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EINLEITUNG 1

EINLEITUNG

1.1  Das Immunsystem

Jeder Organismus ist stindig den Einfliissen der Umwelt ausgesetzt, wobei manche dieser
Einfliisse (z. B. Viren, Bakterien, Pilze und Parasiten) die korperliche Unversehrtheit eines
Organismus bedrohen. Alle hoheren Organismen besitzen daher ein biologisches
Abwehrsystem, das Immunsystem. Neben rein physikalischen Barrieren versucht es, mit
einem Netzwerk aus verschiedenen Organen, Zelltypen und Molekiilen eine
Gewebeschiddigung zu verhindern.

Hat ein Pathogen erfolgreich die ersten Barrieren des Organismus {iberwunden, wird eine
schnelle, angeborene Antwort ausgelost. Erst nach vier bis sieben Tagen reagieren T- und B-

Zellen im Rahmen der adaptiven Immunantwort auf ein Pathogen.

1.1.1 Die angeborene Immunantwort

Die angeborene Immunantwort ist die erste Verteidigungslinie des Korpers. Sie kann
innerhalb weniger Minuten oder einiger Stunden reagieren, da keine klonale Expansion
erforderlich ist. Viele Pathogene konnen so ohne erkennbare klinische Symptome eliminiert
werden.

Neben den verschiedenen Leukozytenpopulationen, wie phagozytierenden Zellen
(Neutrophile Granulozyten, Makrophagen) sowie den Natiirlichen Killer (NK)-Zellen, zahlt
man auch Serumproteine, wie die Bestandteile des Komplementsystems, und Zytokine, die
regulatorisch und koordinativ arbeiten, zur angeborenen Immunitit. Hat ein Pathogen das
Epithelium durchdrungen, reagieren die Leukozyten. Makrophagen konnen Mikroben
phagozytieren und durch Zytokin- und Chemokinproduktion andere Immunzellen an den Ort
der Entziindung locken. Eine Entziindung ruft im Anschluss meist Neutrophile Granulozyten
herbei, die ebenfalls phagozytieren. Die Sekretion von Interleukin (IL)-12 und IL-15 durch
Makrophagen kann auch NK-Zellen aktivieren. Deren Interferon (INF)-y -Produktion kann
eine virale Replikation inhibieren, weitere Makrophagen aktivieren und Bakterien effektiver

eliminieren. Des Weiteren wird die MHC-Klasse-I- und -II-Expression durch INFy erhoht.
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Zellen, die Zeichen einer Infektion aufweisen, wie die Expression von stress-induzierbaren
Molekiilen oder eine reduzierte MHC-Klasse-I-Expression, konnen von NK-Zellen erkannt
werden und mit Hilfe von Perforin und Granzym abgetotet werden.

Ebenfalls nicht adaptiv agiert das Komplementsystem, ein Abwehrsystem gegen bakterielle
Infektionen. Es besteht aus Plasmaproteinen, die in der Regel von Hepatozyten gebildet
werden. Neben einer lytischen Funktion unterstiitzt es die Phagozytose durch Immunzellen.
Die Aktivierung des Komplementsystems kann auf unterschiedlichen Wegen erfolgen und die

adaptive Immunantwort einleiten (s. Kap. 1.1.2).

Der angeborene Teil des Immunsystems stellt den evolutiondr dlteren dar. Invertebraten
verfligen z. B. iiber keinen adaptiven Teil des Immunsystems. Bei Vertebraten sind die beiden

Teile des Immunsystems stark miteinander vernetzt (Janeway und Medzhitov, 2002).

1.1.2 Die adaptive Inmunantwort

Antigenpréasentierende Zellen (antigen presenting cells, APC), wie Makrophagen,
Dendritische Zellen und B-Lymphozyten migrieren im Laufe einer Immunantwort nach
Interaktion mit Mikroben in die Lymphknoten und présentieren dort den T- und B-
Lymphozyten Antigene. T- und B-Lymphozyten differenzieren so zu unterschiedlichen
antigenspezifischen Effektorzellen. B- und T-Lymphozyten exprimieren gegeniiber Zellen der
angeborenen Immunantwort keine keimbahnkodierten Antigen-Rezeptoren. Stattdessen
werden ihre Rezeptoren wihrend der Zellentwicklung durch eine Neuanordnung der DNA
(DNA rearrangement) generiert. Dies fiihrt zur Expression eines spezifischen Rezeptortyps
fiir jeden T- und B-Lymphozyt und dessen klonale Nachkommenschaft. Lymphozyten mit
nutzlosen oder autoreaktiven Rezeptoren werden schon im Knochenmark (B-Lymphozyten)
bzw. im Thymus (T-Lymphozyten) eliminiert. Bei einer Immunantwort werden nur solche T-
und B-Lymphozyten aktiviert, die einen fiir die Antigene relevanten Rezeptor exprimieren.
Anschliefend kann eine Differenzierung in Plasma-B-Lymphozyten, die Antikorper
produzieren, und in CD4"-T-Helferzellen bzw. CD8"-T-Killerzellen erfolgen.

Uber das Blut gelangen aktivierte T- und B-Lymphozyten, geleitet durch Chemokine, zum
Ort der Infektion. CD8'-T-Lymphozyten erkennen durch die Prisentation von antigenen
Peptiden, iiber MHC-Klasse-I-Molekiile, infizierte Zellen und Antikdrper binden spezifisch

Viren, Mikroben und deren Produkte sowie infizierte Zellen. Antikorper gegen Viren haben
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dabei eine neutralisierende Wirkung. Phagozytierende Zellen oder das Komplementsystem
erkennen liber den Fc-Teil der Antikorper die Mikroben oder infizierte Zellen und kénnen
diese anschlieBend toten.

Nach einer erfolgreichen Immunantwort bleiben einige B- und T-Lymphozyten zuriick und

bilden so das immunologische Gedéchtnis.

Forschungsergebnisse aus der jlingeren Vergangenheit haben gezeigt, dass die Grenzen
zwischen angeborener und spezifischer Immunantwort nicht statisch sondern flieBend sind.
Die beiden Systeme beeinflussen sich gegenseitig, um eine optimale Immunantwort zu

gewihrleisten (Raulet, 2004; Vivier und Malissen, 2005).

1.2 Der Haupthistokompatibilititskomplex

1.2.1 Genetische Organisation bei Mensch und Rhesusaffe

Bei der Immunantwort spielt der Haupthistokompatibilitdtskomplex (major histocompatibility
complex, MHC) eine zentrale Rolle. Bei Wirbeltieren umfasst dieser Komplex Gene, die mit
der Immunerkennung wund der Gewebevertrdglichkeit (Histokompatibilitit) bei
Transplantationen assoziiert sind (Payne und Rolfs, 1958; van Rood et al., 1958).

Die MHC-Molekiile werden auf der Zelloberfliche exprimiert und interagieren mit
Rezeptoren auf T- und NK-Zellen, wodurch die Immunantwort vermittelt wird. Sie lassen
sich leicht auf Leukozyten nachweisen und werden daher beim Menschen HLA (human
leukocyte antigen)-Rezeptoren genannt. Die Gene des MHC des Rhesusaffen werden mit dem
Prafix Mamu (Macaca mulatta) zur Abgrenzung von MHC-Genen anderer Spezien versehen.
Der MHC ist eine komprimierte Ansammlung von Genen, denen vielféltige immunologische
Funktionen zugeschrieben werden. Er ist beim Menschen wie auch beim Rhesusaffen auf dem
kurzen Arm von Chromosom 6 lokalisiert, beim Menschen an Position 6p21.3, beim
Rhesusaffen an Position 6p24 (Huber et al., 2003). Die GenomgroB3e des MHC weist jedoch
bemerkenswerte Unterschiede auf. Die menschliche Sequenz erstreckt sich iiber 3,7 Mb (The
MHC sequence consortium, 1999), der MHC des Rhesusaffen umfasst dagegen ca. 5,3 Mb
(Daza-Vamenta et al., 2004). Abbildung 1.1 veranschaulicht, dass der GréBenunterschied
hauptsdchlich auf Expansionen in den MHC-Klasse-I-A- und MHC-Klasse-I-B-Regionen

zuriickzufiihren ist.
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Abb. 1.1: Lineare Darstellung eines Vergleichs des MHC von Mensch und Rhesusaffe (verindert nach
Daza-Vamenta et al., 2004).

Das telomerische Ende liegt zur Linken, das zentromerische zur Rechten. Die chromosomale Lokalisierung ist
links angegeben. Die MHC-Klasse-I-Region mit den im Rhesusaffen expandierten Klasse-I-A- und Klasse-I-B-
Regionen ist hellblau hinterlegt. Die Klasse-II-Region ist dunkelgrau, die Klasse-III-Region hellgrau hinterlegt.
Neben den Klasse-I-Genen sind einige immunologisch bedeutsame Gene zur Orientierung eingezeichnet.

1.2.2 Die MHC-Molekiile

MHC-Molekiile sind in der Zellmembran verankerte Glykoproteine, die der
Immunglobulingensuperfamilie angehéren. Man unterscheidet drei Regionen innerhalb der
MHC-Region:

Molekiile der Klasse-I-Region (beim Mensch HLA-A, -B, -C) werden auf allen kernhaltigen
Zellen exprimiert und prasentieren intrazelluldre Antigene in Form von Nonamerpeptiden.
Die Peptide kdnnen sowohl aus Zellproteinen als auch aus endogenen Viren und Tumoren
stammen (Dunlop und Blanden, 1977; Rammensee et al., 1995).

Molekiile der Klasse-II-Region (beim Mensch HLA-DP, -DM, -DQ, -DR) werden nur auf
immunregulatorischen Zellen, wie APC exprimiert. Sie prasentieren 12 - 14 Aminosédure (AS)
lange Peptide extrazelluldrer Antigene wie Bakterien oder Toxine. Diese Antigene miissen
dafiir vor der Prasentation zundchst endozytiert werden (Germain und Malissen, 1986).

In der Klasse-III-Region sind diverse Molekiilgruppen verschliisselt, unter anderem
Komplementfaktoren, inflammatorische Zytokine, Tumornekrosefaktor (TNF)-o und -f3 und

Hitzeschockproteine.
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1.2.2.1 MHC-Klasse-I-Molekiile

MHC-Klasse-I-Molekiile werden klassischerweise zur angeborenen Immunantwort gezéhlt
und auf allen Zellen mit Ausnahme von Erythrozyten und Neuronen exprimiert. Sie bestehen
aus einer schweren Kette mit drei extrazelluliren Doménen (al, o2, «o3), einer
Transmembranregion und einem kurzen zytoplasmatischen Teil (Natarajan et al., 1999). Die
schwere Kette (42 kD) assoziiert vor allem iiber die a3-Domine nicht-kovalent mit [32-
Mikroglobulin (2M), dessen Gen auflerhalb des MHC auf Chromosom 15 des Menschen
lokalisiert ist. Die o1- und a2-Doméne bilden mit je einer a-Helix und einem vierstringigen
B-Faltblatt die Bindungsstelle fiir Rezeptoren auf T- und NK-Zellen aus. Zwischen den
Helices befindet sich die Peptidbindungsregion (peptide binding region, PBR), in der
Antigene prisentiert werden (Abb. 1.2). Durch den hohen Grad an Polymorphismus kénnen
verschiedene MHC-Klasse-I-Molekiile Peptide aus unterschiedlichen AS-Kombinationen in
threr PBR binden. Dadurch wird eine sehr diverse Peptidprasentation erreicht (Rodgers und
Cook, 2005).

Die klassischen MHC-Klasse-I-Molekiile sind beim Menschen die hochpolymorphen
HLA-A-, HLA-B- und HLA-C-Molekiile. Derzeit sind 580 Allele fiir HLA-A, 921 Allele fiir
HLA-B  und 312 Allele fir HLA-C bekannt (IMGT/HLA  Database:
http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/stats.htm). Beim Rhesusaffen finden sich zwei bis vier Mamu-
A-Loci, die unterschiedlich polymorph sind (Otting et al., 2007). Die Mamu-B-Region ist sehr
komplex und kann je nach Haplotyp eine unterschiedliche Anzahl an funktionellen Genen
aufweisen. Dabei scheinen einige Gen-Loci polymorpher als andere zu sein (Daza-Vamenta et
al., 2004). Von Urvater und Kollegen wurden weitere MHC-Klasse-I-cDNA-Sequenzen vom
Rhesusaffen isoliert und als Mamu-I bezeichnet (Urvater et al., 2000b). Diese Sequenzen
dhneln stark den Mamu-B-Sequenzen und zeigen sowohl Eigenschaften klassischer als auch
nicht-klassischer MHC-Klasse-I-Gene. Obwohl sie ubiquitir transkribiert werden und nach
Transfektion in eine humane Zelllinie Oberfldchenexpression nachgewiesen werden konnte,
sind sie wenig polymorph und zeigen keine Hinweise auf eine positive Selektion der AS, die

an der Peptidbindung beteiligt sind.
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Abb. 1.2: Struktur des MHC-Klasse-I-Molekiils (nach Defranco und Locksley, 2007).

Das MHC-Klasse-I-Molekiil setzt sich aus einer polymorphen o-Kette, die nicht-kovalent an das nicht-
polymorphe B2M gebunden ist, und einem in der Bindungsgrube gebundenen Peptid zusammen. (a) zeigt die
extrazelluliren Bestandteile des Molekiils in einer Rontgen-Kristallographie-Darstellung. (b) gibt ein
schematisches Diagramm wieder. (¢) zeigt eine Aufsicht auf die Bindungsgrube aus a-Helices und p-Faltblatt.

Im Gegensatz zu hoheren Primaten, weist der Rhesusaffen-MHC keinen C-Locus auf (Boyson
et al., 1996b). Der MHC-C-Gen-Locus entwickelte sich vermutlich innerhalb der
Menschenaffen durch Duplikationen aus dem MHC-B-Gen-Locus. Im Genom von Mensch,
Schimpanse und Gorilla liegt der MHC-Klasse-I-C-Locus fixiert vor und wird durch zwei
verschiedene Allotypen (C1- und C2-Typ) reprdsentiert (Parham, 2005). Dagegen weisen
Orang-Utans nur in 50 % der MHC-Haplotypen einen MHC-C-Gen-Locus auf und zeigen nur
einen der beiden Allotypen (Adams et al., 1999). Bei Gibbons (kleine Menschenaffen) konnte
wiederum kein MHC-C-Gen-Locus nachgewiesen werden (Chen et al., 1992).

Im Rhesusaffen fiihrte selektiver Druck zu haplotypischen Expansionen. Dies konnte
evolutiondre Mechanismen innerhalb von Populationen reflektieren. Zum einen wird dies
durch die Zunahme der Mamu-A- und Mamu-B-Gen-Loci und zum anderen durch

Transpositionen einzelner Sequenzabschnitte deutlich (Daza-Vamenta et al., 2004).
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Als nicht-klassische HLA-Klasse-I-Molekiile werden die weniger polymorphen HLA-E, -F
und -G Molekiile bezeichnet. Der Rhesusaffe weist Homologe in Form von Mamu-E und
Mamu-F auf. Daneben findet man Gen-Loci paralog zu HLA-G, Mamu-G1 bis Mamu-G4, bei
denen es sich allerdings um Pseudogene handelt. Eine weitere Gengruppe, die Mamu-AG-
Gene, wird in der Plazenta von Rhesusaffen exprimiert (Bondarenko et al., 2007) und
iibernehmen die funktionelle Rolle der humanen HLA-G-Molekiile. Sie entwickelten sich

vermutlich aus dem Mamu-A-Gen-Locus (Boyson et al., 1996a).

1.2.2.2 Funktionen der MHC-Klasse-I-Gene und Antigenprisentation

Wihrend die zentrale Rolle der HLA-Klasse-I-Molekiile als Liganden fiir spezifische T-
Lymphozyten seit langem bekannt ist (Dunlop und Blanden, 1977), ist ihre Rolle bei der
Regulierung von NK-Zellen erst spéter in den Vordergrund getreten. Der Einfluss der MHC-
Klasse-I-Molekiile auf die Aktivitit von NK-Zellen wurde erstmals im Jahre 1986 von
Ljunggren und Kirre (Kérre et al., 1986; Ljunggren und Karre, 1990) mit Hilfe der so
genannten missing self-Hypothese beschrieben. Nach dieser Hypothese konnen NK-Zellen
alle Zielzellen lysieren, die wenige oder gar keine MHC-Klasse-I-Molekiile auf ihrer
Oberfliche exprimieren. Auf humanen NK-Zellen sind mittlerweile viele inhibitorische
Rezeptoren bekannt, die zum Teil spezifisch fiir einzelne MHC-Klasse-I-Allele sind (Moretta
et al., 2000). Neben inhibierenden sind seit einigen Jahren auch aktivierende NK-
Zellrezeptoren bekannt. Die Reaktion einer NK-Zelle wird durch die Summe der
inhibierenden und aktivierenden Signale bestimmt (Lanier, 1998; Moretta et al., 1996;
Ravetch und Lanier, 2000). Die NK-Regulation wird dadurch sowohl qualitativ
(Expressionsmuster) als auch quantitativ (Expressionsstirke) durch ihre
Oberflachenrezeptoren beeinflusst.

MHC-Klasse-I-Molekiile priasentieren in der Regel zytosolische Peptide und T-Zellen sind
durch Selektion im Thymus gegeniiber solchen MHC-Komplexen mit endogenen Peptiden
tolerant. Zellen, die korpereigene Peptide prédsentieren, werden daher nicht abgetdtet. Bei
einer viralen Infektion oder einer maligenen Transformation werden jedoch auch virale bzw.
tumorspezifische Antigene im Kontext mit MHC-Klasse-I-Komplexen auf der Zelloberflache
prasentiert. Zytotoxische T-Zellen (cytotoxic T-lymphocytes, CTL) erkennen diese Peptid-
MHC-Komplexe als fremd und konnen die Zelle lysieren. Einige Viren und auch Tumorzellen

sind in der Lage, diese Immunabwehr zu umgehen, indem sie die MHC-Klasse-I-Expression
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auf der Zelloberfldache verringern (Alcami und Koszinowski, 2000; Falk et al., 2002; Natali et
al., 1989). Gemal der missing self-Hypothese konnen aber in einem solchen Fall NK-Zellen
eingreifen, da die inhibitorischen Rezeptoren nicht weiter aktiviert werden konnen, sodass

aktivierende Signale liberwiegen und die Zielzelle zerstort werden kann.

1.2.2.3 Intrazellulirer MHC-Klasse-I-Transport

Zusammenbau und intrazelluldrer Transport der MHC-Klasse-I-Komplexe stellen wichtige
essentielle Schritte bei der Antigenprasentation dar.

Die schwere Kette des MHC-Klasse-I-Molekiils und das p2M werden wihrend der
Translation in das endoplasmatische Retikulum (ER) transportiert. Die Faltung und
Zusammenlagerung von schwerer Kette und f2M wird durch die ER-Chaparone (Calnexin,
Calretikulin und ER-p57) gewihrleistet. Tapasin, ein weiteres Chaparon, assoziiert den
Komplex aus schwerer Kette und f2M mit dem Peptidtransporter TAP (transporter
associated with antigen presentation) (Sadasivan et al., 1996). Die Stabilitidt dieses
Komplexes wird anschlieBend durch die Bindung eines hochaffinen Peptids erhoht. Ohne
gebundenes Peptid, werden MHC-Klasse-I-Komplexe im ER zuriickgehalten (Townsend et
al., 1989) und sind bei 37 °C instabil (Hughes et al., 1997). Die geschlossene Form der
Peptidbindegrube, gebildet durch al1- und a2-Doméne, bedingt eine Peptidldnge von acht bis
zehn Aminosdureresten (Falk et al., 1991). Neben der Lange des Peptids entscheiden
allelspezifische Ankerreste {iber die Bindungsaffinitit (Rammensee et al., 1995).
Abschliefend werden vor dem Transport an die Zellmembran im ER und Golgiapparat
Oligosaccharidseitenketten  so  modifiziert, dass die = MHC-Klasse-I-Molekiile
Endoglykosidase H-resistent sind.

Die hier beschriebenen Kontrollmechanismen gewéhrleisten, dass nur funktionelle Komplexe
ihr gebundenes Peptid auf der Zelloberfliche présentieren kdnnen. In ansonsten intakten
Zellen kann vor allem die Abwesenheit von passenden Peptiden eine Oberflichenexpression

einzelner MHC-Klasse-I-Allele verhindern.
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1.2.3 B2-Mikroglobulin (32M)

Das 2M-Protein wurde erstmals im Jahre 1968 aus dem Urin eines Patienten isoliert und als
leichte Kette von HLA-A, -B und -C identifiziert (Berggard und Bearn, 1968). Das 100 AS
lange und 12 kDa schwere Protein ist beim Mensch auf Chromosom 15 kodiert und assoziiert
nicht-kovalent mit der schweren Kette des MHC-Klasse-I.

In den meisten physiologischen Situationen ist die korrekte Anordnung von schwerer und
leichter Kette essentiell fiir eine Zelloberflichenexpression von MHC-Klasse-I-Molekiilen
und deren Funktion (Arce-Gomez et al., 1978; Koller et al., 1990). Dennoch wurden auch
einige Ausnahmen beobachtet, z. B. fiir MHC-Klasse-I-Molekiile der Maus, die nach
Transfektion der schweren MHC-Klasse-I-Kette in eine f2M-defiziente Zelllinie auf der
Zelloberflache nachgewiesen werden konnten (Allen et al., 1986).

Im Gegensatz zur hochpolymorphen schweren Kette des MHC-Klasse-I-Molekiils ist die
P2M-Sequenz sehr konserviert. Die Aminosduresequenz des Rhesusaffen-B2M ist
beispielsweise zu 92,4 % identisch mit der humanen B2M-Sequenz. Die Unterschiede
basieren auf neun Aminosdureaustauschen. Die beiden beim Rhesusaffen identifizierten f2M-
Sequenzen (/2M*011, f2M*012) unterscheiden sich nur in einer einzigen Aminosdure in der
leader-Sequenz. Die Unterschiede in den Sequenzen von Mensch und Rhesusaffe finden sich
ausschlieBlich in Bereichen des Molekiils, die nicht mit der schweren Kette des
MHC-Klasse-I-Molekiils interagieren. Die Bindungsstellen zwischen dem B2M und der
schweren Kette des MHC-Klasse-I-Molekiils ist komplett konserviert. Daher kann davon
ausgegangen werden, dass die schweren Ketten des MHC-Klasse-I vom Rhesusaffen mit
dhnlicher Affinitdt an humanes f2M binden wie an das eigene (Su et al., 2004). Dennoch
bleiben Probleme bei der Assoziation einzelner Mamu-A- oder Mamu-B-Molekiile mit dem

humanen 32M nicht ausgeschlossen.

1.3 MHC-Klasse-I-Gene in der AIDS-Forschung

Rhesusaffen werden aufgrund ihrer leichten Haltung und ihrer phylogenetischen Néhe zum
Menschen oft fiir die Erforschung von Krankheiten und die Medikamentenentwicklung
herangezogen. Gerade im Bereich der (acquired immune deficiency syndrome) AIDS-
Forschung stellt die (simian immunodeficiency virus) SIV-Infektion von nicht-humanen

Primaten ein wichtiges Tiermodell zur Erforschung der (human immunodeficiency virus)
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HIV-Infektion beim Menschen dar. Sowohl bei HIV-infizierten Menschen als auch bei SIV-
infizierten Makaken konnte ein starker Zusammenhang zwischen einzelnen MHC-Klasse-I-
Allelen und dem Krankheitsverlauf nachgewiesen werden. Bei humanen HIV-Infektionen ist
HLA-B*35 mit einem schnellen Voranschreiten der Krankheit assoziiert (Carrington et al.,
1999; Jin et al., 2002; Scorza Smeraldi et al., 1988), wihrend die Allele HLA-B*27 und -B*57
dagegen mit einem lingeren Uberleben der Patienten nach HIV-Infektion in Verbindung
gebracht werden (Gao et al., 2001; Migueles et al., 2000).

Dementsprechend konnten auch im SIV-Infektionsmodell mit Makaken einzelne Allele mit
einem langsameren Voranschreiten der AIDS-dhnlichen Symptome in Zusammenhang
gebracht werden. Vor allem Mamu-A*01 zeigte eine signifikante Assoziation mit einer
lingeren Uberlebenszeit der Tiere (Miller et al., 1991; Mothe et al., 2003; Miihl et al., 2002;
O'Connor et al., 2003). Unter den Mamu-B-Allelen wurden Mamu-B*08 und Mamu-B*17 in
Zusammenhang mit einem langsameren Krankheitsverlauf bei SIV-infizierten Makaken
gebracht (Loffredo et al., 2007; Yant et al., 2006). Aufgrund der vielen Duplikationen in der
Mamu-A- und Mamu-B-Region (s. Kap. 1.2.1), weist der Rhesusaffe Haplotypen mit
variablem Gengehalt auf. Daher scheint neben der Assoziation von einzelnen Allelen mit dem
Krankheitsverlauf auch eine haplotypische Betrachtung der MHC-Klasse-I-Region im

Zusammenhang mit SIV-Infektionen sinnvoll (Sauermann et al., 2008).

Abb. 1.3 : Uberblick iiber die Gesamtstruktur
von Mamu-A*01 in Komplex mit dem SIV-
Peptid CM9 (nach Chu et al., 2007).

Die schwere Kette aus al-, a2- und a3-Domiéne
ist violett dargestellt. B2M ist blau abgebildet.
Das gebundene Peptid ist als Strichmodell mit
farbigen Atomen wiedergegeben (C: gelb;
N: blau; O: rot; S: griin).

Im Jahre 2007 wurde mit Mamu-A*01 (im Komplex mit zwei verschiedenen immunogenen
SIV-Peptiden) erstmal die Kristallstruktur eines nicht-humanen MHC-Klasse-I-Molekiils
beschrieben (Chu et al., 2007). Die Gesamtstruktur dhnelt anderen MHC-Klasse-I-Molekiilen,

mit einer schweren Kette aus o1- und a2-Doménen sowie einer a3-Doméne, die kovalent an
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B2M bindet (Abb. 1.3; vergl. Kap. 1.2.2.1 und Abb. 1.2). Aus vorangegangenen Studien war
bereits bekannt, dass die Aminosdure Prolin an der Position P3 aller bisher beschriebenen
Peptide, die in der Mamu-A*01-Peptidbindegrube binden, konserviert ist (Allen et al., 1998;
Dzuris et al., 2000; Sidney et al., 2000). Die Kristallstrukturen zeigten, dass die
Peptidbindegrube von Mamu-A*01 eine hydrophobe Tasche aufweist, die stereochemisch
optimal nur von Prolin okkupiert werden kann. Diese stringente Epitopbindung legt spezielle
funktionelle Eigenschaften, unter anderem bei der Présentation von viralen Peptiden an CTL,

nahe.

14 Natiirliche Killerzellen

Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) sind grofle granuldre Lymphozyten und machen ca. 10 %
der zirkulierenden Lymphozyten aus. Sie gehdren wie phagozytierende Zellen und das
Komplementsystem zur angeborenen Immunitit, die als erste Hiirde, nach Eindringen in den
Organismus, von einem Pathogen iiberwunden werden muss. Die Rezeptoren der
angeborenen Immunitét sind, im Gegensatz zu Rezeptoren der adaptiven Immunitét, durch
Keimbahngene, die keine somatische Rekombination durchlaufen, verschliisselt. NK-Zellen
benotigen fiir die Reifung im Gegensatz zu T-Zellen keinen Thymus, dennoch dhneln sie
funktionell eher T-Zellen als anderen Leukozyten der angeborenen Immunitit. Sie weisen den
gleichen Totungsmechanismus (Granzym- und Perforinausschiittung, TNF-Sekretion) wie
zytotoxische T-Lymphozyten auf und sezernieren INFy wie CTL und Tgyl-Helferzellen
(Lanier, 2005). Sie sind in der Lage, innerhalb weniger Stunden nach Infektion, ohne
vorherige Immunisierung, auf Zielzellen (z. B. transformierte oder infizierte Zellen) zu
reagieren.

NK-Zellen sind mit einer Vielzahl von kleinen Granula ausgestattet, die bei Kontakt mit der
Zielzelle die lytischen Enzyme Granzym B und Perforin freisetzen. Diese Enzyme leiten die
Apoptose der Zielzelle ein (Delves und Roitt, 2000a; 2000b; Janeway et al., 1997). Uber
aktivierende und inhibierende Rezeptoren interagieren die NK-Zellen mit Korperzellen. Die
Summe der aktivierenden und inhibierenden Signale entscheidet dann iiber die Reaktion der

Effektorzelle.



EINLEITUNG 12

1.4.1 Rezeptoren natiirlicher Killerzellen

Die Gene vieler Killerzellrezeptoren sind in Multigenfamilien organisiert, die sowohl
aktivierende als auch inhibierende Rezeptoren umfassen. Solche Multigenfamilien sind meist
in Genkomplexen organisiert. Zu diesen gehort die Lektin-Superfamilie auf Chromosom 12
und als grofiter Komplex der Leukozyten Rezeptor Komplex (LRC) auf Chromosom 19. Der
LRC enthilt Rezeptorgene der Immunglobulin-Superfamilie, zu denen die NKp46-Gene, die
LAIR (leukocyte-associated immunoglobulin-like receptors) und auch die Killerzell-
Immunglobulin-&dhnlichen Rezeptorgene (KIR) gehoren. KIR und NKp46-Rezeptoren werden
nahezu ausschlieBlich von NK-Zellen exprimiert, wohingegen LAIR bevorzugt von Zellen der
myeloischen Reihe und teilweise auch von B-, T- und NK-Zellen exprimiert werden.

Die Rezeptoren des LRC erkennen, soweit bisher bekannt, ihre Liganden im Kontext von so
genannten Immunsynapsen. Die Affinitdt dieser Interaktionen ist relativ gering, um
Blockierungen der Immuniiberwachung oder Hypersensivitit zu vermeiden. Diese niedrige
Affinitdt macht die Erforschung der Interaktion, beispielsweise von MHC-Klasse-I-
Molekiilen und KIR, besonders schwierig.

Die inhibitorischen NK-Zellrezeptoren CD94/NKG2 und die KIR interagieren mit der NK-
Zelle, trotz ihrer unterschiedlichen Topologie, auf die gleiche Weise mit Hilfe
zytoplasmatischer immunrezeptor-tryrosinbasierender inhibitorischer Motive (ITIM). Durch
Ligandenbindung kénnen Tyrosine durch Tryrosinkinasen phosphoryliert werden. Dies leitet
die Signaltransduktion iiber Phosphatasen ein und inhibiert so die effektorische Antwort der
NK-Zelle.

Die KIR-Molekiile spielen bei der Regulierung der NK-Zellaktivitit eine zentrale Rolle
(Moretta et al., 1996; Yokoyama und Seaman, 1993). So kann eine Uberreaktion der NK-
Zellen gegen gesundes, korpereigenes Gewebe verhindert und dennoch eine sofortige,
gezielte Reaktion auf Tumorzellen oder infizierte Zellen gewihrleistet werden.

Alle bisher bekannten humanen NK-Zellrezeptoren, deren Liganden MHC-Klasse-I-Molekiile

sind, wurden in Abbildung 1.4 in einer schematischen Ubersicht dargestellt.
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Rezeptor Ligand
Abb. 1.4: Humane MHC-
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1.4.2 Killerzell-Immunglobulin-ihnliche Rezeptoren (KIR)

KIR-Molekiile sind eine Familie von diversen und sich rasch evolvierenden MHC-Klasse-I-
Rezeptoren. Sie werden hauptsdchlich von NK-Zellen, aber auch auf einer Subpopulation von
of3- und y3-T-Zellen exprimiert (Moretta et al., 1990). Strukturell zahlt man die KIR zur Ig-
Superfamilie. Sie weisen ein bis drei extrazellulire Ig-Doménen auf, iiber die auch die
Bindung an ihre MHC-Klasse-I-Liganden stattfindet. Des Weiteren gliedern sie sich in eine
Stammregion und eine Signaldoméne, die aus einer Transmembranregion und einer
zytoplasmatischen Region aufgebaut ist. KIR-Molekiile mit einem kurzen zytoplasmatischen

Schwanz und einer geladenen Aminosdure in der Transmembranregion werden zu den
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aktivierenden Rezeptoren gezdhlt, wihrend KIR-Molekiile mit langem zytoplasmatischen
Schwanz und ein oder zwei ITIM inhibierend wirken (Martin et al., 2002).

Bei Primaten sind KIR die wichtigsten NK-Zellrezeptoren. Bei Mausen wird die gleiche
Funktion dagegen von den LY49-Molekiilen ibernommen (Natarajan et al., 2002). Beim
Menschen wurde nur ein LY49-dhnliches Gen gefunden, dass nicht funktionell ist (Westgaard
etal., 1998).

Humane KIR-Haplotypen sind aufgrund von unterschiedlichen Gengehalten und allelischen
Polymorphismen hoch variabel (Hsu et al., 2002; Martin et al., 2004; Shilling et al., 2002;
Yawata et al., 2002). Vergleichende Analysen konnten zeigen, dass die KIR-Genfamilie
zwischen den Primatenspezies, ebenso wie die MHC-Klasse-I-Gene (Adams und Parham,
2001) erheblich variiert (Guethlein et al., 2002; Hershberger et al., 2005; Hershberger et al.,
2001; Khakoo et al., 2000; Rajalingam et al., 2004). Nur das als urspriinglichstes
beschriebene KIR3DLO sowie KIR2DL4 konnten bei allen bisher untersuchten Primaten
nachgewiesen werden (Sambrook et al., 2006; Sambrook et al., 2005). Bei Gorillas ist
KIR2DL4 jedoch nur bei ca. 50 % der Individuen einer Population vorhanden und bei Orang-
Utans ist die Funktionalitdt noch fraglich (Guethlein et al., 2002; Rajalingam et al., 2004).

1.4.2.1 KIR beim Rhesusaffen

Da die KIR-Genfamilie innerhalb der Primaten sehr variabel vertreten ist, unterscheiden sich
der KIR-Gen-Loci des Rhesusaffen und des Menschen erheblich voneinander. Der von
Sambrook und Mitarbeitern (2005) sequenzierte KIR-Haplotyp des Rhesusaffen weif3t nur
fiinf KIR-Gene auf. Der kleinste humane Haplotyp setzt sich im Vergleich dazu aus neun
KIR-Genen zusammen (Shilling et al., 2002). Sowohl die genomischen Daten als auch
cDNA-Analysen (Hershberger et al., 2001) unterstreichen die Diversitdt der KIR-Gene des
Rhesusaffen.

Wie beim Menschen findet man beim Rhesusaffen auch KIR-Sequenzen mit langem
zytoplasmatischen Anteil und darin enthaltenen ITIM. Obwohl funktionell noch nicht
nachgewiesen, vermitteln sie aufgrund des enthaltenen Aminosduremotivs vermutlich ein
inhibierendes Signal an die NK-Zelle. Beim Menschen tragen die aktivierenden KIR ein
Lysin in der Transmembranregion, iiber das das Adapterprotein DAP12 gebunden werden
kann, welches ein aktivierendes Signal weiterleitet. Entsprechungen finden sich beim

Rhesusaffen nicht. Stattdessen wurden Sequenzen mit einem Arginin als geladene AS in der
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Transmembranregion und kurzem zytoplasmatischen Anteil nachgewiesen. Sie dhneln in der
Transmembran- und der zytoplasmatischen Region der Sequenz von KIR2DLA4. Jedoch fiihrt
eine 53 Nukleotide umfassende Deletion zu einer Verschiebung des Leserahmens und damit
zu einer verfrithten Translationstermination, wodurch diese Molekiile keine inhibitions-
vermittelnden ITIM aufweisen. Sie sind Kandidaten fiir aktivierende NK-Zellrezeptoren beim
Rhesusaffen. Des Weiteren wurde in der genomischen Sequenz des sequenzierten Haplotyps
ein KIR mit nur einer vollstindigen D1-Ig-Doméne gefunden (Sambrook et al., 2005).
cDNA-Analysen legen zudem alternatives Spleilen der genomischen Sequenzen nahe
(Hershberger et al., 2001).

In Abbildungen 1.5 wurden alle bisher bekannten molekularen Strukturen der Rhesusaffen

KIR den humanen gegeniibergestellt.
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Abb. 1.5: Schematische Darstellung der Molekiilstruktur von humanen und Rhesusaffen KIR.

Die blauen Ovale reprisentieren die Ig-Dominen (DO - D2). Die roten Kreise stellen geladene AS in der
Transmembranregion dar. R = Arginin, K=Lysin. Die gelben Boxen entsprechen den ITIM in den
zytoplasmatischen Doméinen. MmKIR2DL4 weifit im Gegensatz zum humanen zwei ITIM auf. MmKIR3DH-
Sequenzen haben drei Ig-Doménen und eine zu KIR2DL4-dhnliche TM-Region mit einem geladenen Arginin,
der Transkriptionsabbruch erfolgt jedoch schon in Exon 8, wodurch mmKIR3DH keine ITIM aufweisen. Die
molekulare Struktur von mmKIRIDL und mmKIRID resultieren vermutlich aus Spleilvarianten von
mmKIR3DL und mmKIR3DH (Hershberger et al., 2001).
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1.5 MHC-Klasse-I-Interaktion mit KIR

Beim Menschen sind die HLA-Klasse [-Molekiile die einzigen bisher identifizierten Liganden
der KIR-Molekiile. Als ein Ergebnis des allelischen Polymorphismus der MHC-Klasse-I-
Molekiile binden individuelle NK-Zellrezeptoren mit variierenden Affinititen an
unterschiedliche MHC-Molekiile. Einzelne KIR-Molekiile zeigen eindeutige Spezifitdten fiir
bestimmte HLA-Klasse-I-Molekiile auf. Andere differenzieren zwischen verschiedenen
Allelgruppen eines Gens und sind somit spezifisch fiir bestimmte Epitope (Lanier, 1998). Des
Weiteren kann das gleiche MHC-Klasse-I-Allel von mehreren KIR-Molekiilen erkannt
werden. So sind HLA-C-Molekiile vom C1-Typ Liganden sowohl fiir KIR2DL2 als auch fiir
KIR2DL3 (Winter et al., 1998).

EF Hinge loop BC FG
-§-ERA--  ====e- =eEses SR
- S S BN G B S G . . |
——rfgg- AL . EHE B AL+
/ ====LA== P TH
P T I [ L HEE
K1 “ReRmmmm mm—mee ~Wmmmm||=Hmmm e
KIRZDL1 5 | T B o
craopga M B T Hed- RSN BN S
- e o . e O o e e e e e s me ome OLA—ESZ01 S
HLA-B5401
Hellces

Abb. 1.5: Spezifitit der HLA-KIR-Interaktion.

(a) Kristallstruktur eines KIR2DL1 - HLA-C2-Komplexes (nach Willcox et al., 2003). Die gestrichelten
Linien deuten die Zellmembranen der interagierenden Zellen an. KIR2DL1 ist rot, HLA-C2 blau und 2M griin
abgebildet. (b) AS-Sequenz-Alignierungen der KIR- und HLA-Binderegionen (nach Boyington et al., 2001).
Aus den KIR-AS-Sequenzen sind sechs Bindungsschleifen, die an der Interaktion mit MHC-Klasse-I-Molekiilen
beteiligt sind, mit KIR2DL2 als Referenzsequenz dargestellt. Kontaktreste sind blau hinterlegt. Die HLA-
Alignierung umfasst neben der HLA-Cw3-Referenzsequenz, weitere HLA-C- und einige HLA-B-Sequenzen.
Dargestellt sind Bereiche der o.1- und a2-Doméne, die an der KIR-Bindung beteiligt sind. Kontaktreste sind hier
pink hinterlegt. Salzbriickenbindungen zwischen KIR2DL2 und HLA-Cw3 sind als durchgezogene Linien
wiedergegeben, Wasserstoftbriickenbindungen als gestrichelte Linien.

Fiir einige HLA-Molekiile wurden bereits spezifische Interaktionen mit KIR-Molekiilen
beschrieben. HLA-G-Molekiile sind Liganden fiir KIR2DL4 (Rajagopalan und Long, 1999)
und KIR3DL1 bindet spezifisch an HLA-A- und HLA-B-Allele mit dem Bw4 -Epitop (Lanier,



EINLEITUNG 17

2005). KIR2DL1 und KIR2DSI1 interagieren beide mit HLA-Cw*2, 4, 5, 6 und 15 (C2-Typ).
KIR2DL2 und KIR2DL3 erkennen beide die HLA-Cw*1-, 3-, 7- und 8-Allotypen (C1-Typ).
Kristallstrukturen von HLA-C-KIR2DL-Bindungen veranschaulichen (Abb. 1.5), dass
humane KIR2DL an die Helices der al- und a2-Doménen der MHC-Molekiile binden
(Boyington et al., 2000; Fan et al., 2001). Der KIR / HLA-Bindungsbereich umfasst 12
Aminoséurereste. Davon sind 11 invariant. Nur die AS an Position 80 variiert zwischen den
HLA-C-Allotypen. Der HLA-C1-Typ weilt ein Asparagin und der HLA-C2-Typ ein Lysin an
der Position 80 auf. Sieben der 11 in allen HLA-C-Allelen konservierten Reste sind zudem

auch in allen HLA-B-Allotypen konserviert (Boyington et al., 2001).

1.6  Missing self Hypothese

Bis in die 90er Jahre des vorigen Jahrhunderts wurde weitestgehend die Meinung vertreten,
dass NK-Zellen dhnlich wie T-Zellen arbeiten und Zielzellen iiber kdrperfremde Antigene auf
der Zelloberfliche erkennen. Eine MHC-Abhéngigkeit von NK-Zellen war nicht bekannt.
Durch Ljunggren und Kérre wurde 1990 erstmals eine neue Hypothese zur Rolle von MHC-
Klasse-I-Molekiilen bei der Erkennung von Zielzellen durch NK-Zellen aufgestellt
(Ljunggren und Kaérre, 1990). Im Mittelpunkt dieser Hypothese steht die Aussage, dass die
Abwesendheit oder die alternative Expression von MHC-Klasse-I-Molekiilen die
Suszeptibilitdt gegeniiber einem Abtdten durch NK-Zellen verdndert. So konnten Kérre und
Mitarbeiter schon im Jahr 1986 zeigen, dass in vivo NK-Zellen in der Lage sind, Tumorzellen,
die ihre MHC-Klasse-I-Expression verloren haben, abzutéten (Karre et al., 1986). Gewebe,
welches eine normale MHC-Klasse-I-Expression aufweist, wird von NK-Zellen verschont
(Abb. 1.6).

Die Entdeckung von MHC-Klasse-I-spezifischen Rezeptoren auf NK-Zellen in den folgenden
Jahren bewies, dass NK-Zellrezeptoren spezifisch fiir MHC-Klasse-I-Molekiile in der Lage
sind, durch inhibierende Signale die NK-Zellaktivierung zu verhindern. Yokoyamas
Arbeitsgruppe (Yokoyama et al., 1989) beschrieb den ersten inhibitorischen NK-Zellrezeptor
der Maus (Ly49). Moretta und Mitarbeiter identifizierten 1993 p58 (spiter in KIR2DL
umbenannt), den ersten inhibitorischen humanen NK-Zellrezeptor (Moretta et al., 1993).
Neben inhibierenden wurden auch aktivierende Rezeptoren entdeckt. Bauer und Mitarbeiter
(1999) konnten zeigen, dass Zellen abgetdtet werden, die MICA (MHC class I-chain related
gene A), einen Liganden fiir den aktivierenden NK-Zellrezeptor NKG2D, exprimieren. Auch
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wenn eine Zielzelle keine inhibitorischen Liganden exprimiert, reagiert eine NK-Zelle nicht
ohne aktivierendes Signal. Die inhibitorischen Rezeptoren konnen das Signal eines
aktivierenden Rezeptors nur abschwichen. Die Integration der aktivierenden und
inhibierenden Signale gleicht eher einer analogen Skala als einem An- und Ausmechanismus

(Lanier, 2005).

; Ligand fiir
Zielzelle aktivierende Aktivierender
Rezeptoren Rezeptor

A
@
MHC-Klasse-| s

Inhibierender

Rezeptor

) Ligand fiir

Zielzelle aktivierende Aktivierender

Rezeptoren Rezeptor

—% &

Inhibierender Rezeptor

& .':3.:.

Granulaausschiittung
{Zytotoxitat)

Zytokinproduktion

Abb. 1.6: Schematische Darstellung der missing self-Hypothese.

Die Aktivierung von NK-Zellen wird durch die Integration von inhibierenden und aktivierenden Signalen
kontrolliert. (a) Inhibierende NK-Zellrezeptoren erkennen MHC-Klasse-I-Molekiile auf Zielzellen und hemmen
dadurch die NK-Zellaktivierung. (b) Sind MHC-Klasse-I-Liganden abwesend oder herunterreguliert, werden die
stimulierenden Signale nicht langer unterdriickt. Es kommt zur Zytokinproduktion und zur Granulaausschiittung,
die in der Zielzelllyse resultieren.
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1.7  Licensing verses Disarming

NK-Zelltoleranz gegeniiber korpereigenen Zellen ist seit gut 50 Jahren bekannt. NK-Zellen
greifen gesunde Zellen nicht an und sind in der Lage, infizierte Zellen oder Tumore von
normalen Zellen zu unterscheiden. Die NK-Zelltoleranz basiert auf einer Anderung der
funktionellen Kapazitdt von individuellen NK-Zellen, abhidngig von NK-Zellrezeptoren die
korpereigene MHC-Liganden erkennen oder nicht erkennen.

Der Toleranz zugrunde liegende Mechanismus wird jedoch noch immer kontrovers diskutiert.
Zwei unterschiedliche Hypothesen befassen sich mit diesem Phinomen:

Die eine Hypothese, postuliert von Yokoyama und Kim (2006), bezeichnet den Prozess, bei
dem NK-Zellen im Normalfall ihre funktionelle Féhigkeit durch spezifische Interaktionen mit
klassischen MHC-Klasse-I-Molekiilen erhalten, als licensing. Dabei geht man davon aus, dass
die Aktivierung einzelner NK-Zellen im Zusammenhang mit der Expression von Rezeptoren
steht, die spezifisch fiir kdrpereigene MHC-Klasse-I-Molekiile sind (Kim et al., 2005). Die
Daten von Yokoyamas Arbeitsgruppe legen nahe, dass es im Normalfall zwei Gruppen von
selbsttoleranten NK-Zellen geben muss. Unter stationdren nicht entziindlichen Bedingungen
sollte es bei jeder MHC-Ausstattung lizenzierte NK-Zellen geben, die tolerant sind, aufgrund
der Expression mindestens eines inhibitorischen Rezeptors, der spezifisch fiir ein
korpereigenes MHC-Klasse-I-Molekiil ist. Daneben sollte es auch nicht-lizenzierte NK-Zellen
geben, die deshalb tolerant sind, weil sie funktionell nicht kompetent sind. Daher miissen sie
auch nicht von korpereigenen MHC-Molekiilen inhibiert werden. Versuche mit
inhibitorischen NK-Zellrezeptoren ohne zytoplasmatische Doméne deuten darauf hin, dass
der licensing-Prozess direkt iiber das zytoplasmatische ITIM des inhibitorischen Rezeptors
vermittelt wird. Der weitere Signalweg ist dabei noch unbekannt.

Die zweite Hypothese, aufgestellt von Raulet und Mitarbeitern (Gasser und Raulet, 2000),
vertritt den Standpunkt, dass alle NK-Zellen zunichst in einem reaktiven Zustand sind. Einige
werden spéter liber aktivierende und inhibierende Stimulation ,,entwaffnet* und werden so
tolerant (disarming). Sowohl Fehlen von Interaktionen mit korpereigenen MHC-Klasse-I-
Molekiilen als auch die Dominanz von aktivierenden Signalen wihrend der Entwicklung
wiirde danach zu hyporeaktiven NK-Zellen fiihren.

Die beiden Hypothesen basieren auf der Idee, dass NK-Zellen fiir ihre volle funktionelle
Effektorfunktion einer ,Erziehung® durch ihre MHC-Klasse-I-Umgebung bediirfen. Sie
unterscheiden sich jedoch in dem jeweils vertretenen Prozess, der zum reaktiven bzw.

hyporeaktiven NK-Zellstatus fiihrt.
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1.8  Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen einer immunologischen Fragestellung befasste sich die vorliegende Arbeit mit der
Struktur und Funktion der Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC-) Klasse-I-Gene des
Rhesusaffen (Macaca mulatta). Der Rhesusaffe ist ein oft genutzter Modellorganismus fiir
Studien von Infektionskrankheiten, der Organtransplantation und der Medikamenten-
entwicklung. Vergleichende Untersuchungen der immunrelevanten Systeme sind daher
besonders wichtig fiir die Ubertragbarkeit der im Rhesusaffenmodell gewonnenen Ergebnisse
auf den Mensch.

Die vollstindige Sequenzierung einer MHC-Region (Daza-Vamenta et al., 2004; Kulski et
al., 2004) deckte ausgedehnte Expansionen in der MHC-Klasse-I-Region des Rhesusaffen
auf. Sowohl in der MHC-Klasse-I-A- (Mamu-A) als auch in der MHC-Klasse-I-B-Region
(Mamu-B) finden sich Duplikationen. Demgegeniiber war ein dem humanen MHC-C-Gen
(HLA-C) orthologer Gen-Locus abwesend. Die Funktion dieser Fiille an MHC-Klasse-I-
Genen war bislang ungeklart.

Um den funktionellen Eigenschaften einzelner Mamu-A- und Mamu-B-Molekiile
nachzugehen, sollten stabile Transfektanten in einer MHC-Klasse-I-defizienten Zelllinie
etabliert werden. In sequenziellen Untersuchungen und Analysen der subzelluldren
Lokalisation von MHC-Klasse-I-Molekiilen sollten Hinweise auf funktionelle Unterschiede
innerhalb der Rhesusaffen MHC-Klasse-I-Gene gewonnen werden.

Ein zentraler Punkt der Arbeit war die Funktion der MHC-Klasse-I-Molekiile als Liganden
fiir Rezeptoren auf NK-Zellen. Vom Menschen ist bekannt, dass MHC-Klasse-I-Molekiile
spezifisch mit Killerzell-Immunglobulin-dhnlichen Rezeptoren (KIR) auf NK-Zellen
interagieren und damit im Rahmen der zelluliren Immunantwort groen Einfluss auf die
Aktivierung bzw. Inhibition von NK-Zellen haben. In immunologischen Testverfahren mit
NK-Zellen sollte gezeigt werden, ob, und wenn ja, welche Mamu-A- und Mamu-B-Molekiile
mit Rezeptoren auf NK-Zellen interagieren.

SchlieBlich sollten in Zusammenarbeit mit Philip Kruse und Meike Hermes (FG
Primatengenetik, DPZ) Interaktionen zwischen MHC-Klasse-I- und KIR-Molekiilen in

direkten Bindungsstudien nachgegangen werden.
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UNTERSUCHTE TIERE UND MATERIALIEN

2.1 Untersuchte Tiere

Fiir die Experimente dieser Arbeit wurde Blut von verschiedenen Rhesusaffen (Macaca
mulatta) verwendet. Alle Tiere stammen aus Kolonien des Deutschen Primatenzentrums
(DPZ). Die Blutentnahmen wurden von Dr. med. vet. Anette Schrod, Dr. med. vet. Tamara
Becker oder Jessica Ladermann (Abteilung Primatenhaltung, DPZ) durchgefiihrt.

Rhesusaffen zdhlen zu den Altweltaffen (Catarrhini). Sie gehdren der Gattung der Makaken
an, die viele Arten und Unterarten vereint. Die 45 - 65 Zentimeter groflen Tiere haben ein
braun-olives Fell und werden zwischen 5 - 8 Kilogramm schwer. Thr Lebensraum erstreckt
sich von Afghanistan {iber Indien bis zum siidlichen China und Thailand. Genetische und
morphologische Daten legen jedoch eine evolutive Trennung von indischen und chinesischen
Populationen nahe (Smith, 2005).

Die leichte Haltung von Rhesusaffen machte sie schon frith zu den meistgenutzten nicht
humanen Primaten-Modellorganismen zur Erforschung humaner Erkrankungen und zur
Medikamentenentwicklung.

Aufgrund der Unterschiede zwischen indischen und chinesischen Rhesusaffen wurden im
Verlauf der Arbeit nur Tiere mit gesichertem indischen Ursprung verwendet. Fiir die
Erstellung von cDNA aus Blut standen insgesamt 63 Tiere zur Verfiigung (vergl. Tab. 10.1).
Hierfiir reichen wenige Milliliter Blut. Da von den meisten Tieren aber nur einmal im Jahr
max. 5 ml Blut abgenommen werden, standen fiir immunologische Tests nur wenige Tiere,
auf die immer wieder zuriickgegriffen werden konnte, zur Verfiigung. Fiir diese Tests wurden

mindestens 20 ml Blut bendtigt.

2.2 Humane Probanden

Zur Etablierung der Chromfreisetzungstests wurde humanes Blut verwendet. Dafiir standen

als freiwillige Blutspender Mitarbeiter der FG Primatengenetik zur Verfligung. Die

Blutabnahme wurde von Dr. med. Ralf Dressel, Universitit Gottingen, durchgefiihrt.
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PROBANDEN-NR. GESCHLECHT
1 Mainnlich
2 Weiblich
3 Mainnlich
2.3  Geriite
GERATETYP BEZEICHNUNG HERSTELLER
Autoklav Varioklav® 400E H+P Labortechnik
Blotter, Semi-Dry V20-SDB Roth
Brutschrénke
Bakterien B12 Heraeus
Sdugetierzellen B6060 Heraeus
Durchflusszytometer BD LSR 11 BD Biosciences
Elektrophoresekammern
Agarose Horizon 58 Gibco BRL
SDS-PAGE EPH-1010-V Bridge
Elektroporator GENE-PULSER II BIO-RAD
Entwicklermaschine M35 X-OMAT Processor KODAK
Feinwaage BP 310 S Sartorius
Filmentwicklungskassette Wolf X-Ray Corp.
Fliissig-Szintillations- Wallac MicroBeta Trilux | Wallac
Counter 1450-21
Folienschweil3gerét Vacupack Plus F380 Krups
Gel-Dokumentationsgerét Gel Jet Imager 2000 Intas
Hamiltonspritze Mikroliter Syringes Hamilton
Handmonitor zur Messung | LB 122 Laboratorum Prof. Dr.
von Radioaktivitit Berthold
Heizblock M32 GLW
Kryo-Einfrier-Container Mister Frosty Nalgene
Kryotank 35VHC cryogenic equipment | Union Carbide Corporation
Kiihlschrank Profi Line Liebherr
Magnetischer Zell-Separator | MiniMACS Separation Unit | Miltenyi Biotec
Magnetriihrer M32 GLW
Mikroskope LSM 5 PASCAL Zeiss
Axiovert 405M Zeiss
CK40 Olympus
Mikrowelle Micromat AEG
Netzgerite Consort Elektrophoresis Frobel Laborgerite
Power Supply
Elektrophoresis Power Renner
Supply
Power Pack P25 Biometra
Nukleofektor Amaxa Amaxa AG
pH-Meter pH 535 Multi Cal” WTW
Photometer Gene Quant II Pharmacia Biotech
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GERATETYP BEZEICHNUNG HERSTELLER
Pipetten Reference 10 pl Eppendorf

Reference 100 pl

Reference 1000 pl
Pipettierhilfe Pipetus-Akku Hirschmann
Schiittelinkubator Thermomixer comfort Eppendorf
Schiittelschwenker Duomax 1030 Heidolph
Sequenzierer ABI 3100 Genetic Analyzer | Applied Biosystems
Thermoblocke Liebisch
Thermocycler GeneAmp PCR System 2700 | Applied Biosystems

PTC-200 Bio-Rad

Labcycler SensoQuest
Thermomixer Thermomixer Compact Eppendorf

Thermomixer Comfort
Tiefkiihlschrank (-20°C) Premium Liebherr
Tiefkiihlschrank (-80°C) U 725 NB Scientific
Vakuumanlage Pumpe VP 100 H. Saur

SpeedVac SC 110 — 240

Kiihlfalle RVT100, Savant
Vortexer L46 GLW
Waagen Typ 1574 MP 8 Sartorius

BP61
Wasserbader 1083 Uber Schiitt bestellt

Schiittelwasserbad Kéttermann

Julabo U3 Krannich

LKB Bromma 2219 Haake

Multitemp I1 Memmert
Werkbénke Lamin Air Heraeus
Zentrifugen Centrifuge 5810 R Eppendorf

Centrifuge 5414 R

Centrifuge 5415 R

Multifuge 1 S-W Heraeus
Zentrifugenrotoren F 45-24-11 Eppendorf

A-4-62

75002000 Heraeus

2.4 Verbrauchsmaterialien

PRODUKT HERSTELLER / BEZUGSQUELLE
Sml, 10 ml, 25 ml Pipetten (gestopft) Greiner

75 ecm” Zellkulturflaschen Sarstedt

96-, 24-, 12-, 6-Well-Schalen (beschichtet) Sarstedt

Deckglidschen Menzel-Gléser
Elektroporationskiivetten (0,2 mm, 0,4 mm) | Biozym

FACS-Rohrchen Greiner

Falcon-Rohrchen 15 ml, 50 ml Greiner
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PRODUKT HERSTELLER / BEZUGSQUELLE
Filter Sartorius

Hybond-N+ Nylon Transfer Membrane Amersham
Hyperfilm ECL Amersham
Kryo-Mikro-Schraubréhrchen 2 ml, PP Sarstedt

MiniMACS magnetische Separationssdulen | Miltenyi Biotec
Nitrocellulose Transfermembran Schleicher und Schiill
Petrischalen (beschichtet) Sarstedt

Petrischalen (unbeschichtet) Greiner
Pipettenspitzen 100 ul (gestopft) Sorenson
Pipettenspitzen 100 pl, 1000 pl Sarstedt
Pipettenspitzen 1000 ul (gestopft) Sarstedt
Pipettenspitzen 2,5 ul (gestopft) Sorenson
Pipettenspitzen 2,5 ul, 20 ul Biozym

Objekttriger Menzel-Gléser
Quarz-Kiivette Hellma
Reaktionsgefilie, 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml Sarstedt
Szintillationsfliissigkeit Wallac
Whatman-Papier GB 002, GB 005 Schleicher & Schuell
Zihlkammer fiir eukaryotische Zellen Neubauer

2.5  Chemikalien

BEZEICHNUNG BEZUGSQUELLE
1,4 Dithiothreitol Merck
2-Propanol (Isopropanol) Roth
3-(N-Morpholino)-Propansulfonsiure Sigma

B-ME Sigma
Agar-Agar Roth

Agarose Merck
Ammoniumpersulfat Sigma
Ampicillin Natriumsalz Roth

Borsidure, 5-Brom-4-Chlor-3-Inolyl-3-D-Galactosid | Roth

Brefeldin A Sigma
Bromphenolblau Sigma
BSA Sigma
Chloroform J.T. Baker
D19 Entwickler Roth
Desoxycholat Sigma
Desoxysulfat Pharmacia
Diethylpyrocarbonat Roth
Dikaliumhydrogenphosphat Merck
Dimethylsulfoxid J.T. Baker
Di-Natriumchromat Hartmann Analytics
DMEM, high-Glukose, with L-Glutamine PAA
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BEZEICHNUNG BEZUGSQUELLE
DMEM, low-Glukose, with L-Glutamine and Hepes | PAA
dNTP-Set, Sequencing Grade (4x 25umol) Amersham
Einfriermedium fiir Zellkulturen (Recovery Cell Gibco
Culture Freezing Medium)
Essigsdure Roth
Ethanol, rein Roth
Ethanol, vergillt Roth
Ethidiumbromid Roth
Ethylenediaminetetraessigsiure Sigma
Ficoll (Bicoll-Trennldsung, Dichte 1,09 g/ml) Biochrom AG
Fixierer Polymax Kodak
Fluorescent Mounting Medium Dako
Fotales Kilberserum, Gold PAA
G418 PAA
Glukose Merck
Glyzerin Roth
Glykogen Merck
Guanidinthiocyanat Roth
Harnstoff Roth
Hefeextrakt Roth
Hepes Roth
Hi-Di' " Formamid Applied Biosystems
Ionomycin Sigma
IPTG Roth
Isoamylalkohol Merck
Kaliumacetat Roth
Kaliumchlorid Merck
Kaliumhydrogencarbonat Merck
Kaliumdihydrogenphosphat Roth
Kanamycin Sigma
LDS Invitrogen
Luminol Sigma
MACS MicroBeads (goat anti-mouse) Miltenyi Biotec
Magnesiumchlorid Merck
Magnesiumsulfat Merck
Metafectene (Transfektionsreagenz) Biontex
Methanol Roth
Milchpulver Neuform
Monensin (GolgiSTOP) BD Biosciences
Natriumacetat Roth
Natriumazid Serva
Natriumcitrat Roth
Natriumclorid Roth
Natrium-Desoxycholat Merck
Natriumdodecylsulfat Roth
Natriumhydrogenphosphat Merck
Natriumjodid Roth
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BEZEICHNUNG BEZUGSQUELLE

NP40 Sigma

Paraformaldehyd Merck

PBS-Lo6sung (10x) Biochrom AG

p-Curmarsiure Fluka

Penicillin / Streptomycin (10.000 Units / ml Pen., PAA

10 mg / ml Strep.)

