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5. Ergebnisse

5.1 Generierung von 721.220.Tapasin-Transfektanten

Aus der cDNA von humanem Tapasin wurden in mehreren Klonierungsschritten (siehe

Material und Methoden) folgende Mutationskonstrukte hergestellt:
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Abb.14: Doméaneneinteilung der Tapasin-Konstrukte.

Unter der schematischen Darstellung der cDNA von humanem Tapasin sind die Positionen von
Aminosauren der reifen Form angegeben. TM: Transmembrandoméne, CHO: Glykosylierung,
KKAE/KDEL: putative ER-Retentionssignale, SH: Cysteinreste (intramolekulare Disulfidbriicken sind
unbekannt), S-S: putative Cysteinbriicken, *Punktmutation. Das Konstrukt A262-377 wird im folgenden
als Alg und das Konstrukt AC53kpg,. als KDEL bezeichnet.
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Aus der cDNA von humanem und murinem Tapasin wurde ein Hybridkonstrukt
(m149hTpn) generiert, das aus murinem Tapasin am Aminoterminus und humanem

Tapasin am Carboxyterminus zusammengesetzt ist.

SH SH SH Q) s S
mTpn FL [ [ IR EEKKSQ
23 0 50 136 233 270 394 445
SH SH_SH s s
MuohTpn T [ [ TKKAE

149

Abb.15: Murines Tapasin und Hybridkonstrukt aus murinem Tapasin am Aminoterminus und humanen
Tapasinsequenzen am Carboxyterminus. Unter der cDNA von murinem Tapasin sind die

Aminosaurereste der reifen Form angegeben. KKSQ: putatives ER-Retentionssignal

Alle Konstrukte wurden in den eukaryontischen Expressionsvektor pREP4 kloniert und
die drei Tapasin-defizienten Zelllinien B-LCL 721.220, 721.220.B8 und 721.220.B44

mittels Elektroporation transfiziert (siehe Material und Methoden).

5.1.1 Expression von Tapasin-Mutanten in B-LCL721.220-Zellen

Die Expression der Tapasin-Mutanten in .220, .220.B8 und .220.B44-Zellen wurde
durch Western Blotting kontrolliert (Abb.16A-C). Alle stabil exprimierten Konstrukte
zeigten vergleichbare Expressionsniveaus (Maus-Tapasin und die Maus-Mensch-
Hybridkonstrukte sind mit dem Kaninchenserum anti-“PAV* etwas schlechter
detektierbar - vgl. .220.B44.mTpn mit anti-Maus-Tapasin-Serum; beim anti-“PAV*“-Blot
wurde die dreifache Zellmenge verwendet). Eine aufgrund einer unkorrekt gespleif3ten
Tapasin-mRNA in .220-Zellen konstitutiv vorhandene, N-terminal verkulrzte
Tapasinmutante (AN50), konnte nicht detektiert werden (Copeman et al., 1998). Die
MHC-Klasse-I Schwerkette wird in den Mutterzelllinien .220 (HLA-Cw1), .220.B8 (HLA-
Cwl und HLA-B8) und .220.B44 (HLA-Cwl und HLA-B44) im Verhéltnis 1:5:7
exprimiert (Abb. 16D).
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Abb. 16: Expression der Tapasin-Konstrukte in 721.220- (A), 721.220.B8- (B) und 721.220.B44-Zellen

(C). Zum Nachweis der N-terminalen Deletions- und teilweise der Alg-Konstrukte wurde im Western

Blot das anti-Tapasin Serum “STC"- verwendet, fur alle anderen Konstrukte das anti-“PAV“-Serum
(siehe Material). (D) Der Western Blot mit HC-10 zeigt die Expression von HLA-Cw1, von HLA-Cw1/-B8
und von HLA-Cw1/-B44 in NP40-Lysaten von 721.220, 721.220.B8 und 721.220.B44-Zellen. Bei allen

Proben bis auf die Maus-Tapasin- und Maus-Mensch-Transfektanten im anti-*“PAV“-Blot wurden, von

denen 3x10° Zellen eingesetzt wurden, jeweils 1x10° Zellaquivalente aus NP40-Lysaten im SDS-PAGE

aufgetrennt.

5.1.2 Zellulare Lokalisation der Tapasin-Konstrukte

Es ist bekannt, dal3 ein am Carboxyterminus von Typ-I-Membranproteinen lokalisiertes

Dilysinmotiv als ER-Retentionssignal dienen kann (Ubersicht in Nilsson und Warren,

1994). Um die Funktionalitdt dieses Motivs am Tapasinmolekll zu untersuchen, wurde
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die Lokalisation des Wildtyp-Proteins und die der Tapasin-Konstrukte, deren Mutationen
maoglicherweise die ER-Retention beeinflussen, durch Verdau mit Endoglykosidase H
und Nachweis im Western Blot bestimmt (Abb.17). Es bestétigte sich die postulierte ER-
Lokalisation von humanem und murinem Tapasin; beide zeigten sich vollstandig
Endoglykosidase  H-sensitiv. Durch  Deletion der zytoplasmatischen und
Transmembrandoméane, wie im Konstrukt AC33, verliert Tapasin sein Retentionssignal
und wird wegen der Modifikation seiner Zuckerreste durch Golgi-Enzyme als

sezerniertes Protein Endoglykosidase H-resistent. Die Addition einer KDEL-Sequenz

m Tpn hTpn L410F Abb.17: Intrazellulare Lokalisation von Tapasin-
45— | |- | Mutanten. Nach NP40 Lyse von 1x10° Zellen wurde
jeweils eine Halfte der Proben dber Nacht mit

Endoglykosidase H verdaut. Nach Auftrennung

hTpn hTpn mittels SDS-PAGE und Western Blot mit PAV-Serum

AC33 AC53
KDEL wird die Verteilung von Tapasin an der Zelloberflache

45— (obere, EndoH resistente Bande) oder als ER-Form
-

(untere, Endo H-sensitive Bande) deutlich.

kann diesen Phanotyp wieder umkehren, und die ER-Lokalisation des Konstrukts
AC53kpe. wird erreicht. Erstaunlicherweise fuhrt die Substitution des Leucinrestes an
Position 410 in der Transmembranregion von menschlichem Tapasin durch einen
Phenylalaninrest zur partiellen Aufhebung der ER-Retention. Offensichtlich ist das
KKXX-Motif am C-Terminus von humanem Tapasin alleine nicht fur eine vollstandige

ER-Lokalisation ausreichend (siehe Diskussion).

5.2 Der Einflul3 von Tapasin auf den Peptidtransport ins ER

Ortmann und Kollegen konnten erstmals zeigen, da3 Tapasin mit dem
Peptidtransporter TAP interagiert (Ortmann et al., 1994). Diese Beobachtung warf die
interessante Frage auf, ob Tapasin die Aktivitat von TAP modulieren kann.

Um einer mdglicherweise durch Tapasin gesteigerten Peptidtransportaktivitat
nachzugehen, untersuchten wir die Expression von TAP sowohl in Tapasin-defizienten

Mausen also auch in 721.220 Transfektanten.
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5.2.1 Expression des TAP-Peptidtransporters

5.2.1.1 TAP-Expression in Tapasin-defizienten Mausen

Zum Nachweis einer Chaperon-Funktion von Tapasin auf TAP wurde die TAP-
Expression in Zellen von Tapasin”™ Mausen (Tpn™) mit denen aus Tapasin™* Mausen
(Tpn*™") verglichen. Im Western Blot konnte zuvor gezeigt werden, daR in den
homozygoten Tpn” Mausen kein Tapasinprotein mehr exprimiert wird (Abb.18B).

Aus einer Titration der NP40-Lysate aus ConA-Blasten der Tapasin-defizienten und
Tapasin-exprimierenden Mause konnte nach Analyse der Bandenintensitaten mittels
Lumi-Analyst-Software geschlossen werden, dal3 die TAP2-Gesamtproteinmenge in

Tapasin” Mausen um den Faktor 6-8 vermindert ist (Abb.18A).

A B tpn - 4+
Tpn  -/- +H+ o[-+ - 4+ - 45
|-—_—“ — —| Calnexin
- 34
— — - TAP2 - o4
1x10° | 5x10° | 2,5x10° - 14

Abb. 18: A) Expression von murinem TAP2 in ConA-Blasten von Tapasin™*- und Tapasin”-Mausen
(Calnexin als Ladekontrolle). Nach ConA-Stimulation von Milzzellen wurden NP-40 Lysate hergestellt,
eine Titrationsreihe von 1x10 ° bis 2,5 x10° Zellaquivalenten auf ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen und im
Western Blot mit Kaninchen anti-mTAP2-Serum oder Kaninchen anti-Calnexin Serum angefarbt. (B)
Fehlende Expression von Tapasin in Tapasin"'-Mausen, Expression des Proteins in Tapasin”+ Méusen.
Es ist ein Western Blot nach SDS-PAGE Trennung der Proteine aus 1x10’ Zellen mit dem anti-Tapasin
Serum PAV gezeigt (aus Garbi et al., 2000).

5.2.1.2 TAP-Expression in Tapasin-transfizierten 721.220-Zellen

Nach der Beobachtung, dal} Tapasin die pro Zelle enthaltene Gesamtmenge von TAP
deutlich erhéht, stellte sich die Frage, durch welchen Mechanismus Tapasin die
Expression von TAP beeinfluldt. Es galt die Vermutung einer posttranslationalen

Chaperon-Funktion zu bestatigen. Mittels Deletion bestimmter Domé&nen von Tapasin
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sollte die direkte Interaktionsregion zu TAP untersucht werden. Nach der NP40-Lyse
der Tapasin-Transfektanten wurde die TAP-Gesamtexpression in Western Blots mittels
Lumi-Analyst-Software analysiert.

