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1 Abkurzungsverzeichnis
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2 Einleitung

2.1 Das Immunsystem

Die Evolution hat im Laufe mehrerer hundert Millionen Jahre komplexe und
leistungsfahige Abwehrmechanismen in Gestalt des Immunsystems geschaffen.
Dessen Aufgabe ist es, den Mensch sowohl vor schadigenden Einflissen aus
der Umwelt in Form von Mikroorganismen, Fremd- und Schadstoffen als auch
vor korpereigenen Angriffen durch maligne Zellen zu schutzen, die den
Fortbestand des Individuums bedrohen.

Durch fortwahrende Weiterentwicklung des Immunsystems war es maoglich, den
Organismus trotz der vielfaltigen Angriffe zu erhalten. Dabei musste immer
gewahrleistet sein, dass schadigende Einflisse abgewehrt, korpereigene
Strukturen aber nicht angegriffen wurden - das Immunsystem also
selbsttolerant ist.

Erst durch das Zusammenspiel verschiedener Komponenten ist das
Immunsystem in der Lage, eine mdoglichst fein regulierte Balance zwischen
Selbsttoleranz und Abwehr zu gewahrleisten. Diese Selbsttoleranz ist zum
Beispiel bei Autoimmunerkrankungen nicht mehr gegeben. Funktioniert dieser
Mechanismus hingegen zu gut, besteht die Gefahr, dass z. B. Tumore nicht als

entartet erkannt und bekampft werden.

Die als angeborene oder unspezifisch bezeichnete Immunitat ist der
entwicklungsgeschichtlich altere Teil des Immunsystems. Dazu zahlt die
Saurebarriere  der Haut, das Komplementsystem, antimikrobielle
Enzymsysteme, aber auch zellulare Komponenten wie Granulozyten, das
Monozyten-Makrophagensystem und die natirlichen Killerzellen. Gemeinsam
ist allen Komponenten, dass sie unabhangig vom eingedrungenen Erreger in

Aktion treten.
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Das spezifische oder adaptive Immunsystem stellt hingegen einen
hochspezialisierten Mechanismus dar, der zielgerichtet agieren kann.
Grundlage daflr ist eine Wechselwirkung zwischen einem Lymphozyten und
einer antigenprasentierenden Zelle. Die Lymphozyten lassen sich in B- und T-
Lymphozyten unterscheiden. B-Lymphozyten vermitteln die humorale
Immunantwort, wohingegen T-Lymphozyten fur die zellulare Komponente
verantwortlich sind.

B-Lymphozyten besitzen den B-Zellrezeptor (BCR), der eine membranstandige
Variante der Immunglobuline ist. Durch somatische Rekombination wahrend der
Reifung im Knochenmark werden bis zu 10" verschiedene Spezifititen
ausgebildet (Davis & Bjorkman, 1988). Nach Bindung eines spezifischen
Antigens an den BCR wird der BCR-Antigen-Komplex endozytotisch
aufgenommen, das Antigen prozessiert und daraus gewonnene
Peptidfragmente mit einem Klasse-lI-Molekul des Haupthistokompatibilitats-
komplexes prasentiert.

Nach Erkennung durch eine T-Zelle schuttet diese bestimmte Zytokine aus, die
die B-Zelle zum einen zur klonalen Expansion veranlassen, zum anderen auch
eine Umwandlung in antikorpersezernierende Plasmazellen bewirken. Dieser
Vorgang wird auch als klonale Selektion bezeichnet. Ein Teil der B-Zellen reift
nicht zu Plasmazellen heran sondern entwickelt sich zu Gedachtniszellen, die
bei erneutem Kontakt mit einem Pathogen rasch proliferieren und sich
differenzieren konnen, wodurch eine schnelle sekundare Immunantwort
erfolgen kann. Diese Eigenschaft wird auch als immunologisches Gedachtnis

bezeichnet.

T-Zellen reifen im Thymus und konnen aufgrund ihres T-Zell-Rezeptors (TCR)
charakterisiert werden. Wie beim BCR entstehen durch Rekombination bis zu
10"® verschiedene TCR-Formen (Davis & Bjorkman, 1988). Der TCR erkennt
nur Antigene, die im Komplex mit MHC-Molektlen auftreten, was als MHC-
Restriktion bezeichnet wird (Zinkernagel & Doherty, 1974). T-Zellen konnen
anhand zweier Oberflachenmarker weiter unterteilt werden. Zum einen gibt es

zytotoxische T-Zellen, die auch als CD8-T-Zellen bezeichnet werden, da sie
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den Marker CD8 tragen. Sie erkennen MHC-Klasse-I-Antigenkomplexe und
spielen bei der Bekampfung virusinfizierter und entarteter Korperzellen eine
Rolle. Zum anderen lassen sich T-Helferzellen, auch als CD4"-Zellen
bezeichnet, unterscheiden. Ihre Aufgabe ist die Erkennung von MHC-Klasse-II-
Antigenkomplexen und die entsprechende Aktivierung der prasentierenden
APC.

2.2 Der Haupthistokompatibilitatskomplex

Die Haupthistokompatibilitatsantigene werden durch einen DNA-Abschnitt
kodiert, der beim Menschen auf dem kurzen Arm des Chromosom 6 (6p21.31)
lokalisiert ist. Eine Ausnahme bildet das pB,-Mikroglobulin, das von Chromosom
15 codiert wird. Die Region der Haupthistokompatibilitatsantigene wird auch als
HLA-Komplex bezeichnet, da die dort kodierten Proteine zuerst auf Leukozyten
gefunden und “Humane Leukozyten Antigene“ (HLA) genannt wurden. lhre
immunologische Bedeutung wurde erst spater im Rahmen von
TransplantatabstoRungen bei Gewebetransplantationen entdeckt (Ceppellini et
al., 1969).

Innerhalb des HLA-Komplexes werden die HLA-Klasse |, -Il, -lll Genregionen
unterschieden, welche wiederum in Subregionen unterteilt werden kdnnen.
MHC-Klasse-I-Antigene werden auf der Oberflache fast aller kernhaltigen Zellen
exprimiert. Ihre Aufgabe ist es, endogene Peptide aus intrazellularen Proteinen
CD8" zytotoxischen T-Lymphozyten zu prasentieren. Die klassischen MHC-I-
Antigene werden beim Menschen von den Genloci HLA-A, -B und -C kodiert.
MHC-Klasse-lI-Antigene  werden dagegen nur auf  sogenannten
antigenprasentierenden Zellen (APC) exprimiert. Dazu gehdéren B-
Lymphozyten, Makrophagen, dendritische Zellen, Langerhanszellen der Haut,
bestimmte Gliazellen, sowie Thymusepithelzellen. Die Hauptaufgabe der MHC-
Klasse-ll-Antigene besteht in der Prasentation von Peptiden gegeniber CD4"
T-Helferzellen. Diese Peptide stammen in der Regel aus exogenen

endozytotisch aufgenommenen Proteinen, allerdings besteht auch die
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Maoglichkeit der Prasentation endogener Antigene durch MHC-Klasse-II-
Molekdle.

Die MHC-Klasse-lI-Antigene werden beim Menschen innerhalb der HLA-D-
Region kodiert und kénnen in HLA-DR, -DQ und -DP unterschieden werden.
Die von den MHC-Klasse-llI-Genen kodierten Proteine unterscheiden sich
funktionell und strukturell von den MHC-Klassen | und Il.

In dieser Region werden unter anderem die Komponenten C2, C4 und Faktor B
des Komplementsystems, TNFa und TNFf, die HSP70-Genfamilie sowie die
Steroid 21-Hydroxylase kodiert (Trowsdale, 1993).

DP DN DM DO DQ DR
TAPBP B o o o B LMP/TAP B B o B B« B C A
l ] | | 1 |
HLA-Klasse Il HLA- HLA-Klasse |

Klasse Il

Abbildung 1: Schematische Darstellung der genetischen Organisation des humanen MHC
modifiziert nach Janeway et al., 2001

2.3 Struktur der MHC-Molekule

2.3.1 Struktur von MHC-Klasse-I-Molekiilen

MHC-Klasse-I-Moleklle werden zu den Transmembranglykoproteinen gezahlt.
Sie setzen sich aus einer a-Kette mit einem Molekulargewicht von 43 kDa und
dem nicht polymorphen B2-Mikroglobulin (12 kDa) zusammen, die beide in nicht
kovalenter Weise miteinander verbunden sind. Die a-Kette besteht aus den 3
Doménen a4, a2 und as. Die o4- und az-Domanen bilden zusammen die
Peptidbindungsgrube, die aus je 4 antiparallel verlaufenden j-
Faltblattstrukturen jeder Domane besteht und seitlich von je einer a-Helix
abgeschlossen wird. Die az-Domane, welche die Transmembranregion enthalt,

und das B2-Mikroglobulin weisen B-Faltblattstruktur auf, die Ahnlichkeiten mit

-10 -
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der Struktur des konstanten Teils der Immunglobuline hat (Bjorkman et al.,
1987).

Abbildung 2:  Kristallstruktur des HLA-A2-Molekls mit gebundenem Peptidliganden
Links: Darstellung als Ribbon-Diagramm in Frontalansicht
Rechts: Sicht auf die Peptidbindungsgrube
nach Bjorkman et al., 1987

2.3.2 Struktur von MHC-Klasse-llI-Molekliilen

MHC-Klasse-lI-Molekiile sind heterodimere Transmembranglykoproteine, die
sich aus einer a-Kette (33-35 kDa) und einer p-Kette (26-28 kDa)
zusammensetzen. Beide Ketten sind nicht kovalent miteinander verbunden
(Shackelford et al., 1982). Jede Kette kann in vier Domanen unterteilt werden:
dem C-terminalen zytoplasmatischen Teil, der Transmembranregion sowie dem
extrazellular gelegenen N-terminalen Teil, mit den a4- und a,-Domanen der a-
Kette bzw. den 1- und B2-Doméanen der p-Kette.

Der C-terminale zytoplasmatische Teil ist in seiner Lange variabel (12-15
Aminosauren) und enthalt viele geladene und hydrophile Aminosauren. Eine fur
Transmembranregionen charakteristische Anhaufung positiv geladener
Aminosauren verbindet diese mit dem zytoplasmatischen Teil. Dies ermoglicht
die Interaktion mit den negativ geladenen Phospholipiden der Zellmembran. Die
hydrophobe Transmembranregion ist mit den extrazellularen Domanen uber
einen Abschnitt von 11-13 hydrophilen Aminosauren verbunden (in der a-Kette

vor allem Glutamat und Prolin, in der B-Kette vorwiegend Serin).

-11 -
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Jede der membrannah gelegenen ap- und B2-Domanen weist eine von einer
Disulfidbrucke gebildete, 56 Aminosauren umfassende, Schleife auf. Die 95
Aminosauren umfassende Sequenz dieser Domanen ist weitgehend konserviert
und zeigt wie die asz-Domane und das p-Mikroglobulin der MHC-Klasse-I-
Moleklle eine pB-Faltblatt-lmmunglobulin-Supersekundarstruktur (Kaufman et
al., 1984).

In den membranfernen a4- und 31-Domanen entsteht lediglich in der B1-Domane
uber eine Disulfidbricke eine 64 Aminosauren lange Schleife.

Diese beiden Domanen bilden zusammen die Peptidbindungsgrube, die aus
acht antiparallelen B-Faltblattstrangen besteht und seitlich von je einer a-Helix
begrenzt wird (Brown et al., 1993).

Ein wesentlicher Unterschied zu den MHC-Klasse-I-Molektilen besteht darin,
dass die oa-Helices einen grolieren Abstand voneinander haben. Als Folge
daraus konnen gebundene Peptide Uber beide Enden der Bindungsgrube

hinausragen (Stern et al., 1994).

a2

Abbildung 3:  Kiistallstruktur des HLA-DQ8-Molekls mit gebundenem Peptidliganden
Links: Frontalansicht als Ribbon-Diagramm
Rechts: Sicht auf die Peptidbindungsgrube
nach Lee et al., 2001

-12 -
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2.4 Allelischer Polymorphismus des MHC

Die Gene des Haupthistokompatibilitdtskomplexes zeichnen sich durch einen
extrem hohen Polymorphismus aus. Im Januar 2003 wurden fur HLA-A 266, far
HLA-B 511 und fur HLA-C 128 verschiedene Allele angegeben. Bei den MHC-
Klasse-llI-Antigenen wurden 3 DRa-, 403 DR-, 23 DQa-, 53 DQB-, 20 DPa-
und 101 DPp-Allele beschrieben (http://www.anthonynolan.org.uk/HIG/).

Genauere Untersuchungen Uber die Lokalisation der Diversitat in der
Nukleotidsequenz zeigen bei den MHC-Klasse-I-Genen die hochste Variabilitat
in der a1 und o Region, sowie bei den MHC-Klasse-lI-Genen in der 41 Region
(Marsh, 1998). Die von diesen Exons kodierten Domanen bilden, wie bereits

beschrieben, die Peptidbindungsgrube.

2.5 Bindung von Peptiden an MHC-Molekiile

2.5.1 Eigenschaften von MHC-Klasse-l gebundenen Peptiden

Peptide, die von MHC-Klasse-I-Molekllen prasentiert werden, mussen
bestimmte Voraussetzungen erfillen, um eine stabile Bindung aufzuweisen.
Diese Peptide sind in der Regel 9, seltener 8-11 Aminosauren lang und liegen
in gestreckter Konformation in der Bindungsgrube (Falk et al., 1991). Der
Carboxy- und Aminoterminus des Peptids binden Uber H-Bricken an hoch
konservierte Seitenketten des MHC-Molekuls und stabilisieren dadurch den
Komplex (Madden et al.,, 1992). Peptide, die mehr als 9 Aminosauren
aufweisen, koénnen aufgrund der geschlossenen Bindungsgrube nicht
uberstehen, sondern zeigen eine Wolbung in der Mitte des Peptids bei
gleichzeitig bestehender C-und N-terminaler Fixierung (Guo et al., 1992).

Eine allelspezifische Bindung von Peptiden wird durch sogenannte
Ankeraminosauren vermittelt. Dabei interagieren Seitenketten des gebundenen
Peptids mit den polymorphen Bindungstaschen des MHC-Molekuls. Eine

Ankeraminosaure befindet sich am Carboxyterminus, die im allgemeinen

-13 -
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hydrophob oder positiv geladen ist (Rammensee, 1995). Eine weitere
Ankerposition findet sich je nach Allel im Verlauf der Sequenz. Die
Aminosauren an den Ankerpositionen weisen in der Regel ahnliche physiko-
chemische Eigenschaften auf (Engelhard, 1994; Rammensee, 1995). Da die
Position und Spezifitat der Bindungstaschen des MHC-Moleklls unter den
verschiedenen Allelen variiert, weil’t jedes Allel eine eigene Peptidspezifitat auf
(Falk et al., 1991). Somit kann aus den Bindungseigenschaften MHC-
gebundener Peptide ein sogenanntes Bindungsmotiv fur das entsprechende

Allel erstellt werden (Rammensee et al., 1995).

2.5.2 Eigenschaften von MHC-Klasse-ll gebundenen Peptiden

Die Bindung von Peptiden an MHC-Klasse-lI-Molekile zeigt einige
Unterschiede im Vergleich zur Interaktion von Peptiden mit MHC-Klasse-I-
Molekulen.

Die an beiden Enden offene Bindungsgrube der MHC-Klasse-II-Molekule
erlaubt gebundenen Peptiden N- und C-terminal Uberstehen zu kdnnen (Brown
et al.,, 1993). Dies erklart die Tatsache, dass die gefundenen Peptide in ihrer
Lange deutlich variieren. So konnten Peptide mit einer Lange zwischen 12 und
25 Aminosauren identifiziert werden (Chicz et al., 1992). Ein 9 Aminosauren
langer Abschnitt des Peptids befindet sich in einer gestreckten, Polyprolin-II-
helixartigen Konformation in der Bindungsgrube (Jardetzky et al., 1996).

Die Stabilisierung des MHC-Peptidkomplexes erfolgt zum einen Uber ein
Netzwerk von Wasserstoff-Bruckenbindungen, die sich entlang der
Bindungsgrube zwischen dem Peptidrickgrat und hochkonservierten
Seitenketten des MHC-Molekuls ausbilden. Zum anderen kommt es ahnlich wie
bei Klasse-I-Molekulen zu Interaktionen zwischen Peptidseitenketten und
Bindungstaschen des MHC-Klasse-lI-Molekuls (Stern et al., 1994).

Die Anzahl dieser Bindungstaschen variiert unter den einzelnen Allelen
zwischen drei und funf (Stern et al., 1994; Lee et al., 2001). Diese Taschen sind

in ihrer Spezifitat weitaus weniger restriktiv als bei Klasse-I-Molekulen, d.h. es

-14 -
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konnen meist mehrere Aminosauren, mit oftmals ahnlichen chemischen
Eigenschaften, in die entsprechende Tasche binden.

Trotz dieses hohen Grades an Degeneriertheit in der Peptid-MHC-
Wechselwirkung koénnen allelspezifische Bindungsmotive bestimmt werden

(Rammensee et al., 1995).

