Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Die Hauptaufgabe eines Immunsystems (Abb. 1) ist

Nasenpolypen die Abwehr von Krankheitserregern. Es schuitzt

Mandeln

Vertebraten vor Infektionen durch pathogene
Mikroorganismen wie Bakterien, Viren und Pilze.
Die Eintrittsorte flr solche Pathogene in den
menschlichen Korper sind vor allem die Haut, der

Atmungstrakt oder die Magen- und Darmschleim-

Peyersche Plaques
im Dinndarm

haut. Bereits an diesen Orten wird verhindert, dafd

Blinddarm

ein potentieller Krankheitserreger den gesamten

LymphgefaBe

AN Organismus befallen kann. Das Immunsystem

reagiert auf einen eingedrungenen Fremdstoff

innerhalb  weniger Stunden mit unspezifischen

Abwehrmechanismen, die generell auf der Lysis des

Abb.l: Das lymphatische System Fremdstoffes, beispielsweise durch Phagozyten,
(aus Nossal, 1999). beruhen (Abb. 2). Diese ersten Immunreaktionen

werden als angeborene Immunantwort bezeichnet
und schitzen vor einer ganzen Anzahl von Mikroorganismen. Zur Abwehr von
infektibseren Pathogenen sind jedoch meist weitere, dann spezifisch gegen den
jeweiligen Krankeitserreger gerichtete Abwehrreaktionen notwendig, die die adaptive
Immunantwort leistet. Die bei einer adaptiven Immunantwort auftretenden Reaktionen
werden generell durch spezifische Liganden-Rezeptor-Wechselwirkungen initiiert. Ein
Pathogen oder Teile davon sind antigene Fremdstoffe, die als Liganden von speziellen
Rezeptoren auf den Immunzellen erkannt werden. Solche Rezeptor-tragenden Zellen

sind u.a. die Haupteffektoren des adaptiven Immunsystems, die B- und T-Lymphozyten.

B-Lymphozyten sind die Initiatoren einer humoralen Immunantwort, die insbesondere
die Abwehr von l6slichen Antigenen, wie z.B. extrazellularen Bakterien und Toxinen,
bewirkt. Der Antigenkontakt mit einem B-Zell-Rezeptor (BZR) kann zur Differenzierung

der B-Lymphozyten zu Plasmazellen fuhren, die im folgenden antigenspezifische
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Antikorper sezernieren (Abb. 3). Die Entstehung von Antikdrper-Antigen-Komplexen
fuhrt hauptsachlich zu einer erleichterten Aufnahme von antigenen Fremdstoffen durch

phagozytierende Zellen, wie z.B. Makrophagen. Durch den proteolytischen Verdau des
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Abb.2: Der Verlauf einer Immunantwort. Angeborene Abwehrmechanismen agieren friih nach einem
Infektionsereignis und beruhen auf der Eliminierung des Fremdstoffes durch Internalisierung in
Phagozyten wie Makrophagen und Granulozyten. Die folgende spezifische Immunantwort wird von
Lymphozyten getragen, die nach der Differenzierung zu Effektorzellen, Antikdrper auschitten und
verschiedene akzessorische Immunzellen aktivieren (nach Abbas, Lichtman, Pober "Cellular and

Molecular Immunology" 4" Edition. Saunders Company, 2000).

Fremdstoffes konnen Makrophagen im folgenden zu antigenprasentierenden Zellen
werden, die durch die Zelloberflachenexpression der Antigene zellulare
Immunantworten hervorrufen.

Zellulare Immunreaktionen werden stets durch die Bindung des T-Zell-Rezeptors von T-
Lymphozyten an Antigene, die auf der Zelloberflache von Makrophagen oder anderer
professionell antigenprasentierenden Zellen (APCs) exprimiert werden, initiiert. Der
Kontakt mit solchen APCs fuhrt zur Diffenzierung von T-Lymphozyten zu Effektorzellen
(Abb. 3). Reife Effektor-T-Zellen kdénnen Uber ihre T-Zell-Rezeptoren weitere, die
gleichen Antigene tragende Zellen aufspiren, die Pathogene beherbergen. Die Gruppe
der zytotoxischen Effektor-T-Zellen ist auf diese Weise in der Lage, mit Viren oder

intrazellularen Bakterien infizierte Zellen zu identifizieren und sie durch Lyse zu
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Abb.3: Aktivierung von T- und B-Lymphozyten.
Den T-Zellen (CD4+ und CD8+) wird durch eine
professionell antigenprésentierende Zelle (APC)
sowohl das Antigen prasentiert als auch ein
kostimulatorisches Signal Ubermittelt. B-Zellen

erkennen ldsliches Antigen und erhalten durch

Peptid eine T-Zelle ein zweites Signal. (nach Paul

"Fundamental Immunology” 4" Edition.

MHC |
Protein \ +

Peptid Lippincott-Raven, 1999).

eliminieren. Helfer-T-Zellen aktivieren Phagozyten, was zur Eliminierung von Zellen

fuhrt, die urspringlich extrazellulare Pathogene internalisiert haben.

Zellassoziierte Antigene werden meist durch den proteolytischen Verdau der Pathogene
generiert, die von Zellen durch Internalisierung aufgenommen wurden oder durch eine
Infektion ins Zellinnere gelangt sind. Dem proteolytischen Verdau der Pathogenproteine
folgt die Bindung an Hilfsmolekile und der Transport der entstandenen Komplexe zur
Zelloberflache, wo sie tUber T-Zell-Rezeptoren von T-Zellen erkannt werden kénnen. Die
peptidbindenden Hilfsmolekile sind MHC-Proteine (major histocompatibility proteins),
die in zwei verschiedenen Formen auftreten kbnnen: MHC-Klasse-I-Molektle binden
zytosolisch erzeugte Peptide im Endoplasmatischen Retikulum (ER). MHC-Klasse-II-
Molekile binden Peptide, die aus dem proteolytischen Verdau in endosomalen oder
lysosomalen Kompartimenten stammen. MHC-Klasse-I-Peptid-Komplexe werden vom
T-Zell-Rezeptor (TZR) auf zytotoxischen T-Zellen und von Rezeptoren auf Natlrlichen
Killerzellen gebunden. Der T-Zell-Rezeptor auf Helfer-T-Zellen hingegen erkennt MHC-

Klasse-lI-Peptid-Komplexe.

1.2 Der Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC)

Die in der Region des Haupthistokompatibilitatskomplexes (MHC) kodierten Gene
wurden urspringlich naher analysiert, weil sie als Ursache fir die starken
AbstoRungsreaktionen identifiziert werden konnten, die Empfanger nach der
Transplantation fremden Gewebes zeigten. Es tritt dabei eine Immunreaktion gegen das

Transplantat ein, weil daraus entstandene, antigene Peptide zur Stimulation der T-
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Zellen des Empfangers fiihren. Die Antigenprasentation wird durch die in der Region
des MHC kodierten MHC-Molekiile bewerkstelligt und durch weitere Proteine gefordert,
indem sie die Antigenverarbeitung (-prozessierung) zur Erzeugung von T-Zell-Liganden
sicherstellen. Der Antigenprasentation auf MHC-Klasse-I-Molekilen dienen dabei die
Proteine TAP, Tapasin, LMP2 und LMP7. HLA-DM und HLA-DO sind Hilfsmolekile im
MHC-Klasse-1l-Weg.

1.2.1 Das MHC-Klasse-I-Molekl

MHC-Klasse-I-Moleklle werden auf praktischen allen somatischen Zellen exprimiert. Sie
binden im Zytosol einer Zelle generierte Peptide im Endoplasmatischen Retikulum und
transportieren sie Uber den sekretorischen Weg an die Zelloberflache.