Es zeigte sich in drei unabhangigen Experimenten, daf’ bei Anwesenheit von humanem
Tapasin voller Lange eine bis zu 10fach hohere TAP-Menge vorhanden war als in den
mit leerem Vektor pREP4 transfizierten, Tapasin-negativen Zellen (Abb.19). Die
eingefiihrten Deletionen am Carboxyterminus fihren zum fast vollstandigen Verlust
dieser Stabilisierungsfunktion von Tapasin, wobei das AC49-Konstrukt in .220.B8-Zellen

jedoch unerklarlicherweise im abgebildeten Experiment eine gewisse Steigerung der

an 220 C. 220.B44

Expression
Expression
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> 3 %0 ¢ & SARN ¥ D
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Abb. 19: Stabilisierung von TAP durch die
A Tapasinkonstrukte. Aufgetragen ist die TAP-Expression
im Verhdltnis zum in 721.220 (A), 721.220.B8 (B) und
721.220.B44 (C) Zellen exprimierten, unverkirzten
Tapasin-Konstrukt hTpn-FL. NP40-Lysate aus 2x10°

Expression

Zellen wurden im SDS-PAGE getrennt und im Western
[~ Sani e amp W - wa® Blot mit anti-TAP1 Antikdrper 148.3 angefarbt.

QG vc; vo

S
TAP-Menge zeigte. In den Transfektanten mit AN- und Alg-Konstrukten fanden wir 50-
60% derjenigen TAP-Menge, die vom Tapasin-Konstrukt voller Lange induziert wurde.
Die Deletionen am N-Terminus oder in der Mitte des Molekils beeinflussen die
Chaperonwirkung von Tapasin auf TAP demnach nur wenig, solange die
Transmembranregion von Tapasin erhalten ist. Auch die im N-Terminus der myshTpn-
Transfektante gelegenen Aminoséuren von Maus-Tapasin wirken sich nicht negativ auf
die Expression von humanem TAP aus. Das Maus-Mensch-Hybrid myshTpn steigert
die TAP-Expression in .220.B44-Zellen wie menschliches Tapasin (Abb.20). Aus diesen
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Beobachtungen kann zusammenfassend geschlossen werden, daf} Tapasin seine

stabilisierende Funktion auf TAP durch Aminosauren in seiner Membranregion ausubt.

Eine Punktmutation in der Membrandoméane kann einen erheblichen Einflu3 auf die
Stabilitat von TAP haben. Die Expression von TAP wird durch den einzelnen Austausch
von Leucin an Position 410 gegen Phenylalanin auf etwa 20-30% der Menge bei
Wildtyp-Tapasin hTpn vermindert (Abb.21).

Abb.20: Expression von TAP1 in der 721.220.B44.

M4 Tpn hTpn ] )
My4ohTpn- und hTpn-FL Transfektante. Es ist eine

E-ERahes T e Calnexin Titration von NP40 Lysaten gezeigt. Nach SDS-
PAGE Auftrennung wurden Western Blots mit dem

R S —— — TAP1
anti-Tapasin Serum “STC“, dem anti-TAP1 mAk
Tpn 148.3 und dem Kaninchen anti-Calnexin Serum
10 5 25 10 5 25 x10° Zellen

durchgefuhrt.

Maus-Tapasin weist im Bereich der Membran grol3e Sequenzhomologien mit dem
humanen Protein auf, besitzt jedoch eine wenig homologe, um 14 Aminosauren langere
zytoplasmatische Region . Es wurde bei der Analyse der TAP-Expression deutlich, dal3
sich die stabilisierende Wirkung von Maus-Tapasin nicht von der durch humanes
Tapasin induzierten unterscheidet. Der langere zytoplasmatische Bereich von Maus-
Tapasin beeinflul3t die TAP-Expression demnach nicht (Abb. 21).

Abb.21: Expression von TAP1l in

mTpn hTpn L410F
721.220.B44.mTpn-FL, .hTpn-FL und

S C— @ e» | Calnexin .L410F-Transfektanten. Es ist die Titration
von NP40 Lysaten aus 1x10° 5x10° und

e : TAPL 2,5x10° Zellen gezeigt. Nach SDS-PAGE

— ] Trennung wurde ein Western Blot mit dem
Tapasin ] ] ]

anti-Tapasin Serum “PAV“, dem anti-TAP1

10 5 25 10 5 25 10 5 25 x10°Zelen ~ mAk 148.3 und dem Kaninchen anti-

Calnexin Serum durchgefuhrt.
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5.3 Tapasin als Chaperon fir HC/B,m Dimere

5.3.1 Thermostabilitdt von MHC-Klasse-I-Molekilen

MHC-Klasse-I-Molekule zeigen die hdochste Thermostabilitat und sind am langlebigsten,
wenn sie nach der Peptidbindung als trimerer Komplex vorliegen. Da Grandea und
Kollegen eine verminderte Stabilitat verschiedener HLA-Molekile bei Abwesenheit von
Tapasin beschrieben, |a3t sich vermuten, dal3 Tapasin zur Verbesserung der
Peptidbindung an das MHC-Molekdl beitragt (Grandea et al., 1995 und 1997). Diese
Funktion kdnnte Tapasin bei Abwesenheit von Peptid durch eine Chaperon-Funktion
ausiben, indem es die peptidrezeptive HC/3,m-Form des MHC-Molekiils stabilisiert und

so die Zeitspanne fur eine mégliche Peptidbindung verlangert. Durch den Einsatz des

A Tpn

Endo H resistent

Endo H sensitiv

0O 1 2 5 10 0 1 2 5 10 min
B
Endo H sensitive H2-Kb Endo H resistente H2-Kb
120 120
3 8
2 80 —— Tpn+/+ % 80 1 —¢—Tpn+/+
q) -
S 40 —8— Tpn-/- £ 40 —=— Tpn-/-
3 3
e 0 - T T T T 1 min = 0 T T T T 1 min
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10

Abb. 24: Thermostabilitat von H-2K" Molekiilen im Detergenzlysat in Abh&ngigkeit von Tapasin. (A)
Western Blots mit anti-P8 Serum. (B) Auswertung der Bandenintensitdten durch Lumi-Analyst-Software.
Nach einer Inkubation mit 100uM Lactacystin fur 2h bei 37° C von ConA-Blasten aus Tapasin'"- oder
Tapasin”*-Mausen wurden NP40-Lysate in Aliquots von je 5x10° Zellaquivalenten geteilt und fur die
angegebenen Zeiten bei 37° C inkubiert. Der Préazipitation der verbleibenden HC/[3;m-Menge mit dem
konformationsspezifischen Antikérper Y3 folgte Uber Nacht der Verdau mit Endoglykosidase H. Mittels
SDS-PAGE aufgetrennte HC-Banden wurden nach einem Western Blot mit einem Kaninchen-Antiserum

gegen die zytoplasmatische Doméane von H-2K" (anti-P8) detektiert.
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Proteasomeninhibitors Lactacystin wurde die Peptidgenerierung im Zytosol und damit
die Peptidzufuhr zum MHC-Klasse-I-Molekil unterbunden und unter diesen
Bedingungen die Starke der Assoziation von Schwerer Kette und [(om in ConA-

+/+

stimulierten Blasten von Tapasin™- und Tapasin**-Mausen analysiert.

Bei Abwesenheit von Tapasin verminderte sich die Thermostabilitat der ER-residenten,
Endo H sensitiven HC-3,m Form im Detergenzlysat von einer Halbwertszeit von ca. 4
Minuten hin zu ca. 1,5 Minuten (Abb.24). Tapasin lbte unter diesen Bedingungen einen
geringen, aber sichtbaren Stabilisierungseffekt auf die HC/B,m-Konformation von MHC-
Klasse-I-Molekulen aus, der hier nicht infolge der durch Tapasin induzierten Erhéhung
der TAP-vermittelten Peptidzufuhr zustande kommen kann. Betrachtet man die
Thermostabilitdt der EndoH-resistenten Zelloberflachenmolekile, die wegen der ER-
Retention von Tapasin nicht mehr unter der Chaperonwirkung von Tapasin stehen
kénnen, ist ebenfalls eine erhéhte Dissoziiation von Schwerer Kette und [3om aus

Tapasin-negativen Zellen zu finden, die unter 5.6.2 naher betrachtet wird.

5.3.2 Stabilisierung d es MHC-Klasse -I-Molektils

durch die Immunog lobulin-Domé&ne von Tapasin

Nachdem eine schwache Chaperonwirkung von Tapasin auf das MHC-Klasse-I-Molekdl
nachgewiesen werden konnte, stellte sich die Frage, welche Doméne von Tapasin
diese Funktion ausibt und ob sie unabhangig von anderen Regionen im Molekdl
agieren kann. Suh und Kollegen konnten bereits zeigten, dal3 die Immunoglobulin-
ahnliche az-Doméane der Schweren Kette von Maus-Klasse-I-Molekulen in Kontakt mit
Tapasin tritt (Suh et al., 1999). Betrachtet man die Domanenstruktur von Tapasin,
kommt man zu dem Schlul3, daf? dessen Ig-Doméane die Interaktion mit dem MHC-
Molekull vermitteln kdnnte. Fraglich war dabei, ob tats&chlich diese Domé&ne Tapasins
mit der Schweren Kette und/oder (3,m interagiert und so zu einer Stabilisierung des
Klasse-I-Molekulls fuhren kann. Aus diesem Grund wurden die Auswirkungen der
Deletion am N-Terminus und in der Ig-Doméne von Tapasin auf die Expression der
Schweren Kette und B,m untersucht. Um den EinfluR der Bindung von Peptid auf die

Stabilitat der Klasse-I-Moleklle bei den Experimenten auszuschlie3en, wurden nur
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solche Tapasin-Mutanten untersucht, die die Peptidbeladung, wie spéater beschrieben
(siehe 5.5), nicht fordern (AN44 und Alg).

