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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Klasse-lI-Molekile werden durch Gene des Haupthistokompatibilititskomplexes (HLA)
kodiert und dienen der Antigenprasentation. Ein Klasse-lI-Molekul besteht aus einer a- und
einer B-Untereinheit, die sich zu einem Heterodimer im ER zusammenlagern. Die Beladung
des HLA-Heterodimers mit einem antigenen Peptid erfolgt im MIIC-Kompartiment. Nach
dem Transport des Klasse-lI-Peptidrezeptors zur Zelloberflache erfolgt die Prasentation des
Antigens fur CD4-positive T-Helferzellen. Innerhalb der Gruppe der Klasse-lI-Gene des
HLA-Komplexes werden drei Genpaare unterschieden, die fur die Isotypen DR, DP und DQ
kodieren. Gemeinsam ist allen drei Isotypen, dass sie Uber eine Vielzahl von Allelen, sowohl
fur die a- als auch fur die B-Genorte, verfigen (Ausnahme DRa). Ausgehend von diesem
Polymorphismus kann ein Individuum maximal zwei Allele fir die a- und zwei Allele fur die
B-Untereinheit besitzen. Die verschiedenen Allele fuhren nach Translation zu den HLA-
Untereinheiten. Nach heutigem Stand konnten im menschlichen Genom 26 unterschiedliche
a- und 89 B-Untereinheiten identifiziert werden, wovon in einem Individuum maximal zwei
verschiedene o- und zwei B-Ketten vorkommen. Eine freie Kombinierbarkeit der Unterein-
heiten lasst eine groRe Vielfalt an DQ-Heterodimeren in der menschlichen Population
postulieren. In dieser Arbeit sollte der Einfluss des Polymorphismus auf den Zusammenbau
von DQ-Heterodimeren im ER, die Abhéngigkeit vom Chaperon ,Invariante Kette* und die
Oberflachenexpression der HLA-Rezeptoren untersucht werden. Die Identifikation wichtiger
Abschnitte der Priméarsequenz, die fir die Stabilisierung von Heterodimeren beitragen, sollte
weiterfihrende Erkenntnisse zur Bedeutung des Polymorphismus liefern. Far die
experimentellen Analysen dieser Arbeit konnten drei DQa- und vier DQp-Untereinheiten
genutzt werden, die zu insgesamt zwolf DQ-Heterodimeren kombiniert wurden. Zum
Nachweis eines funktionsfahigen DQ-Heterodimers wurde der Transport durch den Golgi
Komplex, sowie die Oberflachenexpression der Rezeptoren, bestimmt. Die Untersuchung
der Reifung der N-Glykane durch Enzyme des Golgi Apparates lieferte zudem einen
Hinweis auf die korrekte Faltung der DQ-Molekile. Die Analyse der zwdlf DQ-Allotypen
ergab, dass ein Drittel der Heterodimere weder eine Glykanreifung im Golgi erfuhren, noch
konnten diese auf der Zelloberflache detektiert werden. Anhand weiterfuhrender
Kompetitionsexperimente gelang der Nachweis, dass eine Untereinheit eine nicht-passende
Kette aus dem o/B-Komplex verdrangen kann und im Anschluss ein neuer funktionsfahiger
HLA-Rezeptor entsteht. Nicht-zusammenpassende HLA-Untereinheiten verbleiben im ER.
Die Relevanz dieser Resultate wurde anhand der Kopplung des jeweiligen DQa- und DQ-
Allels auf einem Chromosom (Haplotyp) in 20 regional differenzierten Ethnien untersucht.
DQ-Allelkombinationen, die nicht zu einem funktionsfahigen Heterodimer kombiniert werden
konnten, sind in 78 von 80 Fallen mit einem negativen Kopplungsungleichgewicht assoziiert.
Hingegen sind die a- und B-Untereinheiten der funktionell getesteten DQ-Allelkombinationen
mit einer positiven Kopplung auf einem Chromosom verbunden. Fir die Vererbung von DQ-
Molekulen sind vermutlich selektive Mechanismen vorhanden, die das Auftreten von nicht-
funktionellen DQ-Allelkombinationen verhindern. Der Ausfall aller méglichen DQ-Rezeptoren
in einem Individuum konnte nicht nachgewiesen werden. Die transportkompetenten DQ-
Molekile zeigten eine strikte Abhangigkeit von der Invarianten Kette bezlglich der Reifung
der Kohlenhydrate und unterschieden sich dabei von HLA-DR und -DP. Untersuchungen mit
chimaren Fusionskonstrukten, die Sequenzbereiche von DR und DQ enthalten, lieferten den
Hinweis, dass besonders die Aminosaurebereiche am Grubenein- und Ausgang fir die
Stabilitat der Heterodimere verantwortlich sind.
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Einleitung

2. Einleitung

2.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem des Menschen besteht aus einem komplexen und differenzierten
Netzwerk von Abwehrreaktionen, die die Aufgabe besitzen, den Organismus vor
Krankheitserregern wie z.B. Bakterien, Pilze und Viren zu schitzen und somit das
Uberleben des Individuums zu sichern. Das Immunsystem ist dabei in die angeborene
und in die erworbene Immunabwehr unterteilt. Die erworbene Immunabwehr ist hoch
spezifisch fur Erreger und entwickelt sich im Laufe eines Lebens mit Merkmalen wie
Immungedachtnis und Toleranz zu einer individuellen Abwehrmauer. Einige Zellen
erwerben nach dem ersten Antigenkontakt ein Gedachtnis, um bei erneutem Kontakt
schneller und vor allem effektiver antworten zu konnen. Gleichzeitig muss das
Immunsystem eine Form der Toleranz gegeniber kdrpereigenen Antigenen ausuben,
damit die Immunantwort sich nicht gegen den eigenen Organismus richtet (Janeway,
1999).

Die spezifische Immunabwehr wird durch die B- und T-Lymphozyten vermittelt. Diese
Zellen besitzen Rezeptoren, die in der Lage sind, Antigene spezifisch zu erkennen.

Humorale Immunantwort: Die Antigen-Rezeptoren der B-Zellen heil3en Antikérper (auch
Immunglobuline (Ig)), die der T-Zellen werden als T-Zellrezeptoren (TCR) bezeichnet.
Die B-Zellen bekampfen die Antigene extrazellular, indem sie Antikdrper freisetzen, die
spezifisch Oberflachenmolekile der Erreger erkennen kénnen. Sezernierte Immun-
globuline entstehen durch alternatives Spleiien der m-RNS und besitzen somit keine
Transmembrandomane.

Zellulare Immunantwort: T-Zellen kénnen erst dann aktiviert werden, wenn ein Antigen
Uber MHC-Molekile (MHC = Haupt-Histokompatibilitats-Komplex) auf der Zelloberflache
prasentiert wird. Die MHC-Molekile der Klasse | (MHC 1) werden auf kernhaltigen
Korperzellen exprimiert, die MHC-Molekile der Klasse 1l (MHC Il) indessen nur auf
Zellen des Immunsystems, die als Antigen-prasentierende Zellen (APC) bezeichnet
werden. Zu den APC gehoéren B-Lymphozyten, Makrophagen bzw. Monozyten und
dendritische Zellen (DC). Die zytotoxischen (CD8-positiven) T-Zellen erkennen an MHC-
I-Molekile gebundene, zumeist intrazellulare, Peptide und bekampfen die infizierten
Zellen. CD4-positive T-Helferzellen (TH-Zellen) kénnen in ihrer Immunantwort nur durch
MHC-I11-Peptidrezeptoren stimuliert werden. Durch MHC-II-Molekile werden Peptid-
stiicke von einer Lange von 12 — 25 AS prasentiert, die durch Endozytose in die Zelle
aufgenommen und in Lysosomen fragmentiert wurden (Rammensee, 1996).

Je nach Funktion in der zellularen bzw. humoralen Abwehr werden die TH-Zellen in
TH1- und TH2-Zellen unterschieden. TH1-Zellen, die Interferon y (INF y) ausschitten,
aktivieren vor allem Makrophagen, die als Phagozytosezellen bekannt sind. Durch diese
Aktivierung wird die zellulare Immunantwort untersttitzt. TH2-Zellen hingegen sind Teill
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der humoralen Immunantwort. Sie produzieren die Interleukine IL-4 und IL-5, wodurch
B-Zellen aktiviert werden (Rao, 2000).

Sowohl die T- als auch die B-Zellen durchlaufen eine zentrale und eine periphere
Toleranzentwicklung. Durch negative Selektion bei der T-Zellentwicklung im Thymus soll
ausgeschlossen werden, dass die T-Zellen, die kdrpereigene Antigene erkennen, in die
Peripherie gelangen. Die zentrale Toleranzentwicklung der T-Zellen findet im Thymus
statt. Es handelt sich dabei um eine Selektion, bei der T-Zellen, die sich gegen
korpereigene Zellen richten, den Reifungsprozess nicht Gberstehen. Ein Grof3teil der B-
Zellen wird im Knochenmark auf Funktionalitéat getestet. Gelangen dennoch autoreaktive
B- oder T-Zellen in die Peripherie, so werden sie im Rahmen der peripheren
Toleranzentwicklung durch weitere Toleranzmechanismen kontrolliert (Nossal, 1994).

2.2 Human-Leukocyte-Antigen (HLA)

2.2.1 Ubersicht zum menschlichen HLA-System

Der Haupthistokompatibilitatskomplex (HLA) ist ein Satz von Genen mit Uberwiegend
immunologischen Funktionen. Der HLA-Komplex umfasst eine Region von ca. 200
Genen. Mehr als 4 Millionen Basenpaare dieser Gene kodieren fir den HLA-Komplex
(0,1% des humanen Genoms), dessen Lokalisierung auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 6 (6p21.31) angegeben wird (Alberts, 1990; Penn, 2005).

Die Gene des HLA-Komplexes lassen sich in drei unterschiedliche Klassen unterteilen,
die sich durch ihre Funktionen abgrenzen.

Die Einfuhrung dieser Unterteilung im MHC-System (Major Histocompatibility Complex)
erfolgte erstmals 1977 durch Klein. Der MHC-Komplex geht auf die Forschung am
Mausmodell zuriick und wird in der Literatur haufig als Synonym fur das HLA-System
genutzt (Jones, 1990; Klein, 1997; Nonaka 2001).

Ausgehend von den ca. 4.000 Kb des gesamten HLA-Komplexes umfasst die HLA-
Klasse-I-Region ca. 1800 Kb und die HLA-Klasse-lI-Region ca. 1000 Kb (Penn, 2005).
Die klassischen Gene der Klasse-I-Molekiile lassen sich in die Isotypen HLA-A, HLA-B
und HLA-C unterscheiden. Die Isotypen der Klasse-lI-Region werden hingegen als HLA-
DR, HLA-DP und HLA-DQ bezeichnet (Klein & Sato, 2000).
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Die Klasse der MHC-III-Gene ist im HLA zwischen den Klasse-I- und Klasse-lI-Genorten
lokalisiert. Die Klasse-lll-Region besitzt dabei die hochste Gendichte mit ca. 60
verschiedenen Genorten und umfasst ca. 730 Kb. Eine Vielzahl der Gene der Klasse-ll|
ist mit immunologischen Funktionen assoziiert. Dazu gehdren die Komplementfaktoren
(C2, C4A, C4B und BF), Zytokine TNFa, TNFb, LTa and LTb) und Chaperone wie
HSP70.

Das HLA-System ist sehr polymorph, d.h. fir die meisten Genorte existieren zahlreiche
genetische Varianten, die sogenannten Allele. Die Genprodukte des HLA-Komplexes
werden als HLA-Antigene beschrieben, denen innerhalb des Immunsystems eine
zentrale Rolle zukommt. Die Unterscheidung zwischen korperfremden und korper-
eigenen Strukturen ist essentiell fur die Organisation des Immunsystems und fur das
Uberleben des menschlichen Organismus (Vandiedonk & Knight, 2009). Um diese
Unterscheidung zu gewahrleisten ist die Antigenprasentation durch die antigen-
prasentierenden Klassen des HLA-Komplexes unerlasslich.

Abbildung 2.1: Der
_DP_ DM MJ— L menschliche HLA-Komplex
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2.2.1 Aufbau und Struktur von HLA-Klasse-lI-Molekiilen

Die Analyse der dreidimensionalen Struktur von HLA-Molekilen ist auf Rontgenstruktur-
analysen zurlckzufuhren. Mittels dieser Technik wird ein HLA-Molekl als Heteropeptid-
dimer beschrieben, dass aus zwei Untereinheiten mit gebundenem Peptid besteht.
Dabei kodiert jeweils ein Gen fir eine dieser Untereinheiten, die als Alpha- (a-) und
Beta- (B-) Kette bezeichnet werden.
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Ein reifes HLA-Klasse-II-Molekul hat ein Molekulargewicht von ca. 58 — 65 kD, wobei die
o-Kette ca. 33 — 35 kD ausmacht und die B-Untereinheit 25 — 30 kD. HLA-Antigene
besitzen eine Domanenstruktur und gehéren zu den Molekilen der Immunglobulin-
superfamilie. Die einzelnen Domé&nen sind in zwei N-terminale extrazytoplasmatische
Regionen von 90 — 100 Aminosauren, eine Transmembranregion von 20 — 25
Aminosauren und in ein kurzes zytoplasmatisches Segment von 12 — 15 Aminosauren
gegliedert. Die membranproximalen Domanen (a2; f2) enthalten eine intramolekulare
Disulfidbrickenbindung und ihr Aufbau ahnelt der konstanten Immunglobulinregion. Die
distalen al- und B1-Domanen formen eine sogenannte Peptidbindedomane aus, die der
Prasentation von Antigenen dient. Die peptidbindende Domane besitzt eine Grube,
deren Boden durch eine B-Faltblattstruktur entsteht und durch zwei seitliche a-Helices
begrenzt werden (Stern et al., 1994; siehe Abbildung 2.2).

Peptidbindegrube  Peptid Abbildung 2.2: Strukturmodell von HLA-
/ Klasse-llI-Molekulen

gx. In der oberen Halfte des Bildes ist auf der linken
Bl Seite ein schematisches Modell eines HLA-
-3 Klasse-lI-Molekills dargestellt. Rechts ist ein
dreidimensionales Strukturmodell von HLA-DQ2
(Quelle: RCSB-Datenbank) dber den 3D-
Molecule-Viewer von Invitrogen abgebildet.
Das Klasse-lI-Molekul setzt sich aus zwei Unter-
einheiten (o- und B-Kette), die jeweils aus zwei
sz Domanen (al/a2; B1/f2) bestehen, zusammen.
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bindegrube, in der zunachst das CLIP-Fragment
und spater antigene Peptide gebunden werden
koénnen. Im unteren Bildabschnitt wurde eine 3D-
Darstellung eines gebundenen Peptids in der
Peptidbindegrube gewahlt, um die die neun
verschiedenen Peptidtaschen zu zeigen, in
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Die Peptide, die in den Positionen P1 bis P9 in der Peptidgrube binden, zeigen eine
konservierte Konformation (siehe Abbildung 2.2). Diese erweiterte Peptidkonformation
entsteht durch die Ausbildung von Wasserstoffbrickenbindungen zwischen den
konservierten AS-Resten des HLA-Klasse-lI-Moleklls und dem Peptidriickgrat. Dabei
werden die Positionen P1, P4, P6 und P9 des Peptids als Anker-Reste bezeichnet, da
diese eine direkte Bindung in die Taschen der Peptidbindegrube zeigen und zur
Stabilisierung des Klasse-II-Molekils fuhren (Jones et al., 2006). Die Eigenschaften
dieser Ankerreste sind besonders interessant fur die Strukturanalysen in engem Kontext
mit der Entstehung und genetischer Disposition von Autoimmunerkrankungen.
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Bei einem Vergleich der Strukturmodelle fir die HLA-Isotypen DR mit DQ, ist eine
bedeutende Ubereinstimmung der strukturellen Gegebenheiten festzustellen. Dies lasst
eine sehr ahnliche biologische, immunologische Aufgabe wie Antigenbindung, Homo-
dimerisierung der Alpha- und Beta-Kette vermuten. Jedoch zeigen sich bei ndherer
Betrachtung der Sequenzen distinkte Bereiche, die zu einer unterschiedlichen
Konformation fuhren. Diese sterischen Unterschiede kdnnten u.a. unterschiedliche
Funktionen der Isotypen erklaren (Paliakasis et al., 1996). Ein besonders auffalliger
Unterschied liegt in der ersten Bindungstasche der Peptidbindegrube, die bei dem HLA-
DQ-Isotypen polymorph ist. Dieser Unterschied fuhrt zu einer unterschiedlichen
Antigenpeptidselektion durch DQ-Molekiile.

2.2.2 Nomenklatur von HLA-Klasse-lI-Molektlen

Die Nomenklatur eines Allels beschreibt den spezifischen HLA-Genort, die Familie, das
Allel und letztlich das Suballel. Anhand der Nomenklatur kdnnen Unterschiede in der
Primarsequenz bis hin zu stillen Mutationen nachvollzogen werden. Alle Klasse-II-
Antigene werden mit dem spezifischen Kurzel ,D* versehen. Die Subregion bzw. Familie
der Klasse-lI-Molekiile wird durch einen zweiten Buchstaben charakterisiert. Die bisher
beschriebenen Familien tragen die Bezeichnung DR, DQ, DP, DO und DM. Der dritte
Buchstabe bezeichnet die jeweilige Untereinheit. ,A* steht fir die Alpha-Peptidunter-
einheit und ,B* fur die Beta-Kette. Bei Vorhandensein mehrerer Gene fir die o- und p-
Kette wird die Spezifizierung des Gens durch eine zuséatzliche Zahl erreicht. Bisher sind
fur DQ-Molekile jedoch nur ,DQAL1* und ,DQB1" von Interesse, da DQA2 als ein
Pseudogen deklariert wurde.

Aufgrund des sehr stark ausgepragten Polymorphismus der HLA-Klasse-lI-Antigene
wird eine weitere Differenzierung vorgenommen. Um ein spezifisches Allel zu
beschreiben wird hinter die Charaktersierung des Genortes ein * gesetzt.
Anschlie3end folgt ein erstes Zahlenpaar, beginnend mit ,01“. Diese Ziffern bezeichnen
das Hauptmerkmal, die danach anschlieRenden beiden Ziffern beschreiben spezifische
Untermerkmale auf der Codon-Ebene.

Nach diesem Nomenklatursystem bezeichnet HLA-DRB1*130102 den Genort des HLA-
Komplexes, D steht fur die Klasse-lI-Molekile, R beziffert die Isotypenzugehoérigkeit und
B1 steht fur die B-Polypeptidkette (siehe Tabelle 2.1, Quelle: www.ebi.ac.uk/imgt/hla/).

Institut fiir Genetik, Abteilung Immunbiologie, Universitidt Bonn Seite 6


http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/�

Einleitung

Tabelle 2.1: Nomenklatur von HLA-Klasse-lI-Molekiilen

Nomenklatur Bedeutung
HLA HLA-Region und Prefix fiir HLA-Gene.
HLA-DRB1 Ein spezieller HLA-Genort der Klasse Il, Familie R und Subeinheit B1.
HLA-DRB1*13 Bezeichnung des Allels DR13.
HLA-DRB1*1301 Ein spezifisches Allel als ein HLA-Suballel von DR13 dargestellit.
Ein spezifisches Allel, dass sich durch eine stumme Mutation von
- * 1
SRIREAS e 07 DRB1*130101 unterscheidet.
HLA-DRB1*13010102 Ein Allel enthélt eine Mutation im nicht-kodierenden Bereich.

2.2.3 Vererbung von HLA-Genen und Kopplungsungleichgewicht

Charakteristisch fur das HLA-System ist die besonders hohe Anzahl an Genvarianten,
den Allelen. Dieser Polymorphismus ist der umfangreichste des ganzen humanen
Genoms. Jedes Individuum besitzt aufgrund des diploiden Chromosomensatzes zwei
Chromosomen 6, wobei eines maternal (mutterlicherseits) und das andere paternal
(vaterlicherseits) vererbt wird. Da jeder Isotyp der HLA-Gene aus zwei Subtypen (a- und
B-Kette) besteht, liegt auf jedem Chromosom jeweils ein charakteristisches Allel fur
HLA-DQa und HLA-DQp vor. Ein Heterodimer, bestehend aus den funktionellen a- und
B-Subeinheiten, das aus den Genen nur eines Chromosoms hervorgeht, wird als
Haplotyp bezeichnet. Der Begriff erklart sich aus der Verknipfung von ,haploid* und
»Genotyp” und geht auf den Immungenetiker Ruggero Ceppellini zurlick, der Beobach-
tungsstudien zu familiaren Genotypen durchfiihrte (Vandiedonk & Knight 2009). Jeder
Mensch bekommt somit einen Haplotypen vom Vater (paternal) und einen Haplotypen
von der Mutter (maternal) vererbt, beide zusammen werden als der Genotyp des
Individuums bezeichnet (Muller, 2003; Penn, 2005). Eine beliebige Kombination aus a-
und B-Kette wird hingegen als Allotyp bezeichnet. Der Phanotyp eines Menschen setzt
sich aus den HLA-Allelen zusammen, die molekularbiologisch bestimmt werden.

Bestimmung von Haplotypen

Fur die Berechnung von Haufigkeitsverteilungen gibt es bestimmte Berechnungs-
methoden. Zur Bestimmung der Phéanotypfrequenz wird die Anzahl der fur ein
bestimmtes Merkmal positiven Individuen gezahlt und durch die Gesamtzahl der
untersuchten Individuen geteilt. Die einfachste Bestimmung der Genfrequenz beruht auf
der folgenden Berechnung: Genfrequenz = 1 — \ (1/Phanotypenfrequenz). Ein HLA-
Phéanotyp konnte beispielhaft folgendermafen lauten: HLA-A1, A2, B7, B8, DRB1*1501,
*0301, DQB1*0602, *0201. Fur diesen Phanotyp ist der wahrscheinlichste Genotyp wie
folgt zusammengesetzt:
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Haplotyp: HLA- A1, B8, DRB1*0301, DQB1*0201

Haplotyp: HLA- A2, B7, DRB1*1501, DQB1*0602

Bei einer entsprechend grof3en Stichprobe wurde eine Schatzmethode entwickelt, um
aus der Phanotypenfrequenz die Haplotypenfrequenz abzuleiten. Nach dieser Schatz-
methode kodnnen, aus einem gegebenen Phanotypen, die mdglichen Genotypen
abgeleitet werden (Gemsa et al., 1997).

Die exakte Bestimmung des Haplotypen eines Individuums kann nur in sogenannten
Segregationsanalysen von HLA-Allelen in Familien bestimmt werden. Dies bedeutet,
dass eine gekoppelte Vererbung der Allele desselben HLA-Genorts zu jeweils einem
weiteren HLA-Allel eines anderen HLA-Genorts von jedem Elternteil bei mindestens
zwei Kindern nachgewiesen werden muss. Die Kinder missen sich dabei komplett in
den ererbten HLA-Allelen unterscheiden (Miller, 2008).

Der heutige Goldstandard zur Bestimmung von Haplotypen findet sich unter den
molekularbiologischen Methoden. Bei der Methode der AS-PCR (Allele specific
Polymerase Chain Reaction) wird die genomische DNS amplifiziert. Dabei werden
Primer verwendet, die spezifisch zum Ablesen nur eines von zwei moéglichen Allelen
entworfen wurden. Eine weitere Moglichkeit besteht in dem Einsatz von somatischen
Zellhybriden, mit deren Hilfe eine physikalische Trennung der beiden Chromosomen
vorgenommen werden kann. Im Anschluss ist die Analyse eines Haplotypen des ganzen
Chromosoms mdglich (Crawford & Nickerson, 2005).

Aufgrund des hohen Aufwands und der hohen Kosten der molekularbiologischen
Methoden erfolgt die Bestimmung von Haplotypen, ausgehend von den Genotyp-Daten
in Populationsstudien mit groRen Stichproben, durch statistische Schlussfolgerungen.
Diese statistischen Ruckschlussprogramme werden in drei Gruppen unterschiedlicher
Algorithmen eingeteilt: Parsimony, Maximum Likelihood und Bayesian. Jedes Programm
aus den einzelnen Gruppen hat Vor- und Nachteile, die entsprechend der gewinschten
Zielparameter, angewendet werden (Crawford & Nickerson, 2005). Vergleiche zwischen
den fihrenden Methoden zur Haplotypenbestimmung und empirisch bestimmten
Haplotypenhaufigkeiten (durch Familienanalysen bestimmt) zeigen nur sehr geringe
Abweichungen. Die Genauigkeit der unterschiedlichen statistischen Berechnungswege
unterscheidet sich kaum. Jede vorkommende Haplotypenkombination mit einer
H&aufigkeit von tber 1% in der Stichprobe (empirisch bestimmt) konnte auch anhand
statistischer Berechnungsmethoden identifiziert werden (Adkins, 2004). Auch andere
Untersuchungen zur Genauigkeit der Haplotypen-Softwareprogramme zeigten, dass
eine genaue Bestimmung der Haplotypenfrequenz erst ab einer Haufigkeit von mind.
1% erreicht wird (Bettencourt et al., 2008). Die Méglichkeit seltene Haplotypen in grof3en
Stichproben Uber rechnerische Wege zu identifizieren wirde jedoch bei der Aufklarung
des Zusammenhangs von Pradispositionen bestimmter Erkrankungen weiterhelfen. Die
Zuordnung der Haplotypen zu bestimmten Individuen ist dabei abhangig von der Anzahl
der heterozygoten SNP’s (Single Nucleotid Polymorphism) und liegt zwischen 80 — 90%
(Adkins, 2004).
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Definition eines Kopplungsungleichgewichts

Die Gene eines Haplotypen tragen gleichermalRen zur Entwicklung des Phanotypens
bei, da die Gene kodominant korrespondierend exprimiert werden (Klein, 2000). Dies
bedeutet, dass aus zwei unterschiedlichen Haplotypen, die aus jeweils einer DQa- und
einer DQp-Kette bestehen, vier unterschiedliche Heterodimere exprimiert werden
konnen.

Rekombination ist ein Prozess, der dafir sorgt, dal3 neue Kombinationen von Allelen in
Nachkommen entstehen. Wahrend der Meiose kann es zum Austausch von
genetischem Material zwischen Chromosomen kommen. Dabei entstehen an beiden
Strangen Briche, die Uberkreuz wieder verkntpft werden und rekombinieren (,Crossing
Over“). Dabei konnen Gene eines Chromosoms auch voneinander getrennt werden
(,Entkopplung®). Laut dem Mendel’'schen Vererbungsgesetz der meiotischen
Rekombination kann ein Crossing Over nur unter der Voraussetzung entstehen, dass es
sich bei der raumlichen Verteilung von Crossing Overs entlang zweier homologer
Chromosomen um einen zufallsbestimmten biologischen Prozess handelt. Je n&her
zwei Gene beieinander liegen, desto seltener werden sie getrennt. In diesem Fall wird
von der Kopplung dieser Gene gesprochen.

In Assoziationsstudien wurden sogenannte Kopplungsungleichgewichte nachgewiesen.
Diese werden zumeist definiert als das Uberzufallige Auftreten zweier Allele von zwei
gekoppelten Genorten innerhalb einer Population. Kopplungsungleichgewichte treffen in
der klinischen Relevanz auf die HLA-Antigene zu (Krawczak, 2003).

Die Vererbung des HLA-Komplex erfolgt Uberwiegend in zusammenhéngenden
Abschnitten. Es wird in diesem Zusammenhang von einer ,en bloc*-Vererbung
gesprochen. Somit wird z.B. das Segment von HLA-B bis HLA-DQ fast immer als
ganzes Segment an die nachste Generation weitergegeben.

Somit ist es nicht verwunderlich, dass die theoretisch errechnete Zufallsfrequenz von
Allelen in einem Haplotyp nicht mit Beobachtungen in verschiedenen Populationen
Ubereinstimmen. Hingegen zeigt sich, dass ganz spezifische Allele in Haplotypen
haufiger gekoppelt vererbt werden. Dieses Phanomen wird als Kopplungsungleich-
gewicht bezeichnet und wird in der Literatur als ,A-Wert* angegeben (Begovich et. al,
1992; Vandiedonk & Knight, 2009).

Als Beispiel kann die Verteilung der HLA-Allele A1 und B8 herangezogen werden. Die
Genfrequenz des HLA-A1-Allels in der européaischen Bevolkerung liegt beispielsweise
bei 16%, die des HLA-B8-Allels bei zehn Prozent. Die Wahrscheinlichkeit, dass beide
Allele gekoppelt in einem Haplotyp vorkommen ergibt sich rein rechnerisch durch das
Produkt der beiden Genfrequenzen: 0,16 x 0,10 = 0,016 Prozent (1,6 %).

Die tatsachlich ermittelte Haufigkeit dieser Allelkombination auf einem Chromosom hat
jedoch, abweichend von den rechnerisch ermittelten 1,6%, einen Wert von 8,8%. Bei
Ubereinstimmung dieser Werte wiirde man von einem Gleichgewicht sprechen. Da
jedoch ein Deltawert von 7,2 Prozentpunkten bestimmt werden konnte herrscht hier ein
Ungleichgewicht in der Verteilung der verschiedenen Kombinationen. Aufgrund des
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Kopplungsungleichgewichts gibt es sehr viel weniger verschiedene HLA-Kombinationen,
als theoretisch zu erwarten ware. In der Praxis profitiert besonders die Suche nach
einem geeigneten Spender im Falle einer notwendigen Organtransplantation von dieser
Verteilung (van den Tweel, 1999).

Beeinflusst wird ein Kopplungsungleichgewicht durch evolutionare Faktoren wie
Mutation, Genetischer Drift, Migration, Selektion und Genfluss. Entscheidend fur die
Stabilitat eines Kopplungsungleichgewichts ist die Rekombinationsrate.

Allgemein gilt, dass zwei Genorte entweder sehr eng gekoppelt oder die Selektion sehr
stark sein muss, damit ein Ungleichgewicht stabil existieren kann. Als Beispiel aus dem
Tierreich soll die verbreitete Landschnecke Cepaea nemoralis dienen. Die Genorte fur
die Merkmale der Farbung des Gehauses sowie fir das Bandenmuster sind eng mitein-
ander gekoppelt und zeigen in den meisten Populationen keine Rekombination, was ein
Zeichen fur die sehr starke Selektion sein kann. Eine natirliche Selektion ist dabei
zumeist an den Uberlebens- oder Reproduktionserfolg eines Individuums gekoppelt. Die
genetische Drift hingegen bezeichnet eine zuféallige Veranderung der Genfrequenz
innerhalb des Genpools einer Population.

Bei Migration wird das Kopplungsungleichgewicht durch die Durchmischung zweier
Populationen mit unterschiedlichen Genen entstehen. Dabei ist die Hohe des Ungleich-
gewichts stark von den Unterschieden der Genhaufigkeiten der urspringlichen
Populationen abh&ngig. Der entscheidende Faktor ist jedoch die Rekombinationsrate
und somit die Vermischung des Erbgutes.

2.3 Antigenprozessierung durch MHC-Klasse-lI-Molekle

HLA-Klasse-II-Molekiile werden in Abwesenheit inflammatorischer Stimuli nur von
wenigen Zelltypen exprimiert, die in diesem Zusammenhang als antigenprasentierende
Zellen (APC) bezeichnet werden. Weiterhin sind einige wenige Zelltypen bekannt, die
andere Aufgaben im Organismus erflllen, aber bei gegebener Stimulation ebenfalls die
Fahigkeit der Klasse-ll-Expression besitzen. Als Beispiel fur diese Zellgruppe sind die
Epithelzellen der Lunge oder Endothelzellen zu benennen, die aufgrund ihrer genannten
Eigenschaften als nicht professionelle antigenprasentierende Zellen bezeichnet werden
(Zelle, 1990).

Fur ein funktionierendes Immunsystem sind HLA-Klasse-lI-Molekile unerlasslich. lhre
Hauptfunktion, Peptide aus antigenen Strukturen zu binden und diese auf der Zellober-
flache zu présentieren, gewahrleistet den Kontakt zu den T-Zellen. Durch diesen
Vorgang kann der Organismus Zellen unterscheiden, die entweder korpereigene bzw.
korperfremde Peptide beinhalten. Die Kommunikation der Klasse-II-Molekile mit T-
Helferzellen fuhrt einerseits zur Einleitung einer Immunantwort durch Stimulierung der
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CD4"-Zellen, andererseits wird dieser Kontakt auch zur Ausreifung von T-Zellen genutzt
(Mller, 2003). Als Schliusselreaktionen werden fur die Verbindung zwischen Zelle und
Immunsystem einerseits die Antigenprasentation auf der Zelloberflache, aber auch ihre
Voraussetzung, die Antigenprozessierung innerhalb der Zellorganellen, gesehen. Ist ein
Peptid auf eine entsprechende Grol3e geschnitten, so ist die Aufnahme an die jeweilige
Struktur der Peptidbindegrube eines HLA-Heterodimers gekoppelt. Eine Peptidbinde-
grube wird jeweils durch die Alpha-, aber auch durch die Beta-Untereinheit eines HLA-
Molekuls geformt. Nur die Isotypen DP, DR, DM und DQ sind in der Lage, beide Ketten
der HLA-Antigene zu kodieren und somit eine Antigenbeladung zu gewahrleisten
(Bodmer et al., 2003).

2.3.1 Zusammenbau der MHC-Klasse-II-Molekile im Endoplasmatischen
Retikulum

Die Kombination aus Alpha- und Beta-Kette ist entscheidend fir die Bindung des
spezifischen Antigens. Der Zusammenbau der beiden Untereinheiten findet dabei
innerhalb des Endoplasmatischen Retikulums (ER) statt. Nach der Translation werden
innerhalb des Prozesses der Translokation die N-terminalen Signalpeptide abge-
schnitten und die Molekile erhalten die ersten kohlenhydratspezifischen Modifikationen
(Cresswell, 1994).

Fur den eigentlichen Prozess der Bildung eines Heterodimers aus den Subeinheiten
spielt ein drittes nicht-polymorphes Molekiil eine wichtige Rolle, die Invariante Kette (li).
Die Invariante Kette ist ein 30 kD schweres Glykoprotein, welches die Plasmamembran
der Zelle mit einer Transmembrandoméne von 26 AS durchdringt. Ein kurzer,
aminoterminaler Teil des Proteins (30 AS) befindet sich auf der cytoplasmatischen Seite
der Membran. Der kohlenhydratmodifizierte, carboxyterminale Abschnitt ist auf der
extrazytoplasmatischen Seite der Membran zu finden. Durch unterschiedliches Splei3en
der RNA kdnnen zwei differenzierte Formen entstehen: 1i33 und li41. Letztere besitzt 64
zusatzliche Aminoséduren carboxyterminal, die funktionell als Proteaseinhibitoren-
doméane beschrieben wird (Bevec et al., 1996). In verschiedenen Zelltypen kann das
Verhaltnis beider Isoformen abweichen. Eine weitere Variante der 1i33 entsteht durch
einen alternativen Startpunkt der Translation, die die Ursache fiir 16 zusatzliche Amino-
sauren am N-Terminus darstellt. Diese Isoform wird als 1i35 bezeichnet (Cresswell,
1994).

Die wichtigste Funktion der Invarianten Kette wird in ihrer Chaperonfunktion gesehen,
wobei die korrekte Faltung eines HLA-Klasse-II-Molekiils unterstiitzt und stabilisiert wird
(Koch et al., 2007). Zu diesem Zweck lagern sich jeweils drei Proteine li nach ihrer
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Synthese im ER zu einem sogenannten Trimer zusammen. Es wird in diesem
Zusammenhang von Trimerisierung der Invarianten Kette gesprochen. Das Trimer wird
in einem folgenden Prozess erweitert, indem HLA-Klasse-1I-Peptide, bestehend aus a-
und B- Kette, gebunden werden, so dass ein li-HLA-Komplex entsteht (Anderson &
Miller, 1992; Romagnoli et al., 1994) Aktuell wird Uber die Stdochiometrie dieses
Komplexes diskutiert.

GroRRe Bedeutung bei der Stabilisierung von HLA-II-Molekilen spielt die CLIP-Region
(CLIP = for class ll-associated invariant chain peptide) der Invarianten Kette. Die CLIP-
Region ist ein Peptidabschnitt, der durch die Aminosduren 81 und 105 von der 1i33
begrenzt wird. CLIP bindet Uberwiegend in der Peptidbindegrube des Heterodimers,
wodurch die Stabiliserung des Komplexes ermdglicht wird (Stern et al., 1994). CLIP hat
weiterhin die Aufgabe, eine friihzeitige Peptidbindung des Heterodimers zu verhindern
(Riberdy et al., 1992; siehe Abschnitt 2.3.2).

Vor der Bildung dieses li-HLA-Komplexes und kurz nach der Translation der Proteine
liegen die HLA-Klasse-lI-Molekule in Komplexen mit einem ER-spezifischen Chaperon
BIP vor, bevor sie mit Hilfe eines weiteren Chaperons, Calnexin, in li-HLA-II-Komplexe
Uber-gehen. Die Tatsache, dass die Assoziation von einzelnen HLA-Molekllen und li mit
Calnexin nur vor der Ausbildung des li-HLA-Komplexes gefunden wurde, beweist, dass
dieses Chaperon eine entscheidende Bedeutung bei der Bildung des li-HLA-Komplexes
besitzt (Marks et al., 1995; Cresswell, 1994). Zur Beantwortung der Frage nach dem
genauen Ablauf der Entstehung eines funktionellen Peptidrezeptors aus den beiden
Untereinheiten mit Hilfe der Invarianten Kette missen heutzutage zwei unterschiedliche
Modelle genauer betrachtet werden. Im klassischen Modell wird zunachst die
Assoziation der a- und B-Kette beschrieben, die erst als Dimer an den trimerisierten li-
Komplex binden. Der li-Klasse-1lI-Komplex verlasst anschlieBend das ER, um in den
Antigenprozessierungsweg einzutreten (Cresswell, 1994).

. \ Abbildung 2.3: selektiver Zusammenbau von
HLA-Klasse-lI-Molekiilen

ER- Im klassischen Modellen erfolgt die Kombination

einer HLA-a-Kette mit einer HLA-B-Kette, bevor die

Wettbewerb Ausschleusung Invariante Kette beide Untereinheiten stabilisiert. In

einem erneuerten Modell der Arbeitsgruppe Koch

I (Koch et al., 2007) wird die Anlagerung von der i

an eine o- Kette beschrieben. Aus der Wettbe-
werbssituation um einen funktionellen Peptid-
rezeptor, lagert sich an diesen Komplex nur eine
strukturell passende B- Kette an. Der funktionelle
Peptidrezeptor kann das ER anschlieBend ver-
lassen und den Prozessierungsweg der MHC-II-
Molekiile fortsetzen.

Die Arbeitsgruppe Koch et al. publizierte 2007 ein komplexeres Modell (siehe Abbildung
2.3). Darin wird die Anlagerung der o-Untereinheiten mit der Invarianten Kette
beschrieben. Erst in einem folgenden Schritt wird selektiv eine passende B-Kette zu
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dieser Matrix hinzusto3en, um den li-HLA-Komplex zu bilden. Hintergrund ist, dass bei
der Vielzahl der existierenden Kombinationsmdglichkeiten nur solche selektiv das ER
verlassen, die funktionell in Lage sind, Antigene zu binden. Es ist demnach davon
auszugehen, dass spezifische Kombinationen aufgrund ihrer unterschiedlichen Struktur
nicht zueinander passen und die B-Kette solange ausgetauscht wird bis ein passendes
Gegenstuck zur a-Untereinheit gefunden ist (Koch et al., 2007).

2.3.1 Intrazellulare Transportrouten von HLA-Klasse-lI-Dimeren

Ausgehend vom Endoplasmatischen Retikulum werden Klasse-II-Dimere im Komplex
mit der Invarianten Kette ausgeschleust. Die Heterodimere gelangen auf verschiedenen
Wegen zur Zelloberflache, wo sie ihrer Funktion der Peptidprasentation nachkommen.
Voraussetzung fur diese Peptidprasentation ist es, dass die HLA-II-Komplexe in den
endozytotischen Prozessierungsweg eingeschleust werden. Die eigentliche Peptidbe-
ladung der o/B-Komplexe erfolgt dabei in sogenannten MIIC-Komplexen (MHC-Klasse-
[I-beinhaltendes Kompartiment), welche zum spé&ten endosomalen Kompartiment
gezahlt werden (Rocha & Neefjes, 2007).

MIIC-Kompartimente werden mit unterschiedlichen morphologischen Eigenschaften wie
multivesikular, multilamellar oder einer Kombination aus beiden Formen beschrieben
(Kleijmeer et al., 1997). Die multivesikularen MIICs (MVB) haben einen Durchmesser
von 400 — 500 nm und schlie3en internalisierte Vesikel eines Durchmessers von 40 — 90
nm ein. Ublicherweise werden sie zum spaten endosomalen Kompartiment gezahlt und
kommen relativ ubiquitar in der Zelle verteilt vor (Stern et al., 2006). Die multilamellaren
MIICs (MLB) werden hingegen zum lysosomalen Kompartiment gezahlt und unter-
scheiden sich in ihrer Lipid- und Proteinzusammensetzung. Im Vergleich zu den
multivesikularen MIIC-Vesikeln kommen sie nur in sehr distinkten Bereichen der Zelle
vor. Aufgrund der differenzierten Eigenschaften dieser Zellorganellen wird eine
unterschiedliche Funktion fiir die Beladung der Klasse-lI-Dimere vermutet, die sich auf
unterschiedlichen pH-Werten und der lokalen Konzentration von HLA-DM-Molekilen
begriindet (Stern et al., 2006).

Ausgehend von der Bildung der ubiquitdr verteilten MVBs wurde ein Modell der
effektiven Peptidprasentation auf der Zelloberflache entwickelt. Dabei ist bekannt, dass
bereits 200 bis 300 peptidbeladene HLA-Molekile (dies entspricht 0,002 — 0,006 % aller
Klasse-lI-Komplexe auf der Zelloberflache einer antigenpréasentierenden Zelle)
ausreichen, um eine Immunantwort hervorzurufen (Demotz et al., 1990). Weiterhin
verstarkt wird die Effektivitatt in der Antigenprasentation vermutlich durch die
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Organisation von diskreten Mikrodomé&nen an der Zelloberflache, in denen Klasse-II-
Molekile gehauft auftreten und die Peptidfragmente desselben Antigens prasentieren.
Um zu gewahrleisten, dass diese HLA-Molekile zu einem distinkt abgegrenzten Mikro-
domanenbereich transportiert werden, wird das Vorhandensein von bestehenden
mikrotubularen Transportrouten genannt. Anhand dieser Routen werden zielgerichtete
tubulare Vesikel geformt, die entlang dieser Transportwege die spezifischen Areale der
Zellmembran erreichen (Boes et al., 2004). Beobachtungen zeigten dabei eine Start-
Stop-Bewegung in bidirektionaler Transportrichtung, wofiur die Hilfe von spezifischen
Motorproteinen erforderlich ist. Das Hilfsprotein Dynein erméglicht den Transport von
der Zelloberflache in die Zentren des mikrotubularen Systems, hingegen ist Kinesin fir
den Transport zur Zellmembran verantwortlich (Wubolts et al., 1999). Zur weiteren
Aufklarung der intrazellularen Transportrouten der li-a/p-Komplexe auf ihrem Weg zu
den MIIC-Kompartimenten muss zunachst der Durchgang der Peptidrezeptoren durch
den Golgi Komplex erwahnt werden, in dem verschiedene Glykosylierungsschritte die
Reifung der Kohlenhydrate férdern. Ausgehend vom trans-Golgi-Netzwerk werden
unterschiedliche Transportwege beobachtet (s. Abbildung 2.4). Zur genaueren
Bestimmung der intrazellularen Transportroute wurden Inhibitoren des Transportes von
frihen Endosomen zum spaten endosomalen Kompartiment eingesetzt. Als Ergebnis
zeigte sich nur eine geringe Beeinflussung der HLA-Klasse-1I-Molekile auf dem Weg
zum lysosomalen Kompartiment, so dass ein direkter Transport der Heterodimere vom
trans-Golgi zu den MIIC-Vesikeln wahrscheinlich ist (Benaroch et al., 1995).

a\p Peptld- Zelloberflache Abbildung 2.4: Transportroute von

o\B-li-Komplex Komplexe \ Ix HLA-Klasse-lI-Dimeren zwischen ER

PR - w"

und Zellmembran

li-Klasse-1l-Molekile verlassen den trans-
Golgi in zwei verschiedene Richtungen. Der
grofRte Anteil wird in frihe Endosomen
sortiert. Andere o/B-li-Komplexe werden zur
Zellmembran transportiert. Zwischen Zell-
oberflache und den frihen Endosomen
herrscht ein stéandiger Austausch der Peptid-
rezeptoren. Von dem frilhen endosomalen
Kompartiment kénnen die li-Peptidrezeptoren
zu MIIC-Kompartimenten geleitet werden.
Hier erfolgt die eigentliche Antigen-
prozessierung. Im Anschluss werden die
peptidbeladenen Rezeptoren auf der Zell-
membran  prasentiert. Eine  Ubiquitin-

— o _ ,‘ﬁ) Markierung (Ub) der peptidbeladenen MHC-
ER 'ﬁ-l » ﬁ-’ - ) II-Dimere fiihrt zur Internalisierung in die

' l I \I "’1' frihen Endosomen, wo es zur Peptid-

beladung kommt.

Ein zweiter Weg flhrt, ausgehend vom Golgi-Apparat, zu einer direkten Transportroute
der li-a/B-Komplexe auf die Zelloberflache. Die dort lokalisierten Klasse-lI-Molekiile
dienen dabei als ein Speicher zur besonders schnellen Bereitstellung von funktionellen
HLA-Peptidrezeptoren im endosomalen Kompartiment. Die Heterodimere werden uber
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einen Clathrin-vermittelten Internalisierungsprozess von der Zelloberflache in die Zelle
abgeschnirt und gelangen in das friihe endosomale Kompartiment. Hintergrund fir
diese Internalisierung ist ein Di-Leucin-Endozytose-Motiv, das in der cytosolischen
Region der Invarianten Kette lokalisiert liegt (Roche et al., 1993). Die frihen Endosomen
werden als eine Zwischen- und Verteilungsstation fir die li-HLA-Molekule genutzt. Der
Hauptanteil der Klasse-II-Peptide erreicht die frihen Endosomen ausgehend vom trans-
Golgi. Von den Vesikeln der frihen Endosomen kdnnen die Peptide zwischen Zellober-
flache und endosomalem Kompartiment in einem Kreislauf ihre Lokalisierung standig
verandern. Unabhangig der jeweiligen Lokalisierung wird jeder MHCII-li-Komplex von
den frihen Endosomen in Richtung des lysosomalen Kompartiments transportiert. Ziel
ist die Aufnahme eines entsprechenden Peptidfragments in einem MIIC, um dieses
potentielle Pathogen auf der Zelloberflache den T-Helferzellen zu prasentieren (Hiltbold
& Roche, 2002).

Ergdnzend zu den genannten Transportrouten der unreifen li-o/B-Komplexe konnen
reife und peptidbeladene o/B-Komplexe von der Zelloberflache internalisiert werden und
es kommt zu einem sowohl HLA-DM abhéngigen, als auch unabhangigen Austausch
der antigenen Peptide (Hiltbold & Roche, 2002). Das Internalisierungssignal kann durch
Prozesse wie Ubiquitinylierung der Klasse-lI-B-Kette am cytoplasmatischen Ende
bestimmt werden (Rocha & Neefjes, 2007). Dabei wird ein konservierter Lysinrest an
Position 225 tber MARCH |- und MARCH VIlI- Ubiquitinligasen mit Ubiquitin verbunden.
Im Vergleich zu der Clathrin-unabhéngigen Endozytose der li-HLA-Komplexe werden
diese beladenen a/p-Heterodimere clathrinabhangig internalisiert (Shin et al., 2006).

2.3.2 Antigenprasentation: der Klasse-II-Prozessierungsweg

Zur Peptidprasentation durch MHC-Klasse-II-Molekile auf der Zelloberflache missen
Antigene zunéchst durch Proteasen in kleinere Fragmente gespalten werden. Eine
wichtige Rolle scheint das Enzym AEP (Asparaginyl Endopeptidase) bei der Peptidzer-
kleinerung zu spielen (Manoury et al., 1998). Weiterhin beteiligt sind Enzyme der
Cathepsin-Familie. Dazu gehdren die Enzyme Cathepsin B, Cathepsin E (Nishioku et
al., 2002) und fur einige Antigene auch Cathepsin L und S (Hsieh et al.,, 2002). Die
Spaltung von Disulfidbriickenbindungen wird dabei durch die Aktivitdt von GILT
(Gamma-Interferon-Inducible-Lysosomal-Thiolreductase) ermoglicht, was eine Voraus-
setzung fur die Zuganglichkeit der tGbrigen Enzyme darstellt. Die in den endosomalen
Kompartimenten jeweils vorzufindenden Proteasen, der herrschende pH-Wert und das
Reduktionspotential nehmen einen grofRen Einfluss auf die resultierende Antigen-
prozessierung. Sie geben einen jeweils unterschiedlichen Prozessierungsweg vor. So
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kdnnen aus ein- und demselben Antigen viele verschiedene zu préasentierende Peptid-
fragmente entstehen (Watts, 1997).

Desweiteren wird auch ein Einfluss der Invarianten Kette (li41) fir die Proteolyse der
Peptide vermutet, da die Isoform li41 Homologien zur Cystatin-Familie der Protease-
Inhibitoren besitzt (Bevec et al., 1996).

Der Prozess, in dem die entstehenden Petidfragmente auf die Klasse-lI-Rezeptoren
geladen werden, findet in den MIIC (MHC-II-Beladungskompartiment) statt, in denen es
nicht nur die HLA-Molekile in grofRer Vielfalt gibt, sondern auch spezifische Hilfs- und
Adapterproteine (Stern et al., 2006; siehe Abbildung 2.5). Das Vorkommen dieser Helfer
konnte jedoch auch auRerhalb der MIIC’s nachgewiesen werden, was eine
Peptidbeladung der HLA-II-Molekile auch in anderen Kompartimenten wie den frihen
Endosomen oder der Zelloberflache ermoglicht (Robinson & Delvig, 2002).

( Transportzur
Plasmamembran

Antigen- ._. ;
bindung®!
‘l" i - ¥ M“-HLA DM

" -.-‘

#x

" Kompflex

s

b
r

Abbildung 2.5: Antigenbeladung eines MHC-II-Rezeptors

Nach dem funktionellen Zusammenbau eines Klasse-ll-Peptidrezeptors wird dieser im Golgi-Komplex an seiner
Kohlenhydratstruktur modifiziert. Die Beladung eines MHC- Molekiils mit einem Antigen erfolgt in einem sogenannten ,MIIC-
Kompartiment“. Durch Mitwirkung von Proteasen wird die Invariante Kette proteolytisch zerlegt. Unter Einfluss eines
Molekiils HLA-DM wird die Bindungsgrube des Rezeptors von dem li-Fragment CLIP befreit und ein Peptid kann gebunden
werden. Ein beladener MHC-Peptid-Komplex wird zur Plasmamembran der Zelle transportiert, wo der Informationsaustausch
mit einem T-Zell-Rezeptor erfolgt.

Zur Vorbereitung der li-HLA-II-Molekiule auf die Bindung eines Peptids, erfolgt der
schrittweise Abbau der Invarianten Kette, die in der Peptidbindegrube eine Interaktion von
Antigen und HLA-Molekul verhindert. Die Proteasen Cathepsin S und L sind hauptver-
antwortlich fur die stufenweise Verkiirzung von der li bis nur noch das CLIP-Fragment in der
Peptidgrube verbleibt. Der Austausch von CLIP gegeniber einem antigenen Peptid erfordert
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die Voraussetzungen eines niedrigen pH-Wertes, der proteolytischen Verkirzung des CLIP-
Peptids, sowie die Anwesenheit des Hilfsproteins HLA-DM (Mosyak et al., 1998). Das DM-
Molekdl stabilisiert den Komplex aus a- und B-Subeinheit in Abwesenheit eines Peptids und
unterstitzt somit den Peptidaustausch. HLA-DM wird als Editor fur die Beladung mit
spezifischen Proteinen beschrieben, da es die passenden Peptidfragmente aus dem
Gesamtrepertoire herausfiltert (Kropshofer et al., 1996). Die Anndherung und der Peptid-
austausch findet dabei nicht auf der limitierenden Membran der MIIC-Vesikel statt, sondern
ist aufgrund der multivesikul&ren Struktur dieser im Inneren der MIIC lokalisiert (Zwart et al.,
2005).

Nach erfolgreicher Beladung der HLA-II-Molektile mit hochaffinen Peptidfragmenten werden
diese in eine noch stabilere Struktur Uberfuhrt. Im Anschluss findet der in Abschnitt 2.3.1
beschriebene Transport zur Zelloberflache statt, wo die Schnittstelle mit dem Immunsystem
(genauer: den entsprechenden T-Zellen) erfolgt.

2.4 Zusammenhang zwischen HLA-Genen und Erkrankungen

2.4.1 Krankheitsassoziierter HLA-Polymorphismus

Variationen innerhalb des HLA-Komplexes, wie beispielsweise Punktmutationen oder
Deletionen, sind verantwortlich fir monogenetische Erkrankungen, wie z.B. Hamo-
chromatosis oder kongenitale adrenale Hyperplasie. Jedoch weitaus signifikanter ist der
Zusammenhang zwischen dieser Region des humanen Genoms und haufigen
multifaktoriellen Erkrankungen. Erste Hinweise auf diesen Zusammenhang zeigten sich
in den 70er Jahren zwischen HLA-Antigenen und Autoimmunerkrankungen wie
Psoriasis (Vandiedonk & Knight, 2009). Somit wird die Assoziation mit dem Genort des
HLA-Systems als Charakteristikum zur Beschreibung einer Autoimmunerkrankung
herangezogen. Autoimmunerkrankungen koénnen dabei in organspezifische und
systemische, also den gesamten Organismus betreffende, Erkrankungen unterteilt
werden. Beispiel fur eine systemische Erkrankung ist die rheumatoide Arthritis im
Gegensatz zum Diabetes mellitus Typl. Bei letzterer Erkrankung kommt es, aufgrund
einer fehlgesteuerten Immunantwort, zur Selbstzerstérung eines einzelnen Organs, was
letztlich zu einem Insulin- und Enzymmangel fuhrt (Heard, 1994).

