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Furcht namlich das ist des Menschen Erb- und Grundgefuhl; aus der Furcht erklart
sich Jegliches, Erbsiinde und Erbtugend. Aus der Furcht wuchs auch meine Tugend, die

heisst: Wissenschaft.

Die Furcht namlich vor wildem Gethier — die wurde dem Menschen am langsten ang-
zUchtet, einschliesslich das Thier, das er in sich selber birgt und furchtet: - Zarathustra

heisst es ,das innere Vieh.“

Solch lange alte Furcht, endlich fein geworden, geistlich, geistig — heute, dunkt mich,

heisst sie: Wissenschaft.

Also sprach Zarathustra 1V, Von der Wissenschaft
Friedrich Nietzsche



Zusammenfassung

Die Prozessierung von internalisierten Proteinantigenen und die Beladung von MHC Klasse Il — He-
terodimeren mit den prozessierten Proteinfragmenten in Antigen prasentierenden Zellen sind Schlis
selprozesse der antigenspezifischen Immunantwort. In dieser Arbeit wurden grundlegende Studiel
durchgefihrt, um die Antigenprozessierung in Makrophagen und dendritischen Zellen auf molekula-
rer Ebene zu untersuchen. Als Sonde fiir die Antigenprozessierung wurde das Modellprotein Oval-

bumin verwendet. Dieses wurde hoch gereinigt und mit einem Fluoreszenzmarker versehen.

In Kinetikexperimenten wurde gezeigt, dass unabhangig vom Aktivierungszustand der akzessori-
schen Zellen ein Grol3teil des intakten Ovalbumins in den Zellen persistiert. Der Abbau des Proteins
beginnt in den spaten Endosomen und fihrt zu einem distinkten 40kD Abbaufragment. Der weitere
schrittweise Abbau des Proteins findet in den Lysosomen statt. Die Edmann — Sequenzierung de
Fragmentes ergab, dass die initiale Spaltung des Ovalbumin in einem zweistufigen Prozess ablauf
Beide Prozessierungsschritte erfolgen schnell aufeinander. Der erste Abbauschritt generiert das dc

minante Ovalbumin — Epitop OV#s 339

LPS — Stimulation der KMNII hatte zur Folge, dass die gleichen in nicht stimulierten Zellen beo-

bachteten Fragmente gebildet wurden, jedoch zu einem erheblich spateren Zeitpunkt. In Gegenwai
der Proteinase — Inhibitoren Leupeptin und Pepstatin A war diese verzogerte Degradierung nicht zt
beobachten. LPS induziert vermutlich weitere Enzyme, die an der Prozessierung von Ovalbumin be:
teiligte Proteinasen beeintrachtigen. Eine vollstandige Hemmung des Abbaus konnte jedoch nicht

erreicht werden.

Mit Molecular Modelling—Studien wurde ein Molekilmodell des Ratten MHC Klasse 11 — Molekiils
RT1.B entwickelt und dessen Bindungsspezifitat untersucht. Wesentliche Eigenschaften der RT1.B
— Peptid Interaktionen wurden ermittelt. Auf der Grundlage der berechneten Molekilmodelle wurde
ein Wirkmechanismus fiir die durch DM-Molekiile katalysierte Peptidbeladung von Rdsiu-

liert. Bei einer Kooperativitdt der Wasserstoffbricken — Bindungen genigt die Losung einer einzi-
gen Wasserstoffbricke zwischen Peptid und MHC Klasse Il — Molekuil, um die Dissoziation von
schwach gebundenen Peptiden erheblich zu beschleunigen. Hochaffine Binder werden hierdurch je

doch nicht beeinflusst.
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1. Einleitung

Die Regelung und Kontrolle dynamischer Systeme ist ein grundlegender Prozess biologi-
scher Einheiten. Signalverarbeitung und SignalUbertragung sind die prinzipiellen Me-
chanismen solcher Systeme. Ein biologisches Nachrichtensystem besteht aus einem
komplexen, vermaschten und vielfaltig rickgekoppelten Fluss verschiedenster informa-
tions-tragender Signale. Die Aufgabe der biologischen SignalUbertragung besteht darin,
eine Information von einer biologischen Einheit zu einer anderen zu transportieren, oder

sie dem biologischen Zweck und ihrer Bedeutung entsprechend aufzubereiten und zu

Abb. 1 Stellung der antigenprasentierenden Zelle innerhalb

des Immunsystems
T. = zytotoxische T-Zellen; Ty = Helfer T-Zellen; APC = Antigenprasentierende
Zelle

verarbeiten. Ein Beispiel fur solche Signalflisse oder Nachrichtensysteme stellt das Im-
munsystem der Vertebraten dar [1]. Die Leistungen dieses Systems sind beachtlich. So
fuhren Signale verschiedenster Herkunft zu gerichteten Ausgangssignalen, der Immun-
antwort. Innerhalb der zellularen Immunantwort, die durch Spezifitdat und Gedachtnis
gekennzeichnet ist, nimmt die Antigenprasentierende Zelle (APC) eine zentrale Stellung
ein [2]. Die Abb. 1 zeigt eine vereinfachte Reprasentation der Stellung der APC innerhalb

der zellularen Immunitat.
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1.1 Die Antigenpréasentation

Die Antigenprasentierende Zelle verarbeitet von auf3en einwirkende Signale und gibt die-
se an eine signalverstarkende Einheit, die T — Helfer Zelle weiter. Dabei finden zwei zent-
rale Ereignisse des zellularen Immunsystems statt: die Prozessierung, d.h. die enzymati-
sche Degradierung von Proteinen und die Prasentation der gebildeten Proteinbruchsti-
cke im Kontext mit MHC - Molekulen durch die antigenprasentierende Zelle. Die Erken-
nung dieser Antigen — MHC - Komplexe durch spezifische T - Zellen mittels des T - Zell -
Antigenrezeptors (TCR) fuhrt zu einer Signalverstarkung und weiteren Stimulierung des
Immunsystems. Der T - Zellrezeptor kann nur von APC verarbeitete Signale auswerten.
Die Erkennung von Fremdpeptid im Kontext mit MHC - Molekulen durch den T - Zellre-
zeptor wird als MHC - Restriktion bezeichnet [3].

Ein vielschichtiges, weitgehend integriertes Uberwachungssystem mit einem Netzwerk
von positiven und negativen Kontrollmechanismen reguliert das Verhalten der beteilig-
ten Zellen und moduliert die Immunreaktivitat. Das Immunsystem ist daher ein einzig-
artiges Beispiel fur das Funktionieren biologischer Kommunikations- und Erkennungs-

mechanismen [4a - b].

Um das System vielschichtiger zu gestalten, entwickelte das Immunsystem zwei ver-
schiedene Typen von MHC - Molekdulen, die MHC Klasse | - und MHC Klasse Il - MolekU-
le. Die Verarbeitung von endogenem, z.B. viralem, Antigen fuhrt zu MHC Klasse | — Pep-
tid - Komplexen. MHC Klasse | — Molekule im Kontext mit prozessierten Peptiden wer-
den von zytotoxischen T - Zellen erkannt, welche die sie stimulierenden Zellen durch di-
rekten Kontakt abtdten. T- Helfer - Zellen (T+) dagegen erkennen exogen internalisiertes
und prozessiertes Antigen zusammen mit Molekulen des MHC Klasse Il - Komplexes auf
der Oberflache der antigenprasentierenden Zelle. Die Aufgabe der T — Helfer - Zellen ist
es, nach Aktivierung anderen Zellpopulationen des Immunsystems durch Zytokine zu-

satzliche Signale darzubieten [2].

Wahrend die Vorgange der MHC Klasse | restringierten Antigenprozessierung recht gut
verstanden sind [5], ist die Mechanistik der MHC Klasse |l restringierten Antigenprozes-
sierung in weiten Zugen unverstanden. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird daher auf

die MHC Klasse Il vermittelte Immunantwort eingegangen.



Einleitung Seite 3

1.2 Antigenprasentierende Zellen

Wahrend alle kernhaltigen Zellen MHC Klasse | — Molekule exprimieren, werden MHC
Klasse Il — Molekile nur von spezialisierten antigenprasentierenden Zellen exprimiert.
Eine konstitutive Expression ist bei B- Zellen [6] , dendritischen Zellen[7], Langerhans-
zellen der Haut [8] und bestimmten Maus — T - Zellklonen [9 a - c¢] beobachtet worden.
Fakultativ exprimieren Makrophagen [10], Astrozyten [11], Endothel- und Epithelzellen
[12] sowie einige humane T - Zellinien MHC Klasse Il - Molekdle. In der zellularen Im-
munitat nehmen Makrophagen und dendritische Zellen als APC eine zentrale Position

ein.

1.2.1 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DC) entwickeln sich aus dem Knochenmark. Es handelt sich um
professionelle antigenprasentierende Zellen, die sich durch eine hohe Antigenaufnahme-
und Prozessierungsrate, Wanderungs- und T — Zell — Stimulationsfahigkeit auszeichnen.
Durch ihre auRergewthnliche Fahigkeit ruhende, naive T - Zellen im Gegensatz zu ande-
ren antigenprasentierenden Zellen zu aktivieren, ist ihnen eine herausragende Rolle bei
der Primarantwort des Immunsystems eigen. Die geringe Populationsdichte der dendriti-
schen Zellen in verschiedenen Geweben erschwert die Untersuchung dieser immunkom-
petenten Zellen, so dass bei ihrer Untersuchung in vitro - Kultursystemen eine besonde-

re Bedeutung zukommt [15 b].

Dendritische Zellen wurden erstmals von STEINMAN ET AL. 1973 beschrieben, der die DC
in der leicht adhéarenten Fraktion von Maus - Milzzellsuspensionen entdeckte. Die
dendritischen Zellen stellen eine kleine Population dar; in nichtlymphatischen Geweben
stellen sie weniger als 0,5% und 1% in lymphatischen Geweben aller kernhaltigen Zellen
[13]. In der Milz kann der Anteil an dendritischen Zellen rund 1,5% aller kernhaltigen

Zellen betragen [14].

In ihrer charakteristischen Morphologie unterscheiden sich die dendritischen Zellen
deutlich von B- und T - Zellen, Makrophagen und Granulozyten. Es handelt sich um
Leukozyten mit einer Vielzahl von Zellfortsatzen, welche einem standigen Formwandel
unterliegenden. Ultrastrukturelle Untersuchungen zeigen ein relativ elektronendurchléas-
siges Zytoplasma mit wenig globularen und filamentdsen Strukturen. Der Kern zeigt

normale Strukturen wie Heterochromatin an der Kernmembran und einen granulierten
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Nukleolus; im Gegensatz zu Makrophagen zeigen die dendritischen Zellen nur eine ge-
ringe Anzahl an Polyribosomen und ein schwach ausgebildetes endoplasmatisches Reti-
kulum. Endozytotische Vesikel und Lysosomen sind nur in geringen Mengen nachzuwei-
sen, Peroxidase- oder kationenabhdngige Membran — ATPase - Farbungen sind negativ [

15a-c].

Anhand ihrer Morphologie und Funktion konnten dendritische Zellen bzw. deren Diffe-
renzierungsstadien in den meisten Geweben mit Ausnahme des zentralen Nervensys-
tems [16], in der afferenten Lymphe und im peripheren Blut aller untersuchten Spezies
nachgewiesen werden [17]. Aufgrund ihrer Verteilung in den Geweben und ihrer Funkti-
on lassen sich dendritische Zellen in verschiedene Differenzierungsstadien unterteilen

[18].

Dendritische Zellen kénnen verschiedenste Arten von Protein - Antigenen effizient inter-
nalisieren, prozessieren und im Kontext mit MHC Klasse Il - Molekllen prasentieren.
Die Reifung der dendritischen Zellen zu antigenprasentierenden Zellen lasst sich in drei
Phasen unterteilen. In der Internalisierungsphase [121] zeichnen sich die dendritischen
Zellen durch eine hohe Makropinozytosefahigkeit aus, durch die sie ein grof3es FIURIig-
keitsvolumen aufnehmen und konzentrieren kénnen. Bei der Makropinozytose werden
sehr viel groRere Vesikel gebildet als bei der Pinozytose. Sie ermdoglicht den dendriti-
schen Zellen, etwa ein halbes Zellvolumen pro Stunde auszutauschen [19]. In diesem
Differenzierungsstadium zeigen dendritische Zellen auch die Fahigkeit zur Phagozytose
von partikularem Antigen [20 a - c]. Weiterhin exprimieren diese Zellen Rezeptoren fur
IgG und Mannose. Hierdurch kénnen dendritische Zellen Immunkomplexe und manno-
sylierte Antigene aufzunehmen. In dieser Phase ist die Syntheserate an MHC Klasse Il -
Molekulen hoch. Dendritische Zellen in dieser funktionellen Phase werden in der Litera-

tur als unreife Zellen bezeichnet.

In der Wanderungsphase[121] verlieren die dendritischen Zellen ihre Internalisierungs-
fahigkeiten. Die Wanderungsphase ist bisher wenig erforscht, da aufgrund der geringen
Anzahl an dendritischen Zellen nur sehr wenige Zellen, die sich in dieser Phase befin-
den, isoliert werden kdnnen. Nach Aufnahme von z.B. Bakterien in der Peripherie verlie-
ren die dendritischen Zellen ihre Phagozytosefahigkeit und wandern zu den regionalen
Lymphknoten. In dieser Phase werden MHC- Klasse Il Molektle nicht mehr neu synthe-

tisiert und die Antigenprozessierungsfahigkeit geht verloren [21].
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In der Effektorphase[121] zeichnen sich dendritische Zellen durch eine hohe MHC Klas-
se ll- Expression sowie Expression von kostimulatorischen Molekulen aus. In dieser

Phase zeigen die dendritischen Zellen eine zwoélfmal héhere MHC Klasse Il Expression

Phase Eigenschaften
Internalisierungsphase Makropinozytose, Phagozytose, hohe KI. || Syntheserate
Wanderungsphase Synthese von Adhéasionsmolekiilen, Verlust der
Phagozytosefahigkeit, keine KI. Il de novo Synthese
Effektorphase hohe KI. Il und Adhasionsmolekilexpression, kostimulatorische
Molekile

Tab. 1 Reifungsstadien der dendritischen Zellen
als LPS - aktivierte B — Zell - Blasten [22]. Die hohe Expression an Adhasionsmolekilen

fahrt zu erleichterter Cluster Bildung mit T - Zellen und setzt die Aktivierungsschwelle
far T - Zellen herab [23 a - c]. In dieser Phase kdnnen naive T - Zellen durch die dendri-
tischen Zellen aktiviert werden. Diese grobe Einteilung ist statisch gesehen; die einzel-
nen Phasen gehen flieBend ineinander Uber und entziehen sich dadurch der exakten Er-

forschung [24].

1.2.2 Mononukleare Phagozyten

Das mononukleéare Phagozytensystem stellt die zweite grof3e Antigenprasentierende Zell-
population des Immunsystems dar. Die Gemeinsamkeit aller Zellen dieses Systems ist
die Fahigkeit zur Phagozytose. In den frihen zwanziger Jahren entdeckten Morphologen,
dass bestimmte Zellen intravends injizierte Farbstoffe aufnahmen. ASCHOFF identifizierte
diese Zellen als Makrophagen im Bindegewebe, Mikroglia im zentralen Nervensystem,
Endothelzellen und Retikulérzellen der lymphoiden Organe. Er gruppierte diese Zellen
als das Retikulo - Endothelialsystem. Mittlerweile ist erwiesen, dass sich die Pinozytose-
fahigkeit der Endothel- und Retikulozellen grundlegend von der Phagozytosefahigkeit der
Makrophagen (M) und Monozyten unterscheidet. Daher werden letztere als das Mono-

nukleare Phagozytensystem bezeichnet [2].

Die Zellen dieses Systems haben ihren Ursprung im Knochenmark. Nach Reifung und
Aktivierung zeigen sie zahlreiche morphologische Formen. Der erste Zelltyp, der aus dem
Knochenmark in das periphere Blut gelangt, ist der nicht vollstandig ausgereifte Mono-
zyt. Monozyten haben einen Durchmesser von 10 - 15 um, einen bohnenférmigen Nuk-
leus und ein fein granuliertes Zytoplasma mit Lysosomen, Phagosomen und Zytoskelett-

filamenten. Nachdem die Zellen in das Gewebe gelangen, differenzieren sie zu
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Makrophagen, die auch Histiozyten genannt werden. Makrophagen kdénnen durch eine
Vielzahl von Stimuli aktiviert werden und zeigen nach Aktivierung unterschiedliche
Formen und Funktionen. Das fundamentale Konzept der Makrophagenaktivierung geht

auf Beobachtungen von Metchnikoff zurtck [25].

Die Makrophagen — Heterogenitat ist ein gut dokumentiertes Phanomen [26]. Es ist seit
langerer Zeit bekannt, dass Makrophagen, die von unterschiedlichen anatomischen Be-
reichen isoliert werden, eine grof3e Diversitat an Fahigkeiten und Phenotypen zeigen. Da
die Makrophagenfunktion gré3tenteils von Signalen der unmittelbaren Mikroumgebung
abhangt, wird angenommen, dass sich die Makrophagen — Heterogenitéat von den Bedin-

gungen des spezifischen Gewebes ableitet.

Das mononukleare Phagozytensystem reprasentiert Zellpopulationen, die nicht nur in
der natirlichen, sondern auch in der erworbenen Immunantwort eine wichtige Rolle
spielen. Die Aufgabe der Makrophagen bei der nattirlichen Immunantwort ist die Phago-
zytose fremder Partikel, von Makromolekllen und Zellen, welche verletzt oder tot sind,
wie z.B. seneszente Erythrozyten. Zudem produzieren Makrophagen zahlreiche Zytokine,
die weitere inflammatorische Zellen, vor allem Neutrophile und Granulozyten, zum Ort
der Entzindung rekrutieren. Sie sind zudem fur zahlreiche systemische Effekte einer
Entzindung verantwortlich, u.a. far Fieber [4]. In der erworbenen Immunitat spielt das
mononukledre Phagozytensystem sowohl in der kognitiven als auch in der Effektorphase
eine wichtige Rolle. Die Fahigkeit nach y - Interferon Stimulus MHC Klasse Il — Molekile
zu exprimieren macht sie zu akzessorischen Zellen der T-Lymphozytenaktivierung [27].
Nach Aktivierung durch von T - Zellen sezernierten Zytokinen sind Makrophagen effekti-
ver in der Phagozytose und in der Zerstdérung phagozytierter Antigene. Dies macht sie zu
den prinzipiellen Effektoren der zellularen Immunitat [28]. Durch die Expression von
Rezeptoren fur opsonierte Partikel kdnnen aktivierte Makrophagen diese starker binden
und phagozytieren als nicht opsonierte Partikel [26]. Die Fahigkeit von Makrophagen
und Lymphozyten, sich gegenseitig zu stimulieren ist ein wichtiger Steuer- und Regula-

tionsmechanismus der zellularen Immunitat.

1.3 MHC-Klasse Il restringierte Antigen-Prasentation

Bei der Prasentation exogener, internalisierter und prozessierter Fremdproteine durch
antigenprasentierende Zellen nehmen die MHC Klasse Il - Molekule eine zentrale Stel-

lung ein; sie stellen sozusagen den ,Préasentierteller” fir Antigene dar. Einige antigen-
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prasentierende Zellen exprimieren die Klasse Il - Molekule konstitutiv, andere unter dem
Einfluss verschiedener Zytokine. T - Zellen erkennen den MHC Klasse 11/Peptid - Kom-
plex durch den Klasse |l restringierten T — Zell - Rezeptor. Die T-Zellen werden durch
diesen Vorgang unter Beteiligung kostimulatorischer Molekille aktiviert. Die aktivierten
T — Helfer - Zellen fihren durch Freisetzung verschiedener Zytokine zur Verstarkung der
Immunantwort. Dies erfolgt durch die Induktion von T- oder B — Zell - Proliferation,

durch B -Zell - Differenzierung oder durch Aktivierung von Makrophagen [29 a - b].

Die hochpolymorphen MHC Klasse |lI- ap- Heterodimere assoziieren im Verlauf der Syn-
these im endoplasmatischen Retikulum mit einem dritten Molekul, der invarianten Kette
(I). Nach Transport zum Trans — Golgi - Netzwerk wird der Klasse II/1i - Komplex in en-
do-/lysosomale Kompartimente dirigiert, wo es zur teilweisen Abspaltung der invarian-
ten Kette kommt. Ein Teil der invarianten Kette (CLIP) verbleibt in der Bindungsgrube
des Klasse Il - Molekduls. Es wird postuliert, dass der Austausch von CLIP gegen Antigen

- Peptid durch DM-Molekule katalysiert wird [30].

Antigene werden durch Phagozytose, rezeptorvermittelte Endozytose oder Pinozytose
aufgenommen und in den endo-/lysosomalen Weg eingebracht. In diesen Kompartimen-
ten werden die Proteinantigene von proteolytischen Enzymen degradiert [31]. Die Bela-
dung der MHC Klasse Il - Molekule mit Proteinfragmenten findet in spezialisierten Kom-
partimenten statt, die als MIIC (,MHC class Il compartment”) zusammengefal3t werden
[32]. Dieses Kompartiment umfasst die folgenden Charakteristika:

» Das Kompartiment enthalt DM fur den Austausch von CLIP

e Der pH ist sauer, um optimale Bedingungen flir proteolytische Enzyme und DM zu gewéabhrleisten
e Esist fir durch Pinocytose, Phagozytose und Endozytose aufgenommenes Material zuganglich

e Es enthalt MHC Klasse Il — Molekiile, die mit Peptiden beladen werden kénnen
e Der Transport von MHC Klasse Il — Peptid Komplexen zur Plasmamembran ist moglich
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Als die verantwortlichen Proteinasen der Antigenprozessierung werden vor allem die Ka-

thepsine diskutiert [33]. Neuere Befunde legen auch die Beteiligung von Legumain, einer

MHC Klasse Il - Exogenas
Peptid = Antigen

3 /
F™

{/ Pentide rJ Endosomean [
\ Lysosomen
e l

153 1 s MilC

| 1 Trans - Golgi /
| 1 Galgl

G

O MHC Klasas || -
Imverianta Ketle

Abb. 2 MHC Klasse Il restringierte Antigenpréasentation

Asparaginyl — Endopeptidase bei der Antigenprozessierung nahe [34]. Welche Enzyme
exakt an der Generierung antigener Peptide beteiligt sind, ist jedoch zur Zeit unbekannt.
Zudem wird zur Zeit ein alternativer Mechanismus der Antigenbeladung diskutiert. So
konnte gezeigt werden, dass MHC Klasse Il - Molekdle intakte Proteine an der Zellober-
flache binden kdnnen [35]. Diese werden dann nach Internalisierung in endosomalen

Kompartimenten terminal von Proteinasen gekurzt [36].

Die Klasse Il Peptid - Komplexe werden zur Plasmamembran transportiert, wo sie von T
— Helfer - Zellen erkannt werden kénnen. Eine graphische Darstellung dieses komplexen

Sachverhaltes zeigt die Abbildung 2.

1.3.1 Struktur der MHC-Klasse lI-Molekiile
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Die MHC Klasse Il - Molekdle sind durch nicht kovalente Bindungen assoziierte Hetero-
dimer — Transmembran - Glykoproteine. Sie bestehen aus der 34-36 kD schweren a-
Kette und einer leichteren, 28-31 kD schweren 3 - Kette. Beide Ketten lassen sich in vier
Domanen unterteilen: eine kurze, C - terminale zytoplasmatische Region von 12-15 AS,
einen Transmembranbereich von 20-25 AS und zwei extrazytoplasmatischen Doméanen

von je 90-100 AS. Die extrazytoplasmatischen Doméanen werden als al,a2 bzw. (31,52

ol i1

Distale Domanen mit
Peplidbindungsgrube

Immunglobulin Domans

Transmambran-Baraich

Zytoplasmatische Region

Abb. 3 Schematische Darstellung des MHC Klasse IlI- a,3 Heterodimers

bezeichnet. Die stark konservierten und durch interne Disulfidbriicken stabilisierten
Domanen a2 und B2 besitzen strukturelle Homologie zu Immunglobulin - Domanen. Die
Domanen tragen aufgrund von posttranslationalen Modifikationen im Golgi - Apparat

jeweils N - glykosidische Kohlenhydrat - Seitenketten [37].

Die N - terminalen Doméanen al und insbesondere B1 sind polymorph und bilden die
Peptidbindungsgrube. Sowohl die al als auch die pl1-Domane bilden je vier (- Falt-
blattstrukturen und eine a - Helix aus, die zusammen die Peptidbindungsgrube mit ei-
nem ,Boden* aus acht antiparallelen [ - Faltblattstrukturen und zwei als , Seitenwande*
dienenden o - Helices ergeben. Das Peptid wird in der Bindungsgrube sowohl durch
Wasserstoffbricken zwischen dem Peptid - “Backbone” und den o - Helices als auch
durch Wasserstoffbriicken und andere Wechselwirkungen der Peptid - Seitenketten mit
der Bindungsgrube fixiert. Ein Teil der Peptid - Seitenketten ragt aus der Bindungsgrube
heraus und kann mit dem T - Zellrezeptor in Wechselwirkung treten. Dies wird durch

die Poly — Prolin - 1l Konformation des gebundenen Peptids moglich [38 a - b].
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1.3.2 Die invariante Kette

Die invariante Kette (li,y) ist ein basisches, Methionin reiches Typ Il - Membranglykopro-
tein. Der N - Terminus der invarianten Kette ist in das Zytoplasma ausgerichtet. Es exis-
tieren verschiedene Molekulformen der invarianten Kette; durch alternatives Splicen
werden zwei unterschiedliche invariante Transkripte erhalten[39]. Die kirzere mRNA
kodiert fur die Hauptform der invarianten Kette, 1iP31. Die das Exon 6b umfassende
MRNA kodiert far ein groRBeres Protein der invarianten Kette, das als 1iP40 bei der Ratte
bzw. 1iP41 bei Maus und Mensch [40] bezeichnet wird. FUr das Humansystem werden
zwei weitere Formen der invarianten Kette, 1iP35 bzw. |iP43 beschrieben [40]. Sie ent-
stehen durch die Nutzung eines zweiten, stromaufwarts im Leserahmen gelegenen Start-
kodons. Die invariante Kette wird zusammen mit Klasse Il - Molekulen kotranslatiert
[41]. Nach ihrer Synthese im endoplasmatischen Retikulum formt die invariante Kette
ein Trimer. Die Trimerisierung erfolgt an der carboxyterminalen Domane (AS 163-183),
ebenso scheint die Transmembranregion an diesem Prozess beteiligt zu sein [42 a - c].
Drei a-MHC Klasse Il - Dimere lagern sich mit dem Trimer aus drei invarianten Ketten
in einem Chaperon - vermittelten Prozess zu einem Nonamerkomplex zusammen [43].
Die invariante Kette sorgt durch das Sorting - Signal fur einen erleichterten, gerichteten
Transport der MHC Klasse Il - Molekule nach Passage durch den Golgi - Apparat in en-
do-/lysosomale Kompartimente, wo es zur Peptidbeladung des MHC Klasse Il - Moleklls
kommt [44]. Die invarianten Ketten des Nonamer - Komplexes werden in endo-
/lysosomalen Kompartimenten abgespalten [45 a - c]. Ein Teil der invarianten Kette ver-
bleibt nach der Abspaltung in der Bindungsgrube des MHC Klasse |l - Molekils; es wird

CLIP (,class Il associated invariant chain peptide“) genannt [46].

Die Struktur der invarianten Kette konnte in gro3en Teilen durch NMR - Studien in L6-
sung ermittelt werden. So zeigt die carboxyterminale Domane eine klare Trimerisierung
in Losung. Die einzelnen Protomere bestehen aus drei a - Helices und einem Faltblatt.
Die Helix C, AS 160 - 180, ist fur die Trimerisierung der Protomere verantwortlich. Das
generelle Aussehen des Trimers ist ein kurzer Zylinder mit einem Durchmesser von 40 A
und einer Héhe von 25 A. Die trimere Architektur zentriert um die Helix C, die intensive
interprotomere Kontakte ausbildet [47]. Die weiter N — terminal gelegene Domane AS 72
— 110 bekommt im Komplex mit MHC Klasse Il — Molekulen eine geordnete Struktur. Die
AS 87 - 101 in der CLIP - Region binden in der Bindungsgrube des Klasse Il — Molekdils,

bilden dort jedoch nur schwache Wechselwirkungen aus. Drei MHC Klasse Il - Molekule
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umschlieBen die N - terminalen Segmente der invarianten Kette. Diese Segmente zeigen

eine ungeordnete Struktur [48]. Eine Modellvorstellung des afy - Trimers zeigt Abb. 5.

T™ CLIF - Trimersarung
liF33 MH, L I | - 1 COOH
liP41
Exon 6b
Het ™ CLuIP Trimansanng
ias NH, CX | — i — 08
lid3
Exon 60

Abb. 4 Schematische Darstellung der invarianten Kette und ihrer

vier verschiedenen Formen
Ret. = Retentionssignal; TM = Transmembranbereich, CLIP = ,class Il associated invariant
chain peptide*; ¢ = Kohlenhydratseitenketten

Fur die Funktion der invarianten Kette sind weitere Hypothesen in der Diskussion, die
die bisher Uber die invariante Kette ermittelten Fakten mit der Modellvorstellung der

MHC Klasse Il - Peptidbeladung in Einklang zu bringen versuchen.

Die Konformationshypothese besagt, dass die invariante Kette die Konformation der
MHC Klasse Il - Molekule beeinflusst. Bei Transfektionsexperimenten mit Zellen, die fur
das Gen der invarianten Kette defizient sind, wurden Klasse Il - Heterodimere mit ver-
anderter Konformation gefunden. So konnten einige Antikdrper die Klasse Il Molekule
nicht mehr erkennen und das Laufverhalten der Klasse Il Molekule in der SDS - PAGE

wurde durch Modifikationen im Golgi - System verandert [49 a - c].

Durch die Assoziation der invarianten Kette mit dem of3 - Heterodimer im ER wird die
Peptidbindungsgrube gegen vorzeitige Peptidbeladung geschutzt. Nach proteolytischem
Abbau der invarianten Kette und Verdrangung von CLIP kann antigenes Peptid gebun-
den werden [50]. Diese Blocking - Hypothese beruht auf der Beobachtung, dass das
o - Heterodimer Peptide binden kann, nicht jedoch im Komplex mit der intakten invari-

anten Kette [51 a-c].
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Abb. 5 Hypothetisches Molektlmodell des afy - Trimers

Blau = Immonglobulin &hnliche Domane des MHC Klasse Il — Molekiils; Rot

= Peptidbindungsgrube des MHC Klasse Il — Molekils; Grin = invariante
Kette
1.3.3 Funktion des DM-Molekdls bei der Peptidbeladung

von MHC-Klasse Il Molekilen

DM - Genprodukte sind glykosylierte af3 - Heterodimer - Transmembranproteine. Beide
Ketten besitzen Sequenzhomologie zu den MHC Klasse Il - Molekullen und lassen sich
wie die MHC Klasse Il - Molekdle in je vier Domanen unterteilen: je eine Zytosol - und
Transmembrandomane sowie je zwei luminale Domanen. Die zur Membran proximal ge-
legene Domaéne ist zu den Immunglobulindomanen homolog. DM gehért zur Immunglo-

bulin - Supergenfamilie [52 a - c].

Die Rontgenstrukturdaten liegen seit kurzem fur das humane [53] und murine DM [54]
vor. Die Faltung und Doméanenorganisation von DM ist ahnlich zu den klassischen MHC
Klasse Il — Molekulen. Die Peptidbindungs - Taschen der Klasse Il — Molekule sind beim
DM - Molekul jedoch nicht vorhanden; eine Peptidbindungsgrube bildet sich nicht aus.
Die a - Helices der al - und B1 - Domane sind Uber das erste und letzte Drittel mitein-
ander in Kontakt. Dies ist eine strukturelle Homologie zum neonatalen FC - Rezeptor
[55]. In der Mitte bildet sich eine zentrale Tasche aus, die von polaren und geladenen
Aminoséauren ausgebildet wird. Die Tasche ist 10 A breit und 10 A tief und gréRer als im
FC - Rezeptor. Ein mdglicher Reaktionsmechanismus der Peptidbeladung oder DM -

Klasse Il — Kontaktstellen lassen sich aus der Struktur von DM jedoch nicht ableiten.
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Die detaillierte Funktion von DM in vivo ist bisher nicht ermittelt worden. In vitro Stu-
dien legen jedoch eine wichtige Rolle von DM bei der Peptidbeladung von MHC Klasse 11
— Heterodimeren nahe [56]. Die - Kette des DM-Molekduls besitzt ein ,targeting” - Signal
far die Internalisierung [57] des DM-af3 - Heterodimers in endo-/lysosomale Komparti-

mente [58 a - d], wo die Peptid - Beladung des MHC Klasse Il - Molekuls stattfindet.

Antigene, die im Kontext mit MHC Klasse Il - Molekullen prasentiert werden, gelangen
nach ihrer Aufnahme in das endo-/lysosomale System, das aus einer Reihe distinkter
Subkompartimente besteht [59]. In antigenprasentierenden Zellen wird neben Komple-
xen aus der invarianten Kette und MHC Kilasse Il - Molekllen auch DM zu endo 7/ lyso-
somalen Kompartimenten transportiert, die als ,MHC - class Il compartments” oder kurz
MIIC bezeichnet werden [60 a - d]. Fruhe immunzytochemische Studien zeigten, dass die
MHC Klasse Il - Moleklle sowohl innerhalb des endo-/lysosomalen Systems lokalisiert
sind, als auch in morphologisch definierten, multivesikularen Strukturen hoch angerei-
chert sind [61 a - b]. Die Isolation von MIIC - Membranvesikeln erlaubte deren bioche-
mische und funktionelle Charakterisierung und belegt die Existenz dieser spezialisierten
Kompartimente [62]. Neben MHC Klasse Il Molekllen konnten in dem MIIC - Komparti-
ment die lysosomalen Marker Kathepsin D, Lamp-1 und CD 63 [63] sowie das DM-

Molekul [64] lokalisiert werden.

Studien an DM - defizienten Zellen zeigen die besondere Bedeutung von DM bei der An-
tigenprasentation. Reife, Peptid - beladene MHC Klasse Il - Molekule werden u.a. da-
durch charakterisiert, dass sie eine Stabilitat gegentiber 1% SDS bei Raumtemperatur
aufweisen. Solche kompakt gefaltete Peptidtragende - Dimerformen des a3 - Heterodi-
mers werden C - Formen genannt [65]. SDS - Instabilitat ist hingegen ein Charakteristi-
kum fuar unreife, mit CLIP assozierte MHC Klasse Il - Molekule [66 a - b]. Aus DM - defi-
zienten Zellen isolierte MHC - Klasse Il Moleklle zeigen keine SDS - Stabilitat und sind
hauptsachlich mit CLIP assoziiert [67]. Diese Zellen sind nicht in der Lage, intakte Pro-
teinantigene im Kontext mit MHC Klasse Il - Molekillen effizient zu prasentieren und
MHC Klasse II/Antigen - Peptid restringierte T - Zellen zu aktivieren. Durch Transfektion
der DM - defizienten Zellen mit cDNA fur DMa und DMB konnte der Wildtyp wiederher-
gestellt werden [68].

Die an DM - defizienten Zellinien ermittelten Befunde wurden durch ,knock out* - Mau-

se, die eine Deletion im H2.M-Genlokus besitzen, bestatigt. Die antigenpréasentierenden
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Zellen dieser Mause konnen intakte Antigene nicht prasentieren, ebenso ist die Prasen-
tation von Antigen - Peptiden vermindert; die MHC Klasse Il - Molekule sind Uberwie-

gend mit CLIP assoziiert und zeigen keine SDS - Stabilitat [69 a - b].

Diese Befunde legen folgende Funktion fur DM nahe: Da CLIP nur eine geringe Bin-
dungsaffinitat zu MHC Klasse Il - Molekulen aufweist, konnte DM die Funktion eines
Peptidaustauschers ausuben. Die Freisetzung von CLIP aus der Bindungsgrube von
MHC Klasse Il - Molekullen durch DM konnte in in vitro Studien gezeigt werden; die MHC
Klasse Il - Moleklle konnten anschlieBend Peptide binden, was zu SDS stabilen MHC
Klasse Il - Molekullen fuhrte. Auch andere Peptide als CLIP kénnen durch DM aus der
MHC Klasse Il Bindungsgrube geldost werden [70 a - b]; in diesem Zusammenhang wird
eine ,Editor* - Funktion von DM diskutiert [71]. Die fehlende SDS - Stabilitat von aus
DM - defizienten Zellen isolierten MHC Klasse Il - Molekulen kénnte auf eine Chaperon -

Funktion von DM bei der Faltung von MHC Klasse Il Molekulen hinweisen.

Professionelle antigenprasentierende Zellen wie B - Zellen und dendritische Zellen
exprimieren DM konstitutiv, jedoch nur in geringen Mengen [72]. Aufgrund der geringen

Konzentration an DM ist eine katalytische Wirkung sehr wahrscheinlich.

1.4 Problemstellung der Arbeit

Die Generierung antigener Peptide in Antigenprésentierenden Zellen und die Beladung
von MHC Klasse Il — Molekulen mit diesen Peptiden ist das zentrale Ereignis der Klasse
Il restringierten Antigenprésentation. Bei diesen Prozessen wird festgelegt, welche Epito-
pe, d.h. Sequenzbereiche, eines Proteinantigens auf der Zelloberflache prasentiert wer-

den.

Die Kernmolekule dieses Prozesses, MHC Klasse Il, DM und die invariante Kette sind
gut charakterisiert. Ebenso liegt die Rontgen - Struktur der Molekulkomplexe vor. Die
an der Prozessierung von internalisierten Proteinen beteiligten Enzyme sind jedoch nicht
einwandfrei identifiziert. Daher ist es von grol3em Interesse, die Vorgange der Spaltung
von Proteinen auf Molekulebene, d.h. der Antigenprozessierung im engeren Sinne, zu
erforschen. Zudem ist der Einfluss des Aktivierungszustand in verschiedenen akzessori-

schen Zelltypen auf die Prozessierung weitgehend unerforscht.

In dieser Arbeit wurde die Antigen - Aufnahme und Prozessierung in Makrophagen und

dendritischen Zellen aus Knochenmarkskulturen der Lewis Ratte in den Vordergrund
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gestellt. Dabei war es das Ziel, die interne, proteolytische Spaltung des mit einem Fluo-
reszenzmarker versehenen Modellantigens Ovalbumin zu untersuchen und die erhalte-
nen Daten zur gezielten Proteolyse dieses Modellproteins in Kontext mit dem Vorgang
der Antigenbeladung zu setzen. Aus den ermittelten Befunden sollten Modellvorstellun-
gen Uber die Vorgange der proteolytischen Spaltung von Protein - Antigenen wéhrend

der Antigen - Prozessierung entwickelt werden.

Mit Hilfe von Computer — Simulationen sollte versucht werden, die notwendigen Bedin-
gungen fur die Peptidbindung in der Bindungsgrube des Ratten MHC - Komplexes
RT1B! zu ermitteln. Das berechnete Peptidbindungsmotif sollte sowohl mit eigenen Se-

quenzdaten als auch mit Literaturdaten verglichen werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Grundaustattung

2.1.1 Allgemeine Laborgerate

In der nachfolgende Liste sind diejenigen Gerate aufgefuhrt, die fur allgemeine Aufgaben
benoétigt wurden und die Grundausristung des Laboratoriums darstellten. Gerate, die

far spezielle Aufgabenstellungen bendétigt wurden, sind an den entsprechenden Stellen

aufgefuhrt.
Analysenwaage Typ HS4 (Mettler, Giel3en)
Brutschrank/C@Inkubator Typ 6000 (Heraeus, Deutschland)
Gasmonitor Heraeus Gasmonitor (Heraeus, Deutschland)
Folienschweil3gerat Typ FS70 (Elite, Deutschland)
Laborwaage Typ L2200S+ (Sartourius, Gottingen)
Heizruhrer IKAMAG-RCT (Janke&Kunkel KG)
Magnetrihrer IKA-KMO (Janke&Kunkel KG)
Pipettierhilfen Pipetus Standard, Pipetus akku (Hirschmann, Deutschland)
Pipetten, verstellbar 1-10 pul, 10 - 100 pl, 200 -1000 pul (Epioef, Hamburg)
pH - Meter PHM 83 Autocal (Radiometer, Krefeld)
Wasserbad m. Thermostat Typ 5584, D8 (Haake, Karlsruhe)
Taumler Typ GFL 3011 (GFL, Burgwedel)
Mikroskop Typ ID 02 (Zeiss, Deutschland)
Sterile Werkbank antair BSK (SLEE, Mainz)
Netzgerate Typ LKB 2103 (Pharmacia LKB, Freiburg)
Consort E722 (LMS GmbH, Dossenheim)
Zentrifugen Biofuge A; Omnifuge 2.0 RS  (Heraeus, Hanau)
Kihlschranke m. Eisfachern Skiafrost Comfort (Siemens, Deutschland)
kristall (Liebherr, Deutschland)
Mikroliter Glasspritzen Hamilton 50pl, 100 ul, 500 pul (Bonaduz, Schweiz)
Vakuumpumpe Leybold Trivac DbB (Leybold Heraeus)
Schuittler Mixer 5432 (Eppelorf, Hamburg)
Heizblock Thermostat 5320 (Eppeborf, Hamburg)
Ultraschallbad Transsonic 460 (ELMA)
Vortex VF2 (Janke&Kunkel, Stauffen)
2.1.2 Plastikwaren
Handschuhe, unsteril rotiprotect No. 5884,5885,5886 (Roth, Karlsruhe)
Petrischalen 60 und 145 mm, bakteriologisch (Greiner)
Reaktionsgefalle 1,5 ml Eppendorf Safelock (Eppendorf, Hamburg)
1,7ml MultiTTT E518 (Roth, Karlsruhe)
2,0 ml Eppendorf Safelock (Eppendorf, Hamburg)

Schutzunterlage Polytrap 296 PE (Mitlacher, Mainz)
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Stretchfilm NESCO- Film, Best. Nr. 2569 (Roth, Karlsruhe)
Zellkulturflaschen 50, 260 und 800 ml Fassungsvermdgen (Nunc)
Zellkulturplatten Platten mit 24 Vertiefungen (Costar)
Platten mit 96 Verfiefungen (Titertek)
Zentrifugenréhrchen 10 ml Rundboden, Typ 163177 (Greiner, Nurtingen)
10 ml Spitzboden (Greiner, Nurtingen)
50 ml Spitzboden (Greiner, Nurtingen)

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien und Reagenzien wurden - wenn nicht anders vermerkt- in p.a. Qualitat von
den Firmen Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Pierce (Bruchsal)
oder Sigma (Deisenhofen) bezogen. Das Wasser in bidestillierter Qualitat, u.a. zum An-
setzen von Ldsungen, stammte aus einer Millipore Entmineralisierungsanlage (Millipore,

Eschborn).

2.1.4 Puffer fur proteinbiochemische Arbeiten

e PBS - Stammldsung. 1,4 M (81,8 g/l) NaCl
0,1 M (15,6 g/l) NaHPO* 2 H,0O

e Lammli - Probenpuffer 62,5 mM (75,6 mg/ml) TRIS pH 6,8
0,77 M (63 ml/ml) 2- Mercaptoethanol
2% SDS (100ml SDS 20%)
10 % (v/v) Glyzerin (100 mi/ml)

* Phosphatpuffer 9ml 1 M N&lPO,
91 ml 1 M NaHPO,
mit Aqua bidest auf 1 L auffullen, pH 5,9

e Acetatpuffer 0,1 M HAc/ 0,1 M NaAc; pH 4,6
e TBS 50 mM (6,05 g/l) TRIS

150 mM (8,76 g/l) NaCl

mit HCI auf pH 7,5 eingestellt

2.1.5 Detergentien

SDS: Sodium - Dodecylsulfat ist ein ionisches Detergens, das es dem Proteinchemiker
erlaubt, Proteine in einem Agarose- oder Polyacrylamidgel nach ihrem Molekulargewicht
aufzutrennen. Die SDS- Molekule denaturieren die meisten Proteine bei gleichzeitiger
Inaktivierung und umgeben diese gleichmafig mit einem Monolayer. Durch die negative
Ladung der SDS- Molekile und der gleichméaRigen stdéchiometrischen Ummantelung

wandern die SDS- ummantelten Proteine gemall dem Molekulargewicht zur Anode.

Nonident P 40: Nonident P 40 ist ein Ethylenphenol - Polyethylenglycolether
([C30H54012]n) und hat ein Molekulargewicht von 606 D bei n = 11. Es ist ein nichtioni-
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sches Detergens und eignet sich gut fur die Zellsolubilisierung, da es Proteaseinhibito-

ren nicht in ihrer Funktion einschrankt (Fluka) [73].

Triton X 100: Triton X (t - Octylpheoxypolyetoxyethanol) ist ein weitverbreitetes Deter-
gens fur die Solubilisierung von Membranproteinen und anderen Komponenten unter

nicht — denaturierenden Bedingungen [73].

2.1.6 Modellantigen

Das Modellantigen Ovalbumin wurde in unterschiedlich reiner Form bei Sigma bezogen

und im entsprechenden Puffer gelost.

2.1.7 Proteasen und Proteaseninhibitoren

CBZ-Phe-Ala-CHN2: Carbobenzoxy — Phe - Ala - diazomethylketon ist ein irreversibler
Inhibitor von Cysteinproteasen wie z.B. Kathepsin B und Papain. Stammldésung :

16 mM (6,3 mg / ml DMSO), bei -20°C gelagert (Bachem) [74].