A B
PREP Alg AN44
PREP FL AN44 Alg
| - — - — _.__| Calnexin
(-— - e | e -— | Bm

10 5 25 10 5 25 10 5 25 x10° Zellen

Abb.25: (A) Stabilisierung der MHC Klasse-I-Schwerkette in .220.B44 Transfektanten. NP40 Lysate
wurden nach einer Titration durch SDS-PAGE aufgetrennt und die Schwerkette durch Western Blot mit
dem Antikérper HC-10 nachgewiesen. (B) Stabilisierung von Sm in .220.B44-Transfektanten. Es wurde
Bm aus NP40 Lysaten von 1x10° Zellen nach SDS-PAGE-Auftrennung im Western Blot mit dem anti-3,m
Antikdrper BBM.1 detektiert.

Nach einer NP40-Lyse der Zellen wurde die Gesamtexpression der Schweren Kette
und Bom im Western Blot analysiert. Es zeigte sich, dalR die Gesamtmenge an
exprimierten Schwerketten in 721.220.B44-Transfektanten durch die N-terminale
Deletionsmutante (AN44) von Tapasin in etwas starkerem Mal3e erhoht wird als durch
die Alg-Tapasin-Mutante (Abb. 25A). Diese Ergebnisse sprechen flr einen gewissen
stabilisierenden Effekt von Tapasin auf die Schwerkette von HLA-B44 und -Cwl
Molekilen, der auch bei defekter Peptidbeladung vorhanden ist. Der generell schwache
Stabilisierungseffekt spricht fiir eine kooperative Aktion von Ig-&hnlicher und N-
terminaler Doméne (siehe Diskussion). Bangia und Kollegen konnten mittlerweile auch
zeigen, dal’ die Interaktionen zwischen N-terminal deletiertem Tapasin und dem MHC-
Molekul sehr schwach sind (Bangia et al., 1999). Eine Erhdhung der Expression von
B.m konnte, wie erwartet, durch humanes Tapasin voller Lange erreicht werden (Abb.
25B). Ein deutlicher Stabilisierungseffekt wird zudem durch die N-terminal deletierte
AN44-Tapasin-Mutante vermittelt, wohingegen die Alg-Mutante keine Erhdhung der
B.m-Expression bewirkt. Diese Beobachtungen sprechen fir eine Chaperon- oder
Retentionsfunktion von Tapasin in bezug auf B.m, die wahrscheinlich durch die

membranproximale lg-Domane von Tapasin bewirkt wird.

66



Ergebnisse

5.4 Die Assemblierung des Peptidbeladungskomplexes

5.4.1 Tapasin-vermittelte Assemblierung d es Subkomplexes an
MHC-Klasse-I-Molekllen

Im MHC-Klasse-I-Peptidbeladungkomplex konnten bisher folgende Proteine identifiziert
werden: die MHC-Klasse-I-Schwerkette, 3,m, Tapasin, Calretikulin, ER60 und TAP.
Nach den Ergebnissen von Ortmann und Kollegen, die die Stochiometrie der TAP1-
assoziierten Komponenten bestimmten, kann man die kleinste Einheit als Komplex aus
einem TAP1-Molekll, einem TAP2-Molekll, vier Tapasin-Molekllen, vier HC-
Molekulen, zwei oder drei Calretikulin-Molekilen und einem Calnexin-Molekul
definieren (Ortmann et al., 1997). Spater wurde zudem ER60 im TAP-
Beladungskomplex gefunden (Lindquist et al., 1998; Hughes und Cresswell, 1998;
Morrice und Powis, 1998). Nur ungenaue Kenntnisse hatte man bisher Uber die
Interaktionen zwischen einzelnen Komponenten des Beladungskomplexes, die
essentiell flr eine erfolgreiche Peptidbindung an MHC-Klasse-I-Molektle sind. Bekannt
war, dal} das Fehlen von Tapasin zu einer defekten Brickenbildung zwischen dem
MHC-Molekil und TAP fiihrt (Sadasivan et al.,, 1996). Aus unseren Daten Uber die
Stabilisierung von TAP a3t sich bereits folgern, dal3 diese Interaktion Uber die
carboxyterminale Region von Tapasin vermittelt werden muf3 (siehe 5.2.2.1). Es stellte
sich die weitergehende Frage, ob Tapasin die Assemblierung der restlichen
Komponenten des Beladungskomplexes fordert, bzw. welche Protein-Interaktionen bei
Abwesenheit von Tapasin gestort sind. Es ist anzunehmen, dald die Peptidbeladung in
diesem Fall nicht TAP-assoziiert stattfindet. Mdglich wére jedoch, dal3 sich um das
MHC-Molekll ein unvollstandiger Beladungskomplexes formiert. Sadasivan und
Kollegen fanden heraus, daf? man das Chaperon Calretikulin nach der Assoziation von
Bm an die Schwerkette am Heterodimer findet (Sadasivan et al., 1996). Um den
EinfluR von Tapasin auf den Verlauf dieses frihen Assemblierungsschritts zu
analysieren, betrachteten wir die Calretikulin-assoziierten Proteine in .220.B44-

Transfektanten.
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Wir beobachteten nach der Isolierung des Calretikulin-assoziierten Protein-Komplexes
mittels Immunprazipitation aus Digitoninlysaten, daf} die L410F-Mutante und Maus-
Tapasin mit gleicher Effizienz wie Mensch-Tapasin einen Subkomplex aus Calretikulin,

HC und Tapasin ausbilden konnen (Abb. 26). Demgegeniber war nach der

Abb.26: Calretikulin-assoziierte Proteine in
T S . _— — —_|  Calretikulin L
.220.B44-Transfektanten. Es wurden jeweils
i 2x10° Zellen in Digitonin-Lysepuffer aufge-
- TAP1L TNy °
schlossen und mit dem an ProteinG-Sepharose
-— - ~ | ER60 gekoppelten Kaninchen anti-Calretikulin
Antikdrper inkubiert. Nach SDS-PAGE-Auf-
— HC trennung wurden Western Blots mit den fol-
genden Antikérpern gefarbt: Maus anti-Cal-
—— —

Tapasin retikulin, 148.3 (anti-TAP1), Maus anti-ER60,
HC-10 fur HC und anti-Maus-Tapasin-Serum

/\Q(\Q\« &QQQ\/ bo'b%bo@’ @@/\}\/& Zv:.struif;\./ Serum fur humane Tapasin-
Detergenzlyse keine Interaktion mehr zwischen den drei C-terminal deletierten Tapasin-
Konstrukten und Calretikulin detektierbar, und wir fanden deutlich weniger MHC-
Molekule mit Calretikulin assoziiert. Die Assoziation von HC und Calretikulin scheint
dennoch stark von den Tapasin-Konstrukten beeinflut und durch deren Lange
bestimmt zu werden, da in der AC33-Transfektante mehr HC an Calretikulin band als in
den Transfektanten mit den stéarker verkirzten AC49- und AC53kpgL-Tapasin-Mutanten.
Die Anfigung des KDEL-Retentionssignals an ein lsliches Tapasin-Molekul fuhrt, trotz
einer vollstandigen Retention im ER (siehe 5.1.2), zu keiner Verbesserung der Bindung
von Tapasin an das MHC-Molekul. Die Deletionen im C-Terminus von Tapasin fihrten
ebenfalls zur Aufhebung der Bindung von Calretikulin an TAP. Daraus lafdt sich folgern,
dafld moglicherweise Calretikulin erst in den Peptidbeladungskomplex um TAP integriert
wird, wenn es zuvor erfolgreich durch Tapasin vermittelt an HC/B,m-Moleklle gebunden
und sich ein Subkomplex formiert hat. Obwohl diese Voraussetzung gegeben ist, kann
jedoch Uberraschenderweise weder Maus-Tapasin noch das L410F-Protein in
.220.B44-Zellen die Bindung des Calretikulin-MHC-Tapasin-Subkomplexes an TAP
bewirken. Zudem assoziiert mit diesen normal assemblierten Subkomplexen

offensichtlich deutlich weniger ER60.
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Aus diesen Daten kann man schlie3en, dal3 sich zundchst von Tapasin unterstutzt ein
Subkomplex aus Calretikulin, MHC-Klasse-I-Schwerkette und Tapasin bilden kdnnte,
der abermals durch Tapasin vermittelt an TAP bindet und zuvor oder spater ER60
integriert. Die Assemblierung dieses Subkomplexes erfolgt dabei anscheinend

unabhangig von der ER60- und TAP-Bindung.