Es ist bekannt, dass verschieden Allele eine positive oder auch negative Korrelation mit
den Autoimmunerkrankungen aufweisen. Dies bedeutet, dass es positiv, aber auch
negativ korreliertes Auftreten bestimmter Allele mit Erkrankungen gibt. Daraus
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resultierend werden verschiedene Allele als protektiv (negative Korrelation) gegentuber
verschiedenen Erkrankungen beschrieben bzw. als risikoférdernd (positive Korrelation).
Weiterhin ist bekannt, dass mehrere Allele, je nach ihrer Primarsequenz, fur eine
Erkrankung entweder protektiv oder aber positiv korreliert sein konnen (Weyand et al.,
1995). Die Starke der Assoziation wird als relatives Risiko angegeben. Dieser Index gibt
einen Faktor an, mit dem ein Tréager eines bestimmten Allels die entsprechende
Erkrankung im Vergleich zu einer anderen Kontrollperson bekommen wird, die dieses
Merkmal nicht besitzt.

Beispielhaft soll hier die Korrelation zwischen HLA und Morbus Bechterew (MB)
beschrieben werden. Die Assoziation zwischen HLA-B27 und der Pradisposition fur MB
ist eine der starksten bekannten HLA-assoziierten Erkrankungen. Zwischen 90 — 95%
der Patienten mit MB sind positiv auf HLA-B27 getestet, wohingegen weniger als 10%
der gesunden Bevolkerung dieses Gen tragt (relatives Risiko > 100). Dabei ist die
Unterscheidung des spezifischen Allotypen des HLA-B27 Gens entscheidend fir die
Pradisposition dieser Erkrankung. Die Allele HLA-B*2705, *2704 und *2702 sind mit der
Erkrankung assoziiert, wohingegen die Allele B*2709 und B*2705 keine Korrelation mit
MB aufzeigen (Marcilla & Lopez de Castro, 2008).

Bis heute ist die Ursache und der Wirkmechanismus fur die Beziehung zwischen HLA-
System und Erkrankung nicht letztendlich aufgeklart. Im Folgenden sind die in der
Literatur beschriebenen Hypothesen kurz beschrieben:

Der Hypothese der ,Molekularen Mimikry* liegt eine strukturelle Ahnlichkeit der Epitope
von pathogenen und korpereigenen Antigenen zu Grunde. Dabei kann eine Immun-
reaktion gegen koérperfremde Organismen eingeleitet werden, die aufgrund einer Kreuz-
reaktion mit den Selbstantigenen zur Zerstérung von koérpereigenen Geweben fuhrt
(Taylor et al., 2009).

Bei der Theorie der ,klonalen Deletion* hingegen wird eine fehlerhafte T-Zellreifung im
Thymus vermutet. Anstatt autoreaktive T-Zellen zu eliminieren, kann es aufgrund einer
unvollstandigen Deletion zur Fehlerkennung von kérpereigenen Geweben kommen;
eine Autoimmunerkrankung ist die Folge (Oshima et al., 2007).

Im Falle einer ,T-Zell-Restriktion* sind HLA-Molekile nicht in der Lage das ,normale”
Repertoire von Peptiden an der Zelloberflache zu prasentieren, um die Immunkaskade
uber die T-Zellen einzuleiten. Bestimmte Peptide werden in diesem Fall nicht an der
Oberflache prasentiert, mit der Folge einer Immunsupression. Eindringende Pathogene
und Mikroorganismen konnen somit ungehindert zur Schadigung der betroffenen
Gewebe fiihren.

Eine letzte Hypothese beschreibt eine ,indirekte Beteiligung der HLA-Allele* Uber eine
genetische Kopplung. Der eigentliche Faktor fur die Auslosung der Erkrankung sind
dabei andere Gene, die jedoch mit den HLA-Genen gekoppelt vererbt werden. Umso
geringer der Abstand zwischen den Genen auf dem jeweiligen Chromosom ist, desto
wahrscheinlicher ist die zusammenhangende Vererbung. Die krankheitsassoziierten
Gene werden als Suszeptibilitdtsgene bezeichnet.
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2.4.2 HLA-DQ-Molekile und Autoimmunerkrankungen

Eine besondere Stellung hinsichtlich der Korrelation zwischen HLA-Genen und einer
Erkrankung nimmt vor allem der Isotyp DQ ein. Grundsatzlich unterscheidet sich HLA-
DQ von den anderen lIsotypen in der Expression der Molekile. Die allgemeine
Exprimierungsrate von DQ-Molekilen ist im Normalfall geringer als die von DR
(Robbins, 1988). Eine Ausnahme von dieser Regel findet sich dabei im Thymus
(Ishikura, 1987). Dabei wird sowohl ein Polymorphismus in einer transkriptionellen
Kontrollregion von DQa und DQp als Ursache vermutet, aber auch ein spezifischer post-
transkriptioneller Regulationsmechanismus wurde bereits beschrieben (De Lerma
Barbro, 1994).

Narkolepsie gehort zu den chronisch neurologischen Erkrankungen, die sich durch die
Symptome der exzessiven Schlafrigkeit Gber Tage und mit Schlafstérungen wahrend
der Nachtruhe beschreiben lasst. Der einzige genetische Risikofaktor, der bisher
identifiziert wurde, ist das HLA-Allel DQB1*0602, dass 90 - 100% der Patienten
besitzen. Hingegen gilt das Allel HLA-DQB1*06011 als protektiv, so dass in der
strukturellen Ausrichtung beider Proteine der Unterschied zu finden ist, ob ein
Individuum erkrankt oder gar vor Narkolepsie geschutzt ist (Jones et al., 2006). Bei der
Analyse der strukturellen Gegebenheiten zwischen DQ6.1 und 6.2 ist der grofite
Unterschied in der Peptidbindetasche P4 in den Aminosaureresten 13p und 263 zu
finden (siehe Abbildung 2.6). Aufgrund dieses Polymorphismus wird die Tasche P4 im
DQ6.1 Allel verschlossen, was zu einer sterischen Blockade der Bindung eines Peptids
fuhren kann. Laut strukturbasierten Analysen kann solch eine Differenzierung der
Peptidbindung und somit der Auswahl des Peptids Ausloser fur die negative und
positive Assoziation eines Allels mit Narkolepsie sein (Siebold et al., 2004).

Die Zodliakie (einheimische Sprue) gehoért zu den Autoimmunerkrankungen des
Dunndarms und wird durch das Antigen Gliadin, einem Klebereiweil3 aus Getreide,
ausgelost. Als Symptome sind Durchfalle, Mangelernahrung und Malabsorption sowie
Wachstumsstorungen beschrieben. 90% der Patienten mit einheimischer Sprue
besitzen das HLA-Allel DQ2 (DQA1*0501/DQB1*0201) und 5% sind HLA-DQ8
(DQA1*0301/DQB1*0302) positiv (Sollid et al., 1989). DQ2 und DQ8 haben beide eine
erhbhte Affinitat diverse Glutenpeptide aufzunehmen. Eine Préasentation dieser
Glutenpeptide an der Oberflache fiihrt Uber glutenreaktive CD4"-Zellen zur Auslésung
einer Entziindungsreaktion (van de Wal et al., 1998). Die Gliadin-Antigene sind reich an
Prolin- und Glutamat-Aminosaureresten. Nach Analyse der Struktur von HLA-DQ2
zeigte sich, dass in den Peptidbindetaschen P4, P6 und P9 der B-Kette die strukturellen
Voraussetzungen liegen, um die Glutamat-Seitenketten des Gluten-Antigens zu binden
(Stepniak et al., 2008). Verantwortlich fir diese sterischen Mdoglichkeiten des DQ2 ist
der Polymorphismus an den Positionen Ser30p anstelle von Tyr308 und Lys71p anstelle
von Thr71p bei HLA-DQ8 (Jones et al., 2006).

DQ8 hat im Vergleich zu DQ2 eine verminderte Affinitat zu Gluten, da nur P9 eine
ahnliche Affinitat zu Gliadin herstellen kann. Desweiteren unterscheidet sich DQ2 in
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dem Aminosaurerest ab53 in der Peptidbindetasche P1, der im Unterschied zu DQ8
deletiert ist. Diese Deletion ermdglicht die Bindung eines Prolinrestes des Gliadins ohne
Behinderung durch eine Wasserstoffbrickenbindung (Caillat-Zucman, 2008).

Abbildung 2.6: Polymorphismus von HLA-

Pocket P4 P6 P9 DQ und Autoimmunerkrankungen
Residues 13;3 EEB QB 30[3 66a 37|3 38[')' 578 Je nach Besetzung der polymorphen Reste von
DQ HLA-DQB lasst sich ein Zusammenhang mit

verschiedenen Erkrankungen herstellen. Die hier

0602 G L FY A Y A D aufgelisteten AS-Reste und ihre Lage in den
0302 G L Y Y L Y A A spezifischen Bindetaschen der Peptidgrube werden

in der Abbildung unter Bericksichtigung des
0604 G L Y H A Y AV Polymorphismus dargestellt. Die Allele 0602, 0302,
06011 ALY LY A D V D 0604 und 06011 erhéhen das relative Risiko an

einer spez. Autoimmunerkrankung zu erkranken.

Der insulinabhangige Diabetes mellitus Typ 1 (T1D) ist eine multifaktorielle Erkrankung,
bei der die Beta-Zellen des Pankreas zerstort werden. Erst wenn 80 — 90 % der Zellen
zerstort sind, manifestiert sich der T1D. Die Symptomatik aul3ert sich erst lange Zeit
nach dem Beginn der Zerstorung der Inselzellen, die fur die endogene Insulinproduktion
verantwortlich sind. Die entstehende Hyperglykamie wird langfristig Mikro- und
Makroangiopathien zur Folge haben (Stryer, 1999). Ca. 1% der Bevdlkerung ist von T1D
betroffen. Zwillingsstudien mit homzygoten und heterozygoten Zwillingen zeigten, dass,
zusatzlich zu einer genetischen Pradisposition, ein bestimmter Umwelteinfluss
vorhanden sein muss, um die Zerstorung der B-Zellen auszulésen. Zusammenfassend
lasst sich sagen, dass ca. 50% des Risikos an Diabetes zu erkranken auf die HLA-Gene
zuruckfallen (Caillat-Zucman, 2008). Die starksten Risikoallele sind die HLA-DQ-Allele
DQ8 und DQ2; dagegen gilt DQB1*0602 als nahezu 100%ig protektiv (Todd et al.,
1987). Aber auch die HLA-DR-Allele werden in der Literatur als einflussgebend fur die
Pradisposition beschrieben, wenn auch der Einfluss dieses Isotyps der Assoziation von
T1D mit HLA-DQ untergeordnet wird. HLA-DRB1*0301 und verschiedene HLA-DR4
Allele gelten als risikoerh6hend, wohingegen DRB1*0403 als protektiv eingestuft wird
(Jones et al., 2006).

Bei der Strukturanalyse wurden zunachst die risikoerhbhenden Allele miteinander
verglichen und im Anschluss die Unterschiede zu den protektiven Allelen gepruft. Bei
dem Vergleich zwischen DQ2 und DQS8 féllt die konservierte polare Struktur in der P4
Proteinbindetasche auf. Da jedoch auch bei den protektiven Allelen diese konservierten
AS-Reste vorliegen, wird ein Einfluss von P4, fir die Wahrscheinlichkeit an T1D zu
erkranken, ausgeschlossen. Der grofdte Einfluss hinsichtlich einer erhéhten Anfalligkeit
fur T1D wird in P9 gesehen. An Aminoséureposition 57 besitzen die meisten DQp-
Ketten einen Asparaginsaurerest, der flr eine Wasserstoffbriickenbindung zum
gebundenen Peptid und eine Salzbricke innerhalb der P9-Tasche zu Arg76 der DQa-
Kette verantwortlich ist (Stern et al., 1994). Somit wird diese Aminosaure nicht nur als
Indiz fur die Anfalligkeit gegenuber T1D gesehen, sondern hat auch einen
entscheidenden Einfluss auf die Stabilitat des HLA-DQa/B-Dimers (Ettinger et al., 2000).
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Der Austausch des Asparagins mit Alanin (DQ2 und DQ8) hat strukturelle Folgen.
Arg76a liegt nun ungepaart vor und wird einen starkeren Einfluss auf die Bindung des
Peptids in der P9 Tasche verursachen. Weiterhin ist Alanin wesentlich kleiner als
Asparagin und fuhrt zu einem vergrofRerten Volumen der Peptidbindetasche. Im
Vergleich zu Asparagin ist der elektrostatische Zustand von Alanin neutral, was das
Fehlen der Wasserstoffbriickenbindung zum gebundenen Peptid erklaren kann (Jones
et al., 2006).

Jedoch wurde bereits eine Ausnahme gefunden. DQB1*0401 besitzt zwar einen
Asparaginsaurerest an Position 57 der B-Untereinheit, jedoch wird das Allel als positiv
korreliert mit T1D beschrieben. Lee et al. erklarte in diesem Zusammenhang, dass die
Anwesenheit des Leucins an Position 56 die Besetzung der Asparaginsaure an Position
57 egalisiert und &hnliche sterische Eigenschaften in der P9-Tasche schaffen kann (Lee
et al., 2001).

Ein weiterer Unterschied zwischen positiv und negativ korrelierten Allelen scheint sich in
der P6 Tasche zu finden. Dabei sind die positiv korrelierten Allele volumenbeschrankt
aufgrund der grofR3en Seitenketten in Aminosaureposition 98 und 66a (siehe Abbildung
2.6). Bei Betrachtung dieser Grof3enbeschrankung mit der elektrostatischen Eigenschaft
in P6 zeigt sich, dass die Ankerproteine des bindenden Peptids relativ kleine
Seitenketten aufweisen und zudem eine erhohte Affinitdt zu Glutamat-Resten (siehe
Zdliakie-Abschnitt) haben (Qiao et al., 2005).

0201; 0202; 0203; 0204; 0301; 0303; 0306; 0309;  0501; 0604, 0502;
0205; 0302; 0310; 0312; 0313; 0315; 0316; 0317;  0605; 0606; 0504;
0304; 0305; 0319;0320; 0321; 0322; 0323; 0324;  0608; 0609; 0505;
0307; 0308; 0225; 0326; 0401; 0402; 0403; 0404;  0612; 0613; 0610;
0311; 0314; 0503;0601; 0602; 0603; 0607; 0611;  0617; 0618; 0625;
0318; 0626; 0614;0615; 0616; 0619; 0620; 0623;  0621; 0622; 0626
0629; 0624; 0628; 0630; 0631; 0632; 0633 0627; 0634,

Abbildung 2.7: Relatives Risiko fiir T1D durch HLA-Klasse-lI-Molekiile

Eine besondere strukturelle Rolle kommt der 57. Aminoséure der B-Kette zu. Je nach der Besetzung dieser Position kann
das relative Risiko an T1D zu erkranken gegeben (Alanin, Serin, Valin) sein, oder aber bei Besetzung der Position 57 mit
Asparaginsaure gilt das Risiko als minimiert. Die DQR-Kette 0401 besitzt zwar einen Asparaginsaurerest, ist jedoch aufgrund
anderer Strukturmerkmale mit einem erhdhten Risiko fir Diabetes mellitus korreliert.
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2.5 Zielsetzung der Arbeit

In unserer Arbeitsgruppe wurde ein Modell entwickelt, nach dem das Chaperon
.Invariante Kette* passende und nicht-passende Untereinheiten von Klasse-II-Molekulen
isotypen-spezifisch sortiert und die Ausbildung eines funktionellen Peptidrezeptors
fordert. Die bisherigen wissenschaftlichen Untersuchungen sind zu einem grof3en Tell
fur den HLA-Klasse-ll-Isotypen DR durchgefiihrt worden. DR-Molekule sind strukturell
durch Methoden wie ROntgen-Strukturanalysen, aber auch mit Hilfe biochemischer
Verfahren sehr gut untersucht.

Hinsichtlich der klinischen Relevanz sind vor allem die Isotypen HLA-DQ &ul3erst
interessant. Grundlage fur die Vielfalt der Isotypen bildet der Polymorphismus, der durch
die Klasse-II-Molekiile (Ausnahme DRa) besonders gut reprasentiert wird. Der Isotyp
DQ besitzt 26 verschiedene Alpha- und 89 verschiedene Beta-Subeinheiten. Diese
hohe Vielfalt an Untereinheiten des Isotyps DQ ist wiederum mal3geblich dafur
verantwortlich, dass eine Pradisposition von Autoimmunerkrankungen mit bestimmten
DQ-Allelen assoziiert beschrieben ist.

Die haufige Erkrankungsassoziation von HLA-DQ in Kombination mit dem stark
ausgepragten Polymorphismus flhrte zu der Zielsetzung, dass, im Rahmen dieser
Dissertation, die Aufklarung des Zusammenbaus im ER und des funktionellen
Transports zur Zelloberflache unterschiedlicher DQ-Allotypen im Vordergrund stehen
soll. Initial sollen erste Versuche zur Abgrenzung des Isotypen DQ von DR und DP
durchgefuhrt werden. AnschlieRend werden verschiedene DQ-Allelkombinationen auf
ihre unterschiedlichen Eigenschaften, hinsichtlich einer funktionellen Peptidprasentation,
untersucht. Hinweise auf eine erfolgreiche Peptidprasentation werden aus der Uber-
prufung der Kohlenhydratmodifikationen des Golgi Apparats (N-Glykanreifung), sowie
aus der Feststellung des erfolgreichen Transports der Heterodimere zur Zelloberflache,
abgeleitet.

Mit Hilfe der Analyse von Haplotypenhéaufigkeiten aus der ,Allele-Frequencies.net-
Datenbank” sollen weitere Aussagen Uber die Vererbungsrelevanz innerhalb von
verschiedenen ethnischen Populationen generiert werden. Die Relevanz der Ergebnisse
aus den praktischen Arbeiten am Zellmodell fiur die Vererbung bestimmter DQ-Allel-
kombinationen soll auf Grund dieser populationsspezifischen Zahlen n&her bestimmt
werden.

Neben der Aufklarung unterschiedlicher Transporteigenschaften der Heterodimere ist
ein weiteres Ziel dieser Arbeit die Untersuchung von Struktur und Funktion chimarer
DQ-DR-Fusionskonstrukte. Diese sollen auf ihre Funktionalitat und Transportkompetenz
innerhalb der Zelle Uberprift werden. Besonders interessant ist der Sequenzbereich, der
fur die Stabilitat der Subeinheiten eines Peptidrezeptors verantwortlich ist und der
zudem die Abhangigkeit von der Invarianten Kette (bezlglich ihrer Chaperonfunktion)
auf ein Minimum reduziert.
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3. Material und Methoden

3.1 Gerate

A

Agarosegelelektrophorese
Analysenwaage / Feinwaage (Analytik)
Autoradiographiekassetten

B

Becherglaser

» Glas

> Plastik

Brutschrénke

» Bakterieninkubator (Innova 4300)
» Begasungsbrutschrank

D

Durchflusszytometer (FACScan)
Durchlichtscanner (Agfa Duo)

E

Eismaschine
Elektrophoresekammer
Entwicklermaschine (Curix 60)

G
Gewindeglasflasche

H
Heizblécke (Thermostat 5320)

K

Kamera

Kihlschranke

» Kihlschranke (+4°C)
» Kihlschranke (-20°C)
» Kihlschranke (-80°C)
Klvette

» Quarzglas

> Plastik

M

Magnetriihrer (lhamag Reo)
Messkolben

Messzylinder

Mikroskope

> Wilovert
Mikrowellenofen (Lunik 820)

P
pH — Meter (Orion 42 a)

Pipetten (Mikroliterpipetten)

Pipettierhilfen
» Pipetus-Akku
» Accu jet
Pumpe (Vakuum-)

Renner, Darmstadt
Sartorius, Gottingen
Siemens, Deutschland; Faust GmbH, Koéln

Jena Glas, Jena
Brand Labortechnik, Deutschland

New Brunswick Scientific, Edison
Heraeus, Zirich

BD, USA
Agfa- Gevaert AG, Leverkusen

Ziegra, Deutschland
cti, Idstein
Agfa-Gevaert AG, Leverkusen

Biochrom KG, Berlin

Eppendorf GmbH, Hamburg

Canon, Deutschland

Liebherr, Deutschland, Siemens, Deutschland
Liebherr Deutschland, AEG, Deutschland
Colora, Ratingen

Sarstedt, Deutschland
Sarstedt, Deutschland

Janke & Kunkel GmbH, Staufen
Jena Glas, Mainz
Jena Glas, Mainz

Hund, Wetzlar
Lunik, Deutschland

WTW, Weilheim
Labsystems, Finnland, Gilson Deutschland, Edmann,
Deutschland

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
Brand, Deutschland
Vakuubrand GmbH, Wertheim
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R
Reinstwasseranlage

S
Schittelinkubator (Bakterien TH15)

Semidry Blotting Apparatur

Spektralphotometer (U-1100)

T

Tischschuttelgerat (Reax 2000)
Thermomixer (5436)
Thermocycler (T3)

Trichter

u

UV-Beleuchtungstisch /
Geldokumentationsapparatur

w

Wasserbéader (Julabo 12 B)
Werkbank, steril
Wippe (Rocking Platform)

Z

Zahlkammer (Neubauer)
Zentrifugen

Biofuge 13

Biofuge 22
Centrifuge 5417
J-2HS

Megafuge 1.0
Varifuge 3.0

VVVYVYVYVY

3.2 Verbrauchsmaterialien

3.2.1 Einwegmaterial

D
Deckglaschen
E

Einmalréhrchen (15 ml, 50 ml Falcon)
Einmalspritzen

F

FACS-Ro6hrchen
Filterpapier fir Gel- Blotting(GB003)

G
Gewebekulturschalen

H
Handschuhe, Einmal- (Rotiprotect)

Millipore, Deutschland

Edmund Bihler, Deutschland
Biometra, Goéttingen

Biorad, Miinchen

Hitach, Japan

Heidolph, Deutschland
Eppendorf GmbH, Hamburg
Biometra, Géttingen

VitLab, Deutschland

Cybertech, Berlin

Julabo, Houston
Steag, Pfullingen
Biometra, Géttingen

Faust GmbH, Kéln

Heraeus, Ziirich

Heraeus, Ziirich

Eppendorf GmbH, Hamburg
Beckmann, Hamburg
Heraeus, Ziirich

Heraeus, Zlrich

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Sarstedt, NUmbrecht
B.Braun, Melsungen

Sarstedt, Nimbrecht
Whatman, UK

Sarstedt, NiUmbrecht; TPP, Schweiz

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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K

Kanilen
Kryoréhrchen

M

Messpipetten
Mikrotiterplatten

N
Nitrozellulosemembran (Protran, BA83)

P

Parafilm

Pasteurpipetten

PCR-Platten und Reaktionsgefalie
Petrischale

pH — Indikationspapier
Pipettenspitzen

R

Reaktionsgefalie

» 0,5 ml

> 1,5ml

> 2,0ml

Réntgenfilme (Cronex 5)

S

Skalpelle
» Plastik
» Metall
Sterilfilter
> 0,2 um
> 0,45 um

z

Zellkulturflaschen
> 0,751

> 151
Zellkulturplatten

» 6-Lochplatten
» 24- Lochplatten
» 96-Lochplatten
» 10er Schalen
Zentrifugenréhrchen

3.2.2 Chemikalien, Reagenzien

A

AA/Bis (Acrylamid — Bisacrylamid, 30%)
Agarose

Ammoniumpersulfat (APS, (NH4)2S208)
Ampicillin (C16H18N304Sna)

Henke-Sass Wolf, Tuttlingen
Nunc, Wiesbaden

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sarstedt, Nimbrecht

Whatman, UK

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Peqlab, Erlangen

Sarstedt, Niumbrecht

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sarstedt, Niumbrecht

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sarstedt, Nurnberg

Agfa-Gaevert, Leverkusen

B.Braun, Melsungen
B.Braun, Melsungen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, NiUmbrecht

TPP; Schweiz

TPP, Schweiz
Sarstedt, Niumbrecht
Sarstedt, Niumbrecht
Beckmann, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Biorad, Richmond, USA
Sigma-Aldrich,Minchen
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B

Bovines Serum Albumin (BSA)
Bromphenolblau (C19H10Br405S)
C

CL4B-Sepharose

Complete Protease Inhibitoren

D

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol (DTT)

DMEM — Medium
DNS-Standards:

» Gene Ruler 100bp DNS Leiter
» Gene Ruler 1kb DNS Leiter

E

Entwicklerlésung fir Réntgenfilme
EMEM-Medium
ECL-Substratldsung

Essigsaure

Ethanol, absolut
Ethidiumbromidlésung, 1%
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
F

FACS Flow

Fixiererlésung fur Réntgenfilme
Fotales Kéalberserum (FCS Gold)
G

Glutamin (L-Glutamin) (200mM)
Glycin

Glyzerin

G418

H

HEPES

I
Isopropanol

K
Kanamycin A

L
LB Broth, Lennox

M
Magnesiumchlorid
Medium 2x YT
2-Mercaptoethanol
Methanol

N

Natriumazid
Natriumchlorid
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natriumpyruvat

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen

Pharmacia GmbH, Freiburg
Roche, Mannheim

Sigma-Aldrich, Miinchen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Biorad, Rochmond, USA
PAA, Osterreich

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Agfa-Gaevert, Leverkusen
Lonza, Belgien

Amersham, Freiburg

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

BD Biosciences, Heidelberg
Agfa-Gaevert, Leverkusen
PAA, Osterreich

Sigma Aldrich, Miinchen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

PAA, Osterreich

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
DIFCO, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Miinchen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Miinchen
PAA, Osterreich
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Nonidet P-40 (NP-40)

P

PBS

Penicillin / Streptomycin
PermaFluor

PMSF

Ponceaurot

Protein A- Sepharose
Protein G- Sepharose
Proteinstandards

> Prestained Protein MW
R

Roti-Block

RPMI 1640 — Medium

S

Salzsaure

SDS

SDS- Probenpuffer (Roti-Load)
T

TEMED
Transfektionsreagenzien:
> jetPEI™

Tris — Base

Triton X-100

Trypanblau, 0,4%
Trypsin/EDTA

Tween 20

3.2.3 Allgemeine L6sungen
©

Coomassie- Lsg.

D

DNS- Ladepuffer (10x)

F

FACS- Puffer

L

Lammli- Puffer
(nicht reduzierend)

Material & Methoden

Fluka AG, Schweiz

PAA, Osterreich

PAA, Osterreich
Immunotech, Frankreich
Serva, Heidelberg

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Amersham, Freiburg
Amersham, Freiburg

Peglab, Erlangen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
PAA, Osterreich

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Biorad, USA

Biomol, Hamburg

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

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

50 % Methanol
10 % Essigséaure
0,115 % Coomassie Brilliant Blue

YV V

Glyzerin 10 mi

TAE (50x) 2 ml
Bromphenolblau 0,4%
Xylencyanol 0,4%

YV VY

PBS
2% FCS
0,01% Na- Azid

Y V V

> SDS 2%
> 1M Tris/HCI (pH 6,8) 62,5%
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Lammli- Puffer
(reduzierend)

Laufpuffer fur SDS- Gele
(4fach- Konzentrat)

Losung A

Losung C

Losung D

Lysepuffer
P

PBS (Phosphate buffered saline, 10x)

Puffer B flr Mini- DNS- Préparation

Puffer C fur Mini- DNS- Praparation

S
SDS- Laufpuffer

ST- Puffer

SOC-Medium

T

TAE- Puffer (50x)

Transferpuffer

w

Waschpuffer fir Western Blotting

VVVVVVVVVVVVVVVVVVYVVVYY

VVVVVYVVYY VVYVYVYVYVY

VVVYVVY

\ A%

Glycerin 10%

Bromphenolblau 0,5%

SDS 2%

1 M Tris/HCI (pH 6,8) 62,5%
Glycerin 10%

Bromphenolblau 0,5%

DTT 100 mM

60 g Tris

288 g Glycin

100 ml 20 % SDS

auf 5 | mit A. dest. auffillen, pH 8,5
91,5 g Tris

120 ml1 N HCI auf 250 ml mit A. dest., pH 8,5
0,575 ml TEMED

29,26 g Acrylamid

0,735 g N,N"-Methylenbisacrylamid
auf 100 ml mit A. dest. auffullen
38,4 ml 1M Tris/HCI pH 7,0

1,6 ml 20 % SDS

0,1 ml TEMED

ST- Puffer 910 pl

NP- 40 (10%ig) 50 pl

Complete 40l

NaCl 1,4 M

Na2HPO4 x 2 H20 0,1 M
pH 6,6

NaOH 200 mM

SDS 1%
Ammoniumacetat 7,5 M

siehe Laufpuffer fir SDS-Gele
10 mM Tris

150 mM NacCl

pH 7,5

Yeast Extract 0.5%
Tryptone 2%

NaCl 10 mM

KCl 2.5 mM

MgCI2 10 mM
MgS04 10 mM
Glucose 20 mM

Tris 2M

Essigsaure 5,71 %
EDTA 50 mM
Tris-Base (48mM)
Glycin (39 mM)
Methanol p.A. (20 v/v)
SDS (0,375 % wiv)

PBS 0,8%
Tween 20 0,2%
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3.2.4 Enzyme

Endo Hf
PNGaseF

Restriktionsendonukleasen

RNase A

Tag- Polymerase

NEB, Hercules, USA
NEB, Hercules, USA

NEB, Hercules, USA
MBI FERMENTAS, Heidelberg

MACHERY-NAGEL, Dusseldorf
MBI FERMENTAS, Heidelberg

3.2.5 Reaktionskits

Nucleospin Extraction Kit

E.Z.N.A® Total RNA- Kit

NucleoBond PC 100 (Midi)

Macherey-Nagel, Diiren
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
MACHEREY-NAGEL, Diiren

pcDNS3.1/V5-His-TOPO Kit INVITROGEN, Karlsruhe

3.2.6 Verwendete Bakterienstamme

Bakterienstamm

DH5a

TOP10 (Invitrogen)

Genotyp

F endAl ginV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG ®80dlacZAM15
A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rk my’*), A—

F-

mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 nupG recA1 araD139

A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(Str") endA1 A

3.2.7 Zelllinien

Zelllinie

IMR90S

HelLa

COS-7

Mel-Juso

Beschreibung

vVVY YV VVVYVY

A\

Humane Lungenfibroblasten

SV-40 transformierte Version der IMR90 Zelllinie
adharent wachsend

keine MHCII- und li-Expression vorhanden

Humane Epithelzellen eines Zervixkarzinoms, 1951
keine MHCII- und li- Expression vorhanden

SV-40 transformierte Affennierenzellen (Cercopithecus aethiops)

adhéarent wachsend

keine MHCII- und li-Expression vorhanden

Humane Zelllinie, etabliert aus dem primaren Tumor einer 58jahrigen Frau mit
malignem Melanom, 1977 (Johnson J. P. et al., 1981)

adharent wachsend
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WT49

BM92

YV VYV VVY VY

MHCII- und li- Expression vorhanden

B- Lymphoblastoid- Zelllinie einer Frau, Italien, 1992
Suspensionszelllinie
MHCII- und li- Expression vorhanden

B- Lymphoblastoid- Zelllinie eines Mannes, Italien, 1992
Suspensionszelllinie (in RPMI 1620 kultiviert)
MHCII- und li- Expression vorhanden

3.2.8 Primar-Antikorper

Klon Isoty.p /
Spezies
LG-II- IgG1,
612.14 Maus
Mar185  |9G2a,
Maus
IgM,
Bu43 Maus
IgG1,
Bu45 Maus
- 1gG1,
anti-His Maus
anti-6D4 lgG1,
Maus
anti-1288 961,
Maus
Anti- V5 lgG2a,
Maus

Gerichtet gegen Einsatz Quelle
Monomorphe Determinante  Western Soldano, Ferrone, Roswell Park
der MHC Il - Ketten FACS Cancer Institute, Temponi M., 1993
Maus anti- Ratte FACS Lanier L. L. et al., 1982

Trimerisierungsdoméne der
humanen invarianten Kette
Carboxyterminus der

humanen invarianten Kette
1]

Oligohistidin am Carboxy- Western
terminus von Proteinen IP

Western Wraight et al., 1990

FACS

P Wraight et al., 1990

Invitrogen

10 AS groRRes Epitop: Western Herstellung durch J. Neumann ,
RT1- DM Neumann, 2005, Kurth et al., 1997

10 AS groRRes Epitop: al-

Doméne Ratten DMa. Western J. Neumann

14 AS groRRe V5-Epitop aus  Western
dem P/V Protein des P
Paramyxovirus SV5 FACS

Invitrogen
(Southern et al., 1991)

3.2.9 Sekundar-Antikorper

Klonname

HRP-gekoppelt
Goat-anti-Mouse IgG

HRP-gekoppelt
Goat-anti-Mouse IgM

Alexa488 gekoppelt
Goat-Anti-Mouse IgG

Alexa594 gekoppelt
Goat-Anti-Mouse IgG

Isotyp & Spezies Gerichtet gegen Einsatz Quelle
Ziegenantiserum Mausimmunglobuline Western Dianova
Ziegenantiserum Mausimmunglobuline Western Dianova
Ziegenantiserum Mausimmunglobuline FACS Invitrogen
Ziegenantiserum Mausimmunglobuline FACS Invitrogen
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3.2.10 Oligonukleotide / Primer

Nr.

Kennzeichnung

Sequenz

Oligonukleotide zur Herstellung von Fusionsprodukten

D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9

D10
D11
D12

D13
D14
D15

Oligonukleotide fiir Mutationen

DR-DQ-Alpha-Fusion.vw
DR-DQ-Alpha-Fusion.rv
DQA1*0501.24.Bp.vw
DQ-DR-Alpha-Fusion.vw
DQ-DR-Alpha-Fusion.rv
DRA1*0101.21Bp.rv
DQB1*0302.23Bp.vw
DQ-DR-Beta-Fusion.vw
DQ-DR-Beta-Fusion.rv

DRB1*0101.21Bp.6D4.rv
DRA1*0101.20Bp.vw
DQA1*0501.12B8.rv

DRB1*0101.20Bp.vw
DR-DQ-Beta-Fusion.rv
DQB1*0302.25Bp.rv

S1
S2
Pul
Pu2

Pu3

Pu4

Soluble MHC.vw
Soluble MHC.rv

DQB1*030201.fw
DQB1*030201.rv

Mutation 7+8+9.vw

Mutation 7+8+9.rv

5-CTC CGATCACCAATT CTC CCG TGA CAC TG -3

5'- CAG TGT CAC GGG AGA ATT GGT GAT CGG AG -3

5'- ATG ATC CTA AAC AAA GCT CTG ATG -3'

5-ACAGTG TTT TCC AAG GTA CCT CCA GAG GTAAC -3
5'- TAC CTC TGG AGG TAC CTT GGA AAA CAC TGT -3'
5'-CAG AGG CCCCCTGCG TTC TGC -3

5-ATG TCT TGG AAG AAG GCT TTG CG -3'

5'- ACC TTG CAG CGG CGA GAG CCT AAG GTG ACT -3'
5'- AGT CAC CTT AGG CTC TCG CCG CTG CAA GGT -3

5'- TCA AGG GAC GAT CTG TCC CTC CTC TGG ATC CCA CAA
GCT CAG GAATCC TGT TGG CTG -3'

5- ATG GCC ATA AGT GGA GTC CC -3

5- TCA CTG CGA CTC ATC CCA CCA CGC CTG GGG AGA
AGC TTC CAA GGG CCC TTG GTG TCT GGA AG -3

5°-ATG GTG TGT CTG AAG CTC CCT G -3
5- CAC TGT GGG CTC CAC AAC TCG CCG CTG CAC -3
5-TCA GTG CAG GAG CCC TTT CTGACTC -3

5'- CAA CAT GAT CCT AAA CAA AGC -3
5'-CTC TGT GAG CTC TGA TAC -3'

5- ATG TCT TGG AAG AAG GCT TTG CGG -3’
5-GTG CAGGAG CCCTTT -3

5°- CAA CAC CAC GAC CTC CCG GAG ACA GAA CCT ACC
CCT CTG CCA GTG ACA -3

5- ACA GTG ACC GTC TCC CCA TCC AAG ACA GAG GCC
CTC CAG CAC CAC AAC -3

Oligonukleotide zur Typisierung von eukaryotischen Zelllinien

Tyl
Ty2

Ty3
Ty4d
Ty5
Ty6
Ty7
Ty8
Ty9
Tyl0

DQBL1.uni
DQB1.6D4.rev

DQAl.vw
DQALl.rv
DRB1.vw
DRB1.rv
DPAl.vw
DPALl.rv
DPB1.vw
DPB1*rv

5°- CAC CAT GTC TTG GAA AAAGGC TTT GCG -3’

5-TCACTG CGA CTC ATC CCA CCACGC CTG GGG AGA
AGC TTC GTG CAG GAG CCC TTT CTG ACT CC -3

5°- CAC CAT GAT CCT AAA CAAAGC TCT GC -3
5-CAATGG CCCTTG GTG TCT GGA AG -3

5°- CAC CAT GGT GTG TCT GAG GCT TTT -3

5°- GCT CAG GAATCC TGT TGG CTG -3

5°- CAC CAT GCG CCC TGA AGA CAG AAT GTT C -3
5- CAG GGT CCC CTG GGC CCG G -3

5°- CAC CAT GAT GGT TCT GCA GGT TTC TGC G -3’
5-TGC AGATCCTCG TTGAACTTTC -3
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3.2.11 Verwendete Plasmide

. . Detektion
Nr Kennzeichnung Subtyp Klonierungs-vektor iber Tag
DRA1*0101 (AS 1 - 95)
1 DRa(<95 AS) / DQo(>96 AS) DQA1*050101 (AS 96 - 788) pcDNS3.1 12B8 Tag
DRA1*0101 (1. Doméne)
2 DRal / DQa2 DQA1*050101 (2. Doméne) pcDNS3.1 12B8 Tag
DRB1*0101 (1. Doméne) .
3 DRp1/DQB2 DQB1*0302 (2. Domane) pcDNS3.1 Kein Tag
DQA1*050101 (1. Doméane) .
4 DQal / DRa2 DRA1*0101 (2. Doméne) pcDNS3.1 V5 His Tag
DQB1*0302 (1. Domane)
5 DQpB1/DRp2 DRB1*0101 (2. Doméne) pcDNS3.1 6D4 Tag
6 Soluble MHC DQA1*050101 (AS 30 -227) pcDNS3.1 V5 His Tag
7 DQA1*0103 DQA1*010301 pcDNS3.1 V5 His Tag
* . V5 His oder
8 DQA1*0301 DQA1*030101 pcDNS6.2 kein Tag
9 DQA1*0501 DQA1*050101 pcDNS3.1 V5 His Tag
V5 His oder
* *|
10 DQA1*0505 DQA1*050501 pcDNS3.1 6D4 Tag
V5 His oder
* *|
11 DQB1*0201 DQB1*020101 pcDNS3.1 6D4 Tag
12 DQB1*0301 DQB1*030101 pcDNS3.1 12B8 Tag
V5 His oder
* *|
13 DQB1*0302 DQB1*030201 pcDNS3.1 6D4 Tag
V5 His oder
* *|
14 DQB1*0602 DQB1*060201 pcDNS3.1 6D4 Tag
15 Hu i 33 Humane Invariante Kette Il pcDNS3.1 -
16 Hu i 33 A PBS Humane Invariante Kette Il A pcDNS3.1 i
PBS
] Humane Invariante Kette Il pcDNS3.1
17 Hu li 33 M91G M91G -
18 Hu li 33 A GBS Humane Invariante Kette Il A pcDNS3.1 i
GBS
DQB1*0302 DQB1*030201;
19 llel33Val; Argl37Lys; DRB1*010101 pcDNS3.1 12B8
Asn142Gin (AS 133, 137, 142)
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3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Gewinnung von cDNS aus menschlichen Tumorzellen

Um cDNS aus eukaryotischen Zellen zu gewinnen, musste zunachst die RNS aus den
Zellen isoliert werden. Zur RNS-Gewinnung aus den Zelllinien BM92, WT49 und
MelJuso wurde das E.Z.N.A®Total-RNA-Kit (Peg-Lab Biotechnologie GmbH) verwendet.

Fur den Versuch wurden 1 x 10” Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden unter Zugabe von
400ul Lysepuffer homogenisiert und unter denaturierenden Bedingungen lysiert.
RNasen wurden durch den Zusatz eines RNase-Inhibitors vollstandig inhibiert. Das
Lysat wurde mit 400ul 70%igem Ethanol sorgféaltig durchmischt, bevor die im Lysat
enthaltene RNS an eine Silikamembran gebunden wurde. Zu diesem Zweck wurde der
Ansatz auf eine Saule pipettiert und anschliel3end abzentrifugiert (10.000 g fur 15 sec).
Verunreinigungen konnten durch zweimaliges Waschen mit speziellen Waschpuffern
entfernt werden. Nach jedem Waschschritt folgte die Zentrifugation der S&ule bei 10.000
g fur 15 sec und das Verwerfen des Uberstandes. Die Eluierung der RNS gelang in 50
ul ddH,O-Wasser, das vorsichtig mit einer Pipette auf die Sdulchen gegeben wurde. Ein
erneuter Zentrifugationsschritt (10.000g fur 15 sec) loste die RNS von der Kieselsaure-
Membran und das Eluat wurde in einem 2 ml Sammelgefal3 aufgefangen.

Anschlie3end konnte die RNS bei —20°C gelagert werden oder es folgte in direktem
Anschluss die Synthese der cDNS (copy DNS) durch das QuantiTect® Reverse
Transcription Kit der Firma Qiagen. Bei dieser zweistufigen Verarbeitung der RNS wird
zunachst genomische DNS aus dem Ansatz eliminiert. Dazu wurde folgender Ansatz
vorbereitet:

» 4 ul gDNS Wipeout Buffer (7x)
» 2 ug (ca. 5 yl) Template Gesamt-RNA
» variable Menge an RNase-freiem Wasser fir ein Gesamtvolumen von 28 ul

Dieser Ansatz wurde fir 2 min bei 42°C inkubiert und sofort auf Eis gestellt.
AnschlieRend erfolgte das Umschreiben der RNS durch eine Reverse Transkriptase,
wozu die gDNS-befreite RNS fur 15 min bei 42°C in folgendem Mastermix inkubiert
wurde:

» 2 ul Quantiskript Reverse Transkriptase
» 8 ul Quantiskript RT Buffer (5x)
» 2 Ul RT Primer Mix

Die Reaktion fand bei 42°C (Temperaturoptimum des Enzyms) statt, bevor der Abbruch
durch Hitzeinaktivierung bei 95°C (3 min) vollzogen wurde.
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3.3.2 PolymeraseKettenReaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion dient der hochspezifischen, exponentiellen Amplifikation
von Nukleinsdure-Sequenzen. Die PCR wurde in dieser Arbeit einerseits zur Klonierung
von DNS, aber auch zur Mutagenese (siehe Abschnitt 3.3.3) eingesetzt. Voraussetzung
zur Durchfuhrung ist die Kenntnis tiber die Sequenz der flankierenden Abschnitte des zu
amplifizierenden DNS-Strangs. Die verwendeten Oligonukleotidprimer wurden durch die
Firma Biospring (Frankfurt/Main) synthetisiert. Diese Oligonukleotide sind Ausgang fur
die Herstellung eines zum Leitstrang exakt komplementaren Tochterstrangs. Die
Synthesearbeit des neuen DNS-Strangs wird durch eine DNS-Polymerase geleistet. Da
dieses Enzym nur zu einer DNS-Strangverlangerung in der Lage ist, kann es erst nach
Anlagerung der komplementaren Primer an den Matrizenstrang seine Arbeit verrichten.
Die Verlangerung der Oligonukleotidprimer erfolgt vom freien 3"-OH-Ende aus und
verlauft dabei nur in 5> 3’-Richtung. Als Matrize dient der zu amplifizierende DNS-
Strang.

Ein Durchlauf einer PCR, auch Zyklus genannt, besteht aus drei Teilschritten:

» Initial erfolgt die Aufspaltung der doppelstrangigen DNS in ihre Einzelstrange durch
thermische Denaturierung bei ca. 95°C.

» Es folgt die Anlagerung der Oligonukleotidprimer unter Hybridisierungsbedingungen an
die einzelstrangige Matrizen-DNS. Die Temperatur l&sst sich durch folgende Formel
abschatzen: Ta= ([A+T]x2+[G+C]x4)-5

» In der Elongationsphase wird durch eine DNS-Polymerase die DNS- Neusynthese
begonnen. In dieser Arbeit wurde die Tag-Polymerase (MBI Fermentas, Heidelberg)
eingesetzt, die bei einem Temperaturoptimum von 72°C ihre grof3te Arbeits-
geschwindigkeit aufweist. Die Geschwindigkeit der Neusynthese liegt bei dieser
Polymerase bei 1 min pro kb DNS.

Ca. 20 bis 30 zZyklen sind notwendig, um eine entsprechende Vervielfaltigung der Probe
zu erreichen. Eine finale terminale Verlangerung der DNS findet bei 72°C flr 7 min statt.

Standardmé&fig wurde ein Mastermix angesetzt, der sich, wie in Tabelle 3.1.A
dargestellt, zusammensetzt.

Tabelle 3.1: Mastermix (A) und Temperaturprofil (B) einer Standard-PCR

A) Substrat Volumen B) Temperatur Dauer Zyklen
10x PCR-Puffer 2,5u 95 °C 3 min 1
dNTP-Mix (10mM) 2,5l 95 °C 1 min
Primer 1 0,5 ul 55 °C 1 min 35
Primer 2 0,5 pl 72 °C 1 min
steriles ddH,0 18,3 pl 72 °C 7 min 1
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Dem Mastermix wurden 0,5 pug der zu amplifizierenden DNS und 0,2 pl (5 units/pl) der
Tag-Polymerase (MBI Fermentas, Heidelberg) zugesetzt. Das Standardtemperaturprofil
wurde entsprechend der Tabelle 3.1.B) in den Thermocycler (T3, Biometra Gottingen)
eingegeben.

Nachfolgend wurde das Ergebnis durch Agarosegelelektrophorese tberprift. Bei nicht
erwarteten DNS-Molekulargewichten folgte die Wiederholung der PCR mit ange-
passtem Temperaturprotokoll, je nach spezifischer Annealingtemperatur der beiden
Oligonukleotidprimer.

3.3.3 Overlap-Extension-PCR

Die Overlap-Extension-PCR ist eine molekularbiologische Methode mit deren Hilfe eine
Mutagenese von DNS-Strangen durchgefihrt wird. Mit Hilfe dieser Methode wurden in
dieser Arbeit Punktmutationen, aber auch die Verknupfung ganzer Molekildomanen
erreicht. Beide Arten der Mutation fluhrten bei einer spéateren Translation zu einer
veranderten Aminosauresequenz des Proteins.

Basierend auf dem Prinzip der DNS-Klonierung durch die PCR wurde die Amplifikation
einzelner Sequenzen genutzt, um Mutationen einzufiihren. Zur Veranderung oder zur
Deletion einzelner Basenpaare wurden zwei mutagene Primer (P2, P3) eingesetzt,
welche die angestrebte Veranderung in ihrer Sequenz besitzen. Ihre Basenldnge von
ca. 25 Basen fiuhrte jedoch, trotz dieser Abweichung, zu einer Anlagerung an den
spezifischen Bereich des DNS-Matrizen- bzw. kodierenden DNS-Strangs. Zwei weitere
Oligonukleotidprimer (P1, P4) tibernahmen die Rolle der flankierenden Marker.

In zwei getrennten Anséatzen einer PCR wurden zunachst kirzere DNS-Sequenzen
amplifiziert, die entweder von P1 und P2 bzw. von P3 und P4 flankiert wurden. Diese
wurden entsprechend dem Standardrezept zusammengestellt. Das Temperaturprotokoll
wurde fur die Hybridisierung der jeweiligen Oligonukleotidprimer angepasst. Die
Ergebnisse der PCR wurden im Agarosegel kontrolliert und die DNS-Banden eluiert.

Kodierender Strang
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Abbildung 3.1: Punktmutation durch Overlap-Extension-PCR
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In einem nachsten Schritt folgte der Ansatz einer Fusions-PCR, indem nun die neu
gewonnenen DNS-Strange mit den flankierenden Primern P1 und P4 zusammen-
gemischt wurden. Die PCR erfolgte nach dem beschriebenen Schema in Tabelle 3.1.
Das Produkt aus dieser PCR enthalt nun die von P1 und P4 begrenzte DNS-Sequenz,
da die Enden der beiden Ausgangssequenzen komplementar zueinander sind und so
eine Anlagerung ermdglicht wird. Das Fusionsprodukt wurde erneut im Agarosegel
kontrolliert, die DNS- Banden eluiert und durch Sequenzierung tberpruft.

Zur Verbindung zweier unterschiedlicher DNS-Teilstrange wurde &hnlich vorgegangen.
Im Unterschied zur punktuellen Mutation erfolgte bei dieser Methode die Synthese der
Primer, ohne dabei geplante Mutationen zu bertcksichtigen. Als Matrix dienten zwei
unterschiedliche DNS-Strange, die jeweils als Vorlage fur die beiden ersten PCR-
Reaktionen verwendet wurden. Dabei wurde ein Teilbereich von DNS-Matrize 1
amplifiziert, der durch das Primerpaar P1 und P2 eingegrenzt wurde. Der zweite
Teilstrang leitet sich von der DNS-Matrize 2 ab und wird durch P3 und P4 flankiert.

Die entstehenden Produkte wurden in einem nachsten PCR-Schritt durch Amplifikation
zu einem einheitlichen Strang vereint. Aufgrund der Basensequenz von Primer P2 und
P3 binden diese nicht nur an die komplementaren DNS-Matrizen 1 und 2, sondern sind
auch in einem Teilbereich ihrer Sequenz komplementar zueinander und fihren so zur
Vereinigung der Einzelprodukte. Die flankierenden Oligonukleotidprimer wurden bei
diesem Ansatz so gestaltet, dass der P1-Primer flankierend fur den P2-Primer-Strang
und der P4-Primer als Begrenzung fur den P3-Primer-komplementaren Strang
synthetisiert wurde.

Kodierender Strang

Matrizenstrang
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Abbildung 3.2: Verbindung zweier DNS-Strange durch Overlap-Extension-PCR
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3.3.4 DNS-Ligation

Mit Hilfe des pcDNS3.1/V5-His TOPO® TA Expression Kit der Firma Invitrogen ist es
maoglich, PCR-Produkte in einen Plasmid-Vektor zu klonieren. Voraussetzung ist der
Einsatz der Tag-Polymerase, die am 3"-Ende des PCR-Produktes einen matrizenun-
abhangigen Adenin-Uberhang synthetisiert. Die Klonierung gelingt durch einen
komplementaren Uberhang des TOPO-Vektors. Zusatzlich besitzt der Vektor eine
kovalent gekoppelte Topoisomerase des Typ 1, die an speziellen Stellen
doppelstrangiger DNS bindet und den Einzelstrang nach der Sequenz 5 -CCCTT spaltet
(Shuman, 1991). Die entstehende Bindung zwischen dem Tyrosinrest 274 der
Isomerase und einem Phosphatbaustein der DNS wird durch das 3'-OH Ende des
Inserts attackiert und im Anschluss ersetzt. Nach Verkntpfung von Insert und Vektor
kann sich die Isomerase von dem Plasmid l6sen. Das Ligationsprodukt wird, wie in
Kapitel 3.3.6 beschrieben, in kompetenten Bakterien transformiert.

Die Durchfuhrung der Klonierung lief nach folgendem Protokoll ab:
» 2 — 4 pl des PCR-Produktes wurde mit 1 pl Salzlésung (1,2 M NacCl; 0,06 M MgCl2)
versetzt und mit sterilem ddH,O auf ein Gesamtvolumen von 5,5 pl aufgefullt.
» Es folgte die Zugabe von 0,5 pl Vektor, der vorsichtig in den Ansatz eingerihrt wurde.

» Die Inkubation erfolgte fir 5 min bei RT bevor das Ligationsprodukt zur Transformation
herangezogen wurde.

3.3.5 Kultivierung von Bakterien

In dieser Arbeit wurde mit zwei unterschiedlichen Bakterienstdimmen gearbeitet. Diese
wurden zur Vermehrung von Plasmid-DNS verwendet, die durch Transformation zuvor
in die Bakterien eingebracht wurde. Die TOP-10 Bakterien und die kompetenten DH5a.-
Bakterien wurden sowohl auf festen Nahrboden als auch in Flissigmedium kultiviert. Fur
die Kultivierung in Bakterienschalen wurden die transformierten Bakterien aus einer
Suspension auf sterilem LB-Agar ausplattiert. Die Inkubation der Platten erfolgte tber
Nacht im Bakterieninkubator bei 37°C. Fir die Vermehrung transformierter Bakterien in
Flussigmedium wurden diese in 2xYT-Medium als U/N-Kultur im beheizten Bakterien-
schittler (37°C) kultiviert.

Zur Selektion antibiotikaresistenter Klone wurde sowohl dem Agar als auch dem
Flussigmedium 100 pg/ml Ampicillin oder Kanamycin zugegeben. Zur Lagerung konnten
die Bakterien fur einige Zeit bei 4°C aufgehoben werden. Im Anschluss wurden Sie
gemal der Vorschriften zur Entsorgung eines GVO’s entsorgt.
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3.3.6 Hitzeschock- Transformation von Bakterien

In der Molekularbiologie wird unter Transformation die Aufnahme von freier DNS in
Prokaryoten verstanden. Unmittelbar vor der Transformation wurden die Zellen (TOP 10
oder kompetente DH5a-Bakterien) auf Eis aufgetaut und ca. 100 pl der Zellsuspension
in ein Reaktionsgefald tberfuhrt. 2 ul des Ligationsansatzes wurden abgenommen und
vorsichtig mit einer Pipettenspitze in die Bakteriensuspension eingerthrt. Nach einer 20
minutigen Inkubation auf Eis folgte der ,Hitzeschock" fir 30 sec bei 42°C im Wasserbad.
Nach einer sofortigen Abkuhlungsphase von 2 min auf Eis folgte die Zugabe von 250 pl
SOC-Medium (siehe Abschnitt 3.2.3). Dieser Ansatz wurde in einem Tischschuttelgerat
Reax2000 (Heidolph) bei 37°C fir 60 min geschuttelt, bevor die Zellen auf vorbereiteten
LB-Agar-Schalen ausgestrichen und im Bakterieninkubator Gber Nacht vermehrt
wurden. Im Anschluss konnten isolierte Antibiotika-resistente Kolonien in Flissigmedium
uber Nacht vermehrt werden.

