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1. Einleitung

Das Immunsystem ist ein Verbund aus Organen, Zellen und Proteinen, die daran beteiligt
sind, den Korper vor dem Einfluss pathogener Mikroorganismen oder entarteten
korpereigenen Zellen zu schiitzen. Die Organe des Immunsystems, d.h. das Knochenmark,
der Thymus, die Milz und die Lymphknoten, dienen zur Bildung bzw. zur Stimulation der
Immunzellen. Im Knochenmark entstehen B-Zellen und im Thymus T-Zellen. Diese B- und T-
Zellen werden wahrend einer Infektion in den Lymphknoten oder der Milz aktiviert. Die
Zellen und Proteinanteile des Immunsystems werden in angeborene (innate) und erworbene
(adaptive) Komponenten unterteilt. Das adaptive Immunsystem, zu dem auch die B- und T-
Zellen gehoren, hat die Moglichkeit sich innerhalb relativ kurzer Zeit an den Erreger
anzupassen und bildet zudem ein immunologisches Gedachtnis aus. Bei wiederholter
Infektion mit dem gleichen Erreger reagiert das adaptive System daher sehr schnell und
hochspezifisch. Das angeborene System reagiert zwar gewdhnlich schneller als das adaptive
System, ist aber weniger spezifisch. Das angeborene Immunsystem ist sehr wichtig, da es die
Aktivierung des adaptiven Systems einleitet und die Zeitspanne bis zur Aktivierung von B-
und T-Zellen Uberbriickt. Die wichtigste Schnittstelle zwischen adaptivem und angeborenem
System stellen die Dendritischen Zellen (DCs) dar. DCs finden sich in nahezu allen Organen
und ihre Aufgabe ist es, pathogene Mikroorganismen zu erkennen und eine adaptive
Immunantwort gegen diese Erreger einzuleiten (Moser M., 2003). Zur Erkennung von
Krankheitserregern besitzen DCs Rezeptoren, die zum angeborenen Immunsystem gehdren
und bestimmte konservierte Strukturen von pathogenen Krankheitserregern binden, die als
PAMPs (Pathogen Associated Molecular Pattern) bezeichnet werden. Die auf den
Immunzellen vorhandenen entsprechenden Rezeptoren werden PRRs genannt (Pattern
Recognition Receptors). Erfolgt eine Bindung von PAMPs an die PRRs, kommt es zur
Aktivierung der Immunzelle und zur Internalisierung, Prozessierung und Prasentation von
Antigenen Gber MHCII- bzw. MHCI-Molekiilen (Vyas J. M. et al., 2008). Bei MHCI- und MHCII-
Molekilen handelt es sich um hochpolymorphe Transmembranproteine, die intrazellular mit
Peptiden von Krankheitserregern beladen werden und diese auf der Zelloberfliche
prasentieren, was eine Vorraussetzung zur Aktivierung von T-Zellen ist. T-Zellen lassen sich
grob in CD4+ und CD8+ Zellen unterteilen. Wahrend CD4+ T-Zellen MHCII-Peptidkomplexe
erkennen, binden CD8+-Zellen an peptidbeladene MHCI-Molekiile. CD4+-T-Zellen werden
auch Helferzellen genannt, da sie in die Aktivierung von CD8+ T-Zellen und B-Zellen involviert
sind. Uber DCs aktivierte CD4+ T-Zellen interagieren mit B-Zellen und stimulieren deren
Entwicklung zu antikdrpersezernierenden Plasmazellen. Patienten oder Mause, die keine
funktionellen MHCII-Molekiile besitzen, zeigen bei Infektionen daher keine effiziente
Antikorperproduktion (Viville S. et al., 1993). Ferner haben CD4+ Zellen Bedeutung bei der
Aktivierung von Makrophagen oder der Bildung von Gedachtnis T-Zellen.

1.1 Der MHCII-Weg der Antigenprasentation
1.1.1 Aufbau und Struktur von MHCII-Molekiilen

MHCII-Molekdle sind hochpolymorphe, heterodimere Typ-1 Transmembranproteine, die aus
einer a- und B-Untereinheit mit einem Molekulargewicht (MW) von 35 kDa bzw. 30 kDa
aufgebaut sind (Cresswell P., 1994). Jede Kette besteht aus zwei extrazelluliren Doméanen
(al1-a2 bzw. B1-B2), einer Transmembranregion und einem zytoplasmatischen Bereich. Die
ol- und B1-Domanen der a- und B-Kette bilden die Peptidbindungsgrube. Beim Menschen
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findet man drei verschiedene MHCII-Isoformen HLA-DR, HLA-DQ und HLA-DP (Bei der Maus
zwei: I-A und I-E). Das besondere Merkmal der MHCII-Molekiile ist der grolRe
Polymorphismus. Dieser ermoglicht die Prdsentation eines sehr grofen Spektrums von
antigenen Peptiden. Interessant ist, dass der Polymorphismus der drei MHCIl-Isoformen
nicht identisch ist. Wahrend bei HLA-DR nur die B-Ketten polymorph sind, existieren bei DP
und DQ sowohl von den a- als auch von den B-Untereinheiten zahlreiche Allotypen (s. Tab. 1
nach Robinson J. et al., 2003; IMGT/HLA Database Release 2.25.2, 11 May 2009).

Tab. 1: Polymorphismus humaner MHCII-Molekiile®
Gen DRA | DRB |DQA1|DQB1|DPA1|DPB1

Allele 3 690 34 95 27 131

Proteine 2 556 25 69 16 115

Da MHCII-Molekiile darauf spezialisiert sind, ein moglich breites Spektrum an Peptiden
binden zu kdnnen, befinden sich die polymorphen Bereiche der MHCII-Molekiile
Uberwiegend im Bereich der Peptidbindungsgrube. Diese besteht aus acht beta-Faltblatt
Strukturen, welche den Boden der Grube bilden und zwei alpha-Helices, die die Grube
seitlich begrenzen (s. Abb. 1.1 B und C). Peptide, die von MHCII-Molekiilen gebunden
werden, haben gewoéhnlich eine Lange von ca. 12-17 Aminosduren und kénnen auf beiden
Seiten der Peptidbindungsgrube herausragen. Die Stabilisierung der Bindung des Peptids an
das MHCII-Molekiil erfolgt durch Wasserstoffbriicken zwischen dem Peptidrickgrat und der
Grube. Zudem besitzt die Peptidbindungsgrube Taschen, in welche Aminosaureseitenketten
des Peptides binden (Stern L. J. et al., 1994). Diese Vertiefungen sind fiir die Allel-spezifische
Bindung von Peptiden verantwortlich (Rammensee H. G, et al., 1995).

! http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/stats.html ; Robinson J. et al., 2003; IMGT/HLA Database Release 2.25.2, 11
May 2009
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Abb. 1.1: Aufbau der MHCII-Molekiile: A) Schematische Darstellung eines MHCII-Molekils. B und C) HLA-
DR3/CLIP-Komplex nach der Kristallstruktur von Gosh P et al., (1995). Die Darstellung erfolgte mit dem 3D
Molecule Viewer (Vector NTI 10 Advance, Invitrogen). C zeigt eine seitliche Perspektive, B eine Aufsicht auf die
Peptidbindungsgrube. Die a-Kette ist in blau, die B-Kette in tlrkis und CLIP ist in gelb dargestellt.

1.1.2 Zusammenbau der MHCII-Komplexe

Die MHCII a- und B-Untereinheiten werden innerhalb des endoplasmatischen Retikulums
(ER) mit Hilfe eines dritten nicht-polymorphen Molekiils (der sog. invarianten Kette; li; CD74)
zu einem funktionellen MHCII-Molekil zusammengesetzt. Kurz nach der Translation
kommen MHCII-Molekile zundchst gemeinsam mit dem ER-Chaperon BiP in
hochmolekularen Komplexen vor und gehen dann mit Hilfe des Chaperons Calnexin in li-
MHCII-Komplexe liber (Marks M. S. et al., 1995; Anderson K. S. und Cresswell P., 1994). Der
Verlust von Calnexin korreliert mit dem Transport der MHCII-li-Komplexe aus dem ER.

Bei li handelt es sich um ein Typ-2 Transmembranprotein, das sich kurz nach der Translation
zu einem Trimer zusammenlagert. Von li existieren mehrere Splicevarianten (Stumptner-
Cuvelette P. und Benaroch P., 2002). Beim Menschen kommen vier, bei der Maus zwei
Isoformen vor. Neben BiP und Calnexin Gbernimmt li eine wichtige Chaperonfunktion fiir
MHCII-Molekiile (Koch N. et al., 2007). Von besonderer Bedeutung ist die CLIP-Region der
Invarianten Kette. Die CLIP-Sequenz belegt bei der Bindung von li an MHCII-Molekiile
innerhalb des ER die Peptidbindungsgrube. Dies verhindert eine vorzeitige Beladung der
MHCII-Molekiile durch ungefaltete Polypeptidketten (Busch R. et al., 1996). Zudem fordert
die Bindung der CLIP-Sequenz den Zusammenbau der a- und B-Untereinheiten und die
Stabilisierung der Klasse [I-Molekiile (Romagnoli N. und Germain R. N., 1994). Obwohl nicht



alle MHCII-Molekile CLIP mit gleicher Affinitat binden (Sette A. et al., 1995), erfolgt die
Bindung von li an MHCII-Molekiile vor allem (iber die CLIP-Region (Stern et al., 1994).

Es existieren derzeit zwei Modelle, wie aus einzelnen MHCII-Untereinheiten mit Hilfe von li
funktionelle MHCII-Molekiile gebildet werden. Ein klassisches, heutzutage verbreitetes
Modell (siehe z.B. Cresswell P., 1994) und eine weiterentwickelte Variante (Koch N. et al.,
2007). Nach dem klassischen Modell lagern sich zunachst eine a- und B-Untereinheit zu
einem MHCII-Dimer zusammen, welches daraufhin an das Trimer der invarianten Kette
bindet. Drei MHCII aB-Dimere binden an ein Trimer von li, wodurch ein nonamerer Komplex
liz(af)s entsteht. Der nonamere Komplex verldsst das ER und gelangt tber den Golgi-Apparat
in die Endosomen. Das Modell von Koch und Kollegen unterscheidet sich dahingehend, dass
von der Bildung einer a-li Matrix ausgegangen wird. Nach dieser Theorie lagert sich zunachst
eine MHCII o-Kette und li zusammen, wodurch eine a-li Matrix entsteht. Diese a-li Matrix
dient dazu, eine zu der MHCII a-Kette entsprechende B-Kette zu selektionieren. Aus der
Vielzahl an moéglichen Kombinationen von MHCII-Molekiilen werden auf diese Weise durch li
solche herausselektiert, die Peptidbindungseigenschaften besitzen.

1.1.3 Transport der MHCII-li-Komplexe in die MHCII-Beladungskompartimente

MHCII-li-Komplexe gelangen nach Verlassen des ER in endosomale Kompartimente, in denen
die MHCII-Molekile nach Abbau von |i mit antigenen Peptiden beladen werden. Der
Transport erfolgt durch den Golgi-Apparat, wo mannosereiche N-gebunden Kohlenhydrate
zum komplexen Typ modifiziert werden. Die DRa-Kette besitzt zwei N-gebunden
Kohlenhydratketten. Eine wird zum komplexen Typ modifiziert, die andere verbleibt
mannosereich. DRB besitzt nur eine N-glykosidisch verbundene Kohlenhydratkette, die zum
komplexen Typ modifiziert wird (Shackelford D. A. und Strominger J. L., 1983).

Es existieren zwei Wege wie MHCII-Molekiile vom Golgi-Apparates in die endosomalen
Klasse ll-Beladungskompartimente (MIICs) gelangen. Ein Weg flihrt vom trans-Golgi-
Netzwerk in die Endosomen (Davidson H. W., 1999; Benaroch P. et al., 1995). Beim anderen
Weg gelangen die MHCII-li-Komplexe zunachst zur Zelloberflache, von wo sie internalisiert
und in die MIICs transportiert werden (McCormick P. et al., 2005; Roche P. A. et al., 1993;
Wang K. et al., 1997). Die Signale fir den Transport in die endosomalen Kompartimente sind
in Form zweier Di-Leucin-Motive im zytoplasmatischen Teil von li vorhanden (Simonsen A. et
al., 1997; Bakke O. und Dobberstein B., 1990; Pieters J. et al., 1993). Diese binden an die
Adaptorproteine AP1 und AP2 (Hofman M. W. et al.,, 1999), die in Clathrin-vermittelte
Sortierungsprozesse involviert sind. Wahrend AP1 fiir den direkten Transportweg vom Golgi-
Apparat in die MIICs verantwortlich sein kdnnte (Hofman M. W. et al., 1999), vermittelt AP2
die Internalisierung der MHCII-li-Molekile von der Zelloberflaiche (Dugast M. et al., 2005).
AP2 bindet an die Di-Leucin-Motive im zytoplasmatischen Anteil von li und vermittelt so die
Assoziation mit Clathrin, was in der Endozytose der MHCII-li-Komplexe resultiert (McCormick
P. J., 2005). Mutation der Di-Leucin-Signale von li verhindern zum einen den Transport der
MHCII-li-Komplexe in die MIICs und flihren zu einer Anhaufung von MHCII-li-Komplexen auf
der Zelloberfliche (Simonsen A. et al., 1997; Roche P. A. et al.,, 1992; Roche P. A. et al.,
1993). Neben AP-2 spielt auch die GTPase Dynamin bei der Endozytose von MHCII-Ii-
Komplexen eine Rolle. Uberexpression einer dominant-negativen Form von Dynamin
verhindert die Internalisierung der MHCII-li-Komplexe von der Plasmamembran sowie den
Abbau von li (Wang K. et al., 1997).



1.1.4 Proteolytischer Abbau von li und Beladung der MHCII-Molekiile

MHCII-Molekiile werden in einem speziellen endosomalen Kompartiment beladen, das MIIC
(MHC Klasse llI-Beladungskompartiment) genannt wird. Dabei handelt es sich um
multivesikulare oder multilamellare spate Endosomen. MIICs enthalten grofle Mengen von
MHCII-Molekiilen und Proteinen, die zur Beladung der MHCII-Molekiile wichtig sind (Stern L.
J. et al., 2006). Zu den akzessorischen Proteinen gehoren unter anderem HLA-DM und HLA-
DO, Cathepsine (Cath-S und -L) und eine durch IFNy induzierbare Thiolreduktase (GILT). HLA-
DM ist ein Enzym, das die Peptidbeladung katalysiert und in einigen Zellarten durch HLA-DO
reguliert wird (Denzin L. K. et al., 2005). Die Cathepsine -S und -L sind am Abbau von li und
bei der Prozessierung von Peptidantigenen beteilig. GILT reduziert Disulfidbriicken (z.B. beim
Hen Egg Lysozyme (HEL)) und macht auf diesem Weg Proteine fiir Proteasen zugangig
(Hastings K. T. et al., 2006). Obwohl die Beladung der MHCII-Molekiile am effizientesten in
den MIICs erfolgt, kann dies auch in anderen subzelluldren Kompartimenten erfolgen, zum
Beispiel in frihen Endosomen, in Phagosomen oder auf der Zelloberflache (Robinson J. H.
und Delvig A. A., 2002).

Nach dem Transport der li-MHCII-Komplexe in die MIICs, wird li schrittweise durch
Proteasen (Cathepsin-S, Cathepsin-L, Cathepsin-G, Asparagin-Endopeptidase (AEP))
degradiert, wobei Fragmente der Invarianten Kette mit dem Molekulargewicht von 22, 18
und 12 kDa entstehen (Pieters J. et al., 1991, Tupl A., 1994, Blum J. S. und Cresswell P., 1988,
Hsing L. C. und Rudensky A. Y., 2005). Nach dem Abbau verbleibt ein Fragment von li, das
sog. CLIP-Peptid, in der Peptibindungsgrube (Bryant et al., 2002; Honey K. und Rudensky A.
Y., 2003). Mit Hilfe von HLA-DM wird CLIP aus der Peptidbindungsgrube freigesetzt und
durch ein antigenes Peptid ersetzt. HLA-DM (bernimmt dabei auch die Rolle eines Peptid-
Editors, der die selektive Bindung hochaffiner Peptide fordert (Wubbolts R. und Neefjes J.,
1999). Die Beladung der MHCII-Molekiile mit hochaffinen Peptiden flihrt auch zu einer
Anderung der Struktur. MHCII-Molekiile nehmen daraufhin eine kompaktere Form ein, die
unempfindlicher gegeniiber Denaturierung durch das Detergenz Natriumlaurylsulfat (SDS)
ist. Diese kompakten MHCII-Molekile zerfallen wahrend der SDS-PAGE nicht in ihre
Monomere und werden daher auch als SDS-stabile MHCII-Dimere bezeichnet (Springer T. A.
etal., 1977; Natarajan S. K. et al., 1999). Peptidbeladene MHCII-Molekiile (pMHCII) gelangen
schliefRlich zur Zelloberflache und kénnen dort von entsprechenden T-Zellen erkannt werden
(Neefjes J. J., 1999; Germain R. N., 1994).

1.1.5 Transport der peptidbeladenen MHCII-Molekiile zur Zelloberfldche

Mit Peptiden beladene MHCII-Molekiile (pMHCII) werden Uber vesikularen Transport zur
Zelloberflache transportiert (Busch R. und Mellins E. D., 1996). Da die spaten endosomalen
MIICs nicht (iber ein spezifisches Transportsystem fiir einzelne Proteine zur Zelloberflache
verfligen, werden pMHCII-Molekile nicht selektiv transportiert, sondern das gesamte MIIC
fusioniert mit der Zelloberflache (Rocha N. und Neefjes J., 2008).

MIICs wandern mit Hilfe der Motorproteine Kinesin und Dynein an Mikrotubuli entlang zur
Zelloberflache oder entfernen sich von dieser (Wubbolts et al., 1996; Boes et al. 2002; Chow
et al. 2002). Fusionieren die MIICs mit der Zelloberflaiche gelangen die MHC Klasse II-
Molekile innerhalb der MIIC-Membran an die Zelloberfliche (Raposo G. et al., 1996;
Wubbolts R. et al., 1996). Wahrend in unreifen DCs, B-Zellen und MHC Klasse ll-positiven
Melanomzellen die MIICs direkt mit der Zelloberflache fusionieren, zeigen aktivierte DCs
einen anderen Mechanismus. Dort entstehen an den MIICs Tubuli, welche zur Zelloberflache
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wandern und mit dieser verschmelzen (Kleijmeer et al., 2001; Boes M. et al., 2002; Chow A.
etal., 2002).

1.1.6 Sortierung der MHCII-Molekiile in die multivesikuldren Endosomen

Wie stark die MHCII-Oberflachenexpression ist, hdangt nicht nur vom Transport zur
Zelloberflache ab, sondern auch von der Geschwindigkeit der Internalisierung. Reife DCs
besitzen eine 10-fach hohere MHCII-Oberflachenexpression als unreife DCs. Das liegt daran,
dass bei reifen DCs die Internalisierung der MHCII-Molekiile von der Plasmamembran stark
reduziert ist (De Gassart A. et al., 2008).

Werden peptidbeladene MHCII-Molekiile internalisiert, gelangen sie von den frihen
Endosomen aus entweder direkt zuriick zur Zelloberflache (liber die ,Recycling” Endosomen)
oder in die multivesikularen Endosomen (MVE). Beim ,Recycling” gelangen die pMHCII-
Molekile entweder unverandert wieder zur Zelloberfliche oder kdnnen innerhalb der
Endosomen erneut mit Peptiden beladen werden (Sinnathamby G. und Eisenlohr L. C.,
2003). Wahrend des Transports in die multivesikuldaren Endosomen werden MHCII-Molekiile
zum Teil in die intraluminalen Vesikel inkorporiert. Je nachdem, ob die MVEs mit der
Zelloberflaiche oder mit den Lysosomen fusionieren, werden die pMHCII-Molekiile tber
Exosomen in den extrazelluldren Raum sezerniert oder in den Lysosomen degradiert (van
Niel G. et al., 2008).

Je nach Zusammensetzung des MHCII-Komplexes werden zur Internalisierung
unterschiedliche Mechanismen verwendet. MHCII-li-Komplexe werden Uber Signale im
zytoplasmatischen Teil von li mittels Clathrin von der Oberflaiche endozytiert (s. Abschnitt
1.1.3). Die Endozytose von nicht li-assoziierten MHCII-Molekiilen erfolgt auf
clathrinabhangigen oder —unabhangigen Wegen. Entsprechende Motive oder Aminosduren
befinden sich im zytoplasmatischen Bereich der a- und B-Ketten. Der zytoplasmatische
Anteil der MHCIlI B-Ketten enthdlt ein konserviertes, auf Leucinresten basierendes,
Signalmotiv. Dies ist fur die li-vermittelte Antigenprasentation wichtig (Smiley S. T. et al.,
1995), hat aber nur geringen Anteil an der Endozytose der Klasse lI-Molekiile (Smiley S. T. et
al., 1995; Zhong G. et al., 1997, Knorr R. et al., 2009). In Position 225 der B-Kette befindet
sich ein konservierter Lysinrest, der iber MARCH-Ubiquitinligasen (MARCH-I und MARCH-
VIII) mit Ubiquitin versehen wird (Shin J.S. et al., 2006; van Niel G. et al., 2006; Ohmura-
Hoshino M. et al., 2006). Die Ubiquitinylierung der pB-Kette resultiert in der
clathrinabhdngigen Internalisierung der MHCII-Molekiile von der Zelloberfliche. Diese
Modifikation ist daflr verantwortlich, dass in unreifen DCs die MHCII-Molekiile in den
endosomalen Kompartimenten und weniger auf der Zelloberflache lokalisiert sind (Shin J.S.
et al., 2006; van Niel G. et al., 2006; Ohmura-Hoshino M. et al., 2006). Zwar wird auch die
DRa-Kette mit Ubiquitin modifiziert, aber zu einem geringeren Anteil als die DRB-Kette
(Lapaque N. et al., 2009). Clathrin unabhdngige Endozytosewege der MHCII-Molekiile
wurden von Walseng E. et al. (2008) und Knorr R. et al. (2009) beschrieben. Hela-CIITA,
humane B-Zellen und DCs internalisieren pMHCII-Molekiile von der Zelloberflache in friihe
Endosomen und von dort aus in Rab35, Arf6, EHD1 enthaltende tubuldare Endosomen. Dieser
Weg ist Clathrin, AP2 und Dynamin unabhangig. Dass auch Lipid-Rafts in die Endozytose von
MHCII-Molekiilen involviert sind, wurde in murinen B-Zellen entdeckt (Knorr R. et al., 2009).
MHCII-Molekile kointernalisierten mit dem Choleratoxin (CTB), das an das Gangliosid Gy1-
bindet. Daher wurde vermutete, dass MHCII-Molekdle Gber den GLIC/GEEC-Weg endozytiert
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werden, der durch Cdc42, Arfl und GRAF1 reguliert wird.

Die Ubiquitinylierung der Klasse II-Molekile fihrt teilweise auch zum Einbau der MHCII-
Molekiile in die intraluminalen Vesikel (ILV) der multivesikularen Endosomen (MVE) (Shin J.S.
et al., 2006; van Niel G. et al., 2006; Ohmura-Hoshino M. et al., 2006). Die Mechanismen
nach denen MHCII-Molekiile in die intraluminalen Vesikel der MVEs sortiert werden sind
noch nicht komplett verstanden. Es ist aber wahrscheinlich, dass der sog. ESCRT-Komplex
(Endosomal Sorting Complex Required for Transport) entscheidend daran beteilig ist (van
Niel G. et al.,, 2008). Mit Ubiquitin modifizierte Transmembranproteine werden von
Komponenten des sog. ESCRT-Komplexes (bestehen aus ESCRT-0, -I, -, -lll) erkannt und in
die intraluminalen Vesikel der multivesikuldaren Endosomen transportiert (Piper R. C. und
Katzmann D. J., 2007; Williams R. L. und Urbe S., 2007). Die initiale Erkennung
ubiquitinylierter Molekile erfolgt Uber die Proteine Hrs/Stam (ESCRT-0), welche durch
Tsgl01l mit dem ESCRT-I-Komplex interagieren. ESCRT-l und -—Il konzentrieren
ubiquitinylierte  Proteine an der endosomalen Membran. ESCRT-lIl rekrutiert
deubiquitinylierende Enzyme, welche die Ubiquitinreste der Proteine vor deren Einbau in die
ILVs abspaltet. Der ESCRT-lll-Komplex ist auch fir die Einstilpung der begrenzenden
endosomalen Membran zur Bildung der intraluminalen Vesikel wichtig.

Das Schicksal der intraluminalen Vesikel der MVEs wird davon bestimmt, ob MVEs mit den
Lysosomen oder der Zelloberflache verschmelzen. Die Fusion mit den Lysosomen fihrt zum
Abbau der intraluminalen Vesikel (Piper R. C. und Katzmann D. J., 2007). Das Verschmelzen
mit der Zelloberflache resultiert dagegen in einer Freisetzung der intraluminalen Vesikel in
Form von Exosomen (Simons M. und Raposo G., 2009; Lakkaraju A. und Rodriguez-Boulan E.,
2008). Wie reguliert wird, dass MVEs zur Zelloberflache oder zu den Lysosomen gelangen, ist
noch unklar. Es gibt allerdings Hinweise darauf, dass unterschiedliche Subpopulationen von
MVEs existieren. Cholesterol scheint in MVEs angereichert zu sein, die mit der
Plasmamembran verschmelzen, wahrend LBPA in MVEs vorhanden ist, deren ILVs in
Lysosomen abgebaut werden (Mobius W. et al., 2002; Mdbius W. et al., 2003; White I. J. et
al., 2006; Simons M. und Raposo G., 2009).

1.1.7 Exosomen-vermittelte Exozytose von MHCII-Molekiilen

Fusionieren MIICs mit der Zellmembran, werden zum einen die MHCII-Molekile in der
limitierenden Membran der MIICs in die Plasmamembran insertiert, zum anderen die
intraluminalen Vesikel als Exosomen freigesetzt. MHCII-Molekiile, die sich zu diesem
Zeitpunkt in den ILVs befunden haben, werden auf diese Weise in den extrazellularen Raum
sezerniert. Die Sekretion von MHCII-Molekiilen Gber Exosomen ist vor allem fiir Antigen-
prasentiernde Zellarten beschrieben worden; w.z.B. DCs, B-Zellen oder Makrophagen. Auch
MHCII-negative Zellen wie T-Zellen, Mastzellen, Blutplattchen, oder auch Epithelzellen und
Neuronen setzen Exosomen in das extrazelluldre Milieu frei (Blanchard N. et al.,, 2002;
Raposo G. et al., 1997; Heijnen H. F. et al., 1999; van Niel G. et al., 2001; Wolfer J. et al.,
2001). Bei Exosomen handelt es sich um Vesikel mit einem Durchmesser von 30-100 nm und
einer charakteristischen aber variablen Protein- und Lipidzusammensetzung (Simons M. und
Raposo G., 2009; McLellan A. D., 2009). Fiir Exosomen charakteristische Proteine sind sog.
Tetraspannine (z.B. CD63, CD81 oder CD9), MHCI-Molekiile, die Adhdsionsmolekile ICAM-1
und LFA-3, die Hitzeschock Proteine Hsp70 und Hsp90, sowie Proteine die an der Bildung der
Vesikel beteiligt sind (ESCRT-Komponenten, Tsg101, Alix u.a.) (Thery C. et al., 2009).



Exosomen wurden urspriinglich bei Untersuchungen an Retikulozyten entdeckt, die wahrend
der Entwicklung zum Erythrozyten den nicht mehr bendétigten Transferrin Rezeptor (TfR,
CD71) mittels Exosomen sezernieren (Johnstone R. M. et al., 1984). Heutzutage sind eine
Vielzahl weiterer Funktionen von Exosomen bekannt (Shorey J. S. und Bhatnagar S., 2008).
Diese umfassen die alternative Sekretion von Proteinen, die Antigenprdsentation, die
Verwendung als Transportvehikel fir mRNA, microRNAs und fiir infektiose Mikroorganismen
sowie die Immuniiberwachung von pathogenen Mikroorganismen. Uber Exosomen
sezernierte MHCII-Molekiile spielen bei der Prasentation von Antigenen eine wichtige Rolle.
Anhand von Studien mit Exosomen aus EBV-transformierten B-Zellen konnte gezeigt werden,
dass Exosomen humane CD4+ T-Zellen antigenspezifisch stimulieren kénnen (Raposo G. et
al., 1996). Fir diese Versuche waren vermutlich unphysiologisch hohe Mengen an Exosomen
eingesetzt worden. Neuere Untersuchungen wiesen nach, dass Exosomen von primaren B-
Zellen schon vorher aktivierte, aber keine naiven CD4+ T-Zellen aktivieren kénnen (Muntasell
A. et al., 2007). Exosomen aus HCMV-infizierten allogenen Epithelzellen sind zudem in der
Lage Uber DCs entsprechende Gedachtnis CD4+-T-Zellen zu aktivieren (Walker J. D. et al.,
2009).

Auf welchem Wege MHCII-Molekiile in Exosomen transportiert werden ist noch unbekannt.
Eine sehr aktuelle Studie kommt zu dem Schluss, dass zumindest in Hela- oder 293T-Zellen
nicht die Ubiquitinylierung fir den Einbau in die Exosomen verantwortlich ist (Gavreau M. E.
et al., 2009). Es gibt Hinweise darauf, dass die Interaktion mit Tetraspanninen z.B. CD63 das
Sortieren von MHCII-Molekilen in Exosomen bewirkt (Simons M. und Raposo G. et al., 2009)

1.2 Biologie des Herpes Simplex Virus Typ 1

Herpesviren sind Hullviren mit doppelstrangigem DNS-Genom. Man findet Infektionen mit
Vertretern der Herpesviren bei nahezu allen Wirbeltieren (Modrow S. et al., 2003). Allen
Herpesviren gemeinsam ist das DNS-Genom, die Partikelmorphologie und die Fahigkeit im
Wirt eine latente Infektion zu etablieren. Bislang sind acht humanpathogene Herpesviren
identifiziert. Je nach Pathogenitat, dem Wirtszellspektrum und den
Vermehrungseigenschaften werden sie drei Unterfamilien (a-, B- und y-Herpesvirinae)
zugeordnet (s. Tab. 2: verdandert nach Sedy J. R. et al., 2008 und Modrow S. et al., 2003).



