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1  Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Die immunologische Uberwachungsfunktion in Vertebraten beruht auf der Suche nach
Antigenen, welche die Anwesenheit eines Eindringlings anzeigt. Per Definition ist ein
Antigen eine molekulare Struktur, die als fremd erkannt wird und eine adaptive Immun-
antwort (Prinzip der klonalen Selektion) hervorzuruft. Die humorale und die zellver-
mittelte Immunantwort bilden die beiden Hauptéste der spezifischen Immunabwehr. Sie
ermoglichen es dem Organismus, gegen extrazelluldres Antigen mittels der humoralen
und gegen intrazelluléres Antigen durch die zellvermittelte Immunantwort vorzugehen.

Die Hauptwaffe der humoralen Immunabwehr sind die Antikorper: Losliches Antigen
und Viren werden prézipitiert, Mikroorganismen opsoniert und mit Hilfe des Komple-
ment-Systems abgetotet. Da bei Virusinfektionen und Tumorerkrankungen die Zellen
des Organismus direkt befallen sind, kénnen Antikorper, die ansonsten so effektiven
Waffen der Korperabwehr, nichts ausrichten. Diese Aufgabe Ubernehmen spezialisierte
weile Blutzellen, die zytotoxischen T-Zellen (CD8-Zellen), auch Killerzellen genannt.
Durch Cytolyse vernichten sie die Wirtszelle des Antigens. Hierbei fungieren nicht nur
Teile eines Krankheitserregers als Antigen, sondern besondere Molekilkomplexe aus
Fragmenten des Antigens (Peptide), die im Zusammenhang mit korpereigenen MHC-
Molekilen (major histocompatibility complex) erkannt werden. Zytotoxische T-
Lymphozyten erkennen eine Zelle mit viralem Antigen nur, wenn diese wie sie selbst
die gleichen MHC-Molekile tragt. Diese duale Spezifitat der zytotoxischen T-Zellen,
die simultane Erkennung von ,eigen“ und ,fremd* wird als MHC-Restriktion
bezeichnet. Die MHC-Molekule bilden Taschen, in denen sie jene Peptide beherbergen
und wie einen Ausweis vorzeigen. Diese Peptide fallen beim stdndigen Abbau von
Proteinen in den Zellen an. Gesunde Zellen tragen nur kérpereigene Peptide zur Schau,
virusbefallene Zellen hingegen zeigen auch Peptide aus Virusproteinen und verraten
dadurch den inneren Feind. Auch manche Tumorzellen kénnen sich durch typische
Peptide selbst anzeigen und so ihre eigene Zerstérung durch Killerzellen hervorrufen.
MHC-Molekiile sammeln also Peptide im Zellinneren auf. Dieser Komplex aus MHC
und Peptid wird von den Zellen dann auf ihre Oberflache transportiert und so den Zellen



2 1 Einleitung

des Immunsystems zur Inspektion présentiert. Die Aufarbeitung von antigenem Mate-
rial, die sogenannte Prozessierung, ist auf das engste mit den Mechanismen flr die
Synthese und Wiederverwertung aller zelleigenen Proteine und ihrem Transport
zwischen den verschiedenen Zellkompartimenten verknlpft. Ein umfassendes Ver-
stdndnis der Antigenprozessierung gibt somit Aufschlul3 dartiber, was auf molekularer

Ebene sowohl in erkrankten, als auch in gesunden Zellen geschieht.

1.1.1 Der Histokompatibilitats Komplex

Immunologen entdeckten die MHC-Molekiile bei ihren Experimenten zur Gewebever-
traglichkeit bei Transplantationen. In den 30er Jahren wurde erstmals wahrend solcher
Experimente auf dem M&usechromosom 17 ein Gen-Locus identifiziert, der die Gewe-
bevertraglichkeit (Histokompatibilitat) kontrolliert und H-2 genannt wurde. Einige
dieser Gene waren hochpolymorph und beeinfluBten in der Hauptsache den Absto-
Bungsprozel. Ein dhnlicher Bereich wurde in den 50er Jahren beim Menschen einge-
grenzt und als HLA (human leucocyte antigen) bezeichnet. Weitere Forschungen
ergaben, daR die genetischen Elemente (Transplantationsantigene), die sowohl die
Immunantwort steuern als auch die Spezifitat der T-Lymphozyten bestimmen, in der
gleichen Region wie der Haupt-Histokompatibilitats-Locus liegen [Benacerraf et al.,
1972; Schwartz et al., 1985]. Der Name MHC stellt die Bedeutung dieser eng gekop-
pelten Gruppe von Genen fur die Gewebevertréglichkeit heraus und ist ein Oberbegriff,
der die entsprechenden Gene beziehungsweise Molekiile in allen Spezies bezeichnet.

Es gibt zwei Arten von MHC-Molekulen, die sich in Struktur und Funktion unterschei-
den und spater getrennt behandelt werden: MHC-KIlasse-I-Molekiile werden auf nahezu
allen Arten von Korperzellen gefunden, jedoch in stark unterschiedlicher Expression,
wahrend Klasse-I1-Molekile nur auf Immunzellen wie B-Zellen, Makrophagen, Mono-
zyten, dendritischen Zellen und Endothelzellen vorkommen. Unter dem Einflu von
Gamma-Interferon kann die Klasse-1l1-Expression allerdings auch auf verschiedenen
anderen Zellarten induziert werden. Zu diesen fakultiven APCs (Antigen Processing

Cells) zahlen neben Fibroplasten verschiedene epitheliale Zellen.
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1.1.2 Die MHC-Klasse-l1 und Klasse-11 Gene und Proteine

Abb. 1.1 zeigt ein vereinfachtes Schema der humanen und murinen MHCs, das sowohl
die polygene Natur der Klasse-1 und Klasse-1l Gen-Loci hervorhebt, als auch die Orga-
nisation der Klasse-I und Klasse-Il Proteindoménen zeigt. Beide Molekdlklassen bilden
heterodimere Transmembran-Glykoproteine: Ein MHC-Molekil der Klasse-1 entsteht
durch nicht-kovalente Assoziation einer schweren, ca. 45 kD grof3en, aus drei Domanen
bestehenden Integralmembran-Proteinkette, mit einem leichten, 12 kD groRen, nicht-
MHC kodierten und nicht polymorphen l6slichen Protein, dem Beta-2-Mikroglobulin
(B2m). Beim Menschen sind die Gene flr die schweren Ketten in der MHC-Region. Mit
uber 3500 Kilobasen umfalRen sie ca. 0.1% des menschlichen Genoms und sind auf dem
kurzen Arm des Chromosom 6 lokalisiert. Das Gen fir die leichte Kette liegt auf Chro-
mosom 15. Neben den in ihrer Funktion bereits charakterisierten, ,,klassischen* MHC-I-
Genen HLA-B, C, und A besitzt der Mensch noch eine Reihe weiterer, wie HLA-E, F
und G, deren Funktion jedoch noch nicht genau bekannt sind [Trowsdale et al., 1995].

Klasse-I1-Molekiile hingegen werden aus zwei etwa gleich groRen Ketten, a (33 kD)
und 3 (29 kD), jeweils mit zwei immunglobulinartigen Domanen und einer Transmem-
branregion gebildet. Sdmtliche MHC-H-Gene sitzen innerhalb der MHC-Region auf der
zentromerischen Seite des kurzen Arms von Chromosom 6; DRA, DQA und DPA

kodieren flr die a-Ketten, DRB, DQB und DPB fur die jeweils zugehdrigen [3-Ketten.

LMP/
DPF DN DM TAP DO DQ DR
CIIPG
Klasse I Klasse III Klasse |

IB %(x [LMP @TAP

Abb. 1.1  Schematische Darstellung der Genorganisation des humanen HLA-Komplexes. Es sind je-
weils nur die funktionellen Ketten eingezeichnet. CIIPG = Klasse-Il prozessierende Gene,
LMP = Gene fir zwei Proteasomenuntereinheiten, TAP = Transporter Antigener Peptide (A,

B, C-Transporter fir Klasse-I assoziierte Peptide [Germain et al., 1994].
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Neben den MHC-Genen sitzen in der MHC-Region noch einige weitere Gene, deren
Produkte flr die MHC-Funktion, sprich fur deren Beladung mit Informationen in Form
von Peptiden, eine Rolle spielen: Der Antigen-Peptid-Transporter TAP [Monaco et al.,
1992], die Proteasomenuntereinheiten LMP2 und LMP7 [Goldberg et al., 1992] und die
Chaperone DMA und DMB. Die beiden tap-Gene sind dabei nicht nur rdumlich mit
HLA-DM assoziiert, sondern sie fordern &hnlich wie DM die Beladung von MHC-
Molekdilen mit Peptiden.

Ein herausragendes Merkmal der MHC-Gene ist ihr ungeheurer Polymorphismus.
Mensch und Maus verfugen Uber mehr als hundert verschiedene etablierte Formen
dieser Molekiile und damit tber ebenso viele Genvarianten (Allele), jedes Individuum
tragt aber nur drei bis sechs unterschiedliche Klasse-I1-Molekiile. Die Zahl von drei bis
zu sechs verschiedenen MHC-Allelen scheint die optimale Anzahl fir einen Orga-
nismus zu sein. Vergroflert man ihre Anzahl, so steht dem Vorteil, mehr Peptide
prasentieren zu konnen, der Nachteil einer erhéhten Anzahl autoreaktiver T-Zellen
gegenuber. Je groRer also die Zahl der MHC-Molekile ist, desto mehr potentielle
Selbst-Antigene gibt es; dementsprechend mussen zur Vermeidung von Autoimmun-
reaktionen mehr T-Zellen vernichtet werden. Andererseits schrénkt eine geringere Zahl
an MHC-Typen die Flexibilitat der Immunantwort auf eindringende Organismen stark
ein. Die Wahrscheinlichkeit, dafl3 ein personliches MHC-Muster auf der Welt doppelt
vorkommt, strebt daher gegen Null. Somit erklért sich die Gewebeunvertraglichkeit
zwischen Spendeorgan und Empféangerorganismus, was Transplantationen so &uferst

schwierig macht.

1.1.3 Die Struktur von MHC-Klasse-1 Proteinen und die Selektivitat
der Peptidbindung

Die rdumliche Struktur beider Molekilklassen wurde rontgenkristallographisch unter-
sucht. Abb. 1.2 zeigt das ,,Ribbon-Diagram* des humanen Klasse-I-Molekiils [Bjork-
man et al., 1987; Saper et al., 1991; Madden et al., 1992]. Die a-Kette setzt sich aus drei
globuldren a1, a, und az genannten Domanen, einer Transmembran- und einer kurzen

zytoplasmatischen C-terminalen Doméne zusammen. Die az-Domane, die den Kontakt
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mit dem akzessorischen T-Zell-Protein CD8 vermittelt, zdhlt ebenso wie das Beta-2-
Mikroglobulin vom Faltungsmuster her zur sog. Immunglobulin-Superfamilie, einer
Gruppe von Proteinen oder Proteindoménen, die an Zell-Zell-Wechselwirkungen betei-
digt sind. Die beiden anderen Doménen des Klasse-I-Molekiils, o; und o, formen
innerhalb des intramolekularen Dimers der schweren Kette eine tiefe Grube, deren Rand
von zwei a-Helices (eine von jeder Domine), und deren Boden von acht antiparallelen
B-Faltblattstrukturen aus beiden Doménen gemeinsam (vier von jeder Doméne) gebildet
wird. In dieser Peptidbindungsgrube werden Peptide mit einer Lidnge von typischer-
weise neun (seltener 8-11) Aminosduren [Falk, et al. 1991] in einheitlicher Orientierung
iiber nicht kovalente Bindungskrifte festgehalten. Dabei sind die Amino- und Carboxy-
termini der Peptide in den sogenannten Bindungstaschen A und F in den gegeniiber-
liegenden Ecken der Grube fixiert. Die Seitenketten der Ankeraminoséuren fiillen kom-
plementdre Taschen in der Bindungsgrube aus (B Position 2, C Position 5 und

wiederum F Position 8 oder 9 im Peptid) [Engelhard, 1994], wihrend die dazwischen

a) HLA-Aw68 (Klasse |) b) HLA-DR1 (Klasse 1)

Abb. 1.2 Vergleich der Rontgenstrukturen von a) HLA-Klasse-I (HLA-Aw68) [Bjorkman et al., 1987]
und b) Klasse-II (HLA-DRI1) [Stern et al., 1994].
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liegende Region zum Kontakt mit dem T-Zell-Rezeptor nach ,,0ben* exponiert liegt.
Die Anordnung und Spezifitat dieser Taschen ist in den verschiedenen Allelprodukten
unterschiedlich; das heif3t: Unterschiede in Form und Eigenschaft dieser Taschen bedin-
gen die selektive Affinitdt der verschiedenen Formen von MHC-Molekilen zu
bestimmten Peptiden. Von den 70 HLA-A-, 160 HLA-B- und 45 HLA-C-Allelpro-
dukten hat ein jedes seine eigene, individuelle Peptidspezifitat, definiert primar durch
die Lage und Spezifitat der Taschen, welche die Seitenketten der Ankeraminosdauren
beherbergen und sekundar durch Interaktionen mit Nicht-Ankeraminoséureresten der
Peptide. Da sowohl die Taschen als auch die Ubrigen mit dem Peptid in Kontakt
kommenden Grubenelemente stark vom Polymorphismus betroffen sind, ist die
Allelabhangigkeit der MHC-Peptidspezifitaten (Peptidmotive) leicht verstandlich.
Durch die Kenntnis der allelspezifischen Motive — zu denen auch Préferenzen und
Abhorrenzen auRerhalb der Anker gehtren — lassen sich MHC-Liganden, also T-
Zellepitope, vorhersagen.

1.1.4 Die Struktur von MHC-KIlasse-11-Proteinen und die Selektivitat
der Peptidbindung

Die in Abb. 1.2b gezeigt Ansicht der Klasse-1l HLA-DR1 Struktur [Brown et al., 1993]
stellt die groRe Ahnlichkeit der beiden Peptid-Bindungsproteine heraus. Klasse-II unter-
scheidet sich von Klasse-1 hauptséchlich dadurch, daR die Peptidbindungsgrube je zur
Hélfte aus den beiden nicht kovalent miteinander verbundenen a- und (-Untereinheiten
gebildet wird (Klasse-1: a;- und a,-Doméne), wobei in Analogie zu Klasse-1 die Anti-
genbindungsstelle von acht antiparallelen B-Faltblattern am Boden, und zwei a-Helices
an der Seite aufgespannt wird. Ihr fehlen allerdings die spezifischen Taschen, welche
die Enden eines Peptids umgreifen kénnen. N- und C-Termini der Peptide sind folglich
nicht in der Grube fixiert. Statt dessen wirken hauptséchlich Bindungskréfte zwischen
dem Peptid-Ruickgrat und der Grube, und zwar entlang eines 9-Aminosdurenabschnitts
eines Peptids variabler Lange und die Seitenketten an bestimmten Positionen des in der
Grube befindlichen 9-Aminosaurenabschnitts interagieren wie bei MHC | mit komple-
mentéren Taschen. Die Peptidauswahl, die ein MHC-Molekul der Klasse-Il prasentiert,



1.1 Das Immunsystem 7

enthdlt eine gemeinsame zentrale Grundsequenz, allerdings mit unterschiedlich langen,
quasi Uberhédngenden Enden (,ragged ends“). Die Lange der gebundenen antigenen
Liganden auf Klasse-1I-Proteinen ist nicht limitiert und variiert zwischen 12 und 25
Aminosauren [Chicz et al., 1993]. Der ausgeprégte Polymorphismus, den sowohl
Klasse-I als auch Klasse-11-Molekiile zeigen, ist weitgehend auf die Peptidbindungs-
region beschrénkt, d.h. Spezifitdt und Abstand der Bindungstaschen werden primar
durch die Peptidspezifitat eines jeden Allelproduktes bestimmt. Die Taschenspezifitat
reicht von sehr hoch — wenn nur die sauren Aminosauren Asp und Glu vorhanden sind —
bis zu sehr degeneriert — falls alle Aminosauren aufier den basischen vorhanden sind.
Da sich einige eng verwandte MHC-II-Allele, die unterschiedlich mit Autoimmun-
krankheiten assoziiert sind, in ihrer Peptidspezifitat unterscheiden, liegt die Annahme
nahe, daR die unterschiedlich prasentierten Peptide mit den Krankheiten in Verbindung
stehen [Friede et al., 1996].

Uberraschend zeigten die Klasse-Il Strukturdaten, daf das HLA-DR1 Heterodimer als
(ap), Komplex kristallisiert und somit eine simultane Interaktion mit zwei TCR erlau-
ben wirde [Brown et al., 1993]. Derzeit wird heftig diskutiert, ob es sich dabei um
einen Kiristallisationsartefakt handelt und warum die Dimerbildung nur fir MHC-
Klasse-1I reserviert sein sollte. Die Beobachtung, daB 120 kD I-EX Komplexe an der
Zelloberflache exprimiert werden und auch die T-Zellantwort modulieren kdnnen,

stiitzen die Dimer-Formationstheorie [Schafer et al., 1994].

1.1.5 Die Charakteristik der MHC-Molekil-Peptidbindung

Da in der Prozessierung pathogen abgeleitete Strukturen nicht von korpereigenen
Strukturen unterschieden werden koénnen, mull das Immunsystem ein moglichst voll-
stdndiges Peptid-Muster aller pathogenen Sequenzen préasentieren, um zu gewabhrleisten,
dalR wenigstens eine eindeutige Sequenz enthalten ist, die einen potentiellen inneren
Feind identifizieren kann. Fir einen Organismus scheint die Lange von neun Amino-
sdureresten die optimale Lange zur Unterscheidung zwischen selbst und nicht-selbst zu
sein. Durch die Verringerung der Aminoséurereste sinkt die Spezifitdt und damit steigt
die Wahrscheinlichkeit, dall der prasentierte Selbstpeptidpool die gleichen Sequenzen

wie der pathogen-abgeleitete Peptidpool enthélt, wodurch der EinfluR der Selbsttoleranz
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auf das rekrutierbare T-Zellrepertoire wiederum anwdachst. Berechnungen auf der
Grundlage der kodierten Aminoséauren aus dem Genom hoherer Vertebraten (3 x 107 bis
10 x 107) zeigen, daR Peptide mit einer Lange von mehr als 8 oder 9 Aminos4uren
benotigt werden, um nach der Elimination der autoreaktiven T-Zellen ein verbleibendes

adaquates T-Zellrepertoire zu gewéhrleisten.

1.1.6 Synthese, Transport und Beladung von MHC-Molekiilen

Der Zusammenbau von MHC-KIlasse-I- und Klasse-1I-Molekilen und deren Assozia-
tion mit antigenen Peptiden gleicht einer Flielbandmontage. Jedes Molekil, jede
Station hat eine spezielle Aufgabe zu verrichten, bevor das partiell bearbeitete Produkt
zur nachsten Station der zelluldren Maschinerie weitergereicht wird (Abb. 1.3). MHC-
Klasse-1- und Klasse-11-Molekile verwenden unterschiedliche intrazelluldre Prozessie-
rungswege und prasentieren dementsprechend fast ausnahmslos ein unterschiedliches

Repertoire von Peptiden.

1.1.7 Die MHC-KIasse-1-abhéangige Antigenprozessierung

Die beiden Untereinheiten der Klasse-1-Molekiile, die schwere a-Kette und die leichte
B.-Kette, fadeln sich noch wahrend ihrer ribosomalen Synthese in das Endoplasmati-
sche Retikulum (ER) ein. Fehlt die leichte Kette, kann sich die schwere weder richtig
falten, noch durch den Golgi-Apparat geschleust und zur Zelloberflache gelangen,
ihrem endgltigen Bestimmungsort. Der dimere Komplex aus beiden Ketten kann diese
Reise zur Zelloberflache nur dann antreten, wenn er im ER auch ein Peptid gebunden
hat. Hinweise hierfr lieferte die Entdeckung von mutierten Zellen, die nur ein Zwan-
zigstel der normalen Menge an MHC-Molekiilen der Klasse-l1 auf ihrer Oberflache
trugen. Obwohl sie beide Ketten im ublichen Mal3e herstellten, salen die Ketten unge-
faltet im ER fest [Townsend et al., 1989]. Nach kinstlicher Zufuhr antigener Peptide
aber falteten sich die Ketten korrekt, was in einer erhthten Expression von MHC-Mole-
kilen auf der Zelloberflache resultierte. Ein passendes Peptid stabilisiert also die

Wechselwirkung zwischen beiden Ketten, die nur in der richtigen Konformation den
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Qualitatskontroll-Mechanismus der Zelle passieren und somit zum Export zur Zellober-
flache freigegeben werden. Passende Peptide kénnen damit als dritte Untereinheit der
Klasse-I-Molekiile angesehen werden.

Der nur grob bekannte Hauptweg der MHC-I-Liganden-Entstehung (Antigenprozes-

sierung) beginnt am Proteasom.

1.1.8 Das Proteasom

Der wichtigste zytosolische, nicht lysosomale proteolytische Komplex ist das Protea-
som [Goldberg und Rock, 1990 und 1992; Monaco, et al. 1992]. Ein im Zytosol
befindliches Protein wird vom Proteasom in Peptide zerlegt. Dabei ist sowohl das 20S
Proteasom, das ubiquitinylierte Proteine spaltet, als auch das Proteasom beteiligt. Das
unmittelbare Substrat ist nicht genau bekannt. — Es kdnnte sich um denaturiertes Protein
handeln oder um von anderen Proteasen produzierte Proteinfragmente. Die rontgen-
kristallographische Strukturaufklarung eines bakteriellen 20S-Proteasoms (von Thermo-
plasma acidophilum) ergab einen falartigen Komplex aus 28 Untereinheiten, die in vier
Siebener-Ringen Ubereinander angeordnet sind, wobei die beiden inneren Ringe von (3-,
die beiden dufleren von a-Untereinheiten gebildet werden [Lowe, J., Stock, D., et al.
1995]. Beim Thermoplasma-Proteasom betragt der Abstand der sieben im B-Ring
befindlichen aktiven Zentren jeweils 28 A, was einer Peptidlange von etwa neun
Aminosduren im gestreckten Zustand entspricht, so dal man sich die von diesem
Proteasom produzierten Octa- bis Dodecamere als Doppelschnittprodukte vorstellen
kann. Unter dem EinfluR von y-Interferon [Monaco, et al. 1992], etwa in Zusammen-
hang mit einer viralen Infektion der Zelle, werden drei der Kkonstitutiven [3-
Untereinheiten gegen andere — LMP2, LMP7 und MECL1 — ausgetauscht. Aul3erdem
induziert Interferon-y den PA28-Regulator, einen Ringkomplex aus drei a- und drei 3-
Untereinheiten, der an die aus a-Untereinheiten bestehenden Ringe des 20 S-
Proteasoms bindet. Der Komplex aus 20 S-Proteasom und PA28 schneidet aus langeren
Peptiden solche mit 9 bis 11 Aminosduren mittels Doppelschnitt heraus, was exakt der
fur die MHC-I-Beladung erforderlichen Lénge entspricht [Driscoll et al., 1993,
Gaczynska et al., 1993; Dick, T.P., Ruppert, T., et al. 1996]. Vermutlich werden die
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dominanten MHC-I-Liganden — also solche mit hoher Kopienzahl pro Zelle — auf diese
Weise direkt hergestellt, wahrend andere Liganden nach Verlassen des Proteasoms noch
durch Exopeptidasen im endoplasmatischen Retikulum (ER) gekurzt werden mussen.

1.1.9 Der TAP Heterodimer

Die vom Proteasom kommenden Peptide werden in ATP-abhéngiger Weise durch den
Antigen-Peptid-Transporter TAP (Transporter associated with Antigen Processing),
einem Heterodimer aus den in der MHC-Region kodierten Untereinheiten TAP1 und
TAP2, aus dem Zytosol in das Lumen des ER transportiert. Wie die Peptide vom Pro-
teasom zu TAP gelangen ist noch nicht bekannt. Méglicherweise sind Chaperone wie
HSc70 dabei beteiligt. TAP zeigt sowohl GroRen- als auch Sequenzspezifitat: Peptide
mit einer Lange von 8-13 Aminosduren, der durchschnittlichen Lédnge von MHC-
Klasse-I bindenden Peptiden, werden von TAP bevorzugt transportiert. Mit Hilfe von
TAP kodnnen auch langere oder kiirzere Peptide transportiert werden, jedoch mit bedeu-
tend geringerer Effizienz [Momburg et al., 1992]. Wahrend die terminalen Amino-
sdurereste die Spezifitat des Transportes bei Maus und Ratte beeinflussen, spielt der
TAP-Polymorphismus eine entscheidende Rolle bei der Auswahl des Satzes an
Peptiden, welcher von ansonsten identischen MHC-KIlasse-I1-Molekilen préasentiert wird
[Powis et al., 1992]. Diese TAP-Charakteristika legen den Vergleich mit einem mole-
kularen Lineal nahe, das den Abstand zwischen den N- und den C-Termini von Pepti-
den mif3t, um bevorzugt potentielle, zur Klasse-1-Bindungsspalte passende Liganden zu
importieren (Abb. 1.3).

1.1.10 Die Peptidbindung an MHC-Klasse-I

Ist ein Peptid am luminalen TAP-Ende angelangt, wird sein weiterer Weg von mehreren
Umsténden bestimmt. Viele MHC-I-Molekiile, wie zum Beispiel HLA-A2, binden tber
das Adaptermolekil Tapasin, an TAP [Sadasivan et al., 1996]. Pa3t das eingeschleuste
Peptid in die Grube eines solchen MHC-Molekails, bindet es daran. Das nunmehr fertig
beladene MHC-Molekil dissoziiert von seinen Hilfsmolekilen und wird (ber den
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MHC-Klasse-1-abhdngige Antigenprozessierung. Die vom Proteasom kommenden, degra-
dierten Peptide werden in ATP-abhdngiger Weise durch TAP aus dem Zytosol in das Lumen
des ER transportiert. Im ER binden die frisch synthetisierten MHC-Klasse-I Heterodimere
ankommende Peptide von korrekter Sequenz und Linge, und bringen diese iiber den Stan-

dardweg der Membranproteine an die Zelloberfliche [nach Benham et al., 1995].
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exozytotischen Standardweg der Membranproteine an die Zelloberflache gesteuert.

Bis ein neu synthethisiertes MHC-I-Molekil ein Peptid binden kann, muR es mehrere
Stationen passieren: Der neu synthetisierten schweren Kette ist zunéachst das Chaperon
Calnexin bei der Faltung behilflich. Nachdem (3,-Mikroglobulin an diese neue schwere
Kette gebunden hat, assoziiert das Heterodimer mit Calreticulin. Der dabei entstehende
trimere Komplex bindet mittels Tapsin an TAP. Palit das von TAP transportierte Peptid
nicht oder nicht gleich an das TAP-gebundene MHC-Molekul oder kann das MHC-
Molekdl nicht an TAP binden (wie etwa eine Reihe von HLA-B-Molekiilen), ist sein
weiteres Schicksal unbekannt. Vermutlich wird es trotz des langsamen Abbaus durch
Proteasen im ER von Exopeptidasen auf die richtige Lange getrimmt.

Vermutlich passen 95% der durch TAP in das Lumen des ERs eingeschleusten Peptide
nicht zur Peptidspezifitdit der vorhandenen MHC-Molekile, weshalb sie entsorgt
werden missen. Wahrscheinlich werden sie schnell in ATP-abhangiger Weise aus dem
ER in das Zytosol transportiert und dort wie mil3gefaltete Proteine weiter abgebaut, oder
aber sie werden gleich im ER degradiert. Die kurze Halbwertszeit von Peptiden im ER
konnte gewahrleisten, dal’ nur hochaffine Peptide an Klasse-1-Molekiile binden.
Letztlich kann so mindestens ein Teil der beim Proteinturnover anfallenden Peptide
abgezweigt, auf MHC-1-Molekile montiert und an die Zelloberflache gebracht werden,
wobei die Selektion der abgezweigten Peptide weitgehend von der Peptidspezifitat der
MHC-Molekiile abh&ngig ist.

1.1.11 Die Antwort der T-Zelle (CD8"-T-Zellen)

Eine menschliche Zelle besitzt zwischen einer halben und einer Million Exemplare
jeder ihrer Klasse-I-Molekiile. Diese wiederum konnen mehr als zehntausend
verschiedene Peptide mit individuellen Kopienzahlen zwischen einer und mehr als
zehntausend présentieren, wodurch eine normale Zelle einen auBergewdhnlich
vielféltigen Satz von Peptiden besitzt. All diese Peptide leiten sich von normalen,
zelluldren Proteinen ab und das Immunsystem — genauer gesagt die fur MHC-I
zustandige T-Zellsubpopulation der CD8"-Zellen (CD8"-Zellen tragen neben dem TCR
das Oberflachenmarker-Molekil CD8 zur Vermittlung des MHC-I Kontakts) — verhélt
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sich normalerweise gegeniiber diesen Peptiden tolerant. Zytotoxische T-Zellen werden
im Thymus ausgebildet, wobei autoreaktive T-Zellen eliminiert werden.

Kommen zu den zehntausend Selbstpeptiden beispielsweise nach einer Virusinfektion
der Zelle weitere neue hinzu, konnen diese von den CD8"-T-Zellen als fremd erkannt
werden, was die Apoptose der infizierten Zelle einleitet. Diesem Selbsttod der Zelle
schlielt sich die Freisetzung von Lymphokinen (Regulator Proteinen) und poren-
bildender Enzyme durch die CD8"-T-Zellen an. Fiir die Erstaktivierung virusspezi-
fischer T-Zellen sind allerdings neben dem Erscheinen der neuen Peptide noch weitere
Voraussetzungen notwendig. Zu diesen gehort die Antigenprésentation auf dendri-
tischen Zellen in Kombination mit l6slichen (,,StreR*) -Mediatoren. In einem solchen
Falle bindet der TCR an den Komplex aus MHC und Peptid. Die Signaliibertragung in
die T-Zelle erfolgt nun (ber die zum TCR-Komplex gehdrenden CD3-Molekiile.
Zusétzlich mussen Kostimulations-Akzeptoren wie CD28 auf der T-Zelle durch
Bindung an Kostimulatoren wie B7 auf der antigenprésentierenden Zelle besetzt
werden.

Diese eingeschrankte Erkennung von Peptidantigenen nur in Assoziation mit eigenen
MHC-Molekilen wird als MHC-Restriktion bezeichnet. Neben der Bekdmpfung
virusinfizierter und maligner Zellen sind ,,MHC-I-restringierte T-Zellen* auch bei der
Entfernung von Parasiten und von mit bestimmten Bakterien infizierten Zellen sehr

wichtig.

1.1.12 Die MHC-KIlasse-I1-Prozessierung

MHC-KIlasse-11-Molekiile haben sich auf die Prasentation antigener Fragmente speziali-
siert, die in der Regel aus vesikelassoziierten Proteinen stammen: Entweder sind es
membranstandige Proteine oder solche, die durch Pinozytose, Phagozytose oder rezep-
torvermittelte Endozytose in Vesikel (extrazellulare Pathogene oder Toxine) gelangt
sind.

Im Vergleich zu Klasse-I-Molekiilen verschiebt sich der Beladungsort von Klasse-II
Peptiden durch die Wechselwirkung mit einem spezialisierten und nicht MHC-kodierten
Protein vom ER in die Endosomen. Auch die neu synthetisierten MHC-Molekdile der

Klasse-1I werden im endoplasmatischen Retikulum (ER) zusammengebaut. Hierzu asso-
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ziieren die MHC-II a- und B-Ketten kurz nach ihrer Synthese in stochiometrischem
Verhiltnis mit einem chaperonartigen Mehrzweckmolekiil, der sogenannten Invarianten
Kette (Ii), zu einem nonameren Komplex (A4bb. 1.5) [Roche et al., 1990, Teyton et al.,
1990]. Die Ii ist ein nicht polymorphes, nicht MHC-kodiertes Transmembran-Gly-
koprotein, welches zwischen den verschiedenen Spezies bemerkenswert stark konser-
viert ist. Die humane invariante Kette wird im Widerspruch zu ihrem Namen in vier,
sich funktionell nicht unterscheidende Isoformen p31, p33, p43 und p45 exprimiert
(Abb. 1.4) [Shacher et al., 1995; Takaesu et al., 1995].

Die Hauptform der humanen i ist die p31-Form [Strubin et al., 1986], die 216 Amino-
sduren lang ist, eine N-terminale cytoplasmatische Doméne von 30 Aminoséuren besitzt
und von einer 26 Aminosduren-Reste langen hydrophoben Transmembranregion
[Strubin et al. 1984] gefolgt wird. Sie sorgt fiir eine effiziente Dimerisierung und
Faltung der o~ und B-Untereinheiten der Klasse-II-Molekiile (Chaperone-Funktion). Da
die Ii im Gegensatz zu den eher globuliren MHC-Molekiilen in einer langgestreckten
Konformation vorliegt, kann sie liber die sogenannte CLIP-Region (Class II associated
invariant chain peptide) mit der MHC-Klasse-II-Bindungsgrube in Wechselwirkung

treten und diese blockieren [Germain et al., 1994]. Somit konnen im ER keine Peptide

NGNG OG OG OG cs
Pos.: -16 80 104 | L1 | | 216
114120 202
HoN CLIP CLIC| ... [COOH
159 178

p31/p41 (p33/p43)
p33/p43 (p35/p45) NIG NIG

64 Aminoséauren
Thyreogloulindoméne
(Cathepsin L-Inhibitor)

p41/p43 (p43/p45)

Abb. 1.4  Struktur der humanen Invarianten Kette mit den verschiedenen Léingen und Modifikationen.
Abkiirzungen: CP: Cytoplasmatische Domdne; TM: Transmembran Domdne; CLIP: , class
Il-associated invariant chain peptide, C-terminal“; NG: N-Glykosylierung; OG: Glykosylie-
rung; FA: Acylierung (Palmitoylrest); P: Phosphorylierung, CS: Chondroitinsulfat.
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etwa aus dem MHC-I-Beladungsweg, in die Grube gelangen [Cresswell et al., 1990].
Diese intrazelluldre Assoziation ist die Voraussetzung fiir eine effiziente Freisetzung
von Klasse-1I-Molekiilen aus dem ER und das Weiterleiten dieser iiber das Trans-Golgi-
Netzwerk in das sogenannte MHC-II-Beladungskompartiment, einem speziellen lyso-
somenartigen Vesikel, in dem die Peptidbeladung stattfindet. Dazu erfolgt zunéchst die

schrittweise partielle Proteolyse der Ii durch Cathepsin S.