3.3.7 Préaparation von Plasmid-DNS aus Bakterien

Der Aufschluss von Bakterien und die Isolation von Plasmid-DNS erfolgte aus den U/N-
Bakterienkulturen. Dabei wurden zwei unterschiedliche Praparationsmethoden genutzt.
Plasmid-DNS mit einem hohen Reinheitsgrad wurde mittels des Kits ,NucleoBond PC
100“ (Macherey-Nagel) gewonnen. Das fir Plasmid-DNS selektive Aufreinigungsprinzip
beruht auf einer alkalischen SDS-Lyse der Zellen mit nachgeschalteter Anionen-
austausch-Chromatographie. Diese Art der Aufreinigung wurde gewahlt, wenn die
gewonnene Plasmid-DNS fur Transfektionen eukaryotischer Zellen verwendet werden
sollte. Die Verfahrensschritte wurden gemaf den Herstellerangaben durchgefihrt:

» Initial wurde die Praparation durch Abzentrifugation der Bakterienkultur bei 4500 g (4°C)

fur 7 min begonnen.

> Nachdem der Uberstand verworfen wurde konnte das entstandene Bakterienpellet in 4
ml Puffer S1 (enthalt RNase) resuspendiert werden.

» Der Zugabe von 4 ml Puffer S2 folgte ein viermaliges Umdrehen der Reaktionsgefalie
und eine 4 mindtige Inkubation bei RT.

» Dem Ansatz wurde nun 4 ml Puffer S3 zugegeben, bevor der Ansatz 5 min auf Eis
gestellt wurde.

» Die Suspension wurde mit Hilfe eines Filters auf eine mit 2,5 ml Puffer N2 equilibrierte
Saule gegeben.

» Einem einmaligen Waschschritt mit 10 ml Puffer N3 folgte die Elution der gebundenen
DNS mit 5 ml des Puffers N5.
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» Nach der Prazipitation der DNS durch die Zugabe von 3,5 ml Isopropanol folgte ein
30minttiger Zentrifugationsschritt bei 12.000 g und 4°C.

» Das entstandene Pellet wurde mit 2 ml Ethanol (70%ig) gewaschen und erneut unter
standardisierten Bedingungen abzentrifugiert.
Im Anschluss wurde die DNS in ca. 100 pl ddH,O gelést und die Konzentration
photometrisch bestimmt. In den meisten Fallen wurde Plasmid-DNS eines hdheren
Reinheitsgrads in groReren Volumina benétigt. Somit wurden ca. 100 ml der U/N-
Bakteriensuspension fir eine sogenannte ,Midi-Plasmid-Préparation” verwendet.

Plasmid-DNS, die fur PCR bzw. Restriktionsanalysen herangezogen werden sollte,
wurde Uber ein Versuchsprotokoll isoliert, bei dem die Zellen tber die alkalische Lyse
aufgeschlossen wurden. Es genugte der Einsatz von 1,5 ml einer Bakteriensuspension
zur erfolgreichen Durchfihrung. Aufgrund der geringeren Menge an isolierter Plasmid-
DNS wird von einer ,Mini-Praparation“ gesprochen.

> 1,5 ml einer U/N-Bakteriensuspension wurden in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR tberfiihrt.

» Nach der Zentrifugation fir 1 min bei 6.000 rpm (Zentrifuge 5417C, Eppendorf) folgte die
Resuspension des Zellpellets in 200 pl S1 Puffer (Tris HCI 50 mM, EDTA 10 mM, RNase
100 pg/ul).

» AnschlieRend wurde die Zellsuspension mit 400 ul Lysepuffer B (0,2 M NaOH, 1% SDS)
fur 2 min bei RT inkubiert.

» Dem Ansatz wurde 300 ul Ammoniumacetat (7,5 M) zugefigt.

» Nach 10minatiger Inkubation auf Eis folgte das Zentrifugieren des Ansatzes bei 18.000 g
fir 15 min bei 4°C und die Uberfilhrung des Uberstands in ReaktionsgefalRe, die mit 500
ul Isopropanol befillt waren.

» Ein drei- bis vierfaches Invertieren der Gefal3e flhrte zur Fallungsreaktion.

Ein erneuter Zentrifugationsschritt (14.000 rpm, 15 min, 4°C) sammelte die Plasmid-
DNS in einem Bodenpellet.

> Nach dem Verwerfen des Uberstandes wurde das Reaktionsgefal im Wasserbad
getrocknet und anschlief3end mit ca. 40 pl ddH,O resuspendiert.

Die langerfristige Lagerung von Plasmid-DNS erfolgte durch Kiihlung bei -20°C.

A\

3.3.8 Restriktionsanalyse von Plasmid-DNS

Zur Uberpriifung der Qualitat isolierter Plasmid-DNS werden Endonukleasen eingesetzt,
die DNS-Strange an spezifischen Stellen zerschneiden. Danach liegt die DNS nicht
mehr in ringférmig gefalteter Struktur vor und somit besteht die Méglichkeit, das Gewicht
der einzelnen Strange mittels der Agarosegelelektrophorese zu Uberprifen. Ein
Aufschluss Uber die exakte Basensequenz der einzelnen Strange ist jedoch nur durch
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eine Sequenzierung (in dieser Arbeit von Fa. GENterprise GmbH, Mainz durchgefihrt)
maglich.

Die Restriktionsanalysen wurden in einem Gesamtvolumen von 10 pl getéatigt und die
Inkubation erfolgte fir mindestens 1 h bei zumeist 37°C. Abweichungen der Temperatur
wurden gemal Herstellerangaben in Einzelféallen vorgenommen.

3.3.9 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist eine Separationsmethode, um Nukleinsauren-
fragmente entsprechend des Molekulargewichtes aufzutrennen. Antrieb zur Auftrennung
der DNS stellt ein elektrisches Feld dar, das die negativ geladenen Nukleinsduren zur
Anode wandern lasst. Die Wanderungsgeschwindigkeit steht in linearer Abhéngigkeit zu
der Ladungsdichte der Molekile, die bei Nukleinsauren in freier Lésung pro Nukleotid
gleich grof} ist. Der Trenneffekt erfolgt durch eine feste Tragermatrix, die Agarose. Die
Poren der Agarosematrix sind gerade so grol3, dass bei der Wanderung ein
Reibungswiderstand entsteht. Je gréRer die Nukleinséduren sind, desto grol3er ist der
Widerstand und umso geringer die Wanderungsgeschwindigkeit.

Das Giel3en von 1%igen Agarosegelen erfolgte nach folgender Vorgehensweise:

» Im Mikrowellengerat wurde Agarose (1% w/v) in TAE- Puffer aufgekocht.

» Nach leichtem Abkiihlen folgte die Zugabe von Ethidiumbromid (3 pl einer 1%igen
Ldsung) mittels einer Einweg-Pipette.

» Vor dem endgultigen Erkalten wurde die Agarose in eine vorbereitete Gelkammer mit
Kamm gegossen.

» Nach dem Erkalten des Gels wurde der Kamm entfernt und das Gel in die
Gelelektrophoresekammer gelegt.

Die Proben wurden mit DNS-Ladepuffer versetzt und mit einem Volumen von 15 pl in
eine Geltasche eingebracht, nachdem die Gelelektrophorese-Kammer mit TAE-Puffer
gefullt wurde. Nach Zugabe eines DNS-Standards (1 kB Marker, MBI Fermentas) wurde
eine Spannung von 120 V angelegt.

Die Visualisierung erfolgte auf einem Geldokumentationstisch unter UV-Licht-
Bestrahlung mit einer Wellenlange von 256 nm. Dabei verstarkten die aromatischen
Ringe des Ethidiumbromid die Fluoreszenz der Basenpaare der DNS. Die Nukleinséure-
banden wurden fotografiert und mittels Durchlichtscanner (Agfa Duo, Agfa) digitalisiert.
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3.3.10 Elution von DNS aus Agarosegelen

Zur Aufreinigung der DNS aus einem Agarosegel wurde das Nucleospin® Extraction Kit
(Macherey Nagel) verwendet. Das zu isolierende DNS-Fragment wurde zunéchst unter
einer langwelligen UV-Lampe (302 nm) mit Hilfe eines Skalpells exakt aus dem
Agarosegel herausgeschnitten und anschlieBend nach Angaben des Herstellers eluiert.

Diese Methode basiert auf einer Verfllissigung der Agarose mit anschlieRender Bindung
der DNS durch Kieselsaure-Saulchen. Die Bindung gelingt, da die Eigenschaft von DNS
ausgenutzt wird, sich in Gegenwart einer hohen Konzentration chaotroper Salze an
Kieselsaure zu binden. Die Elution gelingt hingegen bei geringer Salzkonzentration und
die DNS I0st sich aus den Saulchen.

» Fur die Gellyse wurde das ausgeschnittene Agarosestick gewogen.

» Pro 100 mg Gel wurde 200 pl NT-Puffer zugegeben. Der Ansatz inkubierte fur 5 bis 10
min bei 50°C bis zur vollstandigen Verflissigung der Agarose.

» Nach der Zugabe des verflissigten Gels auf das Kieselsdure-Saulchen erfolgte die
Zentrifugation des Reaktionsgeféal3es bei 11.000 g fir 1 min.

» Der Zugabe von 600 pl Waschpuffer NT3 folgte ein erneuter Zentrifugationsschritt.

» Nach der Trocknung der Séaulen durch weitere 2 min in der Zentrifuge bei 11.000 g
erfolgte die Elution mit ca. 50 pl NE-Puffer.

3.3.11 Photometrische Bestimmung der DNS-Konzentration

Die genaue Konzentration und Reinheit von Nukleinsdurelésungen lasst sich durch die
Aufnahme eines UV-Absorptionsspektrums bestimmen. Durch Messung der Extinktion
in einem Spektralphotometer bei 260 nm kann die Konzentration von DNS oder RNS in
einer Losung bestimmt werden. Die Absorption von 1 bei 260 nm entspricht einer
Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNS. Somit berechnet sich die
Konzentration nach folgender Formel:

DNA-Konzentration = OD4gp X Verdlnnungsfaktor x 50 [ug/mL]

Die Reinheit der DNS in einer Probe kann durch das Verhéltnis der Absorption von 260
nm : 280 nm abgeschétzt werden. Saubere DNS-Proben zeigen einen Extinktions-
quotienten von 1,8 bis 2,0. Bei Verunreinigungen durch Proteine oder Phenole sinkt der
Wert unter 1,8 ab.
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3.4 Zellbiologische Methoden

3.4.1 Allgemeine Zellkultivierung

Als Standardbedingung fur die Kultivierung aller verwendeten Zelllinien wurde eine
wasserdampfgesattigte Atmosphare mit 5% CO,-Gehalt und einer Temperatur von 37°C
im Begasungsbrutschrank (Heraeus, Zurich) gewahlt. Alle Arbeiten zur Kultivierung
wurden unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt.

Ein Passagieren der Zellen erfolgte regelmalig jeden zweiten bis vierten Tag, abhangig
von Wachstum und der Konfluenz der Zellen. Zur Expansion wurden die Zellen nach
einer ca. 3minutigen Behandlung mit 1 ml Trypsin/EDTA mit ihrem Kulturmedium von
der Bodenflache der Zellkulturschale bzw. -flasche abgespdult, im Verhaltnis 1:5 bis 1:10
ausgedunnt (Zellzahlermittlung Uber Neubauer-Zdhlkammer), mit frischem Medium
versetzt und in eine neue Zellkulturschale bzw. -flasche ausgesat. Spatestens nach der
zehnten Passage der Zellen wurden diese geerntet, gezahlt und eingefroren.

Die Kultivierung erfolgte in Abhangigkeit der Anspriche der jeweiligen Zelllinie in
unterschiedlichen Zellkulturmedien (siehe Tabelle 3.2).

Tabelle 3.2: Zelllinien und Zellkulturbedingungen

Zelllinie Kulturmedium Mediumzusatze
> Hepes (1%ig)
IMR90S EMEM » Natrium- Pyruvat (1%ig)
(High Glucose) » Penicillin / Streptomycin (1%ig),
> hitzeinaktiviertes fotales Kalberserum (15%ig)
Hela » Hepes (1%ig)
COS-7 DMEM » Natrium- Pyruvat (1%ig)
MelJuso (High Glucose) > Penicillin / Streptomycin (1%ig),
» hitzeinaktiviertes fotales Kalberserum (10%ig)
> Hepes (1%ig)
WT49 » Natrium- Pyruvat (1%ig)
BM92 RPMI 1620 » Penicillin / Streptomycin (1%ig),
» hitzeinaktiviertes fotales Kalberserum (10%ig)
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3.4.2 Ernte, Zahlen und Lyse von Zellen

Die Ernte von kultivierten Zellen dient als Voraussetzung fur weitere Untersuchungen,
wird aber auch in der taglichen Anwendungsroutine der Zellkultur genutzt. Hierzu
wurden die abzulésenden Zellen mit PBS gewaschen und mit 1 ml Trypsin/EDTA
versetzt. Nach ca. 3 min im Brutschrank lieBen sich die gelosten Zellen mit dem
jeweiligen Kulturmedium von der Bodenflache abspilen und in ein 15 ml bzw. 50 ml
steriles Roéhrchen Gberfuhren. Es folgte ein zweimaliges Waschen der sedimentierten
Zellen mit sterilem PBS (PAA, Osterreich), indem sie bei 1.200 rpm fiir 5 min
zentrifugiert (Megafuge 1.0, Heraeus), der Uberstand verworfen und das Zellsediment
erneut in PBS aufgenommen wurde.

Die Zellzahlbestimmung erfolgte mittels einer Neubauer-Kammer. Hierzu wurde ein
leicht angefeuchtetes Deckglaschen auf die Kammerstege geschoben, so dass anhand
von sichtbaren Newton’schen Ringen die passgenaue Lage erkennbar war. Die zu
untersuchende Zellsuspension wurde 1:3 mit Trypanblau verdinnt und mittels Pipette in
den Raum zwischen Z&ahlkammerboden und Deckglas gefillt. Gez&hlt wurden die Zellen
in vier B-Feldern (Gro3quadrate) unter Verwendung eines binokularen Phasenkontrast-
mikroskops bei 100-facher VergroRerung. Aus dem resultierenden arithmetischen Mittel
der vier Quadrate wurde, jeweils unter Bertcksichtigung des Ausgangsvolumens der
Zellsuspension, die Zellzahl pro ml berechnet.

Zur Vorbereitung von biochemischen Analysen der Zellproteine folgte die Lyse der
Zellen. Die kultivierten Zellen wurden zunachst gezahlt und auf eine Zellzahl von 1 x 10°
Zellen eingestellt. Die eigentliche Lyse wurde durch die Zugabe von Lysepuffer (ST-
Puffer [10mM Tris, 150mM NaCl, pH 7,5] + 0,5%igem NP-40 + Complete Protease
Inhibitoren) erreicht. Die Inkubationszeit betrug 20 min auf Eis, wobei sich die
eingesetzte Menge an Lysepuffer nach der Anzahl der zu lysierenden Zellen ausrichtete
(50 pl eiskalter Lysepuffer fir 1 x 10° Zellen). AnschlieBend wurden nicht gelste
Zellbestandteile sowie Zellkerne bei 4°C durch Zentrifugation bei 18.000 g fur zehn
Minuten abgetrennt. Bis zur Weiterverarbeitung konnten die lysierten Zellen bei -20 °C
eingefroren werden.

Eine langfristige Lagerung der geernteten Zellen erfolgte durch Einfrieren der Proben in
Flissigstickstoff oder in der Kuhlung bei -80°C. Dazu wurden die geernteten Zellen in
FCS (PAA, Osterreich) mit einem Zusatz von 10%igem DMSO (Sigma Aldrich,
Munchen) aufgenommen, in Kryoréhrchen tberfuhrt und zunéchst bei -20 °C schonend
eingefroren. Im Anschluss lagerten die Kryordhrchen dann bei mindestens -80 °C. Das
Auftauen dieser Zellen erfolgte in 50 ml sterilem PBS. AnschlieRend wurde das DMSO
abgetrennt, indem die Zellen fir 5 min bei 1.200 rpm (Megafuge 1.0, Heraeus)
abzentrifugiert wurden. Die weitere Kultivierung erfolgte unter Standardbedingungen.
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3.4.3 Transiente Expression von MHC-II-Proteinen in IMR90S-Zellen

Unter Transfektion wird das Einbringen von Fremd-DNS in eukaryotische Organismen
verstanden. Die in der vorliegenden Arbeit angewandten transienten Transfektionen
wurden mit Hilfe des JetPei™ Transfektionsreagenz (Biomol, Hamburg) durchgefiihrt.
Das kationische Polymer JetPei™ (Polyethylenimin) bildet Komplexe mit der Plasmid-
DNS. Die positive Nettoladung dieser Komplexe ermdglicht die Interaktion mit
anionischen Glykoproteinen auf der Zelloberflache und anschlieRend die Aufnahme der
JetPei™-DNS-Komplexe in die Zelle durch Endozytose.

Um eine optimale Transfektionsrate zu erzielen, wurden ca. 5 x 10° IMR90S-Zellen
gezahlt und in eine Vertiefung einer 6-Lochplatte ausgesat. Die Zellen setzten sich tber
Nacht in ca. 2 ml frischem EMEM-Medium auf der Bodenflache ab. Nach Ablauf von 24
Stunden wurden die einzelnen Vertiefungen jeweils zweimal mit PBS gewaschen und
mit dem Gemisch aus Plasmid-DNS, JetPei™ und Zellkulturmedium aufgefiillt.

Zu diesem Zweck wurde 0,5 pg DNS mit 3 pl JetPei™ pro 50 pl Gesamtvolumen
vermischt, 20 min bei RT inkubiert und anschlieBend langsam auf die Zellen mit
frischem Zellkulturmedium (ca. 1 ml pro Vertiefung) getropft.

Nach einer Inkubationszeit von sechs Stunden ist nach Herstellerangaben keine weitere
Aufnahme von DNS in die Zellen mdglich. Ab diesem Zeitpunkt wurden die Zellen mit
frischem Zellkulturmedium versehen und bis zur Ernte weitere 42 Stunden im
Brutschrank bei Standardbedingungen kultiviert.

3.4.4 Durchflusszytometrie/ Fluorescence-activated Cell Sorting (FACS)

Hintergrund

Der Ausdruck "FACS" ist ein registriertes Markenzeichen der Firma Becton-Dickinson
und steht eigentlich fur ,Fluorescence Activated Cell Sorting“ (www.bd.com). Diese
Bezeichnung hat sich aber inzwischen als Ausdruck fiir Durchflusszytometrie
eingebirgert. Bei dieser Analysetechnik kdnnen verschiedene Eigenschaften von Zellen
oder anderen Teilchen untersucht werden, wahrend diese ,Teilchen“ vereinzelt durch
eine dunne Messkammer fliel3en, und von der Seite mit Laserlicht bestrahlt werden. Bei
ungehinderter Passage des Lichtes durch die Flusszelle entsteht kein Streulicht.
Passiert eine Zelle die Messzelle, so wird das Licht abgelenkt und es entsteht Streulicht.
Je groler eine Zelle ist und je mehr Strukturen in ihrem Inneren zu finden sind, desto
groR3er ist das entstehende Streulicht. Zwei Messstellen gelten als Standard fur das
Streulicht:
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1. Vorwartsstreulicht (FSC):
» in Richtung des nicht abgelenkten Lichtstrahls
» abhangig von der GroRRe der Zelle

2. Seitwartsstreulicht (SSC):
> etwa im 90° Winkel zum urspringlichen Strahl
» abhangig von den internen Strukturen (,Granularitat®) der Zelle

Seilwiiris- [
streulicht /"'“' L
._;/./I/.
,/ Vorwirts- |
streulichit—

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung eines Durchflusszytometers

Detchioren

A) Einzelzellen werden durch die Messzelle geschleust. Wéahrend der Passage wird ein Laserstrahl auf die vereinzelten
Zellen geworfen, der je nach Struktur und Grof3e der gemessenen Zelle in unterschiedlichem Winkel abgelenkt wird.
Anhand der Messung der Wellenlange A des Vorwérts- und Seitwértsstreulichts kann eine Aussage Uber ZellgréRe und
Granularitat getroffen werden.

B) Abbildung eines FACScan® (Becton-Dickinson)

Um weitere Eigenschaften von Zellen untersuchen zu kénnen, kann das gesuchte
Merkmal Uber fluoreszierende Antikdrper markiert werden. Eigenschaften von nicht-
permeabilisierten Zellen konnen nur auf der Zelloberflache detektiert werden.

Der in dieser Arbeit verwendete FACScan (BD, USA) besitzt einen Laser mit 488 nm
(Argonion-Laser) und Filter fur die folgenden Wellenlangen:

Tabelle 3.3: Filter des FACScan und zugehdrige Kennzeichnung

Filter Kennzeichnung Fluoreszenzfarbstoff
530/30 FL-1 (Fluoreszenz 1) GFP, Alexa 488

Durch diese Filtereinstellungen und eine Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen unter-
schiedlicher Fluoreszenzspektren ist eine gleichzeitige Detektion mehrerer Merkmale im
FACScan maoglich.
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Nach der Messung werden die Zellen in sogenannten Dot-Plots dargestellt, wobei nicht
interessierende Zellen und Zelltrimmer durch das sogenannte ,Gaten* ausgeblendet
werden. Die Darstellung der gemessenen Zellen erfolgte in dieser Arbeit Gber Dot Blots,
die logarithmisch skaliert wurden. Dabei wurde standardmafig das SSC auf der y-Achse
und die jeweilige Fluoreszenz auf der x-Achse gelegt.

Durchfiihrung

Die zu untersuchenden Zellen wurden, wie in Kapitel 3.4 beschrieben, gezahlt, ausgesat
und transient transfiziert. Im Anschluss wurden die Zellen gewaschen und durch funf-
minutige Inkubation in einer PBS / 2,5mM EDTA-LAsung von der Bodenflache abgeldst.
Dabei wurden jeweils 1 x 10° Zellen fiir die FACS-Analyse verwendet. Die restlichen
Zellen der gleichen Probe wurden fur die SDS-PAGE und Western Blot verwendet, um
eine erfolgreiche Transfektion nachzuweisen.

Die FACS-Probe wurde nach folgendem Protokoll aufbereitet, wobei alle Schritte bei
4°C bzw. auf Eis durchgefuhrt wurden:

» Zunéchst erfolgte das Waschen der Zellen mit 300 pl FACS-Puffer mit anschlieRendem
Zentrifugationsschritt bei 1.200 rpm fur 5 min (Varifuge 3.0 R, Heraeus).

> Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 50 pl FACS-Puffer aufgenommen.

» Es folgte eine halbstiindige Inkubation der Zellen mit einem Priméarantikérper, wobei die
Konzentration in Abhangigkeit des jeweiligen Antikdrpers gewahlt wurde.

» Die Probe wurde erneut zweimal mit FACS-Puffer gewaschen und in 50 pL FACS- Puffer
aufgenommen.

» Die Zellen wurden fir 30 min mit dem Farbstoff 7-AAD und einem Sekundarantikorper,
der mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa 488 gekoppelt ist, inkubiert.

» Die eigentliche Messung der Zellen erfolgte mittels eines, auf die jeweilige Zellpopulation,
voreingestellten FACScan-Durchflusszytometers.

» Fluoreszenz 1 (FL 1) stellt das Zellmerkmal, dass durch den Erstantikdrper markiert
wurde, im Dot Blot dar.

» Fluoreszenz 2 (FL 2) zeigt die Zellen an, in die der Farbstoff 7-AAD eindringen konnte.
Fluoreszenz 2- detektierte Zellen entsprechen dem Totzellenanteil der Zellpopulation.
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3.5 Biochemische Methoden

3.5.1 Immunprazipitation

Hintergrund

Die Methode der Immunpréazipitation (IP) dient in der Biochemie der Isolierung
spezifischer Proteine aus Proteingemischen, wie z.B. Zelllysaten. Zudem kann eine IP in
Form einer Ko-Immunpréazipitation den Nachweis von Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen liefern.

Die Verwendung von Protein A- bzw. Protein G-Sepharose (Amersham, Freiburg)
ermdglicht durch Sedimentation, die einzelnen Proteine spezifisch vom Lysat abzu-
trennen. Zur Bildung der Immunkomplexe aus Sepharose und Protein werden
Proteindeterminanten-spezifische Antikdrper verwendet, die tber ihre konstante Region
an die Sepharose binden. In Abhéngigkeit des Einsatzes von Protein A oder Protein G
konnen verschiedene Antikdrper eingesetzt werden.

Tabelle 3.4 Differenzierung von Protein-Sepharose

Sepharose Spezifitat

Maus IgG1 lgG2a IgG2b IgG3 IgM
Protein A-Sepharose + ++ ++ - +
Protein G-Sepharose ++ ++ ++ + -

Zur Verhinderung einer unspezifischen Bindung von Proteinen an die Sepharose-Matrix
kann eine Vorinkubation (Praadsorption) mit Sepharose CL4B durchgefiihrt werden.

Die Protein-Protein-Wechselwirkung kann durch den Einsatz eines weiteren
spezifischen Erstantikdrpers nach SDS-PAGE und Western Blot nachgewiesen werden.

Durchfiihrung

Isolation von Proteinen aus Zelllysaten

> 6 x 10° Zellen wurden in 6-Lochplatten ausgesét, transient transfiziert und geerntet.

» Die Zellen wurden durch die Inkubation fir 30 min in 250 ul eiskaltem Lysepuffer (ST-
Puffer + 0,5%igem NP-40 + Complete Protease Inhibitoren) lysiert.

» Anschlielend wurden tote Zellen, Zellpartikel und -trimmer fir 20 min bei 18.000 g bei
4°C abzentrifugiert.

» Es folgte eine Vorinkubation mit CL4B-Sepharose (Pharmacia, Freiburg) fir 1 h in einem
Volumen von 250 pl.

» Die CL4B-Sepharose-gebundenen Proteine wurden bei 4.000 rpm fur 3 min
abzentrifugiert (Zentrifuge 5417C, Eppendorf, Hamburg).

» Die spezifische Immunprazipitation erfolgte durch die Zugabe von 15 pl Protein A- / G-
Sepharose (Amersham, Freiburg) und einem spezifischen Antikbrper in einem
Gesamtvolumen von 250 pl. Die Inkubation erfolgte fur 12 h (4°C) auf dem Sonnenrad.
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» Es folgte die Sedimentation des Sepharose-Protein-Komplexes durch Zentrifugation bei
4.000 rpm fur 3 min (Zentrifuge 5417C, Eppendorf, Hamburg).

» Der prazipitierte Komplex wurde dreimal mit jeweils 300 ul Waschpuffer (ST-Puffer +
0,25% NP-40) gewaschen und je Waschvorgang bei 4.000 rpm fur je 3 min
abzentrifugiert.

» Das zentrifugierte Pellet wurde in 30 pl reduzierenden SDS-Probenpuffer (Lammli, 1970)
fur 5 min bei 95°C aufgekocht.

» Die weitere Probenverarbeitung erfolgte durch SDS-PAGE und Western Blot.

Isolation von Proteinen auf der Zelloberflache

> 6 x 10° Zellen wurden in 6-Lochplatten ausgesét, transient transfiziert und geerntet.

» Die Behandlung der Zellen mit dem Prim&rantikdrper LG-11-612.14, der DQp-Molekile
von der aul3eren Seite binden kann, erfolgte in FACS-Puffer (PBS, 2% FCS, 0,01% Na-
Azid) fur 60 min bei 4°C.

» Die Zellen wurden zweimal mit FACS-Puffer gewaschen und durch Zentrifugation fur 5
min bei 1.200 rpm (Varifuge 3.0 R, Heraeus) erfolgte die Bildung eines Bodenpellets.

» Die Lyse der Zellen wurde durch die Inkubation fir 30 min in 250 pl eiskaltem Lysepuffer
(ST-Puffer + 0,5%igem NP-40 + Complete Protease Inhibitoren) erreicht.

» AnschlieBend wurden tote Zellen, Zellpartikel und -trimmer fir 20 min bei 18.000 g bei
4°C abzentrifugiert.

» Die weiteren Behandlungsschritte sind identisch der Isolation von Proteinen aus
Zelllysaten (siehe vorheriger Abschnitt).

3.5.2 Abbau von N-glykosidisch gebundenen Oligosacchariden

Hintergrund

Viele sekretorische Proteine oder Membranproteine tragen kovalent gebundene Oligo-
saccharideinheiten, welche entweder durch N-glykosidische Bindungen an Asparagin
oder O-glykosidisch an Serin-/Threoninseitenketten gebunden werden. N-glykosidische
Kohlenhydrate enthalten dabei immer den gleichen Kern aus Monosacchariden (Stryer,
1999).

Core Glykosylierung: Die Ubertragung der ersten Oligosaccharideinheit auf das Peptid
erfolgt durch das Carrier-Lipid Dolicholphosphat, das in der ER-Membran lokalisiert ist.
Durch schrittweise Addition von Monosacchariden entsteht eine Core-Oligosaccharid-
einheit aus zwei Molekilen N-Acetylglucosamin, neun Mannose- und drei Glukose-
molekilen. Das Dolichol mit seiner Kohlenhydratkette wird durch die Membran auf die
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Lumenseite befordert, wo der aus 14 Monosacchariden bestehende Zucker auf den
Asparinrest des Proteins Ubergeben wird.

Terminale Glykosylierung: Ein richtig gefaltetes Protein verlasst anschlieRend das ER
und wird Uber Transportvesikel zum Golgi Komplex transportiert. Hier werden O-
glykosidisch gebundene Zuckerreste angefligt und N-gebundene Kohlenhydrate Uber
verschiedene Wege modifiziert. Als Resultat dieser erneuten Modifikationen entstehen
komplexe Oligosaccharideinheiten. Dabei ist die Struktur der N-gebundenen Kohlen-
hydrateinheiten abhangig von der Sequenz und der Konformation des zu
glykosylierenden Proteins, sowie der Zusammensetzung der Glykosyltransferasen der
Golgi-Kompartimente.

Golgi-
Mannosidase Il

EndoH- I EndoH-

Sensitivit Resistenz

Abbildung 3.4: Zusammenbau von N-glykosidisch gebundenen Glykoproteinen

Methode

Der heutige Wissensstand dber die Lokalisierung des Zusammenbaus von N-
glykosidisch gebundenen Oligosaccharideinheiten wurde in dieser Arbeit im
Zusammenhang mit dem Einsatz des Enzyms EndoglykosidaseH (EndoH, En) zum
Nachweis des intrazellularen Transportweges von Zellproteinen genutzt. Sobald ein
Protein im Golgi Komplex durch das Enzym Mannosidase-ll modifiziert wurde, kann
durch die Behandlung mit EndoH kein Zuckerrest mehr vom Protein abgespalten
werden. Hingegen fuhrt der Einsatz des Enzyms N-Glykosidase F (PNGaseF) auch
nach der terminalen Glykosylierung noch zur Abspaltung von N-glykosidisch
gebundenen Zuckerresten. Es verbleibt nur ein Oligosaccharidcore am Protein, das bei
Darstellung in der SDS-Gelelektrophorese keinen sichtbaren Unterschied im
Molekulargewicht im Vergleich zu EndoH-inkubierten Proteinen aufweist.
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Durchflihrung

» Die Zellen wurden in 6-Loch-Zellkulturplatten ausgesat, transient transfiziert und nach
der Ernte lysiert.

» Die Zelllysate wurden mit reduzierendem Probenpuffer im Verhdltnis 1:4 versetzt und bei
95°C im Thermocycler (T3, Biometra, Géttingen) aufgekocht.

» Anschliel3end wurden jeweils 3 Ansatze (siehe Tabelle 2.5) generiert:

» Alle Ansatze wurden fir 12 h bei 37°C im Thermocycler inkubiert.
» Die weitere Probenverarbeitung erfolgte tber SDS-PAGE und Immunoblotting.

Tabelle 3.5: Rezept fiir den Verdau durch EndoH und PNGaseF

Ansatz Zusammensetzung

Unverdaut 20 Lysat + 3 ul G5 + 7 ul ST-Puffer

EndoH 20 pl Lysat + 3 pl G5 + 6,5 yl ST-Puffer + 0,5 ul EndoH

PNGaseF 20 pl Lysat + 3 pl G7 + 3 ul NP-40 (10%ig) + 3,7 ul ST-Puffer + 0,3 ul PNGase F

3.5.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteinen entsprechend ihres Molekulargewichts wurde die
diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Lammli (Lammli, 1970)
durchgefuhrt. Bei diesem Verfahren durchlaufen die Proben zunachst ein grol3poriges,
Polyacrylamid-armeres Sammelgel, in dem sich die Proteine in einer scharf abge-
grenzten Zone fokussieren sollen. Eine weitere Aufgabe des Sammelgels ist die
Konzentration der Proteine an der Front zum darauffolgenden Lauf- bzw. Trenngel. In
diesem engporigen Gel, das einen héheren Gehalt an Polyacrylamid enthélt, geschieht
die eigentliche Auftrennung der SDS-umhillten Proteine in einem elektrischen Feld
nach dem Siebeffekt.

Fur die Experimente dieser Arbeit wurden Minigele in Glasschablonen mit der Dicke von
1,5 mm der Rezeptur nach Tabelle 2.5 gegossen. Die Polymerisation des Gels erfolgte
bei RT und dauerte ca. 30 min.

Tabelle 3.6: Rezept zum Giel3en eines SDS-Polyacrylamidgels

Sammelgel (4%ig) Trenngel (12%iQg)

Lésung A 1,5 ml Lésung D 1ml
Lésung C 5,1 mi Lésung C 1ml
20 % SDS 60 pl A. dest. (blau) 4 ml
A. dest. 5,34 ml 10 % APS 80 ul
10 % APS 80 ul
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Eine Probenvorbereitung ist notwendig, damit weder Eigenladungen der Proteine noch
die Faltung der Peptide die Auftrennung im Gel stéren. Zu diesem Zweck wurde dem
gewonnenen Zelllysat im Verhdaltnis 1:4 reduzierender SDS-Probenpuffer (vierfach
konzentriert) zugesetzt. Reduzierender Probenpuffer enthalt B-Mercaptoethanol, das die
inter- und intramolekularen Disulfidbriicken zerstéren kann. Nach Zusatz des Proben-
puffers wurden die Proben kurz bei Raumtemperatur inkubiert oder bei 95°C fir 5 min
aufgekocht. Durch das Detergenz SDS im Probenpuffer und das Aufkochen werden die
Proteine denaturiert. Denaturierte Proteine sind ungefaltet und nahezu linear geformt.
Die Wanderungsgeschwindigkeit hangt somit von der Peptidgrdfl3e ab. Die Auftrennung
wird als diskontinuierlich bezeichnet.

In die Taschen des Sammelgels wurden in der Regel 15 pl einer Probe aufgetragen.
Eine Tasche des Gels wurde mit einem Molekulargewichtsstandard befullt. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte in einer mit Laufpuffer (250mM Tris, 192mM Glycin,
1% (w/v) SDS) gefullten Elektrophoresekammer (cti, Idstein). Es wurde eine Spannung
von 80 V angelegt, bis die Proben das Ende des Sammelgels erreichten. Wéahrend der
Trenngelpassage wurde eine Anpassung der angelegten Spannung auf 120 V
vollzogen.

3.5.4 Western Blot

Zur Westernblot-Analyse wurden die aufgetrennten Proteine mittels Elektrotransfer auf
eine Nitrozellulosemembran Ubertragen. In dieser Arbeit wurde die ,semi-dry“-Technik
angewendet. Hierbei wurden zwei in Transferpuffer (50 mM Tris, 40 mM Glycin, 20 %
Methanol, 0,4 % SDS) getrankte Whatman-Papierstreifen in eine Elektrotransfer-
apparatur (Biometra, Gottingen) gestapelt. Darauf folgten die Nitrozellulosemembran
(Protran, Whatman) und das Gel aus der vorangegangenen SDS-PAGE, das zuvor
zehn Minuten in ddH,O gelegt wurde.

Abschlielend wurden auf das Gel zwei in Transferpuffer getrankte Whatman-Papier-
streifen aufgelegt. Der eigentliche Transfervorgang erfolgte unter Anlegen einer
Spannung von 10 V fir 45 min. Antreibende Kraft ist somit ein elektrisches Feld, dass
die negativ geladenen SDS-Proteinkomplexe zur Wanderung auf die Nitrozellulose-
membran zwingt. Die Transferqualitat wurde durch Farbung mit Ponceau S Uberprift.
Die Banden des Molekulargewichtsstandards wurden auf der Membran durch
Bleistiftmarkierungen dauerhaft sichtbar gemacht. Die Entfarbung gelang durch einen
Waschschritt der Membran mit Blot-Waschpuffer (PBS-Tween).

Ein 30miniitiges Wippen der Membran in Blockierlésung (Roti-Block™) filhrte zu einer
Absattigung unspezifischer Proteinbindungsstellen, bevor ein weiterer sorgfaltiger
Waschvorgang mit PBS-Tween durchgefiihrt wurde. Zur Spezifizierung der Protein-
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banden erfolgte eine einstiindige Inkubation mit dem entsprechenden Erstantikérper,
der spezifisch gegen das jeweils zu untersuchende Protein gerichtet ist. Nach drei
weiteren, griindlichen Waschschritten folgte eine Inkubation fir 45 min mit dem gegen
den Primarantikorper gerichteten HRP-gekoppelten Sekundarantikdrper.

Zur Detektion der Antigen-Antikorper-Bindungen wurde nach einem erneuten Wasch-
schritt die Nitrozellulosemembran fir 1 min mit ECL-Reagenz (NEN) inkubiert. Das
Reagenz wurde als Substrat fur die an den Zweitantikorper gekoppelte HRP eingesetzt.
Die bei der Reaktion entstehende Lumineszenz konnte durch Auflegen eines Rdntgen-
films (AGFA) in der Dunkelkammer sichtbar gemacht werden. Die Expositionszeiten
waren von der Signalstarke abhangig und konnten zwischen einigen Sekunden und
mehreren Minuten schwanken. Fir die Entwicklung der Rdntgenfilme wurde die
Entwicklermaschine Curix60 (Agfa, Leverkusen) genutzt. Die Digitalisierung der
belichteten Réntgenfilme erfolgte mittels eines Durchlichtscanners (Agfa Duo).

3.6 Angewandte PC-Software

» Alignments Vector NTI Version 11
NCBI-Datenbank
IMGT/HLA-Datenbank
DNS-Converter, bioinformatics.org
pDRAW32 Version 2007

» Darstellungen fur die Durchflusszytometrie WinMDI, Miscellaneous Software
» Datenbanken: IMGT / HLA (EBI)
NCBI / HLA
Allele frequencies
» Datenverarbeitung Microsoft Excel 2007
» Graphiken und Schemata Microsoft PowerPoint 2007
» PDF-Erstellung Cute-PDF, Acro Software
» Textverarbeitung Microsoft Word 2007
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4. Ergebnisse

4.1 Isolierung von Klasse-lI-Molekllen aus eukaryotischen Zelllinien

Um moglichst umfassende und genaue Aussagen uber den Zusammenbau von DQ-
Untereinheiten, den Transport der Heterodimere und deren Abhangigkeit von der
Invarianten Kette treffen zu kénnen, sollte die bestehende Genbank der Arbeitsgruppe
erweitert werden. Aus menschlichen Tumorzellen wurden weitere DQ-spezifische
cDNAs kloniert. Zu diesem Zweck wurden drei unterschiedliche humane Zelllinien mit
einer zuvor sichergestellten Klasse-1l-Expression ausgewahlt.

Zur Gewinnung von cDNS aus den Zelllinien MelJuso (MJ), BM92 und WT49 wurde die
RNS aus den Zellen isoliert und anschlieBend durch den Einsatz einer Reversen
Transkriptase in cDNS umgeschrieben. In der folgenden PCR wurden aus der cDNS
durch den Einsatz spezifischer Oligonukleotide, die cDNS bestimmter HLA-Klasse-II-
Untereinheiten amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden in einem Agarosegel aufgetrennt
und entsprechend ihres Molekulargewichtes aus dem Gel ausgeschnitten. Nach der
Aufreinigung der DNS aus der Agarose wurde der jeweilige Ansatz in den pcDNS3.1-
Expressionsvektor (Invitrogen) kloniert. Dieser Vektor kodiert am 3-Ende der
Klonierungsstelle fur einen V5-His-Anhang. Die klonierten Molekile enthalten an ihrem
C-Terminus einen zusatzlichen V5-His-Anhang, der eine spezifische Detektion in
spateren Analysen ermoglicht.

Die anschlieRende Transformation erfolgte in TOP10 Bakterien. Jeweils zehn Bakterien-
klone wurden in Flissigmedium vermehrt. Die enthaltene Plasmid-DNS wurde isoliert.
Zur Uberprifung der Klonierung wurde ein Restriktionsverdau mit anschlieRender
Auftrennung der DNS-Fragmente nach ihrer Grof3e herangezogen. Um zu Uberprifen,
ob sich die klonierten MHC-II-Untereinheiten exprimieren lassen, wurden COS-7 Zellen
mit der Plasmid-DNS transient transfiziert. Nach der Lyse der Zellen und der Auf-
trennung der Proteine in der SDS-PAGE erfolgte die Western Blot-Analyse mit einem
Antikorper, der gegen das V5-Epitop gerichtet ist. Eine Sequenzierung der isolierten
Plasmid-DNS fiihrte die Firma GENterprise (Mainz) durch. Die Ergebnisse der
Sequenzierung wurden mit Eintragen der IMGT/HLA-Datenbank verglichen und auf
diese Weise das Allel der HLA-II-Untereinheit bestimmit.

Tabelle 4.1: Ubersicht iiber HLA-Allele eukaryotischer Zelllinien

Zelllinie HLA-Allel Anhang Klonierungsvektor Vor\_/varts- Ruck_warts-
primer primer

MelJuso DQB1*0201 6D4 pcDNS 3.1 / V5-His-TOPO Tyl Ty2

MelJuso DPB1*1301 V5 His pcDNS 3.1/ V5-His-TOPO Ty9 Ty10
BM92 DQA1*0301 * * Ty3 Ty4
BM92 DQB1*0302 * * Tyl Ty2
WT49 DRB1*0301 * * Ty5 Ty6
WT49 DQA1*0501 * * Ty3 Ty4
WT49 DQB1*0201 * * Tyl Ty2
WT49 DPA1*0103 * * Ty7 Ty8
WT49 DPB1*0401 * * Ty9 Tyl0

* Diese Allele existierten bereits in der DNS-Bank der Arbeitsgruppe und mussten nicht erneut kloniert werden.
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In Tabelle 4.1 sind die Typisierungsergebnisse der Sequenzierung in Zugehdorigkeit zu
den entsprechenden Ausgangszelllinien dargestellt. Die Allele DQB1*0201 und DPB1
*1301 konnten neu kloniert und der Genbank der Arbeitsgruppe zugefigt werden.

4.2 Erhohung der Oberflachenexpression von Klasse-II-Molekiilen nach
Expression der Invarianten Kette

In den folgenden Abschnitten sind die Versuchsergebnisse dargestellt, die Hinweise auf
den erfolgreichen Zusammenbau, den Transport und eine Chaperonabhéngigkeit von
HLA-Molekulen zulassen. Um diesbezlglich Erkenntnisse zu erlangen wurden
charakteristische Durchgangspunkte der Klasse-ll-Heterodimere auf ihrer Transport-
route vom ER bis zur Zelloberflache untersucht. Die Passage des Golgi Apparats wurde
anhand der N-Glykanreifung untersucht, die Lokalisierung der Heterodimere in MIIC-
Kompartimenten konnte anhand des spezifischen Markers CD63 Uberprift werden und
als Ziel des intrazellularen Transports wurde die Oberflachenexpression der Klasse-II-
Molekile untersucht.

4.2.1 Untersuchung der N-Glykanreifung von HLA-DR und -DP in
Abhéangigkeit der Invarianten Kette

Anhand der Untersuchung der N-Glykosylierung der HLA-Molekiule kdnnen Ruck-
schlisse auf die Konformation der Molekile, aber auch (ber einen erfolgreichen
Zusammenbau im ER gemacht werden (Kwok et al., 1993). Der Nachweis der Reifung
der N-gebundenen Kohlenhydrate ist Beleg fir die richtige Faltung eines Klasse-II-
Rezeptors und zeigt das Passieren des Golgi Komplexes auf dem Weg zu den MIIC-
Kompartimenten an. Die Modifikation der N-Glykane der HLA-II-Molekile wéhrend des
intrazellularen Transports durch den Golgi Apparat hat eine Resistenz gegeniber dem
Enzym EndoglykosidaseH (EndoH) zur Folge. Somit kann der Enzymeinsatz genutzt
werden, um die Kohlenhydratreifung der N-Glykane eines Proteins zu untersuchen.
Proteine mit EndoH-resistenten N-Glykanen besitzen nach Behandlung mit EndoH
gegenluber einem sensitiven Protein ein hoheres Molekulargewicht (ca.5 kDa) und
konnen somit in der SDS-PAGE aufgetrennt werden. Standardmalf3ig wird eine EndoH-
behandelte Probe mit einer unbehandelten Probe und einer Probe, die mit dem Enzym
N-Glykosidase F (PNGaseF) behandelt wurde, verglichen. Die Inkubation mit PNGaseF
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entfernt im Gegensatz zu EndoH alle gebundenen N-Glykane und hinterlasst ein N-
deglykosyliertes Protein.

Anhand der Untersuchung der N-Glykanreifung der Klasse-lI-Molekile DR und DP sollte
der Einfluss der li auf die Stabilisierung der Heterodimere und deren intrazellularer
Transport durch den Golgi Komplex nachgewiesen werden. Fur die Versuchsdurch-
fuhrung wurde eine humane Lungenfibroblastenzelllinie (IMR90S) verwendet. Diese
Zellen wurden mit einer HLA-DP Allelkombination (DPA1*0103/DPB1*0401) bzw. mit
HLA-DR Untereinheiten (DRo/DRB1*0101) mit und ohne li transient transfiziert. Ca. 48h
nach der Transfektion wurden die IMR90S-Zellen lysiert und anschlieRend mit den
Enzymen EndoH und PNGaseF behandelt. Der unbehandelten Probe wurde ST-Puffer
zugesetzt. Zur Kontrolle der erfolgreichen Expression wurden alle drei Ketten anhand
eines spezifischen Antikorpers im Zelllysat nachgewiesen (Abbildung 4.1; Spuren 7-10).
Die a-Ketten wurden mittels eines Anti-V5-Primarantikérpers, die f-Ketten anhand des
LG-11-612.14-Antikorpers und die li anhand des Antikérpers Bu43 identifiziert. Sowohl
die enzymbehandelten Proben als auch die Expressionskontrollen wurden in der SDS-
PAGE aufgetrennt und mittels Western Blot auf Nitrozellulose Ubertragen.

Die Ergebnisse aus der Immunoblotanalyse der EndoH-behandelten Proben sind in
Abb. 4.1 dargestellt. Dabei ist in Spur 1 und 4 die unverdaute HLAa-Kette zu erkennen
(erste Zeile: DRa, zweite Zeile: DPa). In den Spuren 2 und 5 sind die Banden der Alpha-
Kette nach dem Verdau der N-Glykane durch EndoH und in Spur 3 und 6 die
Proteinbanden nach Verdau mit PNGaseF dargestellt. Die Spuren 1 - 3 zeigen den
Ansatz mit li, die Spuren 4, 5 und 6 stellen den Ansatz ohne li dar.

Abbildung 4.1 zeigt in der Spur 1 bzw. 4 die unverdaute DRo/DPa-Kette in Abwesenheit
bzw. Anwesenheit der li mit einem Molekulargewicht von ca. 35 kDa. In den Spuren 2
und 5 sind nach der EndoH-Behandlung jeweils zwei Proteinbanden zu erkennen. Die
untere Bande liegt jeweils auf der gleichen Hohe wie die Proteinbanden in Spur 3 bzw.
6. Diese EndoH-sensitiven Proteine entstehen durch den Uberschuss der a-Ketten
gegenuber den B-Ketten. Die zweite Proteinbande nach EndoH-Behandlung (Spur 2 und
5) liegt zwischen der unbehandelten Probe und der PNGaseF-behandelten Probe.
Diese partielle EndoH-Resistenz entsteht, wenn von den zwei N-Glykanen einer
DRo/DPa-Kette nur eine im Golgi Apparat zum komplexen Kohlenhydrattyp modifiziert
wird. Somit kann durch EndoH-Behandlung der nicht modifizierte Kohlenhydratrest
abgespalten werden. Im Gegensatz zu EndoH entfernt PNGaseF beide N-Glykanreste.
Das MW der DRa/DPa-Kette nach Behandlung mit PNGaseF liegt unterhalb des MW
der EndoH-behandelten Probe. Bei der unbehandelten Probe bleiben beide N-Glykoside
erhalten, so dass das Molekulargewicht in diesem Fall oberhalb der EndoH- und
PNGaseF-behandelten Proben liegt. Die partielle EndoH-Resistenz der DRa- und DPa-
Kette in Spur 2 und 5 zeigt, dass die N-Glykane dieser Ketten im Golgi Komplex
modifiziert wurden.

Zur Ermittlung des Einflusses von der li auf die Kohlenhydratreifung der N-Glykane
missen die Ergebnisse der Proben mit und ohne li-Expression verglichen werden. In
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Anwesenheit der li (Spur 1 - 3) zeigt sich sowohl fir die DRa- und die DPa-Kette eine
partielle EndoH-Resistenz. Ohne Expression der li (Spur 4 - 6) bestatigt sich diese
partielle EndoH-Resistenz erneut fur die a-Ketten beider Isotypen. Eine Abhangigkeit
von der Invarianten Kette hinsichtlich der Reifung der N-Glykane kann somit nicht fur
DR bzw. DP belegt werden. Unabhangig von der Expression der |i werden
Heterodimere aus dem ER durch den Golgi Komplex transportiert, wo die N-
Glykanmodifikation stattfindet.

Bei der Analyse der EndoH-resistenten Proteinbanden von DR und DP (Spur 2 - 5) fallt
auf, dass der Isotyp DP eine grof3ere Bande in Anwesenheit der li im Vergleich mit der
Proteinbande ohne die li aufweist. Die resistenten Proteinbanden von DR &hneln sich
hingegen hinsichtlich Bandenstarke und Intensitat. Dies konnte ein Hinweis darauf sein,
dass der Isotyp DR auch ohne die Invariante Kette sehr stabil ist und die Hilfestellung
durch die li-Stabilisierung geringer ausfallt als bei HLA-DP.

Abbildung 4.1: Einfluss der li auf die
Kohlenhydratreifung einer DR- und DP-

Western | AlphaKette | AlphaKette | DQbeta li A”E”;Oén:()inatior' A
a- und B-Ketten von - und - wurden in

Behandlung - EH PF - EH PF Lysatkontrollen IMR90S in An- und Abwesenheit von der i
exprimiert. Die Zelllysate wurden mit den

DPAL1*0103| 4 wum - Enzymen EndoglykosidaseH (EndoH (EH); Spur
DPB1*0401 — — 2 und 5) oder mit H-Glykosidase F (PNGaseF
fa p— ’ (PF), Spur 3 und 3) verdaut bzw. mit ST-Puffer

(Spur 1 und 4) versetzt, anschlieRend Giber SDS-

Ty PAGE aufge-trennt. Bei der Western Blot

DR%?Q)llm L e ] N e Detektion der EndoH-behandelten Proben wurde
D G o U --. ein Antikdrper einge-setzt, der gegen die o-Kette

gerichtet ist (V5-His). Als Kontrolle wurde je

Spur‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 ’ 9 |10 Qstga;tzre(;irr:E Probe mit unverdautem Zelllysat (-)

4.2.2 Kohlenhydratreifung von HLA-DQ in An- und Abwesenheit der li

Nach der Untersuchung der Kohlenhydratreifung fur die HLA-Isotypen DR und DP folgte
die Analyse des Isotyps DQ. Die DQa-Ketten (0103, 0301 und 0501) und die DQ-
Ketten (0201, 0301 ,0302 und 0602) wurden untereinander kombiniert und in
Abwesenheit der li bzw. nach li-Expression in IMR90S-Zellen transient transfiziert. Die
Untersuchung hinsichtlich der N-Glykosylierungsformen durch Behandlung mit
EndoglykosidaseH (EndoH) folgte anschlielBend. Das Ergebnis ist in Abbildung 4.2
dargestellt. Nach der Ernte der Zellen wurden diese lysiert, mit EndoH (Spuren 2 und 5),
PNGaseF (Spuren 3 und 6) und die Kontrolle mit ST-Puffer versetzt (Spuren 1 und 4).
Spuren 1 — 3 enthalten die Proben nach li-Expression, die Spuren 4 — 6 die Proben
ohne li. Eine erfolgreiche Transfektion aller transfizierten Ketten wurde durch Immun-
farbung der Einzelketten nach SDS-PAGE und Western Blot Uberprift. Die a-Ketten
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wurden mit dem Anti-V5-Priméarantikorper (Spuren 1 - 6, ca. 35 kDa), die B-Ketten durch
LG-11-612.14-Antikorper (Spuren 7 - 8; ca. 30 kDa) und li mit dem Bu43-Antikorper
(Spuren 9 - 10) nachgewiesen.

Bei Betrachtung der Ergebnisse nach Transfektion der DQ-Kombinationen unter
Bertcksichtigung der li zeigt sich in Abb. 4.2 fur alle dargestellten DQ-Allotypen ein
ahnliches Bandenprofil. Im Falle der EndoH-behandelten Proben (Spur 2) lassen sich
zwei Proteinbanden erkennen. Die untere Proteinbande der DQa-Ketten besitzt ein
Molekulargewicht von ca. 30 kDa und weist eine schwachere Bandenintensitat im
Vergleich mit der dartber liegenden Bande auf. Diese Proteinbanden zeigen das gleiche
Laufverhalten wie die PNGaseF-behandelte Probe auf. Die Proteine innerhalb der
Proteinbanden wurden durch EndoH-Behandlung N-deglykosyliert und kénnen demnach
als EndoH-sensitiv angesehen werden. Diese Proteinbanden entstehen aufgrund eines
quantitativen Unterschieds zwischen Alpha- und Beta-Kette. Bei Uberschuss der Alpha-
Kette verbleiben die DQa-Ketten ungebunden im ER. Durch diese EndoH-sensitiven
Banden ist keine Aussage hinsichtlich eines intrazellularen Transportes durch den Golgi
Komplex moglich. Eine héhere Aussagekraft hat das Vorhandensein einer EndoH-
resistenten Bande. Die zweite Proteinbande in Spur 2 (Abb. 4.2) befindet sich zwischen
der unbehandelten Probe (Spur 1) und der PNGaseF-behandelten Probe (Spur 3).
Ahnlich dem EndoH-Verdau der Isotypen DR und DP liegt hier eine partielle EndoH-
Resistenz der DQa-Ketten vor, d.h. ein Kohlenhydratrest der beiden N-Glykane ist
resistent gegentber der Behandlung mit EndoH.