2.6 Aufnahme von Antigenen

Exogene Antigene konnen von APCs uUber verschiedene Wege internalisiert
werden: durch rezeptorvermittelte Endozytose (B-Lymphozyten, Makrophagen),
Pinozytose, Makropinozytose (dendritische Zellen) oder wie bei Makrophagen
durch Phagozytose (Watts, 1997).

Die rezeptorvermittelte Endozytose Uber B-Zellrezeptoren (Lanzavecchia, 1985)
oder F.-Rezeptoren (Celis et al., 1984) stellt dabei eine besonders effiziente
Madglichkeit der Antigenaufnahme dar (Lorenz et al., 1990). Antigenspezifische
B-Zellen kdonnen im Gegensatz zu unspezifischen B-Lymphozyten auch bei
1.000-10.000fach niedrigerer Antigenkonzentration im Serum noch T-Zell-
Epitope prasentieren (Lanzavecchia, 1985).

Auch die direkte Bindung von Peptidantigenen an membranstandige MHC-
Klasse-lI-Molekule mit nachfolgender Internalisierung ist beschrieben worden
(Gosselin & Parker, 1990; Pinet et al., 1995). Dieser Weg durfte allerdings eine
Ausnahme darstellen, konnte aber fir die Prasentation des basischen

Myelinproteins durch HLA-DR gezeigt werden (Vergelli et al., 1997).

2.7 Antigenprozessierung und Prasentation
durch MHC-Klasse-lI-Molekile

Die Synthese der beiden Ketten des MHC-Klasse-lI-Molekils erfolgt am rauen
endoplasmatischen Reticulum. Dort treten sie mit einem weiteren
Transmembranprotein, der invarianten Kette (li, CD74), in Kontakt. Die

invariante Kette wird im Widerspruch zu ihrem Namen allerdings in mehreren
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verschiedenen Isoformen exprimiert (Strubin et al., 1986). Beim Menschen
lassen sich die 4 Isoformen p33, p35, p41 und p43 anhand ihres
Molekulargewichtes unterscheiden (Cresswell, 1992; Cresswell, 1996).
Zunachst bildet die li ein Trimer, an das sich schrittweise 3 ofj-Heterodimere
anlagern (Lamb & Cresswell, 1992). Dadurch entsteht ein lizasB3-Nonamer
(Roche et al., 1991). Die li bindet dabei an die af3-Dimere Uber die sogenannte
CLIP-Region, die sich in der Peptidbindungsgrube befindet (Ghosh et al., 1995).
Dies verhindert die vorzeitige Beladung der MHC-Klasse-lI-Molekile (Roche &
Cresswell, 1990; Teyton et al., 1990). Des weiteren enthalt die li an ihrem N-
terminalen Abschnitt Sortierungssignale, die die lizazps.Nonamere in
endosomale Kompartimente dirigieren (Lotteau et al., 1990; Bakke &
Dobberstein, 1990). Dort erfolgt ein schrittweiser proteolytischer Abbau der
invarianten Kette (Nakagawa & Rudensky, 1999; Villadangos et al., 1999).
Interessanterweise sind die daran Dbeteiligten Proteasen stellenweise
zelltypspezifisch. So ist fur die Generierung von CLIP in peripheren APCs
Cathepsin S zustandig (Riese et al., 1996), wohingegen in Epithelzellen des
Thymus diese Funktion von Cathepsin V GUbernommen wird (Bromme et al.,
1999).

Der Austausch von CLIP gegen antigene Peptide wird durch HLA-DM realisiert.
Dabei handelt es sich um ein Heterodimer, welches aus einer a-Kette (33-35
kDa) und einer B-Kette (30-31 kDa) besteht (Denzin et al., 1994). HLA-DM
weildt Strukturahnlichkeiten mit den antigenprasentierenden MHC-Klasse-I|-
Molekulen auf, kann aber selbst keine Peptide binden (Mosyak et al., 1998).
Der Transport in endosomale Kompartimente geschieht mit Hilfe eines
Sortierungssignals im zytoplasmatischen Teil der B-Kette, welches ein Tyrosin-
Motiv enthalt (Lindstedt et al., 1995; Marks et al., 1995). Dort bindet HLA-DM an
wenig stabile MHC-Peptidkomplexe, wie z.B. MHC-CLIP, und bewirkt einen
Austausch mit antigenen Peptiden, die eine stabilere Konformation aufweisen.
Deshalb wird HLA-DM auch als Peptideditor bezeichnet.

Die Funktion von HLA-DM wird durch ein weiteres Molekul, HLA-DO, reguliert
(Jensen, 1998). HLA-DO besteht aus der HLA-DNao-Kette und der HLA-DOp-

Kette und konnte in Thymusepithelzellen und B-Zellen gefunden werden
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(Douek & Altmann, 1997). HLA-DO beeinflusst die Aktivitat von HLA-DM, indem
es dessen Funktion inhibiert (Denzin et al., 1997; van Ham et al., 1997).

Der aus antigenem Peptid und MHC-Klasse-Il bestehende Komplex wird dann
zur Zelloberflache gebracht, wo die Interaktion zwischen MHC-Molekil und
TCR stattfindet.

2.8 Autoimmunerkrankungen und HLA-

Assoziation

Die Fahigkeit des adaptiven Immunsystems auf pathogene Einflisse zu
reagieren ohne dabei korpereigene Strukturen anzugreifen, untersteht
vielfaltigen Kontrollmechanismen, die autoreaktive Immunantworten zu
unterdricken versuchen. Gelingt dies nicht, kann es zum Entstehen von
Autoimmunerkrankungen kommen, von denen ca. 5% der Bevdlkerung Europas
und Nordamerikas betroffen sind (Sinha et al., 1990; Jacobson et al., 1997).
Die Klassifizierung von Autoimmunerkrankungen kann auf mehreren Wegen
erfolgen: entweder in Hinsicht auf die Lokalisation der Schadigung, die
organspezifisch oder aber systemisch sein kann. Beispiele flr organspezifische
Autoimmunerkrankungen sind Diabetes mellitus Typ 1 (IDDM), Myasthenia
gravis, Morbus Basedow und Multiple Sklerose (MS). Zu den systemischen
Autoimmunerkrankungen zahlen unter anderem rheumatoide Arthritis (RA),
Sklerodermie und der systemische Lupus erythematodes (SLE). Allerdings ist
auch eine Klassifizierung aufgrund des Mechanismus’ der Autoimmunantwort
maoglich: antikorpervermittelt bei SLE, Myasthenia gravis und Morbus Basedow
bzw. T-Zell-vermittelt bei RA und IDDM.

Fur fast alle Autoimmunerkrankungen konnte eine Assoziation mit bestimmten
HLA-Allelen nachgewiesen werden. Dabei muss allerdings berucksichtigt
werden, dass nicht alle Trager eines assoziierten HLA-Allels auch eine
Autoimmunerkrankung entwickeln. Zwillingsstudien mit eineiigen Paaren
zeigten, dass die Konkordanzrate weit unter 100% liegt, und von 5% bei MS zu
30% bei IDDM variiert (Rotter & Landaw, 1984). Deshalb ist auch
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Umweltfaktoren eine nicht unerhebliche Rolle beizumessen. Auch die Tatsache,
dass bestimmte Autoimmunerkrankungen eine Praferenz bezuglich des
Geschlechts des Erkrankten aufweisen, zeigt, dass solche Erkrankungen eine

multifaktorielle Genese haben konnen.

Nach welchen Mechanismen MHC-Molekile in die Entstehung von
Autoimmunerkrankungen involviert sein konnen, wird in verschiedenen

Erklarungsmodellen diskutiert:

Molekulares Mimikry:

Strukturelle und/oder konformationelle Ahnlichkeiten zwischen einem Pathogen
und einem Selbstpeptid kdnnen nach Prasentation durch MHC-Moleklle zu
einer Aktivierung selbstreaktiver T-Zellen fuhren (Oldstone, 1987). Gestutzt wird
dieses Modell durch den Nachweil} zahlreicher Homologien in der Sequenz von
prasentierten Peptiden aus Selbstproteinen und Krankheitserregern. Auch die
Tatsche, dass T-Zell Klone, die fur basisches Myelinprotein spezifisch sind, mit
viralen Peptiden aktiviert werden konnen, gibt weitere Hinweise fur dieses
Modell (Wucherpfennig & Strominger, 1995; Lang et al., 2002).

Konzept der sequestrierten Antigene:

Einige Gewebe des Korpers bleiben dem Immunsystem aufgrund von
strukturellen Voraussetzungen verborgen. Eine Selbsttoleranz gegen dort
prasentierte Selbstpeptide kann nach diesem Modell folglich nicht entwickelt
werden. Die flur diese Selbstpeptide spezifischen T-Zellen kbnnen deshalb der
negativen Selektion im Thymus entkommen. Kommt es im Rahmen einer
Verletzung oder einer Infektion im Rahmen eines Gewebeschadens zu einem
Zusammenbruch dieser Barriere, werden diese verborgenen Antigene dem
Immunsystem zuganglich, was eine Autoimmunantwort zur Folge haben kann
(Nepom & Erlich, 1991).

Der Verlauf der T-Zell-Reifung im Thymus wird durch MHC-Molekule Uber das
Prinzip der klonalen Deletion maligeblich beeinflusst (Kappler et al., 1987).
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Dabei werden T-Zellen, die eine uUbermallig starke Affinitdt zum MHC-
Peptidkomplex haben, durch Apoptose eliminiert. Entkommen dabei
autoreaktive T-Zellen der positiven und negativen Selektion im Thymus, kdnnen
diese unter bestimmten Umstanden aktiviert werden und autoimmune

Reaktionen auslosen.

2.9 Juvenile idiopathische Arthritis

Der Begriff juvenile idiopathische Arthritis umfasst eine heterogene Gruppe
rheumatischer Krankheitsbilder des Kindes- und Jugendalters. Die Unterteilung
in einzelne Subtypen geschieht unter anderem aufgrund der Anzahl der
befallenen Gelenke, des Alters des Kindes bei der Erstmanifestation, der Dauer
der Arthritis und ist hinsichtlich Therapie, Komplikationen und Prognose wichtig.
Allerdings wurden parallel von der European League against Rheumatism
(EULAR) und des American College of Rheumatology (ACR) zwei verschiedene
Klassifikationssysteme verwendet, die keine gemeinsame Terminologie
aufwiesen. In den 90er Jahren wurde deshalb unter der International League of
Associations for Rheumatology (ILAR) eine differenzierte einheitliche
Terminologie entwickelt, die auch zu der Bezeichnung juvenile idiopathische
Arthritis fuhrte. Damit sollten die bisher gebrauchlichen Begriffe ,juvenile
rheumatoide Arthritis® (ACR) und ,juvenile chronische Arthritis“ (EULAR) ersetzt
werden (Petty et al., 1998).

Bei den Formen mit oligoartikularem Befall ist die frihkindliche Oligoarthritis am
haufigsten. Sie ist definiert als eine chronische Arthritis mit einer Dauer von
mindestens sechs Wochen, die vor dem 16. Lebensjahr, allerdings oft zwischen
dem zweiten und dritten Lebensjahr, beginnt und in den ersten sechs Monaten
nicht mehr als vier Gelenke affektiert.

Mit etwa 80% uUberwiegt bei den betroffenen Patienten eindeutig das weibliche
Geschlecht.

Klinisch findet sich eine nicht traumatisch bedingte Schwellung und Erguss
eines Gelenkes mit Uberwarmung der dariiber liegenden Haut und eine daraus

resultierende schmerzhafte Bewegungseinschrankung. Das Kniegelenk ist am
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haufigsten betroffen, weniger haufig Sprung- und Ellenbogengelenke, selten die
kleinen Fingergelenke und fast nie das Huftgelenk (Sharma & Sherry, 1999).
Durch das Auftreten der Erkrankung in einem Lebensabschnitt, in dem das
Laufen gerade erst erlernt wurde, wird bei Befall der Gelenke der unteren
Extremitat die motorische Entwicklung des Kindes stark beeintrachtigt. Eine
Hauptkomplikation stellt bei der frihkindlichen Oligoarthritis das Auftreten einer
chronischen Iridozyklitis dar, die bei zu spatem Erkennen bis zur Erblindung
fuhren kann.

Atiologie und Pathogenese der juvenilen idiopathischen Arthritis sind unklar. Sie
wird als Autoimmunerkrankung angesehen, die auf genetisch determinierter
Basis durch exogene Faktoren ausgelost wird.

Die genetischen Faktoren bzw. Gen-Polymorphismen, die mit der Pathogenese
der juvenilen idiopathischen Arthritis in Verbindung gebracht werden, sind so
zahlreich, dass von einem komplexen genetischen Hintergrund ausgegangen
wird (Murray et al., 1997; Glass & Giannini, 1999). Studien im Hinblick auf den
immungenetischen Hintergrund erbrachten fur die frihkindliche Form der
Oligoarthritis eine Assoziation mit bestimmten HLA-Klasse-I- und IlI-Molekulen
(Haas et al., 1994; Albert & Scholz, 1998).

Die Allele DRB1*11(12)-DQA1*0501-DQB1*0301, DRB1*08-DQA1*0601-
DQB1*0301 und DRB1*08-DQA1*0401-DQB1*0402 korrelierten dabei sehr
hoch mit der Suszeptibilitat fur die Erkrankung, wahrend fir DRB1*03-
DQA1*0501-DQB1*0201 ein neutrales Verhalten beobachtet werden konnte.
Interessanterweise trat das Allel DRB1*07-DQA1*0201-DQB1*0201 weniger
haufig als erwartet auf, d.h. es scheint ,Schutz“ vor juveniler idiopathischer
Arthritis zu bieten (Haas et al., 1994).

Untersuchungen bezuglich der HLA-Assoziationen in den einzelnen
Untergruppen der juvenilen idiopathischen Arthritis nach der ILAR Klassifikation
zeigten eine Assoziation der Haplotypen DRB1*08-DQA1*0401-DQB1*0402
und DRB1*11-DQA1*05-DQB1*03 fur die ,persistent” und ,extended” Form der
Oligoarthritis (Thomson et al., 2002) und bestatigten die Beobachtungen von

Haas et al.
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Die a-Ketten der assoziierten HLA-DQ-Molekile *0401, *0501 und *0601
weisen in ihrer Primarstruktur ein gemeinsames Motiv auf, das moglicherweise
eine direkte Beteiligung der MHC-Molekule an der Pathogenese der JIA erlaubt
(Haas et al.,, 1991). Allerdings ist die Prasenz einer bestimmten p-Kette
(DQB1*0301, DQB1*0402) fur die beobachtete Assoziation unerlasslich, da sich
die Allele DQA1*0501-DQB1*0301 und DQA1*0501-DQB1*0201 trotz gleicher
o-Kette unterschiedlich verhalten (Haas et al., 1994).

Um die Peptidbindungseigenschaften der Allele DQA1*0501-DQB1*0301
(assoziiert), DQA1*0501-DQB1*0201 (neutral) und DQA1*0201-DQB1*0202
(protektiv) zu definieren, wurden ihre Bindungsmotive mittels Peptidbibliotheken
bestimmt (lhle et al., 2003).

Hierbei ist anzumerken, dass sich das Allel DQA1*0201-DQB1*0201 von
DQA1*0201-DQB1*0202 lediglich in einer einzelnen Aminosaure innerhalb der
B-Kette (Position 135 D—G) unterscheidet, die allerdings auflerhalb der
Peptidbindungsgrube  liegt und somit keinen Einfluss auf die

Bindungseigenschaft hat.

HLA-DQ- [Position 1|Position 2| Position 3| Position 4| Position 5| Position 6 | Position 7| Position 8| Position 9
Allel

gut

bindend

0501/0301 |Y, W, I,F |F,W,Y A Y, F G,A S G,AS G, A AV AV V, A
(DQ7)

0501/0201 |F, W D, E Y,D E,P D, E D,M,F,W
0201/0202 |A, K D, E T,D,E,P |A/D,E, I |G W, L, M, I
schlecht

bindend

0501/0301 |D, N N, D D D, E D, E D, E D, E N, D K

(DQ7)

0501/0201 w M

0201/0202 P,R P, W, K K, F,L A Q,Y,V
Tabelle 1: Differentielles Bindungsmotiv fiir drei HLA-DQ-Molekiile

nach lhle et al., 2003

Wie aus Tabelle 1 ersichtlich ist, bestehen sehr grolde Unterschiede in den

Bindungsmotiven dieser drei HLA-DQ-Molekule.
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An den fur die Peptidbindung relevanten Positionen 4 und 6 zeigt sich dies
besonders deutlich. Die an DQ7 stark bindenden Aminosauren A, G und S
weisen keine Bindung an das neutrale bzw. protektive Allel auf, wohingegen die
an DQA1*0501-DQB1*0201 und DQA1*0201-DQB1*0202 stark bindenden
Aminosauren D und E sehr schlecht an DQ7 binden.

