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MHC-Klasse-I-Proteine (Major Histocompatibility Com- 
plex = Gewebevertraglichkeitskomplex) befinden sich auf 
den Oberflachen der meisten menschlichen Zellen. Ihre Auf- 
gabe im Immunsystem ist es, dem Killerzellrezeptor Bruch- 
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dungstasche zu prasentieren. 1st die Korperzelle gesund, 
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werden ausschlieBlich Fragmente korpereigener Proteine, 
sogenannte Selbstpeptide, prozessiert und prisentiert. Wird 
die Zelle von Viren befallen, so erkennen die cytotoxischen 
T-Lymphozyten (CTL) die Bruchstucke viraler Fremdpro- 
teine (CTL-Epitope) in der MHC-Antigenbindungstasche 
und lysieren die erkrankte Zelle durch Ausschiittung von 
Perforinen. 

Die hochauflosende Rontgenstrukturanalyse des mensch- 
lichen HLA-A2.1-Protein~[~] ergab fur die Antigenbin- 
dungstasche zwei parallele a-helicale Domanen, die durch 
ein zentrales antiparalleles P-Faltblatt verbunden sind. In 
der Bindungsregion befinden sich sechs ausgepragte Ta- 
schen, von denen angenommen wird, daIj sic Aminosaure- 
seitenketten der prasentierten antigenen Peptide aufnehmen 
konnen. Die nicht zu Bindungen zwischen HLA-A2-Atomen 
gehorende Restelektronendichte wurde einem Peptidge- 
misch zugeordnet, das mit den MHC-Molekiilen cokristalli- 
siert ist. 

Durch Poolsequenzierung von Selbstpeptiden, die in unse- 
ren Laboratorien durch eine spezielle Saureelutionstechnik 
aus MHC-Proteinen isoliert wurden['], konnten allelspezifi- 
sche Oligopeptidmotive ermittelt werden (Tabelle I ) ,  die irn 
Falle des HLA-A2-Proteins hauptsachlich aus Nonapepti- 
den mit konservierten hydrophoben Seitenketten an den Po- 
sitionen zwei und neun (Ankerpositionen[']) bestehen. Ein 
Alignment mit der Sequenz des Influenza-Matrixproteins er- 
gab das Nonapeptid GILGFVFTL als potentiellen Kandi- 
daten fur ein naturlich prozessiertes antigenes Peptid, was 
zusammen mit den Ergebnissen der Rontgenstrukturanalyse 
dazu diente, ein Modell fur die Bindung zwischen HLA-A2 
und Antigen aufzustellen. 

Tabelle 1. Peptidbindungsmotiv von HLA-A2, ermittelt dnrch Seqnenzierung von 
Selbstpeptiden [2]. Nonapeptide aus viralen Proteinsequenzen sind zum Vergleich aufge- 
Met .  Das Influenza-Matrixproteinmotiv stellt hochstwahrscheinlich das naturliche Epi- 
top dar und wurde deshalb fur die Modeling-Studien ausgewahlt. 

Aminosau- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
reposition 

entsprechende ,,B" .,D" ,,F" 
HLA-A2- 
TaschenIa] 
dominante An- L V 
kerposition 
stark M E V K L  

schwach 1 A G I I A E  
L Y P K L Y S  
F F D Y T H  
K P T N  
M M G  
Y S F  
V R V  

H 

K 

Sequenzvergleich mit bekannten CTL-Epitopen [b] Proteinquelle Lit. 
I L K E P V H G V HIV-Reverse- ~91 

Transkriptase 476 - 484 

58-66 
G I L G F V F T L Influenza-Matrixprotein [lo] 

[a] Taschen ,,A"-,,F" siehe Abbildnng 1. [b] Sequenzvergleich an Ankerposition 2 (Ile, 
Leu, Met). 

Wir fiihrten dann eine Molekiildynamiksimulation uber 
28 ps in waBriger Umgebung durch, um die Stabilitat und 
Mobilitat des konstruierten Modells zu iiberprufen und um 
potentielle T-Zell-Erkennungsregionen zu ermittelnr3 - 'I. 

