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Zusammenfassung
Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, Einsichten in die Funktion der als CDw78 bezeichne-

ten Membran-Mikrodomänen zu gewinnen. Bisher war lediglich bekannt, dass die CDw78

Mikrodomänen aus HLA und Tetraspan Molekülen zusammengesetzt sind und auf der Zel-

loberfläche von humanen antigenpräsentierenden Zellen exprimiert werden.

Ungeklärt war hingegen unter anderem die Verwandtschaft von CDw78 Mikrodomänen

zu Detergenz-resistenten Membran-Mikrodomänen (DRMs). Untersuchungen an DRMs

und CDw78 Mikrodomänen mittels Saccharose-Gradienten sowie die Analyse der HLA-

gebundenen Peptide zeigten, dass die beiden Formen von Mikrodomänen zwar verschieden

voneinander sind, jedoch durch schwache Interaktionen auch miteinander in Verbindung

stehen können.

Interessanterweise ergab die Analyse der HLA-Peptide, dass CDw78 Mikrodomänen im

Gegensatz zur Gesamtheit der HLA-DR-präsentierten Peptide und im Gegensatz zu den

DRMs nur ein sehr selektives Repertoire an Peptiden präsentieren. Dies konnte nicht nur für

B Zellinien und Dendritische Zellen (DCs) gezeigt werden, sondern auch für PBMCs. Wei-

terführende Experimente zeigten, dass allein die Aminosäuresequenz über die Lokalisation

eines Peptids in CDw78 Mikrodomänen bestimmen kann. In diesem Zusammenhang erwies

sich der Austausch einer einzelnen Aminosäure als hinreichend für die Anreicherung eines

definierten Peptids in CDw78 Mikrodomänen. Eine mögliche Erklärung für diesen Befund

liefert die Beobachtung, dass HLA-DM, welches für seine Peptid-Editor Funktion bekannt ist,

mit diesen Mikrodomänen assoziiert vorliegt. Der genaue Mechanismus bleibt jedoch noch

zu ergründen.

Bezüglich der Funktion der CDw78 Mikrodomänen für die Antigenpräsentation konnte ge-

zeigt werden, dass CDw78 Mikrodomänen im Zentrum des supramolecular activation cluster

(cSMAC) der immunologischen Synapse, die sich im Laufe einer spezifischen Interaktion

von DCs und T Zellen ausbildet, stark angereichert werden. Ferner resultierte die Zerstö-

rung der CDw78 Mikrodomänen auf B Zellen in der Unfähigkeit, T Zellen zu aktivieren,

welche spezifisch für ein Antigen waren, welches in CDw78 angereichert wurde. Ebenso

wenig waren T / B Hybridzellen, welche zwar mit HLA Molekülen transfiziert worden waren,

jedoch keine CDw78 Mikrodomänen exprimierten, in der Lage diese T Zellen zu stimulie-

ren, obwohl sie das entsprechende Peptid präsentierten. Zusammengenommen ergibt sich

demnach, dass CDw78 Mikrodomänen zumindest für bestimmte Antigene eine essentielle

Rolle während der Aktivierung von T Zellen einnehmen.

Da sich die Hinweise häufen, dass Interferon-α (IFNα) während der Differenzierung und der

Maturierung von DCs in vivo eine Rolle spielt, wurde dessen Einfluss auf die Expression von

CDw78 analysiert. Es konnten jedoch bezüglich CDw78 keine signifikanten Unterschiede

zwischen Differenzierung mit GM-CSF und IL-4 oder GM-CSF und IFNα festgestellt werden.

Ebenso wenig zeigten sich Unterschiede für die Maturierung durch IFNα im Vergleich zu

anderen Maturierungs-Stimuli, wie TNFα oder LPS.

1



Summary
The aim of this study was to gain insight into the function of the membrane microdomains

referred to as CDw78. So far, CDw78 microdomains were just known to be composed of HLA

and tetraspan molecules and to be expressed on the surface of human antigen presenting

cells.

However, the relationship between CDw78 microdomains and detergent-resistant membra-

ne microdomains (DRMs) was unsettled so far. Examinations of DRMs and CDw78 microdo-

mains using sucrose gradients as well as the analysis of HLA-bound peptides showed that

the two types of microdomains are distinct from each other, but can be connected by weak

interactions.

Interestingly, the analysis of the HLA-peptides revealed that the peptide repertoire of CDw78

microdomains is highly selective compared to the total pool of HLA-DR-presented peptides

or DRM-derived HLA-peptides. This was not only shown for B cell lines and dendritic cells

(DCs) but also for PBMCs. Surprisingly, further experiments could demonstrate that the ami-

no acid sequence by itself can be responsible for the localization of a peptide in CDw78

microdomains. In this regard, the exchange of a single amino acid was sufficient for the en-

richment of a defined peptide in CDw78 microdomains. One possible explanation for this

finding comes from the observation that HLA-DM, which is known for its peptide editing func-

tion, is associated with these microdomains. However, the specific mechanism remains to

be elucidated.

Regarding the function of CDw78 microdomains in the context of antigen presentation, it

was shown that CDw78 gets highly enriched in the central supramolecular activation cluster

(cSMAC) of the immunological synapse, which is formed during the antigen specific interacti-

on between DCs and T cells. Furthermore, the disruption of CDw78 microdomains on B cells

resulted in their inability to activate T cells, which were specific for an CDw78-enriched an-

tigen. Likewise, T / B hybrid cells which were transfected with HLA molecules but did not

express CDw78, were also not able to stimulate these T cells, although they presented the

corresponding peptide. Taken together, CDw78 microdomains play an essential role during

activation of T cells, at least for certain antigens.

As evidence is accumulating that Interferon-α (IFNα) plays a role during differentiation and

maturation of DCs in vivo, the influence of IFNα on the expression of CDw78 was analyzed.

However, regarding CDw78 there were no significant differences between the differentiation

with GM-CSF and IL-4 in comparison to GM-CSF and IFNα. Similarly, there was no obvious

difference between the maturation induced by IFNα or other maturation stimuli, like TNFα or

LPS.
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem dient dem Organismus vornehmlich zur Abwehr von pathogenen Ein-

dringlingen oder Fremdstoffen. Darüber hinaus besitzt es die Fähigkeit, krankhaft entartete

körpereigene Zelle zu erkennen und zu bekämpfen. Um der Vielzahl der Mikroorganismen

gewappnet zu sein, ist das Immunsystem außerordentlich komplex aufgebaut. So sind an

der Entstehung verschiedene Organe und Zellsysteme beteiligt. Zu den zentralen oder pri-

mären lymphatischen Organen zählen das Knochenmark und der Thymus, welche für die

Bildung der Leukozyten verantwortlich sind. Die peripheren oder sekundären lymphatischen

Organen werden von Lymphknoten, Milz und lymphatischen Geweben des Gastrointestinal-

traktes (Mandeln, Blinddarm), der Lunge und weiterer Schleimhäute gebildet. Hier wird die

so genannte spezifische bzw. adaptive Immunantwort eingeleitet. Neben dieser adaptiven

Reaktion steht dem Organismus auch eine unspezifische oder vielmehr angeborene Im-

munabwehr zur Verfügung. Beiden Systemen liegen unterschiedliche Funktionsweisen zu

Grunde, die sich bei der Bekämpfung einer Infektion gegenseitig ergänzen.

1.1.1 Die angeborene Immunantwort

Die erste Abwehr gegen Pathogene bildet ein Organismus durch physikalische Barrieren,

wie beispielsweise durch die Epithelien der Haut oder Schleimhaut. Schutz vor Mikroorga-

nismen, die über die Nahrung aufgenommen werden, bieten die extremen pH-Werte, wie

sie im Magensaft vorkommen. Überwindet ein Mikroorganismus diese primären Schutzvor-

richtungen, wird er in allen Vertebraten durch die angeborene Abwehrmechanismen binnen

weniger Minuten bekämpft. Diese Abwehr gliedert sich in humorale (lat. humor = Flüssig-

keit), d.h. in Körperflüssigkeiten gelöste Faktoren sowie in zelluläre Faktoren.

3
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Zu den humoralen Faktoren gehören antibakterielle Peptide, wie zum Beispiel Defensine

oder Cryptidine sowie das Enzym Lysozym, welches unter anderem im Speichel oder in der

Tränenflüssigkeit enthalten ist und die Zellwände zahlreicher Bakterien angreift. Daneben

existiert das Komplementsystem, welches aus circa 20 verschiedenen Proteinen besteht,

die von der Leber gebildet werden und die Lyse körperfremder Zellen induzieren. Darüber

hinaus werden auch die Interferone, welche bei der Immunabwehr von viralen Infektionen

von Bedeutung sind, zu den humoralen Faktoren der angeborenen Immunität gezählt, da sie

sehr früh während einer Infektion von den Zellen der angeborenen Immunantwort gebildet

werden und in allen Körperzellen eine unspezifische antivirale Reaktion hervorrufen.

Zu den zellulären Komponenten gehören die Granulozyten, Makrophagen, Monozyten,

Mastzellen sowie die natürlichen Killerzellen (NK-Zellen). Diese Zellen tragen spezielle Re-

zeptoren, die Pattern Recognition Receptors (PRRs), welche spezifische Muster, die so ge-

nannten Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMP), der eingedrungenen pathogenen

Mikroorganismen erkennen. Zu diesen Rezeptoren gehören u.a. Lipopolysaccharidrezepto-

ren, Glukanrezeptoren, Mannoserezeptoren, Scavenger Rezeptoren, welche eine Vielzahl

geladener Liganden binden, sowie die Familie der Toll-like Rezeptoren (TLRs), von der zum

aktuellen Zeitpunkt 11 verschiedene Mitglieder bekannt sind (Janeway, 1989; Ezekowitz

et al., 1990; Gordon, 1995; Medzhitov and Janeway, 2000; Aderem and Ulevitch, 2000). Die

Aktivierung dieser Rezeptoren versetzt die gesamten Zellen des Immunsystems in Alarm-

bereitschaft, indem es zur Ausschüttung von pro-inflammatorischen Mediatoren kommt, die

eine Entzündungsreaktion auslösen. Weiterhin führt die Bindung eines Mikroorganismus

an einen Rezeptor, wie den Mannoserezeptor oder den Scavenger Rezeptor, zur Phago-

zytose durch Makrophagen oder Neutrophile Granulozyten (Aderem and Underhill, 1999).

Makrophagen befinden sich in allen Geweben, sie sind aber besonders häufig vorzufinden

in dem Bindegewebe, welches mit dem Gastrointestinaltrakt assoziiert ist, in der Lunge, in

der Leber, wo sie als Kupffer Zellen bekannt sind, und in der Milz, wo sie für die Eliminierung

alternder Blutzellen verantwortlich sind. Die kurzlebigen Neutrophilen Granulozyten sind

hingegen hauptsächlich im Blut anzutreffen. Sie werden jedoch durch die inflammatorischen

Mediatoren, welche von den Makrophagen ausgeschüttet werden, in großer Zahl zu den in-

fizierten Geweben rekrutiert. Somit übernehmen die beiden phagozytischen Zelltypen eine

Schlüsselfunktion der angeborenen Immunität.

1.1.2 Die adaptive Immunantwort

Sollte ein eingedrungener Mikroorganismus nicht binnen weniger Stunden durch die an-

geborenen Abwehrmechanismen eliminiert werden, führt die anhaltende Ausschüttung der

inflammatorischen Mediatoren zur Aktivierung der adaptiven Immunantwort. Im Gegen-
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satz zur angeborenen Immunität, welche mit unspezifischen Methoden einen pathogenen

Eindringling bekämpft, ist die adaptive Immunität in der Lage, besonders spezifische Schutz-

maßnahmen im Laufe einer Infektion auszubilden. Darüber hinaus bildet sich ein immuno-

logisches Gedächtnis, wodurch bei einer wiederholten Infektion mit dem selben Pathogen

eine schnellere und intensivere Immunantwort erfolgt. Ebenso wie bei der angeborenen Im-

munität gehören sowohl humorale, als auch zelluläre Mechanismen zur adaptiven Immunität:

Die humorale Antwort beruht im wesentlichen auf der Bildung von Antikörpern durch die

B Zellen. Antikörper haben vielfältige Funktionen: So können sie toxische Substanzen bin-

den und dadurch deren Wirkung neutralisieren. Des Weiteren können Antikörper besetzte

Mikroorganismen leichter mittels Rezeptor-vermittelter Endozytose von Phagozyten auf-

genommen werden – ein Prozess, der als Opsonierung bezeichnet wird. Zudem können

Antikörper Komponenten der angeborenen Immunität, wie z.B. das Komplementsystem

oder NK-Zellen aktivieren, wodurch die Erreger direkt lysiert werden. Entscheidend für den

Mechanismus, der in Kraft tritt, ist der Isotyp des Antikörpers.

Um eine möglichst große Zahl an Antigenen zu erkennen, hat sich im Rahmen der

adaptiven Immunität ein Mechanismus entwickelt, der es erlaubt, eine hohe Diversität an

Antikörpern zu bilden: Durch somatische Rekombination der keimbahnkodierten V-,J- und

D-Gensegmente können ca. 1011 Antikörper mit unterschiedlicher Spezifität gebildet werden

(Tonegawa, 1983; Tonegawa, 1988a; Tonegawa, 1988b). Das hat zur Folge, dass jede B Zel-

le, die sich aus einer Stammzelle entwickelt einen anderen Membran-gebunden Antikörper

(B Zell Rezeptor) trägt. Der Kontakt solch einer B Zelle mit ihrem spezifischen Antigen führt

zur Endozytose und Präsentation des Antigens über MHC Klasse II Moleküle (Parker, 1993).

Nach Aktivierung durch T Helfer Zellen kommt es zur Proliferation und Differenzierung zu

Antikörper-sezernierenden Plasmazellen oder zu Gedächtniszellen. Dieser Prozess wird als

klonale Selektion bezeichnet (Burnet, 1959). Während der Differenzierung zu Gedächtnis-

zellen kommt es noch zu einer so genannten somatischen Hypermutation (Affinitätsreifung),

wodurch die Affinität der gebildeten Antikörper noch weiter gesteigert werden kann und

somit bei einer erneuten Infektion eine noch effektivere Immunantwort erfolgt.

Die zelluläre Immunantwort der adaptiven Immunität basiert auf den T Zellen. Diese tra-

gen den T Zell Rezeptor (engl. T cell Receptor; TCR), der Antigene nur in Form von

Peptidfragmenten erkennt, welche in der Bindungsgrube von Molekülen des Haupthisto-

kompatibilitätskomplex (engl. Major Histocompatibility Complex; MHC) präsentiert werden.

Diese Limitierung wird als MHC-Restriktion bezeichnet (Zinkernagel and Doherty, 1974).

T Zell Rezeptoren zeigen, ähnlich wie Antikörper, eine sehr hohe Variabilität, die genau-

so wie bei der Bildung der Antikörpervielfalt durch somatische Rekombination zu Stande



6 Kapitel 1. Einleitung

kommt (Davis and Bjorkman, 1988). T Zellen werden aufgrund ihrer Oberflächenantigene

und Funktion in zwei Klassen eingeteilt: CD8+ T Zellen, die auch als cytotoxische T Lympho-

zyten (CTLs) bezeichnet werden, erkennen die Peptidantigene im Kontext von MHC Klasse I

Molekülen und sind in der Lage Virus-infizierte oder entartete Zellen zu töten (O’Rourke and

Mescher, 1992; Squier and Cohen, 1994; Kägi et al., 1994).

CD4+ T Zellen erkennen die Peptidantigene im Kontext von MHC Klasse II Molekülen

und werden auch als T Helfer Zellen bezeichnet, da sie Krankheitserreger nicht direkt be-

kämpfen sondern andere Zellen des Immunsystems dazu legitimieren. Die T Helfer Zellen

bilden dazu zwei funktionelle Klassen: Die TH1 Zellen und die TH2 Zellen (Abbas et al.,

1996). TH1 Zellen aktivieren Makrophagen dazu, endozytierte oder intravesikulär lebende

Bakterien in ihrem inneren abzutöten, und lösen inflammatorische Prozesse unter anderem

durch die Ausschüttung der Cytokine Tumor-Nekrose Faktor (TNF)-β und Interferon (IFN)-

γ aus. TH2 Zellen wirken im Gegensatz zu den TH1 Zellen anti-inflammatorisch und sind

für die Aktivierung von B Zellen verantwortlich, welche daraufhin proliferieren und sich zu

Antikörper-sezernierenden Plasmazellen sowie zu B Gedächtniszellen weiter entwickeln.

TH1 Zellen sind somit für die Unterstützung der zellulären Immunantwort verantwortlich,

während TH2 Zellen die humorale Immunantwort fördern.

1.2 Der humane Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC)

Ceppelini et al. machten 1969 eine Gruppe von Genen für die Auslösung einer Immunant-

wort bei Transplantationsexperimenten verantwortlich. Dieser Genkluster, der sich bei Men-

schen auf Chromosom 6 befindet, wurde aufgrund des Einflusses auf die Gewebeverträg-

lichkeit als Haupthistokompatibilitätskomplex bzw. Major Histocompatibility Complex (MHC)

bezeichnet. Die entsprechenden Genprodukte waren allerdings schon zuvor als Antigene

auf der Oberfläche von Leukozyten beschrieben worden, so dass die Gene und ihre Pro-

dukte im humanen System auch als HLA-Komplex (HLA: engl. Human Leukocyte Antigen)

bezeichnet werden (Dausset, 1958). Die MHC Region ist in drei Klassen unterteilt:

In der Klasse I Region werden im wesentlichen drei α-Ketten für MHC Klasse I Mole-

küle kodiert, die als HLA-A, HLA-B und HLA-C bezeichnet werden. Die α-Ketten bestehen

aus drei Domänen, von denen die äußeren beiden (α1 und α2) die Grube für die Bindung

der Peptidantigene bilden. Durch die Assoziation mit β2-Mikroglobulin (β2m), welches auf

Chromosom 15 kodiert ist, wird das funktionelle MHC Klasse I Heterodimer gebildet. Die In-

terferone IFNα, IFNβ und IFNγ, welche bereits sehr früh während einer Infektion, also schon

in der Phase der angeborenen Immunität, gebildet werden, induzieren die Transkription der

Gene für die Klasse I α-Ketten sowie für β2m. Ebenso werden durch die Interferone wei-

tere Gene, welche für die Antigenpräsentation über MHC Klasse I Moleküle relevant sind,
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induziert. Dazu zählen die LMP-Gene, welche Untereinheiten für das Immunoproteasom ko-

dieren, sowie die Gene für den Transporter-assoziiert mit Antigenpräsentation (TAP) und das

TAP-bindende Protein (Tapasin). All diese Gene befinden sich jedoch nicht in der Klasse I

sondern in der Klasse II Region des MHC Genlokus.

In der Klasse II Region befinden sich die Gene, die für die α- und β-Ketten der MHC Klas-

se II Moleküle kodieren. Sie werden im humanen System als HLA-DR, HLA-DP und HLA-DQ

bezeichnet. In der HLA-DR Region befindet sich häufig noch ein weiteres Gen für die β-Kette

(Rollini et al., 1985; Gorski et al., 1987; Kawai et al., 1989), so dass aus den drei Gensät-

zen insgesamt drei oder vier MHC Klasse II Moleküle pro Allel gebildet werden können. Da

die MHC Gene kodominant exprimiert werden, besitzt der Mensch – falls heterozygot auf

allen Allelen – somit 6 verschieden MHC Klasse I und 6 bis 8 verschiedene MHC Klasse II

Moleküle. Neben den Antigen-bindenden klassischen MHC Klasse II Molekülen werden in

der Klasse II Region auch noch die α- und β-Ketten der nicht-klassischen Klasse II Moleküle

HLA-DM (Kelly et al., 1991) und HLA-DO (Tonnelle et al., 1985; Trowsdale and Kelly, 1985)

kodiert. Diese vermögen jedoch keine Antigene zu binden (Kropshofer et al., 1997b; Mosyak

et al., 1998) und zeigen nur einen geringen Grad an Polymorphismus.

Weitere Proteine, die wichtige Funktionen bei einer Immunantwort übernehmen, werden

als MHC Klasse III Gene bezeichnet. Zu diesen zählen unter anderem Komponenten des

Komplementsystems (C2, C4A, C4B sowie der Faktor B), aber auch einige Cytokine, wie

TNFα und TNFβ.

Eine Besonderheit der Antigen-bindenden MHC Moleküle (HLA-A, B, C und HLA-DR,

DP, DQ) stellt der extrem hohe Grad an Polymorphismus dar. So sind zu Zeit über 660 Allele

für die HLA-B α-Kette und über 480 Alle für die HLA-DR β-Kette beschrieben (Robinson

et al., 2000; Robinson et al., 2001; Robinson et al., 2003). Dieser Polymorphismus spiegelt

zusammen mit der Polygenie die Anpassung des Immunsystems auf die hohe Mutabilität

der Strukturproteine von Pathogenen wider. So verhindert der hochgradige Polymorphismus,

dass sich ein Pathogen durch Mutation schnell innerhalb einer Population verbreiten kann.

Andererseits ermöglicht die Polygenie, dass jeder Organismus eine große Bandbreite an

Antigenen dem Immunsystem präsentieren kann.

1.2.1 MHC Peptide

Das erste MHC Molekül, dessen dreidimensionale Struktur aufgeklärt werden konnte, war

das Klasse I Protein HLA-A2 (Bjorkman et al., 1987). Sechs Jahre später konnte auch für das

erste MHC Klasse II Molekül HLA-DR1 die Struktur bestimmt werden (Brown et al., 1993).

Obwohl die Moleküle beider MHC Klassen, wie oben beschrieben, unterschiedlich aufge-

baut sind, zeigen sie eine enge Verwandtschaft bezüglich ihrer Gesamtstruktur. Während

die Peptidbindungsgrube bei den Klasse I Molekülen aus den α1 und α2 Domänen zusam-
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Abbildung 1.1 Röntgenstrukturen der Bindungsgruben von MHC Klasse I und MHC Klasse II
(a) und (b) zeigen die Struktur von HLA-A2 mit gebundenem GP120(197-205) Peptid (Saper et al.,
1991; Madden et al., 1992). In (c) und (d) ist die Struktur von HLA-DR1, an welches das Peptid
HA(307-319) gebunden ist, dargestellt (Brown et al., 1993; Stern et al., 1994). Die Bindungsgruben
der MHC Moleküle sind in Cartoon-Form (a und c) oder als Oberflächen-Modell (b und d) und die dar-
in gebundenen Peptide als Stab-Modell abgebildet. Die Bindungsgrube der MHC Klasse I Moleküle
setzt sich aus den Domänen α1 und α2 zusammen, während sie bei den MHC Klasse II Molekülen
von α1 und β1 gebildet wird. Die Darstellung der Strukturen erfolgte mit der Software MDL® Chime
(www.mdli.com).

mensetzt ist, wird sie bei den Klasse II Molekülen von den Domänen α1 und β1 gebildet

(Abb. 1.1). Die Basis der Bindungsgrube wird bei beiden MHC Klassen durch anti-parallel

verlaufende β-Faltblatt-Strukturen gebildet, die zum Rand hin durch α-helikale Strukturen

begrenzt sind. Im Gegensatz zu den MHC Klasse I Molekülen, deren Bindungsgrube auch

an den seitlichen Enden durch hydrophoben Seitenketten beschränkt wird (Abb. 1.1 b), ist
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die MHC Klasse II Bindungsgrube an beiden Seiten offen (Abb. 1.1 d). Dies hat zur Folge,

dass die MHC Klasse I Peptide in der Regel nur 8-10 Aminosäuren lang sind (Falk et al.,

1991; Jardetzky et al., 1991; Hunt et al., 1992a), wohingegen bei MHC Klasse II Peptide

mit 13-17 Aminosäuren und zum Teil auch mit deutlich über 20 Aminosäuren gebunden sind

(Rudensky et al., 1991; Kropshofer et al., 1992; Chicz et al., 1992; Hunt et al., 1992b; Chicz

et al., 1993).

Die Spezifität für bestimmte Peptide entsteht durch die so genannten ”Spezifitätsta-

schen”, in welche Aminosäurereste der gebundenen Peptide hineinragen (Garrett et al.,

1989). Die exakte Form dieser Taschen variiert zwischen den verschiedenen MHC Alle-

len, so dass jedes einzelne Allel unterschiedliche Anforderungen an die Peptidliganden hat

und somit ein bestimmtes Repertoire an Peptiden binden kann. Für die stabile Bindung von

MHC Klasse I Peptiden sind vor allem die Aminosäurereste an den Positionen P2 und P9

(Rammensee et al., 1993; Rammensee et al., 1995; Madden et al., 1992), aber auch an P3

und P5/P7 (Ruppert et al., 1993) von Bedeutung . Diese Reste werden deshalb auch als An-

kerreste bezeichnet. Für die gesamte Bindungsaffinität, sind allerdings alle Aminosäurereste

relevant (Udaka, 1996). Des Weiteren ist die Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen

zwischen dem Amino- und Carboxyenden des Peptides mit invarianten Bereichen in der

Bindungsgrube des MHC Klasse I Moleküls für die Peptidbindung essentiell, da Peptidana-

loga, welche weder Amino- noch Carboxytermini besitzen, nicht stabil an die MHC Moleküle

binden können (Bouvier and Wiley, 1994).

Im Gegensatz zu Klasse I, stellt sich die Identifizierung von Ankerpositionen für MHC Klas-

se II Moleküle etwas schwieriger dar. Zum einen, weil die Ankerreste in unterschiedlichen

Abständen von den Aminotermini zu liegen kommen, da die Peptide unterschiedlich weit aus

der Bindungsgrube herausragen können (Rudensky et al., 1991), und zum anderen weil bei

Klasse II eine höhere Diversität an Aminosäureresten an den verschiedenen Ankerpositio-

nen erlaubt ist. Dennoch zeigte sich, dass vor allem die Positionen P1, P4, P6 und P9 für die

Bindung von Peptiden an MHC Klasse II wesentlich sind (Hammer et al., 1992; Kropshofer

et al., 1992; Falk et al., 1994; Stern et al., 1994; Verreck et al., 1996).

Die größte Hürde für die Identifizierung von Selbstpeptiden stellt die geringe Kopienzahl

der einzelnen Peptide dar. Obwohl zu Beginn der 90er Jahre mehrere Milligramm MHC von

einige Billionen Zellen pro Ansatz präpariert wurden, war das Trennvermögen der eindimen-

sionalen Chomatographie sowie die Sensitivität der konventionellen Edman-Degradierung

gerade ausreichend, um etwa ein Duzend Peptide zu identifizieren (Jardetzky et al., 1991;

Rudensky et al., 1991). Parallel zu den Versuchen, Einzelsequenzen zu ermitteln, wurden

auch die so genannte Pool-Sequenzierung eingesetzt (Falk et al., 1991; Rammensee et al.,

1993; Rammensee et al., 1995). Hierbei werden die Peptide nicht einzeln sequenziert, son-
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dern gepoolte HPLC Fraktionen verwendet. Somit kann zwar keine Einzelsequenz ermittelt

werden, aber durch Häufung von bestimmten Aminosäuren in den einzelnen Abbauzyklen

ist es möglich, Ankermotive zu identifizieren. Diese Technik funktioniert allerdings nur für

MHC Klasse I Peptide, da die Ankerpositionen bei MHC Klasse II unterschiedliche Abstän-

de zu den Aminotermini haben und somit nicht immer im gleichen Sequenzierungszyklus

detektiert werden.

Sowohl für Klasse I, als auch für Klasse II, vermochte der Einsatz von Massenspektrome-

trie, insbesondere die direkte Kopplung von Elektrospray-Ionisierung Tandem-Massenspek-

trometern (ESI-MS/MS) an RP-HPLC Geräte, die Genauigkeit der Messungen sowie die

Zahl der identifizierten Peptide zu erhöhen. Obwohl diese Technik wesentlich sensitiver war,

als die Edman-Sequenzierung, waren immer noch 200 µg bis einige mg MHC Protein für

einen Analyse nötig (Hunt et al., 1992a; Hunt et al., 1992b; Henderson et al., 1992). Durch

die Verbesserung der Peptid-Aufreinigung, der Massenspektrometer und HPLC-Geräte so-

wie durch die Automatisierung der arbeitsintensiven Interpretation der Massenspektren

durch Computeralgorithmen, wie MASCOT (Hirosawa et al., 1993) oder SEQUEST (Yates

et al., 1995), konnte die Identifizierungsrate in den letzten Jahren verzehnfacht werden

(Dongre et al., 2001). Letztlich ermöglichte die Depletion von Detergenzmolekülen, welche

die chromatographische Trennung der Peptide stören, sowie die Einführung der ”Multidi-

mensional Protein Identification Technology” (MudPIT; Washburn et al., 2001) eine weitere

deutliche Steigerung der Sensitivität und somit auch der Zahl der identifizierten Peptide.

Die Methode, die als MHC-associated Peptide Proteomics (MAPPs) bezeichnet wird, ist

detailliert in Abschnitt 2.4.3 (S. 54 ff) beschrieben.

1.2.2 Antigenpräsentation

MHC Klasse I

Über MHC Klasse I Moleküle werden primär endogene Antigene präsentiert, während Klas-

se II Moleküle hauptsächlich für die Präsentation von exogenen Peptiden verantwortlich sind

(Abb. 1.2). Die meisten Peptide, die an MHC Klasse I Moleküle binden, entstehen bei dem

Verdau von ubiquitinylierten cytosolischen Proteinen durch das Proteasom (Rock and Gold-

berg, 1999; Kloetzel, 2001; Rock et al., 2002). Dabei werden hauptsächlich Peptide mit Län-

gen von <10 Aminosäuren gebildet, wovon wiederum die meisten die typische Länge (8-9

Reste) von MHC Klasse I Liganden haben (Niedermann et al., 1996; Nussbaum et al., 1998;

Kisselev et al., 1999). Das Proteasom bestehen aus 28 Untereinheiten mit je 20-30 kDa

(Baumeister et al., 1998; Voges et al., 1999). An den beiden Enden befinden sich die Un-

tereinheiten α1 bis α7, welche ringförmig angeordnet sind und keine katalytische Aktivität

besitzen. Der innere, fassförmige 20S Proteasomenkern besteht aus zwei Ringen mit den
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Untereinheiten β1 bis β7. Die katalytische Aktivität liegt in den Untereinheiten β1, β2 und β5.

Diese werden während einer Immunreaktion durch die IFNγ-induzierbaren Untereinheiten

LMP2 (β1i), LMP7 (β5i) sowie MECL-1 (β2i) ersetzt, wodurch das so genannte Immunopro-

teasom mit einer veränderten proteolytischen Aktivität gebildet wird (Van Kaer et al., 1994;

Fehling et al., 1994). Im Gegensatz zu dem konstitutiven Proteasom, spaltet das Immuno-

proteasom bevorzugt nach hydrophoben oder aromatischen Aminosäuren, während weni-

ger häufig nach sauren Resten geschnitten wird (Toes et al., 2001). Somit werden vermehrt

Peptide gebildet, die aufgrund ihrer C-terminalen Reste potentielle MHC Klasse I Liganden

darstellen.

Der Transport der Peptide in das Endoplasmatische Retikulum (ER), in welchem die Klas-

se I Moleküle hauptsächlich beladen werden, erfolgt mittels TAP, dem Transporter assoziiert

mit Antigenpräsentation. TAP besteht aus den beiden Untereinheiten TAP1 und TAP2 und

gehört zur Familie der ABC (ATP-binding cassette) Transporter, was bedeutet, dass für den

Peptidtransport ATP erforderlich ist. Noch nicht vollständig geklärt ist jedoch, für welchen

Schritt des Transports ATP benötigt wird (van Endert et al., 2002; Abele and Tampe, 2004).

TAP bevorzugt Peptide mit einer Länge von 8-16 Aminosäuren, kann aber auch längere

Peptide mit bis zu 40 Resten transportieren (Momburg et al., 1994; van Endert et al., 1994;

Koopmann et al., 1996). Nach dem Transfer treffen die Peptide auf die MHC Klasse I Mo-

leküle, welche Teil des ”Peptide Loading Complex” (PLC) sind. Dieser besteht neben dem

Heterodimer von MHC Klasse I α-Kette und β2m aus den Chaperonen Tapasin, Calreticulin

/ Calnexin und ERp57 sowie dem TAP Transporter. Der Aufbau des PLC beginnt bereits bei

der Synthese der MHC Klasse I Moleküle. Die naszierende α-Kette wird durch das mem-

brangebundene Calnexin sowie durch die Thiol-abhängige Oxidoreduktase ERp57 bei der

Faltung und Ausbildung von Disulfidbrücken unterstützt (Zhang et al., 1995; Farmery et al.,

2000). Nach Bindung des β2-Mikroglobulins wird das Calnexin gegen das lösliche Calreticu-

lin ausgetauscht (Sadasivan et al., 1996). Dieser Komplex bindet über das TAP-assoziierte

Protein Tapasin an den Peptidtransporter (Sadasivan et al., 1996; Ortmann et al., 1997).

Nach Bindung eines hochaffinen Peptids, löst sich der MHC Klasse I:Peptid Komplex von

dem PLC (Suh et al., 1994; Carreno et al., 1995) und gelangt über den Golgi-Komplex auf

die Zelloberfläche, um dort das Antigen zu präsentieren.

Makrophagen und Dendritische Zellen können nicht nur endogene, sondern auch exo-

gene Peptide über MHC Klasse I präsentieren. Dieser Prozess wird als ”cross-presentation”

bezeichnet, die darauf basierende Aktivierung von cytotoxischen T Zellen nennt man ”cross-

priming” (Bevan, 1976). Allerdings ist bis heute noch nicht restlos geklärt, wie die exogenen

Antigene prozessiert und auf Klasse I Moleküle geladen werden: Beispielsweise können Pro-

teinantigene von endosomalen Kompartimenten in das Cytosol transferiert werden, wo sie

über den klassischen proteasomalen Abbau dem MHC Klasse I Präsentationsweg zugeführt
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werden (Kovacsovics-Bankowski and Rock, 1995; Wiertz et al., 1996). Die Aufnahme der

Antigene erfolgt hierbei über ER-abhängige Phagozytose, bei der Teile der ER Membran zur

Plasmamembran rekrutiert werden und direkt am Aufbau der Phagosomen beteiligt sind (Ga-

gnon et al., 2002). Dies hat zur Folge, dass der Sec61 Komplex, der für den Rücktransport

Proteasom

Endogenes
Antigen

MHC Klasse I

TAP Tapasin

Golgi

PM

Saure
Protease

Thiol
Protease

Exogenes
Antigen

MHC Klasse II

extrazellulär

intrazellulär

HLA-DM

(αβ)3Ii3

(αβ)3Ii3(αβ)3p223(αβ)3p103αβ-CLIP
αβ-pAg

ER

MIIC

PLC

Abbildung 1.2 Die Antigenpräsentation durch MHC Klasse I und Klasse II Moleküle
MHC Klasse I Moleküle präsentieren primär endogene Antigene, die durch das Proteasom prozes-
siert wurden. Die Peptide werden vom TAP Transporter in das Endoplasmatische Retikulum (ER)
transportiert, wo sie an die MHC Klasse I Moleküle binden. Daraufhin löst sich der MHC Klas-
se I:Peptid Komplex vom Peptide Loading Complex (PLC) und wird über den Golgi-Komplex zu Zel-
loberfläche transportiert. MHC Klasse II Moleküle bilden nach der Synthese der Einzelketten einen
nonameren Komplex aus 3 α-, 3 β- und 3 invarianten Ketten ((αβ)3Ii3). Dieser wird über den Golgi-
Komplex zu den endosomalenm / lysosomalen Beladungskompartimenten (MIIC) transportiert. Hier
findet der Abbau der Invarianten Kette (Ii) über die Intermediate p22 und p10 bis hin zum Peptid
CLIP statt. Dieses wird mit Hilfe von HLA-DM gegen antigenische Peptide ausgetauscht woraufhin
die Klasse II:Peptid-Komplexe zur Antigenpräsentation auf die Zelloberfläche gelangen.
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von ungefalteten Proteinen aus dem ER in das Cytosol verantwortlich ist (Tsai et al., 2002),

in den Phagosomen lokalisiert ist und dadurch der Transport der endozytierten Antigene in

das Cytosol ermöglicht wird (Houde et al., 2003; Guermonprez et al., 2003; Ackerman et al.,

2003). Des Weiteren befinden sich alle Komponenten der MHC Klasse I Beladung in den

Phagosomen oder sind auf cytosolischer Seite mit ihnen assoziiert, so dass die in das Cy-

tosol translozierten Antigene direkt an den assoziierten Proteasomen prozessiert und über

den TAP Transporter zurück in das Phagosom transportiert werden könnten, wo schließlich

auch die Beladung der MHC Klasse I Moleküle erfolgen könnte (Guermonprez et al., 2003;

Houde et al., 2003; Ackerman and Cresswell, 2004). Als alternatives Modell wird auch die

Beteiligung von Hitzeschock Proteinen (HSP) diskutiert. Hierbei werden die Peptide von den

Donor-Zellen prozessiert und gebunden an HSP auf antigenpräsentierende Zellen übertra-

gen (Srivastava, 2002). Neueste Untersuchungen zeigen, dass prozessierte Peptide auch

durch Gap Junctions zwischen zwei Zellen ausgetauscht werden können (Neijssen et al.,

2005). Dies bedeutet, dass Peptide von einer infizierten Zellen zu einer benachbarten über-

tragen werden, wodurch diese ebenfalls durch cytotoxische T Zellen erkannt werden und so-

mit eine Ausbreitung der Infektion von Zelle zu Zelle erschwert wird. Zusätzlich exprimieren

verschiedenen hämatopoetische Zellen, wie DCs, aktivierte Lymphozyten oder Monozyten,

Connexin 43 (Oviedo-Orta and Howard Evans, 2004), wodurch auch APCs Antigene über

Gap Junctions austauschen könnten.

MHC Klasse II

Die Prozessierung der MHC Klasse II Peptide erfolgt nach unspezifischer oder Rezeptor-

vermittelter Endozytose von exogenen sowie nach Autophagozytose von endogenen Anti-

genen. In den Endosomen sinkt nach der Abschnürung von der Plasmamembran der pH-

Wert, wodurch saure Proteasen, die Cathepsine, aktiviert werden (Fineschi and Miller, 1997;

Watts, 1997) und die aufgenommenen Proteine zerlegen. Die Cathepsine sind Endo- und

Exo-Proteasen und gehören zu den Familien der Serin-, Cystein- und Aspartatproteasen.

Zusätzlich ist auch die Asparagin Endopeptidase (AEP bzw. Legumain) an der Prozessie-

rung von aufgenommenen Antigenen beteiligt (Manoury et al., 1998; Manoury et al., 2002;

Watts et al., 2003).

Bis zur Beladung der MHC Klasse II Moleküle mit den prozessierten Antigenen in den

MHC class II compartments (MIIC) ist zunächst ein komplexer biosynthetischer Ablauf nö-

tig (Abb. 1.2): Die α- und β-Ketten werden am rauhen Endoplasmatischen Retikulum als

Typ I Transmembran-Glykoproteine synthetisiert. Im Lumen des ER bildet sich dann aus

je drei α-, β- und Invarianten Ketten (Ii) der nonamerer (αβ)3Ii3-Komplex, dessen Bildung

durch Calnexin unterstützt wird (Roche et al., 1991; Anderson and Cresswell, 1994). Für die

Komplexbildung ist ein Abschnitt von 21 Aminosäuren des luminalen C-Terminus der Inva-
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rianten Kette verantwortlich. Weiterhin stabilisiert die Bindung von Ii an die Bindungsgrube

die MHC Klasse II Moleküle (Anderson and Miller, 1992) und unterbindet die Assoziation mit

Peptiden vor dem Erreichen der MIICs (Roche and Cresswell, 1990; Teyton et al., 1990).

Der cytosolische N-Terminus der Invarianten Kette trägt zwei Di-Leucin-Sortiersignale, wel-

che den nonameren Komplex über das Trans-Golgi-Netzwerk zu den MIICs dirigieren (Bakke

and Dobberstein, 1990; Bremnes et al., 1994). Dort erfolgt der Abbau der Invarianten Ket-

te über mehrere Zwischenstufen, vornehmlich durch die Protease Cathepsin S (Blum and

Cresswell, 1988; Riese et al., 1996). Nach dem Abbau verbleibt in der Bindungsgrube ein

kurzes Stück von Ii, welches als Class II associated invariant chain peptide (CLIP) bezeich-

net wird (Riberdy et al., 1992).

CLIP kann nun aus der Bindungsgrube entfernt und durch ein anderes Peptid ersetzt

werden. Da die Bindungsaffinität von CLIP bei verschiedenen MHC Allelen deutlich variiert

(Sette et al., 1995), führt bereits der saure pH-Wert in den MIICs bei einigen Allelen zur spon-

tanen Freisetzung von CLIP (Kropshofer et al., 1995). Effizienter geschieht dies allerdings

mit der Hilfe des nicht-klassischen MHC Klasse II Moleküls HLA-DM (Sloan et al., 1995;

Denzin and Cresswell, 1995; Sherman et al., 1995). Hierbei wirkt HLA-DM wie ein Enzym,

da ein Molekül HLA-DM bei zahlreichen MHC Klasse II Molekülen den Austausch von CLIP

gegen ein anderes Peptid katalysieren kann (Vogt et al., 1996). Im Gegensatz zu den klas-

sischen MHC Klasse II Molekülen besitzt HLA-DM im cytosolischen C-Terminus der β-Kette

ein Tyrosin-basiertes Sortiersignal, welches das Molekül ebenfalls zu den MIICs dirigiert

(Marks et al., 1995). Hier übernimmt HLA-DM neben der Funktion als Katalysator noch wei-

tere Funktionen: HLA-DM wirkt als Chaperon, indem es unbeladene MHC Klasse II Moleküle

stabilisiert und deren Aggregation verhindert (Denzin et al., 1996; Kropshofer et al., 1997a).

HLA-DM bleibt dabei so lange an den αβ Dimer gebunden, bis ein ein passendes Peptid

gefunden ist (Kropshofer et al., 1996; Kropshofer et al., 1997a). In diesem Zusammenhang

übernimmt HLA-DM auch noch die Funktion eines Peptid-Editors, da es erst abdissoziiert,

wenn ein Peptid mit hoher kinetischer Stabilität an das MHC Molekül gebunden hat (Krops-

hofer et al., 1996; Weber et al., 1996; Kropshofer et al., 1997b). Somit führt HLA-DM eine

Qualitätskontrolle durch und fördert so die Bildung stabiler MHC Klasse II:Peptid Komplexe.

Wie in Abschnitt 1.2 (S. 7) beschrieben ist HLA-DO das zweite nicht-klassische MHC

Molekül, das im Klasse II Lokus kodiert ist. Es wird in B Zellen und thymalen Epithelzel-

len, jedoch nicht oder kaum in Dendritischen Zellen exprimiert (Alfonso and Karlsson, 2000;

Chen et al., 2002). Es bildet schon im ER einen stabilen Komplex mit HLA-DM und gelangt

somit über dessen Sortiersignal zu den MIICs. HLA-DO stellt einen Modulator der Editier-

funktion von HLA-DM dar. Jedoch ist noch nicht eindeutig geklärt welchen Einfluss HLA-DO

auf HLA-DM hat: Zum Einen ist ein aktivitätssteigernder (Kropshofer et al., 1998) und zum

Anderen ein aktivitätshemmender (Denzin et al., 1997; Van Ham et al., 1997; Liljedahl et al.,
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1998) Einfluss auf HLA-DM beobachtet worden. Neuere Ergebnisse weisen jedoch darauf

hin, dass die Funktionsweise von HLA-DO komplexer ist (Alfonso et al., 2003a; Alfonso et al.,

2003b): So kann die Präsentation von verschiedenen Epitopen durch HLA-DO verstärkt oder

verhindert werden oder auch unverändert bleiben . Wenig Einfluss hat HLA-DO auf die Prä-

sentation von Antigenen, die durch Pinozytose aufgenommen werden. Erfolgt die Antigen-

aufnahme allerdings durch membrangebundene Immunglobulin Rezeptoren wird ein starker

Einfluss beobachtet, der von der Spezifität des jeweiligen Rezeptors abhängig ist. Somit

scheint HLA-DO in Abhängigkeit des Rezeptors über den das Antigen aufgenommen wird,

das Repertoire präsentierter Peptide zu kontrollieren.

Alternativ zu dieser Beladung von neu synthetisierten MHC Klasse II Molekülen, ist auch

ein weiterer Beladungsweg beschieben der als ”Recycling-Pathway” bezeichnet wird (Sa-

lamero et al., 1990; Pinet et al., 1995). Bei diesem Weg werden MHC Moleküle, die entweder

mit niederaffinen Peptiden komplexiert oder unbeladen sind, von den MIICs zur Zelloberflä-

che transportiert (Santambrogio et al., 1999a; Santambrogio et al., 1999b) und schließlich

dort (Busch and Rothbard, 1990) oder in den frühen Endosomen (Harding and Geuze, 1993)

mit hochaffinen Peptiden beladen. Für die Stabilisierung der leeren Klasse II Moleküle be-

ziehungsweise den Austausch der bereits gebunden Peptide könnte HLA-DM verantwortlich

sein, welches ebenfalls auf der Zelloberfläche nachgewiesen werden konnte (Arndt et al.,

2000).

1.3 Dendritische Zellen

Die Dendritischen Zellen sind im Vergleich zu den anderen APCs in vielen Punkten einzigar-

tig. Im Gegensatz zu Makrophagen oder B Zellen besteht ihre Hauptaufgabe in der Präsen-

tation von Antigenen. DCs befinden sich in den meisten peripheren Geweben und nehmen

dort ständig Antigene auf (Banchereau et al., 2000). Dies geschieht über Makropinozyto-

se (Sallusto et al., 1995), Phagozytose (Inaba et al., 1993; Moll et al., 1993; Reis e Sousa

et al., 1993; Svensson et al., 1997) oder Rezeptor-vermittelte Endozytose. Die Makropinozy-

tose ist bei DCs im Gegensatz zu anderen phagozytierenden Zellen, wie z.B. Makrophagen,

ein konstitutiver Vorgang, bei dem große Mengen an extrazellulärer Flüssigkeit aufgenom-

men werden. Die darin enthaltenen Antigen gelangen in die MIICs, wo sie prozessiert und

auf MHC Klasse II Moleküle geladen werden. Zusätzlich zu dieser unspezifischen Antigen-

aufnahmen ermöglichen verschiedene Rezeptoren, Antigene in einer spezifischen Art und

Weise zu endozytieren. Zu diesen Rezeptoren gehören u.a. die Fcγ Rezeptoren (Fanger

et al., 1996), der Fcε Rezeptor (Jurgens et al., 1995), der Mannose Rezeptor (Engering

et al., 1997), DEC-205 (Jiang et al., 1995), der Kollagen Typ I Rezeptor (CD36), αvβ3 und

αvβ5 Integrine (Albert et al., 1998) sowie Hitzeschock Protein Rezeptoren, wie CD91 (Binder

et al., 2000; Becker et al., 2002).
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Abbildung 1.3 Funktion unrei-
fer und reifer DCs
(a) DCs induzieren Toleranz, in-
dem sie im unreifen Zustand
Selbstantigene oder Antigene, die
sie zuvor aufgenommen haben, in
Lymphknoten präsentieren. Da sie
keine kostimulatorischen Moleküle
besitzen führt die Aktivierung von
naiven T Zellen zur kurzzeitigen
Proliferation, gefolgt von Deletion
oder Differenzierung zu regulatori-
schen T Zellen.
(b) Entzündungsvorgänge in den
Geweben induzieren die Maturie-
rung und führen zur Migration von
großen Mengen reifer DCs zu den
Lymphknoten. Dabei produzieren
die DCs Cytokine, welche die Ak-
tivierung von Makrophagen und
Natürlichen Killerzellen (NK Zel-
len) bewirken. In den Lymphkno-
ten erfolgt dank der hohen Expres-
sion von MHC Molekülen und der
Koexpression von kostimulatori-
schen Molekülen das Priming von
CD4+ Helfer T Zellen (TH Zellen)
und CD8+ cytotoxischen T Zel-
len (CTLs) sowie die Aktivierung
der B Zellen. Ebenso kommt es
zur Expansion der Treg Zellen, die
für die Kontrolle der Immunreak-
tion verantwortlichen sind. ADCC:
antibody-dependent cell-mediated

cytotoxicity (aus Banchereau and
Palucka, 2005).
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Ein kleiner Anteil der DCs wandert auch im unreifen Zustand, also ohne vorher ein

Aktivierungssignal erhalten zu haben, zu den peripheren Lymphknoten (Fossum, 1989;

Shortman, 2000). Es wird vermutet, dass diese DCs Toleranz gegenüber Selbstantigenen

induzieren können, die sie zuvor in den Geweben aufgenommen haben (Abb. 1.3 a): Da

unreife DCs nur geringe Mengen an kostimulatorischen Molekülen exprimieren, führt der

Kontakt einer T Zellen mit einem Selbstantigen im Kontext von MHC zu Anergie (Greenfield
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et al., 1998), Deletion (Hawiger et al., 2001) oder zur Differenzierung zu regulatorischen

T Zellen (Treg; Jonuleit et al., 2001; Menges et al., 2002), die große Mengen an IL-10 und

Transforming (Tumour) Growth Factor (TGF)-β produzieren (Roncarolo et al., 2001).

Werden die DCs jedoch durch einen inflammatorischen Stimulus aktiviert, entwickeln sie sich

von einer antigenaufnehmenden Zelle zu einer antigenpräsentierenden Zellen (Abb. 1.3 b).

Dieser Prozess, bei dem sich einen Reihe von phänotypischen und funktionellen Verän-

derungen vollziehen, wird unter dem Begriff Maturierung zusammengefasst (Banchereau

et al., 2000). Unreife DCs reagieren auf zwei Arten von Maturierungsstimuli, die nach der

Danger -Hypothese eine ”Gefahr” für den Organismus darstellen (Matzinger, 2001): (1) Sti-

mulation durch mikrobielle Produkte, wie LPS, bakterielle DNA oder dsRNA mittels TLRs

oder anderen PRRs (Rescigno et al., 1999; Hacker et al., 1998; Cella et al., 1999) und (2)

Stimulation durch inflammatorische Cytokine und andere endogene oder exogene Mediato-

ren, die während einer Infektion ausgeschüttet werden. Hierzu zählen pro-inflammatorische

Signale, wie TNFα, Prostaglandine, IL-1β und IL-6 (Banchereau et al., 2000; Kaisho and

Akira, 2001), T Zell Signale, wie CD40L, OX40, und TRANCE (Armitage et al., 1992; Chen

et al., 1999; Bachmann et al., 1999) oder nekrotischer Zelltod (Gallucci et al., 1999; Sauter

et al., 2000).

Während der Maturierung werden große Mengen an MHC Klasse II Molekülen auf die

Zelloberfläche transportiert, die in den unreifen DCs in den MIICs zurückgehalten wurden

(Sallusto and Lanzavecchia, 1994; Nijman et al., 1995; Pierre et al., 1997; Winzler et al.,

1997). Dabei erhöht sich die Halbwertszeit der MHC Klasse II Moleküle auf der Zello-

berfläche von zehn auf hundert Stunden (Cella et al., 1997). Gleichzeitig wird auch die

Expression von akzessorischen Molekülen, wie z.B. von den Adhäsionsmolekülen LFA-3

(CD58) und ICAM-1 (CD54) und den kostimulatorischen Molekülen CD80 (B7.1) und CD86

(B7.2), induziert. Ebenso beginnt die Synthese einiger Chemokine, wie MIP3-β, IL-8 oder

SLC (secondary lymphoid-tissue chemokine), und Cytokine, wie TNFα, IL-12, IL-10 und

IL-18 (Banchereau et al., 2000). Durch die Runterregulation der Rezeptoren für MIP-1α

sowie weiterer Chemokine und die gleichzeitige Hochregulation von CCR7, dem Rezeptor

für die in den T Zell Regionen der Lymphknoten produzierten Chemokine MIP-3β und SLC,

setzt die Migration der DCs von den peripheren Geweben zu den angrenzenden Lymphkno-

ten ein (Yoshida et al., 1998; Dieu et al., 1998; Sallusto et al., 1998; Sozzani et al., 1999;

Saeki et al., 1999), wo sie hauptsächlich für die Aktivierung naiver T Zellen verantwortlich

sind (Steinman, 1991; Banchereau et al., 2000). Die Cytokinproduktion, die zu Beginn der

Maturierung einsetzt, wirkt bereits auf die Zellen des angeborenen Immunsystems, wie

Makrophagen und NK Zellen und führt zu deren Aktivierung. DCs haben somit Einfluß auf

die angeborene und die adaptive Immunität und stellen folglich ein Bindeglied zwischen
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Abbildung 1.4 Unterklassen humaner Dendriti-
scher Zellen
Die humanen DCs werden derzeit in drei Unterklas-
sen eingeteilt. Langerhans Zellen, die in Epithelien,
wie der Haut zu finden sind, und interstitielle DCs,
die in allen anderen Geweben vorhanden sind, haben
myeloide Vorläuferzellen, während sich die plasmacy-
toiden DCs (PDCs), die große Mengen an Typ 1 Inter-
feron (IFNα und IFNβ) bei einer viralen Infektion se-
zernieren, aus lymphoiden Vorläufern entwickeln (mo-
difiziert nach Banchereau and Palucka, 2005).

CD34+ 
Hämatopoetische
Vorläuferzelle

Myeloide Vorläuferzelle Lymphoide Vorläuferzelle

CD14+ Monozyt

CD11c+ myeloide DC CD11c- myeloide DC

IL-4

Langerhans Zelle Interstitielle DC Plasmacytoide DC

den beiden immunologischen Mechanismen dar. Im Lymphknoten angekommen locken die

DCs nun durch die Produktion von MIP-3β und SLC Lymphozyten an und es bilden sich

Zellcluster aus, in denen letztlich die T Zell Aktivierung erfolgt (Adema et al., 1997; Ingulli

et al., 1997; Luther et al., 1997; Tang and Cyster, 1999). Zusätzlich können die DCs in

den Lymphknoten neben dem indirekten Einfluß, den sie über Helfer T Zellen auf B Zellen

haben, auch direkt über lösliche Faktoren (u.a. IL-12) mit B Zellen kommunizieren (Dubois

et al., 1998).

Zur Zeit gibt es zwei Modelle, die eine Erklärung für die multiplen Fähigkeiten der DCs

liefern. Nach dem Modell der funktionellen Plastizität gibt es nur eine DC Linie, beste-

hend aus hämatopoetischer Vorläufer Zelle, DC Vorläuferzelle, unreifer und reifer DC. Die

vielfältigen Funktionen werden hierbei durch die verschiedenen Entwicklungs- und Aktivie-

rungsstadien, sowie durch diverse Faktoren in der Umgebung der DCs gesteuert (Kalinski

et al., 1999; Liu et al., 2000; Shortman and Liu, 2002). Im Gegensatz hierzu werden die
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unterschiedlichen Aufgaben bei dem Modell der spezialisierten Linien von verschiedenen

DC Unterklassen erfüllt: Es werden drei verschiedenen DC Vorläuferzellen im Blut unter-

schieden (Abb. 1.4): (1) Langerhans Zellen entwickeln sich unter dem Einfluss von GM-CSF,

IL-4 und TGFβ aus myeloiden CD34+ Vorläuferzellen und zeichnen sich vor allem durch

die gemeinsame Expression von CD11c, CD1a, Cutaneous Lymphocyte-associated Anti-

gen (CLA) und CD207 (Langerin) aus. (2) Interstitielle DCs, die auch als DC1 bezeichnet

werden, sind ebenfalls myeloiden Ursprungs. Sie exprimieren CD14, CD11c, CD1a, sind

aber negativ für CLA. Sie entwickeln sich aus Monozyten unter dem Einfluss von GM-CSF

und IL-4. Neuere Erkenntnisse zeigen, dass auch GM-CSF in Kombination mit IFNα die

Differenzierung der Monozyten zu DCs bewirken kann (Paquette et al., 1998; Santini et al.,

2000; Parlato et al., 2001; Mohty et al., 2003). Inwieweit sich diese DCs von den DCs un-

terscheiden, die mit IL-4 differenziert wurden, ist allerdings noch nicht vollständig geklärt.

(3) Plasmacytoide Monozyten entstammen lymphoiden Vorläuferzellen, weshalb sie auch

lymphoide Marker, wie CD2, CD5 und CD7 exprimieren (Grouard et al., 1997; Kohrgruber

et al., 1999; Spits et al., 2000). Ebenso zeigen sie typischerweise eine hohe Expression

des IL-3 Rezeptor-α (CD123). Unter Einfluss von IL-3 differenzieren sie zu plasmacytoiden

DCs (PDCs), die auch als DC2 bezeichnet werden. PDCs produzieren große Mengen an

Typ I Interferonen, weshalb sie ursprünglich auch Natural Interferon-Producing Cells (NIPC)

genannt wurden (Fitzgerald-Bocarsly, 1993).

Wahrscheinlich ist in Realität eine Mischung aus dem Modell der funktionellen Plastizität

und dem Modell der spezialisierten Linien vorzufinden.