5.4.2 Tapasin-vermittelte Rekrutierung von ER60 an TAP

ER60 wird durch Tapasin vermittelt moéglicherweise erst nach der Bildung des
Subkomplexes von Calretikulin-HC-Tapasin in den TAP-assoziierten Beladungskomplex

integriert. Dieser Assemblierungsschritt ist bei Anwesenheit von Maus-Tapasin oder der

- e - - TAP1 Abb.27: TAP-assoziierte Proteine in .220.B44-
Transfektanten. Es wurden jeweils 2x10°

‘ “‘ - ER60 Zellen in Digitonin-Lysepuffer aufgeschlossen

: und mit dem an ProteinA/G-Agarose

e * gekoppeltem  Kaninchen anti-TAP1-Serum
a - Calretikulin prazipitiert. Nach SDS-PAGE Trennung wurde

die Membran durchgeschnitten und mit den

-‘ o * _ folgenden Antikérpern geblottet: 148.3 flr
- Tapasin TAP1, Maus anti-ER60, Maus anti-Calretikulin,

biotinyliertes PAV Anti-Serum gegen Tapasin

sowie HC-10 gegen MHC-Klasse-I-

- 3 | HC
w . ' g Schwerketten (* = unspezifische Banden).
SEAARS P

K S \P‘\/ < <

L410F-Mutante in .220.B44-Zellen gestort. Es war zu klaren, ob diese Tapasin-
Varianten die direkte ER60-Bindung an den Subkomplex nicht ermdéglichen oder ob die
gestorte Interaktion mit TAP die Koprazipitation von TAP-gebundenem ERG60 indirekt
verhindert. In letztem Fall ware die ER60-Assoziation mit TAP auf ihre Tapasin-
Abh&ngigkeit zu prifen. Aus diesem Grund wurden die TAP1l-assoziierten Proteine

durch Immunprézipitation aus Digitoninlysaten von .220.B44-Transfektanten isoliert.
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Wie erwartet, liel3 sich in der .220.B44.FL-hTpn-Transfektante mit den Proteinen ER60,
Calretikulin, HC und Tapasin der vollstdndige Beladungskomplex an TAP assoziiert
nachweisen, wohingegen bei Abwesenheit von Tapasin in der pREP4-Transfektante
aul3er einer geringen Menge an ER60 keine weiteren Proteine gefunden wurden (Abb.
27). Es wurde erneut deutlich, dal3 sich die Briicke zwischen der Schwerkette und TAP
in Gegenwart von Maus-Tapasin und der L410-Mutante kaum ausbildet; weitaus
weniger HC und Calretikulin konnte an TAP detektiert werden. Auffallig war eine nur bei
der FL-hTpn Transfektante sichtbare zweite Calretikulin-Bande, die im Gegenwart der
anderen Tapasin-Konstrukte schwéacher exprimiert wird (Pfeil in Abb. 27 und Abb. 28).
Tapasin scheint ER60 direkt in den TAP-Komplex zu rekrutieren, wie der Vergleich der
Ergebnisse mit der FL-hTpn-, der Maus-Tapasin- und der L410F-Transfektante zeigt.
Die Mutante L410F liel3 sich wegen der verminderten TAP-Gesamtmenge (siehe
5.2.1.2) nur in geringen Mengen mit TAP1 koprazipitieren, was klar mit einer geringeren
ER60-Bindung an TAP korrelierte. Beeindruckender war jedoch die starke Rekrutierung
von ER60 an TAP in Maus-Tapasin-.220.B44-Zellen, die mit einer sehr guten Bindung
von Maus-Tapasin an TAP einhergeht (ndheres zur Bindungsstarke siehe unten).

Aus diesen Ergebnissen lafdt sich folgern, dal3 eine fehlende Bindung zwischen ER60
und TAP in der Maus-Tapasin-Transfektante wahrscheinlich nicht der Grund fir die
mangelhaften Rekrutierung von Calretikulin in den TAP-Komplex ist. Die verminderte
TAP-Gesamtmenge und die daraus resultierende schwache Bindung von ER60 an TAP
in der L410F-Transfektante hingegen konnte die Hauptursache fir die abgeschwachte
Interaktion zwischen dem Calretikulin/HC/hTpn-L410F-Subkomplex und ERG60 sein
(siehe Abb. 26).

Aus den vorausgehenden Experimenten kann geschlossen werden, dal3 Tapasin die
Bildung von zwei voneinander unabhdngigen Subkomplexen fordert, indem 1.
Calretikulin an das MHC-Molekll gebunden und 2. ER60 an TAP rekrutiert wird. Um
diese Beobachtung zu bestétigen, wurden die ER60-assoziierten Proteine betrachtet.

Es bestatigte sich wiederum, dalf3 sich in Maus-Tapasin exprimierenden .220.B44-Zellen
ein ER60-TAP-Komplex bildet, an dem kaum HC und nur wenig Calretikulin zu finden
ist (Abb. 28). Die Calretikulin-Bindung an ER60 war in L410F-Transfektante nur etwas
schwacher nachweisbar als in der hTpn-FL-Transfektante. Diese Beobachtung spricht

fur eine TAP-unabhdngige Assoziation der beiden Proteine, die von
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membranverankertem Tapasin deutlich verstarkt wird (vergleiche mit pREP und AC33).
Es ist jedoch bekannt, daf3 ER60 bei auch bei anderen Faltungsprozessen, die nicht der
Assemblierung von Klasse-I-Molekilen dienen, oft mit Calretikulin assoziiert ist (Zapun
et al., 1998 und Oliver et al., 1999). Calretikulin trat hier erstaunlicherweise abermals
als Doppelbande auf, und dies nur, wenn auch ein Tapasinmolekll im kopréazipitierten
Komplex zu finden war (siehe Diskussion).

Im Western Blot zum Nachweis der TAP-assoziierten Tapasin-Konstrukte zeigte sich,

*

’,“ oD e TAP1 Abb.28: ERG60-assoziierte Proteine in .220.B44-
: Transfektanten. Es wurden jeweils 2x10° Zellen in

# ﬂ‘ & — | calretikulin Digitonin-Lysepuffer aufgeschlossen und mit dem an
' ProteinA/G-Agarose gekoppelten Maus anti-ER60

‘ “ - Tapasin Antikdrper inkubiert. Nach SDS-PAGE Trennung
‘ ‘ wurden Western Blots mit den folgenden Antikdrpern
gefarbt: 148.3 (anti-TAP1), Kaninchen anti-

- - — HC Calretikulin, anti-Maus-Tapasin Serum sowie “PAV*

: Anti-Serum gegen Tapasin fur Tapasin sowie HC-10

&

«Q‘\ ((\QQ dgb w Qg? fur MHC-Schwere Ketten (*unspezifische Banden).
v N

<& >
dal3 Maus-Tapasin mit dem "PAV"-Antiserum hier sehr gut detektiert werden konnte. In
friheren Untersuchungen an Lysaten war jedoch stets eine schwachere Farbung von
Maus-Tapasin durch das gegen menschliches Tapasin (AS 2-20) generierte Peptid-
Serum “PAV* aufgefallen (siehe Abb. 16 und 21). Diese Beobachtung spricht fur eine
selektive Anreicherung von Maus-Tapasin an humanem TAP in .220-Zellen. Um einer
verstarkten Bindung von Maus-Tapasin auch an das ER60-Molekil nachzugehen,
wurde ein weiteres ER60-Prazipitat aus .220.B44.Tapasin-Lysaten mit dem "PAV"-
Srum geféarbt und die Menge von ERG60-assoziiertem Tapasin mit der Menge aus
Concanavalin-A-Prazipitationen verglichen. (Das immobilisierte Lektin Concanavalin A
prazipitiert mannosereiche Glykoproteine.)
Es zeigte sich in der Tat, dal’ im Vergleich zur Situation mit humanem Tapasin oder der
L410F-Mutante, deutlich mehr Maus-Tapasin-Molekile im ER60-assoziierten Pool
vorhanden waren als vom ConA-Prazipitat und vom Western Blot des Gesamtlysats zu
erwarten gewesen ware (Abb. 29). Maus-Tapasin interagiert demnach in .220.B44-
Zellen uberproportional gut mit ER60.
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Es kann gefolgert werden, dal3 die Bindung von Maus-Tapasin an ER60 und an TAP im
Vergleich zum humanen Tapasin eher verstérkt ist. Diese Anreicherung und starke
Interaktion von Maus-Tapasin mit dem TAP-Subkomplex kdnnte ein Grund fur die
defekte Bruckenbildung zum HC-Calretikulin-Subkomplex sein (siehe Diskussion).
Demgegenuber wirkt sich die schwéachere Bindung der Punktmutante L410F an TAP in
einer generell schwacheren Ausbildung des gesamten Beladungskomplexes aus.

Es stellt sich die Frage, ob eine schwache oder ganz fehlende TAP-Expression die

Starke der Interaktionen zwischen den Komponenten in einem madglichen

A B C

Lysat ConA Praz. anti-ER60 IP

-y
- D : :

G e -
&« &« &«
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Abb.29: Verstarkte Assoziation von mTpn mit ER60. (A) Expression von Tapasin in .220.B44-
Transfektanten. Nach der NP40-Lyse von jeweils 5x10° Zellen folgte eine Auftrennung durch SDS-PAGE
und ein Western Blot mit “"PAV™-Serum, um die Expression der Tapasin-Konstrukte sichtbar zumachen.
(B) Concavalin A-bindene Tapasinmengen. Nach NP40-Lyse von 2x10° Zellen wurde eine Préazipitation
mit ConA-gekoppelter Sepharose vorgenommen. Der Trennung im SDS-PAGE folgte ein Western Blot
mit "PAV" Serum. (C) ER60-assoziierte Tapasinmengen. Nach Digitoninlyse von 2x10° Zellen wurde mit
dem anti-ER60 Antikdrper prazipitiert. Der SDS-PAGE-Trennung folgte ein Western Blot mit "PAV"-

Sertim.