Ausgehend von einer minimierten b-Faltblattkonforma- 
tion des Antigens wurden zunachst die hydrophoben Wech- 
selwirkungen der dominanten Ankerpositionen an die ent- 
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sprechenden Taschen der HLA-A2-Struktur['] angepaljt 
(Abb. 1-3). Fur Ile2 ist dies die hydrophobe Tasche B, die 
von den allelspezifischen Resten Met45, Val67 und Phe9 ge- 
bildet wird, fur Leu9 die Tasche F, die von den hydrophoben 
Resten Ile124 und Trp147 begrenzt wird. Die Carboxylat- 
funktion des Antigen-C-Terminus Leu9 wurde hierbei in H- 
Bruckendistanz zu Lys146 plaziert. Hierbei fallt besonders 
auf, daB Lys146 die einzige positiv geladene Aminosaure der 
HLA-Antigenbindungsstelle ist, die nicht durch eine saure 
Seitenkettenfunktion in einer Salzbrucke neutralisiert ist. 
Deshalb ist Lys146 allgemein fur die Fixierung der C-Termi- 
ni antigener Peptide pradestiniert 161, nicht zuletzt auch des- 
halb, weil sie nicht nur im humanen, sondern auch im Maus- 
system hochst konserviejt ist. 

In der Poolsequenzierung der an HLA-A2 gebundenen 
Selbstpeptide[21 erwiesen sich die Positionen sieben und acht 
im Nonapeptidmotiv als variabel. Deshalb wurde beim Mo- 

Abb. 2. Das Nonapeptid-CTL-Epitop GILGFVFTL aus dem Influenza- 
Matrixprotein wurde in die Bindungstasche von HLA-A2 modelliert und als 
Startkonformation fur die Molekiildynamiksimulation zusitzlich minimiert. 
Das HLA-A2-Riickgrat ist als weiBes Band dargestellt, das CTL-Antigen mit 
den Ankerseitenketten von Ile2, Val6 und Leu9 (in orange) als van-der-Waals- 
Oberflache gezeigt. 

Abb. 1. Die HLA-A2-Peptidbin- 
dungsstelle setzt sich aus zwei paral- 
lelen a-Helices, a, und N ~ ,  zusammen 
(hellblaues Band), die durch ein anti- 
paralleles b-Faltblatt verkniipft sind 
(in gelb). Stark ausgeprigte Bin- 
dungstaschen fur Antigenseitenket- 
ten sind mit den GroBbuchstaben A 
bis F gekennzeichnet (analog [l]). 
Aminosaureseitenketten, die durch 
Wassermolekule erreicht werden 
konnen, siud in atomtypischen Far- 
ben gekennzeichnet. 

dellieren des Komplexes in diesem Bereich darauf geachtet, 
daB fur Peptidruckgrat und Seitenketten moglichst optimale 
Wechselwirkungen hinsichtlich Energie, Wasserstoffbriicken 
und van-der-Waals-Abstanden erhalten, nicht jedoch Pro- 
teintaschen besetzt wurden. 

Val6 ist ein zusatzlicher Anker, der deshalb in die hydro- 
phobe Tasche D von HLA-A2 inodelliert wurde", 6a1. Diese 
Tasche wird von Leu156 und Leu160 flankiert und weist 
nach der Rontgenstrukturanalyse einen scharfen Peak Rest- 
elektronendichte auf. Die weiteren nichtkonservierten Reste 
Phe5, Gly4 und Leu3 nehmen eine unregelmaI3ige Konfor- 
mation mit einem Knick zwischen den Resten vier und funf 
ein, da das Peptidriickgrat in diesem Bereich zu lang ist, um 
die konservierten Reste Ile2 und Val6 in den Taschen B bzw. 
D auf direktem Weg zu verknupfen. Die Konformation des 
Peptids in diesem Bereich stimmt auch sehr gut mit der 
raumlichen Gestalt der Restelektronendichte uberein, die 
hier ebenfalls diese abgewinkelte Form aufweist"]. Es ist 
daher anzunehmen, daR dieser exponierte Antigenbereich 
eine potentielle Erkennungsregion fur den CTL-Rezeptor 
ist. 

