiedelt.

Die Kardiomyozytenzelllinie HL-1 wurde uns von Dr. William Claycomb zur Verfiigung
gestellt und in Claycomb-Medium kultiviert. Die Zellen wurden mit erwidrmter
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Trypsinlésung abgelost, bei 1200rpm/3min/RT zentrifugiert und anschlief}end neu
ausgesit. Die Zellkulturschale musste zuvor mit einer Losung aus 0,02% Gelatine und
0,6% Fibronektin inkubiert werden. Nach 8h wurde die Lésung abgesaugt und die nun
beschichtete Zellkulturschale wurde mit Claycomb-Medium gefiillt, welches
lichtgeschiitzt aufbewahrt wurde.

Einfrieren und Auftauen

Kryomedium 20% FCS ; 10% DMSO im entsprechendem Medium

Zum Einfrieren der Zellen wurden diese von der Zellkulturplatte geldst, bei
1200rpm/3min/RT zentrifugiert und in Kryomedium resuspendiert. Das langsame
Einfrieren erfolgte bei -80°C in einer mit Isopropanol gefiillten Kryobox. Zur Lagerung
wurden die Kryorohrchen in Fliissigstickstoff umgesetzt.

Zum Auftauen wurde das Kryordhrchen im Wasserbad bei 37°C ziigig aufgetaut und in
einer Zellkulturschale ausplattiert. Nach vollstindiger Adhdsion der Zellen wurde das
Zellkulturmedium gewechselt.

Zellstimulation mit dem Cytokin IFNy

1x PBS 140mM NaCl ; 2.7mM KClI ; 6,5mM Na2HPO; 1.5mM KH2POs4

Zur Simulation einer Infektion wurden die Zellen mit murinem IFNy stimuliert. Die
Inkubation der Zellen erfolgte mit 50 U/ml IFNy. Die Zellen wurden nach den
angegebenen Zeitpunkten geerntet und nach dem Ablosen bei 1200rpm/3min/RT
zentrifugiert. Das Pellet wurde mit gekiihlter und steriler 1x PBS-Lésung gewaschen, in
ein 1,5ml Eppendorfgefafy iiberfithrt und abschliefSend erneut bei 8000rpm/3min/4°C
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde bis zur Lyse bei -80°C gelagert.

Transfektion

Die transiente Transfektion von NIH 3T3 Zellen mit den angegebenen
Expressionsplasmiden (vgl. Tab 2-5) erfolgte mit Lipofectamin 2000. Den
Herstellerangaben entsprechend wurden pro 15cm-Zellkulturschale folgende Mengen
eingesetzt:

o 45pl Lipofectamin 2000 in 955ul OptiMEM Transfektionsmedium

e 25ug DNA pro Plasmid in insgesamt 1000ul OptiMEM Transfektionsmedium

Die Inkubation erfolgte fiir 5h in 8ml OptiMEM. Danach erfolgte ein Mediumswechsel zu
DMEM 10% FCS.
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2.3. Mausmodell

Fiir die Analyse von murinem Herz- und Milzgewebe wurden die Organe aus drei
verschiedenen Mausstimmen verwendet. C57BL/6 Wildtypmduse und LMP2/ sowie
LMP7-- Méuse wurden gemifd den Bestimmungen des Deutschen Tierschutzgesetzes im
Tierstall der Charite Universititsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin, gehalten
(Genehmigungsnummer GO0311/06, Antje Voigt). Nach der Totung erfolgte die
Organentnahme, welche zur Aufbewahrung im Fliissigstickstoff schock gefroren wurden
und bei -80°C aufbewahrt wurden.

2.4. Molekularbiologische Methoden

2.4.1. Plasmid Maxi Prep

Plasmidbezeichnung Kodiertes Protein Resistenz

pEGFP HA Ubi Ubiquitin — HA Kanamycin

pCDNA 3.1. IxBo-flag IxBa - flag Ampicillin

Tab. 2-5 verwendete Plasmide
LB-Medium 0.005% Hefe Extrakt [w/v] ; 0.01% Bacto-Trypton [w/v] ; 100mM NaCl

Fiir die Aufreinigung von Expressionsplasmiden wurden zundchst 200ml LB-Medium und
100pg/ml Ampicillin bzw. Kanamycin mit Bakterien aus dem Glycerolstock angeimpft.
Die Kultivierung erfolgte schiittelnd bei 37°C/UN. Fiir die Aufreinigung wurde der Kit
Qiagen Maxi Prep den Herstellerangaben entsprechend verwendet.

Die Konzentration der aufgereinigten Expressionsplasmide wurde mittels photometrischer
Bestimmung bei einer Wellenldnge von 260nm bestimmt.
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2.5. Biochemische Methoden

2.5.1. Herstellung von Zell- und Gewebelysaten

TSDG-Lysepuffer 10% Glycerol ; 10mM Tris/HCl pH 7.0 ; 25mM KCl ; 10mM NaCl ;
1.1mM MgClz ; ImM DTT

Die eingefrorenen Zellpellets wurden auf Eis aufgetaut und in Lysepuffer resuspendiert.
Nach zehnminiitiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen abwechselnd fiinfmal in
Flussigstickstoff und ein 25°C heifSes Wasserbad getaucht. Die anschliefSende
Zentrifugation bei 14000rpm/25min/4°C trennte Zellreste vom Proteinlysat ab.

Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Analyse der Proteinkonzentration erfolgte mittels BCA protein assay kit und
entsprechend der Herstellerangaben. Die Proteinkonzentration wurde durch die
photometrische Erfassung der Messwerte und korrespondierender Auswertung einer BSA
abhingigen Eichkurve errechnet. Die Errechnung der Konzentrationswerte erfolgte iiber
Microsoft Excel.

2.5.2. Gelelektrophorese

Zur Analyse von Proteinen und Proteinkomplexen wurden unterschiedliche Methoden
der Gelelektrophorese angewandt.

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Sammelgel 5% Acrylamid ; 125mM Tris/HCI pH 6.8 ; 0.1% SDS ; 0.05% APS ; 0.03%
TEMED

Trenngel 8-15% Acrylamid ; 375mM Tris/HCl pH 8.8 ; 0.1% SDS ; 0.05% APS ;
0.03% TEMED

10x SDS-Probenpuffer 50mM Tris/HCI pH 6.8 ; 1.6% SDS ; 4% Glycerol ; 0.6% B-
Mercaptoethanol ; Bromphenolblau

1x SDS-Laufpuffer 25mM Tris ; 200mM Glycin ; 0.1% SDS
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Jedes Gel wurde mit 10pg Protein/Spur beladen. Das Proteinlysat wurde entsprechend
aliquotiert und mit 10x SDS-Probenpuffer versetzt. Dieser Ansatz wurde fiir 5min/95°C
erhitzt, anschliefSend bei 3000rpm/3min/RT zentrifugiert.

Nach dem Beladen des Gels mit Lysat und Proteinmarker elektrophorierte es bei
140V/90min oder bis zur gewiinschten Auftrennung in 1x SDS-Laufpuffer.

Western Blot

SemiDry Western Blot Puffer 25mM Tris ; 200mM Glycin ; 20% MetOH

Coomassie-Fiarbe-Losung 10% Essigsaure ; 30% MetOH ; 0.1% Coomassie
brilliant blue R250
Entfirber 50% MetOH bzw. 100% MetOH

Mittels des SemiDry Western Blot Verfahrens wurden die Proteine bei 400mA/60min aus
dem Gel auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran transferiert. Um den
erfolgreichen Transfer zu verifizieren, wurde die Membran fiir ein paar Minuten in
Coomassie-Farbe-Losung geschwenkt, bevor die Membran mit 50% Methanol entfarbt
wurde. Die vollstindige Entfirbung erfolgte mit 100% Methanol.

native Gelelektrophorese

1x BisTris-Puffer 50mM BisTris ; 50mM Tricin

5x nativ Probenpuffer 10% Glycerol ; Bromphenolblau

Substratpuffer 30mM Tris/HCl pH 7.5 ; 10mM KCl ; 5mM MgClL ; 10%
Glycerol

Die native Gelelektrophorese erméglicht eine Separierung von Proteinkomplexen geméf3
ihrer Grofle, Form und natiirlichen Ladung und gewihrt zudem die Erhaltung der
Struktur und Funktion. Es wurden zwei verschiedene Varianten von nativen Gelen
verwendet, die beide im gleichen Puffersystem (1x BisTris-Puffer) elektrophoriert
wurden.

NativPAGE™ Novex® 3-12% Bis-Tris-Gel von INVITROGEN

Dieses kommerzielle Gel wurde mit 10-40pg Proteinlysat beladen und bei 150V/240min
bei 4°C elektrophoriert.
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4% bzw. 4,5% Acrylamid homogene native PAGE

Nativgel 3.2% Glycerol ; 0.4% 10x BisTris-Puffer ; 0.4mM DTT ; 0.075% APS ; 0.2%
TEMED ; 4% bzw. 4,5% Acrylamid

Dieses selbstgemachte Gel wurde ebenfalls mit 10-40pg Proteinlysat/Spur beladen und bei
150V/195-300min/4°C elektrophoriert. Die Konzentration des eingesetzten Acrylamids
musste an die jeweilige Charge der Acrylamid-Losung angepasst werden. Als
Grofienorientierung diente aufgereinigtes 20S Proteasom aus Mausgewebe.

Fiir die Visualisierung der proteasomalen Komplexe wurde der sogenannte Overlay-Assay
angewandt. Dabei wird Substratpuffer mit 200pM SucLLVY-amc hergestellt, um die
chymotryptische Aktivitit der proteasomalen Komplexe zu messen. Das dabei
freiwerdende 8-acetyl-7-hydroxy-4-methylcoumarin fluoreszierte, wenn es im Versadoc
Imaging System mit UV-Licht oder auf dem UV-Tisch angeregt wurde.

Western Blot von nativen Gelen

Nassblot-Puffer 1x SDS-Laufpuffer ; 20% MetOH

Die im nativen Gel separierten Proteinkomplexe wurden mittels Nassblotverfahren
(10V/UN/4°C) auf eine PVDF-Membran transferiert. Das Nativgel quellte vor der
Elektrophorese fiir 30min/RT im Nassblotpuffer. Abschlieffend wurde der erfolgreiche
Transfer mittels einer Coomassie-Farbung tiberpriift.

2.5.3. Horizontale und vertikale native 2D PAGE

Fiir eine native 2D PAGE wurden in einem 4% oder 4,5% Acrylamid homogenen Nativgel
(1,5mm Dicke) zunéchst 80ug Proteinlysat/Spur aufgetrennt. Nach dem Substratoverlay
konnten die fluoreszierenden Banden, die proteasomalen Komplexe kennzeichnend,
ausgeschnitten werden. Das Ausschneiden der Banden erfolgte entweder horizontal oder
vertikal (vgl. Abb. 2-1).
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Abb. 2-1 Prinzip der nativen 2D PAGE in horizontaler und vertikaler Ausrichtung. 80pg Proteinlysat wurde auf einem
4% AA nativen Gel bei 150V/195min/4°C elektrophoriert. Fiir die anschlieffende SDS-Gelelektrophorese in zweiter
Dimension wurden Banden horizontal (rot) oder vertikal (griin) ausgeschnitten. Die Banden miissen vor der weiteren
Auftrennung in 1% SDS/B-Mercaptoethanol inkubiert werden. Das Sammelgel eines SDS-Gels wurde modifiziert, um
die Gelbande zu platzieren, Bei der anschlieffenden Elektrophorese mit 140V/90min koénnen die einzelnen Proteine
gemifd der SDS-PAGE aufgetrennt werden. Eine Immundetektion mit simtlichen Antik6rpern ist nun moglich.

Um die im Gelfragment enthaltenen Proteine zu denaturieren, wurden diese in einer
Losung aus 1% SDS und 1% p-Mercaptoethanol bei 60min/RT inkubiert und
anschlief’end ohne Losung eingefroren.

Die Auftrennung in der zweiten Dimension erfolgte {iber die 15%, 12.5% oder 8% AA
SDS-PAGE, indem das denaturierte und noch gefrorene Fragment waagrecht oder vertikal
in eine modifizierte Tasche gelegt wurde. Die SDS-PAGE und der anschlief}ende Western
Blot wurden wie zuvor beschrieben durchgefiihrt (vgl. Kap. 2.5.2).
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2.5.4. Immundetektion

Antikorper Typ ; Wirt Quelle

o4 primaér ; Kaninchen AG Kloetzel

B1 primadr ; Kaninchen AG Kloetzel
CCTe primadr ; Kaninchen ptg lab

HA primdr ; Maus Covance

IxBa primadr ; Kaninchen Santa Cruz Biotechnology Inc.
LMP2 primaér ; Kaninchen AG Kloetzel
LMP7 primaér ; Kaninchen AG Kloetzel
MECL-1 primaér ; Kaninchen AG Kloetzel

MP3 primadr ; Kaninchen AG Kloetzel
PA28a primaér ; Kaninchen AG Kloetzel
PA28p primaér ; Kaninchen AG Kloetzel
Rpn2 primdr ; Maus Enzo Life Science
Rpt8 primadr ; Maus Enzo Life Science
PA200 primaér ; Kaninchen Thermo Scientific
rb o ms sekundir ; Kanninchen Dianova

gtorb sekundir ; Ziege Calbiochem

Tab. 2-6 Antikorper.
Blockierlosung 5% Magermilchpulver in 1x PBS-T

PBS-T 1x PBS ; 0.1% Tween-20

Fir die Detektion von spezifischen Proteinen auf der Membran wurde die entfirbte
Membran zunidchst fiir 60min/RT in der Blockierlosung geschwenkt. Anschliefend
erfolgte die Inkubation im primdren Antikorper, der in der Blockierlosung verdiinnt
wurde. Die Inkubation des primiren Antikorpers erfolgte UN/4°C oder 120min/RT. Die
Liste der verwendeten Antikdrper ist in Tab. 2-6 aufgefithrt. Die jeweiligen
Antikorperverdiinnungen sind in den Abbildungsbeschreibungen angegeben.

Der sekunddre, Meerrettich-Peroxidase gekoppelte Antikorper (s. Tab 2-6) wurde
ebenfalls in der Blockierlosung verdiinnt und diente zur weiteren Inkubation der
Membran, nachdem diese dreimal fiir 10min in PBS-T gewaschen wurde. Abschliefend
wurde die Membran erneut mit PBS-T gewaschen, nun dreimal fiir 15min.

Zur Detektion der peroxidasevermittelten Chemilumineszenz wurde das ECL Plus
Western Blotting Reagent nach Herstellerangaben verwendet.

Der lichtempfindliche Film X-OMAT wurde unterschiedlich lang exponiert und
anschlieffend mit X-OMAT EX II Entwicklerlésung und RPX-OMAT Fixierlosung
behandelt.
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2.5.5. Separation der Proteasompopulation

Fiir die separate Analyse der einzelnen proteasomalen Komplexe wurde Proteinlysat iiber
einen Dichtegradienten aufgereinigt.

