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Einleitung

1 Einleitung

T-Zellen erkennen Peptide, die von MHC-Molekiilen (Major histocompatibility complex) auf
der Zelloberfliche prisentiert werden. MHC-Molekiile sind eine Gruppe hochpolymorpher
Proteine, die sich aufgrund ihrer Struktur in zwei Klassen einteilen lassen (Abb. 1a). MHC-
Klasse-I-Molekiile bestehen aus einer a-Kette, an die nicht-kovalent ein [32-Mikroglobulin
Molekiil gebunden ist. Die Antigenbindungstasche von MHC-I-Molekiilen wird von der a1-
und 02-Domine der a-Kette gebildet und hat eine geschlossene Konformation (Abb. Ic),
weshalb die Grofle der gebundenen Peptide relativ konstant zwischen 8-10 Aminosduren liegt
(Ubersicht bei Rammensee, 1993; Townsend, 1989). MHC-Klasse-I-Molekiile sind in varia-

bler Menge auf allen kernhaltigen Kdrperzellen exprimiert.
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Abbildung 1: Die Struktur der MHC-Klasse-1- und MHC-KIlasse-11-Molekdle

Dargestellt ist die Doméanenstruktur eines MHC-Klasse-I- (a) und MHC-Klasse-II-Molekiils (b). Das MHC-
Klasse-I-Molekiil besteht aus einer a-Kette (hellgrau), welche die Antigenbindungstasche bildet und mit einem
[32-Mikroglobulin ($2-M; dunkelgrau) Molekiil assoziiert ist. MHC-Klasse-II-Molekiile sind Heterodimere aus
einer d- (blau) und einer B-Kette (rot), die beide an der Ausbildung der Peptidbindungstasche beteiligt sind. Die
Antigenbindungstasche der MHC-Klasse-I-Molekiile hat eine geschlossene Konfiguration (c), die der MHC-
Klasse-II-Molekiile ist dagegen an den Enden offen (d). Dargestellt (c und d) ist jeweils die dreidimensionale
Proteinstruktur mit gebundenem Peptid (rot); Quelle: Janeway et al., 1999. Abkiirzungen: a) a1-3: Doménen der
o-Kette des MHC-Klasse-I-Molekiils; b) a1-2 und 31-2: Doménenstruktur des MHC-Klasse-I1-Molekiils.



Einleitung

Im Gegensatz dazu bestehen MHC-Klasse-II-Molekiile aus einer a- und B-Kette, die beide
zur Ausbildung der Antigenbindungstasche beitragen (Abb. 1b). Im Unterschied zu MHC-I-
Molekiilen besitzt die Antigenbindungstasche eine an den Enden offene Konfiguration (Abb.
1d), weshalb die Lange der gebundenen Peptide stirker variiert und bei 13-25 Aminosduren
liegt.

Weiterhin zeigen MHC-Klasse-II-Molekiile ein eingeschrinktes Expressionsmuster. Eine
konstitutive Expression findet man nur auf sogenannten professionellen antigenprésentieren-
den Zellen wie dendritischen Zellen, Makrophagen, aktivierten B-Zellen und epithelialen
Zellen des Thymus. Dariiber hinaus sind auch nicht-lymphoide Zelltypen, insbesondere endo-
thelialer und parenchymaler Herkunft (Keratinozyten, Hepatozyten, etc.) in der Lage, nach
Induktion mit inflammatorischen Zytokinen (IFNy, TNFa), MHC-Klasse-II zu exprimieren.
Da diese Zellen nur konditional MHC-Klasse-II-Molekiile exprimieren, werden sie nicht-
professionelle antigenprésentierende Zellen genannt.

Die beiden Typen von MHC-Molekiilen werden von funktionell verschiedenen Untergruppen
von T-Zellen erkannt und erfiillen unterschiedliche Aufgaben wihrend einer Immunantwort.
Peptide im Kontext von MHC-Klasse-I-Molekiilen werden von zytotoxischen T-Zellen
erkannt (Zinkernagel und Doherty, 1979), die den hierfiir notwendigen Korezeptor CDS8
tragen. MHC-Klasse-1I-Molekiile werden hingegen von T-Helferzellen erkannt, die den CD4
Korezeptor exprimieren und zur Regulation und Koordination der Immunantwort notwendig

sind.

1.1 Die klassischen Antigenprasentationswege

Die Herstellung antigener Peptide fiir die Beladung von MHC-Molekiilen ist eng gekoppelt
mit kontinuierlichen Proteinabbauvorgingen in der Zelle. Die beiden zelluldren Komparti-
mente, in denen ein Grofteil dieser Prozesse stattfindet, sind das Zytoplasma und das endoso-
male/lysosomale System. Ein aktuelles Modell der MHC-Klasse-I-, bzw. MHC-Klasse-II-
restringierten Antigenprésentation postuliert, dal der Hauptunterschied zwischen den beiden
Prisentationswegen in der Nutzung verschiedener proteolytischer Systeme zur Herstellung
antigener Peptide liegt. In den nichsten Abschnitten sollen die Daten, die zur Beschreibung

dieser ,,klassischen* Antigenpréasentationswege gefiihrt haben, ndher erldutert werden.



Einleitung

1.1.1 Der MHC-KIlasse-lI-Prasentationsweg

Bevor die einzelnen Komponenten des Antigenprisentationsweges behandelt werden, soll ein

Uberblick iiber die wichtigsten Schritte gegeben werden (Abb. 2).
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Abbildung 2: Der klassische MHC-KIlasse-1-Prasentationsweg

Dargestellt ist die Degradation eines zytoplasmatischen Proteins in Peptidfragmente (schwarz und griin), die im
ER an MHC-Klasse-I-Molekiile binden konnen und anschlieBend auf der Zelloberfldche prasentiert werden.
Abkiirzungen: TAP: transporter associated with antigen processing; TPPIIL: Tripeptidyl Peptidase; ER: endoplas-
matisches Retikulum; PM: Plasmamembran; Ub: Ubiquitin.

Proteine des Zytoplasmas, des Zellkerns und teilweise auch des endoplasmatischen Retiku-
lums (ER) werden durch zytoplasmatische Proteasen (Proteasom, TPPII und andere) in
Peptide zerlegt, die iiber einen in der ER-Membran lokalisierten Transporter (TAP:
transporter associated with antigen processing) in das Lumen des ER transferiert werden. Dort
findet die Bindung der Peptide an neu-synthetisierte MHC-Klasse-I-Molekiile mit Hilfe ver-
schiedener ER-residenter Chaperone statt. Beladene MHC-I/Peptid-Komplexe verlassen das
ER und werden iiber den Golgiapparat an die Zelloberfliche gebracht (Ubersicht bei Pamer
und Cresswell, 1998; Rock und Goldberg, 1999). Im Folgenden sollen die einzelnen

Schliisselkomponenten dieses Priasentationsweges niher beschrieben werden.
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1.1.1.1 Herstellung von Peptiden zur Beladung auf MHC-KIlasse-I

A) Das Proteasom

Das Proteasom (26S Proteasom) tierischer Zellen ist ein 2000kDa Multiproteinkomplex, der
aus einem zylindrischen Kernkomplex (Core; 20S Proteasom) aus 28 Untereinheiten sowie
einem regulatorischen Komplex (19S Regulatory complex oder Cap Struktur) aus etwa 20
Untereinheiten besteht und im Zytoplasma und Zellkern lokalisiert ist (Ubersicht bei Bochtler
et al., 1999). Die aktiven Zentren liegen im Innenraum des zylindrischen Kernkomplexes,
weshalb zum Abbau bestimmte Proteine erst entfaltet werden miissen, um Zugang zu den
Proteasen zu erhalten.

Die drei am besten charakterisierten proteolytischen Aktivititen sind die Chymotrypsin-
dhnliche, die Trypsin-dhnliche und die Peptidyl-post-Glutamyl-dhnliche (PGPH) Aktivitit,
wobei die Chymotrypsin-dhnliche Aktivitit die geschwindigkeitsbestimmende ist. Die
Abbauprodukte haben eine Gréfle von 4-24 Aminosduren, und etwa 20% der gebildeten
Peptide haben eine passende GroBe fiir die Bindung an MHC-Klasse-I-Molekiile (Ubersicht
bei Rock und Goldberg, 1999).

Eine wichtige Funktion der 19S-Komponente liegt in ihrer Fahigkeit, ubiquitinylierte Proteine
zu erkennen. Bei diesem Abbauweg wird durch eine Reihe verschiedener Enzyme an Amino-
siureseitenketten eine Polyubiquitin-Kette angefiigt (Ubersicht bei Bonifacino und
Weissman, 1998). Hierbei kann es sich zum einen um falsch gefaltete, mutierte und defekte
Proteine handeln, zum anderen aber auch um Proteine, die im Rahmen regulierter Abbau-
prozesse degradiert werden.

Eine zusitzliche Komplexitit und Verbindung zu immunologischen Prozessen erhielt das
Proteasom durch die Entdeckung drei weiterer [-Untercinheiten, die durch IFNy induziert
werden kénnen und von denen zwei im MHC-Komplex kodiert werden.

Nach Induktion mit IFNYy entstehen Proteasomen, die anstelle der konstitutiven B-Untereinhei-
ten die neuen, immunologisch induzierten Untereinheiten LMP 2 (low molecular weight
protein 2), LMP7 und LMP10 (MECL-1) enthalten. Derart modifizierte Proteasomen werden
auch Immunoproteasomen genannt (Ubersicht bei Kloetzel, 2001). Zusitzlich wird durch
IFNy ein weiterer, PA28 (11S) genannter regulatorischer Komplex induziert (Rechsteiner et
al., 2000). Eine konstitutive Expression von Immunoproteasomen findet man in professio-

nellen antigenpréisentierenden Zellen (pAPC), wie etwa dendritischen Zellen.
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In vitro Studien deuten darauf hin, dal Immunoproteasomen eine erhohte Protease-Aktivitét
aufweisen und zudem vornehmlich nach hydrophoben und positiv geladenen Aminosduren
spalten.

Die wichtige Rolle des Proteasoms fiir den MHC-Klasse-I-Prisentationsweg konnte zuerst
durch die Verwendung von Peptidaldehyd-Inhibitoren und spdter durch den Proteasom-spezi-
fischen Inhibitor Lactacystin gezeigt werden (Rock et al., 1994). Die Inhibition des Protea-
soms fiihrt zu einer Retention von MHC-Klasse-I-Molekiilen im endoplasmatischen Retiku-
lum, da nicht mehr gentigend Peptide zur Beladung von MHC-I-Molekiilen zur Verfiigung

stehen.

B) TPPII und andere Proteasen

Daneben gibt es Hinweise darauf, dall weitere Proteasen des Zytoplasmas an der Peptidher-
stellung beteiligt sein konnten (Glas et al., 1998). Vor kurzem wurde ein TPPII (fiir:
Tripeptidyl-Peptidase 1I) genannter Proteasekomplex identifiziert (Geier et al., 1999). TPP II
besitzt in vitro neben einer exo- auch eine endoproteolytische Aktivitdt und ist in der Lage
Peptide herzustellen, die fiir die Beladung von MHC-Klasse-I-Molekiilen geeignet sind.
Obwohl initial angenommen wurde, dal dieser Degradationsweg nur im Fall von verminder-
ter, bzw. inhibierter Proteasom-Aktivitdt zum Tragen kommt, weisen neueste Studien darauf
hin, daB3 verschiedene Zelltypen Unterschiede in den Aktivitidten des Proteasoms, bzw. des
TPPII-Multiproteinkomplexes aufweisen (Gavioli et al., 2001).

Neben dem Proteasom und TPPII sind fiir das endgiiltige Zurechtschneiden der Vorldufer-
peptide wahrscheinlich zusitzliche, im Zytoplasma oder endoplasmatischen Retikulum lokali-
sierte Aminopeptidasen notwendig. Kandidaten im Zytoplasma sind die IFNy-induzierbare
Leucin-Aminopeptidase (Beninga et al., 1998) und die vor kurzem identifizierten (Stoltze et
al., 2000) Proteasen PSA (Puromycin-sensitive Aminopeptidase) und BH (Bleomycin
Hydrolase).

1.1.1.2 Transport der Peptide in das endoplasmatische Retikulum

Wihrend {iber den Transport der Peptide vom Proteasom zum ER noch wenig bekannt ist, ist
der Import der Peptide in das ER besser verstanden. Die zentrale Rolle spielt ein hetero-
dimeres, in die ER-Membran eingelagertes Molekiil mit dem Namen ,,transporter associated

with antigen processing* (TAP), welches aus den Untereinheiten TAP1 und TAP2 besteht.
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Diese sind iliber mehrere putative Transmembrandoménen in der Membran des ER verankert
und transportieren die Peptide ATP-abhéngig in das Lumen des ER. Die Linge der transpor-
tierten Peptide liegt zwischen 7-16 Aminosduren. Wihrend Peptide mit basischen Amino-
sduren an den Enden eine hohere Affinitdt aufweisen, werden Peptide mit sauren Amino-

sduren schlecht transportiert (Uebel et al., 1997).

1.1.1.3 Peptidbeladung von MHC-KIlasse-I1-Molekulen

Neu-synthetisierte MHC-Klasse-I-Molekiile werden kotranslational in die Membran des ER
eingelagert und liegen dort gebunden an ER residente Chaperone, wie Calnexin, BiP und
Calretikulin vor, die zur Faltung einer Vielzahl von Proteinen notwendig sind (ER
housekeeping Chaperones). Zudem halten die Chaperone MHC-Klasse-I-Molekiile in einer
fiir die Peptidbindung optimalen Konfiguration und schiitzen sie vor Degradation (Grandea et
al., 1997). Nur etwa 5% der ins ER transportierten Peptide sind in der Lage, an MHC-Klasse-
I-Molekiile zu binden (Rammensee et al., 1997). Die iibrigen 95% werden wahrscheinlich
iiber das Translokon (Sec61p Kanal) zuriick in das Zytoplasma exportiert und dort vollstindig
degradiert (Koopmann et al., 2000). Nach Bindung eines geeigneten Peptides werden MHC-
Klasse-I-Molekiile aus dem ER iiber den Golgiapparat an die Zelloberfliche gebracht.

1.1.2 Der MHC-KIlasse-11-Prasentationsweg

Auch hier soll mit einem Uberblick iiber die wichtigsten Schritte des Prisentationsweges be-
gonnen werden. Neu-synthetisierte - und [-Ketten assoziieren im endoplasmatischen
Retikulum zu MHC-Klasse-II-Heterodimeren, die im Komplex mit einem ,,invariante Kette*
(I1) genannten Chaperon vorliegen.

Die invariante Kette verhindert eine frithzeitige Peptid-Beladung von MHC-Klasse-II-Mole-
kiilen im ER und ist an einer Vielzahl weiterer Schritte in diesem Prédsentationsweg beteiligt
(Ubersicht bei Busch et al., 2000). Nach dem Transport in das endosomale System kénnen die
MHC-Klasse-I1I-Molekiile durch Dissoziation von li mit Peptiden beladen werden.

Diese stammen hauptsédchlich von Proteinen, die im endosomalen/lysosomalen System abge-
baut werden, wie zum Beispiel extrazelluldre Proteine, aber auch endogene membranstdndige
und endosomale Proteine der Zelle. Das endosomale/lysosomale System beherbergt ein kom-
plexes Gemisch an Proteasen, die eine Doppelfunktion fiir den MHC-Klasse-II-Antigenpri-

sentationsweg haben.
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Zum einen sind sie fiir die Herstellung antigener Peptide notwendig, zum anderen aber auch

fiir die Reifung (li-Degradation) von MHC-Klasse-II-Molekiilen (Abb. 3).

Antigenaufnahme
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Abbildung 3: Der klassische MHC-Klasse-I1-Antigenpréasentationsweg

MHC-Klasse-II-Molekiile gelangen in einem nonameren Komplex (li; 03 ;) iiber das Trans-Golgi-Netzwerk
(TGN) in das endosomale/lysosomale System. Dort finden die Reifung der MHC-Klasse-II-Molekiile (Abbau
von li), die Antigendegradation und die Beladung von MHC-Klasse-II-Molekiilen mit Peptiden (gelbe, bzw.
grine Dreiecke) statt. MHC-Klasse-II-Peptid-Komplexe werden dann iiber spezielle Vesikel (CIIV) zur
Zelloberflache gebracht. Zusétzlich konnen bereits beladene MHC-Klasse-1I-Molekiile nach Endozytose erneut
an Peptide binden (Recycling). Abkiirzungen: PM: Plasmamembran; 1iP22/1iP10/CLIP: Degradationsprodukte
der invarianten Kette (siche Text); MIIC/CIIV: MHC-class-II-compartments/class-II-vesicles.

Die Beladung mit Peptiden kann in verschiedenen Teilen des endosomalen Systems erfolgen,
hauptséchlich jedoch in spédten endosomalen Kompartimenten, die reich an MHC-Klasse-1I-
Molekiilen sind und MIIC (MHC-class-II-compartments) genannt werden (Ubersicht bei
Pierre und Mellman, 1998 b). Beladene MHC-Klasse-1I-Molekiile werden {iber Transport-
vesikel (CIIVs: class-II-vesicles) zur Zelloberfliche gebracht (Ubersicht bei Mellman und
Steinman, 2001; Turley et al., 2000) und dort fiir bis zu 36 Stunden présentiert. Im Gegensatz
zu MHC-Klasse-I-Molekiilen konnen schon einmal beladene, internalisierte MHC-Klasse-11-
Molekiile im friithen endosomalen System erneut mit Peptiden beladen werden (Pinet et al.,
1995; Pinet et al., 1998) und wieder an die Zelloberfliche gelangen; dieser Beladungsweg

wird ,,MHC-Klasse-II Recycling-Présentationsweg® genannt.
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1.1.2.1 Antigenaufnahme

Eine Hauptaufgabe professioneller antigenpriisentierender Zellen ist die Uberwachung des
extrazelluldren Milieus auf eingedrungene Pathogene (Bakterien, Viren, toxische Proteine).
Die Aufnahme exogenen Materials vollzieht sich hauptsdchlich auf drei verschiedene Arten:
Rezeptor-vermittelte Endozytose, Phagozytose und Macropinozytose. Wéhrend es sich bei
den ersten beiden um eine induzierbare Aufnahme handelt (Ubersicht bei Schmid, 1997), ist
Macropinozytose/Pinozytose ein kontinuierlich ablaufender ProzeB (Ubersicht bei Swanson
und Watts, 1995).

Die pAPCs zeigen aufgrund verschiedener Lokalisation und Aufgaben im Rahmen einer
Immunantwort eine unterschiedlich starke Nutzung der Mechanismen zur Antigenaufnahme.
B-Zellen und Makrophagen besitzen Oberfldchenrezeptoren (B-Zell Rezeptor, Mannose- und
Fukoserezeptoren, Fc- und Komplement-Rezeptoren), die an 16sliche Proteine, bakterielle
Zellwandbestandteile und opsonisierte Pathogene binden konnen und so die Endozytose ein-
leiten; die Fahigkeit zur konstitutiven Makropinozytose ist gering. Dendritische Zellen haben
dagegen neben der Ausstattung mit spezifischen Rezeptoren fiir die Antigenaufnahme auch
eine hohe konstitutive Fihigkeit, extrazelluldre Fliissigkeit durch Pinozytose, bzw. Makro-
pinozytose aufzunehmen.

Im Gegensatz dazu zeigen nicht-professionelle APCs sowohl nur eine geringe pinozytotische
Aktivitdt als auch keine Expression von spezifischen Rezeptoren, weshalb sie extrazelluldre

Antigene um ein Vielfaches schlechter prasentieren.

1.1.2.2 Antigenprozessierung im endosomalen/lysosomalen System

Die Mechanismen, die zur Herstellung von Peptiden und zur Beladung von MHC-Klasse-II-
Molekiilen fiihren, unterscheiden sich grundlegend vom MHC-Klasse-I-Prisentationsweg.
Wihrend fiir MHC-Klasse-I das Proteasom den Hauptanteil an der Herstellung der Peptide
hat, ist die Situation fiir MHC-Klasse-II komplexer. Dies liegt unter anderem daran, daf3 das
endosomale/lysosomale System aus verschiedenen Kompartimenten zusammengesetzt ist, die
sich in ihrer proteolytischen Aktivitdt unterscheiden und im Folgenden kurz beschrieben
werden sollen. Das endosomale System 148t sich in friihe und spdte Endosomen unterteilen.
Friihe Endosomen finden sich hauptsdchlich in der Peripherie der Zelle und haben einen

schwach sauren pH-Wert.
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In diesem Kompartiment finden Sortierungsprozesse statt, die dazu fithren, dall Proteine
entweder zur vollstdndigen Degradation in spite Endosomen und Lysosomen, oder aber
wieder zuriick an die Zelloberflache gebracht werden (Recycling von Oberflachenrezeptoren).
Neben dem Eintrittsweg iiber die Endozytose werden die Enzyme des endosomalen und
lysosomalen Systems nach dem Transport durch den Golgiapparat iiber Bindung an spezielle
Rezeptoren direkt in frithe Endosomen gebracht. Spite Endosomen befinden sich mehr im
Inneren der Zelle und stehen mit frithen Endosomen iiber Mikrotubuli-abhingigen Vesikel-
transport in Verbindung. Auch aus diesem Kompartiment kénnen Proteine fiir eine erneute
Verwendung von anderen getrennt werden. Aufgrund des niedrigen pH-Wertes kommt es zu
einer Aktivierung der aus den frilhen Endosomen importierten Enzyme. Die Verbindung
zwischen spédten Endosomen und Lysosomen ist noch schlecht verstanden; diskutiert wird ein
Reifungsprozefl von spidten Endosomen durch kontinuierliche Ansduerung oder eine Ver-
schmelzung von Endosomen mit Lysosomen.

Lysosomen haben einen stark sauren pH-Wert, ein aggressives proteolytisches Millieu und
sind wie spdte Endosomen in der Nihe des Zellkerns lokalisiert. Ein besonderes Merkmal
dieser Vesikel ist ihre hohe Dichte, wodurch sie von Endosomen zu unterscheiden sind.
Ausschlaggebend fiir die effiziente Herstellung antigener Peptide ist ein Gleichgewicht
zwischen Degradation und geniigend langer Halbwertszeit der Peptidfragmente. Nach dem

gegenwartigen Modell sind diese Bedingungen besonders gut in spaten Endosomen gegeben.

frihe spate
Endosomen Endosomen Lysosomen

—— proteolytische Aktivitat
el e Peptide

»— intakte Proteine

Abbildung 4: Proteindegradation und Peptidherstellung im endosomalen/lysosomalen
System

Dargestellt sind wichtige Parameter, die sich an verschiedenen Stellen im endosomalen/lysosomalen System
unterscheiden (in Anlehnung an Vogt und Kropshofer, 1999). In frithen Endosomen ist der Anteil an noch
intakten Proteinen aufgrund der geringen proteolytischen Aktivitit hoch, ganz im Gegensatz zu Lysosomen. Die
besten Voraussetzungen fiir die Herstellung antigener Peptide hat das Milieu der spdten Endosomen.
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Eine Ubersicht iiber die Proteasen, ihre Aktivititen und potentielle Beteiligung an der
Antigenprozessierung ist in Tabelle 1 dargestellt. So ist es, bis auf eine Ausnahme (Manoury
et al., 1998), trotz der Identifikation vieler im endosomalen/lysosomalen System prozessierter
Antigene bisher nicht moglich gewesen, eine fiir die Peptidherstellung essentielle Protease zu
finden. Eine mogliche Ursache hierfiir konnte die hohe Redundanz der verschiedenen Prote-

asen bei der Antigendegradation sein.

Tabelle 1: Proteasen des endosomalen/lysosomalen Systems

Cystein-Proteasen Proteolytische Verbreitung Funktion im MHC-
Aktivitat I1-Prasentationsweg

Cathepsin B Carboxypeptidase* ubiquitér Antigenprozessierung

Cathepsin C Aminopeptidase ubiquitér Antigenprozessierung

Cathepsin F Endoprotease ubiquitér Antigenprozessierung,
li-Degradation

Cathepsin H Aminoprotease™ ubiquitér Antigenprozessierung

Cathepsin K Endoprotease Osteoklasten li-Degradation

Cathepsin L Endoprotease ubiquitir li-Degradation
(Thymus)

Cathepsin O unbekannt ubiquitér unbekannt

Cathepsin S Endoprotease APCs li-Degradation

Cathepsin V (L2) Endoprotease Thymus, Testis li-Degradation

Cathepsin W unbekannt CD8-, NK-Zellen unbekannt

Cathepsin Z unbekannt ubiquitér Antigenprozessierung

Legumain/AEP Asparaginase ubiquitdr Antigenprozessierung

Aspartyl-Proteasen

Cathepsin D Endoprotease ubiquitér Antigenprozessierung

Cathepsin E Endoprotease ubiquitir Antigenprozessierung

* fir diese Proteasen gibt es auch Hinweise auf limitierte, eventuell pH-abhingige endoproteolytische
Aktivititen

Generell lassen sich die Proteindegradationswege nach ihrer Abhingigkeit von bestimmten
Proteasen klassifizieren (Ubersicht bei Villadangos und Ploegh, 2000; Watts, 2001). Zum
einen besteht die Notwendigkeit fiir eine spezifische Protease, wie zum Beispiel AEP
(Asparaginyl-Endopeptidase) im Falle der Prozessierung von Tetanus-Toxin, die essentiell fiir
die Initiation, aber auch weitere Schritte der Degradation bis hin zur Herstellung der ent-
sprechenden Peptide ist, zum anderen kann ein Abbauweg aufgrund der Redundanz von einer
bestimmten Protease unabhingig sein. Der erste Weg konnte als ,,Protease-abhingig®, der
letzte als ,,Protease-unabhingig* klassifiziert werden. Ein weiterer, fiir beide Wege wichtiger

Schritt, ist die Spaltung intramolekularer Disulfidbriicken.
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Hierfiir sind endosomale Thiol-Reduktasen, wie zum Beispiel das erst kiirzlich beschriebene
Enzym GILT (y-IFN inducible lysosomal thiol reductase; Arunachalam et al., 2000) verant-
wortlich.

Eine wichtige Rolle im Protease-unabhédngigen Weg konnten auch MHC-Klasse-11-Molekiile
selbst spielen. Wie schon angedeutet hat die Peptidbindungstasche eine an den Enden offene
Konfiguration (Abb. 1), was die Bindung sowohl ldngerer Peptide (Degradationsintermedia-
te), als auch ganzer (entfalteter) Polypeptidketten ermdglicht (Deng et al., 1993; Nelson et al.,
1997; Castellino et al., 1998). Auf diese Weise wiirden MHC-Klasse-II-Molekiile das
antigene Peptid vor Degradation schiitzen, nicht aber die {iberhdngenden Enden der Poly-
peptidkette, die von verschiedenen Endo- bzw. Exopeptidasen abgebaut werden konnten. Das
MHC-Klasse-II-Heterodimer hétte somit eine aktive Rolle in der Peptidselektion und
Antigendegradation.

Eine wichtige regulatorische Aufgabe in der Antigenprozessierung scheinen auch endogene
Proteaseinhibitoren, wie etwa Cystatin C zu haben (Pierre und Mellman, 1998 a). Durch sie
werden, je nach Entwicklungsstadium der professionellen antigenpréisentierenden Zelle,
Proteasen aktiviert, bzw. inhibiert. Dieser bisher noch wenig bekannte Weg konnte eine diri-
gierende Wirkung sowohl auf die Antigenprozessierung, als auch auf die Reifung von MHC-

Klasse-I1I-Molekiilen haben.