Der variable, positiv geladene N-Terminus des Antigens 
GILGFVFTL wurde in Wasserstoffbruckendistanz zwi- 
schen die Hydroxyfunktionen der konservierten HLA-A2- 
Aminosaurereste Tyrl71 und Tyr59 plaziert. Die Tasche A 
ist groB genug, um statt Glycin auch sperrigere Aminosaure- 
seitenketten aufzunehmen. 

Wahrend der Aufheiz- und Aquilibrierungsphase der Si- 
mulation in den ersten 10-15 ps muD vor allem darauf ge- 
achtet werden, ob schlechte van-der-Waals-Kontakte durch 
das Andocken das System abrupt verandern, was aber nicht 
der Fall war. Die Analyse der Trajektorien und der Energie- 
werte ergab keine prinzipielle Abweichung von den vorge- 
schlagenen Nonapeptid-HLA-A2-Wechselwirkungen. 

Alternativ zu der hier vorgestellten Simulation einer 
gestreckten Antigenkonformation wurde versucht, das Anti- 
gen GILGFVFTL in einer a-helicalen Konformation in die 
HLA-A2-Bindungstasche einzupassen, entsprechend doch 
noch recht weit verbreiteter Vorschlage und Modelle in der 
Literatur"]. Jedoch war die Ubereinstimmung dieses a-heli- 
calen Antigenmodells mit der raumlichen Gestalt der Rest- 
elektronendichte"] und auch der Geometrie der Bindungs- 
tasche sehr gering. Das Antigen in der a-helicalen Konfor- 
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mation wurde von uns analogr7] derart in die Antigenbin- 
dungstasche eingepaRt, daR die dem Agretop [*I zugewand- 
ten Reste Ile2, Val6 und Leu9 in Richtung der Bindungs- 
tasche zeigten und die drei sperrigen Epitop-Reste Leu3, 
Phe5 und Phe7 in Richtung des T-Zellrezeptors gerichtet 
waren. Alle Molekuldynamiksimulationen rnit a-helicalen 
Antigenkonformationen ergaben ein Herausdriften des 
Antigens aus der Bindungstasche, was zu der Annahme 
fuhrt, daO Peptidantigene in a-helicalen Konformationen 
nicht in der Lage sind, effizient an HLA-A2 zu binden. 

In der Molekiildynamiksimulation mit der gestreckten 
Antigenkonformation zeigen sowohl die elektrostatisch fi- 
xierten N- und C-Termini in den Positionen eins bzw. neun 
als auch die hydrophoben Ankerseitenketten in den Positio- 
nen zwei, sechs und neun kaum Fluktuationen relativ zu 

Ahb. 4. Uberlagerung von fiinf Konformdtionen des CTL-Epitops, die sich 
durch Minima der potentiellen Energie nach 1,7,  12.14 und 28 ps der Molekiil- 
dynamiksimulation auszeichnen. Die Standardabweichungen zwischen der 
Startkonformation und den Momentaufnahmen aus der Molekiildynamiksi- 
mulation betragen 0.81, 0.65, 0.81, 1.02 bzw. 0.88 8, fur das Antigen und 2.09, 
2.09, 2.26, 2 52 bzw. 2.66 8, fur den gesamteii HLA-A2-Antigen-Komplex. 

[*] Das Agretop (antigen restriction element) ist derjenige Teil eines MHC- 
Molekuls, der bei der Prdsentierung auf der Zelloberfliche mit dem Anti- 
gen wechselwirkt. 

Abb. 3. Das detaillierte Modell des 
HLA-A2-Antigen-Komplexes zeigt 
die essentiellen Wechselwirkungen 
zwischen dem CTL-Epitop und der 
Antigenbindungstasche. In die hy- 
drophoben Taschen B, D und F (in 
magenta) wurden die konservierten 
Seitenketten von IIe2, Val6 bzw. 
Leu9 eingefiigt. Die hydrophilen Ta- 
schen C und E bleiben frei. Die Car- 
boxygruppe von Leu9 interagiert 
rnit Lys146, die N-terminale Amino- 
funktion rnit Tyr59 und Tyrl71. 

ihrer Lage aus der Kristallstrukturanalyse, wahrend die dem 
T-Zellrezeptor zugewandten Reste drei bis fiinf, wie zu er- 
warten, eine hohere Beweglichkeit aufweisen (Abb. 4). 