Membrane

Abb. 1.5  Modell des Ii-Trimers (links) und des MHC-Klasse-II-Ii-Komplexes. Im rechten Bild sind,
aufgrund der Ubersichtlichkeit nur zwei der drei MHC-Molekiile eingezeichnet [nach Cress-
well., 1996]

Die Endprodukte dieser definierten li-Degradation sind kurze Peptide, genannt CLIP,
die zunichst in der MHC-Bindungsgrube festsitzen und diese blockieren. Um CLIPs
gegen ,richtige* Peptide — vorprozessierte Antigene, prospektive MHC-II-Liganden —
auszutauschen, bedarf es eines weiteren Hilfsmolekiils, dem HLA-DM. Das HLA-DM-
Molekiil, ein Heterodimer bestehend aus den beiden in der MHC-Region kodierten
Untereinheiten DMA und DMB, ist dieses Antigenprozessierungs-Hilfsmolekiil, das
sowohl in vito als auch in vivo CLIPs freizusetzen vermag und somit die Beladung mit
antigenen Peptiden katalysiert [Sloan et al., 1995; Sherman et al., 1995; Denzin et al.,
1995; Morris et al., 1994; Fling et al., 1994]. Die fiir CLIP ausgetauschten richtigen
Peptidliganden durch eine optimal im sauren Milieu (pH 4.5-6) arbeitende lysosomalen
Proteasen wie Cathepsin D produziert. Vermutlich sind hier bei auch Exopeptidasen wie

die Aminopeptidase N (CD13) beteiligt, was sich aus dem haufigen Vorkommen von
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Prolin in Position 2 von MHC-IlI-Liganden schlieBen lasst [Rammensee et al.,1995]
(vgl. 3.2). Obwohl gezeigt werden konnte, daR HLA-DM in multilaminaren Strukturen
ahnlich dem Beladungskompartiment angereichert und mit konventionellen Klasse-II-
Molekiilen kolokalisiert ist, bleibt fraglich ob Proteolyse und Beladung im gleichen
Kompartiment stattfinden.

Die fertig beladenen MHC-II-Molekiile, bestehend aus a- und [3-Kette und dem Peptid,
werden schlieBlich an die Zelloberflache gebracht. Wenn beladene MHC-II-Molekiile,
etwa im Verlauf eines Phagozytosevorgangs, wieder in ein saures Vesikel gelangen,
konnen die gebundenen Peptide geldst und gegen andere ausgetauscht werden, da die
MHC-I1I-Peptidassoziation im sauren Milieu labiler wird.

1.1.13 Die Antwort der T-Zellen (CD4"-T-Zellen)

Die mit MHC-II befaBten T-Zellen gehdren zur Subpopulation der CD4"-T-Zellen.
Erkennt eine solche T-Zelle ein MHC-II-présentiertes fremdes Peptid auf einer profes-
sionellen antigenprasentierenden Zelle — Makrophage oder dendritische Zelle — und
kommt ein ,,StreR“-Signal hinzu, wird die T-Zelle aktiviert und produziert Zytokine wie
IL-2, IL-4 und IFNy. Das Spektrum der produzierten Zytokine ist von der Vorge-
schichte der T-Zelle sowie vom 0Ortlichen Spiegel der bereits vorhandenen Zytokine
abhangig. Die CD4"-T-Zellen lassen sich auf Grund der von ihnen produzierten Zyto-
kinspektren in zwei Subgruppen unterteilen: Die T-Helfer-1 (Th;)-Zellen mit dem Leit-
zytokin IFNy und die Th,-Zellen mit dem Leitzytokin IL-4, wobei es jedoch Uberlap-
pungen und Abweichungen gibt. Thy-Zellen sind inflammatorisch und kénnen durch
Aktivierung antigen-unspezifischer Effektoren die Zerstérung extrazellularer Parasiten,
wie Leishmanien, bewirken. AulRerdem sind Th;-Zellen bei der Zellregulation beteiligt.
Thy-Zellen werden hauptsachlich als Regulatoren der humoralen Immunitét betrachtet,
da sie vor allem B-Zellen aktivieren. Nachdem eine B-Zelle ihr Antigen mittels ihres
membranstandigen Antigenrezeptors — des Immunglobulins mit den zugehorigen
Signaltransduktionsmolekillen — gebunden hat, bringt sie es durch rezeptorvermittelte

Endozytose zum Degradationsvesikel. Aus dem Antigen entstandene Peptide werden
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Abb. 1.6

Intrazellularer Transport und Manipulation des MHC-Klasse-11-Invariante-Kette-Komplexes.
Im ER assoziieren drei MHC-II-a- und S-Ketten in stéchiometrischen Verhaltnis mit der
Invarianten Kette (li) zu einem nonameren Komplex (1). Dieser Komplex wird durch den
Golgi Apparat in den endoplasmatischen Prozessierungweg eingeschleust, auf dem die li
degradiert wird (2) Ein Fragment der li (CLIP) bleibt zuné&chst mit dem Klasse-11 Molekdl
assoziiert und verhindert so die Bindung von Peptiden. Um CLIPs freizusetzen bedarf es
eines weiteren Hilfsmolekils, dem HLA-DM (3). Dieses Antigenprozessierungs-Hilfsmolekil
katalysiert die Beladung von Klasse-11-Molekiilen mit Peptiden (4) [nach Benham et al.,

1995].
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auf MHC-II geladen und konnen auf der Zelloberflache von CD4"-T-Zellen erkannt
werden. Auf diese Weise erkennen B-Zellen und die sie regulierenden T-Zellen
verschiedene Teile desselben Antigens. Beispielsweise kann das Immunglobulin den
Glykosylrest eines Glykoproteins erkennen, wahrend das MHC-II-Molekil und damit
die T-Zelle ein Peptid aus dem Proteinanteil bindet beziehungsweise erkennt. Hat eine
(in der Regel durch Makrophagen oder dendritische Zellen voraktivierte) CD4"-T-Zelle
den MHC-Peptidkomplex einer antigenprésentierenden B-Zelle gebunden, erfolgt die
Aktivierung der B-Zelle Uber Zell-Zell-Kontakt und vor allem (ber Zytokine: IL-4
dirigiert zum Beispiel B-Zellen zur 1gGl- und IgE-Produktion. Somit sind Th,-Zellen

auch fir Ige-vermittelte Allergien verantwortlich.

1.1.14 Der Crosstalk

Die Hauptwege der Peptidbeladung fir MHC-I und MHC-II-Molekile unterscheiden
sich deutlich voneinander. Jedoch gibt es zwischen den beiden Uberlappungen, die
maoglicherweise bedeutende Konsequenzen haben: Auch Peptide aus exogenen Anti-
genen konnen nach Phagozytose durch Makrophagen oder nach Aufnahme in dendri-
tische Zellen an MHC-I-Molekile gebunden werden. Dieses kann sowohl durch das
Einschleusen des exogenen Antigens in den normalen MHC-1-Weg geschehen, als auch
durch eine alternative Beladung in eine endozytischen Vesikel [Harding et al., 1996].
Besonders effektiv ist die MHC-1-Beladung durch exogenes Antigen, wenn dieses
aggregiert ist, etwa durch Hitze oder durch Kopplung an Partikel.

Andererseits konnen MHC-1I-Molekiile mit Peptiden aus zytosolischen Proteinen
beladen werden, wobei die Beladung aber TAP-unabhangig erfolgt. Somit mul3 das
Protein oder davon herriihrendes Peptid auf einem anderen Weg in eines der Vesikel

gelangen .
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1.2 Lantibiotika

Lantibiotika sind peptidische Bacteriocine, die neben anderen modifizierten Aminoséu-
ren auch die Thioether-Aminoséure Lantionin enthalten. Sie kombinieren antibiotische
Wirkung mit ungewdhnlichen Strukturelementen. Neben dem namengebenden Lanthio-
nin (Lan) und 3-Methyllanthionin (MeLan) sind die o,(-ungesattigten Aminoséauren
2,3-Didehydroalanin (Dehydroalanin, Dha) und (Z)-2,3 Didehydrobutyrin (Dehydro-
butyrin, Dhb), die allerdings nicht nur in dieser Peptidgruppe vorkommen, bei den Lan-
tibiotika weit verbreitet. In der Lantibiotika-Subklasse der Duramicine findet man zu-
satzlich die nicht proteinogenen und weiter modifizierten Aminosauren R-Hydroxy-
asparaginsaure sowie Lysinoalanin. Auch andere Modifikationen wie die Einflihrung
des D-Alaninrestes aus L-Serin [Skaugen, M., et al.], die Bildung von Lysinoalanin
Briicken, die Bildung von neuen N-terminalen Blockaden und die oxidative Decarboxy-
lierung von C-terninalem Cystein sind beschrieben. So wird beispielsweise das Lanti-
biotikum Pep5 N-terminal durch eine 2-Oxobutyrylgruppierung blockiert, Epilancin K7
wiederum durch eine Hydroxypyruvat-Modifikation. Epidermin, Gallidermin und Mer-
sacidin tragen eine C-terminale Aminovinylfunktion. Die in den Lantibiotika auftreten-
den ungewohnlichen Aminoséduren sind in Abb. 1.7a und Abb. 1.7b zusammengefaft.

CH, S CH, CH,
—HN—CH—CO— —NH—CH—CO —NH—C—CO—
D L
(2S, 6R)-Lanthionin 2,3-Didehydroalanin
meso-Lanthionin Dha
Alas‘S'AIas
H3C\ CH3\
CH S CH CH
—HN—CH—CO— —NH—CH—CO— —NH—C—CO—
D L
(2S, 3S, 6R)-3-Methyllanthionin (2)-2,3-Didehydrobutyrin
threo-3-Methyllanthionin Dhb
AbUS-S-A|aS

Abb. 1.7a  Strukturformeln von ungewdhnlichen Aminosauren in Lantibiotika
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CH, S |(|2H HO—CH—COO
—HN—CH—CO— —NH—CH —NH—C—CO—

D (2)

S-[(Z2)-2-Aminovinyl]-D-cystein erythro-3-Hydroxy-
Cys(Avi) L-aspartagsaure
HyAsp
HyC_

(CH,), NH CH, C|:H S ﬁH

|
—HN—CH—CO—  —NH—CH—CO— —HN—CH—CO—  —NH—CH

D @
S-[(2)-2-Aminovinyl]-2-methyl-D-cystein (2S, 9S)-Lysinoalanin
LysN-Ala

Abb. 1.7b  Strukturformeln von ungewohnlichen Aminosauren in Lantibiotika.

1.2.1 Biosynthese der Lantibiotika

Lantibiotika werden von Gram-positiven Bakterien nicht ber den fiir andere Peptid-
antibiotika-Biosynthesen typischen Multienzym-Thiotemplat-Mechanismus [F. Lipman
et al. 1971], sondern ribosomal als inaktive Vorlauferproteine (Prelantibiotikum) syn-
thetisiert. Diese Prelantibiotika, die sich aus der N-terminalen Leadersequenz und dem
unmodifizierten Propeptid zusammensetzen, werden posttranslational durch enzyma-
tische Modifikationen in die aktiven Peptidantibiotika umgesetzt. Als Modifizierungs-
reaktion wurde fur Lantibiotika ein zweistufiger Prozel? vorgeschlagen [Sahl et al.
1991]: Zuerst werden die spezifischen Hydroxyaminosauren Serin und Threonin des
Propeptides enzymatisch zu 2,3-Didehydroalanin bzw. Didehydrobutyrin dehydratisiert.
Im né&chsten Schritt erfolgt die stereospezifische Addition der Thiolgruppen der
Cysteinreste an die entstandenen a,p-ungeséttigten Doppelbindungen unter Konfigu-
rationsumkehr am a-Kohlenstoffatom. Die Ausbildung der intramolekularen
Thioetherbriicken erfolgt dabei so, dal} das die Thiolgruppe beisteuernde Cystein C-

terminal zur Dehydroaminoséure liegt.
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Abb. 1.8
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a) Dehydratisierung
b) Sulfidringbildung
c) oxidative Decar-
boxylierung

d) Abspaltung des Leitpeptids

Modell der Epiderminbiosynthese. Zundichst werden die Serin- bzw. Threoninreste in den
Positionen +3, +8, +14, +16, +19 dehydratisiert. Es entstehen Dehydroalanin- und Dehy-
drobutyrinreste. An die Doppelbindungen von Dehydroalanin +3, +16, +19 und Dehydro-
butyrin +8, nicht aber von Dehydrobutyrin +14 addieren sich die Thiolgruppen der vier
Cysteinreste (in der Zeichnung grau unterlegt) des Precursorpeptids. Die Ausbildung der
intramolekularen Thioetherbriicken erfolgt dabei so, dafs das die Thiolgruppe beisteuernde
Cystein C-terminal zu der Dehydroaminosdure liegt. Serinreste im Bereich des Leitpeptids
werden nicht dehydratisiert. Der C-terminale Lanthioninring wird unter Ausbildung von S-
(2-Aminovinyl)-D-Cystein oxidativ decarboxyliert. Nach dem 1988 aufgestellten Modell er-
folgt dabei zundchst eine Decarboxylierung und erst anschlieffend die Ausbildung der Dop-
pelbindung. Im letzten Schritt wird das Leitpeptid durch Proteolyse entfernt und das reife
Epidermin in das Kulturmedium sekretiert [Abbildung verdndert nach Schnell et al., 1989].
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Die S-(2-Aminovinyl)-D-Cystein-Funktion von Epidermin wird mittels eines
identifizierten Flavoenzyms [Kupke et al. 1994] durch oxidative Decarboxylierung des
C-terminalen Cysteinrestes gebildet. Bei der anschlielenden proteolytischen

Abspaltung des Leaderpeptids entsteht das biologisch aktive Lantibiotikum (Abb. 1.8).

1.2.2 Klassifizierung und Eigenschaften von Lantibiotika

Lantibiotika lassen sich bezuglich ihrer Struktur in zwei Gruppen unterteilen [Jung, G.
1991]. Erstens die Typ-A Lantibiotika (z.B. Nisin, Gallidermin, Epidermin),die katio-
nische Eigenschaften und eine langliche, helixartige Molekilgestalt mit einer variablen
GroRe zwischen 21 und 43 Aminoséaure-Reste aufweisen. Thr Wirkungsmechanismus
beruht u.a. auf der Bildung spannungsabhéngigen Poren und Biosynthesehemmung der
Bakterienzellwand. Zweitens die Typ-B Lantibiotika (z.B. Duramycin, Cinnamycin) mit
neutralen bis schwach basischen Eigenschaften, und einer eher globuldaren Gestalt. Alle
Typ-B Lantibiotika sind aus 19 Aminoséaureresten aufgebaut, die sich wiederum durch
den Austausch einzelner Aminosdurereste ineinander Uberfiihren lassen [Fredenhagen,
A. et al. 1990] und als Enzyminhibitoren agieren.

Das Typ-A Lantibiotikum Epidermin wird von Staphylococcus epidermis produziert
und ist gegen eine Reihe Gram-positiver Mikroorganismen aktiv, darunter Propioni-
bacterium acnes [Allgaier, H. Diss. 1985], weshalb es als potentielles Aknethera-
peutikum untersucht wird. Es besteht aus 22 Aminosduren und enthélt die Bausteine
meso-Lanthionin, Methyllanthionin, Dehydrobutyrin sowie S-(2-Aminovinyl)-D-
Cystein. Da das S-(2-Aminovinyl)-D-Cystein aus dem C-terminalen-Cystein des
Epidermin-Prapeptids gebildet wird, besitzt das Molekil keinen Carboxy-Terminus
(Abb. 1.8). Lanthionine und a,3-Dehydroaminoséduren sind in allen Typ-A Lantibiotika
enthalten, wéhrend S-(2-Aminovinyl)-D-Cystein nur in Epidermin, Gallidermin und
Mersacidin vorkommt. Gallidermin weist gegeniiber Epidermin die Kkleinstmdgliche
Aminosdurenvariation auf: Leucin ist durch Isoleucin in Position 6 ersetzt [Kellner, R.
et al. 1988]. Gallidermin wird dadurch allerdings in seiner Wirkung gegenuber
Epidermin verdoppelt, weshalb dieses Peptid sogar bereits in den klinischen Test kam.
Die entsprechenden Precursorpeptide unterscheiden sich zusatzlich in zwei weiteren

Aminosaurepositionen im Leaderpeptid [Schnell, N. et al. 1989].
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2  Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Losungsmittel

Die verwendeten Losungsmittel der Qualitat p. a. wurden bei den Firmen Merck (Darm-
stadt), Baker (GroB-Gerau), Fluka (Neu-Ulm) und Riedel de Haen (Seelze) erworben.
Fur die HPLC-Trennungen wurden Acetonitril der Reinheit LiChrosolv (Baker, GroR-
Gerau), Trifluoressigsaure zur UV-Spektroskopie (Merck, Darmstadt) und entionisiertes
Wasser aus einer Millipore-Filtrationsanlage (MilliRo, Millipore, Eschborn) verwendet.
Die Ng-Fmoc-L-Aminosdurederivate mit orthogonalen Seitenkettenschutzgruppen
wurden von den Firmen NovaBiochem (L&ufelingen, Scheiz) und Bachem (Bubendorf,
Schweiz) bezogen. Funktionalisierte Polystyrolharze stammen von den Firmen Nova-
Biochem (L&ufelingen, Scheiz), Bachem (Bubendorf, Schweiz), Alexis (Grunberg) und
Rapp Polymere (Tibingen). Diisopropylcarbodiimid (DIC), Diisopropylethylamin
(purum) (DIEA), 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt), p-Thiokresol (purum), Thioanisol
(purum), Phenol, Ethandithiol (EDT), 2-Mercaptoethanol, Triisopropylsilan, Trifluor-
essigsaure (TFA) (purum und reinst), und Eisessig (purum) wurden von Fluka (Neu-
Ulm) bezogen. Piperidin (zur Synthese) und Acetanhydrid (zur Analyse) stammen von
Merck (Darmstadt). O-(1-H-Benzotriazol-1-yl)-N,N,N",N"-tetramethyluroniumtetra-
fluoroborat (TBTU) wurde von NovaBiochem (Laufelfingen, Schweiz) erworben und
Dmtr-Biotin stammte von Boehringer Mannheim. Sonstige nicht n&her aufgefiihrte
Chemikalien wurden von Aldrich (Steinheim), Fluka (Neu-Ulm) und Merck

(Darmstadt) bezogen.

2.2 Analytik

2.2.1 Hochdruckflussigkeitschromatographie

Fur die hochdruckflissigkeitschromatographischen Trennungen im analytischen und
semipraparativen Malistab standen folgende Geréte zur Verfiigung: HPLC-System mit
Niederdruckgradientenpumpe 600 (Waters/Millipore, Eschborn), Autoinjektor WISP
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712 (Waters/Millipore, Eschborn), Photodiodenarray Detektor 590 (Waters/Millipore,
Eschborn) HPLC-System mit Niederdruckgradientenpumpe 600 (Waters/Millipore,
Eschborn), U6K-Injektorblock (Waters/Millipore, Eschborn), UV-Detektor Lambda
max 481 (Waters/Millipore, Eschborn) und Autosampler M22 (Abimed, Dusseldorf).
Die analytischen Trennungen wurden an Nucleosil C-18, 3um, 120 A, 2 x 250 mm
(Grom, Ammerbuch) durchgefuhrt. Zur praparativen Trennung wurde mit einer Saule
C-18, 10 um, 120 A, 20 x 250 mm (Grom, Ammerbuch) gearbeitet.

Die Detektion erfolgte bei der Probenreinigung mittels Photodiodenarray Detektor tber
einen Bereich von 200 bis 310 nm.

Die Elution erfolgte mit verschiedenen Gradienten der Laufmittel A: 0.1 % Trifluor-
essigsaure in Wasser und B: 0.08 % Trifluoressigsaure in Acetonitril. Die Fluf3raten
betrugen 0.3 mL/min flr analytische, 28 mL/min flr préparative Trennungen. Das Was-
ser wurde durch einen 0.45 um Filter filtriert (Millipore, Eschborn) und anschlielend
am Vakuum entgast. Wahrend der Chromatographie wurden die Losungsmittel durch

Helium sauerstoffrei gehalten.

Folgende Gradienten wurden verwendet:

I 20 % B auf 75 % B in 20 min
I 30 % B auf 70 % B in 30 min
I 10 % B auf 60 % B in 30 min
IV 15 % B auf 60 % B in 30 min
V  20% B auf 70 % B in 30 min

2.2.2 Massenspektrometrie

Druckluftunterstiitzte Elektrospray-Massenspektrometrie wurde an einem API Il
TAGA 6000E Triple-Quadrupol-Massenspektrometer mit lonspray-lonisationsquelle
(Sciex, Thornhill, Ontario, Canada) durchgefiihrt. Peptide wurden in Mischungen aus
Acetonitril/Wasser (1:1), Methanol/1% Ameisensédure (1:1) oder tert.-Butylalko-
hol/Wasser (4:1) gel6st. Fur Einzelmessungen erfolgte die Probenzufuhr (Konzentration

0.1 mg/ml) Uber eine Infusionspumpe (Harvard Apparatus, Southnatik, Massachusetts,
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USA) bei einem Fluf® von 5 pl/min. Fir groRere Probenzahlen wurde eine HPLC-Sprit-
zenpumpe (140 A, Applied Biosystems, Weiterstadt) angeschlossen und ein kontinuier-
licher Flu® (100 pl/min) eines isokratischen Wasser/Acetonitril (1:1)-Gemisches (mit
0.1% (v/v) Ameisensdure) eingestellt. In Abstanden von 1.5 min wurden Uber einen
automatischen Probeninjektor (Model 231, Dilutor 401, Gilson, Villiers le Bel) jeweils
5 ul der Probe (Konzentration ca. 1 mg/ml) in den Laufmittelstrom injiziert.

Weitere Einzelmessungen wurden an einem VG Quattro Il Triple-Quadrupol-Massen-
spektrometer (Fisons, Manchester, UK) mit lonspray-lonenquelle durchgefuhrt. Die
Probenzufuhr erfolgte direkt mit einem Fluft von 5 pl/min durch eine Spritzenpumpe
Infusion Pump 22 (Harvard Apparatus, Southnatick, USA). Die Probenkonzentration
betrug 0.1 mg/ml in Wasser oder Acetonitril unter Zusatz von 0.1% Ameisensaure.

Zur Untersuchung der PEG-Derivate wurde das Massenspektrometer online mit einer
Microbore-HPLC-Anlage (SMART-System, Pharmacia, Upsala Schweden) gekoppelt.
Die Messungen wurden isokratisch (30% Acetonitril) bei einer FluRrate von 100 pl/min

durchgefuhrt, und das maximal auftragbare Probenvolumen betrug 15ul.

2.2.3 UVIVIS-Spektroskopie

UV/VIS-Spektren wurden an einem Lambda 5 UV/VIS-Spektrometer (Perkin-Elmer,

Uberlingen) aufgenommen.

2.2.4 Aminosaurenanalyse

Aminosdurenanalysen wurden mit einem Aminosaurenanalysator 420 A (Applied Bio-
systems, Weiterstadt) durchgefiihrt. 400-1000 pmol der zu analysierenden Probe
wurden in 30 pl Lésung auf den Probentrager aufgetragen und anschlielend vollauto-
matisch in der Gasphase bei 160°C mit 6 N Salzsdure 90 min hydrolysiert, mit Phenyl-
isothiocyanat derivatisiert und die erhaltenen PTC- (Phenylthiocarbamoyl-) Amino-

séuren online Uber eine Microbore-HPLC analysiert.
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2.2.5 Automatische Protein- und Peptidsequenzierung

Die Sequenzierungen erfolgten durch automatisierten Edman-Abbau in zwei "pulsed-
liquid" Protein Sequencern 477 A und 476 A mit direkt angeschlossenem HPLC-
System PTH-Analyzer 120 A (Applied Biosystems, Weiterstadt). Alle Reagenzien und
Losungsmittel sowie die Glasfaserfilter stammten von Applied Biosystems. Flussige
Proben wurden in 30 bzw. 15 pl-Portionen auf Glasfaserfiltern (Durchmesser 12 bzw. 6
mm) im Argonstrom getrocknet und in die Reaktionskammer eingesetzt. Als Adha-
sionsmittel wurde BioBrene Plus (1,5 bzw. 0.75 mg), ein Polybrenderivat, verwandt.
Die Abfolge der Reaktionsschritte ist in Tab. 2.1 dargestellt. Zur Auftrennung der PTH-
(Phenylthiohydantoinon-) Aminosdauren wurde ein linearer Gradient (Anfangswert 9 %
B, in 20 min auf 38 %B, Gesamtdauer 29 min) verwendet. Laufmittel B war Acetonitril,
Laufmittel A 3.5 % Tetrahydrofuran in Wasser mit ca. 15 ml Premixed-Buffer (NaOAc-
Puffer), pH ca. 4,0. Die Detektion bei einer Wellenlange von 269 nm erfolgte in einer
FluRzelle mit 8 mm Strahlengang.

Als unmittelbares Ergebnis jedes Zyklus erhdlt man ein HPLC-Chromatogramm mit
den UV-Signalen der einzelnen PTH-Aminosdauren. Die UV-Signale werden automa-
tisch nach einer vorgegebenen Kalibrierung in pmol jeder PTH-Aminosaure
ausgedriickt. Zur Entscheidung, welche Sequenz vorliegt, mussen mehrere Faktoren

bertcksichtigt werden:

 Absolute Signalhthe in jedem Zyklus
« Signalzuwachs gegeniiber dem Vorzyklus

« Signalriickgang gegentiber dem Vorzyklus

Die endgtltige Festlegung der Sequenz kann durch ein Computerprogramm bestatigt
werden.

Eine ausflhrliche Diskussion der beim automatisierten Edman-Abbau auftretenden
Probleme und der Auswertung der Ergebnisse findet sich S. Stevanovic [Dissertation,
1992; Stevanovic et al. 1993]
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Tab. 2.1

Ablauf des Edman-Abbaus im Protein Sequencer 477A (FastNormal 1)
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Reaktionskammer
(48°C)

Konversionsgefal?

Reaktionsschritt Dauer Dauer Operation
[secl [secl
Trimethylamin 26
PITC 8 Kupplung
Argon 40
Trimethylamin 400
PITC 8 Kupplung
Argon 40
Trimethylamin 400
PITC 8 Kupplung
Argon 40
Trimethylamin 400
Argon 120
n-Heptan 60 Waschschritt
Essigester 200 Waschschritt
Argon 120
Trifluoressigséure 3 Abspaltung
Pause 300
Argon 120
n-Heptan 6
Transfer: Essigester 50 25 % Trifluoressigsaure 6
Pause 20 Transfer-Empfang 50 Extraktion
Transfer: Argon 40 Transfer-Empfang 20
Essigester 30 Transfer-Empfang 40
Argon 120 Argon 150
25 % Trifluoressigsaure 6
Pause 1200
Argon-Trocknen 400 |Konversion
20 % Acetonitril 20
Pause 400 |Losen Riickstand
Transfer zur HPLC 15
20 % Acetonitril 20 Waschschritt
Leeren 30
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2.2.6 Peptidmodifikationen fir die Sequenzanalyse

2.2.6.1 Detektion von Cysteinresten

Vor Beginn der Sequenzierung kann eine Pyridylethylschutzgruppe eingefiihrt werden
[Ruegg, V. T. et al., 1977]. Zu 500 pl Acetonitril werden 25 pl Tributylphosphin und 10
ul 4-Vinylpyridin gegeben und von dieser Losung sofort 20 ul auf den Glasfaserfilter
mit der getrockneten Probe pipettiert. Der Filter wird ohne weiteres Trocknen in der
Reaktionskammer plaziert und das Programm PYRCYS-1 gestartet, gefolgt von den

normalen Sequenzierzyklen.

2.2.6.2 Sequenzierung von Lanthionin und 3-Methyllanthionin und
der a, B-ungesattigten Aminosauren 2,3-Didehydroalanin und
(2)-2,3 Didehydrobutyrin.

Das Peptid (ca. 1 nmol) wird mit alkalischer Propanthiol-Losung versetzt. Nach einer
Stunde bei 50 °C wird die Probe direkt auf einem mit Polybrene behandelten Glasfilter
pipettiert, getrocknet, in der Reaktionskammer plaziert und die Sequenzierung gestartet.
Die automatische Peptidsequenzierung mittels Edman-Abbau wurde mit einem “pulsed
liquid phase* Proteinsequencer Model 477A (Applied Biosystems, Weiterstadt) unter
Verknupfung mit dem PTH-Analyser Model 120A durchgefuhrt. Die Bestimmung der
abgebauten Phenylthiohydantoin-Aminosauren erfolgte tber RP-HPLC (PTH-C18, 220

X 2,1 mm).
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2.3 Synthesen
2.3.1 Automatische Festphasensynthese von Einzelpeptiden

Die automatische Festphasensynthese von Einzelpeptiden wurde am Peptidsynthesizer
433 A (Applied Biosystems, Weiterstadt) nach der Fmoc/tBu-Strategie [Fields et al.,
1990] an Styrol-1%-Divinylbenzol-Copolymeren durchgefihrt. Zur Synthese von Pep-
tiden mit C-terminaler Carboxygruppe (Peptidséuren) wurden Harze mit p-Benzyloxy-
benzylalkohol-Anker [Wang, 1973] eingesetzt, die mit der ersten Fmoc-geschitzten
Aminosdure beladen waren (Beladung: 0.4-0.6 mmol/g). Fir die Synthese von vollge-
schutzten Peptidfragmenten bzw. von Peptiden mit C-terminalem Prolin, Glycin,
Cystein und Histidin wurde das mit der ersten Fmoc-geschitzten Aminosaure vorgela-
dene 2-Chlortritylchlorid-Harz [Barlos et al., 1991] verwendet. Die Aktivierung der
Fmoc-Aminosauren erfolgte am ABI-Peptisynthesizer ausschlieflich mit TBTU/HOBL.
Fur die trifunktionellen Aminoséuren wurden folgende Seitenkettenschutzgruppen

verwendet:

Tab. 2.2  Seitenschutzgruppen der Aminosauren fiir die Standardpeptidsynthese.

Aminosaure Schutzgruppe
Asp, Glu, Ser, Thr und Tyr tert.-Butyl
Cys, Asn, GIn und His Trityl
Lys, Trp Boc
Arg Mtr, Pmc, Pbf

Je 1 mmol Fmoc-Aminosdure wurde in Kartuschen eingewogen und wahrend der
Synhthese mit TBTU/HOBt in DMF (0.45 mol/l) und DIEA in NMP (2 mol/l) so aufge-
lost, dall Fmoc-Aminosaure, TBTU, HOBt und DIEA in nahezu &aquimolarem
Verhaltnis vorlagen. Die eingesetzte Harzmenge betrug ca. 200 mg, wodurch sich bei
einer Beladung von 0.4-0.6 mmol/g ein 10facher UberschuR an Fmoc-Aminoséure
ergibt. Wahrend des ersten Synthesezyklus wurde das Polymer in DMF gequollen. Am
Ende der programmierten Synthesezyklen wurde das Fmoc-geschitzte Peptidpolymer

mit Methanol gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet.
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2.3.2 Multiple Peptidsynthese am Syro, Version 1.0

Der L-Alanin-Scan

Ein systematischer Ansatz zur Evaluierung des Betrages, den jede einzelne Aminosédure
eines natlrlichen Liganden zur Bindung an einen Rezeptor leistet, ist der ,,Scan“. Hier-
bei wird jeweils eine Aminosaure der natirlichen Sequenz — unter Berlicksichtigung
jeder Position — durch eine andere ersetzt. Somit werden soviele Analoga, wie der
Ligand Aminosduren hat, benétigt. Am haufigsten wird der L-Alanin-Austausch durch-
gefuhrt. Mit Hilfe von L-Alanin 1aBt sich insbesondere die Relevanz jeder Seitenkette
beurteilen. Im Vergleich zu Glycin ist der Konformationsraum eingeschrankt, die
Sekundarstruktur, insbesondere die Helix wird nicht gestort, die Hydrophobizitat wird
nicht entscheidend verandert, sodal3 vor allem die Bedeutung der funktionellen Seiten-
ketten untersucht werden kann. Da meist eine groRe Anzahl von Analoga bendtigt wird,
stellen multiple parallele Peptidsynthesemethoden den Schliissel zur Realisierung dar.
Weitere Aminosduren, die fir Scans eingesetzt werden, sind Glycin, Phenylalanin und
das jeweilige D-Enantiomer der nativen Aminoséaure. Wahrend beim D-Enantiomer die
Seitenkette prinzipiell noch vorhanden ist, also die Hydrophobizitat und das Gesamt-
dipolmoment nicht verandert werden, kann die Bedeutung der Sekundérstruktur und die
Seitenkettenorientierung untersucht werden. Phenylalanin steigert die Hydrophobizitat,
Glycin reduziert die Stabilitat der Konformation.

Die multiple Peptidsynthese wurde an dem vollautomatisierten System Syro, Version
1.0 (SYRO, MultiSynTech, Bochum) durchgefiihrt. Fir die Synthese wurden je 40 mg

Tab. 2.3  DIC-Synthesezyklus am multiplen Peptidsynthesizer.

Operation Reagenz Volumen [ul] Dauer
Quellen des Harzes DMF 500 10 min
2 x Deblockierung 50% Piperidin in DMF je 400 15+ 10 min
Waschen DMF 600 6 x 1 min
Kupplung AA/HOBt in DMF (0.5 mol/l) 350 60 min
+ DIC in DMF (1 mol/l) 250 (100+100+50)
Kupplungszusatz DCM in DMF [75% (v/V)] 100 30 min
Waschen DMF 600 4 x 1 min
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der mit der ersten Aminosaure beladenen Harze verwendet, wobei die Beladung des fir
die Synthese vollgeschutzter Peptide verwendete 2-Chlortritylchlorid-Harzes in den
einzelnen Reaktionsgefallen durchgefuhrt wurde. Bei einer durchschnittlichen Beladung
von 0.5 mmol/g besitzen 40 mg Harz 0.02 mmol freie Kupplungsstellen. Als Synthese-
gefalle wurden Pipettenspitzen mit Filterfritten verwendet (Eppendorf, Hamburg), die in
zwei Syntheseblocken mit Vakuum- und Absaugevorrichtungen angeordnet werden, so
dal parallel 2 x 48 = 96 verschiedene Peptide synthetisiert werden kdnnen. Die ben6tig-
ten N®-Fmoc-geschiitzten Aminosauren wurden in den vom Synthesizer errechneten
Mengen in separate Gefalle eingewogen und dort mit einer 0.6 M Ldsung von HOBLt in
DMF vorgeldst. Die Synthesezyklen sind Tab. 2.3 zu entnehmen. Die Kupplung der
Fmoc-Aminosauren an das Harz erfolgte in 5fachem UberschuB, nach in situ Aktivie-
rung mit DIC, welches als 1.5 M Losung in DMF ebenfalls im 5fachen Uberschuf
zugegeben wurde. Die Kupplungszeiten betrugen 50 min. Zur Fmoc-Abspaltung
wurden 400 pl 50% Piperidin in DMF zum gequollenen Harz pipettiert. Das Waschen
der Peptidpolymere erfolgte durch wiederholte Zugabe von 500 pl DMF mittels eines
4fach-Arms und Absaugen der Uberstehenden Ldsung. Zwischen DMF-Zugabe und
Absaugen war eine einminutige Absetzzeit einprogrammiert. Nach beendeter Synthese
wurden die Peptidpolymere durch wiederholtes Zupipettieren und Absaugen von MeOH
und Diethylether gewaschen und getrocknet.