1.4 Die immunologische Synapse

Die Antigen-spezifische Aktivierung von T Zellen erfordert die Interaktion des T Zell Rezep-

tors (TCR) mit spezifischen MHC:Peptid Komplexen auf der Zelloberfläche von APCs. Wäh-

rend dieser Interaktion kann eine spezifische molekulare Organisation an der Kontaktstelle

der beiden Zellen beobachtet werden. Diese spezialisierte Verbindung, welche durch die Bil-

dung von Clustern aus T Zell Rezeptoren, Adhäsions- und Signalmolekülen sowie dem Zy-

toskelett entsteht, wird als immunologische Synapse (IS) bezeichnet (Norcross, 1984; Paul

et al., 1987).

Dreidimensionale Untersuchungen haben ergeben, dass sie sich in verschiedene Be-

reiche aufgliedert, die als Supramolecular Activation Cluster (SMAC) bezeichnet werden

(Abb. 1.5; Monks et al., 1998): Im Zentrum der IS befindet sich als kreisförmige Struktur

der zentrale SMAC (cSMAC), in dem auf der T Zell Seite Moleküle wie der TCR, CD3, der

Kostimulator CD28, der negative Regulator Cytotoxic T Lymphocyte Antigen 4 (CTLA4) so-
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wie die Proteinkinasen LCK oder PKC-Θ zu finden sind. Komplementär dazu finden sich

auf der Seite der APCs die entsprechenden Liganden der T zellulären Oberflächenmarker,

wie MHC:Peptid Komplexe oder die kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 (Monks

et al., 1998). Umgeben ist der cSMAC von einem Ring, der als peripherer SMAC (pSMAC)

bezeichnet wird. Hier findet vor allem die Zelladhäsion durch die Interaktion des Leukocyte

Function-Associated Antigen 1 (LFA-1) auf der T Zelle mit dem Intercellular Adhesion Mole-

cule 1 (ICAM-1) auf der APC statt (Monks et al., 1998; Grakoui et al., 1999; Bromley et al.,

2001b; Bromley et al., 2001a). Ebenso ist hier auch das Zytoskelettprotein Talin lokalisiert

(Monks et al., 1998). Die Region distal vom pSMAC gehört nicht mehr zur immunologischen

Synapse und ist unter dem Begriff dSMAC bekannt. Hier befinden sich große sperrige Mole-

küle, wie das Mucin CD43 oder die Phosphatase CD45 (Sperling et al., 1998; Johnson et al.,

2000; Leupin et al., 2000).

Die Ausbildung der immunologischen Synapse beginnt zunächst durch ein Antigen-

unabhängiges absuchen der APCs vermittelt durch die Interaktion des Adhäsionsmoleküls

ICAM-3 seitens der T Zelle mit seinen Liganden auf der APC, gefolgt von frühen Signal-

transduktionsvorgängen und der Reorganisation des Zytoskeletts (Montoya et al., 2002b;

Lee et al., 2002; Al-Alwan et al., 2001). Die Synapse selbst wird durch eine hoch dyna-
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Abbildung 1.5 Übersicht über die reife immunologische Synapse
(a) Die Seitenansicht der IS zeigt eine Auswahl wichtiger Ligandenpaare und Signalmoleküle, die bei
der T Zell Aktivierung von Bedeutung sind. (b) In der Aufsicht ist die Aufteilung der Synapse in einen
zentralen Bereich (cSMAC; braun) und in einen peripheren Ring (pSMAC; grün) zu erkennen. Die
Region ausserhalb der Synapse wird als distaler SMAC (dSMAC; grau) bezeichnet (aus Huppa and
Davis, 2003).
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mische Struktur gebildet: Zu Beginn befindet sich TCR und MHC:Peptid Komplexe in dem

äußersten Bereich der sich ausbildenden Synapse, wohingegen die LFA-1 und ICAM-1 im

cSMAC lokalisiert sind. Nach fünf bis zehn Minuten verlagern sich die Adhäsionsmoleküle in

den pSMAC und die MHC:Peptid Komplexe sowie der TCR konzentrieren sich im Zentrum

(Grakoui et al., 1999). Schließlich wandert der Korezeptor CD4 während der Maturierung

graduell aus dem cSMAC heraus (Krummel et al., 2000).

Die meisten Studien erfolgten mit B Zellinien oder an künstlichen planaren Lipid-

Doppelschichten mit Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-verankerten Molekülen (Monks

et al., 1998; Grakoui et al., 1999. Vergleichsweise wenig ist über die immunologische Syn-

apse zwischen T Zellen und DCs bekannt. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass

selbst in der Abwesenheit eines Antigens und sogar ohne die Beteiligung von MHC Mole-

külen eine stabile IS ausgebildet wird, die eine Signaltransduktion durch lokale Erhöhung

von Tyrosinphosphorylierungen und schwachen Ca2+ Flux zur Folge hat (Kondo et al., 2001;

Revy et al., 2001). Jüngste Studien zeigen, dass es bei der Antigen-abhängigen Aktivierung

von naiven T Zellen durch reife DCs zur Ausbildung stabiler Synapsen kommt, die eine

vergleichbare Struktur, wie die Synapsen zwischen T Zellen und B Zellen aufweisen. Die

Interaktion mit unreifen DCs ist jedoch nur von kurzer Dauer und führt nicht zur Bildung einer

organisierten immunologischen Synapse (Benvenuti et al., 2004).

1.5 Detergenz-resistente Membranen oder Lipid Rafts

Die Plasmamembran von verschiedenen Zellen enthält Membranbereiche, die mit Sphingo-

lipiden und Cholesterol angereichert sind. Diese auch als Lipid Rafts bezeichneten Bereiche

sind bei 4°C unlöslich in verschiedenen Detergentien, wie z.B. in dem nicht-ionischen Deter-

genz Triton X-100, weshalb sie auch als Detergent-Resistant Membranes (DRMs) bezeich-

net werden (Brown and Rose, 1992; Parton and Simons, 1995; Brown and London, 1998).

Durch den hohen Lipidgehalt haben sie eine geringe Dichte, die eine Trennung von den rest-

lichen Zellbestandteilen mit Hilfe eines Saccharose Dichtegradienten möglich macht (Brown

and Rose, 1992). Durch chemische Kreuzvernetzung, Resonanzenergie-Transfer Experi-

mente und Photonic Force Mikroskopie konnte ein durchschnittlicher Durchmesser von 50-

70 nm bestimmt werden (Friedrichson and Kurzchalia, 1998; Varma and Mayor, 1998; Ken-

worthy et al., 2000; Pralle et al., 2000). Die Kreuzvernetzung mit Antikörpern, Lektinen oder

physiologischen kreuzvernetzenden Proteinen führt zu so genannten geclusterten Rafts, die

mit dem Zytoskelett verbunden sind und einen Durchmesser im Bereich von einigen hundert

Nanometern bis Mikrometern aufweisen (Harder et al., 1998; Janes et al., 1999).

Einige Proteine sind in den DRMs angereichert, während andere wiederum von ihnen

ausgeschlossen werden. So sind GPI-verankerte Proteine (Brown and Rose, 1992; Brown
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and London, 1998; Danielsen and van Deurs, 1995; Hooper, 1999), zweifach acetylierte

Proteine, wie Proteinkinasen der src-Familie oder die α-Untereinheit der heteromeren G Pro-

teine (Resh, 1999), mit Cholesterol-verbundene und palmitoylierte, lösliche (Rietveld et al.,

1999) sowie einige Membran-gebundene Proteine (Brown and London, 1998) in DRMs inkor-

poriert, wohingegen u.a. die Tyrosinkinase CD45 quantitativ ausgeschlossen wird (Rodgers

and Rose, 1996).

Den Lipid rafts werden vielfältige Funktionen zugeschrieben: Aufgestellt wurde die Raft

Hypothese aufgrund von Beobachtungen an der Epithelzellinie MDCK (van Meer et al., 1987;

Simons and van Meer, 1988; Simons and Ikonen, 1997). Hier sind die Lipid Rafts an dem ge-

richteten Transport von biosynthetischen Produkten zur apikalen Plasmamembran beteiligt.

Wahrscheinlich erfolgt die Bildung der Rafts bereits im Golgi (Brown and London, 1998). Von

dort aus bewegen sie sich hauptsächlich in Richtung Plasmamembran, bei polaren Zellen in

Richtung der apikalen Plasmamembran (Brugger et al., 2000). Ebenso ist die Mitwirkung bei

Clathrin-unabhängigen Endozytose-Vorgängen beschrieben worden (Mukherjee and Max-

field, 2000). Die wichtigste Funktion der DRMs auf der Zelloberfläche könnte ihre Rolle bei

der Signaltransduktion sein. Für eine Vielzahl von Rezeptoren ist bereits eine Assoziation

mit den DRMs bekannt. Hierzu gehören u.a. der Fcε Rezeptor I (Sheets et al., 1999), der

EGF Rezeptor (Couet et al., 1997; Waugh et al., 1999), der Insulin Rezeptor (Mastick et al.,

1995), Integrine (Wary et al., 1998; Krauss and Altevogt, 1999) sowie die B Zell Rezepto-

ren (Cheng et al., 1999) und T Zell Rezeptoren (Janes et al., 2000; Langlet et al., 2000).

Die meisten Rezeptoren sind nicht konstitutiv mit den DRMs assoziiert, sondern erst nach

einer Vernetzung mit den entsprechenden Liganden oder spezifischen Antikörpern (Simons

and Toomre, 2000). Durch Zerstörung der DRMs mit Reagenzien, wie Nystatin, Filipin oder

Methyl-β-Cyclodextrin (MβCD) wird die Signaltransduktion in konzentrationsabhängiger Wei-

se inhibiert (Simons and Toomre, 2000). Im Falle des T Zell Rezeptors bedeutet dies, dass

durch die Zerstörung der Lipid Rafts keine T Zell Aktivierung mehr möglich ist (Janes et al.,

2000; Langlet et al., 2000).

1.5.1 Der MHC und Detergenz-resistente Membranen

Eine Reihe von Untersuchungen zeigen, dass auch MHC Moleküle mit den DRMs assoziiert

vorliegen können. Erste Hinweise kamen aus der Monozyten Zellinie THP-1, bei der HLA-DR

Moleküle nach Kreuzvernetzung mit einem spezifischen Antikörper in Lipid Rafts angerei-

chert wurde. Gleichzeitig kam es zur Tyrosinphosphorylierung von intrazellulären Proteinen,

welche durch MβCD verhindert werden konnte (Huby et al., 1999). Des Weiteren zeigten

Untersuchungen mittels konfokaler Mikroskopie, dass MHC Klasse I und Klasse II auf der

Zelloberfläche gemeinsam mit dem Transferrin Rezeptor in Membran Mikrodomänen akku-

mulieren, die direkt an Lipid Rafts angrenzen (Chiu et al., 1999). Schließlich konnte gezeigt
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werden, dass bei verschiedenen Zelltypen, wie z.B. der murinen B Zellinien LK35.2 (An-

derson et al., 2000), der humanen Makrophagen Zellinie U937 (Goebel et al., 2002) oder

reifen murinen DCs (Meyer zum Bueschenfelde et al., 2004), ein Teil der MHC Klasse II

Moleküle konstitutiv mit DRMs assoziiert vorliegt. Die Assoziation von neu synthetisierten

MHC Klasse II Molekülen mit den Lipid Rafts erfolgt in den MIICs vor der Beladung mit an-

tigenischen Peptiden (Poloso et al., 2004). Die Kolokalisation von MHC Klasse II und Lipid

Rafts in der immunologischen Synapse induziert, dass die Lipid Rafts der APCs die Aktivie-

rung von T Zellen unterstützen können, indem sie wenig abundante MHC:Peptid Komplexe

aufkonzentrieren (Hiltbold et al., 2003).

1.6 Tetraspan Proteine

Die allgemeine Struktur der Tetraspan Proteine (Tetraspanins) besteht aus aus vier Trans-

membrandomänen (TM), die alle konservierte polare und unpolare Aminosäurereste enthal-

ten (Abb. 1.6). TM1 und TM2 grenzen an die kleine extrazelluläre Schleife (Small Extracel-

lular Loop; SEL), während die große extrazelluläre Schleife (Large Extracellular Loop; LEL)

zwischen TM3 und TM4 liegt. Der LEL enthält drei Helices, die in den meisten Tetraspanins

konserviert sind, und eine variable Region, die von zwei weiteren Helices gebildet wird. Zwi-

schen der variablen und der konservierten Region befindet sich ein CCG Motiv, welches mit

weiteren Cysteinen, die sich ebenfalls im LEL befinden, Disulfid-Brücken bildet, wodurch eine

pilzartige Struktur entsteht (Kitadokoro et al., 2001; Kitadokoro et al., 2002). Diese Struktur

enthält die am stärksten divergierende Aminosäuresequenz, sowohl zwischen verschiede-

nen Spezies, als auch innerhalb der Tetraspanin Familie (Levy et al., 1998). Die Zahl der

Cysteinreste im LEL ist variabel: Die meisten Tetraspanins haben vier bis sechs und einige

haben acht Cysteine, wodurch entsprechend zwei, drei oder vier Disulfid-Brücken gebildet

werden können (Seigneuret et al., 2001).

Die unterschiedlichen Domänen der Tetraspanins sind mit spezifischen Funktionen ver-

bunden. Die variablen Bereiche des LEL sind verantwortlich für die spezifischen Protein-

Protein Interaktionen mit lateral assoziierten Proteinen und den wenigen bisher bekannten

Liganden (Lagaudriere-Gesbert et al., 1997; Flint et al., 1999; Yauch et al., 2000; Charrin

et al., 2003a; Ellerman et al., 2003). Hingegen bieten die konservierten Helices im LEL eine

Schnittstelle für Homodimerisierung von Tetraspanins (Kitadokoro et al., 2001; Kitadokoro

et al., 2002; Seigneuret et al., 2001). Die cytoplasmatischen Regionen bieten Verbindun-

gen zum Zytoskelett und Signalmolekülen (Zhang et al., 2001; Rous et al., 2002). Die vier

Transmembrandomänen stabilisieren die einzelnen Tetraspanins während der Biosynthese

(Cannon and Cresswell, 2001) und fördern die Verbindungen zwischen den Tetraspan Pro-

teinen und weiteren Proteinen, die am Aufbau und Erhalt des Tetraspan-Netzwerks beteiligt
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Abbildung 1.6 Die Struktur von Tetraspan-
ins
CD81 ist exemplarisch als ein typisches Tetra-
span Protein dargestellt. Die vier Transmem-
brandomänen (TM) enthalten konservierte po-
lare Reste (grüne Kreise). Der extrazelluläre
Teil der Tetraspanins besteht aus einer kleinen
Schleife (Small Extracellular Loop; SEL) und ei-
ner großen Schleife (Large Extracellular Loop;
LEL). Der LEL ist zusammengesetzt aus drei
konservierten Helices (a,b und e) und zwei va-
riablen Helices (c und d). Zwischen den Helices
b und c befindet sich ein CCG Motiv, welches
Disulfid-Brücken mit weiteren Cystein-Resten
(gelbe Kreise) im LEL eingeht (aus Levy and
Shoham, 2005).
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sind (Charrin et al., 2003a; Kovalenko et al., 2004). Die Cystein-Reste in den cytoplasmati-

schen Regionen nahe der Plasmamembran bieten Möglichkeit für Palmitoylierung, wodurch

die Ausbildung von Tetraspan Mikrodomänen unterstützt wird (Charrin et al., 2002; Yang

et al., 2002; Charrin et al., 2003c).

1.6.1 Tetraspan-Netzwerke

Die Beobachtung, dass verschiedene Antikörper, die gegen unterschiedliche Tetraspanins

gerichtet sind, vergleichbare biologische Effekte induzieren und meist mehr als nur ein Te-

traspan Protein koimmunpräzipitieren, hat zu dem Konzept des Tetraspan-Netzwerks ge-

führt. Das auf der Zelloberfläche befindliche Netzwerk besteht aus mehreren verschiedenen

Tetraspanins, die spezifisch miteinander sowie mit weiteren Proteinen assoziiert vorliegen

(Rubinstein et al., 1996; Lagaudriere-Gesbert et al., 1997). Das Konzept wurde weiterhin be-

stätigt durch Experimente mit chemischer Kreuzvernetzung (Yauch et al., 2000) sowie durch

Co-capping (Schick and Levy, 1993) und ”Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer” (FRET)

Studien in lebenden Zellen (Szollosi et al., 1996). In dem Tetraspan-Netzwerk interagiert

ein spezifisches Tetraspanin direkt mit einem Partnerprotein und parallel mit einem weiteren

Tetraspan Protein, welches wiederum mit einem entsprechenden Partnerprotein assoziiert

ist. Dementsprechend ist das Tetraspan-Netzwerk spezifisch für einen bestimmten Zelltyp:

Bei jedem Zelltyp wird das Netz durch unterschiedliche Tetraspanins gebildet, die jeweils mit

Zelltyp-spezifischen Proteinpartnern interagieren (Levy and Shoham, 2005).

Strukturell gesehen sind die Tetraspanins in Membran Mikrodomänen organisiert, die

vermutlich verschieden von Lipid Rafts sind, und die als Tetraspanin-enriched Microdomains
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(TEMs) bezeichnet werden (Claas et al., 2001; Charrin et al., 2003b; Hemler, 2003). Hin-

sichtlich ihrer Funktion verstärken Tetraspanins die Antwort ihrer assoziierten Proteine auf

Stimuli, möglicherweise durch Clusterbildung der Tetraspanin-angereicherten Mikrodomä-

nen (Levy and Shoham, 2005).

Die Interaktion der Tetraspanins mit ihren Partnerproteinen ist sehr spezifisch, sie kann

sich jedoch bezüglich ihrer Avidität, Stöchiometrie und der zellulären Lokalisierung der ers-

ten Assoziation unterscheiden (Maecker et al., 1997; Hemler, 2001; Boucheix and Rubin-

stein, 2001; Hemler, 2003; Tarrant et al., 2003). Prinzipiell werden zwei Interaktionsklassen

unterschieden: (1) direkte Interaktion und (2) indirekte Interaktion über weitere Proteinen,

die ebenfalls Teil des Tetraspan-Netzwerks sind. Die direkten oder primären Interaktionen

können sich schon während der Biosynthese ausbilden und können in einer hohen Stöchio-

metrie vorliegen. Sie sind teilweise in starken Detergentien, wie 1% NP-40 oder 1% Tri-

ton X-100, und teilweise auch nur in milderen Detergentien, wie 1%Brij 96 oder Brij 97, stabil

und können durch chemische Kreuzvernetzung direkt nachgewiesen werden. Die indirekten

oder sekundären Interaktionen, die für gewöhnlich durch Tetraspan-Tetraspan Interaktionen

vermittelt werden, sind nur in milden Detergentien (1% Brij 96 und Brij 97) stabil. Sie können

durch die Präsenz divalenter Kationen, wie Ca2+ oder Mg2+ stabilisiert werden und besitzen

keine definierte Stöchiometrie. Des Weiteren haben sie keinen definierte zellulären Ort, an

dem sie sich ausbilden. Eine Untergruppe bilden die tertiären Interaktionen, die selbst in

Detergentien, wie 1% Brij 96 und Brij 97 zerstört werden, jedoch in weniger hydrophoben

Detergentien, wie 1% Brij 58, Brij 99, Brij 35 oder CHAPS erhalten bleiben (Boucheix and

Rubinstein, 2001; Hemler, 2003; Levy and Shoham, 2005).

1.6.2 Der MHC und CDw78

CDw78 wurde ursprünglich durch die monoklonalen Antikörper anti-BA (Kikutani et al., 1986)

und FN1 (Totterman et al., 1988) identifiziert und wurde hauptsächlich auf humanen B Zel-

len und B Zellinien gefunden (Funderud et al., 1989). Aufgrund der erhöhten Expression in

Gegenwart von Phytohämagglutinin, wurde CDw78 als B Zell Aktivierungsmarker bekannt

(Funderud et al., 1989). Ein Expressionsklonierungsansatz ergab, dass CDw78 durch den

Klasse II Transaktivator (CIITA) reguliert wird und es wurde klar, dass das CDw78 Epitop

Teil der MHC Klasse II Moleküle ist (Slack et al., 1995). Jedoch stellte sich heraus, dass

anti-CDw78 Antikörper, wie FN1, nur eine Subpopulation der humanen Klasse II Moleküle

erkennen.

Somit stellte sich die Frage, was CDw78 von den anderen MHC Klasse II Molekülen un-

terscheidet. Die Antwort zu dieser Frage kam aus dem Bereich der Tetraspanin Forschung.

Zunächst wurde berichtet, dass CD81, CD82, CD53 und CD37 mit HLA DR auf der Ober-

fläche von B Zellen assoziiert vorliegen (Schick and Levy, 1993; Angelisova et al., 1994).
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Dann zeigten FRET Analysen, dass die selben Tetraspanins multimolekulare Komplexe mit

MHC Klasse I und den Klasse II Molekülen HLA-DR und HLA-DQ bilden (Szollosi et al.,

1996). Schließlich wurde gezeigt, dass Subpopulationen von HLA-DR und HLA-DP in ge-

clusterter Form mit multimolekularen Tetraspan Mikrodomänen interagieren und durch anti-

CDw78 Antikörper, wie FN1, detektiert werden (Rasmussen et al., 1997). Die Ursache für

diese selektive Erkennung oligomerisierter HLA-DR und HLA-DP Moleküle ist die schwa-

che monovalente Affinität des monoklonalen Antikörpers. Erst durch die bivalente Bindung

wird eine Avidität erreicht, die hoch genug ist, um eine stabile Assoziation zu gewährleisten

(Rasmussen et al., 1997; Drbal et al., 1999).

Zusammengenommen stellen die CDw78 Mikrodomänen eine oligomerisierte oder zu-

mindest dimerisierte Subpopulation von MHC Klasse II Molekülen dar, die in Tetraspan

Mikrodomänen lokalisiert sind. Unbeantwortet bleibt zunächst allerdings, wodurch sich die

Subpopulation von den restlichen MHC Molekülen unterscheidet, also warum nur ein Teil der

MHC Moleküle mit Tetraspan Proteinen assoziiert ist, und welche biologische Funktion von

den CDw78 Mikrodomänen erfüllt wird.
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1.7 Zielsetzung der Promotionsarbeit

Die Funktion von Membran-Mikrodomänen, mit denen MHC Moleküle assoziiert vorliegen,

und die auf der Zelloberfläche von humanen antigenpräsentierenden Zellen zu finden sind,

ist bislang noch nicht umfassend untersucht worden. Aus diesem Grund sollten im Rahmen

der vorliegenden Arbeit die CDw78 Mikrodomänen näher charakterisiert und mit Detergenz-

resistenten Membrandomänen (DRMs) verglichen werden. In diesem Zusammenhang soll-

ten folgende Fragestellungen bearbeitet werden:

ä Wodurch unterscheiden sich CDw78 Mikrodomänen von Detergenz-resistenten Mem-

branen? Gibt es Bedingungen, unter denen CDw78 Mikrodomänen auch mit DRMs

assoziiert vorliegen können? Gibt es hierbei Unterschiede zwischen humanen B Zelli-

nien und humanen Dendritischen Zellen?

ä Unterscheiden sich die Peptidrepertoires der CDw78 Mikrodomänen und der DRMs

von der Gesamtheit der HLA-DR-präsentierten Peptide, und wenn ja, worin liegt der

Unterschied und wodurch könnte dieser zu Stande kommen? Sind dabei Unterschiede

zwischen B Zellinien und Dendritischen Zellen feststellbar?

ä Welche biologische Funktion könnten die CDw78 Mikrodomänen auf der Zelloberflä-

che von B Zellen und Dendritischen Zellen erfüllen?

ä In wieweit können die in vitro gewonnenen Daten auf biologische Systeme übertragen

werden?

ä Da sich die Hinweise häufen, dass Interferon-α in vivo auf die Entwicklung der Dendri-

tischen Zellen Einfluss hat, stellte sich des Weiteren die Frage nach dem Einfluß von

Interferon-α auf die Expression von CDw78 auf der Zelloberfläche von Dendritischen

Zellen.
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Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien waren von p.A.-Qualität und wurden von den Firmen Merck,

F. Hoffmann-La Roche, Fluka Pierce, Roth oder Sigma bezogen. Chemikalien, die nicht von

einer dieser Firmen stammten, sind im Text an entsprechender Stelle vermerkt.

2.1.2 Antikörper

2.1.2.1 Erstantikörper

Tabelle 2.1: Antikörper für die Färbung von Western Blots

Antigen Name des Isotyp Konzentration Verdün- Bezugsquelle

Antikörpers (Maus) mg
ml

ung

HLA-DRα 1B5 γ1 ÜS1 1:5 J. Neefjes, NCL,

Amsterdam

HLA-DRα 1B5-bio2 γ1 1,0 1:2000
J. Neefjes, NCL,

Amsterdam

HLA-DMβ DM.K8 γ1 1,0 1:1000
G. Moldenhauer,

DKFZ, Heidelberg

HLA-DMβ DM.K8-bio γ1 1,0 1:2000 G. Moldenhauer,

DKFZ, Heidelberg

HLA-DOβ DOB.L1-bio γ2b 1,0 1:2000
G. Moldenhauer,

DKFZ, Heidelberg
1ÜS: Hybridom-Überstand (Konzentration ca 1-5µg/ml)
2-bio: biotinylierter Antikörper

29
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Tabelle 2.1: Fortsetzung - Western Blot Antikörper

Antigen Name des Isotyp Konzentration Verdün- Bezugsquelle

Antikörpers (Maus) mg
ml

nung

Invariante Kette SD3 γ1 ÜS 1:6
C.A. Müller, Universi-

tät Tübingen

HLA-B,C HC-10 γ2a ÜS 1:5
H.L. Ploegh, Harvard

Medical School, Bo-

ston

HLA-A HC-A2 γ1 ÜS 1:5
H.L. Ploegh, Harvard

Medical School, Bo-

ston

CD9 MEM192 µ Asc3 1:2000 V. Horejsí, Universität

Prag

CD54 (ICAM-1) W-CAM-1 γ2b 0,2 1:200 BD Pharmingen, San

Diego, CA

CD63 [NR4] CBL 553 γ1 0,1 1:200
Dianova, Hamburg,

Deutschland

CDw78[NR/NB5] FN1 γ1 1,0 1:1500
V. Horejsí, Universität

Prag

CD81 [NR] MEM38 γ1 Asc 1:1000 V. Horejsí, Universität

Prag

CD82 [NR] C33 γ2a Asc 1:1000
O. Yoshie, Osaka, Ja-

pan

Lyn clone 42 γ1 0,25 1:500
BD Pharmingen, San

Diego, CA

Lamp-2 Kaninchen polyklonal Serum 1:2000 S. Carlsson, Uni. Um-

eå, Schweden

Tapasin Kaninchen polyklonal Serum 1:1000 StressGen, Victoria,

B.C. Kanada

TAP-I 53H8 γ1 1,00 1:000
Abcam, Cambridge,

England

3Asc: Ascites
4NR: Erkennt das Antigen in nicht-reduziertem Zustand
5NB: Erkennt das Antigen in nativem, nicht-reduziertem Zustand
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Tabelle 2.2: Antikörper für durchflusszytometrische Analysen (FACS) und konfokale

Immunfluoreszenzmikroskopie (IF)

Antigen Name des Isotyp Konzentration Verdün- Bezugsquelle

Antikörpers (Maus) mg
ml

ung

MHC class I W6/32 γ2a 0,5 1:100 ATCC6

HLA-DR L243 γ2a 0,5 1:100 ATCC

HLA-DR TÜ36 γ2b 0,5 1:100 BD7

HLA-DP B7/21 γ1 0,5 1:100 ATCC

HLA-DR:CLIP Cer.CLIP γ1 0,5 1:100 BD

TLR9 26C593 γ1 0,5 1:100 IMGENEX8

CD1c AD5-8E7 γ2a 0,1 1:50 Miltenyi9

CD3 OKT3 γ2a 0,5 1:100 ECACC10

CD3 UCHT1 γ1 0,5 1:100 BD

CD9 M-L13 γ1 0,5 1:100 BD

CD11c B-ly6 γ1 0,5 1:100 BD

CD53 HI29 γ1 0,5 1:100 BD

CD54 HA58 γ1 0,5 1:100 BD

CD54 LB-2 γ2b 0,5 1:100 BD

CD63 H5C6 γ1 0,5 1:100 BD

CDw78 FN1 γ1 0,5 1:100 BD

CD80 L307.4 γ1 0,5 1:100 BD

CD81 JS-81 γ1 0,5 1:100 BD

CD82 50F11 γ1 0,5 1:100 BD

CD83 HB15e γ1 0,5 1:100 BD

CD86 FUN-1 γ1 0,5 1:100 BD

CD123 7G3 γ2a 0,5 1:100 BD

Kontroll-γ1 MOPC-21 γ1 0,5 1:100 BD

Kontroll-γ2a G155-178 γ2a 0,5 1:100 BD

Zusätzlich wurde der humane monoklonale Antikörper (mAk) UL-5A1 verwendet (Woelpl

et al., 1998). Dieser Antikörper erkennt das Peptid A2(103-117), welches von dem MHC Mo-

lekül HLA-A2 stammt, gebunden an HLA-DR1. Dieser Antikörper wurde freundlicherweise

von A. Wölpl (Deutsches Rotes Kreuz, Ulm) zur Verfügung gestellt.

6ATCC: American Type Culture Collection, Manassas, VA
7BD: BD Pharmingen, San Diego, CA
8IMGENEX, San Diego, CA
9Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland

10ECACC: European Collection of Cell Cultures, Porton Down, Salisbury, England
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Der anti-Maus-MHC II Antikörper Y3P (anti-IAb) wurde von Dr. Saizawa (Nihon Medical Col-

lege, Tokyo, Japan) zur Verfügung gestellt (Janeway et al., 1984). Y3P sowie die Antikörper

L243, FN1 und 5A1 wurden auch zur Immunpräzipitation der entsprechenden Antigene ein-

gesetzt.

Tabelle 2.3: Direkt markierte Antikörper11für durchflusszytometrische Analysen

Antigen Name des Isotyp Verdünnung

Antikörpers (Maus)

FITC12-markiert:

Kontroll-γ1 MOPC-21 γ1 1:20

Kontroll-γ2a G155-178 γ2a 1:20

CD3 UCHT1 γ1 1:20

CD14 M5E2 γ2a 1:20

CD19 HIB19 γ1 1:20

CD56 NCAM16.2 γ2b 1:20

PE13-markiert:

Kontroll-γ1 MOPC-21 γ1 1:20

Kontroll-γ2a G155-178 γ2a 1:20

HLA-DR L243(G46-6) γ2a 1:20

CD9 M-L13 γ1 1:20

CD53 HI29 γ1 1:20

CD63 H5C6 γ1 1:20

CDw78 FN1 γ1 1:20

CD81 JS-81 γ1 1:20

CD82 50F11 γ1 1:20

2.1.2.2 Zweitreagenzien

Im Folgenden sind die Zweitreagenzien für die Detektion unmarkierter Erstantikörper in

Western Blot Analysen (WB), in durchflusszytometrischen Analysen (FACS) sowie bei der

konfokalen Fluoreszenzmikroskopie (IF) angegeben:

11Alle direkt markierten Antikörper wurden von der Firma BD Pharmingen (San Diego, CA) bezogen
12FITC: Fluorescein Isothiozyanat; Emissionswellenlänge: ca. 525nm
13PE: Phycoerythrin-R; Emissionswellenlänge: ca. 575nm
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WB:

Sämtliche nicht Isotyp-spezifischen Antikörperkonjugate wurden von der Firma Dianova

(Hamburg, Deutschland) bezogen. Die Isotyp-spezifischen Antikörperkonjugate wurden von

der Firma Southern Biotechnology Associates, Inc. (Birmingham, AL) bezogen.

Alle Zweitreagenzien waren an Meerrettichperoxidase (POX) gekoppelt und wurden in der

Verdünnung 1:200 000 (in Phosphatpuffer (PBS), 0.05% (v/v) Tween 20, 1% Rinder Serum-

albumin (BSA)) eingesetzt.

GaM-POX: Ziege-anti Maus Antikörper, spezifisch für alle Maus-IgG-Isotypen.

GaM-γ1-POX Ziege-anti Maus Antikörper, spezifisch für den Maus-IgG1-Isotyp.

GaM-γ2a-POX Ziege-anti Maus Antikörper, spezifisch für den Maus-IgG2a-Isotyp.

GaM-γ2b-POX Ziege-anti Maus Antikörper, spezifisch für den Maus-IgG2b-Isotyp.

GaM-µ-POX Ziege-anti Maus Antikörper, spezifisch für den Maus-IgM-Antikörper.

GaR-POX Ziege-anti Kaninchen Antikörper, spezifisch für alle Kaninchen IgG-

Isotypen.

SA-POX Streptavidin, zur Färbung biotinylierter Erstantikörper.

Durchflusszytometrie:

Die Phycoerythrin-R (PE)- und die Fluorescein Isothiozyanat (FITC)-gekoppelten Zweitrea-

genzien wurden in der Verdünnung 1:200 (in Phosphatpuffer (PBS), 2% fötales Kälberserum

(FCS), 0.02% Na-Azid) eingesetzt und allesamt von der Firma Dianova (Hamburg, Deutsch-

land) bezogen.

GaM-FITC Ziege-anti Maus Antikörper, spezifisch für alle Maus-IgG-Isotypen.

GaM-PE Ziege-anti Maus Antikörper, spezifisch für alle Maus-IgG-Isotypen.

GaHu-PE Ziege-anti Mensch Antikörper, spezifisch für alle Mensch-IgG-Isotypen.

IF:

Für die konfokale Immunfluoreszenzmikroskopie wurden ausschließlich Zweitreagenzien

verwendet, welche an die Fluorophore Alexa 488 oder Alexa 568 gekoppelt waren. Alexa 488

wird mit einem Argon-Krypton-Laser bei einer Wellenlänge von 488 nm angeregt, die Emis-

sionswellenlänge liegt dabei bei 523 nm; Alexa 568 wird ebenfalls mit dem Argon-Krypton-

Laser angeregt, jedoch bei 568 nm und emittiert daraufhin Licht mit der Wellenlänge 603 nm.

Sämtliche Alexa-Konjugate wurden von der Firma Molecular Probes (Eugene, OR) erwor-

ben.
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GaM-γ1-Alexa 488 Ziege anti-Maus Antikörper, spezifisch für den Maus-IgG1-Isotyp.

GaM-γ2a-Alexa 488 Ziege anti-Maus Antikörper, spezifisch für den Maus-IgG2a-Isotyp.

GaHu-Alexa 488 Ziege anti-Mensch Antikörper, spezifisch für alle Mensch-IgG-Isotypen.

GaM-γ1-Alexa 568 Ziege anti-Maus Antikörper, spezifisch für den Maus-IgG1-Isotyp.

GaM-γ2a-Alexa 568 Ziege anti-Maus Antikörper, spezifisch für den Maus-IgG2a-Isotyp.

GaM-γ2b-Alexa 568 Ziege anti-Maus Antikörper, spezifisch für den Maus-IgG2b-Isotyp.

2.1.3 Peptide

A2 (103-117) MMMMMVGSDWRFLRGYHQYA

HA (307-319) MMMMMPKYVKQNTLKLAT

V4 MMMMMVGSKYRFLRGLHLYAYDGKDY

V4-Pro MMMMMVGSKYRFLRPLHLYAYDGKDY

Bio14-Igκ(188-202) Bio-C6-KHKVYASEVTHQGLS

Bio-MBP(87-99) Bio-C6-VHFFKNIVTPRTP

OspA (164-175) MMMMMSYVLEGTLTAEK

Bio-OspA (164-175) Bio-C6-SYVLEGTLTAEK

Bio-OspA (235-245) Bio-C6-LVFTKENTITV

Alanin-Scanmutanten von A2 (103-117):

A2 (103-117)-103A MMMMMAGSDWRFLRGYHQYA

A2 (103-117)-104A MMMMMVASDWRFLRGYHQYA

A2 (103-117)-105A MMMMMVGADWRFLRGYHQYA

A2 (103-117)-106A MMMMMVGSAWRFLRGYHQYA

A2 (103-117)-107A MMMMMVGSDARFLRGYHQYA

A2 (103-117)-108A MMMMMVGSDWAFLRGYHQYA

A2 (103-117)-109A MMMMMVGSDWRALRGYHQYA

A2 (103-117)-110A MMMMMVGSDWRFARGYHQYA

A2 (103-117)-111A MMMMMVGSDWRFLAGYHQYA

A2 (103-117)-112A MMMMMVGSDWRFLRAYHQYA

A2 (103-117)-113A MMMMMVGSDWRFLRGAHQYA

A2 (103-117)-114A MMMMMVGSDWRFLRGYAQYA

A2 (103-117)-115A MMMMMVGSDWRFLRGYHAYA

A2 (103-117)-116A MMMMMVGSDWRFLRGYHQAA

14Bio: Peptide wurden durch Kupplung von Biotinyl-Aminohexansäure am N-Terminus biotinyliert
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Die Peptide wurden mittels klassischer Festphasensynthese nach Merrifield unter Ver-

wendung von 9-Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc)-geschützten Aminosäuren nach der

Fmoc/tBu-Strategie synthetisiert. Die Synthese der Peptide wurde von R. Pipkorn (DKFZ,

Heidelberg, Deutschland) oder von D. Avilla (Basel Institut für Immunologie, Basel, Schweiz)

durchgeführt. Sämtliche Peptide wurden über Reversed Phase High Performance Liquid

Chromatography (RP-HPLC) gereinigt und anschließend massenspektrometrisch überprüft.

2.1.4 Protein-Antigene

Folgende Proteine kamen bei B/T Zell Assays sowie bei mikroskopischen Analysen der In-

teraktion von T Zellen mit Dendritischen Zellen zum Einsatz:

Staphylococcus Enterotoxin B (SEB) und Staphylococcus Enterotoxin E (SEE) wurde von

der Firma Toxin Technologies (Sarasota, FL) erworben und sind frei von Endotoxinen. Das

Protein HLA-A2 wurde rekombinant in Insektenzellen exprimiert (Smith et al., 1998)). Die

Insektenzell-Lysate enthielten eine HLA-A2 Konzentration von 0,7 mg/ml in Phosphatpuffer

(PBS) mit Harnstoff (6 M). Das Lysat wurden freundlicherweise von M. Smith (University of

Arizona, Tucson, AZ) zur Verfügung gestellt.

2.1.5 Zellinien

2.1.5.1 EBV-transformierte B-Zellinien

Für diese Arbeit wurden die folgenden homozygoten B-Lymphoblastoiden-Zellinien (B-LCLs)

verwendet:

Jutthom: DR1Dw1 [DRA*0101, DRB*0101, A*0201]

WT100: DR1Dw1 [DRA*0101, DRB*0101]

WT51: DR4Dw4 [DRB1*0101, DRB1*0401, DRB4*0101]

Raji: [DRB1*0301, DRB1*1001]

Die relevanten MHC Haplotypen sind in der aktuellen WHO Nomenklatur von 1990 an-

gegeben. In eckigen Klammern sind die entsprechenden HLA-Gene aufgeführt.



36 Kapitel 2. Material und Methoden

2.1.5.2 Weitere Zellinien

T2.DR4.DM: T Zell / B Zell Hybridzelllinie, transfiziert mit HLA-DRαβ

[DRB1*0401] sowie HLA-DMαβ; freundlicherweise von P. Cress-

well zur Verfügung gestellt (Denzin et al., 1994).

Jurkat: T Zellklon E6-1; erworben von ATCC (ATCC Katalog Nummer

TIB-152), (Weiss et al., 1984).

Hybridom T Zellen: Maus T Zellen, spezifisch für HLA-DR4:OspA (164-175); freund-

licherweise von T. Kamradt zur Verfügung gestellt (Maier et al.,

2000).

2.1.5.3 Hybridomzellinien

L243: Produziert anti-HLA-DRα-Antikörper (IgG2a); erworben von ATCC (ATCC Ka-

talog Nummer HB-55), (Gorga et al., 1987).

B7/21: Produziert anti-HLA-DP-Antikörper (IgG1); (Crumpton et al., 1984).

DM.K8: Produziert anti-HLA-DMβ-Antikörper (IgG1); (Kropshofer et al., 1996).

W6/32: Produziert Antikörper gegen HLA-A,B,C (IgG2a); erworben von ATCC (ATCC

Katalog Nummer HB-95); (Brodsky and Parham, 1982).

FN1: Produziert Antikörper gegen CDw78 (IgG1); freundlicherweise zur Verfügung

gestellt von A. M. Rasmussen (Totterman et al., 1988).

OKT3: Produziert anti-CD3-Antikörper (IgG2a); (Hoffman et al., 1980).

2.1.6 Mäuse

Milzen von wildtyp Mäuse auf einem gemischten 129 (H-2b) x C57BL/6 (H-2b) Hintergrund,

sowie CD82 Knockout Mäuse auf einem gemischten 129 (H-2b) x C57BL/6 (H-2b) Hinter-

grund wurden freundlicherweise von G. Hämmerling (DKFZ, Heidelberg) zur Verfügung ge-

stellt.

2.1.7 Zellkultur-Medium

Zellkultur-Medium:

B-Lymphoblastoide Zellinien sowie alle nicht weiter spezifizierten Zellinien wurden in RPMI

1640-Medium (incl. 2 mM L-Glutamin) der Firma Gibco BRL kultiviert. Dem Medium wurden

1,5 g/l NaHCO3 sowie HEPES (25 mM) und Pyruvat (1 mM) zugesetzt. Das Medium wurde

mit 10 M NaOH auf einen pH-Wert von 7,2 eingestellt.

Hybridom-Medium:

Die Hybridomzellinien wurden in Zellkultur-Medium kultiviert, welchem zusätzlich Kanamycin
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(100 µg/ml), 1% Glutamax I (L-Alanyl-Glutamin), Amphotericin B (2,5 µg/ml) sowie 2,25 g/L

Glukose hinzugefügt wurden.

DC-Medium:

Dendritische Zellen wurden in RPMI-1640 Medium kultiviert, welchem 1% Kanamycin, 1%

Glutamin 1% nicht essentielle Aminosäuren, 1% Pyruvat sowie die Cytokine Granulocyte

Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF; 50 ng/ml) und Interleukin 4 (IL-4; 3 ng/ml)

zugesetzt wurden. In einigen Experimenten wurde IL-4 durch Interferon-α (IFNα; 200 U/ml)

ersetzt. Die Änderung ist an den entsprechenden Stellen vermerkt.

T Zell-Medium:

Die Kultivierung von T Zellen erfolgte in RPMI-1640 Medium, welchem 1% Kanamycin, 1%

Glutamin 1% nicht essentielle Aminosäuren und 1% Pyruvat zugesetzt wurde. Zur Expansi-

on der T Zellen wurde diesem Medium Interleukin 2 (IL-2; 1250 U/ml) zugesetzt.

Vor Benutzung wurde allen Medien 10% fötales Kälberserum (FCS) zugesetzt, welches

zuvor für 30 min bei 56°C zur Inaktivierung der Komplementproteasen erhitzt wurde. Alle

Medien sowie Medienzusätze und PBS wurden von der Firma Gibco BRL (Gaithersburg,

MD) bezogen, mit Ausnahme von GM-CSF (Leukomax; Novartis, Basel Schweiz), IL-4

(R&D, Minneapolis, MN), IFNα (F. Hoffmann-La Roche Ltd., Basel, Schweiz) und IL-2 (BD

Pharmingen, San Diego, CA).

2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.1 Kultivierung und Ernte von Zellinien

Alle Zellinien wurden in Falcon®-Kulturflaschen mit einer Grundfläche von 75 cm2 oder

150 cm2 in einem Begasungs-Brutschrank (Brouwer, Luzern, Schweiz) bei 37°C und 5%

CO2 kultiviert. Die Zelldichten wurden auf 0.4 - 1 x 106 Zellen/ml gehalten. Dazu wurden die

Zellsuspensionen bei einer Dichte von 1-2 x 106 Zellen/ml im Verhältnis 1:2 bis 1:5 gesplit-

tet, indem die die entsprechende Menge an Zellsuspension durch frisches Zellkulturmedium

ersetzt wurde.

Die Zelldichte der Kultur wurde mikroskopisch mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer be-

stimmt. Dazu wurde die Zahl der Zellen in den 4 äußeren Feldern mit je 16 Quadraten ge-

zählt. Nach Division dieser Zahl durch vier und Multiplikation mit 1 x 104 ergibt sich daraus

die Zellzahl/ml.

Die Ernte der Zellen erfolgte durch Zentrifugation in 50 ml Falcon®-Röhrchen (300 x g, 5 min,

4°C) oder in 250 ml Corning-Tubes (460 x g,10 min, 4°C).
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2.2.2 Kryokonservierung von Zellinien

Zur Kryokonservierung wurden die B Lymphozyten bei 110 x g, für 4 min abzentrifugiert.

Das Zellpellet wurde in frisch hergestelltem, eiskaltem Einfriermedium (40% RPMI / HE-

PES, 50% FCS, 10% DMSO) resuspendiert, so daß eine Zelldichte von 1-2 x 107 Zellen/ml

erreicht wurde. Von dieser Suspension wurde je 1 ml in eine 1,8 ml Kryoampulle (Nunc,

Dänemark) gegeben. Die Zellen wurden in einer Styropor-Schachtel langsam bei -70°C ein-

gefroren. Nach ein bis zwei Tagen wurden die Kryoampullen zur endgültigen Lagerung in

Tanks mit flüssigem Stickstoff überführt. Die Zellen können auf diese Weise über mehrere

Jahre gelagert werden.

2.2.3 Rekultivierung von Zellinien

Die gefrorenen Zellen wurden kurz in einem 37°C warmen Wasserbad angetaut. Um das

im Einfriermedium enthaltene DMSO zu entfernen, wurde die gerade aufgetaute Zellsus-

pension sofort in ein 15 ml Falcon®-Röhrchen mit eiskaltem Komplettmedium überführt und

abzentrifugiert (110 x g, 4 min). Schließlich wurde das Zellpellet in Komplettmedium aufge-

nommen und eine Zelldichte von 0,5-1 x106 Zellen/ml eingestellt.

2.2.4 Kultivierung von Hybridomzellen zu Gewinnung von Antikörpern

Zur Produktion von Antikörpern wurden die Hybridomzellen in miniPERM® Bioreaktoren

(In Vitro, Göttingen, Deutschland) kultiviert. Die Bioreaktoren bestehen aus zwei Modulen,

dem Produktionsmodul und dem Versorgungsmodul, die durch eine Membran mit einer Aus-

schlussgröße von 12,5 kDa getrennt sind. Zur Beladung des Produktionsmoduls wurden Zel-

len aus 200 ml dichter Zellsuspension abzentrifugiert (300 x g, 5 min, 4°C, Heraeus Varifuge

3.2RS) und in 40 ml 37°C warmem Hybridom-Medium resuspendiert. Diese dichte Zellsus-

pension wurde mit Hilfe einer 50 ml Spritze in das Produktionsmodul überführt. Das Versor-

gungsmodul wurde mit 400 ml Hybridom-Medium (37°C) befüllt. Der miniPERM Bioreaktor

wurde auf eine Rollvorrichtung bei 3-4 Umdrehungen/min in eine Begasungs-Brutschrank

gelegt. Durch Temperaturerhöhung der Luft im Versorgungsmodul musste nach 1-2 h ein

Druckausgleich durchgeführt werden.

In Abhängigkeit von der Dichte der Hybridomzellen im Produktionsmodul wurde alle 2-

4 Tage das Medium in dem Versorgungsmodul ausgetauscht. Nach 4-6 Wochen wurden

die Hybridomzellen einschließlich des antikörperhaltigen Überstandes aus dem Produkti-

onsmodul mit einer 50 ml Spritze geerntet. Dazu wurden zunächst die Zellen abzentrifugiert

(300 x g, 5 min), dann wurde der Überstand ein weiteres Mal zentrifugiert (1300 x g, 10 min),

um Zelltrümmer zu entfernen. Schließlich wurde der geklärte Überstand über einen Steril-

filter (0,45 µm) filtriert und für die Isolierung der Antikörper eingesetzt (s. 2.3.12 auf Seite

52).
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2.2.5 Isolierung von mononuklearen Zellen aus humanem, peripherem Blut

(PBMCs)

Die PBMCs wurden aus Buffy coats (Leukozytenmanschetten), welche entweder vom Kan-

tonspital Basel oder von dem Deutsch Roten Kreuz in Mannheim bezogen wurden, isoliert.

Der Buffy coat entsteht als ”Abfallprodukt” bei der Gewinnung von Blutprodukten, welche

zur Substitutionstherapie verwandt werden. Es handelt sich dabei um die mit Leukozyten

angereicherte Zellschicht, die sich nach Zentrifugation des Vollblutes zwischen Blutplasma

und Erythrozytenmasse bildet. Aus dem Buffy coat wurden mononukleare Zellen über einen

Dichtegradienten, bestehend aus Ficoll-Hypaque (Lymphocyte Separation Medium (LSM®);

ICN Biomedical Inc., Aurora, OH) isoliert. Dazu wurde der Buffy coat mit RPMI-1640 inklusi-

ve 25 mM HEPES und Heparin (5 IE/µl Liquemin®; F. Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz)

3:1 verdünnt und anschließend über das Ficoll-Hypaque geschichtet. Dieser Stufengradient

wurde für 30 min bei 825 x g (Heraeus Varifuge 3.2RS) und 18°C zentrifugiert. Die Lym-

phozyten und Monozyten (PBMCs) sammeln sich entsprechend ihrer spezifischen Dichte in

der Interphase zwischen dem Überstand, bestehend aus Plasma und Thrombozyten, und

der Ficoll-Hypaque Schicht an. Das Zellsediment bilden Erythrozyten und Granulozyten, die

eine höhere Dichte besitzen. Nach Ernte der PBMCs aus der Interphase wurden die dar-

in noch verbliebenen Erythrozyten durch Inkubation mit Erythrozyten-Lyse-Puffer (135 mM

NH4Cl,17 mM Tris, pH 7,2) für 3-4 min bei 37°C entfernt. Die gewaschenen PBMCs standen

nun bereit für die Isolation von Subpopulationen.

2.2.6 Isolierung von Monozyten aus PBMCs und Differenzierung zu Dendriti-

schen Zellen

Aus den gereinigten PBMCs wurden Monozyten über positive Selektion von CD14+-Zellen

mittels anti-CD14-Antikörper beschichtete, magnetische Beads (Miltenyi Biotech, Bergisch

Gladbach, Deutschland) isoliert. Dazu wurden die PBMCs in EDTA-Puffer (10% FCS, 1 mM

EDTA in PBS) resuspendiert und für 15 min mit Anti-CD14-Beads bei 4°C inkubiert. Die

Trennung der CD14-positiven Monozyten von den CD14-negativen Zellen erfolgte durch Ma-

gnetic Cell Sorting unter Verwendung von paramagnetischen Säulen (LS; Miltenyi Biotech,

Bergisch Gladbach, Deutschland), an welche die magnetisch markierten Zellen innerhalb ei-

nes magnetischen Feldes binden. Nach viermaligem Waschen mit EDTA-Puffer wurden die

CD14+-Zellen durch Entfernung der Säule aus dem magnetischen Feld eluiert. Die eluierten

Monozyten wurden mit RPMI/HEPES gewaschen und schließlich in DC-Medium mit einer

Dichte von 3 x 105 Zellen/ml in einer 6-Loch-Platte (Costar, Corning Inc., Corning, NY) aus-

gesät.
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Die so gewonnenen Monozyten wurden für fünf Tage mit 50 ng/ml GM-CSF (Novartis Phar-

ma, Basel, Schweiz) und 3 ng/ml IL-4 (R&D, Minneapolis, MN) kultiviert. Dadurch wurden

die Monozyten zu unreifen Dendritischen Zellen differenziert (Vincent et al., 1992; Sallusto

and Lanzavecchia, 1994). Die Reinheit der isolierten Zellen wurde routinemäßig überprüft

und betrug > 97%.

2.2.7 Isolierung und Kultivierung von CD4+ T Zellen

CD4+ T Zellen wurden aus gereinigten PBMCs durch Depletion der CD4- Zellen mit Hilfe

eines CD4+ T Zell Isolations Kits (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland) iso-

liert. Dieser Kit enthält einen Cocktail aus Hapten-markierten Antikörpern, welche gegen die

Oberflächen-Antigene CD8, CD11b, CD16, CD36, und CD56 gerichtet sind. Die Anwendung

dieses Cocktails führt zu einer Markierung aller Zellen, abgesehen von den CD4+ T Zellen.

Durch Magnetic Cell Sorting werden somit alle Zellen, bis auf die CD4+ T Zellen, an einer

magnetischen Säule zurückgehalten.

Die PBMCs wurden in EDTA-Puffer aufgenommen und mit dem Antikörper-Cocktail für

10 min bei 4°C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen zweimal mit EDTA-Puffer gewa-

schen und mit anti-Hapten Antikörper-beschichteten, paramagnetischen Beads für 15 min

bei 4°C inkubiert. Nach erneutem zweimaligem Waschen wurde die Zellsuspension zur

Separierung markierter und unmarkierten Zellen in einem magnetischen Feld auf eine

magnetische Säule gegeben (LS, Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland). Die

Säule wurde 4 x gewaschen und der Durchlauf, der die CD4+ T Zellen enthielt, gesammelt.

Die isolierten CD4+ T Zellen stellten eine Mischpopulation aus aktivierten (CD45RO+) und

naiven (CD45RA+) T Zellen dar. Zur Kultivierung wurden die Zellen mit einer Dichte von

4-6 x 106 Zellen/ml in einer 24-Loch-Platte in T Zell-Medium ohne Cytokine ausgesät. Die

Reinheit der isolierten Zellen wurde routinemäßig überprüft und betrug 92-98%.

2.2.8 Maturierung und Beladung von Dendritischen Zellen mit Antigenen

Nach 5 Tagen in DC- Medium zeigen die Dendritischen Zellen den Phänotyp unreifer DC.

Dies wurde durch FACS-Analyse routinemäßig überprüft. In einzelnen Fällen wurden die

DCs aber auch schon an Tag 3 nach Isolation der Monozyten eingesetzt. Zu diesem Zeit-

punkt ist der Phänotyp bereits schon weitestgehend erreicht. Zur Maturierung können ver-

schiedenste inflammatorische Stimuli verwendet werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden

folgende Stimuli eingesetzt: LPS (1 µg/ml) von Salmonella abortus equi (Sigma, St. Louis,

MO), TNF-α(10 ng/ml; R&D, Minneapolis, MN), Poly I:C (50 µg/ml; Invivogen, San Diego,

CA). Zur Aktivierung von Zellen über TLR9 wurde unmethylierte CpG DNA (ODN 2006,

0,3 µM; Invivogen, San Diego, CA) eingesetzt. Als Negativ-Kontrolle diente hierbei der
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Einsatz von GpC DNA, bei der die CG-Sequenzen in GC-Sequenzen vertauscht wurden

(ODN 2006 control, 0,4 µM; Invivogen, San Diego, CA).

Die Beladung der Dendritischen Zellen mit exogenem Antigen in Form von Protein oder

Peptid erfolgte parallel zum Maturierungs-Stimulus. Nach unterschiedlichen Zeiträumen wur-

den die Zellen geerntet und mittels Western Blot, Durchflusszytometrie oder konfokaler Mi-

kroskopie analysiert.

2.2.9 Behandlung von Zellen mit Saponin und Methyl-β-Cyclodextrin

WT-51 B-LCLs wurden mit PBS gewaschen und anschließend mit 0,1% Saponin in PBS

inklusive 2% FCS bei 4°C für 20 min oder mit 5 mM Methyl-β-Cyclodextrin (MβCD) in RPMI

bei 37°C für 10 min behandelt oder sie blieben unbehandelt in RPMI mit 10% FCS. Nachdem

die Zellen mit RPMI inkusive 10% FCS gewaschen und gezählt worden waren, waren sie für

den Einsatz in T Zell Assays und durchflußzytometrischen Analysen bereit.

Zum Teil wurden die Zellen vor der Behandlung mit Saponin oder MβCD noch fixiert. Da-

zu wurden sie in PBS gewaschen und mit 1% Paraformaldehyd für 15 min bei 20°C fixiert.

Die Fixierung wurde durch Zugabe von 100 mM Glycin gestoppt. DieBahendlung erfolgte

nach wiederholtem Waschen mit PBS. Die Vorgehensweise ist bei den entsprechenden Ex-

perimenten vermerkt.

2.2.10 T Zell Assay mit OspA (164-175)-spezifischen T Zellen

105 WT-51 B-Lymphoblastoide Zellen oder T2.DR4.DM Zellen wurden mit 105 murinen T Hy-

bridomzellen, spezifisch für HLA-DR4:OspA (164-175), in RPMI mit 10% FCS im Beisein von

OspA (164-175) Peptid oder dem Superantigen SEB inkubiert. Nach 12 h wurden die Über-

stände gesammelt und die Produktion des Cytokins IL-2 quantifiziert (siehe 2.2.12.1). Bei

Experimenten mit MβCD oder Saponin vor-behandelten Zellen wurden die WT-51 Zellen zu-

nächst für 2 h mit OspA (164-175) Peptid bei einer Zelldichte von 2 x 106 Zellen/ml beladen.