Complete: Complete - Tabletten hemmen ein breites Spektrum an Serin -, Cystein - ,
Metaloproteasen sowie Calpaine. Durch die optimierte Zusammensetzung sind sie be-
sonders geeignet zum Schutz von Proteinen, die aus tierischem Gewebe und Zellen, He-
fe oder Bakterien isoliert werden. Complete enthalt sowohl reversible als auch irreversib-
le Proteaseinhibitoren. Eine Tablette ist ausreichend zur Inhibierung von 50 ml Extrak-

tionslésung. Stammldsung: eine Tablette /7 2 ml Aqua bidest. (Roche).

Kathepsin B: Kathepsin B ist eine Cystein - Protease, die Uber Endoprotease und Pepti-
dyl - Dipeptidase Aktivitat verfugt. Es ist eine der Hauptproteasen des endo-
/lysosomalen Systems und zeigt breite Spezifitat. Kathepsin B ist unter anderem an der
proteolytischen Spaltung der invarianten Kette beteiligt. Stammldésung: 1 mg/ml Phos-

phatpuffer (Sigma).

Kathepsin D: Kathepsin D (EC 3.4.23.5) ist eine Aspartyl - Protease und eine der do-
minaten Proteinasen in den endo-/lysosomalen Kompartimenten. Es ist an der Degra-
dierung zahlreicher endozytierter Proteine beteiligt, eine immunologische Relevanz wird

diskutiert. Stammldsung: 1 mg /ml Acetatpuffer (Sigma).

Leupeptin: Dieses Tripeptid inhibiert Kathepsin B, Papain, Plasmin und Trypsin, sowie
in geringerem Umfang Kathepsin D. Stammldsung: 1 mg/ml PBS, bei - 20°C gelagert
(Sigma).
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Pepstatin A: Dieses Pentapeptid (Mr 685,91) inhibiert die sauren Proteasen Kathepsin
D und Pepsin. Stammldsung: 1 mg/ml Methanol 20% (Sigma).

PMSF: Phenylmethylsulfonfluorid inhibiert Serinproteasen und einige Cysteinproteasen:

Stammldsung: 100 mM (17,4 mg/ml Methanol).

Trasylol: Aprotinin aus Rinderlunge mit inhibitorischer Wirkung auf Kahlliekrein und
zahlreiche intrazellulare Proteasen sowie Chymotrypsin, Plasmin und Trypsin. Stammlo-

sung: 2,8 mg/ml in ST - Puffer (Bayer AG).

Trypsininhibitor: Inhibitor aus Sojabohnen, der Trypsin und andere Serinproteasen

hemmt. Stammldsung: 5mg/ml ST - Puffer (Serva).

E64d: E64d ist ein Derivat von E64, bei dem die Guanidinobutan — Gruppe gegen eine
Alkyl — Gruppe ausgetauscht ist. Hierdurch wird der Cysteinproteinaseninhibitor zell-
permeabel. E-64, das aus Kulturen von ASPERGILLUS JAPONICUS isoliert wurde, gilt als

Prototyp der Oxiran — Inhibitoren [75].

Cat3: Cat3 ist ein N- Petidyl, O- Acyl Hydroxamat, das selektiv Serin- und Cysteinpro-
teinasen inhibiert. Cysteinproteinasen werden durch die Formation eines Sulphenamid -
Adduktes inhibiert, Serinproteinasen durch Carbamylierung des Serins im aktiven Zent-

rums [76].

2.1.8 Zytokine und Antikorper

14-4-4S: Zytotoxischer monoklonaler Antikérper der Subklasse 1gG2a/Kappa mit Spezi-
fitat fur |-Ekdpr- Determinanten. Er besitzt zusatzlich eine Kreuzreaktivitdt mit dem

Haplotyp RT1.D der Ratte [77].

Anti-Digoxigenin-AP: Polyklonaler Schafs - Antikorper, der 100% Reaktivitat mit Digo-
xigenin und Digoxin zeigt, jedoch keine Kreuzreaktivitat mit anderen Steroiden. Fab -
Fragmente wurden durch enzymatische Verdauung mit Papain erhalten und mit alkali-
scher Phosphatase gekoppelt. Der Antikdérper wurde im Western - Blot verwendet (Ro-

che).

Anti-FITC-POD: Polyklonaler Schafs — Antikorper, der eine hohe Affinitat zu FITC - De-
rivaten aufweist. Fab - Fragmente wurden durch enzymatische Verdauung mit Papain
erhalten und mit Peroxidase gekoppelt. Der Antikorper wurde im Western - Blot verwen-

det (Roche).
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GM-CSF: Murines GM-CSF (,Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor”) ist

ein in seiner Wirkung als artspezifisches beschriebenes Glykoprotein mit einem Moleku-
largewicht von 23 kD, das von aktivierten T-Zellen, Endothelzellen, Fibroblasten und
Makrophagen sezerniert wird [78]. Es stimuliert die Proliferation und das Uberleben von
Granulozyten und Makrophagen im Knochenmark. Im Maussystem ist die Differenzie-
rung der einzelnen Vorlauferzellen stark dosisabhéngig. Das verwendete GM-CSF wurde

von Hr. Dr. Seiler (Behringwerke) zur Verfigung gestellt [79a-€].

INF-y: Interferon-y ist ein lymphoider Faktor mit potenter antiviraler Aktivitat, der u.a.
von T-Lymphozyten nach Stimulation durch ein Mitogen oder Antigen produziert wird.
Das verwendete, gentechnisch hergestellte Ratten Interferon-y wurde von Hr. Prof. Kirch-

ner zur Verfigung gestellt. Es besitzt eine spezifische Aktivitat von 1x108 [U/ml [80].

M-CSF: Der Zusatz von M-CSF (,Macrophage Colony Stimulating Factor”) in KM - Kultu-
ren beglnstigt das Wachstum und die Differenzierung von Makrophagen aus Vorlaufer-
zellen der mononuklearen, phagozytischen Linie und stimuliert die Proliferation reifer
Makrophagen. M-CSF wurde als Kulturiberstand der Maus - Fibroblastenlinie L929

gewonnen.[81 a - b]

LPS: Lipopolysaccharide sind wesentliche Zellwandbestandteile gramnegativer Mikroor-
ganismen. LPS stellen T — Zell - unabhéangige Antigene fur ruhende B - Zellen dar und
sind polyklonale Aktivatoren fur die Blastentransformation mit anschlief3ender Mitose.
Im weiteren Reaktionsverlauf werden Antikdrper sezerniert (Uberwiegend IgM). Lipopoly-

saccharide zeigen vielfaltigen Einfluss auf Zellen des Immunsystems [ 2].
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2.1.9 Molekulargewichtsstandards

Mark 12™ Wide Range Protein Standard (Novex, San Diego USA)

e Myosin (200 kD)

e [-Galactosidase (116,3 kD)

e Phosphorylase b (97,4 kD)

e Bovines Serumalbumin (BSA, 66,3 kD)
e Glutamat-Dehydrogenase (55,4 kD)
e Lactat-Dehydrogenase (36,5 kD)

e Carboanhydrase (31 kD)

e Trypsin-Inhibitor (21,5 kD)

e Lysozym (14,4 kD)

e Aprotinin (6 kD)

e Insulin, B-Kette (3,5 kD)

e Insulin, A-Kette (2,5 kD)

SeeBlue™ Pre-Stained Standard (Novex, San Diego USA)

e Myosin (210 kD)

e Bovines Serumalbumin (BSA, 78 kD)
e Glutamat-Dehydrogenase (55 kD)

e Alkohol-Dehydrogenase (45 kD)

e Carboanhydrase (34 kD)

e Myoglobin (23 kD)

e Lysozym (16 kD)

e Aprotinin (7 kD)

e Insulin, B-Kette (4 kD)

MultiMark™ Multi-Colored Standard (Novex, San Diego USA)

* Myosin (208 kD)

* Phosphorylase B (105 kD)

* Glutamat-Dehydrogenase (53 kD)
» Carboanhydrase (34 kD)

* Myoglobin — blau (23 kD)

e Myoglobin —rot (17 kD)

e Lysozym (13 kD)

e Aprotinin (7 kD)

e Insulin (4 kD)

2.1.10 Versuchstiere und Zellinien

Zuchtpaare des Inzuchtstammes “Lewis” (LEW, Haplotyp RT1!) stammen aus dem Zent-

ralinstitut fur Versuchstiere und wurden im institutseigenen Tierstall kontinuierlich in-
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gezuchtet. Fur die Untersuchungen wurden méannliche Ratten im Alter von drei Monaten

eingesetzt.

Die F10-Zellinie sind Astrozytenzellen der ,Lewis“-Ratte, die fakultativ MHC Klasse Il
exprimieren und eine wichtige Rolle bei der Initiierung der Immunantwort im Gehirn

spielen [82].

2.2 Methoden der Zellkultur

2.2.1 Puffer, Losungen und Medien fur die Zellkultur

Die hier aufgefuhrten Puffer, Lésungen und Medien wurden unter sterilen Bedingungen

mit bidestiliertem Wasser angesetzt und, wenn nicht anders angegeben, bei 4°C gelagert.

Gey’s Losung: Zur selektiven Lyse der Erythrozyten in Zellpraparationen wurde diese
Losung eingesetzt (150 mM NH4CI mit 10 mM Tris/HCI (pH 9,0) auf pH 7,5 eingestellt)
[83]

Glutaminldsung: L-Glutamin ist eine Aminosaure, die fur kultivierte Zellen essentiell
ist. Glutamin ist unter Kulturbedingungen fur die meisten Zellen eine der wichtigsten
Kohlenstoffquellen und stellt gleichzeitig einen Ausgangsstoff fur die weitere Synthese
von Biomolekllen und Proteinen dar. Da Glutamin sehr labil ist, wurde die 200 mM
Stammloésung dem Medium erst kurz vor Kulturbeginn in einer Endkonzentration von

2 mM zugesetzt. Die Stammlésung wurde bei —20°C gelagert.

PBS: Es handelt sich um eine physiologische Kochsalzlésung (140 mM NaCl, 10 mM
NaH-POa4; pH 6,6). Sie wurde als Stammldsung in zehnfacher Konzentration angesetzt

und vor Gebrauch 1:10 verdunnt, wodurch sich der pH auf 7,4 erhoht.

Pen/Strep - Losung: Um Kontaminationen moglichst gering zu halten, wurde den Kul-
turmedien eine Stammldsung der Antibiotika Penicillin (104 1U/ml) und Streptomycin

(10 mg/ml) 1% zugesetzt.

Trypanblau - Losung: Diese Farbelosung (0,5% (w/v) Trypanblau, 150 mM NacCl) diente
zur Bestimmung der Zellzahl und der Zellvitalitat. Die Losung wurde nach dem Ansetzen

durch ein Papierfaltenfilter filtriert.
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Versen: Zum Ablésen adharenter Zellen aus KulturgefafRen diente diese EDTA - haltige,
physiologische Salzlésung (2,6 mM KCI, 136,8 mM NaCl, 10 mM EDTA, 1,1 mM Gluko-
se, 1,4 mM KH2PO4, 8,1 mM NaH>PO.4).

TRP/EDTA - Lsg: Zum Ablésen der F10-Tellen aus Kulturflaschen diente diese EDTA -
haltige, physiologische Lésung (0,25% (w/v) Trypsin, 0,03% (w/v) EDTA U.N. in PBS ge-
l16st, sterilfiltriert). Lagerung bei -20°C.

DMEM: DULBELCCO’S MODIFIED EAGLE'S MEDIUM (9,75 g/I DMEM Trockenpulver, 3,7 g/l
NaHCOsz, 10 ml/1 Pen/Strep - Lésung, 1 ml/l 2-Mercaptoethanol; pH 7,2) wurde als Ba-
siskulturmedium bei der Kultivierung von dendritischen Zellen und Zellinien eingesetzt.

Das DMEM Trockenpulver enthalt Phenolrot als pH - Indikatorfarbstoff.

MEM: MINIMUM ESSENTIAL MEDIUM (9,526 g/1 MEM Trockenpulver, 4,77 g HEPES, 10 ml
/ | Pen/Strep -Losung, 1 ml/l 2-Mercaptoethanol; pH 7,2) wurde als Waschmedium
beim Umsetzen der Zellen verwendet. Das MEM Trockenpulver enthalt Phenolrot als pH

-Indikatorfarbstoff.

2.2.2 Seren zur Supplementierung von Medien und Puffern

Um die Vitalitat der Zellen zu erhalten, wurden die Kultur- und Waschmedien mit FCS
(fetal calf serum) und zum Teil zusatzlich mit HS (horse serum) supplementiert. Die Se-
ren wurden von den Firmen Roche bzw. Biochrom tiefgefroren, steril und auf My-
koplasmen getestet, bezogen. Zur Komplementinaktivierung erfolgte eine 30 minutige
Inkubation bei 56°C. Vor dem Einsatz in die Zellkultur wurden die Seren auf Toxizitat

und auf Eignung fur verschiedene Zelltypen getestet.

2.2.3 Kulturbedingungen

Samtliche Arbeiten wurden in einer sterilen Werkbank unter Verwendung steriler Glas-
und Plastikwaren durchgefuhrt, um Kontaminationen mit Luftkeimen wie Pilzsporen
und Bakterien zu verhindern. Die Zellkulturen wurden in einem Brutschrank bei 37°C,
ca. 95% Luftfeuchtigkeit und einem Kohlendioxidgehalt von 10% kultiviert. Unter diesen
Bedingungen behalten die Kulturmedien einen physiologischen pH - Wert, und Flussig-

keitsverluste durch Verdunstung sind minimal.
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2.2.4 Organentnahme und Zellpraparation

22.4.1 Knochenmarkpréparation
Materialien und Reagenzien:

* Préaparierbesteck (Witegro, Taunusstein)

o Zentrifugenréhrchen (50 ml)

* 5 ml Injektionspritze mit 0,7 mm (18 G) Kantle

e MEM/ 1% FCS, auf Eis gekuhlt

Das rote Knochenmark in den Markhohlen der langen Réhrenknochen stellt ein hama-
topoetisches Organ dar, in dem sich die pluripotenten Stammzellen des Blutsystems so-
wie reife und unreife Formen von Leukozyten, Erythrozyten und Thrombozyten befinden.
Die Knochenmarkspraparation erfolgte unter sterilen Bedingungen. Die Versuchstiere
wurden durch das Einleiten von Kohlendioxid in einen Exsikator getdtet und mit Nadeln
dorsal auf einer Praparierunterlage fixiert. Nach Desinfektion des Felles mit Alkohol
wurde die Haut an Abdomen, Vorder- und Hinterextremitaten abprapariert. Femur und
Tibia wurden weitgehend von Muskeln befreit, von Huft- und FulRgelenken abgetrennt
und anschlieRend vom Kniegelenk befreit. Die R6hrenknochen wurden mit Hilfe einer 5
ml Injektionsspritze und aufgesetzter 0,7 mm Kanule mit kaltem MEM/1% FCS durch-
spult. Das Knochenmark wurde in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen gesammelt. Ent-
sprechend wurde bei der Praparation von Humerus und Radius vorgegangen. Um eine
Einzelzellsuspension zu erhalten, wurde das Praparat mit einer 5 ml - Pipette aufsus-

pendiert.

2.24.2 Lyse der Erythrozyten

Um die Knochenmarkspréaparation von Erythrozyten zu befreien, wurde das Praparat
nach erfolgter Suspendierung far 10 min bei 4°C und 200xg zentrifugiert. Das Zellsedi-
ment wurde in 3 ml Gey’s Losung suspendiert und 2 1/2 min bei Raumtemperatur un-
ter gelegentlichem Schutteln inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen zweimal mit
MEM/ 1% FCS gewaschen. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden sie in Kultur ge-

nommen.
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2.2.4.3 Bestimmung der Zellzahl und der Zellvitalitat

Um die Lebendzellzahl zu bestimmen, wird eine Ausschlussfarbung mit Trypanblau
durchgefuhrt. Die Zellmembran lebender Zellen ist fur Trypanblau fur ca. funf bis sie-
ben Minuten impermeabel, wogegen sich das Zytoplasma und der Zellkern toter Zellen
sofort stark blau anfarben. Beschadigte Zellen, die kaum noch Zytoplasma enthalten,
farben sich jedoch nur bla3blau. Die Zellen wurden nach der Zentrifugation in einem
definiertem Volumen Medium aufgenommen, zum Zahlen der Zellen in der Neubauer-
Zahlkammer wurde ein Aliquot dieser Zellsuspension mit Trypanblau nach Bedarf 1:2

bis 1:64 verdunnt. Die Berechnung der Zellzahl erfolgte nach folgender Formel:
Zellzahl = (Z*V * X *10%/Q

Z = Zellzahl, V = Verdunnungsfaktor, 104 = Kammerfaktor, x = Gesamtvolumen der Zell-

suspension in ml, Q = Anzahl der Eckquadrate

2.2.5 Kryokonservierung und Rekultivierung von Zellen

Um nicht alle Zellen auf Dauer in Kultur halten zu mussen, wurden Aliquote mit einer
Zelldichte von 5x106 bis 1x107/ml FCS eingefroren und in flussigem Stickstoff bei -
196°C gelagert. Auf diese Weise kénnen Zellen Uber Jahre aufbewahrt werden [84]. Um
Zellschadigungen wahrend des Einfrierens durch Scherkrafte der Wasserkristalle so ge-
ring wie maoglich zu halten, wurde den Zellsuspensionen kurz vor dem Einfrieren der Ge-
frierschutz Dimethylsulfoxid (DMSO) in einer Endkonzentration von 10% zugesetzt. Die
Zellsuspension wurde in Kryoampullen aliquotiert und bei —-70°C eingefroren. Nach 24

Stunden wurden die Zellaliquote in flissigem Stickstoff eingelagert.

Zur Rekultivierung wurden entsprechende Zellaliquote bei 37°C im Wasserbad aufgetaut
und in 50 ml Kulturmedium uUberfuhrt. Nach Kultur tUber Nacht wurden die Zellen ge-
waschen und die Zellzahl bestimmt. Nach erneutem Waschen zur vollstdndigen Entfer-

nung des DMSO wurden die Zellen im entsprechenden Kulturmedium kultiviert.

2.2.6 In vitro Generation von dendritischen Zellen

Durch Anreicherung von dendritischen Zellen (DC) aus lymphatischen Organen kann
aufgrund des geringen Vorkommens dieser Zellen in den Geweben und wegen aufwendi-
ger Separationsverfahren nur eine geringe Menge an DC erhalten werden [85]. Die Etab-

lierung eines in vitro Kultursystems in unserem Labor durch Fr. Dr. Mehlig ermdglicht
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hingegen die Gewinnung ausreichender Mengen an DC aus Vorlauferzellen des Kno-

chenmarks der Ratte[86].

2.2.6.1 Dendritische Zellen aus Knochenmarkskulturen

Unter dem Einfluss von suboptimalen Mengen an GM-CSF differenzieren Knochen-
markszellen zu Makrophagen, Granulozyten und Zellen mit dendritischer Morphologie.
Zur Generierung wurden Knochenmarkszellen in einer Dichte von 5x105 Zellen/ml Kul-
turmedium (DMEM, 5% FCS, 1% GIn), das mit 2 ng rekombinantem GM-CSF/ml Medi-
um supplementiert worden war, fur 8 Tage in groRRen Petrischalen ohne Beschichtung

kultiviert[ 87 a - b].

Bei der Zellernte wurde zuerst das Medium mit den nichtadharenten Zellen entfernt und
durch kaltes Versen ersetzt. Nach zehnminuUtiger Inkubation bei 4°C lieRen sich die ad-

harenten Zellen leicht vom Kulturschalenboden abspritzen.

2.2.6.2 Anreicherung von DC aus Knochenmarkskulturen

Bei der Generierung von DC aus Knochenmarkskulturen differenzieren neben DC auch
Granulozyten und Makrophagen aus, so dass weitere Schritte zur Anreicherung
erforderlich sind. Da DC konstitutiv MHC - Klasse Il Molekule im Unterschied zu den
anderen Zellpopulationen der Knochenmarkskultur exprimieren, bot sich eine
Separation Uber Klasse Il mit Hilfe von Immunobeads an. Hierbei handelt es sich um
magnetische Partikel, die von Polystyrol umhullt sind und auf deren Oberflache anti -
Maus 1IgG kovalent gebunden ist. Mit Hilfe eines gegen Klasse Il gerichteten

Sekundarantikorper konnen so DC im Magnetfeld selektiert werden [88].

2.2.6.3 Beladung von magnetischen Partikeln mit Antikorper

Die Beladung der Immunobeads mit monoklonalen Antikdrper erfolgte durch Inkubation
von Hybridomuberstand mit Immunobeads in einer Konzentration von 1ml/2x107
Beads. Wahrend der mindestens zweistiindigen Inkubation bei 4°C wurden die Partikel
durch Rotation des Ansatzes in der Schwebe gehalten. Nach Abschluss der Inkubation
erfolgten zwei Waschschritte mit MEM/1% FCS, wobei die paramagnetischen Partikel
durch das Magnetfeld des Zellseperators im Reaktionsgefal3 zuruickgehalten und das
Medium mit einer Pasteurpipette abgezogen wurde. Die Partikel wurden anschlieRend in

einer Dichte von 4 x 108 Beads/ ml MEM/1% FCS aufgenommen.
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2.2.7 Gewinnung von Knochenmarksmakrophagen

Unter dem Einfluss von M-CSF differenzieren und proliferieren Knochenmarkszellen zu
Makrophagen. Zur Generierung von Ratten - Makrophagen aus Knochenmarksprapera-
tionen wurden 5 x 105 KM - Zellen/ml Kulturmedium (DMEM, 50 % L929-
Kulturdberstand, 5% FCS, 10 % HS, 1% GIn) in unbeschichte Petrischalen eingesat. Um
ein optimales Zellwachstum zu erreichen, wurden am flunften Tag 10 ml frisches Medi-
um pro Kulturschale zugegeben. Nach 9-11 Tagen Kulturdauer wurden die Zellen mit

Versen vom Boden der Petrischalen abgeldst [89].

2.2.8 Solubilisierung von Zellen

Um in Zellen aufgenommenes Antigen biochemisch untersuchen zu kdénnen, ist es not-
wendig, die Zellen zu solubilisieren. Hierzu stehen verschiedene Mdéglichkeiten zur Ver-
fligung: die Solubilisierung mit Detergentien oder durch Scherkrafte. Als Detergentien
stehen sowohl ionische als auch nichtionische zur Verfigung. Bei der Zellsolubilisierung
muss darauf geachtet werden, dass eine genlgende Menge an Proteaseinhibitoren an-

wesend ist, um die intrazellularen Proteasen vollstandig zu hemmen [90].

2.2.8.1 Solubilisierung mit ionischem Detergens

e Solubilisierungspuffer 1% SDS
16mM CBZ-Phe-Ala, 10mM Pepstatin A
oder eine Tablete Complete / 50 ml
in 20mM Tris, 1ImM EDTA, pH 8,5

Fur manche Proteine ist es nutzlich, die Zellen unter denaturierenden Bedingungen zu
solubilisieren. Da eine Auftrennung der Proteine in der 1D-SDS-PAGE erfolgt, bietet sich

SDS als Detergens an.

Nach dem Ernten der Zellen wurde zweimal gewaschen und der Uberstand durch Solu-
bilisierungspuffer ersetzt. Nach einer dreiBigminutigen Inkubation bei Raumtemperatur

auf einem Schuttler konnten die Proben untersucht werden.

2.2.8.2 Solubilisierung mit nichtionischem Detergens

e Solubilisierungspuffer 1% Triton X 100 oder 1% Nonident P40
16mM CBZ-Phe-Ala, 10mM Pepstatin A
oder eine Tablete Complete / 50 ml
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in 20mM Tris, 1ImM EDTA, pH 8,5

Um bei der Zelllyse die Proteine nicht zu denaturieren, ist es sinnvoll, ein nichtionisches
Detergens wie Nonident P40 oder Triton X 100 einzusetzen. Ein weitere Vorteil ist, dass -

im Gegensatz zur SDS - Lyse- auch zweidimensionale Analysen mdglich sind.

Nach dem Ernten der Zellen und zweimaligen Waschen wurde zum Zellpellet der Solubi-
lisierungspuffer gegeben. Nach einer halbstundigen Inkubation konnten die Proben wei-

teren Untersuchungen zugefuhrt werden.

2.3 Elektrophoretische Methoden

2.3.1 Allgemeines

Eine sehr leistungsfahige Methode zur Auftrennung von Proteinen beruht auf dem Pha-
nomen, dass ein MoleklUl mit einer Nettoladung im elektrischen Feld wandert. Diesen
Vorgang bezeichnet man als Elektrophorese, wobei die Wanderungsgeschwindigkeit des
Proteins (bzw. eines anderen Molekuls) im elektrischen Feld abhéngig von der elektri-
schen Feldstarke (E), der Nettoladung des Proteins (z) und dem Reibungskoeffizienten (f)

ist. Es gilt :

Um eine bessere Auftrennung zu ermdglichen, fuhrt man die elektrophoretische Auf-
trennung nicht in wassriger Loésung, sondern in einer Matrix durch. Hierdurch werden
durch kleine Temperaturgradienten verursachte Konvektionsstrome vermieden; ferner
wirken sie als Molekularsiebe und verbessern so die Auflésung. Molekdlle, die im Ver-
haltnis zu den Gelporen kleiner sind, wandern rasch vorwarts, im Verhaltnis gréRRere
bleiben nahezu unbeweglich; Molekule mittlerer Grof3e wandern mit entsprechender Ge-
schwindigkeit durch das Gel. Als Tragermedium werden bei der Elektrophorese haufig
Polyacrylamidgele verwendet, da diese chemisch inert und durch Polymerisation von Ac-
rylamid leicht herzustellen sind. Die Porengrof3e kann durch unterschiedliche Konzent-
rationen von Acrylamid und Methylenbisacrylamid, einem quervernetzenden Reagens

variiert werden [91].
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2.3.2 Eindimensionale SDS - Polyacrylamid Gelelektrophorese

Bei der 1D-SDS-Page werden Proteine unter denaturierenden Bedingen nach ihrem Mo-
lekulargewicht aufgetrennt. Durch die Bindung von Natriumdodecylsulfat (SDS ,HsC-
(CH2)10-CH20S03 - Na*) werden die Proteine denaturiert, da SDS alle nicht kovalenten
Wechselwirkungen in nativen Proteinen zerstort. Die SDS - Anionen binden sich an die
Hauptketten, etwa ein SDS - Molekll pro zwei Aminosaurereste, so dass ein Komplex
aus denaturiertem Protein und SDS entsteht. Die stark negative Ladung des Proteins ist
dank seiner Masse proportional. Die erworbene negative Ladung ist zumeist wesentlich
groRRer als die urspringliche Ladung des Proteins, so dass seine Ladung vernachléassigt
werden kann. Somit hangt die Wanderungsgeschwindigkeit nur noch von der Moleku-
largroBe bzw. der Anzahl SDS - vermittelter Ladungen und der PorengréRe des Gels ab.
Des weiteren ist die elektrophoretische Beweglichkeit vieler Proteine in SDS - Polyacry-

lamidgelen dem Logarithmus ihrer Masse proportional [92 a - f].

Um im niedermolekularen Bereich zwischen 1-100 kD eine bessere Auftrennung zu er-
halten, wurde zusatzlich zum Glycin — System nach Lammli das Tricin — System einge-
setzt. Dieses wird durch den Einsatz des Leitions Tricin und ein diskontinuierliches Puf-

fersystem erreicht [93].

2.3.2.1 Materialien und Lésungen

* Flachgelkammern, Anfertigung nach Institutserfordernissen (Keuz, Reiskirchen)
* 2 Glasplatten 165 * 150 mm, eine mit einem Ausschnitt von 120*20 mm an der schmalen Seite
» Abstandshalter (Spacer) aus Kunststoff (170 * 12 mm; 1,5 mm oder 1,0 mm dick)
e Probenkamm, Teflon, 120 mm breit, 12 Probentaschen a 100ul
e Metallklammern (Roth, Karlsruhe)
* Vaseline (Roth, Karlsruhe)
e Elektrodenpuffer Glycin 4x 60 g Tris
288 g Glycin
100 ml SDS 20% (20 g)
ad 5 |, eingestellt auf pH 8,5

e Anodenpuffer Tricin 0,2 M Tris (24,23 g/l)
ad 1 I, mit konz. HCI auf pH 8,9 eingestellt
e Kathodenpuffer Tricin 0,1 M Tris (12,11 g/l)
0,1 M Tricin (17,92 g/l)
0,1 M SDS (5 ml 20 % SDS-Lsg. / 1000 ml)
ad 1|, pH betragt 8,25
e Losung A 3 M (366 g/l) Tris
48 % (v/v) 1 N HCI (480 mi/l)
eingestellt auf pH 8,5

e Ldsung B 3,0 M Tris (36,34 g/ 100 ml)



Material und Methoden Seite 30

0,3 M SDS (1,5 ml 20 % SDS-Lsg./ 100 ml)
ad 100 ml, mit konz. HCI auf pH 8,45 eingestellt

e Losung C 20 % (w/v) Acrylamid (280 g/l)
0,735 % (w/v) N,N’- Methylenbisacrylamid (7,35 g/l)
e LdsungD 95,75 (v/iv) 1 M Tris/HCI pH 7,0

4 % (viv) SDS 20 %
0,25 (v/iv) TEMED (Tetramethylethylendiamin)

e Losung E 48 % (w/v) Acrylamid
1,5 % (w/v) N,N'-Methylen-Bisacrylamid
e Glycerin
e SDS - Loésung 20 % 20 % (w/v) SDS (20 g/100 ml)
e APS - Lo6sung 10% 10 % (w/v) APS (1 g/10 ml)
2.3.2.2 Zusammensetzung der Gele

Die Gellésungen wurden gemal folgender Tabelle pipettiert, wobei darauf geachtet wur-

de, dass die Lésungen gut durchmischt wurden :

Ldsung Stacker 10% 16,5%
Lésung E (ml) 0,5 Bl 8,3
Lésung B (ml) 1.3 8,3 8,3
Glyzerin (ml) / 3 3
Aqua bidest. (ml) 4,0 8,6 583
TEMED (ul) 10 20 20

Tab. 2 Zusammensetzung der Gelldsungen furTricin- Gele

GEL 10 % 12 % 14 % 16 %
Losung A (ml) 3,00 3,00 3,00 3,00
Losung C (ml) 8,48 10,18 11,87 13,56
Glyzerin (ml) 3,00 3,00 3,00 3,00
Aqua bidest. (ml) 9,40 7,70 6,01 4,32
SDS 20 % (ul) 120 120 120 120

Tab. 3 Zusammensetzung der Gelldsungen fur Glycin-Gele

Zu der jeweiligen Gellésung wurden kurz vor dem GiefRen 100 pl 10 % APS - Losung

hinzugegeben.

Zusammensetzung des Stackers fur Glycin — Gele : 1 ml Lésung C, 1 ml Lésung D, 4 ml

Aqua bidest sowie 80 ul 10 % APS
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2.3.2.3 Vorbereitungen

An den nicht ausgeschnitten Seiten zwischen zwei Glasplatten wurden je drei Abstands-
halter positioniert, der Kontaktbereich zwischen Glasplatte und Abstandshalter durch
dinnes Auftragen von Vaseline abgedichtet und mit Hilfe von Metallklammern fixiert. In
den Hohlraum zwischen die Glasplatten konnten nun die Polyacrylamid - Gellésungen
gegossen werden. Nach Ansetzen der bendétigten Menge an Gellésung wurde kurz vor
dem GielRen APS 10% als Starter der Polymerisierungsreaktion zugesetzt und die Losung

gut durchmischt.

Nach Zugabe von APS - Ldsung zur angesetzten Sammelgellésung wurde die Geltasche
gefullt und der Probenkamm sorgféaltig positioniert. Nach einer Polymerisationsdauer
von mindestens einer Stunde wurde der Probenkamm vorsichtig entfernt und die Ta-

schen mit Aqua bidest. gespult.

Vor dem Einsetzen des vorbereiteten Flachgels in die Elektrophoresekammer wurde der
untere Spacer entfernt und verbleibende Vaseline im entstandenen Spalt entfernt. Nun
wurden die Kammern mit Elektrophoresepuffer geftllt und verbleibende Luft im Spalt
oder den Probentaschen mit Hilfe einer abgewinkelten Kanule und einer Einwegspritze

entfernt, um eine gleichmafRige Ausbreitung des elektrischen Feldes zu ermdglichen.

2.3.24 Durchfuhrung der Gelelektrophorese

Der Probenpuffer wurden mit 1ml Bromphenol - Blau versetzt, um zum einen eine visu-
elle Kontrolle beim Auftragen der Proben zu gewahrleisten als auch den Fortgang der E-
lektrophorese beobachten zu kénnen. Die Proben wurden mit Hilfe einer Hamiltonkan(-
le aufgetragen, dass maximale Endvolumen der Proben betrug 100 ml. Die Elektropho-
rese wurde bis zum Erreichen der Proben in das Trenngel bei 40 mA durchgefuhrt, an-
schlieBend wurde die Stromstarke auf 6 bis 8 mA bei Glycin -, bzw. auf 10-15 mA bei
Tricin- Gelen reduziert und das Gel Uber Nacht laufen gelassen. Die Elektrophorese

wurde beendet, wenn der Farbstoff den unteren Rand des Gels erreicht hatte.

2.3.3 Zweidimensionale Gelelektrophorese

Die zweidimensionale Gelelektrophorese nach O’Farrell [94] ist eine hochauflésende
Trennmethode fur Proteine. Zusatzlich zur Trennung nach dem Molekulargewicht wird

eine Trennung nach dem isoelektrischen Punkt vorgeschaltet. Hierdurch wird eine Tren-
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nung nach zwei Parametern erreicht, wodurch unterschiedliche Proteine mit gleichem
Molekulargewicht unterschieden werden kénnen. Bei der isoelektrischen Fokussierung
(IEF) bildet eine in einer Acrylamidgelmatrix enthaltene Mischung niedermolekularer
Tragerampholyte nach Anlegen einer Spannung einen stabilen pH- Gradienten aus, in
dem sich die amphoteren Proteine nach Erreichen ihres isoelektrischen Punktes in en-
gen stationaren Banden konzentrieren. Als Trennprinzip wird die Tatsache ausgenutzt,

dass die Mobilitat der Proteine an ihrem isoelektrischen Punkt annahernd null ist.

2.3.3.1 Materialien und Lésungen

e |EF Elektrophoresekammer Typ 155 (Bio Rad, Minchen)

e Glasréhrchen 150 mm lang, 1,5 mm Innendurchmesser (Bio Rad, Miinchen)
e Ampholines pH 3,5-10 (40% -ige Losung; Fluka)

e Kandile 180 mm lang, 22 Gauche (Fluka)

e Einwegspritze 5 ml (Bekton - Dickesson)
e |EF - Standard 2 mg/ml Cytochrom C in IEF Probenpuffer
e |EF - Probenpuffer 9,5 M Harnstoff

2% wi/v Triton X 100
2% v/v Ampholines pH 3,5-10
Aqua bidest.

e |EF-Acrylamidisg. 28,38% wi/vAcrylamid
1,62% wi/v N,N-Methylenbisacrylamid
Aqua bidest. ad 100%
e Triton X 100 Lsg. 10% w/v Triton X 100
e GelUberschichtungslsg. 8 M Harnstoff
e Probenlberschichtungslsg. 1,75 M Harnstoff
1,25% Triton X 100
Aqua bidest. ad 100%

e Anodenpuffer 25 mM (3,33 g/l) Asparaginsaure
25 mM (3,68 g/l) Glutaminsaure
o Kathodenpuffer 570 mM (120 ml/l) Ethylendiamin

25 mM (4,35 g/l) Arginin
25 mM (3,65 g/l) Lysin
e |EF-Gelmischung 2,769 Harnstoff
1 ml Triton X 100 Lsg
0,66 ml IEF-Acrylamidisg.
0,25 ml Ampholines
7 ul Temed
Aqua bidest. ad 5 ml
10 pl APS - Ldsung (kurz vor dem Giel3en hinzugeben)

2.3.3.2 Vorbereitungen

Alle Lésungen wurden vor Versuchsbeginn grindlich entgast. Die grundlich gesauberten

Glasrohrchen wurden an einem Ende mit Parafilm verschlossen und vertikal in einer
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Halterung fixiert. Mittels einer Einwegspritze mit aufgesetzter Kanule wurden die Réhr-
chen zu einer Hohe von exakt 11cm mit der vorbereiteten IEF-Gelmischung luftblasen-
frei gefullt und mit GelUberschichtungslésung aufgeftllt. Nach einer Polymerisationszeit
von einer Stunde wurden Parafilm und GelUberschichtungslosung entfernt und die
Rundgele in die Elektrophoresekammer eingespannt. Dabei wurde darauf geachtet, das
sich am unteren Ende keine Luftblasen festsetzten. Bis zum Probenauftrag konnten die

Gele mit 20 ul Probenuiberschichtungslésung versehen aufgehoben werden.

Fur die zweite Dimension wurden Standard 10% Tricingele mit einer Dicke von 1mm ge-
gossen. Als Probenkamm diente ein spezieller IEF-Kamm mit einer 11 cm langen Tasche

far die Rundgele und einer Probentasche fur den Molekulargewichtsstandard.

2.3.3.3 Durchfuhrung der zweidimensionalen Elektrophorese

Die in maximal 80 pl IEF-Probenpuffer gelésten Proben wurden nach Zusatz von 5pl
IEF-Standard mit einer Mikroliterspritze blasenfrei unter die Probentberschichtungslo-
sung gefullt. Anschlieliend wurden zunéchst die Glasréhrchen und dann der gesamte
Anodenraum mit Anodenpuffer aufgefullt. Die isoelektrische Fokussierung erfolgte unter
schrittweiser Erhéhung der Spannung (30 min 100V, 30 min 200V, 16h 300V, 1h
800V). Der mitgefuhrte IEF-Standard fokussiert als charakteristische rotbraune Bande
am anodischen Ende des Rundgels und ermdglicht so die Kontrolle der Auftrennung.
Nach Beendigung der Fokussierung wurden die Glasrohrchen entnommen und bei —

20°C eingefroren.

Fur die zweite Dimension wurde die Probentasche der vorbereiteten Flachgele grundlich
mit Aqua bidest. abgespult. Das tiefgeforene IEF-Rundgel wurde mit Druckluft vorsichtig
aus dem Glasrohrchen gepresst und horizontal auf den oberen Rand des Tricingels ge-
legt. Das IEF-Rundgel wurde mit einem Filterpapierstiick von 1,5 cm x 11 cm fixiert.
Dabei wurde darauf geachtet, das sich an der Kontaktstelle zwischen Rundgel und
Flachgel keine Lufteinschlisse befanden. Nach Einspannen des Gels in die Elektropho-
resekammer wurde der gesamte obere Gelrand mit SDS-Probenpuffer Uberschichtet.
Dabei diente das Filterpapier als Reservoir fur den Probenpuffer. AnschlielRend wurde
die obere Kammer mit Elektrophoresepuffer aufgefullt. Der Gellauf wurde unter Stan-

dardbedingungen durchgefuhrt.
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2.3.4 Nachweis unmarkierter Proteine durch Silberfarbung

Die Silberfarbung ist eine einfache und schnelle Methode, um in der SDS-PAGE aufge-
trennte Proteine im Gel anzufarben. Die hohe Sensitivitat dieser Visualisierungstechnik
erlaubt die Detektion von Proteinmengen bis in den Nanogramm - Bereich. Die Methode
ist zuverlassig, reproduzierbar und ergibt einen niedrigen Hintergrund. Bei allen Ar-
beitsschritten missen Handschuhe getragen werden, da sich durch die hohe Nachweis-

empfindlichkeit bereits Fingerabdricke auf dem Gel anfarben [95].

2.34.1 Reagenzien

» Fixierlésung Ethanol 99,9% v/v (100 ml)
Essigsaure 98% v/v (25 ml)
mit Aqua bidest. auf 250 ml auffillen

e Sensitivierungslosung Ethanol 99,9% v/v (75 ml)
Glutardialdehyd 25% wi/v (1,25 ml)
Natriumthiosulfat 5% w/v (10 ml)
Natriumacetat (17 g)
mit Aqua bidest. auf 250 ml auffillen

e Silberlésung Silbernitrat 2,5% wi/v (25 ml)
Formaldehyd 37% w/v (0,1 ml)
mit Aqua bidest. auf 250 ml auffillen

e Entwicklerldsung Natriumcarbonat (6,25 g)
Formaldehyd 37% w/v (0,05 ml)
mit Aqua bidest. auf 250 ml auffillen

» Stopplosung EDTA-Ng H,0 (3,65 g) mit Aqua bidest. auf 250 ml auffillen
e Praservierungslosung Ethanol 99,9 % v/v (75 ml)

Glycerin 98 % v/v (10,8 ml)

mit Aqua bidest. auf 250 ml auffillen

2.3.4.2 Durchfihrung

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel fur 30 min. in einer Stahlwanne mit
Fixierlosung auf dem Taumler inkubiert; anschliefiend wurde die Lésung vorsichtig ab-
gegossen und fur weitere 30 min in der Sensitivierungslosung inkubiert. Nach Ab-
schluss der Sensitivierung wurde die Lésung durch Aqua bidest. ersetzt und dreimal fur
je 5 min. gewaschen. Im Anschluss an den Waschvorgang wurde das Gel flir 20 min in
der Silberlésung inkubiert und danach zweimal je eine Minute mit Aqua bidest. gewa-
schen. Nun wurde die Entwicklerlésung zugesetzt und solange entwickelt, bis die Ban-
den ausreichend sichtbar waren. Langere Entwicklungszeiten fuhrten zu einer Erhdhung

des Hintergrundes, wahrend zu kurze Entwicklungszeiten dazu fuhrten, dass sich nicht
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alle Banden ausreichend anfarbten. Um die Entwicklung zu stoppen, wurde die Ent-

wicklerldsung abgegossen und durch die Stopplosung ersetzt. Nach mindestens 20 min.
in der Stopplosung wurde das Gel dreimal fur je 5 min. gewaschen und anschlief3end 1
h in der Praservierungslésung inkubiert. Die Gele wurden in Hybridisierungsbeutel ein-

geschweil3t und konnten bei 4°C fur mehrere Monate aufbewahrt werden.

2.3.5 Markierung von Proteinen mit Fluorescein oder Digoxigenin

Die gangigen Verfahren zur biochemischen Charakterisierung von Proteinen beinhalten
eine Markierung mit Radioisotopen wie z.B. 125Jod, gefolgt von deren gelelektrophoreti-
scher Auftrennung [96]. Der Nachweis der Proteine erfolgt durch Autoradiographie. Der
Einsatz von Fluorescein oder Digoxigenin als Markierungsreagenz ermoglicht jedoch al-
ternative, nichtradioaktive Mdoglichkeiten zur ldentifizierung von Proteinen. Dabei wer-
den Proteine mit Fluorescein bzw. Digoxigenin in Form seines Hydroxysuccinimidesters
inkubiert; im wassrigen Milieu folgt eine spontane Hydrolyse des Molekduls und Fluores-
cein bzw. Digoxigenin wird Uber eine kovalente Bindung an die e- Aminogruppe der Ly-
sinreste gekoppelt [97 a - b]. Der Nachweis der Proteine erfolgt nach Blotten auf eine
PVDF - Membran Uber eine hochsensitive Chemilumineszenzreaktion. Die Fluorescein -
Gruppe wir durch einen Antikorper, das in Form eines Peroxidase - Konjugates einge-
setzt wird, nachgewiesen. Digoxigenin markierte Proteine werden gleichfalls Uber eine
Chemilumineszenz nachgewiesen, hier bindet jedoch ein Fab’-Fragment eines gegen Di-
goxigenin gerichteten Antikorpers, an den alkalische Phosphatase gebunden ist. Die ge-
koppelten Enzyme setzen ein spezifisches Chemilumineszenz - Substrat um, wodurch
Photonen emittiert werden. Diese Lichtemission kann durch Schwarzung des Réntgen-

films nachgewiesen werden.

Zusatzlich zur Chemilumineszenz - Detektion kann die Fluorescein - Gruppe auch
durch Fluoreszenz — Aktivierung nachgewiesen werden. Durch Aktivierung mit kurzwel-

ligem Licht kommt es zu einer starken Lichtemission im sichtbaren Bereich.

Durch den Einsatz von Fluorescein und Digoxygenin als Markierungsreagenz kénnen die
verfahrenstechnischen Komplikationen der radioaktiven Markierung umgangen werden,
ohne dass die Nachweisqualitat merklich nachlasst. Des weiteren sind Lysine statistisch
weit haufiger in Proteinen vorhanden als Tyrosine, an den der radioaktive Marker ge-

koppelt wird. Hierdurch kdénnen nach einer enzymatischen Spaltung des markierten
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Proteins mehr Fragmente nachgewiesen werden als bei der herkdmmlichen Methode der

125]od-Markierung.

Bei der Markierungsreaktion reagiert ein aktiver Digoxygenin- bzw. Fluoresceincapron-
saure-Succinylester mit den primaren Aminogruppen der zu markierenden Proteine, vor
allem mit der e- Aminogruppe der Aminosaure Lysin. Bei der Reaktion wird der Succiny-
lester abgespalten. Durch den Capronsaure - Anteil werden bei der spateren Bindung
des Fab - Fragments bzw. Streptavidin sterische Hinderungen minimiert. Die Markie-

rungsreaktion findet bei einem basischen pH - Wert statt.