20% - 40% Glyceroldichtegradient

20% Glycerolgradientenlésung 20% Glycerol ; 10mM Tris/HCI pH 7.0 ; 25mM KCI ;
1.1mM MgCL

40% Glycerolgradientenlésung 40% Glycerol ; 10mM Tris/HCI pH 7.0 ; 25mM KCI ;
1.1mM MgCL

Die Losungen des 20 bis 40% Glyceroldichtegradienten wurden in Ultra Clear™
Zentrifugenrohrchen fiir den SW40 Rotor unterschichtet und im Gradientenmischer
Gradient Master IP 107 zu einem linearen Gradienten vermischt. Der Gradient wurde mit
3mg bis 5mg Proteinlysat tiberschichtet und bei 40000rpm/20h/4°C zentrifugiert.

Fraktionieren und Aktivitdtsbestimmung

Substratpuffer 30mM Tris/HCl pH 7.5 ; 10mM KCI ; 5mM MgCl2 ; 10% Glycerol
Substrate 40uM SucLLVY-amc (Anregung der chymotryptischen Aktivitit)

Das Fraktionieren des Gradienten erfolgte manuell zu 500pl Aliquots und ergab insgesamt
25 Fraktionen. Die Verteilung der Proteasompopulation wurde iiber eine
Aktivitdtsbestimmung gemessen. Hierzu versetzte man je 100ul Substratpuffer mit 40uM
Substrat Suc-LLVY-amc und 10pl Fraktion. Die Inkubation erfolgte lichtgeschiitzt fiir
30min/37°C. Die Analyse der fluorogenen Gruppe (s. auch 2.5.2) erfolgte durch Anregung
bei einer Wellenlinge von 360nm und Messung der Emission bei einer Wellenléinge von
460nm. Die Darstellung der Werte erfolgte in einem graphischen Kurvenverlauf, der in
Mircosoft Excel errechnet wurde.

native Gelelektrophorese der Gradientenfraktionen

Um die Verteilung der proteasomalen Komplexe im Glyceroldichtegradienten zu
visualisieren wurden 350ul Fraktion mittels Amicon® Ultra Ultracel® - 30K
Zentrifugenrohrchen auf ein Endvolumen von 50pl konzentriert (4000rpm/40min/4°C).
Das Konzentrat wurde mit 10ul nativ Probenpuffer versetzt und ziigig auf ein 4.5%
Acrylamid homogenes Nativgel aufgetragen. Die Elektrophorese und der Substratoverlay
erfolgten wie unter 2.5.2 beschrieben.
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2.5.6. Immunprizipitation

IP-Waschpuffer 20% Glycerol ; 10mM MgCl2; 25mM Hepes pH 7.2

Fiir die Analyse von proteasomal assoziierten Proteinen, wurde das Totallysat der
Raw?264.7 Makrophagen dhnlichen Zellen mit 2ul K08, ein Antikérper der murines 20S
erkennt, inkubiert. Die rotierende Inkubation erfolgte bei 4°C/UN. Zur Prizipiation
wurden 100ul beads von nProtein A Sepharose™ 4 Fast Flow (GE Healthcare) verwendet.
Vor der Zugabe des Lysat-Antikorper-Gemisches wurden die beads zweimal mit TSDG-
Lysepuffer gewaschen: Resuspendieren in 1ml Lysepuffer und anschliefSende
Zentrifugation bei 5000rpm/5min/4°C. Das Lysat-Antikorper-Gemisch wurde zu den
beads pipettiert und anschliefSend bei 4°C/5h rotierend inkubiert. Die beads wurden
danach in IP-Waschpuffer resuspendiert, fiir 5min/RT rotiert und bei 5000rpm/5min/4°C
zentrifugiert. Dieser Zyklus wurde fiinfmal wiederholt. Der jeweils entstehende
Uberstand wurde mittels einer Pipette abgesaugt. Nach dem Waschen wurden
prézipitierte Proteine mittels 50ul 10x SDS-Probenpuffer von den beads abgelost. Es folgte
eine Inkubation bei 95°C/5min und eine Zentrifugation bei 3000rpm/3min/RT und eine
abschlief}ende SDS PAGE.

Immunprizipitation der Gradientenfraktionen

Fiir die Immunprézipitation aus Gradientenfraktionen wurden 300pl der Fraktion mit 2pl
Antikérper KO8 inkubiert. Die nachfolgenden Schritte wurden wie unter 2.5.6
beschrieben durchgefiihrt.

2.5.7. Massenspektrometrische Analyse von Proteinbanden

Fiir eine massenspektrometrische Analyse wurde 80pg Zelllysat von Raw264.7
Makrophagen auf einer NativPAGE™ Novex® 3-12% Bis-Tris-Gel von INVITROGEN
aufgetragen (vgl. Kapitel 2.5.2.). Des Weiteren wurden Proben, die aus einer Co-
Immunoprézipitation gewonnenen wurden (vgl. Kapitel 2.5.6.), auf ein SDS Gel
aufgetragen. Das SDS Gel wurde anschlieffend entweder per Western Blot fiir eine
Immundetektion verwendet oder gleich mit Coomassie gefirbt, um eine
massenspektrometrische Analyse zu ermoéglichen, die von Agathe Niewienda und
Katharina Janek, Institut fiir Biochemie, Charité Berlin, durchgefiihrt wurden.
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2.5.8. Elektronenmikroskopische Aufnahmen

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen erfolgten durch eine Kooperation mit Elmar
Behrmann und Christian Spahn, Institut fiir medizinische Physik und Biophysik, Charité
Berlin und der AG Thorsten Mielke am Max Planck Institut fiir molekulare Genetik,
Berlin.

Hepes-Lysepuffer = 10% Glycerol ; 10mM Hepes pH 7.2 ; 25mM KCl ; 10mM NaCl ;
1.1mM MgCL ; ImM DTT

10% Sucrosegradientenlésung 10% Sucrose ; 10mM Hepes/HCl pH 7.2 ; 25mM KCl ;
1.1mM MgCL
40% Sucrosegradientenlésung 40% Sucrose ; 10mM Hepes/HCl pH 7.2 ; 25mM KCl ;
1.1mM MgCL
+/- 0,1% Glutaraldehyd

Gradientenlosung  10mM Hepes/HCl pH 7.2 ; 25mM KC1 ; 1.1mM MgCl.

Fir die Verifizierung der proteasomalen Assoziation von TRiC wurden
elektronenmikroskopische Bilder aufgenommen.

Die Vorbereitung der Proben weicht von dem allgemeinen Aufreinigungsprotokoll ab, da
es an eine Verwendung von Glutaraldehyd angepasst werden musste:

Die Makrophagenzelllinie Raw264.7 wurde wie unter 2.2.1. protokolliert kultiviert und
nach der Ernte in Hepes-Lysepuffer resuspendiert. Die verbleibenden Schritte der Lyse
verliefen wie unter 2.5.1. beschrieben. Fiir die Gradientenzentrifugation wurden 5mg
Proteinlysat verwendet.

Die Auftrennung der proteasomalen Population erfolgte {iber eine Dichtegradienten-
zentrifugation in 10-40% Sucrose. Zur Stabilisation der eventuellen Assoziation zwischen
TriC und Proteasom wurde der 40% Sucroshaltigen Gradientenlésung 0.1%
Glutaraldehyd zugesetzt (Kastner et al, 2008). Die Zentrifugation verlief bei
22500rpm/14h/4°C.

Die anschlief}ende Fraktionierung erfolgte zu Fraktionen mit einem Volumen von 250pl.
Ein Kontrollansatz, der ohne die Zugabe von Glutaraldehyd gefahren wurde, konnte
parallel fiir eine Aktivititsmessung verwendet werden. Dies kann den korrekten Verlauf
der Gradientenzentrifugation bestitigen und auf den Ansatz mit 0,1% Glutaraldehyd
iibertragen werden.

Die mit Glutaraldehyd fixierten Fraktionen wurden fiir die elektronenmikroskopische
Analyse verwendet. Zur Minderung der Sucrosekonzentration wurden 45ul Probe auf
eine 0,25pm Membran (Millipore) pipettiert. Die Membran schwamm auf einer gekiihlten
Petrischale, welche mit 20ml Gradientenlésung gefiillt war. Innerhalb einer
zweistlindigen Inkubation konnte so die Sucrosekonzentration vermindert werden. Je
nach Konzentration der Probe, aus der elektronenmikroskopischen Aufnahme ,negative
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stain” ersichtlich, kann diese Probe noch 1:1 mit Gradientenlésung verdiinnt werden.
Diese Probenaufbereitung ermdglicht ein negative stain, sowie die Praparation von Cryo-
Grids. Beide Methoden wurden durch Joérg Biirger, AG Thorsten Mielke, MPI fiir
Molekulare Genetik durchgefiihrt.

2.5.9. Messung der proteasomalen Degradation

Generierung der Substrate HA-Ubi-IxkBa-flag und flag-IxBa-Ubi-flag

RIPA-Lysepuffer 50mM Tris pH 7.8 ; 10% Glycerol ; 150mM NaCl ; 1% Triton-X ;
0.025% Natriumdeoxycholat ; ImM EDTA

Inhibitoren 10mM NEM ; 10pM MG132 ; 1x Complete® mini
0.1M Glycin/HCl pH 2.5

1x PBS

0.5M Tris pH 10.6 ; 50x complete mini

Zur Analyse der Degradationseffizienz einzelner proteasomaler Komplexe wurde ein
ubiquitiniertes Protein als Substrat generiert: rekombinantes IxkBo-flag wurde
intrazelluldr mit rekombinantem HA-Ubiquitin verkniipft. Die einzelnen rekombinanten
Proteine werden {iiber je einen Vektor kodiert (vgl. Tab. 2-5), wobei beide in NIH3T3
Fibroblasten kotransfiziert wurden (vgl. 2.2.1). Eine anschlieflende Purifikation konnte
iiber den HA-zag des Ubiquitins oder den flag-tag von IkBa erfolgen, wodurch die
Substrate HA-Ubi-IkBa-flag bzw. flag-IkBa-Ubi-HA entstehen.

Transient kotransfizierte NIH3T3 Fibroblasten wurden in RIPA-Lysepuffer (Zellpellet aus
drei 15cm-Zellkulturschalen in 400ul RIPA-Lysepuffer) resuspendiert. Nach einer
zehnminiitigen Inkubation auf Eis wurde die Zellsuspension bei 14000rpm/15min/4°C
zentrifugiert. Der komplette Uberstand wurde mit 75pl Monoclonal Anti-HA Agarose
Conjugate Clone HA-7 ,HA-beads* (Sigma-Aldrich) oder ANTI-FLAG ® M]I1 Agarose
Affinity Gel flag-beads* (Sigma-Aldrich) bei 4°C/UN rotierend inkubiert. AnschlieRend
wurde das Lysat-beads-Gemisch auf Bio-Spin Disposable Chromatography Columns
(BioRad) geladen, dreimal mit 1ml 1x PBS gewaschen und anschlieRend mit 300ul 0,1M
Glycin/HCI pH 2,5 eluiert. Zuvor wurden im Auffanggefafd 75ul 0,5M Tris pH 10,6 und
7,5u] Complete ® mini vorgelegt, um den pH-Wert unverziiglich auszugleichen. Das nun
eluierte Protein wird der gewihlten Purifikationsmethode entsprechend bezeichnet. Die
Verwendung des Substrates sollte sich auf die unverziigliche Benutzung beschrianken, da
die Haltbarkeit zwei Wochen betrigt.
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Aufreinigung der proteasomalen Komplextypen 20S, 26S und 30S

Um die Effizienz unterschiedlicher proteasomaler Komplexe zu analysieren, miissen die
einzelnen Komplexe voneinander getrennt werden. Dies erfolgte iiber die
Dichtegradientenzentrifugation (vgl. 2.5.5). Die Trennung der proteasomalen Komplexe
wurde mittels nativer Gelelektrophorese kontrolliert (vgl. Abb. 2-2).
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Abb. 2-2 A Aktivititsprofil der Dichtegradientenfraktionen und B 4,5% AA natives Gel mit Gradientenfraktionen aus
PA28/- MEFs. A: 3mg Totallysat aus PA287- MEFs wurden iiber einen 20-40% Glycerolgradienten aufgetrennt. Die
einzelnen Fraktionen wurden mit Suc-LLVY-amc Substrat inkubiert. Der Graph zeigt die Emissionswerte der einzelnen
Fraktionen mit einer Wellenlinge von 460nm. B: 50pl der ausgewidhlten Fraktion wurden bei 150V/195min/4°C
elektrophoriert. AnschlieRender Over/ay-Assay zeigt unter UV-Licht die mogliche Auftrennung zwischen 20S, 26S und
30S in den unterschiedlichen Fraktionen.

Die Auswahl der einzelnen Fraktionen erfolgte iiber die Messung der proteasomalen
Aktivitdt (vgl. Abb. 2-2A) (vgl. 2.5.5). Das Aktivititsprofil zeigt einen Maximalwert, der
als 26S (Fraktion 18) identifiziert werden konnte. Etwa zwei Fraktionen in die hohere
Dichte verschoben lisst sich das 30S erkennen (Fraktion 20).

In-vitro Degradation der Substrate durch 20S, 26S und 30S

Substratpuffer 30mM Tris/HCl pH 7.5 ; 10mM KCI ; 5mM MgCl2 ; 10% Glycerol
2mM ATP bzw. 2mM ATPyS

Substrate HA-Ubi-IkBa-flag ; flag-IxBa-Ubi-HA

Inhibitoren 2nM Epoxomicin (irreversibler Inhibitor der -Untereinheiten)
10pM MG132 (reversibler Inhibitor der B-Untereinheiten)
10mM NEM (Inhibitor der Deubiquitinierung)
5mM O "Phenanthrolin (Inhibitor der Deubiquitinierung)

Der in vitro Abbau von HA-Ubi-IkBa-flag oder flag-IxBo-Ubi-HA wurde in einem
Gesamtvolumen von 50pl durchgefiihrt. Der Substratpuffer enthielt 2mM ATP und wurde
mit 10pl der Dichtegradienten-Fraktion sowie mit 2pl ubiquitiniertem Substrat fiir
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unterschiedliche Zeitpunkte inkubiert. Als Kontrolle dienten Fraktionen, die vorab fiir
10min mit 10pM MG132, 2nM Epoxomicin, 10mM NEM oder 5mM O-Phenanthrolin
inhibiert wurden bzw. Substratpuffer, der mit 2mM ATPyS versetzt wurde. Die
vorangehende Inkubation einer Fraktion mit 10U/ml Apyrase erfolgte fiir 3h/37°C. Der
Verdau wurde durch die Zugabe von 10pl 10x SDS-Probenpuffer und dem Kochen bei
95°C/5min beendet. Die Grundlage des Degradationsansatzes aus Substratpuffer und
Substrat wurde als Mastermix angesetzt und anschlieBend in weitere Mastermixansitze
aufgeteilt, die fiir die einzelnen Fraktionen verwendet wurden. Dies ermdoglichte, dass
jeder Degradationsansatz die vergleichbare Menge an Substrat enthielt.

