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Abstract (English) IX

Abstract (English)

The presentation of exogenous antigens by major histocompatibility complex (MHC) class II-
proteins is an essential part of the adaptive immune system and turned out to be a compli-
cated multi-step process: Newly synthesized class Il associate with invariant chain (li) in the
ER of antigen presenting cells (APCs) and these complexes are then targeted to endoso-
mal/lysosomal compartments. At the same time, exogenous antigens are internalized to the
same compartments. The proteolytic activity in these organelles is responsible for the degra-
dation of li as well as the endocytosed antigens giving rise to residual class ll-associated li
peptides (CLIPs) and antigenic peptides, respectively. Loading with an antigenic peptide re-
quires the removal of CLIP. Although this peptide can dissociate via self-release, the removal
is remarkably accelerated in the presence of the nonclassic MHC class Il molecule HLA-DM.
Cell biological and biochemical characterization of this newly discovered protein provided
deeper insight into the molecular mechanism underlying the loading process: HLA-DM accu-
mulates in acidic compartments where it catalyses the removal of low-stability peptides, such
as CLIP. Finally, the loaded complexes are presented on the cell surface of APCs.

The question in which compartment the loading of MHC class II molecules takes place has
been a great matter of debate in this decade. Taking the recent knowledge about the loading
catalyst DM into account loading compartments were defined in this thesis as organelles
which contain HLA-DM, its bona fide substrate, MHC IIl:CLIP and loaded MHC |l molecules.
Analysis of subcellular fractions and the respective MHC |l complexes revealed that late en-
dosomes and lysosomes of different densities qualify as loading compartments.

The fact that DM releases not only CLIP but also other low-stability peptides leads to a se-
lection for high-stability ligands as shown by in vitro experiments. This process is termed
,editing” which is assumed to result in the accumulation of stable class Il:peptide complexes
at the cell surface. As this thesis demonstrates, intracellular and plasma membrane MHC I
molecules differ indeed in their associated peptides: The repertoire from the cell surface con-
tains new peptide species and the peptides are, on the average, longer and more stable.
This difference can be ascribed, at least in part, to the editing activity of DM: In a competion
assay only the DM-positive transfectant was able to exchange an already bound reporter
peptide for a competitor peptide, whereas the DM-deficient transfectant was not.

DM has been described as an intracellular protein not being expressed on the cell surface.
Therefore nobody has examined in depth, whether DM plays a role in the alternative pathway
where class Il molecules recycling from the cell surface are charged with antigen. In this the-
sis it is shown that a subset of DM molecules resides on the cell surface associated to classic
MHC Il molecules. Surface DM communicates with early endocytic organelles and modulates
exogenous peptide loading. Strinkingly, loading and presentation of the immunodominant
epitope of myelin basic protein, a candidate autoantigen in multiple sclerosis, is counteracted
by the editing activity of DM in the recycling pathway. Thus, DM appears to control presenta-
tion of autoepitopes implicated in autoimmunity.

Antigen presentation - HLA-DM - recycling pathway



X Abstract (Deutsch)

Abstract (Deutsch)

Die Prasentation exogener Antigene durch MHC Klasse II-Proteine ist ein wichtiger Bestand-
teil des adaptiven Immunsystems. Dabei handelt es sich um einen komplexen, mehrstufigen
Vorgang: Neusynthetisierte Klasse II-Proteine assoziieren mit Invarianter Kette (li) im ER an-
tigenprasentierender Zellen (APCs) und werden als Komplex in endosomal/lysosomale Kom-
partimente transportiert. Via Endozytose gelangen dorthin auch exogene Antigene. In der
proteolytischen Umgebung dieser Organellen wird die li zu CLIPs (Klasse ll-assoziierte li
Peptide) und die exogenen Antigene zu Peptiden abgebaut. Das noch gebundene CLIP muf3
im nachsten Schritt entfernt werden; dies funktioniert zwar auch mittels ,self-release”, aber in
Anwesenheit des nicht-klassischen MHC II-Proteins HLA-DM verlauft die Dissoziation von
CLIP erheblich schneller. Zellbiologische und biochemische Untersuchungen dieses neuent-
deckien Proteins haben das Verstéandnis Uber die molekularen Mechanismen des Bela-
dungsprozesses vertieft: HLA-DM akkumuliert in sauren Kompartimenten, wo es die Disso-
ziation von Peptiden geringer Stabilitat, wie CLIP, katalysiert. AbschlieBend kann das MHC II-
Molekil mit einem antigenischen Peptid beladen und zur Zelloberflache transportiert werden.

Die Frage, in welchem Kompartiment die Beladung von MHC Klasse |l-Molekiilen stattfindet,
wurde in der Vergangenheit sehr kontrovers diskutiert. Ausgehend von den neuen Erkennt-
nissen Uber den Katalysator HLA-DM wurden in dieser Arbeit Beladungskompartimente als
solche definiert, die sowohl DM als auch sein bona fide Substrat MHC II:CLIP und beladene
MHC II-Molekiile enthalten. Die Analyse subzelluldrer Fraktionen und den entsprechenden
MHC Il-Komplexen zeigte, daB sich Beladung in spaten Endosomen und in Lysosomen un-
terschiedlicher Dichte ablaufen kann.

Da DM nicht nur CLIP, sondern auch andere Peptide geringer Stabilitdt entfernen kann, wer-
den unter in vitro-Bedingungen Liganden hoher Stabilitdt selektiert. Dieser Vorgang wurde
,Editing” genannt und sollte zu einem Akkumulieren stabiler Klasse Il:Peptid-Komplexe auf
der Zelloberflache flhren. In dieser Arbeit wurde gezeigt, daf3 sich intrazellulare und Oberfla-
chen-MHC-Molekiile in ihrem Peptidrepertoire voneinander unterscheiden: Das Oberflachen-
repertoire enthalt andere Peptide und seine Peptide sind im Durchschnitt Ianger und stabiler.
Dieser Unterschied kann, zumindest teilweise, der Wirkung von DM zugeschrieben werden:
In einem zellularen Beladungsassay war nur die DM-positive Transfektante in der Lage be-
reits gebundenes Peptid gegen einen Kompetitor auszutauschen.

Bislang wurde das Vorkommen von DM auf der Zelloberflache ausgeschlossen. Daher hat
bisher niemand genau untersucht, ob DM in den ,Recycling“-Weg involviert ist, bei dem
Oberflachen-Klasse Il-Molekile wéhrend des Recyclings mit Antigenen beladen werden.
Diese Arbeit zeigt, da DM sehr wohl auf der Plasmamembran vorkommt, mit friihen Endo-
somen kommuniziert und die Beladung exogener Peptide moduliert. Auffélligerweise wird die
Beladung und die Prasentation immundominanter Epitope von basischem Myelinprotein, das
ein potentielles Autoantigen der Multiplen Sklerose ist, durch die Aktivitdt von DM im Recyc-
lingweg verhindert. Folglich scheint DM die Prasentation von Autoepitopen zu beeinflussen.

Antigenprasentation - HLA-DM - ,,Recycling“-Weg



1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem des Menschen hat sich im Laufe der Evolution mit ungeféhr 3-4 kg Zell-
masse zum gréBten Organsystem des Kdrpers entwickelt. Es dient dem Schutz gegen ein-
dringende Pathogene sowie gegen Krebs. Fehlfunktionen des Immunsystems, z.B. Autoim-
munerkrankungen wie Multiple Sklerose, Rheumatoide Arthritis oder Myasthenie, aber auch
allergischen Reaktionen kommen eine immer bedeutendere Rolle zu. Viele Erkrankungen,
deren Ursache bisher unbekannt waren, lassen sich vermutlich auf Defekte des Immunsy-
stems zuriickfihren. Trotz verbesserter Hygiene und medizinischer Versorgung ist das Im-
munsystem heute mannigfaltigen Angriffen ausgesetzt, die nicht zuletzt auf die schnelle, glo-
bale Verteilung hochvirulenter neuer Krankheitserreger zurlickzufiihren sind. Es ist daher er-
staunlich, in welchem MaBe das Immunsystem in der Lage ist, auf solche, zum Teil véllig
neuartigen Herausforderungen zu reagieren. Die molekularen Grundlagen der Antigenerken-
nung sind daher fiir das Verstandnis der Immunitat und fir die Entwicklung therapeutischer
Ansatze von auBerordentlicher Bedeutung.

1.1.1 Die unspezifische Inmunantwort

Wirbellose besitzen als Schutz gegen Pathogene ausschlieBlich das unspezifische Immunsy-
stem. Dazu gehdren sowohl anatomische Barrieren (z.B. die Haut) und physiologische Bar-
rieren (z.B. extreme pH-Werte), l6sliche Faktoren (z.B. antibakterielle Enzyme) als auch
phagozytische Zellen.

Beim Menschen beruht diese urspriingliche Abwehrstrategie hauptsachlich auf dem Zusam-
menwirken des sogenannten Komplementsystems mit phagozytotisch hochaktiven Makro-
phagen. Proteine des Komplementsystems lagern sich an Antigene eingedrungener Mikroor-
ganismen an. Dies fuhrt zum einen zur Aktivierung von Makrophagen, die die Mikroben pha-
gozytieren, zum anderen kann es zur direkten Zerstérung der entsprechenden Organismen
durch Membran-Perforation flihren. Eine weitere Mdglichkeit der unspezifischen Abwehr liegt
in der Erkennung bestimmter Polysaccharide in Bakterienkapseln und anschlieBender Pha-
gozytose durch FreBzellen.

1.1.2 Die spezifische Inmunantwort

Weiter entwickelte Wirbeltiere besitzen zusatzlich zum unspezifischen noch ein spezifisches
Immunsystem, welches die Mdglichkeit besitzt, unbekannte Pathogene zu erkennen und zu
eliminieren. Diese Flexibilitdt der Immunantwort liegt im antizipatorischen Prinzip des Verte-
braten-Immunsystems begrindet: Jedes Individuum besitzt eine immense Vielzahl verschie-



2 1. Einleitung

dener Rezeptormolekiile, die es ermébglichen, nahezu jede antigene Determinante, soge-
nannte Epitope, eines Makromolekils zu erkennen. Beruhend auf dem Prinzip der klonalen
Selektion (Burnet, 1959) werden jeweils diejenigen bei der Immunantwort verwendet, die das
entsprechende Antigen effizient binden kdnnen. Dabei spielen spezialisierte Abwehrzellen
wie Makrophagen, Gliazellen und vor allem Lymphozyten eine zentrale Rolle. Mit Hilfe von
sogenannten Gedéachniszellen ist dem Sauger-Immunsystem sogar eine gewisse Lernfahig-
keit zuzusprechen.

1.1.2.1 Die humorale Imnmunantwort

Hauptfunktion der humoralen Immunantwort ist es, extrazellulare Mikroorganismen zu zersto-
ren und damit eine Verbreitung intrazellularer Infektionen zu verhindern. Dies wird durch spe-
zifische Antikérper erreicht, die auf drei Wegen zur Immunitat beitragen: Antikérper kénnen
von aufBen an Mikroorganismen binden und verhindern so ihre Adhasion und ihr Eindringen
in das Epithel (Neutralisierung), sie kdbnnen die Phagazyztose der Mikroorganismen unter-
stitzen (Opsonisierung) und sie kdnnen das Komplementsystem aktivieren, was zur Lyse
der Mikroorganismen fihrt. Die spezifischen Antikérper werden zunachst als B-Zell-Rezepto-
ren (BCR) auf der Zelloberflache von B-Lymphozyten exprimiert (von Bursa fabricii, dem B-
Zell-Produktionsorgan der Vogel, oder von engl. ,bone marrow-derived®). Durch somatische
Rekombination wahrend der Reifung entstehen etwa 10" verschiedene BCR-Spezifitaten
(Tonegawa et al., 1983). Der BCR erkennt z.T. komplexe Determinanten, sogenannte B-Zell-
Epitope, auf zellgebundenen oder nativ gefalteten Antigenen. Nach der Internalisierung des
BCR:Antigen-Komplexes werden die Antigene proteolytisch bearbeitet (prozessiert) und
kleine Bruchstlcke in Assoziation mit einem Molekil des Haupthistokompatibilitdtskomple-
xes, MHC (engl. major histocombatibility complex), auf der Zelloberflache prasentiert. Nach
erfolgreicher Erkennung und Aktivierung durch eine T-Zelle proliferieren die spezifischen B-
Zellen und werden auf diese Weise klonal selektiert. Die B-Zellen differenzieren zu Antikor-
per-sezernierenden Plasmazellen und schlieBlich zu persistierenden Gedéachniszellen, wo-
durch das Immunsystem sein ,Erinnerungsvermdégen® erlangt.

1.1.2.2 Die zellvermittelte Imnmunantwort

Die Erkennung von intrazellularen Pathogenen und die Zerstérung der infizierten Zellen sind
das Hauptziel der zellularen Immunantwort. Diese bedient sich dabei der T-Lymphozyten,
kurz T-Zellen (von Thymus-abhangig), die antigenische Epitope in Form von prozessierten
Antigen-Fragmenten erkennen. Dabei werden diese Peptide von Molekilen des Haupthisto-
kompatibilitatskomplexes prasentiert und von dem heterodimeren T-Zell-Rezeptor (TCR) der
T-Zellen erkannt. Diese eingeschrankte Erkennung von Fremdantigenen nur in Assoziation
mit eigenen MHC-Molekilen wird als ,MHC-Restriktion“ bezeichnet (Zinkernagel & Doherty,
1974). In Analogie zu den BCR kénnen durch somatische Rekombination bis zu 10" ver-
schiedene Spezifitdten entstehen (Davis & Bjorkman, 1988).
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Reife T-Zellen werden in zwei Klassen unterteilt. Die zytotoxischen T-Zellen (T¢-Zellen) ex-
primieren das Oberflachenmolekil CD8 und interagieren Uber den TCR und CD8 mit MHC
Kasse |-Molekilen. Diese Zellen spielen vor allem bei der Eliminierung von virusinfizierten
oder entarteten kérpereigenen Zellen eine wichtige Rolle. T-Helferzellen (Ty-Zellen) dagegen
tragen den Marker CD4, der als akzessorisches Protein den trimeren MHC:Peptidanti-
gen:TCR-Komplex stabilisiert. Diese Zellen werden u.a. bei der Aktivierung von B-Zellen ein-
gesetzt. Reife Ty-Zellen werden an Hand ihres Lymphokinmusters weiter in Ty1- und Ty2-
Zellen unterschieden (Mosmann et al., 1986). Ty1-Zellen sezernieren in erster Linie IL-2,
TNFB und INFy und sind im wesentlichen bei der Aktivierung von Makrophagen und der Bil-
dung von stark opsonisierender Antikérper beteiligt. Ty2-Zellen regen die B-Zelldifferenzie-
rung und Bildung neutralisierender Antikdrper an, spielen also eher bei der humoralen Im-
munantwort eine wichtige Rolle. Sie produzieren IL-4, IL-5, IL-6, IL10 und IL-13, wahrend die
Lymphokine IL-3, TNFo und GM-CSF von beiden Unterklassen sezerniert werden.

1.2 Der humane Haupthistokompatibilitatskomplex

Infolge des Auftretens von AbstoBungsreaktionen bei Gewebetransplantationen, die in der
Regel zur Zerstérung des Transplantats flihren, wurde eine Gruppe von Proteinen naher
charakterisiert. Diese Proteine wirken als Antigene und stimulieren so die Lymphozyten des
Empfangers. Im Gegensatz zu den meisten Antigenen fiihren sie jedoch eine schnelle Zer-
stérung herbei - dies hat einen starken (major) Effekt auf die Gewebevertraglichkeit. Auf
Grund dieser Entdeckung werden diese Antigene als Haupthistokompatibilititsantigene be-
zeichnet, die von einem Gencluster, dem sogenannten Haupthistokompatibilitditskomplex
(engl.: major histocompatibility complex; MHC), codiert werden.

Dieser Gencluster existiert in vielen Wirbeltieren und wurde u.a. im Menschen, Schimpan-
sen, Gorilla, in der Maus, Ratte, syrischen Hamster, in Blindmausen, im Kaninchen, Hund, in
der Katze, im Rind, Schwein, Schaf, Pferd, Geflligel, Zebrafisch, und im Ochsenfrosch nach-
gewiesen. Er konnte auch indirekt in mehreren anderen Vertebraten gezeigt werden, wéh-
rend bis heute wurde noch kein zufriedenstellender Beweis fir die Existenz des MHC in ir-
gendeinem wirbellosen Tier erbracht worden ist. In jeder Spezies hat der MHC einen zusatz-
lichen Namen, der in den meisten Fallen aus dem Namen der Spezies und den Worten Lym-
phozyten(Leukozyten)-Antigen zusammengesetzt ist. So ist der humane MHC das humane
Leukozyten-Antigen oder HLA. In einigen Spezies werden jedoch aus historischen Griinden
andere Namen gebraucht. Der Maus-MHC wird zum Beispiel Histokompatibilitat-2 oder H-2
genannt.

Zwei Klassen von MHC-Molekiilen werden unterschieden: Molekile der Klasse | kommen auf
fast allen somatischen Zellen vor; in hoher Konzentration bei einigen Zellen wie Lympho-
zyten und in geringer Konzentration bei anderen Zellen wie Fibroblasten oder Neuronen.
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Molekile der Klasse Il des MHC werden dagegen nur von einigen ausgewahlten Zelltypen
exprimiert: In erster Linie von professionell antigenprésentierenden Zellen (B-Lymphozyten,
Makrophagen und dendritische Zellen), daneben auch von Melanomzellen, aktivierten T-
Lymphozyten, einigen epithelialen Zellen und verschiedenen parenchymalen Zellen. Dabei
gibt es groBe Unterschiede in der MHC Klasse IlI-Expression, die nicht nur vom jeweiligen
Zelltyp, sondern auch vom Differenzierungszustand und vom Aktivierungszustand der be-
treffenden Zellen abhangt.

1.2.1 Genomische Organisation des MHC Klasse Il

Die Gene des humanen MHC-Klasse Il liegen relativ zu den HLA Klasse |-Genen auf der
zentromerischen Seite des kurzen Armes von Chromosom 6. Die Restriktionskarte der
Klasse II-Region umfaBt rund 1000 Kilobasenpaare. Der gesamte Chromosomenabschnitt
lanst sich evolutionstheoretisch und funktionell in mehrere Genblécke, sogenannte
~Subregionen® gliedern: DM, DO, DP, DQ und DR. Im Normalfall bilden jeweils die o~ und die
B-Genprodukte innerhalb einer Subregion funktionelle Klasse Il-Heterodimere. Allerdings
konnte in einzelnen Fallen eine cis-Komplementation (z.B. DRa. mit DQ) zwischen Subre-
gionen gezeigt werden (Lotteau et al., 1987).

Die HLA-DR-Subregion besteht aus einem Gen fir die monomorphe o-Kette (DRA) und
neun B-Ketten-Genen (DRB1 - DRB9), wobei es sich bei den Genen DRB2, DRB6 - DRB9
um Pseudogene handelt (Larhammer et al., 1985). Wie in der Abb. 1.1 dargestellt, hangt die
Organisation der DRB-Gene vom jeweiligen Haplotyp ab. Wahrend es bei DR1 und DR8 nur
ein funktionelles Gen fir die B-Kette auf dem B1i-Locus gibt, besitzt beispielsweise DR2
(=DR15 und DR16) ein zweites B-Ketten-Gen auf dem B5-Lokus (Kawai et al., 1989).

Die HLA-DQ-Subregion enthélt je zwei funktionelle Gene fur die a- und die B-Ketten, wobei
meist nur die DQA1- und DQB1-Genprodukte die DQ-Antigene bilden (Jonsson et al., 1987).
In der HLA-DP-Subregion finden sich die beiden fiir DP kodierenden Gene DPA1 und DPB1
sowie die Pseudogene DPA2 und DPB2 (Gustafsson et al., 1987).

Zusatzlich wurden Gene identifiziert, die die sogenannten nicht-klassischen MHC Klasse |I-
Molekile kodieren. Im Gegensatz zu den klassischen MHC Klasse II-Molekilen HLA-DR, -DP
und -DQ zeichnen sie sich durch einen limitierten Polymorphismus (siehe 1.2.2) aus.

Dazu héren die Gene HLA-DNA und -DOB, die fir das Protein HLA-DO kodieren, das neben
dem limitierten Polymorphismus (Jonsson & Rask, 1989) eine weitere Besonderheit aufweist:
im Gegensatz zu den klassischen MHC II-Molekdlen ist die Expression von DO nicht von
dem Klasse Il Transaktivator (CIITA) abhangig (Chang et al., 1996).

Zwischen DNA und DOB liegen die Gene fir HLA-DM, HLA-DMA und -DMB (Kelly et al.,
1991). Das DM-Molekil gehdért zwar eindeutig zur Immunglobulin-Superfamilie, aber es un-
terscheidet sich deutlich von anderen Klasse |- und Klasse Il-Antigenen. So sind beispiels-
weise beide Gene hochkonserviert, zeigen nur geringen Polymorphismus (Sanderson et al.,
1994) und weisen beziglich MHC | und MHC Il Genen gleichermaBen ca. 20 bis 25% Se-
quenzhomologie auf.



1. Einleitung 5
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Genorganisation der Klasse lI-Region des humanen MHC

Die Gene fir die MHC Klasse Il Molekiile DR, DQ, DP, DM und DO sind durch weiBe Késtchen symbolisiert; die
Gene fur Nicht-MHC Klasse Il Molekile sind markiert und ihre entsprechenden Genprodukte aufgefiihrt. Oben
rechts ist die Genorganisation der DRB-Gene in Abhangigkeit vom jeweiligen Haplotyp dargestellt (aus Campbell
& Trowsdale, 1993).

In der MHC Klasse lI-Region werden auch Proteine kodiert, die fir die MHC Klasse I-vermit-
telte Antigenprasentation verantwortlich sind:

e LMP2 und LMP7 kodieren fiir Untereinheiten des Proteasoms, welches fir die Prozessie-
rung zahlreicher endogener Antigene verantwortlich ist (Brown et al., 1991; Glynne et al.,
1991; Ortiz-Navarette et al, 1991, Martinez & Monaco, 1991; Kelly et al, 1991b).

o Die Genprodukte TAP1 und TAP2 konstituieren einen Transporter fiir Peptide in der ER-
Membran, der homolog zu der ABC-Transporter-Superfamilie ist (ABC = ATP binding cas-
sette) (Trowsdale et al, 1990; Monaco et al., 1990; Spies & DeMars, 1991). TAP-Hetero-
dimere transportieren zytosolisch generierte Peptide ins ER, wo die Beladung der MHC
Klasse I-Molekiile erfolgt.

Weitere Gene, die in der Klasse IlI-Region identifiziert wurden, kodieren fur Kollagen (Typ
11A2) und fir Proteine mit bislang unbekannter Funktion (RING 1, RING 2, RING 3, RING 9,
KES, KE4 und KE5).
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1.2.2 Der HLA-D Polymorphismus

Eine der auffallendsten Eigenschaften des MHC ist die groBe Zahl an Allelen, die in natlr-
lichen Populationen an einigen Loci und in einigen Spezies vorkommen. Zunachst wurde der
HLA Klasse II-Polymorphismus serologisch, dann zellular, mittels allel-spezifischen restrin-
gierter T-Lymphozyten, analysiert. In jungster Zeit wurden die Untersuchungen der individu-
ellen Vielfalt der HLA-Gene mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und DNA-Sequenzie-
rung entscheidend vorangetrieben. Letztere ermdglicht es derzeit 239 Allele fiir den DRp-Lo-
kus, 80 Allele fir DPB und 35 Allele fir DPB zu unterscheiden. Einen mittleren Grad des Po-
lymorphismus zeigen die Loci DQa. (20 Allele) sowie DPa (12 Allele). Hingegen ist der DRa
Locus monomorph (Janeway & Travers, 1998). Die Allelunterschiede eines Isotyps konzen-
trieren sich bemerkenswerterweise auf die sogenannten ,diversity regions®, die fast aus-
schlieBlich in der a4- und der B1-Doméne der Genprodukte liegen.

Ein besonderer Dimorphismus ist flr die Position 86 der DRB-Kette gegeben: Wahrend etwa
die Halfte alller DR-Allele die Aminosaure Glycin an dieser Position tragen, findet sich bei
den anderen Allelen die Aminoséaure Valin. Die Seitenkette der Aminosaure an Position 386
beeinfluBt die lokale Konformation der Bindungsgrube, und der Gly/Val-Dimorphismus wirkt
sich unmittelbar auf die Peptidbindung, d.h. auf das bindende Peptidrepertoire aus (Ong et
al., 1991; Busch et al., 1991).

1.3 MHC Klasse lI-Antigene

1.3.1 Struktur der klassischen MHC Klasse II-Antigene

MHC Klasse Il-Molekile sind Heterodimere, deren Untereinheiten im MHC codiert sind. Die
o-Untereinheit hat ein ungefahres Molekulargewicht von 33-35 kD, die B-Untereinheit von 25-
30 kD (Kaufman et al., 1984). Beides sind integrale Transmembran-Glykoproteine und be-
stehen aus je einer N-terminalen, extrazytoplasmatischen Region, die sich in 2 Doméanen (o
und o2 bzw. B¢ und B2, je 90-100 Aminosauren) gliedert, je einer Transmembran-Doméne
(20-25 Aminosauren) und je einer kurzen, zytosolischen Domane (12-15 Aminosauren). Die
membranproximale Doméanen (o und B2) enthalten eine interne Disulfidbriicke und weisen
samtliche Charakteristika einer B-Faltblatt-lImmunglobulin-Supersekundérstruktur auf. Die
membrandistalen Domanen (o und 1) assoziieren und bilden dabei die Peptid-Bindungsfur-
che. Diese Struktur dhnelt der Peptid-Bindungsfurche der MHC Klasse |-Molekile: Auf
Grund von Sequenzvergleichen mit der Rdntgenstruktur der o31-Doméane von MHC Klasse |-
Molekilen wurde zunachst eine Struktur vorhergesagt, die dann weitestgehend durch die
Roéntgenstrukturanalyse von HLA-DR1 bestatigt werden konnte (Brown et al., 1993; Stern et
al.,, 1994). Die Peptidbindungsfurche der klassischen MHC Klasse II-Molekile bildet dabei
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Abb. 1.2: Doménengliederung des MHC Klasse II-Molekiils
ol A1 . . .
CHO = Kohlenhydratseitenketten; CY = zytoplasmatische Region;
SAs TM = Transmembranregion; griechische Buchstaben entsprechen
den Doméanen der extrazelluldren Region

aus J. Klein, 1991. Immunologie.

eine Wannenform aus, der Boden besteht aus 8 Strangen antiparalleler B-Faltblatter und
wird seitlich durch 2 antiparallele, a-helikale Regionen begrenzt (Abb. 1.3 A). Aufféllig ist die
Tatsache, daBB der Polymorphismus sich in der Regel auf 3 Regionen konzentriert, die alle
am Aufbau der Peptid-Bindungsfurche beteiligt sind.

1.3.2 Interaktion von Peptiden mit MHC Klasse lI-Antigenen

Peptide, die an MHC Klasse |I-Molekiile binden, sind normalerweise 13 bis 24 Aminosauren
lang (Rudensky et al., 1991; Kropshofer et al, 1992; Chicz et al., 1992; Chicz et al, 1993) und
damit erheblich langer als diejenigen, die an MHC Klasse | binden. Dies ist mdglich, da der
Abstand der seitlichen a-Helices gro3 genug ist, so daB3 sie eine ,offene“ Bindungsfurche
schaffen. Daher kbnnen MHC Klasse |l-gebundene Peptide Uber die Enden der Bindungsfur-
che hinausragen, wie die Réntgenstruktur des MHC Klasse Il-Molekils (Stern et al., 1994)
bestatigte. Die Bindung des Peptids an das MHC Klasse II-Molekill wird dabei durch zwei
verschiedene Arten von Wechselwirkungen vermittelt:

e Zwischen den Seitenkette der Bindungsfurche und dem Rickgrat des Peptids sind Was-
serstoffbriickenbindungen ausgebildet, die das Peptid Uber die gesamte Lange fixieren.
Dadurch bleibt es in gestreckter Konformation, ahnlich der Typ Il Polyprolin-Helix, und in
gleichmaBigem Abstand zum B-Faltblatt der Peptidbindungsfurche (Stern et al., 1994). Ein
GroBteil der Wasserstoffbriickenbindungen sind bei allen DR-Allelen konserviert und da-
her wahrscheinlich Bestandteil aller DR-Peptid-Interaktionen.

¢ Die Peptidseitenketten interagieren tber (hydrophobe) Wechselwirkungen mit allelspezi-
fischen Taschen in der Bindungsfurche, die aus zahlreichen polymorphen Positionen be-
stehen (Abb. 1.3).
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1.3.3 SDS-Stabilitat der HLA Klasse ll-Antigene

of-Heterodimere, welche ein antigenisches oder ein Selbstpeptid gebunden haben, kénnen
eine auBergewodhnlich hohe SDS-Stabilitdt erlangen, die mittels SDS-Gelelektrophorese
nachgewiesen werden kann (Germain & Hendrix, 1991). Selbst unter reduzierenden Bedin-
gungen zerfallen diese Komplexe nicht in ihre Monomere, sondern laufen als sogenannte
scompact“ - Form mit einem Molekulargewicht von ca. 55 kD; andere af:Peptid - Komplexe
sind hingegen SDS-instabil (Nelson & Unanue, 1993; Hedley et al., 1994). Von dieser Tatsa-
che wird in vielen Veréffentlichungen Gebrauch gemacht: die SDS-Stabilitat dient gewisser-
maBen als Indikator fir Beladung. Allerdings ist weder der Mechanismus bekannt, wie SDS
unbeladene ap-Dimere instabilisiert, noch existieren systematische Untersuchungen, welche
Antigene mit HLA-DR beispielsweise SDS-stabile Dimere bildet. Aus kinetischen Untersu-
chungen ist weiterhin bekannt, dafB es sich bei der Bindung von Peptid an das of-Dimer um
keine einstufige Reaktion handelt (Sadegh-Nasseri & Germain, 1994; Kropshofer et al.,
1995), folglich existieren mindestens zwei Bindungsstadien. Bisher gibt es keine Untersu-
chungen, die Hinweise liefern, ab welchem Stadium die SDS-Stabilitat erreicht wird. Gesi-
chert ist dagegen der Befund, daB keine Korrelation zwischen der SDS-Stabilitdt und der
Affinitat eines Peptids zu dem MHC Klasse Il-Molekil besteht (Verreck et al., 1996). Diese
Hintergriinde sollte man bei der Verwendung des Kriteriums ,SDS-Stabilitat“ berlicksichtigen.

1.3.4 Struktur von HLA-DM

Die Struktur des nicht-klassischen MHC Klasse Il-Molekiils HLA-DM entspricht weitgehend
derjenigen der klassischen MHC II-Molekdle, wie dies auf Grund der Sequenzhomologie er-
wartet wird. Sowohl die Doméanenanordnung als auch die generelle Faltung von DM sind den
klassischen sehr ahnlich (Busch et al., 1998). Das Model der Rdéntgenstrukturanalyse
(Mosyak et al., 1998) zeigt jedoch einige interessante Unterschiede: DM enthalt zwei neue
Disulfidbriicken (a24-79 und p25-35), die sich in der Region befinden, die der Peptid-Bin-
dungsfurche von DR homolog ist. Auch sind keine der konservierten Aminosauren, die sonst
mit dem Peptidrickgrat interagieren, bei DM konserviert. Im Gegensatz zu DR konnte nur
eine Tasche in der Furche identifiziert werden, in die die Seitenkette einer Aminosaure theo-
retisch binden kénnte (Abb. 1.2 B). SchlieBlich berthren sich die a-Helices im ersten und im
letzten Drittel, anstatt eine Bindungsfurche zu bilden. Somit bestatigen diese Unterschiede
die Unféhigkeit von DM, Peptide zu binden (Kropshofer et al., 1997).
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Abb. 1.3: Oberflaichenmodelle von HLA-DR1 und HLA-DM

(A) Blick von oben auf die Peptidbindungsfurche von HLA-DR1 ohne Peptid. Die Taschen zwischen den a-Heli-
ces, die die Peptidseitenketten binden, sind numeriert.

(B) Blick von oben auf HLA-DM unter dem gleichen Sichtwinkel wie (A). Der Pfeil weist auf die zentrale Tasche
hin. (aus Mosyak et al., 1998).

1.4 Antigenprozessierung und -prasentation

1.4.1 Der klassische Antigenprasentationsweg

1.4.1.1 Biosynthese und intrazellularer Transport von MHC Klasse lI-Molekiilen

MHC Klasse II-Molekiile werden als a- und B-Kette in das rauhe ER insertiert und assoziieren
dort mit einem weiteren Protein, der invarianten Kette (li). Bei der humanen li handelt es sich
um ein hochkonserviertes, monomorphes, 33 kD bzw. 35 kD schweres Glykoprotein, das zu
den Typ ll-Membranproteinen zahlt (Claesson-Welsh et al., 1985). Die Differenz von 2 kD
resultiert aus einer alternativen Initiationsstelle: die 35 kD Form besitzt 16 zusatzliche Amino-
sauren am Aminoterminus. Daneben existieren beim Menschen noch zusatzliche ,Splicing“
Varianten mit 41 bzw. 43 kD (Strubin et al., 1986). Samtliche li-lsoformen enthalten in ihrer
luminalen Region eine Trimerisierungsdoméane und kommen daher im ER als nichtkovalentes
Homotrimer vor (Marks et al., 1990). Unter Vermittlung des Chaperons Calnexin (Anderson &
Cresswell, 1994) bildet das li-Trimer (liz) mit den neusynthetisierten Klasse Il a- und B-Ketten
einem nonameren Komplex (afli)s (Roche et al., 1991). Da die li zudem eine zytoplasma-
tische Signalsequenz tragt, wird der nonamere Komplex lber den Golgi-Apparat in endoso-
mal-lysosomale Kompartimente dirigiert (Lotteau et al., 1990, Bakke & Dobberstein, 1990,
Pieters et al., 1993).
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In Abwesenheit der li dimerisieren die Klasse Il a- und B-Ketten nur partiell, vielmehr bilden
sie Homoaggregate im ER und assoziieren mit dem IgG-schwere Kette-bindenden Protein
(BiP) (Sant et al., 1991) sowie mit den Hitzeschockproteinen grp94 und p72 (Schaiff et al.,
1992). Untersuchungen an B-Zellen von li-negativen Mausen (Viville et al., 1993, Bikoff et
al., 1993) zeigten, dafB in Abwesenheit von li die MHC Klasse ll-abhéangige Antigenprasen-
tation erheblich eingeschrankt ist: a- und B-Untereinheiten dimerisieren nur noch partiell, die
op-Dimere werden nur sehr ineffizient transportiert und die wenigen of-Dimere, die die
Zelloberflache erreichen, besitzen zudem auch nur eine verminderte Stabilitat.

Neben der Sortierfunktion besteht eine wichtige Aufgabe der li darin, eine Beladung der
MHC Klasse lI-Molekiile im ER oder im Golgi-Apparat zu verhindern, aber sie in endosomal-
lysosomalen Kompartimenten zu gestatten. Dieser temporare Schutz resultiert aus dem Zu-
sammenspiel der Invarianten Kette und den unterschiedlichen proteolytischen Aktivitaten in
verschiedenen Kompartimenten: Im ER und im Golgi-Komplex wird die Beladung von of}-
Dimeren mit Peptiden (Roche & Cresswell, 1990; Teyton et al., 1990) oder Polypeptiden
(Busch et al., 1996) zunéachst durch die li verhindert. In den post-Golgi-Kompartimenten wird
dann die luminale Domane der li durch endosomale Proteasen schrittweise abgebaut (Blum
& Cresswell, 1988), wodurch die Beladung der MHC Klasse [I-Molekile méglich wird (Roche
& Cresswell, 1991).