1.1.2.3 Die Reifung und Beladung neu-synthetisierter MHC-Klasse-11-Molekle

Wie schon angedeutet liegen neu-synthetisierte MHC-Klasse-1I-Molekiile im ER im Komplex
mit der invarianten Kette vor. Dieses MHC-Klasse-II-spezifische Chaperon erfiillt mehrere
Aufgaben im MHC-Klasse-II-Antigenprisentationsweg (Ubersicht bei Cresswell, 1994).

Zum einen ist die invariante Kette fiir die richtige Faltung der Heterodimere im ER (Anderson
et al., 1992) und zum anderen fiir den Transport der MHC-Klasse-II-Molekiile in das endoso-
male System (Lamb et al., 1991) wichtig. Hierfiir ist ein im zytoplasmatischen Teil der invari-
anten Kette enthaltenes Di-Leucin Motiv verantwortlich (Bakke et al., 1990). Zusétzlich dazu
bindet eine konservierte, CLIP (class-II-associated invariant chain peptide) genannte Region
des Chaperons an die Antigenbindungstasche des MHC-Klasse-II-Heterodimeres (Roche et
al., 1991; Chisz et al., 1993; Avva et al., 1994) und verhindert so eine vorzeitige Beladung
von MHC-Klasse-II im peptidreichen Milieu des ER.

11
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Weiterhin kommt es iiber eine in der invarianten Kette enthaltene Trimerisierungsdoméne zur
Ausbildung einer nonameren Struktur aus drei Molekiilen li, die jeweils im Komplex mit
einem MHC-Klasse-II-Heterodimer vorliegen. Dieser Komplex wird aus dem ER in das endo-
somale System transportiert. Zusitzlich dazu gibt es Hinweise darauf, daB3 li oder Spleifivari-
anten davon, an der Regulation bestimmter Proteasen in Endosomen und Lysosomen beteiligt
sind (Ogrinc et al., 1993; Bevec et al., 1996).

Ein essenticller Vorgang im Klasse-II-Priasentationsweg ist die schrittweise li-Degradation
durch endosomale Proteasen und die Freigabe der Peptidbindungstasche des MHC-Klasse-I1-
Komplexes (Abb. 5).

. TM Trlmer|S|erung
[ NI CcLIP IS

Nicht-Cystein I —
Protease(n)

P22 v mm ce

Cystein
Protease(n) [ ]

P10 N cue

Cathepsin S (B, DC)
Cathepsin L (TEC) [

CLIP

Abbildung 5: Degradation der invarianten Kette im endosomalen System

Schematische Darstellung der Domédnen und des Abbaus der invarianten Kette (li), der sich in drei Schritten
vollzieht (siche auch Text). Nach der Abspaltung von zwei C-terminalen Fragmenten durch noch nicht genau
definierte Cystein-, bzw. nicht-Cystein Proteasen, kommt es abhédngig vom Zelltyp zur Freisetzung des CLIP-
Fragmentes durch Cathepsin S oder L. Abkiirzungen: N: Aminoterminus; C: Carboxyterminus; TM: Transmem-
brandoméne; 1iP22, 1iP10: Proteolytisch modifizierte li-Fragmente; B: B-Zellen; DC: dendritische Zellen; TEC:
Thymus-Epithelzellen.

Im Gegensatz zur Antigenprozessierung sind hier einige der verantwortlichen Proteasen
bekannt. Der Abbau beginnt mit der Abspaltung eines C-terminalen Fragmentes, das auch die
Trimerisierungsdoméne enthilt; dies fiihrt zu einer Dissoziation des nonameren Komplexes.
Der entstehende 1i1P22/MHC-Klasse-1I-Komplex wird im nichsten Schritt weiter C-terminal
verkiirzt (liP10-Fragment). SchlieBlich wird durch einen letzten Spaltvorgang die invariante
Kette vom MHC-Klasse-II-Dimer getrennt, wobei nur noch das in der Antigenbindungstasche

gebundene CLIP-Fragment mit dem MHC-II-Molekiil assoziiert bleibt (siche auch Abb. 3).
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Wihrend fiir die ersten beiden Schritte nur bekannt ist, da nicht-Cystein-, bzw. Cystein-
Proteasen notwendig sind, ist die essentielle Rolle von Cathepsin S (in B-Zellen und dendri-
tischen Zellen) und Cathepsin L (in Thymus-Epithelzellen) flir den letzten Degradationsschritt
akzeptiert (Riese et al., 1996; Nakagawa et al., 1998; Shi et al., 1999; Nakagawa et al., 1999).

Fiir die Entfernung von CLIP und die Beladung der MHC-Klasse-II-Molekiile mit antigenen
Peptiden sind wahrscheinlich zwei weitere, nicht klassische MHC-Klasse-II-Molekiile not-
wendig, die HLA-DM, bzw. HLA-DO genannt werden (Ubersicht bei Vogt und Kropshofer,
1999; Busch et al., 2000).

Die Aufgabe von HLA-DM liegt in einer Chaperonfunktion bei der Beladung von leeren,
bzw. CLIP gebundenen MHC-Klasse-II-Heterodimeren mit geeigneten Peptiden (Sloan et al.,
1995). Dies zeigt sich eindrucksvoll in Zellinien, denen dieses Molekiil fehlt, da ein GroBteil
der Klasse-II-Molekiile auf der Zelloberfliche mit CLIP beladen ist (Fling et al., 1994).
Zusitzlich verhindert die Bindung von HLA-DM an MHC-Klasse-II-Molekiile deren Aggre-
gation bei sehr niedrigen pH-Werten. Die genaue Funktion von HLA-DO ist noch nicht
bekannt, in vitro Studien deuten aber auf cine pH-abhidngige Regulation der HLA-DM-
Aktivitét hin (Kropshofer et al., 1998; Liljedahl et al., 1998).

Die Beladung von MHC-Klasse-II-Molekiilen ist wahrscheinlich nicht an spezielle Komparti-
mente gebunden, sondern kann iiberall im endosomalen/lysosomalen System mit unterschied-
licher Effizienz erfolgen (Castellino et al., 1995). Peptid/MHC-Klasse-II-Komplexe werden
dann iiber Transportvesikel (CIIVs) zur Zelloberfliche transportiert, wo sie von T-Zellen

erkannt werden konnen.

1.1.3 Die Dichotomie MHC-restringierter Antigenprasentation

Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde ein Modell aufgestellt, das auch unter der Bezeichnung
,.Dichotomie MHC-restringierter Antigenprisentation* bekannt ist (Ubersicht bei Pieters,
2000). Diese Theorie besagt, dal die beiden MHC-Klassen Proteinfragmente aus unter-
schiedlichen zelluliren Kompartimenten prisentieren (Ubersicht bei Braciale et al., 1987).
Proteine des Zytoplasmas und des Zellkerns werden im Kontext von MHC-Klasse-1, Proteine
des extrazelluldren Raumes und des endosomalen/lysosomalen Systems dagegen im Kontext

von MHC-Klasse-II prasentiert (Abb. 6).
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Die experimentelle Grundlage fiir dieses Modell lieferte die Elution und Sequenzierung von
Peptiden, die an MHC-Klasse-I und -II gebunden waren (Rudensky et al., 1991; Chicz et al.,
1992; Hunt et al., 1992; Rammensee et al., 1993) und Studien mit aktiven, bzw. inaktivierten

Viren (Morrison et al., 1986).
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Abbildung 6: Die Dichotomie MHC-restringierter Antigenprasentation

Peptide, die im Kontext von MHC-Klasse-I-, bzw. MHC-Klasse-II-Molekiilen prasentiert werden, stammen aus
unterschiedlichen zelluldren Kompartimenten. Proteine aus dem extrazelluldren Raum werden im endosomalen-
und lysosomalen-System degradiert und im Kontext von MHC-Klasse-1I-Molekiilen prisentiert. Dagegen
werden Peptide von Proteinen, die im Zytoplasma abgebaut werden, im Kontext von MHC-Klasse-I-Molekiilen
présentiert.

Jedoch gibt es auch eine wachsende Anzahl von ,,Ausnahmefillen” (Malnati et al., 1992; Lich
et al., 2000; Mukherjee et al., 2001), die eine strikte Trennung der Herkunft (Zytoplasma/en-
dosomales System) der auf MHC-Molekiilen présentierten Peptide in Frage stellen und auf

die Existenz anderer, sogenannter alternativer Antigenprasentationswege schlie3en lassen.

1.2 Alternative Antigenprasentationswege

1.2.1,,Cross Presentation* im MHC-KIlasse-1-Prasentationsweg

Erste Hinweise auf die Existenz alternativer Antigenpréasentationswege lieferten Experimente,
in denen Mause mit Zellen einer Spendermaus immunisiert worden waren, die sich sowohl im
MHC-Klasse-I-Phédnotyp als auch in der Expression eines Minor-Histokompatibilitdtsantigens

(mHA) vom Empféinger unterschieden (Bevan et al., 1976).
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Die auftretenden CD8+ T-Zellen der Empfangermaus erkannten mHA-Peptide der Spender-
zellen im Kontext der MHC-Molekiile des Empfingers, was darauf hindeutete, daB3 die
Immunantwort nicht von der transplantierten Spenderzelle, sondern von einer Zelle des
Empfingers, die das Antigen aufgenommen haben mufte, induziert worden war.

Dies steht im klaren Gegensatz zum klassischen MHC-Klasse-I-Antigenpriasentationsweg, in
dem nur Proteine, die von der antigenprésentierenden Zelle selbst gemacht werden (haupt-
sdchlich im Zytosol/Nukleus), auf MHC-Klasse-I prisentiert werden.

Zuséatzliche Bestitigung erhielt diese Theorie durch Experimente mit inaktivierten Viren
(Schrader und Edelman, 1977) und der exogenen Zufuhr von 16slichen Proteinen (Wiktor et
al., 1977; Jay et al., 1978; Carbone und Bevan, 1990), die auch in der Lage waren, CD8+ T-
Zell-Antworten zu induzieren. Obwohl viele Details dieses ,,cross-presentation® (Ubersicht
bei Yewdell et al., 1999 b) genannten Antigenprésentationsweges noch ungeklart sind, lassen
sich zwei verschiedene Mechanismen erkennen, die aufgrund ihrer Abhéngigkeit vom TAP-

Transporter unterschieden werden konnen (Abb. 7).

Proteasom

Abbildung 7: Mechanismen zur Beladung von MHC-KIlasse-1-Molekilen mit endo-
zytierten Antigenen

Aufgenommenes Material konnte intakt oder in teilweise prozessiertem Zustand (3-12kDa Fragmente) aus den
Endosomen ins Zytoplasma entkommen, wodurch eine Proteasom- und TAP-abhéngige Prozessierung und Bela-
dung auf MHC-Klasse-I stattfinden konnte (1). Alternativ wére auch eine Beladung mit Peptiden im
endosomalen System denkbar, die unabhingig vom TAP-Transporter ablaufen wiirde (2). Abkiirzungen: ER:
endoplasmatisches Retikulum; TAP: transporter associated with antigen processing.
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In dem TAP-abhingigen Prisentationsweg wird postuliert, dal endozytiertes Material aus
dem endosomalen System in das Zytoplasma gelangt (endosomal escape). Dies kann ent-
weder noch intakt (Yewdell et al., 1988) oder in teilweise degradierter Form (vorwiegend 3-
12kDa Fragmente; Rodriguez et al., 1999) stattfinden. Die endgiiltige Prozessierung wiirde
dann im Zytoplasma ablaufen, wo die Peptide liber TAP in das ER transportiert werden.

Im Gegensatz dazu wiirde bei dem TAP-unabhidngigen Weg die Beladung von MHC-Klasse-
I-Molekiilen mit Peptiden im endosomalen System (Stryhn et al., 1996) oder auf der Zellober-
fliche (Rock et al., 1991) erfolgen, wodurch sich die Unabhéngigkeit von zytoplasmatischer
Prozessierung und TAP erkléren lieBe.

Eine besonders wichtige Rolle spielt diese Form der Antigenprasentation auf MHC-Klasse-I-
Molekiilen in dendritischen Zellen, die sehr effizient phagozytiertes und macropinozytiertes
Material im Kontext von MHC-Klasse-I prasentieren konnen (Shen et al., 1997; Albert et al.,
1998; Sigal et al., 1999; Norbury et al., 2001). Dies ist essentiell fiir die Induktion einer

Immunantwort gegen Mikroorganismen, welche die dendritischen Zellen nicht infizieren.

1.2.2 Prasentation endogener Proteine im Kontext von MHC-KIlasse-11-Molekilen

In Analogie zur Entdeckung des alternativen MHC-Klasse-I-Prasentationsweges gab es auch
fiir die Existenz eines alternativen MHC-Klasse-II-Beladungsweges schon seit ldngerer Zeit
Hinweise aus verschiedenen experimentellen Systemen. Im Falle der Masern-Infektion konnte
gezeigt werden, dal3 zytoplasmatische Proteine des Virus im Kontext von MHC-Klasse-II
prisentiert werden (Jacobson et al., 1989). Ahnliches gilt fiir das Influenza A Matrix Protein
M1 (Nuchtern et al., 1990).

Dal} es sich bei diesen Phidnomenen nicht um Ausnahmen handelt, wurde durch biochemische
Peptid-Elutions-Studien belegt, die einen signifikanten Anteil MHC-Klasse-II gebundener
Peptide fanden, die von zytoplasmatischen und nukleédren Proteinen abstammten (Rudensky et
al., 1991; Chicz et al., 1993; Dongre et al., 2001). SchlieBlich konnte auch in in vitro und in
vivo Studien mit Modellantigenen gezeigt werden, dal Proteine des Zytoplasmas und des
Zellkerns im Kontext von MHC-Klasse-II préasentiert werden kdnnen (Sant, 1994; Oxenius et
al., 1995; Guéguen und Long, 1996; Qi et al., 2000). Da es sich hierbei um die Beladung von
MHC-Klasse-I1-Molekiilen mit Peptiden von in der Zelle synthetisierten Proteinen handelte,
wurde dieser Prédsentationsweg ,.endogener MHC-Klasse-II-Prisentationsweg®™ genannt

(Ubersicht bei Lechler et al., 1996).
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Die einzelnen Schritte dieses Présentationsweges sind noch kaum verstanden. Diskutiert
werden eine Antigenprozessierung im Zytoplasma (Lich et al., 2000; Mukherjee et al., 2001)
oder eine vorzeitige Beladung von MHC-Klasse-1I-Molekiilen im ER entweder mit Peptiden
oder mit falsch gefalteten lingeren Polypeptidketten (Ubersicht bei Marelli-Berg und Lechler,
1999). In letzterem Fall wiirde die Prozessierung nach Eintritt dieses Komplexes in das endo-
somale System erfolgen. Im Falle zytosolischer Prozessierung und Beladung mit Peptiden im
ER miifite eine Abhdngigkeit vom TAP-Transporter postuliert werden, allerdings gibt es fiir
diesen Weg noch keine schliissigen Beweise. Andere Studien zeigen eine eindeutige TAP-
Unabhingigkeit auf (Malnati et al., 1992). Weitere, experimentell noch nicht hinterfragte
Moglichkeiten zum Import zytoplasmatischer Proteine in das endosomale/lysosomale System
und somit zur Beladung auf MHC-Klasse-1I-Molekiile stellen Autophagie, bzw. der direkte
Import von Proteinen in Lysosomen dar (Ubersicht bei Dice, 1990; Ohsumi, 2001).

1.3 Endogene MHC-KIlasse-11-Antigenprasentationswege sind die Basis
wichtiger immunologischer Prozesse

Anhand zweier Beispiele soll dargestellt werden, wie eine bessere Kenntnis endogener MHC-
Klasse-II-restringierter Antigenprisentation zur Aufkldrung bisher wenig verstandener
immunologischer Phdnomene beitragen konnte. Beim ersten handelt es sich um die Prisenta-
tion endogener Proteine auf Thymus-Epithelzellen (TEC) zur Toleranzinduktion und beim
zweiten um die Rolle endogener Antigenprédsentation auf Tumorzellen zur Induktion einer
antitumoralen Immunantwort.

Nach einem aktuellen Modell (Ubersicht bei Klein und Kyewski, 2000) induzieren die ver-
schiedenen Typen von MHC-Klasse-II positiven Zellen im Thymus Toleranz gegen Proteine
unterschiedlicher Herkunft. Die aus dem Knochenmark stammenden dendritischen Zellen
haben eine hohe Kapazitit zur Aufnahme exogener Proteine und sind wahrscheinlich verant-
wortlich fiir die Toleranzinduktion gegeniiber ubiquitdren Serumproteinen (hdmatopoetisches
Selbst). Dagegen sind die Epithelzellen im Kortex des Thymus kaum in der Lage exogene
Proteine aufzunehmen und présentieren vor allem Peptide endogener Proteine (nicht-hdmato-
poetisches Selbst). Es finde also eine Aufgabenteilung in der Toleranzinduktion gegeniiber

endogenen und exogenen Antigenen statt.
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Die molekularen Mechanismen, die zu diesen verschiedenen Prisentationsprogrammen
(endogen gegeniiber exogen) fithren und somit auch auftretende Fehler in der Toleranzinduk-
tion (Autoimmunitit), sind aufgrund fehlender Informationen iiber die endogene MHC-
Klasse-II-restringierte Antigenprasentation kaum verstanden.

Die meisten Tumoren exprimieren nicht konstitutiv MHC-Klasse-II-Molekiile, konnen jedoch
durch Zytokine dazu induziert werden. Die Rolle der direkten Pridsentation von Tumor-
assoziierten Antigenen (TAA) auf MHC-II im Verlauf einer Tumorerkrankung ist unklar.
Wihrend eine MHC-Klasse-II-Expression auf Zellen des Brust-, Kolon-, Zervix-, und
Larynxkarzinoms mit einer guten Prognose einhergeht (Hilders et al., 1993; Jackson et al.,
1996; Diedrichsen et al., 1997), ist genau das Gegenteil fiir das maligne Melanom und Osteo-
sarkome der Fall (Moretti et al., 1997; Trieb et al., 1998). Es gibt Hinweise, dall die
Erkennung von TAA auf Tumorzellen durch CD4+ T-Zellen {iber direkte (Zytotoxizitit) und
indirekte (Hilfe fiir CD8+ T-Zellen, Zytokinsekretion) Mechanismen (Armstrong et al., 1997,
Manici et al., 1999; Mumberg et al., 1999) zur TumorabstoBung beitragen kénnte (Ubersicht
bei Pardoll und Topalian, 1998). Zur Klirung der Frage, warum die MHC-Klasse-II-
Expression auf Tumoren sowohl positive als auch negative Folgen fiir den Verlauf der
Krankheit haben kann, sind bessere Kenntnisse iiber die prisentierten endogenen Antigene,
die Erkennung durch CD4+ T-Zellen und damit wiederum das Verstindnis der molekularen

Grundlagen endogener MHC-Klasse-II-restringierter Antigenprisentation notwendig.
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1.4 Fragestellung der Arbeit

Die molekularen Mechanismen, die zur Priasentation von Peptiden zytoplasmatischer Proteine
im Kontext von MHC-Klasse-II-Molekiilen fiihren, sind weitgehend unverstanden. Diese
Form der Antigenprésentation spielt eine wichtige Rolle in verschiedenen zentralen immuno-
logischen Abldufen, weshalb eine bessere Kenntnis dieses Antigenpridsentationsweges
notwendig ist. Da die zur Verfiigung stehenden Modellsysteme nur sehr eingeschriankte
Aussagen zulassen, war das erste Ziel der Arbeit die Etablierung eines neuen Modellsystems,
in dem dieser Prisentationsweg besser untersucht werden kann. AnschlieBend sollte durch
immunologische, biochemische und zellbiologische Methoden versucht werden, den

endogenen MHC-Klasse-1I-Antigenpriasentationsweg zu charakterisieren.
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2 Material

2.1 Zellinien

- Fiir die Antigenprésentationsstudien wurden die folgenden Zellinien (Simons et al., 1997)

mit dem angegebenen HLA-Phénotyp als antigenprisentierende Zellen verwendet:

HLA-A HLA-B HLA-C HLA-DR-B1 HLA-DQ- HLA-DP-B1

Bl
LCL 1.11 2;26 wo;18:41 7 1501;1301  0602;0301  0301;0402
LCL 1.25%* 3;24 w4;6;7;51 7 0101;1101  0501;0301  n.b.
RCC 1.24-NeoR 1;2 w6;39;62 1;7 0101;0801  0501;0402  0301;0401

& LCL 1.24

Abkiirzungen: n.b.: nicht bestimmt

* Durch funktionelle Untersuchungen ist bekannt, da3 diese Zellinie HLA-DP3 negativ ist.

- Die Detektion der Présentation des NeoR-Peptides (DRYQDIALATRDIA) im Kontext von
HLA-DP3, bzw. des Himagglutinin-Peptides (PKYVKQNTLKLAT) im Kontext von HLA-
DRI erfolgte mit den CD4+ T-Zellklonen 20-4/A4, bzw. Clonel. Der Nachweis des Tyrosi-
nase-Peptides (YMNGTMSQV) im Kontext von HLA-A2 erfolgte mit einem Tyrosinase-
spezifischen CD8+ T-Zellklon.

- Fiir biochemische und zellbiologische Experimente wurde die 293T-Zellinie (zur Verfiigung

gestellt von Prof. G. Hobom) verwendet.

Im Rahmen der Arbeit wurde die Zellinie LCL 1.11-ICP47 hergestellt, die den Vektor
pINCO-ICP47 stabil als Episom enthilt. Als Selektionsmarker ist das Puromycin-Resistenz-

gen auf dem Plasmid enthalten.

2.2 Bakterienstamme

Es wurden ausschlieBlich die Escherichia coli-Stimme XL1-blue (Stratagene) und DH5a
(GibcoBRL) verwendet.
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2.3 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion GmbH (Martinsried) synthetisiert.
NeoR for: 5'-ATGATTGAACAAGATGGA-3"

NeoR anti: 5'-GCGAAGAACTCGTCAAGAAGGC-3"

HA-Tag sense:
5"-GGCCGCATGTTACCCTTATGATGTGCCGGATTATGCCTCCCTTTGAT-3"
HA-Tag antisense:
5-CTAGATCAAAGGGAGGCATAATCCGGCACATCATAAGGGTAACATGC-3"
hApg5 for: 5'-CCACCATGACAGATGACAAAGATGTGC-3"

hApgS rev: 5'-CGATCTCGAGCCTTCAATCTGTTGGCTGTGG-3"

hApg7 for: 5'-GACGACCATGGCGGCAGCTACGGGG-3"

hApg7 rev: 5'-TCTCAGATGGTCTCATCATCG-3"

hApgl2 for: 5’-GACGACCATGGCGGAGGAGCCGCAG-3

hApgl2 rev: 5’-CGATCTCGAGTCATCCCCACGCCTGAGAC-3"

LC3for: 5'-CTTCGCGGCCGCAATGCCGTCGGAGAAGACCTTC-3"
LC3rev:5'-CGATTCTAGATTACACTGACAATTTCATCCCG-3"

2.4 Expressionsplasmide

Fiir alle angefiihrten Plasmide befinden sich Vektorkarten im Anhang.

2.4.1 Zur Verfugung gestellte Expressionsplasmide

pCMV/myc/cyto: Dieses fiir eukaryonte Zellen geeignete Expressionsplasmid (Invitrogen)

enthdlt einen CMV-Promotor und eine Multiple-Klonierungsstelle (MCS), durch die das Gen

der Wahl mit einer Sequenz fiir das myc-Antikorper-Epitop fusioniert werden kann.

Zusdtzlich enthdlt es die Selektionsmarker Neomycin-Phosphotransferase (G 418-

Resistenzgen) und B-Lactamase (Ampicillin-Resistenzgen).

pHL 2823: Eukaryonter Expressionsvektor, der fiir eine humanisierte Form des Griin-fluores-

zierenden Proteins unter der Kontrolle eines CMV-Promotors kodiert (zur Verfiigung gestellt

von Prof. G. Hobom, Giel3en).
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PINCO-GFP: Dieser Vektor trigt den offenen Leserahmen (ORF) des EBNA1-Proteins und
den Epstein Barr Virus Replikationsursprung oriP und repliziert in eukaryonten Zellen extra-
chromosomal als Episom. Als Selektionsmarker sind eine Puromycin- und Ampicillin-
Resistenz enthalten und der GFP-ORF befindet sich unter der Kontrolle eines pCMV-
Promotors (zur Verfiigung gestellt von Dr. P.G. Pellici, Milano).

PINCO-Tyrosinase: In diesem Vektor wurde der GFP-ORF von pINCO-GFP durch den
ORF fiir das Tumor-assoziierte Antigen Tyrosinase ersetzt (zur Verfiigung gestellt von Dr. J.

Mautner).

PKEX2XR-ICP47: Eukaryonter Expressionsvektor, der den ORF des humanen Herpes
Simplex Virus Gens ICP47 unter Kontrolle eines pCMV-Promotors trigt (zur Verfligung

gestellt von Prof. H. G. Rammensee).

2.4.2 Eigene Expressionsplasmide

pCMV/myc/cyto/NeoR: Der ORF fiir das NeoR-Protein wurde aus pCMV/myc/cyto durch
PCR mit den Primern NeoR for und NeoR anti amplifiziert (PCR-Programm: 1 min 95°C, 1
min 48°C, 2 min 72°C; 35 Zyklen), iiber ein Agarose-Gel aufgereinigt und mit
Polynukleotidkinase (PNK) phosphoryliert. Der Vektor pCMV/myc/cyto wurde durch Verdau
mit Notl linearisiert, die iiberhingenden Enden mit T4-DNA-Polymerase aufgefiillt und die
3"- und 5°-Phosphate durch CIP (Calf intestine phosphatase) entfernt. Nach Aufreinigung
iiber ein Agarose-Gel wurde das NeoR-PCR-Produkt im Verhiltnis 3:1 mit dem Vektor
ligiert. Nach Transformation in E.coli XL-1 blue wurden rekombinante Klone durch
Préaparation von Plasmid-DNA und analytischem Restriktionsverdau identifiziert sowie eine
préparative Plasmidaufarbeitung durchgefiihrt. Die Richtigkeit der Klonierung wurde durch

Sequenzierung (Sequiserve GmbH, Vaterstetten) tiberpriift.

pCMV/myc/cyto/NeoR-GFP: Fiir die Herstellung des NeoR-GFP-Fusionsproteins wurde der
GFP-ORF aus dem Vektor pHL2823 {iber einen Verdau mit Agel, anschlieBender Glittung
der iiberhdngenden Enden mit T4-DNA-Polymerase und abschlieBendem Verdau mit Xbal

mobilisiert und {iber ein Agarose-Gel aufgereinigt.
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Der Vektor pCMV/myc/cyto/NeoR wurde mit Notl gespalten, die Enden mit T4-DNA-
Polymerase geglittet und im Anschlu8 mit Xbal verdaut. Nach Aufreinigung des Vektors
iiber ein Agarose-Gel erfolgte die Ligation des GFP-ORF in pCMV/myc/cyto/NeoR {iber
Nacht bei Raumtemperatur. Die Identifikation positiver Bakterienkolonien und die Verifi-

kation der Sequenz erfolgten wie fiir pCMV/myc/cyto/NeoR beschrieben.

pCMV/myc/cyto/NeoR-HA: Der Vektor pCMV/myc/cyto/NeoR wurde durch Verdau mit
Notl und Xbal gedffnet und iiber ein Agarose-Gel aufgereinigt. Jeweils 5 pl des HA-Tag
»sense” und HA-Tag ,,antisense* Oligonukleotides (je 100 pmol/ul) wurden in einem PCR
Rohrchen gemischt und fiir 5 min auf 95°C erhitzt (Denaturierung). Im Anschlufl an ein
langsames Abkiihlen auf Raumtemperatur (Ausbildung doppelstrangiger DNA) wurden 3 pl
des Gemisches in einer Ligation mit dem geschnittenen Vektor eingesetzt. Die Identifikation
positiver Bakterienkolonien und die Verifikation der Sequenz erfolgten wie fiir

pCMV/myc/cyto/NeoR beschrieben.