Die Abbaurate wurde mittels SDS-PAGE ermittelt und per densitometrischer Analyse
(Intensititen: IkBo/o4) verifiziert. Als Vergleichswert wurde der Ansatz mit NEM
gewihlt, da die destabilisierende Wirkung dieses Inhibitors auf 26S und 30S Proteasom zu
dem hochsten densitometrischen Wert von IkBa fiihrte.
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3 Ergebnisse

3.1. Charakterisierung der proteasomalen Komplexe

In einer Zelle werden unterschiedliche Proteasomkomplexe assoziiert, die diverse
Funktionen erfiillen. Zur Analyse dieser strukturellen Vielfalt wurde die murine
Fibroblastenzelllinie C4 verwendet. Mit Hilfe der Gradientenzentrifugation in 20 - 40%
Glycerol konnen sidmtliche Proteine und Proteinkomplexe ihrem Sedimentations-
koeffizienten entsprechend aufgetrennt werden. Die Messung der chymotryptischen
Aktivitit der einzelnen Gradientenfraktionen ergibt einen Aktivititsgraphen, aus dem die
proteasomalen Komplexe zugeordnet werden koénnen (vgl. Abb. 3-1A). Werden die
Fraktionen anschlieffend mittels nativer Gelelektrophorese aufgetrennt, lasst sich die
Assoziationen zwischen 20S core und dem 19S Regulator sowie den proteasomalen

Aktivatoren aus dem elektrophoretischen Laufverhalten ableiten (vgl. Abb. 3-1B).

In Abb. 3-1 A erkennt man den Umsatz des fluorogenen Substrates Suc-LLVY-amc. Das
Zelllysat von nicht IFNy stimulierten C4 Fibroblasten ldsst, mit Ausnahme von Fraktion
14, einen insgesamt hoheren chymotryptischen Substratumsatz als das Zelllysat von IFNy
stimulierten Fibroblasten erkennen.

Die Fraktionen 5 bis 8 enthalten niedermolekulare Proteasen (vgl. Abb. 3-1A). Dabei
handelt es sich um Aminopeptidasen, die das Substrat Suc-LLVY-amc ebenfalls spalten
konnen. Ab Fraktion 13/14 ldsst sich der 20S core Komplex detektieren, welcher ein
Molekulargewicht von ca. 700 kDa aufweist. Dieses 20S Proteasom kann mit dem
PA28a/B Aktivator oder dem PA200 Aktivator assoziiert sein. Diese Gruppe an
proteasomalen Komplexen wird in der vorliegenden Arbeit unter dem Begriff ,Aktivator

assoziiertes 20S Proteasom® zusammengefasst.
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Abb. 3-1 Proteasompopulation der murinen Fibroblastenzelllinie C4. A chymotryptischer Aktivititsgraph nach
Gradientenzentrifugation von dem Lysat unstimulierter und IFNy stimulierter C4 Fibroblasten. Proteasen = nicht
proteasomale Proteasen. B Die native PAGE der Fraktionen 13 bis 21 mit anschlieBendem chymotryptischen
Substratoverlay.
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In den Fraktionen 16 bis 21 konnen die hochmolekularen Proteasomkomplexe detektiert
werden, die zur leichteren Charakterisierung und zur Betonung der Unterschiede in zwei

Gruppen unterteilt werden:

e Das 26S Proteasom (19S-20S) besitzt ein Molekulargewicht von ca. 1400 kDa. Die
zusdtzliche Assoziation eines PA28a/pB oder PA200 Aktivators erhoht die Masse
auf etwa 1600 kDa und resultiert in den potentiellen Hybridkomplexen.

Zusammenfassend werden diese Komplexe im Folgenden ,26S/Hybrid“ genannt.

e Assoziiert ein 20S Proteasom mit zwei 19S Regulatorsubkomplexen, ergibt sich

dem Sedimentationskoeffizienten entsprechend ein ,,30S Komplex*®.

Die Fraktion 16 weist die hochste chymotryptische Aktivitdit auf und beinhaltet
mehrheitlich den Proteasomsubtyp ,,26S/Hybrid“. Ab Fraktion 19 iiberwiegt der Anteil an
30S Proteasom, welches durch Instabilitdt in 26S und freies 19S zerfallen kann, was die
Detektion von 26S/Hybrid in der nativen Gelelektrophorese aus den Aliquots der

Fraktionen 20/21 erkldren kann (vgl. Abb. 3-1B).

3.2. Das Aktivator assoziierte 20S Proteasom

Die Assoziation eines Aktivators, wie dem PA28a/B-Aktivator oder dem PA200-
Aktivator, wird iiber die beiden dufleren, heptameren o-Ringe des 20S Proteasoms
vermittelt. Die Assoziation fithrt zu einem erhéhten Molekulargewicht und kann mittels
fluorogenem Substratoverlay nach einer nativen Gelelektrophorese nachgewiesen
werden. Neben den C4 Fibroblasten wurden auch murine embryonale Fibroblasten
untersucht, die eine PA28a/p Defizienz aufweisen (PA28”- MEFs). Diese Zelllinie wurde
als Kontrolle zu der PA28a/B-Assoziation verwendet (vgl. Abb. 3-2).
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Abb. 3-2 Die niedermolekulare Proteasompopulation zeigt ein- und beidseitig assoziierte 20S core Komplexe. A native
PAGE mittels Gradientengel (3-12% Acyrlamid) des Zelllysates von murinen Fibroblasten C4 (unstimuliert und IFNy
stimuliert) und murinen embryonalen Fibroblasten PA287 mit anschlieffendem chymotryptischen Substratoverlay. B
native PAGE (homogenes Gel mit 6% Acrylamid) des Zelllysates von murinen Fibroblasten C4 (unstimuliert und IFNy
stimuliert) mit anschlieBendem chymotryptischen Substratoverlay. Das homogene native Gel (B) zeigt eine verbesserte
Separation der niedermolekularen Proteasompopulation als das Gradientengel (A) (oben mit Hilfslinien, unten ohne
Hilfslinien).

Die Auftrennung des Totallysates von C4 Zellen mittels nativer Gelelektrophorese zeigt
eine Assoziation zwischen 20S Proteasom und Aktivatorkomplexen, bei dem es sich
wahrscheinlich um den PA28a/B Aktivator handelt. Der Unterschied zum Vergleich
aufgetragenen, aufgereinigtem 20S Proteasom ist in Bezug auf das Molekulargewicht und
den Substratumsatz deutlich zu erkennen, da dieses auf Grund der Aufreinigung mit
keinem Aktivator assoziiert ist. Das homogene Nativgel zeigt, dass es sich um zwei
Proteasomensubtypen handeln muss, was fiir eine ein- und beidseitige Assoziation von
PA280/p sprechen kann (vgl. Abb. 3-2B).

Im Vergleich zu dem Lysat von C4 Fibroblasten kann im Totallysat von PA28”- MEFs kein
aktives 20S Proteasom detektiert werden (vgl. Abb. 3-2A).
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Fiir die Identifikation des assoziierten Aktivators, sowie die Darstellung der Abhédngigkeit

der Assoziation durch einen Stimulus wie dem Cytokin IFNy, wurde das native Gel fiir

den Immunoblot verwendet (vgl. Abb. 3-3).
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Abb. 3-3 Identifikation des assoziierten Aktivators an das 20S Proteasom aus verschiedenen Zelllinien. (Immunoblot
der nativen PAGE aus Abb. 3-2). A Immunoblot des in Abb. 3-2 aufgezeigten homogenen Nativgels. Detektion mit
MP3 (020S) (1:100 000) und PA28B (1:100 000). B zeigt die gleiche Abbildung wie A.

Der Western Blot der nativen PAGE zeigt, dass der proteasomale Aktivator PA280/f3 an
einen oder beide o-Ringe zugleich binden kann. C4 Zellen, die mit IFNy stimuliert

wurden, weisen sowohl mittels MP3-Antikorper, der das 20S Proteasom erkennt, als auch
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mittels PA28B-Antikoper eine Doppelbande auf, womit es sich um die Komplexe
PA28a/B-20S (orange) und PA280/B-20S-PA28a/B (rot) handelt (Spur 2 und 5).

Der gegen das 20S Proteasom gerichtete Antikorper detektiert allerdings auch im Lysat
der unstimulierten C4 und PA287- Zellen eine Doppelbande (Spur 1 und 3). Im Falle der
PA287 Zellen muss es sich in Bezug auf das Molekulargewicht um den latenten 20S
Komplex (gelb) und einen ebenfalls inaktiven, assoziierten 20S Komplex handeln (vgl.
Abb. 3-2 und 3-3). Da diese Zellen kein PA28c und PA28p exprimieren, konnte es sich in
diesem Fall um eine Assoziation mit dem PA200 Aktivator handeln. Eine Assoziation mit
PA200 konnte auch fiir nicht IFNy stimulierte C4 Fibroblasten zutreffen, da der PA28[3-
Antikorper hier nur eine Bande detektiert. Dieser potentielle 20S-PA200 Komplex ist
allerdings chymotryptisch aktiv, da im Substratoverlay der nativen Gelelektrophorese
zwei aktive Komplexe im Lysat der nicht IFNy stimulierten C4 Zellen detektiert wurden.
Die moglicherweise auftretende Interaktion mit dem PA200 Aktivator wird in Kapitel 3.4.

niher beschrieben.

Inkorporation der Immunountereinheiten in niedermolekulare proteasomale

Komplexe

Eine Stimulation mit dem Cytokin IFNy bewirkt die Expression der
Immunountereinheiten LMP2 (i1), MECL-1 (i2) und LMP7 (if5), die in
neuassemblierte 20S core Komplexe eingebaut werden (Rock & Goldberg, 1999). Die
horizontale native 2D PAGE belegt fiir die untersuchte Zelllinie C4 die Inkorporation der
Immunountereinheiten in proteasomale Komplexe (vgl. Abb. 3-4) (vgl. Prinzip der

nativen 2D PAGE in Kapitel 2.5.3.).
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Abb. 3-4 Inkorporation der Inmunountereinheiten in die niedermolekulare Proteasompopulation. Horizontale native
2D PAGE mit Totallysat von unstimulierten und IFNy stimulierten C4 Zellen.

Im Lysat der Fibroblastenzelllinie C4 kann nach 24stiindiger IFNy Stimulation eine
Inkorporation simtlicher Immunountereinheiten LMP7, MECL-1 und LMP2 detektiert
werden (vgl Abb. 3-4A und 3-4B). Die Immunountereinheiten LMP7 und MECL-1 lassen
sich auch unter nicht IFNy stimulierten Bedingungen detektieren, wodurch ein kleiner
Anteil der niedermolekularen Komplexe auch unter nicht stimulierten Bedingungen die
Inkorporation von Immunountereinheiten aufweist.

Die Detektion von B1 und B2 in IFNy stimulierten C4 Zellen, sowie die Detektion von
LMP7 und MECL-1 in unstimulierten C4 Zellen, weist auf die parallele Assemblierung
des intermedidren 20S Komplexes hin (m20S).

Da die Untereinheit PA28[ stets mit der Untereinheit PA28o zu heteroheptameren

Ringen assembliert, ist die Detektion von PA28p in der nativen 2D Gelelektrophorese fiir
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eine Aussage der PA28a/ Assoziation ausreichend (Zhang et al., 1998; Rechsteiner et al.,

2000).

3.3. Das 26S/Hybridproteasom und 30S Proteasom

In Kapitel 3.2. wurde das ,Aktivator assoziierte 20S Proteasom“ beziiglich der
Identifikation = des  assoziierten = Aktivators und der Inkorporation der
Immunountereinheiten analysiert (vgl. Abb. 3-2 bis Abb. 3-4). Parallel erfolgte die
Analyse der hochmolekularen Proteasomkomplexe 265/Hybrid und 30S im Totallysat von
C4 Fibroblasten und PA28/ MEFs. Die Identifikation der Interaktionspartner erfolgte
iiber eine native Gelelektrophorese (vgl. Abb. 3-5B), eine vertikale native 2D PAGE (vgl.
Abb. 3-5C) und eine Co-Immunoprizipitation aus entsprechenden Fraktionen einer
vorangegangen Dichtegradientenzentrifugation (vgl. Abb. 3-5A). Der Antikorper war
gegen mehrere Untereinheiten des proteasomalen 20S Komplexes gerichtet und
ermoglichte die Prézipitation von proteasomal assoziierten Komplexen (vgl. Kapitel

25.6.).

Die Migration der proteasomalen Komplexe aus Zellextrakten ist bei der Elektrophorese
eines kommerziellen Gradientengel (3-12% Acrylamid) auf einen kleinen Trennbereich
limitiert (vgl. Abb. 3-2A). Die fiinfstiindige Elektrophorese der Extrakte im 4,5%igen,
homogenen Gel erweitert den Trennbereich fiir die hochmolekularen
Proteasomkomplexe deutlich (vgl. Abb. 3-5B). Das ,Aktivator assoziierte 20S Proteasom®
kann in diesem Gel zwar nicht mehr detektiert werden, allerdings zeigen proteasomale
Komplexe, welche mit dem 19S Regulator assoziiert sind, eine verbesserte Auftrennung
zwischen ,,26S/Hybrid”“ und ,,30S Proteasom®. Der 26S Komplex und das Hybridproteasom
lassen sich allerdings auch in dieser Form des nativen Gels nur minimal separieren (Abb.

3-5C).
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Abb. 3-5 Auftrennung und Identifikation der hochmolekularen Proteasomkomplexe aus C4 Fibroblasten und PA28--
MEFs. A Co-Immunoprizipitation aus Fraktionen nach der Gradientenzentrifugation mit Totallysat von
unstimulierten und IFNy stimulierten C4 Fibroblasten B Native PAGE von Totallysat aus unstimulierten und
IFNy stimulierten C4 Zellen und unstimulierten PA28” MEFs. C vertikale native 2D PAGE mit Totallysat von
unstimulierten und IFNy stimulierten C4 Fibroblasten.

Der chymotryptische Substratoverlay der nativen Elektrophorese des Totallysates von
IFNy stimulierten C4 Fibroblasten zeigt eine gesteigerte Aktivitdit im Bereich des
26S/Hybridproteasoms (vgl. Abb. 3-5B). Hierbei handelt es sich um das PA28a/fB-
Hybridproteasom, da neben PA28f3 auch Untereinheiten des 19S Regulators, Rpn2 und
Rpt6, und die proteasomale Untereinheit a4 detektiert wurden (vgl. Abb. 3-5C und 3-5A).
Vergleicht man die Bandenintensitit von PA283 zwischen unstimulierten und IFNy
stimulierten C4 Zellen ldsst sich die induzierte Assoziation des PA28a/p Komplexes
erkennen. Eine PA280/B Assoziation wird demnach durch eine 24stiindige IFNy
Stimulation induziert.

