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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1  Antigenprisentation durch MHC-Klasse-I-Molekiile

Téglich wird der menschliche Organismus von unzédhligen Krankheitserregern
angegriffen. Gleichzeitig entarten stindig gewdhnliche Kdorperzellen zu Tumorzellen.
Um auf diese Herausforderung effizient und flexibel reagieren zu konnen, hat sich im
Zuge der Evolution bei Wirbeltieren das adaptive Immunsystem entwickelt (Engelhard,
1994). Dieses komplizierte Abwehrsystem lésst sich in eine humorale (Vitetta et al.,
1989) und eine zelluldre Immunitit (Kupfer & Singer, 1989) gliedern.

Das humorale Immunsystem beruht auf Rezeptoren (Antikorper), die von
Plasmazellen produziert werden und fiir die spezifische Erkennung von zellfremden
Strukturen (Antigene) verantwortlich sind. Die Bindung von Antikdrpern an Antigene
wie z.B. Oberfldchenstrukturen von Bakterien oder Viren, markiert diese fiir den Abbau
durch phagozytierende Zellen oder fiir die Eliminierung durch das Komplementsystem,
bei dem es sich um eine Kaskade aus interagierenden Proteinen handelt.

Die zelluldre Immunitét basiert auf der Erkennung von Antigenen in Assoziation
mit speziellen Oberflichenproteinen, dem Haupthistokompatibilitditskomplex (major
histocompatibility complex, MHC), durch T-Lymphozyten (Watts et al., 1984). Zur
Antigenprésentation steht zum einen der MHC-Klasse-I- und zum anderen der MHC-
Klasse-II-Komplex zur Verfiigung (Klein et al., 1993). Wihrend MHC-Klasse-II-
Komplexe fiir die Stimulation der antikorpervermittelten Teil des Immunantworts zur
Bekdmpfung extrazelluldre Pathogene gebraucht werden, sind MHC-Klasse-I-Molekiile
entscheidend an der Bekdmpfung von Tumorzellen und intrazelluliren Erregern wie
z.B. Viren beteiligt. Der MHC-Klasse-II-vermittelte Teil des Immunsystems bildet das
Bindeglied zwischen humoraler und zelluldrer Immunitit. MHC-Klasse-1I-Komplexe
prasentieren auf der Oberflache spezialisierter antigenpriasentierender Zellen (antigen
presenting cells, APC) Fragmente von phagozytierten extrazelluldren Strukturen. So
genannte T-Helfer-Zellen (CD4+ T-Lymphozyten) leiten die Reifung von Plasmazellen
und die Produktion von spezifischen Antikdrpern ein, sobald sie ein prisentiertes Peptid
als fremd erkennen.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem Antigenpeptid-Transporter TAP

(transporter associated with antigen processing). Da der TAP-Komplex eine
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entscheidende Rolle in der MHC-Klasse-I-vermittelten Antigenpréisentation spielt, wird
im Folgenden dieser Zweig des Immunsystems detailliert beschrieben (Abb. 1).
MHC-Klasse-I-Molekiile préasentieren auf der Oberfliche aller kernhaltigen
Korperzellen Fragmente (Peptide) von zytosolischen Proteinen. Die Erkennung eines
MHC-Klasse-I-gebundenen Peptids als Teil eines korperfremden Proteins durch
zytotoxische T-Zellen (CD8+-T-Lymphozyten) fiihrt zur Sekretion des Proteins
Perforin und einiger weiterer Faktoren, die die Lyse bzw. Apoptose der priasentierenden
Zelle einleiten (Townsend & Bodmer, 1989). Um die Eliminierung gesunder
Korperzellen zu verhindern, werden im Laufe ihres Entwicklungsprozesses nur
selbsttolerante T-Lymphozyten bis zur vollstindigen Reife entwickelt (von Boehmer,
1994). Auf diese Weise werden nur Zellen lysiert, die z.B. virale oder tumorspezifische
Strukturen prasentieren. MHC-Klasse-II-Molekiile sind im Gegensatz zu MHC-Klasse-

I-Proteinen kaum an der Bekdmpfung intrazelluldrer Erreger beteiligt.
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Abb. 1 Antigenprozessierung und -prisentation durch MHC-Klasse-I-Molekiile. Endogene Proteine
werden durch den Proteasomkomplex zu Peptiden degradiert und TAP-abhdngig in das ER transportiert.
Mit Hilfe des Beladungskomplexes, der aus dem Antigenpeptid-Transporter TAP, Tapasin, Calreticulin,
ERp57 und MHC-Klasse-I besteht, werden Peptide an MHC-Klasse-I-Molekiile gebunden und {iber den
Golgi-Apparat auf die Zelloberflache geleitet. Stammt das Peptid aus einem korperfremden Protein, wird
die préasentierende Zelle von spezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten erkannt und zur Apoptose

angeregt. Die Assemblierung der MHC-Klasse-I-Molekiile wird durch die Chaperone Calnexin,
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Calreticulin sowie durch die thiolabhingige Reduktase ERp57 unterstiitzt (modifiziert aus Lankat-
Buttgereit & Tampé, 2002).

Damit zytosolische Proteinbruchstiicke prisentiert werden konnen, miissen
Proteine abgebaut werden. Fiir diesen Prozess ist der multikatalytische 26S
Proteasomkomplex verantwortlich (Seufert & Jentsch, 1992; Rock & Goldberg, 1999),
der endogene Proteine zu kurzen Peptiden (8-13 Aminoséduren) degradiert (Wenzel et
al., 1994; Ehring et al., 1996; Kisselev et al., 1998). Das katalytische Zentrum des 26S
Proteasomkomplexes wird durch das 20S Proteasom gebildet, das aus 28 fassformig
angeordneten Untereinheiten besteht (Baumeister ez al., 1998). Rontgenstrukturanalysen
der Proteasomkomplexe aus Thermoplasma acidophilum (Lowe et al., 1995) und
Saccharomyces cerevisiae (Groll et al., 1997) zeigten, dass die 28 Untereinheiten vier
tibereinander gelagerte Ringe bilden. Der obere und untere Ring werden durch je 7 a-
Untereinheiten geformt, wéhrend die beiden inneren Ringe aus je 7 B-Untereinheiten
bestehen.

Die generierten Peptide werden durch den Antigenpeptid-Transporter TAP
ATP-abhingig vom Zytosol in das Lumen des endoplasmatischen Retikulums (ER)
transportiert (Androlewicz et al., 1993; Neefjes et al., 1993; Shepherd et al., 1993)
(Abb. 1). Dem Translokationsschritt geht ein ATP-unabhéngiger Peptidbindungsschritt
voraus (van Endert er al., 1994; Uebel et al., 1995). Der TAP-Komplex liegt als
Heterodimer der Untereinheiten TAP1 (81 kDA) und TAP2 (75 kDA) vor (Spies et al.,
1992; Kelly et al., 1992; Meyer et al., 1994) und gehort zur Proteinsuperfamilie der
ATP binding cassette (ABC)-Transporter.

Im ER werden die Peptide auf MHC-Klasse-I-Molekiile geladen. MHC-Klasse-I
Molekiile bestehen aus zwei Untereinheiten. Die erste Untereinheit wird durch die
schwere Kette (45 kDa) gebildet, die aus den drei Doménen al-a3 aufgebaut ist. Die
zweite Untereinheit besteht aus der B.-Mikroglobulinkette (B,-m, 12 kDa). Der Peptid-
bindende Spalt wird durch al und a2 geformt, wéhrend B,-m iiber die a3-Einheit
gebunden wird. Fiir die Membranverankerung ist die schwere Kette verantwortlich
(Engelhard, 1994). Strukturelle Untersuchungen zeigten, dass der Peptidbindungsspalt
an beiden Enden verschlossen ist, was das relativ enge Langenoptimum (8-10 AS) fiir
gebundene Peptide erklirt (Schumacher ef al., 1991; Fremont ef al., 1992; Madden et
al., 1992; Zhang et al., 1992; Bouvier & Wiley, 1994).

Fiir die Peptidbeladung des MHC-Klasse-I-Molekiils sind mehrere Hilfsproteine
notwendig (Lehner & Trowsdale, 1998; Elliott, 1997, Paulsson & Wang, 2004). So ist
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Tapasin, ein Typ I Transmembranglykoprotein (48 kDa) fiir die Verbindung zwischen
TAP und MHC I verantwortlich. Es erhoht die Stabilitdt von TAP (Bangia et al., 1999;
Lehner et al., 1998; Raghuraman et al., 2002). Tapasin hélt unbeladene MHC I-
Molekiile im ER zuriick (Schoenhals et al., 1999) und erleichtert bzw. editiert die
Beladung von einigen MHC I-Molekiilen (Lauvau et al., 1999; Williams et al., 2002;
Zarling et al., 2003). AuBerdem wurde gezeigt, dass Tapasin die Zahl funktionaler
TAP-Komplexe erhoht und so fiir einen effizienteren Peptidtransport vom ER in das
Zytosol sorgt (Lehner & Trowsdale, 1998; Lehner et al., 1998). Tapasin besteht aus
einer ER-luminalen Domine, einer Transmembranhelix und einer kurzen
zytoplasmatischen Domédne am C-Terminus des Proteins (Ortmann et al., 1997;
Sadasivan et al., 1996). Die Bindungstelle zu TAP befindet sich im Bereich der letzten
33 Aminosduren am C-Terminus. Fiir die Interaktion mit den MHC-Klasse-I-Molekiilen
ist die ER-luminale Doméne von Tapasin verantwortlich (Antoniou et al., 2003a;
Lehner et al., 1998; Tan et al., 2002; Turnquist et al., 2002c). Tapasin bindet an die N-
terminalen Bereiche von TAP-TMD (Koch et al., 2004).

Das Ca”"-bindende, ER-stindige Transmembranprotein Calnexin bindet und
stabilisiert die naszierende schwere Kette des MHC-Klasse-I-Molekiils (Vassilakos et
al., 1996). Die thiolabhdngige Reduktase ERp57 bindet ebenfalls an den Komplex aus
schwerer Kette und dem Chaperon Calnexin und unterstiitzt die Bildung der korrekten
Disulfidbriicken. ERp57 bildet selber Disulfidbriicken mit Tapasin, was moglicherweise
von Bedeutung fiir die Peptidbeladung ist (Hughes & Cresswell, 1998; Lindquist et al.,
1998; Morrice & Powis, 1998). AnschlieBend wird Calnexin durch das Chaperon
Calreticulin ausgetauscht und B,-Mikroglobulin gebunden (Sadasivan et al., 1996).
SchlieBlich bildet sich der Beladungskomplex, der die effiziente Peptid-MHC-Klasse-I-
Assemblierung ermoglicht. Diese makromolekulare Struktur besteht aus vier MHC-
Klasse-I-Molekiilen, die wahrscheinlich iiber vier Tapasinproteine mit einem Molekiil
TAP komplexiert sind. Zuséitzlich wurden Calreticulin und ERp57 in einem nicht
stochiometrischen Verhéltnis im Beladungskomplex gefunden (Ortmann et al., 1997,
Hughes & Cresswell, 1998; Cresswell et al, 1999). Der direkte physische Kontakt
erleichtert die Ubergabe des transportierten Peptids vom TAP-Komplex zum MHC-
Klasse-I-Protein.

Nachdem MHC mit dem hochaffinen Peptid beladen ist, zerfallt der ternire
Komplex und die beladenen MHC-Klasse-I-Molekiile werden iiber das Golgi-Netzwerk
an die Zelloberfliche transportiert (Suh et al., 1996; Knittler et al., 1999). Von 500 —
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2000 in der Zelle generierten Peptiden wird im Durchschnitt nur ein einziges tliber
MHC-Klasse-I-Molekiile auf der Zelloberfldche prédsentiert (Princiotta et al., 2003). Die
generierten Peptide konnen innerhalb der Zelle nachfolgend auf vielfdltige Weise
degradiert werden (Ubersicht s. in Yewdell et al., 2003¢). So werden viele der Peptide
zum Beispiel im Zytoplasma und ER-Lumen durch Aminopeptidasen N-terminal

verkiirzt (Brooks et al., 2000).

1.2 Membrantransport durch ABC-Transporter

Transportvorgéinge an Membranen zdhlen zu den elementarsten Vorgidngen
lebender Organismen. Nur sie erlauben es Zellen liber ihre Plasmamembran mit der
Umwelt in Kontakt zu treten. Die Kompartimentierung eukaryotischer Zellen erfordert
zusitzlich Transportprozesse iliber die intrazelluliren Organellmembranen. Lediglich
kleine hydrophobe Molekiile und Wasser konnen die Phospholipidmembranen
ungehindert durchdringen. Ionen und die meisten polaren Substanzen dagegen sind auf
die Hilfe spezieller Transportproteine angewiesen. Solche Proteine ermdglichen die
selektive Aufnahme von Nihrstoffen in die Zelle, den Erhalt von lonengradienten, die
Ausschleusung von Toxinen und Signalstoffen, die interzellulire Verteilung von
Proteinen und vieles mehr. Bei Transportvorgdngen wird zwischen passivem und
aktivem Transport unterschieden.

Passiver Transport verlduft entlang eines Konzentrationsgradienten und erfordert
nur die spezifische Erh6hung der Membranpermeabilitit fiir den zu transportierenden
Stoff. So bildet z.B. das Antibiotikum Gramicidin A eine Membranpore, die Protonen
und Alkaliionen aber keine Ca®’-lonen passieren ldsst (Weinstein et al, 1979;
Anderson, 1984). Das Carrier-Molekiil Valinomycin dagegen bildet mit K'-Ionen einen
membrangingigen Komplex und erméglicht so die K'-Diffusion durch Membranen
(Krasne et al., 1971).

Im Gegensatz zum passiven Transport wird beim aktiven Transport gegen ein
Konzentrationsgefille transportiert. Die dafiir notwendige Energie kann aus
unterschiedlichen Quellen stammen. So wird die Protonenpumpe Bakteriorhodopsin
durch die Absorption von Lichtquanten getrieben (Stoeckenius, 1976). Der Komplex |
(NADH-Coenzym-Q-Reduktase) aus der oxidativen Phosphorylierungskaskade erzeugt
einen Protonengradienten mit Hilfe der Energie, die bei der Oxidation von NADH
(Nikotinamidadenindinukleotid) frei wird (Hatef], 1985). Solche

Konzentrationsgradienten werden wiederum verwendet, um andere Verbindungen aktiv
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zu transportieren. Die Laktosepermease von Escherichia coli (E. coli) transportiert
gleichzeitig ein Proton und ein Laktosemolekiil in die Zelle. Der Protonenfluss entlang
des Protonengradienten energetisiert hierbei den Laktosetransport (Wright ef al., 1986).
Neben diesem Symportmechanismus, bei dem verschiedene Molekiilsorten in die
gleiche Richtung transportiert werden, sind auch Antiporter bekannt. So wird der Ca*'-
Export mit Hilfe des Na'-Ca*’-Antiporters durch den Einstrom von Na'-Ionen
angetrieben (Carafoli, 1987).

Haufig wird die Energie allerdings durch die Hydrolyse von ATP bereitgestellt.
Das am griindlichsten untersuchte Beispiel hierfiir stellt die Na'-K'- ATPase der
Plasmamembran dar, die unter Hydrolyse von einem ATP-Molekiil drei Na'- Ionen in
die Zelle hinein- und zwei K+-Ionen hinaustransportiert (Cantley et al., 1983). Nach
einem vergleichbaren Mechanismus werden die so genannten ABC-Transporter
angetrieben, zu denen auch der Antigenpeptid-Transporter TAP gehort.

Bei der Proteinsuperfamilie der ABC-Transporter handelt es sich um eine weit
verbreitete Proteingruppe. Innerhalb allen Lebensformen, vom Bakterium bis zum
Menschen, {iibernimmt diese Molekiilfamilie den Transport eines weiten
Substratspektrums iiber Zell- und Organellmembranen. Etwa 2 % der Gene von E. coli.
kodieren fiir ABC-Transporter, 28 ABC-Transporter wurden im Hefegenom gefunden
und das menschliche Genom verfiigt iiber 48 Gene, die fiir ABC-Transporter kodieren
(Higgins, 1992; Holland & Blight, 1999). Das Aufgabenfeld der ABC-Transporter ist
sehr weit. Die ABC-Transporter von E. coli GInHPQ (Nohno et al., 1986) oder
MalFGK/E (Gilson et al., 1982; Froshauer & Beckwith, 1984; Dassa & Hofnung, 1985)
dienen der Aufnahme von Néhrstoffen wie Glutamin oder Maltose. Andere ABC-
Transporter vermitteln den Ex- und Import von Proteinen. Himolysin B exportiert z.B.
das 107 kDa Toxin a-Hadmolysin iiber die Plasma- und AuBlenmembran von E. coli
(Felmlee et al., 1985). Zahlreiche weitere Vertreter dieser Proteinfamilie sind von
klinischem Interesse. So sind ABC-Transporter fiir viele Pharmakaresistenzen
verantwortlich. Die Erythromycin-Resistenz von Staphylococcus lasst sich auf die
Wirkung des ABC-Proteins MsrA zuriickfithren, das das Antibiotikum aus dem
Bakterium transportiert (Ross et al., 1990). Der ABC-Transporter MDR1 (multidrug
resistance protein 1) erzeugt durch seine Uberexpression in Tumorzellen eine Resistenz
gegen Zytostatika, indem es die intrazellulire Konzentration der Medikamente durch
Export herabsetzt (Endicott & Ling, 1989; Gottesman & Pastan, 1993). Die

Adrenoleukodystrophie, hervorgerufen durch eine unzureichende B-Oxidation langer
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Fettsdureketten in den Peroxisomen, wird auf die Mutationen im Gen fiir das
Adrenoleukodystrophieprotein ALDP zuriickgefiihrt (Kamijo ez al., 1990). Defekte im
Chloridkanal cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) fithren zur
Mukoviszidose, der hdufigsten todlichen Erbkrankheit in Europa und den USA, bei der
es aufgrund eines gestorten Wasserhaushalts der Epithelzellschicht in den Lungen der
Patienten zu einer erhohten Viskositit des Sekterts der mukdsen Driisen kommt
(Collins,  1992).  Verdnderungen in der Nukleotidbindungsdomédne des
Sulfonylharnstoff-Rezeptors SUR1 rufen das Krankheitsbild der persistent
hyperinsulinemic hypoglycemia of infancy (PHHI) hervor, bei der es zu einer erhohten
Insulinsekretion kommt (Aguilar-Bryan et al., 1995; Thomas et al., 1995). Der in der
ER-Membran lokalisierte Antigenpeptid-Transporter TAP ist schlielich entscheidend
an der Immunabwehr von Tumorzellen und intrazelluliren Pathogenen wie z.B. Viren
beteiligt (Abele & Tampé, 1999).

Alle ABC-Transporter haben einen &hnlichen Aufbau aus mindestens vier
Doménen. Zwei Doménen bilden den hydrophoben Transmembranbereich, zwei weitere
sind auf der zytosolischen Membranseite lokalisiert und formen die
Nukleotidbindungsdoménen, die fiir die Energetisierung der ABC-Transporter
verantwortlich sind (Abb. 2). Wiahrend die Transmembrandoménen innerhalb der ABC-
Transporterfamilie nur geringe Sequenzhomologie aufweisen, zeigen die
Nukleotidbindungsdoménen eine Sequenzidentitit von ca. 30 %. In jeder Nukleotid-
bindungsdoméne liegen die fiir ABC-Transporter charakteristischen hochkonservierten
Walker A und Walker B Motive. Zuséitzlich sind ABC-Transporter durch den so
genannten C-loop gekennzeichnet, der 20-30 Aminosduren N-terminal von der Walker
B Region lokalisiert ist (Higgins, 1992). Das Walker A Motiv hat eine
Konsensussequenz GXXXXGKS/T, wihrend das Walker B Motiv aus vier
hydrophoben Aminosduren und einem Aspartat- oder Glutamatrest besteht (Walker et
al., 1982). Basierend auf Rontgenstrukturanalysen von ATPasen, die ebenfalls Walker
A und B Motive enthalten, wie Ras p21 (Egner et al., 1987), der F1FO-ATPase
(Abrahams et al., 1994) oder dem Elongationsfaktor Tu (EF-Tu) (Berchtold et al.,
1993) sowie aufgrund der kiirzlich gelosten Strukturen der Nukleotidbindungsdoméne
einiger ABC-Transporter (Hung ef al., 1998; Diederichs et al., 2000; Karpowich ef al.,
2001; Gaudet & Wiley, 2001; Schmitt ez al. 2003) wird angenommen, dass das Lysin in
der Walker A Region eine Salzbriicke zu der y-Phosphatgruppe des gebundenen ATP
bildet. Die Walker B Region koordiniert das Mg*-Ion des Mg*- ATP-Komplexes
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(Boos & Welte, 2000; Jones & George, 2002). Der C-loop mit der Konsensussequenz
LSGGQ kommt ausschlieBlich in ABC-Transportern und G-Proteinen vor (Lambright et
al., 1994; Manavalan et al., 1995).

Neulich publizierte Strukturen der ABC-Transporter deuten darauthin, dass
diese Region mit dem aus den zwei a-Helices bestehenden L-/oop (dhnlich der EAA-
Region bei den bakteriellen ABC-Transporter, deren Bedeutung durch Mutationsstudien
gezeigt wurde) kommuniziert und auf diese Weise Informationen von der
Nukleotidbindungs- an die Substratbindungsstelle weiterleiten (Dassa, 1990; Cotten et
al., 1996; Mourez et al. 1997, Locher et al. 2002).

Eine Reihe von kiirzlich erschienenen Publikationen zeigt, dass monomere NBD
von ABC-Transportern in Anwesenheit von ATP miteinander interagieren (Chen et al.,
2003a; Fetsch & Davidson, 2002; Horn et al., 2003; Janas et al., 2003; Loo et al., 2002;
Moody et al., 2002; Smith et al., 2002). Zwei ATP-Molekiile werden sowohl durch die
Walker A und B Regionen, als auch durch den C-loop beider NBD koordiniert.
AuBerdem legt der Vergleich verschiedener Kristallstrukturen der NBD die Vermutung
nahe, dass der Q-loop eine Wasserstoffbriicke zum y-Phosphat des ATP-Molekiils
ausbildet (Chen et al., 2003a; Hung et al., 1998; Karpowich et al., 2001; Smith et al.,
2002). Die Nukleotidbindung und ATP-Hydrolyse soll durch den C-terminalen Bereich
der jeweils anderen NBD beeinflusst sein (Bouabe & Knittler, 2003).