PINCO-NeoR, pINCO-NeoR-GFP, pINCO-NeoR-HA: Die Mobilisierung der jeweiligen
Fragmente aus den pCMV-Vektoren (pCMV/myc/cyto/NeoR, pCMV/myc/cyto/NeoR-GFP,
pCMV/myc/cyto/NeoR-HA) erfolgte durch Verdau mit Xbal, anschlieBendem Glitten der
Enden mit T4-DNA-Polymerase, abschlieBendem Verdau mit ECORI und Aufreinigung der
Fragmente iiber ein Agarose-Gel. Der pINCO-GFP-Vektor wurde mit Notl verdaut, T4-DNA-
Polymerase behandelt, abschlieBend mit ECORI verdaut und aufgereinigt. Die Ligation des
pINCO-Vektors mit den jeweiligen Fragmenten erfolgte im Verhéltnis 1:3.

PINCO-ICP47: Das ICP47-Fragment wurde aus dem Vektor pKEX2XR-ICP47 durch
Verdau mit Sacl, Gléitten der Enden mit T4-DNA-Polymerase und Verdau mit Notl isoliert
und in den mit Hindlll/T4-DNA-Polymerase und Notl verdauten pINCO-GFP-Vektor
kloniert.
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2.5 Antikorper

2.5.1 Western-Transfer

Die monoklonalen Antikorper gegen Lampl, Rab5 und BiP wurden von Transduction
Laboratories (Lexington), der myc-spezifische Antikorper (9E10) von Invitrogen (NV Leek)
und der Cytochrom C-spezifische Antikdrper von Pharmingen bezogen. Als Detektions-
antikdrper wurde ein mit Meerrettich-Peroxidase-gekoppelter Ziege-anti-Maus-Antikorper
von Dianova (Hamburg) verwendet.

Das Kaninchen Antiserum gegen humanes LC3 wurde von Dr. Noboru Mizushima (Okazaki,
Japan) zur Verfligung gestellt. Der Meerrettich-Peroxidase-gekoppelte Ziege-anti-Kaninchen-

Antikorper wurde von Dianova bezogen.

2.5.2 Immunfluoreszenz

Der monoklonale Ratte-Antikérper gegen HA wurde von Roche (Mannheim), der Cy3-

gekoppelte Ziege-anti-Ratte-Sekundérantikorper von Dianova bezogen.

2.5.3 FACS™-Analyse

Der Maus HLA A,B,C (W6/32)-Antikérper wurde von Sigma, die HLA DR, DP, DQ- und
HLA DP-Antikdrper von Becton Dickinson (Heidelberg) bezogen. Zur Detektion wurde ein
DTAF-gekoppelter Ziege-anti-Maus-Antikdrper von Dianova verwendet.

2.6 Enzyme

Soweit nicht anders vermerkt, wurden alle Restriktionsenzyme sowie die T4-DNA-Poly-
merase, CIP, T4-DNA-Ligase, Reverse-Transkriptase und die dazugehorigen Puffer von New
England Biolabs (Schwalbach) und MBI Fermentas (Vilnius, Lettland) bezogen. Die fiir die
PCR bendétigten Polymerasen (Taq und PFU) und Puffer stammten von Promega (Madison,
USA).
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2.7 Chemikalien

2.7.1 Antibiotika

Ampicillin und Tetracyclin wurden von Merck (Darmstadt), Puromycin von Sigma

(Deisenhofen) bezogen.

2.7.2 Inhibitorstudien

Die folgenden Inhibitoren kamen in den Antigenprisentationsstudien zum Einsatz:

Substanz Eingesetzte Menge Firma
AAF-CMK 25-50 uM Bachem (Heidelberg)
Brefeldin A 1 pg/ml Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Chloroquin 50-100 uM ICN (Eschwege)
Cycloheximid 50 pg/ml Sigma-Aldrich
Deoxyspergualin 5-20 pg/ml Nippon Kayaku Co, Ltd.
Lactacystin 5uM Sigma-Aldrich
Leupeptin 200 pg/ml Biomol (Hamburg)
3-Methyladenin 1-10 mM Sigma-Aldrich
Pepstatin A 50 pg/ml Biomol
Wortmannin 10-30 nM Sigma-Aldrich

2.7.3 Sonstige Chemikalien

Alle sonstigen Chemikalien wurden von der Firma Merck (Darmstadt) in der hochsten Rein-

heitsstufe erworben.

2.8 Zellkultur

Fotales Kdlberserum wurde von Biochrom (Berlin) und Bioser (Buenos Aires), Ficoll-Paque
von Amersham-Pharmacia (Freiburg) bezogen. Alle sonstigen fiir die Zellkultur verwendeten

Reagenzien stammten von GibcoBRL (Eggenstein).

2.9 Bakterienkultur

Hefe Extrakt, Bacto-Agar und Bacto-Trypton wurden von GibcoBRL bezogen.
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2.10 DNA- und Proteinstandards

Fiir Western-Transfer-Analysen wurde

(GibcoBRL) und fiir die DNA-Agarose-Gelelektrophorese der Gene-Ruler (1kb DNA

der Benchmark™ Prestained Proteinstandard

Ladder) Standard (MBI Fermentas) verwendet.

2.11 Software

Fiir das Einscannen von Diapositiven wurde die Adobe Photoshop 4.0 Software, fiir die
FACS Auswertung die Cell Quest Software (Becton-Dickinson) verwendet. Die Vektorkarten

wurden mit dem Clone Manager 6.0 Programm (Scientific and Educational Software) erstellt

und die ELISA Auswertungen mit Microsoft Exel 2000 (Microsoft, USA) durchgefiihrt.

2.12 Verbrauchsmaterial

3MM Papier

Bakterien und Zellkulturgefal3e
Bradford-Losung

Cryotubes (Einfrierampullen)
DNA-Gel Extraktionskit
DNA-Maxipréparationskit
Diafilme (ISO 400)
ECL-Plus-Detektionssystem
Elektroporationskiivetten
FACS-Rohrchen
Hybond-P-Membran
Mikro-Reaktionsgefilie

Parafilm

Polypropylenréhrchen (5ml, 14ml)
Polypropylenréhrchen (15ml, 50ml)
Polystyrolrohrchen (15ml)
Rneasy-Mini-Kit
Rontgenfilm-XAR-5

Sterilfilter (0,22uM, 0,45uM)
Ultra-Zentrifugenréhrchen

2.13 Gerate

Bakterien-Brutschrank
Bakterienschiittler

CO,-Inkubator, Haereus 6000
Elektroporationsgerat Gene Pulser II
ELISA-Reader
Expositionskassetten

Whatman (Maidstone, USA)
Greiner (Frickenhausen)

BioRad (Miinchen)

Nunc (Wiesbaden)

Quiagen (Hilden)

Jet Star

Kodak

Amersham Pharmacia (Freiburg)
BioRad
Becton-Dickinson(Heidelberg)
Amersham Pharmacia
Eppendorf (Hamburg)

Dynatech (Denkendorf)
Becton-Dickinson
Becton-Dickinson
Becton-Dickinson

Quiagen

Eastman Kodak (Rochester, USA)
Millipore (Eschborn)

Kontron (Neufahrn)

Haereus (Osterode)

New Brunswick Scientific Co. (Edison, USA)
Haereus

BioRad

Tecan

Eastman Kodak
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FACS-Scan Apparatur
Gelelektrophoresekammer
Kamera und Steuereinheit
Lichtmikroskop Axiovert 135
Milli-Q Wasserbereitungsanlage
Neubauer Zahlkammer
pH-Meter Multi-Calimatic 763
Pipetten (20, 200, 1000u1)
Pipettierhilfe (Pipett Boy)
Proteingelelktrophorese
Mighty Small 1T

Scanner
Spektrophotometer (BioPhotometer)
Sterilwerkbank (Lamina Flow Hood)
Stromgerit Power-Pac 300
Ultrazentrifuge (Centricon 1160)
UV-Transilluminator
Vortexer (Vortex Genie 2)
Western-Transfer-Apparatur

TE Series Transphor
Zentrifuge 5415C
Zentrifuge Sepatech Variofuge
Zentrifuge 2K15
Zentrifuge Sorvall RC5C

Becton-Dickinson

GibcoBRL

Carl Zeiss (Gottingen)

Carl Zeiss

Millipore (Essen)

GLW (Wiirzburg)

Knick

Gilson

Integra Biosciences

Amersham Pharmacia (Hoefer)

Epson GT 9600

Eppendorf

Bio Flow Technik (Meckenheim)
BioRad

Kontron

UVP Inc. (San Gabriel, USA)
Bender & Hobein (Ismaning)
Amersham Pharmacia (Hoefer)

Eppendorf

Haereus

Sigma (Taufkirchen)
DuPont (Bad Homburg)
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3 Methoden

Molekularbiologische Standardmethoden (Restriktionsanalyse, Ligationen, Minipriparation
von Plasmid-DNA, cDNA-Synthese, etc.) wurden nach gingigen Methoden durchgefiihrt
(Sambrook et al., 1989) und werden hier nicht ndher behandelt. Die folgenden Methoden
wurden mit handelsiiblichen Prédparationssystemen (,,Kit*) nach den Angaben der Hersteller
durchgefiihrt:

* Préparative Aufarbeitung von Plasmid-DNA (Jet Star)

* Isolierung von RNA (Quiagen)

* DNA-Isolation aus Agarose-Gelen (Quiagen)

3.1 Bakterienkultur

Die Bakterien der Escherichia coli (E. coli) Stimme XL-1 blue und DHS5a wurden als
Kolonien auf LB-Platten (1% Trypton, 0,5% Hefe Extrakt, 0,5% NaCl, 1,2% Bacto-Agar)
oder als Suspensionskultur unter Schiitteln in LB Medium (1% Trypton, 0,5% Hefe-Extrakt,
0,5% NaCl) bei 37°C kultiviert. Mit Plasmiden transformierte E.coli-Stimme wurden in
Gegenwart von Ampicillin (100 pg/ml) im Fest- und Fliissigmedium gehalten. Fiir eine
langerfristige Aufbewahrung der Bakterien wurde 1 ml einer dicht gewachsenen Suspensions-
kultur abzentrifugiert (5 min, 8000 U/min), in 1 ml LB Medium mit 5% DMSO resuspendiert
und bei -80°C gelagert.

3.2 Herstellung elektrokompetenter Bakterien zur Transformation

Ein 2 Liter Erlenmeyerkolben mit 500 ml LB-Medium, dem 10 ml Glucose (20%) und 5 ml
1 M MgCl, zugesetzt waren, wurde mit 2,5 ml einer 10 ml Ubernachtkultur angeimpft und bei
37°C geschiittelt, bis die ODg bei 0,5-0,7 lag. Die Kultur wurde fiir 15 min auf Eis inkubiert,
sedimentiert (15 min, 4000 U/min, 4°C) und in 250 ml kaltem Glycerol (10% in H,O)
resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation und Resuspension in 10% Glycerol wurden die
Bakterien sedimentiert und in 12,5 ml kaltem Glycerol aufgenommen.

Im AnschluB an eine letzte Zentrifugation wurde der Uberstand dekantiert, die Bakterien in
zuriicklaufendem Uberstand resuspendiert und in Aliquots von 30 und 100 pl in fliissigem

Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.
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3.3 Transformation von Bakterien

Pro Transformation wurden 30 pl der elektrokompetenten Bakterien auf Eis aufgetaut und mit
1 ul des Ligationsansatzes vermischt. Nach Uberfiihrung in eine gekiihlte Elektroporations-
kiivette (2 mm Spaltbreite) erfolgte die Transformation bei 1800 Volt und 100 Ohm. Die
Bakterien wurden sofort in 1 ml SOC-Medium (20 g Bacto-Trypton, 5 g Hefe-Extrakt, 0,58 g
NaCl, 0,18 g KClI, 2 g Glucose, ad 1 1 H;O) aufgenommen und fiir 1 Stunde bei 37°C unter
Schiitteln inkubiert. Danach wurden 50 und 100 pl Proben dieser Kultur auf LB-Platten mit
Ampicillin ausgebracht und iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

3.4 Methoden der DNA-Analytik

3.4.1 Praparative Herstellung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Fiir die Herstellung groBer Mengen an reiner Plasmid-DNA wurde eine 400 ml Ubernacht-
kultur pelletiert (5000 U/min, 10 min) und die Plasmid-DNA {iiber handelsiibliche DNA-Ad-

sorptionssdulen (Jet Star) nach den Angaben des Herstellers aufgereinigt.

3.4.2 Agarose-Gelelektrophorese

Je nach GroBe der erwarteten DNA-Fragmente wurden entweder Gele mit 1% Agarose
(Trennbereich: 0,3-8 kb) oder 2 % Agarose (Trennbereich: 0,07-2 kb) angefertigt. Dazu
wurde die entsprechende Agarose-Menge zu TAE-Puffer (40 mM Tris/HCI pH7,8, 5 mM
NaAc, 1| mM EDTA) gegeben und fiir 3 min in einem Mikrowellenherd aufgekocht. Nach
Abkiihlen der Agarose-Losung auf ca. 60°C wurde Ethidiumbromid in einer
Endkonzentration von 0,2 pg/ml zugegeben und das Gel in einer GelgieBvorrichtung
gegossen.

Die 1:10 mit Ladepuffer (10 mM Tris/HCI pH 7,5, 10 mM EDTA, 0,05% Bromphenolblau,
10% Glycerin) versetzten DNA-Proben wurden in das Gel geladen und bei 100 Volt fiir 1-2
Stunden elektrophoretisch aufgetrennt. Die DNA wurde unter UV-Licht (Wellenlénge: 254
nm) detektiert und fotografiert.
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3.4.3 Polymerase-Kettenreaktion

cDNA (1 pl) oder 20 ng Plasmid-DNA wurden mit je 1 pl des Hin- und Riickprimers (100
pmol/ul), 2,5 ul DMSO, 5 ul Reaktionspuffer (10x) und 1ul dNTPs (je 20 nmol dATP, dCTP,
dGTP, dTTP) vermischt und mit H,O auf 49 pl aufgefiillt. Nach Uberschichtung mit 50 pl
Mineral6l wurde der Ansatz im Heizblock der PCR-Maschine auf 95°C erhitzt bevor 1 U der
Polymerase zugegeben wurde. Sollten die PCR-Produkte fiir Klonierungen verwendet
werden, wurde anstatt der Tag- eine Pfu-Polymerase mit Korrekturlesefunktion eingesetzt.

Das verwendete PCR-Programm richtete sich nach der Schmelztemperatur der jeweiligen

Primer und der Lange der erwarteten PCR-Produkte (ca. 1 min/1kb).

3.4.4 Reverse-Transkriptase-PCR-Analyse

Aus je 5x10° LCL 1.11, RCC 1.24-NeoR, bzw. 293T-Zellen wurde mit dem Rneasy-System
(Quiagen) RNA nach den Angaben des Herstellers isoliert. Nach dem Umschreiben von 3 pg
der RNA in ¢cDNA wurde mit jeweils 1 ul dieser cDNA eine PCR mit spezifischen Primern
fiir die Transkripte der folgenden Proteine und unter den angegebenen Bedingungen durchge-
fiihrt:

hApg5, hApgl2, LC3: 1 min 95°C, 1 min 62°C, 1 min 72°C; 35 Zyklen

hApg7: 1 min 95°C, 1 min 62°C, 2 min 72°C; 35 Zyklen

Jeweils 10 pl der Ansédtze wurden auf ein 1%-iges Agarose-Gel geladen, Amplifikate unter

UV-Licht identifiziert und fotografiert.

3.5 Eukaryonte Zellkultur

3.5.1 Kultivierung der Zellen

Die Suspensionszellinien LCL 1.11, 1.24 und 1.25 wurden in RPMI-1640-Medium gehalten,
dem 10% fotales Kélberserum (FKS), 1% Nicht-essentielle Aminosduren (NEAA), 2 mM L-
Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat, 100 U/ml Penicillin und 0,1 mg/ml Streptomycin zugesetzt
wurden. Die Zellen wurden alle 4 Tage in einer Dichte von 3x10° Zellen pro Milliliter (ml) in

frischem Zellkulturmedium neu ausgebracht.
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Die humanen NeoR-, Hamagglutinin-, bzw. Tyrosinase-spezifischen T-Zellen wurden in
RPMI-1640-Medium mit 10% humanem Serum, 2 mM L-Glutamin, 10 mM HEPES, 100
U/ml Penicillin und 0,1 mg/ml Streptomycin gehalten und alle 10-12 Tage restimuliert. Die
Nierenkarzinomzellinie RCC 1.24-NeoR und die 293T-Zellen wachsen adhdrent und wurden
in RPMI-1640-Medium mit 20% FKS, 1% Tryptose-Phosphate-Broth, 1% NEAA, 2 mM L-
Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat, 100 U/ml Penicillin und 0,1 mg/ml Streptomycin, bzw. in
Dulbeccos-Modified-Eagel-Medium mit 10% FKS, 100 U/ml Penicillin und 0,1 mg/ml
Streptomycin kultiviert. RCC 1.24-NeoR wurde alle 3 Tage, 293T alle 2 Tage im Verhiltnis
1:5 mit frischem Zellkulturmedium versorgt. Alle Zellen wurden bei 37°C und 5% CO;-

Partialdruck in einem Wasserdampf-gesittigten Inkubator gehalten.

3.5.2 Bestimmung der Lebendzellzahl und Ficoll-Aufreinigung lebender Zellen

Nach guter Durchmischung der Zellen wurden 10 pl der Kultur entnommen, mit 10 pl einer
0,5%-1gen Trypanblau Losung versetzt, und in einer Neubauer-Zahlkammer gezdhlt. Tote
Zellen kénnen durch die Aufnahme des blauen Farbstoffes im Lichtmikroskop von lebenden
Zellen unterschieden werden. Befanden sich mehr als 25% tote Zellen in der Zellkultur (vor
allem nach Elektroporation) wurden die toten Zellen durch Ficoll-Zentrifugation von den
lebenden Zellen abgetrennt. Hierzu wurden 10 ml der Zellkultur iiber 2,5 ml Ficoll-Losung
geschichtet und fiir 30 min bei 2000 U/min bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Die lebenden
Zellen (oberhalb der Ficoll-Losung) wurden abgenommen, einmal in Zellkulturmedium

gewaschen, erneut gezahlt und in einer Dichte von 5x10° Zellen/m] ausgebracht.

3.5.3 Lagerung der Zellen in flissigem Stickstoff

Fiir die langerfristige Aufbewahrung wurden 1x10” Zellen abzentrifugiert (1200 U/min, 5
Minuten, RT) und in 1,8 ml Einfriermedium (10% DMSO, 90% FKS) aufgenommen. Nach
der Uberfiihrung in Einfrier-Ampullen wurden die Zellen schrittweise auf -80°C abgekiihlt
und nach 2 Tagen in fliissigen Stickstoff transferiert. Um die eingelagerten Zellen wieder in
Kultur zu nehmen, wurden die Ampullen bei 37°C im Wasserbad aufgetaut, in 10 ml frisches
Zellkulturmedium iiberfiihrt und abzentrifugiert. Schlieflich erfolgte die Aufnahme der Zellen

in einer Dichte von 1x10%ml in Zellkulturmedium und eine Kultivierung im Brutschrank.
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3.6 Transiente und stabile Transfektionen

3.6.1 Elektroporation der LCL-Zellinien

Die Zellen (1x10”) wurden abzentrifugiert, einmal mit 10 ml RPMI-Medium (ohne Zusitze)
gewaschen und in 300 pl RPMI-Medium (ohne Zusétze) aufgenommen. Nach Zugabe von 15
ng der Plasmid-DNA erfolgt die Uberfiihrung in Elektroporationskiivetten (4 mm Spalt) und
die Transfektion in einem Elektroporationsgerit (Gene Pulser) bei 230 V und 1 mF.

Im Anschlu3 wurden die Zellen in RPMI-Medium mit 20% FKS, 1% NEAA, 2 mM L-
Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat, 100 U/ml Penicillin und 0,1 mg/ml Streptomycin fiir 48
Stunden im Brutschrank inkubiert.

Fiir die Herstellung stabiler Zellinien erfolgte zuerst eine einwochige Kultivierung in Gegen-
wart von 0,5 pg/ml Puromycin und anschlieBend eine mindestens dreiwdchige Kultivierung

der Zellen mit 1 pg/ml Puromycin.

3.6.2 Transfektion mit LipofectAMIN™ und Calciumphosphat (293T und RCC 1.24)

Fiir die transiente Transfektion der 293T- und RCC 1.24-NeoR-Zellen mit Lipofect AMIN™
wurden die Zellen am Vortag so auf Zellkulturschalen ausgebracht, dal am Tag der Transfek-
tion eine Konfluenz von ca. 70-80 % erreicht war.

Die Transfektion erfolgte nach Angaben des Herstellers mit 5 ug DNA und 15 pl Lipofect-
AMIN™ in 6cm Zellkulturschalen, bzw. mit 5 pg DNA und 30 pl Lipofect AMIN™ in 10 cm
Zellkulturschalen in OptiMEM-Medium. Nach 6 Stunden wurde das Transfektionsmedium
durch normales Zellkulturmedium ersetzt.

Alternativ dazu wurden 293T-Zellen auch mit Calciumphosphat transfiziert. Die im
Folgenden angefiihrten Mengen gelten fiir die Transfektion einer 10 cm Zellkulturschale. Fiir
die Transfektion einer 14 cm Zellkulturschale wurden die dreifachen Mengen der jeweiligen
Substanzen eingesetzt. Zuerst wurde 8 ml frisches Medium zu den Zellen gegeben. Danach
wurden 20 pg DNA, 875 ul Wasser und 100 pl 2,5 M CaCl, gemischt und tropfenweise zu 1
ml 2xHBS Losung (280 mM NaCl, 1,5 mM Na,HPO,, 50 mM HEPES; pH 7,05) gegeben.
Um moglichst kleine und gleichmiBige Ca/DNA-Prizipitate zu erhalten, wurde die 2xHBS
Losung wihrend der Zugabe durch konstante Zufuhr von Luftblasen (Pipettman-Pipette)

gemischt.
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Nach einer weiteren Durchmischung fiir 1 Minute wurde das Transfektionsgemisch tropfen-
weise auf die Zellkulturschale verteilt. Im Anschluf} an eine 9-stiindige Inkubation wurde das
Medium abgenommen und durch frisches Zellkulturmedium ersetzt. Fiir die stabile Transfek-
tion von 293T erfolgte die Kultivierung der Zellen 48 Stunden nach Transfektion in Gegen-

wart von 1-2 pg/ml Puromycin flir mindestens 3 Wochen.

3.7 FACS™-Analyse

Etwa 3x10° Zellen wurden sedimentiert (5 min, 500xg, 4°C), in 100 pl FACS-Puffer (PBS,
2% FCS) resuspendiert und mit dem Primérantikorper (Verdiinnung: 1:50) fiir 30 min auf Eis
inkubiert. Danach wurden die Zellen dreimal mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen und fiir 20
min mit dem DTAF-gekoppelten Sekundirantikérper auf Eis inkubiert (Volumen: 100 ul,
Antikorperverdiinnung: 1:50). Nach drei Waschschritten erfolgte die Aufnahme in 1 ml
FACS-Puffer mit 2 pg/ml Propidiumjodid und die Analyse wurde in einem FACS-Scan Gerit
mit Cell Quest Software (Becton-Dickinson) durchgefiihrt.

3.8 Antigenprasentationsstudien

3.8.1 LCL-Zellinien
Ein ausfiihrlicher Uberblick iiber den Versuchsablauf befindet sich im Ergebnis-Teil (Abb.

12). An dieser Stelle wird nur auf die experimentellen Details eingegangen. LCL 1.11-, bzw.
LCL 1.25-Zellen wurden elektroporiert und blieben fiir 48 Stunden unbehandelt oder wurden
in Gegenwart von Inhibitoren kultiviert. Nach Bestimmung der Lebendzellzahl, wurden aus
jedem Ansatz 1x10° lebende Zellen in einem Volumen von 100 ul in eine 96-Loch-
Zellkulturschale iiberfithrt und mit 1x10° T-Zellen (100 pl) fiir 20 Stunden kokultiviert. Im
Falle der Inkubation mit chemischen Inhibitoren wurden alle Ansitze vor Kokultvierung mit
T-Zellen zunéchst mit 0,5% Paraformaldehyd fixiert. Hierzu wurden 5-7x10° Zellen in ein 1,5
ml Eppendorf Reaktionsgefall iiberfithrt und abzentrifugiert (500xg, 6 Minuten, 4°C). Im
Anschlul an eine 10-miniitige Inkubation in 750 ul 0,5% Paraformaldehyd (Verdiinnung
einer 1%-igen PFA-L6sung in PBS mit RPMI-Medium ohne Zusétze) wurden die Zellen mit
I ml RPMI-Medium (ohne Zusidtze) gewaschen. SchlieBlich wurden die Zellen fiir 15
Minuten in RPMI-Medium mit 20% FKS und 1% NEAA inkubiert, zweimal gewaschen und
je 1x10° Zellen/100 ul pro Ansatz in eine 96 Loch Zellkulturschale iiberfiihrt.
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3.8.2 RCC 1.24-NeoR

RCC 1.24-NeoR-Zellen (3x10%/Loch) wurden in einer 96 Loch-Zellkulturschale in einem
Volumen von 100 pl ausgebracht und fiir 24 Stunden kultiviert. Danach erfolgte die Zugabe
von 100 U/ml IFNy in 100 pl Medium (Endkonzentration 50 U/ml) fiir 60 Stunden.
SchlieBlich wurden die Zellen mit 0,5% Paraformaldehyd fixiert und fiir 20 Stunden mit
1x10° T-Zellen kokultiviert. Da die Zellen adhirent wachsen, wurde die Fixierung in den
Zellkulturschalen durchgefiihrt. Hierfiir wurden die oben (3.8.1) beschriebenen Volumina auf
200 pl reduziert, der Ablauf und die Inkubationszeiten blieben gleich. Im Falle der Kultivie-
rung mit Inhibitoren wurden den Zellen 24-48 Stunden vor dem Fixieren die jeweiligen

Substanzen zugesetzt.

3.8.3 GM-CSF ELISA

Im Anschlul an die Kokultivierung der antigenpréisentierenden Zellen mit den T-Zellen
wurden von jedem Ansatz 100 ul Kulturiiberstand entnommen und die enthaltene GM-CSF
Konzentration mittels eines GM-CSF ELISA (R&D Systems) nach den Angaben des Her-

stellers bestimmt.

3.9 Zellfraktionierung

3.9.1 Grobaufreinigung der Endosomen/Lysosomen-Fraktion

Auf eine 14 cm Zellkulturschale wurden 1x107 293T-Zellen ausgebracht und am folgenden
Tag mit dem Vektor pINCO-NeoR, bzw. pINCO-GFP mit der Calciumphosphat-Methode
transfiziert. Die Zellen wurden 24 Stunden nach Transfektion im Verhéltnis 1:10 in neuem
Zellkulturmedium in Gegenwart von 1 pg/ml Puromycin ausgebracht. Untransfizierte Zellen
16sen sich unter Puromycin-Behandlung bereits nach 24 Stunden von der Kulturschale und
sterben ab. Nachdem die adhérenten Zellen zu 50% konfluent (nach ca. 24 Stunden) waren,
wurde frisches Kulturmedium ohne Puromycin zu den Zellen gegeben und bis zur Konfluenz
weiter kultiviert (ca. 48 Stunden). Aufgrund der hohen Transfektionseffizienz (>80%) und der
schnellen Selektion durch Puromycin, exprimierten zu diesem Zeitpunkt mehr als 95% der
Zellen das eingebrachte Protein (GFP-positive Zellen). Die Zugabe von Inhibitoren
(Leupeptin, 3-Methyladenin) erfolgte wéihrend der letzten 48 Stunden der Kultur.
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Alle weiteren Schritte wurden bei 4°C, bzw. auf Eis in Anlehnung an das Protokoll von
Schroter durchgefiihrt (Schroter et al., 1999). Das Kulturmedium wurde abgenommen, die
Zellen mit PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM Na,HPOy, 1,5 mM KH,POy4; pH 7,2-
7,4) vom Boden der Kulturschale abgespiilt und abzentrifugiert (1500 U/min, 5 min, 4°C).

