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Hitt ich gezaudert zu werden,
Bis man mirs Leben gegonnt,

Ich wire noch nicht auf Erden,
Wie ihr begreifen konnt,
Wenn ihr seht, wie sie sich gebirden,
Die, um etwas zu scheinen,
Mich gerne mdchten verneinen.

Goethe
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I. Einleitung

1. MHC-Klasse I-Molekiile und Antigenprasentation

Die Erkennung von infizierten oder entarteten Zellen ist eine der wichtigsten Vorraussetzungen
zu ihrer erfolgreichen Bekdmpfung. Wirbeltiere besitzen hierfiir ein komplexes Abwehrsystem,
das solche Zellen identifiziert und eliminiert. Dieses System basiert auf die Interaktion zwischen
zytotoxischen T-Lymphozyten, mittels ihres T-Zellrezeptors, und Klasse I-Molekiilen des
Haupthistokompatibilititskomplexes (MHC), welche endogene Peptide an der Zelloberflache
fast aller kernhaltigen Zellen prédsentieren. Die Mehrheit der prisentierten Peptide sind
Abbauprodukte viraler oder zelleigener neusynthetisierter Proteinen, die infolge von
Translations- oder Posttranslationsdefekten die native Faltung nicht erreicht haben und als
defekte ribosomale Produkte bezeichnet werden (DriPs) (Reits et al 2000, Schubert et al 2000).
Wird das Peptid als fremd erkannt, so werden die zytotoxischen-T-Lymphozyten zur
Ausschiittung von Perforin stimuliert, welches die infizierte Zelle oder Tumorzelle lysiert
(Janeway und Travers 1997, Townsend & von Bodmer, 1989).

MHC-Klasse [-Molekiile bestehen aus dem nichtkovalent gebundenen, 12 kDa groB3en, 16slichen
B>-Mikroglobulin und einer glykolisierten schweren Kette von 43-45 kDa, die in der Membran
verankert ist. Rontgenstrukturanalysen zeigen, dass die schwere Kette sich in drei Doménen, ;-
o3, faltet. Die Faltung der o;- und o,-Doménen erzeugt einen langen Spalt, in dem 8-10
Aminosédure lange Peptide binden (Parmer und Cresswell 1998, Madden DR 1995, Bjorkman et
al. 1987). Die Peptide binden iiber zwei bis drei relativ invariante allelspezifische
Verankerungsreste an MHC-Molekiile. Diese meist basischen oder hydrophoben
Verankerungsaminoséduren liegen in der Regel an den Positionen eins und zwei sowie am C-
Terminus des Peptids. Die iibrige Peptidsequenz ist in den meisten Fillen unerheblich fiir die
MHC-Klasse I-Bindung (Schmitt und Tampe 2000, Janeway und Travers 1997 ), dadurch
erweitert sich das Repertoire an Peptiden, die von einem MHC-Klasse I-Allel prasentiert werden
kann. Durch das Verfiigen jedes Menschen iiber drei verschiedene Gen-Loci, HLA-A, HLA-B
und HLA-C, fiir die schweren Ketten der klassischen MHC-Klasse I-Molekiile und somit tiber 3
bis 6 unterschiedliche MHC-Klasse I-Allele, die hohen Polymorphismus hauptséchlich in der
Peptidbindetasche zeigen, wird die Diversitéit der prasentierten Peptide noch um ein vielfaches

erhoht.



MHC-Klasse I-Molekiile binden Peptide als integralen Bestandteil ihrer Struktur; ohne optimale
Peptide sind sie instabil (Elliott et al. 1991, Townsend et al. 1990, Janeway und Travers 1997).
Diese feste Bindung ist wichtig, um Peptidaustausche oder Peptidverluste auf dem
sekretorischen Weg oder an der Zelloberfliche zu verhindern. Dadurch wird erreicht, daf3
Informationen iiber den inneren Zustand der Zelle an die zytotoxischen T-Lymphozyten
weitergeleitet werden.

Die korrekte Faltung von MHC-Molekiilen und ihre stabile Peptidbeladung wird durch die
koordinierte Wirkung verschiedener im ER lokalisierte Proteine gewihrleistet (Elliot 1997,
Lehner & Trowsdale 1998, Cesswell et al. 1999), die eine Art Qualititskontrolle durchfiihren.
Unmittelbar nach der Translokation wird die naszierende MHC-schwere Kette durch Calnexin,
ein 88-90 kDa Ilektinartiges Transmembranprotein, stabilisiert und in eine Konformation
gebracht, die die Bindung von B,m erlaubt (Vassilakos et al., 1996). Die Inaktivierung des
Calnexin Genes CNE1 in Saccharomyces cerevisiae fiihrt zur Sekretion von unreifen
Glykoproteinen, was auf seine Funktion in der Qualitédtskontrolle hindeutet (Parlati et al. 1995,
Arima et al. 1998). Jedoch eine menschliche Calnexin-negative Zelllinie, (CEM-NKR), die eine
normale MHC-Oberflachenexpression zeigt (Scott und Dawson 1995, Sadasivan et al. 1995),
lasst auf eine Redundanz bei der Qualitidtskontrolle, wahrscheinlich durch BiP (Immunoglobulin
Heavy Chain binding protein), schlieBen (Nossner et al. 1995, Scott et al. 1995, Balow et al.
1995). In einer PB,m-negativen Zelllinie bleibt die MHC-schwere Kette mit BiP assoziiert
(Nossner und Parham 1995, Paulsson et al. 2001). BiP ist ein Mitglied der 70 kDa-
Hitzeschockproteinfamilie, das mit neusynthetisierten und mif3gefalteten Proteinen sowie mit
nichtassemblierten Untereinheiten interagiert (Leitzgen und Haas 1998, Flynn et al. 1991).
Wihrend in Mauszellen die Interaktion von Calnexin mit der MHC-schwere Kette auch nach der
Anlagerung von B,m fortbesteht (Suh et al. 1996, Degen et al. 1991, Carreno et al. 1995), fiihrt
die Bildung vom MHC-schwere Kette- f,m-Komplex in menschlichen Zellen zur Freisetzung
von Calnexin (bzw. zur Freisetzung von BiP) (Sugita und Brenner 1994, Rajagopalan und
Brenner 1994, Nossner und Parham 1995, Paulsson et al. 2001). Nach Ablosung von Calnexin
bindet Calreticulin (Sadasivan et al. 1996, Farmery et al. 2000), ein 46 kDa losliches,
lektinartiges Protein, das neben seiner Rolle in der intrazelluldren Calcium-Homdostasie
(Michalak et al. 1999) auch als Chaperon in der Faltung von neusynthetisierten Glykoproteinen
fungiert. In Calreticulin-negative Mausfibroblasten (K42) werden MHC-Klasse I-Molekiile mit
suboptimalen Peptiden beladen, die meist schon auf dem sekretorischen Weg abfallen (Gao et al.

2002). Calreticulin zeigt auch eine Peptidbindeaktivitit (Nair et al. 1999). Es konnte damit zur



Erhohung der lokalen Konzentration von optimalen Peptiden beitragen, die wiederum in eine
effizienten Beladung von MHC-Molekiilen resultiert. Der Komplex aus MHC-schwere Kette,
Bom und Calreticulin bindet an einen praformierten Komplex aus Tapasin, ERp57
(Endoplasmatisches Retikulum Protein 57 kDa, auch ER60 genannt), Calnexin und dem
heterodimeren Peptidtransporter TAP (Transporter associated with antigen processing), wobei
Calnexin freigesetzt wird (Diedrich et al. 2001). Dieser makromolekulare Komplex aus TAP,
MHC-Klasse I-Molekiilen, Tapasin, ER60 und Calreticulin wird TAP-Ladekomplex genannt
(Hughes et al. 1998, Ortmann et al. 1997, Sadasivan et al. 1996). Er gewéhrleistet eine optimale
Peptidbeladung von MHC-Molekiilen und stellt damit die Voraussetzung fiir MHC-Klasse I-
Oberflachenexpression. Stochiometriche Untersuchungen zeigten, dass Tapasin, MHC-Klasse I
und TAP im Verhéltnis 4 / 4 / 1 im Komplex vorliegen (Ortmann et al. 1997). Dem Tapasin
(TAP associated glycoprotein, Sadasivan et al. 1996, Ortmann et al. 1997, frilher gp48:
glycoprotein, 48 kDa ), einem membranverankerten 48 kDa gro8en Glykoprotein, wurden viele
Schliisselfunktionen zugeschrieben. Es stabilisiert leere MHC-Molekiile und TAP-Heterodimere
und hilt sie im ER zuriick, es selektiert hochaffine Peptide und ermdglicht ihre Bindung an
MHC-Klasse I (Owen et al. 1999, Lewis et al. 1998, Suh et al. 1994, Paulsson et al. 2002).
Ferner spielt Tapasin eine entscheidende Rolle in der Assemblierung des Ladekomplexes. In der
Tapasin-negativen Zelllinie 721.220 kann weder Calreticulin, noch TAP, noch ER60 mit MHC-
Klasse I-Molekiilen interagieren und die Peptidbeladung der MHC-Klasse I-Molekiilen und ihre
Oberfliachenexpression ist stark beeintrachtigt (Hughes et al. 1998, Bangia et al. 1999, Barnden
et al. 2000, Tan et al. 2002). Tapasin scheint, unterstiitzt von Calreticulin und ER60, MHC-
Klasse I-Molekiile in einer peptidbindefdhigen Konformation zu halten (Carreno et al. 1995).
ER60 ist ein Mitglied der Protein Disulfide Isomerase (PDI)-Familie und enthilt zwei
unterschiedliche Thioredoxin (TR)-Motive (CXXC), es vermittelt Disulfidbriickenbildung in
naszierenden monoglykosylierten Proteinen (Oliver et al. 1999, Helenius und Aebi 2001) und
besitzt eine Cysteinproteaseaktivitit (Urade et al. 1992 a und b, Otsu et al. 1995, Okudo et al.
2000). ER60 wird durch Tapasin zum Ladekomplex rekrutiert. Eine Tapasin-negative Zelllinie
zeigt keine Interaktion zwischen ER60 und MHC-schwere Kette, TAP oder Calreticulin (Bangia
et al. 1999, Diedrich et al. 2001, Hughes et al. 1998 ). Zwei Cysteine, ER60-Cys57 und Tapasin-
Cys95, bilden eine Disulfidbriicke. Nach Substitution eines dieser Cysteine konnte ER60 nicht
mehr im Ladekomplex detektiert werden (Dick et al. 2002). ER60 und Tapasin fordern die
Bildung einer bei allen bekannten MHC-Klasse I[-Molekiilen konservierten Disulfidbriicke

(Cys101-Cys164) innerhalb der op-Domine, die fiir optimale Peptidbeladung notwendig ist



(Dick et al. 2002). Eine durch die Peptidbindung induzierte Konformationsdnderung, fiihrt zur
Dissoziation des Ladekomplexes (Knittler et al. 1999, Suh et al. 1996, Ortmann et al. 1994). Das
MHC-schwere Kette-f,m-Peptid-Trimer verldsst das ER und gelangt iiber den Golgi-Apparat,
wo der MHC-Zuckerrest modifiziert wird, an die Zelloberfliche (Bennett et al. 1999, Koopmann
et al. 1997). Uber ihren T-Zellrezeptor inspizieren die zytotoxischen T-Lymphozyten schlieBlich
den MHC-Klasse I-Peptid-Komplex. Wird das présentierte Antigen (Peptid) als fremd erkannt,
so werden sie aktiviert und leiten die Apoptose der priasentierenden Zelle ein (Townsend et al.

1989).
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Abbildung I.1. schematische Darstellung der MHC-Klasse I Reifung und Zellvermittelten
Immunitit. Neusynthetisierte MHC-Klasse I-schwere Ketten interagieren mit BiP und Calnexin.
Diese Interaktion stabilisiert die Schwere Kette in eine Konformation, die ihre Assoziation mit
Bom ermdglicht. Die Interaktion zwischen MHC-Klasse I und- B,m fiihrt zur Dissoziation von
BiP und Calnexin. Der MHC-Klasse I- Bom-Dimer assoziiert mit Calreticulin und einem
praformierten Komplex aus Tapasin, ERp57, Calnexin, und TAP (Transporter associated with
antigen processing), wobei Calnexin freigesetzt wird. Die durch das Proteasom hergestellte
Peptide, werden in einem ATP-abhédngigen Prozess durch TAP vom Cytosol ins ER-Lumen
transportiert. Der MHC-Ladekompex ermdglicht eine optimale Peptidbeladung der MHC-Klasse
I-Molekiile. Die Peptidbindung fiihrt zur Dissoziation des Ladekomplexes. Trimer aus MHC-
schwere Kette, Bom und Peptid werden {iber den sckretorischen Weg an die Zelloberfliche
transportiert, wo sie den T-Zellrezeptoren (TCR) der zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL)
prasentiert werden. (Ladekomplexbildung ist dargestellt nach Diedrich et al. 2001). (Die
GroBenproportionalitit der Zellen und Organellen wurde nicht berticksichtigt).

2.  Antigenprozessierung

Die von MHC-Klasse I[-Molekiilen présentierten Peptidantigene werden hauptsdchlich im
Cytosol durch das 11S/20S- und 19S/20S-Proteasom generiert (Ciechanover und Schwartz
1998). Hinweise auf die mallgebliche Beteiligung des Proteasoms an der MHC-Klasse I-
Antigenprozessierung lieferten vor allem Experimente, bei denen das Einsetzen von
Peptidaldehydinhibitoren oder des proteasomspezifischen Inhibitors Lactacystin zur ER-
Retention unbeladener MHC-Molekiile flihrt (Rock et al. 1994, Hughes et al. 1996).

Wihrend die katalytischen Komponenten im 700 kDa grolen 20S-Proteasom enthalten sind,
regulieren die 11S- und 19S-Proteinkomplexe die Substratrekrutierung und die katalytische
Aktivitit des Proteasoms (Ciechanover und Schwartz 1998, Chu-Ping et al. 1992, DeMartino et
al. 1996). Die Kristallstruktur des 20S-Proteasoms aus Saccharomyces cerevisiae (Groll et al.
1997) zeigt vier aufeinandergestapelte Ringe, die aus jeweils sieben Untereinheiten bestehen.
Die beiden dufleren Ringe enthalten sieben Kopien der o-Untereinheit und die inneren Ringe
bestehen aus jeweils sieben Kopien der [-Untereinheit. Die o-Untereinheiten sind stark
konserviert und haben eher eine strukturelle Funktion, wahrend die B-Untereinheiten, und zwar
B1 (8 oder Y), B2 (Z) und B5 (X oder MBI1), die proteolytische Aktivitdt besitzen. Das latente
20S-Proteasom wird erst durch die Assoziation mit den Proteasomaktivatoren, den PA700 (19S)
oder PA28 (11S- Regulator) aktiviert (Ciechanover und Schwartz 1998).

Der 19S-Komplex (PA700) ist ein 700 kDa Proteinkomplex bestehend aus ca. 20 Untereinheiten

und enthilt eine Ubiquitinbindungsstelle und mehrere ATPase-Zentren. Er bindet als Deckel in



einem ATP-abhédngigen Prozess an den beiden Enden des 20S-Komplex. Dieser Komplex wird
als 26S-Protesom (19S-20S-19S) bezeichnet. Dieses konstitutive Proteasom baut, in einem ATP-
abhédngigen Prozess, ubiquitinilierte Proteine ab, wobei die Erkennung und ATP-abhéngige
Entfaltung des Substratproteins im 19S-Komplex erfolgt (Ciechanover und Schwartz 1998,
DeMartino et al. 1996, Hwang et al. 2001).

Der 11S-Regulator (REG) oder PA28 besteht aus den homologen y-Interferon induzierbaren
Untereinheiten PA28o und PA28p, die einen hetero-hexameren oder -heptameren Ring bilden
und den 19S-Komplex ersetzen (Dubiel et al. 1992, Chu-Ping et al. 1992, Mott et al. 1994, Gray
et al. 1994, Groettrup et al. 1996a). Die Bindung von PA28 an den beiden Enden des 20S-
Proteasoms (S11-S20-S11) ist ATP-unabhdngig. Der 11S-Regulator erhoht die Aktivitit des
20S-Proteasom und verdndert seine Protease- und Substratspezifitit (Harris et al 2001). Er
scheint die Offnung des 20S-Proteasom zu vergréBern, und damit die Diffusion auch langer
Peptidprodukte aus dem Proteasom, die als MHC-Ligandenvorldufer geeignet sind, zu
erleichtern (Hwang et al. 2001, Kloetzel 2001). Ferner induziert PA28 das 20S-Proteasom zur
Ausfithrung von Doppelschnitten, die zur direkten Entstehung von geeigneten Peptidepitopen fiir
MHC-Klasse I-Molekiile fiihrt (Groettrup und Schmidtke 1999, Dick TP et al. 1996). Ihre
Uberexpression in Zelllinien fiihrt zur erhdhten Prisentation einiger T-Zellepitopen (Groettrup et
al. 1996a, van Hall et al. 2000, Schwarz et al. 2000 a und b). PA280-/PA28B-negative Méuse
zeigen normale Prozessierung von Ovalbumin und eine zum Wildtyp vergleichbare
Immunantwort gegen die Infektion mit dem Influenza A Virus. Jedoch besitzen diese Méause
keine Féhigkeit mehr, das Melanomantigen TRP2 (tyrosinase-related protein2) zu priasentieren
(Murata et al. 2001). Damit scheint PA28o/p fiir die Prozessierung bestimmter Antigene
notwendig zu sein.

Die Stimulation von Zellen mit dem Zytokin y-Interferon fiihrt zur Bildung eines sogenannten
Immunoproteasoms, in dem die drei konstitutiv exprimierten B-Untereinheiten o, Z und X
jeweils durch LMP2, MECL1 (LMP10) und LMP7 ersetzt sind (Groettrup et al. 1996b, Nandi et
al. 1996, Woodward et al. 1995, Belich et al. 1994). Dieser Komplex liegt hauptsdchlich in
Assoziation mit PA28 vor (Brooks et al. 2000). Das Immunoproteasom zeigt eine verdnderte
proteolytische Aktivitit, es spaltet in erhdhter Aktivitit hinter C-terminalen hydrophoben und
basischen Aminosdureresten, wahrend die Spaltung hinter sauren Aminosduren herabgesetzt ist
(Gaczynska et al. 1993, Driscoll et al. 1993). So entstehen Peptide mit optimalen
Sequenzmotiven und Verankerungsresten fiir TAP (sieche Abschnitt 1.4.) und MHC-Klasse I-
Molekiile (Rock und Goldberg, 1999). Ferner zeigten in vitro Experimente, dass die



proteolytische Spezifitit des Immunoproteasom zu erhdhter Produktion N-terminal verldngerten
antigenen Vorlduferpeptiden fiihrt (Cascio et al 2001). Diese werden, nach ihrem Transport, von
ER-Aminopeptidasen zu optimalen Bindepeptiden fiir MHC-Klasse I-Molekiile getrimmt
(Serwold et al. 2001). Das im ER-Lumen residente Gp96, das Peptidbindeaktivitit besitzt
(Lammert et al. 1997), wurde als eine dieser Aminopeptidasen identifiziert (Menoret et al. 2001).
Wie die generierten Peptide schlieBlich an den ER-Membran lokalisierten Peptidtransporter TAP
gelangen ist noch nicht vollstindig geklart. Die Beobachtungen, dass das Immunoproteasom um
das ER angereichert wird (wahrscheinlich durch PA28 dorthin rekrutiert) (Brooks et al. 2000),
und dass das Immunoproteasom iliber PA28 mit TAP assoziieren kann (Hwang et al. 2001), legen

die Vermutung nah, dass die Peptide direkt zum Ort der ER-Translokation gelangen.

3. TAP-vermittelter Peptidtransport

Erste Hinweise auf die Existenz eines Transporters, der Peptide vom Zytosol ins ER-Lumen
transportiert, lieferten Beobachtungen an Zellen, die trotz normaler Synthese der MHC-schwere
Kette und P,-Mikroglobulin, verminderte MHC-Klasse I-Oberflachenexpression zeigten
(Townsend et al. 1989). Dieser Defekt konnte durch Zugabe oder Einfiihrung von synthetischen
Peptiden mit ER-Signalsequenz aufgehoben werden (Anderson et al. 1991). Hierauf konnten
mehrere Gruppen (u.a. Deverson et al. 1990, Trowsdale et al. 1990, Monaco et al. 1990) zwei
Gene im MHC-Klasse II-Locus identifizieren, die wegen ihrer Genomlokalisierung, ihrer hohen
Homologie zur Familie der ATP-Binding-Cassette Transporter (ABC Transporter) und ihrer
Deletion in den defekten Zellen, als Kandidaten fiir den Peptidtransport vermutet wurden. Die
Transfektion der in MHC-Klasse I-Oberflichenexpression defekten Zelllinien mit den
identifizierten Genen fiihrte zur Wiederherstellung der MHC-Klasse [-Oberflichenexpression
(Powis et al. 1991, Momburg et al. 1992). Wegen ihrer Beteiligung an der Antigenprozessierung
wurden die beiden Untereinheiten des Peptidtransporters als Transporter associated with antigen
processing 1 und 2 (TAP1 und TAP2) (WHO Nomenklature Committee 1991) bezeichnet. Der
endgiiltige Beweis fiir die Peptidtransportaktivitit von TAP lieferten schlieBlich Studien an
Mikrosomen bzw. an Streptolysin O permeabilisierten Zellen (Shepherd et al. 1993, Neefjes et
al. 1993, Uberblick in Howard JC. 1995). Nur die TAP-haltigen Zellen bzw. Mikrosomen
konnten Peptide transportieren. Ferner zeigten diese und andere Studien, dass der Peptidtransport
ATP-abhingig ist und nur beide TAP-Untereinheiten als Heterodimer einen aktiven Transporter

bilden (Meyer et al. 1994, Kelly et al. 1992, Spies et al. 1992). Die durch



Einzelpartikelbildanalysen (single particle image) bestimmte dreidimensionale Struktur von TAP
bestdtigte, dass TAP1 und TAP2 ein Komplex im Verhéltnis von 1 zu 1 bilden (Velarde et al.
2001). Dass keine anderen Faktoren, zumindest des Immunsystems, fiir den TAP-abhingigen
Peptidtransport benotigt werden, konnte durch die funktionale Expression von TAP in den
Insektenzellen von Spodoptera frugiperda (Sf9) (Meyer et al. 1994) und in der Hefe
Saccharomyces cerevisiae (Urlinger et al. 1997) gezeigt werden. Allerdings bewirkt das
Hitzeschockprotein hsp70 eine erhohte Peptidbindung und Transportaktivitit von TAP (Chen
und Androlewicz 2001).

TAP transportiert Peptide mit einer Lidnge zwischen 8 und 16 Aminosduren (van Endert et al.
1994). Untersuchungen mit kombinatorischen Peptidbibliotheken zeigten, dass Peptide mit
basischen Aminosiduren an den N-terminalen Positionen 1 und 2, aromatischen an der Position 3
und basischen oder hydrophoben Aminosduren am C-terminus hohe Affinitit zu TAP besitzen
(Uebel et al. 1997, Schmitt und Tampe 2000). Das entspricht genau den Merkmalen der Peptide,
die vom Immunoproteasom generiert werden (siche Abschnitt 1.2.) und derer die an MHC-
Klasse I-Molekiile binden (siche Abschnitt I.1.). Dies und die Tatsache, dass Tapl und Tap2 in
unmittelbarer Ndhe zu den Genen fiir die immunoproteasomalen Untereinheiten LMP2 und
LMP7 liegen und auch durch y-Interferon induzierbar sind (Momburg et al. 1998), und dass die
Gene fiir LMP2 und TAP1 vom selben bidirektionalen Promotor transkribiert werden (White et
al. 1996), deuten auf eine starke Koordination zwischen Peptidgenerierung, Peptidransport und

Peptidbeladung von MHC-Klasse I-Molekiilen hin.

4. TAP ein Modell fiir ABC Transporter

TAP gehort zu der ATP-Binding-Cassette (ABC)-Transporter Familie, der groften paralogen
Transmembranproteinfamilie (Higgins 1992, Schneider und Hunke 1998). Der Name dieser
Proteinfamilie beruht auf die hochkonservierte ATP-Bindedoméne. Sie liefert durch ATP-
Hydrolyse die notige Energie flir den meist unidirektionalen Substrattransport.

ABC-Transporter sind in zahlreichen Lebensformen (Bakterien, Archaebakterien und
Eukaryoten einschlieich den Menschen) vertreten und {ibernehmen unterschiedliche Funktionen
wie Nihrstoffaufnahme (z.B. Maltosetransporter MalFGK,), Proteinsekretion (z.B. der
bakterielle Transporter Himolysin B), Peptidtransport (Mdll und TAP), Antibiotikaresistenz (P-
glykoproteine) und Antigenprédsentation (TAP) (Schneider und Hunke 1998). Sie spielen zum

Teil eine wichtige Rolle in unterschiedlichen pathophysiologischen Prozessen und sind daher



von grofler medizinischer Bedeutung. So verursacht ein Defekt in cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator (CFTR), welches an der Aufrechterhaltung des Chloridhaushalts von z.B.
Lungenepithelzellen beteiligt ist, die Erbkrankheit Mukoviszidose (Schneider E. 2000). Das P-
Glykoprotein (z.B. MDR2), welches normalerweise Phosphatidilylcholine transportiert (Borst et
al. 2000), verursacht in vielen Geweben die Resistenz von Krebszellen gegen die
Chemotherapie, in dem es die Medikamente wieder aus den Zellen herauspumpt. Ebenfalls ist
die beobachtende Resistenz des Malaria Erregers Plasmodium falciparum gegeniiber das
Medikament Chloroquin auf den ABC-Transporter pfMDR zuriickzufiihren (Higgins 1992,
Schneider E. 2000).

Alle bis jetzt beschriebene ABC-Transporter bestehen aus vier Dominen, zwei hydrophile
Nukleotidbindedominen, die den Transportvorgang durch ATP-Hydrolyse energetisieren, und
zwei Transmembrandominen, die den Transportkanal bilden. Die vier Doménen konnen in
unterschiedlichen Kombinationen arrangiert sein (siche Abbildung 1.2.). Bei bakteriellen ABC-
Transportern liegen sie meist in vier getrennten Polypeptidketten vor, wihrend bei Sdugerzellen

oft alle vier Doménen eine einzige Polypeptidkette bilden.

MalFGK, RbsACD FhuCD,
I I I I I I Periplasma
® & R ©6

ER-Lumen

TAP

Abbildung 1.2. Strukturelle Organisation der vier Doménen einiger ABC-Transportern.

Die obere Reihe zeigt bakterielle Transporter und die untere Reihe Sdugetiertransporter. Die
ovalen Strukturen stellen die Nukleotidbindedomidnen (NBD) und die Quadraten die
Transmembrandominen (TMD) dar. Rotmarkierte NBDs sind nicht mit der TMD fusioniert. Die
einzelnen Dominen kdnnen als separate Polypeptidketten (Maltosetransporter: MalK) vorliegen
oder die NBDs (Ribosetransporter: Rb) bzw. die TMDs (Fe*'-ferrichrome-Transporter: Fhu)

Plasmamembran

Zytosol

MDR1




konnen fusioniert sein. Im Beispiel vom Peptidtransporter TAP kann jeweils eine TMD mit einer
NBD fusioniert sein. Bei dem Pharmaka- und Lipidtransporter MDR1 sind alle Doménen in
einer einzigen Polypeptidkette fusioniert, wobei jede TMD von einer NBD gefolgt ist. Die
periplasmatischen Bindeproteine der bakteriellen Transporter wurden nicht gezeichnet.

Die Transmembrandoménen (TMDs) der verschiedenen ABC-Transporter zeigen sehr geringe
Sequenzhomologie. Im allgemeinen werden jeder TMD sechs Transmembranhelizes (TM)
vorausgesagt (Pearce et al. 1995, Higgins 1992). Wihrend im Falle des bakteriellen ABC-
Transporters MsbA durch die Kristallstrukturaufkldrung (Chang und Roth, 2001) und bei Pgpl
durch molekularbiologische Untersuchungen die Vorhersage bestitigt wurde, zeigten
unterschiedliche Studien an TAP, dass moglicherweise TAP1 acht und TAP2 sieben
Transmembransegmente besitzen (Vos et al. 1999, Gileadi und Higgins 1997). Durch
Einzelpartikelbildanalysen an TAP lie} sich der Raum, der von jeder TMD mit ihren luminalen
Schleifen besetzt ist, auf ca. 22x56 A abschitzen. Das wiirde einer Fliche fiir 7-8
Transmembranhelizes (TMs) und ihrer zytosolischen Schleifen entsprechen (Velarde et al.
2001). Photokreuzvernetzungsstudien an TAP zeigten, dass die Peptidbindetasche von beiden
Transmembrandoménen gebildet wird (Nijenhuis et al. 1996). Wéhrend die C-terminalen
Transmembrandoméinen TM 2-6 von TAP1 und TM 1-5 von TAP2 (siche Abbildung 1.3.) fiir
die TAP-Heterodimerisierung und die Bildung der Translokationspore essentiell sind (Vos et al.
2000), ist die Funktion der N-terminalen (ca. 150 Aminosduren) Verlingerung von TAP (siche
Abbildung 1.3.), die keine Homologie zu anderen ABC-Transportern aufweist, unklar. Ob TAP
tiber diese Doménen mit den Komponenten des MHC-Ladekomplexes interagiert, miissen
zukiinftige Untersuchungen zeigen.

Wihrend die Transmembrandoméinen (TMDs) eine geringe Sequenzhomologie aufweisen,
zeigen die Nukleotidbindedomédnen (NBDs) verschiedener ABC-Transporter bis zu 50 %
Sequenzhomologie. Bei TAP weisen die NBDs eine Homologie von ca. 60 % auf und sind durch
die fiir alle ABC-Transporter hochkonservierte Aminosdure-Sequenzabschnitte charakterisiert
(siche Abbildung I.3.): das glycinreiche Walker A Motiv (P-Loop) mit der Konsensussequenz
GXXGXGKS/T (X steht fiir jede beliebige Aminosdure, das Linkerpeptid (Signatursequenz
oder C-Loop) mit der Konsensussequenz LSGGQQ/R/KQR und das Walker B Motiv
bestehend aus vier hydrophoben Aminosiduren und einem Aspartat oder Glutamat (hhhhD/E, h
steht fiir jede hydrophobe Aminosdure). Rontgenstrukturanalysen von ATPasen wie F,F,-

ATPase (Abrahams et al. 1994), GTPasen wie Ras p2l1 (Egner et al. 1987), dem
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Elongationsfaktor EF-Tu (Bertchold et al. 1993) (die ebenfalls Walker A und B Motive
enthalten) sowie die Strukturanalysen von HisP (die NBD der Histidinpermease) (Hung et al.
1998), der NBD des humanen TAP1 (Gaudet und Wiley 2001) und von MalK (Diederichs et al.
2000) zeigen, dass die Walker A-Sequenz Kontakt zum [B- und y-Phosphat des gebundenen
Nukleotids aufnimmt. Im Falle von TAP1 konnte keine Wasserstoffbindung zu der Adenin-Base
festgestellt werden. Dies erklart die Fahigkeit von TAP, auch andere Nukleotide wie GTP, CTP
und UTP fiir den Peptidtransport umsetzen zu konnen (Knittler et al. 1999). Das konservierte
Aspartat des Walker B Motives interagiert direkt oder iiber ein Wassermolekiil mit dem v-
Phosphat (Hung et al. 1998, Gaudet und Wiley 2001). Auch die Koordinierung des Mg*"-Ions,
das fiir die Hydrolyse von ATP essentiell ist, wird dem Aspartat zugeschrieben (Senior et al.
1993). Mutationsstudien bestdtigten die malB3gebliche Beteiligung von Walker A und B Motive
an der Bindung und Hydrolyse von ATP. Die Substitution der konservierten Lysin in Walker A-
Motiv (Schneider et al. 1994) oder Aspartat in Walker B-Motiv (Shyamala et al. 1991) fiihrten
zur Verlust der ATP-Hydrolyse. Kernresonanz (NMR)-analysen an der bakteriellen
Adenylatkinase deuten auf eine mogliche Rolle des Lysin in der Positionierung des Mg-ATP in
eine Konformation, die fiir die Hydrolysereaktion giinstig ist (Byeon et al. 1995). Das
Linkerpeptid (C-Loop) fungiert als Informationsiibertridger zwischen der Nukleotidbindedoméne
und der Substratbindetasche (Dassa 1990, Dassa et al. 1985, Manavalan et al. 1995, Schneider et
al. 1998, Proff und Kolling 2001). Mutationsstudien lieBen auf eine mdgliche Interaktion
zwischen dem Linkerpeptid und dem sogenannten EAA-Motiv der letzten zytosolischen
Schleife der Tansmembrandoménen (siche Abbildung 1.3.) schlieBen. Bei Rad50, eine zu ABC-
Transportern verwandte ATPase, zeigten die Kristallstrukturanalysen, dass die konservierten
Serine jedes Linkerpeptids Kontakt zum y-Phosphat des an der gegeniiberliegenden RADS0-
Untereiheit gebundenen ATP nehmen (Hopfner et al. 2000). Ein weiteres C-terminal lokalisiertes
Motiv, die Switch Region, wurde bei ABC-Transportern charakterisiert (Yoshida et al. 1995).
Die Strukturanalysen an HisP zeigen, daB3 das konservierte Histidin tiber ein Wassermolekiil mit
dem y-Phosphat interagiert. (Hung et al. 1998). Bei MalK fiihrt die Substitution des Histidin zum
Verlust der Transportaktivitit. Suppressormutationen lassen auf eine Interaktion zwischen der
Switch Region und der Transmembrandoméne schlieBen (Speiser et al. 1991, Beaudet et al.
1995, Mourez et al. 1997). Die substratbindungsbedingte Konformationsdnderung in der
Transmembrandomédne konnte iiber die Switch Region entsprechende strukturelle

Verdnderungen in der NBD auslosen.
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Der y-Phosphat-Linker (auch Q-Loop genannt) liegt ca.35 Aminosduren aufwiérts vom Walker-
A Motiv (siche Abbildung I.4. und L5.) und ist ein weiterer Sensor, der die Bindung und
Hydrolyse vom Nukleotid in der NDB mit Konformationsinderung der o-helikalen Doméne
(siche Abbildung 1.4. und Abschnitt 1.5.) bzw. mit der Offnung und SchlieBung des
Transporters koppelt (Berger et al. 2002, Yuan et al. 2001). Ein bei fast allen ABC-Transportern
konserviertes Glutamin ist ein Erkennungsmerkmal dieses Motivs. Kristallstrukturanalysen von
HisP, MalK, Rad50 und MJ0796 zeigen, dass das konservierte Glutamin mit dem y-Phosphat
interagiert (Hung et al. 1998, Diederichs et al. 2000, Hopfner et al. 2000,Yuan et al. 2001). Die
Substitution von Glutamin in Alanin bei CFTR fiihrt zur verminderten Offnungsfrequenz des
Kanals (Berger et al. 2002).

Doménenaustauschstudien zeigten, dass sowohl die beiden TMDs als auch die NBDs von TAP

einander nicht ersetzen konnen, was auf ihre asymmetrische Funktionalitidt hindeutet (Daumke et

al. 2001).

N-Domane  Sechs Helix-Motiv ER
I [ I
N N
TMD €[5 |43z |1
) E
N C
cytosol
NBD ATP
A
| |
TAP1 TAP2

Abbildung 1.3. Schematische Darstellung vom Transporter associated with antigen
processing (TAP) (nach Schmitt & Tampe 2000). TAP liegt als Heterodimer vor. Jede TAP-
Kette besteht aus einer N-terminalen Transmembrandomine (TMD) und einer C-terminalen
zytosolischen Nukleotidbindedomédne (NBD). Studien an Deletionsmutanten von TAP sagen
acht Transmembranhelizes (TM) fiir TAP1 und sieben TM fiir TAP2 voraus (Vos et al. 1999a).
Die sechs typischen TM der ABC-Transporter sind als Zylinder dargestellt. Die TAP-spezifische
N-terminale Verldngerung (N-Doméne) der TMDs sind als einfache Linien gezeichnet. Bereiche,
die an der Peptidbindung beteiligt sind, sind rot markiert. Die Kommunikation zwischen den
TMDs und NBDs erfolgt wahrscheinlich iiber das EAA-Motiv (E) und den C-Loop (C). Die
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Walker A und B Motive (A und B) sind maligeblich an der Nukleotidbindung und -
Positionierung beteiligt.

Trotz mehrerer biochemischer und molekulargenetischer Studien ist der Transportmechanismus
von ABC-Transportern noch weitgehend unklar. Fest steht, dass beide Nukleotidbindedoménen
fiir einen aktiven Transporter essentiell sind, und dass sie wihrend des Transportprozesses
asymmetrisch und wechselseitig abhéngig agieren. Dies wurde durch Mutationsstudie
festgestellt, in denen bestimmte Doménen zwischen NBD1 und NBD2 ausgetauscht wurden
(Daumke et al. 2001, Hrycyna et al. 1999), bestimmte Aminosdure in NBD1 oder NBD2
substituiert wurden (Alberts et al. 2001, Powe et al. 2002, Lapinski et al. 2001, Proff et al. 2001)
oder durch biochemische Studien (Karttunen et al. 2001, Senior et al. 1998). Das asymmetrische
wechselseitig abhéngige Verhalten konnte auch bei dem homodimeren HisP festgestellt werden
(Kreimer et al. 2000). Die beiden identischen NBDs nehmen wahrscheinlich unterschiedliche
Konformationen im Dimerkomplex ein. Bei TAP konnte durch Dominenaustauschstudien
gezeigt werden, dass auch die beiden TMDs einander nicht ersetzen konnen, was auf ihre
asymmetrische Funktionalitit hindeutet (Daumke et al. 2001, Arora et al. 2001).

Basierend auf die oben erwdhnten Studien wurden fiir CFTR und MDRI1 (Senior et al. 1997)
sowie fiir den Peptidtransporter TAP (Alberts et al. 2001) Transportzyklusmodelle
vorgeschlagen. Alberts et al. gehen von einem Grundzustand aus, in dem ATP in NBDI und
ADP in NBD2 gebunden ist und TAP eine peptidkompetente Konformation hat. Die
Substratbindung bedingt Konfomationsdnderung, die in der Hydrolyse vom NBD1-gebundenem
ATP und der Freisetzung des ADP aus der NBD2 resultiert. Die freiwerdende Energie wird fiir
den Peptidtransport umgesetzt. ATP-Bindung und Hydrolyse an der NBD2 fiihrt schlielich den
Transporter in den peptidkompetenten Ausgangszustand zuriick und ein erneuter
Transportzyklus kann beginnen. Karttunen et al. (2001) schlagen einen &dhnlichen Zyklus vor, in
dem die ATP-Hydrolyse an NBD?2 fiir Peptidbindung und Transport verantwortlich ist, wiahrend
die Hydrolyse von ATP an NBD1 den Transporter in den Ausgangszustand zuriickfiihrt.

5. Struktur der Nukleotidbindedoméine von TAP

Gaudet & Wiley (2001) konnten die Struktur der Nukleotidbindedomidne (NBD) von TAP1 im
ADP-gebundenen Zustand aufkldren (siche Abbildung 1.4.). Sie zeigt die fiir ABC-Transporter
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typische L-Form mit einer helikalen Doméne (entspricht Arm II in HisP) und einer RecA-

dhnliche Doméne (entspricht Arm I in HisP). Die fiir ABC-Transporter typische helikale

a-helikale Doméane (Arm Il)

Abbildung 1.4. Dreidimensionale Struktur der Nukleotidbinedomine (NBD) des
Transporter associated with antigen processing 1 (TAP) (Gaudet & Wiley 2001). Die o-
helikale Doméne ist blau dargestellt und enthilt das Linkerpeptid. Die Rec-A-&hnliche Domine
ist rot markiert. Sie enthélt die Sequenzmotive Walker A und B, die Switch Region und den D-
Loop. Der gebundene ADP ist griin dargestellt und liegt nahe der Walker A und B-Sequenz.