Dies fuhrt dazu, dass die von diesen HLA-DQ-Molekulen prasentierten Peptide
strikt allelspezifisch sind und von einem dieser drei HLA-DQ-Molekile
gebunden werden kénnen. Diese Eigenschaft wird auch als differentielles Motiv
bezeichnet (lhle et al., 2003).

2.10 Zielsetzung der Arbeit

Die Interaktion von MHC-Molekul, gebundenem antigenem Peptid und TCR
steht an zentraler Stelle der adaptiven Immunantwort. Durch die Assoziation
von Autoimmunerkrankungen mit bestimmten HLA-Allelen ist das genaue
Verstandnis dieses Mechanismus von besonderem Interesse. Insbesondere
liegt ein Hauptaugenmerk auf der Primarstruktur der prasentierten Peptide, von
denen sich eventuell Riickschliisse auf Atiologie und Pathogenese ziehen
lassen.

Da sowohl Atiologie als auch Immunpathogenese der juvenilen idiopathischen
Arthritis noch immer unbekannt sind, allerdings HLA-Assoziationen zweifelsfrei
nachgewiesen wurden, soll versucht werden uber die Bestimmung des
Peptidbindungsmotivs eines assoziierten HLA-Klasse-lI-Molekuls einen
weiteren Schritt zur Aufklarung dieses Krankheitsbildes zu leisten.

Nachdem die Bestimmung der Bindungseigenschaften dreier positiv bzw.
negativ assoziierter HLA-DQ-Moleklle ein differentielles Motiv erbracht hatten,
soll das Bindungsverhalten des Allels DQA1*0401-DQB1*0402 bestimmt
werden.

Der Vergleich mit den bereits bekannten Bindungsmotiven assoziierter oder
nicht assoziierter HLA-DQ-Molekile konnte dann das differentielle
Bindungsmotiv erweitern und zeigen, ob sich die beobachtete Hierarchie in der

Assoziation der HLA-DQ-Molekule auch im Bindungsverhalten widerspiegelt.
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In einem weiteren Schritt konnen auf Basis des HLA-DQ4-Bindungsmotivs
Peptidsequenzen synthetisiert und ihre Affinitdt zu HLA-DQ4 untersucht
werden. Damit sollen Peptide identifiziert werden, die hochaffine Liganden an
HLA-DQ4 darstellen, die eventuell flr weitere Untersuchungen hinsichtlich T-

Zell-Reaktivitat benutzt werden konnten.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Zelllinien

3.1.1.1 EBV-transformierte B-Zelllinie BM9
Die verwendete B-Lymphoblastoid-Zelllinie (B-LCL) BM9 (IHW 9068) ist

humanen Ursprungs und wurde vom 12th International Histocompatibility
Workshop Cell Panel bezogen.

Sie exprimiert folgende MHC-Allele:

HLA-DR8 (DRA1*0102-DRB1*0801)

HLA-DQ4 (DQA1*0401-DQB1*0402)

HLA-DP2 (DPA1*01-DPB1*02012)

HLA-A2

HLA-B35

HLA-C4

Die Homozygotie bezuglich HLA-DQ4 wurde durch Oligonukleotidtypisierung
uberpruft. Dies wurde freundlicherweise von Prof. Dr. C. A. Muller (Medizinische
Universitatsklinik Tabingen, Abteilung Innere Medizin |l, Sektion fur

Transplantationsimmunologie und Immunhamatologie) durchgefuhrt.

3.1.1.2 Hybridomzelllinie Tii22

Die Hybridomzelllinie Ti22 produziert monoklonale Antikorper der Subklasse
IgG2a, welche ein Epitop auf HLA-DQ-Molekulen erkennen (Ziegler et al., 1986).
Diese Zelllinie wurde freundlicherweise von Prof. Dr. A. Ziegler (Institut fur
Immungenetik, Universitatsklinikum Charité, Medizinische Fakultat der

Humboldt Universitat zu Berlin) zur Verfigung gestellt.
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3.1.2 Gerate

Beckman L8-70M Ultrazentrifuge + Rotor TI 60 BECKMAN
Brutschrank HeraCell HERAEUS

CellRoll INTEGRA BIOSCIENCES
DurchfluRzytometer (FACSCalibur) BECTON DICKINSON
E1 9001 X-Cell™ 11-Mini Cell NOVEX

Feinwaage SARTORIUS
Gefrierschrank -20°C LIEBHERR
Gefrierschrank -80°C FORMA SCIENTIFIC
Kolbenhubpipetten GILSON

Klhlschrank 4°C BOSCH

Magnetrihrer 10515 BIOBLOCK SCIENTIFIC
Magnetrihrstabchen ROTH
Magnet-Ruhrzelle 50 ml AMICON
Mehrkanalpipette GILSON

Microplate Reader Tecan SpectraFluor TECAN

Mikroskop CX40 OLYMPUS

Minifuge T HERAEUS
Multipipette EPPENDORF
Peristaltikpumpe MILLIPORE
Peristaltikpumpe P1 PHARMACIA
pH-Meter witw

Pipettierhilfe Pipetboy INTEGRA BIOSCIENCES
Polymax 1040 Shaker HEIDOLPH
PowerEase 500 NOVEX

Rekorder 2210 LKB

Rotixa 50RS Zentrifuge HETTICH

Scotsman Eismaschine STIEL

Sterilbank HeraSafe HERAEUS
Tangentialflussfiltrationseinheit VIVAFLOW 200 VIVASCIENCE
Umkehrmikroskop 1X50 OLYMPUS
UV-Monitor 2138 Uvicord S, 278 nm Filter LKB
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Victor 1420 Multilabel Counter
Vortexer Reax top

Wasserbad

3.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Ampuwa

Aprotinin

BSA

Coomassie Briliant-Blue R250
DELFIA® Assay-Buffer
DELFIA® Enhancement Solution
DELFIA® Europium-labelled Streptavidin
DELFIA® Wash Concentrate
DMSO

DTT

E-64

EDTA

Essigsaure p.a.

FACSFlow

FCS

HEPES (1M)

Leupeptin

L-Glutamin (200 mM)
Methanol p.a.

Na,HPO4

NaCl

NaH,PO4

NaN3

NaOH

Na-Pyruvat (100 mM)
NuPage™ Sample-Buffer
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WALLAC
HEIDOLPH
GFL

FRESENIUS
ROCHE
SIGMA
SERVA
WALLAC
WALLAC
WALLAC
WALLAC
MERCK
MERCK
BOEHRINGER
ROTH
MERCK
BECTON DICKINSON
BIOCHROM
BIOCHROM
ROCHE
BIOCHROM
MERCK
MERCK
ROTH
MERCK
ROTH
MERCK
BIOCHROM
NOVEX
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Octyl-p-D-Glucopyranosid
PBS ohne Ca**, Mg?*

Penicillin/Streptomycin (10000 IE/10000 pg/ml)

Pepstatin A

PMSF

Protease-Inhibitor-Cocktail Complete Mini®
Rainbow™-Marker

Roti-Nanoquant®

RPMI 1640 mit 2,0 g/l NaHCO3
Sepharose CI-4B Protein A Konjugat
Tris/HCI

Triton X-100

Trypanblau

Zitronensaure

Zwittergent 3-12

3.1.4 Antikorper

v1ly20-Kontrolle (IgG+, 19G2a), FITC-/PE-markiert

Ratte-anti-Maus 1gGa,, Biotin-konjugiert
Ziege-anti-Maus lg, FITC-markiert

3.1.5 Verbrauchsmaterialien

20 kDa-Membran, Cellulose-Triacetat

96-well Zellkulturplatten, Flachboden, steril
96-well-low-affinity Platten

Combitips fur Multipipette

FACS-RoOhrchen, konisch, 4,5 ml
FluoroNunc™ 96-well-MaxiSorp Platten
Mikrotiterplatten, 96-well, Flachboden, unsteril
NuPage™ 10% Bis-Tris-Gel
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MERCK
BIOCHROM
BIOCHROM
BOEHRINGER
SIGMA
ROCHE
AMERSHAM
ROTH
BIOCHROM
PHARMACIA
ROTH
SIGMA
SIGMA
ROTH
CALBIOCHEM

BECTON DICKINSON

PHARMINGEN
BECTON DICKINSON

SARTORIUS
COSTAR
NUNC
EPPENDORF
GREINER
NUNC
GREINER
NOVEX
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NuPage™ 4-12% Bis-Tris-Gel NOVEX
NuPage™ MOPS SDS Running Buffer NOVEX
Pasteurpipetten, ungestopft ASSISTENT
Pipettenspitzen:

- 10 pl (weil3) GILSON

- 200 pl (gelb) GREINER

- 1000 pl (blau) GREINER
Plastikpipetten, steril (5 ml, 10 ml, 25 ml) CORNING
Reaktionsgefalte (0,5 ml, 1,5 ml) EPPENDORF
Roéhrchen, steril (15 ml, 50 ml) BECTON DICKINSON
Rollerflaschen, Polystyrene, 850 cm? GREINER

Zellkulturflaschen (25 cm?, 75cm?, 162 cm?) COSTAR

3.2 Methoden

3.2.1 Zellbiologische Techniken

3.2.1.1 Kultivierung der B-LCL BM9

BM9 (IHW 9068) Zellen wurden zu Beginn in Suspensionskultur in 162 cm?
Kulturflaschen bei 37°C, 5% CO; und 70% Luftfeuchte mit leicht gedffnetem
Deckel in einem Begasungsbrutschrank kultiviert. Als Kulturmedium wurde
RPMI 1640 verwendet, das mit 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin (10.000
IE/10.000 pg/ml), 2 mM L-Glutamin und 5 mM HEPES supplementiert wurde.
Nachdem die Zellen den Boden der Kulturflaschen bedeckten, wurden sie durch
wiederholtes Aufteilen auf mehrere Flaschen und Mediumzugabe expandiert.
Im weiteren Verlauf wurde die Kultivierung auf Rollerflaschen umgestellt, um
dadurch eine hohere Zellausbeute zu erreichen. Hierzu wurden 2 Liter
Plastikflaschen verwendet, die auf einer Drehvorrichtung (CellRoll) im

Brutschrank mit 1 rpm kontinuierlich in Bewegung gehalten wurden.
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3.2.1.2 Zellernte

Die zur spateren Lyse bendtigten Zellen wurden bei 1800 rpm, 4°C flir 6 min
abzentrifugiert. Das Uberstehende Medium wurde verworfen und die pelletierten
Zellen anschlieBend zweimal in PBS gewaschen (resuspendieren und
abzentrifugieren), um noch vorhandene Mediumrickstande zu entfernen. Das
nach dem letzten Zentrifugationsschritt gewonnene Zellpellet wurde sofort in
einem 50 ml Rohrchen bei -20°C tiefgefroren. Aus einem Liter
Suspensionskultur konnte etwa 1 ml Zellpellet gewonnen werden, dies

entsprach ca. 0,5 x 10° Zellen.

3.2.1.3 Kultivierung der Hybridomzelllinie Tii22

T022-Hybridomzellen wurden in RPMI 1640, angereichert mit 10% FCS
(hitzeinaktiviert bei 56°C, 30 min), 1% Penicillin/Streptomycin (10.000 IE /
10.000 pg/ml), 2 mM L-Glutamin und 0,5 mM Na-Pyruvat, ebenfalls in 162 cm?
Flaschen kultiviert.

Um eventuell vorhandene Zellen, die die Fahigkeit monoklonale Antikorper zu
produzieren, verloren hatten, nicht weiter zu kultivieren, wurde mittels ,limiting
dilution® ein monoklonal wachsender Zellcluster selektiert, der eine hohe

Antikdrperproduktion aufwies.

3.2.1.4 Subklonierung von Tii22-Hybridomen

Tu22-Hybridomzellen wurden zunachst auf eine Konzentration von 50 Zellen/ml
und 5 Zellen/ml verdinnt und in 96-well-Zellkulturplatten ausgesat. Pro well
wurden je 200 pl eingesetzt, um eine Zelldichte von 10 Zellen/well bzw. 1
Zelle/well zu erreichen. Das Wachstum wurde mikroskopisch kontrolliert und die
Antikorperproduktion, wie in 3.2.2.7 beschrieben, gemessen. Wells, die sowohl
gut proliferierende Zellen als auch hohe Antikdrperproduktion aufwiesen,
wurden danach auf eine Zelldichte von 1/0,3/0,1 Zellen/well verdunnt und
wiederum in 96-well-Zellkulturplatten ausgesat. Aus der 0,1 Zellen/well-
Verdinnungsreihe wurde schlie3lich ein Zellcluster identifiziert, der sowohl

zweifelsfrei monoklonalen Ursprungs war, als auch hohe Antikérperproduktion

-29 -



MATERIAL UND METHODEN

aufwies. Diese Zellen wurden im weiteren Verlauf expandiert und zur

Gewinnung der Antikorper verwendet.

3.2.1.5 Gewinnung des Hybridomzelliiberstandes

Die von den Hybridomzellen synthetisierten und in das Zellkulturmedium
abgegebenen monoklonalen Antikorper wurden durch vorsichtiges Abnehmen
des Zellkulturiberstandes gewonnen. Dieser wurde sofort tiefgefroren und bis

zur Aufkonzentrierung und Aufreinigung bei -20°C gelagert.

3.2.1.6 Kryokonservierung von Zellen

Zur spateren Wiederanzucht wurden sowohl BM9 (IHW 9068) B-LCL als auch
TU22 Hybridomzellen steril der Suspensionskultur enthommen, mit 1.000 rpm
bei 4°C fur 6 min pelletiert und in eiskaltem Einfriermedium (90% FCS, 10%
DMSO) resuspendiert. Die Zelldichte wurde dabei auf 1,5 x 10° Zellen/ml
eingestellt. Je 1 ml wurde in vorher eisgekihlte Cryotubes gegeben, fir 30 min
auf Eis gestellt und danach bei -70°C tiefgefroren. Nach ca. 2 Wochen konnten

die Cryotubes in flissigen Stickstoff uberfuhrt und gelagert werden.

3.2.1.7 Nachweill der HLA-DQ-Expression mittels FACS
Um die Oberflachenexpression von HLA-DQ-Molekulen auf BM9-Zellen

nachzuweisen, wurden diese mit dem HLA-DQ-spezifischen Antikorper Tu22
markiert. Dieser konnte durch einen polyklonalen Ziege-anti-Maus Ig-
Antikorper, der mit FITC markiert war, detektiert werden.

Als Negativkontrolle diente ein y1/y2a-Kontrollantikérper (I9G+, 1gG2a).

Die Zellen wurden dazu zweimal mit PBS/2% FCS gewaschen, der Uberstand
abgenommen und fur 30 min auf Eis mit dem entsprechenden Antikorper
inkubiert. Danach wurde erneut zweimal gewaschen, um ungebundenen
Antikdrper zu entfernen, und der Uberstand verworfen. Nach einem weiteren

Inkubationsschritt mit dem Sekundarantikorper (entfiel bei der Negativkontrolle)
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wurden die verwendeten RoOhrchen mit 200 pl FACSFlow aufgefullt.

Anschliel3end konnten die Zellen durchflulRzytometrisch analysiert werden.

3.2.2 Biochemische Techniken

3.2.2.1 Aufreinigung des mAb Tu22 mittels Protein A Sepharose

Die tiefgefrorenen Hybridomzelliberstande wurden langsam aufgetaut und uber
Tangentialflussfiltration (100 kDa Membran) bei 4°C auf ein Endvolumen von
100 ml aufkonzentriert.

Parallel dazu wurden 0,75 g eines Sepharose CI|-4B Protein A Konjugats in
einer Saule mit dem zehnfachen Volumen PBS versetzt und fur 30 min bei RT
quellen gelassen. Mit 3 Saulenvolumen PBS wurde die Saule danach gespdlt,
mit dem aufkonzentrierten Hybridomuberstand beflillt und tber Nacht bei 4°C
mit einer Flussrate von 2 ml/min zyklisiert. Anschlielend wurde die Saule mit
PBS unter UV-Kontrolle bis zum Erreichen einer Basislinie gewaschen. Die
Elution der gebundenen Antikorper erfolgte mit 100 mM Citratpuffer pH 3,0 und
wurde ebenfalls durch UV-Absorption kontrolliert. Das Eluat wurde direkt in
vorgelegtes 1 M Tris/HCI pH 8,0 eingebracht und die Saule danach mit PBS
neutralisiert.

Die Eluate wurden vereinigt, mittels Ultrafiltration (20kDa Membran)
aufkonzentriert, in PBS umgepuffert und mit 0,01% NaN;3; versetzt. Die
Lagerung der Antikdrperisolate erfolgte bei 4°C.

Die Proteinkonzentration wurde, wie in 3.2.2.5 beschrieben, bestimmt und die
Reinheit durch SDS-PAGE Uberpruft.