Tab. 2: Klassifikation der humanpathogenen Vertreter der Herpesviridae
(Verandert nach Sedy J.R. et al., 2008 und Modrow S. et al., 2003)

i Formaler ; ron B
Subfamilie Gemeiner Name Krankheitshild
Name
Humanes HersasSimplaiVirs Mukokutane Lasionen (Gesicht-,
Herpesvirus 1 P T ?1 Genitalbereich), Keratitis und
(HHV-1) Yp Enzephalitis
Humanes HerbesSionlaVinis Mukokutane Lasionen (Gesicht-,
Alphaherpesvirinae Herpesvirus 2 B T ?2 Genitalbereich), Keratitis und
(HHV-2) i Meninigits
il Windpocken und
Herpesvirus 3 Varizella-Zoster Virus Zoster?GUrtelrose}
(HHV-3)
Krankheitsformen bei
Hiihiaities Transplar?tatemp.fangem l.md
. W AIDS Patienten, intrauterine
Herpesvirus 5 Zytomegalievirus . :
(HHV-5) Infektionen, die mentale
Retardierung und Taubheit
verursachen
Betah iri
etaherpesvirinae TR
Herpesvirus 6 HHV-6 Drei-Tage-Fieber (Roseola)
(HHV-6)
Humanes
Herpesvirus 7 HHV-7 Drei-Tage-Fieber (Roseola)
(HHV-7)
Humanes Infektitse Mononukleose, Burkitt
: Epstein-Barr Virus Lymphom, AlDS-assoziierte
Herpesvirus 4 :
(HHV-1) (EBV) Lymphome, Hodgkin Lymphome,
Gammaherpesvirinae Nasopharynx Karzinome
Huma.nes Kaposi Sarkom- Kaposi Sarkom, Castleman ‘sche
e ITHE E assoziiertes Virus Krankheit
(HHV-8)

HSV-1 ist der Prototyp der a-Herpesviren. Zu den a-Herpesviren gehdren neben HSV-1 und
HSV-2 auch das Varizella Zoster Virus (VZV). Die Primérinfektion mit HSV-1 erfolgt zumeist im
Kindesalter und ist in 90 % aller Falle asymptomatisch (Whitley G., 2001). Im Laufe der
Primarinfektion werden sensorische und autonome Nerven infiziert und das Virus gelangt
Uber retrograden axonalen Transport in die Ganglien (bei HSV-1 handelt es sich meist um das
Trigeminus- oder das Ziliarganglion). In den dortigen Neuronen etabliert HSV eine latente
Infektion. Es gibt verschiedene Stimuli, die zu einer Reaktivierung des Virus fihren, z.B. UV-
Strahlen, Fieber, psychische Einflisse oder Stress. Neugebildete Virionen wandern daraufhin
entlang der Axone in die Peripherie zurlick und verursachen dort eine erneute Infektion (ein
sog. Rezidiv; z.B. Herpes labialis). Im immunkompetenten Wirt sind die HSV-1 Infektionen
meist auf relativ harmlose Hautldasionen im Gesichts- oder Genitalbereich beschrankt. In
seltenen Fallen kann es aber auch zu schwerwiegenden Infektionen wie zu der herpetischen
Enzephalitis kommen. Unbehandelt fiihrt sie in 70 % der Falle zum Tode und lediglich 2,5 %
der Uberlebenden Patienten bleiben ohne neurologische Schaden (Whitley G., 2006).
Problematisch ist die Situation auch bei immunsupprimierten Personen, wie HIV Patienten
(McGrath B. J. und Newman C. L., 1994; Aoki F. Y., 2001), Verbrennungsopfern (McGill S. N.
und Cartotto R. C., 2000) oder Transplantatempfangern (Tan H. H. und Goh C. L:, 2006;



Slifkin M. et al., 2004; Ljungman P., 2001). Unter diesen Umstdanden koénnen schwere
disseminierte HSV-1 oder HSV-2 Infektionen mit Organbeteiligung die Folge sein.

1.2.1 Struktur und Biogenese der HSV Partikel

Herpes Simplex Viren sind DNS-Viren mit einem Durchmesser von 120 nm bis zu 260 nm,
bestehend aus vier morphologisch distinkten Strukturen: Kern (Virus Core), Kapsid,
Tegument und der Hille. Der Kern ist eine fibrillare Proteinmatrix mit welcher das lineare
virale Genom assoziiert ist. Um den Kern herum befindet sich das ikosaedrische Kapsid, das
wiederum von dem sog. Tegument umschlossen wird. Dies besteht aus einer Matrix, die bis
zu 20 Virusproteine enthalt, welche wahrend der Infektion in die Zelle gelangen.
Nukleokapsid und Tegument werden von der Virushiille umschlossen, die ca. zwolf
viruskodierte Glykoproteine sowie 2 — 4 nicht glykosylierte Proteine enthalt.

HSV Virionen entstehen durch einen komplizierten Reifungsprozess, der noch nicht
vollstandig aufgeklart ist (Mettenleiter T. C., 2002; Mettenleiter T. C., 2004; Mettenleiter T.
C. et al., 2006 a, Mettenleiter T. C. et al., 2006 b). Die Kapsidproteine lagern sich zunachst im
Kern autokatalytisch zum Kapsid zusammen. In das Kapsid wird das DNS-Genom integriert,
woraus das Nukleokapsid entsteht. Dieses bindet daraufhin an Stellen der inneren
Kernmembran, an welcher die Kernlamina lokal aufgeldst wurde. Im nachsten Schritt erhalt
das Virus die primdre Virushille durch sog. ,budding” an der inneren Kernmembran. Auf
diese Weise gelangt das Virus in den perinukledren Spalt zwischen innerer und dullerer
Kernmembran. Durch Fusion der primaren Hille mit der duBeren Kernmembran verlasst das
Nukleokapsid diesen Bereich und gelangt ins Zytoplasma, wo sich Tegumentproteine
anlagern. Die endglltige sekundare Hiille erhalt das Virus entweder an Membranen des
Trans-Golgi Netzwerkes oder den Endosomen. Durch vesikuldaren Transport gelangt das Virus
schliefRlich zur Zelloberflache und wird durch Exozytose freigesetzt.

1.2.2 Bindung und Fusion mit der Zielzelle

Eine erste aber noch schwache Bindung des Virus an die Zielzelle erfolgt Gber die Interaktion
von gB und gC an Heparansulfatreste auf der Zelloberflache (Shukla D. und Spear P. G., 2001;
Adamiak B. et al., 2007; Herold B. C., 1991). Diese Bindung ist reversibel und reicht nicht fiir
das Eindringen des Virus in die Zelle. Fir die Fusion des Virus mit der Zielzelle ist die
koordinierte Aktivitdt von gD, gH, gL und gB notwendig (Campadelli-Fiume G. et al., 2007).
Die Bindung von gD an einen der Rezeptoren HVEM, Nectin 1, Nectin 2 oder sulfatierte
Heparansulfatreste fihrt vermutlich zu einer Konformationsianderung (Spear P. G., 2004).
Diese ermoglicht eine Interaktion von gD mit dem gH-gL-Komplex und die Fusion der HSV-
Hille mit der Zielzelle (Sedy J. R. et al., 2008). Kiirzlich wurde entdeckt, dass die Bindung von
gB an PILRa (paired immunglobulin-like type 2 receptor) zusatzlich zu der Bindung von gD an
HVEM fir eine Infektion der Zielzelle essentiell ist (Satoh T., et a./, 2008). Neben dem gH-gL-
Komplex ist auch gB an dem Fusionsprozess mit der Zielzelle beteiligt (Krummenacher C. et
al., 2005). Sowohl gB als auch gH besitzen Peptidsequenzen, die nach
Konformationsanderung frei werden und die Fusion mit der Zielzelle induzieren (Gianni T. et
al., 2005a; Gianni T. et al., 2005b; Heldwein E. E. et al., 2006; Hannah B. P. et al., 2007;
Hannah B. P. et al., 2009). Je nach Zellart geschieht dies entweder an der Zelloberflache oder
in Endosomen nach Endozytose des Viruspartikels (Campadelli-Fiume G. et al., 2007).
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1.2.3 Immuneffektorreaktionen gegen Herpes Simplex Viren

An der Immunreaktion zur Bekdampfung von HSV-Infektionen sind sowohl das angeborene,
wie das adaptive Immunsystem beteiligt (Whitley R. J., 1998). Im Gegensatz zu Teilen des
innaten Systems korreliert die Stdrke der adaptiven Antwort mit dem Schutz vor einer
symptomatischen Infektion (Pollara G. et al., 2004). Insbesondere der zelluldre Teil des
adaptiven Systems, d.h. CD4+ und CD8+ T-Zellen, sind fiir die Kontrolle peripherer
Infektionen essentiell (Koelle D. M. und Corey L., 2003). CD8+ T-Zellen sind zudem fir die
Unterdrickung der Virusreplikation in infizierten Neuronen von Ganglien der
Rickenmarkswurzel verantwortlich (Khanna K. M. et al., 2003). Neutralisierende Antikorper
sind in der Lage die extrazelluldare Verbreitung der Viren zu beschranken und kénnen auf
diese Weise die Grofle der Lasionen und die Infektion von Nervenzellen eingrenzen
(Mikloska Z. et al., 1999). Des Weiteren schiitzen HSV-spezifische Antikdrper im Blut der
Mutter und Kind vor einer Ubertragung von HSV wihrend des Geburtsvorganges (Brown Z.
A. et al., 2005).

Die Bedeutung von MHCII-vermittelten Immunreaktionen im Rahmen von HSV-Infektionen
wird anhand von CD4+ defizienten Patienten bzw. Mausmodellen deutlich.
Immunsupprimierte Menschen mit geringer CD4+ Zellzahl weisen schwerwiegendere HSV-
Rekurrenzen und langer anhaltende Symptome auf (Lopez C. und O’Reilly, 1977; Siegal F. P.
et al.,, 1981). Des Weiteren korreliert der Verlust von CD4+ T-Zellen bei HIV-Patienten mit
dem Freisetzten von HSV-2 Viren im Genitalbereich (Koelle D. M. und Corey L., 2008). Auch
in Mausmodellen, in denen CD4+ T-Zellen gezielt ausgeschaltet wurden, korreliert der
Verlust der CD4+ T-Zellen mit dem Grad der HSV-Infektion. CD4+ defiziente oder depletierte
Mause zeigen schwerwiegendere Infektionen des Nervensystems (Nash A., 1987) oder eine
hohere Empfindlichkeit gegenliber kutanen HSV induzierten Lasionen (Manickan E. und
Rouse B. T., 1995). In Abwesenheit von CD4+ T-Zellen entstehen zudem kaum bzw. nicht
vollstandig funktionelle HSV-1 spezifische CD8+ T-Zellen (Smith C. M. et al., 2004; Rajasagi N.
K. et al., 2009). CD8+ Zellen sind wichtig fiir die Eliminierung infizierter Zellen und die
Aufrechterhaltung einer latenten Infektion in den Neuronen. Aktivierte CD4+ T-Zellen
stimulieren B-Zellen zur Bildung antiviraler Antikorper oder wirken unmittelbar am
Infektionsort. Dort sezernieren sie Zytokine wie TNFa und IFNy oder toten infizierte Zellen ab
(Mikloska Z. und Cunningham A. L., 1998). Die Sekretion von IFNy und TNFa induziert in
infizierten bzw. nicht-infizierten Zellen einen antiviralen Status und stimuliert Immunzellen
w.z.B. NK-Zellen oder Makrophagen.

1.2.4 Immunevasionsstrategien von Herpes Simplex Viren

Immunevasionstrategien tragen dazu bei, dass sich Viren in einem infizierten,
immunkompetenten Wirt erfolgreich behaupten kénnen. Vor allem fir Viren, die lebenslang
im Wirt verbleiben (z.B. bei HSV-1 und HSV-2) sind solche Mechanismen essentiell um
einerseits einer Eliminierung aus dem Kérper zu entgehen und eine Ubertragung auf neue
Wirtsorganismen zu ermoglichen. Bei Herpes Simplex Viren vom Typ 1 und -2 haben sich
daher eine Vielzahl von Evasionsmechanismen entwickelt (Friedmann H. M., 2003; Sattenau
Q., 2008; Finlay B. B. und McFadden G., 2006). Diese umfassen das Etablieren einer latenten
Infektion im Nervensystem, das Blockieren von Apoptose (Morten E. R. und Blaho J. A., 2007;
Han J. Y. et al., 2007), die Hemmung von CD4+, CD8+ und NKT-Zellantworten (Aubert M. et
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al., 2006; Raftery M. J. et al., 2006; Yuan W. et al., 2006; Barcey S. und Corey L. 2001), die
Unterdrickung von Reifung und Migration der DCs (Theodoridis A. A. et al., 2007; Novak N.
und Peng W. M., 2005), die Verringerung der Wirksamkeit von Antikérpern oder des
Komplement-Systems (Lubinski J. M. et al.,, 2002; Friedmann H. M. 2003) sowie das
Unterdricken von Signaltransduktionswegen (Pasieka T. J. et al., 2006; Morgensen T. H. et
al., 2004). Obwohl MHCIl-vermittelte Immunreaktionen eine kritische Rolle bei der
Bekampfung von HSV-Infektionen besitzen, sind nur wenige Untersuchungen (iber den
Eingriff in den MHCII-Weg durchgefiihrt worden. Bei HSV-1 sind vier Proteine beschrieben
worden, welche die Antigenprasentation tiber MHCII-Molekile beeinflussen. Trgovcich J. et
al. (2002) zeigten in stabil mit dem Klasse Il-Transaktivator (CIITA) transfizierten
Glioblastomzellen nach HSV-1 Infektion eine stark verringerte MHCII-Oberflachenexpression.
Durch virale Deletionsmutanten konnten diese Effekte auf die Virusgene UL41 und y34.5
zurlickgefihrt werden. Das US1-Genprodukt greift (iber einen noch unbekannten Weg in die
Antigenprasentation ein und hemmt die Aktivierung spezifischer CD4+ T-Zellen (Barcey S.
und Corey L., 2001). In unserer Arbeitsgruppe wurde vor einiger Zeit nachgewiesen, dass
auch das Glykoprotein B auf den MHCII-Weg der Antigenprasentation Einfluss nehmen kann
(Neumann J. et al., 2003; Sievers E. et al., 2002).

1.2.5 Das HSV-1 kodierte Glykoprotein B

HSV-1 gB (gB) ist inklusive einer 29 oder 30 Aminosaduren (je nach Virusstamm) umfassenden
Signalsequenz ein 903 bzw. 904 Aminosduren (As) groBes Typ-1 Transmembranprotein mit
einem Molekulargewicht von ca. 120 kDa. gB besteht aus einer aus 696 As bestehenden
Ektodomane, einer 69 As umspannenden Transmembranregion und einem
zytoplasmatischen Bereich von 109 Aminosauren (Pellett P. E. et al., 1985; UniProtKB/Swiss-
Prot P10211; Version 53; 26 Mai 2009). Von den sechs potentiellen N-Glykosylierungsstellen
werden flanf mit Glykanketten modifiziert (Cai W. Z. et al., 1988). Der zytoplasmatische
Bereich von gB enthilt Signalmotive, welche die intrazelluldre Lokalisation bestimmen (Ortiz
de Zarate I. B. et al., 2004). 2006 wurde die Kristallstruktur einer verkirzten Variante von gB
(Asp®3-Ala’®°) veroffentlicht (Heldwein E. E. et al., 2006). Diese zeigt, dass das gB ein Trimer
bildet und strukturell mit dem G-Protein aus VSV (Vesikuldres Stomatitis Virus) verwandt ist.
Von den 12 Membran-assoziierten Glykoproteinen der Herpes Simplex Viren ist gB das
Haufigste (Norais N. et al., 1996). Unter den Glykoproteinen, die am Eintritt des Virus in die
Zielzelle beteiligt sind, zeigt gB den hochsten Konservierungsgrad zwischen verschiedenen
Herpesviren (Heldwein E. E. et al., 2006).

HSV-1 gB ist an vielen Schritten des viralen Vermehrungszyklus beteiligt. Zu diesen gehoéren
die Bindung und Fusion des Virus mit der Zielzelle, die Bildung und das Freisetzen der
Viruspartikel sowie die Verbreitung von Viren auf die Nachbarzellen. Auch die Fahigkeit das
Nervensystem zu infizieren wird von gB beeinflusst (Yuhasz S. A. und Stevens J. G., 1993). Die
Bindung von gB an die Zielzellen erfolgt Uber Heparansulfatreste auf der Zelloberflache
(Laquerre N. et al., 1998) und PILRa, einen kiirzlich fiir gB beschrieben Rezeptor (Satoh T. et
al., 2008). gB ist zudem ein Teil des aus gD, gH-gL und gB bestehenden Fusionskomplexes
und enthalt neben gH Fusionspeptidsequenzen (Heldwein E. E. et al., 2006). gB stellt auch
eines der Hauptangriffsziele des Immunsystems dar. Antikdrper gegen gB haben
virusneutralisierende Aktivitat, induzieren Antikorper-abhadngige Zytotoxizitat (ADCC) und
aktivieren das Komplement System (Lopez C. et al., 1993). Aus gB stammende Peptide
werden nach Prasentation Gber MHCI- und MHCII-Molekiile von CD8+ oder CD4+ T-Zellen
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erkannt (Koelle D. M. et al., 1994; Tigges M. A. et al., 1992).

1.3 Fragestellung der Arbeit:
Einfluss des HSV-1 Glykoprotein B auf den MHCII-Weg der Antigenprdsentation?

In unserer Arbeitsgruppe wurde vor einiger Zeit nachgewiesen, dass eine Eigenschaft des gB
darin besteht, in den MHCII-Weg der Antigenprasentation einzugreifen (Neumann J. et al.,
2003; Sievers E. et al., 2002). Uber eine Sequenzanalyse wurde bei HSV-1 gB ein Bereich
identifiziert, welcher der sog. CBS-Region (MHC Class Il Binding Site) der Invarianten Kette
entspricht (Sievers E. et al., 2002). Diese besteht aus einer prolinreichen- (PBS = Promiscuous
Binding Site) und einer Grube-bindenden Sequenz (GBS = Groove Binding Site). Bei der CBS-
Region handelt es sich um den Bereich von li, welcher in die Peptidbindungsgrube der
MHCII-Molekiile bindet (Siebenkotten I. M. et al., 1998). Die CBS-dhnliche Region von gB
besteht ebenfalls aus der prolinreichen Sequenz und einem Grube-bindenden Bereich. Die
Ankeraminosauren der GBS-Region von gB enthalten Aminosauren, welche eine Bindung an
HLA-DR1 ermoglichen (Sievers E. et al., 2002). Es wurde vermutet, dass gB Uber diese
Sequenz an MHCII-Molekiile binden und auf diesem Wege die Beladung mit Peptiden
verhindern kann. In transient transfizierten Zellen konnte gezeigt werden, dass gB an
verschiedene HLA-DR Allotypen und sogar an MHCII-Molekiile der Maus bindet (Sievers E. et
al, 2002). Auch in einer infizierten B-Lymphomzelllinie konnte eine Interaktion von gB mit
MHCII-Molekilen nachgewiesen werden (Neumann J. et al., 2003). Die Analyse der
Kohlenhydratketten legte nahe, dass die gB-assoziierten MHCII-Molekile ber den Golgi-
Apparat hinaus transportiert werden. Allerdings konnten keine gB-MHCII-Komplexe auf der
Zelloberflache detektiert werden. Auf welchem Wege gB den intrazelluldaren Transport der
MHCII-Molekiile beeinflusst blieb offen. Zudem konnte in infizierten B-lymphoblastoiden
Zellen eine geringere MHCII-Oberflachenexpression, eine drastische Reduktion von li, sowie
ein kleinerer Anteil an peptidbeladenen MHCII-Molekiilen nachgewiesen werden. Anhand
dieser Daten wurde das Modell abgeleitet, dass gB im ER an MHCII-Molekiile bindet, die gB-
MHCII-Komplexe aus dem ER transportiert werden, aber nicht zur Zelloberflache gelangen
und in einem unbekannten Kompartiment verbleiben.

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, auf welchem Weg gB den intrazellularen Transport
der MHCII-Molekiile beeinflusst, wo gB-MHCII-Komplexe innerhalb der Zelle verbleiben und
inwieweit durch die Expression von gB die Organisation des endosomalen Systems
beeinflusst wird.
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2. Material und Methoden
2.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien
2.1.1 Geridte

Agarosegelektrophorese
Analysewaage
Autoradiographiekassetten
Bakterieninkubator

Begasungsbrutschrank
Durchflusszytometer FACS Scan
Entwicklermaschine Curix 60
Feinwaage
Geldokumantationsapparatur
Heizblock Thermostat 5320
Klhlschrank

Laborwippe
Mikroliterpipetten

Mikroskop Wilovert
Mikrowellenherd

Netzgerate

Neubauer Zahlkammer
pH-Meter

Pipettierhilfe Pipetus-Akku
Proteinelektrophoresekammer
Semydry Blotting Apparatur
Sicherheitswerkbank
Spektrometer U-1100
Thermomixer 5436
TiefkUhltruhe (-80°C)

Vortex genie 2

Wasserbad Julabo 12 B

Zentrifugen:

Biofuge 13

Biofuge 22 R

Centrifuge 5417 C

J-20HS

L8M

Megafuge 1.0

Optima™ TL Ultracentrifuge

Renner, Darmstadt

Sartorius, Gottingen

Faust GmbH, Kdln

Edmund Buehler GmbH & Co.,
Bodelshausen

Heraeus, Zirich

BD, USA

Agfa-Gevaert, Leverkusen
Sartorius, Gottingen
Cybertech, Berlin

Eppendorf GmbH, Hamburg
Liebherr, Biberach an der Riss
Biometra, Gottingen
Labsystems, Finnland

Hund, Wetzlar

AEG, Nlrnberg

Renner, Darmstadt

Faust GmbH, K6In

WTW, Weilheim

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
cti, Idstein

Biometra, Gottingen

Steag, Pfullingen

Hitach, Japan

Eppendorf GmbH, Hamburg
Colora, Ratingen

Bender & Holbein, Zirich
Julabo, Houston

Heraeus, Zirich

Heraeus, Zirich

Eppendorf GmbH, Hamburg
Beckmann, Hamburg
Beckmann, Hamburg
Heraeus, Zirich

Beckmann, Hamburg
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Einmalspritzen und Kanilen
Entwickler und Fixierer fir Rontgenfilme
FACS ROhrchen

Gel-Blotting Filterpapier GB0O03
Kryordhrchen
Nitrozellulosemembran BA83
Ultrazentrifugenréhrchen
Parafilm

Pasteurpipetten
Reaktionsgefasse 1,5/2ml
Rontgenfilme Cronex
Sterilfilter 0,22/0,45um
Zellkulturschalen und Flaschen
Zentrifugenréhrchen

Reagenzien

30 % Acrylamid-Bisacrylamid (17,5:1)
Agarose

Aldehyd-Sulfat Latexkugeln (4um)
Ammoniumpersulfat
Ampicillin
Beta-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

BSA (Fraktion V)

CL-4B Sepharose

Complete Protease Inhibitoren
DYT Medium

DMEM

DMSO

DTT

EMEM

Ethidiumbromid

FACS Flow

FCS

G418

Glyzerin

HEPES

Hybridomed DIF-1000

LB Broth, Lennox

Mowiol

Natrium-Pyruvat

Nonidet P-40 (NP-40)

Henke-Sass Wolf, Tuttlingen
Agfa-Gaevert, Leverkusen
Sarstedt, Nimbrecht
Whatman, UK

Nunc, Wiesbaden
Whatman, UK

Beckmann, Hamburg

American Can Company, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Agfa-Gaevert, Leverkusen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sarstedt, Niimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Invitrogen, USA

Biorad, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Pharmacia GmbH, Freiburg
Roche, Mannheim

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
PAA, Osterreich

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Biorad, USA

Lonza, Belgien

Merck, Darmstadt

BD Biosciences, Heidelberg
PAA, Osterreich

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
PAA, Osterreich

Biochrom, Berlin

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Calbiochem, Darmstadt
PAA, Osterreich

Fluka AG, Schweiz

15



PBS
Penicillin und Streptomycin
PermaFluor

Protein-A-Sepharose
Protein-G-Sepharose

PPO

Radioisotop **S-Methionin
Roti-Block

Roti-Immunoblock

RPMI 1640

SDS

SDS-PAGE Probenpuffer (Roti-Load)
Spectinomycin

TEMED

Tris-Base

TritonX-100

Tween 20

Trypsin-EDTA

(far die Zellkultur: 0,05 % / 0,02 % in PBS)

Kits:

DNS Agarose Elutionskit

GC-Rich PCR System
Plasmidpraparation

BLOCK-iT™ Pol Il miR RNAi Expression
Vector Kit with EmGFP

Transfektionsreagenzien:
CalPhos™
jetPEI™

DNS und Proteinstandards:

PAA, Osterreich

PAA, Osterreich
Immunotech, Frankreich
Amersham, Freiburg
Amersham, Freiburg

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Amersham, Freiburg

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
PAA, Osterreich

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Biorad, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

PAA, Osterreich

Macherey-Nagel, Diren

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Macherey-Nagel, Diiren
Invitrogen, USA

BD Bioscience, Heidelberg
Biomol, Hamburg

Gene Ruler 100 bp DNS-Leiter MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Fragmentgrofen (bp): 3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200,
100

Gene Ruler 1 kb DNS-Leiter MBI Fermentas, St. Leon-Rot
FragmentgrofRen (bp): 10.000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1000, 750,
500, 250

Prestained Protein MW Standard
Molekulargewichte (kDa):

Peqlab, Erlangen
118, 88, 47, 36, 26, 20
[*C]-Proteinstandard
Molekulargewichte (kDa):

Amersham, Freiburg
220, 97, 66, 46, 30, 14
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2.1.3 Verwendete Bakterienstimme

In dieser Arbeit wurden E. coli Bakterienstimme mit folgendem Genotyp® genutzt:

DH5a: FF endAl gInv44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG
®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(ri mg'), A=

XL1-blue: endAl gyrA96(nal®) thi-1 recAl relAl lac gInv44 F'[::Tn10
proAB* | acl® A(lacZ)M15] hsdR17(ry’ mg")

TOP10 (Invitrogen): F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 nupG

recAl araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(Str¥) endA1 A

2.1.4 Verwendeter Virusstamm

HSV- 1 Stamm 17°

2.1.5 Zelllinien

COS-7 (ATCC CRL-1651):

SV-40 transformierte Affennierenzellen (Cercopithecus aethiops), adharent, Kultur in DMEM
4,5 g/l Glucose, 10 % FCS, 5 mM HEPES, 2 mM L-Glutamin, 1 mM Pyruvat, 100 U/ml Penicillin
und 0,01 mg/ml Streptomycin.

IMR90S

SV-40 transformierte Version der IMR-90 Zelllinie (ATCC: CCL-186). Es handelt sich um
humane, adharente Lungenfibroblasten. Kultur in EMEM, 15 % FCS, 5 mM HEPES, 2 mM L-
Glutamin, 1 mM Pyruvat, 100 U/ml Penicillin und 0,01 mg/ml Streptomycin.

HEK-293T

Derivat der adhdrenten, human embryonale Nierenzelllinie (HEK-293), die das grofRe T-
Antigen von SV-40 exprimiert (HEK-293T). Kultur in RPMI, 10 % FCS, 5 mM HEPES, 2 mM L-
Glutamin, 1 mM Pyruvat, 100 U/ml Penicillin und 0,01 mg/ml Streptomycin.

Mel JuSo (MJ)

Adhédrent wachsende, MHCll-exprimierende, humane Melanomzellline (Johnson J. P. et al.,
1981). Kultur in DMEM 4,5 g/l Glucose, 10 % FCS, 5 mM HEPES, 2 mM L-Glutamin, 1 mM
Pyruvat, 100 U/ml Penicillin und 0,01 mg/ml Streptomycin.

' (Genotypen von: http://openwetware.org/wiki/E. coli_genotypes#DH5.CE.B1; 19.8.2008)
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Raji (ATCC: CCL-86)

In Suspension wachsende, humane B-Lymphomzellinie (Burkitt Lymphom). 1964 von J. V.
Pulvertaft etabliert. Kultur in RPMI, 10 % FCS, 5 mM HEPES, 2 mM L-Glutamin, 1 mM
Pyruvat, 100 U/ml Penicillin und 0,01 mg/ml Streptomycin.

2.1.6 Antikoérper

Primdrantikorper

Klon Isotyp/Spezies |Epitop Einsatz Quelle Literatur
2c2 IgG2a/Maus  |Glykoprotein B |FACS, IF, IP  |Prof. Dr. med. Eis-Hlbinger A. M. et al.,
aus HSV-1, -2 vet. Eis-HUbinger (1993
1087 IlgG1/Maus Glykoprotein B |Western Abcam (ab6506)
aus HSV-1, -2 Blot, IF
L243 IgG2a/Maus  |MHCII-Molekiile, |FACS, Eigene Lampson L. A. und Levy R,,
Peptid und CLIP (Western Herstellung 1980
beladen Blot
ISCR3 IgG2b/Maus  |[MHCII-Molekiile |FACS, IF Eigene Watanabe M. et al., 1983
Herstellung
LGII-612.14 |lgG/Maus MHC Il B-Kette FACS, Soldano Ferrone; |Temponi M. et al., 1993
Western Roswell Park
Blot Cancer Institute
TAL-1B5 IgG1/Maus HLA-DRa Western Eigene Adams T.E. etal., 1983
Blot Herstellung
D1-12 IgG2a/Maus  |HLA-DR FACS Eigene AccollaR.S. etal., 1981
Herstellung Hitzel C. et al., 1999
180Ag-11 IgG/ Maus HLA-DR FACS Eigene Pesando J. M. und Graf L.,
Herstellung 1986
16.23 IgG3/Maus HLA-DR FACS Eigene Adams T.E. etal., 1983
Herstellung Gottlinger H. G. et al., 1988
Verreck F. A. et al., 2001
2.06 IgG1/Maus HLA-DR, -DP, - FACS Eigene Charron D. J. und McDevitt H.
DQ Herstellung 0., 1980
1251SB IgG/Maus HLA-DR, -DP FACS Eigene Pesando J. M. und Graf L.,
Herstellung 1986
MEM-12 IlgG1/Maus HLA-DR (Alexa- |FACS/IF ExBio Horejsi V. et al., 1986
700 gekoppelt)
W6/32 IgG2a/Maus  |MHCI Molekile |FACS, IF Eigene Barnstable C. J., 1978
Herstellung
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Bu43 IgM/Maus Humane Western Wraight C. J. et al., 1990
Invariante Kette; [Blot
Trimerisierungs-
domadne
Bu45 IgG1/Maus Humane FACS Eigene Wraight C. J. et al., 1990
Invariante Kette Herstellung
Vic-Y1 Maus Humane FACS Quaranta V. etal., 1984
Invariante Kette
6D4 IgG1/Maus RT1-DMB Western Eigene Kurth D. et al., 1997;
Blot Herstellung Neumann J., 2005
IgG2a/Maus |14 AS groBes V5 |Western Invitrogen (R960- | Southern J. A. et al., 1991
Epitop aus dem |Blot 25)
P/V Protein des
Paramyxovirus
SV5
Polyklonal/ 6-His IF, Western |Bethyl
Kaninchen Blot Laboratories
(A190-114A-4)
AC-40 IgG2a/Mouse |Aktin Western Sigma (A3853)
Blot
Clone 37 IgG1/Maus Calnexin Western BD Biosciences
Blot (610523)
MAR 18.5 IgG2a/Maus Maus anti Ratte [FACS Eigene Lanier L. L. et al., 1982
Herstellung
MEM-259 |lgG1/Maus CD63 (auch FACS, IF, ExBio (11-343-
Alexa-488 Western C100)
gekoppelt) Blot
MEM-61 IgG1/Maus CD9 FACS ExBio (11-208-
C020)
MEM-75 IgG1/Maus CD71, TfR FACS ExBio (11-235-
C020)
JS-81 IlgG1/Maus CD81 FACS BD Biosciences
(555675)
FK1 IgM/Maus Poly-Ubiquitin Western C. Rogon (AG |Fujimuro M. et al., 1994;
Blot Hoéhfeld, Fujimuro M M. und Yokosawa
Universitdt Bonn) [H., 2005
FK2 IgG1/Maus Mono- und Poly- [Western C. Rogon (AG |Fujimoro M. et al., 1994;
Ubiquitin Blot; IF Hohfeld, Fujimoro M M. und Yokosawa
Universitdt Bonn) [H., 2005
P4D1 IgG1/Maus Mono- und Poly- [Western Dr. Simone
Ubiquitin Blot Diestel
(Universitat
Bonn

Institut fiir Tier-
wissenschaften)
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Sekundarantiseren:

Ziege anti-Maus IgG; Peroxidase gekoppelt; Dianova (115-035-062)
Ziege anti-Maus IgM: Peroxidase gekoppelt; Dianova (115-035-075)
Ziege anti-Maus IgG: Alexa488 gekoppelt; Invitrogen (A-11001)
Ziege anti-Maus IgG: Alexa594 gekoppelt; Invitrogen (A-11005)

2.1.7 Verwendete Plasmide

Insert Protein-Tag Vektor Interne
Nummer
HSV-1 Glykoprotein B C-Terminal, His-Myc pcDNA3.1 (-), (Invitrogen) 260
HLA-DRa kein Tag pcDNA3.1 V5-His-TOPO 449
(Invitrogen)
HLA-DRB1*0101 kein Tag pcDNA3.1 V5-His-TOPO 450
(Invitrogen)
HLA-DPB1*0401 C-Terminal, V5-His pcDNA3.1 V5-His-TOPO 465
(Invitrogen)
Anti-CD74 microRNA Nr.72 EmGFP pcDNA 6.2. GW (Invitrogen) 484
Anti-CD74 microRNA Nr.394 EmGFP pcDNA 6.2. GW (Invitrogen) 485

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Anzucht von E.coli Stimmen zur Plasmidpraparation

Die Bakterienklone wurden fiir 12-16 Stunden in LB- oder 2YT-Medium bei 37°C in einem
Rotationsinkubator kultiviert. Zur Selektion wurde das Medium mit einem Antibiotikum
versetzt (Ampicillin: 100 pg/ml; Spectinomycin 50 pg/ml).