Tab.2.4  TBTU/DIC-Synthesezyklus am multiplen Peptidsynthesizer.

Operation Reagenz Volumen [ul] Dauer
Quellen des Harzes DMF 500 10 min
2 x Deblockierung 50% Piperidin in DMF je 400 15 + 10 min
Waschen DMF 600 6 x 1 min
Kupplung AS/HOBt in DMF (0.5 mol/l) 350 75 min
+ DIEA in NMP (3 mol/l) 80
+ TBTU in DMF (0.45 mol/l) 350 (200+150)
+ DIC in DMF (1 mol/l) 150
Waschen DMF 600 4 x 1 min
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Fur die Synthese schwieriger Sequenzen wurde ein TBTU/DIC-Synthesezyklus
etabliert, der die gleichzeitige Verwendung der beiden Aktivierungsreagenzien TBTU
und DIC vorsieht. Nach der Zugabe der AA/HOBt in DMF-Ldsung (350 ul, 0.5 mol/l)
werden nacheinander DIEA in NMP (80 pl, 3 mol/l) und TBTU in DMF (350 pl
portioniert Uber 2 Schritte, 0.45 mol/l) zupipettiert. Nach einer Kupplungsdauer von 45
min wird DIC in DMF (150 pl, 1 mol/l) zugegeben und weitere 30 min gekuppelt.

2.3.3 Synthese von Peptidmischungen nach der Premix-Methode

Zur Synthese der synthetischen Peptidmischungen [Houghten, 1993; Jung et al. 1992]
wurden die beschriebenen ReaktionsgefaRe verwendet, in welche die entsprechenden
Fmoc-Wang-Harze eingewogen wurden. Fir die Kupplung der definierten Positionen
wurden 0.7 M L6sungen der bendtigten Fmoc-L-Aminoséuren in HOBt/DMF (0.7 M)
angesetzt. Die Kupplung erfolgte mit 3.5fachem Uberschuf an Fmoc-Aminosauren
nach in situ Aktivierung mit DIC, welches unverdinnt in 3.5fachen Uberschul
zugegeben wurde. Die Kupplungszeit betrug 50 min. Das Protokoll des Synthesezyklus
der definierten Positionen entspricht weitgehend dem Protokoll der multiplen

Peptidsynthese am Syro, Version 1.0.

Tab. 2.5  Synthesezyklus der Kupplung der X-Pasition am Syro. Vers.1.0.

Operation Reagenz Volumen [ul] Dauer
Quellen des Harzes DMF 500 10 min
Deblockierung 50% Piperidin in DMF je 400 15 min
Waschen DMF 600 6 X 2 min
Kupplung AA-Mix/HOBt /TBTU (0.23 M) 350 180 min
+ 2 eq. DIEA
Waschen DMF 600 4 X 2 min
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Zur Herstellung der Fmoc-Aminoséure-Mischung wurden die 18 Fmoc-L-Aminoséuren
(ohne C und W) der X-Positionen, bzw. die fur die jeweiligen Positionen im Peptid
vorgesehenen Aminosduren, in aquimolarem Verhaltnis zueinander eingewogen und
eine 0.7 M Losung in HOBY/TBTU/DMF (0.7 M) unter Zugabe von 2eq DIEA
hergestellt.

Diese Stammldsung wurde mit DCM verdinnt (1:2), um eine Konzentration von 0.23
M zu erhalten. Die Kupplung der X-Position erfolgte durch Zugabe einer dquimolaren
Menge der Fmoc-Aminosdaure-Mischung, bezogen auf die freien Aminofunktionen des
Harzes. Die Kupplungszeit betrugt 3 h, wobei in dieser Zeit ca. 50 % des DCM aus dem
offenen GefaR entwich und die abnehmende Kupplungskonzentration durch erneute
Konzentrierung ausgegleichen wurde. Nach der Kupplung wurde einmal mit DMF
gewaschen und noch einmal 3 h nach der oben beschriebenen Methode nachgekuppelt.
Auf diese Weise wurden durch Kaisertest 84-94 % Umsatz nach der ersten und 100 %
Umsatz nach der 2. Kupplung ermittelt.

2.3.4 Biotinylierungen

2.3.4.1 N-terminale Biotinylierungen

Die N-terminale Biotinylierung der betreffenden Peptide wurde am multiplen
Synthesizer durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurde die Peptidsequenz vor der
Biotinylierung zunédchst durch einen Spacer der Sequenz e-Lysin-B-Alanin-g-
Aminohexansaure-B-Alanin verlangert, wobei das Lysin als Boc-Lys(Fmoc)-Derivat
eingesetzt wurde. Anschliefend wurde das Biotin an den N-Terminus des Spacers, d.h.
an die e-Aminogruppe des Lysins gekuppelt. Als Biotinylierungsreagenz wurde
Biotin(Dmtr) eingesetzt, das analog einer ,,normalen Aminosdure” in 0.25 molarem
HOBt/DMF gel6st und mit 3 bis 5fachen Uberschul? gekuppelt wurde. Alternativ wurde
unmodifiziertes D-Biotin, das 0.15 molar in 0.15 molarem TBTU/HOBt unter Zusatz
von 3 Aquivalenten DIEA in NMP gelost wurde, verwendet. Die aktivierte Lésung
wurde vom multiplen Synthesizer auf die ReaktionsgeféalRe verteilt und 6 h gekuppelt.
Um eine vollstdndige Reaktion zu gewahrleisten, wurde nach der Halfte der

Reaktionszeit zusétzlich 150 ul DIC [2 molare Lésung in DMF] zupipettiert. Nach der



34 2 Material und Methoden

Kupplung wurde mehrmals mit DMF gewaschen, und die Abspaltung der biotinylierten
Peptide erfolgte analog der Vorschrift fiir nicht biotinylierte Peptide.

2.3.4.2 C-terminale Biotinylierung1

Die Biotinylierung erfolgt iiber ein C-terminal an das Harz gekuppelte Lysin-Derivat
[Fmoc-Lys(Dde) bzw. Dde-Lys(Fmoc)], wobei die Biotinyl-Gruppe iiber die o- bzw. &-
Aminofunktion gebunden war.

Rink-Amid-Harz (0.55 mmol/g Beladung) wurde mit Fmoc-Lys(Dde) beladen (2eq.
Aminosédure, 2 eq. TBTU, 2 eq. HOBt, 3 eq. DIEA, 2 h, Raumtemperatur). Nach
fiinfmaligem Waschen mit DMF wurden noch vorhandene freie Aminogruppen mit
Acetanhydrid gecapped (5% Acetanhydrid, 0.5% DIEA in DMF, 30 min). Nach
erneutem Waschen wurde die Fmoc-Schutzgruppe abgespalten (20% Piperidin in DMF,

(a)
D
Peptid—Spacer—NH—(l.‘,H—C—NH4®
((|3H2)4
NH (b)
?:O [
@] (CH2)4 Peptid—Spacer—NH—(CH2)4—C|:H—C—NH4®
NH
HN S C|3=O
|
4 Q (CHz)4
HN S

Abb. 2.1  Aufbau des Biotin-Amid-Harzes:
a) Biotinylierung iiber die e-Aminofunktion des C-terminalen Lysins.

b) Biotinylierung iiber die b -Aminofunktion des C-terminalen Lysins.

'Das fiir die Synthese verwendete Harz wurde freundlicherweise von Herrn Dr. Wolfgang Kraas zur

Verfligung gestellt.
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20 min) und wiederum gewaschen. Die Kupplung von Biotin erfolgte wie oben
beschrieben. Nach erneutem Waschen wurde die Dde-Gruppe entfernt (5% Hydrazin in
DMF 2 x 10 min) und wiederum gewaschen. Das Harz wurde dann direkt in die
Peptidsynthese eingesetzt. Vor der Kupplung der Fmoc-Aminosduren des Peptidteils
wurde ein Spacer aus B-Alanin, e-Aminohexansdure und einem weiteren [3-Alanin auf

den Harz aufgebaut.

2.3.5 Reduktionsverfahren fur S-oxidiertes Methionin

Die Peptide (ca. 20 mg) wurden in gut verschlieBbaren Zentrifugenréhrchen aus
Polypropylen in TFA (1 ml/Peptid) geldst. Nach Zugabe von Ethandithiol (15.7 pl/ml
Losungsmittel = 0.2 mol/l) wurde Trimethylsilylbromid (13 pl/ml Losungsmittel = 0.1
mol/l) zugesetzt und das Zentrifugenréhrchen dicht verschlossen. Es bildete sich nach
kurzer Zeit ein Niederschlag. Nach 15 min bei Raumtemperatur wurde vorgekunhlter
Diethylether (4 ml/Peptid) zugegeben. Die prézipitierten Peptide wurden abzentrifu-
giert, dreimal mit Diethylether gewaschen und aus tert.-Butylalkohol/Wasser (4:1)
lyophilisiert [Beck, 1993].

2.3.6 Abspaltungen

2.3.6.1 Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe

Das eingewogene Fmoc-Peptidpolymer wurde zweimal fur 10 min mit 50% Piperidin in
DMF (400 pl/100 mg Harz) versetzt, anschliefend mit DMF, DCM, Isopropanol, DMF

und Diethylether (jeweils 2 ml) gewaschen und im Vakuum getrocknet.



36 2 Material und Methoden

2.3.6.2 Abspaltung vom polymeren Tréager

Die Peptid-Polymere aus der multiplen Synthese wurden nach dem Trocknen in den
2 ml-Einwegspritzen belassen, die unten mit einem Stopfen verschlossen wurden. Harze
aus den Synthesen am ABI-Synthesizer wurden in solche Gefdle eingewogen.
AnschlieBend wurde die vorgemischte Abspaltungslosung 90% TFA, 5% Thioanisol,
5% Thiokresol oder (Reagenz K [King et al.,1990]): 82.5% TFA, 5% Thioanisol, 2.5%
Ethandithiol, 5% Phenol, 5% Wasser; 1 ml/40 mg Peptidharz) zugegeben. Nach 3 h
unter leichtem Schutteln bei Raumtemperatur wurden die Abspaltungslosungen vom
Polymer getrennt, indem die Lésung durch Druck des Spritzenkolbens in verschlieRbare
Zentrifugenréhrchen aus Polypropylen Gberfiihrt wurde. Das Polymer wurde durch die
Fritte in der Spritze zurtickgehalten. Durch Zugabe von eisgekihltem Diethylether (3-4
ml pro Zentrifugenréhrchen) wurden die Peptide gefallt. Nach Zentrifugation der
verschlossenen GefaRe (10 min, 2500 rpm, RT) wurden die Uberstande abdekantiert,
die Peptidrickstdnde erneut mit Diethylether versetzt, das GefaR erneut verschlossen
und mittels Vortexer dispergiert. Dieser Vorgang wurde noch zweimal wiederholt. Die
ausgefallten Peptide wurden in tert.-Butylalkohol/Wasser (4:1, v/v) aufgenommen und

lyophilisiert.

2.3.7 Visualisierung der Rezeptor Ligand Wechselwirkung
(,,Molecular Modelling*)

Die HLA-DR1 Kiristallstruktur wurde von der Brookhaven-Datenbank bezogen. Zur
Visualisierung kam das Programmpaket Insight Il auf einer Silicon Graphics IRIS
Indigo R4000 Workstation zum Einsatz. Molekildynamiksimulationen und
Kraftfeldminimierungen wurden mit dem Programm Discover (Biosym) und dem
Kraftfeld CVFF durchgefiihrt. Das CLIP-Peptid (1i(106-117)) wurde aus den

Aminosaurebausteinen der Bibliothek des Insight I1-Programmpakets aufgebaut.
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3  Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war:

1. Die Aufklarung verschiedener MHC-KIlasse-I-Ligandenmotive.

2. Fir das eindeutig definierbare Ligandenmotiv von MHC-Klasse-l-assoziierten
Peptiden eine Analogie bei MHC-KIasse-1l-assoziierten Peptiden zu finden.

3. Die Definition des allelspezifischen Motives naturlicher HLA-DR17-Liganden
und vier verschiedener HLA-DR4-Subtypen.

Die hier dargestellten Ergebnisse betreffen ausschlieBlich die Sequenzierung von

Selbstpeptiden aus Tumorzelllinien, d.h. die entsprechenden Zellen waren nicht mit

Fremdorganismen in Kontakt und présentierten ausschliellich endogenes Material

auf ihren MHC-Molekilen. Tumorzellenaufzucht, Lyse, Detergenzienbehandlung

sowie Immunprazipitation, Saureextraktion und HPLC-Auftrennung der naturlichen

Peptidliganden wurden in Kooperation mit Frau Dr. Kirsten Falk, Herrn Dr. Olaf

Roétzschke, Herrn Dr. Thomas Friede, Herrn Dr. Stefan Stevanovic und Herrn Dr.

Georg Malcherek in den Labors von Prof. H.-G. Rammensee und Prof. A. Melms

durchgefihrt.

3.1 Pool-Sequenzierung von MHC-KIlasse-1-Liganden

3.1.1 Das HLA-B7-Ligandenmotiv

Bei der Sequenzierung eines Peptidpools aus MHC-KIlasse-I-Liganden wird jede An-
kerposition nur durch ein paar wenige Signale eng verwandter PTH-Aminosduren cha-
rakterisiert. In Tabelle 3.1 ist ein représentatives Sequenzierexperiment eines HLA-
B*0701 Peptidpools zu sehen. Dargestellt ist der Verlauf der 18 detektierbaren PTH-
Aminosauren (nach steigender Hydrophatie geordnet) iber die einzelnen Abbauschritte.
Zur Veranschaulichung wurde in Abb. 3.1A und Abb.3.1B das HLA-B*0701-Liganden-
motiv — exemplarisch fur MHC-Klasse-1-Molekiile — graphisch dargestellt.

Die Signale lassen sich in zwei Kategorien aufteilen: In einen dreifachen (fett gedruckt
und unterstrichen) und in einen 1.5fachen Anstieg (unterstrichen) der gefundenen PTH-
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Pos. Aminosiurekonzentration [pmol]

I \% L F M A G T S Y P H Q N E D K R
lle Val Leu Phe Met Ala Gly Thr Ser Tyr Pro His GIn Asn Glu Asp Lys Arg
1 123,6 186,0 103,1 50,0 42,1 381,2 185,1 114,6 2455 56,3 664 12,9 772,7 20,1 1484 13,7 74,1 9838
2 45,8 1273 70,9 11,9 7,3 152,6 131,1 47,6 106,1 24,0 546.0 99 4763 11,6 978 95 246 31,7
3 29,8 855 344 215 368 2154 1438 41,3 988 364 117,2 16,7 3782 284 1094 30,1 51.6 1283
4 28,8 66,7 49,0 174 144 1192 202,5 62,0 77,1 243 135,77 143 197,6 28,6 1034 36,8 58,9 583
5 350 680 424 16,6 10,7 994 1679 544 753 20,6 1684 17,6 112,7 304 680 394 32,1 69,0
6 35,8 50,6 455 253 12,7 683 1640 874 66,2 11,8 64,5 11,0 46,2 20,6 33,6 233 185 60,8
7 42,1 71,7 864 155 13,5 714 112,7 76,9 62,5 132 374 11,8 443 23,0 31,3 21,0 129 439
8 27,0 64,7 614 153 12,1 804 77,9 755 57,1 11,0 18,8 11,8 398 16,1 345 18,6 94 349
9 23,0 43,1 1155 23,7 12,0 49,0 50,7 43,7 30,2 g2 10,9 11,0 21,1 87 204 143 1,3 24,6
10 133 255 67,0 134 75 266 37,0 31,1 179 5,8 76 11,7 125 54 13,8 9,9 0,5 17,9
11 8,6 13,8 38,6 7,4 44 16,3 288 18,7 104 4,2 5,7 9,2 7,3 3,0 7,9 7,6 0,7 13,1

Tab. 3.1  Poolsequenzierung von HLA-B*0701-eluierten Peptiden. Abgebildet sind die Mengen der 18 detektierbaren PTH-Aminosduren (Cys und Trp

fehlen) [pmol], geordnet nach steigender Hydrophatie von 11 Abbauschritten.
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2 bestimmen, da es einen achtfachen Anstieg im Verhdltnis zu Pro in Position 1
aufweist. In Zyklus 3 zeigen viele PTH-Aminosduren einen Mengenanstieg im
Vergleich zum Vorzyklus. Dies erklért sich durch das dominante Signal von Pro in
Zyklus 2, da keine anderen Aminosduren in dieser Position bei HLA-B*0701-Liganden
zugelassen sind, was zu einer allgemeinen Verminderung aller anderen Aminosduren in
dieser Position fiihrt. Somit ist es sinnvoll, Zyklus 3 mit Zyklus 1 zu vergleichen, da
hier nur ein paar wenige deutliche Signale von Asn, Asp und Arg zu erkennen sind.

In den Zyklen 4 bis 8 lassen sich diverse Verdnderungen der Aminosdurenmuster beob-
achten, die zumeist unterhalb des definierten Signalgrenzwertes liegen. Manche dieser
Signale — wie z.B. Phe und Thr in Zyklus 6 — sind wahrscheinlich fiir das Bindungs-
motiv nicht relevant, da diese beiden Aminosduren unterschiedliche Eigenschaften auf-
weisen. Jedoch wird in Position 7 eine Bevorzugung von hydrophoben Aminosduren
deutlich erkennbar, was sich an den Val und Ile Signalen manifestieren 148t. Die au3er-
gewohnlich hohe Menge an Gln in allen Zyklen ist durch den Zusatz von Gln zum

Kulturmedium erklarbar und kann somit als Artefakt betrachtet werden.

Tab. 3.2  Das HLA-B*0701-Motiv. Fette Symbole kennzeichnen Ankerpositionen oder Aminosduren.

Die Bewertung der Poolsequenzierungsdaten erfolgte wie beschrieben.

HLA-B*0701 Position
1 23 456 7 8 9 Herkunft, [Literatur]
Anker P L
F
Starke Signale I R DDVFL
GPT
Andere A DETITIRYV
bevorzugte H EHVL
Aminosiuren S QL
K K
Y S
F T
M P
N
A
TPGPGVRYFPL HIV-1 nef [Cullmann et al.

1991]
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Die aullergewohnlich hohe Menge an Gln in allen Zyklen ist durch den Zusatz von Gln
zum Kulturmedium erkldrbar und kann somit als Artefakt betrachtet werden.

Zyklus 9 weist zwei Signale mit 1.5- und 1.9fachem Anstieg auf: Phe und Leu, die
beide dem Bindungsmotiv zugeordnet werden konnen, da sie sehr dhnliche Eigen-
schaften besitzen und in diesem spiten Zyklus noch starke Signale zeigen. Da in den
Zyklen 10 und 11 wiederum ein starker Riickgang aller detektierten PTH-Aminoséuren
zu verzeichnen ist, kann davon ausgegangen werden, dal diese beiden Signale in
Zyklus 9 den C-Terminus der HLA-B*0701-Liganden repridsentieren.

Das Ergebnis dieses Experiments erlaubt die Bestimmung des Bindungsmotivs der
Selbstpeptide auf dem HLA-B*0701-Rezeptor (7Tab. 3.2): Pro in Position 2 und

Leu/Phe am C-terminalen Ende, das sich in diesem Fall in Position 9 befindet.

Zur Interpretation von Sequenzierdaten aus MHC-Klasse-I-Peptidpools lassen sich zwei

Regeln aufstellen:

(1) In den Zyklen mit Ankeraminosduren ist der Hintergrund der meisten anderen
PTH-Aminosduren sehr gering und fiihrt somit im darauffolgenden Zyklus nur
zu schwachen Signalanstiegen.

(1)  Durch den stdndigen, analysebedingten Probenverlust sinkt die Qualitdt der
Signale mit der Anzahl der aufgezeichneten Zyklen. Folglich erreichen die C-
terminalen Aminosduren oft nicht einmal den fiir ein Signal definierten
Grenzwert. Verglichen mit dem drastischen Riickgang der anderen Aminoséduren
konnen diese C-terminalen Ankeraminosduren dennoch problemlos erkannt

werden.

3.1.2 Das HLA-A1l-Ligandenmotiv

Alle vier Epitope tragen einen aliphatischen Rest (Leu oder Val) in Position 2, einen
basischen Rest am C-Terminus und zeigen eine Lange von 8, 9 oder 10 Aminoséuren.
Drei der vier Peptide bedienen sich wenigstens eines Hilfsankers in Position 6 oder 7.

Das Consensus-Motiv der HLA-A1 gebundenen Peptide (7Tab. 3.4) wurde in drei von-
einander unabhéngigen Isolations- und Sequenzierungsexperimenten bestimmt. Bei der
Poolsequenzierung (Tab. 3.3) lassen sich zwei Ankerpositionen, P3 beziehungsweise

P9, aus der Menge der Peptide leicht identifizieren. Position 3 wird von den beiden
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P9, aus der Menge der Peptide leicht identifizieren. Position 3 wird von den beiden
sauren Aminoséuren Asp und Glu dominiert, die einen 7- bzw. 28fachen Anstieg im
Vergleich zum Vorzyklus aufweisen. Position 9 hingegen ist ausschlie3lich fir Tyr
reserviert und zeigt in diesem spaten Zyklus ein hohes Signal mit vierfachem Anstieg.
Da Tyr9 in den darauffolgenden Positionen ein auffélliges , Tailing* zeigt, liegt die
Vermutung nahe, dall eine Minderheit der Peptide langer als die Al-typischen
Nonamere ist. Neben den Ankerpositionen sind zusatzlich starke Signale von Ser2,
Thr2, Pro4, Gly5, Gly6 und Leu7 zu beobachten.

Tab.3.4 Das HLA-Al-Motiv. Fette Symbole kennzeichnen Ankerpositionen oder Aminosauren. Die

Bewertung der Poolsequenzierungsdaten erfolgte wie beschrieben.

HLA-Al Position

1234561789 Herkunft, [Literatur]
Anker oder TD L Y [Falk et al. 1994]
Hilfsanker S E [Di Brino et al.1993]

[Di Brino et al.1994]

Andere L P GG [Kubo et al.1994]
bevorzugte G NV [Sette et al.1994]
Aminosauren I Y |
Beispiele ATDFKFAMY Cyclin D2 189-197
fur Liganden Il ADMGHLKY Proliferating cell nuclear
antigen
MIT EPRTLQY Ribosomal protein S16
YTSDYFI SY Ets-1 154-162
LTDPGVLDY No gene bank match
VSDIVGPDGLVY Fibrillarin 177-188
YTDYGGL I FNSY Cytochrome C oxidase Il
QSEDGSHTI QI MY HLA-class | a-chain
T-ZellEpitope E ADP TGHSY MAGEZ1 [Traversari et
al. 1992, van der
Bruggen et al. 1991]
VSDGGPNLY Influenza A RNA poly-
merase 1 [Di Brino et al.,
1993]
CTELKLSDY Influenza A NP 44-52
[Di Brino et al., 1994]
EVDPI GHLY MAGE-3 168-176

[Gaugler et al 1994]
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Das Motiv wurde ferner durch die Analyse von acht Al-eluierten Selbstpeptiden besta-
tigt (Tab. 3.4). Finf von ihnen waren Nonamere, zwei Dodecamere und eines zeigte
eine L&nge von 13 Aminosduren. Alle acht C-Termini dieser analysierten Peptide
wurden von Tyr besetzt. Sieben von ihnen zeigten ihre sauren Ankeraminosduren in
Position 3, ein Selbstpeptid in Position 4, wobei sich insgesamt ein Asp/Glu Verhaltnis
von 6:2 ergab. Die negativ geladenen Carboxylfunktionen von Asp und Glu haben
wahrscheinlich in dem positiv geladenen Argl156 auf dem Boden der Bindungsgrube
von Al-Molekulen ihren Counterpart [Di Brino et al.,, 1994]. Die analysierten
Selbstpeptide spiegelten auch die im Poolsequenzierungsexperiment gefundene
Hé&ufigkeit der anderen starken Signale wider: besonders Ser und Thr in Position 2 wie
auch Leu oder das verwandte lle in Position 7 wurden bei der Mehrzahl der Peptide
beobachtet. Damit bestatigen die analysierten Selbstpeptide eindrucksvoll das durch die
Poolsequenzierungsexperimente gewonnene Ligandenmotiv fir HLA-A1 Rezeptoren.

Sieben dieser Peptide stammen von normalen zelluldren Proteinen und eines von einem
mitochondrialen Protein, der Cytochrome-C-Oxidase Il ab. Ein optimales T-Zellepitop
représentiert ein melanom-assoziiertes Antigen, MAGEL [Van der Bruggen et al. 1991],
und ein weiteres Epitop aus dem Influenza-Virus [Di Brino et al. 1993] pal’t genau zu

diesem Ligandenmotiv.

3.1.3 Das HLA-A3-Ligandenmotiv

Wenige und schwach ausgebildete Signale deuten auf eine groRe Heterogenitat in den
HLA-A3-restringierten Peptiden hin. Wahrend hauptsachlich die aliphatischen Amino-
séduren Leu und Val sowie in geringen MaRe auch Met die erste Ankerposition (P2)
besetzen, wird die zweite Ankerposition (P9) sowohl von den beiden aromatischen
Resten Phe und Tyr, als auch von der polaren Aminosaure Lys dominiert (Tab. 3.5).

In den dazwischen liegenden Positionen 6 und 7 zeigen sich bevorzugt hydrophobe
Aminosduren. Die Lange der A3-Liganden wird durch das abschlieRende Auftreten
eines deutlichen Signals in Zyklus 9 mit neun Aminoséduren bestimmt.

Das so ermittelte Motiv findet sich in vier A3-restringierten CTL-Epitopen eines HIV-
Proteins wieder [Di Brino et al., 1993] (Tab. 3.6).
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Pos. Aminosiurekonzentration [pmol]

I \Y% L F M A G T S Y P H Q N E D K R

lle Val Leu Phe Met Ala Gly Thr Ser Tyr Pro His GIn Asn Glu Asp Lys Arg
1 36.6 227 145 8.5 6.1 398 277 157 300 100 77 00 204 34 (00 00 299 00
2 28.0 384 327 27 79 107 137 10.6 9.2 39 59 00 74 1.3 28 00 27 05
3 10.5 83 150 179 42 139 138 40 43 170 7.1 08 47 28 3.7 1.5 6.3 0.0
4 6.0 90 120 38 1.4 84 19.1 56 5.1 42 136 02 48 4.0 92 83 62 04
5 92 103 8.5 3.5 1.9 7.7 20.1 3.5 3.5 41 174 06 46 28 52 56 9.0 1.1
6 10.7 112 11.1 64 2.7 84 164 59 44 38 124 1.0 48 22 48 43 4.7 1.4
7 11.8 9.8 273 6.3 30 72 148 48 28 28 8.7 1.0 37 21 32 46 3.9 1.4
8 7.3 74 144 55 24 7.1 127 8.1 4.8 36 6.1 0.5 56 27 (0.0) 53 6.3 2.5
9 3.8 4.8 6.0 59 24 51 104 39 24 75 46 1.0 4.0 1.7 36 40 116 2.1
10 25 30 37 32 1.2 3.8. 1.7 3.4 1.5 37 44 06 28 1.3 23 29 8.2 1.2
11 1.8 24 22 21 07 27 66 24 1.2 20 42 07 20 09 1.8 22 54 08
12 23 32 25 1.6 0.7 30 7.0 1.9 1.3 1.7 49 09 20 09 1.7 28 36 0.1
Tab. 3.5  Poolsequenzierung von HLA-A3-eluierten Peptiden. Abgebildet sind die Mengen der 18 detektierbaren PTH-Aminosiuren (Cys und Trp fehlen)

[pmol], geordnet nach steigender Hydrophatie von 12 Abbauschritten.
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Tab.3.6  Das HLA-A3-Motiv. Fette Symbole kennzeichnen Ankerpositionen oder Aminosauren. Die

Bewertung der Poolsequenzierungsdaten erfolgte wie beschrieben.

HLA-A3 Position
123456789 Herkunft, [Literatur]
Anker oder L F [} K [Falk et al. 1994]
Hilfsanker VY ML Y [DiBrino et al. 1993]
M FM F [Maier et al. 1994]
V FE [Kubo et al. 1994]
L
Andere | I T Q
bevorzugte P S
Aminosauren Vv T
K K

T-Zell Epitope RLRDL

=
=
-
—
Py

HIV-1 gag gp41 259-269
[Takahashi et al. 1991;
Safrit et al. 1994]

QVPLRPMTY K HIV-1 nef 73-82 [Koenig
etal. 1990]]
TVYYGVPVWK HIV-1 gp120 7-16 [Venet
and Walker 1992]
RLRPGGKKK HIV-1 gag p17 19-27
[Venet and Walker 1992]
Il LRGSVAHK Influenza A NP 265-274
[DiBrino et al. 1993]
RLRAEAQVK EBV EBNA-3 471-479
[Hill et al. 1995]
VYYGVPVWK HIV-1 gp120 7-16
[Johnson et al. 1994]
RVCEKMALY HCV-1 NS5 575-583

[Koziel et al. 1995]

3.1.4 Das HLA-A*1101 (HLA-All)-Ligandenmotiv

Signifikant fur die Poolsequenzierdaten von HLA-A11-Liganden waren starke Signale
der positiv geladenen Reste Arg und Lys in Position 9 (Tab. 3.7). Eine Vielzahl weiterer
deutlicher Signale &Rt neben der Ankerposition P9 eine starke Praferenz fir
hydrophobe Aminoséuren in den Positionen 2, 3 und 7 erkennen. Da Lys9 und Arg9 in

den darauffolgenden Positionen ein auffalliges ,, Tailing” zeigen, ist — wie im Falle des
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Pos. Aminosaurekonzentration [pmol]

I A% L F M A G T S Y P H Q N E D K R
lle Val Leu Phe Met Ala Gly Thr Ser Tyr Pro His GIn Asn Glu Asp Lys Arg
1 248,6 2854 1395 1492 1222 611,2 247,7 673 1644 49,2 6,5 28 733 229 18,0 0,0 143,1 0,2
2 367,0 997,1 2449 348,1 44,7 196,8 60,9 302,6 84,7 1063 61,5 1,5 63,9 14,1 64 00 6,1 1,3
3 3149 177,1 512,3 470,1 736,7 240,0 97,4 36,7 41,7 118,5 88,2 32 879 11,0 58,2 166,2 74 24
4 1294 1484 314,1 139,0 54,7 1944 239,1 594 614 619 2269 51 78,0 54,0 207,7 180,8 112,5 7,7
5 2079 300,6 2653 273,6 77,6 252,7 2279 51,8 55,5 87,1 227,11 52 555 469 110,1 86,3 74,7 5,8
6 340,0 328,0 299,2 259,7 74,1 1656 211,5 70,1 57,6 684 1975 48 663 340 93,6 66,7 918 8,8
7 299,1 306,0 4799 2364 73,2 1943 1139 86,7 40,7 957 1455 7,4 694 642 939 351 74,6 112
8 1951 2379 3944 1538 67,5 1756 101,7 69,8 49,5 984 1235 53 103,0 62,7 125,6 20,8 112,5 16,7
9 108,6 116,0 201,1 124,7 47,7 86,0 553 37,7 295 923 O9lI,1 4,1 40, 31,6 65,1 30,8 321,6 223
10 432 51,2 116,6 752 26,2 524 39,1 17,8 14,5 48,8 53,8 38 345 17,0 36,5 20,6 240,1 16,0
11 233 27,1 500 336 178 29,0 264 11,6 99 23,0 33,1 2,7 14,6 144 22,6 16, 198,0 17,2

Tab. 3.7

Poolsequenzierung von HLA-A*1101 -eluierten Peptiden. Abgebildet sind die Mengen der 18 detektierbaren PTH-Aminosduren (Cys und Trp
fehlen) [pmol], geordnet nach steigender Hydrophatie von 11 Abbauschritten.
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Tab.3.8 Das HLA-A*1101-Motiv. Fette Symbole kennzeichnen Ankerpositionen oder Aminoséauren.
Die Bewertung der Poolsequenzierungsdaten erfolgte wie beschrieben.
HLA-A*1101 Position
1234567829 Herkunft, [Literatur]
Anker oder vV M L K [Falk et al. 1994]
Hilfsanker I L 1 [Zhang et al. 1993]
F F Y [Kubo et al. 1994]
YY Vv
| E
A
Andere ATNPPI RRR
bevorzugte DG IV K D
Aminosauren EDFM N
QEV E
K M Q
Beispiele AV MKPEAEKHR No gene bank match
fur Liganden AV I LPPLSPY HSB 66 EST
ASFDKAKLKK Thymosin (3-10 9-18
GQYGNPLNK Metalloproteinase bov.
GVMPSHES SR Ribosomal protein S19
YEDPANGKTF S Elongation factor 2
ATAGDGLII EL Prohibitin (rat)
STYYGSFVTR No gene bank match
T-Zell Epitope Il VTDFSVIK EBNA 4 [Zhang et al.
1993; Gavioli et al.1993]
ELNEALETLK p53 343-351 [Zhang et al.
1993]
VPLRPMTYK HIV-1 nef 74-82 [Zhang
etal. 1993]
Al FQSSMTK HIV-1 RT 325-333
[Zhang et al. 1993]
QVPLRPMTYK HIV-1 nef 73-82
[Couillin et al. 1993]
STAPPAHGYV Epithelical cell mucin,
MUC-1 107-115
[Domenech et al. 1995]
TINYTI FEFK HCV-1 NS1 238-245
[Koziel et al. 1995]
AAVDLSHELKE HIV-1 nef 83-94

[Cullmann et al. 1993]
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HLA-A1-Ligandenmotivs — zu vermuten, dal’ eine Minderheit der Peptide langer als die
Klasse-I-typischen Nonamere ist. Das flir HLA-A11 aufgestellte Ligandenmotiv wurde
durch die erfolgreiche Sequenzierung von acht Einzelpeptiden mit einer Ldange
zwischen 9 und 12 Aminoséuren bestétigt (Tab. 3.8). Die Peptide trugen entweder Lys
oder Arg mit einem Lys/Arg Verhdltnis von 6:2 an ihrem C-terminalen Ende. Diese
Erwartung wurde ferner durch die Sequenzierergebnisse mehrerer HPLC-Fraktionen
bestatigt. Die Fraktionen enthielten wenig komplexe Peptidmischungen von
coeluierenden Peptiden, die deutliche Arg- und weniger stark ausgepréagte Lys-Signale
in den Positionen 9 bis 12 zeigten.