Die Art und Weise, mit der die li an MHC Klasse l|I-Molekiile bindet, ist sehr komplex. Zu-
nachst ist angenommen worden, daf3 die Bindung nur Uber die Peptidbindungsfurche erfolgt.
Mehrere Arbeiten hatten gezeigt, dal3 ein Teilsegment der li, CLIP (class Il associated invari-
ant chain peptides), die Hauptkontaktregion mit MHC Klasse |l darstellt (Freisewinkel et al.,
1993; Romagnoli et al., 1994; Bijimakers et al., 1994). CLIP wurde zudem als rudimentéares
li-Fragment gefunden, das nach dem proteolytischen Abbau mit MHC Klasse II-Molekdlen
assoziiert bleibt (Xu et al., 1994; Avva & Cresswell, 1994). In Ubereinstimmung konnten
CLIP-Peptide aus der Selbstpeptid-Fraktion von murinen (Rudensky et al., 1991; Hunt et al.,
1992) sowie humanen MHC Klasse ll-Allelen (Chicz et al., 1992; Chicz et al., 1993; Avva &
Cresswell, 1994; Vogt et al., 1994) identifiziert werden. Weitere Evidenzen kamen von der
Réntgenstrukturanalyse des DR3:CLIP-Kristalls. Diese bestatigte, daB das CLIP-Peptid mit
dem Segment 87 bis 101 in die Peptidbindungsfurche von MHC Klasse |l-Molekiilen, ahnlich
einem antigenischen Peptid, bindet, wobei die Seitenketten von Met®' und Met™ als P1- bzw.
P9-Anker dienen. AuBerdem erwies sich CLIP bei den bislang untersuchten Allelen als effizi-
enter Inhibitor der Bindung nominaler Antigene (Riberdy et al., 1992; Sette et al., 1992; Chicz
et al., 1992). Zusammen legen diese Ergebnisse nahe, daB CLIP wie ein antigenisches Pep-
tid in der Bindungsfurche zu liegen kommt.

Erste Hinweise, dal3 die Bindungsweise von CLIP mit der von antigenischen Peptiden nicht
absolut identisch ist, lieferten Untersuchungen von Urban et al. (1994): Bei endosomalem
pH-Wert dissoziiert CLIP (1i81-104) selektiv von HLA-DR Molekilen, wéhrend Selbstpeptide
stabil gebunden bleiben. Erklart werden konnte dieses Bindungsverhalten schlieBlich mit der
funktionelle Dichotomie des CLIP-Peptids (Kropshofer et al., 1995a): Wahrend der C-termi-
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nale Teil (li91-105) des CLIP-Peptids ein dhnliches Bindungsverhalten wie antigenisches
Peptid aufweist, verhindert der N-terminale Teil (li 81-90) den Ubergang vom instabilen Préa-
Komplex zum stabilen Endkomplex. In einer zweiten Arbeit (Kropshofer et al., 1995b) wurde
gezeigt, da3 die N-terminale Region von CLIP transient an eine Doméane des MHC-Molekiils
in der Nahe, aber auBerhalb der Bindungsfurche binden kann. Dadurch scheint eine Konfor-
mationsénderung induziert zu werden, die die Dissoziation von CLIP beginstigt. Das Kon-
zept der Dichotomie sowie deren Lokalisierung steht in Einklang mit den Daten der Réntgen-
strukturanalyse des DR3:CLIP-Cokristalls (Ghosh et al., 1995): Aus der Elektronendichtever-
teilung ist ersichtlich, daB3 die Reste 87 bis 101 von CLIP in der Bindungsfurche liegen. Folg-
licherweise mlssen die Reste 81 bis 86 auBerhalb der Bindungsfurche liegen. DaB die Struk-
tur des Aminoterminus nicht aufgeldést werden konnte, weist stark auf eine flexible Struktur
dieser Effektor-Region hin, insbesondere bei pH 4,5, dem pH-Wert der Kristallisation.

Diese Untersuchungen waren auf CLIP beschrankt und bezogen sich nicht auf die ganze li:
Tatséchlich zeigten weitere Arbeiten, daB auch die CLIP-flankierenden Sequenzen mit dem
HLA-DR-Molekil interagieren (Vogt et al., 1995; Jensen et al., 1999). Sowohl die C- als auch
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Abb. 1.4: Intrazellularer Transport und Beladung von MHC Klasse II-Molekiilen

Im endoplasmatisches Retikulum assoziieren a- und p-Monomere mit der Invarianten Kette (li) und gelangen in
den Golgi-Komplex. Von dort aus werden sie entweder direkt oder Uber die Plasmamembran in endosomal / lyso-
somale Kompartimente transportiert. Dort ist die li Angriffspunkt verschiedener Proteasen, die die li in mehreren
Schritten zu CLIP abbauen. Dieses wird im Zuge der DM-vermittelten Beladung gegen ein antigenisches Frag-
ment ausgetauscht. Nach der Beladung der MHC Klasse II-Molekiile erfolgt der Transport zur Plasmamembran.
(aus: Busch & Mellins, 1996)
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die N-terminale Region dieses Segments binden an die a1-Doméne. Dies kdnnte mdglicher-
weise flr die allel-abhangige, zum Teil sehr niedrige Affinat von CLIP kompensieren.

MHC Klasse ll:li-Komplexe gelangen schlieBlich in endosomal-lysosomale Kompartimente,
wo die li der Aktivitat saurer Proteasen ausgesetzt ist. Diese greifen zunachst die luminale
Domane der li an und bauen sie stufenweise vom Carboxyterminus her ab. Eine Arbeit, die
sich spezifischer Proteaseinhibitoren bediente, schlug die Beteiligung von Aspartatproteasen
bei der anfanglichen Proteolyse der li vor (Maric et al., 1994). Als Zwischenprodukt entstehen
zwei verschiede Abbaustufen, dabei handelt es sich um das Leupeptin-induzierte Peptid (LIP
oder p21) und das kleine Leupeptin-induzierte Peptid (SLIP oder p12). Weitere Degradation
fuhrt schlieBlich zu den bereits erwahnten CLIP-Fragmenten, die das Endprodukt des proteo-
lytischen Abbaus darstellen. Bei der Generierung von CLIP aus dem SLIP-Polypeptid spielt
die Cystein-Protease Cathepsin S eine essentielle Rolle: Wird die Aktivitat dieser Protease in
B-Zellen durch einen spezifischen Inhibitor blockiert, kann die li nicht mehr ganz abgebaut
werden und fahrt zu einer Akkumulierung von SLIP (Riese et al., 1996). Dieser Befund wird
von Cathepsin S-negativen Mausen gestitzt, die einen vergleichbaren Phanotyp zeigen (Shi
et al., 1999; Nakagawa et al., 1999).

1.4.1.2 Die Antigenaufnahme und -prozessierung

Peptide, die von MHC Klasse Il prasentiert werden, stammen meist von Antigenen aus endo-
zytischen Vesikeln. Diese kénnen auf zwei Wegen in diese Kompartimente gelangt sein: Ei-
nige Bakterien (z.B. Mycobakterium tuberculosis oder Mycobakterium leprae) dringen in Ma-
krophagen ein, wachsen in intrazellularen Vesikeln und sind daher von vornherein in den be-
sagten Kompartimenten prasent. Andere Bakterien (z.B. Clostridium tetani oder Staphylococ-
cus aureus), die sich normalerweise auBBerhalb von Zellen vermehren, sezernieren Toxine
und andere Proteine. Zellen kénnen diese und bakterielle Abbauprodukte durch Endozytose
aufnehmen, und so gelangen Antigene in die endozytischen Kompartimente. Bei dem Endo-
zytosevorgang benutzen antigenprasentierende Zellen verschiedene Mechanismen: Rezep-
tor-vermittelte Endozytose, Phagozytose und Makropinozytose tragen alle zur Antigenauf-
nahme bei.

Der Rezeptor-vermittelten Endozytose bedienen sich sowohl B-Zellen, dendritische Zellen als
auch Makrophagen, indem sie spezielle Rezeptoren auf der Zelloberflache exprimieren
(Lanzavecchia, 1990; Watts, 1997). Bei B-Zellen handelt es sich dabei um den B-Zell-Re-
zeptor (BCR), er erlaubt eine effiziente Prasentation auch bei sehr niedrigen Antigenkonzen-
trationen: Antigenspezifische B-Zellen benétigen zur Aktivierung von T-Zellen eine 1000 bis
10000-fach niedrigere Antigenkonzentration als unspezifische B-Zellen, die das entspre-
chende Antigen mittels Mikropinozytose aufgenommen haben (Rock et al., 1984; Lanzavec-
chia, 1985). Allerdings scheint die Rezeptor-vermittelte Aufnahme alleine fiir eine effiziente
Antigenprasentation nicht auszureichen, da die Generierung von T-Zellepitopen auch von
einem spezifischen Transportproze3 nach der Internalisierung abhangt (Mitchel et al., 1995).
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Makrophagen und dendritische Zellen bedienen sich dagegen mehrerer Arten von Fc-Re-
zeptoren (Manca et al., 1991) und verschiedener Mannoserezeptoren (Sallusto et al., 1995;
Jiang et al., 1995), die die Aufnahme von Immunkomplexen bzw. von mannosylierten Anti-
genen erleichern. Im Gegensatz zum BCR ist die Wechselwirkung des Mannoserezeptors mit
seinem Liganden schon bei schwach saurem pH labil. Diese Tatsache erméglicht einen
Kreislauf des Mannoserezeptors, bei dem Antigen Uber den Rezeptor aufgenommen wird
und zu Endosomen transportiert wird, wo sich das Antigen vom Rezeptor |6st. SchlieBlich
wird der leere Rezeptor zur Plasmamembran zuriickgebracht (Goldstein et al., 1985).

Neben der Rezeptor-vermittelten Endozytose bedienen sich vor allem Makrophagen und
dendritische Zellen auch unspezifischer Aufnahmemechanismen. So kénnen Makrophagen
Antigene auch Uber Phagozytose aufnehmen. Bislang war man der Ansicht, da3 das Phago-
som bei diesem Vorgang mit bereits existierenden Lysosomen fusioniert und sich dabei ein
Phagolysosom bildet. Neuere Arbeiten haben das Bild préazisiert und schlagen ein zwei-
schrittiges Modell vor (Beron et al., 1995): Demnach unterliegen die neuen Phagosomen zu-
nachst fortschreitenden Veranderungen, wobei sie endosomale Leitproteine, wie rab-5 oder
Mannosephosphatrezeptor, erst erhalten und dann wieder verlieren, um schlie3lich mit Lyso-
somen zu fusionieren (Desjardins et al., 1994). In einem zweiten Schritt wird den reifen Pha-
golysosomen der Inhalt von weiteren Lysosomen zugefiihrt, so daB immer gentigend Enzy-
me fir den vollstindigen Abbau des phagozytierten Materials vorhanden sind (Oh et al.,
1996). Ob die prozessierten Proteine dann in Klasse ll-positive Kompartimente transportiert
werden, oder ob MHC Klasse Il den Phagolysosomen zugefiihrt werden, ist noch nicht ge-
klart (Harding, 1995).

Unreife dendritische Zellen nehmen Antigene Uberwiegend mittels konstitutiver Makropino-
zytose auf (Sallusto et al., 1995), daneben haben sie auch die Mdglichkeit zur Phagozytose
(Reis e Sousa et al., 1993; Matsuno et al., 1996). Bei der Makropinozytose werden pinozy-
tische Vesikel gebildet, die im Vergleich zu Mikropinosomen um den Faktor 10 bis 30 (=2 um)
gréBer sind, auch ist dieser endozytische Vorgang Clathrin-unabhéngig. Diese endozyti-
schen Vorgange beschréanken sich allerdings auf das unreife Differenzierungsstadium. In
dieser Phase internalisiert die Zelle groBe Mengen an Antigen, die Prasentation verlauft auf
niedrigem Niveau, da ein GroBteil der MHC lI-Molekdile in intrazellularen Kompartimenten
akkumuliert (Cella et al., 1997; Pierre et al., 1997). In Zellkultur konnte eine Reifung durch
TNF-a und LPS induziert werden. Als Folge wurde die Rezeptor-vermittelte Endozytose und
die Makropinozytose irreversibel reduziert (Sallusto & Lanzavecchia, 1994; Sallusto et al.,
1995), gleichzeitig wurden die intrazellularen MHC Klasse I[I-Molekiile zur Zelloberflache
transportiert. Damit schaltet die dendritische Zelle wahrend der Reifung von der Antigenauf-
nahme auf die Antigenprasentation um (Cella et al., 1997; Pierre et al., 1997).

Nach der Internalisierung der Antigene besteht der nachste wichtige Schritt in deren Prozes-
sierung zu Peptidfragmenten. Die Identifizierung der notwendigen Proteasen gestaltet sich
sehr schwierig, da bei unterschiedlichen Antigenen verschiedene Proteasen beteiligt sind.
Das derzeitige Wissen basiert zum einen auf mehr (oder minder) spezifischen Proteaseinhi-
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bitoren und zum anderen auf Versuchen, die Antigenprozessierung in vitro mit isolierten Pro-
teasen zu rekonstruieren.

Die Interpretation der Inhibitordaten wird durch drei Dinge erschwert. Erstens weisen die
Proteaseinhibitoren in der Regel eine recht breites Wirkspektrum auf und kénnen ohnehin
nur an bereits bekannten Proteasen getestet werden. Zweitens sind Proteasen nicht nur fiir
die Generierung von antigenischen Peptiden wichtig, sie kdnnen auch Epitope zerstéren. So
ist gezeigt worden, daf3 die Inhibierung von Cysteinproteasen die Prasentation bestimmter
Epitope durch B-Zellen verstarken kann (Vidard et al., 1991; Rodriguez & Diment, 1995).
Drittens werden Proteasen auch fir den Verdau der li und somit generell fiir die Antigenpra-
sentation bendtigt. Trotz dieser Schwierigkeiten konnte die Prozessierung immer wieder ei-
ner Gruppe von endosomal/lysosomalen Proteasen, den Cathepsinen, zugeschrieben wer-
den (Takahashi et al., 1989; Shaw & Chain, 1989; Diment, 1990; Vidard et al., 1991). Dabei
handelt es sich um die Aspartatproteasen Cathepsin D und E sowie die Cysteinproteasen
Cathepsin B, L und S. Samtliche dieser Cathepsine sind Endopeptidasen, nur Cathepsin B
weist sowohl eine Endo- als auch eine Exopeptidaseaktivitat auf. Gemaf ihrer endosoma-
len/lysosomalen Lokalization funktionieren diese Enzyme bei saurem pH. Bei den Aspartat-
proteasen bewegt sich das pH-Optimum zwischen 3 und 4, die Cysteinproteasen bevorzu-
gen nicht ganz so saure Bedingungen (pH 5-6) (Kirschke & Barrett, 1987). Eine Ausnahme
stellt Cathepsin S dar: wahrend die Aspartat- und die anderen Cysteinproteasen bei neutra-
lem pH fast inaktiv sind, arbeitet Cathepsin S auch noch bei pH 8. Mit Hilfe der besagten
Cathepsine konnte die Prozessierung von mehreren Antigenen zu T-Zellepitopen in vitro
rekonstruiert werden (van Noort et al., 1991; Rodriguez & Diment, 1992; van Noort & Jacobs,
1994; Riese et al., 1996; Hewitt et al., 1997).

Neben der Proteolyse ist auch die Reduktion von Disulfidbriicken fir die Prozessierung von
Antigenen erforderlich (Collins et al., 1991; Jensen, 1991). Dies ist nicht weiter Uberra-
schend, da viele T-Zellepitope Cysteinreste enthalten, die im nativen Protein ber eine Disul-
fidbindung verbriickt sind. AuBerdem tragt die Reduktion zur Entfaltung des Antigens bei, so
daB mdoglicherweise erst dadurch bestimmte Schnittstellen in einem Antigen flr Proteasen
zuganglich werden. Geeignete reduzierende Bedingungen wurden in Lysosomen nachgewie-
sen (Collins et al., 1991). Ob dies auch flr andere Organellen zutrifft, ist bislang noch unklar.

Zusammen zeichnen die Ergebnisse folgendes Bild: Antigene werden je nach Zelltyp durch
unterschiedliche Mechanismen von antigenprasentierenden Zellen aufgenommen und in en-
dosomale, dann in lysosomale Kompartimente transportiert. Dort werden die Antigene unter
reduzierenden Bedingungen entfaltet und kommen dort mit Proteasen in Kontakt. In einem
mehrschrittigen Prozel3 werden die Antigene gespalten, wobei in der Regel mehr als eine
Protease beteiligt ist. Dabei entstehen als Resultat Peptide, die in Abhangigkeit ihrer Se-
quenz an MHC Klasse II-Molekiile binden kénnen.
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1.4.1.3 Die Antigenbeladung

MHC Klasse Il-Molekule werden im Regelfall in einem sauren, post-Golgi-Kompartiment mit
proteolytischer Aktivitat beladen (Germain & Hendrix, 1991). Der Nachweis wurde zunachst
Uber lysosomotrope Agentien, die zur Neutralisierung des pH-Werts saurer Kompartimente
fihren, indirekt nachgewiesen. Bei Zellen, die z.B. mit Chloroquin behandelt wurden, wird die
MHC ll-abhangige Antigenprasentation inhibiert (Ziegler & Unanue, 1982). Jedoch verhin-
dern lysosomotrope Agentien auch den Abbau der li (Pieters et al., 1991) und den Transport
von MHC II-Molekilen zur Plasmamembran (Neefjes & Ploegh, 1992). Ein anderer Nachweis
gelang mit Hilfe der Pulse-Chase-Markierung, die indirekt zeigte, daB MHC II-Molekile erst in
einem endozytischen Kompartiment mit Peptiden beladen werden, respektive in die SDS-sta-
bile Form tbergehen (Germain & Hendrix, 1991).

Zur selben Zeit leiteten Peters et al. (1991) aus einer detaillierten immunzytochemischen
Analyse eines humanen B-Zellymphoms die Existenz einer Spezialisierung im endozytischen
Weg ab. Sie fanden, da3 die MHC Klasse I|l-Molekiile nicht Uber alle endosomalen Komparti-
mente gleich verteilt waren, sondern sich in einer bestimmten Population konzentrierten, die
sie MIIC (MHC class Il compartments) nannten. Diese Vesikel hatten einen Durchmesser von
200 bis 400 nm und erinnerten morphologisch an multivesikulare Lysosomen. Tats&chlich
konnten lysosomale Marker der Igp/lamp-Familie nachgewiesen werden; Invariante Kette,
Transferrin und Mannose-6-phosphat-Rezeptoren waren dagegen abwesend. Dieses Kom-
partiment wurde spater durch subzellulare Fraktionierung charakterisiert, wobei die Autoren
zu der Meinung gelangten, dafB die Beladung von MHC Klasse II-Molekiilen ausschlieBlich in
diesem spezialisierten Beladungskompartiment ablauft (Amigorena et al., 1994; Tulp et al.,
1994; West et al., 1994; Qui et al., 1994). Diese Meinung konnte allerdings nicht erhartet
werden. Vielmehr hat sich inzwischen die Ansicht durchgesetzt, daf3 Klasse II-Molekile ent-
lang des endozytischen Weges in verschiedenen Kompartimenten wie spaten Endosomen,
Pralysosomen und Lysosomen beladen werden.

Der erste Nachweis gelang Castellino und Germain (1995). Sie zeigten mit Hilfe einer verfei-
nerten Zellfraktionierungsmethode, daf3 ein groBer Teil der Klasse Il:li-Komplexe zunachst zu
frihen Endosomen gebracht und von dort zu spaten Endosomen und zu Pralysosomen
transportiert wird. Wahrend dieses Transportvorgangs wird die Invariante Kette in zunehmen-
den MaBe abgebaut. Beladene MHC II-Molekile wurden sowohl in spaten Endosomen als
auch in Pralysosomen detektiert. Diese Ergebnisse legen den SchluB nahe, dal MHC
Klasse II-Molekiile den ganzen endozytischen Weg durchlaufen kénnen und in verschieden
Kompartimenten unter unterschiedlichen Bedingungen beladen werden. In jedem Fall wider-
sprechen die Daten der Meinung, daB die Beladung nur in einem einzigen Kompartiment,
dem MIIC, stattfindet. Eine neuere Verdéffentlichung, die sich wie die Arbeit von Peters et al.
der Immunelektronenmikroskopie bediente, zeigte, daB es sich bei den MIIC nicht um ein
spezialisiertes, endozytisches Kompartiment handelt, das charakteristisch fiir APCs ist. Viel-
mehr umfassen die MIIC eine heterogene Population von konventionellen endozytischen
Vesikeln, zu denen spate Endosomen und Lysosomen gehéren (Kleijmeer et al., 1997).
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1.4.1.4 Bedeutung der nicht-klassischen MHC Klasse II-Molekiile HLA-DM und
HLA-DO fiir die Antigenbeladung

Zwei Beobachtungen wiesen darauf hin, daB die Aufnahme von Antigen und die endosomale
Proteolyse der li fUr eine effiziente Antigenprasentation nicht ausreicht. Die erste resultierte
aus der kinetischen Analyse der Beladungsreaktion: unter in vitro-Bedingungen dauert die
Beladung von Klasse Il-Komplexen 24 bis 48 Stunden (Babbit et al., 1985; Buus et al.,
1986), wahrend in vivo bereits nach 1 bis 2 Stunden beladene MHC Komplexe entdeckt wer-
den (Neefjes & Ploegh, 1992). Der zweite Hinweis kam von mutierten Antigenprasentieren-
den Zellen, die Mutationen oder Deletionen in der Klasse II-Region aufwiesen (Mellins et al.,
1990; Mellins et al., 1991; Riberdy & Cresswell, 1992). Nach Transfektion mit Klasse II-Mole-
kilen waren diese mutierten Zellinien in der Lage, zwar peptidische Antigene, aber keine
proteinogenen Antigene zu prasentieren. Umfangreiche Analysen ergaben, dafB die Klas-
se ll-Molekule, die aus diesen Zellen isoliert worden waren, bestimmte, konformationsspezifi-
sche Epitope nicht besaBen (Riberdy & Cresswell, 1992), SDS-instabil waren (Mellins et al.,
1990; Riberdy & Cresswell, 1992) und tberwiegend mit Langenvarianten von CLIP assoziiert
waren (Riberdy et al., 1992; Sette et al., 1992). Es stellte sich heraus, dal3 der Antigenpra-
sentationsdefekt die Gene HLA-DMA oder HLA-DMB betrifft (Morris et al., 1994; Fling et al.,
1994; Denzin et al., 1994). Durch Transfektion der korrekten Gene in die mutierten Zellen
wurde der Wildtyp-Phanotyp wiederhergestellt: Klasse Il:CLIP-Komplexe wurden nur noch in
geringer Menge detektiert und proteinogene Antigene konnten wieder prasentiert werden.

Bei HLA-DM handelt es sich um ein nicht-klassisches MHC Klasse [I-Protein, das keine Pep-
tide bindet und deshalb selbst nicht zur Antigenprasentation beféhigt ist. Auf diesen Um-
stand wiesen bereits Untersuchungen zur subzellularen Verteilung von DM hin: Aufgrund von
Oberflachenbiotinylierung, Immunelektronenmikroskopie und konfokaler Immunfluoreszenz-
mikroskopie kamen die Autoren zu dem SchluB3, daB DM ausschlieBlich intrazellular lokali-
siert ist (Denzin et al., 1994; Sanderson et al., 1994; Karlsson et al., 1994): Der Haupteil von
DM akkumuliert in endozytischen Vesikel, die die lysosomalen Marker lamp-1 und CD 63 so-
wie MHC Klasse |l enthielten. Diese qualitative Analyse wurde durch Arbeiten, die die
Stdéchiometrie von DM und DR in B-Zellen untersuchten, bestétigt. In lysosomalen Komparti-
menten betragt das Verhaltnis ungefahr 1 : 5 (Kropshofer et al., 1997; Schafer et al., 1996),
wahrend es in Lysaten von ganzen Zellen bei etwa 1 : 20 liegt (Denzin & Cresswell, 1995;
Schafer et al., 1996). Fir den Transport in die endosomal-lysosomalen Kompartimente ist ein
Tyrosinsortierungsmotiv verantwortlich, das sich in der zytoplasmatischen Region der DM-
Kette befindet (Marks et al., 1995; Lindstedt et al., 1995). Allerdings kann die Sortierungs-
funktion auch teilweise von der Transportsequenz der li Glbernommen werden. Nur die Muta-
tion der Transportsequenz beider Proteine - DM und |i - fihrt zu einem kompletten Rickgang
der Beladung.
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Die auffalligste Funktion von HLA-DM ist die Erhéhung der Dissoziationsrate von CLIP, wo-
durch die Beladung antigenischer Peptide beschleunigt wird (Sloan et al., 1995; Denzin &
Cresswell, 1995; Sherman et al., 1995). Die héchste Aktivitat weist DM zwischen pH 5,0 und
pH 6,0 auf. Dies ist der typische pH-Bereich, den MHC Klasse |l und DM-Molekdle in spaten
Endosomen und Lysosomen antreffen. AuBerdem reichen substéchiometrische Mengen von
DM aus, um den Beladungsprozel3 zu beschleunigen und erinnert damit an einen Katalysa-
tor. Zwar gibt es bislang keine Hinweise, daf3 DM eine chemische Reaktion “katalysiert®, also
ein echtes Enzym ist, dennoch gehorcht der DM-vermittelte Beladungsprozef3 den Regeln
der Michalis-Menten-Kinetik, wobei DR:CLIP-Komplexe als Substrat dienen (Vogt et al.,
1996). Der Prozef3 beginnt mit der Bildung eines intermedidren DR:DM-Komplexes. Die As-
soziation der beiden Proteine fihrt zur Freisetzung von CLIP, wahrend DM noch immer an
DR gebunden ist. In Anwesenheit eines geeigneten Peptids wird DR mit diesem beladen und
DM dissoziiert in Folge ab. Die Wechselzahl von DM ist recht niedrig: In Abhangigkeit des
DR-Allels und des benutzten Peptids werden 3 bis 12 DR:CLIP-Komplexe pro Minute bela-
den (Vogt et al., 1996). Die errechnete Michaelis-Konstante Ky bewegt sich zwischen 0,5
und 1,2 uM. Gemal dieser Zahlen gehért DM in die Katogerie der Katalysatoren niedriger
Kapazitat mit hoher Substratspezifitat.

Fir die Katalyse ist die physikalische Interaktion unabdingbar. Erste Hinweise kamen von
einer mutierten B-Zellinie, die eine Punktmutation im DRA-Gen und dadurch eine zusétzliche
Glykosylierungsstelle aufwies (Mellins et al., 1994). Diese Zellinie hatte einen ahnlichen Pha-
notyp wie eine DM-negative Zellinie, was auf eine sterische Hinderung zwischen den beiden
Proteinen zurlickgefiihrt wurde. Diese Hypothese wurde durch die Beobachtung gestitzt,
daf3 die in vitro-Beladung dieses mutierten DR-Molekils nicht durch rekombinantes DM kata-

? ? ? ? Abb. 1.5: Modell zur DM-
vermittelten

Zell- B ( MHC Klasse II-

oberflache Beladung

ANTIGEN In endosomal / lysosoma-
len Kompartimenten wird
die Dissoziation von CLIP
durch DM erheblich be-
schleunigt, dabei entsteht

MHC Il : Peptid ein  MHC Klasse 1l:DM-
Komplex. AnschlieBend
kann dieser durch ein anti-
genisches Peptid beladen
werden, in Folge dissoziiert
DM ab. SchlieBlich wandert
das beladene Kilasse lI-
Molekul zur Zelloberflache.

MHC Il : DM
MHC Il : CLIP

MHC Il : DM
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lysiert wurde (Sloan et al., 1995). Der Nachweis wurde schlieBlich tber Immunprazipitation
erbracht: DR:DM-Komplexe konnten nur aus Zellysaten normaler B-Zellen koprazipitiert wer-
den, nicht aber aus Lysaten dieser mutierten Zellinie (Sanderson et al., 1996).

HLA-DM erhéht jedoch nicht nur die Dissoziationsrate von CLIP, sondern kann auch die an-
derer Peptide. In vitro-Untersuchungen mit verschiedenen Peptiden bzw. mit Peptiden, deren
Ankeraminosauren substituiert worden waren, zeigten eine starke Korrelation zwischen der
Dissoziationsgeschwindigkeit, also der kinetischen Stabilitat, und der Anfalligkeit eines DM-
vermittelten Peptidaustauschs (Kropshofer et al., 1996; Weber et al., 1996): Je héher die in-
trinsische Dissoziationsrate eines Peptids ist, desto leichter wird es ausgetauscht. Faktoren,
die die Stabilitdt eines Peptids beeinflussen, sind in erster Linie seine Ankeraminosauren,
aber auch die Peptidlange kann dazu beitragen (Kropshofer et al., 1996). Gleichzeitig wird
die Bindung stabil-bindender Peptide durch DM nicht beeinfluBt. Dies fiihrt in einer Situation,
in der mehrere Peptide miteinander um die Bindung an Klasse |I-Molekile konkurrieren, zu
einem SelektionsprozeB (,Editing“) durch DM. Ein in vitro-Test, bei dem die Bindung mehre-
rer Peptide an MHC Klasse Il in An- und in Abwesenheit von DM verglichen wird, veran-
schaulicht die Funktion von DM als Peptid-Editor: Wahrend die Peptidliganden ohne DM
mehr oder minder gut an Klasse Il binden, kommt es in Anwesenheit von DM zur Selektion
bestimmter Peptide und zur Entfernung anderer (Kropshofer et al., 1997b).

Das Wissen um die Funktion als Peptid-Editor wurde in einem Modell, das einen kinetischen
Korrekturmechanismus beschreibt, zusammengefafit (Kropshofer et al., 1996; Kropshofer et
al., 1997b): Demnach interagiert DM zunachst mit jedem Klasse Il:Peptid-Komplex; wenn das
Klasse ll-Molekiil ein Peptid niedriger Stabilitdt gebunden hat, dissoziiert der Ligand eher als
DM. In diesem Fall ist ein leerer DR:DM-Komplex das Resultat. Wenn dagegen das Klasse |I-
Molekul ein stabiles Peptid gebunden hat, tritt der umgekehrte Fall ein und DM dissoziiert ab.
Es ist wahrscheinlich, da3 durch die Assoziation von DM eine offenere Konformation des
Klasse Il-Molekiils stabilisiert wird. Eine kleine strukturelle Anderung der Bindungsfurche
kdnnte zu einer beschleunigten Dissoziation von instabilen Peptiden flihren, wéahrend stabile

Abb. 1.6: Der Peptid-Editor HLA-DM

)
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Liganden stark genug sind, sich der Offnung der Furche zu widersetzten. In dem letzten Fall
wird DM dissoziieren, an das nachste Klasse |I-Molekil binden und dieses der Stabilitatspri-
fung unterziehen.

Als weitere Funktion kommt DM die Rolle eines molekularen Chaperons zu: Bei saurem pH
haben leere MHC Klasse II-Dimere die Tendenz sich partiell zu entfalten, zu aggregieren und
dabei ihre Peptidbindungskapazitat zu verlieren (Stern & Wiley, 1992; Sadegh-Nasseri &
Germain, 1992; Deveaux et al., 1995). Diese Inaktivierung wird von DM verhindert
(Kropshofer et al., 1997; Denzin et al., 1996; Vogt & Kropshofer, 1999): Inkubation von
DR:CLIP-Komplexen bei pH 5,0 fihrt zu einem zeitabh&ngigen Verlust der Bindungskapazi-
tat. Durch Zugabe stéchiometrischer Mengen DM kann dieser Verlust verhindert werden. Die
Bedeutung dieser Funktion in vivo ergibt sich aus der Beobachtung, daf3 30% des lysosoma-
len DM in Assoziation mit Klasse l|I-Molekilen vorkommt. Diese DR:DM-Komplexe waren
leer, wie die massenspektrometrische Analyse zeigte, und funktionell, da sie effizient und
schnell in vitro beladen werden konnten (Kropshofer et al., 1997).

Ein ebenfalls nicht-klassisches MHC Klasse II-Molekil ist HLA-DO, welches hauptséchlich in
B-Zellen und in meduléaren Epithelzellen des Thymus exprimiert wird (Karlsson et al., 1991;
Douek & Altmann, 1997). Die stabile Assoziation mit HLA-DM ist fiir seinen effizienten Trans-
port in endosomale / lysosomale Kompartimente verantwortlich (Liljedahl et al., 1996). Auf-
grund dieser starken Assoziation wurde spekuliert, daB DO ein Regulator der DM-abhangi-
gen Beladung ist. Die Uberexpression von DO fiihrt in transfizierten Zellen tatsachlich zu ei-
nem Phanotyp, wie ihn DM-defiziente Zellen aufweisen: Die MHC-assoziierte CLIP-Expres-
sion auf der Oberflache ist h6her (Denzin et al., 1997; van Ham et al., 1997). Allerdings wird
zur Zeit diskutiert, ob die Uberexpression nicht zu einem artifiziellen Phénotyp fiihrt: Bei DO-
Knockout-Mausen wird eine Inhibition der DM-Aktivitat nur bei relativ hohem pH beobachtet
(Liliedahl et al., 1998) und eine Expression von DO im physiologische Mengen fuhrt statt zu
einer Erh6hung zu einem Rickgang der CLIP-Expression auf der Oberflache (Kropshofer et
al., 1998). Unstrittig dagegen ist die Funktion von DO als Ko-Chaperon, da bei niedriegem
pH DM durch DO stabilisiert wird. Zudem ist die Stabilisierung von leeren DR-Molekullen
durch DM:DO-Komplexe deutlich effizienter als durch DM-Molekdle allein (Kropshofer et al.,
1998).

1.4.1.5 Die Antigenprasentation

Der genaue Mechanismus, wie MHC Klasse |lI-Moleklle nach der Beladung die Oberflache
erreichen, ist noch nicht geklart. Ein retrograder Transportweg Uber die frihen Endosomen
kann aber ausgeschlossen worden. Zellen, deren Endosomen auf chemischen Wege quer-
vernetzt und damit funktionell unbrauchbar gemacht wurden, kbnnen exogene Antigene sehr
wohl prozessieren und prasentieren, wenn sie das Antigen bereits aufgenommen hatten
(Pond & Watts, 1997). Es existieren Hinweise, dal3 die beladenen Komplexe mit Hilfe saurer
Vesikeln zur Oberflache geschickt werden: Wubbolts et al. haben DR1, an dessen zytoso-
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lisches Ende GFP gekoppelt war, in einer Melanomzellinie exprimiert (1996). So waren sie in
der Lage, den Transport von DR mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie zu verfolgen.
Dabei konnten sie Klasse Il-positive Vesikel beobachten, die sich von lysosomalen Komparti-
menten in Richtung Oberflache bewegten und die schlieBlich mit der Plasmamembran fusio-
nierten. Dabei kreuzte der Weg dieser Vesikel keine frihen endosomalen Kompartimente.
Offen bleibt die Frage, wie es die Zelle steuert, daB3 tiberwiegend beladene MHC lI-Komplexe
und nicht li-assoziierte Komplexe die Oberflache erreichen. Auch kénnten auf diesem Weg
lysosomale Proteine, wie beispielsweise DM, die Oberflache erreichen. Diese kdnnten jedoch
durch ihre jeweiligen Internalisierungssignale via Endozytose schnell von der Plasmamem-
bran entfernt werden.