Der fluorogene Substratoverlay und die vertikale native 2D PAGE zeigen eindeutig, dass

in C4 Fibroblasten mehr Hybridproteasom als 30S Proteasom assembliert wird (vgl. 3-5B
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und 3-5C). In der Betrachtung des fluorogenen Substratoverlays, erkennt man, dass die
IFNy Stimulation die divergente Assemblierung von Hybridproteasom und 30S Proteasom
leicht verstirkt: die chymotryptische Aktivitdit des 30S Proteasoms ist in IFNy
stimulierten, im Vergleich zu unstimulierten C4 Zellen, verringert. Vergleicht man
zusitzlich die Bandenintensitit des gegen a4 gerichteten Antikorpers in der vertikalen
nativen 2D PAGE von IFNy stimulierten und unstimulierten C4 Zellen, zeigt sich etwas
weniger i30S als 30S Proteasom. Der chymotryptische Aktivititsgraph zeigt ein
Signalmaximum fiir den Bereich des 26S/Hybridproteasoms, was ebenfalls fiir eine
erhohte Assemblierung von 26S/Hybridproteasom sprechen kann (vgl. Abb. 3-1)

In PA287 Zellen ist der Unterschied in der Assemblierung von 26S/Hybrid und 30S
Proteasom weniger deutlich, wobei dies in diesem Fall lediglich aus der proteasomalen
Aktivitdt im Substratoverlays abgeleitet wird (vgl. 3-5B). Eine vertikale 2D PAGE kann

dies allerdings bestitigen (Daten nicht gezeigt).

Inkorporation der Immunountereinheiten in hochmolekulare proteasomale
Komplexe

Die IFNy induzierbaren Immunountereinheiten werden in neusynthetisierte 20S core
Komplexe inkorporiert (vgl. Abb. 3-4). Regulator-assoziiertes 26S, Hybrid oder 30S
Proteasom muss dementsprechend ebenfalls neu assoziiert werden, sofern diese
Komplexsubtypen den i20S core Komplex als katalytisches Zentrum tragen. Diese
Fragestellung ldsst sich mittels der horizontalen und vertikalen nativen 2D PAGE

tiberpriifen (vgl. Abb. 3-6).
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Abb. 3-6 Inkorporation der Immunountereinheiten in 26S, Hybrid und 30S Proteasomsubtypen. A horizontale native
2D PAGE mit Totallysat von unstimulierten und IFNy stimulierten C4 Zellen. B vertikale native 2D PAGE mit
Totallysat von unstimulierten und IFNy stimulierten C4 Zellen.

Die Detektion samtlicher Immunountereinheiten in der nativen 2D PAGE zeigt, dass
neben dem PA28a/B Aktivator auch der 19S Regulator an den i20S core Komplex binden
kann (vgl. Abb. 3-6A/B und 3-4A/B). Der Austausch der katalytisch aktiven
Untereinheiten hat somit offensichtlich keinen Einfluss auf die Assoziationsfihigkeit des
Regulators an die proteasomalen a-Untereinheiten.

Die Beobachtung aus Abbildung 3-5 zeigte, dass IFNy stimulierte C4 Zellen quantitativ
mehr Hybridproteasom als 30S Komplexe aufweisen. Diese Tendenz lésst sich auch in
Abbildung 3-6B mit der reduzierten Detektion von o4 im Areal des 30S Proteasoms
erkennen. Des Weiteren zeigt sich, dass das i30S Proteasom im Vergleich zum
Hybridproteasom eher ein intermedidres 20S Proteasom als katalytischen Kernkomplex
besitzt (vgl. Abb. 3-6A). Die Proteinbande der konstitutiven Untereinheit 32, die ebenfalls
durch den gegen MECL-1 gerichteten Antikorper detektiert wird, zeigt in der
horizontalen nativen 2D PAGE von IFNy stimulierten C4 Fibroblasten nahezu die gleiche
Intensitidt wie die Proteinbande der Immunountereinheit i32. Im Hybridproteasom wird
nach einer IFNy Stimulation {iberwiegend die Immunountereinheit iB2 detektiert (vgl.

Abb. 3-6A). In diesem Komplextyp wird somit offensichtlich mehrheitlich das i20S
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Proteasom mit dem 19S Regulator und dem PA28a/f Aktivator assoziiert. Die Detektion
von B1 weist in diesem Komplexsubtyp allerdings auch auf das intermediire 20S
Proteasom als katalytischen Kernkomplex hin, wobei die Rate der Inkorporation von
Immunountereinheiten im Vergleich zum 30S Proteasom erhoht ist.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass unstimulierte C4 Fibroblasten 26S und 30S
Komplexe ausbilden. Das PA280/B-Hybridproteasom kann nur sehr schwach detektiert
werden. Nach einer 24stiindigen IFNy Stimulation ist die intrazelluldre Assoziation
zwischen PA28a/B, i20S core Komplex und 19S5 Regulator induziert, sodass das
Hybridproteasom quantitativ iiberwiegt. Das Cytokin IFNy induziert die Assemblierung
des PA280/B-i20S/m20S-19S (Hybridproteasom) Komplexes und einen geringen Anteil
von 19S-m20S/i20S-19S (i30S Proteasom).

3.4. Der proteasomale Aktivator PA200

In murinen Zellen und murinem Gewebe konnen zwei Isoformen des proteasomalen
Aktivators PA200 detektiert werden: PA2001sokpa und PA200200wa. Beide lokalisieren im
Nukleus, konnten allerdings auch im Cytoplasma detektiert werden. Die Funktion der
Isoform PA200:e0ka ist bislang unbekannt (Ustrell et al., 2002) (vgl. Kapitel 1.5.2).

Um eine mogliche Kolokalisation zwischen proteasomalen Komplexen und den Isoformen
des PA200 Monomers nachzuweisen, wurde Totallysat von unstimulierten und IFNy
stimulierten C4 Fibroblasten sowie unstimulierten PA287 MEFs und Raw264.7

Makrophagen mittels vertikaler 2D nativer PAGE analysiert (vgl. Abb. 3-7).
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Abb. 3-7 Vergleich der beiden PA200-Isoformen in Bezug auf eine Komigration mit proteasomalen Komplexsubtypen
in C4 Fibroblasten, PA287- MEFs und Raw264.7 Makrophagen. A vertikale native 2D PAGE mit Totallysat von
unstimulierten und stimulierten C4 Fibroblasten. B vertikale native 2D PAGE mit Totallysat von unstimulierten PA28--
MEFs. C vertikale native 2D PAGE mit Totallysat von unstimulierten Raw264.7 Makrophagen.
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In der Analyse des Extraktes von C4 Fibroblasten ist zu erkennen, dass die Isoform
PA200ws0pa iiber einen weiten Trennbereich detektiert werden kann (vgl. Abb. 3-7A
links). Eine Kolokalisation zwischen 20S und PA200:e0xp. ist moglich. Auffillig ist jedoch,
dass in Arealen, die eine Kodetektion von o4 zeigen, distinkte PA200200x0.-Banden
detektiert werden. Bei Extrakten von unstimulierten C4 Fibroblasten betrifft das die
Areale des ,,Aktivator assoziierten 20S core Komplexes“ und des ,,26S/Hybridproteasoms®.
Nach einer 24stiindigen IFNy Stimulation ist keine Kolokalisation zwischen PA200200kpa
und a4 sowie Rpt6 detektierbar (vgl. Abb. 3-7A rechts). Im Bereich des ,Aktivator
assoziierten 20S core Komplexes® zeigt sich eine verminderte Intensitit der PA200200kpa-
Proteinbande. Die verminderte Detektion von PA200x0kpa kann mit einer alternativen
PA280/B-Assoziation erkldrt werden, die durch eine Stimulation mit dem Cytokin IFNy
induziert wird.

Zum Vergleich der C4 Fibroblasten wurde auch das Totallysat von unstimulierten PA28-
MEFs und unstimulierten Raw264.7 Makrophagen analysiert. Da PA287 Zellen kein
PA28a. und PA28B exprimieren, zeigt diese Zelllinie im Bereich des ,Aktivator
assoziierten 20S Proteasoms® eine deutliche Assoziation mit PA200200kpa, wobei dieser
Komplex eindeutig keine chymotryptische Aktivitit zeigt (vgl. Abb. 3-7B). Die
Makrophagen &hnliche Zelllinie Raw264.7 zeigt auch unter nichtstimulierten
Bedingungen eine Expression und Inkorporation von Immunountereinheiten, sowie die
Assoziation des PA28a/p Aktivators. Eine Kolokalisation von PA20020kpa beschrankt sich
auf den Bereich des ,Aktivator assoziierten 20S core Komplexes®, allerdings ist die
Intensitit der detektierten Proteinbande sehr gering (vgl. Abb. 3-7C).

Der fluorogene Substratoverlay des Zellextraktes von PA287 MEFs zeigt eindeutig, dass
PA200 trotz der Bezeichnung als proteasomaler ,, Aktivator” keine Aktivititssteigerung am
20S Proteasom induziert. Die Assoziation des PA200 Monomers bewirkt bei einer
PA28a/f Defizienz womoglich eine Inaktivierung des 20S Proteasoms.

Die Expression der Isoform PA200isokp. ist auf murine Zellen und murines Gewebe
limitiert, sodass geschlussfolgert werden kann, dass vermutlich keine spezifische

Interaktion zwischen PA2001s0kpa und einem proteasomalen Komplex auftritt. PA200160kpa
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konnte auch mit anderen Proteinen Interaktionen eingehen, die in Proteinkomplexen des

detektierten Molekulargewichtsbereiches resultieren.

Antagonistisches  Assoziationsverhalten ~von PA200 und PA28a/B

Aktivatorkomplexen

In Abb. 3-7 (C4 Fibroblasten) ist zu erkennen, dass eine IFNy Stimulation die Dissoziation
zwischen der Isoform PA20020xp. und dem 20S core Komplex initiiert (vgl. Abb. 3-7A).
Die induzierte Expression und damit induzierte Assoziation von PA28c/B konnte das
PA200 Monomer vom 20S Proteasom verdringen. Um zu testen, wann der Wechsel des
Assoziationspartners am 20S core Komplex eintritt, wurden C4 Fibroblasten fiir kiirzere
Zeitpunkte mit dem Cytokin IFNy stimuliert und mittels horizontaler nativer 2D PAGE
analysiert. Der Fokus wurde dabei auf das ,Aktivator assoziierte 20S Proteasom® gesetzt

(vgl. Abb. 3-8B).
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Abb. 3-8 Antagonistische Assoziation von PA200 und PA28a/B Aktivator an den 20S core Komplex. A SDS PAGE des
Totallysates von C4 Fibroblasten, die fiir die angegebenen Zeitpunkte mit IFNy stimuliert wurden. B horizontale native
2D PAGE des ,Aktivator assoziierten 20S core Komplexes®. Vorangegangene native PAGE des Totallysates von C4
Fibroblasten, die fiir die angegebenen Zeitpunkte mit IFNy stimuliert wurden.

Analysiert man die Assoziation zwischen den zwei Aktivatoren und dem 20S core

Komplex, erkennt man eine komplementdre Assoziation von PA280/f und PA200200kps,
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wihrend die Detektion der proteasomalen Untereinheit a4 unveridndert bleibt (vgl. Abb.

3-8B):

e Unter unstimulierten Bedingungen kann im Totallysat sehr wenig PA28a und

PA283 detektiert werden (vgl. Totallysat Abb. 3-8A). Allerdings zeigt der
~Aktivator assoziierte 20S core Komplex“ zum Zeitpunkt O eindeutig eine
PA280/B Assoziation (vgl. native 2D PAGE Abb. 3-8B). Das 20S Proteasom liegt
unter nichtstimulierten Bedingungen somit mehrheitlich als PA280/f assoziiertes

20S Proteasom vor.

Zwei Stunden nach Beginn der IFNy Stimulation nimmt die Assoziation zwischen
PA280/B und 20S core Komplex ab. Parallel ldsst die ansteigende Detektion der
PA200200xp:-Bande eine Zunahme der 20S-PA200 Assoziation vermuten (vgl.
native 2D PAGE Abb. 3-8B). Da etwa zum gleichen Zeitpunkt, zwei Stunden nach
Beginn der IFNy Stimulation, die Detektion von MECL-1 und LMP7 zunimmt,
kann angenommen werden, dass mit der Expression der Immunnountereinheiten

die Assemblierung des Immunoproteasoms einsetzt (vgl. Totallysat Abb. 3-8A).

Zwolf Stunden nach Beginn der IFNy Stimulation iiberwiegt die Assoziation
zwischen dem 20S core Komplex und dem PA28c0/B Aktivator, die etwa 24
Stunden nach Beginn der IFNy Stimulation noch weiter gesteigert ist. Die
Assoziation zu dem PA200 Komplex ist zeitglich vermindert (vgl. native 2D PAGE

Abb. 3-8B).

Mit diesem Versuch konnte zum ersten Mal eine IFNy-abhingige Assoziation des PA200

Aktivators beschrieben werden, die sich auf einen Zeitraum von zwei bis drei Stunden

nach Beginn der IFNy Stimulation beschrinkt. Dabei konnte es sich um eine Assoziation

mit neuassembliertem i20S Proteasom handeln.
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3.5. Vergleich der Degradationseffizienz von verschiedenen
proteasomalen Komplexsubtypen

Die vorangegangenen Experimente zeigen, dass die Zelle eine heterogene
Proteasompopulation assoziiert, deren individuelle Funktionen jedoch noch nicht
ausreichend analysiert wurden. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war deshalb, die
spezifische Effizienz der Ubiquitin-abhiangigen Degradation durch 26S, Hybrid und 30S
Proteasom zu beschreiben. Zunidchst wurde ein Substrat generiert, welches
polyubiquitiniert vorliegt. Dazu wurden die Fusionsproteine HA-Ubiquitin und IxBo-flag
in der murinen Fibroblastenzelllinie NIH3T3 parallel iiberexprimiert (vgl. Kapitel 2.2.).
Auf Grund der hohen Expressionsrate beider Fusionsproteine kam es zu einer in vitro
Ubiquitinierung von IxBa-flag mit HA-Ubiquitin. Diese intrazelluldre, kovalente
Verkniipfung zwischen HA-Ubi und IkBoa-flag fithrte zu dem ubiquitinierten
Modellsubstrat HA-Ubi-IxBa-flag. Nach Lyse der transfizierten Zellen wurde das
ubiquitinierte Fusionsproteins mittels HA-beads oder flag-beads isoliert. Im Immunoblot

zeigt das generierte Modellsubstrat das typische Ubiquitinierungsmuster (vgl. Abb. 3-9).
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Abb. 3-9  In vitro generierte Modellsubstrate durch Purifikation mit HA-beads oder flag-beads. A Eluiertes HA-Ubi-
IkBa-flag wurde in aufsteigender Konzentration mittels SDS PAGE aufgetrennt. B Eluiertes flag-IxBa-Ubi-HA wurde
in aufsteigender Konzentration mittels SDS PAGE aufgetrennt.
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Das Modellsubstrat ist von der Wahl der beads abhingig: mittels HA-beads wurde HA-
Ubi-IkBa-flag eluiert (vgl. Abb. 3-9A) und mittels flag-beads wurde das Modellsubstrat
flag-IxBo-Ubi-HA eluiert (vgl. Abb. 3-9B). Die Detektion von HA-Ubi-IxBa-flag erfolgt
mit einem Antikérper gegen IkBa; die Detektion von flag-IkBa-Ubi-HA erfolgt mit
einem Antikorper gegen HA. Dies ermdglicht die Detektion von polyubiquitinierten
Substraten (vgl. Kapitel 2.5.9) (vgl. Abb. 3-9A und B).