Im Anschlul an zwei weitere Waschschritte mit PBS wurden die Zellen in 4ml Fraktionie-
rungspuffer (10 mM Tris/Essigsdure pH 7,0, 250 mM Sucrose; 1 mM PMSF, 5 pg/ml
Pepstatin A, 10 ug/ml Leupeptin) vereinigt und in einen Glasdouncer iiberfiihrt. Nach 15-20
Auf- und Abbewegungen mit dem Pistill wurden die Zellen in ein 15 ml Falcon Reaktions-
gefiB iiberfiihrt und fiir 2 min bei 2000xg abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefal} iiberfiihrt und das Pellet (Zelltriimmer und intakte Zellen) einmal mit 1 ml
Fraktionierungspuffer gewaschen. Die beiden Uberstinde wurden vereinigt und die Zellkerne
und Plasmamembranen durch Zentrifugation bei 4000xg fiir 2 min sedimentiert. Das Pellet
wurde einmal mit 500 pl Fraktionierungspuffer gewaschen, in 1 ml Fraktionierungspuffer
aufgenommen, aliquotiert und bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Die
Uberstinde wurden vereinigt und die Endosomen und Lysosomen durch Zentrifugation bei
100000xg fiir 2 min pelletiert.

Das Pellet wurde in 1 ml Fraktionierungspuffer aufgenommen, aliquotiert und bei -80°C
gelagert. Der Uberstand wurde in Ultrazentrifugationsrohrchen iiberfiihrt und die Mikrosomen
fiir 11 min bei 400000xg sedimentiert. Der letzte Uberstand wurde als Zytosol definiert.
Aliquots des Uberstandes und des Mikrosomen-Pellets wurden bei -80°C gelagert.

3.9.2 Feinfraktionierung der Endosomen und Lysosomen

Fiir eine weitere Auftrennung der endosomalen und lysosomalen Vesikel wurde das oben
beschriebene Endosomen/Lysosomen-Gemisch einmal gewaschen und vorsichtig in 2 ml
Fraktionierungspuffer resuspendiert. Ein Milliliter wurde entnommen und iiber 8 ml einer 27
%-igen Percoll-Losung (in Fraktionierungspuffer verdiinnt) geschichtet, der Rest der Misch-
fraktion wurde bei -80°C gelagert. Nach Zentrifugation (1 Stunde, 22000 U/min, Ti70-Rotor)
wurden von oben beginnend jeweils 1 ml Fraktionen entnommen und bis zur weiteren Ver-

wendung bei -80°C gelagert.
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3.9.3 Herstellung von Zellysaten aus LCL-, 293T- und RCC 1.24-Zellen

LCL-Zellen (1x107), bzw. 293T- oder RCC 1.24-NeoR-Zellen (3-5x10%) wurden abzentrifu-
giert, einmal in kaltem Medium ohne Zusdtzen gewaschen, in 100 ul RIPA-Puffer (150 mM
NaCl, 20 mM Tris/HCI pH 7,5, 1% Triton X-100, 0,5% DOC, 0,1% SDS) resuspendiert und
fiir 20 min auf Eis inkubiert. Danach wurden unldsliche Zellbestandteile pelletiert (15 min,
15300 U/min, 4°C), der Uberstand abgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C

gelagert.

3.10 Protein-Analytik

3.10.1 Konzentrationsbestimmung nach Bradford (Bradford et al., 1976)

Es wurde der von BioRad vertriebene Protein-Assay-Kit nach Angaben des Herstellers ver-
wendet. Jeweils zwei Verdiinnungen der Proteinlésung wurden vermessen und die Protein-
konzentration durch eine parallele Eichkurve mit BSA (Konzentrationsbereich 0,5 — 10

pug/ml) ermittelt.

3.10.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli, 1970)

Zur elektrophoretischen Auftrennung wurden jeweils gleiche Proteinmengen der verschiede-
nen Proben 4:1 mit 4x SDS-PAGE Ladepuffer (200 mM Tris/HCI pH6,8, 8% SDS (w/v),
40% Glycerin (v/v), 400 mM DTT, 0,2 mM EDTA/NaOH pH 8,0, 0,4% Bromphenolblau
(w/v)) versetzt und fiir 5 min bei 95°C denaturiert. Nach Beladung des Polyacrylamid (PAA)-
Geles mit gleichen Proteinmengen erfolgte die Elektrophorese bei 90 V fiir ca. 3 Stunden in

Elektrophoresepuffer (0,125 M Tris-Base, 1,25 M Glycin, 0,5% SDS).

Die Zusammensetzung der PAA-Gele war wie folgt:

Sammelgel: Trenngel (10, bzw. 14%):

1 ml PAA (30% v/v; PAA/Bis: 29:1) 3,5 ml PAA, bzw. 4,65 ml fiir 14%
3,75 ml 2xTris/SDS pH 6,8 5,0 ml 2xTris/SDS pH 8,8

2,7 ml HO 1,4 ml H,O, bzw. 0,25 ml fiir 14%
45 ul APS 83 ul APS

5 ul TEMED 8,5 ul TEMED

2xTris/SDS pH6,8: 7,56 g Tris-base, 2,5 ml 20% SDS (w/v), pH 6,8 (HCI), H,O ad 250 ml
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2xTris/SDS pHS8,8: 22,68 g Tris-base, 2,5 ml 20% SDS (w/v), pH 8,8 (HCl), H,O ad 250 ml

3.10.3 Western-Transfer und Immunodetektion von Proteinen

Fiir den spezifischen Nachweis von Proteinen durch Antikdrper wurden die Proteine iiber
PAA-Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Ubertragung der Proteine auf eine PVDF-Membran
(Hybond P) erfolgte in einer mit Transfer-Puffer befiillten und im Eisbad-gekiihlten Transfer-
Kammer fiir 1 Stunde bei 90 Volt.

Die Vorbehandlung der Membran wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die
Zusammensetzung des Transferpuffers unterschied sich fiir den Nachweis verschiedener

Proteine:

Transferpuffer fiir den Nachweis von NeoR (a-myc), Lamp 1, BiP: 9,5 g Glycin, 3 g Tris-
base, ad 1 1 H,O.

Transferpuffer fiir den Nachweis von Rab 5, Cytochrom C, LC3: 14 g Glycin, 3 g Tris-base,
20% Methanol (v/v), ad 1 1 H,O.

Alle weiteren Schritte erfolgten bei Raumtemperatur auf einem Horizontalschiittler. Im
Anschlul an die Elektrophorese wurde die Membran fiir 1 Stunde in Blockierldsung (5%
Magermilchpulver (w/v)) inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe des Primédrantikérpers in
Western-Puffer (3% Magermilchpulver) fiir 12 Stunden, bzw. iiber Nacht. Vor Zugabe des
Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten Sekundirantikorpers (1:10000 in Western-Puffer) fiir 1
Stunde wurde die Membran dreimal fiir 10min mit Western-Puffer gewaschen. Nach erneuten
drei Waschschritten wurden die Proteine durch Zugabe des ECL-Plus-Detektionssystems und
anschlieBende Autoradiographie detektiert. Die Verwendung des ECL-Plus-Systems erfolgte
nach den Angaben des Herstellers. Western-Puffer und Blockierlosung unterschieden sich nur

in der zugegebenen Menge an Magermilchpulver.

Western-Puffer/Blockierlosung fiir NeoR (0-myc) Nachweis: 20 mM Tris/HCI pH 7,5, 500
mM NaCl, 0,1% Tween 20 (v/v).

Western-Puffer/Blockierlosung fiir sonstige Antikorper: 10 mM Tris/HCI pH 7,5, 100 mM
NaCl, 0,1% Tween 20 (v/v).

Eingesetzte Verdiinnungen der Primérantikorper (in Western-Puffer): a-myc (1:5000), a-
Lamp (1:250), a-Rab5 (1:500), a-Cytochrom C (1:500), a-BiP (1:250), a-LC3 (1:2000)
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3.11 Immunfluoreszenz

293T-Zellen und RCC 1.24-NeoR wurden in 10 cm Zellkulturschalen auf Poly-L-Lysin be-
schichtete Objekttrager ausgebracht und am néchsten Tag mit pINCO-NeoR-HA transfiziert.
LCL 1.11 wurden elektroporiert, 1x10° Zellen nach 48 Stunden abzentrifugiert, in 200 pl PBS
aufgenommen, auf Glasobjekttrager aufgetropft und getrocknet.

Die Objekttrager wurden in Glasschalen, bzw. in einer Zellkulturschale abwechselnd mit

nachfolgenden Losungen bei Raumtemperatur behandelt:

1) Waschen der Objekttrager fiir I min in PBS

2) Fixieren der Zellen in 3% Paraformaldehyd (w/v in PBS) fiir 10 min

3) Waschen der Objekttréger fiir 2 min in PBS

4) Blockieren der Objekttrager in PBS/3% BSA fiir 15 min

5) Uberfiihren der Objekttriger in Zellkulturschalen mit angefeuchtetem Whatman-Papier
(,,feuchte Kammer*) und Zugabe des HA-Antikorpers (1:100 in PBS/3%BSA) fiir 30 min

6) Waschen der Objekttréger fiir 5 min in PBS

7) Uberfiihren der Objekttriger in feuchte Kammer und Zugabe des Sekundirantikorpers
(1:100 in PBS/3% BSA) fiir 30 min

8) Waschen der Objekttrager fiir 5 min in PBS

9) Aufbringen des Deckglases und Konservierung mit Kaisers Glyceringelatine (Merck)

3.12 Fluoreszenzmikroskopie

Die auf Objektrager aufgebrachten Prdparate, bzw. mit pINCO-NeoR-GFP-transfizierte
Zellen wurden unter einem Zeiss Axiovert 10 Mikroskop mikroskopiert. Fiir die Farbung der
spaten Endosomen und Lysosomen wurden die Zellen fiir 1 Stunde mit Lysotracker™
Reagenz (Molecular Probes, Eugene) nach den Angaben des Herstellers inkubiert. Danach
wurde das Medium gewechselt und die Zellen unter UV-, bzw. unter Tageslicht mit

verschiedenen Belichtungszeiten fotografiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Etablierung eines neuen Modellsystems zur Untersuchung des endo-

genen MHC-KIlasse-11-Antigenprasentationsweges

Mit den bisher zur Verfiigung stehenden Modellsystemen ist es nur eingeschrankt mdéglich,
Aussagen lber beteiligte zelluldre Strukturen am endogenen MHC-Klasse-II-Prasentations-
weg zu machen. Deshalb sollte ein zelluldres System etabliert werden, das fiir die Charakteri-
sierung dieses Prisentationsweges besser geeignet ist. Zur Detektion der Antigenprisentation
im Kontext von MHC-Klasse-II stand der T-Zellklon 20-4/A4 zur Verfiigung, der ein Peptid
des bakteriellen Proteins Neomycin-Phosphotransferase (NeoR) erkennt. Um allgemeinere
Aussagen machen zu konnen, sollte der Prasentationsweg sowohl in professionellen APCs als
auch in nicht-professionellen APCs charakterisiert werden. Als Vertreter dieser beiden
Klassen wurden die EBV immortalisierte B-Zellinie LCL 1.11, bzw. die Nierenzellkarzinom-

linie RCC 1.24-NeoR verwendet.

4.1.1 Das Modellantigen Neomycin-Phosphotransferase ist im Zytoplasma und Zellkern

lokalisiert

Es ist bekannt, dal Peptide endogener Proteine des sekretorischen Apparates (ER, Golgi), der
Plasmamembran und des endosomalen Systems auf MHC-Klasse-II préasentiert werden
konnen. Denkbare Mechanismen hierfiir sind zum Beispiel die Sekretion des Proteins gefolgt
von erneuter Endozytose und die vorzeitige Bindung des Proteins an MHC-Klasse-II-
Molekiile im ER. Sequenzvergleiche ergaben, daB NeoR keine bekannten Signalsequenzen
fiir einen Import in das ER hat und aller Wahrscheinlichkeit nach im Zytoplasma lokalisiert
sein sollte. Um dies zu verifizieren, wurde der offene Leserahmen (ORF) von NeoR mittels
PCR amplifiziert und mit dem ORF des Griin-fluoreszierenden Proteins (GFP), bzw. mit
einem Antikorper-Epitop des Hamagglutinin-Proteins fusioniert (NeoR-GFP, bzw. NeoR-
HA). Durch den Nachweis mit unterschiedlichen Methoden (Fluoreszenz, Immunfluoreszenz)
sollten mogliche Effekte der Proteinfusion auf die subzelluldre Lokalisation ausgeschlossen

werden.
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Mit diesen Vektoren wurden RCC 1.24-, 293T- und LCL 1.11-Zellen transient transfiziert
und die Lokalisation des Proteins nach 36 h durch Fluoreszenzmikroskopie ermittelt. Im
Kontrollansatz wurden die Zellen nur mit pINCO-GFP transfiziert, um Unterschiede in der

Lokalisation des Fusionsproteins im Vergleich zu GFP feststellen zu kénnen.

a l:)CMV
PINCO-NeoR-GFP | (I NGaR " (IGEI-
PINCO-NeoR-HA | — NeoR

pINCO-GFP | —CEPI-

NeoR-GFP NeoR-HA

Abbildung 8: Vektorkonstrukte und subzellulare Lokalisation von NeoR

a) Schematische Darstellung der verwendeten NeoR-Konstrukte pINCO-NeoR-GFP, pINCO-NeoR-HA und
pINCO-GFP. NeoR, bzw. GFP reprisentieren die offenen Leserahmen, die fiir die jeweiligen Proteine kodie-
ren.

b) Gezeigt ist die subzelluldre Lokalisation des NeoR-Proteins. RCC 1.24-Zellen wurden transient mit den an-
gegebenen pINCO-Vektoren transfiziert und nach 36 h entweder direkt (NeoR-GFP und GFP) oder nach in-
direktem Nachweis des Proteins liber Immunfluoreszenz mit einem anti-HA-Antikérper (NeoR-HA) unter
ultraviolettem (UV; obere Reihe), bzw unter Tageslicht (DL; untere Reihe) fotografiert.

Abkiirzungen: Pcyy: Promotor des Cytomegalovirus; HA: Antikdrper-Epitop aus dem Héamagglutinin-Protein,

das fiir den Nachweis des Proteins durch Immunfluoreszenz geeignet ist.
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In allen verwendeten Zellsystemen konnte sowohl das NeoR-GFP-Fusionsprotein als auch das
NeoR-HA-Protein im Zytoplasma und Zellkern nachgewiesen werden (Abb. 8b und nicht
gezeigt).

Somit eignete sich NeoR als Modellantigen fiir das Studium des bisher kaum verstandenen
endogenen Prisentationsweges flir zytosolische und nukledre Proteine auf MHC-Klasse-II-

Molekiilen.

4.1.2 Endogene Prasentation von NeoR in der Nierenzellkarzinomzellinie RCC 1.24-
NeoR

RCC 1.24-NeoR ist eine mit NeoR stabil transfizierte Sublinie der Nierenzellkarzinomlinie
RCC 1.24. Beide Linien exprimieren MHC-Klasse-1I-Molekiile erst nach Induktion mit IFNy
(Abb. 9a). Um zu klédren, ob Spaltprodukte von endogen synthetisiertem NeoR auf MHC-
Klasse-II-Molekiilen préisentiert werden, wurden RCC 1.24-NeoR fiir 48 h mit 50 U/ml
Interferon-y inkubiert, mit 0,5% Paraformaldehyd fixiert und anschlieend fiir 20 Stunden mit
dem T-Zellklon 20-4/A4 kokultiviert. Eine Prdsentation des NeoR-Peptides im Kontext von
HLA-DP3 auf der Zelloberfldche der APC, fiihrt zu einer Aktivierung der T-Zellen. Ein Maf3
fiir diese Aktivierung ist die Sekretion von Zytokinen (IL-2, TNFa, GM-CSF), die mittels
ELISA nachgewiesen werden konnen. Bereits 48 h nach Induktion der MHC-Klasse-II-
Expression mit IFNy kam es zu einer starken Erkennung durch die T-Zellen und somit auch

zu einer Prasentation des NeoR-Peptides (Abb. 9b).

4.1.3 Endogene Prasentation von NeoR in der lymphoblastoiden Zellinie LCL 1.11

In Analogie zu den vorangegangenen Experimenten wurde auch die LCL 1.11-Zellinie auf
Expression von MHC-Klasse-11, Transfizierbarkeit und die Fahigkeit zur endogenen Présenta-
tion von NeoR-Peptiden auf MHC-Klasse-II untersucht. Durch FACS™-Analyse mit Anti-
korpern gegen MHC-Klasse-I (HLA-A, B, C), MHC-Klasse-II (HLA-DR, DP, DQ) und
HLA-DP konnte gezeigt werden, daBl die Zellen diese MHC-Molekiile konstitutiv
exprimieren (Abb. 10a). Da virale Genprodukte hdufig mit der Antigenprédsentation
interferieren, sollte auf die Verwendung viraler Systeme zum Zwecke des Gentransfers
verzichtet werden (Ubersicht bei Yewdell und Bennink, 1999 a; Alcami und Koszinowski,
2000). Deshalb wurde die Transfizierbarkeit der LCL 1.11-Zellinie mittels Elektroporation

untersucht.
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Nach Optimierung der Elektroporationsbedingungen fiir diese Zellinie konnten reproduzierbar

Transfektionseffizienzen zwischen 40 und 50 % erreicht werden (Abb. 10b).
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Abbildung 9: Induktion der MHC-KIlasse-11-Expression und Antigenprasentation auf
RCC 1.24-NeoR durch Interferon-y

RCC 1.24-NeoR-Zellen wurden fiir 48 h in Gegenwart oder Abwesenheit von 50 U/ml IFNy kultiviert.
a) Untersuchung der Zellen auf Expression von MHC-Klasse-1 (HLA A,B,C), MHC-Klasse-II (HLA DR, DP,

DQ) und HLA-DP durch FACS™.-Analyse.

b) RCC 1.24-NeoR-Zellen wurden nach Fixierung mit 0,5% Paraformaldehyd fiir 20 Stunden mit dem T-
Zellklon 20-4A/4 kokultiviert. Dargestellt ist die GM-CSF Konzentration im Kulturiiberstand, die mittels
eines GM-CSF ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) gemessen wurde.

AnschlieBend wurde die Fahigkeit zur endogenen Présentation des Modellantigens durch
Transfektion der Zellen mit dem Modellantigen {iberpriift. Hierfiir wurde der offene Leserah-

men (ORF) des GFP-Proteins im Vektor pINCO-GFP (Abb. 8a) durch den NeoR-ORF ersetzt
(pINCO-NeoR).
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Abbildung 10: Transfizierbarkeit und endogene Antigenprasentation in LCL 1.11

a) LCL 1.11-Zellen wurden mittels FACS™-Analyse auf Expression von MHC-Klasse-I (HLA A,B,C), MHC-
Klasse-II (HLA DR, DP, DQ) und HLA-DP untersucht. Die Farbung mit den jeweiligen Antikdrpern (x-
Achse) ist grau unterlegt, die Isotyp-Kontrolle gestrichelt und ohne Fiillung dargestellt.

b) LCL 1.11-Zellen wurden mit dem Vektor pINCO-GFP transfiziert und nach 48 h durch FACS™.-Analyse auf
Expression von GFP untersucht. Die Analyse transfizierter Zellen ist grau unterlegt, die der untransfizierten
Kontrolle gestrichelt und ohne Fiillung dargestellt.

¢) Die endogene Préasentationskapazitit der LCL 1.11-Zellen wurde durch Transfektion mit pINCO-NeoR und

Kokultivierung mit dem T-Zellklon 20-4/A4 ermittelt. Als Kontrolle wurden mit pINCO-GFP, bzw. untrans-
fizierte Zellen verwendet.

Die Zellen wurden elektroporiert und nach 48 h mit dem NeoR-spezifischen T-Zellklon 20-
4/A4 kokultiviert. Anhand der gemessenen GM-CSF Sekretion durch die T-Zellen konnte
gezeigt werden, daBl auch diese Zellen gut in der Lage sind, Peptide von endogen exprimier-
tem NeoR im Kontext von MHC-Klasse-II zu priasentieren. Im Gegensatz dazu wurden

pINCO-GFP, bzw. untransfizierte Zellen nicht erkannt (Abb. 10c).
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4.1.4 NeoR wird nicht in den Kulturiiberstand sekretiert

Professionelle APCs zeichnen sich durch eine effiziente Antigenaufnahme aus dem extra-
zelluldren Raum (Kulturmedium) aus. Deshalb sollte ausgeschlossen werden, dal es in den
verwendeten Zellen zu einer Freisetzung des NeoR-Proteins in den Kulturiiberstand und zu
einer Aufnahme in den klassischen MHC-Klasse-II-Prasentationsweg kommt. Die Protein-
konzentrationen, die fiir eine Aufnahme und Prédsentation ausreichen, sind oft nicht mehr
durch biochemische Detektionsverfahren (Western-Transfer-Experimente) nachweisbar.
Deshalb sollte der Nachweis auf im Kulturiiberstand vorhandenes Protein funktionell auf
Ebene der Antigenprisentation durch die professionelle APC LCL 1.11 erfolgen.

Um einen Einblick in die Endozytosekapazitit der Zellinie zu erhalten, wurde zunéchst durch
Zugabe verschiedener Mengen von rekombinant in E. coli hergestelltem NeoR-Protein die
minimale Proteinkonzentration ermittelt, die ausreichend fiir eine Erkennung durch NeoR-
spezifische T-Zellen war. Im Gegensatz zur allgemeinen Annahme, da3 B-Zellen nur eine
geringe pinozytotische Aktivitit besitzen, konnte gezeigt werden, dall eine extrazellulédre
Antigenkonzentration von 3 ng/ml ausreicht, um eine Erkennung durch den T-Zellklon 20-
4/A4 zu gewihrleisten (Abb. 11a).

Im Vergleich dazu waren 500-1000fach hohere Konzentrationen an exogenem NeoR-Protein
fiir die Erkennung der RCC 1.24 durch die T-Zellen notwendig (nicht gezeigt). Deshalb
wurde LCL 1.11 als biologisches Detektionssystem fiir sekretiertes NeoR-Protein eingesetzt.
Dazu wurden LCL 1.11 mit Uberstand (48 h nach Elektroporation) NeoR-transfizierter LCL
1.11 fiir 48 h inkubiert und anschlieBend mit dem NeoR-spezifischen T-Zellklon kokultiviert.
Obwohl mit diesem Versuchsansatz kein NeoR im Kulturiiberstand detektiert wurde, konnte
nicht ausgeschlossen werden, dal NeoR-Protein iiber Zell/Zellkontakt weitergegeben wird
und so wiederum in den klassischen MHC-Klasse-II-Prasentationsweg gelangt. Um dies zu
untersuchen, wurde eine HLA-DP3-negative LCL-Zellinie (LCL 1.25) mit pINCO-NeoR
transfiziert und dann mit LCL 1.11 fiir 48 h kokultiviert. Auch dies fiihrte zu keiner Er-
kennung durch den T-Zellklon (Abb.11Db).

In analoger Weise wurde auch die RCC1.24-NeoR-Zellinie durch LCL 1.11 auf NeoR-
Sekretion {iberpriift. Um auszuschlieBen, dal Kulturiiberstinde von RCC 1.24-NeoR die
Prisentation von exogenem Antigen in der B-Zellinie inhibieren, wurde den Uberstéinden in

einem parallelen Ansatz jeweils 15 ng/ml exogenes NeoR zugesetzt.
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Abbildung 11: Das Modellantigen NeoR wird tber einen endogenen MHC-Klasse-11-
Prasentationsweg prasentiert

a) Die LCL 1.11-Zellinie ermdglicht den Nachweis minimaler NeoR-Mengen im Kulturmedium. LCL 1.11
wurden in Gegenwart von unterschiedlichen exogenen NeoR-Konzentrationen fiir 24 Stunden kultiviert.
Danach wurden die Zellen viermal mit Medium (ohne NeoR) gewaschen und mit dem T-Zellklon 20-4/A4
kokultiviert. Die GM-CSF Sekretion wurde mit einem GM-CSF ELISA ermittelt.

b) NeoR gelangt weder Uber Sekretion noch durch Zell/Zellkontakt-abhéngigen Transfer in den MHC-
Klasse-11-Prasentationsweg. LCL 1.11-Zellen wurden mit pINCO-NeoR transfiziert (LCL 1.11-NeoR), und
der Kulturiiberstand (US) nach 48 h auf untransfizierte LCL 1.11 transferiert (LCL 1.11 + US LCL 1.11-
NeoR) und diese fiir weitere 48 h kultiviert. Zusédtzlich wurden HLA-DP3 negative LCL 1.25-Zellen mit
pINCO-NeoR transfiziert (LCL 1.25-NeoR) und mit LCL 1.11 kokultiviert. Als Kontrollen wurden untrans-
fizierte LCL 1.11 und 1.25 entweder zusammen oder einzeln kultiviert. Die weitere Behandlung der Zellen
(Waschen, Kokultivierung mit T-Zellen, GM-CSF ELISA) erfolgte wie unter a) beschrieben.

¢) Im Kulturiiberstand von RCC 1.24-NeoR ist kein NeoR-Protein nachweisbar. Uberstinde (US) von
RCC 1.24-NeoR-, bzw. RCC 1.24-NeoR-Zellen, die fiir 48 h mit IFNy behandelt worden waren (US RCC
1.24-NeoR (+IFNy)), wurden auf LCL 1.11-Zellen transferiert und diese fiir 48 Stunden kultiviert. Als
Negativkontrolle diente der Kulturiiberstand von LCL 1.11-Zellen, als Positivkontrollen Uberstinde von
RCC 1.24-NeoR- und LCL 1.11-Zellen, denen exogenes NeoR (15 ng/ml) zugesetzt worden war. Die weitere
Behandlung der Zellen (Waschen, Kokultivierung mit T-Zellen, GM-CSF ELISA) erfolgte wie unter a)
beschrieben.
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Diese Versuche ergaben, daf} sich auch im Kulturiiberstand von RCC 1.24-NeoR keine nach-
weisbaren Mengen von NeoR befanden (Abb.11c). Somit konnte zum einen ausgeschlossen
werden, dal es sich bei dem verwendeten Modellantigen Neomycin-Phosphotransferase um
ein sekretiertes Protein handelt, zum anderen konnte nachgewiesen werden, dall die MHC-
Klasse-II-restringierte Prasentation von NeoR alle Kriterien einer endogenen Prasentation auf

MHC-Klasse-II erfullt.