Phenol Roth

Phenolrot Sigma

PMA Sigma

Polyacrylamidstammlésung 33 % Roth

Pronase E Roth

Protein-A, Biotin-gekoppelt Pierce Biotechnology

RPMI, high-Glukose, with L-Glutamine PAA

Saccharose Merck

Salzsédure, rauchend 37% Roth

Silica Sigma

Streptavidin-PE-Cy5.5 BD Biosciences

Succrose Merck

TEMED Fluka

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Roth

Triton X-100 Sigma

Trypanblau Sigma

Trypton / Pepton Roth

Tween 20 Roth

Unifix Fixierer Emulsion Kodak

Wasser (HPLC-gereinigt) Merck

Wasserstoffperoxid Merck

X-Gal Roth

2.6  Puffer und Losungen

BEZEICHNUNG ZUSAMMENSETZUNG

Blockierungslosung (5 %) 5% Milchpulver
0,05 % Tween20

= in 1 x TBS ansetzen, filtrieren

DEPC-Lisung

0,1 % DEPC (97 %) in HPLC-H,O ansetzen

ECL-Lo6sung Losung 1 und 2 wurden fiir jeden Versuch
frisch angesetzt und 1:1 gemischt.
Losung 1 100 pl  Luminol (250 mM in DMSO)
44wl p-Curmarsdure (90 mM in DMSO)
1 ml 1 M Tris / HCI pH 8,5
8,8 ml dest.H,O
Losung 2 6 ul H,0, (30%)

I ml 1 M Tris / HC1 pH 8,5
9 ml dest. H,O
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BEZEICHNUNG ZUSAMMENSETZUNG
Elektrophoresepuffer (5 x) 15,1g Tris

9% g Glycine

50 ml 10 % SDS

= ad. 1 I mit Millipore- H,O

Erythrozytenlyse-Puffer

155 mM NH,C1

10 mM KHCO;

0,1 mM EDTA

= in Millipore-H,O ansetzen

Fixierlosung (Paraformaldehyd)

1 x PBS auf ca. 60 °C erhitzen

+ 1 % Paraformaldehyd

= einige Tropfen 10 NaOH zugeben, bis
Losung klar wird

= pH auf 7.2 mit HCI einstellen

= steril filtrieren

= bei 4° C lagern

Limmli-Puffer (2 x)

1,51 g Tris
4g SDS
5¢ Saccharose

= ad. 80 ml mit Millipore H,O
= pH auf 6,8 mit HCI einstellen
30 mg Bromphenolblau

= ad. 100 ml mit Millipore H,O
= filtrieren

Losung D

945¢g GTC

5ml 1 M NaCitrat

= ad. 200 ml DEPC-H,O

= vor Gebrauch je 360 ul BME /50 ml
zugeben

Losung fiir die Elution von DNA-Fragmenten aus priparativen Gelen

6 M Natriumjodid

22484 g NalJ
= ad. 250 ml mit Millipore H,O
= bei 4 °C dunkel lagern

Silica-Milch (100 mg / ml)

S5¢g Silica

10 ml 1 x PBS

= 2 x mischen, 2 h stehen lassen, Uberstand
abnehmen

= bei 2000x g 2 min zentrifugieren und
restlichen Uberstand abnehmen

= 50 ml 3 M NalJ zugeben, resuspendieren
und aliquotieren

MACS-Puffer

0,5% BSA

2mM EDTA (pH 8)

in 1 x PBS

= vor Gebrauch entgasen
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BEZEICHNUNG

| ZUSAMMENSETZUNG

Medien

LB-Medium

pro Liter dest. H,O:

10g Trypton / Pepton

S5¢g Hefeextrakt

10g NaCl

= mit NaOH auf pH 7,5 einstellen
= fiir Agarplatten: 1,5 % Agar-Agar
= autoklavieren

= je nach Antibiotikaresistenz
1:1000 50 pg / ml Ampicillin
1:500 100 pg / ml Kanamycin
1:1000 50 pg / ml Streptomycin

SOC-Medium

pro Liter dest. H,O:

20g Trypton / Pepton
5¢ Hefeextrakt
2 ml 5 M NaCl

1 ml 2,5 M KCl
10 ml 1 M MgCl,
2,464 ¢  MgSO4
3,604 g  Glukose

= autoklavieren

Zellkultur-Medien

DMEM-h 90 % DMEM, high-Glukose
10 % hitzeinaktiviertes FKS
(45 min bei 56 °C)
1 % Penicillin / Streptomycin-Losung
(Penicillin 100 U / ml,
Streptomycin 0,1 mg / ml)
DMEM-I 90 % DMEM, low-Glukose

(Hepes-gepuffert)

(mit L-Glutamine und Hepes)
10 % hitzeinaktiviertes FKS
(45 min bei 56 °C)
1 % Penicillin / Streptomycin-Ldsung
(Penicillin 100 U / ml
Streptomycin 0,1 mg / ml)

RPMI-h

90 % RPMI, high-Glukose
10 % hitzeinaktiviertes FKS
(45 min bei 56 °C)
1 % Penicillin / Streptomycin-Losung
(Penicillin 100 U / ml,
Streptomycin 0,1 mg / ml)

Puffer fiir hot-start-PCRs

5 x KMT-Puffer

2,5ml 1 M Tris
60 ul 1 M HCI
5 ml 2,5 M KCl
500 wl 1 M MgCl,

= ad. 50 ml mit H,O (pH 8,4)
= steril filtrieren
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BEZEICHNUNG ZUSAMMENSETZUNG
BSA / Triton-Puffer 5 ml BSA-Stocklosung (100 mg / ml)
350 mg  Triton X
= ad. 50 ml mit DNase- und RNase-freiem
H,O

= steril filtrieren

Puffer fiir Mini-Plasmid-DNA-Priaparation

Resuspensionspuffer P1

50 mM Tris pH 8,0

10 mM EDTA pH 8,0

= vor Gebrauch 100 pg / ml RNase A
hinzufiigen

Lysepuffer P2

2a: 400 mM NaOH

2b: 2 % SDS

= vor Gebrauch: Puffer 2a und 2b 1:1
mischen

Neutralisierungspuffer P3 3 M KAc pH 4,8
Puffer fiir SDS-PAGEs
Tris / SDS pH 6,8 (4x) 6,05¢g Tris
4g SDS

= ad. 90 ml mit bidest. H,O auffiillen
= pH mit HCI auf 6,8 einstellen
= ad. 100 ml mit bidest. H,O auffillen

Tris / SDS pH 8,8 (4x)

455¢ Tris

lg SDS

= ad. 200 ml mit bidest. H,O auffiillen
= pH mit HCI auf 8,8 einstellen

= ad. 250 ml mit bidest. H,O auffiillen

RIPA-Puffer 50 mM Tris, pH 8,0

150 mM NaCl

1% NP 40

0,5 % Na-Desoxycholat

0,1 % SDS
Saponin-Losung 0,025 % Saponin in 1 x PBS 16sen
SE-Puffer 75 mM NaCl

25 mM EDTA
= in Millipore-H,O ansetzen

SDS-Trenngele (10 %) 33,3 % PAA S ml
H,06, 18 ml
Tris / SDS pH 8,8 (4x) 3,75 ml
10 % APS 50 ul
TEMED 20 pl
= Mindestens 2 h aushérten lassen
SDS-Sammelgele (4 %) 33,3 % PAA 0,8 ml
H,O 2,13 ml
Tris / SDS pH 8,8 (4x) 1 ml
10 % APS 50 ul
TEMED 20 ul

= Mindestens 2 h aushéarten lassen
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BEZEICHNUNG

ZUSAMMENSETZUNG

Succrose-Ladepuffer fiir
Agarosegele (10 x)

66 % Succrose
= dest. H,O ansetzen
+ einige Tropfen Bromphenolblau

TBE (10 x)

108 g  Tris

55¢ Borsaure

744 ¢ EDTA

= auf 1 | H20 auffiillen

TBS (1 x)

85¢g NaCl

= ad. 900 ml mit bidest. H,O

+ 20 ml IM TrisHCI pH 7,2
= pH auf 7,2 mit HCI einstellen
= ad. 1 1 mit dest. H,O

TE-Puffer

10 mM Tris
1 mM EDTA
= ad. 1 I mit Millipore-H,O

Transfektionspuffer 1b 5SmM KCl

(fiir Amaxa-Elektroporationen) 15 mM MgCl,
100 mM Na,HPO,
100 mM NaH2PO4

Transferpuffer (pH 8,3; fiir Semidry-Blots) | 3 g Trisbase
113¢g Glycine
100 ml  Methanol

= ad. 1 1 mit dest. H,O

2.8 Enzyme

BEZEICHNUNG BEZUGSQUELLE
Al New England BioLabs
BamHI New England BioLabs
DNasel Biozym (Epicentre)
EcoRI New England BioLabs
HindIII New England BioLabs
Kpnl New England BioLabs
M-MuLVReverse Transkriptase (200 U / ul) | Promega
RNase-Inhibitor (RNasin, 40 U / ul)) Promega

Shrimps Alkine Phosphatase (SAP) Amersham Biosciences
Smal New England BioLabs
T4-DNA-Ligase New England BiolLabs

Xhol

New England BioLabs
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29 Kits

BEZEICHNUNG BEZUGSQUELLE
BigDye Terminator”v1.1 CycleSequencing Kit | Applied Biosystems
pGEM-TEasy Cloning kit Promega

QIAquick” Plasmid Midi / Maxi Kit Qiagen

2.10 Klonierungsvektoren

BEZEICHNUNG BEZUGSQUELLE
pAcGFP-N1 BD Biosciences (Clontech)
pUC-19 Fermentas

pGEM-TEasy Promega

2.11 Bakterienstimme

- Escherichia coli Top 10 (Invitrogen);

Angaben iiber den Genotyp dieses Stammes konnen von der Internetseite der Firma

Invitrogen bezogen werden (www.invitrogen.com).

2.12  Saugetierzellen

Die hier verwendeten Zelllinien entstammen der Deutsche Sammlung von Mikroorganismen

und Zellkulturen GmbH (DSMZ).

K562 Die Erythroleukédmie-Zelllinie entstammt urspriinglich einem Patienten mit

chronischer myeloischer Leukdmie. Die Zellen wurden in DMEM mit high-

Glukose, 10% FKS, 1000 U/ml Penicillin und 1 mg/ml Streptomycin

gehalten und alle zwei bis drei Tage 1:3 geteilt.
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HEK-293

Diese Adenovirus S-immortalisierte Zelllinie entstammt humanen embryonalen

Nierenzellen (Hay, 1994). Die Zellen wurden in DMEM mit high-Glukose,
10 % FKS, 1000 U /ml Penicillin und 1 mg / ml Streptomycin gehalten und alle

zwei bis drei Tage 1:4 geteilt.

2.13 Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech GmbH aus Ebersberg oder der Firma

Metabion aus Martinsried synthetisiert. Oligo(dT)-Primer wurden von der Firma Invitrogen

bezogen.

Tab. 2.1: Liste aller im Rahmen der Arbeit verwendeten Oligonukleotide mit Bezeichnung, Sequenz und
Annealingtemperatur (A.-Temp.). DNA-Basencode: A = Adenin, C = Cytosin, G = Guanin, T = Thymin,

W=A/T,Y=C/T.

NAME SEQUENZ (5°-3) A.-TEMP.
Oligo(dT);,.15 Primer

pGEMF GTTTTCCCAGTCACGAC 52
pGEMR GGATAACAATTTCACACAGG 54
MYCF1 ACACCATGGGAGCTGGTAAT 58
MYCRI CTTCWTCGACTTYCAGACCCAAGGCAT 59
MYCF2 GTTCTTTGAAAACTGAAT 45
MYCR2 GCATCCACCAWAWACTCT 51
pAcGFPf CAAATGGGCGGTAGGCGTG 62
pAcGFPr GTGGCCATTCACATCGCCAT 60
MAS-EcoRI-F GCTCGAATTCATGGCGCCCCGAACCCTCC 66
MAS-BamHI-R GATAAGGATCCTCCACTTTACAAGCCATAAGAGA 60
MBS-HindIII-F GCTCAAGCTTCGGTCATGCGGGTCATGGCGCCCC 69
MBS-Kpnl-R CGTAGGTACCTTAGCCGTGAGAGACACATCA 60
MIS-HindIII-F GCTCAAGCTTCGGTCATGCGGGTCATGGCGCCCG 69
MIS-Kpnl-R CGTAGGTACCCAAGCTGTGAGAGACACATCAG 64
MES-EcoRI-F GCTCGAATTCGCGTCATGGCACTAGGAA 56
MES-BamHI-R GATAAGGATCCGGTTTATAAGCTGTGAGAGA 54
MASF TCATGGCGCCCCGAACCC 63
MASR CACACAAGGCGGCTGTCTCA 63
MBSF TCATGGAGCCCCGAACCCT 64
MBSR CCACACAAGACAGTTGTCTCA 60
A*01F GACCGGGAGACACGGAACAT 63
A*01R CTCTCATCCTCTCCGCCACAT 63
A*08F GGTCCCACACCTACCAGAC 62
A*08R GTTCTGAACCGCTCCGCCT 62
A*11F GGGGAGCCCCGCTTCTTCA 64
A*11R CTCGCCCTCCAGGTAGGT 61
A*1303F GCGAGTGCGTGGAGTGGCTCCCT 64
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NAME SEQUENZ (5’-3) A.-TEMP.
A*1303R GACTGGGAAGACGGCTCCCATCTCAA 63
A*1403F GGCCCTGACCCAGACCTGGGC 64
A*1403R CGTAGGCGAACTGTTCATACCCGCGTT 63
Mamu-A2F AACCTGCGGACCCTGCTCC 64
Mamu-A2R GCTCTCCACTGCTCCGCCA 64
HLA-C GFPF CATAAGCTTCGAGATGCGGGTCATGGCGC 64
HLA-C GFPR GTAGGTACCTGGGCTTTACAAGCGATGAGAGACT 63

2.14 Antikorper

NAME HERSTELLER | EIGENSCHAFTEN ANWENDUNGS-
BEREICH
W6/32 (HL) A. Ziegler, Berlin | Monoklonaler anti-HLA- FACS
A, -B,-C, -E, -F, -G in
Komplex mit B2M
HC-10 A. Ziegler, Berlin | Monoklonaler anti-HLA-B, | WB
-C, erkennt Epitop
P57XXW60D61R62 in der
schwere Kette
HC-A2 A. Ziegler, Berlin | Monoklonaler anti-HLA- WB
A, -E, -G, sowie einige -C
und —B73; erkennt Epitop
XL78XT80L81R82G83X in der
schweren Kette
goat-anti-mouse SantaCruz Polyklonaler sekundérer, WB
IgG Meerrettich-Peroxidase
gekoppelter [gG-AK
rabbit anti-mouse | Dako Polyclonal sekunddrer R- | FACS
immunoglobulins/ PE-Cy5-markierter AK
RPE-Cy5
goat  anti-mouse | SantaCruz Polyclonal sekundérer FACS
immunoglobulins/ RPE-Cy5-markierter AK
RPE-Cy5
BD Living Colors | BD Biosciences Monoklonaler GFP-AK, WB, IP und IC
A. v. Monoclonal erkennt natives und
Antibody (JL-8) denaturiertes GFP
CD107a-PE BD Biosciences Monoklonaler CD107a- FACS
(Klon H4A3) AK, erkennt schweres

glykosyliertes LAMP-1-
Protein (lysosome-
associated membrane
protein-1); direkt PE-
gekoppelt
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NAME

HERSTELLER

EIGENSCHAFTEN

ANWENDUNGS-
BEREICH

CD3-FITC
(Klon MEM-57)

Exbio

Monoklonaler CD3-AK,
erkennt gy- und €d-Dimere
des CD3-Komplexes des
TCR auf peripheren Blut-
T-Zellen und reifen
Thymozyten; direkt FITC-
gekoppelt

FACS

CD16-TC
(Klon 3GS)

Caltag

Monoklonaler CD16-AK,
erkennt CD16-Rezeptor
auf peripheren Blut-
Lymphozyten; direkt TC-
gekoppelt

FACS

1gG-FITC
(Isotypkontrolle)

Caltag

Monoklonaler IgG1 (der
Maus)-AK, erkennt
unspezifisch an
menschliche Zellen
gebundene monoklonale
Maus-AK; direkt FITC-
gekoppelt

FACS

2.15 Langenstandards

Nukleinsidure-Marker
Fermentas: GeneRuler TM 100 bp DNA Ladder Plus
Fermentas: Lambda DNA / EcoRI + HindIII-Marker, 3

Protein-Marker

Promega: PageRuler Prestained Protein Ladder

2.16 Computerprogramme und Datenbanken

2.16.1 Computerprogramme

Folgende Computerprogramme wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet:

- Textverarbeitung: Word 2003 (Microsoft)

- Auswertung von Chromfreisetzungstests: Exel 2003 (Microsoft)




UNTERSUCHTE TIERE UND MATERIALIEN

35

Bildbearbeitung: Photoshop CS (Adobe) und CoralDRAW 12 (Microsoft)
Literaturverwaltung (Erstellung des Literaturverzeichnisses): EndNote X (Niles
Software Inc.)

Sequenzierung: Sequence Analysis (Applied Biosystems)

Sequenzauswertung: Bioedit Sequence Aligment Editor 7.0.5.3 (Hall, 1999)
Sequenzvergleich: ClustalX 1.81 (Thompson et al., 1997)

Genbaumerstellung: Mega 3.1 (Kumar et al., 2004)

Messung am Durchflusszytometer: BD FACSDiva Sofware (BD Biosciences)
Auswertung von FACS-Analysen: FlowJo 5.7.1 (Tree Star Inc.)

2.16.2 Datenbanken

Auf folgende Datenbanken wurde im Rahmen dieser Arbeit zugegriffen:

Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/):
O Analyse von DNA- und Protein-Sequenzen mit der Datenbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blahcgi)
0 Vergleich von zwei DNA-Sequenzen
(http://www.ncbi.nlm.nih.govgorf/bl2.html/)
Ubersetzung von DNA-Sequenzen in AS-Sequenzen
(http://www.expasy.ch/tools/dna.html)
Berechnung des Molekulargewichts von Proteinen
(http://bioinformatics.org/sms/prot mw.html)
Konvertierung von DNA-Sequenzen in ihre reverse, komplementédre Sequenz
(http://bioinformatics.org/sms/rev_comp.html)
Finden und Priifen von Restriktionsstellen in DNA-Sequenzen
(http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/)
Uberpriifung von Oligonukleotid-Eigenschaften

(http://www .basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.govgorf/bl2.html/
http://www.expasy.ch/tools/dna.html
http://bioinformatics.org/sms/prot_mw.html
http://bioinformatics.org/sms/rev_comp.html
http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html
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METHODEN

3.1 Molekulargenetische Methoden

3.1.1 Isolation von Nukleinsiuren

3.1.1.1 Minipriaparation von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen

Plasmid-DNA-Priparationen aus kleinen Mengen Bakterienkultur wurden mit selbst
hergestellten Losungen durchgefiihrt. Dazu wurden 3 ml LB-Medium mit geeignetem
Antibiotikum sowie einer frischen Kolonie oder 10 - 100 pl einer Vorkultur angeimpft und
tiber Nacht bei 37 °C und 240 rpm inkubiert. Am nichsten Tag erfolgte eine Zentrifugation
der Kulturen bei 16000 x g fiir 20 s. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in Puffer
P1 gelost (150 pl / ml Bakterienkultur). AnschlieBend wurde frisch angesetzter Puffer P2 in
gleichem Volumen zugegeben und mehrmals invertiert. Nach maximal flinfminiitiger
Inkubation bei RT wurde gleiches Volumen Puffer P3 zugegeben und mehrmals invertiert.
AnschlieBend wurde 10 min bei 16000 x g und RT zentrifugiert. Das weillliche proteinhaltige
Pellet wurde verworfen und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefB iiberfiihrt. Durch eine
weitere Zentrifugation wurde der Uberstand nochmals gereinigt und wieder in ein frisches
Reaktionsgefal} tiberfiihrt. Die DNA wurde mit einem Volumen Isopropanol bei RT gefillt.
Nach einer I15miniitigen Zentrifugation bei 16000xg und RT bildete sich ein
nukleinsiurehaltiges Pellet. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 500 pl
70 %igem Ethanol durch flinfminiitige Zentrifugation bei 16000 x g und RT gewaschen.
AnschlieBend wurde der Alkohol dekantiert und das Pellet bei RT getrocknet. Je nach
Ausgangsmenge an Bakterienkultur wurde das Pellet in 20 - 50 ul HPLC-H,O gelost. Die

Konzentration wurde auf einem 1 %igem Agarosegel tiberpriift (s. Kap. 3.1.2.1).

3.1.1.2 Midi- und Maxi-Priparation von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen

Zur Gewinnung groflerer Mengen Plasmid-DNA wurden Midi- bzw. Maxi-Kits der Firma

Qiagen verwendet. Dazu wurden 100 ml (Midi) bzw. 500 ml (Maxi) Bakterienkultur in

Selektionsmedium nach Angaben des Herstellers aufbereitet. Die gewonnene DNA wurde in
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HPLC-H,O gelost und die Konzentration auf einem 1 %igem Agarosegel iiberpriift
(s. Kap. 3.1.2.1).

3.1.1.3 DNA-Isolation aus Blut

Blutproben mit einem Volumen von 5 - 10 ml wurden im Vorfeld einer Erythrozytenlyse
unterzogen (s. Kap. 3.1.15). Jedes Pellet wurde in 5 ml SE-Puffer, 250 pl 20 % SDS und
20 pl Pronase E gelost und iiber Nacht bei 37 °C und 140 rpm geschiittelt. Am darauf
folgenden Tag wurden 2 ml 5 M NaCl zugegeben und geschwenkt. Der Ansatz wurde 10 min
bei 1300xg und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch Gaze in ein neues
Reaktionsgefd3 geschiittet und mit 2 - 2,5 Vol 99 % Ethanol geschwenkt. Die DNA fiel als
fadige Struktur aus. Der 99 %ige Ethanol wurde vorsichtig entfernt und die DNA mit 5 ml
70 % Ethanol gewaschen. Die DNA wurde anschlieBend mit einer Pipettenspitze
herausgezogen und in einem frischen Reaktionsgefd3 getrocknet. Je nach Ausgangsmenge

wurde die DNA in 20 - 100 pl TE-Puffer gelost.

3.1.1.4 RNA- Isolation aus Blut und Zellen

RNA wurde stets als Gesamt-RNA, bestehend aus ribosomaler- (rRNA), transfer- (tRNA) und
messenger RNA (mRNA), isoliert. Die erwiinschte mRNA macht dabei nur ca. 2 % der
Gesamt-RNA aus. Dennoch reicht dieser geringe Anteil fiir weitere Verwendungen, wie z. B.
eine reverse Transkription, aus.

In dieser Arbeit wurden ausschlieBlich Zellen aus Blutaufreinigungen verwendet
(s. Kap. 3.1.15). Das Pellet wurde einmal mit 1 x PBS gewaschen und in 4 ml Losung D mit
B-ME gelost. Jedem Ansatz wurden 400 pl 2 M Natriumacetat, 4 ml Phenol und 800 pl
Chloroform / Isoamylalkohol (24:1) zugegeben, der Ansatz 10 s gevortext und 15 min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurde 20 min bei 9000 x g und 4 °C zentrifugiert. Die obere Phase
wurde zu je 660 ul in Reaktionsgefdlle aliquotiert und mit einem Volumen Isopropanol
gemischt. Nach einer Stunde Inkubation bei -20 °C wurde 30 min bei 16000 x g und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 800 ul 70 % Ethanol
gewaschen. AnschlieBend wurde noch einmal fiinf Minuten bei 16000 x g und RT

zentrifugiert. Das Pellet wurde an der Luft getrocknet, in 20 pl DEPC-H,O je Reaktionsgefal3
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bei 55 °C fiir 10 min gelost und alle Ansidtze eines Ursprungs vereint. Die Konzentration

wurde photometrisch bestimmt.

3.1.2 Bestimmung von Nukleinsiurekonzentrationen

3.1.2.1 Bestimmung der Desoxyribonukleinsiurekonzentration

Die DNA-Konzentration wurde auf einem 1 %igen Agarosegel mittels UV-Licht empirisch
geschitzt. Dazu wurde ein geeignetes Volumen (i. d. R. 0,5 - 5 ul) einer DNA-L&sung neben
50 ng, 100 ng und 200 ng eines pUC-Vektors als DNA-Standard aufgetragen und bei
100 - 120 V ca. 1 cm aufgetrennt.

3.1.2.2 Bestimmung der Ribonukleinsiurekonzentration

Die Konzentrationsbestimmung von RNA erfolgte photometrisch bei einer Wellenldnge von
260 nm. Je nach Ausbeute wurden 1:50 oder 1:100 Verdiinnungen in Wasser verwendet und
im Photometer gegen DEPC-H,0 als Referenz gemessen.

Die Berechnung der Konzentration erfolgte nach der Gleichung:

Extinktion (ODy6) 1 =40 pg ssRNA / ml
c(ssRNA) = ODy4x Verdiinnung x 40 png ssRNA / ml

3.1.3 Reverse Transkription

Um RNA-Proben der Methode der PCR zugénglich zu machen, musste diese in cDNA
umgeschrieben werden. Dabei wurde die Reverse Transkriptase M-MLV-RT von Promega
verwendet. 1 - 2,5 pg RNA wurden zusammen mit 0,5 pg Oligo(dT)-Primer mit DEPC-H,O
auf ein Volumen von 15 pul gebracht und fiinf Minuten bei 70 °C inkubiert, um
Sekundirstrukturen der RNA aufzubrechen. Auf Eis wurden 5 pul M-MLV-5 x Puffer, 0,5 pl
dNTP-Mix, 0,7 ul RNase-Inhibitor und 1 pl M-MLV-RT zugeben und mit DEPC-H,O auf
25 pul aufgefiillt. Die reverse Transkription lief eine Stunde bei 42 °C. AnschlieBend wurde
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der Ansatz bei 70 °C 15 min hitzeinaktiviert. Je PCR wurden je nach Ausbeute 0,2 - 2 pul
cDNA pro Ansatz eingesetzt.

3.1.4 Agarosegele

Durch die elektrophoretische Auftrennung von DNA in einem Agarosegel wurden PCR-
Produkte und Restriktionsverdaue kontrolliert oder aufgereinigt, sowie deren Grof3e bestimmt.
Dazu wurden 1 %ige Agarosegele in 1x TBE-Puffer mit 0,5 ug/ml Ethidiumbromid
verwendet. Ethidiumbromid ist ein interkalierender Farbstoff, der an doppelstrangiger DNA
bindet und durch Anregung mit UV-Licht im roten Spektralbereich leuchtet. Zum Beladen des
Gels wurde der DNA-Losung 10 x-Succrose-Ladepuffer zugesetzt.

Die auf das Gel aufgetragene DNA wurde durch das Anlegen einer Spannung zwischen 60
und 120 V nach FragmentgroBen aufgetrennt. Das entstandene Bandenmuster wurde unter

UV-Licht (312 nm) visualisiert und auf Thermopapier photographisch festgehalten.

3.1.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Prinzipiell wurden PCR-Ansdtze nach dem hot-start-Verfahren durchgefiihrt. Dabei waren
template und Polymerase zunichst durch eine Wachsschicht von Oligonukleotiden (Primern)
und dNTPs getrennt. Erst nach Erreichen der Denaturierungstemperatur und dem Schmelzen
der Wachsschicht konnten sich die Primer an die Nukleinsdure anlagern (Annealing) und die
Polymerase mit der Amplifikation beginnen (Elongation). Dadurch wurde die Spezifitit der
Primerbindung erh6ht und gewihrleistet, dass die Polymerase erst bei optimaler Temperatur
mit der Amplifikation begann, wodurch Fehler und wunspezifische Amplifikationen
weitgehend vermieden wurden.

PCR-Ansitze wurden wie folgt angesetzt:

Ansatz1: 2 ul 5 x KMT-Puffer
1 ul Primer 1 (10 pmol / pul)
1 pl Primer 2 (10 pmol / pul)
0,15 pul dNTPs (25 pmol / ul)

ad. 10 pl HPLC-H,0



METHODEN

40

Ansatz 1 wurde mit einem Wachskiigelchen iiberschichtet und auf 74 °C erhitzt, bis das

Wachs geschmolzen war. Nach Erkalten des Wachses wurde Ansatz 2 dazugeben.

Ansatz 2: 4 ul
4 ul
0,5 ul
ad. 20 pl

5 x KMT-Puffer

BSA (10 mg / ml) / Tx (7 mg / ml)
Taq-DNA-Polymerase
DNA-L6sung / HPLC-H,0

Die DNA wurde zuletzt dem Ansatz beigefiigt.

PCR-Programme:

1: Mamu-A, -B, -E, -1 und HLA-C Temperatur Haltedauer ZyKklusanzahl
Vordenaturierung 94°C 4 min 1
Denaturierung 94°C 1 min

Annealing 60°C 1 min 30
Elongation 72°C 1,5 min

Endelongation 72°C 5 min 1
Kiihlung 8°C 0 1

2: Mamu-A (Typisierung) Temperatur Haltedauer Zyklusanzahl
Vordenaturierung 94°C 4 min |
Denaturierung 94°C 1 min

Annealing 56°C 1 min 5
Elongation 72°C 1,5 min

Denaturierung 94°C 1 min

Annealing 56°C + 0,5°C/Zyklus 1 min 12
Elongation 72°C 1,5 min

Denaturierung 94°C 1 min

Annealing 62°C 1 min 13
Elongation 72°C 1,5 min

Endelongation 72°C 5 min 1
Kiihlung 8°C o 1
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3: Mamu-A *01 (Typisierung) Temperatur Haltedauer Zyklusanzahl
Vordenaturierung 94°C 4 min 1
Denaturierung 94°C 45s
Annealing 56°C 45s 5
Elongation 72°C 1 min
Denaturierung 94°C 45s
Annealing 56°C + 0,5°C/Zyklus 45 s 12
Elongation 72°C 1 min
Denaturierung 94°C 45s
Annealing 62°C 45s 13
Elongation 72°C 1 min
Endelongation 72°C 5 min 1
Kiihlung 8°C 0 1
4: Mamu-A *08 (Typisierung) Temperatur Haltedauer Zyklusanzahl
Vordenaturierung 94°C 4 min 1
Denaturierung 94°C 45s
Annealing 62°C 45s 30
Elongation 72°C 1 min
Endelongation 72°C 5 min 1
Kiihlung 8°C 0 1
5: Mamu-A*11 (Typisierung) Temperatur Haltedauer Zyklusanzahl
Vordenaturierung 94°C 4 min 1
Denaturierung 94°C 45s
Annealing 60°C + 0,5°C/Zyklus 45s 4
Elongation 72°C 1 min
Denaturierung 94°C 45s
Annealing 62°C 45s 26
Elongation 72°C 1 min
Endelongation 72°C 5 min 1
Kiihlung 8°C 0 1




METHODEN 42
6: Mamu-A*1303 / A*1403 Temperatur Haltedauer Zyklusanzahl
(Typisierung)
Vordenaturierung 94°C 4 min 1
Denaturierung 94°C 45s
Annealing 56°C 45s 5
Elongation 72°C 1 min
Denaturierung 94°C 45s
Annealing 56°C + 0,5°C/Zyklus 45s 12
Elongation 72°C 1 min
Denaturierung 94°C 45s
Annealing 62°C 45s 13
Elongation 72°C 1 min
Endelongation 72°C 5 min 1
Kiihlung 8°C 0 1
7: Mamu-A2 (Typisierung) Temperatur Haltedauer Zyklusanzahl
Vordenaturierung 94°C 4 min 1
Denaturierung 94°C 45s
Annealing 62°C 45 5
Elongation 72°C 1 min
Denaturierung 94°C 45s
Annealing 64°C 45s 25
Elongation 72°C 1 min
Endelongation 72°C 5 min 1
Kiihlung 8°C 0 1

3.1.6 Sequenzierung von doppelstringiger DNA

Die Methode der DNA-Sequenzierung beruht auf der Synthese eines neuen DNA-Stranges,

die an einem spezifischen Primer beginnt und durch den Einbau eines 2’,3’-Didesoxy-

analogons (ddNTP) von Nukleotidtriphosphaten endet, sodass ein ,,Kettenabbruch* entsteht
(Sanger et al., 1977). Der dazu verwendete PCR-Ansatz enthélt neben den ANTP auch ddNTP

mit vier unterschiedlichen Fluoreszenzfarbmarkierungen. Wird ein solches ddNTP eingebaut,

bricht die Kettenverldangerung ab, da dem ddNTP die 3’-Hydroxyl-Gruppe fehlt, um eine

Phosphodiesterbindung einzugehen (Kettenabbruch). Dadurch entsteht ein Gemisch aus
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DNA-Molekiilen von unterschiedlicher Lénge, die je nach eingebautem ddNTP die jeweilige
Farbmarkierung tragen.

PCR-Produkte wurden zur Sequenzierung iiber ein Agarosegel aufgereinigt (s. Kap. 3.1.8).
StandardmiBig wurden 25 - 50 ng aufgereinigter PCR-Produkte und 200 - 300 ng Plasmid-
DNA in eine Sequenz-PCR eingesetzt. In einem Endvolumen von 10 pl wurden neben der zu
sequenzierenden DNA 3,33 pmol eines geeigneten Primers, 1 ul BigDye und 1,5 ul 5x
Sequenzierungspuffer eingesetzt (BigDye Terminator v1.1Cycle Sequencing Kit, ABI).

Der Ansatz wurde nach folgendem Programm in einem Thermocycler inkubiert:

Sequenz-PCR Temperatur Haltedauer Zyklusanzahl
Denaturierung 96°C 30s

Annealing 50°C 15s 25
Elongation 60°C 4 min

Kiihlung 8°C 0 1

AnschlieBend wurde der Sequenzreaktionsansatz mit 90 ul HPLC-H,O, 250 pl 99 %igem
Ethanol und 10 pl 3 M NaAc gefillt und bei 16000 x g fiir 15 min bei RT zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und das Pellet mit 250 ul 70 %igem Ethanol fiinf Minuten bei
16000 x g und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde sorgfiltig abgenommen und das Pellet
in einer SpeedVac fiir fiinf Minuten getrocknet.

Zu dem getrockneten Pellet wurden 8 pl Hi-Di™ Formamid gegeben und der Ansatz in eine
96-Well-Platte iiberfiihrt. Die Sequenzierung erfolgte in einem ABI 3100-Avant
Kapillarsequenzierer mit vier Kapillaren.

Werden die Fluoreszenzfarbstoffe am Ende der PCR-Produkte durch Laserstrahlung angeregt,
emittieren sie Licht einer fiir den jeweiligen Farbstoff spezifischen Wellenlange. Das Licht
wird von einem Detektor aufgefangen, digital verarbeitet und analysiert. Sequenzen wurden

mit BioEdit Sequence Alignment Editor Version 7.0.0 bearbeitet und analysiert.

3.1.7 Restriktion von DNA

Zur Identitétskontrolle eines Plasmids und zur Bereitstellung von DNA-Fragmenten fiir die
Klonierung wurde DNA einer enzymatischen Spaltung durch Restriktionsenzyme
(Endonukleasen) unterzogen. Je nach Angaben des Herstellers wurde dem Ansatz, neben dem

geeigneten Puffer und dem jeweiligen Enzym, BSA zugesetzt. Das Restriktionsvolumen



METHODEN 44

richtete sich nach der zu schneidenden DNA-Menge. Stets wurden die vom Hersteller
empfohlenen Restriktionspuffer verwendet und die angegebenen Reaktionsbedingungen

eingehalten. AnschlieBend wurde die Restriktion auf einem 1 %igen Agarosegel kontrolliert.

3.1.8 DNA-Extraktion aus Agarosegel

Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurde die gewlinschte DNA unter UV-Licht aus
dem Gel ausgeschnitten und je nach GroBe des Gelstiicks in 500 - 800 ul NaJ 10 min bei
55°C und 1300 rpm in einem Reaktionsgefdll geschiittelt. AnschlieBend wurden je nach
GroBle des Gelstiicks 10 - 20 pl Silica-Milch zugegeben und erneut bei 55 °C fiir 10 min
inkubiert. Dabei wurde mehrmals invertiert. Der Ansatz wurde danach eine Minute bei
16000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde sorgfiltig abgenommen und das Silicapellet in
500 pl 70 %igem Ethanol gewaschen. Erneut wurde eine Minute bei 16000 x g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet getrocknet. Je nach DNA-Menge wurde das
Pellet in 20 -50 pl HPLC-H,O fiir 10 min bei 50 °C geldst. Nach einer einminiitigen
Zentrifugation bei 16000 x g und RT wurde die in Wasser geloste DNA abgenommen und die

Konzentration in einem 1 %igem Agarosegel kontrolliert.

3.1.9 Klonierung

3.1.9.1 Klonierung von PCR-Produkten

Zur Klonierung von PCR-Produkten wurde der Vektor pPGEM-TEasy verwendet. Der Vektor
wurde vom Hersteller mit EcoRV restringiert und an beiden Enden mit 3’terminalen
Thymidinen versehen. Da PCR-Produkte der meisten thermostabilen Polymerasen (hier: Tag-
DNA-Polymerase) einzelne Desoxyadenosine am 3’-Ende aufweisen, wird die Ligation durch
die 3’-Thymidinreste erleichtert.

Der Vektor ermoglicht nach Transformation in Bakterien eine Blau-Wei-Selektion auf
Selektionsagar. Der Mechanismus beruht auf einer Unterbrechung des LacZ-Gens, die durch
Integration eines DNA-Fragmentes bestehen bleibt und nur bei Ligation des Vektors alleine
aufgehoben wird. Ligiert der Vektor ohne Integration eines DNA-Fragmentes, kann das LacZ-

Gen abgelesen werden und Bakterien, die solche Plasmide tragen, bilden auf Agar mit IPTG
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und X-Gal blaue Kolonien. Bakterien, die ein Plasmid mit integriertem DNA-Fragment
tragen, bilden weil3e Kolonien (Ullmann et al., 1968).
Eine flankierende multiple Klonierungsstelle erlaubt anschlieBend das Herausschneiden des

einklonierten PCR-Produktes mit verschiedenen Enzymen.

Dl
i
5 =

Abb. 3.1: Vektorkarte pGEM-TEasy (Entnommen aus dem Katalog der Firma Promega)

Ligation von PCR-Produkten in pGEM-TEasy

Nach Angaben des Herstellers wurde der Ligationsansatz wie folgt in einem Reaktionsgefal3

angesetzt:

3ul PCR-Produkt

1 ul pGEM-TEasy-Vektor
1 pl T4-DNA-Ligase

5ul 2 x Ligationspuffer

Der Ansatz wurde tiber Nacht bei 4 °C inkubiert.

3.1.9.2 Klonierung in Expressions-Vektoren

Der Expressionsvektor pAcGFP-N1 ermdglicht durch den CMV-Promotor die Expression
von Proteinen in Fusion mit dem griinen Fluoreszenzprotein aus der Qualle Aequorea
coerulescens (AcGFP). DNA-Sequenzen, die in den Vektor kloniert werden sollen, miissen
fiir die eukaryotische Expression ein eigenes Startkodon und eine Kozak-Konsensussequenz

aufweisen (Kozak, 1984).
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Abb. 3.2: Vektorkarte pAcGFP-N1 (Entnommen aus dem Katalog der Firma Clontech)

Ligation von restringierten DNA-Fragmenten in Expressions-Vektoren

DNA-Fragment und Vektor wurden mit geeigneten Restriktionsenzymen geschnitten und die
Konzentrationen der aufgereinigten Fragmente bestimmt. Im Anschluss wurde folgender

Reaktionsansatz in einem Reaktionsgefdll angesetzt:

0,2 ul T4-DNA-Ligase (NEB)

2wl 10 x T4-DNA-Ligationspuffer
50-100ng restringierter Vektor

200 — 300 ng restringiertes DNA-Fragment

ad. 20 pl mit HPLC-H,0O

Der Ansatz wurde iiber Nacht bei 16 °C inkubiert.

3.1.9.3 Fillen von Ligationsansétzen

Fiir Transformationen in E. coli Bakterien wurden Ligationsansdtze durch Fillen mit Alkohol
von Salzen befreit. Dafiir wurde der Ligationsansatz mit HPLC-H,O auf ein Volumen von
100 pl gebracht. Nach der Zugabe von 2,5 Volumen 99 %igem Ethanol, 10 pl 3 M NaAc und
2 ul Glykogen wurde der Ansatz 15 min bei 4 °C und 16000 x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und 250 pl 70 %iger Ethanol zugegeben. Nach fiinfminiitiger Zentrifugation
wurde der Uberstand sorgfiltig abgenommen, das Pellet getrocknet und in 16 ul HPLC-H,O

geldst. So konnte der Ligationsansatz bis zur Transformation bei -20 °C gelagert werden.
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3.1.10 Herstellung ,,elektrokompetenter* Bakterien

»Elektrokompetente® Bakterien sind in der Lage, unter Einfluss eines elektrischen Feldes
externe DNA aufzunehmen. Zur Elektroporation werden dabei exponentiell abnehmende
Spannungsimpulse gesetzt. E. coli Bakterien konnen mit Hilfe eines geeigneten Protokolls
»elektrokompetent™ gemacht werden. Dabei werden die Bakterien in der exponentiellen Phase
des Wachstums geerntet und anschlieBend entsalzen, um einen Kurzschluss bei der
Elektroporation zu vermeiden.

Am Vortag wurde zundchst eine 5 ml LB-Streptomycin-Vorkultur mit E. coli TOP10
Bakterien aus einem Kryostock angeimpft und iiber Nacht bei 200 rpm und 37 °C geschiittelt.
Am néchsten Tag wurde eine 450 ml LB-Streptomycin-Hauptkultur mit 4,5 ml der Vorkultur
angeimpft und bei 200 rpm und 37 °C geschiittelt. Die Wachstumskontrolle erfolgte
photometrisch bei 605 nm. Bei einer ODgs von 0,5 - 0,6 wurde die Kultur auf Eis gestellt und
dort 30 min inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien in 50 ml-Reaktionsgefdflen bei
1500 x g und 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgekippt und das Pellet
aufgeschiittelt. Die Bakterien wurden im Anschluss mit eisgekiihltem, autoklaviertem
10 %igem Glyzerin gewaschen. Nach einer 15miniitigen Zentrifugation bei 1200 x g und 4 °C
wurde der Uberstand sorgfiltig abgekippt und die Bakterien in dem Riickfluss geldst. Die
kompetenten Bakterien wurden zu 50 pl Aliquots schockgefroren und bei -80 °C bis zur

Verwendung gelagert.

3.1.11 Transformation von ,elektrokompetenten* Bakterien

Ein 50 ul Aliquot ,.elektrokompetenter E. coli TOP10 - Bakterien wurde auf Eis aufgetaut.
StandardmiBig wurden 8 pl eines gefillten Ligationsansatzes zugegeben, vorsichtig gemischt
und kurz auf Eis inkubiert. Der Transformationsansatz wurde in eine vorgekiihlte Kiivette
(2 mm) gegeben und die Membranen der Bakterien mit einem Elektroschock bei 1,6 kV,
25 uF und 200 Q fiir DNA durchldssig gemacht. Nach dem elektrischen Puls wurden die
Zellen mit 0,8 ml SOC-Medium in ein neues Reaktionsgefal} iiberfiihrt und bei 140 rpm eine
Stunde bei 37 °C geschiittelt. StandardmiBig wurden 200 ul auf einer Agarplatte mit
geeignetem Antibiotikum ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Das Wachstum von

Kolonien wurde am nichsten Tag kontrolliert. Waren wenige Kolonien pro Platte gewachsen,
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wurde der Rest der Transformation auf einer neuen Platte mit Selektionsagar ausgestrichen

und uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.1.12 Kolonie-PCR

Die Effizienz von Transformationen wurde in vielen Fillen mit Hilfe einer Kolonie-PCR
kontrolliert. Auch die Fragmentgrofle konnte dabei ermittelt werden. Zu diesem Zweck wurde
eine PCR mit geeigneten Primern vorbereitet. Primer wurden so konzipiert, dass sie im Fall
einer insert-Integration ein deutlich grofleres PCR-Produkt amplifizierten als im Fall einer
Religation des Vektors ohne insert.

Folgende Primer wurden fiir die verwendeten Vektoren eingesetzt:

Tab. 3.1: Verwendete Primerpaare fiir Kolonie-PCR.

Vektor Primerkombination
pGEM-TEasy pGEMF / pGEMR
pAcGFP-N1 pAcGFPf/ pAcGFPr

Die PCR wurde standardméBig vorbereitet und ein kleiner Teil der Bakterienkultur mit Hilfe
einer Pipettenspitze oder einem Zahnstocher im oberen Teil des PCR-Ansatzes gelost.
Das PCR-Programm wurde nur hinsichtlich der Annealingtemperatur abhéngig von den

verwendeten Primern variiert:

Kolonie-PCR Temperatur Haltedauer Zyklusanzahl
Vordenaturierung 94°C 4 min 1
Denaturierung 94°C 45s
Annealing 55°C (pGEM) bzw. 45 s 25
62°C (pAcGFP-N1)
Elongation 72°C 90 s
Endelongation 72°C 5 min 1
Kiihlung 8°C 0 1

Je PCR-Ansatz wurden 5 - 7 pl auf einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt und die GroBe der
entstandenen PCR-Produkte kontrolliert.
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3.1.13 Kultivierung von Bakterienkulturen

Um DNA aus transformierten Bakterien zu gewinnen, wurden einzelne Kolonien vom
Selektionsagar gepickt und damit 3 ml Selektions-LB-Medium angeimpft. Die Kultur wurde
tiber Nacht bei 37 °C und 240 rpm inkubiert.

3.1.14 Herstellung von Glyzerin-Bakterienstocks

Als positiv identifizierte Bakterien-Klone wurde dauerhaft konserviert, um je nach Bedarf
wieder mit ihnen arbeiten zu konnen. Dazu wurden 0,5 - 1 ml Bakterienkultur 1:1 mit
40 %igem Glyzerin gemischt und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Dauerlagerung

erfolgte bei -80 °C.

3.1.15 Erythrozytenlyse von Blutproben

Frisches Rhesusaffen- bzw. Menschenblut wurde sowohl zur Isolation von RNA als auch von
DNA verwendet. Da Erythrozyten keine Nukleinsdure enthalten, wurden diese durch einen
osmotischen Schock lysiert.

Die Blutprobe wurde zunichst auf ein Volumen von 50 ml mit Erythrozytenlyse-Puffer
aufgefiillt und ca. 15 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde fiir 10 min bei 7 °C und
200 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgekippt und das zellhaltige Pellet mit 25 ml
Erythrozytenlyse-Puffer gewaschen. Der Zentrifugationsschritt wurde wiederholt, der
Uberstand sorgfiltig abgekippt und das Zellpellet fiir DNA- oder RNA-Isolationen verwendet.

3.1.16 Auftrennung von mononukleéiren Blutzellen (PBMC) aus Vollblut

Mit Hilfe der Ficoll-Gradienten-Zentrifugation konnen die Bestandteile des Blutes ihrer
GroBBe und Dichte nach aufgetrennt werden. EDTA-Blut wurde zundchst 1:1 mit Hepes-
gepuffertem Medium verdiinnt. Je 4 ml Ficoll (1,077 d) wurden in 15-ml-Ficollr6hrchen
vorgelegt und vorsichtig mit 8 ml verdiinntem Blut {iberschichtet. Durch eine 20miniitige

(Mensch) bzw. 45miniitige (Rhesusaffe) Zentrifugation bei 600 x g und RT trennten sich
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PBMC von Erythrozyten und Thrombozyten, die sich im unteren Teil des Rohrchens
sammeln. Die PBMC bilden eine Interschicht zwischen dem Medium, welches die obere
Phase bildet, und dem Ficoll, welches sich als weillliche Schicht in der Mitte sammelt. Mit
Hilfe einer Pasteurpipette lieBen sich die PBMC ernten. Rhesusaffen-PBMC wurden
anschlieBend einmal mit 30 ml Erythozyten-Lysepuffer gewaschen, bei 300 x g 10 min
zentrifugiert, einmal mit 1 x PBS gewaschen und erneut abzentrifugiert. Die Reinheit der
PBMC lie} sich so deutlich erhdhen und Kontaminationen mit Erythrozyten und
Thrombozyten minimieren.

Im Lichtmikroskop kénnen die PBMC als stecknadelférmige Zellen identifiziert und gezéhlt
werden. Durch 10 min Zentrifugieren bei 300 x g und RT erhélt man ein Pellet, welches

weiterverwendet werden kann.

3.2 Zellkultur

Zellkulturen eukaryontischer Zelllinien wurden in einer wasserdampfgesittigten 5 %igen

CO;-Atmosphére bei 37 °C inkubiert.

3.2.1 Bestimmung der Zellzahl

Die Lebendzahl von Zellen wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt. 20 ul
geernteter Zellen wurden mit 20 pl Trypanblau (0,5 % in 1 x PBS) versetzt und fiinf Minuten
bei RT inkubiert.

Die Zellmenge wurde wie folgt berechnet:

Zellmenge / ml = (gezdhlte Zellzahl / Anzahl gezéihlter Quadrate) x Verdiinnung x 1000

3.2.2 Mycoplasmen-Kontrolle

Zellkulturen wurden in regelmiBigen Abstinden auf Mycoplasmenkontaminationen
iiberpriift. Ebenso wurden Zellen, die von anderen Laboren erhalten wurden, vor
Inkulturnahme iiberpriift. Zu diesem Zweck wurden je 200 pl Zellkulturiiberstand und als

Negativkontrolle reines Medium (ebenfalls im Inkubator) abgenommen, fiinf Minuten bei
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95 °C inkubiert und anschlieend bei 1200 x g fiir eine Minute bei RT abzentrifugiert. Die
PCR-Ansétze wurden nach Standardprotokoll angesetzt. Zunidchst wurde eine PCR mit je 1 pl
Zellkulturiiberstand und einer parallelen Positivkontrolle mit dem Primerpaar MYC1 benutzt.
1 ul dieser ersten PCR wurde anschliefend in einer nested-PCR mit dem Primerpaar MY C2
verwendet.

Fiir beide PCR-Ansétze wurde das gleiche Programm verwendet.

Je nach Mycoplasmenspezies treten Banden im Bereich von 200 - 500 bp auf, meist findet

man eine Bande bei ca. 450 bp oder eine Doppelbande bei 400 und 450 bp.

MYC-PCR Temperatur Haltedauer Zyklusanzahl
Vordenaturierung 94°C 3 min 1
Denaturierung 94°C 30s

Annealing 55°C 2 min 35
Elongation 72°C 1 min

Endelongation 72°C 7 min 1
Kiihlung 8°C 0 1

3.2.3 Transfektion von DNA in eukaryotische Zellen

Das Einschleusen von Fremd-DNA in eukaryotische Zellen wird als Transfektion bezeichnet.
Zum einen wurde mit Metafectene (Biontex) in dieser Studie das Prinzip der Lipofektion
verwendet. Zum anderen stand im spdteren Verlauf der Arbeit ein Nukleofektor der Firma
Amaxa zur Verfiigung, mit dessen Hilfe sich DNA durch die physikalische Methode der
Elektroporation direkt in den Zellkern einschleusen ldsst.

Bei der Methode der Lipofektion bilden sich durch polykationische Lipide in wésseriger
Phase Komplexe aus Nukleinsédure und Liposomen aus. Diese sind in der Lage, die Zellwand
endozytotisch zu passieren. Standardweise wurden 1 x 10° K562-Zellen am Tag der
Transfektion in einer 22 cm’ Petrischale ausgesit und zwei bis drei Stunden im Brutschrank
bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Fiir die Transfektion wurden 10 pg DNA mit
antibiotikafreiem und serumfreiem Medium auf ein Volumen von 300 pl gebracht. Separat
wurden 40 pl Metafectene mit 260 pl antibiotikafreiem und serumfreiem Medium gemischt.
Das verwendete DNA-Metafectene-Verhiltnis wurde in Optimierungstransfektionen ermittelt.

DNA- und Metafectene-Losung wurden vereint und durch Auf- und Abpipettieren gemischt.
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Wihrend der anschlieBenden 20miniitigen Inkubationszeit bei RT sollten sich DNA und
Lipofektionsreagenz vereinen. Tropfchenweise wurde die Losung auf die Zellsuspension
gegeben.

Bei einer Nukleofektion wird durch einen elektrischen Impuls kurzfristig die Zellmembran
depolarisiert, wodurch die DNA direkt in den Kern der Zelle eingeschleust wird. Fiir jede
Zelllinie bietet die Firma Amaxa optimierte Puffer und Programme (Zeit und Dauer des
Elektroimpulses) an. Fiir die Zelllinie K562 wurde standardméBig Puffer 1b und Programm
T-03 verwendet. Je Nukleofektion wurden 1 x 10° K562-Zellen, einmal mit 1x PBS
gewaschen und anschlieBend in 100 ul Puffer 1b blasenfrei aufgenommen. 1 - 3 pg DNA
wurden in einem Volumen < 5 pl zu den Zellen gegeben und alles zusammen blasenfrei in
eine 4 mm Kiivette {iberfiihrt. Nach dem Elektroschock wurden sofort 500 ul vorgewérmtes
Medium zugeben und die Zellen in einer 6 Well-Schale in insgesamt 2 ml RPMI-h-Medium
mit 10 % FKS und Pen / Strep ausgesiit.

Unabhingig von der Methode wurde Plasmid-DNA fiir stabile Transfektionen im Vorfeld mit
einem geeigneten Restriktionsenzym linearisiert. Dadurch sollte die stabile Integration der
eingeschleusten DNA in das Zellgenom erleichtert werden. Nach 48 Stunden Inkubation im
Brutschrank wurde die Transfektionseffizienz an einem Fluoreszenzmikroskop bzw. durch
FACS-Analysen kontrolliert. Bei einer Anregung von 488 nm geben AcGFP-exprimierende

Zellen eine Griinfluoreszenz ab.

3.2.4 Selektion auf transfizierte Zellen

48 Stunden nach Transfektion wurde dem Medium geeignetes Antibiotikum zugesetzt. Zu mit
Mamu-A-, -B-, -I- und -E- oder HLA-C-pAcGFP transfizierten K562-Zellen wurden 2 mg / ml
Geneticin (G418) zugegeben. In den folgenden ein bis zwei Wochen starben untransfizierte
Zellen. Mit pAcGFP-N1-transfizierte Zellen sollten dagegen resistent seien und sich weiter
teilen, da der Vektor eine Geneticinresistenz vermittelt. Die Effizienz der Selektion wurde

unter einem Fluoreszenzmikroskop bzw. durch FACS-Analysen tiberpriift.
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3.2.5 Anreicherung von MHC-Klasse-I-transfizierten K562 Zellen

Durch eine Anreicherung MHC-Klasse-I-transfizierter Zellen konnte die Anzahl der nicht-
transfizierten Zellen deutlich verringert werden. Vor allem bei geringer Transfektionseffizienz
erwies sich eine Anreicherung als vorteilhatft.

Die Zellzahl der anzureichernden transfizierten Zellen wurde bestimmt und die Zellen
zweimal mit MACS-Puffer gewaschen. Die Zellen wurden in 200 pl MACS-Puffer
aufgenommen und mit 50 - 100 pul des monoklonalen Antikdrpers W6/32 auf Eis inkubiert.
Nach einer Stunde wurden die Zellen zweimal mit MACS-Puffer gewaschen und
anschlieBend in 100 ul MACS-Puffer mit 10 ul goat anti-mouse MicroBeads pro 10° Zellen
15 min auf Eis dunkel inkubiert. Im Anschluss wurde erneut zweimal mit MACS-Puffer
gewaschen und die Zellen in 500 ul MACS-Puffer aufgenommen. Die Anreicherung
markierter Zellen erfolgte mit Hilfe einer MiniMACS-Sdule und eines starken Magneten.
Dazu wurde eine Sdule nach Angaben des Herstellers in den Magneten eingespannt und mit
500 ul MACS-Puffer equilibriert. Danach wurden die markierten Zellen auf die Saule
gegeben und dreimal mit je 500 ul MACS-Puffer gewaschen, wobei der Durchfluss
aufgefangen wurde. AnschlieBend wurde die Sdule aus dem Magneten entfernt und auf ein
frisches 15 ml Reaktionsgefd3 platziert. Mit Hilfe eines Stempels wurden 500 pl MACS-
Puffer durch die Saule gedriickt und aufgefangen. Sowohl die Zellen im Durchfluss als auch
die MicroBead-markierten Zellen wurden in geeignetem Medium ausgesit und die
Anreicherung mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops oder durchflusszytometrisch
kontrolliert. Typischerweise wurde eine Anreicherung von 10 - 20 % auf 70 - 80 % positiver

Zellen erreicht.

3.2.6 Kryokonservierung eukaryotischer Zellen

Zur Konservierung wurden Zellen geerntet und einmal mit 1 x PBS gewaschen. Der
Uberstand wurde sorgfiltig entfernt, die Zellen in 1 ml Einfriermedium (DMSO, Gibco)
aufgenommen und in ein 2 ml Kryo-Roéhrchen pipettiert. Die Rohrchen wurden in einem
Kryo-Einfrier-Container, der mit Isopropanol befiillt war, bei -80 °C eingefroren. Durch das
Isopropanol sinkt die Temperatur um etwa ein Grad pro Minute, wodurch das Einfrieren fiir
die Zellen sehr schonend abliuft. Zur dauerhaften Konservierung wurden die Zellen

frithestens nach einem Tag in fliissigen Stickstoff transferiert.
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3.2.7 Messung der zytolytischen Aktivitit

Die zytolytische Aktivitit von NK-Zellen wurde mit Hilfe des *'Chrom-Freisetzungstests
tiberpriift.

Zunichst erfolgte eine radioaktive Markierung von Zielzellen mit >'Chrom, welches an
intrazytoplasmatische Proteine bindet und spontan nur zu einem geringen Teil wieder
abgegeben wird. Durch die Zugabe von Effektorzellen in verschiedenen Konzentrationen
werden die Zielzellen lysiert, ihre Zellmembran ruptiert und das radioaktive °'Chrom wird
freigesetzt. Die Menge des freigesetzten >'Chrom ist proportional zur Effektivitit der Lyse.
Nach Ermittlung der maximal mdglichen *'Chromfreisetzung und Beriicksichtigung der
spontanen Freisetzung, konnte fiir die unterschiedlichen Verhéltnisse der PBMC zu den
Zielzellen die spezifische Lyse mit einer Rechenformel bestimmt werden. Der Wert wurde in

Prozent angegeben und errechnete sich folgendermalen:

4 x U [cpm] x 100 4 x U [cpm] x 100
Spez. Lyse [%] = —
(3 x S [epm] + U [cpm]) (3 x S [epm] + U [cpm])

Killing Spontanrelease

U = Uberstand

S = Sediment

Als Effektorzellen dienten NK-Zellen aus PBMC, gewonnen aus frischem Rhesusaffen-
Vollblut. Es mussten stets Blutproben von 2 - 6 Tieren vereint werden, da Blutabnahmen iiber
10 ml diesen Tieren nicht hdaufig zumutbar sind.