Ein bekanntes All-restringiertes CTL-Epitop aus dem Epstein-Barr-Virus [C.

Traversari et al., 1992] entspricht exakt diesem Ligandenmotiv.

3.1.5 Das HLA-A24-Ligandenmotiv

Obwohl die Sequenzanalyse der A24-Peptidpools eine Signalvielfalt ergab (Tab. 3.9),
lakt sich das Postulat fur ein gemeinsames Bindungsmotiv aller A24-restringierter
Peptide auf zwei Positionen reduzieren: Wéahrend Position 2 exklusiv fir Tyr reserviert
ist, treten als zweite Anker mit Phe, Leu und lle in Position 9 wiederum hydrophobe
Reste am C-Terminus auf. Neben diesen Ankerpositionen dienen P5 und P6 als
hydrophobe Hilfsanker (Tab. 3.10). Die Lange der A24-Peptide wurde wieder anhand
des letzten Signals mit neun Aminoséuren bestimmt.

Ein T-Zell Epitop aus dem HIV gp41 von neun Aminosduren L&nge palt gut zu dem
beschriebenen Motiv.

3.1.6 Das HLA-A31-Ligandenmotiv

Die Interpretation der Sequenzanalyse der A31-Peptidmischungen (Tab. 3.11) fihrte
wie im Falle der All-Peptidmischungen zu einem Ligandenmotiv mit basischem,
carboxy-terminalem Anker. Im Gegensatz zu All- binden A31-Molekiile bevorzugt
Peptide mit einem C-terminalen Arg (Tab. 3.12). Neben dieser Ankerposition sind
weitere zusétzliche konservierte Positionen — P2, P3 und P6 — mit einer starken
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Tab. 3.10 Das HLA-A24-Motiv. Fette Symbole kennzeichnen Ankerpositionen oder Aminoséuren. Die

Bewertung der Poolsequenzierungsdaten erfolgte wie beschrieben.

HLA-A24 Position
2 3 4 5 6 7 8 9 Herkunft, [Literatur]
Anker oder Y 1 E I [Maier et al. 1994]
Hilfsanker \Y% L
F
Bevorzugte F N D Q E
Aminosauren E P N K
L E
M K
P
G
T-Zell Epitope Y L KD Q L L HIV-1 gp41 67-75 [Dai
etal., 1992]
Y GLDEY I L p15 melanoma antigen
10-18 [Robbins et al.
1995]
F L PWHRL F Tyrosinase 188-197
[Kang et al. 1995]
F L PWHRTLF Tyrosinase 188-196
[Kang et al. 1995]
Y S 1 F EDY EBV EBNA-3 114-121

[Burrows et al. 1994]

Préaferenz fir hydrophobe Reste zu erkennen. A31-Molekile erfordern folglich Ligan-

den mit einem positiv geladenen C-Terminus ohne zusatzlichen ,,Clearcut Anker*, aber

mit den Positionen P2, P3 und P6 als Hilfsanker.

Sechs erfolgreich sequenzierte Einzelpeptide bestatigten neben der Lange von 9 Amino-

sauren (4 Nonamere, ein Decamer, ein Undecamer) sowohl den C-terminalen Anker P9

als auch den hydrophoben Hilfsanker in P3. Die beiden Hilfsanker P2 und P6 hingegen

wurden von den identifizierten Selbstpeptiden selten verwendet.

Ein T-Zell Epitop des Hepatitis B Virus [Missale et al. 1993] pafit gut zu diesem aufge-

stellten HLA-A31-Ligandenmotiv.
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Tab. 3.12 Das HLA-A*31012-Motiv. Fette Symbole kennzeichnen Ankerpositionen oder Aminosauren.

Die Bewertung der Poolsequenzierungsdaten erfolgte wie beschrieben.

HLA-A*31012 Position
1 23456 7 829 Herkunft, [Literatur]
Anker oder L E L R [Falk et al. 1994]
Hilfsanker VL F
YY Vv
EW 1
Andere KTKPPTNL
bevorzugte RQNDINVN
Aminosauren EVDRAOQ
G FEF
SLRT
V'Y H
T W L
Y
Beispiele LQEPVGRVHR Histon H2a 23-32 [Falk et
fur Liganden al. 1994]
QQALYWSHPR 40S ribosomal protein S29

3-11 [Falk et al. 1994]

Y-box transcription factor
239-247 [Falk et al. 1994]
GlcNac-P-transferase 371-

o)
1<
po)
0
Pyl
-
o)
PY)

KYEGPIHER 379 [Falk et al. 1991]

K1 MKWNYER No gene bank match

RYMDAWNTY S R LaminB2/ppvl gene [Falk
et al. 1994]

T-Zell Epitope S

—
=
0
m
—
—
<
<
Po)
Py

HBV cAg 141-151
[Missale et al. 1993]
RLRDLLLIVTR HIV-1 gag gp41 775-785
[Safrit et al. 19994]

3.1.7 Das HLA-A*3303-Ligandenmotiv

Bei der Sequenzanalyse von A*3303-Liganden trat nur in einer Position ein singuléres
Signal auf: Argg zeigt in diesem spaten Zyklus einen beinahe dreifachen Anstieg im
Vergleich zum Vorzyklus (Tab. 3.13). Der C-Terminus des HLA-A*3303-Liganden-
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Tab. 3.14 Das HLA-A*3303-Motiv. Fette Symbole kennzeichnen Ankerpositionen oder Aminoséauren.

Die Bewertung der Poolsequenzierungsdaten erfolgte wie beschrieben.

HLA-A*3303 Position
1 23 456 7 89 Herkunft, [Literatur]
Anker oder A R [Falk et al. 1994]
Hilfsanker 1
L
F
Y
\Y%
Bevorzugte DTLPP I
Aminosauren E K L
F
Andere M QRRRHDAOQ
Geduldete WD I DY N
Aminosauren EEFHVE
NGWYTM
SV S
H L
Beispiele DMAAQI TQR HLA A*3302 137-145
fur Liganden ESGPS I VHR beta actin 363-371
TYYGSFVTR Initiation factor elF3
p40 124-132
DY I HI RI QQ R Translation factor sui |
homolog 29-38
E1l MKWNRER No gene bank match
T 1 MPKDI QL A R R Histon3.1/3.3118-129
T-ZellEpitope | VG L NK I VR HIV-1 gag p24 135-143

[Buseyne et al. 1993]

motivs wurde, wie im Falle der HLA-A1l und A31-Motive, von einer basischen
Aminoséaure besetzt.

Neben diesem dominanten Singulettsignal am C-Terminus traten als weitere deutliche
Signale die hydrophoben Aminosduren Ala2, lle2, Leu2, und Val2 neben den aromati-
schen Aminosauren Tyr und Phe in Position 2 auf. Die L&nge der gebundenen Peptide

wurde hauptsachlich mit neun Aminosduren bestimmt ( Tab. 3.14).
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Die Charakteristika des A*3303-Motivs zeigen sich auch bei den sechs Einzelliganden.
Vier dieser Einzelliganden sind Nonamere und alle tragen einen C-terminalen Arg-Rest.
Funf der sechs sequenzierten Peptide haben einen hydrophoben oder aromatischen Rest
an Position 2 der Poolsequenz und bestatigen somit P2 als Hilfsanker des Liganden-

motivs.

3.1.8 Das HLA-B*2702-Ligandenmotiv

Das Ligandenmotiv der HLA-B*2702 und der -B*2705 gebundenen Peptide wurde in
drei bzw. acht voneinander unabhédngigen Isolations- und Sequenzierexperimenten
bestimmt. Die kleinen Unterschiede - drei Aminoséauresubstitutionen an Positionen 77
(Asp in B*2705, Asn in B*2702), 80 (Thr-lle) und 81 (Leu- Ala; [Bjorkman und
Parham 1990]) - zwischen den beiden HLA-Molekilen lassen vermuten, daB sich die
B*2702- und B*2705-Ligandenmotive nur geringfiigig voneinander unterscheiden. Alle
drei Aminosdurenaustausche befinden sich in der "F-Tasche" des B27-Molekils
[Matsamura et al., 1992]. Durch diese Substitution von Asp gegen Asn in Position 77
enthélt die F-Bindungstasche von B*2702 weniger negative Ladungen als die von
B*2705. Das B*2702-Motiv bevorzugt Liganden mit einer L&nge von neun
Aminosduren. Der carboxy-terminale Anker wird hauptséchlich durch die aromatischen
Resten Phe und Tyr (neben Spuren von Trp) gebildet, 1&B8t aber auch die aliphatischen
Reste von Leu und lle (Tab. 3.16) zu. Position 2 ist exklusiv flr Arg reserviert und stellt
somit neben Position 9 den zweiten Anker des B*2702-Motivs dar. In den Zyklen 3 bis
6 lassen sich sehr unterschiedliche Aminosdurenmuster beobachten. Dennoch wird in
Position 3 eine Bevorzugung von Phe und Leu, in den Positionen 6 und 7 eine Praferenz
fir Tyr oder aliphatische Reste, in Position 8 eine Vorliebe fur polare Tyr oder
aliphatische Reste sowie in Position 8 eine Vorliebe flir polare Aminoséuren erkennbar
(Tab. 3.15).
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Pos. Aminosiurekonzentration [pmol]

I \% L F M A G T S Y P H Q N E D K R
lle Val Leu Phe Met Ala Gly Thr Ser Tyr Pro His Gln Asn Glu Asp Lys Arg

380,8 3323 120,6 247,9 1185 302,5 5774 0,0 693 91,1 395 363 574 67 366 353 3940 782
101,5 100,8 112,6 2487 26,8 133,1 1356 0,0 186 953 1228 160 96,6 8.8 498 30,6 111,8 476,5
406,5 346,9 758,8 679.8 1515 2734 893 225 27,5 1345 783 312 56,6 289 182 56,7 434 1592
178,3 220,3 442,1 1930 632 2156 3066 00 212 533 3034 231 1363 31,8 101,3 87,3 2288 88,7
396,8 4274 4142 186,7 100,1 131,5 2029 0,0 272 583 3034 243 90,5 40,0 844 581 929 614
420,9 486,6 319,5 1509 62,7 267,7 120,7 0,0 17,0 72,9 2089 254 84,1 40,7 771 657 1783 564
3278 457,1 5148 1829 103,5 191,3 1359 0,0 14,6 1092 163,7 245 63,9 364 824 585 253 467
130,0 3456 3458 1160 70,7 1479 1187 00 158 802 872 261 805 649 1078 64,0 1777 60,9
110,7 156,9 3222 2990 502 64,1 442 00 103 1243 36,6 119 324 21,7 403 292 182 418
10 621 76,1 151,5 1880 22,5 318 324 00 62 984 167 39 172 94 158 187 3,9 307
11 229 366 725 964 101 161 197 00 1,7 546 91 22 48 76 713 144 0,0 237
12 100 223 339 431 51 102 154 00 14 243 64 08 35 40 39 86 00 198
13 73 134 229 201 26 69 11,5 00 22 123 55 00 23 22 14 55 00 186

o 0 N SN Ut A W N =

Tab. 3.15 Poolsequenzierung von HLA-B*2702 eluierten Peptiden. Abgebildet sind die Mengen der 18 detektierbaren PTH-Aminosduren (Cys und Trp
fehlen) [pmol], geordnet nach steigender Hydrophatie von 13 Abbauschritten
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Tab.3.16 Das HLA-B*2702-Motiv. Fette Symbole kennzeichnen Ankerpositionen oder Aminoséauren.

Kursiv gedruckte Symbole kennzeichnen schwache Signale. Die Bewertung der Poolsequen-

zierungsdaten erfolgte wie beschrieben.

HLA-B*2702 Position
1 2 3 456 789 Herkunft. [Literatur]
Anker R F [R6tzschke et al. 1994]
Y
I
L
w
Bevorzugte F Y Y K
Aminosauren L I L N
V V D
E
R
Andere K FGI I YK
Geduldete L PKVLYV
Aminosauren KEYVD
DVRTE
EMDFR
QTH
T E
S Q
Beispiele SRDKTI1 I MW HGNBP beta-subunit C5 35-
far Liganden 43
GRLTKHTKF 60S ribosomal protein L36
(rat) 29-38
RREVNVVEPT 288 ribosomal protein S30 40-
KRYKS I VKY HFPS 191-199
KRKKAYADF Cytochrome C oxidase 42-50
KRGILTLKY Actin 63-71
GRFGVGNKY No gene bank match
GRFKLI VLY No gene bank match
T-Zell Epitope KRWI I LGLN HIV-1 gag p24 131-139
[Nietfield et al. 1995]
LRSRYWA/I Influenza A NP 381-388
[Tussey et al. 1995]
RRI1YDLIEL EBV EBNA-6 258-266

[Brooks et al. 1993]




60 3 Ergebnisse

Durch weitere Experimente konnten acht Selbstpeptide identifiziert werden, von denen
wiederum sechs — mit Hilfe einer Datenbanksuche — bereits bekannten Proteinen
zugeordnet werden konnten. Alle acht analysierten Selbstpeptide entsprechen sehr gut
dem aufgestellten Motiv, wobei eines eine abweichende Lénge von zehn statt neun
Aminosduren besitzt (Tab. 3.16). Weder in der Primarstruktur der Einzelliganden, noch
in den Poolsequenzierdaten konnten positiv geladene Reste am C-Terminus gefunden
werden, was in diesem Fall einen erheblichen Unterschied zum B*2705-Ligandenmotiv
bedeutet.

3.1.9 Das HLA-B*2705-Ligandenmotiv

Obwohl das B*2705-Motiv jenem von B*2702 d&hnlich ist, gibt es marginale
Unterschiede (Tab. 3.18). Den Motiven gemeinsam ist der Arg-Anker an Position 2,
jedoch zeigt der C-terminale Anker an Position 9 leichte Unterschiede, die sich in der
Hierarchie der Reste beschreiben lassen. Leu und Phe dominieren bei beiden Motiven,
hingegen wird Met nur bei B*2705 detektiert. Schwache, aber eindeutige Arg-Signale
konnten in den meisten Experimenten ebenfalls an dieser Position gefunden werden. In
den Zyklen 3 bis 8 liel3en sich starke Signale mit jedoch unterschiedlicher Hierarchie im
Vergleich zum B*2702-Motiv erkennen.

Das Motiv konnte ferner durch die erfolgreiche Analyse von vierzehn B*2705-eluierten
Selbstpeptiden bestétigt werden. Zwei der identifizierten Peptide sind mit friher
beschriebenen identisch [Jardetzky et al., 1991] und bei elf von ihnen lielRen sich die
Herkunft mit Hilfe einer Proteindatenbanksuche feststellen (Tab. 3.17). Neun der
Peptide waren Nonamere, jeweils eines ein Octamer, ein Decamer, ein Dodecamer und
eines zeigte eine Lange von 12 Aminosauren. Mindestens finf der analysierten B*2705-
Liganden trugen eine positiv geladene Aminosédureseitenkette (Arg, Lys oder His) an
ihrem C-Terminus. Da die erfolgreich sequenzierten Peptide in vielen Kopien auftraten,
ist zu vermuten, dafl ihre positiv geladenen C-Termini das Poolsequenzierergebnis
retuschieren. Anhand der Rontgenstruktur des B*2705-Molekiils [Madden et al. 1991]
lassen sich zwei alternative Bindungsmodelle beschreiben: Wéhrend das erste Modell

eine ionische Wechselwirkung der positiv geladenen Seitenkette an Position 9 des
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Tab. 3.17 Das HLA-B*2705-Motiv. Fette Symbole kennzeichnen Ankerpositionen oder Aminoséduren.

Kursiv gedruckte Symbole kennzeichnen schwache Signale. Die Bewertung der Poolsequen-

zierungsdaten erfolgte wie beschrieben. Fortsetzung Seite 63.

HLA-B*2705

Position

1

2

3

4567809

Herkunft, [Literatur]

Anker

Bevorzugte
Aminosauren

Beispiele
fur Liganden

IXO>

® >

PP
PVAPY
-

DVOVOP>X-AO

A0X0XA0IOAOAOAD0

®

PPV
- <

—

—

(ONO)] —
O X A ®
I
_|
A
M

X O
- <

——Trrmn<<
O ® AXRXZ TOOMmTT
23
T

wn

n

- AIADLKTr

O Mo X

Oor<-
AL<OO0zZz>»-—

T I<<ZsSr<—-—

>
A

OMmMxuZRX

T

A

m XT MMO——T——
— TU —=<T>XIr-—
4 - < <<K<K<K0OrxX>»X
< MO XARAXLZIOoom
Py, A0 XALIC m I

I'I'I
®

LTQR

HR

[Rotzschke et al. 1994]
[Jardetzky et al. 1991]

60S ribosomal protein L13 188-
196 [Jardetzky et al. 1991]
60S ribosomal protein L36 29-
38

No gene bank match
Immediate early-response gene
30-38

No gene bank match
Cytochrom P450 20-28
MARCKS (cattle) 155-163
Rat core histone

TISB protein 325-333

No gene bank match

HSP 86 200-209

HSP 86 200-208 [Jardetzky et
al. 1991]

Ribonucleoprotein L 312-322
60S ribosomal protein L8 173-
181 [Jardetzky et al. 1991]
ATP-dependent RNA Helicase
77-85 [Jardetzky et al. 1991]
No gene bank match [Jardetzky
etal. 1991]
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HLA-B*2705 Position
Fortsetzung 1234567829 Herkunft, [Literatur]
Beispiele RRVKEVYVKK HSP90 beta 195-203 [Jardetzky
fur Liganden et al. 1991]
FRYNGL I HR 60S ribosomal protein L28 37-
45 [Jardetzky et al. 1991]
RRYQKSTEL Histone H3.3 52-60 [Jardetzky
etal. 1991]
RRWLPAGDA Elongation factor2 341-349
[Jardetzky et al. 1991]
RRI SGVDRY EST [Jardetzky et al. 1991]
RRFTRPEH No gene bank match [Jardetzky
etal. 1991]
KKYQKSTEL No gene bank match [Jardetzky
etal. 1991]
T-Zell Epitope SRYWAI RTR Influenza A NP 383-391 [Huet
et al 1990, Jardetzky et al. 1991]
GRAFVTI GK HIV-1 gp 120 314-322 [Huet et
al. 1990, Buseyne et al. 1993]
RRYPDAVYL Measles virus F protein 323-331
[van Binnendijk et al. 1993]
RRIYDLIEL EBV EBNA-6 258-266 [Brooks
et al. 1993]

KRWI I LGLNK HIV-1 gag p24 265-274 [Huet
et al. 1990, Buseyne et al. 1993]

RRKAMFED.I HSP60 283-291 [Cerrone et al.
1991]

LRGKWQRRYR EBV EBNA-6 343-351 [Brooks
et al. 1993]

Liganden mit der negativ geladenen F-Tasche (des Rezeptors) beschreibt (Arg oder Lys
an Position 9 und Asp 116 oder Asp 77 der B*2705-Sequenz), wird im zweiten Modell
eine nicht-ionische Interaktion von hydrophoben Seitenketten an Position 9 des
Liganden mit den gleichen oder anderen B*2705-Resten diskutiert. Die erhaltenen
Daten zeigen, dal} zumindest bei den Einzelpeptiden mit einer durchschnittlichen Zahl
an Kopien das zweite Modell bevorzugt wird. Tatsachlich zeigen die Poolsequenzier-
daten von den B*2705-Sequenzierproben, bei denen dominante Einzelpeptide ausge-
spart wurden, keine Arginin-Signale an Position 9. Die entsprechende Bindungstasche
des B*2702-Molekils sollte, wie die unterschiedliche Hierarchie der Ankerreste

vermuten 1aRt, zwar ahnlich, jedoch nicht identisch sein. Signale von positiv geladenen
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Resten an Position 9 waren weder bei der Analyse der B*2702-Poolsequenzierdaten,
noch in den Primdrstrukuterdaten der Einzelliganden zu finden. Da eine positiv
geladene Seitenkette an Position 9 des Liganden in Asnz; auf der Seite des Rezeptors
keinen Gegenspieler fur eine ionische Wechselwirkung hat, ist letztlich der prinzipielle
Unterschied zwischen dem B*2702- und dem B*2705-Motiv auf das Fehlen von positiv
geladenen Resten am Carboxy-Terminus von B*2702-Liganden zurtickzufiihren.

Ein weiterer interessanter Aspekt unserer Daten ergibt sich aus der Tatsache, dal} man
prinzipiell das identische Peptid-Motiv bei der Analyse von B*2705-Liganden, die von
humanen oder transfizierten Mauszellen eluiert wurden, erhdlt. Lediglich kleine
Unterschiede zeigen sich in der Hierarchie der gefundenen Aminosduren in sog. Nicht-
Ankerpositionen. Dies legt die Vermutung nahe, dal die ,Ligandenproduktions-
maschinerie* — das proteolytische System — sich prinzipiell beim Menschen und bei der
Maus nicht unterscheidet. Obige Ergebnisse bestatigen die bereits zu einem friheren
Zeitpunkt publizierte Vorstellung [Falk et al., (1992); Falk et al., (1993)], welche sich
auf die Analyse von Einzelpeptide, die aus Human- bzw. Mauszellen prozessiert

wurden, stiitzte.

3.1.10 Das HLA-B*3801-Ligandenmotiv

Das HLA-B*3801 Motiv fordert Peptide mit einer Lange von neun Aminosauren und
einem hydrophoben Anker am C-Terminus, welcher hauptsachlich von Phe oder Leu
besetzt wird (Tab. 3.18). Wahrend in Position 2 haufig der positiv geladene Rest His
gefunden wird, zeigt Position 3 eine Vorliebe fur die negativ geladenen Aminoséuren
Asp und Glu.

Sieben erfolgreich sequenzierte Einzelpeptide bestatigten ferner das aufgestellte
Ligandenmotiv, wobei finf dieser Selbstpeptide von normalen zelluldren Proteinen
abstammen (Tab. 3.19).
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Pos. Aminosiurekonzentration [pmol]

I \% L F M A G T S Y P H Q N E D K R

lle Val Leu Phe Met Ala Gly Thr Ser Tyr Pro His Gln Asn Glu Asp Lys Arg
1 1328 60.1 536 98.1 385 603 219 374 163 539 5.7 1.8 175 179 0.0 (0.0) 1.2 L.5
2 328 199 320 169.1 158 440 30.7 143 92 649 335 0.1 27.6 7.6 0.0 (0.0) 6.3 4.3
3 663 40.0 327 416 27.6 612 397 129 243 286 162 1.0 19.0 1232 355 (0.0) 1.1 2.0
4 570 56.1 743 272 163 662 927 21.0 151 156 712 0.5 235 813 741 (0.0) 18.8 2.5
5 712 973 752 304 27.8 1152 1141 394 241 205 590 0.0 249 747 764 (0.0) 23.0 4.6
6 105.1 1409 587 321 219 67.7 945 392 169 220 389 0.0 306 147 673 (0.0) 248 3.0
7 799 1433 738 271 16.8 676 554 369 135 459 27.7 0.2 348 235 651 (00) 15.0 52
8 389 76.8 49.1 197 17.8 407 320 413 152 521 134 0.0 300 248 569 (0.0) 345 33
9 328 347 694 425 154 227 195 179 6.4 205 5.9 0.0 122 12.1 253 (0.0) 9.2 2.5
10 156 143 38.8 247 10.0 109 125 8.7 2.8 7.6 3.5 1.1 5.5 46 104 (0.0) 3.6 1.9
11 8.6 6.7 230 128 4.6 7.5 11.1 43 1.6 3.8 2.3 0.4 2.9 6.7 42 (0.0) 1.3 1.2
12 5.1 48 132 6.2 2.2 6.1 10.0 2.8 1.2 2.0 1.9 1.0 1.7 5.2 0.0 (0.0) 1.0 0.2

Tab. 3.18 Poolsequenzierung von HLA-B*3801-eluierten Peptiden. Abgebildet sind die Mengen der 18 detektierbaren PTH-Aminosduren (Cys und Trp

fehlen) [pmol], geordnet nach steigender Hydrophatie von 12 Abbauschritten.
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Tab. 3.19 Das HLA-B*3801-Motiv. Fette Symbole kennzeichnen Ankerpositionen oder Aminoséauren.

Die Bewertung der Poolsequenzierungsdaten erfolgte wie beschrieben.

HLA-B*3801 Position
1 2 3 4 5 6 7 8 9 Herkunft, [Literatur]
Anker oder H D F [Falketal. 1995]
Hilfsanker E L
Bevorzugte I F I GMV Y K I
Aminosauren P A ET I VY
W S P V T NN
Y N L AK R
M V E R
\ G N
L H
K
S
Beispiele E HA GV I S V L HBVXinteracting protein 40-
far Liganden 48
T HD E L E d K L Nogenebank match
QY D E A V A Q F Histone binding protein 599-
607
Y F D P A N G K F Elongation factor2 265-273
S HI GDAVYV Cyclin 152-159
Y HE D I HT Y L CyclinAl78-186
T F DV A P S R L Pmbprotein270-278

3.1.11 Peptid-Motive von HLA-B39-Subtypen

Der HLA-B*3901- und der -B*3902 Rezeptor unterscheiden sich in ihrer Primar-
struktur lediglich in den Aminoséurepositionen 63 und 67 [Kato et al. 1993]. Wie
erwartet, ist das B*3901- Motiv jenem von B*3902 sehr &hnlich. Beide Motive binden
bevorzugt Nonamere mit Leu oder einer anderen hydrophoben Aminosidure am C-
Terminus und einem hydrophilen Rest in Position 2 (Tab. 3.22A & 3.22B). Da jedoch
die Reste 63 (Asn in B*3901, Glu in B*3902) und 67 (Cys in B*3901, Ser in B*3902)
[Guo et al., 1993] zu der P2 Bindungstasche gehdren, unterscheiden sich auch die P2

Anker in beiden Motiven voneinander: B*3901 verlangt nach His oder Arg, beide
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Pos. Aminosiurekonzentration [pmol]

I \% L F M A G T S Y P H Q N E D K R

lle Val Leu Phe Met Ala Gly Thr Ser Tyr Pro His Gln Asn Glu Asp Lys Arg
1 76,3 433 48,9 68,7 117,0 111,3 46,8 118,3 62,0 55,8 6,2 0,0 182,1 54,7 893 0,0 11,3 33
2 279 19,5 20,1 26,7 139 46,8 28,1 16,1 144 14,7 15,7 27,6 1193 92 299 1,9 13,2 26,0
3 95,5 599 704 91,8 549 181,2 48,7 284 38,2 422 102 242 61,9 59 303 823 2,5 13,0
4 82,3 66,5 80,0 56,6 42,0 160,5 1453 269 31,5 30,2 1149 24,1 72,0 6,7 90,1 90,6 41,7 13,8
5 116,6 1914 1144 52,7 32,6 117,0 1196 64,6 29,5 64,7 86,8 19,6 54,9 74 719 82,2 26,7 15,7
6 1750 1724 90,8 385 289 779 604 292 168 29,2 564 13,9 389 11,8 49,2 59,0 188 19,6
7 112,5 132,0 864 37,5 23,7 53,4 385 254 142 424 322 11,3 293 17,1 403 323 9,6 139
8 56,1 104,7 49,2 15,7 20,3 456 21,8 24,1 12,6 30,6 17,7 83 249 80 44,1 269 151 163
9 25,6 383 572 7,3 7,5 18,5 113 9,5 58 114 6,9 1,3 9,0 2,8 17,7 143 2,7 4,4
10 13,9 19,2 35,6 4,0 4,5 10,7 7,8 6,6 3,0 103 4,2 0,0 3,8 1,3 8,4 8,6 0,7 2,2
11 124 9,8 19,7 2,1 2,6 6,2 6,0 2,7 1,9 5,7 2,6 1,4 1,9 1,0 5,2 5,5 0,2 2,0
12 6,3 6,6 9,6 0,9 1,5 4,7 4,1 1,0 1,4 3,2 1,3 0,9 1,0 0,6 0,0 2,9 0,2 0,9

Tab. 3.20 Poolsequenzierung von HLA-B*3901-eluierten Peptiden. Abgebildet sind die Mengen der 18 detektierbaren PTH-Aminosduren (Cys und Trp

fehlen) [pmol], geordnet nach steigender Hydrophatie von 12 Abbauschritten.
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Tab. 3.21 Das HLA-B*3901 (4) und das HLA-B*3902 (B) Motiv. Fette Symbole kennzeichnen Anker-
positionen oder Aminosduren. Die Bewertung der Poolsequenzierungsdaten erfolgte wie

beschrieben.

A) Position
HLA-B*3901 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Herkunft [Literatur]

Anker oder R I L
Hilfsanker H \4
L
Bevorzugte A DV NN S V
Aminosiuren D E Y Y K 1
I G 1 F R M
L P L
F K F
\Y% T
M G
S K
T N
Y P
Beispiele S HI GD AV YV Cyclin 152-159
fiir Liganden I HE P E P H I CKShs1 59-66
R DK T I I M GBLP 35-42
B)
HLA-B*3902 1 2 3 4 5 6 7 8 9
AnKker oder K I 1 L
Hilfsanker Q L V
F L
\%
Andere K A G NV V T F
bevorzugte A I P EYL S M
Aminosauren F G T T R
A% P HY
N Q F N
L S I D
T T M H
Y P
E R
H
S
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Pos. Aminosiurekonzentration [pmol]

I \% L F M A G T S Y P H Q N E D K R

lle Val Leu Phe Met Ala Gly Thr Ser Tyr Pro His Gln Asn Glu Asp Lys Arg
1 250.8 2653 2843 329.6 153.6 942.7 488.0 162.5 227.6 241.6 493 349 1809 20.2 63.5 0.0 5927 159.8
2 46.1 51.46 0.0 1185 1754 119.6 94.6 0.0 342 594 48.1 22.0 13309 7.5 207.0 0.0 1872.6 72.7
3 3944 318.8 271.1 369.6 1543 4494 815 131.7 1213 1232 43.6 723 2142 54.6 236.7 1239 2979 69.6
4 1443 1103 1694 98.0 54.6 1729 2343 926 556 47.5 1709 479 97.8 527 2433 873 1586 509
5 6295 4913 378.5 268.8 72.8 4624 4379 1749 1099 1129 2235 419 2206 1494 2512 67.2 156.1 68.2
6 6456 635.8 331.2 330.2 130.0 3554 2993 1999 992 169.0 230.1 41.0 2927 108.0 181.5 37.8 1324 &9.5
7 5074 5994 439.5 237.1 103.7 277.7 1445 216.0 69.6 146.0 130.8 51.0 206.1 107.5 1740 873 1103 659
8 1959 4413 2362 78.1 524 3339 755 291.1 101.6 81.7 58.1 252 1884 49.7 180.5 64.5 78.5 86.7
9 1192 179.6 6089 794 580 956 344 567 302 272 208 10.6 69.5 179 547 53.7 345 42.0
10 345 5055 1583 243 189 446 212 287 14.0 10.8 8.9 3.5 229 82 184 50.7 144 25.8
11 179 235 606 13.1 6.5 208 158 9.8 6.5 6.6 59 2.2 10.0 49 103 336 106 229
12 94 13.6 245 6.4 29 114 124 5.8 3.8 3.8 34 1.0 5.6 2.8 52 21.0 6.8 165

Tab. 3. 22Poolsequenzierung von HLA-B*3902-eluierten Peptiden. Abgebildet sind die Mengen der 18 detektierbaren PTH-Aminosduren (Cys und Trp

fehlen) [pmol], geordnet nach steigender Hydrophatie von 12 Abbauschritten.
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positiv geladen, wahrend B*3902 die positive Aminosédure Lys und das neutrale, polare
GIn bevorzugt. Beiden Motiven ist eine Vorliebe fir hydrophobe Reste in den
Positionen 5 und 6 gemeinsam wobei dieses Merkmal in P6 bei B*3901 und in P5 bei
B*3902 starker ausgepragt ist (Tab. 3.20 und Tab. 3.21). Die Aspekte des B*3901-
Ligandenmotivs spiegeln sich in den drei erfolgreich sequenzierten Einzelliganden mit
Ausnahme jener der gefundenen La&nge von 8 Aminosauren wider. Folglich bindet
B*3901 sowohl Nonamere als auch Octamere. Weitere Aussagen Uber das B*3902-
Motiv sind nicht moglich, da keine Einzelliganden erfolgreich sequenziert werden

konnten.

3.1.12 Ligandenmotive von HLA-B51 Subtypen

HLA-B*5101- und -B*5102-Molekiile bevorzugen Peptide mit einer L&nge von neun
Aminosauren und einem hydrophoben Rest am carboxy-terminalen Ende (Tab. 3.25A &
Tab. 3.27). Die Poolsequenzierdaten konnten zwar nur bis Position 7 interpretiert
werden, doch die Primérstruktur von drei analysierten Liganden legt die Vermutung
nahe, daR das HLA-B*5103 Motiv groRe Ubereinstimmung mit den beiden obigen
Ligandenmotiven hat (Tab. 3.25B). Position 2 ist bei allen drei Motiven sehr dhnlich
und stellt einen Anker fiir kleine Reste wie Ala, Pro und Gly dar, was wiederumeine
Kleine P2-Tasche vermuten 1aRt. Dennoch treten - zumindest bei B*5101 und B*5103 -
an ein paar wenigen Liganden an Position 2 die volumindsen, hydrophoben Reste Phe
und Trp auf und zeigen so eine alternative Interaktion der P2-Seitenkette mit der
Bindungsgrube an. Alle drei Motive bevorzugen Tyr oder eine andere aromatische
Aminosdure in Position 3, was bei B*5102 und B*5103 ausgepragter ist als bei B*5101.
In den anderen Positionen zeigten sich keine spezifischen Signale. Die grofe
Ubereinstimmung dieser drei Motive wird durch wiederholt detektierte Einzelliganden
unterstrichen: Das aus dem Guanidin-Nucleotid-bindende Protein D stammende Peptid
(GBLP) (192-200) ist der dominante Ligand der drei MHC-Molekiile B*5101, B*5102
und B*5103. Das Ubiquitin-konjugierte Enzym E2-16 KD (UBC5) 6148 ist ein Ligand
von B*5101 und B*5102, wahrend die Thymidilat-Synthase (TYSY) (253-261) auRer
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Pos. Aminosiurekonzentration [pmol]

I A\ L F M A G T S Y P H Q N E D K R

lle Val Leu Phe Met Ala Gly Thr Ser Tyr Pro His GIn Asn Glu Asp Lys Arg
1 1069 196.0 1063 1724 127.0 197.4 230.7 238.6 96.3 118.9 44.6 87 957 284 639 157.6 6.9 11.5
2 41.0 108.6 47.0 1483 354 287.1 3057 59.2 557 88.7 1535 46 628 9.2 31.8 &81.0 17.0 0.0
3 36.6 792 415 1269 252 1793 1733 33.0 42.8 153.0 100.1 34 785 109 270 565 13.6 0.6
4 354 62.0 975 445 12.8 1389 1765 499 434 625 614 3.7 59.1 16.0 402 467 21.1 4.5
5 350 974 532 36.0 25.6 128.0 147.8 438 31.8 376 56.1 49 439 442 331 447 156 105
6 320 651 50.0 16.0 11.6 939 977 63.0 244 200 350 48 356 232 247 298 123 1.0
7 35,5 1191 416 216 21.6 812 953 436 210 176 384 45 346 174 28.1 309 230 8.3
8 36.0 722 31.0 190 18.6 537 612 530 185 156 25.0 43 214 11.0 216 245 17.1 5.4
9 309 562 245 173 147 358 442 263 125 13.6 20.6 45 164 89 188 213 133 6.5
10 228 344 183 149 12.0 21.8 303 9.5 7.9 94 16.1 32 9.0 58 11.1 109 9.7 4.7
11 174 246 153 137 113 17.6 243 5.4 5.6 7.6 149 2.7 6.1 4.1 7.9 9.2 8.9 33
12 146 199 132 127 10.7 142 210 4.1 4.4 6.2 14.8 2.0 4.7 3.6 6.3 7.5 8.0 3.5

Tab. 3.23 Poolsequenzierung von HLA-B*5101-eluierten Peptiden. Abgebildet sind die Mengen der 18 detektierbaren PTH-Aminosduren (Cys und Trp

fehlen) [pmol], geordnet nach steigender Hydrophatie von 11 Abbauschritten.
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Tab. 3.25 Das HLA-B*5101 (A) und HLA-B*5103 (B) Motiv. Fette Symbole kennzeichnen Anker-
positionen oder Aminosauren. Die Bewertung der Poolsequenzierungsdaten erfolgte wie

beschrieben.