Nach Analyse der gleichen DQ-Allelkombinationen ohne Expression der li zeigt sich
jedoch ein Unterschied im Vergleich mit den Ergebnissen der Isotypen DR und DP in
Abschnitt 4.2.1. Die EndoH-behandelte Probe in Spur 5 weist lediglich eine Protein-
bande auf, die sich auf Hohe der PNGaseF-behandelten Probe befindet. Die EndoH-
Behandlung fihrte somit bei der DQa-Kette zu einer Deglykosylierung der N-Glykane,
ahnlich einer PNGaseF-Behandlung. Die Proteine in Spur 5 sind somit als EndoH-
sensitiv zu bezeichnen. Im Vergleich zu den in dieser Arbeit getesteten DR und DP
Allotypen ist bei DQ ein Unterschied in Abwesenheit von der Invarianten Kette zu
erkennen. Die EndoH-sensitiven DQa-Glykoproteine deuten darauf hin, dass die
Reifung der N-Glykane bei HLA-DQ, im Gegensatz zu DR und DP, grundsatzlich von
der li abhangig ist.

Eine Auffalligkeit der Ergebnisse in Abb. 4.2 konnte flir den Allotyp DQo/DQ 0501/0201
festgestellt werden. In Anwesenheit der Invarianten Kette scheint die Proteinbande der
DQua-Kette nicht partiell, sondern total resistent gegentber einer EndoH-Behandlung zu
sein. Nach Analyse von DQA1*0505 (gleiche Proteinsequenz wie DQA1*0501) in
Kombination mit DQB1*0201 zeigte sich jedoch das erwartete Ergebnis einer partiellen
EndoH-Resistenz, so dass die totale Resistenz wohl auf die zu geringe Auftrennung
innerhalb der SDS-PAGE zurlckzufiihren ist (Daten nicht gezeigt).

Alle acht untersuchten DQ-Allelkombinationen der Abb. 4.2 werden in Anwesenheit von
der li aus dem ER heraus transportiert und erfahren im Golgi eine Kohlenhydratreifung
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zum komplexen N-Glykantyp. In Abwesenheit der li ist zu vermuten, dass die DQ-
Heterodimere im ER verbleiben und nicht den intrazellularen Transportweg durch den
Golgi Apparat bis zur Zelloberflache antreten.

Western DQ beta cD74
Behandlung Lysatkontrollen

DQA1 0103
DQB1°0302

'_-—_-

DQA1° 0103
DQB1°0602 -—

DQA1* 0301
DQB1" 0301

DA 0301

DQAT* 0501
DQB1*0201

DATT0501
DQB1"0202

DA 0501
DQaB1* 0301

DQA1" 0501
DQB1"0802

2
—
DQBE1-0302 e -
A
e
g
-y
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Abbildung 4.2: li fordert die EndoH-Resistenz der N-Glykoside von HLA-DQ-Dimeren

Nach der Transfektion von HLA-DQ (a- und B-Kette) in IMR90S-Zellen mit (+li; Spuren 1 - 3) und ohne (-li; Spuren 4 - 6)
Expression von der li erfolgte der Verdau der Zelllysate mit EndoH (En) und PNGaseF (Pg). Die Immunfarbung nach SDS-
PAGE und Western Blot erfolgte gegen die DQa-Kette. Die Darstellung des Allotyps erfolgt in der Reihenfolge: unverdaut

(Spur 1 und 4), Ey -Verdau (Spur 2 und 5) und P -Verdau (Spur 3 und 6). Die erfolgreiche Expression von DQf und der i
ist in den Spuren 7 — 10 gezeigt.

4.2.3 Einfluss der li auf die Oberflachenexpression von HLA-DR und -DP

Im Rahmen der Antigenprasentation ist der Endpunkt der intrazellularen Transport-
route eines HLA-Klasse-1I-Molekils die Zelloberflichenmembran, auf deren extra-
zellularen Seite die Prasentation des antigenen Peptidfragments stattfindet. Um zu
Uberprufen inwieweit die li eine Zelloberflachenexpression von HLA-DR und -DP
beeinflusst, wurden zunachst IMR90S-Zellen mit Allelkombinationen von DR bzw. DP
mit und ohne li-Expression transient transfiziert. Die Oberflachenexpression der
transfizierten Zellen konnte mittels Durchflusszytometrie Gberpruft werden.
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Von HLA-DR und -DP wurden jeweils drei Allelkombinationen analysiert. Bei HLA-DR
wurden folgende Allelkombinationen untersucht: DRoa/DRB1*0101, 0301 und 0401. Fur
HLA-DP wurde die DPA1*0103-Kette in Kombination mit den Beta-Ketten DPB1*0101,
0201 und 0401 getestet. Jede allotypische Kombination der a- und p-Kette wurde in An-
und Abwesenheit der li geprift. Zur Kontrolle der erfolgreichen Expression der einzelnen
Ketten und der Invarianten Kette wurde das Zelllysat mittels Western Blot Analyse
untersucht (Ergebnisse nicht gezeigt). 48h nach der Transfektion wurden die IMR90S-
Lungenfibroblasten mit PBS/EDTA von der Zellkulturschale abgelost und mit dem
Primarantikorper LG-11-612.14 inkubiert. Durch den Einsatz eines Alexa488-gekoppelten
Sekundarantikérpers konnten die so markierten Zellen im Durchflusszytometer detektiert
werden. Tote Zellen wurden durch die Inkubation mit dem Farbstoff 7-AAD eingefarbt
und konnten in einem anderen Fluoreszenzkanal des FACScans detektiert und von
lebenden Zellen unterschieden werden.

Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse sind in Abbildung 4.3 mittels einer
Dot Blot Darstellung abgebildet. Der jeweilige Allotyp ist rechtsseitig der Dot Blots zu
erkennen. Jede Allelkombination wird durch drei Dot Blots beschrieben. Die Darstellung
im Dot Blot zeigt die Granularitdt der Zellen (Seitwartsstreulicht) gegenuber der
Fluoreszenz 2 auf der X-Achse, die ein Parameter fir HLA-lI-Molekile auf der
Zelloberflache ist. Die erste Abbildung zeigt die Farbung von IMR90S-Zellen mit dem
Kontrollantikérper Mar18.5 (Isotypenkontrolle). Anhand dieser Zellpopulation wurde ein
Quadrantenfeld fur den jeweiligen Allotyp definiert. Im rechten oberen Quadranten sind
Zellen mit oberflachenexprimierten HLA-Molekllen abgebildet. Liegen hingegen alle
Zellen der Population im linken Quadranten, so wurde kein Heterodimer an der
Zelloberflache detektiert. Der mittlere Dot Blot zeigt das Ergebnis der Analyse der
Zellen, die in Abwesenheit von der li analysiert wurden. Der rechte Dot Blot in der
Abbildung stellt die Ergebnisse bei Anwesenheit von der Invarianten Kette dar.

Die Ergebnisse in Abbildung 4.3 zeigen anhand der Kontrollantikdrperfarbung, dass
keine unspezifische Bindung von Antikérpern an den IMR90S-Zellen vorliegt, was die
Spezifitat der LG-11-612.14-Farbung unterstreicht. Bei Betrachtung der Ergebnisse der
Isotypen DR und DP wurden fur jede Allelkombination Zellen im oberen rechten
Quadranten identifiziert. Die zuvor als EndoH-resistent getesteten Allotypen DRA1*0101
/ DRB1*0101 und DPB1*0103 / DPB1*0401 werden somit nicht nur aus dem ER freige-
setzt, sondern Uber den Golgi Komplex hinaus bis zur Zelloberflache transportiert.
Das Erreichen der Zelloberflache als Endpunkt der Transportroute fur die Antigen-
prasentation lasst darauf schlie3en, dass die hier getesteten Allotypen von HLA-DR und
-DP funktionell sind und Antigene prasentieren kénnen.

Bei dem Vergleich der beiden Isotypen zeigt sich bei Betrachtung der sechs
unterschiedlichen Allotypen, dass DR eine héhere Anzahl an positiven Zellen gegentuber
DP hervorbringt. Dies gilt sowohl nach li-Expression als auch in Abwesenheit der
Invarianten Kette. Die DR-Allotypen zeigen dabei ca. die 2fache Menge an positiven
Zellen gegeniber DP in Abwesenheit der li. Nach li-Expression verringert sich dieser
Faktor auf einen Wertvon 1 — 1,5.
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Abbildung 4.3: li erhdht die Zelloberflachenexpression von HLA-DR und -DP

o- und B- Ketten von HLA-DR (links) und HLA-DP (rechts) wurden in IMR90S-Zellen in An- und Abwesenheit von der li
exprimiert und in der Durchflusszytometrie (FACScan) nach indirekter Antikdrpermarkierung auf Oberflachenexpression
getestet. Die Zellen wurden 48h nach Transfektion mittels PBS/EDTA von der Zellkulturflasche abgelést und mit dem
Antikérper LG-11-612.14 (spezifisch fir HLA-lI-Beta-Ketten) bzw. einem Kontrollantikérper (MAR18.5) inkubiert. Nach
Markierung mit einem Alexa-488 gekoppeltem Sekundarantikrper wurden die Zellen im Durchflusszytometer untersucht.
Tote Zellen wurden mit 7-AAD angefarbt und so von der Analyse ausgeschlossen. Im linken Teil der Abbildung befinden sich
die DR-Allelkombinationen aus der monomorphen DR-Alpha-Kette in Kombination mit DRB1*0101, *0301 und *0401. Im
rechten Teil sind die DP-Allelkombinationen DPA1/DPB1 (0103/0101; 0103/0201 und 0103/0401) gezeigt. Dargestellt ist eine
Dot Blot-Analyse bei der der Seitwartsstreulicht (SSC) gegen das Fluoreszenzsignal (Fluoreszenz = FL-1) aufgetragen
wurde. Die Kontrollfarbungen ist jeweils in der linken Spalte dargestellt. Die mittlere und die rechte Spalte enthalt die LG-II-
612.14 markierten Zellen. Die mittlere Spalte zeigt die Allotypen in Abwesenheit der li, wohingegen die rechte Spalte in
Anwesenheit von der li gemessen wurde. Im rechten oberen Quadranten sind die Zellen dargestellt, die eine
Oberflachenexpression der HLA-II-Molekile aufweisen. Die Zahlenwerte geben den prozentualen Anteil der Zellen im
oberen rechten Quadranten an. Die zur Transfektion verwendeten Allotypen sind jeweils rechts dargestellt.

Beim Vergleich der einzelnen Allotypen fallt auf, dass die Oberflachenexpression
abhangig von der jeweiligen Allelkombination ist. Bei HLA-DR ist dabei besonders der
Allotyp DRo/DRB1*0401 zu nennen, der nach li-Expression eine gré3ere Oberflachen-
expression zeigt, als die beiden anderen DR-Allotypen. Hingegen ist diese Allel-
kombination ohne li mit einer geringeren Oberflachenexpression verknlpft als die
beiden tbrigen DR-Heterodimere.

Eine differenzierte Oberflachenexpression in Abhangigkeit von dem jeweiligen Allotypen
zeigte sich ebenso fur den Isotypen DP. Je nach Allelkombination konnten unabhangig
von der li-Expression Schwankungen bis zu dem 1,5fachen Wert fir die Oberflachen-
expression gemessen werden. Grinde fur diese Unterschiede konnen in der unter-
schiedlichen Transfektionseffizienz, der Reaktivitat des LG-I1-612.14-Antikorpers oder in
der Fahigkeit der a- und B-Ketten liegen, sich ohne li zu einem Heterodimer zusammen
zu lagern.

Bei Analyse der Abhangigkeit der DR- und DP-Oberflachenexpression von der
Invarianten Kette kann fur jeden DR- und DP- Allotypen festgehalten werden, dass nach
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li-Expression vermehrt Zellen im oberen rechten Quadranten gefunden wurden. Die
Anwesenheit von der li erhdht also den Zellanteil mit oberflachenexprimierten Klasse-II-
Rezeptoren unabhangig vom Iso- bzw. Allotyp. Die Expression der li steigert den
Transport der Heterodimere zur Zelloberflache bei allen sechs Allelkombinationen der
Isotypen DR und DP. Dieser Effekt ist durch die Chaperonfunktion der li begrindet, die
zur Stabilisierung des Heterodimers beitragt, den Transport aus dem ER verstarkt und
die Peptidbeladung in den MIIC-Kompartimenten férdert. Neben dieser konstanten
Eigenschaft des Chaperoneffekts muss jedoch beriicksichtigt werden, dass es Unter-
schiede in der Abh&ngigkeit von der li gibt. Der Einfluss der li ist fur den Isotypen DP
starker einzustufen als bei DR. Gleichzeitig wurde ein differenzierter Einfluss innerhalb
eines Isotypens ausgemacht, da DRa / DRB1*0401 hinsichtlich der Oberflachen-
expression starker von der |li abhagig ist als die restlich DR-Allotypen. Eine strikte
Abhéngigkeit von der li konnte nicht gefunden werden, da alle untersuchten Hetero-
dimere auch in Abwesenheit der li Oberflachenexpression aufwiesen.

Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchung in Abb. 4.3 belegen die
Erkenntnisse aus den vorhergehenden Kapiteln. Sowohl fir HLA-DR, als auch fur HLA-
DP qilt, dass eine Oberflachenexpression der Heterodimere sowohl nach Expression
der li als auch in Abwesenheit von der li zu erkennen ist.

4.2.4 Einfluss der li auf den Zelloberflachentransport von DQ-Molekllen

Die Durchflusszytometrie sollte weiteren Aufschluss tUber den Transport der DQ-Peptid-
rezeptoren aus dem ER bis zur Plasmamembran geben. In der FACS-Analyse sollten
zelloberflachenlokalisierte DQ-Rezeptoren detektiert werden. Zu diesem Zweck wurden
IMR90S-Zellen mit einer Kombination aus a-Kette (0103, 0301 und 0501) und B-Kette
(0201, 0301, 0302 und 0602) transient transfiziert. Nach Ernte der Zellen wurden diese
von der Zellkulturflasche gelost und nach einstiindiger Inkubation mit dem Primar-
antikorper LG-11-612.14 mit einem Alexa488-gekoppelten Sekundarantikdrper behandelt.
Die Detektion der Oberflachenexpression erfolgte im FACScan. Nach Einstellung der
Quadranten anhand eines Kontrollantikorpers (Isotypenkontrolle; Mar18.5) konnten die
Klasse-llI-oberflachenexprimierten Zellen im oberen rechten Quadranten der Dot Blot-
Analyse dargestellt werden.

In Abbildung 4.4 werden die jeweiligen DQ-Allelkombinationen jeweils rechts neben den
zugehdrigen Dot Blots abgebildet. Die Analysen der DQ-Heterodimere nach Expression
der li (+ li) ergaben fur die hier gezeigten Allelkombinationen &hnliche Ergebnisse wie
fur die Isotypen DR und DP (siehe Abschnitt 4.2.3). Fir alle DQ-Allotypen gilt, dass in
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Anwesenheit der i Zellen im oberen rechten Quadranten zu erkennen sind. Somit kann
von einer entsprechenden Oberflachenexpression der DQ-Heterodimere nach li-
Expression ausgegangen werden. In Anwesenheit der li belegen die Ergebnisse der
EndoH-Inkubation den intrazellularen Transport durch den Golgi Apparat. Anhand der
bestatigten Oberflachenexpression zeigt sich, dass der Transport vom Golgi Komplex
bis zur Zelloberflache fortgesetzt wird und eine Antigenprasentation moglich erscheint.
Auffallig ist jedoch, dass in Abhéangigkeit der jeweiligen Allelkombination eine stark
unterschiedliche Oberflachenexpression zu erkennen ist. Besonders DQA1*0301 /
DQB1*0301 zeigt im Vergleich zu den anderen Isotypen DR und DP eine reduzierte
Anzahl an Zellen im oberen rechten Quadranten. Die Ubrigen Allotypen von HLA-DQ
weisen, in Abhangigkeit des Allotyps, vergleichbare Oberflachentransportraten wie DR-
und DP-Allelkombinationen in Anwesenheit der |i auf.
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Abbildung 4.4: li fordert die Oberflachenexpression von HLA-DQ-Rezeptoren

Die Allelkombinationen DQA1/DQB1 (0103/0302; 0103/0602; 0301/0301; 0301/0302; 0501/0201; 0501/0301; 0501/0302
und 0501/0602) wurden in An- und Abwesenheit von der Invarianten Kette in IMR90S-Zellen exprimiert und nach
Inkubation mit dem AK LG-11-612.14 in der Durchflusszytometrie auf Oberflachenexpression untersucht. Dargestellt ist eine
Dot Blot-Analyse bei der der Seitwartsstreulicht (SSC) gegen das Fluoreszenzsignal (Fluoreszenz = FL-1) aufgetragen
wurde. Die Kontrollfarbungen (Marl18.5; Isotypenkontrolle) ist jeweils in der linken Spalte dargestellt. Die mittlere und die
rechte Spalte enthalt die LG-II-612.14 markierten Zellen. Die mittlere Spalte zeigt die Allotypen in Abwesenheit der i,
wohingegen die rechte Spalte in Anwesenheit der |li gemessen wurde. Im rechten oberen Quadranten sind die Zellen
dargestellt, die eine Oberflachenexpression der HLA-II-Molekule aufweisen. Die Zahlenwerte geben den prozentuellen

Anteil der Zellen im oberen rechten Quadranten an.
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Die Ergebnisse in Abschnitt 4.2.2 zeigen, hinsichtlich der Reifung der N-Glykane, eine
strikte Abhangigkeit der DQ-Heterodimere von der li. Bei Uberprifung der durchfluss-
zytometrischen Analyse in Abbildung 4.4 zeigt sich fir drei der acht DQ-Allotypen eine
ahnliche Tendenz, ndmlich eine fast absolute Abhangigkeit von der Invarianten Kette.
Die Allelkombinationen DQa/DQf 0103/0302, 0103/0602 und 0301/0301 zeigen in
Abwesenheit der li (- li) eine sehr geringe Oberflachenexpression, da nur sehr wenige
Zellen im oberen rechten Quadranten identifiziert werden konnten. Erst durch Anwesen-
heit der li steigt der Zellanteil mit erhdhter Fluoreszenz um ein Vielfaches und eine
erhohte Oberflachenexpression kann erreicht werden. Die Abhéngigkeit ist jedoch nicht
bei allen DQ-Allotypen so stark ausgepréagt. Die Ubrigen Heterodimere in Abbildung 4.4
zeigen in Abwesenheit der li eine wesentlich grol3ere Oberflachenexpression. Die
Abhangigkeit von der li fallt fur diese Allelkombinationen dabei auf den HoOchstwert
Faktor 2 ab und ist somit vergleichbar mit den Ergebnissen der DP-Molekiile.

Besonders interessant ist jedoch die Tatsache, dass die Schlussfolgerung aus den
Ergebnissen des EndoH-Verdaus nicht bestéatigt werden konnten. Die strikte
Abhangigkeit von der li hinsichtlich der N-Glykanreifung hat keinen Einfluss auf den
Transport zur Zelloberflache. Auch EndoH-sensitive Molekule verlassen, in Abwesenheit
der li, das ER und werden zur Zelloberflache transportiert. Dabei bleibt die Frage offen,
inwiefern ein nicht-kohlenhydratmodifiziertes DQ-Molekll in der Lage ist, Peptide zu
binden, zu prasentieren und eine mdgliche Immunantwort zu induzieren.

4.2.5 Kohlenhydratmodifikation von Zelloberflachen-assoziierten HLA-DQ-
Molekulen

Ausgehend von den vorangegangenen Ergebnissen aus Abschnitt 4.2.2 und 4.2.4 lag
zunachst die Vermutung nahe, dass eine strikte Abhangigkeit von der li fir DQ-Molekule
vorliegt. In Abwesenheit der li sind die vorgestellten DQ-Allotypen als EndoH-sensitiv
getestet worden. Die Vermutung, dass diese Heterodimere das ER nicht verlassen,
wurde in der Durchflusszytometrie widerlegt. Alle Heterodimere ohne li-Expression
konnten auf der Zelloberflache von IMR90S-Zellen detektiert werden.

Dabei bleibt die Frage, ob es sich um HLA-Molekile mit verandertem Kohlenhydrat-
muster handelt oder ob diese Molekile auf einem anderen Weg zur Zelloberflache
gelangen. Desweiteren kann keine Aussage Uber die funktionelle Peptidprasentation
dieser DQ-Molekiile getroffen werden.

Um die zuvor dargelegten Ergebnisse zu bestatigen, sollte im Folgenden die genaue
Glykosylierungsform der zelloberflachenlokalisierten Heterodimere betrachtet werden.
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Dazu wurden IMR90S-Zellen mit der DQ-Allelkombination DQA1/DQB1 0501/0302,
sowie DQA1/DQB1 0301/0302 transfiziert. Die Klasse-lI-Molekule auf der Zelloberflache
sollten nach Expression auf ihre Glykosylierungsform untersucht werden.

Nach der Transfektion erfolgte die Markierung der oberflachenassoziierten Hetero-
dimere mittels des Primarantikdrpers LG-I1-612.14, der innerhalb einer einstiindigen
Inkubation bei 4°C spezifisch an die Beta-Ketten der Heterodimere auf der Zellober-
flache binden konnte. Im Anschluss wurden diese Proteine aus dem Zelllysat tiber eine
Immunprazipitation mittels Protein G-Sepharose aufgereinigt. Das entstehende Zelllysat
wurde mit EndoH behandelt und mit einer unbehandelten und einer PNGaseF-
behandelten Probe verglichen. Die erfolgreiche Transfektion wurde spezifisch fur jede
Kette aus dem Zelllysat nachgewiesen (Abbildung 4.5, Spur 7 - 10).

Die Ergebnisse in Abbildung 4.5 zeigen fur die DQ-Allelkombination 0501/0302 nach
Expression der li in Spur 1 eine Proteinbande fur DQa von ca. 35 kDa. In Spur 2 zeigt
sich die EndoH-behandelte Probe, die zwischen der unbehandelten Probe und der
PNGaseF-Probe liegt. Somit kann eine partielle Resistenz gegeniiber EndoH fur die
zelloberflachenlokalisierten DQ-Molekile festgestellt werden. Dies entspricht den
vorhergehenden Ergebnissen, dass in Anwesenheit der |i die DQ-Molekile EndoH-
resistent werden und eine starke Oberflachenresistenz anzeigen. In Spur 5 finden sich
zwei Proteinbanden der EndoH-behandelten Probe, wobei eine Bande erneut zwischen
den Proteinbanden der Spur 4 (unbehandelte Probe) und Spur 6 (PNGaseF-behandelte
Probe) liegt. Diese Bande kann erneut als partiell resistent gegenuber EndoH
charakterisiert werden. Es zeigt sich, wie auch zuvor in den Abschnitten 4.2.4
beschrieben, dass diese Allelkombination nur eine geringe Abhangigkeit von der i
besitzt. Die zweite Proteinbande liegt auf der gleichen Hohe der Proteinbande in Spur 6.
Es bleibt erneut festzuhalten, dass DQ-Heterodimere ohne Kohlenhydratmodifikation
des Golgi Komplexes die Zelloberflache erreichen. Ein @hnliches Ergebnis stellte sich
auch fur die Allelkombination 0301/0302 heraus. Sowohl in An- als auch in Abwesenheit
der li ist jeweils eine Bande fur die EndoH-behandelten Proben in Spur 2 und 5
erkennbar, die auf Hohe der PNGaseF-behandelten Probe liegen und dem Molekular-
gewicht eines N-deklykosylierten DQ-Molekils entsprechen. Dies zeigt erstmals, dass
auch in Anwesenheit der li DQ-Molekile auf der Zelloberflache identifiziert werden
konnten, die keine Kohlenhydratmodifikation erfahren haben. Der Grolteil der HLA-II-
DQ-Heterodimere ist jedoch in Anwesenheit der li EndoH-resistent. Da in Spur 5 jedoch
nur EndoH-sensitive Heterodimere identifiziert werden konnten, bestétigt sich hier
erneut die strikte Abhangigkeit von der li beztglich der N-Glykanreifung.

Zusammenfassend fallt besonders die Abhangigkeit der HLA-II-DQ-Moleklle von der
Invarianten Kette auf, die sich je nach Allotyp differenziert darstellt. Eine weitere
Auffalligkeit konnte hinsichtlich der Zugehdorigkeit eines Heterodimers zu einem Isotypen
beschrieben werden. Die Isotypen DR und DP unterscheiden sich in Abwesenheit der
Invarianten Kette hinsichtlich der N-Glykanform von den hier untersuchten DQ-
Rezeptoren. Dabei konnte in diesem Versuch jedoch gezeigt werden, dass auch nicht-
modifizierte Glykoproteine zur Zelloberflache transportiert werden. Inwiefern die EndoH-
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sensitiven DQ-Heterodimere eine erfolgreiche Peptidprasentation an der Zelloberflache
gewahrleisten kdnnen, bleibt unbeantwortet. Zur Klarung dieser Fragestellung missen
weitere Versuchsanordnung getroffen werden, die die Peptidbindung der unter-
schiedlichen Heterodimere nachweisen kénnen.
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Abbildung 4.5: Analyse der EndoH-Resistenz von Zelloberflachen-Molekulen

Zur Untersuchung der Glykosylierungsformen von DQ-Molekiilen auf der Zelloberflache von IMR90S-Zellen wurde der LG-II-
612.14-Antikorper fir eine Stunde auf die lebenden Zellen gegeben. Zuvor wurden die Zellen mit der Kombination aus DQa
(0501; 0301) und DQP (0302) transfiziert. Die Expression der a-Kette ist in Spur 1 zu erkennen. Die Expression der B-Ketten
ist in den Spuren 7 und 8 zu erkennen. Dabei wurden zwei Ansatze, einmal in An- (Spur 1 — 3; 9) und einmal in Abwesenheit
der li (Spur 4 — 6; 10) Nach der Lyse der Zellen wurde eine Immunprazipitation mit G-Sepharose durchgefihrt. Der Verdau
der Kohlenhydrate mittels EndoH ist in den Spuren 2 und 5 dargestellt. In den Spuren 3 und 6 sind die Ergebnisse nach
PNGaseF dargestellt. Die Pfeile in Spur 5 zeigen, dass beide Allelkombinationen unter anderem auch EndoH-sensitive
Proteinbanden in Abwesenheit von der |i aufwiesen.

4.2.6 Untersuchung des Einflusses von HLA-II-Grube-bindenden Sequenzen
der Invarianten Kette

Die in Abschnitt 4.2 beschriebenen Ergebnisse zeigen einen eindeutigen Einfluss der
Invarianten Kette auf den Transport von HLA-Klasse-II-Molektilen. Die Abhangigkeit der
Heterodimere von der Invarianten Kette hinsichtlich der Oberflachenexpression und der
N-Glykanform ist je nach Isotyp, sowie je nach spezifischer Zusammensetzung aus den
HLA-1l-a- und B-Subeinheiten unterschiedlich. Unter den Isotypen fallt besonders bei
HLA-DQ auf, dass bestimmte Allotypen in Abwesenheit der li nur in sehr geringem
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Ausmalfl aus dem ER bis zur Zelloberflache transportiert werden. Beispielhaft fir eine
starke Abhéangigkeit von der li kann die Allelkombination DQA1/DQB1 0501/0301
genannt werden. Anhand dieser Allelkombination soll in der folgenden Versuchsdurch-
fuhrung ein Hinweis darauf gefunden werden, welche strukturellen Gegebenheiten der li
wichtig fur die Chaperonfunktion der Invarianten Kette sind. Es wurden drei Mutanten
der li getestet, die in Abbildung 4.6 charakterisiert werden: liAPBS zeichnet sich durch
Deletion der AS 81 - 87 aus. Dieser Sequenzbereich wurde als wichtige Kontaktstelle fur
die Stabilisierung eines beliebigen HLA-Klasse-II-Allotyps identifiziert (Neumann, 2006).
Auch lIAGBS ist eine Deletionsmutante, bei der AS 91 — 99 fehlen. Diese Sequenz
wurde als Kontaktstelle der li charakterisiert, die eine bedeutende Interaktion mit der
Peptidbindegrube des MHC-II-Heterodimers aufweist. 1iIM91G ist eine li-Mutante, bei der
an AS-Position 91 ein Methioninrest zu einem Glycinrest mutiert wurde. M91 bindet in
der ersten Tasche von MHC-II-Molekilen, die am starksten konserviert vorliegt
(Neumann & Koch, 2005).
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Abbildung 4.6: Schematische Darstellung von Mutationen der Invarianten Kette

Anhand der schematischen Abbildung der Invarianten Kette ist zu erkennen, dass die verwendeten Plasmidkonstrukte
jeweils eine Mutation innerhalb der Klasse-II-Bindungsregion (CBS) aufweisen. li-APBS basiert dabei auf der Basensequenz
der humanen li 33, jedoch wurde die PBS-Region deletiert, die fiir die vielfaltige Bindung von der li an HLA-II verantwortlich
ist. Hingegen wurde li-AGBS, die GBS-Region entfernt, die fiir die Bindung innerhalb der Grube bei einem HLA-II-Molekul
verantwortlich ist. Bei der M91G-Mutante wurde die AS Methionin gegen Glycin an Position 91 innerhalb der GBS-Region
ausgetauscht.
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Die Untersuchung der Zelloberflachenexpression in der Durchflusszytometrie wurde fir
eine DQa/B-Kombination in verschiedenen Ansétzen getestet. Das Heterodimer wurde
in einem Ansatz ohne li, sowie in weiteren Anséatzen nach Expression der 1i33, 1i-M91G,
IAPBS und lIAGBS exprimiert. Die Zellen wurden mit dem LG-II-612.14-Antikorper
immungefarbt und durch den Farbstoff 7-AAD konnte der Totzellenanteil charakterisiert
werden. In Abb. 4.7 sind die Ergebnisse in der Dot Blot-Darstellung abgebildet. Anhand
der Isotypenkontrolle wurde ein Quadrant eingestellt, der die Oberflachenexpression der
DQ-Molekile in An- und Abwesenheit der li identifiziert.

Ahnlich den Ergebnissen aus Abschnitt 4.2.4 zeigt sich eine starke Abh&ngigkeit von der
li. Dabei steigert die Anwesenheit von der li (Dot Blot 3) die Oberflachenexpression des
DQ-Allotyps um den Faktor 3. Erneut ist jedoch auch ohne die Expression von der li
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eine Oberflachenexpression zu erkennen (Dot Blot 2). Eine strikte Abhangigkeit zeigt
sich auch in diesem Versuch nicht. Die Ergebnisse fur die Oberflachenexpression nach
Expression der 1i-M91G Mutanten sind in Dot Blot 4 dargestellt. Diese Mutante erhéht
die Oberflachenexpression um den Faktor 3. Die stabilisierende Wirkung der Mutante
fur DQ-Molekiile ist somit vergleichbar mit der Wildtypform der Invarianten Kette. Der
absolute Wert liegt leicht unter dem Wert fur die positiv detektierten Zellen in Dot Blot 3,
aber deutlich Uber den Ergebnissen ohne li-Expression. Auch die Ergebnisse flur die
Expression von der lIAPBS (Dot Blot 5) zeigen, dass die Deletionsmutante die
Oberflachenexpression der DQ-Heterodimere erhéht. Weiterhin weist diese Mutante, im
Vergleich mit li-Wildtyp, eine geringere Oberflachenexpression auf. In Relation zu den
Ergebnissen in Abwesenheit von der li kann die Transportrate zur Zelloberflaiche um
den Faktor 2,5 erhoht werden. Die Ergebnisse legen somit den Schluss nahe, dass die
PBS-Region der Invarianten Kette einen Einfluss auf den Transport zur Zelloberflache
besitzt. Nach Transfektion von der lIAGBS (Dot Blot 6) zeigt sich ein weiterer sehr
deutlicher Abfall der Oberflachenexpression. In Anwesenheit dieses Konstrukts
resultierte keine Steigerung der Transportraten im Vergleich mit DQa/p in Abwesenheit
der li. Eine stabilisierende Wirkung, ahnlich der Chaperonwirkung der Wildtypvariante,
kann fur diese Deletionsmutante nicht belegt werden. Die Ergebnisse der durchfluss-
zytometrischen Analyse belegen somit, dass der GBS-Bereich, innerhalb der Klasse-II-
Bindungsregion, einen entscheidenden Einfluss auf die Chaperonfunktion der Ii hat.
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Abbildung 4.7: Oberflachenexpression von HLA-DQ in Abhangigkeit von der li-Mutanten

Die transiente Transfektion von IMR90S-Zellen mit einer DQa- (0505) und einer DQp-Kette (0301) wurde mit der Expression
verschiedener Mutationsformen der li, der Wiltyp-li und in Abwesenheit der |i kombiniert. Die verschieden praparierten Zellen
wurden mit dem Antikdrper LG-Il inkubiert, der die oberflachenlokalisierten p-Ketten erkennt. Die Isotypenkontrolle wurde
mittels Mar18.5 durchgefiihrt. Innerhalb eines Dot Blots ist das Fluoreszenzsignal gegen das Seitwartsstreulicht aufgetragen.
Die Zahlen innerhalb der Dot Blots zeigen positiv detektierte Zellen der jeweiligen Analyse im oberen rechten Quadranten in
Prozent.
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4.3 Sicherstellung der erfolgreichen Peptidpréasentation verschiedener DQ-
Allotypen

4.3.1 Transportkompetenz von DQ-Heterodimeren in Abhangigkeit der
Kombination von a- und pB-Untereinheiten

Fur die Untersuchungen des Transportes der HLA-DQ-Allelkombinationen konnten
insgesamt zwolf unterschiedliche Allelkombinationen, bestehend aus Alpha- und Beta-
Kette, getestet werden. In Abschnitt 4.2 wurde fur acht DQ-Heterodimere der Transport
zur Zelloberflache gezeigt. Die Reifung der Kohlenhydrate wurde, ebenso wie die
Oberflachenexpression, durch Expression der Invarianten Kette gefdrdert. Unabhangig
von der Anwesenheit der li war besonders die Kombination aus den spezifischen a-/f-
Untereinheiten fur das differenzierte Glykosylierungsmuster und die unterschiedliche
Transportrate zur Zelloberflache entscheidend.

Die Untersuchung der Ubrigen vier DQ-Heterodimere wird in diesem Kapitel ndher
beschrieben, um die Sonderstellung dieser Allotypen zu unterstreichen. Zuerst erfolgte
die Analyse der Reifung der N-Glykane im Golgi Komplex. Dabei wurden die o/p-
Allelkombinationen erneut in IMR90S-Zellen transient exprimiert. Aus dem hergestellten
Zelllysat wurde eine unbehandelte Probe (), eine EndoH (E) verdaute Probe und eine
PNGaseF- (Pg) verdaute Probe durch SDS-PAGE aufgetrennt. Nach dem folgenden
Immunblotten wurde die Alpha-Kette durch einen spezifischen Anti-V5-Primarantikérper
spezifisch detektiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 4.8 dargestellt. In den Spuren 1 — 3
ist das Ergebnis fur die jeweilige DQ-Allelkombination in Abwesenheit der li abgebildet.
In den Spuren 4 — 6 sind die Analyseergebnisse nach Expression der |li dargestellt. Die
Spuren 1 und 4 zeigen die unbehandelten DQa-Ketten, die Spuren 3 und 6 die DQa-
Ketten nach PNGaseF-Verdau. Um eine Aussage uber die mdgliche Reifung der N-
Glykane treffen zu kénnen, miussen die DQa-Ketten nach EndoH-Verdau in den Spuren
2 und 5 betrachtet werden.

Far die vier Allotypen DQA1/DQB1 (0301/0602; 0301/0201; 0103/0201 und 0103/0301)
ergab sich ein einheitliches Analyseresultat. Ahnlich den Ergebnissen aus Kapitel 4.2
zeigen die detektierten Alpha-Ketten in Abwesenheit der li (Spur 5) eine totale EndoH-
Sensitivitéat, was auf die Abspaltung der beiden N-Glykane an der DQ-Subeinheit
hindeutet. Eine Reifung der Kohlenhydrate durch Enzyme des Golgi Komplex konnte fiir
diese vier Falle erneut nicht nachgewiesen werden. Bei Betrachtung des enzymatischen
Verdaus nach Expression der li, wurde ahnlich den Ergebnissen der zuvor dargestellten
DQ-Allotypen, das Auftreten von EndoH-resistenten Molekilen erwartet. Fur die in
Abbildung 4.8 dargestellten Allelkombinationen verdnderte sich dieses Bild. In Spur 2
zeigt sich, dass alle detektierten Alpha-Ketten keine EndoH-Resistenz aufweisen. Alle
detektierten Molekile sind auch in Anwesenheit der li sensitiv gegentiber EndoH.
Entgegen der in Kapitel 4.2 untersuchten DQ-Allotypen wird somit, unabhéangig von der
Anwesenheit der li, keine Reifung der N-Glykane beobachtet. Zur Festigung der
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Resultate, wurden die Experimente in einem verénderten Zellsystem erneut analysiert.
Eine Zelllinienabhangigkeit konnte ausgeschlossen werden, indem die Versuche in der
HeLa-Zelllinie wiederholt wurden. Als Resultat der Untersuchung der DQ-Allotypen in
dem veranderten Zellsystem zeigte sich fur diese vier Allelkombinationen aus DQa/f3
erneut eine totale EndoH-Sensitivitat (siehe Anhang, Abbildung 6.5). Auch bei dieser
Versuchsanordnung fiihrte die Expression der li zu keinerlei Beeinflussung der Kohlen-
hydratreifung im Vergleich zur li-Abwesenheit. Als Positivkontrolle wurde zusatzlich die
DQ-Allelkombination DQA1*0501/DQB1*0302 in HelLa-Zellen getestet (Abbildung 6.5).
Bei diesem Allotypen wurde erneut die Kohlenhydratreifung der Alpha-Ketten (partielle
EndoH-Resistenz) nach Expression der li nachgewiesen. Die Ergebnisse aus Abschnitt
4.2 konnten somit auch in einer weiteren Zelllinie nachgewiesen werden. Es ist keine
Abweichung zwischen den beiden unterschiedlichen Zelllinien zu erkennen.

Diese erneut bestatigten Ergebnisse lassen zwei mogliche Schlussfolgerungen fur die
vier EndoH-sensitiven DQ-Allotypen zu. Entweder liegt eine Fehlfaltung der DQ-
Heterodimere vor, so dass bei Passage des Golgi Apparates die dortigen Enzyme keine
Reifung der N-Glykane herbeifihren kénnen, oder aber diese DQ-Allotypen werden
nicht zum Golgi transportiert und verbleiben im ER.

. . . . - Abbildung 4.8: EndoH-
i i i i e i co7a el D LA 5
DQ alpha DQ alpha DQ beta CcD74 Western Rezeptoren
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DQA1*0301 DQa- und DQB wurden in An-
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exprimiert. Die Expression der
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-Ketten in Spur 7 und 8 zu ge-

e —-. DQB1*0201 zeigt. Die Anwesenheit der i
wurde in Spur 9 und 10
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: (Spur 2 und 5) und PNGaseF
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Zur weiteren Uberpriifung wurden die auf EndoH-Resistenz getesteten Allotypen
DQA1/DQB1 (0301/0602; 0301/0201; 0103/0201 und 0103/0301) weiterhin auf einen
Transport zur Zelloberflache getestet. Die Oberflachenexpression wurde in der Durch-
flusszytometrie im FACScan nachgewiesen. IMR90S-Zellen wurden transient mit den
DQ-Subeinheiten transfiziert. Eine Oberflachenassoziation der DQ-Molekile konnte
nach Bindung des spezifischen Antikorpers LG-11-612.14 in Kombination mit dem
Sekundarantikdrper Alexa488 nachgewiesen werden. Der Totzellenanteil wurde durch
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eine Pi-Farbung kenntlich gemacht und in der durchflusszytometrischen Analyse durch
eine entsprechende Ausgrenzung der toten Zellen gefiltert.

Das Ergebnis der FACS-Analyse ist in Abbildung 4.9 zu sehen. Zur Kalibrierung des
Messbereichs wurde stets eine Isotypenkontrolle (Marl8.5) vorgenommen, die jeweils
im ersten Dot Blot jeder Zeile gezeigt wird. Der jeweils zweite Blot pro Zeile in Abbildung
4.9 dokumentiert die Ergebnisse in Abwesenheit der li, der dritte Blot in der Zeile bildet
das Ergebnis nach Expression der Invarianten Kette ab. Bei Betrachtung der jeweils
mittleren Dot Blots pro Zeile, also ohne li-Expression, werden keine Zellen mit erhéhtem
Fluoreszenzausschlag detektiert. Entgegen den Ergebnissen der zuvor dargestellten
DQ-Allotypen, kdnnen also im oberen rechten Quadranten keine Zellen erkannt werden.
Nach Expression der li ergibt sich ein ganz &ahnliches Bild. Es wurde erneut kein
Ausschlag der Fluoreszenz gefunden, der auf eine Detektion oberflachenexprimierter
DQ-Molekile hindeuten wirde. Dieses Ergebnis wiederholt sich bei den Unter-
suchungen der Ubrigen drei DQ-Allotypen (s. Abb. 4.9). Diese Ergebnisse unterscheiden
sich deutlich von den Resultaten der ubrigen Allelkombinationen in Abschnitt 4.2.
Erwartungsgemal ist lediglich ein geringer Teil der DQ-Heterodimere in Abwesenheit
der li transportkompetent, jedoch Uberraschte die totale Transportinkompetenz nach
Expression der li. Aufgrund der unreifen Kohlenhydratformen und dem fehlenden
Transport zur Zelloberflache werden die in Abbildung 4.8 und 4.9 abgebildeten DQ-
Allotypen zukunftig als ,nicht-funktionell* bezeichnet, da sie nicht in der Lage sind, ein
Peptid aufzunehmen und auf der Zelloberflache zu prasentieren.

Isotypen- li + li Abbildung 4.9: Analyse der
Konirolle AL A Oberflachenexpression von
- A N A EndoH-sensitiven HLA-DQ-
<1% | <1% | <1% Rezeptoren
‘ | ‘ DQA1*0103

f l R 4 DQB1*0301| Kombination aus einer DQa- und
L l | I | einer DQB-Kette jeweils in An- (+ li)

e W e W W e Wk W W _mww und in Abwesenheit der li (- )

? f IMR90S-Zellen wurden mit einer

: : T ) transient transfiziert. Oberflachen-
<1% : <1% 3| <1% . exprimierte  DQPB-Ketten  wurden
e e Bl 1 DQA1*0301 durch den Primarantiksrper LG-Il
s [ ' | DQB1*0607d Mmarkiert. Es folgte die Analyse
g ] mittels  Durchflusszytometrie  im
e S o oo G S FACScan®. Als Isotypenkontrolle

: o . o7 (erste Spalte) wurde der Antikorper
: _ <1% | | <1% DQA1*0103 Mar 18.5 eingesetzt. Tote Zellen
Wﬂ' B ﬂ B ﬁ ~1 wurden anhand einer Pi-Farbung
| i | [ DQB1*0201| Iidentifiziert. Im Dot Blot ist das
Fluoreszenzsignal gegeniiber dem
T T T Seitwartsstreulicht aufgetragen.
: <1% b <19 PoﬂtiveQZel‘Ien sind imD ob;lren
»| : * - * rechten Quadranten eines Dot Blots
ol f B ’ B f DQA170301 zu sehen und prozentual durch die
] 1 [ ' |  DQB1*0201| Zahlenwerte abgebildet. Die hier
A ) o | gezeigten Heterodimere aus DQa-
e I B s R und B-Kette zeigen sowohl in An-,
Fluoreszenz aber auch in Abwesenheit der i
keine Oberflachenexpression.
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Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass vier der zwolf untersuchten HLA-Klasse-
[I-DQ-Heterodimere, unabhangig vom Einfluss der Invarianten Kette, keine modifizierte
N-Glykosylierung aufweisen und zudem nicht zur Zelloberflache der IMR90S-Zellen
transportiert werden. Aufgrund der fehlenden Kohlenhydratmodifikation liegt die
Vermutung nahe, dass die DQ-Subeinheiten in diesen hier untersuchten Kombinationen
nicht zueinander passen und das ER nicht in Richtung des Golgi Komplexes verlassen.
Die Allelkombinationen verbleiben im ER, wobei nicht bekannt ist, ob diese Unterein-
heiten strukturell erst gar nicht kombiniert werden kénnen, oder ob eine Fehlfaltung
erkannt und der Transport blockiert wird.

Bei Betrachtung aller untersuchten HLA-DQ-Allotypen zeigt sich, dass ein Viertel der
DQoa/p-Peptidrezeptoren nicht funktionsfahig sind und somit vermutlich im Endo-
plasmatischen Retikulum verbleiben. Eine Ubersicht iber EndoH-Resistenz und Zell-
oberflachenlokalisierung wird in Tabelle 4.2 dargestellt, wobei die a-Ketten in der ersten
Spalte und die B-Ketten in der ersten Zeile der Tabelle beschrieben werden. Die
Vermutung, dass eine Einzelkette, unabhangig von der Kombination aus a- und p-Kette,
nicht zur Bildung eines funktionellen Rezeptors herangezogen werden kann, wird
aufgrund der Resultate dieser Arbeit ausgeschlossen. Jedes Allel wurde in einer
bestimmten Allotypenkombination sowohl auf der Oberflache detektiert, sowie auch als
EndoH-resistent bestimmt.

Tabelle 4.2: Funktionelle und nicht- funktionelle DQ-Peptidrezeptoren

Die Tabelle gibt eine Ubersicht iiber HLA-

HLAB-Kette . . . . Klasse-I-DQ-Peptidrezeptoren. Anhand der
DQB1 DQB1 DQB1 DQB1 Kombination einer o- mit einer pB-Kette ergibt

sich jeweils ein DQ-Heterodimer. Die cDNS

0301 0602 0302 0201 der jeweiligen Allele wurde in menschlichen

Abreriets Lungenfibroblasten transfiziert. In

Anwesenheit  der Invarianten Kette wurden
die Heterodimere auf die Reifung der
DQA1*0103 — + + — Kohlenhydrate im Golgi Apparat und die
Oberflachenexpression getestet.

Die mit einem ,+“ gekennzeichneten Dimere
wurden als EndoH-resistent getestet und

DQA1*0301 + — + — zusétzlich auf der Zelloberflache in der Durch-
flusszytometrie detektiert. Kombinationen, die
mit einem ,-“ gekennzeichnet sind, wurden

DQA1*0501 * trotz der Anwesenheit von der Invarianten

+ + L § &+ Kette sensitiv gegeniber dem Enzym EndoH
(DQA1*0505) ** getestet und konnten im Durchflusszytometer

nicht auf der Zelloberflache gefunden werden.

* ** Die Allele DQA1*0501 und *0505 unterscheiden sich auf Proteinebene nicht. Unterschiede auf AS-Ebene gibt es
nur in der Signalsequenz. Beide Allele wurden getestet. Zur vereinfachten Darstellung wird jedoch nur DQA1*0501
in der Ergebnisbeschreibung genannt.
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4.3.2 Kompetition zweier DQB-Ketten um die Bindung an eine DQa- Kette

Die Ergebnisse des vorherigen Abschnitts zeigen deutlich, dass es DQ-
Allelkombinationen aus a- und B-Kette gibt, die als Heterodimer nicht transport-
kompetent sind. Die nicht-funktionsfahigen Allotypen verlassen vermutlich das ER nicht.
Dabei soll im Folgenden die Frage geklart werden, ob nicht-funktionelle DQ-Unterein-
heiten sich Uberhaupt zu einem Heterodimer zusammenlagern. Es besteht die
Moglichkeit, dass die HLA-Untereinheiten strukturell so verschieden sind, dass beide
sich nicht zu einem Dimer zusammenlagern kdnnen. Alternativ ist denkbar, dass beide
Subeinheiten kurzfristig aggregieren. Nach einer Qualitdtskontrolle dissoziieren die
Untereinheiten, damit neue DQ-Ketten auf Kompatibilitat Gberprtft werden kdnnen.

Um dieser Fragestellung nachzugehen wurde die Kompetition zweier B-Ketten unter-
sucht. IMR90S-Zellen wurden mit einer DQa-Kette (0103), zwei DQp-Ketten (0301 und
0302) und der li transient transfiziert. Dabei wurde die a-Kette, zuvor mit DQB1*0301 als
nicht-funktionsfahig bestimmt, in Kombination mit p*0302 als transportkompetent
charakterisiert. Unterschiedliche Anhange der DQ-Subeinheiten ermdglichten eine
differenzierte Detektion der einzelnen Ketten durch den Einsatz spezifischer Antikorper.
Die Alpha-Kette wurde tber einen Anti-V5-Antikdrper, DQB1*0301 Uber einen Anti-6D4-
Antikdrper und DQB1*0302 Uber einen Anti-12B8-Antikdrper spezifisch detektiert. In
Abbildung 4.10 zeigt sich die Entstehung einer Konkurrenzsituation um die Alpha-
Kettenbindung (Spur 3), da beide B-Ketten (Spur 4 und 5) zwar gleichstark, aber im
Vergleich zur a-Kette im Uberschuss vorliegen.

IP: Abbildung 4.10: Konkurrenz zweier HLA-
DQA1*0103 Lysatkontrollen DQp-Ketten um die Bildung eines
DQB1|DQB1|DQA1 | DQB1 | DQB1 i fzunthgg”ﬁntfeptiderDegtm; -~
wei - Ketten, eine DQa- Kette und die li
*0302(*0301|*0103 | *0302*0301 wurden transient in IMR90S-Zellen transfiziert.

Die Lysatkontrollen geben Auskunft tber die
Qualitat der transienten Transfektion der vier
1288 | 6D4 V5 12B8 6D4 Plasmide. DQo*0103 (Spur 3) ist durch ein

Anti-V5-Tag, DQP*0302 (Spur 4) durch ein
| — | a— e 12B8-Tag und DQB1*0301 (Spur 5) durch ein
Bande 6D4-Tag eindeutig zu identifizieren. Nach der
Transfektion wurde eine IP gegen DQA1*0103
durchgefuihrt. Nach der anschlieRenden Auf-
. trennung der Proteine des Prazipitats in der

Tag: Tag: Tag: Tag: Tag:

Antikdrper-

SDS-PAGE erfolgte die Detektion der DQp-
Ketten. DQB1*0302 zeigt eine eindeutige
Assoziation mit DQA1*0103 (Spur 1). DQB1*
0103 hingegen zeigt nur eine Bande sehr
= ) schwacher Intensitat (Spur 2). Eine Wettberbs-

situation um die a-Einheit entsteht, da beide (-
Spur 1 2 3 a 5 6 Ketten im Uberschuss vorliegen.

DQ B — | 3 [T P

Eine Aussage hinsichtlich der Kompetition um die Bindung an die a-Untereinheit wurde
mittels Durchfiihrung einer Ko-Immunprazipitation moglich. Dazu wurden die Zellen mit
0,5% NP-40 lysiert und es folgte eine Immunprazipitation von DQA1*0103 durch Einsatz
von Protein A-Sepharose und dem Primarantikdrper Anti-V5 (Invitrogen). Im Anschluss
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wurde die Auftrennung der Proteine uUber SDS-PAGE und den Western Blot
durchgefuhrt. Nach Immunfarbung von DQB1*0302 (Spur 1) tber den 12B8-Antikorper
und DQB1*0301 (Spur 2) Uber den 6D4-Primarantikbrper wurden diese in zwei
unterschiedlichen Gelspuren aufgetrennt und detektiert.

In Spur 1 der Abb. 4.10 wird mit einem Molekulargewicht von ca. 35 kDa eine deutlich
sichtbare Proteinbande aufgezeigt, die der DQp-Kette (0301 bzw. 0302) entspricht.
Aufgrund der vorangegangenen Immunprazipitation der DQa-Kette ist die Assoziation
des Allotyps DQo/DQpB 0103/0302 nachgewiesen. Die Alpha-Kette liegt zum groR3ten
Teil an DQB1*0302 gebunden vor und bildet in dieser Allelkombination einen Peptid-
rezeptor, der im Anschluss den Golgi Komplex auf dem Transportweg zur Zelloberflache
durchlauft. Diese Kombination ist zuvor sowohl als EndoH-resistent, sowie oberflachen-
exprimiert, getestet worden. In Spur 2 hingegen wurde nur eine Bande sehr geringer
Intensitat sichtbar. Die Aggregation von DQ*0103 mit DQB1*0301 ist somit vergleichs-
weise schwach und wirkt im Vergleich mit der anderen Allelkombination vernach-
lassigbar. In dieser Konstellation konnte zuvor kein Hinweis auf den Transport zur
Zelloberflache gefunden werden. Ein Hinweis auf die Kohlenhydratmodifikation im Golgi
wurde nicht festgestellt.

Ausgehend von diesen Ergebnissen liegt die Vermutung nahe, dass die nicht-transport-
kompetente Allelkombination zwar im ER zu einem Heterodimer aggregiert, jedoch das
ER nicht verlasst. Um diese Vermutung zu belegen musste in einer weiteren Versuchs-
anordnung uberprift werden, ob die Allelkombination 0103/0301 im ER verbleibt oder
aus diesem freigesetzt werden kann. Zu diesem Zweck wurde eine Kolokalisierung von
DQB1*0302 bzw. DQB1*0301 mit CD63-positiven Kompartimenten Uberprtft. CD63 wird
als Lokalisierungsmarker verwendet, um Zellorganellen des Antigenprozessierungs-
weges der Klasse-Il zu identifizieren.

IMR90S-Zellen wurden erneut mit einer DQa- (DQA1*0103), zwei DQp-Ketten und der li
transfiziert. Das Zelllysat wurde der Immunpréazipitation mit Protein G-Sepharose und
einem CD63-spezifischen Antikérper zugefihrt. Nach der Immunprazipitierung der
spezifischen Proteinkomplexe folgte die Auftrennung der aufgereinigten Proteine Uber
die SDS-PAGE und Immunoblotting. Die Immunfarbung der beiden Beta-Ketten erfolgte
erneut mittels des Einsatzes zweier spezifischer Primarantikorper (12B8 bzw. 6D4) in
Kombination mit einem HRP-gekoppelten Sekundéarantikorper.

Nach der Isolierung von CDG63-positiven Kompartimenten zeigt sich in Abbildung 4.11
eine eindeutige Proteinbande mit dem Molekulargewicht der DQa-Kette in Spur 1 und
somit die Kolokalisierung von DQB1*0302 mit diesen spezifischen Zellorganellen. Der
Marker CD63 dient der spezifischen Lokalisierung des lysosomalen Kompartiments,
sowie MIIC-Kompartimenten, in denen haufig die Peptidbeladung der HLA-Klasse-II-
Molekile stattfindet. Die hier gezeigte Kolokalisierung ist somit ein Hinweis auf den
Transport der Allelkombination DQA1*0103/DQB1*0302 als funktioneller Peptidrezeptor
aus dem ER bis in das MIIC-Kompartiment. Bei der Analyse des zuvor als nicht
funktionsfahig deklarierten DQo/DQB1*0301-Dimers zeigte sich keine Assoziation mit

Institut fiir Genetik, Abteilung Immunbiologie, Universitit Bonn Seite 73



Ergebnisse

dem CDG63-Marker. Nach Immunfarbung konnten keine Proteine mit dem Molekular-
gewicht von ca. 35 kDa in Spur 2 (Abbildung 4.11) detektiert werden.