Beide Substrate konnen fiir die Messung der proteasomalen Degradation verwendet
werden. Die Auftrennung in einzelne Proteasomsubtypen erfolgte {iber die
Gradientenzentrifugation. Eine Trennung in 20S, 26S und 30S Proteasom ist iiber diese
Methode moglich (Kopp et al., 2001). Dies bestitigt auch die native Gelelektrophorese der
einzelnen Gradientenfraktionen aus dem Lysat von PA287- MEFs (vgl. Abb. 3-10A und B).
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Abb. 3-10 Die Selektion spezifischer Gradientenfraktionen erméglicht die Messung der Degradationseffizienz einzelner
Proteasomsubtypen. A chymotryptischer Aktivititsgraph nach der Gradientenzentrifugation mit Totallysat von PA28--
MEFs. B chyomtryptischer Substratoverlay der nativen PAGE von ausgewidhlten Fraktionen bestitigt die Separation in
einzelne Komplexsubtypen.

Um unterschiedliche proteasomale Komplexe zu vergleichen, wurden drei verschiedene
Zelllinien verwendet: C4 Fibroblasten, PA287- MEFs und die Makrophagenzelllinie
Raw?264.7. Die Kapitel 3.1. bis 3.4 zeigen die Struktur der zellspezifischen Proteasom-
subkomplexe. Mittels der Separation durch die Gradientenzentrifugation kénnen somit

folgende proteasomale Subtypen miteinander verglichen werden:

Fraktion
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e 20S/20S-PA200 (aus PA28- MEFs)

e 20S-PA28a/B und i20S-PA28a/B (aus C4 Fibroblasten, Raw264.7 Makrophagen)
e 26S (aus PA287- MEFs, C4 Fibroblasten)

e Hybrid (PA280/B-i20S-19S) (aus Raw264.7 Makrophagen und IFNy

stimulierten C4 Fibroblasten)

e 30S (aus PA287- MEFs)
e i30S (IFNy stimulierten C4 Fibroblasten).
(siehe detaillierte Charakterisierung Kapitel 3.2. und 3.3.)

Nach der Gradientenzentrifugation werden mittels chymotryptischer Aktivititsmessung
die einzelnen Fraktionen ausgewdhlt, die die spezifischen proteasomalen Subtypen
beinhalten. Um die Ubiquitin-vermittelte Degradation zu starten, wurden 10pl von jeder
ausgewidhlten Fraktion mit 2ul des eluierten Substrates bei 37°C inkubiert. Das
Gesamtvolumen betrug 50pl. Die Inkubation wurde zu verschiedenen Zeitpunkten durch
die Zugabe von 10x SDS-Probenpuffer und sofortigem Kochen bei 95°C abgestoppt. Als
Kontrollwerte wurden der proteasomale Inhibitor Epoxomicin, sowie der Inhibitor NEM,
welcher die deubiquitinierende Funktion reduziert, verwendet. Fiir die Inhibition wurde
das Aliquot der ausgewdhlten Fraktion mit dem Inhibitor versetzt und fiir 30 Minuten bei
37°C vorinkubiert. Anschlieffend erfolgte die dreistiindige Inkubation mit dem
Modellsubstrat. Nach abgeschlossener Inkubation ldsst sich die Degradation im

Immunoblot darstellen (vgl. Abb. 3-11).
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Abb. 3-11  Proteasomale Degradationseffizienz des Modellsubstrates HA-Ubi-IkBa-flag durch unterschiedliche
proteasomale Komplexsubtypen. Die Gradientenzentrifugation aus Totallysaten von den Zelllinien PA28*- MEFs (A),
C4 Fibroblasten (B) und Raw264.7 Makrophagen (C) ermoglichte die Gewinnung verschiedener Proteasomsubtypen, die
im Degradationsassay eingesetzt wurden. D und E Die densitometrische Auswertung stellt die Korrelation IxBo/a4 dar,
wobei die Kontrolle ,NEM* als Ausgangswert dient. Mittelwerte entstammen aus fiinf (D) bzw. vier (E) unabhéngigen
Experimenten fiir das Substrat HA-Ubi-IxBa-flag.
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Das PA28a/p assoziierte 20S (vgl. Abb. 3-11B), das PA200 assoziierte 20S (vgl. Abb. 3-
11A) oder auch das PA280/P assoziierte i20S Proteasom (vgl. Abb. 3-11C) kénnen das
polyubiquitinierte IkBa-flag nicht abbauen. Auch nach 24stiindiger Inkubationszeit lasst
sich IxBo-flag in fast unverdnderter Signalstirke detektieren. Die Substratdegradation ist
dagegen bei einer Inkubation mit 26S Proteasom, dem Hybridproteasom sowie dem 30S
Proteasom messbar. Das 30S Proteasom weist im Falle der PA287 Zellen sowie der C4
Fibroblasten die grofiere Effizienz auf, da bereits nach 3h Inkubation eine deutliche
Reduktion des Signals erkennbar ist (vgl. Abb. 3-11 A/B und 3-11D/E). Das 26S Proteasom
zeigt eine Degradationseffizienz, die erst nach etwa sechs Stunden detektierbar ist.
Raw264.7 Makrophagen dhnliche Zellen assemblieren vorwiegend i20S-PA28a/f und
PA280/B-i20S-19S (vgl. Abb. 3-7). Das extrahierte Hybridproteasom zeigt eine hohe
Degradationseffizienz, da mnach der dreistiindigen Inkubation eine deutliche
Signalreduktion von IkBo-flag detektiert wird.

Da die mit NEM behandelte Probe bei einer Detektion mit dem gegen IxBo gerichteten
Antikorper die Proteinbande mit der grofiten Densitometrie aufwies, wurden die
einzelnen IxBo/o4 Werte in der densitometrischen Auswertung zu NEM, und nicht zu
Epoxomicin, korreliert (vgl. Abb. 3-11D und E). NEM hemmt die Deubiquitinierung der
transient assoziierten DUBs und destabilisiert das 26S/30S Proteasom. Diese
Destabilisation fiihrte zu einer Anreicherung von IkBa, die im Western Blot detektiert

wurde.

Die Degradation ldsst sich durch proteasomale Inhibitoren unterbinden, welche die
Aktivitat der B-Untereinheiten oder die Funktion der deubiquitinierenden Proteine

(DUBs) wie Rpnll und Usp14/Ubp6 reduzieren (vgl. Abb. 3-12).



Ergebnisse 67

30S
A - B
— =
Wk
z2%y
EuJEZ 265 30S
5= o E < <
o Eo o 1 e e gl —
— N — [h o = N S =~

90 " e o 90
r Deubiquitinierung,_

HA

1:1000

HA

1:1000

——flag-IkBa-Ub-HA
——flag-IkBa

43 - TR 43 " 2
10y e foio— e e 12
(11:?;) 000 25 E \ £ 1” o %?0 000

Abb. 3-12 Einfluss verschiedener proteasomaler Inhibitoren auf die Degradations- und Deubiquitinierungseffizienz des
Modellsubstrates flag-IxBo-Ubi-HA durch 26S und 30S Proteasom aus PA28- MEFs. A Das 30S Proteasom, aus der
Gradientenzentrifugation gewonnen, wurde fiir 30min mit den angegebenen Inhibitoren inkubiert. Anschlief}ende
Inkubation (3h) mit dem Modellsubstrat flag-IkBa-Ubi-HA. B Das ebenfalls aus der Gradientenzentrifugation
gewonnene 26S Proteasom wurde wie das 30S Proteasom mit dem Modellsubstrat flag-IxBa-Ubi-HA fiir die
angegebenen Zeitpunkte inkubiert (griin: Bereich der Deubiquitinierung).

——flag-IxBa-Ub-HA

43 7 —flag-IkBa 43

Die Inhibitoren der DUB’s, o-Phenanthrolin (0-PT) und NEM, koénnen die
Deubiquitinierung des Substrates flag-IkBo -Ubipoy-HA hemmen (vgl. Abb. 3-12). Der in
der Abbildung griinmarkierte Bereich stellt das polyubiquitinierte Substrat flag-IkBa-
Ubipoy-HA dar, welches nach der Alkylierung eines Cysteins im aktiven Zentrum der
DUBs durch 10mM NEM vermindert deubiquitiniert wird (vgl. Abb. 3-12 A NEM). O-
Phenanthrolin ist ein weiterer Metalloprotease-Inhibitor, allerdings bewirkt er im
Vergleich zu NEM keine 26S/30S Destabilisation. Die Verwendung dieses Inhibitors
bewirkt eine Inhibition des Zinkatoms im aktiven Zentrum von Rpnll. Beide Inhibitoren
zeigen eine dhnliche Wirksamkeit (vgl. Abb. 3-12A). Die anderen Experimente wurden

mit NEM durchgefiihrt.
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Die Deubiquitinierung ist vermutlich nicht komplett inhibiert, aber die verminderte
Deubiquitinierungsrate ~ wird durch die Abnahme der Signalstirke im
Molekulargewichtsbereich zwischen 70 — 90 kDa deutlich (griin markiert, HA (1:1000)
Detektion). Vergleicht man diesen Molekulargewichtsbereich aus Abb. 3-11A und 3-11B,
lasst sich erkennen, dass die Inhibitoren NEM und o-Phenanthrolin die
Deubiquitinierung reduzieren konnen, wohingegen nicht inhibiertes 26S und 30S
Proteasom eine deubiquitinierende Aktivitit bzw. einen Abbau von mehrfach
ubiquitiniertem flag-IxBa -Ubipey-HA aufweisen.

Eine Inhibition mit MGI132 und Epoxomicin nimmt kaum Einfluss auf die
Deubiquitinierung, wie im Vergleich zu den Inhibitoren NEM und o-Phenanthrolin zu
erkennen ist. Diese proteasomalen Inhibitoren kdnnen kovalent reversibel bzw. kovalent
irreversibel an das aktive Zentrum der f-Untereinheiten binden. Dabei erfolgt eine sehr
effektive Inhibition der chymotryptischen Aktivitdt, die in Abb. 3-12 deutlich wird (Beck,
Dubiella & Groll, 2012). Beide proteasomalen Inhibitoren bewirken eine deutlich
geminderte Degradationseffizienz, da die Signalstirke von IkBa auch iiber die
zweistlindige Inkubationszeit konstant bleibt. In der gleichen Zeitspanne kann man die
Reduktion von IkBa-flag, detektiert durch die Antikoérper HA und IkBa, bei einer
Inkubation mit 30S beobachten (vgl. Abb. 3-12A).

Beziiglich der Degradationseffizienz lisst sich schlussfolgern, dass das 30S Proteasom auch
das Substrat flag-IxBa-Ubi-HA effizienter abbauen kann (vgl. Abb. 3-11 und Abb. 3-12).
Die hier detektierte Signalabnahme steht einem stabilen Signal von IkBoa-flag bei einer
maximal zweistlindigen Inkubation mit dem 26S Proteasom gegeniiber (ebenfalls durch
IxBo- und HA-Antikorper detektierbar) (vgl. Abb. 3-12B). Des Weiteren scheint das 30S
Proteasom die grofiere Deubiquitinierungseffizienz zu besitzen, da die Signalstirke im
Bereich zwischen 70 — 90 kDa eindeutig schwicher wird. Soweit ldsst sich sagen, dass das
30S Proteasom, im Vergleich zum 26S Proteasom, eine bessere Deubiquitinierungs- sowie
Degradationseffizienz zeigt.

Die deubiquitinierende Funktion eines proteasomalen Komplexes kann durch die
Destabilisation des assoziierten 19S Regulators gemindert werden. Um die

Deubiquitinierungseffizienz der hochmolekularen Proteasomsubtypen zu testen, wurden
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die ausgewihlten Fraktionen mit 10 U/ml Apyrase inkubiert. Das Enzym Apyrase
hydrolysiert ATP, welches zur Stabilitit des ATPase-Rings des 19S Regulators bendtigt
wird. Die Hydrolyse von ATP fiihrt somit zu einer Destabilisation der Interaktion
zwischen ATPase-Ring und o-Untereinheiten. Dieser Effekt wurde auch im

Degradationsassay untersucht (vgl. Abb. 3-13).

PA287/- MEFs
26S 30S
265 30S o =
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3h/37°C 10 U/ml Apyrase

Abb. 3-13 Inhibitorischer Effekt von Apyrase auf die Deubiquitinierung von flag-IxBa-Ubi-HA durch 26S und 30S aus
PA28-- MEFs. Die ausgewihlten Fraktionen, das 26S und 30S Proteasom beinhaltend, wurden jeweils fiir 3h mit 10U/ml
Apyrase inkubiert. AnschlieRend wurden die proteasomalen Subtypen fiir 30min mit 2nM Epoxomicin vorinkubiert
oder sofort mit dem Modellsubstrat flag-IkBo-Ubi-HA inkubiert. (griin: Bereich der Deubiquitinierung)

Nach einer dreistiindigen Apyraseinkubation und einer zusdtzlichen dreistiindigen
Inkubation mit dem Substrat flag-IxBa-Ubi-HA, ldsst sich keine Deubiquitinierung
erkennen (vgl. Abb. 3-13 rechts). Fraktionen, die nicht mit Apyrase inkubiert wurden,
zeigen eine Reduktion des Signals zwischen 70 - 90 kDa, was einer Deubiquitinierung
entspricht (Abb. 3-13 links, griin umrandet, aus Abb. 3-12B). Apyrase bewirkt durch die
gesteigerte ATP-Hydrolyse eine Destabilisation des 19S Regulators, der die

Deubiquitinierung vermittelt.