A) Position
HLA-B*5101 1 2 3 45 6 7 8 9 Herkunft, [Literatur]
Anker A F [Falketal. 1995]
P I
G
Andere I WI GVNKTW
bevorzugte LFLVTIAQ M
Aminosauren V MI GLR \Y/
Y F KAKE L
D WE I Q
Y DS
\
E
H
D
R
N
Beispiele Y PFKPPKYV UBC enzyme E2 61-68
fur Liganden DAHIT Y L NH I Thymidylate synthase 253-261
TGYLNTVTV GBLP192-200
DAY ALNHT L Octamer binding factor 243-251
Il PP EV NHT L Nogenebank match
B)
HLA-B*5103 AY V [Falketal. 1995]
P I
G F
Andere TFFEGIV
bevorzugte VWDLAKM
Aminosauren D LNVT
R N
G Q
QM
TR
\
Beispiele TGYLNTVTV GBLP192-200
far Liganden DAHI Y L NH I Thymidylate synthease
Y FDDTL E D F Nogenebank match
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Tab. 3.27 Das HLA-B*5102-Motiv. Fette Symbole kennzeichnen Ankerpositionen oder Aminosauren.

Die Bewertung der Poolsequenzierungsdaten erfolgte wie beschrieben.

HLA-B*5102 Position
12 3 456 789 Herkunft, [Literatur]

Anker oder PY I [Falk et al. 1995]
Hilfsanker A
G
andere FGVI RT
bevorzugte VEQNEHR
Aminosauren LKNQOQY
I L GTK
T T
Q
R
N
H
Beispiele Y AYDGKDY I HLA-B*5102 116-124
fur Liganden YPFKPPKYV UBC enzyme E2 60-67
LPPGRI I KX No gene bank match
LPFTVI LV Guanine nucleotide related
protein 562-569
T GYLNTVTYV GBLP 192-200
FAYDGKDY.I HLA class | 140-148
MP WF KGwKV Elongation factor 1 208-216
FPSEI VGKR I Ribosomal protein S7/S8 135-

144

auller auf B*5101- auch auf B*5103-Molekilen gefunden wird. Andererseits zeigen
sich leichte Unterschiede zwischen den drei B51-Motiven, da deren Anker- und Nicht-

Ankerpositionen verschiedene Vorlieben aufweisen.

3.1.13 Das HLA-B*5201-Ligandenmotiv

Das HLA-B*5201 Motiv bindet bevorzugt Peptide mit einer Lange von acht oder neun
Aminosduren und einem hydrophoben C-terminalen Anker. Die Daten lassen keine
weiteren eindeutigen Ankerpositionen erkennen (Tab. 3.28). Stattdessen verwendet das
B*5201-Ligandenmotiv drei Hilfsanker: Position 2 fiir GIn, Position 3 fur aromatische
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Tab. 3.29 Das HLA-B*5201-Motiv. Fette Symbole kennzeichnen Ankerpositionen oder Aminoséauren.
Die Bewertung der Poolsequenzierungsdaten erfolgte wie beschrieben. Klassifikation auf P8
und P9 alsAnker bedeutet, daB der C-terminale Ankerentweder an Positiont P8 oder an
Position P9 ist.

HLA-B*5201 Position
1 2 3 45 6 7 8 9 Herkunft, [Literatur]
Anker oder Q F L I 1 [Falk et al. 1995]
Hilfsanker Y 1 VvV V
w Vv
Andere VMI L MKKMM
bevorzugte L FLI FNEFTF
Aminosauren I PP VAL Q
DPTTY
K KG S
E
A
Beispiele TGYLNTVT V GBLP192-200
fur Liganden GQF KTYAI Ribosomal Protein S21 48-55
HS TI MP RL PI-CDC21 695-7702
GFYPGS | E V MHCI betachain 121-129
VI FGNKM RBAP-2 432-439
Y F DP A NG K F Elongation factor 2 265-273
LQFPVGRII Histone H2a Z 25-32
HMYI1l F L HT V Nogenebank match

>
n
I
I
1<
>
Py
m
—

HIV-1 nef 190-198 [Hidda et al.
1995]

T-Zell Epitope

und Position 5 flr aliphatische Reste. Die wesentlichen Aspekte des HLA-B*5201-
Ligandenmotivs sind auch bei den acht Einzelliganden anzutreffen. Vier dieser
Einzelliganden sind Octamere, die anderen vier haben eine Lange von neun Resten. Das
Peptid GBLP (192-200), das sowohl auf den HLA-B*5101, -B*5102 und -B*5103-
Molekulen angetroffen wurde (vgl. Tab. 3.25A, B und Tab. 3.27), findet man also auch
unter den B*5201-Liganden (Tab. 3.29).
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3.1.14 Teilinformation Gber das HLA-B*7801-Ligandenmotiv

Fur B*7801-Liganden konnte durch zwei voneinander unabhdngige Poolsequen-
zierungen ein Anker fiir die kleinen Aminoséuren Pro, Ala oder Gly in Position 2
— analog dem B51-Motiv (vgl. 3.1.12) — wahrscheinlich gemacht werden (Tab. 3.30).
Position 6 ist ein Anker oder Hilfsanker in Form von hydrophoben Resten. Die
Poolsequenzierdaten in den Zyklen >8 waren nicht interpretierbar (Tab. 3.31) und
ebenso konnten keine Einzelliganden sequenziert werden. Deshalb konnte das B*7801-
Motiv nicht vollstandig aufgeklart werden. Die Ubereinstimmung von Position 2 im
B*7801- und dem B51-Motiv kann jedoch als eindeutig angesehen werden (vgl. Tab.
3.25A, B und Tab. 3.27).

Tab.3.30 Das HLA-B*7801-Motiv. Dieses Motiv ist nur partiell, da der C-terminale Anker nicht
bestimmt werden konnte. Fette Symbole kennzeichnen Ankerpositionen oder Aminoséauren.

Die Bewertung der Poolsequenzierungsdaten erfolgte wie beschrieben.

HLA-B*7801 Position
1 2 3 4 5 6 7 8 9 Literatur
Anker oder P 1 A [Falk et al 1995]
Hilfsanker A L
G E
Vv
Andere F D A K
bevorzugte D D G V S
Aminosauren w G V N
L N K
V R Q
S Q E
Q S
R T
N
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Pos. Aminosiurekonzentration [pmol]

I \Y% L F M A G T S Y P H Q N E D K R
lle Val Len Phe Met Ala Gly Thr Ser Tyr Pro His GIn Asn Glu Asp Lys Arg
1 2022 292,0 2804 1046 71,6 4758 233,7 1069 2955 942 952 109 1345 21,0 48,0 (0,00 77,6 0,8
2 73,1 1339 729 61,5 19,6 4653 2509 58,1 187,7 46,8 204,55 9,1 730 21,2 294 103 53,1 2,0
3 66,6 533 67,6 635 18,5 2053 2220 40,6 956 73,7 90,3 51 480 279 29,0 348 433 29
4 424 485 585 156 11,1 1253 2132 263 50,7 22,6 77,5 69 399 252 455 37,6 34,1 4,6
5 31,9 420 594 186 12,6 898 173,0 319 412 185 55,1 6,1 299 192 245 415 26,8 5,0
6 86,3 48,0 1219 414 10,2 538 980 20,6 153 92 513 49 147 10,6 134 33,7 10,1 2.9
7 479 61,0 73,7 173 55 796 656 21,1 17,6 90 176 44 16,5 17,7 183 41,8 17,7 42
8 16,5 52,0 22,1 86 7,7 85,0 429 135 179 59 179 3,0 139 88 10,6 252 10,6 39
9 71 20,1 11,7 72 44 632 266 63 72 31 72 08 46 27 38 148 59 00
10 57 95 70 5,1 27 31,8 387 50 51 34 5.1 1,7 42 23 00 169 3,7 1,3

Tab. 3.31 Poolsequenzierung von HLA- B*7801-eluierten Peptiden. Abgebildet sind die Mengen der 18 detektierbaren PTH-Aminosduren (Cys und Trp

fehlen) [pmol], geordnet nach steigender Hydrophatie von 10 Abbauschritten.
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3.1.15 Das HLA-B58-Ligandenmotiv

Betrachtet man die Poolsequenzierdaten von HLA-B*58-Liganden, fallt der
aromatische C-terminale Anker in Position 9 (Tab. 3.33) durch sein starkes Signal
besonders auf. Acht der neun sequenzierten B*58-Einzelliganden trugen entweder Phe
oder Trp an ihrem C-terminalen Ende (Tab. 3.32). Position 2 bildet den Anker
bestehend aus kleinen Resten wie Ala, Ser, Thr oder Gly, was mit der Primarstruktur

der analysierten Selbstpeptide Gbereinstimmt. Wahrend P4 eine Préferenz sowohl fur

Tab. 3.32 Das HLA-B*58-Moativ. Fette Symbole kennzeichnen Ankerpositionen oder Aminosauren. Die
Bewertung der Poolsequenzierungsdaten erfolgte wie beschrieben. Kleine Symbole in den

Peptidsequenzen zeigen Reste mit geringerer Wahrscheinlichkeit an.

HLA-B*5801 Position
1 2 3 456 7 89 Herkunft, [Literatur]
Anker oder A PV F
Hilfsanker S E 1 W
T K L
M
E
Andere KGGDAI LNY
bevorzugte R TQQDVYR
Aminosauren I Il RN L MK
L TFNT
\Y Y
F W
\ Q
N
Q
Beispiele KAGQVVT I W Lamin C 490-498
fir Liganden A G D R I F Q K W MHC class | 260-268
I t TKAI SRF No gene bank match
RTDGKYVFAQF Ribosomal protein L30 23-31
I TS QDVLHS W Cytochrome C oxidase 154-163
I S DSNPFL T Q Nogenebankmatch
KtDeVVTLF No gene bank match
VTSPLTVEW MHC class 11 B 209-217
g AVNVVMTf Glucose transporter 5 322-330
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Pos. Aminosiurekonzentration [pmol]

I \% L F M A G T S Y P H Q N E D K R
lle Val Len Phe Met Ala Gly Thr Ser Tyr Pro His Gln Asn Glu Asp Lys Arg
1 316,6 246,5 161,8 69,1 89,0 2359 99,5 725 67,7 638 103 00 523 143 00 0,0 396,6 16,1
2 176,5 289,1 853 81,8 76,3 4755 127,77 328,1 342,8 349 28,1 00 157 98 47 0,0 533 3,9
3 2281 345,0 225,0 136,0 852 276,0 2269 1265 122,7 90,8 21,6 0,1 395 8,3 00 185 198 0,0
4 1009 133,0 83,0 48,6 257 1492 161,8 952 79,8 31,2 2437 08 69,2 84,6 0,0 758 1314 0,0
5 190,1 280,5 44,5 63,8 459 2008 161,9 136,7 80,8 455 163,8 1,3 604 543 00 973 673 7,6
6 189,8 2957 161,8 1304 51,7 149,7 158,33 127,1 67,4 1089 127,6 6,7 133,1 92,7 0,0 999 47,6 9,1
7 160,8 251,3 2154 97,3 652 168,1 126,8 121,5 64,1 1225 111,9 14,7 1243 96,2 0,0 853 49,5 11,7
8 110,5 1993 159,5 852 46,1 128,6 100,6 149,8 58,0 88,6 59,7 93 1124 84,6 0,0 63,0 795 194
9 70,5 110,0 114,7 132,0 293 74,7 693 899 37,0 O9I,5 385 188 66,5 484 0,0 62,7 345 15,2
10 392 628 628 60,7 17,0 533 434 44,1 20,7 523 218 94 368 263 00 30,7 16,5 12,6
11 222 356 33,7 298 85 299 284 257 129 252 148 6,0 183 14,1 00 16,7 78 69
12 144 246 2277 17,7 6,6 20,3 251 194 11,2 155 10,7 84 128 11,3 0,0 00 47 1,8

Tab. 3.33 Poolsequenzierung von HLA-B58-eluierten Peptiden. Abgebildet sind die Mengen der 18 detektierbaren PTH-Aminosduren (Cys und Trp fehlen)

[pmol], geordnet nach steigender Hydrophatie von 12 Abbauschritten.
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Pro, als auch fur geladene oder polare Aminosaurereste zeigt, bevorzugt P5 hydrophobe
Reste, obschon auch polare Reste geduldet werden. Wie die Primdrstruktur der
detektierten Einzelpeptide vermuten l&Rt, zeigen auch die Poolsequenzierdaten neben
einer Vorliebe fir die positiv geladenen Aminosduren Lys und Arg eine Praferenz fur

die aliphatische Aminoséure lle in Position 1.

3.1.16 Das HLA-B60-Ligandenmotiv

Entsprechend den Poolsequenzierergebnissen binden B*60-Molekile bevorzugt Ligan-
den mit einer L&nge von neun Aminosdauren, wobei das C-terminale Ende von Leu
besetzt wird (Tab. 3.35).

Tab. 3.34 Das HLA-B*60-Motiv. Fette Symbole kennzeichnen Ankerpositionen oder Aminosauren. Die
Bewertung der Poolsequenzierungsdaten erfolgte wie beschrieben. Kleine Symbole in den

Peptidsequenzen zeigen Reste mit geringerer Wahrscheinlichkeit an.

HLA-B*60 Position
1 23 456 7 809 Herkunft
Anker oder E 1 L
Hilfsanker Vv
Andere A PLKLK
bevorzugte VKINYR
Aminosauren | DV P MQ
L GDV
MNT I
FQND
S TPR
D G Q
N K
Q
Beispiele KESTLHLVL Ubiquitin 63-71
fir Liganden H E A T L R ¢ w A L MHCclass|221-230
YEIlI HDGMN L HSHMO02CO05 (expressed
sequence tag)
Il EV DPDT K E m Ribosomal protein S17 95-105
SESPI1VVVL Signal peptidase 45-54
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Pos. Aminosiurekonzentration [pmol]

| \% L F M A G T S Y P H Q N E D K R
lle Val Leu Phe Met Ala Gly Thr Ser Tyr Pro His GIn Asn Glu Asp Lys Arg
1 91,8 69,9 669 490 20,0 1149 1422 153 398 454 233 00 46,7 10,7 32,6 234 468 99
2 42,1 42,5 551 247 179 80,8 858 469 189 334 226 0,0 47,5 13,0 10009 270 47,8 16,3
3 162,7 177,6 1082 87,6 49,1 152,6 954 332 38,0 37,5 414 190 458 33,5 371,5 100,2 429 204
4 85,3 955 103,0 42,1 256 96,0 162,6 493 31,0 384 59,7 255 679 668 2206 133,0 84,9 359
5 123,8 149,5 141,0 43,7 225 1209 1656 389 29,5 36,1 66,2 223 833 70,8 2743 1572 93,5 304
6 1442 1614 123,6 550 274 129,6 1604 43,8 19,2 409 70,0 358 84,3 101,0 200,7 1664 141,8 76,8
7 148,7 162,8 87,5 44,5 148 744 69,2 39,8 209 43,7 345 22,6 56,6 544 1059 92,5 51,3 43,7
8 90,7 131,6 54,7 18,2 12,7 733 54,6 364 83 409 20,6 19,6 74,6 459 1129 878 572 40,6
9 45,1 604 913 126 87 391 194 27 67 17,1 11,2 0,0 209 13,6 46,1 523 345 214
10 162 303 572 72 5,2 219 208 73 43 100 64 3,6 13,6 11,9 284 488 181 150
11 84 133 243 46 2,7 128 140 58 2,6 57 4,6 18 78 7,8 13,5 358 10,8 11,3
12 49 82 98 26 20 89 119 46 22 38 32 00 52 51 75 282 74 87

Tab. 3.35 Poolsequenzierung von HLA-B60-eluierten Peptiden. Abgebildet sind die Mengen der 18 detektierbaren PTH-Aminosduren (Cys und Trp fehlen)

[pmol], geordnet nach steigender Hydrophatie von 12 Abbauschritten.
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Bei den fiinf analysierten Selbstpeptiden hatten drei eine Lange von neun, eines war
zehn und ein weiteres elf Aminosduren lang, wobei aber alle ein carboxy-terminales
Leu trugen. Wahrend in Position 2 eine deutliche Bevorzugung fur die saure
Aminosdaure Glu sowohl bei der Poolsequenzierung, als auch in den Daten der
Einzelsequenzierungen erkennbar ist, zeigt sich auf Position 9 eine Vorliebe fir

hydrophobe Aminoséurereste (Tab. 3.34).

3.1.17 Das HLA-B61-Ligandenmotiv

Zur Interpretation der HLA-B61 Poolsequenzierergebnisse wurden zusatzlich die
Primarstrukturdaten von acht HLA-B61 Einzelpeptiden herangezogen. B61-Molekiile
binden Octamere oder Nonamere mit einer aliphatischen Aminosdaure am C-Terminus,
vorzugsweise Val (Tab. 3.36). Wie im Falle des HLA-B60 Motivs, wird Position 2 von
der sauren Aminoséure Glu besetzt, aber auch Pro wird auf P2 toleriert. Dieses Ergebnis
stammt jedoch nur aus den Poolsequenzierdaten und spiegelt sich nicht in den Sequen-
zen der Einzelliganden wider, da diese ausschlieBlich Glu in Position 2 tragen. Wéahrend
die Positionen 3 und 6 mit ihrer Praferenz fur hydrophobe Aminoséuren ein &hnliches
Ladungsprofil zeigen, bevorzugt Position 1 mit Gly und Arg Reste mit unterschiedli-
chen chemischen Eigenschaften.

Drei der acht Einzelpeptide stammen von ribosomalen Proteinen ab (Tab. 3.37).



Pos. Aminosidurekonzentration [pmol]

I \% L F M A G T S Y P H Q N E D K R
lle Val Len Phe Met Ala Gly Thr Ser Tyr Pro His Gln Asn Glu Asp Lys Arg

1 88,7 101,0 553 852 47,7 111,2 89,6 29 11,7 35,0 94 0,0 53,6 2,8 73 (0,00 979 0,0
2 31,6 498 255 574 10,9 39,7 54,0 128 143 2577 239 0,0 571 4,9 508,8 58 212 04
3 1864 125,77 150,1 2279 414 1032 814 432 20,1 61,9 258 00 59,1 240 90,0 199 513 0,0
4 982 71,7 119,1 61,0 19,8 855 1842 359 30,8 39,6 116,1 0,0 684 374 1418 42,6 60,9 0,0
5 1273 121,2 118,7 61,4 43,7 1103 199,1 379 30,6 293 834 05 643 31,1 88,7 719 674 04
6 1524 1332 146,6 1374 39,8 970 893 492 252 272 778 0,0 50,7 77,0 59,5 433 53,7 0,0
7 1359 1459 137,8 63,6 284 100,5 97,0 494 18,1 972 534 00 399 294 550 24,0 30,8 0,4
8 555 1364 451 19,6 12,5 103,0 484 38,0 37,6 288 36,8 03 404 226 602 150 544 0,0
9 294 909 298 14,1 85 107,2 25,6 17,7 12,0 104 36,6 0,0 150 10,3 24,6 94 15,7 0,0
0 124 384 148 8,5 57 68,7 262 108 6,5 55 187 3.9 7,3 6,7 10,6 6,4 7,3 0,0
1 79 18,9 87 5,2 34 419 16,5 5,8 34 40 99 25 4,6 39 00 3,5 8,6 0,0
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Tab. 3.36 Poolsequenzierung von HLA-B61-eluierten Peptiden. Abgebildet sind die Mengen der 18 detektierbaren PTH-Aminosduren (Cys und Trp fehlen)
[pmol], geordnet nach steigender Hydrophatie von 11 Abbauschritten.
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Tab. 3.37 Das HLA-B61-Motiv. Fette Symbole kennzeichnen Ankerpositionen oder Aminoséuren. Die

Bewertung der Poolsequenzierungsdaten erfolgte wie beschrieben. Kleine Symbole in den

Peptidsequenzen zeigen Reste mit geringerer Wahrscheinlichkeit an.

HLA-B61 Position
1 2 3 45 6 7 8 9 Herkunft, [Literatur]
Anker oder E F 1 Vv
Hilfsanker 1
L
\Y%
Y
W
Andere GP MEVNYKA
bevorzugte R T G | V S P
Aminosauren P L L
S M w
N D I
D G T
K F R
A N D
R S Q
N K G
Q
Beispiele GEE GGF G S V IEF9306 (human mRNA) 127-135
fur Liganden E E FE Q F 1 K K A Associated-microfibril protein 72-
80
GEEVDLYV Ribosomal protein S21 6-13
RERRDNYYV Ribosomal protein S17 77-84
REI I I NAYV Ribonucl.reductase 290-297
GEESI TYR Ribosomal protein S15 116-123
GEHGLIi I R V Nogenebank match
REMI PF AD. No gene bank match
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3.1.18 Das HLA-B62-Ligandenmotiv

HLA-B62-Molekiile binden meist Liganden mit einer Ladnge von neun Aminosauren,
wobei die C-terminale Position von den aromatischen Resten Phe und Tyr belegt ist
(Tab. 3.38). Wahrend in Position 2 besonders GIn und aliphatische Aminosduren
entdeckt wurden, finden sich auf Position 5 neben Gly auch hydrophobe Reste (Tab.
3.39). Obwohl P3 eine Vielzahl verschiedener Aminoséuren toleriert, ist eine Vorliebe

flr die positiv geladenen Reste von Lys, Arg und His erkennbar.

Tab. 3.38 Das HLA-B62-Motiv. Fette Symbole kennzeichnen Ankerpositionen oder Aminosauren. Die
Bewertung der Poolsequenzierungsdaten erfolgte wie beschrieben. Kleine Symbole in den

Peptidsequenzen zeigen Reste mit geringerer Wahrscheinlichkeit an.

HLA-B*62 Position
1 2 3 456 789 Herkunft, [Literatur]
Anker oder Q 1 F
Hilfsanker L \"4 Y
Andere Il MKP GV VYV
bevorzugte VAELTTT
Aminosauren NGFGL
FDT I I
P
Y
H
Beispiele VLKPGMVYV T F Elongation factor 1a 271-280
fur Liganden YLGEFS I TY Ribosomal protein S15 114-
122
GQRKGAGSYV Ribosomal protein L8 (rat) 7-
15
K1 KSFVKVY Ribosomal protein L27 66-74
| Q P GRGF V L Y Nogenebank match
SQFGGGSQY No gene bank match
GQRKPATSY Ribosomal protein L28 (rat)
68-76
VOQGPVGL Collagen a1 1106-1112
T-Zell Epitope | LGNK I VR MY HIVgag 267-276 [Buseyne et

al. 1993]
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3.2 Pool-Sequenzierung von MHC-Klasse-II-Liganden

Die multiple Sequenzanalyse von MHC-Klasse-II-Pools ist im Vergleich zur Analyse
von MHC-Klasse-I-Pools durch die unterschiedliche Lange der Liganden (,,ragged
ends®) weitaus schwieriger. Gliicklicherweise unterscheidet sich jedoch bei den meisten
Liganden der Abstand vom N-Terminus zur ersten Ankeraminosdure nur geringfiigig,
weshalb in den Sequenzierdaten die Ankeraminosiduren dann als Signalcluster erschei-
nen, welche sich wiederum auf zwei oder drei benachbarte Positionen erstrecken. Somit
relativiert sich die komplexe Interpretation der Daten an Positionen mit konservierter
Aminosdurenbesetzung durch die additive Kumulation der entsprechenden Amino-
sduren. Diese Tatsache erlaubt die genaue Bestimmung der Ankeraminosiuren und hilft
bei der Identifikation von Selbstpeptiden aus dem Peptidpool, die als einzelne Signale

im Chromatogramm zu erkennen sind (vgl. Abb. 3.2).

9
HLA-DR17
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Abb. 3.2  HPLC-Chromatogramm. Reprisentative RP-HPLC-Auftrennung von HLA-DRI7-eluierten
Peptiden. Die Peptide wurden mit Ausnahme der gekennzeichneten, dominanten ,, Peaks * der
Poolsequenzierung unterworfen. Aus den markierten Fraktionen wurden Einzelsequenzen

bestimmt.
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3.2.1 Das HLA-DR17-Ligandenmotiv

Tabelle 3.40 zeigt ein reprdsentatives Sequenzierexperiment eines Peptidpools von
MHC-KIlasse-11 (DR17/52b)-Selbstpeptiden. Dargestellt ist der Verlauf der 18 detektier-
baren PTH-Aminosduren (nach steigender Hydropathie geordnet, Cys und Trp fehlen)
uber die einzelnen Abbauschritte. Zur Veranschaulichung wurde in Abb. 3.3A und Abb.
3.3B das DR 17-Ligandenmotiv exemplarisch fur MHC-KIlasse-11-Molekdle graphisch
dargestellt.

Zur Bestimmung des Ligandenmotivs von HLA-DR17-Molekilen wurden finf vonein-
ander unabhéngige Poolsequenzierungen durchgefiihrt. Das starkste Signal stammt von
Prolin und erscheint reproduzierbar immer exakt in Position 2. Da dieses starke Prolin-
Signal in Position 2 bei vielen MHC-Klasse-I1-Peptidpools unabhdngig von ihrer Lange
am N-Terminus beobachtet wurde [K. Falk et al., 1994], gehort es wahrscheinlich nicht
zum Ligandenmotiv von HLA-DR17-Selbstpeptiden. Einige, nicht konservierte Amino-
séuren zeigen gar keine Signale, wobei jedoch deren Mengen stetig abnehmen, was sich
besonders gut an Alanin, als auch bei Histidin und Glycin sehen l&Rt. Schwache
Konturanstiege der Signale kénnen von dominanten Selbstpeptiden oder durch nicht
stabilen Hintergrund verursacht werden. Deshalb durfen sie nicht zum Ligandenmotiv
gezéhlt werden. Andere konservierte Aminosauren zeigen hingegen Uber zwei bis drei
Zyklen hinweg die erwarteten Signalcluster und erlauben so das Erstellen eines
»consensus-Motivs®.

Der erste Anker in Position 4/5, als relative Position 1 des Ligandenmotivs definiert,
wird von Leu/lle dominiert, aber auch Phe, Met und Val zeigen deutliche Signale. Der
auffalligste Signalcluster zeigt sich in Zyklus 7/8: Er ist ausschlieRlich fir Asp reser-
viert und reprasentiert die zweite Ankerposition in relativer Position 4 des Peptidmotivs.
Ein dritter Anker 1&Rt sich in den Zyklen 9/10 (relative Position 6) bestimmen und wird
von positiv geladenen Aminoséuren bzw. Sdaureamiden wie Lys, Arg, Asp und Glin
besetzt. Die vierte Ankerposition findet sich schliefflich in den Zyklen 11-14 (relative
Position 9) und wird tberwiegend von hydrophoben Aminoséduren und Arg besetzt.

Das HLA-DR17-Ligandenmotiv wird in Tabelle 3.41 komprimiert dargestellt. Die
Anordnung und Besetzung der konservierten Aminosauren in den relativen Positionen

1, 4, 6 und 8-10 ist symmetrisch: Geladene Aminosauren liegen eingerahmt von
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Abb. 3.3A Poolsequenzierung von HLA-DR17-gebundenen Selbstpeptiden.
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Abb. 3.3B Poolsequenzierung von HLA-DR17-gebundenen Selbstpeptiden. Abgebildet sind die Mengen

der PTH-Aminosauren [pmol] von 16 Abbauschritten, wobei die unterschiedliche Skalierung

Zu beachten ist
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Pos. Aminosidurekonzentration [pmol]

I A\ L F M A G T S Y P H Q N E D K R
lle Val Leu Phe Met Ala Gly Thr Ser Tyr Pro His GIn Asn Glu Asp Lys Arg

1 777 685 107.8 248 169 83.6 633 298 00 294 54 16 00 229 0.0 00 726 08
2 773 431 433 16.6 80 81.7 59.7 276 174 138 835 14 367 294 365 0.0 61.8 1.1
3 954 544 554 158 6.5 485 494 230 113 93 388 14 392 276 309 0.0 599 1.5
4 123.1 67.6 139.1 346 143 558 302 235 7.6 7.7 225 23 38,6 165 344 33 340 1.2
S 1934 787 1547 310 133 341 395 336 139 142 160 14 173 95 216 104 173 1.8
6 864 650 1075 156 181 332 230 328 176 205 372 14 160 176 265 219 21.8 2.0
7 515 503 675 11.7 109 279 192 185 133 21.1 292 12 133 83 258 872 340 24
8 358 322 469 17.0 94 213 329 8.8 8.6 83 202 14 13.1 22 188 764 365 33
9 291 234 259 149 69 23.0 254 77 73 115 316 1.5 230 104 264 315 894 7.8
10 225 414 340 118 8.0 222 227 82 4.6 80 187 1.7 17.7 159 31.0 11.7 773 5.5
11 199 339 615 17.6 101 26.1 199 105 6.1 79 186 25 221 11.8 350 11.2 418 8.6
12 206 223 535 154 109 314 27.6 9.5 50 170 138 26 195 105 274 9.0 36.7 11.8
13 235 174 415 324 92 314 283 58 47 175 95 1.6 104 64 12.1 92 226 82
14 200 23.0 203 30.6 9.0 27. 249 8.3 4.7 134 88 2.8 119 53 11.6 152 31.0

m.w
_m_o.w_o.wa.o_mb q.mww._wo.o m.qw.o_w.__o.qm.ms.mm.ﬁS.AENm.w A.m
16 127 138 121 124 6.8 173 18.6 5.1 3.9 8.8 82 19 97 40 87 169 251 4.9

Tab. 3.40 Poolsequenzierung von HLA-DRI17-eluierten Peptiden. Eines von fiinf voneinander unabhdngigen, hoch reproduzierbaren Ergebnissen ist
dargestellt. Cluster mit einen Anstieg von 40-50% im Vergleich zum Vorzyklus, die sich auf zwei oder drei Position erstrecken, wurden als
signifikant betrachtet und unterstrichen.
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hydrophoben Aminosduren im Zentrum des Ligandenmotivs. In Position 1 wurden
hauptséchlich aliphatische Aminoséuren und Phe gefunden, nicht aber die volumindsen,
aromatischen Aminosauren Tyr und Trp. Die markanteste Position ist P4, weil sie von
einer einzigen Aminosaure dominiert wird und diese mit Asp negativ geladen ist.

Nach der Bestimmung des Ligandenmotivs von HLA-DR17-Molekilen konnen alle
isolierten und analysierten Selbstpeptide sinnvoll gruppiert werden. Ihre Lange variiert
zwischen 12 und 19 Aminoséuren. Von den 12 bestimmten Liganden tragen 5 die erste
Ankeraminoséure relativ zu ihrem N-Terminus in Position 4, und finf weitere Liganden
in Position 5, wahrend zwei Liganden ihren ersten Anker in Position 7 tragen. Insge-
samt zeigt sich damit, dal? die Mehrzahl der Selbstpeptide den Signalcluster in Position
4/5 generieren. Alle Liganden tragen in relativer Position 1 entweder Leu, Ile oder Phe.
Position 4 wird ausschliel3lich von Asp besetzt, wahrend — von einer Ausnahme abge-
sehen — basische Aminoséuren in Position 6 dominieren. Position 9 schlieflich wird von
hydrophoben Aminoséuren und Arg besetzt. So bestatigen die gefundenen Einzel-
sequenzen eindrucksvoll die Ergebnisse der Poolsequenzierung und das daraus abge-
leitete Consensus-Motiv von HLA-DR17-Molekiilen, einschlieBlich der Aminosaure
Prolin in absoluter Position 2 (Tab. 3.41).

Der Ursprung zehn dieser zwolf erfolgreich sequenzierten Selbstpeptide 1aRt sich mit
Hilfe einer Datenbanksuche feststellen. Sie stammen in der Regel von Proteinliganden
oder Membranrezeptoren, deren Herkunft typisch ist fur Klasse-Il assoziierte Selbst-

peptide auf nicht-phagozytierenden Zellen [Chicz et al., 1993].

3.2.2 Ligandenmotive von HLA-DR4 Subtypen

Zur Definition der HLA-DR4-Ligandenmotive wurden drei verschiedene Informations-
quellen herangezogen: Neben den Ergebnissen der Poolsequenzierung und der Primér-
struktur von 60 Selbstpeptiden konnte anhand der dreidimensionalen Struktur des HLA-
DR1/Peptid-Komplexes [Stern, L.J. et al., 1994] eine Verfeinerung der aufgestellten
Motive durch die genaue Analyse der entsprechenden Bindungstaschen erfolgen.
Wahrscheinlich besitzen die nahe verwandten DR4-Molekiile eine &hnliche Anordnung

der Bindungstaschen, weisen jedoch individuelle allelspezifische Unterschiede auf.
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Signifikant fur die Poolsequenzierdaten von HLA-DR4-Liganden ist das starke, singu-
lare Prolin-Signal in Position 2. Da dieses Prolin auflerhalb der Bindungsgrube liegt
[J.H. Brown et al., 1993], tragt es nicht zur Peptidbindung bei, sondern ist wahrschein-
lich durch eine Aminopeptidase N-artige Aktivitat wahrend der Prozessierung zu erkla-
ren (vgl. ,,Das HLA-DR17-Ligandenmotiv*).