Im  Gegensatz zu den  Nukleotidbindungsdoménen  sind  die
Transmembrandominen kaum konserviert. Trotz der geringen Sequenzhomologie wird
eine dhnliche Faltung angenommen. Fiir CFTR und MDRI1 wurde experimentell
nachgewiesen, dass jede Transmembrandomine aus sechs Transmembranhelices besteht
(Wang et al., 1991; Ames & Lecar, 1992; Gentschev & Goebel, 1992; Gottesman &
Pastan, 1993; Loo & Clarke, 1993a; Loo & Clarke, 1993b). Basierend auf
Hydrophobizitdtsanalysen werden fiir MalF, die ABC-Komponente des E. coli
Maltosetransporters, acht Transmembranhelices vorhergesagt (Froshauer et al., 1988),
wihrend die Transmembrandoménen des Antigenpeptid-Transporters TAP die
Membran jeweils sieben- bis zehnmal durchspannen (Gileadi & Higgins, 1997; Tampé
et al., 1997; Vos et al., 1999) (Abb. 4). Photoquervernetzungsstudien haben gezeigt,
dass sowohl bei MDRI1 (Greenberger, 1993; Mortris et al., 1994) als auch beim
Antigenpeptid-Transporter TAP beide Transmembrandoménen (Nijenhuis &
Hammerling, 1996; Nijenhuis et al., 1996) gemeinsam die Substratbindungsstelle
bilden.
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Abb.2 Struktur von ABC-Transportern. ABC-Transporter bestehen aus zwei Transmembrandoménen
(griin), die die Membran mit fiinf bis zehn a-Helices durchspannen und zwei hydrophilen, zytosolischen
Doménen (rot) in denen die hochkonservierten ATP-Bindungsregionen liegen. Die Verkniipfung der vier
Doménen kann auf verschiedene Weise stattfinden. Prokaryonten synthetisieren vorwiegend alle
Untereinheiten als getrennte Polypeptidketten, die miteinander zum funktionalen Transportkomplex
assemblieren (Doige & Ames, 1993). Eukaryonten dagegen exprimieren hédufig die einzelnen Doménen
auf einem oder zwei Polypeptidstrangen. Der Antigenpeptid-Transportkomplex TAP baut sich z.B. aus
den Untereinheiten TAP1 und TAP2 auf, die jeweils aus einer Transmembrandoméine und einer
Nukleotidbindungsdomidne bestehen (Spies et al., 1992; Kelly et al, 1992), wihrend beim
Multidrogenresistenzprotein MDR1 alle Doménen auf einer einzigen Polypeptidkette liegen. Zusétzlich
zu den vier Doménen kénnen weitere vorhanden sein. So findet man beispielsweise beim CFTR-Protein
eine flinfte regulatorische Doméne R (Cheng et al., 1991) und bei den bakteriellen Importern, wie zum
Beispiel Maltosetransporter MalFGK/E ein zusétzliches periplasmatisches Bindungsprotein E (Reidl et
al., 1989).
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ATP
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L ATP/ ADP

Abb. 3 Modell fiir den Transportzyklus von MDRI. Die Rechtecke reprisentieren die
Transmembrandomédnen, wihrend die offenen Kreise, Quadrate und das Sechseck verschiedenen
Konformationen der Nukleotidbindungsdoménen entsprechen. Der geschlossene Kreis stellt das Substrat
dar. Die beiden Nukleotidbindungsdoménen wurden entsprechend ihrer relativen Lage zum N- bzw. C-
Terminus mit N oder C bezeichnet (aus Senior & Gadsby, 1997). Im néchsten Transportzyklus tauschen
die beiden Nukleotidbindungsdominen ihre Rollen und die ATP-Hydrolyse findet in der N-

Nukleotidbindungsdomaéne statt.

Fir MDRI, einem engen Verwandten des Antigenpeptid-Transporters TAP,
wird folgender Mechanismus angenommen (Abb. 3). Zu Beginn des Zyklus ist ATP
z.B. an der C-terminalen Nukleotidbindungsdoméne (C-Nukleotidbindungsdoméne)
gebunden. Zusitzlich bindet das zu transportierende  Substrat an die
Substratbindungsstelle. Die Bindung eines zweiten ATP-Molekiils an die N-terminale
Nukleotidbindungsstelle (N-Nukleotidbindungsdomine) induziert die ATP-Hydrolyse
in der C-Nukleotidbindungsdoméne. Mit Hilfe der freiwerdenden Energie wird die C-
Nukleotidbindungsdoméne in eine energiereiche Konformation tiberfiihrt. Im Gegensatz

zu den P-Typ-ATPasen wie z.B. der Na'-K'-ATPase werden die ABC-Transporter
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hierbei  nicht  kovalent  phosphoryliert.  Gleichzeitig  nimmt die  N-
Nukleotidbindungsdoméne eine Struktur an, die die ATP-Hydrolyse verhindert. Bei der
Relaxation der C-Domine wird das Substrat von der hochaffinen zytosolischen
Substratbindungsstelle zur niederaffinen extrazelluliren Bindungsstelle bewegt und das
anorganische Phosphat verldsst die C-Nukleotidbindungsdoméne. Nachdem das
Substrat und das ADP von MDRI1 dissoziiert sind, kehrt der Transporter durch die
Bindung eines neuen Substratmolekiils in seinen Ausgangszustand zuriick und der
Zyklus kann erneut durchlaufen werden. Im zweiten Transportzyklus haben die beiden
Nukleotidbindungsdoménen allerdings ihre Rollen vertauscht und die ATP-Hydrolyse
findet jetzt in der N-Nukleotidbindungsdoméne statt (Senior & Gadsby, 1997).

1.3  Antigenpeptid-Transporter TAP

Aufgrund der Zugehorigkeit des TAP-Komplexes zur Proteinfamilie der ABC-
Transporter und der Kodierung beider Untereinheiten TAP1 und TAP2 im MHC-
Klasse-II-Genlokus wurde schon unmittelbar nach seiner Sequenzierung spekuliert, ob
diese Proteine die fiir die Assemblierung der MHC-Klasse-I benétigten Peptide in das
ER transportieren (Townsend & Bodmer, 1989; Deverson et al., 1990; Monaco et al.,
1990; Spies et al., 1990; Trowsdale et al., 1990). Diese Hypothese wurde durch die
Beobachtung gestiitzt, dass sich auf der Oberfliche von TAP-Defektzellinien instabile,
also "leere" MHC-Klasse-I-Komplexe befinden (Townsend & Bodmer, 1989;
Ljunggren et al., 1990; Townsend et al., 1990), wihrend Zellen, die mit den fehlenden
TAP-Genen transfiziert wurden, Oberflichenexpression von peptidbeladenen MHC-
Klasse-I-Komplexen zeigen (Powis ef al., 1991; Attaya et al., 1992). Mit Hilfe der im
ER-Lumen lokalisierten Glykosylierungsmaschinerie konnte schlieBlich direkt
bewiesen werden, dass Peptide TAP- und ATP-abhingig in das ER transportiert
werden. So wurden TAP-exprimierende und TAP-defiziente Zellen mit Streptolysin-O,
einem bakteriellen Toxin, das in der Plasmamembran von Eukaryonten Poren bildet,
permeabilisiert und in An- und Abwesenheit von ATP mit radioaktiv markierten
Peptiden inkubiert, die eine N-Glykosylierungskonsensussequenz (NXS/T) trugen.
Glykosylierte und folglich in das ER transportierte Peptide wurden nach der Lyse der
Zellen mit Hilfe Zucker-bindender Concanavalin A-Sepharose isoliert und {iiber
Radioaktivitdtsmessung quantifiziert (Neefjes et al., 1993; Androlewicz & Cresswell,
1994). Analoge Experimente mit TAP-haltigen und TAP-freien Mikrosomen fiihrten zu

gleichen Ergebnissen (Meyer et al., 1994). Einen weiteren Beweis fiir die Funktion des
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TAP-Komplexes lieferte die ATP- und TAP-abhiangige Beladung von ER-stindigen
MHC-Klasse-I-Molekiilen mit radioaktiv markierten Peptiden (Androlewicz et al.,
1993; Shepherd et al., 1993). Zusitzlich wurde gezeigt, dass nur in Anwesenheit des
TAP-Komplexes und ATP Peptid-bindende Proteine im ER mit photoreaktiven
Peptiden markiert werden kdnnen (Lammert et al., 1997; (Marusina et al., 1997; Spee &
Neefjes, 1997). Diese indirekten Methoden zum Nachweis des Peptidtransports in das
ER waren notwendig, da neben dem Transportsystem TAP ein zusitzliches,
Peptidexportsystem existiert, das die Peptidakkumulation im ER verhindert (Roelse et
al., 1994; Koopmann et al., 2000). Weitere Untersuchungen der ATP-Abhéngigkeit des
TAP-Komplexes zeigten, dass der Transporter auch durch GTP, CTP und UTP
energetisiert werden kann, wihrend ADP dazu nicht in der Lage ist (Meyer, 1996).
Durch die Verwendung von nicht-hydrolysierbaren ATP-Analoga wie AMP-PNP oder
AMP-PCP wurde sichergestellt, dass nicht die ATP-Bindung, sondern die ATP-
Hydrolyse fiir die Transportaktivitidt des TAP-Komplexes verantwortlich ist (Neefjes et
al., 1993; Meyer et al., 1994). Neben der Hydrolyse von ATP ist auch die folgende
Dissoziation des TAP-ADP-Phosphat-Komplexes entscheidend. So blockiert das zum
Phosphation strukturanaloge Vanadat die Funktion von TAP, indem es durch seine hohe
Affinitdit zur Phosphatbindungsstelle die Dissoziation dieses Komplexes verhindert
(Meyer, 1996). Die Beteiligung weiterer Proteine an der TAP-abhingigen
Peptidtranslokation ist unwahrscheinlich, wie die funktionale, heterologe Expression
von humanem Antigenpeptid-Transporter TAP in Spodoptera frugiperda (S19)
Insektenzellen (Meyer ef al., 1994) und in der Hefe Saccharomyces cerevisiae (Urlinger
et al., 1997) zeigt, denen die Faktoren eines hochentwickelten Vertebraten-
Immunsystems fehlen. Die Anwesenheit beider Untereinheiten TAP1 (748 AS,
berechnet 81 kDa) und TAP2 (686, berechnet 75 kDa) ist dagegen fiir die Funktion des
TAP-Komplexes essentiell (Kelly et al., 1992; Spies et al., 1992; Neefjes et al., 1993;
Meyer et al., 1994). Zwischen TAP1 und TAP2 wurde eine Sequenzidentitit von 60 %
fiir die Nukleotidbindungsdominen gefunden, wéhrend die Transmembrandoménen nur
eine Identitit von 30 % aufweisen. Hydrophobizititsberechnungen ergaben sechs bis
zehn Transmembranhelices fiir TAP1 und TAP2 (Momburg et al., 1996; Nijenhuis &
Héammerling, 1996; Elliott, 1997; Tampé¢ et al., 1997) (Abb. 4). Zum eigentlichen Kern
der Transmembrandoméine (core domain) werden allerdings nur die jeweils sechs C-
terminalen Transmembranhelices (TM 5-10 bei TAPl und TM 4-9 bei TAP2)

gerechnet, da die iibrigen Transmembranbereiche keine Homologie zu anderen ABC-



13 Einleitung

Transportern (mit Ausnahme von so genanntem TAP-/ike Transporter ABCB9 (Zhang
et al., 2000)) aufweisen. Die N-terminale Doméne der TMD von TAP1 und TAP2 sind
nicht notwendig fiir den Peptidtransport (Koch et al., 2004).

TMD

N-terminale

Domiine ER Tapasin
core domain Bindungsstelle
|

Zytoplasma
NBD

Peptid

Abb. 4 Membrantopologie des TAP-Komplexes. Die Transmembranhelices (TM), die auch in anderen
ABC-Transportern gefunden worden sind (core domains), sind als Zylinder dargestellt (rot bei TAP1 und
blau bei TAP2). Transmembrandoménen, die ausschlieBlich fiir TAP1 bzw. TAP2 vorhergesagt werden,
sind durch orange Zylinder bei TAP1 und hellblaue Zylinder bei TAP2 repréasentiert. Diese N-terminalen
Bereiche sind fiir die Bindung von Tapasin verantwortlich. Bereiche, die an der Peptidbindung beteiligt

sind, sind durch griine Linien hervorgehoben (modifiziert aus (Koch et al., 2004)).

Die dreidimensionale Kristallstruktur von hTAPI-NBD konnte vor kurzem
aufgeklart werden (Gaudet & Wiley, 2001). Wie die NBD von bakteriellen ABC-
Transportern (Hung et al., 1998; Diederichs et al., 2000; Karpowich et al., 2001;
Gaudet & Wiley, 2001; Schmitt et al. 2003) bildet die NBD von TAP1 die Form eines
L. Dabei tragt der lingere Arm die Bezeichnung arm I und der kiirzere Arm — arm 1I1.
Im arm I sind die Walker A und Walker B Motive lokalisiert, welche fiir die Bindung
und Hydrolyse von ATP essentiell sind (Walker et al., 1982). Der lingere Arm enthilt
noch die so genannten D-loop und H-loop, arm 11 enthdlt dagegen die C-loop und
Q-loop (Hung et al., 1998; Diederichs et al., 2000; Hopfner et al., 2000; Gaudet &
Wiley, 2001; Schmitt & Tampé, 2002; Yuan et al., 2001; Schmitt et al. 2003).

Die Peptidbindungstasche wird von TAP1 und TAP2 gemeinsam gebildet und
beide Untereinheiten des TAP-Komplexes werden fiir die Peptidbindung bendtigt.
(Nijenhuis & Hémmerling, 1996; Nijenhuis et al., 1996). Durch Experimente mit
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photoreaktiven radioaktiv markierten Peptiden konnten einige diskrete Regionen
innerhalb der Transmembrandoménen von TAP1 und TAP2 eingegrenzt werden, die an
der Peptidbindung beteiligt sind. Nach der partiellen Spaltung des TAP-Komplexes
lieBen sich die markierten TAP-Fragmente mit Hilfe von regiospezifischen Antikdrpern
identifizieren. Demnach sind neben den zum Zytosol orientierten, C-terminalen
Schleifen von TAP1 und TAP2 die TM5 und TM6 von TAP1 sowie die TM4, TMS5 und
TM6 von TAP2 an der Peptidbindung beteiligt (Abb. 4). Uber den
Transportmechanismus des TAP-Komplexes oder {iiber potentielle Intermediate
innerhalb des Transportzyklusses ist sehr wenig bekannt. Untersuchungen des TAP-
Komplexes bei verschiedenen Temperaturen zeigten, dass der Transportprozess
unterhalb 15°C auf der Stufe der Peptidbindung quasi eingefroren werden kann. Die
Peptidbindung ist im Gegensatz zum Peptidtransport ATP-unabhingig. So konnte
sowohl die ATP-unabhidngige kovalente Markierung des TAP-Komplexes mit
photoreaktiven Peptiden (Androlewicz & Cresswell, 1994; Nijenhuis et al., 1996) als
auch die spezifische Peptidassoziation an TAP-haltige Mikrosomen nachgewiesen
werden (van Endert ef al, 1994; Uebel et al., 1995). Deswegen wird von einem
Minimalmodell fiir den TAP-vermittelten Peptidtransport ausgegangen. Demzufolge
setzt sich der Peptidtransport aus einem ATP-unabhéingigen Peptidbindungsschritt und
einem ATP-abhédngigen Peptidtranslokationsschritt zusammen (Abb. 5). Durchgefiihrte
thermodynamische und kinetische Studien zeigten zusitzlich eine langsame
Isomerisierung des TAP-Komplexes nach der Peptidbindung (Neumann & Tampé,
1999). Bei diesem peptidinduzierten Konformationswechsel handelt es sich um eine
drastische Reorganisation der TAP-Struktur (Neumann et al., 2002). Noch eindeutiger
dokumentierte die ungewohnlich groe Wiarmekapazititsdnderung wéhrend der
Assoziation des Peptid-TAP-Komplexes den weitreichenden Konformationswechsel.
Die Analyse der Gleichgewichts- und Geschwindigkeitskonstanten zeigte, dass diese
Umstrukturierung nicht fiir die hohe Substrataffinitéit erforderlich ist. Deswegen wird
spekuliert, dass der Konformationswechsel die Peptidbeladung signalisiert, die
strukturellen Voraussetzungen fiir die ATP-Hydrolyse schafft und auf diese Weise als
,molekularer Schalter fungiert. (Neumann & Tampé, 1999). Dariiber hinaus, wie die
Studien an GFP-markiertem Protein belegen, beeinflusst diese Konformationséinderung
die laterale Mobilitdit des TAP-Komplexes (Reits et al., 2000). Vergleichbare
Zweistufenprozesse wurden bereits fiir zahlreiche Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen

gefunden (z.B. flir den muskarinischen Acetylcholinrezeptor und den Toxin der griinen
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Mamba (Toomela et al., 1994), Lysozym und N-Acetylglucosamin (Holler et al.,
1969)).

ADP + P, ADP + P,

Zytosol J L
Peptid ATP ATP

Jo (OGRS F
e [N [ i
e [eliilien St [

faY
ER-Lumen ATP-unabhingige ATP-abhangiger
Peptidbindung Peptidtransport

Abb. 5 Minimalmodell fiir den TAP-vermittelten Peptidtransport. Der TAP-vermittelte
Peptidtransport besteht aus einem ATP-unabhingigen Peptidbindungsschritt, der sich aus der schnellen
Assoziation und einer langsamen Isomerisierung zusammensetzt, und einem ATP-abhidngigen
Peptidtranslokationsschritt, der in ATP-Hydrolyse und Substratiibertragung aufgeteilt werden kann. Die
Kugeln deuten die Nukleotidbindungsdoméanen an, wihrend der Zylinder die Transmembrandoménen

représentiert (aus Neumann, 2000).

Eine auftillige Eigenschaft des TAP-Komplexes ist die grof8e Zahl verschiedener
Peptide, die transportiert werden konnen (Uebel et al., 1997a). Dies ist entscheidend,
um das Repertoir der prasentierten Antigene nicht durch die Antigenprozessierung zu
limitieren (Uebel & Tampé, 1999). Der Antigenpeptid-Transporter transportiert Peptide
mit einem Langenoptimum zwischen acht und zwolf Aminosduren (Koopmann et al.,
1996), widhrend Peptide mit acht bis sechzehn Aminosduren bevorzugt gebunden
werden (van Endert et al., 1994). Eine dhnliche Lingenverteilung (8-10 AS) zeigen die
Peptide, die von MHC-Klasse-I-Molekiilen gebunden werden (Falk et al., 1990;
Engelhard, 1994; Rammensee, 1995). AuBlerdem haben Untersuchungen mit
kombinatorischen Peptidbibliotheken ergeben, dass lediglich die Aminosduren an den
ersten drei N-terminalen und an der C-terminalen Position die Bindungsaffinitét
beeinflussen (Uebel et al., 1997a). Die Seitenreste an den iibrigen Positionen haben nur
einen geringen Einfluss auf die Substraterkennung. An den Positionen 1 und 2 werden
basische Aminosduren bevorzugt, wihrend aromatische Aminoséduren an Position 3 die
Affinitit zum TAP-Komplex erh6hen. Saure Reste an den Positionen 1 oder 3 und
besonders ein Prolinrest an Position 2 reduzieren die Bindungsaffinitit (Abb. 6). Am C-
Terminus werden aromatische und basische Aminosduren bevorzugt (Uebel et al.,

1997a; Uebel & Tampé, 1999). Der Einfluss des Peptidriickgrats wurde mit Hilfe von
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Peptidbibliotheken untersucht, die D-Aminosduren enthielten. Demzufolge reduzieren
D-Aminosduren die Bindungsaffinitdt ausschlieBlich, wenn sie an den ersten drei N-
terminalen bzw. der C-terminalen Position eingebaut werden (Uebel et al., 1997a).
Zusétzlich zeigt sich, dass ein freier N- und C-Terminus strikte Voraussetzung fiir die
Substraterkennung durch den TAP-Komplex darstellt (Momburg et al., 1994;
Schumacher ef al., 1994). Aufgrund der vorliegenden Daten wird davon ausgegangen,
dass der TAP-Komplex Peptide hauptséchlich tiber das Peptidriickgrat der ersten drei
N-terminalen Aminosiuren sowie der C-terminalen Aminosdure und die Amino- bzw.
Carboxylgruppe der Termini bindet. Fiir die Aminosiduren zwischen den ersten drei und
der letzten Position wurden kaum sterische Restriktionen gefunden. Dies wird
zusitzlich dadurch unterstrichen, dass der TAP-Komplex sogar verzweigte Peptide mit
einer Seitenkettenldnge bis zu 20 Aminosduren bindet (Grommé et al., 1997). Auch
Peptide mit artifiziellen rdumlich anspruchsvollen Seitenketten wie Fluorophoren
(Uebel et al., 1995; Blevitt et al., 1999) oder Goldcluster mit einem Durchmesser von
1,4 nm (Neumann & Tampé, unverdffentlichte Daten) werden vom
Antigenpeptidkomplex als Substrat erkannt.

In der letzten Zeit werden auch immer mehr Arbeiten der Frage gewidmet, wie
die verschiedenen Dominen von TAP1 und TAP2 an dem Transportvorgang beteiligt
sind. So wurden einzelne Doménen untereinander ausgetauscht (Arora et al., 2001;
Daumke & Knittler, 2001b) und an der ATP-Bindung bzw. ATP-Hydrolyse beteiligte
Aminosduren mutiert (Hewitt & Lehner, 2003a; Karttunen et al., 2001; Knittler et al.,
1999; Saveanu et al., 2001).

Fir die Peptidbindung ist die TMD sowohl von TAPI als auch von TAP2
notwendig (Arora et al., 2001). Trotzdem wurde auch berichtet, dass Chiméarkomplexe
aus zwei TAP1-TMD oder zwei TAP2-TMD zu einer reduzierten Peptidbindung fahig
sind (Daumke & Knittler, 2001b). Funktionalitit beider NBD ist jedoch fiir die ATPase-
Aktivitdt und somit fiir den gesamten Transportvorgang von TAP erforderlich (Chen et

al., 2003).
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Abb. 6 Peptidspezifitit des Antigenpeptid-Transporters. Oben: Substratspezifitét von TAP. Die ersten
drei N-terminalen Aminoséuren und die letzte C-terminale Aminosdure sind fiir die Stabilisierung der
Peptidbindung an TAP verantwortlich. Mitte: Die fiir die Bindung giinstigen Aminosauren an bestimmten
Positionen werden blau dargestellt (negative AAG), die fiir die Bindung ungiinstigen Aminoséuren an
bestimmten Positionen werden gelb oder rot dargestellt (positive AAG). Zum Beispiel fiir die ersten drei
Positionen werden K, N oder R bevorzugt. D, E oder F in dieser Positionen, dagegen, vermindern die
Peptidbindung an TAP. Unten: schematisches Modell der Substratbindungstasche von TAP (nach
Lankat-Buttgereit & Tampé¢, 2002)

1.4 Virale Inhibition des TAP-Komplexes

Der durch MHC-Klasse-I-Molekiile vermittelte Zweig des Immunsystems ist eine
sehr effiziente Waffe gegen intrazelluldre Pathogene wie z.B. Viren. So ist es nicht
iiberraschend, dass Viren im Laufe der Evolution Strategien entwickelt haben, dieser
Immuniiberwachung zu entgehen. Wihrend kleinere Viren, die nur eine geringe Zahl

von Genen in threm Kapsid transportieren, ihre Immunerkennung hauptséchlich durch
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eine hohe Mutationsrate erschweren, exprimieren groflere Viren Proteine, die direkt mit
einzelnen Komponenten des Immunsystems interagieren und deren Funktion
modulieren. Zahlreiche Viren kodieren fiir Proteine, die mit der Antigenprédsentation
durch MHC-Klasse-I Molekiile interagieren. So bindet das vom Adenovirus E3 kodierte
19 kDa Protein E3/19K an MHC-Klasse-I Molekiile und verhindert ihre Prédsentation
auf der Zelloberflache (Andersson et al., 1985; Burgert & Kvist, 1985).

Die Bindung der von dem humanpathogenen Zytomegalievirus (HCMV)
kodierten Proteine US2 und US11 an die naszierende schwere Kette des MHC-Klasse-1-
Molekiils fiihrt zu ihrer Mislokation in das Zytosol. Das HCMV-Protein US3 und das
Adenovirusprotein E3/19K binden MHC-Klasse-I-Molekiile und bewirken deren ER-
Retention. Zusétzlich bindet E3/19K an Tapasin und verhindert die Assemblierung des
Beladungskomplexes. Das HCMV-kodierte Protein UL18 wird in Assoziation mit der
B,-m-Kette und einem Peptid auf die Zelloberfliche transportiert, um natiirlichen
Killerzellen eine MHC-Klasse-I-Oberflichenexpression vorzutduschen. Das Protein
ICP47 des Herpes Simplex Viruses (HSV-1 und HSV-2) und das HCMV-Protein US6
inhibieren den Antigenpeptid-Transporter TAP. Es konnte gezeigt werden, dass ICP47
den TAP-vermittelten Peptidtransport in das ER von Streptolysin-O-permeabilisierten
Zellen inhibiert, indem es direkt an den TAP-Komplex bindet (Friih et al., 1995; Hill et
al., 1995). In vitro Studien zeigten, dass ICP47 den Peptidbindungsschritt an den TAP-
Komplex blockiert (Ahn et al., 1996; Tomazin et al., 1996). Die hohe Bindungsaffinitit
von ICP47 zum humanen TAP-Komplex, die um das zwei- bis fiinffache hoher liegt als
die der transportierten Peptide, erklirt die effektive Blockierung der
Antigenprozessierung in HSV-infizierten humanen Zellen. Neben dem HSV blockiert
auch der HCMV den TAP-Komplex. Die Expression des 21 kDa ER-stindigen
Transmembranglykoproteins US6 fiihrt zu einer Reduktion der Oberfldchenexpression
von MHC-Klasse-I-Molekiilen und der Anhdufung von unbeladenen MHC-Klasse-I-
Proteinen im ER und im cis-Golgiapparat. Koimmunoprézipitationsexperimente mit
Antikorpern gegen US6 belegten, dass US6 an den Komplex aus TAP1, TAP2, Tapasin,
der schweren Kette des MHC-Klasse-I-Molekiils, B,-m und Calreticulin bindet.
Vergleichbar zu ICP47 unterbricht US6 die Peptidversorgung der MHC-Klasse-I-
Molekiile, indem es den TAP-vermittelten Peptidtransport in das ER inhibiert. Im
Gegensatz zu ICP47 blockiert US6 allerdings nicht den Bindungsschritt des
Antigenpeptids (Hengel et al., 1997; Ahn et al., 1997).
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1.5 Motivation und Zielsetzung

Der TAP-Komplex spielt eine zentrale Rolle bei der MHC-Klasse-I-vermittelten
Antigenprésentation. Die im Zytosol durch Degradation endogener Proteine
entstehenden Peptide werden von TAP auf die luminale Seite des endoplasmatischen
Retikulums transportiert, wo sie auf die MHC-Klass-I-Molekiile iibertragen werden.
Der Transportmechanismus des TAP-Komplexes kann in zwei grundlegende Schritte
unterteilt werden: die ATP-unabhingige Peptidbindung und den ATP-abhidngigen
Peptidtransport. In der vorliegenden Dissertation sollte der energieliefernde Schritt des
Transporterzyklus, die ATP-Hydrolyse, nachgewiesen und im Detail untersucht werden.