Interessant waren folgende Beobachtungen wahrend der 
Simulation (Abb. 3-5): Die Seitenkette von Leu9 wanderte 
in Richtung der F-Taschenmitte, eine Position, die offen- 
sichtlich energetisch giinstiger ist und auch rnit einem Maxi- 
mum an Restelektronendichte an dieser Stelle uberein- 
stimmt[']. Die Salzbriicke zwischen Glu63 und Lys66 bricht 
nach etwa 7 ps auf, um zunachst in eine Wechselwirkung rnit 
dem Peptidruckgrat von Ile2 und Glyl und schliel3lich mit 
dern geladenen N-Terminus iiberzugehen, was auf eine even- 
tuelle Hilfsfunktion von Glu63 beim Einpassen der antige- 
nen Peptide schlieI3en lafit. Die Schlaufenregion zwischen 
den beiden a-helicalen HLA-Untereinheiten HI  und H2 der 
a,-Domane an Position Ala150 ist der am meisten exponier- 
te Bereich der HLA-Struktur. Zusammen rnit der Gly162- 
Schlaufe (rechts neben Thr163 in Abb. 1; Gly162 selbst ist 
nicht zu sehen) konnte diese Region fur die Erkennung 
peptidbeladener MHC-Molekule durch T-Zellen verant- 
wortlich sein. 

Zusammenfassend la& sich sagen, daR unser Modell des 
HLA-A2-Antigen-Komplexes vollstandig rnit experimentel- 
len Ergebnissen fur HLA-A2['. und HLA-B27[61 iiberein- 
stimmt. Die Maxima der Restelektronendichte, die am An- 
fang und am Ende der HLA-Antigenbindungsstelle gefun- 
den wurden, sind in Einklang rnit der elektrostatischen Fixie- 
rung des N- bzw. C-Terminus des gebundenen Antigens. 
Weiterhin passen Gestalt, Ladung und Restelektronen- 
dichte der HLA-A2-Antigenbindungstaschen A, D, E und F 
vollkommen zu den Ankerpositionen, die wir fur unser 
HLA-A2-Peptidbindungsmotiv aus der Poolsequenzierung 
der Selbstpeptide abgeleitet habenc2'. Die Antigentermini 
sind in geeigneten Positionen, um rnit polaren (Tyr59 und 
Tyrl71 am N-Terminus) bzw. geladenen (Lys146 am C-Ter- 
minus) HLA-Aminosaureresten in Wechselwirkung zu tre- 
ten. Daruber hinaus sind fast alle fur die Antigenbindung 
essentiellen Aminosaurereste konserviert oder zumindest 
allelspezifisch im HLA-System. Ebenso konnte die Struktur 
des Antigenruckgrats zwischen Val6 und Ile2, die sich 
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zwingend aus rein geometrischen Gesichtspunkten der An- 
kerpositionen ergab, durch die Gestalt der HLA-A2-Rest- 
elektronendichte bestatigt werden. SchlieDlich stimmt die se- 
quenzierte Peptidlange von neun AminosaurenL2] mit der 
Gesamtlange der Restelektronendichte vom N- zum C-Ter- 
minus sehr gut uberein. 

Abb. 5. Momentaufnahme aus der Molekuldynamiksimulation nach 12 ps. 
a) Die N-terminale Aminofunktion des CTL-Epitops wechselwirkt mit der Hy- 
droxyfunktion von Tyr59. Wasserstoffbriickenbindungen bilden sich zwischen 
der Carbonylgruppe von Phe5, der Seitenkette von Gln155 und dem NH-Pro- 
ton von Pbe7. Die Antigenkette ist in gelber Farbe dargestellt, die Taschen B 
und D in magenta. b) Die C-terminale Carboxygruppe des CTL-Epitops zeigt 
Wasserstoffbruckenbindungen zur positiv geladenen Seitenkette von Lys146 
und zur Trpl47-Indolyl-NH-Funktion. Die Carbonylgruppe von Thr8 bildet 
eine Wasserstoffbrucke zur Seitenkette von Arg97. 