Genomische Lokalisation

Ein MHC-Klasse-I-Molekil besteht aus einer grol3en Untereinheit, der Schweren Kette
(HC) und einer kleinen Untereinheit, dem [3,-Mikroglobulin (3.m). Im Menschen sind die
Gene der Schweren Kette des MHC-Klasse-I-Molekils auf dem kurzen Arm von
Chromosom 6 in der MHC-I-Region lokalisiert (Abb.4). Dort sind in drei Loci die
klassischen, hoch polymorphen MHC-Molekile HLA-A, -B und -C (human leucocyte
antigens) und weitere Gene fiur nicht polymorphe HLA-E, -F, -G und -H Molekile
kodiert. Bis heute sind mehr als 40 HLA-A, 80 HLA-B und 25 HLA-C Allele identifiziert.
Der Genlokus der nichtpolymorphen kleinen Untereinheit, (3,m, befindet sich auf
Chromosom 15. In der Maus werden die drei hoch polymorphen MHC-Klasse-I-
Molekile H-2D, H2-K und H-2L auf Chromosom 17 kodiert und [3,m mit sieben Allelen
auf Chromosom 2.

Generell 1aRt sich die Genstruktur einer MHC-Klasse-I-Molekul-Schwerkette
folgendermal3en beschreiben: ein einzelnes Exon am 5°-Ende kodiert das Signal-
Peptid, welches die Translokation des MHC-Klasse-I-Molekiils in das Lumen des
Endoplasmatischen Retikulums bewirkt. Es folgen auf drei getrennten Exons die drei

extrazellularen Doménen a;, o> und o3 Das nachste Exon kodiert die
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Transmembranregion des Proteins. Der Rest des Gens beinhaltet drei kleine Exons, die

die zytoplasmatische Region kodieren.
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Abb.4: Genkarte des humanen (A) und murinen (B) MHC (links ist die zentromerische, rechts die
telomerische Seite). A) Der humane MHC nimmt ca. 4Mb auf dem kurzen Arm von Chromosom 6 ein.
Vom Zentromer zum Telomer sind hintereinander die MHC II-, MHC l1lI- und MHC I-Region angeordnet.
In der MHC I-Region des Menschen sind die Gene der klassischen MHC-Klasse-I-Molekule HLA-A bis
HLA-F kodiert. In der MHC Il Region sind sowohl die Gene fur Proteine der MHC-Klasse-II
Antigenprasentation (HLA-DR, -DQ, -DP, -DM und —DO) als auch weitere wichtige Gene, die bei der
Antigenprasentation von MHC-Klasse-I-Molekilen eine Rolle spielen, wie TAP1 und TAP2, Tapasin und
LMP2 und LMP?7, lokalisiert. B) Der murine MHC-Komplex auf Chromosom 17. Die MHC-I-Region ist
auf dem Chromosom in zwei Bereiche geteilt, in denen die klassischen MHC-Klasse-I-Molekile H-2K,

H-2D und H-2L liegen (nach Paul "Fundamental Immunology" 4™ Edition. Lippincott-Raven, 1999).

Struktureller Aufbau

Die membranverankerte Schwerkette (45 kDa) ist mit der l6slichen leichten Kette, dem
B2-Mikroglobulin (12 kDa), nichtkovalent assoziiert. Beide gehéren zur Immunglobulin-
Genfamilie, da sie wohl aus Duplikationen einer Ursprungs-Immunoglobulineinheit
hervorgegangen sind. Die Schwere Kette besteht groftenteils aus drei etwa gleich
langen, extrazellularen Domé&nen, der a;-, a,- und az-Region (Abb.5). Zusatzlich ist ein
Bereich, der die Membran durchquert und ein kurzer zytoplasmatischer Teil vorhanden.
In der a,- und az-Doméane des MHC-Klasse-I-MolekUls befinden sich intramolekulare
Disulfidbricken. Humane MHC-Klasse-I-Molekiile sind in der a;-Doméne an Position

86, die sich in der Nahe des carboxyterminalen Endes des Peptids befindet, N-
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glykosyliert. Murine H-2 Molekile tragen einen weiteren Zuckerrest an Position 176, die
etwa gegenuber am anderen Ende der Grube in der a,-Domane liegt.

Die leichte Kette des MHC-Klasse-I-Molekills, B.m, besitzt eine einzige
Immunoglobulin-ahnliche Domane, die vor allem asymetrischen Kontakt mit der os-

Domaéane der Schweren Kette aufnimmt.

Abb.5: Schematische Darstellungen eines MHC-Klasse-I-Molekills.

A) Anordnung der groRen und kleinen Untereinheit zueinander. B) Ansicht der Peptidbindungsgrube,
wobei das Peptid mit seinem N-Terminus links und dem C-Terminus rechts zum liegen kommt.

C) Peptidbindungsgrube mit den Aminoséuren, die die Taschen A bis F bilden (aus Paul
"Fundamental Immunology"”, 4™ Edition. Lippincott-Raven Publishers, 1999).

Peptidbindung an das MHC-Klasse-I-Molekl

Aus der ersten Kiristallstruktur eines MHC-Klasse-I-Molekils von Bjorkman und
Kollegen konnte man erstmals folgern, dal3 die Bindung eines Peptides in eine speziell
geformte Grube erfolgt (Bjorkman et al.,, 1987). Diese Peptidbindungsgrube wird im
MHC-Klasse-I-Molekul durch die a;- und a,- Doméne gebildet (Abb.6). Der Boden der
Grube besitzt eine acht-strangige B-Faltblattstruktur, die durch zwei a-Helizes begrenzt

ist. Die Bindung des meist 8 bis 10 Aminosduren langen, gestreckt liegenden Peptids
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wird grof3tenteils durch die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
konservierten Resten in der Klasse-I-Bindungsgrube und vor allem den terminalen
Aminosaureresten des Peptids bewirkt. Durch den hohen Polymorphismus der

klassischen MHC-Klasse-I-Molekiile werden bestimmte Positionen in der ai- und ds»-

[ |.’ "'O Abb.6: Lage der polymorphen Aminosauren (griin) in der

J H s Peptidbindungstasche  des MHC-Klasse-I-Molekiils.

i' r:‘""‘“' ""“’ , F Sowohl in der die Grube nach oben begrenzenden al

{ & .@ﬂif? Helix als auch in der Bindungsgrube selbst sind

""':.! é;ﬁ polymorphe  Aminosduren lokalisiert (aus  Paul

? S '-
J,_;’//// r !{ "Fundamental Immunology”, 4" Edition. Lippincott-Raven

Publishers, 1999).

Domane durch verschiedenartige Seitenketten besetzt, die in Richtung des gebundenen
Peptides zeigen. Auf diese Weise wird die Bindung spezifischer Peptidseitengruppen
ermdglicht, d.h. die Bindungstaschen A bis F formen sich mit allelspezifischen
Charakteristika. Beispielsweise besitzt das HLA-B44-Molekil eine relativ tiefe F-
Tasche, die die Bindung eines Peptids mit aromatischen Aminosauren am
Carboxyterminus bevorzugt (DiBrino et al., 1995). Bei der Analyse der gebundenen
Peptide mehrerer Klasse-I-Allele stellte man zudem fest, dal3 konkrete Aminosauren in
bestimmten Positionen eines Klasse-l-Allels bevorzugt auftreten (Ubersicht in
Rammensee et al.,, 1995). Diese als Anker bezeichneten Positionen liegen meist am
carboxyterminalen Ende und an Position 2 des Peptids. Aus weiteren Ergebnissen von
Peptidbindungsanalysen erhdlt man Bindungsmotive, die insbesondere fir
Voraussagen potentieller von T-Zellen erkannter Peptide (T-Zell-Epitope) wertvoll sind.
Die weniger konservierten Reste der Nicht-Ankeraminosduren zeigen aus der Grube
und werden vom T-Zell-Rezeptor abgetastet.

Die Aminosaurezusammensetzung und Struktur eines gebundenen Peptids bestimmt in
entscheidener Weise die Lebensdauer des MHC-Peptid-Komplexes. Dabei verstéarken
sich die Bindung von (3;m und Peptid an die Schwere Kette in kooperativer Weise
(Parker et al., 1992). Diese Tatsache schafft einerseits die Grundlage fir eine
erfolgreiche Peptidbindung im ER und erschwert andererseits nach der Dissoziation von

B.m an der Zelloberflache eine Peptidbindung an die verbleibende Schwere Kette. So
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kann stets die Bindung aller Peptide von den ER-Proteinen im Beladungskomplex
kontrolliert werden und eine Auswahl von hochaffinen Peptiden stattfinden (weiteres
siehe unter 1.4.4).