Wihrend des Proteinabbaus erfolgt die parallele Deubiquitinierung des Substrates, welche
einzelnes Ubiquitin freisetzt. Eine Zunahme der Bandenintensitit von freiem HA-

Ubiquitin im Zeitverlauf der Inkubation wiirde Aufschluss iiber die Freisetzung von HA-

Ubiquitin geben (vgl. Abb. 3-14).
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Abb. 3-14 Die Deubiquitinierung von HA-Ubi-IxBoa-flag durch das 26S und 30S Proteasom setzt kein HA-Ubiquitin
frei. Die ausgewihlten Fraktionen, das 26S und 30S Proteasom beinhaltend, wurden jeweils mit dem Modellsubstrat
HA-Ubi-IkBo-flag inkubiert.

Wird das Substrat HA-Ubi-IkBa-flag mit 26S oder 30S Proteasom inkubiert, ist im
zeitlichen Verlauf keine Zunahme von freiem Ubiquitin zu erkennen (vgl. Abb. 3-14).
Dies spricht fiir eine komplette Degradation des Substrates HA-Ubi-IkBa-flag inklusive
von HA-Ubiquitin. In der intrazelluliren Proteindegradation wird Ubiquitin {iber DUBs
vom abzubauenden Protein abgespalten und nicht degradiert. Dieser Prozess koénnte
durch die Verkniipfung von Ubiquitin mit HA blockiert sein, zumal die
Aminosduresequenz der HA-Doméne keine Faltung aufweist und entfaltete Domédnen
zusammen mit der Ubiquitinkette als Abbausignal fungieren (Liu & Jacobsen, 2012). Des
Weiteren handelt es sich hier um eine in vitro Degradation, welche nicht direkt mit
intrazelluldren Vorgdngen verglichen werden kann.

Schlussfolgernd ldsst sich sagen, dass das 30S Proteasom die Substrate HA-Ubi-IxBo-flag
und flag-IkBa-Ubi-HA effizienter deubiquitinieren und degradieren kann als das 26S
Proteasom (Deubiquitinierung vgl. Abb. 3-12B und Degradation vgl. Abb. 3-11A und B/3-
12B). Dies trifft fiir die Zelllinien C4 und PA287 zu. Der Makrophagen-dhnliche Zelltyp
Raw?264.7 weist dahingegen sehr effizientes Hybridproteasom auf (vgl. Abb. 3-11C). Die

Effizienz des Hybridproteasoms kann durch den i20S core Komplex, welches das Zentrum
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des proteasomalen Komplexes darstellt, begriindet sein. Um dies zu testen, wurden C4
Fibroblasten mit IFNy stimuliert, um die Assoziation von i265/Hybrid und i30S Proteasom
zu induzieren (vgl. Abb. 3-6). Diese proteasomalen Komplexe wurden nach dem
Aufreinigungsschritt der Gradientenzentrifugation mit 26S und 30S Proteasom aus

unstimulierten C4 Fibroblasten verglichen (vgl. Abb. 3-15).
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Abb. 3-15 Degradation von HA-Ubi-IkBa-flag durch konstitutives 26S / 30S und Hybrid / i30S Proteasom. 26S und
30S Proteasom wurden aus dem Totallysat von unstimulierten C4 Fibroblasten gewonnen; Hybrid und 30S Proteasom
wurden aus dem Totallysat von IFNy stimulierten C4 Fibroblasten gewonnen. Die Inkubation erfolgte wie zuvor
beschrieben (vgl. Abb. 3-11).

Vergleicht man die Degradationseffizienz des Hybridproteasoms mit der Effizienz des 26S
Proteasoms, ldsst sich eine deutlich gesteigerte Abbaurate von HA-Ubi-IkBa-flag
detektieren (vgl. Abb. 3-15). Das 30S Proteasom weist eine, im Vergleich zum 26S
Proteasom, gesteigerte Degradation von IkBo-flag auf. Eine Inkubation mit dem i30S
Proteasom zeigt eine zusitzlich gesteigerte Degradationseffizienz. Der i20S core Komplex
vermag durch die Inkorporation von Immunountereinheiten polyubiquitinierte Substrate
effizienter zu degradieren, sofern es an den 19S Regulator gebunden ist (vgl. Abb. 3-11C).
Die Depletion von ATP, durch die Inkubation mit 10 U/ml Apyrase induziert, inhibiert
die Deubiquitinierung des Substrates flag-IkBa-Ubi-HA (vgl. Abb. 3-13). Die Protein-
degradation zeigt eine Abhdngigkeit zu ATP, da es fiir die Funktion der ATPasen des 19S
Regulators essentiell ist. Neben dem Binden von ATP, ist auch die ATP-Hydrolyse ein
wichtiger Schritt im Proteinabbau. Das Nukleotid ATPyS ist eine nicht-hydrolisierbare
Variante des Nukleotids ATP, und kann die Notwendigkeit der ATP-Hydrolyse
veranschaulichen (vgl. Abb. 3-16).
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Abb. 3-16 Inhibitorischer Effekt von ATPyS auf die Degradation von HA-Ubi-IkBa-flag durch 26S und Hybrid Das
26S und wurde aus dem Totallysat von unstimulierten C4 Fibroblasten gewonnen; das Hybrid wurde aus dem Totallysat
von IFNy stimulierten C4 Fibroblasten gewonnen. Die Inkubation erfolgte wie zuvor beschrieben. Die Detektion
erfolgte mittels Immunoblot gegen a4 (1:10 000) und IxBa (1:1000). Anschliefend erfolgte eine densitometrische
Auswertung der Signalstdrke von o4 (Kontrolle) und IkBa (Relation: IkBo/a4).

Der Substratpuffer des Reaktionsansatzes der vorangegangenen Experimente enthielt
2mM ATP. Wurde der Substratpuffer mit 2mM ATPyS versetzt, ist die
Degradationseffizienz von 26S sowie von i26S5/Hybrid deutlich vermindert. Die
Suppression der Degradation zeigt bei der Inkubation mit i26S/Hybrid einen
dramatischeren Effekt, da es im Vergleich zum 26S Proteasom ein effektiveres
Degradationspotential aufweist (vgl. Abb. 3-16).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass sdmtliche Proteasomsubkomplexe strukturelle
sowie funktionelle Unterschiede zeigen, indem das 30S Proteasom eine effizientere
Degradation und Deubiquitinierung als das 26S Proteasom aufweist. Die Analyse von
Regulator assoziiertem i20S core Komplex =zeigt, dass die Inkoporation der
Immunountereinheiten die Proteindegradation positiv beeinflussen kann. Sowohl die
Bindung, als auch die Hydrolyse von ATP werden fiir die erfolgreiche Degradation sowie

die Deubiquitinierung benétigt.

W 2mm ATP
[] 2mm ATPyS
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3.6. Analyse der Expression und Inkorporation von proteasomalen
Untereinheiten aus Herz- und Milzgewebelysat von C57Bl/6 (WT),
LMP2- und LMP7”/- Miusen

3.6.1. Analyse der Expression von proteasomalen Untereinheiten in murinen

Gewebelysaten

Im Rahmen dieser Dissertation wurde das Herz- und Milzgewebe von C57Bl/6 (Wildytp),
LMP2 defizienten sowie LMP7 defizienten Méusen analysiert, um Unterschiede beziiglich
der Expression und Assoziation von proteasomalen Komplexen zu analysieren. Diese
unterschiedlichen Gewebetypen konnen Expressionsunterschiede von proteasomalen
Untereinheiten aufweisen, die durch die Defizienz der Immunountereinheiten LMP7
oder LMP2 weiter variiert werden.

Raw?264.7 Zellen, eine Makrophagenzelllinie aus Balb/c-Méusen, die mit ,Abelson murine
leukemia virus”“ transformiert wurden, eignen sich zum Vergleich mit dem Gewebelysat
aus Milz (Raschke et al., 1978). Milzgewebe ist reich an immunrelevanten Zellen wie z.B.
dendritische Zellen, Makrophagen und Monocyten. Die Herzmuskelzelllinie HL-1, aus
dem murinen “A7-1 atrial cardiomyocyte tumor® gewonnen, kann analog zu
Gewebelysaten aus Herz analysiert werden (Claycomb et al., 1998). Eine Stimulation
dieser Zelllinien mit IFNy ermoglicht eine Beobachtung der zelluliren Adaption an

Infektionsbedingungen (vgl. Abb. 3-17).
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Abbildung 3-17 Vergleichende Expression der proteasomalen Untereinheiten in verschiedenen Zelllinien und murinen
Gewebelysaten. Herz- und Milzgewebe im Vergleich zu Raw264.7 Makrophagen und HL-1 Kardiomyozyten.

Eine IFNy Stimulation bewirkt eine intrazelluldre Signalkaskade, die u.a. in der Expression
der Immunountereinheiten LMP7, MECL-1 und LMP2 und PA28a und PA28fB
Untereinheiten resultiert. Dies trifft fiir die Kardiomyozytenzelllinie HL-1 zu (vgl. Abb.
3-17, Spur 1 und 2). Die Makrophagenzelllinie Raw264.7 exprimiert diese Untereinheiten
auch Stimulations-unabhingig (vgl. Abb. 3-17 Spur 6). Im Herzgewebelysat werden
PA28o und PA28p3, aber keine Immunountereinheiten exprimiert (vgl. Abb. 3-17, Spur 3
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bis 5). Im Milzgewebe aus nichtinfizierten Maiusen werden sidmtliche
Immunountereinheiten exprimiert (vgl. Abb. 3-17, Spur 7-9). Hier wird deutlich, dass die
Detektion von MECL-1 von der Expression von LMP7 abhingig ist, da im Milzlysat aus
LMP7/ Mausen kein MECL-1 detektiert wird (vgl. Abb. 3-17, Spur 9). Die Expression von
LMP?2 ist nicht beeinflusst, da es trotz LMP7"- detektiert wird (vgl. Abb. 3-17, Spur 8). Der
konstitutive Gegenpart zu LMP2, die katalytische Untereinheit (1, wird im
Milzgewebelysat von LMP27 Méusen vermehrt exprimiert, da diese Untereinheit das
Fehlen von LMP2 kompensieren muss (vgl. Abb. 3-17, Spur 8). Auch die Untereinheiten
PA28a und PA28f weisen Unterschiede in der Expressionsrate auf. PA28a wird in allen
Tierstimmen exprimiert; PA28f lasst sich in C57Bl/6 und LMP27 Méusen detektieren, in
LMP7-- Méusen kaum (vgl. Abb. 3-17, Spur 7 bis 9). PA28f zeigt zwei verschiedene
Isoformen, die einen Unterschied in der elektrophoretischen Mobilitit aufweisen, was auf
eine Phosphorylierung hinweisen kann. In diesem Fall lige PA28B in Herzgewebe
unphosphoryliert vor (vgl. Abb. 3-17, Spur 3 bis 5).

Die Untereinheiten a4 des 20S core Komplexes und Rpt6 des 19S Regulators werden
IFNy-unabhingig exprimiert. Rpt6 zeigt im Herzgewebelysat eine Bande mit
verminderter, elektrophoretischer ~Mobilitit, was auf eine Phosphorylierung
zuriickgefiithrt werden kann (vgl. Abb. 3-17, Spur 3 bis 5) (Zhang et al., 2007).

PA200 kann im Milzgewebe der drei Mausstimme nur als PA200:60xpa-Isoform detektiert
werden. Im Herzgewebe von C57Bl/6 Midusen lassen sich beide Isoformen beobachten
(vgl. Abb. 3-17, Spur 3). Allgemein lasst sich allgemein sehr wenig PA200 beobachten.
Vergleicht man die Bandenintensitidten von PA28c und PA28p mit PA200 zwischen Zell-
und Gewebelysaten, unterstreicht die Relation der beiden proteasomalen Komplexpartner
die geringe Assoziationsmoglichkeit von 20S mit dem PA200 Monomer in den
untersuchten Gewebelysaten. Aus diesen Griinden wird eine Assoziation zwischen dem

20S Proteasom und PA200 in Gewebelysaten im Folgenden vernachlissigt.
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3.6.2. Inkorporation der Immunountereinheiten in proteasomale Komplexe
(analysiert aus dem Milzgewebelysat von C57Bl/6, LMP2-- und LMP7-- Méusen)

Wie in Abbildung 3-17 gezeigt wurde, werden im Milzgewebe aus nichtinfizierten
Maiusen Immunountereinheiten sowie PA28a und PA283 exprimiert. Auch eine
Infektion der  Wildtypmaus C57Bl/6  verdndert die Inkorporation der
Immunountereinheiten im Milzgewebe nicht (Dissertation Sandra Jdkel, 2009). Dieser
lymphatische Gewebetyp diente deshalb fiir die Analyse der Inkorporation von Immuno-
untereinheiten in proteasomale Komplexe. Die SDS PAGE einzelner Fraktionen aus der
Gradientenzentrifugation ermoglicht eine Analyse der kolokalisierten, und damit
wahrscheinlich inkorporierten Immunountereinheiten aus dem Gewebelysat der drei

Maustypen C57Bl/6 (WT), LMP27- und LMP7- (vgl. Abb. 3-18).

Alle katalytisch aktiven Untereinheiten werden in ihrer maturierten Form detektiert, was
fir die Inkoporation spricht. Des Weiteren wurden in der denaturierenden
Gelelektrophorese  einzelne Gradientenfraktionen verwendet. Die detektierte
Kolokalisation der Untereinheiten in Fraktionen des entsprechenden Molekulargewichts
spricht fiir eine Inkorporation in hochmolekulare Komplexe. Im Milzgewebelysat aus
LMP2/ Miusen kann sowohl LMP7 als auch MECL-1, sowie die konstitutive
Untereinheit (1 detektiert werden (vgl. Abb. 3-18B). Eine Assemblierung des
Intermedidrproteasoms ist moglich, da konstitutive und induzierte Untereinheiten im B-
Ring kombiniert werden miissen. Diese Aussage léasst sich auch fiir das Milzgewebelysat
aus LMP77 Maiusen treffen, da weder LMP7 noch MECL-1 detektiert wurde. Die
Immunounterheit LMP2 muss wahrscheinlich mit 2 und 5 in den -Ringen assembliert
werden, wobei auch (1 detektiert wurde und die parallele Assemblierung von

konstitutivem 20S Proteasom wahrscheinlich ist (vgl. Abb. 3-18C).
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Abb. 3-18 Vergleichende Komigration der Inmunountereinheiten zu Untereinheiten des proteasomalen Grundgeriistes
aus dem Gewebe von (A) C57Bl/6, (B) LMP2+ und (C) LMP7-- Miusen. Das Totallysat von Milzgewebe aus C57Bl/6,
LMP27 und LMP77 Méusen wurde iiber die Gradientenzentrifugation aufgetrennt. Der Aktivititsgraph zeigt die
relative chymotyrptische Aktivitit der ausgewéhlten Fraktionen. AnschlieBende SDS PAGE der entsprechenden
Fraktionen.
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3.7. Heterogenitit der 19S Regulator assoziierten proteasomalen
Komplexe in Herz- und Milzgewebelysat von C57BL/6 Méiusen
(WT), LMP2-/- Miusen und LMP7-- Méusen

3.7.1. Proteasomale Komplexformierung in Herz- und Milzgewebe aus
C57Bl/6 Miusen

Nicht jeder Zelltyp assoziiert saimtliche Komplexsubtypen der Proteasompopulation. Um
eventuelle Unterschiede zwischen murinem Herz- und Milzgewebe aus Wildtypmiusen
des Stammes C57Bl/6 zu beobachten, wurden die zelluliren Proteasomkomplexe mittels
Gradientenzentrifugation und anschlieBender nativen Gelelektrophorese analysiert (vgl.