2.35.1 Materialien und Losungen

e Markierungslosung 100 mM Natriumhydrogencarbonat
500 mM NaCl, pH 8,3

e Dialysierschlauch mit MV-Cutoff von 10 000 D (Serva)

e Fluoresceinlosung 10 mg/ 100 pl DMSO D-Biotin@yaminocaproicacid-N-hydroxy-
succinimid-ester
» Digoxygeninlésung 1mg/ 100ul DMSO Digoxigenin-3-0-methyl-aand-e-aminocaproicacid-

N-hydroxysuccinimid-ester
2.3.5.2 Durchfiihrung der Markierungsreaktion

Vor der Markierungsreaktion wurde die bendtigte Menge an Markierungsreagens ausge-
rechnet. Da der aktivierte Ester mit der e- Aminogruppe der Lysine reagiert, wurde zu-
erst die Anzahl der vorhanden Lysine im Proteinmolekll bestimmt. Diese Wert wurde
um eins erhdht, um auch den N - Terminus des Proteins zu bertcksichtigen. Nun wurde
die Molzahl des abgewogenen Proteins errechnet, und dieser Wert mit der Anzahl der
Lysine + 1 multipliziert. Hieraus konnte nun die benétigte Menge an Markierungsrea-
gens errechnet werden. Da die Markierungsreaktion nicht quantitativ verlauft und eine
Reaktionseffizienz von 70% angenommen wird, wurde die errechnete Menge an Markie-

rungsreagens mit dem Faktor 1,4 multipliziert.

Das abgewogene Protein wurde in der Markierungslésung gelést und mit der errechne-
ten Menge an Markierungslésung versetzt. Die Reaktion fand in 2 ml Becherglasern, in
denen sich ein Mini - Ruhrfisch befand, fur 2h auf einem Magnetrihrer bei Raumtempe-
ratur statt. Um Flussigkeitsverluste zu vermeiden, wurden die Becherglaser mit Parafilm

verschlossen.

Nach Abschluss der Markierungsreaktion wurde die Lésung in einen Dialysierschlauch

eingebracht, der an beiden Enden mit Gefrierbeutelklammern verschlossen wurde. Ein
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Ende wurde mit einem Metallgewicht beschwert. AnschlieRend erfolgte Dialyse gegen
den bendtigten Puffer bei 4°C fur 24 Stunden unter standigem Umruhren. Der Dialy-
sierpuffer wurde dreimal gewechselt. Mit Hilfe der Dialyse wurde nicht reagiertes Mar-

kierungsreagens aus der Proteinldsung entfernt.

Ovalbumin
Molekurgewicht 45000 D
Anzahl Lysine 20
eingesetzte Menge Protein 10 mg
Molzahl 2,40 x 10’
MolzahlxAnzahl Lysine +1 5,04 x 10°
Molzahl Fluoresceinlésung x 1,4 7,01 x 10°
Fluoresceinlésung 35 ul
eingesetzte Menge Protein 2,5mg
Molzahl 6,00 x 10°
MolzahlxAnzahl Lysine +1 1,26 x 10°
Molzahl Digoxigeninlésung x 1,4 1,7 x 10°
Digoxigeninlésung 55 ul

Tab. 4 Berechnungsschema fiir Markierungsreagens

2.3.6 Proteintransfer auf PVDF-Membran

Um die Proteine, die in der SDS-PAGE aufgetrennt wurden, spezifisch nachzuweisen o-
der automatisch N - Terminal sequenzieren zu lassen, mussten diese auf einem Medium
immobilisiert werden. Dies geschieht durch Elektro - Blotting auf eine PVDF - Membran
[98]. Die fur spezifische Nachweise eingesetzte PVDF - Membran Immobilin P besitzt eine
PorengréRe von 0,45um und eine von der MolekulgréRRe abhangige, typische Absorpti-
onsfahigkeit von 85ug/cm?2 (Insulin) bis 295ug/cmz2 (Ziegen - 1gG). Fur Sequenzierreakti-
onen wurde eine spezielle Membran, Immobilin PsSQ, mit einer PorengréfRe von 0,2 pum
eingesetzt. Die Proteine werden durch starke unspezifische elektrostatische und hydro-
phobe Wechselwirkungen fixiert. Im Gegensatz zu Nitrocellulose - Membranen bietet die
PVDF - Membran den Vorteil von sehr gleichmaRiger Oberflachen- und Strukturbeschaf-

fenheit und hoher Materialfestigkeit.

2.3.6.1 Materialien und Losungen

* NalRblotkammer TRANS- BLOT (Bio Rad, Miinchen)

«  PVDF - Membran Immobilon P bzw. Immobilin*® (Milipore, Eschborn)

» Filterpapier 0,3 mm, Typ 4369, 460 * 570 mm (Schleicher + Schull, Deutschland)

* Flachspatel, 24 cm (Roth, Karlsruhe)

* Pinzette, fein (Aesculap- Werke, Waiblingen), Griff - Flachen mit Silikonschlauch geschuitzt
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e Transferpuffer 48 mM (5,82 g/l) TRIS
39 mM (2,94 g/l) Glycin [99]

2.3.6.2 Durchfiihrung

Zur Vorbereitung des Western Blots wurde die Blotkammer mit Transferpuffer gefullt
und bei 4°C vorgekuhlt. Das Polyacrylamid - Gel wurde nach vorsichtigem Abheben der
Glasplatten far 15- 25 min in Transferpuffer equilibriert; wahrend dieses Schrittes wur-
de das Gel mit Hilfe eines Skalpells auf die bendtigte GréRe geschnitten. Die PVDF -
Membran wurde auf GelgroéfRe zurechtgeschnitten, wobei darauf geachtet wurde, die

Membran nicht mit ungeschutzten Fingern zu berthren. Vier Filterpapiere wurden fur

Abb. 6 Schematischer Aufbau der Transfer-Apperatur
1 = Gelhalter, 2 = Gel, 3 = Membran, 4 Filterpapier, 5 Puffertank

das Blotten auf GelgréfRe zusammengeschnitten und vor dem Blotten in Transferpuffer
inkubiert. Die PVDF - Membran wurde kurz in p.a. Methanol angefeuchtet und far min-
destens 5 min. in Transferpuffer equilibriert. Die Schaumstoffunterlagen der Blothalte-
rung wurden nach grundlicher Reinigung mit Aqua bidest. in Transferpuffer befeuchtet

und die einzelnen Komponenten wie in Abb. 6 Ubereinander geschichtet, wobei genau
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darauf geachtet werden mufite, das die einzelnen Schichten luftblasenfrei Ubereinander

lagen.

Die Blothalterung wurde anschlieRend zugeklappt und mit der Klammer verschlossen.
Der so vorbereitete Blot sowie die Kuhlschlange wurden in die Transferkammer einge-
hangt. Die komplett zusammengesetzte Blotkammer wurde dann an das Netzteil und
das Kuhlaggregat, eingestellt auf 4°C, angeschlossen. Wahrend des Blotvorgangs wurde
der Transferpuffer mittels eines Magnetrihrers verwirbelt, um die Abwérme besser zu

verteilen.

Es wurde bei einer Stromspannung von 200 V fur eine Stunde unter standiger Kuhlung
geblottet [100]. Nach dem Blotvorgang wurde die PVDF- Membran zweimal kurz mit TBS

gewaschen.

2.3.7 Nachweis der an PVDF-Membran gebundenen Proteine

e Farbelésung 0,25% Coomassie Blue R-250; 50% Methanol; 10 % Essigsaure
e Entfarbelésung 5% Methanol; 7,5% Essigsaure

Um die Effizienz des Proteintransfers oder Banden flr Sequenzierungen zu visualisieren,
kénnen die auf der Membran gebundenen Proteine mit Coomassie Blue angefarbt wer-
den. Nach Beendigung des Transfers wurde die Membran zweimal in TBS gewaschen.
Anschlief3end wurde die Membran fur zwei Stunden in der Farbeldsung inkubiert. Nach
Beendigung des Farbevorgangs wurde die Farbelésung abgenommen und die Membran
unter mehrfachem Wechsel in der Entfarbelésung inkubiert. Der Entfarbevorgang dauer-
te mindestens zwei Stunden, zur vollstandigen Entfarbung konnte auch die Membran
auch fuar 24 h bei 4°C entfarbt werden. Nach der Entfarbereaktion wurde die Membran

luftgetrocknet und in Hybridisierungsbeutel eingeschweil3t.

2.3.8 Nachweis markierter Proteine

Beim Nachweis von Fluorescein- oder Digoxygenin markierten Proteinen wurde die spe-
zifische Bindung zwischen Marker und Antikdrper ausgenutzt. Die Detektion der mar-
kierten Proteine erfolgte nach gleichem Prinzip. Beim Digoxygenin wurde ein spezifisch
gegen Digoxygenin gerichtes Fab’-Fragment verwendet, an dass das Enzym alkalische
Phosphatase gekoppelt ist, wédhrend an das Anti - Fluorescein Fab’-Fragment Peroxidase

gekoppelt ist.
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Das gekoppelte Enzym setzt ein spezifisches Substrat um, das entweder zu einer visuel-
len oder spektrometrisch detektierbaren Farbreaktion bzw. zu einer Chemilumineszenz
in Form einer kalten Lichtemmission fuhrt. Bei der hier eingesetzten Chemiluminiszenz

konnten die Signale Uber einen Rontgenfilm detektiert werden.

Zusatzlich zum indirekten Nachweis Uber eine antikérpervermittelte Reaktion konnten
Fluorescein — markierte Proteine direkt durch Aktivierung der Fluoreszenz nachgewiesen

werden.

2.3.8.1 Materialien und Lésungen

e BM Chemilumineszenz Western- Blotting Kit (Biotin/Streptavidin) (Boehringer, Mannheim)
* Folienschweil3gerat Typ 244 (Schott, Germany)
» Hybrdisierungsbeutel (Gibco, Schottland)
* Rontgenfilmkassetten X-Omatik (Kodak, Stuttgart)
Tween 20
e - Dig - AP Stlsg. (250 U/200 pl) (Roche)
e - Dig- AP Arb.lsg. 23,75 ml TBS
1,25 ml Block.St.Isg. B

1 ul Anti - Dig - AP Stlsg.

* Block.Stlsg A 10 ml Blockierungsreagenz 10x (Roche)
mit TBS auf 1 L auffullen

e Block.Stlsg B 5 g Casein (Fluka) / 100 ml PBS

e Blockierungslésung A 5 ml Blockierungs- Stammlésung A
45 ml TBS

e Blockierungslosung B 10 ml Blockierungs- Stammldsung B
20 ml TBS

e Detektionslésung AP 1,98 ml Detektionspuffer

20 pl CDP- Star - Losung

e Detektionslésung POD 1,5 ml Substrat- Lésung A (5 mM Luminol, 5 mM 4-Jodphenol in
0,1 M Tris-HCI ,pH 9,35)
1,5 ml Substrat- Lésung B (100 pl/L Wasserstoffperoxid in
0,1 M Tris - HCI, pH 9,35)

e Detektionspuffer AP 0,1 M Tris-HCI
0,1 M NacCl
50 mM MgCh
pH auf 9,5 eingestellt

* 0o-FLUOS POD- St.Isg. lyophilisiertes Anti — FLUOS - Fab- POD in 1ml Aqua bidest (250 U/ ml))
vor Gebrauch kurz abzentrifugieren

* 0-FLUOS POD- Arb.Isg. 1,25 ml Blockierungsreagenz- Stammldsung
23,75 ml TBS
10 pl Anti- FLUOS- POD- Stammldsung
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e Waschpuffer 0,1 % Tween 20 in Maleinsaurelsg (1ml Tween 20/ L TBS)

2.3.8.2 Nachweis von Fluorescein-markierten Proteinen

Zum direkten Nachweis Uber die Fluoreszenz wurde die gewaschene Membran in einem
Hybridisierungsbeutel eingeschweil3t. Dabei wurde darauf geachtet, dass keine
Staubpartikel mit eingeschlossen wurden. AnschlieBend wurde die eingeschweil3te
Membran auf einen UV-Tisch gelegt und mit UV-Licht der Wellenlange 302 nm angeregt.
Die emittierte Fluoreszenz wurde mit dem Photo - Imaging System aufgezeichnet und
digital gespeichert. Danach konnte die Membran fur den indirekten Nachweis weiter
verarbeitet werden. Dazu wurde die Membran wieder aus dem Hybridisierungsbeutel

herausgenommen.

Die Inkubationsschritte fanden alle auf einem Taumler bei maRiger Geschwindigkeit
und Raumtemperatur statt. Die in TBS gewaschene Membran wurde 30 min. in Blockie-
rungslésung A inkubiert, anschlieRend wurde die Blockierungslésung verworfen. Im
nachsten Schritt wurde die Membran 45 min. mit a- FLUOS- POD- Arbeitslésung inku-
biert. Das ungebundene a- FLUOS- POD wurde nach der Inkubation durch viermaliges
Waschen (je 10 min.) in 100 ml Waschpuffer entfernt. Wahrend dieser Schritte wurden
Substrat - Losung A und B in einem Wasserbad bei 25°C auf Raumtemperatur gebracht
und 30 Minuten vor der Nachweisreaktion die Detektionsldsung angesetzt. Die gewa-
schene PVDF - Membran wurde in einem Hybridisierungsbeutel von drei Seiten einge-
schweil3t, die Uberflissige FlUssigkeit mit einer Glaspipette durch Rollen auf einer wei-
chen Unterlage hinausgedrickt, das Detektionsreagens vorsichtig eingefullt, gleichma-
RBig mit der Glaspipette verteilt und nach Entfernen des Uberschuissigen Detektionsrea-
gens zugeschweif3t. Die Inkubation mit dem Réntgenfilm erfolgte im Fotolabor unter ge-
eignetem Schutzlicht in einer Rontgenfilmkassette. Die Expositionsdauer variierte in Ab-
hangigkeit von der Signalstarke zwischen 0,5 s und 1 h, wobei die Réntgenfilme sofort

entwickelt wurden.

2.3.8.3 Nachweis von Digoxygenin-markierten Proteinen

Der Nachweis von Digoxygenin - markierten Proteinen erfolgt durch den Umsatz von
CDP - Star durch die alkalische Phsophatase. CDP - Star ist ein ultrasensitives Chlor-
substituiertes 1,2 - Dioxetan Chemilumineszenz - Substrat fur die alkalische Phospha-

tase und fuhrt zur schnellen Produktion von sichtbarem Licht. Die enzymatische
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Dephosphorylierung von CDP - Star fuhrt zur Bildung eines metastabilen Dioxetan Phe-
nolat - Anions, das beim Zerfall in gepufferter Losung zu einer Lichtemmission bei 466
nm fahrt. Auf PVDF - Membranen wird die maximale Lichtemission nach ca. 3 h er-
reicht und bleibt bis zu 3 Tagen erhalten. Da bei der Detektion aufgrund der, im Ver-
gleich zum a- FLUOS- POD - System, hdoheren unspezifischen Bindung des anti — Dig -
AP - Fab’- Fragments an PVDF - Membranen, muf3te mit BSA blockiert werden, um eine

deutliche Herabsetzung des Hintergrundes zu erreichen.

Nach dem Abbau des Blots wurde die Membran sofort fir mindestens eine Stunde bei
Raumtemperatur im Blockierungspuffer inkubiert. Um eine noch weitere Herabsetzung
des Hintergrundes zu erreichen, wurde auch Uber Nacht bei 4°C blockiert. Nach erfolg-
ter Blockierung wurde das Reagens verworfen und durch Anti -Dig - AP- Arbeitslésung
ersetzt. Exakt eine halben Stunde spéter wurde viermal mindestens zehn Minuten im
Waschpuffer gewaschen, um nicht gebundenen Antikdrper zu entfernen. Die Membran
wurde in einem Hybridisierungs - Beutel derartig eingeschweil3t, dass eine Seite offen
blieb. Die CDP - Star - Detektionslosung wurde so in den Hybridisierungs - Beutel ein-
gefullt, dass nur die Oberseite der Membran benetzt wurde. Durch Rollen mit einer
Glaspipette wurde die Losung gleichméafig Uber die Membran verteilt und UberflUssiges
Reagens herausgerollt. Nach einer funfminuttigen Inkubation wurde das Detektionsrea-
gens vollstandig herausgedrickt, der Beutel aufgeschnitten und die Membran in einem
neuen Hybridisierungsbeutel vollstandig eingeschweil3t. Hierdurch wurden unspezifi-
sche Signale durch Bindung des umgesetzten CDP - Star - Substrates an den Hybridi-
sierungsbeutel vermieden. Die eingeschweil3te Membran wurde nun in einer EXxpositi-
onskassette fixiert und konnte nach ca. 15 Minuten auf einem Roéntgenfilm exponiert
werden. Das Auflegen des Rontgenfilms erfolgte unter Schutzlicht. Durch eine Verande-
rung des Expositionszeit konnte die Signalstarke variert werden, typische Expositions-
zeiten lagen zwischen wenigen Sekunden bis zu eineinhalb Stunden. Die Entwicklung

der Rontgenfilme konnte sofort erfolgen.

2.4 Chromatographische Methoden

2.4.1 Prinzip der Gelfiltration

Mit Hilfe der Gelfiltration lassen sich Molekile in Lésung aufgrund unterschiedlicher

Grofe trennen, indem sie durch eine mit einem Gel gepackten Saule flieRen. Das Gel ist
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ein heterogenes Phasensystem, das aus einer flussigen und einer festen Phase, der Gel-
matrix, besteht. Die Gelmatrix besteht aus pordsen Kigelchen, die aus unléslichen, aber
stark hydratisierten Polymeren wie Dextran oder Agarose bestehen. Die Poren, welche
mit der flussigen Phase gefullt sind, haben eine Gréfe, die vergleichbar ist mit der Gro-
Be der zu trennenden Molekdule. Relativ kleine Molekule kdnnen in die Poren diffundie-
ren, wogegen relativ grof3e Molekule aufgrund ihrer Grof3e nicht im gleichen Mafl3e in die
Poren diffundieren kénnen. Sehr gro3e Molekile kdnnen Uberhaupt nicht in die Poren
diffundieren und bleiben in der flussigen Phase, dem AusschluBvolumen der Saule.
Grof3e Moleklle passieren die Saule schneller und verlassen sie zuerst, weil ihnen ein
kleineres Volumen zuganglich ist. Kleinere Molekule werden langer zuriickgehalten, ihre
Retentionszeit ist um so grofRRer, je kleiner sie sind. Die Reihenfolge des Austritts von
Molekulen ist umgekehrt zur Reihenfolge bei der Elektrophorese. Bei der Gelfiltration
wird nicht die Molekilmasse, sondern die Grof3e in Form des Stoke schen Radius des

Molekils bestimmt [101 a - c].

Fir die Auflésung der Trennung ist das verwendete Saulenmaterial (u.a. Porengrof3e),
Lange der Saule, aufgetragenes Probenvolumen und Flul3rate von Bedeutung. So ist die
Auflésung proportional zur Quadratwurzel der Saulenléange, aber auch die Elutionszeit
ist proportional der Saulenlange. Da die Separation nur von der Grof3e der Molekle ab-
hangt, ist die Zusammensetzung des Eluents fur die Trennung nicht von Bedeutung.
Ublicherweise wird ein Puffer verwendet, der einen definierten pH und lonenzusammen-
setzung besitzt, bei dem die Struktur und biologische Funktion der zu trennenden Mole-
klle erhalten bleibt. Eine lonenstarke groRRer als 0,15 ist generell zu empfehlen, um un-
erwiunschte ionische Wechselwirkungen zwischen den gel6sten Molekulen und der Gel-

matrix zu verhindern.

2.4.2 Prinzip der lonenaustausch- Chromatographie

lonenaustausch- Chromatographie (IEX) trennt Moleklle nach ihrer Nettoladung. Nega-
tiv oder positiv geladene Gruppen werden kovalent an eine Matrix gekoppelt, wodurch
man Kationen- respektive Anionenaustauscher erhalt. Moleklle mit entgegengesetzter
Ladung werden vom lonentauscher gebunden, wahrend neutrale und gleich geladene im
AusschluBvolumen der Saule eluieren. Die Bindung der geladenen Molekule ist reversi-
bel und adsorbierte Molekule werden gewdhnlich mit einem Salz- oder pH- Gradienten

eluiert. Die Wahl der lonentauscher Matrix ist abhangig von den Eigenschaften des zu
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untersuchenden Molekuls. Fur amphotere Molekule bestimmen der isoelektrische
Punkt des Moleklls und die Stabilitdt bei verschiedenen pH- Werten die Seperati-
onsstrategie. Bei einem pH Uber dem pl des zu untersuchenden Molekuls ist das Mole-
kul positiv geladen. Ist das Protein zudem bei diesem pH stabil, kann es mittels eines
Anionenaustauschers gereinigt werden. Bei umgekehrten Verhaltnissen sollte ein Kati-
onentauscher gewahlt werden. Weiterhin spielen die beteiligten Elutionspuffer bei der
Spezifitat der Bindung eine grof3e Rolle. Das Gegenion fallt hierbei starker ins Gewicht.
Auch die Konformation der zu untersuchenden Molekule hat Einflul3 auf die Trennbe-

dingungen. [102]

2.4.3 Basisaufbau des FPLC-Systems

Das FPLC (FAST PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY) - System der Firma Pharmacia
ist ein automatisiertes Chromatographiesystem, das es dem Benutzer erlaubt, reprodu-
zierbar die verschieden Arten der Flussigkeits - Chromatographie durchzuftihren. Durch
die elektronische Steuerung koénnen Parameter wie FluBrate und Gradientenverlauf
konstant gehalten sowie komplexe Ablaufe programmiert werden. Das Basissystem be-
steht aus dem Chromatographie Kontroller LCC 500, zwei P-500 Kolbenpumpen, der Pe-
ristaltikpumpe P-1, dem Motorventil MV-7, dem Monitor UV-1, dem Zweikanalschreiber
REC - 482 sowie dem Fraktionssammler FRAC-100. Mit diesem System kénnen Dricke
bis zu 5 MPa aufgebaut werden, wodurch hohe Flu3raten auch bei fest gepackten Sau-

len moglich sind.
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Abb. 7 Ubersichtsschema der FPLC-Anlage
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2.4.3.1 Der Chromatographie-Kontroller LCC 500

Der LCC 500 ist ein 32 kB Computer, der in einer auf die Erfordernisse der FlUssigkeits-
Chromatographie abgestimmten Sprache programmiert wird. Als Programmierbasis kén-
nen Volumeneinheiten in ml oder Zeiteinheiten in Minuten gewahlt werden. Mit dem
Kontroller kénnen die Ventile, die Pumpen und der Fraktionssammler angesteuert wer-
den. Zur Datenerfassung sind zwei Monitoreingédnge vorhanden, die mit einem A/D -
Wandler verbunden sind. Mit Hilfe des eingebauten Peak - Integrators kénnen die Da-
ten quantitativ ausgewertet werden. Mit Hilfe des Kontrollers ist es mdglich, den kom-
pletten Chromatographieablauf zu automatisieren, hierzu kénnen bis zu 10 Programme

bzw. Unterprogramme gespeichert werden.

2.4.3.2 Die Kolbenpumpe P-500

Die Pumpe P-500 ist eine Prazisions - Pumpe fur die FlUssigkeits - Chromatographie
und andere Applikationen, bei denen ein konstanter FIul3 bei Drucken bis zu 5 MPa be-
notigt wird. Die Pumpe arbeitet hochreproduzierbar, besonders bei niedrigen Flu3raten
Uber den gesamten Druckbereich. Die Pumpe ist resistent gegen die meisten Lésungs-
mittel, auch gegen korrosive Chemikalien. Mit Hilfe von zwei Pumpen und nachgeschal-
tetem Mischer kdnnen prazise Gradienten geformt werden. Die Steuerung kann komplett

vom Kontroller Gbernommen werden.

2.4.3.3 Das Motorventil MV-7

Das Motorventil MV-7 verfugt Uber 7-“Ports* und kann in drei Positionen geschaltet
werden. Mit Hilfe des Ventils ist automatischer Probenauftrag moglich; durch die Wahl
unterschiedlicher Probenschleifen kann das Auftragsvolumen bestimmt werden. Das

Volumen der Probenschleifen variiert von 25 - 500 ul, gréRere Probenvolumina werden
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Abb. 8 Operationspositionen des Motorventils MV-7
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lumen der Probenschleifen variiert von 25 - 500 pul, grof3ere Probenvolumina werden mit
Hilfe des Superloop aufgetragen. Die MV-7 wird vollstandig vom Kontroller gesteuert,
und mit Hilfe der Peristaltik - Pumpe P-1 ist ein vollautomatischer Probenauftrag mog-
lich. Beim Beladen der Probenschleife kommt es durch das interne Totvolumen des Ven-
tils zu einem Probenverlust von mindestens 10ul, es sollte jedoch immer das doppelte

Probenvolumen der Schleife zur Verfigung stehen.

Die Ventilposition I. erméglicht das Befullen der Probenschleife, der Puffer flie3t direkt
zur Saule. Zum Probenauftrag wird das Ventil in die Position Il. geschaltet, der Puffer
fliel3t nun durch die Probenschleife zur Saule. Die Probe wird somit auf die Saule aufge-
tragen. Mit Hilfe der Position lll. ist es mdglich, den Pufferwechsel zu automatisieren,

der Puffer wird an der Saule vorbei geleitet.

2.4.3.4 Der Fraktionssammler FRAC -100

Der Fraktionssammler FRAC- 100 ist ein vielseitiges Instrument fur das automatische
Sammeln von Fraktionen. Die Fraktionen kdnnen nach verschiedenen Kriterien gesam-
melt werden, mit Zeit- oder Volumenbasis. So kdnnen uniforme Fraktionen pro Volumen
oder Zeiteinheit gesammelt werden, oder nur die Peak - Fraktionen gesammelt werden.
Der FRAC-100 kann vom Kontroller gesteuert werden, er kann jedoch auch eigenstandig

programmiert werden und unabhangig vom Kontroller operieren.

2.4.3.5 Der Monitor UV-1

Der Monitor UV-1 ist ein Zweistrahl - Durchflu3 UV - Absorptionsmeter, mit dem die
UV-Absorption bei 214, 254 oder 280 nm gemessen werden kann. Die Mel3zellen haben
eine optische Pfadlange von 3 mm oder 10 mm. Die Ergebnisse kdnnen als Absorptions-
(AU) oder Transmission - Einheiten (T%) ausgegeben werden. Die Sensitivitat kann von
0,01 bis 2 AU oder 0-100% Transmission eingestellt werden. Das Monitor - Signal wird

in den Kontroller, den Fraktionssammler und in den Schreiber eingespeist.

2.4.4 Gelfiltration mit der Superose 12 - Saule

Superose 12 ist ein quervernetztes Agarose Medium, das fur die Gelfiltration von Biomo-
lektilen optimiert ist [103]. Durch den engen Bereich der Partikelgrof3e erlaubt das Su-
perosemedium hohe Fluf3raten bei niedrigen Drucken. Die durchschnittliche Partikel-

groRRe betragt 10 pm; der optimale Trennbereich liegt zwischen 1 und 100 kD. Das Me-



Material und Methoden Seite 47

dium liegt in einer Pharmacia HR 10/30 Saule gepackt vor. Die Lange der Saule betragt
30 cm, und der innere Durchmesser 10 mm. Die FluRRraten liegen zwischen 0,3 - 1,0
ml/min bei einem maximalen Druck von 3 MPa. Das maximale Probenvolumen liegt bei

200 pl und sollte 30 mg/ml Protein nicht Uberschreiten.

24.4.1 Proben- und Puffervorbereitung

Um optimale Trennergebnisse zu erhalten, ist eine akribische Puffer- und Probenvorbe-
reitung notwendig. Alle verwendeten Puffer wurden durch ein 0,2 um Filter sterilfiltriert
und in einer Saugflasche vollstandig entgast. Die Proben wurden zunéchst bei 10.000g
fur zehn Minuten abzentrifugiert und der Uberstand durch ein 0,2 um Filter filtriert. An-
schlieRend wurde die Proben im Ultraschallbad fur finf Minuten entgast. Die so behan-
delte Probe konnte nun mit Hilfe der Peristaltikpumpe P-1 in die Probenschleife einge-

bracht werden.

2.4.4.2 Durchfuhrung der Gelfiltration

Das Motorventil MV-7 wurde mit einer 50ul-Probenschleife versehen, der Monitor UV-1
mit der Optischen Einheit fur 214 nm verbunden und die OD auf 0,2 bzw. 0,5 AU ein-
gestellt. Das Ventil wurde auf die Position I. gestellt und die Probenschleife mit Hilfe der
Peristaltikpumpe gefullt. Nach Anschlul3 der Saule wurde das folgende Schaltprogramm

gestartet und das Monitorsignal auf dem Schreiber mitprotokolliert.

Zeit Befehl Wert Kommentar

0,0 CONC %B 0,0 Nur Puffer A verwenden

0,0 ML/MIN 0,5 FluRrate von 0,5 ml/ min

0,0 CM/MIN 0,5 Schreibervorschub 0,5 cm / min

12,0 CLEAR DATA Internen Datenspeicher des Kontrollers I6schen
12,0 MONITOR 1 Peak Monitor 1 einstellen (UV-1)

12,0 LEVEL % 10,0 Peaks ab 10% Vollausschlag auswerten

12,0 MIN / MARK 1,0 Internen Druckervorschub auf 1 Markierung / min
12,0 INTEGRATE 1 Internen Peakintegrator mit autom. Nullabgleich an
12,0 VALVE.POS 1.2 Ventil auf Probenauftrag stellen

28,0 VALVE.POS 1.1 Ventil auf Durchflul? stellen

78,0 MONITOR 0 Monitor aus

78,0 INTEGRATE 0 Peakintegrator aus und Werte ausdrucken

Tab. 5 Schaltprogramm fiir die Gelfiltration mit Superose 12
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2.4.4.3 Regeneration der Saule

Um die Trenneigenschaften der Saule zu erhalten, ist ein regelmafRiges Waschen der
Saule notwendig; nach ca. 30-40 Chromatographielaufen ist zusatzlich ein Filterwechsel

notwendig.

Zur Reinigung wurde die Saule zuerst mit 50 ml 70% Essigsaure gewaschen, dabei wur-
de eine FluBRrate von 0,2 ml / min eingestellt. Die Essigsaure wurde durch 50 ml 20%
Ethanol ersetzt. Im nachfolgenden Schritt wurde der pH mit 0,1 M NaOH neutralisiert
und im abschlieRenden Schritt die Saule mit Aqua bidest. gewaschen. Die Saule konnte

nun mit dem bendétigten Puffer equilibriert werden.

Wurde die Trenneffizienz der Saule durch den Waschvorgang nicht wieder hergestellt,

wurde zuséatzlich der obere Filter der Saule nach Herstellerangaben gewechselt.

2.4.5 Anionenausch- Chromatographie mit POROS HQ/F und MonoQ HR10/10

Die analytische Saule POROS HQ/F ist ein Polystyren / Divinylbenzen Medium, das fur
die Perfusionschromatographie optimiert ist. Bei der Perfusionschromatographie enthal-
ten die Matrixpartikel zusatzliche Kanale, die es der Flussigkeit erlauben, auch durch
die Beads zu flieBen. Dadurch wird die erforderliche Distanz fur die Diffusion der Bio-
moleklle zu und von internen Bindungsseiten gegenuber der konventionellen Chroma-
tographie verkurzt. Hierdurch werden hohe Fluf3raten ohne Verlust der Bindungskapazi-
tat und Auflésung ermdglicht. Damit kann die bendtigte Zeit fur einen Lauf drastisch
verkurzt werden, was vor allem fur analytische Trennungen von Vorteil ist [104] . Die
praparative Saule MonoQ HR 10/10 ist ein quervernetztes, hydrophiles Polyetherresin,
an das quatare Ammoniumgruppen gekoppelt sind. Die MonoQ ist gegentiber der PO-
ROS HQ/F Saule ein klassisches Medium. Beide sind starke Anionenaustauscher und
zeigen eine dhnliche Trennleistung. Die mit der POROS HQ/F Saule ermittelten Gradien-
ten konnten leicht auf die praparative Saule Ubertragen werden, wenn man den Gra-

dienten in Saulenvolummen (CV) berechnete.

2.45.1 Proben und Puffervorbereitung

Um optimale Ergebnisse zu erhalten, wurden die Probe und die Puffer sorgféltig vorbe-

reitet. Alle verwendeten Puffer wurden sterilfiltriert und vollstandig entgast. Die Proben
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Zeit Zeit Befehl Wert Kommentar
POROS MonoQ
0,0 0,0 CONC %B 0,0  Nur Puffer A
0,0 0,0 ML / MIN 4,00 FluBrate auf 4 ml/min
0,0 0,0 CM/ MIN 0,50 Schreibergeschwindigkeit
0,0 0,0 VALVE.POS 1,1 Ventil auf Pos. I.
0,0 0,0 CLEAR DATA Internen Speicher I6schen
0,0 0,0 MONITOR 1 PEAK Monitor 1 (UV-1)
0,0 0,0 LEVEL % 10 Peaks ab 10% Vollauschlag
0,0 0,0 INTEGRATE 1 Int. Peakintegrator ein
0,0 0,0 PORT.SET 6.1  Fraktionssammler ein
2,0 2,0 CONC %B 0,0
2,0 2,0 CONC %B 100 Nur Elutionspuffer, Saule waschen
4,0 14,0 CONC %B 0,0
10,0 24,0 ML / MIN 1,0 FluBrate fur Probenauftrag
10,0 24,0 VALVE.POS 1,2  Probenauftrag
10,0 24,0 MIN / MARK 1,0 Internen Schreiber ein
11,0 25,0 VALVE.POS 1,1 Ende Probenauftrag, hier 1 ml
11,0 25,0 ML / MIN 4,0 Normale FluRrate
13,0 35,0 CONC %B 0 Start Gradient
33,0 285,0 CONC %B 100 Gradientin 100 CV
33,0 285,0 PORT.SET 6.0 Fraktionssammler aus
33,0 285,0 CONC %B 0 Nur Auftragspuffer
40,0 300,0 CONC %B 0 Saule waschen

Tab. 6 Schaltprogramm fiir die Anionenaustauschchromatographie

wurden bei 10.000g zentrifugiert und anschlieend durch ein 0,2um Filter sterilfiltriert.

Zudem wurde die Probe vorher in den Laufpuffer A umdialysiert.

2.45.2 Durchfuhrung der Anionenaustauschchromatographie

Das Motorventil MV - 7 wurde mit dem 10 ml Superloop verbunden, der Monitor UV-1
mit der optischen Einheit fur 280 nm verbunden und die OD auf 0,2 bzw. 2,0 einge-
stellt. Das Ventil wurde auf Position |I. gestellt und der Superloop mit Hilfe der Peristal-
tikpumpe gefullt. Nach Anschluf3 der Saule wurde das Schaltprogramm in Tab. 6 ge-

startet und das Monitorsignal auf dem Schreiber mitprotokolliert.

2.5 Enzymatische Verdauung der Modellproteine in vitro

Um Degradierungsfragmente der Modellantigene durch die Proteasen Kathepsin B und
D zu ermitteln, wurden verschiedene Testsysteme etabliert. Sie ermdéglichen den Nach-
weis der Fragmente sowohl der markierten als auch der unmarkierten Modellantigene;
die unmarkierten Proteine konnen sowohl in der SDS-PAGE als auch mittels Gelfiltrati-

on getrennt werden.
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2.5.1 Invitro Verdauung der unmarkierten Modellantigene

Die Inkubation der Modellantigene mit den Proteasen fand bei 37°C statt. Die Konzent-
ration an Protease wurde so gewahlt, dass das jeweilige Enzym mittels Silberfarbung
nicht nachweisbar war. Die Konzentration an Modellantigen wurde so gewéahlt, dass ei-
nerseits das Gel nicht Uberladen wurde, andererseits jedoch die proteolytischen Frag-
mente gut nachweisbar waren. Um den in vivo Bedingungen moglichst nahe zu kom-
men, wurden die pH - Werte der Puffer auf pH 5,9 bzw. pH 4,6 eingestellt. Um den Puf-
fer durch Zugabe der Antigenldsung nicht zu erschopfen, waren die Antigene im jeweili-
gen Puffer in einer Konzentration von 2,5mg/ml geldst. Das Endvolumen des Ansatzes

betrug 40 pl, die Inkubationsdauer variierte von 1-4 Stunden.

Kontrolle Prot. + B Prot. + D  Prot. +BD

Protein 10 ul 10 ul 10 pl 10 ul
Kathepsin B — 3ul — 3ul
Kathepsin D — — 3 ul 3ul
DTT 1ul 1l 1ul 1ul
Puffer 29 ul 26 pl 26 pl 23 ul

Tab. 7 Pipettierschema des In Vitro Verdau
unmarkierter Proteine

Die Proben wurden nach obigen Schema pipettiert und bei 37°C inkubiert. Nach Been-
digung der Inkubationszeit wurden die Proben kurz zentrifugiert. Zum Stoppen der Re-
aktion wurden die Proben mit 40 pl Laemmli - Puffer versetzt und gelelektrophoretisch

aufgetrennt. Der Nachweis erfolgte mittels Silberfarbung.

2.5.2 Invitro Verdauung der markierten Modellantigene

Der in vitro Verdau der markierten Proteine wurde gegentber der Verdauung der un-
markierten Proteine leicht modifiziert. Durch die erheblich héhere Nachweisempfind-
lichkeit der Chemiluminiszenzreaktion bzw. Fluoreszenz gegentber der Silberfarbung
konnte die eingesetzte Proteinmenge um den Faktor zehn reduziert werden. Nach der
Markierung lag das Protein in einer Konzentration von 2,5 mg/ml vor. Um das Verhalt-
nis Protease zu Protein nicht zugunsten der Protease zu verschieben, wurde die einge-
setzte Proteasekonzentration ebenfalls verringert. Die Endkonzentration des Ansatzes

betrug 40 pl, der pH betrug 5,9 bzw. 4,6.
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Kontrolle Prot. + B Prot. + D  Prot. + BD

Protein 1ul 1ul 1ul 1ul
Kathepsin B — 1ul — 1ul
Kathepsin D — — 1ul 1ul
DTT 1ul 1l 1ul 1ul
Puffer 38 ul 37 ul 37 ul 36 ul
Tab. 8 Pipettierschema des In Vitro Verdau

markierter Proteine

Nach dem Pipettieren der Ansatze wurde fur drei Stunden bei 37°C inkubiert. Die Reak-
tion wurde Zugabe von 40 ul - Laemmli - Puffer gestoppt und die Proben gelelektropho-
retisch aufgetrennt. Der Nachweis der proteolytischen Fragmente erfolgte durch Chemi-
luminiszenz - Detektion bzw. Fluoreszenz nach dem Transfer der Fragmente auf PVDF -

Membran.

2.6 Durchfihrung der intrazellularen Prozessierung von
markierten Antigenen

Die fur den Versuch eingesetzten dendritischen Zellen wurden aus GM-CSF - supple-
mentierten Knochenmarkskulturen gewonnen. Die Zellen wurden fur acht Tage in einer
Dichte von 5x105 Zellen/ml Kulturmedium (DMEM, 5% FCS, 1% GIn, 2 ng rmGM-CSF)
in Petrischalen kultiviert, die Zellernte erfolgte mit Versen. Knochenmarksmakrophagen
wurden durch elftagige Kultur von Knochenmarkszellen in Gegenwart von M-CSF ge-
wonnen. Die Zellen wurden in einer Dichte von 5x105 Zellen/ml Kulturmedium (DMEM,
50% L929-Uberstand, 5% FCS, 10% HS, 1% GIn) fur elf Tage kultiviert und anschlie-
Rend mit Versen geerntet. Die Knochenmarksmakrophagen wurden 72h vor Versuch-
sende mit LPS bzw. y- Interferon stimuliert. Die Zugabe von Proteinaseinhibitoren erfolg-

te 20h vor Versuchsende.

Die Zellen wurden einem Tag vor der Antigenzugabe in einer Dichte von 5x105 Zellen/ml
Kulturmedium bei DC’s bzw. 1x1086 Zellen/ml Kulturmedium nach zweimaligem Wa-
schen in 24-Well-Kulturplatten eingesetzt. Die Zugabe des markierten Antigens erfolgte
in einer Konzentration von 25 pg/mil Kulturmedium Uber einen Zeitraum von 5min bis
zu 4h. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die 24 Well- Platten bei 1200 U/min far
15 min. abzentrifugiert und zweimal mit PBS gewaschen. Nach sorgfaltigem Entfernens
des PBS wurde zu den Zellen die entsprechende Solubilisierungslésung gegeben. Nach
einer mindestens halbstundigen Inkubation konnten die Zellen bis zur weiteren Verar-

beitung bei -20°C gelagert werden.
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2.7 Molekulargenetische Arbeiten

2.7.1 Isolierung von Gesamt- RNA aus eukaryontischen Zellen

Bei allen Arbeiten mit RNA muf besonders die Kontamination mit RNA- degradierenden
Enzymen, den Ribonukleasen, vermieden werden. Diese ubiquitaren und auf3erst robus-
ten Enzyme zeichnen sich durch extreme Thermostabilitat und Unempfindlichkeit gegen
chemische Agenzien der verschiedensten Stoffklassen aus. Da diese Enzyme bereits in

geringen Mengen wirksam sind, wurden folgende Vorsichtsmalnahmen getroffen:

e Bei allen Arbeiten wurden Handschuhe getragen

* Glas- und Plastikwaren wurden vor Gebrauch autoklaviert

e Wenn mdglich wurden die Lésungen zur Inaktivierung von RNasen mit DEPC behandelt und autoklaviert
e Eswurde nur DEPC- behandeltes Aqua bidest. (DERG}derwendet

* RNA- Praparationen wurden stets bei —70°C gelagert

e Alle Lésungen wurden sterilfiltriert

2.7.1.1 Einfrieren von Zellen fir RNA- Préaparationen

Die fur die RNA- Isolierung vorgesehenen Zellen wurden geerntet und einmal mit PBS
gewaschen. Von dem erhaltenen Zellsediment wurde verbleibende WaschfluRigkeit mdg-
lichst weitgehend entfernt. Die Zellen wurden anschlie3end in flussigem Stickstoff bei —

196°C schockgefroren und bis zur weiteren Aufarbeitung bei —-70°C gelagert.

2.7.1.2 Praparation der RNA

GSCN-Stammlésung 59,1 g GSCN
950 mg Na-Citrat
625 mg Sarcosyl
ad 100 ml DEPC-ED

» GSCN/ME 976 pl GSCN- Stammldsung
24 ul 2-Mercaptoethanol
* NaAc-Lsg. 3M Natriumacetat, pH 8,0

e Phenol/Chloroform Lsg. 25 ml Phenol
24 ml Chloroform
1 ml Isoamylalkohol
+ DEPC/EtOH 5 ul DEPC
45 ul 99,9% Ethanol
e NP40-Lyse- Stammisg. 0,5ml2 M Tris
2,8 ml5 M NacCl
1,5ml 1 M MgCh
0,5 ml NP40
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ad 100 ml DEPC-KD
*  NP40-Lyse 450 ul NP40-Lyse- Stammldsung
0,45 ul DEPC/EtOH

Die Isolierung der Gesamt — RNA aus eukaryontischen Zellen wurde in Anlehnung an die

Methode von Chomczynski und Sacchi [105] durchgeftuhrt.

Alle Arbeitsschritte wurden soweit mdglich auf Eis durchgefuhrt. Zudem wurden nur au-
toklavierte, sterile Plastikwaren benutzt. Zu den schockgefrorenen Zellen wurden 450 pl
NP40 - Lyse gegeben und gut resuspendiert. AnschlieRend wurde bei Raumtemperatur
fur zwei Minuten bei 14.000 U/min scharf abzentrifugiert. Der Uberstand wurde vor-
sichtig abgenommen und in ein neues Eppendorf — Gefal3 uberfuhrt. Hierzu wurden 450
pl GSCN/ME - Losung gegeben und fur zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Aufgrund der reduzierenden Wirkung von 2-Mercaptoethanol und der denaturierenden
Wirkung von GSCN wurden endogene RNasen inaktiviert. Nach Zugabe von 90 pul drei-
molarer Natriumacetatldsung und 1 ml Phenol /7 Chloroformlésung wurde die Mischung
gut gevortext. Nach einer dreissigminttigen Zentrifugation bei 14.000 U/min und 4°C
bildeten sich drei Phasen aus. Die obere enthielt die RNA, die mittlere die Interphase mit
der genomischen DNA und die untere Phase die Proteinen. Die obere, RNA - haltige
Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues Gefal3 tberfihrt und mit einem
Volumen Chloroform gewaschen. Nach einer zehnminultigen Zentrifugation bei 14.000
U/min und 4°C wurde die obere Phase wiederum in ein neues Gefal3 tiberfihrt und ein
Volumen Isopropanol zur Fallung hinzugegeben. Nach einer mindestens dreissigminuti-
gen Inkubation bei -70°C wurde die Probe fur zwanzig Minuten bei 14.000 und 4°C ab-
zentrifugiert. Das Isopropanol wurde abgenommen und durch 1,5 ml kaltes 70%iges E-
thanol ersetzt. Im Anschlul3 an eine zehnminutige Zentrifugation (14.000, 4°C) wurde
das Ethanol abgezogen und das Pellet luftgetrocknet. Nach dem das Pellet gut getrock-
net war, wurde es in 30 pl Aqua bidest. geloést. Die RNA wurde bis zum weiteren

Gebrauch bei —70°C gelagert.