3.2.2.2 Isolierung von HLA-DQ-Molekiilen

Verwendete Pufferldsungen:

Lysepuffer: 10 mM Tris/HCI, 140 mM NacCl, pH 7,8

Waschpuffer: 50 mM Na-Phosphat, 150 mM NacCl, 0,1% (w/v) Zwittergent 3-12,
pH 8,0

Elutionspuffer pH 8: 100 mM Na-Phosphat, 0,1% (w/v) Zwittergent 3-12
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Elutionspuffer pH 11,2: 100 mM Na-Phosphat, 0,1% (w/v) Zwittergent 3-12
Saulenaufbewahrungspuffer: Waschpuffer mit 0,05% (w/v) NaNs;

Alle pH-Werte wurden mit 1 M HCI bzw. 1 M NaOH eingestelit.
Vor Verwendung wurden alle Pufferlosungen bei 4°C aufbewahrt, der pH-Wert

kontrolliert und gegebenenfalls nachgestellt.

Die Isolierung der HLA-DQ-Molekule erfolgte mittels Immunaffinitats-
chromatographie (Gorga et al., 1987). Dazu wurden die tiefgefrorenen
Zellpellets gewogen und mit der vierfachen Menge Lysepuffer versetzt. In 10 ml
Lysepuffer wurde unmittelbar zuvor eine Tablette des Protease-Inhibitor-
Cocktails Complete Mini® gelést, um bei der Lyse freigesetzte Proteasen
weitgehend zu inaktivieren. AnschlieBend wurden 2% (w/w) Triton X-100
zugegeben und im Becherglas flr 2 h bei 4°C langsam geruhrt.

Mit 1 M Tris/HCI pH 8,0 wurde das somit gewonnene Zelllysat auf pH 8,0
gebracht. Um Zelltrimmer und -kerne abzutrennen, wurde fur 10 min bei 2.000
rom und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und durch
anschlieBende Ultrazentrifugation (25.000 rpm, 30 min, 4°C) wurden sowohl
noch weitere vorhandene unldsliche Bestandteile pelletiert als auch das Lysat
von flottierenden Lipiden befreit. Sowohl das Pellet aus der Vorzentrifugation
als auch das Ultrazentrifugationspellet wurden Uber Nacht erneut, wie oben
beschrieben, lysiert.

Alle nachfolgenden Schritte wurden bei 4°C in einem Kuhlraum durchgefuhrt.
Die verwendeten Saulen wurden zunachst mit dem vier- bis funffachen
Saulenvolumen Waschpuffer gewaschen.

Das geklarte Zelllysat wurde Uber Nacht mit einer Flussrate von ca. 2 ml/min
uber einen Zyklus bestehend aus einer Vorsaule (CH-Sepharose 4B) und 2-3
Tu22-Sepharose-Saulen gepumpt. Anschlielend wurden die Saulen einzeln
vom Zyklus entkoppelt und das Lysat durch Spilen mit dem zwei- bis
dreifachen Saulenvolumen Lysepuffer mit 0,5% Triton X-100 (w/v) entfernt. Mit
Waschpuffer pH 8 wurde unter UV-Detektion gewaschen, bis eine konstante

UV-Absorption bei 278 nm erreicht war.
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Die nun auf Waschpuffer umgepufferten Saulen wurden anschlieBend mit
Elutionspuffer pH 8 solange gewaschen, bis die UV-Absorption bei 278 nm
konstant blieb. Danach erfolgte die alkalische Elution der HLA-DQ-Moleklle
unter UV-Detektion bei 278 nm mit Elutionspuffer pH 11,2. Hier wurde bis zum
Erreichen einer Baseline eluiert. Die verwendete Saule wurde im Anschluss
sofort mit Waschpuffer neutralisiert.

Das Eluat wurde direkt in vorgelegtes 1 M Tris/HCI pH 8,0 eingebracht und
somit neutralisiert.

Alle Eluate wurden vereinigt und auf Waschpuffer (+0,05% (w/v) NaNs3)
umgepuffert. Mittels Ultrafiltration Uber eine 20 kDa Ausschluss-Membran
wurden sie dann auf 0,5 ml aufkonzentriert.

Je 0,5 ml der aufkonzentrierten Isolate wurden mit 20 pl eines Protease-
Inhibitor-Gemisches (50 mM PMSF, 1,25 mM Leupeptin, 250 uM Pepstatin A,
2,5 mM Chymostatin) und 20 yl 0,1 M EDTA versetzt und bei 4°C aufbewahrt.
Die Reinheit der HLA-DQ-lIsolation wurde mittels SDS-PAGE Uberprift, die

Proteinkonzentration, wie in 3.2.2.5 beschrieben, ermittelt.

3.2.2.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Es wurde ein modifiziertes Verfahren nach Laemmli verwendet (Laemmli,
1970). Je nach Fragestellung kamen verschieden konzentrierte Fertiggele zum
Einsatz. MHC-Isolate wurden in 10% Bis-Tris-Gel, IgG-Isolate in 4-12% Bis-
Tris-Gel charakterisiert. 10-20 ug Protein in einem Gesamtvolumen von 20 ul
wurden mit 3 pl DTT (zehnfach konzentriert) und 8 pl NuPage™ Sample-Buffer
versetzt, fur 10 min bei 70°C erhitzt und danach in die Geltaschen pipettiert. Zur
Grollenbestimmung erfolgte die Auftrennung eines definierten
Markergemisches in einer der aufderen Bahnen. Als Laufpuffer wurde NuPage™
MOPS SDS Running Buffer (1 M MOPS, 1 M TrisBase; 69,3 mM SDS, 20,5 mM
EDTA, 1:20 mit H,O verdunnt) verwendet.

Die angelegte Spannung wurde wahrend der gesamten Elektrophoresedauer
von 50 min bei konstant 200 V gehalten, die Stromstarke betrug zu Beginn ca.
120 mA.
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3.2.2.4 Coomassie-Farbung

Zur Darstellung der aufgetrennten Proteine erfolgte eine anschlieRende
Farbung des Gels mit Coomassie. Dazu wurde es fur 30-60 min durch
vorsichtiges Schutteln mit Coomassie-Reagenz (0,2% (w/v) Coomassie Briliant-
Blue R250, 50% (v/v) Methanol, 8% (v/v) Essigsaure) behandelt. Die
unspezifische Farbung wurde danach mit 10% (v/v) Methanol und 7% (v/v)
Essigsaure unter Schutteln Uber mehrere Stunden entfernt. Zur Dokumentation
wurde das Gel anschlielend abfotografiert, bei 80°C fur 2 h getrocknet und

eingeschweil3t.

3.2.2.5 Proteinkonzentrationsbestimmung

Alle Proteinkonzentrationsbestimmungen wurden mit dem Kit Roti-Nanoquant®
durchgefuhrt. Es beruht auf einer modifizierten Methode nach Bradford
(Bradford, 1976), die allerdings den Vorteil hat, auch groliere
Konzentrationsunterschiede linear abzudecken.

Durch funffaches Verdinnen der Stammlésung mit destilliertem Wasser wurde
zunachst eine Arbeitslosung hergestellt. In einer Mikrotiterplatte wurden dann
200 pl Arbeitslosung vorgelegt, 5 pl und 10 ul Probe zugegeben und mit 45 ul /
40 pl Hy0 auf ein Gesamtvolumen von 250 pl gebracht. Nach 15 min konnten
die Absorptionen bei 620 und 450 nm bestimmt werden, aus deren Quotient
sich die Proteinkonzentration ermitteln lasst. Die Eichung der Methode erfolgte
mit BSA, fur die Konzentrationsbestimmung von Immunglobulinen wurde
allerdings zur Erhdhung der Genauigkeit die Aufnahme einer Eichgerade mit
IgG durchgefuhrt.

3.2.2.6 Europium-Immunofluoreszenz-Assay

Bindungspuffer: 150 mM NaH,PO4, 150 mM NaCl, 0,5% Octyl-B-D-
glucopyranosid, 1 mM PMSF, 2 ug/ml Aprotinin, 2 pg/ml E-64, 5 pg/ml
Leupeptin, 0,7 ug/ml Pepstatin.
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Waschpuffer: DELFIA® Wash Concentrate mit 25fachem Volumen destilliertem
Wasser verdunnt.

Alle Bindungs- und Kompetitionsversuche wurden mit dem im folgenden
beschriebenen Europium-Fluoroimmunodetection-Assay durchgeflhrt
(Tompkins et al., 1993).

Dazu wurden 96-Loch-Mikrotiterplatten (FluoroNunc) bei 4°C mit 0,5 ug/well
des monoklonalen anti-DQ-Antikdrpers Tu22 beschichtet. Nach 18 Stunden
wurde dreimal mit je 150 pl gewaschen und noch verbliebene Bindungsstellen
mit einer 1%igen BSA-Ldsung fur 45 min bei 37°C blockiert.

Parallel dazu wurden in einer weiteren 96-Loch-Platte MHC-Molekile und
Peptide bzw. Peptidbibliotheken in Bindungspuffer fur 18h bei 37°C inkubiert.
Nach Zugabe von 10 pl 250 mM Tris/HCI (pH 8,0) pro Ansatz, wurden die
neutralisierten MHC-Peptidkomplexe in die mit TuU22 beschichtete Platte
ubertragen. Nach zweistundiger Inkubation bei RT wurde wiederum dreimal
gewaschen. Danach erfolgte die Zugabe von 100 ul Europium-markiertem
Streptavidin, das in DELFIA® Assay-Buffer 1:1000 auf eine Endkonzentration
von 0,1 pg/ml verdinnt wurde. AnschlieBend erfolgte eine einstindige
Inkubation bei Raumtemperatur. Nach einem weiteren Waschschritt wurden
150 ul DELFIA® Enhancement Solution zugegeben, die die Dissoziation des
Europiums von den Streptavidinmolekilen ermoglichte. Nach 15 Minuten

erfolgte die Messung der resultierenden Fluoreszenz bei 615 nm.

3.2.2.7 Nachweis der Antikorperproduktion von Hybridomzellen

Zur Messung der Antikdrperproduktion der Tu22-Hybridomzellen wurde eine
96-well-Platte mit 2 ug/ml HLA-DQ4 in PBS Uber Nacht bei 4°C inkubiert (50 pl /
well). Nach dreimaligem Waschen und anschlieBendem Blockieren mittels 1%-
BSA-L6sung bei 37°C fur eine Stunde wurden je 50 pl Zellkulturiberstand pro
well zugegeben und fur 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem
Waschen wurde ein biotinylierter Sekundarantikorper (Ratte-anti-Maus-1gGa,)
zugegeben, der vorhandene Tu22-Antikdrper der Subklasse 1gG,, erkennt.

Nach 1 h Inkubation und Waschen erfolgte die Zugabe von 100 pl Europium-
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markiertem Streptavidin (1:1000 in DELFIA® Assay Buffer auf 0,1 pg/ml
verdunnt), nach einer weiteren Stunde und vorausgegangenem Waschschritt
konnte dann nach Zugabe von 150 pl DELFIA® Enhancement-Solution pro well
die resultierende Fluoreszenz bei 615 nm gemessen werden. Als
Negativkontrolle wurde das fur die Kultivierung der Hybridomzellen verwendete

Medium benutzt.

3.2.3 Peptide und Peptidbibliotheken

3.2.3.1 Aufbau einer Peptidbibliothek im Positional Scan Format

Peptidbibliotheken setzen sich aus mehreren Teilbibliotheken zusammen, die
durch definierte (O) und randomisierte (X) Aminosaurepositionen charakterisiert
sind. Die hier verwendete Nonapeptidbibliothek besteht aus 171 O/Xg-
Teilbibliotheken ~ mit  einer  definieten und acht randomisierten
Aminosaurepositionen sowie der vollig randomisierten Xo-Teilbibliothek. In den
O- und X-Positionen wurden die biogenen L-Aminosauren mit Ausnahme von
Cystein eingesetzt.
Jede Teilbibliothek besitzt somit als charakteristisches Merkmal eine definierte
Aminosaure an einer bestimmten Position, wohingegen alle anderen Positionen
randomisiert sind. Dieser Aufbau wird als ,positional scan format* bezeichnet
(Pinilla et al., 1992).

OXXXXXXXX

XOXXXXXXX

XXOXXXXXX

XXXOXXXXX

XXXXOXXXX

XXXXXOXXX

XXXXXXOXX

XXXXXXXOX

XXXXXXXXO

Abbildung 4:  Aufbau einer Nonapeptidbibliothek im Positional Scan Format
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3.2.3.2 Synthese einer acetylierten Nonapeptidbibliothek

Die acetylierte Nonapeptidbibliothek wurde freundlicherweise von Dr. Burkhard
Fleckenstein, Institut fir Organische Chemie, Universitat Tubingen, zur

Verfugung gestellt.

Kurzbeschreibung des Herstellungsverfahrens fir Peptidbibliotheken:

Alle Nonapeptidamidteilbibliotheken wurden mittels Festphasenpeptidsynthese
unter Verwendung der Fmoc/tBu-Strategie und Fmoc-Rink-Amid-4-
methylbenzhydrylamine Polystyrol Harz hergestellt. Die in der Sequenz
randomisierten Positionen (X) wurden durch Doppelkupplung mit einer
aquimolaren Mischung der 19 Fmoc-L-Aminosauren eingefuhrt. Dabei wurden
die vorgemischten Aminosauren in aquimolarem Verhaltnis zu den reaktiven
Gruppen auf dem Harz eingesetzt.

Fur die definierten Positionen (O) wurde ein flinffacher Uberschuss der
jeweiligen Fmoc-L-Aminosaure verwendet.

Nach der Kupplung der neunten Aminosaure wurde durch Piperidin/DMF (1:1)
die intermediare Fmoc-Gruppe entfernt. Die Acetylierung der Peptide erfolgte
durch Zugabe von Diisopropylethylamin und Essigsaureanhydrid zum Harz.

Die acetylierten Peptidbibliotheken wurden vom Harz und von den
Seitenkettenschutzgruppen mit TFA/Phenol/Ethandithiol/Thioanisol (96:2:1:1,
v/v) befreit. Durch Zugabe von n-Heptan/Diethylether (1:1) wurden die Peptide
ausgefallt und dreimal mit n-Heptan/Diethylether (1:1) gewaschen.
Anschlielend wurden sie in tert.Butanol/Wasser (4:1) aufgenommen und
lyophilisiert.

Um die Aquimolaritat der Aminosauren in den randomisierten Positionen der
Teilbibliotheken sicherzustellen, wurde von nicht-acetylierten Proben sowohl
Pool-Sequencing (Stevanovi¢ & Jung, 1993) als auch ESI-MS (Metzger et al.,
1994) durchgefuhrt.
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3.2.3.3 Synthese von acetylierten Peptidamiden und N-terminal

biotinylierten Peptiden

Acetylierte Peptidamide und N-terminal biotinylierte Peptide wurden
freundlicherweise von PD Dr. Karl-Heinz Wiesmuller, EMC microcollections

GmbH, Tubingen, zur Verfugung gestellt.

Alle Peptide wurden durch multiple Festphasen-Peptidsynthese unter
Verwendung der Fmoc/tBu-Strategie auf Rink-Amid-Harz bis Position 7 mit
Einfachkupplung und ab Position 7 mit Doppelkupplung hergestellt. Die Fmoc-
L-Aminosauren wurden in siebenfachem Uberschuss im Vergleich zu den
reaktiven Gruppen des Harzes eingesetzt und mit 1-Hydroxybenzotriazol /
Diisopropylcarbodiimid in DMF aktiviert. Die Peptide wurden, wie beschrieben,
N-terminal acetyliert.

Zur Herstellung biotinylierter Peptide wurde nach Kupplung der letzten
Aminosaure zunachst e-Aminocapronsaure (Aca) als Spacer eingeflhrt. Fmoc-
Aca wurde dabei analog einer Fmoc-L-Aminosaure gekuppelt. Ein dreifacher
Uberschuss an Biotin wurde aquimolar mit TBTU/HOBt in DMF voraktiviert und
mit dreifachem Uberschuss an DIEA in DMF auf das Harz gegeben.

Nach Acetylierung bzw. Biotinylierung wurden die Peptide vom Harz
abgespalten und die Seitenketten mit TFA/Triisopropylsilan/Wasser (95:5:2,5)
entfernt. AnschlieBend wurden sie in Diethylether prazipitiert, zweimal in
Diethylether gewaschen und in tert.Butanol/Wasser (4:1) aufgenommen und
lyophilisiert.

Die Reinheiten der Peptide wurde durch HPLC und die Identitat der Peptide
durch ESI-MS kontrolliert. Alle Peptide zeigten HPLC Reinheiten > 85%, das
biotinylierte Peptid wurde Uuber praparative HPLC gereinigt (>95%). Die

erwarteten Massen wurden mit ESI-MS nachgewiesen.
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4 Ergebnisse

4.1 Aufreinigung des monoklonalen Antikorpers
Tu22

Aus 45 Liter Hybridomzelliberstand wurde  mittels  Protein-A-
Affinitatschromatographie eine Gesamtmenge von ca. 35 mg Antikorper isoliert.
Wie beschrieben wurde der Uberstand zuerst auf ein Volumen von ca. 100 ml
aufkonzentriet und Uber Nacht uUber eine Protein-A-Saule zyklisiert.
Anschlie3end erfolgte die Elution der gebundenen Antikdrper mit Citratpuffer pH
3,0. Nach Aufkonzentrierung Uber eine 20 kDa Ausschlussmembran auf 1 ml
wurde der Proteingehalt ermittelt.

