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1. Einleitung

T�glich wird unser K�rper mit zahlreichen Bakterien,
Viren, Toxinen und Parasiten konfrontiert. Als Schutz gegen
diese Attacken haben Vertebraten mit ihrem erworbenen
(adaptiven) und angeborenen (innaten) Immunsystem kom-
plexe Abwehrmethoden entwickelt. Die B- und die T-
Lymphocyten sind die Schl*sselkomponenten des adaptiven
Immunsystems. B-Lymphocyten produzieren Antik�rper, die
in Blut und Lymphe zirkulieren. Die Antik�rper binden an
fremde Antigene und markieren die antigenpr�sentierenden
Zellen f*r die Zerst�rung durch andere Immunzellen. Eine
Art von T-Lymphocyten, die T-Helferzellen (CD4+), ist
essenziell f*r die Koordination der gesamten Immunantwort.
Die andere Art, die cytotoxischen T-Zellen (CD8+), t�tet
dagegen infizierte oder maligne Zellen direkt (1bersichten
hierzu siehe Lit. [1–4]).

Der mit der Antigenprozessierung assoziierte Transporter
(transporter associated with antigen processing, TAP)[+] spielt
eine bedeutende Rolle in der adaptiven Immunantwort. TAP
transportiert Peptide, die von endogenen Proteinen stammen,
vom Cytosol in das endoplasmatische Retikulum (ER).
Dieser Schritt ist f*r die anschließende Pr�sentation der an
Molek*le des Hauptkompatibilit�tskomplexes I (major histo-
compatibility complex I, MHC I) gebundenen Peptide auf der
Zelloberfl�che erforderlich.[5,6] CD8+-Zellen k�nnen
„fremde“ Peptide von z.B. viralen oder tumorspezifischen
Proteinen erkennen und die infizierten oder transformierten
Zellen t�ten. Viren haben ausgefeilte Mechanismen entwik-
kelt, um der Immunerkennung zu entgehen. Mehrere Viren
haben TAP als Angriffspunkt gew�hlt und blockieren daher

an dieser Stelle den Antigenpr�sentationsweg (1bersichten
hierzu siehe Lit. [7–9]).

Auch Tumore k�nnen die MHC-I-Expression an der
Zelloberfl�che z.B. durch Hemmung der Expression von
TAP beeintr�chtigen. Ferner werden Mutationen in TAP, die
zu funktionslosen Proteinen f*hren, mit Krebsentstehung und
einer schweren Immunschw�chekrankheit, dem Bare Lym-
phocyte Syndrome (BLS), in Verbindung gebracht.[10–12] Da
der Verlust der Funktionsf�higkeit von TAP mit einer
schweren St�rung des Immunsystems einhergeht, ist die
Aufkl�rung der Struktur und Funktion von TAP sowie des
Mechanismus des Peptidtransports von wesentlicher Bedeu-
tung f*r die biomedizinische Forschung.

TAP geh�rt zur Familie der ABC-Transporter, von denen
einige an schweren Erbkrankheiten, z.B. der zystischen
Fibrose, Morbus Stargadt, der Tangier-Krankheit und Adre-
noleukodystrophie, beteiligt sind.[13,14] ABC-Transporter
bestehen aus zwei Transmembrandom�nen (TMDs), die
vermutlich die Translokationspore f*r das Substrat bilden,
und zwei Nucleotidbindungsdom�nen (NBDs), die ATP
hydrolysieren und dadurch die f*r den Substrattransport
notwendige Energie bereitstellen. Trotz intensiver Studien an
vielen ABC-Transportern aus unterschiedlichen Organismen
sind einige prinzipielle Fragen zu ihrer Funktion immer noch
ungekl�rt, z.B. wie viele ATP-Molek*le pro Transportzyklus
ben�tigt werden und wie die Aktivit�t der beiden NBDs
koordiniert wird. Weiterhin besteht starkes Interesse daran zu
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verstehen, wie die verschiedenen Dom�nen eines ABC-
Transporters w�hrend des Translokationszyklus miteinander
kommunizieren.

TAP ist einer der am intensivsten untersuchten ABC-
Transporter und k�nnte daher ein geeignetes Modell f*r viele
ABC-Transporter sein.[15–17] Dieser Aufsatz gibt den aktuellen
Stand der Forschung auf diesem Gebiet wieder und diskutiert
einige der Fragen, die bislang noch nicht zufriedenstellend
beantwortet werden konnten.

2. Antigenprozessierung und -pr�sentation �ber
MHC I

2.1. *berblick

Antigene sind Substanzen, die entweder eine angeborene
oder eine erworbene Immunreaktion ausl�sen. Die meisten
Antigene sind Polypeptide oder Polysaccharide. Diese
werden w�hrend einer Reaktion des angeborenen Immun-
systems durch l�sliche Antik�rper (Immunglobuline)
erkannt, die von B-Zellen sezerniert werden. Bei einer
Reaktion des erworbenen Immunsystems werden die Anti-
gene durch membrangebundene Immunglobuline auf B-
Lymphocyten oder durch antigenspezifische T-Zell-Rezepto-
ren (TCRs) im extrazellul�ren Raum gebunden. TCRs sind
spezifisch f*r intrazellul�r prozessierte Antigene, die entwe-
der anMHC-I- oder MHC-II-Molek*le an der Zelloberfl�che
gebunden sind.

MHC-II-Molek*le findet man ausschließlich auf pro-
fessionellen antigenpr�sentierenden Zellen wie Makropha-
gen und dendritischen Zellen. Sie pr�sentieren meistens
Peptide von extrazellul�ren Pathogenen, die durch Phagocy-
tose in die Zelle gelangt sind. Anschließend interagiert der
MHC-II-Peptid-Komplex durch Bindung an den TCR und
CD4+ mit CD4+-T-Lymphocyten. Cytokine, die sowohl die
humorale (antik�rperabh�ngige) als auch die zellabh�ngige
Immunit�t vermitteln, werden aktiviert und aus der Zelle
geschleust. Im Unterschied hierzu pr�sentieren MHC-I-
Molek*le Peptide von Viren, intrazellul�r replizierenden
Bakterien oder tumorspezifischen Proteinen. CD8+-T-Lym-

phocyten erkennen den Komplex aus MHC-I-Molek*len und
intrazellul�rem Peptid auf der Zelloberfl�che durch die
Bindung an ihre TCR- und CD8+-Molek*le. Die infizierten
Zellen werden lysiert oder durchlaufen den programmierten
Zelltod (Apoptose).

Neben antigenen Peptiden pr�sentieren MHC-I-Mole-
k*le auch st�ndig Peptide von normalen zellul�ren Proteinen,
ein Prozess, der essenziell f*r die Selektion von T-Lympho-
cyten im Thymus ist. T-Lymphocyten, deren Antigen-Rezep-
toren zelleigene Peptide mit hoher Affinit�t binden und sich
daher autoreaktiv verhalten, werden eliminiert, w�hrend T-
Lymphocyten, deren Antigen-Rezeptoren „fremde“ Peptide
erkennen, *berleben (negative und positive Selektion; 1ber-
sichten hierzu siehe Lit. [18–20]). Der komplexe MHC-I-
abh�ngige Antigenprozessierungs- und Antigenpr�sentati-
onsweg ist in nahezu allen kernhaltigen Zellen konstitutiv
aktiv, die Aktivit�t wird jedoch durch inflammatorische
Cytokine wie Interferon-g (IFN-g) erh�ht. Analog zu den
Genchips, auf denen Tausende von cDNA-Fragmenten f*r
die Erkennung durch komplement�re RNA-Molek*le pr�-
sentiert werden,[23] pr�sentieren die kernhaltigen Zellen
Millionen unterschiedlicher Peptid-Epitope f*r die Inspek-
tion durch CD8+-Zellen.[21,22]

Der MHC-I-Weg besteht aus einem cytosolischen Anti-
genprozessierungsteil, der Bildung eines makromolekularen
Peptidbeladungskomplexes (peptide-loading complex, PLC)
im ER und dem Transport der mit Peptid beladenen MHC-I-
Molek*le zur Zelloberfl�che. Die Aufgabe von TAP besteht
darin, die Peptide *ber die ER-Membran zu transportieren
und die Beladung der MHC-I-Molek*le zu optimieren. TAP
verkn*pft daher den cytosolischen mit demER-st�ndigen Teil
des Antigenpr�sentationswegs (Abbildung 1).

2.2. Antigenprozessierung

Der Proteinabbau im Cytosol erfolgt haupts�chlich durch
das Proteasom, ein multikatalytischer Protease-Komplex, der
in Organismen aus allen drei Lebensreichen (Eukarya,
Bakterien und Archaea) vorkommt.[24,25] Das Proteasom
enth�lt ein 20S-Kernst*ck (� 700 kDa) aus 28 Unterein-
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heiten, die in vier Stapeln aus heptameren Ringen angeordnet
sind.[26,27] Die katalytischen b-Untereinheiten bilden die
inneren Ringe, w�hrend die �ußeren Ringe aus den a-
Untereinheiten aufgebaut sind, die strukturelle und regula-
torische Aufgaben erf*llen. In Vertebraten hat eine spezielle
Form des Proteasoms, das Immunproteasom, eine zus�tzliche
Aufgabe *bernommen: Es stellt Peptide f*r die MHC-I-
abh�ngige Pr�sentation bereit. IFN-g bewirkt den Einbau von
LMP2 (low molecular weight protein), LMP7 und MECL-1
(multicatalytic endopeptidase complex-like protein-1) anstelle
der konstitutiven katalytisch aktiven b-Untereinheiten in das
Proteasom.[28–30] Durch Rekrutierung von regulatorischen
19S-Untereinheiten wird das 26S-Immunproteasom (� 1500
kDa) gebildet, bei dem der Proteinabbau anders als beim 20S-
Proteasom in ATP-abh�ngiger Weise erfolgt.[25,31,32] Das 26S-
Proteasom spaltet in erster Linie ubiquitinylierte Proteine in
Peptide von 3–30 Aminos�ureresten, wobei das Optimum bei
8–11 Resten liegt.[33–37] Die Gr�ßenverteilung der vom Pro-
teasom erzeugten Peptide *berlappt mit der Gr�ßenvertei-
lung der Peptide, die von TAP und MHC-I-Molek*len
erkannt werden.