4.2 Das experimentelle System zur Untersuchung endogener Antigen-
prasentation

Somit standen zwei zelluldre Systeme zur Verfligung, um die Prdsentation eines zytoplasma-
tischen Antigens auf MHC-Klasse-II sowohl in professionellen als auch in nicht-professionel-
len APCs untersuchen zu konnen. Dazu wird die Expression von MHC-Klasse-II-Molekiilen
auf RCC-Zellen mit IFNy induziert, bzw. die LCL 1.11-Zellinie mit pINCO-NeoR
transfiziert. Hieran schlieft sich eine 48-stiindige Inkubationszeit an, in der Antigen-
prozessierung und Peptidbeladung auf MHC-Klasse-II-Molekiile stattfinden kann (Abb. 12).
Zur Charakterisierung der beteiligten zelluldren Strukturen sollten Einfliisse von chemischen,
bzw. biologischen Inhibitoren innerhalb dieser 48 Stunden auf die Antigenpriasentation (GM-
CSF Sekretion durch die T-Zellen) ermittelt werden. Um Auswirkungen der Inhibitoren auf
die T-Zellen zu vermeiden, wurden die APCs vor der Kokultivierung mit 0,5% Paraform-
aldehyd fixiert und die Inhibitoren durch mehrmaliges Waschen entfernt (Abb. 12). Die
Fixierung der Zellen ist notwendig, da die Wirkung vieler Inhibitoren reversibel ist. Somit
wiren die Effekte dieser Substanzen nach dem Auswaschen nicht mehr eindeutig erkennbar.
Nach 20-stiindiger Kokultivierung sollte die von den T-Zellen freigesetzte GM-CSF Menge
mittels einem GM-CSF ELISA bestimmt werden und Auskunft iiber die Effekte der einge-
setzten Inhibitoren auf die Antigenprésentation geben.

Zusatzlich wurden alle Ansédtze vor der Kokultivierung mit den T-Zellen gezéhlt, um
Sekundireffekte der Inhibitoren auf die Proliferation auszuschlieBen. AuBlerdem wurden
weitere Kontrollen durchgefiihrt, um die Spezifitdt der Inhibitoren zu gewihrleisten. Diese

werden im Rahmen der jeweiligen Experimente erliutert.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung des experimentellen Systems zur Messung der
Antigenprasentation

a) Die RCC 1.24-NeoR-Zellinie wird durch Kultivierung in Anwesenheit von IFNY zur Expression von MHC-
Klasse-II-Molekiilen (braun) induziert, die mit Peptiden des NeoR-Proteins (rot) beladen werden kénnen. In
dieser Zeit werden die Zellen auch mit Inhibitoren inkubiert. Nach Fixierung der Zellen mit 0,5% Parafor-
maldehyd erfolgt die Kokultivierung mit dem NeoR-spezifischen T-Zellklon 20-4/A4 fiir 20 h.

b) In einem ersten Schritt wird der pINCO-NeoR-Vektor in die LCL 1.11-Zellen eingebracht, die Zellen mit,
bzw. ohne Inhibitoren inkubiert und anschlieBend fixiert. Hieran schlief3t sich die Kokultivierung mit dem T-
Zellklon 20/4-A4 an.

Erkennt dieser T-Zellklon das NeoR-Peptid auf der Zelloberflache, fiihrt dies zur Sekretion von GM-CSF durch

den T-Zellklon. Die Menge an GM-CSF im Kulturiiberstand ist somit ein indirektes Mal fiir die Antigenprésen-

tation und kann quantitativ mittels ELISA ermittelt werden. Abkiirzungen: TCR: T-Zellrezeptor

4.3 Charakterisierung des Prozessierungsortes

Anhand dieses gut definierten experimentellen Systems sollte die Beteiligung verschiedener
zelluldrer Kompartimente an diesem Présentationsweg untersucht werden. Daten anderer
Gruppen deuteten auf eine Beteiligung klassischer Komponenten des MHC-Klasse-I-Prisen-
tationsweges, wie etwa einer Prozessierung im Zytoplasma, einem TAP-abhingigen Peptid-
import und somit einer vorzeitigen Beladung von MHC-Klasse-II-Molekiilen im ER hin

(Nuchtern et al., 1990; Lich et al., 2000; Mukherjee et al., 2001).
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Da nicht alle MHC-Klasse-II-Heterodimere eine hohe Affinitdt fiir die Bindung der invarian-
ten Kette (insbesondere des CLIP-Anteils) besitzen, wire es vorstellbar, dal} in diesen beson-
deren Féllen Peptide im ER an MHC-Klasse-1I-Heterodimere binden konnten und diese
analog zu MHC-Klasse-I-Molekiilen direkt zur Zelloberfldche transportiert wiirden.

Dagegen gab es aber auch Hinweise fiir die Notwendigkeit endosomaler/lysosomaler Prote-
asen (Jaraquemada et al., 1990). Durch die Verwendung chemischer und biologischer Inhibi-
toren sollte der EinfluB3 dieser Strukturen auf die endogene Prisentation des NeoR-Modell-

antigens im Kontext von MHC-Klasse-II-Molekiilen geklirt werden.

4.3.1 Beteiligung des Proteasoms und TPPII an der Prasentation von NeoR im Kontext
von MHC-Klasse-11

Studien mit zytosolischen, MHC-Klasse-II-restringierten Modellantigenen deuten darauf hin,
dal} sowohl das Proteasom und TPPII, als auch andere, nicht ndher charakterisierte Proteasen
des Zytoplasmas an der Herstellung von Peptiden fiir MHC-Klasse-1I-Molekiile beteiligt sein
konnten (Lich et al., 2000; Mukherjee et al., 2001).

Um den Einflull von Proteasom und TPPII auf die Priasentation von NeoR zu untersuchen,
wurden die beiden gut charakterisierten Inhibitoren Lactacystin und AAF-CMK verwendet.
Lactacystin inhibiert irreversibel die Chymotrypsin- und Trypsin-dhnliche Aktivitit und in
geringerem und reversiblen Ausmal} die PGPH-dhnliche Aktivitdt (Fenteany et al., 1995) des
Proteasoms. In einem Konzentrationsbereich zwischen 1-10 uM wird die Proteasom-Aktivitit
einer Vielzahl professioneller und nicht-professioneller APCs unterbunden (Craiu et al.,
1997). Das modifizierte Tripeptid Alanin-Alanin-Phenylalanin-Chlormethylketon (AAF-
CMK) inhibiert in einem Konzentrationsbereich zwischen 20 und 30 uM iiber 80% der
TPPII-Aktivitét, nicht jedoch die proteolytischen Aktivititen des Proteasoms (Geier et al.,
1999). Die in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen lagen bei 5 uM Lactacystin und 25
uM TPPII und damit im bekannten Normbereich (Craiu et al., 1997; Geier et al.,1999).
pINCO-NeoR-transfizierte LCL 1.11, bzw. IFNy-vorbehandelte RCC 1.24-NeoR-Zellen
wurden in den letzten 18 Stunden der 48-stlindigen Inkubationszeit mit den Inhibitoren inku-
biert. Im Anschlul daran wurden die Zellen fixiert und mit dem T-Zellklon 20-4/A4 kokulti-

viert.
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Abbildung 13: Das Proteasom und TPPII sind nicht an der Herstellung des HLA-DP-
restringierten NeoR-Peptides beteiligt

Dargestellt sind Antigenprésentationsstudien mit LCL 1.11 (a, ¢, d) und RCC 1.24-NeoR (b).

a) LCL 1.11 wurde mit pINCO-NeoR (NeoR) transfiziert und ein Teil der Zellen wurde mit Lactacystin (5
uM), bzw. AAF-CMK (25 uM) fiir 18 h behandelt, fixiert und mit 20-4/A4 kokultiviert. Als Kontrolle
wurden transfizierte LCL 1.11 ohne Zugabe von Inhibitoren (NeoR) und untransfizierte LCL 1.11
verwendet (ohne).

b) RCC 1.24-NeoR wurde mit IFNy zur MHC-Klasse-II-Expression induziert und in Gegenwart oder
Abwesenheit (ohne) von Lactacystin, bzw. AAF-CMK kultiviert. Als Kontrolle wurden RCC 1.24-NeoR-
Zellen verwendet, die nicht mit IFNy behandelt wurden. Fixierung und Kokultivierung mit den T-Zellen
erfolgte wie unter a) beschrieben.

¢) LCL 1.11 wurde in Gegenwart oder Abwesenheit der Inhibitoren mit 30 ng/ml exogenem NeoR-Protein
(exo0.NeoR) inkubiert. Als Kontrolle wurden unbehandelte LCL 1.11-Zellen (ohne) verwendet. Fixierung
und Kokultivierung mit den T-Zellen erfolgte wie unter a) beschrieben.

d) LCL 1.11 wurde mit dem Vektor pINCO-Tyrosinase transfiziert und wie unter a) beschrieben behandelt.
Nach Fixierung erfolgte die Kokultivierung mit einem Tyrosinase-spezifischen T-Zellklon.

Die Messung der GM-CSF Konzentration im Kulturiiberstand erfolgte mittels ELISA.
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Es konnte gezeigt werden, dafl das Proteasom und TPPII nicht an der Herstellung des HLA-
DP-restringierten NeoR-Peptides beteiligt sind (Abb. 13a,b). Um die Spezifitit der Inhibito-
ren in den verwendeten Zellinien zu gewéhrleisten, wurden zwei zusitzliche Kontrollen
durchgefiihrt.

Da LCL 1.11 das MHC-Klasse-I-Allel HLA-A2 exprimiert, war es moglich die Funktionalitit
der Inhibitoren durch die Verwendung des Tumor-assoziierten Antigens (TAA) Tyrosinase zu
iiberpriifen (Brichard et al., 1993; Wolfel et al., 1994). Die Prisentation von Tyrosinase ist
abhingig von proteasomaler Prozessierung und dem TAP-Transporter (Mosse et al., 1998)
und kann mit einem CDS8+ Tyrosinase-spezifischen T-Zellklon gemessen werden (zur
Verfligung gestellt von Dr. H. Bussler).

LCL 1.11-Zellen wurden mit einem Tyrosinase-Expressionsplasmid (pINCO-Tyrosinase)
transfiziert und die Antigenpradsentationsexperimente in Gegenwart der Inhibitoren wie fiir
NeoR beschrieben durchgefiihrt (Abb. 12). Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dal3 die
eingesetzte Lactacystin-Konzentration fiir eine Inhibition der MHC-Klasse-I-restringierten
Prisentation des Tyrosinase-Peptides ausreichend ist (Abb. 13d). Da AAF-CMK zu keiner
Inhibition der Présentation des Tyrosinase-Peptides fiihrte, konnte sichergestellt werden, daf3
der Inhibitor in dieser Konzentration keine negative Wirkung auf das Proteasom hat.
Weiterhin wurden zum Ausschlufl unspezifischer toxischer Effekte untransfizierte LCL 1.11-
Zellen gleichzeitig mit den Inhibitoren und exogenem NeoR-Protein inkubiert. Aus dem
extrazelluliren Raum aufgenommenes NeoR sollte in den klassischen MHC-Klasse-II-
Antigenprésentationsweg gelangen und unabhéngig von zytosolischen Proteasen prisentiert
werden. Da keine der beiden Substanzen eine Auswirkung auf die exogene Prisentation von

NeoR hatte (Abb. 13¢), wurden unspezifische Sekundireffekte ausgeschlossen.

4.3.2 Die Beteiligung des TAP-Transporters an der endogenen Prasentation von NeoR

Das Proteasom und TPPII sind zwar die hauptverantwortlichen zytoplasmatischen Proteasen
fiir die Herstellung von MHC-Klasse-I-restringierten Peptiden, aber es ist dennoch nicht aus-
zuschlielen, daB3 auch andere Proteasen des Zytoplasmas an der Herstellung antigener Peptide
beteiligt sind (Lich et al., 2000). Da fiir diese noch wenig bekannten Proteasen keine oder nur
schlecht definierte chemische Inhibitoren verfiigbar sind, wurde eine andere Strategie zum

Nachweis zytoplasmatischer Prozessierung gewihlt.
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Spaltprodukte zytoplasmatischer Proteine werden durch den TAP-Transporter in das ER
transportiert. Eine mogliche Prozessierung von NeoR durch bisher unbekannte Proteasen im
Zytoplasma und die anschlieBende vorzeitige Beladung von MHC-Klasse-1I-Molekiilen im
ER sollte demnach ebenfalls TAP-abhiangig sein. Um dies zu untersuchen, wurde eine stabil
transfizierte LCL 1.11-Zellinie hergestellt, die konstitutiv das ICP47-Protein des Herpes
Simplex Virus exprimiert. ICP47 bindet an den zytoplasmatischen Teil des TAP-Transporters
und verhindert auf diese Weise den Peptidimport in das ER (Ubersicht bei Yewdell und
Bennink, 1999 a; Alcami und Koszinowski, 2000). Die daraus resultierende mangelnde
Peptidbeladung von MHC-Klasse-I-Molekiilen im ER fiihrt zu deren Instabilitdt, was sich in
einer Reduktion der MHC-Klasse-I-Molekiile auf der Zelloberfliche ausdriickt (Ubersicht bei
Fruh et al., 1999).

Fiir dieses Experiment wurde der ICP47-ORF aus dem Vektor pKEX2XR-ICP47 (zur
Verfligung gestellt von Prof. Rammensee) in den pINCO-Vektor kloniert (pINCO-ICP47)
und LCL 1.11 damit stabil transfiziert. Wie in Abbildung 14 dargestellt, hatte die LCL 1.11-
ICP47-Zellinie im Vergleich zu LCL 1.11 eine stark reduzierte Oberflichenexpression von
MHC-Klasse-I, was ein Hinweis fiir die Funktionalitit des eingebrachten Proteins ist.
Dagegen blieben Eigenschaften wie exogene Antigenaufnahme, HLA-DP-Expression auf der
Zelloberflache und Transfizierbarkeit (40-50%) unverdndert (Abb. 14 und nicht gezeigt).

Die Wirksamkeit der Inhibition des TAP-Transporters durch ICP47 wurde mittels der Trans-
fektion eines Tyrosinase-Expressionskonstruktes tiberpriift. Wéahrend die MHC-Klasse-I-
restringierte Priasentation dieses Antigens nahezu komplett unterbunden war, hatte die Inakti-
vierung von TAP keinen Effekt auf die MHC-Klasse-II-restringierte endogene Présentation
von NeoR (Abb. 14c). Eine NeoR-Peptidherstellung im Zytoplasma, gefolgt von einem
Import in das endoplasmatische Retikulum {iber den TAP-Transporter, konnte somit ausge-

schlossen werden.

4.3.3 Die Beladung von HLA-DP mit NeoR-Peptiden findet nicht im endoplasmatischen
Retikulum statt

Sollte es durch bisher unbekannte Prozesse zu einem TAP-unabhéngigen Peptidimport und
einer vorzeitigen Beladung von MHC-Klasse-II-Molekiilen mit NeoR-Peptiden im ER kom-

men, so lieBe sich dies durch Experimente mit Brefeldin A nachweisen.
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Abbildung 14: Der endogene MHC-Klasse-11-Prasentationsweg von NeoR ist
unabhangig von TAP

Dargestellt sind vergleichende Studien mit der LCL 1.11 und der LCL 1.11-ICP47-Zellinie.

a) Gezeigt ist eine FACS™-Analyse zur Bestimmung der Oberflaichenexpression von MHC-Klasse-I und HLA-
DP.

b) LCL 1.11, bzw. LCL 1.11-ICP47-Zellen wurden fiir 24 Stunden mit 15 ng/ml exogenem NeoR-Protein (exo.
NeoR) inkubiert, mehrmals gewaschen und anschlieBend mit dem T-Zellklon 20-4/A4 kokultiviert. Als
Kontrolle wurden Zellen ohne Zugabe von NeoR-Protein mitgefiihrt (ohne).

¢) LCL 1.11, bzw. LCL 1.11-ICP47-Zellen wurden mit pINCO-NeoR (NeoR), pINCO-GFP (GFP) oder ohne
Vektor (ohne) transfiziert und nach 48 Stunden mit dem T-Zellklon 20-4/A4 kokultiviert.

d) Wie c), nur daf3 anstelle des pINCO-NeoR-Vektors pINCO-Tyrosinase (Tyrosinase) transfiziert wurde.

Die Messung der GM-CSF Konzentration (b-d) erfolgte mit einem GM-CSF ELISA. Zur Kontrolle der Trans-

fektionseffizienz enthielten die Ansétze pINCO-NeoR und pINCO-Tyrosinase zusétzlich je 5 ng pINCO-GFP-

Plasmid.

52



Ergebnisse

Dieser Inhibitor blockiert den anterograden Transport von Vesikeln zwischen dem endoplas-
matischen Retikulum und dem Golgi-Apparat und zusdtzlich zwischen spdten Endosomen
und Lysosomen (Lippincott-Schwartz et al., 1991; Wood et al., 1991; Ubersicht bei Chardin
und McCormick, 1999). Dies hat zur Folge, dall neu-beladene MHC-Klasse-I-Molekiile nicht
mehr zur Zelloberfliche transportiert werden konnen, wodurch die MHC-Klasse-I-
restringierte Antigenprasentation komplett inhibiert wird.

Obwohl Brefeldin A auch den Export neu-synthetisierter MHC-Klasse-II-Molekiile aus dem
ER unterbindet, stehen durch den Recycling-Weg weiterhin beladbare MHC-Molekiile zur
Verfiigung. Dagegen kann die Inhibition des Endosomen/Lysosomen Uberganges je nach
Prozessierungsort des Antigens unterschiedliche Auswirkungen haben. Findet die Antigen-
prozessierung in friilhen Endosomen statt, kommt es zu keiner Inhibition der Prdsentation
durch Brefeldin A. Im Gegensatz dazu wiirde eine ausschliefliche Prozessierung in Lysoso-
men komplett inhibiert werden. Da die Degradation von Antigenen aber nicht ausschlieBlich
in Lysosomen, sondern bereits in spidten Endosomen ablduft (Abb. 4), ist nur eine partielle
Inhibition zu erwarten. Eine starke Inhibition der Antigenpridsentation wird demzufolge als
Hinweis fiir eine MHC-Klasse-I-dhnliche Beladung im ER, keine oder eine partielle
Inhibition als eine MHC-Klasse-II dhnliche Beladung im endosomalen System interpretiert
(Nuchtern et al., 1990; Jaraquemada et al., 1990).

Diese Unterschiede konnen am besten durch eine parallele Brefeldin A Inkubation von
Zellen, die ein Antigen im Kontext von MHC-Klasse-I, bzw. MHC-Klasse-II prédsentieren,
erkannt werden. Deshalb wurden LCL 1.11-Zellen mit pINCO-NeoR, bzw. pINCO-
Tyrosinase transfiziert und anschlieBend mit Brefeldin A inkubiert. Wéhrend die MHC-
Klasse-I-restringierte Antigenprédsentation des Tyrosinase-Peptides fast komplett (ca. 90%)
inhibiert wurde, war die MHC-Klasse-II-restringierte Prdsentation des NeoR-Peptides nur
partiell (ca. 50%) gehemmt (Abb. 15). In gleicher Weise lieB3 sich auch die NeoR-Présentation
in RCC 1.24-NeoR nur um ca. 50% verringern.

Diese Ergebnisse sprechen gegen eine MHC-Klasse-I-dhnliche Peptidbeladung im ER. Die
Unabhéngigkeit von zytoplasmatischer Prozessierung, TAP-Transporter und Beladung im ER
bei gleichzeitiger partieller Sensitivitdt gegeniiber Brefeldin A sind Hinweise fiir eine Beteili-
gung spiter endosomaler/lysosomaler Strukturen an der endogenen Prédsentation von NeoR

auf MHC-Klasse-II.
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LCL 1.11-
Tyrosinase
LCL 1.11-
NeoR
RCC 1.24-
NeoR

Abbildung 15: Die Beladung von HLA-DP mit NeoR-Peptiden findet nicht im ER statt

LCL 1.11 wurden mit pINCO-Tyrosinase, bzw. pINCO-NeoR transfiziert und fiir 18 h mit 1 pg/ml Brefeldin A
inkubiert. RCC 1.24-NeoR wurde fiir 48 h mit 50 U/ml IFNy und fiir die letzten 18 h zusétzlich mit 1 pg/ml
Brefeldin A inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und fiir 20 h mit dem T-Zellklon 20-4/A4 kokulti-
viert. Die freigesetzte GM-CSF Menge wurde mittels eines GM-CSF ELISA bestimmt. Die Berechnung der
Inhibition wurde folgendermaBen durchgefiihrt: (1 - GM-CSF Konzentration mit Brefeldin A / GM-CSF
Konzentration ohne Brefeldin A) x 100.

4.3.4 Spate endosomale/lysosomale Kompartimente sind an der Prasentation von
endogenem und exogenem NeoR beteiligt

Eine Abhéngigkeit der endogenen NeoR-Prisentation von spidten endosomalen/lysosomalen
Kompartimenten wiirde bedeuten, dafl sich der endogene und exogene Présentationsweg im
endosomalen System {iberschneiden. In diesem Fall sollte die Prasentation von exogen zuge-
fiihrtem NeoR in dhnlicher Weise durch Brefeldin A inhibiert werden. Fiir dieses Experiment
wurde die LCL 1.24-Zellinie verwendet, da sie das notwendige Restriktionselement (HLA-
DR1) fiir die Présentation eines Himagglutinin-Peptides trigt. Die Prozessierung von Himag-
glutinin und Beladung auf MHC-Klasse-II-Molekiile findet in frithen endosomalen Vesikeln
statt und wird nicht durch Brefeldin A beeinfluft (Pinet et al., 1998). Somit bietet sich dieses
Protein als funktionelle Kontrolle auf zytotoxische Nebeneffekte von Brefeldin A an. Hierfiir
wurden LCL 1.24-Zellen in Gegenwart, bzw. Abwesenheit von 1 pg/ml Brefeldin A mit

exogenem NeoR, bzw. Himagglutinin fiir 18 h inkubiert.
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Es konnte gezeigt werden, da3 Brefeldin A die exogene NeoR-Prdsentation um ca. 50%
inhibiert, nicht aber die von Hdmagglutinin (Abb. 16). Die spezifische partielle Inhibition der
endogenen und exogenen NeoR-Pridsentation spricht fiir eine Beteiligung endosomaler/lyso-

somaler Kompartimente an beiden Prasentationswegen.
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Abbildung 16: Einflu3 von Brefeldin A auf die Prasentation von exogenem NeoR

LCL 1.24 wurde in Gegenwart, bzw. Abwesenheit von 1 pg/ml Brefeldin A mit exogenem NeoR-Protein
(ex0.NeoR), bzw. Himagglutinin (exo.HA) fiir 18 h inkubiert. Nach dem Fixieren wurden die Zellen fiir 20 h
mit dem NeoR-spezifischen T-Zellklon 20-4/A4, bzw. dem Hémagglutinin-spezifischen T-Zellklon Clonel
kokultiviert und die sekretierte GM-CSF Menge mittels ELISA bestimmt. Die Berechnung der Inhibition in
Prozent wurde folgendermallen durchgefiihrt: (1 - GM-CSF Konzentration mit Brefeldin A / GM-CSF Konzen-
tration ohne Brefeldin A) x 100.

4.3.5 Die Prozessierung von NeoR ist abhangig von endosomalen/lysosomalen Proteasen

Auf der Basis dieser Ergebnisse sollte ermittelt werden, ob sich die vermutete Prozessierung
in spdten Endosomen, bzw. Lysosomen durch Inhibition der in diesem Kompartiment vor-
kommenden Proteasen verifizieren 1a6t. Fiir diese Experimente wurden drei Inhibitoren ver-
wendet, die mit verschiedenen proteolytischen Prozessen im endosomalen/lysosomalen Sys-
tem interferieren:

1) Chloroquin: Inhibition der Ansduerung der endosomalen/lysosomalen Vesikel und somit
der sdureabhingigen Aktivierung der darin enthaltenen Proteasen.

2) Leupeptin: Inhibition der Familie der Cystein Proteasen (z.B Cathepsin B)

3) Pepstatin A: Inhibition der Familie der Aspartat Proteasen (z.B. Cathepsin D)
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Die Inkubation von transfizierten LCL 1.11, bzw. RCC 1.24-NeoR mit den Inhibitoren ergab,
daf3 sowohl Chloroquin als auch Leupeptin die MHC-Klasse-II-restringierte Présentation von
NeoR verhindern (Abb. 17a, b). Im Gegensatz dazu hatte eine Inhibition der Familie der
Aspartat-Proteasen durch Pepstatin A keinen Einflu8 auf die Prisentation. Als Spezifitats-
kontrolle wurden LCL 1.11-Zellen verwendet, die mit dem Tyrosinase-Expressionskonstrukt
transfiziert worden waren. Da die MHC-Klasse-I-restringierte Priasentation von Tyrosinase-
Peptiden unabhéngig von Proteasen des endosomalen Systems erfolgt, hatte erwartungsgemal
keiner der Inhibitoren einen Einflufl auf die Prasentation. Dadurch kam unspezifische Zyto-
toxizitdt der Inhibitoren als Ursache fiir die Blockade der NeoR-Antigenprésentation nicht in
Frage.

Um auszuschlieBen, dal3 der Effekt der Inhibitoren in den RCC 1.24-NeoR-Zellen durch
Nebeneftekte auf die Reifung von neu-synthetisierten MHC-Klasse-I1I-Heterodimeren zustan-
de kommt, wurden die mit Inhibitoren behandelten Zellen mittels FACS™-Analyse auf Ex-
pression von MHC-II und HLA-DP untersucht. Keine der Substanzen wirkte sich negativ auf
die Expression von MHC-Klasse-II-Molekiilen aus (nicht gezeigt).

Die Ergebnisse mit Brefeldin A lieBen vermuten, da3 die endogene und die exogene Prisen-
tation in dhnlichen Kompartimenten stattfindet. Deshalb wurde untersucht, ob auch die exo-
gene Présentation von NeoR abhidngig von Vesikelanséduerung (Chloroquin) und Cystein-
Proteasen (Leupeptin) ist (Abb. 17c).

Hierfiir wurden LCL 1.11-Zellen in Anwesenheit der Inhibitoren mit exogenem NeoR (30
ng/ml) inkubiert. Da auch dieser Pridsentationsweg fast vollstindig von Chloroquin und
Leupeptin inhibiert wurde (Abb. 17c¢), iiberschneiden sich der endogene und exogene MHC-

Klasse-II-Prisentationsweg fiir NeoR im endosomalen System.

4.4 NeoR-GFP-Anreicherung in Kern-nahen Vesikeln unter Chloroquin-
und Leupeptin-Behandlung

Zusétzlich zu diesen Ergebnissen deuteten auch Daten mit RCC-Zellen, die mit dem NeoR-
GFP-Fusionsprotein transfiziert worden waren, auf eine Beteiligung vesikuldrer Strukturen an
der Antigenprozessierung hin. Unbehandelt zeigen diese Zellen eine homogene Verteilung

des NeoR-Proteins im Zytoplasma und Zellkern.
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Abbildung 17: Die Prasentation von NeoR ist abhangig von Proteasen des endosomalen/

lysosomalen Systems

Dargestellt sind Antigenprésentationsstudien mit LCL 1.11 (a, ¢, d) und RCC 1.24-NeoR (b). LCL 1.11 wurde
entweder mit pINCO-NeoR (a), bzw. mit pINCO-Tyrosinase (d) transfiziert oder mit exogenem NeoR-Protein
(ex0.NeoR) inkubiert (c). Um die Abhingigkeit von endosomaler Proteolyse zu ermitteln, wurde ein Teil der
Zellen mit Chloroquin (100 pM), Leupeptin (200 pg/ml) oder Pepstatin A (50 pg/ml) inkubiert. AnschlieBend
wurden alle Ansitze fixiert und mit dem T-Zellklon 20-4/A4 (a, b, c¢), bzw. dem Tyrosinase-spezifischen T-
Zellklon (d) kokultiviert. In a, ¢ und d wurden untransfizierte LCL 1.11 (ohne) als Negativkontrolle mitgefiihrt.
RCC 1.24-NeoR (b) wurden mit IFNy induziert, in Gegenwart, bzw. Abwesenheit (ohne) der angegebenen
Inhibitoren kultiviert und anschlieend wie fiir LCL 1.11 beschrieben behandelt. Als Kontrolle wurden RCC

ohne P

2500

2000

1500

1000

GM-CSF (pg/ml)

500

GM-CSF (pg/ml)

ohne

RCC 1.24-NeoR
Emit IFNg Qohne IFNg

Pepstatin

Tyrosinase

£ c

s 5

o o

2 G

6 |

LCL 1.11

f f f
+ + +
v £ o0g oc
0 3 0n = 0 =
© O T o T ©
c O =) c %
= 2 = a8 =
n o 0 3 0 a
o = o o o
o = @ -
> O > >
~ = ~

ohne

1.24-NeoR verwendet, die nicht mit IFNy zur Expression von MHC-Klasse-II induziert worden waren.
Die GM-CSF Konzentration im Kulturiiberstand wurde mit einem GM-CSF ELISA ermittelt.
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Wurden die Zellen jedoch mit Chloroquin oder Leupeptin behandelt, konnte eine Anrei-
cherung des Fusionsproteins in Vesikeln beobachtet werden, die vor allem im Kern-nahen
Bereich gehduft vorlagen (Abb. 18a). Diese Anreicherung erfolgte auch in Gegenwart des
Inhibitors Brefeldin A, was in Ubereinstimmung mit den Daten aus den Antigenprisentations-
studien fiir einen ER/Golgi-unabhéngigen Eintrittsweg in diese Vesikel spricht. Auflerdem
schien das Protein intakt in diese Kompartimente zu gelangen, weshalb auch diese Daten auf
eine Unabhdngigkeit von zytosolischer Prozessierung hinweisen. Versuche diese Vesikel
durch Anfiarbung mit Antikérpern gegen bekannte Marker des endosomalen/lysosomalen
Systems, wie Lampl und Rab5 zu charakterisieren, ergaben keine eindeutigen Uberein-
stimmungen (nicht gezeigt). Die Lokalisation von Proteinen in diesen nur vage definierten
subzelluldren Strukturen, wurde von verschiedenen Autoren beobachtet (Wang et al., 1999;
Turley et al., 2000) und mit MHC-Klasse-II-Antigenpriasentationswegen in Verbindung
gebracht.