Doméne (Schneider et al. 1998) besteht aus vier a-Helizes und enthélt das Linkerpeptid (C-
Loop, Signaturmotiv) und einen Teil des Q-Loops. Im Vergleich zu der ATP-gebundenen Form
von HisP zeigt die helikale Doméne der ADP-gebundenen Form von TAP-NBDI eine Rotation

nach auBen, die von der ATP-Kassette (in Arm I) wegweist. Ahnliche Konformationunterschiede
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sind beim Vergleich zum dimeren MalK zu beobachten. Dies deutet auf die Flexibilitit der
helikalen Doméne in Abhéngigkeit vom Dimerisierungs- und Nukleotidbindezustand hin. Yuan
et al. (2001) stellten dhnliche Konformationsunterschiede der helikalen Doméne von MJ0796
fest. Sie postulieren, dass im ATP-gebundenen Zustand das konservierte Glutamin im
Linkerpeptid (Q-Loop) mit dem y-Phosphat interagiert, und damit die helikale Domine in die
ATP-Kassette im Arm I hineinzieht. Die Lage des Q-Loop, zwischen der helikalen Doméne und
der RecA-dhnliche Doméne, wiirde diese strukturclle Funktion erlauben. Dies unterstiitzt die
Vermutung, dass die helikale Doméne als ein Sensor zwischen der TMD und NBD fungiert.
Unterschiedliche Mutationsstudien an der helikalen Doméne von HisP fiihrten zu einem Defekt
in der Transportaktivitét, die Nukleotidbindefdhigkeit blieb aber erhalten (Schneider et al. 1998).
Das deutet darauf hin, dass die helikale Doméne keinen direkten EinfluB3 auf die katalytische
Aktivitit hat. Der Arm I (RecA-dhnliche Doméne) enthilt die Motive Walker A, Walker B und
die Switch Region. Fast Alle Aminosdurereste des Walker A-Motivs nehmen Kontakt zum ADP
auf. Wegen des Fehlens des y-Phosphats kann nur durch Vergleich z.B. mit der Struktur von
HisP oder durch Abstandsberechnungen vermutet werden, dass auch Aspartat und Glutamin des
Walker B-Motivs bzw. das Glutamin der Switch Region direkten oder indirekten Kontakt zum 7-
Phosphat nehmen konnten. TAP-NBD1 zeigt die fiir ABC-Transporter typische C-terminale
Verldngerung, die zwei o-Helizes enthilt. Diese Region scheint in ihrer Ladnge und Struktur
konserviert zu sein. Gaudet et al.(2001) vermuten, dass sie eine Rolle bei der Modellierung des
Transports spielen oder mit der TMD des Transporters interagieren. In wieweit die Funktions-
und Sequenzunterschiede zwischen der NBD1 und NBD2 von TAP sich auch auf struktureller
Ebene widerspiegeln, miissen weitere Strukturaufklarungen von NBD2, NBD1-NBD2-Dimeren

sowie von der ATP-gebundenen Form beider TAP-Untereinheiten zeigen.

6.  Zielsetzung der Arbeit

Studien an unterschiedlichen ABC-Transportern wie Mdrl (Hrycyna et al. 1999), Ste6 (Proff et
al. 2000), SUR (Matsuo et al. 2000), HisP (Kreimer et al. 2000), CFTR (Senior & Gadsby 1997,
Aleksandrov et al. 2002) und TAP (Alberts et al. 2001, Karttunen et al. 2001, Saveanu et al.
2001, Lapinski et al. 2001) zeigen, daf3 die Nukleotidbindedoméinen (NBDs) unterschiedliche
Funktionalitit besitzen. Dieses konnte z.B. durch Dominenaustausche zwischen den NBDs
(Hrycyna et al. 1999) oder durch Einfiihrung symmetrischer Mutationen in NBD1 und NBD?2,
die zu unterschiedlichen Phanotypen fiihrten (Alberts et al. 2001) gezeigt werden. Der
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Unterschied manifestiert sich hauptsidchlich im Nukleotidbindeverhalten. Im Falle von TAP,
zeigt TAP1 hohe Affinitit zu ATP und ADP, wihrend TAP2 schwache Bindung zu ATP und
starke zu ADP zeigt (Alberts et al. 2001). Durch Herstellung von TAP-Mutanten, in denen die
NBDs zwischen TAP1 und TAP2 ausgetauscht wurden, konnten Daumke et al. (2001) zeigen,
dafl dieses Nukleotidbindeverhalten auf intrinsische Eigenschaften der jeweiligen NBDs
zuriickzufiihren ist. Unabhingig von der Transmembrandoméine konnte die NBD1 ATP binden,
wéhrend NBD2 nur ADP-Bindung zeigte. Da die beiden NBDs eine Sequenzhomologie von

60 % aufweisen, stellt sich die Frage nach der Ursache dieses Unterschiedes. Sequenzvergleiche
zwischen NBD1 und NBD2 zeigen ca. 70 % Sequenzidentitit im Kernbereich der NBDs (Kern-
NBD) (siche Abbildung 1.5.), wihrend die ca. 70 Aminosdure langen C-terminalen Bereiche nur

ca. 30 % Homologie aufweisen.

Walker A

NBD1 (477)KGLVKFQDVSFAYPNHPNVQVLOGLTFTLYPGKVTALVGPNGSGKSTVAA
NBD2 (465) EGRVEFQDVSFSYPSRPEKPVLOGLTFTLHPGKVTALVGPNGSGKSTVAA

Q-Loop

NBD1 (527)LLONLYQPTGGKNLLDGEPLVQYDHHYLHTQVAAVGQEPLLFGRSFRENTI
NBD2 (515)LLONLYQPTGGQLLLDGEPLVQYDHHYLHRQVVLVGQEPVLFSGSVKDNI

Linkerpeptid
NBD1l (577)AYGLTRTPTMEEITAVAMESGAHDFISGFPQGYDTEVGETGNOLSGGORO
NBD2 (565)AYGLR-DCEDAQVMAAAQAACADDFIGEMTNGINTEIGEKGSOLAVGOKO

Walker B D-Loop Switch Region

NBD1 (627)AVALARALIRKPRLLILDDATSALDAGNQLRVORLLYESPEWASRTVLLT

NBD2 (614) RLAIARALVRNPRVLILDEATSALDAECEQALQTWRSQE----DRTMLVI
> <

—

NBD1 (677) TQQLSLAERAHHILFLKEGSVCEQGTHLOLMERGGCYRSMVEALAAPSD
NBD2 (660) AHRLHTVQONADQVLVLKQG---QLVEHDQLRDEQDVYAHLVQQRLEA - >

Abbildung L5. Sequenzvergleich der Nukleotidbindedoménen (NBDs) vom Ratten-TAP1
und -TAP2. Die fiir ABC-Transporter typischen Sequenzmotive sind durch schwarze Linien
markiert. Identische Aminosduren sind durch rote Buchstaben angegeben und grau unterliegt.
Die homologen Aminosduren sind griin markiert. Der blaue Pfeil markiert den ausgetauschten,
beziehungsweise bei TAP2 deletierten, variablen C-terminalen Bereich. Die ausgetauschten
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Kern-NBDs sind durch roten Pfeil markiert. Die ausgetauschten Aminosauren der Switch Region
sind gelb unterlegt.

Der Austausch der 42-Aminosdure langen C-terminlen Sequenzen zwischen SURI und SUR2A
filhrte zur Verdnderung ihrer Nukleotidbindeeigenschaft (Matsuoka et al. 2000). Ferner
beobachtete Velarde et al. (2001) erhohte ATP-Bindung an TAP2, wenn vor dem ATP-
Bindeessay die TAP-enthaltenden Zelllysate mit einem Antikorper gegen den C-Terminus von
TAP2 (KVYAHLVQQRLEA) vorinkubiert wurden. Ein weiterer Sequenzunterschied zwischen
NBDI1 und NBD2 von TAP ist im Bereich zwischen Q-Loop und Linkerpeptid zu beobachten
(siche Abbildung L.5.). Beaudet et al. (1995) vermuten, dass dieser Bereich zur strukturellen
Organisation der NBDs beitrigt. Uberdies enthilt die NBD1 ein Aspartat am Ende des Walker
B-Motivs anstelle des in ABC-Transportern konserviertes Glutamats und das Linkerpeptid zeigt
eine deutliche Abweichung zur Konsensussequenz (LAVGQKQR in NBD2 statt LSGGQRQA
in NBD1). Diese Motive sind an der Bindung und Hydrolyse von ATP beteiligt. Ferner wird dem
Serin des Linkerpeptids, das der NBD2 fehlt, eine wichtige Rolle bei der Dimerisierung der
NBDs zugesprochen (Hopfner et al. 2000). In dieser Arbeit sollte nun untersucht werden, auf
welche Sequenzbereiche das unterschiedliche Nukleotidbindeverhalten und dementsprechend die
unterschiedliche Funktionalitdt von NBD1 und NBD2 zuriickzufiihren ist. Hierfiir sollten cDNA-
TAP-Mutanten hergestellt werden, in denen die kodierenden Sequenzen fiir die 73 Aminosdure
lange C-Terminus von TAP1 und 66 Aminosdure lange C-Terminus von TAP2 oder fiir die
Kern-NBD-Bereiche (Kern-NBDs) ausgetauscht sind (siche Abbildung L.6.). Um die Integritit
der Nukleotidbindekassette (bestehend aus Walker A, Walker B und Linkerpeptid) zu erhalten
wurde entschieden nicht nur den variablen Bereich zwischen Q-Loop und Linkerpeptid sondern
die ganze Kern-NBD auszutauschen.

Die hergestellten cDNA-TAP-Mutanten sollten in TAP-negativen T2-Zellen einzel- oder in
unterschiedlicher Kombinationen mit anderen TAP-Ketten transfiziert werden. In diesen
hergestellten TAP-chimére Zelllinien sollte das Nukleotidbindeverhalten untersucht werden und
iiberdies der Einflul der Doménenaustausche auf die Peptidbinde- und Peptidtransportaktivitét
von TAP untersucht werden.

Basierend auf den ersten Ergebnissen dieser Diplomarbeit wurden weitere TAP-Mutanten
hergestellt, um das Nukleotidbindeverhalten genauer zu Charakterisieren. Eine TAP2-
Deletionsmutante (siche Abbildung I.6.), der die C-terminale Doméne fehlt sollte zeigen, ob die

Kern-NBD alleine eine Nukleotidbinde-kompetente Doméne bilden kann. Dariiber hinaus
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wurden in der Switch-Region von NBD1 und NBD2 drei nichtkonservierte Aminosduren
wechselseitig ausgetauscht (sieche Abbildung 1.6.). Hiermit soll in weiterfithrenden Studien
untersucht werden, ob der beobachtete Phianotyp bei den TAP-Mutanten mit ausgetauschten C-
terminalen Sequenzbereichen allein auf die unterschiedlichen Switch-Regionen zuriickzufiihren
ist. Ein in fast allen ABC-Transportern konserviertes Histidin ist in TAP1 durch ein Glutamin
substituiert. Die Struktur von HisP zeigt, dass dieses Histidin Kontakt zum y-Phosphat aufnimmt
(Hung et al. 1998). Die benachbarten Aminosduren vom Histidin konnten fiir strukturelle
Positionierung vom Histidin von Bedeutung sein, daher sollten auch sie mit ausgetauscht
werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die cDNAs fiir diese TAP-Mutanten hergestellt und in

TAP-negativen T2-Zellen transfiziert.
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TAP-WT

TAP1 TAP2
TMD
NBD C (Kern-NBD)
- ; V
Austausch der C- Austausch der Deletion des C
terminalen Bereiche Kern-NBDs Terminus
1V2 2V1 1C2 2C1 2 AV2
Aminosiureaustausch in der
Switch Region
TAP2 | DRTMLVIAHR SRTVLLITQQ TAP1
DRTMLVITQQ SRTVLLIAHR

Abbildung 1.6. Schematische Darstellung der hergesteliten TAP-Mutanen. TAP1 ist rot,
TAP2 blau geférbt. Die Nukleotidbindedoméne ist in zwei Bereiche geteilt. Das untere kleinere
Quadrat entspricht der stark variablen C-terminalen Sequenz (V-Region, V). Das obere Quadrat
entspricht die Kern-NBD. Die TAP-Mutanten, in denen die V-Regionen oder die Kern-NBDs
ausgetauscht wurden, sind in der zweiten Reihe dargestellt. Die Deletionsmutante von TAP2 ist
verkiirzte Form dargestellt. In der letzten Reihe sind die Sequenzen der Switch Region von
TAPI1 und TAP2 dargestellt, die ausgetauschten Aminoséuren sind blau (TAP2) und rot (TAP1)
dargestellt. Zur Nomenklatur siche Teil IV.2.a.
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I1. Materialien

Losungen wurden mit deionisiertem und zweifach destilliertem Wasser oder mit Wasser aus

dem Ultra Pure Water System Beta 75 / Delta UV / UF von USF Seral Reinstwassersysteme

GmbH, Ransbach-Baumbach, angesetzt.

1. Chemikalien und fertige Reagenzien:

Acrylamid/Bisacrylamid
ADP-, ATP-Agarose

Agarose fiir Gelelektrophorese
APS

ATP

Bromphenolblau

Borsiaure

Chaps

Chloroform

Concanavalin A-Sepharose
Coomassie Brilliant G-250
Digitonin

DMP

DMSO

Dowex, 50 WX4, 50-100 mesh
DTT

EDTA

EGTA

Entwickler

Ethanolamin

Ethidiumbromid

Fixierer

Glycerin

IgG, anti-Maus, Peroxidase gekoppelt
Isoamylalkohol

Luminol (3-Aminophthalhydrazide)

Roth

Sigma

FMC, Bioproducts, Rockland, Maine USA
Sigma
Bohringer
Merck

Merck

Sigma

Roth

Sigma
BioRad
Wako

Sigma

Roth

Supelco
Sigma

Merck

Merck

G158, AGFA
Sigma

Roth

G354, AGFA
Roth

Sigma

Roth

Fluka (Sigma), Artikelnr.09253
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Magermilchpulver

Micro-BCA Protein Assay Reagent Kit
Mitomycin C

p-Cumarsaure (p-Coumaric acid)
Phenollosung

Ponceau S-Konzentrat

Protein A-Sepharose CL4B
Proteininhibitor-Cocktail

SDS

Sequenzierung

Sulfo-HSAB

Sucrose ( Saccharose)
TEMED

Tris

Triton X-100

Tween 20

Urea Ultra pure

2. Medien und Medienzusitze

Agar

Ampecillin
Bacto-Hefeextrakt

FCS

Geneticin ( G418)

IMDM (Iscove’s Modified
Dulbecco’s Medium)
Penicillin / Streptomycin
Trypsin

Trypton

Heirber (im Reformhaus erhéltlich)
Pierce

Sigma

Fluka, Artikelnr.28200

Roth

Sigma

Pharmacia Biotech

Bohringer

Sigma
ABI

PRISM Big Dye Terminator

Sequencing Ready reaction Kit, ABI

Pierce
Merck
Sigma
ICN Biochemicals
Sigma
Sigma

ICN Biochemicals

Oxoid, Hampshire
Sigma
Oxoid, Hampshire
Sigma

PAA Laboratories oder / und Labomedic

Gibco BRL
Gibco BRL
Gibco BRL
Oxoid, Hampshire

cycle
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3. Radiochemikalien

Tod'® : Amersham Pharmacia Biothek

8-Azido-ATP (y32P) und (o2P): ICN Biochemicals

4. Enzyme, Gewichts- und Lingenstandards

1 kB Leiter fiir Agarosegele: Gibco
Endoglykosidase H: Bohringer
Rainbow-Molekulargewichtsmarker: Sigma
Pfu-Polymerase: Stratagene
Restriktionsenzyme: New England Biolabs
RNase A: Sigma

Shrimp alkaline phosphatase: USB, Amersham
Streptolysin O: Murex Diagnostica

5. Plasmide

PHBAprineo: siche Gunning et al. (1987)
PBluescriptKSP: Stratagene
6. Primer

Die Primer sind reversed phase (RP)-Kartusche gereinigt und wurden von ARK Scientific
bezogen. Es wurde jeweils 10 nmol bestellt und als 50 pmol Losung mit autoklaviertem

Wasser bei —20°C gelagert. Alle bezogenen Primer waren RP-Kartusche gereinigt.

Sequenzierprimer:

Vorwiértsprimer:

B-actin 752 F neu: 5> GGGGACGCCT CCGACCAGTG 3’ A
TAP2-283U25: 5" TTCTGCCCTT GCTCTGCCTG ACTAA 3’
1-347neu: 5" GGAGGGTGAC AACGCTGGAC TGCT 3’ A
TAP2/1-643F: 5 CCAGACGCCT TTGCGAGCGC 3’#
1-2-700Fneu: 5" GCTGGAGTTT GCAGGAGATG 3’ A

22



TAP2/1-1097F:
1-2-1100fneu:
1-1300U19neu:
TAP2-1310U19:
1-2-F3-1562neu:

TAP-1640f:
TAP2-1881Fneu:
TAP1-1881Fneu:
1-2-1882Fneu:
TAP2/1-1950F:
TAP1-2-2308Fnew:
2-1-2392Fneu:
TAP2-1-Fnew:

TAP1-1950:
TAP2-1950:
Riickwértsprimer:
CDV-new:
1-2392Bneu:
TAP2-2308L.24:
2-1-2050B:
2-1884neu:
TAP1-1750L.19:
TAP2-1750B:
TAP2-1410B:
1-2-1100Bneuq3,0:
TAP2/1-1097B:
1-2-700Bneu:
TAP2-1-643Bneu:
1-2-347Bneu:
TAP2/1-283B:
TAP1-2220:
TAP2-2180:

5> GGAGGCCTGC AGACCGTGAG 3’

5 CCTACCGTAC GGAGCTTTGC C 3’ A

5" GCGGCAACCT CGTCTCCTIT 3’ A

5 CGGCCTGCTC TCCTTCCTG 3’

5> GGGGCTGACT TTTACTCTAC ATCCTGGAAA GGTG
ACGGC 3’ A

5 GGTGGGACCC AATGGGTCAG GGAA 3’ A

5 CCCCTGGTCC AGTACGATCA TCACTACCTG 3’ A

5" TCCAGTATGA TCACCACTAC CTGCACACGC 3’ A

5" CGGGGAGAAA GGGAGCCAG 3’ A

5 GCCTTGATCC GGAAGCCACG 3’#

5’ TGGTGGGTGA GGGCCAGGGG 3’ A

5" CCACAATGTT TTCCCGCCCC 3’ A

5 GGGCCTGACG TTCACTCTAT ATCCCGGGAA GGT
GACCGC3’ A

5" GGCTATGACA CAGAGGTAGG TGAAACTGG 3’ A

5" GGAATAAACA CAGAAATCGG GGAGAAAGG 3’ A

5" CCGTCATCAC CGAAACGCGC G 3%

57 GCGGGGCGGG AAAACATTGT GGT 3’ A
5" CACCCACCAA GCCCACCAAA ATAA 3’»
5" CCGTCCGAGA GGCCCACTCG 3’ A

5" TCCCTTTCTC CCCGATTTC 3’ A

5> TCCCGAAAAC TTCTTCCAA 3°%

5> GGGTACGAGA AGGAGACATCTTGA 3’ A
5" GGACCTCCAC GGCCCTGGTG AACT 3’ A
5" GGCAAAGCTC CGTACGGTAG G 3’ A

5 CTCACGGTCT GCAGGCCTCC 3’

5" CATCTCCTGC AAACTCCAGC 3’ A

5 GCGCTCGCAA AGGCGTCTGG 3’ A

5" GAGCAGTCCA GCGTTGTCACC 3’ A

5 GTCAGGCAGA GCAAGGGCAG A 3’s

5" CCATGAGCTG CAGGTGGGTG CCC 3’ A
5" CCAAGTGAGC GTAGACATCCTGC 3’ A
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& : diese Primer wurden iibernommen.

A : diese Primer wurden neu synthetisiert.

Mutageneseprimer:

TAP1-FM1:
TAP1-BM1:
TAP2-FM1:
TAP2-BM1:
TAP1-c2F:
TAP1-¢c2B:
TAP2-c1F:
TAP2-c1B:
TAP-V2F:

TAP-V2B:

TAP-V1F:

TAP-V1B:

5" GGACGATGCC ACCAGTACTC TGGATGCTGG CAACC 3°

5" GGTTGCCAGC ATCCAGAGTA CTGGCATCGT CC 3’

5" GGATGAGGCT ACCAGTACTC TGGACGCCGA GTGCG 3’

57 CGCACTCGGC GTCCAGAGTA CTGGTAGCCT CATCC 3’

5" GGACGATGCC ACCAGTGCCC TGGACGCCGA GTGCG 3°

5° CGCACTCGGC GTCCAGGGCA CTGGTGGCAT CGTCC 3’

5" GGATGAGGCT ACCAGTGCCC TGGATGCTGG CAACC 3°

5" GGTTGCCAGC ATCCAGGGCA CTGGTAGCCT CATCC 3°

5" GGATGAGGCT ACCAGTGCTC TGGACGCCTA GTGCGAGCAG
GC3

5 AGGGCCTGCT CGCACTAGGC GTCCAGAGCA CTGGTAGCCT
CAGCC ¥

5" GGACGATGCC ACCAGTGCTC TGGATGCTTG AAACCAGCTA
CGGGT ¥

5" CCTGCTACGG TGGTCACGAG ACCTACGAAC TTTGGTCGAT
GCCCA ¥

NBD1-SW2F:5" CGGACGGTTC TTCTGATCGC CCACCGGCTC AGCCTGGCAG

AGCGG 3’

NBD1-SW2B:5° GCCTGCCAAG AAGACTAGCG GGTGGCCGAG TCGGACCGTC

TCGCC 3’

NBD2-SWI1F:5" AGGACGATGC TGGTCATTAC TCAGCAGCTG CACACGGTTC

AGAAT 3’

NBD2-SW1B:5’ TCCTGCTACG ACCAGTAATG AGTCGTCGAC GTGTGCCAAG

NBD1L2f:

NBD1L2b:

TCTTA 3’

5" CCGAGCTCGG TTCCGGTGGG CGACAAAGAC TGGATGACGG
TCGACCAAGG GTCAAAG ¥’

5" GGCTCGAGCC AAGGCCACCC GCTGTTTCTG ACCTACTGCC
AGCTGGTTCC CAGTTTC 3’
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7. Bakterienstimme

Escherichia coli DHSa

Genotype: ®80dlacZAM15, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17 (1, my"), supE44, relAl,
deoR, A(lacZY A-argF) U169

Erlauterungen der Genotypsymbole findet man in Bachmann (1990 und 1983) und Sambrook
J. et al. (1989).

8. Zelllinien

T1-Zellen: entstanden durch Fusion einer T-Zelllinie (CEM) und einer B-Zelllinie (721.174).
Sie exprimieren MHC-Klasse 1I-Molekiile von CEM und Klasse I-Molekiile beider parentaler
Zellen (HLA-A2, -Bw4,-B5,-Bwo6) (Foley et al. 1965, DeMars et al. 1984, Salter et al. 1985 ).
T2-Zellen: sind aus TI1-Zellen durch Immunoselektion auf MHC Klasse I-
Expressionsdeffizienz hervorgegangen. T2-Zellen sind haploid fiir Chromosom 6, welches
aullerdem eine groBe Deletion im MHC Klasse II Region aufweist. Die Tapl und Tap2 Gene,
die normalerweise in dieser Region lokalisiert sind, sind damit auch deletiert. T2 exprimiert
die MHC Klasse I-Allele HLA-A2 und HLA-BS5 (Salter et al. 1985 ).

T2-TAP-WT: wurden durch stabile Transfektion von T2-Zellen mit cDNA fiir Ratten-TAP1*
und -TAP2" hergestellt ( Momburg et al. 1992).

HeLa Zellen: sind mit Puromycin- und G418-Resistenzgenen transfiziert. Sie wurden von Dr.
B. Ortmann zusitzlich mit Hygromycin-Resistenzgen transfiziert. Die HelLa-Zellen dienten
als Futterzellen fiir frisch transfizierte T2-Zellen. Sie wurden freundlicherweise von Dr. Peter

Cresswell zur Verfiigung gestellt.

9. Antikorper

D90: Polyklonales Kaninchenantiserum, gerichtet gegen ein C-terminales Peptid von TAP1
(CYRSMVEALAAPSD) (Powis et al. 1991).

116-5: Polyklonales Kaninchenantiserum, gerichtet gegen ein C-terminales Peptid von TAP2
(EQDVYAHLVQQRLEA) (Momburg et al. 1992)

Mac394: Monoklonaler Mausantikorper gegen die Nukleotidbindedoméne von TAP2.
Hergestellt im Babraham Institute, Cambridge, England; von Dr. Angela Seelig zur
Verfiigung gestellt (siche dazu auch Frigge 1996). In dieser Arbeit konnte der Bereich, in dem
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die Erkennungssequenz fiir Mac394 liegt, auf dem Sequenzbereich von Aminosduren 494 bis
639 eingegrenzt werden (siehe Abschnitt IV.2.b.).

1p4: Polyklonales Kaninchenantiserum, gerichtet gegen ein intramolekulares Peptid
(SEKIFEYLDRTPR) aus der vorhergesagten vierten zytosolischen Schleife von humanen
TAP1. (freundlicherweise von Dr. Frank Momburg zur Verfiigung gestellt).

3B10.7: Monoklonales Rattenantikorper, gerichtet gegen freie schwere Kette von humanen
HLA-A und -B (Lutz et al. 1987).

4E: Konformationsspezifischer monoklonaler Mausantikdrper, welcher ein Epitop von
HLA-B und —C erkennt (Trapani et al. 1989).

Anti-Calreticulin: Polyklonales Kaninchenantiserum, gerichtet gegen ein C-terminales
Peptid von humanen Calreticulin (CEEEDVPGQAKDEL) (StressGen, Biomol, Hamburg).
Anti-Tapasin R.gp48N: Polyklonales Kaninchenantiserum, gerichtet gegen ein N-terminales
Peptid von humanem Tapasin (PAVIECWFVEDASGKGLAKC): Sequenz entspricht
Aminoséuren 2 bis 20 (N-Terminal) (Sadasivan et al. 1996).

Anti-ER60 (ER57): Polyklonales Kaninchenantiserum, das die thiolabhingige Reduktase
ERG60 verschiedener Spezies erkennt (Otsu et al. 1995).

HRP-konjugierter anti-Kaninichen bzw. anti-Ratte IgG: Dianova, Hamburg.
FITC-konjugiertes Kaninchen-anti-Maus IgG (H+L): Dianova, Hamburg.
HRP-konjugierter anti-Maus IgG: Sigma.

Goat anti-mouse IgG: Sigma

10. Peptide

Se 8-Peptid: TVDNKTRYR: Eurogentec, Seraing, Belgien
11. Gerite
Brutschrinke: Heraeus instruments
Brutschrank-Schiittler: inova™ 4300 incubator shaker: NEW
(fiir Bakterienkulturen) BRUNSWICK SCIENTIFIC
B-Counter: Beckman LS 5000TD, Fullerton, USA
v-Counter: LB 2108 Berthold, Wildbad
Dounce Homogenisator: Wheaton, Millville, USA
Elektroporator: Gene Pulser, Capacitance Extender, BioRad
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Entwicklermaschine:

FACScan:

Geltrockner:

HPLC:

Phosphoimager:

Quantifizierer von Westernblots:
Sterile Zellkulturarbeitsbank

Zentrifugen:

12. Software

Alignments, Herstellung
von Plasmidkarten etc.:
FACScan-Auswertung:
Grafikprogramme:
Phosphoimager:

Proteindatenbanken:

13. Einmalware
Elektroporationskiivetten fiir
eukaryotische Zellen (0,4cm):

Filme:

Nitrozellulosemembran:

Zentrifugenrohrchen:15 und 50 ml:

Zellkulturflaschen:

AGFA (Curix 60)

Becton Dickinson

Gel Dryer, Modell 583, BioRad

Smart, Pharmacia

Raytest IsotopenmeBgerite, Bas 1000, Fuji
Joyce-Loebel-Chromoscan Densitometer
Heracus Lamin Air®, LFM 2448s und HB 2448
Biofuge 13, Heraeus sepatech

Beckman L8-70 M Ultracentrifuge
Optima™ TLX Ultracentrifuge, Beckman
Sigma 201 M

Sigma 3K10

Sigma 3K15

Vektor NTI, Informax, Oxford

Cellquest, Becton Dickinson fiir

Canvas, Adobe Photoshop, PowerPoint

TINA 2.08a, Raytest Isotopenmessgerdte GmbH

Expasy Server, Schweiz

Gene Pulser Cuvette BioRad

X-OMAT LS und AR, Kodak, Rochester, tiber
Sigma bezogen

Protran BA 85, Pore size 0,45 um, Schleicher
Und Schuell, iiber Sigma bezogen

greiner bio-one CELLSTAR, iiber Labomedic
bezogen.

Sarstedt, USA
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Loch-Platten:
Petrischalen fiir die Zellkultur:

Dunkelkammer-Gliithlampe
(15W,230V, TypE 27) :

TPP, Switzerland
TPP, Switzerland

Philips, iiber Labomedic bezogen
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I11. Methoden

III.1. Methoden zur DNA-Analytik

1. Medien

LB-Medium: 10g Bacto-Trypton, 5g Bacto-Hefeextract und 10g NaCl auf 1 L mit H,O
aufgefiillt und autoklaviert.
Fiir Bakterienkultivierung mit Selektionsmarker wurden 100 pg Ampecillin / 1 ml LB-

Medium eingesetzt.

LB-Agarplatten: 1 L LB-Medium wurden mit 15g Agar versetzt und autoklaviert.
Das Medium wurde auf unter 50°C gekiihlt und Antibiotikum zugegeben (100 pg Ampecillin
/ 1 ml Medium). Die Platten wurden gegossenen, bei RT getrocknet und anschlieBend bei 4°C

gelagert.

2. Klonierung von DNA-Fragmenten

Zur Amplifikation der Inserts, die TAP-cDNA enthalten, wurden diese in Vektoren kloniert
und anschlieend in E.coli Bakterien mittels Transformation eingefiihrt. Als Vektoren dienten
die Plasmide pBluescriptKSP (+) (Stratagene) und pHBAprineo (Gunning et al. 1987). Der
Vektor pHBAprineo erlaubt die Expression von cDNA in Sdugerzellen.

a. Ligation

Vektoren wurden mit entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten, so dass sie
kompatible Enden zu den einzuklonierenden Inserts aufwiesen. Zur Vermeidung von
Selbstligation der Vektorenden, wurden die 5’-Phosphatgruppen durch Behandlung mit
alkalische Phosphatase abgespalten. Dariiber hinaus wurde durch 5 miniitige Inkubation (vor

Zugabe von Enzyms und Puffer), die Rezirkularisierung der Inserts und Vektoren inhibiert.

Dephosphorylierung der Vektorenden: ein groer Vorrat an dephosphoryliertem Vektor

wurde anlegt:
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Linearisierter Vektor: 5 ug

Shrimp alkaline phosphatase (SAP) (1U/ul): 1,5 -2 ul
10 x SAP-Puffer: 2 ul

MgCl,: 0,8 umol

Bed. H,O: auf 20 pl auffiillen

Der Ansatz wurde 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Fiir optimale Dephosphorylierung wurden
noch mal 1,5ul SAP zu dem Ansatz zugegeben und eine weitere Stunde bei 37°C inkubiert.

Anschlieflend wurde die SAP durch Inkubation fir 20 min. bei 65 °C inaktiviert.

Ligationsansatz:

Linearisierter Vektor: 7- 20 ng

Insert: 100-300 ng ( bis zu 50 fachen Uberschuf)

T4 DNA-Ligase-Puffer 10 x: 1:10 faches Verhéltnis zum Gesamtvolumen
T4 DNA-Ligase: 1 ul (1U / ul)

Steriles H,O: auf 20 bis 50 pl auffiillen

Bei Fragmenten mit iiberhdngenden Enden ist eine Inkubation fiir 1 Stunde bei RT
ausreichend (bei Fragment-DNA mit 4-Basen-Uberhang geniigen 15-30 min.). Bei glatten
Enden wurde fiir 4-18 Stunden bei 16°C inkubiert.

b. Herstellung kompetenter Bakterien
( nach Hanahan, 1983)

Damit DNA in Bakterien eingeschleust werden kann, muf3 die Bakterienmembran durchlissig
gemacht werden, man spricht hierbei von kompetenten Bakterien.

Die klassische Methode, Bakterien kompetent zu machen, funktioniert mit Calciumchlorid.
100 ml LB-Medium / 0,02M MgSQOy4 / 0,1 M KCI wurde mit 1 ml einer Ubernachtkultur
beimpft und bei 37°C auf einem Schiittler bei 200 bis 300 Upm inkubiert, damit die Bakterien
gut beliiftet werden. Die Kultur wurde bis zu einer ODgyy von 0,4-0,5 wachsen gelassen (dies
wurde nach ca. 3 Stunden erreicht, hdhere Dichten flihren zu einer geringeren Kompetenz der
Bakterien). Alle nachfolgenden Schritte wurden auf Eis bzw. im Kiihlraum bei 4°C

durchgefiihrt.
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Die Baketrienkultur wurde auf Eis fiir ca. 20 min. gekiihlt, dann fiir 5 min. bei 5400 g
zentrifugiert und das Pellet in 30 ml kaltem ersten Transformationspuffer (TFB I) vorsichtig
resuspendiert und 10 min. auf Eis inkubiert. Danach wurde nochmals fiir 5 min. bei 5400 g
zentrifugiert und das Pellet vorsichtig in 4 ml kaltem zweiten Transformationspuffer (TFB II)
resuspendiert. Aliquots von 100 pl wurden auf vorgekiihlte autoklavierte Eppendorf-
ReaktionsgefdBle verteilt und anschlieBend in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die
Aliquots wurden bei —80°C gelagert. Die Bakterien hatten eine durchschnittliche

Transformationseffizienz von ca. 10°-107 transformierte Bakterien/ug-DNA.

TFB I:30 mM Kaliumacetat TFB II: 10 mM Mops pH 7,5
50 mM MnCl, 75 mM CacCl,
10 mM CacCl, 100 mM RbCl
100 mM RbCl 15 % Glycerin
15 % Glycerin
pH 5,8

¢. Transformation

Ein 100 pl-Aliquot kompetenter Bakterien wurde auf Eis aufgetaut und mit der Plasmid-DNA
vorsichtig gemischt. In der Regel wurde der ganze Ligations- oder PCR-Ansatz fiir die
Transformation verwendet. Dann folgte eine Inkubation auf Eis fiir 20 bis 30 min.,
Hitzeschock bei 42°C fiir 40 bis 90 Sekunden (hierdurch wird die DNA in die Bakterien
aufgenommen) und eine weitere Inkubation auf Eis fiir 2 min. AnschlieBend wurden 1 ml
vorgewirmtes LB-Medium zugegeben und bei 37°C auf einen Uberkopfroller fiir 1 bis 1,5
Stunden inkubiert.

Bakterien wurden bei 11300g fiir 1 min. abzentrifugiert, Uberstand bis auf 200 pl
abgenommen und die Bakterien vorsichtig resuspendiert. Anschlieend wurden die Bakterien

auf Agarplatten mit Selektionsmarker ausplattiert und Ubernacht bei 37°C inkubiert.

d. Lagerung der Bakterien

5 ml oder 1,5 ml einer Ubernachtkultur wurden 5 min. bei 3000-5000g abzentrifugiert. Das
Bakterienpellet wurde in 2 ml 10 mM MgSO4 (0,4 ml fiir die 1,5 ml Kultur) vorsichtig
resuspendiert und 4 ml 80 % Glycerin (Glycerol) (bzw. 0,8 ml fiir die 1,5 ml Kultur)
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zugegeben. Die Ansdtze wurden vorsichtig gemischt, in vorgekiihlte autoklavierte Gefal3e

aliquotiert (je 1-1,5 ml) und bei —80°C eingefroren.

3. Priparation von Plasmid-DNA im kleinen Mafstab: Mini-Praparation

Zwei Methoden zur Plasmid-DNA-Praparation aus E.coli Bakterien wurden verwendet. Die
alkalische Lyse lieferte sehr saubere DNA, war aber wegen der Phenol-Chloroform-
Extraktion zeitaufwendiger (und nicht ganz ungefdhrlich). Diese Methode wurde deswegen
nur dann verwendet, wenn es notig war, reine DNA zu bekommen, zum Beispiel fiir
Transfektion. Fiir Restriktionsanalyse wurde in der Regel die durch die schnelle Koch-

Methode unsauber préaparierte DNA eingesetzt.

Alkalische Lyse: ( modifiziert nach Sambrook et al. 1989 )

Mehrere Ansétze von je 3 ml LB-Medium mit Selektionsmarker (30 ul wurden jeweils mit
einer Bakterienkolonie angeimpft und auf einem Uberkopfroller Ubernacht bei 37°C inkubiert
1,5 ml dieser Ubernachtkultur wurden fiir 1 min. bei ca. 11300 g abzentrifugiert. Das
Bakterienpellet wurde in 100 pl Glukosepuffer resuspendiert. Durch den hypotonischen
Schock, wurden die Zellwinde der Bakterien aufgebrochen. Nach 5 min. Inkubation auf Eis
wurden 100 upl alkalische SDS-Ldésung zugegeben und weitere 5 min. inkubiert. Das
anionische Detergenz SDS 16st die Membranen der Bakterien auf. NaOH denaturiert die
DNA. Die vollstindige Lyse ist an der leicht viskosen Konsistenz der Losung zu erkennen.
Durch die Zugabe von 150 ul Hochsalzpuffer und 5-10 min. Inkubation auf Eis wurden
Proteine und bakterielle DNA prizipitiert. Die schwach saure Kaliumacetatlosung fiihrt zur
Renaturierung der DNA-Einzelstrainge. Wiahrend die supercoils der Plasmid-DNA eine
nahezu vollstindige Renaturierung gewihrleisten, wird die chromosomale DNA durch diese
Behandlung quervernetzt und prézipitiert. Die Kaliumionen fithren auch zur Ausfillung vom
schwerldslichen Kaliumdodecylsulfat, welches Proteine und Zellmembranbruchstiicke
mitprazipitiert. Durch Zugabe von zwei Tropfen Chloroform kann das Kalium-SDS besser
ausfallen. Wahrend die Zelltriimmer, ausgefillte Proteine und bakterielle DNA durch die
anschlieBende Zentrifugation bei 16000 g, 4°C fiir 15-30 min abzentrifugiert wurden, wurde
die Plasmid-DNA im Uberstand angereichert. Um eine proteinfreie DNA zu bekommen,
wurde der Uberstand einer Phenol-Chloroform-Extraktion unterzogen werden (Siehe I11.1.6.).

Die DNA wurde durch Zugabe von 2 x Vol. kaltem 100 % EtOH prézipitiert. Nach
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Inkubation bei —20°C fiir 10-30 min. wurde die DNA bei 4°C, 16000 g fiir 20-30 min.
abzentrifugiert. Das Pellet wurde durch Zugabe von kaltem 70 % Ethanol und eine erneute
Zentrifugation gewaschen. Durch den relativ hohen Wassergehalt des Ethanols wurden
dadurch noch vorhandene Salzreste aus dem DNA-Pellet gelost. Die niedrige Temperatur
verhinderte zudem das Losen der DNA. Der Uberstand wurde vollstindig abgenommen und
das Pellet durch Inkubation bei 37°C getrocknet. Das Pellet wurde in 30-50 ul TE-Puffer
/RNAse (10-20 pg/ml) resuspendiert und 30-60 min. bei 37 °C inkubiert. Die Lagerung der
DNA erfolgte bei —20°C.

Glukosepuffer:25 mM Tris-HC, 10 mM EDTA, 50 mM Glukose

T10E1: 10 mM Tris, ] mM EDTA

alkalische SDS-Losung: 1% SDS, 0,2 N NaOH (nach vier Wochen neu ansetzen!)
Hochsalzpuffer: 3 M Kaliumacetat, 2 M Essigsdure (CH;COOH)

Koch-Methode:

1,5 ml einer iiber Nacht gewachsenen Bakterienkultur wurde fiir 1 min. bei 11300 g
abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 210 pl mp-mix mit 2 pl RNase (10 mg/ml) resuspendiert
und 10 min. auf Eis inkubiert. Es erfolgte die Zugabe von 15 pl Lysozym (ca.200 ug) und
weitere Inkubation fiir 10 min. auf Eis.

Die Proben wurden im kochenden Wasser fiir 1-2 min. inkubiert und dann fiir 15 min. bei
16000 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues GefiB iiberfiihrt und 1xVolumen
Isopropanol zugegeben, gut gemischt und bei —20°C fiir 10-30 min. inkubiert. Die DNA
wurde anschlieschend fiir 20 min. bei 16000 g, 4°C abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit

70 % kaltem Ethanol gewaschen, getrocknet und anschlieBend in 30 bis 50 pl Wasser

aufgenommen.

mp-mix (STET-Puffer): 4 g Saccharose (sucrose), 5 ml 0,5 M EDTA, 0,25 ml Triton X-100,

2,5 ml 1M Tris-HCI pH 8,0. Auf 50 ml mit bedestiliertem Wasser auffiillen und bei 4°C
lagern.