HC/CRT/Tpn/ER6E0 ,Pra-TAP“-Komplex beeinfluldt (siehe Abb. 26). Mdoglich wére, dal3
Tapasin nur in der TAP-assoziierten Form einen signifikanten Einflul3 auf die Bildung
des Subkomplexes um das MHC-Molekil ausiuben kann. Um diese Frage zu
beantworten, wurde die TAP-negative Zelllinie T2 mit einer rTAP1/2-Transfektante von
T2 verglichen. Durch Immunprézipitation aus Digitoninlysaten von T2- und T2.rTAP-
Zellen wurden die ER60- und Tapasin-assoziierten Komplexe isoliert.

Wir fanden in T2- gegenlber T2.rTAP-Zellen deutlich weniger Calretikulin, HLA-B51
und Tapasin an ER assoziiert, moglicherweise, weil ER60 wegen des Fehlens von TAP
in T2-Zellen den Transporterkomplex nicht als Eintrittspunkt in den Beladungskomplex

nutzen kann (Abb. 30B). Erstaunlicherweise ist aber in T2-Zellen auch die Interaktion
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zwischen Tapasin und dem HLA-B51 Molekil sowie zwischen Tapasin und ERG60
weniger stark ausgepragt (Abb. 30C). Tapasin fordert, wie unter 5.4.1 gezeigt, in
.220.B44-Zellen die Bildung des Calretikulin-MHC-Tapasin-Subkomplexes offensichtlich
nur dann, wenn der Komplex eine transiente Interaktion mit dem TAP-Subkomplex
eingehen kann. Diese Voraussetzung wird durch die Deletion des C-Terminus von
Tapasin schwer erfullbar, ist jedoch bei Anwesenheit von Maus-Tapasin und der L410F-
Mutante gegeben. Tapasin wird zwar in T2-Zellen wie in T2.rTAP Zellen gleich stark
exprimiert. Es liel3 sich jedoch kein Tapasin-ER60-Komplex mehr nachweisen. “Freies
Tapasin®“ ist allein offensichtlich nicht in der Lage, den Subkomplex um das MHC-

Molekil effiziente zu assemblieren.

A B C

e (RGO

- Calretikulin = . Calretikulin .= |ER60
EHR — - )

b. HLA-B51 - | HLA-B51 W= | HLA-B51
EHS —

“ Tapasin Ih - TapaSin

Abb.30: (A) Expression von ER60, Calretikulin, HLA-B51 und Tapasin in T2 (tberall linke Spur) und
T2.rTAP (rechte Spur) Zellen. 5x10° Zellen wurden nach NP40-Lyse im SDS-PAGE aufgetrennt und mit
den folgenden Antikérpern geblottet: mouse anti-grp57 fir ER60, mouse anti-Calretikulin fir Calretikulin,
HC-10 fur HLA-B51 und PAV Serum fur Tapasin. (B) ER60-assoziierte Proteine in T2 (links) und T3
(rechts). Digitoninlysate von jeweils 2x10° Zellen wurden mit dem an ProteinA/G-Agarose gekoppelten
anti-grp57 Antikorper inkubiert und préazipitierte Proteine mittels SDS separiert. Der Western Blot erfolgte
mit den bei A erwdhnten Regentin. (C) Tapasin-assoziierte Proteine in T2 (links) und T3 (rechts).
Digitoninlysate von jeweils 2x10° Zellen wurden mit dem an ProteinA/G-Agarose gekoppelten STC-
Serum inkubiert und préazipitierte Proteine mittels SDS separiert. Der Western Blot erfolgte mit den unter
A aufgefuhrten Antikdrpern.
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5.5 Der Einflul3 von Tapasin auf zelloberflachenexprimierte
MHC-Klasse-I-Molekile

5.5.1 Quantitative Daten: Gesamtmenge an MHC-Klasse-I-Molekulen
5.5.1.1 Nachweis mit dem Pan-MHC-Klasse-I-Antikdrper W6/32

Mit dem Wissen, dal3 sowohl die C-terminal deletierten Tapasin-Konstrukte als auch
Maus-Tapasin und die Punktmutante L410F nicht oder nur vermindert in der Lage sind,
den Peptidbeladungskomplex an TAP zu assemblieren, stellte sich die Frage, wie sich
diese Defekte auf die MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression auswirken. Bangia und
Kollegen konnten bereits zeigen, dal3 sich der Beladungskomplex nach Expression N-
terminal deletierter Tapasinmolekile in .220.B8-Zellen ebenfalls nicht assembliert, da
weder die Bindung von Calretikulin noch von ER60 an HC ermdglicht wird (Bangia et
al., 1999).

Um den Einflul3 der Tapasinmutationen auf die Gesamtexpression von MHC-Klasse-I-
Molekulen in .220, .220.B8 und .220.B44-Transfektanten zu analysieren, wurden FACS-

Zellzahl .220 .220.B8 .220.B44
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Abb. 31: Gesamtmenge an zelloberflachenexprimierten MHC-Klasse-I-Molekilen auf .220-, .220.B8- und
.220.B44-Transfektanten. Es wurde eine FACS Farbung mit dem Pan-MHC-Klasse-I-Antikdrper W6/32
und und FITC-markiertem Ziege anti-Maus-lg durchgefihrt. Aufgetragen ist die Zellzahl Uber der
Fluoreszenzintensitat fur FITC. 74
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Farbungen mit dem monoklonalen Antikbrper W6/32 durchgefuhrt. Dieser Antikdrper
erkennt eine monomorphe Determinante auf [.m-assoziierten Schwerketten aller
allelischen Produkte der humanen MHC-Klasse-I-Loci HLA-A,-B und -C sowie HLA-E,-F

A B
Zellzahl Zellzahl
A
A Vektor Vektor
hTpn FL hTpn FL
mTpn //ﬂ\\ AC53kpeL
IDD I!IZII I!III2 1‘08 194
M49hTpn Fluoreszenzintensitat
Abb.32: Gesamtmenge an zelloberflachenexprimierten
K408V MHC-Klasse-I-Molekiillen auf .220.B44-Transfektanten.
Es wurden FACS Féarbungen mit dem Antikdrper W6/32
L410F und Ziege-anti-Maus-Ig-FITC durchgefiihrt. Aufgetragen
o et e ist die Zellzahl Uber der Fluoreszenzintensitat fur FITC.

\

Fluoreszenzintensitat

und -G (Barnstable et al., 1978).

Es zeigte sich, dal3 die C-terminalen Deletionskonstrukte die MHC-Klasse-I-
Zelloberflachenexpression auf .220-, .220.B8- und .220.B44-Zellen in gleicher Starke
wie das hTpn-FL Konstrukt induzierten, wohingegen die N-terminalen Verkirzungen
und die Deletion der Ig-Doméane im Tapasinmolekil keine Steigerung der Klasse-I-
Expression auf .220.B8- und .220.B44-Zellen bewirkten (Abb. 31). Durch die Alg-
Mutante konnte hingegen die HLA-Cwl-Expression auf .220-Transfektanten etwas
erhoht werden (siehe Diskussion). Die Expression von mTpn, mashTpn, der
Punktmutanten K408V und L410F und des AC53kpg -Konstrukts in .220.B44-
Transfektanten fuihrt ebenfalls zu einer Steigerung der Menge an MHC-Klasse-I-
Molekilen auf das Niveau der hTpn-FL-Transfektanten (siehe Abb. 32).

Das Vorhandensein des vollstandigen Peptidbeladungskomplexes ist offensichtlich kein
Faktor, der die Anzahl an Zelloberflachen-HLA-Molekilen bestimmt. Werden jedoch
frihe Stufen der Assemblierung nicht ermoéglicht, fuhrt dies zur Inhibition des

Plasmamembrantransports von HLA-B8- und HLA-B44-Molekilen. So binden N-
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terminale  Tapasin-Detetionsmutanten  (wie  wahrscheinlich auch die Ig-
Deletionsmutante) sehr schwach an MHC-Molekule und ermdglichen keine Bindung von
Calretikulin, womit sich der erste Subkomplex nicht bilden kann (Bangia et al., 1999).
Offensichtlich erlaubt diese Situation keine Peptidbeladung, die zu einer gesteigerten
Klasse-I-Oberflachenexpression fiuihren wirde. Alle anderen Tapasin-Mutanten sind
zumindest partiell in der Lage, den Subkomplex aus dem HLA-Molekdl, Calretikulin und
Tapasin zu assemblieren, was auszureichen scheint, um auf den Transfektanten die
Klasse-I-Expression wie bei Anwesenheit von menschlichem Tapasin zu induzieren.
Aus diesen Ergebnissen kann man schlief3en, dal3 schon eine initiale oder transiente
Interaktion zwischen Tapasin und dem Klasse-I-Molekil (und Calretikulin) die

Peptidbindung und damit die Oberflachenexpression stark férdert.