Es sollte eine Technik entwickelt werden, die die direkte Beobachtung der TAP-
spezifischen ATP-Hydrolyse erlaubt. Hierfiir war es zwingend, den aktiven TAP-
Komplex zu isolieren und durch den Einbau in kiinstliche Lipidvesikel seine Funktion
wiederherzustellen (Rekonstitution). Die anschlieBenden Untersuchungen am funktional
rekonstituierten TAP-Komplex sollten folgende Fragen zum Transportmechanismus des
Antigenpeptid-Transporters beantworten: 1) Welche molekularen Vorgénge liegen
diesem Prozess zugrunde? 2) Welcher Kinetik folgt die ATP-Spaltung? 3) Gibt es
essentielle  Zwischenstufen? 4) Mit welcher  Stochiometrie erfolgt die
Peptidiibertragung?

Virale TAP-Inhibitoren, wie ICP47 oder US6 sind Werkzeuge, mit deren Hilfe
Einblicke in den Prozess der Antigenprozessierung erhalten werden konnen. Sie tragen
auch dazu bei, unsere Kenntnis iiber die Funktionsweise von TAP zu erweitern.
Wihrend die molekularen Wirkprinzipien von ICP47 bereits untersucht sind, bleibt der
Inhibitionsmechanismus von US6, einem Typ I Transmembranglykoprotein des
humanpathogenen Zytomegalievirus (HCMV), weitgehend ungekliart. Es sollten
Techniken entwickelt werden, die es erlauben, die Wechselwirkung zwischen dem
TAP-Komplex und US6 in vitro zu untersuchen, um dessen Einfluss auf verschiedene
Aspekte der TAP-Aktivitdt — Peptidbindung, ATP-Hydrolyse und Peptidtransport zu

analysieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Material und Methoden

2.1.1 Chemikalien, Reagenzien und Enzyme

1,4-Dithio-DL-threitol

Aceton
Acrylamid/Bisacrylamid (30/08)
Adenosindiphosphat
Adenosintriphosphat

AEBSF
Ammoniumheptamolybdat
Aprotinin

APS

Apyrase (Grade VI, aus der Kartoffel)
ATP-Agarose (A-2767)
[y’*P]JATP

Bromphenolblau

BSA

Chloramin-T

Concanavalin-A Sepharose
Cyclohexan

D—[2—3H]Mannose

D-Sucrose

Decylmaltosid

Digitonin

Dowex 1X8

ECL-Kit

EDTA

EGTA

FCS (fetal calf serum, fotales Kélberserum)

Sigma

Roth
National Diagnostics
Sigma
Sigma
Calbiochem
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Amersham
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Roth

ICN

Merck
Calbiochem
Calbiochem
Sigma
Amersham Biosciences
Sigma
Sigma

Boehringer
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Material und Methoden

Fiske-Subbarow reducer Sigma
Glycerol Roth
HEPES Merck
Isobutanol Roth
Leupeptin Sigma
L-Glutamin Gibco
Magermilchpulver Fluka
Micro-BCA Protein Assay Reagent Kit Pierce
Molekulargewichtsstandard, prestained BioRad
Natriumazid Sigma
Natriumiodid (‘*’I-markiert) Amersham
Natriumpyruvat Gibco
Natriumvanadat Sigma
Ouabain Sigma
Ovalbumin Sigma
Penicillin/Streptomycin Mix Gibco
Pepstatin Sigma
PMSF Sigma
Polylysin Sigma
Sephadex G-10 Sigma
Sephadex G-50, medium Sigma
Streptavidin Gibco
Szintillazionsfliissigkeit fiir organische Proben = Packard (Microscint-O)
Szintillazionsfliissigkeit flir wéssrige Proben Roth
TEMED Sigma
Trichloressigsdure Sigma
Tyrosin Sigma
Wasserstoffperoxid Sigma
a-D-Methylmannosid Sigma
2.1.2 Verbrauchsmaterial
96-well-Mikrotiterplatten Greiner, Nuncolon

BioBeads SM2 BioRad
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ECL-Hyperfilm

Einmal-Plastiksdulen (10 ml)
Einmal-Spritzen (1 ml)

Filter (0,45 pm, Acetonitril bestindig)
Filteraufsatz fiir 1 ml Einwegspritzen
(Porengrofle 0,45 um)

10DO-GEN Precoated lodination Tubes
Kaniilen (0,45 mm)

Kaniilen (0,60 mm)

Multiscreen filtration plates (0,65 pum
hydrophilic, low protein binding)

Nitrozellulosemembran (0,45 pm)

Pipettenspitzen

Polycarbonatmembrane Poren @ 200 nm
Reaktionsgefille
Whatman-3MM-Filterpapier
Zellkulturflaschen

2.1.3 Puffer

Material und Methoden

Amersham
BIO-RAD

Braun

Millipore

Millipore (Typ HV)

Pierce
Braun
Braun

Millipore

Schleicher und Schuell
(Obtitran BA-S 83)
Peske

Avestin

Eppendorf, Falcon
Kobe

Nuncolon

Alle Puffer wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt.

Ammoniummolybdat-Losung (fiir Bartlettassay):

500 mM HzSO4
7,12 mM (NH4)6M07024* 4H20

ATPase-Puffer:
20 mM HEPES
150 mM NacCl

1 mM KCl

2 mM MgCl,
0,5 mM MnCl,
20 % Glycerin
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1,8 mM Ouabain
9 mM NaNj

1 mM DTT

pH 7,4

4x Auftragspuffer:

200 mM Tris/HCI

40 % (v/v) Glycerin

8 % (w/v) SDS

0,06 % (w/v) Bromphenolblau
80 mM DTT

pH 6,8

Biotinvlierter Molekulargewichtsmarker broad range (Sigma):

a2-Makroglobulin 205 kDa
B-Galaktosidase 116 kDa
Phosphorylase B 97,4 kDa
Katalase 58,1 kDa
Alkoholdehydrogenase 39,8 kDa
Karbonatanhydrase 29 kDa

Trypsin Inhibitor 20,1 kDa
Lysozym 14,3 kDa
Aprotinin 6,5 kDa

Blockpuffer:
7 % (w/v) Magermilchpulver

0,05 % (v/v) Tween 20
0,05 % (w/v) NaN;
in TBS-Puffer

Borat-Puffer:
20 mM Borat/NaOH
pH 8,3
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Chromatographie-Laufpuffer (Gelfiltration, ATP-Agarose):
20 mM HEPES

150 mM NacCl

1 mM KCl

2 mM MgCl,

0,5 mM MnCl,

20 % Glycerin

1 mM DTT

1,5 CMC Detergenz (2,4 mM fiir Decylmaltosid)

pH 7.4

Elutionspuffer (ATP-Agarose):
20 mM HEPES

150 mM NacCl

1 mM KCl

2 mM MgCl,

0,5 mM MnCl,

20 % Glycerin

1 mM DTT

1,5 CMC Detergenz (2,4 mM fiir Decylmaltosid)
5 mM ATP

pH 7.4

Entwicklerlosung:
100 ml 2,5 % Na,COs3
40 pl Formaldehyd

Férbelosung:
80 ml 10 % (NH4),SO4

2 % H3POq4
20 ml Methanol
1 ml 5 % Coomassie G250

in Wasser
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Fixierlosung:
30 % (v/v) Ethanol

10 % (v/v) Essigsédure

HEPES-Puffer:
20 mM HEPES
150 mM NacCl

1 mM KCl

2 mM MgCl,
0,5 mM MnCl,
20 % Glycerin

I mM DTT

pH 7,4

Kavitationspuffer (Raji Zellen):
25 mM KOAc

5 mM MgOAc

0,5 mM CaOAc

20 mM HEPES

1 mM DTT

pH 7,4

Kavitationspuffer (SF9 Zellen):
250 mM Sucrose

25 mM KOAc

5 mM MgOAc

0,5 mM CaOAc

50 mM Tris/HCI

pH 7,4

Konditionierer (fiir Silberfirbung):

30 ml Ethanol
20 ml 2 M NaOAc pH 6,0

Material und Methoden
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2 ml 25 % Glutaraldehyd
100 mg NaS,0; x SH,O
48 ml Wasser

Liposomenpuffer:
20 mM HEPES
150 mM NacCl

1 mM KCl

pH 7.4

NP40-Lysepuffer:
150 mM NacCl

5 mM KCl

5 mM MgCl,

2 mM CacCl,

50 mM Tris/HCI

1 % NP40

pH 7,4

Organische Phase (ATPase-Assay) :

45 % (v/v) Isobutanol
45 % (v/v) Cyclohexan
9 % (v/v) Aceton

1 % (v/v) wissrige Phase (s. dort)

PBS:
150 mM NacCl
1,3 mM KCI

10 mM NazHPO4 / NaH2P04

Der pH-Wert wurde durch

das Verhiltnis Na,HPO4/NaH,POj, eingestellt.

Protease-Inhibitormix:

50 pg/ml AEBSF

Material und Methoden
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1 ug/ml Aprotinin
10 pg/ml Leupeptin
5 pg/ml Pepstatin
25 pl Formaldehyd
75 ml Wasser

Rekonstitutions-Puffer (Gelfiltration):
20 mM HEPES

150 mM NacCl

1 mM KCl

2 mM MgCl,

0,5 mM MnCl,

20 % Glycerin

1 mM DTT

0,2 mM ATP

pH 7,4

Sammelgel (5 %):

7,1 ml Protogel (Acrylamid/Bisacrylamid 30/0,8)
5,25 ml 1,0 M Tris, 0,4 % (w/v) SDS pH 6,8
28,6 ml Wasser

0,42 ml 10 % (w/v) SDS in Wasser

420 pl 10 % (w/v) APS in Wasser

42 ul TEMED

die angegebenen Mengen reichen fiir acht Minigele

Solubilisationspuffer:
20 mM HEPES

150 mM NacCl

1 mM KCl

2 mM MgCl,

0,5 mM MnCl,

20 % Glycerin

1 mM DTT

Material und Methoden
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Detergenz (Konzentrationsberechnung s. 2.2.4.5)

pH 7.4

Stopplosung (Silberfirbung):

10 % (v/v) Essigsédure

Stoppuffer (Iodierung):
1 mg/ml Na,S,0s in PBS pH 7,4

Sucrose-Puffer:

50 mM Tris/HCI

150 mM KOAc

5 mM MgOAc
0,4/1,8/2,7 M Sucrose
pH 7.4

TBS-Puffer:

10 mM Tris/HCI
150 mM NacCl
pH 7,5

TBS-T-Puffer:
0,05 % (v/v) Triton X-100
in TBS-Puffer

TCA-Fix:
15 % (w/v) TCA
50 % (v/v) Methanol

TE Puffer:

50 mM Tris-HCl
0,1 mM EDTA
pH 7,9

Material und Methoden
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Transferpuffer:

39 mM Glycerin

48 mM Tris

0,037 % (w/v) SDS
20 % (v/v) Methanol

Trenngel (10 %):

Material und Methoden

25 ml Protogel (Acrylamid/Bisacrylamid 30/0,8)
18,8 ml 1,5 M Tris, 0,4 % (w/v) SDS (pH 8,8)

21,3 ml Wasser
112,5 pl 10 % (w/v) APS in Wasser
75 ul TEMED

die angegebenen Mengen reichen fiir acht Minigele

Waissrige Phase (ATPase-Assay):
1 M H,SO4
10 mM (NH4)6M07024 * 4H20

2.1.4 Gerite

Brutschrénke

Douncer-Homogenisator (10 ml)
Douncer-Homogenisator (30 ml)
Entwicklermaschine
Filtrationseinrichtung fiir Transportassay
Fluoreszenz-ELISA

Fluoreszenzspektrometer

Geldokumentationssystem
Héamatozytometer
Hamilton-Spritzen
LipoFast Extruder
Mikro-HPLC-System

Heraeus

Braun Melsungen

Braun Melsungen

AGFA (Curix 60)

Millipore

Messgerdt bmG (POLARstar Galaxy)
Instruments S.A., HORIBA Group
(Fluorolog-3)

Amersham-Pharmacia (Hoefer SE 660)
Brand

Mettler-Toledo

Avestin, Ottawa, Ontario, Canada

Pharmacia Biotech (SMART-System)
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Mikroskop
Milli-Q-Wasserdeionisierungsanlage
Multipipette
Quarzdreieckskiivette (1ml) fiir
Fluoreszenzspektroskopie
Quarzkiivette (500 pl) fiir Fluoreszenz
und UV/Vis-Spektroskopie
Rotoren fiir Ultrazentrifugation
Schiittelinkubatoren
Semidry-Blot-Apparatur
Sicherheitswerkbank

Speed Vac-Konzentrator
Spektralphotometer (UV/Vis)
Suspensionszellkulturflaschen
Tank-Blot-Apparatur
Thermomixer
Ultraschallgenerator
Ultrazentrifuge
UV/Vis-Spektrometer
Vakuumstation (Multiscreen
Filtration System)

Waagen
Wasseraufbereitungsanlage

Zentrifugen

B-Zahler
y-Zihler

2.1.5 Zellen und Zellkulturmedia

Material und Methoden

Zeiss (Axiovert 10)
Millipore

Millipore

Hellma

Hellma

Beckman (SW 28.1, Ti 70.1)
Infors AG (HT)

Eigenbau (Werkstatt), BioRad
Heraeus Instruments (Hera safe)
Buchofer

Perkin Elmer (Lambda 2)
Technomara

Eigenbau (Werkstatt)
Eppendorf (5430)

Branson (Sonifier 250)
Beckman (TLA-100, L8-60M)
Pharmacia Biotech (Ultrospec 3000)
Millipore

Sartorius

Millipore (Milli-Q UF Plus)
Eppendorf (5415C, 5403),
(Omnifuge 2)

Heraeus

Beckman

Packard (Cobra II, MR480)

Es wurden folgende Zelllinien benutzt: Sf9 Insektenzellen (Spodoptera frugiperda,
ATCC CRL 1711 (Vaughn et al., 1977) und humane Raji-Zellen (humane Burkitt

Lymphom, ATCC CCL 86 (Epstein ef al.,

wurden von Gibco BRL bezogen.

1966). Die Zellkulturmedia und Zuséatze
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2.1.6 Antikorper, Lipide und Peptide

Fir die Immunodetektion wurden C-terminal gerichtete monoklonale Antikorper
148.3 gegen TAP1 (Meyer ef al., 1994) und 435.3 gegen TAP2 (van Endert ef al.,
1994) benutzt. Tapasin wurde mit Hilfe des monoklonalen Antikérpers 7F6 (AG
Tampé, unverdffentlichte Daten), schwere Kette von MHC Klasse I mit Hilfe des
monklonalen Antikdrpers Al.4 (Bushkin ef al, 1986) visualisiert. Fiir die
Immunoblots und Affinitdtssdulen gegen humanes Sec61-Komplex wurde der
polyklonale Antikoérper sc12322 verwendet (Santa Cruz Biotechnology). Die
sekundéren anti-Maus, anti-Ratte und anti-Kaninchen Antikorper wurden von Sigma,
anti-Ziege und anti-Biotin Antikdrper von Pierce bezogen. Die verwendeten Peptide
wurden von W. Kraas in der Gruppe von Prof. Jung am Institut fiir Organische
Chemie, Eberhardt Karls Universitit Tiibingen, von der Peptidsyntheseeinrichtung
des Max-Plank-Instituts fiir Biochemie in Martinsried oder von Dr. M. Krause am
Institut fiir Molekularbiologie und Tumorforschung der Philipps-Universitdt in
Marburg nach der konventionellen Fmoc-Methode synthetisiert. Die verzweigten
Peptide wurden uns von Prof. J. Neefjes (Amsterdam, Holland) zur Verfiigung

gestellt. Lipide wurden von Avanti Polar Lipids (Eugene, USA) bezogen.

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Raji-Zelllinie wurde im RPMI 1640 Glutamax I, supplementiert mit 10% FCS (1 h
bei 55°C inaktiviert), 40 U/ml Penicillin, 40 pg/ml Streptomycin und 1 mM
Natriumpyruvat, in Drehflaschen bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Die Zellen
wurden jeden 3. Tag durch Verdiinnung auf 50% der Ausgangsdichte passagiert. Am
9. Tag wurden die Zellen durch Zentrifugation (10 min, 1000 x g, 4°C) geerntet. Das
Zellpellet wurde einmal mit eiskaltem PBS (pH 7,4) gewaschen und bei -20°C
gelagert (Meyer et al., 1994).

Die Insektenzellen wurden in SF900 II Medium kultiviert, das mit 10% FCS, 40
U/ml Penicillin, 40 pg/ml Streptomycin supplementiert wurde. Um den TAP-
Komplex zu exprimieren, wurden 600 ml Insektenzellkultur (1,6 bis 2,0 10°
Zellen/ml) mit 50 ml eines high titer Stocks von rekombinanten Bakuloviren

infiziert. 72 h p.i. erfolgte die Zellernte durch Zentrifugation. Nach erfolgreicher
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Expression machte TAP einen Anteil von 0,2 bis 2 Gewichtsprozent des

mikrosomalen Proteins aus.

2.2.2 Markierungsverfahren
2.2.2.1 Chloramin-T-Methode (gesindert nach McConahey)

Um Tyrosinreste von TAP-Liganden mit '*Tod zu markieren (*Y), wurden 1,5 nmol

des Peptids mit 1 pl Na'®

I (entspricht 100 pCi) und 10 pg Chloramin-T in 90 pl 1x
PBS (pH 7,4) 5 min bei RT umgesetzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20 pl
Stoppuffer und 100 pl 1x PBS (eiskalt) beendet. Die '*’lod-markierten Peptide
wurden mit Hilfe von Anionenaustuscher gereinigt. Dazu wurden 10 mg trockenes
Dowex 1X8 Material in PBS 1 % (w/v) dialysiertes BSA 0,1 % NaN;, pH 7.4
aufgenommen. Kurz vor dem Gebrauch wurde das Material zweimal mit PBS
gewaschen, um BSA-Riickstidnde zu entfernen. 220 pl der aufgeschlaimmten Dowex-
Suspension wurden zu dem lodierungsansatz direkt nach dem Stoppen gegeben und
gemischt. Nach einer Inkubation von 5 min bei RT wurde der Reaktionsansatz in
eine fertige Zentrifugationssdule iibertragen und 30 sec bei 500 x g zentrifugiert. Der

Durchfluss mit dem iodierten Peptid wurde bei 4°C gelagert und blieb iiber 2
Wochen stabil.

2.2.2.2 Chloramin-T-beschichtete Reaktionsgefifle

Es wurde alternativ in Chloramin-T-beschichteten Glasreaktionsgefdllen iodiert.
Dazu wurden 1,5 nmol Peptid in 150 pl PBS (pH 7,4) aufgenommen und in ein
10DO-GEN Precoated lodination Tube Uiberfiihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 1 pl Na'®I (100 uCi) gestartet und nach 20 min Inkubation bei RT durch
Uberfiihren der Peptid-Lésung in ein EppendorfgefiB gestoppt. Uberschiissiges Iod
wurde durch Zugabe eines Volumenédquivalents 2 mg/ml Tyrosin, 2 mM Nal in PBS
(pH 7,4) abgefangen. Das iodierte Peptid wurde bei 4°C gelagert und blieb iiber 2
Wochen stabil.

2.2.3 Allgemeine biochemische Methoden

2.2.3.1 TCA-Fillung von Proteinen

Um Proteine aus wissrigen Losungen zu fillen und somit fiir die Analyse

aufzukonzentrieren, wurde die Losung zunéchst jeweils 5 min bei 15.000 rpm, 4°C
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zentrifugiert, um evtl. vorhandene Zellen und Zellbruchstiicke zu entfernen. Zum
Uberstand wurden dann 10 % einer 50 % TCA-Losung zugefiigt (TCA-
Endkonzentration = 5 %), kurz gemischt und der Ansatz 30 min auf Eis inkubiert.
Darauthin wurde 30 min bei 15.000 rpm, 4°C zentrifugiert und das dabei erhaltene
Protein-Pellet mit 150 - 200 pl Aceton gewaschen, anschlieBend getrocknet und im
Wasser aufgenommen. Falls die Proben fiir die SDS-Gelelektrophorese bestimmt
sind, erfolgt nach der Aufnahme im 2x-Lammlipuffer die Titration ins Blaue durch

Zugabe geringer Mengen 1M Tris/HCI, pH 6.8 / 0.4 % SDS.

2.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration
2.2.3.2.1 BCA-Methode

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen bzw. Polypeptiden und deren
Derivaten, die nicht mit einem Farbstoff markiert waren, wurde mit dem Micro-BCA
Protein Assay Reagent Kit nach der Vorschrift des Herstellers durchgefiihrt. Ca. 1 pg
des zu untersuchenden Proteins bzw. Polypeptids wurde mit einem geeigneten Puffer
auf 250 pl aufgefiillt. Nach Zugabe von 250 pl der BCA-Losung und einstiindiger
Inkubation bei 60°C wurde die Absorption bei 562 nm in einem UV/Vis-
Spektrometer gemessen. Als Referenz diente eine Mischung aus 250 pl des
verwendeten Puffers und 250 pul BCA-Losung. Fiir die Ermittlung der Eichgeraden
wurden 0/0,4/0,8/1,2/1,6 und 2 pg IgG verwendet. Es wurden jeweils
Dreifachbestimmungen durchgefiihrt.

2.2.3.2.2 Absorptionsspektroskopie

Die Konzentration von Fluoreszein-markierten Peptiden wurde mit Hilfe der
Absorptionsspektroskopie bestimmt. Dazu wurde die Absorption bei 492 nm
gemessen und die Konzentration mit Gleichung 1 berechnet (€ Fluoreszein bei pH

9.0 (492 nm) = 75.000 M cm™).