1.4.2 Der alternative Antigenprasentationsweg

Der klassische Prasentationsweg bedient sich neusynthetisierter Klasse II-Molekile
(Davidson et al., 1991). Diese kénnen das ER aber nur im Komplex mit der li verlassen, folg-
lich wird dieser Weg als li-abh&ngig charakterisiert. Erste Hinweise, da3 neben dem klassi-
schen Weg mindestens ein weiterer existieren muf3, kamen von der Beobachtung, daB die
Prasentation bestimmter Antigene auch in Abwesenheit der li moglich ist (Nadimi et al.,
1991; Momburg et al., 1993). Erklart wurde dieses Phanomen durch die Annahme eines al-
ternativen Beladungsweges: Dieser sollte sich die Tatsache zunutze machen, daB3 Oberfla-
chenproteine, wie z.B. MHC Klasse |l, einem konstitutiven Recycling unterliegen, d.h. daB
diese Proteine standig in ein friihes bzw. ,recycling” Endosom internalisiert und anschlieBend
zuriick zur Plasmamembran transportiert werden (Harding & Unanue, 1989; Salamero et al.,
1990; Reid & Watts, 1990; Reid & Watts, 1992). Dabei wirde die Beladung der internali-
sierten MHC Klasse II-Molekile durch die leicht sauren Bedingungen unterstiitzt, wie sie in
den frihen Endosomen vorherrschen.

Weitere Hinweise, die flr die Existenz eines zweiten Beladungsweges sprachen, kamen von
einer Arbeit von Pinet et al. (1994). Diese Arbeit untersuchte die unterschiedlichen Anforde-
rungen fir die Prasentation an Hand zwei verschiedener Antigene aus dem Influenzavirus.
Bei dem einen Antigen handelte es sich um das Influenzamatrixprotein (IM), dieses gehorcht
den Anforderungen des klassischen Beladungsweges: Es wird in Anwesenheit der li deutlich
besser prasentiert, ferner hangt seine Prasentation direkt sowohl von der Proteinbiosynthese
als auch von der DM-Expression ab. Das zweite Epitop stammte aus dem Influenzavirus
Hamagglutinin (HA) und folgt anderen Regeln: Im Gegensatz zum IM-Epitop wird das HA-
Epitop auch in Abwesenheit der li prasentiert. Auch findet die Prasentation dieses Epitops
noch nach der Inhibition der Proteinbiosynthese oder in Abwesenheit von DM statt, obgleich
beide Eingriffe zu einem merklichen Rlckgang der T-Zellantwort fiihren. Aus diesen Charak-
teristika des HA-Epitops schlossen die Autoren, da3 wahrscheinlich reife MHC Klasse Il-Mo-
lekile, die im Zuge des Recyclings internalisiert werden, mit diesem Epitop beladen werden.
Dieser SchluB wurde durch eine transfizierte Fibroblastenzellinie verifiziert, die MHC
Klasse IlI-Proteine ohne deren zytosolische Internalisierungsmotive exprimierte (Pinet et al.,
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1995; Pinet & Long, 1998). Diese Deletion verhinderte die Internalisierung der MHC Klasse
[I-Molekdle, die als Folge nicht mehr am Recycling teilnehmen konnten. Bei den li-unabhan-
gigen Epitopen, wie HA oder auch basisches Myelinprotein (MBP), fihrte dies tatsachlich zu
einer deutlichen Abnahme der Préasentation. Auf die Prasentation li-abhéangiger Epitope, wie
Influenzamatrixprotein, hatte dagegen diese Deletion keinen EinfluB, da der Transport
neusynthetisierter Klasse II-Molekile durch die Sortierungssequenz der li gesteuert wird.

Obwohl noch der direkte Beweis aussteht, sprechen zahlreiche indirekte Beweise dafir, dai3
im alternativen Weg die Klasse II-Molekile beladen werden, wahrend sie sich in den frihen
Endosomen aufhalten. So erfolgt die Prasentation Uber den alternativen Weg im Vergleich
zum klassischen Weg etwa fiinfmal schneller (Bonnerot et al., 1995; Giriffin et al., 1997), da
das Antigen nicht in spat endosomale oder lysosomale Kompartimente internalisiert werden
muf3. Auch ist die Prasentation von der proteolytischen Prozessierung abhangig, wie die Ver-
wendung von Proteaseinhibitoren demonstrierte (Pinet & Long, 1998).

Als weitere Frage steht offen, welche Population der auf der Oberflache vorhandenen MHC
Klasse II-Molekile am alternativen Beladungsweg beteiligt ist. Neben Peptid oder CLIP bela-
denen MHC-Molekulen kommen auch Klasse ll:li-Komplexe in Frage (Roche et al., 1993).
Die Stabilitdt der MHC II:Peptid-Komplexe auf der Oberflachen gibt keinen eindeutigen Hin-
weis, da dieser Punkt in der Literatur kontrovers diskutiert wird: Lanzavecchia et al. zeigten
(1992), daB Klasse Il:Peptid-Komplexe, die mit exogenem Peptid beladen sind, auf der Zell-
oberflache recht stabil sind. Ihre Halbwertszeit war mit der durchschnittlichen Halbwertszeit
von MHC Klasse Il identisch, was gegen ihre Beteiligung im alternativen Weg spricht. Spater
widersprach jedoch eine andere Arbeit diesem Befund und zeigte, daB in Abh&ngigkeit von
der Sequenz die durchschnittliche Lebensdauer von dem jeweiligen Klasse Il:Peptid-Kom-
plex unter- oder Uberschritten werden konnte (Nelson et al., 1994). Die instabileren Kom-
plexe kénnten entweder durch Abbau oder durch einen Peptidaustausch von der Zelloberfla-
che entfernt worden sein. Daflir sprechen auch die Beobachtungen, daf3 die Prasentation ei-
nes exogenen Peptids durch einen Kompetitor reduziert wird, auch wenn der Kompetitor erst
im nachhinein zugegeben wird (Adorini et al., 1989) und dal die Prasentation eines endoge-
nen Epitops durch die Zugabe eines exogenen Peptids vermindert wird (Adorini et al., 1991).

Unklar ist auch der EinfluB von HLA-DM im alternativen Prasentationsweg. Diese Frage
stand zwar bislang nicht im Vordergrund, da mehrere Arbeiten DM auf der Oberflache nicht
nachweisen konnten (Denzin et al., 1994; Karlsson et al., 1994; Sanderson et al., 1994). Au-
Berdem fand die Beladung von Antigenen im alternativen Weg auch in Zellinien statt, die
kein DM enthielten (Pinet et al., 1995). Bei dem bislang einzigen Vergleich einer humanen,
DM-positiven B-Zelllinie mit ihnrer DM-negativen Schwesterzellinie fallt jedoch auf, dafB in Ab-
wesenheit von DM die Pr&sentation von li-unabhangigen Epitopen zwar nicht zum Erliegen
kommt, aber merklich reduziert ist (Pinet et al., 1994). Es kann daher nicht ausgeschlossen
werden, dal3 DM auch im alternativen Weg an der Beladung beteiligt ist.
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1.5 Zielsetzungen der Promotionsarbeit

Zu Beginn dieser Dissertation wurde von verschiedenen Gruppen gezeigt, dai die Beladung
von MHC Klasse II-Molekilen in einem spezialisierten Beladungskompartiment stattfinden
wirde, das sich von konventionellen Organellen unterschied. Allerdings wichen die jeweili-
gen spezifischen Merkmale dieses Beladungskompartiments in den einzelnen Studien er-
heblich voneinander ab. Daher kamen Zweifel auf, ob es sich bei dem Beladungskomparti-
ment tatsachlich nur um ein distinktes Kompartiment handelt. Ein Ziel dieser Arbeit war es zu
untersuchen, in welchen Kompartimenten einer humanen, EBV-transformierten B-Zellinie die
Beladung von MHC Klasse |I-Molekilen stattfindet.

Ebenfalls zu Beginn der Promotion wurde an Hand von in vitro-Daten nachgewiesen, daf3
das Protein HLA-DM sowohl die Beladung von MHC Klasse II-Molekilen katalysiert als auch
instabile Peptide gegen stabilere auszutauscht. In der Zelle, wo viele verschiedene Peptide
um die Bindung an ein MHC Klasse II-Molekiil konkurrieren, sollte diese Austauschfunktion
von HLA-DM zu einem Selektionsprozef3 fiihren. Daraus ergab sich als weitere Aufgaben-
stellung, den EinfluB von HLA-DM auf das Peptidrepertoire naher zu charakterisieren.

Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde auch der Frage nachgegangen, wo HLA-DM auf
subzellulédrer Ebene vorkommt. Da das zytosolische Sortierungsmotiv von DM auch gleich-
zeitig als Internalisierungssignal fungiert, wurde die Plasmamembran und die unmittelbar
kommunizierenden Recycling-Endosomen auf DM untersucht. Durch das Auffinden von DM
auf der Plasmamembran ergaben sich folgende Fragen:

¢ |[st Oberflachen-DM an einer Beladung im alternativen Weg beteiligt?

e Kann Oberflachen-DM einen Peptidaustausch vermitteln?
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Acetonitril, gradient grade (LiChrosolv®)

Acrylamid/Bisacrylamid: rotiphorese® Gel 30

6-Aminocapronsaure

7-Amino-4-methylcoumarin-3-essigsaure (AMCA)

Ammoniumperoxosulfat (APS)

Bromphenolblau

3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethyl-ammonio]-1-propansulfonat

(CHAPS)

Chymostatin

Cycloheximid

Dimethylsulfoxid (DMSQO)

1,4-Dithiothreitol (DTT)

Leupeptin

Natriumdodecylsulfat (SDS)

(p-Nitrophenyl)-N-acetyl-B-D-glucosaminid (= (p-Nitrophenyl)-
-2-acetamido-2-desoxy-B-D-glucopyranosid)

Nonidet® P 40 (NP 40)

Pepstatin

Percoll®

Phenylmethysulfonylfluorid (PMSF)

Rinderserumalbumin (BSA)

Saccharose, fUr die Dichtegradientenzentrifugation

Sepharose, CNBr-aktiviert

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Trifluoressigsaure (TFA), gradient grade (LiChrosoIv®)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)

N-[Tris(hydroxymethyl)-methyl]-glycin (TRICIN)

Tween® 20 (=Polyoxyethylensorbitanmonolaureat)

Wasser, gradient grade (LiChrosolv®)

Wasserstoffperoxid, 30%, p.a. (Perhydrol®)

Wortmannin

Zwittergent® 3-12 (= N-Dodecyl-N,N-dimethyl-3-ammonio-

-1-propansulfonat)

E. Merck

C. Roth GmbH + Co.
Fluka

Lambda

C. Roth GmbH + Co.
Boehringer Mannheim
Sigma

Boehringer Mannheim
Sigma

Sigma

Boehringer Mannheim
Boehringer Mannheim
BioRad

Sigma

Fluka

Boehringer Mannheim
Pharmacia

Boehringer Mannheim
E. Merck

E. Merck

Pharmacia

C. Roth GmbH + Co.

E. Merck

Gibco BRL sowie Sigma
C. Roth GmbH + Co.
Merck-Schuchardt

E. Merck

E. Merck

Sigma

Calbiochem® Corporation
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Samtliche der hier nicht aufgefihrten Standardchemikalien wurde von der Firma E. Merck,
Darmstadt bezogen; Fliissigkeiten in der Reinheitsstufe ,gradient grade“ (LiChrosolv®), Fest-
stoffe in der Reinheitsstufe ,p.a.“ (zur Analyse).

2.1.2 Peptide

HA(307-319) PKYVKOQNTLKLAT
A2(103-117) VGSDWRFLRGYHQYA
SP3(2-16) ILEFRAMAQFSRKTD
lgx(188-202) KHKVYACEVTHQGLS
Col(260-274) GIAGFKGEQGPKGEHPG
YRAM AAAYRAMATLAAAA
MBP(87-99) VHFFKNIVTPRTP
MBP(111-129) LSRESWGAEGQRPGFGYGG
ApoB100 ISNQLTLDSNTKYFHK

Die Peptide wurden mittels Festphasensynthese nach der Fmoc/tBu-Strategie synthetisiert
(Asharton & Sheppard, 1989). Die Peptide synthetisierte Dr. R. Pipkorn (DKFZ, Heidelberg).
Alle Peptide wurden HPLC-gereinigt und mittels Massenspektrometrie kontrolliert.

Die spezifische Fluoreszenzmarkierung der synthetischen Peptide mit 7-Amino-4-methylco-
umarin-3-essigsaure (AMCA) oder Biotin wurde im Labor von Dr. R. Pipkorn (DKFZ, Heidel-
berg) durchgefihrt. Dazu wurde AMCA bzw. Biotin wie eine Aminoséaure tber die freie Car-
boxyfunktion an die ¢-Aminogruppe des Seitenketten-geschiitzten und noch an das Harz
gebundenen Peptids gebunden. Erst nach der Markierung erfolgt die Abspaltung des Peptids
vom Harz mittels TFA.

2.1.3 Zellinien

2.1.3.1 Hybridomzellinien

L243 Hybridom, das einen monoklonalen Antikérper (mAK) produziert, welcher HLA-DR
oB-Komplexe erkennt mit Ausnahme von DRg3:li-Komplexe (Lampson & Levy,
1980; Gorga et al., 1987).

IBS Hybridom, das einen mAk produziert, welcher ein zytosolisches Epitop auf der
o-Kette von HLA-DR erkennt (Adams et al, 1983; G. Moldenhauer, personliche
Mitteilung).
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DM.K8 Hybridom, das einen mAk produziert, welcher ein zytosolisches Epitop auf der
3-Kette von HLA-DM erkennt (Vogt et al., 1996).

2.1.3.2 EBV-transformierte B-Zellinien & Hybridzellinien

Folgende EBV-transformierte B-Lymphoblastoid-Zellinien (B-LCL) wurden fir die vorliegen-
den Untersuchungen kultiviert:

WT-100: DR1Dwi1 (DR1)
Jesthom: DR1Dw1 (DR1)
Jutthom: DR1Dwt1 (DR1)
COX: DR17Dw3  (DR3)

Weiterhin sind folgende TxB-Hybridzellen verwendet worden, die sich von Zellinie T2 ablei-
ten und stabil mit DR4 (DRA1*0101/DRB1*0401) und respektive DM transfiziert worden sind:

T2.DR4: DR4Dw4 (DR4)
T2.DR4.DM: DR4Dw4 (DR4)

Die Klasse llI-Haplotypen sind nach der aktuellen Nomenklatur (WHO Nomenklatur, 1990)
sowie in runden Klammern in der noch oft zitierten alten Nomenklatur (WHO Nomenklatur,
1968; Bodmer et al., 1984) angegeben.

2.1.4 Kulturmedium fur die Zellkultur

Als Kulturmedium fir alle Zellinien wurde RPMI 1640-Medium (incl. HEPES und L-Gin) von
der Firma Gibco verwendet. Das Pulvermedium wurde entsprechend den Angaben herge-
stellt, mit 5 M NaOH auf pH 7,3 - 7,4 eingestellt und sterilfiltriert. Das RPMI Medium ist bei
4 °C ca. 4 bis 6 Wochen haltbar.

Zur Hitzeinaktivierung von Komplement-Proteasen wurde das im Kuhilschrank aufgetaute
FCS (Gibco) 30 Minuten bei 56 ° C inkubiert. Pro 11 wurde kurz vor Gebrauch 50 bzw. 100 ml
hitzeinaktiviertes FCS (Gibco) zugegeben.

Bei der Kultivierung von Hybridomzellinien in miniPERM-Modulen sind pro 11 Komplettme-
dium noch folgende Zuséatze zugegeben worden:

5ml Glucose (45%)
10 ml Pencilin / Streptomycin (10000 [U/ml, GibcoBRL)
5ml Fungizone (GibcoBRL)
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2.1.5 Antikorper

2.1.5.1 Erstantikorper

Antigen Name Art Verdiin- Spezies Subtyp | MW des Ag
(Ag) nung [kD]
CD 22 Serum 1:100 Kaninchen - 135
calnexin MA-003 mAKk 1:4500 Maus ? 90
rab5 Serum 1:600 Kaninchen - 25
rab7 Serum 1:600 Kaninchen - 27
CI-MPR Serum 1:200 Ziege - 215
Lamp-1 #932-A Serum 1:2000 Kaninchen - 100
HLA-DRy 1B5 mAKk 1:6 Maus IgG1 29
HLA-DRB L227 mAKk 1:20 Maus IgG1 33
HLA-DR L243 mAKk - Maus lgG2a 62
MHC | HC-A2 mAKk 1:4,5 Maus IgG1 45
HC-10 mAKk lgG2a
l SD; mAKk 1:1 Maus IgG1 33, 35 & 41
HLA-DMB DM.K8 mAKk 1:1000 Maus IgG1 32
HLA-DM 11323 Serum - Kaninchen -
HLA-DORB DOB.L1 mAKk 1:1000 Maus lgG2b 32
Antigen Name Bezugsquelle |Referenz
(Ag)
CD 22 G. Moldenhauer | Schwarz-Albiez et al. (1991) Int. Immunol. 3,
623-633
calnexin MA-003 Alexis
rab5 W. Faigle Chavrier et al. (1990) Cell 62, 317-329
rab7 W. Faigle Chavrier et al. (1990) Cell 62, 317-329
CI-MPR von Figura Geuze et al. (1984) JCB 98, 2047-2054
Lamp-2 #932-A S. Carlsson Carlsson et al. (1988) JBC 263, 18911-18919
HLA-DRa 1B5 J. Neefjes Adams et al. (1983) Immunol. 50, 613-624
HLA-DRB L227 ATCC Lampson & Levy (1980) J. Immunol. 125,
293-299
HLA-DR L243 ATCC Lampson & Levy (1980) J. Immunol. 125,
293-299;
Gorga et al. (1987) JBC 262, 16087-16094
MHC | :gﬁ\g G. Moldenhauer | Stam et al. (1990) Int. Immunol. 2, 113-125
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li SD; C.A. Mdller, TG |Max et al. (1993) Hum. Immunol. 38, 193-200
HLA-DMRB DM.K8 G. Moldenhauer | Vogt et al. (1996) PNAS 93, 9724-29
HLA-DM 11323 D. Zaller Busch et al. (1998) J. Immunol. 160, 734-43

Liu et al. (1998) J. Cell Biol. 140,1023-37

HLA-DOR DOB.L1 G. Moldenhauer | Kropshofer et al.(1998) EMBO J. 17, 2971-81

2.1.5.2 Zweitantikorper

Samtliche der folgenden Zweitantikdrper-Enzymkonjugate wurden von der Firma Dianova
GmbH bezogen:

e GaM-POX  gerichtet gegen den Fcy-Teil eines IgGs
e GaR-POX gerichtet gegen die leichte und die schwere Kette eines IgGs
e DaG-POX  gerichtet gegen die leichte und die schwere Kette eines IgGs

Daneben wurden bei der Western Blot-Analyse von Immunprazipitaten bzw. Isolaten isotyp-
spezifische Zweitantikdrper-Enzymkonjugate (GaMIlgG1-, GaMIgG2a- oder GaMIgG2b-POX)

eingesetzt. Dadurch wurde ein Anfarben der schweren Kette des Antikérpers, mit dem préazi-
pitiert worden war, ausgeschlossen.

2.1.6 Gerate

2.1.6.1 Zentrifugen

Zentrifuge fur EppendorfreaktionsgefaBe Heraeus Biofuge A
Heraeus
Zentrifuge Heraeus Minifuge 2
Kihlzentrifuge Du Pont Instruments Sorvall RC-5B
Ultrazentrifuge Beckmann L8-60M sowie L8-M55

2.1.6.2 Massenspektrometrie

MALDI-Massenspektrometer: Flugzeit-MS mit Laserdesorptionseinheit
Finnigan LaserMAT Version 2000

2.1.6.3 Spektroskopie

ELISA-Photometer Multiscan, Titertek

Fluoreszenzreader Victor Multilabelcounter, Wallac ADL
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2.1.6.4 Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Autosampler

Pumpe
Steuerung:
Detektoren:

Integrator:

Gelfiltrationssaule:

2.1.6.5 FluBzytometrie

FACS-Gerat

CMA / 200 Axel Semrau GmbH + Co.

Intelligent Pump L 6200, E. Merck

LC Organizer

Fluorescence Detector F 1080, E. Merck
UV Detector L 4000A, E. Merck

D-2500 Integrator, E. Merck

Pharmacia Superdex 75 HR 5/20
Trennbereich: 1 - 70 kD

Becton Dickenson
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2.2 Zellbiologische Techniken

2.2.1 Kultivierung von B-Lymphozyten

EBV-transformierte B-Zellen werden zur Herstellung groBer Mengen in Rollflaschen kultiviert.
Hierzu werden sterile 2I-Glasflaschen mit Dichtung (Schott) verwendet; die Zellen werden in
einem Rollschrank bei 37 °C mit 3 - 4 Umdrehungen/min rotiert.

Die mittlere Zelldichte wird bei den Rollkulturen durch Zusatz von frischem Medium auf 0,4-
0,8x10° Zellen/ml gehalten.

EBV-transformierte B-Zellen werden bei einer Dichte von 0,8—1,2><106 Zellen/ml durch Zen-
trifugation in 250 ml GefaBen (1500 rpm, 10 min, 4 °C, JA-10 Beckman-Rotor) geerntet.

2.2.2 Kultivierung von Hybridomzellinien in miniPERM-Modulen

150 ml Hybridomzellsuspension mit einer Dichte von etwa 1x10° Zellen/ml werden in 50 ml-
Falcontubes abzentrifugiert (800 rpm, 5 min; Heraeus Minifuge 2). Die Pellets werden in ins-
gesamt 45 ml 10% Komplettmedium resuspendiert und mit Hilfe einer 50 ml-Einwegspritze in
das MiniPERM-Modul (Heraeus) ohne Luftblasenbildung eingefillt. Anschliessend wird das
Versorgungsmodul mit 350-400 ml 10% Komplettmedium beflillt. Die Zellen werden in einem
Rollschrank bei 37 °C mit 3 - 4 Umdrehungen/min rotiert.

Durch die semipermeable Dialysemembran werden die Zellen und die sezernierten Antikor-
per in hoher Konzentration im Produktionsmodul zuriickgehalten, wahrend das Medium im
Versorgungsmodul alle 3-4 Tage ausgewechselt wird. Nach ca 3-4 Wochen kdnnen die
mAKs in einer Dichte von 0.8-1.2 mg mAk/ml geerntet werden.

2.2.3 Lagerung von B-Lymphozyten

Zur Lagerung werden die geernteten Zellen (s. 2.2.1) auf Eis mit einer 10 ml Pipette resus-
pendiert und samtliche Pellets in 50 ml Falcon-Tubes Uberflhrt. Nach erneuter Zentrifugation
(2000 rpm, 10 min, 4 ° C, Heraeus Minifuge) wird der Uberstand vorsichtig abgenommen, und
das Zellpellet auf Eis in 10 ° C kaltem Einfriermedium (85% RPMI-Medium, 10% DMSO, 5%
FCS) im Verhéltnis 1:1 resuspendiert. Dabei werden die Zellen in einer Dichte von 1-2x10’
Zellen/ml aufgenommen. Die Zellsuspension wird in den 50 ml Réhrchen als Pellets bei
-70 °C im Tiefkuhlschrank eingefroren.

2.2.4 Kryokonservierung von B-Lymphozyten und Hybridomzellen

Zur Kryokonservierung werden die Zellen aus Suspensionskulturen abzentrifugiert (700rpm,
4 min, 4° C, Minifuge 2) und in 10° C kaltem, sterilfiltriertem Einfriermedium (50% FCS, 40%
RPMI und 10% DMSO) suspendiert. Dabei werden die Zellen in einer Dichte von 1 bis 2x10’
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Zellen/ml aufgenommen und auf Eis in 2 ml-Kryoampullen (Nunc) aliquotiert. Die Ampullen
werden bei -70° C in einer Styroporschachtel langsam eingefroren. Nach 1-2 Tagen werden
die eingefrorenen Zellen in flissigen N, Uberfihrt, wo sie mehrere Monate bis Jahre gelagert
werden kdnnen.

2.2.5 Rekultivierung von B-Lymphozyten und Hybridomzellen

Die in 2 ml-Kryoampullen in flissigem N. gelagerten Zellen werden in einem 37° C-warmen
Wasserbad innerhalb weniger Minuten zu 90% aufgetaut und sofort in ein 15 ml-Falkon-
réhrchen mit 10 ml 10° C kaltem 10%igem Komplettmedium Gberfihrt. Nach Zentrifugation
(700rpm, 4 min, 4°C, Minifuge 2) wird das DMSO-haltige Einfriermedium abdekantiert, und
die Zellen werden bei einer Dichte von 0,3 bis 0,6x10° Zellen/ml in 10%igem Komplettme-
dium rekultiviert.
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2.3 Biochemische Methoden

2.3.1 Isolierung monoklonaler Antikorper (mAK)

2.3.1.1 Affinatschromatographische Reinigung von mAk mittels Protein A

Der antikdrperhaltige Hybridomiberstand wird Uber eine TangentialfluB-Ultramembranfiltra-
tionseinheit, AusschluBgrenze 100 kD (Millipore) mit Hilfe einer Masterflex Schlauchpumpe
(Millipore) um den Faktor 100 konzentriert. Bei mAk-haltigen Uberstanden, die aus MiniPerm-
Modulen (Heraeus) gewonnen wurden, entféllt dieser Schritt. Durch Zusatz der entsprechen-
den Salze in fester Form wird unter Rihren eine Konzentration von 1,5 M Glycin, 3 M NaCl
eingestellt und der pH mit 5 M NaOH auf pH 8,9 titriert. Vor der Protein A-Chromatographie
wird die Losung durch einen Faltenfilter filtriert.

5 ml eines Sepharose Cl-4B Protein A-Konjugats (Pharmacia) werden in eine Polypropylen-
saule gefillt und mit 1,5 M Glycin, 3 M NaCl, pH 8,9 bei einer FluBrate von 20 ml/h aquili-
briert. Der konzentrierte Hybridomulberstand mit einem Antikérper-Gehalt von bis zu 25 mg
wird in 1 bis 2 Zyklen mit einer FluBrate von 40 ml/h aufgetragen. Zunachst wird die Saule
unter UV-Detektion (A = 278 nm) mit dem Hochsalzpuffer gewaschen, anschlieBend mit
100 mM Citratpuffer, pH 7,0 bis die Basislinie jeweils erreicht wird. Eluiert wird der mAk mit
100 mM Citratpuffer, pH 4,0 bei einem FluB3 von 80 ml/h. Die Peakfraktion (A = 278 nm) wird
gesammelt und umgehend mit 1 M NaOH neutralisiert. Die Saulenregeneration erfolgt mit 5
Séaulenvolumina 100 mM Citrat, pH 3,0 und anschlieBender Aquilibrierung mit dem Hochsalz-
puffer (1,5 M Glycin, 3 M NaCl, pH 8,9).

Die Konzentration des eluierten mAk wird mittels Bradfordtest bestimmt. AnschlieBend wird
die mAk-Lésung durch Ultrafiltration in einer P 10 Kammer (Amicon) auf eine Konzentration
von 1 mg/ml eingestellt. Bei einer sich anschlieBenden Immobilisierung des Antikérpers an
CNBr-aktivierte Sepharose wird das Isolat gleichzeitig auf 100 mM NaHCO3;, 500 mM NacCl,
pH 8,0 umgepuffert. Die Uberpriifung des Reinheit des Antikérper-Isolats erfolgt tiber Gel-
elektrophorese und anschlieBender Coomassie-Farbung.

2.3.1.2 Immobilisierung von mAk an Cyanobromid-aktivierte Sepharose

Far 15 mg Antikérper werden 1,5 g trockene CNBr-aktivierte Sepharose CI-4B (Pharmacia)
30 min bei 4 °C in 50 ml 1 mM HCI gequollen. Nach dem Quellvorgang wird das Material in
eine 18 ml Schiittelente Gberfiihrt, der Uberstand abgesaugt, und die Sepharose dreimal mit
100 mM NaHCOg3, 500 mM NaCl, pH 8,0 gewaschen. AnschlieBend wird die Protein A-gerei-
nigte mAk-Losung zu der gequollenen Sepharose (ca. 5 ml) gegeben und tber Nacht bei
4 °C unter langsamen Rotieren in einem Falcongefal inkubiert, so dal3 keine Schaumbildung
auftritt. Am nachsten Tag wird die Vollstandigkeit der Immobilisierung durch Bradford-Pro-
teinbestimmung Uberprift. Restaktivitaten der Sepharose werden durch Zugabe von 20 ml
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100 mM TRIS-HCI, pH 8,0 und durch eine nachfolgende einstiindige Inkubation inaktiviert.
Nach Uberfiihrung der Suspension in die Schittelente wird die Sepharose dreimal mit 500
mM NaCl, 50 mM TRIS-HCI, pH 8,0, gewaschen. Am Schlu3 wird das Material mit 100 mM
NaCl, 50 mM Na-Phosphat, pH 8,0 gewaschen und in diesem Puffer bei 4°C gelagert.

2.3.2 Praparative Isolierung subzellularer Kompartimente

2.3.2.1 Differentielle Percoll-Dichtegradientenzentrifugation

In Einfriermedium tiefgefrorene B-Zellen werden mdglichst rasch aufgetaut, indem sie mit
Hilfe einer 10 ml Pipette in RPMI-Medium (Gibco) resuspendiert werden. AnschlieBend wer-
den sie durch Zentrifugation (4 min, 1400 rpm, 4 °C, Heraeus Minifuge) gewaschen. Das
Zellpellet wird mit dem gleichen Volumen eines hypotonen Puffers (20 mM TRIS-HCI, pH 7,8,
5 mM MgCl,, 0,02% Natriumazid, 0,2 mM PMSF, 5 uM Leupeptin, 10uM Pepstatin und 1 uM
Chymostatin) versetzt und resuspendiert. Die osmotisch vergréBerten Zellen werden dann
mit Hilfe eines Potter-Elvehjem-Homogenators (70 um Spalt, 600 rpm, 20 min) unter Eiskih-
lung aufgebrochen. Die Uberpriifung der Lyse-Effizienz erfolgt mikroskopisch. Nach dem
Homogenisieren wird das Zellhomogenat zur Vermeidung von Organellen-Lyse mit 2,5 M
Saccharosel6sung isoton gestellt (250 mM Saccharose).

Wahrend der Promotionsarbeit wurde bei der Homogensierung auf ein schonenderes Ver-
fahren umgestellt, das sich des ,EMBL cell crackers” bedient. Bei diesem Gerat handelt es
sich um einen Stahlblock mit zwei Ein- bzw. Ausgangen und einer definierten Bohrung
(8,020 mm) sowie einer Kugel mit einem Durchmesser von 8,002 mm. Dabei werden die
Zellen in einer Dichte von 3x10” Zellen/ml in 250 mM Saccharose, 10 mM Triethanolamin,
10 mM Essigséaure, 5 mM MgCl,, 0,1 mM CaCl,, pH 7,5 aufgenommen, resuspendiert und in
eine 10ml-Spritze aufgezogen. Dann wird die Zellsuspension durch die Bohrung des ,EMBL
cell crackers® in eine zweite Spritze gedrlickt. Die Scherkréafte, die beim Passieren des klei-
nen Spalts zwischen Kugel und Stahlblock entstehen, fiihren zum Platzen der Zellen. 6 Pas-
sagen sind fur eine effiziente Homogenisierung véllig ausreichend.

Durch Zentrifugation (4 min, 2000 rpm, 4 ° C, Minifuge) des Zellhomogenats werden intakte
Zellen, Zellreste und Zellkerne entfernt. In den Uberstand wird Percoll (Pharmacia) und 2,5 M
Saccharose/100 mM TRIS-HCI (pH 7,8) eingewogen, so daB der Uberstand Percoll in einer
definierten Konzentration (WT-100: 24%, T2.DR4(.DM): 27%), 250 mM Saccharose sowie
10 mM TRIS-HCI enthélt. Die Zellkonzentration soll 7,5x10° Zellen/ml nicht tiberschreiten. Die
Suspension wird dann 45 min bei 25000 rpm und 4 ° C in einem Type 45Ti-Rotor (Beckman)
zentrifugiert, anschlieBend wird mittels einer Pipette die obere Halfte des Gradienten vorsich-
tig abgenommen. Diese wird nun auf 10% Percoll, die untere Halfte auf 40% Percoll einge-
stellt, wobei die Saccharose und die TRIS-Konzentration unveréndert bleiben. Die tatsachli-
che Percollkonzentration wird mit einem Pyknometer (50 ml, Brand®) Uberprift und gegebe-
nenfalls nachgestellt. Daraufhin wird erneut zentrifugiert: 45 min, 25000 rpm, 4 °C, Type
45Ti-Rotor. Nachdem beide Gradienten mit einer Pipette in je 10 Fraktionen fraktioniert wor-
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den sind, werden die Percoll-haltigen Fraktionen mit 250 mM Saccharoselésung um Faktor 6
verdiinnt und in dem Ausschwingrotor SW28 bzw. SW27 ultrazentrifugiert (90 bzw. 105 min,
28000 bzw. 27000 rpm, 4 °C). Die Organellenpellets werden mit einer Eppendorfpipette in
200 pl Volumen aufgenommen und mit Protease-Inhibitoren versetzt (0,2 mg/l NaNs, 0,2 mM
PMSF, 5 uM Leupeptin, 10 uM Pepstatin und 10 uM Chymostatin).

Die so gewonnen Organellenpellets werden entweder bei -70 ° C schockgefroren und bei die
ser Temperatur gelagert oder bei sofortiger Verarbeitung mit Detergens (beispielsweise 1%
NP-40 oder 1% CHAPS) versetzt und mindestens 45 min unter Schutteln lysiert. Nicht ly-
sierte Bestandteile werden abschlieBend durch Zentrifugation (13000 rpm, 5 min 4 °C) ent
fernt.

2.3.2.2 Isolierung von intrazellularen Proteinen mittels Oberflachenbiotinylie-
rung

5 x 10° Zellen werden zweimal mit isotonem Puffer (250 mM Saccharose, 30 mM Na-Phos-
phat, 5 mM MgCl,, 0,1 mM CacCl,, pH 7,5) bei 4 °C gewaschen (1200 rpm, 4 min, Heraeus
Minifuge 2). Danach werden die Zellen in 10 ml frisch angesetztem 3 mg/ml Biotinylierungs-
reagenz (EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin, Pierce) in isotonem Puffer resuspendiert und 15 min
bei 4 ° C rotiert. AnschlieBend werden die Zellen abzentrifugiert (1200 rpm, 4 min) und zwet
mal in 10 ml 50 mM Glycin/isotonem Puffer (4 ° C) zum Blockieren der Restaktivitat des NHS-
Esters und einmal in 10 ml hypotonem Puffer (20 mM TRIS, 5 mM MgCl,, pH 7,5) gewa-
schen (1200 rpm, 4 min). Die Zellen werden mit 10 ml 1% NP-40 in hypotonem Puffer (mit
Protease-Inhibitoren) durch einstliindige Inkubation bei 4 °C lysiert. Unlésliche Bestandteile
werden durch zweimaliges Zentrifugieren (1700rpm, dann 4500 rpm, 5 min, 4 °C) beseitigt.

In einem zweiten Schritt werden die biotinylierten Oberflachenproteine quantitiativ aus dem
Lysat entfernt. Dazu wird das Lysat Gber Nacht bei 4 °C unter Rollen mit 1 ml Beads inku
biert, an die monomeres Avidin gekoppelt ist (Pierce). Diese Beads haben den Vorteil, daf3
sie nach Regeneration mit 0,1 M Glycin/HCI, pH 2,8 wiederverwendet werden kénnen. Die
vollstandige Entfernung der biotinylierten Oberflachenproteine wird an Hand des Proteins DR
Uberpriift, indem die Menge der DR(bio)-Molekile Uber einen Sandwich-ELISA vor und nach
der Prazipitation bestimmt wird (s. 2.4.7). Intrazellulare DR-Molekile kénnen nun wie unter
2.3.3 beschrieben mit 150 pl L243-Sepharose isoliert werden.