Die Ergebnisse der beiden Versuchsanordnungen aus Abbildung 4.10 und 4.11 zeigen,
dass, bei Vorliegen einer Konkurrenzsituation, eine funktionelle Allelkombination in
Konkurrenz zu einer nicht-funktionsfahigen Kombination steht. Dabei kompetiert eine
passende Beta-Kette eine nicht-passende Beta-Kette, so dass die Alpha-Kette nur als
funktionelle Untereinheit eines Heterodimers das ER verlasst. Nach Verlassen des ER’s
erfahrt diese transportkompetente Form bei Golgi-Passage die Reifung ihrer N-Glykane
und kann mittels des CD63-Markers in MIIC-Kompartimenten detektiert werden. Eine
nicht-funktionelle Kombination aus Alpha- und Beta-Kette verlasst das ER nicht und eine
Dissoziation beider DQ-Untereinheiten ist sehr wahrscheinlich, so dass neue Allel-
kombinationen auf Funktionalitat gepruft werden kénnen.

Abbildung 4.11: Intrazellulare

IP: CD63 Lysatkontrollen Lokalisierung zweier DQ-Allotypen
. in MIIC-Organellen

In IMR90S-Zell den eine DQa-
DQB1 [ DQB1 | DQA1 [ DQB1 |DQB1 | i | (105 Spur 3), zwei DQp-Ketien (0301

0302 | 0301 | 0103 | 0302 | 0301 (Spur 5); 0302 (Spur 4) und die li (Spur
6) exprimiert. Nach Transfektion wurden
die Zellen lysiert und CD63-positive
AK-Bande . - ' Kompartimente immunpréazipitiert. Nach

' - = | SDS-PAGE, Western Blot und Uber-
d ,

- tragung der Proteine auf eine Nitrozellu-
losemembran erfolgte die Detektion von
. DQa*0103 uber einen V5-Antikérper.

DQB L . — p— ‘| DQB1* 0301 wurde Uber einen 6D4-
" . . Anhang und DQ@*0302 Uuber einen

AK-Bande ) 12B8-Anhang spezifisch detektiert. Die
- e R B-Kette 0302 konnte im Préazipitat

detektiert werden (Spur 1). 0301 wurde
Spur 1 2 3 L 4 > 6 nicht gefunden (Spur 2).

4.3.3 Berechnung des Kopplungsungleichgewichts von HLA-DQa und -DQf

Zur Untersuchung der klinischen Bedeutung der Ergebnisse aus Abschnitt 4.3.1 und
4.3.2 wurden Daten zu Allelhdufigkeiten und dem frequentiellen Auftreten von
Haplotypen ausgewertet. Der Datenbasissatz wurde dabei aus der Datenbank ,Allele-
frequencies” (www.allelefrequencies.net; April 2010) entnommen. In dieser Datenbank
befinden sich Uber 80.000 detaillierte Angaben zur HLA-Verteilung. Insgesamt sind hier
786 verschiedene Populationsstudien zusammengefasst, was eine Gesamtzahl von 777
Allel- und 344 Haplotypen-Datensétzen ergibt. Die Angaben in der Datenbank werden
entweder nach ethnischer Population, nach spezifischen HLA-Allel bzw. der Haplotypen-
Zugehorigkeit sortiert.
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Die Datenbasis dieser Arbeit zeigt, dass die Uber 2.300 moglichen Kombinationen aus
DQa- und DQp-Ketten in der Praxis in stark limitierter Vielfalt in Form eines Haplotypen
auftauchen. Um das Vorkommen von nicht-funktionellen Allelkombinationen besser
eingrenzen zu konnen, sollte anhand von Stichproben aus verschiedenen ethnischen
Populationen, die Haufigkeit dieser nicht-funktionellen Allotypen Uberprift werden. Da
es sich bei den untersuchten Allelkombinationen um einzelne Allele mit
unterschiedlicher Frequenz handelt, soll das Kopplungsungleichgewicht eine Aussage
vermitteln, inwiefern ein Regulationsmechanismus existiert, der transportinkompetenten
Allelkombinationen auf einem Chromosom verhindert. Gleichzeitig soll anhand des
Kopplungsungleichgewichts die Verlinkung (Kopplung) von sehr stabilen Allel-
kombinationen auf einem Chromosom nachgewiesen werden. Diese Kombinationen
sollten, gemalfl’ ihrer strukturellen Voraussetzungen, erwartungsgemafl zu einem
funktionsfahigen Heterodimer assoziiert werden kénnen.

Aufgrund der Tatsache, dass HLA-Klasse-lI-Allele evolutionsbedingt regional unter-
schiedlich haufig vorkommen, wurde das Augenmerk auf die Auswertung des
Kopplungsungleichgewichts innerhalb einzelner Populationen gelegt. Zu diesem Zweck
wurden aus der Datenbank ,Allelefrequencies” die Datensétze aller ethnischen Gruppen
analysiert, die eine StichprobengréRe von Uber 150 Probanden aufweisen. Weiterhin
mussten sowohl die Daten fur die Allelhaufigkeit der o- bzw. B-Kette innerhalb der
Gruppe, sowie die Haplotypenhaufigkeiten, Uber die Datenbank einsehbar sein. Nach
diesem Ausschlussverfahren blieben 20 ethnische Gruppen mit unterschiedlicher
Herkunftsregion Ubrig. Innerhalb jeder Gruppe wurden alle dargestellten Haplotypen auf
den Isotypen DQ reduziert, d.h. alle Haplotypen mit gleichen DQA1- und DQB1-Allelen
wurden zusammengefasst und die Haufigkeit fur diesen DQ-Haplotypen errechnet. Der
Abgleich dieses Wertes erfolgte mit der erwarteten Wahrscheinlichkeit fir einen
Haplotypen, die sich aus dem Produkt der einzelnen Haufigkeiten fir die o- und -
Ketten errechnet. Die Differenz aus der Haufigkeit des Haplotypen und dem
theoretischen Wert (DQA1 x DQB1) ergibt das Kopplungsungleichgewicht A (Delta).

Um einen vollstdndigen Abgleich der Datenbank mit den hier untersuchten Allel-
kombinationen zu gewahrleisten, wurden fir die nicht-funktionellen DQ-Allotypen DQA1-
DQB1 0103/0201, 0103/0301, 0301/0201 und 0301/0602 der Haplotyp mit ,0,00%"
beschrieben und mit der errechneten Wahrscheinlichkeit fiir das Auftauchen des
jeweiligen Haplotypen abgeglichen. Voraussetzung war lediglich das Vorkommen der
einzelnen Allele innerhalb der Gruppe.

Fur alle Haplotypen, die mit einer Haufigkeit von 0,00% beschrieben werden, muss
jedoch hinsichtlich der Ergebnisauswertung bertcksichtigt werden, dass ein Algorithmus
zur Haplotypenbeschreibung sehr seltene Haplotypen nicht bertcksichtigt (siehe
Abschnitt 2.2.3). In der Datenbank ,Allelefrequencies” kdnnen lediglich Haplotypen-
frequenzen ab einer Haufigkeit von > 1% eingetragen werden. Die Haufigkeit von 0,00%
beschreibt somit lediglich sehr seltene Allele, die in der zu untersuchenden Stichprobe
unter 1% vorkommen.
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Tabelle 4.3: Kopplungsungleichgewicht von HLA-DQ-Haplotypen

Aus der Datenbank ,Allelefrequencies* wurden 20 ethnische Populationen anhand verschiedener Ein- und Ausschluss-
kriterien ausgewahlt und nach dem DQ-Haplotypen ausgewertet. Hier ist ein Auszug dieser Asuwertung aus Tabelle 6.4
gezeigt. Beispielhaft werden ausgewéhlte DQ-Haplotypen aus den verschiedenen Ethnien, nach Kontinent sortiert, getrennt
aufgelistet. Innerhalb einer Population wurden die tatsachlich gefundenen Haplotypen-Kombinationen anhand ihrer
Haufigkeit mit den Allelfrequenzen der DQ-Subeinheiten und der daraus errechneten theoretischen Haufigkeit verglichen.
Die Differenz dieser Haufigkeitsverteilung ist das Kopplungsungleichgewicht A. Ein positiver Wert beschreibt eine starke
Verlinkung der beiden Gene eines Chromosoms. Ein negativer Wert zeigt, dass sich diese Allelkombinationen sehr selten
auf einem Chromosom befinden und sie bei der ,en-bloc“-Vererbung keine Rolle spielen. In dieser Tabelle sind die
Haplotypen des jeweiligen Kontinents aufgelistet, die eine besonders starke Kopplung innerhalb einer ethnischen Population
aufweisen. In der unteren Tabelle sind nicht-funktionelle Allelkombinationen als Haplotyp dargestellt, auch wenn sie nicht als
Haplotyp in der Datenbank auftauchten, sondern lediglich als Einzelallele in den Populationen zu finden sind. Blau hinterlegt
sind dabei die vier nicht-transportierten Allelkombinationen, die beispielhaft an der Ethnie ,India Northeast Kayastha“
dargestellt werden. Zudem sind weitere Beispiele anderer Ethnien aufgefiihrt.

‘ Allel- Allel- Produkt Haplotypen Kopplung
Haplotyp HLA-DQ Ethnie n frequenz freqgeunz DQa/DQB -frequenz A
DQA1 (2n) | DQBL1 (2n) (2n) (2n)
Asien

DQA1*0101-DQB1*0501 | South Koreapop 1 324 7,60% 8,80% 0,67% 11,20% 10,53%
DQA1*0103-DQB1*0601 | Japan pop2 916 16,90% 16,10% 2,72% 15,60% 12,88%
DQA1*0104-DQB1*0501 | India Uttar Pradesh Hindu 202 14,10% 11,90% 1,68% 8,90% 7,22%
DQA1*0201-DQB1*0201 | IndiaNortheast Vaish 198 20,90% 17,40% 3,64% 12,60% 8,96%
DQA1*0301-DQB1*0303 | China Canton Han 264 26,70% 15,00% 4,01% 13,10% 9,10%
DQA1*0301-DQB1*0401 | Japan pop2 916 42,30% 15,10% 6,39% 14,70% 8,31%
DQA1*0501-DQB1*0301 | Japan pop2 916 8,70% 13,10% 1,14% 8,10% 6,96%
DQA1*0301-DQB1*0302 | Mexico Highlands Mestizos 160 28,80% 26,60% 7,66% 26,00% 18,34%
DQA1*0401-DQB1*0402 | Mexico Highlands Mestizos 160 15,00% 15,00% 2,25% 15,40% 13,15%
DQA1*0501-DQB1*0301 | Mexico Highlands Mestizos 160 27,20% 24,70% 6,72% 21,00% 14,28%

Europa

Russia Northwest Slavic 200 15,50%

DQA1*0101-DQB1*0501 13,00%

2,02% 12,00% 9,99%

DQA1*0101-DQB1*0501 England Caucasoid 177 16,10% 13,30% 2,14% 12,50% 10,36%
DQA1*0102-DQB1* 0502 Greece pop3 246 25,10% 16,40% 4,12% 15,60% 11,48%
DQA1*0102-DQB1*0602 England Caucasoid 177 18,40% 14,40% 2,65% 14,10% 11,45%
DQA1*0301-DQB1*0302 England Caucasoid 177 23,70% 16,40% 3,89% 15,30% 11,41%
DQA1*0501-DQB1*0301 Russia Northwest Slavic 200 26,50% 20,00% 5,30% 15,50% 10,20%

DQA1*0501-DQB1* 0301

246 | 3830%
Afrika

Greece pop3 32,50% 12,45% 28,80% 16,35%

DQA1*0101-DQB1*0501 | Gabon Haut-Ogooue Province 167 15,00% 14,70% 2,21% 12,20% 10,00%

DQA1*0102-DQB1*0602 | Cameroon Saa 172 36,30% 30,80% 11,18% 30,50% 19,32%

DQA1*0301-DQB1*0303 | Cameroon Saa 172 27,30% 24,10% 6,58% 24,10% 17,52%

DQA1*0501-DQB1*0301 | Gabon Haut-Ogooue Province 167 17,70% 10,20% 1,81% 10,00% 8,19%
Allel- Allel-

Haplotyp HLA-DQ . Produkt Haplotypen | Kopplung
(nioht-unktionell) Stz i ”SqQ“Ae{‘Z frg‘ggi‘z DQa/DQR requenz A
DQA1*0103-DQB1*0201 | IndiaNortheast Kayastha 190 16,00% 23,90% 3,82% 0,00% -3,82%
DQA1*0103-DQB1*0301 | IndiaNortheast Kayastha 190 16,00% 13,70% 2,19% 0,00% -2,19%
DQA1*0301-DQB1*0201 | IndiaNortheast Kayastha 190 15,50% 23,90% 3,70% 1,80% -1,90%
DQA1*0301-DQB1*0602 | IndiaNortheast Kayastha 190 15,50% 3,90% 0,60% 0,00% -0,60%
DQA1*0301-DQB1*0201 | Mexico Highlands Mestizos 160 28,80% 10,60% 3,05% 0,00% -3,05%
DQA1*0301-DQB1*0602 | Cameroon Saa 172 27,30% 30,80% 8,41% 0,00% -8,41%
DQA1*0301-DQB1*0201 | England Caucasoid 177 23,70% 23,20% 5,50% 0,00% -5,50%
DQA1*0301-DQB1*0201 | Gabon Haut-Ogooue Province 167 7,50% 16,80% 1,26% 4,50% 3,24%
DQA1*0301-DQB1*0201 | IndiaNortheast Vaish 198 10,10% 17,40% 1,76% 2,20% 0,44%
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Das Gesamtergebnis dieser Auswertung ist im Anhang unter Tabelle 6.4 dargestellt, in
der alle Kopplungsungleichgewichte fur jeden Haplotypen der jeweiligen Ethnie nach-
zulesen sind. Die Ergebnisse sind dabei nach Kontinenten geordnet, da innerhalb eines
Kontinents oftmals &hnliche Haufigkeitsverteilungen zu erkennen sind. Von den
insgesamt 20 Ethnien sind elf Gruppen in Asien, zwei Populationen in Afrika, sechs
Stichproben in Europa und eine ethnische Population in Amerika lokalisiert.

Bei der Auswertung zeigt sich insgesamt, dass vor allem Haplotypen mit positivem
Vorzeichen gefunden werden. Nur wenige Ausnahmen haben ein negatives Vorzeichen.
Hintergund dabei ist, dass seltene Allele mit einer Haufigkeit von <1,00% nicht in der
Datenbank ,Allelefrequencies.net” erscheinen und die meisten Haplotypen mit einem
negativen Vorzeichen nicht aufgelistet werden. Negative Kopplungen aus den
aufgefuhrten Haplotypen zeigt vor allem DQA1*0301 / DQB1*0301, dass zwar die 1%
Grenze Uberschreitet, aber dennoch nicht den erwarteten Haufigkeitswert erreicht.

In Tabelle 4.3 ist ein Auszug abgebildet, der in der oberen Tabelle Auskunft Uber
hochfrequente Haplotypen der jeweiligen Ethnien gibt, die ein stark positives
Kopplungsungleichgewicht aufweisen. Diese Haplotypen gelten als besonders stabil und
werden in der jeweiligen Population positiv selektioniert. In Asien zeigt sich besonders
die DQa/B-Kombination 0201/0201 als sehr stabil. In drei unterschiedlichen Ethnien wird
ein Kopplungsungleichgewicht von durchschnittlich ca. + 9% ermittelt. Die starkste
positive Kopplung wird in Asien (Southkorea Pop 1; +15,76%) fir den Haplotypen
0103/0601 gefunden. In den beiden afrikanischen Ethnien zeigen sich zwei andere
Haplotypen als besonders stark gekoppelt. Besonders DQA1*0102/DQB1*0602 weist
extrem hohe Deltawerte in beiden untersuchten Gruppen auf. Auch DQa/p 0301/0303
ist durch sehr hohe Differenzen zwischen Erwartungswert und beobachtetem Wert
charakterisiert. Die sechs europaischen Gruppen zeigen sehr homogene Verteilungen
hinsichtlich der Haplotypen. Die Allelkombinationen DQa/p 0101/0501, 0102/0602 und
0501/0301 sind mit den grof3ten Delta-Werten in Europa belegt. In Amerika konnte nur
die Ethnie ,Mexico Metizos" ausgewertet werden. Aus den Berechnungen fir diese
Stichprobe sind die Haplotypen DQA1/DQB1 0301/0302, 0401/0402 und 0501/0301 als
besonders stabil innerhalb der mexikanischen Population gekennzeichnet.

Im unteren Teil der Tabelle 4.3 ist beispielhaft ein Ergebnisauszug fir die Haplotypen
aufgelistet, die durch die experimentellen Daten dieser Arbeit als transportinkompetent
beschrieben wurden. Im Allgemeinen wird deutlich, dass diese Haplotypen sehr selten
beobachtet werden. Die nicht-funktionellen Haplotypen DQao/f 0103/0201, 0103/0301
und 0301/0602 werden dabei in keiner der untersuchten Ethnien gelistet. Somit sind
diese drei Allelkombinationen sehr seltene Haplotypen, die mit einer Haufigkeit unter 1%
vorkommen. Lediglich der Haplotyp DQA1*0301/DQB1*0201 wird in der Datenbank in
den untersuchten Stichproben gelistet. Diese Haplotypen-Allelkombination wird vor
allem In Asien in funf von elf Populationen mit einer jedoch relativ geringen Pravalenz
zwischen 1 — 2 % beobachtet. Bei Betrachtung des Kopplungsungleichgewichts zeigt
sich aber nicht nur fir die sehr seltenen Haplotypen (0,00%) ein negativer Delta-Wert,
auch die Allelkombination DQo/DQB 0301/0201 ist in den meisten ethnischen
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Populationen mit negativem Vorzeichen belegt. In der Tabelle 4.3 (unten) ist beispielhaft
die Population ,Kayasta“ aus Indien aufgefuhrt. Trotz der ermittelten H&aufigkeit des
Haplotypen von 1,80% wird eine negative Kopplung von — 1,9% errechnet.

Zwei Ausnahmen hinsichtlich der Negativkopplung sind in Tabelle 4.3 innerhalb der
Ethnien ,Gabon Haut-Ogooue Province® und ,India Northeast Vaish® zu erkennen. In
beiden Populationen resultierte ein positiver Deltawert fur diese nicht-funktionelle
Allelkombination 0301/0201. In Amerika hingegen ist die starkste negative Kopplung der
transportinkompetenten Haplotypen genau fur diese Kombination belegt.

Tabelle 4.4: Haplotypen und gemitteltes Kopplungsungleichgewicht

Aus den in Tabelle 4.3 dargestellten Kopplungsungleichgewichten der DQ-Haplotypen wurde in dieser Tabelle das
arithmetische Mittel der Kopplungsungleichgewichte Uber alle 20 ethnischen Populationen dargestellt. Die mit einem
negativen Kennzeichen dargestellten Werte zeigen eine negative Kopplung an, d.h. rein rechnerisch sollte diese
Allelkombination als DQ-Haplotyp haufiger vorkommen als der tataséachliche Wert. Eine positive Kopplung ist mit positivem
Vorzeichen belegt und sagt aus, dass diese Allelkombination als Haplotyp haufiger vorkommt als der rechnerische Wert der
Haufigkeit aussagt. Turkis hinterlegt sind die Allelkombinationen, die in dieser Arbeit auf Transportkompetenz untersucht
wurden und als ,nicht-funktionell“ charakterisiert wurden. Gelb hinterlegte Allele fielen in der Analyse der einzelnen Ethnien
als besonders stabil auf, was durch durch die jetzige Darstellung belegt wird.

%) 17 %]
Haplotyp Kopplungsun- Haplotyp Kopplungsun- Haplotyp Kopplungsun-
HLA-DQ gleichgewicht HLA-DQ gleichgewicht HLA-DQ gleichgewicht
aus 20 Ethnien aus 20 Ethnien aus 20 Ethnien
DQA1*0102-DQB1*0501 -2,30% DQA1*0104-DQB1*0503 1,71% DQA1*0104-DQB1*0502 4,37%
DQA1*0301-DQB1*0201 -1,86% DQA1*0201-DQB1*0303 2,03% DQA1*¥0401-DQB1*0402 4,75%
DQA1*0301-DQB1*0301 -1,78% DQA1*0103-DQB1*0603 2,13% DQA1%¥0101-DQB1*0501 5,02%
DQA1*0103-DQB1*0201 -1,60% DQA1*0601-DQB1*0301 2,32% DQA1*0102-DQB1*0605 5,09%
DQA1*0103-DQB1*0301 -1,59% DQA1*0101-DQB1*0502 2,43% DQA1*0301-DQB1*0303 5,13%
DQA1*0301-DQB1*0602 -1,50% DQA1*0101-DQB1*0503 2,48% DQA1%0201-DQB1*0201 5,28%
_DQAI“OlUl-DQBl*CBGl -0,97% DQA1*0501-DQB1*0201 2,48% DQA1*0102-DQB1*0502 5,31%
_DQAI“DSUl—DQBl"‘OGGl -0,38% DQA1*0303-DQB1*0402 2,66% DQA1*0505-DQB1*0301 5,43%
|DQA1*0301-DOB1*0402 -0,12% DQA1*0102-DQB1*0604 2,86% DQA1*0301-DQB1*0302 6,10%
_DQAI*OlOB—DQBl*OSOB 0,51% DQA1*0103-DOB1*0604 3,25% DOA1*0501-DOB1*0301 6,23%
_DQAI“DIUZ—DQBI"‘OGG?. 0,74% DQA1*0104-DQB1*0501 3,44% DQA1*0303-DQB1*0401 6,32%
DQA1%*0103-DQB1*0501 0,99% DQA1*0401-DQB1*0301 3,62% DQA1*0102-DQB1*0602 7,86%
DQA1*0105-DQB1*0501 1,04% DQOA1*0201-DOB1*0202 3,99% DQA1*0302-DOB1*0303 9,75%
DQA1*0102-DQB1*0609 1,24% DQA1*0301-DQB1*0401 4,00%
DQA1*¥0102-DQB1*0601 1,25% DQA1*0103-DQB1*0601 4,35%

Allgemein lasst sich feststellen, dass es weltweit, trotz des stark ausgepragten
Polymorphismus, nur wenige Haplotypen gibt, die bevorzugt vererbt werden. Diese
Allelkombinationen sind mit einem stark positiven Kopplungsungleichgewicht
beschrieben. Hingegen gibt es andere Allelkombinationen, die nur selten in einem
Haplotypen vorkommen und somit selten zusammen vererbt werden. Zu diesen
Allelkombinationen z&ahlen auch die in dieser Arbeit vorgestellten nicht-funktionellen DQ-
Allotypen, die weder auf der Zelloberflache detektiert wurden, noch eine reife
Glykosylierungsform ihrer N-Glykane aufweisen. Bei einer Zusammenfassung der
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Kopplungsungleichgewichte als Durschnittswerte (arithmetisches Mittel) Uber alle 20
ethnischen Populationen zeigt sich in Tabelle 4.4 eine &hnliche Tendenz wie in den
vorangegangenen Ergebnissen. Die gelb unterlegten Haplotypen wurden zuvor in ihren
jeweiligen Gruppen (s. Tabelle 4.3) als besonders stabil erkannt und zeigen auch in
dieser Zusammenfassung sehr starke Deltawerte. Hingegen sind die nicht-
transportierten Allelkombinationen (s. Abschnitt 4.3.1; tirkis unterlegt) auch Uber die
verschiedenen Gruppen durch eine negative Kopplung charakterisiert. Diese vier
Haplotypen sind nur selten in direkter Kopplung zu finden, was die Wahrscheinlichkeit
eines Vorkommens in einem Individuum stark absenkt. Das Vorkommen von nicht-
funktionellen Allelkombinationen in einem Individuum ist somit wohl nur in trans-
Kombination mdéglich. Eine vollkommene Transportinkompetenz aller vier méglichen
DQ-Heterodimere in einem Individuum erscheint somit als &uf3erst unwahrscheinlich.
Eine Peptidprasentation Uber DQ-Molekile ist vermutlich stets gewéhrleistet und ein
totaler Ausfall funktioneller DQ-Molekiile wirde erstaunen.

4.4 Analysen der DR- und DQ-Struktur

4.4.1 Herstellung eines HLA-DQ-Molekils mit HLA-DR-Strukturmerkmalen

Ein Vergleich der dreidimensionalen Struktur von HLA-DQ-Molekilen mit DR-Peptid-
rezeptoren zeigt, dass es strukturelle Unterschiede zwischen beiden Klasse-Il-Ketten
gibt, die sich auch in den unterschiedlichen Mustern des Transports und der N-Glykan-
reifung erkennen lassen. Um diese Unterschiede auf die Priméarstruktur zuriickfihren zu
konnen, wurde ein Sequenzabgleich zwischen DQp- und DRp-Ketten durchgefihrt.
Gesucht wurden die Sequenzbereiche, die innerhalb aller Allele von DQB, sowie auch
innerhalb der Gruppe der DR-Molekule, konserviert vorliegen, sich aber gleichzeitig in
den beiden Isotypen unterscheiden.

Als Ergebnis konnten elf Aminosauren identifiziert werden, welche die genannten
Bedingungen erfullen. Drei dieser spezifischen Aminosauren wurden, aufgrund ihrer
strukturellen Nahe (Sequenzbereich bestehend aus neun Aminosauren) ausgewahlt, um
diese mit Hilfe des Overlap-Extension-PCR-Verfahrens von der AS des DQ-Allels zu der
entsprechenden AS eines DR-Allels zu mutieren. Mit der Hilfe eines individuell
synthetisierten Oligonukleotidpaars (Mutationsprimer; siehe Abschnitt 4.2.10, Pu3 / Pu4)
konnten gezielt die Ein-Basen-Mutationen (siehe Tabelle 4.5) eingefiihrt werden. Die
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genaue AS-Sequenz der mutierten DQ-Subeinheit ist im Anhang unter Tabelle 6.2
nachzulesen.

Als Ausgangsmaterial fir die PCR diente die Plasmid-DNS des Allels DQB1*0302. Die
Kontrolle der Amplifikation der mutierten DNS geschah zunachst durch Auftrennung im
Agarosegel. Anschliel3end erfolgte die Klonierung im pcDNS3.1-Expressionsvektor und
die Transformation in TOP10 Bakterien (Invitrogen). Das Klonierungsprodukt wurde
nach Restriktionsverdau mit Endonukleasen im Agarosegel auf die richtige GroRRe der
geschnittenen, linearisierten Teilprodukte getestet. Durch die anschlieRende
Transfektion in COS-7-Zellen wurde die Exprimierbarkeit im Zellsystem sicher gestellt.
Alle diese Kontrollen konnten als positiv ausgewertet werden (Daten nicht gezeigt).

Tabelle 4.5: Ubersicht tber eingefiihrte Punktmutationen in einer HLA-DQ-Kette

Die Mutation von drei Aminosauren einer DQp-Kette sollte die Schlisselfunktion dieser Aminosauren fur die
Transporteigenschaften tberpriifen. Die Mutationen wurden mittles des Overlap-Extension-PCR Verfahrens eingefiihrt. Zu
diesem Zweck wurde ein Mutationsprimer synthetisiert, der den AS-Austausch von lle133 zu Val, Arg137 zu Lys und Asn142
zu GIn ermdglichte. Alle drei Aminosauren befinden sich in der p2-Doméne. Die Positionen der mutierten AS sind anhand
des Strukturmodells mit roten Pfeilen angezeigt. Das Strukturmodell zeigt DQ2 (RCSB-Datenbank) und wurde mittels des
Invitrogen 3D-Molecule Viewer dargestellt.

Nr. Po@ﬁi—on ?:)a:aerg- Mutation
IR
2 137 | 409 - 411 dAl‘jfgﬁuLigh(iizgS) Arg (AGG)
3 142 | 424-426 Qﬁfgﬁ‘gﬁ]h(ec'zg Asn (AAC)

4.4.2 Uberprufung der Kohlenhydratreifung einer mutierten DQpB-Kette

Eine klare Abgrenzung zwischen DR- und DQ-Molekilen war bisher anhand der
Analyse der Kohlenhydratstruktur der N-Glykane in Abwesenheit der li moéglich. Die
Ergebnisse aus Kapitel 4.2.1 zeigen fur DR-Molekile eine Reifung der N-Glykane
unabhangig von der Anwesenheit der li. In Abschnitt 4.2.2 fuhrte die Behandlung von
HLA-DQ-Molekilen mit EndoH zu einer N-Deglykosylierung. Diese Sensitivitat
gegenuber EndoH unterscheidet DQ-Molekile eindeutig von DR-Rezeptoren in
Abwesenheit der Ii.
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Anhand dieser Charakteristika fiir die beiden Isotypen wurde die Behandlung der
Proben mit EndoH herangezogen, um die DQB1-Mutante auf die Reifung der
Kohlenhydrate zu untersuchen und die Mutante einem bestimmten Isotyp zuordnen zu
kénnen. Fur die transiente Transfektion wurden erneut IMR90S-Lungenfibroblasten
ausgewahlt. Die Transfektion der DQp-Mutante und einer DQa-Kette erfolgte in An- und
Abwesenheit der Ii.

Das Ergebnis ist in Abbildung 4.12 dargestellt. Die Proteinbanden in den Spuren 1 bis 6
zeigen die erfolgreiche Expression der DQa-Kette. Die B-Kette konnte zudem in den
Spuren 7 und 8 sichtbar gemacht werden und Spur 9 zeigt die Anwesenheit von der Ii.
In Spur 10 findet sich der Beleg, dass der Ansatz ohne Beriicksichtigung der Invarianten
Kette negativ hinsichtlich der Detektion war. Der enzymatische Verdau des Allotyps in
Anwesenheit der li ist in den Spuren 1 bis 3 gezeigt. Anschlie3end folgt der Verdau der
gleichen Kombination in Abwesenheit der li in den Spuren 3 bis 6. Dabei zeigen die
Spuren 1 und 4 die unverdaute Alpha-Kette, die Spuren 2 und 5 enthalten die EndoH-
behandelte Probe. In Spur 3 und 6 sind die Proben nach PNGaseF-Verdau dargestellt.

Nach Expression der li wird deutlich, dass die detektierten Proteine der o-Kette eine
partielle Resistenz gegeniiber EndoH aufweisen (Spur 2), da die zugehdrige Protein-
bande zwischen der unbehandelten Probe in Spur 1 und der PNGaseF-behandelten
Probe in Spur 3 liegt. Wurde |i nicht exprimiert, so zeigt sich ein eindeutiges Ergebnis.
Alle Polypeptide in Spur 5 sind sensitiv gegeniber einer EndoH-Behandlung. Das
Molekulargewicht dieser Proteine entspricht der Laufh6he von PNGaseF-verdauten
Proteinen. Es ist keine Bande in Spur 5 zu erkennen, die hinsichtlich des Molekular-
gewichtes vergleichbar mit der unverdauten Kontrolle (Spur 4) ist.

Die Kombination aus der DQB1-Mutante und der DQA1*0505-Kette ahnelt somit in ihrer
Glykosylierungsform dem bekannten Muster einer DQa/p-Allelkombination. Die aufge-
zahlten Charakteristika des DR-Isotyps konnten nicht wiedergefunden werden. Dies
zeigt auf, dass die drei mutierten Aminosauren an Position 133, 37 und 142 nicht alleine
verantwortlich fur den Funktionsunterschied zwischen den Isotypen DR und DQ sind.
Das Ergebnis ahnelt dem Resultat des enzymatischen Verdau von DQA1*0505 und
DQB1*0302.

Abbildung 4.12: EndoH-Verdau einer

I YT TR TR TR 07 e 5 muteren S

DQA1*0505 und DQB1*0302-lle133Val-

DQ alpha DQ alpha DQ beta CD74 Arg137Lys-Asn142GIn wurden in An- (Spur
1 - 3) und Abwesenheit (Spur 4 - 6) der li in
- B P - B P Lysatkontrollen IMR90S-Zellen transfiziert. In Spur 1 und 4

sind die unbehandelten DQa-Ketten darge-
stellt. Sie wurden anhand des Anti-V5-
Ead Primé&rantikorpers spezifisch detektiert. Die
e e — ’ . Zelllysate wurden mit EndoH (Spur 2 und 5)
S :

und mit PNGaseF (Spur 3 und 6)
behandelt. Die Expression der B-Kette und
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | jj wurden anhand des LG-Ii (Spur 7 und 8)

bzw. Bu43 (Spur 9 und 10) nachgewiesen.
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4.4.3 Die HLA-Isotypen DR und DQ dienen als Vorbild zur Herstellung von
chiméaren Klasse-II-Molektlen

In einer weiteren Bestimmung wurden die Isotypen DR und DQ hinsichtlich der
verschiedenen Domanen Uberprift. Dabei ist bekannt, dass die zweite Domane einer
HLA-II-Untereinheit einen Sequenzabschnitt enthalt, der eine Alpha-Helix formt. Diese
Alpha-Helix bildet zusammen mit der gleichen Doméne der zweiten Klasse-II-Subeinheit
die seitliche Begrenzung der peptidbindenden Grube. Das restliche Protein zeigt eine -
Faltblattstruktur auf und ist raumlich als Boden der Peptidbindegrube beschrieben.
Weiterhin werden diesem Bereich die Transmembrandomane und der cytosolische
Anteil der HLA-II-Heterodimere zugeordnet.

In folgender Versuchsanordnung wurden chimére Fusionskonstrukte synthetisiert. Die
erste Domane leitet sich von DR (bzw. DQ) ab, wohingegen die Folgedomanen anhand
der Vorlage fur DQ (bzw. DR) erstellt wurden. Zum Datenabgleich wurde die
Proteindatenbank ,Expasy“ (www.uniprot.org; siehe Anhang Tabelle 6.1) genutzt.
Angaben der Sequenzabschnitte der einzelnen Alpha- und Beta-Ketten konnten somit
differenziert dargestellt werden. Die ersten ca. 30 Aminosauren werden als Signalpeptid
beschrieben, wohingegen die folgenden ca. 200 AS als eigentliche HLA-Kette
bezeichnet wird. Die Unterteilung der HLA-Klasse-II-Subeinheit in eine al- bzw. $1- und
in eine a2- bzw. B2-Region ist die Basis fur die Trennung der Doméanenbereiche inner-
halb eines Molekiils. Eine genaue Ubersicht tiber die Domanenstruktur der Fusions-
molekule ist der Abbildung 4.13 zu entnehmen. Dabei wurden die Bereiche, die der AS-
Sequenz eines DQ-Molekils entsprechen, in dem Modell lila hinterlegt. Turkis
kennzeichnet die Peptidabschnitte, die sich von einem Allel des DR Isotyps ableiten
lassen. Sowohl die Transmembrandomane als auch der cytosolische Anteil entspricht
bei allen hergestellten chimaren Konstrukten dem jeweiligen HLA-Klasse-ll-Isotypen der
zweiten Molekildoméne.

Ein zusatzliches Fusionsprodukt aus einer DRa- und einer DQa-Kette wurde
synthetisiert. Die AS-Sequenz ahnelt der zuvor beschriebenen chimaren DQ/DR-Kette,
jedoch liegt im Bereich der al-Domaéane ein veranderter Sequenzbereich von 23 AS vor.
Die ersten 70 AS der Aminosaurensequenz entsprechen der monomorphen DRA1*0101
Kette im Vergleich zu 83 Aminosauren der al1-Domane von DRa1/DQa2. Die restlichen
Peptidabschnitte des Peptidkonstruktes werden durch die Aminosaurenabfolge des DQ-
Allels DQA1*0501 charakterisiert. Die Fusion zwischen DR und DQ wurde dabei nicht
doméanenabhéangig gestaltet, so dass dieses neue chimére Fusionskonstrukt um zehn
AS langer ist als DRal1/DQa2. Diese zusétzlichen AS sind entsprechend des Sequenz-
bereiches 84 - 93 der DQa-Kette gestaltet worden (s. Abb. 4.13).

Fur die Synthese der funf chimaren DQ/DR-Molekiile wurde das Verfahren der Overlap-
Extension-PCR angewendet. Als Matrize fir die PCR wurde Plasmid-DNS der Allele
DRA1*0101, DRB1*0101, DQA1*0501 und DQB1*0302 verwendet. Die Fusionsprimer
wurden so konzipiert, dass sie jeweils einen komplementaren Abschnitt zu dem
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jeweiligen DQ- bzw. DR-Element aufweisen und die einzelnen PCR-Produkte zu einem
Fusionsprodukt verbinden konnten. Die Klonierung erfolgte mittels des pcDNS3.1-
Expressionsvektors der Firma Invitrogen. Die Transformation wurde mittels TOP10-
Bakterien (Invitrogen) durchgefihrt. Zu Kontrollzwecken wurden die Produkte der
Einzelschritte durch den spezifischen Einsatz von Restriktionsendonukleasen gepriift.
Zusatzlich erfolgte eine Kontrolle der méglichen Expression in COS-7-Zellen nach
transienter Transfektion. AbschlieRend wurde die DNS durch die Firma GENterprise
(Mainz) sequenziert. Die Ergebnisse zeigen eine 100%ige Ubereinstimmung der
Plasmid-DNS mit der Versuchsplanung (genaue Sequenzdaten in Tabelle 6.3).

P MM N NH, 2
o A T al/ pl- Domine
- -
3 I\,j§ 3 7 a2/ B2- Domine
—
g Transmembrandomane
L [ LR 1l
I TN L Cvtonlasmatische
) Domine
Alpha-Untereinheit Beta-Untereinheit
DQal/DRa2 | DRal/DQo2 DR/ DQ DRB1/DQp2 DQpl/DRB2 Name
DQ:1—-95 DR: 1—-83 DR:1 =70 DR:1 —94 DQ:1—-93 Sequenzbereichl. Isotvp
DR:96—230 DQ: 84—-209 DQ:71-219 DCQ:95-229 DR:94—-235 Sequenzbereich 2. Isotvp

Abbildung 4.13: Struktureller Aufbau von chiméaren DQ/DR Molekulen

Ein Austausch von Sequenzbereichen zwischen HLA-DQ (DQA1*0501, DQB1*0302) und DR (DRa, DRB1*0101) konnte
durch das Verfahren der Overlap-Extension-PCR erreicht werden. Pro Molekil wurde dabei jeweils eine Doméane zwischen
DQ und DR ausgetauscht. Die ersten drei Strukturmodelle zeigen die chiméaren Alpha-Ketten, gefolgt von zwei Beta-Ketten,
bei denen die Doméanenfusion durchgefiihrt wurde. Die Transmembrandoméne entspricht jeweils dem Allel der zweiten
Domane. In der Graphik sind die DQ-Bereiche lila eingefarbt und die DR-Sequenzbereiche wurden tiirkis markiert.
(Datenbasis: ,Expasy” www.uniprot.org, siehe Tabelle 6.1).

4.4.4 Uberprufung der chimaren DQ/DR-Rezeptoren

Um Erkenntnisse hinsichtlich der einzelnen Doménen der Isotypen DQ und DR zu
erlangen erfolgte die Prifung auf Zusammenbau der Einzelketten im ER mit
anschlieBendem Transport in Richtung endosomales Kompartiment. Dabei wurden die
chimaren Alpha- und Beta-Ketten untereinander getestet, aber auch die Kombination
zwischen Wildtyp-Subeinheit und chimaren Molekil wurde Uberprift. Um eine Aussage
daruber féallen zu kénnen, ob diese Fusionskonstrukte eine Peptidprasentation an der
Zelloberflache gewéahrleisten konnen, wurde zunachst die Oberflachenexpression in der
Durchflusszytometrie untersucht.

Seite 83
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Die transiente Transfektion einer Alpha-Kette und einer Beta-Kette erfolgte erneut in der
IMR90S-Zelllinie. Dabei wurden alle Mdaglichkeiten einer Allelkombination aus a- und -
Untereinheit der chimaren Proteine gepruft. Dartber hinaus wurden die chimaren Alpha-
Ketten kombiniert mit einer HLA-II-Beta-Subeinheit des Isotypen DR (DRB1*0101) oder
DQ (DQB1*0302) transfiziert. Auch die chiméaren Beta-Ketten wurden nach Expression
der monomorphen DRa-Kette oder einer DQa-Kette (DQA1*0501) geprift. Aufgrund der
Ergebnisse in Kapitel 4.2.4 zeigten sich auch Unterschiede je nach Expression der Ii.
Somit wurde jede Allelkombination in An- und Abwesenheit der li auf Oberflach-
enexpression getestet. Zur Sicherstellung der erfolgreichen Transfektion wurden die
Einzelketten nach Auftrennung der Proteine in der SDS-PAGE und Ubertragung auf die
Nitrozellulosemembran durch spezifische Priméarantikdrper markiert und detektiert
(Daten nicht gezeigt).

. e e
W e . DR/DQ _- _ DQai/ DRa2
P > 4 WP 4 DRB1/DQB2 - -~ -~ DQp1/ DRB2
o . W DR/ DQ ” s ” DQp&éDsz
DQp1/ DRP2 *
> o o DR/DQ o > . DQa1 DRa2
. DOB DRp1 DQp2
i o . DRGIIDQ&Z oy . b DQa1 DRa2
DRP1/DQp2 | ] Dap
| . “_ _ _ DRa
o | | EI;E,/I:::E: i Ha” o DRp1/DQp2
: o N DRal/ DQa2 o .. : DRo.
g -~ . b M uDaBQ ) 4 P - DBt ORp2
0 %]
Fluoreszenz Fluoreszenz

Abbildung 4.14: Oberflachenexpression von nicht-funktionellen chimaren DQ/DR-Peptidrezeptoren

Die Lungenfibroblasten IMR90S wurden transient mit den chiméaren Fusionskonstrukten aus HLA-DQ- und DR-Molekilen
transfiziert. Die Fusionskonstrukte aus DQ- und DR-Ketten wurden in unterschiedlichen Ansatzen in Ab- und Anwesenheit
der li auf Funktionalitat getestet. Dabei wurden Ansétze generiert, in denen chimére a- Ketten mit chiméren - Ketten bzw.
ein Fusionsmolekil mit einer Wildtyp-Kette (DRa, DQA1*00501, DQB1*0302, DRB1*0101) kombiniert exprimiert wurden. Die
Analyse der transfizierten Zellen auf Oberflachenexpression erfolgte im Durchflusszytometer FACScan. Die Detektion gelang
Uber die spezifische Bindung des LG-II-Antikdrpers an die B-Ketten der Heterodimere auf der Zelloberflache. Jeweils drei Dot
Blots zeigen die Analyse fiir eine Allelkombination: zunéchst die Isotypenkontrolle (Mar18.5), dann das HLA-Molekdl in Ab-
und schlieBlich in Anwesenheit von der Invarianten Kette (li). Zellen mit oberflachenexprimierten Molekiilen wiirden anhand
einer erhdhten Fluoreszenz im oberen rechten Quadranten dargestellt sein. Alle hier gezeigten Kombinationen zeigen jedoch
keine Oberflachenexpression.

Die transportierten Heterodimere an der Zelloberflache wurden durch Behandlung mit
dem Antikorper LG-11-612.14 spezifisch markiert. Durch den Alexa488-gekoppelten
Sekundarantikérper konnte die Markierung mit einem Fluoreszenzfarbstoff erreicht
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werden. Die Detektion der oberflichenexprimierten Rezeptoren erfolgte im
Durchflusszytometer. Der Totzellenanteil wurde durch die Farbung mit 7-AAD ermittelt
und konnte bei der spateren Analyse ausgeschlossen werden. Anhand der Isotypen-
kontrolle (Inkubation mit dem Antikdrper Mar18.5) wurde die Zellpopulation ermittelt, die
als Negativkontrolle gilt. Die Abgrenzung dieser Zellen erfolgte anhand der Festsetzung
eines Quadranten. Zellen mit einem positiven Signal wandern aufgrund der erhdhten
Fluoreszenz in der Dot Blot-Darstellung nach rechts. Somit sind die Zellen im oberen
rechten Quadranten mit einer Oberflachenexpression der HLA-Heterodimere assoziiert.
In Abbildung 4.14 und 4.15 ist zeilenweise die jeweilig getestete Allelkombination
rechtsseitig zu sehen. Daneben finden sich die Ergebnisse, dargestellt in Dot Blots,
sowohl fur die Isotypenkontrolle, als auch in Abwesenheit der li und nach li-Expression.
Die Prozentzahl in den jeweiligen Dot Blots gibt die Anzahl positiver Zellen im oberen
rechten Quadranten im Bezug zur Gesamtpopulation an.

Fur 12 der 15 getesteten Allelkombinationen wurde das Resultat erzielt, dass,
unabhangig der Anwesenheit der li, keine Oberflachenexpression zu erkennen war. In
Abbildung 4.14 sind die zugehdrigen Dot Blots dargestellt. Sowohl in An- (+ li) als auch
in Abwesenheit (- li) der Invarianten Kette zeigte sich, dass weniger als 1% der Zellen
im oberen rechten Quadranten positioniert sind. Eine Abhangigkeit von der li kann somit
ausgeschlossen werden. Die hier gezeigten Allelkombinationen werden nicht zur Zell-
oberflache transportiert und kénnen somit die Funktion der Antigenprasentation nicht
wahrnehmen. Aufgrund der veranderten Struktur der chimaren Molekile ist es
wahrscheinlich, dass die einzelnen Subeinheiten nicht zu funktionellen Dimeren im ER
zusammengebaut werden und somit das ER nicht verlassen kdénnen.

Die Untersuchung der ausstehenden drei Kombinationen ist in Abbildung 4.15
dargestellt. Dabei handelt es sich um die Allelkombination einer chimaren Alpha-Kette
(DQal/DRa2, DRa1/DQa2 und DR/DQ) in Kombination mit der Wildtyp DR-Untereinheit
DRB1*0101. Fur alle drei Kombinationen zeigt sich im Vergleich zur Isotypenkontrolle,
dass im oberen rechten Quadranten des jeweiligen Dot Blots Zellen detektiert werden
konnten. Nach Expression der li fallt auf, dass bei allen drei Allelkombinationen eine
sehr deutliche Oberflachenexpression nachweisbar ist. Bei dem Vergleich dieser Werte
mit den Ergebnissen der Abwesenheit der li, zeigt sich der stabilisierende Effekt des
Chaperons. Die Anwesenheit der li erhdht dabei in allen drei Féllen die Oberflachen-
expression der Klasse-1I-Molekiile.

Die Kombination aus DQal/DRa2 und der DRB-Kette zeigt, sowohl in Anwesenheit als
auch in Abwesenheit der li, die geringste Anzahl an funktionellen Peptidrezeptoren, die
auf die Zelloberflache transportiert werden. Eine Expression der li erhéht den Transport
zur Zelloberflache um den Faktor 1,4. Diese relativ geringe Abhangigkeit von der li
erinnert an die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchung der HLA-DR-
Peptidrezeptoren. Eine weitere Allelkombination, deren Heterodimere auf der Zellober-
flache detektiert wurden, ergibt sich aus DRal/DQa2 und DRB1*0101. Fir dieses
Heterodimer ist die Oberflachenexpression leicht erhéht im Vergleich zu der vorherigen
Allelkombination. Auch die Abhangigkeit von der li steigt leicht an und wird durch den
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Faktor 1,8 beschrieben. Eine Abhangigkeit in diesem Ausmald erinnert an die erzielten
Ergebnisse reiner Wildtyp-DQ-Heterodimere.

Abbildung 4.15: Analyse von
-1 + li funktionellen chiméren DQ/DR-
A A Peptidrezeptoren im

9% | 13% Durchflusszytometer

Isotypen-
Konirolle

Die Lungenfibroblasten IMR90S
wurden transient mit den chiméren
Fusionskonstrukten aus DQ- und
DR-Molekilen transfiziert. Dabei
sind hier die Ergebnisse der Hetero-
dimere aus der Kombination ,DRa.l
/DQo2, ,DQul/DRo2“ oder ,DR/
DQ“ mit jeweils DRB1*0101 dar-
gestellt. AnschlieBend wurden die
Peptidrezeptoren mittels indirekter
Antikdrpermarkierung auf der Zell-
oberflache markiert. Die Analyse
erfolgte mit dem FACScan. Pro
Zeile werden jeweils drei Dot Blots
gezeigt, bei denen das Fluoreszenz-
signal gegeniber dem Seitwarts-
streulicht aufgezeigt wird. Die erste
Spalte zeigt die Isotypenkontrolle
(Mar18.5), das HLA-Molekll in Ab-
(-li) und abschlieBend in Anwesen-
heit der Invarianten Kette (+ li) sind
in Spalte 2 und 3 gezeigt. Alle hier
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chiméarer a- und DRB1*0101-Kette
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detektiert.
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Die besondere Stellung der Allelkombination aus dem chiméaren Konstrukt DR/DQ und
DRB1*0101 zeigt sich bei Betrachtung der Ergebnisse der beiden letzten Zeilen in Abb.
4.15. Dabei werden auRergewohnlich hohe Werte der Oberflachenexpression ermittelt.
In Anwesenheit der li Ubersteigt die Oberflachenexpression eine durchschnittliche HLA-
Klasse-11-Wildtyp-Allelkombination um das Zwei- bis Dreifache. Diese aul3ergewthnliche
Stabilitat ist auch in Abwesenheit der li zu beobachten, so dass fur diesen Heterodimer-
rezeptor erneut eine geringe Abhangigkeit von der |i gezeigt werden kann. Nach li-
Expression kann der Transport zur Oberflaiche maximal um den Faktor 1,2 erhoht
werden. Fur diesen nur sehr geringen Einfluss des Chaperons ist wohl die enorme
Stabilitat des eigentlichen Heterodimers verantwortlich.

Anhand der Analyse der Kohlenhydratmodifikationen sollte geklart werden, inwiefern ein
DQ- oder DR-spezifisches Glykosylierungsmuster der drei oberflachenexprimierten Allel-
kombinationen aus chimarem Fusionskonstrukt und DRp-Kette zu erkennen ist. Eine
Reifung der Kohlenhydrate deutet auf den intrazellularen Transport durch den Golgi
Komplex hin, gibt aber zudem einen Hinweis auf die richtige Faltung des HLA-II-
Rezeptors.

Die transfizierten IMR90S-Zellen wurden mit NP-40 lysiert. Das Zelllysat diente als Basis
der Untersuchung der Glykosylierungsformen der a-Untereinheiten. Das Lysat wurde
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teilweise mit EndoH bzw. PNGaseF behandelt, bevor die Proteine tUber SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen wurden. Die Ergebnisse
aus dem EndoH-Verdau werden in Abbildung 4.16 dargestellt und wie Gblich mit einer
unbehandelten Probe und einer PNGaseF-behandelten Probe verglichen. Die erfolg-
reiche Expression aller Ketten wurde anhand spezifischer Antikoérper in den Spuren 7-10
belegt. Die Detektion der DRB-Subeinheiten erfolgte Uber den Antikorper LG-11-612.14.
Die a-Ketten wurden anhand des Anti-V5-Antikdrpers (DQal/DRa2) bzw. Anti-12B8-
Antikorpers (DRo/DQa; DRa1/DQa?2) spezifisch analysiert. Die Spuren 1-3 zeigen die
Ergebnisse nach Expression der li, hingegen enthalten die Spuren 4-6 die Resultate der
Allelkombinationen in Abwesenheit der Ii.
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Abbildung 4.16: Modifikation der chimaren DQ/DR-Molekiile im Golgi

IMR90S-Zellen wurden mit den chimaren a-Ketten ,DRal/DQo2“, ,DQol/DRa2“ und ,DR/DQ* in Kombination mit
DRB1*0101 transient transfiziert. Nach der Lyse wurden die Proteine mit EndoH / PNgaseF behandelt und Uber die SDS-
PAGE aufgetrennt. Nach Ubertragung der Proteine auf die Nitrozellulosemembran wurden die Alpha-Ketten visualisiert. Spur
1 und 4 zeigt die unbehandelten a-Ketten; Spur 2 und 5 die EndoH-behandelten Proben und Spur 3 und 6 die PNGaseF-
behandelten Proteine. Die Lysatkontrollen der der Beta-Ketten wurden mit dem LG-II-Antikdrper identifiziert und sind in den
Spuren 7 und 8 abgebildet. Die Anwesenheit der li wurde in Spur 9 und 10 mittles des Antikdrpers Bu43 Uberprift.
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In Zeile 2 und 3 der Abbildung 4.16 sind die Ergebnisse fur die beiden chimaren Ketten
DQal/DRa2 und DRal/DQa2 in Kombination mit DRB1*0101 aufgezeigt. Die Alpha-
Kette wurde dabei in Spur 1 mit einem Molekulargewicht von ca. 35 kDa als Protein-
bande vorgefunden. Im Vergleich dazu liegt die PNGaseF-behandelte Probe in Spur 3
mit einem ungeféhren Molekulargewicht von ca. 30 kDa deutlich darunter. Spur 2 enthalt
erneut zwei Proteinbanden. Die untere liegt neben der Proteinbande der PNGaseF-
behandelten Probe und ist somit EndoH-sensitiv. Diese Bande kann jedoch aufgrund
eines Alpha-Kettenuberschusses vernachlassigt werden. Die schwerere Proteinbande
liegt zwischen den Proteinbanden in Spur 1 und 3 und kann als partiell EndoH-resistent
eingestuft werden. Nach der Expression der Invarianten Kette werden folglich Proteine
mit modifizierten Kohlenhydraten gefunden. Beide Heterodimere verlassen somit das
ER und werden wahrend des Transportes durch den Golgi Apparat modifiziert, bevor sie
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zur Zelloberflache transportiert werden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass beide
chimare Fusionskonstrukte in der Lage sind, Antigene aufzunehmen und an der
Zelloberflache zu prasentieren.