Abs

Fal% l Gleichung (1)

C =
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Abs Absorption bei Absorptionsmaximum
¢ Extinktionskoeffizient [M™' cm™]

/ Lange des Lichtwegs durch die Probe [cm]

Die Gesamtproteinkonzentration von mikrosomalen Prédparationen wurde ebenfalls
spektroskopisch ermittelt. Dazu wurden 5 ul einer mikrosomalen Stockldsung zu
595 ul PBS 1% (w/v) SDS, pH 7,4 gegeben und deren Absorption bei 280 nm in
einer Quarzkiivette gemessen. Um der Absorption eine Proteinmenge zuordnen zu
konnen, wurde eine Eichgerade mit bekannten Konzentration IgG bzw. BSA

hergestellt.
2.2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Kontrolle der TAP-Expression und zur Auftrennung von Proteingemischen
wurde die denaturierende Gelelektrophorese (SDS  polyacrylamide  gel
electrophoresis, SDS-PAGE) nach Lammli verwendet (Ldmmli, 1970; Sambrook et
al., 1989). Dazu wurden 9-12% SDS-Polyacrylamidgele benutzt. Die Grofle der
Minigele betrug 10 x 8 x 0,75 cm. Die Proben wurden vor dem Beladen des Gels mit
1/4 Volumen 4x Auftragspuffer 15 min auf 65°C erhitzt. Die Auftrennung erfolgte
zusammen mit einem Molekulargewichtsmarker bei einer konstanten Spannung von

90 V (Sammelgel) und 120 V (Trenngel).
2.2.3.4 Protein-Silberfirbung in Polyacrylamidgelen

Wenn nur sehr geringe Proteinmengen zur Verfiigung standen wurden die Gele
silbergefirbt. Mit dieser Methode lassen sich ca. 0,1 ng Protein/mm’® sichtbar

machen.

* 2 x 15 min Inkubation in Fixierlosung

* 20 min Inkubation mit Konditionierer

* 5 x 7 min Waschen mit deionisiertem Wasser

* 20 min Inkubation in Silberfarbelosung

* 2 x 5 s Waschen mit deionisiertem Wasser

* Inkubation in Entwicklerlosung bis die Banden die gewlinschte Intensitit aufweisen

* kurze Inkubation in Stopplosung

Alle Inkubationen wurden bei RT auf einem Gelschiittler durchgefiihrt.
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2.2.3.5 Immunoblot

Sowohl die Aufreinigung als auch die Rekonstitutionsexperimente wurden iiber

Western Blot kontrolliert.

2.2.3.5.1 Tank-Blot

Gel und Nitrozellulosemembran wurden zwischen Whatman-Filterpapier und
Schaumgummipolster in ein Haltegitter eingespannt und in die mit Transferpuffer

gefiillte Tank-Blot-Apparatur eingesetzt. Der Transfer erfolgte iiber Nacht bei 18 V.
2.2.3.5.2 Semi-dry Blot

Gel und Nitrozellulosemembran wurden zwischen 3 Lagen des mit Transferpuffer
getrankten Whatman-Filterpapiers gelegt und in eine Semidry-Blot-Apparatur
eingespannt. Der Transfer erfolgte tiber 1 bis 2 h bei 100 mA pro Minigel.

2.2.3.5.3 ECL-Farbung

Nach dem Transfer der Proteine auf die Nitrozellulose-Membran und einer
moglichen Erstkontrolle des erfolgreichen Transfers durch Ponceau S-Proteinféarbung
wurde die Membran jeweils lh in Blockpuffer inkubiert, um unspezifische

Bindungsstellen auf der Membran abzusittigen.

* 1 h Inkubation in Blockpuffer

* 2 h Inkubation der Membran mit erstem Antikorper

* 5 x 5 min mit TBS-T-Puffer waschen

Nicht gebundener Antikorper wurde erneut durch 15-miniitiges Waschen mit TBST-

Puffer entfernt.

* 1 h Inkubation mit 1:10.000 sekunddrem Antikorper
(anti-Maus IgG gekoppelt mit Peroxidase)
* 5 x 5 min mit TBS-T-Puffer waschen

Der Nachweis der Proteine auf der Nitrozellulose-Membran erfolgte nach der ECL-
Methode (enhanced chemoluminescence) mit Reagenzien der Firma Amersham. Sie

hat gegeniiber herkémmlichen Methoden den Vorteil einer sehr hohen Sensitivitit,
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welche laut Angaben des Herstellers bei einer Antigenmenge von nur 1 pg liegt (die
Sensitivitdt hdangt aber auch von der Qualitdt der Antikorper ab). Fiir die Detektion
der Chemiluminiszenz wurde der ECL-Hyperfilm fiir 5 sec bis 20 min auf die

lumineszierende Membran aufgelegt und dann in einer Agfa Curix 60 entwickelt.
2.2.4 Rekonstitution des TAP-Komplexes

Alle Versuchsansiitze, die aktives TAP enthielten, wurden ausschliefilich bei 4°C
bzw. auf Eis und unter Verwendung von eiskalten Puffern und Gerdten (Douncer,

Hamilton-Spritzen usw.) durchgefiihrt.
2.2.4.1 Liposomen-Priparation

Um die kiinstlichen Lipidvesikel, die so genannten Liposomen, fiir die TAP-
Rekonstitution (s. 2.2.4.7) zu préparieren, wurde eine 20 mg/ml Lipidmischung-
Stocklosung in Methanol-Chloroform (1:2) hergestellt. Fiir die meisten Versuche
wurde eine Mischung aus Cholesterol (23 % w/w), Phosphatidylsdure (10 % w/w,
heterogene Kettenlingen) und Phosphatidylcholin (67 % w/w, heterogene
Kettenldngen) benutzt. Ein Aliquot wurde auf dem Boden einer Glasschale
ausgebreitet und mit Stickstoff oder Argon begast, um Sauerstoff, der zu Oxidation
der Lipiden fiihren kann, zu verdringen. Dabei sollte der Lipidfilm die
grofftmogliche Oberfliche annehmen. Die Schale wurde iiber Nacht in einem
Exsikator getrocknet (oder alternativ im Rotationsverdampfer).

Falls die Lipide in der Ausgangslosung ein Detergenz enthielten, wurden sie nach der
Trocknung im Liposomenpuffer gelost und gegen den gleichen Puffer dialysiert. Der
Lipidfilm wurde im Liposomenpuffer gequollen und resuspendiert, so dass die
Endkonzentration 8 mg/ml betrug. Die Liposomenlosung wurde in 200 pl Portionen
aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und dann bei 4°C langsam
aufgetaut. Dieser Schritt wurde 4-mal wiederholt, damit durch Fusion grofere
Liposomen entstethen. Um eine homogene Population von unilamellaren
(einschichtigen) Lipidvesikeln zu bekommen, wurden die Aliquots durch zwei
Polycarbonatmembranen mit einem Porendurchmesser von 200 nm mit Hilfe eines
Extruders mehrmals durchgedriickt. Die Liposomen wurden bei -20°C mehrere

Wochen, bei -80°C mehrere Monate gelagert.
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2.2.4.2 Liposomendichteassay

Bei diesem Verfahren wurde bei der Liposomenherstellung (s. 2.2.4.1) der Lipidfilm
in einer gesdttigten Carboxyfluoreszein-Losung in PBS resuspendiert. Die
Liposomen wurden anschlieBend mit PBS durch Zentrifugation gewaschen und die
Absorption der Probe bei 515 nm iiber einen Zeitraum von 5 min in einem

Fluoreszenzspektrometer gemessen.
2.2.4.3 Phopholipidbestimmung (nach Bartlett)

Mit diesem Verfahren wurde die Menge der phosphathaltigen Lipide in Liposomen
bzw. Proteoliposomen bestimmt. Da der Anteil von solchen Lipiden in den meisten
Versuchen 77 % (w/w) betrug (s. 2.2.4.1), wurde durch die Multiplikation mit Faktor
1,3 die Gesamtmenge der Lipiden errechnet. Dafiir wurden 50 pl Liposomen auf
einem Heizblock bei 200°C getrocknet und nach der Zugabe von 400 pl 5 M H,SO4
verascht. Nachdem die Probe abgekiihlt war, wurde der entstandene Kohlenstoff
durch Zugabe von 100 pl 10% H,0O, zu CO, umgewandelt. Das freie anorganische
Phosphat wurde mit Hilfe von 4,6 ml Ammoniummolybdat-Losung komplexiert und
durch Farbreaktion mit Fiske-Subarow reducer visualisiert. Die Absorption der
Probe wurde bei 800 nm gemessen, die Konzentration anhand einer Eichgeraden

(Verdiinnungsreihe aus Phosphatpuffer) bestimmt.
2.2.4.4 Mikrosomen-Priparation

5 ml Zellpellet wurden in 15 ml eiskalten Kavitationspuffer (1 mM DTT, 1:100
Protease-Inhibitormix) aufgenommen und in einem Douncer-Homogenisator durch
30-maliges Betitigen des Stempels aufgeschlossen. Der Vorgang wurde unter
Eiskiihlung durchgefiihrt. AnschlieBend wurde 2,7 M Sucrose-Puffer bis zu einer
Endkonzentration von 250 mM zugegeben. Durch Zentrifugation (4 min, 200 x g,
4°C; anschlieBend 8 min, 700 x g, 4°C) wurden die Zellkerne und nichtlysierte
Zellen abgetrennt. Der Uberstand wurde in Ultrazentrifugationsrohrchen (SW 28.1
Rotor) mit dem 3-fachen Volumen 2,7 M Sucrose (1 mM DTT, 1:100 Protease-
Inhibitormix) vermischt und mit 4 ml 1,8 M Sucrose-Puffer, 4 ml 0,4 M Sucrose-
Puffer tiberschichtet. Nach der Ultrazentrifugation (iiber Nacht, 24.000 rpm, 4°C) in
einem SW 28.1 Rotor wurde die trilbbe Fraktion zwischen den 0,4 M und 1,8 M
Sucrose-Schichten abgenommen, 1:1 mit PBS (1 mM DTT, pH 7.,4) verdiinnt und in
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einem Ti 70.1 Rotor pelletiert (40 min, 35.000 rpm, 4°C). Das Pellet wurde im
HEPES-Puffer (1 mM DTT, pH 7,4) resuspendiert, die Mikrosomen mit einem
Douncer-Homogenisator vereinzelt, aliquotiert und in fliissigem Stickstoff
schockgefroren. Die Mikrosomen konnten bei -80°C mehrere Monate gelagert
werden. Die Gesamtproteinmenge wurde mit Hilfe der Absorption bei 280 nm oder
der BCA-Methode bestimmt. Der TAP-Gehalt wurde mit einem
Peptidsittigungsbindungsexperiment (s. 2.2.5.1) ermittelt.

2.2.4.5 Solubilisierung

Um Membraneproteine aus der Mikrosomenmembran herauszuldsen, wurden sie mit
Hilfe von Deteregenz in eine 16sliche Form gebracht (solubilisiert). Bei den meisten
Versuchen wurden die Mikrosomen mit Decylmaltosid solubilisiert, einem
nichtionischen Detergenz, das sich als optimal fiir Aktivititserhaltung und
Solubilisierungseffizienz von TAP erwies (Uebel et al., 1997b). Die eingesetzte
Detergenz-Konzentration wurde mit Hilfe von Gleichung 2 berechnet (Jackson &

Litman, 1982).

[CDETER GENZ] -CMC

Gleichung (2)
[CLIPID ]

p:

p Solubilisationseffizienz

CMC kritische Mizellenkonzenration des jeweiligen Detergenz (1,6 mM bei Decylmaltosid)

Cripip Lipidkonzentration, wobei 700 Da als Durchschnittsmolekulargewicht von Lipiden
angenommen wird

Cperergenz Detergenzkonzentration

Die beste Solubilisierunseffizienz von TAP wurde fiir Decylmaltosid bei p = 2 und
einer Lipidkonzentration von 6 mg/ml erreicht (Protein zu Lipid Verhéltnis wurde als
1:1 angenommen). Die Mikrosomen wurden langsam auf Eis aufgetaut und mit dem
HEPES-Puffer einmal gewaschen (4°C, 10 min, 20.000 x g). Das Pellet wurde im
Solubilisierungspuffer resuspendiert und 20-30 min bei 4°C inkubiert. Falls eine
Aufreinigung durch Gelfiltration (s. 2.2.4.6.2) beabsichtigt war, durfte das

Gesamtvolumen der Probe 50 pl nicht iiberschreiten. Nach der Inkubation wurde die
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unldsliche Fraktion (nichtsolubilisierte Proteine) pelletiert, der Uberstand

(Solubilisat) wurde weiterverwendet.

2.2.4.6 Isolierung des TAP-Komplexes

2.2.4.6.1 Reinigung mit ATP-Agarose

Mit diesem Verfahren wurde die ATP-bindende Eigenschaft von TAP genutzt, um es
durch Affinitdtschromotographie aufzureinigen. Dafiir wurde ATP-Agarose
verwendet, wobei ATP iiber C8-Atom des Adenosins iiber einen C,-Spacer an das
Sdulenmaterial gekoppelt war. TAP-haltige Mikrosomen wurden solubilisiert (s.
2.2.4.5) und die unldsliche Fraktion durch Zentrifugation entfernt (8 min, 4°C,
20.000 x g). ATP-Agarose (20 % des Mikrosomen-Volumens, mindestens 50 pl)
wurde 5 min in 1 ml H,O gequollen, dreimal mit H,O gewaschen (je 2 min
Zentrifugation bei RT und 200 x g) und in eiskaltem Chromatographie-Puffer
aufgenommen. Das Mikrosomen-Solubilisat wurde zur dquilibrierten ATP-Agarose
gegeben und 1 h auf einem Uberkopfrad inkubiert. Ungebundene Molekiile wurden
durch dreimaliges Waschen mit je 1 ml Chromatographie-Puffer entfernt (je 2 min
Zentrifugation bei 4°C und 200 x g) und das gebundene TAP wurde in 4 Schritten
mit eiskaltem Elutions-Puffer (Gesamtvolumen 200 pl) eluiert. Das TAP-haltige
Eluat wurde anschlieBend entweder fiir die Rekonstitution verwendet oder

elektrophoretisch analysiert.
2.2.4.6.2 Reinigung durch Gelfiltration

Die Gelfiltration wurde verwendet, um moglichst schonend den instabilen MHC-
Beladungskomplex von den anderen mikrosomalen Proteinen (vor allem
mikrosomalen ATPasen) abzutrennen. Dabei wurden die Proteine nach ihrer Grof3e
getrennt und fraktioniert. Die Versuche wurden an einer Micro-FPLC-Anlage
(SMART System”) unter Verwendung einer Superose® 6 PC 3.2/30 Gelfiltrations-
sdule durchgefiihrt (Bettvolumen 2,4 ml, Trennungsoptimum zwischen 5 kDa und 5
MDa, PartikelgroBBe 13 um). Maximales Volumen der zu auftragenden Probe betrug
50 pl, was bei der Mikrosomensolubilisierung (s. 2.2.4.5) beachtet werden musste.
Die Sdule wurde in das SMART-System eingespannt (genauere technische Details s.
SMART System Manual) und einmal mit 2 Sdulenvolumen Wasser gewaschen, um

20% Ethanol, in dem die Sdule gelagert wurde, rauszuwaschen. Anschlielend wurde
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die Sdule mit 2 Sédulenvolumen Chromatographie-Puffer &dquilibriert. Die Probe
wurde mit Hilfe einer Hamilton-Spritze injiziert und mit einem Fluss von hochstens
60 pl/min (Chromatographie-Puffer) durch die Sdule aufgetrennt. Fraktionen 4 60 pl
wurden gesammelt und anschlieBend entweder fiir die Rekonstitution verwendet oder

elektrophoretisch analysiert.
2.2.4.7 Rekonstitution in Liposomen

Um Funktionen eines Membranproteins, die durch Solubilisierung verloren gegangen
sind, wiederherzustellen, kann man es in kiinstliche Lipidvesikel, die so genannten
Liposomen (s. 2.2.4.1) einbauen (Rekonstitution). Bei dem Proteineinbau werden die
Liposomen durch kleine Mengen an Detergenz im Proteinsolubilisat leicht
destabilisiert, was die Integration der Membranproteine in die Lipiddoppelschicht
ermOglicht. Durch Detergenzentfernung werden die Vesikel wieder verschlossen und
stabilisiert. Die Liposomen mit den eingebauten Membranproteinen werden

Proteoliposomen genannt.
2.2.4.7.1 Rekonstitution durch Gelfiltration

Die Rekonstitution durch Gelfiltration ist die schnellste Rekonstitutionsmethode,
wobei aber die Effizienz der Detergenzentfernung niedriger als bei anderen
Methoden ist. Da manche Membranproteine bei langer Behandlung mit Detergenz
thre Aktivitdt unwiderruflich verlieren, ist diese Methode bei besonders instabilen
Proteinen (wie zum Beispiel TAP) zu empfehlen. Bei diesem Verfahren wurde eine
selbstgepackte Sephadex G-50 Sdule mit einem Bettvolumen von 20 ml verwendet.
Das Sédulenmaterial wurde 4 h in H O gequollen, Feinstaub wurde mit Hilfe einer
Vakuumpumpe abgesaugt. Dieser Vorgang wurde in Abstinden von 1 h zweimal
wiederholt. Die Séule wurde gepackt und mit Hilfe einer Peristaltikpumpe in
eiskaltem Rekonstitutions-Puffer (mindestens 2 Sdulenvolumen) dquilibriert. Kurz
vor Gebrauch wurde nahezu die ganze Fliissigkeit oberhalb der Bettgrenze entfernt.
Die Lipide wurden langsam bei 4°C aufgetaut und pelletiert (15 min, 4°C,
20.000 x g). Das Pellet wurde im Proteinsolubilisat (s. 2.2.4.7) resuspendiert und 45
min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch auf das
Sdulenmaterial vorsichtig aufgetragen. Die Elution erfolgte mit Rekonstitutions-

Puffer mittels gravity flow. Die 1 ml groen Fraktionen wurden nach der Filtration
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gesammelt. 3 Fraktionen, die am stirksten triib waren, wurden vereint und 15 min
bei 4°C und 20.000 x g pelletiert. Das Pellet enthielt die Proteoliposomen, die
anschlieend entweder fiir die Funktionlitdtsassays verwendet oder elektrophoretisch

analysiert wurden.
2.2.4.7.2 Rekonstitution durch hydrophobe Adsorption (BioBeads®)

Bei dieser Methode wurde das Detergenz durch hydrophobe Adsorption an die
Polystyren-Kiigelchen, die so genannten BioBeads, aus dem Solubilisat entfernt.
4 Aliquots mit je 100 mg trockenen BioBeads werden in Methanol gequollen und bei
200 x g pelletiert. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet zweimal mit Wasser
gewaschen. AnschlieBend werden die BioBeads im HEPES-Puffer dquilibriert und
auf Eis gestellt. Kurz vor Gebrauch wird die Fliissigkeit abgezogen. Die Liposomen
wurden langsam bei 4°C aufgetaut und pelletiert (15 min, 4°C, 20.000 x g). Das
Pellet wurde im Proteinsolubilisat (s. 2.2.4.7) resuspendiert, 45 min auf Eis inkubiert
und mit einem Aliquot dquilibrierter BioBeads im batch-Verfahren gemischt. Das
Gemisch wird 30 min auf einem Uberkopfrad bei 4°C inkubiert. Die BioBeads
werden bei 4°C fiir 1 min bei 200 x g pelletiert und verworfen. Der Uberstand wird
auf das nichste Aliquot BioBeads iibertragen. Der ganze Vorgang wird dreimal
wiederholt und der letzte Uberstand wird bei 4°C fiir 15 min bei 20.000 x g pelettiert.
Das Pellet enthielt die Proteoliposomen, die anschlieBend entweder fiir die

Funktionlitdtsassays verwendet oder elektrophoretisch analysiert wurden.

2.2.4.8 Abtrennung des Sec61-Komplexes durch Affinititschromotographie

Dieses Verfahren wurde verwendet um humanen Sec61-Komplex, den putativen
Peptid-Exporter aus dem Mikrosomen-Solubilsat zu entfernen und die

stochiometrische Parameter des TAP-Peptidtransportes zu untersuchen.
2.2.4.8.1 Antikorperkopplung an die CNBr-aktivierte Sepharose

Fiir diesen Zweck wurde anti-Sec61a Antikorper an die CNBr-aktivierte Sepharose
gekoppelt. 0,5 g lyophilisierte CNBr-aktivierte Sepharose wurde 30 min in 10 ml
1 mM HCI-Losung bei 4°C inkubiert. Das gequollene Gelmaterial (1,4 ml) wurde
zundchst mit 25 ml eiskalter | mM HCI-Losung gewaschen und anschlieBend mit

25 ml Borat-Puffer dquilibriert. Fiir die Kopplung des Antikdrpers wurden 400 ul
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Antikorper-Losung (entspricht 100 pg Antikérper) mit 1,5 ml Borat-Puffer verdiinnt.
Der pH-Wert wurde kontrolliert und mit 0,1 M NaOH eingestellt. Die Suspension
aus ca. 3 ml gequollenem Gelmaterial und der Antikorper-Losung tiber Nacht auf
einem Uberkopfrad bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurde das Gelmaterial durch
Zentrifugation (1000 x g; 5 min; 4°C) pelletiert. Restliche aktivierte Gruppen des
Gelmaterials wurden durch Inkubation in 10 ml 1 M im Borat-Puffer/1 M
Ethanolamin fiir 2 h bei Raumtemperatur inaktiviert (Uberkopfrad). Die Suspension
wurde 9-mal abwechselnd mit 50 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, pH 8,0 und 50 mM Tris-
Glycin, 1 M NaCl, pH 4,0 gewaschen, in eine Sdule gegossen und im TE-
Puffer/0,02% NaN3 bei 4°C gelagert.

2.2.4.8.2 Affinititschromatographie

Die aSec61-Sepharose-Sdule wurde kurz vor dem Gebrauch mit mindestens 2
Séulenvolumen Chromatographie-Puffer dquilibriert. Die TAP-haltigen Fraktionen
wurden nach der Aufreinigung durch die Gelfiltration (s. 2.2.4.8.2) vereinigt und auf
die aSec61-Sepharose-Saule aufgetragen. Dabei band solubilisiertes Sec61-Komplex
an die immobilisierten aSec61-Antikdrper und wurde somit dem Proteingemisch
entzogen. Der Durchfluss wurde aufgefangen und anschlieend entweder fiir die

Rekonstitution (s. 2.2.4.8) verwendet oder elektrophoretisch analysiert.

2.2.5 Funktionalititsassays

2.2.5.1 Sattigungsbindungsassay

Mit Hilfe von Sittigungsbindungsexperimenten wurden die Affinititen von '*’lod-
oder Fluoreszenz-markierten Peptiden bestimmt. Zusétzlich ldsst sich mit dieser
Methode die TAP-Konzentration einer mikrosomalen Priparation ermitteln. Dazu
wurden in 150 pl HEPES-Puffer steigende Konzentrationen des markierten Liganden
mit TAP-haltigen Vesikeln auf Eis inkubiert. Bei Peptiden betrug die Inkubationszeit
15 min, wihrend Ansitze, die ICP47 enthielten, 30 min fiir die Einstellung des
Bindungsgleichgewichts bendtigten. Ungebundene Liganden wurden durch
zweimaliges Waschen der Vesikel abgetrennt. Dazu wurden die Vesikel mit
eiskaltem HEPES-Puffer auf 500 pl aufgefiillt, pelletiert (8§ min, 12.000 x g, 4°C),
erneut in 500 pl eiskaltem HEPES-Puffer resuspendiert und ein zweites Mal

zentrifugiert (8 min, 12.000 x g, 4°C). Bei der Verwendung von '*’lod-markierten



43 Material und Methoden

Liganden wurde direkt die mit Mikrosomen assoziierte Radioaktivitdt mit Hilfe eines
y-Zahlers quantifiziert. Bei der Verwendung von Fluoreszenz-markierten Peptiden
wurde das Mikrosomenpellet in 600 pl HEPES-Puffer (1 % (w/v) SDS) lysiert und
die Fluoreszenzemission gemessen (Aemex = 470/515 nm). Die Fluoreszenzsignale
wurden mit Hilfe von Proben streulichtbereinigt, die kein Fluoreszenz-markiertes
Peptid enthielten. Der Anteil unspezifischer Bindung wurde in Gegenwart eines 400-
fachen Uberschusses an unmarkierten Liganden bestimmt. Zur Bestimmung der
Dissoziationskonstante K4 und der maximalen Anzahl an Bindungspldtzen B
wurde die Menge gebundenen Peptids B gegen die Anfangskonzentration [L] des
markierten Liganden aufgetragen und mit Gleichung 3 approximiert. Wahrend der
Kg-Wert als MaB fiir die Affinitdt des Liganden verwendet wird, gibt By die Zahl
der eingesetzten TAP-Molekiile an.