2.3.2.3 Isolierung von Plasmamembranproteinen mittels Immunprazipitation

5 x 10° Zellen werden zweimal mit Komplettmedium (RPMI + 10% FCS) bei 4 ° C gewaschen
(1200 rpm, 4 min, Heraeus Minifuge 2) und darin aufgenommen. Die Zellsuspension wird
dann zusammen mit 150 ug biotinyliertem mAk L243 30 min bei 4 ° C unter Rotieren inku
biert. Danach werden die Zellen zweimal mit isotonem Puffer (250 mM Saccharose, 30 mM
Na-Phosphat, 5 mM MgCl,, 0,1 mM CaCl,, pH 7,5) und einmal mit hypotonem Puffer (20 mM
TRIS, 5 mM MgCl,, pH 7,5) bei 4 ° C gewaschen (1200 rpm, 4 min). Die Zellen werden dann
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mit 10 ml 1% NP-40 in hypotonem Puffer (mit Protease-Inhibitoren) durch einstiindige Inku-
bation bei 4 ° C lysiert. Unlésliche Bestandteile werden durch zweimalige Zentrifugation (1200
rpm, dann 4500 rpm, 5 min, 4 ° C) entfernt. Um die Antikdrperkomplexe zu prazipitieren, wird
das Lysat mit 150 ul NeutrAvidin-Beads tber Nacht bei 4° C inkubiert. Die Vollstandigkeit der
Prazipitation wird in einem Sandwich-Immunoassay (2.4.7) mit RaM-beschichteten Platten
(Rabbit anti-Mouse) tberprift. HLA-DR, das von der Plasmamembran stammt, kann, wie un-
ter 2.3.3 beschrieben, direkt von den NeutrAvidein-Beads eluiert werden.

2.3.3 Mikro-Isolierung von HLA-DR-Molekiilen aus Lysaten

Jedes Lysat wird zusammen mit 100 pl L243-Sepharose in einem 2 ml ,Safe-lock®-Reakti-
onsgefaB 24 h lang bei 4 ° C unter Rotieren inkubiert. AnschlieBend wird die Sepharose ab
zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Die Sepharose wird viermal mit Waschpuffer |
(100 mM NaCl, 50 mM Natriumphosphat, 1% NP-40, pH 8,0), dreimal mit Waschpuffer II
(100 mM Natriumphosphat, 0,5% ZW-12, pH 8,0) und viermal mit Waschpuffer Ill (100 mM
Natriumphosphat, 0,1% ZW-12, pH 8,0) gewaschen. Im Anschluf3 erfolgt die Elution durch
Inkubation mit 1 ml Elutionspuffer (100 mM Natriumphosphat, 0,1% ZW-12, pH 11,0): nach
einer kurze Inkubation mit dem Elutionspuffer wird die Sepharose abzentrifugiert, danach
wird der Uberstand abgenommen und mit HCI neutralisiert. Diese Elutionsprozedur wird ins-
gesamt 4x durchgefihrt. Zum Schlu3 werden je 3 der 4 ml Eluat in Ultrafiltrationseinheiten
(Ultrafree®-MC spin columns, Millipore, AusschluBgrenze 30 kD) auf ca. 100 pl aufkonzen-
triert, wobei der FlUssigkeitsspiegel nie unter diese Marke sinkt. Das Isolat wird am Schluf3
vorsichtig abgenommen und getrennt aufbewahrt.

2.3.4 Saure Freisetzung von Peptiden aus mikro-isolierten HLA-
Molekiilen

HLA-DR-Eluate oder -Isolate werden in Ultrafiltrationseinheiten bis zur Trockne reduziert. Um
das Detergenz zu entfernen werden die Einheiten nachfolgend zehnmal mit je 350 ul HPLC-
Wasser gewaschen. Nach Zugabe von je 50 pl 2% TFA auf die Ultrafree®-MC Saule wird der
Ansatz 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach dem Abzentrifugieren wird die Saule erneut mit 50 pl
2% TFA gewaschen, 20 min bei 37 ° C inkubiert und abzentrifugiert. Die Peptidldsungen wer
den zum SchluB3 in der SpeedVac getrocknet.

2.3.5 Immunprazipitation von Plasmamembranproteinen

2,5 x 107 Zellen werden wie unter 2.3.2.3 gewaschen und in Medium (RPMI +10% FCS) auf-
genommen. Die Zellsuspension wird dann zusammen mit 5 ug biotinyliertem Antikérper 30
min bei 4 ° C unter Rotieren inkubiert. Dabei wird der mAk L243 verwendet; als Negativkon-
trolle dient der mAk IB5, der ein zytosolisches Epitop der DRa-Kette erkennt und deshalb
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nicht von auBen binden kann. Danach werden die Zellen zweimal mit isotonem Puffer (250
mM Saccharose, 30 mM Na-Phosphat, 5 mM MgCl,, 0,1 mM CacCl,, pH 7,3) und einmal mit
hypotonem Puffer (20 mM HEPES, 5 mM MgOAc, pH 6,4) bei 4 °C gewaschen (2500 rpm, 2
min, Heraeus Biofuge Fresco). Die Zellen werden mit 1 ml 1% CHAPS oder 1% NP-40 in hy-
potonem Puffer (mit Protease-Inhibitoren) durch einstiindige Inkubation bei 4 °C lysiert. Un
I6sliche Bestandteile werden durch zweimalige Zentrifugation (4000rpm, dann 13000 rpm, 5
min, 4 °C) entfernt. Um die Antikbrperkomplexe zu prazipitieren, wird das Lysat mit 7,5 pl
NeutrAvidin-Beads mindestens 3 h oder iber Nacht bei 4° C inkubiert. Danach wird der Uber
stand verworfen, und die Beads werden viermal mit Waschpuffer (50 mM NaCl, 100 mM Na-
triumphosphat, 1% Detergenz, pH 6,8) gewaschen (5000 rpm, 1 min). AnschlieBend werden
die Antikdrperkomplexe durch Denaturierung von den Beads eluiert. Dazu werden die Beads
mit 30 pl 2 x Lammlipuffer 5 min bei 95 °C aufgekocht, der Uberstand abgenommen, die
Beads erneut mit 30 pl 2 x Lammlipuffer und 1 pl 3M DTT aufgekocht und die Uberstande
vereinigt. Die Eluate werden mittels SDS-Gelelektrophorese (2.4.3.1) getrennt und mittels
Western Blotting (2.4.4) analysiert. Das Anfarben des bei der Prazipitation verwendeten Anti-
kérpers kann durch isotypspezifische Antikérper bei der Immunférbung vermieden werden.

2.3.6 Quantifizierung der Plasmamembran- und der intrazellularen
Anteile

5 x 10’ Zellen werden mit 1,5 ml frisch angesetztem Biotinylierungsreagenz (3 mg/ml, EZ-
Link Sulfo-NHS-LC-Biotin, Pierce) quantitativ biotinyliert (vgl. 2.3.2.2). In einem Parallelan-
satz werden 5 x 10" Zellen nur mit isotonem Puffer behandelt. Nach der NP40-Lyse werden
unlésliche Bestandteile durch zweimalige Zentrifugation (4000 rpm, dann 13000 rpm, 5 min,
4 ° C, Heraeus Biofuge Fresco) entfernt. Die Proteinkonzentration der Lysate wird mit Lyse
puffer auf 1 mg/ml eingestellt (s. 2.4.1.1). AnschlieBend werden je 300 wl Lysat mit 80ul
NeutrAvidin Beads 3 h bei 4 ° C unter Rotieren inkubiert. Bei diesem Schritt ist die genaue
Vorgehensweise wichtig, um die Verdiinnung des Lysats durch die Bead-Suspension még-
lichst klein zu halten: Die Beads werden in ein leeres Gefal3 vorgelegt, abzentrifugiert, und
der Uberstand wird vorsichtig abgenommen. Erst dann wird das Lysat zu den Beads gege-
ben. Nach der Inkubation werden die Beads abzentrifugiert (5000 rpm, 1 min), das inkubierte
Lysat vorsichtig abgenommen und separat aufgehoben. Die vollstandige Depletion der bio-
tinylierten Proteine wird an Hand des Proteins DR Uberprift, indem die Menge der DR(bio)-
Molekule Uber einen Sandwich-ELISA vor und nach der Préazipitation bestimmt wird (s. 2.4.7).

Sowohl der Uberstand von den biotinylierten Zellen (intrazelluldre Proteine) als auch der
Uberstand von den unbehandelten Zellen (Gesamtprotein) werden mit 60 pl Lammlipuffer
versetzt und 5 min bei 95 ° C gekocht. Die Beads werden viermal gewaschen (50 mM NaCl,
100 mM Natriumphosphat, 1% NP-40, pH 8,0, RT) und durch dreimaliges Aufkochen mit je
50, 50 und 40 pl Lammlipuffer eluiert. Dabei enthalten die Beads, die mit dem Lysat der bio-
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tinylierten Zellen inkubiert wurden, die Plasmamembranproteine, wéhrend die anderen
Beads als Negativkontrolle flir unspezifischen Hintergrund dienen. AbschlieBend wird eine
Mengenbestimmung mittels quantitativem Western Blotting (2.4.4.4) fir ausgewahlte Pro-
teine durchgefihrt. Die Umrechnung in die relativen Anteile am Gesamtgehalt erfolgt unter
Einbeziehung der jeweiligen Volumina Uber Dreisatz, wobei bei den Eluaten ein zuséatzliches
Totvolumen von 30 ul berticksichtigt wird.

2.3.7 In vivo-Beladungsassay

2.3.7.1 Standardassay

Ungefahr 50 bis 100 ml Zellsuspension werden zunachst abzentrifugiert (1200 rpm, 4 min,
Heraeus Minifuge 2) und zweimal mit 20 ml Medium (RPMI plus 10% FCS) gewaschen. Vor
dem letzten Zentrifugationsschritt wird eine Zellzédhlung durchgefiihrt. Nach der Zentrifuga-
tion wird das Pellet in Medium in einer Zelldichte von 5 x 10° Zellen/ml aufgenommen und
auf 0,5 ml-SafeLock-GefaBe in 300 wl Aliquots verteilt. Zu der Zellsuspension wird dann bio-
tinyliertes HA(307-319)-Peptid gegeben, so daf die Endkonzentration 15 uM betragt. An-
schlieBend wurde die Zellsuspension 3 h bei 37° C unter Rotieren inkubiert. Nach der Inkuba
tion werden die Zellen abzentrifugiert (2500 rpm, 2 min, 4 ° C; Heraeus Biofuge Fresco) und
zunachst mit isotonem Puffer (250 mM Saccharose, 30 mM Na-Phosphat, 5 mM MgCls, 0,1
mM CacCl, pH 7,3), dann mit hypotonem Puffer (20 mM TRIS, 5 mM MgCl,, pH 7,5) gewa-
schen. Das Zellpellet wird abschlieBend mit 75 ul 1% NP-40 in hypotonem Puffer (incl. Pro-
tease-Inhibitoren) versetzt und mindestens 45 min bei 4° C unter Schutteln lysiert. Nicht Iy
sierte Bestandteile werden abschlieBend durch zweimalige Zentrifugation (4000, dann 13000
rpom, 5 min 4 ° C) entfernt. Durch eine Bestimmung des Gesamtproteins (2.4.1.1) in den Ly
saten kann sichergestellt werden, daf3 alle Parallelansatze vergleichbare Bedingungen
(Wasch- und Lyseeffiziens) erfahren haben. Die gebildeten DR:HA(bio)-Komplexe wurden
durch einen Sandwich-Immunoassay (2.4.7) quantifiziert.

2.3.7.2 Inhibition von Oberflachen-DM

Die Durchflihrung erfolgt wie unter 2.3.7.1 beschrieben. Zur Inhibition von Oberflachen-DM
wurde unmittelbar vor der Peptidzugabe die angegebene Menge DM-Antiserum (11323) in
die Zellsuspension gegeben und koinkubiert. Bei dem Kontrollserum handelt es sich um ein
Kaninchenserum, das gegen den zytoplasmatischen Teil von DOR gerichtet ist.

FUr die Inhibitionskinetik werden T2.DR4.DM-Zellen entweder mit 4 ul DM-Antiserum 11323
oder mit 4 ul Kontrollserum (anti-DOB, s.0.) 30 min auf Eis vorinkubiert. AnschlieBend wird
das ungebundene Serum durch Waschen mit Medium entfernt. Die Zellen werden dann mit
biotinyliertem HA(307-319)-Peptid fir die angegebenen Zeiten inkubiert, und die
DR4:HA(bio)-Komplexe wie unter 2.3.7.1 quantifiziert. Die Inhibition berechnet sich aus dem
Verhéltnis der Beladung in Anwesenheit von DM-Antiserum bzw. Kontrollserum.
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2.3.7.3 Inhibition der Endozytose bzw. Proteinbiosynthese

Im Unterschied zum Standardassay werden die Zellen vor der Peptidzugabe 30 min bei
37 ° C vorbehandelt, indem entweder nichts (Kontrolle) oder die angegebenen Substanzen
zugefligt werden. Nach der Vorbehandlung wird das Peptid ohne Waschen der Zellen zuge-
geben, d.h. die Peptidinkubation erfolgt in Anwesenheit der Inhibitoren. Die sonstige Durch-
fihrung erfolgt wie unter 2.3.7.1 beschrieben. Stammlésungen werden fir Wortmannin in
DMSO, fur Cycloheximid und Natriumazid in Medium angesetzt. Die Endkonzentrationen be-
tragen 5 uM bei Wortmannin, 20 mM bei Azid und 10 ug/ml bei Cycloheximid.

2.3.7.4 Kompetitionsassay

Die Durchfiihrung erfolgt wie unter 2.3.7.1 beschrieben. Nach 30-mindtiger Inkubation mit
dem biotinylierten Peptid wird entweder kein Peptid oder ein unmarkiertes Peptid als Kompe-
titor in der gleichen molaren Konzentration (15 uM) zugegeben. Als weiterer Kompetitior wird
intaktes basisches Myelinprotein benutzt. Die Inkubation wird nach insgesamt 3 Stunden
durch Lyse abgebrochen, und DR4:HA(bio)-Komplexe werden wie beschrieben quantifiziert.
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2.4 Biochemisch-analytische Methoden

2.4.1 Proteinbestimmung

2.4.1.1 BCA-Proteinbestimmung

Der BCA* Assay (Pierce) funktioniert nach der Bicinchonin-Methode, dabei werden in Abhan-
gigkeit der Proteinkonzentration einwertige Kupferionen generiert, die mit BCA einen farbi-
gen Komplex bilden (Smith et al., 1985). Der Bestimmungskit ist Mikrotiterplatten-geeignet
und zeichnet sich durch Sensitiviat sowie Kompatibilitdt zu vielen verwendeten Chemikalien
einschlieBlich Detergenzien aus.

Zur Durchfihrung der Proteinbestimmung werden 10 ul Probe in die Mikrotiterplatte pipet-
tiert. AnschlieBend werden Gber eine Multipette (Eppendorf) je 200 ul der Arbeitslésung zu-
pipettiert, ca. 30 min bei 37 ° C inkubiert und die Absorption bei 540nm ermittelt. Zusatzlich
zu den Fraktionen werden bei jeder Proteinbestimmung mehrere BSA-Standards in unter-
schiedlichen Konzentrationen vermessen, so daf3 Uber eine Eichgrade die absolute Konzen-
tration in den Proben bestimmt werden kann.

2.4.1.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Der Proteingehalt von detergenzfreien Lésungen kann nach der Vorschrift von Bradford be-
stimmt werden (Bradford et al., 1976). Etwa 0,3 bis 3 ug der zu analysierenden Probe wer-
den zu 980 ul Bradfordreagenz pipettiert, das in einer Halbmikrokivette vorgelegt wird. Das
Gesamtvolumen wird mit aqua bidest. auf 1000 ul gebracht. Nach dreimaligem Invertieren
wird die Lésung fiir 5 min bei RT stehengelassen. AnschlieBend wird die Absorption 595 nm
gegen eine entsprechende Pufferkontrolle gemessen. Die Eichung wird mit BSA im Bereich
von 0,1 bis 4 ug Protein vorgenommen.

Das Bradford-Reagenz wird folgendermaBBen hergestellt:

100 mg Coomassie-Brillant-Blue G250 (Serva)  werden in

50 ml Ethanol geldst, dann werden
100 ml Phosphorsaure (85% v/v) zugefligt und das Volumen
ad 1000 ml mit aqua bidest. aufgefullt.

Nach 30-mindtigem Ridhren wird die Lésung filtriert und in einer Braunglasflasche aufbe-
wahrt.
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2.4.2 Aktivitatsbestimmung von B-Hexosaminidase

Ein Ansatz setzt sich wie folgt zusammen:

10ul Lysat
5ul (p-Nitrophenyl)-N-acetyl--D-glucosaminid (5 mg/ml in DMSO)
35l Puffer (100 mM Natriumcitrat, 200 mM Natriumphosphat, 0,1% NP-40, pH 4,5)

Die Ansatze werden 5 bis 6 Stunden bei 37 ° C inkubiert, danach wird die Reaktion durch Zu
pipettieren von 200 ul Stoppuffer (1 M Na,COs, 550 mM Glycin, pH 10,0) beendet. Danach
werden die Ansétze zentrifugiert (13000 rpm, 10 min) und die Ubersténde in eine Mikrotiter-
Platte transferiert. Im Anschlu3 daran wird die Absorption bei 405 nm gemessen. Dieser Test
stellt eine Modifikation eines B-Hexosaminidase-Tests dar, wie er von Beaufay et al. verwen-
det wurde (Beaufay et al., 1974).

Alternativ kann statt der p-Nitrophenol-Verbindung das entsprechende 5-Methyl-umbelliferyl-
derivat verwendet werden. Dabei verklrzt sich die Inkubationszeit auf 1 bis 2 Stunden und
die Notwendigkeit der Zentrifugation entfallt. Die Detektion erfolgt dann fluorimetrisch bei 355
nm bzw. 450 nm (Emission respektive Extinktion).

2.4.3 Gelelektrophoresen

2.4.3.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die SDS-Gelelektrophorese wird nach dem Prinzip von Laemmli durchgefihrt (Laemmli,
1972). Sammel- und Trenngel werden nach dem folgenden Pipettierschema hergestellt:

Sammelgel Trenngel

(5%) 7,5% 10% 11,5%
Aqua bidest. 3,540 ml 4,500 ml 3,350 ml 2,750 ml
1 M TRIS pH 8,8 - 5,000 ml 5,000 ml 5,000 ml
1 M TRIS pH 6,8 0,680 ml - - -
30 % (Bis-)Acrylamidlsg. 0,720 ml 3,250 ml 4,400 ml 5,000 ml
10 % (w/v) SDS 60 pl 150 pl 150 pl 150 pl
TEMED 35 ul 25 pl 25 pl 25 pl
10 % (w/v) APS 35 pl 80 ul 80 ul 80 ul

Die Minigelplatten haben eine Abmessung von 10 x 8 cm, die Spacer eine Dicke von 1 mm.
Trenn- und Sammelgel werden vor dem Zusatz von APS nicht entgast, das Trenngel wird mit
Isopropanol tberschichtet. Die Hohe des Sammelgels betragt ca. 1,5 cm. Die Teflon-Kamme
haben 13 Probentaschen mit ca. 25 ul Probenvolumen. Die Gele werden vertikal in eine Mi-
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nigel-Kammer (Eigenbau) eingebaut, die dann mit Laufpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin,
0,1 % (w/v) SDS) geflillt wird.

Die Proben werden im Verhaltnis 1:5 (v/v) mit 6 x Laemmli-Probenpuffer (150 mM Tris/HCI,
pH 6,9, 12% (w/v) SDS, 30% (w/v) Glycerin, 0,15 % (w/v) Bromphenolblau; bei reduzieren-
dem Probenpuffer zusatzlich mit 0,6 M 1,4-DTT) versetzt. Wenn es nicht ausdricklich an-
ders angegeben wird, werden die Proben anschlieBend 3 min bei 95 °C gekocht, auf Eis
abgeschreckt und dann in die Probentaschen pipettiert.

Die Elektrophorese dauert unter Konstanthaltung des Stroms bei 18 mA und einer Spannung
von 70-150 V ca. 1h 20min.

2.4.3.2 Coomassie-Farbung

Flr die Coomassie Farbung der Gele werden folgende Lésungen eingesetzt:

Farbelésung: 0,2 % Serva-Blue R, 50 % (v/v) MeOH, 8 % (v/v) Eisessig, filtriert;
Entfarber: 10 % (v/v) Eisessig, 15 % (v/v) MeOH.

Die Gele werden zunachst 15 min in Farbelésung sanft geschuittelt. AnschlieBend wird die
Farbel6sung abdekantiert, und die Gele werden 3 bis 4 mal in frischem Entfarber geschuttelt.
Die entfarbten Gele werden in aqua bidest. gewassert, evtl. photographiert und schlieBlich
auf SMM Whatman-Papier im Geltrockner getrocknet.

2.4.4 Western Blotting und Immunfarbung

2.4.4.1 Western Blotting

Die Polyacrylamidgele werden auf eine Immobilon™ PVDF Transfer Membran (Millipore, Inc.)
nach dem ,semi dry“-Verfahren geblottet. Dazu werden Filterpapiere sowie die Gele und die
Membranen, die in verschiedenen Puffern gewassert wurden, Gbereinandergeschichtet. Der
Aufbau sieht folgendermafen aus:

Kathode

6 Filterpapiere (Puffer 3)
Polyacryamidgel (Puffer 2)
Immobilon™ Membran (Puffer 2)
2 Filterpapiere (Puffer 2)
8 Filterpapiere (Puffer 1)
Anode
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Die Puffer setzen sich zusammen wie folgt:

Puffer 1: 0,3 M Tris-HCI pH 10,4
20% (v/v) Methanol (technisch)

Puffer 2: 0,025 M Tris pH 10,4
20% (v/v) Methanol (technisch)

Puffer 3: 0,025 M Tris pH 9,4
0,040 M 6-Aminocapronsaure
20% (v/v) Methanol (technisch)

Beim Aufbau werden zunéachst die gewéasserten unteren Filterpapiere auf die Anode gelegt.
Bevor die Immobilon™ Membran (10x7 cm) in Puffer 2 gewassert werden kann, muf sie
durch kurzes Schwenken in Methanol benetzt werden. Nach dem Auflegen der Membran,
des Gels und der restlichen Filterpapiere, wird die Kathode aufgelegt und mit ca. 1kg be-
schwert.

Bei SDS-Polyacrylamidgelen wird das Blotting unter Konstanthaltung des Stromes bei
160 mA und einer Spannung von 12-25V fir 1 h durchgefihrt, wenn 2 Gele gleichzeitig
geblottet werden. Wird nur ein Gel geblottet, wird die Stromstarke auf 100 mA reduziert und
die anderen Parameter beibehalten. Tris-Tricin-Gele werden unter Konstanthaltung des Stro-
mes bei 200 mA 1h10 geblottet. Geeignete ,prestained molecular weight marker” (BioRad),
die vor der Elektrophorese als Probe aufgetragen wurden, geben nicht nur Auskunft Gber die
Verteilung verschieden schwerer Proteine, sondern auch Uber die Blot-Effizienz.
AbschlieBend werden die Membranen entweder 1 h bei 37 °C oder tber Nacht bei 4 °C in
einer 1%igen Lésung aus ,blocking reagent“ (Boehringer Mannheim) geblockt.

2.4.4.2 Immunfarbung

Um Proteine spezifisch auf dem Western Blot nachzuweisen, wird die Membran in einer
PBS-Lésung, die 0,5% Tween® enthilt, gewaschen. AnschlieBend wird die Membran mit
dem jeweiligen Erstantikdrper 40 min bei Raumtemperatur unter Schiitteln inkubiert. Die Er-
stantikérperlésung wird nach der Inkubation in ihr Aufbewahrungsgeféai zurlickpipettiert und
die Membran dreimal 5 min in PBS/Tween® gewaschen. Nach dem Waschen wird die Mem-
bran mit dem entsprechenden Zweitantikdrper-Enzymkonjugat 40 min bei RT unter Schitteln
inkubiert. Im Anschlu3 an die Inkubation wird die Zweitantikdrperlésung verworfen, und die
Membran erneut dreimal 5 min in PBS/Tween® gewaschen. Samtliche Inkubations- und
Waschschritte erfolgen einzeln in einer Petrischale (& = 12 cm).

Sowohl Erst- als auch Zweitantkérper werden in einer PBS-Lésung verdinnt, die 1% BSA
und 0,5% Tween® enthalt. Zur Lagerung wird der Erstantikérperldsung 0,05% Natriumazid
beigegeben.
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2.4.4.3 Detektion mittels ECL

Membranen werden mit dem ,SuperSignal™ CL-HRP Substrate System* oder ,SuperSignal
Ultra™* (Pierce) entwickelt. Dabei wird die Membran 1 bis 2 min in einer Gebrauchslésung
inkubiert, die gleiche Anteile der beiden Stammlésungen des Kits enthalt.

In Anschlu3 an die Inkubation laBt man die Flissigkeit kurz von der Membran abtropfen, pla-
ziert sie in eine Klarsichthlle, die zu diesem Zweck an drei Seiten offen ist, und legt einen
Film auf. Die Expositionsdauer reicht, abhangig von der Signalintensitat, von 1 s bis 10 min.
Die Filme werden abschlieBend in einer Entwicklereinheit (Agfa) entwickelt und fixiert.

2.4.4.4 Quantitatives Western Blotting

Beim quantitativen Western Blotting werden vier oder finf unterschiedliche Mengen einer
Referenzprobe zusammen mit den zu messenden Proben auf das SDS-Gel aufgetragen. Fir
eine absolute Konzentrationsbestimmung wird als Referenzprobe ein Proteinisolat bekannter
Konzentration eingesetzt. Zur relativen Bestimmung, wie dies bei Punkt 2.3.6 der Fall ist,
wird ein Zellysat verwendet, auf das sich dann die Konzentration der MeBprobe bezieht.

Das weitere Vorgehen entspricht den Punkten 2.4.4.1 bis 2.4.4.3. Am Schlu3 werden die
Filme gescannt (Studioscan lisi, AGFA; Software: FotoLook SA2.05) und mit Hilfe des Pro-
grammes ScanAnalysis densitometrisch ausgewertet. Mit Hilfe der Referenzproben wird
dann eine Eichkurve erstellt und ein linearer Bereich festgelegt. Die Auswertung der zu mes-
senden Proben erfolgt Uber lineare Regression und ist nur dann sinnvoll, wenn sich ihre In-
tensitat innerhalb der Grenzen des linearen Eichbereichs bewegt.

2.4.5 Gelfiltrations-Assays

2.4.5.1 HPSEC-Bindungsassay

Der nicht-radioaktive Peptidbindungsassay wurde von Kalbacher & Kropshofer (1991) ent-
wickelt und beruht auf der Trennung der an MHC Klasse Il gebundenen Peptiden von freiem
Peptid mittels Gelfiltration (HPSEC = high perfomance size exclusion chromatography) und
on-line Fluoreszenzdetektion. In jlingster Zeit wurde der Assay durch Einsatz einer miniaturi-
sierten Gelfiltrationssaule und durch den Einbau von Mikro-DurchfluBkivetten hinsichtlich
Probendurchsatz, Materialverbrauch und Sensitivitat deutlich verbessert.

Je 100 ng Isolat werden mit einem spezifisch N-terminal AMCA-markierten Peptid (bei 37 °C
in Puffer (50 mM Natriumphosphat, 50 mM Natriumcitrat, 0,1% ZW-12, pH 4,8) inkubiert. Die
HPSEC-Trennung erfolgt auf einer Superdex 75 HR 5/20 (Pharmacia), die mit einer FluBrate
von 0,4 ml/min und einem Gegendruck von 15-16 bar gefahren wird. Als Laufmittel wird
HPSEC-Puffer benutzt, der aus 150 mM Na-Phosphat, pH 6,0, 15 % (v/v) Acetonitril und 0,1
% Zwittergent-12 besteht.
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Die Quantifizierung des gebundenen Peptids erfolgt tber die Hohe des Fluoreszenzsignals
im Verhaltnis zur H6he des on-line detektierten UV-Signals (Apet = 214 nm). Die UV-Normie-
rung des Bindungssignals auf die tatséchlich im Bindungsansatz vorhandene Proteinmenge
ermdglicht eine hohe Reproduzierbarkeit der Messungen (die Fehler liegen in der Regel bei
maximal 4 - 5%.

2.4.6 Massenspektrometrie (MALDI-MS)

Zur Massenbestimmung von Peptiden ist ein Flugzeit-Massenspektrometer (Finnigan Laser-
MAT Version 2000) mit Laserdesorptionseinheit eingesetzt worden. Dabei wird die Probe, in
1 ul 0,1% TFA / Aqua dest. (HPLC-grade) geldst und 0,3 pl hiervon mit 0,3 pl Matrixlésung
(1,4-Dihydroxybenzoeséaure, gesattigt in 1% TFA, 50% AcN, H.O) auf einen MS-Probenteller
pipettiert. Die zur Trockne eingedampfte Probe wird durch einen Laser ionisiert und durch
das elektrische Feld beschleunigt.

Die Vorteile dieser Technik liegen in der hohen Empfindlichkeit (fiir Peptide > 1x107® M) und
der hohen Toleranz gegenlber Salz- und Detergenz-Kontaminationen.

2.4.7 DELFIA (Dissociation Enhanced Lanthanide Fluorescence Im-
munoassay)

2.4.7.1 Beschichten von Mikrotiterplatten

In jede Vertiefung einer Mikrotiterplatte (F16 Black Polysorp Fluoronunc, Nunc) werden
100 pl einer verdinnten Antikorperlésung (1 mg/ml Antikdrper, verdinnt 1:300 in 0,05 M Na-
triumkarbonatpuffer, pH 9,6) pipettiert und tber Nacht bei 4 °C nkubiert. Danach wird die
Flissigkeit abgeschuttet, und die Mikrotiterplatte mit 200l PBS/Tween® pro Vertiefung drei-
mal gewaschen. Zwischen den einzelnen Waschschritten wird die Platte umgedreht auf
saugféahigem Papier ausgeschlagen, um die Waschflissigkeit mdglichst vollstandig zu ent-
fernen. Zur Blockierung der unspezifischen Proteinadsorption wird in jede Vertiefung 200 ul
0,2 % Gelatine in PBS gegeben und 1 bis 2 h bei 37 ° C inkubiert. Danach kénnen die Platten
entweder sofort benutzt oder in Frischhaltefolie gepackt mehrere Monate bei 4 ° C gelagert
werden.

2.4.7.2 Sandwich-Immunoassay

Vor Gebrauch wird die beschichtete Mikrotiterplatte dreimal mit 200 pl PBS/Tween® wie be-
schrieben gewaschen. Dann werden in jede Vertiefung soviel 1 % BSA in PBS/Tween® vor-
gelegt, daB3 das Endvolumen 100 pl betragt. AnschlieBend werden die zu messenden Pro-
ben in die jeweiligen Vertiefungen pipettiert und mit der Pipette resuspendiert. Nach 2 h In-
kubation bei RT wird die Mikrotiterplatte dreimal mit 200 pl PBS/Tween® gewaschen. Biotiny-
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lierte Proteinkomplexe werden mit Europium-markiertem Streptavidin (Wallac Oy, Turku,
Finnland) detektiert. Dazu wird die (Eu)Streptavidin-Stammlésung 1:1000 in Assay Buffer
(Wallac Oy, Turku, Finnland) verdiinnt, 100 ul der verdinnten Lésung in jede Vertiefung ge-
geben, und die Mikrotiterplatte 45 min bei RT inkubiert. Danach wird die Mikrotiterplatte vier-
mal mit 200 pl PBS/Tween® gewaschen. In jede Vertiefung werden 150 pl Enhancement
Solution (Wallac Oy, Turku, Finnland) pipettiert. Durch den sauren pH wird der Chelator pro-
toniert, Gber den das Europium an das Streptavidin gebunden war. In Folge dissoziiert das
Europium-lon und wird durch einen zweiten Chelator gebunden, der in der Enhancement
Solution vorhandenen ist und Europium pH-unabhangig bindet. Die Fluoreszenz des neuen
Europiumchelatkomplexes kann nun mit einem Fluoreszenzreader (Extinktion: 340 nm, Em-
mission: 613 nm, 1420 Viktor Multilabel Counter, Wallac Oy, Turku, Finnland) in Lésung ge-
messen werden.
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3. Ergebnisse

3.1 Subzellulare Charakterisierung von MHC Klasse II-Mo-
lekilen

In vielen der bisherigen Arbeiten, die der Frage nachgingen, in welchen Kompartimenten Be-
ladung von MHC Klasse Il - Molekllen stattfindet, wurde der Nachweis (ber SDS-stabile
Klasse Il - Dimere gefihrt (Amigorena et al., 1994; Tulp et al., 1994; West et al., 1994; Qui et
al.,, 1994). Damit wurde aber nur das Akkumulieren beladener MHC Klasse II-Molekile ge-
zeigt, nicht aber der Beladungsvorgang selbst. Im Rahmen dieser Arbeit ist deshalb ein an-
derer Ansatz gewahlt worden: MHC Klasse Il:CLIP-Komplexe sind die wichtigsten bislang
beschriebenen Substrate flir HLA-DM, das CLIP gegen antigenische Peptide austauscht.
Daraus ergibt sich, daB MHC Klasse Il:CLIP-Komplexe die unmittelbare Vorstufen des bela-
denen Klasse II-Molekdls sind. Auf dieser Basis werden Beladungskompartimente als solche
definiert, die sowohl die Vorstufe, MHC Klasse Il:CLIP-Komplexe, als auch das Beladungs-
katalysator, HLA-DM, enthalten. Zielsetzung der nachfolgenden Experimente war die Identifi-
kation von Kompartimenten, in denen geman dieser Definition Beladung stattfinden kann.
Die Fraktionierung der Zellen wurde auf zwei unterschiedliche Arten vorgenommen, wobei
jede der beiden Techniken ihre eigenen Vorteile hat: Die Dichtegradientenzentrifugation
trennt mehrere Arten von Organellen geman ihrer Dichte auf, wahrend die Oberflachenbio-
tinylierung eine sehr saubere Unterscheidung zwischen intrazelluldren Proteinen und Ober-
flachenproteinen erlaubt. Fir ein abgerundetes Bild missen die Ergebnisse beider Fraktio-
nierungsmethoden zusammen betrachtet werden.

3.1.1 Charakterisierung von MHC Klasse lI-Molekilen in endoso-
malen und lysosomalen Kompartimenten

3.1.1.1 Markeranalyse des Dichtegradienten

Gradient
Zunachst wurden 10 Milliarden WT-100 Zellen nach ihrer  Lipidschicht
Homogenisierung auf einem isotonen 24% Percoll-Gradien- leichte
ten fraktioniert. Dabei ergab sich folgendes reprasentatives Fraktion
Bild (Abb. 3.1):
schwere

. . , Fraktion
Um die Trennleistung des Percoll-Gradienten zu verbes-

sern, wurde in dieser Arbeit statt der Ublichen Ein-Schritt-
Zentrifugation (West et al., 1994; Qiu et al., 1994) eine zwei Abb. 3.1: Schematische Darstel-
zweistufige Zentrifugation angewendet. Dabei wurde die lung eines Percollgradienten

nach Zentrifugation
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Abb. 3.2: Leitproteinanalyse der segentiellen Percoll-Dichtegradientenzentrifugation von WT-100

(A) Verteilung des Gesamtproteins Gber den Dichtegradienten (v ) sowie Dichtebestimmung (A)

(B) Verteilung der Enzymaktivitat des lysosomalen Markers 3-Hexosaminidase (v )

(C) Western Blot-Analyse: Verteilung der Leitproteine lamp-1 (spezifisch fur Lysosomen), CI-MPR (spezifisch
fur spate Endosomen sowie TGN), i (spezifisch fur ER, Golgi und Endosomen), rab-5 (spezifisch fur frihe
Endosomen) und MHC Kilasse | (spezifisch fur ER, Golgi, Plasmamembran). Vergleich mit der Verteilung
der MHC Klasse II-Proteine HLA-DR und HLA-DM.
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obere Hélfte des 24% Gradienten nach der ersten Zentrifugation auf 10% Percoll und die
untere Halfte auf 40% Percoll eingestellt. Erst nach erneuter Zentrifugation (zweite Stufe)
wurden sowohl der 10%- als auch der 40%-Gradient in jeweils 8 Fraktionen getrennt.