Anschließend erfolgte die Fixierung und Behandlung der Zellen mit MβCD oder Saponin (sie-

he 2.2.9). Der T Zell Assay erfolgte wie oben für unbehandelte Zellen beschrieben. Die be-

handelten WT-51 Zellen wurden vor der Kokultur auf ihre Integrität mittels Durchflusszytome-

trie analysiert. Um toxische Effekte von den MβCD- oder Saponin-behandelten WT-51 Zellen

auf die T Hybridomzellen auszuschließen wurden behandelte WT-51 Zellen gemeinsam mit

unbehandelten, OspA (235-245)-beladenen WT-51 Zellen und HLA-DR4:OspA (235-245)-

spezifischen T Hybridomzellen inkubiert.
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2.2.11 Durchflusszytometrie (FACS)

2.2.11.1 Oberflächenfärbung von Zellen mit Antikörpern

Zur Durchflusszytometrischen Analyse wurden 0,5-1 x 105 Zellen pro Färbungsansatz ein-

gesetzt. Die Zellen wurden zunächst in FACS-Puffer (2% FCS, 0,02% NaN3 in PBS) ge-

waschen und anschließend bei 4°C für 30 min mit 5 µg/ml des jeweiligen Erstantikörpers

in FACS-Puffer inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit FACS-Puffer wurden die Zellen

mit dem Zweitreagenz-Fluorophor Konjugat (1:200 verdünnt in FACS-Puffer) resuspendiert.

Nach 15 min bei 4°C wurden die Zellen erneut zweimal mit FACS-Puffer gewaschen und mit

einem FACSCalibur™ Durchflußzytometer (Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

unter Verwendung der CellQuest™ Software (Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

analysiert. Zur Kalibrierung des Gerätes wurde eine nicht gefärbte Probe (Autofluoreszenz)

verwendet. Bei Mehrfachfärbungen wurden zusätzlich Positivkontrollen mit Einfachfärbungen

von allen verwendeten Fluoreszenzfarbstoffen zur Einstellung der Kompensation eingesetzt.

Als Negativkontrolle wurden unspezifische Antikörper mit dem gleichen Isotyp der spezifi-

schen Antikörper eingesetzt (Isotyp-Kontrolle).

2.2.11.2 Intrazelluläre Färbung

Zur intrazellulären Färbung wurden 0,5-1 x 105 Zellen zunächst mit FACS- Puffer gewaschen

und anschließend mit 4% Paraformaldehyd und 0,1% Saponin (Cytofix/Cytoperm; BD Phar-

mingen, San Diego, CA) für 20 min fixiert und permeabilisiert. Nach zweimaligem Waschen

mit 0,1% Saponin (Perm/Wash; BD Pharmingen, San Diego, CA) wurden unspezifische Bin-

dungsstellen durch Inkubation mit humanem IgG (0,5 mg/ml) für 15 min bei 4°C blockiert.

Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Zellen für 30 min mit 5 µg/ml des jeweili-

gen Erstantikörpers bei 4°C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in Perm/Wash-Lösung

wurden die Zellen für 15 min mit dem entsprechenden Zweitreagenz bei 4°C zusammen ge-

bracht. Die Analyse auf dem FACSCalibur™ Durchflußzytometer mit der CellQuest™ Soft-

ware erfolgte nach zwei finalen Waschschritten.

2.2.11.3 Messung von apoptotischen Zellen mit dem Durchflusszytometer

Zur Bestimmung der Prozentzahl der apoptotischen und nekrotischen Zellen in einer Zellpo-

pulation wurde ein Apoptose Detektions Kit (FITC Apoptosis Detection Kit I; Becton Dickin-

son, Heidelberg, Deutschland) eingesetzt: Die Zellen wurden zweimal mit Phosphatpuffer

(PBS) bei 4°C gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen in Bindungspuffer (10 mM HE-

PES/NaOH (pH 7,4), 140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl2) mit einer Konzentration von 1 x 106

Zellen/ml resuspendiert. 100 µl dieser Zellsuspension wurden mit je 5 µl der Annexin V-FITC
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und 5 µl der Propidium Iodid (PI) Lösungen versetzt. Nach vorsichtigem resuspendieren

wurden die Zellen im Dunkeln für 15 min bei Raumtemperatur (25°C) inkubiert. Nach zwei-

maligem Waschen in Bindungspuffer wurden die Zellen mit einem FACSCalibur™ und der

CellQuest™ Software analysiert.

2.2.11.4 Messung von Cytokinen in Kulturüberständen mittels Cytometric Bead Ar-

ray (CBA)

Zur Messung von inflammatorischen Cytokinen in Zellkultur-Überständen wurde der Human

Inflammation Kit (BD Biosciences, San Diego, CA) verwendet. Dieser CBA-Kit ermöglicht

die parallele Detektion der Cytokine Interleukin-8 (IL-8), Interleukin-1β (IL-1β), Interleukin-6

(IL-6), Interleukin-10 (IL-10), Tumor Nekrose Faktor-α (TNFα) und Interleukin-12p70 (IL-

12p70). Das Prinzip basiert auf sechs Bead Populationen mit unterschiedlichen Fluores-

zenzintensitäten. Die einzelnen Bead Populationen sind gekoppelt an spezifische Capture-

Antikörper gegen die genannten Cytokine. Nachdem die Beads zusammen mit den Stan-

dards oder Proben und den PE-konjugierten Detektions-Antikörpern inkubiert wurden, bil-

den sich Sandwich-Komplexe zwischen den Capture-Antikörpern an den Beads, den Cyto-

kinen und den Detektions-Antikörpern aus. Die gemischten Bead Populationen können im

Durchflusszytometer (FACSCalibur™ oder FACSArray™; BD Biosciences, San Diego, CA)

im Fluoreszenzkanal FL-3 diskriminiert werden, während die Fluoreszenzintensität im Fluo-

reszenzkanal FL-2 die Menge des jeweiligen Cytokins widerspiegelt. Zusammen mit einer

Eichreihe können so die Cytokin-Konzentrationen im Kultur-Überstand berechnet werden.

Die Messung der Cytokinproduktion erfolgte 24 h nach Zugabe der Stimuli zu den Den-

dritischen Zellen. Die Kultur-Überstände wurden geerntet und zweimal zentrifugiert (300 x g,

5 min und 20.000 x g, 10 min) um Zellen weitestgehend zu entfernen. Nachdem die Cytokin-

Standards in Assay Diluent (BD Biosciences, San Diego, CA) rekonstituiert worden waren,

wurden eine Eichreihe (20 pg/ml bis 20.000 pg/ml) durch serielle Verdünnung erstellt. Par-

allel wurde ein Teil der Kultur-Überstände mit Assay Diluent 1:20 verdünnt. Die sechs ver-

schiedenen Beads Populationen wurden 1:1 gemischt. Je 50 µl der Beads, der Standards

und Überstände, sowie der PE-gekoppelten Detektions-Antikörper wurden in einer Filterplat-

te (MultiScreen® BV1.2 µm; Millipore, Billerica, MA) im Dunkeln für 3 h bei 25°C inkubiert.

Die Überstände wurden sowohl unverdünnt, als auch verdünnt eingesetzt. Anschließend

wurden die Beads 3-mal gewaschen, durch wiederholtes absaugen der Puffer durch die

Filterplatte (MultiScreen® Vacuum Manifold; Millipore, Billerica, MA) und wieder auffüllen

mit 200 µl Waschpuffer (BD Biosciences). Nach finaler Zugabe von 120 µl Waschpuffer wur-

de die Platte 2 min bei 1100 rpm geschüttelt und anschließend mit einem FACSArray™ (BD

Biosciences) gemessen.
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2.2.12 Time Resolved Fluorometric Immunoassay (TRFIA)

2.2.12.1 Messung der Cytokinproduktion

Zur Messung der IL-2 Produktion wurden ELISA-Platten (Wallac Oy, Turku, Finnland) ver-

wendet, die am Tag zuvor mit 3 µg/ml monoklonalem Ratte-anti-Maus IL-2 Antikörper (Klon

JES6-1A12; BD Pharmingen, San Diego, CA), verdünnt in Carbonat Puffer (0,5 M Na2CO3,

pH 9,6) beschichtet, anschließend mit PBST (0,05% Tween-20 in PBS) gewaschen und mit

0,2% Gelatine in PBS (pH 7,2) blockiert worden waren. Je 50 µl der Überstände oder IL-2

Standards wurden mit 50 µl PBST/BSA (1% (w/v) Rinderserum Albumin (BSA), 0,05% (w/v)

Tween-20 in PBS) verdünnt und in die Platte pipettiert. Nach 2 h Inkubation bei 21°C wurde

die Platte viermal mit PBST gewaschen und mit 100 µl/Loch Detektionsantikörper (2 µg/ml

biotinylierter Ratte-anti-Maus IL-2 Antikörper in PBST/BSA, Klon JES6-5H4; BD Pharmin-

gen, San Diego, CA) für eine weitere Stunde inkubiert. Nach weiteren vier Waschschritten

wurde die Platte für 45 min mit 100 µl/Loch Streptavidin-Europium (0,1 µg/ml SA-Eu; Wal-

lac Oy, Turku, Finnland) in Assay Puffer (Wallac Oy, Tutuk, Finnland) versetzt. Zur Messung

wurde die Platte erneut vier Mal gewaschen und schließlich mit 150 µl/Loch saurer Verstär-

kerlösung (Wallac Oy, Turku, Finnland) inkubiert. Als Folge löst sich das Europium von dem

Streptavidin ab und bildet einen Chelatkomplex, der bei einer Wellenlänge von 340 nm zur

Fluoreszenz angeregt werden kann. Die Lichtemission bei 615 nm wurde mit einem Wallac

Victor2® zeitaufgelöst (400 µs Verzögerung zwischen Anregungsblitz und Messung der Fluo-

reszenz) gemessen. Mit Hilfe der Cytokin-Standardproben wurde eine Eichkurve erstellt, mit

der die IL-2 Konzentrationen in den Zellkultur-Überständen ermittelt werden konnten.

2.2.12.2 In Vivo Peptid-Bindungsassay

Zur Messung der Bindung unterschiedlicher Peptide an MHC Moleküle in vivo wurden WT-51

oder T2.DR4.DM Zellen (106 Zellen/ml) mit biotinylierten Peptiden (20 µM) für 1,5 h beladen.

Nachdem die Zellen mit PBS gewaschen worden waren, wurden sie in Lysepuffer (1% (w/v)

n-Oktylglukosid, 20 µM Tris, 5 µM MgCl2) inklusive Protease-Inhibitoren Mix (2,5 µg/ml Leu-

peptin, 0,2 mM PMSF, 5 µg/ml Pepstatin, 5 µg/ml Chymostatin) und 0,02% NaN3 bei 4°C

für 45 min lysiert. Die Peptidbindung wurde mittels TRFIA analysiert (siehe 2.2.12.1). Dazu

wurden die Platten mit L243 (anti-HLA-DR), FN1 (anti-CDw78) oder einem irrelevanten Anti-

körper (IgG Kontrolle) beschichtet. Die Detektion der biotinylierten Peptide erfolgte direkt mit

SA-Eu. Parallel wurde auch die Menge an gebundenem HLA-DR in allen Löchern durch De-

tektion mit biotinyliertem 1B5 Antikörper (anti-HLA-DRα) und SA-Eu ermittelt, um die Werte

für die Bindung der Peptide auf die HLA-DR-Menge pro Loch zu normalisieren.
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2.2.13 Konfokale Immunfluoreszenzmikroskopie

Zur Ausbildung von immunologischen Synapsen wurden Antigen-beladene, reife Dendriti-

sche Zellen zusammen mit CD4+ T Zellen oder Jurkat Zellen im Verhältnis 1:4 gemischt und

in Chamber Slides (BD Pharmingen, San Diego, CA), die zuvor mit 0,1 µg/ml Poly-L-Lysin

beschichtet worden waren, pipettiert. Die Zellen wurden sanft abzentrifugiert (50 x g, 1 min)

und für 30 min bei 37°C, zur Ausbildung der Interaktionen, inkubiert. Daraufhin wurden die

Plastik Chamber entfernt und die Objektträger mit den Zellen bei 4°C in PBS gewaschen.

Nachdem die Zellen für 20 min bei 21°C mit 1% PFA fixiert worden waren, wurden sie 4x

mit PBS gewaschen und schließlich mit 2% FCS, 2% BSA, 0,2% Fischgelatine und 50 mM

Glycin in PBS für 30 min bei 21°C blockiert. Die Zellen wurden anschließend für 40 min bei

21°C mit dem Erstantikörper-Gemisch (in 2% FCS in PBS verdünnt), bestehend aus 2 mo-

noklonalen Antikörpern mit unterschiedlichen Isotypen, die gegen unterschiedliche Antigene

gerichtet sind, inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 2% FCS in PBS wurden die Zellen

mit den entsprechenden Zweitantikörpern für weitere 40 min bei 21°C inkubiert. Zuletzt wur-

den die Objektträger zweimal mit 2% FCS in PBS, ein weiteres Mal mit PBS und ein letztes

Mal mit Wasser gewaschen. Die Zellen wurden in Mowiol (0,17% (w/v) Mowiol (Calbiochem,

San Diego, CA), 33% (v/v) Glycerin, 67% (v/v) PBS) eingebettet und waren nach dessen

Aushärtung bereit für die mikroskopische Analyse.

Die konfokale Mikroskopie wurde an einem Leica DMIBRE Mikroskop durchgeführt, wel-

ches mit dem Leica TCS NT Confocal Microscope System (Leica Microsystems, Wetzlar,

Deutschland) ausgestattet war. Zur Verwendung kamen die Leica Objektive 40x Plan Fluo-

tar und 63x Plan Apochromat sowie zur Datenaufnahme die Software TCS NT in der Ver-

sion 1.6.587. Die Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe Alexa 488 und Alexa 568 erfolgte bei

488 nm und 569 nm und die Öffnung des Pinholes wurde für alle Aufnahmen auf 1 Airy

Einheit gesetzt. Zur Darstellung der immunologischen Synapse in der YZ-Ebene, wurden

serielle Z-Schnitte im Abstand von 160 nm aufgenommen. Die 3-D-Rekonstruktion erfolgte

mit Hilfe der Softwarepakete Imaris (IRIX) 3.1.3 (Bitplane, Zürich, Schweiz) und Huygens

Professional (Scientific Volume Imaging b.v., Hilversum, Niederlande).

2.3 Biochemische Methoden

2.3.1 Detergenz-Lyse

Zur Lyse wurden die Zellen mit dem 10-fachen Volumen des Zellpellets in hypotonem Ly-

sepuffer (20 mM Tris, 5 mM MgCl2, pH 7,8) inklusive Protease-Inhibitoren (2,8 µg/ml Leu-

peptin, 0,2 mM PMSF, 5 µg/ml Pepstatin, 5 µg/ml Chymostatin) und 0,02% NaN3 sowie

1% Triton X-100 (TX-100; Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) resuspendiert (1:10
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Lyse). Alternativ zu Triton X-100 kamen auch die Detergenzien n-Oktylglukosid (Sigma,

St. Louis, MO), Nonident P-40 (NP-40; Fluka, Buchs, Schweiz), CHAPS (Roche Diagno-

stics, Mannheim, Deutschland) oder Zwittergent 3-12 (ZW 3-12; Merck-Calbiochem, Darm-

stadt, Deutschland) zum Einsatz. Die Lyse erfolgte durch Rotieren oder auf einem Schütt-

ler (1200 rpm) für 1 h bei 4°C. Anschließend wurde nicht solubilisiertes Material, wie zum

Beispiel Zellkerne und Teile des Zytoskeletts, in einer Tischzentrifuge (5417R; Eppendorf,

Hamburg, Deutschland) abzentrifugiert (20.000 x g, 5 min, 4°C).

Gewebeproben wurden zunächst bei 4°C in hypotonem Lysepuffer mit einem Gewebe-

Homogenisator (Wheaton, Millville, NJ) gleichmäßig homogensiert und anschließend für 1 h

bei 4°C durch Rotieren oder Schütteln bei 1200 rpm lysiert.

2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Proteinkonzentrationen wurde nach der Vorschrift von Bradford ermittelt (Bradford,

1976). Hierzu wurden die proteinhaltigen Proben mit ddH2O auf ein Endvolumen von 20 µl

verdünnt und mit 980 µl Bradford-Reagenz15 (100 mg Coomassie G-250, 50 ml Ethanol,

100 ml konzentrierte H3PO4 pro Liter ddH2O) in einer einmal Halbmikroküvette (Greiner,

Lemgo, Deutschland) durch 3-maliges Invertieren gemischt. Nach 5 bis 10 Minuten wurde

die Absorption bei einer Wellenlänge von 595 nm mit einem Spektrophotometer (Smartspec

3000®; BioRad, Hercules, CA) gemessen. Zur Konzentrationsbestimmung wurde eine Eich-

reihe mit wasserfreiem BSA in einem Konzentrationsbereich von 0,5 - 5 µg/ml erstellt.

2.3.3 Immunpräzipitation aus Zellysaten

Für die Immunpräzipitation wurden entweder an CNBr-aktivierte Sepharose-Beads kova-

lent gekoppelte Antikörper oder biotinylierte Antikörper verwendet. Die Immobilisierung der

biotinylierten Antikörper erfolgt über NeutrAvidin™-Beads (Pierce, Lausanne, Schweiz). Die

Sepharose- und NeutrAvidin™-Beads wurden vor der Präzipitation durch zweimaliges Wa-

schen in dem verwendeten Lysepuffer äquilibriert, wobei die Zentrifugation mit 5000 x g

für 1 min bei 4°Cerfolgte. Nach dem Äquilibrieren wurde der biotinylierte Antikörper zu den

NeutrAvidin™-Beads mit ca. 1 µg Antikörper auf 1 µl Beadvolumen gegeben. Nach 20 minü-

tiger Inkubation wurde eventuell nicht gebundener Antikörper durch zweimaliges Waschen

mit Lysepuffer entfernt.

Zur Präzipitation wurde das Zellysat im Verhältnis 10:1 bis 20:1 zu den äquilibrierten

Beads gegeben und je nach Menge des Antigens und der Affinität des eingesetzten Anti-

körpers für 2 - 12 h bei 4°C rotiert oder geschüttelt (1200 rpm). Nach der Inkubation wurden

die Beads abzentrifugiert (5000 x g, 1 min, 4°C). Das depletierte Lysat wurde abgenommen

15Das Bradford-Reagenz wurde nach der Herstellung filtriert und in einer Braunglasflasche aufbewahrt
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und bei 4°C für mögliche weitere Analysen aufbewahrt. Die Beads wurden zwei- bis viermal

mit dem verwendeten Lysepuffer oder mit 0,1% ZW 3-12 in PBS gewaschen. Die Präzipitate

wurden entweder für Peptidisolation (siehe Abschnitt 2.3.4) oder zur Western Blot Analyse

eingesetzt. Für die Western Blot Analyse wurden die Proben mit Lämmli-Probenpuffer auf-

genommen und nach 5-minütigem Kochen bei 95°C mittels SDS-PAGE aufgretrennt (siehe

Abschnitt 2.3.6).

2.3.4 Isolation von MHC-Peptiden

Zur Isolation der MHC-Peptide wurden die entsprechenden Zellen zunächst mit hypotonem

Lysepuffer inklusive 1% TX-100 (Peptide aus HLA-DR) oder 1% n-Oktylglukosid (Peptide

aus CDw78) oder ZW 3-12 (Peptide aus I-Ab) lysiert. Anschließend wurden die MHC Mo-

leküle mit Sepharose-Beads, gekoppelt an anti-MHC Antikörper (L243 für HLA-DR, FN1

für CDw78, Y3P für I-Ab) präzipitiert (siehe Abschnitt 2.3.3). Nach dreimaligem Waschen

mit 0,1% ZW 3-12 in PBS wurden die Beads mit ddH2O (Merck, Darmstadt, Deutschland)

oder Milli-Q H2O (Millipore, Bedford, MA) in Ultrafree®-MC Zentrifugations-Filtereinheiten

mit einer Maximaldurchlässigkeit von 30 kDa (Millipore, Bedford, MA) überführt und weitere

10-mal mit ddH2O (Merck, Darmstadt, Deutschland) oder Milli-Q H2O (Millipore, Bedford,

MA) gewaschen (Zentrifugation bei 20.000 x g, 1 - 10 min). Durch Inkubation der Beads

in 0,1%iger Trifluoressigsäure in ddH2O (pH 2,0) für 30 min bei 37°C wurden die Peptide

aus den MHC Molekülen freigesetzt. Nach Zentrifugation (3 min, 20.000 x g) in ein saube-

res Eppendorf-Gefäß, wurden die Peptide lyophilisiert und bei 4°C bis zur Analyse mittels

MALDI-MS (siehe Abschnitt 2.4.1) oder LC-MS/MS (siehe Abschnitt 2.4.3) aufbewahrt.

2.3.5 Präparation von DRMs (Detergenz-resistente Membranen) mit Hilfe ei-

nes diskontinuierlichen Saccharosegradienten

Für die Präparation von DRMs wurden frisch geerntete Zellen oder eingefrorene Zellpel-

lets verwendet. Die Zellen wurden mit dem 5-fachen Zellpellet-Volumen an MNE Lysepuf-

fer (25 mM MES, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 6,5; 1 mM Na3VO4, 10 mM NaF, 4°C)

mit 1% Triton X-100 (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) und Protease Inhibi-

toren Mix (2,8 µg/ml Leupeptin, 0,3 mM PMSF, 5 µg/ml Pepstatin, 5 µg/ml Chymostatin)

für 30 min auf Eis lysiert. Anschließend wurde das Lysat mit einem äquivalenten Volu-

men von 80% Saccharose in MNE (inklusive 1 mM Na3VO4, 10 mM NaF) gemischt, in

ein Ultrazentrifugen-Röhrchen (Beckman Ultra-Clear™, Fullerton, CA) vorgelegt und mit

30%iger Sacharose in MNE (inkl. 1 mM Na3VO4, 10 mM NaF) sowie 5%iger Saccharose (in-

kl. 1 mM Na3VO4, 10 mM NaF) überschichtet. Die Ultrazentrifugation erfolgte mit 200.000 x g

(Ultracentrifuge L8-80M; Beckman, Fullerton, CA) bei 4°C für 18 h. Im Anschluß wurden
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von dem Gradienten 10 Fraktionen abgenommen, beginnend von oben. Für Western Blot

und Immunpräzipitations-Analysen wurde jede Fraktion mit 60 mM n-Oktylglucosid (Merck

Calbiochem, Darmstadt, Deutschland) versetzt, um die DRMs zu solubilisieren. Für mas-

senspektrometrische Analysen wurden die Fraktionen 2-4, welche die unlöslichen DRMs

enthalten, mit dem 5-fachen Volumen MNE Puffer gemischt und bei 100.000 x g für 1,5 h bei

4°C zentrifugiert (Ultracentrifuge L8-80M; Beckman, Fullerton, CA). Das DRM Pellet wurde

mit 60 mM n-Oktylglukosid in MNE solubilisiert. Die Fraktionen mit den Triton X-100-löslichen

Proteinen (8-10) wurden hingegen direkt mit 60 mM n-Oktylglukosid versetzt. In Abbildung

2.1 ist das Verfahren graphisch dargestellt.
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Abbildung 2.1 Schema der DRM-Präparation
(Erläuterungen siehe Text)

2.3.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE wurde nach dem Prinzip von Lämmli durchgeführt (Lämmli, 1970), d.h. un-

ter denaturierenden Bedingungen in diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelen mit einem

Tris-HCl, Tris-Glycin-Puffersystem. Zum Einsatz kamen Mini-Gele mit 13 Probentaschen und

Standard-Gele mit 26 Probentaschen. Die Glasplatten der Mini-Gele hatten die Abmessung

von 10 cm x 8 cm, die Platten der Standard-Gelle maßen 17 cm x 8 cm. Die Dicke der

Spacer betrug in beiden Fällen 1 mm. Zunächst wurde das Trenngel (siehe Tabelle 2.4)

bis ca. 1,5 cm unterhalb des Kamms gegossen und mit 1 - 2 ml Isopropanol überschichtet,

um Austrocknung zu verhindern. Die Polymerisationszeit betrug ca. 20 - 30 min. Nachdem

das Isopropanol gründlich mit destilliertem Wasser weggewaschen worden war, wurde das

Sammelgel (s. Tabelle 2.4) darüber gegossen und der Kamm eingesetzt. Das Sammelgel po-

lymerisierte innerhalb von ca. 10 - 15 min. Die Gele wurden in eine Elektrophoresekammer

(CTI, Idstein, Deutschland) eingespannt und das obere sowie das untere Puffer-Reservoir

mit Laufpuffer (25mM Tris, 192mM Glycin, 0.1% (w/v) SDS) befüllt.

Die Proben wurden im Verhältnis 1:4 (v/v) mit mit 5 x Lämmli-Probenpuffer (150 mM Tris/

HCl, pH 6,9, 10% (w/v) SDS, 25% (v/v) Glycerin, 0,125% (w/v) Bromphenolblau; für redu-
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zierenden Probenpuffer zusätzlich 0,3 M 1,4-Dithiothreithol) versetzt. Vor dem Auftragen auf

das Gel wurden die Proben für 3 min bei 95°C gekocht und anschließend auf Eis kurz abge-

kühlt. Die Elektrophorese wurde unter Konstanthaltung des Stroms (Ikonst. = 19 mA pro Mini-

Gel oder Ikonst. = 38 mA pro Standard-Gel) und einer maximalen Spannung von Umax = 160 V

für circa 1,5 h durchgeführt. Als Molekulargewichtsstandard wurde der Kaleidoscope Prestai-

ned Standard (BioRad, Hercules, CA) verwendet, der einen Molekulargewichtsbereich von

8 kDa bis 218 kDa abdeckt.

Tabelle 2.4: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel

(Angaben in [ml]) Sammelgel Trenngel

3,60% 10% 11,50% 13,50%

1 M Tris, pH 8,8 - 5,00 5,00 5,00

1 M Tris, pH 6,8 0,68 - - -

aqua bidest. 3,54 3,35 2,75 1,83

30% (w/v) Acrylamid/ 0,72 4,40 5,00 5,92

0,8% (w/v) Bisacrylamid (Mix)

10% SDS 0,06 0,15 0,15 0,15

TEMED 0,05 0,025 0,025 0,025

10% APS 0,05 0,10 0,10 0,10

2.3.7 Coomassie Färbung

Nach der SDS-PAGE wurden die Gele für 30 min unter sanftem Schütteln in Coomassie-

Färbelösung (0,2% Serva Blue R, 50% (v/v) Methanol, 8% (v/v) Eisessig, filtriert) überführt.

Zum Entfärben wurden die Gele bis zum Verschwinden des blauen Hintergrunds in eine Lö-

sung aus 7% (v/v) Eisessig und 10% (v/v) Methanol gelegt, dann in aqua bidest. gewässert

und anschließen zwischen zwei Cellophan-Folien getrocknet.

2.3.8 Western Blot

Zur Immunfärbung wurden die Proteine nach erfolgter Elektrophorese im Semi-Dry-Verfahren

von den Gelen auf Immobilon P™ Transfer Membranen (PVDF, 0,45 µm; Millipore) trans-

feriert. Der Transfer erfolgte mit einer Semi-Dry-Blotkammer (CTI, Idstein Taunus) im

Sandwich-Verfahren: Zunächst wurden 8 x 3 MM Whatmanfilterpapiere, getränkt mit Puffer I

(300 mM Tris/HCl, pH 10,2, 20% (v/v) Methanol), gefolgt von 2 x 3 MM Whatmanfilterpa-

pieren, getränkt mit Puffer II (25 mM Tris/HCl, pH 10,2, 20% (v/v) Methanol) auf die Anode

gelegt. Darauf wurde die PVDF-Membran gelegt, die zuvor mit Methanol benetzbar ge-
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macht, anschließend mit aqua bidest. gewaschen und schließlich in Puffer II äquilibriert

worden war. Auf die Membran wurde das ebenfalls mit Puffer II äquilibrierte SDS-Gel gelegt.

Zuletzt wurden weitere 6 Lagen 3 MM Whatmanfilterpapiere, getränkt mit Puffer III (25 mM

Tris/HCl, pH 9,4, 40 mM 6-Aminocapronsäure, 20% Methanol) auf den Blot gelegt und sämt-

liche Luftblasen entfernt. Um die Evaporation des Methanols zu minimieren, wurde es den

Puffern erst kurz vor Gebrauch zugesetzt. Nach dem Aufsetzen der Kathode erfolgte der

Transfer mit einem konstanten Strom von Ikonst. = 100 mA für ein Gel und einer maximalen

Spannung von Umax = 150 V für 1 h. Bei 2 Gelen wurde die Stromstärke auf Ikonst. = 180 mA

erhöht. Die Bloteffizienz konnte durch den Transfer des farbigen Kaleidoscope Prestained

Standard (BioRad, Hercules, CA) überprüft werden.

2.3.9 Immunfärbung der Western Blots

Um unspezifische Bindungsstellen abzusättigen, wurden die Membranen zunächst für

30 min bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C in Blockierlösung (1% (w/v) Blo-

ckierungsreagenz (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) in PBS mit 0,05% (v/v)

Tween-20) inkubiert. Das Blockierungsreagenz wurde zuvor circa 20 min in PBS / 0,05%

(v/v) Tween-20 (PBS/Tween) aufgekocht, um es zu lösen. Wurden auf das Gel gekochte

Proben aufgetragen, konnte die Blockierlösung heiß zu den Membranen gegeben werden.

Vor der Färbung mit dem Erstantiköper wurden die Membranen mit PBS/Tween gespült.

Die Inkubation mit dem entsprechenden Erstantikörper erfolgt für 45 min bei Raumtempe-

ratur. Dazu werden die Membranen einzeln in einer Plastikschale unter leichtem Schütteln

inkubiert. Der Erstantikörper wurde mehrfach verwendet. Anschließend wurden die Mem-

branen 3 Mal für 5 Minuten mit PBS/Tween gewaschen. Die Inkubation mit dem Peroxidase-

gekoppelten Zweitreagenz (1:200.000) erfolgt für 30 min bei Raumtemperatur unter leichtem

Schütteln. Nach 5 finalen Waschschritten mit PBS/Tween, waren die Membranen bereit für

die Detektion mittels Chemolumineszenz.

2.3.10 Detektion mittels Enhanced Chemoluminiscence (ECL)

Die Membranen wurden für 1,5 min in SuperSignal® West Dura-Lösung (Pierce, Lausanne,

Schweiz) oder, wenn sehr schwache Signale erwartet wurden, für 5 min in SuperSignal®

West Femto-Lösung (Pierce, Lausanne, Schweiz) inkubiert. Die Lösungen setzen sich zu

gleichen Teilen aus Luminol/Enhancer und Peroxid-Puffer zusammen. Die Detektion der Si-

gnale erfolgte durch Auflegen eines Biomax ML Films (Kodak, Rochester, NY) und anschlie-

ßender Entwicklung in einer Entwicklungseinheit (Kodak, Rochester, NY). Die Expositions-

zeit bewegte sich, je nach Stärke des Signals, zwischen 1 s und 30 min.

Für eine Quantitative Auswertung der Western Blots, wurde die Fluoreszenz anstelle mit ei-
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nem Film direkt mit einem Lumi-Imager™ F1 (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland)

detektiert. Mit Hilfe einer Eichreihe auf dem selben Blot konnten die Intensitäten der Banden

quantifiziert werden. Ohne eine Eichkurve ist ein Vergleich von zwei Banden in der Regel

nicht möglich, da die Stärke der Fluoreszenz meist nicht proportional zur Proteinmenge auf

dem Blot ist.

Die Membranen konnten mehrfach mit verschiedenen Erstantikörpern gefärbt werden, in-

dem sie nach erfolgreicher Exposition kurz mit PBS/Tween gewaschen und anschließend für

30 min bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C in PBS/Tween mit einer Spatelspitze

NaN3 inkubiert wurden. Das NaN3 zerstört irreversibel die Peroxidaseaktivität des Zweitrea-

genz.

2.3.11 Blue Native Polyacrylamid Gelelektrophorese

Die Vorschrift basiert auf der von Schägger und von Jagow (1991) entwickelten Methode

zur Trennung nativer Proteinkomplexe. Das Polyacrylamidgel ist zusammengesetzt aus ei-

nem Sammelgel (4% PAA (Acrylamid/Bisacrylamid = 30/0.8), 500 mM ε-Aminocapronsäure,

50 mM Bis-Tris/HCl pH 7,0) und einem Trenngel (6-12% PAA (Acrylamid/Bisacrylamid =

30/0.8), 500 mM ε-Aminocapronsäure, 50 mM Bis-Tris/HCl pH 7,0). Als Anodenpuffer diente

eine Lösung bestehend aus 50 mM Bis-Tris/HCl pH 7,0 und für den Kathodenpuffer wurde

eine Lösung bestehend aus 50 mM Tricine, 15 mM Bis-Tris/HCl pH 7,0 und 0,02% (w/v) Ser-

va Blue G verwendet.

Zur Analyse von Proteinkomplexen in den Zellmembranen wurden 45 µl Zellpellet (entspricht

ca. 1 x 107 Zellen) in 405 µl hypotonem Puffer (20 mM Tris pH 7,8, 5 mM MgCl2) inklusive

eines Protease-Inhibitoren Mixes (2,5 µg/ml Leupeptin, 0,2 mM PMSF, 5 µg/ml Pepstatin,

5 µg/ml Chymostatin) und 0,02% NaN3 unter Verwendung eines Gewebe-Homogenisators

(Wheaton, Millville, NJ) bei 4°C lysiert. Größere Zelltrümmer sowie Zellkerne wurden bei

450 x g und 4 grad für 3 min (Centrifuge 5417R; Eppendorf, Hamburg, Deutschland) abzen-

trifugiert. Aus dem verbleibenden Überstand wurden die Membranen bei 20.000 x g und 4°C

für 20 min (Centrifuge 5417R; Eppendorf, Hamburg, Deutschland) abzentrifugiert. Um die

kleinen leichten Membranen sowie Lysosomen und Endosomen nicht zu verlieren, wurde

der Überstand ein weiteres Mal bei 100.000 x g und 4°C für 30 min (Optima TLX Ultra-

centrifuge; Beckman, Fullerton, CA) zentrifugiert. Das dabei entstandene Pellet wurde mit

dem Pellet aus dem zweiten Zentrifugationsschritt vereinigt und in 200 µl Lysepuffer (1%

Octylglucosid, 20 mM Tris pH 7,8, 5 mM MgCL2, Protease-Inhibitoren Mix) resuspendiert.

Nach 5 min Lyse auf Eis wurden 60 µl 4x ACA Puffer (4 M 6-Aminocapronsäure, 200 mM

Tris pH 7,0, 200 mM NaCl, 20 mM EDTA) zugesetzt, nach weiteren 5 min auf Eis wurden

20 µl Coomassie-Beladungslösung (750 mM 6-Aminocapronsäure, 5% (w/v) Coomassie-G)

zugegeben.
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Das Gesamtvolumen von 80 µl wurde in die Taschen des Sammelgels pipettiert und, solan-

ge sich noch Probenmaterial in den Taschen des Sammelgels befand, eine Spannung von

150 V angelegt. Wenn die Proben vollständig in das Trenngel eingewandert waren, wurde

die Spannung auf 500-1000 V erhöht. Nachdem die Serva Blue G-Lauffront circa die Hälf-

te des Trenngels erreicht hatte, ist der Kathodenpuffer gegen einen ungefärbten Puffer mit

gleicher Zusammensetzung, jedoch ohne Serva Blue G, ausgetauscht worden. Alle verwen-

deten Materialien wurden auf 4°C gekühlt. Der Gellauf erfolgte unter Kühlung bei 6 - 10°C.

Die angegebenen Spannungen beziehen sich auf ein Gel der Größe 20 x 20 x 0,075 cm.

Nach Beendigung des Gellaufs wurden die einzelnen Spuren mit einem Skalpell getrennt

und mit Coomassie gefärbt oder per Western Blot analysiert.

2.3.12 Isolierung von monoklonalen Antikörpern

Der filtrierte, antikörperhaltige Hybridom-überstand aus dem Bioreaktor (siehe 2.2.4 auf

Seite 38) wurde unter langsamen Rühren bei Raumtemperatur portionsweise mit Glycin und

NaCl versetzt, so dass eine Endkonzentration von 1,5 M Glycin und 3 M NaCl erreicht wurde

(pH 8,9). Zur Aufreinigung des Antikörpers wurde eine P-10 Polypropylensäule (Amersham

Pharmacia, Freiburg, Deutschland) mit 3 ml PBS-gewaschener Protein A Sepharose CL-4B

(Kapazität: 20 mg/ml; Amersham Pharmacia, Freiburg, Deutschland) gepackt. Direkt vor

der Aufreinigung wurde die Säule mit Hochsalzpuffer (3 M NaCl, 1,5 M Glycin, pH 8,9)

äquilibriert. Der antikörperhaltige Überstand wurde daraufhin bei 4°C mindestens 3-mal

langsam (40 ml/h) über sie Säule gegeben, um eine möglichst vollständige Bindung des

Antikörpers an die Protein A Sepharose zu erreichen. Nachdem die Säule mit 200 ml Hoch-

salzpuffer gewaschen worden war (40 ml/h), erfolgte ein weiterer Waschschritt mit 50 ml

Citratpuffer (100 mM Natriumcitrat, pH 8), um das Glycin zu entfernen, welches die spätere

kovalente Kupplung an CNBr-aktivierte Sepharose gestört hätte. Anschließend wurden die

gebundenen Antikörper durch einen sauren pH-Sprung (100 mM Natriumcitrat, pH 3) bei

einer Flussrate von 100 ml/h unter Sammlung von drei Fraktionen mit je 30 ml eluiert. Die

Eluate wurden umgehend bei Raumtemperatur mit 1 M NaOH auf pH 6,5 - 7 eingestellt. Um

die Säule erneut verwenden zu können, wurde sie mit weiteren 50 - 100 ml Elutionspuffer

gewaschen und letztlich mit Hochsalzpuffer regeneriert.

Nach Bestimmung der Proteinkonzentration anhand der Bradford-Methode (s. Abschnitt

2.3.2; S. 46) wurden die Eluate in einer Amicon-Kammer mit einer Zellulose-Membran (ma-

ximale Durchlässigkeit von 20 kDa; Millipore, Bradford, MA) aufkonzentriert und auf PBS

mit 0,02% NaN3 oder im Falle einer späteren Kupplung an Sepharose auf Kupplungspuffer

(100 mM NaHCO3, 500 mM NaCl, pH 8) umgepuffert. Die Reinheit der isolierten Antikörper

wurde mittels SDS-PAGE gefolgt von Coomassie-Färbung überprüft.
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2.3.13 Immobilisierung von Antikörpern an CNBr-aktivierter Sepharose

Zur Kupplung der gereinigten Antikörper wurde pro 10 mg Antikörper 1 g CNBr-aktivierte Se-

pharose CL-4B (Amersham Pharmacia, Freiburg, Deutschland) für 30 min bei 4°C in 1 mM

HCl gequollen; dabei quillt 1 g Sepharose zu einem Volumen von 3 ml. Anschließend wurde

die Sepharose abzentrifugiert (300 x g, 3 min) und mit Kupplungspuffer (100 mM NaHCO3,

500 mM NaCl, pH 8) gewaschen. Daraufhin wurden die Antikörper (1 mg/ml in Kupplungs-

puffer) für 3 h bei Raumtemperatur oder für 12 h bei 4°C langsam rotierend mit der aktivierten

Sepharose inkubiert. Mittels der Bradford-Methode (s. Abschnitt 2.3.2; S. 46) wurde geprüft,

ob der Überstand frei von Proteinen und somit der Antikörper quantitativ immobilisiert wor-

den war. Die noch freien Bindungsstellen der CNBr-Sepharose wurden anschließend durch

Zugabe von 100 mM Tris, pH 8, für 1 h abgesättigt. Nach zweimaligem Waschen mit PBS

wurden die Antikörper-Sepharose Beads in PBS mit 0,02% NaN3 bis zur Anwendung bei

4°C gelagert.

2.4 Massenspektrometrische Methoden - MHC Associated Pep-

tide Proteomics (MAPPs)

2.4.1 MALDI-TOF-MS

Die aus den MHC Molekülen eluierten Peptide (s. Abschnitt 2.3.4; S. 47) wurden mit-

tels Matrix-Assisted Laser Desorption Ionisation Mass Spectrometry (MALDI-MS) analy-

siert. Dazu wurden die lyophilisierten Peptide in 0,5 µl 0,1%iger TFA in ddH2O (Merck

oder Milli-Q) aufgenommen und auf ein Probentablett (Anchorchip Plate; Bruker, Bremen,

Deutschland) pipettiert. Direkt im Anschluß wurden 0,25 µl CHCA-Lösung (5 mg/ml α-

Cyano-4-Hydroxyzimtsäure (Sigma, St. Louis, MO) in 50% Acetonitril, 0,1% TFA) dazu

pipettiert und gemischt. Aufgrund der hydrophoben Beschichtung der Probenpositionen

auf der Anchorchip-Platte zog sich die Mischung während des Kristallisationsprozesses

auf eine kleine Fläche zusammen, wodurch eine Konzentrierung der Probe erreicht wurde.

Die Messung erfolgte an einem Reflex III® TOF oder einem Ultraflex® TOF/TOF Mas-

senspektrometer (Bruker, Bremen, Deutschland). Durch Laserbeschuß wurde die Probe

ionisiert und in einem elektrischen Feld beschleunigt. Daraufhin wurde die Zeit gemessen,

in der die Probe eine bestimmte Strecke zurücklegt. Die Flugzeit ist dabei proportional

zum Verhältnis aus Masse und Ladung der Probe. Zur Kalibrierung der Geräte wurden die

Flugzeiten der tryptischen Peptide aus humanem Serumalbumin gemessen und mit den

entsprechenden theoretischen Massen abgeglichen. Die Aufnahme der Spektren erfolgte im

Reflectron-Modus durch Summation der Einzelspektren von 200 - 600 Laserschüssen. Die

Datenaufnahme erfolgte unter Verwendung der Software FLEXcontrol 1.1 Alpha® (Bruker,
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Bremen, Deutschland). Zur Darstellung und Auswertung der Spektren kam die Software

Fragment 21 (Dr. Peter Berndt, Roche, Basel, Schweiz) zum Einsatz.

2.4.2 MALDI-PSD-MS

Zur Sequenzierung einiger Peptide wurde das Ultraflex® TOF/TOF Massenspektrometer

im LIFT-Modus betrieben. Bei dieser Methode können metastabile Peptidfragmente, die di-

rekt nach dem MALDI-Ionisierungsprozess in der feldfreien Driftstrecke des Flugrohrs ent-

stehen (PSD: Post Source Decay), detektiert werden. Zunächst wurden die Mutterionen

der zu sequenzierenden Peptide aufgrund ihrer spezifischen Massen isoliert und aufge-

nommen. Anschließend erfolgte im LIFT-Modus die Aufnahme der Fragmentsignale des

Mutterions durch Summation von Einzelspektren. Die Zuordnung der Fragmentsignale so-

wie die Auswertung der Spektren erfolgte automatisch mit Hilfe der Software Xmas 5.1.2

und Biotools 2.1 (Bruker, Bremen, Deutschland). Die Peptidsequenzen wurden mit Hilfe

des MASCOT-Algorithmus durch Abgleich der Fragmentspektren mit der Proteindatenbank

Swiss.Fasta All organisms identifiziert.

2.4.3 Multidimensional Protein Identification Technology (MudPIT)

2.4.3.1 Das Prinzip

Zur Sequenzierung von MHC Peptiden wurde standardmäßig die Multidimensional Protein

Identification Technology (MudPIT; Washburn et al., 2001) eingesetzt. Bei diesem Verfahren

werden Peptide durch zweidimensionale Hochdruckflüssigkeitschromatographie mit einer

Flussgeschwindigkeit im Bereich von 200 nl/min (nano-HPLC) getrennt.

Die Trennsäulen, bestehend aus Fused Silica (100 µm innerer Durchmesser), sind mit

Ionenaustausch-Material (SCX) direkt gefolgt von Reversed Phase-Material gepackt. Das

zu einer Nadel ausgezogene Ende der Kapillare dient als Elektrosprayquelle und wird direkt

vor die Öffnung des Massenspektrometers plaziert (vergl. Abb. 2.2).

Die chromatographische Trennung wird erreicht durch mehrere kurze Elutionsschritte mit

steigenden Salzkonzentrationen (Salzplugs), denen jeweils ein kontinuierlicher Gradient mit

steigender Hydrophobizität (Acetonitril-Gradient) folgt. Durch die Salzplugs werden die SCX-

gebundenen Peptide schrittweise eluiert und binden an das darauf folgende RP-Material.

Von diesem werden sie durch den kontinuierlichen Acetonitril-Gradienten entsprechend ihrer

Hydrophobizität eluiert und gelangen über das Nadel-förmige Ende der Trennsäule direkt in

das Massenspektrometer (Ionenfalle), wo sie detektiert und fragmentiert werden.
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Öffnung der Ionenfalle

200 nl / min 

Elektrischer Kontakt 
(1.4 kV)

Fused silica Kapillare
(20 µm i.D.)

RPSCX

PEEK MICROTEETM

(T-Verbindung)

Fused Silica Kapillarsäule
(100 µm i.D.)

RPSCXMHC Peptide

Off-line Beladung

Installation der
beladenen Kapillarsäule

HPLC
Gradient

Abbildung 2.2 Vereinfachte Darstellung der MudPIT Methode
Die Trennsäule besteht aus Fused Silica mit einem inneren Durchmesser (i.D.) von 100 µm und ist mit
Strong Cation Exchange (SCX) Material, direkt gefolgt von Reversed Phase (RP) Material gepackt.
Die Beladung mit den eluierten MHC Peptiden erfolgt Off-line, direkt auf die aus dem HPLC System
entnommene Trennsäule. Die Säule ist am Ende zu einer dünnen Nadel ausgezogen und dient somit
auch als Spray-Nadel für die Elektrospray-Ionisierung (ESI). (Modifiziert aus: Washburn et al., 2001)

2.4.3.2 Herstellung der Trennsäule

Für die Herstellung der Trennsäulen wurden Fused Silica Kapillaren (i.D. 100 µm x 375 µm

äußerer Durchmesser; Dionex LC Packings, Olten, Schweiz) mit Hilfe eines Laserpullers (P-

2000, Sutter Instrument Co., Novato, CA) zu circa 20 cm langen Kapillarnadeln mit einer

finalen Öffnung von 5 µm Durchmesser ausgezogen. Anschließend wurde das Säulenma-

terial in die Kapillare gepackt. Dazu wurde zunächst das RP-Material (ProntoSIL 120-3-C18

ACE-EPS; Bischoff Chromatography, Leonberg, Deutschland) in Methanol gewaschen und

resuspendiert. Mit Hilfe einer Druckkammer und 100 bar Helium wurde das RP-Material so-

lange in die Säule gepresst, bis 5 cm bis 6 cm der Kapillare mit dem RP-Material gefüllt

waren. Anschließend wurden 3 cm bis 4 cm SCX-Material (5 µm Partisphere SCX; What-

man, Clifton, NJ) auf die gleiche Weise in die Kapillare eingespült und die Säule mit Helium

trocken geblasen. Um unspezifische Bindungsstellen abzusättigen wurde 1 pmol tryptisch

verdautes, humanes Serumalbumin auf die Säulen geladen und anschließend über einen

Salzplug mit hoher Salzkonzentration gefolgt von einem einfachen Acetonitril-Gradienten

eluiert.
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Abbildung 2.3 Die HPLC-Gradienten
Gezeigt sind exemplarisch 4 der 10 Gradienten: (a) Der erste Gradient wurde nur durch die Puffer
A (rot; 5% (v/v) ACN, 0,5% (v/v) HAc, 0,012% (v/v) HFBA) und B (blau; 80% (v/v) ACN, 0,5% (v/v)
HAc, 0,012% (v/v) HFBA) gebildet. (b) Die Gradienten 2-6 enthalten steigende Konzentrationen an
Puffer C (grün; 250 mM Ammoniumacetat in Puffer A), gezeigt ist der Elutionschritt mit 20% Puffer
C. (c) Der siebte Elutionsschritt hat zu Beginn einen 20-minütigen Salzplug mit 100% Puffer C. (d)
Der Elutionschritt 8 hat zu Beginn einen 20-minütigen Elutionschritt mit Puffer D (gelb; 1,5 M Ammo-
niumacetat in Puffer A). Die Gradienten 9 und 10 entsprechen dem achten Gradienten, sind aber am
Ende gekürzt (nicht gezeigt).

2.4.3.3 Chromatographische Trennung und MS/MS-Analyse

Die lyophilisierten Peptide (s. Abschnitt 2.3.4; S. 47) wurden in 10 µl Beladungspuffer

(5% (v/v) Acetonitril (ACN), 0,5% (v/v) Essigsäure (HAc), 0,012% (v/v) Heptafluorbutter-

säure (HFBA), 1% (v/v) Ameisensäure in Milli-Q H2O) aufgenommen und mit Hilfe einer

Druckkammer und 100 bar Helium vollständig auf die Trennsäule geladen, bis die Säule

durch das Helium trocken geblasen worden war. Anschließend wurde die Kapillare in das

HPLC-System (Ultimate®; Dionex LC Packings, Olten, Schweiz) eingebaut und der Fluss

auf 200 nl/min eingestellt. Daraufhin wurde die Säule vor die Öffnung des Massenspek-

trometers (Ionenfalle LCQ Deka XP Plus; Thermo Electron Corporation, Waltham, MA)

positioniert (vergl. Abb. 2.2). Die Elution der Peptide erfolgte durch 10 Salzplugs mit unter-

schiedlichen Ammoniumacetat-Konzentrationen gefolgt von Acetonitril-Gradienten. Die erste

Elution erfolgte ohne Salz mit einem 116 min langen Acetonitril-Gradienten. Die Gradienten
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2 - 6 hatten zu Begin einen 5-minütigen Salzplug mit 50 mM, 100 mM, 150 mM, 200 mM

und 225 mM Ammoniumacetat. Der siebte Gradient hatte einen 20-minütigen Salzplug mit

250 mM Ammoniumacetat, der achte mit 1,5 M Ammoniumacetat und die Gradienten 9

und 10 hatten ebenfalls 20-minütigen Salzplugs mit 1,5 M Ammoniumacetat, jedoch wurde

die Gesamtlänge der Gradienten auf 110 min gekürzt (vergl. Abb. 2.3). Die beiden letzten

Gradienten dienten der vollständigen Elution der Peptide vom Säulenmaterial. Die Daten-

aufnahme des Massenspektrometers erfolgte automatisch mit einem Full-MS-Scan, bei dem

alle Mutterionen im Bereich von m/z = 400 - 2000 detektiert wurden, gefolgt von 3 MS/MS-

Scans, bei denen die 3 intensivsten Signale aus dem Full-MS-Scan fragmentiert wurden.

Die Einstellungen der MS-Parameter wurden dabei entsprechend der Herstellerangaben

gewählt.

2.4.3.4 Datenbanksuche und Auswertung

Die Zuordnung der Peptidsequenzen zu den MS/MS-Fragmentspektren erfolgte mit dem SE-

QUEST Algorithmus. SEQUEST vergleicht dabei vollautomatisch die gemessenen Fragment-

spektren mit theoretisch errechneten Fragmentspektren von allen virtuellen Peptiden einer

Proteindatenbank, welche die gleiche Masse wie das Mutterion besitzen. Dabei werden die

gemessenen Fragmentspektren mehreren möglichen Peptiden zugeordnet. Für jede mög-

liche Peptidsequenz wird eine Wahrscheinlichkeit errechnet, die so genannte Cross Corre-

lation, mit der diese Sequenz tatsächlich dem gemessenen Fragmentspektrum entspricht.

Der Rang in der Liste der möglichen Peptidsequenzen (Rank), die Cross Correlation sowie

die Differenz der Cross Correlation vom Besten zum zweit Besten Treffer, die so genannte

Delta Cross Correlation, sind die wichtigsten Parameter um eine Aussage über die Zu-

verlässigkeit einer Sequenzzuordnung treffen zu können. Für die Suche in der Datenbank

wurden nur Spektren verwendet, die einen Total Ion Current von mehr als 5 x 105 sowie

ein Minimum von 35 Fragmentionen aufwiesen. Für die Suche in der humangp Datenbank

(F. Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz), die auf der Human-Genom Referenzsequenz (NC-

BI34 Jul2003) sowie auf den humanen TrEMBL und Swiss-Prot Datenbanken basiert, wurde

eine Fragmentionentoleranz von 1,2 Da sowie eine Massentoleranz für das Mutterion von

1,5 Da zugelassen. Für die manuelle Selektion der als echt befundenen Sequenzen war

eine Cross Correlation > 2,8 für dreifach-, > 2,5 für zweifach- und > 1,8 für einfach-geladene

Mutterionen, eine Delta Cross Correlation > 0,1, ein Rank < 20 sowie ein schlüssiges

Fragmentspektrum entscheidend. Zur Vereinfachung dieser Analyse sowie zum Vergleich

der MHC-Peptid-Längenvarianten aus zwei unterschiedlichen Proben kam die Software

MHC Associated Peptide Proteomics Database (MAPPs Database) zum Einsatz und für

den Vergleich auf Proteinebene die Software MSpresso (N. Berntenis, F. Hoffmann-La Ro-

che, Basel, Schweiz).
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2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 Isolation DNA aus B Zellinien und PBMCs zur HLA-Typisierung

Zur HLA-Typisierung wurde die DNA von B Zellinien und PBMCs mit dem Qiagen Blood

& Cell Culture DNA Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) isoliert. Die Isolierung wurde ent-

sprechend den Herstellerangaben durchgeführt: 5 x 106 Zellen wurden in 0,5 ml PBS (4°C)

resuspendiert und mit 0,5 ml C1 Puffer (4°C; 1,4 M Saccharose, 20 mM MgCl2, 40 mM Tris,

4,2% (w/v) Triton X-100, pH 7,5) sowie 1,5 ml Milli-Q H2O versetzt. Anschließend wurde die

Suspension durch invertieren gemischt und für 10 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugati-

on (15 min, 1300 x g, 4°C) wurde das Zellkernpellet in 0,25 ml C1 Puffer (4°C) gewaschen

um restliche Zelltrümmer von den Zellkernen zu entfernen (die Zentrifugation erfolgte wie-

der für 15 min bei 1300 x g und 4°C). Anschließend wurden die Kerne in 1 ml G2 Puffer

(0,77 M Guanidin-HCl, 30 mM EDTA, 30 mM Tris, 5% (w/v) Tween-20, 0,5% (w/v) Triton X-

100, pH 8,0) durch kräftiges Vortexen für 30 sec bei RT lysiert und die Kernproteine denatu-

riert. Durch die Zugabe von 25 µl Qiagen Protease für 45 min bei 50°C wurden die denatu-

rierten Proteine degradiert. Daraufhin wurde die Probe kurz gevortext und auf eine Qiagen

Genomic-tip 20/G Säule gegeben, die zuvor mit 1 ml QBT Puffer (0,75 M NaCl, 50 mM

MOPS, 15% (v/v) Isopropanol, 0,15% Triton X-100, pH 7,0) äquilibriert worden war (RT). Die

Säule wurde dreimal mit 1 ml QC Puffer (1 M NaCl, 50 mM MOPS, 15% (v/v) Isopropanol,

pH 7,0) gewaschen und die genomische DNA mit zweimal 1 ml QF Puffer (1,25 M NaCl,

50 mM Tris, 15% (v/v) Isopropanol, pH 8,5) eluiert. Anschließend wurde die DNA durch

Zugabe von 1,4 ml Isopropanol (RT) und Zentrifugation bei 5000 x g für 20 min bei 4°C

pelletiert. Schließlich wurde das Pellet durch kurzes vortexen mit 1 ml eiskaltem 70% Etha-

nol und Zentrifugation bei 5000 x g für 10 min bei 4°C gewaschen. Der Überstand wurde

dekantiert und das Pellet nach Lufttrocknung (10 min bei RT) in 100 µl TE Puffer (10 mM

Tris/HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0) über Nacht bei 4°C gelöst. Die Qualität der DNA wurde über

ein 1%iges Agarose-Gel überprüft und die Menge sowie die Reinheit durch Messung der

Absorption bei 260 nm und 280 nm bestimmt. Standardmäßig wurden bei dieser Prozedur

10 - 20 µg DNA mit einer Reihnheit von 1,65 < A260/A280 < 1,9 isoliert. Die HLA-Typisierung

erfolgte in den Laboratorien von H. Erlich bei Roche Molecular Systems Inc. (Alameda, CA).

2.5.2 DNA Microarray-Analyse

2.5.2.1 Isolation von Gesamt-RNA aus Zellpellets von Dendritischen Zellen

Pro DNA Microarray Chip wurden wenigstens 3,6 x 106 DCs verwendet. Zur Isolation der

gesamten mRNA wurden die Zellen aus der 6-Loch Kulturplatte geerntet und bei 266 x g

für 5 min pelletiert. Auf das Pellet wurde direkt 1 ml eiskaltes RNA-Bee™ (Tel-Test Inc.,
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Friendswood, TX) gegeben und gevortext bis die Lyse der Zellen sichtbar wurde (4°C). An-

schließend wurden 200 µl Chloroform (4°C) zu dem Lysat pipettiert und erneut für 15 - 30 s

gevortext. Nach 5 min auf Eis und 15 min Zentrifugation bei 12.000 x g und 4°C wurde die

wässrige Phase (ca. 450 µl) in eine neues Eppendorfgefäß überführt, mit 450 µl eiskaltem

Phenol:Chloroform:Isoamyl Alkohol (25:24:1; GibcoBRL) und für 5 s gevortext. Nach erneu-

ter Zentrifugation für 5 min bei 12.000 x g und 4°C wurde wiederum die wässrige Phase

(ca. 400 µl) in ein neues Gefäß überführt und mit 400 µl eiskaltem Isopropanol gemischt.