1.2.2 Der Peptid-Transporter TAP

Im Jahre 1990 wurde von drei Gruppen gezeigt, daf3 in den MHC-Klasse-II-Regionen
der Ratte, der Maus und des Menschen zwei Gene lokalisiert sind, die denen von
bekannten ABC-Transportern (ATP-binding cassette transporters) ahneln (Deverson et
al., 1990; Trowsdale et al., 1990; Spies et al., 1990). Die Genprodukte bilden den aus
den zwei heterologen Untereinheiten TAP1 und TAP2 bestehenden Peptid-Transporter
TAP (transporter associated with antigen processing). Die humanen TAP1 und TAP2
Gene sind beide etwa 10 kb grol3 und besitzen jeweils 11 Exons. Sie kodieren fur

Proteine mit Molekulargewichten von 81kDa und 75kDa.

TAP1 TAPZ
ER Lumen
- 2 N ™ -~ H
NS E N M8 ~c . BCmeg:
Zytosol
%
Pore Peptide- ATP- Pore Peptide- ATP-
Bindung Bindung Bindung Bindung

Abb.7: Schematische Darstellung der angenommenen Membran-Topologie und Domanen-Struktur von
menschlichem TAP1 und TAP2 in der Membran des ER (nach Vos et al., 1999).

TAP ist der Familie der ABC-Transporter zuzuordnen, die als gemeinsame Merkmale
hydrophile Nukleotidbindungsstellen und hydrophobe, porenbildene Transmembran-
domanen aufweisen (Ubersicht in Schwiebert, 1999). Sie sind in der Lage, ihr Substrat
ATP-abhéangig Uber eine Membran zu transportieren (weiteres siehe unter 1.4.3). So
werden beispielsweise vom MDR (multidrug resistance related protein) und P-
Glycoprotein hydrophobe Drogen, vom CFTR (cystic fibrosis transmembrane

conductance regulator) Chlorid-lonen und vom Opp (oligo peptide permease)-
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Transporter aus Salmonella typhimurium kurze Peptide transportiert (Gottesman und
Pastan, 1993; Riordan et al., 1989; Hiles et al., 1987).

Nach neuesten Analysen besitzt humanes TAP1 acht Membrandurchgange und einen
im Zytoplasma liegenden Aminoterminus (Vos et al., 1999). TAP2 durchquert die
Membran nur sieben Mal, wobei der Aminoterminus im ER lokalisiert ist (Abb. 7). In der
im Zytoplasma liegenden carboxyterminalen Doméne von TAP1 und TAP2 (etwa 280
Aminosauren) befindet sich die ATP-Bindungskassette (Miller et al., 1994; Wang et al.,
1994). Sie besteht aus den sogenannten Walker A und B Motiven und der dazwischen
liegenden C-Schleife, die moglicherweise Kontakt mit der letzten zytoplasmatischen
Schleife vor der ATP-Kassette hat (Cotten et al., 1996). Die Peptidbindungsstellen am
TAP-Molekul liegen in den jeweils letzten beiden zytoplasmatischen Schleifen N-
terminal vor der ATP-Bindungsregion (Nijenhuis et al., 1996; Nijenhuis und Hammerling,
1996).

Da TAP weder eine ER-Signalsequenz noch ein ER-Retentionssignal der bekannten Art
besitzt, weild man bislang nicht, welche Chaperone fir die Faltung und ER-
Membraninsertion vonnéten sind. Ein mdglicher Faltungshelfer konnte das Protein
Tapasin sein. Ortmann und Kollegen konnten bereits zeigen, dal3 die Expression von

TAP in Abwesenheit von Tapasin deutlich geringer ist (Ortmann et al., 1996).

1.2.3 Tapasin

Im Jahr 1994 wurde erstmals ein etwa 48 kD grof3es Protein beschrieben, das nach
Lyse von Zellen im milden Detergenz Digitonin mit dem Peptidtransporter TAP
koprazipitiert werden konnte (Ortmann et al.,, 1994). Das Protein wurde als Akronym
von "TAP-associated glycoprotein" Tapasin benannt.

Das Gen fur humanes Tapasin ist auf dem kurzen Arm von Chromosom 6 in der
sogenannten ,ausgedehnten“ MHC-II-Region, 180 kb zentromerisch von den MHC-
Klasse-1lI-HLA-DP-Genen und ca. 500 kb von TAP1 und TAP2 lokalisiert (Herberg et al.,
1998a). Die 8 Exons kodieren ein 448 Aminosauren langes Transmembranprotein vom
Typ |, dessen Uberwiegender Teil im Lumen des Endoplasmatischen Retikulums liegt.
Dem luminalen, aminoterminalen Bereich folgt ein Membrandurchgang und ein relativ

kurzer zytoplasmatischer Carboxyterminus.
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Abb.8: Schematische Darstellung der Lokalisation des humanen Tapasin-Gens auf Chromosom 6.
Tapasin ist in der ausgedehnten MHC Il Region, zentromerisch von der klassischen MHC-II-Region, ca.
500 kb von TAP entfernt kodiert (nach Herberg et al., 1998a).

Die Doméneneinteilung ist in Abbildung 9 angedeutet. Nach der Abspaltung der 20
Aminosauren langen Signalsequenz entsteht das reife Tapasinprotein. Der N-terminale
Bereich des Proteins hat keine Sequenzhomologien zu bekannten Proteinen, enthalt
jedoch eine halbe Ig-ahnliche Doméane, die zwei Cysteinreste beinhaltet. Zwischen den
Aminosauren 136 und ca. 380 befinden sich eine rudimentare und eine vollstandige Ig-
ahnliche Domanen. In der membranproximalen Ig-ahnlichen Doméane bildet sich eine
intramolekulare Disulfidbriicke zwischen Cysteinresten an Position 295 und 362 aus
(Frangoulis et al., 1999). Tapasin zéhlt man aus diesem Grund zur Immunoglobulingen-

1227 1317 1352
1-53 54-224 225-485 486-884 885-1226 -1316  -1351  -1423
Exon Exon Exon Exon Exon Exon Exon Exon
1 2 3 4 5 6 7 8
l 171 l l 261 ] L 399 342 0 | b 7
bp bp bp bp bp bp b bp
5"UTR  Signal and Partial Ig No known Ig domain Connect- TM  Tail and
and N terminus : homology ingand andtail 3’
signal ™ UTR

Abb.9: Schematische Darstellung der Exon-Intron-Struktur des humanen Tapasin-Gens (nach
Herberg et al., 1998b).

Superfamilie.  Am  Asparaginrest 233  wir Tapasin  N-glykosyliert.  Der
Membrandurchgang wird durch die Aminoséuren 394 bis 416 gebildet, wobei die positiv
geladene Aminosaure Lysin an Position 408 ungewohnlich ist. Die Abfolge von drei
Leucinresten in der Transmembrandoméne in Abstdnden von sieben bis acht
Aminosauren ist ebenfalls auffallig. Es kann spekuliert werden, ob sich ein ,Leucin-
ReilRverschluf®* bildet, eine Helix mit einem Band aus ubereinander liegenden

hydrophoben Leucin-Seitenketten, die mit einer zweiten Helix dieser Art oder anderen
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hydrophoben Strukturen in Wechselwirkung treten kann. Am carboxyterminalen Ende
befindet sich ein Dilysinmotiv, das als ER-Retentionssignal agieren kdonnte (Paabo et
al., 1987).