Die gesamte Antikorpermenge wurde dabei in zwei unabhangigen Zyklen
gewonnen. Die Reinheitskontrolle erfolgte mittels SDS-PAGE (Abb.5). Daraus
ist ersichtlich, dass die Aufreinigung mit hoher Effizienz durchgefuhrt wurde, da
sich nur die leichten (25 kDa) und schweren (50 kDa) Ketten in den Spuren 2

und 3 erkennen lassen.

kba 1 2 3
a4
220 -
97 =
66 &
-
45 W=
30 w=
i
20,1 -

Abbildung 5:  SDS-PAGE Ti22-Isolierung
Spur 1: Markergemisch, Spur 2: Ti22 - 1. Isolat, Spur 3: Tii22 - 2. Isolat
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Die Funktionalitat der aufgereinigten Antikorper wurde anschlieBend mittels
ELISA getestet. Dabei zeigten beide Isolate eine hohe Affinitat an immobilisierte
HLA-DQ4 Molekile.

4.2 Expression von HLA-DQ4 auf BM9-Zellen

Die Expression von HLA-DQ4 Molekulen auf BM9-Zellen wurde mittels

Durchflusszytometrie bestimmt.

128

Y1lY2a Ziege-anti-Maus

N\

Tu22

Events

o P . e ———
FL1-Height

Abbildung 6:  Nachweis der Expression von HLA-DQ auf BM9-Zellen

Die mit dem HLA-DQ-spezifischen Antikorper Tu22 angefarbten Zellen zeigen
eine um mehr als zwei Zehnerpotenzen hohere Fluoreszenzintensitat als die
v1ly2a-Negativ-Kontrolle. Dabei ist eine Kreuzreaktion des FITC-markierten
Ziege-anti-Maus-Sekundar-Antikdrpers mit BM9-Zellen fir diese hohe Intensitat
auszuschlielen, da sich dessen Bindungsfahigkeit an BM9 im Bereich des
Isotyp-Kontrollantikdrpers befindet. Die sehr hohe Signalstarke bei der
Markierung mit Tu22 ist also ausschliel3lich auf die Oberflachenexpression von
HLA-DQ4-Molekulen zurtckzufuhren.
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4.3 Isolierung von HLA-DQ4 Molekiulen

HLA-DQ4 Molekile wurden aus Zelllysat von BM9-Zellen durch
Immunaffinitatschromatographie gewonnen. Obwohl HLA-Molekile mehrere
Wochen bei 4°C gelagert werden konnten, wurden sie jeweils frisch isoliert und
sofort im Anschluss in Bindungs- und Kompetitionsmessungen eingesetzt. Die
Reinheit jeder HLA-Isolierung wurde durch SDS-PAGE Uberprift.

kDa 1 2 3
220 w

97 w»
66 w
45

30 mw - -

20,1@

Abbildung 7:  SDS-PAGE HLA-Isolierung
Spur 1: Marker-Gemisch, Spur 2: HLA-DQ4-Isolat
Spur 3: Referenz-MHC (HLA-DR1)

Abbbildung 7 zeigt exemplarisch die elektrophoretische Auftrennung eines HLA-
DQ4-Isolats. Die kraftig ausgepragte Bande im Bereich 30 kDa in Spur 2
reprasentiert die o~ und p-Kette des HLA-DQ-Molekdls, die sich nicht so scharf
trennen lassen wie die entsprechenden Untereinheiten des isolierten HLA-DR1-
Isolats in Spur 3. Die schwach ausgepragte Bande in Spur 2 auf Héhe 66 kDa
stellt das intakte, nicht vollstandig reduzierte HLA-DQ4-Dimer dar.

4.4 Bindungs- und Kompetitionsassay-

Vorversuche

In den Vorversuchen sollten die fir die Kompetitionsassays mit der

Nonapeptidbibliothek optimalen Bedingungen gefunden werden. Die erhaltenen
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Messdaten stellen jeweils Mittelwerte von Dreifachbestimmungen dar.
Anzumerken ist, dass sich die absoluten Messwerte verschiedener Messplatten
nicht miteinander vergleichen lassen, da sie unter anderem von der Qualitat des
HLA-Isolats abhangig sind. Dies gilt jedoch nicht fir die relativen Messwerte,
die sich jeweils auf eine Referenz innerhalb einer Messplatte beziehen und

somit einen Vergleich erlauben.

4.4.1 Bindung von biot-CLIP (105-117) an HLA-DQ4

100

80

(o)}
o

40

counts per second (103)

20

Y T T T T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Konzentration (UM)

Abbildung 8:  Konzentrationsabhangigkeit der Bindung von biot-CLIP (105-117) an HLA-DQ4

Nachdem in Vorversuchen eine Bindung der biotinylierten CLIP-Sequenz 105-
117 (die Nummerierung erfolgt nach der p35 Isoform) an HLA-DQ4
nachgewiesen werden konnte (Daten nicht gezeigt), wurde im folgenden die
Konzentrationsabhangigkeit dieser Reaktion untersucht.

Die Bindungskurve hat im Bereich bis 0,5 uM eine starke Steigung, flacht dann
zunehmend ab und weist eine typische Sattigungskinetik auf. Da berlcksichtigt

werden musste, dass die Peptidkollektionen in einem noch zu bestimmenden
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Uberschuss zu dem biotinmarkierten Peptid zugegeben werden sollten, und zu
hohe Gesamtpeptidkonzentrationen zur Prazipitation fiUhren konnen, wurde

deshalb flr alle weiteren Versuche die Konzentration an Markerpeptid bei 1 yM
festgelegt.

4.4.2 pH-Abhangigkeit der Bindung von biot-CLIP (105-117) an
HLA-DQ4

35

w
o
|

25

20

counts per second (103)

Abbildung 9:  pH-Abhéangigkeit der Bindung von biot-CLIP (105-117) an HLA-DQ4

Abbildung 9 zeigt die Abhangigkeit der Bindungsstarke vom pH-Wert. Von pH
4,5 bis 5,0 ist dabei ein steiler Anstieg zu verzeichnen. Die hochste
Bindungsstarke konnte bei einem pH-Wert von 5,0 festgestellt werden. Eine
weitere Erhohung des pH-Wertes flhrt jedoch zu einem starken Nachlassen der
Bindungsstarke. Fur alle weiteren Versuche wurde das pH-Optimum von 5,0 bei
der Bindung von biot-CLIP (105-117) an HLA-DQ4 beibehalten.
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4.4.3 Kompetition der Bindung von biot-CLIP (105-117) an HLA-
DQ4 durch CLIP (105-117)

Kompetitor: CLIP (105-117)
—=— relative Bindung — relative Kompetition

1,0 100

relative Bindung
(%) uoniiadwioy| eAneal

0,0 f : . , . , . ,
0 50 100 150 200

Kompetitormenge (uM)

Abbildung 10: Kompetition der Bindung von biot-CLIP (105-117) an HLA-DQ4 durch CLIP
(105-117)

Die Messwerte in Abbildung 10 sind als relative Bindung zu einem Ansatz ohne
Kompetitor ermittelt worden. Die relativen Kompetitionswerte entsprechen der
spiegelbildlichen Darstellung der Bindungswerte.

Bereits bei niedriger Kompetitormenge erfolgt ein starker Anstieg der relativen
Kompetitionskurve, die mit weiterer Erhohung des Kompetitoruberschusses
immer flacher wird und schliel3lich ein Plateau erreicht.
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4.4.4 Kompetition der Bindung von biot-CLIP (105-117) an HLA-
DQ4 durch die Xo-Teilbibliothek

Kompetitior: X -Teilbibliothek
—&— relative Bindung —— relative Kompetition

1.0 100
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Abbildung 11:  Kompetition der Bindung von biot-CLIP (105-117) an HLA-DQ4 durch die Xo-
Teilbibliothek

Die Kompetition der Bindung von biot-CLIP (105-117) an HLA-DQ4 durch die
vollig randomisierte Teilbibliothek Xg zeigt konzentrationsabhangig einen
annahernd linearen Verlauf. Ein Plateau ist bis zu einer Konzentration von
200 uM nicht zu erkennen.

Messungen oberhalb 200 uM wurden nicht durchgeflihrt, da die in diesem Fall
eingesetzte Gesamtpeptidmenge sehr hoch ware, was eine HLA-Prazipitation
zur Folge haben konnte. Valide Aussagen waren daher nicht mehr maoglich.
Eine Konzentration von 150 uM der Xg-Teilbibliothek (entspricht einem
150fachen Uberschuss zum Markerpeptid) lieferte sowohl ausreichende
Kompetition, flihrte aber nicht zu HLA-Prazipitation und wurde im weiteren

Verlauf beibehalten.

- 45 -



ERGEBNISSE

4.5 Kompetitionsassays zur Motivbestimmung

Um die Eigenschaften der einzelnen Aminosauren an den definierten
Positionen zu bestimmen, wurden die entsprechenden Teilbibliotheken in
150fachem Uberschuss zum biotinylierten Indikatorpeptid mit isolierten HLA-
DQ4-Molekulen unter Verwendung der in den Vorversuchen ermittelten
Parameter inkubiert. Dabei wurden jeweils Dreifachbestimmungen durchgeflihrt
und der daraus resultierende Mittelwert gebildet.

Um die Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Messplatten zu gewahrleisten
wurde auf jeder Messplatte die Kompetition der Xg-Teilbibliothek ermittelt, auf
die die Ergebnisse der OXs-Teilbibliotheken bezogen wurden. Somit konnten
experimentell bedingte kleinere Schwankungen zwischen den einzelnen

Messplatten ausgeglichen und die gewonnenen Ergebnisse verglichen werden.

Fur jede OXg-Teilbibliothek wurde ein Kompetitions-Index ermittelt, der sich

nach folgender Formel berechnete:
Kompetitions-Index = (Xo/OXs)-1

Somit ergeben sich positive Werte, wenn die entsprechende OXs-Teilbibliothek
besser als die Xo-Teilbibliothek bindet, negative Werte hingegen, wenn die
Bindung schlechter ist.

Die Ermittlung der Kompetitions-Indizes aller Teilbibliotheken erfolgte in
mindestens zwei voneinander unabhangigen Messreihen. Bei
widerspruchlichen Ergebnissen wurden entsprechende Teilbibliotheken ein
drittes Mal getestet.

Jede Messreihe wurde mit HLA-Isolaten einer Aufreinigung durchgefltihrt. Die
sehr hohe Sensitivitat des verwendeten Europium-Testsystems fuhrt mitunter
zu der Tatsache, dass Teilbibliotheken in der ersten Messreihe einen positiven,
in der zweiten Testreihne hingegen einen negativen Kompetitions-Index
aufweisen. Sofern dieses Verhalten keine Auswirkungen auf die Bestimmung
der Bindungseigenschaft der entsprechenden Teilbibliothek hatte, wurde im

allgemeinen auf eine dritte Messung verzichtet.
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4.5.1 Position 1
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12:  Kompetitions-Indizes flir OXg-Teilbibliotheken, 1. Messreihe
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13: Kompetitions-Indizes fiir OXg-Teilbibliotheken, 2. Messreihe
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Betrachtet man beide Messreihen, so wird deutlich, dass an Position 1 die
Teilbibliotheken mit den aromatischen Aminosduren F, Y, W sowie den
hydrophoben Seitenketten der Aminosauren V, |, M die hdchsten
Kompetitionswerte aufweisen. Die in der ersten Messreihe ebenfalls positiven
Kompetitions-Indizes fur die Aminosauren A, L, P, Q konnten in der zweiten
Messreihe nicht bestatigt werden; sie zeigen hier ein indifferentes Verhalten mit
Kompetitions-Indizes im Bereich der Xg-Teilbibliothek. Auch die Aminosauren
mit positiv oder negativ geladenen Seitenketten (D, E, H, K, R) zeigen ein
indiffentes Verhalten mit schwach positiven Indizes in der ersten und schwach
negativen Kompetitions-Indizes in der zweiten Messreihe.

Zusammenfassend betrachtet ergibt sich an Position 1 eine Praferenz fir
Teilbibliotheken  mit  voluminésen  aromatischen oder hydrophoben

Aminoséauren.

4.5.2 Position 2

Position 2 - 1.Messreihe
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Abbildung 14: Kompetitions-Indizes flir XOX-Teilbibliotheken, 1. Messreihe
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Position 2 - 2.Messreihe
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Abbildung 15: Kompetitions-Indizes flir XOX7-Teilbibliotheken, 2. Messreihe

An Position 2 zeigen sich in beiden Messreihen nur sehr gering ausgepragte
Kompetitions-Indizes fur die einzelnen Teilbibliotheken. Positive Kompetitions-
Indizes konnten in beiden Messreihen fur F, Y, | und V sowie fur A gezeigt
werden. Im Gegensatz zur ersten Messreihe konnte fir W in der zweiten
Messreihe auch ein positiver Index ermittelt werden. Geladene Aminosauren
zeigen wie schon in Position 1 ein indifferentes Verhalten bzw. weisen negative

Indizes auf.
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4.5.3 Position 3
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Abbildung 16: Kompetitions-Indizes flr X,0Xg-Teilbibliotheken, 1. Messreihe
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Abbildung 17: Kompetitions-Indizes flr X,0Xg-Teilbibliotheken, 2. Messreihe
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Position 3 - 3.Messreihe
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Abbildung 18: Kompetitions-Indizes flr X,0Xg-Teilbibliotheken, 3. Messreihe

In den ersten beiden Messreihen weisen die kleinen Aminosauren A und G
schwach positive, die geladenen Aminosauren D, E und K sowie die
Aminosaure P hingegen negative Indizes auf.

Die positiven Kompetitions-Indizes fir F und | in der ersten Messreihe wurden
in der zweiten Messreihe nicht wiedergefunden, konnten aber in einer dritten
Messung wieder gezeigt werden. Auch der positive Index fur L konnte in den
darauffolgenden Messungen nicht mehr bestatigt werden; er war zweimal
negativ.

Die aromatischen Aminosauren W und Y liefern durchweg positive Indizes, die
allerdings in den einzelnen Messreihen verschieden stark ausgepragt sind.
Trotz drei durchgefihrter Messungen sind die Ergebnisse flr die
Kompetitionsfahigkeit der X,OXs-Teilbibliotheken sehr uneinheitlich, so dass

diese Werte eher unter Vorbehalt zu betrachten sind.
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4.5.4 Position 4

Position 4 - 1. Messreihe
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Abbildung 19: Kompetitions-Indizes flr X30Xs-Teilbibliotheken, 1. Messreihe

Position 4 - 2.Messreihe
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Abbildung 20: Kompetitions-Indizes flr X;0Xs-Teilbibliotheken, 2. Messreihe
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Position 4 - 3.Messreihe
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Abbildung 21: Kompetitions-Indizes flr X30Xs-Teilbibliotheken, 3. Messreihe

Teilbibliotheken mit den kleinen Aminosauren Glycin und Serin an Position 4
zeigen sowohl in der ersten als auch in der zweiten Messreihe die hochsten
Kompetitionswerte. Der hohe Kompetitions-Index flr die Aminosaure Alanin aus
der zweiten Messreihe konnte in der dritten Messung bestatigt werden.

Die Aminosauren H, M, P, Q, R, T und W, die in den ersten beiden Messreihen
keine eindeutigen Ergebnisse =zeigten, wurden einer dritten Messung
unterzogen.

Der positive Kompetitions-Index von X3HXs in der ersten Messreihe konnte in
den beiden darauffolgenden Messreihen nicht mehr bestatigt werden, es zeigte
sich in der dritten Messung ein Index nahe 0. Die negativen Indizes der
Teilbibliotheken mit den Aminosauren P, Q, R und T an der definierten Position,
die in Messreihe 2 ermittelt wurden, konnten in der dritten Messung bestatigt
werden.

Die in der ersten Messung noch schwach positiven Indizes fur V, W, Y wurden
in den beiden folgenden Messreihen nicht mehr bestatigt, es zeigte sich ein

indifferentes Verhalten.
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Ein unklares Verhalten zeigt die Teilbibliothek X3MXs, die in drei voneinander
unabhangigen Versuchen jeweils unterschiedliche Ergebnisse lieferte. In den
Messreihen zwei und drei lagen die Kompetitions-Indizes im Bereich der Xo-
Bibliothek.

Fasst man die Ergebnisse aller drei Messreihen zusammen, so zeigt sich an
Position 4 die eindeutige Bevorzugung sehr kleiner Aminosauren, mit den
hdchsten Indizes fir die beiden aliphatischen Aminosauren Glycin und Alanin,

gefolgt von der neutralen Aminosaure Serin.