3.2.2.1 Das HLA-DR4Dw4 (DRB1*0401)-Ligandenmotiv

HLA-DR4-Molekile wurden aus der EBV-transformierten B-Zelllinie LRM immun-
prazipitiert, die DR4 assoziierten Peptide séureextrahiert und mittels HPLC aufgetrennt.
Die Peptide wurden mit Ausnahme der gekennzeichneten, dominanten ,Peaks* der
Poolsequenzierung unterworfen, wobei aus den markierten Fraktionen Einzelsequenzen
bestimmt wurden (Abb. 3.4).

Die erste konservierte Position des HLA-DR4Dw4-Ligandenmotivs &3t sich in den
Zyklen 3, 4 und 5 durch das Auftreten der tGberwiegend aromatischen, aber auch alipha-
tischen Aminoséuren Tyr, Phe, Trp und Met festmachen. Das Zentrum dieses ersten
Signalclusters liegt in Position 4, welche als relative Position 1 des Ligandenmotivs
definiert wird (Tab. 3.42). Ein weiterer Signalcluster lai3t sich in den Zyklen 6, 7 und 8,
erkennen, der von den Aminoséuren Val, Ala und Leu dominiert wird. Ebenso sind
Anstiege der negativ geladenen Aminosduren Asp und Glu in den Zyklen 7 und 8 zu
beobachten, wohingegen die positiv geladenen Aminosdren nur in geringen Mengen
bzw. nur als Einzelsignal (Arg in Zyklus 8) vorkommen. Das signifikante singulare
Arg-Signal (kein Cluster) in Zyklus 8 kann als Signal eines dominanten HLA-A2 Ein-
zelliganden betrachtet werden, das aber nicht die Ankersituation reflektiert. Tatsachlich
tragen von den 24 identifizierten DR4Dw4-Peptiden fiinf Asp oder Glu, aber keines
eine positiv geladene Aminosdure an Position 4 des Liganden. Zentrum dieses zweiten
Clusters in absoluter Position 7 ist der zweite Anker in relativer Position 4.

Ein dritter Anker 1aRt sich in den Zyklen 9/10 (relative Position 6) festmachen. Er tragt
neben polaren Resten wie Asn, Gln, Ser und Thr auch geladene Aminosauren [Hammer,
J., P.etal., 1993; Sette, A., J. et al., 1993].
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Abb. 3.4  HPLC-Chromatogramm der HLA-DR4Dw4-eluierten Peptide. Die Pfeile geben Peaks an, die
getrennt und einzeln sequenziert wurden. Der horizontale Balken zeigt die Fraktionen an, die
vereinigt und als Gemisch sequenziert wurden (Fraktionen zwischen 30 und 47 min). Die

untere Kurve zeigt die Extinktion der Glycin-Kontrolle bei 214 nm.

Die Zyklen 10/11 der Poolsequenzierung tendieren zu positiv geladenen Aminoséuren
und reprédsentieren den vierten, wenig spezifischen Anker.

Die fiinfte, stark degenerierte Ankerposition findet sich in den Zyklen 12-14 (relative
Position 9) und 146t sich eher durch die Abwesenheit negativ geladenener und aromati-
scher Reste, als durch die Dominanz bestimmter Ankeraminosaduren beschreiben.
Dadurch ergibt sich ein einfaches DR4Dw4-Motiv. Der erste Anker an der relativen
Position 1 (reflektiert absolute Position 5) ist hydrophob. Ebenfalls der zweite Anker an
relativer Position 4 (reflektiert absolute Position 8) ist hydrophob (aliphatisch)und tole-
riert negativ geladene Aminosduren, wohingegen positive geladene Reste benachteiligt
sind.

Einige der markantesten DR4Dw4-Liganden lassen sich von coexprimierten MHC-

Klasse-I-Molekiilen ableiten, insbesondere ein HLA-A2-Fragment, das in zahlreichen
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HLA-DR4Dw4

Relative Position

1 2 3 4 5 6 7 8 9 Herkunft, [Literatur] Fraktion
Anker oder F,Y,W F,W, I N, S polar, polar, [Friede et al. 1996]
andere bevorzugte LL L,V,A T,Q charged, aliphatic [Sette et al. 1993]
Aminosiuren V,M D, E H,R aliphatic K [Hammer et al. 1993/1995]
no R, K [Hill et al. 1994]
Beispiele VDDTQ F V R F D S D A A SQRMEP... HLA-A2 28-? 53,56
fiir Liganden DTQ F V R F D S D A A SQR HLA-A2 30-44 40
F vV R F D S D A A SQR HLA-A2 33-44 33
F V R F D S D A A SQRMEP HLA-A2 33-47 42,49
VDDTQ F V R F D S D A A SQRM HLA-A2 28-45 46, 55
F V R F D S D A A SQRM HLA-A2 33-45 45
DGKD F V R F D S D A A SPRGEP... HLA-45 28-? 50, 54
LSS Y I A L N E D L S S HLA-B44 143-156
LSS W T A A D T A A Q ITQ HLA-B44 154-168 48
LSS W T A A D T A A Q IT HLA-B44 154-167 49
Y F R N Q K G S H S GLQPTGFL HLA-DR4p 252-270 61
DVA F vV K D Q T \% I Q NTD Transferrin cattle 68-82 40
YDHN F vV K A I N A I Q KSW Catepsin C 170-185 73,55
KHKV Y A C E v T H Q G Igx chain C region 80-?
HKV Y A C E \ T H Q G L. Igk chain C region 81-?
DGP F R 1 I T A% P A A LDY No gen bank match 86,87
TGN Y R I E S \Y I S S Sphin. activator protein 3
165-176
GERA M T K D N N L L G HSC70 445-?
XXX Y E X A L S I P S K... No gen bank match

Tab. 3.43 Das HLA-DR4Dw4 Ligandenmotiv. Abgeleitet von Poolsequenzierungsergebnissen, natiirlichen Liganden, und Rontgenstruktur-Daten. HSC 70,
Heat-Shock verwandtes Protein 70; PAI-Plasminogen Activator Inhibitorl; VLA-4, ein Zelloberflichen Heterodimer aus der Superfamilie

der Adhdsions Rezeptoren.
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N- und C-terminalen Léngenvarianten gefunden wurde (7Tab. 3.44). Thre korrespondie-
renden Sequenzen konnen selbst in den Poolsequenzierdaten verfolgt werden: So 1463t
sich beispielsweise die Partialsequenz QFVRFDSDA leicht in den Zyklen 5 bis 13
verfolgen. In Tabelle 3.43 sind alle erfolgreich sequenzierten DR4Dw4-Liganden neben
bereits frither publizierten Selbstpeptiden [Chicz et al., 1993] im Verhiltnis zum
DR4Dw4-Ligandenmotiv sinnvoll gruppiert und aufgelistet.

3.2.2.2 Das HLA-DR4Dw10 (DRB1*0402)-Ligandenmotiv

Die Fraktionen im Bereich zwischen 28.0 min und 58.5 min wurden vereinigt und als
Gemisch sequenziert (4bb. 3.5 und Tab. 3.44). Obwohl das DR4Dw10-Motiv dem
DR4Dw4-Motiv sehr gleicht, gibt es dennoch marginale Unterschiede (Tab 3.45).

oD
(214 nm) 41

0.5 HLA-DR4Dw10

0.4

0.3 poe

0.2

0.1

0.0 k=== ‘ ‘ ! ‘ ‘
20.0 30.0 40.0 50.0
Retention time [min]

Abb. 3.5  HPLC-Chromatogramm der HLA-DR4DwI0-eluierten Peptide. Die Pfeile geben Peaks an,
die getrennt und einzeln sequenziert wurden. Der horizontale Balken zeigt die Fraktionen an,
die vereinigt und als Gemisch sequenziert wurden (Fraktionen zwischen 28 und 58.5 min).

Die untere Kurve zeigt die Extinktion der Glycin-Kontrolle bei 214 nm.
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Pos. Aminosiurekonzentration [pmol]

| \% L F M A G T S Y P H Q N E D K R
lle Val Leu Phe Met Ala Gly Thr Ser Tyr Pro His GIn Asn Glu Asp Lys Arg

1 1432 102.8 1482 1119 220 83.0 160.5 230 285 521 17.1 63 149 107 36.8 397 220 112
2 768 106.1 745 540 140 1431 918 292 332 450 1367 9.0 33.0 268 472 572 53.6 25.0
3 9.8 708 854 599 158 651 1346 220 313 436 750 158 624 393 696 99.0 899 60.1
4 1481 672 164.0 414 155 554 842 162 225 263 627 148 483 473 541 837 799 714
S 1231 75.0 1142 423 149 67.6 666 247 222 238 41.8 124 50.7 39.1 440 700 741 994
6 897 730 1064 264 147 587 627 185 201 21.1 352 19.7 463 347 375 53.6 114.0 933
7 754 522 1132 296 259 53.0 535 177 228 21.6 357 30.2 442 275 366 437 87.0 93.1
8 439 528 888 304 199 511 533 134 170 160 432 332 333 289 351 395 685 114.1
9 284 388 70.1 168 125 448 592 24.6 33.2 123 347 24.0 28.7 454 324 513 442 927
10 261 31.1 462 225 83 430 524 215 270 17.0 212 45.0 481 384 263 409 421 86.0
11 192 291 510 16.7 87 525 445 196 199 164 242 356 337 452 245 325 480 870
12 184 26.7 415 104 6.6 516 478 138 183 156 190 243 741 378 254 241 384 593
13 142 244 257 251 6.4 428 35.7 99 156 194 202 164 543 292 22.0 205 325 407
14 11.0 219 201 239 3.7 503 263 126 154 157 203 106 390 216 190 19.0 302 447
15 87 155 144 174 35 386 250 11.0 10.8 303 169 73 254 160 147 169 226 374
16 6.7 11.6 109 165 28 278 203 5.9 78 240 116 58 166 119 112 251 195 27.6
17 4.6 82 10.0 10.6 24 182 23.6 42 52 181 11.1 44 119 7.5 8.8 22,6 13.1 200
18 3.9 6.3 8.3 6.0 23 116 192 4.0 47 11.0 9.0 3.7 8.5 6.1 6.8 188 162 14.7
19 2.8 5.2 6.4 3.6 1.7 8.1 155 2.5 3.8 6.3 6.7 2.8 6.8 4.5 55 13.8 140 10.6
20 2.4 42 4.9 2.5 1.4 6.5 10.8 1.6 3.2 43 56 20 53 33 42 121 122 8.5

Tab. 3.44 Poolsequenzierung von HLA-DR4Dwl0-eluierten Peptiden. Abgebildet sind die Mengen der 18 detektierbaren PTH-Aminosduren (Cys und Trp
fehlen) [pmol], geordnet nach steigender Hydrophatie von 20 Abbauschritten. Fette Symbole kennzeichnen einen Anstieg von mehr als 50% im
Vergleich zum Vorzyklus. Unterstrichene Symbole kennzeichnen einen Anstieg oder Riickgang, der kleiner als der erwartete ,, Tailing Effekt*
ausfdllt.



101

3.2 Pool-Sequenzierung von MHC-Klasse-II-Liganden

0L

U12]04 S2IPUDNADA YOOYS-IDAE] ‘0L DSH AV SSun.a1ayyy uajlooydwd-g ‘1-1Sy 14 ‘asvuadoipdyaq joydsoyd-¢ pAyaply uriodo1n ‘Hqadyo

UDID([-AMIYNASUISIUOY  pUn  “UdPUDSIT UYIAIIDU  ‘UISSIUGITA2SSUNL21ZUdNDIS]00J UOA J2712]23qY “Ajouwuapun3r] QIMqArIA-VIH SPd  Sp'S Qv
{~L6 Ureyod jueLreAu] W 1 1 d L v W ¥ W SISADIdddT
LL~€9 8¥AD dA S bt d S a M 1 A I 0a
34 8L-79 8vdD HAA S Pl p | S a M 4 A I SOa4d
112-00T ur101dooA|3
- eydie yoLr aurona| N D N T 4 1 A T ado
$86-+LS 0L OSH 0 N Pl a 1 M N 1 I AND
6t €2-01 HAdVD INE v v | L A 1 4 O I ADID
6t ¥7-01 HAdVD SN A v v A L A 1 ¥4 O I RiESk |
6t $T-6 HAdVD DSN A v v A L A 1 ¥4 O I AOAD
6t €2-01 HAdVD INE v A | L A 1 4 O I RSk
6t ST-01 HAdVD DSN A v v p | L A 1 ¥4 O I RiESk|
LLT-$9T dseuny djeanikq IA 9] ! H N q I M S I I
8LT-$9¢ dseuny ajeanikq AIA D a H N q I M S I I
09 LE€T-0TT BRQIAA-VTIH STIDLIOTOS H D D 0O N p | i A 1 |
TE€C-1TT ©Rq IA-V'IH dO1DS H D D 0O N da 4
T€T-61C ®10q YA-VIH dO 198 H D Pl 0O N | 4 X I
(43 LET-61T®QYA-VIH STIDLIO TOS H D D 0 N R i A 1
ST Tsc-8¢t eydie YA-v'IH DYIaVv v N S Pl A A o I I I
€v1-LT1 6€9-V'TH aai v E| 0 N D A S| T  IDAIDHA
LY1-8T1 6€9-V'IH A@IDAX v A 0 N D p | T 1 T  IDHAID
€v1-871 6€4-VIH ax v A 0 N D p | T 1 1 ¥4DAdD
St1-8C1 6€9-V'IH SDAX v E| 0 N D h | T 1 T  ¥4DHAdD
6T SHI-1€1 8€d-VIH SIDAA v d 0 N H D R | T ¥D
€€ v¥1-8C1 8¢d-VIH DAA v d 0 N H D 4 1 T  IDHAID
St1-8C1 8€9-V'IH SDHAX v E| 0 N H D 4 1 T  ¥HAdD
9% 1-8C1 8¢d-V'IH aIodA v E| 0 N H D d 1 1  ¥4HaAdD udpuedry Iny
of (-8C1 8€49-V'IH AMIDAA v E| 0 N H D q 1 1 ¥4HAdD Jpardstog
‘@ ou
H d‘0O b | N Y mwJangsourmy
[c661 1810 IowueH] sneydie N ‘H L°S | e i | N 1 9)3NZI10Ad3(q dI3puUe
(9661 'Te 12 9pati] ‘rejod MUY ON M AR I‘A 13po Uy
uompjedy  [Imyeaanry] pPunyroy 6 8 L 9 S ¥ € C I

uonIsoJ dANERY

01IMAdyradd-v’iH




102 3 Ergebnisse

Bei beiden Motiven finden sich die Ankerpositionen P6 (mit einer Vorliebe fur polare
Reste, vor allem Asn, Glu, Ser, Thr, sowie auch positiv geladene Aminosauren) und P9,
an welcher wiederum weder negativ geladene, noch aromatische Aminosauren toleriert
werden.

Die Poolsequenzierung zeigt eine Clusterbildung der hydrophoben Aminosauren Leucin
und Isoleucin in den Zyklen 3, 4 und 5. Besonders auffallig sind Cluster der polaren
Aminosduren His, GIn, Asn, Glu, Asp, Lys und Arg in den Zyklen 2 und 3. Weniger
deutlich sind Anstiege der hydrophoben Aminoséuren Leu, Met und Phe in den Zyklen
7 bzw. 8. Hieraus ergibt sich ein einfaches DR4Dw10-Motiv, das aus einem ersten hyd-
rophoben Anker (an der absoluten Position 5) und einen zweiten ebenfalls hydrophoben
Anker (an der absoluten Position 8) besteht, der aber schwéacher ausgepragt ist.
Insgesamt konnten 21 Liganden identifiziert werden (Tab. 3.45), die von 10 verschie-
denen Proteinen stammen. Die am hdufigsten gefundenen Liganden leiten sich von dem
HLA-B38 Molekul ab. Bemerkenswert ist, daf? nur im Falle von HLA-DR4Dw10 und
nicht bei den anderen HLA-DR4 Subtypen ein Fragment der Invarianten Kette (CLIP)
als Ligand gefunden wurde. Weiterhin wurden Fragmente von MHC-Klasse-1I-Mole-
kilen, einem B-Zellaktivierungsmarker (BLAST-1) und zytosolischen Proteinen gefun-

den.

3.2.2.3 Das HLA-DR4Dw14 (DRB1*0404)-Ligandenmotiv

Der HLA-DR4Dw14- und der DR4Dw4-Rezeptor unterscheiden sich in ihrer Primar-
struktur lediglich in einer Aminosdureposition. Wie im Falle des DR4Dw10-Molekiils
ist das BGlygs aus der P1-Bindungstasche durch BValgs substituiert. Wie erwartet zeigt
das DR4Dw14-Ligandenmotiv somit in Position 1 die gleiche Vorliebe fiir hydrophobe
Reste mit einer Bevorzugung von aliphatischen Aminosduren wie das DR4Dw10-
Motiv.

Tab. 3.46 zeigt das Ergebnis der Poolsequenzierung, das durch den Edman-Abbau der
Fraktionen von 27.0 min bis 58.0 min erhalten wurde (Abb. 3.6). Der Pool weist sehr
starke Signale auf, die von zwei dominanten Einzelsequenzen herriihren. Dies sind der
N-Terminus von HLA-B60 (GSHSMRYF...) und die N-terminal um eine Aminoséaure
verkurzte Variante (SHSMRYF ...). Die so im Pool entstandenen Doppelsignale sind in
Tabelle 3.47 durch ein beta ([3) markiert.
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Neben diesen Einzelsequenzen werden mehrere, von diesen unabhingige Cluster
erkennbar. Der erste hydrophobe Anker an absoluter Position 5 wird von Val, Leu und
Ile iiber die Zyklen 4 und 5 gebildet. Der zweite hydrophobe Anker (an relativer

Position 4, bzw. an absoluter Position 8) ist von Met, Ile und Ala besetzt.

oD 34
(214 nm) |
1.5

HLA-DR4Dw14

1.0

0.5

0.0

50.0
Retention time [min]

Abb. 3.6  HPLC-Chromatogramm der HLA-DR4Dw]14-eluierten Peptide. Die Pfeile geben Peaks an,
die getrennt und einzeln sequenziert wurden. Der horizontale Balken zeigt die Fraktionen an,
die vereinigt und als Gemisch sequenziert wurden (Fraktionen zwischen 27 und 58.0 min).

Die untere Kurve zeigt die Extinktion der Glycin-Kontrolle bei 214 nm.

3.2.2.4 Das HLA-DR4Dw15 (DRB1*0405)-Ligandenmotiv

Die erhaltenen Fraktionen wurden im Retentionsbereich von 31.0 min bis 57.0 min
zusammengefiihrt (4bb. 3.7) und als Pool sequenziert (Tab. 3.46). Abermals ist in
Zyklus 2 ein singulédres Prolinsignal zu erkennen. Der erste Anker in den Positionen 3-5

(relative Position 1) wird von Tyr/Phe dominiert, aber auch andere hydrophobe
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Pos. Aminosiurekonz.[pmol]

I \4 L F M A G T S Y P H Q N E D K R
lle Val Leu Phe Met Ala Gly Thr Ser Tyr Pro His Gln Asn Glu Asp Lys Arg

1 6732 4872 6443 2384 1276 4014 6264° 772 91.8% 2165 378 14.0 41.1 42.0 1234 87.8 92.2 254
2 3509 4138 3194 77.6 73.5 4856 3232 61.7 1049° 1257 457.0 26.1° 111.7 71.5 1827 1843 193.7 40.7
3 4428 3710 297.8 857 488 290.5 4127 425 7577 885 2032 483" 111.5 1209 144.1 1849 1855 45.7
4 780.6 344.1 3954 732 102.9° 2589 2512 272 756° 73.0 129.8 0.7 180.8 80.6 151.7 1433 1224 27.1
5 858.8 500.8 637.6 93.1 242.4° 2455 1622 305 39.1 69.8 101.5 0.8 109.8 842 103.8 1256 1450 62.7°
6 6502 3685 4156 1683 117.8 330.1 1844 415 464 1185 76.8 - 90.4 98.6 83.6 109.1 2415 80.9°
7 676.7 2882 3543 186.9° 1385 3319 1288 263 425 157.5° 134.0 - 81.7 198.5 77.6 94.5 98.7 58.7
8 563.9 2445 3342 332.6° 1433 2682 1353 393 433 677 113.9 1.2 61.1 98.0 68.2 101.6 54.6 52.1
9 2537 2412 231.0 1474 1055 2546 1422 844" 648 434 956 - 732 157.4 943 1309 49.3 42.9
10 225.1 1884 178.0 633 633 295.8° 117.6 101.6* 469 585 654 - 67.5 206.0 65.1 127.6 35.8 16.2
11 1836 178.8 3069 619 103.1° 4358° 1445 436 399 374 659 0.2 68.8 1284 72.4 108.5 42.1 34.9
12 1558 167.5 2858 49.5 108.4° 3430 1716 23.6 49.8® 517 513 1.2 80.4 80.2 62.9 84.7 39.7 39.8
13 1221 160.6 1502 50.1 448 273.3 1479 243 555° 428 369 0.8 75.7 49.5 51.7 75.6 444 43.1°
14 1065 1469 1084 523 326 2258 1697 29.7 348 394 416° - 91.5 47.8 51.9 73.7 51.8 67.4°
15 750 1179 653 335 201 140.7 111.8 30.7 230 31.8 414° - 40.9 49.9 26.6 57.1 32.1 33.9
16 59.1 914 520 279 146 93.8 130.5° 260 179 244 257 0.9 38.7 36.8 322 46.2 20.9 18.5
17 409 600 441 21.1 103 65.1 103.7 203 13.3 16.8 17.3 - 24.9 20.4 20.0 343 144 23.1°
18 311 426 337 154 8.0 502 97.0 15.8 11.0 10.8 12.0 0.5 11.4 10.0 16.4 219 10.2 13.4
19  27.1 358  26.7 12.5 7.0 41.1 69.4 15.4 10.0 8.3 10.9 - 8.1 8.1 18.6° 20.3 9.5 11.1
20 227 313 209 10.1 53 30.1 489 11.8 7.2 7.2 9.7 - 6.4 5.7 13.2 15.6 7.6 10.8

21 4.1 3.0 23 1.0 0.5 2.8 6.0 1.3 0.7 0.5 0.9 0.5 0.1 0.5 14.3 L5 1.2 32

Tab. 3.46 Poolsequenzierung von HLA-DR4Dwl4-eluierten Peptiden. Abgebildet sind die Mengen der 18 detektierbaren PTH-Aminosduren (Cys und Trp
fehlen) [pmol], geordnet nach steigender Hydrophatie von 21 Abbauschritten. Fette Symbole kennzeichnen einen Anstieg von mehr als 50% im
Vergleich zum Vorzyklus. Unterstrichene Symbole kennzeichnen einen Anstieg oder Riickgang, der kleiner als der erwartete ,, Tailing Effekt*
ausfallt. Signale konnen von den dominanten Peptiden GSHSMRYF'... oder SHSMRYF:... abgeleitet werden.
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Aminosduren zeigen deutliche Signale. Der zweite Signalcluster tritt in den Zyklen 7/8
auf und wird liberwiegend von den aliphatischen Resten Val, Ile, Leu, Met und Ala
besetzt, wihrend allerdings Tyr und Phe fehlen. In den Zyklen 9/10 bzw. 12/13 lassen
sich weitere von hydrophilen Aminosduren gebildete Cluster erkennen, wobei letzteres
von Asp/Glu dominiert wird.

Das DR4Dwl15-Molekiil besitzt im Gegensatz zu den anderen untersuchten DR4-
Molekiilen an DRbs; keine Asparaginsidure, sondern ein Serin, und stellt somit fiir DR-
Molekiile eine Ausnahme dar. Die P9-Bindungstasche von DR4Dw15 besitzt somit eine
negative Ladung weniger als die entsprechende Tasche der anderen DR4-Molekiile. Die
gefundenen Aminosédurecluster der negativ geladenen Reste von Asp und Glu in den

Zyklen 12 und 13 zeigen diesen Unterschied sehr klar.

oD
(214 nm) |

05 2 HLA-DR4Dw15

0.4 54

20.0 30.0 40.0 50.0
Retention time [min]

Abb. 3.7  HPLC-Chromatogramm der HLA-DR4Dwl 5-eluierten Peptide. Die Pfeile geben Peaks an,
die getrennt und einzeln sequenziert wurden. Der horizontale Balken zeigt die Fraktionen an,
die vereinigt und als Gemisch sequenziert wurden (Fraktionen zwischen 31.0 und 57.0 min).

Die untere Kurve zeigt die Extinktion der Glycin-Kontrolle bei 214 nm.
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HLA-DR4Dw15

Relative Position

1 2 3 4 5 6 7 8 9 Herkunft, [Literatur] Fraktion
Anker oder F,Y,W V,L L N,S  polar D,E, Q [Friede et al. 1996]
andere bevorzugte V, 1 M, D, E T,Q charged
Aminosiuren L,M K, D aliphatic
Beispiele YPTORAR Y Q W v R C N P D SNS PGSG 1-19 19
fiir Liganden QRAR Y Q W v R C N P D SNS PGSG 4-19 19
RAR Y Q W v R C N P D SNS PGSG 5-19 19
KPPQ Y I A v H V A% P D Q MIF 32-45 28, 44
FRE F K L S K Vv W R D QH Transferrin receptor 173-186
FRE F K L S K Vv W R D Q Transferrin receptor 173-185
RE F K L S K Vv w R D QH Transferrin receptor 174-186 28
RE F K L S K Vv W R D Q Transferrin receptor 174-185 31
VEPDH Y vV Vv v G A (0} R D A Transferrin receptor 397-411 33
EPDH Y vV Vv A\ G A Q R D A Transferrin receptor 398-411 32
THY Y AV A v Vv K K D TDFK  Transferrin 92-107
KELK I D I I P N P Q E R HSP90-beta 68-81 33
YLL Y Y T E F T P T E KD beta-2 microglobulin 83-96 54
LL Y Y T E F T P T E KDEY beta-2 microglobulin 83-98
CAIHAKR A% T 1 M P K D I Q LA.. Histone H3 110-? 36
APNT F K T L D S w R D ras-related protein RAB-7 (rat) 36
86-98
VADK I Q L I N N M L D Phosphoglycerate kinase 216-

228

Tab. 3.49 Das HLA-DR4Dwl5 Ligandenmotiv. Abgeleitet von Poolsequenzierungsergebnissen, natiirlichen Liganden, und Réntgenstruktur-Daten. Drei
Peptidsequenzen, (KVHGSLARAGKVRGQTPKVA..., SSHKTFRIKRFLAKKQKQNR..., GKFMKPGKVVLVLAGRYS...) aus ribosomalen Proteinen
sind nicht gruppiert, da ihre Herkunft aus verschiedenen Griinden fraglich zu seien scheint: i) sie reprdsentieren den N-terminalen Teil des
Jjeweiligen Proteins, ii) die C-terminalen Reste konnten auf Grund der ungewohnlichen Linge von mehr als 20 Aminosduren nicht charakterisiert
werden, iii) sie wurden auch hédufig bei der Extraktion von verschiedenen anderen Klasse Il Proteinen gefunden.
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Tatséchlich trégt auch beinahe jeder der natiirlichen Liganden, die in Tabelle 3.49 grup-
piert sind Asp oder Glu an Position 9. Somit ist P9 ein Anker fur negativ geladene, oder
im geringeren Umfang fur polare Reste.

Die Sequenzanalyse einzelner Fraktionen erwies sich als sehr ergiebig (Tab. 3.49), da
jede der sequenzierten Fraktionen im Durchschnitt zwei klar voneinander abzugren-
zende Einzelsequenzen ergab. Es wurden aulRerdem Fragmente eines Proteoglykankern-
Proteins (PGSG), eines Hemmfaktors der Makrophagenwanderung (MIF) und des

Transferrinrezeptors gefunden.

3.3 Interaktion natlrlicher Liganden mit DR17-Molekiilen:
Das HLA-DR17-Ligandenmotiv

Die Sequenzanalyse natlrlich prozessierter HLA-DR17-Liganden ergab ein exakt
vorgegebenes Arrangement von Positionen mit konservierter Aminosaurenbesetzung.
Um die strukturellen Interaktionen zwischen Rezeptor und Ligand genauer zu unter-
suchen, wurden die Beitrédge der konservierten Aminosduren flr das Bindungsmotiv der
DR17-Liganden in einem nicht-radioaktiven Bindungsassay bestimmt. Dieser beruhte
auf der Bindung von Peptiden an isolierte MHC-Molekiile, wodurch die Bindungskapa-
zitdten von DR17-Liganden oder deren Varianten an native DR17-Molekile direkt
miteinander vergleichbar wurden. Als biotinylierter Agonist wurde der natlrliche
Ligand ApoB(2877-2894) in einer Konzentration von 2uM mit steigenden Konzentra-
tionen zu dem Kompetitorpeptid koinkubiert und dessen inhibitorisches Potential in

einer Titrationskurve bestimmt.

3.3.1 Affinitat naturlicher Peptide zu HLA-DR17

In einem Peptidbindungsassay wurde die Bindungskapazitat von acht natirlich prozes-
sierten Peptiden bestimmt, deren Lange von zwolIf bis neunzehn Aminosduren variierte
(Tab. 3.41). Samtliche Bindungsansatze wurden bei pH 5 durchgefuhrt, da die Peptid-
bindung in saurem Milieu verstarkt wird [Jensen, 1991; Sidney et al., 1992]. Die Inhibi-
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tionskurven in Abb. 3.84 machen deutlich, daf3 sich — im Unterschied zu dem natiirli-
chen DR12-Ligand TF-R(140-156) — sieben der acht DR17-Liganden durch exzellente
Bindungseigenschaften auszeichnen. Ferner sind die Bindungsexperimente mit solchen
Peptiden durchgefiihrt worden, die in der Literatur bereits als DR17-restringierte T-Zell-
Epitope beschrieben sind. Eines der ausgewéhlten Peptide war das als hochaffin und
sehr spezifisch beschriebene Peptid HSP(3-13) [Galuk et al., 1992; Sidney et al., 1992],
ein Fragment aus dem mykobakteriellen ,,Heat-Shock-Protein“ HSP65. Es zeigte eine
gute, jedoch eindeutig geringere Bindungskapazitit als die Majoritét der natiirlichen
DR17-Liganden. Das aus dem humanen Acetylcholin-Rezeptor abgeleitete Peptid
HoAChR(310-325), ein bekanntes Autoantigen der Myasthenia gravis, zeigte hervorra-
gende Bindungseigenschaften. Wurde dieses Peptid im Versuch am C-Terminus um
zwel Aminosduren verkiirzt, reduzierte sich die Bindungskapazitit auf circa ein Zehntel
(Abb. 3.8B).

Beim Vergleich dieser Sequenzen mit dem DR17-Ligandenmotiv wird offenbar, da3 die
suboptimal bindenden Peptide direkt hinter dem C-terminalen Anker in Position 9 abge-

schnitten sind (Tab. 3.41 und Tab. 3.50).

A O 0 0 0 0 B)
100 100
O ApoB(1273-90) O IgG2a
@ ApoB(4483-96) ® HSP65(3-13)

V LDL-R(518-32
v y-IF-R(128-46
O TF-R(620-34)
W TF-R(140-156)

v AChR(310-323)
¥ AChR(310-325)

i
7

Inhibition [%]
Inhibition [%]
[é)]

o
T

50 |- 7 /

0 ! L 0 I !
0.1 1 10 100 0.1 1 10

Peptidkonzentration [uM] Peptidkonzentration [uM]

Abb. 3.8  A) Bindung verschiedener natiirlicher DR17-Liganden und eines natiirlichen DR12-Liganden
TF-R(140-156) als Negativ-Kontrolle an aufgereinigte HLA-DRI7-Molekiile.
B) Bindung von DRI7-restringierten T-Zell-Epitopen verglichen mit einem natiirlichen
DR17-Liganden. Die sequenzabhdingigen und sequenzunabhdngigen Effekte sind in Tab. 3.50

genauer illustriert.
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3.3.2 Sequenzabhingige, spezifische und sequenzunabhingige, unspe-

zifische Kontaktstellen

Das Resultat aus Absatz 3.3.1 erlaubt bereits die Annahme, dal Aminosduren an nicht-
konservierten Positionen die Bindung durchaus beeinflussen kénnen. Um dieses Ergeb-
nis zu prézisieren, wurden Verkiirzungs- und Substitutionsvarianten des Peptids
ApoB(2877-2892) mit gleicher Kernsequenz (ApoB(2881-2890)) synthetisiert. Dabei
zeigte sich, dass allein diese Kernsequenz zwar fiir die Bindung an DR17 hinreichend
ist, jedoch mit einer ca. 10fach verringerten Bindungskapazitit (4bb. 3.9). Durch
Hinzufiigen von Alanin an beide Peptidenden konnte die originale Bindungskapazitit
indessen wieder hergestellt werden. Dieser Effekt konnte bereits schon mit dem Ala-
substituierten 13-mer (AALTLDSNIKYFA) erzielt werden (4bb. 3.9). Offensichtlich
tragen also auch jene Aminosduren zur Bindung bei, die direkt bei, aber aullerhalb der
Kernsequenz liegen, unabhidngig von ihrer jeweiligen Struktur. Diese und analoge
Einkiirzungsstudien am DR1- Epitop HA(307-319) konnten manifestieren (Daten nicht
gezeigt), dass das Peptidbindungsepitop fiir die Interaktion mit der MHC-II-Bindungs-
grube generell auf die Lange von 13 Aminosduren festgeschrieben ist. Diese Erkenntnis
erklart somit plausibel, warum die Lénge natiirlicher Liganden in der Regel zwolf
Aminosduren nicht unterschreitet (7ab. 3.41) [Chicz et al., 1993; Rudensky et al., 1992;
Hunt et al., 1992].

Peptidkonzentration [uM]

100 O ApoB(2877-92) Abb. 3.9  Bindung  eingekiirzter  Alanin-
@ ApoB(2881-90)
v ApoB(2881-90); N:4A, C:2A Derivate des Selbstpeptids Apo-
¥ ApoB(2881-90); N:2A, C:1A
B(2877-92) an HLA-DRI17-Mole-
kiile.  Der Einflu der flankie-
S renden Reste wird durch die
c
% 50 - Kernsequenz des Selbstpeptids und
E / seine mit Ala verldngerten Vari-
anten gezeigt.
0 | 1
0.1 1 10
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3.3.3 Spezifische Interaktion der Peptidseitenketten

Die vorliegenden Analysen sollten die Bindungseigenschaften der konservierten
Aminosduren natiirlicher DR17-Liganden in den relativen Positionen 1, 4, 6, und 9
ndher bestimmen. Stellvertretend fiir die natiirlichen DR17-Liganden wurde otlAT(149-
164) ausgewihlt. Die vier konservierten Positionen dieses Modell-Liganden wurden
sukzessiv gegen Alanin substituiert (7ab. 3.50). Die Bindungskapazitét der vier Substi-
tutions-Varianten verringerte sich dabei signifikant, wenngleich in abweichendem
AusmalBl. Die Substitution von K157 und Y160 resultierte in einer schwach bis
geringen, der Austausch von F152 und besonders jener von D155 fiihrte aber zu einer
starker ausgepragten Reduktion des Bindungsvermdgens (4bb. 3.10). Anhand dieser
Daten zeigten sich erste Hinweise darauf, daB die vier konservierten Positionen
natiirlicher DR17-Liganden als Anker fiir die Interaktion in der Peptidbindungsgrube
fungieren. Der bei einer Monosubstitution gemessene Effekt war jedoch relativ gering.
Folglich wurde die Versuchsstrategie auf Mehrfachsubstitutionen ausgedehnt, um die

Funktion und den Beitrag des Ankerkollektivs im Detail beleuchten zu kdnnen.