Das Immunproteasom generiert vorzugsweise Peptidemit
hydrophoben und basischen C-Termini, die sowohl von TAP
als auch von MHC-I-Molek*len bevorzugt gebunden
werden.[38–40] Die vom Proteasom erzeugten Peptide enthal-
ten somit bereits geeignete C-Termini f*r die folgenden
Schritte im Antigenprozessierungs- und Antigenpr�senta-
tionsweg. Sie k�nnen aber noch N-terminal von Aminoexo-
peptidasen im Cytosol und im ER verk*rzt werden, um so
eine f*r die Beladung derMHC-I-Molek*le optimierte L�nge
und einen optimierten N-Terminus zu erhalten.[41–45]

2.3. MHC-I-Beladung und Antigenpr�sentation

Im Cytosol erzeugte antigene Peptide m*ssen von TAP in
das ER-Lumen *berf*hrt werden. Die Assoziation der
Peptide mit TAP scheint in erster Linie diffusionsabh�ngig
zu erfolgen. Ein Problem dabei ist, dass freie Peptide schnell
von cytosolischen Peptidasen wie der Thimet-Oligopeptidase
abgebaut werden.[46, 47] M�glicherweise entkommen einige
Peptide diesem Schicksal durch Bindung an Chaperone, die
die 1bertragung auf TAP vermitteln.[48–50] Die meisten
werden jedoch von den cytosolischen Peptidasen eliminiert,
sodass nur ein kleiner Teil f*r den Transport in das ER und
die anschließende Beladung von neu synthetisierten MHC-I-
Molek*len *brig bleibt.[51,52]

Zur MHC-I-Beladung wird ein aus verschiedenen Pro-
teinen bestehender, makromolekularer PLC ben�tigt. Die
MHC-I-Molek*le bilden einen Teil des PLC. Sie bestehen aus
einer polymorphen schweren Kette (heavy chain, HC) von
etwa 46 kDa, die f*r die Peptidspezifit�t ausschlaggebend ist,
einer invarianten leichten Kette, auch als b2-Microglobulin
(b2m) bezeichnet (12 kDa), und einem Peptid, das zur
Stabilisierung des MHC-I-Komplexes notwendig ist.[53,54]

Neu synthetisierte, ungefaltete MHC-I-HCs assemblieren
mit dem Chaperon BiP. Dies erfolgt entweder gleichzeitig
mit oder vor der Bindung an ein zweites Chaperon, Calne-
xin.[55, 56] Die Thiol-Oxidoreduktase ERp57, die an der
korrekten Faltung und der Bildung von intrazellul�ren
Disulfid-Br*cken beteiligt zu sein scheint, assoziiert mit der
HC.[57,58] Ein weiteres Chaperon, Calreticulin, ersetzt Calne-
xin, und die Calreticulin-gebundenen HCs bilden mit b2m ein
MHC-I-Heterodimer (HC-b2m). Als n�chstes binden Tapa-
sin, ein TAP-assoziiertes transmembranes Glycoprotein von
48 kDa, und TAP an den intermedi�ren Komplex, wodurch
der PLC vervollst�ndigt wird (Abbildung 1b).[59,60]

F*r Tapasin wurden mehrere wichtige Rollen im Peptid-
beladungsprozess vorgeschlagen: 1) Stabilisierung des TAP1-
TAP2-Komplexes durch Bindung an die Transmembran-
dom�nen von TAP1 und TAP2;[61–63] 2) als Br*ckenglied
zwischen TAP und dem HC-b2m-Dimer, wodurch die n�tige
N�he von Peptid-Donor und Peptid-Acceptor hergestellt
wird;[64–66] 3) Stabilisierung von noch nicht beladenen HC-
b2m-Molek*len;[64] 4) Optimierung der Peptidfracht auf Pep-
tiden, die kinetisch stabil an HC-b2m binden („Peptid-
Editierung“).[62,67,68] Die MHC-I-Molek*le werden innerhalb
des PLC mit Peptiden beladen. Die Bindung erfolgt *ber die
freien N- and C-Termini der Peptide und ein oder zwei meist
hydrophobe „Ankerreste“. Durch die proteasomale Spaltung

Abbildung 1. a) Der Weg der Antigenprozessierung und -pr/sentation
$ber MHC-I-Molek$le. Proteine werden im Cytosol vom Proteasom
abgebaut, und die gebildeten Proteinbruchst$cke (Peptide) werden
durch TAP in das ER transportiert. Anschließend werden die Peptide
innerhalb des TAP-Tapasin-MHC-Komplexes auf MHC-I-Molek$le gela-
den. Peptid-MHC-Komplexe wandern zur Zelloberfl/che, wo sie ihre
antigene Fracht T-Zell-Rezeptoren auf CD8+-Zellen pr/sentieren.
b) Assemblierung von MHC-I-Molek$len im ER, koordiniert durch Fal-
tungsenzyme (Chaperone). Details siehe Text.
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wurde ein hydrophober oder basischer C-terminaler Anker-
rest erzeugt, wodurch das Peptid auch zu einem attraktiven
Substrat f*r TAP wird (siehe Abschnitt 5.1). Wenn zun�chst
ein suboptimales Peptid von HC-b2m gebunden wird, k�nnte
Tapasin seine vermeintliche Editierfunktion aus*ben.[62, 65,67]

Dabei werden die Peptide entweder verk*rzt oder gegen
andere Peptide ausgetauscht, bis schließlich ein Repertoire an
hoch affinen Peptiden an die HC-b2m-Heterodimere gebun-
den ist. Die so entstandenen kinetisch stabilen HC-b2m-
Peptidkomplexe treten in den Sekretionsweg ein und werden
zur Plasmamembran transportiert, wo ihre antigene Fracht
von cytotoxischen T-Zellen inspiziert werden kann.

3. TAP ist ein Mitglied der ABC-Protein-Superfamilie

ABC-Proteine bilden in vielen Organismen die gr�ßte
Familie paraloger Proteine.[69] Das humane Genom beispiels-
weise enth�lt mindestens 49 Mitglieder dieser Proteinfamilie
(http://www.humanabc.org). Die humanen ABC-Transporter
werden nach Sequenzhomologie in sieben Unterfamilien
eingeteilt, die mit ABCA bis ABCG bezeichnet werden.
TAP1 und TAP2 geh�ren mit neun weiteren Vertretern der
ABCB-Unterfamilie an (ABCB2 und ABCB3).[70]

Die Familie der ABC-Proteine wird durch die Homologie
innerhalb der ATP-Bindungskassette (ATP-binding cassette,
ABC) definiert.[71] Die ABC-Region enth�lt drei hoch kon-
servierte Motive, das Walker-A- und das Walker B-Motiv
sowie die C-Schleife (auch ABC-Signatur-Motiv genannt).
Die Walker-A- und Walker-B-Motive kommen in vielen
ATP-bindenden Proteinen vor,[71] w�hrend die C-Schleife
spezifisch f*r ABC-Proteine ist.[72] ABC-Proteine kommen in
allen Organismen von Archaea und Bakterien bis hin zu
Eukaryoten vor. Sie sind an zahlreichen zellul�ren Prozessen
beteiligt, z.B. an der N�hrstoffaufnahme, am Lipidtransport,
an der Ionen- und Osmolyt-Hom�ostase und der Antigen-
prozessierung. Die meisten agieren als ATP-abh�ngige Trans-
porter im Transfer von Substraten durch zellul�re Membra-
nen. ABC-Transporter k�nnen eine Vielzahl chemisch diver-
ser Substrate, unter anderem Ionen, Kohlenhydrate, Amino-
s�uren, Antibiotika, Lipide und sogar große Proteine (z.B.
H�molysin A, 110 kDa), transportieren. Die Bedeutung von
ABC-Proteinen im menschlichen Organismus wird durch die
Tatsache illustriert, dass bislang Mutationen in 14 ABC-
Transporter-Genen mit Erbkrankheiten assoziiert werden
konnten.[13,70] Mindestens acht humane ABC-Transporter
sind in der Lage, amphipathische Substanzen einschließlich
vieler Chemotherapeutika aus der Zelle zu schleusen (1ber-
sicht hierzu siehe Lit. [73]). Ferner vermitteln ABC-Trans-
porter des humanpathogenen Pilzes Candida albicans, der oft
bei immungeschw�chten Personen wie AIDS-Patienten ein
zentrales Problem ist, Resistenz gegen antifungale Azol-
Reagentien.[74,75]

Alle ABC-Transporter weisen eine gemeinsame Archi-
tektur auf, und vermutlich gibt es nur einige wenige Mecha-
nismen zur Energetisierung der Substrattranslokation durch
Membranen. Es werden daher als n�chstes einige allgemeine
Aspekte von ABC-Transportern erl�utert, ehe wir n�her auf
die Struktur und Funktion von TAP eingehen.

3.1. Architektur der ABC-Transporter
3.1.1. Allgemeine Aspekte der Architektur

Einige ABC-Proteine, z.B. der ubiquit�re RNAse-L-
Inhibitor (ABCE1) und das bakterielle Rad50-Protein,
haben keine Transporterfunktion. Diese „Nicht-Transporter“
sind l�sliche Proteine, die verschiedene Rollen im Zellmeta-
bolismus spielen, z.B. bei der DNA-Erhaltung und -Repara-
tur oder der Regulation der Protein-Biosynthese. Ferner
rekrutiert das humane Immunschw�che-Virus (human immu-
nodeficiency virus, HIV) das l�sliche Wirtsprotein ABCE1
f*r seine Kapsid-Assemblierung.[76] Alle ABC-Proteine besit-
zen zwei hoch konservierte NBDs mit den klassischen ABC-
Motiven. Grunds�tzlich haben ABC-Transporter eine Mini-
malzusammensetzung aus zwei NBDs und zwei wenig kon-
servierten TMDs, die die Transporter in der Plasmamembran
oder in intrazellul�ren Membranen (ER, Mitochondrien,
Lysosomen, Peroxisomen, Vakuolen) verankern. In Proka-
ryoten werden die ABC-Transporter von zwei bis vier Genen
codiert, wobei die beiden NBDs, die beiden TMDs oder eine
NBD mit einer TMD fusioniert sein k�nnen (Abbildung 2).

Ferner assoziieren bakterielle Importer mit periplasmati-
schen Substrat-Bindungsproteinen, die eine hohe Affinit�t
zum Substrat haben und durch Wechselwirkung mit den
TMDs den Substrat-Import regulieren.[77] Bakterielle Export-
Systeme dagegen assoziieren in der Regel mit Membranfu-
sionsproteinen und/oder Faktoren in der �ußeren Membran
(outer membrane factors).[78] Die ABC-Transporter von
Eukaryoten bestehen entweder aus einem (TMD-NBD)2-
Fusionsprotein („Gesamt-Transporter“) oder aus zwei TMD-
NBD-Fusionsmodulen („Halb-Transporter“). Manche Trans-
portkomplexe enthalten daneben noch weitere Dom�nen.
Ferner gibt es einige ABC-Proteine mit der gleichen Archi-
tektur wie die ABC-Transporter (zwei NBDs plus zwei

Abbildung 2. Dom/nenorganisation von ABC-Transportern. Die Trans-
membrandom/nen (TMDs) sind in Blau dargestellt, Nucleotidbin-
dungsdom/nen (NBDs) in Rot. Anhand ausgew/hlter Beispiele werden
die verschiedenen OrganisationsmGglichkeiten von ABC-Transportern
von Bakterien (obere Reihe) und Mensch (untere Reihe) gezeigt.
HisJMPQ, RbsABC und FhuBCD sind bakterielle Import-Systeme, die
der Aufnahme von Histidin, Ribose bzw. Eisenhydroxamat dienen.
Diese Importer arbeiten mit einem periplasmatischen Substratbin-
dungsprotein zusammen (grau). TAP, Pgp und CFTR sind Exporter, die
jeweils f$r den Transport von Peptiden, Chemotherapeutika und Chlo-
rid-Ionen zust/ndig sind. Die zus/tzliche regulatorische Dom/ne R
von CFTR ist in Orange dargestellt.
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TMDs), die aber als Kan�le oder Transportregulatoren
wirken. Ein Beispiel hierf*r ist ein Chloridkanalprotein, das
Zystische-Fibrose-Protein (cystic fibrosis transmembrane con-
ductance regulator, CFTR). Mutationen im CFTR-Gen ver-
ursachen die Entstehung von Mukoviszidose, einer der
h�ufigsten t�dlichen Erbkrankheiten in der westlichen Bev�l-
kerung.[79, 80] Ein weiteres Beispiel ist der Sulfonylharnstoff-
Rezeptor (sulphonylurea receptor, SUR), der eine Unter-
einheit des ATP-sensitiven Kaliumkanals (KATP-Kanal) in
pankreatischen b-Zellen ist. Innerhalb dieses Kanalkomple-
xes arbeiten SUR1, SUR2A oder SUR2B wahrscheinlich als
ATP-Sensor, w�hrend die anderen Untereinheiten, KIR6.1
oder KIR6.2, den eigentlichen Kaliumkanal bilden.[81]