Im AnschluB3 an die Dichtegradientenzentrifugation wurden die einzelnen Fraktionen auf ih-
ren Gesamtproteingehalt, auf die Aktivitdt eines Markerenzyms sowie mittels Western Blot-
Analyse auf Leitproteine (Abb. 3.2, A-C) untersucht. Dabei zeichnete sich folgendes Bild ab:
Durch das sequentielle Fraktionierungsprotokoll sind die Organellen in 3 Gruppen aufge-
trennt worden. Lysosomen unterschiedlicher Dichte befinden sich in den Fraktionen 1 bis 8.
Diese Fraktionen zeichnen sich durch die Anwesenheit der lysosomalen / spatendosomalen
Marker lamp-1 (Peters & von Figura, 1994) und B-Hexosaminidase (EC 3.2.1.20; Castellino
& Germain, 1995)) aus. Die Hauptaktivitat dieses Enzyms tritt in den Fraktionen 9 und 10
auf. Diese Fraktionen enthalten auBerdem das Leitprotein CI-MPR (cation-independent man-
nose 6-phosphate receptor), das vor allem in spaten Endosomen und im TGN vorkommt,
nicht aber in Lysosomen (Kornfeld, 1992). Es eignet sich daher fiir die Unterscheidung zwi-
schen Lysosomen und spaten Endosomen. Letztere sind folglich in den Fraktionen 9 bis 12
lokalisiert. Eine Kontamination der spaten Endosomen durch Lysosomen |aB3t sich allerdings
nicht ausschlieBen, da keine Leitproteine verfligbar sind, die nur in Lysosomen, nicht aber in
spaten Endosomen vorkommen: Alle bekannten lysosomalen Proteine gelangen Uber die
spaten Endosomen zu ihrem Bestimmungsort. Die leichtesten Fraktionen (13-16) waren die
einzigen, in denen MHC Klasse | (Marker fir ER, Golgi und Plasmamembran) und rab-5
(Marker fir frihe Endosomen) nachgewiesen wurden. Auch enthielten sie den Hauptteil an
intakter li sowie geringere Mengen an CI-MPR. Demnach bestehen die Fraktionen 13-16 aus
einer Mischung aus ER, Golgi, frihen Endosomen und Plasmamembran.

Die MHC Kilasse II-Proteine HLA-DR und HLA-DM wurden in den meisten Fraktionen nach-
gewiesen, auch in spaten Endosomen und Lysosomen. In Ubereinstimmung mit der Beob-
achtung, daB3 HLA-DR Uberwiegend auf der Zelloberflache exprimiert ist, zeigen die Plasma-
membranfraktionen 14 & 15 die héchsten Signalintensitaten fir HLA-DR.

Mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation wurden aufgeschlossene B-Zellen in drei
Organellgruppen fraktioniert: Die erste enthielt im wesentlichen Lysosomen, die zweite
spate Endosomen und die dritte bestand aus friihen Endosomen, Plasmamembran, ER
und Golgi.

3.1.1.2 Verteilung und Quantifizierung von MHC-Molekiilen

HLA-DM katalysiert den Beladungsproze3 von MHC Klasse Il - Molekilen, die mit CLIP oder
mit anderen, instabilen Peptidliganden vorbeladen sind (Sloan et al., 1995). Um die Wir-
kungsorte von HLA-DM und damit potentielle Beladungskompartimente zu identifizieren,
wurde mittels quantitativem Western Blotting die Verteilung der beiden Proteine DR und DM
bestimmt. Daflr wurden unterschiedliche Mengen von isoliertem DR oder DM als Eichstan-
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dard zusammen mit den einzelnen Fraktionen auf ein SDS-Gel aufgetragen und auf der
Blotmembran mit dem entsprechenden Antikérper detektiert (Abb. 3.3 A und B). Die Farbung
wurde anschlieBend tiber Chemolumineszenz sichtbar gemacht und densitometrisch quanti-
fiziert. Bei dieser Methode ist der MeBbereich sehr klein (Abb 3.3 B). Daher wurden die auf-
getragenen Menge so gewahlt, da3 die Intensitaten sowohl der Eichstandards als auch der
Fraktionen innerhalb des linearen MeRbereichs lagen. Mittels der Eichgeraden wurde die
aufgetragene Menge jeder Fraktion bestimmt und durch Division mit dem aufgetragenen
Volumen die jeweilige Konzentration berechnet.

. Abb. 3.3: Quantitatives Western
A DM-Isolate [ng] ~ Fraktionsnummer . ©
1210 8 6 4 1 2 3 4 5
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: 800 - ° von DM
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(7]
% 400 - 4 und 10 ng DM pro Spur.
-t
£ 200 -
0 T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14
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Die Ergebnisse der Quantifizierung sind in den Abb. 3.4 A und B dargestellt. In jeder der
Fraktionen wurde sowohl DR als auch DM nachgewiesen. Wahrend DM relativ gleichmaBig
Uber den Dichtegradienten verteilt ist, zeigt DR eine Akkumulation in den Fraktionen 13 bis
15, die auch die Plasmamembran enthalten. In den spat-endosomalen Fraktionen 9 bis 12
kommt DR bereits weniger haufig vor, in den lysosomalen Fraktionen (1 bis 8) nimmt die
Konzentration noch weiter ab. Das Ergebnis der Quantifizierungen stimmt mit den Western
Blots (Abb. 3.2 C) Uberein.

Uber alle Fraktionen gemittelt ergibt sich ein Verhaltnis DM zu DR von 1:28, was mit der von
Denzin & Cresswell (1995) verdffentlichten Abschatzung dbereinstimmt. Weiterhin ist an
Hand der Abb. 3.4 C folgender Zusammenhang erkennbar: Das Verhéltnis DM zu DR fallt
von den sauren Organellen zu den weniger sauren Organellen stark ab. Betragt es in den
lysosomalen Fraktionen noch 1:10, verringert es sich in den spaten Endosomen auf 1:30. In
den Fraktionen 14 bis 16 wurde ein Verhaltnis von 1:45 bestimmt, wobei berltcksichtigt wer-
den muB, daB in diesen Fraktionen verschiedene Organellen kofraktionieren. Auch dieser
Befund ist konsistent mit den Literaturdaten, denen andere Quantifizierungs-Techniken zu
Grunde liegen und die ein Verhaltnis DM zu DR von ca. 1:5 in den Lysosomen beschreiben
(Schafer et al., 1996; Kropshofer et al., 1997).
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Abb. 3.4: Quantifizierung der MHC Il - Molekiile DR und DM

WT-100 Zellen wurden nach ihrem AufschluB3 durch Homogenisieren mittels Percoll-Dichtegradientenzentrifuga-
tion subzellular fraktioniert. Die Membranpellets der Fraktionen wurden in 1% NP-40 lysiert, anschlieBend wurden
die Lysate mittels quantitativem Western Blotting auf DR und DM untersucht.

(A) Quantifizierung von DR
(B) Quantifizierung von DM
(C) Verhaltnis DM zu DR



50 3. Ergebnisse

Die Konzentrationen von HLA-DR und HLA-DM wurden in jeder Fraktion bestimmt. Das
daraus errechnete Verhaltnis DM zu DR ist in den lysosomalen Kompartimenten am
héchsten und nimmt zu den weniger sauren Kompartimenten hin ab.

3.1.1.3 Nachweis von CLIP im DR-assoziierten Peptidrepertoire

Potentielle Beladungskompartimente sollten die Vorstufe des beladenen DR-Molekiils,
DR:CLIP, enthalten. Daher wurde das DR-assoziierte Peptidrepertoire auf CLIP untersucht:
DR wurde aus jeder Fraktion affinitdtschromatographisch isoliert, anschlieBend wurden die
Peptide aus jedem DR-Isolat durch TFA-Behandlung freigesetzt und massenspektrometrisch
analysiert. Dabei entstehen sogenannte Massenprofile (Abb. 3.5 & 3.6), die die heterogene
Natur der DR-assoziierten Peptide widerspiegeln. In diesen Massenprofilen kann das Vor-
handensein von CLIP-Peptiden nachgewiesen werden (Chicz et al., 1992; Sette et al., 1992),
da CLIP nicht nur in der Variante 81-105, sondern auch in C- und N-terminalen Verkirzungs-
varianten auftritt. Die Identifizierung einer CLIP-Variante kann daher zusétzlich zur absoluten
Masse Uber die Massendifferenz zu benachbarten CLIP-Peaks geschehen. Diese muf3 mit
der CLIP-Sequenz Ubereinstimmen und erméglicht so eine zuverldssige Zuordnung der
CLIP-Spezies.

Die Peptidprofile der verschiedenen Fraktionen zeigen, daf3 die Masse der DR-assoziierten
Peptide in allen Fraktionen zwischen 1400 und 2800 Da liegt. Dies entspricht der erwarteten
Lange von 12 bis 24 Aminosauren. CLIP-Peptide konnten in den Fraktionen 4 bis 13 nach-
gewiesen werden. Die verbleibenden Fraktionen kénnen in zwei Gruppen unterschieden wer-
den: Die Massenprofile der lysosomalen Fraktionen 1-3 weisen ein Intensitdtsmaximum bei
1800 Da auf, die Intensitat im CLIP-typischen Bereich zwischen 2400 und 2800 Da ist bereits
bis fast auf die Basislinie zuriickgeangen. Diese Fraktionen enthalten daher kein CLIP. Die
Massenprofile der Faktionen 14 und 15 hingegen zeichnen sich durch zwei Intensitatsma-
xima aus: Das erste liegt bei 1800 Da, das zweite bei 2500 Da. Auch wenn bei diesen Frak-
tionen keine CLIP-Peaks aus den Massenprofilen herausragen, kann nicht ausgeschlossen
werden, dafi diese Fraktionen DR:CLIP-Komplexe in geringerer Konzentation enthalten. Ge-
stitzt wird diese Annahme durch die Beobachtung, daf3 bei der vorliegenden Zellinie CLIP
auf der Plasmamembran durch FACS-Analyse in kleiner Menge nachgewiesen werden kann.

CLIP:DR-Komplexe, die die bona fide Substrate fir DM und damit unmittelbare Vorstufe
der Beladung sind, wurden sowohl in spatendosomalen als auch in lysosomalen Frak-
tionen nachgewiesen. Diese Kompartimente erfiillen damit die Kriterien, die sie als Be-
ladungskompartimente auszeichnen.
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Abb. 3.5: Massenprofile der Fraktionen 1 bis 8
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Abb. 3.6: Massenprofile der Fraktionen 9 bis 16
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3.1.1.4 Stabilitat des DR-assoziierten Peptidrepertoires

HLA-DM katalysiert nicht nur den Austausch von CLIP gegen antigenisches Peptid, sondern
selektioniert dabei auch nach Stabilitéat: Stehen mehrere Peptide zur Auswabhl, bevorzugt DM
die Peptide, die mit einer niedrigen Dissoziationshalbwertszeit an MHC Klasse Il-Proteine
binden (Kropshofer et al., 1996). Beide Vorgange fiihren zu einer Erhéhung der durchschnitt-
lichen Stabilitat der MHC Il:Peptid-Komplexe. Folglich sollten sich Kompartimente, in denen
der Beladungsvorgang noch am Anfang steht, von Kompartimenten fortgeschrittener Bela-
dung in der Stabilitat ihnres DR-assoziierten Peptidrepertoires unterscheiden.

Ziel des folgenden Experiments war es, die Beladungskompartimente, die in 3.1.1.2 und
3.1.1.3 identifiziert wurden (Lysosomen unterschiedlicher Dichte sowie spate Endosomen),
bezlglich ihres Beladungszustandes zu charakterisieren. Dazu wurden DR1-Isolate aus je-
der Fraktion in einem in vitro-Test auf ihre Stabilitdt hin untersucht: Eine definierte Menge
des jeweiligen Isolats wurde in An- oder in Abwesenheit von isoliertem DM mit einem Uber-
schuB3 des stabil-bindenden Reporterpeptids AMCA-HA inkubiert. AnschlieBend wurde mit
dem HPSEC-Bindungsassay der Anteil an DR1-Molekllen quantifiziert, die das Reporter-
peptid gebunden hatten (Abb. 3.7). Die Stabilitdit des endogenen Peptidrepertoires verhalt
sich bei diesem Versuch reziprok zur Beladung: Bei einem stabilen Peptidrepertoire findet
nur in geringem Umfang Neubeladung mit einem Reporterpeptid statt, wahrend bei einem
instabilen Repertoire der Anteil an DR:Reporterpeptid-Komplexen hoch ist.

Die Beladbarkeit samtlicher DR1-Isolate ist bemerkenswert hoch: Sie liegt in Abwesenheit
von DM bei ca. 35 bis 40%, in Anwesenheit von DM sogar bei 70 bis 80%. Die einzelnen
Isolate unterscheiden sich in ihrer Beladbarkeit kaum. Eine Korrelation der Beladbarkeit mit
der endogenen DM-Konzentration oder mit der Menge an CLIP im DR-assoziierten Peptidre-
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Abb. 3.7: Bindung eines Reporterpeptids (AMCA-HA) an DR1-Isolate einzelner Fraktionen

HPSEC-Bindungsassay mit DR1-Isolaten (80 nM) aus verschiedenen Fraktionen mit AMCA-markiertem HA(307-
319) (30 uM] in Anwesenheit von DM (20nM, schwarze S&ulen) bzw. in Abwesenheit von DM (weiBe S&ulen).
Fehlerbalken geben die Standardabweichungen aus drei unabhangigen Messungen an.
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pertoire konnte damit nicht beobachtet werden. Eine mdgliche Erklarung fir dieses Uberra-
schende Ergebnis ist die Annahme, daf3 stabil-bindende Peptide in den Beladungskomparti-
menten nicht in ausreichender Zahl zur Verfligung stehen und damit limitierend sind. In die-
sem Fall beladt DM die entspechenden DR-Molekile auch mit instabileren Peptiden.

Der Vergleich der Stabilitaten der fraktionsspezifischen DR-Isolate lieferte ein unerwar-
tetes Resultat: Die Stabilitaten waren durchgangig recht niedrig (35 bis 40% Neubela-
dung) und unterschieden sich voneinander kaum.

3.1.2 Charakterisierung von MHC Klasse II-Molekiilen auf der
Zelloberflache

Im Zusammenhang mit der Beladung von MHC Klasse |l-Proteinen steht auch die Frage, ob
und wie der Editierproze3 das Peptidrepertoire beeinfluBt. Bislang ist gezeigt worden, dafi
DM unter in vitro-Bedingungen Peptide nach ihrer Stabilitdt selektioniert (Kropshofer et al.,
1996; Weber et al., 1996). Ferner ist gezeigt worden, daf3 das Peptidrepertoire DM-negativer
Zellinien durch Transfektion von HLA-DM verandert wird (Ramachandra et al., 1996; Katz et
al., 1996). Der direkte in vivo oder ex vivo Nachweis, daf3 das Peptidrepertoire tatsachlich im
Anschluf3 an die Beladung durch Austausch verandert wird (“editing”), stand jedoch noch
aus.

Um den EinfluB des Editierprozesses auf das Peptidrepertoire zu demonstrieren, wurden er-
neut Zellen einer B-Zellinie subzellulér fraktioniert. Dabei galt es in erster Linie, Komparti-
mente, in denen der Editierproze3 bereits abgelaufen war (Plasmamembran), von Kompar-
timenten, in denen der Editierproze3 erst angefangen hatte (intrazellulare Beladungskompar-
timente), zu trennen. Die Dichtegradientenzentrifugation schied als Fraktionierungsmethode
hierfir aus, da sie die Plasmamembranvesikel von anderen leichten Organellen, wie ER,
Golgi und frihen Endosomen, nicht separieren konnte (s. 3.1.1.1). Daher wurde eine eben-
falls praparative Methode etabliert, die die gewlnschte Unterscheidung zwischen Plasma-
membran und intrazellularen Kompartimenten erlaubte.

3.1.2.1 Verteilung und Quantifizierung von MHC-Molekiilen: Plasmamembran
vs. intrazellulare Kompartimente

Bei der Isolierung und der Quantifizierung von Oberflachenproteinen macht man sich die Tat-
sache zunutze, daf3 die Plasmamembran sowohl fir Reagenzien mit hohem Molekularge-
wicht als auch fir geladene Reagenzien impermeabel ist. So wurden spezifisch die Oberfla-
chenproteine von intakten Zellen mit einem sehr reaktiven Reagenz quantitativ biotinyliert.
Eine negativ geladene Sulfogruppe gewahrleistete, daf3 die Biotinylierung nur an der AuB3en-
seite der Zellen stattfand. Nach Detergenzlyse der Zellen wurden die biotinylierten Oberfla-
chenproteine durch Inkubation mit NeutrAvidin-Beads mit einer Effizienz von Uber 99% iso-
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HLA-DR | HLA-DM |lamp-1

[%] [%] [%]

IC_ | PM [ IC | PM | PM

=0l 32 | 67 | 64 | 17 7
WT-100

1 21 | nb. | 76 | 13 5

Bl 28 | 59 [ 82 | 8 4
Jesthom [

>l 27 | 57| 79 | 11 n.b.

=0l o1 | 50 | 67 | 9 4
Jutthom -

P 20 | 80 | 75 | 11 5

Tabelle 3.1: Quantifizierung von DR, DM und lamp-1

Die Proteine DR, DM und lamp-1 wurden mittels quantitativem Western Blotting bei den B-Zellinien WT-100,
Jesthom und Jutthom in je 2 unabhangigem Experimenten (Exp. 1 & Exp.2) quantifiziert. Dabei wurde der Anteil
jedes Proteins auf der Zelloberflache wie auch intrazellulér bestimmt und als Anteil an der Gesamtmenge ange-
geben. n.b. = nicht bestimmt.

liert und damit von den nicht-biotinylierten intrazellularen Proteinen abgetrennt). Mit der an-
schlieBenden Quantifizierung wurden zwei Ziele verfolgt. Erstens sollte die allgemein ange-
nommene Verteilung der MHC Klasse |I-Molekiile DR und DM fir die verwendeten Zellinien
bestatigt werden. Zweitens sollte der Nachweis erbracht werden, dal3 diese Vorgehensweise
eine saubere Separierung in Plasmamembranproteine und intrazellulare Proteine erlaubt.
Dazu sollten sowohl die Anteile eines Proteins, das grdéBtenteils auf der Plasmamembran
lokalisiert ist (DR), als auch der Anteil eines intrazellularen Proteins (lamp-1) bestimmt wer-
den. Dementsprechend wurde die Verteilung von DM quantifiziert.

Mittels der beschriebenen Methode wurde der Anteil dieser Proteine bei den B-Zellinien WT-
100, Jesthom und Jutthom bestimmt (Tabelle 3.1). DR ist erwartungsgemaf zu etwa 60-70%
auf der Plasmamembran lokalisiert und zu 20-30% intrazellular. Das lysosomale Markerpro-
tein lamp-1 ist mit einem Anteil von 5% auf der Zelloberflaiche anwesend. Dieses Ergebnis
stimmt mit den Arbeiten anderer Gruppen Uberein, die den Plasmamembrananteil dieses
Proteins mit 3% angaben (Rohrer et al., 1996). DM hingegen ist gréBtenteils (70-80%) intra-
zellular vertreten. Interessanterweise wurde auch eine signifikante Population (10-15%) von
DM auf der Plasmamembran nachgewiesen.

Die Summe der Anteile von “intrazellular” und "Plasmamembran” bewegen sich fiir DR und
DM jeweils meist unter 100%, woraus abzulesen ist, da3 die Methode der Western Blot-
Quantifizierung eher zu einer leichten Unterschatzung fihrt. Der Anteil des intrazellularen
Markers lamp-1 auf der Oberflache lag im Bereich der Literaturangaben; somit ist das Ober-
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flachenisolat sehr rein (>95%). Die Reinheit der intrazellularen Fraktion kann leider nicht so
exakt bestimmt werden. Da jedoch die Verteilung von DR im erwarteten Rahmen lag, kann
sie keine groBeren Kontaminationen durch Plasmamembranproteine enthalten.

Die Quantifizierung der Proteine HLA-DR und HLA-DM mittels Oberflachenbiotinylierung
bestatigt die erwartete Verteilung zwischen den intrazellularen Kompartimenten und
der Plasmamembran. Uberraschend ist dabei der Nachweis einer Subpopulation von
DM auf der Zelloberflache.

3.1.2.2 Vergleich DR-assoziierter Peptidrepertoire: Plasmamembran vs. intra-
zellulare Kompartimente

Geht man davon aus, daB das Peptidrepertoire im AnschluB3 an die Beladung durch den
Austausch von Peptiden verandert wird, also einem Editierprozef3 unterliegt, dann sollte sich
das Oberflachenrepertoire von dem intrazellularen hinsichtlich der Art der Peptide und hin-
sichtlich der kineetischen Stabilitdt der Peptide unterscheiden. Dabei werden sich Unter-
schiede im Peptidrepertoire um so leichter nachweisen lassen, je weniger verschiedenartige
Peptide das Repertoire umfaf3t.

Ziel des folgenden Experiments war es, die DR-assoziierten Peptidpools nach erfolgter Tren-
nung in intrazellulare und Plasmamembran-stadndige DR-Molekille auf Unterschiede hin zu
untersuchen. Dazu wurden mit der Oberflachenbiotinylierung und anschlieBender Depletie-
rung der biotinylierten Proteine intrazelluldare DR-Molekile isoliert. Oberflachen-DR-Molekule
wurden direkt durch Inkubation von intakten Zellen mit anti-DR-Antikérpern dargestellt. An-
schlieBend wurden die Peptide aus beiden DR-Isolaten durch TFA-Behandlung freigesetzt
und massenspektrometrisch analysiert. Fir dieses Experiment sind die B-Zellinien Jesthom
und Jutthom geeigneter als WT-100, da die ersten beiden Zellinien ein sehr markantes Pep-
tidprofil mit einer begrenzten Zahl prominenter Peptid-Signale aufweisen.

Die Profile der Zellinie Jutthom (Abb. 3.8) illustrieren signifikante Unterschiede im Peptidre-
pertoire von DR1: Das Repertoire der intrazellularen Organellen (Abb. 3.8 B) besteht aus vie-
len unterschiedlichen Peptiden im Bereich von 1400 bis 2300 Da, was einer Lange von 12
bis 20 Aminosauren entspricht. Die beiden herausragenden Peptidspezies stammen von
dem DR1-immundominanten Epitop des endogenen Proteins HLA-A2, die friiher im Kontext
der Haplotyp-gleichen B-LCL LG-2 nachgewiesen wurden (Chicz et al., 1992). Im Gegensatz
dazu ist das Peptidprofil der Plasmamembranfraktion (Abb. 3.8 A) weniger divers und wird
hauptsachlich durch mehrere diskrete Peptidspezies bestimmt, die ein Molekulargewicht zwi-
schen 1700 und 2700 Da (13 bis 22 Aminosauren) besitzen. Dabei handelt es sich mit Si-
cherheit um N- und C-terminale Verklrzungsvarianten, die sich ebenfalls von dem MHC
Klasse |-Protein HLA-A2 ableiten. Als Kontrolle wurde ein Gemisch (Abb. 3.8 D), das jeweils
zur Halfte aus intrazellularen und aus Oberflachenpeptiden bestand, mit den DR1-assoziier-
ten Peptiden (Abb. 3.8 C), die aus ganzen Zellen direkt isoliert wurden, verglichen. Beide
Profile ahneln sich sehr stark, was die Zuverlassigkeit der Methode untermauert.
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Abb. 3.8: Kompartimentspezifische Massenprofile der Zellinie Jutthom

DR1 wurde spezifisch von der Plasmamembran (A), aus intrazellularen Kompartimenten (B) oder aus der ganzen
Zelle (C) isoliert. (D) stellt ein Gemisch dar, das zu je 50% aus (A) und (B) besteht. Peptide wurden durch TFA-
Behandlung eluiert und massenspektrometrisch analysiert. Die beobachteten Unterschiede zwischen der Plas-
mamembranfraktion und den intrazelluldren Kompartimenten stehen im Einklang mit der These eines DM-vermit-
telten Editierprozef3, dem MHC Klasse II-Molekile auf ihnrem Weg zur Plasmamembran ausgesetzt sind.
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Dasselbe Experiment wurde auch mit der Zellinie Jesthom durchgefiihrt (Daten nicht ge-
zeigt). Hierbei war allerdings kein prinzipieller Unterschied zwischen dem intrazelluldren und
dem Oberflachenpeptidpool erkennbar. Beide Massenprofile wurden durch wenige diskrete
Peptidspezies dominiert, die sich dem immundominanten DR1-Epitop aus HLA-A2 zuordnen
lassen. Méglicherweise lauft bei Jesthom der Editierprozef3 so schnell ab, daf3 er bereits kurz
nach dem Beladen abgeschlossen ist. Dies wiirde auch erklaren, warum das Jesthom-Profil
auBer den Varianten des A2-Epitops kaum andere Peptide aufweist.

Zusammenfassend laBt sich feststellen, daB im Fall der Zellinie Jutthom die DR-assozi-
ierten Peptide der Plasmamembranfraktion im Durchschnitt 2 bis 3 Aminosauren langer
sind als die der intrazellularen Organellen. AuBerdem werden in der Oberflachenfrak-
tion Peptide beobachtet, die im intrazellularen Pool fehlen.

3.1.2.3 Vergleich der Stabilitat des DR-assoziierten Peptidrepertoires: Plasma-
membran vs. intrazellulare Kompartimente

Durch in vitro-Experimente ist nachgewiesen worden, daB HLA-DM den Austausch von in-
stabilen gegen stabile Peptide katalysiert (Kropshofer et al., 1996). Dieser Editierproze3 fihrt
zur einer Erhéhung der Stabilitdt des Peptidrepertoires. Um zu untersuchen, ob auch der
obige Austauschprozef3 mit einer Erhéhung der Stabilitdt einhergeht, wurden DR1-Isolate
aus Jutthom und Jesthom (vgl. 3.1.2.2) im HPSEC-Bindungsassay bezlglich ihrer Stabilitat
verglichen. Dazu wurden sie mit einem Uberschu3 an AMCA-markiertem Reporterpeptid in
An- und Abwesenheit von DM bei pH 5,1 inkubiert. Als Reporterpeptide wurden zwei DM-
insensitive Peptide (Kropshofer et al., 1996) verwendet: das im DR1-Kontext hochstabile
HA(307-319) Peptid und das nicht ganz so stabile SP3(2-16) Peptid. AnschlieBend wurde
der Anteil an beladenen DR1-Molekilen quantifiziert.

Aus Abb. 3.9 ist zu ersehen, daB das Oberflachenrepertoire in samtlichen Fallen stabiler ist
als das intrazellulare Repertoire, denn die Neubeladung mit AMCA-Peptiden erfolgt schwe-
rer. Das Gesamtzellrepertoire nimmt, wie erwartet, eine Position dazwischen ein. Ob die Be-
ladung der Isolate in An- oder in Abwesenheit von DM durchgefihrt wird, andert nur die
Hbhe der Beladung, nicht aber das prinzipielle Ergebnis. Verglichen mit der Plasmamembran
steigt die Beladbarkeit der intrazellularen DR1-Molekile um 20 bis 60%. Dieser Anstieg ist
zwar nicht dramatisch, aber signifikant meBbar. Aufféllig ist die Tatsache, da3 die Beladbar-
keit mit dem SP3-Peptid erwartungsgemaf sehr niedrig ausfallt, die Unterschiede in der Be-
ladbarkeit aber mit dem weniger stabilen Reporterpeptid SP3 hdher ausfallen als mit dem
hochstabilen HA-Peptid. Auch dies ist ein Hinweis, daB3 die Verflgbarkeit von hochstabil-bin-
denden Peptiden begrenzt ist und die Zelle daher gezwungen ist, auch auf weniger stabile
Peptide zuriickzugreifen.
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Die Ergebnisse demonstrieren, daB im Vergleich zum intrazellularen Peptidrepertoire
die Stabilitat des Oberflachenrepertoires von DR1 signifikant hoher ist. Dieser Befund
stitzt die These, daB DM an einem EditierprozeB beteiligt ist, der die Stabilitat der MHC
Klasse ll:Peptid-Komplexe auf ihrem Weg zur Plasmamembran erhoht.
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Abb. 3.9: Bindung eines Reporterpeptids (AMCA-HA bzw. AMCA-SP3) an DR1-Isolate einzelner Fraktionen

HPSEC-Bindungsassay: DR1-Isolate (80 nM) aus Jesthom (A) oder aus Jutthom (B&C) wurden mit AMCA-mar-
kiertem HA(307-319) (6 uM, A&B) oder mit AMCA-markierten SP3(2-16) (6uM, C) in Anwesenheit von DM (50nM,
rechte Reihe) bzw. in Abwesenheit von DM (linke Reihe) bei pH 5,1 und 37° C inkubiert. AnschlieBend wurde der
Anteil der neu beladenen DR1-Molekiilen quantifiziert. Fehlerbalken geben die Standardabweichungen aus drei
unabhangigen Messungen an.
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3.2 Vorkommen und Funktion von HLA-DM auf der Zell-
oberflache

Wie bei der Quantifizierung von MHC Klasse [I-Molekilen auf der Plasmamembran nachge-
wiesen wurde (3.1.2.1), befindet sich eine betréchtliche Subpopulation von HLA-DM auf der
Zelloberflache. Dieser Befund steht im Gegensatz zur vorherrschenden Meinung in der Li-
teratur (Denzin et al., 1994; Sanderson et al., 1994; Karlsson et al., 1994). Daher wird in die-
sem Kapitel zunachst mit zwei weiteren, unabhangigen Methoden nachgewiesen, dal3 sich
DM tatséchlich auf der Zelloberflache befindet. AnschlieBend wird die Frage nach der Funk-
tion dieser Oberflachenpopulation von DM erdrtert.

3.2.1 Nachweis von HLA-DM auf der Zelloberflache

3.2.1.1 FACS-Analyse

Um DM auf der Plasmamembran fluBzytometrisch nachzuweisen, wurde das Kaninchenanti-
serum 11323 verwendet. Dabei handelt es sich um ein polyklonales Serum, das gegen re-
kombinates DM, dem die Transmembrandoméne und der zytosolische Schwanz fehlen, her-
gestellt wurde. Dieses Serum wurde bereits in der Immunprazipitation (Busch et al., 1998)
und in der FACS-Analyse (Liu et al., 1998) eingesetzt und hat dort seine Spezifitat unter Be-
weis gestellt.

Die fluBzytometrische Analyse der Transfektanten T2.DR4.DM sowie der B-Zellinien WT-100
und Jesthom zeigte, da3 DM auf der Oberflache exprimiert wird (Abb. 3.10). Dagegen ist die
Transfektante T2.DR4, der die MHC Klasse II-Region und damit DM im Genom fehlt, tatséch-
lich negativ. Aus der FACS-Analyse geht weiter hervor, daB3 alle Zellen normale DR-Expres-
sion zeigen.

3.2.1.2 Immunprazipitation von Oberflachen-MHC Klasse lI-Molekiilen

Der dritte Nachweis, daf3 sich DM sehr wohl auf der Oberflache befindet, wurde Uber die Im-
munprazipitation von Oberflachen-DR-Molekilen gefliihrt. Dabei wurden intakte Jesthom-Zel-
len mit dem biotinylierten L243-AntikOrper, der eine extrazytoplasmatische Domane von HLA-
DR erkennt, bei 4°C inkubiert. Da bei dieser Temperatur keine Internalisierung stattfinden
kann, ist gewahrleistet, da3 der Antikérper ausschlieBlich von auBen bindet. Nach erfolgter
Detergenzlyse mit NP-40 oder CHAPS wurden die Antikérper:DR-Komplexe Uber NeutrAvi-
din-Beads (eine immobilisierte Form des Avidins) isoliert. Diese Vorgehensweise erlaubte
es, DR selektiv von der Plasmamembran zu prazipitieren und auf andere Proteine, die mit
DR einen Komplex bilden, zu analysieren.
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Abb. 3.10: FACS-Analyse verschiederer Zellinien auf HLA-DM und HLA-DR

T2.DR4, T2.DR4.DM, WT-100 und Jesthom wurden fluBzytometrisch mit Kaninchenantiserum 11323 (A) auf DM-
Expression sowie mit dem biotinylierten Antikérper L243 (B) auf DR-Expression untersucht (schwarze Profile).
Die Hintergrundkontrolle wurde mit einem irrelevanten Kaninchenantiserum (A) bzw. einem irrelevanten Mausan-
tikérper gleichen Isotyps (B) durchgefiihrt (weil3e Profile).
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Abb. 3.11 zeigt, da3 sowohl DM als auch
DO, aber nicht das Kontrollprotein lamp-1
mit Oberflachen-DR co-immunprazipitieren,
wenn die Zellen in CHAPS lysiert wurden.
Dies war jedoch nicht der Fall, wenn die
Zellen mit dem starkeren Detergenz NP-40
lysiert wurden. Dies wurde bereits von der
Gruppe von Trowsdale beobachtet (San-
derson et al.,, 1996), da die DR:DM-Kom-
plexe in NP-40 dissoziieren. Um auszu-
schlieBBen, daf einige Zellen nicht intakt wa-
ren und so intrazellulares DR hétte préazipi-
tert werden kdnnen, wurde dasselbe Expe-
riment parallel mit biotinyliertem IB5-Anti-
kérper durchgefuhrt. Dieser Antikdrper er-
kennt ein Epitop auf der zytosolischen Seite
von DRa und kann daher nicht an die Ober-
flache von intakten Zellen binden, sondern
nur an Zelltrimmer oder Zellen, die ihre In-

1B5 |L243 [Pos
NC|INC|N
1B5 o =
DM.K8 - ®
DOB.L1 w | ®
lamp-1 -

Abb. 3.11: Immunprézipitation von Oberflachen-
DR

Jesthom-Zellen wurden mit den Antikdrpern IB5
oder L243 bei 4°C inkubiert. Die Zellen wurden
anschlieBend in 1% NP-40 (N) oder in 1% CHAPS
(C) lysiert. Antikérper:DR-Komplexe wurden prazipi-
tiert und anschlieBend durch Western Blotting auf
DRa, DMB, DOB und lamp-1 analysiert.

Ein NP-40-Lysat von Jesthom-Zellen diente als Po-

- . sitivkontrolle (Pos)
tegritdt verloren haben. Abb. 3.11 zeigt

deutlich, dal3 der 1B5-Antikdrper weder DR
noch ein anderes Protein prazipitiert. Dieses Experiment ist auch mit WT-100-Zellen durch-
gefihrt worden und bestatigte das vorliegende Ergebnis (Daten nicht gezeigt).

Damit ist durch drei unabhéangige Methoden, namlich Biotinylieren und anschlieBendes
Prazipitieren samtlicher Oberflachenmolekiile (3.1.2.1), FACS-Analyse (3.2.1.1) sowie
Prazipitation von Oberflachen-DR (3.2.1.2), nachgewiesen worden, daB DM sowohl von
der Transfektanten T2.DR4.DM als auch B-Zellinien auf der Zelloberflache exprimiert
wird. GemaB der Quantifizierung betragt der Anteil von DM auf der Oberflache bezogen
auf die DM-Gesamtmenge ca. 10 bis 15%.