RNase: 10 mg/ml (bei 95 °C fiir 5 Min. inkubieren um DNase zu denaturieren, RNase ist bei
dieser Temperatur resistent)

Lysozym: 10 mg/ml in TE
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4. Praparation von Plasmid-DNA im mittleren Mal3stab:Midi-Priparation

Alkalische Lyse

50 ml LB-Medium mit Selektionsmarker wurden mit 1 ml einer Bakterienkultur (oder mit
einer einzigen Bakterienkolonie) angeimpft und iiber Nacht bei 37°C auf einem Schiittler bei
200 bis 300 Upm inkubiert. Die Bakteriesuspension wurde bei 5400 g fir 5 min.
abzentrifugiert. Zur Lyse der Zellwidnde wurde das Bakterienpellet in 3 ml Glucosepuffer
resuspendiert und 10 min. auf Eis inkubiert. Durch Zugabe von 2 ml Lysozym-Ldsung (20 mg
/ ml in 50 mM Tris-Hcl pH 7,5) und weitere Inkubation auf Eis flir 5-10 min. wurden die
Zellwénde vollstindig zerstort. Zur Auflosung der Zellmembranen wurden 10 ml SDS-
alkalische-Losung zugegeben, vorsichtig gemischt und fiir weitere 10 min. auf Eis inkubiert.
Zur Fillung der bakteriellen DNA und der Proteinen wurden 7,5 ml Hochsalzpuffer
zugegeben, vorsichtig gemischt und 10 min. auf Eis inkubiert. Zum Pelletieren von Kalium-
SDS konnte 100 pl Chloroform zugegeben werden. Es folgte eine 15-30 min. Zentrifugation
bei 5400 g, 4°C. Wenn es nétig war, wurde der Uberstand mit Hilfe einer Filtration durch
Nylongaze gereinigt.

Nukleinsduren (Plasmid-DNA und RNA) wurden durch Zugabe von 10 ml Isopropanol und
10 min. Inkubation auf Eis prazipitiert. Durch Zentrifugation bei 5400 g, 4°C fiir 15-30 min.
wurden diese schlieBlich pelletiert und in 50 mM Tris-HCI pH 7,5 resuspendiert. Die RNA
wurde durch Zugabe von 2 ml 5 M LiCl und Inkubation fiir 20 min. auf Eis selektiv ausgefallt
und bei weiterer Zentrifugation fiir 5 min bei 5400 g, 4°C. pelletiert. Um DNA auszufillen
wurde der Uberstand einer Ethanol-Fillung unterzogen (Zugabe von 2xVol. kaltem 100%
Ethanol und Inkubation bei —20°C fiir 1 Stunde oder iiber Nacht). Die DNA wurde
anschlieBend durch Zentrifugation fiir 30 min. bei 16000 g, 4°C abzentrifugiert. Um
verbliebene RNA vollstindig zu degradieren wurde das DNA-Pellet in 400 ul TE / RNAse
(10 pg /ml) resuspendiert und bei 37 °C fiir 1 Stunde inkubiert. Alternativ wurde die RNAse
zu Beginn mit dem Glukosepuffer zugegeben. Um den Reinheitsgrad der DNA zu erhdhen
wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefiihrt (siehe III.1.6.). Die DNA wurde
ausgefillt, in dem die extrahierte wiassrige obere Phase mit 0,1xVol. 3 M Na-Acetat pH 5,2
gut gemischt und mit 2,5xVol. 100% kaltem Ethanol versetzt wurde. Der Féllungsansatz
wurde bei —20 °C fiir 1 Stunde oder {iber Nacht inkubiert.

Die gefillte DNA wurde schlieflich durch Zentrifugation fiir 30 min. bei 16000 g, 4°C
pelletiert und mit 70% kaltem Ethanol gewaschen. Das DNA-Pellet wurde getrocknet (z.B.
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durch Inkubation bei 37°C fiir ca. 15 min.), in 200 pl 10 mM Tris-HCI pH 8,5 oder in Wasser

aufgenommen und bei —20°C gelagert.

5. Fallen von DNA

Das Prinzip der Ethanol-Fillung beruht darauf, die DNA, die in mindestens 100 pl Volumen
aufgenommen werden soll, mit einem monovalenten (einfach geladenen Salz) zu versetzen
und Alkohol zuzugeben. Als Salz wurde Natriumacetat oder Ammoniumacetat verwendet.

Natriumacetat wurde zu der DNA-Lo6sung in der Endkonzentration von 0,3 M zugegeben.
Dazu wurde eine 3 M Na-Acetatlosung mit pH 4,8-5,2 verwendet. Alternativ wurde
Ammoniumacetat in der Endkonzentration von 2-2,5 M verwendet. Nach gutem Mischen der
DNA-Losung mit dem Salz wurde 2,5 faches Volumen kaltes Ethanol zugegeben und auf Eis
oder bei —20 °C fiir 15 bzw. 30-60 min. inkubiert. Die DNA wurde anschlieBend bei 16000 g,
4°C fiir 15-30 min. pelletiert. Der Uberstand wurde entnommen und das DNA-Pellet mit 70 %
kaltem Ethanol gewaschen, durch Inkubation bei 37 getrocknet und schlieBlich im

gewiinschten Puffer oder einfach im Wasser aufgenommen.

6. Reinigung von DNA

Um die DNA von Proteinen zu reinigen wurde sie einer Phenol-Chloroform-Extraktion
unterzogen.

DNA wurde in ein Volumen von mindestens 200 pl aufgenommen und mit 1xVol. Tris-
gesittigten-Phenol versetzt, gut gemischt und bei 11300 g fiir 1-2 min. abzentrifugiert. Die
obere wissrige Phase, die DNA enthilt, wurde vorsichtig und mit Vermeidung der
proteinhaltigen Interphase entnommen. Zur Entfernung von Phenol- und Proteinresten wurde
die DNA-Losung mit einem Volumen Sevag ( 24:1 Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisch) gut
gemischt und erneut abzentrifugiert. Die DNA enthaltende obere Phase wurde vorsichtig in
ein neues GefdB iiberfiihrt. Es erfolgte eine DNA-Féllung und Féllung unterzogen (siche
Abschnitt I11.1.5.).

7. Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentrationsbestimmung von DNA basiert auf ihr Absorptionsmaximum bei 260 nm.

Fiir die Lichtabsorption sind die Ringe der Basen verantwortlich. Die Absorption (A) bei 260
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nm wird photometrisch in Quarzkiivetten gemessen, da diese das UV-Licht nicht absorbieren.
Die Quarzkiivette besitzt 1 cm Schichtdicke. Eine Losung, die S0 pg / ml doppelstriangige
DNA enthilt, besitzt unter diesen Bedingungen einen Absorptionswert von 1 (sogenannte
Optische Dichte). Dieser OD-Wert dient zur Bestimmung der Konzentration der unbekannten
DNA-Losung (Lottspeich / Zorbas, 1998). Damit ergibt sich die folgende Gleichung zur
Bestimmung der unbekannten DNA-Menge (C):

C (ng /pl) = Aze0 . 50 .Verdiinnungsfaktor
C (nmol / pl) = Az60 . 50 .Verdiinnungsfaktor / M,,. L
L: Lénge in kb M,, :Molekulargewicht je Basenpaar (660g/mol)

Eine OD-Messung macht nur Sinn, wenn die DNA-LOsung RNA-frei ist.

Da Proteine das Licht bei 280 nm absorbieren, kann die Reinheit der DNA-L6sung durch die
Bestimmung des Verhéltnisses Azgp / Azgg abgeschitzt werden. Eine reine DNA-Losung
besitzt einen Ajgy / Azgo —Wert von 1,8. Ist die DNA-LOsung mit Proteinen oder Phenol
kontaminiert, so ist der Wert signifikant kleiner. Eine 50%ige Protein/DNA-Ldsung besitzt
ein Verhéltnis Aygp/ Azgo von ca. 1,5. ( Lottspeich / Zorbas, 1998).

Eine OD-Messung mit Hilfe des Photometers kann jedoch nur bei groen Mengen an DNA
zuverlédssige Werte liefern, da das Photometer nur in einem Bereich zwischen 0,05 und 1 OD
wirklich zuverldssig ist. Wilfinger et al (1997) beobachteten ungenaue Ayeo / Azgo —Werte in
Abhingigkeit von pH und Salzgehalt des bei den Messungen verwendeten Wassers bzw.
Puffers (Wilfinger et al. 1997). Sie empfehlen Messungen in einem 1-3 mM Na,HPO4-Puffer
pH 8,5 durchzufiihren.

Alternativ wurde die DNA-Menge iiber die Fluoreszenz von gebundenem Ethidiumbromid
bestimmt. Dieser Farbstoff interkaliert zwischen die DNA-Basen und fluoresziert, wenn man
ithn mit ultraviolettem Licht bestrahlt. Ein optischer Vergleich der Fluoreszenz der
untersuchten DNA mit der Probe einer Reihe von Standards (z.B. DNA-Leiter) erlaubte eine

Konzentrationsabschétzung.

8. Endonukleolytische Spaltung von DNA

Zur Analyse von Plasmid-DNA oder zum Ausschneiden eines bestimmten DNA-Fragmentes,
wurde die DNA einer endonukleolytisch Spaltung unterzogen. Der Restriktionsansatz wurde

bei 37°C fiir mindestens eine Stunde inkubiert. Bei Restriktionsenzymen mit reduzierter
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Aktivitidt wie Sca I oder Sal I wurde der Ansatz iiber Nacht bei 37°C inkubiert, oder nach 2-3
Stunden Inkubation noch mal 1-5 Units Enzyms, je nach DNA-Menge, zugegeben und fiir
weitere 1 bis 2 Stunden inkubiert.

Der Restriktionsansatz wurde fiir 1 bis 2 ug DNA in einem Gesamtvolumen von 10 pl
durchgefiihrt. Bei groferen DNA-Mengen, wurde das Volumen entsprechend erhoht und
Inkubationsdauer verldngert (z.B. fiir 5 pg 30 pl und fiir 100 pg DNA 200 pl.)
Zusammensetzung des Verdauansatzes:

DNA

Restriktionsenzym ( ca. 2 bis 5 U pro ug DNA)

10 X Puffer des entsprechenden Enzyms (vom Hersteller mitgeliefert)
(Wenn erforderlich: BSA)

Mit H,O auf das gewiinschte Volumen aufgefiillt

Die Restriktionsenzyme konnten durch anschlieBende Erhitzung auf 65°C fiir 20 min.
inaktiviert werden.

Der Restriktionsverdau von PCR-Ansitze erfolgte durch Zugabe des Enzyms und Inkubation
fiir mindestens 1,5 Stunden bei 37°C.

Die Analyse des Restriktionsansatzes erfolgte durch elektrophoretische Auftrennung der

verdauten DNA auf einem Agarosegel (siche Abschnitt I11.1.9 und 10).

9. Agarosegele

Um DNA-Fragmente von 0,5 bis 12 kb Linge zu trennen und zu identifizieren wurde die
Agarosegel-Elektrophorese verwendet. Es wurde die Standardsagarose verwendet. Sie lésst
sich in Konzentrationen von 0,5 bis 2 % verwenden.

Die verwendete Agarosekonzentration hingte von der GroBe der zu trennenden DNA-
Fragmenten ab. Fiir die Auseinandertrennung von 2 groflen Fragmenten im Bereich von 2000
Basenpaaren oder lidnger, die sich aber nur um ca. 200 bp oder weniger unterschieden, wurde
eine hohe Agarosekonzentration von 1,4 bis 1,8 % gewihlt. Sollte ein Fragment von ca. 500-
10000 bp analysiert werden, so wurde eine Agarosekonzentration von 1 % gewdhlt. Fiir die
Analyse von DNA-Fragmenten mit iiber10 kb Lange wurde 0,7-0,8 % Agarosegel angesetzt.
Die Agarose wurde in das entsprechende Volumen 1xTAE-Puffer erhitzt anschlieBend 2 pl

Ethidiumbromid (20 pg) pro 50 ml Gellosung zugegeben (0,4 pg EtBr / ml) (0,1 pg EtBr pro
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ml reichten in der Regel aus, um Die DNA zu detektieren). Als Laufpuffer wurde 1xTAE
verwendet.
EtBr ist lichtempfindlich und zerfdllt im UV-Licht. Nicht verwendete EtBr-haltige

Agaroselosung wurde bis zu zwei Wochen im Dunkeln aufbewahrt.

50 x TAE:

242 g Tris base

57,1 ml 100% Essigséure (glacial acetic acid)
100 m1 0,5 M EDTA (pH 8,0)

Auf 1 Liter mit H,O auffiillen.

10. Elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten auf Agarosegelen basiert darauf,
dass Nukleinsduren bei einem neutralen pH polyanionisch sind, das heilit, an ihren
Phosphatgruppen im Phosphodiesterriickgrat viele negative Ladungen tragen. Deshalb
wandern DNA-Molekiille im elektrischen Feld auf die positive Elektrode zu. Ihre
Wanderungsgeschwindigkeit ist in einem Agarosegel als Molekularsieb antiproportional zum
Logarithmus der GroB3e, kleinere DNA-Fragmente laufen schneller bzw. weiter als grofere.
Durch die Interkalation von Ethidiumbromid wird die DNA unter UV-Licht sichtbar.
DNA-Proben wurden mit 10 x DNA-Probenpuffer versetzt und je nach verwendete Menge an
Laufpuffer bei 40 bis 120 V aufgetrennt. Der DNA-Probenpuffer dient dazu, die Dichte der
DNA-L6sung zu erhohen, und damit deren Einpipettieren in die Geltaschen zu ermdglichen.
Durch das Zufiigen von Farbstoffen wie Bromphenolblau und Xylencyanol dem DNA-
Probenpuffer ldsst sich die DNA wihrend des Gellaufs indirekt verfolgen, da diese Farbstoffe
im Agarosegel wie DNA-Fragmente von ungefdhr 2000, 500 bzw. 200 bp Lénge migrieren
(Miilhardt C. 2000). Zur Bestimmung der GroBe der aufgetrennten DNA-Fragmenten wurde
ein DNA-Groflenmarker verwendet. Das Gel wurde mit Hilfe des Fotosystems Biometra Bio

Doc II/ NT fotografiert.

10 x DNA-Probenpuffer:
90 % Glycerin, 10 mM Tris, 50 mM EDTA, 0,01 % Bromphenolblau, 0,01 % Xylencyanol.
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kb-Marker: DNA-Groflenmarker: 500 pl Stocklosung mit 100 ng Leiter-DNA pro pl

50 pg Leiter-DNA

50 pl Puffer 4 von BioLabs: (50 mM K-Acetat, 20 mM Tris-Acetat, 10 mM Mg-Acetat,
ImM DTT.)

50 ul 10 x Probenpuffer

Mit H,O auf 500 pl auffiillen

11. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Nach dem Trennen des gewiinschten DNA-Fragmentes auf einem Agarosegel, wurde das
kleine Gelstiick, das dieses Fragment enthélt, unter schwachem UV-Licht mit Hilfe eines
Skalpells herausgeschnitten. Das Ausschneiden erfolgte schnell, weil DNA sehr empfindlich
auf UV-Licht reagiert. Mdgliche Schiden, die das UV-licht verursachen kann, sind
Depurinierungen, Bildung von Basendimeren oder Strangbriichen. Die Isolierung der DNA
erfolgte mit Hilfe des Bohringer High Pure PCR Product Purification Kit. Die Extraktion
wurde nach Angaben des Kit-Protokolls durchgefiihrt.

12. Ortsgerichtete Mutagenese

(nach Stratagene, QuikChange ™ Site directed mutagenesis Kit)

Um bestimmte Basen in einem doppelstraingigen DNA-Fragment gezielt auszutauschen,
wurde die Ziel-DNA mit komplementdren Primer, die in der Mitte die Mutation tragen, in
vitro amplifiziert. Um den Anteil an mutierten Klonen zu erhdhen, wurde anschlieend der
Template-DNA-Strang zerstort.

Die Primer waren RP (reversed phase)-Kartusche-gereinigt und zwischen 30 und 55 bp lang.
Sie besaflen einen Guanidin und Cytosin (G+C)-Anteil von 40 bis 70 % und endeten am 3’-
Ende mit ein bis zwei G oder C, um eine bessere Bindung und Elongation zu erhalten. Thre
Schmelztemperatur lag ungefdhr 10°C iiber der Synthesetemperatur von 68°C, um
ausreichend hohe Annealingtemperatur zu erlauben, und damit unspezifische Hybridisierung
zu vermeiden. Der Primer sollte nicht mehr als vier gleiche Basen nacheinander enthalten, um
Fehlhybridisierung (frameshifts) zu vermeiden. Die Mutation soll in der Mitte des Primers

liegen mit ca. 10 bis 15 korrekte Basen auf beiden Seiten.
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Fir die PCR wurde die Pfu-Polymerase verwendet. Die Pfu-Polymerase, isoliert aus
Pyrococcus furiosus, besitzt eine hohe Temperaturstabilitdt (hdher z.B. als Tag-Polymerase),
ihre Halbwertszeit bei 95°C liegt bei ca. 12 Stunden, sie verfiigt zusétzlich iiber eine
3’-5’-Exonuklease-Aktivitit, die eine Korrekturaktivitdt erlaubt (Fehlerhdufigkeit liegt bei ca.
10° je eingebauter Base). Ihre Amplifikationsprodukte besitzen deshalb keinen
Baseniiberhang wie Taqg-generierte Produkte, sondern glatte Enden. Um den
exonucleasebedingten Abbau von Primer durch Pfu auszugleichen, sollte hohere
Primerkonzentration verwendet werden. Die Syntheserate von Pfu, die bei ca. 550
Nukleotiden pro Minute liegt, ist allerdings zu gering im Vergleich zu der Taq-Polymerase,
die bis zu 2800 Nukleotide pro Minute synthetisiert. Diese geringe Syntheserate liegt an der
geringen Prozessivitit von Pfu (9 bis 12 Basen je Anlauf). Daher sollte eine hohe
Enzymmenge eingesetzt werden. (Cline J et al.1996, Weiner MP et al. 1994,

Miilhardt C., 2000).

Die Template DNA, die in dem E.coli Bakterienstamm DH5a vermehrt wird, wird vom dam-
Methylierungssystem im Sequenzkontext 5°-GATC-3’ methyliert, das macht sie zum
Angriffsziel der Dpnl, das methylierte und hemimethylierte DNA erkennt und schneidet. Da
die in vitro neu amplifizierte DNA unmethyliert ist, wird durch eine anschlieBende Inkubation
des Mutagenese-PCR-Ansatzes mit Dpnl, die nichtmutierte Template-DNA geschnitten, was
zur Anreicherung der neu synthetisierten mutierten DNA fiihrt. Zum PCR-Ansatz wurden 10-
20 U Dpnl zugegeben und fiir 1,5 bis 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Inaktivierung des
Enzyms erfolgte durch anschlieBende Inkubation bei 65°C fiir 20 min. Danach wurde der
gesamte PCR-Ansatzes in kompetente Bakterien transformiert (sieche Abschnitt I11.2.c).

Zur Identifizierung der positiven Klone wurde die prédparierte DNA sequenziert und/oder

einem Restriktionsverdau unterzogen

PCR-Ansatz fiir Mutagenese:

Template DNA 10 bis 50 ng
Primer 5°-3’ 200 ng

Primer 3°-5’ 200 ng

10 x Pfu-Puffer 10 pl
Nukleotidmix 10 mM (2,5 mM / Nukleotid) Il
Pfu-Polymerase 1-2 ul

H,O autoklaviert auf 50 ul auffiillen.
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PCR-Bedingungen:

1 Zyklus 95°C

16-17 Zyklen 95°C fiir 30 sec

55°C fiir 1 min.

68°C fiir 13 min. (ca. 2 min / kb-DNA-Linge)
1 Zyklus 72°C fiir 15 min.

13. Sequenzierung

Die DNA wurde nach Sanger ( Sanger et al., 1977 ) sequenziert. Diese Methode beruht auf
dem Mechanismus der DNA-Synthese durch DNA-Polymerasen, wobei zu den eingesetzten
Nukleotiden Didesoxynukleosidtriphosphat (ddNTP) zugesetzt werden. Wird bei der PCR-
Reaktion ddNTP eingebaut, so wird die Strangverlingerung abgebrochen, da dem ddNTP die
fiir die Bildung der ndchsten Phosphodiesterbindung mit einem neuen Nukleotid notwendige
3’-Hydroxygruppe fehlt.

Durch den Einsatz von Fluoreszenzfarbstoffen wurde das Sequenzieren automatisiert. Der
hier eingesetzte ABI PRISM Big Dye Terminator cycle Sequencing Ready reaction Kit
enthilt zusdtzlich zu der DNA-Polymerase und den dNTP fluoreszenzmarkierte ddNTP,
wobei jeder der vier ddNTP jeweils mit einer anderen Farbe versehen ist. Somit kann das am
Ende eines synthetisierten Fragments liegende Nukleotid jeweils anhand der Farbe
identifiziert werden.

Die eingesetzten Sequenzierprimer waren mindestens 20 bp lang.

PCR-Ansatz fiir das Sequenzieren:

DNA 0,5-1 pg
BD-Mix 2ul
Primer 5-10 pmol(100-200 ng)

H,Osteril auf 10 pl auffiillen

PCR-Bedingungen:

1 Zyklus96 °C fiir 5 min.
16 Zyklen96 °C fiir 30 Sek.
50°C fiir 15 Sek.
60 °C fiir 4 min.
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Fallen der DNA:

Der PCR-Ansatz wurde anschlieBend mit sterilem H,O auf 100 pl aufgefiillt. 10 pl

3 M Na-Acetat wurden zugefiigt, gemischt, dann mit 300 pl 100 % kaltes Ethanol versetzt
und auf Eis fiir mindestens 15 min. oder bei —20 °C iiber Nacht inkubiert. DNA wurde bei
16000 g, 4°C (oder bei RT) fiir 15-30 min. abzentrifugiert. AnschlieBend wurde das Pellet
gewaschen und fiir ca. 10 min. bei 37°C getrocknet.

Das Pellet wurde in einem Standard-Probenpuffer (ABI, Weiterstadt), der Harnstoff enthilt,
aufgenommen, die DNA fiir 2 min. bei 90 °C denaturiert und auf ein Sequenziergel

aufgetragen. Gellauf und Auswertung erfolgten auf einer ABI377 Sequenziermaschine.
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I11.2. Methoden in der Zellkultur

1. Kultivierung von Siugerzellen

Die in dieser Arbeit verwendeten T2-Zelllinien und HeLa-Zellen (siche Materialien) wurden
in IMD-Medium, dem 10 % fotales Kédlberserum (FCS) und 1000 U Penicillin/Streptomycin
zugesetzt wurden, kultiviert.

IMDM enthélt unter anderem essentielle und nichtessentielle Aminosduren, Vitamine und
Phenolrot als pH-Indikator. FCS enthdlt Hormone und Wachstumsstoffe, die fiir die
Stimulierung der Zellteilung notwendig sind. Das in FCS vorhandene Komplementsystem,
wurde durch Inkubation bei 56°C fiir ca. 30 min. inaktiviert.

Die  Antibiotika  Penicillin  und  Streptomycin  schiitzen die Zellen gegen
Bakterienkontaminationen.

Zur Selektion stabil transfizierter Zellen wurde dem Medium zusétzlich G418 (Geneticin) in
der Konzentration von 1 mg/ml zugesetzt. Geneticin ist ein gegen Pilze, Hefe und
Saugerzellen wirkendes Antibiotikum.

Die Zellkulturen wurden bei 37°C in einem Inkubationsschrank mit wasserdampfgesattigter

Atmosphire bei 10 % CO,-Anteil kultiviert.

T2-Medium: IMDM, 10 % FCS, 1000 U Penicillin/Streptomycin

G418-Medium (100 %): T2-Medium, 1 mg / ml G418

10 x PBS: 80 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 g Na,HPOy, 2,4 g KH,POy: auf 1 Liter mit H,O
auffiillen. Durch 1:10 Verdiinnung mit H;O wurde 1xPBS hergestellt.

2. Lagerung der Zellen

Die Zellen (1-8x10°) wurden in kaltem FCS / 10 % DMSO aufgenommen, in spezielle
Einfriergefa3e {iberfiihrt und fiir 15-30 auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Lagerung
bei —80°C. Nach 2 Tagen wurden sie in Fliissigen Stickstoff (-180°C ) tiberfiihrt. DMSO
verhindert die Bildung Zellenschiddigender Wasserkristalle.

Das Auftauen der Zellen erfolgte dagegen sehr schnell, um die toxische Wirkung von DMSO

zu verhindern. Die Zellen wurden sofort auf 37°C erwdrmt und mit vorgewidrmtem
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Kulturmedium gewaschen. AnschlieBend wurden sie in das entsprechende Kulturmedium

uberfiihrt und bei 37°C kultiviert.

3. Naihrzellen fiir die Transfektion

HeLa-Zellen gehoren zu einer epithelartigen Zelllinie. Die Zellen, die aus einem Zervix-
Karzinom einer Patientin isoliert wurden, sind die ersten menschlichen Zellen, von denen eine
permanente Zellkultur etabliert wurde. Die Bezeichnung der Zellen geht auf den Namen der
Patientin, Henrictta Lacks.

Transfizierte Zellen wurden in Anwesenheit von teilungsinhibierten HeLa-Zellen kultiviert.
Die als Nihrzellen dienende HeLa-Zellen liefern die ndtigen Wachstumsfaktoren.

Die HeLa-Zellen wurden im selben Kultursmedium kultiviert, das spéter fiir die Selektion
eingesetzt wurde.

Durch die stark ausgeprigten extrazelluldren Proteine und Proteoglycane haften die HeLa-
Zellen stark an Kunststoffoberflichen. Aus diesem Grund mussten sie zu ihrer Fiitterung bzw.
Uberfiihrung zuerst vom Boden der Zellkulturflaschen geldst werden. Trypsin ist ein
hochaktives proteolytisches Enzym, das die Komponenten der extrazelluldren Matrix abbaut.
Die Zellen runden sich dadurch ab und 16sen sich vom Boden.

Das Medium wurde abgenommen und die HeLa-Zellen durch Zugabe vom sterilen PBS und
vorsichtiges Schwenken gewaschen. AnschlieBend wurde 1 x Trypsin (Gibco, in sterilem
Wasser) zu den Zellen gegeben (5-10 ml, je nach Kulturflaschengréfe) und ca. 5-10 min
stehen lassen. Durch vorsichtiges Schwenken wurden die Zellen vollstindig von der Wand
gelost. Durch Zugabe von 1 x Vol Kulturmedium wurde Trypsin inaktiviert (dem Medium
zugesetztes FCS enthilt Proteaseinhibitoren, die Trypsin rasch inaktivieren). Die abgelGsten
Zellen wurden abzentrifugiert und in frisches Kulturmedium {iberfiihrt.

Fiir die Transfektion wurden die HeLa-Zellen auf 96-Loch-Platten ausplattiert. Sie wurden bis
zur Subkonfluenz kultiviert, dann erfolgte die Behandlung mit dem hochgiftigen

Mitomycin C zur Inhibierung der Zellteilung. Das Medium wurde abgenommen und je 100 pl
20 pg /ml Mitomycin C in IMDM (ohne FCS oder Antibiotika, siche unten) hinzugegeben.
AnschlieBend wurden sie fiir 4-5 Stunden bei 37°C inkubiert. Mitomycin C interkaliert in
doppelstrangiger DNA und kreuzvernetzt sie, so dass keine Replikation und damit keine
Zellteilung mehr moglich sind. Nach der Inkubation wurde Mitomycin C abgenommen und

die Zellen mit sterilem PBS zwei bis dreimal gewaschen, dann 200 pl G418-Medium
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hinzugegeben und bei 37°C kultiviert. Nach Spitestens vier Tagen wurden die Nahrzelen

verwendet.

Mitomycin C-Stammlosung (1 mg / ml):

200 ul DMSO wurden mit einer Nadelspritze in die 2 g-Mitomycin C enthaltenden Flasche
eingespritzt und gut gemischt (Mitomycin C 18st sich besser in DMSO). Anschlie3end
wurden 1,8 ml steriles PBS zugegeben und gut geschiittelt. Aus dieser Stammlosung wurden

20 pg /ml Mitomycin C in IMDM (ohne FCS oder Antibiotika) hergestellt.

4. Stabile Transfektion

Die Transfektion wurde mittels Elektroporation durchgefiihrt. 1x10” T2-Zellen (sollten die
transfizierten Zellen ohne das Einsetzen von Néhrzellen kultiviert werden, so wurden nur 1-
5x10° Zellen eingesetzt) wurden einmal mit auf RT erwdrmtem serumfreiem IMDM (ohne
Antibiotika) gewaschen, anschlieBend in 800 pl frisches IMDM (RT warm) aufgenommen
und in Elektroporationskiivetten (0,4 cm, BioRad) iiberfiihrt. Fiir einfache Transfektion
wurden 10 pg, fiir Doppeltransfektion jeweils 20 pg Scal-linearisierter Expressionsvektor zu
den Zellen gegeben und mit Pasteurpipette gut aber vorsichtig gemischt und bei RT fiir ca. 20
min. inkubiert. AnschlieBend wurde die Kiivette in den Schlitten des Elektroporationsgerits
(Gen pulser, Capacitance Extender, BioRad) eingesetzt und die Zellen bei 270 mV und 500
uF elektroporiert. Der Widersand der eingesetzten Zellsuspension, der durch die
Zeitkonstante erfasst wird, betrug 7,5-9 Millisekunden (Die Zeitkonstante einer Reaktion
entspricht jener Zeit in Millisekunden, die nach einem elektrischen Puls bis zum Abfall der
Spannung auf 37% des urspriinglichen Wertes verstreicht, sie stellt ein Parameter fiir die
Effizienz der Elektroporation dar). In der kurzen Pulsdauer ist die Membran fiir die DNA
durchldssig. Nach ca. 10 miniitiger Erholung bei RT wurden die Zellen in eine
kollagenbeschichtete Petrischale iiberfiihrt und in 10 ml T2-Medium (ohne Selektionsmarker)
bei 37°C inkubiert.

5. Selektion stabiler Transfektanden

Die Kultivierung der transfizierten Zellen erfolgte mit und ohne Nahrzellen.
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Zwei Tage nach der Transfektion wurden die Zellen aus den Petrischallen entnommen,
abzentrifugiert und in 20 ml 50 % G418-Medium (0,5 mg / ml) resuspendiert. AnschlieBend
wurden die Zellen auf die Locher einer 96-Loch-Platte verteilt (je 200 pl).

Alternativ wurden die Zellen auf die vorbereitete 96-Loch-Platte mit den teilungsinhibierten
HeLa-Zellen verteilt und auf jeweils ein Gesamtvolumen von 200 pl 50 % G418-Medium (0,5
mg / ml) pro Loch gebracht.

An den nichsten Tagen wurden die Zellen nach Bedarf gefiittert. Hierzu wurden 100 pl
Medium vorsichtig abgenommen und frisches G418-Medium (1 mg / ml) zugegeben.
Hierdurch wurde die Konzentration des Selektionsmarkers stufenweise gesteigert. Wuchsen
die Zellen zu schnell, so wurden sie auf eine zweite 96-Loch-Platte verteilt. Nach spétestens
einer Woche waren ca. 90 % der Zellen tot und die Fiitterung war erst nach Sichtung der
Klone wieder notwendig. Dies war in der Regel nach 3 — 4 Wochen.

Erst wenn ein Loch der 96-Loch-Platte vollstdndig mit Zellen bewachsen war, wurden ca. 70-
80 % davon (ca. 150 pl) direkt in eine 24-Loch-Platte {iberfiihrt. Nach ca. 2-4 Tagen wurden
dann 50 % davon auf der selben Platte in benachbartes Loch gegeben. Nachdem Jeder
Zellklon dicht gewachsen war, wurde der Inhalt eines Loches (ca. 1.10° ) weggefroren und
aus dem anderen Zelllysat (siche II1.3.1) fiir Western-Blot-Analyse (siehe 111.3.9.) hergestellt.
Bei Doppeltransfektanden wurden eine weitere Subklonierung durchgefiihrt. Hierzu wurden
durchschnittlich 2-3 Zellen pro Loch auf eine 96-Loch-Platte verteilt und in G418-Medium
bei 37 % inkubiert.

Alternativ wurden in einigen Fillen Einzeltransfektanden in Petrischallen kultiviert und nach
2 Tagen wurde das Medium auf 50 % G418-Konzentration (0,5 mg / ml) gebracht.
Schrittweise wurde die G418-Konzentration auf 95 % gesteigert. Nach ca. 2 Wochen konnten
die Zellen in eine Kulturflasche tberfithrt und ihre Analyse durchgefiihrt werden. Bei
schwacher TAP-Expression erfolgte eine Subklonierung zur Selektion stark exprimierender
Klone.

Die Effizienz der Transfektionen war sehr unterschiedlich. In einigen Féllen konnten bis zu
60 Klone heranwachsen, sogar in Platten ohne Néhrzellen. Andererseits wurden bei manchen
Transfektionen nur ca. 5-10 Klone herangewachsen. Entsprechendes gilt auch fiir die
Doppeltransfektanden. Bis zu 70 % der untersuchten Klone exprimierten beide Ketten. Bei

anderen Doppeltransfektanden lag der Anteil bei 2-10 %.

50 % G418-Medium: T2-Medium, 0,5 mg / ml G418
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II1.3. Methoden zur Proteinanalytik

1. Zellaufschluf

Nachdem die Zellen ein- bis zweimal mit 1xPBS gewaschen wurden, erfolgte ihr Aufschluf3
durch Schockfrieren, hypotonischen Schock oder mit Hilfe von Detergenzien (hierbei wird
ein sogenanntes Zelllysat hergestellt).

Bei der ersten Methode wurden die Zellen mit einer Konzentration von 1x10 "/ml in kaltem
Puffer aufgenommen ( TBS/MgCl, oder 1xPBS ) und durch zweimaliges Schockfrieren in
einem Ethanol/Trockeneis-Bad und Auftauen in einem Wasserbad bei RT aufgebrochen.
Alternativ wurden die Zellen mit einer Konzentration von 1x107/ml in kaltes 10 mM
Tris/HCI, pH 7,4 resuspendiert und auf Eis fiir 10 min. inkubiert. Durch die niedrige Salz-
Konzentration (hypotonischer Druck) dringt Wasser in die Zellen ein und die Zellmembranen
platzen, die meisten Organellen bleiben jedoch unversehrt, da 10 mM Tris einen &hnlichen
osmotischen Druck wie das Innere der Organellen aufweist (Rehm H. 2000). AnschlieBend
wurde die Zellsuspension in einem vorgekiihlten Dounce-Homogenisator iiberfiihrt und auf
Eis durch 20-30 StoBe vollstindig homogenisiert. Zellkerne und unlosliches Material wurden
durch Zentrifugation bei 600-800 g, 4°C fiir 10 min. abzentrifugiert.

Bei der dritten Methode wurden die Zellen lysiert, indem sie in kaltem Lyse-Puffer
aufgenommen (1 % Triton X-100 oder 1 % Digitonin ) und 30 min. auf Eis inkubiert wurden.
Bei dieser Methode wird nicht nur die Zellmembran aufgeschlossen, sondern es findet auch
eine Solubilisierung der inneren Membranen statt. Fiir 1x10° Zellen wurden jeweils 100 pl
Lyse-Puffer eingesetzt. Unldsliches Material wurde bei 11000-16000 g, bei 4°C fiir 10 min.
abzentrifugiert.

Der Uberstand (das Zelllysat) wurde in ein neues GefiB iiberfiihrt und bei —20°C gelagert.

10 mM Tris-HCL, pH 7,4 und Protease-Inhibitore-Cockail: 1 Tablette CompleteTM Mini
Protease Inhibitor (von Roche) /10 ml Losung.

Lyse-Puffer:

1 % Triton X-100 in 1xPBS

1 % Digitonin in 1xPBS

10 x PBS: 80 g NaCl, 2 g KCI, 14,4 g Na,HPO,, 2,4 g KH,PO4: auf 1 Liter mit H20
auffiillen. Durch 1:10 Verdiinnung mit HO wurde 1xPBS hergestellt.
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TBS/MgCl,, pH 7,4 (HC):
40 mM Tris pH 7,4 (HCI), 150 mM NaCl, 3 mM MgCl, oder 5 mM MgCl,

2. Rohmembranenpriparation

Zellen wurden durch Schockfrieren oder hypotonischen Schock aufgebrochen und
homogenisiert. Kerne und unldsliches Material wurden bei 600-800 g, 4°C fiir 10 min.
abzentrifugiert (siche Abschnitt 1I1.3.1.). Der Uberstand wurde in ein allomeres
ultrazentrifugefestes Gefd3 (von der Firma Beckman) {iberfiihrt und die Membranen bei
100000 g, 4°C fiir 30 min. abzentrifugiert. Die Membranen wurden solubilisiert, indem das
Pellet mit einer Konzentration von 1x10 7/ml in Lysepuffer aufgenommen, gut resuspendiert
und fiir 30 min. auf Eis inkubiert wurde (siche Abschnitt I11.3.3.). Unlosliches Material wurde
bei 11000-16000 g, 4°C fiir 10 min. abzentrifugiert.

3. Solubilisieren von Membranproteinen

Um Membranproteine zu untersuchen, werden sie zuerst in Losung gebracht. Integrale
Membranproteine l6sen sich in Seifen (Detergenzien). Seifen sind molekulare Zwitter, sie
bestehen aus einem hydrophilen und einem hydrophoben Teil. der hydrophobe Teil besteht
aus Phenylderivaten (wie bei Triton X-100), aliphatischen Ketten oder Steriodgeriisten (wie
bei Chaps, Digitonin). Den hydrophilen Seifenteil bilden ionisierte Gruppen (z.B. bei Chaps
und SDS), Zucker (Digitonin), Hydroxylgruppen oder Polyethylenoxide (Triton X-100)
(Rehm H. 2000). Detergenzmolekiile bilden Mizellen. Die hydrophoben Seitenketten liegen
im Inneren der Mizellen, sie verdringen teilweise die Phospholipide und lagern sich an die
hydrophoben Transmembranbereiche der Proteine an. Die hydrophilen Reste wechselwirken
mit dem wiassrigen AuBenmedium. Lagern sich geniigend Seifenmolekiile an, geht das
Membraneprotein in Losung (Roth et al. 1989).

Da sich die Detergenzien mit ihren hydrophoben Seitenketten ans Protein anlagern, nehmen
sie EinfluB} auf die Konformation des solubilisierten Proteins. Detergenzien mit nichtionischen
hydrophilen Resten wie Digitonin sind milde zum Membranprotein, und sind generell
weniger denaturierend als ionische Detergenzien. Sie sind daher besonderes gut flir die
Isolierung von funktionell intakten Proteinkomplexen geeignet (Lottspeich / Zorbas, 1998).
Die Auswahl des verwendeten Detergenz héngte von der Art der Untersuchung ab, die

durchgefiihrt werden sollte.
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Digitonin bewahrt die Integritit des TAP-Ladekomplexes (Ortmann et al., 1994; Sadasivan et
al., 1996) und wurde deshalb fiir die Untersuchung des MHC-Komplexes verwendet.

Zur Untersuchung des Assoziationsverhalten der TAP-Untereinheiten wurde Triton X-100
verwendet.

Fir Bindeassays an Nukleotidagarosen wurden die Membranen mit 2 % Chaps oder 1 %
Triton X-100 in TBS/MgCl, solubilisiert.

Fiir 8-Azido-ATP-crosslink wurde 1 % Titon X-100 oder 2 % Chaps in einem geeigneten
Puffer eingesetzt (siche Abschnitt I11.3.16).

Die Detergenzien wurden in den folgenden Konzentrationen verwendet:

1 % Digitonin-Losung in 1xPBS

1 % Triton X-100 in 1xPBS oder in TBS/MgCl,.

2 % Chaps in 1xPBS oder in TBS/MgCl,.

Fir 8-Azido-ATP-crosslink wurde 1 % Titon X-100 oder 2 % Chaps in ATP-
Bindepuffer (50 mM Hepes (pH 7,5), 150 mM Kaliumacetat, 5 mM Mg-Acetat, 250 mM
Saccharose, 1 mM DTT, 2 mM EGTA, Protease inhibitor ( 1 Tablette pro 20-50 ml) (sieche
Abschnitt I11.3.16.).

In der Regel wurden Membranen von ca. 1x10 ’ Zellen in jeweils 100 bis 200 pl resuspendiert
und fiir 30 min. auf Eis inkubiert. Nichtlosliches Material wurde bei ca. 11000-16000g, 4°C
fiir 30 min. abzentrifugiert. Der Uberstand wurde zur weiteren Verwendung in ein neues

Gefal} tiberfiihrt.

4. Mikrosomenpriparation

(nach van Endert et al. 1994, modifiziert von Angela Seelig 1998)

Die Zellorganellen wie Zellkerne, Mitochondrien, Lysosomen oder ER-Vesikel
(Mikrosomen) unterscheiden sich in ihrer Gréfe und sedimentieren deshalb bei der
Zentrifugation mit unterschiedlicher Geschwindigkeit. Auch ihr spezifisches Gewicht ist nicht
gleich, so dass sie in einem Dichtegradienten in unterschiedlicher Hohe schwimmen
(Lehninger / Nelson / Cox, 1994). Die Rohfraktion des Cytoplasmainhalts, die man nach
Aufschlieen der Zellen und Abzentrifugieren der Kerne bekommt, wird einer isopyknischen
Zentrifugation unterzogen. Bei dieser Methode fiillt man ein Zentrifugenréhrchen mit einer

Losung, in der Regel Saccharose, deren Dichte von unten nach oben abnimmt. Zur

49



Herstellung solches Gradienten verwendet man z.B. eine Saccharoselésung mit abnehmender
Konzentration. Bringt man den Cytoplasmainhalt in so einen Dichtegradieten und
zentrifugiert bei hoher Geschwindigkeit, wandern die einzelnen Organellen zu dem
Gradienten, das ihre Dichte entspricht.