2.7.1.3 Photometrische Mengenbestimmung

e Photometer Lambda 2 UV/VIS Spektrometer (Perkin Elmer)
e Quarz Mikroklvetten

Ein Aliquot der RNA - Probe wurde mit DEPC - H>O versetzt und im Photometer bei

260nm gemessen. Als Richtwert zur Ermittlung der RNA - Menge gilt: eine optische
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Dichteeinheit bei 260nm entspricht 40 ug RNA pro ml. Wéahrend bei A = 260nm vorwie-
gend Nukleinsauren absorbieren, zeigen Proteine eine Absorption bei A = 280nm. Das
Verhaltnis der Absorption bei diesen beiden Wellenldngen erlaubt Aussagen Uber den
Reinheitsgrad der RNA - Praparation: Der Quotient aus OD2s zu OD2go sollte 1,8 — 2,0

betragen. Verunreinigungen mit Proteinen lassen das Verhaltnis kleiner werden.

2.7.2 Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinséauren

e TAE 50-fach 2 M Tris (242 g/l)
50 mM EDTA
5,71 % (v/v) Eisessig
ad 100% Aqua bidest.
e Trenngel 1 % (w/v) Agarose Type Il (Sigma)
2% (v/v) TAE 50-fach
0,01% (v/v) Ethidiumbromidlésung
ad 100% DEPC-kD
» Elektrophoresepuffer 2 % (v/v) TAE 50-fach
ad 100% DEPC-kD

e Ladepuffer 50 % (w/v) Glyzerin
1 mM EDTA
0,4 % (w/v) Bromphenolblau
0,4 % (w/v) Xylencyanol

e Geltrager

* Probenkamm

e Elektrophoresekammer DNA-Mini-Sub-Cell (Bio-Rad)

Zur Herstellung des Agarose — Trenngels wurde die Agarose in DEPC-H>O durch Aufko-
chen in der Mikrowelle geldst. Nach Abkthlen der Losung auf ca. 60°C wurden die tb-
rigen Gelkomponenten zugesetzt, gemischt und in einen vorbereiteten Geltrager gefullt.
Mit einem Kunststoffkamm wurden Startkanéle fur die Nukleinsaure - Proben ausge-
spart. Das Gel wurde nach dem Erkalten in eine Elektrophoresekammer Uberfuhrt, die
mit Elektrophoresepuffer gefullt wurde, bis das Gel etwa 1mm bedeckt war. Die zu un-
tersuchende Probe wurde mit 1pul Ladepuffer versetzt, mit DEPC-H>O auf 10ul aufgefullt
und in die Probentaschen pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei 100V, bis der Farb-

marker das Gelende erreicht hatte.
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2.7.3 PCR — Methoden

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine in vitro — Technik, mit der man gezielt Nuk-
leinsaureabschnitte, die von zwei bekannten DNA - Sequenzen eingerahmt werden, ver-
vielfaltigen kann. Sie wurde von Erlich, Saiki und Mullis fur die in vitro - Vermehrung
des B - Globingens etabliert [106]. Um DNA mit Hilfe einer PCR amplifizieren zu kénnen,
benétigt man als Starthilfe Oligonucleotidprimer, sogenannte Amplimer. Dabei handelt
es sich um kurze, einzelstrangige DNA — Molekille, die komplementar zu den Enden ei-
ner definierten Sequenz der DNA — Matrize (Template) sind. Eine DNA - Polymerase ver-
langert unter den richtigen Reaktionsbedingungen in Gegenwart von Desoxynucleo-
sidtriphosphaten (dNTPs) die Primer entlang der einzelstrangigen DNA - Matrize und
synthetisiert so neue DNA - Strange, deren Sequenz komplementar zur Matrize ist. All
diese DNA - Molekule liegen am Ende der Reaktion als Doppelstrange vor. Um diese
Synthese zu wiederholen, mul3 man die doppelstrangige DNA erneut durch Hitze auf-
schmelzen und nach AbkuUhlung die Primer wieder binden lassen. Sobald die Primer
hybridisieren und eine optimale Temperatur vorherrscht, verlangert die Polymerase die
Primer. Die Zahl der amplifizierten Molekule steigt exponentiell nach der Formel 2n, wo-
bei n die Anzahl der Vermehrungszyklen angibt. Jeder Reaktionszyklus einer PCR be-

steht aus drei typischen Reaktionschritten:

I Thermische Denaturierung der Matrizen — DNA bei 93°C — 95°C
Il. Anlagerung (Anneling) der Oligonukleotidprimer an die einzelstrangige DNA (50 — 65°C)
M. DNA — Synthese ausgehend von den Primern durch eine thermostabile DNA- Polymerase (72°C)

Dieser Reaktionszyklus wird typischerweise 30-40 mal wiederholt und fuhrt zu einer ex-
ponentiellen Vermehrung des durch die Amplimere flankierten DNA - Abschnittes. Der
Nachweis der Amplifikationsprodukte erfolgt durch eine gelelektrophoretische Auftren-
nung eines Aliquotes des PCR - Ansatzes. Bei der Durchfuhrung der PCR ist strengstens
darauf zu achten, dass es zu keinerlei Fremd — DNA Kontamination kommt, da bereits

winzigste Spuren einer Verunreinigung zu falschen Ergebnissen fuhren kann.

Mit Hilfe der RT-PCR lasst sich die Genexpression auf Stufe der RNA untersuchen. Hier-
bei wird die mRNA mit Hilfe einer Reversen — Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Mit
genspezifischen Primer lasst sich so Uber PCR leicht nachweisen, ob ein bestimmtes

Gen auf mMRNA - Ebene exprimiert wird [107].
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2.7.3.1 cDNA — Synthese mit dem ThermoScript RT-PCR System

e ThermoScript RT 15 U/ul (Gibco)
e 5x cDNA Synthesepuffer 250 mM Tris
375 mM Kaliumacetat
40 mM Magnesiumacetat

pH 8,4
» DTT-Lsg. 0,1MDTT
o dNTP- Mix 10mM
 RNaseOut 40 U/ul
e Oligo (dTko 50 uM
» DEPC-HO
e cDNA Synthesemix 4 ul 5x cDNA Synthesepuffer
1ul0,2MDTT
2 1110 mM dNTPs
1 ul DEPC - HO

1 ul RNaseOut
1 pl ThermoScript RT

Das ThermoScript RT-PCR System ist fur die sensitive und reproduzierbare Detektion
und Analyse von RNA - Molekulen in einem Zwei - Stufen Prozess von der Firma Gibco
entwickelt worden. Dieses System dient der Erststrang — cDNA - Synthese aus PolyA -
MRNA oder gesamtzellularer RNA. Die hierbei verwendete AMV - ThermoScript RNase H-
RT zeichnet sich durch eine erhéhte Temperaturstabilitat aus. Daher fuhrt sie zu héhe-
ren cDNA - Ausbeuten und zu mehr full - length cDNA Transkripten als herkémmliche
Reverse Transkriptasen. Das System ist so ausgerichtet, dass sogar noch 10pg zellulare

RNA fur eine Erststrang — cDNA - Synthese ausreichen.

In sterilen 1,5ml Eppendorf - Caps wurden jeweils etwa 1-2ug DNase - behandelte, ge-
samtzellulare RNA mit 50uM Oligo(dT) - Primer oder 10mM Ankerprimer zusammenge-
geben und mit DEPC-H,O auf 10l aufgefullt. Dann wurden die Ansatze bei 65°C fur
5min denaturiert und anschlielRend auf Eis gestellt. Daraufhin wurden je 10pl einer Re-
aktionsmischung (fur n Proben galt: (n+1) x (4 5x cDNA - Synthese-Puffer, 2l dNTP -
Mix, 1l DTT, 1 RNaseOUT, 1l DEPC-H20, 1 ThermoScript RT)) auf Eis zu den ein-
zelnen Ansétzen gegeben. Die einzelnen Proben wurden daraufhin 30-60min fur die
cDNA - Synthese in vorgewarmte Wasserbader gegeben. Dabei galt fur den Oligo(dT)2o
und die Ankerprimer eine Wasserbadtemperatur von 50-60°C und fur die genspezifi-
schen Primer eine Temperatur je nach Schmelzpunkt des verwendeten Primers von bis
zu 65°C. AnschlieRend wurde die Reaktion fur 5min bei 85°C gestoppt. . Dann wurden

die Proben auf Eis gestellt und kurz abzentrifugiert. Zu den Proben wurde dann 1pl
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RNase H hinzugegeben und fur 20min bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Daraufhin

wurden die Proben bis zur weiteren Verwendung bei —20°C gelagert.

2.7.3.2 Durchfuhrung der PCR

e Taq DNA Polymerase 5 U/ul Amplitaq (Gibco)
e 10x PCR Puffer (Gibco)

e MgCly-Lsg. 50 mM MgC} (Gibco)

e dNTP-Mix 10 mM (Gibco)

e Forward-Primer 10 uM

* Reverse-Primer 10 uM

* Matrizen - cDNA

« DEPC-HO

e Thermocycler MWG Primus 25

Die Taqg - Polymerase ist ein hitzestabiles Enzym aus Thermus aquaticus [108], dass am

Komponente ul
cDNA 2
Tag-Polymerase 0,5
10xPCR Puffer 5
50 mM MgClh 15
10 mM dNTP-Mix 1
10 uM Forward Primer 1
10 uM Reverse Primer 1
DEPC- HO 38

Tab. 9 PCR - Reaktionsansatz

haufigsten fur die PCR eingesetzt wird. Die optimale Temperatur fur die Tagq — Polymera-
se liegt zwischen 70-80°C. Bei dieser Temperatur synthetisiert sie DNA mit einer Ge-
schwindigkeit von 35-100 Nucleotiden pro Sekunde. Die Taq — Polymerase gehort zu
den hochprozessiven DNA - Polymerasen. Der PCR - Reaktionsansatz wurde gemaf Tab.
9 in 0,5 ml PCR ReaktionsgefaBen zusammenpipettiert. Um Verunreinigungen zu ver-
meiden, wurden nur autoklavierte Reaktionsgefal3e, Pipettenspitzen und steriles Wasser
verwendet. Um die Spezifitat der Reaktion zu erhdéhen, wurde eine sogenannte Hot Start
PCR durchgefuhrt. Dabei wird die Polymerase erst nach der erstmaligen Denaturierung
der DNA zugegeben. FUr den Nachweis des ubiquitaren Haushaltsprotein (- Aktin wurde
ein spezielles Profil verwendet. Das Schaltprogramm fur den MWG - Zykler ist in Tab.
10a angegeben. Die Aktin - PCR ist eine Touchdown-PCR. Hierbei sind die Bedingungen
far die Zyklen so gewahlt, dass im wesentlichen das gewiinschte Amplikon gebildet wird

und nur wenig PCR - Artefakte und Primerdimere entstehen. Wahrend der PCR - Zyklen
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Befehl Parameter Kommentar
1 LIDHT 110°C Deckelheizung an
2 TEMP 94°C, 3:30 min Denaturierung
3 LIDOP Deckel auf, Hot Start
4 LIDCL Deckel schliel3en
5 LOOP[ 2X Schleifenkérper 2x
6 TEMP 94°C, 0:45 min Denaturierung
7 TEMP 67°C, 1:00 min Annealing
8 TEMP 72°C, 1:15 min Elongation
9 LOOP] Ende Schleife
10 LOOP[ 2X Schleifenkorper 2x
11 TEMP 94°C, 0:45 min Denaturierung
12 TEMP 66°C, 1:00 min Touchdown PCR
13 TEMP 72°C, 1:15 min Elongation
14 LOOP] Schleifenende
15 LOOP[ 25X 25x Zyklen
16 TEMP 94°C, 0:45 min Denaturierung
17 TEMP 65°C, 1:00 min Annealing
18 TEMP 72°C, 1:15 min Elongation
19 LOOP] Schleifenende
20 TEMP 72°C, 5:15 min Verlangerung lange Frag.
21 LIDHT OFF Deckelheizung aus
22 RAMP 4°C, 3°Cls auf 4° abkuhlen
23 TEMP 4°C, Forever auf 4°C halten
24 END Programmende

Tab. 10a Schaltprogramm fur die Aktin - PCR

wird die Anlagerungstemperatur kontinuierlich von einem Wert oberhalb der zu erwarte-
ten T auf einen Wert unter T, abgesenkt. Dies erleichtert die optimale Hybridisierung
des Amplimers mit dem Zielmolekul; das richtige Amplikon wird vermehrt und angerei-

chert, bevor unerwiinschte Produkte auftauchen.

Fur den Nachweis der Kathepsine wurde eine Standard — PCR durchgefuhrt. Hierbei

wurde auf eine Optimierung der PCR verzichtet, um die RT-PCR unter standardisierten

Befehl Parameter Kommentar
1 LIDHT 110°C Deckelheizung an
2 TEMP 94°C, 3:30 min Denaturierung
3 LIDOP Deckel auf, Hot Start
4 LIDCL Deckel schlieRen
5 LOOP[ 35x Schleifenkorper 35x
6 TEMP 94°C, 1:00 min Denaturierung
7 TEMP 60°C, 1:30 min Annealing
8 TEMP 72°C, 1:30 min Elongation
9 LOOP] Ende Schleife
10 TEMP 72°C, 10:00 min lange Fragmente
11 LIDHT OFF Deckelheizung aus
12 RAMP 4°C, 3°Cls auf 4°C abkuhlen
13 TEMP 4°C, Forever Temperatur halten
14 END Programmende

Tab. 10b Schaltprogramm fir die Standard - PCR
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Bedingungen durchzufuhren. Alle Primer wurden so gewahlt, dass sie Uber eine GC —
Gehalt von 50% verfugten. Das Schaltprogramm fur die Standard - PCR ist in Tab. 10b
aufgefuhrt. Von den erhaltenen PCR - Produkten wurden 10l elektrophoretisch aufge-

trennt und durch Fluoreszenz nachgewiesen.

2.8 Fotodokumentation

Zur Dokumentation der Ergebnisse ist es ndétig, von SDS- Gelen Positiv- Abzlge zu
erstellen. Ebenso sind die Rontgenfilme nach der Belichtung zu entwickeln. Alle

Schwarzweil3 - Fotoarbeiten wurden im institutseigenen Fotolabor durchgefuhrt.

2.8.1 Entwicklung der Rontgenfilme

e Rontgenfilm Kodak X-OMAT ARS (Kodak)
Reflection NEF-486 (Du Pont)

e Entwickler Kodak LX 24, 1:5 (Kodak)

» Fixierer Kodak AL 4, 1:5 (Kodak)

Zur Entwicklung der Rontgenfilme wurden diese in einer Dunkelkammer drei Minuten in
der Entwicklerlésung unter Bewegung inkubiert, anschlieBend kurz in Wasser gelegt
und fur zehn Minuten in der Fixierlésung fixiert. Danach wurden die Filme fur mindes-

tens zehn Minuten gewassert und an der Luft getrocknet.

2.8.2 Herstellung und Entwicklung von Negativaufnahmen

* Negativfilm Agfaortho Professional (ISO 25)
lIford Pan F (ISO 50)

* Reprokamera Leica MD-2

* Reproanlage Reprovit lla (Leica)

* Leuchtbox Leitz

* Entwicklerdose Typ 1236 (Jobo)

* Negativentwickler Rodinal 1:25 (Agfa)

» Fixierer Agefix 1:8 (Agfa)

e Netzmittel Agepon 0,5% (Agfa)

Gele wurden im Durchlicht mit Blende 11 und Belichtungszeiten von 1/60, 1/30 und

1/15 sec aufgenommen. Montagen von Positivabziigen wurden im Auflicht mit Belich-
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tungszeiten zwischen 0,5 und 2 Sekunden fotografiert. Zur Entwicklung wurden die Fil-

me in der Dunkelkammer auf eine Entwicklungsspule gedreht und in eine Entwickler-
dose gelegt. AnschlieBend wurde die Dose mit 250 ml Negativentwickler gefullt, und es
wurde fur funf Minuten unter gleichmaRigem Kippen der Dose entwickelt. Nach einer
einminutigen Zwischenwéasserung wurde funf Minuten mit 250 ml Fixierer fixiert und
dann 20 Minuten unter flieBendem Wasser gewdassert. Anschlieend wurde der Film fur
eine Minute in ein Netzmittel gelegt. Nach Abstreifen wurde der Film an der Luft ge-

trocknet.

2.8.3 Anfertigung von Positivabziigen

* VergrolRerungsgerat Durst M800
e Fotopapier llfospeed 1.24 M1, Semimatt
lIfospeed 1.1 M1, Brilliant (llford Paramus)
e Entwickler Eukobrom 1:9 (Tetanal)
e Stoppbad 1,5% (v/v) Essigsaure
* Fixierer Agefix 1:8 (Agfa)

Der Negativfilm wurde in das VergroRBerungsgerat eingespannt. Negativaufnahmen fur
Fotomontagen wurden auf halbmattes, Endabzlge auf glanzendes Fotopapier bei Blende
11 oder 16 und Belichtungszeiten von 15 bis 120 Sekunden projiziert. Danach wurde
der Film eine Minute unter leichtem Schwenken in Eukobrom entwickelt. Die Entwick-
lungsreaktion wurde im Essigsaurebad gestoppt, anschlie3end erfolgte eine zehnminuti-
ge Fixierung in Agefix. Die Wasserung erfolgte fir mindestens zehn Minuten unter flie-

Rendem Wasser. Die Bilder wurden luftgetrocknet.

2.9 Computerprogramme

Alle verwendeten Computerprogramme lagen als Quellcode vor unter sind unter den Be-
triebssystemen LINUX (Kernel 2.2.10) und z.T. unter Microsoft WINDOWS 98 lauffahig.
Die Programme wurden mit Hilfe des EGCS- oder Microsoft VISUAL C++ Compiler in
ausfuhrbare Programme Ubersetzt. Die Simulationen wurden auf einem AMD K7 / 500
Rechner gefahren. Die verwendeten Programme lassen sich in vier Gruppen unterteilen:
e Molecular Modelling Programme

e Programme zur Strukturintegritatsprufung

e Visualisierungssoftware zur Darstellung der raumlichen Struktur
e Sequenzalignment- und Darstellungsprogramme



Material und Methoden Seite 61

Die Programme werden hier nur kurz besprochen, die genauere Darstellung der Algo-

rithmen erfolgt an geeigneter Stelle im Diskussionsteil.

2.9.1 Visualisierungs- und Sequenzprogramme

29.1.1 RASMOL

RASMOL ist ein Molekul - Graphikprogramm fur die Visualisierung von Proteinen, Nuk-
leinsauren und kleinen Molekulen. Mit Hilfe des Programms kénnen qualitativ hochwer-
tige Bilder fur Lehre und Publikationen erzeugt werden. Das Programm liest Molekul -
Koordinatendateien ein und zeigt diese interaktiv auf dem Bildschirm an. Das geladene
Molekul kann in unterschiedlichen Darstellungsformen angezeigt werden, u.a. Draht-
modelle, ,Ball and Stick” sowie abstrakte Modelle. Unterschiedliche Bereiche des Mole-
kuls kdnnen sowohl in unterschiedlicher Darstellungsform als auch unterschiedlichen
Farben prasentiert werden; ferner kann das erzeugte Molekul frei gedreht und vergrofert

bzw. verkleinert werden [109].

2.9.1.2 SeqVu

SegVu ist eine Computerapplikation, mit dessen Hilfe multiple Sequenzalignments
schnell und einfach manipuliert werden kénnen. Mit Hilfe dieses Programms kdénnen
homologe Bereiche leicht gekennzeichnet werden, und der Einsatz von Farben erlaubt

es, Eigenschaften von Aminosauren hervorzuheben [110].

29.1.3 VMD 1.3

VMD ist ein Molekul — Graphik — und Visualisierungsprogramm, dass fur die interaktive
Anzeige von molekularen System, in speziellen von Biopolymeren wie Proteine, Nuklein-
sauren etc. entwickelt wurde. VMD verfolgt mit seinem Ansatz folgende Ziele: generelle
Molekuldarstellung, Visualisierung von dynamischen Moleklldaten sowie die Darstel-
lung und Kontrolle von ,Molecular Dynamics“ Simulationen. Zudem ist das Programm in
der objektorientierten Sprache C++ geschrieben worden, so dass es leicht um zusatzli-

che Module erweitert werden kann [111].

29.14 MolScript v2.1

Mit Hilfe des Programms MolScript lassen sich ausgehend von 3D - Koordinatenfiles
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schematische oder detaillierte Zeichnungen von Molekulen erstellen. Das Programm eig-
net sich besonders flur die Darstellung von Sekundarstrukturen in Proteinen und deren
raumlicher Anordnung zueinander. im Gegensatz zu den interaktiven Programmen wie
RASMOL oder VMD wird MolScript mittels einer Skriptsprache gesteuert. In einem
Skriptfile wird die Darstellungsweise einzelner Molekulbereiche explizit festgelegt. Mit
Hilfe des Programms MolAuto lassen sich aus PDB - Dateien erste Skripte automatisch

ableiten [112].

2.9.15 ClustalX 1.8

ClustalX ist ein leistungsfahiges Programm, um multiple Sequenzalignments durchzu-
fhren. Im Gegensatz zu seinen Vorgangern verfugt es Uber eine graphische Benutzer-
oberflache, welche die Bedienung erheblich vereinfacht. Zudem ist eine Ausgabe von
Verwandtschaftsdaten moglich, die mit dem Programm Treeview graphisch dargestellt

werden kénnen [113].

2.9.2 Molecular Modelling Programme

29.2.1 Modeller 4

Modeller 4 ist eine Implementierung eines automatischen, komparativen ,Molecular Mo-
delling” Programms. Der Kernalgorithmus beruht auf der Erfallung von raumlichen Be-
schréankungen der zu modellierenden Struktur, die sich auf physikalische Gesetzmalig-
keiten zuruckfuhren lassen. Hierbei werden vor allem sterische Hinderungen bertck-
sichtigt. Die ,Modelling” — Prozedur beginnt mit einem Alignment der zu modellierenden
Struktur (Target) mit verwandten, aufgelosten 3D — Strukturen (Templates). Dieses A-
lignment ist die Eingabe des Programms, die Ausgabe ist die modellierte 3D — Struktur
mit allen Hauptketten- und Seitenkettenatomen mit Ausnahme von Wasserstoffatomen.
Das Programm lasst sich durch eine flexible Skriptsprache namens TOP steuern, dabei
kann jeder grundlegende Parameter einstellen. Nachteilig ist der hohe Hauptspeicherbe-
darf des Programms (min. 90 MB) sowie die lange Programmlaufzeit, die je nach Opti-
mierungsstufe oft mehrere Stunden betragt. Zudem zeigt sich das Programm gegeniber
dem Alignment aufRerst empfindlich. So fuhren bereits Abweichungen von nur einer A-

minosaure im Alignment zu falschen Ergebnissen[114].
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2.9.2.2 AutoDock Version 3.0

AutoDock ist ein Programm zum automatisierten andocken von flexiblen Liganden an
Rezeptoren. AutoDock ermdglicht somit die Voraussage von Interaktionen zwischen Li-
gand und Rezeptor. Dabei ist es moglich, unterschiedliche Andockstellen fur einen Li-
ganden zu errechnen. Wahrend die bisherige Technik auf die manuelle Unterstutzung
durch den Anwender angewiesen war, ermdglicht es AutoDock, verschiedene Substrate
far eine Rezeptor automatisch zu testen und mogliche Bindungspartner zu finden. Zu-
dem verfugt das Programm Uber eine ,,Scoring” — Funktion, die es ermdglicht, die gefun-
den Ligand - Rezeptor — Komplexe miteinander zu vergleichen. Um das Docken zu simu-
lieren, stehen drei verschiedene Algorithmen zu Verfigung: Monte Carlo Simulation, si-

muliertes Annealing und ein genetischer Algorithmus [115].

2.9.2.3 TINKER 3.7

Die TINKER -Suite ist als leicht zu benutzendes, flexibles System von Programmen und
Routinen fur ,Molecular Mechanics* und ,Molecular Dynamics* entwickelt worden. Zu-
dem ermdoglicht es weitere energiebasierte und strukturmanipulierende Berechnungen.
TINKER besteht aus einer Reihe von kleinen Programmen, die komplexe Berechnungen
durchfuhren konnen. Viele der verschiedenen Energieminimierungs- ,Molecular Dyna-
mics* — Berechnungen kénnen mit der ganzen oder Teilen der Struktur durchgefuhrt
werden. Dabei kann im kartesischen, internen oder ,rigid body* Koordinaten gerechnet
werden. Zudem konnen unterschiedliche Bindungs- und Kristalltypen bertcksichtigt

werden [116].

29.24 CCP4

Die CCP4 - Programmsuite ist eine Ansammlung von Programmen, die fur die Auswer-
tung von kristallographischen Daten hilfreich ist. Zudem sind zahlreiche Routinen vor-
handen, um PDB - Dateien den bendtigten Bedurfnissen anzupassen. So ist es z.B.

leicht moglich, die Atomnummerierung zu andern [117].
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2.9.3 Programme zur Strukturintegritatsprifung

29.3.1 WhatCheck 4.99¢

WhatCheck ist ein freiverfligbares Subset des Kristallographie — Paketes WhatlF [118].
Mit Hilfe des Programms lassen sich zahlreiche Integritatsprifungen durchfihren. So
werden bei den administrativen Checks die Nomenklatur, Kettennamen Uberprift und
nach fehlenden Atomen und C - terminalen Sauerstoffatomen gesucht. Des weiteren
wird die Symmetrie und Geometrie der Struktur Uberprift. Hierbei werden vor allem die
Chiralitat, Bindungslangen und -winkel, Torsionswinkel sowie die Planaritat von aroma-
tischen Ringen Uberpriuft. Die Strukturuntersuchungen schlie3en die Packungsqualitét,
Seitenkettenrotamere, Wasserstoffbriicken und ,Backbone” — Qualitat ein. Das Ergebnis
des WhatCheck - Laufs erlaubt jedoch keinerlei Aussage daruber, ob eine Struktur er-

nergetisch oder biologisch sinnvoll ist [119].

2.9.3.2 Procheck

Die Procheck — Programmsuite nimmt eine detaillierte Uberpriifung der Stereochemie ei-
ner Proteinstruktur vor. Die Ausgabe ist eine Anzahl von Plots im Postscript — Format
sowie eine zusammenfassende ,residue by residue® — Liste. Hierdurch ergibt sich eine
Aufstellung der Qualitat der Struktur verglichen mit Strukturen gleicher Auflésung. Zu-

dem werden Bereiche gekennzeichnet, die ndhere Untersuchungen erfordern [120].
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3. Ergebnisse
In dieser Arbeit wurden Ablaufe der Antigen - Prozessierung und der nachfolgenden Pep-
tid - Beladung von MHC - Klasse Il Molekulen untersucht. Um fruhe Vorgange der Anti-

gen - Prasentation aufzuklaren, wurden drei verschiedene methodische Anséatze verfolgt.

Mittels protein - biochemischer Untersuchungsmethoden wurde die Prozessierung des
Modellantigens Ovalbumin in Makrophagen und Dendritischen Zellen aus Knochen-
markskulturen untersucht. Durch die Edmann - Sequenzierung eines in den Zellen pro-
teolytisch abgebauten Ovalbumin — Peptides wurden weitere Sequenz - Informationen

Uber die Spaltstellen des Fragmentes gewonnen.

Molekularbiologische Untersuchungen zeigten das Expressionsmuster verschiedener ly-
sosomaler Proteinasen in durch M-CSF generierten Knochenmarks - Makrophagen, die

unterschiedlich stimuliert wurden.

Durch biophysikalisch - theoretische Analysen wurden mechanistische Studien auf Mo-
lektulebene durchgefuhrt, die Einblick in das potentielle Bindungsverhalten von Peptiden
an MHC - Klasse Il Molekulen ermdglichten. Durch die EinfUhrung des Molecular Model-
ling konnten diese Studien an MHC Klasse |l - Molekllen der Ratte durchgefuhrt wer-
den. Durch Konformationsvergleiche konnte ein potentieller DM - Wirkmechanismus auf

molekularer Ebene diskutiert werden.

‘ Houltur fur & Tage
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Abb. 9 Schematische Darstellung der proteinchemischen Untersuchungen
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3.1 Proteinbiochemische und molekularbiologische Untersuchungen

Mit Hilfe proteinchemischer Methoden wurde die Prozessierung des Modellantigens
Ovalbumin in Makrophagen und DC’s untersucht. Um den Abbau untersuchen zu koén-
nen, wurde das Ovalbumin - Molekul mit Fluorescein markiert. Das markierte Ovalbu-
min, FITC-OVA, wurde mit einer definierten Zellzahl in 24 Well Platten inkubiert. Um
einen moglichen Einfluss des Aktivierungszustandes der Zelle auf die Degradierung des
Modellantigens FITC-OVA zu untersuchen, wurde ein Teil der Makrophagen mit y - Inter-
feron oder LPS stimuliert. Durch Kinetikanalysen konnte der Abbau des markierten O-
valbumin verfolgt werden. Durch Prainkubation mit Proteinase- Gruppen spezifischen
Inhibitoren wurde versucht, die an der Prozessierung beteiligten Proteinasen einzugren-
zen. FUr den Nachweis der Ovalbuminfragmente wurden die Zellen nach zweimaligem
Waschen in PBS in den 24 Well Platten mit Hilfe von Detergentien lysiert. Dieses Solubi-
lisat wurde gelelektrophoretisch getrennt und ausgewertet. Die Abb. 9 gibt einen sche-

matischen Uberblick Uber den Versuchsablauf.

3.1.1 Aufreinigung des Modellprotein Ovalbumin

Um Aussagen Uber die Prozessivitat des Modellproteins Ovalbumin zu treffen, war es
wichtig, Uber ein definiertes Ausgangsmaterial zu verfligen. Das in héchster Reinheit
kauflich erhaltliche Ovalbumin (OVA Grade VII) zeigte fur den Einsatz in Prozessie-
rungsstudien einige Nachteile : Durch die Aufreinigungsprozedur wurde das Protein de-
manosyliert, was eine effiziente rezeptorvermittelte Endozytose verhinderte. Zweitens
wurde das Molekul durch die chemische Behandlung thermisch instabil. So zeigten Ex-
perimente, dass wiederholtes Auftauen und Einfrieren des gelésten Molekils zu dessen
Fragmentierung fuhrte. Um ein eindeutig charakterisiertes, natives Protein zu erlangen,
wurde Ovalbumin in geringer Reinheit (OVA Grade Il) gekauft und durch Anionenaus-
tausch-Chromatographie aufgereinigt. Hierbei wurde die Tatsache ausgenutzt, dass die
Hauptverunreinigungen Conalbumin und Lysozym nicht an die anionische Matrix bin-
den. Durch dieses Verfahren konnte reines Ovalbumin gewonnen werden. Eine nachfol-

gende Gelfiltration brachte keinen weiteren Reinigungseffekt.
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Die Abb. 10 zeigt die Chromatogramme der analytischen und praparativen Aufreinung
von Ovalbumin. Um die ungefahren Elutionsbedingungen zu bestimmen, wurde zuerst
in einem analytischen Lauf die Retentionszeit von OVA Grade Il bestimmt. Diese wurde
mit der Retentionszeit von OVA Grade VII verglichen. Da die Retentionszeit an einer

lonentauschermatrix unter identischen Bedingungen (Puffer, Gradient und

Konzentration \ abhangig ist,
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Abb. 10 Chromatographische Aufreinigung von OVA Grade Il

Alle Absorbtionsmessungen erfolgten bei 280 nm A: Analytische Aufreinigung von 100
Hg OVA Grade Il Uber Poros HQ/F-Anionentauscher. 4 ml/min, 0-100 % in 20 CV B:
Préaparative Reinigung von 50 mg OVA Grade Il mit POROS HQ/F-Saule. 4 ml/min, 0-
100 % in 20 CV. C: Gelfiltration an Superose 12 mit Peak-Eluat aus B. D: Praparative
Reinigung von 1 g OVA Grade Il mit MonoQ 10/10-Séaule.

des Proteins) nur noch von den Molekuleigenschaften abhangig ist, eluieren identische
Proteine am selben Punkt im Elutionsgradienten. Obwohl OVA Grade VII fast vollstandig
demanosyliert  vorliegt, ist der Elutionspunkt bei der Anionenaustausch-
Chromatographie nahezu identisch. In der Abb. 10-A ist der analytische Lauf von 100ug

OVA Grade Il gezeigt. Dieses Chromatogramm ist nahezu identisch mit dem Lauf von
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OVA Grade VIl [121]. Somit wurde gewéhrleistet, dass es sich um dasselbe Protein han-
delt. In einem néachsten Lauf wurde die praparative Reinigung an der POROS HQ/F-
Saule untersucht. Fur die verwendete Saule ist ein maximales Bindevermébgen von ca.
40 mg Protein angegeben. Da ein Grof3teil der Verunreinigungen von OVA Grade Il nicht
an die Matrix bindet, wurden 50 mg Ausgangsmaterial eingesetzt. Der praparative An-
satz zeigte einige Unterschiede zum analytischen Lauf. Zum einen eluiert das Material
fraher als beim analytischen Lauf, zum anderen wird ein breiter Elutionspeak erhalten.
Eine Konzentrationsbestimmung ergab, dass ca. 12 mg Protein von der Saule eluiert

werden konnten. Dies entspricht ungefahr 25% des Ausgangsmaterials.

Um das Material ndher zu charakterisieren, wurde von dem Sauleneluat eine Gelfiltrati-
on an Superose 12 durchgefuhrt (Abb. 10-C). Hierflir wurden 12,5 pg eingesetzt, um ei-
nen Vergleich mit den in der Diplomarbeit [121] gewonnen Daten zu ermdglichen. Im
Gegensatz zu OVA Grade VIl zeigt das gereinigte Protein neben dem bekannten Haupt-
peak bei 26,6 Min. Retentionszeit einen weiteren Peak, der friher eluiert. SDS-Page
Analysen konnten jedoch keinen Unterschied der beiden Peaks aufzeigen, so dass es
sich beim ersten Peak vermutlich um eine starker manosylierte Form des Ovalbumins
handelt. Ausgehend von diesen Daten wurde eine praparative Reinigung von einem
Gramm OVA Grade Il an einer Mono Q- Matrix durchgefuhrt. Das erhaltene Chroma-
togramm ahnelt dem an der POROS HQ/F erhaltenen Ergebnis. Der frihere Elutions-

zeitpunkt ist mit der unterschiedlichen Matrix zu erklaren.

SDS-PAGE Analysen zeigen die hohe Reinheit des eluierten Materials. Unterschiede im
Aufreinigungsvermogen der POROS HQ/F und der Mono Q- Matrix konnten nicht fest-
gestellt werden. Die Abb. 11-A zeigt die silbergefarbten Eluate der Anionenaustauschch-
romatographie. Obwohl in den Spuren 2-5 eine hohe Probenkonzentration eingesetzt
wurde, zeigt sich dennoch die hohe Reinheit des OVA - Proteins gegentber dem Aus-
gangsmaterials in Spur 1. Die Bandenunschérfe ist auf die hohen Salzkonzentration der
Proben nach der Anionenaustausch - Chromatographie sowie der Manosylierung von
OVA zurickzufuhren. Zudem kommt es unter diesen Bedingungen zu Artefakten beim
Nachweis der Proteine durch Silberfarbung [156]. Verdinnt man die Proben, so zeigt
sich eine nahezu 100%ige Reinheit des OVA - Proteins (Spur 6 und 7). Gegenuber dem
kauflich erworbenen Material (Spur 8) zeigen sich keine Abbauprodukte. In der Abb. 11-
B wurden die beiden Peak - Eluate der Gelfiltration weiter untersucht. Hierbei zeigte

sich, dass beide Peak - Eluate ein identisches Molekulargewicht aufwiesen, obwohl sie
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unterschiedliche Retentionszeiten in der Gelfiltration hatten. Dies ist auf den unter-

schiedlichen Manosylierungsgrad des Molekuls zurtckzufuhren. Hierdurch wird der

Stokes sche Radius des Molekils verandert, so dass es in der Gelfiltration friher eluiert.
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In weiteren Testen wurde die Stabilitat von gereinigtemm OVA untersucht. So zeigte sich,

dass es auch nach wiederholtem Auf- und Abtauens des Materials nicht zu Fragmentie-

A B
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Abb. 11 SDS-PAGE Analyse von gereinigtem OVA Grade Il

A:Vergleich der Peak-Eluate der Anionaustausch — Chromatographie an POROS HQ/F und
MONO Q - Matrix. Der Protein - Nachweis erfolgte durch Silver-Staining.

1 = Ausgangsmaterial OVA Grade Il, 2+3 Peak Eluat 1 u. 2 der praparativen Reinigung an
POROS HQ/F, 4+5 Peak Eluat 1 u. 2 der praparativen Reinigung an Mono Q, 6+7 = Pool der
Peak Eluate 2+3 bzw. 4+5, 1:10 verdinnt, 8 = OVA Grade VII

B: Peak Eluat 1 und 2 der Gelfiltration an Superose 12.
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rungen kam. Ebenso konnte die thermische Stabilitat des gereinigten OVA nachgewiesen
werden, eine 24h Inkubation in Acetatpuffer bei pH 4,6 und 37°C fuhrte zu keinen
nachweisbaren Abbauprodukten (Daten nicht gezeigt). Aufgrund der hohen Reinheit
nach der Anionentauscherchromatographie konnte auf nachfolgende Reinigungsschritte
verzichtet werden. Das gereinigte OVA verfugte Uber eine genligende Reinheit fur die
nachfolgenden Testsysteme. Die verschieden Eluate wurden fur weitere Versuche ge-
poolt, in Phosphatpuffer umdialysiert und in Aliquoten zu je 10 mg/ml bei —-20°C gela-
gert.

3.1.2 Markierung und Nachweis von Ovalbumin

Fur die in vivo Untersuchungen war es notwendig, dass Protein zu markieren. Im Rah-
men meiner Diplomarbeit wurde als Markierungsreagens bereits Digoxigenin erfolgreich
eingesetzt [121]. Dieses Reagens hat aber zwei gravierende Nachteile. Zum einen ist das
Digoxigenin toxisch, so dass bei der Handhabung zahlreiche Sicherheitsvorkehrungen
zu treffen sind. Zum anderen zeigt der Nachweis ein schlechtes Signal zu Hintergrund -
Verhaltnis, so dass die Nachweisgrenze bei ca. 500 pg lag. Als Alternative bot sich die
Markierung mit dem Fluoreszenz — Farbstoff Fluorescein an. Auch dieses Molekul ist als
NHS - Ester zu beziehen, so dass es Uber den gleichen Mechanismus wie die Digoxige-
nin- Gruppe an das Protein gekoppelt werden konnte. Das markierte Molekul konnte auf
zwei Arten nachgewiesen werden: Uber eine Chemilumineszenz — Reaktion, bei der ein
mit Peroxidase gekoppelter anti-FITC - Antikdrper ein spezifisches Substrat umsetzt.
Dies fuhrt zu einer Chemilumineszenz in Form einer kalten Lichtemission. Die Signale
konnten Uber einen Rontgenfilm detektiert werden. Bei der direkten Methode wurde die
chromophore Gruppe FITC durch UV-Licht angeregt. Die Fluoreszenz - Emission wurde

mittels einer CCD - Kamera aufgenommen.

Wie die Abb. 12 zeigt, besteht hinsichtlich der Nachweisgrenze kein Unterschied zwi-
schen dem direktem Nachweis durch Fluoreszenz und dem indirekten Nachweis mittels
Chemilumineszenz. Hierbei wurde bei beiden Systemen lange exponiert, um die
maximale Nachweisgrenze zu ermitteln. Mit beiden Systemen kénnen Proteine bis in den
unteren Picogrammbereich nachgewiesen werden. Insgesamt zeigt jedoch die

Fluoreszenz die scharferen Nachweise, da die Chemilumineszenz zu Uberstrahlungen
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Abb. 12 Vergleich Fluoreszenz und Chemiluminiszenz

A: Direkter Nachweis von FITC-OVA durch Fluoreszenzaktivierung bei 302
nm und Aufnahme der Lichtemmission mit einer CCD-Kamera.

B: Nachweis mittels einer Chemiluminiszenzreaktion, die durch einen direkt
gegen FITC gerichten Mouse — anti FITC Antikdrper vermittelt wird.

Es wurde eine 1:10 Verdiinnungsreihe von 4 pug FITC-OVA (Spur 1 bzw. 17)
bis 0,4 pg (Spur 8 bzw. 8") angesetzt.

die scharferen Nachweise, da die Chemilumineszenz zu Uberstrahlungen neigt. Dagegen
ist die Fluoreszenz jedoch erheblich empfindlicher gegentiber Verschmutzungen wie z.B.
durch Staub, was sich als nachteilig fur die Dokumentation erwies. Beide Systeme sind
mit dem DIG- System[121] vergleichbar, verfigen aber Uber ein deutlich besseres Sig-
nal- zu Hintergrund- Verhéaltnis. Mit der Markierung von OVA mit Fluorescein (FITC-
OVA) konnten die Zellversuche durchgefuhrt werden, da sich Degradierungsfragmente
empfindlich nachweisen lassen. Besonders der direkte Nachweis war hierfar sehr gut
geeignet, da es zu keinerlei Kreuzreaktivitaten der gegen FITC gerichteten Antikérper mit

zelleigenen Proteinen kommen konnte.

Das markierte Material hat ein Molekulargewicht von 50 kD gegenuber 45 kD des Aus-
gangsmaterial. Da die gekoppelte FITC - Gruppe ein Molekulargewicht von ca. 0,5 kD

hat, tragt das Ovalbumin demnach ca. zehn FITC- Gruppen pro Molekdl.
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3.1.3 Invitro Verdauung von FITC markiertem Ovalbumin

Fur den Einsatz in den Zellversuchen war es nétig zu untersuchen, ob die enzymatische
Verdauung des FITC- markierten Proteins mit Kathepsin B und D zu den bereits durch
Vorarbeiten bekannten Abbauprodukten[121] des DIG- Ovalbumin fahrt. Wie in Abb. 13
zu sehen ist, zeigt auch das FITC - markierte Ovalbumin eine deutliche pH- Abhangig-
keit. Die enzymatische Verdauung von FITC- OVA mit Kathepsin B zeigt nur ein schwa-
ches Abbauprodukt im Bereich um 40 kD, dieses wird jedoch von der Ausgangsbande
Uberstrahlt (Spur B). Zusatzlich ist eine sehr schwache Bande bei 38 kD sichtbar. Bei
pH 4,6 zeigt das Kathepsin B eine deutlich starkere Wirkung auf das markierte Protein:
So sind die Banden bei 40 kD und 38 kD deutlich zu erkennen. Ferner zeigen sich zwei
weitere Banden bei 28 kD und 20 kD (Spur B’). Die Reaktion mit Kathepsin D ergibt bei
pH 5,9 funf Abbauprodukte, drei Abbauprodukte bei 42 kD, 38 kD und 20 kD sind
stark ausgepragt, die Banden bei 30 kD und 22 kD sind schwach sichtbar (Spur C).
Beim saueren pH- Wert von 4,6 resultieren ebenfalls finf Abbauprodukte, im Gegensatz
zur Verdauung bei pH 5,9 gibt es aber eine Veranderung in der Starke der einzelnen

Banden. Insgesamt sind alle Banden schwécher ausgepragt (Spur C').

Bei der Doppelverdauung von FITC- OVA mit Kathepsin B und D ergibt sich bei pH 5,9
das gleiche Bild wie bei der Verdauung mit Kathepsin D (Spur D). Bei pH 4,6 zeigen sich
zusatzliche Banden im Bereich um 30 kD (Spur D’ ). Auch hier ahnelt das erhaltene

Bandenmuster dem mit Kathepsin D erhaltenen Muster.
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Abb. 13 Enzymatische in vitro Verdauung von FITC-

markiertem Ovalbumin
Es wurden 1ug FITC-OVA mit 1ug Kathepsin B und/oder 1ug Kathepsin D fir 4h bei
37°C in einem Endvolumen von 40ul enzymatisch verdaut. Nach Ablauf der
Reaktionszeit wurden die Proben kurz abzentrifugiert, mit Laemmli- Puffer versetzt und in
der 1D-SDS- PAGE aufgetrennt. Der Nachweis erfolgte durch Fluoreszenz- Aktivierung.
A= FITC-OVA, B= FITC-OVA + KAT B, C= FITC-OVA+KAT D, D= FITC-OVA+KAT D+B
bei pH 5,9. A",B",C",D" bei pH 4,6.

Der Verdau von FITC- Ovalbumin mit den Proteinasen Kathepsin B und D zeigt das be-
reits aus der Diplomarbeit bekannte Abbaumuster, welches auch mit DIG- und Biotin -
markiertem Ovalbumin erhalten wurde [121]. Unterschiede in den Molekulargewichten
der erhaltenen Banden lassen sich mit dem unterschiedlichen Molekulargewicht des

Markierungsrestes erklaren.