4.5.5 Position 5
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Abbildung 22: Kompetitions-Indizes fir X,;O0X,-Teilbibliotheken, 1. Messreihe
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Abbildung 23: Kompetitions-Indizes fir X,;0X,-Teilbibliotheken, 2. Messreihe
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Abbildung 24: Kompetitions-Indizes flr X;0X;-Teilbibliotheken, 3. Messreihe
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Position

zweite Messreihe die positiven Kompetitionswerte der kleinen Aminosauren A,

Gund S

Die negativen Kompetitions-Indizes von F, | und L aus der zweiten Messreihe

wurden in der dritten Messung bestatigt. Somit konnen die positiven Indizes aus

5 liefert ein ahnliches Bild wie Position 4. Auch hier bestatigte die

, die hier ganz eindeutig das Bindungsverhalten dominieren.

der ersten Messreihe nicht weiter aufrechterhalten werden.

Fur die

Messreihen eins und zwei bzw. zwei und drei jeweils negative Kompetitions-

beiden negativ geladenen Aminosauren D und E wurden in den

Indizes ermittelt.

4.5.6 Position 6
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25: Kompetitions-Indizes flir XsOXs-Teilbibliotheken, 1. Messreihe
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Position 6 - 2.Messreihe
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Abbildung 26: Kompetitions-Indizes flr XsOX3-Teilbibliotheken, 2. Messreihe
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Abbildung 27: Kompetitions-Indizes flir XsOX;-Teilbibliotheken, 3. Messreihe
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An Position 6 konnten in der ersten und zweiten Messreihe fur A sowie in der
zweiten und dritten Messreihe fur G stark positive Kompetitions-Indizes gezeigt
werden. Der ebenfalls hoch positive Index flr | aus der ersten Messreihe wurde
in den beiden folgenden Versuchen nicht mehr bestatigt; er bewegte sich im
Bereich der Xg-Teilbibliothek. Die schwach positiven Indizes fur S und V wurden
hingegen in allen drei Messreihen wiedergefunden. Mit der dritten Messreihe
konnte auch der negative Kompetitionswert flr die Aminosauren F, H, M, N und
Q aus der zweiten Messung bestatigt werden. L, in der ersten Messreihe noch
positiv, lieferte im zweiten Versuch einen schwach negativen Wert. In der dritten
Messreihe konnte lediglich ein Kompetitions-Index nahe Null ermittelt werden,
so dass Leucin somit als gut bindende Aminosaure an Position 6 ausscheidet.

Unter BerUcksichtigung aller drei Messreihen lasst sich an Position 6 die
eindeutige Dominanz der beiden kleinen Aminosauren G und A im

Kompetitionsvermogen der XsOXs-Teilbibliotheken erkennen.

4.5.7 Position 7
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Abbildung 28: Kompetitions-Indizes flir XsOX,-Teilbibliotheken, 1. Messreihe

- 58 -



ERGEBNISSE

Kompetitions-Index

0,24

0,4

Position 7 - 2.Messreihe

1,6

1,4

1,2

1,0 -

0.8

0,6 -
0,4 -

0,2 +

0,0

Abbildung 29: Kompetitions-Indizes flir X¢OX,-Teilbibliotheken, 2. Messreihe
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Abbildung 30: Kompetitions-Indizes flir XsOX,-Teilbibliotheken, 3. Messreihe
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An Position 7 zeigen Teilbibliotheken mit den Aminosauren A, G, V, I und S in
zwei Messreihen die beste Fahigkeit zur Kompetition. Negativ auf das

Bindungsverhalten wirken sich sowohl geladene (D, E, K und R) als auch

aromatische Reste (F, W, und Y) aus.

4.5.8 Position 8
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31:  Kompetitions-Indizes fir X;OX-Teilbibliotheken, 1. Messreihe
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In beiden Messreihen zeigt sich, dass an Position 8 die Teilbibliotheken mit den
Aminosauren A, P und V die hochsten Kompetitionswerte aufweisen. Negativ
auf die Kompetitionsfahigkeit wirkt sich hingegen das Vorhandensein der

negativ geladenen Aminosauren D und E, sowie der grol’en, aromatischen

32: Kompetitions-Indizes fir X;OX-Teilbibliotheken, 2. Messreihe

Aminosaure F, aus.
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4.5.9 Position 9
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33: Kompetitions-Indizes fiur XgO-Teilbibliotheken, 1. Messreihe
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34: Kompetitions-Indizes fur XgO-Teilbibliotheken, 2. Messreihe
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An Position 9 binden Teilbibliotheken mit aromatischen (F, W und Y) oder
hydrophoben Aminosauren (L, M, V) besonders gut. Auch die beiden kleinen
Aminosauren A und S weisen einen hohen Kompetitions-Index auf.

Geladene Aminosauren (D, E, H, K und R) zeigen einen schwach negativen

bzw. indifferenten Einfluss auf die Bindung der entsprechenden Teilbibliothek.

4.6 Kompetitionsassays mit definierten
Nonapeptiden

Basierend auf den Ergebnissen, die in Versuchen mit der Nonapeptidbibliothek
gewonnen wurden, wurde das Verhalten aller Aminosauren an den
entsprechenden Positionen in die Kategorien aktiv, indifferent und inaktiv
eingeteilt. Als aktiv wurden Aminosauren Kklassifiziert, die hoch positive
Kompetitions-Indizes zeigten, also gute Bindungseigenschaften besitzen.
Ergaben sich stark negative Indizes — konnte die Teilbibliothek also nicht binden
- wurde die entsprechende Aminosaure als inaktiv bewertet. Aminosauren, die
lediglich schwach positive oder schwach negative Indizes aufwiesen; deren
Bindungsfahigkeit sich kaum von der der Xo-Teilbibliothek unterschied, wurden
als indifferent bezeichnet. Dabei wurden die Ergebnisse der zweiten und, sofern
vorhanden, dritten Messreihe besonders berucksichtigt, da unklare Ergebnisse

oftmals nur durch diese Werte genauer bestimmt werden konnten.

Position 1 2 3 4 5 6 7 8 9
aktiv YWFVIYAFW |Y SV WIAGS AGS GA GIVAS [APV V AFS
M NT WYLM
indifferent ([AGHLP[GILMNAFGIMFHINRMTVHINLMPSPTLMQGHIKLEGINP
QSTN |V PQR VWY LNY TV EFHKNM N Q RIQRT
SW STWY
inaktiv DRKE |PDKERDEKLH|ILDKEP|IFEPQRIDEFHK[IDY DEF DHK
HQST MQT DKW NQRW
Y
Tabelle 2: Einteilung des Kompetitionsverhaltens der einzelnen Teilbibliotheken in die drei

Kategorien aktiv, indifferent und inaktiv
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Aus den Aminosauren jeder Kategorie wurden Nonapeptide mit definierter
Sequenz synthetisiert. Dabei wurden die Aminosauren an der entsprechenden
Position aus Tabelle 2 zufallig ausgewahlt.

Aus der Kategorie der aktiven Aminosauren wurden 15 Peptide synthetisiert,
aus den Kategorien der indifferenten bzw. inaktiven Aminosauren wurden je 3
Sequenzen zusammengestellt.

Alle Nonapeptide wurden als Peptidamide mit acetyliertem C-Terminus

synthetisiert.

Gruppe 1 (aktiv)

Gruppe 2 (indifferent)

Gruppe 3 (inaktiv)

FAWASGIPW
YWNGSAVAM
MYTSGGAVL

AVMITMHRT
PLRFHSNIR
TGIVNVWMT

DPDLFEDFK
KDHDWDYED
ESKERFDEK

VAYGSGIAW
WFNSAAGPS
IFVAAASPL
WYTASGIVV
IWVSAGSVF
YFTGSGIAW
MYWSGASPY
FATGAGIVS
MFWGSAIAV
VWNASGVAW
WASGGAIPV
YYSGAGVPM

Tabelle 3:

Sequenzen der zufallig zusammengestellten Nonapeptide

Zusatzlich zu den in Tabelle 3 aufgeflhrten Peptiden wurden zwei weitere
Sequenzen synthetisiert:

YYYGAGGAV: beinhaltet ausschliel3lich Aminosauren der in der zweiten
Messreihe am starksten kompetitierenden Teilbibliotheken.

YASASGIPF: beinhaltet Aminosauren, die an benachbarten Positionen hohe
Kompetitions-Indizes aufweisen. Damit sollte exemplarisch untersucht werden,
inwieweit das Phanomen der translationalen Invarianz (Definition siehe S.70)

Einfluss auf die Bindungsfahigkeit hat.
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Mit dem bereits etablierten Europium-Immunofluoreszenz-Assay wurde die
Affinitat dieser Peptide zu HLA-DQ4 gemessen. Dabei wurde wieder auf das
Prinzip des Kompetitionsassays zurickgegriffen und biotinmarkiertes CLIP
(105-117) als Indikatorpeptid verwendet. Die Konzentration des Indikatorpeptids
lag bei 1 yM, die Peptide wurden dazu in vierfachem Uberschuss in einer
Konzentration von 4 uM eingesetzt. Zusatzlich wurde die Kompetitionsfahigkeit
der Xg-Teilbibliothek sowie des unbiotinylierten CLIP (105-117) in dieser

Konzentration bestimmt.

1. Messreihe
100
' N
80 4 § ,,,,,,,,,,,,,,, § ,,,,,,,,,,,,,, § ,,,,,, §§ ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, ]
—_ NN
L | - SAN
= N N
S 60 - NINNN - O A N Y N NN e i
=
-—
3
E40_ AAAAAAAA § ............................................................................................. 4
2 N
: N
0]
= 20 -ANAIRNKRRRR A NN NN AN \
N
0 - :w:mm:§:
s§338z222222338§83 &£ EEE E@E RE
6z 00 o093 23 5 2 22 D3k :
2328332338235889%33 2 Ef:z Lz 8
2 - > Z2 > = E 2 g 9 ] = x > o9 v =
sepstcssbzrEfdfe ¥ F2p Egzg o

Abbildung 35: Relative Kompetition definierter Nonapeptide, 1. Messreihe
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2. Messreihe
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FAWASGIPW
YWNGSAVAM
MYTSGGAVL
VAYGSGIAW
WFNSAAGPS
IFVAAASPL
WYTASGIVV
IWVSAGSVF
YFTGSGIAW
MYWSGASPY
FATGAGIVS
MFWGSAIAV
VWNASGVAW
WASGGAIPV
YYSGAGVPM
YYYGAGGAV
YASASGIPF
AVMITMHRT
PLRFHSNIR
TGIVNVWMT
DPDLFEDFK
KDHDWDYED
ESKERFDEK
CLIP (105-117)

Abbildung 36: Relative Kompetition definierter Nonapeptide, 2. Messreihe

Peptide der Gruppe 1 zeigen bereits bei vierfachem Uberschuss eine relative
Kompetition von bis zu 90%. Die Maximalwerte werden durch das Peptid
YYYGAGGAV erreicht, das aus den am besten bindenden Aminosauren
zusammengesetzt wurde. Allerdings liefern auch vollig randomisiert
zusammengestellte Sequenzen dieser Gruppe Kompetitionswerte, die sich nur
geringfugig unter dem Maximalwert bewegen.

Mit einer Ausnahme zeigen alle Sequenzen der Gruppe 1 eine zum Teil deutlich
hoéhere Affinitdt zu HLA-DQ4 als CLIP (105-117).

Eine Ausnahme im Kompetitionsverhalten bildet das Peptid mit der Sequenz
WFNSAAGPS. Obwohl diese Sequenz ausschlie3lich aus aktiven Aminosauren
besteht, bleibt die Kompetitionsfahigkeit deutlich hinter den anderen Peptiden
der Gruppe 1 zurick. Dies kdnnte durch das Vorkommen von Prolin und Serin
an den Positionen 8 und 9 erklart werden. Dadurch entsteht ein sehr kleiner,
polarer und geknickter C-Terminus, der nur sehr schlecht in die P9-Tasche
binden kann, und somit insgesamt eine starke Bindung dieses Peptids

verhindert.
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Das Peptid mit der Sequenz FATGAGIVS weist ebenfalls Serin an Position 9
auf, besitzt aber an Position 8 das hydrophobe Valin, so dass hier das C-
terminale Ende viel hydrophober ausfallt, und somit besser in die
Bindungstasche passt.

Die ubrigen Peptide der Gruppe 1, deren C-terminales Ende durch Prolin an
Position 8 abknickt, weisen an Position 9 entweder stark polare Aminosauren
(L, V oder M) oder volumindse, hydrophobe aromatische Aminosauren (W, Y)
auf. In beiden Fallen ergibt sich ein C-Terminus, der entweder durch seine
ausgepragte Polaritat oder durch seine Hydrophobizitat in die entsprechende
Tasche binden kann.

Die Sequenzen aus den Gruppen 2 und 3, die aus indifferent bzw. inaktiven
Aminosauren zusammengesetzt wurden, zeigen keine nennenswerte
Kompetition. Unterschiede zwischen den beiden Messreihen und negative
Kompetitionswerte mussen auf die hohe Sensitivitdt des Messsystems
zuruckgefuhrt werden.

Das Peptid YASASGIPF, mit dem der Einfluss der translationalen Invarianz
untersucht werden sollte, zeigte lediglich eine relative Kompetition von ca. 25%
und bleibt damit weit hinter den Kompetitionswerten der Peptide der Gruppe 1

zurick.
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5 Diskussion

5.1 Wahl der Methodik

Die Bestimmung der Bindungseigenschaften von MHC-Klasse-I- und -lI-

Molekulen kann prinzipiell Gber folgende Methoden erfolgen:

1. ,pool sequencing®
2. ,phage display libraries®
3. Peptidbibliotheken

Die Methode des ,pool sequencing“ beruht darauf, dass zunachst die
entsprechenden MHC-Molekule isoliert, die gebundenen Peptide mittels
Saurebehandlung eluiert und Uber HPLC aufgetrennt werden. Die
Charakterisierung dieses ,Peptidpools“ erfolgt anschlieRend durch Edman-
Abbau.

Mit dieser Technik konnten erstmals die allel-spezifischen Bindungsmotive von
zahlreichen MHC-Klasse-I- und Klasse-lI-Molekllen ermittelt werden (Falk et
al., 1991; Malcherek et al., 1993; Falk et al., 1994).

Ein anderer Ansatz besteht in der Anwendung einer ,phage display peptide
library“ zur ldentifizierung eines Bindungsmotivs (Hammer et al., 1992; Hammer
et al., 1993).

Bei dieser Methode werden Oligonukleotide, die die zu untersuchenden Peptide
kodieren, in das Gen lll des filamentdsen Phagen M13 inseriert und von diesem
prasentiert. Mittels isolierter MHC-Molekule werden die Phagen selektioniert,
deren prasentierte Peptide der Spezifitit des jeweiligen MHC-Allels
entsprechen. Durch anschlieliende Sequenzierung der identifizierten M13
Klone konnen die Aminosauresequenz bestimmt und Ruckschlisse auf das

MHC-Bindungsmotiv gezogen werden.
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Im Gegensatz zur ,pool sequencing“-Technik ist es hier theoretisch moglich,
Sequenzen zu identifizieren, die nicht endogenen Ursprungs sind.

Nachteilig ist jedoch der erhebliche zeitliche und materielle Aufwand der
Methodik von der Produktion der Phagen bis zur Sequenzierung der

identifizierten Klone.

Eine weitere Option zur Messung der MHC-Peptid-Interaktion stellen
Peptidbibliotheken dar (Fleckenstein et al., 1996; Jung et al., 1998).

Die Verwendung von synthetischen kombinatorischen Peptidbibliotheken im
.positional scan format® (PS-SPCL) erlaubt die Quantifizierung der
Bindungseigenschaft jeder einzelnen Aminosaure an jeder Sequenzposition.
Basierend auf dem Prinzip des Kompetitionsassays konnen bei dieser Methode
nicht nur hoch affine Aminosauren identifiziert werden; es ist zudem maglich,
nicht bindende oder sogar verbotene Aminosauren zu erfassen. Dies ist mit den
beiden anderen Methoden nicht zu realisieren.

Die Detektion der MHC-Peptidkomplexe kann dabei entweder HPSEC basiert
oder Uber den bereits vorgestellten Europium-Fluoroimmunoassays erfolgen.
Letzterer bietet gegeniber der HPSEC den Vorteil wesentlich weniger
materialaufwendig zu sein und bedeutet auf Grund des hohen Grades an
Parallelisierbarkeit einen enormen Zeitgewinn.

Die hohe Sensitivitat des Europium basierten Fluoroimmunoassays flhrt jedoch
dazu, dass die Ergebnisse aus mehreren unabhangig voneinander
durchgefuhrten Versuchen Schwankungen unterworfen sind, die sich nicht
vermeiden lassen.

Dies lasst sich in dieser Arbeit bei den Kompetitionsassays mit der
Nonapeptidbibliothek sehr ausgepragt beobachten. Da beide Versuchsreihen
mit jeweils unabhangig voneinander isolierten MHC-Molekulen durchgefuhrt
wurden, beeinflusst die Qualitat des Isolates sicherlich auch das Resultat. Des
weiteren kann die Zusammensetzung der verwendeten Pufferldsungen
hinsichtlich lonenstarke und Detergenzienkonzentration nicht exakt gleich

reproduziert werden. Wahrend beide Versuchsreihen mit der gleichen
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Nonamerpeptidbibliothek durchgefihrt wurden, wurde das biotinylierte
Indikatorpeptid fur die zweite Versuchsreihe neu synthetisiert.