Mikrosomen wurden prapariert, um Untersuchungen an dem Membranprotein TAP in seiner
natiirlichen Umgebung, in der das Protein seine native Konformation beibehilt, durchfiihren

zu konnen (zum Beispiel fiir Peptidbindeassay).

Protokoll zur Mikrosomenpréiparation: (alle Schritte auf Eis)

1-2x10 8 Zellen wurden zweimal mit 1xPBS gewaschen, in 10 ml kaltem10 mM Tris, pH 7,4
resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert (siche dazu Abschnitt II1.3.1.). Die nun
aufgequollenen Zellen wurden in einem vorgekiihlten Dounce-Homogenisator tiberfiihrt und
auf Eis durch 20-30 StoBe vollstindig homogenisiert. Zellkerne und unlosliches Material
wurden bei 600-800 g, 4°C fiir 10 min. abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 5 ml 10 mM Tris

(mit Protease Inhibitor) resuspendiert, homogenisiert, 5 min. auf Eis inkubiert und erneut
zentrifugiert. Uberstinde wurden vereinigt und 5 ml 1,3 M Saccharosepuffer zugegeben, gut
gemischt und erneut bei 600-800 g, 4°C fiir 10 abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig in Sorval GefaB3 iiberfiihrt und bei 68588 g (20000 rpm), 4°C fiir 2 Stunden in SW
41 Rotor pelletiert. Das Pellet wurde in 800 pl 0,25 M Saccharosepuffer resuspendiert,
homogenisiert und in 15 ml Gefdll iberfiihrt. 5,6 ml 2,5 M Saccharosepuffer wurden
zugegeben und 30 min. bei 4°C auf einen Uberkopfroller inkubiert. Die gut gemischte 2,5 M
Saccharosepuffer-Suspension wurde vorsichtig in der Reihe nach mit 2,9 ml 2 M
Saccharosepuffer, 2,9 ml 1,3 M Saccharosepuffer und schliefSlich mit ca. 800 ul 0,25 M
Saccharosepuffer (zum Tarieren konnte dieses Volumen leicht verdndert werden)
tiberschichtet. Mikrosomen wurden in diesem Saccharose-Gradienten bei 107170 g (25000
rpm), 4°C flir 12-16 Stunden in einem SW41TI-Rotor (Beckman) (es wurde die L8-70 M
Ultracentrifuge von Beckman benutzt) getrennt. Die rauhen ER-Vesikel, in der Fraktion
zwischen 2 M und 1,3 M Saccharosschichten, wurden vorsichtig mit einer Pasteurpipette
entnommen (glatte ER-Vesikel befanden sich in der Fraktion zwischen 1,3 und 0,25 M
Saccharosschichten) und mit 1xVol 20 mM Hepes-Puffer resuspendiert. Der Ansatz wurde
homogenisiert und bei 68588 g (20000 rpm), 4°C fiir 1 Stunde in SW 41 Rotor pelletiert. Das
Mikrosomenpellet wurde in 200 ul 20 mM Hepes-Puffer resuspendiert und anschlieend

homogenisiert. Fiir Westernblotanalyse wurden 10 pl davon entnommen und mit 10 pl 1%
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Triton X-100/PBS solubilisiert. Der Rest aliquotiert (30-50 ul - Aliquots ). Die Aliquots
wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert.
Die Proteinmenge wurde durch BCA-Testbestimmt (siche I11.3.5.).

Fiir weitere Untersuchungen wurden die Mikrosomen langsam auf Eis aufgetaut.

10 mM Tris-HCl, pH 7,4 mit Protease-Inhibitore-Cockail (von Roche) (1 Tablette
Complete™ Mini Protease Inhibitor /10 ml Lésung).

20 mM Hepes-Puffer: 20 mM Hepes (pH 7,5), 25 mM Kaliumacetat (KOAc),, 5 mM Mg-
Acetat (Mg (OAc),), | mM DTT, Protease Inhibitor ( 1 Tablette pro 50 ml)
Saccharose-Puffer : die entsprechende Molaritit in 20 mM Hepes-Puffer

1 M DTT-Stocks bei —20°C gelagert.

5. Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Konzentration von Membranproteinen wurde der BCA-Test verwendet.
Der Test wurde nach der Vorschrift des Herstellers durchgefiihrt. Ca. 1 pg der zu unter-
suchenden Proteinprobe wurde mit einem geeigneten Puffer (in der Regel 1x PBS ) auf 500 pl
aufgefiillt. Nach Zugabe von 500 pl der BCA-Losung (Working Reagent) und einstiindiger
Inkubation bei 60°C (nach 30 min. siecht man schon Verfarbung ) wurden die Proben auf RT
gekiihlt. Anschliefend erfolgte Messung der Absorption bei 562 nm in einem UV/Vis-
Spektrometer. Als Leerwert diente eine Mischung aus 500 pl des verwendeten Puffers und
500 pul BCA-Losung.

Fiir die Ermittlung der Eichgeraden wurden 0,5/ 1/2,5/5 /10 und 20 pg / ml BSA-Standards

verwendet. Es wurden jeweils Dreifachbestimmungen durchgefiihrt.

6. Auftrennung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgele
( nach Laemmli 1970 )

Die Gel-Elektrophorese dient der Analyse von Proteinmischungen und ermoglicht schnelle
Molekulargewichtsbestimmungen.

Die meisten Proteine binden das anionische Detergenz SDS, es entstehen Micellen mit
konstanter negativer Ladung (Eigenladung von Proteinen werden von SDS {iberdeckt) pro

Masseneinheit: 1,4 g SDS pro g Protein in 1 % SDS-Losung. SDS 16st die Tertidr- und
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Sekundarstrukturen durch Aufspalten der Wasserstoftbriicken und durch Streckung der
Molekiile auf. Durch Zugabe von B-Mercaptoethanol werden die Schwefelbriicken zwischen
Cysteinen aufgespaltet. Dadurch wird erreicht, dass die Proteine nach ihrer Lénge getrennt
werden. Die SDS-bedingte starke negative Ladung veranlasst die Wanderung der Proteine in
einem elektrischen Feld zur Anode.

Es wurde das diskontinuierliche Lammli-System mit Tris-Glycin-Puffern verwendet. Zwei
Gele mit unterschiedlichen pH-Werten werden iibereinandergeschichtet. Ein weitmaschiges
Sammelgel, das zur Konzentrierung der Proteine dient, iiberschichtet das engmaschige
Trenngel, in dem die Proteine schlieBlich getrennt werden. Je nach der aufzutragenden Menge
an Proteinproben, wurden 0,8 mm, 1 mm oder 1,5 mm dicke Gele verwendet ( je hoher die
Menge, desto dicker das Gel ).

Die Proteinproben wurden mit 2 x Probenpuffer, das 7 % B-Mercaptoethanol enthielt, versetzt
und fiir mindestens 5 min. bei RT geschiittelt. Zur Analyse von dem Transmembranprotein
TAP folgte eine Inkubation fiir 3-10 min. bei 65°C. Andere Proteine (z.B. MHC-Molekiile)
konnten auch bei 95°C inkubiert werden. Die Proben wurden auf ein 7,5 oder 10 % Gel
aufgetragen und bei RT und einer konstanten Stromstidrke von 40 mA aufgetrennt. Bis zum
Erreichen des Trenngels wurde jedoch eine Stromstirke von 20 mA eingesetzt. Dadurch
wurden die Banden schon und gleichmiBig getrennt. Die Auftrennung konnte auch iiber
Nacht bei 4°C und 4-6 mA erfolgen.

Da TAP-Untereinheiten fast gleich groB3 sind, konnte eine bessere und scharfe Trennung
dadurch erreicht werden, da3 die Proben mit Harnstoffthaltigen 2 x Probenpuffer ( UREA-

Probenpuffer) versetzt und in 7,5 % Gel aufgetrennt wurden.

Sammelgel (4 % Acrylamid ) 300 ml Stock:

39ml 30 % (w/v) Arylamid, 0,8 % (w /v ) N, N ’~-Methylenbisacrylamid

75 ml 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8

auf 300 ml mit H,O auffiillen

Lagerung bei 4°C
Fiir ein grofes Gel wurden 10 ml entnommen und mit 0,1 % SDS versetzt. Fiir die Katalyse
der Polymerisation wurden 15 pul TEMED eingesetzt. Durch Zugabe von 50 pl 10 % APS
wurde die Polymerisierung gestartet. Fiir ein kleines Gel wurden 3 ml Sammelgel verwendet.

Trenngel ( 7,5 % Acrylamid ) 300 ml Stock:

75 ml 30 % (w/v) Arylamid, 0,8 % (w /v ) N, N ’~-Methylenbisacrylamid

75 ml 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
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auf 300 ml mit H,O auffiillen

Lagerung bei 4°C
Fir ein groBes Gel wurden 20 ml entnommen und mit 0,1 % SDS versetzt. Die
Polymerisation erfolgte nach Zugabe von 30 ul TEMED und 90 pl 10 % APS. Fiir ein kleines
Gel wurden 5 ml Trenngel verwendet.

Trenngel (10 % Acrylamid ) 300 ml Stock:

100 ml 30 % (w / v) Arylamid, 0,8 % (w / v ) N, N ’-Methylenbisacrylamid

75 ml 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8

auf 300 ml mit H,O auffiillen

10 x Elektrophorese-Laufpuffer ( E-Puffer ):

25 mM Tris, 190 mM Glycin, 0,1 % SDS

z.B. 150 g Tris, 750 g Glycin auf 5 L mit H,O auffiillen und 0,1 % SDS zugeben.

2 x Proben puffer:

10 ml 10 % SDS, 10 ml 100 % Glycerol, 12,5 ml 0,5 M Tris (pH 6,8 ), 17,5 ml H,0,
einige Kristalle Bromphenolblau.

7 % B-Mercaptoethanol wurden zugegeben, wenn Proteine reduziert werden sollen.
UREA-Probenpuffer:

30 % 6 M Harnstoff in 0,5 M Tris, pH 6,8

70 % 2 x Probenpuffer, 7 % B-Mercaptoethanol

7. Fixierung und Fiarbung von Proteinen im Gel

Die Proteine konnen im SDS-Gel durch Ethanol / Essigsdure / Wasser-Mischung fixiert
werden. Gibt man zu diesem Gemisch ein Farbemittel wie Coomassie zu, so werden die
Proteinbanden sichtbar.

Das Gel wurde in eine Fixierer-Coomassie-Losung fiir 15-30 min. bei RT geschwenket. Die
Entfarbung erfolgte durch Schwenken des Gels in eine Entfarbelosung bei RT fiir mindestens
45 min. bis zum Sichtbarwerden der Proteinbanden. Die Entfarbelosung wurde hierbei 1 bis 2
mal gewechselt. AnschlieBend wurde das Gel auf Whatmanpapier bei 80°C fiir 2 Stunden

unter Vakuum getrocknet

Fixierer.Coomassie-Losung: 1 g Coomassie Brilliant Blue, 500 ml Methanol, 100 ml

Essigsédure, 400 ml H,O.
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Entfirbelosung: 50 % Ethanol, 10 % Essigsédure, 40 % H,0.

8. Autoradiographie von Polyacrylamidgele

Die aufgetrennten radioaktiv markierten Proteine wurden fixiert und gefarbt. Das Gel wurde
anschliefend entfiarbt und auf Whatmanpapier getrocknet (siche Abschnitt I1I1.3.7.). Zur
Analyse der radioaktiv markierten Proteine, wurde das getrocknete Gel mit einem
Phosphoimager belegt und fiir 2-10 Tage im Dunkeln bei RT exponiert. Der Phosphoimager
wurde vor dem Gebrauch fiir mindestens 10 min. belichtet. Die Auswertung der emittierten
Strahlung erfolgte auf einem Phosphoimager Scanner (Raytest Isotopenmessgerite, Bas 1000,
Fuji ) mit Hilfe des Programms TINA 2.08a. Die Gele konnten anschlieend auf einem
Rontgenfilm (X-OMAT AR von Kodak) bei —80°C fiir 2 bis 30 Tage im Dunkeln exponiert
werden. Um die Exponierung zu verstirken wurde einen Intensivierschirm (reflection™™

intensifying screen) auf dem Film aufgelegt. Der Intensivierschirm ist ein fluoreszierender

Schirm, der die hochenergetische y- und B-Strahlung in Licht umwandelt. Dieses Licht
reflektiert auf den Film und schwérzt ihn (Rehm H. 2000). Die —80°C-Kalte verstarkt das
Signal.

9. Westernblotanalyse

Um Proteine, die in einem SDS-Gel aufgetrennt wurden, mit Antikdrpern zu detektieren,
wurden sie auf eine 0,45 um Nitrocellulose Membran (von Schleier und Schiill) iibertragen. In
einem elektrischen Feld, wandern die durch SDS-Anlagerung negativ geladene Proteine in
Richtung Anode. Legt man nun die Nitrocellulose Membran zwischen Gel und Anode, so
werden die Proteine auf die Membran transferiert. Der Aufbau der Blot-Apparatur ist in der
Abbildung II1.3.1 widergegeben. Das Blotten fand mit E-Puffer (ohne SDS) bei einer
Stromstérke von 0,5 A und Spannung von 9 V fiir 60 bis 90 min. statt (Blotting-Dauer hdngt
von der Dicke des Gels ab. Bei kleinen Gelen wurde 1 Stunde geblottet). Die Qualitét des
Blots wurde mit der Poncaeufarbung tiberpriift ( sieche Abschnitt I11.3.10.). Anschlieend
wurde der Blot geblockt und mit Antikorpern immungefarbt ( siehe néchste Abschnitte).

Der Blot konnte alternativ getrocknet und bei RT monatelang aufbewahrt werden. Nach
Rehydrierung mit z.B. 1xPBS oder E-Puffer konnte die Membran fiir Protein- oder

Immunfarbung wieder verwendet werden.
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E-Puffer: 150 g Tris, 750 g Glycin auf 5 L mit H,O auffiillen.

Aufbau der Blot-Apparatur:

—p Deckel
—» Mit E-Puffer aufgefiillt

—p Kathode (-)

e - Gel
—— > Nitrocellulose
} —— 4 Lagen Whatman-Papier
................................................. —» Schaumstoffmatte

E B EEEEEEEEEEEEEEERNR] _>Anode(+)

EEEEEEEEEEEEEEEEENI —PPlastikgitter

Abbildung IIL.3.1: ( siehe auch Text) Schaumstoffmatten und Whatmanpapier werden
zuerst gut in E-Puffer getrankt und die Luftblasen entfernt. Dann wird die Membran aufgelegt
und mit E-Puffer tiberdeckt. Das Gel wird auf die Membran gelegt, ohne da3 Luftblasen
zwischen Membran und Gel entstehen. Uberschu8 an Puffer erlaubt das Verschieben des
leicht schwimmenden Gels. Auf das Gel kommen wieder 4 Lagen Whatmannpapier.
Entstehende Luftblasen werden mit Hilfe eines Rollers entfernt. Auf das Papier folgt die
vorher gut getrinkte Schaumstoffmatte. AnschlieBend wird mit 1 x E-Puffer aufgefiillt.
SchlieBlich kommen in der Reihe nach, Gitter Kathode und wieder Gitter. Nach Ansetzen des
Deckels ist die Blotapparatur fiir den Elektrotransfer fertig.

10. Proteinfirbung auf Blots

Bei Proteinmengen grofler als 50 ng / Bande ist die Ponceaurotfarbung gut einsetzbar ( Rehm
H. 2000). Sie ist empfindlicher als die Coomassiefirbung des Gels wiére. Die Férbung ist
reversibel und beeintrachtigt nicht das anschlieBende Blocken und die Immunfarbung.

Der Blot wurde fiir 5 Sekunden bis 2 min bei RT unter leichtem Schwenken inkubiert. Durch

mehrmaliges Waschen mit H,O wurde der Blot entfarbt.
Ponceaurot-Firbelosung: (Die Losung ist mehrmals verwendbar)

Ponceau S-Konzentrat bestehend aus 2 % Ponceau S, 30 % Trichloressigsdure und 30 %

Sulfosalicylsdure ( Sigma Diagnostics ) wurde 1:10 mit Wasser gemischt.
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11. Blocken

Vor der Inkubation des Blots mit Antikorpern, wurden die restlichen freien
Proteinsbindungsstellen der Blotmembran abgeséttigt, um unspezifische Antikdrperbindungen
zu verhindern. Als Blockmittel wurde Milchpulver kombiniert mit Tween 20 eingesetzt. Da
Tween 20 Antikérper vom Blot 16sen kann, wurde es in einer geringen Konzentration
verwendet. Der Blot wurde mit Blockpuffer iiber Nacht bei 4°C oder fiir 1-2 Stunden bei RT
unter leichtem Schwenken inkubiert (das Blocken konnte auch fiir 2 Tage bei 4°C

durchgefiihrt werden).

Blockpuffer:
In 1xPBS: 5 % Milchpulver, 0,1 % Tween 20

12. Immunfiarbung auf Blots

Proteine die auf die Membran transferiert wurden, lassen sich mit Antikdrpern anfarben. Dazu
wurden 2 AntikOrper eingesetzt. Der erste AntikOrper bindet an das gesuchte Protein. Der
zweite AntikOrper ist mit einer Peroxidase markiert und bindet an den 1. Antikdrper. Die
Position des gesuchten Proteins kann mit Hilfe der Markierung des 2. Antikdrpers sichtbar
gemacht werden, denn die Peroxidase katalysiert in Anwesenheit von H,O, die Oxidation von
Luminol und 16st damit eine Chemilumineszenz aus. Legt man nun einen Rontgenfilm auf
den Blot, so wird dort belichtet, wo die Antikorper gebunden haben. Nach dem Entwickeln
des Films, zeigen diese belichteten Stellen eine Schwérzung.

Nach dem Blocken des Blots mit Blockpuffer, wurde einmal mit 1xPBS fiir 10 min.
gewaschen, dann mit dem 1. Antikorper bei RT fiir 45-60 min. unter leichtem Scwenken
inkubiert (alternativ konnte die Inkubation iiber Nacht bei 4°C durchgefiihrt werden).
Nichtspezifisch gebundener Antikorper wurde durch drei- bis viermaliges Waschen mit

0,1 % Tween 20-Waschpuffer fiir je 15 bis 20 Minuten entfernt. Dieser Waschvorgang ist
sehr wichtig, um den Hintergrund zu reduzieren. Es folgte die Inkubation mit dem

2. markierten Antikorper bei RT fiir 45-60 Minuten unter leichtem Scwenken (der 2.
Antikorper soll nicht linger als 90 min. inkubiert werden, da es sonst zu einer starken
Hintergrundfarbung fiihrt). Nichtspezifisch gebundener Antikérper wurde durch dreimaliges
Waschen mit 0,3 % Tween 20-Waschpuffer fiir je 15 bis 20 Minuten entfernt. Nach dem

Waschen wurde der Blot kurz mit 1xPBS gewaschen, um Tween 20 zu entfernen und
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anschliefend fiir 30 bis 60 Sekunden mit der Detektionslosung (ECL: Enhanced Chemie
Luminiscence) inkubiert (um Hintergrundfiarbung zu vermeiden soll die Membran wihrend
der Inkubation nicht mehr bewegt werden). Nach dem Antrocknen auf Whatmanpapier wurde
der Blot mit Klarsichtfolie abgedeckt und in der Dunkelkammer mit einem Rontgenfilm
(Kodak scientific imaging Film, X-OMAT™, LS) fir 1-60 Sekunden belegt (die
Belegungsdauer hingt von der Stirke der Signale und die Qualitit der Antikérper ab). Die
Entwicklung des Films erfolgte mit Hilfe der Curix 60, AGFA Entwicklermaschine
(Entwickler: G158, Fixierer: G354 von AGFA).

Fiir die Detektion von TAP1 und TAP2 konnte der Blot mit dem Antikorper gegen TAP2
inkubiert werden und nach zwei- bis dreimaliges Waschen erfolgte die Inkubation mit dem
Antikorper gegen TAP1. Nach dem Waschen erfolgte die Inkubation mit dem 2. markierten
Antikorper, der beide TAP-Antikorper erkennt.

SchlieBlich konnte der Blot mehrmals mit verschiedenen Antikorpern gefarbt werden: Nach
der Filmentwicklung wurden der 1. und der 2. Antikorper entweder mit 100 mM Glycin-HCI
pH 1,8 oder mit 3 M Natriumthiocyanat, 0,5 % Mercapthoethanol, 0,05 % Tween 20 pH 9,5

wieder abgewaschen, geblockt und mit anderen Antikorpern gefarbt.

0,1% Tween 20-Waschpuffer: 0,3% Tween-Waschpuffer:
1xPBS, 0,1 % Tween 20 1xPBS, 0,1 % Tween 20
Antikorper-Losung:

1xPBS, 0,1 % Tween 20, 10 % FCS, Antikorper

Antikorper-Verdiinnungen:

1. Antikdrper: 2. Antikdrper:

D90 (Anti-TAP1) 1:3000 goat anti-rabbit [gG-HRP  1:3000
116-5 (Anti-TAP2) 1:3000 goat anti-rabbit [gG-HRP  1:3000
Anti-Calreticulin 1:2000 goat anti-rabbit [gG-HRP  1:3000
Rgp48N (Anti-Tapasin) 1:50-1:100 goat anti-rabbit [gG-HRP  1:3000
Anti-ER60 1:2000 goat anti-rabbit [gG-HRP  1:3000
3B10.7 (Anti-MHC-I) 1:200 rabbit anti-rat [gG-HRP 1:3000
Mac394 (Anti-TAP2) 1:500 goat anti-mouse IgG-HRP  1:3000

Die AK-Losung, soweit keine Milchreste vorhanden sind, konnte mehrmals verwendet
werden. Die Anlagerung erfolgte bei 4°C mit 0,01 bis 0,05 % frisches Azid.

Es wurde hitzeinaktiviertes FCS verwendet.
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Detektionslosung (ECL):

Kurz vor dem Gebrauch wurden die Detektionslosungen 1 und 2 im Verhéltnis 1:1 gemischt
und auf der Membranoberfldche gleichméBig verteilt (Schiitteln vermeiden)

benoétigte Reagenzien:

Luminollosung: 250 mM Luminol (3-Aminophthalhydrazide bei Fluka) in DMSO

z.B: 0,44 g Luminol wurden in 10 ml DMSO aufgenommen (ca. 250mM) und in 1 ml
Aliquots bei -20°C gefroren (dunkelgehalten).

p-Cumarsiurelosung: (p-Coumaric acid Luminol; bei Fluka): 90 mM in DMSO

0,15 g p-Cumarsdure wurden in 10 ml DMSO (90 mM) aufgenommen und 440 ul Aliquots
bei -20°C gefroren.

1M Tris-HCI pH 8,5 wurde steril filtriert.

30 % H,0, (Wasserstoffperoxid, Hydrogenperoxide)

Detektionslosung 1: dunkel halten bei 4°C

70 ml H,O (autoklaviertes Seralwasser)
10 ml 1M Tris-HCI pH 8,5
1 ml Luminol (1 Aliquot, siche oben: benotigte Reagenzien)
0,44 ml p-Cumarsdure (1 Aliquot, siche oben)
auf 100 ml mit H,O auffiillen
Detektionslosung 2: bei 4°C halten

70 ml H,O (autoklaviertes Seralwasser)
10 ml IM Tris-HCI pH 8,5

60 ul H,O,

auf 100 ml mit H,O auffiillen.

13. Immunprazipitation

Zur Isolierung bestimmter Proteine oder zur Bestimmung der Interaktionspartner eines
bekannten Proteins wurde die Immunprézipitation verwendet.

Der gegen das Protein gerichtete Antikorper wurde zuerst an Protein-A-Sepharose gekoppelt.
Protein A aus dem Bakterium Staphylococcus aureus ist ein 42 kDa grof3es Protein, das an die
Fc-Region vieler Immunglobuline bindet. Die Antigenbindungsstelle des Antikorpers bleibt
dabei frei.
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1,5 g Protein A-Sepharose (Pharmacia) wurden in 50 ml PBS aufgenommen und durch
Inkubation bei 4°C auf einem Uberkopfroller fiir einige Stunden (mindestens 4 Stunden)
aufgequellt. Die Sepharose wurde anschlieBend mit PBS 3-5 mal gewaschen und 1:1 in PBS
aufgenommen, 0,1 % NaN; zugegeben (Protein-A-Sepharose-Suspension) und bei 4°C
gelagert.

Pro Ansatz wurden 60 pl der Protein-A-Sepharose-Suspension verwendet. Nach zweimaligem
Waschen mit PBS wurde sie mit 5-6 pl Antikdrper (pro Ansatz) in einem kleinen Volumen
von 400-1000 pl PBS fiir mindestens 1 Stunde bei 4°C auf einem Uberkopfroller inkubiert.
Anschlieend wurde die Sepharose bei ca. 11000g fiir 1 min. abzentrifugiert und zweimal mit
PBS gewaschen. Die Antikdper-Protein-A-Sepharose konnte bei 4°C fiir 1 Woche gelagert
werden.

Monoklonale Antikorper, wie im Falle von monoklonalen Maus-Antikorpern (wie Mac394),
binden oft schlecht an Protein A (Rehm H. 2000). In diesem Fall wurde zuerst anti-Maus IgG
an die Sepharose gekoppelt. Nach dreimaligem Waschen erfolgte die Inkubation mit
monoklonalem Maus-Antikorper. Pro Ansatz wurden 5 pl einer 0,8 mg/ml anti-Maus IgG
Losung verwendet.

Um eine Elution des Antikorpers durch SDS zu verhindern, wurden Antikorper iiber ihre Fc-
Domaine mit Hilfe des Kreuzvernetzers Dimethylpimelimidat (DMP) kovalent an die Protein-
A-Sepharose gekoppelt (siehe dazu Schneider et al 1982). Ca. 100 pl Protein-A-Sepharose-
Suspension wurden pro Ansatz verwendet. Nach dem Koppeln des Antikorpers (siehe oben),
wurde die Sepharose zweimal mit PBS dann mit 0,2 M Boratpuffer (pH 9,0) gewaschen.
AnschlieBend erfolgte die Kreuzvernetzungsreaktion durch Inkubation der Sepharose mit 10 x
Vol 0,2 M Boratpuffer (pH 9,0) / 20 mM DMP (frisch angesetzt) auf einen Uberkopfroller bei
RT fiir 30 min. Die Sepharose wurde abzentrifugiert und zweimal mit 0,2 M Ethanolamin (pH
8,0) gewaschen und anschlieBend mit dem Ethanolamin fiir zwei Stunden bei RT auf einem
Uberkopfroller inkubiert. Hierdurch wurde nichtabreagiertes DMP abgewaschen bzw.
abgesittigt. Die Sepharose wurde dann einmal mit PBS gewaschen. Nicht kovalent gebundene
Antikorper wurden durch zweimal kurzes Waschen mit 100 mM Glycin (pH 3,0) entfernt.
Zum Schlufl wurde die Sepharose dreimal mit PBS gewaschen. Die Lagerung erfolgte in

PBS /0,01 % NaNj bei 4°C.

Zur Untersuchung des MHC-Ladekomplexes wurde Digitoninlysat (1% Digitonin in 1xPBS)
von mindestens 1x10” Zellen fiir die Immunprizipitation verwendet. Zur Untersuchung der
TAP-Dimerisierung wurde Triton X-100-Lysat (1% Triton) von mindestens 2x10° Zellen

eingesetzt.
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Das Lysat wurde auf die AK-Protein A-Sepharose gegeben, auf 400 ul mit PBS aufgefiillt und
bei 4°C fiir mindestens 1 Stunde auf einem Uberkopfroller inkubiert. Nicht spezifisch
gebundene Proteine wurden durch fiinfmaliges Waschen mit 0,1 % Digitonin oder 1% Triton
entfernt. Gebundene Proteine wurden durch Zugabe von 60 pl 100 mM Tris-HCI (pH 9) oder
2 x Probenpuffer / 7% Mercaptoethanol zu dem Sepharosepellet und 15 min. Schiitteln bei RT
eluiert. Zum Tris-HCI-Eluat wurden 30 pl 2 x Probenpuffer / 7% Mercaptoethanol zugegeben.
Proteine wurden anschlieBend durch SDS-PAGE aufgetrennt. Zur Detektion von Calreticulin
wurde das Eluat in 2 x Probenpuffer ohne Mercaptoethanol aufgenommen, um die Keratin-
Artefaktbanden zu vermeiden, die unter reduzierenden Bedingungen auf der Hohe von

Calreticulin laufen.

0,2 M Boratpuffer:
0,2 M H,BOs, pH 9,0 (NaOH).

14. Deglykosylierung von Glykoproteinen

Glykoproteine besitzen eine Zuckerseitenkette an ihrer Polypeptidkette, die ithnen wihrend
der Synthese oder direkt danach im ER angehingt wird. N-glykosylierten Proteinen (z.B.
MHC-schwere Kette) werden Zuckerseitenketten (N-Glykane) am Asparagin eines

Asn-X-Thr/Ser Sequenzmotivs (X beliebige Aminosdure) angehidngt. Gelangen diese
Glykoproteine zum Golgi-Apparat, wie im Falle von MHC-I-Molekiile nach ihrer
Peptidbeladung, so werden ihre Zuckerreste von Golgi-Enzymen modifiziert. Mit Hilfe von
Endoglykosidase H (Endo-N-acetyl-B-glucosaminidase H, Endo H), ein aus Streptomyces
plicatus gewonnenes Enzym, das nur die endstindige Chitobiose-Einheit in nicht
modifizierten N-glykosidisch gebundenen Zuckerketten spaltet, kann zwischen ER- und post-
ER-residenten Proteinen unterschieden werden. Die Deglykosylierung des Proteins kann im

SDS-Gel iiber die Abnahme seines Molekulargewichts liberpriift werden.

EndoH-Schnittstelle

R Man-X-X-X

| v
Asn —GIcNAc GlcNAc——Man

N Man-X-X-X
R

Darstellung der Schnittstelle von Endo-H (R: Rest der Polypeptidkette)
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Der grofite Teil der in T2-Zellen exprimierten MHC-Klasse I-Molekiile kann nur nach
erfolgreicher TAP-abhingigen Peptidbeladung das ER verlassen, somit sind Endo-H-
resistente MHC-Molekiile ein indirekter Beweis fiir die Aktivitdt des Peptidtransporters TAP.
Endoglykosidase H schneidet am besten an denaturierten und reduzierten Proteinen und
besitzt ein pH-Optimum von 5-6 (Rehm 2000).

10 pl Triton X-100-Zelllysats (aus 1x10° Zellen) wurden mit 20 ul Endo H-Inkubationspuffer
fiir ca. 30 min. bei RT auf einem Schiittler vorinkubiert ( dadurch werden die Proteine
denaturiert und reduziert). Anschlieend wurden 5-7,5 mU Endo H zugegeben und bei 37°C
fir 12-16 Stunden inkubiert. Als Kontrolle diente ein Ansatz, der nur Endo H-
Inkubationspuffer enthielt.

Die Proben wurden anschlieend mit 15 pl 2 x Probenpuffer versetzt, ca. 15 min. bei RT
geschiittelt und ca. 8 min. bei 65°C (oder 95°C) inkubiert.

Die Proteine wurden auf 10 % SDS-PAGE aufgetrennt und nach dem Blotten wurde das
Laufverhalten der MHC-I-Molekiile durch Immunofirbung mit dem monoklonalen
Antikorper (3B10.7 ) bestimmt. Wegen ihres reduzierten Molekulargewichts laufen Endo H-

sensitive Molekule im SDS-Gel weiter als EndoH-resistente.

Endo H-Inkubationspuffer:

50 mM Natriumcitrat, pH 5,5 (HCI)
0,1 M B-Mercapthoethanol

0,01 % SDS.

15. Nukleotidbindeassay

Zur Untersuchung der Affinitit von TAP zu Nukleotiden, wurden Membranen aus den
entsprechenden Zelllinien isoliert und mit an Agarose gekoppelten ADP bzw. ATP inkubiert.
Nach griindlichem Waschen wurden die gebundenen Proteinen eluiert und einer Western
Blot-Analyse unterzogen.

Pro Ansatz wurde jeweils 7 mg Nukleotidagarose (ATP war iiber das N6 des Adenins an der
Agarose gekoppelt, Sigma) eingesetzt. Die Agarose wurde in 1 ml kaltem TBS/MgCl, (pH
7,4) oder Wasser aufgenommen und fiir ca. 1 Stunde bei 4°C auf einem Uberkopfroller zum
Aufquellen gebracht. AnschlieBend wurde sie dreimal gewaschen.

Pro Nukleotidbindeansatz wurden Membranen aus 1x10’-Zellen in 220 pul 2 % Chaps oder 1
% Triton X-100 in TBS/MgCl, (pH 7.,4) lysiert (siche II1.3.2. und 3.). Fiir Westernblotanalyse
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wurden 20 pl entnommen. Die restlichen 200 pl wurden auf die Agarose zugegeben und 45-
60 min. bei 4°C auf einem Uberkopfroller inkubiert. Nicht spezifisch gebundene Proteine
wurden durch sechsmaliges Waschen mit 1 ml 2 % Chaps in TBS/MgCl, oder 1 % Triton X-
100 in TBS/MgCl, entfernt. Alle Arbeiten fanden im Kiihlraum bei 4°C statt oder auf Eis.
Gebundene Proteine wurden durch Zugabe von 50 pl 2 x Probenpuffer / 7% Mercaptoethanol
und 15 miniitiges Schiitteln bei RT eluiert.

Alternativ wurde durch Zugabe von 50 pul 5 mM ATP eluiert (unter leichtem Schiitteln bei
4°C fiir ca. 15.30 min.). Zum Uberstand wurden 25 ul 2 x Probenpuffer / 7% Mercaptoethanol
zugegeben. Es erfolgten SDS-PAGE und Western Blot-Analyse.

16. 8-Azido-ATP Kreuzvernetzung

Beim 8-Azido-ATP ist eine Azidogruppe (N3) kovalent an das C8 des Adenins gebunden.
Durch UV-Strahlung wird sie aktiviert und bindet kovalent an Molekiile der nédheren
Umgebung, in der Regel Molekiile, die das 8-Azido-ATP gebunden haben. Die Detektion
solcher Molekiile, die mit dem ATP kreuzvernetzt wurden, erfolgt, in dem eine
Phosphatgruppe des ATP radioaktiv markiert ist. Trennt man die behandelten Proteine auf
einem SDS-Gel, so ldsst sich durch die Autoradiographie feststellen, ob das untersuchte
Protein ATP gebunden hat.

In dieser Arbeit wurde ein o-markiertes 8-Azido ATP eingesetzt:

NH
8-Azido ATP, [0->2P]: 2
N >N
L
0 (o) (o) N N
T T ¢
HO-P—-O-P-0-P-0
I [ | (9]
OH OH OH
OH OH

Membranen von je 1x10 ’-Zellen wurden in 100 pl 1% Triton X-100 in ATP-Bindepuffer
resuspendiert und durch Inkubation auf Eis fiir 30 min. solubilisiert. Nichtlosliches Material
wurde durch Zentrifugation fiir 10 bei 12000 g, 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir
die ATP-Kreuzvernetzung eingesetzt. Das Experiment fand unter Rotlicht statt.

Die Membranen wurden auf eine vorgekiihlte 96-Loch-Platte auf Eis tiberfiihrt. 10 uCi 8-

Azido-[0-*P]-ATP (Lichtempfindlich!), wurden zugegeben und mit einer 12-Kanalpipette
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alle Proben gut gemischt und auf Eis fiir ca. 15 min. inkubiert. Anschie8end erfolgte die
Kreuzvernetzung durch Bestrahlung mit einer 365 nm UV-Lampe fiir 10 min. Die proben
wurden mit ATP-Bindepuffer/1% Triton X-100 auf 400 pl aufgefiillt und direkt fiir die
Immunprézipitation eingesetzt (siche I11.3.13.). Das waschen nach der Prizipitation erfolgte
mit 1% Triton X-100 inTBS/MgCl, (pH 7,4). AnschlieBend wurden die prézipitierten Proteine
mit 50 pl UREA-Probenpuffer eluiert und in einem 7,5 % SDS-PAGE aufgetrennt.
AnschlieBend erfolgte eine autoradiographische Analyse (siche I11.3.8.).

ATP-Bindepuffer:
50 mM Hepes (pH 7,5), 150 mM Kaliumacetat, 5 mM Mg-Acetat, 250 mM Saccharose,
1 mM DTT, 2 mM EGTA, 1 Tablette Protease Inhibitor pro 20-50 ml.

17. Aufreinigung von Peptiden

Die Rohprodukte aus der Peptidsynthese wurden mit Hilfe der Umkehrphasen-
Chromatographie (reversed-phase-Chromatographie, RPC) an einer Hochdruckfliissigkeits-
chromatographie-Anlage (High pressure liquid chromatography, HPLC) (SMART-System,
Pharmacia) gereinigt. Bei der RPC findet eine hydrophobe Wechselwirkung des Analyten
(hier die Peptide) mit der unpolaren stationdren Phase (Fillmaterial der
chromatographisischen Saule: Kieselgel) im polaren, wassrigen Losungsmittel (mobile Phase)
statt. Mit Hilfe der HPLC-Anlage wird die Trennséule unter erhéhtem Druck von der mobilen
Phase durchstromt, dies flihrt zu schnellerem Trennen der Analytenkomponenten und zum
besseren Auflésungsvermogen. Die Elution erfolgt mit Hilfe eines unpolaren organischen
Losungsmittels, das mit dem adsorbierten Molekiil (hier das zu reinigende Peptid) um die
Bindungsstelle konkurriert (Lottspeich, Zorbas 1998). Als organisches Losungsmittel wurde
Acetonitril verwendet, wegen seiner physikalischen Eigenschaft wie Viskositdt und UV-
Durchléssigkeit bis ca. 200 nm (die UV-Absorption der Peptidbindung besitzt ihr maximum
bei 195 nm). Fiir Reinigung kleiner Peptidmengen (< 0,5 mg) wurde die analytische Séule
(LRPCC2/C18 SC 2.1/10, Pharmacia) verwendet. Grofe Peptidmengen (> 0,5 mg) wurden
mit Hilfe der priparativen pRPCC2/C18 SC 3.1/10-reversed-phase-Sdule, Pharmacia,
durchgefiihrt.

Das lyophilisierte S8-Peptid (TVDNKTRYR) wurde in einer Konzentration von Img/ml in
100 mM Phosphatpuffer pH 7,4 aufgenommen und daraus eine 1:1 Verdiinnung mit 0,2 %
TFA (Trifluoressigsdure) in H,O hergestellt. Unlosliches Peptid wurde bei ca. 13000 g fiir 30
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min., 4°C abzentrifugiert. Alle in der HPLC eingesetzten Lésungen wurden vor Gebrauch
entgast und filtriert. Die Sdule und die Injektionsschleife wurden mit dem Laufpuffer A (0,1
% TFA / H,0), dann mit dem Elutionspuffer B (0,1 % TFA / Acetonitril ) bei 100 pul /min (fiir
die praparative URPCC2/C18 SC 3.1/10-Séule ) oder bei 50 ul/min (fiir analytische Séule
URPCC2/C18 SC 2.1/10) gewaschen und anschlieBend mit dem Puffer A dquilibriert. 500 ul

(priparative Sdule) bzw. 100 pl (analytische Séule) der Peptidlosung wurden injiziert und die
Trennung mit Laufpuffer A gestartet. Die Elution gebundener Peptide erfolgte in einem
Acetonitrilgradienten (0,1 % TCA in H,O, 0-40 % Acetonitril). Die peptidenthaltenden
Fraktionen wurden durch den Elutionsprofil ermittelt. Dazu wurde das von Dr. A. Seelig
(unverdffentlicht) bestimmte S8-Elutionsprofil als Standard verwendet. Die S8-enthaltenden
Fraktionen wurden vereinigt. Das Losungsmittel wurde im Vakuumtrockner abgezogen und
die Peptide in einem kleinen Volumen 100 mM Phosphatpuffer (30-50 ul) aufgenommen.
Durch den Vergleich mit einem Referenz-Peptid bekannter Konzentration wurde in einem
analytischen Lauf, in dem das Integral der jeweiligen Absorption bei 214 nm verglichen
wurden, die Konzentration des gereinigten Peptids bestimmt. Die Peptidkonzentration wurde
mit 100 mM Phospatpuffer auf 1 mM eingestellt. Die Peptidlosung wurde bei —20°C gelagert.
Die Sdulen wurden mit 20 % Ethanol gespiilt und in dem Ethanol luftdicht bei 4°C gelagert.

100 mM Phosphatpuffer pH 7.,4:
77,4 ml 1 M Na,HPOy, 22,6 ml 1 M NaH,PO4 auf 1 L mit H,O auffiillen.
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Abbildung II1.3.2.: Elutionsprofil des Peptids S8 in einem Acetonitrilgradienten.