In eine Rundboden-Mikrotiterplatte wurden pro Napf je 100 ul hepesgepuffertes DMEM-I mit
10 % FKS und Pen / Strep vorgelegt. Zu Reihe A wurden je nach Versuchsaufbau 2 x 10° -
1 x 10" PBMC in 100 pl hepesgepuffertem DMEM mit 10 % FKS und Pen / Strep zugegeben
und in einer geometrischen Verdiinnungsreihe bis Reihe G verdiinnt. Dadurch ergeben sich
Lymphozyten / Zielzellen-Verhéltnisse von 100:1 - 1:1 bis 500:1 - 8:1. Reihe H blieb stets
frei von Lymphozyten, um die spontane Chromfreisetzung zu bestimmten (Spontanrelease).
Als Zielzellen dienten stabil mit Mamu-A-pAcGFP-transfizierte K562-Zellen. Eine stabile
Transfektante mit AcGFP in K562-Zellen diente als Referenz. Zur Markierung mit
radioaktivem >'Cr wurden jeweils 1 x 10° Zielzellen geerntet und in 200 pl hepesgepuffertem

DMEM mit 10% FKS und Pen/Strep und zusitzlichen 100 ul FKS aufgenommen.
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AnschlieBend wurden 50 pCi Na, 'CrO4-Losung zugegeben und die Zellen eine Stunde bei
37 °C inkubiert. Nicht eingebautes °'Cr wurde durch dreimaliges Waschen mit DMEM ohne
FKS und Pen/ Strep entfernt. Zwischen den Waschschritten wurden die Zellen jeweils fiir
10 min bei 300x g zentrifugiert. Fiir den Test wurden 1x 10* Zellen in 100 ul
hepesgepuffertem DMEM-I mit 10 % FKS und Pen / Strep pro Napf zu den Lymphozyten
zugeben. Um die rdumlich Néhe der Zellen am Boden der Platte zu gewéhrleisten, wurde die
Platte fiinf Minuten bei 40 x g zentrifugiert. Effektor- und Zielzellen wurden nun zusammen
vier Stunden bei 37 °C in einem Brutschrank inkubiert.

Im Anschluss wurde die Platte fiinf Minuten bei 40 x g zentrifugiert und 50 pl des
Uberstandes (U) in eine 96-Well-Messplatte pipettiert. Um die sedimentierten Zellen zu
lysieren und das intrazellulire Chrom freizusetzen, wurden je 10 pl 10 %iges TritonX
zugegeben und kurz inkubiert. Je 50 ul dieser Losungen wurden in eine weitere 96-Well-
Messplatte iiberfithrt (Sediment, S). Zu allen Wells wurden je 200 pl Fliissigszintillator
Optiphase Supermix (Wallac) gegeben, die Platte mit einer Klebefolie abgedichtet und die
Proben anschlieBend auf einem Schiittler gemischt. Durch den Szintillator konnten nun die
bei den radioaktiven Zerfillen freigewordenen Energien als Lichtblitze aufgezeichnet werden.
Die Messung erfolgte im Wallac Micro Beta Counter in counts per minute (cpm).

Bei der Zusammenfassung von mehreren Testergebnissen erfolgte eine statistische
Auswertung zur Signifikanz auf dem 5 % Niveau fiir die gemessenen Unterschiede in den
verschiedenen Testreihen. Dazu wurde der Mann-Whitney-U-Test fiir nicht normal-verteilte

Daten angewandt. Als signifikant wurde ein p-Wert von < 0,05 betrachtet.

3.2.8 Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell scanning; FACS)

Proteinexpression und -interaktion wurde unter anderem mit Hilfe der Technik der
Durchflusszytometrie kontrolliert. Die Messungen erfolgten an einem FACScan
Durchflusszytometer (Becton Dickinson).

Die Methode der Durchflusszytometrie ermdglicht die Analyse und Charakterisierung
physikalischer und molekularer Eigenschaften von Partikeln in einem Fliissigkeitsstrom.
Hauptanwendung ist die Charakterisierung einzelner Zellen anhand ihrer lichtstreuenden und
fluoreszierenden (z. T. mit Hilfe von Antikorpern) Eigenschaften. Dazu werden Zellen in
Suspension durch spezielle Vorrichtungen des Durchflusszytometers in einem diinnen

Flissigkeitsstrahl wie Perlen einer Perlenkette aneinandergereiht (,,hydrodynamische
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Fokussierung®) und passieren so einzeln einen Laserstrahl. Physikalische Zelleigenschaften
wie GroBe und Granularitdt bestimmen die charakteristische Streuung des Laserlichtes. Die
Streuung entlang des Laserlichtstrahls in Vorwirtsrichtung gibt Auskunft iiber die Grofe der
Zelle, d. h. je groBer die Zelle, desto groBer ist die Streuung in Vorwirtsrichtung. Der
Parameter fiir die Vorwirtsstreuung wird als FSC (engl. forward scatter) bezeichnet. Des
Weiteren erfolgt eine von der Granularitit abhédngige Streuung im rechten Winkel zum
einfallenden Licht. Diese Seitwértsstreuung wird auch SSC (engl. sideward scatter) genannt
und ist umso hoher, je groBer die Granularitit der Zelle ist.

Die fluoreszenzaktivierte Zellanalyse (FACS-Analyse) ist ein Verfahren zur quantitativen
Bestimmung von Oberflachenmolekiilen und intrazelluldren Proteinen. Dabei konnen sowohl
selbstfluoreszierende Proteine, wie z.B. GFP, als auch durch fluoreszenz-markierte
Antikorper markierte Proteine quantifiziert werden. Bei exakter Anregung der Elektronen des
Fluoreszenzfarbstoffes durch den monochromatischen Laserstrahl werden diese auf ein
hoheres Energieniveau gehoben. Beim Zuriickfallen der Elektronen auf ihr urspriingliches
Energieniveau emittieren sie Lichtenergie, die als Fluoreszenz sichtbar wird. Durch den
Energieverlust wahrend des Strahlungsiiberganges besitzt das energiedrmere emittierte Licht
stets eine groflere Wellenlidnge als das energiereichere absorbierte Licht. Die Absorption des
Lichts ist abhéngig vom Laser, der Licht einer bestimmten Wellenldnge emittiert, und vom
Fluorochrom, dessen Absorbtionsspektrum im selben Wellenldngenbereich liegen muss.

Mit Hilfe geeigneter fluoreszenz-markierter Antikorper konnen Proteine auf der Oberfliche
von Zellen oder auch intrazellulir nachgewiesen und quantifiziert werden. Diese
Fluoreszenzfarbstoffe konnen ebenso wie selbstfluoreszierende Proteine vom Laserlicht
angeregt werden. Bei Markierung von Zellen mit mehreren Fluoreszenzfarbstoffen muss
beachtet werden, dass sich die Absorbtions- und Emissionsspektren voneinander
unterscheiden, damit es nicht zu Uberlappungen der Spektren kommt.

Die gewonnenen Streulicht- und Fluoreszenzeigenschaften werden von speziellen Detektoren
erfasst und verstirkt (sog. ,,Photomultiplier”, PMT). Uber eine spezielle Computer-Software
werden die verschiedenen Parameter der Zelle gespeichert und analysiert.

Die Vorteile der Durchflusszytometrie liegen in der Mdglichkeit, verschiedene Parameter
einer Zelle simultan zu erfassen. Zusitzlich konnen innerhalb von Sekunden mehrere Tausend

Zellen analysiert werden, wodurch eine aussagekriftige Statistik ermoglicht wird.
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3.2.8.1 Antikorpermarkierung fiir FACS-Analysen

Fiir eine FACS-Analyse wurden je Probe zwischen 5 x 10° und 1 x 10° Zellen geerntet und
zweimal mit 1 x PBS gewaschen. Dazu wurden die FACS-Probenr6hrchen bis ca. 1 cm unter
den Rand befiillt und anschlieend fiir 10 min bei RT und 300 x g zentrifugiert. Fiir Analysen
mit primdrem und sekunddrem fluoreszenzmarkiertem Antikorper wurden je drei R6hrchen
pro Probe vorbereitet. Als Negativkontrolle diente ein Rohrchen ohne Antikérper. Die Zellen
im zweiten Rohrchen wurden ausschlieBlich mit dem sekundiren Antikdrper inkubiert, um
eine mogliche unspezifische Bindung dieses Antikérpers an die Zellen ausschlieBen zu
konnen. Die Zellen des dritten Rohrchens wurden als eigentliche Probe hintereinander mit
beiden Antikorpern inkubiert. Bei einem direkt-markierten Antikrper entféllt die Probe zur
Kontrolle einer Bindung des sekunddren Antikorpers. Stattdessen wurde zu den Zellen eines
Rohrchens ein  Antikorper des gleichen Isotyps (Isotypkontrolle) als Kontrolle auf
unspezifische Bindung zugegeben. Nach der ersten Antikorper-Inkubation wurde zweimal mit
1 x PBS gewaschen. Die Inkubationszeiten lagen stets zwischen 45 - 90 min und wurden bei
4 °C und unter Lichtabschluss durchgefiihrt. Vor der Messung wurden die Proben erneut
zweimal mit 1 x PBS gewaschen und die Zellen in dem Riickfluss aufgenommen.

Die Auswertung erfolgte mit der FlowJo 5.7.1 (Tree Star Inc.) Software.

3.2.8.2 Intrazellulire Antikorpermarkierung fiir FACS-Analysen

Fiir intrazellulire Anfiarbungen von Zellen miissen die Zellmembranen permeabilisiert
werden. Nur so kdnnen Antikorper ins Zellinnere gelangen. Um den momentanen Zustand der
Zellen zu konservieren, miissen sie vor einer Permeabilisierung der Membranen fixiert
werden.

Zunichst wurden 5 x 10° bis 1x 10° Zellen pro Probe geerntet und einmal mit 1 x PBS
gewaschen. Die Anzahl und Art der Kontrollen entsprach denen bei einer
Oberflachenmarkierung von Zellen (s. Kap. 3.2.8.1). Die Fixierung erfolgte in 0,5 -1 ml
1 %igem Paraformaldehyd fiir 10 min bei RT. AnschlieBend wurde einmal mit 1 x PBS und
einmal mit 0,25 %igem Saponin in 1 x PBS gewaschen. Alle weiteren Schritte erfolgten wie
in Kap. 3.2.8.1 beschrieben. Jedoch wurden alle Waschschritte mit 0,25 %igem Saponin in

1 x PBS durchgefiihrt. Saponin muss bei allen Wasch- und Férbeschritten anwesend sein, da
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die Permeabilisierung durch Saponin reversibel ist. Direkt vor der Messung wurde noch

einmal mit reinem 1 x PBS gewaschen, um das Saponin vor der Messung zu entfernen.

3.2.9 Degranulierungsassay

Der Degranulierungsassay wurde in der vorliegenden Arbeit als alternative Methode zum
Chromfreisetzungstest (s. Kap. 3.2.7) verwendet.

Im Verlauf des Assays werden Effektorzellen durch Zielzellen aktiviert. Dadurch fusionieren
zytotoxische Granula mit der Zellmembran der Effektorzellen und geben ihren Inhalt an die
extrazellulaire Umgebung ab. Dabei gelangen Proteine wie CD107a/b, die normalerweise nur
in der Membran von spédten Endolysosomen zu finden sind, zeitweise auf die Zelloberfléche.
Dieser Effekt ist stark mit der Zytotoxizitét assoziiert (Betts et al., 2003; Betts und Koup,
2004). CDI107a wird auch als Lysosomen-assoziiertes Membranprotein-1 (lysosome-
associated membrane protein-1 (LAMP-1)) bezeichnet. Mit Hilfe eines fluoreszenzmarkierten
monoklonalen CD107a-Antikdrpers kann der Effekt der Degranulierung von NK-Zellen als
Antwort auf eine Stimulation mit Zielzellen im Durchflusszytometer nachgewiesen werden.
Im Gegensatz zum Chromfreisetzungstest, bei dem die Aktivierung der Effektorzellen nur
indirekt iiber das Sterben der Zielzellen gemessen wird, werden beim Degranulierungsassay
die Effektorzellen direkt iiber die Expression von Oberflachenrezeptoren analysiert.

Dabei bedient man sich verschiedener CD-Molekiile. Dies sind Oberflichenmolekiile, die auf
einer Reihe von immunrelevanten Zellen exprimiert werden und nach dem System des cluster
of differentiation (CD) benannt sind.

In dieser Versuchsreihe wurden als Zielzellen die stabilen K562-Transfektanten Mamu-A*01,
-A*08, -A*11, -A*1303 und -A*1403 verwendet. Als Referenz wurden mit
AcGFP-transfizierte K562-Zellen verwendet. Alle Zielzellen wurden geerntet, einmal mit
1 x PBS gewaschen und gezihlt.

Je Versuch wurden aus 20 ml EDTA-Blut vom Tier 2136 oder 2146 die PBMC mit Hilfe
einer Ficoll-Gradienten-Zentrifugation isoliert (s. Kap.3.1.16), die Zellen durch eine
Erythrozytenlyse gereinigt (s. Kap. 3.1.15) und gezahlt. Je 100 pl Effektor- und Zielzellen in
DMEM mit 10 % FKS und Pen/ Strep (Zellkonzentrationen je nach PBMC-Ausbeute)
wurden in einer 96-Well-Platte verteilt.

Zu allen Wells wurden 10 pg/ml Brefeldin A und 6 ul/ ml Monensin gegeben. Dabei

verhindert Brefeldin A die Exozytose von zytokinhaltigen Vesikeln, wohingegen Monensin
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den intrazelluldren Transportmechanismus hemmt. Diese Behandlung fiihrt zu einer Erh6hung
des Degranulierungmarkers CD107a an der Zelloberflache.
Zur Charakterisierung der NK-Zellen innerhalb der PBMC-Population wurden die Zellmarker
CD3 (T-Zellmarker) und CD16 (NK-Zellmarker) verwendet.
Fiir PBMC alleine und fiir alle unterschiedlichen Zielzellen wurden die folgenden Kontrollen
bzw. Proben angesetzt:

1) Antikorperfrei (Kontrolle der Zelleigenschaften ohne AK)

2) FITC-gekoppelte Isotypkontrolle (Kontrolle auf unspezifische Bindung)

3) FITC-gekoppelter CD3-AK (AK-Kontrolle)

4) TC-gekoppelter CD16-AK (AK-Kontrolle)

5) PE-gekoppelter CD107a-AK (AK-Kontrolle)

6) CD3-FITC-AK, CD16-TC-AK und CD107a-PE-AK (Probe)
Zusitzlich wurden PBMC, die mit allen drei Antikdrpern markiert wurden, mit 2,5 pg/ml
PMA und 0,5 pg/ml Tonomycin als Positivkontrolle stimuliert. l[onomycin erhoht dabei das
intrazelluldre Ca, -Level und stimuliert iiber eine erhohte Interferon-, Perforin-, IL-2- und
IL-4-Produktion die Degranulierung von NK-Zellen. Zusétzlich wird dieser Effekt durch die
Gabe von PMA, das die Proteinsynthese allgemein anregt, verstérkt.
Brefeldin A, Monensin, PMA, Ionomycin, der CDI107a-Antikorper und der Isotyp-
Kontrollantikérper wurden direkt zu Versuchsbeginn zugegeben. Nach vier Stunden
Inkubation im Brutschrank bei 37 °C wurden alle Proben in FACS-R6hrchen {iberfiihrt und
einmal mit 1 x PBS gewaschen. Danach erfolgte die Zugabe der CD16- und der CD3-
Antikorper. Die Inkubation fand unter Lichtabschluss eine Stunde bei 4 °C statt. Vor der
Messung wurden die Zellen erneut mit 1 x PBS gewaschen und in einem kleinen Volumen
1 x PBS resuspendiert.
Die Messung erfolgte an einem FACScan Durchflusszytometer (Becton Dickinson) nach dem
Prinzip der 3-Farben-FACS-Analyse. Kompensationen wurden den Gerétebeschreibungen
entsprechend durchgefiihrt. Je Probe wurden 100000 Ereignisse aufgenommen und analysiert.
Die Auswertung erfolgte mit FlowJo 5.7.1. Die Analyse wurde ausschlieBlich auf Zellen
innerhalb des Gatters der Lymphozytenpopulation durchgefiihrt. CD3™/ CD16" Zellen wurden
als NK-Zellpopulation definiert und anschlieend auf ihre CD107a-Expression hin analysiert
(vergl. Abb. 4.21). Eine positive Bewertung der Stimulationsantwort erfolgte, wenn die
Anzahl der CD107a"-Zellen in der AcGFP-Kontroll-Stimulation (MHC-Klasse-I-negative
AcGFP-exprimierende K562-Zellen als Maximalstimulation) mindestens dreimal so hoch war

wie die in der Probe mit unstimulierten PBMC (CD107a-Basalexpression). Der Prozentsatz
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an CD107a-positiven Zellen in der ,,Basalexpressions-Probe* wurde als Nullwert festgesetzt,
wohingegen der Prozentsatz an CD107a-positiven Zellen in der ,,Maximalstimulation-Probe*
als 100 % Stimulation festgesetzt wurde. AnschlieBend konnte so die relative CD107a-

Expression fiir alle Mamu-A-Transfektanten in Prozent berechnet werden.

3.2.10 MHC-Klasse-I - KIR-Bindungsassay

Fiir Interaktionsstudien zwischen Mamu-A-Transfektanten und NK-Zellrezeptoren wurden
rekombinante multimerisierte KIR-Ig-Fuisonsproteine von Philip Kruse und Meike Hermes
(FG Primantengenetik, DPZ) zur Verfiigung gestellt. Diese Multimere aus Biotin-
gekoppeltem Protein-A und KIR-Ig-Homodimeren wurden mit PE-Cy5.5-gekoppeltem
Streptavidin markiert.
Folgende Kontrollen und Proben wurden je Transfektante angesetzt:
(1) unbehandelt
(2) Biotin-gekoppeltes Protein-A + Streptavidin-PE-CyS5.5
(3) Aufreinigung von Zellkulturiiberstinden untransfizierter HEK-293-Zellen mit Biotin-
gekoppeltem Protein-A + Streptavidin-PE-Cy5.5
(4) Aufreinigung von Zellkulturiiberstinden KIR-Ig-transfizierter HEK-293-Zellen mit
Biotin-gekoppeltem Protein-A + Streptavidin-PE-Cy5.5

Je Probe wurden 5x 10° Zellen geerntet und einmal in 1xPBS in FACS-Réhrchen
gewaschen. Vor der Multimerisierung wurde die Proteinkonzentration der KIR-Ig-
Fusionsproteine bestimmt und 10 pg/Probe mit 0,7 pug Biotin-Protein-A gemischt. Nach
einer Inkubationszeit von 30 min bei RT wurde dem Ansatz Streptavidin-PE-Cy5.5 in einem
Verhiltnis von 1:200 hinzugefiigt. Nach 15 min bei RT wurde der gesamte Ansatz den Zellen
zugefiigt und diese eine Stunde bei 4 °C inkubiert. Vor der Messung wurden die Zellen
zweimal mit 1 x PBS gewaschen. Ein schematischer Versuchsablauf ist in Abbildung 4.26

dargestellt.
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3.2.11 Konfokale Mikroskopie
3.2.11.1 Das Prinzip der konfokalen Laser-Scan-Mikroskopie

Die konfokale Mikroskopie eignet sich zur genauen rdumlichen Auflésung dickerer Objekte
wie z. B. einzelne Zellen. Sie ermdglicht u. a. eine Darstellung einzelner Schichten in der
x-z-Ebene, wodurch z. B. Schnittbilder einer Zelle registriert werden kénnen. Die Laserscan-
Mikroskopie ist eine Rastertechnik, bei der das Objekt punktweise von einem Laserstrahl
abgetastet wird. Durch eine feine Offnung (pinhole) wird das Laserlicht gebiindelt und durch
ein Objektiv mit hoher Apertur auf das Objekt projiziert. Strahlung, die vom Objekt ausgeht,
wird durch eine spiegelbildlich angeordnete Optik aufgenommen. Die Brennpunkte beider
Linsen fallen dadurch im Objektpunkt zusammen. Durch diese Konfokalitit werden
Lichtstrahlen, die aulerhalb des gemeinsamen Brennpunktes liegen, nicht dargestellt.
i'—h | ) Detektor
C'.—:'_..__,"_:b Konfekale Lochbiends

Lasetichnqulle (=]

R Hauptfarbesiler
2 Scanspiegel
Objekitiv
Praparat

Fokusebene

Abb. 3.2: Strahlengang in einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop (nach www.zeiss.de).

Die Lochblende (pinhole) ist zur Fokusebene konjugiert angeordnet. Dadurch wird Licht, welches nicht aus der
Fokusebene stammt, vom Detektor nicht erfasst. Durch den Laserstrahl wird das Préparat Pixel- und zeilenweise
gerastert. Die Pixeldaten werden von einem Rechner digital zu einem Gesamtbild verarbeitet.

3.2.11.2 Konfokale Mikroskopie am LSM 410

Fiir die Experimente wurde ein konfokales Lasermikroskop (LSM 5 PASCAL von Zeiss)
verwendet, das fiir schnelle, flexible Bildaufnahmen modifiziert und optimiert wurde.
Das Mikroskop ist mit einem Argon-Laser (A =488 nm) und einem Helium / Neon-Laser

(A =543 und 633 nm) ausgestattet. Die unterschiedlichen Wellenlingen wurden mit Hilfe
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verschiedener Photomultiplier detektiert. Dadurch war eine Mehrfachmarkierung mit
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen moglich.

In dieser Arbeit wurden die folgenden Filtersitze verwendet.

Tab.3.2: Verwendete Filtersiatze am LSM 5 PASCAL (Zeiss).

Bezeichnung Anregung Strahlteiler Emission Farbe
Filtersatz 38 BP 470/40 FT 495 BP 525/50 griin
Filtersatz 00 BP 530-585 FT 600 LP 615 rot

BP: Bandpassfilter; FT: Farbteiler; LP: Langpassfilter

Die am LSM installierte Software ermoglichte die getrennte Aufnahme von durch AcGFP-
emittiertem Licht und durch RPE-Cy5-emittiertes Licht. Zudem konnten die beiden Farblaser
iberlagert werden. Die Bilder konnten im JPEG-Format abgespeichert werden. Dadurch war
eine Weiterbearbeitung mit einem Grafikbearbeitungsprogramm moglich (Photoshop CS,

Adobe). Bei starker Hintergrundanfarbung konnte so der Kontrast erhoht werden.

3.2.11.3 Praparation von Zellen fiir mikroskopische Expressions-Analysen

Zur subzelluldren Lokalisation von MHC-Klasse-I-Molekiilen in transfizierten K562-Zellen
wurden diese mit dem monoklonalen MHC-Klasse-I-AK  W6/32 behandelt. Nach
zweimaligem Waschen von 5x 10° bis 1x 10° transfizierter K562-Zellen erfolgte die
AK-Markierung fiir eine Stunde bei 4 °C. AnschlieBend wurde einmal mit 1 x PBS
gewaschen und die W6/32-Markierung mit einem sekunddren AK (RPE-Cy5- goat anti-
mouse IgG) sichtbar gemacht (Inkubation bei 4 °C unter Lichtabschluss). Nach erneutem
Waschen der Zellen, wurden diese in einem kleinen Volumen 1 x PBS resuspendiert. Zur
Stabilisierung der Fluoreszenz erfolgte eine Vorbehandlung der Objekttriger mit je einem
Tropfen Fluorescent Mounting Medium (Dako). Nach kurzem Antrocknen wurden ca. 20 ul
Zellsuspension auf den Objekttrager gegeben, mit einem Deckglidschen iiberschichtet und

dieses mit Nagellack fixiert.
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3.3  Proteinanalytische Methoden

3.3.1 Priparation von Proteinlysaten

Fiir Immunoblot-Analysen wurden Gesamt-Proteinlysate aus eukaryotischen Zellen prépariert.
Dazu wurden 5 x 10° bis 1 x 10° Zellen geerntet und einmal mit 1 x PBS gewaschen. Nach
fiinfminiitiger Zentrifugation bei 300 x g wurde der Uberstand vollstindig abgenommen und
das Pellet in 30 pl RIPA-Puffer aufgenommen. Die geldsten Proben konnten so bis zur
Verwendung bei -80 °C gelagert werden. Vor der Auftragung wurden die Proben 1:3 mit
6 x Lammli-Puffer / DTT (1:1 gemischt) versetzt und 10 min bei 95 °C aufgekocht.

3.3.2 Proteinanalyse iiber SDS-Polyacrylamid-Gradientengele (PAGE)

Die Auftrennung von Proteinproben erfolgte auf 10 %igen Trenngelen, die mit 6 %igen
Sammelgelen iiberschichtet wurden, in einer Elektrophoresekammer. Diese wurde nach
Angaben des Herstellers mit Elektrophoresepuffer befiillt, die Proben, wie in Kap. 3.3.1
beschrieben, behandelt und mit einer Hamilton-Spritze in die Taschen des SDS-Gels
pipettiert. Zur Bestimmung der Proteingréf3e wurde ein vorgefarbter Proteinmarker neben die
Proben auf das Gel aufgetragen. Die Proben wurden bei 12 - 15 mA im Sammelgel vereint

und bei 18 -20 mA im Trenngel aufgetrennt.

3.3.3 Immunoblot-Analysen

Die zuvor im Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine wurden mit dem Immunoblot-
Verfahren auf eine Nitrocellulosemembran iibertragen.

Nitrocellulose und sechs Whatman-Papiere (Filterpapier) wurden auf die GroBe des Gels
zugeschnitten und in Transferpuffer equilibriert. In einem Semi-Dry-Blotter wurden drei
Filterpapiere mit der Nitrocellulosemembran, dem Gel und drei weiteren Filterpapieren
blasenfrei iiberschichtet (Abb. 3.3). Bei 2 mA / cm” Gel wurden die Proteine fiir 1 % Stunden

auf die Nitrocellulosemembran {ibertragen.
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Abb. 3.3: Aufbau eines Semidry-Blots

In einem Semi-Dry-Blotter werden drei Filterpapiere mit der Nitrozellulosemembran, dem SDS-Gel und drei
weiteren Filterpapieren blasenfrei iiberschichtet. Die negativ-geladenen Proteine wandern im elektrischen Feld
zur Anode und bleiben auf der Nitrozellulosemembran haften.

3.3.4 Protein-Markierung im Immunoblot

Nach Abschluss des Proteintransfers wurde der Blot abgebaut. Um unspezifische Bindungen
zu verhindern, wurde die Membran eine Stunde bei RT in Blockierungslosung geschiittelt.
AnschlieBend wurde die Membran in eine 5 %ige Milchpulverlosung mit 0,05 % Tween mit
einem geeigneten monoklonalen Antikdrper transferiert. Die Inkubation verlief iiber Nacht bei
4 °C oder eine Stunde bei RT. Im Anschluss wurde die Membran fiinfmal in 1 x TBS mit
0,05 % Tween gewaschen und in 5 %igem Milchpulver mit 0,05% Tween mit einem
geeigneten sekunddren Meerrettichperoxidase-gekoppelten Antikorper (1:4000 eingesetzt)
eine Stunde bei RT inkubiert. Vor der Chemilumineszenzreaktion wurde die Membran
viermal je fiinf Minuten in 1 x TBS mit 0,05 % Tween und einmal fiinf Minuten in 1 x TBS

gewaschen.

3.3.5 Chemilumineszenzreaktion (enhanced chemiluminescence- (ECL-) reaction)

Meerrettich-Peroxidase gekoppelte Antikorper ermoglichen durch eine Chemilumines-
zenzreaktion die Detektion von markierten Proteinen. Die ECL-Losungen 1 und 2 wurden
stets frisch angesetzt, um eine Abnahme der Reaktionsfahigkeit zu vermeiden. Die an den
sekundédren Antikorper gekoppelte Peroxidase katalysiert die Oxidation von Luminol durch
Wasserstoffperoxid. Dadurch entsteht eine Lichtemission mit einer Wellenldnge von 428 nm,

die auf einen Rontgenfilm sichtbar gemacht werden kann.
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Die Membran wurde eine Minute im Dunkeln in der ECL-L6sung inkubiert. AnschlieBend
wurde die Membran auf Papier getrocknet und in Folie eingeschlagen. Die Chemilumineszenz
wurde auf einem Rontgenfilm in einer Fotokassette festgehalten. Die Expositionsdauer
variierte je nach Signalstirke zwischen 30 s und fiinf Minuten. Die Entwicklung erfolgte in

einer KODAK-Entwicklermaschine.

3.4  Alignierung und Stammbaumrekonstruktion

Sequenzen wurden fiir phylogenetische Analysen mit dem Computerprogramms ClustalX
1.81 (Thompson et al., 1997) aligniert. AnschlieBend wurden die Alignierungen mit Hilfe des
Computerprogramms Bioedit Sequence Aligment Editor 7.0.5.3 (Hall, 1999) manuell
iberarbeitet und die DNA-Sequenzen in AS-Sequenzen iibersetzt.

Phylogenetische Stammbdume nach dem Neighbor-Joining-Verfahren wurden in Mega 3.1
(Kumar et al., 2004) mit dem Bootstrap Test of Phylogeny erstellt. Das Verfahren ermittelt
prozentuale Wahrscheinlichkeiten flir die Zusammengehorigkeit von Sequenzen. Die
Astlingen zwischen Sequenzen geben die AS-Austausche je Aminosdure in Abhdngigkeit
vom angegebenen Mallstab an. Die Zuverldssigkeit der Ergebnisse wurde durch die
Replikationsrate ~ erhoht.  StandardméBig  wurden 100000  Wiederholungen  pro
Baumkonstruktion durchgefiihrt.
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4.1 Untersuchung der MHC-Klasse-I-Gene des Rhesusaffen

4.1.1 Etablierung von MHC-Klasse-I-spezifischen PCR

MHC-Klasse-I-Gene des Rhesusaffen wurden mit Hilfe spezifischer Oligonukleotide
(s. Kap. 2.13) aus cDNA verschiedener Tiere (vergl. Abb. 10.1) amplifiziert (Abb. 4.2). Zu
diesem Zweck wurden separat Konsensus-Sequenzen verschiedener Mamu-A-, Mamu-B-,
Mamu-1- und Mamu-E-Sequenzen gebildet, mit deren Hilfe sequenzspezifische Primer (SSP)
konstruiert wurden. Eine Konsensus-Sequenz, die aus dem Vergleich verschiedener
Sequenzen hervorgeht, gibt an jeder Position das am héufigsten vorkommende Nukleotid
wieder.

Der forward-Primer wurde in den Bereich des Startkodons einschlieBlich einer Kozak-
Konsensus-Sequenz gelegt und enthélt am 5°-Ende eine Restriktionsschnittstelle. Die Sequenz
des reverse-Primers wurde so gewéhlt, dass die MHC-Klasse-I-Sequenz moglichst vollstindig
amplifiziert wurde, wohingegen das Stoppkodon jedoch ausgeschlossen wurde. In
3’-Richtung wurde wie beim forward-Primer eine Sequenz eines geeigneten
Restriktionsenzyms eingebaut. Des Weiteren sollte die Amplifikation eine Klonierung der
gewonnenen PCR-Produkte in einen Expressionsvektor ermdglichen. Dazu musste der
reverse-Primer zusitzlich gewéhrleisten, dass nach der Umklonierung in den pAcGFP-N1-
Expressionsvektor der Leserahmen zur Transkription des MHC-Klasse-I-AcGFP-
Fusionsproteins aufrechterhalten blieb.

Innerhalb der Mamu-B-Gene bilden die von Urvater et al. (2000) beschriebenen Mamu-I-
Gene eine Untergruppe, die auch in ihrer Sequenz einige Unterschiede zu den als Mamu-B
beschriebenen Genen aufweisen. Die letzte Base des Mamu-B-spezifischen forward-Primers
MBS-F-HindIIl fithrte zum Ausschluss der Mamu-I-Sequenzen sowie einiger Mamu-B-
Sequenzen. Der Primer endete mit einem Cytosin, einige der Mamu-B- und die Mamu-I-
Sequenzen wiesen an dieser Position jedoch ein Guanin auf. Daher wurden fiir die Mamu-I-
Untergruppe der Mamu-B-Gene entsprechende spezifische Oligonukleotide konzipiert
(Abb. 4.1).
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forward-Primer:

MAS-F-EcoRlI GCTCGAATTCCAAGG IGCGCCCCGAACCCTCC

Mamu-A*0511 (AJ551320)  ——————— GCGCCCCGAACCCTCCTCCTGGTGCTCTCTG...
MBS-F-Hindl 11 GCTCAAGCTTCGGTC CGGGTC GCGCCCC

Mamu-B*30 (AF157402) GAGACGCCGAG CGGGT(] GCGCCCCGAACCCTCCTCCTGCTGCTCTCGG...
MIS-F-Hindl 11 GCTCAAGCTTCGGTC CGGGTC GCGCCCG

Mamu-1*01011 (AF161865) - CGGGTC] GCGCCCGGAACCCTCCTCCTGCTGCTCTCGG...
MES-F-ECORI GCTCGAATTCGCGTC GCACTAGGAA

Mamu-E*05(u41837) ATGGCGTC GCACTAGGAACCCTACTTCTCCTGCTCTCGGCCCTACCAA...
reverse-Primer:

MAS-R-BamHI TCTCTTACGGCTTGTAAAGTGGAGGATCCTTATC

(1012 bp)..TGCCCAGGGCTCTGATGTGTCTCTTACGGCTTGTAAAGTGTGA Mamu-A*0511
MBS-R-Kpnl TGATGTGTCTCTCACGGCTAAGGTACCTACG

(1002 bp)..CCAGCGACAGTGCCCAGGGCTCTGATGTGTCTCTCACGGCTTGA Mamu-B*30
MIS-R-Kpnl CTGATGTGTCTCTCACAGCTTGGGTACCTACG

(1009 bp)..TCCAGCAACAGTGCCCAGGGCTCTGATGTGTCTCTCACAGCTTGA Mamu-1*01011
MES-R-BAMHI TCTCTCACAGCTTATAAACCGGATCCTTATC

(990 bp).. CAGTGCCCAGGGATCTGATGAGTCTCTCACAGCTTATAAAGCCTGA Mamu-E*05

Abb. 4.1: Primer-Design durch einen Vergleich von Vollliingen-Sequenzen aus der NCBI-Datenbank.
Sequenzvergleiche wurden mit Hilfe des Computerprogramms ClustalX 1.81 erstellt. Hier wurde je eine
Beispielsequenz der jeweiligen Gengruppe mit Bezeichnung und Zugriffs-Nr. unterhalb der Primersequenz
abgebildet. forward-Primer wurden so ausgewahlt, dass mindestens ein Startkodon und die Kozak-Konsensus-
Sequenz enthalten waren. reverse-Primer wurden direkt vor das Stoppkodon gelegt. In die Primer-Sequenzen
wurden geeignete Restriktionsstellen eingebaut, durch die nach Einklonierung in den pAcGFP-NI-
Expressionsvektor der Leserahmen zur Transkription des AcGFP aufrecht erhalten blieb. Es wurden jeweils
eigene Primer fir Mamu-A- (MAS), fir Mamu-B- (MBS), fiir Mamu-I- (MIS) und fir Mamu-E-Sequenzen
(MES) konstruiert. ()...: Anzahl der ausgelassenen bp; [MlM@: Startkodon; TGA: Stoppkodon; : Kozak-
Konsensus-Sequenz. Eingebaute Restriktionsstellen sind rot abgebildet.
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Abb. 4.2: Amplifikation der vollstiindigen Rhesusaffen MHC-Klasse-I-Sequenzen aus cDNA.

Dargestellt sind Agarosegele mit Auftrennungen von je 2 pl PCR-Ansatz pro Spur neben einem Léngenstandard
(links). In die einzelnen Region-spezifischen PCR-Ansidtze wurde je 1 ul cDNA als template eingesetzt. Die
Amplifikation erfolgte nach PCR-Programm 1. (a) Amplifikation von Mamu-A (Spur 1) mit den Primern MAS-
F-EcoRI/ MAS-R-BamHI und Mamu-B (Spur 2) mit den Primern MBS-F HindIIl / MBS-R-Kpnl. Spur 3 zeigt
eine H,O-Negativkontrolle. (b) Amplifikation von Mamu-E (Spur 1) mit den Primern MES-F-EcoRI / MES-R-
BamHI neben einer H,O-Negativkontrolle (Spur 2). (¢) Amplifikation von Mamu-I (Spur 1) mit den Primern
MIS-F-HindIIl / MIS-R-Kpnl neben einer H,O-Negativkontrolle (Spur 2). Wie erwartet, zeigten alle PCR-
Reaktionen ein Produkt mit einer Lénge von ca. 1100 bp (1114 bp bei Mamu-A), (1113 bp bei Mamu-B / -I);
(1102 bp bei Mamu-E).
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Mit Hilfe der Region-spezifischen Primer wurden MHC-Klasse-I-PCR-Produkte mit einer
Lange von durchschnittlich 1110 bp amplifiziert, iiber ein Agarosegel aufgetrennt (Abb. 4.2)
und anschlieBend in den PCR-Klonierungsvektor pGEM-TEasy ligiert. Nach einer
Transformation der Ligationen in Bakterien wurden positive Kolonien in LB-Amp-Medium
tiber Nacht inkubiert. Plasmid-DNA wurde prépariert und mittels Sequenzierung analysiert
(s. Kap. 3.1). Die Sequenzen wurden auf ihre Vollstindigkeit und Fehlerfreiheit mit Hilfe
eines Vergleiches mit allen bei NCBI ver6ffentlichten Sequenzen kontrolliert
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi). Klone, die mindestens dreimal mit identischer
Sequenz vorlagen, wurden fiir Umklonierungen in den Expressionsvektor pAcGFP-N1
verwendet (s. Kap. 3.1.9.2). Der Erfolg der Klonierung wurde mit Hilfe einer Kolonie-PCR
iiberpriift (Abb. 4.3; s. Kap. 3.1.12).

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Abb. 4.3: Integrationskontrolle von Mamu-B-Sequenzen mit Hilfe einer Kolonie-PCR.

Dargestellt ist ein Agarosegel mit Auftrennungen von je 2 ul PCR-Ansatz pro Spur neben einem Léangenstandard
(links). Nach Transformation wurden Kolonien einzeln auf die Integration einer Mamu-B-Sequenz in den
Klonierungsvektor hin iiberpriift, indem ein Teil der Bakterienkolonie in einem PCR-Ansatz mit den
Oligonukleotiden pAcGFPf und pAcGFPr eingesetzt wurde und die DNA mit dem Programm fiir Kolonie-PCR
amplifiziert. Spuren 1-12 zeigen die Auftragung der PCR-Ansdtze mit den Klonen 1-12 einer Mamu-B-
pAcGFP-Klonierung. Spur 13 zeigt die Auftragung der H,O-Negativkontrolle. Alle PCR-Ansédtze der hier
gezeigten Mamu-B-pAcGFP-Klone amplifizierten ein PCR-Produkt mit der erwarteten Lange von ca. 1200 bp.
Die Kontrollspur (13) blieb leer.

Positive Klone wurden in LB-Kan-Medium {iber Nacht angezogen, eine Plasmid-Praparation
durchgefiihrt und die DNA erneut mit Hilfe geeigneter Vektor-Primer (pAcGFPf, pAcGFPr)
sequenziert. Von fehlerfreien Klonen mit intaktem Leserahmen wurden Plasmide préipariert

und fiir stabile Transfektionen linearisiert (s. Kap. 3.1).
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4.1.2 Phylogenetische Analyse der isolierten MHC-Klasse-I-Gene des Rhesusaffen

4.1.2.1 Identifikation unterschiedlicher MHC-Klasse-I-Sequenzen des Rhesusaffen

Die Amplifikation mit Oligonukleotiden, spezifisch fiir verschiedene MHC-Klasse-I-
Regionen, erbrachte unterschiedliche MHC-Klasse-I-Trankripte. Wie in Kapitel 4.1.1
beschrieben, wurden nur fehlerfreie und mindestens dreifach isolierte Sequenzen in
Auswertungen einbezogen.

Im Laufe dieser Arbeit wurden so 31 verschiedene, vollstindige Sequenzen von Mamu-A,
Mamu-B, Mamu-I und Mamu-E aus cDNA von insgesamt 63 Tieren isoliert. Alle Sequenzen
wurden mittels der NCBI-Datenbank zunichst auf ihre Identitit mit einem bereits bekannten
Allel hin iberpriift. Dabei konnten die in Tabelle 4.1 gelisteten MHC-Klasse-I-Allele
identifiziert werden. Es wurden sieben verschiedene Mamu-A-Sequenzen und 21 verschiedene
Mamu-B-Sequenzen identifiziert. Darunter war eine Mamu-B-Sequenz, die zu je 99 %
identisch mit zwei Datenbanksequenzen war. Die Sequenz erhielt daher eine
Doppelbezeichnung (B*7201 / B*7202) und beide Zugriffs-Nummern sind in der Tabelle 4.1
gelistet. Unter den Mamu-B-Sequenzen befand sich ein Pseudogen. Daneben wurden eine
Mamu-1- und zwei verschiedene Mamu-E-Sequenzen isoliert. Zusétzlich wurde ein weiteres
Pseudogen aus der Mamu-A- / Mamu-AG-Region isoliert (Mamu-80-6). Die vollstindigen
DNA-Sequenzen aller isolierten MHC-Klasse-I-Transkripte finden sich mit Ubersetzung (bei
vollstindigem Leserahmen) in die AS-Sequenz im Anhang in Abbildung 10.1.

Tab. 4.1: MHC-Klasse-I-Allele isoliert aus cDNA verschiedener Rhesusaffen.
Neben der MHC-Klasse-I-Region sind die Allel-Bezeichnungen und die Zugriffs-Nr. der NCBI-Datenbank
aufgelistet.

MHC-Klasse-I-Region | Allel-Bezeichnung Zugriffs-Nr.

Mamu-A A*01 U50836
A*04 U41380
A*0504 AF157396
A*08 AF243179
A*11 AF199357
A*1303 AF157401
A*1403 EF580138
Mamu-80-6 (Pseudogen) AB128049

Mamu-B B*07 U41829
B*09 NM 001079671
B*12 AF243178
B*17 AF199358
B*21 AJ556879
B*22 AJ556880



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=55700762&db=Nucleotide&from=2780365&to=2783502&view=gbwithparts&RID=U9GD5V1G013
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MHC-Klasse-I-Region | Allel-Bezeichnung Zugriffs-Nr.
Mamu-B B*26 AJ844602
B*28 AJ556883
B*29012 AJ556884
B*30 NM 001048245
B*3002 EF372278
B*45 EF580167
B*46 AJ556897
B*47 AJ556898
B*48 EF580168
B*6002 AJ556905
B*64 AJ556908
B*69 AJ844601
B*7201 / B*7202 AMO902576 / AM902577
B*7402-V1 (Pseudogen) EF219485
B*8801 EF580171
Mamu-I [*01011 AF161865
Mamu-E E*02 EF546441
E*0110 EU109710

4.1.2.2 Identifikation eines neuen Mamu-B-Gens und neuer Varianten

Neben bereits bekannten MHC-Klasse-I-Sequenzen des Rhesusaffen konnte ein Transkript
mit noch nicht beschriebener Sequenz und zwei Transkripte mit ungewohnlicher Struktur
isoliert werden. Alle drei Sequenzen konnten der Mamu-B-Region zu geordnet werden.

Die als neue identifizierte Sequenz war mit keiner der bisher bekannten Sequenzen mehr als
93 % identisch und wurde daher vorldufig als Mamu-B-NEU bezeichnet.

Die beiden ungewohnlichen Transkripte zeichneten sich jeweils durch das Fehlen eines
ganzen Sequenzabschnittes aus. Eine dieser Sequenzen war nahezu identisch mit der Sequenz
von Mamu-B-NEU, nur fehlte ihr der Sequenzabschnitt, der die Transmembranregion kodiert.
Diese Sequenzvariante ohne Transmembranregion wurde mit Mamu-B-NEU-TM benannt.
Dem zweiten Transkript fehlte die komplette leader-Sequenz, ansonsten war sie nahezu
identisch mit einer isolierten Sequenz, die durch den Vergleich mit der NCBI-Datenbank als
Mamu-B*28 identifiziert wurde. Demzufolge wurden diese beiden Sequenzen mit Mamu-
B*28+L (mit leader-Sequenz) und Mamu-B*28-L (ohne leader-Sequenz) bezeichnet
(Tab. 4.2).
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Tab. 4.2: Neue Mamu-B-Sequenzen.

Neben der Klon-Nr. sind die ndchst-verwandten Allele, die Hauptcharakteristika und die neue Bezeichnung der

Sequenzen gelistet.

Klon-Nr. | Verwandte Allele Charakteristika Neue Bezeichnung
1 B*28 (AJ556883) 99 % identisch mit B*28, aber Mamu-B*28-L
ohne leader-Sequenz
= Variante von Mamu-B*28+L
2 z.B.: 93 % identisch mit verschiedenen | Mamu-B-NEU+TM
B*8801 (EF580171) | Allelen
B*9101 (EF580174) | = neues Gen
1*01011 (AF161865)
B*8501 (EF580165)
3 z.B.: 99 % identisch mit Klon-Nr. 2, Mamu-B-NEU-TM
B*8801 (EF580171) | aber ohne Transmembranregion
B*9101 (EF580174) | = Variante von Mamu-B-
1*01011 (AF161865) | NEU+TM
B*8501 (EF580165)

4.1.2.3 Genomische Zuordnungen der isolierten Sequenzen

Bisher liegt nur die vollstdndige genomische Sequenz der Rhesusaffen-MHC-Klasse-I-Region
eines Haplotyps vor (Daza-Vamenta et al., 2004; Kulski et al., 2004). Dieser Haplotyp weist
zwei Mamu-A-Gen-Loci und 19 Mamu-B-Gen-Loci auf. Beide Mamu-A-Gen-Loci sind
funktionell, aber nur 13 der Mamu-B-Gen-Loci weisen einen vollstindigen Leserahmen auf
(Abb. 4.4a).

Ein Vergleich aller hier isolierten MHC-Klasse-I-Sequenzen mit den Mamu-A- und Mamu-B-
Sequenzen dieser annotierten kompletten MHC-Klasse-I-Sequenz (Zugriffs-Nr.: AB128049)
sollte Hinweise auf Locus-Zugehdrigkeiten der einzelnen in dieser Arbeit beschriebenen
Sequenzen liefern.

In Abbildung 4.4 ist eine schematische Darstellung der genomischen MHC-Klasse-I-Sequenz
des sequenzierten Haplotyps wiedergegeben. Die MHC-Klasse-I-Sequenzen des bekannten
Haplotyps wurden innerhalb der beiden MHC-Klasse-I-Regionen vom Telomer in Richtung
des Zentromers aufsteigend durchnummeriert und zusétzlich in den phylogenetischen Bédumen
mit einem h1 (fiir Haplotyp 1) versehen.

In die phylogenetischen Analysen wurden hier die vollstindigen AS-Sequenzen, abziiglich
der leader-Sequenz und der durch den 3’-Primer generierten AS, einbezogen (Abb. 4.4).
Parallel wurden die ol- und a2-Dominen sowie die a3-Doméine mit Transmembranregion
und zytoplasmatischem Teil zusétzlich getrennt von einander analysiert (vergl. Abb. 10.2).

Sequenzen mit unvollstindigem Leserahmen (Pseudogene) und Deletionsvarianten (B*28-L,
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B-NEU-TM) wurden ausgeschlossen und die Auswertungen separat fiir Mamu-A- und Mamu-
B- / -1-Sequenzen durchgefiihrt. Als AuBengruppe wurde die Sequenz von Mamu-E*0110
ausgewdhlt. Sie unterschied sich deutlich von allen Mamu-A- und Mamu-B-Sequenzen.

Unter den hier isolierten Mamu-A-Sequenzen finden sich Zugehorige zu beiden Genen des
bekannten Haplotyps. Mamu-A*01 ist identisch mit der genomischen Sequenz h1Al und
Mamu-A*0504 ist identisch mit h1A2 (Abb. 4.4b, angezeigt durch eine vertikale Verbindung
im phylogenetischen Baum).

Einige der 22 vollstandigen Mamu-B- / -I-Sequenzen konnten mit hoher Wahrscheinlich als
Allele verschiedener Gene des Haplotyps hl definiert werden. Je weniger AS-Austausche
zwischen einer genomischen und einer neu isolierten Sequenz vorlagen, und je hoher die
Wahrscheinlichkeit fiir einen gemeinsamen Ursprung der Sequenzen laut Genbaumanalyse
war, desto wahrscheinlicher handelt es sich um ein Allel des jeweiligen Gens. Demzufolge
kann angenommen werden, dass Mamu-B*12 ein Allel des h1B12-Gens ist und die
Sequenzen Mamu-B*30 und -B*3002 mit hoher Wahrscheinlichkeit Allele des Mamu-B-Gens
h1B15 sind. Einige der isolierten Sequenzen zeigten keine ndhere Verwandtschaft mit einer
genomischen MHC-Klasse-I-Sequenz. Mamu-B*17, -B*21, -B*22, -B*48, -B*64, -B*69 und
-B-NEU konnten keinem Gen des Haplotyps hl zugeordnet werden. Entweder konnten sie
sehr diverse Allele von Genen des hl-Haplotyps sein oder es handelt sich um Allele von
Genen, die nicht im h1-Haplotyp vorkommen (Abb. 4.4c). Dies entspricht der Annahme von
einem An- und Abwesenheitspolymorphismus der MHC-Klasse-I-Gen-Loci in dieser Region

beim Rhesusaffen (Otting et al., 2005).
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Abb. 4.4: Genomische Zuordnung der in der Arbeit isolierten Mamu-A- und Mamu-B / -1-Sequenzen.

(a) Schematische lineare Darstellung der genomischen MHC-Klasse-I-Region des Rhesusaffen vom Telomer
(tel., links) zum Zentromer (zen., rechts) des sequenzierten Haplotyps hl (Zugriffs-Nr.: AB128049). MHC-
Klasse-I-Gen-Loci sind als Dreiecke dargestellt. Graue Dreiecke geben die nicht-klassischen MHC-Klasse-I-
Gene Mamu-F und -E wieder. Ein rotes und ein orangefarbenes Dreieck stellen die Mamu-A-Gen-Loci Al und
A2 dar. Blaue Dreiecke stehen fiir die 19 Mamu-B-Gen-Loci. Schraffierte blaue Dreiecke zeigen einen
unvollstindigen Leserahmen an. Die Nummerierung der Mamu-A- und Mamu-B-Gen-Loci erfolgte jeweils
innerhalb einer Region vom Telomer zum Zentromer hin. ,,Ankergene” wurden durch graue Rechtecke markiert
und dienen der Orientierung im Genom. Die Gene MIC1 und MIC2 sind als graue Rauten dargestellt. Die
phylogenetischen Baume (b) und (¢) basieren auf vollstindigen AS-Sequenzen der Gene des Haplotyps hl und
der hier isolierten Sequenzen abziiglich der leader-Sequenz und der durch den 3’-Primer generierten AS. Gene
mit unvollstindigem Leserahmen und Varianten (B*28-L, B-NEU-TM) wurden nicht in die Auswertungen
miteinbezogen. Die Bezeichnungen der hier isolierten Sequenzen (schwarz) entspricht Tab. 4.1. Die Farbgebung
der Mamu-A- und Mamu-B-Sequenzen des Haplotyps hl in Abb. b und ¢ entspricht Abb. a. Die Berechnung der
phylogenetischen Bédume erfolgte mit MEGA 3.1 nach dem NeighborJoining-Verfahren mit 100000
Wiederholungen. (a) die isolierten Sequenzen Mamu-A*01 und Mamu-A*0504 konnten eindeutig dem h1Al-
bzw. dem h1A2-Gen-Locus zugeordnet werden. (b) fiir Mamu-B-Sequenzen war dies nicht méglich; dennoch
konnten einige Sequenzen mit hoher Wahrscheinlichkeit als Allele eines Locus eingeordnet werden (z. B. B*30
als Allel von h1B15). Andere, wie z. B. B-NEU, gehoren vermutlich einem in diesem Haplotyp abwesenden
Gen-Locus an. Zu beriicksichtigen ist, dass die Sequenzbezeichnungen aus der NCBI-Datenbank in keinem
Zusammenhang mit den Bezeichnungen der genomischen Sequenzen stehen.
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4.2  Etablierung von Rhesusaffen MHC-Klasse-I-Transfektanten in humanen Zellen

Die Expression der Mamu-A-, Mamu-B-, Mamu-I- und Mamu-E-AcGFP-Fusionsproteine
erfolgte in der humanen Zelllinie K562. Diese Zelllinie exprimiert keine klassischen MHC-
Klasse-I-Molekiile und nur geringe Mengen an nicht-klassischen MHC-Klasse-I-Molekiilen
(Lozzio und Lozzio, 1979). Daher eignen sich diese Zellen gut zur Untersuchung der
Expression von transfizierten MHC-Klasse-I-Genen.

Ausgewihlte MHC-Klasse-I-Sequenzen wurden in den Vektor pAcGFP-N1 kloniert. Bei
Aufrechterhaltung des Leserahmens konnten die MHC-Klasse-I-Proteine in Fusion mit dem
AcGFP-Protein des Vektors abgelesen werden (Abb. 4.5). Linearisierte Plasmid-DNA von
Mamu-A-, Mamu-B-, Mamu-I- und Mamu-E-AcGFP-Konstrukten wurde mit Hilfe von
Lipofektion oder Elektroporation in K562-Zellen transfiziert. Die Zellen wurden selektioniert

bzw. angereichert und die Transfektionseffizienz kontrolliert (s. Kap. 3.2.3 bis Kap. 3.2.5).

Exon7
EEEEE
Mamu-A*08 gtgtctctcacggcttgtaaagtgtga
v S L T A C K V STOP

MHC-Klasse-1 Linker

lllll—

Mamu-A*08-AcGFP gtgtctcttacggcttgtaaagtggaggatccaccggtc
v §$ L T A CK V E D P P V

Abb. 4.5: Schematische Darstellung der Herstellung von MHC-Klasse-I-AcGFP-Fusionsproteinen.
Anhand der Sequenz von Mamu-A*08 ist beispiclhaft die Generierung von MHC-Klasse-I-AcGFP-
Fusionsproteinen dargestellt. Gezeigt ist das 3°-Ende der Orginalsequenz von Exon 7 mit der daraus
resultierenden AS-Sequenz (oben). Nach Klonierung in den Expressionsvektor pAcGFP-N1 mit Hilfe der
konstruierten Oligonukleotide bleibt der offene Leserahmen erhalten und das MHC-Klasse-I-Protein kann in
Fusion mit dem in der Vektorsequenz kodierten AcGFP abgelesen werden (unten).

Im Rahmen der Arbeit wurden fiinf verschiedenen Mamu-A-, 13 Mamu-B-, ein Mamu-I- und
ein Mamu-E-Konstrukt stabil in K562-Zellen transfiziert. Zur methodischen Kontrolle wurde
zuséitzlich ein humanes MHC-Klasse-I-Gen, fiir das strukturelle und funktionelle Daten
vorliegen (Boyington et al., 2000; Fan et al., 2001), stabil in K562-Zellen transfiziert.
(Tab. 4.3). Die Amplifikation eines HLA-C-Transkriptes gelang aus cDNA des Probanden 1
mit den Primern HLA-C GFPF und HLA-C GFPR in Anlehnung an die in Kapitel 4.1.1
beschriebene Isolation von MHC-Klasse-I-Transkripten des Rhesusaffen (vergl. Abb. 10.3).
Die isolierte Sequenz konnte durch einen Vergleich mit der NCBI-Datenbank als HLA-
Cw*0303 (Zugriffs-Nr.: M99390) identifiziert werden.
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Tab. 4.3: Etablierte MHC-Klasse-I-Transfektanten.

MHC-Klasse-I-Gen

Bezeichnung

Mamu-A

Mamu-A*01

Mamu-A*08&

Mamu-A*11

Mamu-A*1303

Mamu-A*1403

Mamu-B

Mamu-B*09

Mamu-B*12

Mamu-B*17

Mamu-B*28-L

Mamu-B*28+L

Mamu-B*3002

Mamu-B*45

Mamu-B*47

Mamu-B*48

Mamu-B*6002

Mamu-B*64

Mamu-B-NEU-TM

Mamu-B-NEU+TM

Mamu-E

Mamu-E*0110

Mamu-I

Mamu-1*01011

HLA-C

HLA-Cw*0303

4.2.1 Analyse der Antigenbinderegion

Eine Analyse der Antigenbindestellen der etablierten Transfektanten sollte Hinweise auf
deren funktionelle Eigenschaften liefern. Fiir MHC-Klasse-I-Molekiile sind die an der
Antigenbindung beteiligten AS-Reste hinreichend bekannt (Bjorkman et al., 1987; Saper et
al., 1991).

Phylogenetische der ohne die
antigenbindenden AS-Reste der MHC-Klasse-I-Molekiile (Abb. 4.6a) sowie ausschlieBlich
mit AS-Resten, die an der Antigenbindung beteiligt sind, durchgefiihrt (Abb. 4.6b). Als

die der o2-,

Analysen wurden mit gesamten AS-Sequenzen

Gesamtsequenz wurde hier AS-Sequenz al-, a3-Domédne, mit
Transmembranregion und zytoplasmatischem Teil betrachtet. Die leader-Sequenzen wurden
nicht in die Auswertungen miteinbezogen.

In die Analysen wurden die Sequenzen aller etablierten Mamu-A-, Mamu-B-, Mamu-E- und
Mamu-I-Transfektanten und HLA-Sequenzen mit verschiedenen Bindeepitopen mitein-
bezogen (Barnstable et al., 1978). Diese Epitope sind mafigeblich an der Rezeptorbindung
beteiligt und konnen daher zur funktionellen Charakterisierung der in der Arbeit verwendeten

Sequenzen beitragen. Als Vertreter des HLA-C-Gens wurde zum einen die aus Blut von
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Proband 1 (s. Kap. 2.2) isolierte Sequenz HLA-Cw*0303 des C1-Typs hinzugezogen. Zum
anderen wurde als Vertreter des C2-Typs die Sequenz HLA-Cw*0401 (Zugriffs-Nr.: M84386)
ausgewdhlt. HLA-BW*53 (Zugriffs-Nr.: M58636) und HLA-B*44 (Zugriffs-Nr.: AJ535113)
tragen das Bwd4 -Epitop und sind Allele des HLA-B-Gens. HLA-B*1502 (Zugriffs-Nr.:
D50293) und HLA-A*68 (Zugriffs-Nr.: EF062994) sind Beispiele fiir HLA-B- bzw. HLA-A-
Allele, die das Bw6 -Epitop tragen.

B*17 E*0110
a b
B*6002
B*21 B*48
B*45
B*22 | B*47
B*09 B*64
1*01011 B*17
B*28 B*3003
B*48 B*21
B*3003 B*22
B*64 B*09
B-NEU 100 '1*01011
510002 e I
% HLA-Cw*0401 B-NEU
HLA-Cw*0303 A*08
82 HLA-Bw*53 A*1403
@quoz A*1303
55 HLA-B*44 — 94 A*01
HLA-A*68 A*11
A*1403 HLA-B*1502
A*1303 HLA-Bw*53
A*01 HLA-B*44
65 A*08 HLA-A*68
A*11 ﬂ-cwosoa
E*0110 69 HLA-Cw*0401
0.02 W

Abb. 4.6: Phylogenetische Analysen der Gesamtsequenz und der Antigenbinderegion.