3.1.4 2D - Analyse von enzymatisch abgebauten FITC- Ovalbumin

Um vergleichen zu kdnnen, ob das in den Zellen verdaute Ovalbumin die gleichen Frag-
mente ergibt wie das in vitro enzymatisch abgebaute Molekul, wurden die Ansatze zwei-
dimensional aufgetrennt (Abb. 14 A-D). Hierdurch wird neben dem Molekulargewicht
der isoelektrische Punkt als zweiter Messparameter eingefuhrt. Diese hochauflosende

Methode erleichtert die Identifikation von gleichen Peptiden mittels Gelelektrophorese.
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Da sich die durch enzymatische Behandlung erhaltenen Bandenmuster in der 1D- Ana-
lyse stark dhnelten (Abb. 13), wurden nur die Ansatze bei pH 4,6 untersucht. Auffallig
war, dass die entstandenen Fragmente in einem engen pl- Bereich lagen, der zwischen

funf und sechs lag.
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Abb. 14 2D-Analyse von enzymatisch abgebautem FITC — Ovalbumin
1pg FITC Ovalbumin wurde mit Kathepsin B und/oder Kathepsin D fir 4h bei 37°C inkubiert.
AnschlieRend erfolgte die Trennung in der ersten Dimension nach dem isoelektrischen Punkt.
Die Trennung in der zweiten Dimension erfolgte nach dem Molekulargewicht in der SDS-PAGE.
Der Nachweis erfolgte durch Fluoreszenzaktivierung der FITC-Gruppe und Aufzeichnung der
Signale mit einer CCD - Kamera.

A= FITC-OVA, B= FITC-OVA + Kat. B, C= FITC-OVA + Kat. D, D= FITC-OVA + Kat. B+ D
Gezeigt ist nur der pl-Bereich von 4-7.

Die Abb. 14a zeigt die zweidimensionale Auftrennung von FITC- OVA. Ovalbumin hat
einen theoretischen pl von 5.1. Die zweidimensionale Auftrennung zeigt, dass der

Hauptteil des Proteins bei diesem pl fokussiert. Aufgrund der Manosylierung zeigt sich
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das Material in der zweidimensionalen Analyse als auf3erst heterogen. Ein Teil des Mate-
rials fokussiert bereits bei einem pl von vier. Mdglicherweise ist dies auch eine Folge der

Markierung von OVA mit FITC.

Eine klare Fokussierung war nicht zu erreichen, da aufgrund der geringen Menge an ab-
gebautem Protein eine hohe Konzentration an Ausgangsmaterial eingesetzt werden
musste. Zudem musste sehr lange belichtet werden, bis die Spots sichtbar wurden. Da-

durch kam es zu einer deutlichen Uberbelichtung im Bereich des Ausgangsmaterials.

Beim Kathepsin B - Verdau sind die typischen Abbauprodukte mit einem Molekularge-
wicht von 40 kD und 38 kD zu erkennen. Diese zeigen einen geringfugig erhéhten pl von
ca. 5,3. Zusatzlich ist das 28 kD Fragment mit einem pl von ca. 5,1 nachweisbar, das
in der 1D- Analyse (Abb. 13, Spur B’ ) gefundene 20 kD Fragment jedoch nicht (Abb. 14
B).

Der enzymatische Abbau mit Kathepsin D zeigt die typischen Abbaufragmente mit ei-
nem Molekulargewicht von 42 kD, 38 kD und 30 kD (Abb. 14 C). Zusatzlich ist das
Fragment mit ca. 28 kD gegenuber der 1D-Analyse (Abb. 13, Spur C' )deutlich zu erken-
nen. Auch hier ist wie beim Kathepsin B - Verdau das 20 kD- Fragment nicht nachweis-
bar. Der isoelektrische Punkt der Abbauprodukte liegt auch hier zwischen funf bis
sechs. Das 30 kD Abbauprodukt zeigt dabei den basischsten pl mit ca. 5,0, das 42 kD
Fragment mit einem pl von ca. 5,9 den sauersten Wert. Die anderen Fragmente zeigen

einen isoelektrischen Punkt von ca. 5,3 bis 5,5.

Beim Doppelverdau mit Kathepsin B und D konnte in der zweiten Dimension keine klare
Trennung der Spots erreicht werden, da einzelne Spots bei der Fluoreszenzaktivierung
stark Uberstrahlen. Die Spots bei 42 kD und 38 kD zeigen einen pl von ca. 5,1, das ba-
sische Fragment bei 5,9 ist nicht mehr nachweisbar. Dieses Fragment mit einem Mole-
kulargewicht von 42 kD unterscheidet sich hinsichtlich des pl von dem 42 kD Fragment
des Kathepsin D- Verdaus. Zusatzlich sind im Bereich um 30 kD und einem pl um 5,1
zahlreiche Spots nachweisbar, die sich jedoch nicht klar auflésen lassen. Auffallig beim
Doppelverdau mit Kathepsin B und D ist der eingeschrankte pl- Bereich der Fragmente,

die alle zwischen ca. 5,0-5,4 liegen.

Die 2D-Analyse des enzymatischen Abbaus von FITC- Ovalbumin zeigt, dass Unter-

schiede im pl bei den Abbaufragmenten trotz identischen Molekulargewichts vorliegen.
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3.1.5 Molekularbiologische Untersuchungen

Das Prozessierungsverhalten von Makrophagen kann durch den Einfluss von Zytokinen
wie y - Interferon oder bakteriellen Stoffen wie LPS vielfaltig beeinflusst werden. Eine
Mdoglichkeit besteht darin, dass durch die Aktivierung der Makrophagen das Expressi-
onsmuster der lysosomalen Proteinasen verandert wird. Dies wirde einen direkten Ein-
fluss auf die Prozessierung von Proteinantigenen zeigen. Daher wurde das Expressions-
muster der wichtigsten Proteinasen untersucht. Der Nachweis wurde mittels RT-PCR
durchgefuhrt. Diese Methode zeigt gegenuber den traditionellen proteinchemischen

Nachweismethoden den Vorteil der hohen Reproduzierbarkeit und Empfindlichkeit.

3.1.5.1 RNA — Isolation aus Knochenmarks - Makrophagen

In einem ersten Schritt wurde aus unstimulierten sowie LPS- bzw. y - Interferon stimu-
lierten Makrophagen RNA isoliert. Um zu Uberprifen, ob die gewonne RNA intakt ist,
wurde diese gelelektrophoretische in einem Agarose — Gel aufgetrennt und mit Ethidi-

umbromid angefarbt.

<285
185

= 55+HRMA

Abb. 15 Integritatsprifung der isolierten RNA
Jeweils 3yl der frisch isolierten RNA  wurden
gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit Ethidiumbromid
angefarbt.

1: unstimulierte MO; 2: y-INF stimulierte MO; 3: LPS
stimulierte MO

Wie die Abb. 15 zeigt, ist die RNA bei allen drei Aktivierungszustanden intakt. Dies zeigt
zudem, dass die Zellen durch die Stimulierung nicht apoptotisch geworden sind. Apop-
totische Zellen beginnen mit dem vollstandigen Abbau ihrer Nukleinsduren [122], so
dass mittels dieses Testes die Vitalitat von Zellen Uberprift werden kann. Dabei muss

aber darauf geachtet werden, dass extrem sauber gearbeitet wird, da nicht inaktivierte
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RNasen wahrend der lIsolation zu falschen Ergebnissen fuhren. Wahrend von unstimu-
lierten und y - Interferon stimulierten Makrophagen ausreichende Mengen an RNA ge-
wonnen wurden, konnte von den LPS - stimulierten Makrophagen nur eine geringe
Menge an RNA gewonnen werden. Die Tab. 11 gibt einen Uberblick tiber die gewonnene

Menge an RNA in Relation zur Zellzahl.

Zellzahl RNA in ug
MO 4x10 9,4
y- INF MO 3,2x10 14
LPS - MOJ 8,8x10 1

Tab. 11 Isolierte RNA — Menge in
Relation zur Zellzahl

3.1.5.2 RT — PCR Nachweis lysosomaler Proteinasen

Fur den RT-PCR Nachweis wurden je 1ug RNA mittels des ThermoScript — Systems in
cDNA umgeschrieben. Durch geeignete Primer konnten nun Proteinasen gezielt auf
MRNA - Ebene nachgewiesen werden. Fur die Beteiligung an der Prozessierung im endo-
/ lysosomalen System sind unter anderen die SH - Proteinasen Kathepsin B, L, S, H
[123], die erst kulrzlich entdeckte Proteinase Legumain [124] sowie die sauren
Proteinasen Kathepsin D und E [123] beschrieben worden. Auf diese Proteinasen wurde

in allen drei Aktivierungsstadien mittels PCR der Nachweis gefuhrt. Um zu prifen, ob

Test bp Forward — Primer Reverse-Primer unstimulierte  pInterferon LPS -
MO stimulierte  stimulierte
MO MO

Aktin 500 5 GTGGGCCGCTCT 5 TAG CCC TCG TAG + + +
AGG CACCA 3 ATG GGC ACAG 3

Kathepsin B 969 5 GTCCTTGATCCC 5 GAATCT TCC CCA + + +
TCTCTCTTG 3 GTACTGCTG 3

Kathepsin H 336 5 ATCCGCAAGTGA 5 CAAGCAGTT GGC + + +
GGT AAATAA 3 CTG TGCAGC 3’

Kathepsin L 984 5 GGCTGT CCTCTG 5 CAC GAC AGG ATA + + +
CTT GGG AAC 3’ GCT GGC CGC 3

Kathepsin S 1009 5 GCAATAGCTAGC 5 GTT TTG GGT GCC + + +
AAT CCC GCA 3’ CCT GGT GTG 3

Legumain 840 5 GAT GGAGGCAAG 5 GGT GAG GTC AAG + + +
CAC TGG GTG 3’ GTG TGT GAC 3

Kathepsin D 438 5 AACTAATGCTTG 5 ACG GTG TAG TAG + + +
GCG GCACT 3 CAG CCAAT 3’

Kathepsin E 468 5 AACCTT GTGGCT 5 CGG AGG TTG AAT + + +
CTG CCTAT 3 GTCAAGTCJ

Tab. 12 RT — PCR Analyse lysosomaler Proteinasen
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die jeweilige cDNA - Praparation intakt war, wurde stets ein Test auf Aktin
durchgefuhrt. Die Tab. 12 gibt das Ergebnis der RT-PCR Analysen wieder. Wahrend die
PCR bei unstimulierten und y - Interferon stimulierten Makrophagen starke Signale

ergaben, waren diese bei den LPS stimulierten Makrophagen stets schwacher.

Ein Unterschied im Expressionsmuster der gangigen lysosomalen Proteinasen konnte
bei unterschiedlich stimulierten Knochenmarks - Makrophagen nicht festgestellt
werden. Sowohl die Teste auf die SH - Proteinasen Kathepsin B, H, L, S sowie Legumain
als auch die Teste auf die Aspartat — Proteinasen Kathepsin D und E ergaben positive

Resultate.

Die Makrophagen exprimieren auf mRNA - Ebene die gleiche Ausstattung an den
Leitproteinasen des endo- / lysosomalen Systems. Weitere Tests auf die Proteinasen

Kathepsin O, W, K und U ergaben negative Resultate.

3.1.6 Aufnahme von FITC-OVA durch KMM O

Die Markierung des Proteinantigens mit Fluorescein bot den Vorteil, die endozytotische
Aufnahme des Ovalbumins in die Zellen im Fluoreszenzmikroskop sichtbar machen zu
kénnen. Hierzu wurden Knochenmarkszellen fur 11 Tage in Gegenwart von M-CSF kul-
tiviert, um KMMUO zu erhalten. Ein Teil der Knochenmarkskulturen wurde zuséatzlich von
Tag 8 an mit y-Interferon stimuliert. Nach Umsetzen der Knochenmarkskulturen an Tag
11 in 24 — Well Platten wurden die Zellen fur 4h mit 25pug FITC-OVA/1x106 Zellen inku-
biert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen zweimal in PBS gewaschen

und unter dem Fluoreszenz — Mikroskop untersucht.
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Abb. 16 Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis der Antigenaufnahme

Die Aufnahmen wurden von elf Tage kultivierten Knochenmarksmakrophagen gemacht, die an Tag
10 in 24 Well-Platten in einer Dichte von 1x10° Zellen/m umgesetzt wurden. 25 ug FITC-OVA/Well
wurden fur 4h zugegeben. Vor der Aufnahme wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und in
Makrophagenmedium aufgenommen. Alle Aufnahmen wurden am Invertmikroskop FLUOVERT
(LEITZ) im Durchlicht erstellt bei einer VergréZerung von 400x .

A: Durchlichtaufnahme einer 11 Tage KMMO-Kultur , nur sichtbares Licht

B: Flureszenzaufnahme einer 11 Tage KMMO-Kultur, nur UV-Licht Aktivierung

C: Flureszenzaufnahme einer 11 Tage KMMO-Kultur, UV-Licht Aktivierung + sichtbares Licht

D: Flureszenzaufnahme einer 11 Tage KMMUO-Kultur, die fir 72h mit y-INF stimuliert wurde; UV-
Licht Aktivierung + sichtbares Licht.
Die Pfeile zeigen auf Zellcluster

So konnte gezeigt werden, dass es hinsichtlich der Aufnahme Unterschiede zwischen
den einzelnen Zellen gibt (Abb. 16). Zellen, die in Clustern vorliegen, nahmen eine gro-
RBere Menge an Antigen auf als Zellen, die einzeln vorlagen. Dieses konnte sowohl bei
unstimulierten als auch bei stimulierten Knochenmarksmakrophagen gezeigt werden.
Langzeitversuche zeigten zudem, dass die Fluoreszenz in den Zellen auch 72h nach Pro-
teingabe noch messbar war. Dies weil3t auf eine lange Persistenz des Antigens oder des

Proteinmarkers FITC in den Zellen hin.

Auffallig ist weiterhin, dass die y-INF stimulierten Zellen grof3ere Cluster ausbilden als
die unstimulierten Zellen( Abb. 16 C+D). Dies deutet auf eine starkere Endozytose - Ak-
tivitat bei diesen Zellen hin. Die Aufnahme des markierten Proteins zeigt keinerlei toxi-
sche Auswirkung auf die Vitalitat der Zellen (Abb. 16 A). Die Abb. 16 B zeigt deutlich,
dass nach dem Waschen der Zellen das zugegebene Antigen ausschlieBlich in den Zellen

nachweisbar ist. Die Hintergrundstrahlung ist auf3erst gering. Damit war fur die weite-



Ergebnisse Seite 81

ren Versuche sichergestellt, dass das prozessierte FITC-OVA aus den Zellen stammt und

nicht durch evtl. im Medium vorhandene Proteinasen gespalten wurde.

3.1.7 Solubilisierungsbedingungen fur FITC-OVA gepulste Zellen und
Trennbedingungen fir die Zellsolubilisate

Fur die weiteren Versuche war es notwendig, die Bedingungen des Zellaufschlusses zu
untersuchen. Da beim Zellaufschluss zahlreiche intrazellulare Proteinasen freigesetzt
werden, ist es noétig Proteinaseinhibitoren einzusetzen. Als Aufschlussmethode bietet
sich bei eukaryontischen Zellen neben mechanischem Aufschluss die Solubilisierung
durch Detergentien an. Letztere Methode ist bereits in unserem Labor etabliert und in-
terferiert nicht mit nachfolgenden Analysemethoden. Neben der Wahl des Detergens ist
auch die eingesetzte Zellzahl wichtig. Diese sollte in Hinblick auf Versuche mit dendriti-
schen Zellen moglichst gering sein, da sich diese Zellen nur schwer in groRRer Zellzahl
und Reinheit gewinnen lassen. Um auszuschlieRen, dass wahrend der Solubilisierung
freiwerdende Proteinasen das Proteinantigen abbauen, wurden zwei verschiedene Inhibi-
toren — Cocktails eingesetzt. Die minimal einzusetzende Proteinmenge wurde bereits in
Vorarbeiten [121] ausgetestet. Fur die Versuche wurden Knochenmarkszellen nach dem
Standardprotokoll mit M-CSF fur 11 Tage kultiviert. An Tag 11 wurden unterschiedliche
Zellzahlen mit 25ug FITC - OVA fur 4h inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wur-
den die Zellen nach unterschiedlichen Protokollen solubilisiert. Die Zellsolubilisate wur-
den in der SDS-PAGE aufgetrennt und der Nachweis der FITC - markierten Fragmente
erfolgte durch Aktivierung der Fluoreszenz mittels UV-Licht. Um zweidimensionale Gela-

nalysen durchfiihren zu kénnen, wurden nichtionische Detergentien eingesetzt.

Wie die Abb. 17 A zeigt, ist es mit dem nichtionischen Detergens Nonident P40 nicht
mdglich, Abbaufragmente bei den gewéhlten Zellzahlen nachzuweisen. Zudem zeigt sich,
dass nur eine geringe Menge des Ausgangsmaterial nachweisbar ist. Erkennbar ist, das
die Menge des eingesetzten Ausgangsmaterials mit zunehmender Zellzahl abnimmt. Das
Detergens Nonident P40 zeigte sich als nicht geeignet, um eine gentigende Menge von

FITC — OVA Fragmenten in Loésung zu halten.
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Als weiteres nichtionisches Detergens wurde Triton X 100 eingesetzt. Bei der Solubilisie-
rung mit Triton X 100 zeigt sich eine deutlich starkere Bande des Ausgangsmaterials ge-
genuber der Solubilisierung mit Nonident P40 (Abb. 17 B). Abbaufragmente sind jedoch

auch hier erst bei einer Zellzahl von 1x1086 Zellen nachweisbar . Bei dendritischen Zellen

L_—___ - . <« 50kD

=« J0kD

< 40kD

Abb. 17  Einflul3 der Detergentien und der Zellzahl auf den Nachweis

von in vivo prozessierten Fragmenten von FITC-OVA
Zu unstimulierten KMMO wurde pro Well 25 pg FITC-OVA fur 4h gegeben. Nach zweimaligem
Waschen wurden die Zellen mit dem entsprechenden Detergens solubilisiert. Die Trennung der
Fragmente erfolgte in der SDS-PAGE mit 10% Tricin-Gelen. Der Nachweis erfolgte durch
Fluoreszenzaktivierung und Aufnahme der Signale mit einer CCD-Kamera.
A: Solubilisierung mit 1% nichtionischen Detergens Nonident P40
B: Solubilisierung mit 1% nichtionischem Detergens Triton X 100
1+2: 1x10* Zellen, 3+4 1x10° Zellen, 5+6 1x10° Zellen
1,3,5 :CBZ-Phe-Ala+Pepstatin als Inhibitor-Cocktail bei der Zell-Solubilisierung
2,4,6: Complete — Inhibitorset bei der Zell-Solubilisierung

konnte jedoch eine untere Zellgrenze von 5x105 Zellen festgestellt werden (siehe Kap.
3.1.13). Auffallig war zudem, dass bei der Solubilisierung mit Triton X 100 auch die

hochmolekularen Aggregate von Ovalbumin nachgewiesen werden.

Ein Einfluss der unterschiedlichen Inhibitor- Cocktails (CBZ-PHE-ALA/Pepsatin A bzw.
Complete) konnte nicht nachgewiesen werden. Beide Inhibitoren wurden in so hohen
Konzentrationen eingesetzt, das eine Aktivitat der freigesetzten Proteinasen unwahr-

scheinlich ist. Zudem werden durch den basischen pH von 8,5 die meisten lysosomalen
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Proteinasen inhibiert. Durch den Einsatz von EDTA werden zudem die Metalloproteasen
inhibiert. FUr die weiteren Versuche wurde bei der Solubilisierung der Zellen stets der
Proteinase — Inhibitor Cocktail Complete eingesetzt. Zusammenfassend ergibt sich durch
den Einsatz des nichtionischen Detergens Triton X 100 mit dem Inhibitor- Cocktail
Complete der optimale Solubilisierungspuffer fur die weiteren Versuche. Die optimale

Zellzahl liegt bei 1x106 Zellen.

Fur die Trennung der Zellsolubilisate in der SDS — PAGE wurden Tricin — Gele eingesetzt
[93]. Diese boten gegenuber den herkdmmlichen Glycin — Gelen nach Laemmli [92] den
Vorteil der hdheren Auflosung im Molekulargewichtsbereich von 1-100 kD. Nachteilig ist
jedoch die geringere Scharfe der Banden. Zudem sind die Gele sehr empfindlich gegen-
Uber hohen Salzkonzentrationen im Probenpuffer. FUr die Kinetikanalysen wurde der
direkte Fluoreszenz — Nachweis gewdahlt, da so densiometrische Auswertungen mdglich
waren. Die verwendete CCD - Kamera verfugt Uber eine lineare Kennlinie, wahrend
Rontgenfilme eine exponentielle Kennlinie haben. Da das vorhandene Imagingsystem je-
doch nur eine begrenzte Auflésung hat, wurde aus drucktechnischen Grinden bei den

Kinetikexperimenten auf eine Darstellung der SDS - Gele weitgehend verzichtet.

Diese ersten Experimente zeigten, dass mit dem gewahlten Experimentalansatz in
KMMO generierte Abbaufragmente von FITC-OVA in der SDS - PAGE getrennt werden
kénnen und durch Fluoreszenzaktivierung nachgewiesen werden kdénnen. Dabei zeigte
sich nach einem vierstundigen FITC-OVA Pulse bereits ein Abbaufragment mit einem

Molekulargewicht von 40 kD.

3.1.8 Kinetik der Antigenprozessierung durch Knochenmarksmakrophagen

Um ein grundlegendes Verstandnis Uber die dynamischen Prozesse der Antigenprozes-
sierung zu erhalten, wurden Kinetikexperimente durchgefuhrt. Mit Hilfe dieser Experi-
mente sollte geklart werden, in welchem Zeitraum das Modellantigen FITC - Ovalbumin
durch intrazellulare Proteinasen degradiert wird. Durch diese Information kénnte der
Ort der Prozessierung innerhalb des Endo-/lysosomalen Apparates angenahert werden.
Grundlegende Arbeiten Uber die Endozytose zeigten eine klare Korrelation zwischen dem
Aufenthalt in bestimmten intrazellularen Kompartimenten und der Zeit seit Aufnahme
des Antigens[125]. Zusatzlich wurde der Einfluss der Makrophagenaktivierung auf die
Prozessierung untersucht. Hierzu wurden die Knochenmarksmakrophagen einerseits mit

y- Interferon, andererseits mit dem bakteriellen Oberflachenantigen LPS stimuliert.
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Abb. 18 Kinetikanalyse der Antigenprozessierung durch KMMUO

KM-Zellen wurden fur 11 Tage in Gegenwart von M-CSF kultiviert. An Tag 10 wurden die Zellen in
einer Dichte von 1x10° Zellen/ml in 24 Well-Platten umgesetzt. Antigenzugabe von 25ug FITC-OVA
fur die angegebene Zeitdauer. Die Zell-Solubilisierung erfolgte in den Platten. Nachweis durch
Fluoreszenzaktivierung und Aufnahme der Signale mit einer CCD-Kamera.

A:unstimulierte Makrophagen . B: LPS-Stimulation fur 72h, 1pg/ml C: Stimulation mit 20U rry-IFN fir
72h.

1=5min, 2=10min, 3=20min,  4=30min,  5=40min,6=50min,7=60min,8=120min,9=240min

Antigenpulse
Aus drucktechnischen Grinden wurde die Lage der Banden mit roten Linien gekennzeichnet.

Um einen besseren Einblick Uber das Abbauverhalten gewinnen zu kénnen, wurde nach

Trennung der Fragmente in der SDS - PAGE eine densitometrische Auswertung der Gele

durchgefuhrt. Diese bietet gegentiber der rein optischen Auswertung der Gele den Vor-
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teil, die Signalstarke der Banden quantifizieren zu kénnen. In der Abb. 18 ist die Kine-

tikanalyse von Makrophagen gezeigt.

In der Abb. 19 A ist die densitometrischen Auswertung der Kinetikanalyse ftr unstimu-
lierte Knochenmarksmakrophagen gezeigt. Die ersten Abbaufragmente von FITC-OVA
sind nach ca. 30 min. mit einem Molekulargewicht von ca. 40 kD erkennbar. Die Starke
diese Abbaufragmentes nimmt bis zu einer Antigenpulse- Dauer von 50min zu und
nimmt dann wieder ab. Ab einer Inkubationsdauer von 60 min. ist ein weiteres Abbau-
fragment von FITC-OVA mit einem Molekulargewicht von ca. 30 kD nachweisbar. Dieses
FITC-OVA Fragment hat schwéachere Signale als das 40 kD Fragment und liegen men-
genmalfdig nur geringflgig Uber der Nachweisgrenze des Nachweissystems. Kleinere Frag-

mente konnten nicht nachgewiesen werden.

Die LPS- stimulierten Knochenmarksmakrophagen zeigen eine verzégerte Abbaukinetik
(Abb. 19 B). Hier ist das 40 kD- FITC-OVA Fragment erst nach einem Antigenpulse von
zwei Stunden schwach nachweisbar. Nach einer vierstiindigen Inkubation ist das 40 kD-
Fragment starker nachweisbar. Das 30 kD- FITC-OVA Fragment ist auch nach vier
Stunden Pulsedauer nicht nachweisbar. Auch durch den indirekten, antikérpervermit-

telten Nachweis konnten die Fragmente nicht starker nachgewiesen werden.

Einen gegenteiligen Effekt auf die Antigenprozessierung zeigt die Aktivierung der Kno-
chenmarksmakrophagen mit y- Interferon. Das 40 kD- Abbaufragment ist nach sech-
zigminutigem Antigenpulse nachweisbar und wird mit zunehmender Inkubationsdauer
immer starker (Abb. 19 C). Auch das 30 kD - Abbauprodukt ist gegentber den LPS -
stimulierten Makrophagen nachweisbar. Dieses Fragment ist bereits nach 120 min
schwach nachweisbar und nimmt mit zunehmender Inkubationsdauer an Signalstarke

ZU.

Insgesamt zeigt der Versuch einen deutlich messbaren Einfluss der Aktivierung von
Knochenmarksmakrophagen auf die Prozessierung durch LPS und y- Interferon. LPS-
Aktivierung fuhrt zu einer verzdgerten Prozessierung von FITC-OVA, wahrend y- Interfe-
ron nur zu einer leichten Verzégerung der Prozessierung im Vergleich zu unstimulierten

Makrophagen fuhrt.
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Abb. 19 Kinetik der Antigenprozessierung durch KMMO

KM-Zellen wurden fir 11 Tage in der Geéqenwart von M-CSF kultiviert. An Tag 10 wurden
die Zellen in einer Dichte von 1x10°Zellen/ml in 24 Well-Platten umgesetzt. Die
Stimulation mit LPS bzw. y-INF erfolgte von Tag 8 an und wurde bis zur
Zellsolubilisierung durchgefiihrt.Die Antigenzugabe von 25ug FITC-OVA erfolgte fur die
angegebene Zeitdauer. Nach Ablauf der Inkubationszeiten wurde die Zellsolubilisierung in
den Platten durchgefuihrt. Die Solubilisate wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt und
anschlieBend auf eine PVDF-Membran geblottet. Der Nachweis der Fragmente erfolgte
durch Fluoreszenzaktivierung, die Signale wurden mit einer CCD-Kamera aufgezeichnet.
Die Blots wurden densitometrisch ausgewertet. Es wurden fir jede Bande 4080 Pixel (0,1
inchz) vermessen und der durchschnittliche Grauwert gegenliber der Zeit aufgetragen. Auf
der Abzisse ist die Inkubationsdauer, auf der Ordinate der mittlere Grauwert der Banden
mit einem Molekulargewicht von 50 kD (blau), 40 kD (pink) und 30 kD (gruin) aufgetragen.
A=unstimulierte MJ; B= LPS — Stimulation fur 72h,1pug/ml; C= Stimulation mit 20U rry-
IFN fur 72h
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3.1.9 EinfluB des Aspartat- Proteinase - Inhibitiors Pepstatin A auf die Kinetik der
Antigenprozessierung
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Abb. 20 Einflul3 von Pepstatin A auf die Kinetik der Antigenprozessierung
KM-Zellen wurden fur 11 Tage in der Gegenwart von M-CSF kultiviert. An Tag 10 wurden die Zellen
in einer Dichte von 1x10°Zellen/ml in 24 Well-Platten umgesetzt. Die Stimulation mit LPS bzw. y-
INF erfolgte von Tag 8 an und wurde bis zur Zellsolubilisierung durchgefuhrt. Zusatzlich wurden die
Zellen vor Versuchsablauf fir 20h mit 10ug/ml Pepstatin A vorinkubiert. Die Antigenzugabe von
25ug FITC-OVA erfolgte fur die angegebene Zeitdauer. Nach Ablauf der Inkubationszeiten wurde
die Zellsolubilisierung in den Platten durchgefiihrt. Die Solubilisate wurden in der SDS-PAGE
aufgetrennt und anschlieRend auf eine PVDF-Membran geblottet. Der Nachweis der Fragmente
erfolgte durch Fluoreszenzaktivierung, die Signale wurden mit einer CCD-Kamera aufgezeichnet.
Die Blots wurden densitometrisch ausgewertet. Es wurden fiir jede Bande 4080 Pixel (0,1 inchz)
vermessen und der durchschnittliche Grauwert gegenliber der Zeit aufgetragen. Auf der Abzisse ist
die Inkubationsdauer, auf der Ordinate der mittlere Grauwert der Banden mit einem
Molekulargewicht von 50 kD (blau), 40 kD (pink) und 30 kD (griin) aufgetragen.

A=unstimulierte MO; B= LPS — Stimulation fur 72h,1ug/ml; C= Stimulation mit 20U rry-IFN fir 72h
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Um Hinweise auf die an der Antigenprozessierung beteiligten Enzyme zu erhalten, wurde
die Kinetikanalyse unter dem Einfluss des Aspartat- Proteinaseinhibitors Pepstatin A
durchgefuhrt. Pepstatin A inhibiert die lysosomalen Proteinasen Kathepsin D und E. Die
Wirksamkeit des Proteinaseinhibitors unter den gewahlten Bedingungen ist in [126] be-
schrieben worden. Bei der eingesetzten Konzentration sind keine toxischen Nebenwir-
kungen festzustellen. Ein Einfluss auf die generierten FITC-OVA Peptide durch den Pro-
teinaseinhibitor Pepstatin A konnte jedoch bei keinem Aktivierungszustand der Kno-
chenmarksmakrophagen festgestellt werden. Die Fragmente stimmen vom Molekularge-
wicht her mit den ohne Einfluss des Inhibitors entstandenen Uberein. Es konnten nur
Abbau - Fragmente von FITC-OVA mit einem Molekulargewicht von 40 kD und 30 kD

nachgewiesen werden.

Wie die Kinetikanalyse in Abb. 20 A fur unstimulierte Knochenmarksmakrophagen zeigt,
ist keinerlei Einfluss des Proteinaseinhibitors Pepstatin A feststellbar. Auch hier sind
Abbaufragmente mit einem Molekulargewicht von 40 kD bereits nach einer halben
Stunde messbar. Mit Zunahme der Antigen- Inkubationsdauer nimmt die Signalstarke
dieses Fragments leicht ab. Das Maximum des Signals liegt bei einem Antigenpulse von
funfzig Minuten, danach nimmt die Starke wieder ab. Nach einer sechzigminitigem In-
kubationsdauer kann das 30 kD Fragment nachgewiesen werden. Die Signalstarke die-
ses Fragments nimmt mit zunehmender Inkubationsdauer leicht ab. Fragmente mit

niedrigerem Molekulargewicht sind nicht nachweisbar.

Gegenlber den ohne Inhibitor behandelten LPS- stimulierten Makrophagen ist das 40
kD Fragment bereits nach einer Inkubationsdauer von zwanzig Minuten nachweisbar
(Abb.20 B). Die Signalstarke dieses Fragments nimmt mit zunehmender Antigenpulse-
Dauer kontinuierlich zu. Ein Maximum wird nach vierstundigem Pulse erreicht, eine
weitere Zunahme nach langerer Proteingabe ist nicht messbar. Das 30 kD Fragment ist
nach sechzig Minuten nachweisbar, mit zunehmender Dauer der Antigengabe nimmt

das Signal leicht zu.

Ein Effekt des Proteinaseinhibitors Pepstatin A auf die Kinetik der Antigenprozessierung
ist auch bei den mit y- Interferon stimulierten Knochenmarksmakrophagen messbar
(Abb. 20 C). Das 40 kD Abbaufragment ist nach funfzig Minuten nachweisbar, die Sig-
nalstdrke nimmt bis zum Maximum bei 240 Minuten zu. Das 30 kD Fragment ist erst

nach vier Stunden nachweisbar.
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3.1.10

Kinetikanalyse der Antigenprozessierung unter dem EinfluR des SH-
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Abb. 21 Kinetik der Antigenprozessierung in der Gegenwart von Leupeptin
KM-Zellen wurden fur 11 Tage in der Gegenwart von M-CSF kultiviert. An Tag 10 wurden die Zellen
in einer Dichte von 1x10°Zellen/ml in 24 Well-Platten umgesetzt. Die Stimulation mit LPS bzw. y-INF
erfolgte von Tag 8 an und wurde bis zur Zellsolubilisierung durchgefuihrt. Zusatzlich wurden die Zellen
vor Versuchsablauf fir 20h mit 20pg/ml Leupeptin vorinkubiert. Die Antigenzugabe von 25ug FITC-
OVA erfolgte fur die angegebene Zeitdauer. Nach Ablauf der Inkubationszeiten wurde die
Zellsolubilisierung in den Platten durchgefuhrt. Die Solubilisate wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt
und anschlieRend auf eine PVDF-Membran geblottet. Der Nachweis der Fragmente erfolgte durch
Fluoreszenzaktivierung, die Signale wurden mit einer CCD-Kamera aufgezeichnet. Die Blots wurden
densitometrisch ausgewertet. Es wurden fiir jede Bande 4080 Pixel (0,1 inch®) vermessen und der
durchschnittliche Grauwert gegentiber der Zeit aufgetragen. Auf der Abzisse ist die Inkubationsdauer,
auf der Ordinate der mittlere Grauwert der Banden mit einem Molekulargewicht von 50 kD (blau), 40
kD (pink) und 30 kD (griin) aufgetragen.

A=unstimulierte MO; B= LPS — Stimulation fur 72h,1ug/ml; C= Stimulation mit 20U rry-IFN fir 72h

Seite 89
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Proteinase - Inhibitors Leupeptin

Neben den Aspartat- Proteinasen stellen die SH- Proteinasen die zweite Gruppe der lyso-
somalen Endoproteinasen dar. In einem weiteren Versuch wurde daher der Einfluss des
SH- Proteinaseinhibitors Leupeptin auf die Antigenprozessierung untersucht. Leupeptin
zeigt bereits in einer Konzentration von 1ug/ml einen Einfluss auf die Antigenprozessie-
rung [127]. In friheren Arbeiten in unserem Labor wurde bei einer Konzentration von 20
pg/ml Kkeinerlei Proteinaseaktivitat der SH- Proteinase Kathepsin B in Knochenmarks-
makrophagen mehr gemessen [126], so dass in diesem Versuch der Inhibitor in dieser

Konzentration eingesetzt wurde.

Auch unter dem Einfluss des Proteinaseinhibitors Leupeptin zeigen die unterschiedlich
stimulierte Makrophagen die von ohne Inhibitor - Einfluss bekannten Abbaufragmente
von FITC-OVA mit einem Molekulargewicht von 40 kD bzw. 30 kD (Abb. 21 A-C). Es
konnten nur FITC-OVA Fragmente nachgewiesen werden, die vom Molekulargewicht her

mit den ohne Inhibitoreinflul3 generierten Ubereinstimmten.

Bei unstimulierten Makrophagen sind erste Abbauprodukte von FITC-OVA mit einem
Molekulargewicht von 40 kD nach einer halben Stunde nachweisbar. Die Starke des
Signals nimmt mit zunehmender Inkubationsdauer ab. Nach einer zweistindigen
Antigengabe ist zusatzlich das Abbau - Fragment von FITC-OVA mit einem
Molekulargewicht von 30 kD zu sehen. Dieses FITC-OVA Abbauprodukt gibt jedoch nur
ein auflderst schwaches Signal (Abb. 21 A).

Bei LPS- stimulierten Knochenmarksmakrophagen ist das typische FITC-OVA Abbau -
Fragment mit einem Molekulargewicht von 40 kD nach einem Antigenpulse von funfzig
Minuten nachweisbar (Abb. 21 B). Die Signalstarke dieses FITC-OVA Abbauprodukts
wird mit zunehmender Inkubationsdauer immer starker. Das FITC-OVA Fragment mit
einem Molekulargewicht von 30 kD ist erst nach vierstindiger Proteingabe messbar.

Dieses zeigt dann jedoch ein recht starkes Signal.

Die y- Interferon stimulierten Knochenmarksmakrophagen zeigen bereits nach zwanzig-
minutiger Inkubation erste Abbaufragmente von FITC-OVA (Abb. 21 C). So ist das FITC-
OVA Fragment mit einem Molekulargewicht von 40 kD zu diesem Zeitpunkt bereits klar
nachweisbar. Die Signalstarke dieses Fragments nimmt mit zunehmender Inkubations-
dauer deutlich zu und erreicht nach zweistiindiger Antigengabe das Signalmaximum.

Auch das leichtere Abbauprodukt von FITC-OVA mit einem Molekulargewicht von 30 kD
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ist nach einem funfzigminttigem Pulse sichtbar. Dieses FITC-OVA Fragment zeigt ein

Signalmaximum nach einer zweistiindigen Inkubation.

3.1.11 Einflul3 verschiedener Proteinaseinhibitoren auf die Antigenprozessierung

Um die an der Antigenprozessierung beteiligten Proteinasen naher charakterisieren zu
kénnen, wurden weitere Inhibitoren eingesetzt. Die endo - / lysosomalen Proteinasen
lassen sich nach der reaktiven Gruppe im Zentrum des Enzyms in zwei Untergruppen
unterteilen: Thiol (SH)- Proteinasen, die einen Cysteinrest im aktiven Zentrum tragen
und Aspartat (saure) — Proteinasen, bei denen die Carboxygruppen von Asparaginsaure-
Resten an der Katalyse beteiligt sind. Serin- Proteinasen sind zytosolische Proteinasen,
Metalloproteinasen sind dagegen hauptséachlich an der Zelloberflache zu finden[125].
Die letztgenannten Gruppen sind vermutlich nicht an der MHC Klasse |l restringierten

Antigenprozessierung beteiligt.

Fur die Hemmung von Aspartat — Proteinasen steht zur Zeit lediglich der bereits einge-
setzte Inhibitor Pepstatin A zur Verfligung. Dieses ist darauf zurtickzufthren, dass die
sauren Proteinasen aufgrund ihres Wirkmechanismus extrem pH — empfindlich sind. Bei
pH - Werten Uber pH 7,0 sind die Aspartat- Proteinasen inaktiv [123]. Um auch solche
saure Proteinasen hemmen zu kdénnen, die sich von Pepstatin A nur in sehr hohen Kon-
zentrationen inhibieren lassen, wurde eine funffach héhere Konzentration eingesetzt.
Hierbei zeigten sich jedoch bereits toxische Auswirkungen auf die Zellen; die Zellvitalitat

nahm nach 20h Inkubation um bis zu 30% ab.

Zusatzlich zum SH - Proteinaseinhibitor Leupeptin wurde der Inhibitor E-64d eingesetzt,
der die gesamte Familie der Calpaine und Papaine inhibiert. Auch hier wurden unter-
schiedliche Dosen eingesetzt, da flr diesen Inhibitor eine eingeschrankte Zellmembran-
permeabilitat beschrieben wurde [128]. Um die beteiligten Proteinasen weiter einschran-
ken zu kénnen, wurde zusatzlich der spezifische Kathepsin Inhibitor CAT3 eingesetzt.
Dieser Inhibitor ist selektiv gegen die Kathepsin- Proteinasen B,L und S gerichtet. Auch

dieser Inhibitor wurde in unterschiedlichen Dosen eingesetzt.

Bei allen Versuchen wurde der Inhibitor sechzehn Stunden vor Antigengabe zugesetzt,
um zu gewahrleisten, dass der Inhibitor die intrazellularen Proteinasen inhibierte. Das
Proteinantigen wurde fur vier Stunden zugegeben. Die Kinetikexperimente zeigten, dass

zu diesem Zeitpunkt unabhangig vom Aktivierungszustand der Knochenmarks-
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makrophagen deutliche Abbauprodukte des FITC- Ovalbumins nachweisbar sind. Die

Inhibitoren wurden wahrend des Antigenpulses weiter zugegeben.
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Abb. 22  EinfluR verschiedener Proteinaseinhibitoren auf die

Antigenprozessierung durch KMMO

KM-Zellen wurden fir 11 Tage in der Gegenwart von M-CSF kultiviert. An Tag 10 wurden die
Zellen in einer Dichte von 1x10°Zellen/ml in 24 Well-Platten umgesetzt. Die Stimulation mit LPS
bzw. y-INF erfolgte von Tag 8 an und wurde bis zur Zellsolubilisierung durchgeflihrt. Zusétzlich
wurden die Zellen vor Versuchsablauf fir 20h mit den angegeben Inhibitoren vorinkubiert. Die
Antigenzugabe von 25ug FITC-OVA erfolgte fir 4h. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die
Zellsolubilisierung in den Platten durchgeflihrt. Die Solubilisate wurden in der SDS-PAGE
aufgetrennt und anschliel3end auf eine PVDF-Membran geblottet. Der Nachweis der Fragmente
erfolgte durch Fluoreszenzaktivierung, die Signale wurden mit einer CCD-Kamera aufgezeichnet.
A=unstimulierte MO; B= LPS — Stimulation fur 72h,1ug/ml; C= Stimulation mit 20U rry-IFN fir
72h

1=200pg/ml E-64, 2=100pg/ml E-64, 3=30ug/ml E-64, 4=100ug/ml Pepstatin A, 5= 20 pg/ml

Pepstatin  A,6=400pg/ml Leupeptin,7=20pg/ml Leupeptin,8=5pg/ml CAT3,9=1pg/ml CATS3,
10=N 71n/ml CATR
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Wie die Abb. 22 zeigt, ist ein Einfluss auf die Prozessierungsaktivitat durch Thiol- Prote-
inaseinhibitoren nicht nachweisbar. Dies ist unabhangig vom Aktivierungsgrad der
Makrophagen. Der Inhibitor E-64 zeigt jedoch einen Einfluss auf die Menge an aufge-
nommenen Antigen. So ist die FITC- Ovalbumin Ausgangsbande mit einem Molekular-
gewicht von 50 kD bei den LPS- aktivierten Makrophagen deutlich schwéacher als bei
den unstimulierten MO. Auch die y- Interferon stimulierten Makrophagen zeigen in der

Gegenwart von E-64 eine schwéachere Antigenaufnahme.

Der CAT3 Inhibitor in unterschiedlichen Konzentrationen zeigt nur einen geringen Ein-
fluss auf die Menge des aufgenommen Antigens. So sind die Ausgangsbanden bei LPS-
(Abb. 22 B) und y- Interferon (Abb. 22 C) stimulierten Makrophagen nur unwesentlich
schwacher als bei den unstimulierten Makrophagen. Ein Einfluss auf die Prozessie-
rungsaktivitat der Knochenmarksmakrophagen in Gegenwart des Proteinaseinhibitors

CAT3 st jedoch nicht messbar.

Leupeptin zeigt dagegen bei einer hohen Konzentration einen Effekt auf das 40 kD Ab-
bauprodukt. Dieses ist bei allen drei Aktivierungszustanden starker ausgepragt als
normal. Zudem fuhrt Leupeptin bei beiden Konzentrationen zu einer Zunahme der Anti-
genaufnahme bei y- Interferon aktivierten Makrophagen. Dieser Effekt ist bei den unsti-
mulierten Makrophagen nicht zu beobachten. Bei den LPS- stimulierten Makrophagen
tritt ein gegenteiliger Effekt auf. Hier ist eine Abnahme der Antigenaufnahme zu beo-

bachten.

Einen klaren Einfluss auf die Prozessierungsaktivitat zeigt jedoch die Gabe von Pepsta-
tin A in der hohen Dosis von 100 pg/ml. So ist das Abbauprodukt mit einem
Molekulargewicht von 40 kD nicht mehr nachweisbar. Statt dessen ist ein schwereres
Fragment mit einem Molekulargewicht von 45 kD nachweisbar. Dieses ist bei allen
Aktivierungszustanden deutlich sichtbar. Zudem beeinflusst Pepstatin A bei LPS- und y-
Interferon stimulierten Makrophagen die Antigenaufnahme. So ist bei der hohen
Konzentration des Inhibitors eine Zunahme der Aufnahme zu beobachten, die bei der

niedrigeren Dosis schwacher ausgepragt ist.
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3.1.12 Zweidimensionale Analyse der Antigenprozessierung durch unstimulierte
Makrophagen

Um nachzuweisen, ob die Proteinaseinhibitoren Pepstatin A und Leupeptin einen quali-

tativen Einfluss auf die Prozessierung des Proteinantigens FITC-OVA zeigen, wurden

zweidimensionale Gelelektrophoresen durchgefuhrt.

Hierbei wird als zweiter Trennparameter der isoelektrische Punkt des Proteins/ Peptids
ausgenutzt, an dem die elektrische Mobilitat annahernd Null ist. Aufgrund der be-
schrankten Ladekapazitat der Rundgele konnte nur die halbe Probenmenge gegentber
der SDS - PAGE aufgetragen werden. Zudem konnte die Probe nicht abzentrifugiert wer-
den, da trotz 8M Harnstoff im Probenpuffer die Abbaufragmente ausfielen. Dieses fuhrte
zu einer Beeinflussung des Laufverhaltens in der ersten Dimension. Zusatzlich musste
aufgrund dieser technischen Einschrankungen sehr lange belichtet werden. Dadurch

kam es zu erheblichen Uberstrahlungen, die Auswertung nahezu unmoglich machten.