Um einen Eindruck des Anséduerungsgrades dieser Vesikel zu erhalten, wurden die NeoR-
GFP-transfizierten und Leupeptin-behandelten Zellen zusétzlich mit dem Farbstoff Lyso-
traker™ inkubiert, der sich in sauren Vesikeln anreichert. Die Uberlagerung der gefirbten
Strukturen zeigte, dafl diese Kern-nahen Vesikel nur einen neutralen oder schwach sauren pH-
Wert aufweisen (Abb. 18b).

Eine genauere Identifikation der Vesikel war mit diesen Methoden nicht moglich, weshalb im
Folgenden versucht werden sollte, die beteiligten subzelluliren Kompartimente durch zellbio-

logische und biochemische Methoden zu identifizieren.

4.5 NeoR-Nachweis im endosomalen/lysosomalen System

Auf Grundlage der vorangegangenen Daten konnte vermutet werden, da3 NeoR intakt in das
endosomale System gelangt. Deshalb sollte iiberpriift werden, ob NeoR in Endosomen, bzw.
Lysosomen detektiert werden kann. Hierfiir sollten in einem ersten Schritt die Vesikel des
endosomalen/lysosomalen Systems als Gemisch aufgereinigt werden (Grobaufreinigung), um
eine generelle Aussage liber An-, oder Abwesenheit des Proteins machen zu kénnen. Sofern
sich NeoR in diesem Gemisch darstellen lie, sollten genauere Aussagen iiber die Verteilung
in diesen Vesikeln durch weitergehende Aufreinigungsverfahren (Feinfraktionierung) ge-

macht werden.
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Abbildung 18: Anreicherung von NeoR-GFP in Kern-nahen Vesikeln

Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von RCC 1.24-Zellen 48 h nach Transfektion mit

pINCO-NeoR-GFP.

a) Die Zellen blieben unbehandelt oder wurden fiir 20 Stunden mit Chloroquin (100 uM), bzw. Chloroquin und
Brefeldin A (1 pg/ml) inkubiert. Danach wurden die Zellen unter ultraviolettem Licht (UV) oder Tageslicht
(DL) fotografiert.

b) Die Zellen wurden fiir 24 Stunden mit Leupeptin behandelt und abschlieend fiir 1 Stunde mit Lysotracker™
inkubiert. Die Aufnahmen der griinen Fluoreszenz, bzw. der roten Fluoreszenz erfolgte mit Filtersdtzen
verschiedener Wellenlinge. Die Uberlagerung der Tageslicht/UV-, bzw. der UV-Aufnahmen wurde mit dem
Adobe Photoshop™ Programm durchgefiihrt.

Gezeigt sind représentative Bildausschnitte. Die Experimente wurden fiinfmal mit inhaltlich identischen

Ergebnissen wiederholt.
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4.5.1 Grobaufreinigung der Endosomen und Lysosomen

In der Literatur sind mehrere Methoden zur Aufreinigung dieser Kompartimente beschrieben.
In unserem Fall wurde nach dem Protokoll von Schroter vorgegangen (Schroter et al., 1999),
das speziell fiir B-Zellen und Nierenzellkarzinom-Zellen optimiert worden war.

Die Grundlage dieser Methode ist die Aufreinigung der Endosomen und Lysosomen durch
differentielle Zentrifugation. Etwa 5x10® Zellen wurden mehrmals gewaschen und nach
Aufnahme in Fraktionierungspuffer in einem Homogenisator (,,Douncer®) aufgeschlossen.
Nachdem intakte Zellen und Zelltrimmer entfernt worden waren, wurden Zellkerne/Plasma-
membran, Endosomen/Lysosomen und Mikrosomen durch Zentrifugation bei unterschied-
lichen Geschwindigkeiten isoliert. Der Uberstand der letzten Zentrifugation wurde als Zytosol
definiert.

Da das Expressionsniveau des NeoR-Proteins in LCL- und RCC 1.24-NeoR-Zellen sehr
niedrig war, wurde flir diese Studien die embryonale Nierenzellinie 293T herangezogen.
293T-Zellen zeichnen sich durch eine hohe Transfizierbarkeit (>90%) aus, was den Nachweis
des Proteins nach transienter Transfektion erleichtert.

293T-Zellen wurden mit dem pINCO-NeoR-Vektor transfiziert, iiber 4 Tage unter Selektion
mit Puromycin expandiert und anschlieBend die verschiedenen Zellkompartimente isoliert.
Die Qualitit der Zellfraktionierung wurde durch den Nachweis Kompartiment-spezifischer
Proteine verifiziert (Abb. 19). Das Lamp1-Protein konnte sowohl in Endosomen/Lysosomen
als auch in groBBerer Menge in der Plasmamembran/Zellkern-Fraktion detektiert werden. Es ist
bekannt, da3 Zellen Lampl auf der Zelloberfliche tragen kénnen, wodurch das Signal in
dieser Fraktion zu erkldren ist. Als weitere interne Kontrolle fiir die Aufreinigung wurden
Mitochondrien mit einem Antikorper gegen Cytochrom C nachgewiesen.

NeoR konnte in der Zytosol-, Plasmamembran/Kern- und auch in der Endosomen/Lysoso-
men-Fraktion nachgewiesen werden, nicht jedoch in Mikrosomen oder im Kulturiiberstand.
Zum Ausschlul der Moglichkeit, daB3 sich im Kulturiiberstand vorhandene minimale NeoR-
Konzentrationen in Endosomen und Lysosomen {iiber die Kultur hinweg anreichern, wurde
Uberstand einer stabil transfizierten 293T-NeoR-Zellinie auf untransfizierte Zellen iiberfiihrt.
Nach 52 h erfolgte die Priparation der Kompartimente und der Nachweis des Proteins im

Western-Transfer-Experiment.
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Abbildung 19: NeoR-Protein Nachweis in der Endosomen/Lysosomen-Fraktion von
293T-Zellen

Gezeigt sind Western-Transfer-Experimente mit subzelluliren Kompartimenten von pINCO-NeoR-transfizierten

293T-Zellen.

a) Fiir den Nachweis des NeoR-Proteins in den verschiedenen Kompartimenten wurden 293T-Zellen durch
differentielle Zentrifugation in Zytosol-, Plasmamembran (PM)/Zellkern-, Endosomen/Lysosomen- und
Mikrosomen-Fraktionen aufgetrennt. Danach wurden gleiche Proteinmengen dieser Kompartimente durch
SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Der Nachweis erfolgte mit einem gegen
das myc-Epitop des NeoR-Proteins gerichteten Antikérper (9E10). Zusétzlich wurden die in den Fraktionen
enthaltenen Kompartimente durch den Nachweis charakteristischer Proteine (Lampl: spite Endosomen und
Lysosomen; Rab5: frithe Endosomen; Cytochrom C: Mitochondrien) identifiziert.

b) Um zu kontrollieren, ob sich eventuell im Kulturiiberstand vorhandenes NeoR in Endosomen und
Lysosomen anreichern kann, wurden untransfizierte 293T-Zellen fiir 52 Stunden mit Uberstand einer stabil
transfizierten 293T-NeoR-Zellinie inkubiert. Die Isolierung der Kompartimente und der Nachweis des
Proteins erfolgte wie unter a) beschrieben.

Als Negativkontrolle (-Kontrolle) wurde Totallysat von MDCK-Zellen verwendet, als Positivkontrollen

(+Kontrolle) vom Hersteller des Antikorpers zur Verfligung gestellte Proteinextrakte.

Auch nach sehr langer Exposition konnte kein Signal fiir das NeoR-Protein erhalten werden,
wodurch sichergestellt wurde, dall das Protein auch in diesen Zellen nicht iiber Sekretion und

Endozytose in das endosomale System gelangt (Abb. 19b).
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4.5.2 Feinfraktionierung des endosomalen/lysosomalen Systems

Da NeoR gut in der Endosomen/Lysosomen-Fraktion nachgewiesen werden konnte, sollte
genauer bestimmt werden, in welchen Vesikeln sich das NeoR-Protein befindet. Hierfiir war
eine weitergehende Auftrennung der oben beschriebenen Fraktion notwendig.

Eine oft verwendete Methode fiir die Auftrennung dieser Vesikel ist die Percoll-Dichtegra-
dientenzentrifugation (Ubersicht bei Pertoft, 2000), da sie eine hohe Ausbeute an intakten
Kompartimenten erlaubt (Neat et al., 1981; Pertoft et al., 1978). Die Auftrennung erfolgt
entlang eines Dichtegradienten, der sich im Laufe der Zentrifugation einstellt. Wéhrend sich
Vesikel mit hoher Dichte (Lysosomen) nach der Zentrifugation in den unteren Bereichen des
Gradienten sammeln, bleiben Vesikel mit geringer Dichte und in Losung befindliche Proteine
in den oberen Schichten.

Nach Isolation der Endosomen/Lysosomen-Fraktion wurde diese gewaschen, erneut sedi-
mentiert, vorsichtig resuspendiert und iiber eine 27%-ige Percoll-Losung geschichtet. Im
Anschlufl an eine Zentrifugation bei 22000 U/min fiir 60 Minuten wurde der Gradient in 8
Proben (beginnend von oben) aufgeteilt (Abb. 20d). Der Proteingehalt der einzelnen
Fraktionen wurde bestimmt und jeweils gleiche Proteinmengen durch SDS-PAGE und
anschlieBenden Western-Transfer auf Anwesenheit des NeoR-Proteins untersucht.

Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, wurde auch in diesen Fraktionen die Lokalisation
der Endosomen und Lysosomen durch Identifikation Kompartiment-spezifischer Proteine
nachgewiesen. Es zeigte sich, dal die Fraktionen 4-6 positiv fiir den friihen endosomalen
Marker Rab5 sind und die Fraktionen 4-8 den spdten endosomalen und lysosomalen Marker
Lampl enthalten. Obwohl frithe und spite endosomale Vesikel aufgrund dhnlicher Dichten
nur schlecht zu separieren sind, konnte in dieser Aufarbeitung klar zwischen Endosomen und
Lysosomen unterschieden werden. Erstere befanden sich in den Fraktionen 4-6, die letzteren
in den Fraktionen 7 und 8 des Gradienten. Die in dieser Mischfraktion vorhandenen
Mitochondrien wurden entsprechend ihrer hohen Dichte in den unteren Bereichen des
Gradienten gefunden (Fraktion 7).

Das NeoR-Protein konnte sowohl in endosomalen als auch in lysosomalen Fraktionen nach-
gewiesen werden (Abb. 20a; Fraktionen 4-8). Die Intensitdt der Banden war schwach und
nahm vor allem in den lysosomalen Fraktionen stark ab, was sich durch eine schnelle Degra-

dation in diesen Vesikeln erkliren lief3e.
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Abbildung 20: Nachweis des NeoR-Proteins in endosomalen/lysosomalen Vesikeln

Dargestellt sind Western-Transfer-Experimente mit subzellulédren Fraktionen aus 293T-Zellen, die mit pINCO-

NeoR transfiziert und fiir 4 Tage unter Puromycin Selektion expandiert wurden. Die Endosomen/Lysosomen-

Fraktion wurde durch Percoll-Dichtegradientenzentrifugation weiter aufgetrennt. Es wurden jeweils gleiche

Proteinmengen geladen.

a) Nachweis des NeoR-Proteins mit einem myc-Antikorper.

b) Nachweis des NeoR-Proteins, wobei die 293T-NeoR-Zellen fiir 48 h in Gegenwart von 200 pg/ml Leupeptin
kultiviert worden waren.

¢) Charakterisierung der erhaltenen Fraktionen durch Nachweis Kompartiment-spezifischer Proteine (siche
auch Abbildung 19a).

d) Schematische Darstellung des Percoll-Gradienten nach Zentrifugation, in dem die Dichte vertikal zunimmt.
Die einzelnen Fraktionen (je 1 ml) wurden von oben beginnend geerntet.

Um zu priifen, ob es sich tatsdchlich um Degradation des Proteins handelt, wurde die Fraktio-
nierung erneut in Gegenwart von Leupeptin im Zellkulturmedium (48 h) durchgefiihrt. Im
Vergleich zu der Aufarbeitung ohne diesen Inhibitor zeigte sich eine Stabilisierung des

Proteins insbesondere in den lysosomalen Fraktionen (Abb. 20b).

4.5.3 Eintrittspunkt von NeoR in das endosomale/lysosomale System

Aus den bisherigen Experimenten konnten noch keine Riickschliisse auf den Eintrittspunkt
des NeoR-Proteins in das vesikuldre System gezogen werden. Da das Protein zum Zeitpunkt
der Aufarbeitung sowohl in Endosomen als auch in Lysosomen nachgewiesen werden konnte,
sollte bestimmt werden, in welchen Kompartimenten das Protein erstmalig auftritt. Hierfiir
wurden die endosomalen/lysosomalen Fraktionen zu verschiedenen Zeitpunkten nach Trans-

fektion der 293T-Zellen prépariert und iiber einen Percoll-Gradienten aufgereinigt.
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Zu allen Ansétzen wurde unmittelbar nach der Transfektion Leupeptin zugegeben, um eine
unterschiedlich starke Degradation in verschiedenen Vesikeln zu verhindern. Wie in Abbil-
dung 21 gezeigt, konnte NeoR-Protein 6 Stunden nach Transfektion im Zytosol, nicht jedoch

im endosomalen/lysosomalen System nachgewiesen werden.
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Abbildung 21: NeoR kann zuerst in Endosomen nachgewiesen werden

Gezeigt sind Western-Transfer-Experimente mit Percoll-Fraktionierungen der Endosomen und Lysosomen (a),

bzw. mit Fraktionierungen durch differentielle Zentrifugation (b) zu verschiedenen Zeitpunkten nach

Transfektion mit pINCO-NeoR. Es wurden jeweils gleiche Proteinmengen geladen. Der Nachweis des Proteins

erfolgte mit einem myc (9E10)-Antikorper.

a) Endosomen und Lysosomen von 293T-Zellen, die zu verschiedenen Zeitpunkten nach Transfektion fraktio-
niert worden waren, wurden iiber einen Percoll-Gradienten aufgetrennt. Zu allen Ansdtzen wurde sofort nach

Transfektion Leupeptin (200 ug/ml) zugesetzt.
b) Dargestellt ist die Aufreinigung von 293T-Zellen mittels differentieller Zentrifugation zu zwei verschiedenen

Zeitpunkten (6 und 96 Stunden) nach Transfektion.

Im Zeitraum zwischen 16-36 Stunden war das Protein hauptséchlich in den endosomalen
Fraktionen vertreten, wihrend nach 96 Stunden auch die Lysosomen NeoR-Protein enthielten
(Abb. 21a). In keinem der Experimente konnten Degradationsprodukte des NeoR-Proteins
nachgewiesen werden, was entweder auf einen sehr raschen oder auf einen am C-Terminus
des Proteins beginnenden Abbau schlielen 148t, der das Antikdrperepitop deletieren wiirde.

Die Fraktionierungsexperimente deuteten auf einen Eintritt des NeoR-Proteins in vorwiegend
endosomale Kompartimente und eine Degradation des Proteins entlang des Transports zu
Lysosomen hin. Im Zusammenhang mit den bisher erhaltenen Ergebnissen kann gefolgert
werden, da3 es sich mit groer Wahrscheinlichkeit um einen direkten Import des intakten

Proteins aus dem Zytoplasma handeln muf.
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4.6 Hsc70-vermittelter Protein- und Peptidimport in Lysosomen ist nicht

fir die MHC-Klasse-11-restringierte Prasentation von NeoR verantwortlich

Durch die vorangegangenen Experimente konnte klar gezeigt werden, dall die Pridsentation
des NeoR-Peptides unabhédngig von Proteasom/TPP II-Aktivitidt und Peptidimport in das ER
erfolgt. Dagegen sind endosomale Proteasen essentiell fiir die Prasentation des NeoR-Peptides
auf MHC-Klasse-II. Zusétzlich konnte die Anwesenheit von NeoR in Endosomen und
Lysosomen nachgeweisen werden. Es gibt Hinweise darauf, daB3 eine Familie von zytoplas-
matischen Chaperonen, sogenannte Hitzeschockproteine, an entfaltete Proteine, bzw. Protein-
fragmente binden kdnnen (Ubersicht bei Hartl, 1996). Aus der Familie der Hitzeschock-
proteine wird insbesondere Hsc70 mit MHC-Klasse-II-Antigenprdsentationswegen in
Verbindung gebracht (Srivastava et al., 1994; Vanbuskirk et al., 1989; Panjwani et al., 1999).
Deshalb sollte iiberpriift werden, ob Hsc70 an dem Import des NeoR-Proteins aus dem Zyto-
plasma in das endosomale/lysosomale System beteiligt ist. Hierfiir stand die chemische
Substanz 15-Deoxyspergualin (DSG) zur Verfiigung, welche die Bindung von Peptiden an
das Hitzeschockprotein Hsc70 verhindert (Nadler et al., 1992; Nadeau et al., 1994; Hoeger et
al., 1994).

pINCO-NeoR-transfizierte LCL 1.11 und IFNy-induzierte RCC 1.24-NeoR-Zellen wurden
mit verschiedenen DSG Konzentrationen inkubiert. Parallel dazu wurden die Zellen mit Leu-
peptin behandelt, um einen Vergleichswert flir die Stirke der Inhibition zu erhalten. DSG
hatte iiber den gesamten Konzentrationsbereich keinen Einfluf auf die Prdsentation des
NeoR-Peptides (Abb. 22), wihrend Leupeptin die Prdsentation inhibierte. Die gleichzeitige
Anwesenheit von DSG im Kulturiiberstand der RCC 1.24-NeoR-Zellen hatte keine Auswir-
kung auf die Induktion von MHC-Klasse-II-Molekiilen durch IFNy (nicht gezeigt).

Diese Ergebnisse zeigen, dall Hsc70 nicht am Import des intakten NeoR-Proteins in das
endosomale System beteiligt ist. Uberdies kann ausgeschlossen werden, daB neben dem
intakten Protein im Zytoplasma prozessierte Proteinfragmente von NeoR in

Endosomen/Lysosomen transportiert werden.
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Abbildung 22: Einflul? von DSG auf die NeoR-Prasentation

Gezeigt sind Antigenpréasentationsstudien mit LCL 1.11 (a) und RCC 1.24-NeoR-Zellen (b).

a) LCL 1.11-Zellen wurden mit pINCO-NeoR transfiziert, mit verschiedenen Konzentrationen DSG und 200
pg/ml Leupeptin fiir 24 Stunden inkubiert (Panjwani et al., 1999), fixiert und anschlieBend fiir 20 Stunden
mit dem T-Zellklon 20-4/A4 kokultiviert. Als Negativkontrolle dienten untransfizierte LCL 1.11 (ohne).

b) RCC 1.24-NeoR-Zellen wurden fiir 48 h mit 50 U/ml IFNy inkubiert. In den letzten 24 h wurde einem Teil
der Zellen DSG in den angegebenen Konzentrationen, bzw. Leupeptin (200 ug/ml) zugesetzt. Nach
Fixierung der Zellen erfolgte die Kokultivierung mit dem T-Zellklon (sieche a). Als Kontrolle wurden RCC
1.24-NeoR-Zellen verwendet, die nicht mit IFNy zur Expression von MHC-Klasse-II induziert worden
waren.

Die im Kulturiiberstand enthaltenen GM-CSF Konzentrationen wurden mit einem GM-CSF ELISA bestimmt.

4.7 Die Rolle von Autophagie in der MHC-KIlasse-I1-restringierten
Prasentation von NeoR

Eine weitere Moglichkeit fiir die Aufnahme von intakten Proteinen aus dem Zytoplasma in
das endosomale System ist Autophagie. Bei diesem ProzeB3 kommt es zur Ausbildung einer
Doppelmembran (Phagophore), die zytoplasmatische Proteine und ganze Organellen (z.B.
Mitochondrien) einschlieBt (Ubersicht bei Seglen und Bohley, 1992; Dunn, 1990; Teter und
Klionsky, 2000). Die Autophagosomen genannten Vesikel kdnnen sowohl mit frithen, als
auch mit spéten endosomalen Strukturen verschmelzen (Gordon und Seglen, 1988; Liou et al.,
1997, Berg et al., 1998), was zum Abbau des eingeschlossenen Materials durch

endosomale/lysosomale Proteasen fiihrt.
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Autophagie ist neben der Proteasom-vermittelten Degradation der Hauptabbauweg fiir
zytosolische Proteine. Die molekularen Grundlagen fiir diesen Vorgang wurden hauptséchlich
in der Hefe Saccharomyces cerevisiae charakterisiert (Ubersicht bei Ohsumi, 2001). Es ist
noch unklar, inwieweit sich diese Befunde auf andere Organismen {ibertragen lassen. Die
vorwiegend morphologischen Daten aus hoheren Eukaryonten wurden vor allem mit
Leberzellen der Ratte erhalten, in denen sich Autophagie stark induzieren 1d8t (Stromhaug et
al., 1998). Neueste Publikationen lassen vermuten, da3 zumindest die ersten Schritte in der
Ausbildung der Autophagosomen bei Hefe und hoheren Organsimen dhnlich ablaufen, zumal
viele der beteiligten Proteine zwischen Hefe und Mensch hoch konserviert sind (Mizushima et
al., 1998; Kabeya et al., 2000; Mizushima et al., 2001). Ob diese Form des Proteinabbaus

auch eine Rolle in der Antigenprasentation spielt, ist bisher nicht erforscht.

4.7.1 Expression Autophagie-assoziierter Proteine

In einem ersten Schritt sollte untersucht werden, ob Autophagie-assoziierte Proteine in den
verwendeten Zelltypen vorliegen. Ein LC3 (microtubule-associated protein 1 light chain 3)
genanntes Protein ist spezifisch mit Autophagosomen assoziiert. LC3 ist in einer Vorldufer-
form (LC3-I) im Zytoplasma lokalisiert und wird durch andere Proteine (hApg5, hApg7,
hApgl12) in eine reife Form (LC3-II) iiberfiihrt, die an die Autophagosomen-Membran bindet
(Mizushima et al., 1998; Kabeya et al., 2000; Ubersicht bei Ohsumi, 2001). Die beiden
Formen unterscheiden sich in ihrer Grofle (LC3-I: ca. 18 kDa; LC3-II: ca. 16 kDa). Die
Anwesenheit der prozessierten Form 148t Riickschliisse auf aktive Autophagie zu.

Um zu priifen, ob diese mit Autophagie in Verbindung gebrachten Proteine in den
verwendeten Zellen vorliegen, wurde aus LCL 1.11-, RCC 1.24-NeoR- und 293T-Zellen
RNA isoliert, in cDNA tiberfiihrt und die Expression der verschiedenen mRNA Spezies
mittels PCR analysiert (Abb. 23). In allen verwendeten Zelltypen konnten PCR-Produkte in
der erwarteten Grofe nachgewiesen werden (Abb. 23a, b). Um sicherzustellen, da3 die
erhaltenen PCR-Produkte spezifisch sind, wurden diese kloniert und die Identitdt durch

Sequenzierung verifiziert (nicht gezeigt).
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Abbildung 23: Expression Autophagie-assoziierter Proteine

Dargestellt sind RT-PCR (a, b) und Western-Transfer-Analysen (c).

Die Transkripte fiir hApg5 (857 bp), hApgl2 (435 bp), LC3 (388 bp) und hApg7 (2115 bp) wurden durch PCR
mit spezifischen Oligonukleotiden nachgewiesen (a, b); als Kontrolle wurden alle Primer vereinigt und die PCR
anstelle von cDNA mit Wasser (H,O) durchgefiihrt. Fiir den Nachweis des LC3-Proteins (c) wurden Protein-
extrakte aus jeweils 1x10° Zellen hergestellt und auf einem 14% PAA-Gel aufgetrennt. Nach Transfer der
Proteine auf eine PVDF-Membran erfolgte die Detektion der verschiedenen LC3-Formen (LC3-I: 18 kDa; LC3-
II: 16 kDa) mit einem LC3-Antikorper.

Der Nachweis der jeweiligen Proteine ist nur eingeschrankt moglich, da mit Ausnahme von
LC3 keine Antikorper gegen die humanen Proteine vorhanden sind. Jedoch kénnen {iber das
Vorkommen der prozessierten Form von LC3 indirekt Riickschliisse auf die Anwesenheit und
Aktivitdt der anderen Proteine gezogen werden. Deshalb wurden Lysate der verschiedenen
Zellinien durch Western-Transfer-Analyse auf Anwesenheit der Autophagosom-assoziierten
Variante von LC3 untersucht (LC3-Antikérper zur Verfligung gestellt von Prof. Yoshimori).
In allen Zellen konnte die aktivierte Form von LC3 (LC3-II) identifiziert werden (Abb. 23c),
was ein starker Hinweis dafiir ist, dal in den verwendeten Zelltypen Autophagie-vermittelte

Degradationsprozesse ablaufen.

4.7.2 NeoR wird durch Inhibition der Autophagie stabilisiert

Als néchstes sollte ein Einblick in die Beteiligung dieses Abbauweges an der Degradation von
NeoR gewonnen werden. Hierfiir wurden RCC 1.24-Zellen mit dem NeoR-GFP-Fusionskon-
strukt transfiziert und Autophagie durch 3-Methyladenin inhibiert. Diese Substanz blockiert
spezifisch die Ausbildung der Phagophore und somit den ersten Schritt in der Aufnahme zyto-
plasmatischer Bestandteile in Autophagosomen (Seglen und Gordon, 1982). Aufgrund der
hohen Spezifitit ist 3-Methyladenin der am héufigsten verwendete Inhibitor Autophagie-

vermittelter Degradationsprozesse.
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Bereits 12 Stunden nach Zugabe von 3-MA konnte eine verstirkte Fluoreszenz der pINCO-
NeoR-GFP-transfizierten Zellen festgestellt werden, besonders deutlich zeigten sich die
Unterschiede nach 24-36 Stunden (Abb. 24a). Wihrend Leupeptin-behandelte Zellen die
charakteristische Anreicherung des NeoR-GFP-Fusionsproteins in Kern-nahen Vesikeln
aufwiesen (sieche auch Abb. 18), konnte dies in Zellen, denen zusitzlich 3-MA zugesetzt
worden war, nicht beobachtet werden. Inhaltlich identische Ergebnisse wurden auch in LCL
1.11- und 293T-Zellen erhalten (nicht gezeigt).