Dargestellt ist ein phylogenetischer Baum der Gesamtsequenz (a) neben einem phylogenetischen Baum der an
der Antigenbindung beteiligten AS-Reste (b). Die Gesamtsequenz umfasste die o.1-, a2-, a3-Doménen, die TM-
Region und den zytoplasmatischen Teil, abziiglich der durch den 3’-Primer vorgegebenen Sequenzen und den
AS-Resten der Antigenbindung. Fiir die Erstellung des phylogenetischen Baums in Abbildung b wurden nur die
AS-Reste der Antigenbindung verwendet. In die Auswertung wurden alle AS-Sequenzen der in dieser Arbeit
etablierten MHC-Klasse-I-Transfektanten und HLA-Sequenzen mit unterschiedlichen Epitopen im Bereich der
Antigenbinderegion einbezogen. Deletionsvarianten (B*28-L, B-NEU-TM) wurden nicht in die Auswertungen
miteinbezogen. Die Bezeichnungen der Rhesusaffen MHC-Klasse-I-Sequenzen entsprechen der Tab. 4.3. Unter
den HLA-Sequenzen wurden Beispiele fiir den C1-Typ (HLA-Cw*0303), fiir den C2-Typ (HLA-Cw*0401) und
fiir Sequenzen mit dem Bw4'- (HLA-Bw*53, HLA-B*44 und HLA-A*68) und Bw6 -Epitop (HLA-B*1502)
hinzugezogen. Die Berechnung der phylogenetischen Bidume erfolgte mit MEGA 3.1 nach dem NeighborJoining-
Verfahren mit 100000 Wiederholungen. (a) Die Analyse der Gesamtsequenz ohne die antigenbindenden AS-
Reste gibt die phylogenetischen Verwandtschaftsbeziehungen der humanen und der Rhesusaffen MHC-Klasse-I-
Gen-Loci wieder. Mamu-A-Sequenzen bilden eine Gruppe mit dem Vertreter der HLA-A-Sequenzen des
Menschen (hellgrau hinterlegt). Die humanen HLA-B- und HLA-C-Sequenzen bilden eine eigene Gruppe
(dunkelgrau hinterlegt), ebenso die Mamu-B- und Mamu-I-Sequenzen. (b) Bei der Analyse der antigenbindenden
AS-Reste zeigte sich, dass, beziiglich der Antigenbindung, Mamu-A-Sequenzen eine gemeinsame Gruppe mit
den humanen Sequenzen bilden (hell- bis dunkelgrau hinterlegt). Die Sequenzen von Mamu-B*28 und -B-NEU
bilden wiederum eine Gruppe mit allen Mamu-A- und HLA-Sequenzen. Die restlichen Mamu-B- und Mamu-I-
Sequenzen bilden eine eigene Gruppe.
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Ohne die unter starker Selektion stehenden AS-Reste der Antigenbinderegion, gab die
phylogenetische Betrachtung der Restsequenz die Verwandtschaft der Mamu-A-Gene mit den
HLA-A-Genen (hellgrau hinterlegt) wieder. HLA-B- und HLA-C-Sequenzen bildeten eine
eigene Gruppe (dunkelgrau), die sich jedoch zusammen mit den Mamu-B-Sequenzen von der
Mamu-A- / HLA-A-Gruppe abgrenzte (Abb. 4.6a). Im Gegensatz dazu lieferte die Analyse der
antigenbindenden AS-Reste alleine ein vollig anderes Bild. Hier zeigten alle Mamu-A-
Sequenzen mehr Gemeinsamkeiten mit den humanen Sequenzen (hell- bis dunkelgrau
hinterlegt) als mit allen anderen Mamu-B-Sequenzen. Einzig Mamu-B*28 und Mamu-B-NEU
bilden eine gemeinsame Gruppe mit den Mamu-A- und HLA-A-Sequenzen und grenzen sich

von den anderen Mamu-B-Sequenzen ab (Abb. 4.6b).

4.2.2 Immunoblot-Analysen der MHC-Klasse-I-Transfektanten

Die Expression aller MHC-Klasse-I-Fusionsproteine wurde im Immunoblot nachgewiesen,
indem auch die GroBenbestimmung des rekombinanten Proteins mdoglich war. Dazu standen
Antikorper, gerichtet gegen beide Teile des Fusionsproteins, zur Verfligung. Zum einen ein
anti-GFP-AK, zum anderen zwei anti-MHC-Klasse-I-AK (zur Verfligung gestellt von A.
Ziegler, Humboldt-Universitdt, Berlin). Die anti-MHC-Klasse-I-Antikérper HC-10 und
HC-A2 erkennen zwei unterschiedliche Epitope in der al-Domédne der schweren Kette des
MHC-Klasse-I-Molekiils unter denaturierenden Bedingungen. HC-10 bindet an das Epitop
Ps7XXWeoDg1Rs, und HC-A2 erkennt das Epitop xL7sxTgolsiRs2Ggsx (Sernee et al., 1998;
Stam et al., 1986).

Die humanen HLA-Molekiile weisen einheitlich das HC-10-Epitop auf. Bei der Analyse des
Bindebereiches der isolierten Rhesusaffen MHC-Klasse-I-Molekiile (Abb. 4.7) zeigte sich,
dass nur wenige das HC-10-Epitop besitzen. Dazu gehoren alle Mamu-A-Sequenzen. Unter
den iibrigen Sequenzen befand sich eine Gruppe, die nur das HC-A2-Epitop exprimieren.
Dazu gehoren die Allele Mamu-B*28(-L / +L), -B*45, -B-NEU(-TM /+TM) und Mamu-
E*0110. Die iibrigen Sequenzen zeigten weder das HC-10- noch das HC-A2-Epitop. Diese

Molekiile lieBen sich daher nur durch den anti-GFP-AK im Immunoblot nachweisen.
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a-1-Domane

AS-Position

A*01

A*08

A*11

A*1303 EGEEYIBINE TONMKTETQNAPVALRNLRGYY
A*1403 EGEEY[IBINE TRNMKTATQNAPVALRNLLRYY
B*09 EGPEYWEEETRIAKARAQTERGNLRTALRYY
B*12 EGPEYWEEQTRNAKANAQTDRVSLGNLRRYY
B*17 EGPEYWEEATRRAKEAAQTHRENLRTALRYY

B*28 (+L/-L)
B*3002

EGPEYWEDVTRRAKARAQTDRVD[EGIEEYY
EGPEYWEEQTRNTEAHAQNHRVCLRTVPGYY

B*45 EGPEYWEEQTR I DKANAQTHRGNERIHFEYY
B*47 VGPEYWEEQTRIAKGNAQTHRVDLRTLLRYY
B*48 EGPEYWEEETRIAEDAAQTFRVGLGILRGYY
B*6002 EGLEYWEEQTGLAKDFTQSFRVGLGNLRGYY
B*64 EGPEYWEEQTRIAKARAQTDRADLGTLLRYY

B-NEU (+TM/-TM)
1*01011

E*0110
HLA-Cw*0303

EGPEYWEEQTRIVKDNAQTFRVGEGEHEEYY
EGPEYWEEETRIAKARAQTERGNLRTALRYY
EGPEYWDQETRSARATAQTFRVNEEMEEYY

EGRE YIIBIRE TQKYKRQAQTDRVSLRNLRGYY

Abb. 4.7: Identifikation der HC-10- und HC-A2-Epitope in den MHC-Klasse-I-Sequenzen der etablierten
Transfektanten.

Darstellung der AS-Sequenzen von Position 55 - 85 in der al-Doméne aller etablierter Transfektanten. Die
Auflistung erfolgte numerisch. Die AS-Reste des HC-10-Epitops sind jeweils blau hinterlegt, die des HC-A2-
Epitops sind jeweils griin hinterlegt Alle isolierten Mamu-A-Transfektanten enthalten in ihrer AS-Sequenz das
HC-10-Epitop, jedoch nicht das HC-A2-Epitop. Die AS-Sequenzen der Mamu-B-Transfektanten enthalten
entweder das HC-10-Epitop (B*21, B*22), das HC-A2-Epitop (B*28(+L/-L), B*45, B-NEU(+TM /-TM),
E*0110) oder keines der beiden AK-Epitope (B*09, B*12, B*17, B*3002, B*47, B*48, B*6002, B*64 und
1*01011). Die humane Referenzsequenz HLA-Cw*0303 enthalt das HC-10-Epitop.

Beispielhaft sind in Abbildung 4.8 und 4.9 einige Nachweise der Expression von
Transfektanten mit den verschiedenen anti-MHC-Klasse-I-Antikorpern gezeigt. Die
Expression der MHC-Klasse-I-AcGFP-Fusionsproteine wurde filir alle etablierten
Transfektanten im Immunoblot kontrolliert (vergl. Abb. 10.4 und 10.5).

Bei Expression eines MHC-Klasse-I-Fusionsproteins mit allen Doménen wurde eine Grof3e
von ca. 65kDa erwartet. Dabei macht die schwere Kette des MHC-Klasse-I-Molekiils,
bestehend aus al-, a2-, a3-Domine, Transmembranregion und zytoplasmatischem Teil,
ca. 38 kDa aus, wihrend das AcGFP-Protein ca. 27 kDa gro83 ist. Einzig Mamu-B-NEU ohne
Transmembranregion weist mit ca. 61 kDa eine abweichende Grof3e auf.

Abbildung 4.8 zeigt den Nachweis aller Mamu-A-AcGFP-Proteine im Immunoblot mit dem
anti-GFP-AK (Abb. 4.8a) und mit dem anti-MHC-Klasse-I-AK HC-10 (Abb. 4.8b). Alle
Mamu-A-Transfektanten exprimieren ein Protein von erwarteter GroBle (ca. 65 kDa) und
werden spezifisch durch den anti-GFP-AK erkannt (Abb. 4.8a). In Abbildung 4.8b ist
dargestellt, dass Mamu-A-Molekiile spezifisch tiber das HC-10-Epitop im Immunoblot

detektiert werden.
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a 1 2 3 4 5
65 kDa —» — Mamu-A-AcGFP-
* ‘ Fusionsproteine

b 1 2 3 4 5
65 kDa —» ‘ P @ — Vamu-A-AcGFP-
! Fusionsproteine

Abb. 4.8: Expressionskontrolle der Mamu-A-AcGFP-Fusionsproteine mit verschiedenen AK.
Immunoblot-Analysen mit Auftrennungen von 5 x 10* Zellen pro Spur auf einem 10 %igen SDS-Gel. Blot (a)
wurde tiber Nacht bei 4 °C mit dem monoklonalen anti-GFP-AK (1:5000), Blot (b) wurde iiber Nacht bei 4 °C
mit dem monoklonalen anti-MHC-Klasse-I-AK HC-10 (1:5) inkubiert. Beide Blots wurden anschlieBend 1 h mit
dem polyklonalen HRP-gekoppelten IgG-AK inkubiert. Nach der ECL-Reaktion wurde der Rontgenfilm 30 s
bzw. 15 s auf dem Blot entwickelt. Es wurden jeweils folgende Transfektanten aufgetragen: (1) MamuA*01,
(2): Mamu-A*08, (3) Mamu-A*11, (4) Mamu-A*1303, (5) Mamu-A*1403. Alle finf Mamu-A-Transfektanten
zeigten auf beiden Blots Banden bei ca. 65 kDa. Die Fusionsproteine wurden sowohl von dem anti-GFP-AK (a),
als auch von dem anti-MHC-Klasse-I-AK HC-10 erkannt (b).

Abbildung 4.9 zeigt die spezifische Erkennung der Fusionsproteine Mamu-B*28, ohne und
mit leader-Sequenz, Mamu-B*45 und Mamu-B-NEU, ohne und mit Transmembranregion,
durch den MHC-Klasse-I-AK HC-A2. Zur Kontrolle wurden in Spur 1 Zellen der Mamu-
A*01-Transfektante aufgetragen. Dieses Molekiil triagt das HC-10-Epitop, aber nicht das HC-
A2-Epitop (s. Abb. 4.7). Der Antikorper erkennt nur MHC-Klasse-I-Proteine, die das
entsprechende Epitop aufweisen (Spur 2 bis 6). Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass
Mamu-B-NEU-TM im Immunoblot, durch das Fehlen der transmembranen Region, eine

niedrigere Bande (ca. 61 kDa) als alle anderen Fusionsproteine hervorruft (Spur 5).

1 2 3 4 S5 6

65 kDa —p “ — ﬁ Mamu-B-AcGFP-
61 kDa —p ' F > Fusionsproteine

e W

Abb. 4.9: Expressionskontrolle der Mamu-B-AcGFP-Fusionsproteine mit dem HC-A2-AK.
Immunoblot-Analysen mit Auftrennungen von 1 x 10° Zellen pro Spur auf 10 %igem SDS-Gelen. Die Blots
wurden iiber Nacht mit dem monoklonalen anti-MHC-Klasse-I-AK HC-A2 (1:5) und anschlieend 1 h mit dem
polyklonalen HRP-gekoppelten IgG-AK inkubiert. Nach der ECL-Reaktion wurden die Rontgenfilme jeweils
1 min auf dem Blot entwickelt. Die Abbildung zeigt die Auftragung von sechs verschiedenen Transfektanten auf
drei verschiedenen Blots. (1) Mamu-A*01, (2) Mamu-B*28-L, (3) Mamu-B*28+L, (4) Mamu-B*45, (5) Mamu-
B-Neu-TM, (6) Mamu-B-NEU+TM. Mamu-A*01 wird von dem Antikérper nicht erkannt (Spur 1), die
Transfektanten MamuB*28 (-L/+L), -B*45 und -B-NEU(-TM/+TM) tragen das HC-A2-Epitop (s. 4.7) und
werden von dem Antikdrper erkannt. Es tritt eine charakteristische Bande bei 65 kDa auf. Die um den
Transmembranteil verkiirzte Variante von Mamu-B-NEU (Spur 5) zeigt im Blot eine Bande bei 61 kDa.
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4.2.3 Analyse der subzelluliren Lokalisation von MHC-Klasse-I-Molekiilen des

Rhesusaffen

Zur funktionellen Charakterisierung von MHC-Klasse-I-Molekiilen des Rhesusaffen wurden
Untersuchungen der subzelluldren Lokalisation von MHC-Klasse-I-AcGFP-Fusionsproteinen
in K562-Zellen vorgenommen. Die Expressionsstirke auf der Zellmembran und die
intrazelluldre Lokalisation der MHC-Klasse-I-Molekiile kann dabei Hinweise auf einen
klassischen oder nicht-klassischen Charakter der Molekiile liefern (s. Kap. 1.2.2.1). So
konnten Untersuchungen humaner MHC-Klasse-I-Molekiile zeigen, dass klassische HLA-
Molekiile auch nach Transfektion in humane Zellen auf der Oberfliche exprimiert werden
(Barakonyi et al., 2004). Nicht-klassische HLA-Molekiille weisen dagegen andere
Expressionsmuster auf. HLA-E-Oberflichenexpression findet beispielsweise weitgehend nur
in Zusammenhang mit leader-Peptiden der klassischen HLA-Molekiile statt (Lee et al., 1998).
HLA-F-Expression wurde nahezu nur intrazelluldr nachgewiesen (Lee und Geraghty, 2003).
HLA-G hat eine eingeschrinkte Gewebeverteilung und die Expression wéhrend einer
Schwangerschaft kann die AbstoBung des Fotus durch das miitterliche Immunsystem
verhindern (Le Bouteiller und Mallet, 1997).

Die etablierten Transfektanten wurden zum einen mit Hilfe eines konfokalen
Laserscanmikroskops (LSM, s. Kap. 3.2.11) und zum anderen durchflusszytometrisch
analysiert (s. Kap. 3.2.8). Am LSM konnten anhand der Fluoreszenz des AcGFP-Anteils die
Mamu-A-, Mamu-B-, Mamu-I- und Mamu-E-AcGFP-Fusionsproteine in den Zellen
lokalisiert werden. Die MHC-Klasse-I-Oberflichenexpression wurde zusétzlich mit Hilfe des
mAK W6/32 sichtbar gemacht (s. Kap. 3.2.11.3). Bei Oberflichenexpression der
rekombinanten MHC-Klasse-I-AcGFP-Molekiile sollte es bei Anregung mit dem
Helium / Neon-Laser (A = 543 und 633 nm) nach AK-Markierung zu einer ringférmigen roten
Anfarbung der Zellmembran kommen. Die Anregung durch den Argon-Laser (A =488 nm)
sollte ein deckungsgleiches griines Bild durch den intrazelluldreren AcGFP-Anteil des
Fusionsproteins liefern. In Abbildungen, in denen beide Aufnahmen iibereinander gelegt
wurden, sollte die Oberflichenexpression der MHC-Klasse-I-AcGFP-Proteine durch eine
ringformige gelbe Anfirbung der Zellmembran wiedergegeben werden. Demgegeniiber wurde
fiir die AcGFP-Kontrolltransfektante keine MHC-Klasse-I-Expression auf der Zelloberflache,
aber eine starke zytoplasmatische AcGFP-Expression erwartet (Abb. 4.10 - 4.12).

Parallel zu LSM-Aufnahmen wurden mit allen Transfektanten FACS-Analysen durchgefiihrt.
Auch hier wurden die Zellen mit dem mAK W6/32 markiert (s. Kap. 3.2.8.1). Am
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Durchflusszytometer wurden die mittleren Fluoreszenzstirken (MFI) der Transfektanten
bestimmt und in den Auswertungen als Histogramme dargestellt. Als basale MHC-Klasse-I-
Expression  wurde jeweils die MFI der MHC-Klasse-I-negativen  AcGFP-
Kontrolltransfektante in die Analysen miteinbezogen (schwarze Kurve). Die Zunahme der
MFI-Werte der einzelnen Transfektanten gegeniiber der Kontrolltransfektante, berechnet
durch die Differenz der beiden MFI-Werte (D MFI), korreliert mit der Zunahme der MHC-
Klasse-I-Oberflachenexpression, wobei Unterschiede in der Expressionsstirke durch den
potenzierenden Effekt der Verwendung eines sekundéren Antikorpers starker hervortreten.
Die erste histographische Darstellung der Abbildungen 4.10 bis 4.12 gibt jeweils einen
Vergleich der MFI-Werte der untransfizierten K562-Zellen und der AcGFP-
Kontrolltransfektante wieder und zeigt, dass die AcGFP-Kontrolltransfektante eine, den
untransfizierten Zellen entsprechende, niedrige MHC-Klasse-I-Expression aufwies
(D MFI =5).

Alle Mamu-A-Transfektanten zeigten in LSM-Aufnahmen im Bereich der Zellmembran eine
ringformige Expression. Auch die MHC-Klasse-I-AK-Markierung (rot dargestellt) wies eine
ringformige Struktur auf. Bei Uberlagerung der beiden Aufnahmen, wiesen alle
Transfektanten eine gelbe Fiarbung der ringformigen Struktur auf (Abb. 4.10a). Dies zeigte
eine hohe MHC-Klasse-I-Expression auf der Oberfliche der entsprechenden transfizierten
Zellen an.

Neben den Einzelzellanalysen der MHC-Klasse-I-Expression am LSM konnten durch
durchflusszytometrische ~Untersuchungen der Transfektanten die durchschnittlichen
Erhohungen der MHC-Klasse-I-Oberflichenexpressionen  gegeniiber der AcGFP-
Kontrolltransfektante anhand der Differenz der beiden MFI-Werte (D =MFI) bestimmt
werden (Abb. 4.10b). Die stirkste Oberflachenexpression wies dabei Mamu-A*01, mit einem
D MFI-Wert von 1022, auf. Mamu-A*08, Mamu-A*11 und Mamu-A*1303 zeigten ebenfalls
starke MHC-Klasse-I-Expression auf der Zelloberfliche mit D MFI-Werten von 707, 491
bzw. 873. Die schwichste Oberflichenexpression wies Mamu-A*1403 mit einem
D MFI-Wert von 198 auf.

Zusammenfassend konnte fiir Mamu-A-Transfektanten, sowohl durch Aufnahmen einzelner
transfizierter Zellen, als auch durch Untersuchungen der gesamten Zellpopulationen am
Durchflusszytometer, gezeigt werden, dass die rekombinanten Mamu-A-AcGFP-Molekiile in

K562-Zellen stark auf der Zelloberfldche exprimiert werden.
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Abb. 4.10: Subzellulire Lokalisation der Mamu-A-AcGFP-Fusionsproteine.

(a) Aufnahmen der Expression der MHC-Klasse-I-AcGFP-Fusionsproteine in K562-Zellen am LSM. Die erste
Aufnahme zeigt jeweils die Expression der Fusionsproteine anhand des AcGFP-Anteils, die zweite die MHC-
Klasse-I-Oberflichenmarkierung durch mAK W6/32. Die dritte Abbildung gibt die Uberlagerung der beiden
Aufnahmen wieder. Alle Mamu-A-Transfektanten zeigten eine ringformige Férbung im Bereich der
Zellmembran in allen drei Darstellungen. (b) FACS-Analysen der MHC-Klasse-I-Transfektanten mit mAK
W6/32 und RPE-Cy5-gekoppeltem pAK Ziege anti-Maus IgG. In die Analysen wurden nur lebende, AcGFP-
positive Zellen einbezogen und jeweils 3 x 10* Ereignisse aufgezeichnet. Die mittleren Fluoreszenzintensititen
(MFI) der einzelnen Proben sind als Histogramme dargestellt. Die erste Abbildung zeigt einen Vergleich der
AcGFP-Kontrolltransfektante (grau hinterlegt) mit untransfizierten K562-Zellen (grau). Die Differenz der beiden
MFI-Werte ist gering (D MFI = 5) und belegt damit, dass die AcGFP-Kontrolltransfektante wie untransfizierte
K562-Zellen kaum MHC-Klasse-I-Molekiile auf der Oberflache exprimiert. Die griinen Kurven der folgenden
Abbildungen geben die MFI-Werte der einzelnen MHC-Klasse-I-Transfektanten wieder. Als Referenzwert ist
die AcGFP-Kontrolltransfektante durch eine grau hinterlegte Kurve in jede Einzelabbildung eingefiigt. Die
Differenzen der beiden MFI-Werte (D MFI) sind iiber dem Histogrammen angegeben. Die Messung der
einzelnen Transfektanten erfolgte in unterschiedlichen Experimenten. Alle Mamu-A-Transfektanten zeigten
gegeniiber der AcGFP-Kontrolltransfektante eine deutlich erhohte MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression.

Entsprechend den Mamu-A-Transfektanten wurden auch die Mamu-B-Transfektanten auf
Einzelzellebene am LSM und auf Zellpopulationsebene am Durchflusszytometer untersucht
(Abb. 4.11). Die LSM-Aufnahmen einzelner Mamu-B-transfizierter Zellen zeigten anhand
des AcGFP-Anteils der Fusionsproteine sehr unterschiedliche Expressionsmuster.

Einige Transfektanten wiesen, dhnlich wie die Mamu-A-Transfektanten, eine ringformige
Expression im Bereich der Zellmembran auf (Mamu-B*28+L, -B*6002 und -B-NEU+TM).
Die AK-Markierung an der Zelloberfliche demonstrierten sowohl bei den LSM-Aufnahmen
als auch bei FACS-Analysen, dass diese Transfektanten eine starke MHC-Klasse-I-
Oberflichenexpression aufwiesen (D MFI-Werte von 156, 307 und 531).

Alle anderen Mamu-B-Transfektanten waren durch eine diffuse Verteilung der MHC-Klasse-
I-AcGFP-Expression charakterisiert. Unter diesen Mamu-B-Transfektanten konnten dennoch
einige an der Zelloberfliche mit dem MHC-Klasse-I-AK markiert werden (Mamu-B*17, -
B*09, -B*3002, -B*47 und -B*64). Zum Teil deckten sich die Fiarbungen durch AK-
Markierungen im Bereich der Zellmembran auch mit der Griinfluoreszenz (gelbe Féarbung in

den Uberlagerungen der beiden Aufnahmen). Die durchflusszytometrischen Analysen auf
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Zellpopulationsebene zeigten mit D MFI-Werten zwischen 57 und 133 ebenfalls eine
schwache MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression an.

Eine zweite Gruppe der Mamu-B-Transfektanten mit intrazelluldrer Expression umfasste die
Transfektanten Mamu-B*12, -B*28-L, -B*45 und -B-NEU-TM. Die LSM-Aufnahmen nach
MHC-Klasse-I-AK-Markierung ~ konnten = nahezu  keine  Anfdrbungen  abbilden.
Dementsprechend konnten die FACS-Analysen keine oder nur sehr geringe MHC-Klasse-I-
Expression auf der Zelloberfldche aufzeigen (D MFI-Werte zwischen 0 und 35).
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Abb. 4.11: Subzellulire Lokalisation der Mamu-B-AcGFP-Fusionsproteine.

Zur Versuchsdurchfithrung und Abbildungserlduterung siche Abbildung 4.10. (a) LSM Aufnahmen zeigten fiir
Mamu-B-AcGFP-Fusionsproteine in K562-Zellen unterschiedliche subzelluldre Lokalisationen. Fiir die
Transfektanten Mamu-B*28+L, -B*6002 und -B-NEU+TM konnte kaum intrazelluldre, aber starke MHC-
Klasse-I-Oberflachenexpression nachgewiesen werden. Die Transfektanten Mamu-B*17, -B*09, -B*3002,
-B*47 und -B*64 wiesen neben einer mehr intrazelluliren Expression nur eine schwache MHC-Klasse-1-AK-
Markierung auf der Zelloberfliche auf. Fiir die Transfektanten Mamu-B*12, -B*28-L, -B*45 und -B-NEU-TM
lieBen sich neben intrazelluldren Expressionen nahezu keine MHC-Klasse-1-Oberfldchenexpressionen darstellen.
(b) Die durchflusszytometrischen Analysen zeigten fiir die Transfektanten Mamu-B*28+L, -B*6002 und
-B-NEU+TM starke MHC-Klasse-I-Expression mit einer Zunahme der MFI-Werte zwischen 156 und 307
gegeniiber der AcGFP-Kontrolltransfektante. Mamu-B*17, -B*09, -B*3002, -B*47 und -B*64 wiesen ebenfalls
eine Zunahme MFI-Werte (D MFI = 57 - 133) auf, wohingegen fiir die Transfektanten Mamu-B*12, -B*28-L, -
B*45 und -B-NEU-TM kaum eine Zunahme zu verzeichnen war (D MFI = 0 - 35).

In Abbildung 4.12 wurden die Auswertungen fiir die Transfektanten Mamu-E*0110, -I*01011
und fiir die Kontrolltransfektante HLA-Cw*0303 zusammengefasst.

Mamu-E*0110 wurde als Vertreter der nicht-klassischen MHC-Klasse-I-Gene mit in die
Analysen einbezogen. Die LSM-Aufnahmen einzelner transfizierter Zellen konnten fiir
Mamu-E*0110-Transfektanten eine intrazellulire AcGFP-Expression mit einzelnen
Ansammlungen, aber keine nachweisbare MHC-Klasse-I-AK-Markierung auf der
Zelloberfliche darstellen. Auch die durchflusszytometrischen Analysen bestétigten mit einem
D MFI-Wert von 3, dass die Mamu-E*0110-AcGFP-Fusionsproteine nicht auf der Zell-

oberfldche der transfizierten K562-Zellen exprimiert wurden.
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Mamu-I*01011 zeichnete sich ebenfalls durch eine intrazelluldre AcGFP-Expression aus. Mit
Hilfe der AK-Markierung konnte jedoch eine schwache  MHC-Klasse-I-
Oberflachenexpression sowohl bei LSM-Aufnahmen als auch in FACS-Analysen
(D MFI = 85) detektiert werden.

Die Transfektante HLA-Cw*0303 wurde als Positivkontrolle mit in die Analysen einbezogen.
Verschiedene Arbeitsgruppen konnten bereits zeigen, dass MHC-Klasse-I-defiziente
Zelllinien nach einer Transfektion mit HLA-C-cDNA-Konstrukten eine starke MHC-
Klasse-I-Oberflachenexpression aufweisen (Barakonyi et al., 2004; Winter und Long, 1997).
Auch in dieser Arbeit bestétigten die LSM-Aufnahmen, mit einer ringformigen Anfarbung
nach AK-Markierung mit W6/32, die Féahigkeit von HLA-C-transfizierten K562-Zellen zur
MHC-Klasse-I-Oberflichenexpression (Abb. 4.12a). Dies konnte zusitzlich durch die
Analysen am Durchflusszytometer bestitigt werden (Abb. 4.12b). Die HLA-Cw*0303-
Transfektante zeigte eine Erhohung des MFI-Wertes gegeniiber der AcGFP-
Kontrolltransfektante um 1150.
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Abb. 4.12: Subzellulire Lokalisation der Mamu-I-, Mamu-E- und HLA-C-AcGFP-Fusionsproteine.

Zur Versuchsdurchfiihrung und Abbildungserlduterung sieche Abbildung 4.10. (a) Die Mamu-E*0110-
Transfektante zeigte in LSM-Aufnahmen eine intrazelluldre Expression und keine MHC-Klasse-I-
Oberflichenexpression nach AK-Markierung. Die Mamu-I-Transfektante wies ebenfalls eine intrazellulédre
Expression, aber eine schwache MHC-Klasse-I-AK-Markierung auf. Dem gegeniiber konnte fiir die HLA-
Cw*0303-Transfektante neben intrazellulirer =~ Expression auch eine deutliche MHC-Klasse-I-
Oberflachenexpression durch AK-Markierung nachgewiesen werden. (b) Fir Mamu-E*0110 konnte bei
durchflusszytometrischen Analysen keine Zunahme der MFI durch MHC-Klasse-I-Oberflichenmarkierung
dargestellt werden (D MFI = 3) und Mamu-1*01011 zeigte nur eine schwache Zunahme mit einem D MFI-Wert
von 85. Die Positivkontrolle HLA-Cw*0303 wies dagegen eine starke MHC-Klasse-I-Expression auf der
Zelloberflache auf (D MFI = 1150).

Die hier untersuchten MHC-Klasse-I-Gene der Rhesusaffen zeichneten sich nach
Transfektion in K562-Zellen durch sehr unterschiedliche subzelluldre Lokalisationen der
rekombinanten MHC-Klasse-I-AcGFP-Proteine aus. Dabei zeigten Aufnahmen von
transfizierten FEinzelzellen und durchflusszytometrische Analysen der gesamten
Zellpopulation der Transfektanten jeweils die gleichen Tendenzen beziiglich der MHC-
Klasse-I-Oberflachenexpression.

Alle Mamu-A-Transfektanten wiesen einheitlich eine starke MHC-Klasse-I-Expression auf
der Zelloberfliche auf (s. Abb. 4.10). Die Mamu-B-Transfektanten zeigten sehr hohe
Variabilititen der Expression der rekombinanten MHC-Klasse-I-AcGFP-Proteine. Fiir die
Transfektanten Mamu-B*28+L, -B*6002 und -B-NEU+TM konnte, dhnlich wie fiir die
Mamu-A-Transfektanten, eine starke Oberflachenexpression der rekombinanten Mamu-B-
Molekiile dargestellt werden. Transfektanten einer zweiten Gruppe (Mamu-B*17, -B*09,
-B*3002, -B*47 und -B*64) wiesen eine weitgehend intrazelluldre Expression, dargestellt in
LSM-Aufnahmen, auf. Jedoch konnte fiir die Transfektanten eine deutliche MHC-Klasse-I-
Oberflachenexpression nachgewiesen werden. Eine dritte Gruppe umfasste die Transfektanten
Mamu-B*12, -B*28-L, -B*45 und -B-NEU-TM. Sie zeichneten sich ebenfalls durch eine
weitgehend intrazellulire Expression des MHC-Klasse-I-AcGFP-Proteins aus, zeigten
allerdings nach AK-Markierung mit W6/32 sowohl bei Einzelaufnahmen am LSM als auch in
FACS-Analysen nahezu keine MHC-Klasse-I-Expression an der Zelloberflache
(s. Abb. 4.11). Die Mamu-E*0110-Transfektante als Vertreter eines nicht-klassischen MHC-

Klasse-I-Molekiils zeichnete sich durch eine rein intrazellulire Expression des



ERGEBNISSE 89

Mamu E*0110-AcGFP-Fusionsproteins aus. Fiir die Transfektante Mamu-I*01011 konnte
dagegen eine schwach Oberflichenexpression nachgewiesen werden. Als Positivbeispiel einer
starken MHC-Klasse-I-Expression auf der Zelloberfliche wurde zusitzlich die HLA-
Cw*0303-Transfektante in die Auswertung miteinbezogen (s. Abb. 4.12).

4.2.4 Vergleich der Analysen der Antigenbinderegionen mit den Ergebnissen zur

subzellulidren Lokalisation

Da die Oberflichenexpression von MHC-Klasse-I-Molekiilen stark von der Bindung des
passenden Peptids abhdngen kann (Townsend et al., 1989), wurden die in Kapitel 4.2.1
durchfithrten Analysen der Antigenbinderegion im Folgenden mit den Ergebnissen der
subzelluldren Lokalisation in Zusammenhang gebracht (Abb. 4.13). Dazu wurden die
etablierten Rhesusaffen MHC-Klasse-I-Transfektanten in drei Gruppen nach der Stérke ihrer
MHC-Klasse-I-Expression auf der Zelloberfliche eingeteilt. Fiir die Transfektanten der in
Abbildung 4.13 rot abgebildeten Sequenzen wurde eine vergleichsweise starke
Oberfliachenexpression festgestellt. Transfektanten der dunkelblau abgebildeten Sequenzen
wiesen eine schwache und Transfektanten der hellblau dargestellten Sequenzen nahezu keine
MHC-Klasse-I-Oberflichenexpression auf. Bei dieser vergleichenden Analyse zeigte sich,
dass neben den Mamu-A-Sequenzen auch die Sequenzen der stark auf der Oberfliche
exprimierten Molekiile Mamu-B*28 und Mamu-B-NEU+TM in ihrer Antigenbinderegion
mehr den HLA-Sequenzen gleichen, als den Sequenzen aller anderen verwendeten
Transfektanten. Die Sequenzen der schwach auf der Zelloberflache exprimierten und der rein
intrazelluldr exprimierten MHC-Klasse-I-Molekiile formen bei dieser Analyse eine eigene
Gruppe. Einzige Ausnahme in dieser Einteilung bildet Mamu-B*6002. Trotz starker
Oberflichenexpression haben die AS-Reste der Antigenbinderegion mehr Ahnlichkeiten mit
den Sequenzen der schwach und intrazelluldr exprimierten MHC-Klasse-I-Molekiile, als mit

den Sequenzen der stark auf der Oberfliche exprimierten Molekiilen.
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Abb. 4.13: Phylogenetische Analyse der Antigenbinderegion.

Dargestellt ist der phylogenetische Baum aus Abbildung 4.6b, der die AS-Reste, die an der Antigenbindung
beteiligt sind, vergleicht. Sequenzen der Transfektanten, die eine starke MHC-Klasse-I-Expression auf der
Zelloberfliche aufwiesen sind rot dargestellt. Sequenzen der Transfektanten mit schwacher MHC-Klasse-I-
Oberflachenexpression sind dunkelblau, Sequenzen der Transfektanten ohne Oberflichenexpression sind
hellblau dargestellt. Abgesehen von Mamu-B*6002 konnte fiir alle Transfektanten, deren Sequenz in der
Anitgenbinderegion mehr den HLA-Sequenzen édhnelt, eine starke MHC-Klasse-I-Expression auf der Oberfléche
von K562-Zellen festgestellt werden. Alle Transfektanten mit schwacher Oberfldchenexpression oder rein
intrazelluldrer Expression bilden in der phylogenetischen Analyse der Antigenbinderegion eine separate Gruppe.

4.2.5 Detail-Analyse ungewohnlicher MHC-Klasse-I-Transkripte des Rhesusaffen

Bei der Gewinnung von MHC-Klasse-I-Sequenzen des Rhesusaffen aus cDNA wurden im
Rahmen dieser Arbeit zwei Transkripte mit ungewohnlicher Struktur isoliert. Einmalige
Artefakte wurden wie bereits beschrieben dadurch ausgeschlossen, dass nur solche
Transkripte mit in die Analysen einbezogen wurden, die mindestens dreimal sequenzidentisch
aus cDNA verschiedener Rhesusaffen isoliert wurden.

Eines dieser ungewdhnlichen Transkripte war in seiner Sequenz nahezu identisch mit der
Sequenz des als Mamu-B*28 identifizierten Transkripts (s. Kap. 4.1.2.2). Thr fehlte jedoch der
gesamte Sequenzanteil, der fiir die leader-Region kodiert. Beide Varianten von Mamu-B*28
waren zu 99 % identisch mit einer bei der NCBI-Datenbank ver6ffentlichten Mamu-B*28-

Sequenz mit der Zugriffs-Nr. AJ556883 (Otting et al., 2005). Daher wurden die hier isolierten



ERGEBNISSE 91

Sequenzen mit Mamu-B*28+L und Mamu-B*28-L bezeichnet. Ein Sequenzvergleich der
beiden isolierten Varianten von Mamu-B*28 mit der bei NCBI verdffentlichten
Referenzsequenz zeigte, dass das an Position 5 der al-Doméne liegende Methionin von
Mamu-B*28-L als Start der Transkription genutzt werden kann und daher die Translation
ermoglicht. Die AS-Sequenz von Mamu-B*28+L wies vier Austausche im Vergleich zur

Referenzsequenz auf. Mamu-B*28-L wies nur einen AS-Austausch auf (Abb. 4.14).
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Abb. 4.14: Vergleich der Mamu-B*28-ihnlichen Sequenzen mit der Referenzsequenz.

Die Alignierung wurde mit Hilfe von ClustalX 1.81 erstellt. Als Referenzsequenz wurde die in der NCBI-
Datenbank verfiigbare Mamu-B*28-Sequenz (Zugriffs-Nr.: AJ556883) hinzugezogen. Die am 3’-Ende durch den
verwendeten Primer generierten sieben Aminosduren wurden bei diesem Vergleich herausgenommen. Nicht
vorhandene AS sind durch einen Strich dargestellt. Identische AS sind durch einen Punkt angezeigt. Die isolierte
Sequenz von Mamu-B*28+L gab die vollstindige AS-Sequenz wieder und zeigte vier AS-Austausche im
Vergleich zu der von Otting und Mitarbeitern isolierten Sequenz. Mamu-B*28-L fehlten die ersten 28 AS, die die
gesamte leader-Sequenz und drei weitere AS umfassen (blau hinterlegt). Beim Vergleich zur Referenzsequenz
findet man nur einen AS-Austausch.

Fiir beide hier isolierten Mamu-B*28-Varianten konnten in K562-Zellen stabile
Transfektanten etabliert werden. Im Immunoblot lieBen sich beide MHC-Klasse-AcGFP-
Fusionsproteine sowohl mit dem anti-GFP-AK als auch mit dem anti-MHC-Klasse-I-AK
HC-A2 nachweisen (s. Abb. 4.9). In durchflusszytometrischen Analysen konnten die MHC-
Klasse-I-Molekiile der Mamu-B*28-Transfektante ohne leader-Sequenz kaum auf der
Zelloberflache dargestellt werden (D MFI = 25). Mit leader-Sequenz lie3 sich dagegen eine
deutliche MHC-Klasse-I-Oberflichenexpression mit einem D MFI-Wert von 156 darstellen
(Abb. 4.15¢). Die Darstellungen am Laserscanmikroskop decken sich mit den

durchflusszytometrischen Ergebnissen (Abb. 4.15a und b). Fiir Mamu-B*28-L-transfizierte
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Zellen konnte nur intrazelluldre Expression des Fusionsproteins dargestellt werden, die
Mamu-B*28+L-Transfektante zeigte dagegen auch eine MHC-Klasse-I-Oberfldchen-

expression.

1a0

C D MFI =25

3 GFP-Kontrolltransfektante
1 Mamu-B*28-L
Mamu-B*28+L

10 pm

rel. Zellzahl

—y

10 pm 'IDD 'ID1 1D2 'ID8
Fluoreszenzintensitat

Abb. 4.15: Vergleich der subzelluliren Expression der Mamu-B*28-Varianten mit und ohne leader.

(a) und (b) Einzelzell-Darstellungen der Uberlagerung von LSM-Aufnahmen der Expression der Mamu-B*28-
Fusionsproteine anhand des AcGFP-Anteils und der MHC-Klasse-I-Expression nach AK-Markierung mit
W6/32. (a) Mamu-B*28-L. (b) Mamu-B*28+L. (c¢) Durchflusszytometrische Analyse der mittleren
Fluoreszenzintensititen (MFI), dargestellt als Histogramme, von Mamu-B*28-transfizierten K562-Zellen,
markiert mit dem mAK W6/32 und dem pAK IgG-RPE-Cy5 im Vergleich zur AcGFP-Kontrolltransfektante.
Die dunkelgriine Kurve zeigt die MFI der Mamu-B*28-L-transfizierten K562-Zellen, die hellgriine Kurve die
der Mamu-B*28+L-transfizierten K562-Zellen, die schwarze, grau hinterlegte Kurve gibt die MFI der AcGFP-
Kontrolltransfektante wieder. Die Zunahme der MFI im Vergleich zur Kontrolle ist fiir beide Mamu-B*28-
Transfektanten als MFI-Wert abziiglich der MFI der Kontrolltransfektante angegeben (D MFI).

Neben der MHC-Klasse-I-Sequenz ohne leader-Sequenz konnte auch ein Transkript mit einer
Deletion im Sequenzbereich, der fiir den Transmembrananteil kodiert, isoliert werden. Wie
schon fir Mamu-B*28 wurde auch fiir diese verkiirzte Sequenz eine nahezu Sequenz-
identische vollstdndige Sequenz nachgewiesen werden. Beide Sequenzen waren auf
Nukleotidebene zu 99 % identisch, konnten jedoch keiner bisher bekannten Sequenz
zugeordnet werden. Daher wurden sie vorldufig als Mamu-B-NEU-TM und Mamu-B-
NEU+TM bezeichnet. Der Mamu-B-NEU-TM-Sequenz fehlten genau 30 AS, die die
Transmembranregion umfassen (Abb. 4.16). Daher fehlt dieser Variante die Moglichkeit der
Verankerung in der Zellmembran und sie konnte in den Analysen der subzelluldren
Lokalisation der MHC-Klasse-I-Molekiile als interne Kontrolle ohne MHC-Klasse-I-

Expression auf der Zelloberfliche verwendet werden.
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Abb. 4.16: Vergleich der AS-Sequenz der isolierten Mamu-B-NEU-Sequenzen.

Die Alignierung wurde mit Hilfe von ClustalX 1.81 erstellt. Die am 3’-Ende durch den verwendeten Primer
generierten sieben Aminosiduren wurden bei diesem Vergleich herausgenommen. Nicht vorhandene AS sind
durch einen Strich dargestellt, identische AS sind durch einen Punkt angezeigt. Die Sequenz von B-NEU+TM
gibt die vollstindige AS-Sequenz wieder. Der B-NEU-TM-Sequenz fehlt der komplette Transmembranteil (blau
hinterlegt). Die Sequenz B-NEU-TM ist 30 AS kiirzer und zeigt fiinf AS-Austausche im Vergleich zu B-
NEU+TM.

Das Fehlen der Transmembranregion konnte nach Transfektion der beiden Mamu-B-NEU-
Varianten in K562-Zellen in Immunoblot-Analysen als Groflenunterschied dargestellt werden
(Abb. 4.17d). In Untersuchungen zur subzelluldren Lokalisation lie3 sich wie erwartet fiir die
Variante ohne Transmembranregion keine MHC-Klasse-I-Oberflichenexpression darstellen,
sie zeigte eine rein intrazelluldre Expression (Abb. 4.17a). Dagegen wies die Variante mit
Transmembranregion eine vergleichsweise starke MHC-Klasse-I-Expression auf der
Zelloberfliche auf und war durch eine nahezu fehlende intrazellulire Expression
gekennzeichnet (Abb. 4.17b). FACS-Analysen bestétigten diese Beobachtungen (Abb. 4.17¢).
Nur fiir Mamu-B-NEU+TM konnte eine deutliche Zunahme der mittleren Fluoreszenz

(D MFI = 531) dargestellt werden.



ERGEBNISSE 94

100

Cc D MFI =23
3 GFP-Kontrolltransfektante

80 3 Mamu-B-NEU-TM

Mamu-B-NEU+TM
a0

40 4

rel. Zellzahl

1 2
o0 ;

65 kDa —» e Mamu-B-NEU+TM
61 kDa — — Mamu-B-NEU-TM
a . i

T TP r
‘IDD 101 102 103
Fluoreszenzintensitat

Abb. 4.17: Vergleich der subzelluléiiren Expression der Mamu-B-NEU-Varianten mit und ohne TM.

(a) und (b) Einzelzell-Darstellungen der Uberlagerung von LSM-Aufnahmen der Expression der Mamu-B-NEU-
Fusionsproteine anhand des AcGFP-Anteils und der MHC-Klasse-I-Expression nach AK-Markierung mit
W6/32. (a) Mamu-B-NEU-TM. (b) Mamu-B-NEU+TM. (¢) Durchflusszytometrische Analyse der mittleren
Fluoreszenzintensitit (MFI), dargestellt als Histogramme, von Mamu-B-NEU-transfizierten K562-Zellen
markiert mit dem mAK W6/32 und dem pAK IgG-RPE-Cy5 im Vergleich zur AcGFP-Kontrolltransfektante.
Die dunkelgriine Kurve zeigt die MFI der Mamu-B-NEU-TM-transfizierten K562-Zellen, die hellgriine Kurve
die der Mamu-B-NEU+TM-transfizierten K562-Zellen, die schwarze, grau hinterlegte Kurve gibt die MFI der
AcGFP-Kontrolltransfektante wieder. Die Zunahme der MFI im Vergleich zur Kontrolle ist fiir beide Mamu-B-
NEU-Transfektanten als MFI-Wert abziiglich der MFI der Kontrolltransfektante angegeben (D MFI). (d)
Immunoblot mit anti-GFP-mAK. Dargestellt ist der GroBenunterschied zwischen B-NEU mit (1) und ohne (2)
Transmembranregion. Links sind die Grofen der beiden Banden in kDa angegeben, rechts sind die
Bezeichnungen der aufgetragenen Transfektanten-Zelllysate angegeben.

Des Weiteren sollte gekliart werden, ob die Variante Mamu-B-NEU-TM im Zellinneren als
natives Molekiil vorliegt oder einer sofortigen Degradation unterliegt und dadurch keine
funktionelle Aufgaben {iibernehmen kann. Fiir HLA-G-Allele konnten beispielsweise
verschiedene Spleiflvarianten beschrieben werden, unter denen einigen auch das Exon 5, das
die transmembrane Region verschliisselt, oder mehr fehlt. Es konnte gezeigt werden, dass
solche Spleifivarianten fiir 16sliche native Molekiile kodieren (Paul et al., 2000). Um dieser
Frage nachzugehen, wurden intrazelluldre Markierungen mit verschiedenen AK durchgefiihrt.
Wie in Kapitel 4.2.2 beschrieben erkennt der AK W6/32 native MHC-Klasse-I-
Molekiilstrukturen in Assoziation mit 2M. Daneben standen zwei AK (HC-10 und HC-A2)
zur Verfligung, die denaturierte MHC-Klasse-I-Molekiile erkennen. Diese binden spezifisch
an zwel unterschiedliche lineare Sequenzepitope in der al-Doméne, die unter anderem durch
Instabilitdt der MHC-Klasse-I-Komplexe zugénglich werden. In Kapitel 4.2.2 konnte gezeigt
werden, dass beide Varianten von Mamu-B-NEU das Epitop fiir den AK HC-A2 enthalten

und nach Denaturierung im Immunoblot von dem AK erkannt werden (vergl. Abb. 4.9).
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Die in Abbildung 4.18 dargestellten durchflusszytometrischen Analysen vergleichen eine
Zelloberflichenmarkierung der Mamu-B-NEU-TM-Transfektante mit dem AK W6/32 mit
intrazelluldren Markierungen mit dem AK W6/32 bzw. dem AK HC-A2.

a OM: W6/32 b IM: W6/32 C IM: HC-A2
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Abb. 4.18: Intrazellulirer Nachweis von Mamu-B-NEU-TM.

Durchflusszytometrische Analysen der Transfektante Mamu-B-NEU-TM markiert mit anti-MHC-Klasse-I-
Antikorpern. (a) Nachweis von MHC-Klasse-I-Molekiilen mit dem mAK W6/32 an der Zelloberfliche (OM, a)
und intrazelluldr (IM, b). (¢) Intrazelluldirer Nachweis von MHC-Klasse-I-Molekiilen mit dem mAK HC-A2
(IM, c¢). Alle Proben wurden anschlieend mit dem RPE-Cy5-gekoppelten Ziege anti-Maus IgG-pAK angefirbt.
Je Messung wurden 3 x 10* Ereignisse aufgezeichnet. In die Auswertung wurden nur lebende, AcGFP-positive
Zellen einbezogen. Alle Abbildungen zeigen histographische  Darstellungen der  mittleren
Fluoreszenzintensititen (MFI) der Mamu-B-NEU-TM-Transfektante (griine Kurven) im Vergleich zur AcGFP-
Kontrolltransfektante (graue Kurven). Die Zunahme der MFI im Vergleich zur Kontrolle ist als MFI-Wert
abzliglich des MFI-Wertes der Kontrolltransfektante angegeben (D MFI). Fir die Mamu-B-NEU-TM-
Transfektante konnte (a) keine MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression (D MFI = 1) und (¢) keine intrazellulire
MHC-Klasse-I-Markierung mit dem HC-A2-AK (D MFI = 0) nachgewiesen werden. Dagegen wurde bei
intrazelluldrer Markierung mit W6/32 (b) eine Zunahme der MFI beobachtet (D MFI = 74).

Wie schon in Abbildung 4.17 gezeigt, konnte fiir die Mamu-B-NEU-TM-Transfektante
wiederholt kaum MHC-Klasse-I-Oberflichenexpression dargestellt werden (D MFI = 1). Die
intrazelluldren Markierungen zeigten dagegen Unterschiede bei den beiden AK-
Markierungen. Mamu-B-NEU-TM wies bei intrazellulirer Markierung mit W6/32 eine
Zunahme der mittleren Fluoreszenz gegeniiber der Kontrolltransfektante auf (D MFI = 74).
Dagegen konnte nach Markierung mit dem HC-A2-AK keine Zunahme der MFI beobachtet
werden (D MFI = 0). Die Ergebnisse zeigen, dass Mamu-B-NEU-TM als natives Molekiil im

Zellinneren vorliegt und somit eine physiologische Funktion haben konnte.
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4.3  Rhesusaffen MHC-Klasse-I-Molekiile als Liganden fiir NK-Zellrezeptoren

Zur funktionellen Charakterisierung der MHC-Klasse-I-Molekiile des Rhesusaffen wurden
immunologische Tests durchgefiihrt, in denen die etablierten stabilen Transfektanten als
Zielzellen Verwendung fanden. In Kapitel 4.2.3 konnte gezeigt werden, dass die MHC-
Klasse-I-Transfektanten sehr divergente subzelluldre Lokalisationen aufwiesen. Fiir die im
Folgenden dargestellten Versuche waren jedoch nur Transfektanten mit starker MHC-Klasse-
[-Oberflachenexpression geeignet. Da die Mamu-A-Transfektanten einheitlich eine starke
Oberflachenexpression aufwiesen, wurden nur diese in die experimentellen Analysen
miteinbezogen.

Interaktionen von MHC-Klasse-I-Molekiilen mit NK-Zellrezeptoren fiihren je nach Art des
Rezeptors zu einer Inhibition oder einer Aktivierung von NK-Zellen. Zum Nachweis der
verdanderten NK-Zellaktivierung bieten sich immunologische Tests an, bei denen Ziel- und
Effektorzellen iiber einen lédngeren Zeitraum inkubiert werden und im Anschluss eine
Verdnderung von Ziel- oder Effektorzellen gegeniiber einem Referenzwert gemessen werden
kann. Fiir solche Messungen eignet sich z. B. der Chromfreisetzungstest. Dabei wird anhand
von freigesetztem radioaktiven Chrom gegeniiber einem Referenzwert die Zielzelllyse
ermittelt (s. Kap. 3.2.7). Eine andere Mdglichkeit bietet der Degranulierungsassay, bei dem
nicht die Zielzellen, sondern die Effektorzellen analysiert werden. In der
Durchflusszytometrie konnen dabei NK-Zellen gezielt hinsichtlich ihrer Aktivierung
betrachtet werden (s. Kap. 3.2.9).

4.3.1 Einfluss von Mamu-A-Molekiilen auf die NK-Zellaktivierung im

Chromfreisetzungstest

Zur Etablierung von Chromfreisetzungstests mit Rhesusatfen Lymphozyten als Effektorzellen
wurde zu Beginn der Arbeiten parallel mit menschlichem und Rhesusaffenblut gearbeitet.
Damit sollte kontrolliert werden, ob und wie gut Lymphozyten des Rhesusaffen in der Lage
sind, die humanen K562-Zellen zu lysieren.

Aus je ca. 25 ml EDTA-Blut wurden mittels einer Ficoll-Gradienten-Zentrifugation
Leukozyten isoliert. Humanes Blut stand jeweils von einem Probanden (s. Kap.2.2) zur
Verfiigung. Um jedoch geniigend Rhesusaffenblut fiir einen Test zur Verfiigung zu haben,

mussten Blutproben mehrerer Tiere (vergl. Tab. 10.1) vereinigt werden. Der Test wurde wie
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in Kapitel 3.2.7 beschrieben angesetzt. Zur Absicherung der Ergebnisse wurden mindestens
drei unabhéngige Tests durchgefiihrt.

Ein Vergleich der spezifischen Lyse durch humane und Rhesusaffen Lymphozyten zeigte
deutliche Unterschiede in der Effektivitdt der Zelllyse sowie der maximalen Zelllyse. Dabei
demonstrierten drei unabhingige Versuche den gleichen Trend in ihren Ergebnissen (nicht
gezeigt). Die Inkubation von AcGFP-transfizierten K562-Zellen mit humanen Lymphozyten
fiihrte zu einer maximalen spezifischen Lyse von durchschnittlich 60 %. Die Lymphozyten
der Rhesusaffen 16sten eine maximale spezifische Lyse von durchschnittlich 40 % aus. Der
Vergleich zeigte, dass Rhesusaffen-PBMC zwar in der Lage sind, die AcGFP-transfizierten
humanen K562-Zellen abzutoten, die Effizienz jedoch gegeniiber humanen PBMC um ca.

15 Prozentpunkte geringer ist (Abb. 4.19).
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Abb. 4.19: Vergleich der Zytotoxizitit von humanen und Makaken-PBMC.

Dargestellt ist einer von drei vergleichbaren Tests. Als Zielzelle wurde die AcGFP-Transfektante verwendet. Die
spezifische Lyse durch humane Lymphozyten (Proband Nr. 2) ist als graue Kurve, die durch Rhesusaffen-
Lymphozyten (Tier-Nr. 12418 und 12419) als schwarze Kurve dargestellt. Die Standardabweichungen sind als
schwarze Balken iiber den einzelnen Mittelwerten angegeben. Der Vergleich zeigte, dass Rhesusaffen-
Lymphozyten zwar in der Lage sind, die K562-AcGFP-Zellen abzutdten, jedoch bei gleichem Lymphozyten-
Zielzellverhiltnis geringere spezifische Lysen als humane Lymphozyten erreichen.

Um Interaktionen zwischen Mamu-A-Molekiilen und Rezeptoren auf NK-Zellen
nachzuweisen, wurden parallel zu einer K562-Kontrolltransfektante, die nur AcGFP
exprimierte, die folgenden  K562-Transfektanten —mit starker MHC-Klasse-I-

Oberflichenexpression verwendet: Mamu-A*01, Mamu-A*08 und Mamu-A*11.
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Je Transfektante wurden mindestens fiinf unabhidngige Analysen durchgefiihrt. In Abbildung
4.20 sind die Mittelwerte der spezifischen Lysen in Prozent und die Standardabweichungen
angegeben. Fiir die drei Mamu-A-Transfektanten A*01, A*08 und A*11 zeigten sich
einheitlich leichte Tendenzen einer Reduktion der spezifischen Lyse gegeniiber der K562-
AcGFP-Kontrolltransfektante. Aufgrund der niedrigen, durchschnittlichen Maximallyse von
unter 40 % und den hohen Standardabweichungen lassen sich jedoch fast keine signifikanten
Ergebnisse angeben. Einzig bei dem hochsten Effektor-Zielzell-Verhiltnis konnte fiir die
spezifische Lyse der Mamu-A*11-Transfektante gegeniiber der AcGFP-Kontrolltransfektante
eine statistische Signifikanz auf dem 5 % Niveau ermittelt werden. Zwei Beispiele fiir

graphische Auswertungen einzelner Tests finden sich in Abbildung 10.6.
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Abb. 4.20: Analyse der spezifischen Lyse von Mamu-A-Transfektanten durch Rhesusaffen-Lymphozyten
im Chromfreisetzungstest.

Die Berechnung der Mittelwerte und Standardabweichungen erfolgte mit Exel 2003. Dargestellt ist eine
Zusammenfassung von fiinf unabhéngigen Tests. Aufgetragen ist die spezifische Lyse in Prozent gegen die
Lymphozyten-Anzahl pro Zielzelle. Jeder Balken gibt den Mittelwert von 15 Ansédtzen mit gleichem
PBMC / Zielzellverhiltnis aus fiinf unabhidngigen Chromfreisetzungstests wieder Die Standardabweichung ist
als schwarzer Balken fiir jeden als farbiger Balken dargestellten Mittelwert angegeben. In allen fiinf
Chromfreisetzungstests wurden neben der K562-AcGFP-Kontrolltransfektante die stabilen K562-Transfektanten
Mamu-A*01, Mamu-A*08 und Mamu-A*11 eingesetzt. Als Effektorzellen dienten PBMC aus Rhesusaffenblut
(Tier-Nr.: 2146, 2181, 2209, 2232, 12418, 12419, 12740, 12741, 12742, 12743, 12744, 12745, 13411, 13414,
13415, 13416). (*) zeigt Signifikanz (p < 0,05) nach Mann-Whitney-U-Test an.
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4.3.2 Einfluss von Mamu-A-Molekiillen auf die NK-Zellaktivierung im

Degranulierungsassay

Mit dem Degranulierungsassay kam ein weiteres Verfahren zur Analyse von Ziel- und
Effektorzell-Interaktion zur Anwendung (s. Kap. 3.2.9). Im Gegensatz zum Chrom-
freisetzungstest, der Effekte auf Zielzellen misst, werden bei diesem Testverfahren
Veridnderungen der Effektorzellen analysiert.

Fiir die Degranulierungsassays wurden, wie schon in den Chromfreisetzungstests, nur Mamu-
A-Transfektanten eingesetzt. Zusdtzlich zu den K562-Transfektanten Mamu-A*01, Mamu-
A*08 und Mamu-A*11 konnten, bedingt durch die Etablierung weiterer stabiler MHC-
Klasse-I-Transfektanten, K562-Transfektanten, die die MHC-Klasse-I-Molekiile Mamu-
A*1303 und Mamu-A*1403 exprimieren, hinzugezogen werden.

Fiir die Degranulierungsassays standen zwei Rhesusaffen in regelméfigen Abstidnden fiir
Blutabnahmen zu Verfiigung. Dies gewihrleistete eine Vergleichbarkeit der Experimente mit
PBMC eines Tieres. Zusitzlich ermoglichte eine Mamu-A-Genotypisierung der beiden
Rhesusaffen eine Bewertung der Ergebnisse hinsichtlich der unterschiedlichen Mamu-A-
Genausstattung (s. Kap. 4.4).

Das Ausmal} der Degranulierung korreliert mit der NK-Zellaktivierung. Als Marker kann
dafiir die Expression von CD107a (LAMP1l) verwendet werden. Sie geht mit einer
Ausschiittung der Zellgranula, die vor allem Granzym B und Perforin enthalten, und der
NK-Zell-vermittelten Lyse einher. Daher kann eine Verringerung der CD107a-Expression
auch als MaB fiir eine Inhibition der NK-Zellaktivierung gewertet werden, die durch die
Interaktion von MHC-Klasse-I-Liganden mit inhibitorischen NK-Zellrezeptoren vermittelt
wird.

In Vorversuchen wurde zunidchst das optimale Lymphozyten-Zielzell-Verhidltnis ermittelt
(nicht gezeigt). Dabei konnte ein Verhiltnis von einer Lymphozytenzelle zu drei Zielzellen
die stirkste CD107a-Expression und daher die stirkste NK-Zellaktivierung bei Inkubation mit
untransfizierten K562-Zellen auslosen. Die optimale Inkubationszeit der PBMC mit

Zielzellen lag bei vier Stunden.
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Abb. 4.21: Schematische Darstellung der Auswertung von Degranulierungsassays.