Nach 5 - 10 min Inkubation bei RT wurde die gefällte RNA für 5 min bei 12.000 x g und 4°C

pelletiert. Das Pellet wurde zweimal mit 750 µl eiskaltem 75% Ethanol (-20°C) Ethanol ge-

waschen (Zentrifugation: 5 min, 12.000 x g, 4°C) und luftgetrocknet. Nach Trocknung wurde

das RNA-Pellet mit RNase-freiem Wasser (DEPC-behandelt) durch Erhitzen auf 60°C und

vorsichtiges resuspendieren gelöst. Anschließend wurde die Konzentration und die Reinheit

durch Messung der Absorptionen bei 260 nm und 280 nm bestimmt. Die Qualität der RNA

wurde mit Hilfe eines 0,8%igen Formamid-Gels überprüft.

2.5.2.2 cDNA-Synthese

20 µg der isolierten mRNA wurden mit 1 µl T7-(T)24 Primer (100 pmol/µl) in einem Ge-

samtvolumen von 9 µl gemischt und für 10 min bei 70°C inkubiert. Anschließend wurde der

Ansatz auf Eis abgekühlt und 4 µl 5 x Erststrang-Synthese-Puffer (GibcoBRL), 2 µl DTT

(0,1 M) und 2 µl dNTP-Gemisch (10 mM; GibcoBRL) zugesetzt. Der Ansatz wurde für 2 min

bei 42°C erwärmt und anschließend mit 4 µl Reverse Transkriptase Superscript II (SSII RT,

200 U/µl, GibcoBRL) versehen und für 1 h bei 42°C inkubiert. Danach wurden zur Synthese

des zweiten cDNA Stranges auf Eis 91 µl DEPC-H2O, 30 µl 5 x Zweitstrang-Synthese-Puffer

(GibcoBRL), 3 µl dNTP, 1 µl E. coli DNA Ligase (10 U/µl, GibcoBRL), 4 µl E. coli DNA-

Polymerase I (10 U/µl; GibcoBRL) und 1 µl RNase H (2 U/ml, GibcoBRL) zugesetzt und

bei 16°C für >2 h inkubiert. Dann wurden 2 µl T4 DNA Polymerase zugegeben (10 U/µl,

GibcoBRL) und 5 min bei 16°C inkubiert. Abschließend wurde die Lösung mit 1 µl RNa-

se A (25 µg/ml, GibcoBRL) für 30 min bei 37°C inkubiert und dann mit 2,5 µl Proteinase

K (0,6 U/ml, GibcoBRL) ebenfalls für 30 min bei 37°C. Die Reinigung der synthetisierten

cDNA erfolgte durch Zugabe von 150 µl DEPC-H2O und 300 µl einer vorgefertigten Phe-

nol:Chloroform:Isoamyl Alkohol-Lösung (25:24:1, Gibco BRL) mit anschließendem Transfer

in ein Phase-Lock Gelgefäß (Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Danach wurde das Gefäß

für 2 min bei 12000 x g abzentrifugiert und die wässrige Phase (ca. 300 µl) in ein neues Ep-

pendorf Gefäß überführt. Zur Präzipitation der DNA wurden 150 µl Ammoniumacetat-Lösung

(7,5 M), 5 µl Glycogen und 1100 µl eiskaltes Ethanol (100%) zugesetzt. Nach Zentrifugation

für 20 min bei 16.000 x g und RT wurde das Pellet zweimal mit 500 µl 80% (v/v) Ethanol

gewaschen, getrocknet und dann in 10 µl DEPC-H2O gelöst. Die Qualität der cDNA wurde

auf einem 1% Agarose-Gel überprüft.



60 Kapitel 2. Material und Methoden

2.5.2.3 In vitro Transkriptionsmarkierung

Die cDNA wurde mit 14,5 µl Bio-NTP-Gemisch (je 75 mM aller Nukleotide + 10 mM Bio- 11-

CTP + 10 mM Bio-16-UTP, (Ambion, Austin, Tx)) sowie mit je 2 µl 10 x T7 Transkriptionspuf-

fer und 10 x T7 Enzym-Mix (Ambion) gemischt und für 4 h bei 37°C inkubiert. Anschließend

wurde die transkribierte RNA mittels RNeasy Mini Kit® (Qiagen, Hilden, Deutschland) gerei-

nigt und mit einem 0,8%igen Formaldehyd-Gel die Qualität überprüft. Zur Fragmentierung

wurden 10 - 20 µg RNA in 1 x Fragmentationspuffer aufgenommen (Endkonzentration von

0,5 - 1 mg/ml) und bei 95°C für 35 min inkubiert.

2.5.2.4 Genchip-Hybridisierung

Für die Genexpressionsanalyse wurde der Genchip U95A (Affymetrix, Santa Clara, CA)

verwendet. Jeder Chip wurde zunächst mit 220 µl Vorbehandlungslösung (25 µl acetylier-

tes BSA (20 mg/ml), 50 µl Hering Sperma DNA (10 mg/ml) 2 x MES-Hybridisierungspuffer

(200 mM MES, 1,77 M NaCl, 40 mM EDTA, 0,02% (v/v) Tween-20) , 425 µl DEPC-H20) für

15 min bei 40°C unter Rotieren (60 Umdrehungen/min) gespült. 20 µl der fragmentierten und

biotinylierten cRNA wurde mit 2,5 µl biotinyliertem Oligo 948, 2,5 µl Hering Sperma DNA

(10 mg/ml), 6,25 µl acetyliertem BSA, 125 µl 2 x MES-Hybridisierungspuffer und 97,5 µl

DEPC-H2O für 5 min bei 95°C erhitzt, auf den Genchip geladen und dann bei 45°C und

60 Umdrehungen/min über Nacht inkubiert. Der Chip wurde mit SSPE-Tw (6 x SSPE (Ambi-

on, Austin, Tx), 0,1% (v/v) Tween-20) für 5 min gewaschen, mit MES-Waschpuffer (100 mM

MES, 26 mM NaCl, 0,001% Tween-20) gespült und anschließend mit diesem Puffer für weite-

re 30 min bei 45°C unter Rotation gewaschen. Dann wurden 125 µl 2 x Färbepuffer (200 mM

MES, 1,85 M NaCl, 0,1% Tween-20) mit 110 µl DEPC-H2O, 12,5 µl acetyliertem BSA (50

mg/ml) sowie 2,5 µl Streptavidin (1 mg/ml) gemischt und für 15 min bei 40°C bei 60 Umdre-

hungen/min auf den Chip gegeben. Anschließend wurde der Chip für 5 min mit SSPE-Tw

gewaschen. Zur Verstärkung des Signals wurde der Chip dann mit einem biotinylierten Anti-

Streptavidin Antikörper (2 µg/ml in 2 x Färbepuffer + acetyliertem BSA) für 30 min bei 40°C

unter Rotieren versetzt und wiederum für 5 min in SSPE-Tw gewaschen. Das Färben erfolgte

durch Zugabe von 10 µg/ml Strepavidin-Phycoerythrin (SA-PE) in gleichem Puffer für 15 min

bei 40°C und 60 Umdrehungen/min. Schließlich wurde der Chip ein letztes Mal für 5 min in

SSPE-Tw gewaschen und dann komplett und luftblasenfrei mit SSPE-Tw befüllt.

Die Messung des GeneChips erfolgte in einem Confocal Laser Scanner (Hewlett Packard,

Palo Alto, CA) mit Hilfe der Software GeneChip v3.1 (Affymetrix, Santa Clara, CA). Der

Expressionslevel jedes Gens wurde als mittlere Fluoreszenzintensität in Relation zur Hybri-

disierungsintensität ungepaarter Oligonukleotide berechnet. Zur Angabe des mRNA-Levels

der einzelnen Gene wurden Mittelwerte aus drei unabhängigen Genchip-Hybridisierungen

pro Ansatz ermittelt.
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Ergebnisse

3.1 Tetraspan Mikrodomänen

3.1.1 CDw78 Mikrodomänen im Vergleich zu Detergenz-resistenten Membra-

nen

3.1.1.1 Verteilung von CDw78 auf antigenpräsentierenden Zellen

Um die molekulare Organisation von MHC Klasse II Molekülen auf der Plasmamembran

besser verstehen zu können, wurde im Rahmen dieser Arbeit der Tetraspan-MHC Komplex

näher untersucht, der durch das CDw78 Epitop definiert ist. Obwohl die Komposition dieses

Komplexes sowie dessen Assoziation mit dem Zytoskelett schon Mitte der neunziger Jahre

genauer analysiert wurde (Slack et al., 1995; Rasmussen et al., 1997; Drbal et al., 1999),

blieb dessen Funktion bislang jedoch ungeklärt.

In Übereinstimmung mit der Literatur (Totterman et al., 1988) ergab die durchflusszy-

tometrische Analyse von peripheren Blut-Zellen eine sehr hohe Expression von CDw78 auf

der Zelloberfläche von B Zellen. Aber auch Monozyten waren positiv für CDw78 (Abb. 3.1 a).

Allerdings wiesen Monozyten im Allgemeinen eine recht inhomogene Färbung auf. Nicht

nachweisbar war die Tetraspan Mikrodomäne hingegen auf Blut T Zellen oder NK Zellen, da

diese im nicht aktivierten Zustand keine MHC Klasse II Moleküle exprimieren.

Die Verteilung von Tetraspan Molekülen auf den analysierten Blut-Zellen zeigte ein sehr

differenziertes Bild. Recht deutlich waren die Unterschiede in der Expression von Tetraspan

Molekülen auf Monozyten im Vergleich zu Lymphozyten (B Zellen, T Zellen und NK Zellen).

Während CD9 und CD63 fast ausschließlich auf Monozyten exprimiert wurden, wurde zum

Beispiel CD81 vermehrt auf Lymphozyten exprimiert. Bis auf CD53 welches am höchsten

von B Zellen exprimiert wurde, zeigten die Zellen innerhalb der Lymphozyten Population

vergleichbare Expressionsniveaus. Da Monozyten und B Zellen positiv für HLA-DR waren

(obwohl die Monozyten eine breitere HLA-DR Expression zeigten), dennoch ca. 30% der

61
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Abbildung 3.1 Durchflusszytometrische Analyse von peripheren Blut Monozyten, B Zellen,
T Zellen und NK Zellen auf Tetraspan Proteine.
Einkernige Zellen aus peripherem Blut (peripheral blood mononucleated cells; PBMCs) wurden
aus Buffy Coat isoliert, anschließend mit zwei unterschiedlich markierten Antikörpern gefärbt und
mittels Durchflusszytometrie analysiert. Zur Identifizierung von Monozyten (anti-CD14), B Zellen
(anti-CD19), T Zellen (anti-CD3) sowie NK Zellen (anti-CD56) wurden FITC-markierte Antikörper
eingesetzt.
(a) Die Tetraspan Mikrodomäne CDw78 wurde mit dem PE-markierten monoklonalen Antikörper
(mAk) FN1 und gesamt HLA-DR mit dem FITC-markierten mAk L243 gefärbt.
(b) Die Tetraspan Moleküle wurden mit den entsprechenden PE-markierten monoklonalen Antikör-
pern anti-CD9, anti-CD53, anti-CD63, anti-CD81 sowie anti-CD82 kogefärbt.
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Abbildung 3.2 Durchflusszytometrische Analyse von B Zellinien und Dendritischen Zellen
Die B-Lymphoblastoiden Zellinien (B-LCLs) Jutthom, WT-100 und Raji (a) sowie aus Monozyten dif-
ferenzierte Dendritische Zellen (DCs) (b) wurden mit dem mAk FN1 (CDw78) und dem mAk L243
(HLA-DR) gefärbt und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die schwarzen Histogramme zeigen
die Färbung mit den spezifischen Antikörpern. Die weißen Histogramme stellen die Färbungen mit
unspezifischen Kontrollantikörpern dar, deren Isotypen mit denen der spezifischen Antikörper über-
einstimmen.

Monozyten negativ für CDw78 waren und Monozyten und B Zellen in ihrer Tetraspan Expres-

sion variierten, lässt sich nicht ausschließen, dass die Höhe der Expression von bestimmten

Tetraspan Proteinen mit der Menge an CDw78 Mikrodomänen korreliert ist.

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten B-Lymphoblastoiden Zellinien (B-LCLs) Jut-

thom, WT-100 und Raji zeigten ebenfalls eine positive Färbung für die CDw78 Mikrodomäne

auf ihrer Zelloberfläche. Ferner war bei diesen B Zellinien zu beobachten, dass das die Höhe

der Oberflächenexpression von CDw78 ebenso wie HLA-DR auf allen B-Zellinien ungefähr

vergleichbar war (Abb. 3.2 a).
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Abbildung 3.3 Durchflusszytometrische
Analyse von T2.DR4.DM Zellen
T2.DR4.DM ist die T Zell / B Zell Hy-
brid Zellinie T2, welche mit HLA-DR4 und
HLA-DM transfiziert wurde. Die schwar-
zen Histogramme zeigen durchflusszytome-
trische Analysen der Zellen, die spezifi-
schen mAks gegen die benannten Antige-
ne gefärbt wurden, die weißen Histogramme
stellen die Färbungen mit unspezifischen
Kontrollantikörpern mit entsprechend pas-
senden Isotypen dar.
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Auch aus Monozyten in vitro differenzierte Dendritische Zellen (DCs) exprimierten im un-

reifen und im reifen Zustand CDw78 (Abb. 3.2 b). Nach der Maturierung der unreifen DCs,

welche durch Lipopolysaccharid (LPS) induziert wurde, vervielfachte sich die Oberflächen-

expression von CDw78 um den Faktor 14 bis16, wohingegen die Expression von HLA-DR

auf der DC Oberfläche nur um den Faktor 4 bis 5 an stieg.

Die T Zell / B Zell Hybrid Zellinie T2.DR4.DM, welche mit HLA-DR4 und HLA-DM transfi-

ziert wurde besitzt zwar ein ähnliches Repertoire an Tetraspan Molekülen wie die untersuch-

ten B-LCLs (Daten nicht gezeigt) oder Blut B Zellen (vergl. Abb. 3.1 b und Abb. 3.3), aber

CDw78 war auf T2.DR4.DM Zellen nicht zu detektieren. Die Ursache hierfür lag vermut-

lich darin, dass diese Zellinie kein HLA-DP exprimierte (Abb. 3.3). Dieses Ergebnis stimmt

mit dem Befund überein, dass HLA-DR und HLA-DP gemeinsam in CDw78 Mikrodomänen

enthalten sind (Drbal et al., 1999).

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass auf der Zelloberfläche von Blut Mo-

nozyten und B Zellen, sowie auf verschiedenen B Zellinien und auf Dendritischen Zellen

MHC Klasse II in CDw78 Mikrodomänen organisiert ist. Weiterhin zeigte sich, dass bei
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T2.DR4.DM Zellen keine CDw78 Mikrodomänen ausgebildet werden, obwohl bei diesen ho-

he Mengen an HLA-DR und an Tetraspan Proteinen exprimiert werden. Ferner konnten auch

auf Dendritischen Zellen, die aus Monozyten differenziert wurden, Tetraspan Mikrodomänen

nachgewiesen werden.

3.1.1.2 Bestimmung der molekularen Masse der CDw78 Mikrodomänen

Die Verwendung der Blue-Native Gelelektrophorese sollte dazu dienen, die molekulare Mas-

se der CDw78 Mikrodomänen zu ermitteln. Die von Schägger und von Jagow (1991) entwi-

ckelte Methode ermöglichte die Auftrennung nativer Proteinkomplexe.

Bei der Anwendung dieser Methode auf die Membranfraktion der B Zellinie WT-100,

konnten bei der Western Blot Analyse mit dem CDw78-spezifischen Antikörper FN1 zwei

Banden identifiziert werden (Abb. 3.4). Eine stärkere Bande befand sich auf der Höhe von

ca. 500 kDa und eine schwächere bei ca. 700 KDa. Um auszuschließen, dass es sich bei

CDw78 CD81CD9 HLA-DR HLA-DM

669

440

232

140

66

Abbildung 3.4 Blue-Native Gelelektrophorese von Zellmembranen der WT-100 Zellinie.
Die zellulären Membranen von 8x107 WT-100 B Zellen wurden mit 1% Dodecylmaltosid solubilisiert
und mittels Blue-Native Gelelektrophorese aufgetrennt. Anschließend erfolgte eine Western Blot Ana-
lyse mit den monoklonalen Antikörpern FN1 (CDw78 Mikrodomänen), MEM192 (CD9), C33 (CD81),
1B5 (HLA-DR) und DM.K8 (HLA-DM). Die Abbildung zeigt ein typisches Ergebnis von drei unabhän-
gigen Experimenten.



66 Kapitel 3. Ergebnisse

den beiden Banden um Artefakte handeln könnte, wurden die Blots noch mit weiteren Anti-

körpern gefärbt. Dabei wurden bei den beiden untersuchten Tetraspan Proteinen CD9 und

CD81, sowie bei den MHC Molekülen HLA-DR und HLA-DM auf Höhe der stärkeren 500 kDa

Bande ebenfalls Banden gefunden. Auch auf Höhe der schwächeren 700 kDa Bande konn-

ten, bis auf HLA-DR, alle untersuchten Proteine mit den entsprechenden Antikörpern nach-

gewiesen werden. Somit konnte davon ausgegangen werden, dass es sich bei der CDw78

Färbung nicht um ein Färbe-Artefakt handelte.

Neben den beiden Banden, die mit denen der CDw78 Mikrodomänen komigrierten, wa-

ren bei allen untersuchten Proteinen weitere Banden mit geringeren Massen zu sehen. So-

mit schienen alle Proteine auch in weiteren Proteinkomplexen, die nicht das CDw78 Epitop

trugen, inkorporiert zu sein.

Die hier gemachte Analyse der CDw78 Mikrodomänen mit Hilfe der Blue-Native Gelelek-

trophorese legt die Vermutung nahe, dass es wenigstens zwei unterschiedliche Proteinkom-

plexe geben könnte, die das CDw78 Epitop tragen. Die Massen dieser beiden Komplexe

wurden mit ca. 500 kDa bzw. 700 kDa bestimmt. Es konnte allerdings aufgrund ihrer Labili-

tät (Drbal et al., 1999) nicht ganz ausgeschlossen werden, dass die CDw78 Mikrodomänen

eigentlich größer als 700 kDa sind und durch die Lyse in dem verwendeten Detergenz in

kleinere Bruchstücke zerfallen.

3.1.1.3 CDw78 Mikrodomänen sind verschieden von Triton X-100-resistenten Mem-

branen

Einige Tetraspan Proteine, welche zu den Hauptkomponenten der CDw78 Mikrodomänen

zählen (Drbal et al., 1999), liegen auch assoziiert mit Cholesterin- und Glykosphingolipid-

angereicherten Bereichen der Plasmamembran (weiterhin als Detergenz-resistente Mem-

branen (DRMs) bezeichnet) vor (Claas et al., 2001). Aus diesem Grund sollte im Folgenden

die Beziehung von CDw78 mit DRMs näher beleuchtet werden. Zunächst sollten DRMs un-

tersucht werden, die in Triton X-100 unlöslich sind (TX DRMs). Die Assoziation von Prote-

inen mit Cholesterin und Sphingolipiden führt zu einer geringen Dichte der DRMs (Brown

and Rose, 1992). Durch diese Eigenschaft konnten die DRMs in einem Stufengradienten

aus Saccharose von anderen zellulären Membranen getrennt werden (Simons and Ikonen,

1997; Brown and London, 1998; Pralle et al., 2000).

Zunächst wurden TX DRMs aus der B Zellinie WT-100 isoliert und per Western Blot

analysiert. Die Src Kinase Lyn, welche in TX DRMs angereichert ist (Resh, 1994), akkumu-

lierte in den leichten Fraktionen des Dichtegradienten. Das Adhäsionsmolekül intercellular

adhesion molecule 1 (ICAM-1) war hingegen ausschließlich in den unteren Fraktionen mit

hoher Dichte zu detektieren (Abb. 3.5 a). Quantitative Western Blot Analyse von HLA-DR

ergab, dass 1-3% von HLA-DR in den leichten Fraktionen (2-4) und somit in den TX DRMs
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Abbildung 3.5 CDw78 Mikrodomänen sind
verschieden von Triton X-100-resistenten
Membranen
(a) Auftrennung von Triton X-100 (TX-100) Ly-
saten von WT-100 B Zellen (1x107) im Saccha-
rose Gradienten. Die leichten Fraktionen (2-4),
welche die TX DRMs enthalten und die schwe-
ren Fraktionen (8-10), welche die TX-100 lös-
lichen Proteine enthalten wurden jeweils ver-
einigt. Die vereinigten Fraktionen wurden an-
schließend per Western Blot auf den TX DRM
Marker Lyn, das Adhäsionsmolekül CD54 so-
wie auf die α-Kette von HLA-DR (DRα) getes-
tet.
(b) Jede der zehn Fraktionen des Saccharose
Gradienten wurde mittels Western Blot auf DRα

untersucht.
(c) Gleichsam wurden aus jeder Fraktion auch
CDw78 Mikrodomänen mit dem mAk FN1 im-
munpräzipitiert. Die Präzipitate wurden wie-
derum durch Western Blot Analyse auf DRα

untersucht.

lokalisiert waren (Abb. 3.5 b). Auch in weiteren B Zellinien und Dendritischen Zellen wurden

ähnliche Mengen (< 5%) an HLA-DR in TX DRMs gemessen (nicht gezeigte Daten).

Des Weiteren wurde aus den zehn Fraktionen zunächst CDw78 mit dem mAk FN1 prä-

zipitiert. Diese CDw78 Präzipitate wurden im Anschluß mittels Western Blot auf HLA-DR

untersucht (Abb. 3.5 c). Auch hier wurden weniger als 3% von der gesamten Menge in TX

DRMs nachgewiesen, was dem Ergebnis von gesamt HLA-DR entspricht. Es zeigt sich somit

keine Anreicherung von CDw78 in TX DRMs oder gar Identität von CDw78 mit TX DRMs.

Dieses Resultat wurde durch die Analyse von MHC-gebunden Selbstpeptiden aus der

B Zellinie WT-100 und aus reifen Dendritischen Zellen weiter unterstützt: Hierzu wurden

aus verschiedenen Zellen Selbstpeptide von der Gesamtpopulation der HLA-DR Moleküle

isoliert und parallel von der Subpopulation der MHC Moleküle, welche in CDw78 Mikro-

domänen lokalisiert waren. Die Massen der isolierten Selbstpeptide wurden anschließend

mittels matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-

MS) gemessen. Für die Isolation der Peptide aus gesamt HLA-DR wurden ca. 5x106 Zellen

verwendet. Da nur ca. 10 % der HLA-DR Moleküle in CDw78 Mikrodomänen lokalisiert sind

(Kropshofer et al., 2002), wurden für die Analysen der CDw78-gebundenen Peptide zehn

Mal mehr Zellen eingesetzt.

Bei reifen Dendritischen Zellen und bei WT-100 Zellen konnten für gesamt HLA-DR

mehrere hundert verschiedene Peptidsignale im typischen Masse/Ladungs-Bereich für MHC
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Abbildung 3.6 CDw78 Mikrodomänen haben ein reduziertes Peptidrepertoire
(a ) 5x106 reife DCs (HLA-DR) oder 50x106 reife DCs (CDw78) wurden in 1% TX-100 (HLA-DR)
oder in 1% Oktylglukosid (CDw78) lysiert. Anschließend erfolgte die Immunpräzipitation mit den
mAks L243 (HLA-DR) oder FN1(CDw78), gefolgt von einer Säureelution der Peptide. Die Pep-
tide wurden im MALDI-MS im Bereich m/z=1400-2800 gemessen. Die CLIP Varianten (81-102,
m/z=2333,4; 81-103, m/z=2543,4; 81-104, m/z=2674,5; 81-105, m/z=2731,5; 82-101, m/z=2220,2;
82-103, m/z=2430,3) wurden aufgrund ihrer Massen identifiziert (Chicz et al., 1992; Chicz et al., 1993;
Kropshofer et al., 1995). Die mit ”c*” markierten Signale sind oxidierte Formen der CLIP-Varianten
81-103 und 81-104. Die mit eine Kreuz markierten Längenvarianten eines Peptids aus HLA-DRα

(163-175, m/z=1758,0; 163-176, m/z=1871,2; 163-177, m/z=1968,3) konnten anhand teilweiser Se-
quenzierung mittels MALDI-PSD-MS zugeordnet werden.
(b) Selbstpeptide wurden wie unter (a) beschrieben aus der B Zellinie WT-100 isoliert. Zusätzlich
wurden hier zur Kontrolle auch Sepharose-Beads ohne gebunden Antikörper (Mock) eingesetzt. Mit
”c” gekennzeichnet sind die CLIP-Varianten 81-102, 81-103 und 81-104. Die mit einem Stern mar-
kierten, dominanten Peptide in CDw78 konnten nicht identifiziert werden.
(c) Massenspektren von HLA-DR assoziierten Selbstpeptiden, die entweder von TX DRMs stammen
(oberes Profil) oder von den TX-100 löslichen Proteinen (unteres Profil). 1x109 WT-100 Zellen wur-
den in 1% TX-100 lysiert und durch einen Saccharose Gradienten getrennt. HLA-DR wurden mit dem
mAk L243 aus den leichten Fraktionen 2-4 (TX DRMs) oder aus den schweren Fraktionen 8-10 (TX-
100 löslich) immunpräzipitiert. CLIP-Längenvarianten (81-102, 81-103 und 81-104) wurden wieder
mit ”c” markiert.

Klasse II Peptide (m/z=1400-2800) differenziert werden (”HLA-DR” in den Abb. 3.6 a und b).

Im Gegensatz hierzu zeigten die Massenspektren von CDw78 Präzipitaten bei reifen DCs

hauptsächlich Längenvarianten des MHC Klasse II-assoziierten Peptids der Invarianten Ket-

te (class II associated invariant chain peptide; CLIP), welche aufgrund ihrer Massenidentität

zugeordnet werden konnten (Chicz et al., 1992; Chicz et al., 1993). Mittels MALDI-PSD-MS
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(MALDI-post source decay-MS) konnten drei weitere Dominante Signale teilweise sequen-

ziert und als Längenvarianten eines Peptids aus HLA-DRα zugeordnet werden (Abb. 3.6 a).

Die Massen dieser Signale waren nicht eindeutig in dem Peptidprofil der gesamt HLA-DR

Präparation zu identifizieren, da dieser Bereich in den HLA-DR-Spektren sehr komplex war

und sich die Signale überlagerten. Auch die Analyse der WT-100 Zellen zeigt bei CDw78 ein

stark reduziertes Peptid-Repertoire (Abb. 3.6 b). In diesem Fall konnte zwar keine Längen-

varianten des Selbstpeptids CLIP nachgewiesen werden, aber dafür drei dominante Peptide

unbekannter Identität. Dies zeigt, dass in CDw78 Mikrodomänen bestimmte Peptide ange-

reichert werden.

Die Peptidspektren von TX DRMs sollten Aufschluss darüber geben, ob auch hier eine

Anreicherung von bestimmten Peptiden gefunden werden kann. Hierzu wurden von 1x109

WT-100 Zellen Selbstpeptide aus HLA-DR Molekülen isoliert, die Bestandteil der TX DRMs

waren oder aus HLA-DR Molekülen, die sich in den TX-100 löslichen Fraktionen befanden.

Wie in Abbildung 3.6 c zu erkennen ist, sind die Spektren von TX DRMs und TX-100 löslichen

Fraktionen nahezu identisch.

Die Ergebnisse von Abbildung 3.5 und 3.6 zeigen zusammengefasst, dass CDw78 Mikro-

domänen nicht in TX DRMs angereichert sind, und dass die Peptidprofile zwischen CDw78

Mikrodomänen und TX DRMs sehr verschieden sind. Somit kann man davon ausgehen,

dass die Tetraspan Mikrodomänen und die TX-100-resistenten Membranen voneinander ver-

schieden sind.

3.1.1.4 Isolation von Membran-Mikrodomänen mit dem zwitterionischen Detergenz

CHAPS

DRMs können aber nicht nur aus TX-100 Lysaten isoliert werden, sondern auch aus Lysa-

ten mit weniger stringenten Detergentien, wie zum Beispiel dem zwitterionischen Detergenz

CHAPS (Claas et al., 2001). Nun sollte untersucht werden, ob die Assoziation von MHC Klas-

se II und Tetraspan Proteinen mit Detergenz unlöslichen Membranbereichen erhöht wird,

wenn CHAPS zur Lyse der Zellen eingesetzt wird.

In Abbildung 3.7 ist die Analyse von unreifen und LPS-stimulierten, reifen Dendritischen

Zellen zu sehen. Bei dieser Analyse wurden 5x106 Dendritische Zellen mit 1% CHAPS ly-

siert. Nach der Auftrennung im Saccharose Gradienten wurden zehn gleiche Fraktion ent-

nommen und von jeder Fraktion das gleiche Volumen im Western Blot analysiert. Wie bei TX

DRMs konnte die Src Kinase Lyn hauptsächlich in den leichten DRM Fraktionen (hier 2 bis

5) nachgewiesen werden. Da Lyn auch fast ausschließlich in TX DRMs zu finden war (Abb.

3.5 a), ist anzunehmen, dass die TX DRMs Teil der CHAPS DRMs sind.

ICAM-1 war in unreifen DCs nur zu einem geringen Ausmaß exprimiert und zeigte hier

kaum Assoziation mit den Detergenz resistenten Membranbereichen, sondern war vorwie-

gend in den Fraktionen 8 bis 10 zu finden. Im Gegensatz hierzu zeigte die ICAM-1 Färbung
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Abbildung 3.7 CHAPS DRMs von unreifen und reifen DCs
Jeweils 5x106 unreife oder LPS-stimulierte (reife) Dendritischen Zellen (DCs) wurden bei 4°C mit 1%
CHAPS lysiert und anschließend mit einem Saccharose Gradienten aufgetrennt. Gleich große Ali-
quots von allen zehn Fraktionen wurden mittels Western Blot analysiert. Die Fraktionen von unreifen
und reifen DCs wurden auf dem gleichen SDS-Gel getrennt und die gezeigten Färbungen für unrei-
fe und reife DCs stammen von dem selben belichteten Film. Somit ist ein direkter Mengenvergleich
zwischen unreifen und reifen DCs möglich. Als Marker für die Detergenz resistenten Membranen
wurde wieder die Src-Kinase Lyn herangezogen. Als Marker für die löslichen Fraktionen dienten das
lysosomale Protein Lamp-2 und das Adhäsionsmolekül ICAM-1. Bei kürzerer Exposition von ICAM-1
waren die Banden in den Fraktionen 3-9 bei reifen DCs auch deutlich sichtbar. Weiterhin wurden die
Immunoblots auf MHC Klasse I, HLA-DRα und die Tetraspan Proteine CD9, CD81, CD63 und CD82
gefärbt. Zur quantitativen Auswertung der Blots wurde eine Eichkurve verwendet.
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bei reife DCs, die wesentlich mehr ICAM-1 exprimierten, ein Vorhandensein von ICAM-1

auch in den unlöslichen Fraktionen (3-5), war jedoch mit zunehmender Intensität in den lösli-

chen Fraktionen (6-10) zu finden, wobei der weitaus größte Anteil des Proteins in Fraktion 10

lokalisiert war. Da bei der Färbung ICAM-1 keine vollständige Trennung zwischen den DRM

Fraktionen und den lösliche Fraktionen gefunden wurde, wurde zusätzlich die Verteilung von

von einem lysosomalen Protein, Lamp-2, untersucht. Dieses Protein war bei unreifen und

reifen DCs in den leichteren Fraktionen so gut wie nicht nachweisbar. Somit zeigte sich,

dass in Immunzellen, wie reifen und unreifen Dendritischen Zellen, auch mit dem Detergenz

CHAPS DRMs isoliert werden konnten.

Allerdings zeigten MHC-Moleküle, ähnlich wie ICAM-1, keine klare Auftrennung in dem

Saccharose Gradienten. Während bei unreifen DCs noch eine gewisse Segregation zu er-

kennen war, war in reifen DCs eine von Fraktion 2 bis Fraktion 10 mehr oder weniger an-

steigende Menge der Proteine zu erkennen. Die quantitative Auswertung der Western Blots

ergab, dass bei unreifen DCs ca. 25% und bei reifen DCs ca. 18% der HLA-DR Moleküle

in den Fraktionen 2 bis 4 enthalten waren. Wenn die Fraktionen 2 bis 7 zusammengefaßt

wurden, waren es sogar bei unreifen DCs ca. 47% bei reifen 52%.

Die hier untersuchten Tetraspan Proteine zeigten sich unterschiedlich in ihrem Verhalten.

Während CD9 in unreifen und reifen DCs ungefähr zu gleichen Teilen in den Fraktionen 2 bis

10 verteilt war, zeigten die anderen Tetraspan Proteine eine relativ klare Trennung von DRMs

und löslichen Proteinen. Interessanterweise war CD81 vor allem in den CHAPS DRMs zu

finden, während CD63 und CD82 nur zum Teil in den DRMs lokalisiert waren. Außerdem ist

zu erkennen, dass die Expression von CD9 kaum durch den Reifungs-Stimulus verändert

wurde. Im Gegensatz hierzu kam es durch die Reifung zu einer reduzierten Proteinexpres-

sion von CD63 und CD81. CD82 wurde hingegen nach Stimulation stärker exprimiert.

Alles in allem legen die vorliegenden Untersuchungen nahe, dass TX DRMs Teil der

CHAPS DRMs sind. Zudem wurde gezeigt, dass die relevanten Proteine für diese Studie,

nämlich MHC Moleküle und Tetraspan Proteine zu einem hohen Anteil mit dieser Form von

CHAPS DRMs assoziiert vorliegen. Die undeutliche Segregation der DRMs von den lös-

lichen Proteinen lässt vermuten, dass die unlöslichen Lipid-Protein-Komplexe bei der Ver-

wendung von CHAPS nicht einheitlich waren. Somit waren vermutlich bei verschiedenen

Lipid/Protein-Verhältnissen ”Membranflöße” mit unterschiedlichen spezifischen Dichten ent-

standen, was folglich zu keiner klaren Trennung führen kann.

3.1.1.5 CDw78 Mikrodomänen im Vergleich zu CHAPS-resistenten Membranen

Da CDw78 Mikrodomänen relativ sensitiv auf Detergentien wie TX-100 oder NP-40 reagie-

ren (Angelisova et al., 1994), sollte im Folgenden untersucht werden, ob CDw78 Mikrodo-

mänen mit CHAPS DRMs assoziiert vorkommen können.
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Abbildung 3.8 Die Verbindung von CDw78 Mikrodomänen und CHAPS-resistenten Membra-
nen
(a) WT-100 Zellen wurden mit 1% CHAPS lysiert und im Saccharose Gradient getrennt. 10 Fraktio-
nen wurden gesammelt und mittels Western Blot mit den Antikörpern mAks 1B5 (gesamt HLA-DRα),
G5 (ICAM-1), C33 (CD81) und MEM192 (CD9) gefärbt.
(b) Aus der Hälfte der 10 Fraktionen des Saccharose Gradienten aus Abb. (a) wurden CDw78 Mikro-
domänen mit dem mAk FN1 präzipitiert. Die 10 Präzipitate wurden anschließend mit dem monoklo-
nalen Antikörper 1B5 (HLA-DRα) mittels Western Blot gefärbt.
(c) Die Fraktionen 2-4 (CHAPS DRMs) und 8-9 (CHAPS löslich) des Saccharose Gradienten wurden
vereinigt und HLA-DR mit dem mAk L243 präzipitiert. Aus den Präzipitaten wurden die Peptide mittels
0,1% Trifluoressigsäure (pH 2) eluiert und mittels MALDI-MS analysiert.

Wie im voran gegangenen Kapitel wurden DRMs von Detergenz-löslichen Proteinen mit

Hilfe eines Saccharose Gradienten voneinander getrennt, wobei für diese Analyse Zellen der

B Zellinie WT-100 verwendet wurden. Die Abbildung 3.8 a zeigt die Western Blot Analyse

der 10 entnommen Fraktionen aus dem Saccharose Gradienten. Im Gegensatz zu CHAPS

DRMs von DCs war die Trennung der DRMS von den löslichen Proteinen bei den WT-100

Zellen wesentlich deutlicher. Durch quantitative Auswertung des Western Blots konnten bei

WT-100 Zellen im Schnitt über 25% der HLA-DR Moleküle in den leichten Fraktionen nach-

geweisen werden. Die Färbung von ICAM-1 war, im Kontrast zu der Analyse der DCs im

vorherigen Kapitel, bei der B Zellinie nur auf die Fraktionen 9 und 10 beschränkt. Deutlich

zeigte sich nun auch eine Anreicherung von dem Tetraspan Protein CD9 in den leichten

Fraktionen. Über 60-80% der Tetraspan Proteine CD9 und CD81 fanden sich in den DRM-

Fraktionen wieder.

Bei der Lyse mit CHAPS war nun auch ein großer Teil der CDw78 Mikrodomänen mit Gly-

kosphingolipiden und Cholesterin assoziiert, was dem Komplex eine geringe Dichte verlieh,
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die zur Akkumulation von CDw78 in den leichten Fraktionen führte (Abb. 3.8 b). So konnten

ca. 50-60% der CDw78 positiven HLA-DR Moleküle in den Fraktionen 2-4 wiedergefunden

werden. Da aber nur ca. 25% von gesamt HLA-DR in den CHAPS DRMs gefunden wurde,

kann von einer relativen Anreicherung um ungefär den Faktor 2 der Tetraspan Mikodomänen

in DRMs gegenüber HLA-DR ausgegangen werden.

Weiter Aufschluss über die Beziehung von CDw78 Mikrodomänen und DRMs sollte

die massenspektrometrische Peptidanalyse von HLA-DR gebundenen Selbstpeptiden aus

CHAPS DRMs und den CHAPS löslichen Fraktionen (Abb. 3.8 c) liefern. Hier war, wie auch

schon bei den TX DRMs keine Anreicherung bestimmter Peptide zu erkennen. Die Pep-

tidprofile von DRMs und lösliche Fraktionen waren kaum zu unterscheiden. Dies scheint

auch nicht sehr verwunderlich, da schon in der relativ kleine Population der TX DRMs keine

Anreicherung bestimmter Peptide zu erkennen war, und da der Anteil der CDw78 positive

HLA-DR Moleküle an der Gesamtzahl der HLA-DR Moleküle in den CHAPS DRMs verhält-

nismäßig klein ist: Ca. 10% aller HLA-DR Moleküle sind in CDw78 Mikrodomänen lokalisiert

(Kropshofer et al., 2002). Davon waren wiederum 50% mit CHAPS DRMs assoziiert. Daraus

folgt, daß die Zahl der CDw78 positive HLA-DR Moleküle in CHAPS DRMs nur 5% von

der gesamten HLA-DR Zahl entsprachen. Da ca. 25% der HLA-DR Moleküle in CHAPS

DRMs nachgewiesen wurden, stammte also maximal 1/5 der, aus CHAPS DRMs eluierten,

Peptide von CDw78 Mikrodomänen. Somit ist die Anreicherung von bestimmten Peptiden

in CDw78 Mikrodomänen durch die große Anzahl unterschiedlicher Peptide, gebunden an

CDw78-negative HLA-DR Moleküle wahrscheinlich überdeckt worden.

Es zeigt sich also, dass sich ein großer Teil der CDw78 Mikrodomänen in einer Lipid-

reichen Umgebung mit einer geringen Dichte befindet. Hierbei deutet die Sensitivität die-

ser Membranbereiche gegenüber TX-100 und ihre Stabilität in CHAPS auf eine andere

Membran-Zusammensetzung im Vergleich zu TX DRMs hin.

3.1.2 Antigenpräsentation durch CDw78 Mikrodomänen

3.1.2.1 In CDw78 Mikrodomänen wird ein dominantes Selbstpeptid präsentiert

Die Peptidspektren von CDw78 Mikrodomänen aus der B Zellinie WT-100 und aus reifen

Dendritischen Zellen (Abb. 3.6), deuteten schon auf eine besondere Eigenschaft dieser Mi-

krodomänen hin. Sie schienen in der Lage zu sein bestimmte MHC Klasse II:Peptid-Komplexe

anzureichern. Die folgenden Experimente sollten dazu dienen, diesen Befund näher zu be-

leuchten.

Zu diesem Zweck erwies sich die B-Lymphoblastoide Zellinie Jutthom als geeignet. Diese

B Zellinie exprimiert endogenes A2-Peptid gebunden an HLA-DR1. Ein besonders nützliches

Werkzeug stellt in diesem Zusammenhang der monoklonale Antikörper 5A1 (Woelpl et al.,
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1998) dar: Er erkennt HLA-DR1:A2 Komplexe in einer Weise, die vergleichbar ist mit der

Erkennung durch den T Zell Rezeptor. Da der Antikörper ausschließlich HLA-DR1:A2 Kom-

plexe erkennt, war es möglich Längenvarianten des A2-Peptids im Massenspektrometer zu

identifizieren. Hierzu wurden die MHC Klasse II:Peptid Komplexe aus Oktylglukosid Lysaten

der B-Zellinie Jutthom präzipitiert und die Peptide mit Säure eluiert. Die Massenspektrome-

trische Analyse dieser Peptide ermöglichte die Zuordnung von mehreren Peptidsignalen zu

den entsprechenden Längenvarianten (Abb. 3.9; Spektrum unten).

Bei der Präzipitation von CDw78 Mikrodomänen aus Jutthom Zellen konnten alle domi-

nanten Signale in dem Massenspektrum Längenvarianten des A2 Peptids zugeordnet wer-

den (Abb. 3.9; Spektrum oben). Allgemein hatte das CDw78 Spektrum sehr viel Ähnlichkeit

mit dem 5A1-Spektrum. Im Gegensatz dazu konnten bei der Präzipitation aller HLA-DR Mo-

leküle mit dem mAk L243 sehr viele dominante Peptidsignale beobachtet werden, die von

CDw78 ausgeschlossen waren (Abb. 3.9; Spektrum Mitte). Zwei davon konnten als Längen-

varianten von CLIP identifiziert werden, die Identitäten der restlichen Signale blieb ungeklärt.

Diese Ergebnisse konnte durch sequenzielle Präzipitation weiter erhärtet werden. Hierzu

wurden MHC Klasse II Moleküle aus Jutthom Lysaten nacheinander mit den monoklona-

Abbildung 3.9 In CDw78 Mikrodomänen
sind Längenvarianten eins dominanten
Selbstpeptids aus dem HLA-A2 Protein
angereichert
MALDI-Spektren von DR1-assoziierten
Selbstpeptiden aus der B-Zellinie Jutthom.
Die Zellen wurden mit 1% Oktylglukosid
lysiert. Zur Immunpräzipitation wurden die
mAks FN1 (CDw78), L243 (HLA-DR) und
5A1 (HLA-DR1:A2 Komplexe) verwendet.
Die A2 Peptide (A2; 105-117, m/z=1698,6;
104-117, m/z=1755,8; 103-117, m/z=1855,4;
103-118, m/z=2018,6; 103-119, m/z=2133,2)
sowie CLIP (C; 81-103, m/z=2543,4; 81-104,
m/z=2674,5) wurden durch ihre spezifische
Masse und durch die Spezifität der mono-
klonalen Antikörper 5A1 sowie Cer.CLIP
identifiziert (Chicz et al., 1992; Chicz et al.,
1993; Kropshofer et al., 1995).
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len Antikörpern 5A1, FN1 und L243, die an Sepharose-Beads gekoppelt waren, präzipitiert

(Abb. 3.10 a). Die Präzipitate wurden anschließend mittels Western Blot auf HLA-DRα ana-

lysiert. Nach der Präzipitation mit dem 5A1 Antikörper konnte im FN1-Präzipitat (CDw78

Mikrodomänen) kein HLA-DRα mehr nachgewiesen werden. Somit scheinen also HLA-DR

Moleküle in allen CDw78 Mikrodomänen dieser speziellen B Zellinie Längenvarianten des

A2-Peptids gebunden zu haben. Des Weiteren war aus der Abbildung 3.10 a abzuleiten,

dass ca. 50% der HLA-DR Moleküle mit Längenvarianten von A2 besetzt waren, da die

HLA-DRα Banden bei der Immunpräzipitation mit 5A1 und L243 ungefär die gleiche Intensi-

tät aufwiesen. Wenn jedoch anstelle der 5A1-gekoppleten Beads in dem ersten Präzipitati-

onsschritt Kontroll-Beads (durch Tris inaktivierte Beads) verwendet wurden, konnte HLA-DR

bei der Präzipitation von CDw78 Mikrodomänen wieder nachgeweisen werden (Abb. 3.10

b). Eine unspezifische Präzipitation von CDw78 Mikrodomänen mit 5A1-Beads konnte somit

ausgeschlossen werden.

Weitere unterstützende Ergebnisse lieferten auch Beobachtungen, die an Fluoreszenz-

markierten Jutthom B Zellen oder reifen Dendritischen Zellen mittels konfokaler Mikro-

skopie gemacht wurden. So wurde bei Jutthom Zellen ein hoher Grad an Kolokalisati-

on von HLA-DR1:A2 Komplexen (5A1) mit CDw78 Mikrodomänen (FN1) gefunden (Abb.

3.11 a; oben). Hingegen war kaum Kolokalisation von HLA-DR1:A2 Komplexen (5A1) und

HLA-DR1:CLIP Komplexen (Cer.CLIP) zu beobachten (Abb. 3.11 a; unten). Dies ist in Über-

einstimmung mit dem Ergebnis von Abbildung 3.9, bei dem in Jutthom Zellen keine CLIP

Peptide in CDw78 Mikrodomänen gefunden wurden. Vergleichbare Beobachtungen konnten

auch mit HLA-DR1-positive Dendritischen Zellen gemacht werden, die zunächst mit rekom-

binantem HLA-A2 Protein in Gegenwart von LPS für 14 h gepulst und anschließend mittels

konfokaler Mikroskopie untersucht wurden (Abb. 3.11 b). Wie bei den Jutthom Zellen war

b

a
L2435A1 FN1

DRα

Sequenzielle IP:

Kontrolle FN1 L243

DRα

Sequenzielle IP:

Abbildung 3.10 Bei der B Zellinie Jutthom wer-
den immer Längenvarianten des A2 Peptids in
CDw78 Mikrodomänen präsentiert
(a) Jutthom Zellen wurden mit 1% Oktylglukosid ly-
siert. Anschließend erfolgte eine sequenzielle Präzi-
pitation der Lysate mit den monoklonalen Antikörpern
5A1 (HLA-DR1:A2), FN1 (anti-CDw78) und schließ-
lich L243 (anti-HLA-DR) gekoppelt an Sepharose-

Beads. Es wurden jeweils die Beads entfernt und die
Lysate zur nächsten Präzipitation eingesetzt.
(b) Sequenzielle Präzipitation wie unter Abb. (a),
jedoch wurden hier zur Kontrolle Tris-inaktivierte
Sepharose-Beads statt 5A1-Beads für die erste Prä-
zipitation verwendet.
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Abbildung 3.11 HLA-DR1:A2 Komplexe
sind kolokalisiert mit CDw7 Mikrodomänen
(a) Für die konfokale Mikroskopie wurden
Jutthom B Zellen bei 30°Cfür 30 min auf Poly-
L-Lysin beschichteten Objektträgern inkubiert.
Nach dem sie adhäsiv gebunden waren wurden
sie mit den mAks 5A1 (grün; HLA-DR1:A2)
und FN1 (rot; CDw78 Mikrodomänen) oder
Cer.CLIP (rot; MHC Klasse II:CLIP) gefärbt.
Die Bereiche von Kolokalisation sind durch
die Überlagerung der beiden Färbungen gelb
gefärbt (Abbildungen, rechts). Die gezeigten
Zellen sind repräsentativ für mind. 3 Zellen
pro Blickfeld, wobei insgesamt zehn Felder
untersucht betrachtet wurden.
(b) Unreife DCs wurden mit rekombinantem
HLA-A2 Protein (5 µg /ml) im Beisein von LPS
(1 µg/ml) für 14 h gepulst. Anschließend er-
folgte die Fluoreszenz-Färbung und konfokale
Mikroskopie wie unter (a).
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auch hier eine Kolokalisation zwischen HLA-DR1:A2 Komplexen und CDw78 Mikrodomä-

nen, aber nicht zwischen HLA-DR1:A2 und HLA-DR1:CLIP zu finden.

Diese Resultate untermauern die Vermutung, dass CDw78 Mikrodomänen in der Lage

sind, selektiv bestimmte endogene Peptide anzureichern, liefern aber noch keinen Anhalts-

punkt für die Ursache der Anreicherung. Hierüber sollten weitere Experimente Aufschluss

geben.

3.1.2.2 Exogen zugegebene Peptide werden unterschiedlich in CDw78 Mikrodomä-

nen angereichert

Nachdem nun gezeigt wurde, dass endogene Peptide, die aus der Prozessierung von Protein

entstammten, in CDw78 Mikrodomänen angereichert werden konnten, stellte sich die Frage,

ob auch die exogene Zugabe von Peptiden zu einer differenzierten Anreicherung in CDw78

Mikrodomänen führen konnte. Hierzu wurden Zellen der HLA-DR4+ B Zellinie WT-51 mit den

biotinylierten Peptiden Osp A (235-245), MBP (87-99) und Igκ (188-202) beladen. Nach der

milden Lyse mit Oktylglukosid, um die Integrität der CDw78 Mikrodomänen zu erhalten, wur-

de unter Verwendung eines zeit-aufgelösten fluorometrischen Immunassays (TRFIA; time

resolved fluorometric immunoassay) die Bindung der Peptide an MHC Moleküle in CDw78

Mikrodomänen oder an gesamtes HLA-DR gemessen.
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Abbildung 3.12 Exogene Peptide werden unterschiedlich in CDw78 Mikrodomänen angerei-
chert
Zellen der B-LCL WT-51 (HLA-DR4+) wurden mit einem biotinylierten Peptid aus dem Oberflächen
Lipoprotein A (outer surface protein A) von Borrelia burgdorferi (Bio-OspA; 235-245), einem bioti-
nylierten Peptid aus dem Myelin basischen Protein (Bio-MBP; 87-99) oder einem weiteren Peptid
aus der Immunglobulin κ-Kette (Igκ; 188-202) bei 37°C beladen. Alle Peptide wurden 20 µM ein-
gesetzt. Nach 90 min wurden die Zellen gewaschen und in Oktylglukosid lysiert. Die Lysate wur-
den in 96-Loch-Platten inkubiert, die mit den mAks FN1 (CDw78 Mikrodomänen) oder L243 (ge-
samt HLA-DR) oder mit einem unspezifischen IgG1-Kontrollantikörper beschichtet waren. Die bio-
tinylierten Peptide wurden mit Streptavidin-Europium im zeit-aufgelösten fluorometrischen Immu-

nassay (TRFIA) detektiert. Parallel wurden die gebunden HLA-DR Mengen in den Löchern der
96-Loch-Platten unter Verwendung des biotinylierten mAks 1B5 quantifiziert. Da weniger HLA-DR
an den FN1 Antikörper bindet, wurden die Werte von der Messung der biotinylierten Peptide auf die
gleiche HLA-DR Mengen normalisiert. Die Proben wurden in Triplikaten gemessen. Dargestellt sind
die Mittelwerte und die zugehörigen Standardabweichungen als Fehlerbalken.

Insgesamt zeigten alle eingesetzten Peptide eine relative Anreicherung in CDw78 Mikro-

domänen gegenüber gesamt HLA-DR (Abb. 3.12). Allerdings wurde das Peptid Bio-Igκ im

Vergleich zu den beiden anderen Peptiden am stärksten in CDw78 Mikrodomänen angerei-

chert. So war bei Normierung auf gleiche DR Mengen ca. fünf Mal mehr von diesem Peptid

an MHC Moleküle in CDw78 Mikrodomänen gebunden, als an gesamtes HLA-DR. Bei dem

Peptid Bio-Osp A war es eine Anreicherung um den Faktor 3,5 und bei dem Peptid Bio-MBP

um den Faktor 2,5.

Dieses Resultat zeigt somit, dass nicht nur Peptide aus endogen prozessierten Proteinen

unterschiedlich in CDw78 Mikrodomänen angereichert werden können. Vielmehr lässt sich

auch bei bereits ”vor-prozessierten” MHC Klasse II-Peptiden, die nach exogener Zugabe von

den B Zellen präsentiert werden, eine differentielle Anreicherung in CDw78 Mikrodomänen

erkennen.
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3.1.2.3 Die besondere Bindungseigenschaft des monoklonalen Antikörpers 5A1

Um nun genauere Informationen über den Einfluss der Peptidsequenz auf die Anreicherung

eines Peptids in CDw78 Mikrodomänen zu erhalten, sollte die Bindung des Antikörpers 5A1

genauer analysiert werden. Bekannt war, dass der Antikörper den Komplex aus HLA-DR1

und dem A2 (103-117) Peptid erkennt (Woelpl et al., 1998), allerdings nicht welche Amino-

säuren erkannt werden.

Identifiziert werden sollten die Bindungsstellen durch die Verwendung von Alanin-

Mutanten des A2 (103-117) Peptids - die Sequenz des nicht mutierten A2 Peptids ist

unten in der Abbildung 3.13 a gezeigt. Die A2-Mutanten entstanden durch den Austausch

von jede einzelnen Aminosäure durch Alanin (Gautam et al., 1995; Harris et al., 1995).

Zellen der B-LCL WT-100, welche HLA-DR1 positiv ist, wurden mit diesen Alanin-Mutanten

gepulst und dann mit dem 5A1 Antikörper gefärbt. Die Intensität der Färbung wurde mittels
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Abbildung 3.13 Für die Bindung des 5A1 Antikörpers sind drei Aminosäurereste des A2 Pep-
tids relevant
(a) Die Bindungsstellen des 5A1 Antikörpers wurden mittels Alanin-Scan Mutanten ermittelt (Gautam
et al., 1995; Harris et al., 1995). Hierzu wurde von dem A2 (103-117) Peptid jede einzelne Aminosäure
durch ein Alanin ausgetauscht . WT-100 Zellen (HLA-DR1 positiv) wurden mit den mutierten Peptiden
(50 µM) für 1h bei 37°C beladen. Anschießend wurde das Mass der Bindung des 5A1 Antikörpers
mittels Durchflusszytometrie ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte der mittleren Fluoreszenzinten-
sitäten von drei unabhängigen Experimenten und die entsprechenden Standardabweichungen.
(b) Stark vereinfachtes Modell für die Bindung des 5A1 Antikörpers an den HLA-DR1:A2 Komplex.
Die Aminosäurereste von Tryptophan-107 , Leucin-110, Glycin-112 und Glutamin-115 binden an die
entsprechenden Taschen (P1, P4, P6 und P9) im HLA-DR1 Molekül (Murthy and Stern, 1997). Die
Aminosäurereste Arginin-108, Phenylalanin-109 und Arginin-111 tragen entscheidend zur Bindung
des 5A1 Antikörpers bei.
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Durchflusszytometrie bestimmt und spiegelte den Grad der Bindung des 5A1 Antikörpers

wider.

Für den Austausch der Aminosäuren Tryptophan-107 bis Arginin-111 zeigte sich eine

deutliche Reduktion in der Bindung von 5A1 (Abb. 3.13 a). Da von Tryptophan-107 und

Leucin-110 bekannt war, dass sie in die Bindungstaschen P1 und P4 von HLA-DR1 bin-

den (Murthy and Stern, 1997), konnten sie für die Erkennung durch 5A1 keine große Rolle

spielen. Es liegt nahe, dass der Austausch dieser beiden Aminosäuren zu einer verminder-

ten Bindung des Peptids an das HLA-DR1 Molekül führt, was sich wiederum auch in einer

reduzierten Bindung des 5A1 Antikörpers niederschlägt.

Der Austausch der Aminosäuren Arginin-108, Phenylalanin-109 und Arginin-111 gegen

Alanin zeigte die niedrigsten Werte für die Bindung des 5A1 Antikörpers. Laut Kristallstruk-

tur ragen diese Aminosäurereste nach oben aus dem MHC Molekül heraus (Murthy and

Stern, 1997). Die höchste Fluoreszenzintensität konnte hingegen gemessen werden, wenn

Glutamin-115 gegen Alanin ausgetauscht wurde. Dies ist in Übereinstimmung mit der Be-

obachtung, dass die Bindungstasche P9, an die dieses Glutamin bindet, relativ klein und

hydrophob ist (Stern et al., 1994). Somit passt offensichtlich eine kleine aliphatische Ami-

nosäure wie Alanin besser in die P9 Tasche. Demzufolge konnte diese Alanin-Mutante mit

HLA-DR1 einen Komplex von höherer Stabilität ausbilden.