Eine 1 mg/ml Rohpeptidlosung wurde 1:1 mit 0,2 % TFA / H,O verdiinnt und 500 pl
(praparative Sdule) davon auf die uRPCC2/C18 SC 3.1/10-reversed-phase-Siule geladen und
aufgetrennt. Gebundene Peptide wurden in einem Acetonitrilgradienten (0,1 % TCA in H,O,
0-40 % Acetonitril) (rote Linie) eluiert und in 50 pl -Fraktionen gesammelt.

A. Das Profil (schwarze Linie) zeigt die Absorption der Elution bei 214 nm. S8-Peptid eluiert
unter diesen Bedingungen bei 2,7 ml (Fraktionen als blaue Striche markiert) (A. Seelig,
unverdfentlicht). Diese Fraktionen wurden vereinigt, vakuumgetrocknet und in 30-50 ul 100
mM Phospatpuffer aufgenommen.

B. 500 pl einer 0,1 % gereinigten Peptids aus 15 Ansédtzen (siche A) wurden zur Analyse der
Peptidreinheit auf der URPCC2/C18 SC 3.1/10-reversed-phase-Sédule aufgetrennt. Das
Elutionsprofil (schwarze Linie) zeigt nur ein Schwingungsmaximum bei 2,7 ml, das dem
aufgereinigten S8-Peptid entspricht.
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18. Iodierung von Peptiden

Peptide, die fiir Binde- und Transportstudien an TAP eingesetzt wurden, konnten an ihrem
Tyrosin mit '*’Tod radioaktiv markiert werden (in sehr geringem Maf ist es moglich Peptide
auch an Histidine und Tryptophan zu markieren). Hierfiir wurde die Chloramin-T-Methode
nach McConahey ( McConahey & Dixon 1980) eingesetzt. Chloramin T (Natrium-N-chlor-p-
toluolsulfonamid Trihydrat oder N-Chlor-4-methylbenzolsulfonamid Natriumsalz) ist ein
Oxidationsmittel, das sich in wéssriger Losung langsam zu Hypochlorsidure zersetzt.
Hypochlorsiure oxidiert das Jodid (***T) zu dem hochreaktiven 'L, oder '*I" ('*ICI). '*’I"
reagiert mit der anionischen Form des Tyrosins zu '*I-Tyrosin (Rehm 2000). An den

Phenylring kénnen maximal zwei '’I-Atome angelagert werden:
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10 ul 1 mM S8-Peptid wurde mit 10 pul 100 mM Phosphatpuffer (pH 7,4) gemischt. Dann
wurden 5 ul 1257 (500 UCi) zugegeben und gut gemischt. Durch Zugabe von 10 pl Chloramin-
T (I mg/ml in Wasser, frisch angesetzt) wurde die lodierungsreaktion gestartet. Nach 2
Minuten Inkubation bei RT wurde der Ansatz auf eine Ionenaustauschersdule gegeben, die
100 ul in Phosphatpuffer vordquilibriertes Dowex (AG1-X8, BioRad; 5g Dowex /100 ml
Wasser) enthielt. Wahrend iodiertes Peptid durch Zugabe von 470 ul 100 mM Phosphatpuffer
eluiert wurde, blieb freies Iod an die Dowex gebunden. Um eine optimale Entfernung vom
freien lod zu erreichen, wurde das eluierte Peptid zu einem mit Phosphatpuffer dquilibriertem
Dowex-Pellet zugegeben und gut gemischt. Nach dem Absetzen von Dowex wurde der
Uberstand in ein neues GefiB iiberfiihrt. Diese Reinigungsprozedur wurde noch 2-3 mal

wiederholt. Die ca. 200 uM iodierte Peptidlosung wurde bei 4°C fiir 2 Wochen gelagert.
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Freies Iod in der Sdule und im verwendeten Dowex wurde durch Zugabe von 500 pul

Natriumdisulfide (Na,S,0s; 2mg /ml in H,O ) inaktiviert.

100 mM Phosphatpuffer pH 7,4:
77,4 ml 1 M Na,HPOy, 22,6 ml 1 M NaH,PO4 auf 1 L mit H,O auffiillen.

19. Peptidkoppelung an HSAB

Um zu untersuchen, ob ein bestimmtes Protein Peptide bindet, konnen Peptide verwendet
werden, die an einen bifunktionellen photoreaktiven Kreuzvernetzer gekoppelt sind. Sollte
das Protein dieses Peptid gebunden haben, so kann durch Bestrahlung die photoreaktive
Gruppe des Kreuzvernetzers dazu aktiviert werden, eine kovalente Bindung mit dem
interagierenden Protein zu bilden. Als bifunktioneller photoreaktiver Kreuzvernetzer wurde
Sulfo-N-Hydroxysuccinimidyl-4-azidobenzoate = (Sulfo-HSAB, MW  362.2; Pierce)
verwendet. Es reagiert in pH 7-9 mit primidren Aminen des Peptids unter Abspaltung von N-
Hydroxysuccinimid. Die photoreaktive Arylazidgruppe bildet bei UV-Bestrahlung reaktivere
Nitrene, die bevorzugt in nucleophile NH- und OH-Bindungen des benachbarten Proteins

(falls dieses das Peptid gebunden hat) insertieren (Lottspeich 1998).

0

u,@ﬁ 0 N\;:_'Jﬂma

Sulfo-N-Hydroxysuccinimidyl-4-azidobenzoate

Die Durchfiihrung des Experiments fand im Dunkeln bzw. unter Rotlicht statt.

2,5 mg Sulfo-HSAB wurden in 1 ml H,O gemischt und daraus 40 ul (ca. 6,9 mM, Sulfo-
HSAB ist schwer 16slich in hoherer Molaritét) Aliqouts hergestellt und bei —20°C im Dunkeln
gelagert.

40 pl (ca. 0,266 mmol) HSAB-Aliqout wurde mit 360 ul 0,3 mM Boratpuffer, pH 8,6 versetzt
(frisch angesetzt ) und 70 ul davon wurden mit 200 ul 20 uM jodierter Peptidlosung versetzt
und fiir 3 Stunden bei RT auf einem Uberkopfroller inkubiert. AnschlieBend wurde
iberschiissiges Sulfo-HSAB durch Zugabe von 13 ul IM Glycin/0,3M Boratpuffer und
Inkubation fiir zwdlf Stunden auf einem Uberkopfroller bei 4°C abgesittigt. Sulfo-HSAB

konjugierte Peptide konnten bei 4°C fiir zwei Wochen gelagert werden.
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0,3 M Boratpuffer: 0,3 M H,BOs, pH 8,4 (NaOH)

20. Peptidbindeassay

Fiir die Untersuchung der Peptidbindung wurden Mikrosomen und/oder Rohmembranen
verwendet. Als Substrat wurde das S8-Peptid (TVDNKTRYR), ein optimales Bindepeptid fiir
TAP?, verwendet (Deverson et al. 1998).

Mikrosomen aus 1,5x10% Zellen wurden hergestellt, in 250 pl 20 mM Hepes-Puffer
resuspendiert und in 50 ul Aliqouts bei —80°C gelagert (siehe Abschnitt I11.3.4.).

Von jeder Zelllinie wurde ein 50 ul Mikrosomen-Aliquot auf Eis aufgetaut und mit 40 pl
Peptidbindepuffer versetzt..

Alternativ wurden Rohmembranen aus 2x107 Zellen prépariert (siche Abschnitt I11.3.2.), in 90
ul Peptidbindepuffer resuspendiert und fiir den Assay eingesetzt.

Jeder Probe wurden 10 pl entnommen, in 10 pl Triton X-100/PBS fiir 30 min. auf Eis lysiert
und fiir Westernblot-Analyse eingesetzt

Die Membran- bzw. Mikrosomenproben wurden mit 15 pl einer 8 uM HSAB-konjugierte '*°I-
markierte Peptidlosung (sieche Abschnitt 1I1.3.19.) unter Rotlicht versetzt. Die Peptidbindung
erfolgte auf Eis fiir 5 min. Danach erfolgte die Kreuzvernetzung durch flinf miniitige
Bestrahlung bei 254 nm. Zur Kontrolle, ob gleiche Mengen Peptid in allen Proben eingesetzt
wurden, wurde Die y-Strahlung gemessen. Die Mikrosomen wurden anschlieend bei 23000
g, 4°C fiir 20 min. abzentrifugiert und in 450 pl 1% Triton X-100 / PBS resuspendiert. Zur
vollstdndigen Solubilisierung wurde der Ansatz fiir 30 min. auf Eis inkubiert. Unldsliches
Material wurde bei 23000 g, 4°C fiir 10 min. abzentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir eine
Immunpréizipitation mit den Antikorpern 116/5 oder D90 eingesetzt (siche Abschnitt
I11.3.13.). Nichtspezifisch gebundene Proteine wurden durch dreimaliges Waschen mit 1 ml
1% Triton X-100 / PBS entfernt. Die Elution gebundener Proteine erfolgte mit 50 ul UREA-
Probenpuffer AnschlieBend wurden die eluierten Proteine auf 10 % SDS-PAGE aufgetrennt
und durch eine Autoradiographie analysiert (siehe I11.3.8.).

UREA-Probenpuffer:

30 % 6 M Harnstoff in 0,5 M Tris, pH 6,8

70 % 2 x Probenpuffer, 7 % pB-Mercaptoethanol
Peptidbindepuffer: frisch angesetzt und vor Gebrauch sterilfiltriert
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50 mM Tris pH 7,5 (HCI), 5 mM Mg-Acetat, 1 mM CaCl,, 1 mM DTT, 0,1% denaturiertes
(10 min. gekocht) und dialysiertes BSA, 1 Tablette Protease Inhibitor Cocktail (Bohringer)
pro 10 ml.

21. Peptidtransportassay
(Nach Neefjes et al. 1993; modifiziert von Dr. A. Seelig)

Die Transportaktivitit der hergestellten TAP-Chiméren, konnte mit Hilfe des ER-
Glykosylierungssystemes untersucht werden. Die Zellen wurden mit Streptolysin O (SLO),
einem bakteriellen Gift, das Poren in der Plasmamembran bildet, permeabilisiert.
Anschlieend mit radioaktiv markierten Peptiden, die eine Glykosylierungssequenz (NXS/T)
besitzen, inkubiert (in dieser Arbeit wurde das S8-Peptid Peptid verwendet: TVDNKTRY*R
mit der Glykosylierungssequenz, NKT und dem radioaktiv markiertem Tyrosin Y* ). Nach
TAP-abhingigem Transport werden diese Peptide von ER-Glykosylasen erkannt und
Glykosyliert. Nach der Lyse der Zellen konnten glykosylierte Substrate durch eine
Lektinchromatographie isoliert werden (in dieser Arbeit wurde die Concannavalin A (ConA)-
Agarose verwendet). In das ER Transportierte Peptide konnten schlieBlich {iber
Radioaktivititsmessung quantifiziert werden.

2-3x10° Zellen wurden mit PBS gewaschen, in 100 ul Streptolysin O (2 U/ ml in H,O,
MUREX ) resuspendiert und fiir ca. 15 min. bei 37°C inkubiert. Die Effizienz der
Permeabilisierung wurde durch Trypan-Blau-Firbung (0,16 % Trypan-Blau in 1xPBS, 0,05 %
NaN3) iiberpriift. Dazu wurden 1 ul der Zellprobe mit 1 ul Trypan-Blau gemischt und unter
dem Mikroskop die Anzahl der permeabilisierungsbegingt blau gefarbten Zellen bestimmit.
Die Zellen wurden erneut mit PBS gewaschen (Zentrifugation bei ca. 600g). Die
permeabilisierten Zellen wurden in 80 pl Peptidbindepuffer aufgenommen und auf Eis
gestellt. 5 ul einer jodierten 20 mM-Peptidlosung (100 pMol) wurden zugegeben. Die
Transportaktivitdt wurde durch Inkubation bei 37°C fiir 10 min ermdglicht. Durch Zugabe
von 1 ml ConA-Bindepuffer wurde die Reaktion gestoppt und die Zellen fiir 5 miniitige
Inkubation bei RT lysiert. Unlosliches Material wurde durch Zentrifugation bei ca. 13000g fiir
10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde auf 100 pl ConA-Agarose gegeben und fiir

1 Stunde auf einem Uberkopfroller bei RT inkubiert. Nach fiinfmaligem Waschen der
Agarose mit ConA-Bindepuffer wurde schlieBlich die y-Strahlung der glykosylierten und

folglich transportierten Peptide gemessen.
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Peptidbindepuffer:

250 mM Saccharose, 50 mM Hepes (pH 7,5), 150 mM Kaliumacetat (KOAc), 5 mM Mg-
Acetat (Mg (OAc);), 10 mM ATP, 1 mM DTT, Protease Inhibitor (1 Tablette pro 10 ml
Puffer).

ConA-Bindepuffer: (Lagerung bei 4 °C)

500 mM NaCl, 20 mM Tris pH 7,5 (HCI), 1 mM MnCl,, 1 mM CaCl,, 0,1 % Triton X-100,
0,1 % Igepal 630, Protease Inhibitor (1 Tablette pro 10 ml Puffer).

22. Untersuchung der Expression von Proteinen an der Zelloberfliche

Die Zelloberflichenexpression von MHC-I-Molekiilen kann mit Hilfe von spezifischen
Antikorpern nachgewiesen werden. Dazu werden die Zellen mit einem gegen MHC-I-
Molekiile gerichteten Antikorper inkubiert. AnschlieBend erfolgt die Inkubation mit einem
zweiten fluoreszenzmarkierten Antikorper, der gegen den ersten gerichtet ist. Durch die
Messung der Fluoreszenzstirke der Zellen in einem FACScan ( Fluorescence Activated Cell
Sorter) 146t sich die Oberflichen Expression von MHC-I-Molekiilen nachweisen.

Der Oberflachenexpressionsgrad von MHC-I-Allelen, die TAP-abhingig mit Peptide beladen
werden, wie HLA-BS, ist ein indirekter Sensor fiir die TAP-Transportaktivitdt. Somit diente
die FACS-Analyse zur indirekten Untersuchung der TAP-Aktivitit.

5x10°-Zellen wurden zweimal mit kaltem DFN gewaschen und in 1 ml kaltem DEN
resuspendiert. 25 pl davon wurden in ein 1,5 ml Gefal3 tiberfithrt und 50 pl Erstantikorper (4E
gegen HLA-BS5, 100 pg / ml in DFN ) oder 50 ul DFN, als negative Kontrolle zugegeben.

Die Zellen wurden bei 4 °C auf einem Uberkopfroller oder unter sehr leichtem Schiitteln fiir
30 min. inkubiert. Nicht spezifisch gebundene Antikérper wurden durch viermaliges Waschen
mit jeweils 200 pul DFN entfernt (Zentrifugation zwischen den Waschschritten bei 600-800
rpm: 40-70 g). AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit 50 pl des fluoreszenzmarkierten
Zweitantikorpers ( goat anti mouse IgG-FITC, 25 pg / ml in DFN ) im Dunkeln bei 4°C auf
einem Uberkopfroller fiir 30 min. Nicht spezifisch gebundene Antikorper wurden durch
viermaigesl Waschen mit jeweils 200 pl DFN entfernt (wegen Lichtempfindlichkeit von IgG-
FITC, waren die Proben stets bedeckt). Die Zellen wurden in 600 pul DFN resuspendiert und
auf Eis gestellt. Unmittelbar vor der Messung im FACScan wurden 3 pl Propidiumiodid (100
ul / ml in H,O, sehr giftig!) zugegeben. Propidiumiodid farbt die toten Zellen, in dem es in die
DNA interkaliert. Durch den Emissionsspektrumunterschied zwischen Propidiumiodid (550-

720 nm) und FITC (490-590 nm) konnen die toten Zellen identifiziert und ausgeschlofen
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werden. Die Bearbeitung der Daten erfolgte mit dem Programm Cellquest (Becton

Dickinson).

500 x DAB:

6,6 g CaCl, x 2 H,O (0,5 M), 6,6 g MgCl, x 6 H,O (0,25 ), auf 100 ml mit H,O auffiillen
DFN:

1 ml 500 x DAB, 50 ml FCS, 5 ml 10 % Azid, 50 ml 10 x PBS, auf 500 ml mit H,O auffiillen.
10 x PBS:

80 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 g Na,HPOy, 2,4 g KH,POy4: auf 1 Liter mit H,O auffiillen.
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IV. Ergebnisse

A. TAP-Chimiren mit ausgetauschten V-Regionen und Kern-NBDs

1. Generation von chimaren TAP-cDNAs

a. Herstellung von TAP-Ketten mit ausgetauschten C-terminalen Regionen

Zwei EcoRI-Fragmente, die jeweils die cDNA fiir Ratten-TAP1® und Ratten TAP2" enthalten
(Deverson et al. 1990, Powis et al. 1991) und in die EcoRI-Klonierungsstelle von

pBluescript KS(+) (pBIKSP) kloniert sind (Daumke O. 2000 und Daumke et al. 2001) lagen
bereits vor. Die cDNAs waren in der gleichen Orientierung kloniert und als pBIKS-TAP1 und
pBIKS-TAP2 bezeichnet.

Um die cDNA-Fragmente, die fiir die variablen C-terminalen Regionen (V-Region) kodieren,
auszutauschen, wurde die in der Abbildung IV.3. schematisch dargestellte und im folgenden
beschriebene Klonierungsstrategie durchgefiihrt:

Mittels ortsgerichteter Mutagenese (siche Abschnitt II1.1.12.) wurde eine einmalige Scal-
Schnittstelle in einem fiir beide TAP-Ketten konservierten Bereich (neun Basen bzw. drei
konservierte Aminosduren vor Beginn der V-Region) eingefiihrt. Fiir die PCR-Mutagenese
wurden die komplementiren Primer TAP1-FM1 und TAPI-BM1 fiir TAP1-cDNA bzw.
TAP2-FMI1 und TAP2-BM1 fiir TAP2-cDNA (siche Abschnitt I1.6.) eingesetzt. Hierdurch
wurden in der TAP1-cDNA die Nukleotide G 2000 in A (Nukleotidpositionen ausgehend von
der EcoRI-Klonierungsstelle) und C 2002 in T ausgetaucht. In der TAP2-cDNA wurden
identische Nukleotide, in einem identischen Sequenzkontext, in den Positionen 2004 und
2006 auch in jeweils A und T verdndert. Auf diese Weise wurde aus der Sequenz AGTGCC
eine Scal-Restriktionsschnittstelle AGTACT in beiden TAP-cDNAs generiert (die blauen
Nukleotide wurden ausgetauscht). Die hergestellten TAP-cDNAs mit der internen Scal-
Schnittstelle wurden mit pBIKS-TAP1+intScal und pBIKS-TAP2+intScal bezeichnet. Im
Amp-Resistenzgen des pBIKSP existiert eine zweite Scal-Schnittstelle. Durch
endonukleolytische Spaltung (siche Abschnitt III.1.8.) mit dem Scal-Restriktionsenzym
wurden jeweils zwei Fragmente (1,8 kb- und 3,8 kb-Fragmente aus pBIKS-TAP1 sowie 1,6
kb- und 3,8 kb-Fragmente aus pBIKS-TAP2) generiert (siche Abbildung IV.1 und 3.). Die
kleinen Fragmente enthalten die jeweilige cDNA fiir die C-terminale V-Region und ein Teil

des Amp-Resistenzgens, die groBeren Fragmente enthalten den Rest der TAP-cDNA und dem
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anderen Teil des Amp-Resistenzgens. Die Fragmente wurden elektrophoretisch aufgetrennt
und isoliert (siche Abschnitt II1.1.8 und 9). SchlieBlich erfolgte der Austausch durch
Ligation (siche Abschnitt IIl.1.2a) des V-Region-Fragments an das jeweils andere
Restfragment der TAP-cDNA (siche Abbildung IV.1 und 3.). Die ligierten Fragmente
wurden in DHS5a-Bakterien transformiert. Zur Selektion der positiven Klone wurde die
isolierte Plasmid-DNA einer Scal-Restriktionsverdauanalyse unterzogen (siche Abbildung
IV.1). Da die Amp-Resistenz nur dann wiederhergestellt wird, wenn die beiden Fragmente in
der richtigen Orientierung ligiert wurden, konnten praktisch nur Kolonien wachsen, die das
gewiinschte chimare TAP-Konstrukt enthielten. Die erzeugten chimédren TAP-cDNAs wurden

mit pBIKS-TAP1V2+intScal und pBIKS-TAP2V 1+intScal bezeichnet.
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Abbildung IV.1. Restriktionsanalyse der TAP-Konstrukte nach der Einfiihrung der
Scal-Schnittstellen und dem Austausch der V-Regionen. Die angegebenen Konstrukte sind
in den Vektor pBIKSP kloniert. Die Plasmid-DNA wurde, wie angegeben, mit dem Scal-
Restriktionsenzym geschnitten und auf 1% Agarosegel aufgetrennt. Die erwarteten Fragmente
1,8 kb- und 3,8 kb-Fragmente aus pBIKS-TAP1 sowie 1,6 kb- und 3,8 kb-Fragmente aus
pBIKS-TAP2 wurden generiert. Die 1,8 kb VI-Fragment und 1,6 kb V2-Fragment wurden
zwischen TAP1 und TAP2 ausgetauscht.
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Mit den Primer TAP1-c2F und TAP1-c2B fiir TAP1V2+intScal sowie TAP2-c1F+intScal und
TAP2-cIB fir TAP2VI1 (siche Abschnitt I1.6.) wurden schlieBlich mittels erneuter
ortsgerichteter Mutagenese. die Scal-Schnittstellen wieder entfernt und der urspriingliche
Sequenzkontext wiederhergestellt.

Die 2,46 kb- und 2,68 kb-EcoRI-Fragmente, die jeweils die cDNA fiir TAP1V2 und TAP2V1
enthalten, wurden aus dem pBIKSP isoliert und in die EcoRI-Klonierungsstelle des
Expressionsvektor pHBAprineo (Gunning et al. 1987) iibergefiihrt. Sie wurden mit
pHBAprineo-TAP1V2 und pHPAprineo-TAP2V1 bezeichnet. Mittels Restriktions-
verdauanalysen mit BamHI fiir TAP1V2 und Sall fiir TAP2V1 wurde die
Klonierungsorientierung der Konstrukte im Expressionsvektor iiberpriift. Bei richtiger
Orientierung sollten 1,8 kb- und 11,1 kb-Fragmente aus pHBAprineo-TAP1V2 bzw. 1,2 kb-
und 12,2 kb-Fragmente aus pHBAprlneo-TAP2V1 generiert werden (siche Abbildung IV.2).
AnschlieBend wurden die Konstrukte in beide Richtungen sequenziert (siche Abschnitt IX.).
Die Konstrukte pHBAprineo-TAP1V2 und pHBAprineo-TAP2V1 wurden durch einen Scal-
Schnitt linarisiert und in TAP-negativen T2-Zellen transfiziert (siche Abschnitt I11.2.4.).

Die hergestellten Konstrukte wurden auch in Kombination mit anderen TAP-cDNAs
transfiziert. Hierfir wurden die bereits vorhandenen Konstrukte pHBAprineo-TAP1 und
pHBAprineo-TAP2 (Deverson et al. 1990) sowie pHBAprineo-TAP1/2 und pHBAprlneo-
TAP2/1 (Daumke et al. 2001) in DH5o-Bakterien transformiert. AnschlieBend wurde die
praparierte Plasmid-DNA (siche Abschnitt II1.1.4.) fiir den Transfektionsansatz mit Scal

linearisiert.
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Abbildung 1IV.2. Restriktionsanalyse der TAP-Konstrukte im Expressionsvektor
pHBAprineo. Dic angegebenen Konstrukte sind in den Vektor pHBAprineo kloniert. Zur
Uberpriifung der Klonierungsorientierung wurden Die Plasmid-DNA mit dem Sall-
Restriktionsenzym (fiir 2V1) oder BamHI fiir 1V2 geschnitten und auf einen 1,5 %
Agarosegel aufgetrennt. Bei richtiger Orientierung sollten 1,8 kb- und 11,1 kb-Fragmente aus
pHBAprineo-TAP1V2 bzw. 1,2 kb- und 12,2 kb-Fragmente aus pHBAprineo-TAP2V1

generiert werden.
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EcoRI-Fragmente, die Tap1- oder Tap2-cDNAs enthalten,
sind in pBluescript KS (+) kloniert
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Generierung der Scal-Fragmente, die V1- und V2-Segmente enthalten
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Entfernung der Scal-Schnittstelle durch erneute
ortsgerichtete Mutagenese
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\

Scal-Linearisierung und Transfektion
in TAP-negativen T2-Zelllinie

Abbildung IV.3. Klonierungsstrategie zur Herstellung der TAP-Chimiren mit
ausgetauschtem C-Terminus.
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b. Herstellung von TAP-Ketten mit ausgetauschten Kern-NBDs

Zur Herstellung von TAP-cDNAs mit ausgetauschten Kern-NBDs wurden die in pBluescript
KS(+) klonierten TAP2/1-cDNA (in dieser Arbeit umbenannt auf TMD2 NBD1-cDNA) und
TAP1/2-cDNA (umbenannt auf TMDINBD2-cDNA) verwendet. (Daumke O., 2000). (siche
Abbildung IV.5.). Bei diesen Konstrukten handelt es sich um TAP1 und TAP2 mit
ausgetauschten Nukleotidbindedominen (NBDs). Die TAP2/1-cDNA codiert fiir ein
rekombinantes Protein, dessen Transmembrandoméne (TMD) von TAP2 und die NBD von
TAP1 stammen. Die TAP1/2-cDNA enthélt die TMD-cDNA aus TAP1 und die NBD-cDNA
aus TAP2. Durch den Austausch der C-terminalen V-Regionen zwischen TAPIN2 und
TAP2N1 wurden die TAPIC2-cDNA und TAP2CI-cDNA hergestellt (siche Abbildung
IV.5.). Hierfiir wurde die gleiche in Abschnitt IV.A.1.a. beschriebene Klonierungsstrategie
eingesetzt. Fiir die ortsgerichtete Mutagenese zur Einfiihrung der Scal-Schnittstelle wurden
die Primer TAP1-FM1 und TAP1-BM1 fiir TAP2N1-cDNA bzw. TAP2-FM1 und TAP2-
BM1 fiir TAPIN2-cDNA (sieche Abschnitt I1.6.) verwendet. Mit den Primern TAP1-c2F und
TAP1-c2B fiir TAP2C1+intScal sowie TAP2-c1F und TAP2-c1B fiir TAP1C2+intScal (sieche
Abschnitt I11.6.) wurden mittels ortsgerichteter Mutagenese die Scal-Schnittstellen wieder
entfernt und der urspriingliche Sequenzkontext wiederhergestellt. Die
Restriktionsverdauanalysen zu den Klonierungsschritten sind der Abbildung IV.4 zu
entnehmen. Die Konstrukte wurden anschlieBend in beiden Richtungen sequenziert (siche

Abschnitt IX.), Scal-linarisiert und in TAP-negativen T2-Zellen transfiziert.
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Abbildung IV.4. Restriktionsanalysen
Umklonierung

Domiinenaustausch und nach der
pHBAprineo. Plasmid-DNA wurde mit Hilfe der angegebenen Restriktionsenzymen verdaut
und auf 1,5 % Agarosegel aufgetrennt.2C1 falschO zeigt, daB3 ein EcoRI-Fragment von 2C1 in

in den Expressionsvektor

der falschen Orietierung kloniert wurde.
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EcoRI-Fragmente, die 1N2- oder 2N1-cDNAs enthalten, sind
in pBluescript KS (+) kloniert
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Abbildung IV.S. Die Klonierungsstrategie zur Herstellung von TAP-Chiméiren mit
ausgetauschten Kern-NBDs. Die Konstrukte wurden schlieflich in das
Expressionsplasmid pHB8Aprineo umkloniert ( wie in Abbildung IV.3.).
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2. Etablierung von TAP-Chimiiren exprimierenden T2-Zelllinien

Vierzehn T2-Zelllinien, die TAP als Einzelkette oder in unterschiedlichen
Zweierkombinationen exprimieren, wurden hergestellt. Dabei wurde beriicksichtigt, dass
keine Kombinationen von zwei TAP-Ketten mit identischen Transmembrandoménen oder
identischen Nukleotidbindedoménen hergestellt werden. Arora et al. (2001) und Daumke et

al. (2001) zeigten, dass solche TAP-Chimére nicht funktional sind.

a. Nomenklatur der TAP-Chiméren und der hergestellten T2-Zelllinien

Die hergestellten TAP-Konstrukte wurden einzeln oder in unterschiedlichen Kombinationen
in TAP-negativen T2-Zellen transfiziert (siche Abschnitt I11.2.4.). Die Selektion der Klone
erfolgte mit G418 (siche Abschnitt II1.2.5.). Zur Untersuchung der TAP-Expression wurden
die Klone anschlielend einer Westernblotanalyse unterzogen (siche Abschnitt IV.A.2.b.). In
der Abbildung IV.6. sind die gewéhlten Bezeichnungen fiir die unterschiedlichen TAP-

Dominen bzw. -Regionen dargestellt.

TAP-WT
TAP1/ TAP2

TMD1| TMD2
—
C1 N1 N2 C2
Vi _ — V2

Abbildung IV.6.:Nomenklatur der unterschiedlichen TAP-Doméinen/-Regionen: Die
Doménen der TAP1-Kette sind in rot, die der TAP2-Kette in blau dargestellt. Die Bedeutung
der Zahlen und Buchstaben werden im folgenden beschrieben:

I: steht fiir TAP1

2: steht fiir TAP2

N1: steht fiir die Nukleotidbindedomine von TAP1 (NBD1)

N2:  steht fiir die Nukleotidbindedoméne von TAP2 (NBD 2)

Cl:  steht fiir die konservierte Kern-Region von NBD1

C2:  steht fiir die konservierte Kern-Region von NBD2

V1: steht fiir die variable Region von NBD1

V2:  steht fiir die variable Region von NBD2
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Bei jeder TAP-Kette steht die erste Zahl: 1 bzw. 2 fiir TAP1 bzw. TAP2. Die ausgetauschten
Regionen in diesen Ketten werden mit V, C oder N bezeichnet. Die letzte Zahl zeigt, aus
welcher TAP-WT-Kette (TAP1 oder TAP2) die ausgetauschten Dominen (V, C bzw. N)
stammen. Zum Beispiel besteht 1N2 (Daumke et al 2001, als 1/2 bezeichnet) aus der TMD
von TAP1 und der NBD von TAP2. 2N1-Kette (Daumke et al 2001, als 2/1 bezeichnet) aus
der TMD von TAP2 und der NBD von TAPl. Die 2V1-Kette steht fir TAP2 mit
ausgetauschter V1-Region, die aus TAP1 stammt und 1C2 steht fiir TAP1 mit ausgetauschter
C2-Region.

Zwei TAP-Ketten, die in der selben T2-Zelllinie exprimiert werden, werden durch einen
Langsstrich getrennt (,,/) (sieche Abbildung IV.7.). Zur Vereinfachung der Nomenklatur
wurde der Name der TAP-Chiméren fiir die Bezeichnung der transfizierten T2-Zellen

verwendet.. In der Abbildung IV.7. sind die etablierten Zelllinien dargestellt.
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Die Einzelketten exprimierenden T2-Zelllinien

1V2

1C2

2V1

Die Doppelketten exprimierenden T2-Zellinien:

1/2V1 1/2C1

1IN2/2V1

2/1V2

1IN2/2C1

2/1C2

2N1/1V2

2C1

1V2/2V1

2N1/1C2

1C2/2C1

Abbildung IV.7.: Darstellung aller etablierten Zelllinien. vier Einzelketten und zehn
Doppelketten exprimierende Zelllinien wurden hergestellt. Die Doménen von TAP1 sind in
rot, die von TAP2 in blau dargestellt.
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b. Westernblotanalyse zur Expression von den TAP-Chiméren

Die Expression der unterschiedlichen TAP-Ketten wurde in Westernblotanalysen (siche
Abschnitt II1.3.6.) iiberpriift. Lysate von 1x10° Zellen (siche Abschnitt II1.3.1) wurden
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Blotten auf einer Nitrozellulosemembran (siehe
Abschnitt I11.3.9.) erfolgte die Inmunfarbung (siche Abschnitt I11.3.10.) entweder mit dem
Antiserum D90, dem Antiserum 116-5 oder mit dem monoklonalen Antikérper Mac394
(gegen NBD2) (siche Abschnitt 11.3.9.). D90 erkennt ein vierzehn Aminosdure langes C-
terminales Peptid von TAP1. Das Antiserum D90 war damit in der Lage alle TAP-Ketten zu
erkennen, die dieses C-terminale Peptid enthalten, also auch die TAP-Ketten 2N1 und die
neuetablierten 1C2 bzw. 2V 1. Das Antiserum 116-5 erkennt ein flinfzehn Aminoséuren langes
C-terminales Peptid von TAP2 und konnte somit auch alle anderen Ketten: 1N2, 1V2 und
2C1 erkennen, die dieses Peptid in ihrem C-Terminus besitzen (siche Abbildung IV.8.). 1V2
und 1C2 zeigen im SDS-Gel ein Laufverhalten, das dem von TAP1 bei ca. 66 kDa entspricht.
2V1 und 2C1 verhalten sich wie TAP2 und laufen bei ca. 70 kDa.

mit 116-5 gefirbt mit D90 gefirbt

Abbildung IV.8. Westernblotanalyse der neuetablierten Einzelketten exprimierende
Zelllinien. Von jeder der angegebenen Zelllinien wurden TX-100 Lysate von 1x10° Zellen
auf einem 10 % SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran
iibertragen. AnschlieBend erfolgte eine Immunfirbung mit dem Antiserum D90 (A) oder

116-5 (B). Beide Antiseren erkennen jeweils vierzehn und fiinfzehn Aminosédure lange C-
terminale Sequenzen von TAP1 und TAP2. 1V2 und 2C1 werden von 116-5 erkannt. D90
erkennt 2V1 und 1C2. 2V1 zeigt im Vergleich zu den anderen Ketten sehr schwache
Expression.
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Die genaue Aminosduresequenz in der NBD2, die von Mac394 erkannt wird, ist nicht
bekannt. In dieser Arbeit konnte der Bereich, in dem diese Mac394-Erkennungssequenz liegt,
auf dem Sequenzbereich von Aminosduren 494 bis 639 eingegrenzt werden. Mac394 konnte,
unabhingig von der vorhandenen C-terminalen V-Region und von der Transmembrandomaine
(TMD), alle C2-Region (die konservierte Region der NBD2-Domine, siche Nomenklatur)-
enthaltenden TAP-Ketten erkennen. (TAP2, 1C2, IN2 und 2V1). Durch den Austausch der C-
Region in TAP2 konnte die resultierende 2C1-Kette: (siche Abschnitt IV.A.2.a.) nicht mehr
von Mac394 erkannt werden.

Durch die kombinierte Immunfarbung mit allen drei Antikérpern konnte iiberpriift werden,
welche TAP-Ketten in jeder der etablierten Zelllinien exprimiert werden (siche Abbildung
IV.9.). Z.B. zeigt 2/1C2 bei der Immunfarbung mit dem Antiserum D90 eine Bande, die in
der Hohe von TAP1-WT bei ca. 66 kDa lauft. Mit dem Antiserum 116-5 wird nur die TAP2-
Kette immungefarbt, wiahrend mit dem monoklonalen Antikdrper Mac394 beide Ketten
erkannt werden. Nur 1N2/2V1 zeigt das gleiche Immunfarbeverhalten, allerdings laufen 2V1
und 1C2, die beide von D90 erkannt werden, unterschiedlich. 2V1 zeigt das selbe
Laufverhalten wie TAP2 bei ca. 70 kDa.
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mit D90 gefiarbt
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mit 116-5 gefirbt
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Abbildung IV.9. Westernblotanalyse der neuetablierten Zelllinien. Von jeder der
angegebenen Zelllinien wurden TX-100 Lysate von 1x10° Zellen auf einem 10 % SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen. Anschlieend
erfolgte eine Immunférbung mit dem Antiserum D90 (A), 116-5 (B) oder Mac394 (C). Die
1/2V1 scheint mit der Zeit ihre starke Expression verloren zu haben. In (D) ist ein
Westernblot, der unmittelbar nach Etablierung der Zelllinie durchgefiihrt wurde, gezeigt.
Erwartungsgemal zeigt 1/2V1 durch Immunfarbung mit D90 zwei Banden.

Die Expression der TAP-Ketten in allen Zelllinien war anndhrend gleich (dieses Phdnomen
wurde z.B. auch bei Saveanu et al. (2001), Alberts (1999) und Daumke (2000) beobachtet).
Da unterschiedliche Transfektionsbedingungen (z.B. unterschiedliche DNA-Mengen und
Zellzahl) eingesetzt wurden, kann dieses Phidnomen nicht auf eine gleiche
Transfektionseffizienz zuriickgefiihrt werden. Es deutet eher auf eine posttranskriptionale
und/oder posttranslationale Regulation der TAP-Expression hin. Studien z.B. zum
Abbaumechanismus von TAP konnten dazu beitragen, dieses ausgeglichene TAP-
Expressionsverhalten zu erklaren.

Sehr schwache Expression zeigte die TAP-Kette 2V1 (sieche Abbildung IV.8.), wenn sie
einzeln exprimiert wurde. Diese schwache Expression wurde in allen untersuchten Klonen der

Zelllinie 2V1 festgestellt (auch aus Klonen einer erneuten Transfektion) (siche Abbildung
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IV.10.). Dies deutet auf einen schnellen intrazelluldren Abbau der Faltungsinstabilen 2V1 und
schlieft eine geringe Transkriptionseffizienz aus. Die Koexpression von 2V mit einer
anderen Kette (mit TAP1, 1V2 oder 1N2) fiihrt zur Stabilisierung von 2V1. Die V-Region
von TAP2 scheint damit eine wichtige Rolle bei der Stabilisierung des Proteins beizutragen.
Die schwache Expression von 2V1 wurde mit der Zeit noch schwécher, sodal nur einige

Untersuchungen an dieser Zelllinie durchgefiihrt werden konnten.

2V1-Klone
[ e |

~ ~ ™~ ~

Y oA NON oy §
1Q & 19| W~ I

mit D90 gefirbt

Abbildung IV.10. Westernblotanalyse verschiedener Klone der Zelllinie 2V1. Von jeder
der angegebenen Klone und Zelllinien wurden TX-100 Lysate von 1x10° Zellen auf einem 10
% SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran {ibertragen.
Anschlieend erfolgte eine Immunfirbung mit dem Antiserum D90 und 116-5. TAP-WT
zeigt zwei starke Banden, die TAP1 und TAP2 entsprechen. Die Klone D4.11, F7.11 und
G7.11 zeigen sehr schwache Expression von 2V 1. Der Klon E7.11 zeigt gar keine.

3. Untersuchung des Assoziationsverhalten der TAP-Chimiiren

Koprézipitationsstudien (siche Abschnitt. I11.3.13.) konnten zeigen, dass in allen
hergestellten Doppelketten exprimierenden Zelllinien die beiden TAP-Untereinheiten einen
Heterodimer bilden. Dies ist die Vorraussetzung fiir einen funktionalen TAP-Transporter
(Spies et al. 1992). Uberdies zeigt die Koprizipitation, dass beide TAP-Ketten in der selben
T2-Zelle exprimiert werden.

Fir 2/1V2, 12V1, 1N2/2C1 und 2N1/1C2 die Koprézitationsstudien wurden mit dem
monoklonalen Antikoérper Mac 394 (gerichtet gegen C2) durchgefiihrt. Fiir alle anderen
Ketten wurde das Antiserum 116-5 (gegen C-Terminus von TAP2 gerichtet, siche Abschnitt.
I1.9.) eingesetzt.
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Abbildung IV.11. Koprizipitation beider in einer Zelllinie exprimierenden TAP-Ketten.
Triton X-100 Lysate von 1x10’ Zellen wurden iiber Nacht mit an Protein A-Sepharose
gekoppeltem Antikdrper des Antiserum 116-5- (A) oder Mac394 (B) inkubiert. Nach
fiinfmaligem Waschen der Sepharose wurden die gebundenen Proteine mit 2 x SDS-
Probenpuffer eluiert und einer Westernblotanalyse mit den angegebenen Seren bzw.
Antikorper unterzogen. Als Kontrolle wurde in A Lysate von den Zelllinien 1C2 und 2C1
gemischt und fiir die Immunprézipitation eingesetzt. In B wurden als Kontrolle die Zelllinien
1V2 und 2Cl1. Ip steht fiir Immunpréizipitat. L steht fiir Zelllysat.