3.1.2. Nucleotidbindungsdom�nen

Die NBDs von ABC-Transportern sind hoch konserviert.
Die Sequenzhomologie liegt bei *ber 25%, unabh�ngig
davon, ob es sich um Sequenzen aus Pro- oder Eukaryoten
handelt. Die NBDs agieren gewissermaßen als „Motor-
Dom�nen“, da sie die chemische Energie von ATP in
mechanische Arbeit umwandeln, die in Konformations�n-
derungen in den TMDs umgesetzt wird. Die NBDs bestehen
aus ca. 250 Aminos�uren und enthalten mehrere charakteris-
tische Motive. Die markanteste sind das Walker-A- und das
Walker-B-Motiv sowie die C-Schleife (ABC-Signatur) (Ab-
bildung 3). Das Walker-A-Motiv weist die Konsens-Sequenz
GX4GKS/T auf (X: beliebige Aminos�ure im Einzelbuch-
stabencode), das Walker-B-Motiv F4D (F : hydrophobe
Aminos�ure). Die C-Schleife befindet sich zwischen dem
Walker-A- und dem Walker-B-Motiv und hat die Konsens-
Sequenz LSGGQ. Anders als die Walker-A- und Walker-B-
Motive, die auch in anderen ATP- und GTP-bindenden
Proteinen vorkommen, ist die C-Schleife spezifisch f*r ABC-
Proteine. Allerdings enthalten G-Proteine das verwandte
Motiv GGQR/K/Q.[82] Die D-Schleife befindet sich C-termi-
nal vom Walker-B-Motiv und hat die Konsens-Sequenz
SALD. Weitere Motive enthalten nur einen einzigen kon-
servierten Rest (Q, P, H oder G), sind aber dennoch
charakteristisch f*r ABC-Proteine (siehe Details in Lit. [83]).

Bis jetzt (Oktober 2003) wurden die Strukturen von neun
NBDs von ABC-Transportern aufgekl�rt.[84–93] Diese NBDs
weisen alle eine charakteristische Faltung aus zwei Unterein-
heiten (Armen) auf. Arm I ist eine F1-ATPase-artige
Dom�ne und enth�lt die Walker-A- und Walker-B-Motive.
Der a-helicale Arm II, der spezifisch f*r ABC-Proteine ist,
dient vermutlich als Signaltransferdom�ne. Arm II ist im
rechten Winkel zum katalytischen Arm I angeordnet und
enth�lt die C-Schleife. Die Scharnier-Region, die Arm I und
Arm II verbindet, befindet sich zwischen der Q-Schleife und
der P(Pro)-Schleife.[89, 94] Abbildung 3 zeigt als Beispiel die
Struktur der TAP1-NBD.[91]

Die beiden NBDs mehrerer ABC-Transporter k�nnen in
Abwesenheit der TMDs dimerisieren.[95–97] Die Dimerisie-
rung der NBDs von Rad50, einer an der DNA-Doppelstrang-
reparatur beteiligten bakteriellen ABC-ATPase, wird durch
ATP-Bindung induziert. Die Dimerisierung verursacht eine
Bewegung von Arm II relativ zu Arm I sowie eine Reorga-
nisation der P(Pro)- und Q-Schleifen-Regionen.[98] Die Struk-

tur des MJ0796-Dimers, eines ABC-Proteins des Archaeons
Methanococcus jannaschii, �hnelt Rad50.[87] Die NBDs beider
ABC-Proteine sind in einer Kopf-Schwanz-Orientierung
angeordnet (Abbildung 4a).[87, 93,98] Zuvor beschriebene
Strukturen von NBD-„Dimeren“ in R*cken-an-R*cken-
Orientierung oder mit ineinander verzahnten NBDs werden
im Nachhinein als rein kristallographische Dimere gedeu-
tet.[89,90]

Gebundene Nucleotide wurden sowohl an monomeren
wie auch dimeren NBD-Strukturen gefunden. Im Unter-
schied zu anderen ATPasen sind die Nucleotide in den
monomeren NBDs der ABC-Proteine stark l�sungsmittel-
exponiert.[86,88,91] Im NBD-Dimer wird ein ATP-Molek*l

Abbildung 3. a) Struktur der Nucleotidbindungsdom/ne (NBD) von
humanem TAP1 (PDB-Code 1JJ7).[91] Helices sind in Rot, b-Faltbl/tter
in Blau und Schleifen in Gelb dargestellt. Gebundenes ADP ist detail-
liert gezeigt, wobei Stickstoffatome in Blau erscheinen, Sauerstoff-
atome in Rot, Phosphoratome in Magenta und das Magnesiumion in
Gr$n. Charakteristische Motive (Walker A und B, Q-, C-, P(Pro)-, D-
und G-Schleifen, Schalter-II-Region) haben die gleiche Farbcodierung
wie in der in Abbildung 3b gezeigten Sequenzalignierung. Diese Abbil-
dung sowie die Abbildungen 4a,b, 5 und 9b wurden mit PyMOL
(http://pymol.sourceforge.net/) erstellt. b) Sequenzvergleich der NBDs
von humanem TAP1, TAP2 sowie von H/molysin B von E. coli. Die
Sekund/rstrukturelemente beziehen sich auf die Struktur der TAP1-
NBD. Die Alignierung wurde mit ClustalW erstellt.[222]
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haupts�chlich durch Reste desWalker-A-Motivs sowie der Q-
und der H-Schleife der einen NBD und durch Reste der C-
Schleife der zweiten NBD gebunden (Abbildung 4b,c). Das
Alanin der D-Schleife der zweiten NBD tr�gt indirekt (*ber
ein Wassermolek*l) zur ATP-Bindung bei. Außerdem wird
die Purin-Base des ATP durch p-p-Wechselwirkungen zwi-
schen einem konservierten aromatischen Rest nahe dem N-
Terminus der NBD (Y572 im humanen TAP1) und dem
Adeninring fixiert, wodurch sich erkl�rt, warum ATP, GTP
oder UTP gleichermaßen als Energiequelle genutzt werden
k�nnen. Die NBD-NBD-Grenzfl�che wird haupts�chlich von
Resten des Walker-A-Motivs sowie der C-, D- und H-Schleife
(die auch als Schalter II bezeichnet wird) gebildet (siehe
Abbildungen 3 und 4).[93] Da das aktive Zentrum jeder NBD

durch Reste der zweiten NBD im Dimer komplementiert
wird, scheint eine Funktion der zweiten NBD in der
Abschirmung des Nucleotids vom L�sungsmittel und in der
Fixierung des g-Phosphats des ATP zu bestehen. Das Gegen-
ion des ATP (in der Regel Mg2+, Na+ in der MJ0796(E171Q)-
Mutante) interagiert mit dem konservierten S/T-Rest des
Walker-A-Motivs, mit dem Glutamin der Q-Schleife und mit
dem b- und dem g-Phosphat des ATP. Von diesen Wechsel-
wirkungen wird angenommen, dass sie zum Zusammenhalt
der beiden NBDs beitragen.[87]

3.1.3. Transmembrandom�nen

Die TMDs weisen eine deutlich gr�ßere Diversit�t in
L�nge und Sequenz auf als die NBDs. Wahrscheinliche
Ursache hierf*r ist die Notwendigkeit, Substrate unterschied-
licher Gr�ße und Form zu binden und zu transportieren,
wobei vermutlich unterschiedliche Transportwege durch die
verschiedenen zellul�ren Membranen genutzt werden. F*r
die meisten ABC-Transporter werden 6+ 6 Transmembran-
helices (TMs) vorhergesagt. Auch die Kristallstrukturen des
homodimeren Lipid-A-Exporters MsbA aus E. coli und
V. cholera zeigen sechs Helices pro Monomer.[84,85] F*r
einige ABC-Transporter wurden mehr TMs vorausgesagt.
So zeigt die k*rzlich gel�ste Struktur des Vitamin-B12-
Importers BtuCD aus E. coli zehn TMs in jeder der beiden
TMDs.[93] Wahrscheinlich nehmen die TMDs unterschiedli-
cher ABC-Transporter, besonders bei unterschiedlicher Zahl
an TMDs, auch unterschiedliche Membrantopologien an.

Die ligandenfreien MsbA- und BtuCD-Strukturen sind
zurzeit die einzigen verf*gbaren Strukturen von kompletten
ABC-Transportern. Zwischen diesen Strukturen gibt es
erhebliche Unterschiede in den NBDs, den TMDs und den
NBD-TMD-Kontaktfl�chen (Abbildung 5). InMsbAwird die
TMD aus einem B*ndel von sechs Helices gebildet. Die
beiden TMDs des Lipid-A-Transporter-Dimers aus E. coli
bilden eine V-f�rmige Struktur mit einer 25 S weiten, zum
Cytoplasma gerichteten Tffnung („offene“ Konformation).
Der einzige intermolekulare Kontakt zwischen den Trans-
porter-Monomeren wird von TMD-Regionen in der �ußeren
Membranschicht und den extrazellul�ren Schleifen herge-
stellt. In den Strukturen des Lipid-A-Transporters wurde
zudem eine a-helicale intrazellul�re Dom�ne (ICD) identi-
fiziert, die die NBDs mit den TMDs verbindet. Die TMDs
und ICDs bilden zusammen die putative Lipid-A-Bindungs-
stelle, die von der inneren Membranschicht her zug�nglich
ist.[99] Lipid A k�nnte daher in �hnlicher Weise wie lipophile
Substanzen zu den Multidrugresistenzproteinen Pgp und
LmrA rekrutiert werden.[100, 101]

Die Strukturen der MsbA-NBDs aus E. coli wurden nicht
vollst�ndig gel�st: Es fehlt der Arm I mit demWalker-A- und
dem Walker-B-Motiv. Wird Arm I einer anderen NBD in die
„offene“ Konformation von MsbA durch Molecular Mode-
ling eingef*gt, so sind die NBDs etwa 50 S voneinander
entfernt. Interessanterweise zeigen die C-Schleifen und die
Walker-A-Motive voneinander weg, sodass die Bildung eines
NBD-Dimers, wie es in MJ0796, Rad50 und BtuCD vorliegt,
eine betr�chtliche Rotation der NBDs aufeinander zu erfor-
dern w*rde.