Die ersten Hinweise zur Funktion von Tapasin ergeben sich aus Experimenten mit der
Tapasin-defizienten, humanen B-lymphoblastoiden Zellline 721.220 (.220). Diese
Zelllinie, die von DeMars und Kollegen Anfang der 80er Jahre generiert wurde, zeigt
allelspezifische Defekte in der Oberflachenexpression von MHC-Klasse-I-Molekulen
(DeMars et al., 1985). Grandea und Kollegen konnten nachweisen, daf in .220-Zellen
die Wechselwirkung zwischen dem MHC-Klasse-I-Molekil und TAP gestort ist. In
anderen Zelllinien konnte Tapasin hingegegen sogar bei Fehlen von TAP mit dem
MHC-Klasse-I-Molekul oder bei Abwesenheit von 3,m mit TAP isoliert werden (Grandea
et al. 1995). Tapasin verkirzt demnach als ein Brickenmolekil die Entfernung
zwischen dem Ort der Peptidzufuhr (TAP) und dem peptidbindenen MHC-Molekadil.
Grandea und Kollegen beobachteten bei Abwesenheit von Tapasin eine verminderte
Stabilitat des HC/B.m-Dimers (Grandea et al., 1997). Da durch Peptidzugabe eine
Stabilisierung des MHC-Klasse-I-Molekiils erreicht wird, vermutet man, dal3 Tapasin die
Peptidbindung verbessert oder an manche MHC-Klasse-I-Allele erst ermdglicht. Auf
welche Weise Tapasin diese Funktion austibt, sollte innerhalb der vorliegenden

Promotionsarbeit geklart werden.

1.3 Chaperone fur MHC-Klasse-I-Molekile

MHC-Klasse-I-Moleklle missen vor der Peptidbindung im ER glykosyliert werden und
ihren korrekten Faltungszustand einnehmen. Sie werden wie jedes neu synthetisierte
ER-Protein durch Chaperone bei der Faltung unterstitzt, wobei sie insbesondere mit
den lektinartigen Chaperonen Calnexin und Calretikulin assoziieren (Ubersicht in Hauri
et al., 2000). Auch die Bildung ihrer intramolekularen Disulfidbriicken wird vor dem
Transport zur Plasmamembran tberprift, wobei diese Aufgabe wohl die Thioisomerase
ER60 ubernimmt. Die Faltungskontrolle (“ER quality control*) durch ER-Chaperone wirkt
sich unmittelbar auf die MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression aus, da mil3gefaltete
Proteine im ER zurtickgehalten werden. So ist anzunehmen, dal die Fehlfunktion eines

dieser Faltungshelfer zu einer Storung der Peptidprasentation fuhrt.
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1.3.1 Calnexin (p88 oder 1P90)

Calnexin ist ein im ER lokalisiertes, 65 kDa grol3es, Typ-I-Transmembranprotein. Es
bindet, mdglicherweise direkt in der Nahe des Translokationsapparates, insbesondere
an translozierte Glykoproteine (lhara et al., 1999). Fur Calnexin sind Interaktionen mit
mehreren Membran- und sekretorischen Proteinen nachgewiesen worden, was auf eine
Funktion als recht abundantes Chaperon schliel3en laft (Ou et al., 1993). Calnexin
scheint als ein Faltungshelfer zu agieren, der die unspezifische Aggregation von ER-
Proteinen verhindert (Hebert et al., 1996). Die initiale Bindung von Calnexin an die neu
translozierte Schwere Kette des MHC-Klasse-I-Molekiils erfolgt Uber die Erkennung des
Kohlenhydratrestes, wird aber wohl Gber Strukturen der Proteineinheit verstarkt (Degen
et al.,, 1991; Hochstenbach et al.,1992; Zhang et al., 1995; Vassilakos et al., 1996).
Calnexin dissoziiert von der Schweren Kette der meisten menschlichen MHC-Klasse-I-
Allele, sobald B,;m an HC bindet (N63ner und Parham, 1995). Das Calnexin-&hnliche
Chaperon Calretikulin wird stattdessen mit dem humanen HC/B,m-Dimer assoziiert
gefunden (Sadasivan et al., 1996). Jedoch konnte Calnexin in Maus-Zellen noch nach
der Assoziation von 3,m am TAP-Beladungskomplex detektiert werden (Carreno et al.,
1995; Suh et al., 1996). Diese Tatsache spricht dafiir, dal3 Unterschiede im
Kohlenhydratrest grof3eren Einflu auf diese Chaperon-Interaktionen ausiben (Zhang
und Salter, 1998). Calnexin scheint fir die MHC-Klasse-I-Assemblierung abkémmlich
zu sein. Die Calnexin-negative T-Zelllinie CEM.NKR zeigt keine offensichtlichen Defekte
in der Peptid-Beladung und Funktionalitat der MHC-Klasse-I-Komplexe (Scott und
Dawson, 1995). Es wird vermutet, dal3 ein weiteres ER-Chaperon, wahrscheinlich BiP
(Immunoglobulin Binding Protein), die Rolle von Calnexin Ubernimmt (Balow et al.,
1995).

1.3.2 Calretikulin

Das Chaperon Calretikulin ist ein 46 kDa grofRes Lektin, das zu Calnexin einige
Sequenzhomologien aufweist (Krause und Michalak, 1997). Es ist ein l6sliches Protein,
das vor allem im ER lokalisiert ist, jedoch auch schon im Zellkern, an der
Plasmamembran und im Zytosol von Zellen nachgewiesen werden konnte (Peterson et
al., 1995). Wie bei Calnexin werden Glykoproteine anhand der Kohlenhydratkette der
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Form Glc;ManygGIcNAc, Uber den ersten Glukoserest und vier angrenzende
Mannosereste erkannt (Otteken und Moss, 1996). Die Bindung an verschiedene
Substrate im ER, die auch nicht glykosylierte Proteine sein kodnnen, ist
calciumabhéngig, und Zink scheint fur bestimmte Konformationsanderungen zwischen
dem Substrat und Calretikulin notwendig zu sein (Saito et al., 1999; Corbett et al.,
2000). Durch seine Calcium-Speicher-Aktivitat oder seine Chaperonaktivitdt scheint
Calretikulin die Aktivitat von ER60, PDI und BiP zu modulieren (Corbett et al., 1999). An
der MHC-Klasse-I-Schwere Kette wurde Calretikulin bisher nur gefunden, wenn diese
mit 3.m assoziiert vorlag (Sadasivan et al., 1996). Es ist anzunehmen, daf3 die von 3,m
induzierte Konformation der Schweren Kette die Assoziation mit Calretikulin starkt
(Rodan et al., 1996).

1.3.3 ER60 (ERp57, grp58, ERp61)

ERG6O ist ein 57kDa grol3es, l6sliches ER-Protein mit Thioisomerase-Aktivitat (Hirano et
al., 1995). Man nimmt an, dal3 ER60 Cysteinreste sowohl oxidieren als auch reduzieren
und auf diese Weise Disulfidbricken knipfen wie auch lésen kann. Aufgrund dieser
Funktion ist ER6G0 in der Lage, die Bildung intra- und intermolekularer Disulfidbriicken in
Proteinen auszufilhren. ER60 weist Sequenzhomologien zu PDI (Proteindisulfid
isomerase) auf und zeigt eine dhnliche Chaperonaktivitat (Freedman et al., 1994). Die
Thioisomeraseaktivitat von ER60 scheint effizienter zu sein, wenn Calretikulin oder
Calnexin ebenfalls im Substratkomplex vorhanden sind (Zapun et al., 1998; Oliver et al.,
1999). Lindquist und Kollegen fanden schon zu einem frihen Zeitpunkt in der MHC-
Klasse-lI-Assemblierung eine Bindung von ER60 an die Schwere Kette (Lindquist et al.,
1998). Andere Gruppen haben zusatzlich beobachtet, dalR ER60 Teil des
Beladungskomplexes um TAP ist (Morrice und Powis, 1998; Hughes und Cresswell,
1998). Ob sich ER60 zwischenzeitlich vom Klasse-I-Molekul 16st, war bislang unklar.
Dartiberhinaus wurde gezeigt, daR ER60 zusatzliche eine Cysteinproteaseaktivitat
besitzt (Urade et al., 1992). Es kann spekuliert werden, ob ER60 mit dieser Aktivitat das
Zurechtschneiden (trimming) von MHC-Klasse-I-Liganden im ER bewirken kann. Trifft
diese Vermutung zu, hatte das Protein eine ganz spezifische Funktion bei der Beladung

von MHC-Klasse-I-Molekilen mit optimierten Peptidsubstraten.
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1.4 Antigenprozessierung und Antigenprasentation
durch MHC-Klasse-I-Moleklle

Zur Préasentation von Antigenen auf ihrer Plasmamembran muf} eine Zelle einige

zellulare Mechanismen aktivieren:

a) Peptide miussen im Zytosol proteolytisch generiert und dabei auf eine flur die
MHC-Klasse-I-Bindung passende Lange gespalten werden,

b) sie missen durch TAP Uber die Membran ins ER-Lumen gebracht werden und

C) im ER stabil an MHC-Klasse-I-Molekile binden.