Bl L]

B = Kd + [L] Gleichung (3)

B Menge an gebundenem TAP-Ligand
Biax maximale Menge an TAP-gebundenen Ligand
[L] Konzentration des Liganden

K, Dissoziationskonstante

2.2.5.2 Filterbindungsassay

Bei den groflen Mengen der zu untersuchenden Proben wurde eine andere Variante
des Bindungsassays verwendet. Hier wurde die Entfernung von ungebundenen
Reporterpeptiden in den Vertiefungen einer 96-well-Mikrotiterfiltrationsplatte
durchgefiihrt. Die Vertiefungen sind unten mit einer Filtermembran abgeschlossen,
die das Absaugen der Fliissigkeit erlaubt, aber fiir Mikrosomen und Proteoliposomen
undurchldssig ist. Bei diesem Verfahren wurde die Platte in die Halterung
eingespannt und an eine Vakuumpumpe angeschlossen. Die Filtermembranen in den
Vertiefungen wurden mit je 100 ul Polylysin-Losung fiir 5 min benetzt, die restliche
Fliissigkeit wurde abgesaugt. Die unspezifischen Protein- bzw. Peptidbindungsstellen
an der Filtermembran wurden durch 15 min Inkubation mit je 150 ul 1 mg/ml BSA-

Losung in PBS (pH 7.4) abgesittigt. In 50 ul HEPES-Puffer wurde '*Tod-markiertes
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Reporterpeptid mit TAP-haltigen Vesikeln 15 min bei 4°C inkubiert. Anschliefend
wurde der Reaktionsansatz in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte iibertragen und
die gesamte Fliissigkeit wurde abgesaugt. Nachdem die Proben dreimal mit je 200 pl
eiskaltem HEPES-Puffer gewaschen wurden, wurden die Filtermembranen trocken
gesaugt und aus der Platte rausgedruckt. Die mit den Filtermembranen assoziierte

Radioaktivitdt wurde mit Hilfe eines y-Zahlers quantifiziert.
2.2.5.3 Kompetitionsassay

Zur indirekten Bestimmung der Affinitdt von TAP-Liganden wurden
Kompetitionsexperimente durchgefiihrt. Bei dieser Methode kompetitieren die
Liganden mit einem markierten Reporterpeptid um die Bindungsplétze. Dies hat den
Vorteil, dass die aufwendige Markierung der untersuchten Liganden entféllt. Dazu
wurde in 150 pl HEPES-Puffer eine steigende Menge des Liganden mit 100 nM
Reporterpeptid und TAP-haltigen Vesikeln 45 min auf FEis inkubiert. Als
Reporterligand wurde das Peptid RR*YQKSTEL verwendet. Die unspezifische
Bindung wurde in Gegenwart eines 400-fach molaren Uberschusses an unmarkiertem
Peptid bestimmt. Analog zum Séttigungsbindungsexperiment wurde ungebundenes
Reporterpeptid abgetrennt (siehe 2.2.5.1) und die mit Mikrosomen assoziierte
Radioaktivitdt gemessen. Anschliefend wurde die Bindungsinhibition mit Hilfe von

Gleichung 4 berechnet.

B —H

Inhibition [%]=100 x| 1- B Gleichung (4)

B; Menge an gebundenem Reporterpeptid in Gegenwart der Kompetitorkonzentration i
H unspezifische Bindung des Reporterpeptids

B, Menge an gebundenem Reporterpeptid in Abwesenheit eines Kompetitors

Die Inhibition der Reporterpeptidbindung wurde gegen die Kompetitorkonzentration
aufgetragen. Durch Approximation mit Gleichung 5 wurde die Konzentration

bestimmt, bei der 50% der Reporterpeptidbindung inhibiert wurden (ICs).
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L

IC,,

L .
41 Gleichung (5)

1C,,

Inhibition [%] =100 x

IC5o Kompetitorkonzentration bei 50% Inhibition der Reporterpeptidbindung

Die ICsp-Werte von unbekannten Liganden lieBen sich durch den Vergleich mit 1Csy-

Werten von bekannten Liganden in K4-Werte umrechnen.

2.2.5.4 Peptidtransportassay I

Mit Hilfe von den Transportassays wurde der TAP-spezifische, ATP-abhidngige
Peptidtransport untersucht. In 150 pl HEPES-Puffer wurde 150 nM '*’Tod-markiertes
Reporterpeptid mit TAP-haltigen Vesikeln und 3 mM ATP 2 min bei 32°C inkubiert.
AnschlieSend wurde der Peptidtransport durch Zugabe von 350 pl eiskaltem HEPES-
Puffer gestoppt und TAP-gebundene Reporterpeptide durch Zugabe eines 400-fach
molaren Uberschusses von unmarkiertem Peptid bei 4°C verdringt. Die Vesikel
wurden pelletiert (8 min, 12.000 x g, 4°C), erneut in 500 ul eiskaltem HEPES-Puffer
resuspendiert, ein zweites Mal zentrifugiert (8§ min, 12.000 x g, 4°C) und die
transportierten Peptide mit Hilfe eines y-Zdhlers quantifiziert. Um die ATP-
Abhingigkeit und die Spezifitdt des Transports fiir Peptide zu liberpriifen, wurde in
Kontrollansitzen ATP durch ADP ersetzt bzw. ein 400-facher molarer Uberschuss

von unmarkiertem Peptid zugegeben.
2.2.5.5 Peptidtransportassay Il

Bei den Untersuchungen an Mikrosomen wurde zusdtzlich eine dritte Variante des
Transportexperiments verwendet (verdndert nach Neefjes et al., 1993). Hierbei
wurde die Glykosylierungsmaschinerie des ER ausgenutzt. Als Reporterpeptide
dienten 'Tod-markierte Peptide, die zusitzlich die Erkennungssequenz fiir N-
Glykosylierung NXT/S (X steht fiir beliebige Aminoséure auer Prolin) enthielten.
Weil Peptide ausschlieBlich innerhalb der Mikrosomen glykosyliert werden, wurde
die Glykosylierung als Marker fiir den Transport verwendet. Glykosylierte und somit

transportierte Peptide konnten an Concanavalin A-Sepharose gebunden und
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quantifiziert werden. Dazu wurde 300 nM Reporterpeptid bei 32°C in 150 pl
HEPES-Puffer mit TAP-haltigen Vesikeln inkubiert. Nach 2 min wurde ein 400-
facher molarer Uberschuss an glykosylierbarem, unmarkiertem Kompetitorpeptid
zugegeben, um den Transport des Reporterpeptids zu stoppen und die
Gylkosylierungsmaschinerie abzuséttigen. Anschlieend wurden die Mikrosomen im
1 ml NP40-Lysepuffer lysiert, mit 75 ul dquilibrierter Concanavalin A-Sepharose
gemischt und iiber Nacht bei 4°C auf einem Uberkopfrad inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen der Sepharose mit je 1 ml NP40-Lysepuffer (1 min, 500 x g,
4°C) wurde das spezifisch gebundene Reporterpeptid mit 1 ml 200 mM a-D-
Methylmannosid in NP40-Lysepuffer 1 h bei 4°C auf einem Uberkopfrad eluiert.
Das eluierte Peptid wurde mit einem vy-Zihler quantifiziert. Um die ATP-
Abhingigkeit und die Spezifitit des Transports fiir Peptide zu iiberpriifen, wurde in
Kontrollansitzen ATP durch ADP ersetzt bzw. ein 400-facher molarer Uberschuss

von unmarkiertem Peptid zugegeben.

2.2.5.6 ATP-Hydrolyseassay

Mit Hilfe von ATP-Hydrolyseassays (ATPase-Assays) wurde die TAP-spezifische
Hydrolyse von ATP untersucht, die den Peptidtransport energetisiert. Hierzu wurde
ATP benutzt, dessen y-Phosphatgruppe einen **P-Isotop trug. Durch die Hydrolyse
wurde diese Gruppe in der Form eines anorganischen Phosphats abgespalten. Durch
Zugabe von Ammoniummolybdat wurde das anorganische Phosphat komplexiert und
durch die Anwendung von 2-Phasen-Gemisches (organisch-wissrig) von nicht-
hydrolysierten ATP-Molekiilen getrennt, die in der wissrigen Phase gehalten
wurden. Bei diesem Versuch wurden 20 pl TAP-haltige Vesikel in 30 pl ATPase-
Puffer mit 2 mM nichtradioaktivem ATP und 4 pCi radioaktivem [y-*PJATP pro
Probe inkubiert. Um die Stimulation der Hydrolyse durch Peptide zu testen, wurde in
die Ansétze verschiedene Konzentrationen an Peptiden oder Inhibitoren wie ICP47-
Derivate und Natriumorthovanadat zugegeben. Die Proben wurden ohne Vesikel bei
32°C vorinkubiert und die Reaktion durch Vesikel-Zugabe gestartet. Falls nichts
anderes angegeben ist, wurden die Ansdtze 4 min bei 32° inkubiert und die Reaktion
durch die Ubertragung in die 1,5 ml wissriger Phase gestoppt. Nach der Zugabe von
15 ul 20 mM H3POs, die als ,,Schlepper fiir das freigesetzte anorganische Phosphat

diente, wurden 3 ml organischer Phase zugegeben und die Probe auf einem
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Schiittelgerdt 30 sec lang stark gemischt. Nach der 5 min Inkubation auf Eis wurde
die Phasentrennung sichtbar. Die organische Phase, die Molybdat-komplexiertes
anorganisches Phosphat enthielt, farbte sich gelblich. 1 ml organischer Phase wurde
vorsichtig entnommen, in ein Szintillationsgefd mit 10 ml SzintillationsfliiBigkeit
tibertragen und mit Hilfe eines B-Zahlers quantifiziert. Das Ergebnis wurde mit dem
Faktor 3 multipliziert um die Gesamtmenge des freigesetzten anorganischen
Phosphats pro Probe zu berechnen. Um die Fehler durch die Spontanhydrolyse zu
vermeiden, wurde in Kontrollansdtzen TAP-haltige Vesikel durch ATPase-Puffer
ersetzt. Um die Zahlen des B-Zéhlers mit der Menge an angesetztem ATP zu
korrelieren wurden 10 pl des mit [y-*P]JATP versetzten ATPase-Puffers direkt in ein

Szintillationsgefall gegeben und im B-Zéhler quantifiziert.
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3 Ergebnisse

3.1 Biochemische Charakterisierung des TAP-Komplexes

3.1.1 Rekonstitution des TAP-Komplexes in Liposomen

Alle bisherigen Versuche, ATPase-Aktivitit von TAP zu analysieren, sind aufgrund
sehr hoher Hintergrundaktivitit anderer mikrosomaler ATPasen fehlgeschlagen. Um
dieses Problem zu umgehen, wurde eine Methode zur partiellen Aufreinigung und
Rekonstitution von TAP in Proteoliposomen entwickelt. Um grof8ere Mengen an
TAP fiir die biochemische Charakterisierung zu erhalten, wurde eine natiirliche
Quelle — humane Raji-Zelllinie gewéhlt. Diese Zelllinie stammt einem Burkitt
Lymphom ab und zeigt ein sehr hohes TAP Expressionsniveau sogar ohne
Stimulation mit y-Interferon. Mikrosomen aus Raji-Zellen wurden mit Decylmaltosid
solubilisiert. Dieses Detergenz ist optimal fiir die Solubilisierung von TAP im
Hinsicht auf den Aktivitétserhalt (Uebel et al., 1997b). Um die Hintergrundaktivitit
anderer ATPasen zu minimieren, wurde das Detergenz-solubilisierte Protein auf die
Superose“6-Siule geladen und einer Gelfiltration unterzogen. Die Fraktionen wurden
mittels eines Immunoblots kontrolliert. Der MHC-Klasse-I-Beladungskomplex

bestand nach der Gelfiltration aus TAP1 (Mw,app 71 kDa), TAP2 (Mw,app 75 kDa)
und Tapasin (Mw,app 48 kDa) und wurde in einem Bereich eluiert, der ungeféhr den

Fraktionen 19-21 entsprach. Im Gegensatz zu Tapasin scheint das MHC-Klasse-I-
Molekiil nach der Gelfiltration nicht mehr mit dem TAP-Komplex verbunden zu
sein, da weder die schwere Kette des MHC-Klasse-I-Molekiils noch [,-
Mikroglobulin durch Immonblot in den TAP-haltigen Fraktionen nachgewiesen
werden konnten. TAP-haltige Fraktionen wurden vereinigt und in die vorbereiteten
Liposomen mittels einer weiteren Gelfiltration rekonstituiert. Diese Methode wurde
verwendet, weil sie, im Vergleich zu den anderen weit verbreiteten Methoden (z. B.
Dialyse oder hydrophobe Adsorption) zwei entscheidende Vorteile in sich vereint.
Zum Ersten ist diese Methode au3erordentlich schnell und verhindert damit, dass das
Protein zu lange im solubilisierten Zustand gehalten wird, was zu erheblichen
Aktivitatsverlusten fiihren kann. Zum Zweiten kann diese Methode in den Versuchen

verwendet werden, bei denen die Proteine in einem Detergenz mit sehr niedriger
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kritischer Mizellenkonzentration, wie Decylmaltosid oder Digitonin, solubilisiert

werden.
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Abb. 7 Rekonstitution des TAP-Komplexes in Liposomen. A. Raji-Mikrosomen (6 mg/ml) wurden
mit Decylmaltosid (p=2) solubilisiert und einer Gelfiltration (durch Superose®6-Siule) unterzogen. B.
60 pl grofie Fraktionen wurden gesammelt, anschlieBend wurde das Protein mit TCA gefillt. Die
Proben wurden durch SDS-PAGE getrennt und auf dem Immunoblot analysiert, dabei wurden
folgende Antikdrper verwendet: monoklonaler Antikdrper 148.3 gegen TAPI1, monoklonaler
Antikorper 435.3 gegen TAP2, monoklonaler Antikdrper Al.4 gegen schwere Kette von MHC-
Klasse I und monoklonaler Antikérper 7F6 gegen Tapasin. C. Um Rekonstitutionseffizienz zu testen,
wurden gleiche Aliquots an Mikrosomen, Solubilisat, vereinigten TAP-haltigen Fraktionen (19-21)
und Proteoliposomen auf ihr TAP Gehalt mit Hilfe eines Immunoblots (1:1 Gemisch von mAb 148.3
und 435.3) untersucht.

3.1.2 Charakterisierung der Proteoliposomen

Fiir die Charakterisierung von Proteoliposomen wurden Proteinbestimmungen,
Lipidbestimmungen und Volumenbestimmungen der entstandenen Vesikel
durchgefiihrt. Die meisten Proteoliposomen stellen unilamellare Vesikel dar, die ca.

100 nm im Durchmesser haben (Abb. 8).
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Abb. 8 Liposomen vor und nach der Rekonstitution. Kryo-Elektronenmikroskopie, durchgefiihrt in
der Arbeitsgruppe von Dr. D. Madden (Universitit Heidelberg). 50.000fache VergroBerung. A.
unilamellares Liposom (23% w/w Cholesterol, 10% w/w Phosphatidylsdure mit heterogenen
Kettenlédngen, 67% w/w Phosphatidylcholin mit heterogenen Kettenldngen). B. Proteoliposom nach

der TAP-Rekonstitution (Proteineinbau an der rauhen Oberflache erkennbar).

Um zu zeigen, welcher Prozentsatz an entstandenen Proteoliposomen (PL)

unilamellar ist, wurden gleichzeitig die Messungen des Volumens und
Phospholipidgehalts der Vesikel durchgefiihrt (Tab. 1). Als Anhaltspunkt wurde
angenommen, dass ein Lipidmolekiil die Fliche von 50 A? (5x107"° m?) annimmt
(Albrecht et al., 1978). Ein ca. 100 nm groBles Proteoliposom miisste demnach ein
Volumen von 0,5X10"18 1 und eine Fliache von 3,1)(10"14 m? haben. Ein solches
Vesikel besteht aus zwei Lipidschichten (bilayer) und enthilt somit 1,04x10°
Lipidmolekiilen. Es stellte sich heraus, dass ca. 90 % der Proteoliposomen

unilamellar sind.

Gesamtvolumen | Anzahl der Anzahl der Lipidmenge | unilamellare
1)) PL Lipidmolekiilen (nmol) PL
0,78x10° 1,74x10" 2,15x10" 430 93%
0,52x10° 1,18x10" 1,47x10" 295 89%

Tab. 1. Anteil an unilamellaren Proteoliposomen. Das Volumen der Vesikel wurde durch den
Einschluss der *H-markiertten Mannose in die Proteoliposomen wihrend der Rekonstitution bestimmt.
Die Bestimmung des Phospholipidgehalts wurde anhand der Bartlett-Methode durchgefiihrt, es wurde
angenommen, dass das Lipid-Verhéltnis wéihrend der Rekonstitution unverindert bleibt und somit die

Phospholipidanteile 77% des Gesamtlipids betragen.
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3.1.3 Aktivitit des rekonstituierten TAP-Komplexes

Die optimierte Rekonstitutionsmethode hat sich als sehr effizient erwiesen. In
Bindungstudien mit radioaktiv markierten Peptiden, die unterschiedliche Affinititen
zu TAP besitzen, wurden die gleichen Affinititswerte sowohl fiir mikrosomales
TAP, als auch fiir rekonstituiertes TAP ermittelt (Tab. 2). Wie die Immunodetektion
(Abb. 7C) und unabhingig davon die Peptidbindundsassays (Tab. 3) zeigen, wurden
ungefdahr 50% vom mikrosomalen TAP in die Proteoliposomen rekonstituiert. Das
bedeutet, dass alle TAP-Molekiile in richtiger Orientierung (mit der
Peptidbindungstasche nach auflen gerichtet) in die Lipidvesikel inkorporiert worden
sind. Zusdtzlich wurde die Orientierung von TAP-Molekiilen durch Proteinase-

Protektionassay bestéitigt.

Peptidbindung Ky [nM]
Peptid Mikrosomen Proteoliposomen
RRYQKSTEL 154+9 164 +22
RRYNASTEL 503 £ 54 516 £52
EPGNTWDED >10° >10°

Tab. 2. Vergleich der Peptidbindungseigenschaften zwischen mikrosomalem wund
rekonstituiertem TAP. Die Bindungsaffinitit von ausgewihlten '*lod-markierten Peptiden wurde

anhand von Sattigungsbindungsassays ermittelt.

Bindungskapazitat TAP
Bax [cpm/ng] Wiederfindungsrate
Peptid Mikrosomen | Proteoliposomen
RRYQKSTEL 0,469 3,245 49,7%
RRYNASTEL 0,465 3,184 50,2%

Tab. 3. Effizienz der TAP-Rekonstitution in die Proteoliposomen. Die Bindungskapazitit von
Mikrosomen und Proteoliposomen wurde anhand von Séattigungsbindungsassays unter Verwendung
von '*Iod-markierten Peptiden RRYQKSTEL bzw. RRYNASTEL ermittelt und bezieht sich auf ng

Gesamtprotein.
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Somit bleibt sowohl die Peptidbindungsaffinitit zu TAP, als auch seine
Peptidselektivitit nach der Rekonstitution erhalten.

3.1.3.1 TAP-abhingiger Peptidtransport

Im Gegensatz zu Peptidbindung, die eine recht ,stabile“ Eigenschaft des TAP-
Komplexes darstellt, gelang es bisher nicht, den TAP-abhingigen Peptidtransport im
rekonstituierten System nachzuweisen (Uebel et al, 1997b; Stephens &
Androlewicz, 1997). Zum ersten Mal konnte nach der optimierten Rekonstitution
TAP-Aktivitdt nicht nur in Hinsicht auf Peptidbindung, sondern auch auf ATP-
abhingigen Peptidtransport gezeigt werden (Abb. 9). Man kann ausschlieBen, dass es
sich hierbei nur um die Bindung der Peptide an die Proteoliposomenoberfliche
handelt, da kein Peptidtransport in Abwesenheit von ATP vorhanden ist. Die
Hintergrund-Radioaktivitdt in Abwesenheit von ATP resultiert durch unspezifische
Bindung von Peptiden sowohl an TAP als auch an die Proteoliposomenmembran.
Transport ist peptidspezifisch und kann durch hohen Uberschuss an unmarkiertem
Peptid inhibiert werden. Auflerdem kann der TAP-spezifische virale Inhibitor ICP47

den Transport blockieren.
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Abb. 9 ATP-abhiingige Peptidtransport in den Proteoliposomen. Der Peptidtransport in die
Proteoliposomen wurde nach einer zweiminiitigen Inkubation mit 1 pM '*I-markiertem Peptid
RRYNASTEL (Kp 516 nM), in Ab- (offener Balken) bzw. Anwesenheit (geschlossener Balken) von
ATP (3 mM) bei 32°C gemessen. TAP-gebundenes, aber nicht transportiertes Peptid wurde mit 9 pM
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unmarkierten Peptid RRYQKSTEL (Kp 164 nM) von den Bindungsstellen verdridngt. Um die TAP-
Spezifitdt des Transports zu demonstrieren, wurde Transportassay nach der Preinkubation mit TAP-
spezifischem Inhibitor ICP47 (10 uM) durchgefiihrt. Die Fehlerbalken entsprechen der

Standardabweichung aus mindestens zwei unabhiangigen Messungen.

3.1.3.2 ATPase-Aktivitit des TAP-Komplexes

ATPase-Aktivitit des rekonstituierten TAP-Komplexes wurde anhand der

Freisetzung des anorganischen Phosphats nach der Spaltung des [y-32P]ATP
analysiert. Die Versuche wurden innerhalb von 4 Minuten durchgefiihrt, wo die
Freisetzungsrate linear steigt, somit wurde sichergestellt, dass die Initialraten
gemessen wurden. In Abwesenheit von Peptiden wurde Ouabain- und Natriumazid-
insensitive ATPase-Aktivitit der TAP-haltigen Proteoliposomen gemessen
(Abb. 10). Diese basale Aktivitit konnte durch Zugabe von Orthovanadat, einem
Inhibitor der ABC-Transporter und P-Typ ATPasen, um 35-40% reduziert werden.
Um den stimulierenden Einfluss der Peptide auf ATPase-Aktivitit des TAP-
Komplexes zu untersuchen, wurden zwei Peptide mit unterschiedlichen
Bindungsaffinititen zu TAP ausgewihlt. Die Freisetzung des anorganischen
Phosphats wurde in Anwesenheit bzw. Abwesenheit von Peptiden RRYQKSTEL
(Affinititskonstante Kp = 164 nM) und EPGNTWDED (Affinitdtskonstante Kp > 1
mM) gemessen, die Substrate mit hoher bzw. sehr niedriger Affinitdt reprisentierten
(Tab. 4). Das hochaffine Peptid stimuliert die vanadatsenstitive ATP-Hydrolyse um
Faktor 2-3, wihrend das niederaffine Peptid keinen Einfluss auf die Freisetzung des
anorganischen Phosphats ausiibt (Abb. 10).

In Anwesenheit von Vanadat wurde keine Stimulation der ATPase-Aktivitit
sogar nach der Zugabe von hochaffinem Peptid RRYQKSTEL beobachtet, was auf
die Inhibition des TAP-Komplexes durch den Vanadat-induzierten ADP-Vanadat-
Komplex schliefen ldsst. Durch zusitzliche Experimente mit ICP47, einem TAP-
spezifischen Protein des Herpes-Simplex-Viruses, das die Peptidbindung an TAP
verhindert und den TAP-Komplex destabilisiert, wurde die TAP-Spezifitit der
gezeigten ATPase-Stimulation nachgewiesen. Nach der Inkubation der
Proteoliposomen mit ICP47 und anschlieBender Zugabe des hochaffinen Peptids
wurde keine Stimulation der ATP-Hydrolyse beobachtet, weil die Peptidbindung an
TAP durch ICP47 blockiert wurde. Interessanterweise blieb die basale Aktivitdt der

TAP-haltigen Proteoliposomen durch ICP47 nicht beeinflusst, was zu der Annahme
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fiihrt, dass der TAP-Komplex keine eigene basale (d. h. in Abwesenheit von
Substrat) ATPase-Aktivitdt besitzt. Dies zeigt, dass die basale Aktivitit der
Proteoliposomen durch die in der Prédparation noch vorhandenen ER-stindigen
ATPasen verursacht wird. Somit wurde eine durch Substrat stimulierbare, Vanadat-

sensitive und TAP-spezifische ATPase-Aktivitit in den Proteoliposomen

nachgewiesen.
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Abb. 10 Peptid-stimulierte ATPase-Aktivitit des rekonstituierten TAP-Komplexes. Um die
ATPase-Aktivitit von TAP zu bestimmen wurde die Freisetzung des anorganischen Phosphats y->"P;
nach der Spaltung von [y-’PJATP gemessen. Die Reaktionszeit betrug 4 min bei 32°C in
Anwesenheit von 1.8 mM Ouabain/9 mM NaN3;, 5 mM ATP und in An- bzw. Abwesenheit von
Orthovanadat (1 mM) und/oder Peptiden RILQK (Nonapeptid RRYQKSTEL, 0.8 uM), E9D
(Nonapeptid EPGNTWDED, 8 uM). Um TAP-Spezifitit zu demonstrieren, wurden die
Proteoliposomen vor der Peptidzugabe 40 Minuten mit TAP-Inhibitor ICP47 (5 mM) inkubiert.
Negativkontrolle (unstimuliert) wird durch den offenen Balken dargestellt. Die Fehlerbalken

entsprechen der Standardabweichung aus mindestens zwei unabhingigen Messungen.