Wie bereits bei der 2D - Analyse der in vitro Verdauung (Kapitel 3.1.4) zeigt sich die
starke Heterogenitat des FITC — OVA in der zweidimensionalen Analyse. Eine reprodu-
zierbare zweidimensionale Trennung der in Makrophagen generierten FITC-OVA Frag-
mente konnte jedoch nicht bewerkstelligt werden. So sind die einzelnen Peaks so
schwach, das sie nicht klar nachweisbar sind. Schwache Fluoreszenz ist bei 40 kD und
einem pl von 5,3 nachweisbar, ebenso ist ein sehr schwacher Peak bei ca. 30 kD und
einem pl von 4,5 sichtbar. Fur diese Peaks musste aber bereits extrem lange belichtet
werden, so dass der FIITC-OVA Peak mit einem Molekulargewicht von 50 kD stark Uber-
strahlte. Auch hier ist ein schlechtes Laufverhalten des FITC — OVA in der zweidimensi-
onalen Elektrophorese zu beobachten. Aufgrund der technischen Beschrankungen des
O’Farrell 2-D Elektrophorese Systems konnte auch nicht eine grof3ere Probenmenge
aufgetragen werden. Aufgrund der extrem schwachen Signale und der schlechten Do-

kumentationsmaoglichkeit der Daten wurde auf weitergehende Experimente verzichtet.

3.1.13 Prozessierung von FITC — OVA durch dendritische Zellen

Dendritische Zellen spielen eine zentrale Rolle bei der Initierung der erworbenen Im-
munantwort. Daher war es von Interesse, die Antigenprozessierung von FITC-OVA in
dendritischen Zellen zu untersuchen. Zudem stand ein effizientes Kultursystem flr diese
Zellen zur Verfugung [86]. Da sich jedoch entgegen der Makrophagen — Kultur nur weni-

ge dendritische Zellen in hoher Reinheit gewinnen lassen, wurde fur den Versuch nur
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die halbe Zellzahl an dendritischen Zellen eingesetzt. Vorversuche zeigten, dass auch bei
dieser Zellzahl der Abbau von FITC-OVA messbar war. Zudem wurden die Zeitschritte
vergrofRert. Die Versuche wurden gemal3 dem Makrophagen - Protokoll durchgefuhrt
(siehe Kapitel 3.1.8). Im Gegensatz zur KMMO - Kultur differenzieren sich unter dem
Einfluss von GM-CSF neben dendritischen Zellen auch Granulozyten und Makrophagen
aus Knochenmarkszellen aus. Da die DC als einzige Zellen in diesem Kultursystem kon-
stitutiv MHC Klasse Il - Molekule auf der Zelloberflache expremieren, konnten die
dendritischen Zellen anhand dieses Oberflachenmarkers von den anderen Zellen sepa-
riert werden. Fur die Versuche wurden stets die DC und die MHC Klasse Il - negative

Restpopulation untersucht.
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Die Dendritischen Zellen zeigen ein ahnliches Aufnahmeverhalten wie die y - Interferon

= & =
'E 108,08 /.r s ——

0] (] ® 8 0
CT T ] WA E ] % T
==00 404D wie 1 [ fezre T
=4=DE 304D e 13 ma 18398 )

Inkubationedauer In Minuten

B
mx [ ——— —
=
mx
Fa
v
Lt : =]
/\ AP E=
E 1005 ./_ —— il
= mm /
EL] 7w . ® ] w
=T ET) T W4 T ]
e B ws P [ 1m0
[ T ns v ) T

Inkubationadauer In Minuten

Abb. 23 Prozessierung von FITC — OVA durch DC’s und GM-CSF - M[J
KM-Zellen wurden fur 8 Tage in der Gegenwart von 2ng rmGM-CSF kultiviert. Nach der Zellernte
erfolgte eine Zellseparation mittels Magnetbeadselektion. Es wurden 5x10° DC und 1x10° Zellen
der Restpopulation eingesetzt und in 24 Well Platten umgesetzt. Die Antigenzugabe von 25ug
FITC-OVA erfolgte fur die angegebene Zeitdauer. Nach Ablauf der Inkubationszeiten wurde die
Zellsolubilisierung in den Platten durchgefiihrt. Die Solubilisate wurden in der SDS-PAGE
aufgetrennt und anschlieend auf eine PVDF-Membran geblottet. Der Nachweis der Fragmente
erfolgte durch Fluoreszenzaktivierung, die Signale wurden mit einer CCD-Kamera aufgezeichnet.
Die Blots wurden densitometrisch ausgewertet. Es wurden fir jede Bande 4080 Pixel (0,1 inchz)
vermessen und der durchschnittliche Grauwert gegentiber der Zeit aufgetragen. Auf der Abzisse
ist die Inkubationsdauer, auf der Ordinate der mittlere Grauwert der Banden mit einem
Molekulargewicht von 50 kD (blau), 40 kD (pink) und 30 kD (griin) aufgetragen.

A: Dendritische Zellen; B: GM — CSF M

stimulierten Makrophagen. Erste Abbauprodukte mit einem Molekulargewicht von 40
kD sind jedoch bereits bei einer Inkubationszeit der Zellen mit dem FITC-OVA von 15
min nachweisbar. Das 40 kD Fragment wird mit zunehmender Inkubationszeit starker

und erreicht ein Maximum an Intensitat nach einer einstindigen Inkubation. Danach
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nimmt die Intensitat der 40 kD Bande wieder ab. Ein Fragment mit einem Molekularge-
wicht von 30 kD ist nach funfzehn Minuten nachweisbar. Auch dieses nimmt an Intensi-
tat mit zunehmender Inkubationsdauer zu. Das Maximum wird nach zwei Stunden er-

reicht, danach nimmt die Intensitat der Bande wieder ab (Abb. 23 A).

Die MHC Klasse Il - negative Restpopulation nach der Magnetbeadseperation, die
hauptsachlich aus Makrophagen und Granulozyten besteht, zeigt ein Abbauprofil ahn-
lich den unstimulierten Makrophagen. Obwohl hier gegentiber den DC’s die doppelte
Zellzahl eingesetzt wurde, zeigen sich keinerlei Unterschiede in der Intensitat der Signa-
le. Das 40 kD Fragment ist ebenfalls nach 15 min nachweisbar, zeigt jedoch bereits
nach einer Stunde das Intensitditsmaximum und nimmt mit weiterer Inkubationsdauer
wieder ab. Das Maximum an Intensitat wird nach vier Stunden erreicht. Die gleiche Ki-
netik zeigt auch das Fragment mit einem Molekulargewicht von 30 kD. Dieses ist

schwacher als das 40 kD - Fragment (Abb. 23 B).

Beiden Versuchen ist gemein, das die Fragmente nur schwach nachgewiesen werden
konnten. Trotz halber Zellzahl zeigen sich die DC’s hinsichtlich der Prozessierungsleis-
tung den Makrophagen gleichwertig. Fragmente mit niedrigeren Molekulargewichten

konnten aufgrund des steigenden Hintergrunds nicht nachgewiesen werden.

3.1.14 Edmann — Sequenzierung der aus M O isolierten Fragmente von FITC-OVA

Um weitere Informationen Uber die an der Prozessierung beteiligten Proteinasen zu ge-
winnen, wurden mehrere 24-well Platten mit ausplattierten Makrophagen nach dem
Standardprotokoll fur 4h mit FITC — OVA inkubiert. Nach der Solubilisierung der Zellen
wurde das Solubilisat abgezogen, vereinigt und mittels einer Centricon mit einem Aus-
schlussvolumen von 10 kD aufkonzentriert und auf einem praparativen Polyacrylamdid
- Gel aufgetrennt. Nach Blotten der Proteine auf eine Sequenziermembran und wurde
das 40 kD FITC-OVA Fragment von Hr. Prof. Meyer, Inst. f. Physiol. in Bochum nach
dem Edmann - Verfahren N - terminal ansequenziert. Aufgrund der hohen Salzkonzent-
ration nach der Ankonzentrierung konnten die Banden nur schlecht voneinander ge-

trennt werden und liegen enger beieinander (Abb. 24).
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Die N - terminale Aminosauresequenz der Bande mit einem Molekulargewicht von 40 kD

konnte mittels einer Edmann — Poolsequenzierung bestimmt werden. Es konnten fur

1 2 3

450 kD
440 kD

430 kD

Abb. 24 Sequenziermembran der in vivo Prozessierung von FITC-OVA
KM-Zellen wurden fur 11 Tage in der Gegenwart von M-CSF kultiviert. An Tag 10 wurden die
Zellen in einer Dichte von 1x10°Zellen/ml in 24 Well-Platten umgesetzt. Die Antigenzugabe
von 25pug FITC-OVA pro Well erfolgte fur 4h. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die
Zellsolubilisierung in den Platten durchgefihrt. Die Solubilisate 2,4x10° KMMO wurden
vereinigt und aufkonzentriert. Das Solubilisat wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt und
anschlieBend auf eine PVDF-Sequenziermembran geblottet. Der Nachweis der Fragmente
erfolgte durch Fluoreszenzaktivierung, die Signale wurden mit einer CCD-Kamera
aufgezeichnet. 1: 250l Solubilisat, 2: 500ul Solubilisat, 3: 750 pl Solubilisat

neun Positionen Aminosauren bestimmt werden, jedoch nicht fur die erste Position. An
der Position zwei konnten sechs Aminosauren einwandfrei identifiziert werden, an der
Position vier konnten funf bestimmt werden. Ab der Position sechs konnten maximal
drei Aminosauren bestimmt werden. In der Tab. 13 sind die sequenzierten Aminosauren

wiedergegeben.

Position Aminosaure

LYS, VAL, GLN, ARG, ASN, PRO
VAL, LEU, PHE

ALA, TYR, LYS, SER, GLN

GLU, ASP, LEU, ILE

LEU, PHE

LEU, ALA, GLY

LYS, ILE

ASN, HIS

TYR

HBoo~voubrwNek

Tab. 13Poolsequenzierung der 40 kD — Bande
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Ausgehend von den Sequenzdaten konnte innerhalb der Ovalbumin ein eindeutiges

Fragment identifiziert werden, das eine Lange von neun Aminosauren hat. Eine Suche
mittels des FASTA - Algorithmus in den gangigen SRS - Protein Datenbanken mit die-
sem Fragment ergaben, dass es eindeutig der Ovalbuminsequenz zugeordnet werden

kann. Weitere Treffer der FASTA - Suche wurden nur in Prokaryonten gefunden.

ASP13-VAL14-PHE15-LYS16-GLU17-LEU15-L Y S19-VAL20-HIS21-HIS>,

Abb. 25 Ergebnis der Edmann - Sequenzierung

Insgesamt konnten sechs Aminosauren Uber eine Sequenzlange von zehn Aminosauren
durch die Poolsequenzierung bestimmt werden. Ausgehend von dieser Sequenzinforma-
tion wurde versucht, die Schnittstelle den bekannten endo- / lysosomalen Proteinasen

zuzuordnen, soweit deren Sequenzspezifitat ermittelt wurde. Die Tab. 12 gibt die Sub-

Substratspezifitat
Positionen P4 — P3 — P2 — P1 - Pl — P2
OVA-Sequenz GLU — PHE — CYS — PHE — ASP — VAL
Kathepsin D XX — XX — HP — HP — HP — CH
Kathepsin E PRO — XX — XX — HP — HP — XX
Kathepsin L XX — XX — HP — XX — XX — XX
Kathepsin S XX — XX — HP — XX — XX — XX

Tab. 14 Substratspezifitat von endo-/lysosomalen Proteinasen

P ist die Aminoséaureposition relativ zur Schnittstelle, die zwischen P1-P1’liegt. HP =

hydrophobe Aminoséuren, CH = geladene Aminoséuren. Kathepsin D und L haben an der

Position P2 eine Praferenz flr Leucin oder aromatische Aminoséuren. Kathepsin S zeigt an

der Position P2 eine Spezifitat flir verzweigte aliphatische Aminosauren und Methionin.
stratspezifitat von bekannten endo- / lysosomalen Endoproteinasen wieder [129]. Die
Sequenz zeigt jedoch keine Ubereinstimmung zu Substraterkennungs- — Sequenzen von
bekannten Proteinasen. Es kann aufgrund des Sequenzmusters davon ausgegangen
werden, das eine andere als die oben aufgefUhrten Proteinasen fur den Schnitt verant-

wortlich ist.

Das Molekulargewicht des FITC-OVA nach dem ersten Schnitt ergibt ein Fragment mit
einem Molekulargewicht von ca. 40 kD. Da auRer dem N-Terminus keine FITC — Kopp-
lungsstellen abgespalten werden, muisste das Molekulargewicht des Fragmentes ca. 46
kD betragen. Da in der SDS - PAGE ein Molekulargewicht von 40 kD ermittelt wurde, ist

ein weiterer Schnitt bei einer Aminosaure — Position um 300 zu erwarten. In diesem Se-
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quenzbereich sind nur wenige Lysine vorhanden, so dass sich damit der fehlende Nach-

weis dieses Fragmentes erklaren liel3e.

Um die strukturelle Lage der ermittelten Schnittstelle innerhalb der Ovalbuminstruktur
zu ermitteln, wurden die Aminosauren mittels des Computerprogramms Rasmol gekenn-
zeichnet. Dabei zeigte sich, dass die Schnittstelle innerhalb einer a - Helix liegt. Zudem
konnte gezeigt werden, dass die Schnittstelle an der Oberflache des Proteins liegt und

gut zugéanglich ist (Abb. 26).
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Abb. 26 Lage der Schnittstelle in der Ovalbumin — Struktur
Hydrophobe Aminosauren sind rot, geladene Blau eingefarbt. Die P1'- Position ist
grun markiert.

A: Sekundarstruktur-Darstellung des Ovalbumin-Molekiiles. B: Spacefill-Darstellung

3.2 Biophysikalisch — theoretische Untersuchungen

Um mechanistische Aussagen Uber die Vorgange der Antigen - Beladung bei MHC Klasse
Il - Molektlen vorhersagen zu kdonnen, ist es notig, Einblicke in die rGumliche Struktur
der beteiligten Molekile zu gewinnen. Wahrend von humanen und murinen Klasse Il -

Molekulen 3D-Molekulstrukturen durch Rontgenstrukturanalyse ermittelt wurden (Tab.
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15), liegen von Ratten MHC Klasse II- und DM-Molekulen keinerlei Strukturdaten vor.

Die Ermittlung von Rontgenstrukturdaten erfordert einen hohen experimentellen Auf-
wand, und ist vor allem von guten Kristallen der zu untersuchenden Molekule abhangig.
Hierflr werden erhebliche Mengen an reinstem Protein bendtigt. In dieser Arbeit wurde
ein anderer Ansatz zur Gewinnung von Strukturinformationen der an der Antigenpra-
sentation beteiligten MHC Klasse |l - Proteine gewahlt. Da die beteiligten MolekUle Spe-
zies Ubergreifend sowohl Uber eine hohe Sequenz- als auch Strukturhomologie verfligen,
ist es moglich, mittels des komparativen Molecular Modelling Strukturinformationen zu

errechnen.

Die komparative Proteinstruktur - Modellierung nutzt experimentell ermittelte Struktur-
informationen anderer Proteine mit ahnlicher Aminosaure - Sequenz. Dies ist mdglich,
da kleine Anderungen in der Proteinsequenz in den meisten Fallen nur zu geringfiigigen

Strukturanderungen fuhren [130].

PDB-Code Molektl  Organismus  Auflésung inere Ref.

1DLH HLA-DR1 Human 2,80 A 2 [131]
1SEB HLA-DR1 Human 2,70 A 2 [132]
1AQD HLA-DR1 Human 2,45 A 4 [133]
1A6A HLA-DR3 Human 2,75A 1 [134]
2SEB HLA-DR4 Human 2,50 A 1 [139]
11A0 Ho-1.Ad  Murin 2,60 A 1 [136]
21AD Ho-1-.ad  Murin 2,40 A 1 [136]
1IAK Ho-1-aK  Murin 1,90 A 1 [137]
1IEA Ho-.gK  Murin 2,30 A 1 [13g]
1IEB Ho-.gK  Murin 2,70 A 1 [138]

Tab. 15 Ubersicht der Template — Strukturen

Die Qualitat der durch komparative Modellierung erhaltenen Proteinmodelle liegt deut-
lich Gber der durch andere Methoden errechneten Strukturen. Die erhaltenen Struktu-
ren zeigen eine Standardabweichung von 1A fur Sequenzen, die Uber hohe Homologien
zu bekannten Strukturen verfligen [139]. Um optimale Ergebnisse zu erhalten, ist eine

genaue Kenntnis der Referenzstrukturen (Templates) unabdingbar.

3.2.1 Struktur der kristallisierten MHC Klasse Il und DM-Molekdule



Ergebnisse Seite 104

MHC Klasse 1I- und DM Réntgen - Strukturdaten liegen sowohl von humanen als auch
von murinen Molekulen in unterschiedlichen Auflésungen vor. Einen Uberblick tiber die

vorhandenen Strukturen gibt Tab. 15

Kette Léange Typ Aminosauren Kette Lange Typ Aminosaurem
a 5 o - Helix 46 - 50 B 12 o - Helix 52 - 63
a 21 o - Helix 56 -76 B 13 o - Helix 65-77

B 8 o - Helix 79 - 86
a 11 B - Faltblatt 5-15 B 12 B - Faltblatt 7-18
a 9 B - Faltblatt 19 -27 B 11 B - Faltblatt 23-33
a 7 B - Faltblatt 29-35 B 8 B - Faltblatt 35-42
a 6 B - Faltblatt 39-44 B 6 B - Faltblatt 45 -50
a 7 B - Faltblatt 88 —94 B 7 B - Faltblatt 98 — 104
o} 11 B - Faltblatt 103 -113 B 10 - Faltblatt 113-122
o} 8 B - Faltblatt 133 -140 B 4 B - Faltblatt 141 -144
a 10 - Faltblatt 144 — 153 B 10 - Faltblatt 154 — 163
a 7 B - Faltblatt 118 -124 B 7 B - Faltblatt 128 -134
a 7 B - Faltblatt 160 — 166 B 8 B - Faltblatt 169 - 176
o} 5 B - Faltblatt 174 -178 B 7 B - Faltblatt 184 -190

Tab. 16 Konsensus - Lage der Sekundarstrukturen von MHC Klasse Il
Um die Zahl c-iér.Rla"r;dbedingungen far das Molecular Modelling zu erhéhen, wurden die
Sekundarstrukturen der vorhanden Strukturen untersucht. Bei den in der PDB abgeleg-
ten Strukturen sind die Sekundarstrukturen mit dem DSSP - Algorithmus ermittelt wor-
den [149]. Dieser effiziente Algorithmus ermittelt a - Helix und B - Faltblattstrukturen an-
hand der Wasserstoffbriickenbindungen, welche fur die jeweilige Struktur eine charak-
teristische Anordnung haben. Die Tab. 16 zeigt die Verteilung der o - Helices in den
durch Rontgenstrukturanalyse ermittelten MHC Klasse Il Strukturen. Der Vergleich aller
Strukturen zeigt, dass die a - Kette des Klasse Il - Molekuls Uber zwei, die B - Kette Uber
drei charakteristische Helices verfugt. Abweichungen in der Lange der einzelnen Helices
und deren Anzahl ist auf die unterschiedlichen Auflésungen der Rontgenstrukturen zu-
ruckzufuhren. Fur die o - Kette ergeben sich folgende beiden Helices: a46-50 mit einer
Lange von 5 AS und a56-76 mit einer Lange von 21 AS. Die (- Kette zeigt drei Helices
mit Langen von 12,13 und 8 AS : 52-63, 365-77 und [79-86. Die Helix der (3 - Kette wird
haufig auch als eine einzige, durchgéangige Helix angesehen [132]. Diese Helices sind am
Aufbau der ,Seitentaschen, der Peptidbindungsgrube beteiligt. Die Faltblattstrukturen
lassen sich dagegen in zwei Gruppen einteilen: Eine Gruppe ist am Aufbau des ,Bodens,,
der Peptidbindungsgrube beteiligt, die andere bildet die Immunglobulindoméne aus. Die
Faltung der Immunglobulindomane ist familienspezifisch und nicht auf die MHC Klasse

Il - Molekile beschrankt. Alle Faltblattstrukturen sind vom antiparallelen Typ. Die Tab.
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16 gibt einen Uberblick tber die Lage der B - Faltblattstrukturen in den bekannten MHC
Klasse Il - Molekulen. Sowohl in der a- als auch in der 3 - Kette kommen drei Gruppen
von antiparallelen Faltblattern vor. Jede dieser Gruppe besteht aus drei bis vier einzel-
nen Faltblattern. Abweichungen in der Anzahl zwischen den einzelnen Molekulen sind in
der unterschiedlichen Auflésung der einzelnen Molekiule und dem auf3erst exakten Algo-
rithmus begrindet. Fur die Bindungsgrube findet sich eine Gruppe von AS a5-15, al9-
27, 029-35und a39-44flur die a-Kette, sowie B7-18, B23-33, [35-42 und [(45-50 fur
die BKette. Fur die Immunglobulindomane finden sich folgende beiden Paarungen: a88-
94, 0103-113, al133-140, 0l144-153 sowie 0118-124, al60-166, al74-178 fur die
a-Kette und B98-104, 113-122, f141-144, B154-163 sowie f128-134, B169-176, f184-
190 fur die B—Kette. Die Zahl der Randbedingungen lait sich weiter erhéhen, indem die
Lage der Cis - Peptide und der Disulfid - Brucken explizit angeben werden. So gibt es fur
die a-Kette eine, fur die B-Kette zwei typische Disulfid - Brucken. Eine Disulfid - Bru-
cke ist typisch fur die Immunglobulindomane, die zweite Bricke der (- Kette liegt in

der Bindungsgrube. Die nachfolgende Tab. 17 zeigt die Lage der Bindungen in allen

MHC Klasse Il - Strukturen. Die Lage ist in allen bekannten Strukturen, sowohl in hu-
al Bl B2
Bindung CYS107-CYS163 CYS15-CYS79 CYS117-CYS173

Tab. 17 Lage der Disulfid-Bricken in MHC Klasse Il Strukturen
manen als auch in murinen, hochkonserviert.

Ein weiteres, strukturell wichtiges Merkmal ist die Lage der Cis - Peptide. Im Normalfall
stehen die Aminoséaurereste in trans - Position zueinander, da dies die energetisch guns-
tigere Position ist. Ausnahmen von dieser Regel stellen haufig AS - Prolin Peptidbindun-
gen dar. Hier ist die Cis - Stellung aufgrund der eingeschrankten Drehwinkel haufig die
energetisch beglnstigte Position. Auch die Lage der Cis - Peptide ist in den MHC Klasse
Il - Molekulen hoch konserviert. Die Tab. 18 listet die Position der Cis - Peptide in allen
Strukturen auf. Ausnahmen ist die erste Cis - Peptid Bindung an der Position AS 15-16
: Bei der HLA-DR3-Struktur ist an der Position 16 kein Prolin vorhanden. Bei den bei-
den Maus Molektlen H2-1-Ad bildet sich an der Position AS 15-16 kein Cis - Prolin aus.

al az yial
Bindung 15-16 113-114 123-124

Tab. 18 Lage der Cis-Peptide in MHC Klasse Il Molekilen
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3.21.1 Topologiediagramm des MHC Klasse 1l Molekl

Ausgehend von den Strukturdaten der Klasse Il Molekile konnten Topologie - Diagram-
me fur die a-und B-Kette aufgestellt werden. Diese Topologie —-Diagramme geben die
Randbedingungen flur das komparative Modelling der RT1B und RT1D - Molekule gra-

phisch wieder.

Abb. 27 Topologiediagramm der MHC Klasse Il Molekule

Dargestellt ist die 2D-Darstellung der Sekundarstrukturen innerhalb der MHC Klasse Il — Molekiile.

Cis-Peptide sind durch rote Punkte, a-Helices durch braune Rechtecke, B-Faltblatter durch griine Pfeile

und Loops sind blau dargestellt. Es sind die durchschnittlichen Positionen der Sekundarstrukturen
Die Abb. 27 zeigt das Topologie - Diagramm, welches den Durchschnitt der MHC Klasse
Il - Strukturdaten wiedergibt. Anhand des Topologiediagramms ist die Lage der Sekun-
darstrukturen zueinander leicht erkennbar. So zeigen die Immunglobulindoménen a2

und B2 die typische Ineinander - Schachtelung der Faltblatter, die zusatzlich durch eine
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Disulfidbricke miteinander verbunden sind. In der B1-Doméne ist die Lage der Disul-
fidbrlcke leicht zu erkennen, die das erste 3 - Faltblatt mit der dritten a-Helix verbin-
det. Ebenso ist leicht ersichtlich, dass die Cis - Peptide an den Enden von Sekundar-

strukturen lokalisiert sind.

3.2.1.2 Sequenzvergleich der aufgelésten Strukturen mit RT1B — Sequenzen

Die Qualitat des durch komparatives Molecular Modelling erzeugten Molektlmodels ist
in erster Linie von den verwendeten Templates und deren Alignment mit der Zielsequenz
abhéangig. Um fur das RT1B- und RT1D-Allel die jeweilig gUnstigsten Template - Struk-
turen auswahlen zu kénnen, wurden zuerst alle Sequenzen miteinander aligned. Die

Abb. 28 zeigt eine graphische Reprasentation des Alignments in Form eines Stamm-

baumes.
1AGA 1SEB
— RT1D 1ABA
| _|:'IIEA 2SEB
d 1IEB — RT1D
——RT1B 7 1IEA
11AK B { 11IEB
11A0 — RT1B
2|AD 11AK
~1AQD 11A0
L 1DLH 2IAD
~1SEB ~ 1AQD
- L 2seR B L 1pLH

Abb. 28 Sequenzvergleich der Template- und Target- Strukturen

Ausgehend vom ClustalX-Alignment wurden je ein Stammbaum fir die o - und die B - Kette der
MHC Klasse II-Molekiile aufgezeichnet. Die Stammb&ume geben die relative Ahnlichkeit der
Sequenzen wieder. Es sind die PDB-Codes der Templates angegeben.
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Auffallig ist, dass sich die Stammbaume fur die a- und die - Kette voneinander unter-

scheiden. Bei beiden Ratten Komplexen RT1B und RT1D ist jedoch die Ahnlichkeit zu
den Maus - Komplexen H2 I-A bzw. H2 I-E deutlich zu erkennen. Grundlage fur das A-
lignment waren die folgenden Lewis Ratten - Sequenzen aus den Datenbanken: RT1Ba :
Pir S04363 [141], RT1Bb : Pir S16999 [142], RT1Da : TREMBL RNAJ2998 1 [143] und
RT1Db : Pir S10989 [ 144].

In der Abb. 29 ist das Alignment der a - Kette wiedergegeben. Deutlich ist die hohe An-
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Abb. 29 Sequenzalignment der Template MHC Klasse Il a-Ketten mit dem

I6slichen Anteil der Lewis RT1.Bl bzw. RT1.DI Sequenz
Das Alignment wurde mit ClustalX erstellt. Blau gekennzeichnete AS geben identische Bereiche
wieder, grin homologe Bereiche. Griine Pfeile symbolisieren Faltblattstrukturen, orange Helices.

zahl an identischen Aminosauren zu erkennen. Der grofR3e Teil der polymorphen Amino-
sauren ist in den Loop - Bereichen lokalisiert, wahrend die konservierten Aminosauren
in den Sekundarstruktur-Bereichen liegen. Die Immunglobulindoméane ab AS 88 zeigt

einen hoheren Anteil an identischen Aminosauren als die Bindungsgrube. Die dennoch
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hohe Homologie in der Bindungsgruben - Doméne ist auf den limitierten Polymorphis-
mus der a-Kette zurtckzufuhren. Starke Unterschiede zeigen sich in den murinen I-E
und Ratten RT1D und zu den murinen I-A und Ratten RT1B -Sequenzen an den Amino-
saurepositionen 2-25. Hier sind die Sequenzen der ersten Gruppe zueinander sehr
ahnlich, unterscheiden sich aber deutlich von denen der zweiten Gruppe. Dies ist auf
die unterschiedlichen Isotypen zuruckzufuhren. HLA-DR, I-E und RT1D stellen den ei-

nen, HLA-DQ, I-A und RT1B den anderen Isotyp dar

In einem weiteren Alignment wurden die - Ketten der MHC Klasse Il - Molekile mitein-
ander verglichen. Wie der Stammbaum der Sequenzen bereits andeutet, gibt es im Ver-
gleich zu den a - Ketten Unterschiede in den Ahnlichkeiten der Sequenzen zueinander.

Die Abb. 30 zeigt das Alignment der MHC Klasse Il B - Ketten.
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Abb. 30 Sequenzalignment der Template MHC Klasse Il 3-Ketten mit dem
I6slichen Anteil der Lewis RT1.Bl bzw. RT1.DI Sequenz

Das Alignment wurde mit ClustalX erstellt. Blau gekennzeichnete AS geben identische Bereiche
wieder, grin homologe Bereiche. Grine Pfeile symbolisieren Faltblattstrukturen, orange Helices
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Auch bei der B - Kette ist die Immunglobulindomane stark konserviert. Die Bindungs-
grube zeigt starken Polymorphismus, besonders bei den Faltblattern. Die erste Helix ist
dagegen stark konserviert. Auffallig sind zwei Deletionen bei H2-1-A- und RT1B-
Molekulen. Diese Deletionen liegen in helicalen Bereichen. Besonders auffallig ist der
Austausch der AS 61 von Tryptophan zu Phenylalanin. Das Tryptophan 61 zeigt in den
aufgelosten Strukturen stets in die Bindungsgrube und geht mit der Imidazol - Gruppe
eine Wasserstofforickenbindung mit der Peptid - Backbone ein. Die anderen polymor-
phen Positionen sind homologe Austausche. Das Alignment der B - Ketten zeigt zudem
deutlich die Unterschiede zwischen beiden Allelen sowie die hohe Homologie von RT1.B!

und H2-1-Ak,

Beide Alignments zeigen, dass als Templates fur das komparative Modelling des RT1.B-
Komplexes nur die murinen H2 -I-A Komplexe in Frage kommen, da es gegenuber den
HLA - DR und H2 -I-E Haplotypen Insertionen in der a - und Deletionen in der (3 - Kette

gibt, die in der Bindungsgrube lokalisiert sind.

3.2.2 Komparatives Modelling des RT1.B — Komplexes

Ausgehend vom Alignment der Sequenzen von den Strukturen mit den PDB - Codes
1IAO, 2IAD, 1IAK und der RT1.B! - Sequenz wurde mit dem Programm Modeller 4 ein
komparatives Molecular Modelling durchgefuhrt. In einer ersten Phase wurden Modelle
ohne Optimierungen errechnet, um die Qualitat des Alignments zu Uberprufen. Die Mo-
delle wurden sowohl durch optische Visualisierungen mit RASMOL als auch mit PRO-
CHECK uUberpruft. Wahrend dieser Phase wurde das Alignment von Hand angepasst, da
das Programm Modeller 4 beide Ketten der Molekule nur als eine Sequenz mit einem
Trennzeichen akzeptiert. Als besonders problematisch erwiesen sich die N- und C - Ter-
mini der Sequenzen, da es hier die grof3ten Unterschiede in den Sequenzlangen gibt. Es
zeigte sich, dass die Qualitat des Molekulmodells entscheidend vom Sequenzalignment
abhangt. Besonders empfindlich reagiert der Algorithmus von Modeller 4 auf Insertionen
bzw. Deletionen. Dies wurde deutlich, als die Struktur 1DLH (HLA-DR) zusatzlich zum
Alignment aufgenommen wurde. Ebenso zeigte sich, dass die errechneten Molekdule eine
Verbesserung in der Strukturgeometrie aufwiesen, wenn drei Templates ausgewahlt
wurden. Nachteilig war jedoch, dass die Rechenzeit mit jedem zuséatzlichen Template ex-
ponentiell anstieg. Nach der initialen Phase wurden mehrere Modelle mit voller Optimie-

rung gerechnet. Nach Vergleich der stereochemischen Eigenschaften mit PROCHECK
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wurde das beste Modell ausgewéahlt und weiter untersucht. Die Abb. 31 zeigt den Ra-

machandran - Plot des RT1.B!' -Modell.

Etwa 90% aller Aminosauren liegen in energetisch begunstigten Bereichen, 9,4 % der

Aminosauren haben Drehwinkel, die in den sogenannten erweiterten Bereichen liegen.

Nur 0,6 % der AS liegen in einer ungunstigen Konformation vor. Nach [120] liegt ein Pro-

tein in einer guten stereochemischen Konfiguration vor, wenn mindesten

90% der Ami-
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Abb. 31 Ramachandran-Plot des RT1B' - Molekiilmodells

Der Plot zeigt die ¢-@ Winkel aller Aminosauren des RT1.B-Modells. Die gekennzeichneten AS haben
energetisch unglnstige Winkel. Die roten Bereiche geben die energetisch glnstigsten Bereiche an.
A,B,L: favourisierte Bereiche; a,b,l,p: erweiterte Bereiche, ~a,~b,~l,~p: grof3zligig erlaubte Bereiche.

nosauren ¢-y- Drehwinkel in den erlaubten Bereichen haben. Weitere Uberprifungen

mit PROCHECK zeigten, dass das Molekulmodell Uber gute stereochemische und energe-

tische Eigenschaften verfugt.
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Die optische Uberprifung der Modellstruktur wurde mit dem Programm MOLSCRIPT

vorgenommen. Mit diesem Programm kénnen Sekundarstrukturen optisch aufbereitet
werden. Die Lage der Sekundarstrukturen wird durch das Programm nach einem DSSP
- ahnlichen Algorithmus automatisch ermittelt. Wie die Abb. 32 zeigt, verflgt das er-
rechnete RT1.B! - Molekul Uber die typische Quartarstruktur der MHC Klasse Il Molek(-

le.
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Abb. 32 Sekundarstruktur-Darstellung des RT1.B' Molekiilmodells

Deutlich ist bei beiden Ketten die Aufteilung in zwei Domanen erkennbar. Die Bin-
dungsgrube wird anteilig von beiden Ketten aus (3 - Faltblattern als ,,Boden“ und a - He-
lices als Seitenwande gebildet. Auffallig ist ferner, dass auch ohne gebundenes Peptid

die gleiche Raumstruktur energetisch gulinstig ist. Die optische Darstellung mit Hilfe von



Ergebnisse Seite 114

MOLSCRIPT zeigt, dass das errechnete Molekul Uber eine hohe strukturelle Homologie

zu den aufgelosten MHC Klasse Il 3D-Strukturen verflgt.

3.2.2.1 Peptidbindungsgrube des RT1.B ' Molekiils

Ausgehend von diesen Ergebnissen konnte mit der Untersuchung der Bindungsgrube
begonnen werden. Hierzu musste zunachst die Nummerierung der Aminosauren an den
durch die 1DLH Struktur vorgegeben Standard angepasst werden. Die PDB - Datei wur-
de mit Hilfe der CCP4-Programmsuite so angepasst, dass sowohl die Insertion in der a -
Kette als auch die beiden Deletionen in der (3 - Kette berucksichtigt wurden. Ferner wur-
den die Kettenbezeichner dem Standard angepasst. Die Verteilung der konservierten
und polymorphen Aminoséauren bestimmt im wesentlichen den Charakter der Bindungs-
grube. So sind in allen bisher aufgelésten Strukturen die konservierten Asparagine 62
und 69 in der al - Helix und 82 in der B1 - helicalen Region so positioniert, dass ihre y -
Amidgruppe Wasserstoffbrickenbindungen mit der Hauptkette des gebunden Peptides
eingeht. Im Gegensatz zu den Ubrigen Strukturen ist das Tryptophan 61 im RT1.B! Mo-
lekdl nicht konserviert, sondern gegen ein Phenylalanin ausgetauscht. Da die Imidazol -
Stickstoffgruppe somit wegféllt, kann an dieser Position keine Wasserstoffbriicke mit der
Peptid - Backbone ausgebildet werden. Etliche Kluster von polymorphen Aminosauren
sind fur die Peptid - Spezifitat der unterschiedlichen MHC Klasse Il MolekUle verant-

wortlich.

Der erste Kluster (a 31,52; B 86,89,90) ist fur die Variabilitat der Peptid - Seitenketten-
tasche P1 verantwortlich. Hier wird bei RT1.B! und H2 I-Ak/d eine polare Umgebung fur
die Seitenkette aufgebaut. Drei weitere polymorphe Kluster finden sich drei, funf und
zwischen sieben bis acht AS weiter entlang des gebundenen Peptides. Diese Kluster wer-
den aufgebaut von den Aminosauren (3 13,26,28,71,74,78; a 66, 39, 11, 30 und B 37,
38, 58. In der Abb. 33 sind die konservierten und polymorphen Aminosauren, die eine
wichtige Rolle bei der Peptidbindung ausuben, in einer Backbone - Darstellung der
Bindungsgrube gekennzeichnet. Bei dieser und den folgenden Abbildungen wird von o-
ben auf die Bindungsgrube geblickt. Seitenketten des Peptides, die vom T - Zellrezeptor

erkannt werden, sind in Richtung des Betrachters ausgerichtet.
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Abb. 33 Bindungsgrube des RT1.B' Molekiils in Backbone Darstellung

Dargestellt sind die polymorphen Positionen als farbige Kreise. Die konservierten Positionen sind
mit Seitenketten dargestellt.

Um Aussagen uUber die Beteiligung der a bzw. 3 Kette an der Ausbildung der Peptid -
Bindungstaschen zu treffen, wurde die Flache berechnet, die dem Lésungsmittel zugang-
lich ist. Durch die grafische Darstellung dieser Flache lassen sich die potentiellen Ta-
schen leicht erkennen. Die Abb. 34 zeigt die Beteiligung beider Ketten an der Ausbil-

dung der Taschen.

An der rechten Seite lasst sich eine tiefe Tasche erkennen, die von beiden Ketten ausge-
bildet wird. Eine sehr grol3e Tasche lasst sich in der Mitte erkennen. Hier passt theore-
tisch eine Seitenkette quer in die Bindungsgrube. Um jedoch eine Aussage Uber madgli-
che Praferenzen fur bestimmte Aminosauren zu ermdglichen, wurden die einzelnen Ami-
nosauren nach ihren physikochemischen Eigenschaften eingefarbt. Die basischen Ami-
nosauren Arginin, Histidin und Lysin wurden blau, die sauren Aminosauren Asparagin-
saure und Glutaminséaure rot, die neutralen Aminosauren grau und die polaren Amino-
sauren grun eingefarbt. AnschlieBend wurde wieder die dem Losungsmittel zugéangliche

Flache errechnet und das Ergebnis in der Abb. 34 grafisch dargestellt
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Abb. 34 Solvent-Accessible-Area der Bindungsgrube
Dargestellt ist die dem Losungsmittel zugangliche Flache in Stereo - Darstellung.
Blick von oben auf die Bindungsgrube. a - Kette blau, (3 -Kette rot angefarbt.

Anhand dieser Darstellung 143t sich fur die erste Bindungstasche eine Praferenz fur
grol3e, polare Aminosauren wie Lysin, Arginin sowie fur die sauren Aminosauren able-
sen. Ebenfalls konnte Glycin an der Position P1 binden. Nach der typischen Drehung
des Peptides zeigen die Aminosauren an den Positionen P2 und P3 aus der Bindungs-
grube heraus. An der Stelle P4 binden bevorzugt unpolare Aminosauren. Die Position P5

zeigt wieder Richtung T - Zellrezeptor. An P6 ist eine Tasche fur polare Aminosauren. An
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P7 ist keine Praferenz erkennbar. P8 ist wiederum Richtung Rezeptor orientiert. P9 hat
Praferenz fur kleine Aminosauren, und an P10 ist eine starke Praferenz fur die sauren

Aminosauren vorhanden, die mit der Hauptkette eine Salzbriuicke ausbilden kénnen.

Abb. 35 Darstellung der zuganglichen Flache in der
Bindungsgrube des RT1.B' -Modells

Dargestellt als stereoptische Abbildung ist die dem Lésungsmittel zugangliche Oberflache
der Bindungsgrube. Die AS sind nach Ladungen eingeféarbt: negativ geladene AS blau,
positiv geladene AS rot.
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3.2.3 Docking von Peptiden in die Bindungsgrube des RT1.B ' — Modells

Die Spezifitat der Peptid- Bindung an MHC Molekule ist durch Bindungsmotive definiert.
Diese Motive bestehen aus mehreren relativ konservierten Ankerpositionen. Die Identifi-
kation der Peptidbindungsmotive wird erschwert durch GréRenheterogenitat und dege-
nerierte Aminosaurebenutzung an den Ankerpositionen [145]. Zur Zeit werden verschie-
dene Ansatze verfolgt, um MHC Klasse Il — Motive zu ermitteln: Screening von ,random
peptide“ Phagenbanken [146], oder Peptidbanken [147], pool [148] und individuelle
[149] Sequenzierung von naturlichen MHC Klasse Il — Liganden, sowie die extensive
Substitutionsanalyse von bekannten antigenen Peptiden [150]. Diese Studien wurden
hauptsachlich an humanen HLA - DR und murinen I-E Molekulen durchgefihrt. Die
hiervon angeleiteten Motive zeigen eine Nonamer — Sequenz mit Ankerpositionen an den
Stellen P1, P4, P6 und P9. Dagegen sind die Peptidmotive von vielen anderen MHC Klas-
se Il - Produkten wie die murinen I-A — Molektile sowie des Ratten MHC nur unzurei-
chend charakterisiert [152]. Das Molecular Modelling des Ratten RT1.B! — Molekdls ergibt
eine weitere Methode, das Bindungsverhalten von Peptiden auf molekularer Ebene zu
studieren. Zudem sind Analysen von verschieden starken Bindern sowie deren Einfluss
auf die Konformation der MHC Klasse Il — Moleklle mdglich. Das genaue Studium der
van der Waals - Kontakte und der Wasserstoffbricken — Bindungen zwischen Ligand

und Rezeptor ermoglicht die exakte Peptidbindungsspezifitat zu ermitteln.

3.2.31 Docking von Peptiden mit Hilfe von  AutoDock 3

Das Programm AutoDock 3 besteht aus einer Vielzahl von Unterprogrammen, um
ein automatisiertes Docking von Liganden an Rezeptoren zu ermoglichen. Bevor
die Simulation gestartet werden kann, mussen die Strukturdateien in das PDBQS
— Format konvertiert werden. Hierzu mussen die Wasserstoffatome, Losungspa-
rameter und partiale Atomladungen zu den Koordinatendateien addiert werden.
Zudem mussen die freien Torsionen des Liganden definiert werden. Hierzu stehen
Hilfsprogramme zur Verfugung [151]. Nachdem die nétigen Parameterdateien er-
stellt sind, kann die Simulation gestartet werden. Fur das automatisierte Docking

standen drei verschiedene Algorithmen zur Verfagung.

Die Metropolis- oder Monte Carlo simulated annealing- Methode ist eine schnelle

Technik fur die Konfigurationssuche. Hierbei wird der Rezeptor statisch gehalten.
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Das Substrat wird nach dem Zufallsprinzip im freien Raum um den Rezeptor be-
wegt. Bei jedem Simulationsschritt werden beim Liganden die Freiheitsgrade
nach dem Zufallsprinzip verandert: Translation des Schwerpunktes, Orientierung
sowie Rotation der dihedralen Winkel. Von dieser neuen Konfiguration wird dann
die Energie evaluiert und mit den vorhergehenden Schritten verglichen. Ist die
Energie niedriger, so wird die neue Konfiguration akzeptiert. Die Akzeptanz von
Konfigurationen ist von der Simulationstemperatur abhangig. Je hoher sie ange-
setzt wird, desto mehr Konfigurationen werden akzeptiert. Wichtig fur diese Si-
mulationsmethode ist, dass eine initiale Konfiguration gefunden wird. W&hrend
dies mit kleinen, zyklischen Substarten wie z.B. dem Trypsin - Inhibitor (1HVR)
bei der Trypsin- Struktur schnell gelang, konnte mit dem HELsos2 — Peptid und
dem I-Ak — Molekul keine solche initiale Konfiguration gefunden werden. Auch
Einschrankungen in der Flexibilitdt des Liganden und Einschrankung der freien
Torsionen auch Nicht- Backbone Torsionen brachte keinen Erfolg. Eine Erh6hung
der simulierten Annealing — Temperatur auf 2000K fuhrte ebenfalls nicht zu ei-
nem positiven Ergebnis. Nach einer erfolglosen Suche nach einer initialen Konfi-
guration von 96h wurden die Versuche mit dem Metropolis — Algorithmus ab-

gebrochen.

Der Global - Local — Search Algorithmus des AutoDock Programms war unter LI-
NUX nicht lauffahig. Dies liegt mit dem enormen Stack - Bedarfs des Algorith-
mus zusammen. Zudem konnten im Quellcode weitere Speicherzuordnungs -

Fehler gefunden werden.

Mit Hilfe des genetischen Algorithmus konnten mehrere Substrat - Ligand Kon-
formationen errechnet werden. Eine genaue Analyse dieser Komplexe zeigte je-
doch, dass alle Konformationen nicht dem I-Ak- HEL entsprachen (Abb. 36). Teil-
weise zeigten die Komplexe auch sterische Hinderungen. Auch hier wurden alle
Parameter durchgespielt, es konnte jedoch kein Docking des HEL - Peptides in

der Bindungsgrube des MHC Klasse Il — Molekuls erreicht werden.
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B iEL-Pogpiic

Abb. 36 Ergebnisse des automatischen Dockings HELso.c, mit I-A
Gezeigt ist die Backbone Darstellung des I-A¥ — Molekiils mit den gedockten Peptiden (1-5).
Die Orientierung des HEL-Peptides in der Rontgenstruktur ist in Turkis dargestellt.