4.  Untersuchung der MHC-Ladekomplexbildung

Die TAP-abhéngige Peptidbeladung von MHC-Klasse [-Molekiilen ist von der Bildung des
MHC-Ladekomplexes, bestehend aus schwere MHC-Kette, P,-Mikroglobulin, Tapasin,
ER60, TAP und Calreticulin, abhidngig (siche Abschnitt I.1.). Hier wurde untersucht, ob auch
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die neuen  TAP-Chimdren = MHC-Ladekomplexe  bilden koénnen. Da  die
Transmembrandoméne, die mit den Komponenten des MHC-Ladekomplexes interagieren,
intakt geblieben sind, ist keine Beeintrdchtigung in der MHC-Ladekomplexbildung zu
erwarten. Ferner konnten Daumke et al. (2001) =zeigen, dass Austausche der
Nukleotidbindedominen keinen EinfluB auf die Bildung des Ladekomplexes haben. Aus
diesem Grund wurde die Untersuchung der MHC-Komplexbildung exemplarisch an acht
TAP-Chiméren gezeigt. Alle untersuchten Zelllinien zeigten normale MHC-
Ladekomplexbildung. Diese zeigt, dass die vorgenommenen Domédnenaustausche die
Integration der TAP-Chimdren in die ER-Membran und die Interaktion mit den

akzessorischen Proteinen nicht beeintréchtigt haben.

J' & o
N N

116-5-AK Y P ..“"‘-‘

on[[=8 [ BEeseq
Calreticulin ‘ ~J 4‘~, ; m

. E :
Tapasin |. - il
MHC schwere ot . X

Kette -—ee o “..“

Lysate IP. AK-116-5

Abbildung IV.12. Charakterisierung der Ladekomplexbildung in den neuetablierten
Zelllinien. 1x107 Zellen der angegebenen T2-Transfektanden wurden in Digitonin lysiert und
einer Immunpréizipitation mit dem Antiserum 116-5 unterzogen Prazipitiertes Material wurde
mit 60 ul 100 mM Tris-HCI (pH 9) eluiert und mit nichtreduzierendes 2xProbenpuffer fiir die
Detektion von Calreticulin bzw. reduzierendes fiir die Detektion aller anderen Komponenten
des Komplexes versetzt. Die Proben wurden auf einem 10% SDS Acrylamidgel aufgetrennt
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und auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen. Durch Immunfarbung mit dem Antiserum
D90 (gegen TAPI, 1C2, 2N1 und 2V1), dem Antiserum 116-5 (gegen TAP2, 1V2, 2C1 und
IN2), dem Antikorper 3B10.7 gegen MHC-schwere Kette, dem Antiserum R.gp48N gegen
Tapasin und den Antiseren gegen Calreticulin und ER60, konnte die Koprézipitation aller
Komponenten des MHC-Ladekomplexes nachgewiesen werden. Als negative Kontrolle
dienten die Zelllinien T2, 2V1 und 1C2.

5. Nukleotidbindeverhalten der TAP-Chimaren

Nun sollte gepriift werden, welchen EinfluB der Austausch der variablen C-terminalen V-
Regionen bzw. der Kern-NBDs auf das Nukleotidbindeverhalten von TAP hat. Alberts et al.
(2001) zeigten, daB3 sowohl TAP1 als auch TAP2 gute Affinitit zu ADP haben, wihrend ATP
préiferentiell von TAP1 gebunden wird. Zundchst wurden die TAP-Einzellketten auf ihre
Affinitdt zu Nukleotidagarosen (siche Abschnitt I11.3.15.) gepriift. Abbildung IV.13. zeigt
die Westernblotanalysen der Nukleotidbindeassays. Die TAP-Ketten 1V2, 2C1, 1C2. und 2V1
konnten an ADP-Agarose binden. Das ATP-Bindeverhalten von NBD1 und NBD2 wurde
dagegen stark vom C-terminus beeinfluflt. 1C2 zeigte starke Affintdt zu ATP. Daumke et al.
(2001) konnten keine ATP-Bindung an 1N2 (Daumke et al. als 1/2 bezeichnet) beobachten.
Die 1C2-Kette wurde durch den Austausch des C-Terminus von IN2 (siche Abschnitt
IV.A.1.b.) gegen V1 (C-Terminus von NBDI1) generiert. Die 2V1-Kette, die durch den
Austausch des C-termiuns von TAP2 entstanden ist, zeigt auch Affinitdt zu ATP. Dies zeigt,
dal3 die NBD2 durch den Austausch des C-Terminus neue strukturelle Eigenschaft gewinnt,
die ihr erlaubt ATP zu binden. Umgekehrtes gilt fiir 1V2 und 2CI1, die eine NBDI mit
ausgetauschtem C-Terminus besitzen (siche Abbildung IV.7.). Sie konnten nicht an ATP
binden. Durch den Austausch ihres C-Terminus verliert die NBD1 ihre Féhigkeit ATP zu
binden. Da alle Konstrukte ADP und / oder ATP binden kdnnen, ist davon auszugehen, dass
die Domédnenaustausche nicht zu gravierenden Faltungsproblemen in den NBDs gefiihrt

haben.
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Abbildung 1V.13. Untersuchung zur Bindung der TAP-Einzellketten an
Nukleotidagarose. Pro Nukleotidbindeansatz wurden Membranen aus 1x10’-Zellen in 220 ul
2 % Chaps oder 1 % Triton X-100 in TBS/MgCl, (pH 7,4) lysiert. Fiir 2V1 wurden ca. 1x10°®
Zellen verwendet. Unlysiertes Material wurde abzentrifugiert, 20 ul wurden fiir
Westernblotanalyse entnommen und der Rest des Ubersands auf die Agarose gegeben und 45-
60 min. bei 4°C auf einem Uberkopfroller inkubiert. Unspezifisch gebundene Proteine
wurden durch sechsmaliges Waschen mit 1 ml 2 % Chaps in TBS/MgCl, oder 1 % Triton X-
100 in TBS/MgCl, entfernt. Gebundene Proteine wurden durch Zugabe von 50 pl 2 x
Probenpuffer / 7% Mercaptoethanol und 15 miniitiges Schiitteln bei RT eluiert und auf 10 %

SDS-PAGE aufgetrennt. Nach dem Blotten erfolgte die Immunfédrbung mit den Antiseren
D90 (fiir TAPI, 1C2 und 2V1) oder 116-5 (fiir TAP2, 2C1 und 1V2).

Diese Nukleotidbindeeingenschaften konnten fiir 1V2, 1C2 und 2C1 durch 8-Azido-ATP-
Kreuzvernetzung (siche Abschnitt I11.3.16.) bestitigt werden (Abbildung I1V.14.B.). Da 2V1
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sehr schwach exprimiert wird und im Laufe der Zeit immer mehr an Expression verlor, konnte
sie fiir ,,spiter durchgefiihrte Untersuchungen® wie ATP-Kreuzvernetzung nicht eingesetzt
werden.

Die 8-Azido-ATP-Kreuzvernetzungsstudien wurden auch an TAP-Chiméren durchgefiihrt
(siche Abbildung 14.A.). Das Nukleotidbindeverhalten der einzeln exprimierten TAP-Ketten,
wurde nicht durch ihre Koexpression mit einer anderen TAP-Kette beeinflusst. Eine
Ausnahme zeigte die 1/2V1. ATP-Bindung konnte nur an der 2V1-Kette festgestellt werden.
Die TAPI1-Kette, die normalerweise gutes ATP-Bindeverhalten zeigt, wurde durch die
Paarung mit 2V1 ,,negativ* beeinfluf3t.

Die Nukleotidbindeuntersuchungen zeigen, daB3 einerseits der C-Terminus von TAP
entscheidenden strukturellen Einflul auf die Nukleotidbindedomidnen nimmt, und
andererseits, dal ATP-Bindung der NBD2 strukturellen Einflu auf die mit ihr gepaarte
NBD1 haben kann.

Abbildung 1V.14. 8-Azido-ATP-Kreuzvernetzung. Membranen von je 1x10’-Zellen
wurden in 100 pl 1% Triton X-100 / ATP-Bindepuffer solubilisiert und unldsliches Material
durch Zentrifugation abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 10 uCi 8-Azido-[a->*P]-ATP
fiir ca. 15 min. im Dunkeln inkubiert. AnschieBend erfolgte die Kreuzvernetzung durch
Bestrahlung mit einer 365 nm UV-Lampe fiir 10 min. Die Proben wurden mit 1% Triton X-
100 / ATP-Bindepuffer auf 400 pl aufgefiillt und einer Immunprézipitation mit dem
Antiserum D90 oder 116-5 unterzogen. Unspezifisch gebundenes Material wurde durch
viermaliges Waschen mit 1% Triton X-100 inTBS/MgCl, (pH 7,4) entfernt. Die prézipitierten
Proteine wurden mit UREA-Probenpuffer eluiert, auf einem 7,5 % SDS-PAGE aufgetrennt
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und autoradiographisch analysiert (siehe II1.3.8.). (B) zeigt das Ergebnis der 8-Azido-ATP-
Kreuzvernetzung der Einzellketten. Membranen vorinkubiert mit D90 (***) oder 116-5 (**).

6. Peptidbindeverhalten der TAP-Chimiren

Da eine starke Korrelation zwischen der Nukleotidbindung und Peptidbindung besteht (van
Endert 1999, Knittler et al. 1999, Saveanu et al. 2001), sollte untersucht in wieweit der
beobachtete EinfluB des C-Terminus auf die Nukleotidbindung auch auf die
Peptidbindeeingenschaft der TAP-Chimdren {bertragen wird. Hierzu  wurden
Peptidkreuzvernetzungsstudien (siche Abschnitt I11.3.20.) an Mikrosomen oder Membranen
der TAP-Chimiren, TAP-WT als positive und T2 als negative Kontrollen durchgefiihrt. Als
Substrat wurde das S8-Peptid (TVDNKTRYR), ein optimales Bindepeptid fiir TAP?,
eingesetzt (Deverson et al. 1998). In der Abbildung IV.15. sind die Ergebnisse der
autographischen Analyse dargestellt.

Keine Peptidbindung wurde fiir die Chimédren 1/2C1, 2/1V2, 1C2/2C1 und 1N2/2Cl
beobachtet. Dagegen konnten 1/2V1, 2/1C2, 1V2/2V1, 1N2/2V1 und 2N1/1C2 Peptid binden,
wobei 1/2V1 sehr niedrigere Peptidaffinitét zeigte (durch das Scannen ist die Bandenintensitét
von 1/2V1 noch schwicher zu sehen). Das Peptidbindeverhalten hidngt von den
unterschiedlichen Kombinationen von C- und V-Regionen der NBDs ab. Im Allgemeinen ist
zu beobachten, dass alle Transporter, die eine NBD-Untereinheit (C1V2) bestehend aus der
Kern-NBD von TAPI1 (C1) und der V-Region von TAP2 (V2) enthalten, kein Peptid binden
konnen. Dagegen ist Peptidbindung festzustellen, wenn eine NBD des Transporters aus der

Kern-NBD von TAP2 (C2) und der V-Region von TAP1 (V1) besteht.
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Abbildung IV.15. A. Peptidkreuzvernetzungstudien an den TAP-Chiméren. Membranen
von 2x10" TAP-WT-Zellen und Mikrosomen von ca. 3x10 Zellen aller anderen Zelllinien
wurden mit 15 pl einer 8 UM HSAB-konjugierte '*°I markierte Peptidlésung unter Rotlicht
versetzt. Nach Inkubation auf Eis fiir 5 min, erfolgte die Kreuzvernetzung durch fiinf miniitige
Bestrahlung bei 254 nm. Die Membranen wurden anschlieend abzentrifugiert und mit TX-
100 / PBS solubilisiert. Unldsliches Material wurde abzentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir
eine Immunprézipitation mit den Antikdrpern 116/5 oder D90 eingesetzt. Nichtspezifisch
gebundene Proteine wurden durch dreimaliges Waschen mit 1 ml Triton X-100 entfernt. Die
Elution prézipitierter Proteine erfolgte mit 50 ul UREA-Probenpuffer AnschlieBend wurden
die eluierten Proteine auf einem 10 % SDS-PAGE aufgetrennt und durch eine
Autoradiographie analysiert. WT-Membranen wurden nach der Kreuzvernetzung mit 116-5
(WT-Probe links) oder mit D90 (WT-Probe rechts) immunprézipitiert. B. Westernblotanalyse
der eingesetzten Mikrosomen.

7. Untersuchungen zur Funktionalitiat der TAP-Chiméaren

Um zu untersuchen, welche der TAP-Chimiren einen funktionalen Transporter besitzen,
wurden drei unabhingige Studien zur TAP-Aktivitdt durchgefiihrt. Alle drei Experimente
wurden ausfiihrlich in den Abschnitten I11.3.14. (Untersuchung der intrazelluliren MHC-
Klasse I-Reifung), 111.3.21. (Peptidtransportassay) und I11.3.22. (Untersuchung der MHC-

Klasse I-Zelloberfldchenexpression) erklért.

7.1. Untersuchung der intrazelluliiren MHC-Klasse I-Reifung

MHC-Klasse I-Molekiile, die mit Peptid nicht beladen werden, werden im ER
zuriickgehalten. Thre unmodifizierten Zuckerreste sind gegen Endoglykosidase H sensitiv. Die
MHC-Klasse I-Molekiile, die Peptide gebunden und das ER verlassen haben, sind aufgrund

der Modifizierung ihrer Zuckerreste EndoH-resistent. In T2-Zellen ist die Beladung der
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meisten MHC-Klasse [-Molekiilen TAP-abhéngig. Damit ist die EndoH-Sensitivitit ein
indirekter Beweis fliir TAP-Aktivitit (siche Abschnitt I111.3.14.). In Abbildung IV.16. sind
die Westernblotanalysen der mit EndoH behandelten Zelllysate und deren Quantifizierungen
dargestellt. Die MHC-Klasse [-Molekiile der Zelllinie 2/1C2 zeigen héhere EndoH-Resistenz
als die TAP-negative T2-Zelllinie. Im Vergleich zu TAP-WT zeigt 2/1C2 ca. 50 % EndoH-
Resistenz. 1N2/2V1, eine identische Nukleotidbindekassette zu 2/1C2 besitzt, zeigt ca. 20%
EndoH-Resistenz. Alle anderen Zelllinien zeigen eine der TAP-negativen T2-zelllinie
vergleichbare hohe Sensitivitit gegeniiber EndoH. Demnach beeinflussen die

Dominenaustausche in TAP funktionelle Mechanismen des Transporters.
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Abbildung 1V.16. Untersuchung der intrazelluliren MHC-Klasse I-Reifung TX-100 —
Lysate von 1x10° Zellen der Einzelketten (A) bzw. Doppelketten exprimierenden T2-
Zelllinien (B und C) wurden mit 20 pl Endo H-Inkubationspuffer fiir ca. 30 min. bei RT auf
einem Schiittler inkubiert. AnschlieBend wurden 7,5 mU Endo H zugegeben und bei 37°C fiir
12-16 Stunden inkubiert. Als Kontrolle diente jeweils ein Ansatz ohne Endo H. Die Proben
wurden anschlieBend mit 15 pl 2 x Probenpuffer versetzt, ca. 15 min. bei RT geschiittelt und
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ca. 8 min. bei 65°C inkubiert. Die Proteine wurden auf 10 % SDS-PAGE aufgetrennt und
nach dem Blotten wurde das Laufverhalten der MHC-I-schwere Kette durch Immunofarbung
mit dem monoklonalen Antikérper (3B10.7) bestimmt. Wegen ihres reduzierten
Molekulargewichts laufen Endo H-sensitive Molekiile im SDS-Gel weiter als EndoH-
resistente. Die Intensitit der Banden von Endo H-resistenten und sensitiven MHC-schwere
Ketten wurden quantifiziert, die Werte normalisiert und graphisch dargestellt.

7.2. Untersuchung der MHC-Klasse I-Zelloberflichenexpression

Die T2-Zelllinie zeigt wegen der TAP—Defizienz eine stark reduzierte Oberflaichenexpression
von MHC-Klasse I-Molekiilen im Vergleich zur Ursprungszelllinie T1 (Salter et al. 1985).
Durch die Transfektion von T2-Zellen mit den cDNAs von Ratten-TAP1 und TAP2 wurde die
MHC-Klasse I[-Oberflichenexpression wiederhergestellt (Momburg et al. 1992). T2-Zellen
exprimieren die MHC-Klasse I-Allele HLA-B5 und HLA-A2. Wéhrend HLA-A2 auch TAP-
unabhéngig Signalpeptide Laden kann (Wei et al. 1992), wird HLA-B5 TAP-abhingig mit
Peptid beladen. Die Oberflichenexpression von HLA-BS5 ist damit ein indirekter Indikator fiir
die Aktivitdt von TAP.

Zur Untersuchung der Aktivitit der hergestellten TAP-Chimédren wurde mittels FACS-
Analyse (siche Abschnitt I11.3.22.) die Oberflichenexpression von HLA-BS5 mit Hilfe des
konformationsspezifischen Antikorpers 4E bestimmt.

Die Ergebnisse (siche Abbildung IV.17.) bestétigen die Aktivitdt von 2/1C2. Sie zeigen eine
durchschnittliche antikorpervermittelte HLA-B5-Oberfldchenfluoreszenz von 574 und
erreicht damit ca. 38 % der bei TAP-WT gemessenen Oberfldchenfluoreszenz. Dem Endo-H-
Verdau entsprechend zeigt die 1N2/2V1-Zelllinie mit 135  durchschnittliche
Oberflachenfluoreszenz eine Expression iiber den TAP-negativen T2-Hintergrund (69
durchschnittliche Oberflichenfluoreszenz). Ahnliche Werte zeigen die Zelllinien 1/2V1 und
2N1/1C2 mit jeweils 156 und 168 durchschnittliche Oberflichenfluoreszenz. Diese Werte
wurden durch drei unabhédngige FACS-Analysen bestitigt. Alle anderen Zelllinien zeigen
dhnliche Werte wie die von den TAP-negativen T2-Zellen, was die Ergebnisse des EndoH-
Verdaus bestitigt
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Abbildung IV.17. Analyse der Oberﬂachenexpressmn von HLA-BS in allen etablierten
TAP-Doppelketten exprimierenden Zelllinien. 5x10°-Zellen wurden zweimal mit kaltem
DFN gewaschen und in 1 ml kaltem DFN resuspendiert. 25 ul davon wurden mit dem
monoklonalen Anti-HLA-B5-Antikorper (4E) oder mit 50 pul DFN, als negative Kontrolle
(nicht ausgefiillte Histogramme), bei 4°C fiir 30 min. inkubiert. Nicht spezifisch gebundene
Antikdrper wurden durch viermaliges Waschen mit jeweils 200 ul DFN entfernt.
AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem fluoreszenzmarkierten Zweitantikdrper (goat
anti mouse IgG-FITC) im Dunkeln bei 4°C fiir 30 min. Nicht spezifisch gebundene
Antikorper wurden durch viermaliges Waschen mit jeweils 200 pul DFN entfernt. Die Zellen
wurden in 600 pl DFN resuspendiert. Unmittelbar vor der Messung im FACScan wurden 3 pl
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Propidiumiodid zugegeben. Propidiumiodid férbt die toten Zellen. Durch den
Emissionsspektrumunterschied zwischen Propidiumiodid (550-720 nm) und FITC (490-590
nm) kdnnen die toten Zellen identifiziert und ausgeschlossen werden. Je 10000 Zellen wurden
im  FACScan  analysiert  (ausgefiillte = Histogramme).  Die  durchschnittliche
Fluoreszenzintensitét ist jeweils durch die Mean-Zahl angegeben.

7.3. Peptidtransportassay

Der Peptidtransport wurde nach Neefjes et al. (1993) durchgefiihrt (siche Abschnitt
111.3.21.).

Der Assay zeigt Transportaktivitit nur bei 2/1C2 (siche Abbildung IV.18.) und bestitigt
damit die Ergebnisse der FACS-Analyse und des EndoH-Verdaus. Die beim EndoH-Verdau
und durch die FACS-Analyse ermittelte geringe Aktivitit von IN2/2V1, 1/2V1 und 2N1/1C2
wurde allerdings hier nicht bestitigt. Mogliche Erklarung dafiir wire, dass dieser
Transportassay fiir quantitative Studien nicht geeignet ist. Mdglicherweise wird eine geringe
Transportaktivitit von TAP nicht detektiert. Schmitt & Tampe (2000) berichten iiber
mogliche Probleme bei diesem Transportassay. Die ins ER transportierten Peptide konnen
nicht nur glykosiliert werden, sondern sie konnten auch wieder ins Zytosol transportiert,
getrimmt oder abgebaut werden. Moglicherweise konnen diese Peptidverlufite bei einem
»starken* Transporter kompensiert werden, nicht aber bei TAP-Chimédren mit sehr niedriger
Transportaktivitit. Hilton et al. 2001 vermuten, dass Peptide nach ihrem TAP-abhidngigen
Transport zuerst frei ins ER-Lumen diffundieren. Damit stellt sich die Frage, ob nur die
Peptide, die moglicherweise frei ins ER-Lumen diffundieren, glykosiliert werden, wéhrend
diejenigen, die direkt an MHC-Klasse [-Molekiile beladen werden, unmodifiziert bleiben.
Wire das der Fall, so wiirde ein ,,starker TAP-Transporter einen UberschuBl an Peptiden
(zumal werden Peptid und ATP beim Transportassay in Uberschuf} eingesetzt) transportieren,
die nicht alle direkt an MHC-Klasse [-Molekiile beladen werden konnen. Ein betrdchtlicher

Teil davon konnte damit ins ER-Lumen diffundieren.
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Abbildung IV.18. Peptidtransportassay. 2-3x10° Zellen der angegebenen Zelllinien wurden
mit Streptolysin O permeabilisiert und in 80 pul Peptidbindepuffer aufgenommen. 5 pl einer
jodierten 20 mM-Peptidlosung (100 pMol) wurden zugegeben. Die Transportaktivitit wurde
durch Inkubation bei 37°C fiir 10 min ermdglicht. Durch Zugabe von 1 ml ConA-Bindepuffer
wurde die Reaktion gestoppt und die Zellen fiir 5 miniitige Inkubation bei RT lysiert.
Unlosliches Material wurde abzentrifugiert. Der Uberstand wurde auf 100 ul ConA-Agarose
gegeben und fiir 1 Stunde auf einem Uberkopfroller bei RT inkubiert. Nach fiinfmaligem
Waschen der Agarose mit ConA-Bindepuffer wurde schlieBlich die <y-Strahlung der
glykosylierten und folglich transportierten Peptide gemessen. Die TAP-negativen T2-Zellen
dienten als negative Kontrolle. Von jeder zelllinie wurden 2 Proben gemessen und dessen
Mittelwert wurde hier eingetragen.

8. Einflul von ADP auf Peptidtransport durch TAP

Die hier durchgefiihrten Nukleotidbindeassays (siche Abschnitt IV.A.5.) sowie die
Ergebnisse anderer Arbeiten (z.B. Androlewicz et al. 1993, Knittler et al. 1999) zeigen, dass
TAP gleiche Affinitit zu ADP und ATP besitzt. Es stellt sich die Frage, ob TAP selektiv ATP
binden kann, oder eine Kompetition zwischen ADP und ATP um die Bindung an TAP

stattfindet. Im letzteren Fall bestimmt allein die Konzentration von ADP und ATP, welches
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Nukleotid bindet. Um dies zu untersuchen, wurde ein Peptidtransportassay in Abhéngigkeit
vom ATP/ADP-Konzentrationsverhéltnis durchgefiihrt (siche Abbildung IV.19.).

Das Ergebnis zeigt, dass TAP bei einem ATP/ADP-Konzentrationsverhéltnis von 1:1 ca.

20 % seiner Aktivitét verliert. Bei einem ATP/ADP-Konzentrationsverhéltnis von 1:2 erreicht
TAP-WT fast die Hintergrundaktivitidt von TAP-negativen T2-Zellen. Dies deutet darauf hin,
dass ADP um die Bindung an TAP konkurriert und den Peptidtransport inhibiert. Die recht
hohe Transportaktivitit von TAP bei 1:1 ATP/ADP-Konzentrationsverhiltnis deutet jedoch
darauf hin, dass moglicherweise TAP wihrend des Transportprozesses hohere Affinitit zu
ATP besitzt. Das zellulire ATP/ADP-Konzentrationsverhdltnis von ca. 10:1 (Lehninger /
Nelson / Cox, 1994) stellt ein weiteres Faktor, das die Bindung von ATP an TAP begiinstigt.
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Abbildung IV.19. Peptidtransportassay von TAP-WT in Abhingigkeit vom ATP/ADP-
Konzentrationsverhiltnis. Jeweils 2-3x10° T2- und TAP-WT-Zellen wurden mit
Streptolysin O permeabilisiert und in 80 pl Peptidbindepuffer, ohne (-) oder mit 0,8 umol
ATP sowie ohne (-)oder mit 0,4 (0,5x), 0,8 (1x) oder 16 umol ADP, aufgenommen. 5 pl einer
jodierten 20 mM-Peptidlosung (100 pMol) wurden zugegeben. Die Transportaktivitit wurde
durch Inkubation bei 37°C fiir 10 min ermdglicht. Durch Zugabe von 1 ml ConA-Bindepuffer
wurde die Reaktion gestoppt und die Zellen fiir 5 miniitige Inkubation bei RT lysiert.
Unldsliches Material wurde abzentrifugiert. Der Uberstand wurde auf 100 ul ConA-Agarose
gegeben und fiir 1 Stunde auf einem Uberkopfroller bei RT inkubiert. Nach fiinfmaligem
Waschen der Agarose mit ConA-Bindepuffer wurde schlieBlich die <y-Strahlung der
glykosylierten und folglich transportierten Peptide gemessen.
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B. TAP-Deletionsmutanten

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass der C-Terminus einen Einfluss auf die
Nukleotidbindeeigenschaft von TAP hat. Basierend hierauf stellte sich die Frage, ob die Kern-
NBD alleine die Nukleotidbindekassette bildet und der C-Terminus nur eine regulatorische
Funktion hat, in dem er den Zugang von ATP zu der Nukleotidbindekassette verhindert oder
begiinstigt. Um dies zu untersuchen wurden TAP-cDNAs hergestellt, die jeweils fiir C-
terminal gekiirzte TAP1- und TAP2-Proteine ohne die jeweilige V-Region, exprimieren (siche

Abbildung IV.21.).

1. Herstellung von TAP-Ketten mit deletierten C-terminalen Regionen

Fiir die Herstellung von TAP-cDNAs, die fiir ein C-terminal gekiirztes TAP-Protein (ohne die
V-Region) kodieren wurden mittels ortsgerichteter Mutagenese Stop-Codons in die cDNAs
fiir TAP1 und TAP2 unmittelbar vor der V-Region eingefiihrt. Um eine schnelle Uberpriifung
der Klone durch Restriktionsanalyse zu ermodglichen, wurden die pBIKS-TAPI1+intScal und
pBIKS-TAP2+intScal (siche Abschnitt IV.A.l.a.) verwendet. Durch ortsgerichtete
Mutagenese mit den Primer TAP-V1F und TAP-V1B (siche Abschnitt 11.6.) wurden in
TAP1+intScal die Nukleotide A 2000 in G (Nukleotidpositionen ausgehend von der EcoRI-
Klonierungsstelle), G 2012 in T und C 2014 in A ausgetauscht. Durch der Riickfiihrung von
A in T (siche Abschnitt IV.A.1.a.) wurde ein degeneriertes Codon (GCT) fiir das Alanin
hergestellt (in TAP-WT codiert das Triplett GCC fiir das Alanin) und gleichzeitig die
Restriktionsschnittstelle fiir Scal entfernt (die Scal-Erkennungssequenz AGTACT wurde in
AGTGCT iiberfiihrt). Die anderen Nukleotidaustausche fiihrten zur Generierung eines Opal-
Codon (GGC fir Glycin verdndert in Stopcodon_TGA) (siche Abbildung IV.6.). In
TAP2+intScal wurde durch ortsgerichtete Mutagenese mit den Primer TAP-V2F und TAP-
V2B (siche Abschnitt I1.6.) ein Amber-Codon (TAG-Stopcodon) eingefiihrt (durch den
Austausch von G 2016 in T). Gleichzeitig wurde durch den Austausch von A 2004 in G die
Scal-Schnittstelle deletiert. und GCT-degeneriertes Codon fiir Alanin hergestellt (wie bei
TAPlintScal, sieche Beschreibung oben). Durch Restriktionsverdau mit Scal konnten die
positiven Klone, die nur noch eine Schnittstelle fiir Scal enthalten, identifiziert werden (siche
Abbildung 1V.20.). AnschlieBend wurden die mutierten Bereiche sequenziert. Die
hergestellten Konstrukte wurden mit TAP1AV1 und TAP2AV2 bezeichnet. TAP2AV2
unterscheidet sich von TAP2-Wildtyp in den Positionen 2006 (T in TAPIAVI statt C im
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Widtyp) und 2016 (T in TAP1AV1 statt G im WT) (Nukleotidpositionen ausgehend von der
EcoRI-Klonierungsstelle). TAPIAV1 enthdlt folgende Substitutionen im Vergleich zum
TAP1-Wildtyp: in der Position 2002 ein T statt C, in 2012 T statt G und in der Position 2014
A statt C. Die EcoRI-Fragmente, die jeweils die cDNA fiir TAP1IAV1 und TAP2AV2
enthalten, wurden in in den Expressionvektor pHBAprineo umkloniert und nach der Scal-

Linearisierung fiir die Transfektion von T2-Zellen eingesetzt.

5000
4072

3054

2036
1636

Abbildung 1V.20. Restriktionsverdauanalysen der TAP-Konstrukte nach dem Entfernen
der Sca I-Schnittstelle.

2. Expression und Nomenklatur der TAP-Deletionsmutanten

Bei den T2-Zellen, die mit TAPIAV1-cDNA alleine oder kombiniert mit TAP1-cDNA,
transfiziert wurden, konnte mittels Westernblotanalyse keine TAP1AV1-Kette mit Hilfe des
Serums 1p4 (siche Abschnitt 11.3.9.) detektiert werden. Ip4 ist ein polyklonales
Kaninchenantiserum, gerichtet gegen ein intramolekulares Peptid (SEKIFEYLDRTPR) aus
der vorhergesagten vierten zytosolischen Schleife vom humanen TAP1. 1p4 konnte, wenn
auch nicht immer, Ratten-TAP1 erkennen. Ob die untersuchten Klone das TAP1AV1-Protein
nicht exprimieren oder diese Kette von 1p4 nicht erkannt werden konnte, konnte in Rahmen
dieser Arbeit nicht gekldrt werden. Dagegen konnte erwartungsgemill TAP2AV2-Protein mit
Mac394 identifiziert werden.
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Zwei weitere T2-Zelllinien, die TAP2AV2 als Einzelkette oder zusammen mit TAPI1

exprimieren, wurden etabliert.

Bei der TAP-Deletionsmutante, wurd die deletierte Region dadurch bezeichnet, dass das

Symbol ,,A* davor gesetzt wurde. So handelt es sich bei ,,2 A V2 um eine gekiirzte Form von

TAP2, die ohne die V-Region exprimiert wird (siche Abbildung IV.21.).

TAP2

TMD2

C2 N2

V2 -

—

2AV2 1/2AV2

Etablierte T2-Zelllinien

Abbildung IV.21. Nomenklatur der etablierten Deletionsmutanten.

Die Abbildung IV.22. zeigt Westernblotanalyse von 2AV2 und 1/2AV2. Mit Hilfe von

Mac394 konnte erwartungsgemidl 2AV2 bei einem Molekulargewicht von ca. 55 kDa

identifiziert werden. 2AV?2 zeigt sehr schwache Expression. Die Koexpression mit TAP1 trug

nicht zur Stabilisierung von 2AV?2 bei, wie es der Fall von 2V1 ist.

A.
~ o o
Q Q Y v N ™~
AN QO
T
— .-
i -‘.—-ﬂ:'. - . 55kDa
. 'I“"“
mit Mac394 gefirbt
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" mit D90 gefiirbt mit Mac394 gefirbt

Abbildung 1V.22. Westernblotanalyse von 2AV2- (A) und 1/2AV2-Zelllinien. (B). TX-
100 Lysate von je 1x10° Zellen wurden auf einem 10 % SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt
und auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen. AnschlieBend erfolgte eine Immunférbung
mit dem Antiserum D90 oder Mac394

3. Untersuchung des Assoziationsverhaltens

Die Koprizipitationsuntersuchung zeigt, dass die TAP-Ketten 2AV2 und TAP1 in der
Zelllinie 1/2AV2 assoziieren konnen. In der Abbildung IV.23. sind die Ergebnisse der
Koprézipitation dargestellt.

1/2AV2

|
Ip Lysat
| ER G BRI

<«—— TAPI1

mit D90 gefarbt

Abbildung 1V.23. Koprizipitation beider in einer Zelllinie exprimierenden TAP-Ketten.
Triton X-100 Lysate von 8x10’ Zellen wurden iiber Nacht mit an Protein A-Sepharose
gekoppeltem Antikorper des Antiserum Mac394 inkubiert. Nach fiinfmaligem Waschen der
Sepharose wurden die gebundenen Proteine mit 2 x SDS-Probenpuffer eluiert und einer
Westernblotanalyse unterzogen. TAP1 konnte koprizipitiert werden.

4. Nukleotidbindeassay

Wegen der schwachen Expression von 2AV2 wurden fiir das Nukleotidbindeassay 1x10®

Zellen eingesetzt. Die Untersuchung zeigt ein {liberraschendes Ergebnis (siche Abbildung
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IV.24.). 2AV2 zeigt starke Bindung zu ADP-Agarose. Die Deletion des 66 Aminosdure
langen C-Terminus von TAP2 scheint also, die Kompetenz der NBD2 ADP zu binden, nicht

beeintrichtigt zu haben.

2AV2

| ADP| ATP |

'ﬂ L 55kDa
| 5 -,;k;m-"v fo 54 4

Abbildung 1IV.24. Untersuchung zur Bindung von 2AV2 an Nukleotidagarose. Pro
Nukleotidbindeansatz wurden Membranen aus ca. 8x107 Zellen in 600 ul 1 % Triton X-100 in
TBS/MgCl, (pH 7,4) lysiert. Unlysiertes Material wurde abzentrifugiert und der Uberstand
auf die ADP- bzw. ATP-Agarose zugegeben und 45-60 min. bei 4°C auf einem
Uberkopfroller inkubiert. Unspezifisch gebundene Proteine wurden durch sechsmaliges
Waschen mit 1 ml 1 % Triton X-100 / TBS/MgCl, entfernt. Gebundene Proteine wurden
durch Zugabe von 50 pl 2 x Probenpuffer / 7% Mercaptoethanol und 15 miniitiges Schiitteln
bei RT eluiert und auf 10 % SDS-PAGE aufgetrennt. Nach dem Blotten erfolgte die
Immunfirbung mit dem Antikérper Mac394.

5. Untersuchung der intrazelluliiren MHC-Klasse I-Reifung

Yan et al. (1999) berichten von einer TAP2-Isoform, die eine um 50 Aminosédure C-terminal
gekiirzte TAP2-Variante, die unmittelbar vor der Switch-Region endet darstellt, und mit
TAP1 einen aktiven Transporter bildet. Es sollte untersucht werden, ob auch 2AV2,
koexprimiert mit TAP1, einen aktiven Transporter bilden kann. Zumal 1/2AV2 das selbe
Nukleotidbindeverhalten wie TAP-WT zeigen. Hierzu wurde ein Endo H-Verdau durch
gefiihrt (sieche Abbildung 1V.25.). 1/2AV2 zeigt eine der TAP-negativen T2-Zelllinie

vergleichbare hohe Sensitivitdt gegeniiber Endo H und ist damit nicht aktiv.

Abbildung IV.25. Untersuchung der intrazelluliren MHC-Klasse I-Reifung TX-100 —
Lysate von 1x10° Zellen wurden mit 20 ul Endo H-Inkubationspuffer fiir ca. 30 min. bei RT
auf einem Schiittler inkubiert. Anschlieend wurden 7,5 mU Endo H zugegeben und bei 37°C
fiir 12-16 Stunden inkubiert. Als Kontrolle diente jeweils ein Ansatz ohne Endo H. Die
Proben wurden anschlieBend mit 15 pl 2 x Probenpuffer versetzt, ca. 15 min. bei RT
geschiittelt und ca. 8 min. bei 65°C inkubiert. Die Proteine wurden auf 10 % SDS-PAGE
aufgetrennt und nach dem Blotten wurde das Laufverhalten der MHC-I-schwere Kette durch
Immunofirbung mit dem monoklonalen Antikérper (3B10.7) bestimmt. Wegen ihres
reduzierten Molekulargewichts laufen Endo H-sensitive Molekiile im SDS-Gel weiter als
EndoH-resistente. Die Intensitdt der Banden von Endo H-resistenten und sensitiven MHC-
schwere Ketten wurden quantifiziert, die Werte normalisiert und graphisch dargestellt.
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C. Herstellung von TAP-Ketten mit ausgetauschten ,,Switch-Regionen*

In einem Versuch, die entscheidenden Aminosduren in der C-terminalen V-Region, die fiir
den beobachteten unterschiedlichen EinfluB der VI- und V2-Region auf das
Nukleotidbindeverhalten von NBD1 und NBD2 verantwortlich sind (siche Abschnitt
IV.A.S.), zu identifizieren, wurden drei in der Switch-Region vorkommende nichthomologe
Aminosduren zwischen NBD1 und NBD2 ausgetauscht (siche Abbildung 1V.26.). Ein bei

fast allen ABC-Transportern in der Switch-Region vorkommendes Histidin ist in NBD1 von
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TAP1 nicht vorhanden. Dieses Histidin scheint bei HisP-Protein iiber ein Wassermolekiil
Kontakt zum y-Phosphat aufzunehmen. Ferner wird postuliert, dass die Switch-Region als
Signaliibertrdger zwischen die Transmembrandomdne und die Nukleotidbindedomine
fungiert (Speiser et al. 1991).

Zur Herstellung von TAP-cDNAs mit ausgetauschten Switch-Regionen wurden die in
pBluescript KS(+) klonierten TMD2NBDI1-cDNA und TMDINBD2-cDNA (Daumke O.,
2000) (siche Abbildung IV.5.) verwendet. Fiir die PCR-Mutagenese wurden die
komplementéren Primer NBD1-SW2F und NBDI1-SW2B fiir TMD2NBDI-cDNA bzw.
NBD2-SW1F und NBD2-SW1B fiir TMDINBD2-cDNA (siche Abschnitt I1.6.) eingesetzt.
Die PCR-Produkte wurden in kompetente DH5a-Bakterien transformiert. Die Plasmid-DNA
wurde aus den gewachsenen Bakterienkolonien prépariert und die positiven Klone durch
Sequenzieren der Mutationsbereiche identifiziert.

Hierdurch wurden in der TMD2NBD1-cDNA die Nukleotide A 1994 in G, G 1999 in C und
A 2001 in G ausgetauscht (Nukleotidpositionen ausgehend von der EcoRI-Klonierungsstelle).
In der TMDINBD2-cDNA wurden die Nukleotide G 2063 in A, C 2068 in G und G 2070 in
A (Nukleotidpositionen ausgehend von der EcoRI-Klonierungsstelle). Auf dieser Weise
wurde in der TMD2NBD1-cDNA aus der Sequenz CTT CTG ATC ACC CAG CAG CTC
AGC, die fiir LLITQQLS kodiert, die Sequenz CTT CTG ATC GCC CACCGG CTC AGC
kodierend fiir LLIAHRLS generiert. In der TMD1NBD2-cDNA wurde aus der Sequenz CTG
GTC ATT GCT CAC CGG CTG CAC, die fir LVIAHRLH, die Sequenz CTG GTC ATT
ACT CAG CAG CTG CAC kodierend fiir LVITQQLH generiert (siche Abbildung 1V.26.)
Die hergestellten TAP-cDNAs mit ausgetauschten Switch-Regionen wurden mit pBIKS-
IN2SW1 (enthdlt die mutierte TMDINBD2-cDNA) und pBIKS-2N1SW2 (enthélt die
mutierte TMD2NBD1-cDNA) bezeichnet.

IN2 | —DRTMLVIAHR-- —SRTVLLITQQ-- | 2N1
IN2SW1 | DRTMLVITQQ SRTVLLIAHR | 3N1SW2

Abbildung IV.26. Aminosiurenaustausche in der Switch-Region twischen 1N2 und 2N1.
Nur die Switch-Regionen beider TAP-Konstrukte sind dargestellt.
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Die 2,69 kb- und 2,45 kb-EcoRI-Fragmente, die jeweils die cDNA fiir 2N1SW2 und IN2SW1
enthalten, wurden aus dem pBIKSP isoliert und in die EcoRI-Klonierungsstelle des
Expressionsvektor pHBAprineo eingefiihrt. Sie wurden mit pHBAprineo-2N1SW2 und
pHBAprineo-1IN2SW1 bezeichnet. Mittels Restriktionsanalysen mit BamHI fiir IN2SW1 und
Sall 2N1SW2 wurde die klonierungsorientierung der Konstrukte im Expressionsvektor
tiberpriift. Bei richtiger Orientierung sollten 1,8 kb- und 11,1 kb-Fragmente aus pHBAprIneo-
IN2SW1 bzw. 1,2 kb- und 12,2 kb-Fragmente aus pHBAprineo-2N1SW2 generiert werden
(siche Abbildung IV.27.).
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Abbildung IV.27. Restriktionsanlysen zur Priifung der Klonierungsorientierung von den
hergestellten TAP-Ketten in den Expressionsvektor pHBApr1neo.