Abb. 3-19).
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Abb. 3-19 Unterschiedliche Assemblierung von 26S/Hybrid und 30S im Gewebe aus C57Bl/6 Miusen. Das Totallysat
von Herzgewebe und Milzgewebe aus C57Bl/6 Miusen wurde iiber die Gradientenzentrifugation aufgetrennt. Der
Aktivitatsgraph zeigt die relative chymotyrptische Aktivitdt der ausgewihlten Fraktionen. Der Substratoverlay zeigt
aktive proteasomale Komplexe der entsprechenden Gradientenfraktionen.
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Die Abbildung 3-19 zeigt die Fraktionen 12 und 20 bzw. 13 und 21, da dieser Bereich des
Dichtegradienten die aktiven proteasomalen Komplexe umfasst. Die Grafik stellt die
chymotryptische Aktivitit der einzelnen Fraktionen dar.

Der Aktivitatsgraph des aufgetrennten Herzgewebelysates zeigt zwei Aktivititspeaks, die
durch die homogene native PAGE der Gradientenfraktionen als 26S/Hybrid und 30S
identifiziert werden konnen. Fraktion 16 zeigt den hochsten chymotryptischen
Substratumsatz und beinhaltet hauptsdchlich das 26S Proteasom. Die Fraktionen 17 bis 21
weisen einen Proteasomkomplex mit verminderter elektrophoretischer Mobilitdt auf, der
dem Hybridproteasoms entsprechen konnte. Ab Fraktion 18/19 ist das 30S Proteasom zu
erkennen.

Der Aktivitdtsgraph aus dem Totallysat von homogenisiertem Milzgewebe zeigt eine
dhnliche Verteilung der proteasomalen Komplexe. Auffillig ist, dass im Aktivitdtsgraphen
nur ein Aktivitidtspeak zu erkennen ist. Dieser konnte dem 26S Proteasom entsprechen,
wie die native PAGE zeigt. Da in den Fraktionen 16 bis 19 kein weiterer Proteasomsubtyp
nachgewiesen werden kann, legt das die Vermutung nahe, dass es sich in diesem Fall um
26S, ohne assoziierten Aktivator, handelt. Betrachtet man das Aktivitétsprofil und die
native PAGE im Bereich der Fraktionen 19 und 20 fillt die Abwesenheit von 30S auf.
Trotz der Instabilitit dieses Komplextyps miisste die native PAGE Signale zeigen, sofern
das 30S Proteasom assembliert wird. Da allerdings auch der Aktivititsgraph keinen Peak
in diesem Fraktionsbereich zeigt, kann davon ausgegangen werden, dass das 30S
Proteasom nur geringfiigig assembliert wird oder inaktiv vorliegt. Die vertikale native 2D

PAGE bestitigt, dass die Assemblierung des 30S Proteasoms reduziert ist (vgl. Abb. 3-20).

C57Bl/6 Milz
20S 265
i Rpt6
43 1:10 000
- 4
e - ?:50 000

Abb. 3-20 Die Zellen des Milzgewebes assoziieren mehrheitlich Aktivator assoziiertes 20S und 26S. vertikale native 2D
PAGE von Milzgewebelysat aus C57Bl/6 Mdusen.
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Der gegen die proteasomale Untereinheit o4 gerichtete Antikorper kann zwei
Proteinbanden detektieren: es handelt sich dabei um das , Aktivator assoziierte 20S
Proteasom® und ,,265/Hybrid“, was durch die parallele Detektion von Rpt6 bestitigt wird.
Das Fehlen einer weiteren Bande mit einer Kodetektion von a4 und Rpt6 kann mit einer
verminderten Assoziation des 30S Proteasoms erklart werden (vgl. 3-6B: vertikale native

2D PAGE von C4 Fibroblasten zeigt die Detektion von 30S).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Gewebetypen eine heterogene

Komplexassoziation aufweisen:

e Im Herzgewebe konnen das ,Aktivator assoziierte 20S Proteasom®, 26S/Hybrid

und 30S Proteasom beobachtet werden.

e Im Milzgewebe lassen sich lediglich ,Aktivator assoziiertes 20S Proteasom® und
»26S/Hybrid“ detektieren, wobei dieser hochmolekulare Komplex im folgenden

Kapitel ndher beschrieben wird.

3.7.2. Identifikation des 26S/Hybridproteasoms aus dem Gewebelysat von
C57Bl/6, LMP2/- und LMP7-- Méusen

Murines Milzgewebelysat

In Abb. 3-19 wurde gezeigt, dass in Zellen des Milzgewebes ,26S/Hybrid“ assembliert
wird. Ob es sich um 19S Regulator assoziiertes 20S Proteasom (26S) oder PA28a/f
Aktivator und 19S Regulator assoziiertes 20S Proteasom (Hybrid) handelt, kann mit der
nativen Gelelektrophorese nicht belegt werden (vgl. Abb. 3-19). Die Identifikation
erfolgte somit in murinen Milzgewebelysaten aus C57B1/6, LMP2”- und LMP77- Mausen.
Die Lysate wurden auf einen 20-40% Glycerolgradient aufgetragen, ultrazentrifugiert,

fraktioniert und mittels anschliefSender SDS PAGE analysiert (vgl. Abb. 3-21).
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Abb. 3-21 Die unterschiedliche Assemblierung von ,26S/Hybrid“ ist abhingig von der LMP7 Defizienz. Das Totallysat
von Milzgewebe aus C57Bl/6, LMP2"- und LMP7-- Mausen wurde {iber die Gradientenzentrifugation aufgetrennt. Der
Aktivitatsgraph zeigt die relative chymotyrptische Aktivitit der ausgewdhlten Fraktionen. Anschliefende SDS PAGE
der entsprechenden Fraktionen.
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Die Analyse der Gradientenfraktionen mittels SDS PAGE zeigt im Milzgewebelysat aus
LMP7/ Miusen eine erhohte Assemblierung von  PA28a/f assoziiertem
Hybridproteasom, da PA28B im Bereich des Aktivititsmaximums, dem 26S/Hybrid
Proteasom zugeordnet, beobachtet werden kann. Im Milzgewebelysat der LMP2-- Mause
sowie C57Bl/6 Wildtypmaduse assoziiert das 20S Proteasom wahrscheinlich nur mit dem
19S Regulator, es wird der 26S Komplex assoziiert. In den hoheren Fraktionen (ab
Fraktion 16/17) kann kaum PA28f3 detektiert werden. Der Molekulargewichtsbereich des
~Aktivator assoziierten 20S Proteasoms® zeigt im Gegensatz dazu keine Unterschiede in

der Assoziation von 20S-PA28a/f (vgl. Abb. 3-21; Fraktionen 13+14).

Diese ersten Beobachtungen koénnen durch die horizontale native 2D PAGE bestitigt

werden (vgl. Abb. 3-22).

hiais tal tive 2D PAGE
26S / Hybrid
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S W
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Abb. 3-22 Die Assemblierung von ,,26S/Hybrid“ ist abhéingig von der LMP7 Defizienz. horizontale native 2D PAGE des
,»26S/Hybrids“ von Milzgewebelysat aus C57Bl/6, LMP2+- und LMP7/ Méusen.

Auch diese Charakterisierungsmethode kann im Milzgewebelysat aus LMP7-”- Méusen die
Kolokalisation von PA28f3, der proteasomalen Untereinheit 04 und der Untereinheit Rpt6
des 19S Regulators nachweisen. Die Ausbildung von PA280/fB assoziiertem
Hybridproteasom ist wahrscheinlich. In Milzgewebelysaten aus LMP2” oder C57Bl/6

Méusen kann PA283 nur minimal detektiert werden, was fiir eine geringe Ausbildung
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von PA280/B-Hybridproteasom spricht. Als alternativer Komplex wird vermutlich das

26S Proteasom assembliert.

Murines Herzgewebe

Die bei einer LMP7 Defizienz beobachtete induzierte Assemblierung von
Hybridproteasom ldsst sich auch in der Analyse von murinem Herzgewebe detektieren.
Mittels der horizontalen nativen 2D PAGE von Herzgewebelysat der drei verschiedenen
Mausstammen C57BL/6, LMP27 und LMP77 wurden nieder- und hochmolekulare

proteasomale Komplexe miteinander verglichen (vgl. Abb. 3-23).
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Abb. 3-23 Die Assemblierung von ,,26S/Hybrid“ ist abhiéngig von der LMP7 Defizienz. horizontale native 2D PAGE des
»~Aktivator assoziierten 20S core Komplexes, des ,26S/Hybrids“ und des 30S Proteasoms von Milzgewebelysat aus
C57Bl/6, LMP27- und LMP7-- Mdusen.

Das , Aktivator assoziierte 20S Proteasom® kann als 20S-PA280/p identifiziert werden,

wobei diese Assoziation keine Unterschiede in den untersuchten Herzgewebelysaten
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zeigt. Im Bereich des 26S/Hybrid ldsst sich in allen Lysaten PA28a/B-assoziiertes 20S
Proteasom finden, wobei die PA28a/B-Assoziation in LMP77/ Miausen erhoht ist. Das
PA280/B-Hybridproteasom weist selbst in nichtinfizierten Mausen eine Inkoporation der
Immunountereinheiten auf. LMP7 wird exprimiert und inkorporiert, wohingegen LMP2
in Lysaten aus Wildtypméusen deutlich, in Lysaten aus LMP7-- Méusen mit verminderter
Intensitdt im 20S core Komplex beobachtet werden kann (vgl. Abb. 3-23).

Schlussfolgernd lédsst sich sagen, dass die fehlende Expression und damit verbundene
fehlende Inkorporation von LMP7 zu einer erhohten Assoziation des proteasomalen
Aktivators PA28a/B fithren kann. Diese Beobachtung ist auf den proteasomalen
Komplextyp 26S/Hybrid limitiert, weil das ,,Aktivator assoziierte 20S Proteasom" in allen

drei Maustypen eine PA280/f Assoziation aufweist (vgl. Abb. 3-23).

3.8. Identifizierung weiterer proteasomaler Assoziationspartner

Wie schon zuvor gezeigt wurde, ldsst sich in jeder Zelllinie eine spezifische
Proteasompopulation beobachten. Eine Auswahl dieser Vielfalt ldsst sich in C4
Fibroblasten, HL-1 Kardiomyozyten, PA28”- MEFs und Raw264.7 Makrophagen mittels

der nativen Gelelektrophorese darstellen (vgl. Abb. 3-24).
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Abb. 3-24 Proteasomale Komplexe aus Raw264.7 Makrophagen besitzen eine verminderte Aktivitit und
zeigen eine hochmolekulare, aktive Protease. Chymotryptischer Substratoverlay der homogenen nativen

PAGE des Totallysates von C4 Fibroblasten, Raw264.7 Makrophagen, HL-1 Kardiomyozyten und PA28"
MEFs.

In dem Totallysat von C4 Fibroblasten, HL-1 Kardiomyozyten und den PA28/ MEFs
konnen die bereits beschriebenen Komplexe ,Aktivator assoziiertes 20S Proteasom®, das
26S/Hybrid und das 30S Proteasom detektiert werden. Im Lysat von Raw264.7 kénnen
kaum aktive, proteasomale Komplexe beobachtet werden; die Proteinmenge, die auf das
native Gel aufgetragen wurde, betrug allerdings jeweils 40pg. Auffallend ist jedoch, dass
im Totallysat von Raw264.7 Makrophagen aktive Komplexe detektiert werden konnen,
die ein Molekulargewicht aufweisen, welches die Masse eines 30S Komplexes (2100 kDa)
weit Ubersteigt. Dieser aktive Komplex kann im nativen Gel nicht elektrophoretisch

aufgetrennt werden.

Um diesen chymotryptisch aktiven Komplex in Bezug auf proteasomale Untereinheiten

zu charakterisieren, erfolgte eine Analyse mittels vertikaler nativer 2D PAGE (vgl. Abb.

3-25).
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Abb. 3-25 Analyse der hochmolekularen, chymotryotisch aktiven Bande im Lysat aus Raw264.7 Makrophagen.
(Vertikale native 2D PAGE aus Raw264.7 Makrophagen). Vertikale native 2D PAGE des Totallysates von Raw264.7
Makrophagen.

In der vertikalen nativen 2D PAGE konnten viele proteasomale Untereinheiten detektiert
werden. Es lassen sich Proteine des 20S core Komplexes sowie des 19S Regulators und der

Aktivatoren PA280/f und PA200 detektieren (vgl. Abb. 3-25).

Massenspektrometrische Analyse

Da die proteasomalen Untereinheiten in dem sehr hochmolekularen Bereich detektiert
wurden, der den Molekulargewichtsbereich eines 30S Proteasoms weit iibersteigt, besteht
die Moglichkeit, dass weitere Proteine am Proteasom assoziiert sind. Um diese

alternativen oder additiven Komplexpartner zu ermitteln wurde das Gelfragment, welches
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den sehr hochmolekularen Bereich beinhaltet, per Massenspektrometrie untersucht und

ergab die in Tabelle 2 aufgefiihrten potentiellen Assoziationsfaktoren.

Gruppe Protein Molekulargewicht
Elongationsfaktoren Elongationsfaktor 2, 1a, 1y 90 kDa
Hitzeschockproteine Hsp70, Hsp90c, Hsp90pB 70 bzw. 90 kDa
Chaperonin T-complex protein 1 n.p,o.£,8.8.y 58 kDa
Proteasom 20S Untereinheiten, 19S5 Untereinheiten 20-26 kDa, 45-105 kDa
Ribosom 60S und 40S ribosomale Proteine 20 kDa

Tabelle 3-1 Massenspektrometrisch analysierte Proteine aus dem extrahierten, sehr hochmolekularen Bereich der
homogenen nativen Gelelektrophorese (ausfithrliche Tabelle im Anhang 1).

In der massenspektrometrischen Analyse werden viele proteasomale Untereinheiten,
sowie Untereinheiten des 19S Regulators detektiert. Dies ist analog zu der vertikalen
nativen 2D PAGE, in der die proteasomalen Untereinheiten und die ATPase Rpt6
beobachtet wurden (vgl. Abb. 3-25).