Diese Ergebnisse legten den SchluB3 nahe, dal3 es in Gegenwart von 3-MA zu einer Anrei-
cherung des NeoR-Proteins kommt. Fiir eine bessere Quantifizierung sollten diese Effekte auf
biochemischer Ebene weiter tiberpriift werden. Dazu wurden stabil mit pINCO-NeoR-transfi-
zierte 293T-Zellen (293T-NeoR) fiir verschiedene Zeiten mit 3-MA behandelt und die NeoR-
Proteinmenge in Western-Transfer-Experimenten iiberpriift. Da die eingesetzten Zellzahlen
100-fach niedriger als in den Fraktionierungsstudien waren, lag die Proteinmenge in unbehan-
delten 293T-NeoR-Zellen an der Detektionsgrenze (Abb. 24b; 0 Stunden). In Anwesenheit
von 3-MA kam es innerhalb von 12 Stunden zu einer sehr starken Anreicherung des NeoR-
Proteins (Abb. 24b), wihrend dieser Effekt in unbehandelten Zellen ausblieb (nicht gezeigt).
Als Beladungs- und Spezifititskontrolle wurde das ER-residente Protein BiP gewihlt, da
dessen Proteinstabilitdt unabhingig von Autophagie sein sollte. Wie erwartet hatte 3-MA
keine erkennbaren Auswirkungen auf BiP.

Um auszuschliefen, dal diese Anreicherung durch verstirkte Translation zustande kommit,
wurden 293T-NeoR-Zellen in Gegenwart von Cycloheximid und 3-MA kultiviert. Da das
Expressionsniveau des NeoR-Proteins sehr niedrig ist, wurden die Zellen fiir diese Experi-
mente 12 Stunden in Gegenwart von 3-MA gehalten, um eine NeoR-Akkumulation zu indu-
zieren. Danach wurde einem Teil der Zellen 3-MA entzogen und die Proteinstabilitdt bei
gleichzeitiger Inhibition der Proteinbiosynthese durch Cycloheximid ermittelt.

In derart behandelten Zellen konnte das Protein bereits nach 3 Stunden kaum noch nachge-
wiesen werden. Dagegen war der Abbau des NeoR-Proteins in Zellen, die weiterhin in
Gegenwart von 3-MA gehalten wurden, inhibiert. Die Stabilitit des Kontrollproteins BiP
blieb unbeeinflult (Abb. 24c). Somit konnte sichergestellt werden, da3 die beobachtete
Akkumulation des NeoR-Proteins unter 3-MA durch eine Inhibition der Degradation zustande

kommt.
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Abbildung 24: NeoR wird durch Autophagie degradiert

Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen in RCC 1.24-Zellen (a) und Western-Transfer-Experi-
mente (b, ¢) in pINCO-NeoR-transfizierten 293T-Zellen.

a)

b)

3-Methyladenin unterbindet die Ausbildung der Kern-nahen Vesikel und fuhrt zu einer verstarkten
Fluoreszenz. RCC 1.24-Zellen wurden mit 5 pg pINCO-NeoR-GFP transfiziert und nach 24 Stunden ent-
weder Leupeptin (200 pg/ml; mitte) oder 3-Methyladenin (7,5 mM; rechts) zugegeben. Unbehandelte Zellen
(links) dienten als Vergleich fiir die beobachteten Effekte. Dargestellt sind reprisentative Ausschnitte, die
entweder unter ultraviolettem (UV)- oder Tageslicht (DL) aufgenommen wurden. Die Zellkerne wurden
durch Pfeilspitzen, die auftretenden Kern-nahen Vesikel durch Pfeile markiert.

3-Methyladenin induziert eine Akkumulation von NeoR. 293T-Zellen wurden mit pINCO-NeoR trans-
fiziert und fiir 2 Wochen unter Puromycin-Selektion gehalten (293T-NeoR). Je 2x10° Zellen wurden
entweder unbehandelt belassen oder iiber verschiedene Zeiten mit 7,5 mM 3-Methyladenin (3-MA) inkubiert.
Equivalente Proteinmengen wurden geladen. Die Detektion erfolgte mit einem myc (9E10) Antikorper. Als
Beladungskontrolle wurde die gleiche Membran anschlieBend mit einem BiP-Antikdrper inkubiert.
3-Methyladenin stabilisiert NeoR. Die unter b) beschriebenen 293T-Zellen wurden fiir 12 Stunden in
Gegenwart von 7,5 mM 3-MA kultiviert. Danach wurden die Zellen gewaschen und fiir weitere 3, bzw. 6
Stunden in Gegenwart von Cycloheximid (50 pg/ml) und 3-MA oder nur von Cycloheximid gehalten.
Gleiche Mengen der Zellysate wurden geladen und NeoR, bzw. BiP wie unter b) beschrieben detektiert.
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4.7.3 Autophagie ist fur die endogene Prasentation von NeoR notwendig

Da 3-Methyladenin die Ausbildung der Autophagosomen blockiert, sollte die Behandlung der
Zellen mit 3-MA zu einer Akkumulation des NeoR-Proteins im Zytoplasma fiithren. Um dies
zu lberpriifen, wurden pINCO-NeoR-transfizierte 293T-Zellen mit, bzw. ohne 3-MA inku-
biert und anschlieBend durch differentielle Zentrifugation in Zytoplasma, Plasmamem-

bran/Kern, Endosomen/Lysosomen und Mikrosomen aufgetrennt.
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Abbildung 25: 3-MA verhindert den Import von NeoR in das endosomale/lysosomale
System

293T-Zellen wurden mit pINCO-NeoR transfiziert und unter Puromycin Selektion expandiert. Je 3x10° Zellen
wurden entweder mit 7,5 mM 3-MA fiir 48 h inkubiert oder blieben unbehandelt. Danach erfolgte die Aufreini-
gung der Kompartimente durch differentielle Zentrifugation und die Analyse der NeoR-Proteinverteilung mittels
Western-Transfer-Analyse. Es wurden jeweils gleiche Proteinmengen geladen. Die Detektion des Proteins
erfolgte mit einem myc Antikorper (9E10).

In unbehandelten Zellen konnte NeoR im Zytoplasma, Zellkern und zu einem hohen Anteil
im endosomalen/lysosomalen System nachgewiesen werden. Dagegen zeigten 3-MA behan-
delte Zellen eine Anreicherung des Proteins im Zytoplasma und eine stark reduzierte Menge
in Endosomen und Lysosomen (Abb. 25). Zusammen mit den vorangegangenen Experimen-
ten bestétigt dies sowohl die wichtige Rolle der Autophagie bei der Aufnahme des NeoR-
Proteins in diese Vesikel, als auch die Funktionalitit und Spezifitit des verwendeten
Inhibitors 3-Methyladenin.

Dennoch waren diese Ergebnisse nur indirekte Anhaltspunkte fiir eine Beteiligung der Auto-
phagie an der MHC-Klasse-II-restringierten Prasentation von NeoR, weshalb Antigenprésen-
tationsexperimente mit RCC 1.24-NeoR und LCL 1.11 durchgefiihrt wurden. Zunichst wurde
kontrolliert, ob die standardméBig eingesetzten Konzentrationen von 3-Methyladenin einen
EinfluB} auf andere zelluldre Prozesse haben, die mit den Antigenprédsentationsstudien inter-

ferieren wiirden.
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Eine Inkubation der Zellen mit 3-MA in einem Konzentrationsbereich zwischen 1 und 10 mM
fiir 36 h flihrte zu keiner signifikanten Verdnderung der Lebendzellzahl (nicht gezeigt). Der
EinfluB des Inhibitors auf den klassischen (exogenen) MHC-Klasse-II-Prisentationsweg
wurde durch Zugabe von exogenem Protein in Gegenwart verschiedener Inhibitorkonzentra-
tionen Uberpriift (Abb. 26). Da die RCC 1.24-NeoR-Zellinie bereits NeoR endogen expri-
miert, wurde hierfiir das Modellantigen Himagglutinin verwendet, fiir dessen Prasentation die
RCC-Zellen das restringierende MHC-Klasse-II-Molekiil (HLA-DR1) tragen. Fiir LCL 1.11
konnte exogenes NeoR-Protein verwendet werden.

In keinem der beiden Félle kam es zu einer Inhibition der Antigenprisentation auf MHC-
Klasse-II (Abb. 26). Zusitzlich wurde durch FACS-Analyse ausgeschlossen, daf} die
beobachtete Inhibition in RCC 1.24-NeoR durch eine Interferenz mit dem Transport neu-
synthetisierter MHC-Klasse-1I-Molekiile an die Zelloberflache zustande kommt. 3-MA hatte
weder auf die Oberfldchenexpression von MHC-Klasse-I-, noch auf die von MHC-Klasse-II-
Molekiilen negative Einfliisse (nicht gezeigt).

Im Anschlul an diese Kontrollexperimente wurden IFNy-induzierte RCC 1.24-NeoR und
pINCO-NeoR-transfizierte LCL 1.11 mit verschiedenen Konzentrationen 3-MA fiir 36 Stun-
den inkubiert. Wéhrend der Inhibitor in RCC 1.24-NeoR-Zellen bereits in geringen Konzen-
trationen (2,5 mM) eine etwa 50%-ige Inhibition der NeoR-Prisentation zur Folge hatte,
konnten in LCL 1.11-Zellen eindeutige Effekte erst bei hoheren Konzentrationen beobachtet
werden (Abb. 26 und nicht gezeigt). Um sicherzustellen, da3 diese Effekte spezifisch sind,
wurden diese Zellen mit Wortmannin, einem weiteren Inhibitor der Autophagie inkubiert
(Abb. 26b).

Ahnlich wie 3-MA blockiert Wortmannin die Ausbildung der Autophagosomen, beeinfluBit
aber in hohen Konzentrationen (>100 nM) auch den Vesikeltransport im endosomalen/lysoso-
malen System. Daher wurden nur sehr niedrige Konzentrationen (maximal 30 nM) eingesetzt
und wie im Falle von 3-MA Nebeneffekte durch die oben beschriebenen Kontrollen ausge-
schlossen. Auch Wortmannin inhibierte konzentrationsabhidngig die endogene Prisentation
von NeoR auf MHC-Klasse-II und die groftmogliche Inhibition lag wie fiir 3-MA bei ca.
60% (Abb. 26b).
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Abbildung 26: 3-Methyladenin inhibiert die MHC-Klasse-lIl-restringierte Prasentation
von NeoR

Gezeigt sind Antigenprisentationsexperimente mit RCC 1.24-NeoR (a) und LCL 1.11, die mit pINCO-NeoR

transfiziert wurden (b).

a) RCC 1.24-NeoR-Zellen wurden fiir 48 h mit 50 U/ml IFNy zur Expression von MHC-Klasse-II induziert. Ein
Teil der Zellen blieb unbehandelt, dem anderen wurde zusétzlich 3-Methyladenin fiir 36 Stunden zugesetzt.
Da RCC 1.24-NeoR konstitutiv NeoR exprimiert, wurden die Zellen als Kontrolle mit exogenem HA-Protein
(1 pg/ml) in Gegenwart, bzw. Abwesenheit von 3-Methyladenin fiir 24 Stunden inkubiert. Aulerdem wurde
ein Teil der Zellen mit Leupeptin (200 pg/ml) behandelt, um einen internen Vergleichswert fiir starke
Inhibition zu haben.

b) LCL 1.11-Zellen wurden wie unter a) beschrieben mit 7,5 mM 3-Methyladenin und Leupeptin fiir 36
Stunden behandelt. Zusitzlich wurden die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von Wortmannin
inkubiert. Als Kontrolle wurden untransfizierte LCL 1.11 in Gegenwart der Inhibitoren fiir 24 Stunden mit
exogenem NeoR-Protein (30 ng/ml) versetzt.

Alle Ansétze wurden nach 48 Stunden mit 0,5% Paraformaldehyd fixiert und fiir weitere 20 Stunden mit dem T-

Zellklon 20-4/A4 inkubiert. Die freigesetzte GM-CSF Menge wurde mit einem GM-CSF ELISA bestimmt. Die

Ergebnisse wurden wie folgt berechnet: % Inhibition = (1- GM-CSF Konzentration in Gegenwart der

Inhibitoren/GM-CSF Konzentration ohne Inhibitoren) x 100.

Diese Befunde sprechen dafiir, daB Autophagie sowohl in professionellen- als auch in nicht-
professionellen APCs eine wichtige Rolle bei der endogenen Préisentation des zytosolischen
Proteins Neomycin-Phosphotransferase spielt. Mogliche Erklarungen fiir die unterschiedliche
Starke der Inhibition in professionellen APCs konnten einerseits die Existenz weiterer
Autophagie-unabhingiger endogener Priasentationswege oder andererseits die Regulation der
Autophagie tliber Signalwege sein, die nicht durch 3-MA, bzw. Wortmannin zu inhibieren

sind.
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5 Diskussion

MHC-Molekiile spielen eine essentielle Rolle in der Immunabwehr. Sie liegen auf der
Zelloberfliche im Komplex mit Peptiden vor, die von CD8 (MHC-I), bzw. CD4 (MHC-II)
positiven T-Zellen erkannt werden. Die genaue Kenntnis der Antigenpridsentationswege ist
eine Voraussetzung, um regulierend in diese Prozesse eingreifen zu konnen. Die Grundlage
fiir die Formulierung der beiden klassischen Antigenprisentationswege bilden Experimente
mit aktiven, bzw. inaktivierten Influenzaviren (Morrison et al., 1986). Nach diesem Modell
(Ubersicht bei Braciale, 1987) prisentieren MHC-Klasse-I-Molekiile Peptide von Proteinen,
die aktiv in der Zelle hergestellt werden (endogene Proteine; Infektion mit aktivem Virus),
MHC-Klasse-1I-Molekiile dagegen Peptide von Proteinen, die aus dem extrazelluliren Raum
aufgenommen werden (exogene Proteine; Aufnahme des inaktivierten Virus). Durch weiter-
fiihrende Studien konnte gezeigt werden, dal} diese strikte Trennung der Proteinherkunft nicht
aufrecht erhalten werden kann, da insbesondere Peptide endogener Proteine der Plasmamem-
bran und des endosomalen/lysosomalen Systems auch im Kontext von MHC-Klasse-II
prisentiert werden (Rudensky et al., 1991; Ubersicht bei Pieters, 2000).

Ergebnisse, die mit diesem Modell nicht kompatibel waren, deuteten auf die Existenz von
sogenannten ,alternativen Antigenprisentationswegen® hin (Ubersicht bei Lechler, 1996;
Yewdell und Bennink, 1999 a). Heute ist weitgehend akzeptiert, dal exogene Proteine auch
im Kontext von MHC-Klasse-I prédsentiert werden konnen (exogener MHC-Klasse-I-
Prasentationsweg, oder ,,Cross Presentation®) und da3 dieser Priasentationsweg eine wichtige
Rolle im Rahmen der Immunantwort spielt. Dagegen ist die Prasentation von Peptiden zyto-
plasmatischer Proteine im Kontext von MHC-Klasse-II (endogener MHC-Klasse-II-Présenta-
tionsweg) noch weitgehend unverstanden. Die Kenntnis dieses Prédsentationsweges ist die
Grundlage fiir das Verstdndnis wichtiger immunologischer Prozesse, wie etwa der Toleranz-
induktion (Ubersicht bei Klein und Kyewski) und der Induktion einer antitumoralen Immuni-
tit (Ubersicht bei Wang et al., 2001).

Ziel dieser Arbeit war es, einen grundlegenden Beitrag zum Verstindnis endogener MHC-
Klasse-II-restringierter Antigenprésentation zu leisten. Da es mit den bisher verwendeten
Modellsystemen nicht moglich war, eindeutige Aussagen iiber beteiligte zelluldre Strukturen
zu machen, wurde ein neues Modellsystem etabliert, mit dem dieser Prasentationsweg besser
untersucht werden kann.

Im Folgenden soll dieses Modellsystem im Vergleich zu den vorhandenen Modellen dar-

gestellt werden, da in den Unterschieden der benutzten experimentellen Systeme in erster
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Linie auch die Ursache fiir die teilweise divergierenden Ergebnisse verschiedener Gruppen zu

suchen ist.

5.1 Experimentelle Systeme zur Charakterisierung des endogenen MHC-
Klasse-11-Prasentationsweges

Eine besonders wichtige Rolle fiir die Bewertung der Ergebnisse spielen die verwendeten
Modellantigene, die antigenprisentierenden Zellen (APCs) und die eingesetzten Transfek-

tions-, bzw. Infektionsverfahren.

5.1.1 Modellantigene

Ein limitierender Faktor fiir das Studium endogener MHC-Klasse-II-Prasentationswege ist die
Verfiigbarkeit von CD4+ T-Zellklonen, die Peptide zytoplasmatischer Proteine erkennen. Um
dieses Problem zu umgehen, wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen vorhandene
Modellantigene (Hdmagglutinin, Hiihnerei Lysozym) so modifiziert, dal sie anstatt im
vakuoldren System (ER, Golgiapparat, etc.) im Zytoplasma lokalisiert sind. Fiir viele dieser
ektopisch im Zytoplasma exprimierten Antigene (Hiihnerei Lysozym, lambda leichte Kette
von Antikdrpern, HIV env-Protein, MHC-Klasse-I) konnte keine endogene Présentation im
Kontext von MHC-Klasse-II gefunden werden (Polydefkis et al., 1990; Weiss et al., 1991;
Loss et al., 1993). Dagegen konnte fiir unverénderte zytosolische, bzw. nukledre Proteine, wie
das Nukleo- (NP) und Matrixprotein des Masern-Virus und ein Matrixprotein (M1) des
Influenzavirus, eine endogene Présentation von Peptiden auf MHC-Klasse-II nachgewiesen
werden (Jacobson et al., 1989; Nuchtern et al., 1990; Guegen et al., 1996). Im Folgenden
sollen Erkldarungsmoglichkeiten fiir diese widerspriichlichen Ergebnisse aufgezeigt werden.

Das Zytoplasma und das vakuoldre System unterscheiden sich in ihrem physiologischen
Milieu und in ihrer Ausstattung mit Chaperonen und Proteasen. Eine verdnderte Degradation
eines Proteins kann dazu fiihren, dal} ein bestimmtes antigenes Peptid weniger effizient oder

nicht mehr hergestellt wird (Ubersicht bei Wubbolts und Neefjes, 1999).
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Bei der Bewertung der Daten, die mit modifizierten Modellantigenen erhalten wurden, muf}
folglich in Betracht gezogen werden, da3 eine fehlende Erkennung durch einen T-Zellklon
nur etwas iiber die Bildung eines bestimmten Peptides aussagt. Es ist durchaus vorstellbar,
daB3 andere Peptide des gleichen Proteins gebildet und im Kontext von MHC-Klasse-II-
Molekiilen prasentiert werden. Ein weiteres Problem liegt darin, da3 ektopisch im Zytoplasma
exprimierte Modellantigene hdufig eine sehr kurze Halbwertszeit haben. So hatte die
zytoplasmatische Form von Hiihnerei-Lysozym eine Halbwertszeit von weniger als 5
Minuten. Durch die zusitzliche Verwendung unterschiedlich starker Promotoren (pCMYV,
bzw. SV40) fiir die Expression des Antigens ist vermutlich zu erkldren, warum manche
Gruppen eine Prasentation der zytosolischen Form von Hiihnerei-Lysozym (HEL) im Kontext
von MHC-Klasse-II nachweisen konnten (Brooks und McCluskey, 1993), andere jedoch nicht
(Humbert et al., 1993).

Negative Ergebnisse sind also hdufig eher mit technischen Problemen zu erkldren, als mit
einer Beschrankung des endogenen MHC-Klasse-II-Prisentationsweges auf wenige Modell-
systeme.

Im Gegensatz zu diesen ektopisch im Zytoplasma exprimierten Antigenen erkennt der CD4+
T-Zellklon 20-4/A4 ein Peptid des Proteins Neomycin-Phosphotransferase (NeoR), das von
sich aus im Zytoplasma und Zellkern lokalisiert ist. Sekunddre Modifikationen, welche die
Interpretation der Ergebnisse komplizieren konnten, waren daher nicht notwendig. Durch
Kontrollexperimente (Uberstand-Transfer, Kokultivierung) konnte ausgeschlossen werden,
daB NeoR in den Kulturiiberstand und somit in den klassischen MHC-Klasse-II-Prisentations-
weg gelangt. Diese Ergebnisse belegen, daB NeoR direkten Zugang zu einem endogenen

MHC-Klasse-11-Prisentationsweg aus dem Zytoplasma hat.

5.1.2 Antigenpréasentierende Zellen

Eine weitere Voraussetzung ist die Verfiigbarkeit von APCs, die das restringierende MHC-
Klasse-II-Molekiil exprimieren. Da gut etablierte Zellkulturlinien in den meisten Féllen nicht
die entsprechenden MHC-Molekiile tragen, werden haufig stabile Linien hergestellt, die das
bendtigte MHC-Klasse-II-Molekiil iiberexprimieren (Brooks et al., 1991; Moreno et al., 1991;
Humbert et al., 1993; Mukherjee et al., 2001). Ein limitierender Faktor fiir die richtige

Faltung und den Transport dieser Molekiile aus dem ER ist die invariante Kette.
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Eine Uberexpression von MHC-Klasse-II-Molekiilen kann dazu fiihren, da eine Interaktion
mit der invarianten Kette unterbleibt und die ansonsten durch CLIP verschlossene Antigen-
bindungstasche schon vorzeitig Peptide im ER binden kann (Newcomb und Cresswell, 1993;
Ubersicht bei Marelli-Berg und Lechler, 1999). Diese Moglichkeit muf insbesondere bei der
Verwendung von Inhibitoren, die Hinweise auf eine vorzeitige Peptidbeladung von MHC-
Klasse-II-Molekiilen im endoplasmatischen Retikulum geben (Brefeldin A), mit in die Inter-
pretation der Ergebnisse einbezogen werden.

Aus den genannten Griinden wurde in dem in dieser Arbeit etablierten Modellsystem voll-
stindig auf eine Uberexpression von MHC-Klasse-II verzichtet. Statt dessen wurden sowohl
professionelle als auch nicht-professionelle APCs verwendet, die das restringierende MHC-
Klasse-II-Molekiil exprimieren. Somit konnten Artefakte, die durch Expression bestimmter
Komponenten des Antigenprasentationsweges in nicht-physiologischen Mengen entstehen

konnen, ausgeschlossen werden.

5.1.3 Infektions- und Transfektionsmodelle

Ein weiteres entscheidendes Kriterium fiir das Studium des alternativen MHC-Klasse-II-
Prasentationsweges ist die Verfiigbarkeit von antigenprdsentierenden Zellen, die das
Modellantigen exprimieren und sich fiir die Untersuchung der Beladung von MHC-Klasse-II-
Molekiilen eignen.

Professionelle APCs, die konstitutiv sowohl MHC-Klasse-II als auch das Modellantigen
exprimieren, sind fiir solche Untersuchungen ungeeignet, weil es in diesen Zellen zu einer
kontinuierlichen MHC-Klasse-II-Beladung kommt und die MHC-Klasse-1I/Peptid-Komplexe
eine lange Halbwertszeit aufweisen. Die Beteiligung zelluldrer Strukturen an neuen Bela-
dungsvorgidngen kann deshalb in solchen Zellen nur sehr eingeschriankt untersucht werden.
Insbesondere beim Einsatz von Inhibitoren, die eine Peptidherstellung beeinflussen konnten
(Lactacystin, Chloroquin, etc.), werden lange Einwirkzeiten bendtigt (Humbert et al., 1993),
die wiederum das Auftreten unspezifischer zytotoxischer Effekte begiinstigen. Die MHC-
Klasse-II-Beladung kann in professionellen APCs nur untersucht werden, wenn die Synthese
des Antigens und damit die Beladung der MHC-Klasse-II-Molekiile neu einsetzt. Aufgrund
der beschrinkten Transfektionseffizienz wurden deshalb bevorzugt virale Systeme fiir den
Gentransfer und die Expression des Antigens in professionellen APCs herangezogen

(Gueguen et al., 1996; Fernandes et al., 2000).
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Virale Gentransfer- und Expressionssysteme tragen jedoch wiederum ihre eigenen Schwierig-
keiten in sich. Die Effizienz des Gentransfers viraler Systeme liegt hdufig gerade darin
begriindet, da3 die Expression viraler Proteine auf Kosten zelluldrer Synthesewege optimiert
ist. Virale Proteine greifen deshalb hiufig in physiologische Prozesse ein (Proteinbiosynthese,
Proteindegradation, etc.), was eine eindeutige Interpretation der Ergebnisse erschwert. Von
vielen Viren ist zudem bekannt, dal sie mit physiologischen Antigenprisentationswegen
interferieren kénnen (Ubersicht bei Alcami und Koszinowski, 2000). Dies geht sogar so weit,
daB3 erst aus der Interferenz viraler Proteine mit der Antigenprédsentation einzelne Schritte
dieser komplizierten Wege aufgekliart werden konnten. Weiterhin ist die Infektion ein
komplexer biologischer Vorgang, der durch die Verwendung bestimmter Inhibitoren gestort
werden kann. So wurde fiir das M1-Protein des Influenza-Virus bei Verwendung intakter
Influenzaviren eine Inhibition der Prisentation im Kontext von MHC-Klasse-II durch
Brefeldin A beobachtet (Nuchtern et al., 1990). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde postuliert,
daBl der endogene MHC-Klasse-II-Prisentationsweg dem klassischen MHC-Klasse-I-Weg
dhnlich ist. Experimente, in denen das MI1-Protein durch rekombinante Vaccinia-Viren in
APCs eingebracht wurde, konnten diese Ergebnisse nicht bestitigen und lieBen vermuten, daf3
die Prozessierung im endosomalen System stattfindet (Jaraquemada et al., 1990; Gueguen et
al., 1996). Wihrend im letzten Fall ausgeschlossen wurde, dafl Brefeldin A mit dem Infek-
tionsprozeB interferierte, fehlten diese Kontrollen im ersten Fall.

In eigenen Experimenten mit rekombinanten Influenzaviren konnte gezeigt werden, daf
sowohl Chloroquin als auch Brefeldin A die Infektionseffizienz von Zielzellen mit Influenza
stark verminderten (nicht gezeigt). Unterschiede zwischen behandelten und unbehandelten
Zellen sind somit wahrscheinlich durch Nebeneffekte des Inhibitors auf die Infektion und
nicht auf eine Inhibition der Antigenprésentation zuriickzufiihren.

Als Alternative zum Gentransfer durch virale Systeme wurde auch versucht, das Zytoplasma
mit exogenen Proteinen durch die sogenannte hypertone Lyse pinozytotischer Vesikel zu be-
laden. Dies fiihrt nach Aufnahme des extrazelluldren Materials zum Platzen der endosomalen
Vesikel und zur Freisetzung des Inhalts in das Zytoplasma (Chen et al., 1990; Mukherjee et
al., 2001). Ein schwerwiegender Nachteil dieser Methode ist die Zerstorung der Endosomen
und die Freisetzung endosomaler Proteasen in das Zytoplasma, wodurch nur sehr einge-

schrinkt Aussagen iiber den Antigenpréisentationsweg moglich sind.
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AuBerdem kann nicht ausgeschlossen werden, da3 Teile des aufgenommenen Proteins im
endosomalen System verbleiben und somit im klassischen MHC-Klasse-II-Antigenprésenta-
tionsweg degradiert werden.