3.2.2 Etablierung eines Nachweises von DR:Peptid-Komplexen

Aus dem Wissen Uber die Funktionsweise von DM entstand die Arbeitshypothese, dafl3
Oberflachen-DM mdéglicherweise die Antigenbeladung von MHC II-Molekilen beeinflussen
wirde. Daher wurde ein quantitatives Testsystem fiir die Beladung von MHC Klasse II-Mole-
kilen etabliert, das den subzellularen Gegebenheiten Rechnung tragt und das mdglichli-
cherweise zwischen lysosomalem DM und Oberflichen-DM unterscheiden kann. Konkret
sollten intakte B-Zellen zusammen mit einem markierten Peptid inkubiert werden, so dal3
diese das exogene Peptid endozytieren und dann beladen kénnen. Der Vorteil dieses Mo-
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delsystems liegt darin, daB die Beladung in vivo ablauft und damit die subzellularen Gege-
benheiten automatisch bertcksichtigt werden. Nach Lyse der Zellen sollten die neu belade-
nen DR:Peptid-Komplexe quantifiziert werden. Dazu wurde zunachst ein Sandwich-Immu-
noassay etabliert und unter in vitro-Bedingungen validiert.

Bei diesem Nachweis wurden Mikrotitrationsplatten mit einem monoklonalen Antikérper, der
DR:Peptid-Komplexe bindet, durch passive Absorption beschichtet. Die Peptid-Antigene wur-
den biotinyliert eingesetzt, so da die Quantifizierung der Komplexe tber Streptavidin erfol-
gen konnte, an das (iber einen Chelator Europium-lonen gekoppelt waren. Die Eu**-lonen,
deren Menge sich proportional zur Menge an DR:Peptid(bio)-Komplexen verhalt, wurden an-
schlieBend Uber ihre Lanthanidfluoreszenz bestimmt. Dabei handelt es sich um eine sehr
langlebige Fluoreszenz (t = 500ns) mit einem groBen Stock’schen Shift (ca. 300 nm), die es
erlaubt, Eu**-lonen selektiv und duBerst sensitiv (bis ca. 10 attomol) nachzuweisen.
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Abb. 3.12: Etablierung eines Sandwich-Immunoassays fiir DR:Peptid(bio)-Komplexe

(A) Titration der DR:HA(bio)- Menge: DR1 aus T2.DR1 wurde mit dem 200xfachen UberschuB an HA(307-319)-
Bio bei pH 4,8 und 37°C 2 Tage inkubiert. AnschlieBend wurde unterschiedliche Mengen (0,3 bis 100ng
quantifiziert.

(B) Titration der HA(bio)-Konzentration: 0,83 pmol DR1 wurden mit unterschiedlichen Mengen HA(bio)-Peptid
(0,83 bis 250 pmol) bei pH 4,8 und 37° C 1,5 Tage inkubiert, anschlieBend wurden DR:Peptid(bio)-Konplexe
quantifiziert.

(C) Kinetik in Abwesenheit von DM: 0,67 pmol DR1 wurden mit 6,67 pmol HA(bio)-Peptid bei pH 4,8 und 37°C
inkubiert. Aliquots wurden zu verschiedenen Zeiten abgenommen (0 bis 30h) und DR:Peptid(bio)-Komplexe
quantifiziert.

(D) Kinetik in Ab- und Anwesenheit von DM: 0,50 pmol DR1 wurden mit 5,0 pmol HA(bio)-Peptid bei pH 4,8 und
37°C in Ab- oder in Anwesenheit von DM (0,07 pmol) inkubiert. Aliquots wurden zu verschiedenen Zeiter
abgenommen (0-4h) und DR:Peptid(bio)-Komplexe quantifiziert.
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Diese Experimente zeigen, daB mit Hilfe dieses Fluoreszenzimmunoassays DR:Peptid-
Komplexe unter verschiedenen Bedingungen quantitativ bestimmt werden kénnen.

Ausgangsmaterial fir diese Experimente war ein DR1-Isolat aus der Zellinie T2.DR1, das
ausschlieBlich mit CLIP-Varianten beladen ist und daher leicht mit anderen Peptiden beladen
werden kann. Dieses wurde wurde 2 Tage lang bei pH 4,8 und 37° C mit einem groBen Uber
schuf3 an biotinyliertem HA(307-319)-Peptid inkubiert. Da dieses Peptid an DR1 sehr stabil
bindet, ist der Austausch unter diesen Bedingungen quasi quantitativ. AnschlieBend wurde
ein Verdinnungsreihe erstellt, und die Menge an DR1:HA(bio)-Komplexen bestimmt. Wie
aus Abb. 3.12 (A) hervorgeht, erstreckt sich der lineare MeBbereich Uber mehr als zwei De-
kaden und ist damit im Vergleich zu einem konventionellen ELISA um eine Dekade breiter.
Im nachsten Experiment sollte nachgewiesen werden, daB die Signalintensitat nicht nur von
der Menge an DR1, sondern auch von der eingesetzten Peptidkonzentration abhangt und
damit fir DR1:HA(bio)-Komplexe spezifisch ist. Dazu wurde eine konstante Menge DR1-lIso-
lat mit verschiedenen Mengen HA(bio)-Peptid 36h bei pH 4,8 und 37°C inkubiert. In
Abb. 3.12 (B) ist die Eu®**-Fluoreszenz gegen den molaren UberschuB3 an HA-Peptid aufge-
tragen. Die Intensitat steigt, wie erwartet, mit steigendem Peptidiberschu3 an und erreicht
bei sehr hohem UberschuB3 dann schlieBlich ein Plateau. Die Gleichgewichtseinstellung fiir
diesen Peptidaustausch dauert, wie bekannt ist, in Abwesenheit des Katalysators DM sehr
lange (ca. 50h). Der kinetische Verlauf sollte mit dem Sandwichimmunoassay nachvollzogen
werden: Dazu wurde eine konstate Menge DR1-Isolat mit dem 10fachen molaren Uberschuf3
an HA(Bio)-Peptid bei pH 4,8 und 37° C inkukert, und nach verschieden Zeitpunkten ein Ali-
quot abgenommen. Dieses Experiment wurde zundchst nur in Abwesenheit von DM (Abb.
3.12 (C)) durchgefiihrt. Bei der anschlieBenden Wiederholung wurde parallel dazu die Bela-
dung in Anwesenheit von DM gemessen (Abb. 3.12 (D)). Die erste Kinetik spiegelt den lang-
same Reaktionsverlauf wider, erst am Ende der 30-stlindigen Inkubation scheint die Reak-
tion auf ein Plateau zuzulaufen. Bei der zweiten Kinetik wird die Wirkung von DM sichtbar:
die Beladung verlauft beschleunigt, daher werden das Plateau und damit die Gleichgewichts-
einstellung schneller erreicht.

3.2.3 EinfluB von DM auf die subzellulare Verteilung von MHC
Klasse Il

Um den EinfluB von DM zu demonstrieren, sollten mit Hilfe des in vivo-Beladungsassays,
T2.DR4 mit ihrer DM-transfizierten Schwesterzellinie T2.DR4.DM verglichen werden. Dabei
sollten Unterschiede in ihrem Beladungsverhaltem dem EinfluB von DM zugeschrieben wer-
den, weil beide Zellinien &hnliche Mengen an DR4 exprimieren und sich nur in der DM-Ex-
pression unterscheiden. In der Vergangenheit gab es allerdings einen Bericht (Riberdy et al.,
1994), nach dem die Transfektante T2.DRS3 in ihrer Morphologie und in ihrer subzelluldren
MHC Klasse II-Verteilung erheblich von DM-positiven Zellen abweicht. Da sich die T2.DR3-
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Abb. 3.13: Analyse der segentiellen Percoll-Dichtegradientenzentrifugation von T2.DR4 vs. T2.DR4.DM

T2.DR4- und T2.DR4.DM-Zellen wurden nach ihrem Aufschluf3 durch Homogenisieren getrennt auf einem 20%-
Percollgradienten getrennt. Danach wurde die obere Halfte auf 10% Percoll, die untere Halfte auf 40% Percoll
eingestellt und erneut zentrifugiert. AnschlieBend wurden beide Gradienten in jeweils 10 Fraktionen getrennt, zu
Doppelfraktionen vereinigt und analysiert.

(A)  Verteilung des Gesamtproteins Gber den Dichtegradienten () bzw. Y)

(B)  Verteilung der Enzymaktivitat des lysosomalen Markers B3-Hexosaminidase (v bzw. o )

(C)  Western Blot-Analyse: Verteilung der Markerproteine lamp-1 (spezifisch flir Lysosomen und spate Endo-
somen), rab-5 (spezifisch fir frihe Endosomen) und MHC Klasse | (spezifisch fiir ER, Golgi, Plasmamem-
bran). Veraleich mit der Verteiluna der MHC Klasse II-Proteine HLA-DM und HLA-DR.
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Zellen von den hier verwendeten T2.DR4-Zellen nur in dem transfizierten DR-Allel unter-
scheiden, liegt der Verdacht nahe, daB3 auch T2.DR4 eine veranderte Klasse II-Verteilung
aufweisen wirden und somit der BeladungsprozeB mit dem der Schwesterzelle nicht direkt
vergleichbar wére. Durch die getrennte Fraktionierung von T2.DR4- und T2.DR4.DM-Zellen
Uber einen Percoll-Dichtegradienten und den Vergleich der Verteilung von MHC Klasse |l
sollte dieser Hypothese nachgegangen werden.

Aus der Analyse der Dichtegradienten geht hervor, daf3 nicht nur die Verteilung des Gesamt-
proteins, sondern auch die der einzelnen Marker sehr &hnlich ist. Folglich sind die Zellinien
T2.DR4 und T2.DR4.DM identisch fraktioniert worden. Der Dichtegradient hat dabei die Or-
ganellen beider Zellinien in zwei Gruppen separiert (Abb. 3.13 A bis C): Die erste Gruppe
enthalt das Markerprotein lamp 1 und das Enzym B-Hexosaminidase, dessen Hauptaktivitat
in Fraktion 4 akkumuliert. Diese Gruppe besteht daher aus sauren Kompartimenten, wie Ly-
sosomen und spaten Endosomen. Die leichten Fraktionen (6 bis 9) waren die einzigen, in
denen MHC Klasse | (Marker fir ER, Golgi und Plasmamembran) und rab-5 (Marker fir friihe
Endosomen) nachgewiesen wurden. Demnach bestehen die Fraktionen 6-9 aus einer Mi-
schung aus ER, Golgi, frihen Endosomen und Plasmamembran, die durch sauren Organel-
len kontaminiert sind. DM kommt erwartungsgeman nur in den Fraktionen von T2.DR4.DM
vor, wahrend die Verteilung von DR bei beiden Zellinien Uber den kompletten Gradienten
identisch ist. DM hat im Kontext der T2.DR4-Transfektante keinen EinfluB auf die sub-
zellulare MHC Klasse IlI-Verteilung.

3.2.4 DM beschleunigt die Beladung von exogenen Peptiden

Mit Hilfe des in vivo-Beladungsassays sollte der EinfluB von DM auf die Beladung exogener
Peptide untersucht werden: T2.DR4- und T2.DR4.DM-Zellen wurden mit einem biotinylierten
Peptid exogen gepulsed, anschlieBend wurde die Menge der neu beladenen DR:Peptid
Komplexe mit dem etablierten Sandwichimmunoassay quantifiziert. Als Peptid wurde
HA(307-319), das immundominante Epitop von Influenzavirus-Hamagglutinin im Kontext von
DR4, verwendet.

Welche der beiden Zellinien im gleichen Zeitraum starker beladen wird, hangt von der Rolle
von DM bei der Beladung exogenen Peptids ab: Wird die Beladung durch DM beeinfluf3t,
wilrde man erwarten, daf3 die T2.DR4.DM-Zellen vermehrt beladen werden. Spielt DM hin-
gegen keine Rolle bei der Beladung von exogenen Peptiden, dann sollten die T2.DR4.DM-
Zellen keinen Vorteil gegentber T2.DR4 haben. Das Titrationsexperiment (Abb. 3.14 A), bei
dem die Konzentration des HA(bio)-Peptids variiert wurde, zeigt, da3 beide Falle zutreffen:
Bei niedrigen Dosen ist T2.DR4.DM, bei hohen Peptidkonzentrationen die DM-negative
Transfektante im Vorteil. Auch unterscheiden sich die Peptidkonzentrationen, bei der die
halbmaximale Beladung eintritt, erheblich. Im Fall der DM-positiven Transfektante wurde sie
bereits bei einer Konzentration von 5 uM erreicht, wahrend bei den T2.DR4-Zellen mehr als



3. Ergebnisse 67

50 uM nétig waren. Daraus 1aBt sich folgern, daB mindestens zwei Beladungsmechanismen,
ein DM-abhangiger und ein DM-unabhé&ngiger, existieren und beide simultan ablaufen.

Der Grund, warum beide Falle gleichzeitig eintreten kénnen, liegt in den verschiedenen Re-
aktionsmechanismen: Die DM-katalysierte Reaktion folgt der Michalis-Menten-Kinetik, und
der entscheidene Schritt ist dabei die Bildung des DR:DM-Komplexes (Vogt et al., 1996). Da-
her ist die Reaktionsgeschwindigkeit der DM-vermittelten Beladung von der Konzentration
des Peptids unabhangig. Die DM-unabhéngige Beladung indessen folgt dem Massenwir-
kungsgesetz und hangt somit stark von der Peptidkonzentration ab. Zusammengenommen
fuhrt dies dazu, daB bei niedrigen Konzentration die DM-vermittelte Beladung Uberwiegt,
wahrend bei hohen Konzentrationen diese durch die DM-unabhéngige Beladung zurlickge-
drangt wird.

Auffallig ist auch die unterschiedliche Héhe der Plateaus im Séttigungsbereich. Dem liegt
nicht etwa eine unterschiedliche Verfigbarkeit von MHC Klasse |I-Molekilen zugrunde, son-
dern das unterschiedliche Peptidrepertoire von T2.DR4.DM und T2.DR4: Das erstere enthalt
namlich keine nennenswerten Mengen an CLIP und ist deshalb stabiler. Daraus laBt sich ab-
leiten, da3 T2.DR4 mehr DR4:Peptid-Komplexe bilden kann.

Bei dem nachfolgenden Experiment wurde der zeitliche Verlauf der Beladung untersucht.
Dies ist von Interesse, da die Kinetik nicht nur Riickschliisse auf eine Beteiligung des Kataly-
sators zulaBt, sondern auch erste Hinweise auf den Ort des Geschehens gibt. Eine Beteili-

Abb. 3.14: Beladung von exo-
genem Peptid bei den Zellinien
T2.DR4 und T2.DR4.DM
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gung von lysosomalem DM an der Beladung setzt namlich die Endozytose und den Trans-
port von exogenem Peptid zu den spaten Endosomen oder Lysosomen voraus, ein Prozef3
der mindestens 30 min in Anspruch nimmt. Dies miiBte zwangslaufig zu einer anfénglichen
Verzégerung der Beladung fuhren. Tatsachlich wurde aber bei beiden Zellinien genau das
Gegenteil beobachtet (Abb. 3.14 B). Bei den T2.DR4-Zellen ist die Beladung recht langsam.
Die Anwesenheit von DM hingegen beschleunigt diesen Prozel3 so erheblich, dafi eine halb-
maximale Beladung bereits nach 20 bis 25 Min erreicht wird. Auch eine anfangliche Verzdge-
rung, selbst in den ersten 15 Minuten, kann nicht festgestellt werden (Abb. 3.14 C). Aus den
Kinetiken der beiden Zellinien ist daher zu ersehen, daB DM die Beladung von exogenen
Peptiden katalysiert. Diese Beschleunigung tritt besonders in den ersten 30 min zutage und
ist ein erster Hinweis dafir, da DM von der Zelloberflache an der Peptidbeladung beteiligt
ist.

Sowohl die Titration der Peptidmenge als auch die Kinetik weisen eine Beteiligung von
DM am BeladungsprozeB nach. DM ermdglicht demnach die schnelle Beladung bei
niedrigen Peptidkonzentrationen. Eine zeitliche Verzégerung bei der Katalyse des Be-
ladungsprozesses, die bei einem Transport des endozytierten Peptids bis zum Lyso-
som zu erwarten ware, ist nicht festzustellen. Dies ist daher ein Indiz, daB nicht das ly-
sosomale DM, sondern das Oberflaichen-DM bei der Beladung von DR mit exogenen
Peptiden beteiligt ist.

3.2.5 Subzellulare Lokalisation der DM-vermittelten Katalyse

Die kinetischen Untersuchungen im vorangegangenen Abschnitt gaben bereits einen ersten
Hinweis, daB3 Oberflachen-DM bei der DM-vermittelten Beladung involviert ist. Ziel der folgen-
den Untersuchungen ist es, diesen Befund weiter zu prifen. Dazu soll mit Hilfe der subzel-
lularen Fraktionierung gezeigt werden, welche Kompartimente an der DM-vermittelten Bela-
dung beteiligt sind. AnschlieBend soll der Effekt eines DM-spezifischen Inhibitors auf die Be-
ladung studiert werden. Da dieser Inhibitor nicht membrangangig ist, ist seine Wirkung auf
die DM-Oberflachenpopulation beschrankt, und ermdéglicht so die Unterscheidung von dem
lysosomalen DM-Pool. Durch selektives Blockieren der Endozytose bzw. der Proteinbiosyn-
these sollen schlieBlich Hinweise auf die Beteiligung dieser beiden Prozesse an der Bela-
dung gewonnen werden.

3.2.5.1 Identifizierung von Beladungskompartimenten der DM-vermittelten Ka-
talyse

Um weiter nachzuweisen, welcher DM-Pool an der Beladung exogener Peptide beteiligt ist,
sollten die beteiligten Beladungskompartimente identifiziert werden. Dazu wurden
T2.DR4.DM-Zellen erst mit HA-Peptid inkubiert, dann aufgeschlossen und schlieBlich tber
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Abb. 3.15: Analyse der subzelluldren Fraktionierung von beladenen T2.DR4.DM-Zellen
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T2DR4.DM-Zellen wurden 30 min bzw. 3 Stunden mit HA(bio)-Peptid [15uM] bei 37° C inkubiert. Nach ihrem
Aufschlu3 durch Homogenisieren wurden sie auf einem 20%-Percollgradienten getrennt. AnschlieBend wurden
beide Gradienten in jeweils 10 Fraktionen getrennt.

(A)

Western Blot-Analyse: Verteilung der MHC Klasse II-Proteine HLA-DM und HLA-DR; Verteilung der
Markerproteine rab-5 (spezifisch fir frihe Endosomen), rab-7 (spezifisch fir spate Endosomen) und lamp-
1 (spezifisch fir Lysosomen und spate Endosomen).
Verteilung der Enzymaktivitat des lysosomalen Markers B-Hexosaminidase (v ) und Verteilung des Ge-

samtproteins (o )

Verteilung der DR4:HA(bio)-Komplexe nach 30-mindtiger (Y ) oder nach 3-stiindiger () ) Peptidinkubation
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einen Percoll-Dichtegradienten subzellular fraktioniert. Das Fraktionierungsprotokoll erlaubte
es, die Organellen in zwei Gruppen zu teilen (Abb. 3.15 A und B): die Fraktionen 6 bis 9
enthalten die Kompartimente des Recyclingwegs, Plasmamembran und frihe Endosomen,
wie sich aus der Verteilung des Markers fur frihe Endosomen, rab-5, ableiten 1&aB3t. Die Frak-
tionen 1 bis 4 bestehen dagegen aus spaten Endosomen und Lysosomen, da diese Fraktio-
nen positiv fir B-Hexosaminidaseaktivitat sind, einem spat endosomal / lysosomalen Enzym,
sowie positiv flir das lysososomale Leitprotein lamp-1 und den Marker flr spate Endosomen,
rab-7 (Novick und Zerial, 1997). Wie erwartet, wird der Hauptteil von DM in den spat endo-
somalen und lysosomalen Fraktionen gefunden, aber ein kleiner Teil kann auch in der Frak-
tion 8 nachgewiesen werden, die Plasmamembran und frihe Endosomen enthalten. Aus der
Untersuchung auf DR4:HA-Peptidkomplexe mit Hilfe des Sandwichimmunoassays ergibt
sich, daBB der Hauptteil der neu beladenen Komplexe in den leichten Fraktionen 7 bis 9 frak-
tioniert (Abb. 3.15 C). Die Verlangerung der Inkubationszeit von 30 min auf 3 Stunden ver-
doppelte die Menge der DR4:HA-Komplexe, beeinfluBte aber nicht deren Verteilung. Die
DR4:HA-Komplexe kofraktionieren also mit dem Oberflachenpool von DM und nicht mit dem
ungleich gréBeren DM-Pool aus den Lysosomen. Dieses Ergebnis ist ein weiterer Hinweis,
daf3 die Beladung durch DM von der Plasmamembran katalysiert wird.

3.2.5.2 Selektive Inhibition von Oberflachen-DM

Die physikalische Interaktion zwischen DM und DR ist eine notwendige Voraussetzung fir
die katalytische Aktivitdt von DM (Sloan et al., 1995, Sanderson et al., 1996, Kropshofer et
al., 1996). Wird der direkte Kontakt zwischen den beiden Molekllen beispielsweise durch
sterische Hinderung unterbunden, z.B. durch eine zusatzliche Glykosylierung an DR (Mellins
et al., 1993) oder durch einen anti-CLIP Antikérper (Denzin et al., 1996) kann folglicherweise
keine Katalyse stattfinden. Diese Tatsache wurde ausgenutzt, um die Aktivitdt von DM zu in-
hibieren: Bei dem folgenden Experiment wurde die Beladung von T2.DR4.DM-Zellen mit exo-
genem Peptid in Gegenwart des polyklonalen anti-DM-Serums gemessen, das an DM spezi-
fisch bindet (vgl. Abb. 3.10). Dabei wurde angenommen, daf3 die Bindung des Antiserums an
DM zu der beabsichtigten sterischen Hinderung und damit zu einer Inhibition der DM-Aktivitat
fuhrt. Tatsachlich trat genau dieser Fall ein: Die Beladung der T2.DR4.DM-Zellen wurde in
Abhangigkeit von der Menge des eingesetzten Antiserums drastisch reduziert (Abb. 3.16 A).
Diese Inhibition war spezifisch fir DM: Ein irrelevantes Kanninchenantiserum, das als Nega-
tivkontrolle eingesetzt wurde, hatte keine Auswirkung auf die Beladung (Abb. 3.16 A). Umge-
kehrt hatte das DM-Antiserum ebenfalls keinen EinfluB3 auf die Beladung von T2.DR4-Zellen.
Dieses Experiment lieferte neben dem Beweis der Spezifitdt auch einen Hinweis, daf3 nicht
das lysosomale DM, sondern das Oberflachen-DM fir die Beladung verantwortlich ist. Anti-
kérper sind aufgrund ihrer GréBe nicht plasmamembrangéangig und kénnen so intrazellulare
Molekule nicht erreichen, d.h. ihre Bindung beschrankt sich auf Oberflachenmolekile. Es ist
jedoch mdglich, vor allem bei 37 ° C, daf3 die Antikérper z.B. via R-Rezeptoren internalisiert
und zu den Lysosomen transportiert werden, wo sie dann ihre inhibitorische Wirkung entfal-
ten konnten. Um diese Mdglichkeit auszuschlieBen, wurde ein Prainkubation mit dem Antise-
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Abb. 3.16: Selektive Inhibition von Oberflachen-DM

(A) Die DM-vermittelte Beladung wird durch anti-DM-Serum inhibiert. T2.DR4.DM-Zellen wurden mit HA(bio)-
Peptid [15 uM] und steigenden Mengen an DM-Antiserum 3 Stunden bei 37° C inkubiert. Die Zellen wurder
danach in 1% NP-40 lysiert, und DR4:HA(bio)-Komplexe wie beschrieben quantifiziert. Ein irrelevantes Kan-
ninchenantiserum wurde als Kontrolle benutzt.

(B) Anti-DM-Serum blockiert selektiv DM von der Zelloberflache. T2.DR4.DM-Zellen wurden 30 min auf Eis mit
dem DM-Antiserum oder einem Kontrollserum inkubiert. Das nicht gebundene Serum wurde nach der Inku-
bation durch Waschen der Zellen mit RPMI/FCS entfernt. Die Zellen dann mit HA(bio)-Peptid [15 uM] bei
37° C inkubiert und nach der jeweiligen Inkubationszeit in 1% NP40 lysiert. DR4:HA(bio)-Komplexe wurden
wie beschrieben quantifiziert. Die Inhibition firr jeden Zeitpunkt errechnete sich aus der Beladung, die durch
Vorbehandlung mit dem DM-Antiserum erhalten wurde, geteilt durch die Beladung des Kontrollansatzes.

rum durchgefihrt und der zeitliche Verlauf der Inhibition betrachtet. T2.DR4.DM-Zellen wur-
den zunéchst 30 min auf Eis mit Antiserum vorinkubiert, dann wurde durch Waschen das un-
gebundene Antiserum entfernt und anschlieBend eine Beladungskinetik durchgefihrt. Bei
dieser Versuchsdurchfuhrung ist eine Internalisierung wahrend der Vorinkubation auf Grund
der niedrigen Temperatur ausgeschlossen. Wenn die Beladung durch lysosomales DM ka-
talysiert wirde, miBte folglich die Inhibition in der ersten halbe Stunde erst noch ansteigen,
da die Antikérper diese Zeit brauchten, bis sie den lysosomalen Pool tGberhaupt erreichten.
Gemessen wurde allerdings, daf3 die Inhibition am Anfang maximal ist und mit der Zeit nach-
|ant. Das schnelle Eintreten der Wirkung ist nur damit zu erklaren, dal3 das Antiserum DM in
Kompartimenten hemmt, zu denen es einen direkten Zugang hat. Folglich ist fir die DM-
vermittelte Katalyse Plasmamembran-stédndiges und nicht lysosomales DM entscheidend.
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3.2.5.3 EinfluB von Endozytose und Proteinbiosynthese

Mit den vorherigen Experimenten ist die Beteiligung von Oberflachen-DM an der Beladung
exogener Peptide nachgewiesen worden. Damit ist jedoch die Frage, welche Kompartimente
an der Beladung beteiligt sind, bzw. wo die Beladung stattfindet, noch nicht beantwortet. Be-
kanntlich wird standig ein Teil der DR-Oberflachenpopulation in frihe Endosomen internali-
siert, um dann anschlieBend auf die Plasmamembran zurticktransportiert zu werden (Reid
und Watts, 1990). Neben der direkten Beladung auf der Plasmamembran ist daher auch
eine Beladung in den frihen Endosomen im Zuge des Recyclingwegs denkbar. Dazu miiBte
allerdings DM von der Oberflache internalisiert werden, um dann in den friihen Endosomen
die Beladung von DR-Molekllen zu katalysieren. Um dieser Frage nachzugehen, wurde der
EinfluB von Endozytose-Inhibitoren auf die Beladung sowohl der DM-negativen als auch der
DM-positiven Transfektante untersucht.

Dazu wurden T2.DR4 und T2.DR4.DM-Zellen 30 min bei 37° C mit Wortmannin, Natriumazid
oder Cycloheximid behandelt. Danach wurde HA-Peptid zugegeben, und die Zellen wurden
weitere 30 min inkubiert. Wortmannin ist ein sehr spezifischer und sehr potenter Inhibitor von
Phosphatidylinositol-3-Kinasen und hemmt sowohl die Flissigphasen- als auch die Rezep-
tor-vermittelte Endozytose (Li et al., 1995). Wie aus Abb. 3.17 A hervorgeht, hat Wortmannin
keine signifikante Auswirkungen auf die Beladung von T2.DR4-Zellen. Dies deutet darauf
hin, daB die Beladung bei dieser Zellinie direkt auf der Oberflache und deshalb Endozytose-
unabhangig ablauft. Bei der DM-positiven Transfektante reduziert dieser Inhibitor jedoch die
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Abb. 3.17: EinfluB von Inhibitoren der Endozytose oder der Proteinbiosynthese

T2.DR4 (A) und T2.DR4.DM-Zellen (B) wurden 30 min bei 37° C in der Abwesenheit (Kontrolle) oder in der An
wesenheit von Wortmanin (5 uM], Azid (20 mM) oder Cycloheximid (10 ug/ml) vorbehandelt. Danach wurde
HA(bio)-Peptid (15 uM) zugefiigt. Die Zellen wurden weitere 30 min bei 37° C inkubiert und schlieBlich mit 1%
NP-40 lysiert. DR4:HA(bio)-Komplexe wurden wie beschrieben quantifiziert. Die Fehlerbalken reprasentieren die
Standardabweichungen von drei MeBwerten.
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Beladung um ca. 60% (Abb. 3.17 B). Eine etwas schwéchere Inhibition verursacht Azid, das
allerdings auch nur die Rezeptor-vermittelte Endozytose unterbindet. Keiner der Endozytose-
Inhibitoren vermochte es jedoch die Beladung in dem gleichen Umfang zu reduzieren wie
das DM-Antiserum. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daB die DM-vermittelte Beladung
zumindestens partiell von der Endozytose abhangt. Zum Vergleich wurden beide Trans-
fektanten mit Cycloheximid behandelt, einem Inhibitor der Proteinbiosynthese. Die DM-nega-
tive Transfektante bleibt wieder unbeeinfluBt (Abb. 3.17 A), wahrend T2.DR4.DM deutlich
schlechter beladen wird. Vermutlich sind bei der Beladung der DM-positiven Zellinie teilweise
Komponenten involviert, die von der Proteinbiosynthese abhangen. Insgesamt zeigen die
Ergebnisse, dal3 die DM-vermittelte Beladung zu einem betrachtlichen Teil von der Endo-
zytose abhangt und zu einem geringeren Teil auch von der Proteinbiosynthese. Andererseits
ist mit den vorherigen Experimenten ein gréBerer EinfluB des lysosomalen DMs ausge-
schlossen worden. Dies laBt darauf schlieBen, daB die DM-vermittelte Beladung teilweise
direkt an der Oberflache, aber auch in friihen Endosomen ablauft.

Eine Beteiligung von Oberflachen-DM an der Beladung exogener Peptide wurde nach-
gewiesen: Bei der subzellularen Fraktionierung wurden die neu beladenen DR:Peptid-
Komplexe nicht in Lysosomen, sondern in den leichten, Plasmamembran-haltigen Frak-
tionen detektiert. Einen eindeutigen Beweis lieferte die selektive Inhibition von Oberfla-
chen-DM: Mit dieser Methode konnte die Beladung drastisch reduziert werden. Den-
noch findet die DM-vermittelte Beladung auch intrazellular statt, da Endozytose-Inhibi-
toren einen betrachtlichen EinfluB auf diese Art der Beladung hatten. Damit fallt der Ort
der DM-vermittelten Beladung mit dem Beladungsort des Recyclingwegs zusammen.

3.2.6 DM-vermittelte Katalyse im Kontext verschiedener Klasse lI-
Allele

Im Folgenden war von Interesse, ob es sich bei der hier beobachteten DM-vermittelten Bela-
dung um einen allgemeinen Prozel3 handelt, der bei unterschiedlichen Antigen-prasentieren-
den Zellen und verschiedenen MHC Klasse lI-Allelen auftritt. Dazu wurde die Inhibition, die
durch das DM-Antiserum verursacht wurde (vgl. 3.2.5.2), bei den EBV-transformierten B-Zel-
linien COX (DR3), Jesthom (DR1) und WT-100 (DR1) gemessen und miteinander verglichen.
Bei der Zellinie COX wird die Beladung durch die Anwesenheit des Antiserums um 60%, bei
Jesthom um ca. 30% reduziert (Abb. 3.18 A). Die Abnahme der Beladung liegt bei WT-100 je
nach Peptid, HA(bio) oder A2(bio), bei 30% bzw. 60%. Vergleichbare Resultate wurden er-
zielt, als die tatsachliche Beladung von DR-Molekllen auf der Zelloberflaichen gemessen
wurde. Dazu wurden WT-100 Zellen in An- oder Abwesenheit des DM-Antiserums mit A2-
Peptid inkubiert, und die beladenen Komplexe fluBzytometrisch mit dem monoklonalen Anti-
kérper UL-5A1 detektiert. Dieser Antikdrper erkennt ausschlieBlich DR1-Molekile, die mit
dem Selbstpeptid A2(103-120) aus HLA-A2 assoziiert sind (Wdlpl et al, 1998). Nach der Be-
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handlung mit dem DM-Antiserum ist die Beladung auf der Oberflache um rund 30-40% ver-
mindert (Abb. 3.18 B).

Die Untersuchungen wurden auf einen weiteren Typ von Antigen-prasentierenden Zellen
ausgedehnt, namlich auf dendritische Zellen (DCs). Diese wurden durch 6-tagiges Kultivieren
von CD14" Monozyten in GM-CSF/IL-4 generiert, die aus dem Blut eines DR2-positiven
Spenders isoliert wurden. Die fluBzytometrische Analyse bestétigte, daB die so gewonnene
Zellpopulation ein DC-typisches Expressionsmuster aufweist, wie z.B. CD1a, CD11c und
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Abb. 3.18: Selektive Inhibition von Oberflachen-DM bei verschieden MHC-Allelen

(A)

Selektive Inhibition bei B-Zellen

Die Zellinien COX(DR3), Jesthom (DR1) und WT-100 (DR1) wurden in An- oder Abwesenheit des DM-Anti-
serums (3 pl) mit biotinyliertem Peptid [15 uM] bei 37° C 3h inkubiert. Als Peptide wurden bei COX ApoB100
bei Jesthom HA und WT-100 HA- respektive A2-Peptid verwendet. AnschlieBend wurden die Zellen in 1%
NP-40 lysiert, und DR:Peptid(bio)-Komplexe im Lysat quantifiziert. Fehlerbalken représentieren die Standar-
dabweichung aus drei Messungen.

DM-Antiserum reduziert auch die Oberflachenbeladung

WT-100 Zellen wurden in An- oder Abwesenheit des DM-Antiserums (5 pl) auf Eis vorinkubiert. Danach
wurde A2-Peptid [10 uM] zugeflgt, und die Zellen 30 min bei 37° C inkubiert. Ein irrelevantes Kaninchenanti
serum wurde als Kontrolle benutzt. DR1:A2-Komplexe wurden fluBzytometrisch mit dem biotinylierten Anti-
kérper UL-5A1 detektiert, der spezifisch dieses komplexe Epitop erkennt. Die Farbung wurde mit Streptavi-
din-R-PE durchgefiihrt. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung aus drei Messungen. Dieses Experi-
ment wurde vollsténdig von Frau Pozies durchgeflhrt.
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Abb. 3.19: Charakterisierung der isolierten Dendritischen Zellen

Die Expression der Oberflachenmarker wurde durch FluBzytometrie ermittelt. Die Fluoreszenzintensitédten der
unreifen Dendritischen Zellen sind in schwarz dargestellt, die der reifen Dendritischen Zellen in weif3, wahrend die
Kontrollfarbung durch eine diinne Linie reprasentiert wird. Die spezifische Bindung von Dextran-FITC (DC) an den
Mannose-Rezeptor wurde nach Inkubation der DCs auf Eis gemessen (gestrichelte Linie), so daB keine Auf-
nahme durch Endozytose stattfinden konnte.

HLA-DR (Abb. 3.19). Zusatzliches Kultivieren dieser DCs in LPS fir 6 Tage hatte einen An-
stieg der Oberflachenexpression von DR sowie der kostimulatorischen Molekiile CD40 und
CD86 zur Folge, wahrend gleichzeitig die Aufnahme von FITC-Dextran als Indikator der En-
dozytose abnahm. Die FACS-Ergebnisse belegen, daf3 es sich bei den generierten DCs vor
der LPS-Stimulation um unreife DCs handelt, die dann durch die LPS-Behandlung reifen.