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Daten, dass die drei Aminosäuren Arginin-

108, Phenylalanin-109 und Arginin-111 wichtig für die Erkennung durch den 5A1 Antikörper

sind. Ein sehr vereinfachtes Modell für die Bindung ist in Abbildung 3.13 b dargestellt.

3.1.2.4 Die Peptidsequenz bestimmt über die Anreicherung eines HLA-DR:Peptid

Komplexes in CDw78 Mikrodomänen

Anhand der Information, welche Aminosäurereste für die Bindung des 5A1 Antikörpers von

Bedeutung waren, konnten die Peptide so verändert werden, dass Peptide mit höheren und

niedrigeren Affinitäten zu HLA-DR1 entstanden, ohne dadurch die Bindung des 5A1 Anti-

körpers zu beeinträchtigen. Um zunächst die Affinität zu erhöhen, wurden zwei Ankerposi-

tionen und zwei weitere Positionen des A2 Peptids durch Aminosäuren ersetzt, die sich bei

dem hochaffinen Hämagglutinin Peptid (HA (306-318); PKYVKQNTLKLAT) an diesen Posi-

tionen befanden (Stern et al., 1994). Die Variante V4 des A2 Peptids entstand durch vier-

fachen Aminosäureaustausch. So wurde Asparagin-106 durch Lysin und Tryptophan-107

durch Tyrosin ersetzt, während Tyrosin-113 und Glutamin-115 gegen Leucin ausgetauscht

wurden (vergl. Abb. 3.14 oben). Bei der Peptidvariante V4-Pro wurde zusätzlich die P6-

Anker-Aminosäure Glycin-112 gegen Prolin ausgetauscht. Zusätzlich wurden beide Peptide

C-Terminal um sechs Aminosäuren verlängert. Diese Verlängerung entsprach den Amino-

säuren 118-123 des A2 Proteins.
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Abbildung 3.14 Bindung modifizierter A2
Peptide an WT-100 Zellen
WT-100 Zellen wurden mit den Peptiden A2, V4
und V4-Pro (je 10 µM) für 1 h bei 37°C bela-
den der ohne Peptid für 1 h bei 37°C inkubiert
(Kontrolle). Die Aminosäuresequenzen sind in
der Abbildung oben in der Einbuchstaben-
Schreibweise angegeben. Nach der Färbung
mit dem mAk 5A1 wurden die Zellen durch-
flusszytometrisch analysiert. Die Ankerpositio-
nen P1, P4, P6 und P9 sind in den Peptiden
unterstrichen und wurden anhand der bekann-
ten HLA-DR1 Peptid Bindungsmotive zugewie-
sen (Chicz et al., 1993; Kropshofer et al., 1998).

Kontrolle

Z
 e

 l 
l z
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 l

F l u o r e s z e n z i n t e n s i t ä t

P1 P4 P6 P9

A2 VGSDWRFLRGYHQYA

V4 VGSKYRFLRGLHLYAYDGKDY

V4-Pro VGSKYRFLRPLHLYAYDGKDY

A2
V4-Pro

V4

103 117

Die Verlängerung und die Mutationen des A2 Peptids erhöhten die Affinitäten der beiden

Peptide V4 und V4-Pro zu HLA-DR1, was durch eine ca. zehnfach höhere Fluoreszenzin-

tensität in der durchflusszytometrischen Analyse zum Ausdruck kam (Abb. 3.14). Allerdings

zeigte die Einführung des Prolins bei dem Peptid V4-Pro verglichen mit V4 wiederum ei-

ne Reduktion in der Bindung des 5A1 Antikörpers. Die selbe Beobachtung konnte gemacht

werden, wenn die HLA-DR1:Peptid Komplexe mit dem 5A1 Antikörper präzipitiert und per

Western Blot auf HLA-DRα hin analysiert wurden (Abb. 3.15; oben). Aus gleichen Lysat-

Mengen wurden hierbei weniger HLA-DR1:V4-Pro als HLA-DR1:V4 Komplexe präzipitiert:

Die Ursache für die reduzierte Bindung des V4-Pro Peptids war möglicherweise eine Konfor-

mationsänderung des Peptids, die durch die Einführung des Prolins induziert wurde (Ghosh

et al., 1995; Chervonsky et al., 1998). Diese Konformationsänderung führte wahrscheinlich

zu erhöhten Dissoziationsrate des Peptids von HLA-DR1 und / oder zu einer verstärkten

Internalisierung der HLA-DR1:V4-Pro Komplexe (Kropshofer et al., 2002).

Obwohl sich die beiden Varianten des A2 Peptids nur in einer Aminosäure unterschie-

den, hatte der G nach P Austausch des P6 Ankers Einfluss auf die Zusammensetzung der

CDw78 Mikrodomänen. Bei Beladung von WT-100 Zellen mit dem V4-Pro Peptid waren re-

lativ zu HLA-DRα mehr CD82 Moleküle mit CDw78 assoziiert, als bei der Beladung mit V4

(Abb. 3.15). Des Weiteren verhielten sich die beiden Peptide bezüglich ihrer Anreicherung

in CDw78 Mikrodomänen unterschiedlich. Bei der Beladung von WT-100 Zellen mit einer

Mixtur aus äquimolaren Mengen der Peptide V4 und V4-Pro konnte in MALDI-MS Analysen

eine relative Anreicherung des V4-Pro Peptids gegenüber dem V4 Peptid in CDw78 Mikro-

domänen beobachten (Abb. 3.15 mittleres Massenspektrum). Im Gegensatz hierzu wurden

die beiden Peptide bei Peptidelutionen aus gesamt HLA-DR Präzipitaten mit dem Verhältnis

wieder gefunden, mit dem sie ursprünglich bei der Beladung der B Zellen eingesetzt worden

waren (vergl. Abbildung 3.15 oberes und unteres Spektrum).
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Abbildung 3.15 Der Austausch einer einzelnen Aminosäure kann über die Anreicherung ei-
nes MHC Klasse II:Peptid Komplexes in CDw78 Mikrodomänen entscheiden
(a) WT-100 Zellen wurden entweder mit V4 oder dem V4-Pro (je 10 µM) gepulst. HLA-DR1:V4 bzw.
HLA-DR1:V4-Pro Komplexe wurden mit dem mAk 5A1 und CDw78 Mikrodomänen mit dem mAk FN1
präzipitiert (I.P.). Als Präzipitationskontrolle (c) wurde ein irrelevanter Antikörper eingesetzt. Die Prä-
zipitate wurden mittels Western Blot auf HLA-DRα (1B5) oder CD82 (C33) gefärbt.
(b) MALDI-MS Analyse von HLA-DR1-assoziierten Peptiden nach Beladung von WT-100 Zellen mit
einem Gemisch aus V4 und V4-Pro (je 10 µM) für 1 h. Die Peptide wurden mit Säure aus den Prä-
zipitaten der mAks FN1 (CDw78) und L243 (HLA-DR) eluiert. Das Peptidgemisch wurde vor Zugabe
zu den Zellen direkt gemessen (Input), um eine semi-quantitative Aussage anhand der relativen In-
tensitäten zu ermöglichen. Zusätzlich zu den Peptiden V4 und V4-Pro sind auch die Längenvarianten
von CLIP (C; m/z=2543,4, m/z=2674,5) in dem Massenspektrum von HLA-DR angegeben.
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Somit hat also die Sequenz des Peptids einen hohen Einfluss zu welchem Anteil ein

MHC Klasse II:Peptid Komplex mit CDw78 Mikrodomänen assoziiert vorliegt. Hierbei kann

schon der Austausch einer einzelner Aminosäure über das Ausmaß der Anreicherung ent-

scheiden.

3.1.2.5 HLA-DM ist in CDw78 Mikrodomänen angereichert

Da offensichtlich Peptide mit bestimmten Eigenschaften in CDw78 Mikrodomänen ange-

reichert wurden, lag die Vermutung nahe, dass ein ”Peptid-Editor” an diesem Prozess be-

teiligt gewesen sein konnte. Ein nahe liegender Kandidat hierfür war das nicht-klassische

MHC Klasse II Molekül HLA-DM, welches zum einen assoziiert mit den Tetraspan Protei-

nen CD63 und CD82 vorliegt (Hammond et al., 1998) und zum anderen eine Funktion als

”Peptid-Editor” bei der Beladung von MHC Klasse II Molekülen hat, sowohl innerhalb der

Zelle (Kropshofer et al., 1996; Katz et al., 1996; Kropshofer et al., 1997b) als auch auf der

Zelloberfläche (Arndt et al., 2000).

Um dieser Vermutung nachzugehen, wurden WT-100 Zellen mit dem milden Detergenz

Oktylglukosid lysiert, wodurch die CDw78 Mikrodomänen erhalten blieben. Anschließend

wurde die Gesamtmenge der HLA-DR Moleküle mit den mAks L243 oder DA6.147 und die

CDw78 Mikrodomänen mit dem mAk FN1 präzipitiert. Die Western Blot Analyse der CDw78

Mikrodomänen zeigte, dass diese erwartungsgemäß die Tetraspan Proteine CD9, CD81 und

Abbildung 3.16 HLA-DM ist in CDw78 Mikro-
domänen lokalisiert
Nach Lyse mit 1% Oktylglukosid wurden aus
WT-100 Zellen CDw78 Mikrodomänen mit Be-

ads gekopplet an den mAk FN1 und gesamt
HLA-DR mit Beads gekoppelt an den mAk L243
oder den mAk DA6.147 präzipitiert. Die Präzipi-
tate wurden mittels Western Blot auf HLA-DRα

(1B5), CD9 (MEM192), CD81 (M38), CD82
(C33) und HLA-DMβ (DM.K8) analysiert. Dabei
wurden die im Western Blot eingesetzten Men-
gen auf HLA-DRα normiert.

HLA-DRα

CD9

CD81

CD82

HLA-DMβ

IP
: C

Dw
78

IP
: H

LA
-D

R
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CD82 enthielten (Abb. 3.16; linke Spalte). Die Tetraspan Proteine wurden auch zu einem

geringen Anteil in den HLA-DR Präzipitaten gefunden (Abb. 3.16; rechte Spalte), da die

verwendeten Antikörper HLA-DR quantitativ präzipitierten (Daten nicht gezeigt) und somit

auch CDw78 Mikrodomänen kopräzipitiert wurden.

Die Färbung des Western Blots auf HLA-DM mit dem mAk DM.K8 bestätigte die Vermu-

tung, dass HLA-DM Bestandteil der CDw78 Mikrodomänen sein könnte. Es zeigte sich, dass

diese Beobachtung nicht nur für diese B Zellinie zu traf, sondern auch für weitere B Zellinien,

DCs und Zellen aus lymphoiden Organen wie Milz, Mandeln und Lymphknoten (Kropshofer

et al., 2002). Somit war die Assoziation von HLA-DM ein grundsätzliches Charakteristikum

von CDw78 Mikrodomänen.

Die in den vorangegangenen Kapiteln beschriebene Peptidsequenz-abhängige Anrei-

cherung eines HLA-DR:Peptid Komplexes in CDw78 Mikrodomänen und die hier gemachte

Beobachtung, dass das als ”Peptid-Editor” bekannte Protein HLA-DM konstitutiv mit CDw78

Mikrodomänen assoziiert vorlag, erhärteten die Hypothese, dass HLA-DM ursächlich an der

Auswahl der HLA-DR:Peptid Komplexe für die Integration in CDw78 Mikrodomänen beteiligt

gewesen sein könnte.

3.1.2.6 CDw78 Mikrodomänen zeigen auch in PBMCs ein spezifisches Peptidreper-

toire

Nachdem bisher nur Peptide von B Zellkulturen und in vitro differenzierten Dendritischen Zel-

len analysiert wurden, stellte sich die Fragen, ob auch in vivo eine Anreicherung bestimmter

Peptide in CDw78 Mikrodomänen erfolgt. Da hierbei eine limitierte Zahl an Zellen zur Ver-

fügung stand, wurde die direkte Sequenzanalyse der MHC-gebundenen Peptide erst durch

die Einführung der MudPIT (Multidimensional Protein Identification Technology) Methode

ermöglicht (Washburn et al., 2001). Bei dieser sehr sensitiven Methode erfolgt die Tren-

nung der aus den MHC Molekülen isolierten Peptide durch zweidimensionale nano-HPLC.

Die erste Dimension besteht hierbei aus Kationenaustauscher-Material (SCX) unmittelbar

gefolgt von C18-Material (reversed phase) als zweite Dimension. Die von der zweiteiligen

Säule eluierenden Peptide werden direkt mittels einer Ionenfalle detektiert und fragmentiert.

Die Peptide werden dann durch den Vergleich der Fragmentspektren mit der hauseigenen

Protein-Datenbank humangp, welche auf der humanen Genom Referenzsequenz (NCBI34

Jul2003) sowie auf den Datenbanken Swiss-Prot und TrEMBL aufbaut, unter Verwendung

des Sequest Algorithmus identifiziert. Bei der finalen Auswertung werden nur Peptide be-

rücksichtigt, die zum einen in verschiedenen Sequest Parametern, wie cross-correlation,

delta cross-correlation und ranking, einen definierten Grenzwert erreichen und zum ande-

ren in Form von mindestens zwei Längenvarianten vorliegen (die Methode ist detailliert im

Kapitel Material und Methoden, Abschnitt 2.4.3, beschrieben).
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Zum Vergleich der CDw78-gebundenen Peptide mit den Peptiden, die an gesamt HLA-

DR gebunden waren, wurden die PBMCs von zwei verschiedenen Blutspendern mit den

HLA-DR-Typen DRB1*1104 / DRB1*0301 und DRB1*1301 / DRB1*07 verwendet. Dabei

wurden die Peptide jedes einzelnen Blutspenders getrennt analysiert und später für die

Auswertung in silico vereinigt, um die Analyse zu vereinfachen und einen Überblick über

mehrere HLA-DR Allele zu erhalten. Zu Peptidisolation wurden die CDw78 Mikrodomänen

sowie gesamt HLA-DR nach Lyse der Zellen mit den monoklonalen Antikörpern FN1 respek-

tive L243 präzipitiert. Auch bei PBMCs lagen ca. 10-20% der HLA-DR Moleküle mit CDw78

Mikrodomänen assoziiert (Daten nicht gezeigt). Daher wurden für die CDw78 Präzipitati-

on ca. 350 Mio. PBMCs und für die HLA-DR Präzipitation ca. 65 Mio. PBMCs eingesetzt,

um den Unterschied in den präzipitierten HLA-DR Menge auszugleichen. Die CDw78- und

HLA-DR-gebundenen Peptide wurden anschließend mittels MudPIT identifiziert und mit Hil-

fe der Software ”MAPPs Database” (Nikolaos Berntenis, F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel,

Schweiz) miteinander verglichen. Dabei wurde untersucht, ob bestimmte Peptide in CDw78

Mikrodomänen angereichert oder von diesen ausgeschlossen wurden. Hierbei galt, daß eine

Anreicherung vorlag, wenn ein bestimmtes Peptid drei Mal häufiger in CDw78- als in gesamt

HLA-DR-Präziptaten gemessen wurde (semiquantitative Analyse) oder wenn mehr als 75%

der identifizierten Längenvarianten eines Peptids mit CDw78 Mikrodomänen assoziert wa-

ren. Für den Ausschluss bzw. die Abreicherung von Peptiden aus CDw78 Mikrodomänen

galten die inversen Bedingungen. Eine direkte quantitative Aussage war aufgrund des ver-

wendeten Massenspektrometers (Ionenfalle) nicht möglich.

Insgesamt konnten bei der Präzipitation von CDw78 Mikrodomänen 586 Peptide aus 79

verschiedenen Proteinen identifiziert werden, bei gesamt HLA-DR waren es 339 Peptide

aus 81 Proteinen. Der Vergleich der Peptide, die an CDw78 Mikrodomänen gebunden hat-

ten mit den gesamt HLA-DR-Peptiden, zeigte, dass 317 Peptide ausschließlich oder deutlich

angereichert mit CDw78 Mikrodomänen assoziiert vorlagen. Diese Peptide stammten aus

15 verschiedenen Proteinen. Somit waren 54% der identifizierten CDw78-Peptide bzw. 19%

der zugehörigen Proteine fast ausschließlich an MHC Moleküle in CDw78 Mikrodomänen

gebunden. Eine Zusammenfassung der gefunden Peptide ist in Tabelle 3.1 sowie in Abbil-

dung 3.17 a gezeigt, die einzelnen Peptide sind im Anhang A.1 in Tabelle A.1 aufgelistet.

Es wurden aber nicht nur in CDw78 angereicherte Peptide gefunden, sondern es gab

auch Peptide, die bei der Präzipitation von gesamt HLA-DR identifiziert werden konnten,

nicht aber bei der Präzipitation von CDw78 Mikrodomänen. Von den 339 identifizierten

HLA-DR gebundenen Peptiden waren 120 nicht detektierbar in CDw78 Mikrodomänen oder

zumindest deutlich abgereichert. Dies entsprach 35% der identifizierten Peptide bzw. 26%

der dazugehörigen Proteine. Die Tabelle 3.2 und die Abbildung 3.17 b zeigen die Peptide.

Die nicht mit CDw78 assoziiert sind, die einzelnen Peptide sind wiederum im Anhang A.1 in

der Tabelle A.2 aufgeführt.
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Abbildung 3.17 Zusammenstellung der Peptide, die in CDw78 Mikrodomänen angereichert
waren
Die Abbildung zeigt die graphische Darstellung der Tabellen 3.1 in (a) und 3.2 in (b). Jedes ”Kuchen-
stück” entspricht hierbei einer Gruppe von Peptid-Längenvarianten, die sich zum Teil über mehrere
Epitope erstrecken. Die Anzahl der der jeweiligen Längenvarianten, die Protein-Namen sowie die
Herkunft der Proteine sind für jede Gruppe angegeben. Wurde mehr als eine Gruppe von Längenva-
rianten aus einem bestimmten Protein identifiziert, so ist für jede ein eigenes ”Kuchenstück” darge-
stellt (z.B. (a) für LckBP1 oder (b) für das 60S ribosomale Protein L4 mit je drei ”Kuchenstücken”).
#nicht bekannt, vermutlich Nukleus.
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Die Peptide bzw. die Peptidgruppen, die in CDw78 Mikrodomänen angereichert wa-

ren zeigten andere Eigenschaften, als die ausgeschlossenen Peptide: So wurden bei den

CDw78 angereicherten Peptiden zum Teil sehr viele Längenvarianten gefunden, während

es bei den abgereicherten Peptiden meist weniger als 5 waren. Zum Beispiel konnten bei

dem Lck bindenden Protein 1 (LckBP1) 22 bzw. 23 Längenvarianten aus zwei verschiede-

nen Proteinbereichen identifiziert werden, bei dem heterogenen nuklearen Ribonukleopro-

tein (hnRNP) A1 waren es 43 Längenvarianten und bei hnRNP A2/B1 sogar 132. Dabei

handelte es sich nicht einfach um Längenvarianten, die C- oder N-Terminale Verlängerun-

gen ein einzelnes MHC-Bindungsmotivs darstellten, sondern vielmehr um sich überlappende

Peptide mit zum Teil unterschiedlichen Möglichkeiten an MHC Moleküle zu binden, also um

unterschiedliche Epitope (vergl. Tabelle 3.3).

Tabelle 3.3 Beispiele für Längenvarianten von CDw78 Peptiden (entnommen aus Tabelle A.1)

Protein Sequenz Epitop

Hematopoietic

cell- specific

LYN substrate

1 (LckBP1)

TIEGSGRTEHINIHQLRNK1 42 - 60
MMEGSGRTEHINIHQL 44 - 57
MMMGSGRTEHINIHQL 45 - 57
MMMMMMMTEHINIHQL 49 - 57
MMMMMMMTEHINIHQLR 49 - 58
MMMMMMMTEHINIHQLRNK2 49 - 60
MMMMMMMMMMMMMMMMRNKVSEEHDVLR 58 - 69
MMMMMMMMMMMMMMMMRNKVSEEHDVLRK 58 - 70
MMMMMMMMMMMMMMMMMNKVSEEHDVLR 59 - 69
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMVSEEHDVLR 61 - 69
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMVSEEHDVLRK 61 - 70
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMVSEEHDVLRKK 61 - 71

Heterogeneous

nuclear

ribonucleo-

protein A2/B1

(hnRNP
A2/B1)

GIKEDTEEHHL 118 - 128
GIKEDTEEHHLR 118 - 129
GIKEDTEEHHLRD 118 - 130
GIKEDTEEHHLRDYF 118 - 132
GIKEDTEEHHLRDYFEEY 118 - 135
GIKEDTEEHHLRDYFEEYGK 118 - 137
MMMMMMMMMMMMMMFEEYGKIDTIEIITDRQSGKKRGFGFVT3 132 - 159
MMMMMMMMMMMMMMMEEYGKIDTIEIITDRQSGKKRGFGFVT 133 - 159
MMMMMMMMMMMMMMMMMMGKIDTIEIITDRQSGKK4 136 - 152
MMMMMMMMMMMMMMMMMMGKIDTIEIITDRQSGKKRGFG 136 - 156
MMMMMMMMMMMMMMMMMMGKIDTIEIITDRQSGKKRGFGFVT 136 - 159
MMMMMMMMMMMMMMMMMMGKIDTIEIITDRQSGKKRGFGFVTF 136 - 160

1Schwaches Bindungsmotiv für DRB1*0301. 2Starkes Bindungsmotiv für DRB1*0402.
3Starkes Bindungsmotiv für viele HLA-DR Moleküle, u.a. DR1, DR4, DR7, DR11, DR13.
4Starkes Bindungsmotiv für DRB1*0301.
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Tabelle 3.4 Verteilung der Peptide bezüglich ihrer intra- und extrazellulären Herkunft

Plasma
Serum Membran Cytosol ER† Nukleus nicht bekannt§

CDw78-angereichert [%]#: 0 0 31 1 63 5
CDw78-abgereichert [%]#: 15 8 64 0 13 0

#Die angegebenen Prozentwerte beziehen sich nur auf die Knockout oder wildtyp spezifischen Peptide.
†Endoplasmatisches Retikulum. §vermutlich Nukleus.

Des Weiteren unterschieden sich die identifizierten CDw78-Peptide von den gesamt

HLA-DR-Peptide auch in ihrer Herkunft (Abb. 3.17). In den Peptiden, die nicht von CDw78

präsentiert wurden, stammten 15% aus Serumproteinen und 8% von Proteinen der Plasma-

membran, wobei aus diesen beiden Proteinen keinerlei Peptide in CDw78 Mikrodomänen

nachgewiesen werden konnten. Ferner waren 64% der abgereicherten Peptide von cyto-

solischer Herkunft, während der Anteil an Peptiden von cytosolischen Proteinen bei der

CDw78 angereicherten Peptidfraktion nur 31% ausmachte. Umgekehrt waren wesentlich

mehr Peptide von nuklearen Poteinen in CDw78 Mikrodomänen angereichert. So kamen

63% der CDw78-angereicherten Peptide von nuklearen Proteinen, während es nur 15% bei

den CDw78-abgereicherten Peptide waren (Tabelle 3.4).

Zusammengefasst wurden zwar nicht nur einige wenige Peptide in CDw78 Mikrodomä-

nen angereichert, wie es bei den zuvor untersuchten B Zellinien oder DCs der Fall war, aber

dennoch gab es eine deutliche Zahl von HLA-DR:Peptid Komplexen, die nicht zu CDw78

Mikrodomänen segregierten, und eine ebenso deutliche Anzahl an Komplexen, die verstärkt

mit CDw78 assoziiert vorlagen. Alles in allem war also auch bei ex vivo untersuchten PBMCs

ein klarer Unterschied zwischen dem Peptidrepertoire von CDw78 Mikrodomänen gegen-

über dem gesamt HLA-DR-Peptidrepertoire zu erkennen.

3.1.2.7 Der Knockout von CD82 resultiert in einem veränderten MHC Peptid Profil

Da CD82 in CDw78 Mikrodomänen stark angereichert vorlag, stellte sich die Frage, ob ein

Verlust von Tetraspan Proteinen zu einem veränderten MHC Peptidrepertoire führen würde.

Zu diesem Zweck sollten die Peptidprofile von wildtyp (WT) Mäusen mit denen von CD82

Knockout (KO) Mäusen verglichen werden. Bisher konnte das CDw78 Epitop zwar noch

nicht in Mäusen nachgewiesen werden (was u.a. auf das Fehlen entsprechender Aks zu-

rückzuführen ist), aber es gibt Hinweise darauf, dass auch in Mäusen die MHC Molekülen

I-E und I-A in einem Proteinkomplex gemeinsam mit Tetraspan-Proteinen assoziiert vorlie-

gen (Unternaehrer et al., 2004). Zur Isolierung der Peptide wurden die Milzen der WT oder

CD82 KO Mäuse in 1% Zwittergent 3-12 lysiert. Die MHC Moleküle wurden mit dem mono-

klonalen Antikörper Y3P präziptiert und die Peptide durch Säure eluiert. Die Analyse mittels
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Abbildung 3.18 CD82-/- Mäuse haben
ein ähnliches MALDI-Profil wie wildtyp
Mäuse
MHC Klasse II Moleküle wurden mit dem
mAk Y3P aus Milzlysaten von CD82-/-

Mäusen (CD82 KO) oder wildtyp Mäusen
(CD82WT) präzipitiert, Peptide eluiert und
mittels MALDI-MS analysiert.
Peptidsignale, die nur in einem der beiden
Spektren zu finden waren, sind mit einem
Stern gekennzeichnet.
Die markierten Längenvarianten von Maus-
CLIP wurden aufgrund ihrer Massenidenti-
tät sowie durch LC-MS/MS Sequenzierung
identifiziert: CLIP(85-100), m/z = 1856,0;
CLIP(85-101), m/z=1987,1; CLIP(84-101)
m/z=2058,1. Gezeigt ist jeweils eine von vier
unabhängigen Analysen. 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800

CD82 WT

CD82 KO

*

** * **

*

CLIP(85-100)

CLIP(85-100)

CLIP(85-101)

CLIP(85-101)

CLIP
(84-101)

CLIP
(84-101)

MALDI-MS zeigte lediglich minimal sichtbare Unterschiede in den Peptidprofilen von wildtyp

und CD82 Knockout Mäusen (mit Sternen markiert in Abb. 3.18).

Wurden die Peptide allerdings mittels MudPIT identifiziert und verglichen, konnten deut-

liche Unterschiede gefunden werden. Dazu wurden die aus den MHC eluierten Peptide von

jeweils vier WT und vier CD82 KO Mäusen getrennt identifiziert. Mit Hilfe der hauseigenen

Computer Programme MAPPs-Database und MSpresso wurden die daraus resultierenden

acht Peptidlisten miteinander verglichen. Ein Peptid einschließlich seiner Längenvarianten

wurde als wildtyp spezifisch beziehungsweise angereichert angesehen, wenn mehr als 75%

der Längenvarianten von wildtyp Mäusen präsentiert wurden oder wenn für 2/3 der Längen-

varianten zutraf, dass 75% der einzelnen Längenvarianten in wildtyp Mäusen gefunden wur-

den und gleichzeitig drei der vier wildtyp Mäuse diese Peptide präsentierten. Für die Knock-

out Mäuse galten entsprechend die umgekehrten Regeln. Bei den wildtyp Mäusen konnten

insgesamt 1086 unterschiedliche Peptide aus 213 verschiedenen Proteinen identifiziert wer-

den. Davon waren 209 Peptide aus 61 Proteinen in den wildtyp Mäusen ausschließlich oder

vermehrt identifiziert worden und wurden somit als wildtyp-spezifisch betrachtet. Die Se-

quenzen dieser Peptide sind im Anhang A.2 in der Tabelle A.4 (S. 153 ff) zusammengestellt.

Bei den CD82 KO Mäusen wurde mit 909 Peptiden aus 180 Proteinen eine vergleichbare

Zahl an Peptiden und Proteinen identifiziert. Allerdings waren hier nur 108 Peptide aus 28
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Tabelle 3.5 Verteilung der Peptide bezüglich ihrer intra- und extrazellulären Herkunft

Serum PM‡ Cytosol ER† Nukleus Lyso- Mito- n. b.§

somen chondrien

Knockout-spez.
Peptide in [%]#: 38 16 14 0 5 18 0 9

Wildtyp-spez.
Peptide in [%]#: 30 18 26 1 1 3 2 19

#Die angegebenen Prozentwerte beziehen sich nur auf die Knockout oder wildtyp spezifischen Peptide.
‡Plasma Membran †Endoplasmatisches Retikulum §nicht bekannt

Proteinen spezifisch angereichert. Die entsprechenen Sequenzen sind in der Tabelle A.3 (S.

149 ff)) aufgelistet.

Im Gegensatz zu den Peptiden, die in CDw78 Mikrodomänen angereichert bzw. abgerei-

chert waren (siehe vorheriges Kapitel), konnte bei dem Vergleich zwischen WT und CD82 KO

Mäusen kein Unterschied bezüglich der Anzahl der Längenvarianten gefunden werden. Des

Weiteren war auch bei der Herkunft der Proteine, denen die Peptide entstammten, keine

so deutliche Differenzierung zwischen wildtyp und Knockout zu beobachten (Tabelle 3.5).

Der Anteil der Peptide, die von cytosolischen Proteinen abstammen, war in den wildtyp-

spezifischen Peptiden mit 26% etwa doppelt so hoch wie bei den CD82 KO-spezifischen

Peptiden. Im Gegensatz dazu waren 5% der Knockout-spezifischen Peptide aus nuclearen

und 18% aus lysosomalen Proteinen, während bei den wildtyp Mäusen entsprechend nur

ein Anteil von 1% bzw. 3% identifiziert wurde.

Obwohl die Unterschiede nicht so explizit ausgeprägt waren, wie bei dem Vergleich von

CDw78-angereicherten und CDw78 -abgereicherten Peptiden, zeigte diese Analyse den-

noch, dass Modifikationen an der Expression von Tetraspan Proteinen, wie hier CD82, zu

Veränderungen im Peptidrepertoire führen konnten. Inwieweit dieser Befund auch für an-

dere Tetraspan Proteinen wie CD9, CD63 oder CD81 zutrifft müsste allerdings noch durch

weitere Experimente gezeigt werden. Da sowohl die wildtyp als auch die CD82 KO Mäuse

Kreuzungen zwischen den Mäusestämmen 129 und C57BL/6 darstellten, kann nicht voll-

ständig ausgeschlossen werden, dass auch hierdurch Differenzen in den Peptidrepertoires

entstanden sind.

3.1.3 Die Funktion der CDw78 Mikrodomänen bei der T Zell Aktivierung

3.1.3.1 CDw78 ist Bestandteil der immunologischen Synapse

Wie in Kapitel 3.1.1.1 beschrieben, stieg die Oberflächenexpression von CDw78 Mikrodo-

mänen nach der Aktivierung von Dendritischen Zellen stark an (siehe Abb. 3.2 b auf Seite

63). Da aktivierte Dendritische Zellen für das Priming und die Aktivierung von T Zellen ver-
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antwortlich sind, lag die Vermutung nahe, dass auch CDw78 Mikrodomänen hierbei eine

Rolle spielen könnten. Um diese Vermutung näher zu beleuchten, wurde die Ausbildung der

immunologischen Synapse zwischen Dendritischen Zellen und T Zellen näher untersucht.

Hierzu wurden Dendritische Zellen mit Lipopolysaccharid (LPS) stimuliert und die Interakti-

on mit Zellen der Jurkat T Zellinie im Beisein des Superantigens Staphylococcus Enterotoxin

E (SEE) mittels konfokaler Mikroskopie untersucht. Das Superantigen SEE bindet den MHC

Allel-unabhängig von außen und interagiert gleichzeitig mit dem Vβ8 T Zell Rezeptor, der von

Jurkat Zellen exprimiert wird (Niedergang et al., 1997). Somit konnte jede T Zelle mit Kontakt

zu einer DC eine spezifische MHC-abhängige immunologische Synapse ausbilden (Montoya

et al., 2002b). Nachdem sich die Synapsen gebildet hatten, wurden die T Zellen mit Antikör-

pern gefärbt, die spezifisch für die T-Zell Rezeptor Komplex Komponente CD3 waren (mAks

OKT3 oder UCHT-1). Die DCs wurden kogefärbt mit Antikörpern gegen das Adhäsionsmo-

lekül ICAM-1 (mAk HA58), das MHC Klasse II Molekül HLA-DR (mAk L243), die Tetraspan

Mikrodomäne CDw78 (mAk FN1) oder den MHC-Klasse-II:CLIP Komplex (mAk Cer.CLIP).

Die Verteilung der Proteine in der Synapse wurde nur in solchen Zellen genauer analysiert,

die bei der fluoreszenz-mikroskopischen Betrachtung schon eine klar polarisierte Färbung

aufwiesen.

Wie in der Literatur beschrieben, zeigen voll ausgebildete immunologische Synapsen

mit einem spezifischen Antigen eine typische Struktur, wobei der T-Zell Rezeptor (mit CD3)

kreisförmig in der Mitte des Kontakts angeordnet ist, während um diesen herum ein Ring aus

Adhäsionsmolekülen wie ICAM-1 ausgebildet ist. Der zentrale Kreis wird als central supra-

molecular activation cluster (cSMAC) und der periphere Ring als peripheral supramolecular

activation cluster (pSMAC) bezeichnet (Monks et al., 1998; Bromley et al., 2001b). Entspre-

chend der Literatur konnte auch bei der Interaktion von DCs mit SEE spezifischen Jurkat

Zellen eine Akkumulation von CD3 im cSMAC gefunden werden (Abb. 3.19), während das

Adhäsionsmolekül ICAM-1 im pSMAC lokalisiert war (Abb. 3.19 a).

Im Gegensatz zu ICAM-1, war HLA-DR nicht nur im pSMAC lokalisiert, sondern auch

im cSMAC, wo HLA-DR mit CD3 teilweise kolokalisiert war (gelbe Färbung in Abb. 3.19 b,

unten rechts). Auch CDw78 Mikrodomänen waren mit CD3 kolokalisiert (Abb. 3.19 c). Im Ge-

gensatz zu HLA-DR waren die Tetraspan Mikrodomänen aber hauptsächlich in im cSMAC

und weniger in pSMAC lokalisiert. Außerdem war die Färbung von CDw78 uneinheitlich und

punktuell auf der Zelloberfläche verteilt, was im Kontrast zu der Färbung der HLA-DR Mo-

leküle stand, die eine relativ gleichmäßige Verteilung über die Zelloberfläche aufwies (vergl.

Abb. 3.19 c (linke Spalte oben) mit 3.19 b (linke Spalte oben)).

Da in den MALDI-MS Spektren der CDw78 Mikrodomänen von Dendritische Zellen viele

Längenvarianten von CLIP identifiziert werden konnten (Abb. 3.6 a), war bei der Synap-

senbildung auch die Lokalisation der MHC Klasse II:CLIP Komplexe von Interesse. In der
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Abbildung 3.19 CDw78 Mikrodomänen sind Bestandteil der immunologischen Synapse
2x105 LPS stimulierte DCs wurden mit 8x105 Jurkat T Zellen im Beisein von 5 µg/ml Staphylococcus

Enterotoxin E (SEE) auf Poly-L-Lysin beschichteten Objektträgern kokultiviert. Nach 30 min wurden
die Zellen mit 1% Paraformaldehyd fixiert, gefärbt und mittels konfoklaler Fluoreszenzmikroskopie
analysiert. Die T Zellen (grün) wurden mit anti-CD3 gefärbt. DCs (rot) wurden mit anti-ICAM-1 (a),
anti-HLA-DR (b), anti-CDw78 (c) und anti-CLIP (d) gefärbt. In der linken Spalte ist jeweils eine einzel-
ner optischer Schnitt quer durch die Zellen, entlang der x-y-Achse dargestellt, in der rechten Spalte
ein senkrechter Schnitt durch den Zell-Zell Kontakt, entlang der y-z-Achse. In (d) ist eine DC zu
sehen, die Kontakt zu drei T Zellen hat. Eine T Zelle befindet sich oberhalb, eine rechts und eine un-
terhalb von der DC. Der Schnitt entlang der y-z Achse erfolgte durch die Synapse der rechten T Zelle.
Die Abbildungen sind repräsentativ für mindestens zehn analysierte Zell-Zell Kontakte der jeweiligen
Färbungen.

Abbildung 3.19 d ist eine DCs gezeigt, an die drei T Zellen gebunden waren. Alle drei T Zel-

len zeigte dabei ein CD3 Färbung (grün), die fast ausschließlich auf den Synapsenbereich

beschränkt war. Gleichzeitig war auf den DCs ein Großteil der MHC Klasse II:CLIP Kom-
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plexe mit CD3 kolokalisiert und somit im cSMAC deutlich angereichert. Ähnlich wie CDw78

Färbung war auch die Färbung der CLIP Komplexe nicht einheitlich sondern punktuell auf

der Zelloberfläche verteilt.

Vergleichbare Untersuchungen wurden auch bei Antigen-spezifischen immunologischen

Synapsen zwischen HLA-DR1 positiven DCs und autologen T Helfer Zellen durchgeführt.

Als Antigen bot sich das HLA-A2 Protein an, da bei Jutthom Zellen Peptide des A2 Proteins

in CDw78 Mikrodomänen angereichert waren (siehe Kapitel 3.1.2.1 auf Seite 73). Zu Ana-

lyse der Synapsen wurden DCs 24 h mit dem HLA-A2 Protein in Präsenz von LPS gepulst

und anschließend mit autologen CD4+-T-Zellen 30 min kokultiviert. HLA-DR zeigte auch bei

dieser Art von Synapsen keine klare Polarisierung aber dennoch eine gewisse Anreicherung

im Kontaktbereich der Zellen (Abb. 3.20 a). Auch die HLA-DR1:A2 waren nicht polarisiert

und konnten in der Synapse sowohl im cSMAC, als auch im pSMAC nachgewiesen werden

(Abb. 3.20 b). Die CDw78 Mikrodomänen waren bei dem HLA-A2-spezifischen Kontakt von

DCs mit autologen T Helfer Zellen nicht so deutlich in der Synapse angereichert wie bei

der sehr starken SEE-abhängigen Interaktion von DCs mit Jurkat Zellen, waren aber den-

noch eindeutig in der immunologischen Synapse, sowohl im cSMAC als auch im pSMAC,

nachweisbar (Abb. 3.20 c).

Zusammengenommen zeigten diese Ergebnisse, dass CDw78 Mikrodomänen Bestand-

teil von Antigen-spezifischen DC-T Zell Kontakten war. Dabei spielte es offensichtlich keine

HLA-DR - CD3
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Z
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Y

HLA-DR1:A2 - CD3
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Z
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CDw78 - CD3
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Z

Y

Y
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Abbildung 3.20 CDw78 Mikrodomänen sind Bestandteil der immunologischen Synapse zwi-
schen DCs und autologen T Helfer Zellen
DCs wurden mit 5 µg/ml rekombinantem HLA-A2 Protein in Gegenwart von 1 µg/ml LPS für 24 h
gepulst. Dann wurden die DCs mit autologen CD4+ T Zellen auf Poly-L-Lysin beschichteten Objekt-
trägern für 30 min kokultiviert. Die Zell-Zell Kontakte wurden mittels konfokaler Mikroskopie analysiert.
T Zellen wurden auf CD3 (grün) gefärbt, DCs (rot) auf HLA-DR (a), HLA-DR1:A2(103-117) (b) und
CDw78 Mikrodomänen (c). In der linken Spalte ist jeweils eine einzelner optischer Schnitt quer durch
die Zellen, entlang der x-y-Achse dargestellt, in der rechten Spalte ein senkrechter Schnitt durch den
Zell-Zell Kontakt, entlang der y-z-Achse.
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Rolle, ob es sich bei dem Antigen um ein Superantigen (SEE ) oder um ein prozessier-

tes Peptid aus dem HLA-A2 Protein handelte. Folglich scheint eine Beteiligung von CDw78

Mikrodomänen bei der Aktivierung von T-Zellen nicht unwahrscheinlich.

3.1.3.2 CDw78 ist an der Aktivierung von T Zellen direkt beteiligt

Um der Frage nachzugehen, ob CDw78 Mikrodomänen an der Aktivierung von T Zellen mit

beteiligt sind wurde die HLA-DR4 exprimierende B-LCL WT-51 sowie eine Hybridom T Zel-

linie, die für das OspA(164-175) Peptid von Borrelia burgdorferi spezifisch war, verwendet.

Ein Bindungsassay zeigte, dass dieses Peptid in CDw78 Mikrodomänen relativ zu gesamt

HLA-DR angereichert war (Abb. 3.21 a).

Saponin war in der Literatur als ein Detergenz beschrieben, welches Proteinkomplexe

durch seine Einlagerung in Cholesterin-reiche Membranbereiche trennen kann (Cerneus

et al., 1993; Ilangumaran and Hoessli, 1998), während Methyl-β-Cyclodextrin (MβCD) DRMs

durch Depletion von Cholesterin zerstört (Simons and Ikonen, 1997). Die beiden Reagenzien

zeigten unterschiedliche Effekte auf CDw78 Mikrodomänen. Nach Behandlung der WT-51

Zellen mit sehr geringen Mengen an Saponin oder MβCD wurden die Zellen auf die Inte-

grität der CDw78 Mikrodomänen oder der TX DRMs untersucht. Dazu wurden die CDw78

Mikrodomänen mit dem mAk FN1 präzipitiert bzw. die TX DRMs mittels Dichtegradienten

isoliert. Die Präzipitate bzw. die TX-100-unlöslichen und -löslichen Fraktionen wurden mit-

tels Western Blot auf das Vorkommen von HLA-DR analysiert (Abb. 3.21 b). Hierbei führte

die Behandlung mit Saponin, nicht aber mit MβCD zu einem kompletten Verlust der Integri-

tät der CDw78 Mikrodomänen. Umgekehrt erhöhte die Behandlung mit Saponin die HLA-DR

Menge in TX DRMs, während erwartungsgemäß die Verwendung von MβCD in der Elimina-

tion der TX DRMs resultierte.

Dieses Resultat wurde durch die durchflusszytometrische Analyse der behandelten Zel-

len unterstützt (Abb. 3.21 c). Während weder Saponin noch MβCD Einfluss auf die gesam-

te HLA-DR Menge auf der Zelloberfläche hatten (mAk L243), war bei der Behandlung mit

Saponin, nicht aber mit MβCD ein deutlicher Rückgang der CDw78 Mikrodomänen zu ver-

zeichnen (mAk FN1). Hingegen hatte MβCD, nicht jedoch die Saponin-Behandlung, einen

starken Effekt auf die HLA-DR Subpopulation, welche von dem monoklonalen Antikörper

TÜ36 erkannt wurde.

Wie in der Literatur bereits für andere Zellen und andere Antigene beschrieben (Ander-

son et al., 2000), führte die MβCD Behandlung von OspA(164-175) beladenen WT-51 Zellen

zu einer Reduktion der Interleukin-2 (IL-2) Produktion durch OspA(164-175)-spezifischen

T Zellen (Abb. 3.21 d, graue Dreiecke). Allerdings resultierte die Verwendung von Saponin

in einer fast vollständigen Inhibition der IL-2 Produktion (Abb. 3.21 d, schwarze Punkte). Die-

ser Effekt entstand nicht durch toxische Wirkung der Saponin-behandelten WT-51 Zellen auf
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Abbildung 3.21 Zerstörung der CDw78 Mikrodomänen verhindert T Zell Aktivierung
(a) WT-51 Zellen wurden mit biotinyliertem OspA(164-175) beladen. Die Bindung des Peptids an
CDw78 Mikrodomänen (FN1) oder an gesamt HLA-DR (L243) wurde mittels Eu-TRFIA gemessen
(wie in Abschnitt 3.1.2.2, S. 76 f). Gezeigt ist der Mittelwert von drei Experimenten ± Standardabwei-
chung.
(b) WT-51 Zellen wurden mit 0.02% Saponin oder mit 5 mM Methyl-β Cyclodextrin (MβCD) behan-
delt, mit 1% Paraformaldehyd fixiert und anschließend entweder mit 1% Okytlglukosid lysiert ge-
folgt von der Präzipitation der CDw78 Mikrodomänen (FN1) oder mit 1% TX-100 lysiert und mittels
Saccharose-Gradienten aufgetrennt und fraktioniert, wobei jeweils die leichten (TX DRMs) und die
schweren Fraktionen (TX lösl.) vereinigt wurden. Präzipitat sowie Triton X-100 lösliche und unlösliche
Fraktionen wurden mittels Western Blot auf HLA-DR (1B5) hin untersucht.
(c) Durchflusszytometrische Analyse von fixierten Saponin- oder MβCD-behandelten WT-51 Zellen
mit den mAks L243 (gesamt HLA-DR), FN1 (CDw78 Mikrodomänen) oder TÜ36 (HLA-DR). Gezeigt
ist der Mittelwert der mittleren Fluoreszenzintensitäten (MFI) von drei Experimenten ± Standardab-
weichung.
(d) 105 T Hybridomzellen wurden mit 105 fixierten Saponin- oder MβCD-behandelten WT-51 Zellen
stimuliert, die mit den angegebene Mengen von OspA(164-175) beladen waren. Die IL-2 Produktion
diente als Maß der T Zellaktivierung. Gezeigt ist der Mittelwert von drei Experimenten ± Standardab-
weichung.
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Abbildung 3.22 Das Fehlen von CDw78 Mikrodomänen auf der Zelloberfläche verhindert
T Zellaktivierung
(a) Durchflusszytometrische Analyse von WT-51 Zellen und T2.DR4.DM Zellen (T2.D) mit den mAks
L243 (gesamt HLA-DR) und FN1 (CDw78 Mikrodomänen).
(b) T2.DR4.DM und WT-51 Zellen wurden mit biotinyliertem OspA(164-175) beladen. Die Bindung
des Peptids an HLA-DR4 wurde, unter Verwendung gleicher Zellmengen, mittels Eu-TRFIA gemes-
sen. Gezeigt ist der Mittelwert von drei Experimenten ± Standardabweichung.
(c) 105 T Hybridomzellen wurden mit 105 T2.DR4.DM oder WT-51 Zellen stimuliert, die mit dem
OspA(164-175) Peptid (50 µM) oder mit dem Superantigen Staphylococcus Enterotoxin B (SEB;
10 ng/ml) beladen worden waren. Die IL-2 Produktion diente als Maß der T Zellaktivierung. Gezeigt
ist der Mittelwert von drei Experimenten ± Standardabweichung.

die T Zellen, da Saponin-behandelte WT-51 Zellen keine Auswirkung auf die IL-2 Produk-

tion eines irrelevanten T Zellhybridoms hatten. Zudem hatte Saponin keinen Effekt auf die

Beladbarkeit der WT-51 Zellen mit dem OspA(164-175) Peptid (Daten nicht gezeigt).

Um dennoch einen indirekten Effekt von Saponin auf die Antigenpräsentation auszu-

schließen, z.B. durch Wirkung auf andere für die T Zellaktivierung relevante Moleküle, wur-

de im folgenden die T Zell-B Zell Hybridomzellinie T2.DR4.DM (T2.D) verwendet, die mit

Genen für HLA-DR4 und HLA-DM transfiziert worden war (Denzin et al., 1994). Diese Zel-

linie exprimierte ähnliche Mengen an HLA-DR4 auf der Zelloberfläche wie WT-51 Zellen,

CDw78 Mikrodomänen waren jedoch mittels Durchflusszytometrie nicht nachweisbar (Abb.

3.22 a). Obwohl die T2.DR4.DM Zellen sogar besser mit dem Modell-Peptid OspA(164-175)

beladbar waren (Abb. 3.22 b), waren sie im Gegensatz zu den WT-51 Zellen kaum in der

Lage OspA(164-175)-spezifische T-Zellen zur Produktion von IL-2 zu stimulieren (Abb. 3.22
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c; linker Graph). Wurde jedoch als Antigen das Superantigen Staphylococcus Enterotoxin B

(SEB) verwendet, war die Aktivierung der T Zellen durch T2.DR4.DM und WT-51 vergleich-

bar (Abb. 3.22 b; rechter Graph ). Somit war die differentielle Aktivierung von T Zellen mit

OspA(164-175) spezifisch für dieses Antigen.

Diese Daten bestärken die in dem Kapitel 3.1.1.3 gewonnene Erkenntnis, dass die un-

tersuchten Tetraspan Mikrodomänen verschieden von TX DRMs sind. Darüber hinaus unter-

stützen diese Daten klar die Hypothese, dass CDw78 Mikrodomänen an der Aktivierung von

T Zellen beteiligt sind.
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3.2 Interferon-α und Dendritische Zellen

In einem weiteren Teil der Dissertation sollte der Effekt von Interferon-α (IFNα) auf die Ma-

turierung von Dendritischen Zellen sowie auf die Differenzierung von Monozyten zu Den-

dritischen Zellen untersucht werden. Sowohl DCs, die mit IFNα und GM-CSF differenziert

werden, als auch ”klassische” DCs, die mit IFNα zur Maturierung stimuliert werden, zeigen

besondere Eigenschaften bei der Antigenpräsentation, besonders bei der Verbindung der

angeborenen und der spezifischen oder adaptiven Immunität (Santini et al., 2002). Aus die-

sem Grund sollte untersucht werden, ob bei diesen Zellen Veränderungen der Expression

von CDw78 gefunden werden können. Dabei sollte das Verhältnis zu HLA-DR im Vorder-

grund stehen.

3.2.1 Die Wirkung von IFN-α auf Dendritische Zellen

Zunächst wurde der Effekt von Interferon-α auf Monozyten-abgeleitete DCs, die bereits mit

IL-4 und GM-CSF differenziert worden waren, analysiert. Radvanyi et al. zeigten, dass ge-

ringe Konzentrationen an IFNα synergistisch auf die Stimulation von DCs mit TNFα wirkt

und somit die DC-Maturierung beschleunigt wird. Des Weiteren zeigen DCs, die mit CD40L

stimuliert werden, eine verstärkte Expression der kostimulatorischen Moleküle CD80 und

CD86 sowie von MHC Klasse I und Klasse II bei Koinkubation mit IFNα. Auch IFNα alleine

erhöht signifikant die Oberflächenexpression dieser Moleküle (Luft et al., 2002). In einer wei-

teren Studie wurde gezeigt, dass die MHC Klasse I-restringierte Immunantwort begünstigt

und somit eine verstärkte Aktivierung von cytotoxischen T Zellen gefördert wird (Padovan

et al., 2002). Die folgenden Experimenten sollten zeigen, ob die Expression der CDw78 Mi-

krodomänen durch Interferon-α beeinflusst wird und dies womöglich eine der Ursachen für

die veränderte Immunantwort darstellen könnte.

3.2.1.1 Durch IFNα werden kostimulatorische und MHC Klasse II Moleküle auf der

Zelloberfläche hochreguliert

Zunächst wurden der Effekt von IFNα alleine und in Kombination mit TNFα auf die Oberflä-

chenexpression von kostimulatorischen Molekülen sowie MHC Klasse I und Klasse II unter-

sucht. Hierbei zeigte IFNα alleine schon einen deutlichen Effekt auf die untersuchten Mo-

leküle. Mit einem Anstieg um 25% war die Auswirkung auf Aktivierungsmarkers CD83 am

geringsten (Abb.3.23 a, oben, schwarze Linie). Die Expression der kostimulatorischen Mo-

leküle CD80 und CD86 erhöhte sich hingegen auf 180% respektive 240%. Die Expression

von CD80 wurde dabei so stark induziert, dass im absoluten Vergleich mit einer mittleren

Fluoreszenzintensität (MFI) von 42 ein Expressionwert erreicht wurde, der nur knapp unter-
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Abbildung 3.23 Effekt von IFNα auf die Oberflächenexpression von MHC und kostimulatori-
schen Molekülen
Dendritische Zellen wurden am Tag 5 entweder (a) unbehandelt belassen beziehungsweise mit IFNα

(500 U/ml) stimuliert oder (b) sie wurden mit TNFα (10ng/ml) beziehungsweise mit TNFα (10 ng/ml)
und IFNα (500 U/ml) stimuliert (b). Nach 48 h wurden die Zellen mittels Durchflusszytometrie auf die
Oberflächenexpression der Aktivierungsmarker CD80, CD83, CD86, sowie auf die MHC-Moleküle
HLA-DR, MHC Klasse I, MHC:CLIP und CDw78 analysiert. In (a) wurden die Werte der mittleren
Fluoreszenzintensitäten (MFI) der unbehandelten Zellen mit 100 gleichgesetzt und die Werte der
IFNα stimulierten Zellen darauf bezogen. In (b) wurden die Werte der TNFα behandelten Zellen
mit 100 gleichgesetzt und die Werte der TNFα plus IFNα stimulierten Zellen darauf bezogen. Ge-
zeigt sind die Mittelwerte aus drei Experimenten mit den zugehörigen Standardabweichungen. (c)
Die Tabelle zeigt die mittleren Fluoreszenzintensitäten von einem der drei durchflusszytometrischen
Experimente.
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halb der MFI von TNFα stimulierten DCs lag (Abb. 3.23 c). Die MFI von CD86 war mit 10

hingegen deutlich unter der Expression von TNFα stimulierten DCs (MFI = 92).

Auch bei den MHC-Molekülen war eine signifikant gesteigerte Expression festzustellen

(Abb. 3.23 a, unten). Die geringste Steigerung war bei HLA-DR und MHC Klasse II:CLIP

Komplexen mit Zuwächsen um 50% resepektive 60% zu verzeichnen, die höchste Steige-

rung zeigte sich bei CDw78 mit 150%. Bei HLA-DR, MHC Klasse II:CLIP und CDw78 bleiben

die absoluten MFI-Werte jedoch deutlich unter den Expessionslevels, die mit TNFα erreicht

wurden. Im Gegensatz hierzu lag die Klasse I Expression nach IFNα Stimulation nur wenig

unter dem Expressionslevel von TNFα stimulierten DCs (Abb. 3.23 c).

Bei dem Vergleich von der Stimulation mit TNFα alleine und TNFα plus IFNα ergab sich

für die Aktivierungsmarker CD80, CD83 und CD86 ein vergleichbares Bild wie zuvor (Abb.

3.23 b, oben). Wieder war der größte Effekt bei CD86 zu sehen. Hier steigerte sich die

Expression um 169%. Die Expression von CD80 wurde um 60% gesteigert. Der geringste

Effekt zeigte sich erneut bei CD83, dessen Expression nur um 28% anstieg.

Im Gegensatz hierzu bewirkte die zusätzliche Inkubation mit IFNα keine signifikante Ver-

änderung in der Expression der MHC Moleküle bzw. MHC Komplexe (Abb. 3.23 b, unten).

Dennoch deutete sich eher eine leichte Runterregulation als eine Hochregulation an.

Dies steht im Gegensatz zu der beschriebenen Kostimulation von DCs mit CD40L und

IFNα. Infolge dieser Daten steigert IFNα noch die Expressionsrate der MHC Moleküle ge-

genüber der Aktivierung mit CD40L alleine (Luft et al., 2002). Der Befund, dass IFNα bei

unreifen DCs die Expression von kostimulatorischen Molekülen sowie von MHC Klasse I

und MHC Klasse II induzierte, ist jedoch in Übereinstimmung mit der Literatur. Die Tetraspan

Mikrodomäne CDw78 zeigte keine Disregulation relativ zu HLA-DR. Während sich im Ver-

gleich zu nicht stimulierten DCs die HLA-DR Menge auf der Zelloberfläche um das 1,5-fache

zu nahm, war bei CDw78 ein Zuwachs auf das 2,4-fache zu beobachten. Demnach verhielt

sich die Zunahme der Expression von CDw78 quadratisch zur Zunahme von HLA-DR, wie

bereit bei LPS-stimulierten DCs beobachtet (Vogt et al., 2002).

3.2.1.2 Nach IFNα Stimulus werden mehr HLA-DR:CLIP Komplexe gebildet

Da sich das Peptidprofil von unstimulierten und stimulierten DC unterscheidet, sollten im

folgenden die Peptidprofile von unreifen und IFNα stimulierten sowie von TNFα und TNFα

plus IFNα stimulierten DCs verglichen werden. Wie zu erwarten war, zeigten sich deutliche

Unterschiede zwischen den Peptidspektren der unstimulierten und TNFα stimulierten DCs

(Abb. 3.24, obere Spektren).

Interessanterweise zeigten sich auch Unterschiede zwischen den unstimulierten und den

IFNα stimulierten DCs sowie zwischen den TNFα und den TNFα plus IFNα stimulierten DCs.

Am augenscheinlichsten zeigten sich dabei Unterschiede bei den präsentierten Längenva-
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Abbildung 3.24 Peptidprofil von IFNα stimulierten DCs zeigt vermehrt Längenvarianten von
CLIP
Dendritischen Zellen (DCs) wurden am Tag 5 unbehandelt belassen, mit IFNα, mit TNFα, oder mit
TNFα plus IFNα stimuliert. Nach 48 h wurden die Zellen mit 1% TX-100 lysiert. Nach Präzipitati-
on der HLA-DR Moleküle mit dem mAk L243 wurden die MHC-Peptide durch Säure (pH 2) eluiert
und massenspektometrisch analysiert. Gezeigt sind repräsentative Peptidprofile aus einem von zwei
unabhängigen Experimenten. Die CLIP Varianten (”c”: 81-102, m/z=2333,4; 81-103, m/z=2543,4;
81-104, m/z=2674,5; 82-103, m/z=2220,2) wurden aufgrund ihrer Massen zugeordnet (Chicz et al.,
1992; Chicz et al., 1993; Kropshofer et al., 1995).

rianten von CLIP. Obwohl nach Stimulation mit IFNα MHC:CLIP-Komplexe auf der Zellober-

fläche in gleichem Maße zunahmen wie die HLA-DR Expression (Abb. 3.23), zeigte sich im

Rahmen dieser Analyse, dass die Behandlung mit IFNα zu einer verstärkten Bildung von

MHC:CLIP-Komplexen führte. Dies galt gleichermaßen für unstimulierte DCs, als auch für

DCs, die nur mit TNFα stimuliert worden waren (Abb. 3.24, untere Spektren im Vergleich zu

den oberen) .