Plasmamembran .
/ A \
| )

Golgi \ )
| )

Bz-Mier\gIobu lin

°
Tapaiin Calretiku\lin \ /960
ST RS RS S8

Klasse |

Schwere
Kette
@

<—_ . Peptide

2 -

PA28
Proteasom 20S core

PA700

Zytosol — .

Abb. 10: Antigenprasentation im MHC-Klasse-I-Weg. Nach der proteolytischen Degradation von
Proteinen im Zytosol werden die entstandenen Peptide durch TAP ins ER transportiert. Durch die Wirkung
von Tapasin wird eine Briicke zwischen dem vorgefalteten Klasse-I-Molekil und TAP gebildet, und die
Peptidbeladung erfolgt. Hat sich ein ausreichend stabiler Komplex formiert, wird dieser Giber den Golgi-

Apparat zur Zelloberflache gebracht (freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Dr. F. Momburg).
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1.4.1 Antigenprozessierung im Zytosol

Praktisch jede Zelle generiert permanent aus allen zytosolischen Proteinen durch
Proteolyse kurze Peptidfragmente. Alle eukaryontischen Zellen besitzen fir diese
Aufgabe Proteasomen, multikatalytische Proteinkomplexe aus mehreren Untereinheiten
(Ubersicht in Baumeister et al., 1998). Das ca. 700 kDa groRe 20S Proteasom besteht
aus 28 Untereinheiten, die zu vier Ringen gestapelt sind. Dieser Kernkomplex kann sich
mit dem PA28-Aktivatorkomplex oder dem PA700-Aktivator zusammenlagern und das
26S-Proteasom bilden. Hauptsachlich gewahrleisten die konstitutiv exprimierten
Proteasekomplexe den Abbau ausgedienter zelleigener Proteine (Ubersicht in Hilt und
Wolf, 1996). Gelangen jedoch zellfremde Proteine ins Zytosol, werden zudem weitere,
antigene Peptidfragmente fir die MHC-Klasse-I-Bindung produziert (Ubersicht in
Niedermann et al. 1999). So wird ein erster Schritt zur lIdentifizierung von Viruspartikeln,
Proteinen aus endogenen Mikroben und tumorassoziierten Onkogenprodukten gemacht
(Ubersichten in Goldberg und Rock, 1992; Ploegh, 1997). Die zur MHC-Klasse-I-
Bindung notwendige Peptidlange von 8-12 Aminoséuren kann durch die Aktion von
mindestens drei verschiedenen Endopeptidase-Aktivitaten des Proteasoms erreicht
werden. Die Peptidbindungsspaltung wird so hinter basischen, sauren oder
hydrophoben Aminosauren moglich (Ubersichten in Hilt und Wolf, 1996). Zwei nicht-
konstitutive Untereinheiten des Proteasoms LMP2 und LMP7 (low molecular mass
proteins) sind in der MHC-Region kodiert (Glynne et al., 1991; Ortiz-Navarrete et al.,
1991; Kelly et al., 1991) und konnen wie andere Komponenten des Antigen-
prozessierungsweges durch INF-y induziert werden, um Teil des sogenannten
Immunoproteasoms zu werden (Ubersichten in Lehner und Cresswell, 1996; Groettrup
et al., 1996). Welche Rolle diese induzierbaren Untereinheiten bei der Generierung von
antigenen Peptidepitopen spielen, bleibt jedoch offen. Es gibt sowohl Hinweise, dal die
durch sie induzierte Anderung der proteolytischen Aktivitat des Proteasoms neue T-
Zellepitope produziert als auch urspringliche zerstort werden (Luckey et al., 1998;
Morel et al., 2000). Zur Generierung bestimmter Peptidfragmente fur die MHC-Klasse-I-
Beladung sind wohl teilweise auch andere zytosolische und ER-residente Proteasen
notig (Ubersicht in York et al.,, 1999). Diese Hypothese wird durch die Tatsache
gestutzt, dald Proteasomen bestimmte Spaltprodukte generieren, die N-terminal

verlangerte MHC-Klasse-I-Liganden darstellen. Zudem werden manche nattrlichen
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Epitope durch die Addition flankierender Sequenzen besser von TAP transportiert
(Neisig et al., 1995).

Der Weg der im Zytosol erzeugten Peptidfragmente zum Endoplasmatischen
Retikulum, wo die Bindung an MHC-Klasse | Molekile geschieht, ist weitestgehend
unaufgeklart. Einen Schutz vor frihzeitiger Degradation bieten mdglicherweise
Hitzeschockproteine vom Hsp70- oder Hsp90-Typ (Srivastava et al.,, 1994). Am ER
angekommene Peptide werden durch den TAP-Peptid-Transporter TAP ins Lumen

gebracht.
1.4.1 Peptidtransport ins ER

Der Peptidtransport vom Zytosol in das Lumen des ER durch TAP geschieht in
mehreren Schritten (Ubersicht in Reits et al., 2000).

Es wurde gefunden, dald der Peptidtransport ins ER grundséatzlich von ATP angetrieben

peptide binding

Cytosol Abb.11: Schematische Darstellung eines

g)g hypothetischen Transportzyklus von TAP.

}&g Peptid (Dreiecke) und ATP binden unabhangig
voneinander an TAP. Die Peptidbindung

conformational change and  INduZiert eine strukturelle Reorganisation des

peptide binding induces
Tl ATP hydrolysis

TAP-Komplexes, bewirkt die ATP-Hydrolyse
und daraus folgend die Translokation des

Peptids (aus Lankat-Buttgereit und Tampé,

ggg 1999).

{

ER lumen

wird (Neefjes et al., 1993b; Androlewicz et al., 1993). Andere Trinukleotide k&nnen
ebenfalls als Energielieferanten dienen. Sowohl die Bindung von ATP als auch von
Peptid an TAP sind nach bisherigen Ergebissen voneinander unabhangig (Endert et al.,
1994; Androlewicz und Cresswell, 1994; Russ et al., 1995). Es wird angenommen, dal
die Peptidbindung substratspezifisch eine  Konformationsanderung in der
Nukleotidbindungsregion hervorruft (Abb. 11). Demgemalf erfolgt die ATP-Hydrolyse
und der Peptidtransport nur dann, wenn an TAP ein passendes Peptid gebunden hat.

Moglicherweise ist dabei zusétzlich eine konzertierte Aktivierung beider ATP-
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Bindungsdoméanen, wie schon bei anderen ABC-Transporter beschrieben, fir den
Transport eines Substratmolekils notwendig.

TAP transportiert bevorzugt Peptide mit einer Ladnge von 8 bis 12 Aminosauren
(Momburg et al., 1994a; Heemels und Ploegh, 1994). Peptide dieser GrolRe werden
auch von MHC-Klasse-I-Molekulen am effizientesten gebundenen (Elliott et al., 1992).
Es wurde in vitro der Transport von bis zu 40 Aminosauren langen Peptiden beobachtet
(Koopmann et al., 1996). Diese langen Peptide werden wahrscheinlich vor der Bindung
an MHC-Klasse-I-Molekule von Proteasen, die entweder ER-resident sind oder das
Peptid nach einem Ricktransport ins Zytosol erkennen, weiter verkirzt (Falk et al.,
1990; Roelse et al., 1994; Paz et al., 1999).

TAP-Peptid-Transporter-Molekile aus verschiedenen Spezies transportieren Peptide
mit unterschiedlicher Préaferenz, wobei die carboxyterminale Aminoséure die Spezifitat
bestimmt (Momburg et al., 1994b; Neefjes et al., 1995). Murines TAP und der Ratten-
Transporter, der aus rTAP1 und dem rTAP2"-Allel zusammengesetzt ist, transportieren
solche Peptide bevorzugt, die verzweigte aliphatische oder aromatische (hydrophobe)
Aminosaurereste am C-Terminus besitzen (Schumacher et al., 1994, Momburg et al.,
1994b). Humanes TAP und rTAP1/fTAP2% hingegen zeigen einen permissiven
Phanotyp und selektieren nach diesen Kriterien keine Peptide (Neefjes et al., 1995). Die
Transportmuster von Peptiden stimmen erstaunlicherweise mit den speziesspezifisch
bevorzugten Peptidepitopen Uberein, die am effizientesten an MHC-Klasse-I-Molekle
(insbesondere in die F-Tasche) binden (Powis et al., 1996). Diese Tatsache spricht
daflr, dafd sich die Substratspezifitaten von TAP und Klasse-I-Molekilen koevolutionar
entwickelt haben.