100 O alAT(149-64) Abb. 3.10 Die Bindungskapazitit des na-
@ a1AT(149-64); FHA
v alAT(149-64); D—A tiirlichen DR17-Liganden ol AT
¥ a1AT(149-64); KA . . .
O a1AT(149-64); YA (149-64) verglichen mit Varian-
ten, deren konservierten Posi-
= /./. tionen einzeln gegen Alanin
c
% 50 substituiert wurden.
2
£
0 | |
1 10 100

Peptidkonzentration [uM]

3.3.4 Doppelsubstitutionen und negative Effekte

Zur Durchfiihrung der Doppelsubstitutionen wurde neben dem Hauptanker Aspl55
zusitzlich die gesamte Peptidkernsequenz ol AT(152-160) in Folge gegen Alanine sub-
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stituiert. Die Ergebnisse (4bb. 3.11A und Abb. 3.11B) belegen die enormen Effekte
einer Doppelsubstitution konservierter Positionen. Selbst bei hochmolarem Uberschuf3
konnte keine Inhibition nachgewiesen werden.

In den darauffolgenden Kontrollexperimenten wurden sukzessive nicht-konservierte
Positionen mit Aspl55 substituiert. Abb. 3.11A4 zeigt, wie sich diese Substitutionen
nicht oder nur marginal auswirkten und im Gegenteil sogar zu einer Steigerung der
Bindungskapazitdt fiihrten. Als Ergebnis dieser Reihen von Doppelsubstitutionen kon-
nen die vier postulierten Kontaktstellen eindeutig als Anker identifiziert werden.
Auffallend bei der Versuchsreihe ist weiter der negative Einflul nicht-konservierter,
geladener Aminosduren auf das Bindungsvermogen (4bb. 3.11B). All diese Resultate
stirken die Annahme, daf3 die Bindungsaffinitét eines Liganden durch die Summe der

Einzelbeitrdge von positiv und negativ geladenen Aminosdureseitenketten bestimmt

wird.
A) B)
100 100
O alAT(149-64); FD—AA O alAT(149-64); DA
@ al1AT(149-64); KD—AA ® alAT(149-64); DL AA
V alAT(149-64); YD—AA V alAT(149-64); DE—AA
¥ a1AT(149-64); FDKY—AAAA ¥ alAT(149-64); DV—AA
O alAT(149-64); DN—AA
B aiAT(149-64); DL A
R 50 | S
c c
2 2 50
2 ) /
= e
£ £
O -
| | 0 | |
10 100 1000 10 100
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Abb. 3.11 A) Die Bindungskapazitit des natiirlichen DRI17-Liganden olAT(149-64) verglichen mit
Analoga, welche an zwei der vier konservierten Positionen verdndert wurden. B) Die Bin-
dungskapazitdit der monosubstituierten Variante alAT[DI155—A] im Vergleich zu Analoga,

die durch Doppelsubstitution einer konservierten (D155) und einer nicht-konservierten Posi-

tion erhalten wurden.
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Tab. 3.50

Inhibition der Bindung von ApoB(2877-2894) an HLA-DR17 durch Peptidliganden. Die

Peptide sind entsprechend dem DR17-Ligandenmotiv ausgerichtet. Fette, grau unterlegte

Symbole kennzeichnen konservierte oder veranderte Positionen. Informationen ber DR17-
Liganden [Malcherek et al., 1993]Jund Informationen (iber DR1 und DR12-Liganden [Chicz
etal., 1993 & Falk et al., 1994] liegen bereits vor.

Relative Position 1 * * 4 * 6 * * 9 Inhibit. [uM]
Naturliche DR17-Liganden
ApoB(2877-92) I S NQLTULDSNIKY F KK 1.2
LDL-R(518-32) K PRAI VVDPVHGTFMY 1.2
ApoB(4423-96) A VNEII SDYHOQQFT 25
ApoB(1273-90) Il P DNLFLKSDGRVYIKYTLN 3.8
TF-R(620-34) LLSFVRDLNO QQYRAD.I 0.7
y-1F-R(128-46) GPPKLQIRKEEKOQI M I DI F 3.0
IgG2a KDTI1SPDYRNMI 17
01AT(149-164) VQTFLEQVKMLYHSEA 3.4
Varianten von DR17-Liganden
ApoB(2881-90) L TLDS SNI K Y F 12.8
al1AT(149-164); F - A VDTALEDVKNTLYHSEA 18.7
01AT(149-164); D> A VDTFLEAVKNTLYHSEA 41.6
01AT(149-164); K- A VDTFLEDVANTLYHSEA 6.7
0l1AT(149-164); Y - A VDTFLEDVKNTLAHSEA 7.1
01AT(149-164); FD - AA VDTALEAVKNTLYHSEA >>2000
01AT(149-164); KD - AA VDTFLEAVANTLYHS SEA 270
01AT(149-164); YD - AA VDTFLEAVKNTLAHSEA >>2000
O1AT (149-164); VDTALEAVANTLAHSTEA >>2000
FDKY - AAAA
DR12-Liganden und Varianten
TF-R140-55 DFTGTIKLLNENSYVPR >>200
TF-R140-55: LD D F T G T I K LDNENS Y V PR 2.8
TF-R140-55; D F TGTIKDDDENSYVZPR 19.8
LLN - DDD
DR17-Motiv Peptide
HSP65(3-13) K TI AYDEEARTR 23.8
HAChR(310-323) NWVRKVFIDTI1I P N I 12.9
HAChR(310-325) NWVRKVFIDTIPNI MF 1.2
TT(1272-84) NGQI GNDPNRUD I L 190
TT(1272-84); 1 - A NGQAGNDZPNRD I L >800
TT(1272-84);,D- A NGQI GNAPNRD I L >800
TT(1272-84);1-D NGQDGNDZPNRD I L >>800
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Zudem geben diese Substitutionsversuche qualitative Hinweise auf die Hierarchie der
Anker in einem definierten Peptid. Verwendet man die Alaninsubstitution als internen
MaRstab, so haben die Aminosduren Phenylalanin und Asparaginséure in den relativen
Positionen 1 und 4 die hochste Prioritat fur die Bindung von alAT(149-164). Die
Einzelsequenzen naturlicher DR17-Liganden bestétigen dies: Die Ankerpositionen 1
und 4 werden absolut konserviert, wahrend die Positionen 6 und 9 eine gewisse
Variabilitat (Tab. 3.41) erlauben.

3.3.5 Modulation allelspezifischer Bindungseigenschaften

Der natlrliche DR12-Ligand TF-R(140-156) (Falk et al., 1994) wurde in Bindungs-
studien zur negativen Kontrolle der Bindung an DR17 eingesetzt (Abb. 3.8). Dieses
Peptid hat wie alle DR17-Liganden Leucin und Tyrosin in den relativen Positionen 1
und 9, sowie ein weiteres Leucin in Position 4, das allerdings nicht mit dem von den
DR17-Liganden erstellten Motiv (Tab. 3.41) kompatibel ist. Im AnschluB folgte der
inverse Versuch: Statt wie bisher die Anker durch Alanin zu substituieren, wurde nun
Asparaginsaure als allelspezifischer Anker an der Position 4 in das TF-R (140-156) ein-
gefiihrt. Der Austausch dieser einzelnen Aminosaure machte aus dem natirlichen DR12
einen exzellenten DR17-Liganden. Diese allelspezifische Modulation, die ebenfalls mit
einem naturlichen DR1-Liganden (HLA-A2(103-117)) reproduziert wurde (Abb. 3.12),
unterstreicht die bereits aus der Sequenzierung von Selbstpeptiden abgeleitete
Hypothese von der entscheidenden Rolle der Asparaginsaure im DR17-Liganden-
Motiv. Weitere Substitutionen benachbarter P4-Positionen zeigten, dall dieser Effekt
jedoch spezifisch und auf P4 lokalisiert ist (Abb. 3.12), da sie ansonsten zu einer
Reduktion des Bindungsvermdgen fuhrten.
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100

O HLA-A2(103-117) Abb. 3.12  Konvertierung natiirlicher HLA
@ HLA-A2(103-117); L»D
¥V TF-R(140-156) -DRI-und -DRI2-Liganden zu
¥ TF-R(140-156); LLN—DDD
O TF-R(140-156); L—D HLA-DRI17 bindenden Pepti-
den. HLA-A2(103-117) und TF-
R(140-156) wurden durch Sub-
50
/ stitution von Leucin mit Aspara-
ginsdure in der relativen Posi-

tion 4 zu exzellenten DRI7-

Inhibition [%]

Liganden.

| |
0 10 100
Peptidkonzentration [uM]

3.3.6 Charakterisierung der Interaktion von Klasse-II-assoziierten

Peptiden der invarianten Kette (CLIPs) mit HLA-DR-Molekiilen

Verschiedene Peptide, die aus einer bestimmten Region der Invarianten Kette 11(97-120)
stammen, werden hdufig neben anderen natiirlichen Liganden auf diversen Klasse-II-
Molekiilen gefunden [Chicz et al., 1992; Hunt et al., 1992; Rudensky et al., 1992;
Riberdy et al.,, 1992; Sette et al., 1992]. Solche Klasse-II-assoziierten Peptide der
Invarianten Kette, kurz CLIPs genannt, bestimmen die Liganden von Klasse-II
,processing-deficient” Zellen. Es ist unklar, ob CLIPs in der MHC Bindungsgrube oder
an eine nicht-polymorphe Region auBlerhalb der Peptidbindungsgrube von MHC-
Klasse-II-Molekiilen binden. Zur Klarung der Interaktion zwischen Klasse-II-Molekiile
und CLIPs wurde das Bindungsvermdgen von CLIP und CLIP-Varianten mit den
beiden Klasse-1I-Allelen HLA-DR1 und HLA-DR17, die in vivo mit CLIP assoziiert
sind (Tab. 3.51), untersucht und mit dem Bindungsvermodgen antigener Peptide

verglichen [Riberdy et al., 1992; Sette et al., 1992; Chicz et al., 1992].
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3.3.7 Affinitit der CLIP-Peptide zum HLA-DR17-Rezeptor

Die Titrationskurven in A4bb. 3.13 zeigen CLIP(97-120) im Vergleich mit anderen
natiirlichen DR17-Liganden. Hierbei ldsst sich die luminale Region der Invarianten
Kette eindeutig als potentieller Kompetitor antigener DR17-Peptide identifizieren.

Zur genaueren Untersuchung der Bindungscharakteristika von CLIPs und ihrer Varian-
ten wurde wiederum der natiirliche DR17-Ligand ApoB(2877-2894) in biotinylierter

Form als Agonist im Kompetitionsassay eingesetzt.

100
O ApoB(2877-92) Abb. 3.13 Die Bindungskapazitit von
® LDL-R(518-32)
v y-IF-R(128-46) CLIP(97-120) im Vergleich zu
v TF-R(620-34)
O TF-R(140-56) konventionellen HLA-DR17-
W i(97-120)

Selbstpeptiden. Die Bindung
wurde in Kompetion mit 2uM
ApoB (2877-2894) an aufge-
reinigten DRI17-Molekiile ge-

Inhibition [%]
()]
o

messen.

1

Peptidkonzentration [uM]

3.3.8 Minimalepitop der CLIPs fiir die Bindung an das HLA-DR17-
Molekiil

Aus der luminalen Region der invarianten Kette (1i(97-120)) wurden sechs
iiberlappende Peptide mit einer Lange von 12 Aminoséduren synthetisiert. Das Potential
dieser Peptide, mit dem natiirlichen DR17-Liganden ApoB(2877-2894) um die Bindung
an aufgereinigte HLA-DR17-Molekiile zu konkurrieren wurde bei pH 5 gemessen.
Allein Ti(106-117) war in der Lage, dosisabhéngig die Bindung von ApoB(2877-2894)
zu inhibieren (Abb.3.14). Somit 146t sich das Bindungsepitop der CLIPs an HLA-DR17
auf die Sequenz 1i(106-117) festschreiben. Dieser Befund war zu erwarten, da diese
Sequenz in allen CLIPs enthalten ist, die auf DR-Molekiilen gefunden wurden

[Malcharek et al., 1995; Chicz et al., 1993; Sette et al., 1992; Riberdy et al., 1992].
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3.3.9 Detaillierte Beschreibung der Ankerpositionen

Der sogenannte ,,Scan® ist ein systematischer Ansatz zur Evaluierung des Beitrages, den
jede einzelne Aminosédure eines natiirlichen Liganden zur Bindung an einen Rezeptor
leistet. Hierbei wird jeweils eine Aminosdure der natiirlichen Sequenz — unter Bertick-
sichtigung jeder Position — durch eine andere ersetzt.

Um die Bindung von [i(106-117) detaillierter betrachten zu kénnen, wurden die Anker-
positionen des Dodecapeptids durch einfache Alaninsubstitionen untersucht. An den
meisten Positionen konnten nur leichte Verdnderungen des Bindungsvermodgens
beobachtet werden (Abb. 3.15A). Jedoch traten die Alaninsubstitutionen fiir Met107 und
Metl15 selbst bei hohen Konzentrationen nur minimal oder iiberhaupt nicht mit dem
natiirlichen Liganden li(106-117) in Konkurrenz, was sich in einer Einbulle der
Bindungskapazitit um das 100- bzw. 20fache manifestierte (4bb. 3.15B). Diese
Beobachtung steht im Einklang mit dem Ergebnis, dass weder [i(97-113) (Daten nicht
gezeigt) noch 1i(103-114) oder 1i(109-120) in der Lage sind, mit ApoB(2877-2894) um
die Bindung an DR17-Molekiile zu konkurrieren, da diesen eingekiirzten Peptiden

entweder Met107 oder Met115 fehlt.
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Abb. 3.15 Analyse der sequenzabhdngigen Kontaktstellen der CLIPs. Die Auswirkungen des Ala-Scans
auf die Bindung des Minimalepitops 1i(106-117) an HLA-DR17 sind in

A) fiir die relativen Positionen 2-8, und in B) fiir die relativen Positionen 1 und 9 dargestellt.

Damit sind Met107 und Metl15 als hydrophobe Ankerpositionen fiir die Bindung der
CLIPs an DR17 identifiziert. Wurde Metl115 durch Phe oder Leu ersetzt, fiihrte dies im
Vergleich zu der Alaninsubstitution nur zu einer geringeren Einbulle der Bindungskapa-
zitdt, wohingegen die entsprechenden Substitutionen von Met107 eine gleichbleibende
oder sogar verbesserte Bindungskapazitét erbrachten (4bb. 3.16).

Dies bedeutet, dal3 die beiden Methionine Met107 und Met115 durch homologe Amino-
sduren gleichwertig ersetzt werden konnen, wahrend negativ geladene Aminoséuren wie
Asparaginsdure zu einem volligen Verlust des Bindungsvermdgens fiihren (Daten nicht
gezeigt).

Die Methionine Metl07 und Metll5 sind durch sieben andere Aminosiuren
voneinander getrennt. Dies deckt sich mit der rdumlichen Anordnung hydro-
phober/aromatischer Ankeraminosduren an den relativen Positionen P1 und P9, wie sie
bei natiirlichen DR17-Liganden gefunden wurde (7ab. 3.41) [Malcherek et al. 1993;
Malcherek et al. 1994]. Trotz dieser partiellen Homologie zwischen li(106-117) und
natiirlichen DR17-Liganden gibt es einen wesentlichen Unterschied: Das natiirliche

DR17-Ligandenmotiv weist vier spezifische Kontaktstellen an den relativen Positionen
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P1, P4, P6 und P9 auf, wobei P4 der allelspezifische Anker ist, der exklusiv von dem
negativ geladenen Asparaginséure-Rest besetzt wird.

Substituiert man Alal10 der CLIP Sequenz (in relativer Position 4) mit Asparaginséure,
steigt die Bindungskapazitdt dieses Asp-Analogon von li(106-117) um mehr als das
20fache an (Abb. 3.16). Diese allelspezifische Modulation kénnte darauf hinweisen,
dass CLIPs prinzipiell die strukturellen Voraussetzungen zur Bindung in der Peptid-
bindungsgrube erfiillen, obwohl die CLIPs nicht optimal mit allelspezifischen Kontakt-
stellen ausgestattet sind (7ab. 3.41).

Die relative Bindungskapazitit von I[i(106-117) war ca. 50uM, wohingegen die
Bindungskapazitit des langen Ii Peptids 1i(97-120) 1uM betrug und damit in der
GroBenordnung von natilirlichen DR17-Liganden lag (0,7-3,8uM) (Abb. 3.13). Der
grole Unterschied der Bindungskapazititen zwischen den Verkiirzungsvarianten und
den CLIPs mit natiirlicher Lange riihrt wahrscheinlich von den flankierenden Resten.
Wie die Titrationskurven in Abb. 3.17A illustrieren, hatte das Entfernen der acht N-ter-
minalen und der drei C-terminalen Reste (Ii(105-117)) nur geringen Einflul auf die
Bindung, das Entfernen weiterer Aminosduren hingegen resultierte in einem dramati-
schen Verlust des Bindungsvermdgens dieser Varianten. Folglich sind die Reste Ser105,
Lys106, GIn116 und Alal17 essentiell fiir die Bindung an DR17-und an DR1-Molekiile
(Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.17  Charakterisierung der CLIP Bindungsstelle an HLA-DR17.
A) Vergleich der Bindungskapazititen des Ii Peptids 1i(97-120) mit Verkiirzungsvarianten
von li(106-117). B) Substitution flankierender Aminosduren zur Analyse ihres sequenzunab-

héingigen Beitrags fiir die Bindung an DR17.

Um den Beitrag der vier flankierenden Aminosduren zur Bindungskapazitit zu evalu-
ieren, wurden diese Reste einzeln gegen verschiedene Aminosduren substituiert. Die
resultierenden Titrationskurven in Abb. 3.17B sind beinahe deckungsgleich, was
beweist, dass fiir die Bindung an den Rezeptor alleine die Linge des Peptides malige-
bend ist, wiahrend die Natur der den Kern flankierenden Aminosiduren keinen Einfluf}
besitzt.

Dies bestitigt, dass sich die Bindung der CLIPs — wie auch die allelspezifischer Ligan-
den — aus zwei Komponenten zusammensetzt: Einer spezifischen, seitenketten-
abhingigen, und einer seitenkettenunabhingigen Interaktion, die via Wasserstoff-

briicken vermittelt wird [Stern et al., 1994].
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Abb. 3.18 Kartierung der Bindungsstellen von CLIPs an HLA-DRI.
A) Bindungsvermégen der sechs iiberlappenden Dodecapeptide von 1i(97-120) B) Beitrag
der beiden Methionine. Met107 und Metl15 zum Inhibitionsvermogen von 1i(106-120).

Als konsequente Folge dehnten sich die CLIP-Bindungstudien auf HLA-DR1 aus: Auf-
gereinigte DR1-Molekiile wurden mit dem biotinylierten natiirlichen Liganden HLA-
A2(103-117) beladen und deren Kompetition gegen Invariant Chain Peptide gemessen.
Wie schon bei den DR17 Bindungsstudien, war unter den sechs getesteten Dodeca-
meren wiederum das Peptid [i(106-117) der beste Inhibitor (4bb. 3.18A4). Dieses Ergeb-
nis war zu erwarten, da diese Sequenz alle CLIPs enthielten, die auf DR1-Molekiilen
gefunden wurden (Tab. 3.51).

Abb. 3.18B belegt, dass die beiden Methionine, Metl07 und Metl15 abermals eine
entscheidende Rolle bei der Bindung des Dodecapeptids 1i(106-117) spielen. Wahrend
der messbare Effekt bei den Alaninanaloga nur minimal ausfiel, waren jedoch die
Auswirkungen der Substitutionen mit geladenen Resten signifikant (4bb. 3.15B und
Abb. 3.18B).

Ersetzte man aber Metl07 durch Phenylalanin, konnte bei DRI eine signifikante
Verbesserung des Bindungsvermdgens beobachtet werden, wohingegen die
entsprechende Substitution bei DR17 zu keiner Verdnderung der Bindungkapazitit

fihrte (A4bb. 3.16 und Abb. 3.19A4). Diese Resultate spiegeln somit exakt die
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allelspezifischen Unterschiede zwischen DR1 und DR17 wider: Aromatische Reste
dominieren P1 im DRI-Ligandenmotiv und aliphatische Aminosduren sind die
bevorzugten Reste des DR17-Ligandenmotivs.

In diesem Sinne lassen sich ebenso die Ergebnisse der Metl15 Substitutionsvarianten
interpretieren. Auch hier zeigte das Alaninanalogon eine geringfiigigere Reduktion der
Bindungskapazitit als das Phenylalaninanalogon, wobei die Substitution von Metl15
gegen Leucin sogar in einer Verstirkung der Bindung resultierte (4bb. 3.19A).

Die Position 4 von natiirlichen DR1-Liganden wird hauptsdchlich von aliphatischen
Resten bestetzt [Falk et al., 1994; Hammer et al., 1993]. Tauschte man Alall0 aus
[i(106-117) bzw. Leull0 aus HLA-A2(103-117) mit Asparaginsdure, so verringerte
sich die Bindungskapazitdt dieser beiden Substitutionsvarianten deutlich (4bb. 3.18B
und Abb. 3.19B). Die Einfiihrung der Asparaginsdure in CLIPs an Position 4 fiihrte im
Falle von DR17 zu einer Verstirkung und im Falle von DRI zu einer Reduktion der
Bindungsstirke. Folglich zeigen CLIPs zwar eindeutig ein allelspezifisches Bindung-

verhalten, aber dieselbe Substitution fiihrt je nach Allel — DR1 oder DR17 — zu
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O i (106-117) O HLA-A2(103-117)
® i (106-117); M107—L ® HLA-A2(103-117); L110—D
v i (106-117); M107—F
v i (106-117); P12,
O 1i (106-117); M115
w i (106-117); M11
c [
S 50 S 50}
/e
< <
£ £
0 | | | 0 | | | |
0.1 1 10 100 0.1 1 10 100
Peptidkonzentration [uM] Peptidkonzentration [uM]

Abb. 3.19 Bestimmung des Beitrags der einzelnen Kontaktstelln zur Bindung an HLA-DRI.
A) Substitution von Met107 und Metl15 gegen hydrophobe Aminosduren. B) Reduktion der
Bindungsstdrke von HLA-A2(103-117) durch Einfiihrung der DRI17 allelspezifischen Anker-

aminosdure Asparagin in Position 4.
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Tab. 3.51 Die Ankerpositionen der HLA-Klasse-ll-Ligandenmotive lassen ein von CLIPs verwendetes

Supermotiv vermuten.

Relative Position

1 ** 4 *6 * * 9 Literatur
HLA-DR17-Motiv L D K Y [a]

I R L

F E F

M Q

VvV N
CLIP(97-120) LPKPPKPFY S K MR M A TPLLMQOQALPM [b, c]
CLIP(97-119) LPKPPKPFY S K MR M A TPLLMQOQAILP [b, c,d]
CLIP(98-119) PKPPKPFY S KM R M A TP LLMQOQAILP [c, d]
CLIP(99-120) KPPKPV S K MRMATPLLMQALPM [b, d]
CLIP(99-119) KPPKPV S K MRMATPLLMQALP [d]
HLA-DR1-Motiv Y M A L [e, f, g]

F L G A

VvV A S M

L
CLIP(97-121) LPKPPKPFY S KM R M A TPLLMQALPMG [d]
CLIP(97-120) LPKPPKPFY S K MR M A TPLLMQOQALPM [d]
CLIP(97-119) LPKPPKFY S K MR M A TP LLMQOQAILP [d]
CLIP(98-121) PKPPKPV S KM R M A TP LLMQALPMG [d
CLIP(98-120) PKPPKPV S KM R M A TP LLMQALPM [d]
CLIP(96-119) PKPPKPV S KM R M A TP LLMQOQALP [d]
CLIP(99-120) KPPKPV S K MRMATPLLMQALPM [d]
CLIP(99-119) KPPKPV S K MRMATPLLMQALP [d]
CLIP(100-119) PPKFV S K MRMATPLLMQOQALP [d]
CLIP(106-120) KMRMATPLLMQALPM [d]
CLIP(106-119) KMRMATPLLMQOQALP [d]
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vollig unterschiedlichen Effekten. Um auch die Spezifitat der vierten Kontaktstelle von
DR1 genauer zu charakterisieren, wurde in die 1i(106-117) Sequenz der DR1 spezifi-
sche Anker Alanin in relativer Position 6 eingeftihrt (P112 - A). Wie Abb. 3.19A zu
entnehmen ist, verbesserte diese allelspezifische Modulation die Bindungskapazitat des
li-Peptids enorm.

Diese Ergebnisse zeigen, wie CLIPs allelspezifischen Anspriichen gerecht werden:
Seitenkettenabhéngige, spezifische Kontaktstellen passen ebenso perfekt wie seiten-
kettenunabhangige, unspezifische (Daten fir DR1 nicht gezeigt) Kontaktstellen zu den
allelspezifischen, naturlichen DR1- und DR17-Liganden. Die Verwendung hydrophober
Kontaktstellen (Tab. 3.51) ermoglicht es CLIPs, gut an verschiedene Klasse-1I-
Molekiile zu binden, auch an DR17-Molekiile, die sich durch ein ausgepragtes allelspe-
zifisches Ligandenmotiv auszeichnen. Das Fehlen spezifischer Anker kénnte eine
Konzession der CLIPs zur Vermeidung von negativen Einflissen auf die Bindung sein,
um die Allgemeingultigkeit der Bindung an MHC-Klasse-11-Molekiile zu bewahren.
Zur Bewahrung der Promiskuitat sind die CLIPs wohl mit moglichst geringen
Anspriichen ausgestattet.

Der Einsatz synthetischer Peptidchemie zeigte, dass CLIPs den gleichen Peptidrahmen
zur Bindung in der Peptidbindungsgrube bei den sehr verschiedenen Klasse-II-
Molekillen DR1 und DR17 verwenden. CLIPs haben demnach tatsachlich die

Charakteristika einer promiskuitiven Bindung in der MHC-KIlasse-11-Bindungsgrube.

3.3.10 ,,Molecular Modelling*“ der Bindung von CLIP 1i(106-117) in
der Bindungsgrube des HLA-DR1-Rezeptors

Um die moégliche Bindung von CLIP 1i(106-117) in der Peptidbindungsgrube von HLA-
DR1-Molekilen zu illustrieren, wurde versucht, mit den Methoden des ,,Molecular
Modelling* diese Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung zu modellieren. Die HLA-DR1-
Kristallstruktur wurde von der Brookhaven-Datenbank bezogen. Zur Visualisierung
kam das Programmpaket Insight Il auf einer Silicon Graphics IRIS Indigo R4000
Workstation zum Einsatz. Molekildynamiksimulationen und Kraftfeldminimierungen

wurden mit dem Programm Discover (Biosym) und dem Kraftfeld CVFF durchgefihrt.
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Das CLIP-Peptid (Ii(106-117)) wurde aus den Aminosdurebausteinen der Bibliothek des
Insight II-Programmpakets aufgebaut, energieminimiert und die bekannten Ankerposi-
tionen manuell durch schrittweise Verdnderung der Torsionswinkel des Peptidriickgrats
und der Seitenketten in die bekannten Bindungstaschen des HLA-DRI1-Molekiiles
eingepaBit. Zur Beseitigung moglicher sterischer Uberlappungen wurde der Peptid-
MHC-Komplex einer anschlieenden Energieminimierung unterzogen, wobei die Posi-
tionen der MHC-Atome festgehalten wurden (4bb.3.21 und Abb. 3.22). Die potentiellen
Kontaktstellen sind in Abbildung 3.21 analog ihrer Bindungstaschen koloriert.
Abbildung 3.20 zeigt die nach Abschluss der vorliegenden Arbeit veroffentlichte mog-
liche Wechselwirkung des CLIP-Liganden mit dem HLA-DR3-Rezeptor, die durch
Rontgensturukturanalyse eines cokristallisierten HLA-DR3-CLIP Komplexes entstand.

Abb. 3.20 Die Aufsicht der Kristallstruktur des cokristallisierten HLA-DR3-CLIP-Komplexes zeigt
CLIP [i(87-101) in der Peptidbindungsgrube des HLA-DR3-Molekiils gebunden. Die gestri-
chelte Linien zeigen die moglichen 17 Wasserstoffbriickenbindungen zwischen CLIP und
DR3, von denen 11 mit MHC-Klasse-1I koservierten Aminosduren gebildet werden. Von
diesen 11 Wasserstoffbriickenbindungen, werden 10 zwischen der CLIP-Hauptkette und DR3,
und eine zwischen einer CLIP-Seitenkette und DR3 gebildet. Eingezeichnet sind ausschliefs-
lich DR3-Reste(silber) die Wasserstoffbriicken mit CLIP bilden.
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Abb. 3.21 Die Ribbon Darstellung der Kristallstruktur von HLA-DRI1 [Stern et al. 1994]. Gezeigt ist
ausschlieflich die Bindungsgrube. Die vier Taschen, welche die CLIP Seitenketten beher-
bergen, sind in verschiedenen Farben dargestellt und entsprechend ihrem Abstand von der
prominentesten Tasche nummeriert. Braun: Tasche 1, rot: Tasche 4, Gelb: Tasche 6, blau:
Tasche 9. CLIP Ii(106-117) ist als CPK Modell dargestellt. Kontaktstellen sind analog

ihrer Bindungstasche koloriert.



128 3 Ergebnisse

Abb. 3.22  Aufsicht auf die Connolly Oberfliche der HLA-DRI-Bindungsstelle. Die Aminosduren
welche die Bindungstaschen bilden sind rot dargestellt. Darunter ist CLIP Ii(106-117) als

gestrecktes “Stick Model gezeigt. Die roten Linien verbinden die Peptidseitenketten mit ihren

korrespondierenden Bindungstaschen.
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3.4 Edman-Abbau von Lantibiotika

Im Rahmen einer Kooperation mit Frau Dr. Birgitt Ottenwélder, Herrn Dr. Thomas
Kupke und Herrn Prof. Dr. Friedrich G6tz (Universitit Tiibingen, Mikrobielle Genetik)
sollten die Struktur-Wirkungsbeziehungen einzelner Lantibiotika aufgeklart werden, um
auch durch biotechnologische Herstellung von Analoga ihre Anwendbarkeit zu erhhen.
Mit Hilfe der aus zweidimensionalen NMR-spektroskopischen Techniken gewonnenen
Strukturdaten lassen sich potentielle Proteasenschnittstellen identifizieren, die durch
Aminosdurenaustausch zu proteasenresistenten Analoga fithren. Hierzu werden routi-
nemifig durchfiihrbare Analysemethoden benétigt, mittels derer eventuelle Lese-
rahmenverschiebungen bei den entstandenen Mutanten oder aber Modifizierungs-
Enzym Inaktivitit tiberpriift werden kann.

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung von Methoden zur Routine-Analytik exprimier-
ter, genetisch modifizierter Mutanten.

Die oben genannten posttranslationalen Modifikationen fiihren bei der herkdmmlichen

Sequenzierung mittels Edman-Abbau zu groflen Schwierigkeiten: Nicht eine der modifi-

zierten Aminosauren kann ohne weitere chemische Modifikationen analytisch detektier-

bar gemacht werden (45b.3.23).

Abb. 3.23  Primdrstruktur des Lantibiotika Gallidermin. Die Pfeile zeigen die verschiedenen Modifi-

kationsstellen an.
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Bei der Sequenzierung von unmodifiziertem Gallidermin tritt bei der a,B-ungeséttigten
Aminosdure 2,3-Didehydrobutyrin in Position 14 ein Abbruch des Edman-Abbaus auf,
da dieser Rest bei freiem N-Terminus durch Tautomerisierung und nachfolgende
Hydrolyse des gebildeten Imins zur Ketosaure konvertiert, die wiederum ohne freie
Aminogruppe keine PTC-Aminosdure bilden kann. Lanthionin und Methyllanthionin
bilden als essentielle Schritte des Edman-Abbaus zwar PTC- und ATZ-Aminosduren,
verursachen aber vermutlich als Folge der tetrazyklischen Peptidstruktur (die zu hoher
Molekdilspannung und schlechter Zugénglichkeit flihrt) einen drastischen Einbruch der
»repetitive yield* bei den folgenden Resten. Wahrend die beiden Bruckenkopfe der
Lanthionin- und Methyllanthioninreste einfach als Licken bei der Sequenzierung
auftauchen, konnten weder PTH-Lanthionin noch PTH-Methyllanthionin — obwohl im
Sequenzer prinzipiell detektierbar und trotz intensiver Suche — in keiner Sequenzierung
nachgewiesen werden. Grund dafiir konnte sowohl die Instabilitdt der Sulfidbriicken
unter den alkalischen Kupplungsbedingungen sein, als auch die Unloslichkeit der
gebildeten PTH-Derivaten in den verwendeten Standardlésungsmitteln. Um die
Lantibiotika dennoch einer Sequenzierung zugénglich zu machen, hat sich die
Modifizierung mit Thiolen als sehr hilfreich erwiesen. Bei der Modifizierung mit
alkalischer Ethanthiol-Losung [Meyer, H.E. et al., 1994] entstehen allerdings PTH-
Aminosduren, die zum Teil mit Standardaminosduren koeluieren und folglich schlecht
zu detektieren sind.

Ersetzt man Ethanthiol durch Propanthiol, ergeben sich eindeutig identifizierbare PTH-
Aminosaurederivate. Bei der Reaktion mit alkalischer Thiollésung erfolgt eine Offnung
der Thioetherbriicken bei Lanthionin und Methyllanthionin durch basenkatalysierte
Eliminierung unter Bildung von 2,3-Didehydroalanin bzw. 2,3-Didehydrobutyrin und
Cystein bzw. [3-Methylcystein, je nach Aminosdurerest. Diese reagieren nun mit dem
Alkanthiol, im Falle der Dehydroaminosauren in einer Additions-, im Falle der Cysteine
in einer Substitutionsreaktion, wobei die entsprechenden stabilen S-Propylcysteinyl-

und [3-Methyl-S-propylcysteinylderivate entstehen (Abb. 3.24).
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Abb. 3.24 Reaktionsschema der ungewdhnlichen Aminoséuren Lanthionin (Lan), 3-Methyllanthionin
(MeLan), 2,3-Didehydroalanin (Dha) und Didehydrobutyrin (Dhb) mit alkalischer Propan-

thiol-Losung.