3.2.3.2 Docking von Peptiden in der Bindungsgrube des RT1.B ' — Molekiiles
mit Hilfe des Programmes Modeller 4

Ausgehend von der murinen I-Ak — Struktur wurde der RT1.B' — Peptid - Komplex mo-

delliert. Dabei wurde die Tatsache ausgenutzt, dass die MHC Klasse Il — gebundenen

Peptide alle die gleiche Konformation aufweisen [38]. Dadurch ist die Konformation des

gebundenen Peptides weitgehend unabhéngig von dessen Sequenz. Im initialen Prozess

des komparativen Modellings wird die Struktur des Targets abhangig von der Template -

Struktur aufgebaut. Die Analyse der Modelle zeigte, dass die modellierten Peptide die
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Poly - Prolin 1l Konformation aufwiesen. Die Peptide lagen jedoch nicht besonders gut in
der Bindungsgrube des RT1.B! - Modells. Eine nachfolgende Energieminimierung mit

Minimize fUuhrte dazu, dass die Peptide sich optimal in die Bindungsgrube einpassten.

Jﬂl‘SEH—g_N“hEr—JﬁLHG—hET—M—THR—Pﬂc—l.EU—LEU—'IET"PIRG—PRD

B

ILE--SER--GLMN—ALA--MAL ~HIS—-ALA—-ALA—HIS--ALA--GLU-ILE-ASN

TRy

I Rontgenstrukiur
B \Yor Energieminimierung
N Mach Energieminimierung

Abb. 37 3D - Alignment der modellierten Peptide

Dargestellt ist eine Uberlagerung der an RT1.B' gebunden Peptide nach Modellierung mit
Modeller 4 vor und nach der Energieminimierung. Wenn mdoglich, wurde die Struktur
zusatzlich mit Peptiden aus Roéntgenstrukturanalysen Uberlagert. Die Ca - Atome sind in
Gelb dargestellt. Die korrespendierende Sequenz ist oberhalb der Struktur angegeben.

A: CLIPgg.100 : B: CLIPmMgg.100 MET98->TYR98 : C: HELs0.62 D: OVA3z23-335
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Als Peptide fur das Modelling wurde das in der Bindungsgrube von MHC Klasse Il - Mo-
lektlen bindende Peptid der invarianten Kette CLIPgs.100 UNd eine Mutante, CLIPm aus-
gewahlt. Das CLIPm hat einen Austausch von MET98 gegen TYR98 und bindet etwa
100fach schwéacher an das RT1.B — Molekul als CLIP [152]. Der CLIP - MHC Klasse Il
Komplex stellt ein wichtiges Zwischenstadium in der Reifung der MHC Klasse Il - Mole-
kule dar. Das Ratten — CLIP zeigt deutliche strukturelle Unterschiede zum humanen
CLIP, was zum Teil auf Sequenzunterschiede zuruckzufuhren ist(Abb. 37 A). Die Mini-
mierung zeigt deutlich, dass es kaum Anderungen an der Backbone — Konformation gibt.
Die meisten strukturellen Unterschiede zeigen sich in der Anordnung der Seitenketten —
Atome. Die CLIP — Mutante zeigt deutliche Konformationsunterschiede nach der Ener-
gieminimierung (Abb. 37 B). Dies ist besonders im Bereich des TYRgg sichtbar, wo sich

das Ca deutlich verschiebt.

Als weiteres Peptid fur das Modelling wurde das HELso.62 — Peptid ausgewahlt, um Ver-
gleiche mit der Referenzstruktur I-Ak — HELsp.s2 aufstellen zu kénnen. Das HELsps2 —
Peptid zeigt nach Energieminimierung im Bereich der Aminosauren 50 — 54 deutliche
Konformationsanderungen gegenuber der Rontgenstruktur und dem nicht minimierten
Peptid (Abb. 37 C). Besonders die aromatische Gruppe des Tyrosins zeigt eine deutliche
Drehung um 90°. Im hinteren Bereich des Peptides sind nur geringe Konformationsan-

derungen zu beobachten.

Das OVAs23.335 — Peptid wurde ausgewéhlt, das es als hochaffiner RT1.B! — Binder be-
schrieben wurde [152]. Auch hier sind nach der Energieminimierung deutliche Konfor-
mationsédnderungen im N- terminalen Bereich des Peptides zu beobachten. Gegenuber
dem HEL - Peptid gehen diese Anderungen jedoch bis in den mittleren Bereich. Hier

zeigt die Seitengruppe des HIS328 und HIS331 die gréften Konformationsanderungen.

Mit Ausnahme der CLIP - Mutante zeigen alle Peptide nach der Energieminimierung im
Carboxy - terminalen Bereich die geringsten Konformationsverschiebungen. Besonders
auffallig ist die Verschiebung des SER96 aus der Bindungsgrube hinaus in Richtung des
T- Zell — Rezeptors. Dies ist moglicherweise eine der Ursachen fur das schlechte Bin-

dungsverhalten der CLIP- Mutante.
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3.2.4 Potentielle Energie der RT1.B ' — Peptid Komplexe

Von den generierten RTL1.B! - Peptid Komplexen wurde mit Hilfe des Programms Analyze
die potentielle Energie berechnet. Dies sollte Aufschluss Uber die Energetik der Komple-

xe vor und nach der Energieminimierung geben. Zudem koénnte die Bindungsaffinitat

16000.0000

10000.0000

=10000.0000

=18000.0000

1K RTiBchne RTiBohne NRTIRCLI® RTIRCLP RTIBCLIPm RTIBCLIPm RNTIBHEL NTIBHE RTIBOVA RTIBOVA
vor nach vor nach vor nach vor nach vor nach
H Kosiimol | 90004003  7000.0000 -13300.0483 05042104 ~14203.0344 3104720 140052102  OR00.03E 141410800 10404.0880 -13011.0081

Abb. 38 Potentielle Energie der RT1.B — Peptid Komplexe vor und nach
Energieminimierung

der Peptid - Liganden zu den MHC Klasse Il — Molekulen einen starken Einfluss auf die
Energetik der Komplexe haben. Zum Vergleich wurde die potentielle Energie des I-Ak —
HELso-s2 — Komplexes berechnet. Im Gegensatz zu den errechneten Modellen sind in die-

ser Struktur jedoch zusatzlich Wassermolekile und Zuckerreste enthalten.

Alle RT1.B!' — Molekule zeigten nach der Energieminimierung eine deutliche Abnahme der
potentiellen Energie. Alle Molekule zeigten eine Energie von ca. -14.000 Kcal/mol, Der
Unterschied zwischen dem leeren RT1.B! - Molektl und dem RT1.B! — CLIP Komplex be-
trug ca. 1.000 Kcal/mol. Die Differenz zwischen dem RT1.B! — CLIP — Komplex und dem
RT1.B! — CLIPmM - Komplex betrug 200 Kcal/mol. Das RT1.B! - OVA - Modell zeigte dage-

gen eine potentielle Energie nach Minimierung von -13.811 Kcal/mol.

Gegenuber den minimierten RT1.B! — Modellen hatte die Rontgenstruktur des I-Ak —
HELso-s2 - Komplexes eine deutlich hohere potentielle Energie von -9.888 Kcal/mol. Dies
ist moglicherweise auf die in der Koordinatendatei vorhandenen Wassermolekule zu-
ruckzufuhren, die nicht immer in der optimalen Orientierung vorliegen oder Kristallisa-

tions - Artefakte darstellen.
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Ein Zusammenhang zwischen der Bindungsaffinitat der Peptide zum RT1.B! - Molekul
und der potentiellen Energie der Komplexe lasst sich jedoch nicht ableiten. Alle Komple-
xe zeigten ahnliche Energiewerte, so dass die Modelle als energetisch gleichberechtigt zu
betrachten sind. Die Bindungsaffinitat der Peptide wird somit von anderen Faktoren

maf3geblich beeinflusst.

3.2.5 Konformationsvergleich des I-A  “-HELso.s, und RT1.B -HELs, — Komplexes

Ein Vergleich der Bindungsgrube des RT1.B! — Molekls mit dem I-Ak — Molekul kénnte
weitere Aufschllsse Uber das Bindungsverhalten der MHC Klasse Il - Molekle geben.
Zu diesem Zweck wurde eine Uberlagerung der beiden Molektile mit Hilfe des Pro-

gramms Modeller 4 errechnet und in Backbone - Darstellung abgebildet.

Abb. 39 Uberlagerung des RT1.B'— HELso.¢; und I-A“HELs.s. — Komplexes
Dargestellt ist nur die Ca - Backbone der Bindungsgube der Molekile. Blick von oben auf die
Bindungsgrube. Das I-A“HEL — Molekiil ist in griin dargestellt. Die a-Kette des RT1.B — Modells ist
blau, die B-Kette in rot dargestellt. Das Peptid ist in grau dargestellt.
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Wie die Abb. 39 zeigt, ist die Faltung beider Molekule sehr ahnlich. Eine gréRRere Diffe-
renz ist nur im Loop bei LEU38 in der a-Kette des RT1.B — Molekuls zu sehen. Leichtere
Abweichungen zwischen der Template- und Targetstruktur sind im Bereich der a - Helix
B52 - 65 zu sehen, wobei das TRP-B61 den grofdten Unterschied zeigt. Weitere struktu-

relle Abweichungen zeigen sich im Bereich um a50 und (319.

Das Peptid zeigt die gro3te Abweichung im Bereich des Carboxy — Terminus. Besonders
das SER50 zeigt beim RT1.B! — Modell eine deutliche Divergenz zur Bindung im I-Ak Mo-
lekal auf. Die restlichen Aminosauren mit Ausnahme des TRP62 zeigen grol3e

strukturelle Homologie zur Struktur des I-Ak — Molekuls.

3.2.6 Konformationsvergleich des RT1.B -CLIP und RT1.B -CLIPm — Modells

Da die beiden CLIP - Peptide einen groBen Unterschied in der Bindungsaffinitat zum
RT1.B' — Molekul aufweisen, wurde von beiden Komplexen eine Uberlagerung errechnet.

Hierdurch sollte untersucht werden, ob es Konformationseinflisse durch RT1.B High

Abb. 40 Uberlagerung des RT1.B'— CLIP und RT1.B' — CLIPm Komplexes
Dargestellt ist nur die Backbone der Bindungsgube der Molekile. Blick von oben auf die
Bindungsgrube. Das RT1.B' - CLIP — Molekill ist in grun dargestellt. Die a-Kette des RT1.B-CLIPm —

Madells ist hlan die R-Ketfte in rot darnestellt Das Peptid ist in arai daraestellt

und Low - Bindern gibt.
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Wie die Uberlagerung der Strukturen zeigt (Abb. 40), gibt es nur geringe Konformation-
sunterschiede zwischen den beiden Komplexen. Unterschiede in der Konformation zei-
gen sich bei den Aminoséauren LYSa39, GLYB84A und GLUB84. Eine weitere Abweichung
zeigt sich im Bereich um die Aminosaure B19. Leichtere Differenzen zwischen beiden

Strukturen zeigen sich in der a - Helix zwischen der Aminosaure 352-365.

Die Peptide zeigen in der Backbone - Konformation mit Ausnahme des N- terminalen
PRO100 keine strukturellen Abweichungen. Hier zeigen sich jedoch bei den Seitenketten

deutliche Differenzen.

Weitere Konformationsdifferenzen zwischen beiden Komplexen sind jedoch nicht auszu-
machen. Zudem zeigt sich eine hohe strukturelle Homologie zu dem RT1.B! - HEL -

Komplex.

3.2.7 Molekulare Kontakte zwischen dem RT1.B Molekil und dem CLIP-Peptid

Die an MHC Klasse Il - Molekile gebundenen Peptide gehen intensive Kontakte mit ih-

rem Rezeptor ein. Neben van der Waals — Kontakten und hydrophoben Wechselwirkun-

AS Atom Wasserstoff- van der waals Kontakte
Briicke
SER88 N GLN a50 O, GLN a50 OE1, LEU a51 O SER053, GLYB84A
o) SER 053 OG, GLN a50 OE1 SER053, GLN050, THRa52, GLYB84°, LEUa51
0G GLY B84A O, LEU 051 O GLN050,, GLUB84, GLYP84A , ARG[88
GLN89 N SER053, GLN050, HISR81, THRa52, GLYB84A,LEU51
o} HIS p81 NE2 SER053, ASNB82, THR 052, HIS p81
OE1l ASNp82
NE2 SER053, HISP81
MET 90 N SER 053 O SER053, HISP81, ASNB82, THR052
0 ASP055, SER053,HISB81, ASNB82
SD SER053, GLU031, GLUR8S6, THRa52, SERBSS
ARG91 N ASN 82 OD1 SER053, ASNB82, VALR78
o) ASN 82 ND2 GLY09A, VALB78
NE THRPB77, ASNB82
NH1 THR B77 O ASPR76
NH2 THRPB77
MET92 N TYR09, ASNB82
o) GLUPB74, TYR09. ASNB82
SD GLN061, ASNa62, GLUB74, TYRa9
ALA93 N TYRa9 O ASno62, GLUB74,
o) ASNal1l, ASNA62, GLY a58, GLUB74, GLYa9A TYRa9
THR94 N GLU B74 OE2 ASNa62, TYRB90, TYRa9, THRB71
o) TYR B30 OH GLUPB74, TYRBA7, THRB71, GLUBR74
0G1 GLU B74 OE2 TYRPB30, GLNB70, TYRPB47, THRB71
PRO95 N ASNa62, TYRB30, GLUB74
0 ASNa69, ASNa62, TYRB30
LEU96 N TYR B30 OH ASNa69
0 ASN 069 ND2 ILEa65, TYRB9
LEU97 N ASNa69, TYRB30
0 HISa68, TYRB67, ASNai69
MET98 N ASNa69 OD1 ILEa65
(@] HIS a68 O HISa68, ASNoa69
SD ASNa69, TYRB9, TYRB37, SERP57
ARG99 N HISa68, ASNa69
o} ARG 076 NH2 SERPB57
NE PROP56, ARG76, GLUB59
NH1 GLU p59 OE1 PROP56, LYSB63
NH2 PRO 56 O, GLU 59 OE1
PRO100 N ARGO76
o) ARGa76, GLUB59
OXT ARG 076 NE ARGa76, SERB57

Tab. 19 Atomare Kontakte des CLIPgg.100-Peptides mit RT1.B
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gen werden auch zahlreiche Wasserstoffbruckenbindungen zwischen MHC Klasse Il -
Molekul und Peptid ausgebildet. Diese wurden mit dem Programm Contact ausgerech-

net.

Besonders intensive Kontakte in Form von Wasserstoffbricken — Bindungen mit dem
RT1.B! - Molektl werden von den Aminosauren SER88, ARG91, THR94, LEU96 und
ARG99 ausgebildet. Die einzigen Aminosauren des Peptides, die keine Wasserstoffbri-
cken - Bindungen mit dem RT1.B! - Molekul ausbilden, sind die Aminosaure MET92
und LEU97. Van der Waals - Kontakte werden von allen Aminosduren des CLIP — Pepti-
des ausgebildet (Tab. 19). In der Abb. 41 ist eine graphische Reprasentation der Wech-
selwirkungen des Peptides mit dem RT1.B! Molekll dargestellt. Hier sind zusatzlich hyd-
rophobe Kontakte dargestellt.
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Abb. 41 Molekulare Kontakte zwischen CLIPgg.100 und RT1.B

Besonders aufféllig sind die zahlreichen intermolekularen Wechselwirkungen im C- und

N- terminalen Bereich des Peptides mit dem MHC Klasse Il — Molekul. Das SER88 zeigt

ein Netzwerk von Wasserstoffbriicken — Bindungen. Auch das ARG98 zeigt zahlreiche

Wechselwirkungen. Hydrophobe Interaktionen werden von zahlreichen Atomen des Pep-

tides mit dem RT1.B! Molekl ausgebildet. Zahlreiche Wasserstoffbriicken — Bindungen

werden mit den bei MHC Klasse Il — Molekulen hochkonservierten Aminosauren HISB81,

ASNB82 und ASNa69 ausgebildet. Im Gegensatz zum [-Ak — HEL — Komplex wird keine

Wasserstoffbrucken — Bindung zwischen Peptid und MHC Klasse Il — Molekul ausgebil-



Ergebnisse

Seite 129

det. Die Aminosauren PRO95 und LEU97 bilden keinerlei Wasserstofforiicken mit dem

RT1.B' — Molekul aus.

3.2.8 Intermolekulare Wechselwirkungen zwischen RT1.B

Ein Vergleich der molekularen Wechselwirkungen von CLIPm und CLIP mit dem RT1.B!

— Molekul sollte erste Aufschlisse Uber die veranderte Bindungsaffinitat der beiden

Peptide ermdglichen.

"und CLIPm

AS Atom Wasserstoff- van der waals Kontakte
Briicke
SER88 N LEU 051 O SERa53, GLYB84A,GLNa50
o} SER 053 N SERa53, GLYB84A, LEUa51
0G GLY B84A O LEUa51,, GLYR84
GLN89 N SERa53, GLYB84A
o} SERa53, GLYB84A, HIS p81
OE1 ASNa55, SERa53
NE2 ASP055 OD2 SER053, GLN057, ASPa55
MET 90 N SER 053 O SER053, SERB85, GLUBS6
o) HIS P81 NE2 SERP55, SER053, ASNB82
SD SER053, GLUa31, GLUBS6, THRa52, THRB89
ARG91 N ASN p82 OD1 SER053, SERP85, VALR78, THRB77, GLUPBS6
o) ASN 82 ND2 GLYa9A, VALB78, TYRa9, GLUBS6
NE THRP77, GLUB74
NH1 THR B77 O GLUB74
NH2 THRP77, GLUB74
MET92 N TYR09, ASNB82, GLY09A
o) GLUPB74, TYR09. ASNa62
SD ASNa62, GLY058
ALA93 N TYR a9 O ASna62, GLUB74, GLYa9A
o) ASNal1l, ASNA62, GLY a58, GLUB74, GLYa9A TYRa9
THR94 N GLU B74 OE1 ASNa62, GLNB70
o GLUB74, TYRB30, TYRBAT
0G1 GLU B70 NE2 GLUB74
PRO95 N ASNa62, TYRB30
@) GLBB70, ASNa62
LEU96 N ASNa69
o} ASN 069 ND2 ILEa65, TYRB9
LEU97 N ASNa69, TYRB60, TYRB67
o} TYR B60 OH HISa68, TYRB67, ASNa69, SERB57
TYR98 N ASNa69 OD1 HISa68, ILEa65, SERB57, TYRB60
o} HIS 068 NE2 TYRPB60, ASNaa69
ARG99 N HISa68, ASNa69, SERB57
o} HISa68, PROB56,SERP57
NE PROP56, ARGa76, GLUB59, SERB57
NH1 GLU p59 OE1 PROP56, SERB57
NH2 PRO 56 O, GLU 59 OE1 ARGa76, ARGP55
PRO100 N ARGa76
o) ARG 76 NE, ARG a76 NH2 ILEa72, PROB56
OXT ARG 076 NH2 ARGa76, PROB56

Tab. 20 Wechselwirkungen zwischen CLIPMgg.100 Und RT1.B

tide ermdoglichen.

Im Vergleich zum RT1.B' — CLIP Komplex werden zahlreiche Wasserstoffbricken - Bin-
dungen zwischen CLIPm und RT1.B! mit anderen Aminosauren eingegangen (Tab. 20).

Vor allem das SER88 bildet weniger Wasserstoffbriicken - Bindungen aus als das
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SER88 des CLIP - Peptids. Auch das THR94 geht weniger solche Kontakte ein. Die Muta-
tion an der Position 98, bei dem das Methionin gegen ein Tyrosin ausgetauscht ist, zeigt
dieselben Wasserstoffbriicken. Bei den van der Waals — Kontakten sind ebenfalls etliche
andere Kontakte zu beobachten. Auch hier geht das SER88 weniger Kontakte mit dem

RT1.B' Molekul ein als das SER88 des CLIP - Peptids. Das TYR98 bildet jedoch mehr
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van der Waals - Kontakte aus als das MET98 des CLIP — Peptids.

Wie die Abb. 42 zeigt, geht das SER88 weit weniger Wechselwirkungen mit RT1.B! ein.
Sowohl CLIP als auch CLIPm gehen keine Wasserstoffbriicken — Bindungen mit MET92
und PRO95 ein. Die Aminosdure LEU97 des CLIPm - Peptids geht jedoch solche Bin-
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dungen mit dem RT1.B' — Molekul ein. Weiterhin geht das CLIPm - Peptid im Bereich der
AS88-90 mehr hydrophobe Wechselwirkungen ein als CLIP.

3.2.9 Analyse der Wechselwirkungen zwischen RT1.B ' und HEL so.¢,

Die Analyse der Wechselwirkungen zwischen RT1.B! und HELso-s2 sollte aufzeigen, ob die
prinzipiellen Kontaktstellen des HEL - Peptides mit I-Ak auch im RT1.B! - Molekul vor-

handen sind. Zudem konnte so Uberpruft werden, ob die errechneten Modelle ein &hnli-

AS  Atom Wasserstoff- van der waals Kontakte
Briicke
SER50 THR 052 O, GLN 050 O, LEU 051 O SERP85, PHE48

GLYa49, THRa52,GLNa50, LEUa51

N
o)
0G LEU a51 O, SER 85 OG HISB81, GLNa50,GLYB84A
THR51 N HISB81, LEUa51, SERB8S5
0 SER053, SERB85
ASP52 N SER 053 O ASPa55, ASNB82, SERa53, SERB85
0 ASPa55, HISa24, ASNB82, SERa53
oD1 HIS B81 NE2, SER B85 OG ASNP82, HISB81, SERa53, LEUa51, ASNR82
OD2  SERa53N ASNP82, HISB81, SERa53, LEUa51, ASNR82
TYR53 N ASN 82 OD1 HISa24, ASNB82, VALB78, SERa53
) HIS 024 NE2, ASN 82 ND2 TYRa9, GLYO9A, VALB78
OH THRP77, HISR81
GLY54 N TYR9, HISa24, ASNBS2,
) GLUB74, TYRQ9,
ILES5 N TYR a9 O GLUB74
0 ASNa62, GLUB74, GLYa9A, TYRa9
LEUS6 N GLU B74 OE2 ASN062
0 GLN B70 NE2 TYRPB47, THRB71, TYRB30, ASNa62, GLUB74
GLN57 N GLNp70, TYRPB30, ASNa62, GLUB74
0 ASNa69, TYRB30, ASNa62
OE1 ASN 069 ND2 ASNa69, TYRB9, ASNa62
NE2 ASN a62 O ASNa69, GLNa61
ILES8 N TYR B30 OH TYRPB47, GLNB70, ASNa69
0 ASNa69, TYRB9, TYRB37
ASN59 N ASNa69
0 TYRPB67, HISa68, ASNa69
oD1 ASNa69, ILEa65, GLNa61
ND2 GLNa61
SER60 N ASN 069 OD1 HISa68, SERB57
0 HIS 068 NE2 ASNa69
oG SER B57 OG ARGa76, SERB57, ASNa69, TYRB9, TYRB37
ARG61 N PROPS56, HISa68, SERB57, ASNa69
0 PROPBS56, HISa68, SERB57, ASNa69
NE GLUB59, PROB56
NH1 GLU B59 OE2 LYSPB63, GLNB64, PROB56
NH2 GLU B59 OE2, PRO B56 O LYSPB63, ARGP55
TRP62 N ARGa76
0 ARG a76 NH2 PROP56, ARG076, SERB57
NE1 LYSa75
OXT ARG 076 NE ILEa72, ARGa76

Tab. 21 RT1.B' — HELso.¢; Wechselwirkungen

ches Kontaktnetzwerk aufbauen wie die Referenzstruktur (Tab. 21)
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Im Vergleich zum [-Ak-HELso.s2 Komplex bildet das Peptid zahlreiche andere Kontakte

mit anderen Aminosauren des MHC Klasse Il — Molekuls aus. So bildet das SER50 mit
der AS ARG53 bei I-Ak eine Wasserstoffbricken — Bindung aus. Das THR51 bildet im
Gegensatz zum murinen Komplex keine solche Bindung aus. Das ASP52 geht zwei Was-
serstoffbricken — Bindungen mit den selben Aminosaurepositionen ein, obwohl beim
Ratten Komplex das Arginin gegen ein Serin ausgetauscht ist. Das GLY54 geht im muri-
nen MHC Klasse Il Komplex Wasserstoffbrickenbindungen mit Wassermolekilen ein,
jedoch keine mit I-Ak. Die Wassermolekule kdnnen jedoch nicht modelliert werden. Was-

serstoffbricken — Bindungen von LEU56 bis SER60 sind in beiden Molekllen konser-
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viert. Wahrend die Aminosauren ARG61 und TRP62 nur Wasserstoffbrickenbindungen

Ergebnisse

mit H>O - Molekulen eingehen, bilden diese Aminosauren bei RT1.B' intermolekulare
Wasserstofforicken - Bindungen aus (Abb. 43). Das HELsos2 Peptid bildet wie das
CLIPgs-100 Peptid sowohl im C- als auch im N - terminalen Bereich zahlreiche Wasser-
stoffbricken — Bindungen aus. Im Gegensatz zu CLIP hat jedoch nur eine Aminosaure,

ASN59, keine Wasserstoffbricken — Bindungskontakte.

3.2.10 Van der Waals und Wasserstoffbriicken — Kontakte von OVA
mit dem RT1.B ' — Molekiil

323-335

Wie die Edmann - Sequenzierung ergab (Kap. 3.1.14), findet bei den ersten Schritten der
Prozessierung von Ovalbumin auch ein Schnitt bei einer Aminosaureposition um die 300
statt. Das dabei generierte Fragment enthalt ein dominantes Ovalbumin - Epitop,
OVAa23339. Dieses wurde als OVAszz 335 in das RT1.B!' — Modell in der von der Literatur

vorgeschlagenen Orientierung einmodelliert [152]. In der Tab. 22 sind die ausgebildeten

AS Atom Wasserstoff- van der waals Kontakte
Briicke
ILE323 N GLN 050 O, THR 052, O, LEU 051 O PHE048
o} SER053, PHE048, GLN050, LEU051
SER324 N SER053, ASPa55, LEUA51,
o) SER053
0G SER 053 OG, ASP 055 OD1 ASPa55
GLN325 N SER a53 N ASNP82, ASPa55, SERA53
o} HIS B81 NE2 ASNP81, SER053
OE1  ASN p82 ND2 SER053, GLU031, SERP85, GLURS6
NE2  GLUo31 OE1, GLU 86 OE2 SER053, SERB85, SERB9I0, THRB89
ALA326 N VALPB78, ASNB82, SER053, HISa24,
o} HIS 024 NE2 TYRa9, ASNB82
VAL327 N TYRa9, ASNB82, HISa24
o} GLUB74, TYRaO,
HIS328 N TYR 09 O GLUPB74, ASNa62, CYSB79,
0 GLUB74, ASNall, GLYB13, ASNa62, TYRa9
ND1  GLU B74 OE1 THRP71, ASPR26, CYSB79, GLYP13, CYSB15
NE2  ASP 26 OD1 THRP71, GLUB74, CYSP79, GLYB13, LEUR14, CYSB15
ALA329 N GLU p74 OE1 ASNa62, GLNB70, ASNa62, TYRa9
o) TYRPB90, ASNa62, GLUB74
ALA330 N ASN 062 OD1 GLUPB74, ASNa11
o) GLN061, ASNa62, GLNB70, GLUB74
HIS331 N ASNa69, TYRB30, ASNa62
o) ASN 069 ND2 TYRRY, ILEa65, TYRB30
ND1  TYR P47 OH, TYR B30 OH TYRPB67, THRP71, GLUB74
NE2  GLU B74 OE2 TYRPB67, TYRB4A7, THRB71, TYRB30
ALA332 N TYR B67 OH ASNa69
o] ASN 069 OD1 TYRPB60
GLU333 N ASN 069 OD1 TYRP60,
o) TYRPB60, ASNai69
OE1  SERP57 OG, TYR B37 OH ARGa76, LEUB53, TYRB9
OE2 ARG a76 NH2, SER 57 OG ARGa76, LEUB53, TYRB37, TYRBY
ILE334 N SERPB57
o} ARG 076 NH2 LYSa75, ARG076, SERB57
ASN335 N LYSa75, ARGa76
o} LYSa75, GLUa71
OD1  HIS a68 NE2 LYSa75, GLUa71, GLUa71
ND2 LYSa75, GLUa71
OXT  LYSa75NZ ILEa72, GLU071, ARGO76

Tab. 22 Kontakte des OVA-Peptides mit RT1.B'
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intermolekularen Kontakte zwischen RT1.B und dem OVA-Peptid aufgefuhrt.

Auch das OVA-Peptid geht an der Position P-2 (ILE323), Wasserstoffbricken -
Bindungen mit dem RT1.B! — Molekul ein. Die einzige Aminosaure des OVA-Peptids, die
keine Wasserstoffbrickenbindung mit dem RT1.B! — Molekul eingeht, ist VAL327. Im

Vergleich zu den anderen drei untersuchten Peptiden geht OVAszsazs die meisten

.m_;g ~ ? .

s 26F g Y 3

hap ot H i ‘II :
-\.-i.:% . ""':E- t Tl xa. k.

RE o Als 326(P

[ L] a ni :'-I." .-|I .-\. . I'r 124
-‘-lr?:% |I# ] - .1:
I o 1 Rt Y g A e 3E3F
g oy ,‘ i‘”
ks EL/H Ill
"" il -“l'

e SN I| | N
Jit u

i)
Bl ] B H—.-\,"
B = e 4} I' l'.
T g Mo e ' -" 1h- y Lhr 52140

'-_.l THiF
Lan 5040

Abb. 44 Schema der OVAsz3.335 — RT1.B' Interaktionen

Wasserstoffbricken — Bindungen mit dem MHC Klasse Il — Molekul ein. Sehr starke
Wechselwirkungen werden von der an der P1 - Position gelegenen Aminosaure Glutamin
(325) mit dem RT1.B' - Moleklul eingangen. Von dieser Aminosaure werden funf

Wasserstoffbrucken ausgebildet. Die Abb. 44 zeigt eine schematische Darstellung der
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Wechselwirkungen von RTL1.B!' mit dem OVA-Peptid. Auch die beiden Aminosauren
HIS331 und GLU333 gehen intensive Wechselwirkungen vermittelt durch
Wasserstoffbrucken — Bindungen mit dem RT1.B! — Molekdl ein. HIS328 und ALA332
gehen weniger solche Bindungen ein, je zwei pro Aminosaure. Auch das N - terminale
Asparagin 335 geht Wasserstofforiicken — Bindungen mit dem RT1.B' — Molekul ein.
Zudem bilden sich zwischen dem OVA-Peptid und RT1.B zahlreiche van der Waals

Kontakte aus.

3.2.11 Vergleich der Anzahl der intermolekularen Wechselwirkungen der vier

untersuchten Peptide mit dem RT1.B ' - Molekill
Ein mogliches Kriterium fur die Bindungsaffinitat der Peptide zum RT1.B' - Molekl ist
die Zahl der ausgebildeten Wasserstoffbriicken — Bindungen und van der Waals — Kon-

takte. Ein Vergleich der Kontaktanzahl und der in der Literatur angegebenen Affinitat
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Abb. 45 Vergleich der ausgebildeten intermolekularen Kontakte
zwischen Peptid und RT1.B'

der Peptide zu RT1.B sollte Aufschluss Uber diese Kriterium geben.

In der Abb. 45 ist ein Vergleich der Kontakte graphisch wiedergegeben. Das OVAs23-339
und CLIPgg.100 — Peptid sind in der Literatur als sog. RT1.B! — ,High-Binder* mit hoher
Bindungsaffinitat beschrieben worden [152]. Das CLIP — Peptid bildet 27 Wasserstoff-
bricken- Bindungen mit dem RT1.B!' - Molekul aus, das OVA - Peptid sogar 31. Die

CLIP- Mutante CLIPm ist als schlechter RT1.B! — Binder beschrieben worden, dessen
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Bindungsaffinitat 200x schlechter ist als die des normalen CLIP - Peptides [152]. Das
CLIPm - Peptid bildet zwei Wasserstoffbriicken weniger aus als CLIP, namlich 25. Dage-
gen bildet CLIPm 109 van der Waals — Kontakte mit RT1.B! gegentiber 106 bei CLIP aus.
Das OVA - Peptid zeigt 115 solcher Wechselwirkungen mit dem MHC Klasse Il — Mole-
kal.

In der Literatur sind keine Bindungsaffinitaten fur das HELso.s2 — Peptid zu RT1.B! be-
schrieben worden. Jedoch liegen solche Daten fur das HEL4s.61 — Peptid vor [153]. Dieses
Peptid ist dort als schlechter RT1.B! - Binder beschrieben worden. Das HELso-62 — Peptid
geht mit dem RT1.B' - Molekll 26 Wasserstoffbriicken - Bindungen ein und sogar 124

van der Waals - Kontakte.

Ein mdgliches Kriterium fur die Entscheidung, ob ein Peptid ein ,,High-Binder” oder eine
geringe Affinitdt zu RT1.B! ausbildet, kdnnte die Anzahl der Wasserstoffbricken -
Bindungen sein. Peptide, die weniger als 27 solcher Wechselwirkungen mit RT1.B! ein-
gehen, sind dann RT1.B' ,Low-Binder*. Solche mit mindestens 27 Wasserstoffbricken -
Bindungen waren dann formal gesehen Peptide mit einer hohen Bindungsaffinitat zum

RT1.B! -Molekdul.
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Dissertation wurde die endosomale Aufnahme des Modellproteins
FITC-OVA und dessen Prozessierung in Makrophagen und dendritischen Zellen, den
Hauptreprasentanten antigenprasentierender Zellen untersucht. Durch Kinetikexperi-
mente konnten Kenntnisse Uber den Ablauf der proteolytischen Spaltung von FITC-OVA
in unterschiedlich aktivierten Makrophagen und in den dendritischen Zellen gewonnen
werden. Mittels Inhibitions - Studien konnten der initiale Vorgang der Spaltung des
Modellproteins weiter aufgeklart und neue Aspekte der Antigenprozessierung ermittelt
werden. Die Edmann - Sequenzierung eines in Makrophagen generierten Abbaufrag-
ments ergab die exakte Lage einer Spaltstelle innerhalb der Ovalbumin — Struktur. Auf
der Grundlage von Rontgenstrukturdaten von bekannten MHC Klasse Il — Molekilen
konnte durch Molecular Modelling eine Struktur des Ratten MHC Klasse Il — Molekuls
RT1.B' ermittelt werden. Das berechnete Molektlmodell ermdglichte ein tieferes Ver-

standnis der Peptidbindung in der Bindungsgrube des RT1.B! — Molekuils.

Der Synthese- und Expressionsweg der MHC Klasse Il — Molekdle ist intensiv untersucht
und in Teilen gut verstanden. Uber die Vorgange der Antigen — Prozessierung und die
Vorgange der Peptid — Beladung liegen vergleichsweise wenig Daten vor. Uber folgende

Aspekte besteht in der Literatur ein Konsens [Review in 129]:

= Die Antigenprasentierenden Zellen nehmen Proteinantigene mittels Pinozytose, rezep-

torvermittelte Endozytose, Makropinozytose oder Phagozytose auf.

= Nach Internalisierung des Antigens wird dieses in endo-/lysosomalen Kompartimen-

ten durch Exo- und Endoproteinasen abgebaut.

= Im Peptid - Bindungskompartiment MIIC wird CLIP, ein Peptid der invarianten Ket-
te, gegen Peptidfragmente in der Bindungsgrube des MHC Klasse Il — Molekduls in ei-

ner DM - vermittelten Reaktion ausgetauscht.

= Die Peptide werden vor oder nach ihrer Bindung in der Peptidbindungsgrube auf die

typische Lange von 10-20 Aminosauren gekurzt.

= Der MHC Klasse Il — Peptid Komplex wird zur Zelloberflache der Antigenprasentie-
renden Zelle transportiert und dort dem T - Zell Rezeptor einer T - Helferzelle darge-

boten.
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Die beteiligten Molekulle und der exakte Mechanismus der Peptid — Generierung in den

endo- / lysosomalen Kompartimente sind bisher wenig bekannt. Neben den Proteinasen
Kathepsin B und D wird in der Literatur neuerdings auch eine Beteiligung der Kathepsi-
ne L und S sowie der Proteinase Legumain diskutiert [129, 34]. Eine Beteiligung ver-
schiedener Heatshock — Proteine wird ebenso angenommen. Neuere Studien deuten vor
allem auf eine Beteiligung des Chaperons HSC73 bei der MHC Klasse Il — vermittelten
Antigenprasentation hin [154]. Neben der invarianten Kette kommt dem DM - Genpro-
dukt eine besondere Bedeutung zu. Dieses ist essentiell fur die Peptid — Beladung und
fungiert als eine Art Peptideditor [155]. Die Struktur von murinen und humanen DM
konnte aufgeklart werden [55, 56]. Die Strukturdaten lieBen jedoch keinen Ruckschluss

auf den Wirkmechanismus des Molekdils zu.

In Vorarbeiten wurde ein Testsystem entwickelt, das die Untersuchung der Antigen —
Prozessierung in Zellen erlaubt [121]. Das Testsystem erlaubt die Untersuchung der
Zeitkinetik des Proteinabbaus. Dieses Testsystem wurde in dieser Arbeit erweitert, so
dass der Nachweis der Fragmente direkt erfolgen konnte. Die Verwendung des hochauf-
I6senden Elektrophorese — Systems nach Schagger und Jagow erlaubte eine bessere
Trennung der Fragmente [93]. Durch densitometrische Vermessungen konnten die Er-

gebnisse quantifiziert werden.
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4.1 Technische Limitationen des in vivo Testsystems

Fur die Untersuchung der intrazellularen Prozessierung von Proteinen ist es notwendig,
diese zu markieren. In Vorarbeiten wurde ein DIG - Marker [121] zur Markierung der
Proteine verwendet. Der Nachweis von DIG mit einer durch alkalische Phosphatase —
vermittelten Chemilumineszenzreaktion zeigte ein recht hohes, diffuses Hintergrundrau-
schen. Dies entsteht durch unspezifisches Binden des Nachweisantikdrpers, an den die
alkalische Phosphatase gekoppelt ist, an die PVDF - Membran. Durch den hohen Hin-
tergrund lag die Nachweisgrenze bei ca. 100ng, was sich fur die durchgefuhrten Versu-
che als zu niedrig erwies. Um die Nachweisgrenze zu erhdéhen, wurde ein Primar — Se-
kundar Antikdrper- Nachweissystem auf Basis der Peroxidase erprobt, das ebenfalls ei-
ne Chemilumineszenzreaktion auslést. Durch die Verwendung eines Sekundarantikor-
pers wird im allgemeinen ein Verstarkungseffekt erreicht, da mehrere Sekundarantikor-
per am Primarantikdrper binden kdnnen. Der verwendete Primarantikérper war eben-
falls ein polyklonaler a-DIG Schafsantikdrper. Hierdurch konnte das markierte Ovalbu-
min bis in den Pikogrammbereich bei geringem Hintergrund nachgewiesen werden. Fur
das in vivo Testsystem erwies sich dieses Nachweissystem als ungeeignet. So zeigten
sich die verwendeten Sekundarantikorper als extrem kreuzreaktiv. Nach langerer Belich-
tung konnten zahlreiche Zellproteine nachgewiesen werden. Daher wurde in dieser Ar-
beit ein weiterer Marker, FITC, eingefuhrt. Der Nachweis von FITC bot gegenlber dem

DIG - System einige Vorteile.

4.1.1 Nachweis der markierten Proteine

Ein Hauptproblem des Testsystems ist der Nachweis von geringen Proteinmengen im un-
teren Nanogrammbereich. Fur den FITC - Marker gibt es zwei Nachweismaoglichkeiten.
Neben dem antikdrpervermittelten Chemilumineszenz - Nachweis kann der Farbstoff
FITC auch durch Fluoreszenzaktivierung nachgewiesen werden. Die Lichtemissionen des
angeregten FITC werden in diesem Fall mit einer CCD - Optik aufgenommen. Die kom-
merziell erhaltlichen polyklonalen anti-FITC Antikdrper zeigten zahlreiche Nachteile. Die
direkt mit einem Enzym gekoppelten Antikdrper konnten das reine FITC — OVA im Wes-
tern Blot gut nachweisen, zeigten jedoch bei dem in vivo Testsystem zahlreiche unspezi-
fische Banden. Zudem war dabei die Hintergrundfarbung hoch. Der indirekte Nachweis

Uber einen monoklonalen anti FITC Primarantikorper, der durch einen an POD - gekop-
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pelten — Sekundarantikérper nachgewiesen wird, zeigte die bereits bekannte Kreuzreak-
tivitat der verwendeten Sekundarantikdrper. Des weiteren hatten die monoklonalen an-

ti-FITC Antikdrper im Western Blot nur eine geringe Affinitat zu dem FITC — Marker.

Der direkte Nachweis Uber Fluoreszenzaktivierung der FITC - Gruppen hatte dagegen
zahlreiche Vorteile. Da nur das zugesetzte Modellprotein Uber Fluoreszenzgruppen ver-
flgt, ist jede Kreuzreaktivitat durch Antikdrper ausgeschlossen. Die Banden sind zudem
bei einer praparativen Praparation auch mit dem Auge sichtbar, so dass sie fur eine Se-

quenzierung aus der Membran leicht ausgeschnitten werden kénnen.

Die Starke der Fluoreszenz zeigte jedoch eine Abhangigkeit von der verwendeten PVDF —
Membran. Verschiedene Chargen an PVDF - Membranen zeigten einen unterschiedlich
starken Hintergrund beim Nachweis. Teilweise konnte nur ein sehr schwacher Kontrast
erreicht werden. Zudem ist der Nachweis sehr empfindlich gegen Staubpartikel, da diese
im UV-Licht stark emittieren. Die verwendeten Lésungen beim Transfer der separierten
Proteine auf die PVDF - Membran sowie die Waschlésungen muiussen mit sehr reinem
H.O partikelfrei angesetzt werden. Eine weitere Limitation war durch die verwendete
CCD - Kamera gegeben. Diese verflugt nur Uber eine geringe Auflésung von 640x480
Punkten bei 256 Graustufen. Hier ware eine hochauflosende CCD - Optik mit mindes-
tens 1024x768 Pixel bei 16 Millionen Farben von Vorteil. Eine farbige CCD - Optik wur-
de es zudem ermoglichen, die grine Fluoreszenz des angeregten FITC herausfiltern zu
kénnen. Damit kénnte der Hintergrund vollstandig eliminiert werden. Des weiteren zeigt

der Nachweis keine so starken Uberstrahlungen [156].

4.1.2 Trennung der kompl exen Zellsolubilisate in der Gelelektrophorese

Das verwendete Elektrophoresesystem hat einen erheblichen Einfluss auf die Trennung
von komplexen Proteingemischen [156]. Fur die hochauflésende eindimensionale Gele-
lektrophorese ist eine akribische Probenvorbereitung notwendig, um die maximale Auf-
I6sung zu erhalten. Das Laemmli — Elektrophorese System [92a] zeigte sich fUr die ange-
strebten Untersuchungen als ungeeignet [121], da das System bei der Auftrennung von
Zellsolubilisaten eine schlechte Trennung im Bereich von 1-50 kD aufwies. Die nachzu-
weisenden Peptide der in vivo Prozessierung lagen in diesem Molekulargewichtsbereich.
Das Schagger — Jagow Elektrophoresesystem basiert auf dem Leition Tricin und einem
diskontinuierlichen Puffersystem [93]. Das Tricin Gelsystem zeigt einige Vorteile gegen-

Uber dem Laemmli — System. Die Separation von Proteinen im Molekulargewichtsbereich
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zwischen 1-100 kD kann mit einem 10% Gel bei einer niedrigen Konzentration an
Crosslinker erreicht werden. Auf die Herstellung von Gradientengelen kann verzichtet
werden, ein Vorteil fUr den Nachweis im Gel oder beim Elektroblotting. Zudem zeigt sich
das Tricin - System im Gegensatz zum Laemmli — System weniger storanfallig bei hohen

Probenmengen und Salzkonzentrationen des Probenpuffers.

Im Vergleich zu Glycin — Gelen nach Laemmli sind bei den Tricin — Gelen jedoch un-
scharfere Banden in Kauf zu nehmen. Zudem liegen die Banden unterschiedlichen Mo-
lekulargewichts abhangig von der lonenstarke des Probenpuffers verschieden weit aus-
einander. Bei sehr hohen lonenstarken wie bei den Proben fur die Edmann - Sequenzie-
rung liegen die Banden sehr nahe beieinander. AulRerdem dauert die Trennung der Pro-
teingemische im Tricin — System wesentlich langer und es sind héhere Stromstarken

erforderlich.

Die zweidimensionale Trennung (erste Dimension IEF, zweite Dimension SDS - PAGE)
komplexer Zellsolubilisate nach O Farrell erwies sich als nahezu unmdoglich. Ein Grol3-
teil der Proteine blieb bei der Auftrennung in den Rundgelen am oberen Rand der Rund-
gele hangen und wurde daher wahrend der IEF nicht getrennt. Dies ist auf das komple-
xe Zellsolubilisat zurtickzufihren. Mdéglicherweise verhindern Teile der Zellmembran das
Eindringen der Proteine in die Gelmatrix. Ein Abzentrifugieren der Proben vor der Sepa-
ration war nicht moglich, da ein Grof3teil der markierten Proteine und Proteinfragmente
wegen ihres hydrophoben Charakters zusammen mit Zellwandbruchsticken ausfiel.
Moglicherweise gibt es starke hydrophobe Wechselwirkungen des FITC — Markers mit
den lipophilen Bestandteilen der Zellmembran. Die beschrankte Ladekapazitat der

Rundgele verhinderte zudem den Auftrag einer gentigenden Probenmenge.