5.5.2 Qualitative Daten: Expression allospezifischer Epitope

5.5.2.1 Nachweis mit allelspezifischen Antikdrpern

Die mit dem Antikdrper W6/32 detektierte Zelloberflachenexpression von MHC-Klasse-I-
Molekulen auf .220.B8- und .220.B44-Zellen setzt sich aus HLA-Cwl und -B8 bzw.
HLA-Cw1 und HLA-B44-Molekilen zusammen. Um die alleinige Expression von HLA-
B8 zu messen, wurden die B8/Bw6-spezifischen, monoklonalen Antikérper 2BC4, T384-
25, SFR8-B6 und T126-39 verwendet. Die HLA-B44 Expression wurde mit den Bw4-
spezifischen, monoklonalen Antikdrpern T116-5-28, TT4-A20 und TU109 auf .220.B44-
Transfektanten bestimmt. Es sollte mit diesen alloreaktiven Antikorpern die Frage
geklart werden, ob sich die Defekte in der Assemblierung des Peptidbeladungs-
komplexes auf die Ausbildung bestimmter konformationsabhéngiger Epitope des
Klasse-I-Molekiils auswirken. Der Antikdrper W6/32 bindet generell an (3,m-assoziierte
Schwerketten, die moglicherweise in mehreren peptidabhdngigen Konformationen
vorliegen koénnen. Die Bw4- und Bwe6-Epitope sind beide durch allelspezifische
Aminosauren an den Positionen 80, 82 und 83 in der a;-Doméane des MHC-Klasse-I-
Molekils liegenden Aminosauren definiert, werden kénnen aber zusétzlich durch die Art
und Lage benachbarter Aminoséauren in ihrer Ausbildung beeinfluf3t werden (Lutz et al.,
1994).
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Abb.33: Expression von Determinanten auf .220.B8 Transfektanten. Es wurde eine FACS Féarbung mit
den Bw6-spezifischen Antikorpern 2BC4, T384-25, SFR8-B6 und dem HLA-B8-spezifischen Antikbrper
T126-39 und Ziege anti-Maus- bzw. Ziege anti-Ratte-FITC (SFR8-B6) durchgefiihrt. Aufgetragen ist die

Zellzahl Gber der Fluoreszenzintensitat fur FITC.

Es zeigt sich in einer FACS-Oberflachenfarbung von .220.B8-Transfektanten mit dem
HLA-B8-spezifischen Antikdrper T126-39, dal? HLA-B8-Molekile von den AC-
Konstrukten in sehr @hnlichen Mengen induziert werden wie durch humanes Tapasin
voller Lange (Abb. 33). Jedoch zeigte die Farbung mit verschiedenen Bw6-reaktiven
Antikorpern deutliche Unterschiede. In der Reihenfolge der Antikorper 2BC4 > SFR8-B6
> T384-25 wurden Expressionsdefekte auf den AC-Transfektanten sichtbar.

Die HLA-B44 Expression wurde mit Bw4-spezifischen Antikorpern auf den .220.B44-
Transfektanten analysiert. Mit Ausnahme der AC49-Transfektante, die eine etwas
schwachere Farbung aufwies, waren die mit dem Bw4-Antikbrper T116-5-28
nachgewiesenen Mengen von HLA-B44, auf der hTpn-FL, der AC33-, der AC49-, der
mTpn-, der myhTpn- sowie der L410F-Transfektante etwa gleich hoch. Gleichzeitig
wurde jedoch durch schwachere Farbungen mit den Antikdrpern TT4-A20 und TU109
deutlich, dalR auch die vollstdndige Ausbildung der von diesen Antikdrpern erkannten
des Bw4-Determinanten bei allen Transfektanten im Vergleich zur hTpn-FL-
Transfektanten gestort ist (Abb. 34 und 35).

Es stellte sich die Frage, wie die beobachteten Defekte in der Ausbildung von einigen,
aber nicht allen von Bw6- bzw. Bw4-Antikdrpern erkannten Epitopen zustande kommen.
Da die verwendeten Bw4/Bw6-Supertyp-Antikdrper einen exponierten Bereich in der a;-
Doméane der MHC-Molekiile erkennen, ist anzunehmen, dal3 diese Region auf den
Transfektanten mit Tapasin-Mutanten entweder fir manche Antikdrper maskiert oder

aufgrund einer etwas anderen Konformation des MHC-Molekiils verandert ist. In beiden
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Abb.34: Expression des Bw4-Epitops auf .220.B44-Transfektanten. Es wurde eine FACS-Farbung mit
den Antikdrpern TT4-A20 und 116-5-28 sowie Ziege-anti-Maus-1g-FITC durchgefuhrt. Aufgetragen ist die

Zellzahl Gber der Fluoreszenzintensitat fur FITC.

Fallen kdnnte die Art des in die Grube gebundenen Peptids der Grund fur die gestorte
Epitoperkennung sein. Vorstellbar wére die Bindung von Peptiden, die durch ihre
ungewohnlich  exponierten Reste die Epitoperkennung einiger  Antikorper
beeintrachtigen. Andererseits kdnnten bestimmte Seitengruppen im C-terminalen Ende
der gebundenen Peptide die Entstehung der erforderlichen Supertyp-Konformation in
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der flankierenden a;-Doméne nicht unterstiitzen, wie dies fur das von TU109 erkannte

Bw4-Epitop bereits beschrieben wurde (Takamiya et al., 1996).

MCF
A
f.-"l Vektor
Abb.35: Expression eines Bw4-Epitops auf
/\ hTpn FL .220.B44-Transfektanten. Es wurde eine
FACS Farbung mit Antikérper TU109 und
AC53-KDEL  zjege-anti-Maus-Ig-FITC durchgefiihrt. Auf-
getragen ist die Zellzahl Gber der Fluores-
AC49 zenzintensitét fir FITC.
j\ mTpn
L S

-

Fluoreszenzintensitat

5.6 Der Einflu3 von Tapasin auf die Peptidbeladung

von MHC-Klasse-I-Molekilen

5.6.1 Peptidbeladene MHC-Klasse-I-Moleklle
auf .220.B44-Transfektanten

Schoenhals und Kollegen schlossen aus ihren Versuchen, dal3 Tapasin eine ER-
Retentionsfunktion auf H-2KP-Molekille ausiibt, die das Erscheinen peptidleerer
Molekule auf der Zelloberflache von Insektenzellen verhindert (Schoenhals et al., 1999).
Es stellte sich fur uns die Frage, ob das Fehlen von Tapasin auch in der .220-Zelllinie
dazu fuhrt, dal3 leere MHC-Klasse-I-Molekule auf die Zelloberflache gelangen. Es sollte
gepruft werden, ob die beobachteten Defekte in der Generierung der Bw4/Bw6-Epitope
in Gegenwart der Tapasin-Mutanten mit der Anwesenheit von peptidleeren Molekilen
erklarbar sein konnten.

Um eine direkte Peptidabhangigkeit der Maturation in allen Transfektanten zu

untersuchen, wurde die Peptidzufuhr ins ER unterbunden und der Effekt auf die Reifung
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der MHC-Klasse-I-Molekiile betrachtet. Durch eine Lactacystin-Behandlung von
.220.B44-Transfektanten wurde die proteasomale Degradation von Proteinen und so
die Entstehung von zytoplasmatisch generierten Peptiden verhindert. Nach radioaktiver
Markierung der Zellen zu mehreren Zeitpunkten wurde eine Immunprazipitation der
entstandenen W6/32-reaktiven MHC-Klasse-I-Molekile durchgefiihrt. Nachdem die
Proben mit Endoglykosidase H verdaut worden waren, wurde nach einer SDS-PAGE-
Auftrennung im Autoradiogramm der Zelloberflachentransport der MHC-Klasse-I-
Molekule durch das im zeitlichen Verlauf fortschreitende Erreichen der Endo-H-

resistenten Form sichtbar.
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Abb. 36: Maturation von MHC-Klasse-I-Molekillen in .220.B44-Transfektanten bei normaler Peptidzufuhr
und bei Peptiddepletion durch Lactacystin. Nach einer zweistiindigen Inkubation der Zellen mit oder ohne
Lactacystin wurde eine metabolische Markierung mit 35S-Methionin/Cystein durchgefuhrt. Es wurde mit
kaltem Medium weiterkultiviert und zu den angegebenen Zeitpunkten Zellaliquots entnommen, in NP40
lysiert und mit dem Antikdrper W6/32 inkubiert. Mit W6/32 préazipitierte MHC-Molekile wurden nach
Endoglykosidase-Verdau und Auftrennung im SDS-PAGE mittels Autoradiographie sichtbar gemacht und

mit der Lumi-Analyst-Software quantifiziert. 80
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Zunachst war festzustellen, dal3 bei normaler Peptidzufuhr die Reifung von MHC-
Klasse-I-Molekilen bei der Vektor-Kontroll-Transfektante gegeniber der hTpn-FL,
AC49- und mTpn-Transfektante vermindert war (Abb. 36). Dieses Ergebniss korreliert
gut mit den W6/32-Farbungen der betreffenden Zellen. Desweiteren war in Anwesenheit
des Proteasomeninhibitors Lactacystin die Reifungskinetik bei allen Transfektanten
gleichsinnig verlangsamt und die Gesamtmenge an W6/32-prazipitierbaren MHC-
Klasse-I-Molekilen deutlich herabgesetzt. Hieraus a3t sich schlieRen, 1. dalR die
Anwesenheit einer minimalen Menge an Peptid fir die Stabilitat und Reifung von HLA-
B*4402/-Cw1-Molekulen wichtig ist, wahrend die sehr unterschiedlichen TAP-Mengen in
FL-hTpn/mTpn bzw. AC49/pREP4-Transfektanten diese Faktoren wenig beeinflussen,
2. dal3 bei Peptiddepletion durch Lactacystin die membranverankerten hTpn und mTpn-
Molekiile MHC-Klasse-I nicht starker als AC49 im ER zurtickhalten, was gegen eine
besondere Rolle von Tapasin bei der ER-Retention leerer MHC-Klasse-I-Molekile
spricht; 3. dal3 auch in Abwesenheit von Tapasin nicht vermehrt peptidleere MHC-
Klasse-I-Molekile aus dem ER entlassen werden, sondern eine (wenn auch
suboptimal) stattfindende Peptidbeladung fir das Auswandern zur Zelloberflache
notwendig ist. Das Ergebnis dieses Experiments spricht also dagegen, dal3 von Bw4-
spezifischen Antikérpern schwach angeféarbte Zellen vermehrt leere MHC-Klasse-I-
Molekile auf der Zelloberflache exprimieren.