Die Proteingruppen von Elongationsfaktoren, Hitzeschockproteinen und das Chaperonin
T-Komplex kénnten auf Grund einer unspezifischen Kolokalisation nachgewiesen worden
sein. Eine Interaktion wire jedoch auch méglich. Die Elongationsfaktoren EFla, EF2 und
das Chaperon Hsp70 konnten bereits als proteasomal assoziiert nachgewiesen werden
(Besche et al., 2009).

Die Detektion von ribosomalen Proteinen kann entweder mit einer Komigration im
nativen Gel erklirt werden, da dieser makromolekulare Komplex ein Molekulargewicht
von 4,2 MDa aufweist, oder mit der Assoziation zwischen Polyribosomen und dem
Proteasom begriindet werden, da ebenfalls neun verschiedene t-RNA-Ligasen und poly-
A-bindende Proteine detektiert wurden (vgl. Anhang 1). Eine massenspektrometrische
Analyse von Affinitits-gereinigten Proteasomen konnte eine Interaktion zwischen

Proteasom und Ribosom bereits darstellen (Verma et al., 2000).
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Um eine mogliche Interaktion zwischen dem Proteasom und einem interessanten neuen
Faktor, dem Chaperonin TriC/CCT, nachzuweisen, wurde das 20S Proteasom unter
schonenden Bedingungen aus dem Totallysat von Raw264.7 Zellen prézipitiert und
zundchst per Western Blot analysiert. Eine mdgliche Koprézipitation von TriC wurde mit

der Verwendung von spezifischen Antikorpern iiberpriift (vgl. Abb. 3-26).
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Abb. 3-26 Die TriC-Untereinheit CCTe kann iiber eine Co-Immunoprizipitation am 19S-20S Proteasom detektiert
werden. Interaktionspartner des 20S Proteasoms. A Commassie gefarbte Membran (entspricht dem Coomssie gefarbten
SDS Gel). Aufgetragene Proben entstammen der Co-Immunoprizipitaion mittels des Antik6érpers K08 (a20S core
Komplex) aus dem Totallysat von Raw264.7 Makrophagen. B Immunoblot gegen Untereinheiten des 20S core
Komplexes (04), des 19S Regulators (Rpt6) und des Chaperonins TriC (CCTe).

Der prazipitierende Antikorper KO8 bindet an mehrere Untereinheiten des 20S core
Komplexes. Die Untereinheit o4 des 20S Proteasoms kann diese Prazipitation
stellvertretend nachweisen. Die Detektion der ATPase Rpt6 des 19S Regulators zeigt die
Koprizipitation des 19S Regulators. Die massenspektrometrische Analyse ergab eine
Kolokalisation des TriC Komplexes (vgl. Tab 3-2). Die Detektion der TriC-Untereinheit
CCTe im Immunoblot bestdtigt eine mogliche Interaktion, die bereits in Goldfisch-

Oozyten aufgezeigt wurde (vgl. Abb. 3-26) (Tokumoto et al., 2000).
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Neben der Detektion im Western Blot wurde dieser Versuchsansatz verwendet, um das
Coomassie gefirbte SDS-Gel auch per Massenspektrometrie zu analysieren (vgl. Abb. 3-

26).

Mascot Score MW Pepiide Sequen ']
20S Proteasom
P49722 Proteasome subunit alpha type-2 a2 518 25909 8 39
070435 Proteasome subunit alpha type-3 u3 471 28387 10 42
P99026 Proteasome subunit beta type-4 p4 378 29097 10 39
035955 Proteasome subunit beta type-10 ip2 352 29045 5 22
009061 Proteasome subunit beta type-1 p1 348 26355 7 38
Q9Z2U0 Proteasome subunit alpha type-7 a7 348 27838 11 48
Q9Z2U1 Proteasome subunit alpha type-5 a5 339 26394 5 28
Q9R1P4 Proteasome subunit alpha type-1 al 322 29528 7 30
Q9R1PO Proteasome subunit alpha type-4 o4 313 29452 7 19
Q9R1P1 Proteasome subunit beta type-3 p3 252 22949 4 23
Q9QUM9 Proteasome subunit alpha type-6 ub 233 27355 3 17
Q9R1P3 Proteasome subunit beta type-2 p2 129 22892 3 19
20S Aktivator PA28a/B
P97371 Proteasome activator complex subunit 1 PA28 657 28655 13 56
P97372 Proteasome activator complex subunit 2 PA28p 493 27040 11 44
19S Regulator
Q8BG32 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 11 Rpnil 651 47407 10 24
P62334 26S protease regulatory subunit 10B Rpt4 629 44145 8 23
Q9D8WS5 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 12 Rpni2 400 52861 6 17
Q8VDM4 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 Rpn2 354 100139 8 i0
P62196 26S protease regulatory subunit 8 Rpt6 231 45597 7 23
P46471 265 protease regulatory subunit 7 Rptl 210 48617 4 12
Q8BJY1 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 5 RpnS 160 55937 4 9
P14685 265 proteasome non-ATPase regulatory subunit 3 Rpn3 118 60680 3 6
P54775 26S protease regulatory subunit 6B Rpt3 104 47379 3 8
Chaperonin: TRIiC = Chaperonin containing T-complex
P80315 T-complex protein 1 subunit delta CCT4 = TCPa 489 58030 12 i8
P11983 T-complex protein 1 subunit alpha CCT1 = TCPa 446 60411 9 16
P80318 T-complex protein 1 subunit gamma CCT3 = TCPy 411 60591 9 17
P80316 T-complex protein 1 subunit epsilon CCT5 = TCPe 409 59586 10 20
P42932 T-complex protein 1 subunit theta CCT8 = TCP8 393 59518 8 14
P80314 T-complex protein 1 subunit beta CCT2 = TCPp 382 57441 12 27
P80313 T-complex protein 1 subunit eta CCT7 = TCPn 292 59614 7 16
P80317 T-complex protein 1 subunit zeta CCT6 = TCPZ 252 57968 7 12
Chaperone
P11499 Heat shock protein HSP 90-beta Hsp90u 1631 83229 27 36
P07901 Heat shock protein HSP 90-alpha HspS0p 1466 84735 23 30
P63017 Heat shock cognate 71 kDa protein Hsp70 308 70827 7 13
Elongationsfaktoren
P58252 Elongation factor 2 EF2 246 95253 5 6
P10126 Elongation factor 1-alpha 1 EFlu 198 50082 3 7

Tabelle 3-2 Massenspektrometrische Daten nach der Analyse einer CoIP aus Raw264.7 Totallysat mittels Antikorper
K08 (ausfiihrliche Tabelle im Anhang 2).

Der pull down mit KO8 prizipitiert neben proteasomaler Komplexe auch die
Elongationsfaktoren, die Hitzeschockproteine und das Chaperonin TriC. In Studien an
Goldfisch-Oozyten konnte nachgewiesen werden, dass das 26S Proteasom an die
Untereinheit CCTe bindet (Tokumoto et al, 2000). In der vorliegenden
massenspektrometrischen Analyse konnen neben dieser Untereinheit auch die anderen
Untereinheiten CCTa, CCT, CCTy, CCTS, CCTn, CCTC und CCTO signifikant detektiert
werden. Dies erhoht die Wahrscheinlichkeit einer Assoziation zwischen proteasomalen
Komplexen und des TriC-Komplexes, der aus acht verschiedenen Untereinheiten besteht,

die sich in zwei Ringen iibereinander legen (Leitner et al., 2012).
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Elektronenmikroskopische Analyse

Um zu iberpriifen, ob es sich tatsichlich um eine TriC-Assoziation handelt, wurden
elektronenmikroskopische Aufnahme von proteasomalen Komplexen mittels negative
stain — einer Schwermetallfirbung mit Uranylacetat — durchgefithrt. Nach einer
Modifikation der Gradientenzentrifugation auf 10-40% Sucrose und einer Verkiirzung der
Laufzeit auf 14h bei 22500rpm wurde eine Fraktion gewdhlt, die potentielle TriC-
assoziierte 20S core Komplexe oder TriC-assoziiertes 26S Proteasom enthalten konnte.
Diese Probe wurde mit Uranylacetat gefiarbt und im Elektronenmikroskop betrachtet. Die
Aufnahmen erfolgten in der Gruppe ,Elektronenmikroskopie“ von Dr. Thorsten Mielke
mit Jorg Biirger am Max Planck Institut fiir Molekulare Genetik. Die Auswertung
ibernahm Dr. Elmar Behrmann, Institut fiir Biophysik, Charité Berlin. Die Partikelbilder
wurden gegen eine 3D Referenzstruktur des 30S Proteasoms aligniert, aufsummiert und

klassifiziert (vgl. Abb. 3-27).

Abb. 3-27 Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Seitenansicht detektierter Partikel (negative staim) aus einer
Gradientenfraktion von aufgereinigtem Raw264.7 Totallysat. Klassensummen ausgewihlter Bilder von negativ-stain
Partikeln nach Alignierung gegen eine 26S 3D Referenzstruktur. Die Alignierung erfolgte mittels template-matching.
Dabei wurden simulierte 2D Transmissionsbilder von der 3D Referenzstruktur erzeugt, die dann mit den
experimentellen Partikelbildern verglichen wurden. Zur Minderung des Signal-zu-Rausch Verhiltnisses werden
dhnliche 2D Transmissionsbilder gruppiert und aufsummiert. Anschlieffende Klassifikation der alignierten Bilder per K-
means Verfahren (Dr. Elmar Behrmann, Institut fiir Biophysik, Charité Berlin).
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Die Schwierigkeit bei der Interpretation der elektronenmikroskopischen Aufnahmen
besteht in der Ahnlichkeit zwischen einem assoziierten 19S Regulator und einem
potentiell assoziierten Chaperonin TriC. Unter der 21500x Auflésung lassen sich eindeutig
30S Komplexe (19S-20S-19S) erkennen (griin), die sich durch eine seitliche Ansicht
kennzeichnen. Eine Rotation des Komplexes kann eine verdnderte Ansicht prasentieren.
Dabei konnte es sich jedoch auch um eine TriC-Assoziation handeln, welches
vergleichbar zu dem 19S Regulator mit den proteasomalen o-Untereinheiten assoziieren
wiirde (rot). Nach der parallelen Detektion von 20S- und 19S-Untereinheiten in der
vertikalen nativen 2D PAGE (vgl. Abb. 3-25) ist es auch moglich, dass ein 20S core

Komplex sowohl mit einem 19S Regulator als auch mit dem Chaperonin TriC assoziiert

(gelb).
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4 Diskussion

4.1. Der 20S core Komplex — eine hochvariable Protease

Unter physiologischen Bedingungen kommt es zu einer stetigen Expression der
konstitutiven proteasomalen Untereinheiten [B1, B2 und 5, wihrend eine IFNy
Stimulation die Expression der proteasomalen Immunountereinheiten i1 (LMP2), i2
(MECL-1) und if5 (LMP7) initiiert (Aki et al., 1994; Groettrup et al. 1996). Diese
Expression und Inkorporation der induzierbaren P-Untereinheiten konnte auch fiir die
hier untersuchten, murinen nicht-lymphoiden Zelllinien C4 Fibroblasten und HL-1
Kardiomyozyten bestitigt werden (vgl. Abb. 3-4 und 3-17). Lymphoide Zellen, wie
Monocyten und Makrophagen, exprimieren auch ohne Stimulation die proteasomalen
Immunountereinheiten, was fiir die untersuchte, murine Makrophagen-éhnliche Zelllinie

Raw?264.7 bestdtigt wurde (vgl. Abb. 3-17).

Die katalytischen Untereinheiten werden allerdings nicht am bestehenden 20S core
Komplex ausgetauscht, sondern wihrend der de novo Synthese in das i20S Proteasom
inkorporiert. Allgemein zeigt das proteasomale Maturierungsprotein POMP, ein
essentieller Faktor der Biogenese, eine hohere Affinitit zu LMP7, wodurch die
Inkorporation dieser Untereinheit dem Einbau von (5 vorgezogen wird. Das
Immunoproteasom kann so schneller assembliert werden und das c20S Proteasom wird
nahezu nicht mehr assembliert (Heink et al., 2005; Murata, Yashiroda & Tanaka, 2009).

Die Detektion von 1 in der nativen 2D PAGE des Zellextraktes von C4 Fibroblasten zeigt
jedoch, dass die konstitutive Untereinheit auch nach einer IFNy Stimulation exprimiert
und inkorporiert wird; die Detektion ist allerdings reduziert (vgl. Abb. 3-4 und 3-6). Dies
trifft auch fiir 2 und iB2 zu: der gegen MECL-1 gerichtete Antikorper detektiert nach
einer 24stiindigen IFNy Stimulation die Immunountereinheit sowie den konstitutiven

Gegenpart (vgl. Abb. 3-4 und 3-6). Das kann durch die unterschiedlichen Halbwertszeiten
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des konstitutiven Proteasoms und des Immunoproteasoms erklirt werden. Der i20S core
Komplex ist bereits nach 27h zu 50% abgebaut. Der c20S core Komplex weist mit 133h
eine weitaus lingere Halbwertszeit auf (Heink et al., 2005). Dies erklédrt die parallele
Detektion von Standard- und Immunountereinheiten nach einer 24stiindigen IFNy
Stimulation.

Daneben besteht auch die Moglichkeit der parallelen Assemblierung von intermedidren
20S core Komplexen, welche konstitutive und Immunountereinheiten kombinieren und
teilweise ein Drittel oder sogar die Hilfte der Proteasompopulation darstellen (Dahlmann
et al. 2000; Goldberg, 2007; Guillaume et al., 2010). Dies ist fiir die untersuchten C4
Fibroblasten, die HL-1 Kardiomyozyten als auch die Raw264.7 Makrophagen moglich
(vgl. Abb. 3-4, 3-6, und 3-17). Eine genaue Deskription der Intermedidrsubtypen war mit

den durchgefiihrten Analysemethoden aber nicht moglich.

Die Analyse der Milzgewebelysate der drei verschiedenen Mauslinien C57Bl/6 (WT),
LMP27 und LMP77 ermdglichte allerdings die Detektion von spezifischen, intermedidren

Subtypen:

e [1-MECL-1-LMP7 core Komplex (vgl. Abb. 3-18B) (LMP2-- Maus)

e LMP2 - B2 -5 core Komplex (vgl. Abb. 3-18C) (LMP7"- Maus)

Opitz et al. konnten zeigen, dass das Herzgewebe aus CVB3-infizierten (Coxsackievirus
B3) LMP7/- Miusen (= i20S Proteasom defiziente Miduse) eine erhohte mRNA-Expression
der Immmunountereinheiten LMP2 und MECL-1 zeigt. Acht Tage nach der Infektion
wurde allerdings auch hier nur die Inkorporation des Genproduktes LMP2 detektiert
(Opitz et al., 2011). Das legt die Vermutung nahe, dass MECL-1 mit LMP7 kooperativ in
den 20S core Komplex eingebaut wird. De et al. k