Die Konstrukte wurden durch Scal-Verdau linearisiert und als FEinzelkette oder in
Kombination mit anderen TAP-Ketten in TAP-negativen T2-Zellen transfiziert.

In der Abbildung IV.28. sind die vorgenommenen Transfektionen dargestellt.

In weiterfiihrenden Studien soll die Charakterisierung der positiven Klone durchgefiihrt
werden. Dabei soll vor allem gepriift werden, ob IN2SWI1 das gleiche
Nukleotidbindeverhalten wie 1C2 zeigt und mit TAP2 einen aktiven Transporter bilden kann.
Sollte die Switch-Region trotz Sequenzunterschiede nicht fiir die unterschiedliche

Funktionalitit zwischen NBD1 und NBD2 verantwortlich sein, so sollte 1IN2SW1 in
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Kombination mit 2N1 das gleiche Phanotyp wie 1N2/2N1 (Daumke et al. 2001) zeigen und
einen aktiven Transporter bilden. Das gleiche gilt fiir 2N1SW2. Es soll untersucht werden, ob
2N1SW?2 das gleiche Nukleotidbindeverhalten wie 2C1 zeigt.

Die hergesiellten TAP-cDNAs mit ausgetanschien Switch-Regionen

1MW 2152

Darstellung der vorgenommenen Transfelctionen

1N25W1 1M25W1 7 2N1 21 1MN25W1

2N1SW2 2N1ISW2 / 1M2 2 1 IN15W2

Abbildung 1IV.28. Schematische Darstellung der hergesteliten TAP-cDNAs mit
ausgetauschten Switch-Regionen (oben). Unten sind die TAP-Einzel- bzw. Doppelketten
dargestellt, die in T2-Zellen transfiziert wurden.
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V. Diskussion

Der Transporter associated with antigen processing (TAP) gehort zur Familie der ATP-Binding
Cassette (ABC)-Transporter (Higgins 1992). TAP besteht aus zwei Untereinheiten TAP1 und
TAP2. Jede Untereinheit besteht aus einer Transmembrandomidne (TMD) und einer
Nukleotidbindedomédne (NBD). Sowohl die TMDs als auch die NBDs sind funktional
verschieden (Alberts et al. 2001, Daumke et al. 2001, Lapinski et al. 2001). Bei den NBDs
beruht die unterschiedliche Funktionalitdt auf intrinsischen Eigenschaften (Daumke et al. 2001).
In dieser Arbeit wurde untersucht, in wieweit die ca. 70 Aminosduren langen C-Termini und die
Kern-NBDs von TAP (siche Abbildung 1.6.) die asymmetrische Funktionalitdt der
Nukleotidbindedoménen bedingen. Dazu wurden rekombinante Transporter hergestellt, in denen
die C-Termini oder die Kern-NBDs zwischen NBD1 und NBD2 wechselseitig ausgetauscht
wurden (siche Abbildung 1.6.). Uberdies wurde eine weitere TAP-Mutante, der die C-terminale
V-Region fehlt, hergestellt. Die cDNAs fiir diese chiméren Transporter wurden generiert (siche
Abschnitt IV.A.1.a. und b. sowie IV.B.1. und 2.) und in TAP-negativen T2-Zellen stabil
transfiziert (siche Abschnitt I11.2.4.). Es wurden insgesamt sechzehn T2-Zelllinien, die stabil
ein oder zwei TAP-Ketten exprimieren, etabliert (siche Abschnitt IVA.2.a. sowie 1V.B.2.). Bei
der Auswahl der Kombinationen von TAP-Ketten wurde berticksichtigt, dass keine Transporter
mit identischen TMDs oder NBDs hergestellt werden. Arora et al.(2001) und Daumke et al.
(2001) zeigten, dass solche chimire TAP-Transporter nicht funktional sind.

Die Ergebnisse der Untersuchungen an den hergestellten chiméren Transportern sind tabellarisch

dargestellt (Abbildung V.1.).
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1v2

1C2

2v1

2C1

2AV2

1/2V1

1/2C1

2/1V2

TAP-WT

Assoziation beider TAP-Ketten

MHC-Ladekomplexbildung

ADP

Bindung an
Nukleotidagarose: ATP

8-Azido-ATP-Kreuzvernetzung

Peptidkreuzvernetzung

Transportaktivitat

+4+++

Abbildung V.1. Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse der Untersuchungen an den hergestellten TAP-Chiméren.

»=: keine messbare Aktivitét, bzw. Bindung usw.
,» T messbare Aktivitat bzw. Bindung usw. Anzahl der ,,+* gibt quantitative Unterschiede wider.

Bei Feldern ohne Zeichen wurden die Experimente an den entsprechenden TAP-Chiméren nicht durchgefiihrt.

Siehe Vorsetzung der Tabelle auf der ndchsten Seite.
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2/1C2

1V2/2V1

1C2/2C1

IN2/2V1

1N2/2C1

2N1/1V2

2N1/1C2

1/2AV2

Assoziation beider TAP-Ketten

MHC-Ladekomplexbildung

ADP

Bindung an

Nukleotidagarose: ATP

8-Azido-ATP-Kreuzvernetzung

Peptidkreuzvernetzung

Transportaktivitat

++

Siehe Legende am FuB3 des ersten Tabellenteils.
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Die Expression der TAP-Chimdren wurde durch Westernblotanalysen untersucht (siche
Abschnitt 1V.A.2.b. und IV.B.2.). Mit Ausnahme von 2V1 und 2AV2 zeigten alle TAP-
Chimaéren, im Vergleich zum TAP-WT, normale Expression. Die Koexpression von 2V1 mit
einer anderen Kette fiihrte zu dessen Stabilisierung. Immunprézipitationsuntersuchungen (siche
Abschnitt IV.A.3.) zeigten, dass 2V1 mit der jeweiligen koexprimierten TAP-Kette (mit 1V2,
TAP1 oder IN2) ein Dimer bildet. Dies deutet darauf hin, dass die Dimerisation einerseits den
schnellen Abbau von 2V1 verhindert und andererseits in einem sehr frithen Stadium, wahrend
oder unmittelbar nach der Synthese, erfolgt. Daumke et al. (2001) postulieren, dass TAP2-Ketten
zuerst Homodimere bilden, dann wird eine TAP2-Kette von TAP1 verdringt und ein
TAP1/TAP2-funktionales Heterodimer gebildet. Moglicherweise ist TAP2 iiberhaupt nur als
Dimer stabil. Durch den Austausch der V-Region konnte 2V1 die Fahigkeit, Homodimere zu
bilden, verloren haben und als Monomer schnell abgebaut werden. Solch ein Phanomen wurde
z.B. bei den o-Untereinheiten der Phospholipase PAF-AH (platelet-activating factor
acetylhydrolase) beobachtet (McMullen et al. 2000). Die Inhibierung der Dimerisierung durch
hohe Calciumkonzentrationen fithrt zur Instabilitit der o-Untereinheiten. Der V-
Doménenaustausch scheint aber nicht die Fihigkeit von 2V1, Heterodimere zu bilden,
beeintrachtigt zu haben. Dies kann damit erklart werden, dass die Homodimerisierung und
Heterodimerisierung auf die Interaktion unterschiedlicher Sequenzbereiche beruhen. Fiir die
TAP2-Homodimerisierung scheinen damit nicht nur die TMDs (Vos et al. 2000 und 1999)
sondern auch der C-Terminus verantwortlich zu sein. 2C1 zeigt, im Vergleich zu 2V1, eine
stabilere Expression. Das deutet darauf hin, dass V1 und V2 strukturell stirker von einander
abweichen als C1 und C2. Es bleibt abzuwarten, was eine weitere Strukturaufkldrung von der
NBD2 zeigen wird. Ferner zeigt die Fihigkeit von 2V1, Nukleotide und in Assoziation mit
TAP1 oder IN2 Peptide zu binden, dass der Dominenaustausch nicht die strukturellen
Vorraussetzungen fiir einen funktionellen Transporter beeintrachtigt haben.

Sehr schwache Expression zeigt auch die Deletionsmutante 2AV2. Die Dimerisierung mit der
TAPI1-Kette (bei der Zelllinie 1/2AV2) scheint nicht zu ihrer Stabilisierung beitragen zu kénnen.
Der Struktur der NBD1 vom humanen TAP1 (Gaudet und Wiley 2001, siche Abbildung 1.4)
entsprechend wiirden der Deletionsmutante 2AV2 drei B-Faltblitter und vier a-Helizes fehlen.
Dies konnte zu Faltungsproblemen gefiihrt haben und dementsprechend zur Instabilitdt des
Proteins. Eine um 100 Aminosduren C-terminal verkiirzte CFTR-Deletionsmutante wird
ebenfalls sehr schnell abgebaut (Haardt et al 1999). Gentzsch et al. (2000) konnten kurze

hochkonservierte hydrophobe Sequenzen im C-Terminus der NBD2 von CFTR charakterisieren,
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die fiir die Reifung und Stabilitit des naszierenden Proteins eine kritische Rolle spielen. Ob in
TAP2 auch dhnliche Sequenzen vorhanden sind, miissen weitere Untersuchungen kléren.

Bei allen weiteren hergestellten chimdren Transportern scheinen keine drastischen
Beeintrachtigungen der Struktur aufgetreten zu sein. Dies wird durch die Nukleotid- und -
Peptidbindefdhigkeit der chiméren Transporter und durch die Transportaktivitit von 2/1C2
bestitigt. Damit konnen die beobachteten Phénotypen bei den hergestellten chiméren
Transportern auf strukturelle Funktionen der ausgetauschten Dominen und nicht auf
Faltungsprobleme zuriickgefiihrt werden.

Die Kopréazipitation der chimédren Transporter mit den ER-residenten Komponenten des MHC-
Ladekomplexes, ER60, Calreticulin, Tapasin und MHC-schwere Kette, deuten auf korrekte
Integration der rekombinanten Transporter in der ER-Membran hin. Die Aktivitit des
Transporters 2/1C2 ist eine zusétzliche Bestitigung, dass die TMD-Topologie durch den
Dominenaustausch nicht beeintrichtigt wurde. Da die Interaktion von TAP mit dem MHC-
Ladekomplex iiber seine Transmembrandominen erfolgt (z.B. Tan et al. 2002) und Austausche
der NBDs zwischen TAP1 und TAP2 die Bildung des MHC-Ladekomplex nicht beeintrachtigen
(Daumke et al. 2001, Arora et al. 2001), war bei den hier hergestellten TAP-Chimiren keine
Beeintrachtigung der MHC-Ladekomplexbildung zu erwarten.

Die Untereinheiten aller hergestellten chimdren Transporter kdnnen Dimere bilden (sieche
Abschnitt IV.A.3. und IV.B.3.). Die Féhigkeit, Dimere zu bilden, deutet darauf hin, dass der
Domaénenaustausch keine grundlegende Beeintrachtigung der Struktur von TAP herbeigerufen
hat. Die Dimerbildung stellt eine wichtige Vorraussetzung fiir die Funktionalitit eines
Transporters dar. Uberdies zeigt die Koprizipitation, dass beide Ketten in der selben Zelle
exprimiert werden.

Die Nukleotidbindassays zeigen ein verdndertes Nukleotidbindeverhalten der TAP-Chimaéren.
Saveanu et al. (2001) und Alberts et al. (2001) konnten zeigen, dass TAP1 und TAP2 Affinitét
zu ADP besitzen, wihrend ATP priferentiell nur an TAP1 bindet. Uberdies ist dieses
Nukleotidbindeverhalten eine intrinsische Eigenschaft der NBDs (Daumke et al. 2001). Durch
den Austausch der C-terminalen V-Region konnte keine ATP-Bindung mehr an NBDI1
nachgewiesen werden. 1V2 und 2C1 zeigten nur noch ADP-Bindung. Dagegen bedingte der
Austausch bei der NBD2 die Féhigkeit, ATP zu binden. Sowohl fiir 2V1 als auch fiir 1C2
konnten ADP und ATP-Bindungen nachgewiesen werden. Das Nukleotidbindeverhalten von
NBD1 und NBD2 wird damit durch den C-Terminus beeinflusst. Die V2-Region scheint eine fiir

ATP-Bindung ungiinstige Konformation in der NBD zu induzieren, wihrend V1 die Bindung
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von ADP und ATP zuldsst. Der C-Terminus von TAP2 (V2) stellt moglicherweise einen
limitierenden strukturellen Faktor dar, der die Nukleotidbindung wihrend des Transportzyklus
reguliert. Dem 42 Aminosdure langen C-Terminus vom ABC-Transporter SUR wird auch eine
regulatorische Funktion bei der Nukleotidbindung zugesprochen (Fujita et al. 2001). Die
regulatorische Funktion von V scheint eine intrinsische Eigenschaft zu sein. Die V-Region
reguliert die Nukleotidbindung an jeder Kern-NBD, an die sie fusioniert ist.

Uberraschend war die Feststellung das 2AV2 stark ADP binden kann. Es scheint, dass die ADP-
Bindung eine natiirliche intrinsische Eigenschaft der Kern-NBD ist, die die Sequenzmotive
Walker A, Walker B, Q-Loop und Linkerpeptid enthilt. Erst durch die hier ausgetauschte C-
terminale Verldngerung erlangte die NBD die Féahigkeit, ATP zu binden. Diese Vermutung wird
durch Strukturanalysen gestiitzt. Die Struktur von HisP zeigt, dass die C-terminal vorhandene
Switch Region iiber ein Histidin Kontakt zum y-Phosphat aufnimmt (Hung et al. 1998),
moglicherweise stabilisiert die Interaktion die ATP-Bindung. Ferner zeigte die Strukturanalyse
des NBD1-ADP-Komplexes vom humanen TAP, dass alle Aminosdurenreste, die mit ADP
interagieren, in der Kern-Domine liegen (Gaudet und Wiley 2001). Damit scheint der C-
Terminus die fiir die stabile Bindung von ATP notwendige funktionelle Struktur zu bedingen
und {iberdies eine regulatorische Rolle zu spielen. Diese Vermutung wird durch Ergebnisse von
Velarde et al. (2001) unterstiitzt, die beobachten konnten, dass die Vorinkubation der TAP-
enthaltenden Zelllysate mit einem Antikdrper gegen den C-Terminus von TAP2
(KVYAHLVQQRLEA) vor dem Nukleotidbindeassay zu einer erhohten ATP-Bindung an TAP2
fihrt. Sie erkldarten dieses Phédnotyp damit, dass moglicherweise der Antikdrper eine
Konformationsédnderung der NBD2 verursacht und die ATP-Bindung begiinstigt. Die Regulation
der Nukleotidbindung ist im Hinblick auf die intrazelluldren physiologischen Bedingungen von
enormer Bedeutung. Denn ein Protein, das beide in der Zelle vorhandenen ADP- und ATP-
Molekiile binden kann, muf} in der Lage sein, eine Art Selektion durchzufiihren. Der C-Terminus
scheint eine regulatorische Domidne zu sein, die strukturelle Vorraussetzungen schafft, die
Affinitdt zu ADP oder zu ATP zu modulieren.

Ein Peptidtransportassay, der in Abhéngigkeit vom ATP/ADP-Konzentrationsverhéltnis
durchgefiihrt wurde (sieche Abschnitt IV.A.8., Abbildung IV.19.), zeigte bei einem ATP/ADP-
Konzentrationsverhéltnis von 1:1 eine TAP-WT-Transportaktivitit von ca. 80 %. Solche
Stressbedingungen, in denen die ADP-Konzentration hoch ist, konnten in der Zelle z.B. durch
eine Infektion verursacht werden. TAP scheint unter solchen Bedingungen ATP selektiv binden

zu konnen und seine Funktionalitit, die fiir die zellulire Immunantwort notwendig ist,
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beizubehalten. Mdglicherweise ist die unterschiedliche Nukleotidbindeeigenschaft von TAPI
und TAP2 der Grund fiir diese Toleranz von TAP gegeniiber einer hohen ADP-Konzentration.
Wihrend des Transportzyklus besitzen NBD1 und NBD2 abwechselnd hohe oder niedrige
Affinitdit zu ADP und ATP (Karttunen et al. 2001, Alberts et al. 2001). Bei hoher ADP-
Konzentration kdnnte eine NBD ADP wegfangen und somit eine ATP-Bindung an der anderen
mit ihr gepaarten NBD begilinstigen. Kartunen et al. (2001) konnten durch Studien mit Vanadat
und 8N3;ATPybiotin zeigen, dass ADP-Bindung in TAP2 die Bindung von 8N3;ATPybiotin an
TAP1 erhoht. Ferner wurde dieses Phdnomen auch bei anderen ABC-Transportern wie SUR1
und MRP1 beobachtet (Ueda et al. 1997, Hou et al. 2000). Die unterschiedliche Funktionalitét
der beiden NBDs ist moglicherweise eine Anpassung an die zelluldren Stressbedingungen, unter
denen die Transporter aktiv sein miissen.

Bei einem ATP/ADP-Konzentrationsverhéltnis von 1:2 erreicht TAP-WT fast die
Hintergrundtransportaktivitit von TAP-negativen T2-Zellen (siche Abbildung IV.19.). Die
Funktionalitit von TAP wird damit von einer zu hohen ADP-Konzentration herunterreguliert. Es
wird postuliert, dass diese Regulation die Induktion der Autoimmunitdt bei gestressten Zellen
mit niedriger Energierate verhindert (Van Endert 1999).

Alberts et al. (2001) und Karttunen et al. (2001) schlugen einen Transportzyklus fiir TAP vor, in
dem eine alternierende Bindung und Hydrolyse von ATP in NBD1 und NBD2 erfolgt.
Tatsdchlich konnten sie eine ATP-Bindung nur an NBD1 detektieren. Dies wurde damit erklart,
dass ATP an NBD2 sehr schnell hydrolysiert wird. In dieser Arbeit konnte zum ersten mal durch
die Chiméren 1C2 und 2V1 gezeigt werden, dass die Kern-NBD2, die die stark konservierten
Nukleotidbindemotive der ABC-Transporter enthilt, ATP binden kann. Uberdies konnte durch
den aktiven Transporter 2/1C2 gezeigt werden, dass die NBD2 bzw. Kern-NBD?2 tatsichlich eine
ATPase-Aktivitdt besitzt. Damit kann die postulierte alternierende ATPase-Aktivitit der beiden
NBD-Untereinheiten der ABC-Transporter bestétigt werden (Karttunen et al. 2001, Alberts et al.
2001, Urbatsch et al. 1998, Senior et al. 1998). In Anlehnung an die Strukturanalysen von der
ATPase Rad50, die eine starke Homologie zu den NBDs der ABC-Transporter aufweist, wurde
auch fiir ABC-Transporter das Modell vorgeschlagen, das besagt, dass fiir die Bindung und
Hydrolyse eines ATP-Molekiils die Interaktion des ATP mit den beiden NBDs notwendig ist
(Hopfner et al. 2000, Manavalan et al. 1995). Ein in Rad50 wie auch in ABC-Transportern
konserviertes Serin jedes Linkerpeptids nimmt Kontakt zum vy-Phosphat des an der
gegeniiberliegenden NBD-Untereinheit gebundenen ATP auf. Die Ergebnisse dieser Arbeit

lassen Zweifel an dieser Postulierung. Die Linkerpeptidmotive des Transporters 2/1C2 weisen
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Abweichungen zur typischen Konsensussequenz von ABC-Transportern und Rad50 auf.
Anstelle des reaktionsfreudigen Serins besitzen sie ein Alanin mit einer nichtreaktiven
Seitenkette. Der chimédre Transporter 2/1C2 kann dennoch ATP binden und seine
Transportaktivitit weist auf die Fahigkeit, ATP zu hydrolysieren, hin.

Karttunen et al. (2001) stellten ein kooperatives Verhalten zwischen TAP1 und TAP2 fest. Sie
zeigten, dass die ADP-Bindung in TAP2 zu einer erh6hten ATP-Bindung in TAP1 fiihrt. Das
Nukleotidbindeverhalten von 1/2V1 zeigte bei den 8-Azido-ATP-Kreuzvernetzungsstudien
(siehe Abschnitt IV.A.5.) ein iiberraschendes neues Phanomen. Es konnte ATP-Bindung nur an
2V1 detektiert werden. Dies deutet auf die stirkere dominante Rolle der Kern-NBD von TAP2
bei der Wechselwirkung zwischen den beiden TAP-Ketten hin. Uberdies scheint es keine ATP-
Bindung gleichzeitig an beiden NBDs zu geben und es scheint, dass TAP2 eine entscheidende
Rolle bei der Regulation der Nukleotidbindung spielt. Dieses Ergebnis stellt eine weitere
Unterstlitzung fiir die postulierte alternierende ATP-Bindung und —Hydrolyse in den beiden
NBD-Untereinheiten der ABC-Transporter dar (Karttunen et al. 2001, Alberts et al. 2001,
Urbatsch et al. 1998, Senior et al. 1998).

Um den beobachteten Einfluss des C-Terminus auf die Nukleotidbindeeigenschaften genauer zu
charakterisieren, wurden weitere cDNAs fiir TAP-Chimére hergestellt, in denen drei in der
Switch Region von NBD1 (TQQ) und NBD2 (AHR) nicht konservierte Aminosduren zwischen
IN2 und 2N1 ausgetauscht wurden. Diese als IN2SW1 und 2N1SW2 bezeichnete Konstrukte
wurden einzeln oder in Kombination mit anderen TAP-Ketten (siche Abschnitt IV.C.) in TAP-
negativen T2-Zellen transfiziert. Ein besonderes Merkmal in diesem Motiv ist ein konserviertes
Histidin, das Kontakt zum y-Phosphat aufnimmt (Hung et al. 1998). Sollten weiterfiihrende
Studien an IN2SW1 das selbe Nukleotidbindeverhalten wie 1C2 zeigen und bei 2/1IN2SW1 eine
Transportaktivitdt wie 2/1C2 aufweisen, so wire das ein Nachweis dafiir, das die Switch-Region
fiir den festgestellten Einfluss des C-Terminus verantwortlich ist. Sollten aber die Transporter
2N1/IN2SWI1 und IN2/2N1SW2, trotz des Austausches der Switch-Region, die Aktivitit von
IN2/2N1 beibehalten, so scheidet die Switch-Region als Kandidat fiir die Ursache der
unterschiedlichen Funktionalitit der beiden NBDs aus. In diesem Fall konnten nicht einzelne
Aminosduren sondern die ganze Struktur des C-Terminus entscheidend sein.

Ein verdndertes Verhalten bedingt durch die Dominenaustausche wurde auch bei den
Peptidbindeeigenschaften der chimiren Transporter festgestellt. Keine Peptidbindung wurde fiir
die Chiméren 1/2C1, 2/1V2, 1C2/2C1 und 1N2/2C1 beobachtet. Dagegen konnten 1/2V1, 2/1C2,
1V2/2V1, 1N2/2V1 und 2N1/1C2 Peptid binden, wobei 1/2V1 niedrigere Peptidaffinitét zeigte.
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Im allgemeinen ist zu beobachten, dass alle Transporter, die eine Nukleotidbindedoméne
bestehend aus der Kern-NBD von TAP2 (C2) und der V-Region von TAP1 (V1) enthalten
(C2V1), Peptid binden konnen. Wihrend keine Peptidbindung festzustellen ist, wenn eine NBD-
Untereinheit des Transporters aus der Kern-NBD von TAP1 (C1) und der V-Region von TAP2
(V2) besteht (C1V2) (siche Abbildung V.2.).

C1v2 C2vi
C1 C2
A\ V1
Peptidbindung inhibierend Peptidbindung fordernd

Abbildung V.2. Schematische Darstellung der NBDs C1V2 und C2V1, die jeweils einen
,hegativen® bzw. einen ,positiven” dominanten Einfluss auf die Peptidbindung von den
chimiren TAP-Transportern besitzen.

Das hier beobachtete Peptidbindeverhalten deutet darauf hin, dass die NBD-Kette, C2V1, einen
,positiven und die NBD-Kette, C1V2, einen ,negativen“ dominanten Einfluss auf die
Peptidbindbindung besitzen. Daumke et al. (2001) stellten verminderte Peptidbindung beim
aktiven chiméren Transporter 1N2/2N1 fest. Sie konnten nicht entscheiden, ob dieses Verhalten
auf  strukturelle, intrinsische  Eigenschaften = oder auf den  unterschiedlichen
Nukleotidbindezustand von NBD1 und NBD2 zuriickzufiihren ist. Die Ergebnisse in dieser
Arbeit zeigen jedoch, dass unabhidngig von der Art der Nukleotidbindung der an die TMDs
fusionierten NBDs, ein Einfluss auf die Peptidbindung von den NBDs ausgeht. Z.B. zeigt der
chimire Transporter 1V2/2V1, trotz ATP-Bindung in 2V 1, Peptidbindung.

Interessant ist das Peptidbindeverhalten von 1V2/2V1 und 1C2/2C1. Hier kommen beide
dominant wirkenden NBDs C1V2 und C2V1 im selben Transporter vor. 1V2/2V1 zeigt, dem
positiv dominanten Verhalten von C2V1 entsprechend, Peptidbindung. Wéhrend 1C2/2C1 das
negativ dominante Verhalten von C1V2 widerspiegelt und kein Peptid bindet. Der Unterschied
zwischen den beiden Transportern liegt in den TMDs, an denen die jeweiligen NBDs fusioniert
sind. Sowohl das negativ dominante Verhalten von C1V2 als auch das positiv dominante
Verhalten von C2V1 scheinen durch die Fusion an die TMD2 begiinstigt zu werden. Es scheint

eine besondere strukturelle direkte oder indirekte Kommunikation zwischen der TMD2 und dem
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C-Terminus der an sie fusionierten NBD zu geben. Diese strukturelle Kommunikation kdnnte fiir
Konformationsdnderungen in der Peptidbindetasche, die in peptidkompetente oder -
inkompetente Form resultieren, von entscheidender Bedeutung sein. Der Einfluss des C-
Terminus auf die Substratbindung konnte fiir eine Reihe von ABC-Transportern nachgewiesen
werden (Schneider, Hunke, 1998). Die Mutation des Histidin in der Switch Region von MalK,
HisP und KpsT beeintrachtigen stark den Substrattransport. In P-Glykoprotein Mdr3 fiihrt die
Substitution des Threonin zu Cystein in der Switch Region zu einem verdnderten
Pharmakaresistenzsprofil (Beaudet et al. 1995). Ferner konnte ein L-Histidin-Transporter, dem
das Bindeprotein fehlt, durch eine Suppressormutation in der Switch-Region wieder
Tranportaktivitdt zeigen (Speiser et al. 1991).

Die Nukleotid- und Peptidbindeassays zeigten, dass der C-Terminus einen Einfluss sowohl auf
die Nukleotid- als auch die Peptidbindung des Transporters besitzt.

Die Untersuchungen zur Transportaktivitidt der unterschiedlichen chiméren Transporter zeigten
Aktivitit nur bei 2/1C2. Die Aktivitdt von 2/1C2 entsprach ca. 50% des TAP-WT. Dies deutet
darauf hin, dass die C2- die Cl1-Domine ersetzen kann nicht aber umgekehrt, da 1/2C1 nicht
aktiv ist. IN2/2V1 besitzt identische NBDs wie 2/1C2, die aber in umgekehrter Weise an die
TMDs fusioniert sind. Da die NBDs intrinsische Eigenschaften besitzen (Daumke et al. 2001)
sollte dieser Transporter ebenfalls aktiv sein. Tatsdchlich zeigt IN2/2V1 ca. 20 % Aktivitdt im
Vergleich zu WT und ca. 40 % im Vergleich zu 2/1C2. Ein &hnliches Verhéltnis in der Aktivitét
wurde zwischen TAP-WT und 1N2/2N1 festgestellt (Arora et al. 2001, Daumke et al. 2001).
Nach dem wechselseitigen Austausch der NBDs des WT-Transporters behdlt zwar dieser,
aufgrund der intrinsischen Eigenschaften der NBDs einen Teil seiner Aktivitat, scheint aber nicht
die optimale funktionale Struktur des WT-Transporters zu besitzen. Uberdies zeigt die 2V1-
Kette starke Instabilitidt, wenn sie einzeln exprimiert wird. Dies konnte bedeuten, dass beim
dimeren Transporter 1IN2/2V1 keine optimale funktionale Konformation erreicht werden konnte.
Yan et al. 1999 berichten von einer TAP2-Isoform, die eine um 50 Aminosiduren C-terminal
gekiirzte TAP2-Variante darstellt und mit TAP1 einen aktiven Transporter bildet. Der
Transporter 1/2AV2 zeigt dagegen keine Aktivitit. Ob Transporter mit solchen groBen
Deletionen wie die TAP2-Isoform aktiv sein konnen, ist zweifelhaft. Yan et al. (1999) zeigten
Daten nur zur DNA und mRNA. Mdglicherweise tduschten PCR-Fehler die Existenz eines
solchen Isomers vor. Ahnliche Deletionsmutanten von P-Glykoprotein MDR1 zeigen keine

Transportaktivitdt (Currier et al. 1989).
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Die Transporter 1/2C1, 1C2/2C1, 1V2/2V1 und 2N1/1V2 zeigen trotz der unterschiedlichen
Nukleotidbindeeigenschaften der beiden NBDs keine Transportaktivitit. Da TAP1 bzw. 1C2 in
Kombination mit TAP2 und 2NI1 in Kombination mit IN2 (Daumke et al. 2001) aktive
Transporter bilden konnen, ist das Transportdefizit bei den oben genannten Transportern auf
Defekte in den Untereinheiten 1V2 und 2C1 zuriickzufilhren. Wahrend NBD2, durch den
Austausch des C-Terminus, die Funktion von NBD1 ersetzen kann, konnte die chimdre NBD1,
trotz verandertem Nukleotidbindeverhalten nach dem Austausch des C-Terminus, die NBD2 in
threr Funktion nicht ersetzen. C1V2 (Nukleotidbindedomine bestehend aus Kern-NBD1 und C-
Terminus von NBD2) scheint in einem ADP-Bindezustand zu verharren und keine
Konformationsdnderung mehr zuzulassen, die fiir den Austausch des ADP gegen ATP essentiell
ist und eine Vorraussetzung fiir die Transportaktivitét ist (Lankat-Buttgereit und Tampe 2002,
Karttunen et al. 2001). Eine mogliche Erklarung wire, dass die fiir die Transportaktivitét
notwendige Kommunikation zwischen der TMD und dem C-Terminus in 1V2 und 2CI1 nicht
gegeben ist. Diese Kommunikation scheint fiir V2 nur tiber C2 zu erfolgen. Mdglicherweise sind
entscheidende Aminosduren oder Sequenzen, die in C2 nicht aber in C1 vorhanden sind, an der
Interaktion zu V2 beteiligt. Ames et al. (1992) sprechen dem Linkerpeptid eine Rolle beim
Substrattransport zu. Demnach soll das Linkerpeptid nach ATP-Hydrolyse eine
Konformationsdnderung erfahren. Diese induziert wiederum eine strukturelle Bewegung der
Transmembrandomine. Moglicherweise ist bei 1V2 und 2C1 das Linkerpeptid von C1 nicht
kompatibel mit der V2-Region, so dass der Informationsfluss von der NBD iiber das
Linkerpeptid an die Transmembrandoméne (Schmitt und Tampe, 2000) unterbrochen ist. Um
dies zu untersuchen, konnen weitere Sequenzaustausche in den Kern-NBDs vorgenommen
werden, um diesen Informationsfluss in 1V2 und 2C1 wiederherzustellen. Der Austausch der
Kern-NBDs zwischen NBD1 und NBD2 des P-Glykoproteins (Hrycyna et al. 1999) fiihrt zu
keiner Veranderung der Nukleotidbindeeigenschaften der NBDs. Ein moglicher Grund hierfiir
wire, dass, im Gegensatz zu TAP1 und TAP2, die NBDs vom P-Glykoprotein identische
Linkerpeptid-Motive besitzen.

Es wurde im Laufe dieser Arbeit eine ¢cDNA von 1V2, in der das Linkerpeptid in den
Sequenzkontext von der NBD2 {iiberfiihrt wurde, hergestellt. In weiterfithrenden Studien sollte
diese cDNA in T2-Zellen in Kombination mit der TAP-Kette 2N1 transfiziert werden und der so
hergestellte chimére Transporter nach der Aktivitdt untersucht werden. Der gleiche Linkerpeptid-
Austausch konnte in der 2C1-Kette vorgenommen werden, chimére Transporter in Kombination

mit 1C2 und TAP1 hergestellt und nach ihrer Aktivitit untersucht werden. Sollten diese
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chimiren Transporter Aktivitdt zeigen, so wire das ein Nachweis auf direkte Interaktion
zwischen dem C-Terminus und dem Linkerpeptid.

Ein Modell fiir den Transportzyklus von TAP, in dem alternierend ATP in NBD1 und NBD2
gebunden und hydrolysiert wird, wurde vorgeschlagen (Karttunen et al. 2001, Alberts et al.
2001). Wiahrend Alberts et al. (2001) die ATP-Hydrolyse in TAP1 fiir die Translokation des
Peptids verantwortlich machen, postulieren Saveanu et al. (2001) und Karttunen et al. (2001),
dass die ATP-Bindung und Hydrolyse in TAP2 die entscheidende Rolle bei der Peptidbindung
und dem Transport spielen. Beide Modelle schlagen jedoch vor, dall der Nukleotidbindezustand,
in dem ADP in TAP2 und ATP in TAP1 gebunden sind, die Peptidbindung begiinstigt. Die
Ergebnisse dieser Arbeit weisen jedoch darauf hin, dal unabhédngig von der Art des an die NBDs
gebundenen Nukleotids, ein C-terminal bedingter EinfluB der NBDs auf die Peptidbindung
ausgeht. Moglicherweise wurde durch die vorgenommenen Austausche die Nukleotidbindung
von der Peptidbindung entkoppelt. Bei der NBD bestehend aus der Kern-NBD von TAP1 (Cl1)
und dem C-Terminus von TAP2 (V2): C1V2 (siche Abbildung V.2.) ist moglicherweise keine
Informationweitergabe an die TMD iiber den Nukleotidbindezustand in der NBD mdglich, und
damit keine Konformationsinderung der Peptidbindetasche, die Peptidbindung erlaubt,
hervorgerufen werden. Karttunen et al. (2001) entsprechend konnte gezeigt werden, daB3 die
Kern-NBD von TAP2 einen dominanten Einfluss auf die mit ihr gepaarte NBD auszuiiben
scheint (am Beispiel vom Nukleotidbindeverhalten von 1/2V1 zu sehen) und iiber ihren C-
Terminus die Nukleotidbindung reguliert. Der C-Terminus von TAP2 mull im Laufe des
Transportzyklus Konformationsdnderungen erfahren, um die Bindung von ATP an der NBD zu
begiinstigen. Der C-Terminus kénnte in Anlehnung an Alberts et al. (2001) und Karttunen et al.
(2001) folgende Rolle im Transportzyklus von TAP-WT spielen:

Ausgehend von einem Grundzustand, in dem ATP in NBD1 und ADP in NBD2 gebunden ist
und TAP eine peptidkompetente Konformation besitzt, bedingt die Substratbindung
Konfomationsédnderung unter anderem von V2 (C-Terminus von TAP2). Hierdurch wird die
ATP-Bindung in NBD2 begiinstigt. Da ATP-Bindung an NBD2 keine ATP-Bindung an NBD1
zuldsst (siehe Nukleotidbindeverhalten von 1/2V1), fiihrt dies zur Hydrolyse vom in NBDI1-
gebundenem ATP. Die freiwerdende Energie wird fiir den Peptidtransport umgesetzt. Die durch
den Peptidtransport induzierte Konformationsdnderungen in der TMD wird auf V2 {ibertragen
und resultiert in eine fiir ATP ungiinstige Konformation. Hierauf wird ATP in NBD2
hydrolysiert und der Transporter geht in den peptidbindekompetenten Ausgangszustand zuriick.

Ein erneuter Transportzyklus kann beginnen.
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Abbildung V.3. Modell zur Regulation des Peptidtransports durch den C-Terminus von
TAP2. Im Grundzustand sind ATP in TAP1 und ADP in TAP2 gebunden. Peptidbindung fiihrt
zu einer Konformationsdnderung von V2, die ATP-Bindung in TAP2 begiinstigt und und die
Hydrolyse von ATP in TAPI induziert. Die durch den Peptidtransport induzierte
Konformationsdnderungen in der TMD wird auf V2 iibertragen und resultiert in eine fiir ATP

ungiinstige Konformation. Hierauf wird ATP in NBD2 hydrolysiert und der Transporter geht in
den peptidkompetenten Ausgangszustand zuriick. Ein erneuter Transportzyklus kann beginnen.
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VI. Zusammenfassung

Der Transporter associated with antigen processing (TAP) gehort zur Familie der ATP-
Binding Cassette (ABC)-Transporter. (Higgins 1992). TAP besteht aus zwei Untereinheiten
TAP1 und TAP2. Jede Untereinheit besteht aus einer Transmembrandoméne (TMD) und
einer Nukleotidbindedoméne (NBD). Sowohl die TMDs als auch die NBDs sind funktional
verschieden (Alberts et al. 2001, Daumke et al. 2001, Lapinski et al. 2001). Bei den NBDs
beruht die unterschiedliche Funktionalitit auf intrinsischen Eigenschaften (Daumke et al.
2001). In dieser Arbeit wurde untersucht, in wieweit die ca. 70 Aminosduren langen C-
Termini (V-Regionen) und die Kern-NBDs von TAP (siche Abbildung 1.6.) die
asymmetrische Funktionalitdit der Nukleotidbindedoménen bedingen. Dazu wurden
rekombinante Transporter hergestellt, in denen die C-Termini oder die Kern-NBDs zwischen
NBD1 und NBD2 wechselseitig ausgetauscht wurden (sieche Abbildung 1.6.). Uberdies wurde
eine weitere TAP-Mutante, der die C-terminale V-Region fehlt, hergestellt. Die cDNAs fiir
diese chimidren Transporter wurden generiert und in TAP-negativen T2-Zellen stabil
transfiziert. Es wurden insgesamt sechzehn T2-Zelllinien, die stabil ein oder zwei TAP-Ketten
exprimieren, etabliert.

Bei den Untersuchungen zum Nukleotidbindeverhalten stellte sich heraus, dafl der C-
Terminus von TAP2 eine fiir ATP-Bindung ungiinstige Konformation in der NBD hervorruft,
wihrend der C-Terminus von TAP1 die Bindung von ADP und ATP zulésst. Der C-Terminus
von TAP2 (V2) stellt moglicherweise einen limitierenden strukturellen Faktor dar, der die
Nukleotidbindung wihrend des Transportzyklus reguliert. Die Bindung von ATP in NBD2
blockiert ATP-Bindung in NBDI1, was auf eine strukturelle Wechselwirkung zwischen den
beiden NBDs hindeutet. Uberdies konnte gezeigt werden, daB die ADP-Bindung eine
gegebene intrinsische Eigenschaft der Kern-NBD?2 ist.

Ein verdndertes Verhalten bedingt durch die C-Termini wurde auch bei den
Peptidbindeeigenschaften der chimiren Transporter festgestellt Die Untersuchungen zum
Peptidbindeverhalten zeigten, da3 unabhédngig von der Art der Nukleotidbindung der an die
TMDs fusionierten NBDs, ein Einfluss auf die Peptidbindung von den NBDs ausgeht.