Abbildung 4. ATP-Bindung induziert die Bildung eines Nucleotid-Sandwich-
Dimers. a) Dimere Struktur von MJ0796 (PDB-Code 1L2T).[87] Die ATP-bin-
dende Kern-Untereinheit (Arm I, F1-ATPase-artige Dom/ne) ist in Blau darge-
stellt, die a-Untereinheit (Arm II, Signalisierungsdom/ne) in Rot und die anti-
parallele b-Untereinheit in Gr$n. b) Katalytisches Zentrum der ATP-Hydrolyse.
Aminos/ure-Seitenketten und ATP sind detailliert dargestellt (O orange, N
blau, P magenta). Das a-Kohlenstoff-R$ckgrat der Walker-A-Schleife (mit zwei
Serinen und einem Lysin) ist in Gelb, die C-Schleife (mit einem Serin) des
anderen Monomers in Pink, die Q-Schleife in Dunkelbraun, die H-Schleife in
Braun und das Walker-B-Motiv (mit dem Aminos/ure-Austausch E171Q) in
Cyan dargestellt. Das Natrium-Ion ist als roter und das koordinierende Wasser-
molek$l als blauer Punkt gezeigt. c) Wechselwirkungen, die das ATP und sein
Gegenion Mg2+ (oder Na+) stabilisieren. Schwarze Linien repr/sentieren Van-
der-Waals-Wechselwirkungen, farbige Linien Wasserstoffbr$cken. Die Kontakte
zum ATP-Gegenion sind als graue Linien und die p-p-Wechselwirkungen zwi-
schen der aromatischen Aminos/ure nahe dem N-Terminus und der Adenin-
base als gestrichelte gr$ne Linie gezeigt.
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Strukturell unterscheidet sich der Lipid-A-Transporter
aus V. cholera von dem aus E. coli darin, dass die beiden
helicalen B*ndel der TMDs eng beieinander liegen und einen
Kanal durch die Membran bilden, der von der cytoplasma-
tischen Seite unzug�nglich ist (Abbildung 5a). Diese Struktur
repr�sentiert daher eine „geschlossene“ Konformation. Jedes
Monomer liegt gegen*ber den Monomeren in der MsbA-
Struktur von E. coli um etwa 908 verdreht vor. Wegen dieser
Rotation entspricht die NBD-NBD-Kontaktfl�che vonMsbA
aus V. cholera eher einer f*r andere NBD-Strukturen
beschriebenen Kontaktfl�che.

Die dritte gel�ste Struktur eines vollst�ndigen ABC-
Transporters ist die des Vitamin-B12-Importers BtuCD. Sie
enth�lt zehn TMs pro Monomer (Abbildung 5b). Auff�llig
ist, dass die Helices nicht wie im Lipid-A-Transporter parallel
verlaufen, sondern ineinander verzahnt sind. Innerhalb der
Dimer-Struktur bilden sie vermutlich einen Translokations-
kanal f*r Vitamin B12. Dieser Kanal ist an der cytoplasma-

tischen Seite durch zwei Schleifen, die die TMs miteinander
verbinden, blockiert.

In der Struktur des Vitamin-B12-Importers BtuCD fehlt
die in MsbA gefundene intrazellul�re Dom�ne, und die
NBDs und TMDs befinden sich in direktem Kontakt mitein-
ander. Der Kontakt wird vornehmlich durch die L-Schleife
hergestellt, eine im Cytosol lokalisierte Region aus zwei
kurzen Helices. Die Helices werden durch ein Glycin
verbunden, das einen scharfen Knick der Peptidkette und
damit die Bildung einer „L-Form“ erm�glicht. Da die L-
Schleifen-Sequenz auch in anderen ABC-Transportern
schwach konserviert ist, wird vermutet, dass die L-Schleife
generell am Kontakt zwischen der NBD und TMD beteiligt
ist. Von der NBD (BtuD) befinden sich haupts�chlich Reste
der Q-Schleife und der Region von Helix2 zu Helix3 sowie
der Helix4 an der Kontaktfl�che, also Reste der Region, die
Arm I und Arm II miteinander verbindet. Da alle gel�sten
NBD-Strukturen einander stark �hneln, liegt die Vermutung
nahe, dass diese Region grunds�tzlich zur Bildung der NBD-
TMD-Kontaktfl�che beitr�gt und an der Signal*bertragung
von den TMDs zu den NBDs nach Substratbindung beteiligt
ist.

Die Struktur des NBD-Dimers im Vitamin-B12-Importer
(BtuD-BtuD) unterscheidet sich von anderen NBD-Dimeren
durch die gr�ßeren Abst�nde zwischen den NBDs. Die NBDs
liegen in einer Kopf-Schwanz-Anordnung vor. Es ist daher zu
vermuten, dass die ATP-Bindung die NBDs einander nahe
bringt und die Bildung eines geschlossenen Dimers wie in den
ATP-gebundenen Dimeren von Rad50 und MJ0796
bewirkt.[87,98]

3.1.4. Funktion von ABC-Transportern

ABC-Transporter transferieren ein breites Spektrum an
Substanzen durch biologische Membranen. Bakterielle
Importer sind meist hochspezifisch und akzeptieren nur ein
einziges oder wenige strukturell �hnliche Substrate. Exporter
sind hingegen eher promiskuitiv. Das Multidrugresistenzpro-
tein Pgp und sein bakterielles Homolog LmrA beispielsweise
k�nnen nahezu alle bekannten Chemotherapeutika aus der
Zelle ausschleusen. TAP transportiert eine Unzahl von
Peptiden unterschiedlicher L�nge und Sequenz (siehe
Abschnitt 5.1). Erwartungsgem�ß gibt es daher keine kon-
servierte Substratbindungsstelle in den TMDs von ABC-
Transportern. Weiterhin herrscht noch Unklarheit dar*ber,
ob es eine oder mehrere Substratbindungsstellen gibt. Anders
sieht es bei den Nucleotidbindungsstellen aus, die sich in allen
ABC-Transportern sehr �hneln. Es konnte gezeigt werden,
dass die Bindung von ATP die Ann�herung der NBDs und
dadurch die Bildung des katalytisch kompetenten NBD-
Dimers induziert.[87, 97] ABC-Transporter weisen meistens eine
geringe basale ATPase-Aktivit�t auf, die durch Substratbin-
dung aktiviert wird. Die Transportaktivit�t h�ngt ab von
Wechselwirkungen zwischen beiden NBDs, zwischen den
beiden TMDs und von Signalen, die von den TMDs zu den
NBDs und in umgekehrte Richtung gesendet werden. Wie
genau die Kopplung von ATP-Hydrolyse und Substrattrans-
fer erfolgt, ist zurzeit nicht klar. M�glich w�re ein allen ABC-

Abbildung 5. Strukturen der ABC-Transporter MsbA und BtuCD.
a) Lipid-A-Flippase (MsbA) aus V. cholera (PDB-Code 1PF4).[85] Die
beiden Untereinheiten des Homodimers sind in Hell- und Dunkelblau
dargestellt. b) Vitamin-B12-Importer (BtuCD) aus E. coli (PDB-Code
1LV).[93] Die beiden TMDs (BtuC) sind in Hell- und Dunkelblau darge-
stellt, die beiden NBDs (BtuD) in Orange und Rot. Im Aufblick
(rechtes Bild) wurden die beiden NBDs weggelassen, um die Organi-
sation der Transmembranenhelices hervorzuheben.
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Transportern gemeinsamer Mechanismus oder aber mehrere
unterschiedliche Mechanismen.

Bislang wurde nur f*r wenige ABC-Transporter das
Verh�ltnis von transportiertem Substrat zu verbrauchtem
ATP pr�zise bestimmt. So wurde f*r OpuA, einen bakteriel-
len Importer f*r Osmose-Schutzstoffe, und Mdl1, einen
homodimeren Peptid-Transporter der inneren Mitochon-
drienmembran der B�ckerhefe, die Hydrolyse von zwei
ATP pro Transportzyklus nachgewiesen (siehe
Abschnitt 6).[97, 102] Es konnte gezeigt werden, dass in
bestimmten Phasen des ATPase-Zyklus zwei Nucleotide
(entweder zwei ATP, ein ATP plus ein ADP oder zwei
ADP) an das Mdl1-NBD-Dimer gebunden sind. Daraus
wurde folgendes Modell f*r den ATPase-Zyklus abgeleitet:
Nach ATP-Bindung kommt es zur substratinduzierten Dime-
risierung der NBDs, wodurch die Energie f*r den Substrat-
transport bereitgestellt wird.[87, 98] Ein ATP wird hydrolysiert
und das entstehende anorganische Phosphat freigesetzt,
wobei ein instabiles ATP-ADP-gebundenes Intermediat
entsteht. Das verbliebene ATP wird hydrolysiert und wie-
derum das Phosphat freigesetzt. Der Verlust des g-Phosphats
bedingt die Dissoziation des NBD-Dimers. ADP wird
anschließend gegen ATP ausgetauscht, womit der Ausgang
f*r einen neuen ATPase-Zyklus erreicht wird. Nach diesem
Modell w*rden beide NBDs in aufeinanderfolgenden Schrit-
ten ATP hydrolysieren und nicht in alternierender Weise, wie
es in anderen Modellen vorgeschlagen wurde („alternating
site models“).[103, 104] Offen bleibt die Frage, wodurch
bestimmt wird, welche der beiden aktiven Zentren in
homodimeren ABC-Transportern wie Mdl1 das erste und
welche das zweite ATP hydrolysiert. Nichtsdestotrotz w�re
dieses Modell auch anwendbar auf ABC-Transporter mit
NBDs, die unterschiedliche Aufgaben im ATPase-Zyklus
verrichten, z.B. in SUR1, CFTR oder TAP.[105–107]

4. Strukturelle Organisation des TAP-Komplexes

Der Transportkomplex TAP besteht aus zwei Unterein-
heiten, TAP1 und TAP2, die jeweils aus einer NBD und einer
TMD bestehen. TAP1 und TAP2 weisen eine Sequenzidenti-
t�t von etwa 40% auf. Ebenso wie bei anderen ABC-
Transportern besteht auch in TAP eine weitaus engere
Verwandtschaft zwischen den NBDs (etwa 60% Sequenz-
identit�t) als zwischen den TMDs (etwa 30%). Humanes
TAP1 hat ein theoretisches Molekulargewicht von 81 kDa
(748 Aminos�uren), humanes TAP2 von 75 kDa (686 Ami-
nos�uren), wobei die TMDs die N-terminale und die NBDs
die C-terminale H�lfte bilden.

Transfiziert man TAP-defiziente Zelllinien mit einem
oder beiden TAP-Genen (je nachdem, ob ein Defekt eines
oder beider TAP-Gene vorliegt), wird die MHC-I-abh�ngige
Antigenpr�sentation wiederhergestellt.[108,109] Durch die hete-
rologe Expression in Insekten- oder Hefezellen konnte
gezeigt werden, dass TAP1 und TAP2 f*r den Peptidtransport
in das ER essenziell und hinreichend sind.[108, 110,111] In
Kombination mit Immunpr�zipitationsexperimenten deuten
diese Befunde darauf hin, dass TAP1 und TAP2 einen
heterodimeren Transportkomplex bilden. Weiterhin lassen

Vernetzungsstudien und Einzelpartikel-Elektronenmikrosko-
pie-Analyse erkennen, dass TAP als Heterodimer organisiert
ist.[112, 113] Wie Immunelektronen- und Immunfluoreszenzmi-
kroskopie-Studien zeigen, ist der Transportkomplex im ER
und in der Cis-Golgi-Membran lokalisiert. Ein ER-Reten-
tionssignal konnte bislang jedoch nicht identifiziert
werden.[110,114]

4.1. Nucleotidbindungsdom�nen

Die NBDs der TAP-Proteine bestehen aus den Amino-
s�uren 489–748 (TAP1) und 454–686 (TAP2) (siehe Abbil-
dung 3). Die Struktur der TAP1-NBD ist die einzige
bekannte Kristallstruktur einer eukaryotischen NBD.[91] Die
TAP1-NBD wurde in Gegenwart von ATP und Mg2+

kristallisiert, enth�lt aber ADP im Kristall. Die Ursache
hierf*r ist wahrscheinlich entweder eine spontane Hydrolyse
oder eine Verunreinigung mit einer anderen ATPase, da die
TAP1-NBD keine ATPase-Aktivit�t aufweist.[115] Die Struk-
tur zeigt die NBD in der monomeren Form. Die NBD weist
die gleiche allgemeine Faltung auf wie die zuvor gel�sten
NBD-Strukturen mit einem der F1-ATPase �hnlichen Arm I
und einem a-helicalen Arm II. Arm II hat einen h�heren
durchschnittlichen B-Faktor als Arm I und k�nnte daher
flexibler als Arm I sein. Diese Annahme ist konsistent mit
den kristallographischen Daten von MJ1276.[116] Außerdem
deuten Mutationsstudien an MalK darauf hin, dass Arm II als
Signaltransferdom�ne fungieren k�nnte, die nach Bindung
von ATP und Dimerisierung ihre Konformation �ndert und
somit den Peptidtransport *ber die TMDs ausf*hrt.[117,118]