In Abwesenheit der li werden jedoch keine resistenten Proteinbanden in Spur 5 der
Zeile 2 und 3 vorgefunden. Die detektierte Proteinbande der Alpha-Kette liegt N-
deglykosyliert vor. Ahnlich der Glykosylierungsform von HLA-II-DQ-Wildtyp erfahren
diese Heterodimere also keine N-Glykanmodifizierung, obwohl sie eine Oberflachen-
expression aufweisen. Dies zeigt, dass der Isotyp der B-Kette des Klasse-II-Molekiils
nicht ausschlaggebend ist, ob in Abwesenheit der li die EndoH-Resistenz auftritt, da
ansonsten eine DRp-Kette immer zu einer Resistenz des Heterodimers gegenuber
EndoH hatte fihren sollen. Somit ist es wahrscheinlich, dass vor allem die Isotypen-
zugehorigkeit der a-Kette Gber die Kohlenhydratmodifikation ohne li entscheidet. Die -
Kette und ihre jeweilige Isotypenzugehdrigkeit sind dafur verantwortlich, ob ein chimares
Molekul Uberhaupt transportkompetent wird, da eine DQp-Kette die Peptidrezeptoren
nicht entscheidend stabilisieren konnte, um das Verlassen des Endoplasmatischen
Retikulums zu erreichen. Die DRp-Kette hingegen erreicht genau diese Stabilitat des
Heterodimers.

In Zeile 1 der Abbildung 4.16 wurde das Ergebnis der EndoH-Behandlung fir die
Allelkombination DR/DQ mit DRB1*0101 dargestellt. Dabei zeigt sich sowohl in Spur 2
(nach li-Expression) als auch in Spur 5 (li-Abwesenheit), dass beide EndoH-
behandelten Proben weder EndoH-sensitiv sind, noch eine partielle Resistenz
aufzeigen. Beide Proteinbanden befinden sich auf der Hohe der unbehandelten Probe.
Es liegt somit eine totale Resistenz gegentber EndoH vor. In allen vorhergehenden
Ergebnissen wurde lediglich eine partielle Resistenz beschrieben, bei der immer eines
von zwei vorhandenen N-Glykanen durch die EndoH-Behandlung entfernt werden
konnte. In diesem Fall konnte EndoH keinen der beiden Kohlenhydratreste der a-Kette
entfernen, was auf die besondere Konformation des Molekils hinweist (Schaiff et al.,
1991). Diese Besonderheit hinsichtlich der N-Glykanform zeigt erneut die besondere
Stellung dieses chimaren Fusionskonstrukts, dass nur in Kombination mit einer DR-
Kette und nicht mit einer DQ-Subeinheit zur Zelloberflache transportiert wurde. Aufgrund
der veranderten Konfromation ist in diesem Fall zu hinterfragen, inwiefern eine
Antigenbindung und somit Prasentation des antigenen Peptids mdglich ist.

In Tabelle 4.6 ist das Gesamtergebnis in einer tabellarischen Ubersicht dargestellt.
Allelkombinationen, deren Heterodimere eine Oberflachenexprimierung zeigten, wurden
mit einem ,+* gekennzeichnet. Diese transportkompetenten Heterodimere konnten in
Anwesenheit der li als EndoH-resistent und somit N-Glykan-modifiziert identifiziert
werden. Die mit einem ,-“ gekennzeichneten Allelkombinationen wurden nicht an der
Zelloberflache der IMR90S-Zellen detektiert. Die Ergebnisse legen die Vermutung nahe,
dass diese Heterodimere strukturell nicht zusammenpassen und ein Zusammenbau zu
einem funktionellen Heterodimer nicht méglich ist. Ein Verbleib dieser HLA-II-Unterein-
heiten im ER ist aufgrund der Analyseresultate fur HLA-1I-DQ wahrscheinlich.
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Es fallt auf, dass keines der mutierten B-Fusionskonstrukte Teil eines Heterodimers ist,
das eine komplexe Glykanform aufweist oder zur Zelloberflache transportiert wird.
Hingegen konnten drei a-Ketten der Fusionskonstrukte als funktionell hinsichtlich ihres
Transports entlang der Antigenprozessierungsroute getestet werden. Dabei stellte sich
heraus, dass jedoch nur in Kombination mit einer DRp-Kette diese Funktionalitat
gewabhrleistet wird. Dieses Ergebnis zeigt die Abhangigkeit von dem jeweiligen Isotypen,
da eine DQp-Kette nicht zu einer Oberflachenexpression dieser chimaren Alpha-Ketten
fuhrte. Dies kann als Hinweis dafir gesehen werden, dass die unterschiedlichen
Isotypen sich strukturell, aber vor allem funktionell entscheidend voneinander
abgrenzen.

Tabelle 4.6: Funktioneller Zusammenbau von chimaren DR/DQ-Ketten

Aufgrund der vorangegangenen Ergebnisse wird hier eine Ubersicht iiber den funktionellen Zusammenbau der DQ/DR
Fusionskonstrukte gegeben. Die Kennzeichnung ,+“ bedeutet, dass die jeweilige Kombination Endoy resistent ist, aber auch
in der Durchflusszytometrie auf der Zelloberflache detektiert wurde. Die Kennzeichung ,-* zeigt die Endoy- Sensitivitat und
den negativen Befund auf der Zelloberflache an.
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* Nur die Allelkombination DR/DQ-Alpha mit DR-Beta zeigte eine totale EndoH-Resistenz. Es ist somit von einer
Konformationsanderung im Vergleich mit anderen transportkompetenten Allelkombinationen auszugehen.
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5. Diskussion

5.1 Bedeutung des Auftretens nicht funktioneller DQ-Peptidrezeptoren

5.1.1 Einschrankung der Kombinationsvielfalt von DQ-Allelkombinationen

MHC-1I-Molekile prasentieren Peptidantigene auf der Zelloberflache von professionellen
antigenprasentierenden Zellen, was im Zuge einer Immunantwort zur Aktivierung von
CD4'-T-Zellen fiihrt. Dabei ist die Bindung von Peptidantigenen abh&ngig von
bestimmten Ankerresten, die fur jedes MHC-II-Molekil spezifisch sind (Bohm et al.,
2005). Beim Menschen existieren drei Isotypen der Klasse-lI-Molekile (HLA-DR, -DP
und DQ), die wiederum aus polymorphen o- und B-Untereinheiten aufgebaut sind (siehe
Einleitung). Um ein mdglichst gro3es Repertoire an Peptiden zu binden und auf der
Zelloberflache prasentieren zu kdnnen, gibt es eine Vielzahl von verschiedenen Allelen
der HLA-Genorte (Bohm et al., 2005). Im Gegensatz zum Isotypen DR, von dessen a-
Kette bisher nur ein Allel bekannt ist, sind sowohl die DQa- als auch die DQp-Kette,
ahnlich den Genorten DPa. und DPf, polymorph (Giles et al., 1985). Bis zum heutigen
Zeitpunkt sind 26 unterschiedliche DQa- und 89 DQp-Proteinketten des humanen
Genoms bekannt (www.ebi.ac.uk/imgt/hla/stats.html; Stand 15.10.2010). Angesichts der
Tatsache, dass die Kombination aus je einer a- und B-Kette zu einem Heterodimer fihrt,
kann von einer enormen Vielfalt an DQ-Heterodimeren ausgegangen werden. In
mehreren Studien konnte belegt werden, dass DQa- und DQp-Subeinheiten,
unabhangig von einer cis-Stellung (sowohl a- als auch B-Kette des Heterodimers
stammen vom gleichen Chromosom), zu einem transportkompetenten Heterodimer
assoziieren (Giles et al., 1995; Nepom et al., 1987; Kwok et al., 1988). Nur Klasse-II-
Rezeptoren, die zur Zelloberflache transportiert werden, kdnnen mdgliche pathogene
Peptide prasentieren und so eine Immunantwort einleiten. Hinsichtlich dieser Studien
wirde sich rein rechnerisch betrachtet eine Anzahl von Uber 2.314 (26 x 89) unter-
schiedlichen allotypischen Heterodimerrezeptoren ergeben.

Dieser Theorie widersprechend konnte erstmals im murinen System eine ,Paarungs-
anomalitat® zwischen Aa- und ApB-Untereinheiten (IA ist das Mausortholog zum
humanen HLA-DQ) gezeigt werden. Dabei wies Braunstein et al. (1987) nach, dass A,
und Apd nicht zu einem Heterodimer zusammengebaut werden kénnen. Da jedoch die
Subeinheiten A,* und Ag* als stabile Oberflachendimere beschrieben wurden und
zudem A,° und AB" mit einer geringeren Stabilitat an der Zelloberflache nachgewiesen
werden konnten, generierte Braunstein et al. ein Modell fur den erfolgreichen
Zusammenbau von Klasse-lI-Subeinheiten. Er erklart in diesem Modell, dass
polymorphe Reste im ersten Exon von A, sowie von Ag besonders wichtig fur den
erfolgreichen Zusammen-bau eines MHC-Rezeptors sind. Ahnliche Daten konnten auch
in den Analysen von Sant et al. (1987) gezeigt werden, die sich mit den Kombinationen
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aus den Isotypen Ap und Ea befassten. Nur Ag?, jedoch nicht Ag” und Ag¥, zeigten eine
stabile Koexpression an der Zelloberflache. Die 5 — 7 polymorphen AS-Reste der AB-
Kette innerhalb der ersten 50 aminoterminalen Reste sind verantwortlich fur die
Zelloberflachenexpression in Kombination mit Ea (Sant et al., 1987).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Erkenntnisse von Sant und
Braunstein auch auf das humane HLA-DQ-System Ubertragbar sind. Ausgehend von
zwolf unterschiedlichen Allelkombinationen, die hinsichtlich ihrer Oberflachenexpression
und der Kohlenhydratreifung untersucht wurden, zeigten vier der untersuchten Allel-
kombinationen keinen Transport zur Zelloberflache. Weitere Belege, dass nicht alle DQ-
Untereinheiten zu einem transportkompetenten Dimer zusammengebaut werden
konnen, finden sich in Studien von Kwok et al. (1993). In diesen Arbeiten wurden erste
Hinweise auf eine Paarungsanomalitat der Alpha- und Beta-Untereinheiten von HLA-DQ
nachgewiesen (Kwok et al., 1989). Mittels retroviraler Vektoren wurden DQ2p (DQB1*
0201) und DQ3.23 (DQB1*0302) in mehrere Zelllinien eingebracht, die homozygot
verschiedene DQua-Allele exprimieren. Anhand durchflusszytometrischer Analysen
wurden diese B-Ketten nicht mit DQal-Ketten (*0101, *0102 und *0103) auf der
Zelloberflache nachgewiesen (Kwok et al., 1989). In spateren Arbeiten konnten drei
weitere DQoa/p-Allelkombinationen (0301/0501; 0401/0501 und 0501/0501) identifiziert
werden, die keine Oberflachenexpression zeigen (Kwok et al., 1993).

Ein Vergleich der Ergebnisse von Kwok et al. und den Resultaten der vorliegenden
Arbeit wird in Tab. 5.1 zusammenfassend dargestellt. In beiden Fallen wurde der
Transport der Heterodimere anhand der Oberflachenexpression in der Durchfluss-
zytometrie untersucht. Die beschriebenen Ergebnisse von Kwok et al. sind turkis und die
aktuellen Ergebnisse sind in der Tabelle lila hinterlegt. Transportkompetente Hetero-
dimere wurden mit einem ,+“ gekennzeichnet. Ein ,-* steht fur transportinkompetente
Heterodimere. Die vom jeweiligen Autor nicht untersuchten Allelkombinationen aus DQa
und DQPB werden mit einem ,“ markiert. Hinsichtlich der Analyse funktioneller und
nicht-funktioneller Heterodimere zeigt der Datenabgleich in Tabelle 5.1 sowohl Uberein-
stimmungen als auch Abweichungen zwischen den Autoren. Die Ergebnisse fur DQa/p
0501/0201, 0501/0302 und 0301/0302 als funktionelle Heterodimerrezeptoren, sowie
0103/0201 als nicht-transportkompetentes Heterodimer, werden durch beide Arbeiten
bestétigt. Die Ergebnisse fur die Transportkompetenz von DQA1/DQB1 0301/0201 und
0103/0302 bei Kwok et al. (1993) weichen jedoch zunachst von den Ergebnissen aus
Abschnitt 4.3.1 ab.

Die Erkenntnisse fiur die Allelkombination DQA1*0103/DQB1*0302 beschreibt Kwok in
seiner Publikation aus dem Jahr 1993. Laut seiner Aussage konnen die Genprodukte
von DQB1*0302 keine stabilen, oberflachenexprimierten Heterodimere mit den
Produkten der Allele DQA1*0101, *0102 oder *0103 ausbilden. Er verweist dabei auf die
Untersuchungen aus dem Jahre 1989 (Kwok et al., 1993). Die Publikation von 1989
beschreibt die Untersuchungen anhand der B-lymphoblastoiden Zelllinien HOM-2 und
KAS-117. Desweiteren beschreibt Kwok, dass die von ihm genutzten Zelllinien fur
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DQw1 homozygot sind. Er geht somit davon aus, dass DQw1 fur die Allele DQA1*0101,
als auch fur DQA1*0102 und DQA1*0103 kodiert. Nach heutigem Kenntnisstand
kodieren die Zelllinien HOM-2 und KAS-117 nicht fur alle drei Allele. Sie sind als
homozygot fir DQA1*0101 und DQB1*0501 in der Literatur beschrieben (www.ebi.ac.
uk/imgt/hla/cell_query.html; Stand: 20. Oktober 2010). Dies bedeutet, dass Kwok et al.,
nach Transfektion der genannten Zelllinien mit DQB1*0302, lediglich eine Aussage Uber
die Oberflachenexpression der Allelkombination DQA1*0101/DQB1*0302 hatte treffen
konnen. Uber die Kombinationen DQB1*0302 mit DQA1*0102 bzw. 0103 ist folglich
keine Aussage moglich. Die verallgemeinerte Aussage von Kwok et al. (1993) ist somit
der fehlerhaften Annahme geschuldet, dass DQw1 nicht lediglich fur das Suballel 0101,
sondern auch fur 0102 und 0103 kodiert. Die in Tabelle 4.2 (Abschnitt 4.3.1)
beschriebenen Ergebnisse machen klar, dass bereits der Austausch des DQp-Allels
0301 mit dem Suballel 0302 ein nicht transportiertes Heterodimer in einen oberflachen-
exprimierten Heterodimerrezeptor umwandeln kann. Es liegt daher nahe, dass der
Austausch des Suballels DQB1*0101 durch 0303 bereits zu einem verdnderten
Analyseresultat fuhrt.

Bei Betrachtung der Tab. 5.1 bleiben weiterhin gegensatzliche Daten einer Oberflachen-
expression fur DQA1*0301/DQB1*0201 zwischen beiden Arbeiten bestehen. Jedoch
zeigt sich auch in diesem Fall, dass die beschriebenen Ergebnisse von Kwok et al.
(1993) detailliert betrachtet werden missen. Im Material- / Methodenteil der Publikation
1993 listet Kwok die cDNS auf, die fir die Experimente zur Verfiigung stand. Dabei ist
lediglich auf DQA1*0301 verwiesen; auf die cDNS DQB1*0201 konnte fur die damaligen
Versuche nicht zuriickgegriiffen werden. Er konnte die Untersuchungen des Hetero-
dimers somit lediglich durch Transfektion der cDNS 0301 in eine Zelllinie erreichen, die
endogen uber das Allel DQB1*0201 verfugt. Kwok beschreibt in diesem Zusammenhang
die Zelllinie MAT, die laut der Verdffentlichung von 1993 homozygot fur das Allel DQw?2
(DQB1*0201) sein soll. Anhand eines spezifischen Antikorpers fir DQw2 (mAb Xl 358)
sollte eine Detektion des gesuchten Heterodimers an der Zelloberflache per Durchfluss-
zytometrie gelingen. Nach aktuellem Wissensstand der Zelltypisierung enthalt die
Zelllinie MAT jedoch lediglich die DQp-Allele 0302 bzw. 0306 und nicht DQB1*0201. Die
Arbeitsgruppe Kwok konnte somit lediglich die endogene DQ-Kombination der Zelllinie
oder DQA1*0301 in Kombination mit den endogenen DQp-Ketten 0302 oder 0306
nachweisen. Eine Analyse der Allelkombination DQA1*0301/DQB1*0201 war nicht
madglich. Insofern sind die Ergebnisse von Kwok et al. (1989, 1993) neu zu bewerten.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit werden zusatzlich durch den Nachweis der
EndoH-Sensitivitat dieser beiden Allelkombinationen in Abschnitt 4.3.1 gestitzt, da in
beiden Fallen der Transport durch den Golgi nicht nachweisbar war. Dartber hinaus
kompetierte DQB1*0302 die DQp-Kette 0301, um in Kombination mit DQA1*0103 aus
dem ER heraus transportiert zu werden (siehe Abschnitt 4.3.2). Diese Experimente sind
ein weiterer Beleg fur die Transportfahigkeit und die Oberflachenexpression des
Heterodimers DQA1*0103/DQB1*0302 und dienen als Bekréftigung fur die Resultate
aus Abschnitt 4.3.1 und 4.3.2.
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Tabelle 5.1 Ergebnisvergleich fiir eine Oberflachenexpression verschiedener DQ-Allotypen

Diese Tabelle gibt eine Ubersicht tiber die Analyseergebnisse der Oberflachenexpression verschiedener HLA-DQ-Allotypen.
Lila hinterlegt sind die Ergebnisse aus dieser Arbeit. Tirkis hinterlegt werden die Ergebnisse von Kwok et al. aus dem Jahre
1993 dargestellt (Kwok et al., 1989; Kwok et al., 1993). Mit einem ,+* gekennzeichnete Allelkombinationen wurden positiv
hinsichtlich ihrer Oberflachenexpression getestet, mit einem ,-“ gekennzeichnete Kombinationen wurden negativ getestet
und mit ,@" dargestellte Heterodimere konnten nicht liberpriift werden. Ubereinstimmungen zwischen den verschiedenen
Arbeiten sind blau markiert, wohingegen eine rote Hervorhebung eine Abweichung bedeutet.

HLAB-Kette
DQB1*0201 | DQB1*0301 | DQB1*0302 | DQB1*0501 | DQB1*0602
HLAa-Kette
DQA1*0101 %] _— %) @ %) —_— %) + &
DQA1*0103 —_— | = | = T + | — | T + + %]
DQA1*0201 %) + %) %) %) + %) %) %) %)
DQA1*0301 — + 5 & + + %) —_— —_— %)
DQA1*0401 5 %) %] %) L %) — %] %,
DQA1*0501 & = + %) + o G | = | %]

Unabhé&ngig von den Unterschieden, bezuglich einzelner DQ-Allelkombinationen, ergibt
sich aus den Resultaten der Untersuchungen von Kwok et al., sowie der vorliegenden
Arbeit, die wichtige Erkenntnis, dass ein bedeutender Anteil an DQ-Allelkombinationen
nicht zu einem funktionsfahigen Peptidrezeptor fihrt. Kwok und seine Arbeitsgruppe
zeigten, dass 5 von 14 Allelkombinationen (entsprechen 36%) nicht zur Zelloberflache
transportiert werden. Ubereinstimmend dazu wurde in dieser Arbeit nachgewiesen, dass
4 von 12 (entsprechen 33%) DQ-Allotypen mittels Durchflusszytometrie nicht auf der
Zelloberflache detektiert werden konnten. Somit belegen beide Arbeiten, dass es DQ-
Untereinheiten gibt, die nicht zu einem transportkompetenten Heterodimer zusammen-
gebaut werden kénnen. Beachtenswert ist dabei, dass dies nicht die Ausnahme ist,
sondern mit ungefahr einem Drittel aller DQ-Allelkombinationen ist eine grol3e Menge an
Alpha- und Beta-Ketten nicht funktionell kombinierbar. Dies bedeutet eine erhebliche
Einschrankung der Kombinationsvielfalt der DQ-Dimere und kann grundsatzlich eine
Neubewertung der genetischen Vielfalt der HLA-Klasse-1I-Molekiile erforderlich machen,
speziell bezugnehmend auf den Isotyp HLA-1I-DQ. Es ist somit anzunehmen, dass die
theoretisch erwartete Anzahl von unterschiedlichen DQ-Heterodimeren in der Praxis
weit unter dem Wert von 2.300 liegt. Ausgehend von den Ergebnissen dieser Arbeit
wirden ca. 1.500 (2.300 x 2/3) unterschiedliche DQ-Dimere existieren.
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5.1.2 Modell eines qualitatskontrollierten Zusammenbaus von DQ-Rezeptoren

Ausgehend von der Tatsache, dass es Allelkombinationen innerhalb des Isotypen DQ
gibt, die keine Oberflachenexpression zeigen, ergibt sich die Frage nach dem Verbleib
dieser DQ-Kombinationen innerhalb der Zelle. Im murinen System konnte erstmals
gezeigt werden, dass IA-Allelkombinationen, die nicht zur Zelloberflache gelangen, auch
keine Modifikation der N-Glykoside im Golgi Apparat erfahren (Sant et al., 1991). Die
Reifung der Kohlenhydrate findet im medialen Golgi statt, so dass die Arbeitsgruppe
Sant et al. bereits damals vermutete, dass diese nicht transportierten Allelkombinationen
im premedialen Golgi Komplex oder im ER verbleiben (Sant et al., 1991).

Diese Daten stimmen mit den hier vorliegenden Ergebnissen insofern tberein, dass die
vier DQ-Allotypen, die keine Oberflachenexpression aufweisen, auch keine Reifung der
Kohlenhydrate zeigen. Kwok et al. (1993) kam fir die Kombination aus einer DQ3a-
Kette und einer DQ1B-Kette zu einem ahnlichen Schluss. Zwar wurde nicht die Kohlen-
hydratreifung untersucht, aber die Arbeitsgruppe zeigte, dass diese Allelkombination
nicht zur Zelloberflache transportiert wurde und dariber hinaus auch nicht intrazellular
als Dimer vorliegt. Es wurde vermutet, dass entweder beide DQ-Untereinheiten im
ER nicht zu einem Heterodimer zusammengebaut werden kénnen oder dass, nach
Aggregation beider Ketten, eine Detektion aufgrund einer inkorrekten Faltung nicht
maoglich ist (Kwok et al., 1993).

Die Arbeitsgruppe Kwok erwartete, dass neben der Retention im ER eine weitere
Moglichkeit des Verbleibs der Dimere in der Zelle denkbar ist. Dabei konnte die Ober-
flachenexpression von DQ1a/3p nicht nachgewiesen werden, jedoch wurde die intra-
zellulare Aggregation des Heterodimers mit der li beschrieben. Aufgrund der Tatsache,
dass die Invariante Kette eine Signalsequenz fur den Transport zu dem endosomalen
Kompartiment enthalt, vermutete Kwok den Transport dieses HLA-li-Aggregats bis in die
Endosomen (Bakke & Dobberstein, 1990). Der Erklarungsversuch von Kwok et al.
gelang, als die fehlende Oberflachenexpression durch eine veradnderte Konformation
begriindet wurde. Diese These wirde bedeuten, dass ein Rest der li in der Peptid-
bindungsgrube verbleibt, und so die Peptidbindung und den Transport zur Zellober-
fache, verhindert. Anhand von massenspektroskopischen Untersuchungen konnte 2008
durch Wiesner et al. tatsachlich eine CLIP-Sequenz gefunden werden, die aul3er-
gewodhnliche Stabilitat im Zusammenhang mit DQ2 aufzeigte (Wiesner et al., 2008).
Jedoch konnte diese veranderte CLIP-Sequenz bisher nur im Zusammenhang mit
bestimmten transportkompetenten DQ-Heterodimeren gezeigt werden, so dass dies
keine Erklarung fur transportinkompetente Allelkombinationen sein kann. Inwiefern diese
fehlgefalteten Dimere in den Endosomen verbleiben oder intrazellular Uber die
Lysosomen abgebaut werden, konnte durch die Ergebnisse der Studien von Kwok et al.
nicht gezeigt werden.

Insgesamt mussen drei alternative Thesen bei der Frage, was mit zwei nicht-passenden
DQ-Subeinheiten geschieht, berticksichtigt werden. Eine weitere Moglichkeit, ware die
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Aggregation der a- und p-Kette, die als Heterodimer zwar aus dem ER ausgeschleust
werden, aber die Zelloberflache aufgrund einer mangelhaften Peptidbindung nicht
erreichen. Neben der beschriebenen Theorie, dass beide HLA-Klasse-II-Untereinheiten
nicht assoziieren kdnnen, ist eine kurzfristige Assoziation denkbar, die jedoch nicht zu
einer ER-Ausschleusung fuhrt. Es besteht weiterhin die Moglichkeit, dass beide
Untereinheiten sich erneut I6sen, um als a- und B-Kette eine weitere Allelkombination
auf Funktionalitat zu prufen. Diese Variante erscheint, bei Betrachtung der Ergebnisse in
Abschnitt 4.3.2, besonders interessant. Die Tatsache, dass die nicht-oberflachen-
exprimierte DQ-Allelkombination 0103/0301 nach einer Ko-Immunprazipitierung intra-
zellular in einem Komplex vorgefunden wird, zeigt, dass es zu einem Zusammenbau
beider DQ-Untereinheiten kommen muss, auch wenn dieser nur marginal ist. Somit ist
fur diese nicht-oberflachenexprimierte Allelkombination gezeigt, dass, entgegen der
Ergebnisse von Kwok et al., eine Zusammenlagerung der Untereinheiten des Allotyps
DQ3a/DQ1B im ER durchaus madglich ist.

Die Ergebnisse in Abschnitt 4.3.2 belegen, dass eine DQp-Kette (0302) eine viel
starkere Assoziation mit der DQa-Kette besitzt, wenn beide kombiniert ein transport-
kompetentes Heterodimer bilden. Daraus lasst sich die Vermutung ableiten, dass die
passende Beta-Kette und die nicht-passende Beta-Kette bereits im ER um die Bindung
an die DQa-Kette kompetieren. Weitere Analysen ergaben, dass lediglich die passende
DQpB-Kette im Komplex mit li-DQa aus dem ER heraus transportiert wird und in die
MIIC-Kompartimente gelangt, in denen die Antigenbeladung stattfindet. Im Gegensatz
dazu konnte die nicht-passende DQp-Kette 0301 nicht in MIIC-Kompartimenten nachge-
wiesen werden (s. Abschnitt 4.3.2). Diese Ergebnisse fuhren zu der Annahme, dass
nicht-passende DQa/B-Dimere im ER verbleiben. Nach einer kurzfristigen Aggregation
dissoziieren die nicht-passenden DQ-Untereinheiten, so dass eine passende p-Kette mit
der DQa-Untereinheit zu einem transportkompetenten Heterodimer zusammengebaut
werden kann.

Diese Theorie wird durch frihere Ergebnisse der Arbeitsgruppe Koch bestétigt.
Aufgrund vorangegangener Arbeiten innerhalb der eigenen Arbeitsgruppe konnte
namlich gezeigt werden, dass nicht-funktionelle Peptidrezeptoren der Klasse-ll im ER
verbleiben und es zu einer Kompetition um einen funktionellen Peptidrezeptor kommen
kann (Neumann und Koch, 2006). Dabei wurde durch Neumann et al. nachgewiesen,
dass eine mutierte B-Kette durch eine Wildtyp-Kette ersetzt werden kann. Diese
Ergebnisse fiuhrten zu einem nicht-klassischen Modell des MHC-II-Zusammenbaus im
ER, bei dem eine Art Qualitatskontrolle des Peptidrezeptors durchgefuhrt wird. Nach
dieser Theorie bindet die a-Untereinheit an die Invariante Kette. Erst im Anschluss wird
eine B-Subeinheit gesucht, die in dieser Konstellation einen funktionellen Rezeptor
ergibt. Nicht passende Beta-Ketten werden in diesem Modell solange ausgetauscht bis
eine passende Subeinheit gefunden wird.

Die Kompetetionsexperimente dieser Arbeit wurden unter Berlcksichtigung der
Expression der li durchgefuhrt (Abschnitt 4.3.2). Demnach ist, gemal dem Modell von

Institut fiir Genetik, Abteilung Immunbiologie, Universitidt Bonn Seite 95



Diskussion

Koch et al. (2007), auch fur nicht-transportierte DQ-Allelkombinationen denkbar, dass
die li den Austausch der nicht passenden DQp-Kette gegen eine passende DQp-
Untereinheit fordert. Erst diese zwei passenden DQ-Subeinheiten werden im Komplex
mit der li aus dem ER transportiert.

Ausgehend von den drei unterschiedlichen Theorien des Verbleibs der nicht-passenden
DQ-Rezeptoren erscheint der Transport nicht-oberflachenexprimierter Heterodimere in
die Endosomen als die unwahrscheinlichste Variante. Dabei wurde weder ein direkter
Nachweis dieser Kombinationen in MIIC-Kompartimenten geliefert, noch der Verbleib
(z.B. Abbau Uber Lysosomen) in der Zelle geklart. Hingegen scheint es je nach
Allelkombination des DQ-Isotyps mdoglich, dass die beiden Untereinheiten aufgrund
struktureller Unterschiede entweder gar nicht zu einem Dimer zusammengebaut werden
konnen oder dies nur transient mit anschlie3ender Dissoziation geschieht.

Nun ergibt sich die Frage, inwieweit diese Effekte auch beim Menschen eine Rolle
spielen kénnen. Ein Modell, das diese Ergebnisse schematisch zusammenfasst, ist in
Abbildung 5.1 aufgezeigt. Ein Individuum besitzt im Normalfall jeweils zwei DQ-Gene flr
die Alpha- und zwei DQ-Gene fir die Beta-Ketten, wobei jeweils eine Alpha- und eine
Beta-Kette vom maternalen bzw. paternalen Haplotypen stammen. Durch cis- und trans-
Kombination kann es zur Ausbildung von vier allotypischen Heterodimeren kommen.
Ausgehend von den Ergebnissen dieser Arbeit und den Arbeiten von Kwok et al. (1993)
sind jedoch etwa 1/3 der moglichen DQa/B-Kombinationen als nicht-funktionelle Peptid-
rezeptoren charakterisiert. Daher besteht, rein rechnerisch betrachtet, die Mdglichkeit,
dass von den vier moglichen Kombinationen eine oder mehrere DQo/B-Einheiten nicht
zusammenpassen und das ER nicht zu Zwecken der Antigenprasentation verlassen.
Eine Allelkombination kénnte dabei als nicht-transportkompetent charakterisiert werden,
wenn entweder einer der beiden Haplotypen diese Kombination enthalt, oder eine der
beiden trans-Kombinationen nicht zueinander passt. Zwei DQ-Heterodimere, die das ER
nicht verlassen, entstehen, wenn beide cis-Kombinationen nicht zusammen passen,
jedoch beide mdglichen trans-Kombinationen einen funktionellen Rezeptor ergeben.
Das gleiche Ergebnis wirde sich einstellen, wenn die cis-Kombinationen funktionell
sind, aber die trans-Kombinationen nicht passenende Dimere bilden. Wenn beide
Haplotypen, sowie eine der trans-Kombinationen, nicht-funktionelle DQ-Heterodimere
ergeben, so bleibt nur eine funktionelle Kombination tbrig. Die Mdglichkeit, dass alle
vier Peptidrezeptoren nicht aus dem ER freigesetzt werden, entsteht bei fehlender
Assoziation der beiden cis-, sowie der beiden trans-Allelkombinationen. Wahrschein-
licher ware jedoch, dass ein Individuum homozygot ist. Dann wirde bereits eine nicht-
transportierte cis-Kombination zum Ausfall aller funktionellen DQ-Molekule fuhren.

Sofern mindestens eine der Allelkombinationen transportkompetent ist, kann ange-
nommen werden, dass es kurzfristig zum Zusammenbau der nicht-passenden DQa/B-
Ketten kommt, die jedoch anschliel3end wieder durch die Hilfe der li entfernt und durch
eine passende DQ-Untereinheit ersetzt werden. Die Ubrigen Kombinationsmadglichkeiten
konnen als transportkompetente Rezeptoren das ER verlassen und die Antigen-
prasentation gewahrleisten.
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Abbildung 5.1: Modell des Zusammenbaus \
von DQ-Untereinheiten zu einem
Heterodimer im ER

Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit sind Allel-
Kombinationen von HLA-DQ-Ketten bekannt, die
nicht aus dem ER transportiert werden.

Es sind 3 Szenarien vorstellbar:

-Bei homozygoter Konstellation wére es mdglich,
dass ein nicht funktioneller Peptidrezeptor gebildet
wird, der nicht aus dem ER transportiert wird. Fur
den totalen DQ-Ausfall in einem Individuum muss
daher lediglich eine Allelkombination als nicht-
passend charakterisiert sein.

-Bei heterozygotem Genotyp ist es mdoglich, dass
nur bestimmte o/B-Dimere nicht-funktionell sind
und im ER verbleiben. Die tbrigen Kombinationen
gelangen aus dem ER und gewahrleisten die
Antigenprasentation

-Das heterozygote Modell lasst jedoch auch die
Mdglichkeit offen, dass alle vier Kombinations-
mdglichkeiten keine funktionellen Peptidrezeptoren
bilden kénnen. j

5.1.3 Klinische Relevanz und Selektion bestimmter DQ-Allelkombinationen

Die hohe Diversitdt im HLA-Bereich des modernen Menschen kann nur durch einen
enormen Selektionsdruck erklart werden, der fiur die enorme Vielfalt und Diversitat
verantwortlich ist. Dabei gibt es Hinweise, dass der Polymorphismus der MHC-Allele
durch positive Selektion entsteht (Yeager & Hughes, 1999). Die Theorie des soge-

nannten ,Heterozygotenvorteils* sieht den Vorzug

von heterozygoten HLA-Haplotypen

in einem breiteren Spektrum der Antigenbindungsspezifitdit. Somit kénnen mehr
Antigene gebunden und prasentiert werden. Die Wahrscheinlichkeit einer Immunantwort
ist hoher und somit steigt die Chance infektiose Erkrankungen zu tberleben (Ohta et al.,
1999). Es ergibt sich somit die Frage, inwiefern eine Einschrankung der Vielfalt der
HLA-DQ-Rezeptoren eine klinische Relevanz besitzt.

Die Assoziation zwischen HLA-DQ und Autoimmunerkrankungen ist ausfuhrlich in
Abschnitt 1 beschrieben worden, wobei DQ direkt an der Ausldsung einer Erkrankung
beteiligt sein kann oder mit Suzeptibilitatsgenen gekoppelt vererbt wird. Bei einigen
Autoimmunerkrankungen (Diabetes mellitus Typ 1 (T1D), Zdliakie) steigt das relative
Risiko fur bestimmte HLA-DQ-Alleltrager im Vergleich zu Nicht-Alleltragern (Stepniak et
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al., 2008). Verantwortlich daftir sind zumeist die polymorphen Ankerreste innerhalb der
Peptidbindegrube, die zu einer gesonderten Prasentation spezifischer Antigene fuhren.
Moglicherweise sind einige dieser Erkrankungen direkt mit dem Polymorphismus der
DQ-Gene verbunden (Wiesner et al., 2008). Es ist weiterhin denkbar, dass aufgrund der
verminderten Kombinationsmoglichkeit der DQ-Ketten eine Assoziation mit einer Auto-
immunerkrankung zum Tragen kommen kann und es somit zu einer Einschrankung der
genetischen Variabilitat kommt. Bereits bekannt ist, dass bei Stérungen der Expression
von Klasse-lI-Rezeptoren die antigenspezifische T-Zellreaktion eingeschrankt ist. Die
klinischen Symptome dieses sogenannten ,Bare Lymphocyte Syndrom* wurden anhand
von 80 Patienten aus 60 Familien beschrieben. Die haufigsten Manifestationen sind
rezidivierende schwere Infektionen, protrahierte Durchfélle, Atemwegserkrankungen und
Gedeihstorungen (Wahn et al., 2010). Speziell fur den Fall des ,Bare Lymphocyte
Syndrom* ist jedoch nicht lediglich ein Isotyp betroffen, sondern es handelt sich um den
generellen Ausfall bzw. die Verminderung der Antigenprasentation durch HLA-Klasse-II-
Molekdile.

Verschiedene Studien belegen zudem, dass die Kombination aus bestimmten a- und -
Ketten entscheidend fur das relative Risiko einer Erkrankung sein kann. Eine Erh6hung
des Risikos an Zoliakie zu erkranken wird fir den DQ-Allotypen DQA1*0501/DQB1*02
beschrieben (Cintado et al.,, 2006). Abh&ngig von der DQ-Allelkombination konnten
veranderte CLIP-Sequenzen im Zusammenhang mit DQ2 und DQ8 nachgewiesen
werden, die verstarkt bei Zoéliakie-Patienten gefunden wurden. Dabei ist hervorzuheben,
dass die besonders starke Bindung von CLIP zu einer veranderten T-Zell-Selektion fuhrt
und so Autoimmunerkrankungen entstehen konnen (Wiesner et al., 2008). Weiterhin
zeigte Ettinger et al. (1998), dass SDS-instabile DQ-Heterodimere das relative Risiko fur
T1D (Diabetes mellitus Typl) erhdhen, wohingegen SDS-stabile Dimere wie z.B.
DQA1*0102/DQB1*0602 protektiv wirken. Die Arbeits-gruppe Spurkland konnte zeigen,
dass in Abhangigkeit der DQA1- und DQB1- Genkombination eine Pradisposition fur
Multiple Sklerose genetisch vorbestimmt ist (Spurkland et al., 1991). Aber nicht nur das
relative Risiko fur Autoimmun- und Stoffwechselerkrankungen ist abh&ngig von den o/p-
Allelkombinationen des Isotyps DQ, sondern auch ein Schwangerschaftsabbruch
innerhalb der ersten drei Monate wurde in Verbindung mit diesen HLA-Klasse-II-
Molektlen gebracht (Sipak-Szmigiel et al., 2007). Ein erhdhtes Risiko wurde dabei fr
DQA1*0105/DQB1*05, ein geringes Risiko fur Schwangere mit der Allelkombination
DQA1*0302/DQB1*0303 beschrieben.

Fur die in dieser Arbeit gefundenen vier transportinkompetenten DQ-Allelkombinationen
wurden bisher keine Hinweise fur eine direkte Korrelation mit der Entstehung einer
Erkrankung beschrieben. Eine Erklarung dafur liegt wohl in der Tatsache begriindet,
dass diese Kombinationen unter natirlichen Bedingungen gar nicht, bzw. auf3erst selten
vorkommen. In dieser Arbeit sollte durch Betrachtung einzelner Haplotypen einer
ethnischen Population untersucht werden, inwiefern das Auftreten dieser nicht-
passenden Allelkombinationen beobachtet werden kann. Ein positives Kopplungsun-
gleichgewicht innerhalb einer Ethnie zeigt dabei, dass eine DQa/B-Kombination
zusammenhangend vererbt wird. Eine negative Selektion kann fir diese besonderen

Institut fiir Genetik, Abteilung Immunbiologie, Universitit Bonn Seite 98



Diskussion

Allelkombinationen ausgeschlossen werden. Hingegen zeigt ein negativer Deltawert (-A)
zwischen tatsachlicher und errechneter Haplotypenhaufigkeit (& Kopplungsungleich-
gewicht), dass diese Allelkombination sehr selten innerhalb der betrachteten Population
vorkommt. Weiterhin missen fir negative A-Werte populationsgenetische Einfliisse in
die Betrachtung einbezogen werden, die ursachlich fir die Minimierung des Auftretens
auf einem Chromosom sind. Dabei ist sehr interessant, dass zwischen den Genorten
DQAL und DQBL1 ein besonders stark ausgepragtes Kopplungsungleichgewicht herrscht
und somit verschiedene Allelkombinationen sehr haufig gekoppelt auf einem
Chromosom vorkommen, andere Kombinationen nur selten beobachtet werden
(Gyllensten & Erlich, 2002).

.funktioneller Allotyp* .Nicht-funktioneller* Allotyp

¥
DQA1*0301

DQB1*0301 DQB1*0602

I s AR .

o 0.100 0.250 1

Abbildung 5.2: Regionale Verteilung von nicht-funktionellen HLA-DQ-Allelen

Die regionale Verteilung und Haufigkeit der HLA-DQ-Allele, die in Kombination von a- und B- Kette weder als EndoH-
resistent, noch auf der Zelloberflache detektiert werden konnten, sind stellvertretend durch DQA1*0301 und DQB1*0602 auf
der rechten Seite dargestellt. Es zeigt sich, dass keine der aufgefuihrten ethnischen Populationen beide Allele mit einer
Frequenz von Uber 25% (rote Farbmarkierung) besitzt. Die linke Halfte der Abb. 5.2 sind die Allelhaufigkeiten von
DQA1*0501 und DQB1*0301 gezeigt. Bei Untersuchungen der einzelnen Populationen zeigen sich Uberschneidungen der
regionalen Verteilung. Durch orange Pfeile werden Populationen markiert, in denen beide Allele mit einer Haufigkeit von >
25% gefunden werden. Das gemeinsame Vorkommen innerhalb von einem Individuum erscheint wahrscheinlich.
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Bei der Betrachtung des Vorkommens der einzelnen Allele konnte anhand der Angaben
der Datenbank ,Allelefrequencies” ein Unterschied zwischen transportkompetenten und
nicht-passenden Allelkombinationen aufgezeigt werden. Bei der Auswertung der
regionalen Verteilung zeigte sich, dass alle Allelkombinationen, die auf der Zellober-
flache nachzuweisen waren, innerhalb einzelner Populationen sowohl eine sehr hohe
Haufigkeit fur die a- als auch fur die B-Kette aufwiesen. Dies gilt nicht flr transportin-
kompetente Allelkombinationen. Das haufige Auftreten einer DQa-Untereinheit als Tell
eines nicht-funktionellen Heterodimers ist durch die gleichzeitig sehr geringe Haufigkeit
der zugehdorigen B-Kette in der gleichen Ethnie gekennzeichnet. Somit ist fir diese nicht-
passenden Rezeptoren das gleichzeitig hdufige Vorkommen von a- und B-Kette bisher
nicht gezeigt worden. Ausgehend von den hier analysierten DQa-Allelen ist jedoch das
gleichzeitige Vorkommen mit einer DQB-Kette in einer Population wahrscheinlich, die zu
einem Heterodimer kombiniert, im Zellmodell zur Zelloberflache transportiert werden
konnten. Beispielhaft ist dies in Abbildung 5.2 fir die funktionelle Allelkombination
DQA1*0501/DQB1*0301 und den transportinkompetenten Allotypen DQA1*0301/DQB1*
0602 dargestellt. Rote Pfeile markieren dabei die Ethnien, in denen beide DQ-Subein-
heiten mit einer Frequenz von uber 25% vorkommen. Die Auswertung aller untersuchten
Allele ist im Anhang in Abbildung 6.2 und 6.3 nachzulesen. Das Vorkommen von nicht-
funktionellen Allelkombinationen in Populationen ist jedoch auch nach Betrachtung der
regionalen Verteilung einzelner Allele mdglich.

Die Ergebnisse aus Abschnitt 4.3.3 zeigen, dass es in jeder der 20 untersuchten
Ethnien bestimmte Haplotypen aus DQoa und DQP gibt, die besonders héaufig
vorkommen und mit einem hohen positiven Kopplungsungleichgewicht beschrieben
werden. Auffallig ist dabei, dass es unabhangig von der Population, oftmals die gleichen
Haplotypen sind, die sich auf diese Art hervorheben und auf einem Chromosom
gemeinsam vorkommen. Diese stabilen Haplotypen scheinen stark miteinander
gekoppelt zu sein und sich unabhangig von der Region und Zeit zu erhalten und an die
Nachkommen weitergegeben werden. In verschiedenen Studien werden &hnliche
Analyseresultate fur die Stabilitat von DQ-Haplotypen beschrieben. Dabei werden
bestimmte Allelkombinationen in Form eines Haplotypen als stark konservierte,
populationsspezifische Haplotypen beschrieben (Dawkins et al., 1999; Ahmed et al.,
2003).

Die Entwicklung eines Kopplungsungleichgewichts ist dabei von verschiedenen
Faktoren wie der Rekombinationsrate, der Gréf3e und Migration der Population und der
Selektion bestimmter Haplotypen abhangig (Ahmed et al., 2003). Es zeigte sich in
verschiedenen Studien, dass die Rekombination eine untergeordnete Rolle fir den HLA-
DQ-Bereich zu spielen scheint. Die Arbeitsgruppe Carrington charakterisiert die
Rekombinationsrate fir die Genorte DQ und DR als sehr gering (Carrington et al.,1999).
Ausgehend von bestimmten Hot Spots fur die Rekombination beschreibt auch Ahmed et
al. (2003), dass DQ aulRerhalb eines Rekombinations-Hot Spots liegt. Nur wenige
Rekombinationsereignisse konnten in familienbasierten Studien aufgedeckt werden.
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Weiterhin wird von Carrington et al. (1999) jedoch darauf hingewiesen, dass durch eine
abgeschwachte oder gar unterdriickte Rekombinationsrate nicht die Mdglichkeit einer
Selektion bestimmter Haplotypen beeinflusst wird (Carrington et al., 1999). Die
natirliche Selektion fordert im HLA-Komplex besonders die Diversitat im Bereich der
Peptidbindegrube. Der Polymorphismus in diesem Bereich sichert das Uberleben der
Individuen, da so die Peptidprasentation eines moglichst groRen Spektrums an Peptiden
gewahrleistet wird (Yeager & Hughes, 1999). Die epistatische Form der Selektion kann
dabei eine Allelkombination an zwei oder mehreren Genorten spezifisch fordern, so
dass es zur Entstehung von Kopplungsungleichgewichten in der Bevolkerung kommt
(Ahmed et al, 2003). Traherne (2008) erklart diesen positiven Selektionsdruck fur
bestimmte Allelkombinationen, die Uber eine lange Zeitperiode wéahrend der Evolution
nur selten getrennt werden, durch funktionelle cis-Interaktionen zweier Genorte. Dabei
ist ein Set von Allelen eines bestimmten Haplotypen dafir ausgerichtet, um zusammen
zu funktionieren (Traherne et al., 2008). Diese cis-Assoziation im Zusammenhang mit
den Allelen des DQA1l- und DQB1-Genortes kodnnte erklaren, dass die Allel-
kombinationen mit einem Kopplungsungleichgewicht als funktionell in dieser Arbeit
charakterisiert werden konnten. Es ist somit anzunehmen, dass alle Allelkombinationen,
die in ethnischen Populationen mit einem besonders hohen Kopplungsungleichgewicht
gefunden werden, funktionell zueinander passen und somit einen transportkompetenten
DQ-Rezeptor ergeben. Diese Theorie muss fur die Heterodimere von HLA-DQ jedoch
noch weiterhin belegt werden.

Die vier nicht-transportkompetenten Allelkombinationen aus Abschnitt 4.3.1 wurden
auch hinsichtlich ihres Vorkommens von Haplotypen und dem zugehd6rigen Kopplungs-
ungleichgewicht untersucht. Es zeigte sich, dass alle vier Haplotypen zu den sehr
seltenen Haplotypen zéhlen und in fast allen ethnischen Populationen mit einer
Frequenz unter 1% beschrieben werden kénnen. Anhand dieser Daten wird deutlich,
dass diese Allelkombinationen negativ selektioniert wurden oder noch werden. Die
Wahrscheinlichkeit, dass nicht-transportkompetente Allelkombinationen in cis-Stellung
auf einem Chromosom vorkommen ist daher als sehr gering einzuschatzen. Ein totaler
Ausfall aller DQ-Heterodimere ist aufgrund der cis-Stellung nicht nur bei heterozygoten,
sondern auch bei homozygoten Individuen sehr unwahrscheinlich. Auffallig ist, dass die
beiden einzigen nicht-funktionellen Allelkombinationen, die in der Datenbank gelistet
waren, nur in sehr kleinen ethnischen Populationen auftauchten, die in sich sehr
geschlossen sind. Lediglich die Allelkombination DQA1*0301/DQB1*0201 konnte mit
einem positiven A-Wert identifiziert werden, wobei sie sich in ethnischen Populationen
zeigte, die keine hohen Migrationsraten erwarten lassen. Es wurden zwei afrikanische
Stamme (Cameroon Saa und Gabon Haut Ogooue Province Dienga Village) und vier
Populationen in Indien gefunden, in denen dieser Haplotyp auftritt.

Bei einer Untersuchung der HLA-Haplotypen in Sibirien wurden &ahnliche Ereignisse
hinsichtlich des Auftretens von nicht-funktionellen Allelkombinationen in insich
geschlossenen Populationen beobachtet. Blazenka et al. (1998) untersuchte die
Allelfrequenzen der funf polymorphen Klasse-lI-Genorte in sieben unterschiedlichen
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ethnischen Populationen. Anhand der Genfrequenz wurden die vorkommenden
Haplotypen und ihre Haufigkeit beschrieben. Es konnte eine Praferenz fur spezielle
HLA-DQA1/DQB1-Kombinationen in den sieben untersuchten Subpopulationen
aufgezeigt werden. Ein Beispiel fur eine sehr haufig vorkommende Allelkombinationen
auf einem Chromosom ist die Kombination aus DQA1*01/DQB1*03 und DQA1*03 und
DQB1*05. Das Vorhandensein von Préferenzen der Interaktion zwischen DQA1 und
DQB1 legt den Schluss nahe, dass Limitationen fur die Formierung von DQa/B-
Heterodimeren existieren. (Blazenka et al., 1998). Diese Ergebnisse zeigen erneut, dass
es bestimmte Haplotypen gibt, die hochfrequent sind und deren Kopplung auf einem
Chromosom positiv selektioniert wird.

Weiterhin zeigte Blazenka et al., dass viele der Haplotypen in Sibirien unibliche
Allelkombinationen darstellten, die aufl3erhalb von sibirischen Regionen nicht haufig
vorkommen. Diese uniblichen DQ-Haplotypen bestehen aus Allelkombinationen, die als
nicht-transportkompetent identifiziert wurden (Kwok et al., 1993). Die Entstehung dieser
niedrig-frequenten Haplotypen kann in kleinen Populationen mit geringer Migrationsrate
nicht mit der Herkunft aus fremden Populationen erklart werden. Es ist davon auszu-
gehen, dass von Zeit zu Zeit Rekombinationsereignisse diese Allelkombinationen
hervorbringen. Aufgrund des genetischen Drifts kann diese zufallige Anderung der
Haplotypen in kleinen Populationen besonders aufféllig sein. Diese Allelkombinationen
existieren als Haplotyp in einer kleinen Population jedoch nur voriibergehend, bevor sie
durch negative Selektion eliminiert werden (Blazenka et al., 1998). Das Auftreten von
Lverbotenen“ Allelkombinationen ist dabei vermutlich nicht auf Sibirien beschrankt. Die
geringe PopulationsgrofRe von Sibirien sowie die relativ starke Isolation zu anderen
Populationen sind jedoch Bedingungen, unter denen solche Haplotypen eher
vorkommen, als in grof3en, schnell durchmischenden Populationen.

Eine wichtige Erkenntnis ergibt sich aus der Tatsache, dass keine homozygote Person
identifiziert werden konnte, die eine nicht-funktionelle DQ-Allelkombination aufweist.
Somit ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass einer von zwei Haplotypen bzw. die trans-
Kombination aus DQa- und B-Kette transportkompetent ist.

5.1.4 Zusammenhang zwischen Partnerwahl und HLA-DQ-Allelkombinationen

Bei der Ursachenforschung nach dem negativen Selektionsdruck flr das Vorkommen
bestimmter DQ-Allelkombinationen als Haplotyp sind mehrere Grinde anzufiihren. Die
grol3e Anzahl an Assoziationen mit Immun- und Stoffwechselerkrankungen scheint
dabei eine wichtige Rolle einzunehmen. Die Nachteile, ausgehend vom Beispiel des
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.Bare Lymphocyte Syndrom*, bei dem die Klasse-lI-Molekile gar nicht oder nur minder
zur Antigenprasentation zur Verfigung stehen, zeigen den deutlichen Nachteil fir
betroffene Individuen auf. Die Einschrankung der unterschiedlichen Heterodimere in
einem Individuum verringert das Spektrum an Peptiden, die durch DQ prasentiert
werden kénnen. Eine mdgliche Initiierung einer nétigen Immunantwort kann somit auch
ausbleiben und deutliche Nachteile fir die Gesundheit des Einzelnen haben.

Ausgehend von diesen Nachteilen kann ein sehr interessanter Zusammenhang
zwischen dem Selektionsdruck von Haplotypen und der Entstehung von bestimmten
DQ-Allelkombinationen beobachtet werden. Die polymorphen Gene des HLA-
Komplexes und Genorte fur olfaktorische Rezeptoren sind wiederholt mit verschiedenen
Aspekten von Partnerwahl und reproduktivem Erfolg in Verbindung gebracht worden
(Ziegler, 2003). Es wurde beschrieben, dass die HLA-Heterozygotie gemald des
.Heterozygotenvorteils” einen individuellen Nutzen fur ein Individuum bringt (Ohta et al.,
1999). Die Verschiedenheit der MHC-Gene in einem Individuum flhren dabei zu einer
verbesserten Anpassungsfahigkeit eines Individuums gegenuber Krankheitserregern, da
die Mdglichkeit Peptide neuartiger Krankheitserreger zu prasentieren, bei erhéhter HLA-
Vielfalt wahrscheinlicher ist. Somit kann eine durch den Geruchssinn beeinflusste
Partnerwahl die Auswahl an cis- und vor allem trans-Kombinationen der HLA-
Rezeptoren steuern (Ziegler, 2003). Vor allem Peptide aus den MHC-Peptidkomplexen
sind an der Entscheidung der Partnerwahl im Zusammenhang mit sexueller Selektion
beteiligt. Bei verschiedenen Untersuchungen zeigte sich, dass es auf die Ankerreste der
Peptide ankommt, die die Spezifitdt der Erkennung durch olfaktorisch sensorische
Neuronen bestimmen (B6hm, 2005). Anhand synthetischer Peptide konnte, in
Abhangigkeit der Sequenz, die Reproduktionsentscheidung von Mausen beeinflusst
werden. In Untersuchungen an Stichlingsfischen wurde durch die Zugabe von
synthetischen Peptiden das Wahlverhalten der Fische beeinflusst (Milinski et al., 2005).

Anhand dieses belegten Zusammenhangs zwischen dem Wabhlverhalten bzw. der
sexuellen Selektion und des ,MHC-Heterozygotenvorteils“ ist es denkbar, dass durch
die Partnerwahl die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten von nicht-funktionellen
Allelkombinationen, die durch den maternalen und paternalen Haplotypen entstehen
konnten, minimiert wird. Nach dieser Theorie wirden, anhand der Auswahl eines
spezifischen Partners, Allelkombinationen ausgewéhlt, die in trans-Stellung zu
transportkompetenten Heterodimeren zusammengebaut werden konnen. Dies wirde
zudem erklaren, warum in kleinen, abgegrenzten Populationen gelegentlich das
Auftreten von nicht-funktionellen Allelkombinationen beobachtet werden kann, da in
diesen Ethnien die Auswahl hinsichtlich der sexuellen Selektion wesentlich geringer ist
als in groReren Populationen.
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5.2 Klasse-ll-Abhéngigkeit von dem Chaperon Invariante Kette

5.2.1 Die Invariante Kette als Chaperon fur HLA-DR, -DP und -DQ

Die HLA-II-Untereinheiten o und B werden im ER zu Heterodimeren zusammengebaut,
die mit der Invarianten Kette in einem Aggregat vorliegen (Anderson & Miller, 1992). Die
Invariante Kette bindet dabei an die HLA-Klasse-1I-Molekile innerhalb der Peptidbinde-
grube, die durch die a2- und 2-Domanen gebildet wird (Gosh et al., 1995).