Die Abbildung zeigt eine beispielhafte Auswertung mit PBMC isoliert von Tier 2136. (a) Charakterisierung der
CD107a" NK-Zellen. PBMC wurden fiir 4 h mit AcGFP-transfizierten K562-Zellen stimuliert und mit
Antikorpern gegen CD3, CD16 und CDI107a markiert. Fiir jede Probe wurden innerhalb der gesamten
Zellpopulation zunédchst die Lymphozyten isoliert (a.1) und anschlieBend hinsichtlich ihrer CD3- und
CD16-Oberflichenexpression untersucht (griin, gelb und rot markiert, a.2). CD3"/ CD16'-Lymphozyten wurden
als NK-Zellen definiert und auf ihre CD107a-Oberflédchenexpression hin analysiert (a.3). (b) Berechnung der
prozentualen Degranulierung von Mamu-A-Transfektanten am Beispiel von Mamu-A*11. NK-Zellen
(CD3"/CD16") wurden hinsichtlich ihrer CD107a-Expression ohne und mit Stimulation durch die AcGFP-
Kontrolltransfektante untersucht. Unstimulierte NK-Zellen wiesen eine Degranulierung von 4% (= 4%
CD107a-positive Zellen) im Vergleich zu NK-Zellen, stimuliert mit der AcGFP-Kontrolltransfektante, auf (b.1).
Mit der AcGFP-Kontrolltransfektante stimulierte NK-Zellen waren zu 16 % positiv fir CD107a (b.2), sie
degranulierten daher 11 % stérker als unstimulierte NK-Zellen (b.3). NK-Zellen stimuliert mit der Mamu-A*11-
Transfektante zeigten eine deutliche Reduktion der Stimulation, verglichen mit der Kontrolltransfektante. Nur
6 % der NK-Zellen waren hier positiv fiir CD107a. (b.4). Die CD107a-Expression innerhalb der Probe mit
unstimulierten PBMC wurde als Basalexpression herangezogen und auf 0 % gesetzt Die CD107a-Expression
hervorgerufen durch Stimulation mit der Kontrolltransfektante wurde als maximale CD107a-Expression
gewertet und auf 100 % gesetzt (Maximalstimulation). Dadurch ergab sich in diesem Beispiel fiir die
Mamu-A*11-Transfektante eine prozentuale CD107a-Expression von 55 %.
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Die Auswertung konzentrierte sich mit Hilfe des T-Zellmarkers CD3 und des NK-Zellmarkers
CD16 auf NK-Zellen innerhalb der PBMC-Population (Abb. 4.21). Dadurch konnten sowohl
alle CD3/CD16" PBMC (z. B. B-Lymphozyten), als auch die CD16'-T-Zellen von der
Analyse ausgeschlossen werden. Der Anteil der CD3/CD16"~ NK-Zellen innerhalb der
PBMC-Population betrug zwischen 5 -9 % und liegt damit im erwarteten Bereich fiir NK-
Zellen. AnschlieBend wurde der prozentuale Anteil an CD107a” NK-Zellen bestimmt. Die
Menge der CD107a" NK-Zellen stimuliert mit untransfizierten K562-Zellen wurde als
maximal gewertet und auf 100 % gesetzt (Maximalstimulation). Fiir NK-Zellen stimuliert mit
unterschiedlichen Mamu-A-Transfektanten wurden die prozentualen Anteile an der
Maximalstimulation errechnet. Eine Verringerung der CD107a-Expression kann als Inhibition

der NK-Zellaktivierung betrachtet werden.

In Abbildung 4.22 wurde je ein représentatives von fiinf vergleichbaren Experimenten pro
Rhesusaffe gezeigt. Eine statistische Auswertung der unabhidngigen Tests kann streng
genommen nicht vorgenommen werden, da in Abhédngigkeit von &ulleren Umstdnden der
prozentuale Anteil der NK-Zellen und deren Eigenschaften (z. B. Rezeptorexpression,
Zustand der Aktivierung von NK-Zellen) stark schwanken konnen. Dennoch wurden
Mittelwerte der Stimulationswerte der fiinf unabhingigen Tests gebildet und sind in einer
Ubersichtsdarstellung in Abbildung 10.7 zu sehen.

Alle Versuche zeigten einheitlich, dass Mamu-A-Molekiile die Degranulierung von
Rhesusaffen NK-Zellen verringern. Dabei wird die stirkste Inhibition bei beiden untersuchten
Tiere durch Mamu-A*01 vermittelt. Die vom Mamu-Al-Gen kodierten Molekiile
Mamu-A*01, -A*08 und -A*11 zeigten zudem eine stdrkere Inhibition als die von den Genen
Mamu-A3 und Mamu-A4 kodierten Molekiile Mamu-A*1303 und Mamu-A*1403.

Im Hinblick auf die Mamu-A-Genaussattung der beiden verwendeten Rhesusaffen
(s. Kap. 4.4) zeigten die Degranulierungsassays zudem, dass bei genomischer Anwesenheit
der Allele Mamu-A*01 und Mamu-A*11 die Degranulierung der NK-Zellen stirker reduziert
werden konnte als bei Abwesenheit der Allele. Dieser Zusammenhang lieB sich jedoch fiir die

drei weiteren Mamu-A-Allele nicht darstellen.



ERGEBNISSE 102

Tier 2136
GFP
A*01
A*08
A*11
A*1303
A*1403
(; 2‘0 4‘0 60 80 160
Stimulation bezogen auf Maximalstimulation [%]
Tier 2146
GFP
A*01
A*08
A*11
A*1303
A*1403
(; 2‘0 4‘0 6‘0 80 1(50
Stimulation bezogen auf Maximalstimulation [%]

Abb. 4.22: Verringerung der NK-Zelldegranulierung durch Mamu-A-Molekiile.

Gezeigt ist je ein repréasentativer von fiinf vergleichbaren Tests mit PBMC isoliert aus Tier 2136 und Tier 2146.
Von einer statistischen Auswertung verschiedener Experimente wurde abgesehen, da einzelne Tests nur bedingt
miteinander vergleichbar sind und pro Tag aufgrund der geringen Blutmenge jeweils nur ein Test angesetzt
werden konnte. Die NK-Zellmenge wie auch deren Expressionsmuster kann jedoch stark tagesabhéngig variieren
und damit die Maximalstimulation sowie die prozentualen Verédnderungen in Proben inkubiert mit einzelnen
Transfektanten stark verdndern. Da die AcGFP-Kontrolltransfektante keine MHC-Klasse-I-Molekiile exprimiert,
wird bei Inkubation mit NK-Zellen eine maximale Stimulation erreicht. Dieser Wert an CD107a-positiven Zellen
wurde in allen Tests auf 100% gesetzt. Die Degranulierung der einzelnen Mamu-A-Transfektanten wurde
prozentual zur Maximalstimulation berechnet und als Balken angegeben. Verwendet wurden jeweils die
Transfektanten Mamu-A*01, Mamu-A*08, Mamu-A*11, Mamu-A*1303 und Mamu-A*1403. Die graphische
Darstellung wurde mit Exel 2003 erstellt. Die Degranulierungsassays zeigten, dass Mamu-A-Transfektanten in
der Lage sind, die Degranulierung von NK-Zellen beider Tiere zu verringern.
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44  Mamu-A-Typisierung

Fiir die Degranulierungsassays standen im Verlauf der Doktorarbeit zwei Rhesusaffen fiir
hiufige Blutabnahmen zur Verfiigung (Tier-Nr.: 2136 und 2146). Dies eroffnete die
Moglichkeit, die Ergebnisse der Degranulierungsassays mit den einzelnen Mamu-A-
Transfektanten im Zusammenhang mit der genetischen Ausstattung der beiden Rhesusaffen in
der Mamu-A-Region zu betrachten. Zu diesem Zweck wurden beide Tiere fiir die in

Degranulierungsassays verwendeten Mamu-A-Allele genotypisiert.

1 2 3
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Abb. 4.23: Analyse der Mamu-A-spezifischen PCR mit cDNA der Tiere 2136 und 2146.

Dargestellt ist ein Agarosegel mit Auftrennungen von je 2 pl PCR-Ansatz pro Spur neben einem Léngenstandard
(links). Pro PCR-Ansatz wurde je 1 pl cDNA und die Mamu-A-Oligonukleotide MASF/MASR eingesetzt. Es
wurde das PCR-Programm Nr. 2 verwendet. (1) Mamu-A-PCR von Tier 2136. (2) Mamu-A-PCR von Tier 2146.
(3) H,O-Negativkontrolle. In den Spuren 1 und 2 waren Banden der erwarteten Produktlinge von 1150 bp zu
sehen. Die Negativkontrolle wies keine Bande auf (Spur 3).

Aus EDTA-Blut wurde nach einer Erythrozytenlyse die RNA isoliert und daraus cDNA
hergestellt. Diese wurde zunéchst in einer PCR mit Mamu-A-spezifischen Oligonukleotiden
eingesetzt. Die Oligonukleotide MASF / MASR (modifiziert nach Boyson et al., 1996b)
amplifizierten jeweils ein Produkt mit einer Lidnge von 1150 bp (Abb. 4.23). Nach einer
Aufreinigung dieser PCR-Produkte stand von beiden Tieren ein Pool an Mamu-A-Sequenzen
zur weiteren Untersuchung zur Verfiigung.

Je 1 ul der extrahierten Mamu-A-PCR-Produkte wurde jeweils in die allelspezifischen PCR
eingesetzt. Durch dieses Verfahren der nested-PCR, bei der nur Mamu-A-Amplifikate als
template eingesetzt wurden, konnte eine hohere Spezifitét der allelspezifischen Amplifikation
erreicht werden.

Entsprechend den in den Degranulierungsassays verwendeten Mamu-A-Transfektanten

wurden aus der Mamu-A-Region die Allele A*01, A*08, A*11, A*1303 und A*1403 mit
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sequenzspezifischen Oligonukleotiden (SSP, vergl. Tab. 2.1) typisiert. Obwohl kein Allel des
Mamu-A2-Gens als stabile Transfektante zur Verfligung stand, wurde dieses Gen zusétzlich in
die Genotypisierungen miteinbezogen, um einen vollstindigen Uberblick iiber die Mamu-A-
Region der beiden Rhesusaffen zu erlangen. Fiir die Allele Mamu-A*01, -A*08, und -A*11
wurden Oligonukleotide in Anlehnung an bereits etablierte SSP verwendet (Kaizu et al.,
2007). Die Oligonukleotide fiir die Gene Mamu-A*1303, -A*1403 sowie fiir Mamu-A2
wurden neu konstruiert. Dabei wurden ebenfalls PCR-Produktlingen von unter 500 bp
gewdhlt, um eine Amplifikation zu erleichtern. Die PCR-Programme mit entsprechenden
annealing-Temperaturen (Tab. 4.4) wurden jeweils in einer eigenen Versuchsreihe optimiert
(nicht gezeigt). Die PCR-Produkte mit erwarteter Liange wurden aufgereinigt und mit den
entsprechenden Oligonukleotiden sequenziert.

Da bei der Mamu-A2-PCR Produkte mit allelischen Unterschieden in der Sequenz zu erwarten
waren, wurden diese PCR-Produkte in den pGEM-TEasy-Vektor kloniert und 18 Klone pro

Rhesusaffe sequenziert.

Tab. 4.4: Erwartete PCR-Produktliingen und verwendete PCR-Programme fiir Mamu-A-Typisierungen.

Oligonukleotide PCR-Programm Erwartete Linge des PCR-
Produktes (¢cDNA)
A*01F / A*0IR 3 291 bp
A*08F / A*08R 4 201 bp
A*11F/ A*11R 5 437 bp
A*1303F / A*1303R 6 354 bp
A*1403F / A*1403R 6 376 bp
Mamu-A2F / Mamu-A2R 7 244 bp

Die gelelektrophoretische Auswertung zeigte fiir Tier 2136 deutliche Banden fiir die Gene
Mamu-A*11 und -A*1403. Eine schwache Bande war zusitzlich in der Spur mit der
Auftragung der Mamu-A*1303-PCR zu sehen. Die Auftragung der Mamu-A2-PCR zeigte
ebenfalls eine deutliche Bande bei erwarteter Lidnge. Das Agarosegel mit der Auftragung der
SSP-Mamu-A-PCR-Analysen von Tier 2146 wies starke Banden fiir die Gene Mamu-A*01,
-A*08 und -A*1303 auf, fiir die beiden anderen Gene (Mamu-A*11 und Mamu-A*1403) zeigte
die elektrophoretische Auftrennung schwache Banden. Wie bei Tier 2136 war auch hier eine
deutliche Bande in der Spur mit der Mamu-A2-PCR zu sehen (Abb.4.24). Um die
gelelektrophoretischen Ergebnisse abzusichern wurden auch schwache Banden sequenziert.

Die Sequenzierungen verifizierten, dass nur die starken Banden der erwarteten Sequenz
entsprechen. Die schwachen Banden wiesen abweichende Mamu-A-Sequenzen auf. Die trotz

sehr stringenter PCR-Bedingungen fehlerhaften Amplifikationen sind vermutlich auf die hohe
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Ahnlichkeit der Mamu-A-Allele untereinander zuriickzufiihren. Dennoch konnten durch die

Sequenzierung fiir alle getesteten Mamu-A-Allele eindeutige Ergebnisse erzielt werden.
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Abb. 4.24: Mamu-A-Genotypisierung durch PCR.

Dargestellt sind Agarosegele mit Auftrennungen von je 2 pl PCR-Ansatz pro Spur neben einem Léngenstandard
(links). Fiir die einzelnen SSP wurde je 1 ul cDNA als template verwendet. (1) Mamu-A*01-PCR, (2) Mamu-
A*08-PCR, (3) Mamu-A*11-PCR, (4) Mamu-A*1303-PCR, (5) Mamu-A*1403-PCR, (6) Mamu-A2-PCR,
(7) HyO-Negativkontrolle. Fiir Tier 2136 konnten fiir die Gene A*11 und A*1403 und A2 eindeutige Banden
amplifiziert werden. Eine schwache Bande zeigte sich zusétzlich in der A*1303-PCR. Fiir Tier 2146 konnten fiir
die Gene A*01, A*08 und A*1303 und fiir A2 eindeutige Banden amplifiziert werden. Fiir die beiden Gene A*11
und A*1404 amplifizierten die SSP schwache Banden. Alle PCR-Programme amplifizierten nur Banden in
erwarteter Linge.

Mit Hilfe der Oligonukleotide, spezifisch fiir das Mamu-A2-Gen, konnten beide Tiere
eindeutig als AZ2-positiv eingeordnet werden. Die Sequenzierung von 18 Klonen pro
Rhesusaffe zeigte, dass Tier 2136 ein noch nicht beschriebenes Allel des Mamu-A2-Gens
aufweist. Die Sequenz konnte mit 93 % Identitdit zu Mamu-A*0502 (NCBI-Datenbank,
Zugriffs-Nr.: AF157394) in der Hailfte der Sequenzierungen nachgewiesen werden. Die
andere Hilfte war auf Amplifikationen des Mamu-A4-Gens zuriickzufiihren und war identisch
mit der Sequenz Mamu-A*1403. Ob das Tier fiir das Mamu-A2-Gen homozygot oder
heterozygot ist, bleibt jedoch ungeklirt, da das sequenzierte Amplifikat nur 244 bp von
insgesamt 1150 bp umfasst. Tier 2146 ist dagegen fiir das Mamu-A2-Gen -eindeutig
heterozygot. Eine mehrfach identifizierte Sequenz ist identisch mit allen Sequenzen der Allele

Mamu-A*0504 - A*0518 (diese Sequenzen wurden dem Mamu-A2-Gen zugeordnet) und
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konnte in 70 % der Sequenzierungen isoliert werden. Eine ndhere Zuordnung (identische mit
einem der Allele Mamu-A*0504 - A*0518) bleibt auch hier aufgrund der kurzen
Sequenzlidnge unmoglich, da sich die Sequenzen von Mamu-A*0504 - A*0518 in diesem
Bereich nicht unterscheiden. Eine zweite Sequenz, zu 99 % identisch mit Mamu-A*0502,
konnte in 10 % der Félle identifiziert werden. Alle anderen Sequenzen waren auf
Amplifikationen der Mamu-A*01-Sequenz zuriickzufiihren. Auf eine genauere Bestimmung
der Allele des A2-Gens der beiden Tiere wurde verzichtet, da das A2-Gen nicht in die
Degranulierungsassays einbezogen wurde.

Aus der vorangegangenen Isolation von Mamu-A-Genen (s. Kap. 4.1.2.1) war zudem bekannt,
dass der Rhesusaffe 2136 fiir das Mamu-Al-Gen ein weiteres Allel aufweist. Drei isolierte
Klone erbrachten eine einheitliche Sequenz, die identisch mit Mamu-A*04 ist. Damit ist
dieses Individuum fiir das Mamu-Al-Gen heterozygot mit den Allelen Mamu-A*04 und
Mamu-A*11. Fiir das Mamu-A2-Gen konnte aus dem Rhesusaffen 2136 bisher nur eine
Sequenz detektiert werden. Ob das Tier homozygot oder heterozygot ist, bleibt offen. Fiir das
Mamu-A3-Gen konnte kein Allel nachgewiesen werden. Dagegen war das Tier positiv fiir das
Mamu-A4-Gen mit dem Allel Mamu-A*1403.

Der Rhesusaffe 2146 war ebenfalls heterozygot fiir das Mamu-A1-Gen (A*01 / A*08). Auch
fiir das Mamu-A2-Gen konnten zwei Allele nachgewiesen werden (A*0502/A*0504 -
A*0518). Ferner triagt das Tier 2146 das Mamu-A3-Gen mit dem Allel Mamu-A*1303. Das
Mamu-A4-Gen konnte dagegen nicht nachgewiesen werden (vergl. Abb. 4.25).

Tab. 4.5: Ergebnisse der Mamu-A-Genotypisierung der Tiere 2136 und 2146

Gen Allel 2136 2146
(Otting et al., 2007) (% Identitéit zur angegebenen

Referenzsequenz)
Mamu-Al A*01 -

(97 % AF157401)
Mamu-Al A*08 -

(99 % AF243179)
Mamu-Al A*11 + -

(99 % AF199357)
Mamu-Al A*0402 + _

(100 % EU262738)
Mamu-A3 A*1303 _ +

(98 % AF157401)
Mamu-A4 A*1403 + _

(96 % EF580138)
Mamu-A2 - + +
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PCR-basiert sowie mit Hilfe von Klonierungen und Sequenzierungen konnte so nachgewiesen
werden, dass die beiden untersuchten Rhesusaffen einen sehr unterschiedlichen Genotyp in
der MHC-Klasse-I-A-Region aufweisen. In Tabelle 4.5 sind die jeweils vorhandenen Mamu-
A-Gene mit den identifizierten Allelen (soweit bekannt) angegeben. Sowohl ihre allelische als
auch ihre Genausstattung unterscheiden sich dabei stark. Der Rhesusaffe 2136 hat die Gen-
Locus-Kombination Al / A2 / A4. Demgegeniiber weist der Rhesusaffe 2146 neben Al und A2
den Gen-Locus A3 auf (Abb. 4.25).

Al A2 A3 A4
2 1 3 6 A*04/A*11 A*0502/? A*1403/?

A*01/A*08 A*0502/A*0504-0518 A*1303/?

Abb. 4.25: Schematische Darstellung der genetischen Mamu-A-Konfigurationen der untersuchten Tiere.
Der Rhesusaffe 2136 weist die Gene Mamu-Al, -A2 und -A4 auf, Rhesusaffe 2146 die Gene Mamu-Al, -A2 und
-A3. Die beiden Tiere sind heterozygot fiir das Mamu-Al-Gen und vermutlich auch fiir das Mamu-A2-Gen. Die
Gene Mamu-A3 und -A4 liegen wahrscheinlich entweder homozygot oder hemizygot vor. Die Darstellung gibt
keine Haplotypen wieder.
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4.5 Erkennung einzelner Mamu-A-Molekiile durch KIR-Fusionsproteine

Beide verwendeten immunologischen Testverfahren konnten, trotz interner Schwankungen,
zeigen, dass Mamu-A-Molekiile offensichtlich als Liganden von NK-Zellrezeptoren erkannt
werden und in der Lage sind, die Aktivierung von NK-Zellen zu vermindern. Beim Menschen
spielen KIR-Molekiile eine Hauptrolle bei der Erkennung von MHC-Klasse-I-Molekiilen
durch NK-Zellen. Daher wurden diese im Rahmen der vorliegenden Arbeit fiir spezifische

Bindungsstudien ausgewihlt.

4.5.1 Spezifische Interaktion von Mamu-A-Molekiilen und rekombinanten KIR-Ig

Fusionsproteinen

Fiir den experimentellen Nachweis von spezifischen Interaktionen zwischen Mamu-A- und
KIR-Molekiilen standen KIR-Ig-Fusionsproteine des Rhesusaffen zur Verfiigung
(bereitgestellt von Philip Kruse und Meike Hermes, FG Primatengenetik, DPZ). Bei der
Herstellung wurden die fiir die Ig-Doménen verschiedener KIR-Molekiile kodierenden Exons
in einen Expressionsvektor kloniert, der zusitzlich die Information fiir den konstanten Teil
des humanen Schwerketten-Immunglobulins enthilt und die Expression eines Homodimers in
humanen Zellen ermoglicht. Die leader-Sequenz des humanen IL-2 gewiahrleistete dabei die
Sekretion der KIR-Ig-Fusionsproteine in den Zelliiberstand. Zur Expression wurde die
humane Zelllinie HEK293 gewihlt. Die KIR-Ig-Fusionsproteine wurden mit Hilfe einer
Protein-A-Sepharose-Sdule aus dem Zellkulturiiberstand aufgereinigt und anschlieBend im
Rahmen der vorliegenden Arbeit zur Erhohung der Nachweisgrenze multimerisiert. Dabei
kann biotinyliertes Protein-A mehrere Fusionsproteine {iber deren Ig-Anteil binden.

Mit Hilfe dieses Analyseansatzes wurde getestet, ob die etablierten Mamu-A-Transfektanten
(s. Kap. 4.2) Liganden fiir die zur Verfiigung gestellten rekombinanten KIR-Molekiile sind.
Der Nachweis am Durchflusszytometer erfolgte iiber PE-Cy5.5-gekoppeltes Streptavidin. Ein
schematischer Versuchsablauf ist in Abbildung 4.26 dargestellt.
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Abb. 4.26: Schematische Darstellung des Versuchsablaufes der Messung von Interaktionen zwischen
Mamu-A-Molekiilen und KIR-Ig-Fusionsproteinen.

Der blau eingefasste Teil zeigt die Bereitstellung von Mamu-A-Transfektanten in K562-Zellen mit C-terminalem
AcGFP (s. Kap. 4.2). Der gelb eingefasste Teil gibt schematisch die Generierung von KIR-Ig-Fusionsproteinen
in HEK293-Zellen wieder. Die Aufreinigung erfolgte iiber Protein-A-Sepharose-Sdulen. Die aufgearbeiteten
KIR-Ig-Fusionsproteine (bereitgestellt von Philip Kruse und Meike Hermes, FG Primatengenetik, DPZ) wurden
mittels Biotin-gekoppeltem Protein-A multimerisiert. Der Nachweis erfolgte am Durchflusszytometer iiber PE-
Cy5.5-gekoppeltes Streptavidin.

Zur Verfligung standen drei verschiedene KIR-Ig-Proteine, KIR3DLneul, KIR3DLneu3 und
KIR3DLneu7, die jeweils drei Ig-Dominen aufwiesen. Die zur Generierung der
Fusionsproteine verwendeten cDNA-Sequenzen beinhalteten bei allen drei KIR einen langen
zytoplasmatischen Schwanz. Dieser strukturelle Aufbau charakterisiert sie als inhibierende
NK-Zellrezeptoren (s. Kap. 1.4.2.1). Auf weitere Eigenheiten der zur Verfiigung gestellten
KIR-Ig-Fusionsproteine wird in dieser Arbeit nicht néher eingegangen.

Abbildung 4.27 zeigt ein von drei unabhidngigen Experimenten, mit jeweils gleichen
Tendenzen. In die Auswertung wurden alle lebenden, AcGFP-positiven Zellen einbezogen
und hinsichtlich ihrer mittleren PE-CyS5.5-Fluoreszenz (MFI) untersucht. Als Referenzwert
wurden untransfizierte K562-Zellen in die Auswertung miteinbezogen. Alle Transfektanten
wurden zur Kontrolle auf unspezifische Bindung mit Biotin-gekoppeltem Protein-A,

angefarbt mit Streptavidin-PE-Cy5.5 (schwarze Kurve), und mit einem multimersierten KIR-
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negativen Zellkulturiiberstand (graue Kurve) behandelt (s. Kap. 3.2.10). In Abbildung 4.27
wurden je Einzelabbildung die MFI der beiden oben beschriebenen Kontrollen und die der
KIR-Ig-Multimer-behandelten Zellen als Histogramme iibereinander gelegt. Die MFI der mit
KIR-Ig-Multimeren behandelten Mamu-A-Transfektanten abziiglich der MFI der jeweiligen
Kontrollen, korreliert mit der Stirke der KIR-Ig-Bindung an die behandelten Zellen und
wurden als Differenz der MFI-Werte fiir jede histographische Auswertung als D MFI-Wert
angegeben.

Die Auswertung zeigt, dass sowohl die Zugabe der beiden Kontrollen zu den einzelnen
Transfektanten als auch die Behandlung der untransfizierten Zellen mit KIR-Ig-Multimeren
keine signifikante Erhohung der MFI hervorrief. Eine deutliche Erhéhung der D MFI-Werte
konnte nur fiir die mit KIR3DLneu3-Multimeren inkubierten Transfektanten Mamu-A*01
und Mamu-A*1303 nachgewiesen werden. Mamu-A*01-Transfektanten wiesen einen D MFI-
Wert von 59 auf und Mamu-A*1303-Transfektanten demonstrierten eine Zunahme der MFI
um 39. Zusitzlich konnte eine leichte Erhohung fiir Mamu-A*1403-exprimierende Zellen
behandelt mit KIR3DLneul (D MFI = 5) bzw. mit KIR3DLneu3 (D MFI = 7) dargestellt
werden. Fiir alle weiteren Mamu-A-KIR-Kombinationen konnten keine Zunahmen der

D MFI-Werte beobachtet werden.
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Abb. 4.27: Analyse der spezifischen Bindung rekombinanter Rhesusaffen KIR-Ig-Fusionsproteine an
verschiedene Mamu-A-Molekiile.

In Interaktionsversuchen wurden je 5 x 10° Zellen der Transfektanten Mamu-A*01, -A*08, -A*11, -A*1303 und
-A*1403 sowie untransfizierte K562-Zellen mit 10 pg KIR-Ig-Multimer parallel zu einer ebenfalls multimerisierten
KIR-negativen Kontrolle (schwarze Linie) und einer Kontrolle auf unspezifische Bindung (PE-CyS5.5-markiertes
Biotin-gekoppeltes Protein-A alleine; graue Linie) inkubiert. Je Messung wurden 3 x 10* Ereignisse aufgenommen
und in Auswertungen alle lebenden, AcGFP-positiven Zellen einbezogen. Die histographischen Abbildungen zeigen
die mittleren PE-Cy5.5-Fluoreszenzintensititen (MFI) der einzelnen Mamu-A-Transfektanten im Vergleich zu den
MFI der beiden Kontrollen. Eine Zunahme der MFI im Vergleich zu den Kontrollen wurde durch die Differenz der
MFI-Werte angegeben (D MFI). Farbige Linien geben jeweils die MFI von Zellen inkubiert mit KIR-Ig-Multimeren
an (grin: KIR3DLneul, blau: KIR3DLneu3, rot: KIR3DLneu7). Die Abbildung zeigt ein repréisentatives von drei
unabhéngig durchgefiihrten Experimenten.
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4.5.2 Die Stirke der KIR-Bindung ist abhingig von der Stirke der MHC-Klasse-I-

Oberflichenexpression

Nach dem erfolgreichen Nachweis einer spezifischen KIR-Bindung an Mamu-A-Molekiile
war zu kléren, ob die Stirke der MHC-Klasse-I-Oberflichenexpression einen Einfluss auf die
Starke der KIR-Bindung hat. Daher wurden die Transfektanten Mamu-A*01 und Mamu-
A*1303, inkubiert mit KIR3DLneu3, einer genaueren Analyse unterzogen. Die Abbildung
4.28 zeigt beispielhaft die Auswertung fiir Mamu-A*01-exprimierende K562-Zellen inkubiert

mit multimerisiertem KIR3DLneu3.

a KIR-g b +KIR3DLneus-Ig C +KIR3DLneu3-Ig d +KIR3DLneus-ig

T T {o ] 1000

B

D MFI = 49
D MFI = 247

2

rel. Zellzahl [%]

i

o 1
PE-Cy5.5

Abb. 4.28: Die Stirke der KIR-Bindung steht in Abhéingigkeit zur MHC-Klasse-I-Expressionsstirke.
Auswertungen von durchflusszytometrischen Analysen der Mamu-A*01-Transfektante mit KIR3DLneu3.
(a) und (b) zeigen dotblot-Auswertungen der AcGFP-Expressionsstirke aufgetragen gegen die PE-Cy5.5-
Fluoreszenz von Mamu-A*01-AcGFP-exprimierenden Zellen inkubiert mit (a) der Kontrollmultimerisierung
(aufgereinigter KIR-negativer Zellkulturiiberstand) und mit (b) der KIR3DLneu3-Multimerisierung. In (¢) ist die
AcGFP-Expressionsstirke gegen den SSC aufgetragen und es wurden drei Zellpopulationen mit zunehmender
AcGFP-Expressionsstirke definiert. Diese Populationen wurden einzeln hinsichtlich ihrer PE-CyS5.5-Fluoreszenz
analysiert (d). Die histographische Darstellung zeigt deutlich eine Abhéngigkeit der PE-Cy5.5-Fluoreszenzstérke
von der GFP-Expressionsstirke. Die hellgraue Linie umfasst Zellen mit niedriger AcGFP-Expression, die
dunkel-graue Linie Zellen mit mittlerer GFP-Expression und die schwarze Linie Zellen mit hoher AcGFP-
Expression.

Die linke Darstellung zeigt einen dotblot, in dem die AcGFP-Fluoreszenzstirke gegen die
PE-Cy5.5-Fluoreszenzstirke von Mamu-A*01 exprimierenden Zellen, inkubiert mit der
Kontrollmultimerisierung, aufgetragen ist (Abb. 4.28a). Anhand dieser Abbildung wurden
vier Quadranten definiert, sodass sich 99 % der Zellen in den unteren beiden Quadranten
befanden. Abbildung 4.28b zeigt die gleiche Auswertung fiir Mamu-A*01-exprimierende
Zellen, inkubiert mit KIR3DLneu3-Multimeren. Hier fanden sich 52 % der Zellen im oberen
rechten Quadranten, 42 % verblieben im unteren rechten Quadranten. Die Darstellung zeigt,
dass mit zunehmender AcGFP-Fluoreszenzstirke, d. h. mit zunehmender MHC-Klasse-I-
Expression, auch die PE-Cy5.5-Fluoreszenzstirke zunahm. Eine detailliertere Auswertung
wurde in den Abbildungen 4.28c und 4.28d vorgenommen. In Abbildung 4.28c wurde die

AcGFP-Fluoreszenzstirke gegen den sideward scatter im dotblot aufgetragen und drei
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Zellpopulationen mit zunehmender AcGFP-Fluoreszenzstirke, d. h. mit zunehmender Mamu-
A-Expressionsstirke, definiert (hellgrauer, dunkelgrauer und schwarzer Kasten). Betrachtete
man die mittleren PE-CyS5.5-Fluoreszenzintensititen dieser Einzelpopulationen getrennt
voneinander, so zeigte sich, dass die schwach AcGFP-positive Zellpopulation auch eine
schwache PE-Cy5.5-MFI aufwies (D MFI = 5). Die Zellpopulation mit mittlerer AcGFP-
Fluoreszenzstirke wies eine etwas hohere PE-Cy5.5-MFI auf (D MFI = 49) und die stark
AcGFP-positiven Zellen wiesen die hochste PE-Cy5.5-MFI auf (D MFI = 247). Damit konnte
gezeigt werden, dass die KIR-Bindung, dargestellt durch die PE-Cy5.5-Fluoreszenzintensitét,
von der Stirke der MHC-Klasse-I-Oberflichenexpression, dargestellt durch die Stirke der

Fluoreszenz des AcGFP-Anteils des Fusionsproteins, abhéngt.

4.5.3 Analyse der Mamu-A-Sequenzen hinsichtlich der KIR-Bindung

In den Interaktionsstudien mit Mamu-A- und KIR-Molekiilen konnten eindeutige spezifische
Bindungen zwischen KIR3DLneu3 und Mamu-A-Molekiilen Mamu-A*01 und Mamu-
A*1303 nachgewiesen werden. Zudem wurden schwache Interaktionen zwischen Mamu-
A*1403 und KIR3DLneul bzw. KIR3DLneu3 identifiziert (vergl. Abb. 4.27). Dies wirft die
Frage auf, ob diese Liganden Gemeinsamkeiten haben, die sie von den anderen verwendeten
Mamu-A-Molekiilen unterscheiden. Daher werden in diesem Kapitel die in Frage
kommenden Regionen der AS-Sequenz der verschiedenen Mamu-A-Sequenzen vergleichend
betrachtet.

Von HLA-C-Interaktionen mit KIR2DL-Molekiilen sind die an der Bindung beteiligten
Regionen durch Analysen der Kristallstruktur bekannt (Boyington et al., 2000; Fan et al.,
2001). Wie in Kapitel 1.5 erlédutert, erfolgt die Bindung hauptséichlich iiber die al- und o2-
Domine. Eine entscheidende Rolle tibernimmt dabei die AS an Position 80 des HLA-C, die
iiber Wasserstoftbriickenbindungen und Salzbriickenbindungen an die DI1-Domine des
KIR2DL bindet. Auch fiir HLA-A- und HLA-B-Molekiile, die mit den KIR3DL-Molekiilen
interagieren (Thananchai et al., 2007), konnte gezeigt werden, dass die Position 80 bei der
Interaktion eine entscheidende Rolle {ibernimmt (Cella et al., 1994; Luque et al., 1996).
Tabelle 4.6 vergleicht das Vorkommen von verschiedenen AS an der Position 80 der
menschlichen und der Makaken MHC-Klasse-I-Molekiile je nach der Gen- bzw. Region-
Zugehorigkeit.
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Die humanen HLA-Sequenzen unterscheiden sich hinsichtlich der AS an der Position 80 in
Abhingigkeit von ihrer Gen-Zugehorigkeit. HLA-A-Molekiile weisen einen Dimorphismus
zwischen Threonin (T) und Isoleucin (I) auf. HLA-B-Molekiile prisentieren das grofite
Spektrum an AS an der Position 80 auf. Sie konnen Threonin, Isoleucin, Asparagin (N) oder
Lysin (K) an der Position 80 exprimieren. HLA-C-Molekiile, deren Gen-Locus beim
Rhesusaffen nicht vorliegt (Daza-Vamenta et al., 2004), zeigen einen Dimorphismus
zwischen Asparagin und Lysin.

Vergleicht man diese Beobachtungen mit allen bisher verfiigbaren MHC-Klasse-I-Sequenzen
des Rhesusaffen, fillt auf, dass sich nur drei AS, die auch beim Menschen vorkommen, hier
wiederfinden. Mamu-A-Molekiile haben ein Threonin oder ein Asparagin an der Position 80.
Mamu-B-Molekiile weisen Threonin, Asparagin oder Isoleucin auf. Jedoch konnte bisher
keine Sequenz mit einem fiir die evolutionsgeschichtlich jiingeren HLA-C-Molekiile

typischen Lysin gefunden werden (Adams et al., 1999).

Tab. 4.6: AS an der Position 80 der MHC-Klasse-I-Molekiile bei Mensch und Rhesusaffe.

KI. I-Region | Threonin (T) Asparagin (N) Isoleucin (I) Lysin (K)
Mensch HLA-A + +

HLA-B + + + +

HLA-C + +
Rhesusaffe | Mamu-A + +

Mamu-B + + +

Fiir die Position 80 lésst sich festhalten, dass Mamu-A-Molekiile hier AS mit ungeladenen
polaren Seitenketten (N oder T) aufweisen. Fiir Mamu-B-Molekiile konnte neben Asparagin
und Threonin auch Isoleucin, das eine aliphatische unpolare Seitenkette trigt, nachgewiesen
werden. Das fiir HLA-C2- und einige HLA-B-Typen charakteristische Lysin zeigt als einzige
der vier AS eine positiv geladene, polare Seitenkette und konnte in keiner Rhesusaffen
MHC-Klasse-I-Sequenz nachgewiesen werden.

Die in den Interaktionsstudien eingesetzten Mamu-A-Sequenzen présentieren an Position 80
unterschiedliche AS. Mamu-A*01 und -A*11 weisen ein Threonin auf, wohingegen Mamu-
A*08, -A*1303 und -A*1403 ein Asparagin aufweisen. Somit demonstrieren auch die
KIR3DLneu3-Liganden Mamu-A*01 und Mamu-A*1303 unterschiedliche AS an der
Position 80.

Eine detailliertere Betrachtung der gesamten KIR-bindenden Sequenz ist in Abbildung 4.29
dargestellt. Die Analyse erfolgte in Anlehnung an die in Kristallstrukturanalysen von HLA-

C-KIR-Komplexen identifizierten, an der Bindung beteiligten, AS-Reste (Boyington et al.,
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2000; Fan et al., 2001). Von allen etablierten Mamu-A-Transfektanten und von einigen
HLA-Molekiilen, die unterschiedliche Epitope in diesen Sequenzbereichen exprimieren,
wurden diese AS-Regionen in der al1- und a2-Doméne verglichen. Die Position 80 wurden
rot hervorgehoben und serologische Epitope, die bei der Bindung von HLA-A- und HLA-B-
Molekiilen an KIR3DL eine entscheidende Rolle spielen (Gumperz et al., 1995), wurden
blau (Bw6") bzw. gelb (Bw4') hinterlegt. Soweit bekannt wurden fiir die humanen
Sequenzen die spezifischen NK-Zellrezeptoren angegeben.

Unter den hier etablierten Mamu-A-Transfektanten tragen Mamu-A*01 und -A*11 das
Bw4 -Epitop. Mamu-A*1303 exprimiert das Bw6 -Epitop, wihrend Mamu-A*08 und
-A*1403 an den AS-Positionen 79 bis 83 keines der beiden Epitope aufweisen.

Allel al-Domine a2-Domine NK-Rezeptor
AS-Position 67 86 142 153

HLA-Cw*0303 (C1) YKRQAQTDRVSLRNLRGYYN I TORKWEAAREA KIR2DL2/2DL3
HLA-B*1502(D50293) S.INT..Y.E. . |-cucas iiee e

A*1303 M_.TET-NAP_A_ |.|-----. No oo DV.

HLA-B*27 (AM689935) C.AK..... ED. |Tl.-LR-.. ... ..-- V.
HLA-B*44(AJ535113) S.INT..Y.EN. JTALR... .. ....... V. KIR3DL1
HLA-A*2403(AF030913) V.AHS. . ..EN. JIALR. I.Ko... .. HV .

A*01 M.TET.NAP_.N. |T|-LR. . . No oo DV.

A*11 S_.ANT..Y.EN. JTALR. No oo GV.

HLA-Cw*0401 (C2) = ...... Al NLKL ... i KIR2DL1/2DS1
HLA-A*03(EU305401) V.A.S..... D.GT|. - .- .. LKool H.. KIR3DL1
A*08 - -AAT.NY.EG.Q.|- - ---- N P G.-.

A*1403 M.TAT.NAP.A.|.]-LR. [\ P P GV.

Abb. 4.29: Vergleich der Mamu-A- mit HLA-Sequenzen im Bereich der HLA-C-Interaktion mit KIR2DL.
Der AS-Vergleich umfasst Sequenzregionen der ol- und a2-Doménen von MHC-Klasse-I-Molekiilen und
wurde mit Hilfe des Computerprogramms ClustalX 1.81 erstellt. Die bei HLA-Cw*3 (C1-Typ) und HLA-Cw*4
(C2-Typ) als Kontaktregionen identifizierten AS-Reste wurden grau hinterlegt (nach Boyington et al., 2000; und
nach Fan et al., 2001). Neben den Sequenzen der Mamu-A-Transfektanten wurden HLA-Sequenzen mit
unterschiedlichen Epitopen im Bereich der KIR-Bindung in die Abbildung miteinbezogen. HLA-Cw*0303 zeigt
den C1-Typ, der mit KIR2DL2 und KIR2DL3 interagiert. HLA-Cw*0401 ist ein Beispiel fiir einen C2-Typ, der
mit KIR2DL1 und KIR2DS]1 interagiert. HLA-B*1502 triigt das Bw6 -Epitop (blau hinterlegt), HLA-B*44,
-B*27, -Bw*53 und -A*2403 tragen das Bw4 -Epitop (gelb hinterlegt). Die Sequenz von Mamu-A*1303 zeigt
als einzige der Transfektanten das Bw6 -Epitop. Dagegen weisen Mamu-A*01 und -A*11 das Bw4'-Epitop auf.
Mamu-A*08 und -A*1403 besitzen weder das Bw4 - noch das Bw6 -Epitop.

Obwohl Mamu-A*01 und-A*1303 als Liganden des gleichen NK-Zellrezeptors identifiziert
wurden, weisen ihre Sequenzen in den in Abbildung 4.29 dargestellten untersuchten
Bereichen keine auffilligen Ahnlichkeiten auf. Weder exprimieren sie das gleiche Epitop,
noch haben sie die gleiche AS an der Position 80. Somit scheint diese Region, die fiir die
HLA-C-Interaktion mit KIR2DL-Molekiilen entscheiden ist, bei der Interaktion von Mamu-
A- und Rhesusaffen KIR3DL-Molekiilen keine entscheidende Rolle zu spielen. Daher wurde

im Folgenden ein Vergleich der a.1- und a2-Doméne der verwendeten Mamu-A-Sequenzen
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vorgenommen. Diese beiden Dominen sind mit hoher Wahrscheinlichkeit an der KIR-
Bindung beteiligt. Die a.3-Doméne ist stirker konserviert und ein direkter Kontakt zu einem
Rezeptor konnte bisher noch nie gezeigt werden, daher wurde sie aus dieser Betrachtung
ausgeschlossen.

Die al- und a2-Doméne zeigen bei diesem Vergleich hoch variable Bereiche, vor allem
zwischen Position 63 und 83 sowie zwischen Position 151 und 169 (Abb. 4.30). Einige AS-
Reste haben jedoch alleine Mamu-A*01 und Mamu-A*1303 gemeinsam (rot hinterlegt). In
der al-Doméne ist das nur an Position 70 der Fall. Beide Sequenzen tragen hier eine
Glutaminséure wohingegen Mamu-A*1403 und Mamu-A*08 hier ein Alanin und Mamu-
A*11 ein Asparagin aufweisen. In der a2-Doméne weisen Mama-A*01 und Mamu-A*1303
mehrere gemeinsame Reste auf (Positionen 97, 99, 114, 116, 151, 156, 158, 165 und 169).
Auch mit der Sequenz Mamu-A*1403, fiir die ebenfalls eine schwach Bindung anhand einer
geringen Zunahme der D MFI gemessen wurde, haben die beiden Sequenzen mehr AS-Reste
gemeinsam als mit den Sequenzen von Mamu-A*08 und -A*11 (grau hinterlegt). Die
groBten Unterschiede treten damit zwischen den Allelen des Mamu-Al-Gens auf. Mamu-

A*01, -A*08 und -A*11 sind in der al- und der a2-Doméne sehr variabel.

al-Domiéne

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90
A*01 GSHSMKYFYTSMSRPGRGQPRFIAVGYVDDTQFVRFDSDAASQRMEPRAPWVEQEGPEYWDRETRNMK QNAPVNLRTLLRYYNQSEA
A*1303 . .... = V2 B U 0--.-N0. ... A_.N.RG...... Y%
A*1403 .. ... R e E ............... Qeeeee Al .. ... AP Aceennn ACNooooooo..
A*08 (- S \V S e EP B eaaaa N._1Y.AA...YREG.QN.RG.......
A*11 R._H.AV...... [ = P oK e IS.AN..TYRE. .. A eeeeo ..
o2-Doméne

100 110 120 130 140 150 160 170 180

A*01 GSHTLQRMEGCDLGPDGRLLRGYEQ YDGKDYIALNEDLRSWTAADVAAQNTQRKWEA AES YLEGQC EWLBRYLEKGKETLQRA
A*1303 ___.F.0.0. ... ... BN ... R oM. M._.RE.N...EN..K-... Neooooo-.
A*1403 _._.... LI D.S.ooaRueiicciieee e Moo G QH T L.S.R....Noooon...
A*08 e YT Y . D.SeeaRuee e M ............ GE RE.T....E..... =S NP
A*11 N =2 U 2 Devee-. Reoceeee [ P G...QH.T._K.E.L...R....N..

Abb. 4.30: Identifikation von gemeinsamen AS der verwendeten Mamu-A-Sequenzen.

Dargestellt sind die o1- und a2-Doméne der Mamu-A-Molekiile, die in Interaktionsstudien mit KIR-Molekiilen
eingesetzt wurden. Identische AS an der jeweiligen Position sind durch einen Punkt dargestellt. AS, die nur
Mamu-A*01 und -A*1303 gemeinsam haben, sind rot hinterlegt. AS, die Mamu-A*01, -A*1303 und -A*1403
gemeinsam haben, sind grau hinterlegt.

Die in diesem Kapitel dargelegten Sequenzanalysen der verwendeten Mamu-A-Molekiile
zeigen, dass Mamu*01 und Mamu-A*1303 in den Bereichen, die bei der HLA-C-Interaktion
mit KIR2DL-Molekiilen eine entscheidende Rollen spielen, keine auffilligen Ahnlichkeiten
aufweisen. Auch im Hinblick auf die bei der HLA-A- und HLA-B-Interaktion mit KIR3DL-
Molekiilen entscheidenden AS-Kombinationen (bezeichnet als Bw4 - und Bw6 -Epitope)

konnten keine Gemeinsamkeiten von Mamu-A*01 und Mamu-A*1303 gefunden werden. Ein
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direkter Sequenzvergleich der al- und a2-Domiénen konnte jedoch einige gemeinsame AS-
Reste identifizieren, die fiir die spezifische Bindung des gemeinsamen Rezeptors

KIR3DLneu3 verantwortlich seien konnten (z. B. Position 70).
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DISKUSSION

In der folgenden Diskussion wird zunéchst auf die methodisch bedingten Limitierungen bei
der Gewinnung von Rhesusaffen MHC-Klasse-I-Sequenzen und die genomische Einordnung
dieser Sequenzen eingegangen. In einem zweiten Abschnitt werden die Ergebnisse zur
subzelluldren Lokalisation der etablierten Transfektanten in Zusammenhang mit den aus den
Sequenzanalysen gewonnenen Erkenntnissen diskutiert. AbschlieBend werden die Ergebnisse
zur Interaktion von MHC-Klasse-I-Molekiilen mit Rezeptoren auf NK-Zellen diskutiert und

die spezifischen Interaktionen mit KIR kritisch analysiert.

5.1 Gewinnung von MHC-Klasse-I-Sequenzen des Rhesusaffen und deren

genomische Einordnung

Zur Gewinnung von MHC-Klasse-I-Genen aus cDNA von Rhesusaffen wurden
Oligonukleotide basierend auf Konsensus-Sequenzen verwendet. Aus dieser Methode ergeben
sich verschiedene Einschrinkungen fiir die daraus hervorgehenden Ergebnisse. Zum einen
fiihrt die Amplifikation von ganzen Gengruppen aus cDNA zu einem Pool an PCR-
Produkten. Die unterschiedlichen Transkriptionsraten der einzelnen Gene spiegeln sich auch
in der Haufigkeit der jeweiligen Sequenz in dem generierten PCR-Pool wieder. Eine hohe
Transkriptionsrate fiihrt zu einer hohen Anzahl der entsprechenden mRNA, die in Folge der
reversen Transkription in cDNA umgeschrieben wird. Die Verhéltnisse der Kopienanzahl der
einzelnen Gene in der cDNA spiegeln daher weitestgehend die Verhéltnisse der mRNA-
Mengen dieser Gene wieder. Da die Methode der PCR jede, fiir die Oligonukleotide passende,
cDNA-Sequenz (hier die einzelnen Sequenzen der MHC-Klasse-I-Gengruppe) als template
verwendet, wird der quantitative Unterschied in der Transkriptionsanzahl von verschiedenen
Genen der Gengruppe durch die exponentielle Vermehrung der PCR-Produkte zuséitzlich
verstiarkt. Die Wahrscheinlichkeit eine Gensequenz zu entdecken, sinkt daher mit
abnehmender Transkriptmenge sowie mit zunehmender Zyklenzahl. Zur Amplifikation von
MHC-Klasse-I-Sequenzen wurden maximal 30 Zyklen verwendet, da mit zunehmender
Zyklenanzahl auch die Gefahr von Fehlern beim Nukleotideinbau durch die Taq-DNA-
Polymerase zunimmt. Transkriptionelle Unterschiede der vielen MHC-Klasse-I-Gene des

Rhesusaffen wurden oft diskutiert und Anhalte dafiir finden sich zum Teil in der Literatur
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(Daza-Vamenta et al., 2004; Urvater et al., 2000b). Ein tatsichlicher Vergleich der
Transkriptionsraten, z. B. liber real-time-PCR, liegt jedoch noch nicht vor.

Zum anderen stellen die verwendeten Oligonukleotide ein weiteres Ausschlusskriterium dar.
Sie basieren auf Konsensus-Sequenzen, gebildet aus allen bisher bekannten Sequenzen der
einzelnen MHC-Klasse-I-Regionen (s. Kap. 4.1.1). Nicht alle Gensequenzen entsprechen in
allen Basenpaarpositionen den Sequenzen der Oligonukleotide, sodass die Amplifikation
solcher Sequenzen sehr problematisch bzw. oft unmoglich ist. Vor allem die Amplifikation
neuer, noch unbekannter MHC-Klasse-I-Sequenzen kann durch eine solche Vorgehensweise
erschwert werden. Wurde eine Sequenz mit offenem Leserahmen amplifiziert, bleibt zu
beriicksichtigen, dass der artifizielle Einbau der Primersequenz in die MHC-Klasse-I-Sequenz
die Orginalsequenz geringfligig verdndert haben konnte. Die ersten und letzten 13 bis 19
Basenpaare des Amplifikats wurden durch die konstruierten Primer vorgegeben und miissen
daher nicht zwangsldufig den einzelnen Orginalsequenzen entsprechen. Dies konnte nur dann
verifiziert werden, wenn eine vollstindige Version des jeweiligen Gens bereits veroffentlicht
und zugénglich war.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden nach der Isolation die gewonnenen MHC-Klasse-I-
Sequenzen zundchst mit allen bereits verdffentlichten Sequenzen verglichen. Bis auf zwei
Sequenzen konnten alle einer bereits zuginglichen Sequenz zugeordnet werden. Des Weiteren
zeigte sich, dass die zwei Sequenzen mit der Bezeichnung Mamu-B*7402 und Mamu-80-6 in
der Literatur als Pseudogene beschrieben wurden (Kulski et al., 2004; Sauermann et al.,
2008). Bei diesen beiden Sequenzen konnte nach einer detaillierteren Analyse der in dieser
Arbeit gewonnenen Transkripte ebenfalls kein vollstdndiger Leserahmen identifiziert werden
und die Sequenzen wurden daher von allen weiteren Analysen ausgeschlossen.

Alle Transkripte mit offenem Leserahmen wurden im Folgenden mit genomischen Sequenzen
verglichen werden, um eine lokale Zuordnung in der MHC-Klasse-I-Region zu ermdglichen.
Dies sollte Auskiinfte itiber die Bandbreite der hier untersuchten Gene liefern. Die
Nomenklatur der MHC-Klasse-I-Gene des Rhesusaffen ist wenig einheitlich und ldsst bisher
meist keine Riickschliisse auf Gen- bzw. Locus-Zugehorigkeiten zu. Erst durch die
Sequenzierung vollstdndiger genomischer Regionen gelingt auch die genomische Einordnung
von cDNA-Sequenzen. Fiir Rhesusaffen wurde bereits ein vollstandiger Haplotyp der MHC-
Region sequenziert (Daza-Vamenta et al., 2004; Kulski et al., 2004), jedoch zeigen
Rhesusaffen in der Klasse-I-Region einen so genannten An- und Abwesenheits-
polymorphismus (Otting et al., 2005). Dieses Phidnomen ist auch fiir andere Regionen, wie

z. B. die KIR-Region (Parham, 2005), und auch von anderen Spezies bekannt (Roos und
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Walter, 2005; Trowsdale, 2001). Im Fall des Rhesusaffen MHC weisen einzelne Haplotypen
dabei eine unterschiedliche Zahl an Genen in den beiden MHC-Klasse-I-Regionen auf. Fiir
die Mamu-A-Region wurden im Jahr 2005 vier Gen-Loci definiert, die in unterschiedlichen
Kombinationen auftreten konnen (Otting et al., 2005). Fiir die komplexere Mamu-B-Region
ist dies noch nicht gelungen. Es gibt allerdings Hinweise darauf, dass Haplotypen vielfiltige
Gen-Kombinationen aufweisen konnen und, dass die einzelnen Mamu-B-Gene, wie auch die
Mamu-A-Gene, unterschiedlich polymorph sind und unterschiedlich stark exprimiert werden
(Otting et al., 2005; Urvater et al., 2000b).

In dieser Arbeit gelang mit Hilfe des sequenzierten Haplotyps die eindeutige Zuordnung von
zwei isolierten Mamu-A-Sequenzen. Die Sequenz von Mamu-A*01 entspricht dem Al-Gen
des Haplotyps und Mamu-A*0504 ist identisch mit dem A2-Gen (vergl. Abb. 4.4b). Durch
serologische Untersuchungen in Kombination mit cDNA-Analysen konnten Otting und
Mitarbeiter (2005) vier verschiedene Gen-Loci in der Mamu-A-Region von Rhesusaffen
definieren. Diese Entdeckung ermdglichte die Zuordnung aller weiteren in dieser Arbeit
isolierten Mamu-A-Sequenzen zu den verschiedenen Gen-Loci. Mamu-A*04, -A*08 und
-A*11 sind danach wie Mamu-A*01 Allele des A1-Gens. Das Mamu-Al-Gen wird von Otting
und Mitarbeitern (2005) als sehr polymorph beschrieben und die Sequenzen der einzelnen
Allele unterscheiden sich stark auf Nukleotidebene. Dies spiegelt sich auch in der grof3en
Variabilitit der Sequenzen Mamu-A*01, -A*04, -A*08 und -A*11 wieder (vergl. Abb. 4.4b).
Das in der genomischen Sequenz als A2 bezeichnete Gen wurde von Otting und Mitarbeitern
mit einem méfBigen Grad an Polymorphismus beschrieben. Fiir dieses Gen wurden neben
Mamu-A*0504 keine weiteren Sequenzen isoliert. Die bei Otting und Mitarbeitern
beschriebenen Gene A3 und A4 lagen in der haplotypischen Sequenz nicht vor (vergl. Abb.
4.4a). Das A3-Gen wird als wenig polymorph charakterisiert. Diesem Gen konnte die isolierte
Sequenz Mamu-A*1303 zugeordnet werden. Das Mamu-A4-Gen wird als einziges Mamu-A-
Gen als nicht-polymorph beschrieben und konnte mit der Sequenz Mamu-A*1403 in dieser
Arbeit isoliert werden.

Von den vier beschriebenen Mamu-A-Genen war allein das A1-Gen in allen bisher definierten
Haplotypen vorhanden (Otting et al., 2007; Otting et al., 2005). Diese Konservierung des
Al-Gens im Genom des Rhesusaffen konnte auch im Rahmen dieser Arbeit durch die Mamu-
A-Genotypisierung von zwei Rhesusaffen bestitigt werden (s. Kap. 4.4). Beide Tiere konnten
fiir das A1-Gen als heterozygot genotypisiert werden, wobei sie keines der Mamu-Al-Allele
gemeinsam hatten. Einer der beiden Rhesusaffen wurde fiir die Genkombination Al/A4

typisiert. Das andere Tier wies eine Kombination aus den Genen Al, A2 und A3 auf
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(vergl. Abb. 4.25). Durch diese groBen genotypischen Unterschiede in der Mamu-A-Region
war die vergleichende Verwendung von Lymphozyten der beiden Rhesusaffen in
immunologischen Tests mit Mamu-A-Transfektanten von besonderem Interesse
(s. Kap. 4.3.2).

Allelspezifische Typisierungen wurden nur fiir Sequenzen der etablierten Mamu-A-
Transfektanten Mamu-A*01, -A*08, -A*11, -A*1303 und -A*1403 durchgefiihrt. Durch die
Isolierungen von MHC-Klasse-I-Sequenzen aus cDNA war bereits im Vorfeld bekannt, dass
der Rhesusaffe 2146 die Allele Mamu-A*01 und Mamu-A*08 und der Rhesusaffe 2136 die
Allele Mamu-A*11 und Mamu-A*04 exprimiert. Betrachtet man die relativen Anteile der
einzelnen Mamu-A-Gene an der Gesamtmenge der klonierten Mamu-A-Sequenzen, fillt auf,
dass in 90 % der Fille Sequenzen des Al-Gens isoliert wurden. Dies kann zum einen auf die
hohe Transkriptionsrate des Al-Gens, zum anderen auf die grofe Verbreitung dieser drei
Allele in der verwendeten Rhesusaffenkohorte zuriickzufiihren sein. Fiir das Mamu-A2-Gen
konnten beide Tiere als positiv typisiert werden. Eine ndhere Charakterisierung wurde nicht
vorgenommen, da Allele des A2-Gens nicht in immunologische Tests miteinbezogen wurden.
Der Rhesusaffe 2136 weist zusitzlich das Mamu-A4-Gen mit der Sequenz Mamu-A*1403 auf.
Dagegen besitzt das Tier 2146 mit der Sequenz Mamu-A*1303 das Mamu-A3-Gen. Die Gene
Mamu-A2, Mamu-A3 und Mamu-A4 wurden nur mit jeweils einer Sequenz in insgesamt 10 %
der Klone identifiziert. Eine gegeniiber dem Al-Gen geringere Transkriptionsrate wurde
bereits von Otting und Mitarbeitern (2005) beschrieben. Ebenso finden sich Belege fiir eine
geringere Transkriptionsrate des A2-Gens. So konnten Lafont und Mitarbeitern fiir das dem
Rhesusaffen A2-Gen orthologe Gen der Schweinsaffen (Macaca nemestrina (Mane), eine der
21 Makakenarten) eine sehr schwache Expressionsrate, im Vergleich zu anderen Mane-A-
Genen nachweisen (Lafont et al.,, 2007). Fir Rhesusaffen liegen bisher noch keine
vergleichenden Transkriptionsanalysen der MHC-Klasse-I-Gene vor. Fiir eine geringe
Transkriptions- und Expressionsrate des A2-Gens spricht unter anderem auch die Tatsache,
dass bisher, obwohl der Locus sehr hidufig genotypisch detektiert wurde, noch keine
Assoziation eines A2-Allels mit Krankheitsverldufen gezeigt werden konnte (Urvater et al.,
2000a). Eine besondere Rolle scheint auch dem A4-Gen zuzukommen. Als einziges Mamu-A-
Gen wurde es als nicht-polymorph beschrieben (Otting et al., 2005). Demnach weist dieses
Gen einen eher nicht-klassischen Charakter auf und konnte unter den Mamu-A-Genen eine
gesonderte Funktion {ibernehmen.

Neben den typisierten Mamu-A-Allelen bzw. -Genen konnten in beiden Rhesusaffen

zusitzliche Mamu-A-Allele sowie -Gene vorhanden sein. So wurden z. B. fiir eine Gruppe
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von Rhesusaffen chinesischen Ursprungs, diverse bei indischen Rhesusaffen zuvor nicht
identifizierte, Mamu-A-Sequenzen isoliert und diese drei weiteren Mamu-A-Genen zugeordnet
(Karl et al., 2008; Otting et al., 2007). Smith und Mitarbeiter (2005) konnten jedoch
aufzeigen, dass sich chinesische und indische Rhesusaffen nicht nur in ihrer Morphologie
sondern auch genetisch unterscheiden. Daher konnten sich diese beiden Untergruppen der
Rhesusaffen auch in der Konfiguration der Mamu-A-Region unterscheiden. Um solche gro3en
genetischen Variationen zu vermeiden, wurden in dieser Arbeit nur indische Rhesusaffen
verwendet. Fiir diese Tiere konnten in dieser Arbeit keine Mamu-A-Allele mit bisher
unbekannter Sequenz nachgewiesen werden. Damit deuten auch die hier erhaltenen
Ergebnisse daraufhin, dass die Mamu-A-Region indischer Rhesusaffen ein limitiertes
Spektrum von Allelen in vier Genen aufweist. Dadurch unterscheidet sich die Mamu-A-
Region deutlich von der Mamu-B-Region, deren Konfiguration bisher vollig ungeklart ist.