Analog zu HisP, MJ0796 und GlcV bilden Reste des
Walker-A-Motivs extensive Kontakte zum a- und b-Phosphat
des in der TAP1-NBD gebundenen ADP.[86,87,89,91]

Die NBDs von TAP1 and TAP2 enthalten alle f*r ABC-
Transporter charakteristischen Motive (siehe Abbildung 3),
diese weisen allerdings einige Variationen auf. Auff�llig ist die
degenerierte C-Schleife in TAP2. So enth�lt TAP2 in Mensch
und Gorilla die Sequenz LAAGQ anstelle von LSGGQ. In
TAP2 von Nagetieren (Hamster, Maus, Ratte) liegt die
Sequenz LAVGQ vor, und Tiere anderer Ordnungen haben
wieder andere C-Schleifen. Der einzige in allen TAP-
Sequenzen streng konservierte Rest in diesem Motiv ist die
vierte Aminos�ure (Glycin), die wie das Serin im Kon-
sensmotiv LSGGQ Wasserstoffbr*cken zum g-Phosphat des
ATP bildet (Abbildung 4b,c).[87] Die genaue Rolle der unter-
schiedlichen C-Schleifen im humanen TAP1 und TAP2 ist
zurzeit nicht klar. Die Mutationen S644A/G646A in der
TAP1-C-Schleife und/oder G610A in der TAP2-C-Schleife
f*hren zum Verlust der Peptidtransportaktivit�t, ohne dass
die F�higkeit zur Bindung von Peptiden oder ATP beein-
tr�chtigt wird.[119] Mutationsstudien an anderen ABC-Trans-
portern zeigen, dass der streng konservierte zweite C-
Schleifen-Rest (Serin) f*r die ATP-Hydrolyse essenziell
ist.[117, 120,121] Wird die C-Schleife von TAP2 durch das Kon-
sensmotiv LSGGQ ersetzt, erh�lt man einen TAP-Komplex
mit einer h�heren Transportaktivit�t als der Wildtyp (M.
Chen, R. Abele, R. TampU, unver�ffentlichte Ergebnisse).
TAP-Chim�ren mit ausgetauschten C-Schleifen haben die
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Transportaktivit�t des Wildtyps, wohingegen TAP-Komplexe
mit zwei degenerierten LAAGQ-Motiven eine verringerte
Transportaktivit�t zeigen. Zusammenfassend weisen diese
Mutationsstudien darauf hin, dass die zweite Position der C-
Schleife, die in allen bekannten TAP-Sequenzen entweder ein
Serin oder ein Alanin ist, die Geschwindigkeit der ATP-
Hydrolyse und des Peptid-Transports in TAP und m�glicher-
weise auch in anderen ABC-Transportern beeinflusst.

Auff�lligerweise haben alle publizierten S�uger-TAP1-
Sequenzen ein Glutamin (Q701 in humanem TAP1) anstelle
des Histidins in der H-Schleife, w�hrend Fische (Hai, Lachs,
Forelle) an dieser Position das kanonische Histidin aufweisen.
Da die H-Schleife an der ATP-Bindung und -Hydrolyse
beteiligt ist (siehe Abschnitt 3.1.2, Abbildungen 3 und 4),
scheinen die Unterschiede in diesem Motiv auch zur funk-
tionellen Nicht�quivalenz der humanen TAP1- und TAP2-
NBDs beizutragen (siehe Diskussion in Abschnitt 5.2).
Ferner ist in allen bekannten TAP1-Sequenzen das Glutamat,
das direkt auf das Walker-B-Motiv folgt und in ABC-
Transportern stark konserviert ist, gegen ein Aspartat ausge-
tauscht (D686 in humanem TAP1). Von diesem Rest wird
angenommen, dass er als katalytische Base an der ATP-
Hydrolyse beteiligt ist. Daher k�nnte die Variation dieses
katalytischen Restes einen Einfluss auf die unterschiedliche
ATPase-Aktivit�t von TAP1 und TAP2 haben.

Da die Bindung von ATP oder anderen Nucleotiden zur
Stabilisierung des heterodimeren TAP-Komplexes f*hrt,
scheint es zu einer induzierten Konformations�nderung zu
kommen.[122] M�glicherweise kann das US6-Protein des
humanpathogenen Cytomegalie-Virus, das die ATP-Bindung
an TAP blockiert, diese Konformations�nderung verhindern
und dadurch den TAP-Komplex destabilisieren (siehe
Abschnitt 7.3).[123, 124]

4.2. Transmembrandom�nen

Die TMDs bestehen aus der N-terminalen Sequenz von
488 Aminos�uren in TAP1 und der N-terminalen Sequenz
von 453 Aminos�uren in TAP2. Abh�ngig vom verwendeten
Algorithmus wurde eine unterschiedliche Zahl von TMs f*r
TAP1 und TAP2 vorhergesagt. Basierend auf Sequenzalig-
nierungen und Hydrophobieanalysen wurden zehn TMs f*r
TAP1 und neun f*r TAP2 vorausgesagt.[15, 125] Ein Vergleich
der experimentell bestimmten TMDs von Pgp (das ebenfalls
der ABCB-Unterfamilie angeh�rt) und der TAP-Proteine
f*hrt zur Voraussage von sechs „kanonischen“ TMs plus
zus�tzlichen N-terminalen Segmenten in TAP1 und TAP2,
die kein Pendant in Pgp oder einem anderen ABC-Trans-
porter außer ABCB9 haben (Abbildung 6). F*r die N-
terminale Dom�ne (Reste 1–175 in TAP1 und 1–140 in
TAP2) werden vier TMs in TAP1 und drei in TAP2
vorhergesagt. Studien mit verk*rzten TAP-Konstrukten
weisen darauf hin, dass die N-terminalen Dom�nen f*r die
Bindung von Tapasin essenziell sind, nicht aber f*r die ER-
Lokalisation, die Dimerisierung der TAP-Proteine und den
TAP-abh�ngigen Peptid-Transport.[126]

Vor kurzem wurden funktionale, cysteinfreie TAP1- und
TAP2-Konstrukte generiert.[127] Die Einf*hrung einzelner

Cysteine und anschließende 1berpr*fung ihrer Zug�nglich-
keit durch membranimpermeable und membranpermeable
thiolspezifische Markierungsreagentien soll helfen, die Mem-
brantopologie eines funktionalen TAP-Komplexes und die
darin erfolgenden Konformations�nderungen m�glichst st�-
rungsfrei zu verfolgen.

Die Peptidbindungsstelle wurde durch Deletionsstudien
sowie durch Peptidvernetzungsstudien bestimmt.[128, 129] Dem
Topologiemodell zufolge befinden sich die an der Peptid-
Bindung beteiligten Regionen in der Schleife zwischen TM4
und TM5 sowie in einemAbschnitt von etwa 15 Aminos�uren
zwischen der TM6 und der NBD (Abbildung 6). Zudem
scheinen Teile der TM4 und der TM6 zur Peptid-Bindung
beizutragen. Die Peptid-Bindung bewirkt eine Stabilisierung
des TAP-Komplexes.[122]

Die Assoziations- und Dissoziationskinetik sowie Gleich-
gewichtsbindungsstudien (Scatchard-Analyse) deuten auf
eine Peptidbindungsstelle im TAP-Komplex hin. Das Vor-
liegen einer zweiten niedrig affinen Bindungsstelle kann
formal jedoch nicht ausgeschlossen werden.[40, 130] Photover-
netzungsstudien mit Peptiden zeigen, dass sowohl TAP1 als
auch TAP2 an der Peptidbindungsstelle beteiligt sind.[131]

5. TAP ist ein Peptidtransportkomplex

Jeder Mensch exprimiert drei bis sechs unterschiedliche
MHC-I-Molek*le, die zusammen in der Lage sind, nahezu
jedes Peptid mit acht bis zehn Aminos�uren zu pr�sentieren.
Die humanen tap1- und tap2-Gene zeigen nur eine begrenzte
Polymorphie,[132,133] die keinen Einfluss auf die Substratspe-
zifit�t von TAP1 und TAP2 hat.[134,135] Die spannende Frage
ist, wie der TAP-Komplex eine solche Vielzahl von Peptiden
unterschiedlicher L�nge und Sequenz erkennt und transpor-
tiert.

Abbildung 6. Strukturelle Organisation des TAP-Komplexes. Vermeintli-
che TMs (Transmembranhelices) in den N-terminalen Verl/ngerungen
sind in Hellblau, die sechs „kanonischen“ TMs, die vermutlich die
Translokationspore bilden (TM1-6), in Blau dargestellt. Die Peptid-Bin-
dungsregion ist in Orange gezeigt. Details siehe Text.
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5.1. Spezifit�t und Flexibilit�t der Peptidbindungstasche

Die Spezifit�t der Bindungstasche von TAP wurde inten-
siv untersucht. Peptide mit 8 bis 16 Resten haben die optimale
L�nge f*r die Bindung an TAP.[136] Die Peptidspezifit�t von
TAP wurde mithilfe von komplexen Peptidbibliotheken
aufgekl�rt.[39, 40,137] Es zeigte sich eine Selektivit�t f*r basische
und hydrophobe Aminos�uren am C-Terminus. Diese Ergeb-
nisse wurden durch In-vitro-Transportstudien an semiper-
meabilisierten Zellen oder Mikrosomen gest*tzt.[110, 138] Da-
r*ber hinaus beeinflussen die drei N-terminalen Reste die
Bindungsaffinit�t signifikant (Abbildung 7).[136] Der st�rkste
Destabilisierungseffekt wird bei Peptiden mit einem Prolin an
Position 2 gefunden. Diese Peptide haben eine etwa 100fach
geringere Affinit�t f*r TAP als solche mit Arginin an gleicher
Position. Dieses Ergebnis l�sst darauf schließen, dass das
Peptidr*ckgrat an dieser Position ebenfalls zur Bindungsaffi-
nit�t beitr�gt.[40]

Der Einfluss des Peptidr*ckgrats wurde durch „Positions-
abtastung“ (positional scanning) detaillierter untersucht.[40]

Hierbei wurden d-Aminos�uren in Peptide unterschiedlicher
L�nge an jeder Position eingef*gt. Interessanterweise haben
d-Aminos�uren an Position 2 und 3 und in geringerem Maße
auch an Position 1 und am C-Terminus einen destabilisieren-
den Effekt, w�hrend d-Aminos�uren an internen Positionen
die Bindungsaffinit�t kaum beeinflussen. Diese Experimente
zeigen daher, dass auch das R*ckgrat an diesen Positionen an
der Bindung beteiligt ist. Die Peptide werden außerdem
durch Wasserstoffbr*cken von den freien N- und C-Termini
fixiert.[139]