Bei der Inkubation in Anwesenheit des DM-Antiserums stellte sich heraus, daB Oberflachen-
DM auch bei der Beladung unreifer DCs mit exogenem Peptid beteiligt ist: Die Beladung wird
durch das Antiserum um etwa 25% gesenkt (Abb. 3.20); dies ist vergleichbar mit den Ergeb-
nissen von Jesthom oder WT-100. Bei LPS-stimulierten reifen DCs kann nur geringe Bela-
dung gemessen werden kann. Dieses Ergebnis ist mit dem reifen Stadium der DCs zu erkla-
ren, in dem sie ihre Maschinerie zur Antigenaufnahme und -verarbeitung herunterreguliert
haben und den Schwerpunkt auf die Prasentation von Antigenen legen (Cella et al, 1997;
Pierre et al., 1997).

D D Abb. 3.20: Selektive Inhibition

ubC c von Oberflachen-DM bei dendri-
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Diese Ergebnisse demonstrieren, daBB die durch Oberflachen-DM vermittelte Beladung
ein genereller ProzeB ist, der bei mehreren MHC-Allelen nachgewiesen wurde. Auch ist
diese Art der Beladung nicht auf eine Transfektante beschrankt, sondern kommt so-
wohl bei B-Zellen als auch bei unreifen dendritische Zellen vor. Allerdings haben offen-
sichtlich sowohl die Zellart, das MHC-Allel als auch das zu beladene Peptid einen Ein-
fluB auf das AusmaB der DM-vermittelten Beladung.

3.2.7 DM erleichtert den Austausch von Peptiden

Urspriinglich ist postuliert worden, daf3 die Beladung von “recycling”-MHC-Molekulen durch
Peptidaustausch zustande kommt (Adorini et al., 1989). Ferner belegen in vitro-Daten, daf3
HLA-DM den Austausch von Peptiden katalysieren kann (Kropshofer et al., 1996). Da sich
der hier verwendete in vivo-Beladungsassay in den typischen “recycling”-Kompartimenten
Plasmamembran und frihe Endosomen abspielt, sollte der Frage nachgegangen werden, ob
sich der DM-vermittelte Peptidaustausch unter in vivo-Bedingungen nachweisen laBt. Der
experimentelle Ansatz bestand in der Nachahmung einer Situation, in der ein antigenisches
Peptid auf einen bereits gebildeten MHC:Peptid-Komplex trifft.

3.2.7.1 Kinetik des Peptidaustauschs

Das erste Experiment beleuchtete den zeitlichen Verlauf und den EinfluB der Konzentration
eines Kompetitors. Nach einer 30-mindtigen Vorbeladung der beiden Transfektanten mit bio-
tinyliertem HA-Peptid wurde entweder kein Peptid oder unmarkiertes HA-Peptid in stochio-
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Abb. 3.21: Kinetik der Kompetition durch unmarkiertes Peptid

T2.DR4 (A) und T2.DR4.DM-Zellen (B) wurden 30 min bei 37° C mit HA(bio)-Peptid [15 uM] inkubiert. Danach
wurde entweder kein Peptid () ) oder nicht biotinyliertes HA-Peptid in stéchiometrischer Konzentration (Y ) bzw. in
dreifachem molaren UberschuB (o ) zugefiigt. Die Zellen wurden danach weiter bei 37° C inkubiert und nach den
angegeben Zeitpunkten mit 1% NP-40 lysiert. DR4:HA(bio)-Komplexe wurden wie beschrieben quantifiziert.
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metrischer Konzentration oder in dreifachem molaren UberschuB zugegeben. Nach verschie-
denen Zeitpunkten wurde die Menge der DR4:HA(bio)-Komplexe quantifiziert (Abb. 3.21). In
diesem Experiment konkurriert der unmarkierte Kompetitior nicht nur mit freiem HA(bio)-Pep-
tid, sondern auch mit bereits gebundenem HA(bio)-Peptid um die Bindungsstellen. Aus dem
Vergleich mit der Beladung, die bereits nach einer halben Stunde gemessen wird, kann da-
her abgelesen werden, ob es zum Peptidaustausch gekommen ist.

Bei T2.DR4-Zellen beobachtet man eine Reduzierung der Beladung, wobei die Héhe der Re-
duzierung von der Kompetitorkonzentration abhangt (Abb 3.21 A). Die Beladung fallt aller-
dings nie signifikant unter den urspriinglichen Wert, der nach 30 min gemessen wird. Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, daB das urspriinglich gebundene HA(bio)-Peptid nicht - zumin-
destens nicht in einem gréBeren Umfang - durch anderes Peptid ersetzt worden ist. Die DM-
positive Transfektante verhielt sich in diesem Punkt deutlich anders: Bereits stéchiometrische
Konzentrationen des Kompetitorpeptids reichten aus, um die Beladung mit biotinyliertem
Peptid unter das 30 min-Niveau zu verringern (3.21 B). Die Erhéhung der Kompetitorkonzen-
tration anderte nichts am prinzipiellen Ausgang, sie verstarkte nur das Ausmaf. Dies belegt
eindeutig, dal3 vorher beladenes HA(bio)-Peptid gegen unmarkiertes Peptid ausgetauscht
worden ist. Da dies bei der DM-negativen Zellinie T2.DR4 nicht beobachtet wird, muf3 dieser
Vorgang der Aktivitdt von DM zugeschrieben werden.

3.2.7.2 EinfluB der Art des Kompetitors auf den Peptidaustausch

Im zweiten Experiment wurde der Einflu3 der Bindungsstabilitat verschiedener Kompetitoren
studiert, die in stdchiometrischen Konzentrationen eingesetzt wurden (Abb. 3.22). Dadurch
sollte Gberprift werden, ob der beobachtete Ligandenaustausch denselben Regeln folgt, die
in vitro fir DM beobachtet wurden (Weber et al., 1996; Kropshofer et al., 1996). Das Igk-
Peptid, das nur mit moderater Stabilitat an DR4 bindet, wird in einem geringeren Ausmalf3
ausgetauscht als das HA-Peptid. Die héchste Verdrangung verursacht ein Peptid namens
YRAM, das auf méglichst stabile Bindung an DR4 hin optimiert wurde (Hammer et al., 1994;
Kropshofer et al., 1996). Bei den Ergebnissen fallt auf, daB samtliche dieser stabil bindenen
Peptide es nur in Anwesenheit von DM vermégen, die bereits beladenen Komplexe zu erset-
zen. Dagegen wird in Abwesenheit von DM bei den gleichen Peptiden zwar Kompetition,
aber kein Austausch mehr beobachtet. Génzlich anderer Natur ist das DR4-restringierte Col-
Peptid, das bei der rheumatoiden Arthritis als Autoepitop diskutiert wird und sehr instabil an
DR4 bindet (Raddrizzani et al., 1999). Dieses Peptid kann bei keiner der beiden Transfektan-
ten in Kompetition zu dem markierten HA-Peptid treten, geschweige denn das vorbeladene
Peptid austauschen. Daraus laBt sich ableiten, dal3 je stabiler das kompetierende Peptid
bindet, desto einfacher kann dieses Peptid gegen ein bereits gebundenes Peptid mittlerer
Stabilitat (hier: HA(bio)) durch DM ausgetauscht werden.

Dieser DM-abhangige Peptidaustausch wird auch beobachtet, wenn ein intaktes Protein,
namlich gereinigtes basisches Myelinprotein (MBP) als Kompetitor verwendet wird. MBP ist
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Abb. 3.22: Kompetition durch
unmarkierte Peptide bzw. Pro-
teine

T2.DR4 (A) und T2.DR4.DM-Zellen
(B) wurden 30 min bei 37°C mit
HA(bio)-Peptid [15 uM] inkubiert.
Danach wurde entweder kein Pep-
tid (-) oder nicht biotinylierte Kom-
petitoren in stéchiometrischer Kon-
zentration zugeftgt. Dabei han-
delte es sich um HA(307-319),
Igx(188-202), YRAM oder Col(260-
274). Zusatzlich wurde gereinigtes
basisches Meyelinprotein (MBP)
[15 uM] als Kompetitor verwendet.
Die Zellen wurden danach bei
37° C fir weitere 150 min inkubiert
und mit 1% NP-40 lysiert.
DR4:HA(bio)-Komplexe ~ wurden
wie beschrieben quantifiziert.

ein Kandidaten-Autoantigen bei der Multiplen Sklerose (MS) (Martin et al., 1992), das in sei-
ner lipidgebundenen Form im alternativen Weg beladen wird (Pinet et al., 1995). Stéchio-
metrische Mengen MBP flhren zu einer drastischen Abnahme bereits beladener
DR4:HA(bio)-Komplexe bei T2.DR4.DM-Zellen, wahrend es in T2.DR4-Zellen nur die weitere
Beladung kompetitiv zurlickdrangt (Abb 3.22). Dieser Peptidaustausch ist fir MBP spezifisch
(Abb. 3.23): Irrelevante Proteine, wie zum Beispiel HEL, beeinflussen die Beladung nicht.
Auch proteolytische Fragmente oder andere niedermolekulare Bestandteile, die mdglicher-
weise in der MBP-Prgparation enthalten sein moégen, scheiden als Ursache aus, wie das
5kD-Ultrafiltrat des MBP-Isolat beweist. Offensichtlich ist Oberflachen-DM daher auch an der
Beladung exogener Proteine beteiligt.
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Die Experimente legen nahe, daB zwei Voraussetungen fiir erfolgreichen Peptidaus-
tausch gegeben sein missen: Die erste besteht in der Anwesenheit von DM, die zweite
ist die hohe Stabilitdt, mit der das Kompetitorpeptid an MHC-Molekiile bindet. Damit
folgt der Ligandenaustausch den Regeln, die fiir DM aus in vitro-Daten abgeleitet wur-
den. Interessanterweise funktioniert der Ligandenaustausch nicht nur mit Peptiden, der
vorprozessierten Form eines Antigens, sondern auch mit exogenen Proteinen.

3.2.8 EinfluB von DM auf die Beladung und Prasentation von MBP
und seinen immundominanten Epitopen

Die Fahigkeit von MBP, in Gegenwart von DM hervorragend zu kompetieren, war der Grund,
dieses Protein und seine beiden haufigsten MS-assoziierten Epitope im DR4-Kontext ge-
nauer unter die Lupe zu nehmen. Dabei handelte es sich um MBP(111-129), das immundo-
minante Epitop im Kontext von DR4 (DRB1*0401), und um MBP(87-99), gegen das seltener
T-Zellen gebildet werden, das aber stabiler als das erste Peptid an DR4 bindet (Muraro et al.,
1997). Die Messungen sollten die Fragen klaren, ob diese Antigene in An- bzw. Abwesenheit
von DM beladen werden und ob es dann unter den jeweiligen Bedingungen auch zur Pra-
sentation in Form von T-Zellepitopen kommt. Der erste Teil dieser Fragestellung wurde mit
dem in vivo-Beladungsassay angegangen, fiir den zweiten Teil wurden analog beladene Zel-
len mit Hilfe eines Proliferationsassays im Labor von Dr. R. Martin, NIH, Bethesda, USA
untersucht. Bei dem Vergleich der beiden Datensatze ergeben sich interessante Unterschie-
de, die Riickschllisse Uber die Prozessierung und die Prasentation von MBP-Epitopen zulas-
sen.

3.2.8.1 Beladung von MBP und seinen immundominanten Epitopen

Die DM-positive und die DM-negative Transfektante wurden wie beschrieben mit HA(bio)-
Peptid vorbeladen. Nach einer halben Stunde wurde entweder MBP-Protein oder die beiden
Epitope, die sich aus der Sequenz des MBP ableiten, zugefligt (Abb. 3.24). In T2.DR4-Zellen
zeigen beide Peptide das typische Bindungsverhalten eines méaBig affinen Peptids: Die wei-
tere Beladung des markierten HA-Peptids wird dosisabhangig kompetitiv inhibiert, ein Peptid-
austausch ist jedoch nicht nachweisbar. Gereinigtes MBP ist ein noch besserer Kompetitor,
der bei mehrfachem molaren UberschuB sogar einen Peptidaustausch verursacht. In
T2.DR4.DM-Zellen sieht die Situation ganz anderes aus: Zwar inhibiert MBP(87-89) noch die
Beladung von HA(bio), aber die Inhibition fallt durch den EinfluB von DM schon schwécher
aus, wie an Hand der Verschiebung des ICso-Wertes ersichtlich ist. MBP(111-129) ist so DM-
sensitiv, daB selbst bei mehrfachem molaren UberschuB keine erwahnenswerte Kompetition
stattfindet. Dagegen tauscht das intakte MBP-Protein, wie bereits gezeigt, in Anwesenheit
von DM bereits beladene Peptide aus; hierfir sind substéchiometrische Mengen ausrei-
chend. Diese Daten sind als Hinweis zu werten, daf3 die Beladung von intaktem MBP durch
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Abb. 3.24: Kinetik der Kompetition durch unmarkiertes Peptid

T2.DR4 (A) und T2.DR4.DM-Zellen (B) wurden 30 min bei 37° C mit HA(bio)-Peptid [10 uM] inkubiert. Danach
wurde entweder kein Protein (-) oder die folgenden Kompetitoren in verschiedenen Konzentrationen zugeflgt:
intaktes MBP-Protein(). ), MBP(87-99)-Peptid (o0 ) oder MBP(111-129)-Peptid (Y ). Die Zellen wurden danach bei
37°C flr weitere 150 min inkwiert und mit 1% NP-40 lysiert. DR4:HA(bio)-Komplexe wurden wie beschrieben
quantifiziert.

die Anwesenheit von DM begunstigt wird, wahrend die Bindung der immundominanten
Peptide eher erschwert wird, wie das Beispiel des MBP(111-129) veranschaulicht.

3.2.8.2 Prasentation von MBP und seinen immundominaten Epitopen

Anders als Peptide missen Proteine in der Regel noch prozessiert, d.h. proteolytisch ver-
daut, werden bevor sie von T-Zellen im MHC-Kontext erkannt werden kénnen. Die Proteo-
lyse von Antigenen kann entweder vor oder nach der Bindung an die MHC-Molekile erfol-
gen; deshalb ist die Bindung eines Antigens alleine noch keine hinreichende Voraussetzung
fur die T-Zellerkennung. Beim Proliferationsassay wird daher die Prasentation eines Epitops
gemessen, das nicht nur an ein MHC-Molekul binden, sondern auch von der spezifischen T-
Zelle erkannt werden muf3.
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Die beiden Transfektanten wurden entweder mit MBP(111-129), MBP(87-99) oder intaktem
MBP inkubiert. AnschlieBend wurden sie auf ihre Fahigkeit Gberprift, die T-Zellklone
MS23C8 oder MS1 zu stimulieren, die die Epitope 111-129 respektive 87-99 DR4-restringiert
erkennen (Murano et al., 1997). Die Messungen, in denen die T2-Transfektanten mit Peptid
beladen wurden, bestatigen die Ergebnisse des kompetitiven Beladungsassays (Abb. 3.25):
Die DM-negativen Zellen wurden gut mit Peptid beladen (Abb. 3.24) und stimulieren folglich
ihre jeweiligen T-Zellen relativ gut. T2.DR4.DM-Zellen I6sen selbst bei der hochsten Peptid-
konzentration nur eine schwache Proliferation, wenn Uberhaupt, bei beiden Epitopen aus.
Diese korreliert gut mit der Beladung im Fall von MBP(111-129), nur fir das MBP(87-99)-
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Abb. 3.25: Nachweis der Prasentation von MBP-Autoepitopen mit Hilfe von T-Zellassays

T2.DR4 (Y ) und T2.DR4.DM-Zellen () wurden mit steigenden Mengen MBP-Peptid (obere Reihe) oder MBP-
Protein (untere Reihe) inkubiert. Danach wurde der Klon MS1, der MBP(87-99) erkennt, oder der Klon MS23CS8,
der MBP(111-129) im Kontext von DR4 erkennt, zugefuigt. Die T-Zellproliferation wurde durch [2H]-Thymidin-In-
korporation quantifiziert. Diese Experimente wurden vollstdndig im Labor von Dr. R. Martin, NIH, Bethesda
durchgefihrt.
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Peptid ergibt sich eine Abweichung. Wurden die Transfektanten hingegen mit gereinigtem
MBP inkubiert, weichen die Ergebnisse von denen des Beladungsassays ab (Abb. 3.25):
Beide T-Zellinien proliferieren in der Anwesenheit von T2.DR4, im Kontext der DM-positiven
Transfektante T2.DR4.DM ist die Proliferation jedoch fast auf Null-Level reduziert. Daraus
folgt, daB DM zwar die Beladung von MBP-Protein stark férdert, wohl aber die Prasentation
in Form von T-Zellepitopen verhindert.

Aus dem in vivo-Beladungsassay geht hervor, daB die beiden immundominanten Epi-
tope MBP(111-129) und MBP (87-99) bevorzugt in der Abwesenheit von DM beladen
werden, wahrend intaktes MBP in Ab- und vor allem in Anwesenheit von DM beladen
wird. Der T-Zellproliferationsassay bestatigt das Beladungsverhalten der beiden Pep-
tide, zeichnet aber mit MBP-Protein ein anderes Bild: DM verhindert die Prasentation
beider immundominanter Epitope, so daB sie ausschlieBlich in Abwesenheit von DM
erfolgt.
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4. Diskussion

4.1 Subzellulare Lokalisation der Beladung von MHC
Klasse II-Molekiilen

Mehrere Arbeiten aus dem Jahr 1994 gingen der Frage nach, in welchen Kompartimenten
die Beladung von MHC Klasse II-Molekilen ablauft. Sie bedienten sich dabei verschiedener
Methoden subzelluléarer Fraktionierung und beschrieben, dal3 neusynthesierte Klasse Il-Mole-
kile in endozytischen Vesikeln akkumulierten, die sich aber an Hand von Leitproteinen nicht
genau frihen Endosomen, spaten Endosomen oder Lysosomen zuordnen lieBen
(Amigorena et al., 1994; Qui et al., 1994; Tulp et al., 1994; West et al., 1994; Rudensky et
al., 1994). In diesen Vesikeln, je nach Autor CIIV oder MIIC genannt, sollten zudem peptid-
beladene MHC Klasse |I-Molekile vor ihrem Erscheinen auf der Plasmamembran akkumulie-
ren. Alle Autoren kamen daher zu dem SchluB3, daB antigenprasentierende Zellen ein spe-
zialisiertes Beladungskompartiment besitzen, das sich von den klassischen endozytischen
Organellen unterscheidet. Allerdings wichen die jeweiligen spezifischen Merkmale dieses
Beladungskompartiments in den einzelnen Studien erheblich voneinander ab: Im Fall der
murinen B-Zellinie A20 schien das Kompartiment recht friih im endosomalen Weg angesie-
delt zu sein, da es eine Anreicherung des Transferrin-Rezeptors enthielt und endozytierten
Proteinen einen schnellen Zugang gestattete (Amigorena et al., 1994). Im Gegensatz dazu
zeichnete sich das Beladungskompartiment einer Melanomzellinie und humaner B-Zellinien
durch die Anwesenheit von lamp-1 und die Abwesenheit von friihen endosomalen Markern
aus (Qui et al., 1994; Tulp et al., 1994; West et al.,, 1994). In Hinblick auf die spatendoso-
malen und lysosomalen Marker B3-Hexosaminidase, CI-MMR sowie die Internalisierungskine-
tik von Endozytose-Indikatoren gingen die Meinungen ebenso auseinander.

Die Identifizierung der Beladungskompartimente erfolgte bei den oben zitierten Arbeiten ent-
weder Uber das Auftreten von SDS-stabilen Dimeren (Amigorena et al., 1994; Qui et al.,
1994; Tulp et al., 1994) oder Uber das Auftreten von spezifischen Antigen:MHC |I-Komplexen
(West et al., 1994; Rudensky et al., 1994) nachgewiesen wurde. Mit beiden Methoden wird
aber nur das Akkumulieren beladener MHC Klasse II-Molekile gezeigt, nicht aber der Bela-
dungsprozeB3 selber. Folglicherweise ist mit diesen Methoden nicht auszuschlieBen, daf3 die
Beladung noch in zusatzlichen Kompartimenten stattfindet, die beladenen MHC II-Molekile
aber vor dem Export auf die Plasmamembran in einem bestimmten Kompartiment akkumulie-
ren. AuBerdem haben beide Methoden den Nachteil, daB nur Subpopulationen beladener
MHC Klasse II-Molekile nachgewiesen werden: Die SDS-Stabilitat wird zwar ausschlieB3lich
bei beladenen Klasse II-Molekile beobachtet, aber nicht alle MHC Klasse Il:Peptid-Komplexe
weisen diesen Phanotyp auf (Riberdy et al., 1992), auch existiert keine Korrelation zwischen
der Affinitat des gebundenen Peptids und dem Auftreten der SDS-Stabilitat (Verreck et al.,
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1996). Bei der anderen Methode, dem Nachweis von spezifischen Antigen:MHC II-Komple-
xen, wurden entweder ein markiertes Antigen (West et al., 1994) oder ein AntikGrper verwen-
det, der ein komplexes Epitop aus endogenem Peptid und MHC-Molekil erkennt (Rudensky
et al., 1994). Dadurch wurde die nachgewiesene Beladung von vornherein auf ein bestimm-
tes Antigen beschrankt. Die Aussagen Uber den Beladungsort beschréanken sich daher bei
diesen beiden Verdéffentlichungen auf das jeweilige Antigen, eine Verallgemeinerung ist aber
wegen der unterschiedlichen Proteolyse-Empfindlichkeit von Antigenen nicht méglich.

Die Abweichungen in der Charakterisierung des Beladungskompartiments warfen die Frage
auf, ob die Beladung von MHC Klasse Il-Molekulen tatsachlich in einem einzigen distinkten
Beladungskompartiment stattfindet oder in verschiedenartigen Kompartimenten erfolgt. Dazu
wurden in der vorliegenden Arbeit Zellen der humanen B-Zellinie WT-100 zunachst mit Hilfe
eines Percoll-Dichtegradienten subzellular fraktioniert. Um Einschrankungen bei der Identifi-
zierung der Beladungskompartimente zu umgehen, wurden diese nicht nur tGber den Bela-
dungskatalysator DM und das Produkt, beladene MHC Klasse II-Molekile, sondern auch
Uber die direkte Vorstufe der Beladung identifiziert: Ausgangspunkt fiir diesen Ansatz waren
die Beobachtungen, daB MHC Klasse Il:CLIP-Komplexe das primare Substrat fiir DM sind
(Denzin et al., 1996), und daB DM die Beladung katalysiert (Sloan et al., 1995). Folglich kén-
nen MHC Klasse IIl:CLIP-Komplexe als direkte Vorstufe des beladenen MHC Klasse II-Mole-
kiils angesehen werden. Organellen, die sowohl die Beladungsvorstufe, MHC Klasse II:CLIP-
Komplexe, als auch den Beladungskatalysator DM enthalten, erflllen die Voraussetzungen,
die Beladungskompartimente erflillen sollten.

Mit Hilfe der quantitativen Western Blot-Analyse wurde gezeigt, daB DM in jeder Fraktion vor-
kam und mit Ausnahme der Randfraktionen relativ gleichmaBig tber den Gradienten verteilt
war. Dieses Ergebnis wurde in einer Studie von Pierre et al. bestétigt (1996). DR-assoziiertes
CLIP hingegen, das massenspektrometrisch sehr sensitiv detektiert werden konnte, wurde in
den spatendosomalen Fraktionen (Abb. 3.6, #9 bis 12) und in den lysosomalen Fraktionen
geringer Dichte (Abb. 3.5, #5 bis 8) gefunden. In den lysosomalen Fraktionen hoher Dichte
(Abb. 3.5, #1 bis 4) konnte zwar kein CLIP identifiziert werden, doch enthalten Lysosomen
leere DR:DM-Komplexe, die funktionell aktiv, d.h. beladbar sind (Kropshofer et al., 1997).
Daraus 4Bt sich ableiten, daB auch in diesen Fraktionen, obwohl sie kein CLIP enthalten,
Beladung stattfinden kann. Zusétzlich zu den CLIP-Peaks wiesen samtliche Massenprofile
eine Vielzahl von Signalen im Bereich von 1400 bis 2500 Da auf. Diese konnten zwar nicht
im einzelnen identifiziert werden, jedoch ergibt sich aus der durchgehenden Verteilung und
der Vielfalt, daB sich hochstens ein kleiner Teil von CLIP ableiten kann, wahrend wohl der
Uberwiegende Teil von prozessierten und beladenen Peptiden stammt. Dieser Befund ist
daher als starker Hinweis zu werten, dal3 spate Endosomen und Lysosomen unterschiedli-
cher Dichte neben der Beladungsvorstufe und dem Beladungskatalysator auch bereits bela-
dene MHC Klasse lI-Komplexe enthalten.



4. Diskussion 85

Beim Beladungsprozel wird ein relativ instabiles CLIP-Peptid gegen ein stabileres antigeni-
sches Peptid getauscht. Dies wird dadurch bewerkstelligt, dal3 einerseits die DM-vermittelte
Beladung einen Uibergeordneten EinfluB auf das gesamte Peptidrepertoire hat (Denzin et al.,
1994; Martin et al., 1996; Miyazaki et al., 1996) und dafi3 anderseits der Beladungskatalysator
DM Peptidliganden nach ihrer Stabilitat selektiert (Kropshofer et al., 1996; van Ham et al.,
1996). Die Stabilitat des DR-assoziierten Peptidrepertoires sollte daher als relativer Indikator
dienen kdnnen, ob das jeweilige Kompartiment eher am Anfang oder am Ende des Bela-
dungsprozesses steht. Bei diesen Untersuchungen stellte sich heraus, da3 die MHC Klasse

ER .
DR : li DM DR : Peptid

Abb. 4.1: Beladung von MHC-Klasse Il (Modell)

Im ER assoziieren DR-Proteine (schwarz) mit der li (griin) und gelangen in den Golgi-Apparat. Von dort werden
sie entweder direkt oder Uber die Plasmamembran in endosomal / lysosomale Kompartimente transportiert. Auf
dem Weg von den friihen Endosomen zu den Lysosomen wird die li durch Proteasen schrittweise zu den li-
Fragmenten CLIP abgebaut. Diese kénnen in endosomalen wie lysosomalen Kompartimenten durch die Kata-
lyse von DM (rot) gegen antigenische Fragmente (gelb) ausgetauscht werden. SchlieBlich werden die beladenen
DR:Peptid-Komplexe zur Plasmamembran transportiert.
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[I:Peptid-Komplexe aus den lysosomalen Fraktionen und aus der plasmamembranhaltigen
Mischfraktion etwas stabiler waren als die Klasse |l-Komplexe aus den spat endosomalen
Fraktionen (Abb. 3.7). Dies kénnte ein Hinweis sein, dal3 der Beladungsprozef3 in den spaten
Endosomen noch eher am Anfang steht; jedoch waren die Unterschiede zu gering, als dafi
sie eindeutige Rickschlisse auf den Beladungsfortschritt zulieBen. Die GréBenordnung der
Stabilitatsdifferenz wurde auch durch Versuche bestéatigt, bei denen intrazellulares DR direkt
mit Plasmamembran-DR verglichen wurde (Abb. 3.9). Auch bei diesen Messungen lagen die
Differenzen der Neubeladung bei bestenfalls 10%.

Mehrere Griinde kommen in Betracht, warum keine markanteren Stabilitdtsunterschiede be-
obachtet wurden: Zunachst hangt die Stabilitdtsdifferenz von der Konzentration der
MHC IIl:CLIP-Komplexe im FlieBgleichgewicht ab. Je schneller die CLIP-Komplexe nach ihrer
Generierung beladen werden, desto geringer ist ihre intrazelluldre Konzentration und desto
weniger werden sie zur Stabilitatsdifferenz beitragen. Auf der anderen Seite hangt die Diffe-
renz auch von der Stabilitat und der Verflgbarkeit der zu beladenen Peptide ab: Bei einem
Mangel von stabil-bindenden Peptiden in den intrazelluldren Beladungskompartimenten
miBten zwangslaufig auch instabilere Peptide geladen werden, was zur Nivellierung der Sta-
bilitat beitriige. Dies wirde auch erklaren, warum samtliche MHC ll-Isolate eine auffallend
hohe Neubeladungsrate, sprich niedrige Stabilitat, aufweisen. Unterstitzt wird diese Hypo-
these durch die Beobachtung von leeren DR:DM-Komplexen in den Lysosomen, die in An-
wesenheit von gentigend stabil-bindenden Peptiden nicht existieren dirften (Kropshofer et
al., 1997).

Zusammenfassend kann aus diesen Untersuchungen der SchluB gezogen werden, dafB
sowohl in spaten Endosomen als auch Lysosomen geringer wie hoher Dichte Beladung
von MHC Klasse ll-Molekiilen stattfindet. Die Existenz eines spezialisierten Beladungs-
kompartiments, das charakteristisch fiur APCs ist und in dem der BeladungsprozeB
ausschlieBlich ablauft, konnte nicht verifiziert werden. Abb. 4.1 stellt modellhaft dar, wie
die Beladung unter Berticksichtigung der hier vorgestellten Daten sowie von Literatur-
daten in antigenprasentierenden Zellen ablauft.

In den letzten Jahren hat sich ein Wechsel in der Sichtweise hinsichtlich der Frage nach dem
oder den Beladungskompartiment(en) vollzogen: Bis heute hat niemand Uberzeugend darle-
gen kénnen, warum es sich bei dem Beladungskompartiment oder MIIC um ein eigenstandi-
ges Kompartiment im zellbioligischen Sinn handeln soll. Auch wurde immer haufiger beob-
achtet, da MHC Klasse lI-Molekile in mehr als nur einem Kompartiment beladen werden.
Castellino & Germain waren die ersten, die an Hand von isolierten, murinen B-Zellen zeigten,
daf3 die Beladung nicht in einem spezialisierten Beladungskompartiment geschieht, sondern
in den klassischen endozytischen Organellen, wie spaten Endosomen und Lysosomen
(1995). In der Zwischenzeit haben sich viele Gruppen der Meinung angeschlossen, daf3 ein
spezielles Beladungskompartiment offenbar doch nicht existiert (Pierre et al., 1996; Brachet
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et al., 1997). SchlieBlich wurde in einer aufwendigen Studie, die sich hauptséachlich der Im-
munelekironenmikroskopie bediente, dargestellt, daf3 es sich bei den Beladungskomparti-
menten um konventionelle, endozytische Kompartimente handelt (Kleijmeer et al., 1997).
Folgerichtig werden daher die Beladungskompartimente als Gruppe von normalen endozyti-
schen Vesikeln aufgefaBBt (Neefjes, 1999).
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4.2 Peptid-Selektion durch Peptidaustausch

Bereits in der ersten Arbeit Uber die Funktion von DM wurde gezeigt, daf3 dieses Protein
nicht nur die Dissoziation von CLIP, sondern auch die eines anderen Peptids beschleunigen
kann (Sloan et al., 1995). Es lag daher auf der Hand, daB3 bei der Erhéhung der Dissoziation-
rate durch DM nicht spezifische Eigenheiten von CLIP ausschlaggebend waren, sondern
andere Charakteristika. Durch den Vergleich mehrerer Peptide und durch Aminosaureaus-
tausch an Ankerpositionen wurde gefunden, dal3 es die Dissoziationsgeschwindigkeitskon-
stante des jeweiligen Peptids selber ist, die dariber bestimmt, ob es DM-sensitiv oder DM-
insensitiv ist (Kropshofer et al., 1996; Weber et al., 1996): Peptide, die ohnehin nur mit
schlechter Stabilitdt an MHC Klasse Il binden, werden durch DM freigesetzt, wahrend stabil-
bindende Peptide durch DM unbeeinfluBt bleiben. Faktoren, die die Stabilitat eines Peptids
beeinflussen, sind in erster Linie seine Ankeraminosauren, aber auch die Peptidlange kann
Uber Wasserstoffbriickenbindungen dazu beitragen. Die Unterscheidung zwischen Beladung
und Peptidaustausch (,Editing®) beruht also nicht auf unterschiedlichen Reaktionsmechanis-
men, sondern auf der zeitlichen Abfolge: Wird bei einem neusynthetisierten Klasse [I-Molekdl
CLIP gegen ein antigenisches Peptid ausgetauscht, so spricht man von Beladung. Kommt es
im Anschluf3 an die Beladung zur Entfernung zu Gunsten eines anderen Peptids, wird dieser
Vorgang ,Peptidaustausch oder ,Editing“ genannt (Abb. 4.2).

Beladung: ?—’ ﬁlﬂfiﬂf\f = Y

MHC II:CLIP MHC 1I:DM MHC II:Peptid

- < - (@)
Peptidaustausch: T - Y‘t _L'W C?_'Y

MHC II:Peptid 1 MHC II:DM MHC II:Peptid 2

Abb. 4.2: Unterschied zwischen Beladung und Peptidaustausch

Erwartungsgeman selektiert DM unter in vitro-Bedingungen, unter denen es Uber die Bin-
dung verschiedener Peptide entscheiden kann, auf mdglichst stabil-bindende Peptide
(Kropshofer et al., 1996; Kropshofer et al., 1997b). Dabei spielt es keine Rolle, ob das Aus-
gangsmaterial aus DR:CLIP-Komplexen besteht oder ob andere DM-sensitive Peptide an DR
assoziiert sind. Die biologische Relevanz dieses Selektionsprozesses liegt auf der Hand: In
der Zelle wirde dieser Vorgang dazu fihren, daB DM das Peptidrepertoire im Anschluf3 an
die Beladung einer Art Qualitatskontrolle unterwirft und auf méglichst stabil-bindende Peptide
hin selektiert. Die Frage, ob dies auch tatsachlich unter in vivo-Bedingungen stattfindet, blieb
bislang unbeantwortet. In den bisherigen Arbeiten, die sich mit EinfluB von DM auf das Pep-
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tidrepertoire beschaftigten, wurde demonstriert, daB durch die Transfektion von DM die Ex-
pression von Klasse Il:CLIP-Komplexen auf der Oberflache reduziert wurde (Denzin et al.,
1994) und daf die Reduzierung mit dem Ausmalf der DM-Expression korrelierte (Ramachan-
dra et al.,, 1996). Eine aufwendige Studie, die den EinfluB der DM-Expression auf 35 ver-
schiedene T-Zellepitope untersuchte, konnte zeigen, da bedingt durch die DM-Transfektion
viele Epitope Uberhaupt erst prasentiert wurden, wahrend andere schlechter oder gar nicht
mehr prasentiert wurden (Katz et al., 1996). Zwar folgerten die Autoren aus diesen Ergebnis-
sen, daB hierfir ein DM-vermittelter Selektionsproze3 verantwortlich sei. Dieser Schluf3 ist
aber nicht zwingend, da sich die DM-Transfektion sowohl auf den Beladungsprozef3 als auch
den Selektionsproze3 auswirkt und daher zwischen den beiden nicht unterschieden werden
kann: die Beschleunigung des Beladungsvorgangs kénnte auch dazu fihren, daB3 nun die
Beladung in anderen Kompartimenten mit einem anderen Antigenspektrum ablduft.

In dieser Arbeit sollte der Nachweis erbracht werden, daf3 auch im Anschluf3 an die Beladung
ein Peptidaustausch stattfindet. Dazu ist HLA-DR isoliert worden, das ausschlieBlich von
Zelloberflache stammt, und mit DR verglichen worden, das aus intrazellularen Kompartimen-
ten derselben Zellen kommt (Abb. 3.8). Wirde nach der Beladung kein Peptid mehr ausge-
tauscht, miiBten beide Repertoire eine starke Ahnlichkeit aufweisen, da das Oberflachenre-
pertoire nur Peptide enthalten dirfte, die auch schon in dem intrazellularen Repertoire vor-
handen sind. Tats&chlich unterscheiden sich aber die beiden Repertoire der Zellinie Jutthom
deutlich voneinander: Die intrazellularen Peptide sind sehr divers und umfassen Molekular-
gewichte von 1400 bis 2300 Da (entsprechend 12 bis 20 Aminosauren). Bei den beiden do-
minanten Peptidspezies handelt es sich um das 14- und das 15-mer Selbstpeptid aus HLA-
A2, die bereits bei friiheren Analysen identifiziert wurden (Chicz et al., 1992). Das Oberfla-
chenrepertoire ist langst nicht so vielfaltig und besteht Uberwiegend aus gréBeren Langenva-
rianten des Selbstpeptids HLA-A2(103-117). Der abgedeckte Massenbereich reicht von 1600
Da bis 2700 Da, was einer Lange von ungeféhr 14 bis 24 Aminosauren entspricht. Folglich
enthélt das Oberflachenrepertoire zum Teil andere Peptide, die im intrazellularen Repertoire
nicht nachgewiesen wurden. Auch sind die Peptide von der Plasmamembran im Durchschnitt
um zwei bis drei Aminosauren langer.