Das bedeutet folglich, dass sich das Gesamtverhältnis von MHC:CLIP-Komplexen zu

HLA-DR geändert haben muss, während das Verhältnis auf der Zelloberfläche offensichtlich

unverändert geblieben ist.
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3.2.1.3 Die Genexpression verändert sich nach Stimulation mit IFNα

Da IFNα bekanntlich die Expression von einer Reihe von Genen induziert, sollten auch Den-

dritische Zellen im Folgenden diesbezüglich untersucht werden. Um die transkriptionelle Re-

aktion der DCs auf IFNα zu analysieren, wurden DNA Microarray Chips (U95A; Affymetrix

Inc.) eingesetzt, die zur Analyse von etwa 11000 Gene ausgelegt waren und alle bis dato

bekannten Interferon-induzierbaren Gene enthielten. In die Datenanalyse sind nur die Gene

eingegangen, deren Expression mindestens um den Faktor 2 verändert war und die eine

98%ige Reproduzierbarkeit (P-Wert < 0,02) aufwiesen. Insgesamt zeigten 120 Gene eine

derartig veränderte Expression nach IFNα Stimulation. Von diesen Genen zeigten 82 eine

Hochregulation, während die Expression von 38 Genen abnahm.

Die Abbildung 3.25 a zeigt die graphische Darstellung der Genexpression. Hierbei be-

deutet eine stärkere Rot-Färbung eine höhere Expression. Deutlich ist aufgrund der inten-

siven Rot-Färbung zu erkennen, dass die Expression einiger Gene durch IFNα sehr stark

induziert wurde. Gene, deren Expression durch IFNα abnahm, zeigten hingegen nur einen

kleinen Änderungsfaktor.

Dies spiegelt sich auch in der Tabelle in Abbildung 3.25 b wieder. Die ersten fünf Gene

in der Tabelle, stellen die am stärksten induzierten Gene dar. Die letzten fünf, sind die Gene,

deren Expression am stärksten reduziert wurde. Hier ist ersichtlich, dass IFNα die Gen-

Expression um bis zu 450-fach erhöhte. Insgesamt wurde die Expression von fünf Genen

um mehr als den Faktor 100 induziert (siehe Tabelle). Weitere 15 Gene wurden um mehr als

10-fach induziert. Im Gegensatz hierzu änderte sich die Expression der Gene, die herunter

reguliert wurden nur maximal um den Faktor 5,6.

Unter den aktivierten Genen befanden sich hauptsächlich Gene, von denen bekannt ist,

dass sie Interferon-induzierbar sind. Unter anderem wurde zum Beispiel der Proteasom-

Aktivator PA28 um den Faktor 3,2 hoch-reguliert (Abb. 3.25 c). PA28 ist Bestandteil des

Immuno-Proteasoms, welches bei der Protein-Degradation Peptide mit optimalen MHC Klas-

se I Bindungseigenschaften bildet (Dick et al., 1996). Des Weiteren wurde auch die Expres-

sion von einer Untereinheit des TAP-Transporters (TAP-I) induziert, der die vom Proteasom

produzierten Peptide aus dem Cytosol in das ER transportiert (Abb. 3.25 c). Die Gene für

die zweite Untereinheit (TAP-II) sowie für Tapasin wurden jedoch nicht induziert.

Die Analyse der Proteinmengen mittels Western Blot zeigte hingegen ein anderes Bild:

Tapasin war in unstimulierten DCs kaum detektierbar, nach IFNα Stimulation war die Expres-

sion aber sogar höher als bei Zellen die nur mit TNFα stimuliert worden waren (Abb. 3.26).

Bei der Kostimulation mit TNFα und IFNα wurde am meisten Tapasin detektiert. Demge-

genüber war bei der Proteinmenge von TAP-I kein Unterschied zwischen den verschiedenen

Stimuli zu verzeichnen. IFNα hatte keinen Einfluss auf mRNA-Expression von HLA-DRα

(Abb. 3.25 c) und nur einen geringen Einfluss auf die HLA-DRα Proteinexpression (Abb.
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Abbildung 3.25 Veränderte Genexpression nach IFNα Stimulus
Dendritische Zellen wurden am Tag 5 mit 200 U / ml IFNα stimuliert oder unbehandelt belassen.
Nach 16 h wurde die mRNA isoliert und mit GeneChips (U95A, Affymetrix) analysiert (siehe Abschnitt
Material und Methoden).
(a) Die Expressionslevel sind für die Gene dargestellt, die durch IFNα mindestens um den Faktor
2 induziert oder reduziert wurden, und die mindestens 98%ige Reproduzierbarkeit (P-Wert < 0.02)
innerhalb von drei Replikaten zeigten (insgesamt 120 Gene). Die Intensität der Rotfärbung ist dabei
proportional zum Expressionslevel.
(b) Die Tabelle zeigt die fünf Gene, die am Stärksten durch Interferon-α induziert wurden sowie die
fünf Gene, deren Expression durch Interferon-α am Stärksten reduziert wurde.
(c) Der Graph zeigt die durchschnittlichen Gen-Expressionswerte für eine Auswahl an Genen.
(* P-Wert <0,02; ** P-Wert <0,01)

3.26). Ebenso konnte auch für weitere MHC Gene, wie HLA-DMα, HLA-A,B,C sowie für die

invariante Kette (Ii) keine erhöhte Expression nach IFNα Stimulus festgestellt werden.

Obwohl auf der Zelloberfläche mehr CD80 und CD86 detektiert werden konnte, war

bei der Analyse der Genexpression keine verstärkte mRNA-Expression dieser Proteine zu

finden. Auch die Genexpression der Tetraspan Proteine CD9, CD63 und CD81, welche
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Abbildung 3.26 Veränderungen der Protein-
expression nach Interferon-α Stimulus
Unreife Dendritische Zellen wurden unbehandelt
belassen (DCs), mit IFNα, mit TNFα oder mit
TNFα plus IFNα stimuliert. Nach 48 h wurden je-
weils gleiche Zellmengen in 1% TX-100 lysiert
und mittels Western Blot auf HLA-DRα (1B5),
Tapasin (polyklonaler Kaninchen Antikörper) und
TAP-I (53H8) analysiert.

Hauptbestandteile der CDw78 Mikrodomänen darstellen, blieb von der Stimulation mit IFNα

unberührt (Abb. 3.25 c). Die Expression des Tetraspan Proteins CD82 konnte nicht analy-

siert werden, da der verwendete GeneChip keine Sonde für diese mRNA trug.

Zusammengefasst zeigte IFNα einen sehr starken Effekt auf die Genexpression bestimmter

Gene. Primär wurden bekannte IFNα induzierbare Gene stimuliert. Dabei wurde auch eine

Induktion von Genen gefunden, die bei der Antigenpräsentation über den MHC Klasse I

Weg eine Rolle spielen. Dies ist im Einklang mit der Erkenntnis, das durch IFNα Behandlung

in vivo eine verstärkte Aktivität von cytotoxischen T Zellen gefunden wird (Belardelli et al.,

1998; Nelson et al., 1998; Hiroishi et al., 2000; Molldrem et al., 2000).

Des Weiteren zeigte sich, dass Proteine wie CD80 oder CD86, die nach dem IFNα-

Stimulus auf der Zelloberfläche stark hoch-reguliert wurden, auf mRNA Ebene keine signifi-

kante Änderung aufwiesen. Die Ursache hierfür könnte in den unterschiedlichen Zeitpunkten

der Analysen begründet liegen: Die Expressionanalyse hat 16 h nach der Stimulation statt-

gefunden, während die durchflusszytometrische Analyse der Oberflächenmarker erst nach

48 h durchgeführt wurde. Um eine genaue Korrelation der Expressionsdaten durchführen

zu können, müssten weitere Daten innerhalb einer Maturierungs-Kinetik generiert werden.

Entscheidend für diese Studie war jedoch die Erkenntnis, dass die Expression der Tetraspan-

proteine, den Hauptbestandteilen der CDw78 Mikrodomäne, nicht von der IFNα Stimulation

tangiert wurde. Somit wurde dieser Ansatz bezüglich der CDw78 Mikrodomänen nicht weiter

verfolgt.

3.2.2 Der Effekt von IFN-α auf die Differenzierung von Monozyten

Ein weiterer Ansatz mögliche Veränderungen in der CDw78 Expression zu adressieren, lag

in der Generierung von alternativen Dendritischen Zellen. Es wurde erstmals von Paquet-

te et al. beschrieben, dass aus Monozyten mit IFNα und GM-CSF anstelle von IL-4 und

GM-CSF Dendritische Zellen mit sehr potenten APC Funktionen generiert werden können.
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Es zeigte sich ferner, dass diese DCs einerseits in vitro als auch in vivo eine starke TH1

polarisierte Antwort induzieren können und andererseits aber auch in der Lage sind, eine

humorale Immunantwort gegen virale Antigene zu vermitteln (Santini et al., 2000; Parlato

et al., 2001).

Aufgrund der Erkenntnis, dass durch IFNα Dendritische Zellen entstehen, die eine verän-

derte Immunantwort im Vergleich zu DCs, die mit IL-4 differenziert wurden, auslösen können,

stellte sich die Frage, ob CDw78 Mikrodomänen dabei ein Rolle spielen könnten. Um dieser

Frage nachzugehen, sollten die mit Interferon-α differenzierten DCs im Folgenden auf die

Expression von CDw78 Mikrodomänen untersucht werden.

3.2.2.1 Monozyten differenzieren mit IFNα und GM-CSF zu CD1c negativen DCs

Die Differenzierung von Monozyten mittels Interferon-α und GM-CSF führte zu Zellen (im

Weiteren als IFN-DCs bezeichnet), die im Vergleich zu den Dendritischen Zellen, welche

mittels IL-4 und GM-CSF differenziert worden waren (im Weiteren als IL-4 DCs bezeichnet),

bereits im unreifen Zustand leicht erhöhte Level an CD83 und CD86 auf der Zelloberfläche

exprimierten (Abb. 3.27 a, graue Histogramme). Dies weist darauf hin, dass die IFN-DCs

nach der Differenzierung schon in einem leicht aktivierten Zustand waren, was mit bishe-

rigen Beobachtungen in Einklang ist (Santini et al., 2000; Parlato et al., 2001). Nach Akti-

vierung mit LPS erhöhten sich bei den IFN-DCs die Aktivierungsmarker (CD80, CD83 und

CD86), jedoch keinesfalls in dem Ausmaß, wie es bei den IL-4-DCs der Fall war (Abb. 3.27

a, schwarze Histogramme).

Unterschiede zwischen IL-4- und IFN-DCs konnten auch bei der Oberflächenexpressi-

on der MHC Moleküle gefunden werden: Während bereits bei den unstimulierten IFN-DCs

mehr MHC Klasse I und mehr CDw78 Mikrodomänen auf der Zelloberfläche zu finden wa-

ren, konnte deren Expression bei den IL-4-DCs durch LPS stärker induziert werden, wodurch

im aktivierten Zustand auf den IL-4-DCs mehr MHC Klasse I und CDw78 detektiert werden

konnte (Abb. 3.27 b). HLA-DR wurde sowohl bei den unstimulierten, als auch bei den stimu-

lierten IFN-DCs niedriger exprimiert, als bei den IL-4-DCs. Das Verhältnis zwischen HLA-DR

und CDw78 bei IFN-DCs, schwankte zwar zwischen den einzelnen Experimenten zwischen

10:1 und 20:1, war aber trotz der vermeintlichen Unterschiede sowohl im reifen als auch im

unreifen Zustand mit dem Verhältnis bei IL-4-DCs vergleichbar.

Von CD1c, welches von myeloiden DC 1 (MDC1 ) sowie von IL-4-DCs exprimiert wird

(Dzionek et al., 2000) konnten vergleichsweise nur sehr geringe Mengen auf IFN-DCs nach-

gewiesen werden (Abb. 3.27 c). Die relativ niedrige Expression von CD123 (IL-3-Rezeptor)

und die hohe Expression von CD11c waren allerdings bei beiden Zelltypen vergleichbar. Im

Gegensatz zu früheren Berichten, denen zufolge CD1a nicht von IFN-DCs exprimiert wurde

(Paquette et al., 1998; Radvanyi et al., 1999; Chen et al., 2000; Santini et al., 2000), konnte
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Abbildung 3.27 Durchflusszytometrischer Vergleich zwischen IL-4-DCs und IFN-DCs
Monozyten wurden aus PBMCs über CD14 Microbeads (Miltenyi) isoliert, wie im Methodenteil be-
schrieben. Anschließend wurden die Zellen mit IL-4 und GM-CSF (IL4) oder mit IFNα und GM-CSF
(IFNα) differenziert. Am dritten Tag wurde eine Hälfte der Zellen mit LPS stimuliert und die ande-
re unberührt gelassen. Am Tag fünf wurden die Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert auf
die Oberflächenexpression der Aktivierungsmarker CD80, CD83 und CD86 (a), auf HLA-DR, MHC
Klasse I und die CDw78 Mikrodomänen (b) sowie auf die Moleküle CD1c, CD123 (IL-3 Rezeptor) und
CD11c (c). Weiße Histogramme stellen die Färbungen mit unspezifischen Kontrollantikörpern dar, de-
ren Isotypen mit denen der spezifischen Antikörper übereinstimmten (Isotypkontrollen). Die grauen
Histogramme geben die Färbungen der unstimulierten Zellen wieder, während die schwarzen Histo-
gramme die Färbungen der LPS-aktivierten Zellen abbilden. Gezeigt ist eines von fünf unabhängigen
Experimenten mit vergleichbaren Resultaten.
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im Rahmen dieser Experimente CD1a auf der Zelloberfläche von IFN-DCs detektiert werden

(Daten nicht gezeigt).

Zusammengefasst zeigte sich also bezüglich dem Verhältnis von HLA-DR und CDw78

kein Unterschied zwischen IL-4-DCs und IFN-DCs. Dennoch ergab die durchflusszytome-

trische Analyse zwar geringe aber dennoch eindeutige Unterschiede zwischen den beiden

Dendritischen Zell-Typen: In Bezug auf die Marker-Moleküle CD1c, CD123 und CD11c, die

im Allgemeinen zur Differenzierung der Untergruppen von Dendritischen Zellen herangezo-

gen werden, unterschieden sich die Zelltypen zumindest in der Expression von CD1c.

3.2.2.2 IFNα erhöht das Überleben der Zellen während der Differenzierung

Unterschiede zwischen den beiden Differenzierungs-Stimuli zeigten sich auch bei der mi-

kroskopischen Betrachtung der Kulturen im Laufe der Differenzierung: Während in den Kul-
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Abbildung 3.28 IFN-DCs zeigten im Vergleich zu IL-4-DCs verminderte Apoptose und Nekro-
se während der Differenzierung
Monozyten wurden mit IL-4 und GM-CSF (IL-4) oder IFNα und GM-CSF (IFNα) differenziert. An den
Tagen drei, fünf und sieben nach Differenzierungsbeginn wurden die Zellen mit Annexin-FITC und
Propidiumiodid (PI) zur Markierung der apoptotischen (Quadrant rechts unten) und nekrotischen Zel-
len (Quadrant links oben) kogefärbt und durchflusszytometrisch analysiert. Zellen in später Apoptose
und Nekrose können nicht unterschieden werden und befinden sich im Quadranten rechts oben.
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turmedien der IL-4-DCs im Allgemeinen sehr viele Zelltrümmer zu sehen waren, fanden

sich in den Medien der IFN-DCs meist nur wenige Zelltrümmer (Daten nicht gezeigt). Des-

halb lag die Vermutung nahe, dass durch die Differenzierung mit Interferon-α das Überleben

der Zellen gefördert werden könnte. Um dieser Hypothese nachzugehen, wurden die Zellen

während der Differenzierung auf den Prozentsatz an apoptotischen und nekrotischen Zellen

hin analysiert.

Im Gegensatz zu dem erwarteten Ergebnis zeigte sich, dass bei der Differenzierung

mit Interferon-α am dritten Tag ein hoher Prozentsatz der Zellen (18%) Annexin-positiv und

somit apoptotisch war, während bei den Zellen, die mit IL-4 differenziert wurden nur knapp

8% apoptotische Zellen zu finden waren (Abb. 3.28, obere Abbildungen). An den folgenden

Tagen fünf und sieben war jedoch die Zahl der apoptotischen und nekrotischen Zellen bei

der Differenzierung mit IL-4 deutlich höher als bei der Differenzierung mit IFNα (Abb. 3.28,

mittlere und untere Abbildungen).

Somit zeigten sich während der Differenzierung mit Interferon-α und IL-4 Unterschiede im

Überleben der Zellen: Während bei den IFN-DCs mehr Zellen in der frühen Phase starben,

sind bei der Differenzierung mit IL-4 mehr Zellen am Ende gestorben.

3.2.2.3 Der Toll-like Receptor 9 wird von Dendritischen Zellen exprimiert

Toll-like Rezeptoren (TLRs) gehören zu den Pattern Recognition Rezeptoren (PRRs), mit

denen konservierte Strukturen von Mikroorganismen erkannt werden (Janeway, 1989; Eze-

kowitz et al., 1990; Medzhitov and Janeway, 2000; Aderem and Ulevitch, 2000). Sie werden

von den bekannten Untergruppen der Dendritischen Zellen differenziell exprimiert: Von den

aus Blut isolierten DCs exprimieren nur die plasmacytoiden DCs (PDCs) die mRNAs für
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Abbildung 3.29 Expression von TLR9 in
Dendritischen Zellen
Zur Analyse der Oberflächenexpression
wurden IL-4-DCs, IFN-DCs oder Neutrophi-
le mit monoklonalem anti-TLR9 Antikörper
(26C593) inkubiert, mit Ziege-anti Maus-
FITC markiert und mittels Durchflusszyto-
metrie analysiert.
Für die Analyse der intrazellulären Vorkom-
men von TLR9 wurden die Zellen vor der
Färbung mit Saponin permeabilisiert und mit
Paraformaldehyd fixiert.
Gezeigt ist ein repräsentativer Datensatz
aus drei unabhängigen Experimenten.
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TLR7 und TLR9 (Jarrossay et al., 2001; Kadowaki et al., 2001). In der Publikation von Mohty

et al. (2003) wurde gezeigt, dass in IFN-DCs die mRNA von TLR7, nicht aber von TLR9

exprimiert wird.

Bei der Analyse der DCs mittels Durchflusszytometrie konnte auf der Oberfläche von

IL-4-DCs kein TLR9 nachgewiesen werden (Abb. 3.29). IFN-DCs zeigten hingegen eine

schwache Expression von TLR9.

Da vermutlich der größte Anteil von TLR9 intrazellulär lokalisiert ist (Ahmad-Nejad et al.,

2002), wurden die Zellen zusätzlich vor der Färbung permeabilisiert. Dabei zeigten die

IFN-DCs eine hohe Intensität der TLR9-Färbung. Im Gegensatz zu dem Resultat, welches

Aufgrund der bekannten Literatur zu erwarten war, waren aber auch die IL-4-DCs intrazellu-

lär stark positiv für TLR9.

Um einen weiteren Zelltyp zu analysieren und somit die Frage der Spezifität des TLR9

Antikörpers zu adressieren, wurden Neutrophile, die aus peripherem Blut isoliert worden

waren zur Kontrolle analysiert. In Übereinstimmung mit der Literatur (Hayashi et al., 2003),

zeigten die Neutrophilen nur eine sehr schwache Färbung sowohl auf der Zelloberfläche als

auch intrazellulär.

Zusammengenommen konnte also intrazellulär sowohl bei den IFN-DCs, als auch bei

den IL-4-DCs TLR9 nachgewiesen werden. Bei den IFN-DCs wurde zusätzlich eine kleine

Fraktion des TLR9 auch auf der Plasmamembran exprimiert.

3.2.2.4 IFN-DCs und IL-4 DCs sezernieren unterschiedliche Cytokine

Auch bei der Analyse der Cytokinproduktion von IL-4-DCs und IFN-DCs zeigten sich Unter-

schiede zwischen den beiden DC Typen. Wie aus Abbildung 3.30 zu entnehmen, reagierten

die IL-4-DCs am stärksten auf die Stimulation mit LPS. Dabei war der höchste Anstieg bei der

Produktion der Cytokine IL-6 und IL-8 zu beobachten. In beiden Fällen war die Produktion

so stark, das die Werte nicht mehr innerhalb der Eichkurve lagen und somit keine exakten

Werte ermittelt werden konnten. Auch die Produktion der anderen untersuchten Cytokine

(IL-12, TNFα, IL-10 und IL-1β) wurde durch den LPS-Stimulus induziert.

Ebenso wurde auch bei den IFN-DCs durch LPS die Cytokinproduktion stimuliert. Aller-

dings produzierten sie im Vergleich zu den IL-4-DCs deutlich weniger IL-12, welches bei der

Aktivierung von naiven T Zellen die TH1-Polarisierung fördert (Trinchieri, 1995). Dafür sezer-

nierten sie aber wesentlich mehr IL-10, wodurch die Aktivierung von TH0 oder TH2 T Zellen

gefördert wird (Stumbles et al., 1998; Iwasaki and Kelsall, 1999).

TNFα hatte nur einen geringen Effekt auf die Cytokinproduktion der IL-4- oder IFN-DCs.

Dennoch zeigten sich auch bei diesem Stimulus Unterschiede: Während IL-4-DCs nach dem

Stimulus mehr IL-1β produzierten, erhöhte sich bei den IFN-DCs die Produktion von IL-8.

Über die Produktion von TNFα konnte in diesem Fall nicht geurteilt werden, da nicht zwi-
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schen dem TNFα, welches zur Stimulation eingesetzt wurde und dem TNFα welches von

den Zellen produziert wurde, unterschieden werden konnte.

Den stärksten Effekt auf IFN-DCs zeigte aber die Stimulation mit Poly(I:C), während bei

den IL-4-DCs kaum ein Effekt zu beobachten war. Im Gegensatz zu der Stimulation mit

LPS wurden sämtliche untersuchten pro-inflammatorische Cytokine (IL-12, TNFα, IL-6, IL-1β

und IL-8) verstärkt sezerniert, wohingegen nur geringe Mengen des anti-inflammatorischen
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Abbildung 3.30 Produktion von Cytokinen von IFN-DCs im Vergleich zu IL-4-DCs
IL-4-DCs und IFN-DCs wurden am Tag 4 der der Differenzierung mit LPS (1 µg/ml),
TNFα (10 ng/ml), Poly(I:C) (25 µg/ml), unmethylierte CpG DNA (0,3 µM, ODN 2006,
5'-TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT-3') und unmethylierte CpG Kontroll-DNA (0,3 µM, ODN 2006
Kontrolle, 5'-TGCTGCTTTTGTGCTTTTGTGCTT-3') stimuliert. Nach 24 h wurden die Kulturüberstän-
de von unstimulierten sowie von den stimulierten DCs mittels Colorimetric Bead Array (CBA) auf die
Menge der sezernierten Cytokine IL-12, TNFα, IL-10, IL-6, IL-1β und IL-8 analysiert.
Weiße Balken stehen für die IL-4-DCs, die schwarzen für die IFN-DCs. Die Werte der Y-Achse sind
in [pg/ml] angegeben. Die gezeigten Daten sind repräsentativ für drei unabhängige Experimente.
*Messwerte waren höher als oberster Messpunkt der Eichkurve und konnten somit nicht bestimmt
werden.
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Cytokins IL-10 in das Kulturmedium abgegeben wurden. Da Poly(I:C) doppelsträngige RNA

simuliert und somit eine Infektion mit dsRNA Viren imitiert wurde, erscheint die Produktion

von pro-inflammatorischen Cytokinen, welche die Differenzierung von TH1 Zellen fördern,

sinnvoll.

Die für die Stimulation verwendete CpG Sequenz war eine sog. Typ B Sequenz, die

in der Literatur beschrieben wurde als schwacher Stimulator für die IFNα-Produktion aber

als guter Stimulator für die Produktion von IL-8 durch PDCs (Krug et al., 2001; Kerkmann

et al., 2003). Bei den hier verwendeten Zellen zeigte die Stimulation mit CpG DNA keinen

Effekt bei den IL-4-DCs, induzierte aber bei den IFN-DCs die Produktion von IL-8. Allerdings

wurde IL-8 auch nach Stimulation mit Kontroll DNA sezerniert, bei der die unmethylierten

CG Sequenzen durch GC ausgetauscht waren. Somit schien die Stimulation durch CpG

DNA nicht spezifisch zu sein. Des Weiteren zeigte sich auch bei der durchflusszytometri-

schen Analyse auf CD80 und CD86 kein Effekt nach Stimulation mit CpG DNA (Daten nicht

gezeigt). Hingegen ist beschrieben, dass PDCs auf die Typ B CpG DNA mit einem starken

Anstieg der kostimulatorischen Moleküle reagieren (Kerkmann et al., 2003).

Alles zusammen genommen zeigen diese Daten Unterschiede in der Expression verschie-

dener Oberflächenmarker sowie in der Produktion verschiedener Cytokine bei Zellen, die

mit IL-4 oder mit IFNα differenziert worden waren. Dennoch konnten keine signifikanten Un-

terschiede in der Expression der CDw78 Mikrodomänen im einzelnen sowie in Relation zu

den exprimierten HLA-DR Mengen festgestellt werden. Dies legt die Vermutung nahe, dass

diese Mikrodomänen auch bei den IFN-DCs eine vergleichbare Aufgabe erfüllen könnten

wie bei den IL-4-DCs.
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Diskussion

4.1 Tetraspan Mikrodomänen

4.1.1 CDw78 Mikrodomänen im Vergleich zu Detergenz-resistenten Membra-

nen

Die Aktivierung von Antigen-spezifischen CD4+ T Zellen erfordert die Erkennung von

MHC Klasse II Molekülen, die mit einem spezifischen Peptid beladen sind. Dabei sind

für die Aktivierung wenigstens 200-300 MHC:Peptid Komplexe nötig (Demotz et al., 1990;

Harding and Unanue, 1990; Reay et al., 2000). Im Gegenzug werden auf einer Antigen-

präsentierenden Zelle aber 5 x 105 bis 10 x 106 MHC Klasse II Moleküle exprimiert, und wie

sich schon 1992 in der Studie von Hunt et al. zeigte, präsentieren die MHC Klasse II Mo-

leküle ein extrem komplexes Repertoire an Peptiden mit mehreren hundert bis tausend

verschieden Peptidspezies. Je nach Schätzung sind nur 0,1-0,006% der MHC Klasse II Mo-

leküle mit einem spezifischen Peptid beladen (Boes et al., 2004; Poloso and Roche, 2004).

Demzufolge stellt sich die Frage, wie eine T Zelle auf der antigenpräsentierenden Zelle

ausreichend viele MHC:Peptid Komplexe finden kann, die dicht genug beisammen stehen,

um die T Zelle zu aktivieren. Obwohl man vermuten könnte, dass die MHC:Peptid Komplexe

zufällig über die Zelloberfläche verteilt vorliegen, zeigen mehr und mehr Studien, dass dies

wohl nicht der Fall ist. Bereits 1997 wurde von Jenei et al. berichtet, dass MHC Klasse I

und Klasse II Moleküle auf der Zelloberfläche teilweise assoziiert vorliegen. Mittlerweile ist

es allgemein anerkannt, dass die Plasmamembran nicht homogen vorliegt, sondern in ver-

schiedene, für bestimmte Aufgaben spezialisierte Mikrodomänen unterteilt ist (Hemler, 2003;

Boes et al., 2004; Poloso and Roche, 2004; Wright et al., 2004). Eine dieser Mikrodomänen

stellen die Detergenz-resistenten Membranen (DRMs) dar (Simons and Ikonen, 1997), deren

Basis sehr dicht gepackte Glykosphingolipide und Sphingomyelin mit dazwischen kristallin

113
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angeordneten Cholesterin Molekülen bilden und daher auch als liquid-ordered membrane

domains (Lipid rafts) bezeichnet werden (Brown and London, 1998; Maxfield, 2002). Mit

diesen DRMs sind MHC Klasse II Moleküle assoziiert, die aus den Mikrodomänen heraus

intrazelluläre Tyrosinphosphorylierungen und somit Signalling-Vorgänge initiieren können

(Huby et al., 1999). Des Weiteren wurde publiziert, dass Klasse II Moleküle in den DRMs

konzentriert werden, wodurch die Aktivierung von T Zellen erleichtert wird (Anderson et al.,

2000).

Es gibt weitere Mikrodomänen, die sowohl Tetraspanins als auch HLA-DR und HLA-DP

enthalten und durch das CDw78 Epitop definiert sind (Rasmussen et al., 1997; Drbal et al.,

1999; Kropshofer et al., 2002; Vogt et al., 2002). Ursprünglich wurde vermutet, dass es sich

bei CDw78 um ein unbekanntes Molekül auf der Oberfläche von aktivierten B Zellen han-

delte (Dörken et al., 1989; Kikutani and Kishimoto, 1989; Funderud et al., 1989), dies wurde

jedoch durch Slack et al. bereits 1995 widerlegt. Diese Gruppe zeigte, dass es sich bei dem

CDw78 Epitop nicht um eine neues Molekül, sondern um eine Teilmenge von MHC Klasse

II Molekülen handelte. Schließlich stellte sich bei Kopräzipitationsstudien heraus, dass die

CDw78+ MHC Klasse II Moleküle in einem Komplex mit Tetraspan Proteinen vorlagen (Drbal

et al., 1999). Das CDw78 ”Molekül” wurde somit aus der Cluster Designation Nomenklatur

entnommen, CDw78 diente aber weiterhin zur Charakterisierung jener Proteinkomplexe

oder Mikrodomänen, die durch den monoklonalen Antikörper FN1 erkannt werden (Krops-

hofer et al., 2002; Vogt et al., 2002).

Die CDw78 Mikrodomänen stellen eine Form der so genannten Tetraspanin-enriched mi-

crodomains (TEMs) oder Tetraspan-Netzwerke dar, die vielfältige funktionelle Komplexe mit

weiteren nicht-Tetraspan Proteinen, wie z.B. Integrinen, bilden (Berditchevski et al., 2002;

Hemler, 2003). Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals auf immunologischer Ebene ein

Vergleich zwischen DRMs und CDw78 Mikrodomänen durchgeführt.

Für die gesamten Analysen der CDw78 Mikrodomänen wurde der monoklonale Antikör-

per FN1 eingesetzt, der erstmals 1989 von Funderud et al. charakterisiert wurde. Innerhalb

der PBMCs waren NK und T Zellen negativ, Monozyten waren zum Teil positiv und B Zellen

zeigten eine stark positive Färbung für CDw78. Alle im Rahmen dieser Arbeit untersuchten

B Zellinien sowie aus Monozyten differenzierte reife DCs zeigten eine intensive CDw78

Färbung (Abb. 3.1 und 3.2). Die vorliegenden Ergebnisse sind somit im Einklang mit der von

Funderud et al. (1989) beschriebenen Expression des CDw78 Epitops. Da sowohl B Zellen

als auch DCs positiv für CDw78 waren, konnten für den Vergleich mit DRMs Analysen beider

Zelltypen herangezogen werden.
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Bezüglich der Relation von DRMs zu CDw78 Mikrodomänen ist folgender Befund von Inter-

esse: Die Lyse von Zellmembranen in milden Detergentien, wie CHAPS oder Oktylglukosid

führt zu einer unvollständigen Solubilisierung von Tetraspanins und bildet durch Interaktion

mit Gangliosiden Komplexe mit einer geringen Dichte, die in Saccharose Gradienten zu den

leichten Fraktionen wandern (Claas et al., 2001; Ono et al., 2001). Dies verleitet zu der

Vermutung, dass die Tetraspan Mikrodomänen eine Verbindung zu DRMs haben oder Teil

der DRMs sein könnten. Im Konsens mit dieser Vermutung liegt die Abschätzung der Grö-

ße der CDw78 Mikrodomänen mittels Blue Native-Gelelektrophorese (Abb. 3.4): Bei einer

ermittelten Größe von circa 500 kDa bis 700 kDa könnten 15 - 20 Proteine eine CDw78 Mi-

krodomäne bilden. Für DRMs wird angenommen, dass 10 - 30 Proteine darin enthalten sind

(Simons and Toomre, 2000). Somit haben beide Mikrodomänen, bezogen auf die Anzahl

der enthaltenen Proteine, eine vergleichbare Größe. Jedoch ist bei der BN-PAGE Analyse

nicht auszuschließen, dass die mit FN1 gefärbten Banden nur Bruchstücke der gesamten

CDw78 Mikrodomäne darstellten, da sich bei der Färbung der Gele mit Coomassie Blue

Protein-Präzipitate in den Proben-Taschen fanden (nicht gezeigt) und somit nicht alle Pro-

teinkomplexe in die Gele eingelaufen waren – darunter möglicherweise auch noch größere

Teile der CDw78 Mikrodomänen. Demnach ermöglichte der Nachweis von zwei CDw78 Ban-

den, bei 500 kDa und 700 kDa, die Vermutung über wenigstens zwei Optionen: Entweder

es gibt CDw78 Mikrodomänen, die aus unterschiedlichen Komponenten zusammengesetzt

sind, oder es handelt sich um verschieden große Bruchstücke der CDw78 Mikrodomänen,

die als Ganzes wesentlich mehr als 15 - 20 Proteine beherbergen.

Abgesehen von dieser Beobachtung waren für die Tetraspan Proteine sowie für die MHC Klas-

se II Moleküle noch weitere Banden mit kleinen Molekularmassen zu sehen, zum Beispiel

bei ca. 140 kDa, 240 kDa oder bei ca. 400 kDa. In diesen Bereichen war jedoch keine

Färbung für CDw78 festzustellen. Folglich scheinen noch weitere Tetraspan-MHC Komplexe

zu existieren, die nicht das CDw78 Epitop tragen. Diese Vorstellung wird von der Beob-

achtung unterstützt, dass nach exzessiver Depletion der CDw78 Tetraspan Mikrodomänen

aus Lysaten von B Zellen weiterhin CD82-HLA-DR Komplexe präzipitiert werden können

(H. Kropshofer, nicht publiziert). Des Weiteren könnte es sich bei der 140 kDa-Bande der

MHC Moleküle auch um die so genannten ”Dimer of Dimers” oder Superdimere handeln,

die sich aus zwei α- und zwei β- Ketten zusammensetzen (Brown et al., 1993; Schafer

and Pierce, 1994). Ebenfalls denkbar wären in diesem Zusammenhang HLA-DR / HLA-DM

(Sanderson et al., 1996) oder HLA-DM / HLA-DO (Liljedahl et al., 1996) Heterodimere. Da

die Banden recht breit sind, liegen vermutlich verschiedene Komplexe vor, die in ihrer Größe

leicht variieren. Für die Tetraspan Proteine ist bekannt, dass sie eine Vielzahl von Komple-

xen im Rahmen des Tetraspan-Netzwerks eingehen (Hemler, 2003). Deshalb ist es nicht
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verwunderlich, dass beispielsweise bei CD9 eine sehr breite Färbung zu beobachten ist, die

sich von ca. 140 kDa bis über 230 kDa erstreckt.

Unabhängig von dem Größenvergleich und dem ähnlichen Verhalten in Saccharose-Gradi-

enten (Claas et al., 2001; Ono et al., 2001) zeigte aber der direkte Vergleich von DRMs

mit CDw78 Mikrodomänen, dass kein konkreter Zusammenhang zwischen den beiden Mi-

krodomänen besteht: Bei der Isolation von Triton X-100 unlöslichen Membrandomänen

im Saccharose Gradienten fanden sich 3% - 5% der gesamten HLA-DR Moleküle in den

leichten Fraktionen wieder (Abb. 3.5). Ein vergleichbares Verhältnis wurde auch für die

CDw78 Mikrodomänen gefunden: Nach der Präzipitation der CDw78 Mikrodomänen aus

dem Gradienten, waren 3% der präzipitierten HLA-DR Moleküle in den leichten Fraktio-

nen. Demzufolge ergab sich für die CDw78 Mikrodomänen also keine Anreicherung in den

leichten Fraktionen, im Vergleich zu gesamt HLA-DR. Im Falle einer Identität von CDw78

Mikrokomänen mit den DRMs, sollte aber eine deutliche Anreicherung zu beobachten sein.

Da die CDw78 Mikrodomänen zu der Klasse der tertiären TEMs gehören, die sich durch

schwache, indirekte Interaktionen auszeichen (Hemler, 2003), konnte nicht ausgeschlossen

werden, dass zwar eine Interaktion zwischen CDw78 Mikrodomänen und DRMs bestand,

diese aber durch die Verwendung von TX-100 gelöst wurde. Also mussten mildere Deter-

gentien für diesen Zweck eingesetzt werden.

Entsprechend Berichten aus jüngerer Zeit, konnte nicht nur TX-100, sondern auch De-

tergentien wie CHAPS oder Brij 99 für die Isolierung von DRMs verwendet werden (Claas

et al., 2001; Simons et al., 2000). Wurde nun CHAPS zur Isolierung von DRMs aus unreifen

und reifen Dendritischen Zellen eingesetzt, konnte neben Lyn, welches als DRM-Marker für

TX-DRMs gilt (Resh, 1994), auch eine deutliche Anreicherung von Tetraspan Proteinen in

den leichten Fraktionen nachgewiesen werden (Abb. 3.7), wodurch die Befunde von Claas

et al. (2001) bestätigt werden konnten. Des Weiteren resultiert die Verwendung von CHAPS

zur Lyse der Zellen in einer deutlichen Anreicherung von CDw78 Mikrodomänen in den

leichten Fraktionen eines Saccharose Gradienten (Abb. 3.8). Während 25% von der gesam-

ten HLA-DR Menge der Zellen in den leichten Fraktionen und somit in den CHAPS DRMs

lokalisiert war, waren es 50% der CDw78 Mikrodomänen. Demzufolge war CDw78 gegen-

über gesamt HLA-DR um den Faktor zwei in CHAPS DRMs angereichert. Diese Ergebnisse

sprechen somit für eine Verbindung von CDw78 Mirodomänen mit Detergenz-resistenten

Membrandomänen, vorausgesetzt milde Detergentien werden eingesetzt.

Andererseits spiegelt sich jedoch die Verschiedenheit von CDw78 und DRMs in der Ana-

lyse der MHC-gebundenen Peptide wider. Die Peptidspektren der HLA-DR Moleküle von
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Abbildung 4.1 Modell für die Interaktion von CDw78 Mikrodomänen mit DRMs
CDw78 Mikrodomänen, hier exemplarisch dargestellt als Proteinkluster aus verschiedenen Tetraspan
und MHC Klasse II Molekülen, interagieren mit DRMs, dargestellt in gelb mit MHC Klasse II Mole-
külen, sind aber nicht Teil der DRMs. Die Interaktionen der Moleküle in der CDw78 Mikrodomäne
sowie zwischen CDw78 und DRMs sind schwacher Natur, die durch stringente Detergentien, wie Tri-
ton X-100, gelöst werden. Die DRMs behalten hingegen ihre Integrität bei 4°C auch in Triton X-100.
Spekulativ ist jedoch die dargestellte Interaktion von Tetraspan Molekülen der CDw78 Mikrodomänen
mit MHC Molekülen in DRMs.

TX-100 DRMs unterschieden sich nur unwesentlich von den Peptidspektren der HLA-DR

aus TX-100 löslichen Fraktionen (Abb. 3.6 c). Ebenso war keine signifikante Differenz zwi-

schen den HLA-DR Peptidspektren der CHAPS DRMs und den CHAPS löslichen Fraktionen

zu verzeichnen (Abb. 3.8 c). Ein ganz anderes Bild zeigte die Analyse der MHC-Peptide, die

an CDw78 Mikrodomänen gebunden waren. CDw78 Mikrodomänen präsentierten ein Pep-

tidspektrum, das in der Vielfalt deutlich eingeschränkt gegenüber dem gesamten HLA-DR

Peptidrepertoire war (Abb. 3.6 b und c). Während das gesamt HLA-DR Peptidrepertoire in

dem Massenbereich m/z=1400 bis m/z=2200 eine sehr hohe Komplexität aufwies, waren

bei den CDw78 Mikrodomänen in diesem Bereich nur wenige Peptide zu finden. Bei den

gezeigten Beispielen waren es sowohl bei reifen DCs als auch bei der B Zellinie WT-100 vor

allem wenige dominante Peptide. Im Fall der reifen DCs zeigte sich zudem eine Anreiche-

rung von verschiedenen CLIP-Längenvarianten in CDw78 Mikrodomänen, während diese

bei der B Zellinie WT-100 von CDw78 Mikrodomänen ausgeschlossen wurden. Somit findet

bei CDw78 Mikrodomänen eine Selektion der Peptide statt, was bei den DRMs nicht der Fall

zu sein scheint.
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Zusammengefasst lassen die Western-Blot Daten eine Beziehung zwischen CDw78 Mi-

krodomänen und DRMs vermuten, während die Analyse des MHC-Peptidrepertoires recht

deutlich die Unterschiede illustriert. Der Befund, dass in milderen Detergentien wie CHAPS

eine Interaktion oder besser eine Koflotation im Saccharose Gradienten gefunden wurde,

nicht aber unter Verwendung von stringenteren Detergentien, könnte bedeuten, dass CDw78

Mikrodomänen eine lockere Verbindung mit DRMs eingehen, nicht aber Teil von diesen sind.

Diese Verbindung könnte durch Protein-Protein Interaktionen vermittelt werden, zum Bei-

spiel durch Interaktion von Tetraspan Proteinen, die Teil der CDw78 Mikrodomänen sind mit

MHC-Molekülen, die Teil der DRMs sind. Demzufolge zeichnet sich recht deutlich ab, dass

es sich bei CDw78 und DRMs um zwei verschiedene Mikrodomänen handelt, die aber nicht

unbedingt isoliert voneinander existieren, sondern die möglicherweise in einer Beziehung zu

einander stehen und vielleicht sogar gegenseitig Proteine austauschen. Auf welcher Basis

die Interaktion beruht und ob es tatsächlich zu einem Austausch von Proteinen kommt ist

allerdings Gegenstand von Vermutungen und bedarf weiterer Studien. Ein Modell für die

Beziehung von CDw78 Mikrodomänen und DRMs ist in Abb. 4.1 illustriert.

4.1.2 Antigenpräsentation durch CDw78 Mikrodomänen

4.1.2.1 Das reduzierte Peptidrepertoire von CDw78

Wie bereits im vorherigen Abschnitt kurz diskutiert, zeigten CDw78 Mikrodomänen ein se-

lektives Repertoire an Peptiden. Sowohl bei B Zellen als auch bei reifen Dendritischen Zellen

hatten die MHC Klasse II Peptidprofile einen deutlich verringerten Grad an Komplexität im

Vergleich zu Spektren, die von gesamt HLA-DR Präzipitaten analysiert wurden. Dendriti-

sche Zellen und B Zellen waren jedoch bezüglich der Selektion von Peptiden verschieden:

Bei B Zellen wurden Längenvarianten des CLIP-Peptid von den CDw78+ MHC Molekülen

ausgeschlossen. Weder bei der B Zellinie WT-100 (Abb. 3.6 b) noch bei Jutthom B Zel-

len (Abb. 3.9) konnten CLIP-Varianten mittels MALDI-MS detektiert werden. Dafür wurden

andere Selbstpeptide in den Mikrodomänen angereichert, wie z.B. drei dominante Pepti-

de bei der B Zellinie WT-100, deren Identität jedoch nicht geklärt werden konnte. Bei der

HLA-DR1+/HLA-A2+ B Zellinie Jutthom zeigte sich eine deutliche Anreicherung von drei

Längenvarianten des Selbstpeptids A2 (A2(105-117); A2(103-117); A2(103-118)), die dem

MHC Klasse I Molekül HLA-A2 entstammten und über HLA-DR1 präsentiert werden.

Die sich anhand der massenspektrometrischen Analysen abzeichnende Erkenntnis über

eine Anreicherung des HLA-DR-gebundenen Selbstpeptids A2 konnte mittels sequenzieller

Präzipitation weiter bestätigt werden (Abb. 3.10): Mit dem monoklonalen anti-CDw78 Anti-

körper FN1 wurden keine HLA-DR Moleküle mehr präzipitiert, wenn zuvor die HLA-DR1:A2
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Komplexe mit dem spezifischen Antikörper 5A1 (Woelpl et al., 1998) depletiert worden wa-

ren. Somit enthielten alle CDw78 Mikrodomänen HLA-DR1:A2 Komplexe.

Des Weiteren ließ sich die Anreicherung von A2 Peptiden in CDw78 Mikrodomänen mit-

tels konfokaler Mikroskopie nachvollziehen (Abb. 3.11 a). In Übereinstimmung mit den mas-

senspektrometrischen Befunden sowie der sequentiellen Präzipitation konnte bei Jutthom

Zellen eine deutliche Kofärbung des monoklonalen 5A1 Antikörpers und des anti-CDw78

Antikörpers (FN1) festgestellt werden, während die Kofärbung des 5A1 Antikörpers mit dem

anti-CLIP Antikörper (Cer.CLIP) nur sehr schwach ausgeprägt war. Also zeigte sich mit die-

ser Methode, dass bei den untersuchten B Zellen ein Großteil der HLA-DR1:A2 Komplexe

in CDw78 Mikrodomänen lokalisiert war, wohingegen HLA-DR:CLIP Komplexe von diesen

Bereichen weitestgehend ausgeschlossen wurden.

Ganz im Gegensatz zu den untersuchten B Zellen, wurde bei reifen Dendritischen Zellen ei-

ne Anreicherung von CLIP Längenvarianten in CDw78 Mikrodomänen gefunden (Abb.3.6 a):

Nicht nur waren in den MALDI-MS Profilen der CDw78 Mikrodomänen die Verhältnisse der

relativen Intensitäten der CLIP-Signale im Vergleich zu den Signalen der übrigen Peptide

zu Gunsten der CLIP-Varianten verschoben, sondern es konnten auch wesentlich mehr

CLIP-Längenvarianten als in den Peptidprofilen der gesamt HLA-DR Präzipitationen identi-

fiziert werden. Während in reifen Dendritischen Zellen circa 1-5% der Selbstpeptide CLIP-

Varianten darstellen, entsprachen mehr als 50% der Signale in den CDw78 Peptidprofilen

CLIP-Längenvarianten. Somit wird CLIP in reifen DCs mindesten zehnfach angereichert.

Obwohl bisher nicht geklärt werden konnte, warum es bei den B Zellen zum Ausschluss,

bei den Dendritischen Zellen aber zur Anreicherung von CLIP kommt, spiegelt die Anrei-

cherung von CLIP in den Tetraspan Mikrodomänen von DCs möglicherweise eine Funktion

von CDw78 wider, auf die später genauer eingegangen werden soll (siehe Kapitel 4.1.3). Da

HLA-DO die Aktivität von HLA-DM steigert und somit den Austausch von CLIP gegen andere

Peptide fördert (Kropshofer et al., 1998), jedoch DCs im Gegensatz zu B Zellen nur sehr

wenig oder gar kein HLA-DO exprimieren (Alfonso and Karlsson, 2000; Chen et al., 2002;

Röhn et al., 2004), könnte hier die Ursache für die starke Präsenz von MHC Klasse II:CLIP

Komplexen in den CDw78 Mikrodomänen begründet sein.

In dem gezeigten Peptidprofil der Abbildung 3.6 a sind außer den CLIP-Varianten nur

drei weitere dominante Peptidsignale zu erkennen, die alle zusammen Längenvarianten von

einem Epitop aus der HLA-DRα-Kette (DRα(163-175)) darstellen. In Anbetracht des Pepti-

drepertoires der B Zellinie Jutthom (Abb. 3.9) scheint es nicht sonderlich verwunderlich, dass

die am stärksten dominanten Peptide im gesamt HLA-DR Peptidspektrum (Längenvarianten

des A2-Peptids) auch die dominantesten Peptide in den CDw78 Mikrodomänen darstellten.

Doch gaben die Untersuchungen an reifen Dendritischen Zellen sowie an WT-100 B Zellen
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Grund zur Annahme, dass nicht einfach nur weniger Peptide in den CDw78 Mikrodomänen

enthalten sind und somit nur die dominanten im MALDI-MS Profil zu sehen sind, sondern,

dass es sich um eine selektive Anreicherung beziehungsweise um einen selektiven Aus-

schluss bestimmter Peptide handeln könnte, und somit ein kontrolliertes Peptidrepertoire

über CDw78 Mikrodomänen präsentiert wird.

4.1.2.2 Das Prinzip der Peptidselektion der CDw78 Mikrodomänen

Für die Klärung des Prinzips, welches hinter dieser Selektion steht, war der Befund von

großem Nutzen, dass nicht nur endogene Peptide, sondern auch Peptide, die exogen zuge-

geben werden, eine Anreicherung in CDw78 Mikrodomänen erfahren können. Diese Beob-

achtung konnte sowohl bei Dendritischen Zellen als auch bei B-Lymphoblastoiden Zellen ge-

macht werden. Bei den DCs wurde mittels konfokaler Mikroskopie gezeigt, dass durch exo-

gene Beladung mit dem HLA-A2 Protein, ähnlich wie bei den Jutthom Zellen, HLA-DR1:A2

Komplexe entstehen können, die mit CDw78 Mikrodomänen kolokalisiert sind (Abb. 3.11 b).

Übereinstimmend zeigt die Analyse des CDw78 Peptidrepertoires mittels MALDI-MS we-

nigstens zwei Längenvarianten des A2 Peptids (A2(103-117) und A2(102-117); Röhn et al.,

2004). Des Weiteren wurden bei der B Zellinie WT-51 exogen zugegebene Peptide, also

nicht native Proteine, wie bei den Dendritischen Zellen, in CDw78 Mikrodomänen angerei-

chert (Abb. 3.12).

Dabei zeigte sich, dass der Grad der Anreicherung in den CDw78 Mikrodomänen direkt

von dem Peptid abhängt. Da die Beladung mit den drei verwendeten Peptiden (Bio-Osp A

(235-245), Bio-MBP (87-99) und Bio-Igκ (188-202)) gleichermaßen erfolgte, die Anreiche-

rung in den Tetraspan Mikrodomänen aber unterschiedlich war, spricht vieles dafür, dass die

Anreicherung eines Peptids in CDw78 Mikrodomänen, zumindest im Rahmen dieser Ver-

suchsanordnung, nicht von der Beladungsroute abhängig war, sondern, dass das Peptid

selber, also die Sequenz des Peptids für die Selektion ausschlaggebend war.

Die Bedeutung der Peptidsequenz für die Anreicherung in den Tetraspan Mikrodomänen,

konnte mit Hilfe der Design-Peptide V4 und V4-Pro demonstriert werden. Das V4 Peptid ba-

siert auf dem A2-Peptid, welches durch COOH-Terminale Verlängerung sowie durch den

Austausch einiger Ankeraminosäuren in der Fähigkeit, an HLA-DR1 zu binden, verbessert

werden konnte (Abb. 3.14). Durch die Einführung eines Prolins an Ankerposition P6, wo-

durch Änderungen in der Konformation der MHC Klasse II Moleküle induziert werden (Ghosh

et al., 1995; Chervonsky et al., 1998), wurde die Bindung der V4-Pro Mutante an HLA-DR1

relativ zu V4 reduziert (Abb. 3.14), was wahrscheinlich auf einer schnelleren Abspaltungsra-

te des Peptids vom MHC oder einer verstärkten Internalisierungsrate der HLA-DR1:V4-Pro

Komplexe beruht (Kropshofer et al., 2002). Des Weiteren führte die Einführung des Prolins

zu einer deutlichen Anreicherung des V4-Pro Peptids in CDw78, während das sehr gut an
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HLA-DR1 bindende V4 Peptid nahezu ausgeschlossen wurde (3.15 b). Das bedeutet ers-

tens, dass die Anreicherung oder der Ausschluss eines Peptids tatsächlich von der Sequenz

bedingt wird, und zweitens, dass bereits ein einzelner Aminosäureaustausch für die alterna-

tive Lokalisierung hinreichend ist.

Doch welcher Mechanismus oder welches Protein ist für die Peptidselektion verantwort-

lich? In diesem Zusammenhang bietet sich das Protein HLA-DM an, welches bekannterma-

ßen die Editierfunktion bei MHC Klasse II Molekülen in internen Beladungskompartimenten

sowie auf der Zelloberfläche übernimmt (Kropshofer et al., 1996; Katz et al., 1996; Krops-

hofer et al., 1997b; Arndt et al., 2000). Außerdem ist beschrieben, dass HLA-DM mit den

Tetraspan Proteinen CD63 und CD82 assoziiert vorliegt (Hammond et al., 1998). Tatsäch-

lich konnte durch Immunpräzipitation gezeigt werden, dass HLA-DM sowohl mit CDw78 von

B-Lymphoblastoiden Zellen (Abb. 3.16), als auch mit den Tetraspan Mikrodomänen von Den-

dritischen Zellen und Zellen aus lymphoiden Geweben wie Milz, Mandeln oder Lymphknoten

assoziiert vorliegt (Kropshofer et al., 2002). Somit scheint HLA-DM konstitutiv mit CDw78

Mikrodomänen assoziiert zu sein. Die Präsenz von HLA-DM in CDw78 Mikrodomänen ist

zwar an sich noch kein Beweis, dennoch unterstützt diese Beobachtung die Annahme, dass

schwach oder moderat bindende Peptide, die laut dem Kinetic Proofreading Modell (Krops-

hofer et al., 1997b) von HLA-DM erkannt werden, im Kontext von CDw78 durch HLA-DM

stabilisiert, anstatt freigesetzt werden.

In Abhängigkeit von dem Peptid, mit dem B Zellen beladen werden, ändert sich auch

die Zahl der HLA-DR/HLA-DM und HLA-DR/CD82 Komplexe (Vogt et al., 2002). Dabei än-

dert sich die Assoziation von CD82 an HLA-DR im gleichen Maße, wie die Assoziation von

HLA-DM an HLA-DR. Gemeinsam mit der beschriebenen Interaktion von HLA-DM mit CD82

in intrazellulären Kompartimenten (Hammond et al., 1998), eröffnet sich somit die Vermu-

tung, dass sich HLA-DM gemeinsam mit CD82 an Komplexe aus HLA-DR und moderat

bindenden Peptiden anlagert. In diesem Zusammenhang ebenfalls von Bedeutung ist die

Beobachtung, dass bei der Beladung mit V4-Pro mehr Moleküle des Tetraspan Proteins

CD82 mit CDw78 assoziiert vorliegen, als bei der Beladung mit dem besser bindenden V4

Peptid (3.15 a). Demzufolge könnte sich, gemeinsam mit CD82, auch die CDw78-assoziierte

HLA-DM Menge in Abhängigkeit des Peptids, mit dem die Beladung erfolgt, verändern. Somit

könnten sich die CDw78 Mikrodomänen nicht als fixierte Strukturen mit festen stöchiome-

trischen Verhältnissen darstellen, sondern vielmehr als ein dynamisches Protein-Netzwerk,

welches in der Lage ist auf veränderte Bedingungen, zum Beispiel Veränderungen in der

Qualität der aufgenommen Antigene, zu reagieren.
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4.1.2.3 Das CDw78 Peptidrepertoire in vivo

Die Experimente an den in vitro Modellen der B-Lymphoblastoiden Zellen sowie der von

Monozyten-abgeleiteten Dendritischen Zellen geben sehr viel Aufschluss über den Mecha-

nismus, der hinter der Peptidselektion steht, sie spiegeln jedoch nicht das Peptidrepertoire

wider, welches tatsächlich in vivo vorzufinden ist. Aus diesem Grund wurde im Rahmen

dieser Arbeit erstmals das Peptidrepertoire von CDw78 Mikrodomänen mit dem gesamt

HLA-DR Peptidrepertoire von mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) ver-

glichen. Für diesen Vergleich wurden die Sequenzen der gebundenen Peptide direkt mit Hil-

fe der so genannte Multidimensional Protein Identification Technology (MudPIT) identifiziert

(Washburn et al., 2001), so dass ein Vergleich auf Peptid- und Proteinebene möglich wur-

de. Bisher verwendete Methoden zu Identifizierung von MHC Peptiden, wie HPLC-Trennung

gefolgt von Edman Mikrosequenzierung (Falk et al., 1991; Jardetzky et al., 1991) oder spä-

ter auch Elektrospray-Ionisierung-Tandem Massenspektrometrie (ESI-MS/MS) (Hunt et al.,

1992a) ermöglichte nur die Sequenzierung von wenigen (maximal 10 bis 20) verschiedenen

Peptiden in einer Probe. Obwohl die LC-MS Analyse schon deutlich sensitiver, als Edman

Sequenzierung war, wurden immer noch 200 µg bis mehrere mg des MHC Proteins und so-

mit 109 bis 1010 B Zellen benötigt (Hunt et al., 1992a; Hunt et al., 1992b; Henderson et al.,

1992). Durch Verbesserung der Massenspektrometer sowie durch Automatisierung der Da-

tenerfassung und Datenanalyse durch Einsatz von Computeralgorithmen, wie SEQUEST

oder MASCOT, konnte die Zahl der identifizierten Peptide in den letzten Jahren deutlich ge-

steigert werden. So war es der Gruppe um Alexander Rudensky möglich 128 Selbstpeptide,

die auf murinen MHC Klasse II Molekülen von B Zellen und Makrophagen präsentiert wur-

den, zu identifizieren (Dongre et al., 2001).