Die Aggregation mit der |i verandert die Konformation des Heterodimers (Anderson &
Miller, 192; Verreck et al., 2001). Ausgehend von der veranderten Konformation kann
ein funktionsfahiger Klasse-lI-Rezeptor das ER verlassen und den Weg zu dem
endosomalen Kompartiment antreten (Bakke & Dobberstein, 1990).

li wird dabei eine Chaperonfunktion fur das Klasse-II-Molekll zugeschrieben (Anderson
& Miller, 1992). Die stabilisierende Wirkung auf die HLA-Heterodimere und der Einfluss
der li auf eine erfolgreiche Antigenpréasentation wurden an li-defizienten Mausen
nachgewiesen. Die genveranderten Mause zeigten in diesen Versuchen eine deutlich
reduzierte MHC-II-Oberflachenexpression, sowie eine fehlende Antigenprasentation
(Elliot et al., 1994; Viville et al., 1993).

Die Ergebnisse dieser Arbeit bekraftigen die Aussage, dass die li als Chaperon fir
Klasse-lI-Molekile fungiert. Die durchflusszytometrischen Untersuchungen zeigen fir
alle drei Klasse-lI-Isotypen DR, DP und DQ eine verbesserte Oberflachenexpression der
Heterodimere in menschlichen Lungenfibroblasten an. Eine vollstandige Abh&ngigkeit,
hinsichtlich des Transportes zur Zelloberflache, konnte dabei aber nicht gezeigt werden.
Jedoch erhéhte die Anwesenheit der Invarianten Kette die Oberflachenexpression bis zu
dem dreifachen Wert, verglichen mit dem Transport der Heterodimere in Abwesenheit
der Invarianten Kette.

Ramagnoli und Germain (1994) beschreiben erstmals, dass die Funktion der li auf die
CLIP-Sequenz  zuruckzufiihren ist. Das CLIP-Segment reguliert sowohl den
Zusammenbau im ER, als auch den intrazellularen Transport zur Zelloberflache. Damit
die Invariante Kette ihre Chaperonfunktion fir alle I1so- und Allotypen aufrecht erhalten
kann, ist es notwendig, dass sie mit konservierten Aminosaureresten in der a2/p2-
Domane interagiert. Im Rahmen der hier durchgefihrten Untersuchungen wurden Ili-
Konstrukte verwendet, bei denen eine Deletion in der peptidbindenden Region
durchgefuhrt wurde (Abschnitt 4.2.6). Die Ergebnisse belegen, dass nach Analyse der
Oberflachen-expression eines HLA-II-DQ-Allotyps, insbesondere die Grube-bindende
Sequenz (AS 91 - 99) der Invarianten Kette wichtig fir die Erhdhung der Oberflachen-
expression der DQ-Rezeptoren ist. Diese Chaperonwirkung der li auf die Heterodimere
konnte ebenso durch die Deletion der Aminosaurereste 81 — 87 abgeschwacht werden,
jedoch war das Ergebnis nicht signifikant. Die li-Sequenz der Aminoséaurereste 81 — 90
wird bereits durch Stumptner & Benaroch (1997) als prolinreiche Sequenz beschrieben,
die die Bindung zwischen der li und dem Klasse-II-Molekiil stabilisiert. Dabei konnte die
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PBS-Region (AS 81 - 87) als wichtige Kontaktstelle zur Stabilisierung verschiedener
Allotypen identifiziert werden (Neumann et al., 2006). Die Ergebnisse aus Kapitel 4.2.6
zeigen somit, dass diese Interaktion nicht die einzige Kontaktstelle ist. Der Austausch
von Methionin gegen Glycin an Position 91 der li zeigte keinerlei Verdnderungen der
Chaperonfunktion.

Die Ergebnisse fur HLA-DQ, -DR und -DP zusammenfassend, kann die vermeintliche
Chaperonfunktion der Invarianten Kette fur alle drei Isotypen bestatigt werden. Anhand
von drei li-Deletionsmutanten wurde der Aminosaurebereich 91 — 99 als entscheidend
fur die Chaperonfunktion der Invarianten Kette fur einen HLA-DQ-Allotyp identifiziert.

5.2.2 Die Anwesenheit der Invarianten Kette verandert die DQ-Konformation

Die durch Anderson & Miller (1992) beschriebene Tatsache, dass die li zu einer
Konformationsanderung der Klasse-lI-Molekdile fuhrt bevor der HLA-Rezeptor aus dem
ER freigesetzt wird, konnte durchaus einen erheblichen Einfluss auf die erfolgreiche
Antigenprozessierung besitzen. Weiterhin wird beschrieben, dass die li einen Einfluss
auf die Modifikation der Klasse-II-Molekile bewirkt. Erst nach dem intrazellularen
Transport der MHC-Molekiile durch den Golgi ist eine Erh6hung der molekularen Masse
der HLA-Untereinheiten erkennbar, wobei diese Zunahme mit einer N-Glykosylierung in
Verbindung gebracht wird (Anderson & Miller, 1992). Viele Proteine werden hinsichtlich
ihrer Kohlenhydratstruktur modifiziert, was einerseits zur Reifung der Proteine beitragt,
aber auch fur den Transport eine entscheidende Rolle spielt (Farquhar & Palade, 1998).
Anhand des Einsatzes des Enzyms EndoH konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass
HLA-DR und -DP bei Passage des Golgi Komplexes eine N-Glykanreifung erfahren.
Untersuchungen dieser Arbeit hinsichtlich einer N-Glykanmodifikation von HLA-DQ-
Molekulen im Golgi Komplex zeigten jedoch, dass, in Abwesenheit der li, DQ-
Heterodimere mit unreifen N-Glykanen zur Zelloberflache transportiert wurden. Nach li-
Expression hingegen wurde ein Grof3teil der zelloberflachenexprimierten DQ-Molekile
mit reifen Kohlenhydraten detektiert. Diese Versuche beweisen eine spezifische
Abhangigkeit der DQ-Molekile von der Invarianten Kette. Die i verandert die
Konformation der o/B-Heterodimere bei dem Isotypen DQ vermutlich insofern, dass die
Enzyme des Golgi Apparats die Kohlenhydratreifung induzieren kénnen. Die Ergebnisse
in Abwesenheit der li legen die Vermutung nahe, dass aufgrund einer besonderen
Konformation des Molekiils keine Kohlenhydratreifung erfolgen kann. Dabei bleibt die
Frage offen, inwiefern ein ,nicht-klassisch” gefaltetes DQ-Molekil in der Lage ist,
antigene Peptide zu binden und zu prasentieren.

Eine andere Madglichkeit die Ergebnisse von unreifen Kohlenhydraten der HLA-DQ-
Molektle auf der Zelloberflache zu erklaren, ergibt sich bei Betrachtung der
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intrazellularen Transportroute. Entgegen dem klassischen Weg vom ER Uber den Golgi
Komplex zum endosomalen Kompartiment bzw. der Zelloberflache gibt es sogenannte
nicht-klassische Transportrouten fir Membranproteine. Im ER synthetisierte membran-
gebundene Proteine erreichen die Plasmamembran zusatzlich tGber nicht klassische
Pfade, die zum jetzigen Zeitpunkt nicht ganzlich erklart werden kénnen (Tveit et al.,
2008).

Eine wichtige Rolle fir den nicht-klassischen Transport von Proteinen Uber eine Golgi-
Bypass-Route spielt das Intermediare Kompartiment (IC). Eine direkte Route entsteht
vom frihen IC zur Plasmamembran und eine weitere Transportmdglichkeit fuhrt vom
spaten IC Uber das endosomale Kompartiment zur Plasmamembran. Die beiden
Transportwege unterscheiden sich in der Geschwindigkeit und der Sensitivitdt gegen-
Uber &uReren Einflissen wie Temperaturschwankungen. Es ist denkbar, dass Proteine,
fur die eine BFA-unabhangige Transportstrecke nachgewiesen wurde, sowohl den
direkten Weg als auch den Weg uUber das spate endosomale Kompartiment nehmen
(Marie et al., 2008).

Inwiefern ein HLA-Klasse-II-Molekul, dass auf direktem Weg zur Zelloberflache oder
Uber das spate endosomale Kompartiment transportiert wird, in der Lage ist, Antigene
aufzunehmen und zu prasentieren, kann aufgrund dieser Ergebnisse jedoch nicht
beantwortet werden.

5.2.3 Der Polymorphismus beeinflusst die Transporteigenschaften der DQ-
Heterodimere unabhangig der Invarianten Kette

Die ersten Studien, die sich mit der Analyse der verschiedenen Allelkombinationen
beschaftigten, wiesen den Transport zur Zelloberflache von Allelkombinationen in cis-
und trans-Stellung nach (Giles et al., 1995; Nepom et al., 1987). Es zeigte sich aber
bereits in diesen Arbeiten, dass es zu einer unterschiedlichen Starke der Oberflachen-
expression in Abhangigkeit der jeweiligen Allelkombination kommt. Allele von einem
Haplotypen demonstrierten eine stérkere Zelloberflachenexpression als Haplotypen-
ungepaarte Allelkombinationen aus Alpha- und Beta-Kette in trans-Stellung (Germain et
al., 1985). Die Madglichkeit, dass verschiedene Allelkombinationen unabhangig vom
Haplotypen zu einem Heterodimer zusammengebaut werden kdnnen, zeigte sich auch
beim humanen HLA-Klasse-lI-Isotypen DQ (Giles et al., 1985). Auffallig war auch bei
diesen Analysen, dass je nach Allelkombination unterschiedliche Ergebnisse hinsichtlich
der Oberflachenexpression erzielt wurden.

Bezugnehmend auf diese Studien konnten in dieser Arbeit besonders fur den Isotypen
DQ verschiedene Allelkombinationen aus o- und pB-Kette, unabhéngig einer Haplotypen-
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zugehorigkeit, untersucht werden. Die verschiedenen DQ-Allotypen zeigten hinsichtlich
der durchflusszytometrischen Auswertung der Oberflachenlokalisation unterschiedliche
Ergebnisse. Eine Abhangigkeit dieser Transportunterschiede von der Anwesenheit der li
konnte ausgeschlossen werden, da samtliche Ergenisse sowohl mit und ohne die Ii
erzielt wurden. Die Untersuchung von zw6lf unterschiedlichen Allelkombinationen ergab,
dass je nach Allotyp die Abhangigkeit von der li unterschiedlich ausfiel. Eine besonders
deutliche Abhangigkeit konnte fir die drei Allotypen DQo/B 0103/0302; 0103/0602 und
0301/0301 gefunden werden. Die Uubrigen Allelkombinationen wiesen zwar eine
signifikante, aber dennoch geringere Beeinflussung durch die Invariante Kette
hinsichtlich ihrer Oberflachenexpression auf. Somit spielt auch der Polymorphismus der
HLA-DQ-Molekile eine Rolle, wenn es um die Abhéngigkeit von der li geht.

Hinsichtlich einer unterschiedlich starken Oberflachenexpression konnten auch einzelne
Allelkombinationen identifiziert werden, die vergleichsweise sehr starke Fluoreszenz-
signale in der Durchflusszytometrie lieferten. Ahnliche allelabhangige Unterschiede des
Transportes zur Zelloberflache fur den Isotypen DQ wurden von den Arbeitsgruppen
Kwok et al. und Sant et al. beschrieben. Dabei zeigten DQo/p 0201/0302, 0401/0302
und 0501/0302 eine hohere Oberflachenexpression als die Allotypen 0201/0201,
0301/0302, 0401/0201 und 0501/0201 (Kwok et al., 1993). Ubereinstimmend mit diesen
Daten wurde in dieser Arbeit die Allelkombination 0501/0302 in Abwesenheit der li mit
einer hoheren Oberflachenexpression getestet als 0301/0302. Allerdings zeigte
0501/0201 eine &ahnlich starke Oberflachenexpression wie 0501/0302. Dies beweist,
dass, unabhéngig des jeweiligen Allotyps, auch Einflisse wie Transfektionsraten und
Analysetechniken entscheidend fir die Ergebnisse sind. Die Oberflachenexpressions-
raten wurden zwar in beiden Fallen in der Durchflusszytometrie untersucht, jedoch
wurde zur Auswertung bei Kwok et al. die relative Fluoreszenzintensitat im Gegensatz
zur prozentualen Anzahl an positiven Zellen in vorliegender Arbeit herangezogen (Kwok
et al., 1989; Kwok et al., 1993).

Innerhalb der verschiedenen Analysemethoden zeigen jedoch beide Studien, dass es in
Abhangigkeit des jeweiligen Allotyps zu einer unterschiedlich starken Oberflachen-
expression kommen kann.

Institut fiir Genetik, Abteilung Immunbiologie, Universitit Bonn Seite 107



Diskussion

5.3 Strukturanalyse von HLA-DQ-Molekitlen

5.3.1 Sequenzspezifische Abhangigkeit der DQ-Allelkombinationen von der
Invarianten Kette

Heterozygote Individuen kénnen bis zu elf unterschiedliche HLA-Allele (jeweils vier
maogliche Allele durch DQ und DP und drei Allele durch DR) in ihrem Genotyp besitzen.
Jedes HLA-Heterodimer ist darauf ausgelegt, ein bestimmtes Repertoire an antigenen
Peptiden zu binden und zu prasentieren. Der existierende evolutiondre Druck, eine
mdglichst groRe Bandbreite an Peptiden binden zu kénnen, um fir den Fall des
Eindringens von Pathogenen eine Immunantwort auszulésen, fordert die Vielfalt der
Allele (McFarland & Beeson, 2002). Viele der Aminoséurereste eines Klasse-II-
Molekils, die Wasserstoffbriickenbindungen zu den gebundenen antigenen Peptiden
ausbilden, liegen konserviert vor. Andere Sequenzbereiche hingegen sind durch einen
stark ausgepragten Polymorphismus gekennzeichnet. Anhand der Muster der
konservierten Bereiche konnen Unterschiede zwischen den lIsotypen DQ und DR
beschrieben werden. Wahrend der Polymorphismus sich bei DR vor allem auf die Beta-
Kette bezieht, zeigt DQ einen deutlichen Polymorphismus hinsichtlich beider HLA-DQ-
Subeinheiten, sowohl bei der Alpha- als auch bei der Beta-Kette (Corte et al., 1981). Die
Architektur der Peptidbindegrube der beiden Isotypen DR und DQ ist strukturell &hnlich.
Beide Isotypen binden Peptide, die zwischen 12 — 25 AS lang sind.

Innerhalb dieser Arbeit konnte durch die Analyse der Isotypen DQ und DR eindeutige
Unterschiede in der Transportkompetenz festgehalten werden. Der Isotyp DR zeigte
eine hohere Oberflachenexpression als DQ-Molekile. Weiterhin unterschieden sich die
Isotypen in den Glykosilierungsmustern ihrer N-Glykane. Diese Unterschiede kdnnten
im Zusammenhang mit einer unterschiedlichen Antigenprasentation gesehen werden.
Weiterhin zeigte sich jedoch im Rahmen der Experimente in Abschnitt 4.2.4, dass nicht
nur die Zugehorigkeit zu einem bestimmten Isotypen, sondern auch der jeweilige
Allotyp fur unterschiedliche Transporteigenschaften des Heterodimers zur Zelloberflache
verantwortlich ist. Die zwei Allelkombinationen DQo/DQf 0103/0302 und 0103/0602
unterscheiden sich von den dbrigen Allotypen, da sie eine nahezu strikte Abhangigkeit
von der li-Expression aufweisen. In Abwesenheit der li zeigen diese beiden Hetero-
dimere nur eine schwache Zelloberflachenexpression. Durch die li-Anwesenheit wird
der Transport dieser DQ-Kombinationen zur Zelloberflache um ein Vielfaches erhoht.
Interessanterweise besteht in beiden Féllen die DQa-Untereinheit aus dem Allel
DQA1*0103. Die Abhangigkeit von der Ii ist jedoch nicht nur auf DQA1*0103 zu
reduzieren. Tauscht man DQA1*0103 durch DQA1*0501 aus, so entstehen in
Kombination mit den vorher genannten DQp-Untereinheiten 0302 und 0602 Hetero-
dimere mit einer wesentlich geringeren Abhéangigkeit von der li. Sowohl DQA1*
0501/DQB10302, als auch DQA1*0501/DQB1*0602 zeigen eine starke Oberflachen-
expression sowohl in Ab-, als auch in Anwesenheit der Invariante Kette.
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Blau: DQA1*0501 : a-Helix der Peptidbindegrube

Rot: DQA1*0103

Abbildung 5.3: Sequenzvergleich zwischen DQA1*0103 und DQA1*0501

A) Vergleich der Proteinsequenz zwischen den zwei Alpha-Ketten von HLA-DQ (0103 ist rot und 0501 blau markiert).
Die Analyse soll Aufschluss tber Unterschiede hinsichtlich der Kombinierbarkeit der Ketten mit den Beta-Ketten
DQB1*0302 bzw. 0602 geben. Die Aminosauren sind Uber den ,Einbuchstabenkode“ abgekiirzt. Blau hinterlegte
Proteine unterschieden sich zwischen beiden Alpha-Ketten und sind durch die roten Zahlen durchnummeriert.

Das 3D-Strukturmodell eines DQ2-Molekils (RCSB-Datenbank) wurde mittels dem 3D-Molecule Viewer von
Invitrogen dargestellt. DQa ist blau und DQp griin eingefarbt. Mit gelber Farbe wurde ein gebundenes Peptid
markiert. Die weil3 markierten Bereiche der DQa-Kette entsprechen den markierten AS aus A), die dort blau
hinterlegt und numeriert sind. Die Zahlen markieren dabei die Sequenzbereiche, die beide Allele unterscheiden. Der
weil3e Kasten enthalt einen vergréRRerten Sequenzbereich und stellt die einzelnen Atome der AS dar.

B)
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Bei einem Sequenzvergleich zwischen DQA1*0103 und *0501 zeigt sich, dass sich
beide Allele auf Proteinebene in 23 AS-Positionen unterscheiden (siehe Abb. 5.3.A).
Dabei liegen sechs dieser markanten Positionen in der a-Helix der al-Doméane und
somit im Bereich der Peptidbindegrube. Weiterhin fallt im Bereich des Grubeneingangs
(AS 46 bis 56) auf, dass sich beide Allele in 8 von 10 AS-Positionen unterscheiden. Bei
naherer Betrachtung des 3D-Strukturmodells in Abbildung 5.3.B sticht genau dieser
Bereich des Grubeneingangs hervor. Der im Modell markierte Bereich 4 am Gruben-
eingang, sowie die Bereiche 9 und 10 am Ausgang der Grube weisen eine besondere
Nahe zu den entsprechenden Aminoséuren der Beta-Kette auf. Abb. 5.3.B zeigt eine
VergroRerung des Bereichs 4, bei der die Seitenreste der AS 50 — 53 im Strukturmodell
mit einzelnen AS dargestellt wurden. Das Allel DQA1*0103 besitzt an AS-Position 50
einen Glutaminsdurerest und an Position51 einen Phenylalaninrest. Diese AS der a-
Kette weisen eine besondere Nahe zu AS-Rest 91 (Arginin) der DQp-Kette auf. Arginin
91 ist in allen DQB-Ketten konserviert. Das Allel DQA1*0501 besitzt an Position 50 einen
Valinrest anstelle der Glutaminséure und an Position 51 einen Leucinrest anstelle des
Phenylalanins. Besonders der Austausch der negativ geladenen Glutaminsdure durch
die AS Valin kdnnte die Bindung zwischen a- und p-Kette beeinflussen, da die ionische
Bindung mit dem positiv geladenen Arginin verloren geht. Es kdnnte somit sein, dass
besonders die Stelle am Grubeneingang einen bedeutenden Einfluss auf die Stabilitat
des Heterodimers hat und so die Transporteigenschaften der DQ-Molektile positiv oder
negativ beeinflusst.

Die Arbeitsgruppe Kwok et al. (1993) benutzte chimare Molektle der DQpB-Kette, um den
Zusammenbau verschiedener DQ-Untereinheiten zu analysieren. Dabei wurde der AS-
Bereich 60 - 91 zwischen den Allelen DQB1*0101 und *0302 ausgetauscht. Die Analyse
der Oberflachenexpression zeigte, dass dieser Bereich eine besondere Rolle bei der
Frage spielt, ob eine DQp-Kette mit einer DQa-Kette zu einem transportkompetenten
Heterodimer zusammengebaut werden kann (Kwok et al., 1993). Bei einem Abgleich
dieser Daten im 3D-Strukturmodell ergibt sich, dass dieser Bereich in direkter Nahe zu
den hier benannten Aminosaurebereichen 4, 5, 6, 7 und 8 der DQua-Kette (Abb. 5.3)
liegt. Somit deuten auch diese Daten darauf hin, dass der Grubeneingang von
besonderer Bedeutung fur die Stabilitat und die Transporteigen-schaften eines
Heterodimers sind.

Auch die Position 10 ist in der Abbildung 5.3B) vergroRRert dargestellt. Bei Betrachtung
der einzelnen Atomradien zeigt sich, dass die AS DQa80 (Tyrosin) von zwei AS der
DQp-Kette an den Positionen 32 (Tyrosin) und 53 (Glutamin) passgenau umschlossen
wird. Dabei liegt lediglich 32 konserviert vor. a80 ist polymorph und entweder mit dem
beschriebenen Tyrosin-, oder einem wesentlich kleineren Serinrest, besetzt. Auch die
Position 53 kann entweder mit Glutamin oder der AS Leucin besetzt sein. Durch diese
Polymorphismen am Grubenausgang ist eine Veranderung der Stabilitat des Hetero-
dimers zu vermuten. Bei dem Vergleich dieser AS-Positionen zwischen DQ-Allel-
kombinationen mit starker und geringer Abh&ngigkeit von der li zeigt sich die Tendenz,
dass die Besetzung von AS a80 entscheidend sein kann. Ist diese Position mit Tyrosin
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besetzt, so ergibt sich eine starke Abhangigkeit von der li. Im Falle eines Serinrestes an
Position 80 verringert sich die Notwendigkeit der li-Expression fur eine starke Ober-
flachenexpression. Die Lage des Tyrosinrestes im 3D-Modell deutet aufgrund seiner
Distanz von den AS-Resten des CLIP-Molekils darauf hin, dass die AS80 keine
Interaktion zu li aufweist. Die Veranderung hinsichtlich der Abhangigkeit von der li kann
nur durch die Stabilisierung der DQ-Untereinheiten erklart werden. Eine Stabilisierung
der beiden HLA-Untereinheiten kdnnte die Notwendigkeit eines Chaperons fur den
Transport herabsetzen.

Welcher Polymorphismus genau fur den unterschiedlichen Transport von DQ-Allotypen
verantwortlich ist, lasst sich nicht abschlielend beantworten. Jedoch scheint die
Besetzung einer Kombination mehrerer Schlisselaminosauren ausschlaggebend fiur die
Transportfahigkeit zu sein.

5.3.2 Die extrazellularen Doménen sind entscheidend fir den erfolgreichen
Zusammmenbau eines Heterodimers

Die Arbeitsgruppe King fiihrte Ergebnisse zum Zusammenbau der Heterodimere im ER
durch und charakterisierte die Transmembranregion als wichtige Domane fir den
Zusammenbau von a- und B-Subeinheiten (King & Dixon, 2010). Laut King sind die
Transmembranregionen der o- und B-Kette entscheidend fur die Stabilisierung des
Heterodimers verantwortlich. In einem uberarbeiteten Modell zur Bildung des MHCII-Ii-
Komplexes beschreibt King bedeutsame Protein-Protein-Interaktionen innerhalb der TM-
Domaéne, die zuséatzlich zur Stabilisierung des Heterodimers auch die Formierung des
MHC-li-Komplexes einzuleiten vermogen. MHC-li-Komplexe, die das ER verlassen,
bestehen Uberwiegend aus Untereinheiten eines Isotypens, also entweder DR oder DP
oder DQ (Koch et al., 2007). Die Vermischung zweier Isotypen innerhalb eines
Heterodimers hingegen ist sehr selten zu beobachten. Unter Berlcksichtigung des
Modells von King & Dixon wirde demnach nahe liegen, dass die Transmembran-
regionen von oa- und B-Kette vom gleichen Isotypen stammen, um einen funktionellen
Heterodimerrezeptor zu formen. Nach den Ergebnissen dieser Arbeit zu den chimaren
Fusionskonstrukten aus DR und DQ kann dieses erneuerte Modell von King nicht
gestutzt werden. Zu den transportkompetenten Rezeptoren der Ergebnisse dieser Arbeit
zahlte unter anderem die Kombination aus DRal/DQa2 und DRB1*0101. DRal/DQa?2
besitzt dabei, im Gegensatz zu der durchgéngigen DR-Kette, eine DQ-spezifische TM-
Domaéane. Dieser Unterschied zwischen den TM-Domanen beider Subeinheiten des
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Dimers fuhrte trotzdem zu der Formation der li-HLA-Einheit und dem anschlieRenden
Verlassen des ER.

Entgegen der Theorie von King & Dixon zeigten die Analysen der chiméren Molekiile,
dass es auch Kombinationen mit gleicher TM-Domane gibt, die nicht transport-
kompetent sind und als nicht-funktionelle Peptidrezeptoren das ER nicht verlassen
konnen. Auch die Tatsache, dass die DQp-Kette in Kombination mit einem beliebigen
chimaren Molekll keine Funktionsmerkmale eines intakten Heterodimers aufweist,
deutet auf andere Mechanismen hin, die entscheidend fir das funktionelle Zusammen-
lagern von a- und B-Kette sind oder zumindest zuséatzlich eine wichtige Rolle bei diesem
Auswahlprozess spielen. Die Daten dieser Arbeit beziglich der chimaren DR/DQ-
Konstrukte starken die Theorie, dass die entscheidenden Strukturen in den Doméanen
al/a2 und B1/B2 vermutet werden kdnnen (Sant et al., 1991).

5.3.3 Einfluss des Polymorphismus der Aminosauresequenz 65 bis 87 auf den
Transport von Heterodimeren

Aufgrund des besonders stark ausgepragten Polymorphismus im Bereich der
Peptidbindegrube von Klasse-lI-Molekilen wurde ein zusétzliches Fusionskonstrukt
.DR/DQ" getestet. Dieses chimare Molekil wurde anhand der Vorbilder von HLA-DR
und HLA-DQ synthetisiert. Im Vergleich zu dem domé&nenspezifisch Fusionskonstrukt
,DRa1/DQaoa2" weildt es eine unterschiedliche Aminosauresequenz zwischen AS-Rest 71
bis 93 auf.

Nach der durchflusszytometrischen Analyse von ,DR/DQ*“ konnte das chimére Molekl
nur in Kombination mit DRB1*0101 zur Zellmembran transportiert werden. In
Kombination mit einem beliebigen chiméren pB-Molekil oder der DQB-Kette (DQB1*
0302) erfolgte kein erfolgreicher Zusammenbau eines Heterodimers, der mit dem
Verlassen des ER einhergeht (siehe Abschnitt 4.4.3). Diesbezuglich konnte kein
qualitativer Unterschied zwischen ,DR/DQ" und ,DRal/DQa2“ gefunden werden. Bei
der durchflusszytometrischen Analyse wurde jedoch eine bemerkenswerte Oberflachen-
expression und nur geringe Abhangigkeit von der li beobachtet, die im Vergleich zu den
Ubrigen getesteten chimaren Molekilen und den Widltypen DQ und DR besonders
bemerkenswert ist (siehe Abschnitt 4.4.4). Die Sonderstellung von ,DR/DQ“ in
Kombination mit DRB1*0101 zeigte sich auch nach Betrachtung der N-Glykanformen,
da unabhangig von der Anwesenheit der li nach EndoH-Verdau total resistente
Proteinbanden detektiert wurden. Diese Form des total-resistenten Heterodimers, bei
der beide N-Glykane EndoH-resistent sind, beruht vermutlich auf einer veranderten

Institut fiir Genetik, Abteilung Immunbiologie, Universitit Bonn Seite 112



Diskussion

Konformation des HLA-Klasse-lI-Molekiils und rechtfertigt die Frage nach der Fahigkeit
des Dimers, Antigene zu binden und zu prasentieren, (Schaiff et al., 1991; siehe
Abschnitt 4.4.4).

Bei einem Sequenzvergleich zwischen den chiméren a-Ketten ,DR/DQ" und ,DRal /
DQa2" in Abbildung 5.4.A lassen sich die Transportunterschiede der beiden Molekile
auf eine unterschiedliche AS-Sequenz im Sequenzbereich AS-Rest 71 - 93 zuriick-
fuhren. Innerhalb der AS-Sequenz 71 - 83 sind sieben polymorphe AS-Reste erkennbar,
die zwischen DR und DQ unterschiedlich sind. Eine weitere Erklarung ist die Deletion
der AS 84 - 93 bei DRa1/DQa2. Sowohl die Mutationen, als auch die Deletion der AS
konnen zu den unterschiedlichen Funktionen fiihren. Der Aminoséurebereich 71 — 93 ist
also fur die Abhangigkeit von der Invarianten Kette sowie die Unterschiede hinsichtlich
der Oberflachenexpression und Kohlenhydratreifung verantwortlich. Um diesen Bereich
detaillierter zu untersuchen und spezifische Schliisselaminosduren zu identifizieren
erfolgte die Analyse dieses Sequenzbereichs anhand eines 3D-Strukturmodells von
HLA-DQ2 in Abbildung 5.4.B. Das linke Bild der Graphik zeigt mit weil3er Markierung
den Sequenzbereich 71 - 83, der sich durch einzelne Mutationen zwischen den beiden
chiméaren o-Ketten unterscheidet. Dabei ist deutlich zu erkennen, dass dieser Bereich
am Eingang der Peptidbindegrube liegt. Der Bereich der Deletion (AS 78 - 87) hingegen
liegt nicht mehr in der Helixstruktur der Peptidbindegrube, sondern reicht in den Bereich
einer Faltblattstruktur, die sich proximal zu der Grube des Dimers befindet. Auf Grund
dieser Lokalisierung scheint besonders der mutierte Sequenzbereich eine wichtige Rolle
zu spielen.

In Graphik 5.4.C ist dieser Bereich nochmals speziell hervorgehoben. Es bestétigt sich,
dass die AS p57, die eine tragende Rolle sowohl fir die Pravention als auch fur die
Risikoerhdhung fur T1D spielt, genau in dem hervorgehobenen Bereich liegt. Der AS-
Rest B57 (Asparaginséure, Asp) tragt entscheidend fir die Stabilitat zwischen o- und -
Kette bei (Ettinger et al., 2000). Je nachdem, ob an dieser Stelle in der Primarsequenz
ein Asparaginsaurerest vorhanden ist, kann sich eine Salzbriicke zu a76 (Arginin, Arg)
ausbilden (Stern et al., 1994). Bei Besetzung von 57 mit einer anderen Aminosaure wie
z.B. Alanin kommt die Verbindung zwischen den beiden DQ-Subeinheiten nicht zu
stande. Auch die angrenzende Aminosaure 56 (Prolin; Pro) fuhrt zu einer Taschen-
bildung, so dass die konservierte AS Arga76 exakt eingepasst wird. Dartiber hinaus ist
die Position am Eingang der Grube im Bereich der Peptidbindetasche P9 entscheidend
fur die Bindung eines antigenen Peptids. Je nach Grol3e der Aminoséaurereste der DQp-
Kette im P9-Bereich, kann es aus sterischen Grinden zu einer Verdnderung der
Struktur des Grubeneingangs kommen, mit Folgen auch fir die Bindung von
spezifischen Peptiden (Kelly et al.,, 2002). Aufgrund der beschriebenen Interaktion in
Bereich P9 zwischen der DQa- und DQB-Untereinheit ist eine Stabilisierung des
Heterodimers denkbar. Durch diese Stabilsierung konnte u.a. die erhdhte Oberflachen-
expression erklart werden, als auch die besondere Glykosylierungsform und die damit
verbundene Faltung. Gleichzeitig ist dieser Bereich auch an der Interaktion zwischen
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CLIP-Molekil bzw. Peptid und HLA-Molekil beteiligt. Dies kdnnte desweiteren einen
Einfluss auf die Abhangigkeit von der Anwesenheit der li bedeuten.

A)
70 71 76 83 84 93 94
DRA1 .. DKANL EIMTKRSNYTPIT NVPPEVTVLT NSPVE ..
DROLl/DQOLZ . DKANL EIMTKRSNYTPIT ---————--—-
DR/DQ
DQA1
B)
C)

Abbildung 5.4: Sequenzvergleich und Strukturanalyse zweier chimarer Molekiile

A) Der hier gezeigte Ausschnitt der AS-Sequenzen von DRa, DQa, sowie den Fusionskonstrukten ,DR/DQ“ und
,DRa1/DQa2" zeigt die Unterschiede in den AS-Bereichen 71 - 93. AS-Reste, die der DRa-Kette entsprechen sind
dabei tlrkis geféarbt, und AS-Reste, die dem Vorbild DQa entsprechen, sind pink eingefarbt. Der AS-Reste 84 - 93
sind bei ,DRal1/DQa2" deletiert. DR/DQ entspricht DR im Bereich AS 1 - 70. Der AS-Bereich 71 - 225 entspricht
den Aminosaureresten einer DQa-Kette.

B) Im 3D-Strukturmodell eines DQ-Strukturmodells von HLA-DQ2 (Datenbasis: RCSB, Darstellung 3D-Molecule
Viewer, Invitrogen) wurde der Bereich der Aminosauren 71 - 83 (links) und 84 - 93 weil3 (rechts) hervorgehoben.
DQu ist blau, DQp hingegen ist griin dargestellt.

C) Je nach der Besetzung der AS 57 werden die Eigenschaften der Peptidbindegrube veréndert. Es ist bekannt, dass
Asparaginsaure (-) eine Salzbriicke zu Position Arg76 (+) der a-Kette aufbauen kann und zudem sterische Eigen-
schaften der Grube bestimmt. Hier wird zudem dargestellt, dass auch 56 (Prolin) passgenau zu Arg76 passt.
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Kwok et al. (1993) entwickelte chimare Molekile, die nach der Vorlage von DQB1*0302
und DQB1*01 entstanden sind. Eines der Konstrukte wurde nach dem Abbild der AS-
Sequenz von DQB1*0302 gefertigt, jedoch der AS-Bereich 60 - 91 wurde gemal der
DQB1*01er-Untereinheit gefertigt. Ein zweites Konstrukt enthielt den Sequenzbereich
60 - 91 nach Vorlage von DQB1*0302 und der restliche AS-Bereich wurde anhand
DQB1*01 hergestellt. Nach Koexpression dieser chimaren Ketten mit den DQa-Ketten
0501 bzw. 0301 (endogene Synthese) zeigte sich, dass nur ein Transport zur
Zelloberflache erfolgte, wenn die AS 60 - 91 der B-Ketten die Sequenz von DQB1*0302
enthielten. Somit ist der Sequenzbereich 60 - 91 der DQB1*03er Ketten entscheidend
fur einen erfolgreichen Zusammenbau der DQ-Heterodimere in Kombination mit
DQB1*0501 bzw. *0301 (Kwok et al., 1993). Bei dem Abgleich dieser Ergebnisse mit
einem 3D-Strukturmodell von HLA-DQ zeigt sich, dass die AS-Sequenz 60 - 91 der
DQp-Kette den Grol3teil der Alpha-Helix der B1-Domane umfasst. Jedoch schliel3t diese
Sequenz den Grubeneingang inklusive der DQB57 nicht in die Analysen mit ein. Die
chimaren Molekule, die in der Arbeit von Kwok et al. beschrieben werden, sind an dieser
AS-Position identisch. Eine Interaktionen zwischen den Sequenzbereichen AS 60 - 91
der DQB-Kette und 71 - 93 der DQua-Kette sind bisher nicht beschrieben. In Kombination
mit den Ergebnissen dieser Arbeit, dass gerade der Bereich P9 des HLA-Molekils
inklusive der DQB57 einen wichtigen Einfluss hat, deutet auf verschiedene Schlissel-
aminosauren hin, die fur den Zusammenbau eines DQ-Heterodimers und dessen
Transportfahigkeit verantwortlich sind. Sehr wahrscheinlich jedoch ist die Tatsache,
dass die entscheidenden AS dabei die polymorphen AS-Reste im peptidbindenden
Bereich der Grube sind.

5.4 Ausblick

Ausgehend von den Ergebnissen dieser Arbeit, sowie unter Berucksichtigung des
aktuellen Kenntnisstandes der Literatur, ist eine erste Darstellung des Einflusses des
Polymorphismus auf die Bildung von funktionellen HLA-DQ-Heterodimeren méglich.

Anhand durchflusszytometrischer Untersuchungen zeigte sich, dass besonders anhand
der Oberflachenexpression verschiedene Transporteigenschaften fur die einzelnen
Isotypen DR, DP und DQ zu erkennen sind. Um diese unterschiedlichen Transportraten
zur Oberflache zu erganzen, wére es wichtig, das Repertoire an Peptiden zu testen, das
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auf der Zelloberflache préasentiert werden kann. Erst nachdem eine mdgliche Bindung
von antigenen Peptiden nachgewiesen ist, kann eine vollstandige Aussage hinsichtlich
der Antigenprasentationsfahigkeit abschlieRend getatigt werden.

Unter den Isotypen fiel vor allem HLA-DQ durch seine besondere Abhangigkeit zur
Invarianten Kette auf. In Abwesenheit der li konnte gezeigt werden, dass auch nicht-
kohlenhydratmodifizierte Heterodimere die Zelloberflache erreichen. Die Fragestellung,
ob diese Rezeptoren eine verdnderte Konformation ohne die li aufweisen, und somit
nicht durch die Enzyme des Golgi eine Reifung der N-Glykane erfahren, muss zukiinftig
nachgegangen werden.

Durch die Resultate der vorliegenden Arbeit wurde nachgewiesen, dass selbst innerhalb
eines Isotypen a/p-Allelkombinationen eine unterschiedlich starke Oberflachen-
expression aufweisen. Darlber hinaus wird der Unterschied zwischen den
verschiedenen Allelkombinationen von HLA-DQ durch die Tatsache belegt, dass ein
Drittel der getesteten Allotypen nicht aus dem ER heraus transportiert wurden.
Aufgrund der Tatsache, dass auch DRf, DPa und DPJ polymorph sind, sollten gleiche
Untersuchungen auch fur diese Isotypen durchgefihrt werden. Die damit gewonnen
Ergebnisse kdnnten grol3e Bedeutung im Rahmen der Entstehung von Krankheiten,
aber auch fur Transplantationen und Gewebeabstof3ung haben.

Die Berechnungen zu den Haufigkeiten des Auftretens von Kopplungsungleich-
gewichten bei DQ-Haplotypen bestarken die experimentellen Ergebnisse. Die Analysen
dieser Arbeit lassen die Annahme zu, dass alle Allelkombinationen, die in ethnischen
Populationen mit einem stark positivem Kopplungsungleichgewicht gefunden werden,
einen transportkompetenten DQ-Rezeptor ergeben. Es ware sehr interessant diese
Hypothese anhand weiterfihrender Untersuchungen zu prifen. Weiterhin zeigen die
negativen Kopplungsungleichgewichte fur die nicht-funktionellen Allelkombinationen von
HLA-DQ, dass es selektive Mechanismen gibt, die dazu fuhren, dass diese speziellen
Klasse-lI-Allelkombinationen in einem Haplotypen nicht dauerhaft in einer Ethnie
vorkommen.

Aufgrund der Vielzahl an Erkrankungen, mit denen HLA-DQ assoziiert ist, sollte in
Zukunft eine Untersuchung des Auftretens von nicht-funktionellen DQ-Allel-
kombinationen im Zusammenhang mit einem Risiko fir Erkrankungen, intensiv verfolgt
werden. Die Tatsache, dass nicht-transportkompetente Allele auf einem Chromosom bei
einzelnen Individuen bestimmter ethnischer Populationen auftraten, zeigt die
Moglichkeit, dass diese DQ-Defizienz fir einzelne Menschen von Bedeutung sein
konnte. Es ist notwendig, weiter nach nicht-funktionellen Allelkombinationen in
ethnischen Populationen zu suchen. Bei gleichzeitigem Auftreten von spezifischen
Erkrankungssymptomen in der gleichen Untersuchungsgruppe, missten diese ersten
Anzeichen einer weiteren Krankheitsassoziation durch HLA-DQ gepruft werden.

Um in Zukunft vorhersagen machen zu kénnen, welche DQ-Untereinheiten assoziieren
kbnnen, ist es wichtig die strukturellen Grinde fur die Assoziation zu einem Dimer
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aufzuklaren. In den Struktur- und Sequenzanalysen von HLA-DQ und -DR zeigte sich,
dass vor allem der Bereich der Peptidbindungsgrube einem starken Polymorphismus
unterliegt. Gerade der Bereich, der den distalen Bereich der Alpha-Helix der Grube
flankiert, scheint bedeutsam zur Asubildung eines transportkompetenten Heterodimers

zu sein. Um genauere Aussagen hinsichtlich dieser Schlisselaminoséauren zu treffen
sind unbedingt weitere Analysen notwendig.

Institut fiir Genetik, Abteilung Immunbiologie, Universitit Bonn Seite 117



Anhang

Anhang

pcDNA™3.1/V5-His-TOPO®

Map The figure below summarizes the features of the pcDNA™3.1/V5-His-TOPO®
vector. The vector is supplied linearized between base pairs 953 and 954. This is
the TOPO® Cloning site. The complete nucleotide sequence is available for
downloading from www.invitrogen.com or from Technical Support (page 24).

PCR [
Y Product

BamH |
BstX |

Hind 1
Kpn |

> _
T Imx—__=——m
Qw0 ®Wg ©OS A
oS a® V5 epito|
I THRRSRRa<hq pitop

pcDNA3.1/
V5-His-TOPO

Comments for pcDNA3.1/V5-His-TOPO
5523 nucleotides

CMV promoter: bases 209-863

T7 promoter/priming site: bases 863-882
Multiple cloning site: bases 902-1019

TOPO® Cloning site: 953-954

V5 epitope: bases 1020-1061

Polyhistidine tag: bases 1071-1088

BGH reverse priming site: bases 1111-1128
BGH polyadenylation signal: bases 1110-1324
f1 origin of replication: bases 1387-1800
SV40 promoter and origin: bases 1865-2190
Neomycin resistance gene: bases 2226-3020
SV40 polyadenylation signal: bases 3039-3277
pUC origin: bases 3709-4382

Ampicillin resistance gene: bases 4527-5387

Abbildung 6.1: pcDNS 3.1.V5 HIS-Vektor
Quelle: www.Invitrogen.com
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Tabelle 6.1: Strukturelle Charakterisierung von HLA-DQ/ -DR durch Expasy.org
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Tabelle 6.2: Beschreibung einer DQ# Kette mit DR- Strukturmerkmalen

Kennzeichnung HLA-Subtyp Klonierungsvektor »rag”
N DQB1*030201
DQB170302 mit AS-Austausch (AS 133, pcDNS3.1 12B8

lle133Val; Arg137Lys; Asn142GIn 137, 142) von DRB1*010101

57- ATG TCT TGG AAG AAG GCT TTG CGG ATC CCT GGA GGC CTT CGG GTA GCA ACT GTG
ACC TTG ATG CTG GCG ATG CTG AGC ACC CCG GTG GCT GAG GGC AGA GAC TCT CCC GAG
GAT TTC GTG TAC CAG TTT AAG GGC ATG TGC TAC TTC ACC AAC GGG ACG GAG CGC GTG
CGT CTT GTG ACC AGA TAC ATC TAT AAC CGA GAG GAG TAC GCA CGC TTC GAC AGC GAC
GTG GGG GTG TAT CGG GCG GTG ACG CCG CTG GGG CCG CCT GCC GCC GAG TAC TGG AAC
AGC CAG AAG GAA GTC CTG GAG AGG ACC CGG GCG GAG TTG GAC ACG GTG TGC AGA CAC
AAC TAC CAG TTG GAG CTC CGC ACG ACC TTG CAG CGG CGA GTG GAG CCC ACA GTG ACC
GTC TCC CCA TCC AAG ACA GAG GCC CTC CAG CAC CAC AAC CTG CTG GTC TGC TCA GTG
ACA GAT TTC TAT CCA GCC CAG ATC AAA GTC CGG TGG TTT CGG AAT GAC CAG GAG GAG
ACA ACT GGC GTT GTG TCC ACC CCC CTT ATT AGG AAC GGT GAC TGG ACC TTC CAG ATC
CTG GTG ATG CTG GAA ATG ACT CCC CAG CGT GGA GAC GTC TAC ACC TGC CAC GTG GAG
CAC CCC AGC CTC CAG AAC CCC ATC ATC GTG GAG TGG CGG GCT CAG TCT GAA TCT GCC
CAG AGC AAG ATG CTG AGT GGC ATT GGA GGC TTC GTG CTG GGG CTG ATC TTC CTC GGG
CTG GGC CTT ATT ATC CAT CAC AGG AGT CAG AAA GGG CTC CTG CAC TGA - 37

MSWKKALRIPGGLRVATVTLMLAMLSTPVAEGRDSPEDFVYQFKGMCYFTNGTERVRLVTRY 1YNREEYARFDSDVGV
YRAVTPLGPPAAEYWNSQKEVLERTRAELDTVCRHNYQLELRTTLQRRVEPTVTVSPSKTEALQHHNLLVCSVTDFYP
AQIKVRWFRNDQEETTGVVSTPLIRNGDWTFQILVMLEMTPQRGDVYTCHVEHPSLQNP I IVEWRAQSESAQSKMLSG
IGGFVLGL IFLGLGL I IHHRSQKGLLH*
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MAITSGVPVLGFFI E
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PPVVNITWLSNGHSVTEGVSETSFLSKS
WEPEIPAPMSELT G

Anhang

Tabelle 6.3: Beschreibung der HLA-DQ/DR-Fusionskonstrukte

Kennzeichnung HLA-Subtyp Klonierungsvektor Tag/Anhang

DRa(<95 AS) / DQu(>96 AS) DRA1*0101 (rot) + DQA1*0501 pcDNS3.1 12B8 Tag

ATG GCC ATA AGT GGA GTC CCT GTG CTA GGA TTT TTC ATC ATA GCT GTG CTG ATG AGC
TCA TGG GCT ATC AAA GAA GAA CAT GTG ATC ATC CAG GCC GAG TTC TAT CTG AAT CCT
GGC GAG TTT ATG TTT GAC TTT GAT GGT GAT GAG ATT TTC CAT GTG GAT ATG GCA AAG
GTC TGG CGG CTT GAA GAA TTT GGA CGA TTIT GCC AGC TTIT GAG GCT CAA GGT GCA TTG
GCT GTG GAC AAA GCC AAC CTG AAC AGT CTG ATT AAA CGC TCC AAC TCT ACC GCT GCT
GTIT CCT GAG GTC ACA GIG TTT TCC AAG TCT CCC GTIG ACA CTG GGT CAG CCC AAC ATC

GAA GGT GIT TCT GAG ACC AGC TTC CTC TCC AAG AGT GAT CAT TCC TTC TTC AAG ATC
ACC CTC CTC CCT TCT GCT GAG GAG AGT TAT GAC TGC AAG GTG GAG CAC TGG GGC CTG
CTT CTIG AAA CAC TGG GAG CCT GAG ATT CCA GCC CCT ATG TCA GAG CTC ACA GAG ACT
GCC CTG GGA TTG TCT_GTG GGC CTC GTG GGC ATT _GTG GTG GGC ACT GTC TTC ATC ATC
CGT TCA GTT GGT GCT TCC AGA CAC CAA GGG CCC TTG TGA - 37

QA
L1
FL
VG

DRal / DQa2 DRA1*0101 (rot) + DQA1*0501 pcDNS3.1 12B8 Tag

ATG GCC ATA AGT GGA GTC CCT GTG CTA GGA TTIT TTC ATC ATA GCT GTG CIG ATG AGC
TCA TGG GCT ATC AAA GAA GAA CAT GTG ATC ATC CAG GCC GAG TTC TAT CTG AAT CCT
GGC GAG TTT ATG TTT GAC TTT GAT GGT GAT GAG ATT TTC CAT GTG GAT ATG GCA AAG
GTC TGG CGG CTT GAA GAA TTT GGA CGA TTIT GCC AGC TTT GAG GCT CAA GGT GCA TTG
GCT GIG GAC AAA GCC AAC CTG GAA ATC ATG ACA AAG CGC TCC AAC TAT ACT CCG ATC
CCC GIG ACA CTG GGT CAG CCC AAC ATC CTC ATC TGT CTT GIG GAC AAC ATC TTT CCT
AAC ATC ACA TGG CTG AGC AAT GGG CAC TCA GTC ACA GAA GGT GIT TCT GAG ACC AGC
AAG AGT GAT CAT TCC TTC TTC AAG ATC AGT TAC CTC ACC CTC CTC CCT TCT GCT GAG
GAC TGC AAG GTG GAG CAC TGG GGC CTG GAC AAG CCT CTT CTG AAA CAC TGG GAG CCT
GCC CCT ATG TCA GAG CTC ACA GAG ACT GTG GTC TGC GCC CTG GGA TTG TCT GTG GGC
égg %?g_ﬁ;g G%g ACT GTC TTC ATC ATC CGA GGC CTG CGT TCA GTT GGT GCT TCC AGA

IAVLMSAQESWAIK
SFEAQGALANIAVD

LNPDQSGEFMFDFDG
NYTPITNSPVTLGQP
TLLPSAEESYDCKVE
GLRSVGASRHQGPL™*

E

I =20

ETVVCALGLSVGLYV

IFHVDMA
ILICLVDN
GLDKPLL

DRp1/DQp2 DRB1*0101 (rot) + DQB1*0302 pcDNS3.1 Kein Tag

ATG GTG TGT CTG AAG CTC CCT GGA GGC TCC TGC ATG ACA GCG CTG ACA GTG ACA CTG
AGC TCC CCA CTG GCT TTG GCT GGG GAC ACC CGA CCA CGT TTC TTG TGG CAG CTT AAG
CAT TTC TTC AAT GGG ACG GAG CGG GTG CGG TTG CTG GAA AGA TGC ATC TAT AAC CAA
GTG CGC TTC GAC AGC GAC GTG GGG GAG TAC CGG GCG GTG ACG GAG CTG GGG CGG CCT
TAC TGG AAC AGC CAG AAG GAC CTC CTG GAG CAG AGG CGG GCC GCG GTG GAC ACC TAC
AAC TAC GGG GTT GGT GAG AGC TTC ACA GTG CAG CGG CGA GIT GTG GAG CCC ACA GTG
CCA TCC AGG ACA GAG GCC CTC AAC CAC CAC AAC CTG CTG GTC TGC TCA GTG ACA GAT
GCC CAG ATC AAA GTC CGG TGG TTT CGG AAT GAC CAG GAG GAG ACA ACT GGC GTT GTG
CTT ATT AGG AAC GGT GAC TGG ACC TTC CAG ATC CTG GTG ATG CTG GAA ATG ACT CCC
GAC GTC TAC ACC TGC CAC GTG GAG CAC CCC AGC CTC CAG AAC CCC ATC ATC GTIG GAG

TCT GAA TCT GCC CAG AGC AAG ATG CTG AGT GGC ATT GGA GGC TTC GTIG CTG G
CTC GGG CTG GGC CTT ATT ATC CAT CAC AGG AGT CAG AAA GGG CTC CTG CAC TGA - 37

ATG
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MVCLKLPGGSCMTALTVTLMVLSSPLALAGDTRPRFLWQLKFECHFFEFNGTERVRLLERCIYNQE
ESVRFDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQRRAAVDTYCRHNYGVGESFTVQRRVVEPT
VTISPSRTEALNHHNLLVCSVTDFYPAQIKVRWFRNDQEETTGVVSTPLIRNGDWTFQILVMLE
MTPQRGDVYTCHVEHPSLQNPIITVEWRAQSESAQSKMLSGIGGFVLGLIFLGLGLIITHHRSQKG
LLH™*

DQal / DRa2 DQA1*0501 + DRA1*0101 (rot) pcDNS3.1 V5 His Tag

5°- ATG ATC CTA AAC AAA GCT CTG ATG CTG GGG GCC CTT GCC CTG ACC ACC GTG ATG AGC CCC TGT
GGA GGT GAA GAC ATT GTG GCT GAC CAC GTC GCC TCT TAT GGT GTA AAC TTG TAC CAG TCT TAC GGT
CCC TCT GGC CAG TAC ACC CAT GAA TTT GAT GGA GAT GAG CAG TTC TAC GTG GAC CTG GGG AGG AAG
GAG ACT GTC TGG TGT TTG CCT GIT CTC AGA CAA TTT AGA TTT GAC CCG CAA TTT GCA CTG ACA AAC
ATC GCT GTC CTA AAA CAT AAC TTG AAC AGT CTG ATT AAA CGC TCC AAC TCT ACC GCT GCT ACC AAT
GAG GTT CCT GAG GTC ACA GTG TIT TCC AAG GTA CCT CCA GAG GTA ACT GTG CTC ACG AAC AGC CCT
GTG GAA CTG AGA GAG CCC AAC GTC CTC ATC TGT TTC ATC GAC AAG TTC ACC CCA CCA GIG GTC AAT
GTC ACG TGG CTT CGA AAT GGA AAA CCT GTC ACC ACA GGA GIG TCA GAG ACA GTC TTC CTG CCC AGG
GAA GAC CAC CTT TTC CGC AAG TTC CAC TAT CTC CCC TTC CTG CCC TCA ACT GAG GAC GTT TAC GAC
TGC AGG GTG GAG CAC TGG GGC TTG GAT GAG CCT CTT CTC AAG CAC TGG GAG TTT GAT GCT CCA AGC
CCT CTC CCA GAG ACT ACA GAG AAC GTG GTG TGT GCC CTG GGC CTG ACT GTG GGT CTG GTG GGC ATC
ATT ATT GGG ACC ATC TTC ATC ATC AAG GGA GTG CGC AAA AGC AAT GCA GCA GAA CGC AGG GGG CCT