Interessanterweise werden auch sterisch anspruchsvolle
Peptide, z.B. Peptide mit langen, sperrigen Seitenketten oder
Fluoreszenzfarbstoffen, von TAP gebunden und transport-
iert.[39,130,140,141] Sowohl die Peptidbindungstasche als auch die
Translokationspore scheinen daher sehr flexibel zu sein.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass Peptide
durch Wasserstoffbr*cken an ihren freien N- und C-Termini
in der Bindungstasche fixiert werden und dass das R*ckgrat
sowie die Seitenketten der drei N-terminalen Aminos�uren
und des C-terminalen Restes zur Gesamtbindungsaffinit�t
beitragen (Abbildung 7b). Die internen Aminos�uren
scheinen dagegen nur unbedeutende Wechselwirkungen zur
Bindungsstelle auszubilden oder k�nnten im Fall von langen
oder sterisch anspruchsvollen Peptiden sogar in das L�sungs-
mittel ragen. In dieser Weise wird Flexibilit�t (Peptidgr�ße
und -struktur) mit Spezifit�t in Bezug auf die N- und C-
terminalen Ankerreste kombiniert. Der TCR andererseits
interagiert im Wesentlichen mit den Resten 5–8 eines an
MHC I gebundenen Nonapeptids, also dem Bereich gr�ßter
Promiskuit�t im TAP. Daher wird die Diversit�t der vom
MHC I pr�sentierten und mit dem TCR wechselwirkenden
Peptide durch den TAP-Komplex nicht eingeschr�nkt.[142]

5.2. Peptidtransport ist an ATP-Hydrolyse gekoppelt

In zahlreichen Studien zeigte sich, dass die Reihenfolge
der Ereignisse w�hrend eines Transportzyklus sehr schwierig
zu bestimmen ist. Untersuchungen mit TAP-Mutanten, in
denen konservierte Reste des Walker-A-Motivs von TAP1
und TAP2 ausgetauscht wurden, ergaben nur indirekte und
sich zum Teil widersprechende Ergebnisse bez*glich der
Frage, ob die Nucleotid-Bindung eine Voraussetzung f*r die
Peptid-Bindung ist oder nicht.[143–146] Bei unterschiedlichen
Versuchsbedingungen wurde eine ATP-unabh�ngige Peptid-
Bindung an Wildtyp-TAP von verschiedenen Arbeitsgruppen
beobachtet.[39,130,131] Studien mit dem Virusprotein ICP47, das
die Peptid-Bindung an TAP inhibiert (siehe Abschnitt 7.3),
belegten eindeutig, dass die Peptid-Bindung keine Voraus-
setzung f*r die ATP-Bindung ist.[147] Peptide und Nucleotide
scheinen daher unabh�ngig voneinander an TAP zu binden.

Wie oben beschrieben, induziert die ATP-Bindung die
Bildung eines NBD-Sandwich-Dimers (siehe Ab-
schnitt 3.1.2). Dieser Schritt k�nnte der eigentliche Antrieb
sein, der die Bindungsenergie von ATP in mechanische
Arbeit umsetzt.[87,93,98] Kinetische Untersuchungen ergaben,
dass Peptide *ber einen Zweistufenmechanismus an TAP

Abbildung 7. Peptidspezifit/t des humanen TAP-Komplexes. a) Mithilfe
von kombinatorischen Peptidbibliotheken und statistischer Analyse
wurde festgestellt, dass TAP die grGßte Spezifit/t f$r die drei N-termi-
nalen und den C-terminalen Rest eines Peptids aufweist.[40, 139] Favo-
risierte Aminos/uren werden an der entsprechenden Position in Blau
(negative DDG-Werte) dargestellt, Aminos/uren, die von TAP schlecht
gebunden werden, sind in Rot (positive DDG-Werte) dargestellt.
b) Modell der Peptidbindungstasche einschließlich der Reste, die f$r
die MHC-I-Bindung und die TCR-Erkennung verwendet werden.
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binden, bestehend aus einem schnellen Assoziationsschritt
und einer anschließenden langsamen Isomerisierung des
TAP-Komplexes.[130] Der Isomerisierungsschritt geht mit
einer erheblichen Konformations�nderung einher, bei der
etwa ein Viertel aller TAP-Reste umgeordnet wird.[148] Die
strukturelle Neuordnung ist m�glicherweise ein molekularer
Schalter, der die ATP-Hydrolyse induziert. ATP-Hydrolyse
ist eine Voraussetzung f*r (anhaltenden) Peptidtrans-
fer,[138, 149] und interessanterweise ist die Stimulierung der
ATPase-Aktivit�t direkt mit der Peptid-Bindung korre-
liert.[150] Sterisch anspruchsvolle Peptide, die an TAP
binden, aber nicht transportiert werden, stimulieren die
ATP-Hydrolyse nicht.[150]

In einer neueren Untersuchung wurde die 8-Azido-[a32P]-
ATP-Photomarkierung mit einem BeF4

2�-Trapping kombi-
niert.[151] BeFn

(n�2)� wirkt als ATPase-Inhibitor, da es als
Phosphatanalogon die Bildung des stabilen Komplexes
Mg·ADP·BeF4

2� induziert.[152] Es wurde gezeigt, dass dieser
Komplex in TAP peptidspezifisch gebildet wird und dass
beide TAP-Untereinheiten an der ATP-Hydrolyse beteiligt
sind. Die Funktion der ATP-Hydrolyse k�nnte folgerichtig
darin bestehen, den Transporter f*r weitere Translokations-
zyklen in den Grundzustand zur*ckzusetzen. Gegenw�rtig ist
unklar, wie genau die Translokation von Peptiden *ber die
TMDs erfolgt.

Innerhalb eines Transferzyklus wird an beiden NBDsATP
hydrolysiert.[151] Es wurden zudem Vanadat-Trapping-Expe-
rimente durchgef*hrt, in denen Orthovanadat (Vi) innerhalb
des inhibitorischen Mg·ADP·Vi-Komplexes das g-Phosphat
im 1bergangszustand der ATP-Hydrolyse nachahmt.[153,154]

Diese Ans�tze ergaben, dass ADP haupts�chlich an TAP2
bindet, wohingegen das nichthydrolysierbare ATP-Analog
ATP·g-Biotin stets mit TAP1 assoziiert vorlag.[144] Ein solches
unterschiedliches Markieren beider Untereinheiten wurde
auch bei anderen ABC-Transportern beobachtet.[155–157] Diese
Befunde belegen zusammen mit Ergebnissen der Walker-A-
Mutanten und Chim�ren mit vertauschten NBDs von TAP
eine Nicht�quivalenz der NBDs im Transportzyk-
lus.[107,143–146,158,159] Der Grund, weshalb TAP zwei funktionell
unterschiedliche NBDs enth�lt, ist derzeit nicht gekl�rt. Zwar
wurde gezeigt, dass beide NBDs ATP hydrolysieren, aber
Mutationsstudien deuten darauf hin, dass ATP-Hydrolyse an
TAP1 m�glicherweise nicht essenziell ist (M. Chen, R. Abele,
R. TampU, unver�ffentlichte Ergebnisse).[144]

Basierend auf den verf*gbaren Daten kann das folgende
Arbeitsmodell f*r den Peptidtranslokationszyklus aufgestellt
werden (Abbildung 8): ATP und Peptid binden unabh�ngig
voneinander an TAP. Beide Bindungsschritte gehen mit
Konformations�nderungen in den NBDs und den TMDs
einher. Die Peptidbindungstasche k�nnte als Konsequenz der
Konformations�nderungen in die (m�glicherweise neu
gebildete) Pore *berf*hrt werden, wodurch das Peptid in
das ER-Lumen transferiert wird. Nachfolgend wird ATP
prozessiv an beiden NBDs hydrolysiert und das gebildete
Phosphat und schließlich ADP freigesetzt. Wegen der hohen
Konzentration an zellul�rem ATP (3–8 mm) wird TAP
anschließend sofort wieder mit ATP beladen und kann so in
den n�chsten Transportzyklus eintreten. Zurzeit ist dieses

Modell spekulativ und alternative Modelle k�nnen nicht
ausgeschlossen werden.[160,161]

6. Verwandte Transporter

MHC-I-Molek*le pr�sentieren cytotoxischen T-Zellen
intrazellul�re Peptide. Die meisten Peptide sind „Selbst-
Peptide“, die von endogenen Proteinen aus dem Cytosol oder
intrazellul�ren Organellen stammen und die normalerweise
keine Immunreaktion ausl�sen.[162–164] Die Diskriminierung
zwischen „Selbst“ und „Fremd“ ist streng: So kann die
Substitution einer einzigen Aminos�ure eine cytotoxische T-
Zell-Antwort induzieren. Dadurch kann der Organismus
Zellen mit fehlerhaften Translationsprodukten, die sich z.B.
durch den Einfluss mutagener Substanzen und/oder durch
maligne Transformation anh�ufen, schnell eliminieren. Die
strikte Diskriminierung zwischen „Selbst-Peptiden“ und
„Fremd-Peptiden“ bereitet allerdings große Probleme in der
Transplantationsmedizin, da viele menschliche Gene eine
nat*rliche Polymorphie aufweisen. Ein Protein eines Spen-
ders braucht nur in einer einzigen Aminos�ure von dem des
Empf�ngers abzuweichen, um so genannte Minor-Histokom-
patibilit�tsantigene (minor histocompatibility antigens) zu
bilden und eine Abstoßung des Transplantats zu verursachen.
Interessanterweise stammen einige Minor-Histokompatibili-
t�tsantigene von mitochondrial codierten Proteinen. Wie
bakterielle Proteine unterscheiden sich mitochondrial von
Kern-codierten Proteinen darin, dass sie N-terminale For-
mylmethioninreste tragen.[165,166] Es wurde gezeigt, dass die
MHC-Pr�sentation eines N-formylierten Peptids, das von der
mitochondrial codierten NADH-Dehydrogenase (ND1)
stammt, zumindest teilweise TAP-abh�ngig erfolgt.[167]

Die Pr�sentation N-formylierter Peptide ist außerge-
w�hnlich, da TAP- und MHC-I-Komplexe Peptide mit
modifizierten N- und C-Termini in der Regel ablehnen. Der

Abbildung 8. Modell f$r den Peptidtranslokationszyklus von TAP. ATP
und Peptid (blaues Dreieck) binden unabh/ngig voneinander an TAP,
wodurch die Dimerisierung der NBDs induziert wird. Die TMDs erfah-
ren Konformations/nderungen, die zur Bildung einer Translokations-
pore f$hren, durch die das Peptid in das ER-Lumen transferiert wird.
An jeder NBD wird ein ATP-Molek$l hydrolysiert. Die Hydrolyse kGnnte
sequenziell erfolgen, wie in Mdl1, einem nahen Verwandten von
TAP.[97] Schließlich werden ADP und anorganisches Phosphat freige-
setzt, und die NBDs lGsen sich voneinander. Der Transporter ist dann
bereit f$r den n/chsten Zyklus.
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Transportweg dieser Peptide von den Mitochondrien ins
Cytoplasma ist nicht bekannt. M�glicherweise werden die
Peptide von mitochondrialen ABC-Transportern wie
ABCB10 oder ABCB8 in das Cytosol gepumpt. Beide
Transporter haben eine signifikante Sequenzidentit�t zu
TAP1 und TAP2 (> 30%).[168,169] K*rzlich wurden Hinweise
auf die Funktion des ABCB10-Homologs Mdl1 in der
B�ckerhefe gefunden.[78] Dieser Halb-Transporter bildet ein
Homodimer, das Peptide von der Matrix in den Zwischen-
membranraum der Mitochondrien transportiert. Interessan-
terweise scheint Mdl1 Peptide mit 6–20 Aminos�uren zu
transportieren und somit eine �hnliche L�ngenspezifit�t wie
TAP zu haben. Neben der Rolle bei der zellul�ren Immun-
antwort k�nnte ABCB10 auch an der peptidvermittelten
Kommunikation zwischen dem zellul�ren und mitochondria-
len Genom und/oder Stoffwechsel beteiligt sein. Ferner gibt
es Hinweise auf eine Funktion bei der Regulation der
Resistenz gegen oxidativen Stress.[170] Die Funktion des
Hefe-Mdl2 und des humanen Homologs ABCB8 ist bislang
nicht gekl�rt.