Durch die Einführung der MudPIT Methode konnte die Sensitivität noch weiter gesteigert

werden. Hierzu wurde die Trennung der Peptide mittels zwei Dimensionen erzielt, zunächst

über einem Kationen-Austauscher (SCX), anschließend über Reversed-Phase (RP) Mate-

rial. Das Prinzip der zweidimensionalen Trennung ist zwar keineswegs neu, dafür aber die

Anordnung der beiden Trenn-Materialien: Diese liegen in einer einzigen Kapillar-Säule direkt

hintereinander; zuerst das SCX-, dann das RP-Material, ohne dass sich dazwischen ein Tot-

volumen bildet. Ferner reicht das RP-Material bis an das Ende der Kapillar-Säule, die dort

zu einer Spray-Nadel ausgezogen ist. Somit wird auch hier die Sensitivität durch Minimie-

rung des Probenverlustes verbessert, indem die eluierenden Peptide direkt von der Säule in

das Massenspektrometer fliegen, ohne mit weiteren Oberflächen in Kontakt zu treten (der

genaue Aufbau der Trennsäule ist in Abbildung 2.2 auf Seite 55 illustriert). Weiterhin erhöh-

te auch der Einsatz einer Ionenfalle als Massenspektrometer über höhere Sensitivität und

höhere Scangeschwindigkeiten im Vergleich zu Quadrupol-Massenspektrometern die Zahl

der identifizierten Peptide. Im Gegensatz zu modernen Quadrupol-Massenspektrometern
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ist jedoch das Auflösungsvermögen, also die Genauigkeit der gemessenen Massen, bei Io-

nenfallen deutlich niedriger. Somit können die gemessenen Peptide nicht direkt sequenziert

werden, sondern das bei der Fragmentierung entstehende Massenspektrum muss mit Hilfe

eines Algorithmus, wie SEQUEST, mit einer Protein Datenbank abgeglichen werden. Dabei

werden die Proteine der Datenbank theoretisch in Peptide gespalten. Die daraus resultieren-

den theroretischen Fragmentspektren werden dann für die Identifizierung der gemessenen

Spektren herangezogen. Das Ergebnis ist eine Liste von potentiellen Peptidsequenzen, die

mit unterschiedlicher Wahrscheinlichkeit mit einem gemessenen Fragmentspektrum über-

ein stimmen. Die anschließende Auswahl der für echt befundenen Sequenzen erfordert ei-

ne gewissenhafte Auswertung, in welche die Wahrscheinlichkeitsparameter der SEQUEST

Software sowie im Einzelfall auch ein visueller Vergleich der theoretischen und gemessenen

Spektren einfließt.

Letztlich wurde aber der Vergleich der CDw78-gebundenen MHC-Peptide mit den ge-

samt HLA-DR-gebundenen Peptiden von humanen PBMCs mittels MHC Associated Peptide

Proteomics (MAPPs) nicht nur durch die Verwendung der MudPIT Methode, sondern auch

durch die Entwicklung der Software ”MAPPs Database” und ”MSpresso” (N. Berntenis,

F. Hoffmann-La Roche AG), die eine effiziente Analyse von MHC-Peptid Längenvarianten

beziehungsweise einen Vergleich verschiedener Proben auf Proteinebene gestatten, sowie

durch die Optimierung der Probenaufarbeitung ermöglicht. Die Wichtigkeit der hohen Sen-

sitivität lässt sich in Anbetracht der geringen HLA-DR Mengen, die von einem Blutspender

isoliert werden können verdeutlichen: PBMCs setzen sich aus Monozyten NK Zellen sowie

B und T Lymphozyten zusammen. Von diesen tragen hauptsächlich die Monozyten und die

B Zellen MHC Moleküle. Im Vergleich zu B Lymphoblastoiden Zellen ist das Expressions-

level jedoch 10 bis 50 fach niedriger, wodurch nur 1-5 x 104 HLA-DR Moleküle pro Zelle

zu erwarten waren. Bei einer maximalen Blutmenge von 500 ml, die von einem Blutdonor

entnommen wurden, konnten somit nur 1-5 µg HLA-DR aufgereinigt werden. Damit war die

HLA-DR Menge, die für die Peptidsequenzierung zur Verfügung stand wenigstens um das

100-fache geringer, als bei bisher publizierten Studien.

Der Vergleich zwischen gesamt HLA-DR- und CDw78-gebundenen Peptiden wurde an

zwei Donoren (DRB1*1104 / DRB1*0301 und DRB1*1301 / DRB1*07) durchgeführt. Die

resultierenden Peptidsequenzen der beiden Donoren wurden vereinigt, so dass eine Liste

mit den CDw78-angereicherten Peptiden und eine Liste mit den CDw78-abgereicherten

Peptiden resultierte, während die Peptide, die weder in CDw78 angereichert noch abge-

reichert waren bei dieser Analyse nicht beachtet wurden. Dabei zeigten sich klare Un-

terschiede zwischen den angereicherten und abgereicherten Peptiden bezüglich der Zahl

der Längenvarianten, der Art der Längenvarianten sowie der Herkunft der Proteine von
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denen die Peptide abstammten. Interessanterweise stammten die meisten Peptide der

CDw78 Mikrodomänen aus nuklearen Proteinen und circa ein drittel aus cytosolischen

Proteinen. Anderseits wurden keine Peptide von Proteinen aus dem Blutserum oder von

der Plasma Membran identifiziert. Dem gegenüber entstammten zwei drittel der CDw78-

abgereicherten Peptide cytosolischen Proteinen und nur ein achtel dieser Peptide kam aus

nuklearen Proteinen. Zusätzlich wurden Peptide von sehr abundanten Serumproteinen, wie

Serum Albumin, Apolipoprotein A-II, Antitrypsin-α-1 und β2-Mikroglobulin, von CDw78 aus-

geschlossen. Interessanterweise war das Epitop HSA (444-457) bereits in murinen Milzzel-

len (Splenozyten) und thymalen APCs (Marrack et al., 1993) sowie in humanen Splenozyten

(Gordon, 1995) und EBV-transformierten B Zellen (Verreck et al., 1996) gefunden worden.

Ebenso wurde auch β2-Mikroglobulin (24-35) schon zuvor aus HLA-DR6 Molekülen von

B-Lymphoblastoiden Zellen isoliert (Davenport et al., 1995). Somit wurden also Peptide von

den CDw78 Mikrodomänen ausgeschlossen, die scheinbar dominant auf unterschiedlichen

HLA-DR-Allelen und in verschiedenen Spezies präsentiert werden. Die promiske Bindung

des HSA (444-457) Peptids an periphere und zentrale APCs könnte für die thymale Toleran-

zinduktion durch Deletion der HSA (444-457)-spezifischen Thymozyten von Bedeutung sein.

Auf gleiche Weise könnte auch die Toleranz für andere abundante Serumproteine induziert

werden. Der Ausschluss aus den CDw78 Mikrodomänen könnte somit eine Hinweis sein,

dass die Toleranz gegenüber einem Selbstantigen nicht durch die CDw78 Mikrodomänen

vermittelt wird. Außerdem zeigt dies, dass unter Umständen nicht nur die Sequenz für die

Lokalisation des Peptids verantwortlich ist, sondern möglicherweise noch weitere Faktoren,

wie zum Beispiel die Beladungsroute oder der Zeitpunkt, zu dem ein Antigen von der Zelle

aufgenommen wird, von Bedeutung sein könnten.

Neben den Unterschieden in der Herkunft, waren unter den CDw78-angereicherten Pep-

tiden wesentlich mehr Längenvarianten aus einem einzelnen Protein zu finden (vergl. Tabel-

le A.1 mit Tabelle A.2). Des Weiteren, wurden aber nicht nur N-Terminale und C-Terminale

Verlängerungen an einem bestimmten Epitop beobachtet, sondern es wurden auch häufig

Peptide gefunden, die von benachbarten Proteinregionen stammten. Zwei Beispiele, die von

den Proteinen LckBP 1 und hnRNP A2/B1 stammten, sind in Tabelle 3.3 gezeigt. Da jeweils

eine Region der beiden Peptidsets ein potentielles Klasse II Bindungsmotiv enthält, das an-

dere aber nicht, wäre es denkbar, dass es sich bei den Peptiden ohne Bindungsmotiv um

Nebenprodukte der Antigenprozessierung handeln könnte, die durch die umgebenden MHC

und Tetraspan Proteine vor weiterem Abbau geschützt wurden. Dies würde implizieren, dass

CDw78 Mikrodomänen direkt an der Antigenprozessierung beteiligt sind. Dafür sprechen

auch die Befunde, dass CD63 und CD82 in MIICs mit HLA-DR, -DM und -DO assoziiert vor-

liegt (Hammond et al., 1998), und dass CDw78 Mikrodomänen aus Lysosomen sowie aus

frühen und späten Endosomen präzipitiert werden können (Kropshofer et al., 2002).
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Allerdings ist bei diesem Vergleich anzumerken, dass in CDw78 Mikrodomänen nicht nur

HLA-DR sondern auch HLA-DP Moleküle enthalten sind. Somit wäre es auch möglich, dass

ein Teil der Peptide von HLA-DP Molekülen stammt. Indes wurde aber bei vielen der identi-

fizierten Längenvarianten wenigstens eine auch in den L243-Präzipitaten gefunden. Da die

Bindungsmotive von HLA-DP und HLA-DR, soweit bekannt, recht verschieden sind (Falk

et al., 1994; Chicz et al., 1997; Castelli et al., 2002; Diaz et al., 2005), ist es nicht sehr wahr-

scheinlich, dass es sich bei den Längenvarianten um HLA-DP Peptide handelt. Dennoch

würde nur der zusätzliche Vergleich mit Peptiden, die aus HLA-DP eluiert wurden, diese

Frage klären. Bisher konnten von PBMCs jedoch nicht genügend HLA-DP-gebundene Pep-

tide isoliert werden, um sie massenspektrometrisch zu identifizieren. Obwohl nicht eindeutig

geklärt werden konnte, ob die als ”CDw78-angereichert” zugeordneten Peptide tatsächlich

angereichert waren, oder ob sie einfach aus dem Pool der HLA-DP Peptide stammten,

verdeutlicht diese Vergleichsanalyse dennoch, dass es HLA-DR Peptide gibt, die von den

CDw78 Mikrodomänen ausgeschlossen werden.

Ein weiterer Hinweis auf die Bedeutung von CDw78 bei der Antigenprozessierung stammte

von CD82 KO Mäusen. Zwar wurden diese Tetraspan Mikrodomänen bei Mäusen noch nicht

beschrieben, dennoch gibt es Hinweise, dass auch bei Mäusen ähnliche Komplexe existie-

ren könnten. So wurde bereits 1994 von Schafer und Pierce gezeigt, dass der monoklonale

Antikörper Y-17 spezifisch für Dimere ist, die aus zwei I-Ek Heterodimeren bestehen. Für

das I-Ek homologe HLA-DR1 wurde vorher schon das ”Dimer of Dimers” oder auch Superdi-

mer bei der kristallographischen Röntgenstrukturanalyse beschrieben (Brown et al., 1993).

Interessanterweise wurde durch den Y-17 Antikörper eine T Zell Antwort bei Verwendung

eines Peptids mit niedriger Affinität inhibiert, während bei einem hochaffinen Peptid keine

Inhibition festgestellt werden konnte (Schafer and Pierce, 1994). Obwohl es dafür keine

direkte Beweise gibt, könnte dieser Befund bedeuten, dass in Mäusen Peptide mit geringer

Affinität über multimere MHC Moleküle präsentiert werden. Zudem wurde 2004 von Unter-

naehrer et al. gezeigt, dass in Dendritischen Zellen von Mäusen die MHC Moleküle I-E und

I-A in einem gemeinsamen Komplex vorliegen. Ferner wurden dabei auch Interaktionen mit

Tetraspan Molekülen beschrieben.

Unter dem Aspekt der unterschiedlichen Peptidrepertoires von CDw78 Mikrodomä-

nen und gesamt HLA-DR wurden nun die MHC Klasse II Peptide von wildtyp Mäusen

und CD82 KO Mäusen verglichen, um einen Einfluß von CD82 auf die MHC Beladung

zu eruieren. Zwar konnten auch bei dieser Analyse Unterschiede in den Peptidrepertoires

festgestellt werden, jedoch waren diese nicht so prägnant, wie bei dem Vergleich der Pep-

tide von CDw78 Mikrodomänen mit gesamt HLA-DR Peptiden. Weder bei WT noch bei

CD82 KO Mäusen wurde eine hohe Zahl an Längenvarianten eines einzelnen Epitops ge-
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funden. Außerdem gab es keine auffälligen Überlappungen der Längenvarianten, wie bei

den CDw78 -angereicherten Peptiden. Des Weiteren wurde ein Großteil der Peptide sowohl

in den WT als auch in den KO Mäusen detektiert: In wildtyp Mäusen waren nur 20% und

in CD82 KO Mäusen nur 12% der identifizierten Peptide spezifisch angereichert. Bezüglich

der Herkunft der Proteine, aus denen die Peptide stammten, gab es nur vergleichsweise

geringe Unterschiede. Während 26% der WT-spezifischen Peptide aus cytosolischen Prote-

inen kamen, waren es nur 14% der CD82 KO spezifischen Proteine. Umgekehrt kamen 5%

der CD82 KO-spezifischen Peptide aus dem Nukleus und 18% aus Lysosomen, während

von den WT-spezifischen Peptiden nur 1% aus dem Nukleus und 3% aus den Lysosomen

stammten. Im Gegensatz zu der Analyse von CDw78 und gesamt HLA-DR hatten hier so-

wohl bei den WT als auch bei den CD82 KO Mäusen über 30% der spezifischen Peptide

ihren Ursprung in Blutplasmaproteinen.

Obwohl bei der MALDI-Analyse nur marginale Unterschiede zwischen WT und KO Mäu-

sen zu erkennen waren, wurden bei den KO Mäusen deutlich mehr Längenvarianten der

CLIP-Region in der Invarianten Kette identifiziert. Die Ursache für diese Beobachtung könnte

darin liegen, dass die Interaktion von CD82 mit HLA-DM und HLA-DO in MIICs (Hammond

et al., 1998) die Freisetzung von CLIP beschleunigt und somit CLIP leichter durch andere

Peptide ersetzt werden kann. Die Abwesenheit von CD82 hätte somit in eine verstärkte Prä-

senz von MHC Klasse II:CLIP Komplexen zur Folge. Diese Vorstellung würde auch erklären,

warum in in späten Endosomen und in Lysosomen von B-Lymphoblastoiden Zellen keine

HLA-DR:CLIP Komplexe gefunden werden (Kropshofer et al., 2002).

Integriert man alle Ergebnisse bezüglich der Antigenpräsentation durch CDw78 Mikrodomä-

nen, ergibt sich das in Abbildung 4.2 gezeigte Modell für die Assoziation von MHC Klasse II

Molekülen mit Tetraspan Mikrodomänen: In den Beladungskompartimenten (MIICs) asso-

ziieren Komplexe aus HLA-DM und HLA-DR mit CD63 und CD82 (Hammond et al., 1998;

Kropshofer et al., 2002). Durch die Bindung der Tetraspan Proteine wird hierbei die Auswahl

der Peptide, möglicherweise durch Modulation der Editierfunktion von HLA-DM (Kropshofer

et al., 1996; Kropshofer et al., 1997b), modifiziert, so dass nur Peptide mit besonderen

Eigenschaften an die MHC Klasse II Moleküle binden können. In Folge dessen wird das

Repertoire an Peptiden, das zu einem bestimmten Zeitpunkt in einem bestimmten Lysosom

oder Endosom für die Beladung zur Verfügung steht, eingeschränkt und die Wahrschein-

lichkeit, CDw78+ MHC Moleküle hauptsächlich mit einem bestimmten Peptid zu beladen,

steigt. Dies würde die Dichte eines spezifischen Peptids auf der Zelloberfläche erhöhen und

könnte somit bei Peptiden mit niedriger Affinität oder geringer Abundanz die Aktivierung von

T Zellen erleichtert oder gar erst ermöglichen.
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Abbildung 4.2 Modell für die Assoziation von MHC Molekülen mit CDw78 Mikrodomänen
CIIV: MHC Klasse II Vesikel; MIIC: MHC Klasse II enthaltendes Kompartiment; PM: Plasma Membran.
(Erläuterungen siehe Text).

Des Weiteren könnten die CDw78 Mikrodomänen Schutz vor Exopeptidasen bieten, die

lange Peptide, welche bereits an MHC Moleküle gebunden sind, weiter trimmen (Larsen

et al., 1996; Nelson et al., 1997). Das Resultat hiervon könnte eine breitere T Zell Antwort

sein, da mit den verschiedenen Längenvarianten T Zellen mit unterschiedlichen Spezifitäten

aktiviert werden können (Allen et al., 1985).

Nach der Beladung erfolgt der Transport zur Zelloberfläche, wo der Proteinkomplex durch

Interaktion mit weiteren Tetraspan Molekülen, wie CD9 oder CD81, verstärkt wird. Durch die

Tyrosin-basierten lysosomalen / endosomalen Sortiersignale in den cytoplasmatischen Do-

mänen von CD82 und CD63 (Metzelaar et al., 1991; Rous et al., 2002) sowie von HLA-DM

(van Lith et al., 2001; Boll et al., 1996) wird ein Rücktransport dieser Proteine, sowie von

eventuell noch weiteren, assoziierten Molekülen, wie z.B. unbeladene MHC Moleküle, zu

den MIICs ermöglicht. Diese Form der CDw78 Mikrodomänen könnte somit auch für die

HLA-DM-abhängige Beladung von MHC Molekülen auf der Zelloberfläche verantwortlich

sein, die bei unreifen DCs und bei B Zellen beobachtet worden ist (Arndt et al., 2000).
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4.1.3 Die Funktion der CDw78 Mikrodomänen bei der T Zell Aktivierung

Dendritische Zellen besitzen die einzigartige Eigenschaft im reifen Zustand sowohl aktivierte

als auch naive T Zellen zu stimulieren. Dies wird unter anderem durch die hohe Expression

der MHC Klasse I und Klasse II, der Adhäsionsmoleküle ICAM-1 und ICAM-3 sowie der ko-

stimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 ermöglicht (Banchereau and Steinman, 1998).

Die intensive Zunahme der CDw78 Mikrodomänen auf der Zelloberfläche im Laufe der Ma-

turierung der DCs (Abb. 3.2 b) sowie die Assoziation von CD86 mit CDw78 Mikrodomäne in

reifen DCs (Kropshofer et al., 2002), welche an MHC Klasse II-CD86 Komplexe erinnert, die

in Transport Vesikeln von murinen DCs zur Plasma Membran transportiert werden und dort

in geclusterter Form bestehen bleiben (Turley et al., 2000), erlaubte erstmals über eine mög-

liche Funktion der CDw78 Mikrodomänen bei der Aktivierung von T Zellen zu spekulieren.

Deutliche Hinweise, dass CDw78 an der Stimulation von T Zellen beteiligt sind, stammten

von Experimenten mit dem Glukosid Saponin, welches bei hohen Konzentrationen Protein-

komplexe durch Einlagerung in Cholesterin-reiche Domänen dispergiert (Ilangumaran and

Hoessli, 1998). Durch die Behandlung von WT-51 B Zellen mit niedrigen Konzentrationen

von Saponin kam es zu einer dramatischen Reduktion in der Oberflächenexpression und

Gesamtexpression von CDw78, wohingegen die Zahl der gesamten HLA-DR Moleküle nicht

signifikant verringert wurde (Abb. 3.21 b und c). Im Gegensatz dazu zeigte die Behandlung

mit dem Cholesterin-depletierenden Reagenz MβCD weder auf gesamt HLA-DR noch auf

CDw78 einen Effekt, dafür wurden aber, in Übereinstimmung mit der Literatur (Simons and

Ikonen, 1997), die DRMs komplett zerstört (Abb. 3.21 b). Im gleichen Zuge wurde auch die

Oberflächenfärbung des monoklonalen Antikörpers TÜ36 stark verringert (Abb. 3.21 c), was

bedeuten könnte, dass dieser Antikörper spezifisch für HLA-DR Moleküle ist, die sich in

DRMs befinden.

Der Effekt der beiden Reagenzien auf die Aktivierung von T Zellen wurde unter Verwen-

dung des OspA(164-175) Peptids, welches in CDw78 Mikrodomänen angereichert war (Abb.

3.21 a), untersucht. Hierbei wurde die IL-2 Sekretion durch OspA-spezifische T Zellen durch

MβCD um 40 - 50% reduziert, wohingegen die T Zell Aktivierung durch Saponin vollständig

verhindert wurde (Abb. 3.21 d). Die Relevanz von CDw78 Mikrodomänen bei der Stimulation

von T Zellen konnte durch die T x B Hybrid Zellinie, welche mit HLA-DR4 und HLA-DM

tansfiziert worden war (T2.DR4.DM; Denzin et al., 1994) weiter erhärtet werden. Obwohl

diese Zellen ebenso viel HLA-DR4 auf der Zelloberfläche exprimierten, wie WT-51 Zellen

(Abb. 3.22 a) und auch die Tetraspan Proteine CD53, CD63, CD81 und CD82 in ähnlichem

Umfang auf der Zelloberfläche zu finden waren (Abb. 3.3), besaßen sie dennoch keine

CDw78 Mikrodomänen (Abb. 3.3 und Abb. 3.22 a). Im Vergleich zu den CDw78-positiven

WT-51 Zellen waren T2.DR4.DM Zellen kaum in der Lage OspA-spezifische T Zellen zu

aktivieren, obwohl die T2.DR4.DM Zellen mehr HLA-DR4:OspA(164-175) Komplexe prä-
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Abbildung 4.3 Modell für die Funktion von
CDw78 Mikrodomänen bei der T Zell Aktivie-
rung
Bei wenig abundanten oder niedrig affinen Pep-
tiden könnte die Schwelle zur Aktivierung der
T Zelle nicht erreicht werden (a). Wenn jedoch
gleiche MHC:Peptid Komplexe schon vor dem
Kontakt mit einer T Zelle geclustert existieren
würden, könnte auch mit derartige Antigenen
die Schwelle zur Aktivierung einer T Zell über-
schritten werden (b).

sentierten (Abb. 3.22 b und c). Dieser Effekt war spezifisch für das OspA(164-175) Peptid,

da mit dem Superantigen SEB bei T2.DR4.DM Zellen eine vergleichbare Aktivierung der

T Zellen erreicht werden konnte, wie bei WT-51 Zellen (Abb. 3.22 c).

Weiter verstärkt wurde die Hypothese einer direkten Funktion der CDw78 Mikrodomänen

bei der Aktivierung von T Zellen durch die mikroskopische Analyse der immunologischen

Synapse (IS). Die reife, Antigen-abhängige IS ist gekennzeichnet durch wenigstens zwei

Zonen. Das Zentrum zeigt eine Anreicherung von CD3 und wird als central supramolecu-

lar activation cluster (cSMAC) bezeichnet, während der peripherer Ring um das Zentrum,

bestehend aus Adhäsionsmolekülen, wie CD54, als peripheral supramolecular activation

cluster (pSMAC) benannt wird (Monks et al., 1998; Bromley et al., 2001b). CDw78 Mikrodo-

mänen konnten sowohl in cSMACs von Synapsen zwischen Dendritischen Zellen, die das

Staphylococcus Enterotoxin E (SEE) präsentierten, und Jurkat T Zellen als auch in cSMACs

von Synapsen zwischen Dendritischen Zellen, die mit dem HLA-A2 Protein beladen waren,

und autologen TH Zellen beobachtet werden (Abb. 3.19 und Abb. 3.20). Ebenso wurde

CD81 im Zentrum der IS nachgewiesen (Mittelbrunn et al., 2002) und auch in Mäusen wur-

den Komplexe aus MHC Klasse II und Tetraspan Proteinen in immunologischen Synapsen

beobachtet (Unternaehrer et al., 2004). Somit konnte, zumindest für bestimmte Antigene, ein
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direkter Zusammenhang zwischen T Zell Aktivierung und CDw78 Mikrodomänen hergestellt

werden.

Ein weiterer interessanter Aspekt in diesem Zusammenhang stellt die zuvor diskutierte

Anreicherung von CLIP in CDw78 von DCs dar: Die Zahl der HLA-DR:CLIP Komplexe auf

einer Zelle kann entscheidend für die Polarisierung von T Zellen sein (Röhn et al., 2004). Da

auch HLA-DR:CLIP Komplexe in den cSMACs der IS angereichert waren (Abb. 3.19), liegt

somit die Vermutung nahe, dass sich diese Komplexe in CDw78 Mikrodomänen befanden.

Folglich wäre über CDw78 Mikrodomänen eine Steuerung der CLIP-Menge auf der Zello-

berfläche und somit der Polarisierung denkbar.

Zusammenfassend bedeutet dies, dass Peptide mit niedriger bis moderater Bindungsaf-

finität, die normalerweise keine stabilen Komplexe mit MHC Klasse II Molekülen eingehen

würden, durch die Tetraspan Mikrodomänen stabilisiert werden, und auf diese Weise ei-

ne T Zell Aktivierung ermöglicht wird, die ohne die Hilfe der CDw78 Mikrodomänen nicht

möglich wäre. Im Gegensatz hierzu erfolgt die Präsentation von Peptiden mit einer ho-

hen Bindungsaffinität und einer hohen Kopienzahl unabhängig von CDw78. Ein Modell zur

Funktion der CDw78 Mikrodomänen im Rahmen der T Zell Aktivierung ist in Abbildung 4.3

dargestellt.

4.2 IFNα und Dendritische Zellen

In den letzten Jahren zeigte sich mehr und mehr, dass Typ 1 Interferone (IFNα und IFNβ)

eine wichtige Rolle bei der Differenzierung und Reifung von Dendritischen Zellen spielen

können. Im Allgemeinen werden in vitro Dendritische Zellen aus Monozyten durch Inkubati-

on mit GM-CSF und IL-4 gewonnen, wobei GM-CSF das Überleben der Monozyten fördert

und IL-4 die Differenzierung zu Makrophagen verhindert (Romani et al., 1994). Es ist je-

doch unwahrscheinlich, dass IL-4 auch in vivo für die Differenzierung verantwortlich ist, da

während einer natürlichen Immunreaktion keine so hohen Mengen an IL-4 vorhanden sind.

Viel wahrscheinlicher ist ein Einfluss von Typ I Interferonen, welche sehr früh während einer

Infektion in großen Mengen gebildet werden.

Weiterhin führt die Behandlung von unreifen IL-4-DCs mit Interferon-α zur Maturierung

der DCs (Luft et al., 1998; Gallucci et al., 1999; Luft et al., 2002). In Folge dessen exprimieren

DCs höhere Mengen an CD80, CD83, CD86, CD40, MHC Klasse I und Klasse II auf der

Zelloberfläche und zeigen eine verstärkte Fähigkeit T Zellen zu aktivieren. Gleiches gilt auch

für ex vivo stimulierte CD11+ DCs aus dem menschlichen Blut (Ito et al., 2001) und für

murine DCs, die direkt aus der Milz isoliert worden waren, wobei für letztere die Maturierung

nicht nur in vitro, sondern auch in vivo demonstriert werden konnte (Montoya et al., 2002a).
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Da es bei Patienten, die mit IFNα behandelt werden, zu Veränderungen in der Präsen-

tation von Selbstantigenen kommt, wodurch unter anderem Autoimmunreaktionen ausgelöst

werden können (Gisslinger et al., 1992; Preziati et al., 1995; Sacchi et al., 1995; Durelli et al.,

1999) und im Rahmen dieser Arbeit gezeigte werden konnte, dass CDw78 Mikrodomänen für

die T Zell Aktivierung durch die Präsentation bestimmter Antigen verantwortlich sein kann,

wurde der Einfluss von IFNα auf die Expression der CDw78 Mikrodomänen untersucht.

4.2.1 Die Wirkung von IFNα auf die Reifung von Dendritische Zellen

In Übereinstimmung mit der Literatur (Radvanyi et al., 1999; Luft et al., 2002; Padovan et al.,

2002), wurde eine Induktion der Oberflächenexpression der kostimulatorischen Moleküle

CD80 und CD86 sowie des Aktivierungsmarkers CD83 erreicht, die nicht wesentlich unter

der Aktivierung mittels TNFα lag (Abb. 3.23 a). Ebenso wurden HLA-DR, MHC:CLIP und

CDw78 Mikrodomänen durch IFNα auf der Zelloberfläche hochreguliert, jedoch lag hier die

Stimulation deutlich niedriger, als bei TNFα. Im Gegensatz hierzu wurde MHC Klasse I nach

IFNα Stimulation auf einem vergleichbar hohen Niveau exprimiert, wie nach Aktivierung mit

TNFα. Ähnlich wie bei DCs, die mit CD40L stimuliert werden (Luft et al., 2002), wurden

die kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 sowie der Aktivierungsmarker CD83 bei

gleichzeitiger Stimulation mit TNFα und IFNα stärker induziert als bei Stimulation mit TNFα

oder IFNα alleine (Abb. 3.23 b). Dies war jedoch nicht der Fall für HLA-DR, MHC:CLIP,

MHC Klasse I und CDw78. Hier zeigte die zusätzliche Stimulation mit IFNα keinen verstär-

kenden Effekt.

Trotz der erhöhten Expression von HLA-DR auf der Zelloberfläche nach IFNα Stimulati-

on, blieb die gesamte HLA-DR Proteinmenge jedoch sowohl bei alleinigem IFNα Stimulus

als auch bei der Kombination von TNFα mit IFNα unverändert (Abb. 3.26). In Übereinstim-

mung mit diesen Ergebnissen war 24 h nach Zugabe von IFNα auch die Genexpression für

HLA-DR sowie für die Tetraspan Proteine CD9, CD63 und CD81 unverändert, obwohl die

Expression bekannter Interferon-α-induzierbarer Gene, wie IFIT4 (Interferon-induced prote-

in with tetratricopeptide repeats 4) oder IFITM1 (Interferon induced transmembrane protein

1), nach 24 h bereits dramatisch induziert wurde (Abb. 3.25). Somit scheinen die erhöh-

ten Oberflächenexpressionen von HLA-DR und CDw78 Mikrodomänen, die mit Hilfe der

durchflusszytometrischen Analyse nachgewiesen wurden, nicht auf transkriptionellen oder

translationellen Veränderungen zu beruhen, sondern auf einer Relokalisation der MHC und

Tetraspan Moleküle von den intrazellulären Kompartimenten zur Plasmamembran.

Im Gegensatz zu MHC Klasse II kam es bei Molekülen, die für die Präsentation über

MHC Klasse I relevant sind, sowohl auf Protein, als auch auf mRNA Ebene zu Veränderun-

gen. Wie bereits 2002 von Schiffer et al. beschrieben, kam es bereits nach 24 h zu einer

leichten Erhöhung der mRNA Menge für den Transporter-assoziiert mit Antigenpräsentati-
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on 1 (TAP-I), während die mRNA Menge für die zweite Untereinheit des TAP Transporters

(TAP-II) unbeeinflusst blieb (Abb. 3.25 c). Im Gegensatz zur Genexpressionsanalyse war

nach 48 h jedoch keine Steigerung bei der Proteinmenge des TAP-I Proteins zu beobachten

(Abb. 3.26). Die Ursache hierfür könnte auf einer zeitlich begrenzten Aktivierung der TAP-I

Transkription beruhen, die jedoch nach 48 h auf Proteinebene nicht mehr zu erkennen war.

Umgekehrt war nach 24 h keine signifikante Änderung in der Genexpression von Tapasin

zu verzeichnen. Nach 48 h zeigte sich jedoch eine deutliche Induktion auf Proteinebene, so-

wohl im Vergleich von unreifen zu IFNα stimulierten DCs als auch von TNFα stimulierten zu

TNFα plus IFNα stimulierten DCs. Auch hier könnte die Diskrepanz zwischen Western Blot

Analyse und Affymetrix Analyse durch die unterschiedlichen Analysezeitpunkte entstanden

sein. Weiterführende Untersuchungen mit einer Aktivierungskinetik wären erforderlich, um

diese Differenzen zu erklären.

Eine weitere interessante Beobachtung, die im Rahmen dieser Experimente gemacht

werden konnte, ist die verstärkte Bildung von MHC:CLIP Komplexen. Obwohl nach IFNα Sti-

mulus die Zahl der MHC:CLIP Komplexe auf der Zelloberfläche parallel zu HLA-DR zunah-

men, sich also das Verhältnis zwischen HLA-DR und MHC:CLIP Komplexen auf der Zellober-

fläche nicht änderte (Abb. 3.23), stieg die Zahl der CLIP Peptide, die aus HLA-DR eluiert wer-

den konnten relativ zu den anderen HLA-DR-gebundenen Peptiden deutlich an (Abb. 3.24).

Dies steht somit im Gegensatz zu der Stimulation mit LPS, in Folge derer die Oberflächen-

expression von HLA-DR um den Faktor 4 und die von MHC:CLIP um den Faktor 12 ansteigt,

was somit in einer Akkumulation von MHC:CLIP Komplexen auf der Zelloberfläche resultiert

(Röhn et al., 2004). Die Menge an CLIP auf der Zelloberfläche einer Dendritischen Zelle

beeinflusst dabei die Polarisierung von naiven T Helfer Zellen, wobei erhöhte Mengen an

MHC:CLIP Komplexen zu einer verstärkten TH2 Polarisierung führen (Röhn et al., 2004). Da

aber im Fall von IFNα keine Akkumulation von MHC:CLIP Komplexen auf der Zelloberfläche

zu verzeichnen war, scheinen die Komplexe in diesem Zusammenhang eine andere Funk-

tion zu haben: IFNα wird sehr früh während einer Virusinfektion sezerniert. Daraufhin wird

möglicherweise weniger CLIP gegen Selbstpeptide ausgetauscht, so dass mehr MHC Mo-

leküle für die Beladung mit Fremdantigenen zur Verfügung stehen. Dies könnte also eine

Vorbereitung der Dendritischen Zelle für eine verstärkte Präsentation von Fremdantigenen

darstellen. Die verminderte Beladung mit Selbstantigenen könnte zum Beispiel durch Än-

derung der endozytotischen Aktivität (Villadangos et al., 2001) oder durch Veränderung der

HLA-DM Aktivität (Röhn et al., 2004) geschehen.

Diese Daten bieten interessante Erkenntnisse über die Wirkung von IFNα auf die Ma-

turierung beziehungsweise Antigenpräsentation von Dendritischen Zellen, die Ansatzpunkte

für weitergehende Studien in diese Richtung darstellen könnten. Allerdings zeigte sich kein

Unterschied in der Regulation von CDw78 im Vergleich zu HLA-DR, denn wie bei Aktivierung
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mit LPS, war auch hier eine quadratische Abhängigkeit zwischen der HLA-DR Expression

und der CDw78 Expression zu beobachten (Vogt et al., 2002). Demzufolge hatte die Be-

handlung mit IFNα keinen direkten Effekt auf die relative Menge an CDw78 Mikrodomänen

auf der Zelloberfläche von Dendritischen Zellen. Weitere Analysen bezüglich der CDw78

Mikrodomänen von IFNα stimulierten DCs wurden daher nicht durchgeführt.

4.2.2 Die Wirkung von IFNα auf die Differenzierung von Monozyten

Ebenso wie bei der zuvor diskutierten Maturierung von Dendritischen Zelle, zeigte IFN-α

auch Auswirkungen auf die Differenzierung der Monozyten: Es zeigte sich, dass viele Zellen

nur drei Tage nach Beginn der Differenzierung apoptotisch wurden (Abb. 3.28). Anschlie-

ßend blieb die Zellpopulation jedoch stabil, und nur noch wenige Zellen starben bis zum

siebten Tag nach Beginn der Differenzierung. Die Ursache hierfür könnte darin begründet

sein, dass Monozyten sensitiv für TRAIL-induzierte Apoptose sind (Griffith et al., 1999).

Durch Stimulation mit IFNα beziehungsweise bei der Differenzierung mit GM-CSF und IFNα

erlangen die Zellen jedoch durch Verlust von TRAIL-R2- und TRAIL-R3-Resistenz gegen-

über TRAIL-vermittelter Apoptose, während sie gleichzeitig beginnen TRAIL zu exprimieren

(Griffith et al., 1999; Santini et al., 2000). Da die aus menschlichem Blut isolierten Monozyten

nicht alle das gleiche Alter haben und sich somit in unterschiedlichen Entwicklungsstadien

befinden, könnten sie unterschiedlich gut auf den Stimulus mit GM-CSF und IFNα anspre-

chen. Die anfänglich hohe Apoptoserate bei Differenzierung mit GM-CSF und IFNα könnte

somit auf unterschiedliche Differenzierungsstadien zurückzuführen sein, so dass einige Mo-

nozyten schon TRAIL exprimieren, während andere noch TRAIL sensitiv sind. Im Gegen-

satz wird in DCs, die mit GM-CSF und IL-4 differenziert werden, TRAIL nicht exprimiert, und

zumindest unreife IL-4-DCs sind sensitiv für TRAIL-abhängige Apoptose (Leverkus et al.,

2000). Die Expression von TRAIL nach IFNα Stimulus könnte somit auch die Ursache für

die teilweise kontroversen Daten verschiedener Arbeitsgruppen sein: So berichteten McRae

et al. (2000), Lehner et al. (2001) und Wiesemann et al. (2002), dass durch Differenzierung

mit IFNα oder IFNβ die meisten Zellen während der Differenzierung sterben, während viele

andere Gruppen diese Beobachtung nicht machen konnten (Review von Santini et al., 2002).

Möglich wäre also, dass sich die Monozyten in unterschiedlich guten Konditionen befanden,

bevor IFNα zugesetzt wurde. In Folge dessen könnte bei den verschiedenen Arbeitsgruppen

die Zahl der sich differenzierenden Monozyten unterschiedlich sein, wodurch wiederum bei

unterschiedlich vielen, noch nicht differenzierten Monozyten Apoptose ausgelöst würde.

Der Austausch von IL-4 gegen IFNα während der in vitro Differenzierung von Monozyten

führt zu DCs (bezeichnet als IFN-DCs), die sehr potente TH1-Stimulatoren darstellen und

einen ähnlichen, aber nicht identischen Phänotyp wie DCs, die mit IL-4 differenziert werden

(IL-4-DCs), aufweisen (Paquette et al., 1998; Santini et al., 2000; Parlato et al., 2001). Dies
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spiegelt sich zum Beispiel in einer vergleichbaren Expression des für myeloide DCs typi-

schen Oberflächenmarkers CD11c wider (Abb. 3.27 c). Unterschiede zeigten sich anderer-

seits in der Expression der CD1 Moleküle: So exprimieren IFN-DCs weniger CD1c (Abb. 3.27

c) und weniger CD1a als IL-4-DCs (Paquette et al., 1998; Santini et al., 2000). Des Weiteren

exprimieren unstimulierte IFN-DCs im Gegensatz zu IL-4-DCs den IL-3 Rezeptor (CD123),

welcher charakteristisch für plasmacytoide Dendritische Zellen (PDCs) ist, sowie höhere Le-

vel an CD80, CD83, CD86, CD54 und HLA-DR (Abb. 3.27 und Santini et al., 2000; Parlato

et al., 2001). IFN-DCs erscheinen somit schon als teilweise aktiviert, sie lassen sich aber

durch Stimuli, wie LPS, Poly(I:C) oder CD40L, noch weiter aktivieren (Mohty et al., 2003;

Della Bella et al., 2004). Allerdings produzierten auch die unstimulierten IFN-DCs ähnlich

wie die unreifen IL-4-DCs kein IL-12, IL-10, IL-1β, sowie TNFα und nur geringe Mengen an

IL-6 und IL-8 (Abb. 3.30). Nach Stimulation mit LPS oder Poly(I:C) produzierten die IFN-DCs

die Cytokine IL-10, IL-1β, TNFα, IL-6 und IL-8. Außerdem resultierte die LPS-Stimulation in

einer deutlichen Hochregulation von CD80, CD83 und CD86. Vergleichbare Resultate wer-

den bei Stimulation mit CD40L erzielt (Mohty et al., 2003). Obwohl diese CD40L-stimulierten

IFN-DCs genauso wenig IL-12 produzieren, wie die IFN-DCs, welche mit LPS oder TNFα

stimuliert wurden (Abb. 3.30), lösen CD40L-stimulierte IFN-DCs eine starke TH1 Antwort

aus (Mohty et al., 2003; Carbonneil et al., 2004). Verantwortlich für die TH1 Polarisierung

könnte zum Teil IFNα sein, welches in geringen Mengen auch von IFN-DCs gebildet wird,

da anti-IFNα Antikörper die Polarisierung zum Teil verhindern können (Mohty et al., 2003).

Zusätzlich könnten in diesem Zusammenhang aber noch weitere Cytokine eine Rolle spie-

len, wie zum Beispiel die zur IL-12 Familie gehörenden Cytokine IL-23 und IL-27, welche

umfassende Effekte auf T Zellen und verstärkende Wirkung auf die TH1 Polarisierung auf-

weisen (Pflanz et al., 2002; Robinson and O’Garra, 2002; Brombacher et al., 2003; Takeda

et al., 2003). Andererseits führte die Stimulation der IFN-DCs mit Poly(I:C), welches dop-

pelsträngige RNA und somit eine virale Infektion simuliert, zu einer sehr starken Produktion

von IL-12, TNFα, IL-6 und IL-8 und somit zu einem Cytokinprofil, welches bekannterma-

ßen die TH1 Polarisierung fördert (Abb. 3.30). Möglich wäre also, dass je nach Stimulus

qualitativ oder quantitativ unterschiedliche TH1 Polarisierungen ausgelöst werden. Weitere

Experimente wären nötig, um die Funktion dieser unterschiedlichen Cytokinprofile bei einer

IFN-DC-induzierten TH1 Antwort zu eruieren.

Obwohl berichtet wurde, dass die mRNA von TLR9 weder von IL-4 DCs noch von

IFN-DCs exprimiert wird (Mohty et al., 2003), konnte in beiden Zelltypen der Toll-like Rezep-

tor 9 intrazellulär und bei IFN-DCs sogar auf der Zelloberfläche mittels Durchflusszytometrie

nachgewiesen werden (Abb. 3.29). Allerdings hatte die Stimulation mit Typ B CpG DNA kei-

nen Effekt auf die Cytokinproduktion der IL-4-DCs. Bei den IFN-DCs wurde hingegen die IL-8

Expression gesteigert, jedoch sowohl bei der CpG DNA als auch bei der Kontroll DNA, was
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die Sequenzspezifität der CpG DNAs in Frage stellt. Des Weiteren war eine überraschend

hohe TLR9 Färbung in den IL-4-DCs zu beobachten. Dies wirft Fragen an der Spezifität des

verwendeten Antikörpers auf, obwohl die durchflusszytometrische Analyse der zur Kontrolle

mit anti-TLR9-Antikörper gefärbten Neutrophilen mit der Literatur übereinstimmte (Hayashi

et al., 2003). Da TLR9 von Monozyten auf niedrigem Level auf der Zelloberfläche exprimiert

wird (Saikh et al., 2004), könnten somit im Laufe der drei tägigen Differenzierung die Genex-

pression zwar abgeschaltet, die TLR9 Proteine aber vielleicht noch nicht degradiert worden

sein. Unter der Annahme, dass TLR9 tatsächlich in den Zellen vorhanden war, könnte die

mangelnde Induktion der Cytokine Produktion auf die Sequenz der verwendeten CpG DNA

zurückzuführen sein, denn verschiedene Oligodeoxynukleotid (ODN) Sequenzen vermögen

bei unterschiedlichen Zellen unterschiedliche Effekte auszulösen: PDCs produzieren zum

Beispiel nach Stimulation mit Typ A CpG DNA große Mengen an IFNα, während Typ B

CpG DNA zwar einen potenten Stimulus für B Zellen darstellt, nicht aber für PDCs (Krug

et al., 2001; Bauer et al., 2001; Hartmann et al., 2003). Außerdem scheinen auch die Kon-

troll ODNs, welche GpC statt CpG Sequenzen enthalten, an TLR9 Rezeptoren zu binden

und Signalkaskaden zu aktivieren (Latz et al., 2004). Dies könnte erklären, warum die IL-8-

Expression sowohl durch CpG, als auch durch die Kontroll DNA induziert wurde (Abb. 3.30).

Somit konnte nicht endgültig geklärt werden, ob IFN-DCs noch TLR9 besitzen. Weitere

Studien mit anderen monoklonalen anti-TLR9 Antikörpern, um Spezifität des verwendeten

Antikörpers zu bestätigen, zusätzliche Western Blot Analysen sowie die Stimulation mit

weiteren CpG ODNs könnten hierüber Aufschluss geben.

Letztlich sollte jedoch die Frage geklärt werden, ob durch die Differenzierung mit IFNα

anstelle von IL-4 Änderungen in dem Verhältnis von CDw78 Mikrodomänen zu gesamt

HLA-DR festgestellt werden können. Obwohl in unreifen IFN-DCs mehr CDw78 und in sti-

mulierten IFN-DCs weniger CDw78 detektiert werden konnte, als in IL-4-DCs, zeigte sich

im Verhältnis von gesamt HLA-DR zu CDw78 Mikrodomänen jedoch kein Unterschied zwi-

schen IFN-DCs und IL-4-DCs (Abb. 3.27 b). Dennoch ist nicht auszuschließen, dass die

CDw78 Mikrodomänen bei den IFN-DCs im Vergleich zu den IL-4-DCs eine andere Zusam-

mensetzung aufweisen. Auch hier müssten weitere Experimente durchgeführt werden, um

zu klären, ob die CDw78 Mikrodomänen auch in IFN-DCs die gleichen Funktionen überneh-

men, wie in IL-4-DCs, oder ob möglicherweise durch Veränderungen, zum Beispiel in der

Menge an CDw78 ansässigen MHC:CLIP Komplexen, eine Optimierung zu Gunsten einer

Aktivierung von cytotoxischen T Zellen oder TH1 Zellen erfolgt.
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Anhang A

Peptid-Sequenzen

A.1 CDw78-assoziierte Peptide

Tabelle A.1: CDw78-angereicherte Selbstpeptide aus PBMCs

Protein Sequenz Epitop Herkunft

Actin ANTVLSGGTTMYPGIADRMQKEIT 295 - 318 Cytosol
TSTVLSGGTTMYPGIADRMQKEIT1 295 - 318
MMMMMSGGTTMYPGIADR 300 - 312
MMMMMSGGTTMYPGIADRMQKEI 300 - 317
MMMMMSGGTTMYPGIADRMQKEIT 300 - 318
MMMMMSGGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTM2 300 - 325
MMMMMSGGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKI 300 - 327
MMMMMSGGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKI 300 - 329

WISKQEYDESGPSIVHRK 356 - 373
MISKQEYDESGPSIVHRK 357 - 373
MMSKQEYDESGPSIVHRK 358 - 373
MMMMMEYDESGPSIVHRK 361 - 373
MMMMMMYDESGPSIVHRK 362 - 373
MMMMMMMDESGPSIVHRK2 363 - 373

Myosin,
regulatorische
leichte Kette

REAPIDKKGNF 142 - 152 Cytosol
REAPIDKKGNFNY 142 - 154
REAPIDKKGNFNYIEF2 142 - 157
MMMMMDKKGNFNYVEF 147 - 157

Hematopoietic

cell- specific
LYN substrate 1

(LckBP1)

VETQGDDWDTDPDFVNDISEK 14 - 34 Cytosol
MMMMGDDWDTDPDFVNDISEK 18 - 34
MMMMGDDWDTDPDFVNDISEKEQRWGAK 18 - 41

TIEGSGRTEHINIHQL 42 - 57
TIEGSGRTEHINIHQLR 42 - 58
TIEGSGRTEHINIHQLRN 42 - 59

137



138 Anhang A. Peptid-Sequenzen

Tabelle A.1: Fortsetzung - CDw78-angereicherte Selbstpeptide aus PBMCs

Protein Sequenz Epitop Herkunft

TIEGSGRTEHINIHQLRNK 42 - 60
MMEGSGRTEHINIHQL 44 - 57
MMMGSGRTEHINIHQL 45 - 57
MMMMMMMTEHINIHQL 49 - 57
MMMMMMMTEHINIHQLR 49 - 58
MMMMMMMTEHINIHQLRNK 49 - 60
MMMMMMMMMMMMMMMMRNKVSEEHDVLR 58 - 69
MMMMMMMMMMMMMMMMRNKVSEEHDVLRK 58 - 70
MMMMMMMMMMMMMMMMMNKVSEEHDVLR 59 - 69
MMMMMMMMMMMMMMMMMNKVSEEHDVLRK2 59 - 70
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMVSEEHDVLR 61 - 69
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMVSEEHDVLRK 61 - 70
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMVSEEHDVLRKK 61 - 71
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMVSEEHDVLRKKEMESGPK 61 - 78
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMSEEHDVLRK 62 - 70
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMSEEHDVLRKKEMESGPK 62 - 78

RDRMDKSAVGHEY 91 - 103
MDRMDKSAVGHEY 92 - 103
MDRMDKSAVGHEYVAEVEK 92 - 109
MMMMDKSAVGHEYVAEVEK 94 - 109
MMMMDKSAVGHEYVAEVEKH 94 - 110
MMMMDKSAVGHEYVAEVEK 95 - 109
MMMMMMSAVGHEYVAEVEK 97 - 109
MMMMMMSAVGHEYVAEVEKH 97 - 110
MMMMMMSAVGHEYVAEVEKHSSQTDAAK 97 - 118

GYDYKGETEKHESQR 174 - 188
GYDYKGETEKHESQRD 174 - 189
GYDYKGETEKHESQRDYA 174 - 191
GYDYKGETEKHESQRDYAK 174 - 192
GYDYKGETEKHESQRDYAKG 174 - 193
GYDYKGETEKHESQRDYAKGFGGQYGIQ 174 - 201
MYKGETEKHESQRDY 177 - 190
MYKGETEKHESQRDYA 177 - 191
MYKGETEKHESQRDYAK 177 - 192
MMMMMMMMHESQRDYAKGFGGQYGIQKDR 184 - 204
MMMMMMMMHESQRDYAKGFGGQYGIQKDRVDK 184 - 207
MMMMMMMMHESQRDYAKGFGGQYGIQKDRVDKSAVGF 184 - 212
MMMMMMMMMMMMMDYAKGFGGQYGIQKDRVDKSAVGF 189 - 212
MMMMMMMMMMMMMDYAKGFGGQYGIQKDR 189 - 204
MMMMMMMMMMMMMMMMMGFGGQYGIQKDR 193 - 204
MMMMMMMMMMMMMMMMMGFGGQYGIQKDRVDK 193 - 207
MMMMMMMMMMMMMMMMMGFGGQYGIQKDRVDKSAVGF 193 - 212
MMMMMMMMMMMMMMMMMMFGGQYGIQKDR 194 - 204
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMGGQYGIQKDRVDK 195 - 207
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMGGQYGIQKDRVDKSAVGF2 195 - 212
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMYGIQKDRVDKSAVGF 198 - 212
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMGIQKDRVDKSAVGF2 199 - 212
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Tabelle A.1: Fortsetzung - CDw78-angereicherte Selbstpeptide aus PBMCs

Protein Sequenz Epitop Herkunft

MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMDRVDKSAVGF 203 - 212

Thymosin-β-4 KTETQEKNPLPSKETIEQEK 19 - 38 Cytosol
KTETQEKNPLPSKETIEQEKQAGES 19 - 43
MTETQEKNPLPSKETIEQEK 20 - 38
MTETQEKNPLPSKETIEQEKQAGES 20 - 43
MTQEKNPLPSKETIEQEK 22 - 38
MTQEKNPLPSKETIEQEKQAGES 22 - 43
MMMMMNPLPSKETIEQEKQAGES 26 - 43
MMMMMMMLPSKETIEQEKQAGES 28 - 43

LIM und SH3
Protein 1
(LASP-1)

KEEFEKNKGKGF 99 - 111 Cytosol
KEEFEKNKGKGFSVVADTPELQRI 99 - 122
MMMFEKNKGKGF 102 - 111

Lymphozyten-
spezifisches
Protein 1
(LSP-1)

QLQAQDEEGGGHVPERPK 43 - 60 Cytosol
MMMAQDEEGGGHVPERPK 46 - 60
MMMAQDEEGGGHVPERPKQE 46 - 62
MMMAQDEEGGGHVPERPKQEM 46 - 63
MMMAQDEEGGGHVPERPKQEMLL 46 - 65
MMMMMDEEGGGHVPERPKQEM 48 - 63
MMMMMDEEGGGHVPERPKQEML 48 - 64

GAPDH ISWYDNEFGYSNRVVDLMAHMASKE 310 - 334 Cytosol
MSWYDNEFGYSNRVVDLMAHMASKE 311 - 334
MMWYDNEFGYSNRVVDLMAHMASKE 312 - 334
MMMYDNEFGYSNRVVDLMAHMAS 313 - 332
MMMYDNEFGYSNRVVDLMAHMASKE 313 - 334
MMMMDNEFGYSNRVVDLMAHMASKE 314 - 334
MMMMMNEFGYSNRVVDLMAHMASKE 315 - 334
MMMMMMEFGYSNRVVDLMAHMASKE 316 - 334

Protein
Disulfide-
Isomerase A3
(ERp60)

DDNGEGIILFRPSHLTNKF 197 - 215 ER
DDNGEGIILFRPSHLTNKFEDKTVAY 197 - 222

Heterogeneous
nuclear ribo-

nucleoprotein
A1 (hnRNP A1)

DNHDSVDKIVIQKY1 153 - 166 Nukleus
DDHDSVDKIVIQKYH 153 - 167
DDHDSVDKIVIQKYHTV 153 - 169
DDHDSVDKIVIQKYHTVN 153 - 170
DDHDSVDKIVIQKYHTVNG 153 - 171
DNHDSVDKIVIQKYHTVNG1 153 - 171

GGGGSYNDFGNYNNQSSNFGPMKGGNFGGR 306 - 335
GGGGSYNDFGNYNNQSSNFGPMMGGNFGGR1 306 - 335
MMMMSYSDFGNYNNQSSNFGPMKGGNFGGR 310 - 335
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Tabelle A.1: Fortsetzung - CDw78-angereicherte Selbstpeptide aus PBMCs

Protein Sequenz Epitop Herkunft

MMMMMMNDFGNYNNQSSNFGPMKGGNFGGR 312 - 335
MMMMMMNDFGNYNNQSSNFGPMMGGNFGGR1 312 - 335
MMMMMMNDFGNYNNQSSNFGPMKGGNFGGRSSGPYGGGGQY 312 - 346
MMMMMMDNFGNYNNQSLNFGAMKGGNFGGRSSGPYDGQG1 312 - 346
MMMMMMMDFGNYNNQSSNFRPMKGGNFGGR 313 - 335
MMMMMMMMMGNYNNQSSNFGPMKGGNFGGR 315 - 335
MMMMMMMMMGSYNNRSSNFGPMKGGNFGGR 315 - 335
MMMMMMMMMGNYNNQSSNFGPMKGGNFGGRSSGPYGGGGQY 315 - 346
MMMMMMMMMGNYNNQSSNFGPMKGGNFGGRSSGPYGGGGQYF 315 - 347
MMMMMMMMMMMMNNESSNFGPMKGGNFGGR1 318 - 335
FGPMKGGNFGGRSSGPYGGGGQYFAKPR 324 - 351
MGPMKGGNFGGR 325 - 335
MMMMKGGNFGGRSSGPY2 328 - 340
MMMMKGGNFGGRSSGPYGGGGQY 328 - 346
MMMMKGGNFGGRSSGPYGGGGQYF 328 - 347
MMMMKGGNFGGRSSGPYGGGGQYFAKPRNQGGYGGSSSSS