3.1.3.2.1 Peptid-stimulierte ATP-Hydrolyse des TAP-Komplexes

Der Einsatz kombinatorischer Peptidbibliotheken sollte die Korrelation zwischen der
TAP-Selektivitit und der TAP-spezifischen ATP-Hydrolyse aufkldren. Diese

Bibliotheken wurden bereits erfolgreich benutzt, um das Bindungsmotiv von TAP zu
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entziffern (Uebel et al., 1997a; Uebel & Tampé, 1999). Die Abb. 11 zeigt nur eine
kleine Auswahl von Subbibliotheken (X30), die am deutlichsten die Unterschiede in
der Bindungsaffinitit zwischen verschiedenen Peptiden demonstrieren. Alle Peptide
wurden in einer Konzentration von 2.4 uM eingesetzt, welche der
Durchschnittsaffinitit (Kp) der kombinatorischen Zufallsbibliothek Xy entsprach
(Uebel et al., 1997a). Die XRX; Subbibliothek mit dem fiir die TAP-Bindung
bevorzugten Argininrest in der Position 2 (Kp = 0.56 uM) war in der Lage, die
Vanadat-sensitive ATPase-Aktivitit um das 2.5fache zu stimulieren. Gleiche
Stimulation wurde auch mit den Subbibliotheken erreicht, die einen fiir die Bindung
bevorzugten hydrophoben oder basischen Rest am C-terminalen Ende des Peptids
tragen, wie zum Beispiel die Subbibliothek XgY, die ein Tyrosin in der Position 9 hat
(Kp = 0.29 uM). Im Gegensatz dazu, die Subbibliotheken, die einen fiir die TAP-
Bindung ungiinstigen Rest tragen, wie zum Beispiel sterisch sperriges Prolin in der
Position 2 (XPXy; Kp = 46 uM) oder saueres C-terminale Aspartat (XgD; Kp =
18 uM) vermochten es nicht, eine messbare ATPase Stimulation zu bewirken. Somit
spiegelt sich die TAP-Selektivitit in der Stimulation der TAP-spezifischen ATP-
Hydrolyse wider.
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Abb. 11 Spezifitit Vanadat-sensitiver ATPase-AKktivitit, dic mithilfe von kombinatorischen
Peptidbibliotheken  analysiert wurde. Die TAP-haltigen Proteoliposomen wurden mit
kombinatorischen Peptidbibliotheken X3O (2.4 mM) und 5 mM ATP inkubiert und die Vanadat-

sensitive ATP-Hydrolyse wurde durch die Messung des freigesetzten anorganischen Phosphats y-*P;
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nach der Spaltung von [y-"*PJATP gemessen. Negativkontrolle (unstimuliert) wird durch den offenen
Balken, Peptide mit affinitdtsteigenden Aminosédrenresten durch geschlossene Balken, die mit
affinititsenkenden Aminosdurenresten durch gestrichelte Balken dargestellt. Die Fehlerbalken

entsprechen der Standardabweichung aus mindestens zwei unabhingigen Messungen.

3.1.3.2.2 Kinetische Parameter der TAP-spezifischen ATP-Hydrolyse

Um die quantitativen Aspekte von TAP-spezifischer ATP-Hydrolyse zu untersuchen,
wurde die ATPase-Aktivitdt bei verschiedenen Peptidkonzentrationen gemessen
(Abb. 12). Drei Peptide wurden ausgewahlt, die Substrate mit hoher (RRYQKSTEL;
Kp = 164 nM), mittlerer (RRYNASTEL; Kp = 516 nM) und niedriger Affinitit
(EPGNTWDED:; Kp > 1 mM) reprisentieren sollten. Die ATPase-Aktivitidt von TAP
zeigt eine hyperbolische Abhédngigkeit von der eingesetzten Peptidkonzentration,
wenn hoch- und mittelaffine Peptide verwendet wurden. Die Peptidkonzentration, bei
der die halbmaximale Stimulierung der TAP-spezifischen ATP-Hydrolyse erreicht
wird (Km,pep), betréigt fiir das hochaffine Peptid RRYQKSTEL 161 + 15 nM und
fiir das mittelaffine Peptid RRYNASTEL 574 + 132 nM. Fiir das niederaffine Peptid
EPGNTWDED konnte nur die untere Grenze der ATPase-Stimulation bestimmt
werden. Die Km,pep Werte beziehen sich nicht auf die klassische Michaelis-Menten-
Konstante Ky fiir die ATP Hydrolyse, sondern auf die habmaximale Peptid-

stimulierte ATPase-Aktivitdt, die erreicht wird, wenn 50% der Peptidbindungsplétze

von TAP besetzt sind.
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Abb. 12 Allosterische Kopplung zwischen Peptidbindung und ATPase-Aktivitit von TAP. Die
Freisetzung des anorganischen Phosphats y->2P; nach der Spaltung von [y-*’PJATP wurde nach 4 min
Inkubation bei 32°C in Anwesenheit von verschiedenen Peptiden und 5 mM ATP gemessen. Die
Peptide RRYQKSTEL (Kreise), RRYNASTEL (Rechtecke) und EPGNTWDED (Dreiecke)
reprasentieren hoch-, mittel- und niederaffine Substrate. Die halbmaximale Stimulation der ATPase-
Aktivitdt (Km,pep) wurde fiir RRYQKSTEL bei 161 £ 15 nM und fiir RRYNASTEL bei 574 + 132
nM erreicht. Fiir das niederaffine Peptid EPGNTWDED konnte nur die untere Grenze der ATPase-
Stimulation bestimmt werden. Die maximale Hydrolysegeschwindigkeit, die durch die Peptide
RRYQKSTEL und RRYNASTEL erreicht werden kann (V ,,,x), ist gleich und betrédgt ca. 2 pmol/min
pro mg TAP. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung aus mindestens zwei

unabhingigen Messungen.

Die maximale Stimulationsgeschwindigkeit, die durch Besetzung aller
Peptidbindungsplidtze von TAP erreicht wird (Vmax), betrdgt sowohl fiir
RRYQKSTEL, als auch fiir RRYNASTEL ca. 2 umol/min pro mg TAP (Abb. 12,
Tab. 4). Die direkte Korrelation zwischen der Peptidbindungsaffinitdt und der
ATPase-Aktivitit zeigt deutlich, dass Peptidbindung die Schliisselrolle bei der
Stimulation der ATP-Hydrolyse spielt.

Peptidbindung ATPase-AKktivitit
Vmax.pep
Peptide Kp [nM] Km.pep [NM]
[pmol/min*mg TAP]
RRYQKSTEL 154+ 9 161 £15 2.02+0.13
RRYNASTEL 503 + 54 574 + 134 1.93 + 0.02
EPGNTWDED >10° >10° n.d.

Tab. 4. Stimulation der TAP-spezifischen ATP-Hydrolyse durch Peptide mit verschiedenen

Bindungsaffinitiiten.

Um die kinetischen Parameter TAP-spezifischer ATPase-Aktivitit zu bestimmen
wurde die ATP-Hydrolyse in An- bzw. Abwesenheit von séttigenden Mengen des
hochaffinen Peptides RRYQKSTEL (1 pM) bei verschiedenen Konzentrationen (0-
10 mM) von ATP gemessen. Der Unterschied zwischen stimulierten und
unstimulierten Reaktionsansidtzen wurde gegen die ATP-Konzentration aufgetragen
und konnte zu einer Michaelis-Menten-Kinetik hyperbolisch gefittet werden, wobei

der Km-Wert 0.3 £ 0.06 mM betrug (Abb. 13). Durch Einbezug der TAP-
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Konzentration in den getesteten Proteoliposomen, die durch
Sattigungsbindungsassay  ermittelt wurde, konnte die maximale ATP-
Hydrolysegeschwindigkeit von 2 pmol/min pro mg TAP berechnet werden.
Zusammengenommen fithren diese Daten zu einer Umsetzungsrate von 5 ATP-

Molekiilen pro 1 TAP-Molekiil pro Sekunde, was einer katalytischen Aktivitdt von
20,000 M s™ entspricht.
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Abb. 13 Kinetische Parameter ATPase-Aktivitit von TAP. Die Freisetzung des anorganischen
Phosphats y-*’P; nach der Spaltung von [y-*’P]JATP wurde nach 4 min Inkubation bei 32°C in An-
bzw. Abwesenheit von hochaffinem Peptid RRYQKSTEL (in Sattigungskonzentration von 1 pM) bei
verschiedenen ATP-Konzentrationen gemessen. Der Peptid-stimulierte Anteil der ATP-Hydrolyse
wurde gegen die ATP-Konzentration aufgetragen und hyperbolisch gefittet. Die Fehlerbalken

entsprechen der Standardabweichung aus mindestens zwei unabhingigen Messungen.

3.1.3.2.3 Stimulation durch verzweigte Peptide

Als néchstes sollte die Frage beantwortet werden, ob die Peptidbindung allein fiir die
Stimulation der ATP-Hydrolyse verantwortlich ist, oder ob es darauf folgende
weitere Prozesse diese Stimulation auch beeinflussen konnen. Fiir diesen Zweck
wurden sterisch sperrige Peptide eingesetzt. Diese Peptide basieren auf dem
Nonapeptid ARDNATKDY, das am e-Amin des Lysinrestes eine Polylysinkette triagt
(Abb. 14). Die Linge der Polylysinkette variiert zwischen 0 und 20
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Aminosdurenresten. Wie die Untersuchungen an diesen verzweigten Peptiden
ergaben, besitzen sie alle eine dhnliche Bindungsaffinitit zu TAP. Die ICso-Werte in
Kompetitions-experimenten liegen im Bereich von 0.5-1.2 uM, ohne Priferenz fiir
eine bestimmte Seitenkettenlinge (Grommé et al., 1997). Im Gegensatz dazu, die
Transporteffizienz sinkt drastisch bei den Peptiden mit einer Seitenkette langer als 8
Lysinresten. Deswegen eignen sich diese Peptide besonders gut, um zwischen

Peptidbindung und Peptidtransport zu unterscheiden.

H2
HN
H
H,N HO
0 OH o
H H H H
H,N N N N N
N N N N OH
H H H H
(o} 0o 0 0o
o
HO
HN OH
0
NH;
n=0-20

NH

Abb. 14 Verzweigte Peptide ARDNAT(e-K),DY

Wie die Abb. 15 zeigt, hingt die Peptid-stimulierte ATPase-Aktivitit des partiell
gereinigten TAP von der Lange der Polylysinseitenkette ab. Bei der Kettenldnge bis
zu 5 Lysinresten wurde kein Einfluss der Seitenkette auf die Stimulation der ATP-
Hydrolyse beobachtet. Mit der steigenden Lidnge der Seitenkette sinkt aber die
Stimulationsrate deutlich und wird bei einem Peptid mit 20 Lysinen in der
Seitenkette praktisch nicht mehr nachweisbar. Die gleiche Abhdngigkeit von der
Seitenkettenlénge ist auch bei der Effizienz des Peptidtransportes zu beobachten. Das
bedeutet, das die Peptidbindung, die fiir die Stimulation der ATP-Hydrolyse
essentiell ist, zu keiner ATPase-Stimulation fiihrt, wenn die gebundenen Peptide

aufgrund ihrer sterischen Eigenschaften nicht transportiert werden kénnen.
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Abb. 15 ATPase-Stimulation und Transport von verzweigten Peptiden. Um die Korrelation
zwischen ATPase-Stimulation (offene Balken) und Peptidtransport (geschlossene Balken) zu
studieren, wurde die Freisetzung des anorganischen Phosphats y-*’P; nach der Spaltung von
[y-*PJATP und Peptidtransport nach 4 min Inkubation bei 32°C in An- bzw. Abwesenheit von 2.5
mM Peptid ARDNATK(e-K,)DY, das die Polylysinseitenketten unterschiedlicher Lénge trigt,
gemessen. Die ICsp-Werte wurden in einem Kompetitionsbindungsassay bestimmt, wobei das Peptid
RRYQKSTEL als Reporterligand diente. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung aus

mindestens zwei unabhingigen Messungen.

3.1.4 Stochiometrie des Transportvorganges

Die Untersuchungen der kinetischen Parameter und die Berechnung der
Umsetzungsrate TAP-spezifischer ATP-Hydrolyse lieBen noch eine wichtige Frage
offen. Die exakte Stochiometrie des Transportvorganges sollte geklart werden, das
heil3t, es sollte berechnet werden, wie viele ATP-Molekiile gespalten werden miissen,
um 1 Peptid iiber die ER-Membran zu transportieren. Dafiir wurde die Peptid-
stimulierte ATP-Hydrolyse und Peptidtransport an gleichen Proben von TAP-
haltigen Proteoliposomen gemessen. Die Anzahl der transportierten Peptide ldsst sich
direkt berechnen, da 100% des eingesetzten Peptides radioaktiv markiert war und 1
ul (3.5 pmol) misste 366.410 cpm. Um die Anzahl der gespaltenen ATP-Molekiile zu
kalkulieren, wurde die Radioaktivitit von 1 nmol [y->P]JATP gemessen, die 769.501
cpm betrug. Daraus wurde die Menge des hydrolysierten ATP (4.16 pmol/min) und

die Menge des transportierten Peptides (0,664 pmol/min) berechnet, was zu einer
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Stochiometrie von 63 ATP:1 Peptid fiihrt (Abb. 16); ein unerwartetes Ergebnis, das
keinen bekannten Daten aus der ABC-Transporter-Familie entsprach und sich

mechanistisch schwer begriinden lief3.
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Abb. 16 ATP-Hydrolyse und Peptidtransport in den Proteoliposomen. Um die Stochiometrie der
Peptidtranslokation zu berechnen, wurde die Freisetzung des anorganischen Phosphats y->*P; nach der
Spaltung von [y-**P]JATP in An- bzw. Abwesenheit von 1 pM Peptid RRYQKSTEL (oben) und
Transport von RRYQKSTEL nach 4 min Inkubation bei 32°C (unten) ermittelt. Die Fehlerbalken

entsprechen der Standardabweichung aus mindestens zwei unabhéngigen Messungen.

Eine mdgliche Erklarung fiir dieses Ergebnis konnte die verfilschte Anzahl der
transportierten Peptidmolekiile sein, die aufgrund eines Riicktransportes durch einen
Peptidexporter, niedriger als die tatsichliche erschien. Dieser Peptidexporter hitte
mit dem TAP-Komplex zusammen mitisoliert und in die Proteoliposomen
mitrekonstituiert werden konnen. Diese Hypothese wurde durch die Versuche
unterstiitzt, bei denen die Peptidkonzentration in Proteoliposomen gemessen wurde.

Das Volumen der Proteosomen wurde durch den Einschluss von trittummarkierter
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Mannose wihrend der Rekonstitution kontrolliert. Wenn die Akkumulation von
transportierten Peptiden im Inneren der Proteoliposomen nicht erreichbar gewesen
wire, hitte das mit hoher Wahrscheinlichkeit bedeutet, dass ein Peptidexporter dem
TAP entgegenwirkt. Und tatsdchlich, konnten bei solchen Versuchen (Abb. 17 und
Tab. 5) innerhalb von Proteosomen Peptidkonzentration gemessen werden, die mit

der AuBlenpeptidkonzentration vergleichbar waren.
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Abb. 17 Peptidtransport in den Proteoliposomen. Transport von radioaktiv-markiertem
RRYQKSTEL wurde nach 4 min Inkubation bei 32°C im y-Zéhler gemessen. Die Fehlerbalken

entsprechen der Standardabweichung aus mindestens zwei unabhingigen Messungen.
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Probenvolumen | cpm / 3,45 | Transportiertes | Transportiertes | Cpepiia | Creptia
(Viotar 7 4) [1] pmol Peptid Peptid Aufien | Innen

Peptid [cpm] [pmol] [nM] [nM]

(1 pl 3,45 (ATP-ADP) (ATP-ADP)
uM)
0,26x10-6 348.603 32.507 0,32 1000 1237
0,53x10-6 348.603 46.765 0,46 1000 876

Tab. 5 Peptidkonzentration in den Proteoliposomen. Transport von radioaktiv-markiertem
RRYQKSTEL wurde nach 4 min Inkubation bei 32°C im y-Zdhler gemessen. Probenvolumen wurde
durch den Einschluss von *H-markierter Mannose in die Proteoliposomen wihrend der Rekonstitution

bestimmt.

Kiirzlich beschriebener (Koopmann et al., 2000) Export von Antigenpeptiden aus
dem ER, der durch den Sec61-Komplex vermittelt wird, gab den Anlass zu
tiberpriifen, ob dieser Komplex mdglicherweise zusammen mit TAP isoliert und in
die Proteoliposomen rekonstituiert werden konnte. Fiir diesen Zweck wurden die
einzelnen Fraktionen nach der partiellen TAP-Aufreinigung auf die Prdsenz von
Sec61a, des Hauptbestandsteiles von Sec61-Komplex getestet (Abb. 18). Es stellte
sich heraus, dass gut detektierbare Mengen von Sec61a in den gleichen Fraktionen
vorzufinden waren, wie der TAP-Komplex. Die TAP-haltigen Fraktionen wurden fiir
die Rekonstitution verwendet und das fiihrte dazu, dass der Sec61-Komplex auch in
die Proteoliposomen korekonstituiert wurde. Sec6la scheint iliber die ganzen

Gelfiltrationsfraktionen fast gleichméBig verteilt zu sein.
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Abb. 18 Immunodetektion von Sec6la. Verschiedene Fraktionen nach der partiellen TAP-
Aufreinigung durch die Gelfiltration wurden mit einem anti-Sec61a — Antikorper auf einem Western
Blot getestet. A. Vereinigte TAP-haltige Fraktionen (im Chromatogramm durch einen schwarzen
Balken dargestellt), die fiir weitere Rekonstitution verwendet wurden (Fraktionen 19-23) B.

Fraktionen 14-18 und 24-25 C. Positivkontrolle — Mikrosomen aus Raji-Zellen.

Um den Sec61-Komplex auszuschalten und die tatsdchlichen Transportraten messen
zu konnen, wurde versucht, den Peptidexporter zu blockieren, indem die gegen
Sec61a gerichteten polyklonalen Antikorper direkt zu dem Transportassay gegeben
wurden (Abb. 19). Dies hatte aber keine Auswirkung auf die Effizienz des
Peptidtransportes. Als mdgliche Ursachen kommen in Betracht zum Beispiel zu
kurze Inkubationszeit, bedingt durch die begrenzte Zeit des Transportassays,
Abschirmung von Antikorper-Epitop auf dem Zielprotein durch andere Komponente
des Sec-Translokation-Komplexes oder sogar die Moglichkeit, dass der gebundene

Antikorper keinen Einfluss auf die Exportaktivitit des Sec61-Komplexes hat.
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Abb. 19 Einfluss von anti-Sec61o-Antikorper auf Peptidtransport in den Proteoliposomen.
Transport von radioaktiv-markiertem RRYQKSTEL wurde nach 4 min Inkubation bei 32°C im v-
Zidhler gemessen. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung aus mindestens zwei

unabhingigen Messungen.

Im nichsten Ansatz wurden wieder die anti-Sec61a-Antikdrper verwendet, diesmal
aber um den Sec61-Komplex aus den TAP-haltigen Fraktionen des Solubilisats zu
entfernen. Diese Fraktionen wurden einer weiteren Gelfiltration durch eine Saule
unterzogen, an der die anti-Sec61a-Antikdrper immobilisiert wurden. Wie die Abb.
20 zeigt, behielt so behandeltes TAP nach der Rekonstitution die volle
Transportaktivitit, und die Transporteffizienz wurde enorm verbessert — das
Verhiltnis zwischen dem in Anwesenheit von ATP transportierten Peptid und dem in
Anwesenheit von ADP gebundenen Peptid betrug ungefdhr 20:1 (im Vergleich zu
dem im Abb. 16 in Anwesenheit von Sec61-Komplex gezeigten Verhéltnis 3,5:1).
Um zu testen, ob Sec61 tatsdchlich aus dem Solubilisat entfernt wurde und
nicht mehr in Proteoliposomen gelangen konnte, wurde Immunodetektion von
Sec6la bei jedem Rekonstitutionsschritt durchgefiihrt (Abb. 21). Dabei wird
deutlich, dass der Sec61-Komplex fast vollstindig entfernt werden konnte. Man

beachte, dass in Abb. 21 im Spur D die fiinffache Menge an Protein im Vergleich zu
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den Spuren A-C auf das SDS-Gel aufgetragen wurde, nur so konnte der Sec61-

Komplex in den Proteoliposomen iiberhaupt detektiert werden.
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Abb. 20 Peptidtransport in den Proteoliposomen nach der Sec61-Entfernung. Transport von
radioaktiv-markiertem RRYQKSTEL wurde nach 4 min Inkubation bei 32°C im y-Zahler gemessen.
Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung aus mindestens zwei unabhéngigen

Messungen.
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Abb. 21 Immunodetektion von Sec6la bei verschiedenen Schritten der Rekonstitution. Die
Detektion wurde mithilfe eines polyklonalen anti-Sec6la-Antikdrpers nach einer SDS-
Gelelektrophorese durchgefiihrt. A. 20% des gesamten Uberstandes nach der Solubilisierung der
Mikrosomen aus den Raji-Zellen und anschlieBender Zentrifugation bei 20.000 x g. B. 20% des
gesamten Pellets nach der Solubilisierung der Mikrosomen aus den Raji-Zellen und anschlie3ender

Zentrifugation bei 20.000 x g. C. 20% der gesamten vereinigten TAP-haltigen Fraktion nach der
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Gelfiltration durch die Sepharose-Saule. D. Gesamte Proteoliposomen nach der Rekonstitution E.

Positivkontrolle — Mikrosomen aus den Raji-Zellen (102 pg Gesamtprotein).

Der Einfluss von Sec61-Komplex auf die Stochiometrie-Werte des Peptidtransports
wurde besonders deutlich in dem nachfolgenden Versuch demonstriert. Wie die Abb.
22 zeigt, wird viel weniger ATP hydrolysiert, dafiir aber gelangen mehr Peptide ins
Innere der Proteoliposomen. Durch die Normierung auf die radioaktive ATP bzw.
Peptidstandards (1 nmol [y-">P]JATP misste 591.667 cpm, 1 pmol Peptid — 77.196
cpm) kann man die Menge an transportiertem Peptid (2.05 pmol) und hydrolysiertem
ATP (7.8 pmol) ausrechnen. Das fiihrt zu einem Verhiltnis von 3.8-3.9 ATP-
Molekiilen pro transportiertes Peptid.
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Abb. 22 ATP-Hydrolyse und Peptidtransport in den Sec-61-bereinigten Proteoliposomen. Um
die Stochiometrie der Peptidtranslokation zu berechnen, wurde die Freisetzung des anorganischen
Phosphats y-**P; nach der Spaltung von [y-*PJATP in An- bzw. Abwesenheit von 1 pM Peptid
RRYQKSTEL (oben) und Transport von RRYQKSTEL nach 4 min Inkubation bei 32°C (unten)
ermittelt. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung aus mindestens zwei unabhingigen

Messungen.
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3.2 Untersuchungen des viralen TAP-Inhibitors US6

US6 ist ein virales Typ-I-Membranglykoprotein, das den Peptidtransport von TAP
blockiert. Der genaue Mechanismus dieses Inhibitors sollte durch die
Korekonstitution von TAP und der aktiven Domine (ER-luminale Doméne) von US6
- US6(A147-183) in Liposomen und anschlieBende Aktivititstests untersucht
werden. Diese Analyse wurde in Zusammenarbeit mit Christoph Kyritsis
durchgefiihrt, der das rekombinante US6(A147-183) in E. coli exprimiert, aus den
inclusion bodies aufgereinigt und riickgefaltet hat (Kyritsis et al, 2001). Die
schonende Solubilisierung von TAP durch Decylmaltosid hat es ermoglicht, die ER-
luminale Seite von TAP fiir die US6(A147-183)-Bindung zugénglich zu machen,
ohne den Aktivitdtsverlust durch das Herauslosen aus der Membran befiirchten zu
miissen. Danach folgte die Korekonstitution von léslichem US6(A147-183) und
solubilisiertem TAP aus den Raji-Zellen in die Lipidvesikel (s. 2.2.4.7.2 und
(Kyritsis et al., 2001)).