Das Mamu-Al-Gen ist als einziges Mamu-A-Gen in allen bisher identifizierten Haplotypen
vorhanden. Zusammen mit der hohen Expressionsrate und er grofen sequenziellen
Variabilitidt der verschiedenen Allele, legt dies die Vermutung nahe, dass MHC-Klasse-I-
Molekiile, die von dem Mamu-Al-Gen kodiert werden, eine eher klassische Rolle bei der
Antigenprésentation und Interaktion mit T- und NK-Zellen zukommt (Evans et al., 1999;
Sette et al., 2005; Sidney et al., 2000). Im Hinblick auf die in dieser Arbeit durchgefiihrten
funktionellen Untersuchungen mit Mamu-A-Molekiilen ldsst sich festhalten, dass in diese
Analysen sowohl eher klassische MHC-Klasse-I-Molekiile (Mamu-A*01) des Rhesusaffen als
auch vermutlich nicht-klassische (Mamu-A*1403) miteinbezogen wurden.

Fiir die in dieser Arbeit isolierten Mamu-B-Sequenzen war eine genomische Zuordnung
deutlich schwerer. Dennoch konnten durch den phylogenetischen Vergleich mit den
genomischen Sequenzen des sequenzierten Haplotyps Hinweise auf allelische Beziehungen
einiger der isolierten Sequenzen zu einem Gen gewonnen werden (vergl. Abb. 4.4c). Die
Sequenz Mamu-B*12 ist nahezu identisch mit dem B12-Gen. Daher handelt es sich bei dieser
Sequenz vermutlich um ein Allel des B12-Gens. Mamu-B*30 und -B*3002 sind
wahrscheinlich Allele des B15-Gens. Bei allen anderen isolierten Mamu-B-Sequenzen gelang
keine Genzuordnung. Bei diesen Sequenzen handelt es sich entweder um sehr diverse Allele
eines Gens des beschriebenen Haplotyps, oder sie gehdren einem in dem sequenzierten
Haplotyp abwesenden Gen-Locus an. Des Weiteren konnten im Rahmen dieser Arbeit keine
Sequenzen mit groBerer Ahnlichkeit zu den Genen B3, B4, B5 und B8 des Haplotyps isoliert
werden. Diese genomischen Sequenzen bilden bei der phylogenetischen Auswertung eine

eigene Gruppe, die sich deutlich von allen hier isolierten Sequenzen abgrenzt. Dennoch
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konnten diese Gene auch bei einigen in dieser Arbeit verwendeten Tieren vorliegen und deren
Transkription nur sehr schwach sein.

Die schwere genomische Einordnung der Mamu-B-Sequenzen unterstiitzt die Annahme von
einem An- und Abwesenheitspolymorphismus in der Klasse-I-Region des Rhesusaffen MHC
(Daza-Vamenta et al., 2004) und deutet eine hohe Diversitit der Kombinationen von Gen-
Loci in der Klasse-I-B-Region an (Tanaka-Takahashi et al., 2007).

Neben Sequenzen mit der typischen Exonstruktur der MHC-Klasse-I-Gene wurden zwei
Transkripte ungewohnlicher Struktur identifiziert, Mamu-B*28-L und Mamu-B-NEU-TM
(s. Kap. 4.1.2.2). Beiden Transkripten fehlte jeweils ein Sequenzabschnitt, der eine komplette
Domine umfasst. Uberraschenderweise konnten sowohl fiir Mamu-B*28-L als auch fiir
Mamu-B-NEU-TM nahezu identische Sequenzen, die die gesamte Exonstruktur aufwiesen,
isoliert werden (Mamu-B*28+L und Mamu-B-NEU+TM). Daher stellt sich die Frage nach der
Entstehung solcher verkiirzter Transkripte. Fiir das Mamu-B*28-dhnliche Transkript ohne
leader-Sequenz (vergl. Abb. 4.14) kommen mehrere Moglichkeiten in Frage.

Aus methodischer Sicht kann ein Misspriming der verwendeten Oligonukleotide zu dieser
Verkiirzung gefiihrt haben. Bei der PCR konnten die Oligonukleotide im Bereich von Intron 1
zwischen Exon 1 (kodiert fiir die leader-Sequenz) und Exon 2 (kodiert fiir die a.1-Doméne) in
einem Transkript gebunden haben, in dem das Intron 1 nicht oder noch nicht herausgespleif3t
wurde. Ein Vergleich der Oligonukleotidsequenz mit der Sequenz von Intron 1 zeigt jedoch
keine signifikanten Ahnlichkeiten, wodurch ein Misspriming in diesem Bereich eher
ausgeschlossen werden kann. Auch Fehler wéhrend der Amplifikation konnten in der PCR
zur Generierung einer solchen Sequenz gefiihrt haben. Da die Sequenz jedoch mehrere Male
identisch isoliert wurde, scheint auch dies eher unwahrscheinlich.

Alternatives Spleillen, ein Prozess, bei dem aus einem Transkript durch die differentielle
Auswahl von Spleilistellen verschiedene reife mRNA-Produkte entstehen (Reed, 1996), kann
ebenfalls ausgeschlossen werden, da die beiden isolierten Sequenzen nicht vollstindig
identisch sind (vergl. Abb. 4.14). Bei den beiden Sequenzen konnte es sich jedoch um Allele
eines Gens handeln. Dann wire die Entstehung des verkiirzten Transkripts durch alternatives
Spleiflen wiederum denkbar.

Des Weiteren beschrieben Daza-Vamenta und Mitarbeiter (2004) eine Gen-Sequenz innerhalb
des von ihnen sequenzierten MHC-Haplotyps von Rhesusaffen, der das Exon 1 in der
genomischen Sequenz fehlt. Eine solche Sequenz wiirde, wie die in dieser Arbeit isolierte

Sequenz Mamu-B*28-L, nach Translation in einem Protein ohne leader resultieren.
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Welche der hier beschriebenen Moglichkeiten letztendlich zur Isolation des Mamu-B*28-
dhnlichen Transkripts ohne leader fiihrte, bleibt ungewiss. Festzuhalten bleibt jedoch, dass
neben einer eher unwahrscheinlichen methodischen Moglichkeit auch physiologische
Entstehungswege in Betracht kommen.

Fiir das als Mamu-B-NEU-TM beschriebene Transkript (vergl. Abb. 4.16) kommen ebenfalls
die Moglichkeiten des alternativen Spleilens von allelischen Gensequenzen und einer
genomischen Sequenz ohne Transmembranregion in Frage. Fehler bei der Amplifikation
konnen aufgrund der Lage des fehlenden Sequenzabschnittes ausgeschlossen werden. Die
Sequenz Mamu-B-NEU-TM kodiert fiir ein Molekiil ohne Transmembranregion, dem daher
die Moglichkeit der Verankerung in der Zellmembran fehlt. Ein solches MHC-Klasse-I-
Molekiil konnte sowohl intrazelluldre wie auch extrazelluldre Funktionen nach Sezernierung
tibernehmen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese MHC-Klasse-I-Sequenz ohne
Transmembrananteil als interne Kontrolle der intrazelluldren Expression bei Untersuchungen
zur subzelluldren Lokalisation verwendet.

Zur funktionellen Einordnung wurde in der Literatur fiir die in dieser Arbeit isolierten
Mamu-A- und Mamu-B-Sequenzen nach Assoziationen mit Krankheitsverldufen gesucht. Fiir
die Allele Mamu-A*01, -A*11 und -B*17 konnten verschiedene Arbeitsgruppen einen
Zusammenhang mit einem langsamen Krankheitsverlauf bei SIV-Infektionen nachweisen
(Mothe et al., 2003; Sette et al., 2005; Yant et al., 2006). Mamu-A*12 ist zudem mit einer
Resistenz gegen Spondyloarthropathie assoziiert (Wirbelsdulengelenkleiden, Urvater et al.,
2000a). In funktionellen Studien der vorliegenden Arbeit wurden demzufolge sowohl bereits
bekannte und zum Teil funktionell charakterisierte Gene (Mamu-A*01, -A*11, -B*17), wie
auch komplett neue Gene (Mamu-B-NEU) in die Analysen miteinbezogen.

In weiterfilhrenden Sequenzanalysen wurden die isolierten MHC-Klasse-I-Transkripte
hinsichtlich verschiedener Charakteristika untersucht. Analysen der Gesamtsequenzen gaben
die evolutiven Verwandtschaftsverhdltnisse zwischen den Mamu-A- und HLA-A-Sequenzen
sowie den Mamu-B- und HLA-B- bzw. HLA-C-Sequenzen wieder (vergl. Abb. 4.6a). Nach
Analysen der Gesamtsequenzen und deren Einordnung wurde die Antigenbinderegion einer
genaueren Analyse unterzogen (vergl. Abb. 4.6b). Die Kodonsequenzen, die fiir die
Aminosduren der Antigenbinderegion kodieren, weisen eine hdhere Rate an nichtsynonymen
gegeniiber synonymen Austauschen auf. Kodons, die Aminosduren verschliisseln, die nicht an
der Peptidbindung beteiligt sind, werden durch eine hohere Rate an synonymen gegeniiber
nichtsynonymen Austauschen charakterisiert. Dies wird im Normalfall bei fast allen Genen

beobachtet. Das heifit, dass unter den AS-Resten der Antigenbindung héufiger
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Aminosédurednderungen zu beobachten sind, als in der restlichen Sequenz (Hughes und Nei,
1988). Diese erhohte nichtsynonyme Austauschrate wird auf positiven Selektionsdruck
zurlickgefiihrt und ist der Grund fiir den hohen Polymorphismusgrad der MHC-Klasse-I-Gene
(Hughes und Hughes, 1995). Die Struktur der Antigenbindegrube kann unter anderem einen
Einfluss auf die Bildung von stabilen MHC-Klasse-I-Komplexen haben (s. Kap 1.2.2.3).
Ohne gebundenes Peptid, werden MHC-Klasse-I-Komplexe im ER zuriickgehalten
(Townsend et al., 1989). MHC-Klasse-I-Molekiile, die eine Antigenbindegrube aufweisen,
die nur wenigen oder seltenen Peptiden die Bindung erlaubt, konnten erst durch das
Vorhandensein dieser speziellen Peptide auf die Zelloberfliche gelangen. Dies konnte
beispielsweise nach einer Virusinfektion der Fall sein. Auch grundlegende Unterschiede in
den AS-Resten, der Antigenbinderegion konnen Hinweise auf verschiedene Funktionen der
MHC-Klasse-I-Molekiile liefern. Durch die phylogenetischen Untersuchungen in Kapitel
4.2.1 konnte gezeigt werden, dass MHC-Klasse-I-Molekiile des Rhesusaffen im Bereich der
Antigenbinderegion groBe Unterschiede aufweisen und daher vermutlich auch
unterschiedliche Spektren an Peptiden binden kénnen. Die Mamu-A-Molekiile &hneln in
diesem Fall den humanen HLA-Molekiilen stirker als allen Mamu-B- bzw. Mamu-I-
Molekiilen (vergl. Abb. 4.6b) und riicken die Mamu-A-Molekiile von den Mamu-B-
Molekiilen ab und den klassischen HLA-Molekiilen néiher.

5.2 Unterschiede in der subzelluliren Lokalisation unterstreichen die Sequenz-

Variationen der MHC-Klasse-I-Gene des Rhesusaffen

Im Rahmen dieser Arbeit gelang die Etablierung von 21 verschiedenen stabilen
Transfektanten in K562-Zellen. Darunter befanden sich 20 Rhesusaffen MHC-Klasse-I-
AcGFP-Transfektanten und eine HLA-C-AcGFP-Transfektante (vergl. Tab. 4.3). Die
Konstruktion von GFP-Fusionsproteinen ist eine etablierte Methode um die Expression und
Lokalisation des Zielproteins zu untersuchen. Auch fiir HLA-Molekiile wurde diese Methode
bereits haufig verwendet (Davis et al., 1999; Yu et al., 2006). Fehllokalisationen solcher
GFP-Fusionsproteine sind zudem nicht bekannt.

Wie in Kapitel 5.1 dargelegt, weisen die im Rahmen dieser Arbeit isolierten MHC-Klasse-I-
Sequenzen einige Unterschiede auf, die moglicherweise Einfluss auf die Funktion der durch
sie verschliisselten Molekiile haben konnten. Weitere Hinweise lieferten Untersuchungen zur

subzelluldren Lokalisation der etablierten Transfektanten (s. Kap. 4.2.3). Mit Hilfe von LSM-
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Aufnahmen einzelner MHC-Klasse-I-AcGFP-exprimierender Zellen konnten Informationen
iiber die subzelluldre Verteilung der Expression von Rhesusaffen MHC-Klasse-I-Molekiilen
gewonnen werden. Durchflusszytometrische Analysen der MHC-Klasse-I-Expression auf der
Zelloberflache lieferten zusétzlich Daten iiber die Stirke der Oberflichenexpression. Wie
schon die Analysen der Antigenbinderegion, zeigten auch die Ergebnisse zur subzelluldren
Lokalisation deutliche Unterschiede zwischen Mamu-A- und Mamu-B-Molekiilen
(vergl. Abb. 4.10 bis 4.12).

Als eine Referenz-Transfektante mit starker MHC-Klasse-I-Oberfldchenexpression diente die
HLA-Cw*0303-Transfektante. Unter den Rhesusaffen MHC-Klasse-I-Transfektanten wiesen
die Mamu-A-Transfektanten dhnlich starke Oberflichenexpressionen auf. Einzig Mamu-
A*1403 zeigte eine deutlich geringere Oberflichenexpression. Mamu-A*1403 wurde dem
Mamu-A4-Gen zugeordnet, welches von Otting et al. (2007) als wenig polymorph und auch
schwach exprimiert beschrieben wurde. Damit korreliert die hier gefundene, gegeniiber den
anderen vier Mamu-A-Transfektanten, schwichere MHC-Klasse-I-Expression auf der
Zelloberflache mit diesen in der Literatur beschriebenen Charakterisierungen des Mamu-A4-
Gens. Des Weiteren zeigten die subzelluldren Lokalisationen der Mamu-A-AcGFP-Proteine
in den Einzelaufnahmen von transfizierten Zellen kaum intrazellulire Expression. Dem
gegeniiber lassen die Aufnahmen einer HLA-Cw*0303-transfizierten Zelle deutlich
intrazellulire Ansammlungen erkennen. Intrazelluldre Akkumulation von HLA-C-Molekiilen
wurde bereits beschrieben (Sibilio et al., 2008). Im Gegensatz zu HLA-A- und HLA-B-
Molekiilen kann es, aufgrund einer sehr selektiven Peptidbinding, die durch verlangerte TAP-
Assoziation der schweren Ketten den intrazelluldren Transport negativ beeinflussen kann, und
einer erhohten Dissoziation des HLA-C-B2M-Komplexes intrazellulir zu HLA-C-
Akkumulationen kommen. Griinde fiir diese expressionellen Variationen der HLA-Gene
werden in sequenz-basierten strukturellen Unterschieden vermutet (Sibilio et al., 2008). Die
Mamu-A-Molekiile zeigen demzufolge eher den HLA-A- und HLA-B-Molekiilen &hnliche
subzelluldre Verteilungen.

Die subzelluldre Verteilung der Mamu-B-AcGFP-Proteine war dagegen nach Transfektion in
K562-Zellen sehr divergent (vergl. Abb. 4.11). Die Transfektanten Mamu-B*28+L, -B*6002
und -B-NEU+TM wiesen eine relativ starke MHC-Klasse-I-Expression auf der Zelloberfldche
auf. Fir Mamu-B*6002- und Mamu-B-NEU+TM-transfizierte Zellen konnten zudem in
LSM-Aufnahmen kaum intrazellulire Ansammlungen des MHC-Klasse-I-AcGFP-Proteins
dargestellt werden. Die restlichen Mamu-B-Transfektanten wiesen dagegen alle intrazellulare

Expression auf und zeigten bei FACS-Analysen eine schwache (Mamu-B*09, -B*17,
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-B*3002, -B*47 und -B*64) oder keine (Mamu-B*12, -B*28-L, -B*45 und -B-NEU-TM)
MHC-Klasse-I-Oberflichenexpression. Dieser Gruppe lédsst sich auch das Mamu-B-dhnliche
Mamu-I*01011 zuordnen (vergl. Abb. 4.12). Zusammenfassend wiesen alle Mamu-B-
Transfektanten eine deutlich geringere MHC-Klasse-I-Expression auf der Zelloberfldche auf
als die Mamu-A-Transfektanten. Eine geringe Oberflichenexpression korrelierte dabei mit
stirkerer intrazelluldrer Expression.

Als Vertreter eines nicht-klassischen MHC-Klasse-I-Molekiils zeichnete sich Mamu-E*0110
erwartungsgeméil ebenfalls durch intrazelluldre Expression des Mamu-E-AcGFP-Proteins aus
und wies in FACS-Analysen keine nachweisbare Oberflichenexpression von MHC-Klasse-I-
Molekiilen auf (vergl. Abb. 4.12). Von HLA-E, dem zu Mamu-E orthologen humanen Gen, ist
bekannt, dass es nur bei gleichzeitiger Expression von anderen HLA-Molekiilen auf die
Zelloberfliche gelangt. Erst die Bindung eines HLA-leader-Peptids in der HLA-E-
Peptidbindegrube ermdglicht die Oberflachenexpression (Lee et al., 1998). Der NK-
Zellrezeptor CD94/NKG2A erkennt die HLA-E-Peptid-Komplexe (Brooks et al., 1999) und
vermittelt ein inhibitorisches Signal an die NK-Zelle (Masilamani et al., 2006). Damit stellt
die leader-Peptid-abhidngige HLA-E-Expression auf Korperzellen eine Kontrollmoglichkeit
fiir NK-Zellen dar, durch die allein iiber den CD94/NKG2A-Rezeptor erkannt wird, ob eine
Zelle klassische MHC-Klasse-I-Molekiile exprimiert oder deren Expression, z. B. als Folge
einer Virusinfektion, herunterreguliert wurde. Fiir die hier vorliegende Arbeit wurde das
Mamu-E*0110-AcGFP-Konstukt als ein Beispiel fiir ein rein intrazelluldr exprimiertes MHC-
Klasse-I-Molekiil parallel zu den Mamu-A- und Mamu-B- bzw. Mamu-I-AcGFP-Konstrukten
in K562-Zellen transfiziert.

Die den HLA-Molekiilen dhnliche starke MHC-Klasse-I-Oberfldchenexpression der Mamu-
A-Transfektanten korreliert mit den Schlussfolgerungen zur Analyse der Peptidbinderegion,
in denen Mamu-A-Sequenzen mehr den humanen HLA-Sequenzen gleichen als anderen
Rhesusaffen = MHC-Klasse-I-Sequenzen.  Obwohl  phylogenetische = Analysen  der
Gesamtsequenzen die Mamu-A-Sequenzen eindeutig als Homologe der HLA-A-Sequenzen
belegen (Boyson et al., 1996b), zeigen die AS-Reste, die an der Peptidbindung beteiligt sind,
mehr Ahnlichkeiten zu allen klassischen HLA-Sequenzen als alle anderen in dieser Arbeit
verwendeten Rhesusaffen MHC-Klasse-I-Sequenzen (vergl. Abb. 4.6b). Zusitzlich bilden die
Sequenzen von Mamu-B*28 und Mamu-B-NEU-TM zusammen mit den Mamu-A- und HLA-
Sequenzen eine von den restlichen Sequenzen separierte Gruppe und weisen in den
Untersuchungen zur subzelluldren Lokalisation eine starke MHC-Klasse-I-Expression auf

(vergl. Abb. 4.13). Die Sequenzen der mehr intrazelluldr exprimierten Mamu-B-Molekiile
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bilden hinsichtlich der Peptidbinderegion zusammen mit der Mamu-E*0110-Sequenz die
zweite Gruppe. Die einzige Ausnahme dieser Gruppierung bildet die Sequenz von dem stark
auf der Zelloberfliche exprimierten Mamu-B*6002-Molekiil. Dessen Gesamtsequenz
unterscheidet sich zudem am stirksten von allen anderen Mamu-B-Sequenzen (vergl. Abb.
4.6a). Diese groBen Unterschiede in der Sequenz gegeniiber allen weiteren Sequenzen
konnten auch in funktionellen Unterschieden resultieren.

Im Rahmen der subzelluldren Expressionsanalysen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden,
dass Mamu-A-Molekiile sowie einige der Mamu-B-Molekiile, Eigenschaften vereinen, die sie
als klassische MHC-Klasse-I-Molekiile charakterisieren (starke Oberflichenexpression sowie
eine Peptidbinderegionen mit hohen Ahnlichkeiten zu klassischen HLA-Molekiilen). Dem
gegeniiber konnten einer zweiten Gruppe an Mamu-B-Molekiilen eher nicht-klassische
Eigenschaften zugeschrieben werden. Humane Zellen, die mit diesen Mamu-B-Konstrukten
transfiziert wurden, wiesen eine schwache MHC-Klasse-I-Expression auf der Zelloberfldche
aufund ihre Peptidbinderegion dhnelt eher der des nicht-klassischen Mamu-E*0110-Molekiils
als HLA-Molekiilen.

Die beobachteten Unterschiede in der Antigenbinderegion und die variierenden subzelluldren
Lokalisationen der MHC-Klasse-I-Molekiile konnen auf verschiedene Weise interpretiert
werden. Unterschiede in der Sequenz der AS-Reste, die die Antigenbindegrube bilden, legen
zunéchst einmal nahe, dass die, durch diese Sequenzen kodierten, Molekiile unterschiedliche
Peptide binden konnen. Eine vergleichende Analyse der Motive der Peptidbindung von HLA-
und Mamu-A- bzw. Mamu-B-Molekiilen zeigte neben konservierten auch origindre
Peptidbindungsmotive beim Rhesusaffen auf (Dzuris et al., 2000). Diese Beobachtung deckt
sich mit den hier durchgefiihrten Analysen zur Antigenbinderegion. Die Gruppe der mehr
intrazelluldr exprimierten Mamu-B-Molekiile weist im Bereich der Sequenz, die fiir die
Antigenbinderegion kodiert, mehr Ahnlichkeiten mit der Sequenz des nicht-klassischen
Mamu-E auf als mit den humanen HLA-Sequenzen. Eventuell haben auch einige der hier
untersuchten Mamu-B-Molekiile einen eher nicht-klassischen Charakter. Nicht-klassische
HLA-Molekiile sind wenig polymorph, werden nicht ubiquitér und z. T. oder auch vollstindig
intrazelluldr exprimiert (Braud et al., 1999; O'Callaghan und Bell, 1998; Wainwright et al.,
2000). Weitere Hinweise auf nicht-klassische Eigenschaften einiger Mamu-B-Gene liefert die
Literatur. Fiir die als Mamu-1 beschriebenen MHC-Klasse-I-Sequenzen des Rhesusaffen, die
phylogenetisch mit den Mamu-B-Sequenzen verwandt sind, konnte gezeigt werden, dass sie
Eigenschaften von klassischen und nicht-klassischen MHC-Klasse-I-Genen vereinen (Urvater

et al., 2000b). Thre mRNA Transkripte konnten in vielen Geweben detektiert werden. Zudem
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konnte ihre Expression in einer Rhesusaffenzellline gezeigt werden und Mamu-I-Proteine
nach Transfektion in eine humane MHC-Klasse-I-defiziente Zellline durchflusszytometrisch
nachgewiesen werden. Dem gegeniiber zeigten die Mamu-I-Sequenzen eine geringe
Variabilitdt und ihre Peptidbinderegion wies keine Anzeichen fiir eine positive Selektion auf.
Auch in der hier vorliegenden Arbeit wurde eine der Mamu-I-Sequenzen in die
Untersuchungen miteinbezogen. Mamu-1*01011 Iasst sich der Gruppe der Mamu-B-Gene mit
mehr intrazelluldrer Expression (vergl. Abb. 4.12) und mit einer Peptidebinderegion, die sich
deutlich von HLA-Sequenzen unterscheidet, zuordnen. Somit geben auch die Untersuchungen
zu Mamu-I-Sequenzen Anlass zu der Spekulation, dass neben diesen von Urvater und
Mitarbeitern beschriebenen Mamu-1-Genen auch einige der Mamu-B-Gene Eigenschaften von
nicht-klassischen MHC-Klasse-I-Genen aufweisen. Diese vermehrt intrazelluldr exprimierten
Mamu-B-Molekiile konnten im Zellinneren eine funktionelle Aufgabe erfiillen.

Weitere Indizien auf intrazelluldre Funktionen eines Teils der Mamu-B-Molekiile konnten
durch die Untersuchungen von ungewdhnlichen Transkripten gewonnen werden. Die
Sequenzen Mamu-B*28-L und Mamu-B-NEU-TM, deren Entstehung im vorigen Kapitel
diskutiert wurde, kodieren fiir Proteine, welche durch das Fehlen einer kompletten Doméne
nicht auf die Zelloberfliche gelangen konnen (vergl. Abb. 4.15 und 4.17). Wenn diesen
Genprodukten eine physiologische Rolle zukommt, handelt es sich dabei nicht um die
klassische Antigenprdsentation an der Zelloberfliche. Interaktionen mit ebenfalls
intrazelluldren Rezeptoren sind denkbar. Beispiele fiir 16sliche HLA-Molekiile finden sich in
der Literatur. Fiir das nicht-klassische MHC-Klasse-I-Gen HLA-G wurden mehrere 16sliche
Molekiil-Varianten beschrieben, die durch alternatives Spleillien entstehen (Fujii et al., 1994,
Paul et al., 2000). Eine Sezernierung wurde fiir HLA-G5 beschrieben, das in verschiedenen
Korperfliissigkeiten nachgewiesen werden konnte (Hamai et al., 1999; Puppo et al., 1999;
Rebmann et al., 1999). Intrazelluldre Interaktionen zwischen HLA-G und dessen NK-
Zellrezeptor KIR2DL4 konnten ebenfalls gezeigt werden (Rajagopalan et al., 2006). Auch fiir
HLA-A- und HLA-B-Allele wurden 16sliche Spleifivarianten beschrieben (Dubois et al., 2004;
Krangel, 1985). Des Weiteren finden sich in der Literatur weitere Beschreibungen von
intrazelluldren Rezeptoren, die mit MHC-Klasse-I-Molekiilen interagieren koénnen. Unter
anderem konnte fiir KIR3DL1 gezeigt werden, dass das Allel KIR3DL1*004 hauptséchlich
intrazelluldr exprimiert wird (Pando et al., 2003). Untersuchungen von HIV-Infizierten
zeigten, dass gerade dieses Allel, in Abhingigkeit von einer HLA-Bw4 -Expression, die
stirkste Assoziation mit einem langsamen Voranschreiten der Krankheit demonstrierte

(Martin et al., 2007). Neben der Beschreibung von intrazelluldiren NK-Zellrezeptoren und
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ihren MHC-Klasse-I-Liganden finden sich in der Literatur auch Arbeiten, die einen
moglichen Ubertragungsweg der MHC-Liganden von einer Zelle auf eine andere aufzeigen.
Onfelt und Mitarbeiter (2004) konnten demonstrieren, dass Zellen iiber sog. nanotubes HLA-
C-GFP-Molekiile auf NK-Zellen iibertragen konnten.

Diese Arbeiten legen dar, dass eine intrazelluldre Interaktion zwischen NK-Zellrezeptoren
und MHC-Klasse-I-Molekiilen sowohl fiir klassische als auch nicht-klassische HLA-
Molekiile moglich ist. Daher besteht die Moglichkeit, dass auch einige der in dieser Arbeit
untersuchten, mehr intrazelluldr exprimierten Mamu-B-Molekiile, eine solche Funktion
tibernehmen konnten. Die extremsten Formen stellen dabei die Genprodukte ohne leader bzw.
Transmembranregion dar, denen eine Expression auf der Zelloberfliche rein formal nicht
moglich ist.

Neben physiologischen Erkliarungen fiir die dokumentierten Phinomene sollten auch
methodische Schwierigkeiten des verwendeten Nachweisverfahrens beriicksichtigt werden.
So liegt beispielsweise bis dato keine fiir die hier durchgefiihrten Versuche geeignete Zelllinie
aus Makaken vor. Daher wurde fiir die Etablierung von Rhesusaffen MHC-Klasse-I-
Transfektanten auf eine humane Zelllinie zuriickgegriffen. Die verwendete Zelllinie K562
entstammt menschlichen myeloischen Leukidmiezellen, die gegeniiber der Zytotoxizitit von
NK-Zellen in hohem Masse empfindlich sind (Klein et al., 1976). Diese myoblaste Zelllinie
weist einige T-Zelleigenschaften auf und bei ihr konnte keine klassische HLA-Expression
nachgewiesen werden (Lozzio und Lozzio, 1979). Aufgrund der stark verringerten Klasse-I-
Expression eignen sich diese Zellen hervorragend fiir Transfektionsexperimente mit einzelnen
MHC-Klasse-I-Sequenzen. Anwendung findet diese Zelllinie vor allem in immunologischen
Tests, da sie suszepzibel gegeniiber einer NK-Zelllyse ist (Toth und Kubes, 1993).

Aber auch in Expressionsstudien mit einzelnen humanen MHC-Klasse-I-Molekiilen fand die
Zelllinie bereits Einsatz (Schleypen et al., 2003; Wehler et al., 2007). Dennoch bleibt zu
berticksichtigen, dass die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimente in einem
zwei Spezies Uberlappenden System stattfanden. Daher sind Probleme durch spezies-
spezifische Interferenzen nicht auszuschlieBen. Eine besondere Betrachtung sollte dabei dem
B2M zukommen (s. Kap. 1.2.3). Fiir die hier gezeigten Expressionsstudien wurde allein die
schwere Kette der MHC-Klasse-I-Molekiile des Rhesusaffen transfiziert. Um eine stabile
Oberflichenexpression zu erlangen, mussten die transfizierten Molekiile eine kovalente
Bindung mit dem humanen (von der Zelllinie hergestellten) f2M eingehen. Ein Vergleich der
humanen und der Rhesusaffen Sequenz des B2M zeigt einige AS-Austausche, die jedoch alle

nicht in den MHC-Klasse-I-bindenden Bereichen liegen (Su et al., 2004). Dies sollte eine
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Bindung des humanen P2M an die schwere Kette von Rhesusaffen MHC-Klasse-I
begiinstigen. Die hier durchgefiihrten Expressionsergebnisse konnten zeigen, dass einige der
Mamu-A- und Mamu-B-Molekiile durchaus in der Lage sind, auf die Zelloberfliche zu
gelangen (s. Kap. 4.2.3) und dort auch funktionelle Aufgaben, wie Interaktionen mit
Rezeptoren auf NK-Zellen, tibernehmen konnen (s. Kap. 4.3 und 4.5). Andere Arbeitsgruppen
konnten bereits demonstrieren, dass nach Transfektion der schweren Kette des Rhesusaffen
MHC-Klasse-I in eine humane Zelllinie gute Oberflaichenexpressionen erreicht werden
konnen (Urvater et al., 2000b). Dennoch bleibt nicht ausgeschlossen, dass einige der
transfizierten schweren MHC-Klasse-I-Ketten des Rhesusaffen mehr Probleme bei der
Zusammenlagerung mit dem artfremden, humanen 32M haben als andere. Einige der MHC-
Klasse-I-p2M-Komplexe konnten durch eine verringerte Bindungsstérke instabil werden und
daher vermehrt im Zellinneren anzutreffen sein.

Eine weitere zentrale Rolle in der Bildung eines stabilen MHC-Komplexes spielt das, in der
MHC-Antigenbindegrube, gebundene Peptid. Ein Fehlen von passenden Peptiden in der
verwendeten humanen Zelllinie K562 kénnte dazu fiihren, dass einige der Mamu-B-Molekiile
eher instabile Komplexe bilden und kaum auf die Zelloberfliche gelangen. Alle MHC-Klasse-
[-Molekiile, die in ihrer Peptidbinderegion den humanen MHC-Klasse-I-Molekiilen &hneln,
konnten nach Transfektion auch auf der Zelloberfliche der humanen Zelllinie K562
nachgewiesen werden (vergl. Abb. 4.13). Die Mamu-B-Molekiile mit einer stirker
abweichenden Peptidbinderegion zeigten dementsprechend nach Transfektion eine schwache
bis keine MHC-Klasse-I-Expression auf der Oberfliche von K562-Zellen. Die einzige
Ausnahme bildete Mamu-B*6002. Obwohl das Mamu-B*6002-AcGFP-Konstrukt nach
Transfektion eine starke MHC-Klasse-I-Oberflichenexpression ausloste, zeigt die AS-
Sequenzregion der Antigenbindung wenig Ahnlichkeit mit HLA-Sequenzen.

Auch die Verwendung des monoklonalen Antikorpers W6/32 zur Markierung von MHC-
Klasse-I-Molekiilen sollte einer kritischen Diskussion unterzogen werden. Dieser Antikorper
wurde als Maus anti-MHC-Klasse-I Antikorper, der schwere humane MHC-Klasse-1-Ketten
in Assoziation mit B2M erkennt, entwickelt (Barnstable et al., 1978; Parham et al., 1979). Es
konnte bereits gezeigt werden, dass dieser Antikdrper mit nativen MHC-Klasse-I-Molekiilen
anderen Spezies interagiert (Parham und Ploegh, 1980) und er wurde schon in Arbeiten zur
Erkennung von HLA-Oberflichenexpressionen eingesetzt (Ennis et al., 1988; Urvater et al.,
2000b). In dieser Arbeit wurde er fiir die Oberflichenmarkierung von Rhesusaffen MHC-

Klasse-I-Molekiilen nach Transfektion in humane Zellen verwendet. Dennoch bleibt
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ungekldrt, ob alle MHC-Klasse-I-Molekiile des Rhesusaffen gleich gut von diesem

Antikorper erkannt werden.

5.3  Mamu-A-Molekiile als Zielstrukturen fiir NK-Zellrezeptoren

Mit Hilfe von immunologischen Tests wurde der Frage nachgegangen, ob einzelne MHC-
Klasse-I-Molekiile des Rhesusaffen in der Lage sind, mit NK-Zellen zu interagieren. Um
Interaktionen zwischen NK-Zellen und MHC-Klasse-I-exprimierenden Zielzellen
nachzuweisen, kann man zum einen die Effekte der Interaktion auf die Zielzellen
charakterisieren und zum anderen die Effekte auf die NK-Zellen selber analysieren. Der
Chromfreisetzungstest ermdglicht die Veranschaulichung von Unterschieden in der
Zielzelllyse durch die zytolytische Aktivitdt von Effektorzellen (s. Kap. 3.2.7). Er gilt noch
immer als eine Standardmethode zur Ermittlung der antigenspezifischen Lyse von MHC-
Klasse-I defizienten Zellen. Das Testverfahren ist jedoch wenig sensitiv und liefert nur semi-
quantitative Ergebnisse. Da jedoch zu Beginn der Arbeit keine andere Methode zur Analyse
der Interaktion zwischen NK-Zellen und MHC-Klasse-I-Molekiilen zu Verfligung stand,
wurden Chromfreisetzungstests mit Rhesusaffenaffen-PBMC und MHC-Klasse-I-
exprimierenden K562-Zellen etabliert.

Das maximale Blutvolumen pro Abnahme und Tier lag bei ca. 15 ml. Daher musste fiir eine
ausreichende Menge an PBMC fiir einen Test Blut mehrer Rhesusaffen aufgereinigt werden
und die isolierten Lymphozyten vereint werden. Dies erhohte zwar die Wahrscheinlichkeit,
dass sich unter den isolierten PBMC auch NK-Zellen mit Rezeptoren fiir die verwendeten
MHC-Klasse-I-Molekiile befanden, verringerte jedoch gleichzeitig den prozentualen Anteil
von NK-Zellen mit eventuell passendem Rezeptor. Reine NK-Zellen als Effektorzellen
konnten nicht verwendet werden, da fiir Rhesusaffen zum Zeitpunkt der Arbeit weder NK-
Zellklone zur Verfligung standen, noch die Moglichkeit einer so genannte ,,negativen NK-
Zellisolation* bestand. Fiir das humane System ist dies aufgrund der guten Charakterisierung
der Blutzellen eine etablierte Methode. Bei diesem Verfahren werden durch geeignete
Antikorper, die an Kiigelchen gekoppelt sind, alle PBMC aufler den NK-Zellen markiert und
lassen sich dadurch von den unmarkierten NK-Zellen abtrennen. Auch von einer direkten
Isolation der NK-Zellen durch Antikdrpermarkierung wurde abgesehen, da Antikdrper
antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) auslosen konnen. Bei der Antikorper-

abhingigen zellvermittelten Zytotoxizitit erkennen NK-Zellen iiber ihre Fc-Rezeptoren
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andere Zellen, die mit Antikérpern beladen sind. Dies fiihrt zur Aktivierung der NK-Zellen
und zur Ausschiittung von zytotoxischem Granula, wodurch die Antikdrper-markierten Zellen
abgetotet werden. Da also weder die direkte noch die indirekte NK-Zellisolation fiir
Rhesusaffen-PBMC zur Verfiigung stand, musste wie beschriecben mit der gesamten
Lymphozyten-Population gearbeitet werden.

NK-Zellen machen dabei ca. 10 % der Gesamt-Zellen aus (Robertson und Ritz, 1990), wobei
allerdings 20 - 30 % der Lymphozyten verschiedenen Gruppen an T-Zellen zuzuordnen sind.
Diese konnten ebenfalls iiber ihren T-Zellrezeptor mit MHC-Klasse-I-Molekiilen interagieren.
Jedoch sollten die auf den K562-Zellen exprimierten Rhesusaffen MHC-Klasse-I-Molekiile
nur Peptide intrazelluldrer Proteine priasentieren und daher keine T-Zell-vermittelte Zelllyse
auslosen.

Wie bereits in Kapitel 3.1.16 beschrieben hat Rhesusaffenblut eine etwas andere
Zusammensetzung als humanes Blut und die Blutzellen haben z. T. eine abweichende Form
und Struktur (Ahmed-Ansari et al., 1989; Powell et al., 1989). Aus diesem Grund wurden die
Protokolle zur Lymphozytenaufreinigung aus humanem Blut fiir die Aufreinigung von
Rhesusaffenblut zundchst einer Optimierung unterzogen. Dennoch konnte nicht der gleiche
Reinheitsgrad der Lymphozytenpopulation, wie bei humanen Blutaufreinigungen, erreicht
werden, was zu den groen Schwankungen der Testergebnisse beigetragen haben konnte.
Zusammengenommen war nur eine sehr geringe Anzahl der Effektorzellen in jedem Test in
der Lage, Verdnderungen in der Zielzelllyse durch eine MHC-Klasse-I-vermittelte Interaktion
auszulosen. Des Weiteren bleibt zu beriicksichtigen, dass Rhesusaffen-PBMC gegeniiber
humanen PBMC eine schwichere spezifische Lyse der K562-Zielzellen auslosten
(vergl. Abb. 4.19), wodurch schwache Effekte auf die Zelllyse leichter iibersehen werden
konnen. Diese reduzierte K562-Lyse durch Rhesusaffen-PBMC wurde bereits in anderen
Arbeiten beschrieben (Andersen et al., 2004).

Die Anzahl an verschiedenen Zielzellen wurde aufgrund der gro3en Menge an MHC-Klasse-
I-Genen des Rhesusaffen auf die Mamu-A-Transfektanten beschridnkt. Unter diesen
Transfektanten zeigten vor allem die stabilen K562-Transfektanten Mamu-A*01, -A*08 und
-A*11 starke MHC-Klasse-Oberflachenexpression (s. Kap. 4.2.3) und wurden daher in die
Chromtests eingesetzt. Damit wurden ausschlieBlich Transfektanten des Mamu-Al-Gens
verwendet. Trotz der beschriebenen Einschrinkungen des Analyseverfahrens fiir die
Anwendung in dieser Arbeit konnten leichte Tendenzen einer Mamu-A-vermittelten
Reduktion der Zielzelllyse ermittelt werden (vergl. Abb. 4.20). Jedoch lassen die hohen

Standardabweichungen der Mittelwerte der spezifischen Lysen kaum signifikante Aussagen
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zu. Diese hohen Variationen in der spezifischen Lyse lassen sich zum einen auf die geringe
Maximallyse und zum anderen auf die hohe Variabilitit der Effektorzellen zuriickfiihren
(s. oben). Zwei Beispiele fiir einzelne Zytotoxizitétstests sind im Anhang abgebildet
(vergl. Abb. 10.6). Dabei zeigt die erste Abbildung ein Beispiel fiir einen Test bei dem eine
Reduktion der spezifischen Lyse fiir Mamu-A-Transfektanten deutlich zu sehen ist. Die
zweite Abbildung zeigt ein Beispiel fiir einen Test, bei dem nur eine geringe Mamu-A-
vermittelte Reduktion der Zielzelllyse zu beobachten war.

Aufgrund der geringen Signifikanz der Ergebnisse aus den Zytotoxizitétstests kam im Verlauf
der Arbeit eine zweite Methode zur Analyse der MHC-Klasse-I-vermittelten NK-Zell-
aktivierung und -inhibition zur Anwendung. Der Degranulierungsassay ermoglicht mit Hilfe
von Oberflichenmarkern die direkte Analyse von NK-Zellen. In dieser Arbeit wurde eine
Kombination aus drei Markern verwendet. CD3 wird auf T-Zellen und CD16 wird auf NK-
Zellen, aber auch auf Neutrophilen und Makrophagen, exprimiert. Durch eine AK-
Markierung gegen CD3 und CD16 konnte die CD3-negative und CD16-positve Population
zur weiteren Analyse im Rahmen einer FACS-Auswertung ausgewidhlt werden
(vergl. Abb. 4.21). Die Verwendung dieser beiden Zellmarker basiert auf Charakterisierungen
von NK-Zellen des Rhesusaffen (Choi et al., 2008; Webster und Johnson, 2005). Es bleibt
jedoch zu berticksichtigen, dass Oberflichenmarker auf Blutzellen des Rhesusaffen noch nicht
so detailliert definiert wurden wie bei humanen Blutzellen und daher die untersuchte
Lymphozytenpopulation eventuell nicht nur NK-Zellen enthielt.

Gegeniiber dem Chromfreisetzungstest erfolgte die Messung des Degranulierungstests auf
Einzelzellebene am Durchflusszytometer (s. Kap. 3.2.9). Ein weiterer Vorteil dieser Methode
bestand darin, dass pro Testansatz 10 bis 15 ml Blut ausreichend waren. Dadurch konnte eine
Verwendung von Blutgemischen mehrerer Rhesusaffen vermieden werden. Fiir die Zeit der
Degranulierungsassays standen aullerdem kontinuierlich zwei Rhesusaffen zur Blutabnahme
zur Verfiigung. Allerdings konnte durch die Beschrinkung auf zwei Tiere nur ein Test pro
Woche durchgefiihrt werden, da hdufigere Blutabnahmen nicht zumutbar waren. Daher
erfolgte auch bei diesem Testverfahren eine Fokussierung auf die etablierten Mamu-A-
Transfektanten. Die vergleichsweise gute Charakterisierung der Mamu-A-Region ermoglichte
zudem eine PCR-basierte Typisierung der beiden Rhesusaffen fiir die Gene der zur Verfiigung
stehenden Mamu-A-Transfektanten (s. Kap. 4.4). Nach einer Etablierungsphase, in der das
optimale Zielzell-Effektorzell-Verhiltnis und die optimale Inkubationsdauer ermittelt wurden
(nicht gezeigt), wurden Tests mit allen fiinf etablierten Mamu-A-Transfektanten durchgefiihrt.

Die Ergebnisse der Auswertungen mit NK-Zellen beider Tiere spiegeln die in den
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Chromfreisetzungstests ermittelten Tendenzen einer Mamu-A-vermittelten NK-Zell-
inhibierung wieder. Auch bei diesem Testverfahren waren alle Mamu-A-Transfektanten in der
Lage, mit NK-Zellen zu interagieren. Die Interaktion konnte durch eine verminderte NK-
Zelldegranulierung sichtbar gemacht werden. Ein Vergleich der Ergebnisse der
Degranulierungsassays mit NK-Zellen der beiden typisierten Tiere war vor allem aufgrund
threr sehr unterschiedlichen Mamu-A-Konfiguration von Interesse (vergl. Abb. 4.25). Eine
Einzelbetrachtung zeigte unter anderem, dass die Mamu-A*01-Transfektante in allen Tests
stets die stirkste NK-Zellinhibition vermittelte. Die Inhibition war bei dem Mamu-A*01-
positiven Rhesusaffen zudem stirker als in dem Mamu-A*01-negativen Tier. Auch fiir Mamu-
A*11 konnte eine stirkere Verringerung der Degranulierung in Tests mit PBMC von dem
Mamu-A*11-positiven Tier ermittelt werden (vergl. Abb. 4.22). Fiir die anderen Allele konnte
dieser Zusammenhang nicht bestétigt werden. Jedoch war auch die Transfektante Mamu-
A*08 in der Lage, die Degranulierung zu mehr als 20 % zu reduzieren. Mamu-A*1303 und
Mamu-A*1403 16sten jeweils nur eine schwache Verringerung der Degranulierung aus. Damit
zeigte sich, dass die Molekiile der Mamu-Al-Gene (Mamu-A*01, -A*08 und -A*11) eine
starkere NK-Zellinhibition vermittelten als die Molekiile der Mamu-A3- und Mamu-A4-Gene
Mamu-A*1303 und -A*1403. Eine Erklarung fiir die unterschiedlich starken Reduktionen der
NK-Zellinhibition durch die verschiedenen Transfektanten und die verstirkte Reduktion bei
Anwesenheit des jeweiligen Allels im Fall von Mamu-A*01 und Mamu-A*11 kann in der
freien Kombinierbarkeit der MHC-Klasse-I- und KIR-Gene in der Vererbung gesucht werden
(Parham, 2005). Dem zu Folge kann jedes Individuum Rezeptoren fiir nicht vorhandene
Liganden exprimieren und umgekehrt auch Liganden ohne den entsprechenden NK-
Zellrezeptor exprimieren. Allerdings sollten, gemdll den Theorien zur NK-Zelltoleranz
(s. Kap. 1.7), nur solche NK-Zellen ihre volle Funktionalitit erlangen, die auch einen
Rezeptor fiir einen korpereigenen Liganden exprimieren (Gasser und Raulet, 2006;
Yokoyama und Kim, 2006). Des Weiteren ist von Studien der Interaktionen zwischen
humanen MHC-Klasse-I-Molekiile und den NK-Zellrezeptoren KIR bekannt, dass ein MHC-
Klasse-I-Molekiil mehrere KIR binden kann sowie ein KIR auch unterschiedliche MHC-
Klasse-I-Molekiile binden kann (Boyington et al., 2000; Fan et al., 2001; Gumperz et al.,
1997, Gumperz et al., 1995). Die unterschiedlichen NK-Zellinhibierungen konnen
dahingehend interpretiert werden, dass Molekiile, die durch das Mamu-Al-Gen verschliisselt
werden, mit einer mehrere Gene oder Allele umfassenden Gruppe von KIR interagieren
koénnen. Dadurch kénnten sie auch dann eine Inhibition der NK-Zellaktivitidt auslésen, wenn

sie genomisch in dem Rhesusaffen, aus dem die NK-Zellen stammen, nicht vorhanden sind.
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Sind sie genomisch vorhanden, kann eine MHC-Klasse-I-vermittelte ,,NK-Zellerziechung* die
Reaktivitit der NK-Zellen mit einem passenden Rezeptor zusétzlich erhhen.

Aufgrund der hohen Variabilitit der NK-Zellmenge und deren Rezeptorausstattung in den
isolierten PBMC war eine zusammenfassende statistische Auswertung der Ergebnisse nicht
sinnvoll. Dennoch wurden fiir die ermittelten Werte der Reduktion der Degranulierung von
fiinf unabhingigen Tests Mittelwerte gebildet und graphisch in Abbildung 10.7 dargestellt.
Diese Auswertung zeigt den konstanten Trend flir eine Mamu-A-vermittelte NK-
Zellinhibition in den unabhéngigen Tests.

Eine vergleichende Betrachtung der Ergebnisse der beiden immunologischen Testverfahren
zeigt einheitlich, dass Mamu-A-Molekiile eine Zielstruktur fiir NK-Zellen prasentieren. Vor
allem Molekiile, die durch das Mamu-Al-Gen kodiert werden, scheinen eine klassische
Aufgabe bei der NK-Zellinteraktion zu iibernehmen. Auch die Molekiile, die durch die Gene
A3 und A4 kodiert werden, sind im Degranulierungsassay in der Lage, eine NK-
Zellinhibierung auszulosen. Jedoch ist der inhibitorische Effekt auf NK-Zellen deutlich
geringer als bei den Mamu-Al-Molekiilen. Damit bestdtigten sich die, in den
Sequenzauswertungen (s. Kap. 4.1) und den Untersuchungen zur subzelluldren Lokalisation
(s. Kap. 4.2) gewonnenen, Hinweise fiir eine Mamu-A-vermittelte NK-Zellinteraktion.
Zusitzlich zeigen die Ergebnisse der Degranulierungsassays, dass die stirkste Inhibition der
NK-Zellaktivierung stets durch Allele des polymorphen und stark exprimierten Mamu-Al-
Gens ausgeiibt wird. Dabei ist eine besonders starke Mamu-A*01-vermittelte Inhibition zu
beobachten.

Ein experimenteller Nachweis von spezifischen Interaktionen zwischen Mamu-A- und NK-
Zellrezeptoren erfolgte mit Hilfe von direkten Interaktionsstudien (s. Kap. 4.5). Als
inhibitorische Rezeptoren kommen vor allem die KIR in Frage (s. Kap. 1.4). Fiir den Mensch
konnten einige spezifische Interaktionen zwischen KIR- und MHC-Klasse-I-Molekiilen
nachgewiesen werden (Fan et al., 1996; Litwin et al., 1994; Rajagopalan und Long, 1997,
Wagtmann et al., 1995). Im Rahmen der Doktorarbeit von Philip Kruse und der Diplomarbeit
von Meikes Hermes wurden KIR-Ig-Fusionsproteine hergestellt, die die extrazelluldren KIR-
Dominen mit dem Fc-Anteil eines humanen IgG verbinden. Solche Fusionsproteine wurden
in humanen Systemen schon hiufig angewandt (Fan et al., 1996; Wagtmann et al., 1995) und
stellen eine gute Mdoglichkeit zur Identifikation von Bindungen dar. Des Weiteren wurde zur
Erhohung der Nachweisgrenze in FACS-Analysen eine Multimerisierung der KIR-Ig-
Fusionsproteine vorgenommen (vergl. Abb. 4.26 und Hansasuta et al., 2004). Die Multimere

wurden vor der Zugabe zu den Mamu-A-exprimierenden Zellen mit Streptavidin-PE-Cy5.5
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markiert, wodurch weitere Antikorpermarkierungen vermieden wurden, bei denen zusétzliche
Waschschritte anfallen wiirden. Diese vereinfachte Vorgehensweise sollte ebenfalls zu einer
Erh6éhung der Empfindlichkeit des Nachweises beitragen. Im Rahmen dieser Arbeit standen
drei verschiedene KIR-Ig-Fusionsproteine zur Verfligung (KIR3DLneul, KIR3DLneu3 und
KIR3DLneu7), die jeweils aus drei Ig-Doméanen aufgebaut sind und damit dem am hiufigsten
auftretenden Rhesusaffen KIR-Typus entsprechen (s. Kap. 1.4.2.1). Zudem tragen die cDNA-
Sequenzen der drei verwendeten KIR in ihren zytoplasmatischen Doménen jeweils zwei ITIM
und zdhlen daher zu den inhibitorischen Rezeptoren. Unterschiede finden sich im
Wesentlichen in der Sequenz der Ig-Doménen. Zum Teil aufgrund der im Rahmen dieser
Studie gewonnenen Erkenntnisse sind detaillierte Betrachtungen dieser Rezeptoren
Gegenstand weiterfiihrender Arbeiten am Primatenzentrum.

Mit dem, im vorangegangenen Absatz beschriebenen, experimentellen Ansatz gelang am
Durchflusszytometer der Nachweis von spezifischen Interaktionen zwischen dem
KIR3DLneu3-Ig-Multimer und Mamu-A*01- bzw. Mamu-A*1303-Molekiilen exprimiert auf
K562-Zellen (vergl. Abb. 4.27). Fiir Mamu-A*1403-Transfektanten konnten des Weiteren
schwache Zunahmen der MFI-Werte nach Inkubation mit KIR3DLneul- und KIR3DLneu3-
Ig-Multimeren dargestellt werden, die eventuell eine schwache Interaktion dieses Liganden
mit den beiden KIR-Molekiilen reprdsentieren. Zusitzlich konnte gezeigt werde, dass die
KIR-Bindungsstirke mit der Stirke der MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression zunimmt
(vergl. Abb. 4.28). Dieser Zusammenhang liegt in den heterogenen Zellpopulationen der
stabilen Transfektanten begriindet. Auf eine Klonierung der einzelnen MHC-Klasse-I-
Transfektanten hinsichtlich einer einheitlichen MHC-Klasse-I-Expression auf der
Zelloberfliche wurde verzichtet, da dabei leicht artifizielle Effekte auftreten kénnen. Auch
sollten die in den Interaktionsstudien dieser Arbeit gemessenen Zunahmen der mittleren
Fluoreszenzstirken der einzelnen Mamu-A-Transfektanten nach Zugabe der PE-Cy-5.5-
gekoppelten KIR-Ig-Multimere nicht mit den Zunahmen der MFI-Werte aus den Analysen zur
MHC-Klasse-I-Oberflichenexpression verglichen werden (s. Kap. 4.2.3). In den
durchflusszytometrischen Analysen zur MHC-Klasse-I-Expression auf der Zelloberfliche
erfolgte der Nachweis iliber einen mit einem Reaktivfarbstoff gekoppelten sekundiren
Antikorper, wodurch die Signale, gegeniiber einer direkten Markierung, exponentiell verstérkt
werden.

Bei der Interpretation der Ergebnisse der Interaktionsstudien ist zundchst augenscheinlich,
dass Mamu-A*01, -A*1303 und auch -A*1403 drei verschiedenen Genen in der Klasse-I-

Region zugeordnet werden (vergl. Kap. 4.4). Dennoch konnten Sequenzvergleiche belegen,
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dass sich Mamu-A*01 und Mamu-A*1303 stirker dhneln als den Sequenzen der anderen
verwendeten Mamu-A-Molekiile (vergl. Abb. 4.4b). Phylogenetische Analysen der einzelnen
Dominen bestitigen diese Gemeinsamkeiten. Die FEinzelanalysen der Sequenzen der
al-Doméne zeigen zudem eine separate Gruppierung von Mamu-A*01, -A*1303 und
-A*1403  (vergl. Abb. 10.2). Neben den Gesamtsequenzen zeigen auch die
Antigenbinderegionen dieser drei Molekiile viele Gemeinsamkeiten (vergl. Abb. 4.6b).
Folglich konnen Mamu-A*01-, Mamu-A*1303- und Mamu-A*1403-Molekiile Peptide mit
dhnlichen AS-Resten binden. Daher kann die gemeinsame KIR3DLneu3-Bindung auch eine
Peptid-Abhédngigkeit beinhalten. Peptid-abhidngige Interaktionen mit KIR konnten
beispielsweise fiir die humanen MHC-Klasse-I-Molekiile HLA-Cw*7 mit KIR2DL3 sowie
fiir HLA-A*3 bzw. HLA-A*11 mit KIR3DL2 nachgewiesen werden (Hansasuta et al., 2004;
Maenaka et al., 1999). Am Beispiel von HLA-A*2402 und HLA-B*5703 und vier
verschiedenen KIR3DL1-Allelen konnte des Weiteren gezeigt werden, dass die Bindung nicht
nur Peptid-abhéngig, sondern auch allelspezifisch seien kann (Thananchai et al., 2007). Der
KIR-Polymorphismus trigt demnach zu Variationen der Stirke des inhibitorischen Signals
auf die NK-Zelle wahrend der Interaktion mit einem MHC-Klasse-I-Liganden bei (Carr et al.,
2005). Fiir die hier gezeigte Interaktion von Mamu-A*01, -A*1303 und -A*1403 mit
KIR3DLneu3 konnte dies bedeuten, dass verschiedene Allele des Rezeptors KIR3DLneu3
ihre Liganden mit unterschiedlicher Affinitdt binden und auch in unterschiedlich starken NK-
Zellinhibitonen resultieren kdnnten.

In Anlehnung an die, bei der Interaktion zwischen HLA-C- und KIR2DL-Molekiilen
identifizierten AS-Reste (Boyington et al., 2000; Fan et al., 2001), wurden auch die hier
verwendeten Mamu-A-Sequenzen in diesen Bereichen einer genaueren Analyse unterzogen
(vergl. Abb. 4.29). Bei den Interaktionen zwischen HLA-C und KIR2DL-Molekiilen spielt
vor allem die AS an der Position 80 eine entscheidende Rolle (Boyington et al., 2000; Fan et
al., 2001). Auch bei HLA-A- und HLA-B-Molekiilen mit dem Bw4'-Epitop, die mit
KIR3DL-Molekiilen interagieren konnen, ist die AS 80 eine zentrale Position (Cella et al.,
1994; Luque et al., 1996). Mamu-A*01, -A*1303 und -A*1403 weisen jedoch
unterschiedliche AS an der Position 80 auf. Jedoch sind die Unterschiede zwischen den
Seitenketten der hier vorkommenden AS Threonin und Asparagin gering. Beide Seitenketten
sind ungeladen polar. Unterschiede bei der KIR3DL-Bindung durch HLA-Molekiile, die
diese beiden AS aufweisen, konnten bisher nicht gezeigt werden. Fiir HLA-B27-Subtypen
demonstrierten Luque und Mitarbeiter, dass Subtypen mit Isoleucin an der Position 80 keine

Inhibition vermitteln konnten, demgegeniiber sind jedoch Subtypen mit Threonin an der
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Position 80 starke NK-Zellinhibitoren (Luque et al., 1996). Isoleucin an Position 80 konnte
jedoch bisher bei keinem der Mamu-A-Molekiile nachgewiesen werden (vergl. Tab. 4.6).
Zusitzlich wurden serologische Epitope, die bei der Interaktion von HLA-A- und HLA-B-
Molekiilen mit KIR3DL-Molekiilen eine Rolle spielen, in die Auswertung miteinbezogen.
Humane KIR3DL binden nur HLA-A- und HLA-B-Molekiile, die das Bw4 -Epitop in der
al-Doméne exprimieren (Dohring et al., 1996; Gumperz et al., 1997; Gumperz et al., 1995).
Die AS-Sequenzen von Mamu-A*01, Mamu-A*1303 und Mamu-A*1403 weisen jedoch
unterschiedliche Epitope auf. Mamu-A*01 exprimiert das Bw4 -Epitop, Mamu-A*1303
weist das Bw6'-Epitop auf und Mamu-A*1403 kann keiner der beiden Gruppen zugewiesen
werden (vergl. Abb. 4.29).