2.2.2 Prdparation von Plasmid-DNS

Zur Gewinnung von Plasmid-DNS wurden je nach Bedarf zwei unterschiedliche Methoden
genutzt. Fir Plasmid-DNS mit hohem Reinheitsgrad (z.B. fiir Transfektionen) wurde das
»NucleoBond PC 100“ Kit von Macherey-Nagel nach Herstellerangaben verwendet. Die
anschliefende Reinigung der DNS erfolgte (iber Isopropanol- und Ethanolfdllung. Die DNS
wurde in ddH,0 resuspendiert, auf eine Konzentration von 0,5 pg/ul eingestellt und bei -20
°C gelagert. DNS mit geringem Reinheitsgrad (z.B. fir Restriktionsanalysen) wurde Uber ein
Protokoll aufgereinigt, das auf der alkalischen Lyse beruht. Das Bakterienpellet einer 1,5-2 ml
Uber Nacht Bakterienkultur wurde in 200 pl S1 Puffer (Macherey-Nagel, Diren)
resuspendiert und anschlieBend mit 200 ul Lysepuffer (0,2 M NaOH, 1 % SDS) versetzt. Nach
2  mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur (RT) wurde 300 upl 75 M
Ammoniumacetatlésung zugefiigt und fiir weitere 10 min auf Eis gelagert. AnschlieRend
wurde zwei mal bei 18.000 x g abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues
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ReaktionsgefaR uberfiihrt. Die Plasmid-DNS wurde aus dem klaren Uberstand iber
Isopropanol-/Ethanolféllung aufgereinigt und anschlieBend in 50 pl ddH,0 resupendiert.

2.2.3 Photometrische Bestimmung der DNS-Konzentration

Die DNS wurde in ddH,0 verdiinnt und die Absorption (OD) bei 260 nm im Photometer
gemessen. Die Umrechnung in die Endkonzentration erfolgte mit der Formel:

OD x VD x 50 = ug DNS/ml VD = Verdinnungsfaktor

Verunreinigungen mit Proteinen oder Phenolresten wurden Uber den Quotient der
Absortion bei 260 nm und 280 nm bestimmt. DNS-Losungen mit einem Quotient um 1,8
gelten als rein.

2.2.4 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die PCR beruht auf der Vervielfatigung einer DNS-Sequenz mit Hilfe einer hitzeresistenten
DNS-Polymerase (Taq, Pfu, Tgo) und einem Paar zu den Enden der zu amplifizierenden
Sequenz komplementdrer Oligonukleotide (Primer). In dieser Arbeit wurde die PCR fiir sog.
Kolonie-PCR Reaktionen verwendet, welche dazu dienen transformierte Bakterienklone zu
analysieren. Fir diese PCRs wurde die Tag-Polymerase und entprechende Puffer von MBI-
Fermentas, den Angaben des Herstellers entprechend, verwendet.

2.2.5 Restriktionsanalyse von Plasmid-DNS

Uber Restriktionsanalysen lasst sich u.a. das Insert eines Vektors tiberpriifen. Diese Analysen
wurden nach Angaben der Hersteller mit einer Enzymkonzentration von 0,5-2 U/ug
eingesetzter DNS durchgefiihrt.

2.2.6 Agarosegelelektrophorese

Je nach gewiinschtem Auftrennungsbereich wurde DNS in 1-2 %igen TAE-Agarosegelen bei
20-100 V konstanter Spannung aufgetrennt. Zur Visualisierung der DNS unter UV-Licht
wurde bei der Herstellung des Agarosegels Ethidiumbromid (1 pg/ml Endkonzentration)
zugefligt.

2.2.7 Aufreinigung von DNS aus Agarosegelen

Hierzu wurde das Nucleospin Extraction Kit Il (Macherey-Nagel) nach den Angaben des
Herstellers verwendet. Die DNS wurde unter einer UV Lampe bei einer Wellenldnge von 365
nm aus dem Gel ausgeschnitten, mit 200 pl NT-Puffer pro 100 mg Gel versetzt und 10 min
bei 50 °C erhitzt. Die Loésung wurde auf eine Saule gegeben und zentrifugiert. Nach
mehrmaligem Waschen wurde die DNS mit 50-100 pul ddH,0 von der Saule eluiert.
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2.3 Zellbiologische Methoden
2.3.1 Aligemeine Zellkulturbedingungen

Alle eukaryontischen Zellen wurden im Begasungsbrutschrank bei 37 °C, 5 % CO, und
feuchtigkeitsgesattigter Atmosphare kultiviert. Als Zellkulturmedien wurden je nach Zelllinie
RPMI 1640, DMEM oder EMEM mit 10 % oder 15 % FCS sowie 100 U/ml Penicillin, 0,1 mg
/ml Streptomycin, 1 mM Na-Pyruvat, 1 mM Hepes und 2 mM L-Glutamin verwendet. Die
Medien und Zusitze wurden von den Firmen Sigma-Aldrich, PAA (Osterreich), Lonza
(Schweiz) und BioWhittaker (Belgien) bezogen.

Zur Gewinnung von Exosomen wurden alle Zelllinien fir 24-48 h in dem serumfreien
Medium Hybridomed DIF-1000 (Biochrom, Berlin) bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert.

2.3.2 Transiente Proteinexpression in eukaryontischen Zellen

Die Transfektion von eukaryontischen Zellen wurde mit jetPEl (Biomol, Hamburg)
durchgefiihrt. Bei jetPEl handelt es sich um kationische Polyethyleniminkomplexe, die mit
der negativ geladenen DNS-Komplexe bilden. Die DNS/jetPEl-Komplexe binden an die
negative Zelloberflaiche und werden aufgenommen. Pro Transfektion eines wells (6 well
Platte) wurden 0,5 pug DNS sowie 3 ul jetPEl eingesetzt und getrennt voneinander mit 150
mM NaCl auf je 50 ul aufgefillt. Nach dem Mischen beider Lésungen wurde fiir 20 min bei
RT inkubiert und das DNS/jetPEl Gemnisch anschlieRend tropfenweise auf den Zellen
verteilt. Die Zellen wurden flr 48-72 h im Brutschrank weiterkultiviert.

2.3.3 Stabile Proteinexpression in eukaryontischen Zellen

Zur Herstellung stabil transfizierter Zelllinien wurden Zellen auf 10 cm Zellkulturschalen
ausplattiert und bei einer Konfluenz von 50-60 % mit 5 pg Plasmid-DNS und 15 ul jetPEl
transfiziert. Nach 48 h wurde mit der Selektion transfizierter Zellen mittels des
Neomycinderivates G418 (500 pug/ml) begonnen. Stabil transfizierte Zellklone konnten nach
ca. zwei Wochen von der Zellkulturschale abgenommen und expandiert werden. Die
Uberpriifung der Proteinexpression erfolgte mittels Durchflusszytometrie und Western
Blotting.

2.3.4 Gewinnung von Exosomen aus Zellkulturiiberstand

Zur Gewinnung von Exosomen wurden die Zellen fiir 24-48 h in serumfreiem Medium DIF-
1000 (Biochrom, Berlin) kultiviert. AnschlieBend wurde der Zellkulturiiberstand
abgenommen und fiir 10.000 x g bei 4 °C abzentrifugiert, um Zelltrimmer zu entfernen. Der
Uberstand wurde durch einen 0,22 um Filter filtriert und daraufhin bei 100.000 x g in der
Ultrazentrifuge fur 2-24 h abzentrifugiert. Das Pellet wurde in PBS gewaschen und erneut fir
1 h bei 100.000 x g abzentrifugiert. Schlielich wurde die sedimentierten Exosomen in PBS
aufgenommen und bis zur Verwendung bei -80 °C eingefroren.
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2.3.5 Infektion von Zellen mit HSV-1

Die Infektion der Zellen mit HSV-1 Stamm 17+ erfolgte am Institut fiir Medizinische
Mikrobiologie und Immunologie des Universitatsklinikums Bonn.

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und dann 4 ml virushaltiges Medium pro 175 cm?
Schale zugefiigt (MOI = 1) und fir 1 h im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurde erneut
mit PBS gewaschen, Nahrmedium zugegeben und fiir die angegebenen Zeitraume im
Brutschrank kultiviert.

2.4 Biochemische Methoden

2.4.1 Biosynthetische Markierung zelluldrer Proteine

Fir die biosynthetische Markierung von Proteinen mit >s-Methionin (GE Healthcare,
Minchen) wurden 5x10° Zellen von der Zellkulturschale abgel6st (PBS mit 2,5 mM EDTA),
mit Methionin-freiem Medium (Biochrom, Berlin) gewaschen und dann fir 1 h in 600 pl
Pulse-Medium (Methionin-freies Medium, 2 mM L-Glutamin, 1 mM Na-Pyruvat, 10 mM
Hepes, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin) bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend
wurden die Zellen durch Zugabe von 40 pCi >*>S-Methionin fiir 30 min bei 37 °C markiert.
Nach Entnahme des Uberstandes wurden die Zellen bei =20 °C gelagert oder lysiert.

2.4.2 Herstellung von Zelllysaten

Adhérente Zellen wurden durch Abschaben oder durch Behandlung mit PBS/EDTA (PBS, 2,5
mM EDTA) oder Trypsin-EDTA Losung und anschliefende Zentrifugation gesammelt. Die
Zellen wurden durch Zugabe von 250 ul Lysepuffer (ST-Puffer (10 mM Tris, 150 mM NacCl, pH
7,5), 0,5 % NP-40, Complete Protease Inhibitoren) pro 1x10’ Zellen und Inkubation fiir 20
min auf Eis lysiert. Unlosliche Bestandteile wurden durch Zentrifugation bei 18.000 x g (20
min, 4°C) abgetrennt. Das Lysat wurden mit Probenpuffer versetzt oder bei -20 °C
eingefroren.

2.4.3 Immunprazipitation

Mit Hilfe der Immunprazipitation ist die Isolierung eines spezifischen Proteins oder eines
Proteinkomplexes aus einem Proteingemisch moglich. Dazu werden Antikérper verwendet,
die Uber ihre variable Region eine Determinante eines bestimmten Proteins erkennen und
mit ihrer konstanten Region an Protein A- oder Protein G-Sepharose binden. Durch
Zentrifugation kann der Protein A/G-Immunkomplex sedimentiert werden.

Die Lyse von ca. 1x10’ Zellen erfolgte in 250 pl Lysepuffer (s.0.) fir 20 min auf Eis. Die
Zelltrimmer wurden fur 20 min bei 18.000 x g und 4 °C abzentrifugiert. Unspezifisch an
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Sepharose bindende Proteine wurden aus dem Lysat (iber eine Vorabsortion mit 50 pl CL4B-
Sepharose (Pharmacia, Schweden) entfernt. Die spezifische Immunprazipitation erfolgte fir
1-24 h bei 4 °C im Sonnenrad mit 10 ul Protein A/G-Sepharose (wurde vorher mit 200 ul ST-
Puffer gewaschen; GE Healthcare, Miinchen) und dem spezifischen Antikérper in einem
Volumen von 250-500 pl. Der Sepharose-Immunkomplex wurde durch Zentrifugation (3000 x
g fur 3 min.) pelletiert. Anschlielend wurde das Prazipitat 3x mit 300 ul (ST-Puffer + 0,25 %
NP-40) gewaschen. Zur Ablosung der Immunkomplexe wurde das Pellet in 30 ul
reduzierenden Probenpuffer aufgenommen und 5 min bei 95 °C aufgekocht. Zu der
Darstellung SDS-stabiler MHCII-Komplexe wurden die Immunkomplexe in 30 ul
reduzierendem Probenpuffer aufgenommen und fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Um Proteine/Proteinkomplexe von der Zelloberflache zu isolieren, wurden ca. 10’ Zellen mit
5 ml PBS/2,5 mM EDTA-LGsung von der Zellkulturschale (10 cm Durchmesser) abgel6st und
nach Zentrifugation (500 x g, 5 min.) in 1 ml FACS-Puffer (PBS, 2 % FCS, 0,01 % Na-Azid)
aufgenommen und mit ca. 5 pg des spezifischen Antikérpers fiir 60 min behandelt.
AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit 5 ml FACS-Puffer gewaschen, die Zellen durch
Zentrifugation (500 x g, 5 min.) gesammelt und in 500 pl lysiert (ST-Puffer, 0,5 % NP-40,
Complete Protease Inhibitoren). Unloslicher Bestandteile wurden durch Zentrifugation
(18.000 x g 4°C, 15 min.) abgetrennt, der Uberstand abgenommen und fiir die
Immunprazipitation verwendet. Dieses Lysat wurde iber Nacht mit Protein A-Spepharose
Inkubiert. Nach dem Waschen der Protein A-Immunkomplexe mit 250 pl ST-Puffer/0,25 %
NP-40 wurden diese in 60 pl reduzierenden Probenpuffer aufgenommen und bei 95°C
aufgekocht.

2.4.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE nach Laemmli (Laemmli U. K., 1970) beruht auf der Auftrennung von
Proteinen im elektrischen Feld entsprechend ihres Molekulargewichtes. Die in Probenpuffer
aufgenommenen Proteine werden durch Aufkochen bei 95 °C und das im Probenpuffer
enthaltene Detergenz Natriumlaurylsulfat (SDS) denaturiert. Der Anteil negativ geladener
SDS-Molekiile, die an die hydrophoben Regionen der Proteine binden, ist proportional zu
dem Molekulargewicht des Proteins. Auf diese Weise wird die Eigenladung der Proteine
Uberdeckt. Inter- und intramolekulare Disulfidbriicken werden durch das im Probenpuffer
enthaltene DTT reduziert. Faltung und Eigenladung beeinflussen in der SDS-PAGE folglich
nicht die Auftrennung der Proteine. Zur Fokussierung der Proteinbanden durchlaufen die
SDS/Protein-Komplexe bei der SDS-PAGE zunachst ein groBporiges Sammelgel mit geringem
Polyacrylamidanteil. AnschlieRend erfolgt die Auftrennung der Komplexe dem
Molekulargewicht entsprechend in einem hdéherprozentigem Trenngel mit geringer
Porengrolie.
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2.4.5 Fluorographie

Mit **S-Methionin markierte Proteine wurden mittels Fluorographie (Bonner W. M. und
Laskey R. A., 1974) nachgewiesen. Nach Beendigung des Gellaufes wurden die Gele fiir 30
min in unverdinntem DMSO entwadssert und anschlieRend 30 min in einer PPO-Losung
inkubiert (PPO bewirkt eine Verstarkung der im Gel gebundenen Radioaktivitat). Daraufhin
wurden die Gele wieder gewdssert und schlieBlich bei 80°C auf einem Vakuumtrockner auf
einem Filterpaper getrocknet. Die mit Radioaktivgelen und Réntgenfilmen bestiickten
Autoradiographiekassetten wurden bis zur Entwicklung (ca. 1 h bis mehrere Tage) bei -80 °C
gelagert.

2.4.6 Western Blot-Analyse

Die Zelllysate oder Immunprazipitate wurden in der SDS-PAGE bei 60-120 V konstanter
Spannung aufgetrennt. Nach Beendigung des Laufes wurde das Gel fur 10 min in ddH,0
gelagert. Der Transfer der Proteine erfolgte durch einen ,Semidry“-Elektroblot auf eine
Whatman BA83 Nitrozellulosemembran. Der Aufbau des Blottes bestand aus zwei Lagen
Whatman Filterpapier, Nitrozellulosemembran, SDS-Gel und wieder zwei Lagen Filterpapier.
Zuvor wurden die Membranen und die Filterpapiere in Transferpuffer (50 mM Tris, 40 mM
Glycin, 20 % Methanol, 0,4 % SDS) getrankt.

2.4.7 Darstellung von “SDS-stabilen” MHCII-Molekiilen

Werden MHCII-Molekiile mit hochaffinen Peptiden beladen, so dndert sich die Konformation
der MHCII-Molekiile und sie nehmen eine kompakte Form ein (Natarajan S. K. et al., 1999;
Springer T. A. et al., 1977). Diese kompakte Konformation ist in einer Losung mit 2 % SDS fir
ca. 60 min stabil und bleibt daher auch wahrend der Auftrennung der Molekiile in der SDS-
PAGE erhalten. In der anschlieBenden Western Blot-Analyse lassen sich diese mit
geeigneten Antikorpern (z.B. 1B5 oder LG-Il) als eine Bande bei ca. 50-60 kDa nachweisen.
Zur Erhaltung der kompakten MHC Klasse II-Molekille werden die Lysate oder
Immunprazipitate mit Probenpuffer versetzt, 30 min bei RT inkubiert, aber nicht aufgekocht.

2.4.8 Behandlung mit Endoglykosidase H und N-Glykosidase F

Eine posttranslationale Modifikation von Proteinen ist die Kopplung von Zuckerresten an die
Aminosdure Asparagin. Sie beginnt im ER mit Ubertragung einer Oligosaccharideinheit von
einem Dolichol-Anker auf einen speziellen Asparaginrest innerhalb der Aminosauresequenz
Asp-X-Ser/Thr. X steht dabei fir eine beliebige Aminosdure auBer Prolin. Noch im ER
entsteht ein mannosereiches Oligosaccharid (High mannose oligosaccharide), welches
wahrend des Transportes durch den Golgi-Apparat weiteren Verdanderungen unterworfen
wird. Durch die Golgi Mannosidase Il entsteht ein Kern Oligosaccharidkomplex, welcher als
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Matrix fiir die Herstellung der Zuckerreste vom komplexen Typ dient. Das Enzym
(Endoglykosidase H; EndoH), kann keine N-gebundenen Zuckerreste mehr abspalten, sobald
bei diesen Gber das Enzym Golgi Mannosidase Il zwei Mannosereste entfernt wurden. Daher
wird eine Behandlung von Proteinen mit EndoH auch dazu verwendet, um zu Uberpriifen, ob
ein Glykoprotein das ER verlassen hat. Das Abspalten von Zuckerresten durch EndoH fiihrt zu
einer Verringerung des Molekulargewichtes des Proteins um ca. 2,5-3 kDa pro Zuckerrest. Im
Gegensatz zur Endoglykosidase H spaltet das Enzym N-Glykosidase F (PNGaseF) alle N-
glykosidisch verbundenen Zuckerreste eines Proteins ab.

Fir den EndoH und PNGaseF Verdau wurden Lysate oder Immunprazipitate mit
Probenpuffer versetzt und bei 95 °C aufgekocht. Die Ansatze setzten sich folgendermalien
zusammen:

EndoH: 20 pl Lysat/Prazipitat + 3 pl Puffer G5 + 0,5 pl EndoH + 6,5 ul ST-Puffer
PNGaseF: 20 pl Lysat/Prazipitat + 3 pl Puffer G7 + 3 pl 10 % NP-40 + 0,2 ul PNGaseF + 3,8
ul ST-Puffer

G5: 50 mM Natriumzitrat, pH 5,5 (New England Biolabs)
G7: 50 mM Natriumphosphat, pH 7,5 (New England Biolabs)

2.4.9 Durchflusszytometrie von Zellen

Mit Hilfe des Durchflusszytometers kann eine groRBe Anzahl von Zellen nach einer
Fluoreszenzfarbung mit Antikérpern innerhalb kurzer Zeit quantitativ und qualitativ
analysiert werden. Der Fllssigkeitsstrom, der die zu analysierenden Zellen enthalt, wird
zunachst hydrodynamisch fokussiert. Durch Vibration werden Tropfen vom Probenstrom
abgelost, die jeweils nur eine Zelle enthalten. So ist es moglich, dass die Zellen einzeln einen
Messpunkt passieren kénnen (z.B. Argonionenlaser A = 488 nm). An oder in den Zellen
vorhandene Fluoreszenzfarbstoffe werden angeregt und emittieren Licht mit eine
charakteristischen Wellenldangen, das Uber verschiedene Detektoren gemessen wird. Da
mehrere Fluoreszenzfarbstoffe mit unterschiedlichen Fluoreszenzmaxima gleichzeitig
verwendet werden kdnnen, ist es moglich in einer Zelle unterschiedliche Parameter parallel
zu analysieren.

Um Marker auf der Zelloberfliche von adharenten Zellen zu analysieren, wurden Zellen mit
PBS gewaschen, mit einer PBS/2,5 mM EDTA Losung von der Zellkulturschale abgel6st und
erneut in FACS-Puffer gewaschen. Nach Inkubation mit dem Primarantikorper fir 30 min.
folgte eine 30-60 miniitige Behandlung mit einem Gemisch aus einem Alexa-488
gekoppelten Sekundarantikérper und dem Farbstoff 7-AAD (10 pg/ml) bzw. Propidiumiodid
(P1; 1 pg/ml). Durch Farbung mit 7-AAD oder PI lassen sich tote Zellen markieren und auf
diese Weise von der Analyse ausschlielBen.
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2.4.10 Durchflusszytometrie von Exosomen

Da Exosomen mit einem Durchmesser von 50 — 100 nm nicht groB genug sind, um im
Durchflusszytometer gemessen zu werden, wurden sie zuvor an Latexkugeln (Invitrogen,
USA) gekoppelt. Exosomen aus dem Uberstand von 1 — 5 x 10° Zellen wurden isoliert und in
250 pl PBS resuspendiert. Dazu wurden 5 — 15 pl Latexkugeln (Aldehyd/Sulfat Latex) mit
einem Durchmesser von 4 um (ca. 1,5 x 10° Kugeln/ul) gegeben und tiber Nacht im Rollrad
bei 4 °C inkubiert. Nach dem Waschen der Latexkugeln mit 500 ul PBS erfolgten ein
Blockierungschritt. Die Latexkugeln wurden zu diesem Zweck in 500 pl PBS/5 % BSA
resuspendiert und fir 30-60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das Abblocken freier
reaktiver Aldehydgruppen erfolgte in 500 pl einer PBS/100 mM Glycin-Losung flur 30
Minuten bei RT. AnschlieBend wurden die mit Exosomen beladenen Latexkugeln mit den
entsprechenden Primar- und Sekundarantikérpern inkubiert. Da die Latexkugeln teilweise
verkleben und auf diese Weise Dimere und Trimer entstehen, wurden in der SSC/FSC
Darstellung fur die Analyse nur die Population der einzelnen Latexkugeln ausgewahlt.

2.4.11 Immunfluoreszenzmikroskopie

Die zu untersuchenden Zellen wurden auf 24-well Platten ausgesdt, in welche runde
Deckglasschen vorgelegt wurden. Nach 24 h wurden die Zellen 2x mit 500 pl PBS gewaschen.
Die Fixierung und Permeabilisierung erfolgte mit 500 ul 4 %igem Paraformaldehyd (15 min,
Raumtemperatur) und anschliefender Behandlung mit 500 ul einer 0,5 %igen TritonX-100
Losung (20 min, Raumtemperatur). Zur Blockierung (1h-24 h bei 4 °C) wurde 500 ul Roti-
Immunoblock oder PBS mit 5 % BSA eingesetzt. Zur Detektion entsprechender Antigene
wurden die Antikdrper (Primar- und Sekundarantikorper) in PBS mit 1 % BSA geldst und fir
30 min bei 4 °C inkubiert. Zur Kernfarbung wurden die Zellen mit DAPI (4',6-Diamidino-2-
phenylindol) oder Bisbenzimid in einer Konzentration von 1 pg/ml (verdinnt in PBS/0,1 %
BSA) fur 5 min bei Raumtemperatur behandelt. Die Zellen wurden mit Mowiol oder
PermaFluor (IMMUNOTECH, Frankreich) eingebettet. Die Aufnahmen erfolgten mit dem
Axiophot der Firma Zeiss (Oberkochem). Zur Bearbeitung der Bilder wurde die Software
AxioVision Vers. 4.6 (Zeiss, Oberkochem) verwendet.

2.4.12 Konfokale Laserscanning Mikroskopie

Diese Methode der Mikroskopie hat den Vorteil, dass sich Fluoreszenzsignale aus einer
definierten optischen Schnittebene detektieren lassen. Besonders vorteilhaft ist dies bei
Kolokalisationsstudien. Bei der konfokalen Lascerscanning Mikroskopie wird ein fokussierter
Laserstrahl Uber die Probe geleitet und das emittierte Fluoreszenzlicht hinter einer
Lochblende detektiert. Durch diese Blende wird erreicht, dass zum grofSten Teil Signale aus
der Brennebene detektiert werden. Dies hat zur Folge, dass man ein Bild aus einer
definierten Ebene erhilt, welches nur noch einen sehr geringen Anteil Streulicht aus
anderen Ebenen aufweist. Durch Veranderung des Durchmessers der Lochblende lasst sich
die Dicke der aufgenommen Schnittebene bestimmen. Die Analysen in dieser Arbeit wurden
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an einem LSM 510 Meta (Zeiss, Oberkochem) durchgefiihrt und mit der Software LSM Image
Browser und AxioVision Vers. 4.6 (beides Zeiss, Oberkochem) analysiert.

2.4.13 Auftrennung von Exosomen im Saccharosedichtegradienten

Aus je 5 ml 0,2 M und 5 ml 2,2 M Saccharoseldosungen wurde mittels eines
Gradientenmischers ein kontinuierlicher Saccharosegradient erzeugt. Die
Exosomensuspension (1 ml mit Exosomen aus dem Uberstand von 10’-10° Zellen) wurde auf
den Gradient geschichtet und dann bei 4 °C und 100.000 x g (iber Nacht zentrifugiert. Die
Fraktionen (1 ml) wurden von der Oberseite des Gradienten abgenommen und deren
Brechungsindex mittels Refraktometrie ermittelt. Uber eine Eichgerade erfolgte die
Umrechnung des Brechungsindex in die Dichte.

Zur Isolierung der Exosomen wurden die Fraktionen mit PBS verdinnt und anschlieBend
durch Zentrifugation bei 100.000 x g pelletiert. Das Exosomenpellet wurde in PBS
resuspendiert und die Exosomen bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

2.4.14 Endozytose-Assay

Die zu untersuchenden Zellen wurden mit PBS/EDTA von der Kulturschale abgel6st, mit
gewaschen und in FACS-Puffer mit dem mAk L243 fir 30 min inkubiert. Die Zellen wurden
mit PBS gewaschen, in Medium aufgenommen und fiir die angegeben Zeit bei 37 °C
kultiviert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von eiskaltem FACS-Puffer abgestoppt. Nach
erneutem Waschen wurden die Zellen mit einem Gemisch aus einem Alexa-488
gekoppeltem Sekundarantikorper und 7-AAD auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zellen im Durchflusszytometer analysiert.

2.5 Verwendete Computerprogramme

Sequenzanalysen Vector NTI 10 Advance (Invitrogen, USA)
Sequenzvergleiche Vector NTI 10 Advance (Invitrogen, USA)
Analyse und Darstellung von Kristallstrukturen Vector NTI 10 Advance (Invitrogen, USA)
Cn3D Version 4.1 (National Center for
Biotechnology Information)
Viewer Lite 4.2 (Accelrys Inc.)
Textverarbeitung Microsoft Office (Microsoft Inc., USA)
Open Office (Sun Microsystems Inc.)
CutePDF (Acro Software, Inc.)
Datenverarbeitung Excel (Microsoft Inc., USA)
Bildbearbeitung Irfan View (Irfan Kilian, Graduate of
Vienna University of Technology)
AxioVision (Zeiss, Oberkochem)
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Densitometrie

LSM Image Browser (Zeiss,
Oberkochem)
EASY Win 32 (Herolab, Wiesloch)
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3. Ergebnisse

3.1 Erzeugung und Charakterisierung stabil mit HSV-1 gB transfizierter Zelllinien

Zur Herstellung von HSV-1 gB transfizierten MJ-Zellen (Mel JuSo) wurden diese mit einem
DNS-Vektor transfiziert, der fir das HSV-1 gB sowie flir ein Neomycinresistenzgen kodiert.
Die Selektion transfizierter Zellen erfolgte mit 0,5 mg/ml des Neomycinderivates G418. Auf
der Zellkulturschale gewachsene Klone wurden nach ca. zwei Wochen entnommen und
durch Durchflusszytometrie und Western Blot-Analyse auf die Expression von gB hin
untersucht (Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz zu der Ausgangszelllinie MJ konnte gB in den
MJ-gB-Linien durch Western Blot-Analyse mit dem gB spezifischen mAk 10B7 nachgewiesen
werden (Abb. 3.1 A, vgl. Spuren 1, 2 und 3). Die Bandenstadrken des Aktins sind in den Spuren
2 und 3 vergleichbar. Dies zeigt, dass dhnliche Lysatmengen der MJ-gB-Zellen aufgetrennt
wurden. Die Abbildung 3.1 A lasst weiterhin erkennen, dass sich die MJ-gB-Zelllinien
beziiglich der gB-Menge unterscheiden. Densitometrische Analysen des Western-Blots
ergaben einen Unterschied um den Faktor 1,5 (Daten nicht gezeigt). Die Zelllinie mit der
groBeren Menge an gB wurde mit MJ—gBhi und die Linie mit der geringeren Expression als MJ-
gB"° bezeichnet. Die Oberflichenexpression von gB wurde mittels Durchflusszytometrie
Uberpruft (Abb. 3.1 B). Zwei unabhangige durchflusszytometrische Analysen ergaben, dass
MJ-gBhi-ZeIIen eine um den Faktor 1,7 groRere Menge gB auf der Zelloberflache besitzen als
MJ-gB'°-ZeIIen. Da sich die Zelloberflaichenexpression und die gB-Gesamtmenge bei MJ-gBhi-
und MJ-gB'°-ZeIIen um einen dhnlichen Faktor unterscheidet, liegt es nahe, dass die starkere
Oberflachenexpression der MJ-gBhi-ZeIIen auf einer groReren gB-Gesamtmenge beruht.
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Abb. 3.1: Etablierung von stabil mit HSV-1 gB transfizierten MJ-Zelllinien

A) Western Blot-Analyse der Zelllysate von MJ und MJ-gBhi/'°-ZeIIen: Die Zellen wurden in 0,5 % NP-40 lysiert,
in einer SDS-PAGE separiert und elektrophoretisch auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Der Nachweis
von gB und Aktin erfolgte mit den spezifischen mAKs 10B7 und AC-40. B) Analyse der Oberflachenexpression
von gB mittels Durchflusszytometrie: Die MJ- und MJ—gBhi/"’—ZeIIen wurden mit dem mAk 2c2 (spez. fur gB)
bzw. dem Kontrollantikérper MAR18.5 (Isotypenkontrolle). Tote Zellen wurden durch 7-AAD angefarbt und von
der Analyse ausgeschlossen. Im Histogramm ist die mittlere Fluoreszenzintensitdat (MFI, geometrischer
Mittelwert) dargestellt.
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3.2 Interaktion von gB mit MHCII-Molekiilen in MJ-gB Zellen

Das Vorkommen von gB und MHCII-Molekiilen in enger raumlicher Ndhe kann auf eine
Interaktion der Molekile hindeuten. Aus diesem Grund wurde die intrazelluldre Verteilung
von gB und MHCII-Molekiilen in MJ-gB-Zellen untersucht. MJ-gB-Zellen wurden auf
Deckglasern ausgesat, nach 24 h fixiert und permeabilisiert. Zur Detektion des gB und der
MHCII-Molekiile wurden die Zellen mit einem Phycoerythrin gekoppelten MHCII-spezifischen
Antikorper sowie einem gB-spezifischen Antikdrper behandelt. Zur Visualisierung des gB
erfolgte  anschlieBend eine Inkubation mit einem Alexa-488 gekoppelten
Sekundarantikorper. Die Abbildung 3.2 A zeigt die Aufnahmen von gB (griin), MHCII (rot) und
eine Uberlagerung beider Bilder (merge). Gelbe Pixel in dem Uberlagerungsbild entsprechen
Kolokalisationen von gB und MHCII-Molekilen. Sowohl gB als auch MHCII-Molekiile zeigen
eine ahnliche intrazellulare, vesikulare Verteilung. Ein Schwerpunkt der MHCII-Molekile und
gB findet sich im perinukledren Bereich. Dort sind u.a. spat-endosomale Kompartimente
bzw. MHC Klasse II-Beladungskompartimente (MIICs) lokalisiert (Wubbolts R., et al., 1999).
Einige Uberlagerungen der Firbungen von MHCII-Molekiilen und gB sind in gréReren
Vesikeln vorhanden, die vereinzelt auch in der Peripherie der Zelle vorkommen. Diese
Immunfluoreszenzanalyse zeigt, dass gB und MHCII-Molekile in hohem Mal3e kolokalisieren.