Die peptidselektionierenden Aminosauren befinden sich jeweils bei TAP1 und TAP2 in
den letzten beiden zytoplasmatischen Schleifen vor der ATP-Bindungsdoméne in der
Néhe der Membran (Nijenhuis et al., 1996). Speziell die Aminosdure an Position 374
von hTAP2 moduliert die Transportspezifitait (Armandola et al., 1996). Die
Substratselektion wird beim TAP-Transporter der Ratte besonders von den
zytoplasmatisch gelegenen Aminosauren 217/218 und 374/380 kontrolliert (Momburg et
al., 1996).

Neben seiner Peptidlangenselektion beeinflut TAP das Repertoire an potentiellen
MHC-Klasse-I-Substraten jedoch relativ wenig. Es ist anzunehmen, dal3 die eigentliche

Funktion von TAP vor allem die Zufuhr von mdglichst groRen Peptidmengen und nicht
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eine Selektion von bestimmten T-Zellepitopen ist. So werden sogar manche
immunodominanten Epitope mit einem Prolin an Position 3 weniger effizient
transportiert als nach einem Aminosdureaustausch an dieser Position (Neisig et al.,
1995). Es ist daher anzunehmen, dal3 verschiedene aminoterminal verlangerte
Vorlauferpeptide ins ER gebracht werden, die von einer ER-residenten Aminopeptidase
auf die fur MHC-Klasse-I-Molekile passende Lange getrimmt werden (Paz et al., 1999;
Lauvau et al., 1999).

1.4.3 Assemblierung des Peptidbeladungskomplexes im ER

Zur Bildung eines stabilen, ternaren MHC-Komplexes aus der Schweren Kette (HC), -
Mikroglobulin (Bm) und dem Peptid sind konzertierte Interaktionen mit mehreren
Proteinen im Endoplasmatischen Retikulum notwendig, die in ihrer Art und Funktion nur
teilweise verstanden sind (Ubersicht in Cresswell et al., 1999).

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war bekannt, da’ die Schwere Kette des MHC-
Molekuls nach seiner Translokation ins ER-Lumen, vom Lektin Calnexin gebunden wird
(Hochstenbach et al., 1992; Degen et al., 1992). Nach der Assoziation mit 3,m wird die
Konformation des Klasse-I-Molekuls erreicht, die die Bildung eines Peptids erlaubt.
Erfolgt zu diesem Zeitpunkt keine stabile Peptidbeladung, wird das MHC-Klasse |
Molektl wohl mit Calretikulin (David et al., 1993), ER60 (Lindquist et al., 1998; Hughes

. Heavy chain—
apasin Bam—peptide

Calnexin Calreticulin
T
H “, fi

TAP2

Abb. 12: Schematische Darstellung der MHC-Klasse-lI-Assemblierungsschritte im ER. Bildung des
Superkomplexes aus TAP, Tapasin, B:m, der Schweren Kette (HC) und Calretikulin nach Ablésen von
Calnexin. Die Peptidbindung an die Schwere Kette und fuhrt zum Abdissoziieren des MHC-Peptid-
Komplexes von TAP (aus Koopmann et al., 1997).
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und Cresswell, 1998; Morrice und Powis, 1998) und Tapasin in den Beladungskomplex
um TAP integriert (Ortmann et al., 1994; Grandea et al., 1995). Anhand der Ergebnisse
von Ortmann und Kollegen, die die Stochiometrie der TAP1-assoziierten Komponenten
bestimmten, kann die kleinste Einheit als ein Komplex aus einem TAP1-Molekil, einem
TAP2-Molekul, durchschnittlich vier Tapasin-Molekilen, vier HC-Molekilen, zwei bis
drei Calretikulin-Molekulen und einem Calnexin-Molekil definiert werden (Ortmann et
al., 1997).

1.4.4 Peptidbindung an MHC-Klasse-I-Molekiile

Die Struktur der Peptidbindungsgrube ermdglicht und bevorzugt die Bindung eines 8 bis
10 Aminosauren langen Peptids. Durch die Ausbildung von Wasserstoffbricken-
bindungen zwischen der MHC-Klasse-I-Bindungsgrube und bestimmten Amino-
saureresten des Peptids entsteht eine stabile Struktureinheit. Man nimmt an, dal3
Peptide, die den terndren Komplex nur schwach stabilisieren kdnnen, entweder im ER
durch hoher affine Peptide ersetzt werden oder auf dem Weg zur Zelloberflache vom
MHC-Klasse-I-Molekul dissoziieren (Sijts und Pamer, 1997). Neben der Lange eines
Peptides bestimmt seine  Aminosdurezusammensetzung entscheidend die
Bindungsstarke zum MHC-Molekil. Es kann fir die Bindung ein &hnlicher Mechanismus
wie fir MHC-Klasse-lI-Molekiile postuliert werden (Ubersicht in Vogt und Kropshofer,
1999). Demgemal wirden zunachst die Ankeraminosauren und die freien Amino- und
Carboxylendgruppen in starke Wechselwirkungen mit der Bindungsgrube treten, und
anschlieBend stufenweise weitere Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
anderen Aminoséuren des Peptids und dem MHC-Molekil aufgebaut werden. Beim
erfolgreichen Verlauf der ersten Stufe des Bindungsprozesses kann bereits ein stabiler
ternarer Komplex nachgewiesen werden, der jedoch noch nicht seine héchste Stabilitat
besitzt. In der zweiten Phase kdnnte eine Konformationséanderung erfolgen, die den
Gesamtkomplex aus einer offenen in eine geschlossenen Form lberfihrt (Smith et al.,
1993; Bluestone et al., 1993; Springer et al., 1998). Es ist gezeigt worden, dal3 die
Bindung einer ganzen Anzahl von Peptiden an vorgeformte HC/B,m-Dimere zur
Erhéhung der Stabilitat des MHC-Komplexes fuhrt (Elliott et al., 1991). Jedoch ist

vermutlich nicht jedes Peptid in der Lage, auch die Konformation der Schweren Kette so
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andern, dal3 sie den geschlossenen, transportkompetenten Zustand erlangt. Bindet ein
Peptid in den Nicht-Ankerpositionen nur ungentgend stark, wird ein solches Peptid
wahrscheinlich wieder aus der Grube dissoziieren. Diese “Qualitatskontrolle”, d.h. die
Selektion von maoglichst affinen Peptiden ist flr eine Zelle enorm wichtig, weil eine lange
Verweilzeit auf der Zelloberflache gleichbedeutend mit einer potentiell l&angeren
Erkennungsdauer fur T-Zellen ist. Zudem sollte die exogene Peptidbeladung auf MHC-
Klasse-I-Moleklle an der Zelloberflache moglichst vermieden werden, da sonst die
Gefahr besteht, dalR eine unkontrollierte Peptidbeladung geschieht, die
Autoimmunreaktionen hervorrufen konnte. Aus diesen Grinden ist es sehr sinnvoll
anzunehmen, dal3 sich wahrend der Evolution der Antigenprasentationswege
Mechanismen entwickelt haben, die zur schnellen Beladung und effektiven Auswahl
hochaffiner Peptide fir MHC-Klasse-I-Molekule fuhren. Eine unmittelbare Wirkung auf
die Peptidbindung hat offensichtlich die ,m-Assoziation mit der Schweren Kette. Es
konnte gezeigt werden, dal’ die Affinitat von Peptid an freie Schwere Kette sehr gering
ist und die Dissoziation von B.m direkt von der Bindungsaffinitit des gebundenen
Peptids abhéngt (Parker et al., 1992; Cook et al., 1998). Zudem erhdht eine kinstlich
eingefuihrte kovalente Bindung von 3,m an die Schwere Kette die antigene Wirkung von
normalerweise suboptimalen T-Zell-Epitopen erheblich (Uger et al., 1999).