Die hier durchgefiihrten Sequenzvergleiche legen nahe, dass die Region zwischen Position 77
und 83 fiir die Mamu-A-Interaktion mit Rhesusaffen KIR3DL-Molekiilen keine
entscheidende Rolle spielt. Abweichungen in den Bindungsregionen gegeniiber denen, die fiir
HLA-C und KIR2DL identifiziert wurden, sind durchaus denkbar, da der verwendete
Rezeptor statt zwei drei Ig-Doménen umfasst. Fiir die Bindung von HLA-A- und HLA-B- an
KIR3DL-Molekiile liegen bis dato noch keine Kristallstrukturanalysen vor. Daher wurde in
den mit hoher Wahrscheinlichkeit an der Bindung beteiligten al- und o2-Doménen nach
Gemeinsamkeiten der identifizierten KIR3DLneu3-Liganden gegeniiber den Sequenzen der
anderen verwendeten Mamu-A-Transfektanten gesucht. Einige AS-Reste weisen allein

Mamu-A*01 und Mamu-A*1303 auf. In der aul-Doméne ist das nur an Position 70 der Fall.
In der a2-Domédne weisen Mamu-A*01 und Mamu-A*1303 mehrere gemeinsame Reste
zwischen den Positionen 97 - 114 und 151 - 169 auf. Auch mit der Sequenz Mamu-A*1403
haben die beiden Sequenzen einige AS-Reste gemeinsam. Auffillig ist zudem, dass die
groBten Unterschiede zwischen den Allelen des Mamu-Al-Gens auftreten. Mamu-A*01,
-A*08 und -A*11 zeigen die grofften Unterschiede in den al- und a2-Domédnen. Somit
konnten sich unter den identifizierten gemeinsamen AS-Resten der Molekiille Mamu-A*01,
-A*1303 und -A*1403 Positionen befinden, die entscheidend an der Bindung von
KIR3DLneu3 mitwirken. Unterschiedliche Bindungsregionen zwischen MHC-Klasse-I-
Molekiilen, die mit 2-Ig-Doménen gegeniiber solchen die mit 3-Ig-Dominen KIR
interagieren, sind durch die unterschiedliche Zusammensetzung der Rezeptoren durchaus
denkbar. Von Rojo und Mitarbeitern (1997) konnte beispielsweise gezeigt werden, dass alle
drei Ig-Doménen fiir eine KIR3DL-Bindung an HLA-B*5101 erforderlich sind.

In den hier vorliegenden Studien wurden ausschlieBlich inhibierende Rhesusaffen-KIR

verwendet. Wie in Kapitel 1.4.2.1 erldutert, konnten beim Rhesusaffen keine den humanen
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aktivierenden KIR2DS und KIR3DS entsprechenden KIR-Sequenzen nachgewiesen werden.
Jedoch belegen sowohl die genomischen Daten als auch cDNA-Analysen, dass Rhesusaffen
neben den typischen inhibierenden KIR auch einen zweiten KIR-Typ exprimieren, der
eventuell eine aktivierende Funktion tibernehmen konnte (Hershberger et al., 2001; Sambrook
et al., 2005). Fiir die humanen KIR2DS/3DS konnte gezeigt werden, dass sie iiber das
Adaptermolekiill DAP12 NK-Zellen aktivieren konnen (Lanier et al., 1998). Da die
extrazelluliren Dominen der aktivierenden KIR dem jeweiligen inhibierenden KIR-Allel
stark dhneln (Parham, 2005), wird vermutet, dass sie die gleichen HLA-Liganden binden
konnen. Vergleichende Bindungsstudien von 2-Ig-Doménen KIR mit HLA-C demonstrierten
sehr schwache Bindungsaffinitdten von KIR2DS- gegeniiber KIR2DL-Molekiilen (Katz et al.,
2001; Vales-Gomez et al., 1998; Winter et al., 1998). Ein direkter Bindungsnachweis von
KIR3DS-Molekiilen an HLA-A- oder HLA-B-Molekiile gelang noch nicht (Carr et al., 2007;
Gillespie et al., 2007). Die Arbeiten von Carr und Mitarbeitern sowie von Gillespie und
Mitarbeitern zeigten, dass die funktionellen Aufgaben der humanen aktivierenden KIR noch
ungekldrt sind und die bisher identifizierten Liganden nur mit schwacher Affinitét gebunden
werden. Da die potentiell aktivierenden KIR des Rhesusaffen sich stark von den humanen
aktivierenden KIR unterscheiden, ist deren Funktion rein spekulativ. Damit sind die KIR3DH
des Rhesusaffen ein #duBerst interessantes Forschungsfeld, wurden aber aus den hier
vorliegenden ersten Interaktionsstudien zwischen MHC-Klasse-I- und KIR-Molekiilen des

Rhesusaffen zunichst ausgeklammert.
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FAZIT und AUSBLICK

In dieser Arbeit wurden durch funktionelle Studien der MHC-Klasse-I-Gene neue
Erkenntnisse tiiber das heterogene System der Mamu-A- und Mamu-B-Regionen bei
Rhesusaffen und deren Funktion bei der Immunantwort gewonnen.

Die komplexe Struktur der MHC-Klasse-I-Region des Rhesusaffen bestétigte sich auch in den
Studien der vorliegenden Arbeit. Die 31 in dieser Arbeit isolierten MHC-Klasse-I-Sequenzen
konnten zu groflen Teilen genomisch nicht zugeordnet werden. Da nur ein vollstindig
sequenzierter Haplotyp vorliegt und fir die MHC-Klasse-I-Region des Rhesusaffen
haplotypische Unterschiede in der Anzahl und Kombination der Mamu-A- und Mamu-B-Gene
angenommen werden, kann vermutlich erst durch die vollstindige Sequenzierung weiterer
Haplotypen dieser Region eine genaue Zuordnung von cDNA-Sequenzen gelingen.
Uberraschenderweise zeigten MHC-Klasse-I-Molekiile des Rhesusaffen sehr unterschiedliche
subzelluldre Lokalisationen. Diese Variationen lieBen sich im Rahmen der Arbeit durch
verschiedene Sequenzanalysen und auch durch Arbeiten anderer Gruppen untermauern. In
weiterfilhrenden Studien sollte vor allem der Funktion von intrazelluldr exprimierten Mamu-
B-Molekiilen nachgegangen werden. Des Weiteren sollten die Ergebnisse in einer zweiten
MHC-Klasse-I-defizienten Zelllinie (z. B. in der B-Lymphoblasten-Zelllinie 721.221)
verifiziert werden und die subzelluldre Lokalisation der MHC-Klasse-I-Molekiile ohne Fusion
an ein fluoreszierendes Protein kontrolliert werden. Co-Transfektionen des Rhesusaffen $2M
in die stabilen Transfektanten konnten zudem klédren, ob Assoziationsprobleme der schweren
Kette des Rhesusaffen MHC-Klasse-I mit dem humanen f2M vorliegen.

Aufgrund der Komplexitit der MHC-Klasse-I-Region des Rhesusaffen erfolgte in den
immunologischen Analysen dieser Studie eine Beschrinkung auf die Mamu-A-Gene.
Weiterfithrende Arbeiten sollten zundchst die Untersuchungen im Bereich der Mamu-A-
Region vervollstindigen. Erst im Verlauf dieser Doktorarbeit wurden Arbeiten {iber die
Zugehorigkeit verschiedener isolierter cDNA-Sequenzen zu vier Gen-Loci in der Mamu-A-
Region veroffentlicht (Otting et al., 2007; Otting et al., 2005). Die Etablierung einer Mamu-
A-Transfektante, die ein Molekiil exprimiert, dass durch das Mamu-A2-Gen kodiert wird,
gelang im zeitlichen Rahmen dieser Arbeit nicht mehr. Dies sollte zur Vervollstdndigung der
funktionellen Analysen der Mamu-A-Gene Prioritét haben.

Im Anschluss wére eine Einbeziehung der etablierten Mamu-B-Transfektanten in die

immunologischen Analysen sinnvoll. Dabei sollte auf die Verwendung des Chromtests
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zunichst verzichtet werden, da die gegebenen Bedingungen, wie in Kapitel 5.3 diskutiert,
bislang zu keinen signifikanten Ergebnissen fiihrten. Der Degranulierungsassay erwies sich
als sensitiver und erfordert zudem ein geringeres Blutvolumen, wodurch die Verwendung von
Blutgemischen vermieden werden konnte. Zur Vergleichbarkeit der Ergebnisse wiirde sich die
Etablierung von NK-Zellklonen anbieten. Diese konnten  hinsichtlich  ihrer
Rezeptorausstattung typisiert werden. Dies wiirde Identifikationen von spezifischen
Bindungen erlauben. Bei Verfiigbarkeit von NK-Klonen koénnten auch Zytotoxizititsanalysen
aussagekriftige Ergebnisse liefern.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Interaktionsstudien konnten demonstrieren, dass Mamu-
A-Molekiile Liganden flir NK-Zellrezeptoren sind. Die hier nachgewiesenen Bindungen
zwischen KIR3DLneu3 und dessen Liganden Mamu-A*01 und Mamu-A*1303 bilden
wichtige Grundlagen fiir die Interpretation von Ergebnissen aus Infektionsstudien an
Rhesusaffen. Nachdem in dieser Arbeit ein Rezeptor fiir das in der SIV-Forschung mit einem
langsameren Krankheitsverlauf assoziierte Mamu-A*01 nachgewiesen wurde, konnten in
Interaktionsstudien mit verschiedenen SIV-Peptiden Informationen iiber den Einfluss von
SIV-Infektionen auf die Interaktion von Mamu-A*01- und KIR-Molekiillen gewonnen
werden.

Neben weiteren MHC-Klasse-I-Transfektanten sollten in zukiinftige Interaktionsstudien auch
zusidtzliche KIR-Ig-Fusionsproteine eingesetzt werden. Neben den inhibierenden KIR sollten

auch die aktivierenden KIR in die Analysen mit einbezogen werden.
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ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit Struktur und Funktion der Haupthisto-
kompatibilitdtskomplex (MHC)-Klasse-I-Gene des Rhesusaffen (Macaca mulatta, Mamu). Es
ist bekannt, dass MHC-Klasse-I-Molekiile wesentlich an der Kontrolle der zelluldren
Immunantwort beteiligt sind. Fiir die humanen MHC-Klasse-I-Molekiile (HLA-A, -B, -C) ist
ein ausgepriagter Polymorphismus charakteristisch. Genetische Arbeiten konnten in den
letzten Jahren allerdings zeigen, dass sich Mensch und Rhesusaffe in der MHC-Klasse-I-
Region stark unterscheiden. Die Mamu-A- und vor allem die Mamu-B-Regionen weisen viele
Genduplikationen und einen ausgeprdgten haplotypischen An- und Abwesenheits-
polymorphismus der einzelnen Gen-Loci auf. Die funktionelle Bedeutung dieser Fiille an
Genen war bislang ungeklart.

Ziel der Arbeit war die Untersuchung der Expression und Funktion von Mamu-A- und
Mamu-B-Molekiilen. Im Rahmen der Arbeit gelang die Etablierung von fiinf Mamu-A-, 13
Mamu-B- sowie einer Mamu-I- und einer Mamu-E-Transfektanten in der humanen Zelllinie
K562 (MHC-Klasse-I-negativ). Sowohl lasermikroskopische als auch durchfluss-
zytometrische Analysen zeigten eine starke Oberfldchenexpression der verschiedenen
untersuchten Mamu-A-Molekiile. Demgegeniiber wiesen die Mamu-B-Molekiile divergente
Expressionsmuster auf. Auch hier konnten Allele mit hoher Oberflichenexpression
nachgewiesen werden. Einige der Mamu-B-Transfektanten zeigten jedoch eine {iberwiegend
intrazelluldre Expression. Damit liefern die hier prasentierten Ergebnisse Hinweise auf ein
heterogenes System der Funktionen der MHC-Klasse-I-Molekiile beim Rhesusaften.

In immunologischen Testverfahren zur Natiirlichen Killerzell (NK) -Zytotoxizitdt und zur
NK-Zellaktivierung konnte gezeigt werden, dass Mamu-A-Molekiile Zielstrukturen fiir
inhibitorische Rezeptoren auf NK-Zellen darstellen und damit die Aktivierung von NK-Zellen
vermindern konnen. Zusitzlich konnten Unterschiede in der Stirke der NK-Zellinhibition
durch die Molekiile der verschieden Mamu-A-Gen-Loci nachgewiesen werden. Vor allem die
durch das Mamu-Al-Gen kodierten Molekiile konnten eine starke NK-Zellinhibition ausldsen
und diirften daher beim Rhesusaffen vermutlich eine zentrale Rolle in der MHC-Klasse-I-
vermittelten NK-Zellregulation spielen.

Humane MHC-Klasse-I-Molekiile sind Liganden fiir Killerzell-Immunglobulin-&hnliche
Rezeptoren (KIR) auf NK-Zellen. Fiir den Rhesusaffen gelang in dieser Arbeit erstmals der
experimentelle Nachweis einer spezifischen Interaktion zwischen Mamu-A- und KIR-

Molekiilen in einem in vitro-Modell.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit implizieren, dass die Mamu-B-Gene ein sehr
heterogenes System bilden, bei dem einzelne Gene vermutlich verschiedene Funktionen in der
Immunantwort iibernehmen. Analysen zur subzelluldren Lokalisation lieferten zudem
Hinweise auf intrazellulire Aufgaben einzelner Mamu-B-Molekiile.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten immunologischen Tests und Interaktionsstudien legen
zudem nahe, dass MHC-A-Molekiile eine zentrale Rolle in der NK-Zellregulierung des
Rhesusaffen spielen, im Gegensatz zu hoheren Primaten (z. B. Mensch, Schimpanse), die

dafir eher die MHC-C-Molekiile nutzen.
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SUMMARY

This thesis focuses on the structure and function of rhesus macaque (Macaca mulatta, Mamu)
major histocompatibility complex (MHC) class I genes. As the cellular immune response is at
least partly controlled by MHC class I molecules new insights in the structure and function of
this group of molecules will advance our understanding of the rhesus monkey’s immune
response and how results of infectious studies in macaques can be transferred to the human
system.

The human MHC class I molecules (HLA-A, -B and -C) are characterized by a high degree of
polymorphisms. A complete sequenced haplotyp of the rhesus macaque MHC revealed
considerable differences compared to humans with regard to extensive duplications and
haplotypic presence-absence polymorphisms. The functional significance of this plethora of
MHC class I genes remains, however, unknown so far.

One goal of this study was the characterization of Mamu-A and Mamu-B genes by means of
expression studies as well as the functional analysis. Therefore five Mamu-A, 13 Mamu-B,
one Mamu-I and one Mamu-E stable transfectants were established. Furthermore, confocal
microscopy and flow cytometry studies revealed high levels of MHC class I surface
expression for Mamu-A molecules. On the other hand Mamu-B molecules exhibited divergent
expression patterns, including surface and intracellular expression for some alleles. These
results indicate a heterogeneous system of MHC class I function in rhesus macaques.
Immunological assays for natural killer (NK) cell cytocoxity and for NK cell activation (via
degranulation) identified Mamu-A molecules as a target site for inhibitory NK cell receptors
leading to an inhibitory effect on NK cell activation. Additionally, molecules encoded by the
Mamu-Al gene have been shown to be more potent in inhibition of NK cell activation than
the molecules encoded by other Mamu-A genes.

Human MHC class I molecules are ligands for killer cell immunoglobulin-like receptors
(KIR) on NK cells. In this study specific interactions between Mamu-A and KIR molecules
were shown in an in vitro model system.

The presented results give rise to the assumption of MHC-A molecules in rhesus macaques
playing a central role in NK cell regulation, whereas in higher primates (e. g. human and

chimpanzee) MHC-C contribute as the major ligand for NK cell receptors.
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Tab. 10.1: Tiernummern der verwendeten Rhesusaffen

Laufnummer Tier-Nummer
1 1577
2 1748
3 1818
4 1874
5 1979
6 1989
7 2005
8 2022
9 2051
10 2089
11 2121
12 2136
13 2142
14 2146
15 2148
16 2154
17 2156
18 2181
19 2185
20 2196
21 2206
22 2209
23 2232
24 2237
25 2239
26 2240
27 2251
28 2255
29 2257
30 2269
31 2274
32 2284
33 2285
34 2288
35 2289
36 2296
37 2306
38 2317
39 2324
40 2326
41 2328
42 2340
43 2441
44 4991
45 4992
46 9853
47 9854
48 9858
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Laufnummer Tier-Nummer
49 9861
50 10788
51 12418
52 12419
53 12740
54 12741
55 12742
56 12743
57 12744
58 12745
59 13015
60 13411
61 13414
62 13415
63 13416

Mamu-A*01

ATGGCGCCCCGAACCCTCCTCCTGGTGCTCTCAGGGGCCCTGGTCCTGACCCAGACCCGGGCGGGCTCTCACTCCATGAAGTATTTCT
ACACCTCCATGTCCCGGCCCGGCCGCGGGCAGCCCCGCTTCATCGCCGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCGGTTCGACAG
CGACGCCGCGAGCCAAAGGATGGAGCCGCGGGCGCCGTGGGTGGAGCAGGAGGGTCCGGAGTATTGGGACCGGGAGACACGGAACATG
AAGACCGAGACACAGAATGCCCCAGTGAACCTGCGGACCCTGCTCCGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCGGGTCTCACACCCTCCAGA
GGATGGTTGGCTGCGACCTGGGGCCCGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATGAACAGTACGCCTACGACGGCAAGGATTACATCGCCCT
GAACGAGGACCTGCGCTCCTGGACCGCGGCGGACGTGGCGGCTCAGAACACCCAGCGCAAGTGGGAGGCGGCGGATGTGGCGGAGAGC
ATGAGAGCCTACCTGGAGGGCCAGTGCGTGGAGTGGCTCCCCAGATACCTGGAGAAGGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCACGGACCCCC
CCAAGACACATGTGACCCACCACCCCGTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGCGGAGATCAC
ACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGACCAAACTCAGGACACGGAGCTCGTGGAGACCAGGCCTGCAGGAGATGGAACCTTCCAGAAG
TGGGCGGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAGGAGCAGAGATACACCTGTCATGTGCAGCATGAGGGTCTGCCCAAGCCCCACACCCTGA
AATGGGAGCCGTTTTCCCAGTCCACCATCCCCATGGTGGGCATCATTGCTGGCCTGGTTCTCCTTGGAGCTGTGGTCACTGGAGCTGT
GGTTGCTGCTGTGATGTGGAGGAGGAAGAGCTCAGATAGAAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCAAGCAGTGACAGTGCCCAGGGC
TCTGATGTTTCTCTTACGGCTTGTAAAGTGGA

MRVMAPRTLLLVLSGALVLTQTRAGSHSMKYFYTSMSRPGRGQPRFIAVGYVDDTQFVRFDSDAASQRMEPRAPW
VEQEGPEYWDRETRNMKTETQNAPVNLRTLLRYYNQSEAGSHTLQRMVGCDLGPDGRLLRGYEQYAYDGKDY 1AL
NEDLRSWTAADVAAQNTQRKWEAADVAESMRAYLEGQCVEWLPRYLEKGKETLQRTDPPKTHVTHHPVSDHEATL
RCWALGFYPAEITLTWQRDGEDQTQDTELVETRPAGDGTFQKWAAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLPKPHTLKWEP
FSQSTIPMVG I 1AGLVLLGAVVTGAVVAAVMWRRKSSDRKGGSYSQAASSDSAQGSDVSLTACKY

Mamu-A*04
ATGGCGCCCCGAACCCTCCTCCTGGTGCTCTCAGGGGTCCTGGCCCTGACCCAGACCCGGGCGGGCTCGCACTCCATGAGCTATTTCA
ACACCTACATGTCACGGCCCGGCCGCGGGGAGCCCCGCTTCGTCGCCGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCGGTTTGACAG
CGACGCCGCGAGCCAGAGGATGGAGCCGCGGGCGCCGTGGGTGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGACCGGGAGACACGGATCATG
AAGACCGAGACACAGAATGCCCCAGTGGCCCTGCGGAACCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCGGGTCTCACACCTACCAGG
TGATGTACGGCTGCGACCTGGGGCCCGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATGAACAGTTCGCCTACGACGGCAAGGATTACATCGCCCT
GAACGACGACCTGCGTTCCTGGACAGCCGCGGACTTGGCGGCTCAGAACACCCAGCGGAAGTGGGAGGCGGCGGGTGTGGCGGAGCAG
CACAGAACCTACCTGGAGGGCGAGTGCCTGGAGTGGCTCCGCAGATACCTGGAGAACGGGAAGGAGACGCTGCAGLCGLGLGGAC e
CCAAGACACATGTGACCCACCACCCCGTCTCTGACTATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGCGGAGATCAC
ACTGACCTGGCAGCGGGCCGGGGAGGACCAAACTCAGGACACGGAGCTTGTGGAGACCAGGCCTGCAGGAGATGGAACCTTCCAGAAG
TGGGCGGCTGTGGTTGTGCCTTCTGGAAAAGAGCATAGATACACCTGTCATGTGCAGCATGAGGGTCCGCCCGAGCCCCTCACCTTGA
GATGGGAGCCGTCTTCCCAGTCCACCATCCCCATCGTGGGCATCATTGCTGGCCTGGTTCTGCTTGGAGCTGTGGTCACTGGAGCTGT
GGTTGCTGTTGTGATGTGGAGGAGGAAGAGCTCAGATAGAAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCAAGCAGTGACAGTGCCCAGGGC
TCTGATGTGTCTCTTACGGCTTGTAAAGTGGA

MRVMAPRTLLLVLSGVLALTQTRAGSHSMSYFNTYMSRPGRGEPRFVAVGYVDDTQFVRFDSDAASQRMEPRAPW
VEQEGPEYWDRETRIMKTETQNAPVALRNLRGYYNQSEAGSHTYQVMYGCDLGPDGRLLRGYEQFAYDGKDY 1AL
NDDLRSWTAADLAAQNTQRKWEAAGVAEQHRTYLEGECLEWLRRYLENGKETLQRADPPKTHVTHHPVSDYEATL
RCWALGFYPAEITLTWQRAGEDQTQDTELVETRPAGDGTFQKWAAVVVPSGKEHRYTCHVQHEGPPEPLTLRWEP
SSQSTIPIVGI1AGLVLLGAVVTGAVVAVVMWRRKSSDRKGGSYSQAASSDSAQGSDVSLTACKY
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Mamu-A*0504
ATGGCGCCCCGAACCCTCCTCCTGGTGCTCTCCGGGGCCCTGGCCCTGACCCAGACCTGGGCGGGCTCGCACTCCTTGAGATATTTCT
ACACCTCCATGTCCCGGCCCGGCCGCGGGCAGCCCCGCTTCATCTCCGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCGGTTCGACAG
CGACGCCGAGAGTCCGAGAGAGGAGCCGCGGGCGCCGTGCGATGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGACCAGAACACACGGATCTGC
AAGGCCGACACACAGACTCTCCGAGAGAACCTGCGGACCCTGCTCCGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCGGGTCTCACACCATCCAGA
CGATGTACGGCTGCGACCTGGGGCCGGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATGACCAGTCCGCCTACGACGGCAGGGATTACATCGCCCT
GAACGAGGACCTGCGCTCCTGGACCGCGGCGGACATGGCGGCTCAGAACACCCAGCGGAAGTGGGAGGCGGCGGGTGTGGCGGAGCAG
TGGAGAGCCTACCTGGAGGGCGAGTGCCTGGAGTGGCTCCGCAGACACCTGGAGAACGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCGCGGACTCCC
CCAAGACACATGTGACCCACCACCCCGTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGCGGAGATCAC
ACTGACCTGGCGGCGGGATGGGGAGGACCAAACTCAGGACACGGAGCTCGTGGAGACCAGGCCTGCAGGAGATGGAACCTTCCAGAAG
TGGGCGGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAAAGGAGCAGAGATACACCTGTCATGTGCAGCATGAGGGTCTGCCCGAGCCCCTCACCCTGA
GATGGGAGCCGTCTTCCCAGTCAACCATCCCCATCGTGGGCATCATTGCTGGCCTGGTTCTCCTTGGAACTGTGGTCACTGGAGCTGT
GGTCGCTGCTGTGATGTGGAGGAGGAAGAGCTCAGATAGAAAAGGAGGAAGCTACTCTCAGGCTGCAAGCAGTGACAGTGCCCAGGGA
TCTGATGTGTCTCTTACGGCTTGTAAAGTGGA

MAPRTLLLVLSGALALTQTWAGSHSLRYFYTSMSRPGRGQPRFISVGYVDDTQFVRFDSDAESPREEPRAPWMEQ
EGPEYWDQNTRICKADTQTLRENLRTLLRYYNQSEAGSHT 1QTMYGCDLGPDGRLLRGYDQSAYDGRDY 1ALNED
LRSWTAADMAAQNTQRKWEAAGVAEQWRAYLEGECLEWLRRHLENGKETLQRADSPKTHVTHHPVSDHEATLRCW
ALGFYPAEITLTWRRDGEDQTQDTELVETRPAGDGTFQKWAAVVVPSGKEQRYTCHVQHEGLPEPLTLRWEPSSQ
STIPIVGI IAGLVLLGTVVTGAVVAAVMWRRKSSDRKGGSYSQAASSDSAQGSDVSLTACKY

Mamu-A*08
ATGGCGCCCCGAACCCTCCTCCTGGTGCTCTCCGGGGCGCTGGCCCTGACCCAGACCTGGGCCGGCTCGCACTCCTTGAGGTATTTCT
ACACCGCCGTGTCCCGGCCCGGCCGCGGGCAGCCCCGCTTCATCTCCGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCGGTTCGACAG
CGACGCCGAGAGTCCGAGAGAGGAGCCGCGGGCGCCGTGGGTGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGACCGGAACACACGGATCTAC
AAGGCCGCGACACAGAACTACCGAGAGGGCCTGCAGAACCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCGGGTCCCACACCTACCAGA
CGATGTACGGCTGCGACCTGGGGCCAGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATGACCAGTCCGCCTACGACGGCAGGGATTACATCGCCCT
GAACGAGGACCTGCGCTCCTGGACGGCAGCGGACATGGCTGCTCAGAACACCCAGCGCAAGTGGGAGGCGGCGGGTGAGGCGGAGCGEG
TTCAGAACCTACCTGGAGGGCGAGTGCGTGGAGTGGCTCAGCAGATATCTGGAGAACGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCGCGGACCeCe
CCAAGACACACGTGACCCACCACCCCGTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGCGGAGATCAC
ACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGACCAAACTCAGGACACGGAGCTCGTGGAGACCAGGCCTGCAGGAGATGGAACCTTCCAGAAG
TGGGCGGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAAAGGAGCAGAGATACACCTGTCATGTGCAGCATGAGGGTCTGCCCGAGCCCCTCACCCTGA
GATGGGAGCCGTCTTCCCAGTCCACCATCCCCATGGTGGGCATCATTGCTGGCCTGGTTCTCCTTGGAGCTGTGGTCACTGGAGCTGT
GGTCGCTGCTGTGATGTGGAGGAGGAAGAGCTCAGATAGAAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCAAGCAGTGACAGTGCCCAGGGC
TCTGATGTGTCTCTTACGGCTTGTAAAGTGGA

MRVMAPRTLLLVLSGALALTQTWAGSHSLRYFYTAVSRPGRGQPRFISVGYVDDTQFVRFDSDAESPREEPRAPW
VEQEGPEYWDRNTRIYKAATQNYREGLQNLRGYYNQSEAGSHTYQTMYGCDLGPDGRLLRGYDQSAYDGRDY IAL
NEDLRSWTAADMAAQNTQRKWEAAGEAERFRTYLEGECVEWLSRYLENGKETLQRADPPKTHVTHHPVSDHEATL
RCWALGFYPAEITLTWQRDGEDQTQDTELVETRPAGDGTFQKWAAVVVPSGKEQRYTCHVQHEGLPEPLTLRWEP
SSQSTIPMVGI IAGLVLLGAVVTGAVVAAVMWRRKSSDRKGGSYSQAASSDSAQGSDVSLTACKY

Mamu-A*11
ATGGCGCCCCGGACCCTCCTCCTGGTGCTCTCCGGGGCCCTGGCCCTGACCCAGACCTGGGCCGGCTCCCACTCCATGAGGTATTTCC
ACACCGCCGTGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGAGCCCCGCTTCTTCACCGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCGGTTCGACAG
CGACGCCGCGAGTCCGAGAAAGGAGCCGCGGGCGCCGTGGGTGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGACCGGGAGACACGGATCTCC
AAGGCCAACACACAGACCTACCGAGAGAACCTGCGGACCGCGCTCCGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCGGGTCTCACACCTTCCAGA
CGATGTACGGCTGCGACCTGGGGCCCGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATGACCAGTACGCCTACGACGGCAGGGATTACATCGCCCT
GAACGAGGACCTGCGCTCCTGGACGGCCGGGGACATGGCGGCTCAGAACACCCAGCGGAAGTGGGAGGCGGCGGGTGTGGCGGAGCAG
CACAGAACCTACCTGAAGGGCGAGTGCCTGGAGTGGCTCCGCAGATACCTGGAGAACGGGAAGGAGACGCTGCAGCGLGLGGACe e
CCAAGACACATGTGACCCACCACCCCGTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGCGGAGATCAC
ACTGACCTGGCGGCGGGATGGGGAGGACCAAACTCAGGACACGGAGCTCGTGGAGACCAGGCCTGCAGGAGATGGAACCTTCCAGAAG
TGGGCGGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAAAGGAGCAGAGATACACCTGTCATGTGCAGCATGAGGGTCTGCCCGAGCCCCTCACCCTGA
GATGGGAGCCGTCTTCCCAGTCCACCATCCCCATCGTGGGCATCATTGCTGGCCTGGTTCTCCTTGGAGCTGTGGTCACTGGAGCTGT
GGTCGCTGCTGTGATGTGGAGGAGGAAGAGCTCAGGTGGAAAGGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCGTCCAGCGACAGTGCCCAGGGC
TCTGATGTGTCTCTTACGGCTTGTAAAGTGGA

MRVMAPRTLLLVLSGALALTQTWAGSHSMRYFHTAVSRPGRGEPRFFTVGYVDDTQFVRFDSDAASPRKEPRAPW
VEQEGPEYWDRETRISKANTQTYRENLRTALRYYNQSEAGSHTFQTMYGCDLGPDGRLLRGYDQYAYDGRDY IAL
NEDLRSWTAGDMAAQNTQRKWEAAGVAEQHRTYLKGECLEWLRRYLENGKETLQRADPPKTHVTHHPVSDHEATL
RCWALGFYPAEITLTWRRDGEDQTQDTELVETRPAGDGTFQKWAAVVVPSGKEQRYTCHVQHEGLPEPLTLRWEP
SSQSTIPIVGI1AGLVLLGAVVTGAVVAAVMWRRKSSGGKGGSYSQAASSDSAQGSDVSLTACKY
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Mamu-A*1303
ATGGCGCCCCGAACCCTCCTCCTGGTGCTCTCAGGGGCCCTGGCTCTGACCCAGACCCGGGCGGGCTCGCACTCCATGAGGTATTTCT
ACACCACCGTGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGAGCCCCGCTTCATCGCCGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCGGTTCGACAG
CGACGCCGCGAGCCAGAGGATGGAGCCGCGGGCGCCGTGGGTGGAGCAGGAGGGTCCGGAGTATTGGGACCGGGAGACACAGAACATG
AAGACCGAGACACAGAATGCCCCAGTGGCCCTGCGGAACCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGTCGGGTCTCACACCTTCCAGA
GGATGGTTGGCTGCGACCTGGGACCCGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATGAACAGTACGCCTACGACGGCAGGGATTACATCGCCCT
GAACGAGGACCTGCGCTCCTGGACCGCGGCGGACATGGCGGCTCAGAACACCCAGCGGAAGTGGGAGGCGGCGGATGTGGCGGAGAGG
ATGAGAGCCTACCTGGAGGGCGAGTGCGTGGAGTGGCTCCCTAGATACCTGGAGAACGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCGCGGACCCCC
CCAAGACACATGTGACCCACCACCCCGTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGCGGAGATCAC
ACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGAACAAACTCAGGACACGGAGCTCGTGGAGACCAGGCCTGCAGGAGATGGAACCTTCCAGAAG
TGGGCGGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAGGAGCAGAGATACACCTGTCATGTGCAGCATGAGGGTCTGCCCAAGCCCCACACCCTGA
AATGGGAGCCGTTTTCCCAGTCCACCATCCCCATGGTGGGCATCATTGCTGGCCTGGTTCTCCTTGGAGCTGTGGTCACTGGAGCTGT
GGTTGCTGCTGTGATGTGGAGGAGGAAGAGCTCAGATAGAAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCAAGCAGTGACAGTGCCCAGGGC
TCTGATGTGTCTCTTACGGCTTGTAAAGTGGA

MRVMAPRTLLLVLSGALALTQTRAGSHSMRYFYTTVSRPGRGEPRFIAVGYVDDTQFVRFDSDAASQRMEPRAPW
VEQEGPEYWDRETQNMKTETQNAPVALRNLRGYYNQSEVGSHTFQRMVGCDLGPDGRLLRGYEQYAYDGRDY 1AL
NEDLRSWTAADMAAQNTQRKWEAADVAERMRAYLEGECVEWLPRYLENGKETLQRADPPKTHVTHHPVSDHEATL
RCWALGFYPAEITLTWQRDGEEQTQDTELVETRPAGDGTFQKWAAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLPKPHTLKWEP
FSQSTIPMVG I 1AGLVLLGAVVTGAVVAAVMWRRKSSDRKGGSYSQAASSDSAQGSDVSLTACKY

Mamu-A*1403
ATGGCGCCCCGAACCCTCCTCCTGGTGCTCTCAGGGGCCCTGACCCAGACCTGGGCCGGCTCTCACTCCATGAGGTATTTCTACACCT
CCATGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGAGCCCCGCTTCATCGCCGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCAGTTCGACAGCGACGC
CGCGAGCCAGAGGATGGAGCCGCGGGCGCCATGGGTGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGACCGGGAGACACGGAACATGAAGACC
GCGACACAGAATGCCCCAGTGGCCCTGCGGAACCTGCTCCGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCGGGTCTCACACCCTCCAGACGATGT
ACGGCTGCGACCTGGGGCCGGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATGACCAGTCCGCCTACGACGGCAGGGATTACATCGCCCTGAACGA
GGACCTGCGCTCCTGGACCGCGGCGGACATGGCGGCTCAGAACACCCAGCGGAAGTGGGAGGCGGCGGGTGTGGCGGAGCAGCACAGA
ACCTACCTGGAGGGCCAGTGCCTGGAGTCGCTCCGCAGATACCTGGAGAACGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCGCGGACTCCCCCAAGA
CACATGTAACCCACCACCCCGTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGCGGAGATCACACTGAC
CTGGCGGCGGGATGGGGAGGACCAAACTCAGGACACGGAGCTCGTGGAGACCAGGCCTGCAGGAGATGGAACCTTCCAGAAGTGGGCG
GCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAAAGGAGCAGAGATACACCTGTCATGTGCAGCATGAGGGTCTGCCCGAGCCCCTCACCCTGAGATGGG
AGCCGTCTTCCCAGTCAACGATCCCCATCGTGGGCATCATTGCTGGCCTGGTTCTCCTTGGAACTGTGGTCACTGGAGCTGTGGTCGC
TGCTGTGATGTGGAGGAGGAAGAGCTCAGATAGAAAAGGAGGAAGCTACTCTCAGGCTGCAAGCAGTGACAGTGCCCAGGGATCTGAT
GTGTCTCTTACGGCTTGTAAAGTGGA

MRVMAPRTLLLVLSGALTQTWAGSHSMRYFYTSMSRPGRGEPRF1AVGYVDDTQFVQFDSDAASQRMEPRAPWVE
QEGPEYWDRETRNMKTATQNAPVALRNLLRYYNQSEAGSHTLQTMYGCDLGPDGRLLRGYDQSAYDGRDY IALNE
DLRSWTAADMAAQNTQRKWEAAGVAEQHRTYLEGQCLESLRRYLENGKETLQRADSPKTHVTHHPVSDHEATLRC
WALGFYPAEITLTWRRDGEDQTQDTELVETRPAGDGTFQKWAAVVVPSGKEQRYTCHVQHEGLPEPLTLRWEPSS
QSTIPIVGITAGLVLLGTVVTGAVVAAVMWRRKSSDRKGGSYSQAASSDSAQGSDVSLTACKY

Mamu-B*07
ATGCGGGTCATGGCGCCCCGAACCCTCCTCCTGCTGCTCTCGGGGGCCCTGGCCCTGACCCAGACCTGGGCCGGCTCGCACTCCTTGA
GGTATTTCAGCACCGCCGTATCCCGGCCCGGCCGCCGGGAACCCTGGTATTTCGAAGTCGGCTACGTGGACGACACGCAGTTTGTGCG
GTTCGACAGCGACGCCGAGAGTCCGAGGATGGAGCCGCGGGCGCCGTGGATGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGAAGAGGCGACA
CGGAGAGCCAAGGGCAACGCACAGACTCACCGAGGGAACCTGAGGACCGCGCTCCGCTACTACAACCAGAGCGAGGGGGGGTCTCACA
CCCTCCAGTGGATGTACGGCTGTGACCTGGGGCCCGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATGAACAGTTCGCTTACGACGGCAAGGATTA
CATCGCCCTGAACGAGGACCTTCGCTCCTGGACCGCCGCGGACATGGCGGCTCGGTTCACCCAGCGCAAGTGGGAGGCGGLCCGTGLG
GCGGAGCAGCTGAGAGCCTACCTGGAGGGCAAGTGCCTGGAGTGGCTCCGCAGATACCTGGAGAACCAGAATGAGTCGCTGCTGCGCG
CGGATCCCCCAAAGACACACGTGACCCACCACCCCGTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGC
GGAGATCACACTGACCTGGCAACGGGATGGGGAGGACCAAACTCAGGACACCGAGCTTGTGGAGACCAGGCCAGGAGGAGATGGAACC
TTCCAGAAGTGGGCAGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAGAGCAGAGATACACGTGCCATGTGCAGCACGAGGGATTGCCGGAGCCCC
TCACCCTGAGATGGGAGCCATCTTCCCAGTCCACCATCCCCATCGTGGGCATTGTTGCTGGCCTGGCTGTCCTAGCAGTTGTGGTCAC
CGGAGCTGTGGTCGCTGTTGTGATGTGGAGGAGGAAGAGCTCAGGTGGAAAAGGAGGGAGCTACTTTCAGGCTGCGTCCAACGACAGT
GCCCAGGGTTCTGATGTGTCTCTCACGGCTAA

MRVMAPRTLLLLLSGALALTQTWAGSHSLRYFSTAVSRPGRREPWYFEVGYVDDTQFVRFDSDAESPRMEPRAPW
MEQEGPEYWEEATRRAKGNAQTHRGNLRTALRYYNQSEGGSHTLQWMYGCDLGPDGRLLRGYEQFAYDGKDY 1AL
NEDLRSWTAADMAARFTQRKWEAARAAEQLRAYLEGKCLEWLRRYLENQNESLLRADPPKTHVTHHPVSDHEATL
RCWALGFYPAEITLTWQRDGEDQTQDTELVETRPGGDGTFQKWAAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLPEPLTLRWEP
SSQSTIPIVGIVAGLAVLAVVVTGAVVAVVMWRRKSSGGKGGSYFQAASNDSAQGSDVSLTA
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Mamu-B*09
ATGGCGCCCGGAACCCTCCTCCTGCTGCTCTCGGGGGCCCTGGCCCTGACCGAGACCTGGGCCGGCTCGCACTCCTTGAGGTATTTCG
GCACCACAGTGTCCCGGCCTGGCCGCGGGGAGCCCCGCTTCATCGCCGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCGGTTCGACAG
CGACGCGGAGAGTCCGAGGATGGAGCCGCGGGCGCCGTGGATGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGAAGAGGAGACACGGATCGCC
AAGGCCCGCGCACAGACTGAGCGAGGGAACCTGCGGACCGCGCTCCGCTACTACAACCAGAGCGAGGGGGGGTCTCACACCCTCCAGA
AGATGTGTGGCTGCGACCTGGGGCCGGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATTACCAGTCCGCCTACGACGGCAGGGATTACATCGCCCT
GAACGAGGACCTGCGCTCCTGGACCGCTGCGGGTGAGGCGGCTCAGAACACCCAGCGCAAGTGGGAGGCGGCCGGTGAGGCAGAGCAG
CGGAGAGCCTACCTGGAGGGCCGGTGCGTGGAGTGGCTCCGCAGATACCTGGAGAAGGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCGCGGATCCCC
CAAAGACACACGTGACCCACCACCCCGTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGCGGAGATCAC
ACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGAGCAAACTCAGGACACCGAGCTCGTGGAGACCAGGCCAGGAGGAGATGGAACCTTCCAGAAG
TGGGGAGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAGAGCAGAGATACACGTGCCATGTGCAGCATGAGGGGCTGCCGGAGCCCCTCACCCTGA
GATGGGAGCCATCTTCCCAGTCCACCATCCCCATCATGGGCATTGTTGCTGGCCTGGCTGTCCTAGCAGTTGTGGTCACCGGAGCTGT
GGTCGCAGCTGTGATGTGGAGGAGGAAGAGCTCAGGTGGAAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCGTCCAGCAACAGTGCCCAGGGC
TCTGATGTGTCTCTCACGGCTAA

MAPGTLLLLLSGALALTETWAGSHSLRYFGTTVSRPGRGEPRFIAVGYVDDTQFVRFDSDAESPRMEPRAPWMEQ
EGPEYWEEETRIAKARAQTERGNLRTALRYYNQSEGGSHTLQKMCGCDLGPDGRLLRGYYQSAYDGRDY IALNED
LRSWTAAGEAAQNTQRKWEAAGEAEQRRAYLEGRCVEWLRRYLEKGKETLQRADPPKTHVTHHPVSDHEATLRCW
ALGFYPAEITLTWQRDGEEQTQDTELVETRPGGDGTFQKWGAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLPEPLTLRWEPSSQ
STIPIMGIVAGLAVLAVVVTGAVVAAVMWRRKSSGGKGGSYSQAASSNSAQGSDVSLTA

Mamu-B*12
ATGCGGGTCATGGCGCCCCGAACCCTCCTCCTGCTGCTCTCGGGGACCCTGTCCCTGACCGAGACCTGGGCCGGCTCGCACTCCATGA
GGTATTTCAGCACCGCAGTGTCCCGGCCCGGCCGCCGGGAACCCTGGTATCTCGAAGTCGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCG
GTTCGACAGCGACGCCGAGAGTCCGAGGATGGAGCCGAGGGCGCCGTGGGTGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGAAGAGCAGACA
CGGAACGCCAAGGCCAACGCACAGACTGACCGAGTGAGCCTGGGGAACCTGCGCCGCTACTACAACCAGAGCGAGGTGGGGTCTCACA
CTGTCCAGATAATGTACGGCTGCGACCTGGGACCCGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATCACCAGTTCGCCTACGACGGCAAGGATTA
CATCGCCCTGAACGAGGACCTGCGCTCCTGGACCGCCGCGGACATGGCGGCTCAGAACACCCAGCGCAAGTGGGAGGGGGACCGTTAT
GCGGAGCGGTTCAGAGCCTATCTGGAGGGCCGGTGCGTGGAGTGGCTCCGCAGATACCTGGAGAACGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCG
CGGATCCCCCAAAGACACACGTGACCCACCACCCCGTCTCTAACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGT
GGAGATCACACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGACCAAACTCAGGACACCGAGCTCGTGGAGACCAGGCCAGGAGGAGATGGAACC
TTCCAGAAGTGGGGAGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAGAGCAGAGATACACGTGCCATGTGCAGCATGAGGGGCTGCCAGAGCCCC
TCACCCTGAGATGGGAGCCATCTTCCCAGTCCACCATCCCCATCGTGGGCATCGTTGCTGGCCTGGCTGGCCTAGCAGATGTGGTCAC
CGGAGCTGTGGTCGCTGCTGTGATGTGGAGGAGGAAGAGCTCAGGTGGAAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCGTCCAACGACAGT
GCCCAGGGCTCTGATGTGTCTCTCACGGCTAA

MAPGTLLLLLSGALALTETWAGSHSLRYFGTTVSRPGRGEPRFIAVGYVDDTQFVRFDSDAESPRMEPRAPWMEQ
EGPEYWEEETRIAKARAQTERGNLRTALRYYNQSEGGSHTLQKMCGCDLGPDGRLLRGYYQSAYDGRDY IALNED
LRSWTAAGEAAQNTQRKWEAAGEAEQRRAYLEGRCVEWLRRYLEKGKETLQRADPPKTHVTHHPVSDHEATLRCW
ALGFYPAEITLTWQRDGEEQTQDTELVETRPGGDGTFQKWGAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLPEPLTLRWEPSSQ
STIPIMGIVAGLAVLAVVVTGAVVAAVMWRRKSSGGKGGSYSQAASSNSAQGSDVSLTA

Mamu-B*17
ATGCGGGTCATGGCGCCCGGAACCCTCCTCCTGCTGCTCTCGGGGGCCCTGGCCCTGACCGAGACCTGGGCCGGCTCGCACTCCATGA
AGTATTTCTACACCTCCGTGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGAGCCCCGCTTCATCTCCGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCG
GTTCGACAGCGACGCCGAGAGTCCCAGAGAGGAGTCGCGGGCGCCGTGGGTGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGAAGAGGCGACA
CGGAGAGCCAAGGAGGCCGCACAGACTCACCGAGAGAACCTGCGGACCGCGCTCCGCTACTACAACCAGAGCGAGGCGGGGTCTCACA
CCATCCAGAAGATGTATGGCTGCGACCTGGGGCCCGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATCACCAGTCCGCCTACGACGGCAAGGATTA
CATCGCCCTGAACGGTGACCTGCGCTCTTGGACCGCCGCGGACATGGCGGCTCAGAACACCCAGCGCAAGTGGGAGGGGAACCGTTAT
GCGGAGCGGTTCAGAGCCTACCTGGAGGGCGAGTGCCTGGAGTGGCTCCGCAGATACCTGGAGAACGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCG
CGGATCCCCCAAAGACACACGTGACCCACCACCCCGTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGC
GGAGATCACACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGAGCAAACTCAGGACACAGAGTTTGTGGAGACCAGGCCAGGAGGGGATGGGACC
TTCCAGAAGTGGGGAGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAGAGCAGAGATACACGTGCCATGTGCAGCATGAGGGGCTGCCGGAGCCCC
TCACCCTAAGATGGGAGCCATCTTCCCAGTCCACCATCCCCATCGTGGGCATTGTTGCTGGCCTGGCTGTCCTAGCAGTTGTGTTCAC
CGGAGCTGTGGTCGCTGCTGTGATGTGGAGGAGGAAAAGCTCAGGTGGAAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCATCCAGCGACAGT
GCCCAGGGCTCTGATGTGTCTCTCACGGCTAA

MRVMAPGTLLLLLSGALALTETWAGSHSMKYFYTSVSRPGRGEPRFISVGYVDDTQFVRFDSDAESPREESRAPW
VEQEGPEYWEEATRRAKEAAQTHRENLRTALRYYNQSEAGSHT 1QKMYGCDLGPDGRLLRGYHQSAYDGKDY 1AL
NGDLRSWTAADMAAQNTQRKWEGNRYAERFRAYLEGECLEWLRRYLENGKETLQRADPPKTHVTHHPVSDHEATL
RCWALGFYPAEITLTWQRDGEEQTQDTEFVETRPGGDGTFQKWGAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLPEPLTLRWEP
SSQSTIPIVGIVAGLAVLAVVFTGAVVAAVMWRRKSSGGKGGSYSQAASSDSAQGSDVSLTA
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Mamu-B*21
ATGCCGCCCCGAACCCTCCTCCTGCTGCTCTCGGGGGCCCTGGCCCTGACCGAGACCTGGGCCGGCTCGCACTCCTTGAGGTATTTCC
ACACCGCCGTGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGAGCCCCGCTTCATCTCCGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCGGTTCGACAG
CGACGCCCAGAGTCCGAGGATGGAGCCGCGGGCGCCGTGGATGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGACCGGAACACACGGATCTCC
AAGGCCCACGCACAGACTCATCGAGGGAACCTGAGGACCCTGCTCCGCTACTACAACCAGAGCGAGGGGGGGTCTCACACCATCCAGA
CGATGTACGGCTGCGACCTGGGACCCGACCGGCGCCTCCTCCGCGGGTATAACCAGCACGCCTACGACGGCAAGGATTACATCGCCCT
GAACGAGGACCTGCGCTCCTGGACCGCCGCGGACATGGCGGCTCAGAACACCCAGCGCAAGTGGGAGGCGGACCGTTATGCGGAGCAG
TTCAGAGCCGACCTGGAAGGGGCGTGCATGGAGTCGCTCCGCAGATACCTGGAGAACGGGGAGGAGACGCTGCAGCGCGAGGATCCCC
CAAAGACACACGTGACCCACCACCCCATCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGCGGAGATCAC
ACTGACCTGGCAGCGGAATGGGGAGGAGCAAACTCAGGACACTGAGCTTGTGGAGACCAGGCCAGGAGGAGATGGAACCTTCCAGAAG
TGGGGAGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAGAGCAGAGATACACGTGCCATGTGCAGCACCAGGGACTACCGGAGCCCCTCACCCTGA
GATGGGAGCCATCTTCCCAGTCCACCATCCCCATTGTCGGGATTGTTGCTGGCCTGGCTGTCCTAGGAGCTGTGTTCATCGGAGCTGT
GGTTGCTGCTATGATGAGGAGGAAGAGCTCAGGTGGAAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCAGCGTCCAACGACAGTGCCCAGGGCTCT
GATGTGTCTCTCACGGCTAA

MPPRTLLLLLSGALALTETWAGSHSLRYFHTAVSRPGRGEPRFISVGYVDDTQFVRFDSDAQSPRMEPRAPWMEQ
EGPEYWDRNTR I SKAHAQTHRGNLRTLLRYYNQSEGGSHT 1QTMYGCDLGPDRRLLRGYNQHAYDGKDY 1 ALNED
LRSWTAADMAAQNTQRKWEADRYAEQFRADLEGACMESLRRYLENGEETLQREDPPKTHVTHHP I SDHEATLRCW
ALGFYPAEITLTWQRNGEEQTQDTELVETRPGGDGTFQKWGAVVVPSGEEQRYTCHVQHQGLPEPLTLRWEPSSQ
STIPIVGIVAGLAVLGAVFIGAVVAAMMRRKSSGGKGGSYSQAASNDSAQGSDVSLTA

Mamu-B*22
ATGCAGATCATGGCGCCCCGGACCCTCCTCCTGCTGCTCTCGGGGGCCCTGGCCCTGACCGAGACCTGGGCCGGCTCGCACTCCTTGA
GGTATTTCACCACCGCCGTATCCCGGCCCGGCCGCCGGGAACCCTGGTATCTCGAAGTCGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGTG
GTTCGACAGCGACGCCGAGAGTCCGAGGATGGAGCCGCGGGCGCCGTGGATGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGACCGGAACACA
CGGAGAGCCAAGGCCAACGCACAGACTGACCGAGGGAACCTGAGGACAGCGCTCCGCTACTACAACCAGAGCGAGGGGGGGTCTCACA
CCATCCAGTGGATGTACGGCTGTGACCTGGGGCCCGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATCACCAGTTCGCCTACGACGGCAAGGATTA
CATCGCCCTGAACGAGGACCTGCGCTCCTGGACCGCCGCGGACATGGCGGCTCAGAACACCCAGCGCAAGTGGGAGGCGGLCCGLGAG
GCAGAGCAGCAGAGAGCCTACCTGGAGGGCGAGTGCCTGGAGTTGCTCCGCAGACACCTGGAGAACGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCG
CGGATCCCCCAAAGACACACGTGACCCACCACCCCATCTCTGACCATGAGTCCACCCTGAGGTGCTGGGCTCTGGGCTTCTACCCTGC
GGAGATCACGCTGACCTGGCAGCGGGATGGGGTGGATCAAACTCAGGACACCGAACTTGTGGAGACCAGGCCAGGAGGAGATGGAACC
TTCCAAAAGTGGGGAGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAGAGCAGAGATACACGTGCTATGTACAGCACGAGGGATTGCCGGAGCCCC
TCACCTTGAGATGGGAGCCGTCTTCCCAGTCCACCATCCCCATCATGGGCATCGTTGCTGGCCTGGCTGTCCTAGCAGTTGTCACCGG
AGCTGTGGTCGCTGCTGTGATGTGGAGGAGGAAGAGCTCAGGTGGAAAAGGAGGGAGCTACTTTCAGGCTGCGTCCAAGGACAGTCCC
CAGGGCTCTGATGTGTCTCTCACGGCTAA

MQIMAPRTLLLLLSGALALTETWAGSHSLRYFTTAVSRPGRREPWYLEVGYVDDTQFVWFDSDAESPRMEPRAPW
MEQEGPEYWDRNTRRAKANAQTDRGNLRTALRYYNQSEGGSHT IQWMYGCDLGPDGRLLRGYHQFAYDGKDY 1AL
NEDLRSWTAADMAAQNTQRKWEAAREAEQQRAYLEGECLELLRRHLENGKETLQRADPPKTHVTHHP ISDHESTL
RCWALGFYPAEITLTWQRDGVDQTQDTELVETRPGGDGTFQKWGAVVVPSGEEQRYTCYVQHEGLPEPLTLRWEP
SSQSTIPIMGIVAGLAVLAVVTGAVVAAVMWRRKSSGGKGGSYFQAASKDSPQGSDVSLTA

Mamu-B*26
ATGCGGGTCATGGCGCCCCGAACCCTCCTCCTGCTGCTCTCGGGGGCCCTGGCCCTGACCGAGACCTGGGCCGGCTCGCACTCCTTGA
GGTATTTCAGCGCCGGCACGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGAGCCCCGCTTCATCTCCGTGTGCTACGTGGACGACACGCAGTTCCTGCG
GTTCGATAGCGACGCCGAGAGTCCGAGGATGGAGCCGCGGGCGCGGTGGTTGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGAGGAGCAGACA
GGGCTCGCCAAGGAGGCCGCACAGACTTTCCGAGTGGGCCTGGGGAACCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGCGGGGTCTCACA
CCCTCCAGTGGATGTACGGCTGCGACCTGGGGCCCGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATCACCAGTTCGCCTACGACGGCAAGGATTA
CATCGCCCTGAACGGGGACCTGCGCTCCTGGACCGCGGCAGACACGGCGGCTCAGATAACCCAGCGCAAGTGGGAGGCGGLCCGLGAG
GCAGAGCAGTGGAGAGCCCACCTGGAGGGGACGTGCGTGGAGTGGCTCCGCAGACACCTGGAGAACGGGAAGGAGATGCTGCAGCGCG
CGGATCCCCCAAAGACACACATGACCCACCACCCCATCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGC
GGAGATCACACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGACCAAACTCAGGACACCGAGCTTGTGGAGACCAGGCCAGCAGGAGATGGAACC
TACCAGAAGTGGGGAGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAGAGCAGAGATACACGTGCCATGTGCAGCATGAGGGGCTGCCGGAACCCC
TCACCCTGAGATGGGAGCCATCTTCCCAGTCCACCATCCCCATCGTGGGCATCGTTGTTGGTCTGGCTGTCCTAGCAGTTGTGGTCAC
TGGAGCTGTGGTGGCTGCTGTGATGTGGAGGAGGAAGAGCTCAGTCCCCTCACAGGACATTTTCTTGCTACAGGTGGAAAAGGAGGGA
GCTACTCTCAGGCTGTGTCCAGCGACAGTGCCCAGGGCTCTGATGTGTCTCTCACGGCTAA

MRVMAPRTLLLLLSGALALTETWAGSHSLRYFSAGTSRPGRGEPRFISVCYVDDTQFLRFDSDAESPRMEPRARW
LEQEGPEYWEEQTGLAKEAAQTFRVGLGNLRGYYNQSEAGSHTLQWMYGCDLGPDGRLLRGYHQFAYDGKDY 1AL
NGDLRSWTAADTAAQ I TQRKWEAAREAEQWRAHLEGTCVEWLRRHLENGKEMLQRADPPKTHMTHHP ISDHEATL
RCWALGFYPAEITLTWQRDGEDQTQDTELVETRPAGDGTYQKWGAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLPEPLTLRWEP
SSQSTIPIVGIVVGLAVLAVVVTGAVVAAVMWRRKSSVPSQD I FLLQVEKEGATLRLCPATVPRALMCLSRL




ANHANG 166

Mamu-B*28-L
ATGAGGTATTTCGGCACCACCGTGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGAGCCCCGCTTCATCTACGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCA
TGCGGTTCGACAGCGACGCCGAGAGTCCGAGGATGGAGCCGCGGGCGCCGTGGGTGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGAAGACGT
GACACGGAGAGCCAAGGCCCGCGCACAGACTGACCGAGTGGACCTGGGGACCCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGGGGGGTCT
CACACCATCCAGATATTGTACGGTTGCGACCTGGGACCCGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTACCGGCAGGACGCCTACGACGGCAAGG
ATTACATCGCCCTGAACGAGGACCTGCGCTCCTGGACCGCCGCGGACATGGCGGCTCAGAACACCCAGCGGAAGTGGGAAGCGGCCGG
TGTGGCAGAGCAGATGAGAGCCTACCTGGAGGGCGAGTGCGTGGAGTGGCTCCGCAGATACCTGGAGAACGGGAAGGTGACACTGCAG
CGCGCGGATCCCCCAAAGACACATGTGACCCACCACCCCGTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACC
CTGCGGAGATCACACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGAGCAAACTCAGGACACTGAGCTTGTGGAGACCAGGCCAGGAGGAGATGG
AACCTTCCAGAAGTGGGCAGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAGAGCAGAGATACACGTGCCATGTGCAGCATGAGGGGCTGCCGGAG
CCCCTCACCCTGAGATGGGAGCCATCTTCCCAGTCCACCATCCCCATCGTGAGCATTGTTGCTGGCCTGGCTGTCCTAGCAGTCGTGG
TCACTGGAGCTGTGGTCGCTGCTGTGATGTGGAGGAGGAAGAGCTCAGGTGGAAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCATCCAGCGA
CAGTGCCCAGGGCTCTGATGTGTCTCTCACGGCTAA

MRYFGTTVSRPGRGEPRF1YVGYVDDTQFMRFDSDAESPRMEPRAPWVEQEGPEYWEDVTRRAKARAQTDRVDLG
TLRGYYNQSEGGSHT IQILYGCDLGPDGRLLRGYRQDAYDGKDY IALNEDLRSWTAADMAAQNTQRKWEAAGVAE
QMRAYLEGECVEWLRRYLENGKVTLQRADPPKTHVTHHPVSDHEATLRCWALGFYPAEITLTWQRDGEEQTQDTE
LVETRPGGDGTFQKWAAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLPEPLTLRWEPSSQSTIP1VSIVAGLAVLAVVVTGAVVA
AVMWRRKSSGGKGGSYSQAASSDSAQGSDVSLTA

Mamu-B*28+L
ATGCGGGCCATGGCGCCCCGAACCCTCCTCCTGCTGCTCTCGGGGGCCCTGGCCCTGACCGAGACCTGGGCGGGCTCGCACTCCATGA
GGTATTTCGGCACCACCGTGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGAGCCCCGCTTCATCTACGTGGGCTACGTGGACGACACGCGGTTCATGCG
GTTCGACAGCGACGCCGAGAGTCCGAGGATGGAGCCGCGGGCGCCGTGGGTGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGAAGACGTGACA
CGGAGAGCCAAGGCCCGCGCACAGACTGACCGAGTGGACCTGGGGACCCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGGGGGGTCTCACA
CCATCCAGATATTGTACGGTTGCGACCTGGGACCCGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTACCGGCAGGACGCCTACGACGGCAAGGATTA
CATCGCCCTGAACGAGGACCTGCGCTCCTGGACCGCCGCGGACATGGCGGCTCAGAACACCCAGCGGAAGTGGGAAGCGGLCGGTGTG
GCAGAGCAGATGAGAGCCTACCTGGAGGGCGAGTGCGTGGAGTGGCTCCGCGGATACCTGGAGAACGGGAAGGAGACACTGCAGCGCG
CGGATCCCCCAAAGACACTTGTGACCCACCACCCCGTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGC
GGAGATCACACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGAGCAAACTCAGGACACTGAGCTTGTGGAGACCAGGCCAGGAGGAGATGGAACC
TTCCAGAAGTGGGCAGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAGAGCAGAGATACACGTGCCATGTGCAGCATGAGGGGCTGCCGGAGCCCC
TCACCCTGAGATGGGAGCCATTTTCCCAGTCCACCATCCCCATCGTGAGCATTGTTGCTGGCCTGGCTGTCCTAGCAGTTGTGGTCAC
TGGAGCTGTGGTCGCTGCTGTGATGTGGAGGAGGAAGAGCTCAGGTGGGAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCATCCAGCGACAGT
GCCCAGGGCTCTGATGTGTCTCTCACGGCTAA