Als Nachstes wurde untersucht, ob eine physikalische Interaktion von gB mit MHCII-
Molekilen nachgewiesen werden kann. Dazu wurden MJ- und MIJ-gB-Zellen lysiert,
Immunprazipitationen mit dem gB-spezifischen mAk 2c2 durchgefiihrt und die Prazipitate in
einer SDS-PAGE aufgetrennt. In der Western Blot-Analyse wurde untersucht, ob Uber die
Prazipitation von gB MHCII-Molekiile koisoliert werden kénnen. Wie die Abbildung 3.2 B
zeigt, ist bei MJ-gB-Zellen eine Bande auf Hohe der DRa-Kette zu erkennen. Eine
Wiederholung des Versuches unter Verwendung eines MHCII B-Ketten spezifischen mAks
(LG-l) far die Western Blot-Analyse ergab eine Bande auf der Hohe der DRB-Kette (Daten
nicht gezeigt). Diese Versuche belegen, dass gB mit MHCII a- und B-Ketten interagiert. Um zu
testen, ob gB mit MHCII-Heterodimeren assoziiert, wurden Immunprazipitationen (IPs) unter
Verwendung eines konformationsabhangigen MHCII-Antikorpers (mAk ISCR3) durchgefiihrt.
Die Western Blot-Analyse zeigt, dass im Ansatz der MJ-gB-Zellen Banden fir gB
nachgewiesen werden konnten (Abb. 3.2 C, Spur 2). Bei MJ-Zellen konnte erwartungsgemaf
kein gB-Signal detektiert werden, was die Spezifitat der Prazipitation belegt. In Abb. 3.2 C ist
zudem zu erkennen, dass zusatzlich zur 120 kDa Bande des gB zwei weitere gB-spezifische
Banden bei ca. 50 kDa bzw. 60 kDa vorhanden sind. Dabei kann es sich um prozessierte
Formen des gB handeln (Pereira L. et al., 1981). Diese Daten belegen, dass in MJ-gB-Zellen
gB mit funktionellen MHCII-Heterodimeren interagiert.

Neumann et al. (2003) hatten vermutet, dass eine Reduktion der li-Expression, wie sie in
HSV-1 infizierten Zellen auftritt, die Bindung von gB an MHCII- Molekiile ermdéglicht. Aus
diesem Grunde wurde untersucht, ob die li-Expression in MJ-gB-Zellen verandert ist. Dazu
wurde die li-Menge in MIJ-Zellen und MJ-gBhi/'°—ZeIIen mittels Western Blot-Analyse
untersucht. Wie anhand der Abbildung 3.2 D zu erkennen ist, ist die li-Menge der MJ- und
der MJ-gBhi/'O—ZeIIen identisch. Die Bestimmung der Aktinmenge belegt, dass vergleichbare
Zelllysatmengen eingesetzt wurden. Dieser Versuch zeigt, dass die gB-Expression keine
Auswirkung auf die li-Menge hat. Demnach ist eine Reduktion der li-Menge fir eine gB-
MHCII-Interaktion in MJ-gB-Zellen nicht zwingend notwendig.
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Abb. 3.2.: Kolokalisation und Interaktion von gB mit MHCII-Molekiilen in MJ-gB-Zellen

A) Kolokalisation von gB mit MHCII in MJ-gB-Zellen: MJ-gB-Zellen wurden auf Deckglaser ausplattiert und nach
Fixierung und Permeabilisierung mit einem Phycoerythrin-gekoppelten Antikérper gegen MHCII-Molekiile
behandelt. AnschlieBend wurde gB (mAk 2c2) angefarbt. Zur Visualisierung des gB wurden die Zellen mit einem
Alexa-488-gekoppelten Sekundarantikdrperkonjugat behandelt. Die Analysen wurden am konfokalen
Laserscanningmikroskop (LSM 510 Meta; Zeiss, Oberkochem) bei einer optischen Schichtdicke von 1 um
durchgefiihrt. Die Uberlagerung der Kanile fiir gB und MHCII-Molekiile ist unterhalb der Einzelkanile
dargestellt (merge). B und C) Bindung von gB an MHCII-Molekiile in stabil mit HSV-1 gB transfizierten MJ-gB-
Zellen: MJ und MJ-gB-Zellen wurden mit 0,5 % NP-40 lysiert und das Lysat von je 10’ MJ- bzw. MJ-gB-Zellen fur
Immunprazipitationen mit dem mAk 2c2 (B) gegen gB, bzw. ISCR3 (C) gegen MHCII-Molekiile eingesetzt. Die
Prazipitate wurden in einer 12 %igen SDS-PAGE aufgetrennt und elektrophoretisch auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen. Fiir die Western Blot-Analyse wurden der mAk TAL-1B5 (spez. fiir DRa) und
der mAK 10B7 (spez. fiir gB) verwendet. D) Western Blot-Analyse zur Bestimmung der li-Expression in MJ- und
MJ-gB-Zellen: Das Zelllysat von 5 x 10° MJ- und MJ-gB-Zellen wurde in einer 12 %igen SDS-PAGE separiert. Nach
Ubertragung auf eine Nitrozellulosemembran wurden i und Aktin mit den mAks Bu43 (spez. fiir li) und AC-40
(spez. fur Aktin) nachgewiesen. Die Pfeile in den Abbildungen zeigen die Positionen der leichten und schweren
Immunglobulinketten (L, H) bzw. der Positionen von gB bzw. gB-Prozessierungsformen (gB,,) und DRa an.
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3.3 Einfluss von li auf die N-Glykosylierung gB-assoziierter MHCII-Molekiile

Die vorherigen Experimente haben gezeigt, dass gB in MJ-gB-Zellen mit MHCII-Molekilen
interagiert. Nun sollte geklart werden, ob die mit gB-assoziierten MHCII-Molekdle (iber den
Golgi-Apparat transportiert werden oder im ER verbleiben. Die N-Glykane der MHCII-
Molekiile werden wahrend des intrazellularen Transportes im Golgi-Apparat modifiziert und
dadurch resistent gegeniiber einer Behandlung mit dem Enzym Endoglykosidase H (EndoH).
Eine Behandlung mit dem Enzym EndoH wird verwendet um zu untersuchen, ob ein Protein
das ER verlassen hat. Parallel zu der Inkubation mit EndoH, wird oft eine Behandlung mit
dem Enzym N-Glykosidase F (PNGaseF) durchgefiihrt. PNGaseF entfernt im Gegensatz zu
EndoH alle N-Glykane und erzeugt auf diese Weise komplett N-deglykosylierte Molekdle.
Durch Vergleich der nicht-behandelten und der EndoH- bzw. PNGaseF-behandelten Proben
lasst sich feststellen, ob ein Protein EndoH-resistente N-Glykane besitzt. Im Folgenden wurde
untersucht, ob die mit gB-assoziierten MHCII-Molekiile in MJ-gB-Zellen EndoH-resistente
Kohlenhydratmodifikationen besitzen. Dazu wurden MJ-gB-Zellen mit 0,5 % NP-40 lysiert
und das Lysat von ca. 1 x 10’ Zellen fiir Inmunprazipitationen mit dem gB spezifischen mAk
2c2 eingesetzt. Die Immunprazipitate wurden mit EndoH bzw. mit N-Glykosidase F behandelt
oder zur Kontrolle mit ST-Puffer versetzt. In der Western Blot-Analyse der Prazipitationen
wurde die DRa-Kette nachgewiesen. Die Abbildung 3.3 A zeigt in der ersten Spur die mit ST-
Puffer versetzte Probe, in der zweiten Spur die EndoH- und in der dritten Spur die PNGaseF-
behandelten Immunprazipitate. Die unbehandelte Probe in Spur 1 zeigt eine Bande mit
einem Molekulargewicht (MW) von etwa 35 kDa, was dem MW der DRa-Kette entspricht.
Das Molekulargewicht der DRa-Kette nach EndoH-Behandlung (Spur 2) liegt zwischen dem
unbehandelten Ansatz und der Probe nach PNGaseF-Behandlung. Dies ist dadurch zu
erklaren, dass die DRa-Kette zwei N-Gykane besitzt, von denen nur eine im Golgi-Apparat
zum komplexen Typ modifiziert wird und dadurch partielle EndoH-Resistenz erlangt
(Shackelford D. A. und Strominger J. L., 1983). Die Behandlung mit PNGaseF fuhrt dazu, dass
beide N-Glykane entfernt werden. Im Falle der Probe, die mit ST-Puffer versetzt wurde,
bleiben beide N-Glykoside der DRa-Kette erhalten. Das MW der DRa-Kette liegt daher in
diesem Fall oberhalb der EndoH und PNGaseF-behandelten Ketten. Die partielle EndoH-
Resistenz der DRa-Kette zeigt, dass die N-Glykane dieser DRa-Kette im Golgi-Apparat
modifiziert wurden. Die mit gB-assoziierten MHCII-Molekiile in MJ-gB-Zellen sind folglich im
Golgi-Apparat zum komplexen Typ modifiziert worden.

Es gibt mehrere Moglichkeiten, wie die gB-assoziierten MHCII-Molekiile EndoH-resistente N-
Glykoside erhalten. Entweder werden gB und MHCII-Molekiile unabhdngig voneinander aus
dem ER transportiert und assoziieren in einem dem Golgi-Apparat nachfolgenden
Kompartiment. Oder die gB-MHCII-Komplexe bilden sich innerhalb des ER und gelangen
gemeinsam in den Golgi-Apparat. Um zu untersuchen, ob im ER gebildete gB-MHCII-
Komplexe das ER verlassen kénnen, wurden COS-7-Zellen mit gB, DRa und DRp transfiziert.
Die Abwesenheit von li sollte sicherstellen, dass gB innerhalb des ER ungehindert an MHCII-
Molekiile binden kann ohne von li verdrangt zu werden (Neumann J. et al., 2003). Die Zellen
wurden 48 h nach der Transfektion geerntet, lysiert und mit dem mAk 2c2 gegen gB
prazipitiert. Die Prazipitate wurden mit EndoH bzw. PNGaseF behandelt bzw. zur Kontrolle
mit ST-Puffer versetzt. Die Abbildung 3.3 B zeigt die Western Blot-Analyse der
Immunprazipitationen sowie die Expressionskontrolle der transfizierten Molekile (Abb. 3.3
B). Die erste Spur zeigt die mit ST-Puffer versetzten Proben, die zweite Spur die mit EndoH
behandelten und die dritte Spur die PNGaseF behandelten Proben. Das MW der DRo-Kette
im unbehandelten Ansatz liegt bei 35 kDa und ist hoher als das der DRa-Ketten nach EndoH-
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bzw. PNGaseF-Behandlung (Abb. 3.3 B). Das MW der DRa-Bande nach EndoH- und PNGaseF-
Behandlung ist identisch (vgl. die zweite und dritte Spur in Abb. 3.3 B). Dies bedeutet, dass
die gB-assoziierte DRa-Kette durch das Enzym EndoH komplett deglykosyliert wurde. Die
Ubereinstimmung des MWs der DRa-Ketten nach EndoH- und PNGaseF-Behandlungen
belegt, dass die N-Glykane der gB-assoziierten DRa-Kette im Golgi-Apparat nicht zum
komplexen Typ modifiziert wurden. Die wahrscheinlichste Erklarung ist, dass die gB-
gebundenen MHCII-Molekiile nicht das ER verlassen haben. In Abwesenheit von li verbleiben
gB-MHCII-Komplexe vermutlich innerhalb des ER.

Eine Hypothese, die sich aus den vorherigen Versuchen ergeben hat war, dass die gB-MHCII-
Interaktion in li-exprimierenden Zellen (z.B. bei den MJ-gB-Zellen) erst auftritt nachdem die
MHCII-Molekiile den Golgi-Apparat verlassen haben. Um diese Hypothese zu testen wurde
ein Puls-Markierungsversuch durchgefiihrt. Die MJ-gB-Zellen wurden fir 30 min mit *s-
Methionin markiert und anschlieRend bei 37 °C fir 0, 2, 8 und 24 h weiterkultiviert. Zu den
entsprechenden Zeitpunkten wurden die Zellen abzentrifugiert und mit 0,5 % NP-40 lysiert.
AnschlieBend wurden Immunprézipitationen mit dem gB-spezifischen mAk 2c2 bzw. dem
MHCII-spezifischen mAk 1251SB durchgefiihrt. Die Prazipitate wurden U{iber SDS-PAGE
aufgetrennt und die radioaktiv markierten Proteine mittels Fluorographie visualisiert. In der
Abbildung 3.3 C sind in dem oberen Teil die IPs mit dem MHClII-spezifischen Antikérper, im
unteren Teil die IPs mit dem gB-spezifischen Antikoérper dargestellt. Fiir die Abbildung
wurden die Bereiche ausgewadhlt, in denen die MHCII-Molekile zu erkennen sind. Nach
Prazipitation von MHCII-Molekilen ist zum ,Chase“-Zeitpunkt O h eine starke Bande
vorhanden, welche der invarianten Kette entspricht. li enthdlt mehrere Methioninreste und
erzeugt daher ein starkes radioaktives Signal. Nach einer Stunde verandert sich das li-Signal,
da MHCII-li-Komplexe aus dem ER transportiert werden und sich die Glykosylierung von li
verandert. Die DRa- und DRB-Banden erscheinen erstmals nach 4 h deutlich. Dies ergibt sich
dadurch, dass die MHCII-li-Komplexe in die endosomalen Kompartimente gelangen, in denen
li proteolytisch degradiert wird. Daher nimmt das li-Signal ab und die Banden fiir DRa (ca.
35kDa, obere Bande) und DRP (ca. 30 kDa, untere Bande) werden deutlicher. Vom 8 h- zum
24 h-Wert bleibt die Intensitat der Banden fiir die koisolierten DRa- und DRB-Ketten
konstant. Bei den Immunprazipitationen von gB finden sich erst nach etwa vier Stunden
leichte Banden fiir DRa und DRp, die von dem 8 h- bis zum 24 h-Wert intensiver werden.
Eine Bande fir li ist bei den gB-Prazipitationen zwischen den Banden fiir DRa und DR nicht
zu erkennen. Dieser Versuch lasst den Schluss zu, dass in MJ-gB-Zellen gB nicht innerhalb des
ER an MHCII-Molekile bindet, sondern erst nachdem li proteolytisch degradiert wurde.
Aufgrund der relativ schwachen radioaktiven Signale der mit gB-koisolierten MHCII-Molekiile
ist anzunehmen, dass gB innerhalb von 24 h nur mit einem kleinen Anteil der neugebildeten
MHCII-Molekiile interagiert.
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Abb.3.3: Einfluss von li auf die N-Glykosylierung gB-assoziierter MHCII-Molekiile und auf den Zeitpunkt des
Zusammenbaus des gB-MHCII-Komplexes:

A) In MJ-gB-Zellen sind mit gB-assoziierte Klasse II-Molekiile EndoH-resistent: MJ- und MJ-gB-Zellen wurden
lysiert und Immunprazipitationen gegen gB durchgefihrt (mAk 2c2). AnschlieRend erfolgte die Behandlung der
Prazipitate mit Endoglykosidase H (EndoH) oder N-Glykosidase F (PNGaseF). Zur Kontrolle wurden die
Prazipitate nur mit ST-Puffer versetzt. Nach Auftrennung der Komplexe in einer SDS-PAGE erfolgte der
elektrophoretische Transfer auf eine Nitrozellulosemembran. Fur die anschlieBende Western Blot-Analyse
wurde der mAk TAL-1B5 verwendet, welcher die HLA-DRa-Kette spezifisch erkennt. B) Mit gB-assoziierte
MHCII-Molekiile in transient transfizierten COS-7-Zellen sind EndoH-sensitiv: COS-7-Zellen wurden mit gB,
DRa und DR transfiziert. Nach der Ernte und Lyse der Zellen wurden Immunprézipitationen und anschlieRend
Behandlungen mit EndoH und PNGaseF durchgefiihrt. Die Proben wurden in der Western Blot-Analyse
untersucht. Der Nachweis der transfizierten Proteine erfolgte im Western Blot mit einem DRa-spezifischen
Antikorper (mAk TAL-1B5), dem mAk LG-Il (spez. fir DRB) und einem mAk gegen gB (mAk 10B7). Die Pfeile
markieren die schweren und leichten Immunglobulinketten (H, L) sowie unterschiedlich glykosylierte Formen
der DRa-Kette. C) gB-MHCII-Komplexe in MJ-gB-Zellen sind erst nach 4-8h im Puls-Markierungsversuch
nachzuweisen: MJ-gB-Zellen wurden mit *S-Methionin fir ca. 30 min biosynthetisch markiert und
anschlieBend fiir 0, 1, 2, 4, 8 und 24 h kultiviert. Die Zellen der jeweiligen Markierungszeitpunkte wurden
gesammelt, lysiert und Immunpréazipitationen von gB (mAk 2c2) und MHCIl (mAk 1251SB) durchgefihrt. Die
Prazipitate wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieRend je 30 min in DMSO, PPO und H,0
inkubiert. AnschlieRend wurden die Filme getrocknet, Rontgenfilme aufgelegt und bei -80°C bis zur Entwicklung
gelagert. Die Pfeile markieren die Positionen der DRa/B-Ketten, li und gB. Die roten Sternchen markieren die
mit gB koisolierten Banden fiir DRa und DR.
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3.4 Kompetition von gB und li um die Bindung an MHCII-Molekiile

HSV-1 gB und MHCII-Molekile binden in MJ-gB-Zellen nicht innerhalb des ER, sondern erst
nach Degradation von li in endosomalen Kompartimenten. Dies deutet darauf hin, dass gB
und li nicht gleichzeitig mit MHCII-Molekilen interagieren kdnnen. Um zu untersuchen, ob in
MJ-gB-Zellen der gB-MHCII-Komplex li enthalt, wurden Immunprazipitationen gegen gB
durchgefihrt und tberpriift, ob li koisoliert werden kann (Abb. 3.4 A). Die Expression von li
sowie die Position der li-Bande wird anhand der Lysatproben von MJ- bzw. MJ-gB-Zellen
gezeigt (Abb. 3.4 A, Spuren 3 und 4). Im Falle der Immunprazipitationen ist keine der li
entsprechende Bande bei ca. 33 kDa zu erkennen (Abb. 3.4 A, Spuren 1 und 2). Um die
Prazipitation von gB zu Uberpriifen, wurden die Spuren 1 und 2 mit einem gB-spezifischen
Antikorper nachdetektiert (Abb. 3.4, Spuren 5 und 6). Im Ansatz der IPs aus MJ-gB-Zellen
(Abb. 3.4, Spur 6) konnte gB nachgewiesen werden. Dieses Experiment zeigt, dass li in MJ-
gB-Zellen weder direkt mit gB noch mit gB-assoziierten MHCII-Molekdlen interagiert. In MIJ-
gB-Zellen findet man folglich nur MHCII-Komplexe, die entweder mit li oder mit gB assoziiert
sind.

li bindet innerhalb des ER zu einem sehr friihen Zeitpunkt des Zusammenbaus der MHCII-
Molekiile an einzelne DRa-Ketten aber nicht an DRB-Ketten (Neumann J. und Koch N., 2005;
Koch N. et al., 2007). Um zu Uberpriifen, ob gB und li zu diesem Zeitpunkt um die Bindung an
MHCII-Ketten konkurrieren, wurde untersucht, ob die Expression von li die Bindung von gB
an MHCII-Einzelketten beeinflusst. Dazu wurde zunachst getestet, ob gB an einzelne DRa-
oder DRB-Ketten binden kann. Zu diesem Zweck wurden Zellen mit Kombinationen von gB,
DRa- und DRB-Einzelketten transfiziert und untersucht inwieweit gB-DRa/DRp Interaktionen
nachzuweisen sind. COS-7-Zellen wurden mit gB und DRa bzw. gB und DR transfiziert, die
Zellen 48 h nach der Transfektion geerntet, mit 0,5 % NP-40 lysiert und
Immunprazipitationen gegen gB durchgefiihrt. In der Western Blot-Analyse der Prazipitate
wurde eine Koisolierung von gB und DRa bzw. DRB untersucht (Abb. 3.4 B und 3.4 C) Die
Western Blot-Analyse der Lysate zeigt, dass gB, DRa und DRB exprimiert wurden (zweite und
dritte Spur der Abb. 3.4 B und C). Die Immunprazipitationen befinden sich jeweils in der
ersten Spur der Abbildungen 3.4 B und 3.4 C. In diesen Spuren sind Signale sowohl auf der
Hohe der DRa-Kette (Abb. 3.4 B) als auch der DRB-Kette (Abb. 3.4 C) zu erkennen. Dieses
Experiment zeigt, dass gB sowohl an einzelne DRa-, als auch einzelne DRB-Ketten binden
kann.

Um zu untersuchen, ob li einen Einfluss auf die Bindung von gB an die DR-Einzelketten hat
wurden gB und DRa bzw. DRB mit und ohne li in COS-7-Zellen transfiziert. Nach
Immunprazipitationen von gB wurde in der Western Blot-Analyse bestimmt, inwieweit gB
mit den DR-Ketten koisoliert werden kann. Die Abbildungen 3.4 D und 3.4 E zeigen die
Western Blot-Analysen der Immunprazipiationen (jeweils Spuren 1 und 2) sowie der Lysate
(jeweils Spuren 3-7). Die Abbildung 3.4. D und 3.4. E zeigt anhand der Lysate der
transfizerten Zellen die Expression von DRa (Abb. 3.4 D, Spuren 3 und 4), DRB (Abb. 3.4 E,
Spuren 3 und 4), gB (Abb. 3.4 D und E, Spuren 5 und 6) und li (Abb. 3.4 D und E, Spur 7).
Nach Kotransfektion von gB und DRa und der Immunprazipitation von gB ist eine Bande auf
Hohe der DRa-Kette zu erkennen (Abb. 3.4 D, Spur 1). Diese Bande ist bei zusatzlicher
Expression von li nicht mehr vorhanden (Abb. 3.4 D, Spur 2). Im Gegensatz dazu ist nach
Kotransfektion von DRP und gB sowohl in Abwesenheit von li (Abb. 3.4 E, Spur 1), als auch
bei zusatzlicher Expression von li (Abb. 3.4 E, Spur 2) eine Bande auf Hohe der DRB-Kette
nachzuweisen. Diese Ergebnisse zeigen, dass in Anwesenheit von li gB nicht an DRa, aber an
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DRPB binden kann. Da li die Bindung an DRa verhindert, ist anzunehmen, dass die groRe
Menge li innerhalb des ER von professionellen Antigen-prasentierenden Zellen die Bindung
von gB an MHCII-Molekiile verhindert.
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Abb.3.4: Kompetition von gB und li um die Bindung an MHCII-Molekiile

A) Der gB-MHCII-Komplex in MJ-gB-Zellen enthilt keine Invariante Kette: MJ- und MJ-gB-Zellen wurden lysiert
und mit dem Lysat aus 10’ Zellen wurden Immunprézipitationen mit dem mAk 2c2 gegen gB durchgefiihrt.
Nach Separation der Immunkomplexe in der SDS-PAGE und dem Transfer auf eine Nitrozellulosemembran
wurden fur den Antikérpernachweis in der Western Blot-Analyse der mAk Bu43 (spez. fir li) und der mAk 10B7
(spez. fur gB) verwendet. Die Prazipitationen befinden sich in den Spuren 1 und 2 bzw. 5 und 6. Die Zelllysate
sind in den Spuren 3 und 4 zu sehen. Um zu demonstrieren, dass die gB-Prazipitation erfolgreich war, wurden
die Spuren 1 und 2 mit dem 10B7-Antikorper (spez. fir gB) nachdetektiert (Spuren 5 und 6). B+C) Koisolierung
von HSV-1 gB mit HLA-DRa- und HLA-DRB-Einzelketten: COS-7-Zellen wurden mit gB, DRa (Abb. 3.4 B) oder
DRB (Abb. 3.4 C) kotransfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen geerntet und lysiert. Mit dem Zelllysat
wurden Immunprazipitationen gegen gB durchgefiihrt. In der Western Blot-Analyse wurden mAKs TAL-1B5
(spez. fur DRa; Spuren B: 1-2), LG-Il (spez. fir DRPB; Spuren C: 1-2) und 10B7 (spez. fur gB; Spuren 3, B+C)
eingesetzt. D+E) Koisolation von HSV-1 gB mit DR-Einzelketten DRa, DRP in An-/Abwesenheit von li: COS-7-
Zellen wurden mit gB, DRa oder DRB +/- li transfiziert. Nach Lyse der Zellen folgten Immunprézipitationen mit
dem gB-spezifischen mAk 2c2 und die Western Blot-Analysen der Immunprazipitationen (s.0.). Es wurden die
mAKs TAL-1B5 (Spuren D: 1-4), LG-Il (Spuren E: 1-4), Bu43 (Spuren D+E: 7) und 10B7 ( Spuren D+E: 5-6)
eingesetzt. Die Pfeile markieren die Positionen der schweren und leichten Immunglobulinketten (H, L) sowie
die von DRa, DR, gB und Ii.
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3.5 HSV-1 gB ist kein Chaperon fiir MHC Klasse lI-Molekiile

Die N-Glykane der MHCII-Molekdile im gB-MHCII-Komplex sind in Abwesenheit von li EndoH-
sensitiv (s. Abb 3.3 B). Dies deutet darauf hin, dass gB keine Chaperonfunktion fir MHC
Klasse lI-Molekile Gbernimmt. Um dies zu Gberpriifen, wurde die Reifung der N-Glykane von
MHCII-Molekiilen in Anwesenheit von li und gB untersucht. COS-7-Zellen wurden zu diesem
Zweck mit DRa und DR (Abb. 3.5 A, Spuren 1 bis 3), gB und DRap (Abb. 3.5 A, Spuren 3 bis
6) und zur Kontrolle mit li und DRap (Abb. 3.5 Spuren 7 bis 9) transfiziert. Die Lysate der
Zellen wurden mit EndoH (Abb. 3.5, Spuren 2, 5, 8) und PNGaseF (Abb. 3.5 A, Spuren 3, 6, 9)
behandelt oder zur Kontrolle unbehandelt gelassen (Abb. 3.5 A, Spuren 1, 4, 7). Die
Abbildung 3.5 A zeigt im linken Teil die Western Blot-Analyse der EndoH und PNGaseF
behandelten Proben und im rechten Teil die Expressionen von DRa, DR, li und gB im
Zelllysat. Im Falle der PNGaseF behandelten Proben (Abb. 3.5 A, Spuren 3, 6, 9) ist in jedem
der drei Ansatze jeweils nur eine Bande vorhanden. Diese entspricht der vollstandig N-
deglykosylierten DRa-Kette. In den Ansatzen der EndoH-behandelten Proben sind nach
Transfektion von DRaf (Abb. 3.5 A, Spuren 1-3) und von gB mit DRap (Abb. 3.5 A, Spuren 4-
6) drei Banden zu erkennen. Die Bande mit dem niedrigsten Molekulargewicht entspricht der
vollstandig deglykosylierten EndoH-sensitiven Form. Die darlber liegende Bande stellt die
partiell EndoH-resistente, reife Form der DRa-Kette dar. Die oberste Bande hat das gleiche
MW wie die DRa-Kette im unbehandelten Ansatz. Das bedeutet, dass keine der beiden N-
Glykane durch EndoH abgespalten wurde. Diese Form der DRo-Kette, bei der beide N-
Glykane EndoH-resistent sind, beruht auf einer veranderten Konformation des MHCII-
Molekils (Schaiff W. T. et al., 1991). Diese Variante tritt nach Koexpression von li nicht auf.
Dies zeigt, dass li, nicht aber gB, die Bildung bzw. den Transport von HLA-DR Molekiilen mit
dieser veranderten Glykosylierung Gber den Golgi-Apparat unterbindet.