Das Protein mit der gr�ßten Sequenzidentit�t zu TAP ist
ABCB9 (TAPL, TAP-like protein, 36% Sequenzidentit�t mit
TAP1, 37% mit TAP2).[171] ABCB9 und die TAP-Gene sind
wahrscheinlich durch Genduplikation entstanden, aber im
Laufe der Evolution auf verschiedenen Chromosomen loziert
worden.[172] Die hohe Sequenzidentit�t l�sst vermuten, dass es
sich bei ABCB9 ebenfalls um einen Peptidtransporter
handeln k�nnte. Die zellul�re Lokalisation von ABCB9 ist
zurzeit umstritten, da es entweder in der ER-Membran oder
in der lysosomalen Membran nachgewiesen wurde.[173,174]

Weiterhin ist unbekannt, ob ABCB9 ein Homodimer oder
mit einem anderen Halb-Transporter wie TAP1 oder TAP2
ein Heterodimer bildet.

7. TAP-Dysfunktion und Krankheiten

DaMHC-Molek*le ohne gebundene Peptide instabil sind
und im Cytosol abgebaut werden, f*hrt jeder Defekt, der den
Peptidtransport in das ER hemmt, zu einer Verarmung an
Antigen-pr�sentierenden MHC-I-Molek*len auf der Zell-
oberfl�che. Der durch den TAP-Komplex vermittelte
Peptidtransport in das ER bildet gewissermaßen einen Eng-
pass im Antigen-Pr�sentationsweg. Eine St�rung der TAP-
Funktion hat somit schwerwiegende Auswirkungen auf die
Immunantwort gegen virusinfizierte oder maligne Zellen. Die
Funktion von TAP kann auf unterschiedlichen Ebenen
beeinflusst werden. Erstens k�nnen Mutationen entweder in
TAP1 oder in TAP2 zum Funktionsverlust des Transporters
f*hren. TAP-Mutationen k�nnen zu der Immunschw�che-
krankheit BLS (Bare Lymphocyte Syndrome Typ 1) f*hren,
der einzigen bekannten Erbkrankheit, die mit TAP assoziiert
ist. Zweitens kann die Transkription der TAP-Gene durch
Fehlfunktion eines oder mehrerer Regulationsmechanismen
gest�rt sein. Dieser Fall trifft auf einige Tumore zu.[175–177] In
diesem Zusammenhang bleibt zu erw�hnen, dass auch einige
Viren, z.B. das Epstein-Barr-Virus, Proteine exprimieren, die
die TAP-Expression supprimieren.[178] Drittens kann der
TAP-Komplex posttranslational durch spezifische Inhibitoren

blockiert werden. Verschiedene Viren nutzen diese elegante
Strategie, um der Erkennung durch das Immunsystem des
Wirts zu entgehen.

7.1. Gendefekte in TAP verursachen eine
Immunschw�chekrankheit

Das Bare Lymphocyte Syndrome (BLS) ist eine seltene,
autosomal-rezessiv vererbte Krankheit, die zuerst von Tou-
raine et al. beschrieben wurde.[179] Man unterscheidet drei
Typen von BLS. Patienten mit BLS Typ I, II oder III weisen
einen Mangel an MHC I, MHC II bzw. sowohl von MHC I als
auch von MHC II auf.[180] Bei Patienten mit BLS Typ II oder
III kann weder eine zellul�re noch eine humorale Immunant-
wort ausgel�st werden, und die Patienten sterben meist
innerhalb der ersten drei oder vier Lebensjahre. Patienten mit
BLS Typ I erreichen hingegen meist das Erwachsenenalter,
sterben dann aber oft wegen fortschreitender Lungensch�-
den.[181,182] Die Ursache f*r BLS Typ I sind Mutationen in
TAP1 oder TAP2, die zu einem vorzeitigen Translationsstopp
der tap-mRNA f*hren. Folglich wird durch das Fehlen
funktionaler TAP-Komplexe die Versorgung mit antigenen
Peptiden unterbunden und damit indirekt die MHC-I-Ober-
fl�chenpr�sentation supprimiert.[11,12,183,184]

Typische Symptome von BLS Typ I sind wiederkehrende
und chronische bakterielle Infektionen und nekrotisierende
granulomat�se Hautl�sionen. 1berraschenderweise tragen
virale Infektionen nicht zum Krankheitsbild bei. Ferner
wurde eine TAP2-defiziente Person beschrieben, die v�llig
symptomfrei ist.[185] Es scheint daher, dass die zellul�re
Immunantwort zumindest in begrenztem Maße aktiviert
werden kann. Zellen ohne MHC-I-Molek*le an der Ober-
fl�che werden normalerweise von „nat*rlichen Killerzellen“
(NKs) erkannt und eliminiert. Die NK-Zellen sind m�gli-
cherweise an der Entstehung der Hautl�sionen beteiligt, da
sie bei anhaltender Aktivierung durch bakterielle Infektionen
Entz*ndungsreaktionen f�rdern k�nnen. Bei den meisten
Patienten mit BLS Typ I wurde eine vermehrte Zahl an NKs
in den peripheren Blutzellen gefunden, die sich aber als
unf�hig zur T�tung der MHC-I-defizienten Zellen erwiesen.
Eine m�gliche Ursache k�nnte die beobachtete verst�rkte
Expression inhibitorischer NK-Zell-Rezeptoren sein.[186]

7.2. TAP und Tumorentwicklung

Viele Tumore haben die F�higkeit zur Antigenpr�senta-
tion verloren und sind daher f*r cytotoxische T-Zellen
unsichtbar. Dennoch werden die Tumorzellen oft von NK-
Zellen ignoriert.[187] Der Grund hierf*r ist nicht bekannt, es
k�nnten aber MHC-I-�hnliche Proteine wie das UL18-Pro-
tein des ubiquit�ren humanen Cytomegalie-Virus beteiligt
sein.[188]

Es gibt mehrere Ursachen f*r den Verlust der Anti-
genpr�sentation in malignen Zellen. In einer Lungenkrebs-
Zelllinie wurde beispielsweise eine einzige Punktmutation in
TAP1 gefunden, die zum Aminos�ureaustausch R659Q
innerhalb der P(Pro)-Schleife f*hrt.[189] Die mutierte TAP-
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Untereinheit f*hrt trotz Expression zu einem Defekt in der
Antigenprozessierung und -pr�sentation. Diverse Tumore
weisen aufgrund von fehlerhaften Regulationsmechanismen
eine verringerte TAP-Expression auf.[175–177, 190] Ein Mecha-
nismus k�nnte *ber inaktives p53-Tumor-Suppressor-Protein
wirken, das normalerweise die Expression von TAP1 indu-
zieren kann.[191] Mehr als 50% der humanen Tumore haben
Mutationen im p53-Gen, und die daraus resultierenden
nichtfunktionellen Proteine sind unf�hig zur Induktion von
TAP1 und verringern so die Gesamtmenge an TAP in der
Zelle. In Zellkulturmodellen unterschiedlicher Lungenkarzi-
nome und Melanome konnte die MHC-I-Oberfl�chenpr�-
sentation durch Transfektion von TAP-Genen verst�rkt
werden.[192–194] Außerdem k�nnen Defekte in der Regulation
der TAP-Expression oft durch Einsatz von IFN-g korrigiert
werden.[194–196]

7.3. Viren unterlaufen die TAP-abh�ngige Antigenpr�sentation

W�hrend Millionen von Jahren der Coevolution mit
ihremWirt haben Viren ausgefeilte Mechanismen entwickelt,
mithilfe derer sie der adaptiven Immunantwort ihres Wirtes
entkommen oder diese ganz verhindern k�nnen. Dadurch
k�nnen Viren akute, chronische und latente Infektionen
verursachen und in einigen F�llen auch die Entstehung von
Tumoren beg*nstigen.[7] Die meisten Viren verlassen sich
dabei nicht auf eine einzige Strategie, sondern nutzen
mehrere parallel. Eine von mehreren DNA-Viren angewen-
dete Methode ist die Unterbrechung des Antigen-Pr�senta-
tionswegs, wobei die Unterbrechung in mehreren F�llen an
der Stelle von TAP erfolgt.

Virale Proteine k�nnen die MHC-I-Antigenpr�sentation
an der Zelloberfl�che entweder direkt hemmen oder aber
indirekt, indem sie den TAP-abh�ngigen Peptidtransport in
das ER unterbinden. Adenoviren verursachen leichte Infek-
tionen der oberen Atemwege in immunkompetenten Kin-
dern, sie k�nnen aber zu schweren Infektionen in immun-
geschw�chten Patienten f*hren. Adenoviren der Homologie-
gruppe E hemmen die Expression von MHC I an der
Zelloberfl�che dadurch, dass ihr 19K-Protein an MHC-I-
Molek*le bindet und diese im ER festh�lt.[197–199] Das E3/19K-
Protein kann sowohl an MHC I als auch an TAP binden, aber
– anders als Tapasin – nicht gleichzeitig. Die Bindung
entweder an TAP oder an MHC I verhindert eine effiziente
Peptid-Beladung der MHC-I-Molek*le. In der Folge werden
instabile freie MHC-I-Molek*le im Cytosol abgebaut.[200]

Mehrere Vertreter der Familie der Herpes-Viren
(Epstein-Barr-Virus, Herpes-simplex-Virus, humanes Cyto-
megalie-Virus, humanes Herpes-Virus8) hemmen ebenfalls
die Antigenpr�sentation auf der Stufe von TAP.[178,201–211]

Das Epstein-Barr-Virus (EBV) infiziert B-Lymphocyten.
Die prim�re Infektion von immungeschw�chten Personen
kann Mononucleose (Pfeiffersches Dr*senfieber) verursa-
chen, eine mit Fieber, Halsschmerzen und geschwollenen
Lymphknoten verbundene Krankheit. Die Infektion bewirkt
eine T-Zell-Antwort, die EBV durch Etablierung eines
Latenz-Stadiums *bersteht. In diesem Zustand wird ein
spezifisches Protein, das LMP-1 (latent membrane protein

1), nicht exprimiert. Bei einer sp�teren Aktivierung, bei der
mehrere „latente“ Gene exprimiert werden, tr�gt EBV zur
Entstehung maligner Krankheiten wie der Hodgkinschen
Krankheit und dem Burkitt-Lymphom bei.[178] W�hrend der
akuten Phase einer EBV-Infektion induziert LMP-1 die
Expression von TAP2, w�hrend die von TAP1 verringert
wird. Das entstehende Ungleichgewicht von TAP1 und TAP2
bewirkt m�glicherweise, dass nur wenige funktionelle TAP-
Komplexe gebildet werden k�nnen und damit die Antigen-
pr�sentation beeintr�chtigt wird.[178,200] Die TAP-Expression
wird auch vom BCRF1-Gen-Produkt von EBV beeinflusst.
BCRF1 codiert ein virales Interleukin-10-Homolog (vIL-10),
das die TAP1-Expression herabsetzt, ohne aber die von TAP2
zu ver�ndern.[212] vIL-10 verhindert die MHC-I-abh�ngige
Antigenpr�sentation nicht vollst�ndig. Es wird sogar ein
Signalsequenzepitop von vIL-10 pr�sentiert, das eine T-Zell-
Antwort induziert. Die fortdauernde Antigenpr�sentation
erfolgt wahrscheinlich auf einem TAP-unabh�ngigen
Weg.[213,214]