Erst die Bildung eines stabilen ternaren Komplexes durch die Bindung eines hoch
affinen Peptids an das Klasse-I-Molekil sollte also zum Ablésen vom TAP-Transporter
und dem Entlassen aus dem ER flhren (Suh et al., 1994). Der Komplex gelangt zum

Golgi-Apparat und durch das Trans-Golgi-Netzwerk an die Zelloberflache.

1.4.5 Rezeptorbindung an MHC-Klasse-I-Molekdle

Die Expression eines Klasse-I-Molekiils auf der Plasmamembran schafft die
Voraussetzung zur Erkennung einer Zelle durch zytotoxische T-Zellen. Dabei interagiert
sowohl der T-Zell-Rezeptor (TZR) als auch der CD8-Korezeptor mit dem MHC-Klasse-I-
Komplex (Ubersicht in Garcia, 1999). Aus Kristallstrukturen wird offensichtlich, daf der
TZR direkten Kontakt mit der Peptidbindungsgrube aufnimmt, wobei die Va Domane
des TZR wohl lUber der a,-Helix des MHC-Molekils und die V3 Doméne uber der a;-

Helix zum liegen kommt. Dabei sind auch Wechselwirkungen zu bestimmten
20



Einleitung

exponierten Aminosaureseitenketten des Peptids mdoglich (Abb. 13a). Der CD8-
Korezeptor bindet im Bereich der az-Doméne des MHC-Klasse-I-Molekiils und hat
Kontakt mit Bom (Abb.13c). Diese Interaktionen dienen der starkeren Assoziierung von
zytotoxischen T-Zellen mit antigenprasentierenden Zellen. Die Bindung des TZR an
MHC-Klasse-I-Peptid-Komplexe kann dann die Sekretion zytotoxischer Proteine und

Cytokine durch die T-Zelle ausldsen, die zum Zelltod einer infizierten Zelle fihren. Auch

Abb.13: Bindung verschiedener Rezeptoren an MHC-Klasse-I-Molekule.

a) Die Bindung des TCR (dunkelgriin) an die Peptidgrube. b) NK-Zell-Rezeptor-Bindung: zwei Einheiten
aus jeweils einem Ly49A-1(cyan) und einem Ly49A-2 (dunkelblau) treten mit unterschiedlichen
Bereichen des MHC-Klasse-I-Molekiils in Kontakt. Die erste Assoziationsstelle befindet sich am Ende der
Peptidbindungsgrube, am Kohlenhydratrest der al Doméne, die zweite Bindungsstelle liegt zwischen der
a,- und az-Doméne und uberlappt teilweise die CD8-Bindungsregion. c¢) Bindung des Homodimers
CD8aa (rot und pink) im Bereich der asz-Doméane der MHC-Klasse-I-Schwerkette (gelbgriin) und 3m
(grau) (aus Tormo et al., 1999).

die direkte Bindung von T-Zell-exprimiertem Fas-Ligand an Fas (APO1) auf der
antigenprasentierenden Zelle kann den programmierten Zelltod auslosen (Ubersicht in
Scaffidi et al., 1999; Shresta et al., 1998).

Nicht nur zytotoxische T-Zellen sondern auch Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) kénnen
den Zelltod einer infizierten Zelle induzieren (Ubersicht in Valés-Gomez et al., 2000).
Bisher konnten mehrere aktivatorische und inhibitorische Rezeptoren identifiziert

werden, die zelloberflachenexprimierte MHC-Klasse-I-Molekiile erkennen (Ubersicht in
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Lanier et al., 1998). Der Aufbau ihrer zytoplasmatischen Doméanen entscheidet tber ihre
Wirkung als Inhibitoren oder Aktivatoren der Zelllyse. Die Rezeptoren kdnnen
desweiteren in zwei strukturelle Gruppen eingeteilt werden, solche mit einer Lektin-
artigen Struktur sowie Rezeptoren, die der Immunoglobulingen-Superfamilie angehdren.
Die Bindung der aktivatorischen Rezeptoren scheint die molekulare Erklarung fir
frihere Beobachtungen zu sein, dafl} Zellen, die eine schwache MHC-Klasse-I
Expression aufweisen, durch Natirliche Killerzellen lysiert werden. Inhibitorische NK-
Rezeptoren verhindern hingegen den Zelltod der Zielzelle. Es wird zu klaren sein, wie
sich aktivatorische und inhibitorische Signale addieren, um die Endreaktion einer NK-

Zelle bestimmen.

1.5 Die Bedeutung der Peptidprasentation
durch MHC-Klasse-I-Moleklle

Der Vorgang der Peptidprasentation durch MHC-Klasse-I-Molekile ist fur die
Entwicklung und Aktivitat des adaptiven Immunsystems essentiell (siehe Paul,
“Fundamental Immunology”, 4" Edition, 1999). Die Prasenz nicht-selbstreaktiver, im
Infektionsfall aber aktivierbarer T-Lymphozyten in einem Organismus hangt direkt von
einer funktionellen Peptidpréasentation ab.

Ein erster Kontakt zwischen antigenpréasentierenden Zellen und T-Lymphozyten im
Thymus gewahrleistet die Reifung naiver T-Zellen. Bei diesem Vorgang prasentieren
Thymuszellen den unreifen T-Lymphozyten im Komplex mit MHC-Klasse-I-Molekulen
korpereigene Peptide. T-Lymphozyten, die Uber ihren T-Zell-Rezeptor eine gewisse
Zeitspanne mit hoher Affinitdt an einen MHC-Peptid-Komplex binden, werden bei
diesem Vorgang der T-Zell-Selektion eliminiert. Auf diese Weise reift ein kdrpereigenes
T-Zell-Repertoire, das durch T-Lymphozyten mit verschiedenen MHC-Klasse-I-
spezifischen T-Zell-Rezeptoren gekennzeichnet ist und gegeniber den zelleigenen
MHC-Peptid-Komplexen nicht selbstreaktiv auftritt. Nach der Selektion im Thymus
gelangen T-Zellen in die peripheren lymphatischen Organe, wie z.B. die Lymphknoten.
In die Peripherie ausgeschuttete naive T-Lymphozyten missen erst zu Effektorzellen

differenzieren, bevor sie eine Immunreaktion ausldésen kdnnen. Da die Differenzierung
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nicht von gewohnlichen Kdrperzellen ausgeldst werden kann, wird eine Reaktion von T-
Zellen, z.B. auf gewebespezifische Selbstpeptide, verhindert.

Fur die Differenzierung von T-Lymphozyten zu Effektor-T-Zellen ist ein zweites Mal der
Kontakt zwischen einem MHC-Peptid-Komplex und einem T-Zell-Rezeptor notwendig.
Bei diesem Vorgang muf3 die Prasentation von antigenen Peptiden, z.B. aus
Virusproteinen, durch die professionell antigenprasentierenden Zellen geschehen. So
sind nur Dendritische Zellen, Makrophagen und B-Zellen sind in der Lage, der T-Zelle
ein kostimulatorisches Signal zu Ubermitteln, was die Entstehung von Effektor-T-Zellen
bewirkt.

Die eigentliche Immunreaktion gegen infizierte Korperzellen erfolgt durch diese
aktivierten Effektor-T-Zellen, indem der T-Zell-Rezeptor ein drittes Mal an einen Peptid-
MHC-Komplex bindet. Dieser Komplex entspricht demjenigen, der die Aktivierung der T-
Zelle ausgelost hat in bezug auf das MHC-Klasse-I-Allel und gebundene Peptid. Die
Eliminierung einer infizierte Zelle erfolgt dann, wenn die T-Zelle auf das gleiche

antigene Fragment im Komplex mit dem gleichen MHC-Allel trifft.