MHCII-Molekile unterscheiden sich in der Abhangigkeit von der Chaperonfunktion der
invarianten Kette (Bikoff E. K. et al., 1995). Wahrend der Grof3teil der HLA-DR1-Molekdile sich
auch in Abwesenheit von li zu einem funktionellen Peptidrezeptor zusammenlagern kann, so
ist z.B. die Faltung von HLA-DQ (Schaefer D., personliche Mitteilung) oder eines gemischten
MHCII-Molekiils bestehend aus HLA-DRa und HLA-DPB1*0401 strikt von li abhangig (Temme
S. et al., Manuskript in Bearbeitung). Um zu analysieren, ob die Expression von gB
Auswirkungen auf die N-Glykosylierung des gemischten MHCII-Molekiils hat, wurden COS-7-
Zellen mit DRa + DPB1*0401, gB + DRa + DPB1*0401 und li + DRa + DPB1*0401 transfiziert
und die Kohlenhydratmodifikationen mittels EndoH und PNGaseF analysiert (Abb. 3.5 B). Die
Spuren 1, 4 und 7 zeigen die unbehandelten Proben, Spuren 2, 5 und 8 mit EndoH
behandelte Lysate und Spuren 3, 6 und 9 Proben, die mit PNGaseF versetzt wurden. Bei den
EndoH-behandelten Proben der mit DRa/DPB1*0401 und der mit gB + DRa/DPB1*0401
transfizierten Zellen ist eine Bande fir DRa zu erkennen deren MW mit dem der DRo-Kette
nach PNGaseF-Behandlung identisch ist. Die DRa-Kette des DRa/DPB1*0401-Molekaiils bleibt
nach Kotransfektion von gB vollstandig EndoH-sensitiv. Im Gegensatz dazu sind nach
Transfektion von li + DRa/DPB1*0401 und EndoH-Behandlung drei Banden zu erkennen: Die
unterste, vollstandig deglykosylierte DRa-Bande, eine der partiell EndoH-resistenten DRa-
Kette entsprechende mittlere Bande und eine Bande auf HOhe der unbehandelten DRa-
Kette. Bei dieser handelt es sich um eine Form mit zwei EndoH-resistenten N-Glykanen (s.o0.).
Diese Experimente zeigen, dass gB, im Gegensatz zu li, keinen Einfluss auf die Reifung N-
gebundener Kohlenhydrate bei HLA-DR und dem gemischten MHCII-Molekil aus
DRa/DPB1*0401 hat.
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Die Assoziation von gB mit MHCII-Molekiilen fiihrt demnach nicht dazu, dass die gB-
assoziierten MHCII-Molekiile EndoH-resistente Kohlenhydrate erlangen. Daher ware es
moglich, dass gB MHCII-Molekiile innerhalb des ER zuriickhalt. Dies konnte sich in einem
héheren Anteil EndoH-sensitiver DRo-Kette in Anwesenheit von gB duBern. In Abbildung 3.5
A ist zwischen den EndoH-behandelten Proben der mit DRaB und der gB + DRaf
transfizierten Zellen kein Unterschied in der Menge komplett EndoH-sensitiver DRa-Kette zu
erkennen (Abb. 3.5, vgl. Spur 2 und 5). Der vermutete Effekt kdnnte in li-exprimierenden
Zellen deutlicher werden, da dort der Anteil EndoH-sensitiver MHCII-Molekiile geringer ist.
Um diese Hypothese zu Uberpriifen, wurden die N-gebundenen Kohlenhydrate von DRa in
MJ-, MJ-gBhi- und MJ-gB'°-ZeIIen untersucht (s. Abb 3. 5 C). Die Spuren 1-3 zeigen die Proben
der MJ-Zellen, die Spuren 4-9 die der MJ-gB"- und MJ-gB'°-Zellen. In den Spuren 2, 5 und 8
befinden sich EndoH behandelte, in den Spuren 3, 6, und 9 PNGaseF behandelte Lysate. Die
unbehandelten Proben wurden in den Spuren 1, 4 und 6 aufgetragen. Sowohl in MJ- als auch
in MJ-gBhi/"’-ZeIIen ist der GroRteil der DRa-Ketten partiell EndoH-resistent (Abb. 3.5, Spuren
2, 5, 8). Dies bedeutet, dass die N-Glykane der meisten MHCII-Molekiile im Golgi-Apparat
zum komplexen Typ modifiziert wurden. Lediglich ein sehr geringer Anteil der DRa-Ketten ist
EndoH-sensitiv (Abb. 3.5, Spuren 3, 6, 9). Dieser Anteil unterscheidet sich zwischen MJ- und
MJ-gBhi/'°-ZeIIen nicht. In MJ-gB-Zellen fiihrt die gB-Expression folglich nicht dazu, dass der
Anteil an EndoH-sensitiven MHCII-Molekiilen ansteigt, was darauf hindeutet, dass gB keine
Klasse II-Molekdle im ER zurtickhalt.
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Abb. 3.5: HSV-1 gB-Expression hat keinen Einfluss auf die Reifung der N-Glykane von MHCII-Molekiilen:

A+B) Transiente Transfektion von COS-7-Zellen: COS-7-Zellen wurden mit folgenden cDNS Kombinationen
transient transfiziert: HLA-DRa, HLA-DRaf + gB, HLA-DRaf + li (Abb. 3.5 A), DRa + DPB1*0401, DRa +
DPB1*0401 + gB, DRa + DPB1*0401 + li (Abb. 3.5 B). Die Zellen wurden 48 h nach der Transfektion geerntet
und mit 0,5 % NP-40 lysiert. Die Lysate wurden mit ST-Puffer versetzt (Spuren 1, 4, 7) oder mit EndoH (Spuren
2, 5, 8) bzw. PNGaseF (Spuren 3, 6, 9) behandelt und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. In der Western Blot-
Analyse der EndoH-/PNGaseF-Behandlungen wurde die DRa-Kette mit dem mAk TAL-1B5 nachgewiesen. Fir
die Western Blot-Analyse zur Uberpriifung der Expression der transfizierten Molekiile im Zelllysat wurden
folgende Antikorper eingesetzt: TAL-1B5 (spez. fir DRa), LG-II (spez. fir DRB/DPB), 10B7 (spez. fiir gB), Bu43
(spez. fiir li). C) MJ- und MJ-gB-Zellen: EndoH- und PNGaseF-Behandlungen der Lysate von MJ- und MJ—gBhi/lO—
Zellen. Die Behandlung der Lysate sowie die Western Blot-Analyse erfolgte wie bereits oben beschrieben.

3.6 gB bindet nicht an SDS-stabile MHCII-Molekiile

In MJ-gB-Zellen erfolgt die Interaktion von gB und von MHCII-Molekiilen nicht innerhalb des
ER, sondern in einem dem Golgi-Apparat nachfolgenden Kompartiment. Nach dem Verlassen
des Golgi-Apparates gelangen die MHCII-Molekiile in die endosomalen Klasse II-
Beladungskompartimente (MIICs). In diesen wird li proteolytisch abgebaut und die Klasse II-
Molekile mit Hilfe von HLA-DM beladen (s. Abschnitt 1.1.4; Stern J. L. et al., 2006). Daher
stellte sich die Frage, ob gB an peptidbeladene MHCII-Molekiile bindet. Zu diesem Zweck
wurden Immunprazipitationen unter Verwendung des monoklonale Antikdrpers L1243
durchgefiihrt. Der mAk L243 ist spezifisch fiir CLIP- und fir peptidbeladene MHCII-Molekile
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(Rohn T. A. et al.,, 2004). Die Abbildung 3.6 A zeigt die Western Blot-Analyse der
Immunprazipitationen aus MJ-Zellen (Abb. 3.6, Spur 1) und MIJ-gB-Zellen (Abb. 3.6, Spur 2).
Im Ansatz der MJ-gB Zellen konnten Banden fiir gB nachgewiesen werden (s. Pfeile). Im Falle
der MJ-Zellen konnten keine gB-Signale detektiert werden, was die Spezifitdt der IPs belegt.
Um zu demonstrieren, dass gleiche Mengen an MHCII-Molekiilen isoliert wurden, wurde bei
einem Teil jeder IP auch die DRa-Kette nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).

Werden MHCII-Molekiile mit hochaffinen Peptiden beladen, dndert sich deren Konformation
und sie nehmen eine kompakte Form ein (Natarajan S. K. et al., 1999; Springer T. A. et al.,
1977). Diese Konformation resultiert in einer hoheren Stabilitdt gegenliber Denaturierung
durch SDS. Daher lassen sich diese MHCII-Molekdle in der SDS-PAGE als Bande bei 50-60 kDa
nachweisen, sofern die Proben nicht bei 95°C aufgekocht werden. Um zu testen, ob die gB-
assoziierten MHCII-Molekiile eine kompakte Konformation besitzen, wurden IPs gegen gB
durchgefiihrt. Eine Halfte der IP wurde bei 95°C aufgekocht (Abb. 3.6 B, Spur 4), die andere
Halfte fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert um die SDS-stabilen MHCII-Molekiile zu
erhalten (Abb. 3.6 B, Spur 3). Zur Kontrolle wurden die Immunprazipiationen auch mit dem
Lysat von MJ-Zellen durchgefiihrt (Abb. 3.6 B, Spuren 5 und 6). Um die Position der SDS-
stabilen Dimere darzustellen wurden Lysatproben von MJ-Zellen bei 37°C inkubiert (Abb. 3.6
B, Spur 1) oder bei 95°C aufgekocht (Abb. 3.6 B, Spur 2). Die Spuren 1 und 2 zeigen die MJ-
Lysate. In Spur 1 ist eine Bande auf Hohe von ca. 50 kDa vorhanden, die den SDS-stabilen
Dimeren entspricht. Nach dem Aufkochen der Lysatprobe verschwindet diese Bande (Spur
2). In den Spuren 1 und 2 ist zudem bei ca. 35 kDa die Bande fiir die einzelne DRa-Kette zu
erkennen. Im Falle der IPs (Spuren 3 und 4) ist sowohl bei den gekochten als auch bei den
nicht-gekochten Proben eine Bande auf Hohe der DRa-Einzelkette zu erkennen. Dies belegt,
dass gB und MHCII-Molekiile koisoliert wurden. In keinem der beiden Ansatze ist eine Bande
auf Hohe der SDS-stabilen Dimere zu erkennen (Spuren 3 und 4; s. gestrichelte Linie). Die gB-
gebundenen MHCII-Molekiile weisen folglich keine kompakte, SDS-stabile Konformation auf.

A) 1P gegen MHC Il (mAKk L243) B)
) MJ MigB [ M
2 = Lysat IP gegen gB
gekocht - + = + = +
- +—gB susgabn - — - ] “ «—H
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Abb. 3.6: gB interagiert nicht mit SDS-stabilen MHCII-Molekiilen

A) Koisolierung von gB und MHC Klasse II-Molekiilen {iber den mAk L243: MJ- und MJ-gB-Zellen wurden mit
0,5 % NP-40 lysiert. Das Lysat von je 10’ MJ- (Spur 1) und MI-gB-Zellen (Spur 2) wurde fir
Immunprazipitationen mit dem mAk L243 eingesetzt. Die Prazipitate wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt
und elektrophoretisch auf eine Nitrozellulosemembran (bertragen. Fir die Western Blot-Analyse wurde der
mAK 10B7 (spez. fir gB) verwendet. B) gB-assoziierte Klasse II-Molekiile sind nicht SDS-stabil: MJ- und MJ-gB-
Zellen wurden lysiert und Immunprazipitationen mit dem mAk 2c2 gegen gB durchgefiihrt. Um die SDS-stabilen
Dimere nachzuweisen, wurde ein Teil des Prazipitates bei 37°C inkubiert, der andere Teil bei 95°C aufgekocht
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(Spur 4). Die Préazipitate (Spuren 3 bis 6) und die Lysatproben aus MJ-Zellen (Spuren 1 bis 2), wurden in einer 12
%igen SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt. Zum Nachweis der DRa-Kette in der Western Blot-Analyse
wurde der mAk TAL-1B5 verwendet. Die Pfeile markieren die SDS-stabilen Klasse II-Dimere, die DRa Kette, gB
sowie die leichten und schweren Immunglobulinketten (H, L). Die Hohe der SDS-stabilen Dimere ist durch die
gestrichelte Linie dargestellt.

3.7 gB-Expression beeinflusst nicht den Anteil SDS-stabiler MHCII-Molekiile

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob durch gB-Expression auch die Gesamtheit der
SDS-stabilen Klasse II-Molekiile verandert wird. Aus diesem Grund wurde der Anteil SDS-
stabiler MHCII-Molekile bei MJ- und MJ-gB-Zellen durch Western Blot-Analyse miteinander
verglichen. Es wurden zwei unterschiedliche MHCII-spezifische Antikérper verwendet. Der
mAk LG-Il ist fur die B-Ketten von MHCII-Molekilen spezifisch und bindet sowohl
Einzelketten, als auch SDS-stabile Dimere. Der mAk L243 bindet dagegen ausschlieBlich die
dimere Form der MHCII-Molekiile. Die MJ- und MJ-gB-Zellen wurden mit 0,5 % NP-40 lysiert,
mit Probenpuffer versetzt und fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Abbildung 3.7
zeigt die Western Blot-Analyse unter Verwendung des mAk L243 (Abb. 3.7 A) und des mAk
LG-1l (Abb. 3.7 B). In Spur 1 wurden Lysate aus MJ-Zellen, in den Spuren 2 und 3 Lysate der
MJ-gB"- bzw MJ-gB°-Zellen separiert. Dass in allen drei Spuren eine vergleichbare Menge
Zelllysat eingesetzt wurde, zeigt die Aktinfarbung (Abb. 3.7 A). Auch die Bandenstarken der
durch den mAk L243 markierten MHCII-Molekile sind bei MJ- bzw. MIJ-gB-Zellen
vergleichbar. Die Detektion mit dem mAk LG-Il (Abb 3.7 B) zeigt eine Bande von etwa 30 kDa,
die der monomeren Form der MHCII-beta-Ketten entspricht. Die Bande bei 50-60 kDa
entspricht den SDS-stabilen Dimeren. Das Verhaltnis beider Ketten zueinander ist bei MJ-
und MJ-gB-Zellen ahnlich.

In den MIICs wird CLIP mit der Hilfe von HLA-DM gegen hochaffine Peptide ausgetauscht
(van Niel G. et al., 2008). Wird HLA-DM ausgeschaltet, reichern sich CLIP-beladene MHCII-
Molekiile auf der Zelloberflache an (Myazaki T. et al., 1996). Neumann J. et al. (2003) hatte
gezeigt, dass gB zusatzlich zu DR-Molekiilen auch mit HLA-DM interagiert. Um einen Einfluss
der gB-Expression auf die DM-vermittelte Peptidbeladung zu untersuchen, wurden
durchflusszytometrische Analysen mit dem CLIP spezifischen mAk Cer.CLIP durchgefiihrt
(Abb. 3.7 C). Mit Hilfe dieses Antikorpers lassen sich CLIP-beladene MHCII-Molekiile auf der
Zelloberflaiche nachweisen. Zur Bestimmung des Fluoreszenzhintergrundes wurden
Farbungen mit einem unspezifischen Antikérper durchgefiihrt (Abb. 3.7 C, graue Balken). Die
Abbildung 3.7 C zeigt den Mittelwert und die Standardabweichung (Fehlerbalken) der
relativen mittleren Fluoreszenz dreier unabhangiger Experimente. Die Fluoreszenzsignale
der Farbungen mit dem Kontrollantikdrper wurden als 100 % gewertet. Die
Fluoreszenzsignale der Cer.CLIP-Farbungen wurden prozentual auf die
Kontrollantikérperfarbungen bezogen. Sowohl bei MJ-Zellen als auch bei MJ-gB-Zellen sind
keine signifikanten Mengen von CLIP-MHCII-Komplexen auf der Zelloberflache
nachzuweisen. Die Expression von gB (bt also keinen deutlichen Einfluss auf die
Oberflachenexpression CLIP-beladener MHCII-Molekiile aus.

Diese zwei Experimente belegen, dass die Gesamtmenge der SDS-stabilen MHCII-Dimere in

MJ—gBhi/'c’—ZeIIen unverandert ist und die Expression von gB nicht zu einem Anstieg der CLIP-
beladenen MHCII-Molekiile auf der Zelloberflache fiihrt
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Abb.3.7: Die gB-Expression libt keinen Einfluss auf die Peptidbeladung der Klasse II-Molekiile aus

A,B) Die Menge SDS-stabiler Dimere in MJ-gB-Zellen verbleibt unverdndert: Fiir die Darstellung SDS-
resistenter MHCII-Dimere wurden Zelllysate mit Probenpuffer versetzt und fiir 30 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Auftrennug der Proben in der SDS-PAGE und Ubertragung auf eine Nitrozellulosemembran,
wurden die mAks L243 (spez. fir pMHCII-Dimere;) und LG-ll (spez. fiir MHCIlI-beta-Ketten) sowie ein Aktin-
spezifischer Antikdrper (mAk AC-40) fur die Western Blot-Analyse verwendet. Die Pfeile zeigen die Positionen
der MHCII-beta-Ketten, der SDS-stabilen Dimere und der peptibeladenen MHCII-Molekile (pMHCII) an. C)
Oberflachenexpression von CLIP-beladenen MHCII-Molekiilen in MJ-gB-Zellen: MJ- und MJ—gBhi/'°—ZeIIen
wurden mit einem Kontrollantikérper (mAk MAR18.5) und dem CLIP-spezifischen mAk Cer.CLIP sowie einem
fluoreszenzmarkierten Sekundéarantikérperkonjugat inkubiert. Tote Zellen wurden mit Propidiumiodid
angefarbt und von der Analyse ausgeschlossen. Im Balkendiagramm ist die relative mittlere Fluoreszenz (in %)
dargestellt. Die Fluoreszenzwerte des Kontrollantikérpers wurden als 100 % gewertet (graue Balken). Die Daten
der Cer.Clip-Farbungen wurden prozentual auf die jeweilige Farbung des Kontrollantikérpers bezogen
(schwarze Balken). Die Mittelwerte und Standardabweichungen beziehen sich auf drei unabhangige
Messungen (n = 3).
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3.8 MJ-gB-Zellen besitzen eine erh6hte MHCII-Oberflachenexpression

Nach der Beladung von MHCII-Molekilen in den MIICS gelangen die Peptid-beladenen
Rezeptoren zur Zelloberfliche, wo sie von spezifischen CD4+-T-Zellen erkannt werden
konnen. Um zu untersuchen inwieweit sich gB auf die Oberflachenexpression der MHCII-
Molekiile auswirkt, wurde mittels durchflusszytometrischer Analysen die MHCII-
Oberflaichenmenge von MJ- und MJ-gBhi/"’-ZeIIen bestimmt. Die zu untersuchenden Zellen
wurden mit PBS/EDTA von der Zellkulturschale gelést und mit MHCIl-spezifischen
Antikorpern (ISCR3, L1243, 180Ag-11, D1-12) fir 30 min bei 4 °C inkubiert. Als
Sekundarantikorper wurde ein Alexa-488 gekoppeltes Konjugat verwendet. Durch eine
Farbung mit Propidiumiodid wurden tote Zellen markiert und konnten so von der Analyse
ausgeschlossen werden. In Abbildung 3.8 A ist das Ergebnis der FACS-Analyse in Form eines
Balkendiagramms dargestellt. Aufgetragen wurden die mittleren Fluoreszenzintensitaten
abzuglich der durch den Kontrollantikbrper (MAR18.5) erzeugte Hintergrundfluoreszenz. Die
Balken in blauer Farbe entsprechen den MJ-Zellen, gelb und rot den MJ—gBhi/'°—ZeIIen. Bei
Verwendung der DR-spezifischen mAks ISCR3, 180Ag-11, D1-12 und L243 war das
Fluoreszenzsignal in I\/IJ—gBhi/'c’—ZeIIen starker als in gB-negativen MIJ-Zellen. Bei allen
Antikorperfarbungen lbertrafen die Signale der MJ—gBhi—ZeIIen die der MJ—gB'°—ZeIIen. Daraus
lasst sich folgern, dass gB einen positiven, dosisabhangigen Effekt auf die MHCII-
Zelloberflachenexpression besitzt.

Eine denkbare Erklarung fiir die héhere MHCII-Oberflachenexpression bei MJ-gB-Zellen ist
eine groBere MHCII-Gesamtmenge. Um dies zu Uberpriifen wurde die Expression der DRa-
und der DMa-Kette mittels Western Blot-Analyse untersucht (Abb. 3.8 C). DRa reprasentiert
die klassischen, DMa die nicht-klassischen MHCII-Molekiile. Die Abbildung 3.8 C zeigt die
Expression von DRa und DMa bei MJ- (Spur 1), MJ-gBhi-(Spur 2) bzw. MJ-gB'°-ZeIIen (Spur 3)
bzw. Aktin zur Kontrolle der aufgetragenen Lysatmengen. Sowohl beim Nachweis von DRa
und DMa als auch von Aktin sind die Bandenstdarken zwischen MJ- und MJ-gB-Zellen
identisch. Dies zeigt, dass die Menge der DRa- und der DMa-Ketten in MJ-gB-Zellen
unverandert ist. Die MHCII-Expression auf der Zelloberflache von MJ-gB Zellen ist folglich
nicht durch eine groRere MHCII-Gesamtmenge zu erklaren.

Eine weitere Moglichkeit, den Effekt der gB-Expression auf die MHCII-Menge der
Plasmamembran zu erkldren ist eine Akkumulation der gB-MHCII-Komplexe auf der
Zelloberfliche. Um diese Hypothese zu (Uberprifen wurde eine Oberflachen-
Immunprazipitationen von gB durchgefiihrt. Bei dieser Methode inkubiert man die Zellen vor
der Lyse mit dem entsprechenden Antikdrper. Da Antikorper keine intakte Zellmembran
passieren konnen, werden nur Proteine auf der Zelloberflache gebunden. Nach der Lyse der
Zellen wird das Lysat mit Protein-A Sepharose inkubiert und auf diese werden Weise
Immunkomplexe von Molekilen, die von der Zelloberflache stammen, isoliert. Die MJ- und
MJ-gB'O—ZeIIen wurden zu diesem Zweck fiir 30 min mit dem gB spezifischen mAk 2c2 in
FACS-Puffer bei 4°C inkubiert. Diese Bedingungen verhindern die Internalisierung der gB-
Antikorper-Komplexe und dadurch eine intrazellulare Bindung von gB an MHCII-Molekiile.
Nach dem Waschen wurden die Zellen mit 0,5 % NP-40 lysiert und Gber Nacht (i.N.) mit
Protein-A Sepharose inkubiert. Die Immunkomplexe wurden schlieBlich in einer 12 %igen
SDS-PAGE aufgetrennt. Das Ergebnis der Western Blot-Analyse ist in Abbildung 3.8 B
dargestellt. Die ersten beiden Spuren zeigen die Versuchsansatze der MJ- (Spur 1) und der
MJ-gB-Zellen (Spur 2). ErwartungsgemaR sind nur im Ansatz der MJ-gB-Zellen (Spur 2), nicht
aber bei MJ-Zellen (Spur 1) Banden fir die schweren und leichten Immunglobulinketten
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vorhanden. Dies liegt daran, dass der mAk 2c2 nur an die MJ-gB Zellen bindet. Spur 3 zeigt
die Position der DRa-Kette anhand einer MJ-Lysatprobe. Im Ansatz der MJ-gB-Zellen ist keine
Bande auf Hohe der DRa-Kette vorhanden. Dass gB prazipitiert wurde, ist in Spur 5 gezeigt.
gB und MHCII-Molekiile konnten in diesem Versuchsansatz nicht koisoliert werden, was
nahelegt, dass gB-MHCII-Komplexe bei MJ-gB-Zellen nicht auf der Zelloberflache
vorkommen.

Die MHCII-Oberflaichenmenge wird u.a. durch die Internalisierungsrate bestimmt. Um zu
testen, ob die Endozytose von Klasse lI-Molekilen bei MJ-gB-Zellen verandert ist, wurde die
Endozytose von MHCII-Molekilen untersucht. Die Zellen wurden mit dem DR-spezifischen
mAk L243 bei 4°C in FACS-Puffer fir 30 min inkubiert. Dann wurden die Zellen in 37°C
warmes Medium Uberfiuhrt und fiir 0, 1 und 3 h kultiviert. Wahrend dieser Zeit werden die
MHCII-Antikorperkomplexe von der Zelloberflache endozytiert und somit einer Markierung
durch Sekundarantikorper nicht mehr zuganglich. Nach Inkubation mit einem Alexa-488
gekoppelten Sekundarantikorperkonjugat wurden die Zellen im Durchflusszytometer
analysiert. In der Abbildung 3.8 D ist die prozentuale Abnahme der mittleren
Fluoreszenzintensitat in einem Diagramm dargestellt. Der Fluoreszenzwert zum Zeitpunkt O
wurde mit 100 % gewertet. Die gestrichelte Linie entspricht den Werten der MJ-Zellen, die
durchgangige Linie den MJ-gB-Zellen. Im Falle der MIJ-Zellen verringert sich die
Fluoreszenzintensitat der MHCII-Farbung innerhalb der ersten Stunde auf etwa 50 % des
Ausgangswertes; bei MJ-gB-Zellen aber nur auf etwa 70 %. In den folgenden zwei Stunden
fallen die Werte der MJ-Zellen auf etwa 40 %, die der MJ-gB-Zellen bleiben relativ konstant
bei ca. 70 %. Dies legt nahe, dass durch die Expression von gB die Internalisierung der MHCII-
Molekiile von der Zelloberflaiche gehemmt wird.

45



A) Ly |I:IMJ
bt B MJ-gBhi
w® o [oMI-gBIo
W
C 2501
E]
£ 20 ||
N
c
ﬂ 150
n
g 100 - —
S
i 50 —
n T T T 1
ISCR3 180Ag-11 D112 L243
MHC Il Antikérper
3
m m
B) > I _ C)
2 9D 92 922 = 2
= = = == % %
IPgegengB |+ + + + - 5 5
gB~ ' = = =
. DRa
H->| == -
DMa
DRa -+ .
L+| - e @ | Aktin
1 2 3 4 5
Western DRa gB 1 2 3
D) Endozytose von pMHC I
__ 120 TP
BQ .
~ 100 —a— MJ-gBhi
N
S 80
g 60 =t
*
2 of T .
)
2 2
L 0
[ T T T T T T 1
x 0 0,5 1 15 2 25 3 35
Zeit (h)

Abb.3.8: Hohere MHCII-Oberflichenexpression und geringere MHCII-Internalisierungsrate bei MJ-gB-Zellen

A) Durchflusszytometrische Analyse der MHCII-Oberflichenexpression von MJ- und MJ-gBW'°-ZeIIen: MJ- und
MJ-gBhi/“’—ZeIIen wurden mit den MHCIll-spezifischen Antikorpern ISCR3, I180Ag-11, D1-12, L243, einem
Kontrollantikdrper (MAR18.5, nicht gezeigt) und einem Alexa-488 gekoppelten Sekundarantikérperkonjugat
angefarbt. Tote Zellen wurden mit Propidiumiodid markiert und von der Analyse ausgeschlossen. In dem
Balkendiagramm ist die mittlere Fluoreszenzintensitdt der Messungen aufgetragen. Die Hintergrundfarbung
(mAk MAR18.5) wurde von den MHCII-Messwerten subtrahiert B) Keine Bindung von gB und MHCII-
Molekiilen auf der Zelloberflaiche von MJ-gB-Zellen: MJ- und MJ-gB-Zellen wurden fir 30 min in FACS-Puffer
(PBS, 2 % FCS, 0,01 % Na-Azid) bei 4°C mit dem gB-spezifischen mAk 2c2 inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zellen lysiert und das Lysat mit Protein-A Sepharose bei 4°C {iber Nacht inkubiert. Die Prazipitate wurden in
einer 12 %igen SDS-PAGE separiert und nach Transfer auf eine Nitrozellulosemembran mit mAks spezifisch fur
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gB (mAk 10B7) und DRa (mAk TAL-1B5) behandelt. Die Pfeile geben die Positionen von DRa, gB und den
Immunglobulinketten (H und L) an. C) Western Blot-Analyse zur Bestimmung der DRa-Expression in MJ-gB-
Zellen: MJ- und MJ-gB- Zellen wurden lysiert und in der SDS-PAGE separiert. Fiir die Analyse wurden Antikérper
gegen DRa, DMa (mAk 5¢/1) und Aktin eingesetzt. D) Internalisierung von MHCII-Molekiilen in MJ-gB-Zellen:
MJ- und MJ-gB-Zellen wurden mit dem mAk L243 fiir 30 min bei 4°C in FACS-Puffer inkubiert, dann in 37°C
warmem Medium resuspendiert und fiir 0, 1 und 3 Stunden bei 37°C inkubiert. Die auf der Zelloberflache
verbliebenen MHCII-Antikorper wurden durch anti-Maus Alexa-488 gekoppelte Sekundarantikdrper angefarbt
und im Durchflusszytometer gemessen. Das Diagramm stellt die prozentuale Abnahme der mittleren
Fluoreszenzintensitdt gegen die Zeit dar. Der Wert fiir den Zeitpunkt 0 wurde mit 100 % gewertet. Die
gestrichelte Linie stellt die Werte der MJ-Zellen dar, die durchgéngige Linie die der MJ-gB-Zellen.

3.9 In MJ-gB-Zellen ist gB, nicht aber HLA-DR ubiquitinyliert

Die Oberflachenexpression von MHCII-Molekilen wird u.a. durch Modifikation der B-Kette
mit Ubiquitin reguliert (Shin J. S. et al., 2006, van Niel G. et al., 2006). Ubiquitin-markierte
MHCII-Molekile werden von der Zelloberfliche internalisiert. Eine starkere
Ubiquitinylierung der MHCII-Molekiile fihrt zu einer verringerten Oberflachenexpression
(van Niel G. et al., 2006). Da in MJ-gB-Zellen eine héhere MHCII-Expression auf der
Zelloberflaiche nachgewiesen wurde (s. Abschnitt 3.8), wurde die Ubiquitinylierung der
MHCII-Molekile untersucht. Zu diesem Zweck wurden MHCII-Molekile mittels
Immunprazipitation isoliert und in der anschlieBenden Western Blot-Analyse
Ubiquitinmodifikationen (mAk FK2; spez. fir Mono- und Poly-Ubiquitin) detektiert. Um zu
kontrollieren, dass gleiche MHCII-Mengen prazipitiert wurden, wurde bei einem Teil jeder IP
die DRa-Kette nachgewiesen. Die Bandenstarken der DRa-Ketten zeigen, dass bei MJ- und
MJ-gB-Zellen gleiche Mengen von MHCII-Molekilen isoliert wurden. Im Falle der Detektion
der Ubiquitinreste sind weder bei MJ- noch bei MJ-gB-Zellen Banden um 40-70 kDa zu
erkennen. Dabei handelt es sich um den Bereich, in dem ubiquitinylierte Klasse lI-Molekiile
vorhanden sind (van Niel G. et al., 2006). Nach IP von DR aus dem Lysat von MJ-gB-Zellen
sind zudem keine ubiquitinylierten Proteine bei einem MW von ca. 120 kDa vorhanden. Dies
spricht dafiir, dass an MHCII-Molekiile assoziiertes gB nicht mit Ubiquitinresten modifiziert
ist. Zur Kontrolle der Reaktivitat des FK2-Antikorpers wurde eine Zelllysatprobe separiert
(Spur 4). Diese zeigt ein typisches Bandenmuster ubiquitinylierter Proteine. Der Schwerpunkt
dieser Signale liegt im hohermolekularen Bereich. Eine Wiederholung der
Immunprazipitationen unter Verwendung eines weiteren Ubiquitin-spezifischen Antikorpers
fir die Western Blot-Analyse (mAk P4D1, s. Lapaque et al., 2008) zeigte ein identisches
Ergebnis (Daten nicht gezeigt). In MJ-Zellen sind MHCII-Molekiile demnach entweder gar
nicht oder nur zu einem sehr geringen Anteil mit Ubiquitin modifiziert.