Die Molekiildynamikuntersuchung eines Komplexes zwi- 
schen HLA-A2 und einem viralen Nonapeptidantigen in 
waDriger Losung belegte die Stabilitat der vorhergesagten 
Antigenbindungsstellen und gab zusatzlich Hinweise auf po- 
tentielle T-Zell-Erkennungsregionen. Unser Modell, voll- 
standig gestiitzt durch experimentelle Ergebnisse, kann als 
Grundlage fur eine ortsspezifische Mutagenese und fur Mar- 
kierungsstudien dienen, mit denen die vorgeschlagenen 
Wechselwirkungen zusatzlich belegt werden konnten und die 
bei der Entwicklung von Arzneimitteln und synthetischen 
Impfstoffen, die direkt mit MHC-Proteinen in Verbindung 
treten konnenL8], helfen sollten. 
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[2] K. Falk, 0. Rotzschke, S. Stefanovii, G. Jung, H. G. Rammensee, Nature 
319. 

1991,351,290-296. 

[3] a) Die MolekuImodelle wurden mit dem Softwarepaket SYBYL 5.4 (Tri- 
pos, St. Louis, USA) an Evans & Sutherland-P~390-Graphikteminals 
erhalten, die uber ein Ethernet-Netzwerk rnit einer VAX 3500 als Host- 
rechner verbunden sind. Minimierung und Dynamikrechnungen wurden 
rnit dem Softwarepaket AMBER 3.0 [3b] durchgefuhrt, welches aufeinem 
CONVEX-C220-Vektorcomputer installiert ist. Die Trajektorien aus den 
Molekiildynamikrechnungen wurden mit dem Animations- und Analyse- 
programm ADABTU auf PS-390-Stationen ausgewertet [3c]; b) S. J. Wei- 
ner, P. A. Kollman, D. A. Case, C. Singh, C. Ghio, G. Allagona, S. Profe- 
ta, P. Weiner, J.  Am. Chem. Soc. 1984, 106, 765-784; c) M. Krug. G. 
Folkers, J .  Mol. Graphics 1991, 199-121. 
Die dreidimensionale Kristallstruktur von HLA-A2 in einer Auflosung 
von 2.6 8, wurde aus der Brookhaven-Proteinstrukturdatenbank entnom- 
men (F. C .  Bernstein, T. E Koetzle, G. J. B. Williams, E. F, Meyer, Jr., 
M. D. Brice, J. M. Rodgers, 0. Kennard, T. Shimanouchi, M. Tasumi, J .  
Mol. Biol. 1977,112,535- 542. Eintrag 3HLA). Wegen begrenzter Compu- 
terkapazitat wurden fur die Berechnung der HLA-A2-Molekiilstrukturen 
nur die a,- und a2- Domanen von Glyl bis zum methylamidierten Thr182 
herangezogen. Um den HLA-A2-Antigen-Komplex in einer moglichst na- 
turlichen Umgebung zu simulieren, wurde um das Molekul eine Wasser- 
box mit 1728 Wassermolekulen nach dem TIP3P-Modell[3b] generiert. 
Da in diesem Modell jedes Wassermolekul explizit betrachtet wird, muB 
die Dielektrizitatskonstante wlhrend der Simulation auf 1 .O gesetzt wer- 
den. Die Parameter fur 1,4-stindige, nicht direkt gebundene Atome 
wurden rnit dem Faktor 8.0 fur Lennard-Jones- und 2.0 fur elektro- 
statische Wechselwirkungen skaliert, um Big-AMBER-Bedingungen zu 
erhalten [7]. Die Partialladung des Sauerstoffatoms im TIP3P-Wasser 
wurde auf -0.66 gesetzt. Alle Wassermolekule, die mehr als 5.0 oder weni- 
ger als 1.5 8, vom gelosten Stoff entfernt waren, wurden aus dem System 
entfernt. Nach 2000 Schritten Minimierung nach der Conjugate-gradient- 
Methode und rnit dem AMBER-united-atom-Kraftfeld wurde das 
GILGTFVFTL-Antigen unter Verwendung spezieller SYBYL-Funktio- 
nen interaktiv in die HLA-A2-Bindungstasche eingepabt, so daD optimale 
Wechselwirkungsenergien, Abstande und Torsionswinkel erreicht wurden. 
Um die Stabilitat und Mobilitit des gemaB [4] aufgebauten MHC-Anti- 