3.2.1 Lokalisierung von US6(A147-183) in den Proteoliposomen

Die Lokalisierung von US6(A147-183) nach der Rekonstitution war notwendig, da
der Inhibitor in vivo fiir die Blockierung des TAP-spezifischen Peptidtransports an
die luminale Seite von TAP, die sich im Inneren der Proteoliposomen befindet (s.
1.4), binden muss (Ahn et al., 1997). Die Lokalisierung von US6(A147-183) wurde
anhand des Proteinase-Schutzassays durchgefiihrt, der gezeigt hat, dass US6(A147-
183) gegen den Abbau durch Proteinase K nach deren Zugabe zu den
Proteoliposomen geschiitzt war. Durch die Behandlung von Proteoliposomen mit
Detergenz (1% NP40) wurden die Proteoliposomen solubilisiert und so wurde
US6(A147-183) fiir Proteinase K zugdnglich (Abb. 23). Daraus kann man schlie3en,
dass das korekonstituierte US6(A147-183) sich im Inneren der Proteoliposomen
befand.
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Abb. 23 Lokalisierung von US6(A147-183) in den Proteoliposomen. US6(A147-183) wurde nach
der Rekonstitution mit dem polyklonalen anti-US6-Antikorper detektiert und durch Immunfarbung
visualisiert. In Abwesenheit von NP40 befindet sich US6(A147-183) im Inneren der Proteoliposomen
und kann nicht durch die Proteinase K abgebaut werden. Durch Zugabe von NP40 werden die

Proteoliposomen zerstort und US6(A147-183) wird fast vollstindig durch Proteinase K verdaut.

3.2.2 US6(A147-183) inhibiert den TAP-spezifischen Peptidtransport

Der Einfluss von US6(A147-183) auf den TAP-spezifischen Peptidtransport in vitro
wurde in einem Transportassay untersucht (Abb. 24). US6(A147-183) vermag es, die
Transportaktivitdt von TAP nahezu vollstindig zu blockieren. In Anwesenheit von
rekombinantem US6(A147-183) vermindert sich der ATP-abhéingige Peptidtransport
um ca. 70%. Als Negativkontrolle wurden parallel die Versuche mit rekonstituierten
TAP und BSA durchgefiihrt, um den Einfluss von unspezifischen Protein-Protein-
Interaktionen auszuschlieBen. Wie erwartet, wurde durch BSA, im Gegensatz zu

US6, keine Inhibition des Transporters hervorgerufen.
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Abb. 24 US6(A147-183) blockiert den TAP-spezifischen Peptidtransport. In Anwesenheit von
US6(A147-183) sinkt der ATP-abhéngige Peptidtransport um ca. 70%. Die Fehlerbalken entsprechen

der Standardabweichung aus mindestens zwei unabhiangigen Messungen. Die unspezifischen Protein-
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Protein-Wechselwirkungen sind ausgeschlossen, da die Inhibition nur in Anwesenheit von US6, aber

nicht anderen Proteinen auftritt.

Um auszuschlieBen, dass die Transportinhibition durch die spezifische oder
unspezifische Storung der Peptidbindung an TAP hervorgerufen worden war, wurde
die Bindung von hochaffinem Peptid RRYQNSTEL an TAP bei zwei verschiedenen
Konzentration (100 nM and 2000 nM) gemessen (Abb. 25). Dabei hatte die
Anwesenheit bzw. Abwesenheit von US6(A147-183) keinen Einfluss auf die Menge
des gebundenen Peptides. Die unspezifische Peptidbindung von radioaktiv-
markiertem RRYQNSTEL kann durch die Zugabe eines 400fachen molaren

Uberschuss an unmarkiertem Kompetitorpeptid gemessen werden.
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Abb. 25 Peptidbindung an TAP wird von US6(A147-183) nicht beeinflusst. Die Peptidbindung an
TAP é&ndert sich nicht in Anwesenheit von US6(A147-183). Die Peptdibindung von Peptid
RRYQNSTEL an TAP wurde in Anwesenheit (geschlossene Balken) und Abwesenheit von
US6(A147-183) (gestrichelte Balken) bei zwei verschiedenen Konzentrationen (100 nM and 2000
nM) gemessen. Die Menge an gebundenem Peptid steigt mit der Peptidkonzentration. Die
unspezifische Bindung wurde durch die Zugabe eines 400fachen molaren Uberschuss an
unmarkiertem Kompetitorpeptid gemessen (im Diagramm bereits abgezogen). US6(A147-183) hat
keinen Einfluss weder auf die Peptidbindung noch auf den nichtkompetitierbaren Hintergrund. Die

Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung aus mindestens zwei unabhéngigen Messungen.
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3.2.3 US6(A147-183) inhibiert ATPase-Aktivitit von TAP

Um den Inhibitionsmechanismus besser zu verstehen, wurde untersucht, ob die ATP-
Hydrolyse durch TAP von US6 beeinflusst wird (Abb. 26). Die Messungen von
ATPase-Aktivitit von TAP in den Proteoliposomen ergaben, dass die Peptid-
stimulierte ATP-Hydrolyse in Anwesenheit von US6(A147-183) um 91%

zuriickging.
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Abb. 26 Die ATPase-Aktivitit von TAP wird in Anwesenheit von US6(A147-183) gehemmt. Die
Orthovanadat-sensitive Peptid-stimulierte ATPase-Aktivitdt von TAP wird fast vollstdndig durch die
Bindung von mitrekonstituiertem US6 an TAP blockiert. Um TAP-Spezifitit zu demonstrieren,
wurden die Proteoliposomen vor der Peptidzugabe 40 Minuten mit TAP-Inhibitor ICP47 (5 mM)
inkubiert. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung aus mindestens zwei unabhéngigen

Messungen.
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4 Diskussion

Der TAP-Komplex spielt eine zentrale Rolle bei der MHC-Klasse-I-
vermittelten Antigenprésentation. Zusédtzlich dient der Antigenpeptid-Transporter als
Modell fiir eng verwandte ABC-Transporter, die in medizinisch relevante Prozesse
wie Multidrogenresistenz (MDR1) (Endicott & Ling, 1989; Gottesmann & Pastan,
1993), Mukoviszidose (CFTR) (Collins, 1992), Tangier-Krankheit (ABC1) (Rust et
al., 1999), Morbus Stargardt (ABCR) (Sun & Nathans, 2000) oder
Adrenoleukodystrophie (ALDP) (Kamijo et al, 1990) involviert sind. Der
Transportmechanismus des TAP-Komplexes kann in zwei grundlegende Schritte
unterteilt werden: die ATP-unabhidngige Peptidbindung und den ATP-abhdngigen
Peptidtransport. In den letzten Jahren wurden der Bindungsmechanismus und die
Substratspezifitdt von TAP eingehend untersucht (Uebel & Tampé, 1999). Wenig ist
dagegen {iiber die zentrale Rolle der ATP-Hydrolyse bei der TAP-Funktion bekannt.
Einerseits, ist ATP fir die Peptidiibertragung auf die luminale Seite des
endoplasmatischen Retikulums notwendig (Androlewicz et al., 1993; Neefjes et al.,
1993; Shepherd et al., 1993); andererseits gibt es Hinweise auf die Beteiligung von
ATP an der Synchronisierung der Freigabe von peptidbeladenen MHC-Klasse-I-
Molekiilen, die fiir den Transport auf die Zelloberflache bestimmt sind (Knittler et
al., 1999). Zusitzlich scheint ATP einen stabilisierenden Einfluss auf die Integritit
des TAP-Komplexes auszuiiben (van Endert, 1999). AufBerdem ist seit langem
bekannt, dass beide NBD fiir die Funktionalitdt von TAP unentbehrlich sind. Bei der
separaten Expression von TAP1 und TAP2 kann die einzige verbliecbene NBD zwar
ATP binden, ist aber nicht in der Lage es zu spalten (Miiller et al., 1994; Wang et al.,
1994). Der Defekt einer der beiden NBD im TAP-Komplex fiihrt zur Inaktivierung
des Transporters (Chen et al., 1996).

Um die Funktionsweise von TAP besser verstehen zu konnen, sollte der
Mechanismus der TAP-spezifischen ATP-Hydrolyse aufgeklirt werden. Die
Untersuchungen an Organellen waren sowohl fiir die Messungen der Peptidbindung
an TAP, als auch des Peptidtransportes geeignet. Bei den Versuchen, die ATPase-
Aktivitdt von TAP an Mikrosomen oder semipermeabelisierten Zellen zu messen,
konnte jedoch keine TAP-spezifische ATP-Hydrolyse festgestellt werden, da die
Hintergrundaktivitit anderer ER-stdndigen ATPasen zu hoch war. Alle bisherigen

Bemiihungen, funktionales TAP aus der mikrosomalen Fraktion (sowohl nach
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heterologer, als auch nach homologer Expression) zu isolieren und zu
rekonstituieren, sind aufgrund der extremen Instabilitit des Proteins gescheitert
(Meyer, 1996; van Endert, 1999). In Abwesenheit von Di- oder Trinukleotiden und
hochaffinen Peptiden verliert der TAP-Komplex, vermutlich durch irreversible
Konformationsédnderung und Aggregation, rapide die Funktionalitit (van Endert,
1999). AuBerdem wurden die meisten bisherigen Rekonstitutionsversuche in
Abwesenheit von Tapasin durchgefiihrt, das einen stabilisierenden Effekt auf den
TAP-Komplex ausiibt (Bangia et al., 1999; Lehner et al., 1998; Raghuraman et al.,
2002).

4.1 Rekonstitution des TAP-Komplexes

Als Ausgangspunkt fiir die Gewinnung groferer Mengen von TAP wurden
humane Burkitt Lymphoma Zellen (Raji-Zelllinie) gewéhlt, die bereits ohne y-
Interferon-Stimulation hohe TAP Expressionsraten (bis zu 0.5% des Gesamtproteins
der mikrosomalen Fraktion) aufweisen. Zuvor wurde versucht fiir diese Zwecke das
Baculovirussystem zu verwenden. Dabei wurden Sf9-Insektenzellen mit einem
rekombinanten Virus infiziert, der TAP1 und TAP2 gleichzeitig exprimierte. Dieses
System erwies sich allerdings als nicht besonders gut geeignet, da sowohl die
ATPase-Aktivitit, als auch Peptidtransport sich nicht nach der Rekonstitution
nachweisen lieBen. Der Grund dafiir konnte das Fehlen zusitzlicher Faktoren (wie
z. B. Tapasin) oder Proteinaggregation aufgrund der fiir ein Membranprotein sehr
hohen Expressionsraten (bis zu 2% des Gesamtproteins in der mikrosomaler
Fraktion) sein.

Aus diesem Grund wurde eine neue Methode entwickelt, um TAP zu
solubilisieren und nach der Anreicherung in kiinstliche Lipidvesikel zu
rekonstituieren. Diese Methode zeichnet sich durch ihre Schnelligkeit aus (Dauer
weniger als einen Tag), was den Verlust an der TAP-Aktivitit minimiert. TAP
tendiert dazu, an den Oberfldchen zu aggregieren, deswegen sollte die Interaktion mit
dem Sidulenmaterial vermieden werden. Deswegen wird TAP bei der Pridparation
durch eine schonende Prozedur (Gelfiltration) angereichert, was ebenfalls zum
Stabilitatserhalt von TAP beitrégt.

Das angereicherte TAP wird in Liposomen mithilfe einer weiteren Gelfiltration
rekonstituiert. Die gewdhlte Prozedur hat sich als sehr effektiv erwiesen: Etwa 50%

des mikrosomalen TAP konnten rekonstituiert werden (Tab. 2) und zwar fast
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ausschlieBlich in der Orientierung, bei der die Peptid-bindende Seite von TAP auf
der AuBlenseite der Proteoliposomen lokalisiert ist. Durch die milde Solubilisierung
wurde sogar die Bindung von anderen Komponenten des makromolekularen
Beladungskomplexes an TAP nicht zerstort. So blieb Tapasin, im Gegensatz zu
MHC-Klasse-I-Molekiilen, wihrend der gesamten Isolation mit TAP assoziiert und
wurde korekonstituiert. Vermutlich spielte diese Komplexbildung eine zusitzliche
stabilisierende Rolle, da die TAP-Molekiille wihrend der Rekonstitution durch
Tapasin voneinander abgeschirmt waren und somit die TAP-Aggregation vermindert

wurde.
4.2 ATPase-Aktivitiat des TAP-Komplexes

Unter Anwendung dieser Methode gelang es zum ersten Mal die TAP-Aktivitét
im rekonsituierten in vitro System nachzuweisen. Im Rahmen dieser Doktorarbeit
wurde die peptidabhidngige TAP-spezifische ATP-Hydrolyse zum ersten Mal
beobachtet. Diese ATPase-Aktivitdt ist Orthovanadat-sensitiv und kann durch
Zugabe von Peptiden stimuliert werden. Verschiedene Peptide wurden auf ihre
Féhigkeit hin untersucht, die ATP-Hydrolyse durch TAP zu stimulieren. Eine direkte
Korrelation zwischen der Peptidaffinitit zu TAP (Bindungskonstante Kp) und der
halbmaximalen Stimulation der ATPase-Aktivitit von TAP (Kpypep) wurde
festgestellt (Tab. 4). Um diese Schliisse auf andere Peptide iibertragen zu konnen,
wurden kombinatorische Peptidbibliotheken eingesetzt, die den Zusammenhang
zwischen der Peptidbindungsspezifitit von TAP und der TAP-spezifischen ATP-
Hydrolyse aufkldren sollten. Diese Experimente haben gezeigt, dass die ATP-
Hydrolyse durch TAP auch hier mit der Affinitdt der Peptidbindung weitgehend
gekoppelt ist (Abb. 11).

Die Substrat-stimulierte ATPase-Aktivitdt ist bei einigen Mitgliedern der ABC-
Transporter-Familie, wie z. B. bei dem P-Glykoprotein (MDRI1) eingehend
untersucht worden (Sarkadi et al., 1992; Senior et al., 1998). Trotzdem bleiben viele
Fragen, die den Mechanismus der ATP-Hydrolyse betreffen, offen. Eine direkte
Kopplung zwischen Substratbindung und ATP-Hydrolyse konnte nicht nachgewiesen
werden. Ebenso wurden verschiedene Werte filir halbmaximale ATPase-Aktivitit
(Vmax) fiir verschiedene Substrate ermittelt. Manche Substrate, die an P-Glykoprotein

binden, stimulieren die ATP-Hydrolyse nicht. Aulerdem hemmen manche Substrate
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vom P-Glykoprotein die Transportaktivitit dieses Proteins, wenn sie in hoher
Konzentration eingesetzt werden.

Man muss dabei beriicksichtigen, dass P-Glykoprotein, wie viele andere
Arzneimitteltransporter, im Gegensatz zu TAP, hydrophobe Substanzen transportiert.
Deswegen konnen diese Unterschiede zu TAP durch die Membrangingigkeit von P-
Glykoprotein-Substraten, und somit durch dessen groBere Zugingigkeit flir den
Transporter erkldrt werden. Wie schon erwihnt, zeigt TAP eine strikte Korrelation
zwischen Peptidbindung (Kp) und der Stimulierung der ATPase-Aktivitit (K pep)-
AuBerdem wurde unter Anwendung verschiedener Substrate immer die gleiche
maximale Hydrolysegeschwindigkeit gemessen (Vmax). Somit hdngt diese nicht von
der Substrataffinitit zu TAP ab. Unter der Annahme, dass die ATP-Hydrolyse mit
dem Transportvorgang korreliert, kann man vermuten, dass die maximale
Transportgeschwindigkeit auch nicht von der Substrataffinitit abhéngt. Diese
allosterische ~ Kopplung zwischen Bindung, ATP-Hydrolyse und dem
Transportvorgang impliziert eine enge Kommunikation zwischen Bindungstasche
und NBD, die die ATP-Spaltung steuern.

Vor allem die dreidimensionalen Strukturen der NBD verschiedener ABC-
Transporter eroffnen faszinierende Perspektiven in der Forschung an der ATPase-
Aktivitdt in dieser Proteinfamilie (Diederichs et al., 2000; Gaudet & Wiley, 2001;
Hopfner et al., 2000; Hung et al., 1998; Schmitt & Tampé, 2002; Yuan et al., 2001).
Die erhaltenen Daten erlauben, die Interaktion von ATP-Molekiilen mit dem Protein
direkt zu untersuchen und die Rolle bestimmter Proteinstrukturen bei der ATP-
Hydrolyse zu analysieren. Eine Reihe von kiirzlich erschienenen Publikationen zeigt,
dass monomere NBD von ABC-Transportern in Anwesenheit von ATP miteinander
interagieren (Chen et al., 2003a; Fetsch & Davidson, 2002; Horn et al., 2003; Janas
et al.,2003; Loo et al., 2002; Moody et al., 2002; Smith et al., 2002). Zwei Molekiile
ATP werden durch die Walker A/B-Motive und den C-loop beider NBD gebunden
(Locher et al., 2002). Die Nukleotidbindung und ATP-Hydrolyse soll durch den C-
terminalen Bereich der jeweils anderen NBD beeinflusst sein (Bouabe & Knittler,
2003). AuBerdem wird vermutet, dass der Q-loop eine Wasserstoffbriicke zum
v-Phosphat des ATP ausbildet (Chen et al., 2003a; Hung et al., 1998; Karpowich et
al., 2001; Smith et al., 2002). Durch die Bindung an den P-loop leiten die ATP-
Molekiile die Dimerisierung der NBD ein, indem sie die Oberfliche der NBD-

Monomere verdandern. Dabei machen die ATP-Molekiile, die zwischen zwei NBD-
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Monomeren, wie in einem ,,sandwich‘ liegen, einen signifikanten Anteil der Dimer-
Grenzfiache aus. Es folgt ein induced-fit-Effekt, wobei sich die Konformation vom
Q-, D-, H- und P-loop éndert (Karpowich et al., 2001). Die Rotation des kiirzeren
Arms (auch a-Subdomédne genannt) in Richtung von arm I induziert eine kompaktere
Struktur, die eine solche Dimerisierung zuldsst (Hopfner et al., 2000; Locher et al.,
2002). Diese Rotation ist essentiell fiir die allosterische Substratstimulation der ATP-
Hydrolyse. Mutationen in der a-Subdoméne fiihren zu schweren Stérungen der
Transportaktivitit. So fiihrt eine solche Mutation bei CFTR zur zystischen Fibrose
(Riordan et al. 1989). Die Punktmutation R659Q in der a-Subdoméne der TAPI-
NBD fiihrt zu der Reduzierung des Peptidtransportes um 50% (Chen et al., 1996;
Saveanu et al., 2001). Es wird vermutet, dass diese Mutation die Flexibilitdt des
kiirzeren Arms der TAP1-NBD beeinflusst und somit die Kopplung zwischen ATP-
Hydrolyse und Peptidtransport stort (Gaudet & Wiley, 2001).

Wenn man die bekannten Daten iiber die Peptidbindung an TAP (Uebel et al.,
1995; Neumann & Tampé, 1999; Neumann et al., 2002) und die in dieser Arbeit
gewonnenen  Erkenntnisse {liber die  Substrat-stimulierte =~ ATP-Hydrolyse
zusammenfasst, kann man ein Vierschrittmodell der TAP-Funktion vorschlagen
(Abb. 27): Als Erstes binden Peptid und ATP unabhingig voneinander an TAP; dies
ist ein  schneller = Vorgang, vermutlich  kontrolliert = durch  die
Diffusionsgeschwindigkeit von Peptiden. Dann erfolgt die Ubertragung des Signals
an die Nukleotid-bindenden Domainen, die durch die vor kurzem entdeckte langsame
Konformationsdnderung von TAP vermittelt wird (Neumann & Tampé, 1999;
Neumann et al., 2002). Anscheinend, verursacht diese Konformationsdnderung
zusammen mit der ATP-Bindung die Dimerisierung der beiden NBD, so dass
zwischen diesen Doménen eine Wechselwirkung entsteht, die fiir die erfolgreiche
allosterische Aktivierung der ATP-Spaltung notwendig ist. Die dazugehdrige
verminderte laterale Mobilitdt der TAP-Molekiile wird nur in Anwesenheit von
sowohl Peptiden, als auch ATP beobachtet (Reits et al, 2000). Beim dritten
Teilschritt werden die Nukleotid-bindenden Doménen aktiv und es erfolgt die ATP-
Spaltung. Dabei wird das gebundene Peptid auf die Iluminale Seite des
endoplasmatischen Retikulums iibertragen. Die strukturelle Reorganisation der
Peptidbindungstasche wird hierbei durch Peptide, die aufgrund ihrer rdumlich
sperrigen Seitenketten nicht transportiert werden konnen, blockiert. Somit finden

keine ATP-Hydrolyse und kein Transportschritt statt. Im letzten, vierten Teilschritt,
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kehrt TAP in seine urspriingliche Konformation zuriick, dabei wird das Peptid auf
der luminalen Seite des ER entlassen. Der enge Kontakt zwischen den beiden NBD
wird dabei hochstwahrscheinlich aufgehoben, da er nur in Anwesenheit von
gebundenen Peptiden und ATP Bestand hat. Die Frage, ob die TAP-NBD im
parallelen oder sequentiellen Modus arbeiten, konnte noch nicht beantwortet werden.
Fiir den TAP-verwandten mitochondrialen Halbtransporter Mdl1 aus Saccaromyces
cerevisiae konnte anhand von Berylliumfluorid- und Vanadattrapping-Experimenten

ein sequentielles Modell vorgeschlagen werden (Janas et al., 2003).

Peptidbindung

Konformationsanderung
und

Translokation ATP-Hydrolyse

Abb. 27 Vierschrittmodel fiir den TAP-vermittelten Peptidtransport (nach Lankat-Buttgereit &
Tampé, 2002).

Wie die Versuche mit Peptiden, die eine verzweigte Seitenkette tragen, zeigen, ist
der Transportprozess bei TAP komplizierter als in dieser vereinfachten Theorie.
Peptide, die eine Polylysin-Seitenkette tragen, die aus mehr als fiinf Resten besteht,
stimulieren die ATPase-Aktivitdit von TAP in geringerem Ausmal}, als das
Originalpeptid ohne Polylysin-Seitenkette, was sich in der viel niedrigeren
Transporteffizienz widerspiegelt (Grommé et al., 1997; Gorbulev et al., 2001). Da
aber alle diese Peptide ungeachtet der Lange der Seitenkette die gleiche Affinitéit zu
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TAP haben, spricht das fiir eine Art Qualititskontrolle der gebundenen Peptide.
Diese Qualititskontrolle findet hochstwahrscheinlich direkt nach der Bindung statt
und wird gebraucht, um unnétige Energieverluste in der Zelle zu vermeiden. Wie
dieser Kontrollschritt ablduft, ist unklar, vermutlich jedoch spielt dabei die sterische
Hinderung der Konformationsénderung eine entscheidende Rolle.