Somit wird deutlich, dass die Ergebnisse vor diesem Hintergrund betrachtet
werden mussen, d.h. es gilt weniger die Absolutwerte der einzelnen Versuche
zu interpretieren; vielmehr muss das Hauptaugenmerk auf der Identifizierung
einer ,Tendenz“ oder eines Musters liegen, das nach beiden Versuchen
erkennbar wird. Bei den Messungen mit der Peptidbibliothek ist darunter zu
verstehen, dass z.B. positionsspezifische Teilbibliotheken mit gleichen physiko-
chemischen Eigenschaften wiederholt ahnliche Ergebnisse aufweisen.

Die Verwendung von Peptidbibliotheken zur Motivbestimmung weist eine
weitere Besonderheit auf. In Studien mit Undecapeptidbibliotheken zeigte sich,
dass sowohl an der beobachteten Position i, als auch an der benachbarten
Position i+1 ahnliche Kompetitionswerte gefunden werden konnten (Jung et al.,
1998). Dies kann auf das Phanomen der translationalen Invarianz zurtckgefuhrt
werden. Da die Peptidbindungsgrube von MHC-Klasse-II-Molekilen an beiden
Enden offen ist, kdnnen sich Peptide in die eine oder andere Richtung
verschieben. Ein Ansatz diese Problem zu l6sen, besteht darin, mit kirzeren
Peptiden zu arbeiten, die moglichst genau in die Bindungsgrube passen. Dies
wird durch die Verwendung von Nonapeptidbibliotheken erreicht. Damit kann
auch gezeigt werden, dass die translationale Invarianz signifikant geringer ist
als bei Verwendung von Undecapeptidbibliotheken (Fleckenstein et al., 1999).
Die Verkurzung der Peptidbibliotheken auf eine Lange von 9 Aminosauren geht
allerdings mit einer Reduzierung der Affinitat im Vergleich zu langeren
Sequenzen einher. Die dadurch bendtigten hoheren Peptidkonzentrationen
kénnen in ungunstigen Fallen zur Prazipitation fUhren. Fir die im Rahmen
dieser  Arbeit  durchgefuhrten  Versuche konnten allerdings die
Gesamtpeptidkonzentrationen so gewahlt werden, dass dieses Problem nicht

weiter beachtet werden musste.
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5.2 Ermittlung der optimalen Assay-Parameter

5.2.1 Bindung von CLIP (105-117) an HLA-DQ4
Da bisher fur DQA1*0401-DQB1*0402 kein Bindungsmotiv vorlag, wurde die

Auswahl eines mdglichen an HLA-DQ4 bindenden Liganden aufgrund der
Tatsache getroffen, dass HLA-DQ-Moleklle Zugang zur invarianten Kette
haben und fur mehrere HLA-DQ-Molekule Sequenzen aus der CLIP-Region als
Liganden beschrieben worden sind (Falk et al., 1994; Chicz et al., 1994; Khalil-
Daher et al., 1998).

In Vorversuchen mit verschiedenen Peptiden, die von der li abgeleitet waren,
zeigte die Sequenz SKMRMATPLLMQA - entspricht CLIP (105-117) - gute

Bindungseigenschaften.

5.2.2 pH-Abhangigkeit der Bindung von CLIP (105-117) an HLA-
DQ4

Da die Bindung von Peptiden an MHC-Molekile auch von der Ladung der
Aminosaure-Seitenketten abhangig ist, wurden HLA-DQ4-Molekule mit CLIP
(105-117) bei verschiedenen pH-Werten inkubiert. Dabei zeigte sich ein
ausgepragtes pH-Optimum bei 5,0. Schon geringe Abweichungen von diesem
Wert fihren zu einem starken Nachlassen der Affinitat von CLIP (105-117) an
HLA-DQ4.

Wahrend fur HLA-DR-Molekile eine starke Toleranz bezuglich Variationen des
pH-Wertes gezeigt werden konnten (Sette et al., 1992), sind fur HLA-DQ-
Molekule sehr spezifische Bindungsoptima beschrieben worden, die allerdings
zwischen verschiedenen Allelen variieren (Buckner et al., 1996). Zudem konnte
gezeigt werden, dass ein niedriger pH-Wert die Bindung von Peptiden an MHC-
Klasse-lI-Molekule verstarkt (Jensen, 1991).

Das fur HLA-DQ4 ermittelte Bindungsverhalten lasst sich sehr gut mit diesen
Ergebnissen vereinbaren. Es zeigt zum einen ein fur HLA-DQ-Moleklle
charakteristisches, sehr distinktes pH-Optimum. Zum anderen befindet sich

dieses Optimum in einem niedrigen pH-Bereich, der in einem spat-
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endosomalen Kompartiment vorkommt, in dem die Beladung von MHC-

Molekulen mit antigenen Peptiden erfolgt (Mouritsen et al., 1992; Watts, 1997).

5.3 Bindungsspezifitat von HLA-DQ4

Ziel dieser Arbeit war, die Bindungsspezifitait des HLA-Allels DQA1*0401-
DQB1*0402 zu bestimmen.

Detaillierten Einblick in die Interaktion von Peptid und MHC-Klasse-II-Molekulen
wurde zuerst durch die Rontgenstrukturanalyse von HLA-DR1 geliefert (Stern et
al., 1994). Hierbei zeigte sich, dass an der Bindung von Peptiden an das MHC-
Klasse-ll-Molekul zwei Mechanismen beteiligt sind.

Ein nicht unerheblicher Teil an der Gesamtbindungsenergie wird durch
Wasserstoff-Bricken vermittelt, die sich zwischen dem gebundenem Peptid-
Rickgrat und dem MHC-Klasse-II-Molekul bilden. Interessanterweise ist die
Mehrzahl der in diesen Bindungen involvierten Aminosauren des MHC-Moleklls
zwischen den verschiedenen Allelen hoch konserviert. Diese Beobachtung
konnte sowohl fur weitere HLA-DR-Molekule (DR2a, DR2b, DR3 und DR4)
(Ghosh et al., 1995; Dessen et al., 1997; Smith et al., 1998; Li et al., 2000), als
auch fiir das, zu HLA-DR homologe, murine I-E*-Molekiil (Fremont et al., 1996),
fur HLA-DQS8 (Lee et al., 2001) und fur die, zu HLA-DQ homologen, murinen |-
A% 1-A% und I-AY” (Fremont et al., 1998; Scott et al., 1998; Corper et al., 2000;
Latek et al., 2000) nachgewiesen werden.

Diese Wasserstoffbriickenbindungen fuhren allelunabhangig zur Ausbildung
einer Polyprolin-Typ-ll-artigen gestreckten Konformation des gebundenen
Peptids und zu einer definierten Orientierung des N-und C-Terminus (Jardetzky
et al., 1996).

Zum anderen inserieren Seitenketten des Peptids in sogenannte Taschen
innerhalb der Bindungsgrube. Die an der Bildung dieser Taschen beteiligten
Aminosauren sind hoch polymorph. Dies fuhrt dazu, dass zwischen den
verschiedenen Allelen die Struktur dieser Taschen sowie deren Akzeptanz flr

bestimmte Aminosauren stark variieren kann. Als Resultat ergibt sich daraus
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die Allelspezifitat hinsichtlich des Bindungsverhaltens von Peptiden

(Rammensee et al., 1995).

Die Betrachtung von Rontgenstrukturanalysen und bekannten Bindungsmotiven
ergab, dass eine Nonamer-Kernsequenz mit Ankeraminosauren an den
relativen Peptidpositionen P1, P4, P6 und P9 fur die Peptidbindung

entscheidend ist.

Differentielles Bindungsmotiv von vier HLA-DQ-Molekulen

HLA-DQ- |Position 1| Position 2| Position 3| Position 4| Position 5| Position 6| Position 7| Position 8| Position 9
Allel

gut

bindend

0401/0402 |Y, W, F, I, |Y,A,F,W |Y,S,V,W,|A, G, S A G, S G A G ILV,A |A P,V V,AF, S
(DQ4) VvV, M N, T S

0501/0301 |Y, W, I,F [F,W,Y AY,F G,AS G,AS G A AV AV V, A
(DQ7)

0501/0201 |F, W D, E Y,D E,P D, E D,M,F, W
0201/0202 (A, K D, E T,D,E,P [A,D,E, I |G W, L, M, I
schlecht

bindend

0401/0402 |D,R,K,E |P,D,E,K |D,E, K, L, |[L,D,K,E |F,E,P,Q, |D,E, F D,Y D,E Y D,H, K
(DQ4) H R, D

0501/0301 |D, N N, D D D, E JE D, E D, E N, D K

(DQ7)

0501/0201 w M

0201/0202 P,R P, W, K K,F, L, A Q,Y,V
Tabelle 4: Differentielles Bindungsmotiv von vier HLA-DQ-Molekulen

modifiziert und erweitert nach lhle et al., 2003

Vergleicht man zunachst die gut und schlecht bindenden Aminosauren an den
entsprechenden Positionen fur alle vier Allele, so zeigen sich sowohl
ausgepragte Gemeinsamkeiten zwischen den assoziierten Allelen HLA-DQ4
und HLA-DQ7, als auch starke Unterschiede zum neutralen Allel
DQA1*0501/DQB1*0201 und dem protektiven Allel DQA1*0201/DQB1*0202.
Letztere weisen hingegen untereinander auffallende Ahnlichkeiten im

Bindungsverhalten auf.

-73 -



DisKusSION

Im folgenden wird zum einem das unterschiedliche Bindungsverhalten diskutiert
und, um diese Unterschiede noch eingehender darzustellen, ein Vergleich der
polymorphen Aminosauren dieser MHC-Allele vorgenommen, sofern sie an der
Bildung der Bindungstaschen beteiligt sind. Der Schwerpunkt liegt dabei auf
den relativen Peptidpositionen P1, P4, P6 und P9.

Auf Basis der bekannten Kristallstrukturen von drei murinen |I-A-Molekulen (I—Ak,
I-A%, 1-A%") konnten die an der Bildung der Bindungstaschen beteiligten
Aminosauren identifiziert werden (Cucca et al., 2001). Eine Bestatigung dieses
Ansatzes erfolgte durch die Kristallstruktur des human HLA-DQ8-Molekiils (Lee
et al., 2001), in dem die von Cucca et al. beschriebenen Eigenschaften dieses

HLA-Allels weitestgehend nachgewiesen wurden.

Position 1

HLA-DQ4 und HLA-DQ7 akzeptieren an Position 1 entweder hydrophobe
(Isoleucin, Valin, Methionin) oder aromatische, volumindése Aminosauren
(Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan). Im Fall von DQ7 stehen diese Daten in
volliger Ubereinstimmung mit Bindungsmotiven die entweder durch pool-
sequencing oder durch Bindungsstudien gewonnen wurden (Falk et al., 1994;
Johansen et al., 1996; Khalil-Daher et al., 1998).

DQA1*0501/DQB1*0201, das die gleiche a-Kette wie DQ7 besitzt, zeigt in
Position 1 die Praferenz fir die groflen, aromatischen Aminosauren
Phenylalanin und Tryptophan (lhle et al.,, 2003). Durch pool-sequencing
gewonnene Bindungsmotive zeigen, dass nicht nur Phenylalanin und
Tryptophan, sondern auch Tyrosin, Leucin, Isoleucin und Valin an Position 1
binden kénnen (Vartdal et al., 1996). Bei der Ahnlichkeit im Bindungsverhalten
von DQ7 und DQA1*0501/DQB1*0201 an dieser Position durfte der Einfluss der
gemeinsamen o-Kette zum Tragen kommen (Johansen et al., 1996).

Das Allel DQA1*0201/DQB1*0202, dessen B-Kette bis auf eine Aminosaure, die
allerdings aulerhalb der Peptidbindungsspalte liegt, mit
DQA1*0501/DQB1*0201 homolog ist, zeigt an Position 1 dagegen ein komplett
anderes Bindungsverhalten; es finden sich keine aromatischen Aminosauren,

vielmehr werden Alanin und Lysin als Anker beschrieben.
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P1-Tasche
An der Bildung der P1-Tasche sind nach Cucca et al. die polymorphen
Aminosaurepositionen 382, 86, a24, 052, a53 und a54 beteiligt.

p82 p86 024 052 053 054
DQA1*0401/DQB1*0402 N E H R F
DQA1*0501/DQB1*0301 N E H R F
DQA1*0501/DQB1*0201 N E H R F
DQA1*0201/DQB1*0202 N E H R F
Tabelle 5: Polymorphe Aminosauren, die an der Bildung der P1-Tasche beteiligt sind

nach Cucca et al., 2001

Interessanterweise besitzen alle vier MHC-Moleklile an den untersuchten
Positionen die gleichen Aminosauren. Damit lieBe sich die Beobachtung
erklaren, dass DQ4, DQ7 und DQA1*0501/DQB1*0201 das gleiche
Bindungsverhalten bezuglich der P1-Tasche zeigen.

Obwohl DQA1*0201/DQB1*0202 im Bereich der P1-Tasche nach obigen Daten
zu den anderen MHC-Molekllen homolog ist, zeigt sich eine hohe Affinitat zu
den Aminosauren Alanin und Lysin und nicht, wie eventuell zu erwarten ware,
die gleiche Spezifitat wie die tbrigen drei MHC-Molekdle.

Auf Basis des HLA-DR1-Kristalls berechnete HLA-DQ-Molekulstrukturen der
Allele DQA1*0501/DQB1*0301, DQA1*0501/DQB1*0201 und
DQA1*0201/DQB1*0202 zeigen allerdings, dass diese drei Molekule als
Gemeinsamkeit eine grole P1-Tasche besitzen, die aromatische und
hydrophobe Aminosauren binden kann (Johansen et al., 1996). Die
Bindungsspezifitat der P1-Tasche von DQA1*0201/DQB1*0202 scheint somit
von weiteren Faktoren abhangig zu sein, die sich nicht ohne weiteres aus der

Analyse der oben genannten Aminosaurepositionen ableiten lassen.

Position 4
An Position 4 werden von HLA-DQ4 und HLA-DQ7 kleine Aminosauren, die
entweder ungeladene polare Seitenketten aufweisen (Serin) oder apolare

Seitenketten besitzen (Glycin, Alanin), akzeptiert. Im Gegensatz dazu zeigen
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die negativ geladenen Aminosauren Glutaminsaure und Asparaginsaure keine
Bindung.

Betrachtet man DQA1*0501/DQB1*0201 und DQA1*0201/DQB1*0202, so
ergibt sich hier ein vollig kontrares Bild. Diese beiden Allele zeigen an Position

4 hohe Affinitat zu Glutaminsaure und Asparaginsaure.

P4-Tasche

B11 B13 826 p28 B74 B78 a9 a9a 062
DQA1*0401/DQB1*0402 F G G T S \% Y G N
DQA1*0501/DQB1*0301 F A Y T E v Y G N
DQA1*0501/DQB1*0201 F G L s A v Y G N
DQA1*0201/DQB1*0202 F G L s A v Y G N
Tabelle 6: Polymorphe Aminosauren, die an der Bildung der P4-Tasche beteiligt sind

nach Cucca et al., 2001

Ausgepragte  Unterschiede zwischen DQA1*0401/DQB1*0402 (DQ4),
DQA1*0501/DQB1*0301 (DQY7), DQA1*0501/DQB1*0201 und
DQB1*0201/DQB1*0202 finden sich an den Positionen 26, 28 und p74.

Ein auf Basis des DQ8-Molekuls modelliertes DQ7-Dimer besitzt eine kleine P4-
Tasche, die unter anderem durch das Vorkommen von Tyrosin an 326 bedingt
ist (Lee et al., 2001). Dies wirde die ausschliel3liche Bindung von kleinen
Aminosauren erklaren. Zusatzlich durfte die negative Ladung von
Glutaminsdure an B74 das Binden von Glutaminsdure und Asparaginsaure
aufgrund der Ladungsverhaltnisse erschweren.

DQ4 besitzt im Gegensatz zu DQ7 an 26 Glycin und an 74 Serin. Damit
durfte die P4-Tasche weitaus grof3er ausfallen als bei DQ7, da Glycin die P4-
Tasche nicht soweit einengen kann wie Tyrosin. Auch die Ladungsverhaltnisse
durften sich durch das Vorkommen von Serin anstatt Glutaminsaure an p74
unterscheiden. Trotzdem weisen DQ4 und DQ7 das gleiche Bindungsverhalten
im Bereich der P4-Tasche auf, das demzufolge von weiteren Faktoren abhangig
sein muss.

Nach der auf Basis des HLA-DR1 modellierten DQ-Molekule tragen auch die
Positionen 370 und B71 zur Bildung der P4-Tasche bei (Johansen et al., 1996).
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DQA1*0501/DQB1*0201 und DQA1*0201/DQB1*0202 besitzen an diesen
beiden Positionen zwei basische Aminosauren: an 70 Arginin und an 71
Lysin. Deren positive Ladungen tragen zur hohen Affinitat fur Glutaminsaure
und Asparaginsaure bei (Vartdal et al., 1996; van de Wal et al., 1997).