Um die eindimensionale Auftrennung der FITC - markierten Proteinfragmente und deren
Nachweis bei geringsten Mengen zu verbessern sind andere Techniken vielversprechend.
Chromatographische Verfahren wie die ,High Performance Size Exclusion Chroma-
tographie (HPSEC)* mit einem Detektor kombiniert mit einer Fluoreszensaktivierungs -
Einheit konnten von anderen Arbeitsgruppen erfolgreich fir den Nachweis geringster
Proteinmengen eingesetzt werden [157]. Auch der Einsatz der Kapillar — Elektrophorese
konnte die Trennung und den Nachweis verbessern. Fur zweidimensionale Trennungen

sei hier auf das IPG - System verwiesen [158] .
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4.1.3 Solubilisierungsbedingungen der Modellantigen — gepulsten Zellen

Einer der kritischen Punkte des Testsystems und ein entscheidender Faktor fur dessen
Reproduzierbarkeit ist die Solubilisierung der antigengepulsten Zellen. Bei der Lyse der
Zellen ist darauf zu achten, dass freigesetzte zellularen Proteinasen und Peptidasen in-
aktiviert werden. Um diese Bedingung zu gewéahrleisten, wurde vor der Solubilisierung
der Zellen ein komplexes Gemisch an Protease — Inhibitoren zugesetzt. Als zufriedenstel-
lend erwies sich der Einsatz des Inhibitorgemisches Complete der Firma Roche. Hiermit
wird durch die optimal aufeinander abgestimmte Kombination von Proteaseinhibitoren
die vollstandige Inaktivierung der Proteasen gewahrleistet. Durch die Wahl des Lysepuf-
fers mit einem pH von 8,0 und dem Zusatz von EDTA ist eine weitere Inhibition gewahr-
leistet. Durch den hohen alkalischen pH ist die Reaktivitat der sauren Proteinasen wie
Kathepsin D inhibiert; saure Proteinasen sind nur bei einem pH kleiner als 7,0 aktiv.
Das EDTA verhindert durch Komplexierung von zweiwertigen Metallionen die Funktion
der membranstandigen Metalloproteinasen. Durch diese Wirkkombination ist sicherge-
stellt, dass der Abbau des FITC markierten Modellproteins intrazellular erfolgt und kein

Solubilisierungsartefakt darstellt.

Um Inkonsitenzen durch das Abernten und Umsetzen der Zellen zu verhindern, wurde
die Solubilisierung direkt in den 24 Well - Platten durchgefuhrt. Um stérendes Serum-
protein zu entfernen, wurden die Zellen vor der Lyse zweimal mit PBS - gewaschen.
Durch die hohe Adharenz der Zellen an die beschichteten Kulturplatten konnte der Zell-
verlust minimiert werden. Als minimale Menge an Solubilisierungspuffer wurde 100pl
verwendet. Flr die Elektrophorese wurde jeweils 50l des Solubilisates mit der gleichen
Menge an SDS - Probenpuffer versetzt. Hierdurch konnte eine hohe Reproduzierbarkeit
des Systems erreicht werden. Die beiden Parameter Zellzahl und Puffermenge konnten

durch das eingesetzte System weitgehend konstant gehalten werden.
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4.2 In vivo Prozessierung von FITC — OVA

Die effiziente Beladung von MHC Klasse Il — Molekllen mit Peptiden erfordert den pro-
teolytischen Abbau sowohl der invarianten Kette als auch der antigenen Proteine [129].
Neuere Studien zeigen, dass fur den Abbau der invarianten Kette die Cystein — Protein-
asen Kathepsin S und L essentiell sind. Die invariante Kette wird durch diese Protein-
asen in einem mehrstufigen Prozess abgebaut [159]. Als Endprodukt der Degradation
von li werden MHC Klasse Il - CLIP Komplexe erhalten [29a]. Diese stellen eine wichtige

Zwischenstufe in der MHC Klasse |l restringierten Antigenprasentation dar.

Weit weniger ist Uber die am proteolytischen Abbau von Proteinantigenen beteiligten
Proteinasen und Chaperone bekannt. Wahrend in friheren Studien besonders die lyso-
somalen Proteinasen Kathepsin D und B diskutiert wurden [160] [161], geraten in neue-
ren Studien zunehmend weitere Proteinasen in den Fokus der Forschung [129]. Neben
den Cysteinproteinasen Kathepsin L und S werden auch die saure Proteinase Kathepsin
E [162] sowie Legumain diskutiert [34]. Die Rolle von Exoproteinasen wird zudem in Be-

tracht bezogen, insbesondere die Tripeptidylpeptidasen [163].

Um die Prozesse, die am proteolytischen Abbau von Proteinen beteiligt sind, naher zu
erforschen, wurden in dieser Arbeit Experimente mit dem Modellprotein FITC-OVA
durchgefuhrt. Diese bauten auf friheren Arbeiten auf [121]. In Kinetikexperimenten
wurde versucht, die Kompartimente des endo-/lysosomalen Abbaus von FITC — OVA
naher zu bestimmen. Durch den Einsatz von Proteinase - Inhibitoren wurde versucht,
die an der Degradierung von FITC-OVA beteiligten Proteinasen zu ermitteln. Die Experi-
mente wurden an kultivierten KMMO und DC’s der Lewis — Ratte durchgeftihrt. Dabei
wurden zudem verschiedene Aktivierungsstadien der KMMO bertcksichtigt. Die prapa-
rative Isolierung eines in vivo generierten Abbaufragmentes und dessen N - terminale
Sequenzierung ergab schliel3lich Informationen Uber den potentiellen Abbaumechanis-

mus von FITC — OVA.

4.2.1 Persistenz von FITC — OVAin KMM 0O

Da das FITC markierte Ovalbumin nach UV - Aktivierung eine intensive Fluoreszenz e-
mittiert, konnte die Aufnahme von FITC - OVA in KMMO mikroskopisch beobachtet
werden. FITC - OVA konnte bereits wenige Minuten nach Antigenzugabe in den

Makrophagen beobachtet werden. Mit Langzeitversuchen konnte gezeigt werden, dass
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die Fluoreszenz auch nach 72h noch messbar ist. Dies deutet auf eine lange Persistenz
des Antigens bzw. seiner Fragmente in den KMMO hin. Die gelelektrophoretischen Ana-
lysen zeigten, dass im Rahmen der gemessenen Zeiten nur ein kleiner Bruchteil des auf-
genommenen FITC — OVA in den Zellen abgebaut wird. Auch 24h nach Antigenzugabe

war in den Zellen durch Gelelektrophorese noch intaktes Protein nachzuweisen.

Die lange Persistenz des intakten Proteins in den Zellen ist von grundlegender immuno-
logischer Bedeutung. Hiermit wird gewahrleistet, dass die immunkompetenten, Antigen-
prasentierenden- Zellen das Antigen vom Ort des ersten Kontakts zu den T — Zellarealen
transportieren kénnen oder solange das Antigen speichern kdnnen, bis weitere immun-
kompetente T-Zellen zum Ort der Entzindung gelangt sind . Hier kann dann die Im-
munantwort moduliert werden [164]. Dieser Mechanismus ist in Kontext mit der Peptid-
persistenz bei Langerhans — Zellen zu stellen. In einer neuen Studie in unserem Labor
konnte gezeigt werden, dass MHC Klasse Il — gebundene Peptide in Langerhans - Zellen
persistieren [165]. In den meisten Arbeiten wird die Peptidpersistenz durch eine Konser-
vierung des MHC Klasse Il - Peptid diskutiert. Hier wird besonders die irreversible As-

soziation der Peptide mit MHC Klasse |l favorisiert [166].

Durch die Persistenz des intakten FITC-OVA in den Zellen kann auch ein weiterer Me-
chanismus diskutiert werden. Da stets nur ein geringer Teil des Antigens abgebaut wird,
steht immer das fur die Beladung notige Peptid zu Verfligung, bevor es durch Exopepti-
dasen vollstandig abgebaut wird. Durch die Editierfunktionen von HLA — DM [71] wird
immer das Peptid an MHC Klasse Il gebunden, das die hochste Affinitat zu diesem auf-
weist. Dies korreliert im besonderen mit dendritischen und Langerhans - Zellen. Diese
kénnen nur in einem frihen Reifungsstadien Proteine effizient internalisieren. Mit zu-
nehmender Reifung verlieren die DC’s und LC’s diese Fahigkeit und transportieren im-
mer mehr MHC Klasse Il — Peptid Komplexe an die Oberflache [24]. Durch die Persistenz
des intakten Proteins ist somit gewahrleistet, das wahrend der Ausreifung immer genui-

gend antigenes Peptid zur Verfugung steht.

Uber die Ursache der langen Persistenz des intakten Proteins in KMMO und DC’s kann
nur spekuliert werden. Mdglicherweise gibt es in den endo-/lysosomalen Kompartimen-
ten zahlreiche konkurrierende Abbaureaktionen. Auch eine geringe Affinitat der Protein-
asen zu dem Substrat konnte fur die Persistenz ursachlich sein. Die lange Persistenz

konnte nicht nur bei FITC — OVA, sondern auch bei DIG markiertem Ovalbumin beo-
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bachtet werden [121]. Durch den Marker werden unter Umstanden die Proteinasen in

ihrer Funktionalitat inhibiert.

4.2.2 Abbaukinetik von FITC — OVA in KMM 0O und DC

Fur ein tiefergehendes Verstandnis der Antigenprozessierung ist eine genaue Kenntnis
der Abbaukinetik von Proteinantigenen nétig. Da das endo-/ lysosomale System in sei-
nen Grundzigen gut verstanden ist, ist es mdglich Uber eine Korrelation mit der Zeit den
Abbauort innerhalb des endo- / lysosomalen Systems zu bestimmen [125]. Sind Frag-
mente innerhalb von finfzehn Minuten nachweisbar, so werden diese bereits in den fri-
hen Endosomen generiert. Bis zu einer Inkubationszeit von flnfzig Minuten entstehen
die Fragmente in den spaten Endosomen. Bei langere Dauer sind die Fragmente

lysosomalen Ursprunges.

Wie die Experimente an KMMO zeigten, ist die Abbaukinetik von FITC — OVA abhéangig
von deren Aktivierungsstadium. Vor allem LPS - stimulierte Makrophagen zeigten bei
Gabe von Proteinaseinhibitoren eine Veranderung der Abbau - Kinetik. Moéglicherweise
werden durch die Proteinaseinhibitoren weitere, komplexe Vorgange des endo-
/lysosomalen Systems beeinflusst. Da die beteiligten Gene jedoch weitgehend unbe-

kannt sind, gibt es in der Literatur hierzu keine weitere Information.

Gemeinsam ist allen Kinetikexperimenten an KMMUO und DC’s, das nur zwei Abbaupro-
dukte von FITC - OVA nachweisbar sind. Ein Fragment mit 40 kD sowie ein 30 kD Ab-

bauprodukt, das jedoch erst spater nachweisbar ist.

Die Makrophagen zeigen nach dreif3ig Minuten ein erstes Abbauprodukt. Dies weist dar-
aufhin, dass die Prozessierung von FITC — OVA in den spaten Endosomen beginnt. Das
leichtere Fragment von 30 kD ist fruhestens nach fiinfzig Minuten nachweisbar. Die wei-
tere Prozessierung des FITC — OVA findet demnach in den Lysosomen statt. Auch andere
Studien zur Antigenprozessierung an B-Zellen zeigten, dass Abbaufragmente erst nach
langere Inkubation mit dem Antigen nachweisbar sind [167]. Hier wurde eine ahnliche
Abbaukinetik beobachtet. Auch Abbaustudien mit radioaktiv markierten Ovalbumin

zeigten eine vergleichbare Kinetik [168].

Ein Vergleich der Abbaukinetik in DC’s und Makrophagen zeigte nur geringe Unter-

schiede. So war bei den DC’s und der DC depletierten Restpopulation, die hauptsach-
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lich aus Makrophagen und Granulozyten besteht, das schwerere Abbauprodukt mit 40

kD schon nach funfzehn Minuten schwach nachweisbar. Auch das leichtere 30kD -

Fragment ist fruher nachweisbar, wenn auch nur sehr schwach.

Dendritische Zellen zeichnen sich durch eine erhdohte Prasentationsleistung und die Fa-
higkeit zur Primarstimulation von T-Zellen aus [18]. Diese Zellen verfugen Uber sehr effi-
ziente Mechanismen zur Aufnahme von Antigenen. Besonders bemerkenswert ist die Fa-
higkeit zur Makropinozytose und die Aufnahme von Glykoproteinen Uber Mannosere-
zeptoren [169]. Dies ermoglicht es den DC’s innerhalb von kurzester Zeit viel Antigen
aufzunehmen und zu konzentrieren. Daher ist es mdglich, dass durch die rezeptorver-
mittelte Endozytose eine hthere Konzentration an FITC-OVA in die DC aufgenommen

wird und die Abbauprodukte trotz geringerer Zellzahl nachzuweisen sind.

Bemerkenswert bei den Kinetikversuchen ist, dass es keinerlei qualitative Unterschiede
im Abbau des FITC — OVA durch verschieden aktivierte KMMO und DC gibt. In allen Fal-
len sind die gleichen Abbauprodukte nachweisbar, ein frihes Fragment mit 40 kD und
ein weiteres Produkt mit 30 kD. In friheren Studien zur Antigenprozessierung konnte
bei verschiedenen B - Zell - Klonen kein qualitativer Unterschied festgestellt werden
[167]. Der RT-PCR - Nachweis einiger bekannter Proteinasen zeigte, dass die Makropha-
gen diese Enzyme unabhangig von ihrem Aktivierungsgrad alle fur die Antigenprozessie-
rung beschriebenen Proteinasen expremieren. Dies konnte in unserer Arbeitsgruppe
auch fur dO und d3 Langerhans - Zellen nachgewiesen werden. Quantitative Unter-
schied im Expressionsgrad sind mit der RT-PCR jedoch nicht nachweisbar, dies musste

durch eine kompetetive PCR erfolgen [170].

4.2.3 Einflul von Proteinase - Inhibitoren auf die Prozessierung von FITC-OVA

Um Hinweise auf die an der Prozessierung von FITC — OVA beteiligten Proteinasen zu
erhalten, wurden gezielte Proteinaseinhibitions - Versuche durchgefuhrt. Hierbei wurde
der Einfluss von zwei Breitbandinhibitoren, Pepstatin A und Leupeptin auf die Kinetik
der Antigenprozessierung untersucht. Pepstatin A ist ein Inhibitor von sauren Protein-
asen wie Kathepsin D, Leupeptin ist ein potenter Inhibitor von SH — Proteinasen wie Ka-
thepsin B [171]. FUr die Kinetikexperimente wurden beide Inhibitoren in einer fur die
Zellen nicht toxischen Konzentration eingesetzt. Bei dieser Konzentration ist in einer
friheren Arbeit Uber die Prozessierung von Conalbumin durch Makrophagen die Wirk-

samkeit der Inhibitoren beschrieben worden [172]. Mittels dieser Experimente sollte
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festgestellt werden, ob entweder eine SH- oder eine saure Proteinase fur die ersten Pro-

zessierungschritte von FITC — OVA verantwortlich ist.

Beide Inhibitoren zeigten in in vitro Assays, dass sie die enzymatische Degradierung von
Ovalbumin durch Kathepsin B oder D vollstandig inhibieren kénnen [121,168]. Die In-
hibitionsversuche zeigten, dass in den fur die Kinetikexperimente gewahlten Konzentra-
tionen kein Einfluss auf die Qualitat des Abbaus von FITC - OVA messbar ist. So ent-
stehen auch in der Gegenwart der Inhibitoren die gleichen Abbauprodukte mit einem
Molekulargewicht von 30 kD und 40 kD. Bei den unstimulierten Makrophagen ist auch
keine Veranderung in der Kinetik erkennbar. Hier zeigt sich das gleiche Bild wie bei den

nicht mit Proteinaseinhibitoren behandelten Zellen.

Ein starker Einfluss der Inhibitoren auf die Kinetik der Prozessierung ist bei den LPS -
stimulierten Makrophagen messbar. Wahrend bei den LPS - stimulierten KMMO in Ab-
wesenheit der Inhibitoren das 40 kD - Fragment erst nach zwei Stunden nachweisbar
ist, kann es unter dem Einfluss von Leupeptin bereits nach 50 Minuten nachgewiesen
werden. Ist wahrend des FITC-OVA Pulse Pepstatin A zugegen, so ist das 40 kD - Frag-
ment bereits nach zwanzig Minuten nachweisbar. In beiden Fallen ist das 30 kD - Frag-
ment nachweisbar, unter Leupeptin — Einfluss nach 120 min, bei Pepstatin A nach 60

min.

LPS ist ein Endotoxin gram- negativer Bakterien und beschleunigt inflammatorische
Prozesse [173]. LPS aktiviert Makrophagen und Endothelzellen. Dabei stimuliert LPS die
Freisetzung wichtiger Mediatoren wie TNF und freier Radikale [174]. Zudem werden
zahlreiche Gene nach Aktivierung translatiert [175]. So kénnten nach LPS - Aktivierung
zelleigene Proteinaseinhibitoren wie Cystatin C freigesetzt werden [176]. Hierdurch wer-
den grofRBe Teile des endo- lysosomalen Prozessierungsapparates inhibiert, so dass das
FITC — OVA nur sehr langsam abgebaut wird. Dadurch dauert es langer, bis sich fur den
Nachweis genitigend Material angesammelt hat. In einer neuen Studie konnte gezeigt
werden, dass LPS die Prozessierung von boviner RNase und Huhner — Lsozym in
Makrophagen inhibiert [177]. Hier wurde auch gezeigt, dass LPS die Endozytoseleistung
von KMMUO reduziert. Durch Gabe von Proteinaseinhibitoren wird die Prozessierungsak-
tivitat von unstimulierten Makrophagen wiederhergestellt. Dabei wirkt Pepstatin A star-
ker als Leupeptin. Durch die Inhibitoren wird mdglicherweise der weitere Abbau von

Vorstufen der zelleigenen Proteinase - Inhibitoren wie z.B. Cystatin A blockiert. Der
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mehrstufige Abbau von Proteinen, der zum bioaktiven Wirkstoff fuhrt, ist haufig be-
schrieben worden. Als klassisches System gilt die Aktivierung von Insulin, die Uber drei
Schritte erfolgt [198]. Moglicherweise wird auch die verstarkte Sekretion von Prostaglan-
din [178] oder NO [179] durch die Inhibitoren verhindert, die beide einen negativen Ef-
fekt auf die MHC Klasse Il — Expression austUben. Hier kann ein Einfluss auf Synthese-
vorstufen oder bendtigte Enzyme durch die Proteinaseinhibitoren nicht ausgeschlossen

werden.

Bei den y-Interferon stimulierten Makrophagen ist solch starker Einfluss der Proteina-
seinhibitoren Pepstatin A und Leupeptin nicht messbar. Auch in diesem Fall gibt es kei-
ne qualitativen Unterschiede bei den generierten Fragmenten. Die Prozessierung von
FITC - OVA konnte nicht inhibiert werden. Auch bei der Abbau - Kinetik zeigen die y-
Interferon stimulierten KMMO keine grof3en Unterschiede zu unstimulierten Makropha-
gen. Einzig das 40 kD - Fragment ist erst nach funfzig Minuten nachweisbar. Pepstatin
A zeigt keinen Einfluss auf die Kinetik der Antigenprozessierung bei unstimulierten
Makrophagen. Das 40 kD FITC-OVA Fragment ist nach funfzig Minuten nachweisbar.
Bei y- Interferon stimulierten KMMO ist kein Einfluss von Pepstatin A auf die Kinetik der
Antigenprozessierung zu messen. Bei Leupeptin behandelten y-KMMO stellt sich dage-
gen wieder die selbe Kinetik wie bei unstimulierten, nicht mit Inhibitoren behandelten
Makrophagen ein. Hier gilt mdglicherweise ein ahnlicher Mechanismus wie bei den LPS

- stimulierten Makrophagen.

4.2.4 Gezielte Inhibition von endo- /lysosomalen Proteinasen

Insgesamt zeigten die Kinetikexperimente, dass durch die Proteinase - Inhibitoren in der
gewéhlten Inhibitor - Konzentration ein Abbau von FITC - OVA in Makrophagen nicht
blockiert werden konnte. Ahnliches ist auch in der Literatur bei vergleichbaren Studien
zur Antigenprozessierung festgestellt worden [167,168]. Studien an Knock-out Mausen
haben gezeigt, dass weder Kathepsin B noch Kathepsin D fur die Antigenprozessierung
notwendig sind [180]. In neueren Studien wird neben Kathepsin S [129] auch Kathepsin
E eine wichtige Rolle bei der Antigenprozessierung zugeschrieben [181]. Mdglicherweise
sind auch weitere Proteinasen an der Prozessierung beteiligt. Hier konnte die erst klrz-
lich entdeckte Proteinase Legumain eine wichtige Rolle spielen [34]. Zudem kdnnte auch
ein komplexes, Multi - Domanen Enzym mit proteolytischer und Chaperon Aktivitat an

der Prozessierung beteiligt sein [182].
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Um die beteiligten Proteinasen weiter einzuengen, wurden weitere Proteinase — Inhibito-
ren eingesetzt. Nach jeweils vierstindiger Inkubation wurden der Abbau von FITC - OVA
untersucht. Dabei zeigte sich, dass einzig Pepstatin A in sehr hoher Konzentration den
Abbau von FITC - OVA teilweise inhibieren konnte. In diesem Fall entstand ein Frag-
ment mit einem Molekulargewicht von 45 kD. Alle anderen Proteinase — Inhibitoren, vor
allem die SH - Inhibitoren konnten den Abbau von FITC - OVA auch in sehr hohen Kon-
zentrationen nicht inhibieren. Fur den initialen Schnitt von FITC — OVA scheint eine
saure Proteinase verantwortlich zu sein, die sich nur in hohen Dosen von Pepstatin A
inhibieren lasst. Der Inhibitionsversuch legte eine zweistufigen Abbauprozess mit
schnell aufeinander folgenden Schnitten nahe. Eine weitere Eingrenzung der am Abbau
von FITC - OVA beteiligten Proteinasen wurde durch die Edmann - Sequenzierung des

40 kD - Fragmentes versucht.

4.2.5 Sequenzierung des intrazellular generierten FITC-OVA 40 kD — Fragmentes

Die N - terminale Sequenzierung des 40 kD - Fragmentes erbrachte Hinweise dafur,
dass der proteolytische Abbau von FITC - OVA in zwei schnell aufeinander folgenden
Schritten erfolgt. Das Zwischenprodukt mit einem Molekulargewicht von 45 kD ist nur
durch die Inhibition einer Pepstatin A sensitiven Proteinase zuganglich. Es kann jedoch
ausgehend von der Sequenz nicht entschieden werden, welcher der beiden Schnitte der

erste ist.

Die Sequenzierung ergab, dass eines der dominanten RT1.B! OVA - Epitope, das OVAss-
339 als eines der ersten Peptide im Verlauf der Prozessierung von Ovalbumin gebildet
wird. Das gebildete Fragment ist groRer als das an RT1.B! gebundene OVA - Peptid
[183]. Das abgespaltene Peptid ab Aminosaureposition 300 bindet vermutlich im ganzen
an das RT1.B! - Molektl und wird moglicherweise terminal von Exopeptidasen getrimmt
[36]. Dabei bleibt das Core — Peptid in der Bindungsgrube des RT1.B' - Molekuls erhal-
ten. Das OVAs23.339 Peptid ist als hochaffin — bindendes Peptid fur RT1.B! beschrieben
worden [184].

Die Sequenzierung erbrachte keinen Aufschluss Uber die an der Prozessierung beteilig-
ten Proteinasen. Ein Vergleich der Schnittsequenz mit der Substratspezifitat von be-
kannten endo-/lysosomalen Proteinasen erbrachte keinerlei Ubereinstimmung. Es ist
davon auszugehen, dass eine Proteinase mit noch nicht bekannter Spezifitat far die pro-

teolytische Spaltung verantwortlich ist. Ein potentieller Kandidat ist die Proteinase Le-
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gumain [34]. Auch eine Abspaltung von Di- und Tripeptiden durch Exopeptidasen ist

vorstellbar. Hier ist besonders Kathepsin H zu erwédhnen, da dessen Expression durch

Stimulation mit y-Interferon in MO heraufreguliert wird [185].
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4.3 |, Molecular Modelling“ -Methoden

Das komparative Protein — Modelling nutzt experimentell ermittelte Proteinstrukturen als
~remplates* um die Konformation eines anderen, sogenannten ,Target* - Proteins mit
homologer Aminosauresequenz vorauszusagen [186]. Diese Annaherung ist mdglich, da
eine kleine Anderung in der Sequenz normalerweise nur zu kleinen Anderungen in der
dreidimensionalen Struktur fuhrt [187]. Die Molecular Modelling Programme beruhen

zur Zeit auf newtonschen Algorithmen.

4.3.1 Klassische Mechanik beim  Molecular Modelling

Systeme auf atomarer Ebene gehorchen im allgemeinen mehr den Gesetzen der Quan-
ten- als den der klassischen Mechanik. Demzufolge musste stets die Schrodinger - Glei-
chung fur solche Systeme geldst werden. Dies ist zur Zeit nur fUr wenige Atome und de-

ren Elektronen maoglich. Daher wird als Naherung stets ein klassischer Ansatz gewahlt.

In der newtonschen Mechanik kann ein Partikel jede Energie aus einem Kontinuum von
Energiewerten annehmen. In der Quantenphysik ist die Energie dagegen gequantelt und
kann nur diskrete Energiewerte annehmen. Bei sehr niedrigen Temperaturen sind die
Abstéande zwischen den einzelnen, diskreten Energien groRRer als die thermische Energie.
Daher kann das System bei diesen Temperaturen nur wenige Zustande einnehmen. Mit
steigender Temperatur werden immer mehr Zustande thermisch erreichbar. Die ,Dis-
kretheit* der einzelnen Zustande wird dabei immer unscharfer und das System verhalt

sich nach klassischen Gesetzen [188].

Fur einen klassischen Oszillator sind die gequantelten Energien separiert durch AE=hf
mit h als Plank’sche Konstante und f als die Frequenz der harmonischen Schwingun-
gen. Klassisches Verhalten wird erreicht bei Temperaturen fur die keT >> hf mit kg als
Boltzmann - Konstante und ksT = 0,6 kcal/mol bei 300 K. Setzt man hf = 0,6 kcal/mol
so ergibt sich f = 6,25/ps. Damit ist fur Bewegungen mit charakteristischen Zeiten von
ps oder langer bei Raumtemperatur die klassische Mechanik als Approximation ausrei-

chend.



Diskussion Seite 153

4.3.2 Molecular Modelling Algorithmen

Alle jetzigen komparativen Modelling Methoden vollziehen vier sequentielle Schritte
[189]. Der erste Schritt beinhaltet, verwandte Proteine mit bekannten 3D - Strukturen
zu ermitteln. Im zweiten Schritt wird die Zielsequenz mit den bekannten Strukturen ,a-
ligned“ und die Template — Strukturen ausgewahlt. Als nachstes wird ausgehend vom
Alignment ein Strukturmodell fur die ,Target” — Sequenz errechnet. Als letzter Schritt
wird das berechnete Modell nach einer Vielzahl von Kriterien evaluiert. Wenn nétig, wird
das Alignment korrigiert und die Schritte solange wiederholt, bis ein zufriedenstellendes

Modell errechnet wurde.

Der Hauptunterschied der verschiedenen komparativen Modelling — Methoden liegt im
Algorithmus fur die Berechnung des 3D - Models ausgehend vom Alignment. Hier lassen
sich drei grundsatzliche Methoden unterscheiden: Modelling using rigid-body assembly,

Modelling by segment matching und Modelling by satisfaction of spatial restraints [190].

Die Rigid-Body Methode konstruiert das Modell aus wenigen Core — Regionen und die
Loops und Seitenketten von verwandten Strukturen. Der Zusammenbau des Modells
passt die Rigid-Bodies in ein sogenanntes Gerust ein, das durch den Durchschnitt der

Backbone Ca - Atome der konservierten gebildet wird [191].

Die Segment-matching Methode beruht auf approximierten Positionen der konservierten
Atome der Templates. Ausgehend von diesen Positionen werden die anderen Atomkoor-
dinaten errechnet. Hierbei wird eine Datenbank genutzt, die kurze Segmente von Struk-

turen, Energie oder geometrische Regeln enthalt [192].

Die in dieser Arbeit genutzte Methode gehdrt zur dritten Gruppe und ist im Programm
Modeller implementiert worden [193]. Hierbei werden raumliche Beschrankungen erfullt,
die aus dem Alignment der ,Template“ — Strukturen mit der ,Target” — Sequenz abgeleitet
werden. Hierbei werden vor allem Distanz- und dihedrale Winkelbeschrankungen be-

rucksichtigt. Das Modell wird dann durch Optimierung der Objekt — Funktion errechnet.

4.3.3 Qualitat der komparativen  Modelling Methoden

Das komparative Modelling ist zur Zeit die einzige Methode, die Modelle mit einem R.M.S
(Quadratwurzelfehler) — Fehler kleiner als zwei A ergibt [194]. Die typischen Struktur-
fehler lassen sich in vier Kategorien unterteilen: Fehler in der Anordnung der Seitenket-

ten, Verzerrungen in homologen Regionen (z.B. Loops, Helices), Fehler bei Insertionen
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sowie Fehler in inkorrekt ,alignten* Regionen (z.B. Loops und langere Segmente mit

niedriger Sequenzidentitat zu den Templates) [195].

Eine Konsequenz dieser Fehler ist, dass das komparative Modelling zu Modellen mit ei-
ner RMS - Abweichung von nur einem Angstroem von 90% der Hauptketten - Amino-
sauren fuhrt, wenn eine mindestens 40%ige ldentitat der Targets zu den Templates vor-
liegt [195]. In diesem Bereich der Sequenzadhnlichkeit ist ein korrektes Alignment ent-
scheidend fur die Qualitat der Modelle. Zudem sollten nicht zu viele Licken und Inserti-
onen zwischen Templates und Targets bestehen. Die Differenzen zwischen den Referenz-
strukturen sollten sich auf Loops und Seitenketten beschranken. Mit héherer Identitat
der Aminosauren steigt die Qualitat der Modelle weiter an. Typische Modellfehler und
inakkurat modellierte Regionen werden von den gebrauchlichen Evaluierungsmethoden

identifiziert [196].

Im Vergleich zu automatischen Alignmentmethoden werden bessere Modelle erzielt,
wenn das Alignment sorgfaltig von Hand Uberpruft und editiert wird [190]. Beim Model-
ling der RT1.B! - Komplexe konnte festgestellt werden, das ein inkorrektes Alignment zu
falschen Modellen fuhrt. So zeigten sich deutliche Verschiebungen in den Sekundéar-
strukturen. Besonders kritisch war der Carboxy - Terminus des Molekuls, da die
Templates in diesem Bereich unterschiedliche Anfangspositionen hatten. Durch die In-
sertionen und Deletionen in den RT1.B' - Sequenzen gegenuber den HLA-DR und I-E -
Molekulen, konnten mit diesen Templates keine fehlerfreien Modelle generiert werden.
Dies war nur mit den murinen I-A - Strukturen als Referenz moéglich. Hiermit konnten
weitgehend fehlerfreie Modelle generiert werden. Eine nachfolgende Energieminimierung

konnte die Qualitat der Modelle weiter verbessern.

Insgesamt ergibt das Modelling Modelle, deren Qualitat zwischen denen einer Réntgen-
strukturanalyse und einem NMR - Experiment liegt [190]. Aufgrund der hohen Sequenz-
identitat zwischen RT1.B! und I-Ak sowie der hohen Auflosung der Referenzstruktur 1IAK

von 1,9 A sind die erzielten Ergebnisse fur die gewiinschte Fragestellung brauchbar.

4.3.4 Docking von Peptiden in das RT1.B — Molekiil

Die besondere Herausforderung bei der Vorhersage von Protein — Ligand Komplexen liegt
darin, mittels rechnerischer Methoden Koordinaten fur den gebundenen Komplex zu er-

mitteln. Hierbei sollen auch die Konformationsanderungen von Ligand und Rezeptor er-
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mittelt werden [197]. Bei den zur Zeit verfuigbaren Programmen wird die Struktur des
Proteins, des Liganden, starr gehalten. Das Substrat kann dagegen flexibel sein, jedoch
nur in geringem Ausmalf3. Das verwendete Programm AutoDock 3 erlaubt zweiunddrei-
Rig flexible Torsionen [115]. Hiermit kdnnen jedoch nur kleine Substrate flexibel gehal-
ten werden. Um typische MHC Klasse |l — Substrate in die Bindungsgrube einpassen zu
kénnen, ist die gesamte Ca- Backbone des Peptides starr zu halten. Die Substrate von
MHC Klasse Il — Molekulen zeigen zwar alle eine grundlegende Backbone Konformation,

diese ist jedoch nicht starr [38 b].

Das Scheitern des , Dockings” von Peptiden in das leere RT1.B! — Molekul mit AutoDock
3 kann mehrere Ursachen haben. Zum einen kénnte die Flexibilitait von Ligand
und/oder Rezeptor zu niedrig sein. Eine weitere Mdéglichkeit besteht darin, dass die Bin-
dung des Peptids im MHC Klasse Il Molekul eine Konformationsanderung hervorruft.
Dies wurde einen ,induced fit* implizieren, wie er fur viele Enzym-Substrat Komplexe be-
schrieben ist [198]. Die Peptid — RT1.B! Komplexe zeigen sowohl untereinander als auch
gegenuber dem leeren Protein Konformationsunterschiede. Diese sind jedoch nur gering
und zeigen sich hauptsachlich in den Loop — Bereichen. Auch Programmfehler kénnten
far das Scheitern verantwortlich sein. Wahrend das Docking mit kleinen Substraten bis
zu 60 Atomen gelang, konnten die Peptide mit mehr als 100 Atomen zu grof3 sein. Dies
kénnte zu internen Programmfehlern fuhren. Auch das Fehlen von Peptidtaschen in der
Bindungsgrube des RT1.B! — Molekils im Vergleich zum HLA-DR Molekul kénnte flr das
Fehlschlagen des automatischen Peptid - Dockings verantwortlich sein. Es kénnte ein
wichtiger, initialer Strukturanker fehlen. In einer Dockingstudie eines Antikorper - He-
magglutinin — Komplexes konnte keines der zur Zeit verfugbaren Programme eine kor-
rekte Struktur ermitteln [199]. Auch hier sind keine tiefen Taschen in beiden Strukturen
vorhanden. Viele Enzym - Substrat Komplexe zeigen an der Interaktionsstelle solche Ta-
schen. Mdglicherweise sind die zur Zeit verfigbaren Methoden auf solche Strukturanker

angewiesen.

Das direkte Modelling von RT1.B! — Molekuilen mit Peptiden brachte dagegen nach einer
nachfolgenden Energieminimierung stereochemisch sehr gute Modelle hervor. Teilweise
zeigte das HEL - Peptid die gleichen Wasserstoffbrickenbindungen im RT1.B! und I-Ak —
Molekul. Dieser Befund weist daraufhin, dass die Modelle sehr nahe an den tatséchli-
chen Strukturen liegen. Die Fehler, die Modeller 4 beim Peptid aufgrund des falschen

Alignment macht, werden durch die Energieminimierung wieder wettgemacht. Das Ver-
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fahren, die Peptide direkt mit dem RT1.B! — Molekul zu modellieren brachte zudem den

Vorteil, dass auch das Substrat flexibel gehalten wurde. Dieses Verfahren ist jedoch nur
maglich, wenn die initialen Koordinaten des Liganden festgesetzt werden. Aufgrund der
hohen strukturellen Homologie der MHC Klasse Il — Molekile und der Peptide unterein-

ander ist dies mdglich [38 b].

4.4 Bindung von Peptiden an das RT1.B ' — Molekill

MHC Klasse Il — Moleklle kénnen eine Vielzahl von verschiedenen Peptiden binden
[200]. Die Bindung von Peptiden ist spezifisch fur bestimmte Allele und Isotypkomplexe.
Die Allelspezifitat wird grof3tenteils durch polymorphe Taschen in der Bindungsgrube
der MHC Klasse Il - Molekule determiniert. In diese Taschen passende Peptide sollten
hochaffin gebunden werden. Bindungsmotive fur das RT1.B! - Molektl wurden in fruhe-
ren Studien in Kenntnis der Rontgenstruktur von HLA - DR und der Sequenzanalyse
von eluierten Peptiden abgeleitet [152,184]. Diese Studien zeigten jedoch, dass es
schwierig ist, fur das RT1.B' — Molekil aus den bekannten Daten ein Bindungsmotiv ab-
zuleiten. Neuere Rontgenstrukturanalysen der murinen RT1.B! Homologen I-Ad und I-Ak
zeigten, dass diese MHC Klasse Il - Molekule im Vergleich zu humanen HLA - DR und
murinen I-E Molekllen Uber keine grofen Ankertaschen verfigen [136,137]. Daher
wurden auf der Basis der murinen I-A — Molekule Modelle fur das RT1.B! Molekul mit
gebundenem Peptid mittels Molecular Modelling abgeleitet. Hierbei wurden neben den
HELso-s2 und OVAs23.335 — Peptiden auch das wichtige Zwischenprodukt in der Reifung
von MHC Klasse Il — Molekllen [134], RT1.B — CLIP untersucht.

4.4.1 Vergleich der Bindung von CLIP  gg.1300 und CLIPM gg.100

Die unterschiedlichen Bindungsaffinitdten von CLIPgs-100 und CLIPmMgs.100 erlauben es,
die Unterschiede zwischen low- und high-Bindern herauszuarbeiten. Die MHC Klasse Il -
CLIP - Komplexe sind zudem von besonderem Interesse, da sie als SDS - instabil be-
schrieben wurden [66a-b]. Mit Hilfe des Molecular Modellings wurde versucht, die mole-
kulare Basis fur diesen Effekt bei den RT1.B! — Molekulen zu untersuchen. Ein Vergleich
der verschiedenen errechneten Ratten - MHC —-Komplexe ergab, dass es nur geringfugige
Unterschiede zwischen den einzelnen Modellen gab. Ahnliches wurde auch beim Ver-

gleich der HLA — DR1-HA und DR3-CLIP - Struktur beobachtet. Auch gab es nur geringe
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konformelle Unterschiede [134]. Eine strukturelle Grundlage fur die SDS - Instabilitat

konnte auch bei den RT1.B! - Molekulen nicht gefunden werden.

Ein Vergleich des RT1.B — CLIP Komplexes mit der CLIP — Mutante zeigte, dass sich der
einzelne Austausch einer Aminosaure auf die gesamte Bindung des Peptides auswirkt.
Dies deutet daraufhin, dass es bei den RT1.B! — Molekulen einen induced - fit Mecha-
nismus gibt. Nicht nur das Peptid zeigt konformelle Anderungen, sondern auch das
RT1.B' - Molekul. So zeigen sich deutliche Unterschiede in der Ausbildung von Wasser-
stoffbricken — Bindungen. Zudem werden auch andere van der Waals - Kontakte aus-
gebildet. Besonders signifikant sind die Unterschiede am Carboxyterminus und im Be-
reich um die ausgetauschte Aminosaure. Dies ist zum Teil darauf zuruckzufihren, dass
sich das mutierte Peptid bei den Seitenketten anders faltet. Die geringere Bindungsaffi-
nitat des CLIPmgs.100 ist mdglicherweise auf die geringere Zahl der Wasserstoffbricken -
Bindungen des CLIP - SER88 mit dem RT1.B' - Molekul zurtickzuftihren. Ahnlich wie
das zu HLA - DR gering affine humane CLIP liegt das CLIPm tiefer in der Bindungsgrube
als CLIP [134]. Besonders das N - terminale PRO100 geht zahlreiche Wasserstoffbru-

cken - Bindungen mit dem RT1.B! - Molekudl ein.

4.4.2 Vergleich des I-A “— HEL und RT1.B — HEL — Komplexes

Die RT1.B! — Peptid — Komplexe wurden durch komparatives Modelling mit dem I-Ak —
Molekil abgeleitet. Daher ist eine groRe Ahnlichkeit der Molekiile untereinander zu er-
warten. Ein Konformationsvergleich der beiden Molekile konnte diese Erwartung besta-

tigen.

Beide Molekule gehen ahnliche Kontakte mit dem HELso.s2 — Peptid ein, besonders im
Bereich der konservierten Aminosauren. Es ist daher zu erwarten, dass das RT1.B! —
Molekul ein ahnliches Bindungsmotiv ausbildet wie das I-Ak— Molekl. So bilden beide
eine ahnliche Anzahl an Wasserstoffbrickenbindungen aus. Das HEL - Peptid ist jedoch
nur als low-Binder fur RT1.B! beschrieben [153], fur I-Ak jedoch als High-Binder [137].
Ahnlich wie bei den beiden CLIP- Peptiden ist auch hier keine direkte strukturelle Basis

far das unterschiedliche Bindungsverhalten zu erkennen.

Bei den bisherigen Betrachtungen tber die Bindungsaffinitat der einzelnen Peptide wur-
den die H.O - Molekule auf3er acht gelassen. Die Kristallstruktur des I-Ak — Moleklls

zeigt, dass zahlreiche Peptid — MHC Klasse Il — Interaktionen durch Wassermolekiule
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vermittelt werden [137]. Solche vermittelten Kontakte sind jedoch nur in dieser Struktur

bericksichtigt. Dies kann mit der hohen Auflésung dieser Struktur zusammenhangen.

4.4.3 Analyse des RT1-B ' — OVAsp3.335 Komplexes und hypothetischer
Wirkmechanismus von DM

Das OVAszs-a3s — Peptid ist in mehreren Studien als RT1.B! High-Binder beschrieben
worden [152,153]. Bei den untersuchten Peptid — RT1.B! - Komplexen bildet das OVA -
Peptid die meisten Wasserstoffbriicken — Bindungen aus. So werden vier Wasserstoff-
brucken mehr ausgebildet als beim ebenfalls als High-Binder beschriebenen CLIP - Pep-
tid. Wahrend CLIP jedoch in Gegenwart von DM gegen andere Peptide ausgetauscht
wird, ist die hohe Anzahl an Wasserstofforicken — Bindungen als Kriterium sowohl fur
hohe Bindungsaffinitat als auch DM - Resistenz zu deuten. Als einziges untersuchtes
Peptid bildet das OVA - Peptid mit jeder Aminosaure Wasserstoffbrickenbindungen mit
dem RT1.B!' - Molekl aus. In einer neueren Studie wurde vor allem die Ausbildung ei-
ner Wasserstoffbricken - Bindung zwischen HIS 381 und gebundenem Peptid als kri-
tisch fur die Ausbildung von stabilen MHC Klasse Il — Peptid Komplexen festgestellt
[201]. Alle untersuchten Peptid — RT1.B' — Komplexe bilden diese Wasserstoffbrucken —
Bindung aus. Die besondere Stabilitat von OVA - und CLIP - RT1.B' - Komplexen ist
maoglicherweise auf das Ausbilden von Wasserstoffbriicken zu fast allen Aminosauren

zuruckzufuhren.

Die Studien an verschiedenen RT1.B! - Peptid Komplexen zeigen eine méglichen Mecha-
nismus fur das Peptid — Editing durch DM - Katalyse auf. Da einzig beim OVAs23.335 —
Peptid alle Aminosauren Wasserstoffbricken - Bindungen mit RT1.B! eingehen, ist ein
DM - Wirkmechanismus anzunehmen, der diese Bindungen aufspaltet. Zudem deuten
die Ergebnisse und weitere Studien [201] auf einen kooperativen Mechanismus der Pep-
tid — Dissoziation hin. Ein &hnlicher kooperativer Mechanismus steuert die Sauerstoff-
bindung beim Hamoglobin — Molekul [202]. Hier wirkt die Kooperativitat jedoch auf der
Ebene der Wasserstoffbricken — Bindungen. Sind von einer Aminosaure des Peptides
die Wasserstoffbriicken zur Peptidbindungsgrube bereits gebrochen oder nicht vorhan-
den, so kénnen hierdurch andere intermolekulare Interaktionen destabilisiert werden.
Dies wiurde besonders Peptide mit weniger guten Bindungsenergien beeinflussen. In
frheren Studien wurde gezeigt, dass High-Binder relativ resistent gegentiber DM sind

[203]. Die DM - Funktion kénnte darin liegen, eine oder mehrere Wasserstoffbricken —
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Bindungen zwischen Peptid und MHC Klasse Il — Molekil zu destabilisieren oder zu bre-

chen. Durch den kooperativen Mechanismus wirden dann weitere intermolekulare In-
teraktionen leichter brechen, was letztlich zur Peptid — Dissoziation fuhrt [53]. Diese ver-
starkte Peptid — Dissoziation kann ohne globale Anderungen in der MHC Klasse Il — Kon-
formation erreicht werden. Daflr wurde das einzelne Brechen einer freien, gut zugangli-
chen Wasserstoffbriicken — Bindung wie die durch HISB81 vermittelte ausreichen [201].
Auf diese Weise kdnnte auch der Mechanismus der SDS - Instabilitat mancher Peptid -

MHC Klasse Il - Komplexe erklart werden.
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