Die Untersuchungen zur Transportaktivitit zeigten, daB nur der Transporter 2/1C2 eine
nennenswerte Aktivitit aufweist. Dies deutet darauf hin, dal die Kern-NBD2 (C2) die Kern
NBDI1 (C1) ersetzen kann aber umgekehrt nicht. Das spricht dafiir, dal der C-Terminus mit
der Kern-NBD in Wechselwirkung tritt, diese Wechselwirkung ist in der hergestellten NBD:
C1V2 zerstort.
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Zur Charakterisierung der entscheidenden Aminosduren, die fiir den beobachteten Einflufl des
C-Terminus verantwortlichen sein konnten, wurden TAP-cDNAs, in denen die Switch-
Regionen zwischen NBD1 und NBD2 ausgetauscht wurden, hergestellt. Diese wurden in
TAP-negativen T2-Zellen transfiziert und sollen in weiterfilhrenden Studien charakterisiert

werden.
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Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

Abb. Abbildung

ABC Transporter ATP Binding Cassette Transporter

ADP Adenosindiphosphat

AK Antikorper

Amp Ampicillin

AP Alkalische Phosphatase

AS Aminoséure

ATP Adenosintriphosphat

APS Ammoniumperoxodisulfat

bp Basenpaare

Bq Becquerel (Einheit der Aktivitét einer radioaktiven Substanz)

BSA Bovines Serumalbumin (Rinderserumalbumin)

CFTR cystic fibrosis transmembrane conductance regulator

Chaps 3[(3-Cholamindopropyl) dimethylaminio]-1-propansulfonat

Ci Curie (Einheit der Aktivitét einer radioaktiven Substanz)

cpm counts per minutes, Zerfille pro Minute (Mal fiir
Radioaktivitit)

CTL cytotoxische T-Lymphozyten

Da Dalton

DAB 3,3’-Diaminobenzidin

DMF N,N-Dimethylformamid

DMP Dimethyl-Pimelimidat Hydrochloride

DNA Desoxyribonukleinsdure

ddNTP didesoxynukleotidtriphosphat

DMSO Dimethylsulfoxid

DriPs Defective ribosomal products

dsDNA doppelstrangige DNA

DTT Dithiotreithol

E. coli Escherichia coli

ECL Enhanced Chemie Luminiscence

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

EGTA Ethylene bis (oxyethemenitriol)-tetraacetic acid
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Endo H Endoglykosidase H

ER Endoplasmatisches Retikulum

EtOH Ethanol

FACS Fluoreszenzaktivierte Zellsortierung, Fluorescence Activated
Cell Sorting

FITC Fluoresceinisothiocyanat

GTP Guanosintriphosphat

h Stunde

HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N'-(2-ethansulfonsdure)

HisP Histidinpermease P

HLA humanes Leukozytenantigen

HPLC High pressure liquid chromatography:
Hochdruckfliissigkeitschromatographie

HRP horse radish peroxidase ( Meerrettichperoxidase)

IgG Immunglobulin G

IMDM Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium

1P Immunpréizipitation

IVS Intervenierende Sequenz

kb Kilobasenpaare = 1000 Basenpaare

kDa Kilodalton

Kit Box mit allen Komponenten, die man fiir einen Versuch braucht

L Liter

LB Luria Broth, ein Bakterienmedium

MCS Multiple cloning site

MDR Multidrogen-Resistenz

MHC Haupthistokompatibilitdtskomplex

NBD Nukleotidbindedoméne

min. Minuten

neo Neomycin-Resistenzgen

NTP Nukleotidtriphosphat

OAc Acetat

oD Optische Dichte

ORF Open reading frame (offenes Leseraster)

PAGE Polyacrylamid Gelelktrophorese
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PCR
PBS
RCF

rpm
RT

SDS

sec.

Sek.

SLO
Sulfo-HSAB
TAE

TAP

TCR
TEMED
TFA

™

TMD

Tris

Tween 20

Upm
v/v
Vol

w/v

Wt

Polymerase-Kettenreaktion

Phosphat-gepufferte Salzlosung

relative centrifugal force wird in g (Erdbeschleunigung

gemessen)

rounds (Umdrehungen) per minute
Raumtemperatur

sodium dodecyl sulfate ( Natriumdodecylsulfat)
seconds

Sekunden

Streptolysin O
Sulfo-N-Hydroxysuccinimidyl-4-azidobenzoate
Tris-Acetat-EDTA-Puffer

transporter associated with antigen processing
T-Zellrezeptor (T cell receptor)

N, N, N', N' tetramethylendiamin
Trifluoressigsdure

Transmembran

Transmembrandoméine

Tris (hydroxymethyl)aminomethan
Polyoxyethylensorbitanmonolaureat

Unit, Mengenabgabe bei Enzymen
Umdrehungen pro Minute

volume / volume

Volumen

weight (Masse) / Volumen; Beispiel 10 % (w/v) = 10 g je 100

ml Losung

Wildtyp
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IX. Anhang

Nukleotidsequenz von den hergestellten chimiren TAP-Ketten in dem
Expressionsvektor pHBAprilneo:

TAPIC2:
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TCTCCTGGCG
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CTGGTGGCGG

TGGGGAGCAC

GCCTTCGTTC

GGCTTCTGGG

TTCCTGGACT

CTTGGGGAAA

AAGACAGCCC

ACAGTGCTGG

CGCGTGCATG

AACCCAACAG

ATTAGTGACA

TTCATGATTT

TTCCTTCTGC

TCTCTAGCAA

AGCTTTGCCA

CCGCTAAACA

GGAATGCTGC

pHBApr%neo ITAPl

EcoRI
CAGGATCAGT CGACCTGCAG CCCAAGCTGG AATTCCGGCG

GCTCGATGGC

TGCTGCTGCG

TCCGGGTCTG

TCCTCGGGGT

CGCTGGGTTT

TCCGGGAGGG

TCAGTTATGT

CGCCCAGTGG

CCAAGAAGGG

TGGCCATTCC

CCAGCTTCGC

AGTTTGCAGG

GAGAGGTGTT

GTTCCATCAC

AGCTGAACCT

GGGGGTCATT

CCAGGAGGCT

AGTCCACGCA

ACGAGGAGGG

AGAAAGAGGC

TGAAGGTGGG

ORF

TGCGCACGCC

GCCCGTGCTC

GGCCGTGGGC

CACCGCGGGA

GGCCCTGCCT

TGACAACGCT

GGCCGCATTG

CCACAAGGGC

GCGTCTCCAC

CTTCTTCACA

CCGCAACATG

AGATGGAATC

TCGGGCCGTC

ATCTCGGGTG

GTTCCTGTGG

CTACCTCACT

GGGGAAAGTG

GGTGGCCCTC

AGAGGCCCAG

CTTGGCTTAC

TATTCTGTAC

CTGGCGGCCT

AGCGCGCCCG

CGGAGAGTTC

TGGCCGACGG

CCGGGAATCT

CTGAGTCGCT

GCCCGTGGCT

GGACTTGCCT

GGACTGCTCC

CCCGCAGCTG

GCTGGAGACA

CTGGTTCTGG

GGCCGCATCA

TGGCTCATGT

TACAACATCA

CTTCACCAGG

ACTGAGGACA

TACCTGGGGC

GTGGTCACCC

TACCAGTCAC

GAGGCCCTGT

AAGTTTAGGC

GTCACTGAAG

CTCGGTGGGC

AAGGACTCGG

GCTATTCTCG

CAGGCTGGGA

CCGCCTTGCT
TCTCCCTGTT
GGGCTATCCT
GGCTGGCTGC
CGTTCCGAAA
ACTGGAACAG
CCCTGTGGCA
TGCTGTGTCG
TTCTCTTGAT

BamHT
CTGACTGGAT

GTATTCTTAC
CCATGGGCCA
AGACAGGATT
CCTCCAACGT
GAGGCCTGTG
TGCTCAGCCT
TGGCAGTGAA
CGGCGATGCC
AGAAGTTGGA
TCTGGACCAT

AGCTGGTGGT

152



1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

CAGAGGGGCT

CAGGGCCGTG

GGAGAAAATA

ACCTTTAAAC

TCCCAACGTC

TTTGGTGGGA

CCAGCCCACC

CTACCTGCAC

CAAGGACAAT

CCAGGCGGCC

CGGGGAGAAA

CCTTGTGCGG

CAACCAGCTA

TCTTCTGATC

AGAAGGCTCT

CCGGTCCATG

CCTCTCAGGA

ATAAAGATTG

GGGATGGGAT

AAATAATAAA

GTCAGCAGCG

GAGGTCCTGC

TTCGAATACC

ATGAAAGGCC

CAGGTGCTTC

CCCAATGGGT

GGGGGCCAGC

CGCCAGGTGG

ATTGCCTATG

TGTGCAGACG

GGGAGCCAGT

AACCCGCGGG

CGGGTCCAGC

ACCCAGCAGC

GTCTGCGAGC

GTGGAGGCTC

CTGTGGCCAG

GGACCCTTTG

GGTTGCTGGG

TATATATATA

BamHI

TTCGAGGGAT

GCAGTGAAAA

TATAAGCTGC

GGGGGAGGTG

CCAGACATGA

AAATGCTTTA

AATAAACAAG

TGGGAGGTTT

GCAACCTCGT

TCTCCATCTA

TGGACCGGAC

TCGTCAAGTT

AGGGGCTGAC

CAGGGAAGAG

TGCTGCTGGA

TTCTGGTGGG

GCCTGAGGGA

ACTTCATAGG

TAGCTGTGGG

TCCTCATCCT

GGCTCCTGTA

TCAGCCTGGC

AGGGCACCCA

TTGCGGCTCC

GATCTGACCC

GACTTTGTTT

TGGGGTGGGT

ATACTTTAAA

TAAGATACAT

TTTGTGAAAT

TTAACAACAA

TTTAAAGCAA

CTCCTTTGTT

TCCCTCCATG

TCCCTGCTCT

CCAAGATGTC

CTCTACCAGC

CAGAAGTCCG

CCGCTCAGTG

TCCTTTGCCT

TaP1 P> TAP2 (C2)

TTTTACTCTA

CACCGTGGCC

TGGCGAGCCC

GCAGGAGCCT

CTGTGAGGAC

GGAAATGACG

ACAGAAACAA

CATCCTGGAA

GCCCTGCTGC

CTGGTCCAGT

GTGCTGTTCT

GCTCAAGTGA

AATGGAATAA

CGTCTGGCCA

TTCAGTTCAC

TGGGCGCTTC

GCTCACTGGC

ACCCAAACCA

AGGTGACGGC

AGAACCTGTA

ACGATCATCA

CCGGTTCTGT

TGGCTGCTGC

ACACAGAAAT

TTGCCCGGGC

(c2)Tap2 € Tar1

GGATGAGGCT

TGAGAGCCCC

AGAGCGGGCC

CCTGCAGCTC

ACCAGTGCCC

GAGTGGGCCT

CACCACATCC

ATGGAGAGAG

\]/ ORF-Ende

TTCAGACTGT

ACAGGGACTG

ATTTTGGTGG

GGTTTAAACA

TGATGAGTTT

TTGTGATGCT

CAATTGCATT

GTAAAACCTC

GAGGCCTCCA

TGCTGGAGGC

GCTTGGTGGG

TTATTTTTTT

AAAMAAACCG

GGACAAACCA

ATTGCTTTAT

CATTTTATGT

TACAAATGTG

TGGACGCCGG
CTCGGACGGT
TCTTCCTCAA
GAGGGTGTTA
GACACTGAGC
TAGCGTCAGG
TGAGGGCCAG
CTAAATATAA

pPHRAprlne

o

EcoRI
GAATTCCAGC
CAACTAGAAT
TTGTAACCAT

TTCAGGTTCA

GTAT

153



TAP1V2:

61

121

GTGTTTGCCT TTTATGGTAA

CGCGCGCCGG CGCCCCCTGG

GGCGACTTCG GCTCACAGCG

pPHRAprlneo TAil
EcoR

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

AGCTGGAATT CCGGCGCGGA

ORF
GATGGCTGCG CACGCCTGGC

GCTGCGGCCC GTGCTCCCGG

GGTCTGGGCC GTGGGCCTGA

CGGGGTCACC GCGGGAGCCC

GGGTTTGGCC CTGCCTGGAC

GGAGGGTGAC AACGCTGGAC

TTATGTGGCC GCATTGCCCG

CAGTGGCCAC AAGGGCGCTG

GAAGGGGCGT CTCCACCTGG

CATTCCCTTC TTCACAGGCC

CTTCGCCCGC AACATGTGGC

TGCAGGAGAT GGAATCTACA

GGTGTTTCGG GCCGTCCTTC

CATCACATCT CGGGTGACTG

GAACCTGTTC CTGTGGTACC

GTCATTCTAC CTCACTGTGG

GAGGCTGGGG AAAGTGTACC

CACGCAGGTG GCCCTCGAGG

GGAGGGAGAG GCCCAGAAGT

AGAGGCCTTG GCTTACGTCA

GGTGGGTATT CTGTACCTCG

CCTCGTCTCC TTTGTTCTCT

CATCTATCCC TCCATGCAGA

CCGGACTCCC TGCTCTCCGC

TAACGCGGCC

CGGCCTAAGG

CGCCCGGCTA

GAGTTCCAGG

CGACGGCCGC

GAATCTTCTC

GTCGCTGGGC

GTGGCTGGCT

TTGCCTCGTT

TGCTCCACTG

CAGCTGCCCT

GAGACATGCT

TTCTGGTTCT

GCATCACTGA

TCATGTGTAT

ACATCACCAT

ACCAGGAGAC

AGGACACCTC

TGGGGCGAGG

TCACCCTGCT

AGTCACTGGC

CCCTGTCGGC

TTAGGCAGAA

CTGAAGTCTG

GTGGGCAGCT

ACCAGCTTCA

AGTCCGTGGG

TCAGTGGCTC

GGCCCGGGCT
ACTCGGCGCG

TTCTCGCAGG

CTGGGACCGG

CTTGCTGCTG
CCTGTTGGTT
TATCCTGGGA
GGCTGCTTTG
CCGAAAGCTG
GAACAGTCGC
GTGGCACAAG
GTGTCGGATG
CTTGATCCTC

BamHI
CTGGATCCTT

TCTTACCATA
GGGCCACATG
AGGATTTTTC
CAACGTGTGC
CCTGTGTCTC
CAGCCTGCCT
AGTGAAGGTG
GATGCCTACC
GTTGGAAGAA
GACCATGAGT
GGTGGTCAGA
GTTCACCAGG
CGCTTCGGAG

ACTGGCACCT

TCCTTTGTCC
CCGGAAGTGG

SalIl
ATCAGTCGAC

ACTCTGGACA

CTGCTGGTGG
CCCGAGGTGC
CTAGGGGTCC
CAGCCGCTGG
TCCGCCTGGG
TTAGATGCCT
TTGGGGGGCT
CTAGGCTTCC

TCCTGCCTTG

CAGGATAAGA
GCCAGTACAG
CACAGCCGCG
CTGAAGAACC
GAGTCCATTA
CTGGCGTTCA
CTGCTTTTCC
CAGGAGTCTC
GTACGGAGCT
ATGAAGCCGC
GTCTCGGGAA
GGGGCTGTCA
GCCGTGGAGG
AAAATATTCG

TTAAACATGA

CCAATCTGGG
CCAGGGCGGG

CTGCAGCCCA

GCGCACGCTC

ACTGGCTGCT
CACTGCTCCG
GCGGGGTCCT
TGGCGGCGCT
GAGCACTCCG
TCGTTCTCAG
TCTGGGCGCC
TGGACTCCAA

GGGAAATGGC

CAGCCCCCAG
TGCTGGAGTT
TGCATGGAGA
CAACAGGTTC
GTGACAAGCT
TGATTTGGGG
TTCTGCCCAG
TAGCAAAGTC
TTGCCAACGA
TAAACAAGAA
TGCTGCTGAA
GCAGCGGCAA
TCCTGCTCTC
AATACCTGGA

AAGGCCTCGT

154



1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

CAAGTTCCAA

GCTGACTTTT

GAAGAGCACC

CCTGGATGGC

AGTGGGACAA

GACGCGGACT

TTTCATCTCT

GTCAGGAGGT

GCTTATCTTG

CTGGAGATCG

GAATGCTGAC

GGATGAGCAG

GACACTGAGC

TAGCGTCAGG

TGAGGGCCAG

CTAAATATAA AAATAATAAA

pHRAprlneo

EcoRI

GATGTCTCCT

ACGCTGTATC

GTGGCCGCCC

GAGCCCCTGG

GAGCCACTGC

CCAACCATGG

GGATTCCCTC

CAGCGACAGG

GACGATGCCA

CAGGAGGACA

CAAGTTCTGG

GATGTCTACG

CCTCTCAGGA

ATAAAGATTG

GGGATGGGAT

TTGCCTACCC

CCGGGAAGGT

TGCTGCAGAA

TCCAGTATGA

TATTTGGAAG

AGGAAATCAC

AGGGCTATGA

CGGTGGCCTT

AAACCATCCC

GACCGCCTTG

CCTGTACCAG

TCACCACTAC

AAGTTTTCGG

AGCTGTGGCC

CACAGAGGTA

GGCTCGAGCC

TAP2 (V2)

CCAGTGCCCT

GGACGATGCT

TGCTCAAGCA

CTCACTTGGT

CTGTGGCCAG

GGACCCTTTG

GGTTGCTGGG

TATATATATA

BamHI

GAATTCCAGC TTCGAGGGAT CCAGACATGA

CAACTAGAAT

TTGTAACCAT

TTCAGGTTCA

GTATGGCTGA

ACACATGCAG

GCAGTGAAAA AAATGCTTTA

TATAAGCTGC AATAAACAAG

GGGGGAGGTG TGGGAGGTTT

TTATGATCCG GCTGCCTCGC

GGATGCTGAG

GGTCATTGCT

GGGGCAGCTG

ACAGCAGCGG

GATCTGACCC

GACTTTGTTT

TGGGGTGGGT

ATACTTTAAA

TAAGATACAT

TTTGTGAAAT

TTAACAACAA

TTTAAAGCAA

GCGTTTCGGT

AACGTCCAGG

GTGGGACCCA

CCCACCGGGG

CTGCACACGC

GAAAATATTG

ATGGAGTCCG

GGTGAAACTG

TTGATCCGGA

TGCGAGCAGG

CACCGGCTGC

GTGGAGCACG

TGCTTCAGGG

ATGGGTCAGG

GCAAGGTGCT

AGGTGGCCGC

CCTATGGCCT

GAGCCCACGA

GGAACCAGCT

AGCCACGCCT

CCCTTCAGAC

ACACGGTTCA

ACCAGCTCAG

\]/ ORF-Ende

CTGGAGGCGT

ACAGGGACTG

ATTTTGGTGG

GGTTTAAACA

AAAANAANAA

TGATGAGTTT

TTGTGATGCT

CAATTGCATT

GTAAAACCTC

GATGACGGTG

GAGGCCTCCA
TGCTGGAGGC
GCTTGGTGGG
TTATTTTTTT

AAAANAACCG

GGACAAACCA
ATTGCTTTAT
CATTTTATGT
TACAAATGTG

AAANCCTCTG
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TAP2C1:

61

121

GTGTTTGCCT

CGCGCGCCGG

GGCGACTTCG

TTTATGGTAA

CGCCCCCTGG

GCTCACAGCG

pPHRAprlneo TAP2

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

EcoRI
AGCTGGAATT

CAGAAGCTCT
CGAGGCCCTG
CTCTGGGAAC
TTGGAGTGCT
TGCCCTTGCT
CCATGAGCAC
ATGGAGCCGT
AGAAGGAACC
AGCCGGATCT
AGATGTTCAT
CAGACGCCTT
CTGCAGGCTG
GAGAGCAGCT
CAGGGGAGCT
TAAATGCCAA
TCCAGGTCTC
CCGAGAAGGT

CGAAGGCAGG

GGGCGGAGGA
GGTGGCGCCG
GCATGCAGGT
GGGGCGGCCT
TGGTATACAT

ACTTGGACCG

CCGGGCGTCG

CCTGAGGTGC

GGCCTCTCTG

TCTGCTTCCC

GTGGGGACTG

CTGCCTGACT

CTCAGTAGTC

GGCGTTGAGC

AGGCCAGGAG

GCCTTTCCTC

CCCTCATTAT

TGCGAGCGCC

CCGAGGAGGC

TTTCTCATCT

GAACTCACGG

TATCCTGCTG

CCCGAGACTT

GTACAACCCC

GCAGGTGGTG

GCAGGAAGTC

AGACCTGGAA

GCTGATTCTG

GCTCTCCTTC

GTATGGGGAT

AAGGCCAAAT

TAACGCGGCC

CGGCCTAAGG

CGCCCGGCTA

CTGCGCACCC

CGCTCCGCAG

CTGCTGGTGG

CCGGGGCTGC

CTAAAAGTGG

AACCCCCTGT

AGAGTGGCTT

CTTGCCGTGT

AATAACAGAG

ATCGTTGCCT

TCGGGTCGTG

ATCTTTTTCA

TCCTTCCTCT

TTGTTGCGCC

CTGAGCTCGG

CGGAGCCTGG

ACCTTCCTCT

CGCCATCAGG

CGTGAGGCCG

AGACGCTACA

AAAAGCTTGT

AACGTCGGTG

CTGCTGTATC

ATGCTGAGCA

CTGCCGAATC

GGCCCGGGCT

ACTCGGCGCG

TTCTCGCAGG

AGAAGACCCA

CCGCAGACCC

ACCTGGCTTT

CAGGACTATG

GAGGGCTGCT

TTTTCTCGCT

CTGCCTCTTG

GGGCTGTGCT

CACTCATGAT

TCATCTTTCT

TGATTGACAT

TGTGCTTATT

TTGCCGAGTC

AAGACCTTGC

ACACCTCCCT

TGAAGGTGGT

CCCTGCTGGA

CTGTGCTAAA

TAGGAGGCCT

AGGAGGCCCT

ATTTAGTTAT

TGCAGCAGAT

AGGAGGAAGT

ACGTGGGTGC

CTGGGACCCT

TCCTTTGTCC
CCGGAAGTGG

SalIl
ATCAGTCGAC

GTTTGGGAGG

CCAATCTGGG

CCAGGGCGGG

CTGCAGCCCA

AAGCAGATTT

ORF

CACCATGGCG

ACTTGGGTTG

GCTGGAGGGC

GAGACTCGTG

GAGAGCCCTG

GGGCTGGCTG

GAGCCCCGCT

ACGGTTGCTG

TGCGATGGCT

CCTGGGAGGT

CTCTGTTGGG

CAGGATCAAC

ATTCTTCCAG

GATGAGCCAG

GGGGCTGTAC

CCTGCCCCTC

GGAGATCCAG

GCAGACCGTG

CTGTCCCACC

CTACAAAGCT

ACCCTGCGAC

GGGACCTTTC

GTGGGAAGCA

CTTGCTGACT

GGAGCACAGG

AGGCTGTCCA

GTGTGGTGGG

GATTTTGACC

AGCTCCCTCT

CTGCGCATAC

GAGACCAAGA

TGGCTCTCTT

TACTTCATGC

ACAATAGCAG

GATGCAGTGG

AGAAGCTTTG

_Sall

GGAGCGATGT

ACAGAGGGTA

CCTGGCTGGG

GGGGCACCAT

TGCGGAAAAG

GGCCCCTCCC

CGACAGCTGT
ATGGCCTTGG
GAGGTCACCC
GTCCAGAACC
GTTTTTTCCT

AGGCTGGAGG

156



1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

GGCGCGTGGA

TCCAGGGCCT

GGTCAGGGAA

AGGTGCTCCT

TGGCCGCAGT

ATGGCCTGAC

CCCACGATTT

ACCAGCTGTC

CACGCCTGCT

TTCAGACCTG

CGGTTCAGAA

AGCTCAGGGA

GGGCTTCTGG

GGAGAACCTG

TTGTTACATG

cGCcceeacecee

TGAGTCTCCT

TGGCGTTGGG

GCAATTAACC

TAAAACTGGT

GATACATTGA

GTGAAATTTG

ACAACAACAA

AAAGCAAGTA

TTTCGGTGAT

ATTTCAAGAT GTCTCCTTCT CGTACCCCAG

TAP2 > TAP1(C1)

GACGTTTACT

GAGCACCGTG

GGATGGCGAG

GGGACAAGAG

GCGGACTCCA

CATCTCTGGA

AGGAGGTCAG

CTATATCCCG

GCCGCCCTGC

CCCCTGGTCC

CCACTGCTAT

ACCATGGAGG

TTCCCTCAGG

CGACAGGCGG

TAP1(C1)

GGAAGGTGAC

TGCAGAACCT

AGTATGATCA

TTGGAAGAAG

AAATCACAGC

GCTATGACAC

TGGCCTTGGC

TAP2

TATCTTGGAC GATGCCACCA GTGCCCTGGA

GAGATCGCAG

TGCTGACCAA

TGAGCAGGAT

ACTGCAAGCT

GGAGCAAAGA

AGGAAAATGT

CCTGTTAGAC

GTCTCCCGTG

ACAGAATGAG

AAAGGCATAG

GTTTTGTAAA

TGAGTTTGGA

TGATGCTATT

TTGCATTCAT

AAACCTCTAC

GACGGTGAAA

GAGGACAGGA

GTTCTGGTGC

GTCTACGCTC

GCGCGAGTCC

TTTTACCACA

AACCTCTAGG

GGGGGATGGG

GAGTTTGCAT

AAGAAACGCT

GCTGGCCTAT

CGATGCTGGT

TCAAGCAGGG

ACTTGGTACA

CTCCCCCTGC

TCCACGGAGA

AGATGCCCGG

GGTAGGTACC

CACGGCATGC

CAAAATGTAC

GGGTGTTCCG

pHBApﬁlneo

EcoRI

AAAANAAGAA

CAAACCACAA

GCTTTATTTG

TTTATGTTTC

AAATGTGGTA

ACCTCTGACA

TTCCAGCTTC

CTAGAATGCA

TAACCATTAT

AGGTTCAGGG

TGGCTGATTA

CATGCAG

TCGCCCCGAG

CGCCTTGGTG
GTACCAGCCC
CCACTACCTG
TTTTCGGGAA
TGTGGCCATG
AGAGGTAGGT

TCGAGCCTTG

TGCTGAGTGC
CATTGCTCAC
GCAGCTGGTG

Ende
GCAGCGGCTG

TGTCCTCTGC
TAGTTGAGGA
AATTTACCAC
CCAGGCTAAC
GCCCACAAAC
AGAGAAGGGG
CGGGTTCTTG
BamHI
GAGGGATCCA
GTGAAAAAAA
AAGCTGCAAT
GGAGGTGTGG

TGATCCGGCT

AAGCCTGTGC

GGACCCAATG
ACCGGGGGCA
CACACGCAGG
AATATTGCCT
GAGTCCGGAG
GAAACTGGGA

ATCCGGAAGC

GAGCAGGCCC
CGGCTGCACA

GAGCACGACC

ORF-\J/

GAGGCGTGAC
TCTGTGTGGC
GCGATGGTGT
AATGTTTTCC
ACTGAGCTGC
CTGGCTTATG
CAAATAGCTT

ATATTTATAA

GACATGATAA
TGCTTTATTT
AAACAAGTTA
GAGGTTTTTT

GCCTCGCGCG
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TAP2V1:

61

121

GTGTTTGCCT

CGCGCGCCGG

GGCGACTTCG

pHBApr%neo

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

EcoRT

AGCTGGAATT

CAGAAGCTCT

CGAGGCCCTG

CTCTGGGAAC

TTGGAGTGCT

TGCCCTTGCT

CCATGAGCAC

ATGGAGCCGT

AGAAGGAACC

AGCCGGATCT

AGATGTTCAT

CAGACGCCTT

CTGCAGGCTG

GAGAGCAGCT

CAGGGGAGCT

TAAATGCCAA

TCCAGGTCTC

CCGAGAAGGT

CGAAGGCAGG

GGGCGGAGGA

GGTGGCGCCG

GCATGCAGGT

GGGGCGGCCT

TGGTATACAT

ACTTGGACCG

TTTATGGTAA

CGCCCCCTGG

GCTCACAGCG

TAP2

CCGGGCGTCG

CCTGAGGTGC

GGCCTCTCTG

TCTGCTTCCC

GTGGGGACTG

CTGCCTGACT

CTCAGTAGTC

GGCGTTGAGC

AGGCCAGGAG

GCCTTTCCTC

CCCTCATTAT

TGCGAGCGCC

CCGAGGAGGC

TTTCTCATCT

GAACTCACGG

TATCCTGCTG

CCCGAGACTT

GTACAACCCC

GCAGGTGGTG

GCAGGAAGTC

AGACCTGGAA

GCTGATTCTG

GCTCTCCTTC

GTATGGGGAT

AAGGCCAAAT

TAACGCGGCC

CGGCCTAAGG

CGCCCGGCTA

CTGCGCACCC

CGCTCCGCAG

CTGCTGGTGG

CCGGGGCTGC

CTAAAAGTGG

AACCCCCTGT

AGAGTGGCTT

CTTGCCGTGT

AATAACAGAG

ATCGTTGCCT

TCGGGTCGTG

ATCTTTTTCA

TCCTTCCTCT

TTGTTGCGCC

CTGAGCTCGG

CGGAGCCTGG

ACCTTCCTCT

CGCCATCAGG

CGTGAGGCCG

AGACGCTACA

AAAAGCTTGT

AACGTCGGTG

CTGCTGTATC

ATGCTGAGCA

CTGCCGAATC

GGCCCGGGCT

ACTCGGCGCG

TTCTCGCAGG

AGAAGACCCA

CCGCAGACCC

ACCTGGCTTT

CAGGACTATG

GAGGGCTGCT

TTTTCTCGCT

CTGCCTCTTG

GGGCTGTGCT

CACTCATGAT

TCATCTTTCT

TGATTGACAT

TGTGCTTATT

TTGCCGAGTC

AAGACCTTGC

ACACCTCCCT

TGAAGGTGGT

CCCTGCTGGA

CTGTGCTAAA

TAGGAGGCCT

AGGAGGCCCT

ATTTAGTTAT

TGCAGCAGAT

AGGAGGAAGT

ACGTGGGTGC

CTGGGACCCT

TCCTTTGTCC
CCGGAAGTGG
Salrl

ATCAGTCGAC

GTTTGGGAGG

CCAATCTGGG

CCAGGGCGGG

CTGCAGCCCA

AAGCAGATTT

___’>ORF

CACCATGGCG

ACTTGGGTTG

GCTGGAGGGC

GAGACTCGTG

GAGAGCCCTG

GGGCTGGCTG

GAGCCCCGCT

ACGGTTGCTG

TGCGATGGCT

CCTGGGAGGT

CTCTGTTGGG

CAGGATCAAC

ATTCTTCCAG

GATGAGCCAG

GGGGCTGTAC

CCTGCCCCTC

GGAGATCCAG

GCAGACCGTG

CTGTCCCACC

CTACAAAGCT

ACCCTGCGAC

GGGACCTTTC

GTGGGAAGCA

CTTGCTGACT

GGAGCACAGG

AGGCTGTCCA

GTGTGGTGGG

GATTTTGACC

AGCTCCCTCT

CTGCGCATAC

GAGACCAAGA

TGGCTCTCTT

TACTTCATGC

ACAATAGCAG

GATGCAGTGG

AGAAGCTTTG

_Sall _

GGAGCGATGT

ACAGAGGGTA

CCTGGCTGGG

GGGGCACCAT

TGCGGAAAAG

GGCCCCTCCC

CGACAGCTGT
ATGGCCTTGG
GAGGTCACCC
GTCCAGAACC
GTTTTTTCCT

AGGCTGGAGG

158



1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

GGCGCGTGGA

TCCAGGGCCT

GGTCAGGGAA

AGCTGCTGCT

TGGTTCTGGT

ATGGCCTGAG

ACGACTTCAT

AGTTAGCTGT

GGGTCCTCAT

AGCGGCTCCT

AGCTCAGCCT

AGCAGGGCAC

CTCTTGCGGC

CTGCTGTCCT

GAGATAGTTG

CCGGAATTTA

TACCCCAGGC

ATGCGCCCAC

GTACAGAGAA

TCCGCGGGTT

ATTTCAAGAT

GACGTTCACC

GAGCACCGTG

GGATGGCGAG

GGGGCAGGAG

GGACTGTGAG

AGGGGAAATG

GGGACAGAAA

CCTGGATGAG

GTATGAGAGC

GGCAGAGCGG

CCACCTGCAG

TCCTTCAGAC

CTGCTCTGTG

AGGAGCGATG

CCACAATGTT

TAACACTGAG

AAACCTGGCT

GGGGCAAATA

CTTGATATTT

BamHI

CTTCGAGGGA

TGCAGTGAAA

TTATAAGCTG

AGGGGGAGGT

ATTATGATCC

G

TCCAGACATG

AAAATGCTTT

CAATAAACAA

GTGGGAGGTT

GGCTGCCTCG

GTCTCCTTCT

CTGCATCCTG

GCCGCCCTGC

CCCCTGGTCC

CCTGTGCTGT

GACGCTCAAG

ACGAATGGAA

CAACGTCTGG

GCTACCAGTG

CCCGAGTGGG

GCCCACCACA

CTCATGGAGA

CGTACCCCAG

GAAAGGTGAC

TGCAGAACCT

AGTACGATCA

TCTCCGGTTC

TGATGGCTGC

TAAACACAGA

CCATTGCCCG

TAP1 (V1)
CCCTGGACGC

CCTCTCGGAC

TCCTCTTCCT

GAGGAGGGTG

\/ ORF-Ende

TGACGGGCTT

TGGCGGAGAA

GTGTTTGTTA

TTCCCGCCCC

CTGCTGAGTC

TATGTGGCGT

GCTTGCAATT

ATAATAAAAC

ATAAGATACA

ATTTGTGAAA

GTTAACAACA

TTTTAAAGCA

CGCGTTTCGG

CTGGACTGCA

CCTGGGAGCA

CATGAGGAAA

GCCCCCTGTT

TCCTGTCTCC

TGGGACAGAA

AACCAAAGGC

TGGTGTTTTG

TTGATGAGTT

TTTGTGATGC

ACAATTGCAT

AGTAAAACCT

TGATGACGGT

TCGCCCCGAG

GGCTTTGGTG

GTACCAGCCC

TCACTACCTG

TGTCAAGGAC

TGCCCAGGCG

AATCGGGGAG

GGCCCTTGTG

CGGCAACCAG

GGTTCTTCTG

CAAAGAAGGC

TTACCGGTCC

AGCTGCGCGA

AAGATTTTAC

ATGTAACCTC

AGACGGGGGA

CGTGGAGTTT

TGAGAAGAAA

ATAGGCTGGC

TAAAAAAAAA

TGGACAAACC

TATTGCTTTA

TCATTTTATG

CTACAAATGT

GAAAACCTCT

AAGCCTGTGC
GGACCCAATG
ACCGGGGGCC
CACCGCCAGG
AATATTGCCT
GCCTGTGCAG
AAAGGGAGCC

CGGAACCCGC

CTACGGGTCC
ATCACCCAGC
TCTGTCTGCG
ATGGTGGAGG
GTCCCTCCCC
CACATCCACG
TAGGAGATGC
TGGGGGTAGG
GCATCACGGC
CGCTCAAAAT
CTATGGGTGT

pHBAprlﬂeo

EcoRI
AGAATTCCAG
ACAACTAGAA
TTTGTAACCA
TTTCAGGTTC
GGTATGGCTG

GACACATGCA
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TAP2AV2: Sequenzierung des mutierten Bereiches

1793

1854

1914

1974

2034

2094

2154

2214

CAGAAATCGG GGAGAAAGGN
CCCGGGCCCT TGTGCGGAAC
\J/ORF -Ende
ACGCCTAGTG CGAGCAGGCC
TCATTGCTCA CCGGCTGCAC
GGCAGCTGGT GGAGCACGAC
AGCAGCGGCT GGAGGCGTGA

TCTGACCCAC AGGGACTGTG

CTTTGTTTAT TTTGGTGGGC

AGCCAGTTAN

CCGCGGGTCC

CTTCAGACCT

ACGGTTCAGA

CAGCTCAGGG

GGCCTCCAGA

CTGGAGGCTA

TTGGTGGGTG

CTGTGGGACA GAAACAACGT
—>
TCATCCTGGA TGAGGCTACC
GGAGATCGCA GGAGGACAGG
ATGCTGACCA AGTTCTGGTG
ATGAGCAGGA TGTCTACGCT
CACTGAGCCC TCTCAGGACT
GCGTCAGGAT AAAGATTGGG

AGGGCCAGGG GATGGGATGG

CTGGCCATTG
AGTGCICTGG
ACGATGCTGG
CTCAAGCAGG
CACTTGGTAC
GTGGCCAGGA

ACCCTTTGGA

T: In TAP2-WT ist stattdessen ein C. Diese Substitution ist aber ohne Auswirkung auf die

Aminosduresequenz. GCT kodiert, wie GCC, auch fiir Alanin.

T: Eingefiihrte Mutation fiir einen Stop Codon (TAG).

—>:

zeigt die Startposition des Mutageneseprimers.

Die angegebenen Nukleotidpositionen sind vom ORF ausgehend.

TAP1AV1: Sequenzierung des mutierten Bereiches

1553

1614

1674

1734

1794

1854

1914

1974

2034

2094

2154

GACTTTTACG

GAGCACCGTG

GGATGGCGAG

GGGACAAGAG

GCGGACTCCA

CATCTCTGGA

AGGAGGTCAG

CTGTATCCCG

GCCGCCCTGC

CCCCTGGTCC

CCACTGCTAT

ACCATGGAGG

TTCCCTCAGG

CGACAGGCGG

—
TATCTTGGAC GATGCCACCA
CCTGTATGAG AGCCCCGAGT
CCTGGCAGAG CGGGCCCACC

CACCCACCTG CAGCTCATGG

GGAAGGTGAC
TGCAGAACCT
AGTATGATCA
TTGGAAGAAG
AAATCACAGC
GCTATGACAC
TGGCCTTGGC
GTGCTCTGGA
GGGCCTCTCG
ACATCCTCTT

AGAGAGGAGG

CGCCTTGGTG

GTACCAGCCC

CCACTACCTG

TTTTCGGGAA

TGTGGCCATG

AGAGGTAGGT

TCGAGCCTTG

GGACCCAATG

ACCGGGGGCA

CACACGCAGG

AATATTGCCT

GAGTCCGGAG

GAAACTGGGA

ATCCGGAAGC

RF-Ende

TGCTTGAAAC CAGCTACGGG
GACGGTTCTT CTGATCACCC
CCTCAAAGAA GGCTCTGTCT

GTGTTACCGG TCCATGGTGG

GGTCAGGGAA
AGGTGCTCCT
TGGCCGCAGT
ATGGCCTGAC
CCCACGATTT
ACCAGCTGTC
CACGCCTGCT
TCCAGCGGCT
AGCAGCTCAG
GCGAGCAGGG

AGGCTCTTGC
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2204 GGCTCCTTCA GACTGACGGG CTTCTGGACT GCAAGCTGCG CGAGTCCCTC CCCCTGCTGT
2264 CCTCTGCTCT GTGTGGCGGA GAACCTGGGA GCAAAGATTT TACCACATCC ACGGAGATAG
2324 TTGAGGAGCG ATGGTGTTTG TTACATGAGG AAAATGTAAC CTCTAGGAGA TGCCCGGAAT
2384 TTACCACCAA TGTTTTCCCG CCCCGCCCCC TGTTAGACGG GGGATGGGGG AGGTACCCCA

2444 GGCTAACCCT TGAGCTGCTG AGTCTCCTGT CTCCCCGTGG AGTTTGC... ..........

T: In TAPI-WT ist stattdessen ein C. Diese Substitution ist aber ohne Auswirkung auf die
Aminosduresequenz. GCT kodiert, wie GCC, auch fiir Alanin.

T und A: Eingefiihrte Mutationen fiir einen Stop Codon (TGA).

——» : zeigt die Startposition des Mutageneseprimers.

Die angegebenen Nukleotidpositionen sind vom ORF ausgehend.
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1IN2SW1: Sequenzierung des mutierten Bereiches

TTGCCCGGGC CCTNGTGCGG AACCCGCGGG TCCTCATCCT GGATGAGGCT ACCAGTGCCC

—p
TGGACGCCGA GTGCGAGCAG GCCCTTCAGA CCTGGAGATC GCAGGAGGAC AGGACGATGC

TGGTCNTTAC TCAGCAGCTG CACACGGTTC AGAATGCTGA CCAAGTTCTG GTGCTCAAGC

AGGGGCAGCT GGTGGAGCAC GACCAGCTCA GGGATGAGCA GGATGT....

A, G, A: Eingefiihrte Mutationen, die fiir Threonin (ACT) und Glutamin (CAG und CAG)
kodieren. Die WT-Codons sind: GCT fiir Alanin, CAC fiir Histidin und
CGG fiir Arginin.

—» : zeigt die Startposition des Mutageneseprimers.

Die angegebenen Nukleotidpositionen sind vom ORF ausgehend.

2N1SW2: Sequenzierung des mutierten Bereiches

1 ORF -~ »
1893 GGACGATGCC
1954 TGAGAGCCCC
2014 AGAGCGGGCC
2074 CCTGCAGCTC
2134 TTCAGACTGA
2194 CTCTGTGTGG
2254 AGCGATGGTG

ACCAGTGCCC

GAGTGGGCCT

CACCACATCC

ATGGAGAGAG

CGGGCTTCTG

CGGANAACCT

TTTGTTACAT

TGGATGCTGG
—p
CTCGGACGGT
TCTTCCTCAA
GAGGGTGTTA
GACTGCAAGC
GGGAGCAAAG

GAGGAAAATG

CAACCAGCTA

TCTTCTGATC

AGAAGGCTCT

CCGGTCCATG

TGCGCGAGTC

ATTTTACCAC

TANCCTCTAG

CGGGTCCAGC
GCCCACCGGC
GTCTGCGAGC
GTGGAGGCTC
CCTCCCCCTG

ATCCACGGAG

GGCTCCTGTA

TCAGCCTGGC

AGGGCACCCA

TTGCGGCTCC

CTGTCCTCTG

ATAGTTGAGG

G, C und G: Eingefiihrte Mutationen, die fiir Alanin (GCC), Histidin (CAC) und Arginin
(CGQG) kodieren. Die WT-Codons sind: ACC fiir Threonin, CAG und
CAG fiir Glutamin.

—— : zeigt die Startposition des Mutageneseprimers.

Die angegebenen Nukleotidpositionen sind vom ORF ausgehend.
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