DQ7 hat an P70 ebenfalls Arginin, an B71 steht allerdings die neutrale
Aminosaure Threonin. Berucksichtigt man zusatzlich, dass an 74 mit
Glutaminsaure eine negative Ladung hinzukommt, fihren diese Merkmale
dazu, dass der basische Charakter dieser Tasche weniger stark ausgepragt ist
als bei DQA1*0501/DQB1*0201 und DQA1*0201/DQB1*0202 und ein eher
neutrales Verhalten beobachtet wird (Johansen et al., 1996).
Interessanterweise unterscheidet sich DQ4 an 70 und 71 von allen drei
anderen HLA-Allelen insofern, als dass es an diesen Positionen die zwei
negativ geladenen Aminosauren Glutaminsaure (70) und Asparaginsaure
(B71) besitzt. Deren negative Ladung kdnnte die Ladungsverhaltnisse der P4-
Tasche ahnlich wie die basischen Aminosauren bei DQA1*0501/DQB1*0201
und DQA1*0201/DQB1*0202 verandern. Ein mdgliches Resultat ware das
beobachtete Nicht-Binden von Glutaminsdure und Asparaginsaure an

Position 4.

Position 6

An der ebenfalls wichtigen Position 6 zeigen DQ4 und DQ7 ahnlich wie an
Position 4 erneut eine starke Affinitat zu den kleinen aliphatischen Aminosauren
Alanin und Glycin; die beiden negativ geladenen Aminosauren Glutaminsaure
und Asparaginsaure binden, wie schon bei Position 4 beschrieben, nicht.
DQA1*0501/DQB1*0201 und DQA1*0201/DQB1*0202 weisen auch hier ein
gegensatzliches Bindungsverhalten zu DQ4 und DQ7 mit der Akzeptanz von

Glutaminsaure und Asparaginsaure auf.
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P6-Tasche

B9 B11 830 B37 atl 62 a65 66 69
DQA1*0401/DQB1*0402 F F Y Y N N v T N
DQA1%0501/DQB1*0301 Y F Y Y N N v L N
DQA1*0501/DQB1*0201 Y F S | N N V L N
DQA1*0201/DQB1*0202 Y F S | N N \% L N
Tabelle 7: Polymorphe Aminosauren, die an der Bildung der P6-Tasche beteiligt sind

nach Cucca et al., 2001

Die an der Bildung der P6-Tasche beteiligten Aminosauren zeigen zwischen
den einzelnen Allelen auffallig starke Parallelen. Die Hauptunterschiede finden
sich an den Positionen 30 und B37.

Sowohl DQ4 als auch DQ7 besitzen an B30 und B37 jeweils die Aminosaure
Tyrosin, wahrend DQA1*0501/DQB1*0201 und DQA1*0201/DQB1*0202 an 330
Serin und an B37 Isoleucin aufweisen. Die P6-Tasche von DQ4 und DQ7 durfte
durch das sehr volumindse Tyrosin somit sehr klein ausfallen. Dies kénnte zur

ausschlieBlichen Akzeptanz von Glycin und Alanin an Position 6 beitragen.

Position 9

An Position 9 zeigen DQA1*0501/DQB1*0201 und DQA1*0201/DQB1*0202 die
Akzeptanz von aromatischen, voluminosen oder hydrophoben Aminosauren. Im
Falle von DQA1*0501/DQB1*0201 auch die Bindung von Asparaginsaure.

Die Aminosauren Alanin und Valin weisen hingegen die hochste Affinitat zu den
beiden assoziierten Molekilen DQ4 und DQ7 auf. Im Falle von DQ4 sind dies
aber nur die am besten bindenden Aminosauren. Im Gegensatz zu den
zentralen Positionen ist die Spezifitat an Position 9 nicht so stark ausgepragt,
d.h. auch aromatische bzw. hydrophobe Aminosauren haben die Moglichkeit zu

binden.
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P9-Tasche

B57 61 068 069 a72 a76
DQA1*0401/DQB1*0402 D w H N I R
DQA1*0501/DQB1*0301 D W H N S R
DQA1*0501/DQB1*0201 A w H N S R
DQA1*0201/DQB1*0202 A W H N | R
Tabelle 8: Polymorphe Aminosauren, die an der Bildung der P9-Tasche beteiligt sind

nach Cucca et al., 2001

Unterschiede zwischen den 4 betrachteten HLA-Allelen finden sich an den
Positionen 57 und a72. Am bedeutendsten ist dabei, dass die beiden
assoziierten HLA-Molekule DQ4 und DQ7 an Position 57 Asparaginsaure
aufweisen, wahrend DQA1*0501/DQB1*0201 und DQA1*0201/DQB1*0202 an
57 Alanin besitzen.

Dem Polymorphismus hinsichtlich des Vorkommens von Asparaginsaure an
57 wird eine zentrale Rolle bei der Ausbildung und Bindungsspezifitat der P9-
Tasche zugeschrieben. Aus Rontgenstrukturanalysen ist bekannt, dass sich
zwischen Asparaginsaure an 57 und Arginin an a76 eine Salzbricke ausbildet,
die sowohl die Ladungsverhaltnisse als auch die Form der P9-Tasche
beeinflusst.

Wird Asparaginsaure durch eine andere Aminosaure (Alanin, Valin oder Serin)
ersetzt, kann diese Bindung nicht gebildet werden. Deswegen wurde
angenommen, dass in diesem Fall die nun freie positive Ladung des Arginin an
o76 mit negativ geladenen Aminosauren an Position 9 des gebundenen Peptids
interagieren kann (Nepom et al., 1996; Reizis et al., 1998).

Gezielte Mutation an Position B57 des Allels DQA1*0501/DQB1*0202 zeigte,
dass dort der Austausch von Alanin zu Asparaginsdure zu Anderungen im
Bindungsverhalten der P9-Tasche fuhrt (Quarsten et al., 1998). Auf Basis der
HLA-DR1-Koordinaten berechnete Modelle zeigen in der Ausbildung ihrer
dreidimensionalen Struktur ausschlieBlich Veranderungen im Bereich der P9-
Tasche. Wahrend WT-DQ2 (DQA1*0501/DQB1*0202, Alanin an B57) eine
breite und tiefe Tasche aufweist, die zum grof3ten Teil hydrophoben Charakter
hat, zeigt das Mut57-DQ2 Molekul (DQA1*0501/DQB1*0202, Asparaginsaure
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an B57) anstatt einer Tasche eher ein Plateau, zu dessen Bildung nicht zuletzt
auch die Salzbricke zwischen Asparaginsdure an B57 und Arginin an o76
beitragt.

Daraus ergeben sich auch Unterschiede im Bindungsverhalten beider Molekdle.
WT-DQ2 akzeptiert aufgrund seiner Struktur an P9 aromatische (Phenylalanin,
Tryptophan, Tyrosin) und aliphatische Aminosauren (Isoleucin, Leucin und
Valin). Die vorausgesagte Interaktion zwischen der freien positiven Ladung von
Arginin an a76 und gebundenem Peptidliganden findet allerdings nicht an den
Aminosaureseitenketten, sondern am Peptidruckgrat statt. Dies kann das
geringe Vorkommen von negativ geladenen Aminosauren in P9 bei diesem Allel
erklaren (Quarsten et al., 1998).

Die nach diesem Modell fir Mut57-DQ2 vorausgesagten Liganden mussen an
P9 kleinere Anker aufweisen, wobei Valin die grofdte Aminosaure darstellt, die
ohne weiteres binden kann.

Vergleicht man vor diesem Hintergrund die beobachteten
Bindungseigenschaften der vier HLA-Molekule, so wird deutlich, dass
DQA1*0501/DQB1*0201 und DQA1*0201/DQB1*0202, die beide Alanin an 57
besitzen und demzufolge eine groRe und hydrophobe Tasche aufweisen,
ebenfalls entsprechende grol3volumige Aminosauren binden kdnnen (Johansen
et al., 1996; Vartdal et al., 1996).

DQ4 und DQ7, die beide Asparaginsaure an Position 57 besitzen, sollen nach
obigem Modell eine kleinere Bindungstasche haben. Das Vorkommen von
Tyrosin an B30 und P37 tragt ebenfalls dazu bei, diese Bindungstasche
einzuengen (Johansen et al., 1996).

Dies kann teilweise an den gebundenen Aminosauren beobachtet werden. DQ4
und DQ7 binden im Gegensatz zu den anderen beiden Allelen auch die relativ
kleinvolumigen Aminosauren Alanin, Valin und Serin. Allerdings konnte im Falle
von DQ4 auch die Bindung von aromatischen und hydrophoben Aminosauren

beobachtet werden.
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Zusammenfassung des Peptidbindungsverhaltens

Die beiden mit JIA assoziierten HLA-Allele DQA1*0401/DQB1*0402 und
DQA1*0501/DQB1*0301 zeigen auffallend starke Gemeinsamkeiten in ihrem
Peptidbindungsverhalten. Dies kann stellenweise auf Homologien in der
Primarstruktur der o~ und B-Kette der MHC-Molekule zurickgefuhrt werden, die
zur Ausbildung von ahnlich aufgebauten Bindungstaschen flhrt. Allerdings
konnen auch unterschiedliche Aminosauren zur Bildung von Bindungstaschen
gleicher Spezifitat fUhren, wie an der P4-Tasche ersichtlich ist.

Auch die beiden Allele DQA1*0501/DQB1*0201 und DQA1*0201/DQB1*0201,
die sich im Hinblick auf das Risiko an JIA zu erkranken neutral oder protektiv
verhalten, weisen starke Sequenzhomologien im Bereich der Bindungstaschen
auf, die sich auch im Peptidbindungsverhalten widerspiegeln.

Die Tatsache, dass Dbeide assoziierten HLA-DQ-Allele dieselbe
Peptidbindungsspezifitdt aufweisen, also potentiell dieselben Peptide
prasentieren konnen, ist ein Argument fur eine T-Zell vermittelte Pathogenese
der juvenilen idiopathischen Arthritis (Wedderburn et al., 2001).

Die Allele DQA1*0501/DQB1*0201 und DQA1*0201/DQB1*0201 konnen
aufgrund ihres Bindungsmotivs diese arthritogenen Peptide nicht binden und
somit keine Entzindungsreaktion auslosen.

Der neutrale bzw. protektive Effekt dieser beiden Allele kdnnte aber auch Uber
das Prinzip der negativen Selektion im Thymus erklart werden (Kappler et al.,
1987). Dabei werden potentiell autoreaktive T-Zellen eliminiert. Dass sich der
protektive Effekt bestimmter MHC-Allele auf diesen Mechanismus zurlckfuhren
lasst, konnte in einem Mausmodell des Insulin abhangigen Diabetes mellitus
(IDDM) gezeigt werden (Schmidt et al., 1997).
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5.4 Identifikation von Liganden an HLA-DQ4

Die Moglichkeit mittels Peptidbibliotheken den Einfluss jeder Aminosaure an
jeder Position auf das Bindungsverhalten an HLA-DQ4 zu bestimmen, war die
Grundlage, Liganden fur dieses HLA-Allel erfolgreich zu determinieren.

Die Einteilung der Aminosauren in drei Untergruppen (aktiv, indifferent und
inaktiv), wie in 4.6 beschriecben, und die Bildung von zufallig
zusammengesetzten Nonapeptidsequenzen erwies sich bereits bei der Suche
nach neuen Liganden fur HLA-DRB*0301 als sehr geeignet (Jung et al., 1998).
Dieses Prinzip konnte nun zum ersten Mal sehr erfolgreich auf die Liganden-
Bestimmung eines HLA-DQ-Moleklls Ubertragen werden. Dabei zeigten sich
uberraschend klare Ergebnisse: fast alle Peptide, die aus gut bindenden
Aminosauren zusammengesetzt waren, zeigten bereits bei niedrigen
Konzentrationen hohe Kompetitionswerte bis zu 90%. Dabei war es nahezu
unerheblich, ob die Sequenzen willkirlich zusammengesetzt waren, oder
gezielt die am starksten bindenden Aminosauren pro Position kombiniert
wurden.

Hingegen konnten Peptide aus den Gruppen der indifferenten und inaktiven
Aminosauren keine nennenswerte Affinitat zu HLA-DQ4 aufweisen. Zumindest
bei Peptiden der Gruppe der indifferenten Aminosauren hatte eine geringfugig
hohere Affinitat als bei Peptiden der Gruppe der inaktiven Aminosauren
erwartet werden konnen. Allerdings muss hierbei bertcksichtigt werden, dass
jeweils nur drei Peptide pro Gruppe zum Einsatz kamen. Es ist deswegen nicht
auszuschlie3en, dass Sequenzen, vor allem aus der Gruppe der indifferenten
Aminosauren, hohere Kompetitionswerte aufweisen, wenn sie aus Aminosauren
mit positiven Kompetitions-Indizes innerhalb ihrer Gruppe zusammengestellt
werden.

Allerdings lag der Fokus bei diesem Versuch auf der Suche nach hochaffinen
Peptiden, so dass in dieser Richtung keine weiteren Schritte unternommen
wurden.

Ein Phanomen, das bei der Verwendung von Peptidbibliotheken zur
Bestimmung von Klasse-llI-Bindungsmotiven auftritt, ist die sogenannte

translationale Invarianz. Um abzuklaren, inwieweit die Ergebnisse von dieser
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Eigenschaft der Methodik beeinflusst werden, wurde die Kompetitionsfahigkeit
eines Nonapeptids gemessen, dessen Sequenz aus Aminosauren besteht, die
nicht nur an der beobachteten Position, sondern auch an benachbarten
Positionen in den Versuchen mit der Nonapeptidbibliothek positive
Kompetitions-Indizes lieferten. Dabei zeigte sich, dass die Kompetitionsfahigkeit
dieses Peptids weit hinter der Affinitat der Peptide der Gruppe 1 zurtckblieb.
Dies macht deutlich, das die translationale Invarianz bei Verwendung einer
Nonapeptidbibliothek nur geringen Einfluss auf die Ergebnisse hat
(Fleckenstein et al., 1999).

Die Blockade der Antigen-Prasentation durch MHC-Klasse-II-Molekule ist ein
denkbares Konzept in der Entwicklung von immunomodulatorischen
Therapieansatzen bei der Behandlung von Autoimmunerkrankungen. Peptide
mit hoher Affinitat zum Klasse-lI-Molekul sind dabei die Grundlage fur die
Entwicklung potenter ,MHC-Blocker” (Falcioni et al., 1999).

Die nun bestimmten hochaffinen Liganden an HLA-DQ4 konnten somit als

Basis fur die Entwicklung ahnlicher Verbindungen dienen.
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6 Zusammenfassung

Atiologie und Pathogenese der juvenilen idiopathischen Arthritis sind immer
noch weitgehend unklar. Der Nachweis von mehreren HLA-Klasse-l und
Klasse-ll-Allelen mit Suszeptibilitat oder Schutz zumindest in einer Untergruppe
der Erkrankung legt die Vermutung nahe, dass diese Molekile im
Krankheitsprozess involviert sind.

Ziel der vorliegenden Arbeit war, das Bindungsmotiv des mit juveniler
idiopathischer Arthritis assoziierten HLA-Allels DQA1*0401/DQB1*0402 durch
den Einsatz von synthetischen kombinatorischen Peptidbibliotheken zu
bestimmen. Dabei zeigte sich ein charakteristisches Bindungsverhalten mit der
Akzeptanz von kleinen Aminosauren in den zentralen Bindungstaschen und der
Affinitat zu volumindsen, hydrophoben Aminosauren in den ausseren Taschen.
Der Vergleich mit dem Bindungsmotiv des ebenfalls assoziierten Allels
DQA1*0501/DQB1*0301 (DQ7) zeigte, dass beide Bindungsmotive in weiten
Teilen gleich sind.

Signifikante Unterschiede ergeben sich im Hinblick auf das Bindungsmotiv des
neutralen Allels DQA1*0501/DQB1*0201 sowie des protektiven Allels
DQA1*0201/DQB1*0201.

Die beobachtete Hierarchie (assoziiert, neutral, protektiv) der Assoziation
diverser HLA-DQ-Allele mit der juvenilen idiopathischen Arthritis lasst sich somit
auch auf die Ebene der Peptidbindungsspezifitat Gbertragen. Das nun
bestimmte HLA-DQ4-Bindungsmotiv fugt sich dabei nahtlos in das von Ihle et
al. beschriebene, differentielle Bindungsmotiv dreier HLA-DQ-Molekule ein und
erweitert es.

Die Bestimmung des Bindungsmotivs war Voraussetzung, um Liganden des
HLA-DQ4 Molekuls zu determinieren. Hier konnten mehrere hochaffine
Nonapeptide identifiziert werden. Diese Liganden ermdglichen zum einen
weitere Untersuchungen zur T-Zell-Reaktivitdt, zum Beispiel mittels MHC-
Tetramertechnologie, und konnten zum anderen die Entwicklung neuer

immunomodulatorischer Therapieansatze eréffnen.
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