Das aufgereinigte TAP, das in den Experimenten verwendet wurde, war nicht
ganz frei von anderen ATPasen. Trotzdem konnte die spezifische ATP-hydrolytische
Aktivitdt von TAP charakterisiert werden, da nur diese Aktivitdt peptidabhéngig ist.
Die Michaelis-Menten-Konstante K, fiir die ATP-Hydrolyse, die 0.3 mM betrégt,
wurde durch die Quantifizierung der Mengen am freigesetzten anorganischen
Phosphat bestimmt. Dieser Wert stimmt mit den Daten {iberein, die indirekt
gewonnen wurden, indem man die Peptidglykosylierungsraten in Abhingigkeit von
der ATP-Konzentration nach dem TAP-abhidngigen Transport gemessen hatte
(Lacaille & Androlewicz, 1998). Die Ubereinstimmung dieser zwei verschiedenen
Messmethoden zeigt eindrucksvoll die enge Kopplung zwischen Peptidbindung,
ATP-Hydrolyse und Peptidtransport, was die Theorie, dass jedes transportfahiges
Peptid unter ATP-Verbrauch von TAP durch die ER-Membran transportiert wird,
unterstutzt.

Die Michaelis-Menten-Konstante fiir das P-Glykoprotein variiert, im
Gegensatz zu TAP, zwischen 0.3 und 1.4 mM, je nachdem aus welchem Organismus
das Protein gewonnen wurde, welches Expressionssystem und welches
Aufreinigungsprotokoll angewendet wurden. AuBerdem scheint die Natur des
Substrates einen leichten Einfluss auf die Stimulation der ATPase-Aktivitit von P-
Glykoprotein zu haben. Hier schwanken die K,, - Werte zwischen 0.4 und 1.4 mM
(Shapiro & Ling, 1994; Sharom et al., 1995).

Die aus der Michaelis-Menten Kinetik berechnete maximale Geschwindigkeit
der TAP-spezifischen ATP-Hydrolyse Vmax betréigt circa 2 pumol/min pro 1 mg TAP.
Die dadurch ermittelten Werte fiir die Umsetzungsrate von ATP durch TAP (ke ,
“turnover number”’) sind die gleichen, wie fiir das ndherverwandte P-Glykoprotein
und tibersteigen die von CFTR, einem anderen, entfernter verwandten Mitglied der
humanen ABC-Transporterfamilie, um das flinffache. Bei TAP und P-Glykoprotein
betragt dieser Wert 5 ATP-Molekiile pro Sekunde, bei CFTR - ungefdhr 1 ATP pro
Sekunde (s. Tab. 6) (Sharom et al, 1995; Li et al., 1996). Im Gegensatz zu P-
Glykoprotein scheint TAP keine intrinsische ATPase-Aktivitdt zu besitzen, da in
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Anwesenheit von ICP47, einem Herpesvirusprotein, das die Peptidbindung
verhindert, keine ATP-Hydrolyse iiber dem Hintergrund beobachtet werden kann.
Eine kiirzlich veroffentlichte Arbeit liber die Inaktivierung (“trapping’) von TAP
durch Berylliumfluorid und 8-Azido-ATP, ein photoaktivierbares ATP-Derivat,
zeigte, dass in Abwesenheit von Substratpeptiden kein nennenswertes “trapping”
stattfindet, was auch darauthin deutet, dass keine Energie verschwendet wird, falls

kein transportfahiges Peptid in der Bindungstasche vorliegt (Chen et al., 2003).

TAP Pgp CFTR
Kn 0.3 mM 04-14mM <0.1 mM
Keat 5 ATP / sec 5—-10 ATP/ sec 1 ATP / sec

Tab. 6 Vergleich der Kkinetischen Parameter der ATPase-Aktivitiit verschiedener Vertreter der

ABC-Transporter-Familie.

Die mithilfe der ATP-Hydrolyse berechnete Wechselzahl von TAP fiihrt zu der
Annahme, dass die Transportrate von TAP viel hoher, als frither vermutet, liegen
kann. Die maximalen publizierten Werte von circa 3 fmol/min pro ug Gesamtprotein
in den TAP-haltigen Mikrosomen ergeben etwa die Wechselzahl von 0.4 Peptiden
pro Minute, da der maximaler TAP-Anteil in der mikrosomalen Fraktion unter 0.1%
liegt (Yang & Braciale, 1995). Die in dieser Arbeit ermittelten Werte fiir TAP sind
um den Faktor 400 héher. Ausgehend von ungefihr 10° TAP-Molekiilen pro Zelle
kann die geschitzte Menge an transportierten Peptiden bei 1.5x10’
Peptiden/Minute/Zelle liegen. Diese Schlussfolgerung unterstreicht die Bedeutung
von TAP in der MHC-Klasse-I-Beladung und zeigt, dass der Peptidtransport in das
Lumen des endoplasmatischen Retikulums durch TAP nicht der limitierende Schritt

der Antigenprisentation ist.

4.3 Stochiometrie des Peptidtransportes

Die funktionelle Rekonstitution und der erstmalige Nachweis der ATPase-
Aktivitit von TAP eroffnete die Moglichkeit, die Stochiometrie des
Peptidtransportes zu bestimmen. Die Versuche, die Anzahl von transportierten
Peptiden direkt mit der Anzahl von hydrolysiertem ATP zu korrelieren fiihrten zu

verwirrenden Ergebnissen: pro 1 {ibertragenes Peptid wurden bis zu 20-60
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ATP-Molekiile gespalten. Diese Zahlen entsprachen keinen bekannten Daten aus der
ABC-Transporter-Familie und lieBen sich mechanistisch schwer begriinden. Auch
energetisch macht solch ein hoher ATP-Verbrauch wenig Sinn.

Eine solche Stochiometrie weist auf ein stark entkoppeltes System hin. Dies
steht aber im Widerspruch zu der gezeigten engen Kopplung zwischen
Peptidbindung, ATP-Hydrolyse und Peptidtransport. Auch die Undichtigkeit der
Proteoliposomen konnte durch Kontrollversuche ausgeschlossen werden, in denen
Tritium-markierte Mannose wéhrend der Rekonstitution in die Vesikel
eingeschlossen wurde. Eine weitere mogliche Erklarung fiir diese Diskrepanz konnte
daran liegen, dass die gemessene Anzahl der transportierten Peptide niedriger, als
tatsichlich, war. Ein Teil der schon in die Proteoliposomen iibertragenen Peptiden
konnte durch einen Riicktransport mittels eines unbekannten Exporters, der mit TAP
zusammen isoliert und in die Proteoliposomen korekonstituiert wurde, wieder
ausgeschleust werden. Ein solcher ER-stdndiger Peptidexporter, ndmlich Sec61, ein
ca. 70 kDa groBler heterotrimerer Komplex, bestehend aus Sec6lo, Sec61B und
Sec61y, wurde vor kurzem beschrieben (Koopmann et al., 2000). Sec61 ist als eine
der Hauptkomponenten der ko- und posttranslationalen Proteintranslokation bekannt.
Bei der kotranslationalen Translokation ist Sec61 fiir die SRP1 (signal recognition
particle)-vermittelte Proteintranslokation liber die ER-Membran zustindig (Gorlich
& Rapoport, 1993). Viele Sec61-Komplexe sind daher mit den Ribosomen auf der
zytoplasmatischen  Seite der ER-Membran assoziiert. Auch bei der
posttranslationalen Translokation spielt der Sec-Komplex eine entscheidende Rolle.
Es konnte gezeigt werden, dass der gereinigte Sec-Komplex im Hefesystem als
einzige Membrankomponente zusammen mit ATP und dem luminalen Hsp70-
homologen Protein BiP (Kar2p in Hefe) als stimulierenden Faktor fiir den
posttranslationalen Transport in vitro ausreichend ist (Panzner et al., 1995). Die
Proteintranslokation verlduft unter ATP-Verbrauch. Andere Funktionen von Sec61
sind aber spérlich studiert. Es ist bekannt, dass manche bakteriellen Exotoxine den
Transporter nutzen, um aus dem ER-Lumen ins Zytosol zu gelangen (Simpson et al.,
1999; Schmitz et al., 2000). Das Sec61-Homolog aus der Hefe ist an der
Retrotranslokation missgefalteter Proteine aus dem ER beteiligt (Kopito, 1997;
Plemper & Wolf, 1999). Der von Koopmann beschriebene Peptidexport aus dem
endoplasmatischen Retikulum bedarf gebundenes ATP, nicht aber die ATP-
Hydrolyse (Koopmann et al., 2000).
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Um zu {iberpriifen, ob der Sec61-Komplex zusammen mit dem TAP-Komplex
in die Proteoliposomen rekonstituiert wurde, wurde eine Immunodetektion mit einem
Sec61a-spezifischen Antikorper durchgefiihrt. Es wurde gezeigt, dass ein groBer Teil
des Sec61-Komplexes sich nach der Gelfiltration in den gleichen Fraktionen wie
TAP befindet (Abb. 18), somit konnte der Sec61-Komplex in die Proteoliposomen
gelangen.

Eine Moglichkeit, den Riicktransport zu reduzieren, wiirde in kiirzeren
Messzeiten liegen. Da aber diese Zeiten sowohl fiir Transport- und ATPase-
Messungen, als auch in Hinsicht auf die TAP-Stabilitidt optimiert waren, musste
darauf verzichtet werden. Die anfanglichen Versuche, den Peptidexport zu
unterbinden, um die tatsdchliche Stochiometrie des TAP-abhédngigen Peptidimports
messen zu konnen, blieben erfolglos. Da die Anwesenheit von ATP fiir die
Peptidexportfunktion von Sec61-Komplex essentiell ist, wurde ATP aus dem
Rekonstitutionspuffer entfernt (beziehungsweise gegen ADP ausgetauscht). Dies
fiihrte zum Verlust der Aktivitdt von rekonstituiertem TAP. Der Einsatz von DIDS
(4,4 -diisothiocyanatostilbene-2,2 -disulfonic acid), das den ER-stindigen ATP-
ADP-Austauscher blockieren sollte (Clairmont et al., 1992; Mayinger & Meyer,
1993), um zu verhindern, das ATP ins Innere der Proteoliposomen gelangen kann,
brachte nur eine minimale Verminderung der ATP-Hydrolyse bei unverdnderten
Peptidtransportraten. Der  Grund  dafiir waren vermutlich die im
Rekonstitutionspuffer vorhandenen ATP-Molekiile, die somit in die Proteoliposomen
gelangen und den Sec61-Komplex aktivieren konnten (Proks et al., 2001). Durch
eine direkte Zugabe von Sec6l-Antikorpern zum Transportassay wurde eine
Blockierung des Sec61-Komplexes erhofft. Die Anwesenheit von Sec61-Antikorpern
bewirkte aber keine Erhohung der Peptidaufnahme, wahrscheinlich deswegen, weil
die Antikérperbindung durch eine zu kurze Inkubationszeit nicht zustande kam.
Moglicherweise waren aber die gebundenen Antikorper nicht in der Lage, die
Exportfunktion des Sec61-Komplexes zu inhibieren.

SchlieBlich gelang es, durch die der eigentlichen Rekonstitution vorgeschaltete
Affinitdtschromatographie mit dem CNBr-immobilisierten Sec61-Antikorper, den
Sec61-Komplex weitgehend aus dem Solubilisat zu entfernen. Dabei sank der ATP-
Verbrauch bei gleichzeitig gestiegenen Peptidaufnahmeraten. Somit konnten
hochstwahrscheinlich die Peptide nach dem Transport im Inneren der

Proteoliposomen verbleiben und akkumulieren. Der erreichte Wert von ca. 4 ATP-
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Molekiilen pro transportiertes Peptid kann aber nicht als endgiiltig angesehen
werden, da in den Proteoliposomen minimale Reste von Sec61-Komplex verbleiben.
Moglicherweise verfilschen sie immer noch die Stochiometrie des Peptidimportes.
Die kinetischen Parameter des Peptidexporters durch Sec61 sind noch unbekannt.
Auch die stark gesunkene ATP-Hydrolyserate (durch die in Abwesenheit von Sec61
antretende Séttigung der Proteoliposomen mit Peptiden und die Verlangsamung bzw.
das Erliegen des Transportes) fiihrt zur Vergroferung der Fehlerwahrscheinlichkeit,
da die Unterschiede zwischen stimulierter und unstimulierter ATPase-Aktivitit

immer kleiner werden.

4.4 Inhibition von TAP durch US6

Eine weitere Anwendung fand die Rekonstitutionsmethode bei Versuchen, den
molekularen Wirkungsmechanismus des humanen Zytomegalievirusproteins US6 zu
entschliisseln. Viele Viren haben im Laufe der Evolution diverse Strategien
entwickelt, um die Antigenprdsentation zu blockieren. Sind sie erfolgreich, so
entgehen sie der Immunantwort und konnen ,,liberleben. Virale Inhibitoren, die in
die Antigenprozessierung eingreifen sind ein wichtiges Mittel zum Verstindnis der
Funktionsweise von TAP.

Das humane Zytomegalievirus (HCMV) gehort zur p-Subgruppe der
Herpesviren und verbleibt nach der Spezies-spezifischen Infektion ein Leben lang im
Organismus. In Individuen mit geschwichtem Immunsystem, Rezipienten von
Organtransplantaten und AIDS-Patienten kann HCMV zu Todesfillen fiihren (Sweet,
1999). Ein breites Spektrum an Schutzmechanismen hilft dem Virus, das
Immunsystem zu iberlisten und die Immunantwort zu vermeiden. Nahezu jeder
Schritt der Antigenprisentation ist zum Ziel der viralen Inhibitoren geworden, und
auch TAP wird durch virale Faktoren blockiert (Hengel & Koszinowski, 1997;
Ploegh, 1998). Das ER-stindige Typ-I-Membranglykoprotein US6 blockiert den
TAP-abhingigen Peptidtransport durch die ER-Membran (Ahn et al., 1997; Hengel
et al., 1997; Lehner et al., 1997). Die Tatsache, dass US6 mit der ER-luminalen
Domine von TAP interagiert (Ahn et al,, 1997), macht die Erforschung des
Wirkungsmechanismus von US6 in organello umso schwieriger, da das virale
Protein ins Innere des Mikrosoms eingeschleust werden muss. Fiir diesen Zweck

wurde das in E. coli heterolog exprimierte rekombinate US6(A147-183) aus den
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inclusion bodies aufgereinigt und riickgefaltet (Kyritsis et al., 2001). Die schonende
Solubilisierung von TAP durch Decylmaltosid hat es ermoglicht, die ER-luminale
Seite von TAP fiir die US6(A147-183)-Bindung zuginglich zu machen, ohne den
Aktivitatsverlust von TAP durch das Herauslosen aus der Membran befiirchten zu
miissen. Danach folgte die Korekonstitution von 16slichem US6(A147-183) und
solubilisiertem TAP in Lipidvesikel. Der Proteinaseschutzassay (Abb. 23) zeigte
deutlich, dass US6(A147-183) sich im Inneren der Proteoliposomen befindet. Das
Lumen der Proteoliposomen entspricht der ER-luminalen Seite der Mikrosomen.
Dort befinden sich auch die ER-stdndigen Doménen von TAP, die fiir die spezifische
US6-Bindung verantwortlich sind. Dagegen richten sich die TAP-NBD und die
Peptidbindungstasche nach auflen.

Aufgereinigtes und riickgefaltetes US6(A147-183) blockiert fast vollstindig
den TAP-spezifischen Peptidtransport. Dabei wird aber die Peptidbindung an TAP,
im Gegensatz zu ICP47, einem anderen TAP-Inhibitor aus der Herpesviren-Familie
nicht inhibiert. Die Menge an unspezifisch an TAP gebundenen Peptiden wird durch
Zugabe von US6(A147-183) nicht beeinflusst und héngt nach wie vor nur von der
Peptidkonzentration ab. Die Transportblockierung von TAP bei der Korekonstitution
mit US6(A147-183) ist spezifisch. Wird BSA anstelle von US6(A147-183) in die
Proteoliposomen korekonstituiert, tritt keine Blockierung der TAP-Funktion ein.
Somit kann die unspezifische TAP-Inhibition durch Protein-Protein-
Wechselwirkungen ausgeschlossen werden. Auch die ATPase-Aktivitit von TAP
wurde in Anwesenheit von US6(A147-183) nahezu vollstindig blockiert. Anhand
dieser Daten kann man aber nicht bestimmen, ob die US6-Bindung per se die ATP-
Spaltung durch TAP inhibiert, oder durch die Unterbindung des Transportes nach
einem Hydrolyseschritt verhindert, dass TAP in die urspriingliche Konformation
zuriickkehrt und weitere ATP-Molekiile hydrolysiert. Sowohl die Aktivitdt anderer
ATPasen in den Proteoliposomen, als auch die Mdoglichkeit, dass einige TAP-
Molekiile kein US6(A147-183) gebunden haben und deswegen noch aktiv sind,
erlaubten keine genaue Aussage.

In fritheren Publikationen wurde berichtet, dass die NBD von TAP1 ATP
besser bindet als die NBD von TAP2 (Miiller et al., 1994; Russ et al., 1995),
wihrend beide NBD eine dquivalente ADP-Bindung aufweisen (Alberts et al., 2001).
Eine mogliche Erkldrung wére, dass im Grundzustand innerhalb der NBD von TAP2

ATP oder ADP fest gebunden ist (occluded state). Bei der NBD von TAP1 werden
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hingegen fortlaufend Nukleotide ausgetauscht (open state). Durch die Bindung von
US6 an TAP wird die Konformation der NBD von TAP1 dahingehend verdndert,
dass diese kein ATP mehr binden kann (Hewitt ez al., 2001). Die NBD geht somit in
den so genannten occluded state tiber.

Von Christoph Kyritsis durchgefiihrte weitere Experimente zeigten, dass die
US6-Bindung an TAP dazu fiihrt, dass TAP in einem Konformationszustand
festgehalten wird, der die Bindung von ATP, aber nicht ADP verhindert. Die
Peptidbindungstasche bleibt auch in diesem Konformationszustand fiir Peptide

zuginglich. (Kyritsis et al., 2001).
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S Zusammenfassung

Der Transport von antigenen Peptiden in das Lumen des endoplasmatischen
Retikulums ist ein zentraler Vorgang bei der Antigenprozessierung und ihrer MHC-
Klasse-I-vermittelten ~ Pridsentation auf der Zelloberfliche. Intrazelluldre
Translokation iiber die ER-Membran erfolgt mit Hilfe von TAP, eines ATP-
abhingigen ABC-Transporters. Einer ATP-unabhingigen Substratbindung folgt der
eigentliche Transportschritt, dessen Energetisierung einer ATP-Spaltung bedarf.

In der vorliegenden Dissertation wurde die ATPase-Aktivitit des TAP-
Komplexes aufgekliart und detailliert charakterisiert. Es wurde eine schnelle und
schonende Isolierungs- und Rekonstitutionsmethode entwickelt, die es erlaubt, den
partiell ~ aufgereinigten = TAP-Komplex in Liposomen einzubauen und
Funktionsstudien in vitro durchzufiihren. Zum ersten Mal war es damit moglich, die
Peptid-stimulierte TAP-spezifische ATP-Hydrolyse direkt zu beobachten und deren
kinetische Parameter zu bestimmen. FEine direkte Korrelation zwischen
Bindungsaffinitit des Peptides zu TAP (Bindungskonstante Kp) und der
halbmaximalen Stimulation der ATPase-Aktivitit von TAP (Kpypep) wurde
festgestellt. Die Versuche mit den verzweigten Peptiden zeigten, dass Peptide, die
nicht transportiert werden konnen, keine Stimulation der ATPase-Aktivitit
hervorrufen. Somit wurde die allosterische Interaktion zwischen Peptidbindung,
ATP-Hydrolyse und Peptidtransport nachgewiesen. Nach der Entfernung des
peptidexportierenden Sec61-Komplexes aus den Proteoliposomen konnte die
vorldufige Stochiometrie des Transportschrittes bestimmt werden.

Eine weitere Anwendung fand die Rekonstitutionsmethode bei der Aufklarung
des molekularen Wirkungsmechanismus des TAP-Inhibitors US6, indem der TAP-
Komplex zusammen mit der aktiven ER-luminalen Domédne von US6 in die
Proteoliposomen rekonstituiert wurde. Die Bindung von US6(A147-183) an die ER-
luminalen Bereiche von TAP blockiert die ATP-Bindung an die zytoplasmatischen
NBD des Transporters. Die Peptid-induzierte ATP-Hydrolyse wird durch die
Inhibition der ATP-Bindung unterbunden, wohingegen die Peptid- und ADP-
Bindung von TAP nicht beeinflusst sind.
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6 Abkiirzungen

A
Abb
ABC
AEBSF
ALD
ALDP
APS
AS
ATP
ADP
AMP
APC
BCA
BSA
cAMP
CFTR
CMC
cpm

cps

DHDAB
DMF
DMSO
DNA
DTT

E. coli
EBV
ECL
EDTA
EF-Tu

Abkiirzungen

Angstrom

Abbildung

ATP-Bindungskassette
4-(2-Aminoethyl)-benzylsulfonylfluorid
Adrenoleukodystrophie
Adrenoleukodystrophieprotein
Ammoniumpersulfat

Aminoséure

Adenosin-5'-triphosphat
Adenosin-5'-diphosphat
Adenosin-5'-monophosphat
antigenprisentierende Zelle
Bicinchoninsiure

Rinderserumalbumin

zyklisches Adenosin-5'-monophosphat
cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
kritische mizellare Konzentration
Impulse pro Minute

Impulse pro Sekunde

Dalton
Dihexadezyldimethylammoniumbromid
N,N-Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
1,4-Dithiothreitol

Escherichia coli

Epstein-Barr-Virus

verstiarkte Chemolumineszenz
Ethylendiamintetraessigsdure

Elongationsfaktor Tu
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em
ER

ex
Fmoc
FPLC
geb

ges
GFP
GST
HCMV
HEPES
h
hIL-10
HisP
HLA
HPLC
HSV
HSVI
HSV2
IC50
ICP47
ICP47-1
ICP47-2
IgG

M
MDR
MHC
min
m.o.1.
MPI
mRNA
mTAP
NADH

Abkiirzungen

Emission

Endoplasmatisches Retikulum
Anregung
Fluorenylmethoxycarbonyl

Fast Performance Liquid Chromatography
gebunden

gesamt

griin fluoreszierendes Protein
Glutathion S-Transferase
humanpathogenes Zytomegalievirus
N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N'-(2-ethansulfonséure)
Stunde

humanes Interleukin-10
Histidinpermease P

humanes Leukozytenantigen

high performance liquid chromatography
Herpes Simplex Virus

Herpes Simplex Virus Typl

Herpes Simplex Virus Typ2
Inhibitionskonzentration (50 %)
infected cell protein 47
ICP47-Variante des HSV1
ICP47-Variante des HSV2
Immunglobulin G

innere Plasmamembran
Multidrogen-Resistenz
Haupthistokompatibilititskomplex
Minute

multiplicity of infection
Max-Planck-Institut
Boten-Ribonukleinsiure

muriner TAP-Komplex

Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid
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NBD
oM
Opp
PAGE
PBS
PE
PEG
PHHI
p.i
PM
PMSF

RT

SCLC
SDS
Tab.
TAP
TCA
TCR
TEMED
TFA
TFE
™

ungeb
uv

vIL-10
Vis

Abkiirzungen

Nukleotidbindungsdoméne
dufere Plasmamembran
Oligopeptidpermease
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphat gepufferte Salzlosung
Polyethylen

Polyethylenglycol

persistent hyperinsulinemic hypoglycemia of infancy
post infection

Plasmamembran
Phenylmethylsulfonylfluorid
Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Sekunde

siche

small cell lung cancer
Natriumdodezylsulfat

Tabelle

transporter associated with antigen processing
Trichloressigsiure
T-Zellrezeptor

N, N, N', N' tetramethylendiamin
Trifluoressigséure
Trifluorethanol
Transmembranhelix

unter anderem

ungebunden

ultraviolet

Volumen

Volt

virales Interleukin-10

sichtbar

Gewicht



&9 Abkiirzungen

Aminosduren wurden im Einbuchstabencode geméll den Empfehlungen der IUPAC-
IUB (International Union of Pure and Applied Biochemistry - International Union of
Biochemistry) abgekiirzt.
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