2 328 - 363
MMMMMGGNFGGRSSGPYGGGGQYFAKPR 329 - 351
MMMMMGGNFGGRSSGPYGGGGQYFAKPRNQGGY 329 - 356
MMMMMGGNFGGRSSGPYGGGGQYFAKPRNQGGYGGSSS 329 - 361
MMMMMGGNFGGRSSGPYGGGGQYFAKPRNQGGYGGSSSSS 329 - 363
MMMMMGGNFGGRSSGPYGGGGQYFAKPRNQGGYGGSSSSSS 329 - 364
MMMMMGGNFGGRSSGPYGGGGQYFAKPRNQGGYGGSSSSSSY 329 - 365
MMMMMMMNFGGRSSGPYGGGGQYFAKPRNQGGYGGSSSSSSY 331 - 365
MMMMMMMMMGGRSSGPYGGGGQYFAKPR 333 - 351
MMMMMMMMMGGRSSGPYGGGGQYFAQPR1 333 - 351
MMMMMMMMMGGRSSGPYGGGGQYFAKPRNQXGYGGSSS 333 - 361
MMMMMMMMMGGRSSGPYGGGGQYFAKPRNQGGYGGSSSSS 333 - 363
MMMMMMMMMGGRSSGPYGGGGQYFAKPRNQGGYGGSSSSSSY2 333 - 365
MMMMMMMMMMGRSSDPYGGGGQYFAKPR1 334 - 351
MMMMMMMMMMMMSSGPYGGGGQYFAKPR 336 - 351
MMMMMMMMMMMMSSGPYGGGGQYFAKPRNQGGYGGSSSSSSY 336 - 365
MMMMMMMMMMMMMMMMMGGGGQYFAKPR 341 - 351
MMMMMMMMMMMMMMMMMGGGGQYFAKPRNQGGYGGSSS 341 - 361
MMMMMMMMMMMMMMMMMGGGGQYFAKPRNQGGYGGSSSSS 341 - 363
MMMMMMMMMMMMMMMMMGGGGQYFAKPRNQGGYGGSSSSSSY

2 341 - 365
MMMMMMMMMMMMMMMMMGGGGQYFAKPRNQGGYGGSSSSSSYGSGR 341 - 369
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMAKPRNQGGYGGSSSSSSY 348 - 365
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMKPRNQGGYGGSSSSS 349 - 363
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMKPRNQGGYGGSSSSSSY 349 - 365
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMKPRNQGGYGGSSSSSSYG 349 - 366

Heterogeneous
nuclear

ribonucleo-
protein A2/B1

(hnRNP A2/B1)

KLFVGGIKEDTEEHHL 113 - 128 Nukleus
MMFVGGIKEDTEEHHLRDYF 115 - 132
MMFVGGIKEDTEEHHLRDYFEEYGKIDTI 115 - 141
MMMVGGIKEDTEEY1 116 - 126
MMMVGGIKEDTEEHHL 116 - 128
MMMVGGIKEDTKEHHL1 116 - 128
MMMVGGIKEDTEEHHLR 116 - 129
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Tabelle A.1: Fortsetzung - CDw78-angereicherte Selbstpeptide aus PBMCs

Protein Sequenz Epitop Herkunft

MMMVGGIKEDTEEHHLRD 116 - 130
MMMVGGIKEDTEEHHLRDY 116 - 131
MMMVGGIKEDTEEHHLRDYF 116 - 132
MMMVGGIKEDTKEHHLRDYF1 116 - 132
MMMVGGIKEDTEEHHLRDYFE 116 - 133
MMMVGGIKEDTEEHHLRDYFEEY 116 - 135
MMMVGGIKEDTEEHHLRDYFEEYG 116 - 136
MMMVGGIKEDTEEHHLRDYFEEYGK 116 - 137
MMMVGGIKEDTEEHHLRDYFEEYGKID 116 - 139
MMMVGGIKEDTEEHHLRDYFEEYGKIDT 116 - 140
MMMVGGIKEDTEEHHLRDYFEEYGKIDTI 116 - 141
MMMVGGIKEDTEEHHLRDYFEEYGKIDTIE 116 - 142
MMMVGGIKEDTEEHHLRDYFEEYGKIDTIEI 116 - 143
MMMVGGIKEDTEEHHLRDYFEEYGKIDTIEII 116 - 144
MMMMGGIKEDTEEHHL 117 - 128
MMMMGGIKEDTKEHHL

1 117 - 128
MMMMGGIKEDTEEHHLR 117 - 129
MMMMGGIKEDTEEHHLRD 117 - 130
MMMMGGIKEDTEEHHLRN1 117 - 130
MMMMGGIKEDTEEHHLRDY 117 - 131
MMMMGGIKEDTEEHHLRDYF 117 - 132
MMMMGGIKEDTKEHHLRDYF1 117 - 132
MMMMGGIKEDTEEHHLRDYFEEY 117 - 135
MMMMGGIKEDTEEHHLRDYFEEYGK 117 - 137
MMMMGGIKEDTEEHHLRDYFEEYGKID 117 - 139
MMMMGGIKEDTEEHHLRDYFEEYGKIDT 117 - 140
MMMMGGIKEDTEEHHLRDYFEEYGKIDTI 117 - 141
MMMMGGIKEDTEEHHLRDYFEEYGKIDTIE 117 - 142
MMMMGGIKEDTEEHHLRDYFEEYGKIDTIEII 117 - 144
MMMMMGIKEDTEEHHL 118 - 128
MMMMMGIKEDTKEHHL1 118 - 128
MMMMMGIKEDTEEHHLR 118 - 129
MMMMMGIKEDTEEHHLRD 118 - 130
MMMMMGIKEDTEEHHLRDYF 118 - 132
MMMMMGIKEDTEEHHLRDYFEEY 118 - 135
MMMMMGIKEDTEEHHLRDYFEEYGK 118 - 137
MMMMMGIKEDTEEHHLRDYFEEYGKID 118 - 139
MMMMMGIKEDTEEHHLRDYFEEYGKIDT 118 - 140
MMMMMGIKEDTEEHHLRDYFEEYGKIDTI 118 - 141
MMMMMGIKEDTEEHHLRDYFEEYGKIDTIEII 118 - 144
MMMMMMMMEDTEEHHLRDYFEEYGKID 121 - 139
MMMMMMMMEDTEEHHLRDYFEEYGKIDTI 121 - 141
MMMMMMMMMMMMMMHLRDYFEEYGKIDT 127 - 140
MMMMMMMMMMMMMMHLRDYFEEYGKIDTI 127 - 141
FEEYGKIDTIEIITDRQSGKKRGFGFVT 132 - 159
FEEYGKIDTIEIITDRQSGKKRGFGFVTF 132 - 160
MEEYGKIDTIEIITDRQSGKKRGFGFVT 133 - 159
MEEYGKIDTIEIITDRQSGKKRGFGFVTF 133 - 160
MMMMGKIDTIEIITDRQSGKK 136 - 152
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Tabelle A.1: Fortsetzung - CDw78-angereicherte Selbstpeptide aus PBMCs

Protein Sequenz Epitop Herkunft

MMMMGKIDTIEIITDRQSGKKRGFG 136 - 156
MMMMGKIDTIEIITDRQSGKKRGFGFVT 136 - 159
MMMMGKIDTIEIITDRQSGKKRGFGFVTF 136 - 160
MMMMMMIDTIEIITDRQSGKKRGFGFVTF 138 - 160
MMMMMMMDTIEIITDRQSGKKRGFG 139 - 156
MMMMMMMDTIEIITDRQSGKKRGFGFVT 139 - 159
MMMMMMMDTIEIITDRQSGKKRGFGFVTF 139 - 160
MMMMMMMMMIEIITDRQSGKKRG 141 - 154
MMMMMMMMMMEIITDRQSGKKRGFG 142 - 156
MMMMMMMMMMEIITDRQSGKKRGFGF 142 - 157
MMMMMMMMMMEIITDRQSGKKRGFGFVTF 142 - 160
MMMMMMMMMMMMMTDRQSGKKRGFG 145 - 156
MMMMMMMMMMMMMTDRQSGKKRGFGF 145 - 157
MMMMMMMMMMMMMTDRQSGKKRGFGFVTF 145 - 160
MMMMMMMMMMMMMMMMMSGKKRGFGFVTF 149 - 160
MMMMMMMMMMMMMMMMMMGKKRGFGFVTF 150 - 160
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMKKRGFGFVTF 151 - 160

DDHDPVDKI 161 - 169
DDHDPVDKIVL 161 - 171
DDHDPVDKIVLQ 161 - 172
DDHDPVDKIVLQK 161 - 173
DDHDPVDKIVLQKY2 161 - 174
DDHDPVDKIVLQKYH 161 - 175
DDHDPVDKIVLQKYHT 161 - 176
DDHDPVDKIVLQKYHTI 161 - 177
DDHDPVDKIVLQKYHTIN 161 - 178
DDHDPVDKIVLQKYHTING 161 - 179
DDHDPVDKIVLQKYHTINGHN 161 - 181
DDHDPVDKIVLQKYHTINGHNAEV 161 - 184
DDHDPVDKIVLQKYHTINGHNAEVR 161 - 185
DDHDPVDKIVLQKYHTINGHNAEVRKAL 161 - 188
DDHDPVDKIVLQKYHTINGHNAEVRKALSR 161 - 190
MDHDPVDKIVL 162 - 171
MDHDPVDKIVLQK 162 - 173
MMMMMMMMIVLQKYHTINGHNAEVR 169 - 185
MMMMMMMMMVLQKYHTINGHNAEVR 170 - 185
MMMMMMMMMMMQKYHTINGHNAEVR 172 - 185
MMMMMMMMMMMMMYHTINGHNAEVR 174 - 185
MMMMMMMMMMMMMYHTINGHNAEVRK 174 - 186
MMMMMMMMMMMMMMHTINGHNAEV 175 - 184
MMMMMMMMMMMMMMHTINGHNAEVR 175 - 185
MMMMMMMMMMMMMMHTINGHNAEVRK 175 - 186
MMMMMMMMMMMMMMHTINGHNAEVRKA 175 - 187
MMMMMMMMMMMMMMHTINGHNAEVRKAL 175 - 188
MMMMMMMMMMMMMMHTINGHNAEVRKALS 175 - 189
MMMMMMMMMMMMMMHTINGHNAEVRKALSR 175 - 190
MMMMMMMMMMMMMMHTINGHNAEVRKALSRQEMQEVQ 175 - 197
MMMMMMMMMMMMMMMTINGHNAEVRK 176 - 186
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Tabelle A.1: Fortsetzung - CDw78-angereicherte Selbstpeptide aus PBMCs

Protein Sequenz Epitop Herkunft

MMMMMMMMMMMMMMMTINGHNAEVRKALS 176 - 189
MMMMMMMMMMMMMMMTINGHNAEVRKALSRQEM 176 - 193
MMMMMMMMMMMMMMMTINGHNAEVRKALSRQEMQEV 176 - 196
MMMMMMMMMMMMMMMMMNGHNAEVRKAL 178 - 188
MMMMMMMMMMMMMMMMMNGHNAEVRKALS 178 - 189
MMMMMMMMMMMMMMMMMNGHNAEVRKALSRQEM 178 - 193
MMMMMMMMMMMMMMMMMNGHNAEVRKALSRQEMQ 178 - 194
MMMMMMMMMMMMMMMMMNGHNAEVRKALSRQEMQEV 178 - 196
MMMMMMMMMMMMMMMMMMGHNAEVRKALSRQEM 179 - 193
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMAEVRKALSRQEMQEVQ 182 - 197
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMALSRQEMQEVQSSR 187 - 200
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMSRQEMQEVQSSR 189 - 200
SSRSGRGGNFGF 198 - 209
MSRSGRGGNFGF2 199 - 209
MSGRGGNFGF 201 - 209
MSGRGGNFGFGDSR 201 - 213
MSGRGGNFGFGDSRGGGGNFGPGPGSNF 201 - 227
MSGRGGNFGFGDSRGGGGNFGPGPGSNFR 201 - 228
MMGRGGNFGFGDSR 202 - 213
MMMMGGNFGFGDSRGGGGNFGPGPGSNFRGGSDGYGSGRGF 204 - 240
MMMMMMMMMMGDSRGGGGNFGPGPGSNFRGGSDGY 210 - 234
MMMMMMMMMMGDSRGGGGNFGPGPGSNFRGGSDGYGSGRGF 210 - 240
MMMMMMMMMMMDSRGGGGNFGPGPGSNF 211 - 227
MMMMMMMMMMMMMMGGGGNFGPGPGSNFR 214 - 228
MMMMMMMMMMMMMMGGGGNFGPGPGSNFRGGSDGYGSGR 214 - 238
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMGSNFRGGSDGYGSGRGFGDGYNG 224 - 246
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMRGGSDGYGSGRGF 228 - 240
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMGGSDGYGSGRGF 229 - 240

Heterogeneous

nuclear ribo-

nucleoprotein
A3 (hnRNP A3)

DDHDTVDKIVVQK 175 - 187 Nukleus
DDHDTVDKIVVQKY2 175 - 188
DDHDTVDKIVVQKYH 175 - 189
DDHDTVDKIVVQKYHTI 175 - 191
DDHDTVDKIVVQKYHTIN 175 - 192
DDHDTVDKIVVQKYHTING 175 - 193

VGGIKEDTEEYNLRDYFEKYGK 130 - 151
VGGIKEDTEEYNLRDYFEKYGKIETIEV 130 - 157
MGGIKEDTEEYNLRDYFEKYGKIETIEVM 131 - 158
MMMMMMMMMMMNLRDYFEKYGKIETTEVM 141 - 158
MMMMMMMMMMMNLRDYFEKYGKIETIEVMEDRQSGKK 141 - 166
MMMMMMMMMMMNLRDYFEKYGKIE 141 - 153
MMMMMMMMMMMNLRDYFEKYGKIET 141 - 154
MMMMMMMMMMMNLRDYFEKYGKIETI 141 - 155
MMMMMMMMMMMNLRDYFEKYGKIETIE 141 - 156
MMMMMMMMMMMNLRDYFEKYGKIETIEV 141 - 157
MMMMMMMMMMMNLRDYFEKYGKIETIEVM

2 141 - 158
MMMMMMMMMMMNLRDYFEKYGKIETIEVMEDR 141 - 161
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Tabelle A.1: Fortsetzung - CDw78-angereicherte Selbstpeptide aus PBMCs

Protein Sequenz Epitop Herkunft

Heterogeneous

nuclear ribo-
nucleoprotein R

(hnRNP R)

DDYYGYDYHDYRGGYEDPY 472 - 490 Nukleus
YDYYGYDYHNYRGGYEDPY1 472 - 490
MMMYGYDYHDYRGGYEDPY 475 - 490
MMMYGYDYHDYRGGYEDPYYGY 475 - 493
MMMMMMYHNYRGGYEDPY1 479 - 490
MMMMMMMHNYRGGYEDPY1 480 - 490

High mobility

group protein 2
(HMG-2)

GKGDPNKPRGK 1 - 11 Nukleus
GKGDPNKPRGKMS 1 - 13
GKGDPNKPRGKMSSY2 1 - 15

Hypothetisches
Protein
FLJ31747

SQQSSSYGQQSSFRQDHPSSMGVY 273 - 296 n.b.3

SQQSSSYGQQSSFRQDHPSSMG 273 - 294
MMMMMMMGQQSSFRQDHPSSMGVYGQESG 280 - 301
MMMMMMMMMMMSFRQDHPSSMGVYGQESGGF 284 - 303
MMMMMMMMMMMMMRQDHPSSMGVY 286 - 296
MMMMMMMMMMMMMRQDHPSSMGVYGQESG 286 - 301
MMMMMMMMMMMMMRQDHPSSMGVYGQESGGF 286 - 303
MMMMMMMMMMMMMRQDHPSSMGVYGQESGGFSGPGENRSM 286 - 312

Hypothetisches
Protein
FLJ45706

VDFNSEEDAKAAKE 508 - 521 n.b.3

VDFNSEEDAKAAKEAM 508 - 523
MDFNSEEDAKAAKEAM 509 - 523
MMMNSEEDAKAAKEAM 511 - 523
MMMNSEEDAKAAKEAMEDGEIDGNKVTL 511 - 535
MMMMMMEDGEIDGNKVTL 524 - 535
MMMMMMMDGEIDGNKVTL 525 - 535

1Peptid ist aus einem anderen Allel des selben Proteins (abweichende AS sind unterstrichen und fett).
2Dieses Peptid wurde auch in L243-Präzipitaten identifiziert.
3n.b.: Herkunft des Proteins nicht bekannt.



Anhang A. Peptid-Sequenzen 145

Tabelle A.2: Von CDw78 ausgeschlossene Selbstpeptide aus PBMCs

Protein Sequenz Epitop Herkunft

α-1-Antitrypsin VHKAVLTIDEKGTEAA 357 - 372 Plasma
MMKAVLTIDEKGTEA 359 - 371
MMKAVLTIDEKGTEAA 359 - 372

Apolipoprotein
A-II

EKSKEQLTPLIKKAGTE 66 - 82 Plasma
EKSKEQLTPLIKKAGTEL 66 - 83
EKSKEQLTPLIKKAGTELVN 66 - 85
MMSKEQLTPLIKKAGTEL 68 - 83

Insulin-like

growth factor

binding protein
3 (IGFBP-3)

HSKIIIIKKGHAK 169 - 181 Plasma
HSKIIIIKKGHAKD 169 - 182
HSKIIIIKKGHAKDSQ 169 - 184

Serum Albumin VSTPTLVEVSRNLGKVG 442 - 458 Plasma
MSTPTLVEVSRNLGKVGS 443 - 459
MSTPTLVEVSRNLGKVGSK 443 - 460
MMTPTLVEVSRNLGK 444 - 456
MMTPTLVEVSRNLGKV 444 - 457
MMTPTLVEVSRNLGKVG 444 - 458
MMTPTLVEVSRNLGKVGS 444 - 459
MMTPTLVEVSRNLGKVGSK 444 - 460

β-2-
Microglobulin

TPKIQVYSRHPA 24 - 35 PM
TPKIQVYSRHPAE 24 - 36
TPKIQVYSRHPAEN 24 - 37
TPKIQVYSRHPAENG 24 - 38
TPKIQVYSRHPAENGK 24 - 39

HLA-DP,
α-Kette

EMFYVDLDKKETVWH 61 - 75 PM
EMFYVDLDKKETVWHLE 61 - 77
MMFYVDLDKKETVWH 62 - 75
MMFYVDLDKKETVWHLE 62 - 77
MMFYVDLDKKETVWH 63 - 75

40S
ribosomales
Protein S7

SSSAKIVKPNGEKPDEF 3 - 19 Cytosol
SSSAKIVKPNGEKPDEFESGISQAL 3 - 27
SSSAKIVKPNGEKPDEFESGISQALL 3 - 28

40S
ribosomales
Protein S11

GETGKEKLPRYYK 26 - 38 Cytosol
GETGKEKLPRYYKNIGL 26 - 42
GETGKEKLPRYYKNIGLGF 26 - 44
GETGKEKLPRYYKNIGLGFKTPKEAIEGTY 26 - 55
MMMGKEKLPRYYKNIGL 29 - 42
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Tabelle A.2: Fortsetzung - Von CDw78 ausgeschlossene Selbstpeptide aus PBMCs

Protein Sequenz Epitop Herkunft

MMMMMMMMMMMMMMMMMGFKTPKEAIEGTYIDKKCPF 43 - 62

40S
ribosomales
Protein S23

KANPFGGASHAKG 37 - 49 Cytosol
KANPFGGASHAKGI 37 - 50
KANPFGGASHAKGIVL 37 - 52
KANPFGGASHAKGIVLE 37 - 53
KANPFGGASHAKGIVLEKV 37 - 55
MANPFGGASHAKGIVLE 38 - 53

40S
ribosomales
Protein S24

VFGFRTHFGGGKTT 57 - 70 Cytosol
VFGFRTHFGGGKTTGF 57 - 72
MFGFRTHFGGGKTT 58 - 70
MFGFRTHFGGGKTTGF 58 - 72
MMGFRTHFGGGKTT 59 - 70
MMGFRTHFGGGKTTGF 59 - 72
MMMFRTHFGGGKTTGF 60 - 72
MMMMRTHFGGGKTTGF 61 - 72

40S
ribosomales
Protein S26

DAYVLPKLYVKL 60 - 71 Cytosol
NAYVLPKLYVKLHY1 60 - 73
MMMVLPKLYVKLHY 63 - 73

40s
ribosomales
Protein S30

VNVVPTFGKKKGPNA 43 - 57 Cytosol
VNVVPTFGKKKGPNANS

2 43 - 59
MNVVPTFGKKK 44 - 53
MNVVPTFGKKKGPNA 44 - 57
MNVVPTFGKKKGPNANS2 44 - 59
MMVVPTFGKKKGPNANS 45 - 59
MMMVPTFGKKKGPNANS 46 - 59

60S
ribosomales
Protein L3

IDTTSKFGHGRFQTM 367 - 381 Cytosol
MDTTSKFGHGRFQ 368 - 379
MDTTSKFGHGRFQT 368 - 380
MDTTSKFGHGRFQTM 368 - 381

60S
ribosomales
Protein L4

SEKGESSGKNVTLPA 12 - 26 Cytosol
SEKGESSGKNVTLPAVF 12 - 28
SEKGESSGKNVTLPAVFK 12 - 29
SEKGESSGKNVTLPAVFKAPIRPDIV 12 - 37
SEKGESSGKNVTLPAVFKAPIRPDIVN 12 - 38
SEKGESSGKNVTLPAVFKAPIRPDIVNF 12 - 39

AVSELAGHQTSAESWGTGRAV 53 - 73
MMMMMAGHQTSAESWGTGRAV 58 - 73

NEDNGIIKAFRNIPGITL 212 - 229
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Tabelle A.2: Fortsetzung - Von CDw78 ausgeschlossene Selbstpeptide aus PBMCs

Protein Sequenz Epitop Herkunft

NEDNGIIKAFRNIPGITLL 212 - 230
NEDNGIIKAFRNIPGITLLNVSKL 212 - 235
NEDNGIIKAFRNIPGITLLNVSKLNILK 212 - 239
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMNVSKLNILKLAPGGHVGR 231 - 248
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMNVSKLNILKLAPGGHVGRF 231 - 249
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMNILKLAPGGHVGRF 236 - 249
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMKLAPGGHVGRF 239 - 249

60S
ribosomales
Protein L7a

VKKQEAKKVVNP 18 - 29 Cytosol
MKKQEAKKVVNP 19 - 29
MKKQEAKKVVNPL 19 - 30

60S
ribosomales
Protein L9

LILEGNDIELVSNSAALIQQATTVKNKDIRKF 144 - 175 Cytosol
MILEGNDIELVSNSAALIQQATTVKNKDIRKF 145 - 175
MMMEGNDIELVSNSAALIQQATTVKNKDIRKF 147 - 175
MMMMMMMMMMMSNSAALIQQATTVKNKDIRKF 155 - 175

60S
ribosomales
Protein L10

GKPQGTVARVHIGQ 119 - 132 Cytosol
GKPQGTVARVHIGQV 119 - 133
GKPQGTVARVHIGQVI 119 - 134
GKPQGTVARVHIGQVIM 119 - 135

60S
ribosomales
Protein 23a

VFIVDVKANKHQIK 97 - 110 Cytosol
VFIVDVKANKHQIKQ 97 - 111
VFIVDVKANKHQIKQAV 97 - 113

60S
ribosomales
Protein L27a

TLVSEQTRVNAAKNKTGAAPIIDVVR 79 - 104 Cytosol
TLVSEQTRVNAAKNKTGAAPIIDVVRSGYY 79 - 108
MMVSEQTRVNAAKNKTGAAPI 81 - 99
MMVSEQTRVNAAKNKTGAAPIIDVVR 81 - 104
MMVSEQTRVNAAKNKTGAAPIIDVVRSGYY 81 - 108

60S
ribosomales
Protein L29

AQAAAPASVPAQAPKRT 134 - 150 Cytosol
AQAAAPASVPAQAPKRTQAPTKASE 134 - 158
MMAAAPASVPAQAPKRTQAPTKASE 136 - 158
MMMAAPASVPAQAPKRTQAPTKASE 137 - 158
MMMMMMMSVPAQAPKRTQAPTKASE 141 - 158

Heterogenous
nuclear ribo-

nucleoprotein U

(hnRNP U)

DEITYVELQKEEAQKLLEQY 649 - 668 Nukleus
MMMMMVELQKEEAQKL 654 - 664
MMMMMVELQKEEAQKLLEQY 654 - 668

KNQSQGYNQWQQGQFWGQKPW 795 - 815
KNQSQGYNQWQQGQFWGQKPWSQHY 795 - 819
MMMSQGYNQWQQGQFWGQKPW 798 - 815
MMMSQGYNQWQQGQFWGQKPWSQHYHQGYY 798 - 824
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Tabelle A.2: Fortsetzung - Von CDw78 ausgeschlossene Selbstpeptide aus PBMCs

Protein Sequenz Epitop Herkunft

MMMMMMMNQWQQGQFWGQKPW 802 - 815
MMMMMMMNQWQQGQFWGQKPWSQH 802 - 818
MMMMMMMNQWQQGQFWGQKPWSQHY 802 - 819
MMMMMMMNQWQQGQFWGQKPWSQHYHQG 802 - 822
MMMMMMMNQWQQGQFWGQKPWSQHYHQGY 802 - 823
MMMMMMMNQWQQGQFWGQKPWSQHYHQGYY

2 802 - 824
MMMMMMMMMMMMMMMWGQKPWSQHYHQGYY 810 - 824
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMSQHYHQGYY 816 - 824

1Peptid ist aus einem anderen Allel des selben Proteins (abweichende AS sind unterstrichen und fett).
2Dieses Peptid wurde auch in FN1-Präzipitaten identifiziert.
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A.2 Peptide von CD82 KO- und WT-Mäusen

Tabelle A.3: MHC II Peptide, die in CD82 Knockout Mäusen angereichert waren

SwissProt Protein Sequenz Epitop

Q9JJ00 Phospholipid
scramblase 1

YPPPYPPAAFQGPSDHAAYPIP 15 - 36
YPPPYPPAAFQGPSDHAAYPIPQ 15 - 37

Q7TMK0 Hypothetisches
Protein

SPKLWIYYTSNLAPGVP
1 38 - 54

SPKLWIYYTSNLAPGVPA 38 - 55

Q8K352 SH3 Protein
exprimiert in
Lymphozyten

FKFIYVDVLPEEAVGPV 223 - 239
MKFIYVDVLPEEAVGPV1 224 - 239

P05367 Serum Amyloid
A-2 Protein

GPGGVWAAEKISDARE 65 - 80
GPGGVWAAEKISDARES 65 - 81

Q8VEB4 Lysosomale
Phospholipase A2

MYQMYGGPVVLVAHSM 183 - 198
MYQMYGGPVVLVAHSM 184 - 198

O35649 Cyclophilin
C-assoziiertes
Protein

TTSSYSNPTIGYENR 498 - 512
MTSSYSNPTIGYENR 499 - 512

P18527 Ig schwere Kette V
Region

FSSYAMSWVRQTPE 28 - 41
FSSYAMSWVRQTPEK 28 - 42

Q61147 Ceruloplasmin
(Ferroxidase)

DVDKEFYLFPTVFDENES 567 - 584
MVDKEFYLFPTVFDENE1 568 - 583

P17439 Glucosylceramidase RPISLFASPWTSPTW 188 - 202
RPISLFASPWTSPTWLK 188 - 204

P47753 F-Actin capping
Protein α-1

WKFTITPPSAQVVG 176 - 189
WKFTITPPSAQVVGVL1 176 - 191

Q61233 L-Plastin (LCP-1) AVDLGKNQAKFSL 462 - 474
AVDLGKNQAKFSLVG 462 - 476

Q8R2G5 Slit-like 2 Protein ALAAVLLAVLAAAGAAYCVRRA
1 581 - 602

MMMMVLLAVLAAAGAAYCVRRA 585 - 602

P29699 Alpha-2-HS-
Glykoprotein
(Fetuin-A)

LPADPPASVVVGPVVVPRGLS 271 - 291
MMMDPPASVVVGPVVVPRGL

1 274 - 290
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Tabelle A.3: Fortsetzung - MHC II Peptide, die in CD82 KO Mäusen angereichert waren

SwissProt Protein Sequenz Epitop

Q91X72 Hemopexin ISARWKNPITSVDAA1 85 - 99
ISARWKNPITSVDAAF 85 - 100
MSARWKNPITSVDAA

1 86 - 99

Q8C815 Integrin-α 2b LFLQPKGPQALSTPT 74 - 88
LFLQPKGPQALSTPTL 74 - 89
MFLQPKGPQALSTPT 75 - 88

Q91XQ6 Lysosomal-
assoziiertes
Transmembranpro-
tein 4β

LPPYDDATAVPSTAKEPP 203 - 220
LPPYDDATAVPSTAKEPPP1 203 - 221
LPPYDDATAVPSTAKEPPPP1 203 - 222

P05371 Clusterin (SGP-2) KDNPKFMDTVAEKALQE 423 - 439
KDNPKFMDTVAEKALQEY 423 - 440
MDNPKFMDTVAEKALQE1 424 - 439

Q9DC42 CD97 LPKGPFTYTSPSNTEL 246 - 261
LPKGPFTYTSPSNTELS 246 - 262
LPKGPFTYTSPSNTELSL1 246 - 263

P08101 FcγRII LPEEVGEYRQPSGGSVPV 256 - 273
LPEEVGEYRQPSGGSVPVSPG1 256 - 276
MMMEVGEYRQPSGGSVPVSPG 259 - 276

Q61190 Interleukin-10
Rezeptor β-Kette

LHLRFSAPQIENEP 127 - 140
LHLRFSAPQIENEPE1 127 - 141
LHLRFSAPQIENEPET 127 - 142
MHLRFSAPQIENEPE1 128 - 141

P08071 Lactotransferrin RPYLNWNGPPASLEE 150 - 164
RPYLNWNGPPASLEEA 150 - 165
RPYLNWNGPPASLEEAV 150 - 166
RPYLNWNGPPASLEEAVSKFFSKS 150 - 173

Q8BND5 Quiescin Q6 VQANRYSEAHPQEPA1 418 - 432
VQANRYSEAHPQEPAD 418 - 433
VQANRYSEAHPQEPADG 418 - 434
MQANRYSEAHPQEPADG 419 - 434
MMANRYSEAHPQEPAD 420 - 433

P10854 Histon H2B VRLLLPGEL 98 - 106
VRLLLPGELAKHAVSEGTKAVTKYT 98 - 122
VRLLLPGELAKHAVSEGTKAVTKYTSS

1 98 - 124



Anhang A. Peptid-Sequenzen 151

Tabelle A.3: Fortsetzung - MHC II Peptide, die in CD82 KO Mäusen angereichert waren

SwissProt Protein Sequenz Epitop

VRLLLPGELAKHAVSEGTKAVTKYTSSK1 98 - 125
MMLLLPGELAKHAVSEGTKAVTKYTSS 100 - 124

P01872 Ig µ-Kette C
Region,
sezernierte Form

GGKYLATSQVLLSPKS 62 - 77
GGKYLATSQVLLSPK 62 - 76

GKNKDLHVPIPAVAE 94 - 108
MKNKDLHVPIPAVAE 95 - 108

VPPRDGFSGPAPRKSK 117 - 132
VPPRDGFSGPAPRKSKLI 117 - 134

P52760 Heat-responsive

protein 12
IYKTYFQGSLPARAAYQ1 118 - 134
MYKTYFQGSLPARA 119 - 131
MYKTYFQGSLPARAA 119 - 132
MYKTYFQGSLPARAAY 119 - 133
MYKTYFQGSLPARAAYQ1 119 - 134
MMKTYFQGSLPARAAYQ 120 - 134

P13020 Gelsolin GWDDNYWSVDPLDRALAE 759 - 776
MWDDNYWSVDPLDRAL1 760 - 774
MWDDNYWSVDPLDRALA 760 - 775
MWDDNYWSVDPLDRALAE1 760 - 776
MWDDNYWSVDPLDRALAELAA 760 - 779
MMMMMMWSVDPLDRAL1 765 - 774
MMMMMMWSVDPLDRALAE1 765 - 776
MMMMMMWSVDPLDRALAEL1 765 - 777
MMMMMMWSVDPLDRALAELAA1 765 - 779

Q9CY54 Hämoglobin (11

days embryo
cDNA product,

beta adult major
chain, full insert

sequence)

GHHLGKDFTPAAQAAFQK 115 - 132
GHHLGKDFTPAAQAAFQKVV 115 - 134
MHHLGKDFTPAAQAAFQK 116 - 132
MMHLGKDFTPAAQAAFQ 117 - 131
MMMLGKDFTPAAQAAFQ 118 - 131
MMMLGKDFTPAAQAAFQK1 118 - 132
MMMMGKDFTPAAQAAFQ 119 - 131
MMMMGKDFTPAAQAAFQK

1 119 - 132
MMMMGKDFTPAAQAAFQKV 119 - 133
MMMMMMMFTPAAQAAFQKVVAGVAAALAHKYH1 122 - 146
MMMMMMMMMMMMMMMFQKVVAGVAAALAHKYH1 130 - 146
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMAALAHKYH1 139 - 146

P04441 Invariante Kette (Ii)
(CLIP)

SAKPVSQMRMATPLLMRPM1 83 - 101
SAKPVSQMRMATPLLMRPMSM 83 - 103
MAKPVSQMRMATPLLMRP1 84 - 100
MAKPVSQMRMATPLLMRPM

1 84 - 101
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Tabelle A.3: Fortsetzung - MHC II Peptide, die in CD82 KO Mäusen angereichert waren

SwissProt Protein Sequenz Epitop

MAKPVSQMRMATPLLMRPMS 84 - 102
MAKPVSQMRMATPLLMRPMSM 84 - 103
MMKPVSQMRMATPLLMR 85 - 99
MMKPVSQMRMATPLLMRP1 85 - 100
MMKPVSQMRMATPLLMRPM1 85 - 101
MMKPVSQMRMATPLLMRPMS 85 - 102
MMKPVSQMRMATPLLMRPMSM 85 - 103
MMMMVSQMRMATPLLMRP1 87 - 100
MMMMVSQMRMATPLLMRPM1 87 - 101

1Dieses Peptid wurde auch in CD82 wildtyp Mäusen gefunden
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Tabelle A.4: MHC II Peptide, die in wildtyp Mäusen angereichert waren

SwissProt Protein Sequenz Epitop

P01872 Ig µ-Kette C
Region,
sezernierte Form

NPNVNVFVPPRDGFSGPA 111 - 128
NPNVNVFVPPRDGFSGPAP1 111 - 129

P07758 α-1-Antitrypsin VHKAVLTIDETGTEAAA 352 - 368
VHKAVLTIDETGTEAAAA 352 - 369

P13020 Gelsolin SNDAFVLKTPSAAYLWVG 588 - 605
MNDAFVLKTPSAAYLWVG1 589 - 605

Q99PS6 Histidine-reiches
Glycoprotein

NFPSFSLPNCNRSLQPE1 476 - 492
MFPSFSLPNCNRSLQPE 477 - 492

Q61318 Apolipoprotein B NNYALFLSPRAQQASWQ
1 333 - 349

MNYALFLSPRAQQASWQ 334 - 349

P48758 Carbonylreduktase
[NADPH] 1

WVRTDMAGPKATKSPEE 229 - 245
MVRTDMAGPKATKSPEE 230 - 245

Q04519 Sphingomyelin
Phosphodiesterase

ARETYGLPDAMPASWH1 537 - 552
ARETYGLPDAMPASWHN 237 - 253

Q8K5E1 Gehirn cDNA, Klon
MNCb-5546

FPPEFYEHAKALWEDE 85 - 100
FPPEFYEHAKALWEDEG1 85 - 101

P17182 α-Enolase KSFVQNYPVVSIEDPF1 280 - 295
KSFVQNYPVVSIEDPFD1 280 - 296

Q925B1 Lung seven

transmembran
receptor 2

[Gpr108]

GEQKLFISPGLLPEAP1 134 - 149
GEQKLFISPGLLPEAPT 134 - 150

P23953 Leber
Carboxylesterase

GDIFFGIPAVLLSRS 409 - 423
GDIFFGIPAVLLSRSL 409 - 424

P43432 Interleukin-12
β-Kette (IL-12B)

YPDSWSTPHSYFSLK 255 - 269
YPDSWSTPHSYFSLKF 255 - 270

P09581 Macrophage

colony stimulating
factor I receptor

(CSF-1-R)

VKDGYQMAQPVFAPK1 867 - 881
MKDGYQMAQPVFAPK 868 - 881
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Tabelle A.4: Fortsetzung - MHC II Peptide, die in WT Mäusen angereichert waren

SwissProt Protein Sequenz Epitop

Q61207 Sulfatiertes
Glykoprotein 1
(Prosaposin)

QNMETAARCNAVDH1 537 - 550
MNMETAARCNAVDH 538 - 550

P09671 Superoxid
Dismutase [Mn],
mitochondrial

ATEEKYHEALAKGDVT 64 - 79
MMEEKYHEALAKGDVT 66 - 79

P19226 60 kDa
Hitzeschock
Protein,
mitochondrial
(Hsp60)

IEQSWGSPKVTKDG 64 - 77
IEQSWGSPKVTKDGVT 64 - 79

Q06770 Corticosteroid-
bindendes Globulin
(Transcortin)

FTLKYNRPFIFLAFDK 367 - 382
FTLKYNRPFIFLAFDKY1 367 - 383

P35329 B-Zell Rezeptor
CD22

AKLDVHYAPKAVTTVIQ 426 - 442
MMLDVHYAPKAVTTVIQ 428 - 442

Q8BGB5 Hypothetical LIM

domain/

cytochrome c
family

heme-binding site
containing protein

WAHKEVDSGTK 116 - 126
WAHKEVDSGTKTA 116 - 128

Q8BMK2 Ähnlich zu
FH1/FH2 domains-

containing

protein

TRELWDSPEPASAPR 484 - 498
TRELWDSPEPASAPRTPQ 484 - 501

Q80Y13 Malate
Dehydrogenase,
cytoplasmatisch

VPDDLLYSFPVVIKNK 280 - 295
MMMDLLYSFPVVIKNK 283 - 295

Q00623 Apolipoprotein A-I DEPQSQWDKVKDF 25 - 37
DEPQSQWDKVKDFANVY 25 - 41

P21981 Protein-Glutamin γ-
Glutamyltransferase

DDREDITHTYKYPEGSPEE 434 - 452
MMMMDITHTYKYPEGSPEER 438 - 453

P11835 Integrin β-2 (LFA-
1 beta-subunit)
(CD18)

RSNEFDYPSVGQLA
1 296 - 309
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Tabelle A.4: Fortsetzung - MHC II Peptide, die in WT Mäusen angereichert waren

SwissProt Protein Sequenz Epitop

RSNEFDYPSVGQLAH 296 - 310

Q8VCI0 RIKEN cDNA
1100001H23 Gen

SDPTGVHCATAYWSPESK1 36 - 53
MDPTGVHCATAYWSPESK 37 - 53

Q9CXK3 α-Herzactin LKYPIEHGIITNWDDMEKIWHHTFYNE 69 - 95
MMMMMMMMMMMMMDDMEKIWHHTFYNEL 82 - 96

Q6PEM2 Pzp Protein VDKDSFYCSPFTISGSPL 79 - 96
VDKDSFYCSPFTISGSPLP1 79 - 97
MDKDSFYCSPFTISGSPLP 80 - 97

Q91W60 Inter-α-Trypsin
Inhibitor

SLKYNFVTPLTHM*VVTKP 579 - 596
SLKYNFVTPLTHM*VVTKPE 579 - 597
MLKYNFVTPLTHM*VVTKP 580 - 596

Q921A6 Ig leichte Kette,
variable Region

GSGRDYSFSISNLEPED 199 - 215
MSGRDYSFSISNLEPE 200 - 214
MSGRDYSFSISNLEPED1 200 - 215

P29621 Serine Proteinase
Inhibitor A3C

YKKLALKNPDTNIVFSPL 59 - 76
MKKLALKNPDTNIVFSPL 60 - 76
MMKLALKNPDTNIVFSPL 61 - 76

P28665 Murinoglobulin 1 NKVDLRFSTSQSLPASQT 558 - 575
MKVDLRFSTSQSLPASQT 559 - 575
MMVDLRFSTSQSLPASQT1 560 - 575

P06800 CD45 FSNFFSGPIVVHCSA1 689 - 703
FSNFFSGPIVVHCSAG 689 - 704
MSNFFSGPIVVHCSA1 690 - 703

P51150 Rab-7 VLVFDVTAPNTFKTLD 85 - 100
MLVFDVTAPNTFKTLD 86 - 100
MLVFDVTAPNTFKTLDS 86 - 101

P29699 α-2-HS-
Glykoprotein
(Fetuin-A)

HDLRHAFSPVASVESA
1 298 - 313

HDLRHAFSPVASVESAS1 298 - 314
MDLRHAFSPVASVESA 299 - 313

Q02013 Aquaporin-CHIP LAIDYTGCGINPAR 181 - 194
LAIDYTGCGINPARS 181 - 195
MAIDYTGCGINPAR 182 - 194
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Tabelle A.4: Fortsetzung - MHC II Peptide, die in WT Mäusen angereichert waren

SwissProt Protein Sequenz Epitop

P61982 14-3-3 Protein
γ(Protein Kinase C
Inhibitor Protein-1)
(KCIP-1)

KNVTELNEPLSNEER 27 - 41
KNVTELNEPLSNEERN 27 - 42
KNVTELNEPLSNEERNL1 27 - 43

Q9JLJ0 TBX1 Protein
(LPS-induzierter
TNF-α Faktor)

GPDGKGMNPPSYYTQPVPVPN 50 - 70
GPDGKGMNPPSYYTQPVPVPNAN 50 - 72
GPDGKGMNPPSYYTQPVPVPNANA1 50 - 73

Q80YR5 Scaffold
attachment factor

B

TSQELVRAPTAALSPEPQ 374 - 391
MSQELVRAPTAALSPEPQ1 375 - 391
MMMELVRAPTAALSPEPQ 377 - 391

P05206 cAMP-abhängige
Protein Kinase,
katalytische β

Untereinheit

GTPEYLAPEIILSKG1 200 - 214
GTPEYLAPEIILSKGYN 200 - 216
MTPEYLAPEIILSKG 201 - 214

P55258 Rab-8A (Onkogen
c-mel)

GIKFMETSAKANINVEN 144 - 160
MIKFMETSAKANINVE 145 - 159
MMKFMETSAKANINVE 146 - 159

P11152 Lipoprotein Lipase LDPAGPNFEYAEAPSRLSPDD 182 - 202
LDPAGPNFEYAEAPSRLSPDDA 182 - 203
MMMAGPNFEYAEAPSRLSPDD 185 - 202

Q922L5 Snd1-pending

Protein
IWRDYVPPTANLDQKD 300 - 315
MMRDYVPPTANLDQK1 302 - 314
MMRDYVPPTANLDQKD 302 - 315

O88342 WD-repeat

protein 1
DEGKLLEAKGPVTDVAYSHDG 481 - 501
MMGKLLEAKGPVTDVAYSHD 483 - 500
MMMKLLEAKGPVTDVAYSHD1 484 - 500

P14438 H-2 Klasse II
Histokompatibili-
tätsantigen, Ab

α-Kette

STPATNEAPQATVFPK 77 - 92
MTPATNEAPQATVFPK1 78 - 92
MTPATNEAPQATVFPKSPV 78 - 95

Q8BTS0 DEAD IARQNFTEPTAIQAQG 109 - 124
IARQNFTEPTAIQAQGWPV1 109 - 127
MMRQNFTEPTAIQAQG 111 - 124

Q61592 Gas6 GSVHTYVGGLPEVSVIS 613 - 629
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Tabelle A.4: Fortsetzung - MHC II Peptide, die in WT Mäusen angereichert waren

SwissProt Protein Sequenz Epitop

GSVHTYVGGLPEVSVISAPV1 613 - 632
MSVHTYVGGLPEVSVIS 614 - 629

Q62351 Transferrin
Rezeptor 1 (TfR1)

VEYHFLSPYVSPR 684 - 696
VEYHFLSPYVSPRESP 684 - 699
VEYHFLSPYVSPRESPF 684 - 700

P01865 Ig γ2a oder γ1
Kette C Region

TWNSGSLSSGVHTF1 40 - 53
oder TWNSGSLSSGVHTFPAVL 40 - 57
P01868 TWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDL 40 - 61

P29391 Ferritin leichte
Kette 1 (Ferritin L
Untereinheit 1)

APQGSLGEYLFERLTLKHD 164 - 182
MMMGSLGEYLFERLTLKHD 167 - 182
MMMMMMMMMMFERLTLKHD1 174 - 182

Q9EPH1 Vermeintliches
α-1B-Glykoprotein

LVREGFKTPFAVASTRS 452 - 468
MVREGFKTPFAVASTR 453 - 467
MVREGFKTPFAVASTRS 453 - 468

P97821 Dipeptidyl-
Peptidase I
(Cathepsin C /
Cathepsin J)

DPFNPFELTNHAVL 394 - 407
DPFNPFELTNHAVLL 394 - 408
DPFNPFELTNHAVLLVGYGRD 394 - 414

IAVAAIPIPKL 452 - 462

P16301 Phosphatidylcholin-
Sterol
Acyltransferase

YDHNFPYKDPVAALYEDG 351 - 368
MDHNFPYKDPVAALYED1 352 - 367
MDHNFPYKDPVAALYEDG1 352 - 368
MMHNFPYKDPVAALYED 353 - 367

P08109 Hitzeschock
Protein 71 kDa
(Hsc70)

DAGTIAGLNVLRIINEPTAAAIAYG 160 - 184
MMMMMMMLNVLRIINEPTAAAIAYG1 167 - 184
MMMMMMMMNVLRIINEPTAAAIAYG

1 168 - 184
MMMMMMMMMVLRIINEPTAAAIAYG 169 - 184

Q9JME8 Hypothetisches
Protein

ADKAAASGPASASAPA 14 - 29
ADKADKAAASGPASASAPA

1 14 - 32
ADKADKAAASGPASASAPAA 14 - 33
MDKADKAAASGPASASAP 15 - 31
MDKADKAAASGPASASAPA 15 - 32

Q8CFG0 Extrazelluläre
Sulfatase Sulf-2

GGLPDYSAPNPIKVTH 591 - 606
GGLPDYSAPNPIKVTHR 591 - 607
MGLPDYSAPNPIK 592 - 603
MGLPDYSAPNPIKVT 592 - 605
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Tabelle A.4: Fortsetzung - MHC II Peptide, die in WT Mäusen angereichert waren

SwissProt Protein Sequenz Epitop

MGLPDYSAPNPIKVTH1 592 - 606

P01027 Komplement C3 SDKEGHKYVTVVANFGET 99 - 116
MDKEGHKYVTVVANFGET 100 - 116
MMMEGHKYVTVVANFGET1 102 - 116

DAGLAFKTSQGLQTEQR 640 - 656
MAGLAFKTSQGLQTEQ 641 - 655
MAGLAFKTSQGLQTEQR 641 - 656

P06332 CD4 (T4 / Leu-3) AEKDSFFQPWISF 244 - 256
AEKDSFFQPWISFSIK1 244 - 259
AEKDSFFQPWISFSIKN

1 244 - 260
AEKDSFFQPWISFSIKNK 244 - 261
MEKDSFFQPWISF 245 - 256
MEKDSFFQPWISFSIK1 245 - 259

P19973 Lymphocyten-
spezifisches
Protein 1 (LSP1)

KSSELDEDEGFGDW 76 - 89

REPDPEDAVGGSGEA 141 - 155
REPDPEDAVGGSGEAEE 141 - 157
REPDPEDAVGGSGEAEEHL1 141 - 159
REPDPEDAVGGSGEAEEHLIR 141 - 161
MMMMMMMAVGGSGEAEEHLIRH 148 - 162

PSMAVASTKTL
1 247 - 257

P01866 Ig γ2b Kette, C
Region

WPSQTVTCSVAHPA 75 - 88
WPSQTVTCSVAHPAS1 75 - 89
WPSQTVTCSVAHPASS 75 - 90
WPSQTVTCSVAHPASST1 75 - 91

DDPDVQISWFVNNVEVHTAQTQ 158 - 179
MMMMMMISWFVNNVEVHTAQ 164 - 177
MMMMMMISWFVNNVEVHTAQT 164 - 178
MMMMMMISWFVNNVEVHTAQTQ1 164 - 179
MMMMMMISWFVNNVEVHTAQTQT 164 - 180

Q91V86 11 days embryo

cDNA, RIKEN

full-length enriched
library, clone

VHLTDAEKAAVSGLW 1 - 15
VHLTDAEKAAVSGLWGKVNADEVGGEALGRL1 1 - 31
VHLTDAEKAAVSGLWGKVNADEVGGEALGRLL1 1 - 32
MMLTDAEKAAVSGLWGKVNADEVGGEALGRL 3 - 31
MMLTDAEKAAVSGLWGKVNADEVGGEALGRLL 3 - 32
MMMTDAEKAAVSGLWGKVNADEVGGEALGRL 4 - 31
MMMMDAEKAAVSGLWGKVNADEVGGEALGRLL 5 - 32
MMMMMMMMMMVSGLWGKVNADEVGGEALGRLL 11 - 32
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Tabelle A.4: Fortsetzung - MHC II Peptide, die in WT Mäusen angereichert waren

SwissProt Protein Sequenz Epitop

MMMMMMMMMMMMMMWGKVNADEVGGEALGRL 15 - 31
MMMMMMMMMMMMMMWGKVNADEVGGEALGRLL 15 - 32
MMMMMMMMMMMMMMMGKVNADEVGGEALGRLL 16 - 32
MMMMMMMMMMMMMMMMKVNADEVGGEALGRL1 17 - 31
MMMMMMMMMMMMMMMMKVNADEVGGEALGRLL 17 - 32

P60710 Actin,
cytoplasmatisch
(β-Actin)

LVVDNGSGMCKAGFAGDDAPR 8 - 28
LVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVF

1 8 - 31
MVVDNGSGMCKAGFAGDDAPR1 9 - 28
MVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRA 9 - 29
MVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVF1 9 - 31
MMVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVF 10 - 31
MMMMMMMMMCKAGFAGDDAPRAVF 17 - 31
MMMMMMMMMMKAGFAGDDAPR1 18 - 28
MMMMMMMMMMKAGFAGDDAPRA1 18 - 29
MMMMMMMMMMKAGFAGDDAPRAV 18 - 30
MMMMMMMMMMKAGFAGDDAPRAVFPS 18 - 33
MMMMMMMMMMKAGFAGDDAPRAVFPSIVG 18 - 36
MMMMMMMMMMKAGFAGDDAPRAVF1 18 - 31
MMMMMMMMMMMMMFAGDDAPRAVF1 21 - 31
MMMMMMMMMMMMMFAGDDAPRAVFPS1 21 - 33

SGGTTMYPGIADRMQKE1 300 - 316
SGGTTMYPGIADRMQKEIT 300 - 318
MMMMMMYPGIADRMQKEIT 306 - 318

1Dieses Peptid wurde auch in CD82 Knockout Mäusen gefunden
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Abkürzungsverzeichnis

Abb Abbildung

ABC engl.: ATP-binding cassette

ACN Acetonitril

ADCC engl.: Antibody-Dependent

Cell-Mediated Cytotoxicity

AEP Asparagin-Endopeptidase

Ak Antikörper

APC Antigen-präsentierende Zelle

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminosäure

Asc Ascites

ATCC engl.: American Type Culture

Collection

A2 HLA-A2

Bio biotinyliert

B-LCL engl.: B-Lymphoblastoid Cell

Line

BN Blaue Nativ

BSA engl.: Bovine Serum Albumin

CBA engl.: Cytometric Bead Array

CCR CC Chemokin Rezeptor

CD engl.: Cluster of Differentiation

cDNA engl.: Complementary DNA

CIITA MHC Klasse II Transaktivator

CIIV MHC Klasse II Vesikel

CLA engl.: Cutaneous

Lymphocyte-associated Antigen

CLIP engl.: Class II-associated

Invariant Chain Peptide

cSMAC engl.: central SMAC

CTL Cytotoxischer T Lymphozyt

CTLA Cytotoxisches T Lymphozyten

Antigen

DC Dendritische Zelle

ddH20 doppelt destilliertes H2O

DEPC Diethyl-Pyrocarbonat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsäure

DRMs Detergenz-resistente

Membranen

dSMAC engl.: distal SMAC

dsRNA engl.: double strand RNA

DTT 1,4-Dithiotreithol

EBV Epstein Barr Virus

EDTA Ethylendiamin Tetraacetat

EGF engl.: Epidermal Growth Factor

ELISA engl.: Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay

engl englisch

ER Endoplasmatisches Retikulum

ESI Elektrospray-Ionisierung

Eu Europium

FACS engl.: Fluorescence-Assissted

Cell Sorting

FCS engl.: Fetal Calf Serum

Fcγ-R engl.: Fc gamma chain

Receptor

Fcε-R engl. Fc epsilon chain Receptor

FITC Fluorescein Isothiozyanat

FL Fluoreszenzkanal

Fmoc 9-Fluorenylmethoxycarbonyl

FRET Fluoreszenz Resonanz Energie
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Transfer

GaHu engl.: Goat-anti-Human

GaM engl.: Goat-anti-Mouse

GaR engl.: Goat-anti-Rabbit

GM-CSF engl.: Granulocyte-Macrophage

Colony-Stimulating Factor

GPI Glycosyl-Phosphatidy-Inositol

h Stunde

HA Hämagglutinin

HAc Essigsäure

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-

Ethansulfonsäure

HFBA Heptafluorbuttersäure

HLA engl.: Human Leukocyte

Antigen

HPLC engl.: High Performance Liquid

Chromatographie

HSA Humanes Serumalbumin

HSP Hitzeschock Protein

hu human

ICAM engl.: Intercellular Adhesion

Molecule

i.D. innerer Durchmesser

IF Immunfluoreszenzmikroskopie

IFN Interferon

Ii Invariante Kette

IL Interleukin

IP Immunpräzipitation

IS immunologische Synapse

kDa Kilodalton

KO engl.: knockout

konst konstant

lat latein

LC engl.: Liquid Chromatography

LEL engl.: Large Extracellular Loop

LFA engl.: Lymphocyte

Function-associated Antigen

LPS Lipopolysaccharid

LSM engl.: Lymphocyte Separation

Medium

M Molar (mol/l)

MACS engl.: Magnetic Cell Sorting

mAk monoklonaler Antikörper

MALDI engl.: Matrix-Assisted Laser

Desorption Ionization Mass

MAPPs eng.: MHC-Associated Peptide

Proteomics

max maximal

MBP Basisches Myelinprotein

MDC Myeloide DC

MFI Mittlere Fluoreszenzintensität

mg Milligramm

MHC engl.: Major Histocompatibility

Complex

MIIC MHC Klasse II

Beladungskompartiment

min Minute

Mio Millionen

MIP engl.: Macrophage

Inflammatory Protein

ml Milliliter

MS Massenspektrometrie

MS/MS Tandemmassenspektrometrie

MudPIT engl.: Multidimensional Protein

Identification Technology

Mw engl.: Molecular weight

m/z Masse pro Ladung

MβCD Methyl-β Cyclodextrin

n Anzahl

n.b. nicht bekannt

NB nicht gekocht

ng Nanogramm

NIPC eng.: Natural

Interferon-Producing Cell
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NKT-Zelle NK1-T Zelle

NK-Zelle Natürliche Killerzelle

nl Nanoliter

nm Nanometer

NR nicht reduziert

ODN Oligodeoxynukleotid

Osp A engl.: Outer Surface Protein A

von Borrelia burgforferi

PAGE Polyacrylamid-

Gelelektrophorese

PAMP engl.: Pathogen Associated

Molecular Patterns

PBMCs engl.: Peripheral Blood

Mononuclear Cells

PBS Phosphatpuffer

PCR engl.: Polymerase Chain

Reaction

PDC Plasmacytoide DC

PE Phycoerythrin-R

PFA Paraformaldeyd

pg Picogramm

pH potentia Hydrogeni

PLC eng.: Peptide Loading Complex

PM Plasmamembran

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

POX Meerrettichperoxidase

PRR engl.: Pattern Recognition

Receptor

PSD engl.: Post Source Decay

pSMAC engl.: peripheral SMAC

PVDF Poly-(Vinyliden-Difluorid)

RNA Ribonukleinsäure

RP engl.: Reversed Phase

rpm engl.: rounds per minute

RT Raumtemperatur

S Seite

SA Streptavidin

SCX engl.: Strong Cation Exchange

SDS Sodium-Dodecylsulfat

SEB Staphylococcus Enterotoxin B

SEE Staphylococcus Enterotoxin E

SEL engl.: Small Extracellular Loop

SLC engl.: Secondary

Lymphoid-Tissue Chemokine

SMAC engl.: Supramolecular

Activation Cluster

SP Saponin

TAP Transporter-assoziiert mit

Antigenpräsentation

tBu tert-Butyl

TCR T Zell-Rezeptor

TEM engl.: Tetraspanin-Enriched

Microdomain

TFA Trifluoressigsäure

TGF engl.: Transforming (Tumour)

Growth Factor

TH Helfer T Zelle

TIC engl.: Total Ion Current

TLR engl.: Toll-Like Receptor

TM Transmembrandomäne

TNF Tumor Nekrose Faktor

TOF engl.: Time Of Flight

Treg regulatorische T Zelle

TRFIA engl.: Time Resolved

Fluorometric Immunoassay

Tris Tris

(hydroxymethyl)-aminomethan

TX Triton X-100

U engl.: Units

ÜS Hybridom Überstand

vergl vergleiche

WB engl.: Western Blot

WT Wildtyp

x g vielfaches der
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Gravitationskonstanten

ZW 3-12 Zwittergent 3-12

β2m β2-Mikroglobulin

µg Mikrogramm

µl Mikroliter

µm Mikrometer

µM Mikromolar

µs Mikrosekunde
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