MILNKALMLGALALTTVMSPCGGEDIVADHVASYGVNLYQSYGPSGQYTHEFDGDEQFYVDLGR
KETVWCLPVLRQFRFDPQFALTNIAVLKHNLNSLIKRSNSTAATNEVPEVTVFSKVPPEVTVLT
NSPVELREPNVLICFIDKFTPPVVNVTWLRNGKPVTTGVSETVFLPREDHLFRKFHYLPFLPST
EDVYDCRVEHWGLDEPLLKHWEFDAPSPLPETTENVVCALGLTVGLVGIITIGTIFIITKGVRKSN
AAERRGPL™

DQpB1/DRpB2 DQB1*0302 + DRB1*0101 (rot) pcDNS3.1 6D4 Tag

5 - ATG TCT TGG AAG AAG GCT TTG CGG ATC CCT GGA GGC CTT CGG GTA GCA ACT GTIG ACC TTG ATG
CTG GCG ATG CTG AGC ACC CCG GTG GCT GAG GGC AGA GAC TCT CCC GAG GAT TTC GTG TAC CAG TTT
AAG GGC ATG TGC TAC TTC ACC AAC GGG ACG GAG CGC GTIG CGT CTT GIG ACC AGA TAC ATC TAT AAC
CGA GAG GAG TAC GCA CGC TTC GAC AGC GAC GTG GGG GTIG TAT CGG GCG GTG ACG CCG CTG GGG CCG
CCT GCC GCC GAG TAC TGG AAC AGC CAG AAG GAA GTC CTG GAG AGG ACC CGG GCG GAG TTG GAC ACG
GTG TGC AGA CAC AAC TAC CAG TTG GAG CTC CGC ACG ACC TTG CAG CGG CGA GAG CCT AAG GTG ACT
GTG TAT CCT TCA AAG ACC CAG CCC CTG CAG CAC CAC AAC CTC CTG GTC TGC TCT GTG AGT GGT TTC
TAT CCA GGC AGC ATT GAA GTC AGG TGG TTC CGG AAC GGC CAG GAA GAG AAG GCT GGG GTIG GTG TCC
ACA GGC CTG ATC CAG AAT GGA GAT TGG ACC TTC CAG ACC CTG GTG ATG CTG GAA ACA GTT CCT CGG
AGT GGA GAG GTT TAC ACC TGC CAA GTG GAG CAC CCA AGT GTG ACG AGC CCT CTC ACA GIG GAA TGG
AGA GCA CGG TCT GAA TCT GCA CAG AGC AAG ATG CTG AGT GGA GTC GGG GGC TTC GIG CTG GGC CTG

CTC TTC CTT GGG GCC _GGG CTG TTC ATC TAC TTC AGG AAT CAG AAA GGA CAC TCT GGA CTT CAG CCA
ACA GGA TTC CTG AGC TGA - 3
MSWKKALRIPGGLRVATVTLMLAMLSTPVAEGRDSPEDFVYQFKGMCYFTNGTERVRLVTRYI1Y
NREEYARFDSDVGVYRAVTPLGPPAAEYWNSQKEVLERTRAELDTVCRHNYQLELRTTLQRREP
KVTVYPSKTQPLQHHNLLVCSVSGFYPGSIEVRWFRNGQEEKAGVVSTGLIQNGDWTFQTLVML
ETVPRSGEVYTCQVEHPSVTSPLTVEWRARSESAQSKMLSGVGGFVLGLLFLGAGLFIYFRNQK

GHSGLQPTGFLS™*
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Tabelle 6.4: Haplotypen und Kopplungsungleichgewicht innerhalb ethnischer Gruppen

Anhang

Haplotyp HLA-DQ Ethnik 2 | frequenz | freqeun: Dgzj‘;gﬁ iy Kopplung
DQA1 DQB1
DQA1*0101-DQB1*0501 India Northeast Mathur 155 4,80% 14,50% 0,70% 5,30% 4,60%
DQA1*0103-DQB1*0501 India Northeast Mathur 155 15,20% 14,50% 2,20% 3,30% 1,10%
DQA1*0103-DQB1*0503 India Northeast Mathur 155 | 15,20% 6,50% 0,99% 1,50% 0,51%
DQA1*0103-DQB1*0601 India Northeast Mathur 155 | 15,20% 19,30% 2,93% 2,10% -0,83%
DQA1*0103-DQB1*0603 India Northeast Mathur 155 15,20% 4,80% 0,73% 1,30% 0,57%
DQA1*0104-DQB1*0501 India Northeast Mathur 155 13,60% 14,50% 1,97% 8,10% 6,13%
DQA1*0104-DQB1*0503 India Northeast Mathur 155 13,60% 6,50% 0,88% 2,50% 1,62%
DQA1*0201-DQB1*0201 India Northeast Mathur 155 24,80% 23,80% 5,90% 14,80% 8,90%
DQA1*0201-DQB1*0303 India Northeast Mathur 155 | 24,80% 8,40% 2,08% 5,10% 3,02%
DQA1*0301-DQB1*0302 India Northeast Mathur 155 12,90% 5,50% 0,71% 2,20% 1,49%
DQA1*0501-DQB1*0201 India Northeast Mathur 155 11,30% 23,80% 2,69% 4,50% 1,81%
DQA1*0501-DQB1*0301 India Northeast Mathur 155 11,30% 9,40% 1,06% 3,20% 2,14%
DQA1*0103-DQB1*0201 India Northeast Mathur 155 | 15,20% 23,80% 3,62% 0,00% -3,62%
DQA1*0103-DQB1*0301 India Northeast Mathur 155 15,20% 9,40% 1,43% 0,00% -1,43%
DQA1*0301-DQB1*0201 India Northeast Mathur 155 12,90% 23,80% 3,07% 1,90% -1,17%
DQA1*0301-DQB1*0602 India Northeast Mathur 155 | 12,90% 2,60% 0,34% 0,00% -0,34%
DQA1*0101-DQB1*0501 India Northeast Sunni 188 9,30% 17,30% 1,61% 1,60% -0,01%
DQA1*0103-DQB1*0601 India Northeast Sunni 188 12,50% 13,50% 1,69% 2,70% 1,01%
DQA1*0103-DQB1*0603 India Northeast Sunni 188 | 12,50% 3,50% 0,44% 1,20% 0,76%
DQA1*0104-DQB1*0501 India Northeast Sunni 188 10,30% 17,30% 1,78% 4,20% 2,42%
DQA1*0201-DQB1*0201 India Northeast Sunni 188 18,10% 19,70% 3,57% 6,20% 2,63%
DQA1*0501-DQB1*0201 India Northeast Sunni 188 | 16,70% 19,70% 3,29% 3,30% 0,01%
DQA1*0501-DQB1*0301 India Northeast Sunni 188 16,70% 13,30% 2,22% 4,00% 1,78%
DQA1*0501-DQB1*0601 India Northeast Sunni 188 16,70% 13,50% 2,25% 1,50% -0,75%
DQA1*0103-DQB1*0201 India Northeast Sunni 188 | 12,50% 19,70% 2,46% 0,00% -2,46%
DQA1*0103-DQB1*0301 India Northeast Sunni 188 12,50% 13,30% 1,66% 0,00% -1,66%
DQA1*0301-DQB1*0201 India Northeast Sunni 188 11,20% 19,70% 2,21% 1,20% -1,01%
DQA1*0301-DQB1*0602 India Northeast Sunni 188 | 11,20% 1,30% 0,15% 0,00% -0,15%
DQA1*0102-DQB1*0601 India Northeast Kayastha 190 9,20% 15,50% 1,43% 2,00% 0,57%
DQA1*0103-DQB1*0501 India Northeast Kayastha 190 | 16,00% 9,70% 1,55% 3,10% 1,55%
DQA1*0103-DQB1*0601 India Northeast Kayastha 190 16,00% 15,50% 2,48% 5,60% 3,12%
DQA1*0103-DQB1*0603 India Northeast Kayastha 190 16,00% 7,90% 1,26% 2,60% 1,34%
DQA1*0104-DQB1*0501 India Northeast Kayastha 190 4,60% 9,70% 0,45% 3,40% 2,95%
DQA1*0104-DQB1*0503 India Northeast Kayastha 190 4,60% 6,30% 0,29% 2,20% 1,91%
DQA1*0201-DQB1*0201 India Northeast Kayastha 190 27,60% 23,90% 6,60% 12,00% 5,40%
DQA1*0201-DQB1*0303 India Northeast Kayastha 190 27,60% 10,30% 2,84% 4,20% 1,36%
DQA1*0501-DQB1*0201 India Northeast Kayastha 190 13,90% 23,90% 3,32% 4,90% 1,58%
DQA1*0501-DQB1*0301 India Northeast Kayastha 190 13,90% 13,70% 1,90% 3,60% 1,70%
DQA1*0601-DQB1*0301 India Northeast Kayastha 190 1,60% 13,70% 0,22% 1,50% 1,28%
DQA1*0103-DQB1*0201 India Northeast Kayastha 190 | 16,00% 23,90% 3,82% 0,00% -3,82%
DQA1*0103-DQB1*0301 India Northeast Kayastha 190 16,00% 13,70% 2,19% 0,00% -2,19%
DQA1*0301-DQB1*0201 India Northeast Kayastha 190 | 15,50% 23,90% 3,70% 1,80% -1,90%
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DQA1*0301-DQB1*0602 India Northeast Kayastha 190 | 15,50% 3,90% 0,60% 0,00% -0,60%
DQA1*0101-DQB1*0301 India Northeast Shia 190 16,00% 14,20% 2,271% 1,30% -0,97%
DQA1*0101-DQB1*0501 India Northeast Shia 190 | 16,00% 15,20% 2,43% 2,80% 0,37%
DQA1*0103-DQB1*0603 India Northeast Shia 190 | 14,70% 3,40% 0,50% 1,80% 1,30%
DQA1*0104-DQB1*0501 India Northeast Shia 190 5,50% 15,20% 0,84% 2,60% 1,76%
DQA1*0201-DQB1*0201 India Northeast Shia 190 | 18,70% 21,30% 3,98% 6,20% 2,22%
DQA1*0201-DQB1*0303 India Northeast Shia 190 | 18,70% 9,50% 1,78% 1,80% 0,02%
DQA1*0501-DQB1*0201 India Northeast Shia 190 | 12,90% 21,30% 2,75% 3,30% 0,55%
DQA1*0501-DQB1*0301 India Northeast Shia 190 | 12,90% 14,20% 1,83% 2,80% 0,97%
DQA1*0501-DQB1*0601 India Northeast Shia 190 | 12,90% 11,60% 1,50% 1,50% 0,00%
DQA1*0601-DQB1*0301 India Northeast Shia 190 11,30% 14,20% 1,60% 1,50% -0,10%
DQA1*0103-DQB1*0201 India Northeast Shia 190 | 14,70% 21,30% 3,13% 0,00% -3,13%
DQA1*0103-DQB1*0301 India Northeast Shia 190 | 14,70% 14,20% 2,09% 0,00% -2,09%
DQA1*0301-DQB1*0201 India Northeast Shia 190 9,50% 21,30% 2,02% 0,00% -2,02%
DQA1*0301-DQB1*0602 India Northeast Shia 190 9,50% 2,40% 0,23% 0,00% -0,23%
DQA1*0101-DQB1*0501 India Northeast Rastogi 196 7,40% 12,20% 0,90% 1,70% 0,80%
DQA1*0102-DQB1*0601 India Northeast Rastogi 196 9,70% 16,10% 1,56% 4,60% 3,04%
DQA1*0103-DQB1*0501 India Northeast Rastogi 196 14,80% 12,20% 1,81% 2,30% 0,49%
DQA1*0103-DQB1*0601 India Northeast Rastogi 196 14,80% 16,10% 2,38% 4,00% 1,62%
DQA1*0103-DQB1*0603 India Northeast Rastogi 196 14,80% 4,10% 0,61% 2,10% 1,49%
DQA1*0104-DQB1*0501 India Northeast Rastogi 196 10,20% 12,20% 1,24% 6,80% 5,56%
DQA1*0104-DQB1*0503 India Northeast Rastogi 196 10,20% 8,30% 0,85% 1,00% 0,15%
DQA1*0201-DQB1*0201 India Northeast Rastogi 196 23,70% 26,50% 6,28% 9,40% 3,12%
DQA1*0201-DQB1*0303 India Northeast Rastogi 196 23,70% 10,70% 2,54% 4,00% 1,46%
DQA1*0301-DQB1*0302 India Northeast Rastogi 196 14,80% 3,10% 0,46% 1,00% 0,54%
DQA1*0501-DQB1*0201 India Northeast Rastogi 196 | 12,20% 26,50% 3,23% 3,80% 0,57%
DQA1*0501-DQB1*0301 India Northeast Rastogi 196 12,20% 9,70% 1,18% 3,30% 2,12%
DQA1*0601-DQB1*0301 India Northeast Rastogi 196 2,80% 9,70% 0,27% 1,70% 1,43%
DQA1*0103-DQB1*0201 India Northeast Rastogi 196 | 14,80% 26,50% 3,92% 0,00% -3,92%
DQA1*0103-DQB1*0301 India Northeast Rastogi 196 14,80% 9,70% 1,44% 0,00% -1,44%
DQA1*0301-DQB1*0201 India Northeast Rastogi 196 | 14,80% 26,50% 3,92% 1,70% -2,22%
DQA1*0301-DQB1*0602 India Northeast Rastogi 196 | 14,80% 3,10% 0,46% 0,00% -0,46%
DQA1*0101-DQB1*0501 India Northeast Vaish 198 4,80% 17,90% 0,86% 2,00% 1,14%
DQA1*0102-DQB1*0601 India Northeast Vaish 198 | 15,60% 10,40% 1,62% 2,00% 0,38%
DQA1*0103-DQB1*0501 India Northeast Vaish 198 11,10% 17,90% 1,99% 2,80% 0,81%
DQA1*0103-DQB1*0601 India Northeast Vaish 198 11,10% 10,40% 1,15% 5,60% 4,45%
DQA1*0104-DQB1*0501 India Northeast Vaish 198 15,20% 17,90% 2,72% 3,50% 0,78%
DQA1*0104-DQB1*0503 India Northeast Vaish 198 15,20% 7,60% 1,16% 1,70% 0,54%
DQA1*0201-DQB1*0201 India Northeast Vaish 198 | 20,90% 17,40% 3,64% 12,60% 8,96%
DQA1*0201-DQB1*0303 India Northeast Vaish 198 | 20,90% 9,30% 1,94% 6,30% 4,36%
DQA1*0501-DQB1*0201 India Northeast Vaish 198 16,60% 17,40% 2,89% 3,30% 0,41%
DQA1*0501-DQB1*0301 India Northeast Vaish 198 | 16,60% 15,20% 2,52% 3,70% 1,18%
DQA1*0103-DQB1*0201 India Northeast Vaish 198 11,10% 17,40% 1,93% 0,00% -1,93%
DQA1*0103-DQB1*0301 India Northeast Vaish 198 | 11,10% 15,20% 1,69% 0,00% -1,69%
DQA1*0301-DQB1*0201 India Northeast Vaish 198 | 10,10% 17,40% 1,76% 2,20% 0,44%
DQA1*0301-DQB1*0602 India Northeast Vaish 198 | 10,10% 4,00% 0,40% 0,00% -0,40%
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DQA1*0102-DQB1*0601 India Uttar Pradesh Hindu 202 15,30% 15,10% 2,31% 4,10% 1,79%
DQA1*0102-DQB1*0603 India Uttar Pradesh Hindu 202 15,30% 7,60% 1,16% 1,60% 0,44%
DQA1*0102-DQB1*0604 India Uttar Pradesh Hindu 202 15,30% 2,50% 0,38% 1,60% 1,22%
DQA1*0103-DQB1*0601 India Uttar Pradesh Hindu 202 13,80% 15,10% 2,08% 5,60% 3,52%
DQA1*0103-DQB1*0603 India Uttar Pradesh Hindu 202 13,80% 7,60% 1,05% 3,50% 2,45%
DQA1*0104-DQB1*0501 India Uttar Pradesh Hindu 202 14,10% 11,90% 1,68% 8,90% 7,22%
DQA1*0104-DQB1*0503 India Uttar Pradesh Hindu 202 14,10% 6,40% 0,90% 2,20% 1,30%
DQA1*0201-DQB1*0201 India Uttar Pradesh Hindu 202 18,30% 21,50% 3,93% 12,80% 8,87%
DQA1*0201-DQB1*0303 India Uttar Pradesh Hindu 202 18,30% 6,70% 1,23% 5,20% 3,97%
DQA1*0301-DQB1*0302 India Uttar Pradesh Hindu 202 10,60% 5,00% 0,53% 2,00% 1,47%
DQA1*0501-DQB1*0201 India Uttar Pradesh Hindu 202 19,00% 21,50% 4,09% 4,80% 0,72%
DQA1*0501-DQB1*0301 India Uttar Pradesh Hindu 202 19,00% 14,60% 2,77% 8,50% 5,73%
DQA1*0601-DQB1*0301 India Uttar Pradesh Hindu 202 2,70% 14,60% 0,39% 2,00% 1,61%
DQA1*0103-DQB1*0201 India Uttar Pradesh Hindu 202 13,80% 21,50% 2,97% 0,00% -2,97%
DQA1*0103-DQB1*0301 India Uttar Pradesh Hindu 202 13,80% 14,60% 2,01% 0,00% -2,01%
DQA1*0301-DQB1*0201 India Uttar Pradesh Hindu 202 10,60% 21,50% 2,28% 0,00% -2,28%
DQA1*0301-DQB1*0602 India Uttar Pradesh Hindu 202 10,60% 3,20% 0,34% 0,00% -0,34%
DQA1*0101-DQB1*0501- South Korea pop 2 207 8,00% 10,10% 0,81% 6,90% 6,09%
DQA1*0102-DQB1*0602- South Korea pop 2 207 17,60% 8,50% 1,50% 4,70% 3,20%
DQA1*0102-DQB1*0604- South Korea pop 2 207 17,60% 6,50% 1,14% 5,70% 4,56%
DQA1*0102-DQB1*0609- South Korea pop 2 207 17,60% 2,40% 0,42% 1,20% 0,78%
DQA1*0103-DQB1*0601 South Korea pop 2 207 9,70% 8,20% 0,80% 6,60% 5,80%
DQA1*0104-DQB1*0503 South Korea pop 2 207 7,20% 5,30% 0,38% 3,00% 2,62%
DQA1*0105-DQB1*0501- South Korea pop 2 207 2,20% 10,10% 0,22% 1,20% 0,98%
DQA1*0201-DQB1*0202- South Korea pop 2 207 7,00% 6,50% 0,46% 5,10% 4,65%
DQA1*0301-DQB1*0302- South Korea pop 2 207 8,70% 9,90% 0,86% 5,20% 4,34%
DQA1*0302-DQB1*0303- South Korea pop 2 207 9,90% 10,90% 1,08% 6,20% 5,12%
DQA1*0303-DQB1*0401- South Korea pop 2 207 11,60% 8,50% 0,99% 1,50% 0,51%
DQA1*0303-DQB1*0401- South Korea pop 2 207 11,60% 8,50% 0,99% 6,20% 5,21%
DQA1*0501-DQB1*0201 | South Korea pop 2 207 | 1,70% 1,70% 0,03% 1,20% 117%
DQA1*0505-DQB1*0301- South Korea pop 2 207 8,70% 14,50% 1,26% 4,70% 3,44%
DQA1*0601-DQB1*0301- South Korea pop 2 207 8,70% 14,50% 1,26% 2,90% 1,64%
DQA1*0103-DQB1*0201 South Korea pop 2 207 9,70% 1,70% 0,16% 0,00% -0,16%
DQA1*0103-DQB1*0301 South Korea pop 2 207 9,70% 14,50% 1,41% 0,00% -1,41%
DQA1*0301-DQB1*0201 | South Korea pop 2 207 | 8,70% 1,70% 0,15% 0,00% -0,15%
DQA1*0301-DQB1*0602 South Korea pop 2 207 8,70% 8,50% 0,74% 0,00% -0,74%
DQA1*0101-DQB1*0501 South Korea pop 1 324 7,60% 8,80% 0,67% 11,20% 10,53%
DQA1*0102-DQB1*0502 South Korea pop 1 324 20,20% 5,20% 1,05% 1,50% 0,45%
DQA1*0102-DQB1*0602 South Korea pop 1 324 20,20% 7,40% 1,49% 12,60% 11,11%
DQA1*0102-DQB1*0604 South Korea pop 1 324 20,20% 6,30% 1,27% 9,60% 8,33%
DQA1*0102-DQB1*0605 South Korea pop 1 324 20,20% 4,00% 0,81% 5,90% 5,09%
DQA1*0103-DQB1*0601 | South Korea pop 1 324 | 1110% | 1030% 1,14% 16,90% 15,76%
DQA1*0103-DQB1*0603 South Korea pop 1 324 11,10% 1,10% 0,12% 1,10% 0,98%
DQA1*0104-DQB1*0502 South Korea pop 1 324 6,30% 5,20% 0,33% 4,70% 4,37%
DQA1*0104-DQB1*0503 South Korea pop 1 324 6,30% 3,10% 0,20% 3,90% 3,70%
DQA1*0105-DQB1*0501 South Korea pop 1 324 1,20% 8,80% 0,11% 1,20% 1,09%
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DQA1*0201-DQB1*0202 South Korea pop 1 324 5,60% 5,40% 0,30% 8,00% 7,70%
DQA1*0301-DQB1*0302 | South Korea pop 1 324 | 970% | 1020% 0,09% 14,00% 13,01%
DQA1*0302-DQB1*0303 South Korea pop 1 324 9,70% 10,50% 1,02% 15,40% 14,38%
DQA1*0303-DQB1*0401 South Korea pop 1 324 11,30% 7,710% 0,87% 14,10% 13,23%
DQA1*0303-DQB1*0402 | South Korea pop 1 324 | 1130% | 3,90% 0,44% 3,10% 2,66%
DQA1*0501-DQB1*0201 South Korea pop 1 324 3,10% 2,90% 0,09% 3,70% 3,61%
DQA1*0505-DQB1*0301 South Korea pop 1 324 6,80% 12,80% 0,87% 8,30% 7,43%
DQA1*0601-DQB1*0301 South Korea pop 1 324 3,40% 12,80% 0,44% 3,40% 2,96%
DQA1*0103-DQB1*0201 South Korea pop 1 324 11,10% 2,90% 0,32% 0,00% -0,32%
DQA1*0103-DQB1*0301 South Korea pop 1 324 11,10% 12,80% 1,42% 0,00% -1,42%
DQA1*0301-DQB1*0201 South Korea pop 1 324 9,70% 2,90% 0,28% 0,00% -0,28%
DQA1*0301-DQB1*0602 South Korea pop 1 324 9,70% 7,40% 0,72% 0,00% -0,72%
DQA1*0101-DQB1*0501 Japan pop2 916 12,30% 5,40% 0,66% 4,60% 3,94%
DQA1*0101-DQB1*0502 Japan pop?2 916 12,30% 2,30% 0,28% 1,80% 1,52%
DQA1*0101-DQB1*0503 | Japan pop2 916 | 12,30% | 5,00% 0,62% 4,80% 4,19%
DQA1*0102-DQB1*0602 Japan pop2 916 12,10% 6,00% 0,73% 5,60% 4,87%
DQA1*0102-DQB1*0604 Japan pop?2 916 12,10% 5,00% 0,61% 4,80% 4,20%
DQA1*0103-DQB1*0601 | Japan pop2 916 | 16,90% | 16,10% 2,72% 15,60% 12,88%
DQA1*0301-DQB1*0301 Japan pop2 916 42,30% 13,10% 5,54% 1,10% -4,44%
DQA1*0301-DQB1*0302 Japan pop?2 916 42,30% 11,80% 4,99% 14,30% 9,31%
DQA1*0301-DQB1*0303 | Japan pop2 916 | 4230% | 11,20% 4,74% 10,80% 6,06%
DQA1*0301-DQB1*0401 Japan pop2 916 42,30% 15,10% 6,39% 14,70% 8,31%
DQA1*0301-DQB1*0402 Japan pop?2 916 42,30% 4,30% 1,82% 1,70% -0,12%
DQA1*0401-DQB1*0402 | Japan pop2 916 | 3,10% 4,30% 0,13% 2,30% 2,17%
DQA1*0501-DQB1*0301 Japan pop2 916 8,70% 13,10% 1,14% 8,10% 6,96%
DQA1*0601-DQB1*0301 Japan pop?2 916 3,10% 13,10% 0,41% 2,30% 1,89%
DQA1*0103-DQB1*0201 | Japan pop2 916 | 16,90% | 1,00% 0,17% 0,00% -0,17%
DQA1*0103-DQB1*0301 Japan pop2 916 16,90% 13,10% 2,21% 0,00% -2,21%
DQA1*0301-DQB1*0201 | Japan pop2 916 | 42,30% | 1,00% 0,42% 0,00% -0,42%
DQA1*0301-DQB1*0602 | Japan pop2 916 | 4230% | 6,00% 2,54% 0,00% -2,54%
DQA1*0101-DQB1*0501- China Canton Han 264 9,80% 3,40% 0,33% 1,30% 0,97%
DQA1*0101-DQB1*0502- China Canton Han 264 9,80% 11,00% 1,08% 4,90% 3,82%
DQA1*0102-DQB1*0601- China Canton Han 264 20,10% 11,20% 2,25% 2,70% 0,45%
DQA1*0102-DQB1*0602- China Canton Han 264 20,10% 3,80% 0,76% 2,50% 1,74%
DQA1*0102-DQB1*0609- China Canton Han 264 20,10% 1,90% 0,38% 1,10% 0,72%
DQA1*0103-DQB1*0601 China Canton Han 264 6,60% 11,20% 0,74% 3,70% 2,96%
DQA1*0201-DQB1*0201- China Canton Han 264 5,70% 12,10% 0,69% 4,40% 3,71%
DQA1*0301-DQB1*0302- China Canton Han 264 26,70% 7,00% 1,87% 3,60% 1,73%
DQA1*0301-DQB1*0303- China Canton Han 264 26,70% 15,00% 4,01% 13,10% 9,10%
DQA1*0301-DQB1*0401- China Canton Han 264 26,70% 4,00% 1,07% 2,20% 1,13%
DQA1*0501-DQB1*0201- China Canton Han 264 18,40% 12,10% 2,23% 4,50% 2,27%
DQA1*0501-DQB1*0301- China Canton Han 264 18,40% 24,20% 4,45% 6,70% 2,25%
DQA1*0601-DQB1*0301- China Canton Han 264 12,10% 24,20% 2,93% 10,80% 7,87%
DQA1*0103-DQB1*0201 China Canton Han 264 6,60% 12,10% 0,80% 0,00% -0,80%
DQA1*0103-DQB1*0301 China Canton Han 264 6,60% 24,20% 1,60% 0,00% -1,60%
DQA1*0301-DQB1*0201 China Canton Han 264 26,70% 12,10% 3,23% 0,00% -3,23%
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DQA1*0301-DQB1*0602 China Canton Han 264 26,70% 3,80% 1,01% 0,00% -1,01%
Allel- Allel-
Haplotyp HLA-DQ Ethnik n frequenz | fregeunz DPrg(/j;kt H?rpelottj)ér;in- Kopglung
DQAL DQB1 CeiBOR q
Mexico Highlands
DQA1*0101-DQB1*0501 Mestizos 160 9,40% 8,10% 0,76% 6,60% 5,84%
Mexico Highlands
DQA1*0101-DQB1*0503 Mestizos 160 9,40% 1,60% 0,15% 1,30% 1,15%
Mexico Highlands
DQA1*0102-DQB1*0602 Mestizos 160 9,40% 6,90% 0,65% 5,30% 4,65%
Mexico Highlands
DQA1*0102-DQB1*0604 Mestizos 160 9,40% 1,60% 0,15% 1,60% 1,45%
Mexico Highlands
DQA1*0103-DQB1*0603 Mestizos 160 3,10% 1,90% 0,06% 1,60% 1,54%
Mexico Highlands
DQA1*0201-DQB1*0201 Mestizos 160 7,20% 10,60% 0,76% 5,90% 5,14%
Mexico Highlands
DQA1*0201-DQB1*0303 Mestizos 160 7,20% 1,30% 0,09% 1,30% 1,21%
Mexico Highlands
DQA1*0301-DQB1*0301 Mestizos 160 28,80% 24,70% 7,11% 1,30% -5,81%
Mexico Highlands
DQA1*0301-DQB1*0302 Mestizos 160 28,80% 26,60% 7,66% 26,00% 18,34%
Mexico Highlands
DQA1*0401-DQB1*0402 Mestizos 160 15,00% 15,00% 2,25% 15,40% 13,15%
Mexico Highlands
DQA1*0501-DQB1*0201 Mestizos 160 15,00% 10,60% 1,59% 4,10% 2,51%
Mexico Highlands
DQA1*0501-DQB1*0301 Mestizos 160 27,20% 24,70% 6,72% 21,00% 14,28%
Mexico Highlands
DQA1*0103-DQB1*0201 Mestizos 160 3,10% 10,60% 0,33% 0,00% -0,33%
Mexico Highlands
DQA1*0103-DQB1*0301 Mestizos 160 3,10% 24,70% 0,77% 0,00% -0,77%
Mexico Highlands
DQA1*0301-DQB1*0201 Mestizos 160 28,80% 10,60% 3,05% 0,00% -3,05%
Mexico Highlands
DQA1*0301-DQB1*0602 Mestizos 160 28,80% 6,90% 1,99% 0,00% -1,99%
s AIEE Produkt Haplotypen- | Kopplung
Haplotyp HLA-DQ Ethnik n frequenz | fregeunz DOa/D - A
DOAl | DQBI QaDOB q
DQA1*0101-DQB1*0501 Russia Northwest Slavic 200 15,50% 13,00% 2,02% 12,00% 9,99%
DQA1*0102-DQB1*0502 Russia Northwest Slavic 200 18,50% 6,50% 1,20% 5,50% 4,30%
DQA1*0102-DQB1*0602 Russia Northwest Slavic 200 18,50% 9,50% 1,76% 9,00% 7,24%
DQA1*0102-DQB1*0604 Russia Northwest Slavic 200 18,50% 3,50% 0,65% 3,00% 2,35%
DQA1*0103-DQB1*0601 Russia Northwest Slavic 200 8,50% 1,50% 0,13% 1,00% 0,87%
DQA1*0103-DQB1*0603 Russia Northwest Slavic 200 8,50% 6,00% 0,51% 5,50% 4,99%
DQA1*0201-DQB1*0201 Russia Northwest Slavic 200 10,50% 17,50% 1,84% 8,00% 6,16%
DQA1*0201-DQB1*0303 Russia Northwest Slavic 200 10,50% 5,00% 0,53% 2,50% 1,98%
DQA1*0301-DQB1*0301 Russia Northwest Slavic 200 16,00% 20,00% 3,20% 2,00% -1,20%
DQA1*0301-DQB1*0302 Russia Northwest Slavic 200 16,00% 11,00% 1,76% 9,00% 7,24%
DQA1*0301-DQB1*0303 Russia Northwest Slavic 200 16,00% 5,00% 0,80% 2,00% 1,20%
DQA1*0401-DQB1*0402 Russia Northwest Slavic 200 4,50% 4,00% 0,18% 4,00% 3,82%
DQA1*0501-DQB1*0201 Russia Northwest Slavic 200 26,50% 17,50% 4,64% 9,00% 4,36%
DQA1*0501-DQB1*0301 Russia Northwest Slavic 200 26,50% 20,00% 5,30% 15,50% 10,20%
DQA1*0103-DQB1*0201 Russia Northwest Slavic 200 8,50% 17,50% 1,49% 0,00% -1,49%
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DQA1*0103-DQB1*0301 Russia Northwest Slavic 200 8,50% 20,00% 1,70% 0,00% -1,70%
DQA1*0301-DQB1*0201 Russia Northwest Slavic 200 | 16,00% 17,50% 2,80% 0,00% -2,80%
DQA1*0301-DQB1*0602 Russia Northwest Slavic 200 16,00% 9,50% 1,52% 0,00% -1,52%
DQA1*0101-DQB1*0501 Russia Tuva pop 2 169 11,60% 6,20% 0,72% 6,20% 5,48%
DQA1*0101-DQB1*0502 Russia Tuva pop 2 169 | 11,60% 3,00% 0,35% 2,30% 1,95%
DQA1*0101-DQB1*0503 Russia Tuva pop 2 169 | 11,60% 3,00% 0,35% 3,00% 2,65%
DQA1*0102-DQB1*0602 Russia Tuva pop 2 169 18,00% 11,50% 2,07% 11,50% 9,43%
DQA1*0102-DQB1*0604 Russia Tuva pop 2 169 18,00% 1,80% 0,32% 1,80% 1,48%
DQA1*0103-DQB1*0601 Russia Tuva pop 2 169 10,10% 4,70% 0,47% 4,70% 4,23%
DQA1*0103-DQB1*0603 Russia Tuva pop 2 169 10,10% 5,30% 0,54% 5,30% 4,76%
DQA1*0201-DQB1*0201 Russia Tuva pop 2 169 8,90% 13,00% 1,16% 6,80% 5,64%
DQA1*0201-DQB1*0303 Russia Tuva pop 2 169 8,90% 8,00% 0,71% 2,10% 1,39%
DQA1*0301-DQB1*0301 Russia Tuva pop 2 169 20,10% 26,60% 5,35% 6,00% 0,65%
DQA1*0301-DQB1*0302 Russia Tuva pop 2 169 20,10% 4,40% 0,88% 4,40% 3,52%
DQA1*0301-DQB1*0303 Russia Tuva pop 2 169 | 20,10% 8,00% 1,61% 5,00% 3,39%
DQA1*0301-DQB1*0401 Russia Tuva pop 2 169 20,10% 3,20% 0,64% 3,20% 2,56%
DQA1*0401-DQB1*0402 Russia Tuva pop 2 169 4,40% 4,70% 0,21% 4,40% 4,19%
DQA1*0501-DQB1*0201 Russia Tuva pop 2 169 | 26,00% 13,00% 3,38% 5,20% 1,82%
DQA1*0501-DQB1*0301 Russia Tuva pop 2 169 26,00% 26,60% 6,92% 20,20% 13,28%
DQA1*0103-DQB1*0201 Russia Tuva pop 2 169 | 10,10% 13,00% 1,31% 0,00% -1,31%
DQA1*0103-DQB1*0301 Russia Tuva pop 2 169 10,10% 26,60% 2,69% 0,00% -2,69%
DQA1*0301-DQB1*0201 Russia Tuva pop 2 169 20,10% 13,00% 2,61% 0,00% -2,61%
DQA1*0301-DQB1*0602 Russia Tuva pop 2 169 | 20,10% 11,50% 2,31% 0,00% -2,31%
DQA1*0101-DQB1*0501 Spain Murcia 173 15,50% 15,90% 2,46% 1,50% -0,96%
DQA1*0102-DQB1*0602 Spain Murcia 173 12,00% 4,80% 0,58% 1,90% 1,32%
DQA1*0103-DQB1*0603 Spain Murcia 173 | 10,70% 8,70% 0,93% 1,90% 0,97%
DQA1*0201-DQB1*0202 Spain Murcia 173 17,50% 17,50% 3,06% 6,60% 3,54%
DQA1*0301-DQB1*0302 Spain Murcia 173 11,10% 11,10% 1,23% 1,50% 0,27%
DQA1*0501-DQB1*0201 Spain Murcia 173 | 28,20% 12,30% 347% 5,80% 2,33%
DQA1*0103-DQB1*0201 Spain Murcia 173 10,70% 12,30% 1,32% 0,00% -1,32%
DQA1*0103-DQB1*0301 Spain Murcia 173 10,70% 16,70% 1,79% 0,00% -1,79%
DQA1*0301-DQB1*0201 Spain Murcia 173 11,10% 12,30% 1,37% 0,00% -1,37%
DQA1*0301-DQB1*0602 Spain Murcia 173 | 11,10% 4,80% 0,53% 0,00% -0,53%
DQA1*0101-DQB1*0501 England Caucasoid 177 16,10% 13,30% 2,14% 12,50% 10,36%
DQA1*0101-DQB1*0503 England Caucasoid 177 16,10% 2,50% 0,40% 2,30% 1,90%
DQA1*0102-DQB1*0602 England Caucasoid 177 18,40% 14,40% 2,65% 14,10% 11,45%
DQA1*0102-DQB1*0604 England Caucasoid 177 18,40% 3,10% 0,57% 2,50% 1,93%
DQA1*0103-DQB1*0603 England Caucasoid 177 4,20% 3,10% 0,13% 2,00% 1,87%
DQA1*0201-DQB1*0201 England Caucasoid 177 13,30% 23,20% 3,09% 10,50% 7,41%
DQA1*0201-DQB1*0303 England Caucasoid 177 | 13,30% 3,70% 0,49% 2,30% 1,81%
DQA1*0301-DQB1*0301 England Caucasoid 177 23,70% 16,10% 3,82% 5,70% 1,88%
DQA1*0301-DQB1*0302 England Caucasoid 177 23,70% 16,40% 3,89% 15,30% 11,41%
DQA1*0301-DQB1*0303 England Caucasoid 177 | 23,70% 3,70% 0,88% 1,40% 0,52%
DQA1*0401-DQB1*0402 England Caucasoid 177 1,70% 1,70% 0,03% 1,70% 1,67%
DQA1*0501-DQB1*0201 England Caucasoid 177 22,00% 23,20% 5,10% 12,70% 7,60%
DQA1*0501-DQB1*0301 England Caucasoid 177 22,00% 16,10% 3,54% 5,40% 1,86%
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DQA1*0103-DQB1*0201 England Caucasoid 177 4,20% 23,20% 0,97% 0,00% -0,97%
DQA1*0103-DQB1*0301 England Caucasoid 177 4,20% 16,10% 0,68% 0,00% -0,68%
DQA1*0301-DQB1*0201 England Caucasoid 177 | 23,70% 23,20% 5,50% 0,00% -5,50%
DQA1*0301-DQB1*0602 England Caucasoid 177 23,70% 14,40% 3,41% 0,00% -3,41%
DQA1*0101-DQB1*0501 Greece pop3 246 9,40% 9,00% 0,85% 7,10% 6,25%
DQA1*0101-DQB1*0503 Greece pop3 246 9,40% 4,60% 0,43% 1,60% 1,17%
DQA1*0102-DQB1*0502 Greece pop3 246 25,10% 16,40% 4,12% 15,60% 11,48%
DQA1*0102-DQB1*0602 Greece pop3 246 | 25,10% 3,70% 0,93% 3,30% 2,37%
DQA1*0102-DQB1*0604 Greece pop3 246 | 25,10% 3,10% 0,78% 3,00% 2,22%
DQA1*0103-DQB1*0601 Greece pop3 246 6,60% 2,50% 0,17% 2,20% 2,04%
DQA1*0103-DQB1*0603 Greece pop3 246 6,60% 5,20% 0,34% 3,70% 3,36%
DQA1*0104-DQB1*0501 Greece pop3 246 3,60% 9,00% 0,32% 1,00% 0,68%
DQA1*0104-DQB1*0503 Greece pop3 246 3,60% 4,60% 0,17% 2,00% 1,83%
DQA1*0201-DQB1*0201 Greece pop3 246 7,00% 13,30% 0,93% 4,90% 3,97%
DQA1*0201-DQB1*0303 Greece pop3 246 7,00% 2,70% 0,19% 2,00% 1,81%
DQA1*0301-DQB1*0302 Greece pop3 246 1,50% 7,20% 0,11% 3,80% 3,69%
DQA1*0501-DQB1*0201 Greece pop3 246 | 38,30% 13,30% 5,09% 6,30% 1,21%
DQA1*0501-DQB1*0301 Greece pop3 246 | 38,30% 32,50% 12,45% 28,80% 16,35%
DQA1*0103-DQB1*0201 Greece pop3 246 6,60% 13,30% 0,88% 0,00% -0,88%
DQA1*0103-DQB1*0301 Greece pop3 246 6,60% 32,50% 2,15% 0,00% -2,15%
DQA1*0301-DQB1*0201 Greece pop3 246 1,50% 13,30% 0,20% 0,00% -0,20%
DQA1*0301-DQB1*0602 Greece pop3 246 1,50% 3,70% 0,06% 0,00% -0,06%
DQA1*0101-DQB1*0501 Turkey pop 1 250 14,40% 8,20% 1,18% 7,60% 6,42%
DQA1*0101-DQB1*0503 Turkey pop 1 250 | 14,40% 5,40% 0,78% 4,60% 3,82%
DQA1*0102-DQB1*0502 Turkey pop 1 250 | 16,40% 6,00% 0,98% 6,00% 5,02%
DQA1*0102-DQB1*0602 Turkey pop 1 250 16,40% 6,80% 1,12% 6,20% 5,08%
DQA1*0102-DQB1*0604 Turkey pop 1 250 | 16,40% 3,20% 0,52% 3,60% 3,08%
DQA1*0103-DQB1*0601 Turkey pop 1 250 9,00% 4,20% 0,38% 3,80% 3,42%
DQA1*0103-DQB1*0603 Turkey pop 1 250 9,00% 4,20% 0,38% 3,80% 3,42%
DQA1*0201-DQB1*0201 Turkey pop 1 250 8,80% 16,40% 1,44% 7,20% 5,76%
DQA1*0201-DQB1*0302 Turkey pop 1 250 8,80% 12,80% 1,13% 1,20% 0,07%
DQA1*0301-DQB1*0302 Turkey pop 1 250 14,80% 12,80% 1,89% 11,00% 9,11%
DQA1*0301-DQB1*0303 Turkey pop 1 250 | 14,80% 1,60% 0,24% 1,00% 0,76%
DQA1*0501-DQB1*0201 Turkey pop 1 250 33,40% 16,40% 5,48% 9,40% 3,92%
DQA1*0501-DQB1*0301 Turkey pop 1 250 | 33,40% 25,60% 8,55% 22,20% 13,65%
DQA1*0103-DQB1*0201 Turkey pop 1 250 9,00% 16,40% 1,48% 0,00% -1,48%
DQA1*0103-DQB1*0301 Turkey pop 1 250 9,00% 25,60% 2,30% 0,00% -2,30%
DQA1*0301-DQB1*0201 Turkey pop 1 250 | 14,80% 16,40% 2,43% 0,00% -2,43%
DQA1*0301-DQB1*0602 Turkey pop 1 250 | 14,80% 6,80% 1,01% 0,00% -1,01%
Haplotyp HLA-DQ Ethnik n fr':czlfénz frﬁc:Lelez DPQr?x(/jI;(thB H?ﬂg;ﬁin' Kopglung
DQA1 DQB1
Gabon Haut-Ogooue
DQA1*0101-DQB1*0501 Province Dienga Village 167 15,00% 14,70% 2,21% 12,20% 10,00%
Gabon Haut-Ogooue
DQA1*0102-DQB1*0602 Province Dienga Village 167 50,00% 42,20% 21,10% 41,50% 20,40%
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Gabon Haut-Ogooue

DQA1*0102-DQB1*0603 Province Dienga Village 167 50,00% 2,10% 1,05% 2,10% 1,05%
Gabon Haut-Ogooue

DQA1*0102-DQB1*0604 Province Dienga Village 167 50,00% 9,00% 4,50% 5,20% 0,70%
Gabon Haut-Ogooue

DQA1*0103-DQB1*0604 Province Dienga Village 167 3,90% 9,00% 0,35% 3,60% 3,25%
Gabon Haut-Ogooue

DQA1*0201-DQB1*0201 Province Dienga Village 167 5,10% 16,80% 0,86% 4,90% 4,04%
Gabon Haut-Ogooue

DQA1*0301-DQB1*0303 Province Dienga Village 167 7,50% 3,00% 0,23% 2,70% 2,48%
Gabon Haut-Ogooue

DQA1*0501-DQB1*0201 Province Dienga Village 167 17,70% 16,80% 2,97% 6,70% 3,73%
Gabon Haut-Ogooue

DQA1*0501-DQB1*0301 Province Dienga Village 167 17,70% 10,20% 1,81% 10,00% 8,19%
Gabon Haut-Ogooue

DQA1*0103-DQB1*0201 Province Dienga Village 167 3,90% 16,80% 0,66% 0,00% -0,66%
Gabon Haut-Ogooue

DQA1*0103-DQB1*0301 Province Dienga Village 167 3,90% 10,20% 0,40% 0,00% -0,40%
Gabon Haut-Ogooue

DQA1*0301-DQB1*0201 Province Dienga Village 167 7,50% 16,80% 1,26% 4,50% 3,24%
Gabon Haut-Ogooue

DQA1*0301-DQB1*0602 Province Dienga Village 167 7,50% 42,20% 3,17% 0,00% -3,17%

DQA1*0101-DQB1*0501 Cameroon Saa 172 9,90% 11,30% 1,12% 9,60% 8,48%

DQA1*0102-DQB1*0501 Cameroon Saa 172 36,30% 11,30% 4,10% 1,80% -2,30%

DQA1*0102-DQB1*0602 Cameroon Saa 172 | 36,30% 30,80% 11,18% 30,50% 19,32%

DQA1*0102-DQB1*0609 Cameroon Saa 172 36,30% 3,50% 1,27% 3,50% 2,23%

DQA1*0201-DQB1*0201 Cameroon Saa 172 2,90% 14,50% 0,42% 2,90% 2,48%

DQA1*0301-DQB1*0303 Cameroon Saa 172 27,30% 24,10% 6,58% 24,10% 17,52%

DQA1*0401-DQB1*0301 Cameroon Saa 172 8,10% 9,60% 0,78% 4,40% 3,62%

DQA1*0401-DQB1*0402 Cameroon Saa 172 8,10% 3,80% 0,31% 3,80% 3,49%

DQA1*0501-DQB1*0201 Cameroon Saa 172 13,70% 14,50% 1,99% 9,00% 7,01%

DQA1*0501-DQB1*0301 Cameroon Saa 172 13,70% 9,60% 1,32% 4,60% 3,28%

DQA1*0103-DQB1*0201 Cameroon Saa 172 1,20% 14,50% 0,17% 0,00% -0,17%

DQA1*0103-DQB1*0301 Cameroon Saa 172 1,20% 9,60% 0,12% 0,00% -0,12%

DQA1*0301-DQB1*0201 Cameroon Saa 172 27,30% 14,50% 3,96% 2,60% -1,36%

DQA1*0301-DQB1*0602 Cameroon Saa 172 | 27,30% 30,80% 8,41% 0,00% -8,41%
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Tabelle 6.5: weltweite Frequenz von HLA-DQ-Allelen

aus versch, | , Weltweite aus versch, |, Weltweite
HLA-DQa el beqbqohtgte HLA-DQB . beqbqohtgte
Gruppen Haufigkeit Gruppen Haufigkeit

0101 19706 11,78 % 0201 24346 13,29 %
0102 19065 16,11 % 0202 8033 8,21 %
0103 19147 8,34 % 0301 34175 25,35 %
0104 6255 511 % 0302 36233 13,31 %
0105 2084 2,68 % 0303 34029 6,45 %
0201 19750 10,75 % 0304 10477 0,95 %
0301 13058 19,73 % 0305 8966 1,08 %
0302 4878 3,84 % 0401 14245 3,74 %
0303 2971 4,36 % 0402 38044 7,41 %
0401 21020 7,59 % 0501 38143 9,59 %
0501 19746 26,16 % 0502 31205 5,86 %
0502 1938 3,1% 0503 30779 4,28 %
0503 1804 0,9 % 0601 29844 7,21 %
0505 2191 15,4 % 0602 38284 8,27 %
0601 10928 4,28 % 0603 34959 4,06 %

0604 31793 2,95 %

0605 8950 1,76 %

0609 17566 1,99 %

0612 4236 0,00 %

Tabelle 6.6: Frequenz von HLA-DQAL1 / B1-Haplotypen und deren Kopplungsungleichgewicht

Absolute | Prozentuale | Theoretische .
Ges.amte S I e Haplotyp- Kor.)plungs.un- Endoy -Rt?.5|stenz
DQA1| DaB1 Stich- Haufigkeit | Haufigkeit |Wahrscheinlichk gleichgewicht + Oberflac.hen-
RISES weltweit weltweit eit weltweit & expression

0101 | 0301 | 11.788 5 0,04% 2,99% -2,95%

0302 | 11.788 2 0,02% 1,57% -1,55%

0303 | 11.788 1 0,01% 0,76% -0,75%

0501 | 11.788 1.086 9,21% 1,13% +8,08%

0502 | 11.788 58 0,49% 0,69% -0,20%

0503 | 11.788 211 1,79% 0,50% +1,29%

05 11.788 19 0,16% - -

0601 | 11.788 3 0,03% 0,85% -0,82%

0602 | 11.788 16 0,14% 0,97% -0,83%

0603 | 11.788 2 0,02% 0,45% -0,43%

0604 | 11.788 4 0,03% 0,35% -0,32%
0102 | 0201 | 10.814 4 0,04% 2,14% -2,10%

0501 | 10.814 46 0,43% 1,54% -1,11%

0502 | 10.814 339 3,13% 0,94% +2,19%

0601 | 10.814 46 0,43% 1,16% -0,73%
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0602 | 10.814 1.090 10,08% 1,33% +8,75%
0603 | 10.814 54 0,50% 0,65% -0,15%
0604 | 10.814 341 3,15% 0,48% +2,67%
0605 | 10.814 68 0,63% 0,28% +0,35%
0103 | 0301 | 10.741 2 0,02% 2,11% -2,09% -
0501 | 10.741 23 0,21% 0,80% -0,59%
0503 | 10.741 8 0,07% 0,36% -0,29%
0601 | 10.741 729 6,79% 0,60% +6,19%
0602 | 10.741 120 1,12% 0,69% +0,43% +
0603 | 10.741 419 3,90% 0,34% +3,56%
0604 | 10.741 8 0,07% 0,25% -0,18%
0605 | 10.741 5 0,05% 0,15% -0,10%
0609 | 10.741 5 0,05% 0,17% -0,12%
0612 | 10.741 1 0,01% = -
0104 | 0501 5.218 %94 1,80% 0,49% +1,31%
0502 5.218 26 0,50% 0,30% +0,20%
0503 5.218 116 2,22% 0,22% +2,00%
0105 | 0501 784 15 1,91% 0,26% +1,65%
0201 | 0201 | 10.186 655 6,43% 1,43% +5,00% +
0202 | 10.186 309 3,03% 0,88% +2,15%
02 10.186 181 1,78% = -
0301 | 10.186 5 0,05% 2,73% -2,68% -
0302 | 10.186 5 0,05% 1,43% -1,38% -
0303 | 10.186 227 2,23% 0,69% +1,54%
0402 | 10.186 1 0,01% 0,80% -0,79%
0501 | 10.186 6 0,06% 1,03% -0,97%
0301 | 0201 9.246 30 0,32% 2,62% -2,30% -
02 9.246 5 0,05% - -
0301 9.246 89 0,96% 5,00% -4,04%
0302 9.246 854 9,24% 2,63% +6,61%
0303 9.246 227 2,46% 1,27% +1,19%
0304 9.246 17 0,18% 0,19% -0,01%
0305 9.246 5 0,06% 0,21% -0,15%
0401 9.246 150 1,62% 0,74% +0,88%
0402 9.246 31 0,34% 1,46% -1,12%
0501 9.246 5 0,05% 1,89% -1,84%
0601 9.246 1 0,01% 1,42% -1,41%
0302 | 0301 3.110 122 3,92% 0,97% +2,95%
0302 3.110 19 0,61% 0,51% +0,10%
0303 3.110 241 7,75% 0,25% +7,50%
0401 3.110 139 4,47% 0,14% +4,33%
0402 3.110 20 0,64% 0,28% +0,36%
0303 02 621 5 0,81% = -
0401 621 61 9,82% 0,16% +9,66%
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0402 621 11 1,77% 0,32% +1,45%
0401 | 0201 8.471 1 0,01% 0,86% -0,85%
0301 8.471 69 0,81% 1,92% -1,11%
0302 8.471 17 0,20% 1,01% -0,81%
0303 8.471 2 0,02% 0,49% -0,47%
0401 8.471 32 0,38% 0,28% +0,10%
0402 8.471 322 3,80% 0,56% +3,24%
0501 | 0201 | 12.259 948 7,73% 3,48% +4,25% +
0202 | 12.259 13 0,11% 2,15% -2,04%
0301 | 12.259 1.696 13,83% 6,63% +7,20%
0302 | 12.259 4 0,03% 3,48% -3,45%
0303 | 12.259 89 0,73% 1,69% -0,96%
0402 | 12.259 12 0,10% 1,94% -1,84%
0501 | 12.259 1 0,01% 2,51% -2,50%
0502 | 12.259 1 0,01% 1,53% -1,52%
0601 | 12.259 6 0,05% 1,89% -1,84%
0602 | 12.259 1 0,01% 2,16% -2,15% +
0502 | 0201 85 5 5,88% 0,41% +5,47%
0503 | 0301 525 14 2,67% 0,23% +2,44%
0505 | 0301 779 84 10,78% 3,90% +6,88% +
0303 779 4 0,51% 0,99% -0,48%
0601 | 0201 5.701 3 0,05% 0,57% -0,52%
0301 5.701 106 1,86% 1,08% +0,78%
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Abbildung 6.3: Bildliche Darstellung der Allelverteilung von ,, passenden“ HLA-DQA1 und -DQB1

Die weltweite Verteilung des Allels in den ethnischen Populationen der Datenbank wird durch durch Punkte unterschiedlicher
Farbe dargestellt. In einer Zeile sind jeweils die Allelkombinationen aus HLA-Klasse-1I-DQa- und B-Ketten, die sich in dieser
Arbeit als ,passend” herauskristallisiert haben. (Quelle: Allele frequencies.net Stand 23.04.2010
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Abbildung 6.4: Funktionelle DQ-Rezeptoren in Abhéngigkeit der Zelllinie
Um eine Zelllinienabhangigkeit der bisherigen Ergebnisse auszuschlieRen wurden HelLa-Zellen mit jeweils einer DQa- und
DQB- Kette transfiziert. Die Allelkombinationen wurden in An- (+li; Spur 1-3) und Abwesenheit von der li (-li, Spur 4-6),
geprift. Die Inkubation mit EndoH diente dem Nachweis einer Kohlenhydratreifung im Golgi Apparat (Spur 2 und 5). Als
Kontrolle wurde eine Inkubation der Probe mit PNgaseF zusatzlich durchgefuhrt (Spur 3 und 6). Nach Auftrennung der
Proteine Uber SDS-PAGE und Western Blot erfolgte die Detektion der DQ-Alpha-Ketten (Spur 1). Als Kontrolle der
erfolgreichen Expression wurden die DQ-Beta-Ketten zusatzlich detektiert (Spur 7 und 8). Die An- bzw. Abwesenheit der li ist
in Spur 9 und 10 dargestellt. Die Ergebnisse der EndoH-Verdaus &hnelen dem Muster nach Versuchsdurchfiihrung in

IMR90S-Zellen.
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