Es wadre aber moglich, dass die gB-assoziierten MHCII-Molekile ubiquitinyliert sind. Um dies
zu Uberprifen, wurde gB aus MJ-gB-Zellen prazipitiert und in der Western Blot-Analyse der
Immunprazipitationen Gberpriift, ob durch gB koisolierte MHCII-Molekiile (bzw. gB selbst)
mit Ubiquitinresten versehen sind (Abbildung 3.9. D). Spur 1 und 3 zeigen die Prazipitationen
aus MJ-, Spuren 2 und 4 die IPs aus MJ-gB-Zellen. In den Spuren 1 und 2 wurde gB
nachgewiesen, in den Spuren 3 und 4 Ubiquitinreste. Die Immunprazipitation von gB (Spur 2)
zeigt zusatzlich zu einer 120 kDa Hauptbande noch zwei weiter Banden bei ca. 55 und 65
kDa. In Spur 4 ist ein Bandenmuster ubiquitinylierter Proteine vorhanden, das sich von ca. 70
kDa bis Uber 150 kDa erstreckt. Die Signale oberhalb von 120 kDa entsprechen dem
ubiquitinylierten aber nicht prozessierten gB. Die Banden unter 120 kDa gehoren vermutlich
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zu den gB-Spaltprodukten. Keine Banden sind im Bereich von 40-70 kDa vorhanden, dem
Bereich in dem ubiquitinylierte MHCII B-Ketten zu erwarten waren (s.o.).

SchliefRlich wurde untersucht, ob sich die gB-Expression auf das Gesamtmuster
ubiquitinylierter Proteine auswirkt. Mittels Western Blot-Analyse wurde die Gesamtheit
ubiquitinylierter Proteine im Lysat von MJ- und MJ-gB-Zellen untersucht (Abb. 3.9 C). Zur
Kontrolle der verwendeten Lysatmengen wurde die Aktinmenge bestimmt. Die
Ubiquitinsignale zeigen keinerlei Unterschied zwischen MJ- (Spur 1) und MJ-gB-Zellen (Spur
2). Die Ubiquitinylierung zelluldrer Proteine bei MIJ-gB-Zellen ist verglichen mit den
untransfizierten MJ-Zellen demnach nicht verandert.

Diese Experimente zeigen, dass in MJ-gB-Zellen gB, nicht aber die MHCII-Molekiile mit einem
bzw. mehreren Ubiquitinresten modifiziert wird. Diese Daten legen auch nahe, dass weder
gB noch MHCII-Molekiile im gB-MHCII-Komplex ubiquitinyliert sind.
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Abb. 3.9: gB, nicht aber die MHCII-Molekiile sind in MJ-gB-Zellen ubiquitinyliert
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A) MHCII-Molekiile in MJ-gB Zellen sind nicht mit Ubiquitin modifiziert: MJ- und MJ—gBhi/"’—ZeIIen wurden mit

0,5 % NP-40 lysiert und Immunprazipitationen mit dem mAk L243 gegen MHCII-Molekiile durchgefiihrt. Die
Prazipitate wurden in der SDS-PAGE separiert und nach elektrophoretischem Transfer auf eine
Nitrozellulosemembran mit den mAks FK2 (spez. fiir Mono- und Poly-Ubiquitin) und TAL-1B5 (spez. fur DRa)
behandelt. B) Ubiquitinylierung von gB: Das Lysat von ca. 1 x 10’-Zellen wurde fiir IPs mit dem mAk 2c2 (spez.
fiir gB) eingesetzt. Die Western Blot-Analyse der Prazipitate erfolgte mit Antikérpern fir gB (Spuren 1 und 2;
mAk 10B7) und Mono- bzw. Polyubiquitin (Spuren 3 und 4: mAk FK2). Die Pfeile markieren die Positionen der
schweren und leichten Immunglobulinketten (H, L) bzw. von DRa und gB. C) Die Gesamtubiquitinylierung von
Proteinen in MJ-gB-Zellen ist nicht erh6ht: Western Blot-Analyse von Lysaten aus MJ- und MJ-gB-Zellen. Es
wurde mit den mAks FK2 und AC-40 gegen Ubiquitin bzw. Aktin detektiert.

3.10 MJ-gB-Zellen besitzen vergroRerte endosomale Kompartimente

In HSV-1 und HHV-6 infizierten Zellen ist die Organisation des spaten endosomalen Systems
verandert (Calistri A. et al., 2007; Mori Y. et al., 2008). Mittels Immunfluoreszenzanalysen
wurde aus diesem Grund die intrazellulare Verteilung der MHCII-Molekile in MJ-gB-Zellen
analysiert. In Abbildung 3.10 A sind Immunfluoreszenzanalysen von MHCII-Molekiilen bei
MJ- und MJ-gBhi/'°-ZeIIen dargestellt. Die MHC Klasse II-Molekiile (griin) wurden mit dem
mAk ISCR3 und einem Alexa-488 gekoppelten Sekundarantikorper und die die Zellkerne
(blau) mit Bisbenzimid angefarbt. MJ-Zellen zeigen eine typische vesikuldre Verteilung flr
MHCII-Molekdle. Diese ist durch zahlreiche kleine Vesikel gekennzeichnet, die vermehrt im
perinukledren Bereich vorhanden sind. In MJ-gBhi/"’-ZeIIen sind dagegen viele der MHCII-
positiven Vesikel wesentlich groBer und besitzen einen Durchmesser von ca. 1 um oder
mehr. Diese Vesikel sind in der gesamten Zelle zu finden, verteilen sich schwerpunktmaRig
aber in Kernnéhe. In MJ-gBhi-ZeIIen ist dieser Effekt starker als in MJ-gB'°-ZeIIen. Dort finden
sich z.T. Vesikel, bei denen MHCII-Molekiile nur in der begrenzenden Membran, nicht aber
im luminalen Bereich angefarbt sind. Um zu untersuchen, ob auch gB in diesen verdanderten
Vesikeln enthalten ist, wurde das intrazelluldre Verteilungsmusters von gB analysiert (Abb.
3.10 B). Auch gB kommt in sehr grofRen intrazelluldaren Vesikeln mit einem Durchmesser von
ca. 1 um vor. Es konnten auch gB-positive Vesikel identifiziert werden, bei welchen die
begrenzende Membran, nicht aber der luminale Teil angefarbt war (Abb. 3.10 C).

In MJ-Zellen befinden sich MHCII-Molekiile vor allem in spat-endosomalen Kompartimenten,
die auch das Tetraspannin CD63 enthalten (Wubbolts R. et al., 1996). Um zu testen, ob die in
MJ-gB-Zellen identifizierten Vesikel zu den spat-endosomalen Kompartimenten gehéren,
wurden Kolokalisationsstudien von gB und CD63 durchgefiihrt. gB diente dabei als Marker
fir die vergroRerten Kompartimente (Abb. 3.10 C). Die Abbildung 3.10 C zeigt in roter Farbe
die gB-, in griiner Farbe die CD63-Firbungen. In dem Uberlagerungsbild beider Kanile
(merge) entspricht die gelbe Farbe einer Kofarbung von gB und CD63. Wie anhand der
Abbildung zu sehen ist, enthalten die vergroRRerten Vesikel sowohl gB als auch CD63. Um die
Struktur der Vesikel zu verdeutlichen, wurde ein Teil der Zelle vergroRert dargestellt (Abb.
3.10 C untere Reihe). Zu erkennen sind wiederum vergroBerte Vesikel, die sowohl gB als
auch CD63 enthalten. Bei diesen Analysen ist aufgefallen, dass zwei Arten von vergroRRerten
Vesikeln existieren. In einer Form kommt gB nur in der begrenzenden Membran vor,
wahrend CD63 im Lumen der Vesikel zu finden ist (s. Pfeile in der VergroRerung). Bei der
zweiten Variante sind gB und CD63 gemeinsam im Lumen vorhanden (s. Pfeile in der
VergrolRerung).
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Proteine, die in spat-endosomale (multivesikuldare) Endosomen transportiert werden, sind
oft mit Ubiquitin modifiziert (Piper R. C. und Katzmann D. J, 2007). Untersucht wurde daher,
ob die vergroRRerten Vesikel auch ubiquitinylierte Proteine enthalten. Die Abbildung 3.10 D
zeigt Kofdrbungen von CD63 (griin) mit Ubiquitinresten (rot; Mono- und Poly-Ubiquitin). Die
Bilder stellen einen Ausschnitt aus dem perinukledren Bereich von MJ-gB-Zellen dar. Das
Ubiquitinsignal verteilt sich liber die ganze Zelle mit starken punktuellen Anhdufungen im
Kern (nicht gezeigt) und in der perinukledren Region. Im perinukledren Bereich der Zellen
kann, v.a. in den vergroRRerten endosomalen Vesikeln, Kolokalisation von Ubiquitin und CD63
identifiziert werden (s. Pfeile; gelbe Farbe im Uberlagerungsbild).

Diese Analysen deuten an, dass gB zum einen die subzelluldre Organisation des
endosomalen Systems und zum anderen die Sortierung von CD63- und MHCII-Molekilen
innerhalb dieses Systems verandert. Da diese vergréRerten CD63 enthalten, kdnnte es sich
um MIICs handeln.
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Abb. 3.10: MJ-gB Zellen zeigen vergréBerte endosomale Vesikel, die gB, MHCII, CD63 und Ubiquitin enthalten
A, B) Intrazelluldre Verteilung von MHCII-Molekiilen und gB in MJ- und MJ-gBhi/'°-ZeIIen: MJ- und MJ-gB-
Zellen wurden auf Deckglasern ausgesat, 24 h spater fixiert und permeabilisiert. Die MHCII-Molekiile wurden
mit dem mAk ISCR3 und gB Uber den mAk 2c2 markiert. Zur Darstellung der Kerne wurde Bisbenzimid
verwendet. Die Visualisierung erfolgte mit einem Alexa-488 gekoppelten Sekundéarantikérperkonjugat. Die
Aufnahmen wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop (Axiophot von Zeiss, Oberkochem) gemacht. Der
GroRenbalken entspricht 10 um. C) Kolokalisation von gB und CD63 in MJ-gB Zellen: MJ-gB-Zellen wurden
fixiert, permeabilisiert und mit einem gB-spezifischen Antikérper und einem entsprechenden Alexa-594
gekoppelten Sekundarantikérper inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit einem anti-CD63-Alexa-488
Antikorper (mAk MEM-259) behandelt. Fiir die Analysen wurde ein konfokales Laserscanning Mikroskop (LSM
510 Meta von Zeiss) verwendet. Die optische Schichtdicke betrug 1 um. Die GréRenbalken entsprechen 10 um
bzw. 1 um. D) Kofdrbung von CD63 und Ubiquitin im perinukledren Bereich von MJ-gB-Zellen: MJ-gB-Zellen
wurden nach Fixierung und Permabilisierung zunachst mit einem Ubiquitin-spezifischen Antikérper und einem
spezifischem Alexa-594 markierten Sekundarantikorperkonjugat behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen
mit einem anti-CD63-Alexa-488 Antikdrperkonjugat angefarbt. Die Aufnahmen erfolgten am konfokalen
Lascerscanning Mikroskop (s.0.). Die Pfeile in den Abb. C und D kennzeichnen charakteristisch-vergroRRerte
Vesikel.

3.11 gB-MHCII-Komplexe werden liber Exosomen sezerniert

Charakterisierung von Exosomen aus MJ-Zellen

Bei Exosomen handelt es sich um die in den extrazellularen Raum freigesetzten
intraluminalen Vesikeln (ILVs) der multivesikularen Endosomen (MVEs) (Simons M. und
Raposo G., 2009). Um herauszufinden, ob gB-MHCII-Komplexe lber Exosomen sezerniert
werden, wurde zuerst die Exosomenproduktion von MJ-Zellen Gberpruift.

Zunachst wurde im Transmissions-Elektronenmiskroskop untersucht, ob in MJ-Zellen auf
subzelluldrer Ebene MVE-ahnliche Strukturen identifiziert werden kénnen. MJ-Zellen wurden
zur Erhaltung der natiirlichen Morphologie auf Millicel™-HA Membranen ausgesat und fir
24 h kultiviert. Nach Fixierung mit einer Mischung aus Paraformaldehyd und Glutaraldehyd
und Nachfixierung mit Osmiumtetroxyd wurden die Membranen in dem Epoxidharz Epon
eingebettet. Daraus hergestellte Ultradiinnschnitte wurden im Elektronenmikroskop
untersucht. In Abbildung 3.11 A und B sind Ausschnitte von MJ-Zellen dargestellt, auf denen
man mehrere MVE-dhnliche Strukturen mit darin enthaltenen intraluminalen Vesikeln
erkennen kann (s. Pfeile). Die Abbildungen 3.11 C und D zeigen etwas vergrolRerte
Auschnitte von MJ-Zellen, in welchen die mutivesikuldrenen Endosomen (Abb. 3.11 C) bzw.
die darin enthaltenen Vesikel (Abb. 3.11 D) vermessen wurden. Dies ergab, dass die MVBs
einen Durchmesser von ca. 600 nm, die darin enthaltenen ILVs einen Durchmesser von ca.
50 nm aufweisen. In MJ Zellen finden sich also multivesikulare Strukturen, deren
intraluminale Vesikel von der GréRe her Exosomen entsprechen.
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Abb. 3.11) Elektronenmikroskopische Darstellung von MVE-dhnlichen Strukturen in MJ-Zellen: Transmissions-
elektronenmikroskopische Aufnahmen (Elektronenmikroskop Philips CM-10) von Ultradiinnschnitten in Epon
eingebetteter MJ-Zellen (A + B). VergroRerte Darstellungen von MVB-adhnlichen Strukturen, in denen der
Durchmesser von MVB-ahnlichen Vesikeln (C) bzw. der darin enthaltenen ILVs (D) ermittelt wurde. Die Pfeile
markieren MVE-dhnliche Kompartimente. ZO = Zelloberflaiche, Ms = Melanosom, Mt = Mitochondrium [In
Kooperation mit J. Bedorf; Institut fiir Pathologie; Universitatsklinikum Bonn]

Exosomen lassen sich Gber mehrere Zentrifugationsschritte aus dem Zellkulturiiberstand
vieler Zellen isolieren (Raposo G. et al., 1996). Da FCS, das gewohnlich Zellkulturmedien
zugesetzt wird, Exosomen enthalt, wurden die MJ-Zellen zur Exosomengewinnung in dem
serumfreien Medium Hybridomed DIF-1000 (Biochrom) kultiviert. Zur Aufreinigung der
Exosomen wurde der Zellkulturiiberstand abzentrifugiert und durch einen 0,22 um Filter
filtriert. Auf diese Weise werden Zelltrimmer und groRere Proteinaggregate entfernt.
SchlielRlich wurden die Exosomen durch Zentrifugation bei 100.000 x g sedimentiert. Die
Bestimmung der Proteinbestandteile und der Morphologie der Vesikel erfolgte anhand von
Western Blot-Analysen, Durchflusszytometrie und Transmissions-Elektronenmikroskopie
(Abb. 3.12 A-D). In der Abbildung 3.12 A ist eine vergleichende Western Blot-Analyse von
Lysaten aus MJ-Zellen (Spur 2) und Exosomen aus MJ-Zellen (Spur 1) dargestellt. Die Lysate
wurden auf die gleiche Konzentration der HLA-DRa Kette eingestellt. Wie in Abbildung 3.12
A zu sehen ist, ist im Lysat der MJ-Exosomen, im Gegensatz zum Zelllysat, keine li und kein
Calnexin nachzuweisen. MHCI-Molekile, Tsg101 und HLA-DRa konnten sowohl in den
Exsosomen als auch in den Zellen nachgewiesen werden. Bezogen auf die DRa-Menge
besitzen die Exosomen aus MJ-Zellen weniger HLA-DMa und MHCI, aber eine groRere
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Menge an Tsg101 und CD63. CD63 war bei den eingesetzten Mengen nur in den Exosomen
zu detektieren. Dies zeigt eine hohe Anreicherung von CD63 in Exosomen von MJ-Zellen.

Fir die durchflusszytometrische Analyse wurden Exosomen aus MJ-Zellen in PBS
resuspendiert und an Latexkugeln gekoppelt. Die Farbungen erfolgten mit einem
Kontrollantikdrper, Antikdrpern gegen die Tetraspannine CD63 bzw. CD81 und mit einem
mAk gegen MHCII-Molekile (mAk LG-ll). Um zu bestimmen wie grolR die
Hintergrundfluoreszenz durch direkt an die Latexkugeln gekoppelte Antikorper ist, wurden
die Farbungen auch mit Latexkugeln durchgefiihrt, an welche keine Exosomen gekoppelt
worden waren. Die Abbildung 3.12 B zeigt die mittlere Fluoreszenzintensitat der
durchflusszytometrischen Analyse von Exosomen aus MJ-Zellen. Zu erkennen sind hohe MFI-
Werte flir CD63, CD81 und MHC Klasse llI-Molekiile, nicht aber fiir den unspezifischen
Kontrollantikbrper oder fiir Latexkugeln ohne Exosomen. Neben Exosomen werden auch
andere Vesikel von Zellen sezerniert (z.B. apoptotische Vesikel). Diese unterscheiden sich
aufgrund der GroRe und der Morphologie von Exosomen (McLellan A. D., 2009). Daher
wurde das Erscheinungsbild der Vesikel aus MJ-Zellen mittels Transmissions-
Elektronemikroskopie untersucht. Flr die elektronemikroskopische Analyse wurden die
Exosomen aus MJ-Zellen fixiert (PBS mit 1 % PFA, 0,05 % Glutaraldehyd), mit in PBS
gepuffertem Osmiumtetroxyd nachfixiert und anschlieend in das Epoxidharz Epon
eingebettet. AnschlieBend erfolgte die Herstellung von Ultradinnschnitten und die Analyse
im Elektronenmikroskop. Anhand der Abbildung 3.12 C ist zu erkennen, dass es sich um eine
relativ _homogene Population runder Vesikel handelt. Die Vermessung ergab einen
Durchmesser von 30 — 60 nm. Es handelt sich auch um die fiir Exosomen typische
Morphologie (McLellan A. D., personliche Mitteilung). Aufgrund der Morphologie, der GroRe
und der Proteinbestandteile kann man schlieRen, dass es sich bei den von MlI-Zellen
freigesetzten Vesikeln um Exosomen handelt.

Um Informationen darlber zu erhalten, welcher Anteil von MHCII-Molekilen in Form von
Exosomen sezerniert wird, wurden die Menge an DRa-Kette, die wdhrend 48 h (iber
Exosomen freigesetzt wird, mit definierten Zelllysatmengen verglichen. Die Abbildung 3.12 D
zeigt eine vergleichenden Western Blot-Analyse. Die DRa-Menge, die in Exosomen von 10°
Zellen freigesetzt wird, entspricht etwa dem Lysat von 2 x 10* MJ-Zellen. Anhand dieser
Daten lasst sich ableiten, dass MJ-Zellen in 48 Stunden ca. 2 % der MHCII-Molekiile tber die
Sekretion von Exosomen freisetzen.
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Abb. 3.12) Charakterisierung von Exosomen aus MJ-Zellen:

A) Western Blot-Analyse: MJ-Zellen und Exosomen aus diesen Zellen wurden lysiert, die Lysate auf eine
vergleichbare Menge HLA-DRa eingestellt, in der SDS-PAGE separiert und auf eine Nitrozellulosemembran
Ubertragen. In der Western Blot-Analyse wurden folgende Molekile untersuch: DRa (mAk TAL-1B5), li (mAk
Bu43), DMa (mAk 5cl1), MHCI (mAk HC-10), Calnexin (mAk Clone 37), Tsg101, CD63 (mAk MEM-259). B)
Durchflusszytometrie: In PBS resuspendierte Exosomen wurden lGber Nacht an Latexkugeln gekoppelt. In der
FACS-Analyse wurde CD81 (mAk JS-81), CD63 (mAk MEM-259) sowie MHCII-Molekile (mAk LG-11) angefarbt.
Zur Kontrolle wurden der unspezifische Kontrollantikrper MAR18.5 und Latexkugeln ohne Exosomen,
verwendet. Hellgrau = Latexkugeln ohne Exosomen; Dunkelgrau = Exosomen von MJ-Zellen C) Transmissions
Elektronenmikroskopie: Exosomen von MJ-Zellen wurden fixiert (PBS mit 1 % PFA, 0,05 % Glutaraldehyd; mit in
PBS gepuffertem Osmiumtetroxiert nachfixiert), in Epon eingebettet und Ultradlinnschnitte hergestellt. Die
Analyse erfolgte am Transmissions-Elektronenmikroskop Philips CM-10. [In Kooperation mit J. Bedorf; Institut
fir Pathologie; Universitatsklinikum Bonn] D) Kinetik der liber Exosomen sezernierten MHCII-Menge: MJ-
Zellen wurden fir 48 h in serumfreiem Medium kultiviert, aus dem anschielRend die Exosomen isoliert wurden.
Die Exosomen wurden lysiert und zusammen mit Lysaten aus MJ-Zellen in einer 12 %igen SDS-PAGE
aufgetrennt. Nach Ubertragung auf eine Nitrozellulosemembran erfolgte die Detektion der DRa-Kette mit dem
mAk TAL-1B5. ZE = Zellaquivalente (1 ZE = 1 MJ-Zelle).
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HSV-1 gB wird liber Exosomen sezerniert

Nachdem sichergestellt war, dass MJ-Zellen Exosomen produzieren, wurde untersucht ob
auch gB Uber Exosomen sezerniert wird. Ein erster Hinweis daflir war, dass gB mit CD63
kolokalisiert, einem Marker fiir spate- bzw. multivesikulare Endosomen (Murk J. L. et al.,
2002) (s. Abb. 3.10 C). Zu diesem Zweck wurden Exosomen aus Zellkulturiiberstanden von
MJ- und MJ-gB-Zellen isoliert und mittels Durchflusszytometrie bzw. Western Blot-Analysen
auf das Vorkommen von gB hin untersucht (Abb. 3.13 A + B). Fir beide Untersuchungen
wurde die CD63-Menge angeglichen. Sowohl die durchflusszytometrische, als auch die
Western Blot-Analyse zeigen, dass bei MJ-gBhi- und MJ-gB'°-Exosomen gB nachgewiesen
werden kann. Ferner ist anhand der Abbildung zu erkennen, dass Exosomen der MJ—gBhi-
Linie eine grolRere Menge gB enthalten als die der Linie MJ—gB'O. Wahrend die Western Blot-
Analysen flir den Exosomen-Marker CD63 bei MJ—gBhi— und MJ—gB'°— Zellen 3dhnliche
Bandenstarken zeigen, ist das gB-Signal bei MJ-gBhi starker als bei MJ-gB"’. Das intensivere
CD63-Signal in der MJ-Probe ergibt sich daher, dass dort mehr Material aufgetragen wurde.
Die durchflusszytometrischen Analysen sind in Form von eines Balkendiagramms in
Abbildung 3.13 B zu sehen. Diese zeigen ein hoheres Fluoreszenzsignal flir gB bei MJ—gBhi
verglichen mit MJ—gB'°—ZeIIen (MFI = 1900 zu 1500). Die Farbung der Exosomen-beladenen
Latexkugeln mit einem unspezifischen Kontrollantikérper (MAR18.5) zeigt lediglich eine
geringere Hintergrundfluoreszenz. Western Blot- und FACS-Analye zeigen, dass bezogen auf
die CD63-Menge, die Exosomen von MJ—gBhi—ZeIIen mehr gB enthalten als die der MJ-gBi-
Zellen.

Eine sehr spezifische Aufreinigungsmethode der Exosomen ist die Auftrennung in einem
Saccharose-Dichtegradienten. Die Exosomen verbleiben wahrend der Zentrifugation in
einem engen Dichtebereich zwischen 1 und 1,2 g/ml und werden dadurch von weiteren
nicht exosomalen-Zellvesikeln und Proteinaggreagaten abgetrennt. Mittels dieser Methode
sollte untersucht werden, ob gB in dem fir Exosomen charakteristischen Dichtebereich
nachzuweisen ist. Exosomen aus dem Zellkulturiberstand von MJ-gB-Zellen wurden (iber
Nacht in einem 0,2-2,2 M Saccharosegradienten separiert, Fraktionen von der Oberseite des
Gradienten abgenommen und deren Dichte mittels Refraktometrie bestimmt. Nach
Verdiinnung der Fraktionen mit PBS wurden die Exosomen durch Ultrazentrifugation erneut
sedimentiert und dann lysiert. Da belegt ist, dass MHCII-Molekiile in Exosomen vorkommen
(Raposo G. et al., 1996), diente die DRa-Kette als Markerprotein fir Fraktionen, die
Exosomen enthalten. Die Abbildung 3.12 C zeigt die Western Blot-Analyse der MHC Klasse II-
positiven Fraktionen 6-10. Die Dichte dieser Fraktionen liegt zwischen 1,13 und 1,2 g/ml,
einem flr Exosomen charakteristischen Bereich (Escola J. M. et. al., 1998). Die Expression
von gB und DRa Uberlappen in den Fraktionen 7-10 und besitzen zudem ein dhnliches
Verteilungsmuster bezlglich der Starke der Banden. Sowohl gB und DRa zeigen die starksten
Signale in den Fraktionen 7-9, d.h. zwischen 1,15 und 1,18 g/ml. Dies zeigt, dass gB und DR-
Molekile in extrazelluldren Vesikeln mit einer Dichte vorkommen, wie sie fiir Exosomen
beschrieben ist.

Um zu Uberpriifen, ob gB neben MJ-gB-Zellen auch von anderen Zelllinien (iber Exosomen
freigesetzt wird, wurden die Affennierenzellinie COS-7, die humane Lungenfibroblastenlinie
IMR90S und die menschliche embryonale Nierenzellinie HEK-293T transient mit gB
transfiziert und fir 48 h in serumfreiem Medium kultiviert. Die Exosomen wurden aus dem
Uberstand von ca. 2 x 10’ Zellen isoliert und nach Kopplung an Latexkugeln mittels
Durchflusszytometrie untersucht. Die FACS-Analysen der transfizierten Zellen zeigen
Fluoreszenzsignale fur gB. Keine gB-Signale sind bei den Exosomen der untransfizierten
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Zellen nachzuweisen (Abb. 3.12 D). Die CD63-Signale sind in den transfizierten COS-7- und
293T-Zellen weniger stark als in den untransfizierten Zellen. Beachtenswert ist, dass die
CD63-Signale fir Exosomen zwischen den Zelllinien variieren. Dies beruht wahrscheinlich auf
Unterschieden in der CD63-Expression der jeweiligen Zellen. HEK-293T-Zellen zeigen die
hochsten CD63-Signale und IMR90S-Zellen die geringsten. Unterschiedlich stark sind auch
die Signale fir gB. Die Exosomen der transfizierten HEK 293T-Zellen zeigen hochsten
Fluoreszenzintensitaten fur gB, COS-7 die niedrigsten. Die Starke der Signale korreliert mit
der Oberflachenexpression von gB bei den transfizierten Zellen (MFI fir gB der transfizierten
Zellen: HEK 293T = 76; IMR = 56; COS-7 = 30). Die Unterschiede in der Intensitat der gB-
Signale zwischen den Exosomen der transfizierten Zellen lassen sich daher sehr
wahrscheinlich durch die Transfektionsraten erklaren.

Die vorherigen Versuche belegten, dass gB in Exosomen transfizierter Zellen nachzuweisen
ist. Im Folgenden sollte untersucht werden, ob gB auch in Exosomen HSV-1 infizierter Zellen
vorhanden ist. Um dies zu testen, wurden Exosomen aus HSV-1l-infizierten Raji-Zellen
prapariert. Nach der Lyse der Exosomen wurde gB mittels Immunprazipitation isoliert und in
der Western Blot-Analyse nachgewiesen (Abb. 3.13 E). Um eine Kontamination durch
Viruspartikel so weit wie moglich zu verhindern, wurden entsprechende
Versuchbedingungen gewahlt. Der Zellkulturiiberstand zur Exosomenisolation wurde nach
16 h abgenommen, wadhrend der HSV-Replikationszyklus ca. 18 h dauert. Der
Zellkulturtuberstand, aus dem die Exosomen aufgereinigt werden, wurde durch einen 0,22
um Filter filtriert. Dieser Filter ist fir HSV-Viruspartikel nur schwer passierbar (Eis-Hiibinger
A. M., personliche Mitteilung). In Abb. 3.14 E ist in Spur 1 der Ansatz nicht infizierter Zellen,
in Spur 2 der Ansatz der HSV-1 infizierten Raji-Zellen dargestellt. Nur aus dem Uberstand der
HSV-1 infizierten Raji Zellen konnte gB isoliert werden.

Diese Analysen zeigen, dass gB in stabil und transient transfizierten Zellen und
wahrscheinlich auch in infizierten Zellen iber Exosomen freigesetzt wird.
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Abb. 3.13: Nachweis von HSV-1-gB in Exosomen

A) Western Blot-Analyse der Exosomen von MJ- und MJ-gB-Zellen: Exosomen wurden lysiert und in einer 12
%igen SDS-PAGE separiert. Nach elektrophoretischem Transfer auf eine Nitrozellulosemembran erfolgte die
Detektion von gB und CD63 mit den mAKs 10B7 und MEM-259. B) Durchlusszytometrische Analyse: Exosomen
wurden in PBS resuspediert, an Latexkugeln gekoppelt und mit einem Kontrollantikérper (MAR18.5), sowie mit
mAKs gegen gB (2c2) und CD63 (MEM-259) inkubiert. In der Histogramm-Darstellung wurden die Anzahl der
Latexkugeln gegen die Fluoreszenzintensitdt aufgetragen. Die Zahlenwerte entsprechen den jeweiligen
mittleren Fluoreszenzintensitaten (Geometrischer Mittelwert). C) Auftrennung von MJ-gB-Exosomen im
Saccharose Dichtegradient: Exosomen von MJ-gB Zellen wurden Uber Nacht einen 0,2 — 2,2 M linearen
Saccharose-Dichtegradienten aufgetrennt, Fraktionen von der Oberseite des Gradienten her abgenommen und
deren Dichte mittels Refraktometrie bestimmt. Nach Verdiinnung der einzelnen Fraktionen mit PBS wurden die
Exosomen pelletiert und lysiert. Die Auftrennung der Proben erfolgte in einer 12 %igen SDS-PAGE. Im Anschluf}
an den Transfer auf eine Nitrozellulosemembran erfolgte die Detektion von gB und DRa mit den mAks 10B7
bzw. TAL-1B5. Die Pfeile markieren die Postionen von gB und DRa. D) FACS-Analysen von transient
transfizierten Zelllinien: COS-7-, HEK-293T- und IMR-Zellen wurden mit gB transfiziert, in serumfreiem Medium
kultiviert, die Uberstinde nach 48 h abgenommen und Exosomen iiber mehrere Zentrifugationsschritte isoliert.
Die Exosomen wurden in PBS resuspendiert an Latexkugeln gekoppelt und durchflusszytometrisch analysiert.
Fir die FACS-Analysen wurden ein Kontrollantikorper (MAR18.5), ein CD63 spezifischer mAK (MEM-259) und
der mAk 2c2 gegen gB verwendet. E) Nachweis von gB in Exosomenpraparationen von HSV-1 infizierten Raji-
Zellen: Raji-Zellen wurden mit einer MOI von 1 infiziert und in serumfreiem Medium kultiviert. 16 h nach
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Infektion wurde der Zellkulturiiberstand abgenommen und Exosomen Uber Zentrifugation und Filtration
(0,22um) isoliert. Die Exosomen wurden lysiert und Immunprazipitationen mit dem mAk 2c2 durchgefiihrt. In
der Western Blot-Analyse der Prazipitatate wurde der gB spezifische mAk 10B7 eingesetzt. Die Pfeile zeigen die
Positionen von gB und den Immunglobulinketten an (H, L). Das Sternchen (*) zeigt eine Hintergrundbande des
IP-Antikorpers an.