Sowohl das Herpes-simplex-Virus als auch das humane
Cytomegalie-Virus codieren Proteine (ICP47 bzw. US6), die
die Antigenpr�sentation durch ihre direkte Bindung an TAP
inhibieren, wodurch der Nachschub an Peptiden f*r MHC-I-
Molek*Ie abgeschnitten wird (Abbildung 9).[215] ICP47 (infec-
ted cell peptide 47) und US6 (unique short region 6) sind
besonders wertvolle Hilfsmittel zur Aufkl�rung der Funktion
von TAP (siehe Abschnitte 4.1, 4.2 und 5.2). Das Herpes-
simplex-Virus (HSV) tritt in zwei Serotypen auf. HSV-I

Abbildung 9. Strategien des Herpes-simplex-Virus (HSV) und des
humanen Cytomegalie-Virus (HCMV) zur Umgehung der Immunreak-
tion durch Wechselwirkung mit TAP. a) ICP47 von HSV bindet an TAP
von der cytosolischen Seite, wodurch Peptid-Bindung und -Transloka-
tion verhindert werden. Das Typ-I-Glycoprotein US6 von HCMV bindet
an ER-luminale Regionen von TAP und inhibiert die Peptidtransloka-
tion durch Blockierung der ATP-Bindung an TAP; b) NMR-Struktur der
aktiven Dom/ne von ICP47(2–34) (PDB-Code 1QL0).[217]
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infiziert Gesichtsepithelien, w�hrend HSV-2, das gemeinhin
als Genital-Herpes bezeichnet wird, L�sionen an den Ge-
nitalien, der Harnr�hre und der Blase verursacht. Beide
Serotypen f*hren zu persistenten Infektionen.

TAP ist der Angriffspunkt von ICP47 von HSV-1 und
HSV-2. Obwohl die ICP47-Proteine beider Serotypen (88
bzw. 86 Aminos�uren, � 10 kDa) eine Sequenzidentit�t von
nur 42% aufweisen, unterscheiden sie sich nicht signifikant in
ihrer Wirkung auf TAP.[204] Die gr�ßte Sequenz�hnlichkeit
tritt in der N-terminalen Proteinh�lfte auf. Weiterhin konnte
der Bereich von Aminos�ure 3–34 als aktive Region identi-
fiziert werden.[205] Diese aktive Dom�ne erscheint in w�ssri-
ger L�sung gr�ßtenteils unstrukturiert. Durch Membranad-
sorption wird allerdings eine a-helicale Struktur induziert.[216]

Diese besteht aus zwei Helices (Aminos�ure 4–15 und 22–32),
die *ber eine flexible Schleife miteinander verbunden sind
(Abbildung 9b).[217]

ICP47 blockiert die Peptidbindungsstelle von TAP, sodass
Peptiderkennung und -transport in das ER verhindert
werden.[147,206,218,219] Ferner scheint die Bindung von ICP47
eine Konformations�nderung von TAP zu bewirken, die zur
Destabilisierung des TAP1/2-Heterodimers f*hrt.[112] ATP-
und ADP-Bindung werden nicht beeintr�chtigt.[218] Die hoch
affine Assoziation von ICP47 mit TAP (KD� 50 nm) ist
reversibel und kann durch Peptide kompetitiv gehemmt
werden. Da Peptide mit der Gr�ße von ICP47 und N- oder C-
terminalenModifikationen nur mit sehr niedriger Affinit�t an
TAP binden, scheint ICP47 anders als Peptide an TAP zu
binden.[39,40,207] Gegenw�rtig ist nicht bekannt, welche Regio-
nen von ICP47 mit TAP wechselwirken.

Das humane Cytomegalie-Virus (HCMV) codiert ein
weiteres Protein, das die MHC-I-Oberfl�chenpr�sentation
durch seine direkte Wechselwirkung mit TAP hemmt. Die
prim�re HCMV-Infektion verl�uft meistens ohne oder nur
mit leichten Symptomen, kann aber bei immungeschw�chten
Personen komplexe Krankheitsbilder verursachen, z.B. Netz-
haut-, Lungen-, Magen-Darm- und Leberentz*ndungen. Bei
S�uglingen und Kleinkindern kann eine HCMV-Infektion die
schwere Krankheit CID (cytomegalic inclusion disease) ver-
ursachen, die oft mit Taubheit und neurologischen St�rungen
verbunden ist. Im Anschluss an die prim�re Infektion kann
HCMV eine lebenslange Persistenz in einem latenten
Zustand etablieren, ohne irgendeine Krankheit zu verur-
sachen. Im aktivierten Zustand kann HCMV der Immunant-
wort des Wirts dadurch entkommen, dass es die Oberfl�chen-
Expression von MHC I supprimiert (siehe 1bersichten
Lit. [7,9, 208,215,220]). An diesem Prozess sind mehrere
virale Genprodukte beteiligt, die an verschiedenen Punkten
im Antigen-Pr�sentationsweg angreifen. TAP ist der
Angriffspunkt des fr*hen Genprodukts US6, eines Typ-I-
Membranglycoproteins aus 183 Aminos�uren
(23 kDa).[210, 211,221] US6 besteht aus einer N-terminalen Leit-
sequenz gefolgt von einer ER-luminalen Dom�ne, einer
Transmembranhelix und einem kurzen cytosolischen
Abschnitt. Studien mit verk*rzten US6-Konstrukten zeigten,
dass die ER-luminale Dom�ne (Aminos�uren 20–139) hin-
reichend f*r die TAP-Inhibition ist.[124,211] Interessanterweise
ist auch ein nichtglycosyliertes US6 voll funktional.[124] Die
Bindung von US6 an den ER-luminalen Teil von TAP

verhindert den Peptidtransport, aber – anders als ICP47 –
nicht die Peptid-Bindung.[211,221] Durch die Bindung an ER-
luminale Regionen von TAP stabilisiert US6 m�glicherweise
eine TAP-Konformation, in der keine ATP-Bindung und
keine Peptid-stimulierte ATPase-Aktivit�t m�glich
sind.[123,124]

8. Zusammenfassung und Ausblick

Der Peptidtransporter TAP bildet ein Nadel�hr der
Antigenprozessierung. Peptidbindungsstudien zeigen, dass
beide TMDs bei der Erkennung von Peptiden mit 8–30
Aminos�uren durch ihre N- und C-terminalen Reste koope-
rieren, w�hrend die internen Aminos�uren nur unbedeutende
Kontakte zur Bindungsstelle ausbilden. Basische und hydro-
phobe Aminos�uren werden am C-Terminus bevorzugt, und
auch die drei N-terminalen Reste tragen zur Bindungsaffini-
t�t bei. Die Peptid-Spezifit�t von TAP *berlappt mit der von
MHC I. Da der TCR haupts�chlich die internen Aminos�u-
ren eines Peptids bindet, begrenzt TAP nicht das Reservoir an
verf*gbaren Peptiden f*r die Antigenpr�sentation und
Erkennung durch den T-Zell-Rezeptor. Diese feine Abstim-
mung der Spezifit�ten deutet auf eine lange Geschichte der
Coevolution von TAP, MHC I und TCR hin, die es dem
Immunsystem erm�glicht, infizierte Zellen effizient zu erken-
nen und zu zerst�ren.

Viren haben vielf�ltige Mechanismen zur Blockierung der
Antigenpr�sentation entwickelt. Die beiden viralen TAP-
Inhibitoren ICP47 und US6 wurden detailliert untersucht.
Beide verhindern den Peptidtransport in das ER durch ihre
direkte Wechselwirkung mit TAP. Die an der Bindung
beteiligten Reste sind bislang nicht bekannt. Dennoch
konnten diese Inhibitoren erfolgreich zur Untersuchung des
Transportmechanismus von TAP eingesetzt werden. Auf der
Basis dieser viralen Hemmstoffe k�nnen therapeutische
Arzneistoffe konzipiert werden, die als Immunsuppressoren
wirken oder die in neuen Impfstrategien gegen Viren
verwendet werden k�nnen, wodurch unser Immunsystem
wieder in die Lage versetzt wird, die infizierten Zellen zu
erkennen und zu t�ten.

Die ATP-Bindung und -Hydrolyse an den NBDs ist f*r
den fortschreitenden Peptidtransport durch die ER-Mem-
bran essenziell. Es gibt Hinweise darauf, dass ein ATP pro
Motordom�ne des TAP-Komplexes f*r die Peptidtransloka-
tion ben�tigt wird, aber das Verh�ltnis von ATP zu Peptid
konnte bisher noch nicht bestimmt werden. Vermutlich wird
das Peptid durch eine Pore transportiert, die von den TMDs
gebildet wird. Die Architektur dieser vermeintlichen Pore ist
derzeit nicht bekannt und kann wahrscheinlich nur durch
hoch aufgel�ste Kristallstrukturen des TAP-Komplexes w�h-
rend unterschiedlicher Phasen des Translokationszyklus
bestimmt werden. Strukturelle sowie weitere kinetische
Studien sind notwendig, um die Kommunikation zwischen
den NBDs sowie zwischen den NBDs und den TMDs zu
entschl*sseln und die Natur der Konformations�nderungen,
die mit der intramolekularen Signal*bertragung einhergehen,
zu verstehen. Andere noch nicht gekl�rte Fragen bez*glich
des Translokationsmechanismus sind, ob ATP in sequen-
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zieller oder paralleler Weise an den beiden NBDs hydroly-
siert wird, und was der eigentliche Antrieb f*r den Peptid-
transport ist.

Im Zeitalter der Proteom-Forschung k�nnen weitere
interessante Fragen untersucht werden: Wie genau ist der
PLC zusammengesetzt?Wie kommunizieren die unterschied-
lichen Proteinkomponenten innerhalb des PLC zeitlich und
r�umlich miteinander, um die Peptid-Beladung zu koordinie-
ren? Trotz intensiver Forschung *ber die letzte Dekade
bleiben noch viele Fragen der Antigenprozessierung und
-pr�sentation zu beantworten. Viren demgegen*ber bearbei-
ten dieses Gebiet *ber Millionen von Jahren und haben
ausgefeilte Strategien entwickelt, der Immunerkennung zu
entgehen. Wir haben nun die Chance, das immense „Wissen“
der Viren zu nutzen, um tiefere Einsicht in das faszinierende
Feld der Antigenprozessierung und -pr�sentation zu erhalten.

Abk�rzungen

ABC ATP-Bindungskassette
BLS Bare Lymphocyte Syndrome
CD4+ T-Helferzelle
CD8+ cytotoxische T-Zelle
ER endoplasmatisches Retikulum
HC schwere Kette
HCMV humanes Cytomegalie-Virus
HSV Herpes-simplex-Virus
ICD intrazellul�re Dom�ne
IM innere Membran
MHC I Hauptkompatibilit�tskomplex I
NBD Nucleotidbindungsdom�ne
NK nat*rliche Killerzelle
PLC Peptidbeladungskomplex
TAP mit der Antigenprozessierung assoziierter Trans-

porter
TCR T-Zell-Rezeptor
TMD Transmembrandom�ne
TM Transmembranhelix
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