MRAMAPRTLLLLLSGALALTETWAGSHSMRYFGTTVSRPGRGEPRFIYVGYVDDTRFMRFDSDAESPRMEPRAPW
VEQEGPEYWEDVTRRAKARAQTDRVDLGTLRGYYNQSEGGSHT 1QI1LYGCDLGPDGRLLRGYRQDAYDGKDY 1AL
NEDLRSWTAADMAAQNTQRKWEAAGVAEQMRAYLEGECVEWLRGYLENGKETLQRADPPKTLVTHHPVSDHEATL
RCWALGFYPAEITLTWQRDGEEQTQDTELVETRPGGDGTFQKWAAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLPEPLTLRWEP
FSQSTIPIVSIVAGLAVLAVVVTGAVVAAVMWRRKSSGGKGGSYSQAASSDSAQGSDVSLTA

Mamu-B*29012
ATGCGGGTCATGGCGCCCCGAACCCTCCTCCTGCTGCTCTCGGGGACCCTGTCCCTGACCGAGACCTGGGCCGGCTCGCACTCCTTGA
GGTATTTCAGCACCGCCGTGTCCCGGCCCGGCCGCCGGGAACCCTGGTATGTCGAAGTCGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCG
GTTCGACAGCGACGCCGAGAGTCCGAGGATGGAGCCGCGGGCGCCGTGGATAGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGAAGAGGAAACA
CGGAGAGCCAAGGCCAACGCACGGACTGACCGAGTGGACCTGGGGACCCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGGCGGGTCTCACA
CCATCCAGTGGATGTACGGCTGCGACCTGGGGCCCGAGGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATCACCAGTCCGCCTACGACGGCAAGGATTA
CATCGCCGTGAACGAGGACCTGCGCTCCTGGACCGCCGCGGACATAGCGGCTCAGAACACCCAGCGCAAGTGGGAGGGGGACCGTTAT
GCGGAGCGGTTCAGAGCCTACCTGGAGGGGACGTGCGTGGAGTGGCTCCGCAGATACCTGGAGAACGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCG
CGGATCCCCCAAAGACACACGTGACCCACCACCCCGTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGC
GGAGATCACGCTGACGTGGCAGCGGGATGGGGAGGATCAAACTCAGGACATAGAGTTTGTGGAGACCAGGCCAGGAGGAGATGGAACC
TTCCAGAAGTGGGGAGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAGAGCAGAGATACACGTGCCATGTGCAGCATGAGGGGCTGCCGGAGCCCC
TCACCCTGAGATGGGAGCCATCTTCCCAGTCCACCATCCCCATCGTGGGCATTGTTGTTGGCTTGGCTGTCCTAGCAGTTGTGGTCAC
CGGAGCTGTGGTCGCTGCTGTGATGTGGAGGAGGAAGAGCTCAGGTGGAAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGTGTCCAATGACAGT
GCCCAGGGCTCTGATGTGTCTCTCACGGCTAA

MRVMAPRTLLLLLSGTLSLTETWAGSHSLRYFSTAVSRPGRREPWYVEVGYVDDTQFVRFDSDAESPRMEPRAPW
IEQEGPEYWEEETRRAKANARTDRVDLGTLRGYYNQSEGGSHT 1QWMYGCDLGPEGRLLRGYHQSAYDGKDY 1AV
NEDLRSWTAADIAAQNTQRKWEGDRYAERFRAYLEGTCVEWLRRYLENGKETLQRADPPKTHVTHHPVSDHEATL
RCWALGFYPAEITLTWQRDGEDQTQD IEFVETRPGGDGTFQKWGAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLPEPLTLRWEP
SSQSTIPIVGIVVGLAVLAVVVTGAVVAAVMWRRKSSGGKGGSYSQAVSNDSAQGSDVSLTA




ANHANG 167

Mamu-B*30
ATGCGGGTCATGGCGCCCCGAACCCTCCTCCTGCTGCTCTCGGGGGCCCTGGCCCTGACCGAGACCTGGGCCGGCTCGCACTCCTTGA
GGTATTTCAGCACCACCGTGTCCTGGCCCGGCCGCGGGGAGCCCCGCTTCATCTCCGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCG
GTTCGACAGCGACGCTGAGAGTCCGAGAGAGGAGCCGCGGGCGCCGTGGGCGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGAAGAGCAGACA
CGGAACACGGAGGCCCACGCACAGAATCACCGAGTGTGCCTGCGGACCGTGCCCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCGGGTCTCACA
CCCTCCAGAGGATGTTTGGCTGCGACCTGGGGCCCGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATAACCAGTATGCCTACGACGGCAAGGATTA
CATCGCCCTGAACGAGGACCTGCGCTCCTGGACCTCGGCGGACGTGGCGGCTCAGAACACCCAGCGCAAGTGGGAGGCGACCCGTTAT
GCGGAGCGGTTCAGAGCCTACCTGGAGGAGACGTGCGTGGAGTCGCTCCGCAGACACCTGGAGAAAGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCG
CGGACCCCCCAAAGACACACGTGACCCACCACCCCGTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGC
GGAGATCACACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGACCAAACTCAGGACACAGAGCTTGTGGAGACCAGGCCAGCAGGAGATGGAACC
TTCCAGAAGTGGGGAGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAGAGCAGAGATACACGTGCCATGTGCAGCACAAGGGATTGCCAGAGCCCC
TCACCCTCAGATGGGAGCCATCTTCCCAGTCCACCATCCCCATCGTGGGCATTGTTGCTGGCCTGGCTGTCGTAGCACTTGTGGTCAC
CGGAGCTGTGGTCGCTGCTGTGATGTGCAGGAGGAAGAGCTCAGGTGCAAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCGTCCAGCGACAGT
GCCCAGGGCTCTGATGTGTCTCTCACGGCTAA

MRVMAPRTLLLLLSGALALTETWAGSHSLRYFSTTVSWPGRGEPRFISVGYVDDTQFVRFDSDAESPREEPRAPW
AEQEGPEYWEEQTRNTEAHAQNHRVCLRTVPGYYNQSEAGSHTLQRMFGCDLGPDGRLLRGYNQYAYDGKDY IAL
NEDLRSWTSADVAAQNTQRKWEATRYAERFRAYLEETCVESLRRHLEKGKETLQRADPPKTHVTHHPVSDHEATL
RCWALGFYPAEITLTWQRDGEDQTQDTELVETRPAGDGTFQKWGAVVVPSGEEQRYTCHVQHKGLPEPLTLRWEP
SSQSTIP1VGIVAGLAVVALVVTGAVVAAVMCRRKSSGAKGGSYSQAASSDSAQGSDVSLTA

Mamu-B*3003
ATGCGGGTCATGGCGCCCCGAACCCTCCTCCTGCTGCTCTCGGGGGCCCTGGCCCTGACCGAGACCTGGGCCGGCTCGCACTCCTTGA
GGTATTTCAGCACCACCGTGTCCTGGCCCGGCCGCGGGGAGCCCCGCTTCATCTCCGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCG
GTTCGACAGCGACGCTGAGAGTCCGAGAGAGGAGCCGCGGGCGCCGTGGGCGGAGCAGGAGGGGCCGCAGTATTGGGAAGAGCAGACA
CGGAACACGGAGGCCCACGCACAGAATCACCGAGTGTGCCTGCGGACCGTGCCCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCGGGTCTCACA
CCCTCCAGAGGATGTTTGGCTGCGACCTGGGGCCCGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATAACCAGTATGCCTACGACGGCAAGGATTA
CATCGCCCTGAACGAGGACCTGCGCTCCTGGACCTCGGCGGACGTGGCGGCTCAGAACACCCAGCGCAAGTGGGAGGCGACCCGTTAT
GCGGAGCGGTTCAGAGCCTACCTGGAGGAGACGTGCGTGGAGTCGCTCCGCAGACACCTGGAGAACGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCG
CGGATCCCCCAAAGACACACGTGACCCACCACCCCGTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGC
GGAGATCACACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGACCAAACTCAGGACACCGAGCTTGTGGAGACCAGGCCAGCAGGAGATGGAACC
TTCCAGAAGTGGGGAGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAGAGCAGAGATACACGTGCCATGTGCAGCACAAGGGATTGCCAGAGCCCC
TCACCCTCAGATGGGAGCCATCTTCCCAGTCCACCATCCCCATCGTGGGCATTGTTGCTGGCCTGGCTGTCGTAGCAGTTGTGGTCAC
CGGAGCTGTGGTCGCTGCTGTGATGTGGAGGAGGAAGAGCTCAGGTGCAAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCGTCCAGCGACAGT
GCCCAGGGCTCTGATGTGTCTCTCACGGCTAA

MRVMAPRTLLLLLSGALALTETWAGSHSLRYFSTTVSWPGRGEPRFISVGYVDDTQFVRFDSDAESPREEPRAPW
AEQEGPEYWEEQTRNTEAHAQNHRVCLRTVPGYYNQSEAGSHTLQRMFGCDLGPDGRLLRGYNQYAYDGKDY IAL
NEDLRSWTSADVAAQNTQRKWEATRYAERFRAYLEETCVESLRRHLENGKETLQRADPPKTHVTHHPVSDHEATL
RCWALGFYPAEITLTWQRDGEDQTQDTELVETRPAGDGTFQKWGAVVVPSGEEQRYTCHVQHKGLPEPLTLRWEP
SSQSTIPIVGIVAGLAVVAVVWTGAVVAAVMWRRKSSGAKGGSYSQAASSDSAQGSDVSLTA

Mamu-B*45
ATGCGGGTCATGGCGCCCCGCACCCTCCTCCTGCTGCTCTCGGGGGCCCTGGCCCTGACAGAGACCTGGGCCGGCTCCCACTCCTTGA
GGTATTTCCACACCGCCGTGTCCCGGCCCGGCCGCTGGGAGCCCCGCTTCATCTCCGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCG
GTATGACAGCGACGCCGAGAGTCCGAGAGAGGAGCCGCGGGCGCCGTGGATGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGAAGAGCAGACA
CGGATCGACAAGGCCAACGCACAGACTCACCGAGGGAACCTGCGGACCCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGGGGGGTCTCACA
CCATCCAGAAGATGTACGGCTGCGACCTGGGACCCGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATGACCAGTACGCCTACGACGGCAAGGATTA
CATCGTCCTGAACGAGGACCTGCGCTCCTGGACGGCCGCGGACATGGCGGCTCAGAACACCCAGCGCAAGTGGGAGGLCGGLLLGTGEG
GCGGAGCGGCAGAGAGCCTACCTGGAGGGCGAGTGCCTGGAGTGGCTCCGCAGATACCTGGAGAACGGGAAGGAGATGCTACAGCGCG
CGGATCCCCCAAAGACACACGTGACCCACCACCCCGTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGC
GGAGATCACACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGAGCAAACTCAGGACACCGAGCTTGTGGAGACCAGGCCAGGAGGAGATGGAACC
TTCCAGAAGTGGGCAGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAGAGCAGAGATGCACGTGCCATGTGCAGCATGAGGGGCTGCCGGAGCCCG
TCACCCTGAGATGGGAGCCATCTTCCCAGTCCACCATCCCCATCGTGGGCATCGTTGCTGGCCTGGCTGTCCTAGCAGTTGTGGTCAC
CGGAGCTGTGGTCGCTGCTGTGATGTGGAGGAGGAAGAGCTCAGGTGGAAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCGTCCAGCGACAGT
GCCCAGGGCTCTGATGTGTCTCTCACGGCTAA

MRVMAPRTLLLLLSGALALTETWAGSHSLRYFHTAVSRPGRWEPRFISVGYVDDTQFVRYDSDAESPREEPRAPW
MEQEGPEYWEEQTR I DKANAQTHRGNLRTLRGYYNQSEGGSHT IQKMYGCDLGPDGRLLRGYDQYAYDGKDY 1VL
NEDLRSWTAADMAAQNTQRKWEAARAAERQRAYLEGECLEWLRRYLENGKEMLQRADPPKTHVTHHPVSDHEATL
RCWALGFYPAEITLTWQRDGEEQTQDTELVETRPGGDGTFQKWAAVVVPSGEEQRCTCHVQHEGLPEPVTLRWEP
SSQSTIPIVGIVAGLAVLAVVVTGAVVAAVMWRRKSSGGKGGSYSQAASSDSAQGSDVSLTA




ANHANG 168

Mamu-B*46
ATGCGGGTCATGGCGCCCCGAACCCTCCTCCTGCTGCTCTCGGCGGCCCTGGCCCTGACCCAGACCTGGGCCGGCTCGCACTCCTTGA
GGTATTTCAGCGCCGGCACGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGAGCCCCGCTTCATCTCCGTGTGCTACGTGGACGACACGCAGTTCCTGCG
GTTCGATAGCGACGCCGAGAGTCCGAGGATGGAGCCGCGGGCGCGGTGGCTGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGAGGAGCAGACA
GGGCTCGCCAAGGAGGCCGCACAGACTTTCCGAGTGGGCCTGGGGAACCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGCGGGGTCTCACA
CCCTCCAGTGGATGTACGGCTGCGACCTGGGGCCCGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATCACCAGTTCGCCTACGACGGCAAGGATTA
CATCGCCCTGAACGGGGACCTGCGCTCCTGGACCGCGGCAGACACGGCGGCTCAGATAACCCAGCGCAAGTGGGAGGCGGCCCGCGAG
GCAGAGCAGTGGAGAGCCCACCTGGAGGGGACGTGCGTGGAGTGGCTCCGCAGACACCTGGAGAACGGGAAGGAGATGCTGCAGCGCG
CGGATCCCCCAAAGACACACATGACCCACCACCCCATCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGC
GGAGATCACACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGACCAAACTCAGGACACCGAGCTTGTGGAGACCGGGCCAGCAGGAGATGGAACC
TACCAGAAGTGGGGAGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAGAGCAGAGATACACGTGCCATGTGCAGCATGAGGGGCTGCCGGAACCCC
TCACCCTGAGATGGGAGCCATCTTCCCAGTCCACCATCCCCATCGTGGGCATCGTTGTTGGCCTGGCTGTCCTAGCAGTTGTGGTCAC
TGGAGCTGTGGTGGCTGCTGTGATGTGGAGGAGGATGAGCTCAGTCCCCTCACAGGACATTTTCTTGCTACAGGTGGAAAAGGAGGGA
GCTACTCTCAGGCTGTGTCCAGCGACAGTGCCCAGGGCTCTGATGTGTCTCTCACGGCTAAGGTACC

MRVMAPRTLLLLLSAALALTQTWAGSHSLRYFSAGTSRPGRGEPRFISVCYVDDTQFLRFDSDAESPRMEPRARW
LEQEGPEYWEEQTGLAKEAAQTFRVGLGNLRGYYNQSEAGSHTLQWMYGCDLGPDGRLLRGYHQFAYDGKDY 1AL
NGDLRSWTAADTAAQ I TQRKWEAAREAEQWRAHLEGTCVEWLRRHLENGKEMLQRADPPKTHMTHHP ISDHEATL
RCWALGFYPAEITLTWQRDGEDQTQDTELVETGPAGDGTYQKWGAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLPEPLTLRWEP
SSQSTIP1VGIVVGLAVLAVVWTGAVVAAVMWRRMSSVPSQD I FLLQVEKEGATLRLCPATVPRALMCLSRLRY

Mamu-B*48
ATGCGGGTCATGGCGCCCCGAACCCTCCTCCTGCTGCTCTCGGGGGCCCTGGCCCTGACCGAGACCTGGGCCGGCTCCCACTCCATGA
GGTATTTCAGCACCTCCGTGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGAGCCCCGCTTCATCGCCGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCG
GTTCGACAGCGACGCCGAGAGTCCGAGGATGGAGCCGCGGGCGCGGTGGATAGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGAAGAGGAGACA
CGGATCGCCAAGGACGCCGCACAGACTTTCCGAGTGGGCCTGGGGATCCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGCGGGGTCTCACA
CCTACCAGTGGATGTATGGCTGCAACGTGGGACCAGACGGGCACCTCCTCCGCGGGTATCACCAGTTCGCCTACGACGGCAAGGATTA
CATCGCCCTGAACGAGGACCTGCGCTCCTGGACCGCCGGGGACATGGCGGCTCAGAACACCCAGCGCAAGTGGGAGGCGGTCGGTGAG
GCAGAGCGGTTCAGAGCCTACGTGGAGGGCCGGTGCGTGGAGTGGCTCCGCAGATACCTGGAGAACGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCG
CGGATCCTCCAAAGACATACGTGACCCACCACCCCGTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGC
GGAGATCACACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAAGACCAAACTCAGGACACCGAGCTTGTGGAGACCAGGCCAGGAGGAGATGGAACC
TTCCAGAAGTGGGGAGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAGAGCAGAGATACACGTGCCATGTGCAGCATGAGGGGCTGCCGCAGCCCC
TCACCCTGAGATGGGAGCCATCTTCCCAGTCCACCATCCCCATCGTGGGCATCGTTGTTGGCCTGGCTGTCCTAGCAGTTGTGTTCAC
TGGAGCTGTGGTCGCTGCTGTGATGTGGAGGAGGAAGAGCTCAGGTGGAAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCGTCCAGCGACAGT
GCCCAGGGCTCTGATGTGTCTCTCACGGCTAA

MRVMAPRTLLLLLSGALALTETWAGSHSMRYFSTSVSRPGRGEPRFIAVGYVDDTQFVRFDSDAESPRMEPRARW
IEQEGPEYWEEETRIAKDAAQTFRVGLGILRGYYNQSEAGSHTYQWMYGCNVGPDGHLLRGYHQFAYDGKDY IAL
NEDLRSWTAGDMAAQNTQRKWEAVGEAERFRAYVEGRCVEWLRRYLENGKETLQRADPPKTYVTHHPVSDHEATL
RCWALGFYPAEITLTWQRDGEDQTQDTELVETRPGGDGTFQKWGAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLPQPLTLRWEP
SSQSTIPIVGIVVGLAVLAVVFTGAVVAAVMWRRKSSGGKGGSYSQAASSDSAQGSDVSLTA

Mamu-B*6002
ATGCGGGTCATGGCGCCCCGAACCCTCCTCCTGCTGCTCTCGGCGGCCCTGGCCCTGACCGAGACCCGGGCCGGCTCGCACTCCTTGA
GGTATTTCAGCGCCGGCACGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGAGCCCCGCTTCATGTCCGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCCTGCG
GTTCGACAGCGACGCCGCGAGTCCGAGGATGGAGCCGCGGGCGCCGTGGGCGGAGCAGGAGGGTCTGGAGTATTGGGAAGAGCAGACA
GGGCTCGCCAAGGACTTCACACAATCTTTCCGAGTGGGCCTGGGGAACCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGCGGGGTCTCACA
CCCTCCAGTGGATGTACGGCTGCGACCTGGGGCCCGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATCACCAGTTCGCCTACGACGGCAAGGATTA
CATCGCCCTGAACGGTGACCTGCGCTCCTGGACCGCGGCAGACACGGCGGCTCAGATAACCCAGCGCAAGTGGGAGGTGGCCCGCGAG
GCAGAGCAGGTGAGAGCGCACCTGGAGGGGACGTGCGTGGAGTGGCTCCGCAGACACCTGGAGAACGGGAAGGAGACGCTGCAGAGCG
CGGATCCCCCAAAGACACATGTGACCCACCACCCCGTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGC
GGAGATCACACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGAGCAAACTCAGGACACCGAGCTTGTGGAGACCAGGCCAGTAGGAGATGGAACC
TTCCAGAAGTGGGCAGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAGAGCAGAGATACACGTGCCATGTGCAGCATGAGGGGCTGCCAGAGCCCC
TCACCCTGAGATGGGAGCCATCTTCCCAGTCCACCATCCCCATCGTGGGCATTGTTGCTGGCCTGGCTGTCCTAGCAGTTGTTGTCAC
TGGAGCTGTGGTCGCTGCTGTGATGTGGAGGAGGAAGAGCTCAGGTGGAAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCGTCCAGCGACAGT
GTCCAGGGCTCTGATGTGTCTCTCACGGCTAA

MRVMAPRTLLLLLSAALALTETRAGSHSLRYFSAGTSRPGRGEPRFMSVGYVDDTQFLRFDSDAASPRMEPRAPW
AEQEGLEYWEEQTGLAKDFTQSFRVGLGNLRGYYNQSEAGSHTLQWMYGCDLGPDGRLLRGYHQFAYDGKDY IAL
NGDLRSWTAADTAAQ I TQRKWEVAREAEQVRAHLEGTCVEWLRRHLENGKETLQSADPPKTHVTHHPVSDHEATL
RCWALGFYPAEITLTWQRDGEEQTQDTELVETRPVGDGTFQKWAAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLPEPLTLRWEP
SSQSTIPIVGIVAGLAVLAVVVTGAVVAAVMWRRKSSGGKGGSYSQAASSDSVQGSDVSLTA




ANHANG 169

Mamu-B*64
ATGCGGGTCATGGCGCCCCGAACCCTCCTCCTGCTGCTCTCGGGGGCCCTAGCCCCGACCGAGACCTGGGCCGGCTCGCACTCCTTGA
GGTATTTCGGCACCGCCGTGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGAGCCCCGCTTCACCTACGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCG
GTTCGACAGCGACGCCGCGAGTCCGAGGGTGGAGCCGCGGGCGCCGTGGATGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGAAGAGCAGACA
CGGATCGCCAAGGCCCGCGCACAGACTGACCGAGCGGACCTGGGGACCCTGCTCCGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCGGGTCTCACA
CCATCCAGTGGATGTTTGGCTGCGACCTGGGGCCCGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATCACCAGTCCGCCTACGACGGCAAGGATTA
CATCGCCCTGAACCGGGACCTGAGCTCCTGGACTGCCGCGGACTTGGTGGCTCAGAACACCCAGCGCAAGTGGGAGGCGGACCGTTAT
GCGGAGCGGCAGAGAGCCTACCTGGAGGGCGAGTGCCTGGAGTGGCTCCGCAGATACTTGGAGAACGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCG
CGGATCCCCCAAAGACACACGTGACCCACCACCCCGTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGC
GGAGATCACACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGATCAAACTCAGGACACCGAACTTGTGGAGACTAGGCCAGCAGGAGATGGAACC
TTCCAGAAGTGGGGAGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAGAGCAGAGATACACGTGCCATGTGCAGCATGAGGGGCTGCTGGAGCCAC
TCACCCTGAAATGGGAGCCATCTTCCCAGCCCACCATCCCCATCGTGGGCATTGTTGTTGGCCTGGCTGTCCTAGCAGTTGTAGTTAC
CGGAGCTGTGGTCGCTGCTGTGATGTGGAGAAGGAAGAGCTCAGGCGGAAGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGTGTCCAACGACAGTGCC
CAGGGCTCTGATGTGTCTCTCACGGCTAA

MRVMAPRTLLLLLSGALAPTETWAGSHSLRYFGTAVSRPGRGEPRFTYVGYVDDTQFVRFDSDAASPRVEPRAPW
MEQEGPEYWEEQTRIAKARAQTDRADLGTLLRYYNQSEAGSHT IQWMFGCDLGPDGRLLRGYHQSAYDGKDY 1AL
NRDLSSWTAADLVAQNTQRKWEADRYAERQRAYLEGECLEWLRRYLENGKETLQRADPPKTHVTHHPVSDHEATL
RCWALGFYPAEITLTWQRDGEDQTQDTELVETRPAGDGTFQKWGAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLLEPLTLKWEP
SSQPTIP1VGIVVGLAVLAVVVTGAVVAAVMWRRKSSGGRGSYSQAVSNDSAQGSDVSLTA

Mamu-B*69
ATGCGGGTCATGGCGCCCCGAACCCTCCTCCTGCTGCTCTCGGGGGCCCTGGCCCTGACCGAGACCTGGGCCGGCTCGCACTCCATGA
GGTATTTCACCACCGCCCTGTCCCGGCCCGGCCGCGGGCAGCCTCGCTTCATCGCCGCGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCG
GTTCGTCAGCGACGCCGAGAGTCCGAGGATGGAGCCGCGGGCGCGGTGGATAGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGAAGAGGCGACA
CGGAGAGTCAAGGGCCACGCACAGACTGACCTAGGGGGCCTGGGGATCCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGGGGGGTCTCACA
CCTACCAGAAGATGTCTGGCTGCGACGTGGGACCCGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATCACCAGCGCGCCTACGACGGCAAGGATTA
CATCTCCCTGAACGAGGACCTGCGCTCCTGGACCGCCGCGGACATGGCGGCTCAGAACACCCAGCGCAAGTGGGAGGLCGGLLLGTGEG
GCGGAGCGGCAGAGAGCCTACCTGGAGGGCCGGTGCCTGGAGTGGCTCCGCAGATACCTGGAGAACGGGAAGGAGACGCTACAGCGCG
CGGATCCCCCAAAGACACATGTGATCCACCACTCCGTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGC
GGAGATCACACTGACCTGGCGGCGGGATGGGGAGGAGCAAACTCAGGACACCGAGCTTGTGGAGACCAGGCCAGGAGGAGATGGAACC
TTCCAGAAGTGGGGAGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAGAGCAGAGATACACGTGCCATGTGCAGCACGAGGGGCTGCCAGAACCCC
TCACCCTGAGATGGGAGCCATCTTCCCAGTCCACCATCCCCATCGTGGGCATTGTTGCTGGCCTGGCTGTCCTAGCAGTTGTGGTCAC
CGGAGCTGTGGTCGCTGCTGTGATGTGGAGGAGGAAGAGCTCAGGTGGAAGAGGAGGGAGCTACTTTCAGGCTGCGTCCAGTGACAGT
GCCCAGGGCTCTGATGTGTCTCTCACGGCTAA

MRVMAPRTLLLLLSGALALTETWAGSHSMRYFTTALSRPGRGQPRFIAAGYVDDTQFVRFVSDAESPRMEPRARW
I EQEGPEYWEEATRRVKGHAQTDLGGLGILRGYYNQSEGGSHTYQKMSGCDVGPDGRLLRGYHQRAYDGKDY ISL
NEDLRSWTAADMAAQNTQRKWEAARAAERQRAYLEGRCLEWLRRYLENGKETLQRADPPKTHV IHHSVSDHEATL
RCWALGFYPAEITLTWRRDGEEQTQDTELVETRPGGDGTFQKWGAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLPEPLTLRWEP
SSQSTIPIVGIVAGLAVLAVVWTGAVVAAVMWRRKSSGGRGGSYFQAASSDSAQGSDVSLTA

Mamu-B*7201/7202
ATGCGGGTCATGGCGCCCCGAACCCTCCTCCTGCTGCTCTCGGGGGCCCTGGCCCTGACCGAGACCCGGGCCGGCTCGCACTCCATGA
GGTATTTCATCACCGGCGTGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGAGCCCCGCTTCATCGCCGTGGGCTACGTGGACGAAACGCAGTTCGTGCG
GTTCGACAGCGACGCCGAGAGTCCGAGGATGGAGCCGCGGGCGCCGTGGATGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGAAGAGGAGACA
CGGAAAGTCAAGGAGACCGCACAGACTTTCCGAGTGAGCCTGGGGAACCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCGGGTCTCACA
CCTACCAGTGGATGTACGGCTGCGACCTGGGGCCGGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATCACCAGTTCGCCTACGACGGCAAGGATTA
CATCGCCCTGAACAGGGACCTGCGCTCCTGGACCGCTGCGGATGAGGCGGCTCAGAACACCCAGAGCAAGTGGGAGGCGGCGGGTGTG
GCGGAGCAGATGAGAGCCTACCTGGAGGGGCAGTGCCTGGAATGTCTCCGCGGATACCTGGAGAACGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCG
CGGATCCCCCAAAGACACACGTGACCCACCACCCCATCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGC
GGAGATCACACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGAGCAAACTCAGGACACCGAGCTCGTGGAGACCAGGCCAGGAGGAGATGGAACC
TTCCAGAAGTGGGGAGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAGAGCAGAGATACACGTGCCATGTGCAGCACGAGGGGCTCCCGGAGCCCC
TCACCCTGAGATGGGAGCCATCTTCCCAGTCCACCATCCCCATCGTGGGCATTGTTGTTGGCCTGGCTGTCCTAGCAGTTGTGGTCAC
TGGAGCTGTGGTCGCTGCCGTGATGTGGAGGAGGAAGAGCTCAGGTGGAAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCGTCCAGCGACAGT
GCCCAGGGCTCTGATGTGTCTCTCACGGCTAA

MRVMAPRTLLLLLSGALALTETRAGSHSMRYF I TGVSRPGRGEPRFIAVGYVDETQFVRFDSDAESPRMEPRAPW
MEQEGPEYWEEETRKVKETAQTFRVSLGNLRGYYNQSEAGSHTYQWMYGCDLGPDGRLLRGYHQFAYDGKDY 1AL
NRDLRSWTAADEAAQNTQSKWEAAGVAEQMRAYLEGQCLECLRGYLENGKETLQRADPPKTHVTHHP ISDHEATL
RCWALGFYPAEITLTWQRDGEEQTQDTELVETRPGGDGTFQKWGAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLPEPLTLRWEP
SSQSTIPIVGIVVGLAVLAVVVTGAVVAAVMWRRKSSGGKGGSYSQAASSDSAQGSDVSLTA
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Mamu-B*7402-V1 (Pseudogen)
ATGCCGCCCCGAACCCTCCTCCTGCTGCTCTCGGCGGCCCTGGCCCTGACCGAGACCCGGGCCGGCTCGCACTCCTTGAGGTATTTCG
GCACCGCCGTGTCCCGGCCCGGCCACGGGGAGCCCCGCTTCATCTACGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGCGCGGTTCGACAG
CGACGCCGCGAGTCCGAGGGCGGAGCCGCGGGCGCCGTGGGTGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTAT TGGGAAGAGCAGACAGGGCTCGCC
AAGGCCCGCGCACAGACTGACCGAGTGGACCTGGGGACCCTGCTCCGCTAGTACAACCAGAGCGAGGGGGACGCCTACGACGGCAAGG
ATTACATCGCCCTGAACGAGGACCTGCGCTCCTGGACCGCCGCGGACATGGCGGCTCAGAACACCCAGCGCAAGTGGGAGGCGGCCGE
TGTGGCAGAGCAGTGGAGAGCCTACCTGGAGGGCGAGTGCCTGGAGTGGCTCCGCAGACACCTGGAGAACGGGAAGGAGACTCTGCAG
CGCGCGGATCCCCCAAAGACACACGTGACCCACCACCCCGTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGTGCCCTGGGCTTCTACC
CTGCGGAGATCACACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGAGCAAACTCAGGACACAGAGTTTGTGGAGACCAGGCCAGGAGGAGATGG
AACCTTCCAGAAGTGGGGAGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAGAGCAGAGATACACGTGCCATGTGCAGCATGAGGGGCTGCCCGAG
CCTCTCACCCTGAGATGGGAGCCATCTTCCCAGTCCACCATGGCCATCGTGGGCATTGTTGTTGGCCTGGCTGTCCTGGCAGTTGTGG
TCACCGGAGCTGTGGTCGCTGCTGTGATGTGGAGGAGAAAGAGCTCAGGTGGAAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCGTCCAACGA
CAGTGCCCAGGGCTCTGATGTGTCTCTCACGGCTAA

Mamu-B*8801
ATGCGGGTCATGGCGCCCCGAACCCTCCTCCTGCTGCTCTCGGGGGCCCTGGCCCTGACCGAGACCCGGGCCGGCTCGCACTCCATGA
GGTATTTCATCACCGGCGTGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGAGCCCCGCTTCATCGCCGTGGGCTACGTGGACGAAACGCAGTTCGTGCG
GTTCGACAGCGACGCCGAGAGTCCGAGGATGGAGCCGCGGGCGCCGTGGATGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGAAGAGGAGACA
CGGAAAGTCAAGGAGACCGCACAGACTTTCCGAGTGAGCCTGGGGAACCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCGGGTCTCACA
CCTACCAGTGGATGTACGGCTGCGACCTGGGGCCGGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATCACCAGTTCGCCTACGACGGCAAGGATTA
CATCGCCCTGAACAGGGACCTGCGCTCCTGGACCGCTGCGGATGAGGCGGCTCAGAACACCCAGAGCAAGTGGGAGGCGGCGGGTGTG
GCGGAGCAGATGAGAGCCTACCTGGAGGGGCAGTGCCTGGAATGTCTCCGCGGATACCTGGAGAACGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCG
CGGATCCCCCAAAGACACACGTGACCCACCACCCCATCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGC
GGAGATCACACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGAGCAAACTCAGGACACCGAGCTCGTGGAGACCAGGCCAGGAGGAGATGGAACC
TTCCAGAAGTGGGGAGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAGAGCAGAGATACACGTGCCATGTGCAGCACGAGGGGCTCCCGGAGCCCC
TCACCCTGAGATGGGAGCCATCTTCCCAGTCCACCATCCCCATCGTGGGCATTGTTGTTGGCCTGGCTGTCCTAGCAGTTGTGGTCAC
TGGAGCTGTGGTCGCTGCCGTGATGTGGAGGAGGAAGAGCTCAGGTGGAAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCGTCCAGCGACAGT
GCCCAGGGCTCTGATGTGTCTCTCACGGCTAA

MRVMAPRTLLLLLSGALALTETRAGSHSMRYFITGVSRPGRGEPRFIAVGYVDETQFVRFDSDAESPRMEPRAPW
MEQEGPEYWEEETRKVKETAQTFRVSLGNLRGYYNQSEAGSHTYQWMYGCDLGPDGRLLRGYHQFAYDGKDY IAL
NRDLRSWTAADEAAQNTQSKWEAAGVAEQMRAYLEGQCLECLRGYLENGKETLQRADPPKTHVTHHP ISDHEATL
RCWALGFYPAEITLTWQRDGEEQTQDTELVETRPGGDGTFQKWGAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLPEPLTLRWEP
SSQSTIPIVGIVVGLAVLAVVVTGAVVAAVMWRRKSSGGKGGSYSQAASSDSAQGSDVSLTA

Mamu-B-NEU-TM
ATGTGGGTCATGGCGCCCCGAACCCTCCTCTTACTGCTCTCGGGGGCCCTGGCCCTGACCGAGACCTGGGCCGGCTCGCACTCCATGA
GGTATTTCACCACCGCCGTGTCCCGGCCCAGCCGCGGGGAGCCCCGCTTCATCGTCGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCG
GTTCGACAGCGACGCCGAGAGTCCGAGGATGGAGCCGCGGGCGCAGTGGATGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGAAGAGCAGACA
CGGATCGTCAAGGACAACGCACAGACTTTCCGAGTGGGTCTGGGGACCCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGCGGGGTCTCACA
CCATCCAGACGATGTACGGCTGCGACCTGGGGCCCGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATTACCAGGACGCCTACGACGGCAGGGATTA
CATCGCCCTGAACGAGGACCTGCGCTCCTGGACCGCTGCGGATGAGGCGGCTCAGAACACCCAGCGCAAGTGGGAGGCGGCCGGTGTG
GCGGAGCAGTGGAGAGCCTACCTGGAGGGCAAGTGCGTGGAGTGTCTCCGCAGATACCTGGAGAACGGGAAGGAGATGCTGCAGCGCG
CGGATCCCCCAAAGACACATGTGACCCACCACCCCGTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGTTTCTACCCTGC
GGAGATCTCACCGACCTGGCGGCAGGATGGGGAGGAGCAAACTCAGGACACCGAGCTTGTGGAGACCAGGCCAGCAGGAGATGGAACC
TTCCAGAAGTGGGGAGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAGGGCAGAGATACACATGCCATGTGCAGCATGAGGGGCTGCTGGAGCCCC
TCACCTTGAGATGGGGCGGAAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCGTCCAGCGACAGTGCCCAGGGCTCTGATGTGTCTCTCACGGC
TAA

MWVMAPRTLLLLLSGALALTETWAGSHSMRYFTTAVSRPSRGEPRFIVVGYVDDTQFVRFDSDAESPRMEPRAQW
MEQEGPEYWEEQTR I VKDNAQTFRVGLGTLRGYYNQSEAGSHT IQTMYGCDLGPDGRLLRGYYQDAYDGRDY 1AL
NEDLRSWTAADEAAQNTQRKWEAAGVAEQWRAYLEGKCVECLRRYLENGKEMLQRADPPKTHVTHHPVSDHEATL
RCWALGFYPAEISPTWRQDGEEQTQDTELVETRPAGDGTFQKWGAVVVPSGEGQRYTCHVQHEGLLEPLTLRWGG
KGGSYSQAASSDSAQGSDVSLTA
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Mamu-B-NEU+TM
ATGCGGGTCATGGCGCCCCGAACCCTCCTCTTACTGCTCTCGGGGGCCCTGGCCCTGACCGAGACCTGGGCCGGCTCGCACTCCATGA
GGTATTTCACCACCGCCGTGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGAGCCCCGCTTCATCGTCGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCG
GTTCGACAGCGACGCCGAGAGTCCGAGGATGGAGCCGCGGGCGCAGTGGATGGAGCAGGAGGGGCCGCAGTATTGGGAAGAGCAGACA
CGGATCGTCAAGGACAACGCACAGACTTTCCGAGTGGGTCTGGGGACCCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGCGGGGTCTCACA
CCATCCAGACGATGTACGGCTGCGACCTGGGGCCCGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATTACCAGGACGCCTACGACGGCAGGGATTA
CATCGCCCTGAACGAGGACCTGCGCTCCTGGACCGCTGCGGATGAGGCGGCTCAGATCACCCAGCGCAAGTGGGAGGCGGCCGGTGTG
GCGGAGCAGTGGAGAGCCTACCTGGAGGGCAAGTGCGTGGAGTGTCTCCGCAGATACCTGGAGAACGGGAAGGAGATGCTGCAGCGCG
CGGATCCCCCAAAGACACATGTGACCCACCACCCCGTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGTTTCTACCCTGC
GGAGATCTCACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGATCAAACTCAGGACACCGAACTTGTGGAGACTAGGCCAGCAGGAGATGGAACC
TTCCAGAAGTGGGGAGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAGAGCAGAGATACACATGCCATGTGCAGCATGAGGGGCTGCTGGAGCCCC
TCACCCTGAAATGGGAGCCATCTTCCCAGTCCAGCATCCCCATCGTGGGCATTGTTGCTGGCCTGGCTGTCCTAGCAGTTGTAGTCAC
TGGAGCTGTGGTCGCTGCTGTCGATGAGGAGGAGGAAGAGCTCAGGCGGAAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCGTCCAGCGACAGT
GCCCAGGGCTCTGATGTGTCTCTCACGGCTAA

MRVMAPRTLLLLLSGALALTETWAGSHSMRYFTTAVSRPGRGEPRFIVVGYVDDTQFVRFDSDAESPRMEPRAQW
MEQEGPEYWEEQTR IVKDNAQTFRVGLGTLRGYYNQSEAGSHT IQTMYGCDLGPDGRLLRGYYQDAYDGRDY 1AL
NEDLRSWTAADEAAQ I TQRKWEAAGVAEQWRAYLEGKCVECLRRYLENGKEMLQRADPPKTHVTHHPVSDHEATL
RCWALGFYPAEISLTWQRDGEDQTQDTELVETRPAGDGTFQKWGAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLLEPLTLKWEP
SSQSSIPIVGIVAGLAVLAVVVTGAVVAAVMRRRKSSGGKGGSYSQAASSDSAQGSDVSLTA

Mamu-1*01011
ATGGCGCCCGGAACCCTCCTCCTGCTGCTCTCGGGGGCCCTGGCCCTGACCCGAGACCTGGGCCGGCTCCCACTCCTTGAGGTATTTCG
GCACCACAGTGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGAGCCGCGCTTCATCGCCGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCGGTTCGACAG
CGACGCCGAGAGTCCGAGGATGGAGCCGCGGGCGCCGTGGATGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGAAGAGGAGACACGGATCGCC
AAGGCCCGCGCACAGACTGAGCGAGGGAACCTGCGGACCGCGCTCCGCTACTACAACCAGAGCGAGGCGGGGTCTCACACCCTCCAGA
AGATGTGTGGCTGCGACCTGGGGCCGGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATTACCAGTCCGCCTACGACGGCAGGGATTACATCGCCCT
GAACGAGGACCTGCGCTCCTGGACCGCTGCGGGTGAGGCGGCTCAGAACACCCAGCGCAAGTGGGAGGCGGCCGGTGAGGCAGAGCAG
CGGAGAGCCTACCTGGAGGGCCGGTGCGTGGAGTGGCTCCGCAGATACCTGGAGAAGGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCGCGGATCCCC
CAAAGACACACGTGACCCACCACCCCGTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGCGGAGATCAC
ACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGAGCAAACTCAGGACACCGAGCTTGTGGAGACCAGGCCAGGAGGAGATGGAAACTTCCAGAAG
TGGGCAGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAGAGCAGAGATACACGTGCCATGTGCAGCATGAGGGGCTGCCGGAGCCCCTCACCCTGA
GATGGGAGCCGTCTTCCCAGTCCACCATCCCCATCATGGGCATTGTTGCTGGCCTGGCTGTCCTAGCAGTTGTGGTCACCGGAGCTGT
GGTCGCAGCTGTGATGTGGAGGAGGAAGAGCTCAGGTGGAAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCGCCCAGCAACAGTGCCCAGGGC
TCTGATGTGTCTCTCACAGCTTG

MAPGTLLLLLSGALALTETWAGSHSLRYFGTTVSRPGRGEPRFIAVGYVDDTQFVRFDSDAESPRMEPRAPWMEQ
EGPEYWEEETRIAKARAQTERGNLRTALRYYNQSEAGSHTLQKMCGCDLGPDGRLLRGYYQSAYDGRDY 1ALNED
LRSWTAAGEAAQNTQRKWEAAGEAEQRRAYLEGRCVEWLRRYLEKGKETLQRADPPKTHVTHHPVSDHEATLRCW
ALGFYPAEITLTWQRDGEEQTQDTELVETRPGGDGNFQKWAAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLPEPLTLRWEPSSQ
STIPIMGIVAGLAVLAVVVTGAVVAAVMWRRKSSGGKGGSYSQAAPSNSAQGSDVSLTA

Mamu-E*0110
ATGGCACTAGGAACCCTACTTCTCCTGCTCTCGGCCCTTACCAAGACCTGGGCGGGCTCCCACTCCTTGAAGTATTTCCACACTTCCG
TGTCCCGGCCCGGCGGCGGGGGGCCCCGCTTCATCTCCGTGGGCTACGTGGACGACACCCAGTTCGTGCGGTATGACAGCGACGCGGC
GAGTCCGAGGATGGAGCCGCGGGCGCTGTGGATGAAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGACCAGGAGACACGGAGCGCCAGGGLCACC
GCACAGACTTTCCGAGTGAACCTGGAGACCCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCGGGTCTCATACCCTCCAGTGGATGCATG
GCTGCGACCTGGGGCCGGACGGGCGCTTCCTCCGCGGGTATGAACAGTTCGCCTACGACGGCAAGGATTATCTCACCCTGAATGAGGA
CCTGCGCTCCTGGTCCGCGGTGGACACGGCGGCTCAAATCTCCGAGCAAAAGTCAAATGATGGCTCTGAGGCGGAGCACCAGAGAGCC
TACCTGGAAGACACATGCGTGGAGTGGCTCCGCAGATACCTGGAGAATGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCTCGGAATCCCCAAAGACAC
ACGTGACCCACCACCCCGTCTCTGATCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGCGGAGATCACAGTGACCTG
GCAGCGGGATGGGGAGGACCAGACCCAGGACACGGAGCTTGTGGAGACCAGGCCTGCAGGGGATGGAACTTTCCGGAAGTGGGCAGCT
GTGGTGGTACCTTCTGGAGAGGAGCAGAGATACACGTGCCATGTGCAGCATGAGGGGCTACCCGAGCCCCTCACCCTGAGATGGGAGC
CGTCTTCCCAGTCCACCATCCCCATCGTGGGCATCATTGCTGGCCTGGTTCTCCTTGGCGCTGTGCTCACTGGAGCTGTGGTTGCTGC
TGTGGTGTGGAGGAGGAAGAGCTCAGGTAGAAAAGGATGGAGCTACTCTCAGGCTGTGGGAAGCGACAGTTCCCAGGGATCTGATGAT
TCTCTCACAGCTTATAAACC

MALGTLLLLLSALTKTWAGSHSLKYFHTSVSRPGGGGPRFI1SVGYVDDTQFVRYDSDAASPRMEPRALWMKQEGP
EYWDQETRSARATAQTFRVNLETLRGYYNQSEAGSHTLQWMHGCDLGPDGRFLRGYEQFAYDGKDYLTLNEDLRS
WSAVDTAAQI SEQKSNDGSEAEHQRAYLEDTCVEWLRRYLENGKETLQRSESPKTHVTHHPVSDHEATLRCWALG
FYPAEITVTWQRDGEDQTQDTELVETRPAGDGTFRKWAAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLPEPLTLRWEPSSQSTI
P1VGI1AGLVLLGAVLTGAVVAAVVWRRKSSGRKGWSYSQAVGSDSSQGSDDSLTAYK
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Mamu-E*02
ATGGCACTAGGAACCCTACTTCTCCTGCTCTCGGCCCTTACCAAGACCTGGGCGGGCTCCCACTCCTTGAAGTATTTCCACACTTCCG
TGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGAGCCCCGCTTCATCTCCGTGGGCTACGTGGGCGACACCCAGTTCGTGCGGTACGACAGCGACGCCGC
GAGTCCGAGGATGGAGCCGCGGGCGCTGTGGATGAAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGACCAGGAGACACGGAGCGCCAGGGACACC
GCACAGACTTTCCGAGTGAACCTGAAGACCCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCGGGTCTCATACTCTCCAGTGGATGCATG
GCTGCGACCTGGGGCCGGACGGGCGCTTCTTCCGCGGGTATGAACAGTTTGCCTACGACGGCAAGGATTATCTCACCCTGAATGAGGA
CCTGCGCTCCTGGTCCGCGGTGGACACGGCGGCTCAAATCTCCGAGCAGAAGTCAAATGATGGCTCTGAGGCGGAGCACCAGAGAGCC
TACCTGGAAGACACATGCGTGGAGTGGCTCCGCAGATACCTGGAGAATGGGAAGGAGACGCTGCTGCGCTCGGAATCCCCAAAGACAC
ACGTGACCCGCCACCCCGTCTCTGATCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGCGGAGATCACAGTGACCTG
GCAGCGGGATGGGGAGGACCAGACCCAGGACACGGAGCTTGTGGAGACCAGGCCTGCAGGGGATGGAACTTTCCAGAAGTGGGCAGCT
GTGGTGGTACCTTCTGGAGAGGAGCAGAGATACACGTGCCATGTGCAGCATGAGAGGCTACCCGAGCCCCTCACCCTGAGATGGGAGC
CGTCTTCCCAGTCCACCATCCCCATCGTGGGCATCATTGCTGGCCTGGTTCTCCTTGGAGCTATGGTTGTTGCTGTGGTTGTTGCTGT
GATGTGGAGGAGGAAGAGCTCAGGTAGAAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTTCGTGTAGCGACAGTACCCAGGGATCTGATGAGTCT
CTCACAGCTTATAAACC

MALGTLLLLLSALTKTWAGSHSLKYFHTSVSRPGRGEPRFISVGYVGDTQFVRYDSDAASPRMEPRALWMKQEGP
EYWDQETRSARDTAQTFRVNLKTLRGYYNQSEAGSHTLQWMHGCDLGPDGRFFRGYEQFAYDGKDYLTLNEDLRS
WSAVDTAAQ I SEQKSNDGSEAEHQRAYLEDTCVEWLRRYLENGKETLLRSESPKTHVTRHPVSDHEATLRCWALG
FYPAEITVTWQRDGEDQTQDTELVETRPAGDGTFQKWAAVVVPSGEEQRYTCHVQHERLPEPLTLRWEPSSQSTI
PIVGITAGLVLLGAMVVAVVVAVMWRRKSSGRKGGSYSQASCSDSTQGSDESLTAYK

Mamu-80-6 (Pseudogen, Teilsequenz)
ATGCGGGTCATGGCGCCCCTGCTAAGGACAGACCTCAGGAAGACAATTGGTCCAGCTTCAGCACATCCTCTTCCCTCGGGTTTCCTGA
TCCTGACCTGGGTCTGCAGTCACAGTTCTGGAAACTCCTCTGGGATCTCACGGCCCTGCCTCCTCTCTGGCCTCTCACAGCTTGTTTT
CTTTCCACAGATGACAGCCGTGCTCAGGCTTCATGTAAGTGTAGTAGGGGTGGGAGAGTGATCCCTGAGAGCCTTGGGATAGTGTAGA
CAGGAGCCCATGGGGGAGCTCACCCACCCCACAATTCCTCCTTTAGTCACATCACCTGTGAGCTCTGACCAGATTTTGTTTTTCTTCC
ACCCCGAACAGGGACGGTATCCAGGGCTCTGATGTGTCTCTCACGGCTACCCGGGTACGAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGC
CGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGATGTGTCTCTCACGGCTAA

HLA-Cw*0301
ATGCGGGTCATGGCGCCCCGAACCCTCATCCTGCTGCTCTCGGGAGCCCTGGCCCTGGCCGAGACCTGGGCCGGCTCCCACTCCATGA
GGTATTTCTACACCGCTGTGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGAGCCCCACTTCATCGCAGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCG
GTTCGACAGCGACGCCGCGAGTCCGAGAGGGGAGCCGCGGGCGCCGTGGGTGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGACCGGGAGACA
CAGAAGTACAAGCGCCAGGCACAGACTGACCGAGTGAGCCTGCGGAACCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCAGGTCTCACA
TCATCCAGAGGATGTATGGCTGCGACGTGGGGCCCGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATGACCAGTACGCCTACGACGGCAAGGATTA
CATCGCCCTGAACGAGGATCTGCGCTCCTGGACCGCCGCGGACACGGCGGCTCAGATCACCCAGCGCAAGTGGGAGGCGGCCCGTGAG
GCGGAGCAGCTGAGAGCCTACCTGGAGGGCCTGTGCGTGGAGTGGCTCCGCAGATACCTGAAGAATGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCG
CGGAACACCCAAAGACACACGTGACCCACCATCCCGTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGC
GGAGATCACACTGACCTGGCAGTGGGATGGGGAGGACCAAACTCAGGACACTGAGCTTGTGGAGACCAGGCCAGCAGGAGATGGAACC
TTCCAGAAGTGGGCAGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAGAGCAGAGATACACGTGCCATGTGCAGCACGAGGGGCTGCCGGAGCCCC
TCACCCTGAGATGGGAGCCGTCTTCCCAGCCCACCATCCCCATCGTGGGCATCGTTGCTGGCCTGGCTGTCCTGGCTGTCCTAGCTGT
CCTAGGAGCTGTGGTGGCTGTTGTGATGTGTAGGAGGAAGAGCTCAGGTGGAAAAGGAGGGAGCTGCTCTCAGGCTGCGTCCAGCAAC
AGTGCCCAGGGCTCTGATGAGTCTCTCATCGCTTGTAAAGCCCA

MRVMAPRTL I LLLSGALALAETWAGSHSMRYFYTAVSRPGRGEPHFIAVGYVDDTQFVRFDSDAASPRGEPRAPW
VEQEGPEYWDRETQKYKRQAQTDRVSLRNLRGYYNQSEARSHI IQRMYGCDVGPDGRLLRGYDQYAYDGKDY IAL
NEDLRSWTAADTAAQI TQRKWEAAREAEQLRAYLEGLCVEWLRRYLKNGKETLQRAEHPKTHVTHHPVSDHEATL
RCWALGFYPAEITLTWQWDGEDQTQDTELVETRPAGDGTFQKWAAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLPEPLTLRWEP
SSQPTIPIVGIVAGLAVLAVLAVLGAVVAVVMCRRKSSGGKGGSCSQAASSNSAQGSDESL IACKA

Abb. 10.1: Auflistung aller isolierten MHC-Klasse-I-Sequenzen.

Fiir jedes isolierte Transkript ist die Nukleotidsequenz vom Startkodon bis vor die Restriktionssequenz, die
durch den 3’-Primer in die Sequenz eingebaut wurde, dargestellt. Bei offenem Leserahmen ist auch die AS-
Sequenz angegeben.
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Abb. 10.2: Vergleich der einzelnen Doménen zwischen genomischen Sequenzen und den in der Arbeit
isolierten Mamu-A- und Mamu-B- /-1-Sequenzen.
Die phylogenetischen Bidume basieren auf AS-Sequenzen, die die einzelnen Doménen verschliisseln. In die
Auswertung wurden die Gene des Haplotyps hl und die hier isolierten Mamu-A- und Mamu-B- / -I-Sequenzen.
(a) al-Doméne (b) a2-Doméne, (¢) a.3-Domidne + Transmembranregion + zytoplasmatische Region. Gene mit
unvollstindigem Leserahmen und Varianten (B*28-L, B-NEU-TM) wurden nicht in die Auswertungen mit
einbezogen. Die Bezeichnungen der hier isolierten Sequenzen (schwarz) entspricht Tab. 4.1. Die Berechnung der
phylogenetischen Béume erfolgte mit MEGA 3.1 nach dem NeighborJoining-Verfahren mit 100000

Wiederholungen.
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Abb. 10.3: Amplifikation der vollstiindigen HLA-C-Sequenzen aus cDNA von Proband 1.

Dargestellt ist ein Agarosegel mit 2 pl HLA-C-PCR-Ansatz in Spur 1 und einer H,O-Negativkontrolle in Spur 2
neben einem Langenstandard (links). In den HLA-C-spezifischen PCR-Ansatz wurde je 1 pul cDNA als template
mit den Oligonukleotiden HLA-C GFP F/ R eingesetzt. Die Amplifikation erfolgte nach PCR-Programm 1.

a i

<= 65 kDa

27 kDa =—p-

b 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

65 kDa »-.. ‘- .‘-.-W' ‘t«— 61 kDa

Abb. 10.4: Expressionskontrolle der Mamu-B-, Mamu-I-, Mamu-E- und HLA-C-AcGFP-Fusionsproteine
mit dem anti-GFP-AK.

Immunoblot-Analysen mit Auftrennungen von 5 x 10* Zellen pro Spur auf 10 %igen SDS-Gelen. Die
Nitrozellulosemembranen beider Blots wurden iiber Nacht bei 4 °C mit dem monoklonalen anti-GFP-AK
(1:5000) inkubiert und anschlieBend 1 h mit dem polyklonalen HRP-gekoppelten IgG-AK inkubiert. Nach der
ECL-Reaktion wurde ein Rontgenfilm 15 s bis 45 s aufgelegt. (a) AcGFP-Nachweis in K562-Zellen transfiziert
mit dem pAcGFP-N1-Vektor ohne integriertes MHC-Klasse-I und mit integriertem MHC-Klasse-I. (1)
untransfizierte K562-Zellen, (2) AcGFP-Kontrolltransfektante, (3) Mamu-B*09-AcGFP-Transfektante, (4)
Mamu-B*48-AcGFP-Transfektante. (b) Expressionskontrolle aller Mamu-B-, Mamu-I-, Mamu-E- und HLA-C-
AcGFP-Fusionsproteine. (1) HLA-Cw*0301-AcGFP, (2) Mamu-E*0110-AcGFP, (3) Mamu-I-AcGFP,
(4) Mamu-B*09-AcGFP, (5) Mamu-*12-AcGFP, (6) Mamu-B*17-AcGFP, (7) Mamu-B*28-L-AcGFP,
(8) Mamu-B*28+L-AcGFP, (9) Mamu-B*3002-AcGFP, (10) Mamu-B*45-AcGFP, (11) Mamu-B*47-AcGFP,
(12) Mamu-B*48-AcGFP, (13) Mamu-B*6002-AcGFP, (14) Mamu-B*64-AcGFP, (15) Mamu-B-NEU+TM,
(16) Mamu-B-NEU-TM.

a b

1 2 1

‘ . n4—65kDa

Abb. 10.5: Expressionskontrolle des Mamu-E-AcGFP-Fusionsproteins mit dem HC-A2 und des
HLA-Cw*0301-AcGFP-Fusionsproteins mit dem HC-10-AK.

Immunoblot-Analysen mit Auftrennungen von 5 x 10* Zellen pro Spur auf 10 %igen SDS-Gelen. Die
Nitrozellulosemembranen beider Blots wurden i{iber Nacht bei 4 °C (a) mit dem monoklonalen anti-MHC-
Klasse-I-AK HC-A2 (1:5) und (b) mit dem monoklonalen anti-MHC-Klasse-I-AK HC-10 (1:5) inkubiert und
anschlieBend 1 h mit dem polyklonalen HRP-gekoppelten IgG-AK inkubiert. Nach der ECL-Reaktion wurde ein
Rontgenfilm 45 s aufgelegt. (a) Nachweis von Mamu-E*0110-AcGFP neben untransfizierten K562-Zellen (b)
Nachweis von HLA-Cw*0301-AcGFP neben untransfizierten K562-Zellen.
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Abb. 10.6: Beispiele fiir variierende Ergebnisse in Chromfreisetzungstests mit Mamu-A-Transfektanten
und Rhesusaffen-Lymphozyten.

Die Berechnung der Mittelwerte und Standardabweichungen erfolgte mit Exel 2003. Dargestellt sind zwei
unabhingige Tests mit der K562-AcGFP-Kontrolltransfektante und den stabilen K562-Transfektanten Mamu-
A*01, Mamu-A*08 und Mamu-A*11. Als Effektorzellen dienten PBMC aus Rhesusaffenblut (Tier-Nr.: 2146
und 2181 bzw. 12418, 12419, 12740 und 12741).Aufgetragen ist die spezifische Lyse in Prozent gegen die
Lymphozyten-Anzahl pro Zielzelle. Jeder Punkt gibt den Mittelwert von 3 parallelen Ansdtzen mit gleichem
PBMC / Zielzellverhéltnis wieder Die Standardabweichung ist als schwarzer Balken fiir jeden Mittelwert
angegeben. Der obere Test zeigt ein Beispiel, bei dem die spezifischen Lysen der Mamu-A-Transfektanten
deutlich gegentiber der spezifischen Lyse der AcGFP-Kontrolltransfektante reduziert war. Der untere Test zeigt
ein Beispiel, bei dem kaum Unterschiede zwischen der spezifischen Lyse der AcGFP-Kontrolltransfektante und
den spezifischen Lysen der Mamu-A-Transfektanten zu beobachten waren.
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Abb. 10.7: Zusammenfassung der unabhfingigen Degranulierungsassays mit Mamu-A-Molekiile.

Gezeigt ist je ein repréasentativer von fiinf vergleichbaren Tests mit PBMC isoliert aus Tier 2136 und Tier 2146.
Von einer statistischen Zusammenfassung verschiedener Experimente wurde abgesehen, da einzelne Tests nur
bedingt miteinander vergleichbar sind. Pro Tag konnte aufgrund der geringen Blutmenge jeweils nur ein Test
angesetzt werden. Die NK-Zellmenge wie auch deren Expressionsmuster kann jedoch stark tagesabhingig
variieren und damit die Maximalstimulation, so wie die prozentualen Verdnderungen in Proben inkubiert mit
einzelnen Transfektanten stark verdndern. Da die K562-AcGFP-Kontrolltransfektante keine MHC-Klasse-I-
Molekiile exprimiert, wird bei Inkubation mit NK-Zellen eine maximale Stimulation erreicht. Dieser Wert an
CD107a-positiven Zellen wurde in allen Tests auf 100% gesetzt. Die Degranulierung der einzelnen Mamu-A-
Transfektanten wurde prozentual zur Maximalstimulation berechnet und in farbigen Balken angegeben.
Verwendet wurden jeweils die Transfektanten Mamu-A*01, Mamu-A*08, Mamu-A*11, Mamu-A*1303 und
Mamu-A*1403. Die graphische Darstellung wurde mit Exel 2003 erstellt. Die Degranulierungsassays zeigten,
dass Mamu-A-Transfektanten in der Lage sind, die Degranulierung von NK-Zellen beider Tiere zu verringern.
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