Nachdem sichergestellt war, dass MJ-gB-Zellen Exosomen sezernieren, die sowohl MHCII-
Molekile als auch gB enthalten, wurde Uberprift, ob gB-MHCII-Komplexe in Exosomen
nachzuweisen sind. Exosomen stammen aus den ILVs der multivesikularen Endosomen. Ein
Markerprotein fiir MVEs ist CD63. Daher wurde zunachst analysiert, ob gB und MHCII-
Molekile gemeinsam in CD63 positiven Kompartimenten vorhanden sind. Fixierte und
permeabilisierte MJ-gB-Zellen wurden mit Antikdrpern gegen gB (Abb. 3.14 A; blau), CD63
(Abb. 3.14 A; grin) und DR (Abb. 3.14 A; rot) gefarbt. Wie in der Abbildung 3.14 A zu
erkennen ist, zeigen alle drei Proteine eine vesikuldre Verteilung mit einer Konzentration in
der N3he des Kernes. Eine Uberlagerung (merge) der gB-, DR- und CD63-Firbungen ist an der
leicht blaulichen/weiRen Farbe zu erkennen. Eine Kolokalisation von gB, DR und CD63 findet
sich vor allem in den groRReren Vesikeln (s. Pfeile). Aufgrund der Kofarbung von gB, DR und
CD63 in den vergrofRerten endosomalen Vesikeln kann man annehmen, dass dort auch gB-
MHCII-Komplexe vorhanden sind.

Um zu testen, ob gB-MHCII-Komplexe (iber Exosomen freigesetzt werden, wurden Exosomen
aus MJ- und MJ-gB-Zellen isoliert und mit 0,5 % NP-40 lysiert. Danach wurden IPs mit dem
gB-spezifischen mAk 2c2 durchgefiihrt und in der Western Blot-Analyse der Prazipitate
Uberprift, ob gB und DRa koisoliert werden kann (Abb. 3.14 B ). Im Ansatz der MJ-gB-
Exosomen ist nach IP von gB eine Bande fiir DRa zu erkennen. Diese findet sich nicht im
Ansatz der MJ-Exosomen, was die Spezifitdt der Prazipitation belegt. Dieser Versuch zeigt,
dass gB-MHCII-Komplexe in Exosomen von MJ-gB-Zellen enthalten sind.

59



A)

B) Exosomen

IP gegen gB

MJ

Western: DRa

Abb. 3.14) Sekretion von gB-DR-Komplexen liber Exosomen

A) Kolokalisation von gB, DR und CD63: MJ-gB-Zellen wurden fixiert, permeabilisiert und mit einem gB
spezifischen mAk (2c2) sowie einem Alexa-594 markierten Sekundarantikorper inkubiert. Daraufhin wurde
CD63 und HLA-DR iber fluoreszenzmarkierte Antikérper (MEM-259-Alexa-488, MEM-12-Alexa-700) angefarbt.
Die Analysen wurden mit einem konfokalen Laserscanning Mikroskop (LSM 510 Meta, Zeiss) durchgefiihrt. Die
Dicke der optischen Schnittebene betrug 1 um. Die rote Farbe entspricht DR, die griine Farbe CD63 und blau
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stellt die gB-Farbung dar. B) Koisolierung von gB und DR aus Exosomen von MJ-gB-Zellen: Exosomen aus MJ-
und MJ-gB-Zellen wurden in 0,5 % NP-40 lysiert und Immunprazipitationen mit dem mAk 2c2 (spez. fiir gB)
durchgefiihrt. Die Prazipitate wurden in einer 12 %igen SDS-PAGE separiert und auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertrtragen. Der Immunoblot erfolgte mit dem DRa spezifischen mAK TAL-1B5. Die
Pfeile zeigen die Positionen von DRa und den Immunglobulinketten (H, L).

3.12 gB-Expression fordert die Exosomensekretion von MHCII-Molekiilen

Im vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, dass MJ- und MJ-gB-Zellen Exosomen sezernieren
und dass gB-MHCII-Komplexe Gber Exosomen freigesetzt werden. Es sollte nun untersucht
werden, ob sich die Expression von gB auf die Freisetzung oder die Zusammensetzung der
Exosomen auswirkt. Zu diesem Zweck wurden je 2 x 10° MJ- und MJ—gBhi/'c’—ZeIIen flr 24 h'in
serumfreien Medium kultiviert und aus diesem Zellkulturiiberstand Exosomen isoliert. Die
Exosomen wurden in PBS resuspendiert und an Latexkugeln gekoppelt. Die mit Exosomen
beladenen Latexkugeln wurden mit einem Kontrollantikérper (MAR18.5), Antikorpern gegen
CD63, CD71 (TfR, Transferrin-Rezeptor), gB und diversen MHCII-spezifischen Antikorpern
(D1-12, L243, 180Ag-11, ISCR3, 1251SB, 2.06, 16.23) inkubiert. Zur Kontrolle des durch die
Antikorper verursachten Hintergrundes wurden auch nicht mit Exosomen beladene
Latexkugeln untersucht. In der Abbildung 3.16 sind die Ergebnisse der FACS-Analysen in
Form eines Balkendiagrammes dargestellt. Das Diagramm zeigt die mittlere
Fluoreszenzintensitat der Farbungen. Der durch die Latexkugeln verursachte Hintergrund
wurde von den Fluoreszenintensitdaten der Exosomen subtrahiert. Die blauen Balken
entsprechen den Werten der MJ-Zellen, die roten den MJ-gB"- und die gelben Balken den
MJ-gB'°-ZeIIen. Die Farbung mit dem Kontrollantikbrper zeigt nur ein sehr geringes
Fluoreszenzsignal. Das bedeutet, dass keine unspezifische Bindung von Antikdrpern an die
Latexkugeln erfolgt ist. Erwartungsgemal zeigen die gB-Signale, dass die Expression von gB
in Exosomen von MJ-gBhi-ZeIIen wesentlich starker als in MJ-gB'°-ZeIIen ist. Die Signalstarke
der gB-Farbung bei MJ-gB'° Zellen betrug etwa 30 % von dem Wert der MJ-gBhi-ZeIIen. In MJ-
Zellen konnte kein Signal fur gB detektiert werden. Nur sehr geringe Signalstdrken waren fir
den Transferrinrezeptor (TfR, CD71) nachzuweisen. Die Werte fiir das Exosomen-
Markerprotein CD63 lagen bei Exosomen aus MJ-gBhi-ZeIIen am hochsten (MFI = 92). Die
Werte fiir CD63 der MJ-gB'°-ZeIIen betragen etwa 1/3 (MFI = 31) der Fluoreszenintensitat der
MJ-gBhi—ZeIIen, die der MJ-Zellen lediglich 1/13 (MFI = 6). Ein dhnliches Ergebnis ergab sich
bei Farbungen der Exosomen mit MHCII-Antikérpern. Im Falle der MJ—gBhi—Exosomen waren
die Signale fur MHCII-Molekile starker als in MJ—gB"’- und MJ-Exosomen. Die MHCII-
Signalstarken betragen im Falle der MJ—gB'°—Exosomen etwa 30 % der Werte der MJ-gBhi—
Exosomen. Die MHCII-Werte der MJ-Exosomen liegen bei etwa 10-20 % verglichen mit den
MJ-gBhi—Exosomen.

Aus diesen Daten kann man schlieBen, dass gB entweder das Sortieren der Proteine in
Exosomen oder die Menge der von den Zellen freigesetzten Exosomen positiv beeinflusst. Da
das Verhaltnis der Signale mit der Menge der gB-Expression Ubereinstimmt, kann man
vermuten, dass der Effekt von der Menge des gB abhangig ist.
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Abb. 3.16) gB-Expression erhoht die iiber Exosomen sezernierte Menge von CD63 und von MHCII-Molekiilen:
2 x 10° MJ- und MIJ-gB Zellen wurden in serumfreiem Medium kultiviert, die Uberstinde nach 24 h
abgenommen und Exosomen {ber mehrer Zentrifugationsschritte isoliert. Die Exosomen wurden in PBS
resuspendiert an Latexkugel gekoppelt und durchflusszytometrisch analysiert. Fir die FACS-Analysen wurden
ein Kontrollantikérper (MAR18.5), ein CD63-spezifischer mAK (MEM-259), ein mAk gegen den Transferrin-
Rezeptor (TfR/CD71; MEM-75), der mAk 2c2 gegen gB und MHClII-spezifische Antikorper (D1-12, L243, 180Ag-
11, ISCR3, 1251SB, 2.06, 16.23) verwendet. Dargestellt sind die mittleren Fluoreszenzintensitaten, nachdem der
durch die Latexkugeln verursachte Hintergrund subtrahiert wurde. Die blauen Balken entsprechen den
Exosomen der MJ-Zellen, die roten Balken den MJ-gBhi—Exosomen und die gelben den MJ-gB'°-Exosomen.
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4. Diskussion

Herpes Simplex Virus Typ 1 verbleibt nach der Primarinfektion lebenslang im
Wirtsorganismus (Whitley R. J. und Roizman B., 2001; Subak-Sharpe J. H. und Dargan D. J.,
1998). Um der Eliminierung zu entgehen, hat HSV-1 viele Mechanismen entwickelt, die das
Immunsystem zu Gunsten des Virus beeinflussen (Whitley R. J. et al., 1998; Whitley R. J. und
Roizman B., 2001). Bei der Verteidigung des Korpers gegen Herpes Simplex Viren spielen
CD4+ T-Zellen eine wichtige Rolle. Sie entwickeln zytotoxische Eigenschaften, sind fiir die
Bildung HSV-1 spezifischer CD8+ T-Zellen essentiell und stimulieren B-Zellen zur Sekretion
von Antikorpern (Rajasagi N. K. et al., 2009; Ghiasi H. et al., 1997; Yasukawa M. et al., 1988).
HSV-1 besitzt daher Strategien, um in die Antigenprasentation tGber den MHCII-Weg und auf
diese Weise in die Aktivierung von CD4+ T-Zellen einzugreifen (Neumann J. et al., 2003;
Wiertz E. J. et al., 2007; Barcy S und Corey L., 2001).

4.1. Einfluss der gB-Expression auf die subzelluldre Verteilung und die
Exosomen-vermittelte Sekretion von MHCII-Molekiilen

In unserer Arbeitsgruppe wurde vor einiger Zeit nachgewiesen, dass das Glykoprotein B in
HSV-1 infizierten Zellen mit MHCII-Molekiilen assoziiert (Neumann J. et al., 2003). Da gB-
MHCII-Komplexe aber nicht auf der Zelloberflaiche zu finden waren, blieb unbekannt, auf
welchem Wege gB die subzelluldre Verteilung der Klasse II-Molekiile verandert. Ein Faktor,
der die intrazellulare Verteilung der MHCII-Molekiile beeinflusst, ist eine Modifikation durch
Ubiquitin (van Niel G. et al., 2008). In dieser Arbeit wurde untersucht, wie sich die gB-
Expression auf die intrazelluldre Verteilung von MHCII-Molekiilen ausibt und ob dies mit
einer Ubiquitinylierung in Verbindung steht. Da HSV-1 ein lytisches Virus ist und die
infizierten Zellen nur eine kurze Lebensdauer besitzen, wurden fiir diese Untersuchungen
MJ-Zellen (Mel JuSo) stabil mit dem HSV-1 kodierten gB transfiziert (MJ-gB-Zellen). Bei MJ-
Zellen handelt es sich um eine MHCII- und li-exprimierende humane Melanomzellinie, die ein
etabliertes Modellsystem fiir den MHCII-Weg darstellt (Wubbolts R. et al., 1996; Ramm G. et
al., 2000; Zachgo S. et al., 1992; Fernandez-Borja M. et al., 1996 und 1999; van Ham M. S. et
al., 1997). Um das Auftreten klonaler Effekte bei den stabilen Transfektanten weitgehend
ausschlieBen zu kénnen, wurden zwei unabhadngig erzeugte Zellklone mit unterschiedlicher
gB-Expression etabliert (s. Abb. 3.1).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass HSV-1 Glykoprotein B einen starken
Einfluss auf die subzellulare Verteilung und die Exosomen-vermittelte Sekretion von MHCII-
Molekilen ausibt. In gB-transfizierten Zellen sind vergdlRerte endosomale Kompartimente
vorhanden, die sowohl gB als auch MHCII-Molekile und Ubiquitin enthalten. Zwar konnte in
MJ-gB-Zellen ubiquitinyliertes gB, aber keine ubiquitinylierten MHCII-Molekiile
nachgewiesen werden. Anhand der Daten lasst sich ableiten, dass durch gB MHCII-Molekiile
in multivesikuldaren Endosomen akkumulieren, von wo aus sie in die intraluminalen Vesikel
sortiert und Uber Exosomen von den MJ-gB-Zellen sezerniert werden (s. Abb. 4.1).

Eine Infektion mit HSV-1 oder HHV-6 fihrt zu einer Veranderung des endosomalen,
multivesikuldren Systems (Calistri A. et al., 2007; Mori Y. et al., 2008). In HSV-1 als auch in
HHV-6 infizierten Zellen akkumulieren MVEs im perinukledren Bereich. In dieser Arbeit
wurde gezeigt, dass gB in die intrazelluldre Organisation der Endosomen eingreift und die
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subzelluldre Verteilung von MHCII-Molekiilen verandert. In MJ-gB-Zellen sind gB, CD63 und
MHCII-Molekiile in Vesikeln vorhanden, die sich morphologisch stark von MHCII- und CD63-
positiven Vesikeln in MJ-Zellen unterscheiden. Die GréRRe und Anzahl der Vesikel nehmen mit
der Expressionsstarke von gB zu. Daher ist anzunehmen, dass es sich um eine durch gB
induzierte Veranderung der Zellen handelt. Dass diese Vesikel CD63 und MHCII-Molekiile
enthalten zeigt, dass es sich dabei um MIICs bzw. Kompartimente handelt, die zum spat-
endosomalen bzw. multivesikuldren System gehoren. Multivesikuldre Endosomen sind u.a.
dadurch charakterisiert, dass sie zahlreiche intraluminale Vesikel besitzen, die nach der
Fusion der MVEs mit den Lysosomen abgebaut werden (Piper R. C. und Katzmann D. J.,
2007).

Das Auftreten von vergrofRerten endosomalen Vesikeln kann durch eine Vielzahl von Stimuli
hervorgerufen werden. Oft geht dies mit einer Beeinflussung des Transports zu den
Lysosomen einher. Die Expression des Nef-Proteins aus HIV resultiert in HelLa-CIITA und MJ-
Zellen (Mel JuSo) in einer héheren Zahl an MHCII-positiven MVEs (Stumptner-Cuvelette P. et
al., 2003). Der Transport von MHCII-li-Kkomplexen in Lamp-1 positive, spat-endosomale
Kompartimente ist in Nef-exprimierenden Zellen inhibiert. Dies fiuhrt zur Akkumulation von
MHCII-li-Komplexen in MVEs und auf der Zelloberflaiche. PI3-Kinasen (PI3 =
Phosphatidyinositol 3-Phosphat) sind fiir die Biogenese der MVEs wichtig (Bright N. A. et al.,
2001). Daher wurde vermutet, dass die Wirkung von Nef durch die Aktivierung bestimmter
PI3-Kinasen erfolgt. Die Behandlung von MJ-Zellen mit dem PI3-Kinasehemmer Wortmannin
flhrt ebenfalls zu vergréBerten endosomalen Strukturen, die allerdings keine intraluminalen
Vesikel enthalten (Fernandez-Borja M. et al., 1999). In Folge der Behandlung mit
Wortmannin werden keine ILVs von der begrenzenden Membran in das Lumen der MVBs
abgeschniirt, wodurch sich auch die Menge an sezernierten Exosomen verringert (Llorente
A. et al., 2004). Einen dhnlichen Effekt auf die Morphologie der MVEs hat eine Hemmung der
PI3-Kinase Vps34 (Futter C. et al., 2001). Ein weiteres Protein, das einen Einfluss auf die
Struktur der Endosomen hat ist die invariante Kette. Die Akkumulation von li in Cathepsin S
defizienten Mausen fiihrt zu vergrofBerten endosomalen Strukturen (Boes M. et al., 2005).
Verantwortlich dafiir ist der zytoplasmatische Anteil von li, der mit Hsc70 interagiert
(Lagaudriere-Gesbert et al., 2002). Hsc70 ist eine ATPase, die Clathrin Triskelions von den
Clathrin-umhillten Vesikeln entfernt (Schlossman D.M. et al., 1984). Eine Interaktion von
Hsc70 und li verhindert die Bildung einer Clathrin-Hille und unterbindet bzw. verzogert so
den Transport zu den lysosomalen Kompartimenten (Romagnoli P. et al., 1993; Gorvel J. P. et
al., 1995). Auch die Deletion von CHMP5 (Charged MVB Protein 5), einer Komponente des
ESCRT-lll-komplexes, resultierte in dem Anhdufen von vergroflerten, spat-endosomalen
MVEs (Shim J. H. et al., 2006). Der Verlust von CHMP5 fiihrte auch zur Reduktion des
lysosomalen Abbaus und dem Ansammeln von Proteinen in vergréRerten Endosomen sowie
zu einer starkeren Freisetzung von HIV Partikeln (Ward D. M. et al., 2005). Diese Daten
zeigen, dass die Expression oder Deletion einzelner Molekiile oder die Behandlung von
Zellen mit verschiedenen Reagenzien einen starken Einfluss auf die Morphologie und
Funktionalitat des endosomalen Systems haben kann. Eine groRere Menge an MHCII-
Molekilen oder li, wie in Nef-exprimierenden Zellen, konnte in MJ-gB-Zellen nicht
nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass der gB-induzierte Effekt sich von dem
des Nef-Proteins unterscheidet. Moglicherweise wirkt gB auf endosomale Strukturen, in
denen li schon abgebaut ist. Wiirde bei diesen die Fusion mit den Lysosomen gehemmt,
hatte dies keine Auswirkung auf die li-Menge. Auf welchem Wege gB diesen Effekt induziert
ist unbekannt. Denkbar ist eine Beeinflussung bestimmter ESCRT-Komponenten, PI3-Kinasen
oder auch eine Interaktion mit Hsc70. Mdglich ware auch, dass gB in den Endosomen li z.T.
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von den MHCII-Molekiilen verdrangt. Nicht MHCII-gebundene |i  kdnnte mit Hsc70
interagieren und die VergroBerung der Vesikel verursachen.

MVEs konnen auch mit der Zelloberflaiche fusionieren. Dies fuhrt dazu, dass die
intraluminalen Vesikel der MVEs als Exosomen in den extrazelluldren Raum freigesetzt
werden (Lakkaraju A. und Rodriguez-Boulan E., 2008). Um zu untersuchen, ob sich gB auf das
Freisetzen von Exosomen auswirkt, wurde zunéachst Uberprift, ob MJ-Zellen Exosomen
sezernieren. Es konnte gezeigt werden, dass MIJ-Zellen Vesikel sezernieren, die einen
Durchmesser von 30-60 nm besitzen und die typische Morphologie von Exosomen aufweisen
(McLellan A. D., personliche Auskunft). Die GroRe und die Morphologie der von MJ-Zellen
sezernierten Vesikeln zeigen auch, dass es sich dabei nicht um apoptotische Vesikel handelt.
Apoptotische Vesikel sind groer (> 200 nm) und von der Morphologie her wesentlich
heterogener (Thery C. et al., 2001; Thery C. et al., 2006). In den von MJ-Zellen sezernierten
Vesikel sind die Molekiile CD63 und Tsgl101 im Vergleich zu dem Zelllysat starker vorhanden.
Die von MJ-Zellen sezernierten Vesikel enthalten auch groRe Mengen von MHC Klasse II-
Molekilen. Im Gegensatz dazu waren Calnexin und li in den Exosomenpraparationen nicht
nachzuweisen. CD63 gehort zu der Familie der Tetraspannine und ist in Exosomen vieler
Zellen sehr stark angereichert (Escola J. M. et al., 1998; Pols M. S. und Klumperman J., 2009).
Tsgl01, eine Komponente des ESCRT-I-Komplexes, ist ebenfalls in Exosomen nachgewiesen
worden (Kesimer M. et al., 2009; Hakulinen J. et al., 2008). Ein weiteres Charakteristikum fir
Exosomen ist die Abwesenheit von li und dem ER-Protein Calnexin (McLellan A., 2009; s.
Referenzen dort). Exosomen, die aus APCs wie B-Zellen oder DCs stammen, enthalten grol3e
Mengen von MHCII-Molekilen (Saunderson S. C. et al., 2008; Johansson S. M. et al., 2008;
Segura E. et al., 2005; Muntasell A. et al., 2007). Die typische GroRRe von Exosomen liegt
zwischen 50 und 100 nm, kann aber zwischen Zelllinen variieren (Clayton A. et al., 2001).
Zieht man GroRe, Morphologie und Proteinbestandteile in Betracht, handelt es sich bei den
von MJ und MJ-gB-Zellen sezernierten und in dieser Arbeit analysierten Mikropartikeln um
Exosomen. Die von MJ- und MJ-gB-Zellen freigesetzten Exosomen enthielten nur geringe
Mengen des Transferrin Rezeptors (TfR, CD71). Der TfR ist eine typische Komponente des
frithen endosomalen Systems. In Exosomen von Retikulozyten, der murinen B-Zelllinie
LK35.2 und der Erythroleukamiezelllinie K562 ist der TfR nachgewiesen worden (Geminard C.
et al., 2001; Abache T. et al., 2007; Muntasell A. et al., 2007), nicht aber in der humanen RN
B-Zellline (Raposo G. et al., 1996). Der geringe TfR-Anteil in Exosomen von MJ- und MJ-gB-
Zellen ist ein Hinweis darauf, dass die Biogenese der Exosomen in diesen Zellen getrennt
vom frihen endosomalen Weg verlauft.

In der vorliegenden Arbeit wurde herausgefunden, dass die Menge der (ber Exosomen
freigesetzten MHCII- und CD63-Molekiile in MJ-gB-Zellen wesentlich hoher liegt als in MJ-
Zellen. Noch unklar ist, ob es sich dabei tatsachlich um Unterschiede in der Menge der
Exosomen handelt. Moéglich ware auch, dass die Konzentration von CD63 und MHCII-
Molekilen pro Vesikel durch gB erhoht wird. Daraus ergibt sich die Frage, auf welche Weise
gB die Sekretion von MHCII-Molekilen bzw. CD63 lber Exosomen verstirken konnte?
Verschiedene Einfllisse verdandern die Sekretion oder den Einbau bestimmter Proteine in
Exosomen (McLellan A. D., 2009). Die Aktivierung von B-Zellen Gber CD4+ T-Zellinteraktion,
die Quervernetzung des B-Zellrezeptors (BCR) oder die Zugabe von TLR9-Liganden fordern
die Exosomensekretion (Arita S. et al., 2008). Die Stimulation von primaren B-Zellen Uber
CD40 und den IL4R fuhrte ebenfalls zu einem sehr starken Anstieg der Exosomensekretion
(Saunderson S. C. et al., 2008). In T-Zellen resultiert das Quervernetzen des T-Zellrezeptors
(TCR), aber nicht die Behandlung mit PMA oder lonomycin in einer Erhdhung der
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Exosomensekretion (Blanchard N. et al., 2002). Es sind zwei Transskriptionsfaktoren
bekannt, die in die Regulation der Exosomensekretion involviert sind. Nach DNS-Schadigung
wird die Exosomensekretion durch p53 reguliert (Lespagnol A. et al., 2008). Zumindest in B-
Zellen ist die Freisetzung der Exosomen z. T. an die Aktivierung von NFkB gekoppelt (Arita S.
et al., 2008). Im Gegensatz dazu unterdriickte die Behandlung mit dem PI3-Kinase-Inhibitor
Wortmannin die Bildung der intraluminalen Vesikel der MVEs sowie die Freisetzung von
Exosomen (Fernandez-Borja M. et al., 1999; Llorente A. et al., 2004).

Das Sortieren von Proteinen in MVEs wird u.a. durch Ubiquitinylierung reguliert (Nickerson
D. P. et al, 2006). Mit Ubiquitin modifizierte Transmembranproteine werden von
Komponenten des sog. ESCRT-Komplexes (bestehen aus ESCRT-0, -I, -II, -lll) erkannt und in
die intraluminalen Vesikel der multivesikularen Endosomen transportiert (Pieper R. C. und
Katzmann D. J.,, 2007). Obwohl noch kein direkter Zusammenhang zwischen der
Ubiquitinylierung der MHCII-Molekiile und der Exosomensekretion beschrieben worden ist,
gibt es Hinweise auf einen solchen Zusammenhang. Bei der Differenzierung von unreifen DCs
zu reifen DCs verringert sich nicht nur die Ubiquitinylierung der MHCII-Molekdle (Shin J. S. et
al., 2006; van Niel G. et al., 2006), sondern auch die Menge der sezernierten Exosomen
(Thery C. et al., 1999). D.h. in unreifen DCs, in denen viele MHCII-Molekiile ubiquitinyliert
vorliegen, werden auch mehr MHCII-Molekiile Uber Exosomen sekretiert. Keinen
Zusammenhang zwischen der Ubiquitinylierung der MHCII-Molekiile und dem Einbau in
Exosomen konnte jedoch in 293T und CIITA-transfizierten Hela nachgewiesen werden
(Gavreau M. E. et al., 2009). In der vorliegenden Arbeit wurde in MJ-gB-Zellen zwar eine
Ubiquitinylierung von gB, nicht aber von MHCII-Molekiilen nachgewiesen. Demnach kann
das verstdrkte Sortieren der MHCII-Molekiile in Exosomen nicht durch eine Ubiquitinylierung
der Klasse lI-Molekiile verursacht werden. Auch beim gB im gB-MHCII-Komplex konnte keine
Ubiquitinylierung nachgewiesen werden. Allerdings kdnnte hierbei das Problem der
Nachweisgrenze bestehen. Moglich ware, dass die Menge an gB, die mit den MHC Klasse II-
Molekilen koisoliert wurde nicht ausreicht um eine Ubiquitinylierung des gB nachzuweisen.
Es ist nicht ganz unwahrscheinlich, dass die Ubiquitinylierung des gB fiir die Sortierung des
gB-MHCII-Komplexes in Exosomen wichtig ist. Eine Deletion von 37 Aminosduren am C-
Terminus des gB unterbindet sowohl die Ubiquitinylierung als auch das Sortieren des gB in
MVEs (Calistri A. et al., 2007).

Bei aus MJ-Zellen isolierten MHC-II-Molekiilen konnte keine Ubiquitinylierung festgestellt
werden. Dies bedeutet, dass in MJ-Zellen der Transport der MHCII-Molekiile in MVEs nicht
durch Ubiquitinylierung reguliert ist. Die Ubiquitinylierung der MHCII-Molekiile bestimmt
moglicherweise nicht in allen Zellen die intrazelluldre Sortierung. Dies wurde anhand von
mutierten MHC Klasse [I-Molekiilen gezeigt, die nicht ubiquitinyliert werden kdnnen
(Lapaque N. et al., 2009). Eine Veranderung der relevanten Lysinreste beeinflusste in
transient transfizierten HEK-293T-Zellen nicht die Kolokalisation mit dem spat-endosomalen
Marker Lamp1. Im Gegensatz dazu fordert die Ubiquitinylierung der MHCII-Molekdle in DCs,
B-Zellen und Monozyten das Sortieren der MHCII-Molekiile in die MVEs, ist daflir aber nicht
essentiell (van Niel G. et al., 2006).

Es sind auch von der Ubiquitinylierung unabhangige Wege bekannt, die dazu fihren, dass
Proteine in MVEs bzw. Exosomen sortiert werden. Dazu gehdéren Endozytosemotive (Vega
M. A. und Strominger J. L., 1989; Pelchen-Matthews A. et al., 2004), die Assoziation mit
Lipid-Rafts oder Ceramid (De Gassart A. et al., 2003; Matsuo H. et al., 2004; Trajkovic K. et
al., 2008), die Interaktion mit dem B-Zellrezeptor (Lankar D. et al., 2002) oder eine starke
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Quervernetzung auf der Zelloberflache (Fang Y. et al., 2007). Auch durch einen Hitzeschock
kann die Sekretion von bestimmten Proteinen liber Exosomen induziert werden, wie anhand
des Bat3 Proteins gezeigt wurde (Simhadri V. R. et al., 2008). Beziiglich der MHCII-Molekiile
gibt es Hinweise darauf, dass eine Assoziation mit Tetraspannin-Mikrodomanen den Einbau
in Exosomen bestimmt und weniger die Modifikation mit Ubiquitin (Simons M. und Raposo
G., 2009; Gavreau M. E. et al.,, 2009). Zum Beispiel kdnnte die Interaktion mit CD63
entscheidend fir den Einbau von MHCII-Molekilen in Exosomen sein. Ob gB die Interaktion
von MHCII-Molekilen mit CD63 fordert ist noch unbekannt. Dies konnte erklaren, warum in
den Exosomen von MJ-gB-Zellen neben MHCII-Molekiilen auch die Menge von CD63 erhoht
ist. Eine direkte Interaktion von HSV-1 gB und CD63 ist bisher nicht beschrieben, ist aber
nicht unwahrscheinlich. In MJ-gB-Zellen wurde gezeigt, dass gB und CD63 eine sehr starke
Kolokalisation aufweisen (s. Abb. 3.13). Ahnliches wurde fiir das gB aus HHV6 gefunden, das
in der HHV6 infizierten T-Zelllinie HSB-2 eine starke Uberlappung mit der CD63 Farbung zeigt
(Mori Y. et al., 2008). Eine direkte Interaktion mit Tetraspanninen ist von MHCII-Molekdlen
bekannt. Je nach subzelluldarer Lokalisation binden MHCII-Molekiile an bestimmte
Tetraspannine (Engering A. und Pieters J., 2001). Innerhalb der MIICs assoziieren Klasse II-
Molekiile beispielsweise mit CD63 oder CD82 (Hammond C. et al., 1998; Engering A. und
Pieters J., 2001). Eine der Hauptfunktionen der Tetraspannine ist die Vermittlung von
Interaktionen zwischen Transmembranproteinen. Sie bilden ein sog. Tetraspannin — Netz,
was die laterale Diffusion verringert und so die Proteine in enger raumlicher Nahe halt (Vogt
A.B. et al., 2002). Interessanterweise ist eine derartige Oligomerisation hoherer Ordnung ein
Mechanismus, wie die Gag-Proteine von Retroviren in Exosomen sortiert werden (Fang Y. et
al., 2007). Denkbar ware, dass gB die Bildung eines solchen Netzes organisiert. Dadurch
konnte es dazu kommen, dass gB, MHCIl und CD63 in die intraluminalen Vesikel sortiert
werden.