Beim PTH-Derivat des B-Methyl-S-Propylcysteins beobachtet man im HPLC-Elua-
tionsprofil zwei Signale. Die Addition des Thiols an das C-B-Atom des Didehydro-
butyrins erfolgt nicht stereospezifisch, sodal3 sich zwei Enantiomerenpaare (R,R und
S,S; S,R und R,S) bilden, die als Diastereomere unterschiedliche Retentionszeiten auf-
weisen. PTH-[3-Methyl-S-propylcystein kann als Peak-Doublet identifiziert werden, das
nach PTH-Leucin und PTH-S-Propylcystein im HPLC-Eluationsprofil erscheint (Abb.
3.25).

Die beschriebene Methode der Modifikation von Lantibiotika ermdéglicht somit eine
routinemaRig durchfiihrbare Analyse, mit der sowohl eventuelle Leserahmenver-
schiebungen bei den entstandenen Mutanten, als auch Modifizierungs-Enzym Inaktivitat

uberpruft werden kann.
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Abb. 3.25 Sequenzanalyse des modifizierten Gallidermins. Die Chromatogramme der on-line PTH-
Aminosaureanalyse sind abgebildet. PTH-S-Propylcystein (SPC) tritt in den Zyklen 3, 7, 11,
16 und 19 auf. PTH-S-Methyl-S-Propylcystein kann als Peak-Doublet in den Zyklen 8 und 14

identifiziert werden.
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4  Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit konnten die Bindungsmotive 18 verschiedener MHC-Klasse-I
und funf verschiedener MHC-Klasse-1I-Molekile durch multiple Sequenzanalyse
MHC-extrahierter Peptidpools aufgeklart werden. Die vier unterschiedlichen HLA-
DR4-Molekile und das DR17-Molekil ergaben zusammen 70 Peptidsequenzen aus 37
verschiedenen Proteinen. Die meisten dieser Peptide sind endogener Herkunft und
membrangebunden. Viele Peptide stammen von MHC-KIlasse-1-Molekilen, einige
leiten sich von Hitzeschockproteinen ab und spiegeln somit ihre mdégliche Rolle bei der
Beladung von MHC-KIasse-II-Molekilen wider. Die Bindungsmotive sind allel-
spezifisch verschieden und bilden die Voraussetzung fur die Bindung von Peptiden an
MHC-Molekiile.

Als besondere Anwendung des klassischen Edman-Abbaus ist die Poolsquenzierung
von MHC-Liganden eine logische Antwort auf die geringen Ausbeuten an Peptiden,
indem sie anstelle einzelner Peptidsequenzen den Gesamtpool der Peptide (natirliche
Peptidbibliotheken) nach der HPLC-Trennung als komplexes Gemisch analysiert.

Zur Interpretation der Sequenzierdaten aus MHC-KIlasse-I-Peptidpools lassen sich zwei

Regeln aufstellen:

(1) In den Zyklen mit Ankeraminosduren ist der Hintergrund der meisten anderen
PTH-Aminoséauren sehr gering und flihrt somit im darauffolgenden Zyklus nur
zu schwachen Signalanstiegen.

(i) Durch den standigen, analysebedingten Probenverlust sinkt die Qualitat der Sig-
nale mit der Anzahl der aufgezeichneten Zyklen. Folglich erreichen die C-termi-
nalen Aminoséauren oft nicht einmal den fir ein Signal definierten Grenzwert.
Verglichen mit dem drastischen Riickgang der anderen Aminosauren kénnen

diese C-terminalen Ankeraminosauren dennoch problemlos erkannt werden.

Diese fur die Poolsequenzierung von MHC-KIasse-I-Liganden aufgestellten Regeln
sind prinzipiell auch auf Klasse-1I anwendbar. Da jedoch die Verédnderung der Amino-
sduremuster Uber die einzelnen Abbauschritte geringer als bei den Klasse-1-Pools war,

musste der Signalwert herabgesetzt und bei 50% definiert werden. Die hohere Komple-
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xitat der eluierten MHC-Klasse-lI-Liganden l&sst sich durch ihre unterschiedliche
Lange (,,ragged ends®) erkléren. Da der Abstand vom N-Terminus zur ersten Anker-
aminosaure bei den meisten Liganden jedoch nur geringfligig variiert, erscheinen in den
Sequenzierdaten die Anker als Signalcluster, die sich wiederum Uber zwei oder drei
benachbarte Positionen erstrecken. Diese Phdnomen ermdglicht die exakte Festschrei-
bung der Ankeraminoséure-Position und hilft bei der Identifikation dominanter Einzel-
sequenzen aus dem Peptidpool durch ihr Erscheinen als singuldre Signale, wobei den
stdndig anwachsenden Datenbanken bei der Zuordnung dieser analysierter Einzel-
peptide eine immer groRere Bedeutung zukommt.

Die multiple Sequenzanalyse hat sich als Methode der Wahl bei der Interpretation von
MHC-Klasse-1 und MHC-KIasse-1I Sequenzierdaten etabliert. Zur Vermeidung von
Fehlinterpretationen bei der Beurteilung von MHC-Klasse-1I Daten missen die Ergeb-
nisse durch die Analyse von Selbstpeptiden und deren sinnvolle Gruppierung bestatigt
werden, da diese ein Spiegelbild des Ligandenmotivs darstellen. Wenn moglich kdnnen
die aufgestellten Motive mit Hilfe dreidimensionaler Strukturdaten (Rontgenstruktur-
analyse) weiter unterstiitzt und die aufgestellten Motive verfeinert werden.

Alternativ kdénnen die postulierten konservierten Positionen durch Bindungsstudien
verifiziert, und dartber hinaus die strukturellen Voraussetzungen der Nicht-Anker-
positionen abgeleitet werden

4.1 Das HLA-DR17-Ligandenmotiv

Die Ergebnisse funf unabhéngiger Poolsequenzierungen eines représentativen Quer-
schnitts natdrlich prozessierter DR17-Liganden, aus denen dominante Peptidsequenzen
ausgeschlossen wurden, ergaben das HLA-DR17-Konsensus-Motiv. Von den isolierten
Selbstpeptiden konnten 12 erfolgreich sequenziert, sinnvoll zum erhaltenen Liganden-
motiv gruppiert und dadurch die Herkunft von zehn Liganden festgestellt werden. Somit
bestatigen die analysierten Selbstpeptide eindrucksvoll das mit Hilfe der Poolsequen-
zierung aufgestellte Ligandenmotiv des HLA-DR17-Rezeptors.

Zum besseren Verstandnis der strukturellen Interaktionen zwischen Rezeptor und

Ligand wurden die Betrdge der einzelnen Aminosduren ausgewahlter DR17-Selbst-
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peptide durch Bindungsstudien in einem nicht-radioaktiven Peptidbindungsassay verifi-
ziert, und basierend auf diesen Daten die allgemeinen strukturellen VVoraussetzungen fur
HLA-DR17-Liganden abgeleitet.

Es zeigt sich eine symmetrische Anordnung und Belegung der konservierten Amino-
séurereste in den relativen Positionen 1, 4, 6 und 9 (Tab. 3.41), geladene Aminoséduren
liegen eingerahmt von hydrophoben Resten im Zentrum des Ligandenmotivs. Das
Arrangement der Ankeraminosduren stimmt somit in wesentlichen Teilaspekten (P1 und
P4) mit einem anderen postulierten DR17-Ligandenmotiv tberein [Geluk et al., 1993].
Jedoch widerspricht das hier aufgestellte HLA-DR17-Ligandenmotiv vollig drei
weiteren postulierten DR17-Motiven [Sidney et al. 1992, Chicz et al., 1993; Kropshofer
et al., 1993], die nicht einmal den dominanten, allelspezifischen Anker Asparaginsaure
in relativer Position 4 identifizieren konnten (Tab. 3.40, Tab. 3.41; Abb. 3.10, Abb.
3.12). Wie mehrfach experimentell bestétigt werden konnte, basiert die allelspezifische
Bindung von DR17-Liganden auf dem Asparginséurerest in Position 4.

Die Mehrzahl naturlicher DR1- und DR12-Liganden bindet nicht an DR17, wie umge-
kehrt auch natlrliche DR17-Liganden nicht an DR1 binden (Daten nicht gezeigt).
Substituiert man jedoch den Anker P4 von DR1/DR12-Liganden durch Asparginsaure,
so kann die Bindung an DR17 moduliert werden (Abb. 3.12). Diese allelspezifische
Modulation erbringt den Hinweis auf konservierte Kontaktstellen innerhalb der Allele.
Ein gemeinsames Merkmal naturlicher HLA-DR-Liganden sind hydrophobe Anker-
aminosduren in Position 1 [Jardetzky et al., 1990; O’Sullivan et al., 1991; Sette et al.,
1993; Hammer et al., 1993; Kropshofer et al., 1993; Falk et al., 1994], ebenso ist die
Anordnung der Ankerpositionen in den Positionen P1, P4, P6, P7 und P9 ist innerhalb
der HLA-DR-Motive, HLA-DR1, DR2, DR3, DR4 und DR5 kompatibel.
Peptidbindungsstudien an Verkirzungs- und Substitutionsvarianten verschiedener
MHC-KIlasse-1I-Liganden zeigen, dass ein Ligand zur optimalen Interaktion mit der
Peptidbindungsgrube eine minimale Lange von 13 Aminosauren, aufweisen muss (Abb.
3.9). Diese sogenannte Peptidbindungssequenz von mindestens 13 Aminosaureresten ist
sowohl fir eine gute Bindungsaffinitat [Tab. 3.51] als auch fur eine stabile Assoziation
des MHC/Peptidkomplexes (Nelson et al., 1993) von grundlegender Bedeutung.
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Abb. 4.1  Schematische Darstellung der MHC-Klasse-1I-Peptid-Interaktion. Die sequenzabhdngigen
Kontaktstellen befinden sich auf einem Nonamer mit definierten Abstinden in den relativen
Positionen 1, 4, 6 und 9. Die Anker P1 und P9 sind mehr oder weniger degeneriert, wobei
der Anker P1 ausschlieflich mit hydrophoben/aromatischen Aminosduren besetzt wird. Die
Anker P4 und P6 bestimmen hingegen bevorzugt die Allelspezifitit der Peptidbindung. Eine
zweite Komponente fiir die MHC-Klasse-1I-Peptid-Interaktion bilden die Wasserstoff-
briickenbindungen entlang des Peptidriickgrats, die auch von flankierenden Aminosduren

unmittelbar N- und C-terminal zum nonameren Peptidkernsequenz geformt werden.

Die Peptidbindungssequenz kann weiter unterteilt werden in ein nonameres Kernpeptid,
das seitenkettenspezifisch mit den Bindungstaschen interagiert (4bb. 3.8), sowie in zwei
die Kernsequenz flankierende Regionen mit einer Linge von je einer Aminosdure, die
wiederum iliber Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Rezeptor interagieren und somit
die Kompaktheit des Komplexes verstirken (4bb. 4.1) [Stern et al., 1993; Ghosh et al.,
1995]. Durch gezielte Modifikation beider Peptidenden konnte in weiteren Peptid-
bindunsstudien der sequenzunabhdngige Beitrag der flankierenden Aminosduren bei der

Peptid/MHC-Interaktion gezeigt werden (Abb. 3.9).
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Das hier definierte HLA-DR17-Ligandenmotiv stimmt bis ins Detail mit den struktu-
rellen Bedingungen Uberein, die durch den Polymorphismus der MHC-Bindungsgrube
vorgegeben werden [Brown et al., 1993; Stern et al., 1994; Ghosh et al. 1995].

Neben diesen fur HLA-DR-Interaktionen allgemein giltigen Bindungscharakteristika
zeigen HLA-DR17-Liganden ein einzigartiges, allelspezifisches Ligandenmotiv. Die
allelspezifische Bindung der DR17-Liganden beruht allein auf der Asparaginsdure in
relativer Position 4. Diese Dominanz einer einzelnen Aminosaure ist unter den HLA-
DR-Motiven einzigartig. Der Apsarginsaurerest in P4 hebt sich somit als der eigent-
liche, allelspezifische Anker der DR17-Liganden aus dem Gesamt-Arrangement der
Anker in den relativen Positionen 1, 4, 6, und 9 hervor. Wie die Réntgenstrukturdaten
des HLA-DR17-Kristalls zeigen, stehen den konservierten Taschen (Taschen 1, 3, 7 und
9) variable Taschen (Taschen 4 und 6) mit ausgepragtem Polymorphismus gegenuber
[Ghosh et al., 1995]. In den variablen Taschen kumulieren die polymorphen Amino-
séuren, welche diese Spezifitat vermitteln.

Die positiv geladenen DRB-Aminosdurereste Lysin (71 und Arginin 74 in der P4
Bindungstasche interagieren mit dem negativ geladenen Anker Aspartat. Moglicher-
weise interagieren gerade umgekehrt positiv geladene Aminosduren als Anker in Posi-
tion 6 mit Aspartat 3,s in der DR17-Bindungsgrube [Stern et al., 1994; Ghosh et al.,
1995]. Neben diesen geladenen Kontaktstellen tragen natiirliche DR17-Liganden
hydrophobe Anker in den relativen Positionen 1 und 9, welche mit konservierten, nicht-
polaren Bindungstaschen in Wechselwirkung treten konnen. Diese hydrophoben Anker
haben DR17-Liganden mit DR1- und DR12-Liganden gemeinsam [Daten nicht gezeigt;
Hammer et al., 1993], wobei besonders der hydrophobe Anker in Position 1 von

universeller, allel-tbergreifender Bedeutung fiir die Bindung zu sein scheint.

4.2 Die Supermotive der Klasse-ll-assoziierten Peptide der
Invarianten Kette (CLIPs)

CLIPs sind definierte Abbauprodukte der Invarianten Kette (li), die bei der Reifung von
MHC-KIlasse-1I-Molekilen entstehen. Sie werden hdufig neben anderen nattrlichen
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Liganden auf verschiedenen Klasse-11-Molekilen gefunden und konkurrieren folglich
mit anderen nattrlichen Liganden um die Bindung an MHC-Molekiile.
Diese Konkurrenz kann durch zwei unterschiedliche Modelle beschrieben werden:

(1) CLIPs binden in der MHC Bindungsgrube analog wie antigene Peptide und
kompetieren somit abhangig von ihrer Affinitat mit konventionellen Liganden.

(i) CLIPs binden an eine nicht polymorphe Region aullerhalb der Peptidbindungs-
grube von MHC-KIlasse-11-Molekilen und iben dort einen allosterischen Effekt

aus.

Das zweite Modell bietet die einfachste Erklarung fiur die promiskuitive Bindung von
CLIPs an eine Vielzahl von Klasse-11-Molekdlen, da CLIPs nicht dem Polymorphismus
der Peptidbindungsgrube gehorchen missen.

Zur Kl&rung dieser Frage wurde die Interaktion zwischen MHC-Klasse-II-Molekilen
und CLIPs umfassend charakterisiert, und mit der Wechselwirkung konventioneller
Liganden verglichen. Der Vergleich belegt eindeutig, dass CLIPs ein allelspezifisches
Bindungsverhalten zeigen und folglich in der Peptidbindungsgrube binden. Die Inter-
aktion l&sst sich genau wie der naturlicher Liganden in einen sequenzabh&ngigen und in

einen sequenzunabh&ngigen Beitrag unterteilen.

4.2.1 Ankerpositionen

Die beiden Methionine M107 und Met115 in den relativen Positionen P1 und P9
wurden als Hauptanker der CLIPs fur die Bindung an DR1 und DR17 identifiziert;
Met107 tbernimmt diese Rolle fir die Bindung an DR4. Somit tragen CLIPs genau wie
konventionelle HLA-DR-Liganden in P1 einen hydrophoben Anker. In P9 haben DR1
und DR17 — nicht aber DR4 — eine weitere Gemeinsamkeit: Diese Position wird von
hydrophoben Aminosduren besetzt. Somit konnnte an drei unterschiedlichen HLA-DR-
Allelen gezeigt werden, dass sowohl die Anordnung, als auch die physiko-chemischen
Eigenschaften der Ankeraminosduren den Voraussetzungen natdrlicher Liganden ent-

sprechen.
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A) DR3:.CLIP &= _ B) DR3:CLIP (98-117)
DR1:HA ) ] DR1:HA (306-318)
g K101

K307
Pog L109

A105 T313
Q311

Abb. 4.2 Vergleich der Rontgenstrukturdaten der HA 306-318 Bindung an HLA-DRI und der CLIP-
Bindung an HLA-DR3. A) Vergleich der Peptidbindungstaschen DR1/HA und DR3/CLIP
B) Vergleich der Peptidstrukturen HA 306-318 und CLIP 87-101 [Ghosh et al., 1995].

4.2.2 Sequenzunabhingige Interaktionen

Durch Bindungsstudien konnten sequenzunabhingige Interaktionen fiir verschiedene
natiirliche Liganden und fiir CLIPs demonstriert werden (Daten nicht gezeigt). Die
beiden N- und C-terminalen Aminoséduren, die die nonamere Kernsequenz Ii(107-115)
flankieren, erhohen die Affinitdt der CLIPs an MHC-Molekiile um circa den Faktor
100, wihrend eine weitere Verlingerung ohne Effekt bleibt. Diese Peptidbindungs-
studien belegen eine eindeutige Analogie im Bindungsverhalten der CLIPs zu konventi-
onellen Liganden. Die Spezifitit der Bindung an unterschiedliche Allele korreliert bis
ins Detail mit dem Polymorphismus der einzelnen Bindungstaschen. Die Rontgen-
strukturdaten des CLIP/HLA-DRI17-Komplexes illustrieren sehr eindrucksvoll, dass
CLIPs in der MHC Peptidbindungsgrube binden [Ghosh et al., 1995]. Sowohl die
Wechselwirkung der Methionin-Anker mit ihren komplementiren Taschen, als auch die
Wasserstoftbriickenbindungen des Peptidriickgrats konnten so dargestellt werden. Die
Interaktion von CLIPs mit dem DR17-Rezeptor ist mit der Assoziation von antigenen

Peptiden nahezu identisch (Abb. 4.2).
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4.2.3 Bindungsepitop und Bindungsaffinitat der CLIPs

Das Bindungsepitop der CLIPs konnte auf eine Sequenz von 13 Aminosauren li(105-
117) kartiert werden und weist eine vergleichbare Bindungskapazitat wie die langeren
CLIPs auf. Inhibitionsstudien zeigen eine anndhrend identische Bindungskapazitit von
CLIPs und konventionellen DR1- und DR17-Liganden, aber eine ca. 20fach schlechtere
Bindung an DR4. Auch andere Arbeitsgruppen konnten eine vom Allel abh&ngige
Stabilitat der CLIP/HLA-Komplexe zeigen [Avva et al., 1994; Sette et al., 1995], was

eine Regulierung der Bindung von CLIPs in allelspezifischer Weise nahelegt.

4.2.4 Supermotive der CLIPs fur die Interaktion mit MHC-Klasse-11-
Molekdlen

Die CLIP Sequenz — hierin besonders das Bindungsepitop 1i(107-115) — ist bei Mensch,
Maus und Ratte konserviert und so optimiert, dass es die Bindungsmotive aller Allele
einschlieBt. So kdnnen CLIPs selbst an DR17-Molekiile binden, obwohl diese ein
einzigartiges und sehr spezifisches Bindungsmotiv besitzen. Diese Interaktion erfolgt
durch Met107 und Met115 mit hydrophoben Bindungstaschen. Allelspezifische Anker,
wie etwa Aspartat in P4, positiv geladene Aminosauren in P6 oder auch aromatische
Aminosduren in P1, fehlen den CLIPs (Tab. 4.1) [Hammer et al.,1993; Newcomb et al.,
1993]. Vielmehr sind gerade die Positionen P4 und P6, die mit polymorphen
Bindungstaschen wechselwirken, mit den beiden kleinen und chemisch neutralen
Aminosduren Alanin und Prolin besetzt. Ersetzt man diese Aminosduren durch allelspe-
zifische Anker, wird die Bindungsaffinitat dieser CLIP-Substitutionsvarianten an das
korrespondierende Allel dramatisch erhoht und gleichzeitig an das andere Allel ernied-
rigt (Abb. 3.18).

So zeigt sich die CLIP-Sequenz als ein im Laufe der Evolution erarbeiteter Kompromiss
mit dem Ziel, die Bindung an moglichst viele Klasse-I1-Allele zu gewahrleisten. Diese
Bindung durfte jedoch keine stabile Assoziation sein, wie sie Kkinstlich durch
allelspezifische Anker induziert werden kann. Vielmehr repédsentieren CLIP/MHC-
Komplexe ein Intermediat, das im Verlaufe der MHC-Reifung dissoziiert, um antigene

Peptide oder Selbstpeptide prasentieren zu kénnen (Riberdy et al., 1992; Sette et al.,
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1992). So beinhaltet die CLIP-Sequenz Supermotive, welche sowohl die Assoziation
mit, als auch die Dissoziation von verschiedensten Klasse-1I-Allele gewahrleistet.
Damit wird der Reifeprozess der MHC-Klasse-11-Molekiile von der de novo-Synthese

bis zur definierten Beladung gesteuert.

4.3 ,,Molecular Modelling*

Mit den Mitteln des ,,Molecular Modelling” konnte die mdgliche Bindung der CLIPs in
der Peptidbindungsgrube analog der Bindung endogener Peptide illustriert werden.
Sowohl die Wechselwirkung der Methionin-Anker mit ihren komplementéren Taschen,
als auch die Wasserstoffbriickenbindungen des Peptidriickgrats konnten so dargestellt
werden.

Die kurz nach Ende der experimentellen Arbeiten vertffentlichten Rontgenstruktur-
daten des CLIP/HLA-DR3-Komplexes [Ghosh et al., 1995] zeigen CLIP in gestreckter
Konformation, analog zur Bindung von HA 306-318 an HLA-DR1 [Stern et al., 1994],
in der Peptidbindungsgrube des HLA-DR3-Molekiils gebunden (Abb. 4.2). Die Inter-
aktion von CLIPs mit dem DR17-Rezeptor ist also mit der Assoziation von antigenen

Peptiden nahezu identisch.

4.4 Die HLA-DR4-Ligandenmotive

Die Poolsequenzierung der vier untersuchten HLA-DR4 Subtypen ergab bei allen ein
einfaches Ligandenmotiv, anhand dessen die gefundenen Einzelliganden sinnvoll grup-
piert werden kdnnen. Zur Verfeinerung der DR4-Motive wurden die Erkenntnisse aus
der Rontgenstrukturanalyse aus der Kokristallisation von HLA-DR1 mit endogenen
Peptiden bzw. mit einem Influenza-Peptid miteinbezogen. Dies ergab eine Wechsel-
wirkung des Influenza-Peptids tber 5 Taschen mit dem MHC-KIasse-II-Molekdl. Die
grolRe Homologie zwischen DR1 und DR4 legt nahe, dass beide sehr ahnliche raumliche
Struktur und damit ebenso 5 Taschen besitzen, deren Spezifitat durch die sie bindenden

Aminosauren bestimmt wird.
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4.4.1 Belegung der P1-Tasche

Die erste konservierte Position 18Rt sich in den Edman-Zyklen 3 bis 5 festmachen,
wobei die Aminosauren zwischen DR1, DR4Dw4 und DR4Dw15 identisch sind (Tab.
4.2). Damit zeigt P1 bei den gebundenen Peptiden eine eindeutige Vorliebe fur hydro
phobe, besonders aromatische Aminosduren (Phe, Tyr, Trp, lle, Leu, Val und Met).
DR4Dw10 und DR4Dw14 tragen jedoch an Position 86 der DR[3-Kette Val anstelle von
Gly, was zu einer Reduktion des P1-Taschenvolumens fuihrt. Folglich fehlen hier die
grolRen aromatischen Aminosauren und es konnen lediglich aliphatische Aminoséuren
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse decken sich mit den Bindungsstudien anderer
Arbeitsgruppen [Hammer et al., 1993; Hammer et al., 1994; Sette et al., 1993; Hill et
al., 1994; Matsushita et al, 1995].

4.4.2 Belegung der P4-Tasche

Die P4-Spezifitat von HLA-DR1 zeigt sich als deutlich degenerierter als jene von P1, da
neben aliphatischen auch polare Aminoséuren wie Asn und Gln aufgenommen werden
kdnnen. Die Spezifitat der P4- und der P7-Bindungstaschen wird vor allem durch die
DRB-Aminosaurereste (370, 371 und 74 beeinflusst, die bei den untersuchten DR4-
Molekdiilen polymorph sind. Im Vergleich zur DR1- besitzt die DR4Dw4-Tasche eine
positive Ladung mehr (B13Phe - His).

Die gefundenen Aminosdurecluster bei DR4Dw4 zeigen eine Bevorzugung negativ
geladener Aminosauren, wohingegen DR4Dw10 positiv geladene Reste favorisiert.
HLA-DR4Dw14 und DR4Dw15 haben mit Ausnahme einer konservierten Substitution
(B7aLys — Arg) die gleiche Struktur der P4-Bindungstasche wie DR4Dw4. Folglich ist
das Muster der gefundenen Aminosduren dem von DR4Dw4 sehr dhnlich (gestort bei
DR4Dw15 durch kontaminierende Einzelsequenzen von Peptiden aus PGSG und dem
Transferrin Rezeptor). Auch die sinnvolle Gruppierung der identifizierten Einzel-
liganden spiegelt die unterschiedlichen Ladungen in der P4-Bindungsgrube klar wider,
d.h. fir DR4Dw4, DR4Dw14 und DR4Dw15 findet man eine Préferenz negativ gelade-
ner Aminosauren. Hingegen bevorzugt DR4Dw10 — neben der DR4-Allel-unabhangi-

gen Bevorzugung hydrophober Aminoséuren — eindeutig positiv geladene Aminoséure-
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reste. Die hier gezeigten Spezifitaten der P4-Tasche von verschiedenen DR4-Subtypen
werden durch Peptidbindungstudien, die von verschiedenen anderen Arbeitsgruppen
durchgefuhrt wurden [Sette et al., 1993; Hammer et al., 1994; Hammer et al., 1995;
Matsushita et al, 1995] bestatigt.

4.4.3 Belegung der P6-Tasche

Eine Praferenz fir kleine Aminoséduren zeigt die P6-Tasche von HLA-DRL1 [Falk et al.
1993; Hammer et al., 1992; Sinigaglia und Hammer, 1994; Stern et al., 1994]. Die vier
untersuchten DR4-Molekiile unterscheiden sich in den beiden DRB-Aminosauren
(B11Val und BisHis) der entsprechenden Reste in DR1. Bevorzugt werden polare, selte-
ner geladene Aminosduren gebunden, was so bei DR4Dw4 bislang nicht gezeigt werden
konnte [Sette et al., 1993; Hammer et al., 1994]. Allerdings zeigten diese Bindungs-
studien die negative Auswirkung geladener Aminosauren auf die Bindung. Ursédchlich
konnte hierfur die Substitution nur eines synthetischen Peptids sein, da dessen intra-
molekulare Effekte, die Einfluss auf die Bindung des DR4-Molekils austiben, nicht

ausgeschlossen werden kénnen.

4.4.4 Belegung der P7-Tasche

Weder durch Poolsequenzierung, noch durch Bindungsstudien konnte eine Spezifitat
der P7-Tasche von HLA-DR1 nachgewiesen werden [Falk et al., 1993; Sinigaglia und
Hammer, 1994; Hammer et al, 1992; Stern et al, 1994]. Dies gilt ebenso fur P7 von
DR4Dw4, DR4Dw14 und DR4Dw15. Jedoch DR4Dw10, das anders als DR1 und die
anderen DR4-Molekiile eine negative Ladung (Glu) an DR[37; tragt, bevorzugt positiv
geladene und polare Aminoséuren, schlielit aber negativ geladene Aminoséuren aus.
Mehr als die Halfte aller auf HLA-DR4Dw10 gefundenen Liganden tragen an P7 eine

positive Ladung, keiner jedoch eine negative.
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Tab. 4.2  Gegenuberstellung der vier beschriebenen HLA-DR4 Subtypen, DR4Dw4, DR4Dw10,
DR4Dw14 und DR4Dw15.

HLA-DR4 Relative Position
Subtypen i 2 3 4 5 6 i 8 9
HLA-DR4Dw4
F,Y W F, W, I N, S polar, polar,
I, L L,V,A T,Q charged, aliphatic
V, M D, E H, R aliphatic K
noR, K
HLA-DR4Dw10 YAl Y,F,W N, Q R, K polar,
L, M I,LL,M S, T H, N aliphatic
R,N K Q,P H
noD, E
HLA-DR4Dw14 Al Y,F,W N, T polar polar
L, M I, L S,Q charged aliphatic
V, M, A R aliphatic K
D, E
noR, K
HLA-DR4Dw15 F,Y, W V, I, L N, S polar D EQ
V1 M,D, E T,Q charged
L, M K,D aliphatic

4.45 Belegung der P9-Tasche

Die P9-Bindungstasche von HLA-DR1 bevorzugt neben aliphatischen auch polare
Reste [Stern et al., 1994; Hammer et al., 1992; Falk et al., 1993]. Die vier untersuchten
DR4-Molekile unterscheiden sich von DR1 durch eine Substitution (DRBoTrp — Glu).
Dieser Aminosdurenaustausch fiihrt zu einem sauren Charakter dieser Tasche, die aber
trotzdem auch aliphatische Reste aufnehmen kann.

Anders zeigt sich die Situation bei DR4Dw15: Gegeniuber den anderen untersuchten
DR4-Molekiilen besitzt es nicht Asp, sondern Ser an DR[3s7, was bei den DR-Molekiilen

eine Ausnahme darstellt. Die P9-Tasche von DR4Dw15 besitzt dadurch eine negative
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Ladung weniger als jene der anderen DR4-Molekiile. In den Zyklen 12 und 13 der Pool-
sequenzierung werden signifikante Anstiege von Asp und Glu sichtbar. Ebenso besitzen
fast alle DR4Dw15-Liganden an P9 eine negativ geladene Aminoséure und nur in
einem Fall ein GlIn.

Die Préferenz fur negativ geladene Aminosauren an P9 von DR4Dw15 dokumentiert
auch eine andere Arbeitsgruppe, die jedoch nicht mit der Poolsequenzierung, sondern
durch Gruppierung identifizierter Einzelliganden unter der Annahme eines aromati-
schen Ankers an P1 arbeitete [Kinouchi et al., 1994].
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Dissertation werden vier zwischen Januar 1992 und Dezember 1995

durchgefiuihrte Forschungsprojekte detailliert mit Ergebnissen beschrieben:

1. Die Bestimmung verschiedener MHC-KIlasse-I-Ligandenmotive.

2. Analogien zwischen dem eindeutig definierbaren Ligandenmotiv bei MHC-Klasse-I-
assoziierten Peptiden und MHC-KIlasse-ll-assoziierten Peptiden anhand allelspezi-
fischer Ligandenmotive von HLA-DR17 und vier HLA-DR4 Subtypen zu finden.

3. Die Aufklarung struktureller Voraussetzungen fiir die Bindung naturlicher Liganden
an HLA-DR17-Molekiile.

4. Das Lokalisieren der Bindungstelle von CLIPs in mdglicher Analogie zu antigenen
Peptiden in der MHC-Bindungsgrube oder aber in einer nicht polymorphen Region
aullerhalb der Peptidbindungsgrube.

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit wird die Aufklarung von 18 verschiedenen MHC-
Klasse-I-Bindungsmotive durch multiple Sequenzanalyse von MHC-extrahierten

Peptidpools beschrieben.

Im Rahmen der zweiten Aufgabenstellung konnte die multiple Sequenzanalyse erfolg-
reich von MHC-Klasse-I- auf MHC-Klasse-lI-Ligandenmotive ausgedehnt werden.
Aufgrund der héheren Komplexitdt MHC-Klasse-ll-eluierter Peptide im Vergleich zu
Klasse-I-Eluaten treten geringere Verdnderungen der Aminosduremuster Uber die
einzelnen Abbauschritte hinweg auf als bei Klasse-I-Pools, weshalb die Definitionen
der multiplen Sequenzanalyse modifiziert und neue Signalgrenzwerte erstellt werden
mussten. Um Fehlinterpretationen bei der Beurteilung von MHC-Klasse-1I-Daten zu
vermeiden, wurden die Ergebnisse durch die Analyse von Selbstpeptiden und deren
sinnvolle Gruppierung bestétigt. Durch eine Rontgenstrukturanalyse konnen aufgestellte
Motive weiter verfeinert werden.

Somit konntne die Bindungsmotive von HLA-D17 und vier HLA-DR4-Subtypen durch
die Kombination der Ergebnisse multipler Sequenzanalyse MHC-extrahierter Peptid-



148 5 Zusammenfassung

pools und der sinnvollen Gruppierung 70 erfolgreich bestimmter Peptidsequenzen iden-

tifiziert werden.

Fur die dritte Fragestellung wurde ein nicht-radioaktiver Peptidbindungsassay zur
genauen Beschreibung der Wechselwirkungsparameter zwischen Rezeptor und Ligand
etabliert.

Die Peptidbindungsstudien zeigen, dass ein Ligand zur optimalen Interaktion mit der
Peptidbindungsgrube eine minimale L&nge von 13 Aminosduren aufweisen muss. Diese
sogenannte Peptidbindungssequenz lasst sich weiter unterteilen: In ein nonameres
Kernpeptid und zwei die Kernsequenz flankierende Regionen. Die sequenzabhangigen
Kontaktstellen befinden sich auf einem Nonamer mit definierten Abstédnden in den rela-
tiven Positionen 1, 4, 6 und 9. Die Anker P1 und P9 sind verschieden stark degeneriert,
wobei der Anker P1 ausschliel3lich mit hydrophoben/aromatischen Aminoséuren besetzt
wird. Die Anker P4 und P6 bestimmen bevorzugt die Allelspezifitat der Peptidbindung.
Eine weitere Komponente fir die MHC-Klasse-11-Peptid-Interaktion bilden die Wasser-
stoffbriickenbindungen entlang des Peptidriickgrats, die von flankierenden Amino-
sduren unmittelbar N- und C-terminal zur nonameren Peptidkernsequenz geformt

werden.

Zur Klarung der vierten Frage wurde die Interaktion zwischen MHC-Klasse-1I1-Mole-
kilen und CLIPs umfassend charakterisiert und mit der Wechselwirkung konventio-
neller Liganden verglichen. Die Interaktion der CLIPs lasst sich identisch zu der natir-
licher Liganden in einen sequenzabhangigen und einen sequenzunabhédngigen Beitrag
unterteilen. Das Ergebnis erlaubt das eindeutige Lokalisieren der Bindungsstelle von
CLIPs in der Peptidbindungsgrube analog zu antigenen Peptiden.
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