Mit den Unterschieden in den Peptidspezies sind auch Stabilitdtsunterschiede verbunden:
Messungen, die mit DR-Isolaten aus zwei verschiedenen Zellinien und mit zwei unterschied-
lichen Reporterpeptiden durchgefiihrt wurden, zeigten, daB in allen Féallen das Oberflachen-
repertoire im Vergleich zu dem intrazellularen Repertoire etwas stabiler ist (Abb 3.9). Formal
kénnen die Stabilititsmessungen zwar nicht zwischen Beladungen und Peptidaustausch un-
terscheiden. Da die intrazellularen Peptidrepertoire der Zellinien Jutthom und Jesthom aber
kaum CLIP-Peptide aufweisen, kénnen die Zuwéachse in der Stabilitdt Uberwiegend dem
Austauschprozel3 nach der Beladung zugeschrieben werden.

Diese Selektion nach Peptidlange und Stabilitéat korreliert mit dem Selektionsverhalten von
DM. Man kann daher spekulieren, ob DM fiir den Austausch instabiler Selbstpeptide gegen
die A2-Verkirzungsvarianten verantwortlich ist. Daflr spricht auch der Befund, daB3 zellei-
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gene Membranproteine, wie das MHC Klasse I-Molekil HLA-A2, in der Regel in DM-positiven
Kompartimenten, in spaten Endosomen und in Lysosomen, proteolytisch abgebaut werden
(Rudensky et al., 1994; Watts, 1997).

Diese Ergebnisse demonstrieren, daB nach dem BeladungsprozeB ein Peptidaustausch
stattfindet: Die Peptide des Oberflachenrepertoires sind langer und stabiler als die
Klasse ll-assoziierten, intrazellularen Peptide. Eine Beteiligung von DM an dem Selek-
tionsvorgang wurde zwar nicht nachgewiesen, erscheint aber plausibel.

Der letzte Punkt, die Beteiligung von DM am Selektionsprozel3, konnte mit einem anderen
Versuchsaufbau in vivo bewiesen werden. In einem Kompetitionsexperiment (Abb. 3.21) wur-
den Zellen zunachst mit dem mittelméBig stabilen HA-Peptid vorbeladen (Hammer et al.,
1994) und nach 30 Minuten Kompetitorpeptide unterschiedlicher Stabilitat zugefligt. Dieser
Versuchsablauf erlaubte es zwischen 3 verschiedenen Fallen zu unterscheiden: Von einem
schlechten Kompetitor wiirde erwartet, da3 er die Beladung nicht wesentlich beeinflu3t. Ein
stabil-bindendes Peptid hingegen wirde entweder nur die zusatzliche Beladung - bezogen
auf das 30 Minuten-Niveau - kompetieren oder mdglicherweise bereits beladenes Peptid
austauschen und so den Endwert unter den 30 Minuten-Wert reduzieren. Genau in diesem
Punkt unterschied sich die DM-positive Transfektante von ihrer DM-negativen Schwesterzel-
linie: In Abwesenheit von DM kompetierten die stabil-bindenden Peptide zwar die weitere
Beladung, aber nur bei der DM-positiven Zellinie wurde ein Peptidaustausch nachgewiesen.
Dabei lieB sich eine Korrelation zwischen dem Ausmal des Peptidaustauschs und der Stabi-
litdt des verwendeten Peptids feststellen. Diese Resultate zeigen, daB HLA-DM in vivo im
AnschluB an die Beladung das Peptidrepertoire einem SelektionsprozeB unterwirft, bei
dem instabile Peptide gegen Peptide mit hoherer Stabilitat ausgetauscht werden.
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4.3 HLA-DM im alternativen Beladungsweg

4.3.1 Nachweis von DM im alternativen Beladungsweg

Der klassische Beladungsweg bedient sich neusynthetisierter MHC Klasse |I-Molekiile und
der Invarianten Kette. In sauren Kompartimenten, wie spaten Endosomen oder Lysosomen,
wird letztere proteolytisch verdaut und macht so den Weg frei fir den Beladungsvorgang.
Antigene, die beispielsweise Uber Endozytose ebenfalls diese Organellen erreicht haben,
werden dort entfaltet und in Polypeptide oder Peptide gespalten und kdénnen nun auf
Klasse Il-Dimere beladen werden (Wolf & Ploegh, 1995). Wenn dies allerdings der einzige
Weg ware, wie Selbst- oder Fremdantigene prozessiert und beladen werden, hatten antigen-
prasentierende Zellen keine Mdglichkeit, labile Epitope zu préasentieren, die durch die har-
schen Bedingungen in Lysosomen-ahnlichen Kompartimenten zerstért wirden. Als Folge
wlrden diese Epitope der Erkennung durch das Immunsystem entzogen.

Bereits Anfang dieses Jahrzehnts gab es Hinweise, die fiir die Existenz eines weiteren Bela-
dungsweges sprechen. Wahrend die Prasentation bestimmter Epitope dem klassischen Be-
ladungsweg folgte und von der Expression der li abhing, wurden andere Epitope auch in
Abwesenheit von li préasentiert (Nadimi et al., 1991; Momburg et al., 1993). SchlieBlich wurde
der Nachweis erbracht, da3 ein alternativer Beladungsweg existiert. Dieser benutzt MHC
Klasse II-Molekile von der Plasmamembran, die in frihe oder ,Recycling“-Endosomen inter-
nalisiert, dort beladen und dann auf die Plasmamembran zurlickgeschickt werden (Pinet et
al., 1995; Pinet & Long, 1998). Inzwischen gibt es mehrere Beispiele fir MHC Klasse Il-re-
stringierte Antigene, die in ,leichten“ Kompartimenten prozessiert und Gber den alternativen
Beladungsweg prasentiert werden. Dazu gehdéren Ribonuklease A (Nadimi et al., 1991, Grif-
fin et al., 1997); Hamagglutinin (HA) des Influenza-Virus (Pinet et al., 1994) und basisches
Myelinprotein (MBP) (Pinet et al., 1995). Viele dieser Arbeiten wurden auch mit DM-negati-
ven Zellen durchgefiihrt. AuBerdem ging man davon aus, daB DM in endosomalen und lyso-
somalen Kompartimenten anzutreffen sei, nicht aber in den ,recycling“-Kompartimenten. Da-
her entstand der Eindruck, daf3 der alternativen Beladungsweg generell DM-unabhangig sei.
Niemand hat sich aber giindlich mit dem EinfluB von DM im alternativen Beladungsweg be-
schéaftigt.

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal demonstriert, da3 eine Subpopulation von DM auf der
Zelloberflache von B-Zellen lokalisiert ist. Diese Aussage widerspricht Arbeiten, die vor eini-
ger Zeit publiziert wurden (Denzin et al., 1994; Sanderson et al., 1994; Karlsson et al., 1994).
Warum DM in diesen Veroffentlichungen nicht auch auf der Plasmamembran gefunden wur-
de, bleibt unklar. Méglicherweise fuhrte ein sehr niedriges DM-Expressionsniveau der be-
nutzten Zellen oder mangelnde Sensitivitdt der verwendeten Methoden zu diesem SchiuB.
Die Lokalisation von DM auf der Oberflache ist jedoch unstrittig angesichts von 3 unabhangi-
gen Nachweismethoden: Prazipitation von Oberflachenproteinen (Tab. 3.1), Prazipitation von
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DR-Oberflachenmolekiilen (Abb. 3.11) und FACS-Analyse (Abb. 3.10). Zwischenzeitig wurde
DM auch auf der Oberflache von Langerhanszellen beschrieben (Andersson et al., 1998).

Aus dieser Beobachtung wurde die Arbeitshypothese aufgestellt, daB das auf der Oberflache
beobachtete DM die Beladung im alternativen Beladungsweg sowie die Prasentation von
immundominanten Epitopen beeinflussen kdnnte. Dazu wurde zun&chst in einem neuentwik-
kelten zellularen Beladungsassay gezeigt, daf DM an der Beladung von exogenen Peptiden
beteiligt ist: bei der DM-positiven Zellinie T2.DR4.DM war fir das Erreichen der halbmaxima-
len Sattigung weniger als ein Zehntel HA-Peptid nétig im Vergleich zu der DM-negativen
Schwesterzellinie T2.DR4 (Abb. 3.14 A), auBerdem wurde die Beladung durch DM stark be-
schleunigt (Abb. 3.14 B). Diese Messungen sind auch mit Daten konsistent, die mit Hilfe von
DM-Knockout-Mausen gewonnen wurden: APCs der DM-positiven Kontrollmause prasen-
tierten ebenfalls exogene Peptide wesentlich besser als die APCs der DM-Knock-out-Mause
(Martin et al., 1996; Miyazaki et al., 1996; Tourne et al., 1997).

Die Titration und die Kinetik beweisen zwar die Beteiligung von DM an der Beladung von
exogenen Peptiden, beide Experimente lassen aber offen, aus welchem Kompartiment das
DM stammt, das fir die Katalyse verantwortlich ist. Daher wurden weitere Experimente
durchgefiihrt, um nachzuweisen, dal3 die Beladung nicht durch lysosomales DM, sondern
durch Oberflachen-DM oder DM im Recycling-Weg vermittelt wird:

1. Erste Hinweise lieferte die Beladungskinetik: Die Feinanalyse wahrend der ersten 15 Mi-
nuten zeigt, daf3 die Beladung sofort und ohne Verzdgerung einsetzt (Abb. 3.14 C). Eine
Katalyse durch lysosomales DM héatte vorausgesetzt, daf3 das Peptid zunachst endozy-
tiert und in Lysosomen transportiert wird, was eine anféngliche Verzégerung zur Folge
haben mufBte.

2. Ein weiterer Hinweis wurde durch die subzellulare Fraktionierung von Zellen nach exoge-
ner Peptidbeladung erbracht (Abb. 3.15). Die Fraktionierung trennte die Zellkomparti-
mente in einen spat-endosomalen / lysosomalen Teil und in eine Mischfraktion, die aus
Plasmamembran, frihen Endosomen, Golgi und ER bestand, wie sich aus der Markera-
nalyse ablesen lieB. Der weitaus gréBte Teil von DM (ca. 80 - 90%) befand sich in der
spat endosomalen / lysosomalen Halfte, wahrend die beladenen DR4:HA-Komplexe
Uberwiegend in den Mischfraktionen nachgewiesen wurden, die nur 10 - 20% des Ge-
samt-DM enthielen.

3. Die Beteiligung von Oberflachen-DM wurde schlieBlich durch die Inhibition mit einem anti-
DM-Serum bewiesen (Abb. 3.16 A). Dieses Antiserum bewirkte bei der DM-positiven Zell-
linie (T2.DR4.DM) einen Rickgang der Beladung um 80%, wobei durch eine Inhibitionski-
netik (Abb. 3.16 B) gezeigt werden konnte, daf3 es initial die Beladung am starksten inhi-
biert und nicht erst nach endozytischer Aufnahme.
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Diese drei Punkte zeigen eindeutig, daB unter den vorliegenden Bedingungen ein GroB-
teil der Beladung (ca. 80%) durch Oberflachen-DM vermittelt wird. Die verbleibenden
20% der Beladung finden vermutlich ohne Beteiligung von DM statt, wie dies bei der
DM-negativen Zellinie ausschlieBlich der Fall ist.

Diese Ergebnisse beweisen nicht nur eine Beteiligung von Oberflachen-DM an der Bela-
dung, sie argumentieren auch fiir einen Beladungsproze3, der entweder auf der Oberflache
direkt oder in der Nahe der Oberflache stattfindet. Als Beladungsort kommen neben der
Plasmamembran frilhe Endosomen und sogenannte ,Recycling“-Endosomen in Frage,
wahrend spate Endosomen oder Lysosomen allenfalls eine untergeordnete Rolle spielen.
Nur frihe Endosomen sind fir MHC Klasse II-Molekiile Gber Endozytose in kurzer Zeit (5
min) zuganglich und damit mit der beschriebenen raschen Beladungskinetik vereinbar. Auch
wurden bei der subzellularen Fraktionierung die beladenen Komplexe hauptsachlich in

TYY.  TITTY
ray

ANTIGEN

Endosomales
Kompartiment

MHC Il : Peptid MHC Il : DM

Abb. 4.3: Modell zur Oberflachen-DM-vermittelten Beladung von MHC Klasse lI-Proteinen

Die Beladung von exogenen Peptiden kann auf zwei Arten durch Oberflachen-DM katalysiert werden: Die eine
Mdglichkeit besteht in der direkten Beladung auf der Oberflaiche und ist deshalb Endozytose-unabhéngig. Die
zweite Méglichkeit, die vor allem genutzt wird, bedient sich des alternativen Beladungsweges: Reife MHC
Klasse II-Molekile werden im Zuge des konstitutiven Recyclings internalisiert. Dort wird durch internalisiertes DM
ein Peptidaustausch vermittelt und das neu beladene Klasse II-Molekil wandert wieder zur Oberflache.
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Fraktionen entdeckt, die Plasmamembran und frihe Endosomen enthielten. Tats&chlich
scheinen beide Kompartimente bei der Beladung mit exogenem Peptid beteiligt zu sein, wie
die Verwendung von Endozytosehemmern zeigt (Abb. 3.17): durch die Behandlung mit
Wortmannin oder mit Azid wird die Beladung in DM-positiven Zellen um bis zu 60% verrin-
gert. Auch andere Inhibitoren, die den sauren pH in den Endosomen neutralisieren, wie Con-
canamycin A oder Chloroquin, flihren zu einer Halbierung der Beladung. Eine Reduzierung
der Beladung in der gleichen GréBenordnung wie bei dem Inhibitionsexperiment mit dem
DM-Antiserum wird jedoch weder bei einer Verlangerung des Beladungszeit noch bei einer
Erhéhung der Inhibitorkonzentration beobachtet (Daten nicht gezeigt). Daraus kann man
folgern: Der GroBteil (bis zu 60%) der Beladung findet intrazellulér in frihen Endosomen und
in Abhangigkeit von Oberflachen-DM statt. Weitere 20% der Gesamtbeladung verlaufen DM-
unabhéangig, wie aus den Inhibitionsexperiment hervorgeht; dieser Teil vollzieht sich vermut-
lich direkt auf der Plasmamembran. Daflr spricht, daB die Beladung der DM-negativen
Transfektante ebenfalls ohne Endozytose auskommt. Die restliche Beladung, mindestens
20%, kann folglich nur in Abhangigkeit von Oberflachen-DM, aber Endozytose-unabhéngig,
d.h. direkt auf der Plasmamembran, ablaufen. Diese Folgerung wird durch die Beobachtung
unterstltzt, daB DM auf der Oberflache in Form von DR:DM-Komplexen nachgewiesen
wurde (Abb. 3.11). Da die DR-Bindungsfurche von DR:DM-Komplexen - zumindest in Lyso-
somen - leer ist (Kropshofer et al., 1997), sind diese DR-Molekile fiir eine rasche Antigen-
bindung pradestiniert. Die hier beobachteten Beladungswege weisen einige Parallelen zu
dem Bindungsverhalten von partiell denaturiertem Huahnereiwei3-Lysozym (HEL) auf
(Lindener & Unanue, 1996): Fir dieses Antigen ist gezeigt worden, dal3 es sowohl direkt auf
der Plasmamembran als auch nach Endozytose bindet.

Zusammenfassend kann man feststellen, daB ein GroBteil der Beladung, die durch
Oberflachen-DM vermittelt wird, auf Endozytose angewiesen ist und in friihen respek-
tive ,recycling”“ Endosomen stattfindet. Damit ist DM an der Beladung im alternativen
Beladungsweg beteiligt. Daneben wird ein kleinerer Teil der Beladung direkt auf der
Plasmamembran durch DM katalysiert.

Die GréBenordnung der Beladung, die direkt auf der Plasmamembran stattfindet, kann mit
Hilfe der Quantifizierungsdaten theoretisch abgeschéatzt werden. Im FlieBgleichgewicht be-
finden sich ca. 10 bis 15% aller DM-Molekiile auf der Oberflache (Tab. 3.1). Da eine B-Zelle
ungefahr 10° DR-Molekiile exprimiert und das zellulare DR:DM Verhalinis 20:1 betragt
(Schafer et al., 1996; Kropshofer et al., 1997), befinden sich demnach etwa 5000 DM-Mole-
kile auf der B-Zelloberflache. Dies ist eine ziemlich groBe Zahl, wenn man bedenkt, da DM
auch bei neutralem pH katalytisch aktiv ist (H. Kropshofer, persénl. Mitteilung) und ange-
nommen wird, daB 100 bis 300 Klasse II-Molekdle fiir eine T-Zellaktivierung ausreichend sind
(Valitutti et al., 1995). Ausgehend von einer 1:1 Stéchiometrie kénnten bis zu 0,5% aller
Oberflachen-MHC Klasse II-Molekile mit DM komplexiert sein, die ohne Umwege direkt bela-
den werden kénnten. In Ubereinstimmung mit dieser Abschatzung wurde berichtet, daB un-



4. Diskussion 95

gefahr 1% aller DR-Oberflachenmolekdile in B-Zellen mit exogenem HA-Peptid beladen wer-
den konnten (Busch et al., 1990).

Es drangt sich die Frage auf, auf welchem Wege DM die Oberflache erreicht. Aus dem bis-
herigen Wissen Uber intrazellulare Transportprozesse ergeben sich zwei verschiedene Még-
lichkeiten: DM kdénnte einerseits durch die Fusion von Beladungskompartimenten oder dar-
aus abgeleiteten Transportvesikeln mit der Plasmamembran dorthin gelangt sein. Dieser
Transportweg ist fir MHC Klasse [I-Molekiile bereits durch Immunfluoreszenzmikroskopie
respektive Immunelektronenmikroskopie gezeigt worden (Wubboltz et al., 1996; Raposo et
al.,, 1996). Anderseits kdnnte DM die Oberflache erreichen, wenn ein Teil der neusyntheti-
sierten Molekulen auf direktem Weg vom Trans-Golgi-Netzwerk zur Plasmamembran trans-
portiert werden wirde, wie dies bereits flir mehrere lysosomale Proteine beobachtet wurde
(Lippincott-Schwarz & Fambrough, 1987; Braun et al., 1989). Tatsachlich wird eine Reduzie-
rung der Beladung um etwa 30% beobachtet, wenn DM-positiven Zellen vor und wahrend
der Beladung mit dem Proteinbiosynthese-Inhibitor Cycloheximid behandelt werden. Dies
spricht fiir eine Beteiligung von neusynthetisiertem DM, da im alternativen Weg bereits exi-
stierende Klasse Il-Moleklle benitzt werden, wahrend neusynthetisierte Klasse [I-Molekule
keine Rolle spielen. Dennoch scheint dies nicht der einzige Weg zu sein, da die Reduzierung
um 30% noch erheblich unter dem Anteil der DM-vermittelten Beladung von 80% liegt. Auch
ein verlangerter Beladungszeitraum oder die Verwendung eines anderen Proteinbiosynthe-
seinhibitors (Emitin) fihrten nicht zu einer signifikanten Veranderung (Daten nicht gezeigt).
Es kann daher angenommen werden, daf3 auch DM-Molekile an der Beladung beteiligt sind,
die auf dem ersten Weg auf die Plasmamembran gelangt sind und sich méglicherweise zwi-
schen den Beladungskompartimenten und der Oberflache hin und zurliick bewegen. Daflir
spricht auch die relativ breite Verteilung von DM im endozytischen System, das vor allem in
Lysosomen und spaten Endosomen, aber auch in frih endosomalen Vesikeln beobachtet
wurde (Pierre et al., 1996).

4.3.2 EinfluB von HLA-DM auf die Antigenprasentation im alternati-
ven Beladungsweg

Exogene Peptide haben offensichtlich nicht die Méglichkeit, weit in das endozytischen Sy-
stem einzudringen und so in gréBerem MaBe mit neusynthetisierten MHC Klasse |I-Molek-
len in Kontakt zu treten. Wahrscheinlich werden sie durch die Proteasen der spaten Endo-
somen und Lysosomen rasch gespalten. Auch wird angenommen, daB sie nach der Auf-
nahme schnell exozytiert werden, wie dies von Monji & Pious vorgeschlagen wurde (1997).
Dennoch spielen nicht nur Protein-Antigene, sondern auch Peptide eine Rolle bei der Anti-
genprasentation: So wurde gezeigt, daB ein immunogenes Epitop des Hepatitis D-Virus
durch extrazellulares Prozessieren mit Hilfe von Serumproteasen entsteht, das anschlie3end
CD4"-T-Zellen prasentiert wird (Accapezzato et al., 1998). Ferner besitzen Dendritische Zel-
len auf ihrer Oberflache Ektoproteasen, die zu der extrazellularen Generierung von Peptiden
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beitragen kénnten (Amoscato et al., 1998). Auch erscheint die Entstehung von Peptiden bei
Entzindungs- oder nekrotischen Prozessen plausibel: Bei diesen Vorgdngen werden Pro-
teine freigesetzt und mit hohem Umsatz durch ebenso freigesetzte Proteasen abgebaut; es
ware daher nicht weiter verwunderlich, wenn Peptide als Intermediarprodukte entstlinden.
Antigenprasentierende Zellen, die an diesen Prozessen beteiligt sind, wie z.B. Makrophagen,
kénnten diese Peptide einfangen und Uber den alternativen Beladungsweg prasentieren.
Beispielsweise kénnte dieses Szenario bei Autoimmunerkrankungen, wie Multipler Sklerose,
von Relevanz sein. Bei dieser Erkrankung wird angenommen, dal3 die Prasentation von Au-
toantigenen, die von den Entziindungsherden an den Myelinscheiden herriihren, fiir ihre Pro-
gression verantwortlich ist.

Wie in Kapitel 4.2 ausgefihrt wurde, ist DM fir die Selektion des Peptidrepertoires verant-
wortlich, bei dem Peptide mit geringer kinetischer Stabilitdt gegen stabilere ausgetauscht
werden. Dieser Selektionsprozel3 hat wahrscheinlich auch Auswirkungen auf die Prasenta-
tion von Epitopen, die mit Autoimmunerkrankungen in Verbindung gebracht werden, da diese
in der Regel nur mit schlechter bis mittlerer Stabilitdt an MHC Klasse |l binden (Liu et al.,
1995). Dies gilt fir das Kollagenepitop Col(260-270), das vermutlich an der rheumatoiden
Arthritis beteiligt ist, oder das acetylierte MBP(1-9), das die experimentelle allergische Ence-
phalomyelitis (EAE) in Mausen auslést (Fairchild et al., 1993; Mason & McConnell; 1994). Ein
anderes Beispiel ist das immundominante Epitop MBP(111-129): Dieses bindet an DR4 mit
sehr niedriger Affinitat, wie in vitro-Bindungsstudien zeigten, wahrend MBP(87-99) mit ho-
herer Affinitat bindet. In MS-Patienten werden aber CD4"-T-Zellen, die flir DR4:MBP(111-
129) spezifisch sind, viel haufiger beobachtet als solche, die DR4:MBP(87-99) erkennen
(Murano et al., 1997). Dieser Befund befindet sich in Ubereinstimmung mit der differentiellen
Aviditatshypothese von Ashton-Rickardt und Tonegawa (1994): stabile MHC II:Peptid-Kom-
plexe werden in einer héheren Dichte auf thymalen APCs prasentiert, was zu einer negativen
Selektion der entsprechenden T-Zellen fihrt, wahrend autoagressive T-Zellen, die ein insta-
biles Epitop erkennen, der klonalen Deletion entkommen und in die Peripherie gelangen.

Die Untersuchungen bezlglich des Einflusses von DM wurden in dieser Arbeit auf das po-
tentielle Autoantigen MBP sowie zwei seiner immundominanten Epitope ausgedehnt. Dabei
wurden zwei unterschiedliche Untersuchungsmethoden angewendet: Wahrend der zellulare
Kompetitionsassay Aussagen Uber das Bindungsverhalten zulaBt (Abb. 3.24), macht der T-
Zell-Proliferationsassay Angaben Uber die Prasentation in Form von T-Zellepitopen (Abb.
3.25). Zunachst wurden die beiden angesprochenen Epitope MBP(111-129) und MBP (87-
99) untersucht, gegen die in MS-Patienten am haufigsten T-Zellen gebildet werden (Muraro
et al., 1997). Erwartungsgeman kénnen beide Peptide in Abwesenheit von DM gleicherma-
Ben gut an DR4 binden, wahrend sie in Anwesenheit von DM nicht oder schlechter binden.
Dies gilt vor allem fir das immundominante Autoepitop MBP(111-129), das durch DM negativ
selektioniert wird. Da Peptide, nachdem sie beladen worden sind, auch von den entspre-
chenden T-Zellen erkannt werden, spiegelt der Proliferationsassay das Ergebnis des Kom-
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petitionsassays wieder: AusschlieBlich in Abwesenheit von DM kommt es zur Prasentation
der beiden Peptide.

Im Vergleich zu Peptiden sieht die Sachlage bei Proteinen anders aus. Es ist allgemein ak-
zeptiert, daB Proteine erst prozessiert werden mussen, bevor sie durch spezifische T-Zellen
erkannt werden kdénnen. Auch ein Bericht, in dem eine spezifische T-Zellerkennung ohne
vorherige Internalisierung des Antigens nachgewiesen wurde, stellt keine Ausnahme dar
(Vergelli et al., 1997). Die Autoren betonten ausdriicklich, dal3 auch ohne Internalisierung
eine Antigenprozessierung stattgefunden haben kdnnte, zumal es sich um ein proteolyse-
empfindliches Antigen handelte. Durch die Prozessierung kénnen aber T-Zellepitope zerstort
oder ihr Verhalten gegenltber DM gedndert werden. Fir die vorliegende Untersuchung be-
deutet dies, daB3 man von der Bindung eines Antigens nicht zwangslaufig auf seine Prasen-
tation schlieBen kann. Genau dies wird im Fall des MBP beobachtet: In Anwesenheit von DM
bindet MBP zwar sehr gut an DR4, zu einer Prasentation in Form von T-Zellepitopen kommt
es aber nicht. Die DM-negative Zelllinie bindet MBP jedoch nicht nur, sie prasentiert auch die
beiden MBP-Epitope.

Der Grund, warum MBP-Protein in Ab- und in Anwesenheit von DM die Bindung anderer An-
tigene kompetiert, aber seine immundominanten Epitope nur in Abwesenheit von DM préasen-
tiert werden, muf3 in dem zeitlichen Fenster zwischen Prozessierung und Prasentation lie-
gen. Eine Zerstérung der untersuchten MBP-Epitope im Zuge der Antigenprozessierung
scheidet als Grund aus, da sie von der DM-negativen Zellinie prasentiert werden. Nahelie-
gender ist es, den EinfluB der Prozessierung auf die DM-Selektion von MBP-Epitopen zu
hinterfragen: Wie Abb. 3.24 zeigt, bindet MBP in An- und in Abwesenheit von DM als intak-
tes Protein und kompetiert so die Bindung anderer Antigene. Moglicherweise entstehen bei
der anschlieBenden Prozessierung in erster Linie DM-sensitive Epitope, wie MBP(111-129),
die dann als solche von DM entfernt wiirden (Abb 3.23 & 3.24). Dafir spricht auch, dafB die
Zellen beim T-Zell-Assay aufgrund der experimentellen Umstande viel mehr Zeit haben (3
Tage statt 3 Stunden), MBP zu prozessieren.

Mit Hilfe von MBP, einem Autoantigen, das im alternativen Weg beladen wird, wurde
explizit nachgewiesen, daB DM die Prasentation bekannter T-Zellepitope verhindert. Die
Daten legen den SchluB nahe, daB dies auf negativer Selektion durch DM beruht.

Diese Ergebnisse haben unter Umstanden eine Bedeutung fir die Autoimmunerkrankung
MS. Sollte sich herausstellen, da basisches Myelinprotein tatsachlich das Autoantigen ist,
das fir die Progression der Erkrankung verantwortlich ist, ergeben sich einige interessante
Fragen. Wie ist es mdglich, daf instabil-bindende Peptide, wie MBP(111-129), aktivierte T-
Zellen hervorrufen, wo doch DM eigentlich ihre Prasentation verhindern miite? Méglicher-
weise spielt hier Epitop-Mimikry eine Rolle, d.h. die Aufrechterhaltung der Aktivierung auto-
reaktiver MBP-spezifischer T-Zellen wird durch Nicht-MBP-Epitope bewerkstelligt. Eine an-
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dere Erklarungsmdglichkeit liegt in einer stark reduzierten Aktivitdt von DM im alternativen
Beladungsweg. Dies kdnnte durch eine Reduzierung der DM-Expression auf Transkription-
sebene, durch einen geanderten Transport oder durch eine gednderte Expression von DM-
Regulatoren, wie z.B. HLA-DO (Denzin et al., 1997; A.B. Vogt, personl. Mitteilung), verur-
sacht werden. Es ware daher in Zukunft interessant, bei T-Zell-vermittelten Autoimmuner-
krankungen die Expression und Aktivitdt von DM in krankheitsrelevanten APCs zu untersu-
chen.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, welchen EinfluB der Katalysator HLA-DM
auf die Beladung von MHC Klasse llI-Molekilen in verschiedenen subzellularen Komparti-
menten und auf der Plasmamembran ausuibt.

Zu Beginn dieser Dissertation zeigten mehrere Veréffentlichungen, da MHC Klasse II-Mole-
kile in einem speziellen Kompartiment beladen werden. Der Vergleich dieser Arbeiten ergab
aber, daf3 sich die beschriebenen Beladungskompartimente voneinander unterschieden und
zogen die Aussage, daB MHC Klasse IlI-Molekile in nur einem Kompartiment beladen wer-
den, in Zweifel. Um dieser Frage nachzugehen, wurden B-Zellen zun&chst einer praparativen
Dichtegradientenzentrifugation unterworfen, die die Zellkompartimente in drei Gruppen auf-
trennte: in Lysosomen unterschiedlicher Dichte, in spate Endosomen und in eine Mischfrak-
tion, die aus frihen Endosomen, Plasmamembranvesikeln, ER und Golgi bestand. Sowohl
die lysosomalen als auch die spat endosomalen Fraktionen wiesen im Verhaltnis zu DR ver-
gleichsweise viel DM auf, sie enthielten DR:CLIP-Komplexe und sie beinhalten zusatzlich an-
dere DR:Peptid-Komplexe, die mit hoher Sicherheit beladene Klasse lI-Komplexe darstellen.
Das Akkumulieren des Beladungskatalysators DM, die Anwesenheit seiner bona fide
Substrate, DR:CLIP-Komplexe, und das Vorkommen der Reaktionsprodukte legen den
SchluB nahe, daB sowohl in spaten Endosomen als auch in Lysosomen unterschied-
licher Dichte MHC Klasse II-Molekiile beladen werden.

Aus der Literatur ist bekannt, daB auch MHC Klasse |l:Peptid-Komplexe in vitro als Substrate
fir HLA-DM dienen kdnnen, sofern das Peptid instabil gebunden ist. Dies sollte unter in vivo-
Bedingungen zu einem der Beladung nachgeschalteten Selektionsprozef3 fihren. Durch die
Fraktionierung von B-Zellen in Plasmamembranvesikel und intrazellulare Kompartimente
wurde gezeigt, dal3 sich die jeweiligen Klasse ll-assoziierten Peptidrepertoire voneinander
unterscheiden: Das Repertoire auf der Zelloberflache ist im Durchschnitt zwei bis drei Ami-
nosauren langer, umfaBt andere Peptidspezies und bindet stabiler an MHC Klasse II-Mole-
klle. Diese Beobachtungen sind mit der Annahme eines DM-vermittelten Selektionsprozes-
ses vereinbar, dem Klasse |I-Molekile auf dem Weg zur Plasmamembran unterworfen wer-
den. Die Beteiligung von DM an einem Selektionsprozef3 in vivo ist fir den Fall exogener
Peptide nachgewiesen worden: In Abwesenheit von DM kann ein spater zugegebener Kom-
petitor die zuséatzliche Beladung ab der Zugabe inhibieren. In Anwesenheit von DM hingegen
wird bereits beladenes Peptid gegen den Kompetitor ausgetauscht, wobei eine Korrelation
zwischen der Austauscheffizienz und der Stabilitdt des Kompetitors besteht. Zusammenge-
nommen deuten diese Ergebnisse darauf hin, daB DM in vivo an einem Selektionspro-
zeB des Peptidrepertoires beteiligt ist.
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HLA-DM konnte nicht nur intrazellular, wie dies in der Literatur beschrieben ist, sondern zu
einem kleinen Teil auch auf der Plasmamembran nachgewiesen werden. Der Vergleich einer
DM-positiven Zellinie mit ihrer DM-negativen Schwesterzellinie ergab, da DM an der schnel-
leren Beladung von exogenen Peptiden bei niedrigen Antigenkonzentrationen beteiligt ist.
Das sofortige Einsetzten der Beladung ohne Verzdgerung und das Vorkommen eines Grof3-
teils der beladenen MHC Klasse II-Molekile in leichten, nicht-lysosomalen Kompartimenten
sprechen fir eine Beladung, die durch Oberflachen-DM katalysiert wird. Dieser Nachweis
wurde schlieBlich mit einem DM-Antiserum erbracht, das aufgrund seines Molekulargewichts
nicht membrangangig ist, aber in der Lage war, die Beladung exogener Peptide fast voll-
sténdig zu blockieren. Ein GroBteil der durch Oberflachen-DM katalysierten Beladung findet
jedoch nicht direkt auf der Oberflache statt, da diese gleichzeitig Endozytose-abhéngig ist.
Dies ist als starker Hinweis zu werten, dafl3 Klasse II-Molekule vor allem in dem Kompartiment
des alternativen Beladungsweges, in frihen Endosomen, durch Oberflachen-DM beladen
werden. Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, daB Oberflachen-DM die Beladung
exogener Antigene katalysiert.

HLA-DM beeinfluBt jedoch nicht nur die Beladung von exogenen Peptiden, sondern auch die
Prasentation von Proteinen, wie am Beispiel des basischen Myelinproteins (MBP) gezeigt
wurde: Aus dem Kompetitionsassay ist ersichtlich, daf3 MBP in Anwesenheit von DM der bes-
sere Kompetitior ist und folglich verstarkt beladen wird.

Das Beispiel des MBP hat auBBerdem interessante Implikationen im Kontext der Autoim-
munerkrankung Multiple Sklerose (MS), bei der dieses Protein als potentielles Autoantigen
diskutiert wird. Zwar wird die Beladung von intaktem MBP durch die Anwesenheit von DM
erhoht, die Prasentation bekannter T-Zellepitope aus MBP wird hingegen durch DM verhin-
dert. Die Beobachtung, daf3 peptidische MBP-Epitope ebenfalls bevorzugt in Abwesenheit
von DM beladen werden, 1aBt darauf schlieBen, daB das MBP-Protein nach der Prozessie-
rung moéglicherweise DM-sensitiv wird und daher von DM gegen andere Antigene ausge-
tauscht wird. Dies ist der erste Hinweis, daB die Prasentation von Autoantigenen durch
DM unterdriickt werden kann.
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