Der Verlust von Peptiden auf dem Weg zur Zelloberflache oder sofort nach dem
Erscheinen auf der Plasmamembran dirfte nicht oder kaum auftreten, sonst mufite die
durch Zelloberflachenfarbung mit dem W6/32-Antikdrper ermittelte Anzahl an HC/3,m-
Molekulen auf manchen Tapasin-Transfektanten wohl geringer sein (siehe Abb. 31 und
32).

5.6.2 Stabilitat von MHC-Klasse-I-Molekilen im Detergenzlysat

Aus den Ergebnissen mehrerer Gruppen ist eine Funktion von Tapasin bei der
Peptidbindung an MHC-Klasse-I-Molekile ableitbar. So ist die defekte
Zelloberflachenexpression von Klasse-I-Molekilen auf der .220-Zelllinie wohl einer
fehlenden Peptidbeladung zuzuschreiben, die bei Abwesenheit von Tapasin mehreren
HLA-Allelen den ER-Export stark verringert (Grandea et al., 1997; Peh et al., 1998).
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Vorstellbar ist neben dieser essentiellen Beladungsfunktion von Tapasin auch eine
Rolle bei der Selektion von hoch affinen Peptiden, wie sie fuir MHC-Klasse-II-Molekile
durch HLA-DM geschieht (Ubersicht in Vogt und Kropshofer, 1999). HLA-DM ist ein
Peptideditor fir MHC-Klasse-II-Molekule, d.h. die Interaktion mit diesem Protein fuhrt
zur Dissoziation von wenig affinen Peptiden aus der Bindungsfurche, die statt dessen
mit hoch affinen Peptiden besetzt wird.

Fur das MHC-Klasse-I-Molekl ist bekannt, dal3 sich die Bindung von Peptid und B.m
an die Schwerkette beeinflussen, d.h. der Dissoziation des Peptids folgt auch sehr bald
das Ablosen von (om (Parker et al., 1992; Cook et al., 1996). Aus diesem Grund
bestimmt die Affinitdit des Peptids zum Klasse-I-Molekil auch die Stabilitdt und
Lebensdauer des HC/B.m-Peptid-Komplexes. Um einer Peptideditorfunktion von
Tapasin nachzugehen, wurde die Stabilitat der trimeren Komplexe bei An- und

Abwesenheit von Tapasin analysiert.

Abb.37: Thermostabilitaét der HC/B,m Form von H-2K"-
Ton** m Molekulen. NP40-Lysate von ConA-Blasten aus Tpn"'-
und Tpn**-Mausen wurden fir die angegebenen Zeiten

bei 37°C inkubiert. H-2K-Molekiile wurden dann mit

Tpn™ dem konformationsabhéngigen Antikérper Y3 prazipitiert

. und im Western Blot mit anti-P8 Serum sichtbar
gemacht. Man erkennt eine obere Zelloberflachenform
und die untere ER-Form (vgl. Abb. 36).

0 15 30 60 120 240 min

Die Bindungsstarke der Peptide wurde indirekt bestimmt, indem das Ausmald der
thermischen Dissoziation des HC/B,m-Molekils betrachtet wurde (Neefjes et al.,
1993c). Dazu wurden NP40-Lysate von ConA-Blasten aus Tapasin™- und Tapasin**-
Méausen fur verschiedene Zeiten bei 37°C inkubiert und mit dem
konformationsspezischen Antikorper Y3 die Restmenge an HC/B,m-Molektlen isoliert.

Es zeigte sich im Western Blot mit dem Antiserum anti-P8 gegen die zytoplasmatische
Domane der H-2KP-Schwerkette, daR HC/[3,m-Molekile bei Abwesenheit von Tapasin
in den Zellen schon nach wenigen Minuten zerfallen. Demgegenuber waren die
peptidbeladenen, zelloberflachenexprimierten H-2K"-Molekiile bei Anwesenheit von
Tapasin mindestens 2h lang stabil (Abb. 37). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dafl3
Tapasin das Peptidrepertoire auf H-2KP-Molekiilen so beeinfluRt, daR durch mehr
Peptide mit geringerer Dissoziationsrate die Stabilitdit der MHC-Moleklle deutlich
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verbessert wird. Eine fehlende Peptidselektionsfunktion in Abwesenheit von humanem
apasin voller Lange koénnte auch die Ursache der beobachteten Defizite in der
Ausbildung der Bw6- oder Bw4-spezifischen Epitope sein. Vorstellbar ware, daf’
schwach affine Peptide auf den Defektmutanten die Entstehung bestimmter
Konformationen nicht ermdglichen. Um einen Hinweis auf die Bindungsaffinitat der
Peptide auf HLA-B44-Molektlen in den Tapasin-Transfektanten zu bekommen, wurde
auch hier die Thermostabilitat der MHC-KlIsse-I-Molekiile im Detergenzlysat bestimmt
(siehe oben). Mit dem Antikdrper W6/32 wurden abermals nur intakte HC/,m-Molekule
aus den bei 4° C oder 37° C inkubierten Proben prazipitiert und die isolierten Schweren
Ketten auf einem Western Blot mit dem Antikérper HC-10 nachgewiesen (Abb. 38; die
quantitative Auswertung erfolgte abermals durch Lumi-Analyst Software. Die ermittelte
Menge nach 4° C Inkubation wurde in jeder Probe als 100% gesetzt).

Der stabilisierende Einflu3 von Tapasin auf HC/3;m-Molektle in .220.B44-Zellen zeigte
sich beim Vergleich der hTpn-FL- mit der pREP4-Transfektante. Bei Abwesenheit von
Tapasin lieBen sich nach der Hitzebehandlung nur ca. 45% der Anzahl an MHC-
Molekllen zuriickgewinnen, die bei Anwesenheit von Tapasin verblieben. Wahrend die

verbleibende HC/B.m-Menge nach thermischer Dissoziation aus hTpn-FL-

34% 75% 30% 40% Abb.38: Thermostabilitdit von HC/B,m-Molekilen in

.220.B44-Transfektanten. Nach Lyse in NP40 von

m . - i 2x10° Zellen wurde eine Halfte 1h bei 4°C und die

- O & == A= andere bei 37°C inkubiert. Verbleibende HC/3m

4° 37° 4° 37° 4° 370 4° 3r° Dimere wurden mit dem Antikbrper W6/32

pREP4  hTpn hTpn mTpn prazipitiert und im Western Blot mit HC-10
FL AC49 FL nachgewiesen.

Transfektanten noch 75% betrug, dissoziierten die HLA-B*4402 Dimere aus der pREP4,
der AC49- und der mTpn-Transfektante starker, so dafl3 nur 30% bis 40% der nach einer
Inkubation bei 4° C verbliebenen Mengen detektierbar waren.

Weder die Expression von Maus-Tapasin noch von der AC33-hTpn in .220.B44-Zellen
fuhrt zu einer im Lysat nachweisbaren Stabilisierung von Klasse-I-Molektlen. Es ist zu
vermuten, dald diese Tapasin-Moleklle bei der Selektion von Peptiden in .220.B44-

Zellen keine oder eine weitaus geringere Rolle spielen als humanes Tapasin.
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5.6.2 Induktion des Bw4-Epitops durch exogene Beladung mit
Peptiden

Es kann aus den bisherigen Experimenten gefolgert werden, dal3 die untersuchten
Tapasin-Mutanten die Bindung hochaffiner Peptide auf MHC-Klasse-I-Molekile in den
.220.B44-Zellen nicht sichtbar férdern. Aus diesem Grund wére es vorstellbar, dal? das
Fehlen hochaffiner Peptide auf den MHC-Klasse-I-Molekulen fir die beobachteten
Defizite in der Ausbildung des Bw4-Epitops ursachlich ist. Um zu tberprifen, ob sich
das Bw4-Epitop fur den Antikdrper TT4-A20 peptidabhéngig ausbildet, wurden die
hTpn-FL-, AC33- und AC49-Transfektante exogen mit den HLA-B*4402 bindenden
Peptiden AED (EBNAG6) und VEI (Hsp90) (Peh et al., 1998) beladen und eine FACS-
Farbung durchgefihrt.

Abb.39: Induktion des TT4-Epitops durch

exogene Beladung von hoch affinen

Peptiden auf .220.B44-Transfektanten. Es
T 1 wurden 2x10° Zellen 2h bei Raum-

Rel. MCF (%)

2 A

15 temperatur mit 100 uM EBNA6- (AED) oder
. m FL Hsp90-Peptid (VEI) inkubiert und eine
m Ac33 FACS-Farbung mit dem Antikdrper TT4-A20

U ac49  und Ziege-anti-Maus-Ig-FITC durchgefiihrt.

051 In  der Auswertung ist die mittlere
. Fluoreszenz (MCF) der Farbung fur FITC im

Verhaltnis zur Farbung nach Inkubation mit
einem Kontrollpeptid (ASYDKAKLK) gezeigt.

AED VEI

Es zeigte sich, daR die Inkubation mit den B44-Liganden im Fall der AC49-
Transfektante zu einer deutlichen Induktion des TT4-A20-Epitops fuhrt (Abb. 39). Die
Beladung der hTpn- und AC33-Transfektante hingegen zeigte keinen oder kaum Einfluf3
auf die Ausbildung des TT4-A20 Epitops. Es ist anzunehmen, dal3 im Fall der hTpn-FL-
Transfektante der Austausch von endogenen gegen exogen zugefihrte Peptide kaum
geschieht, da die naturlich gebundenen Peptide bereits sehr stabil gebunden sind. Auch
die Ausbildung des TT4-A20-Epitops auf AC33-Transfektanten erfolgt durch die
natdurlich gebundenen Peptide schon relativ gut (siehe Farbung mit TT4-A20 unter
5.5.2), daher scheint eine weitere Steigerung durch exogene Peptidzugabe nicht
stattzufinden. Wegen der beobachteten Erhéhung der TT4-A20-Reaktivitat kann im Fall
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der AC49-Transfektante hingegen vermutet werden, dal3 sich das TT4-A20-Epitop dort

aufgrund einer suboptimalen Peptidbeladung nur schwach ausbildet.