Ein keimbahnbasierter Defekt in einer Komponente des MHC-Klasse-I-
Prasentationsweges fuhrt wegen der notwendigen Peptidprasentation im Thymus zur
Reduktion der Zahl an reifen T-Lymphozyten. So ist z.B. die Zahl der T-Zellen in der
Peripherie von Bzm'/'Mausen wegen einer sehr schwachen Expression (fehlgefalteter)
MHC-Klasse-I-Schwerketten duRerst gering (Zijlstra et al., 1990). In TAP1” Mausen ist
die Peptidzufuhr ins ER nahezu eliminiert, und man findet nur ca. 1% der Menge an
CD8"-T-Zellen vom Wildtyp (van Kaer et al., 1992). Nur wenige CD8"-T-Zellen, die
zytotoxisch reagierten, fand man bei Zwillingen mit einer homozygoten Stop-Mutation in
den TAP2-Genen. Die HLA-Mengen auf den untersuchten Zellen liegen bei 1-3% von
normalen Werten, was zur Bezeichnung “Bare lymphocyte syndrome* Typ 1 fuhrte (de
la Salle et al., 1994). Eine weitere Einschrankung der Repertoirs an T-Zellen ergibt sich
zudem nach neuen Beobachtungen durch ihre begrenzte Lebensdauer. Es scheint so,
als wenn sie in der Pheripherie eine Art Uberlebenssignal erhalten miissen, um spater
als Effektor reagieren zu kénnen.

Die Aktivitat von T-Zellen wird wahrscheinlich nicht nur durch die Quantitat der
Peptidprasentation im Thymus sondern auch durch die Qualitat des Peptids auf einer

antigenpréasentierenden Zelle bestimmt. Es wird vermutet, dal3 Stérungen innerhalb der
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thymischen Selektion zu Autoimmunreaktionen fihren kénnen. Eine T-Zelle im Thymus
konnte der negativen Selektion entgehen, wenn sie wegen der Présentation eines
suboptimalen Peptids durch Thymuszellen ein zu schwaches Signal erhalt, um den
Zelltod zu erfahren. Wird im Gegenzug in der Peripherie jedoch das passende
Selbstpeptid extrem stark exprimiert und die T-Zelle dadurch aktiviert, kdnnte
maoglicherweise eine zytotoxische T-Zell-Reaktion folgen.

Es ist dazu auch die Frage zu beantworten, welche Komponenten des MHC-Klasse-I-
Prasentationsweges die Qualitat des prasentierten Peptids beeinflussen. Dieser Punkt
ist aus dem Grund wichtig, weil die Art des Peptids sich direkt auf die Stabilitat und
Lebensdauer des MHC-Peptid-Komplexes an der Zelloberflache auswirkt. Es sind
mittlerweile mehrere Studien mit MHC-Klasse-I-Molekilen durchgefiihrt worden, die
nach Einfihrung einer Punktmutation eine veranderte Peptidprasentation zeigen. Die
Mutation T134K im HLA-A2-Molekil beispielsweise fuhrt zur erh6hten Dissoziation von
HC/B.m-Dimeren im ER und zum Oberflachentransport leerer MHC-Molekile (Peace-
Brewer et al., 1996, Lewis et al., 1996). Die Ursache fur die defekte Peptidbindung wird
hier in der fehlenden Interaktion des MHC-Molekils mit Calretikulin und TAP gesehen.
Anhand dieses Beispiels wird deutlich, dafl3 Stérungen in der Assemblierung des MHC-
Klasse-I-Beladungskomplexes zur unphysiologischen Peptidprasentation fihren. Aus
diesem Grund konzentriert sich die vorliegende Arbeit auf die Analyse der Interaktionen
zwischen MHC-Klasse-I-Molekilen und den Proteinen im Peptidbeladungskomplex.

1.6 Storungen der Antigenprasentation
durch MHC-Klasse-I-Molekile

Virale Inhibitionsmechanismen

In den letzten Jahren wurden immer mehr Virusproteine identifiziert, die den MHC-
Klasse-I-Antigenprasentationsweg stdren. Durch diese Malinahme wird es bestimmten
Viren moglich, einer zytotoxischen T-Zell-Reaktion zu entkommen und im Zellinneren zu
persistieren (Ubersichten in Ploegh, 1998; Friih et al., 1999). Die Verhinderung einer

Peptidprasentation kann in manchen Fallen auch direkt zur Tumorentwicklung fihren,
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da die virusinfizierten Zellen nicht mehr unter der Kontrolle von T-Zellen stehen
(Ubersicht in Ehrlich, 1997).

Der Adenovirus 12 wirkt sehr onkogen, indem er mit der Transkription mehrerer in der
MHC-Region kodierten Gene interferiert (Rotem-Yehudar et al., 1994 und 1996). Das
adenovirale Protein E3-19K bewirkt, wie auch Virusproteine aus dem murinen oder
humanen Cytomegalovirus die Retention von MHC-Klasse-I-Komplexen im ER (Burgert
und Kvist, 1985). Ein Inhibitor der Peptidzufuhr durch TAP ist das Protein ICP47 des
Herpex-simplex-Virus (HSV), das mit Peptiden um die Bindungsstelle an hTAP
konkurriert (Hill et al., 1995, Fruh et al., 1995). Auch durch mehrere Virusproteine des
humanen Cytomegalovirus (HCMV) wird die Plasmamembranexpression von MHC-
Klasse-I-Molekllen unterdriickt. US6 beispielsweise wechselwirkt von der luminalen
Seite mit TAP und verhindert ebenfalls den Peptidtransport ins ER (Hengel et al., 1997;
Ahn et al., 1997). Zum Rucktransport aus dem ER und zur zytosolischen Degradation
von MHC-Klasse-I-Molekilen fuhrt die Expression von US2 und US11 (Jones und Sun,
1997; Beersma et al., 1993). Das HIV-Nef-Protein bewirkt demgegenuber die
endosomale Degradation von urspringlich zelloberflachen-exprimierten MHC-Klasse-I-
Molekilen (LeGall et al., 2000).

Da die Herabregulation der Peptidprasentation normalerweise zur Aktivierung
Natirlicher Killerzellen fiihrt, haben Viren (und auch Tumoren) weitere Mechanismen
entwickelt, um ihrer Eliminierung zu Entkommen. Neben der differentiellen
Unterdriickung bestimmter MHC-Klasse-I-Allele ist insbesondere die Anderung der
CTL-Epitope durch genetische Variation zu nennen. Diese Reaktion verhindert die

Generierung und Prasentation bisher immunogener Peptidfragmente.

Storung d er Antigenpréasentation in Tumoren

Abweichungen von einer normalen Peptidprasentation sind auch in Tumorzellen zu
beobachten, da sie fur transformierte Zellen einen Weg darstellen, um dem Angriff
zytotoxischer T-Zellen zu entgehen (Ubersicht in Seliger et al., 2000). Eine
Herunterregulation der Proteasomuntereinheiten LMP2 und LMP7, TAP1/TAP2, MHC-
Klasse-I-Schwereketten und [om konnte man bisher in Lymphomen, Karzinomen,

Myelomen und Melanomen nachweisen. Transformierte Zellen entstehen oft aus
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virusinfizierten  Zellen, in denen die Expression von Proteinen der
Antigenprasentationswege unterdriickt ist. Oft vermindern sie aber auch durch die
genetische Instabilitat im Rahmen der malignen Transformation die Expression dieser
Gene (Ubersicht in Ehrlich, 1997). Transformierte Zellen sind zudem vor der
Eliminierung durch das Immunsystem geschitzt, weil sie hauptsachlich nicht
immunogene Antigene présentierten. Ansétze, die sich mit der Tumorvakzinierung
beschaftigen, sind aus diesem Grund schwierig und erfordern zudem die Identifizierung
von Peptiden, die ausschliel3lich auf Tumoren exprimiert werden. Zur Einschleusung
des Peptidantigens sind z.Z. zwei Methoden vielversprechend: die Immunisierung mit
Adenoviren, die Antigene mitkodieren und die Verabreichung von Dendritischen Zellen,
die mit dem entsprechenden Peptid beladen wurden. Desweiteren werden in der
Immuntherapie von Tumoren insbesondere die Zytokine INF-y, INF-a und TNF-a
eingesetzt, die Uber die Steigerung der Prasentation tumorassoziierter Antigene zu

einer verbesserten Erkennung durch zytotoxische T-Zellen fihren (White et al., 1998).
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