gen-Komplexes zu uberpriifen, wurde eine Molekiildynamiksimulation 
uber 28.4 ps in wabriger Umgebung durchgefuhrt. Nach einer erneuten 
Conjugate-gradient-Minimierung des Komplexes uber 2000 Schritte hin- 
weg [4] wurden Newtons klassische Bewegungsgleichungen fur das mebr 
als 5000 Atome umfassende System rnit einer Schrittweite von 1 fs inte- 
griert, wobei wiederum das AMBER-united-atom-Kraftfeld mit TIP3P- 
Wasser verwendet wurde. Fur die Wechselwirkungen zwischen nicht direkt 
gebundenen Atomen wurde - auf die Aminosaurereste bezogen -ein maxi- 
maler Abstand von 10 %, berucksichtigt; die Liste der in Wechselwirkung 
stehenden Atompaare wurde alle 100 Integrationsschritte erneuert. Die 
Geschwindigkeitsvektoren fur den ersten Integrationsschritt wurden an- 
hand der Maxwellschen Geschwindigkeitsverteilung bei 300 K berechnet 
und mit einer Zufallsfunktion auf alle Atome des Systems verteilt. Die 
Simulationstemperatur wurde durch Koppeln des Systems an ein simulier- 
tes Warmebad bei 300 K konstant gehalten, wobei die Geschwindigkeiten 
der Atome alle 100 Simulationsschritte rnit einer Relaxationszeit von 
0.4 ps reskaliert wurden. Koordinaten und Energien des Systems wurden 
alle 0.1 ps auf Festplatte geschrieben, was zu 284 unterschiedlichen Kon- 
formationen fuhrte. Die Entwicklung der potentiellen Energie des Systems 
ergab Gleichgewichtsbedingungen nach etwa 14 ps. Die aus der Trajekto- 
rie entnommenen Konformationen wurden anschliebend einer Energie- 
minimierung unterzogen, um die kinetische Energie aus den Systemen zu 
entfernen. 
a) Wie in der Modeling-Studie eines Komplexes von HLA-B27 rnit einem 
Nonapeptidantigen gezeigt wurde [6b], besteht eine gewisse Wahrschein- 
lichkeit, die Seitenkette von Antigenrest drei in die Tasche D zu plazieren. 
Dieses Andockschema stimmt zum einen nicht rnit den Ergebnissen 
unserer HLA-A2-Poolsequenzierung uberein und kann zum anderen nicht 
unmittelbar mit dem HLA-A2-Motiv verglichen werden. Rest drei des 
Peptidantigens ist nicht konserviert und kann deshalb nur unzureichend 
mit der hydrophoben Tasche D wechselwirken,. Durch weitere Modeling- 
Studien mit alternativen Einpassungsmoglichkeiten sollten Position und 
Funktion des Peptidantigenrests sechs genauer bestimmt werden konnen. 
b) Kurzlich wurden ahnliche Wechselwirkungen, durch Modeling eines 
Nonapeptids in der Tasche von HLA-B27 ermittelt, beschrieben: D. R. 
Madden, J. C. Gorga, J. L. Strominger, D. C. Wiley, Nature 1991, 353, 
321 -325. 
a) D. Rognan, M. J. Reddehase, U. H. Koszinowski, G. Folkers, Proteins 
1992, 13, 70-85; b) M. Del Val, H. Folkner, J. B. Rothbard, S. Jonjic, M. 
Messele, J. Schickedanz, M. J. Reddehase, U. H. Koszinowski, J.  Virol. 
1988, 62, 3965-3972; c) M. J. Reddehase, J. B. Rothbard, U. H. Koszi- 
nowski, Nature 1989, 337, 651 -653. 
K. Deres, H. Schild, K.-H. Wiesmuller, G. Jung, H. G. Rammensee, Nutu- 
re 1989, 342, 561 -564. 

[9] B. D. Walker, C. Flexner, K. Birch-Limberger, L. Fischer, T. J. Paradis, A. 
Aldovini, R. Young, B. Moss, R. T. Schooly, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
1989,86,9514-9518. 

[lo] F. Gotch, A. McMichael, J. Rothbard, J Exp. Med. 1988, 168, 2045- 
2057. 
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