5.6.4 In vivo-Stabilitat von MHC-Klasse-I-Molekilen aus
.220.B44-Transfektanten

Die Stabilitat der MHC-Molekile im Detergenzlysat gab einen ersten Hinweis auf eine
bei Abwesenheit von humanem Tapasin voller Lange suboptimal erfolgende
Peptidbeladung. Man geht davon aus, dalR ein Klasse-I-Molekil, das mit schwach
affinen Peptiden beladen ist, in vivo eine relativ kurze Lebensdauer besitzt, da das
Dimer aus Schwerkette und .m ohne Peptid instabil ist (Parker et al., 1992). Aus
diesem Grund versuchten wir weitere Hinweise auf die Qualitat der gebundenen
Peptide zu erhalten, indem wir die Halbwertszeit der zelloberflachenexprimierten MHC-
Klasse-I-Molekule auf .220.B44-Transfektanten bestimmten. Zunachst wurde der Export
von neuen MHC-Molekilen aus dem ER durch Brefeldin A verhindert (Nuchtern et al.,
1989), um einen definierten Pool an zelloberflichenexprimierten MHC-Molekilen zu
analysieren. Nach 10 Stunden Inkubation wurde die verbleibende Menge an MHC-
Molekulen durch eine FACS-Farbung mit dem dem Antikorper W6/32 bestimmit.

Rel. MCF (%) Abb.40: MHC-Klasse-I-Zelloberflachenflachen-

— expression nach 10h Behandlung mit Brefeldin
A von .220.B44-Tapasin-Transfektanten. Es
wurde eine FACS-Farbung mit dem Antikorper
W6/32 ausgewertet. Die mittleren Fluores-
H zenzen nach BFA-Behandlung wurden ins

Verhdltnis zu denjenigen unbehandelter Zellen

o B 8888

Vektor FL AC33 AC49 L410F mTpn mysh gesetzt.

Es zeigte sich auch nach 10 Stunden Behandlung mit Brefeldin A keine Abnahme der
Menge an MHC-Klasse-I-Molekilen auf der hTpn-FL-Transfektante, wohingegen bei
der L410F-, mTpn-, m149hTpn-, AC33- und AC49-Transfektante eine Reduktion bis zu
25% eintrat (Abb. 40). Fehlte Tapasin vollstandig, war sogar eine Reduktion der HLA-
B44 Menge auf 40% zu beobachten.
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Dieses Experiment machte eine verkirzte Lebensdauer der MHC-Klasse-I-Molekiile
insbesondere bei Abwesenheit von Tapasin voller Lange deutlich.

Zur Bestimmung der Lebensdauer der Klasse-I-Molekille wurde ein weiteres
Experiment durchgefiihrt. Es wurde das Verschwinden von *S-markierten HC/B,m-
Molekilen in den .220.B44-Transfektanten gemessen. Dazu wurde die nach mehreren
Stunden noch vorhandene Menge an Klasse-I-Molekilen mit dem Antikdrper W6/32

immunprazipitiert.

.220.B*4402.pREP4 .220.B*4402.hTpn FL .220.B*4402.hTpn AC49
S 100 ty,~2h 100 t,,~20h 100 t,,~7.5h
2 80 80 80
3 60 60 60
2 40 40 40
i
< 20 20 20
0 B e AR O
0 3 6 9 1215 18 0 3 6 9 1215 18 0 3 6 9 1215 18
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.220.B*4402.hTpn L410F .220.B*4402.mTpn .220.B*4402.m,shTpn
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Abb.41: Zerfall der MHC-Klasse-I-Molekile an der Zelloberflache von .220.B44-Transfektanten. Nach
metabolischer Markierung mit 35S-Methionin/Cystein wurde ohne Radioaktivitat weiterkultiviert und zu den
angegebenen Zeitpunkten ein Zellaliquot entnommen. Der Lyse in NP40 folgte die Prézipitation der MHC-
Klasse-I-Molekile mit W6/32 und eine SDS-PAGE-Auftrennung. Die Quantifizierung der Banden erfolgte

mittels Lumi-Analyser-Software vom Autoradiogramm.

Auf dem Autoradiogramm wurde abermals der schnellere Zerfall von
zelloberflachenexprimierten Klasse-I-Molekilen auf jenen .220.B44-Transfektanten
deutlich, die Mutationskonstrukte von Tapasin oder Maus-Tapasin exprimieren (Abb.

41). Wahrend die HC/B,m-Molekiile in der hTpn-Transfektante eine Halbwertszeit von
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20 Stunden aufwiesen, waren die Werte fiur alle anderen Transfektanten deutlich
geringer: mTpn: 4h, myshTpn: 8h, AC49: 7.5h, L410F: 7.5h, pREP4: 2h.

5.6.5 Massenspektrokopische Analyse der Peptide
auf .220.B44-Transfektanten

Nachdem aus den vorangehenden Ergebnisse vermuten werden konnte, daf bei
Abwesenheit von humanem Tapasin voller Lange eine suboptimale Peptidbeladung von
MHC-Klasse-I-Molekulen erfolgt, stellte sich die Frage, wie sich die auf den
Transfektanten préasentierten Peptide in ihrer Zusammensetzung unterscheiden. Es ist
wahrscheinlich, da’ die Lange eines gebundenen Peptids die Stabilitdtt des MHC-
Komplexes beeinflussen kann. Wenn ein Peptid aus weniger Aminosauren
zusammengesetzt ist, als fur eine Bindung an das MHC-Molekll optimal ware, treten
zwischen dem Peptid und der Grube zu wenig stabilisierende Wechselwirkungen auf
(Fahnestock et al., 1994). Ist das Peptid hingegen zu lang, wird es wahrscheinlich,
selbst bei einer erfolgreichen Bindung der Ankeraminosduren, aus der Grube
geschoben, da dort nur ein begrenzter Raum zur Verfiigung steht (Zhang et al., 1992).
In beiden Fallen werden bei der Bindung suboptimaler Peptide bestimmte
Wechselwirkungen mit dem MHC-Molekll nicht eingegangen, was zu einer geringer
Gesamtstabilitat und Lebensdauer des Komplexes fuhren kann (Gakamsky et al.,
1996).

Um die Peptidlangenverteilung auf den Tapasin-Transfektanten zu analysieren, wurden
die isolierten Peptide durch Massenspektrometrie nach ihrer Lange aufgetrennt. Es
wurden MHC-Klasse-I-Molekille aus .220.B44-Transfektanten mit dem Antikorper
W6/32 isoliert und in ein MALDI-TOF-Spektrometer gegeben. Im Spektrum wird eine
lineare Auftrennung nach dem Molekulargewicht erreicht. Im Fall des HLA-B44-
Molekils sind unter Beriicksichtigung der Ankeraminosauren und der bevorzugten
Aminosauren an anderen Positionen beim 9-mer theoretisch Peptidmassen zwischen
ca. 1070 und 1250 Dalton zu erwarten (DiBrino et al., 1995).

Generell konnten einzelne Peptidmassen immer wieder in verschiedenen Isolaten

wiedergefunden werden (Abb. 42). Betrachtet man die Verteilung der Peaks

87



Ergebnisse

A 174 852.6%
|
16
g
@ Vektor pREP
15
=
4
|
727.2% 875.0%
13“ 1032.8*
1 1217.6*
1450.3*

Masse (m/z)

700 800 900 1000 1100 1200 1360 1400 1500
B 17
8 16
2 8525 hTpn FL
2 s
£
14
729.8%
13 881.7* 1168.7%
1149.6*
" 774.4% 818.5%
907.9%
\
11 \ ! |
I Ll ol SOA by g Masse (m/z)
700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500
c
5 16
‘»
§ 15 55250 hTpn AC33
2 :
14
880.6*
13
1169.4*
1033.7* 1337.4* 1379.9%

Masse (m/z)

700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500
D 17
g ° mTpn FL
2
$ 15
9
£
14
730.2%
Ly 773.9% 852.8%
1032.7* 1453.0%
12 1338.7*
1283.4%

Masse (m/z)

1400 156v

Abb. 42: MALDI-TOF Profile von .220.B44-Transfektanten. MHC-Klasse-I-Molekiile wurden mit dem
Antikdrper W6/32 immunpréazipitiert und gebundene Peptide mittels MALDI analysiert (siehe Methoden).

Aufgetragen ist die Massenverteilung einfach ionisierter Peptide in Abhangigkeit zu ihrer relativen Menge.
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oberflachlich, fallt auf, daf? in der Probe der .220.B44.hTpn-Transfektante nur zwei
Peptidmassen bei m/z=1149 und 1168 deutlich herausragten. Im Gegensatz zur pREP,
AC33- und mTpn-Transfektante waren bei der hTpn-FL-Transfektante keine langeren
Peptide als solche mit einer Masse von m/z=1168 detektierbar. Interessanterweise
lieRen sich in Gegenwart von AC33 und mTpn prominente Massenpeaks im hdheren
Massenbereich detektieren. Anscheinend findet auch hier eine Bindung Uberlanger
Peptide statt, die zur niedrigeren Stabilitdit der MHC-Klasse-I-Moleklle in diesen

Transfektanten beitragen konnte.
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