Es sind einige virale Proteine bekannt, die (iber Exosomen in den extrazellularen Raum
freigesetzt werden. Exosomen aus EBV-infizierten Zellen enthalten LMP-1 (Latent Membrane
Protein-1), das suppressiv auf T-Zellen wirkt (Kereyer-Bibens C. et al., 2006, Flanagan J. et al.,
2003). Ebenfalls Gber Exosomen werden die Gag-Proteine diverser Retroviren (Fang Y. et al.,
2007) sowie das Glykoprotein B der B-Herpesviren HHV-6 bzw. HCMV sezerniert (Mori Y. et
al., 2008; Walker J. D. et al., 2009). In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass auch
das Glykoprotein B aus HSV-1 in Exosomen enthalten ist. Es ist das erste Protein aus der
Familie der a-Herpesviren, das in Exosomen nachgewiesen wurde. gB konnte in Exosomen
von MJ-gB-, IMR-, COS-7- und HEK-293T-Zellen detektiert werden. Da IMR, COS-7 und HEK-
293T Zellen keine MHCII-Molekiile exprimieren, belegt dies, dass gB auch unabhangig von
MHCII-Molekiilen in Exosomen eingebaut wird. Das Sortieren des gB in Exosomen ist mit
Kolokalisationsstudien konsistent, durch die gB in Lampl- bzw. CD63- positiven MVEs
nachgewiesen wurde (Calistri A. et al., 2007; s. Abb. 3.10).

Wahrend einer Infektion repliziert sich HSV vor allem in Zellen, die keine MHCII-Molekiile
exprimieren. Die Exosomen-vermittelte Sekretion von gB kdonnte deswegen auch in nicht-
APCs immunologisch relevant sein. gB wird relativ friih im Infektionszyklus exprimiert. mRNA
und Protein sind in den ersten 2-5 h nach Infektion nachweisbar (English L. et al., 2009;
Mueller S. N. et al., 2003; Pederson N. E. et al., 1992; Rice S. A. et al.,, 1988). Auch in
Gegenwart von DNA-Syntheseblockern wird gB exprimiert, wenn auch in geringerer Menge
(Peake M. L. et al., 1982; Rafield L. F. und Knipe D. M., 1988). gB wird also schon exprimiert,
bevor Viruspartikel in groler Menge von der infizierten Zelle ausgeschittet werden.
Innerhalb von zwei Stunden nach Infektion sind auf der Zelloberflache infizierter Zellen

67



MHCI-Molekiile vorhanden, die mit vom gB stammenden Peptiden beladen sind (Mueller S.
N. et al., 2003). Diese MHCI-Komplexe sind ausreichend, um gB-spezifische T-Zellklone zu
stimulieren. Exosomen, die von HSV-1 infizierten Zellen wahrend dieser Zeit freigesetzt
werden, kdonnten lber diese MHC-Komplexe direkt oder indirekt gB-spezifische T-Zellen
aktivieren. Eine CD8+ Antwort gegen gB konnte auch Uber die Kreuzprdsentation von
exosomalem gB eingeleitet werden, wie es z.B. fiir HCMV beschrieben wurde (Walker J. D. et
al., 2009). Da HSV-1 gB eines der Hauptziele des Immunsystems bei der Bekampfung einer
HSV-Infektion ist, ware es sehr interessant, die immunologische Bedeutung der Freisetzung
von gB (oder anderer HSV-Proteine) (iber Exosomen genauer zu analysieren.

Von HSV-1 infizierten Zellen werden zusatzlich zu infektidsen Virionen auch in groRer Menge
nicht-infektiése Vesikel sezerniert. Die Anzahl dieser Vesikel ist nahezu identisch mit der
Anzahl der Viruspartikel (Szilagyi J. F. und Cunningham C., 1991; Dargan D. J. et al., 1995). Bei
diesen Vesikeln handelt es sich um die L-Partikel (Light Partikel, Szilagyi J. F. et al., 1991) und
die PREPs (Pre Replication Particles (Dargan D. J. et al.,, 1995). Sie enthalten kein
Nukleokapsid (Szilagyi J. F. et al., 1991; Rixon F. J. et al., 1992; Dargan D. J. et al., 1995) und
sind von der GréRe und Morphologie her den Exosomen dhnlich. L-Partikel und PREPs
enthalten grolRe Mengen viraler Proteine. Ob typische exosomale Proteine enthalten sind, ist
noch nicht untersucht worden. Inwieweit gB in die Erzeugung dieser Partikel involviert ist, ist
ebenso unbekannt. In diesem Zusammenhang wadre es aufschlussreich zu untersuchen,
welche Rolle die Ubiquitinylierung des gB spielt. Die Ubiquitinylierung ist ein wichtiges Signal
far den intrazelluldaren Transport von Transmembranproteinen tGber den ESCRT-Komplex.
Eine Vielzahl von Viren nutzt das ESCRT-System zur Bildung von Viruspartikeln. Dazu
rekrutieren sie ESCRT-Komponenten oder Ubiquitinligasen (Bieniasz P. D., 2006). Die Gag-
oder Matrix-Proteine von einigen Viren besitzen sog. L-Domdnen, mit welchen sie direkt an
Komponenten des ESCRT-Komplexes binden, z.B. AIP/Alix (Pornillos O. et al., 2002; Fisher R.
D. et al., 2007). AIP und Alix interagieren mit der ESCRT-I Komponente Tsgl01 oder mit
Vertretern der Nedd4-Familie der HECT-E3-Ubiquitinligasen, was zur Ubiquitinylierung
viraler Proteine fuhrt (Martin-Serrano J. 2007). Auch HSV nutzt das ESCRT-System fir die
Viruspartikelbildung (Calistri A. et al., 2007; Crump C. S. et al., 2007). gB enthalt zwar keine L-
Domaénen, wird aber mit Ubiquitin modifiziert und wahrscheinlich auf diesem Weg in die
MVEs sortiert (Calistri A. et al., 2007). Ob gB auch Komponenten des ESCRT-Systems bzw.
Ubiquitinligasen fur die Viruspartikelbildung rekrutiert, ist unbekannt.

4.2 Einfluss von gB auf die MHCII-Oberflachenexpression

In einigen HSV-1 infizierten Zellen kommt es zu einer Verringerung der MHCII-
Oberflachenexpression. Trgovcich J. et al., (2002) haben in Glioblastomzellen nach Infektion
mit HSV-1 (Stamm F) eine drastische Reduktion der MHCII-Molekiile auf der
Plasmamembran beobachtet. Deletion der Gene y34.5 oder UL41 bei diesem HSV-1 Stamm
flihrte dazu, dass dieser Effekt des Virus aufgehoben wurde. Eine geringere Menge von
MHCII-Molekiile auf der Zelloberflache hatten auch Neumann J. et .al. (2003) nach Infektion
einer B-Lymphomzelline mit HSV-1 Stamm 17+ gefunden. Im Gegensatz dazu konnten Barcy
S. und Corey L. (2001) nach Infektion einer anderen B-Lymphomzelllinie mit dem HSV-1
Stamm F einen Einfluss auf die Aktivierung von CD4+ T-Zellen, aber keine Verringerung der
MHCII-Zelloberflachenexpression nachweisen. In der vorliegenden Arbeit wurde
herausgefunden, dass MJ-gB-Zellen verglichen mit der Ausgangszelllinie eine starkere MHCII-
Oberflachenexpression besitzen. Die MHCII-Menge auf der Plasmamembran der MJ—gBhi—
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Zellen iibertraf die der MJ-gB°-Zellen. Da die Klasse Il-Oberflichenexpression mit der
Expression des gB korreliert, ist wahrscheinlich keine zufallige Variation von Zellklonen fir
diesen Effekt verantwortlich. Eine Infektion von MHC Klasse ll-exprimierenden
Glioblastomzellen mit mit UL41- oder y34.5 defizienten HSV-1 Viren des Stammes F fihrt zu
einer héheren MHCII-Expression auf der Plasmamembran (Trgovcich J. et al., 2002). In
Betracht der Ergebnisse dieser Arbeit kann vermutet werden, dass gB in diesen Effekt
involviert sein kénnte.

Wie grol} der Anteil der MHCII-Molekdle auf der Zelloberfldche ist, wird durch den Transport
zur Zelloberflache bzw. die Internalisierung von der Zelloberflache reguliert. In MJ-gB-Zellen
konnte eine geringere Endozytoserate von MHCII-Molekiilen nachgewiesen werden. Daher
ist der Grund fir die groRere MHCII-Menge auf der Zelloberflaiche der MJ-gB-Zellen
wahrscheinlich eine langere Halbwertszeit der MHCII-Molekdle auf der Plasmamembran. Die
Kinetik des Transports der MHCII-Molekile zur Zelloberflache wurde nicht untersucht. Es
kann also nicht ausgeschlossen werden, dass auch der Transport zur Zelloberflache bei MJ-
gB-Zellen zur starkeren MHCII-Oberflachenexpression beitragt.

Ein Faktor, der die Endozytose von MHCII-Molekiilen von der Plasmamembran bewirkt, ist
die Ubiquitinylierung (Shin J. S. et al., 2006; van Niel G. et al., 2006; Ohmura-Hoshino M. et
al., 2006). In MJ- und MJ-gB-Zellen konnte jedoch keine Ubiquitinylierung von MHCII-
Molekillen nachgewiesen werden. D.h. die Menge der MHCII-Molekille auf der
Zelloberflache wird bei MJ- bzw. MJ-gB-Zellen nicht durch Ubiquitinylierung reguliert. Da
auch keine gB-MHCII-Komplexe auf der Zelloberflaiche nachgewiesen wurden, kann der
Effekt auch nicht dadurch erklart werden, dass sich gB-MHCII-Komplexe auf der
Zelloberflache anhaufen.

Zusatzlich zu den MHCII-Molekiilen sind in MJ-gB-Zellen auch die MHCI- und die TfR-
Oberflachenexpression hoher als in MJ-Zellen (Daten nicht gezeigt). Der Effekt von gB ist
demnach nicht auf MHCII-Molekiile beschrankt. Die Internalisierung von Molekiilen von der
Zelloberflache erfolgt Giber Clathrin-abhdngige und unabhdngige Mechanismen (Mayor S.
und Pagano R. E., 2007). Wahrend die Endozytose des Transferrinrezeptors (TfR) durch
Clathrin vermittelt wird (van Dam E. M. und Stoorvogel W., 2002), erfolgt die
Internalisierung der MHCII-Molekile Gber Clathrin-abhangige und -unabhangige
Mechanismen (Knorr R. et al., 2009). MHCI-Molekile werden gewdhnlich tber Clathrin-
unabhangige Endozytosemechanismen internalisiert (Naslawski N. et al., 2003, Naslawski N.
et al., 2004). Da sich die gB-Expression auf alle drei Proteine (MHCI, MHCII, TfR) auswirkt,
kann gB keinen spezifischen Einfluss auf Clathrin-abhdngige oder -unabhdngige
Endozytosemechanismen austiben. An der Endozytose von MHCII, MHCI und dem TfR ist die
kleine GTPase Arf6 beteiligt. Arf6 gehort zur Arf-Familie der kleinen GTPasen, ist in
Membrantransportprozesse involviert und wirkt an der Schnittstelle zwischen der
Plasmamembran und den endosomalen Membranen (Gong Q. et al., 2008). Sowohl Clathrin-
abhédngige (Krauss M. et al., 2003), Clathrin- und Caveolin-unabhangige Endozytoseprozesse
(Donaldson J. G., 2003) sowie Exozytoseprozesse (D'Souza-Schorey C. und Chavrier P., 2006)
werden Uber Arf6 reguliert. Es ware daher moglich, dass gB Uber Arf6 die
Oberflachenexpression von Molekiilen beeinflusst. Arf6 ist in Exozytoseprozesse involviert
und gB-exprimierende MJ-gB-Zellen sezernieren vermehrt MHCII und CD63 liber Exosomen.
Es wére daher interessant zu untersuchen, ob auch Arf6-vermittelte Prozesse in die
Exosomensekretion involviert sind.
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4.3 Interaktion von gB mit MHCII-Molekiilen

Sievers E. et al. (2002) und Neumann J. et al. (2003) hatten gezeigt, dass gB in transient
transfizierten COS-7 Zellen und in einer HSV-1 infizierten B-Lymphomzelllinie (Jeshtom) mit
MHCII-Molekiilen assoziiert. Neumann J. et al. (2003) hatten zudem herausgefunden, dass
gB-MHCII-Komplexe frei von li sind. Daraus wurde abgeleitet, dass in infizierten Zellen nur
MHCII, MHCII-li- und MHCII-gB-Komplexe existieren, aber keine MHCII-li-gB-Komplexe. Die in
dieser Arbeit erzielten Daten stimmen in diesen Punkten mit Neumann J. et al. (2003) und
Sievers E. et al. (2002) tGberein. HSV-1 gB bindet auch in MJ-gB-Zellen an MHCII-Molekiile.
Der daraus entstehende gB-MHCII-Komplex enthalt ebenfalls keine invariante Kette.
Erganzend konnte nachgewiesen werden, dass der Grund dafiir eine Kompetition von gB und
li um die Bindung an MHCII-Molekiile ist. Die Analysen in dieser Arbeit legen zudem nahe,
dass li eine héhere Affinitat als gB fiir Klasse II-Molekiile hat, denn die Bindung von i
verhindert eine gB-MHCII-Assoziation. Die Interaktion von li mit MHCII-Molekilen erfolgt im
Wesentlichen Uber die Klasse IlI-Bindungssequenz (CBS), welche auch die CLIP-Sequenz
enthalt (Stern L. J. et al., 1994; Siebenkotten I. M. et al., 1998). Aufgrund der Kompetition
von gB und li um die Bindung an MHCII-Molekiile kann man ableiten, dass gB ebenfalls die
Peptidbindungsgrube der MHCII-Molekile belegt. Da gB eine CBS-dahnliche Region besitzt,
wurde schon friiher postuliert, dass gB Uber die Peptidbindungsgrube an MHCII-Molekdile
bindet (Sievers E. et al. (2002); s. Abschnitt 1.3). Mittels chiméaren li-gB-Konstrukten wurde
gezeigt, dass Uber diese CBS-ahnliche Sequenz eine Bindung an MHCII-Molekiile erfolgen
kann (Sievers E. et al., 2002). Eine Bindung von gB an MHCII-Molekiile (iber die
Peptidbindungsgrube wird auch dadurch unterstiitzt, dass gB-MHCII-Komplexe Utber den
mAk L243 isoliert werden kénnen. Der mAk L243 bindet spezifisch peptidbeladene MHCII-
Molekile. Die Reaktivitdat des mAk L243 mit gB-MHCII-Komplexen kann dadurch erklart
werden, dass gB Uber das DR1-Bindungsmotiv innerhalb der CBS-dhnlichen Region eine L243
reaktive Konformation unterstiitzt. Obwohl gB-MHCII-Komplexe von dem mAk L243
gebunden werden, besitzen die mit gB komplexierten MHCII-Molekile aber keine SDS-
stabile Konformation.

Die CBS-dhnliche Region ist moglicherweise nicht die einzige Bindungssequenz von gB an
MHCII-Molekiile. Eine gB-Deletionsmutante, bei welcher die CBS-dhnliche Region deletiert
wurde, konnte zumindest in transient transfizierten COS-7-Zellen an MHCII-Molekiile binden
(Sievers E., 2001).

Neumann J. et al. (2003) hatten vermutet, dass gB analog zur invarianten Kette als Chaperon
far Klasse 1I-Molekiile wirkt. Es wurde angenommen, dass gB-MHC Klasse II-komplexe mit
Hilfe von gB aus dem ER in den Golgi-Apparat transportiert werden, wo die Kohlenhydrate
der DR-Molekiile zum komplexen Typ modifiziert werden. Vom Golgi-Apparat aus gelangen
die gB-MHCII-Komplexe in ein nicht genau identifiziertes endosomales Kompartiment. In der
hier vorliegenden Arbeit wurde nachgewiesen, dass gB weder die Kohlenhydratreifung von
HLA-DR noch von einem gemischten MHCII-Isotyp aus DRa und DPB1*0401 fordert. Im
Gegensatz zu HLA-DR ist die Faltung dieses gemischten MHCII-Molekiils strikt von der
Chaperonfunktion der li abhdngig (Temme S. et al, Manuskript in Bearbeitung). gB
beeinflusst auch nicht die N-Glykane der MHCII-Molekile in MJ-gB-Zellen. Zudem konnte
hier gezeigt werden, dass in Abwesenheit von li, gB-assoziierte MHCII-Molekiile nur
mannosereiche N-Glykane besitzen (s. Abb. 3.3). Nur korrekt gefaltete MHCII-Molekiile
verlassen gewdhnlich das ER (Cresswell P., 1994). Das Erlangen komplexer Glykanketten ist
daher auch ein Zeichen fir die richtige Tertiarstruktur des MHCII-Molekdls. In Abwesenheit
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von li assoziiert gB vermutlich innerhalb des ER mit nicht vollstandig gefalteten Klasse II-
Molekilen, férdert aber nicht deren richtige Faltung und den Export aus dem ER. D.h. gB
kann li als Chaperon fiir MHCII-Molekiile nicht ersetzen. Nicht ganz ausgeschlossen werden
kann aber, dass gB-MHCIl-Komplexe das ER verlassen, die N-Glykane aber nicht zum
komplexen Typ modifiziert werden.

Anders ist die Situation in MJ-gB- und HSV-1 infizierten Jeshtom-Zellen. Die mit gB-
assoziierten Klasse Il-Molekiile infizierter- und der MJ-gB-Zellen besitzen N-Glykane des
komplexen Typs. Dies zeigt, dass die MHCII-Molekiile korrekt gefaltet sind und in den Golgi-
Apparat transportiert wurden. Erganzend konnte mittels eines Puls-Markierungsversuches
nachgewiesen werden, dass eine gB-MHCII-Interaktion erst 4-8 h nach Biosynthese von gB
und der MHCII-Molekiile stattfindet. Das Auftreten von gB-MHCII-Komplexen korrelierte
zudem mit dem proteolytischen Abbau von li. Dies stimmt mit der Annahme Uberein, dass
gB nicht an li-assoziierte Klasse lI-Molekiile bindet. Diese Daten werden von Untersuchungen
von Pieters J. et al. (1991) (iber den intrazelluldaren Transport von MHCII-li-Komplexen in MJ-
Zellen gestiltzt. Dort wurde gezeigt, dass MHCII-Molekiile eine Stunde nach Biosynthese
komplexe N-Glykane erhalten und nach ca. 2 h li innerhalb der Endosomen vom C-Terminus
her abgebaut wird. Allerdings bleiben Fragmente von li noch bis iber 4 h nach Biosynthese
mit MHCII-Molekilen assoziiert. Der Zeitpunkt der Interaktion von gB mit MHCII-Molekiilen
stimmt also mit dem Abbau von li und der Beladung der MHCII-Molekiile mit Peptiden
Uberein. Die Tatsache, dass keine gB-MHCII-Komplexe auf der Zelloberflaiche nachgewiesen
werden konnten, spricht dafiir, dass gB innerhalb der MHCII-Beladungskompartimente an
MHCII-Molekiile bindet und nicht auf der Zelloberflache. Ein Vorkommen von gB-MHCII-
Komplexen innerhalb der MIICs wird auch dadurch unterstiitzt, dass in MJ-gB-Zellen gB,
MHCII und CD63 kolokalisieren. Das Tetraspannin CD63 ist neben MHCII-Molekiilen einer der
spezifischsten Marker fir MIICs (Engering A. et al., 2003). Der beste Beleg dafiir, dass gB-
MHCII-Komplexe in MIICs gelangen ist aber, dass gB-MHCII-Komplexe in Exosomen
nachgewiesen werden konnten. MHCII-positive Exosomen werden durch Fusion der MIICs
mit der Plasmamembran in den extrazelluldren Raum freigesetzt (Raposo G. et al., 1996). Zu
welchem Zweck gB-MHCII-Komplexe (iber Exosomen sezerniert werden ist noch unklar.
Moglich ware, dass gB MHCII-Molekiile aus der Zelle entfernt, damit diese nicht mit HSV-
Antigenen beladen werden kénnen.

Exosomen dienen u.a. der Kommunikation zwischen Zellen und der Ubertragung von MHC-
Peptidkomplexen im Rahmen der Antigenprasentation (Simons M. und Raposo G. et al.,
2009). Mit Peptid-beladene exosomale MHCII-Molekiile kénnen entweder direkt CD4+-T-
Zellen aktivieren (Muntasell A. et al., 2007; Raposo G. et al., 1996) oder nach Ubertragung
auf DCs die Stimulation von T-Zellen vermitteln (Thery C. et al., 2002). Exosomen werden von
Viren oder Tumoren auch dazu genutzt eine Immunantwort zu unterdriicken (Clayton A. und
Mason M. D., 2009). HIV z.B. nutzt den exosomalen Weg, um HIV-spezifische T-Zellen zu
infizieren (lzquierdo-Useros N. et al., 2009; Wiley R. D. und Gummulurun S., 2006). EBV-
infizierte B-Lymphomzellen setzen die immunsuppressiv-wirkenden Proteine LMP-1 und
Galectin 9 Uber Exosomen frei (Keryer-Bibens C. et al.,, 2006; Klibi J. et al., 2009). Von
Tumoren sezernierte Exosomen unterdriicken die Entwicklung von Dendritischen Zellen (Yu
S. et al., 2007), hemmen NK-Zellen (Liu C. et al., 2006) oder induzieren in T-Zellen Apoptose
(Andreola G. et al., 2002). Es ist daher nicht unwahrscheinlich, dass gB Uber die Bindung an
MHCII-Molekiile und die Sekretion der gB-MHCII-Komplexe {ber Exosomen in die
Aktivierung von T-Zellen eingreift.
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An welche MHCII-Molekiile innerhalb der MIICs kdnnte gB binden? In MIICs befinden sich li-
assoziierte, leere-, CLIP- und peptidbeladene MHCII-Molekiile (pMHCII). Wie hier gezeigt
wurde, schlieBt eine Assoziation von MHCII-Molekiilen mit li die Bindung von gB an MHCII-
Molekiile aus. Eine Bindung von gB an CLIP-beladene bzw. pMHCII-Molekiile ist nicht mit der
Vorstellung vereinbar, dass gB die Peptidbindungsgrube belegt. Moglich wére aber, dass gB
niederaffin gebundene Peptide wie CLIP aus der Grube verdrangt. Problemlos sollte gB an
leere  MHCII-Molekiile binden koénnen. Leere MHCII-Molekiile sind in MIICs aber
wahrscheinlich nur sehr kurzlebig. MHCII-Molekiile werden nach der Proteolyse von li sehr
schnell durch HLA-DM mit Peptiden beladen (van Niel et al., 2008). In diesem
Zusammenhang ist interessant, dass zusatzlich zu der Interaktion mit DR eine Assoziation
von gB mit HLA-DM gezeigt wurde (Neumann J. et al., 2003). HLA-DM interagiert mit MHCII-
Molekiilen und stabilisiert eine offene Konformation, wodurch CLIP bzw. ein niederaffines
Peptidantigen freigesetzt wird (Cresswell P., 2003; Busch R. et al., 2005). Uber die
Interaktion mit HLA-DM koénnte gB daher Zugang zu leeren MHCII-Molekdilen erlangen.

Welchen Einfluss besitzt gB auf die Beladung von MHCII-Molekilen? HSV-1 infizierte
Jeshtom-Zellen zeigen einen verringerten Anteil SDS-stabiler MHCII-Molekiile (Neumann J. et
al., 2003). In MJ-gB-Zellen dagegen konnte kein Effekt der gB-Expression auf den Anteil SDS-
stabiler MHCII-Molekiile nachgewiesen werden, obwohl gezeigt wurde, dass gB-assoziierte
Klasse II-Molekile nicht SDS-stabil sind. Eine Erklarung ware, dass der Anteil gB-MHCII-
Komplexe in MJ-gB-Zellen geringer als in HSV-1 infizierten Jeshtom-Zellen ist. Da die Menge
an li in infizierten Jeshtom Zellen wesentlich kleiner als in MJ-gB-Zellen ist (Neumann J. et al.,
2003), konnte der Effekt auf die SDS-stabilen MHCII-Molekile in HSV-1 infizierten Zellen
deutlicher hervortreten. Denkbar wéare aber auch, dass noch andere virale Proteine die
Peptidbeladung der MHCII-Molekile beeinflussen, w.z.B. das US1-Genoprodukt (Barcy S.
und Corey L., 2001).

Was ist das Schicksal der gB-MHCII-Komplexe nach der Assoziation innerhalb der MIICs?
Neumann J. et al. (2003) haben beobachtet, dass nach transienter Kotransfektion von gB und
HLA-DR die subzellulare Verteilung von DR-Molekiilen verandert ist. In Anwesenheit von gB
war die Kolokalisation von DR mit dem lysosomalen Marker Cathepsin B reduziert. Dies kann
so interpretiert werden, dass gB den Transport der MHCII-Molekiile in die Lysosomen
inhibiert. Immunfluoreszenzanalysen in dieser Arbeit legen nahe, dass gB-MHCII-Komplexe
in vergroRerten CD63-positiven endosomalen Vesikeln vorhanden sind. In vielen Fillen geht
das Phanomen von vergroRerten Endosomen mit einem verringerten Transport in
Lysosomen einher (s. Abschnitt 4.1). In einem Puls-Markierungsversuch wurde nach
Immunprazipitation von gB beobachtet, dass die Signale der koisolierten MHCII-Ketten bis
zum 24 h-Wert starker wurden. Dies deutet darauf hin, dass die gB-MHCII-Komplexe
innerhalb dieser Zeit nicht in den Lysosomen abgebaut werden, sondern sich intrazellular
anhdufen. gB-MHCII-Komplexe konnten zudem aus Exosomen isoliert werden, deren
Ursprungsort die MVEs sind, nicht aber die Lysosomen. Ob gB tatsachlich den Transport in
die Lysosomen beeinflusst, wird derzeit untersucht.

Dass gB-MHCII-Komplexe zwar Uiber Exosomen freigesetzt werden, aber nicht auf der
Zelloberflaiche nachgewiesen werden koénnen, ist ein Beleg daflir, dass gB Uber einen
gezielten Sortierungsprozess den intrazelluldren Transport der MHCII-Molekdle verandert.

gB-MHCII-Komplexe befinden sich daher im Gegensatz zu einzelnen gB bzw. den MHCII-
Molekiilen nur in den intraluminalen Vesikeln. Uber welchen Mechanismus diese Sortierung
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der gB-MHCII-Komplexe erfolgt ist noch unklar. Eine Ubiquitinmodifikation der MHCII-
Molekile ist daflr nicht verantwortlich. Ein anderer Weg wadre eine Assoziation des gB-
MHCII-Komplexes mit Tetraspanninen wie CD63 oder CD82. Es gibt Hinweise, dass MHCII-
Molekiile {iber eine Interaktion mit bestimmten Mikrodomadnen und nicht durch
Ubiquitinylierung in Exosomen transportiert werden (Simons M. und Raposo G., 2009;
Gavreau M. E. et al., 2009).

4.4 Darstellung eines Modells iiber die Interaktion von gB und MHCII-Molekiilen und der
Sortierung von gB-MHCII-Komplexen in Exosomen

Ein Modell, das die in dieser Arbeit erzielten Daten schematisch zusammenfasst, ist in
Abbildung 4.1 dargestellt. MHCII-Molekiile und gB verlassen getrennt voneinander das ER
und gelangen Uber den Golgi-Apparat in die endosomalen Kompartimente. Dort wird li
abgebaut, wodurch es méglich wird, dass gB an MHCII-Molekiile bindet. Da die Bindung von
gB an MHCII-Molekile Gber die Bindungsgrube erfolgt, handelt es sich wahrscheinlich um
leere Klasse llI-Molekiile. Auf unbekannte Weise verdandert gB die Morphologie der
Endosomen, was zur Ansammlung von gB und MHCII-Molekilen in MVEs fiihrt. gB-MHCII-
Komplexe werden innerhalb der vergréBerten endosomalen Kompartimente in die
intraluminalen Vesikel sortiert. Nach der Fusion der MVEs mit der Plasmamembran werden
gB-MHCII-Komplexe tber Exosomen in den extrazellularen Raum sezerniert. Hierbei handelt
es sich um einen neuen Mechanismus, wie gB vermutlich im Rahmen einer
Immunevasionsstrategie von HSV-1 DR-Molekile in Exosomen sortiert und auf diese Weise
aus der Zelle freisetzt.
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Abb. 4.1. Eingriff von gB in den intrazelluldren Transport der MHCII-Molekiile
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5. Zusammenfassung

Herpes-Simplex Virus Typ-1 (HSV-1) ist ein weltweit verbreitetes humanpathogenes Virus,
welches nach der Primarinfektion lebenslang im Wirtsorganismus verbleibt. Die Persistenz
von HSV-1 im Organismus wird durch Manipulation der Immunantwort erreicht. Das HSV-1
kodierte Hullprotein Glykoprotein B (gB) ist an der Bindung und der Fusion des Virus mit der
Zielzelle beteiligt. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von gB auf den
intrazelluldaren Transport und auf die intrazellulare Verteilung von HLA-DR-Molekilen (DR)
untersucht. Da HSV-1 ein lytisches Virus ist und infizierte Zellen nur eine kurze Lebensspanne
haben, wurde eine humane Melanomzellline (MJ), welche DR und die invariante Kette (li)
exprimiert, stabil mit gB transfiziert (MJ-gB). Mit Hilfe dieser Zellen konnte gezeigt werden,
dass gB mit DR interagiert und dass li und gB um die Bindung an DR-Molekiile kompetieren.
Da innerhalb des endoplasmatischen Retikulums (ER) ein Uberschuss an li vorliegt, erfolgt
die Assoziation von gB an DR nicht im ER, sondern erst nach Degradation von li in den MHC
Klasse IlI-Beladungskompartimenten (MIICs). Im Gegensatz zu freien DR-Molekiilen werden
gB-assoziierte DR-Molekiile innerhalb der MIICs nicht mit hochaffinen Peptiden beladen. In
der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass MIJ-gB-Zellen vergrofRerte endosomale
Kompartimente besitzen. Diese Kompartimente enthalten gB, DR-Molekiile und das
Tetraspannin CD63, einen Marker fiir MIICs. Nach der Fusion der limitierenden Membran der
MIICs mit der Plasmamembran werden DR-positive intraluminale Vesikel in den
extrazellularen Raum freigesetzt. Aus diesen Vesikeln, die auch als Exosomen bezeichnet
werden, konnten gB-MHCII-Komplexe isoliert werden. Es konnte zudem gezeigt werden,
dass MlJ-gB-Zellen insgesamt eine groRere Menge an DR-Molekilen und CD63 ber
Exosomen freisetzen als MJ-Zellen. Ein Mechanismus fir die Sortierung von Proteinen in
MVEs bzw. Exosomen ist eine Modifikation mit Ubiquitin. Ubiquitinylierte Proteine konnten
in den vergréBerten Kompartimenten der MJ-gB-Zellen nachgewiesen werden. Es wurde
auch gezeigt, dass aus MJ-gB-Zellen isoliertes gB, nicht aber DR-Untereinheiten
ubiquitinyliert sind. Aus diesen Daten kann folgendes Modell abgeleitet werden: In MJ-gB-
Zellen verursacht gB eine VergroRerung endosomaler Vesikel, in denen sich gB, DR, gB-DR-
Komplexe, CD63 und ubiquitinylierte Proteine anhdufen. In diesen Kompartimenten werden
gB-DR-Komplexe und CD63 in die intraluminalen Vesikel sortiert, verbleiben aber nicht in der
limitierenden Membran der MIICs, welche spater mit der Plasmamembran fusioniert. Nach
Fusion der MIICs mit der Zellmembran, werden gB-DR-Komplexe enthaltende Exosomen in
den extrazellularen Raum freigesetzt. In dieser Arbeit wurde ein bisher unbekannter Weg
der Immunevasion von HSV-1 entdeckt. Bei diesem gB-vermittelten Mechanismus werden
DR-Molekiile durch gB gezielt in Exosomen sortiert und in das extrazelluldre Milieu
freigesetzt.
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