Die beschriebenen Probleme des viralen Gentransfers und der hypertonen Lyse wurden in der
vorliegenden Arbeit auf zwei Wegen umgangen. Erstens wurden professionelle APCs
eingesetzt (LCL 1.11), die sich durch Elektroporation hinreichend gut transfizieren lassen, um
eine Erkennung durch den T-Zellklon zu gewéhrleisten. Zweitens wurde eine stabil mit dem
Modellantigen transfizierte Nierenzellkarzinomlinie verwendet, in der die MHC-Klasse-II-
Expression erst durch die Behandlung mit Interferon-y induziert werden kann. Somit besteht
in beiden zelluldren Systemen die Moglichkeit neue Beladungsvorgénge von MHC-Klasse-11-
Molekiilen zu studieren. Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse in unterschiedlichen
Zellinien, in die das Modellantigen mittels verschiedener Methoden eingebracht wurde, kann
als interne Kontrolle und als Hinweis dafiir gewertet werden, dall die eingesetzten Trans-

fektionsverfahren die Antigenprédsentation nicht beeinflussen.

Zusammenfassend zeichnet sich das in dieser Arbeit verwendete experimentelle System durch
eine minimale Beeinflussung sekundérer zellphysiologischer Prozesse aus, wodurch eine

bessere Interpretation der erhaltenen Ergebnisse ermdglicht wird.

5.2 Der endogene MHC-Klasse-I1-Antigenprasentationsweg

Obwohl es nur relativ wenige Publikationen gibt, in denen die molekularen Details des
endogenen MHC-Klasse-II-Présentationsweges ndher untersucht werden, lassen sich zwei
unterschiedliche Konzepte in der Interpretation der Ergebnisse erkennen. Das erste Konzept
geht von einer Beteiligung von Schliisselkomponenten des MHC-Klasse-I-Priasentations-
weges (Proteasom, TAP-Transporter) am endogenen MHC-Klasse-II-Prisentationsweg aus
(Nuchtern et al., 1990; Chen et al., 1990; Lich et al., 2000; Mukherjee et al., 2001). Nach dem
zweiten Konzept konvergieren der endogene und klassische MHC-Klasse-1I-Prasen-
tationsweg im endosomalen System (Jaraquemada et al., 1990; Gueguen et al., 1996). In den
nidchsten Abschnitten sollen die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse im Kontext dieser

beiden Hypothesen diskutiert werden.
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5.2.1 Beteiligung von Schltsselkomponenten des MHC-KIlasse-1-Prasentationsweges am

endogenen MHC-Klasse-11-Beladungsweg

Als Argument fiir eine Beteiligung von Komponenten des MHC-Klasse-I-Prisentationsweges
am endogenen MHC-Klasse-II-Antigenprasentationsweg wurden hauptsdchlich die Ergeb-
nisse aus Experimenten mit chemischen Inhibitoren, die mit Schliisselkomponenten dieses
Priasentationsweges interferieren (Lactacystin, Brefeldin A, etc.), herangezogen. Fiir zwei
Modellantigene (Glutamat-Decarboxylase und Ovalbumin) wurde eine Beteiligung zytoplas-
matischer Proteasen an der Herstellung antigener Peptide fiir MHC-Klasse-1I beschrieben
(Lich et al., 2000; Mukherjee et al., 2001). Bei der Bewertung dieser Ergebnisse ist zu
beachten, daBl in beiden Studien experimentelle Ansétze gewihlt wurden, die andere zell-
physiologische Prozesse stark beeinflussen. Dies war zum einen das Einbringen des exogenen
Proteins in das Zytoplasma durch hypertone Lyse der endosomalen Vesikel (Mukherjee et al.,
2001) und zum anderen die Verwendung einer stabil mit dem Antigen transfizierten
professionellen APC. Um im letzteren Fall Effekte der verwendeten Inhibitoren erkennen zu
konnen, war es notwendig, bereits gebildete MHC-Klasse-1I/Peptid-Komplexe durch
Behandlung der Zellen mit Sdure zu dissoziieren und die Zellen im Anschlul3 daran mit
Inhibitoren zu behandeln. Da in dieser Studie keine funktionelle Negativkontrolle mitgefiihrt
wurde (Modellantigen, dessen Prisentation nicht inhibiert werden sollte), kann nicht
ausgeschlossen werden, daf3 die Sdurebehandlung, gefolgt von der Inkubation mit Inhibitoren,
unspezifisch zu einer verminderten Antigenprasentation fiihrte.

Das in dieser Arbeit verwendete Modellsystem war dagegen so gewéhlt, dafl aussagekréftige
Kontrollexperimente mdglich waren. Die Herstellung des NeoR-Peptides war weder vom
Proteasom, noch von TPPII abhéngig. Da die Présentation eines parallel mitgefithrten MHC-
Klasse-I-restringierten Modellantigens (Tyrosinase) unter den gleichen Bedingungen inhibiert
wurde, konnte ausgeschlossen werden, da3 diese negativen Resultate durch eine fehlende
Wirkung der verwendeten Inhibitoren zustande kamen. Gestiitzt werden die in dieser Arbeit
erhaltenen Ergebnisse durch den Befund, dafl bei einem anderen Modellantigen (Influenza
M1-Protein) eine gezielte Degradation durch das Proteasom die endogene Préisentation auf
MHC-Klasse-II verhindert (Gueguen et al., 1996). In den Arbeiten von Lich et al. (2000) und
Mukherjee et al. (2001) wurde nicht untersucht, wie die im Zytoplasma hergestellten Peptide
auf MHC-Klasse-II-Molekiile geladen werden.

80



Diskussion

Eine oft diskutierte Theorie ist ein Peptidimport in das ER iiber den TAP-Transporter, gefolgt
von einer vorzeitigen Beladung von MHC-Klasse-II-Molekiilen. Da durch die alleinige
Inhibition des Proteasoms und TPPII nicht gepriift werden konnte, ob andere zytoplasma-
tische Proteasen an der Herstellung des NeoR-Peptides beteiligt sind, wurde eine stabil mit
ICP47 transfizierte LCL 1.11-Zellinie etabliert. In dieser Zellinie ist die TAP-abhéngige
Antigenprésentation komplett unterbunden, was funktionell durch die Inhibition der MHC-
Klasse-I-restringierten Priasentation von Tyrosinase-Peptiden gezeigt wurde. Da es jedoch zu
keiner Beeinflussung der Pridsentation des NeoR-Peptides kam, konnte eine vorzeitige
Beladung von MHC-Klasse-1I-Molekiilen mit dem NeoR-Peptid ausgeschlossen werden. In
dhnlicher Weise konnte durch Verwendung einer TAP1-defizienten Zellinie fiir im Zytoplas-
ma exprimiertes Himagglutinin nachgewiesen werden, dal3 die Prisentation unabhéngig vom
TAP-Transporter ablduft (Malnati et al., 1992). Zusétzlich dazu sprechen auch die mit
Brefeldin A und DSG (partielle, bzw. keine Inhibition der Antigenpréisentation auf MHC-
Klasse-II) erhaltenen Daten gegen eine Beteiligung der fiir die MHC-Klasse-I-Beladung
notwendigen Komponenten am endogenen MHC-Klasse-II-Prisentationsweg. Dies schlief3t
aber nicht aus, daf} es fiir verschiedene zytoplasmatische Proteine unterschiedliche Wege gibt,

die zu einer Prasentation auf MHC-Klasse-II fiihren.

5.2.2 Konvergenz des endogenen und des klassischen MHC-Klasse-11-Antigenpréasenta-

tionsweges im endosomalen System

Ein wichtiges Argument fiir eine Konvergenz des endogenen und exogenen MHC-Klasse-II-
Priasentationsweges in endosomalen/lysosomalen Kompartimenten ist die von uns und
anderen beobachtete Sensitivitit des endogenen MHC-Klasse-II-restringierten Antigenprésen-
tationsweges gegeniiber lysosomotropen Agentien (Chloroquin, Leupeptin, Pepstatin A). So
konnte die endogene Préisentation eines Peptides des Influenza Matrix-Proteins (M1) durch
Chloroquin unterbunden werden (Jaraquemada et al., 1990). Hierbei ist zu beachten, dal} eine
fehlende Inhibition durch die angefiihrten Inhibitoren nicht automatisch als Endosomen/Lyso-
somen-unabhéngige Prozessierung gewertet werden kann, da diese Inhibitoren entweder nur
mit bestimmten Proteasen (Leupeptin, Pepstatin A) oder nur mit spidten Endosomen/Lysoso-

men interferieren (Chloroquin).
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Dagegen ist der Proteinabbau in den schwach sauren frilhen Endosomen nicht durch
Chloroquin zu hemmen. Ein Beispiel fiir ein MHC-Klasse-II-restringiertes Antigen, dessen
Beladung nicht durch Chloroquin gehemmt werden kann, ist Himagglutinin (Pinet et al.,
1995; Pinet et al., 1998), das auch in dieser Arbeit als Spezifititskontrolle eingesetzt wurde.

Fiir das NeoR-Modellantigen konnte im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen werden, dal3
eine Prozessierung in spdten endosomalen/lysosomalen Kompartimenten durch Cystein-
Proteasen (Chloroquin- und Leupeptin-Experimente) essentiell fiir die Herstellung des
antigenen Peptides ist. Flir Leupeptin war neben der Inhibition der Herstellung antigener
Peptide (Hitzel et al., 1995) auch ein Einflu} auf die Degradation der invarianten Kette und
somit auf die Reifung neu-synthetisierter MHC-Klasse-II-Molekiile beschrieben (Neefjes und
Ploegh, 1992). Demnach wére in RCC-Zellen nach Inkubation mit [FNy in Gegenwart von
Leupeptin eine stark verminderte Menge an neu-synthetisierten MHC-Klasse-II-Molekiilen
auf der Zelloberflache zu erwarten. Durch FACS™-Analyse konnte jedoch gezeigt werden,
daB3 Leupeptin keine derartigen negativen Auswirkungen auf die MHC-Klasse-II-Expression
auf RCC-Zellen nach Interferon-y Behandlung hatte. Weiterhin sind der Nachweis des NeoR-
Proteins im endosomalen System und die Stabilisierung des Proteins in Lysosomen (Western-
Transfer) in Gegenwart von Leupeptin gute Anhaltspunkte dafiir, dafl die beobachtete Inhibi-
tion auf fehlender NeoR-Prozessierung und nicht sekundiren Effekten der Inhibitoren beruht.
Dartiber hinaus wurden unspezifische zytotoxische Effekte der Inhibitoren auf die Antigen-
prasentation durch die parallel mitgefiihrten funktionellen Kontrollen (Tyrosinase, Himagglu-
tinin) ausgeschlossen. Da auch die Prisentation von exogen zugefiihrtem Protein (Aufnahme
in den klassischen MHC-Klasse-II-Prasentationsweg) durch Chloroquin und Leupeptin in
gleichem Ausmall gehemmt wurde, sprechen die in dieser Arbeit erhaltenen Daten klar fiir
eine Konvergenz des exogenen und endogenen MHC-Klasse-II-Antigenpréisentationsweges in

Endosomen/Lysosomen.

5.3 Transport des Proteins in das endosomale/lysosomale System

Mogliche Wege fiir eine Aufnahme zytoplasmatischer Proteine in endosomale und
lysosomale Kompartimente sind der direkte Import der Proteine in Lysosomen (Ubersicht bei
Cuervo und Dice, 1998) und die Autophagie-vermittelte Degradation. Keiner dieser Vorgénge

wurde bisher im Zusammenhang mit endogener Antigenpriasentation untersucht.
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Fiir die direkte Aufnahme von Proteinen in Lysosomen konnte eine Konsensus-Sequenz
(KFERQ) ermittelt werden, die fiir diese Form der Aufnahme notwendig ist (Ubersicht bei
Dice, 1990). Sequenzvergleiche mit der NeoR-Proteinsequenz ergaben keinerlei Ubereinstim-
mungen mit dieser Aminosdureabfolge. Die Auftrennung der Endosomen und Lysosomen
zeigte eindeutig, dal der Import des NeoR-Proteins in endosomalen Vesikeln stattfindet und
das Protein erst spiter in Lysosomen gefunden werden kann. Zusdtzlich dazu hatte auch die
Inhibition der Protein/Peptidbindung an das Hitzeschockprotein Hsc70, das mit diesen
Transportvorgidngen in Verbindung gebracht wird (Chiang et al., 1989; Nadler et al., 1992;
Srivastava et al., 1994; Panjwani et al., 1999), keine Auswirkung auf die Antigenprisentation.
Diese Ergebnisse deuteten auf Autophagie als Importweg hin, da bekannt ist, dal Autophago-
somen sowohl mit frithen als auch mit spaten Endosomen fusionieren konnen (Gordon und
Seglen, 1988; Liou et al., 1997; Berg et al., 1998). Die endogene Pridsentation zytoplasma-
tischer Proteine unter Beteiligung von Autophagie wurde zwar postuliert, war aber bisher
nicht nachgewiesen worden. Dies diirfte im wesentlichen daran liegen, dal mit Ausnahme
morphologischer und biochemischer Daten aus Leberzellen der Ratte, nichts iiber den mole-
kularen Mechanismus der Autophagie in hoheren Eukaryonten bekannt ist. Alle in diesen
Vorgang involvierten Proteine wurden im Modellsystem Saccharomyces cerevisiae identifi-
ziert. Sequenzvergleiche ergaben, daBl es im humanen System homologe Proteine gibt
(Mizushima et al., 1998) und erste Studien mit murinen und humanen Zellen konnten belegen,
daB3 sie auch hier an Autophagie beteiligt sind (Mizushima et al., 1998; Kabeya et al., 2000;
Mizushima et al., 2001). Die meisten der identifizierten Proteine sind fiir die Ausbildung der
Autophagosomen-Membran notwendig (Ubersicht bei Ohsumi, 2001). Eine Schliisselrolle
spielen insbesondere hApgS, hApg7, hApgl2 und LC3 (hApgd).

Ein wichtiger Indikator fiir eine aktive Ausbildung von Autophagosomen ist die Uberfiihrung
des LC3-Proteins von einer zytoplasmatischen Vorlduferform (LC3-I) in eine an die
Autophagosomen-Membran gebundene Form (LC3-II) durch hApg5, hApg7 und hApgl2.
Unter Einbeziehung dieser Daten konnte fiir die verwendeten Zellinien gezeigt werden, daf3
Transkripte fiir diese Proteine vorhanden sind. Weiterhin konnte durch Verwendung eines
LC3-spezifischen Antikorpers, mit dem beide Formen des Proteins identifiziert werden
konnen, nachgewiesen werden, dal3 es in den Zellen zur aktiven Ausbildung von Autophago-
somen kommt. Der Inhibitor der Wahl fiir Autophagie ist 3-Methyladenin (3-MA). Der dieser

Inhibition zugrunde liegende molekulare Mechanismus ist allerdings noch unbekannt.
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Unter 3-MA Behandlung wird effizient die Ausbildung neuer Autophagosomen verhindert,
ohne dabei in andere zelluldre Abldufe (insbesondere Endozytose und Vesikeltransport)
einzugreifen (Seglen und Gordon, 1982). Im Falle des NeoR-Proteins hatte die Inkubation
NeoR-transfizierter Zellen mit 3-MA eine starke Anreicherung des Proteins zur Folge. Durch
die gleichzeitige Inhibition der Translation (Cycloheximid) konnte sichergestellt werden, daf3
der Grund fiir diese Anreicherung eine Inhibition der Degradation und nicht eine Stimulation
der Transkription/Translation war. Zusitzlich dazu konnte sowohl auf biochemischer, als
auch auf Ebene der Antigenprisentation gezeigt werden, da3 3-MA den Import von NeoR in
Endosomen verhindert und die Prisentation des NeoR-Peptides im Kontext von MHC-Klasse-
IT stark reduziert. Als Spezifitdtskontrolle wurde exogen zugefiihrtes Protein verwendet, daf3
durch die direkte Aufnahme in Endosomen unabhédngig von diesem Inhibitor sein sollte.
Erwartungsgemil hatte keine der verwendeten Inhibitorkonzentrationen einen signifikanten
Einfluf} auf die Présentation des exogenen Proteins. Weiterhin wurde beobachtet, daf3 sich der
Grad der Inhibition zwischen professionellen APCs (LCL 1.11: maximale Inhibition ca. 60%)
und nicht-professionellen APCs (RCC 1.24-NeoR: maximale Inhibition ca. 90%) unter-
scheidet. Um sicherzustellen, dafl die beobachtete Inhibition in LCL 1.11 auf die spezifische
Wirkung des Inhibitors zuriickzufiihren ist, wurde Autophagie zusdtzlich durch Wortmannin
blockiert. Auch dieser Inhibitor unterdriickte die Prisentation des NeoR-Peptides in gleichem
AusmalB. Da nicht bekannt ist, welche physiologischen Stimuli in diesen Zelltypen die konti-
nuierliche Autophagie beeinflussen, ist es vorstellbar, dafl die klassischen Inhibitoren (3-MA
und Wortmannin) Autophagie nicht in allen Zellen mit gleicher Effizienz hemmen. Zudem
kann nicht ausgeschlossen werden, dal3 es in professionellen APCs zusédtzliche Mechanismen
fiir endogene Antigenprésentation gibt. Eine weitergehende Untersuchung auf biochemischer
Ebene war in diesem Zelltyp aufgrund der sehr niedrigen Proteinexpression nicht moglich.
Dennoch bleibt festzuhalten, da3 zum ersten Mal die entscheidende Rolle der Autophagie fiir
die endogene Prisentation zytosolischer Proteine sowohl in professionellen als auch in nicht-
professionellen APCs demonstriert werden konnte. Aulerdem ist es erstmals gelungen, alle
bisher mit endogener Antigenprésentation in Verbindung gebrachten zelluldren Komponenten
innerhalb eines experimentellen Systems zu untersuchen. Dies gewihrleistet ein hohes Mal3
der Vergleichbarkeit der einzelnen Ergebnisse.

Die Untersuchung des Présentationsweges in zwei unterschiedlichen Zellinien unter gleichen
Bedingungen und mit gleichem Ergebnis ist ein weiteres wichtiges Argument flir die Validitit

der hier erhobenen Befunde.
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5.4 Ausblick

Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse geben Anlall zu einer Vielzahl weitergehender
Studien. Im etablierten NeoR-Modellsystem soll ergéinzend zu den Antigenpridsentationsex-
perimenten mit den chemischen Inhibitoren die Aufnahme von NeoR in Autophagosomen
durch elektronenmikroskopische Darstellung gezeigt werden. Weiterhin soll vor allem die
Allgemeingiiltigkeit des Présentationsweges flir bereits etablierte (Influenza Matrix-Protein)
und neue zytoplasmatische Modellantigene iiberpriift werden. Hierfiir sollen CD4+ T-
Zellklone hergestellt werden, die Peptide dieser Proteine im Kontext von MHC-Klasse-II
erkennen. AuBlerdem soll untersucht werden, inwieweit die endogene Prédsentation nukleérer
Proteine (z.B. Nukleoprotein des Masern-Virus) von dieser Form des Proteintransports in das
endosomale System abhéngt.

Des weiteren deuten die in dieser Arbeit erhaltenen Daten darauf hin, daf3 es zwischen dem
endogenen MHC-Klasse-II- und dem klassischen MHC-Klasse-I-Prisentationsweg zu einer
Konkurrenz um zytoplasmatische Antigene (Proteine) kommt. Um dies zu untersuchen, soll
zuséitzlich zu dem vorhandenen CD4+ T-Zellklon 20-4/A4 versucht werden, einen CD8+
NeoR-spezifischen T-Zellklon zu generieren. Wenn fiir das gleiche Antigen CD4+ und CD8+
T-Zellklone vorhanden sind, kann untersucht werden, inwieweit eine Inhibition des einen
Prisentationsweges zu einer Verstirkung der Antigenprisentation in dem anderen Présenta-
tionsweg fiihrt. Es wire denkbar, dall in verschiedenen Zelltypen (professionelle- und nicht-
professionelle APCs) aufgrund unterschiedlicher Aktivitdt der proteolytischen Systeme ent-
weder die Proteasom- oder die Autophagie-vermittelte Degradation zytoplasmatischer
Proteine liberwiegt. Dies wiirde zu einer préferentiellen Herstellung MHC-Klasse-1-, bzw.

MHC-Klasse-II-restringierter Peptide fiihren.

&5



Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Die endogene Présentation von intrazelluldren Antigenen auf MHC-Klasse-II-Molekiilen ist
von zentraler Bedeutung fiir eine Reihe immunologischer Prozesse. Die diesem Prédsentations-
weg zugrundeliegenden molekularen Mechanismen sind noch weitgehend unverstanden.

Ziel dieser Arbeit war es, einen Beitrag zum Verstdndnis der molekularen Abldufe zu leisten,
die an diesem endogenen MHC-Klasse-II-Prisentationsweg beteiligt sind. Am Beispiel des
zytoplasmatischen/nukledren Modellantigens Neomycin-Phosphotransferase (NeoR) und
eines Modellantigen-spezifischen, MHC-Klasse-II-restringierten CD4+ T-Zell Klons wurde
der endogene Prisentationsweg in nicht-professionellen und professionellen antigenpriasen-
tierenden Zellen untersucht.

Eine Beteiligung von Schliisselkomponenten des MHC-Klasse-I-Prasentationsweges konnte
durch die Verwendung chemischer und biologischer Inhibitoren ebenso ausgeschlossen
werden, wie eine vorzeitige Beladung von neu-synthetisierten MHC-Klasse-I1-Molekiilen im
endoplasmatischen Retikulum. Dagegen erwies sich die endogene Présentation des
Modellantigens abhingig von endosomaler/lysosomaler Prozessierung. Durch biochemische
und zellbiologische Methoden konnte nachgewiesen werden, dafl das Antigen als intaktes
Protein in Endosomen/Lysosomen gelangt. Eine mogliche Sekretion des Antigens und an-
schlieBende Wiederaufnahme in endosomale Kompartimente konnte durch Zellkulturiiber-
stand-Transferexperimente als Transportmechanismus ausgeschlossen werden. Durch
Inhibitor-Studien und der Beschreibung der Endosomen als Eintrittsort des Antigens in das
endosomale/lysosomale System konnte gezeigt werden, da3 ein Signalsequenz-vermittelter
Import in Lysosomen durch Hitzeschockproteine nicht als Mechanismus in Frage kommt.
Dagegen wies die Expression Autophagie-assoziierter Proteine in den verwendeten Zellinien
auf eine mogliche Beteiligung dieses zytoplasmatischen Abbauvorganges an der Prdsentation
des Antigens hin. Eine Inhibition der Autophagie fiihrte zu einer Stabilisierung und
Anreicherung des Proteins im Zytoplasma sowie zu einer verminderten Aufnahme des
Antigens in das endosomale/lysosomale Kompartiment. Die verminderte Aufnahme korre-
lierte mit einer starken Abnahme der MHC-Klasse-II-restringierten Présentation des Antigens.
Diese Ergebnisse identifizieren Autophagie am Beispiel des Modellantigens NeoR als den
verantwortlichen molekularen Mechanismus fiir die endogene MHC-Klasse-II-restringierte

Antigenprésentation.
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8 Anhang

A) Abkurzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

v micro

Abb. Abbildung

AEP Aspartyl-Endoprotease

APC antigenprisentierende Zelle

APS Ammoniumperoxidsulfat

AS Aminoséure

ATP Adenosintriphosphat

B3,-M B>-Mikroglobulin

BiP ER residentes Chaperon (,,binding protein‘)
bp Basenpaar

BSA Rinderserumalbumin

CaCl, Kalziumchlorid

Clv MHC-Klasse-II Vesikel

cDNA komplementire DNA

CHX Cycloheximid

CIP ,calf intestine phosphatase*

CLIP MHC-Klasse-II-assoziiertes Peptid der invarianten Kette
cm Zentimeter

CMV Cytomegalievirus

CTP Cytidintriphosphat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

DC dendritische Zelle(n)

DTAF Dichlorotriazenyl Amino Fluorescein
dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

DL Tageslicht (,,day light)

DOC Deoxycholin-Essigsdure

DSG Methyldeoxyspergualin
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DTT
ECL
E.coli
EDTA
ELISA
Endo.
ER
€xo.
FACS
FKS

Xg
GFP
GILT
GM-CSF
Golgi
GTP

H,O
HCI
hApg
HA
HEPES
HLA
Hsc
Hsp
ICP47
IFNy

1

kb

KCl
kDa
KH,POg4

Dithiothreitol

,,enhanced chemoluminescence*
Escherichia coli
Ethylendiamintetracetat
»enzyme linked immunosorbent assay*

Endosomen

endoplasmatisches Retikulum

exogen

»fluorescence activated cell sorting*

Fotales Kélberserum

Gramm

fache Erdbeschleunigung

Griin-fluoreszierendes Protein

Interferon-y induzierbare Thiolreduktase

Granulozyten Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor
Golgi-Apparat

Guanosintriphosphat

Stunde

Wasser

Salzsdure

humanes Homolog des S. cerevisiae ,,Autophagie related protein*
Hémagglutinin
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsédure
Humanes Leukozytenantigen

,heat shock cognate protein® (konstitutive Form)
Hitzeschockprotein (induzierbare Form)

Protein des humanen Herpes Simplex Virus
Interferon-y

Interleukin

Kilobasen

Kaliumchlorid

Kilodalton

Kaliumdihydrogenphosphat

Liter
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Lamp
LC3
LCL
li

1iP
LMP
Lyso.

MIIC
3-MA
MDCK
mF
MgCl,
mHA
MHC
min

ml
mM
mRNA
NaCl
Na,HPOg4
NaOH
NEAA
NeoR
ng

nM
OD
ORF
PAA
PAGE
pAPC
PBS
PCR
Pemy

Lysosomen assoziiertes Membranprotein
,microtubule associated protein 1 light chain 3* Protein
lymphoblastoide Zellinie

invariante Kette

Degradationsprodukte der invarianten Kette
Protein des Proteasoms (,,low molecular weight protein‘)
Lysosomen

Molar

MHC-Klasse-II Kompartiment
3-Methyladenin

,Madin-Darby-Canine Kidney*“-Zellen
Millifarad

Magnesiumchlorid
Minor-Histocompatibilititsantigen
Haupthistokompatibilitdskomplex (major histocompatibility complex)
Minuten

Milliliter

Millimolar

Boten (,,messenger*‘) Ribonukleinséure
Natriumchlorid
Di-Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid

Nicht essentielle Aminosduren
Neomycin-Phosphotransferase Resistenzgen
Nanogramm

Nanomolar

Optische Dichte

Offener Leserahmen

Polyacrylamid
Polyacrylamidgelelektrophorese
professionelle APC

Phosphat-gepufferte Saline
Polymerasekettenreaktion

Promotor des CMV-Virus
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PFA
PFU
pg
PGPH
PI

PM
PMSF
p. Tr
PVDF
RCC
RNA
RT
RT-PCR
SDS
TAA
TAE
TAP
TBS
TE
TEC
TEMED
TGN
™
TNFa
TPPII
Tris
TTP
Tween 20
U

Ub
/N
Us
U/min

UV

Paraformaldehyd

Polymerase mit ,,proof reading* Kapazitét
Picogramm

Proteolytische Aktivitdt des Proteasoms (Peptidyl post Glutamyl)
Propidiumjodid

Plasmamembran
Phenylmethylsulfonylfluorid

nach Transfektion

Polyvinyldifluorid

Nierenkarzinomzellinie (,,renal carcinoma cell*)
Ribonukleinsdure

Raumtemperatur

Reverse Transkriptions PCR
Natrium-Dodecylsulfat

Tumor-assoziiertes Antigen
Tris-Acetat-EDTA Puffer

»transporter associated with antigen processing
Tris-gepufferte Saline

Tris-EDTA Puffer
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k) pINCO-ICP47
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